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ONSOZ

Bu tez c¢alismasi ile opiyat bagimliliklarmin tedavisinde kullanilan
Buprenorfinin ve Naloksonun analizi i¢in numune hazirlamada farkli teknikler
kullanarak siire¢ i¢in harcanan zamanin azaltilmasi hedeflenmistir. HPLC i¢in yeni
nesil kolonlar kullanilarak hizli, duyarli ve hassas bir yontem yardimiyla hassasiyeti
yiiksek ve diisiik tayin limitlerine cevap veren, dogru ve tekrar edilebilir tamamen
valide edilmis bir yontem gelistirilmistir. Gelistirilen yontem uluslararas1 validasyon
standardlarina uygun olarak test edilmis; dogrulugu, hassasiyeti ile ayni zamanda
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1. GIRIS

Afyon kullannominda ge¢misten giinlimiize, Siimerler, Misirlilar ile birgok
cografyada hiikiim siiren uygarliklarda oldugu gibi Cin ve Hint uygarliklarinda da
hashas ekim dikimi ile afyon iiretimi ve afyondan yapilan ilaglar hakkinda yazilarin
ve kahntilarin bulunduguna dair izler goriilmektedir. Diinya ¢apinda klinik
ortamlarda kullanilan 20'den fazla farkli opiyat vardir. Eroin, gelismis {ilkelerde en
sik kotiiye kullanim ve bagimliliga neden olan opiyat maddedir. Eroinden farkli
opiyat bagimlilig: tiirleri ilaci tedavi programinin bir pargasi olarak kullanan kisiler,
ilaca kolayca erisebilen saglik uzmanlari ve ilact saglayicilardan ve tedavi

merkezlerinden satin alan misteriler ile olusur (T.C. Saglik Bakanligi, 2012).

Opiyat afyondan dogal yoldan tiiretilen bir ilaci ifade etmek icin

farmakolojide klasik olarak kullanilan bir terimdir.

Opioid beyindeki opioid reseptorlere (antagonistleri dahil olmak tizere) hem
dogal hem sentetik olarak baglanan tiim maddeleri ifade etmek i¢in kullanilan mdern

bir terimdir.

Opioid kullaniminin ilk ve en Onemli tehlikesi, semptomlart solunum
problemleri, kalp yetmezligi, fel¢ ve hatta 6liimii iceren merkezi sinir sistemi
baskilanmasidir. Opioidlerle birlikte diger merkezi sinir sistemi baskilayicilarinin
(alkol, benzodiazepinler gibi) kullanimi, etkiyi 6nemli 6lglide artirir. Asir1 doz terimi,
opioid maruziyeti solunum baskisi, morbidite veya mortalite ile sonuglandiginda

meydana gelen zehirlenme olayini tanimlamak i¢in kullanilmistir.

Tiim uyusturucu smiflar1 arasinda, eroin, bagimhilik yiikiimliligiinde
(titlinden sonra) ikinci siradadir; eroin kullananlarin yaklasik dortte birinde ilaca
bagimlilik gelisir ve bu acidan higbir cinsiyet farki yoktur (Anthony ve ark., 1994).

Savas ortaminda daha yiliksek kullanim oranlar1 ve bagimliliga gecisler tespit



edilmistir (Robins, 1993); ve en yiiksek diizeyde bagimlilik eroin enjekte edilmesi ile
iligkilidir (Gossop ve ark., 1992).

Eroin ve kokain gibi maddelere bagimli olan bir¢ok kisi, damar i¢i madde
kullanim1 nedeniyle HIV/AIDS, hepatitler, tiiberkiiloz ve cinsel yolla bulasan
hastaliklar gibi riskler altindadir. Tedavi programlar1 sirasinda, bireyler HIV/AIDS,
hepatit B ve C, tiiberkiiloz ve diger bulasici hastaliklar konusunda degerlendirilmeli
ve kendileri ve bagkalar1 i¢in risk olusturabilecek durumlari engellemek igin
danmigsmanlik hizmetleri almalidir. Madde bagimlilig1 tedavisi, bireyler ve toplum igin

bir hastalik 6nleme programidir.

Giliniimiizde kiiresel bir problem haline geldigi belli olan opioid bagimlilig
tedavisinde oOzellikle Buprenorfin/Nalokson kombinasyonun dil alti hapi olan
formunun kullanimi 6n plana ¢ikmaktadir. Ancak kdtiiye kullanim ya da tedaviyi
yarim birakma gibi durumlar nedeniyle buprenorfinin ve naloksonun tayininde hizl

ve etkin bir analiz yonteminin gelistirilmesi 6nemlidir.

1.1. Opiyatlar

Opiyatlar, afyon hashasindan elde edilen dogal iiriinleri ve ondan tiiretilen
sentetik bilesikleri igeren bir uyusturucu sinifidir. Opiyat terimi, afyon hashas
bitkisinde dogal olarak bulunan narkotik opiyat alkaloit Uriinlerin yanm1 sira bunun
bir¢ok yar sentetik kimyasal tiirevini tanimlar (EMCDDA, 2010). Eroine ek olarak,
morfin, kodein, metadon, oksikodon ve fentanil gibi ilaglar da bu terim altinda yer
almaktadir (Darke, 2011; King, 2009). Opiyatlarin da dahil oldugu uyusturucu

maddelere iliskin genel siniflandirma Cizelge 1.1°de verilmistir.



Cizelge 1.1. Uyusturucu Maddelerin Siniflandirmasi.

Dogal Sentetik
Merkezi Sinir Sistemini | Afyon, Morfin, Eroin, Kodein Barbitiiratlar, Trankilizanlar,
Yavaslatanlar (Depresanlar) Sedatifler
Merkezi Sinir  Sistemini | Koka yapragi, Kokain, Crack Amfetaminler
Uyaranlar (Stimiilanlar)
Halusinojenler Esrar, Likit Esrar, Marihuana, | LSD
Meskalin

Opiyatlarin baslica klinik 6zelliklerinden biri analjezi olusturmalaridir.
Opiyatlar normalde viicudun endojen opiyati olan endorfin tarafindan etkilenen bir
grup noro-alict igin agonist gorevi gormektedir (Berridge, 2009). Analjezi disinda,
opiyatlar uyusukluga ve uykuya neden olmakta ve bir 6fori ve ayrilma duygusu
tiretmektedir. Bu etkilerin baslangici ¢ok hizli olabilir. Eroin enjeksiyonu takiben
kan-beyin bariyerini yaklagik 20 saniye iginde hizla gecer. Bu hizli metabolik
aktivite, enjeksiyonun genellikle tercih edilen uygulama yolu olmasmin ana
nedenlerinden biridir ve sicaklik ve zevk duygularini takiben sedasyon uzun bir siire
devam etmektedir (Darke, 2011). Opiyatlarin klinik a¢idan 6nemli olan baslica
olumsuz etkisi, merkezi sinir sistemi solunum depresanlar1 olmalaridir (Milroy,
2002). Oliim genellikle solunum yetmezliginden kaynaklanmaktadir, ancak
miyokardiyal oksijen yoksunlugu nedeniyle kalp durmast da meydana
gelebilmektedir (Goodman ve Gilman, 1996).

1.2. Opioid Kullanim Bozuklugu (OUD)

Bilindigi tizere opioidler dogal, sentetik veya yar1 sentetik olarak elde edilen
ve beyindeki ilgili reseptdrlere baglanabilen tiim maddeleri kapsamaktadir.
Opioidlerin zaman ig¢inde uzun siireli ve tekrarli olarak uygulanmasi (OUD-Opioid
Use Disorder), noronal yap1 ve fonksiyon iizerinde kalic1 etkilere neden olur. Bu
yasami tehdit eden kronik beyin hastaligi, asir1 doz, travma, intihar veya bulasici
hastaliklardan (6rnegin, Hepatit C, HIV/AIDS) kaynaklanan erken 6liimlerde 6nemli
bir artisla iliskilidir. Mental Bozukluklarm Tanisal ve Istatistiksel El Kitabi'nin 5.



Baskis1 (DSM-V), OUD'yi, klinik olarak 6nemli bir bozulma veya sikintiya neden

olan sorunlu bir yanlig kullanim sekli olarak tanimlar.

DSM’ye gore OUD tanisin1 dogrulamak i¢in 12 aylik bir siire zarfinda

asagida belirtilenlerden en az ikisinin gézlenmesi gerekir:

1) Opioidlerin genellikle amaglanandan daha ¢ok miktarlarda veya daha uzun

bir siire zarfinda kullanilmasi,

2) Opioid kullanimini azaltabilmek ya da kontrol altina alabilmek i¢in yogun

bir ¢aba gostermek ve/veya bu ¢abalarin basarisizliga ugramasi,

3) Opioid temin etmek ve/veya kullanmak ya da etkilerini bertaraf edebilmek

icin fazla zaman harcanmasi,

4) Opioid kullanmak igin giiglii bir istek, 6zlem ve/veya diirtii duyulmast,

5) Evde, is yerinde veya okulda sorumluluklarini yerine getirememeyle

sonuglanan ve dongiisel olarak opioid kullaniminin yinelenmesi,

6) Opioid kullannmmnin ve/veya etkilerinin  sebep oldugu veya
siddetlendirdigi, toplumsal ya da bireyler arasi sikintilara ragmen siirekli ya da

yineleyici opioid kullanimu,

7) Opioid kullanimi sebebiyle bireyin hayatinda 6nemli yer teskil eden sosyal,

mesleki veya eglence faaliyetlerinden azaltilmasi veya tiimiiyle vazgegilmesi,

8) Fiziksel olarak tehlike arz eden durumlarda bile yineleyen opioid

kullanimu,



9) Biiyiik olasilikla opioid kullanimimnin sebep oldugu veya arttirdigi kalict
veya tekrarlayict bir fiziksel ve/veya psikolojik soruna sahip olundugu bilinmesine

ragmen kullanima devam edilmesi.

10) Tolerans sergilenmesi;

a. Istenilen etkiyi saglamak igin (zehirlenme de dahil) belirgin bir sekilde

artan oranlarda opioid ihtiyaci veya,

b. Siirekli ayn1 oranda opioid kullanmaya devam ederek etkinin belirgin

sekilde azalmasi.

11) Geri ¢ekilme sergilenmesi

Opioid yoksunluk sendromu i¢in &zellikle DSM-5 A ve B Kiriterlerine

bagvurulmaktadir:

A. Bu maddede belirtilenlerden herhangi biri:

e Birka¢ hafta veya daha uzun siireli opioid kullaniminin kesilmesi veya
azaltilmasi,

e Belirli bir kullanim siiresinden sonra bir opioid antagonistinin alinmasi.

B. Bu maddede belirtilenlerden tigii (ya da daha fazlasi), A. Kriterinden birkag
dakika ila birkag giin sonra gelisir: disforik ruh hali; mide bulantis1 ya da kusma, kas
agrilari, esneme, uykusuzluk, pupiller genisleme, piloercksiyon, terleme, ishal ile

ates.

OUD, biligsel-davranisct terapi, acil durum planlari, 12 adimli programlar ve
destek gruplar1 gibi farmakolojik ve davramisa dayali miidahalelerin bir
kombinasyonu olan ila¢ destekli tedavi kullanilarak etkin bir sekilde

yonetilebilmektedir (Arroyo ve ark., 2020).



Opioid kullanimma bagli zihinsel ve davranigsal bozukluklarin ICD-10
(Uluslararast Hastalik Siniflandirmasinin  10. Revizyonu) smiflandirmasi, {ig¢
patolojik sendroma ayrilir: zehirlenme, bagimlilik sendromu ve yoksunluk durumu.
Sendromlarin her biri i¢in ayrintili tani kriterleri asagida sunulmaktadir (Diinya

Saglik Orgiitii [WHO], 1993).

1.2.1. Opioid Zehirlenmesi

Opioid zehirlenmesi, opioidlerin kullanim1 veya yanlis kullanimi sonucu
ortaya ¢ikan zararli sonuglari ifade eder. ICD-10, tibbi teshisler i¢in bir siniflandirma
sunmaktadir. ICD-10'a  gore, opioid zehirlenmesi F11.0 kodu altinda
degerlendirilmektedir. ICD-10'a uygun olarak opioid zehirlenmesinin tanimu,

asagidakileri igermelidir:

1) Yeterince yiiksek doz seviyelerinde psikoaktif madde olduguna dair agik

kanitlar bulunmalidir.

2) Klinik 6neme sahip biling, bilis, algi, duygulanim veya davranis diizeyinde
rahatsizliklar olusturmaya yetecek siddette sarhosluk belirtileri veya bulgular

bulunmalidir.

3) Bu isaretler ve semptomlar bagka bir klinik veya zihinsel duruma

atfedilemez.

4) Apati, sedasyon, disinhibisyon, psikomotor gerilik, bozulmus dikkat,
bozulmus muhakeme, kisisel islevsellige miidahaleden en az birinin varligiyla

kanitlanan islevsiz davranis olmalidir.

5) Siddetli akut opioid zehirlenmesinde, solunum depresyonu, hipotansiyon
ve hipotermi ile uyusukluk, geveleyerek konusma, gbézbebegi daralmasi, biling

diizeyinde azalma gibi belirtilerden en az birinin olmas1 gerekir.



1.2.2. Opiyat Bagimhlik Sendromu

Asagidaki belirtilerden {i¢ veya daha fazlasinin en az 1 ay boyunca birlikte
olmasi veya 1 aydan daha uzun siire devam etmesi durumunda 12 aylik bir siire

i¢inde tekrar tekrar birlikte olmasi ile tanimlanmaktadir.

1)Opiyat almak i¢in gii¢lii bir istek veya zorlama hissi

2) Baslangici, sona ermesi veya kullanim seviyeleri agisindan madde alma

davranigini kontrol etme kapasitesinde bozukluk

3) Kullanim azaltildiginda veya kesildiginde fizyolojik bir geri ¢ekilme
durumu veya yoksunluk semptomlarini hafifletmek veya bunlardan kaginmak

amaciyla ayn1t maddenin kullanimi

4) Belirgin etkide belirgin diisiisle birlikte miktarda artis (tolerans)

5) Maddenin etkilerini elde etmek, almak veya etkilerini azaltmak i¢in daha

fazla zaman harcanmasi (mesgul olma)

6) Zararli sonuglara dair acik kanitlar olmasina ragmen i1srarli opiyat

kullanima.

1.2.3. Opiyat Yoksunluk Durumu

1) S6z konusu maddenin tekrarlanan ve g¢ogunlukla uzun siireli ve/veya
yiiksek miktarlarda kullaniminin ardindan kullanimin son zamanlarda birakildigina

veya azaldigina dair agik kanitlar bulunmasi.

2) Yoksunluk halinin bilinen 6zellikleriyle uyumlu belirti ve bulgular. Opiyat

yoksunlugu durumu i¢in belirtilerden herhangi 3'liniin mevcut olmasi gerekir: opiyat



ilact i¢in aserme, burun akintist veya hapsirma, gbéz yasarmasi, kas agrilart veya
kramplari, karin kramplari, mide bulantis1 veya kusma, ishal, pupiller genisleme,
piloereksiyon, tekrarlayan titreme, tasikardi, hipertansiyon, esneme veya huzursuz

uyku.

3) Bu isaretler ve semptomlar baska bir klinik veya zihinsel duruma

atfedilemez.

1.3. Opiyat Kullanim Bozuklugu Tedavisi

Opiyat kullanim bozuklugu mortalite ve yliksek bir kiiresel hastalik yiikii ile
anilsa da yaygin, kronik, ancak tedavi edilebilir bir hastaliktir (Peacock ve ark.,
2018). Opiyat kullanim bozuklugundaki artis ve opiyatla iliskili doz agiminin kiiresel
yayginligl, tedavi hizmetlerinin Onceliklendirilmesini zorunlu hale getirmistir

(Marsden ve ark., 2019).

Bagimlilik tedavisinde gii¢lii bir motivasyon tedavi siirecini hizlandirmakla
birlikte tedavi mutlaka goniilliilik esasina dayanmaz. Bazen ailenin, is yerinin ve
yasanin getirdigi zorunluluklar ve baskilar kisinin tedaviye girmesini, tedavide
kalmasin1 ve tedavinin basarisini artirabilir. Bagimli olan kisiler tedavi konusunda
genellikle kararli olmamalari nedeniyle tedavi icin basvurduklarinda mutlaka
programa alinmalidirlar. Tedavi, mutlaka kisinin gereksinimlerine uygun bi¢imde

kisiye 6zel olarak planlanmalidir.

Eger tedavinin etkili ve basarili olmas1 isteniyorsa tedavi kisinin yalnizca
madde kullanimima yonelik olmamalidir. Madde kullanimi diginda ilgili tibbi,

psikolojik, sosyal ve yasal sorunlarina da yonelik girisimlerde bulunulmalidir.

T.C. Saglik Bakanligi’nin 2012 yilinda yayimladigt Madde Bagimliligi Tam
ve Tedavi Kilavuzu El Kitabi’na gore; hastalar tedavi siiresince farkli tedavi

yontemlerine gerek duyacaklari i¢in tedavi siirekli olarak takip edilmelidir.



Danigmanlik veya psikoterapiye ek olarak bazen hastalar tibbi tedavi, aile tedavisi,
mesleki rehabilitasyona da gerek duyabilirler.

Tedavi etkinliginde bir diger 6nemli etmende tedavinin siiresidir. Tedavinin
siiresi hastanin sorunlarina ve gereksinimlerine baghdir. Bir¢ok hastanin tedaviyi
erken biraktigi goz Oniine alindiginda hastanin tedavide kalmasi konusunda ek

yontemler uygulanmasi gerekmektedir.

Terapiler hastanin motivasyonunu artirmaya, madde kullanma konusunda
diren¢ gosterme becerileri gelistirmesine, madde kullandig1 etkinliklerin yerine daha
yapict etkinliklerde bulunmasini saglamaya, sorun ¢dzme becerilerini artirmaya
yonelik olmalidir. Ayrica kisileraras: iliskilerini aile ve toplum i¢inde islevselligini

artiracak davranisci tedavi yontemleri de uygulanmalidir.

Ilaglar, hastalar opioid kullanimimi biraktiktan sonra kendilerini daha rahat
hissetmelerine yardimci olmak i¢in yoksunluk belirtilerini hafifletebilir. Opioid
bagimliliginin tedavisi i¢in FDA tarafindan onaylanan ii¢ ilag vardir. Bunlar;
buprenorfin, metadon ve naltreksondur. Bu ilaglarin FDA tarafindan Onerilen
uygulama bigimleri ve formlar1 Cizelge 1.2°de gdsterilmistir. Bu tedavilerin ii¢iliniin
de damismanlik ve psikososyal destekle birlikte giivenli ve etkili oldugu

kanitlanmustir.

Cizelge 1.2. Buprenorfin, metadon ve naltrekson uygumala bigimleri.

Uygulama Sekilleri Buprenorfin Metadon Naltrekson
Dil alt1 tablet 4

Deri alt1 kullanim i¢in enjeksiyon

Deri alt1 kullanim i¢in implant v

Oral formlar

Tablet

Uzun saliniml kas i¢i enjeksiyonlar v




OUD tedavisi i¢in yukarida bahsedilen ilaglar ii¢c grupta siniflandirilabilir:
tam agonistler, kismi agonistler ve antagonistlerdir. Opioid reseptorleri, beyin,
omurilik, deri ve mide-bagirsak boyunca dagilmis olarak bulunan G proteinine bagl
reseptorlerdir. Mu, kappa ve delta, beyin devreleri tizerinde ortak bir analjezik etkiye
sahip opioid reseptor tipleridir. Eroine benzer metadon, mu opioid reseptdrlerini
(MOR) hedefleyen bir tam agonisttir. Buprenorfin gibi kismi agonistler metadona
alternatif olarak gelistirilmistir. Buprenorfin MOR'lar1 diger tam agonistler ile aym
derecede uyarmaz bu nedenle, buprenorfin metadon kullanan hastalar ile
karsilastirildiginda, solunum depresyonu ve ofori yasama olasiligi daha diisiiktiir.
Nalokson ve naltrekson, tiim opioid reseptorii alt tiplerini hedefleyen
antagonistlerdir. Antagonistler opioid reseptoriine baglanmak i¢in agonistler ile
rekabet eder ancak uyarmazlar bu nedenle, sedasyon, analjezi, solunum depresyonu
ve ofori gibi farmakolojik etkilere neden olmazlar. Nalokson'un afinitesi MOR i¢in
en yiksektir ve opioid doz asimi hastalarinda solunum ve zihinsel depresyonu

onlemek i¢in kullanilir (Wang, 2019).

Idame tedavileri, aserme ve yoksunluk semptomlarindan kurtulma saglar ve
hastanin hayatlarmin geri kalaninda yasadisi olarak opiyat bulundurma ve
kullanmadan kurtulmasina olanak tanir. Daha 6nce bagimlilik veya yoksunluk
sendromu ile yasanan tiim olumsuzluklar, artik denetimli, saf ve uzun etkili ikame
ilacin giinliik tek bir dozunun kullanilmasiyla azalmakta ve zamanla da ortadan
kalkmaktadir (Darke, 2011). Stabilite saglandiktan ve stirdiiriildiikten sonra opiyat

idame dozu yavas yavas azaltilabilir ve stabil vakalarda tamamen kesilebilir.

Dil alt1 kullanilan buprenorfin (BUP; ayrica nalokson ile 4:1 formiilasyonu
mevcuttur; BUP/NAL) igeren bir ilag tedavisi kullanim bozuklugunun tedavisi igin
birinci basamak farmakoterapiyi olusturur (WHO, 2009). Kullanim bozuklugunda
ila¢ tedavilerine uyan hastalarda opiyat kullanimiin daha fazla baskilanmasi ve
yoksunluk siirelerinin artmasi (Darke ve ark., 2007; Larance ve ark., 2015) ve opiyat
asirt doz riskinin azalmasiyla birlikte (White ve ark., 2015) niiksetme riskinde

azalma (Tkacz ve ark., 2012) muhtemeldir.
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Dilalt1 tablet kombinasyonu 4:1 sabit doz oraninda buprenorfin ve
naloksondan olusan formiilasyonunun, opiyat bagimliliginin tedavisinde etkilidir. 4:1
sabit doz oraninda buprenorfin ve nalokson igeren bir kombinasyon tableti (2 mg
buprenorfin: 0,5 mg nalokson ve 8 mg buprenorfin:2 mg Nalokson), opiyat
bagimliligimi tedavi etmek igin Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan
onaylanmistir. Buprenorfin opiyat bagimlilig1 tedavisinde kullanimi Tiirkiye’de de

2010 yilinda onaylanmustir.

1.4. Buprenorfin/Nalokson Fizikokimyasal ve Farmakolojik Ozellikleri
1.4.1. Buprenorfin Ozellikleri

Buprenorfin, yiiksek dozlarda gii¢lii opioidler gerektiren durumlarin tedavisi
icin onu tercih edilen bir ajan haline getiren bir dizi benzersiz farmakokinetik ve

farmakodinamik 6zelliklere sahiptir.

Farmakolojik olarak BUP, opioid mu reseptorlerinde diisiik icsel aktivite,
yiiksek afinite ve diisiik ayrigma sabiti ile kismi agonist aktivite sergiler. Bu
ozellikler tavan etkisinden dolayi etki siiresinin ve giivenligin uzamasina neden olur.
Kappa reseptoriinde, BUP minimal disfori ile bir antagonist gibi davranir, oysa delta
reseptorlerinde hicbir aktivitesi yoktur (Greenwald ve ark., 2003; Walsh ve ark.,
1994).

Buprenorfin, kismi bir mu-opioid reseptorii agonisti olarak gorev yapar,
ancak eroin, oksikodon veya metadon gibi diger tam mu-opioid agonistlerine kiyasla
daha diisiik igsel aktiviteye sahiptir. Buprenorfin'in kimyasal formiilii Co9H41NO4 ve
agirhgr 467,6 g/mol'diir. Kristal formda olup suda ¢oziiniirliigii diisiik ve 0,0168
mg/mL'dir. Avdeef ve ark. tarafindan 1996 yilinda yapilan arastirmada,
buprenorfinin logP'si 4,98 ve 25°C’de pKa's1 8,31'dir. Buprenorfin’in kimyasal yapisi

Sekil 1.1°de verilmistir.
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Sekil 1.1. Buprenorfinin kimyasal yapisi.

1.4.1.1. Emilim

Oral olarak uygulanan BUP, kapsamli bir ilk gecis etkisi ve yaklagik %14
emilim orani ile zayif biyoyararlanima sahiptir. Benzer sekilde, naloksonun oral
biyoyararlanim oran1 da %10'dur (Mendelson ve ark., 1997). Buna karsilik, BUP dil
alt1 tabletinin biyoyararlanimi %28 ila %51 iken BUP'un dil alt1 soliisyonun
plazmadaki biyoyararlanimi %49 ila %63'tiir. BUP tabletlerinin veya soliisyonunun
siirekli uygulanmasi biyoyararlanim verileri icin 28 giinde bir fark gdstermez

(Cowan, 2003).

BUP'un plazmada maksimum veya tepe konsantrasyona ulagmasi i¢in gecen
siire, uygulama yolu ve farmasotik dozaj formu ve formiilasyonu ile ilgilidir. Bu tepe
plazma konsantrasyonuna ulagmak igin rapor edilen siire dil alti tabletler i¢in 45
dakikadir, ¢ozeltiler icin 30—90 dakika ve film formiilasyonu i¢in 40 dakikadir
(Elkader ve Sproule, 2005). Tepe konsantrasyon, dozla orantisiz olarak artar ve
denekler arasi bliylik degiskenlik, doz ve konsantrasyon i¢in dogru popiilasyon
tahminleri kurulamayabilir (Chiang ve Hawks, 2003). Gida tiiketimi ayrica dil alt1
uygulamasini takiben BUP konsantrasyonunu da etkiler. Elkader ve Sproule (2005)
yayinladiklar1 ¢alismada, buprenorfinin fizyolojik pH degerinde hizli dil alt1
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absorpsiyonu, ardindan sistemik absorpsiyonun kiyasla daha ge¢ olmasi opioid

bagimliliginin tedavisinde faydali bir uygulama yolu saglar.

1.4.1.2. Metabolizma

Buprenorfin norbuprenorfine (N-BUP) genis 6l¢iide karacigerde metabolize
edilir. Norbuprenorfin, buprenorfinin tahmini analjezik giiciiniin ellide biri olan aktif
bir metabolittir. Bu nedenle, opioid bagimliliginin tedavisinde buprenorfinin genel
terapotik etkinligine katkisinin diisiik oldugu diisiiniilmektedir (Elkader ve Sproule,
2005). Karacigerde, baslica BUP i¢in metabolik yol, sitokrom 3A4 (CYP 3A4)
(%65) enzimidir, bunu CYP 2C8 (%30) takip etmektedir. BUP'un geri kalan %5'i
CYP2C9, CYP2C18 ve CYP2C19 izoformlar: tarafindan metabolize edilir. BUP’un
metabolizmast Sekil 1.2°de gosterilmistir. Bu metabolik yol géz oniine alindiginda,
karaciger hastaligi teshisi konan hastalarda karaciger fonksiyonunun izlenmesi
Oonemlidir. Aspartat aminotransferaz (AST) ve Alanin aminotransferaz (ALT)
yiiksekligi BUP alan hepatitli bireylerde baslangi¢ degerinin ii¢ kat iizerinde vakalar
bildirilmistir (Petry ve ark., 2000). Bu, viral olmayan hepatiti olan hastalar —
muhtemelen alkol kullanimiin neden oldugu veya diger karaciger fonksiyonunu
etkiledigi bilinen ajanlardan antipsikotik ve duygudurum dengeleyici kullananlar igin

ozellikle onemlidir (Elkader ve Sproule, 2005; Micromedex, 2011).

Buprenorfin, glukuronidasyon ve N-dealkilasyon ile metabolize edilir,
konjugatt norbuprenorfin olusur. Sitokrom P450 (CYP) 3A4 N-dealkilasyon ig¢in
birincil metabolize edici enzimdir. Buprenorfinin oral uygulamasindan sonra

gastrointestinal sistem ve karacigerde diisiik biyoyararlanim ile sonuglanir.
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Sekil 1.2. Buprenorfinin kimyasal yapist ve metabolizmasi.

1.4.1.3. Eliminasyon

BUP'un eliminasyonu uygulama yoluna baglidir. Ornegin, ortalama bir yari
Omiir intravenéz uygulama igin 5,2 saat ve dil altt uygulama igin 40 saat olarak
bildirilmistir (Elkader ve Sproule, 2005). Tek doz dil alt1 tablet ve 7 giinliilk
uygulama sonucunda ortalama 20 saatlik bir yar1 6miir bildirilmektedir (Ciraulo ve
ark., 2006; Elkader ve Sproule, 2005). BUP ve N-BUP'un %30'a kadar1 (%10 ila
%30) bobrekler yoluyla idrar olarak atilir. Geri kalani safra yoluyla serbest forma
geri hidrolize edildigi bagirsak, ardindan enterohepatik sirkiilasyon ve fekal atilim ile
atilir. Kii¢iik 6rneklere ve diisiik doza dayali mevcut raporlara istinaden intravenoz
BUP uygulamasi, bobrek hastali§i olan hastalar arasinda BUP'un Onemli bir

fizyolojik etkisinin olmadigin1 gostermektedir (McAleer ve ark., 2003).

Parenteral veya oral uygulamadan sonra dozun cogunlugu (%50-%70)
diskiyla atilir ve sadece %10-%30'u idrarla atilir. [drardaki dozun sadece %1,0 ve %
2,7'si degismemis olarak sirastyla BUP ve N-BUP seklinde atilir. Aksine, dozun
yarisindan fazlasi diski i¢cinde buprenorfinin konjuge olmayan formlarinda (%
5konjuge ve %33 konjuge olmayan) ve norbuprenorfin (%2 konjuge vs. %21

konjuge olmayan) viicuttan atildig1 rapor edilmistir (Chiang ve Hawks, 2003).
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BUP’un metaboliti olan N-BUP’a genel sistemik maruziyet, plazma
konsantrasyonu/zaman egrisi (AUC) altindaki alandan tahmin edilen, yaklasik olarak
buprenorfin i¢in olana esittir. Bununla birlikte, norbuprenorfine beyin maruziyetinin
buprenorfine gore ¢ok daha diisiik olmas1 beklenir ¢linkii norbuprenorfin ¢ok polardir
ve kan beyin bariyerini buprenorfin kadar kolay gecmez. Norbuprenorfin zayif bir
opiyat agonisti oldugundan ve igsel aktivitesi buprenorfine gore yaklasik dortte biri
oldugundan, norbuprenorfinin buprenorfinin etkinligine 6nemli o6l¢lide katkida

bulunmadig: varsayilabilir (Chiang ve Hawks, 2003).

Ilag-ilag etkilesimi: BUP, CYP3A4'{in bir substrat1 ve gii¢lii bir inhibitoriidiir
ve CYP2D6'nin da giiclii inhibitériidiir (ancak ana substrati degil) (Micromedex,
2011). Bu nedenle; BUP, CYP3A4 ve CYP2D6 substratlarinin metabolizmasini
etkiler ve CYP3A4'i indiikleyen veya inhibe eden bilesiklerden etkilenir (Zhou ve
ark., 2007). Bu nedenle, anti-retroviral ilaglar antidepresanlar, duygudurum
dengeleyici ajanlar ve antipsikotikler regete edilirken dikkatli olunmalidir. Aksine,
BUP benzodiazepinler ve alkol ile farmakodinamik yoluyla ilag-ilag etkilesimi

sergiler (Gossop ve ark., 2002; Nielsen ve ark., 2007).

BUP, monoterapi olarak (Orman ve Keating, 2009) ve nalokson ile
kombinasyon halinde tibbi goézetim altinda opiyat bagimliligi idame tedavisi

sirasinda yoksunlukta (detoksifikasyon) ve niiksetmeyi 6nlemede kullanilir.

1.4.1.4. Buprenorfin Dozu

BUP farmakokinetigi ve etkililik ¢calismalarinda, BUP dozu 16mg/70kg ila 44
mg/70kg olarak incelenmistir (Chawarski ve ark., 1999). Saglikli yetiskinlerde tavan
farmakolojik etki gosteren maksimum giinlik BUP dozu 32 mg'dir (Walsh ve
ark.,1994). Bununla birlikte, BUP/NAL igin Onerilen maksimum giinliik doz
(Suboxone®) 24 mg'dir (Reckitt Benckiser, 2012).
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21 giin boyunca 4-16 mg'lik gilinlik stabilize dozlarda alan katilimcilar
%64,7'lik oranla daha yiiksek idame tedavisi cevabi vermis ancak 4 mg ile stabilize
olan katilimcilarda ise bu oran %24,3'de kalmistir (Schottenfeld ve ark., 1993).
Sistematik bir incelemeye gore, 8-16 mg doz aralig: etkilidir, ancak idame tedavisi

icin genellikle 12-24 mg aralig1 tercih edilir (Mattick ve ark., 2003).

BUP/NAL recete bilgisine gore, tavsiye edilen siklik tek bir giinlik doz
seklindedir (Suboxone® PI, 2012). BUP'un farmakokinetigi ve farmakodinamik
Ozellikleri g6z Oniine alindiginda doz uygulamasi daha diisiik (giinde bir defadan
daha az) onerilmektedir (Orman ve Keating, 2009). 26 kisilik alternatif bir calismada
giinlik dozun degistigi durumun da giinliik dozlamaya esit derecede etkili oldugu
bulunmustur. ila¢ kullaniminda, hasta baglihiginda, tedavi baghiliginda ya da

yoksunluk belirtileri agisindan hasta ve gozlemci degerlendirmesinde fark

bulunmamistir (Amass ve ark., 2000).

1.4.2. Nalokson Ozellikleri

Nalokson, 6zellikle diinya ¢apinda hizla 6nde gelen 6liim nedenlerinden biri
haline gelen asir1 dozda uyusturucu durumunda, opioid ilaglarin etkilerini bloke
etmek veya tersine g¢evirmek i¢in kullanilan bir opioid antagonisti ilagtir. Daha
spesifik olarak, Nalokson, p-opioid reseptorleri i¢in yiiksek bir afiniteye sahiptir ve
burada bir ters agonist olarak etki ederek bu reseptorlere bagh diger ilaglarin hizla
uzaklastirllmasina neden olur. Nalokson'un kimyasal formiilii C19H21NO4 ve agirlig
327,4 g/mol'diir. FDA tarafindan suda ¢6ziiniirliigii onaylanmis olup logP'si 2,09'dur
(Hansch ve ark., 1995). Nalokson hidrokloriir azot iizerindeki proton ve fenolik
proton nedeniyle iki tane pKa noktasina sahiptir. Kaufman ve ark. tarafindan 1976
yilinda yapilan ¢alismalarda 20°C’de azot iizerindeki proton i¢in (pKal) 7,94 fenolik
proton i¢in (pKa2) ise 9,44 olarak bulunmustur. Naloksonun kimyasal yapis1 Sekil

1.3’de verilmistir.
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Sekil 1.3. Naloksonun kimyasal yapisi.

Nalokson (N-alilnoroksimorfon, N-allil-14-hidroksidihidro-nor-morfinon),
eroin ve diger opioidlerin etkilerine karsi koyan bir panzehirdir. NAL reseptor
bolgelerini iggal etme yeteneklerini bloke ederek ve opioidlerin hali hazirda isgal
ettigi reseptorleri yerinden ederek opioid agonistlerinin neden oldugu potansiyel
olarak yasami tehdit eden herhangi bir solunum depresyonunu tersine g¢evirebilir.
Nalokson spesifik bir opioid antagonistidir (Martin, 1976) ve her {i¢ opioid reseptorii
icin afinitesi mu > kappa > delta dir (Rang ve ark., 2012). Afyon hashas bitkisinden
elde edilen ve dogrudan etkisi olmayan alkaloit bir bilesen olan ve dogrudan
terapotik kullanimi olmayan Tebainden yapilmis yari sentetik bir antagonisttir
(EMCDDA, 2016a). Naloksonun baslica klinik kullanim amaci, opiyat asir1 dozunun
neden oldugu solunum depresyonunu tedavi etmektir (Rang ve ark.,2012). Nalokson
ofori etkisi olmadig1 igin suistimal potansiyeli yoktur (Brunton ve ark., 2010) ve
sadece kiigiik bir yan etki orani ile iligkilendirilmektedir (Buajordet ve ark., 2004).

Ilk opioid antagonisti olmasa da nalokson agonist etkileri olmayan ilk saf
opioid antagonisti olarak kabul edilir (Martin, 1976; Rang ve ark., 2012). Bu
nedenle, NAL onciilleri olan nalodein ve nalorfine kiyasla daha az yan etkiye sahip

daha giivenli ve daha giiclii bir opioid antagonistidir.
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1.4.2.1. Emilim

Rang ve ark., tarfindan 2012 yilinda yapitiklar1 ¢alisma ile NAL oral
kullanimdan sonra kolayca emiliyor gibi gériinmektedir ancak ¢ok kiiciik bir kismi
sistemik dolasima ulasir. Saglikli goniilliilerde yapilan bir ¢alismada, oral olarak
uygulanan radyoaktif isaretli naloksonun yogun ilk gecis hepatik metabolizmasina
maruz kaldigin1 bulmustur (Fishman ve ark., 1973). Onun diisiik biyoyararlanim
orani (< %?2), nalokson uygulamasi i¢in oral yolu gilivenilmez hale getirmektedir
(Smith ve ark., 2012). Maksimum etkinlik i¢in nalokson yutmayi ve ilk gecis
metabolizmasini atlayan bir yolla verilmelidir (Brunton ve ark., 2010). intravenoz
olarak verildiginde, nalokson neredeyse en yiiksek plazma konsantrasyonlarina
ulagsmaktadir. Kas i¢ine uygulandiginda ise; pik plazma konsantrasyonu biraz

gecikmektedir (yaklasik 10-12dakika) (WHO, 2014).

1.4.2.2. Metabolizma

Nalokson karacigere ulastiginda Sekil 1.4’de de gosterildigi gibi hizla iki
metabolitine; nalokson-3-glukuronid ve 6-alfa-naloksol metabolize olur. Aktif
degilken, nalokson-3-glukuronid viicuttaki nalokson diizeylerini 6lgerken bir belirteg
olarak kullanilabilir (Smith ve ark., 2008). Kemirgenlerle (erkek wistar fareleri)
yapilan bir ¢aligmada, naloksonun opioid yoksunlugunu hizlandirmak i¢in 6-alfa-
naloksoldan 65 kat daha gii¢li oldugu bulundu (Schulteis ve ark., 2009). 6-
alfanaloksol bu nedenle klinik olarak ilgili olarak kabul gérmemistir. Naloksonun
yart omril (yani nalokson plazma konsantrasyonunun yariya diigmesi i¢in gececek

stire) degiskendir ve 30-90 dk civarindadir (Green ve Simkins, 2016).

Nalokson, glukuronidasyon ile hizla metabolize edilir, N-dealkilasyonu ve 6-
okso grubunun indirgenmesi, sirastyla konjuge metabolitler, N-dealkillenmis ve 6-
OH'yi olusturur. Son iki metabolit ayrica glukuronik asit ile konjuge edilir ve idrarla
atilimi hizlidir (Chiang ve Hawks, 2003).
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Sekil 1.4. Naloksonun kimyasal yapisi ve metabolizmasi.

Oral veya intravendz bir dozdan sonra, naloksonun yaklasik %25-40"1 6 saat
icinde, yaklasik %50'si 24 saatte ve %60-70'i 72 saatte idrarda metabolitler olarak
atilir (WHO/CEC, 1993).

Naloksonun kendi basina 6nemli bir etkisi yoktur. Bununla birlikte, nalokson
uygulamasi sirasinda viicutta eger opioidler mevcutsa, nalokson herhangi bir opioid
kaynakl1 etkiyi (solunum depresyonu ve biling azalmasi dahil) opioid reseptdrlerinde
opioid metabolitleri ile yarisarak ve yer degistirerek hizla tersine gevirecektir.
Solunum depresyonunun tersine ¢evrilmesi esas olarak mu-opioid reseptoriinde
gerceklesir (Pazos ve Florez, 1984). Bu geri doniisiin boyutu, nalokson dozu ve
uygulama yolu ile tiiketilen opioidlerin dozu ve reseptér affinitelerine baglh

olmaktadir (EMCDDA, 2016a).

1.4.2.3. Eliminasyon

Nalokson yiiksek oranda yagda ¢oziiniir (Rang ve ark., 2012). Nalokson
emildikten sonra hizla viicutta dagilir ve kan-beyin bariyerini geger (NIH, 2007a).
Sicanlarda yapilan deneysel bir ¢alismada, NAL kan beyin bariyerini morfinden 8-10

kat daha hizli gecmistir. Yine yapilan ¢alismada, morfin dozundan sonra araliklarla
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yapilan nalokson uygulamasi, naloksonun beyne hala daha hizli girdigini gostermistir

(Fishman ve ark., 1975).

Naloksonun eliminasyon yart omri belirtildigi gibi nispeten kisadir. Bu
durum naloksonun birkag saat ig¢inde c¢ogunlukla viicuttan atildigi anlamina
gelmektedir. Naloksonun sistemdeki varligi, karaciger fonksiyonu ve alinan diger

ilaglar gibi bireysel faktorlere bagh olarak da degisiklik gosterebilmektedir.

Nalokson dagiliminin opioid agonistlerinin mevcudiyeti ile tehlikeye
girmedigi gercegi; opioid asirt dozunun tersine ¢evrilmesi i¢cin naloksonun benzersiz

uygunluguna daha fazla destek saglamistir.

1.4.2.4. Nalokson Dozlamasi

Nalokson rekabetci bir antagonist oldugundan, spesifik bir opioidin etkilerini
tersine ¢evirmek icin gereken doz, opioid dozuna ve Ozellikle reseptor afinitesi ve
etki siiresi gibi farmakolojik 6zelliklerine bagl olacaktir (Martin, 1976). Opioidlerin
yart Omiirleri, 10 dakikadan kisa siire ile 24 saatten fazla siire arasinda biiyiik
degiskenlikler gostermektedir. Genel olarak, 0,4-0,8 mg nalokson enjeksiyonu opioid
etkilerinin tersine cevrilmesini saglayabilmektedir. Dozlama yonergeleri farklilik
gosterse de, 2014 Diinya Saglik Orgiitii yonergeleri, bu parenteral doz araligmin
cogu vakada, 0,8 mg'in tizerindeki ilk nalokson dozlarinin belirgin yoksunluk

belirtilerini ortadan kaldirdigini ortaya koymustur (WHO, 2014).

Buprenorfin/nalokson, buprenorfin oral uygulamayr takiben neredeyse
tamamen ilk gecis metabolizmasina ugradigindan dilalti olarak uygulanir. Dilalti
uygulamadan sonra, tablet genellikle 40 saniye i¢inde pargalanir (yani, ¢oziinmeden
once belirli bir boyutta graniillere ayrilir) (tamamen kaybolmasi 5-10 dakika
stirebilir), buprenorfinin pik plazma konsantrasyonu doz sonrast (Cmax) = 90
dakikaya ulasir; Naloksonun plazma konsantrasyonlar: diisiiktiir ve hizla diiser (Heo

ve Scott, 2018).
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Suboxone®, buprenorfin-nalokson kombinasyonunun, opiyat bagimliligini
veya opiyatlarin etkilerini etkili bir sekilde tedavi ettigi ve gozle goriiliir olumsuz
etkilerin olmadig1 gosterilmistir. Ozellikle Suboxone icin daha diisiik kotiiye
kullanim potansiyeli ve gili¢lii giivenlik profili ve ¢ok az solunum depresyonuna
neden oldugu i¢in opiyat bagimliligi tedavisine baslamak i¢in birinci basamak ilag

secenegi olarak kabul edilir (Jones, 2004).

Suboxone tedavisinde bazi yan etkiler rapor edilmistir. Uykusuzluk, bas
agrisi, kabizlik, mide bulantisi, en yaygin yan etkiler arasinda goriilmektedir. Yaygin
goriilenler arasinda ise grip, enfeksiyon, faranjit, rinit, kaygi, depresyon, karin agrisi,
ishal, kusma, kasint1, dokiintii, kas spazmlar1 gibi 6rnekler mevcuttur (Degenhardt ve

ark., 2014a). Bu yan etkiler Cizelge 1.3’de gosterilmistir.
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1.5. Terapétik la¢ izleme

Terapétik ilag Izleme (TDM), hasta merkezli ve tedavi sonuglarini optimize
etmek icin ilag kan konsantrasyonlarinin miktarinin  belirlenmesini  ve
yorumlanmasin1 igerir (Hiemke ve ark., 2017). Noropsikiyatri sonuglarini
iyilestirmek igin anti-epileptiklerde (Stepanova ve Beran, 2015), antipsikotiklerde
(Patteet ve ark., 2012), duygudurum dengeleyicilerde (Collins ve ark., 2010) ve ilag-

ilag etkilesimlerinin izlenmesinde (Paulzen ve ark., 2016) uygulanmaktadir.

TDM, Amerikan Psikiyatri Birligi tarafindan psikiyatrik bozukluklarin
yonetiminde bir arag¢ olarak kabul edilmektedir ancak heniiz hasta yonetimine iliskin
klinik kilavuzlar agisindan TDM kullanimi eksiktir (Hiemke ve ark., 2017). TDM'nin
klinik uygulamalar1 sunlar igerir; negatif olaylarin yonetilmesi, tedavi yanitinin

optimize edilmesi, ilag-ila¢ etkilesimleri ve bagliligin izlenmesidir.

Brunen ve ark. (2011) tarafindan yapilan ¢alismada, bagimlilik tedavisinde
kullanilan ve mu opioid reseptoriinde kismi agonist aktiviteye sahip yar1 sentetik bir
opioid olan Buprenorfinin TDM i¢in 6nemli oldugu tespit edilen ilk ozellik;
buprenorfinin dogrusal olmayan farmakokinetigi ve sitokrom P450 (CYP) 3A4
substratlar1 ve indiikleyicileri ile olasi yaygin farmakokinetik etkilesimleridir.
Etkililik ozellikleri i¢in higbir vekil belirteg tanimlanmamistir. Farmakodinamik
acidan, etkinlik ve ila¢ konsantrasyonu arasindaki iligki, eroine bagimli hastalarda
yoksunluk belirtileriyle ters bir iligki gosterir ve yoksunluk belirtilerinden
kaginmanin en az 0,8 ng/mL plazma konsantrasyonlar1 gerektirdigi gosterilmistir. 4
mg/giin ortalama terapotik doz icin beklenen plazma konsantrasyonlar1 0,7 ila 1,6
ng/mL'dir (Chawarski ve ark., 1999). Buprenorfinin, nonopioid kullananlarda
kardiyojenik etkileri nedeniyle dar bir terapdtik aralii vardir, ancak idame
tedavisinde tolerans gelisiminin bir sonucu olarak 40 kata kadar daha yiiksek dozlar

gerekebilir.
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TDM'yi uygulamak igin, tespit yapan ve hedef analitin miktarmni dogru bir
sekilde belirleyen bir laboratuvar testi zorunludur. BUP tespiti ve miktar tayini,
bireysel varyasyonlari yansitan konsantrasyonlarda genis bir yelpazede yiiksek
hassasiyet, dogruluk ve segicilik gerektirir. Idrarda BUP ve N-BUP miktar tayini
BUP klerensi idrarda diizensiz oldugundan ve toplam BUP'un %30'undan daha azin
acikladigindan idrar dogru olmayabilir. Buna karsilik, BUP kanda lineer kinetik
gosterir ve zirve ve dip konsantrasyonlarina ulagsmak i¢in belirlenmis referans zaman
aralig1 bulunmaktadir (Elkader ve Sproule, 2005). Toplam kanin yerine plazma veya
serum kullanilmasina iligkin bir saptama yoktur (Hiemke ve ark., 2017). Bu nedenle,
plazma veya serum (bir sa¢ gibi karmasik matris yerine) tercih edilen biyolojik
matristir, ¢iinkii diger girisim yapan matrislerle iliskisinin az oldugu bildirilmistir

(Marque ve Kintz, 2004).

Dil alt1 buprenorfin/nalokson, idame tedavisine uyumun izlenmesi i¢in ilag
izlemesi (TDM) de oOnerilmektedir. Bu yilizden yenilik¢i analiz yontemlerinin

gelistirilmesi de biiyiik 6nem arz etmektedir.

1.6. Buprenorfin/Naloksonun Analizi i¢cin Kullanilan Yontemler

Literatiir arastirmalart BUP/NAL kombinasyonunun analitik ydntemlerle
tayininde siklikla gaz kromatografi (GC), sivi kromatografi (LC) ve Kkiitle
spektrometrisi (MS) gibi kromatografik yontemlerin kullanildigin1 gostermistir. Bu
caligmalar arasinda sigan tam kaninda LC-MS/MS (Cohier ve ark.,2020), insan
plazmasinda LC-MS/MS ve LC-ECD (Liu ve ark., 2016, Moody ve ark., 2002,
Somaini ve ark., 2011), insan tam kanda UHPLC-HRMS (Feliu ve ark., 2020) ve
insan idrarinda GC-MS (Gervais ve Hobbs, 2016; Fuller, 2008) gibi biyolojik
numune analizlerinin disinda farmasétik tabletlerde RP-HPLC (Mostafavi ve ark.,
2009) arastirmalar gerceklestirilmistir. 2020 yilinda 15 kisi {izerinde BUP standart
¢ozeltisi ile yapilan bir ¢alismada plazmada geri kazanim 6l¢iilmiis ve teshis ve tayin
siirlar1 (LOD) ve (LOQ) sirastyla 0,02 ve 0,069 ng/mL olarak hesaplanmistir
(Elarabi ve ark., 2020). Bu galismalara iliskin detayli agiklamalar Cizelge 1.4’de

verilmistir.
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Ilgili literatiir incelendiginde; BUP ve NAL tayininde cesitli analitik
yontemlerin mevcut ancak oldukga sinirli oldugu goriilmektedir. Bu tez ¢alismasi ile
HPLC i¢in yeni nesil kolonlar kullanilarak hizli, duyarli ve hassas bir yontem
gelistirilmesi  ve gelistirilen bu yontemle Buprenorfinin ve Naloksonun
kromatografik olarak incelenmesi ve ayni zamanda gelistirilen yontemin uluslararasi
gegcerliliginin gosterilmesi i¢in validasyonun yapilmasi da amaglanmaktadir. Bunlara
ilave olarak organik ¢oziicii tiikketiminin azaltilmasi toksisitesi yiliksek bir iirliniin
miimkiin olan en az diizeyde kullanimi ile yesil giindem ¢erc¢evesinde siirdiirtilebilir
cevreci (yesil) kimya pratiklerine imkan vererek cevre kirliliginin azaltilmasina

katkida bulunacaktir.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Kromatografi

Kromatografi, bir karisimdaki iki veya daha fazla bilesenin, hareketli
(tastyic1) bir fazin yardimiyla bir sabit (duragan) faz arasinda farkli hizlarda
hareketine dayanir. Kromatografik yontemler ile ¢ok yakin kimyasal ve fiziksel
ozelliklere sahip bilesenlerden olusan karigimlart tamamen, kolay ve kisa siirede

ayirmak miimkiindiir.

Kromatografi, bir karigimin bilesenlerini polarite, kaynama noktasi,
coziiniirlik, boyut, yiik ve yap1 gibi fiziksel 6zelliklerine gore ayirmak, dlgmek veya
saflagtirmak i¢in kullanilan bir tekniktir. Kromatografide hareketli ve sabit olmak
tizere iKi faz vardir. Karigimin bilesenleri, sabit faza adsorpsiyon veya baglanma ve
hareketli faz veya gaz durumunda ¢ozliniirliik gibi iki faz ile etkilesim gii¢lerindeki

farkliliklardan yararlanilarak ayrilir.

Kromatografinin temel hedefi, numune igerisindeki analitlerin ayrilarak
Olgiilmesidir. Bu yontem, analitlerin sabit bir faz iizerinde hareketli bir faz
yardimiyla farkli hizlarda hareket ettirilmesi veya siirliklenmesi prensibine

dayanmaktadir (Eser ve Dingel, 2018).

Tibbi laboratuvarlardan ila¢ endiistrisine, gidadan veterinerlik, tarim, Kimya,
endiistri ve bircok farkli sektorlerde ¢ok genis bir kullanim alan1 bulunan
kromatografi 6lgme, ayirma, saflastirma ve arindirma gibi ¢esitli hedeflere hizmet

etmek i¢in kullanilir.

Kromatografinin ana amaci yukarida da bahsedildigi iizere; hedeflenen
numunenin ayrimi ve miktarinin 6l¢iimiidiir. Bu yontem, ¢esitli maddelerin, hareketli
bir faz yardimiyla, sabit bir faz {izerinde, degisik hizlarla hareket etmeleri veya

stiriiklenmeleri esasina dayanir. Coziicii hareketlidir ve temel olarak incelenen
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karisimi sabit ortam boyunca tasir. Hareketli ya da tasiyici faz degisik kromatografi
tekniklerine gore sividan gaza kadar, sabit faz da seliiloz kagidindan kapiller cam

tiiplere kadar farkl bir dizi materyalden olabilmektedir.

2.1.1. Gaz Kromatografi

Gaz kromatografi, ugucu malzemeleri kaynama noktalarina ve polaritelerine
ve aletin hareketli ve sabit fazlariyla etkilesimlerine gore ayirmak icin kullanilan
fiziksel bir ayirma yontemidir. Hareketli faz, numuneyi kromatografi kolonunda
hareket ettirmek i¢in kullanilan argon, helyum veya nitrojen gibi inert bir gazdir.
Gazin akisini kontrol etmek ve 6lgmek icin gaz basing gostergeleri, akis Olgerler ve
diizenleyiciler kullanilir. Sabit faz, diatomlu toprak gibi inert bir kati {izerinde
hareketsiz hale getirilmis, yiiksek kaynama noktasina sahip bir polimer veya mum
gibi bir adsorbe edici siv1 igeren ince borulardan olusan bir kolondur. Bu teknik ayni
zamanda gaz-sivi kromatografisi olarak da adlandirilir ¢iinkii bir inert kat1 sabit fazin
yiizeyinde hareketsizlestirilmis gazli bir hareketli faz ve sivi kullanilir (Eser ve
Dingel, 2018).

Gaz kromatografi, sivi ve gaz fazindaki seyreltik numuneler igin
kullanilabilir. Katilar, uygun bir ¢6ziicii i¢inde ¢oziilmeli ve enjeksiyondan once
filtre edilmelidir. Baz1 numunelerin, enjeksiyondan once uguculuklarini artirmak icin

tirevlendirilmesi gerekebilir.

2.1.2. Kolon Kromatografi

Kolon kromatografisi, bir tlir sivi kromatografidir (LC). Kolon
kromatografisinde, sabit faz, bir ucunda bir filtre veya fiber (6rnegin pamuk, yiin
veya cam) tipa ve vana ile donatilmis bir plastik veya cam tiip gibi kat1 bir destek
iginde bulunur. Sabit faz taban1 olusturulduktan sonra, tampon iistten pipetlenir veya
anahtarli musluk agilarak ¢ok yavas bir sekilde serbest birakilir. Siitun, istenen

yiikseklige ulasilincaya veya tiipte sadece yaklasik 1-5 cm bosluk kalana kadar sabit
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faz ile doldurulmaya devam edilir. Tampon veya ¢oziicii hareketli faz, nemli kalmasi
icin sabit fazin iistiinde kalmalidir. Numune karisimi, kolon yatagin1 bozmadan, sabit
faz1 igeren kat1 destegin icine dikkatlice uygulanir ve daha sonra kolon boyunca
bilesenler, sabit faz malzemesi ile elenirken, hareketli faz eklenir (Eser ve Dingel,
2018). Kolon kromatografisi, en yaygin olarak biiyiikk miktarda numune karigimi

ayirmak i¢in hazirlik ¢aligmalarinda kullanilir.

2.1.3. ince Katman Kromatografisi

Ince katman kromatografisi (TLC), numune karisimlarini ayirmak igin basit
ve ucuz bir yontemdir. TLC tipik olarak sabit faz olarak silika veya aliiminyum oksit
kullanir. Ince bir silika veya aliiminyum oksit kaplama, istenilen boyut ve boyutlarda
kesilebilen cam veya plastik plakalara yayilir. Sabit faz, hareketli fazdan daha
kutupsaldir. Silika, polar bilesiklerin ayrilmasinda kullanilir ve aliiminyum oKksit,
daha az polar olan veya polar olmayan bilesikleri ayirmak igin kullanilir (Eser ve

Dingel, 2018). Katilar ve stvilar bu yontem kullanilarak analiz edilebilir.

2.1.4. Kagit Kromatografisi

Kagit kromatografisinde, sabit faz, istenen kiil ve mukavemette filtre
kagididir. Polarite, karisimin  bilesenlerini  ayirmak i¢in  kullanilir. Kagit

kromatografisi diger yontemlere gére daha ucuzdur ve uygulamasi basittir.

Birgok farkli amag¢ dogrultusunda kullanilan kromatografinin etkin, etkili ve
onemli cesitli yontemlerinin arasinda siklikla kullanilan yiiksek basingli sivi

kromatografisidir (HPLC).
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2.1.5. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi

HPLC'de, numune karisimi, yiiksek basinglara dayanabilen ve mevcut birkag
sabit fazdan biriyle paketlenmis bir kromatografi kolonuyla ayrilir. HPLC cihazlari;
bir veya daha fazla hareketli faz igin kaplar, bir gaz giderici, bir karistirma kab1, bir
yiiksek basing pompasi, bir otomatik numune alici, basing gostergeleri, bir koruyucu
kolon, bir analitik kolon, kolon sicakligini kontrol etmek i¢in kolon termostatlari, bir

dedektor, bir atik kab1 ve bir bilgisayardan olugsmaktadir.

HPLC analizi sadece ¢oziicliler yoluyla ¢oziilebilen numuneler ile
gerceklestirilebilir. HPLC, sivi bir numunede ¢oziinmiis bilesikleri ayirir ve
numunede hangi bilesiklerin ve her bir bilesikten ne kadar bulundugunun niteliksel
ve niceliksel analizini saglar. HPLC, hedef numunedeki her bir bilesigi, o bilesiklerin
kolondaki gecis hizinin farkina gore ayirabilir ve saptayabilir. Bilindigi tizere; HPLC
icin iki faz sayilabilir, ilki hareketli faz ve digeri sabit fazdir. Hareketli faz,
numuneyi ¢ozen sividir. Sabit faz, kolonda numune ile etkilesime giren kismidir.
Kolonda, numune ile hareketli faz arasindaki c¢ekim giicliiyse, numune kolon
boyunca hizli hareket eder. Diger taraftan, numunenin sabit faz ile olan ¢ekimi

giicliiyse, kolon boyunca yavas hareket eder.

HPLC yontemi ile gelistirilecek analiz yontemine iliskin; veri yonetiminde,
giivenliginin saglanmasinda, raporlamasinda ve yontem dogrulamasinda her asamada
kontrol ve otomasyon saglamasi sebebiyle HPLC diger kromatografik yontemlere
kiyasla goreceli olarak daha ekonomik, giiclii ve uyarlanabilirdir. Bu nedenle,
mevecut tez c¢aligmasinda yiiksek performansli sivi  kromatografisi yontemi

kullanilmistir.

2.2. Kullanilan Kimyasallar

Tez calismasi esnasinda kullanilan kimyasallarin listesi Cizelge 2.1°de

gosterilmistir.
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Cizelge 2.1. Kullanilan kimyasallar.

Kimyasal Ad1 Formiil Marka Mensei
Asetonitril (HPLC saflikta) CH3CN Merck Almanya
Metanol (Kromatografik saflikta) CH;0H Isolab Tiirkiye
Orto-fosforik Asit (%80) H,PO, Mirak Thermolyne ABD
Perklorik Asit (%60) HCIO, Agilent 1100 ABD
Sodyum Hidroksit NaOH Biosan Litvanya
Sodyum Karbonat Na,CO; Merck Almanya
Buprenorfin CyH41NO, Sigma Aldrich ABD
Nalokson Hidrokloriir C19H21NO, Sigma Aldrich ABD
Suboxone (BUP/NAL) 8 mg/2 mg dilalt1 tablet Reckitt Benckiser ABD
Rasajilin CiHisN Clearsynth Hindistan
Ksilazine CoHigNLS Clearsynth Hindistan
Klorfeniramin C16H19CIN, Clearsynth Hindistan
Mirtazapin Cq7H19N3 Clearsynth Hindistan
Raktopamin C1gH,3NO; Clearsynth Hindistan
Nifedipin C17H15N,04 Clearsynth Hindistan

Bilindigi iizere, HPLC’de hareketli faz solventi, sonuglari etkilemeden
duragan faz boyunca analit i¢in bir tagiyict gorevi goriir ve bu ¢alisma i¢in %0,1
orto-fosforik asit ile metanol veya asetonitril hareketli faz ¢iftleri kullanilmistir. Tez
caligmasinda tercih edilen hareketli faz ¢oziiciisii ise optimum viskoziteye, iyi UV
gecirgenligi ve yeterli eliisyon (siyirma) kuvvetine sahip oldugu i¢in asetonitril
olmustur. Tamponlar, mobil fazin pH'm1 kontrol etmek i¢in kullanilan tampon
cozeltiler ise asidik pH igin orto-fosforik asit ile bazik pH i¢in 5 M sodyum hidroksit

kullanilarak hazirlanmistir.

Nalokson referans standardi kullanilarak ana stoklar 1 mg/mL
konsantrasyonda metanol igerisinde hazirlanmistir. I¢ standart denemeleri igin
Rasajilin, Ksilazine, Klorfeniramin, Mirtazapin, Raktopamin ve Nifedipin ana stoklar1
metanol igerisinde 1 mg/mL olacak sekilde hazirlanmistir. Tiim stok g¢ozeltiler -

20°C’de karanlikta saklanmustir.
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2.3. Kullanilan Geregler

Tez c¢alismast esnasinda kullanilan gereglerin listesi Cizelge 2.2°de
gosterilmistir.
Cizelge 2.2. Kullanilan geregler.
Gere¢ Ad1 Kullammm Amaci Marka Mensei
HPLC Analiti tanimlama, Agilent 1100 ABD
Olgme ve
kromatografik
analizini
gerceklestirme
2-20 pL Hacim Ayarl pipetleme Brand / Sigma Aldrich ABD
Mikropipet
20-200 pL Hacim Ayarli | pipetleme Brand / Sigma Aldrich ABD
Mikropipet
100-1000 pL Hacim pipetleme Brand / Sigma Aldrich ABD
Ayarli Mikropipet
pH metre pH ayarlama Thermo Scientific Orion Ingiltere
3 Star
Saf Su Cihazi Temizlik, sterilizasyon | Nuve ND8 Tiirkiye
Ultra Saf Su Cihazi Temizlik, sterilizasyon | Human Up 900 Scholar- Tiirkiye
uv
Hassas Terazi Tartma Mettler Toledo XS204 Tiirkiye
Santrifiij Coktiirme Heraeus Labofuge 200 Almanya
Vorteks Cozeltilerin homojen Velp Scientifica Classic Italya
karigiminin
saglanmast
Coklu Vorteks Cozeltilerin homojen Biosan Multi Vortex V- Litvanya
karisiminin 32
saglanmasi
Manyetik Karistirici Cozeltiyi karigtirma Mirak Thermolyne ABD
Ultrasonik Su Banyosu Numunelerin Bandelin Sonorex TK 100 | ABD
¢ozlinmesi H / Sigma Aldrich
2.4. Kullanilan Malzemeler
Tez calismasi esnasinda kullanilan malzemelerin listesi Cizelge 2.3’de

gosterilmistir.
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Cizelge 2.3. Kullanilan malzemeler.

Malzeme Marka Mensei

Borosilikat cam sise (500/1000 mL), Isolab Almanya
parafilm, spatiil, deney tiipii
(polipropilen), tipa (polietilen), 2 mL N9
HPLC vial ve kapag, Insert (200 uL),

Seliiloz Asetat Membran Filtre, Erlen

Mikropipet Ucu (200 pL, 1000 pL) Jet Biofil Cin

Meziir, Balon joje fldam Cam Tiirkiye

2.5. HPLC’de Kullanilan Kolonlar

HPLC kromatografisinde kolon, numunenin hareketli faz ile sabit fazdan

gecirildigi ve numune bilesenlerinin ayrilmasinin gergeklestigi yerdir.

Genel olarak, HPLC i¢in iki farkli silika tipi kolon dolgu malzemesi
kullanilmaktadir ve Sekil 2.1’de gosterilmektedir. Tamamen goézenekli silika
parcaciklarina sahip kolonlar, temel analiz kriterlerine uygundur ancak bunlar HPLC
analizlerinde basing, kolon uzunlugu gibi smirlamalar getirmektedir. Bu analitik
zorluklarin ve smirlamalarin iistesinden gelmek i¢in kolon uzunlugunun azaltilmasi
ve hareketli fazin akis hizinin artirilmasi gerekir; ¢iinkii tamamen gozenekli silika
dolgulu kolonlarda hareketli faz akis hizinin arttirilmasi karsi basingta bir artisa

neden olur.

Bu sorunu ¢6zmek ic¢in tamamen gozenekli parcaciklardan daha az geri

basing olusturan yiizeysel olarak gézenekli silika dolgulu kolonlar kullanmaktir.

Core-shell silika parcaciklar, kat1 bir ¢ekirdek ve gdzenekli bir kabuktan
olusur. Son yillarda 6zellikle kullanim1 artan core-shell silika parcaciklart HPLC
analizlerinde, analiz siiresinde belirgin bir azalma ve yiiksek oranli verim alma gibi

onemli avantajlar saglamaktadir (Giimiistas ve ark., 2019).
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Core-shell

e

Tamamen
Gozenekli

Sekil 2.1. Core-Shell yapisi ve tamamen gozenekli silika yapisi.

Analitik kolonun 6niine koruyucu kolon denilen bir kolon eklenebilir. Bu

koruyucu kolonun amaci sivi bilesigin cihaz i¢in kullanilan asil kolondan gegmeden

once bir tiir filtrasyon yapmasi ve siizme gorevi gormesidir. Bu ¢alismada kullanilan

koruyucu kolon Trident Level 3 LC (Restek, ABD) dir.

Tez ¢alismas1 esnasinda kullanilan kolonlarin 6zellikleri ve yapilar1 Cizelge

2.4 ile Sekil 2.2°de gosterilmistir.

Cizelge 2.4. Kullanilan kolonlar.

Kolon Ad1 Teknoloji Ozelligi Markasi Mensei
Kinetex Core-Shell Ters fazli sistemlerde alkali Phenomenex ABD
EVO C18 kosullarda bile direngli,

gelistirilmis pik sekli ile polar

bazik bilesikler i¢in kullanilir.
Kinetex F5 Core-Shell Polar, hidrofobik, aromatik ve Phenomenex ABD

sekil seciciliginin benzersiz bir

kombinasyonunu sunan yiiksek

oranda tekrarlanabilir

pentaflorofenil propil fazidir.
Trident 3 asamali Birden fazla kurulumda Restek ABD
Level 3LC koruma gelistirilmis tasarim ve

dayaniklilik saglarken ayni
kromatografik performansi verir.
Istenilen koruma diizeyini saglar
ve hizl1 ve kolay filtre degisimine
imkan verir.
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Sekil 2.2. Kinetex EVO C18 ve Kinetex F5 kolon yapilari (Phenomenex, ABD).

2.6. Yontem Optimizasyonu

Bir yontemin optimizasyonu, uygulamanin amacina uygun ¢oziiniirlik
iiretmek i¢in secicilik, iz ve verimlilik arasindaki dengedir. Ideal sartlar altinda
optimize edilmis bir yontem, laboratuvara enjeksiyon basina diisiik bir toplam fiyat
ve sonu¢ olarak uygun maliyetli bir tahlil saglamak amaciyla gelistirilen bir

yontemdir.

Bu tez ¢alismas1 kapsaminda gelistirilen yontemin optimizasyonuna ilk olarak
HPLC’de kullanilan kolonlarin denemeleriyle baglanmistir. Kolona karar verildikten
sonra hareketli faz akis denemeleri ¢alisilmis ve bircok tekrarli yapilan denemelerden
sonra hareketli faz i¢in optimum akisin gradiyent yontemle olmasi gerektigi ortaya
cikmistir. Bir sonraki asamada, akis hizi i¢cin optimizasyon g¢alismasi yapilmistir.
Temiz ve net bir dedektor yanit1 ile pik sekilleri ve alanlariin istenilen diizeyde
karsilanmasini teminen optimizasyon ¢aligmalarina kolon sicakligt ve hareketli faz

pH denemeleri ile devam edilmis ve nihai hale getirilmistir.
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2.7. Analitik Yontem Gegerlilik Testleri (Validasyon)

Analitik yontem validasyonu, kimyasal analizin degerlendirilmesini
gerceklestirmek icin temel bir gerekliliktir. Yontem dogrulama prosediirii, bir
analitik test sisteminin amaglanan nedene uygun oldugunu ve faydali ve mesru
analitik veriler saglayabildigini dogrulamak i¢in tasarlanmis ¢ok sayida

degerlendirmenin gergeklestirilmesini igerir (Rao, 2018).

Uygulamada, deneysel ¢alisma, uygun dogrulama testlerinin uygulanabilecegi
sekilde tasarlanmali ve analitik prosediiriin performansina iligskin saglam, genel bilgi
saglamak icin ozgillik/segicilik, dogruluk, kesinlik, teshis sinir1 (LOD), tayin alt
siirt (LOQ), caligma araligi, dogrusallik ve saglamlik gibi parametreler kullanilir

(Sharma ve ark., 2018).

2.7.1. Ozgiilliik/Segicilik

Analitik  bir yOntemin segiciligi, numune matrisinde bulunmasi
beklenebilecek girisimlerin varliginda da bir analiti dogru bir sekilde olgebilme

yetenegidir.

Diger bir anlatimla; segicilik/6zgiilliik, yontemin analiti bozundurucular,
miidahaleler, safsizliklar gibi diger bilesiklerin olasi varliginda bile tespit etme
becerisidir. Analitler ve ilgili maddeler arasindaki farklilagma giiciidiir (Gumustas ve
ark., 2013).

2.7.2. Dogruluk

Analitik bir yontemin dogrulugu, yontem tarafindan iiretilen test sonuglarinin

gercek degerle uyusma derecesidir.
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Dogruluk, ilgilenilen numune matrisine bilinen bir analit standardi
konsantrasyonu eklenerek ve numunenin "dogrulanan yontem" kullanilarak analiz
edilmesiyle Olciiliir. Dogruluk parametresi genellikle ¢alisilan 6rnekteki geri kazanim

orani ile belirtilir (Sharma ve ark., 2018).

% Geri kazanim = (Cu / Cs) x 100
Cu= Calisma sonucunda bulunan konsantrasyon

Cs= Bilinen ya da standart ¢alisma sonucunda elde edilen konsantrasyon

2.7.3. Kaesinlik

Analitik bir yontemin Vvalidasyon caligmalarinda kesinlik parametresi ile
Olciilen, prosediir birden fazla numuneye tekrar tekrar uygulandiginda, bireysel test

sonugclar1 arasindaki uyusma derecesidir.

Kesinlik, bir dizi standart enjekte edilerek veya homojen bir partiden alinan
coklu numunelerden alian numune serilerinin analiz edilmesiyle &lgiiliir. Olgiilen
standart sapma (SS) ve Ortalama degerlerin birbirlerine oranlanmasiyla, bagil
standart sapma (% BSS) olarak kesinlik hesaplanir (ICH,2022).

2.7.4. Teshis (LOD) ve Tayin (LOQ) Sinir1

Teshis Sinir1 (LOD), cihazin tespit edebildigi ancak dlgemedigi en diisiik
konsantrasyondur. Tayin Smirt (LOQ), cihazin tespit edip Olgebildigi en diisiik

konsantrasyondur.

Diger bir deyisle; LOD veya LOQ, sirasiyla analitin gilivenilir bir sekilde
algilandig1 ve miktarmin belirlenebildigi minimum konsantrasyonlardir. 3:1'lik bir

sinyal-giiriiltii orani, algilama sinirin1 tahmin etmek igin genellikle kabul edilebilir
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olarak kabul edilir. Kantitasyon limiti i¢in en az 10:1'lik bir oran kabul edilebilir

belirtilir (ICH, 2022).

LOD=3xg
m

LoQ=10xg
m

o = standart sapma

m = kalibrasyon egrisinin egimi

2.7.5. Calisma Arahg

Analitik bir prosediiriin c¢alisma araligi, numunedeki analitin iist ve alt
konsantrasyonlar1 arasindaki aralik olarak, uygun bir kesinlik, dogruluk ve

dogrusallik diizeyiyle tanimlanabilir (Gumustas ve ark., 2013).

2.7.6. Dogrusallik

Analitik  bir yontemin dogrusalligi, belirli bir araliktaki analitlerin

konsantrasyonuyla orantili olarak kontrol sonuglarini ortaya ¢ikarmayi hedefler.

Bu ayn1 zamanda, bir yontemin numunelerdeki analit konsantrasyonuyla

dogru orantili test sonuclar1 elde etme yetenegidir.

Dogrusallik, beklenen konsantrasyon araliginin %50 ile %150's1 arasinda 5
veya daha fazla diizeyde en az 3 tekrarlanan 6l¢iim serisi tarafindan kullanilmalidir

(Gumustas ve ark., 2013).

39



2.7.7. Saglamhk

Bir analitik yontemin saglamligi, aynt numunenin farkli laboratuvarlar, farkli
analistler, farkli cihazlar, farkli sicakliklar vb. gibi cesitli test kosullar1 altinda elde

edilen test sonuglarini tekrar tretilebilirlik derecesidir.

Diger bir anlatimla saglamlik parametresi, yontem parametrelerindeki
varyasyonlara (pH, akis hizi, sicaklik, farkli analist vb.) bagh olarak elde edilen

sonuglarin prosediiriin giivenilirligini gosterir.

2.7.8. Stabilite

Bir yontemin stabilitesine iliskin test ilgili numunenin saklanma

kosullarindaki fiziksel degisikliklere iliskin 6zelliklerin tespitine imkan saglamalidir.

Stabilite gosteren bir testin ozgilliiglinii ve/veya segiciligini gostermek igin,
geligtirilen yontemde uygun gerekcelerle birlikte gesitli fiziksel ve kimyasal stres
kosullarina maruz kalmis numuneler ya da eskimis veya daha yliksek sicaklik
ve/veya nemde saklanmis gercek {iriin numunelerini igeren bir test kombinasyonu

gerceklestirilmelidir.

2.8. Plazma Hazirhg:

Plazma hazirliginda ilk asamada protein ¢oktiirme siireci ile baslamistir. ilk
basta 1 mL ticari plazma iizerine 800/200 ppm buprenorfin/nalokson ana stoktan 1
mL eklenmis ve 30 sn vortekslenmistir. Coktlirme siirecinin son asamasinda 3 mL
asetonitril eklenmistir. Daha sonra 30 sn vortekslenmistir ve dilute-shot siireci i¢in 5
dk boyunca 5300 rpm ile santrifiij yapilmistir. Santrifiij sonrasinda siipernatant yeni

tiipe alinmig ve dogrudan seyreltilerek cihaza enjekte edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. HPLC Yontem Optimizasyonu

3.1.1. Kolon Se¢imi

Optimizasyon ¢alismalarina Kinetex EVO C18 kolon (150 x 4,6 mm i.d, 5

um) ve izokratik akis yontemi ile baslanmistir. Hareketli faz hacimlerinde ve akis

yonteminde (izokratikten gradiyent akisa degisim) de ¢esitli degisikliklerin denendigi

caligmalarda bir tiirlii Nalokson’un 06lii zaman ve diger girisimlerden ayrigsmasi

istenen seviyede saglanamamig, ayni zamanda taban ¢izgisi stabilitesi de kabul

edilebilir seviyenin iist sinirlarinda gozlemlendigi i¢in (gradiyent akis yonteminde)

ve Buprenorfin’in yiiksek tutulumu nedeniyle kolon degisikligine gidilmistir.

HPLC’de kullanilan Kinetex EVO C18 kolondan (150 x 4,6 mm i.d, 5 pm) Kinetex

F5 (150 x 4,6 mm 1.d, 5 pm) kolona degisim saglanmistir. Kolon deneme calismalari

icin parametreler Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Kolon denemeleri i¢in parametreler.

Parametreler

Ozellikleri

Kolon

Kinetex EVO C18 (150 Kinetex F5 (150 x 4,6
x 4,6 mmi.d, 5 pm) mm i.d, 5 pm)

Hareketli Faz

Asetonitril ve tampon ¢ozelti olarak da % 0,1
fosforik asit 30:70 (v/v)

Akis hizi 1 mL/dk
Enjeksiyon hacmi 20 pL
pH 4
Sicaklik 40°C
UV dedektor 210 nm

Kinetex EVO Cl18 kolon ve Kinetex F5 kolon

kromatogramlar Sekil 3.1 ve Sekil 3.2’ de gosterilmistir.

icin elde edilen
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3.1.2. Hareketli Faz Akis Optimizasyonu

Hareketli faz optimizasyon calismalarinda izokratik yontem ve gradiyent

yontem kullanilmigtir. Gradiyent yontemde zamana bagli olarak organik fazda

yasanan artis ve azaliglarin kolondaki tutulumlar ile UV dedektor cevaplarinin

istenen kuyruk ve pik yapilarinda daha basarili oldugu goriilmiistiir. Yapilan

caligmalara iliskin parametreler Cizelge 3.2 ve Cizelge 3.3°de gosterilmistir.

Cizelge 3.2. Gradiyent Yontem Parametrelerine ait Denemeler.

Yontem Zaman (dk) Asetonitril Orani Tampon Cozelti (% 0,1
Fosforik asit)
Yontem 1 0 15 85
10 70 30
15 70 30
Yontem 2 0 20 80
10 70 30
15 70 30
Yontem 3 0 10 90
10 80 20
15 80 20
Yontem 4 0 10 90
10 90 10
15 90 10

Cizelge 3.3. Gradiyent Yontemde kullanilan sistem parametreleri.

Parametreler

Kolon Kinetex F5 (150 x 4,6 mm i.d, 5 pm)
Akis hizi 1 mL/dk

Enjeksiyon hacmi 10 uL

pH 4

Sicaklik 40°C

UV dedektor 210 nm
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Geligtirilen yontem icin optimizasyon calismalar1 yapilan gradiyent akis
denemelerine iligkin kromatogram Sekil 3.3°de verilmistir. Kinetex F5 kolon ile
40°de 10 pL enjeksiyon hacmi ve 1 mL/dk akis hizi ile pH=4 de denenmis
yontemlere ait parametreler Cizelge 3.3 ile belirtilmistir. Yontem 4 i¢in NAL tutulum

zamani 4,5 dakika ve BUP tutulum zamam 8,5 dakikadir.

il

25 Yontem 4
20 \
15 J l Yontem 3
10 J\l JL
Yontem 1
50u_—l\|~ j ‘%
0

2 4 4 8 10 12 14 rain

Absorbans

Yontem 2

[=1
1

Zaman (dk)

Sekil 3.3. Gradiyent ¢alismalara ait denemeler.

3.1.3. Akis Hiz1 Optimizasyonu

Yiiksek bir akis hizi, analite duragan faz ile etkilesime girmesi icin yeterli
zaman vermeyebilir ve diisiik bir akis hiz1 da analitin dedektoér yanitini zamansal
acidan oOteleyebilir. Bu noktadan hareketle, akis hizi optimizasyon caligmalarinda
0,75 mL/dk, 1 mL/dk, 1,2 mL/dk, 1,5 mL/dk akis hizlar1 denenmistir. 0,75 mL/dk’lik
akis hizinda NAL i¢in tutulum zamani 5,8 dakika ve BUP i¢in de 10,5 dakikadir.

Gelistirilen yontem i¢in ¢alisilmis akis hizi denemelerine ait kromatogramlar

Sekil 3.4’de ve sistem parametreleri ise Cizelge 3.4’de gosterilmistir.
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Sekil 3.4. Akis hiz1 kromatogramlari.

Cizelge 3.4. Akis hiz1 optimizasyonunda kullanilan sistem parametreleri.

Parametreler Ozellikleri
Kolon Kinetex F5 (150 x 4,6 mm i.d, 5 pm)
Hareketli faz Zaman (dk) Asetonitril Tampon
Orani cozelti
o} 10 90
10 90 10
12 10 90
Enjeksiyon hacmi 10 uL
pH 4
Sicakhik 25°C
UV dedektor 210 nm

3.1.4. Sicakhik Optimizasyonu

HPLC igin bircok uygulama o6rneginde ayirmanin yaklasik 40°C kolon
sicakliginda yapildig1 goriilmektedir. Daha yiiksek sicakliklarda tutulum azalir ve
daha hizl1 ayrim miimkiindiir. Daha disiik sicakliklarda ise, tutulum genellikle artar
ve buna bagli olarak dedektor yaniti da daha gec olur. Buna bagh olarak; gelistirilen

yontem i¢in uygun sicaklik derecesinin belirlenmesine yonelik 15°C, 25°C ve
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40°C’lerde calismalar yapilmistir. Bu denemelere iliskin kromatogram goriintiileri

Sekil 3.5’de ve sistem parametreleri ise Cizelge 3.5’de verilmistir. 25°C’de NAL igin
tutulum zamani 4,4 dakika ve BUP i¢in de 8,3 dakikadir.
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Sekil 3.5. Sicaklik kromatogramlari.
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Cizelge 3.5. Kolon sicakligi optimizasyonunda kullanilan sistem parametreleri.

J\ e \,;Jv

Parametreler Ozellikleri
Kolon Kinetex F5 (150 x 4,6 mm i.d, 5 um)
Hareketli faz Zaman (dk) Asetonitril Tampon
Orani cozelti
0] 10 90
10 90 10
12 10 90
Akis hizi 0,75 mL/dk
Enjeksiyon hacmi 10 uL
pH 4
UV dedektor 210 nm
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3.1.5. Hareketli Faz I¢in pH Optimizasyonu

Hareketli fazin pH't, kromatografik analizi ¢esitli sekillerde etkileyebilir.
Analiz edilen bilesige baghh olarak pH, segiciligi, pik seklini ve tutulumu
etkileyebilir. Bu ¢alismada sulu faz ¢iftinde 15 mM fosfat tamponu kullanilarak
asidik ortamda pH 2, pH 3 ve pH 4 calismalar1 yapilmistir. pH 4’de NAL igin
tutulum zamani 4,4 dakika ve BUP i¢in de 8,3 dakikadir.

Bu c¢aligmalara ait kromatogramlar Sekil 3.6°da ve sistem parametreleri ise

Cizelge 3.6’da gosterilmistir.

Absorbans

0 2 4 6 8 1 mi
Zaman (dk)

Sekil 3.6. pH denemelerine iliskin kromatogramlari.

Cizelge 3.6. pH optimizasyonunda kullanilan sistem parametreleri.

Parametreler Ozellikleri
Kolon Kinetex F5 (150 x 4,6 mm i.d, 5 pm)
Hareketli faz Zaman (dk) Asetonitril Tampon
Oram cozelti
0] 10 90
10 90 10
12 10 90
Akis hizi 0,75 mL/dk
Enjeksiyon hacmi 10 uL
Sicakhik 25°C
UV dedektor 210 nm
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3.1.6. I¢ Standart Calismalar

Bir i¢ standart, analiz yOnteminin dogrulugunu, kesinligini ve
tekrarlanabilirligini gostermek i¢in kullanilir ve i¢ standart analiz edilen her

numunede bulunan bir maddenin bilinen konsantrasyonudur.

Bu tez calismasinda; raktopamin, mirtazapin ve klorfeniramin i¢ standart
olarak denenmistir. Bu denemelere iliskin kromatogram Sekil 3.7’de ve sistem

parametreleri ise Cizelge 3.7’de gosterilmistir.

Klorfeniramin|
mAL
16007
1400 Mirtazapin
1200
% 10004
5
=
E 8007 Raktopamin
=
6004 BUP
v
4007 NAL v
200 v A /
0
)

e
o
o
=
3

=]

T
2

Zaman (dk)

Sekil 3.7. i¢ standart uygulamalarina iliskin kromatogram.

Cizelge 3.7. Sistem parametreleri.

Parametreler Ozellikleri
Kolon Kinetex F5 (150 x 4,6 mm i.d, 5 pm)
Hareketli faz Zaman (dk) Asetonitril Tampon
Oram cozelti
6] 10 90
10 90 10
12 10 90
Akis iz 0,75 mL/dk
Enjeksiyon hacmi 10 uL
pH 4
Sicakhik 25°C
UV dedektor 210 nm
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Raktopamin alikonma zamani 5,6° dakikadir. Optimize edilen yontemde
Raktopamin alikonmasi, Nalokson ve Buprenorfin alikonmalarinin arasinda

belirleyici olarak goziitkmektedir.

3.2. Sistem Uygunluk Testi Parametreleri

Gida ve Ilag Idaresi (FDA) ve Amerikan Farmakopesi'ne (USP) gére,
sistemin dogrulugunu ve kesinligini kanitlamak i¢cin HPLC yOntemlerinde sistem
uygunluk testleri yapilmalidir (USP, 1994). Bu testler, HPLC yontemlerinin bir
pargasidir ve bu testler, yontemin validasyonu Oncesinde veya sirasinda
gerceklestirilebilir. Eger yontemde bir degisiklik olursa sadece validasyon degil
sistem uygunluk testleri de tekrar yapilmalidir. Sistem uygunluk parametreleri
olmayan bir yontem uygun kabul edilemez. Coziiniirlik (Rs > 2,0), kuyruklanma
faktorii (T < 2), alikonma zamani (tr), teorik plaka sayisi (n > 2,000), segicilik
faktorii (o0 > 1) ve kapasite faktorii (k' = 2—10) raporlanmasi1 gereken ana sistem
uygunluk parametreleridir (Gumustas ve ark., 2013). Gelistirilen yonteme iliskin

sistem uygunluk parametreleri Cizelge 3.8’de verilmistir.

Cizelge 3.8. Sistem Uygunluk Parametreleri.

Parametre Nalokson Buprenorfin
Ahkonma Zaman (dk) 4,42 8,298
Kapasite Faktorii (k) 1,273 3,267
Kuyruk Faktorii 1,018 1,359
Coziiniirliik (Rs) 29,57

Secicilik (o) 2,566

Kolon Etkinligi (Plaka/Kolon) 22244 53655
Kolon Etkinligi (Plaka/Metre) 1565280 1885400
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3.3. HPLC Yontem Validasyonu

Analitik O6l¢limlerin amaci1 gilivenilir, kesin, tutarli ve dogru veriler elde
etmektir. Gelistirilmis bir analitik yontemin validasyonu bu amaca ulasilmasinda

bliyiik rol oynamaktadir (Gumustas ve ark., 2013).

HPLC yontem validasyonunun amaci, gelistirilen yontemin amaglanan amaca
uygunlugunun gosterimidir (ICH, 2022). Bu tez ¢alismasi ile HPLC’de yeni nesil
analitik kolon kullanimu ile farkli sicaklik, hareketli faz kompozisyonu ve kullanilan
tampon ¢Ozeltinin pH’si gibi parametre denemeleri yapilarak optimize edilen son
yontemin, literatiirde yer alan ¢aligmalara kiyasla daha diisilk maliyete ve daha
hassas tayin limitlerine sahip oldugunu gosterebilmek admna asagida verilen
parametreler temelinde validasyon ¢alismalart gerceklestirilmistir. Bu parametreler
Insan Kullanimma Yénelik Ilag¢ Malzemeleri icin Teknik Gereksinimler Uluslararasi
Uyumlastirma Konseyi (ICH) (ICH, 2022) ve ABD Gida ve ilag¢ Idaresi (FDA)
(FDA, 1987) tarafindan onerilen testleri icermektedir.

3.3.1. Dogruluk

Bu ¢alismada BUP ve NAL icin dort farkli kalite kontrol noktasi belirlenmis
ve bes tekrarli olarak olacak sekilde giin i¢inde ve farkli giinlerde analizler
yapilmustir. Kesinlik ve dogruluk verileri BUP ve NAL i¢in Cizelge 3.9 ve Cizelge

3.10’da verilmistir.

Cizelge 3.9. BUP verileri.

BUP Giin ici Giinler arasi
/L

(ng/L) Standar | % Bulunan Dogruluk | Standart | % Bulunan Dogruluk

t BSS konsantr Sapma BSS konsantrasy

Sapma asyon on (ng/L)

(ng/L)

0,2 0,0019 1,1054 | 0,21 104,21 0,0021 1,2533 | 0,21 104,89
0,6 0,0025 0,4571 | 0,64 106,22 0,0161 2,8855 | 0,66 109,91
15 0,0130 0,9877 | 1,55 103,13 0,0267 1,9834 | 1,58 105,26
7,5 0,0652 0,9882 | 7,69 102,58 0,1787 2,6554 | 7,84 104,55
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Cizelge 3.10. NAL verileri.

NAL Giin ici Giinler arasi
/L
(ng/L) Standart | % Bulunan Dogruluk | Standart | % Bulunan Dogruluk
Sapma BSS konsantrasyon Sapma BSS konsantrasyon
(ng/L) (ng/L)
0.125 | 0,0019 2,29 0,13 104,00 0,0017 2,03 0,13 106,79
0.15 0,0019 1,7352 | 0,1425 94,99 0,0040 3,8076 | 0,17 111,84
0.375 | 0,0067 2,2329 | 0,333 88,70 0,0140 4,9662 | 0,39 103,73
1.875 | 0,0112 0,7650 | 1,497 79,83 0,0515 3,6899 | 1,80 95,76

3.3.2. Dogrusallik

Bu tez calismasinda miktar tayini ¢alismalari i¢in HPLC-UV kullanilarak

dedektér cevabina gére BUP ve NAL icin 6 adet farkli derisim noktas: ile

kalibrasyon grafigi ¢izilmistir. Bu grafikler Sekil 3.8 ve Sekil 3.9°da gosterilmistir.

Sekil 3.8. Buprenorfin kalibrasyon grafigi.

Buprenorfin

y =0,8594x-0,0103
R*=0,9998

o1
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R?=0,9999 -

0,0000

Sekil 3.9. Nalokson kalibrasyon grafigi.

3.3.3. Teshis (LOD) ve Tayin (LOQ) Sinir1

Kalibrasyon egrisi i¢in belirlenen konsantrasyonlarin 5 tekrarli analizi

sonrasinda elde edilen veriler Cizelge 3.11°de raporlanmistir.

Cizelge 3.11. Kalibrasyon grafiklerinden elde edilen veriler.

Parametre BUP (n=5) NAL (n=5)
Dogrusallik (ug/L) 0,1-5 0,125-6,25
Egim (m) 0,8594 0,7929
Kesisim (n) -0,0103 -0,0273
Belirleme Katsayisi (R?) 0,9998 0,9999
LOD (ug/L) 0,023 0,033
LOQ (ng/L) 0,070 0,098

3.3.4. Saglamhk

Saglamlik testleri i¢in yapilan denemelere iliskin sonuglar Cizelge 3.12,

Cizelge 3.13, Cizelge 3.14 ve Cizelge 3.15’te verilmistir.
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Cizelge 3.12. Akis hiz1 verileri.

Akis Hizi
Parametreler 0,7 mL/dk 0,75 mL/dk (Yontem) | 0,8 mL/dk
BUP NAL BUP NAL BUP NAL
Kolon Etkinligi 55625 28113 53655 22244 54930 22764
(Plaka/Kolon)
Kuyruk Faktorii | 1,488 1,388 1,359 1,018 1,364 1,217
Alikonma 8,875 4,926 8,298 4,42 8,155 4,161
Zamam
Cizelge 3.13. pH degerlerine iliskin veriler.
pH
Parametreler 3,8 4 (Yontem) 42
BUP NAL BUP NAL BUP NAL
Kolon Etkinligi 58751 28256 53655 22244 52849 27255
(Plaka/Kolon)
Kuyruk Faktorii | 1,875 1,227 1,359 1,018 1,42 1,168
Alikonma 8,371 4,528 8,298 4,42 8,769 4,808
Zamam
Cizelge 3.14. Sicaklik verileri.
Sicakhik
Parametreler 24,5°C 25°C (Yontem) 25,5°C
BUP NAL BUP NAL BUP NAL
Kolon Etkinligi 57720 28934 53655 22244 57660 29869
(Plaka/Kolon)
Kuyruk Faktorii | 1,375 1,203 1,359 1,018 1,42 1,176
Alikonma 8,545 4,647 8,298 4,42 8,541 4,632
Zamam
Cizelge 3.15. Dalga boyuna ait veriler.
Dalga boyu
Parametreler 208 nm 210 nm (Y ontem) 212 nm
BUP NAL BUP NAL BUP NAL
Kolon Etkinligi 56774 28843 53655 22244 58356 29184
(Plaka/Kolon)
Kuyruk Faktorii | 1,419 1,197 1,359 1,018 1,378 1,142
Alikonma 8,536 4,64 8,298 4,42 8,567 4,667
Zamani




3.3.5. Stabilite

Stabilite testlerine iligskin olarak; numuneler 24 saat boyunca 25°C’de oda

sicakliginda, 4°C’de sogutucuda ve -20°C’de dondurucuda muhafaza edilerek

yapilmigtir. Bu c¢aligmalara iliskin veriler Cizelge 3.16’da ve Cizelge 3.17°de

gosterilmistir.

Cizelge 3.16. Stabilite caligmalari (Alan degerleri).

Alan -20°C 4°C 25°C
Olciileri | Yontem
| 1 1l | 1 11 | 1 11
BUP 555,6 562,8 523,3 | 5235 | 584,1 | 546,6 | 547,4 | 557,6 | 549 550,6
NAL 121 121,9 120,7 120,6 119,2 121,5 119,9 1205 | 1215 120,5
Cizelge 3.17. Stabilite ¢alismalarina iligkin ortalama ve degisim degerleri.
Yontem -20°C 4°C 25°C
Ortalama | % Ortalama | % Ortalama | %
Degisim Degisim Degisim
BUP 555,6 536,53 96,57 559,37 100,68 552,4 99,42
NAL 121 121,07 100,06 120,2 99,34 120,83 99,86

3.4. Plazma Calismalari

Bu tez ¢aligmasinda gelistirilen yontem ile ilgili ticari plazma ¢alismalari igin

HPLC-UV kullanilarak dedektdr cevabina gére BUP icin 7 adet ve NAL i¢in 6 adet

farkli derisim noktasi ile kalibrasyon grafigi ¢izilmistir. Bu grafikler Sekil 3.10 ve

Sekil 3.11°de gosterilmistir.
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Sekil 3.10. Ticari plazmada Buprenorfin kalibrasyon grafigi.
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Sekil 3.11. Ticari plazmada Nalokson kalibrasyon grafigi.
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3.5. HPLC i¢in Gelistirilen Yontem

Validasyon test parametreleri ile de dogrulugu temin edilmis HPLC igin

gelistirilen yonteme ait parametreler Cizelge 3.18’de verilmistir.

Cizelge 3.18. Yontem parametreleri.

. Parametreler

Ozellikleri

Kolon Kinetex F5 (150 x 4,6 mm i.d, 5 pm)
Hareketli faz Zaman (dk) Asetonitril Fosforik  asit
Orani oram (0,1%)

0 10 90
10 90 10
12 10 90

Akis iz 0,75 mL/dk

Enjeksiyon hacmi 10 uL

pH 4

Sicakhik 25°C

UV dedektor 210 nm
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4. TARTISMA

HPLC yonteminin diger kromatografik tekniklere gore birgok avantaji vardir.
Bu avantajlar; goreceli olmakla birlikte yiiksek ¢6ziiniirliik, tekrarlanabilir yanitlar ve
analiz hizi olarak sayilabilir. HPLC kolonlari, ayrim verimliligini etkileyen
parametrelerin daha iyi kontrol edilmesini, veri analizinin kolay gerceklesmesini ve
biiyiik 6l¢ekli prosediirlere kolaylikla uyarlanabilirligi saglar. Ayrica ¢ok kiigiik
partikiil boyutlarin1 ve genis yiizey alanlarim1 destekler ve solvent akisina yiiksek
basing uygulanmasina izin verir (Gumustas ve ark., 2013). Diger taraftan 6zellikle
ilgili literatlir incelendiginde karsimiza ¢ikan GC-MS yonteminde analitlerin ugucu
malzemeler olmast gerekliligi ve/veya yeteri kadar ugucu hale getirmek igin
tirevlendirme uygulanmasi gerekliligi numune hazirlama siirecinde HPLC
yontemine kiyasla hem daha fazla zaman hem de daha fazla finansman

gerektirmektedir.

HPLC yontemi ile bir maddenin ¢ok kiiglik miktarlart algilanabilir ve
Olciilebilir, bu da onu iz safsizliklar1 veya kirleticileri saptamak i¢in ideal bir teknik
haline getirir. Bununla birlikte; HPLC, LC-MS/MS gibi analitik tekniklerle
karsilagtirildiginda daha uygun maliyetlidir ve bu da onu bir¢ok laboratuvar igin
erisilebilir kilar ve ilaglar, proteinler ve cevresel kirleticiler dahil olmak iizere ¢ok
cesitli maddeleri analiz etmek i¢in kullanilabilir. Bu tez ¢alismasinda da ortaya
konan yontem vasitasiyla da gosterilmeye ¢alisildig1 gibi zamana duyarli aragtirma

veya analiz i¢in oldukca faydalidir.

Bu tez c¢alismasinda gelistirilen yonteme yonelik gergeklestirilen
optimizasyon c¢alismalarinda ilk olarak core-shell partikiilli EVO C18 kolon
kullanilmistir. Klasik tamamen gozenekli silika i¢ceren kolonlarin keskin olmayan pik
sekli, etkin olmayan ayrimlar1 ve uzun ¢alisma siirelerine alternatif olarak gelistirilen
core-shell kolon, asir1 diisik ve yiiksek pH degerlerinde bile performans
avantajlarina sahiptir. pH saglamligr ve olduk¢a ¢ok yonli segicilik 6zelliklerine

sahip yeni nesil core shell teknolojili kolonlar bu galismada tercih edilen yeni nesil
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HPLC kolonlar1 olmustur. Ancak yapilan deneme ¢aligmalarinda Kinetex EVO C18
kolonu istenilen alikonma zamani ve kabul edilebilir taban ¢izgisi stabilitesinde
beklenen performansi gosterememistir. Bu nedenle core shell partikiillii bir diger

kolon olan Kinetex F5 kolonu ile ¢alismalar devam ettirilmistir.

Kinetex F5 kolonu ise hidrojen bagi, elektrostatik, hidrofobik, aromatik ve
sterik/diizlemsel mekanizmalar dahil olmak iizere polar ve polar olmayan
etkilesimlerin kombinasyonu ile HPLC de yontem gelistirme ¢alismalari i¢in ideal
bir ¢6zlimdir. Daha iyi ¢oziintirliik, daha yiiksek verimlilik, kolay yontem transfer
edilebilirligi ve azaltilmis solvent tiiketiminden kaynaklanan maliyet tasarrufu gibi
ozellikleriyle Kinetex F5 kolonu hem gelistirilen yontemin optimizasyonunda hem
de bahse konu tez calismasinin hedeflerine ulasmasinda Onemli Olglide katki

saglamistir.

Izokratik akis yontemi ile devam eden optimizasyon calismalarinda pik
goriintliilemesi 0lii zamandan ve girisimlerden kurtarilamamistir. Bu nedenle diger
asamada yapilan optimizasyon denemesi hareketli faz gradiyent akis yontemine gére
iceriginin belirlenmesine yonelik olmustur. Bu agamada, organik madde iceriginin
analiz siiresinin sonuna kadar artarak devam etmesi ve daha sonrasinda iki dakikalik
siirede ilk baslangic seviyesine inmesine izin verecek sekilde gelistirilen gradiyent
akis yontemi ile kuyruk ve pik yapilarinda UV dedektor yanitlarinin daha basarili

oldugu goriilmiistiir.

Bilindigi tizere HPLC analizlerinde yiiksek bir akis hizi, analitin duragan faz
ile etkilesime giremeden hizli bir dedektor yaniti vermesine neden olurken, diisiik bir
akis hiz1 da analitin dedektér yanitin1 zamansal acidan oteleyebilir. Bu sartlar goz
onlinde bulundurularak yapilan akis hizi optimizasyon denemelerinde, Naloksonun
cozeltide yer alan ancak tanimlanamayan kirlilik girisiminden ayrilmasini ve ayni
zamanda kolonu daha ge¢ terk eden Buprenorfinin de alikonma siiresinin de
gelistirilen yontemin on dakikadan kisa siirede tamamlanmasia imkan verecek
sekilde olmasi hedeflenmistir. Bu noktada belirlenen 0,75 mL/dk hk akis hizi

bahsedilen her iki kosulu da saglamistir.
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HPLC uygulamalarmin sicaklik denemesi 40°C'de yapilmis ve sicaklik
etkilerini gorebilmek amaciyla 15°C ve 25°C denenmistir. Bilindigi iizere, yliksek
sicakliklarda vizkosite kaynakli olarak analiz siireleri genellikle kisalmaktadir. Daha
disiik sicakliklarda ise, tutulum oram1 artar. Ancak yapilan optimizasyon
calismalarinda 40°C'de Nalokson ve Buprenorfin tutulumlariin beklenenin aksine
otelendigi goriilmektedir. Bu durum NAL ve BUP’un kimyasal yapilarinin artan
sicaklik ile etkilesime girmeye yatkinligi oldugunu gostermektedir. Bu nedenle BUP
ve NAL piklerinin kuyruklanmasinin ve yapilarinin 25°C’de diger sicakliklara gore
daha diizglin oldugu ve bahsekonu iki analitin ayrimlarinin da en iyi 25°C de
oldugunu gostermigtir. Bu durum ayni zamanda gelistirilen ydntemin oda
sicakliginda optimum caligmasi ile ekstra firin sicakligi ile ortaya ¢ikabilecek maliyet
ve kirlilik gibi konularda tasarruf saglar ve gelistirilen yontemin literatiire olan

etkinlik, yenilik ve etkililik gibi katkilarin1 per¢inlemektedir.

Hareketli faz pH’si {izerinde yapilan denemelerde ise; pH’nin analiz
sonuclarina etkisinin ¢ok olmadig1 goriilmiistiir. En keskin pik seklinin goriildiigii ve

ayrimin kabul edilebilir oldugu pH degeri optimum olarak se¢ilmistir.

Gelistirilen analizin dogrulugunu ve tekrarlanabilirligini arttirmak adina ig
standard denemeleri yapilmistir. I¢ standard olarak mirtazapin, raktopamin ve
klorfeniramin denenmistir. I¢ standard seciminde hem analiz siiresini uzatmayacak
hem de biyolojik ¢alismalar diisiiniilerek potansiyel hastalarin kullanmayacagi
maddelerden sec¢ilmelidir. Bu kapsamda mirtazapinin antidepresan ilaglarda ve
klorfeniraminin de antihistaminik ilaclarda olabilecegi diistiniildiigiinde veterinerlik
ilaglarinda bulunabilen raktopamin bu ¢alisma i¢in i¢ standard olarak belirlenmistir.
Ayn1 zamanda raktopaminin tutulum zaman1 da NAL ve BUP tutulumlar1 arasinda

olmasi1 da se¢im i¢in dnemli bir faktor olmustur.

Gelistirilen yontem ICH klavuzlarinda belirtilen parametreler dogrultusunda
valide edilmis ve LOD ile LOQ degerleri BUP ve NAL igin sirasiyla; 0,023 ve
0,070; 0,033 ve 0,098 nug/L dir.
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5. SONUC ve ONERILER

Sonug olarak, afyon bagimlilig1 tedavisinde kullanilan buprenorfin/nalokson
kombinasyonunun analizi ic¢in yenilik¢i yaklagimlarin gelistirilmesi, bu Onemli
terapotik miidahalenin anlagilmasini ve etkinligini gelistirmede biiylik umut vaat

etmektedir.

Bu yenilik¢i yaklasimlardan elde edilen ©nemli bulgulardan biri,
buprenorfin/nalokson tedavisi i¢in optimal dozlama stratejilerinin belirlenmesidir.
Aragtirmacilar, hasta numunelerindeki uyusturucu konsantrasyonlarini analiz ederek,
yan etki veya yoksunluk semptomlari riskini en aza indirirken etkili afyon bagimlilig
tedavisi saglayan terapotik araliklar olusturabilmektedirler. Bu bilgiler, klinisyenlere
dozaj ayarlamalar1 konusunda bilingli kararlar almalarinda rehberlik edebilir, boylece

tedavi sonuglarini ve hasta giivenligini iyilestirebilir.

Ayrica yenilik¢i yaklasimlar, hastanin buprenorfin/nalokson tedavisine
bagliligina ve uyumuna 1s1k tutmaktadir. Arastirmacilar, bu tez ¢alismasinda
gelistirilen HPLC i¢in yeni analiz yontemiyle, hastanin regete edilen tedavi rejimine
baglhiligin1 hizli, gilivenilir ve objektif olarak degerlendirebilirler. Bu bilgi, tedavi
basarisim1 garantilemek icin ek destek veya miidahalelere ihtiya¢c duyabilecek
hastalarin belirlenmesine yardimci olabilir ve nihayetinde afyon bagimliligiyla

miicadele eden bireyler i¢in uzun vadeli sonuglar iyilestirebilir.

Bu calisma ile HPLC kullanilarak gelistirilen yontemle es zamanli olarak
BUP ve NAL basariyla tespit ve tayin edilmistir. Ayni1 zamanda yeni nesil core-shell
teknolojiye sahip kolonlarin iistiinliigli gosterilmistir. 10 dakikadan daha kisa stirede,

segici, etkin, dogru, kesin ve hassas bir yontem gelistirilmistir.
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OZET

Opiyat Bagimhihig1 Tedavisinde Kullanilan Buprenorfin/Nalokson Kombinasyonunun
Analizi icin Yenilik¢i Yaklasimlarin Gelistirilmesi

Opiyatlarin zaman i¢inde uzun siireli ve tekrarli olarak kullanilmasimnin (OUD)
yayginlig1 son on yilda benzersiz sayilara ulagsmis, asirt doz 6liim oranlarini ve buna bagh
olarak da sosyoekonomik yiikii artirmistir. Dilalt1 buprenorfin/nalokson tablet kombinasyonu
opiyat bagimlilig1 i¢in etkili bir tedavi saglamaktadir. Kismi m-opioid reseptor agonisti olan
buprenorfinin 4: 1 oraninda kombinasyon halinde antagonist nalokson ile formiile edilen dil
alt1 tablet, opioid bagimli hastalar i¢in etkili bir ¢ekilme ve idame tedavisi sunmakta ve ayni
zamanda farmakodinamik 6zelliklerinin iyi tolere edilmesi ile daha diisiik kotiiye kullanim
potansiyeline  sahip olmasi gibi avantajlar  tagimaktadir. Bununla  birlikte
buprenorfin/nalokson i¢in kullanilan yenilik¢i ekstraksiyon yontemleri ve analiz teknikleri
halen ¢ok sinirlidir. Bu c¢alisma kapsaminda buprenorfin/nalokson i¢in yiiksek hassasiyete
sahip, hizli ve diisiikk tayin sinirlarina ulasilabilen HPLC bazli bir yontem gelistirilmesi
amaclanmustir.

Anahtar Sozciikler: Bagimlilik, Buprenorfin, HPLC, kromatografik yontem, Nalokson,
opiyat.
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SUMMARY

Development of Innovative Approaches for Analysis of Buprenorphine/Naloxone
Combination Used in Opiate Addiction Treatment

The prevalence of long-term as well as repeated use of opioids (OUD) has reached
unprecedented levels over the past decade, increasing overdose mortality, and thus resulting
socioeconomic burden. A combination of buprenorphine and naloxone sublingual tablet is an
effective treatment for opiate addiction. Sublingual tablet containing the antagonist naloxone
at a ratio of 1 to 4 of buprenorphine, an m-opioid receptor partial agonist, provides effective
withdrawal and maintenance therapy for opioid-dependent patients, while its
pharmacodynamic properties are well tolerated. Although, extraction methods and analytical
techniques for buprenorphine/naloxone are still very limited, it offers benefits such as
reduced potential for abuse. The aim of this study was to develop his HPLC-based method
with high sensitivity, speed and low detection limit for buprenorphine/naloxone.

Keywords: Addiction, Buprenorfine, chromatographic method, HPLC, Naloxon, opioid.
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