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Sunulan galismada, herpes ve megalovirtslerin sebep oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde tercihli olarak
kullanilan ilaglardan valasiklovirin katkilandiriimis idrarda ters faz sivi kromatografik yontemle tayini igin
yontem gelistirilmistir. Yontem gelistirmede, valasiklovirin sistematik olarak pH-kapasite faktora iligkisini
degerlendirilip, mobil faz optimizasyonu gergeklestirilmistir. inceleme sonunda, optimum ayirma kosulu %4
asetonitril-su (h/h), pH 5,0 ve 37°C kolon sicakhdi olarak belirlenmistir. Sonrasinda, belirlenen optimum
kosulun Uluslararasi Harmonizasyon Toplulugu (ICH) ydnergelerine gore validasyonu gergeklestirilmistir.
Gelistirilen yontem 2-12 pg/mL derisim araliginda muhtesem dogrusallik géstermistir ve idrar ortaminda
gerceklestirilen geri kazanma sonuglari (%) valasiklovirin iki farkli derisimi icin 100,147+0,800 ve
100,208+0,604 olarak bulunmustur. Ayrica, gelistirilen yonteme saglamlik testleri de uygulanmistir ve elde
edilen sonuclar t-testiyle degerlendiriimistir. Elde edilen validasyon ve saglamlik testleri sonucunda,
gelistirilen yontemin hassas, tekrar edilebilir, dogru, kesin ve saglam oldugu bulunmustur. Bundan dolayi,
gelistirilen yontemin rutin analizler i¢in uygun oldugu belirlenmistir.
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ABSTRACT

In the present study, a method has been developed for the determination of valaciclovir, one of the preferred
drugs for the treatment of infections caused by herpes and megaloviruses, in spiked urine by reversed-phase
liquid chromatographic method. In developing the method, the pH-capacity factor relationship of valaciclovir
was systematically evaluated and mobile phase optimization was performed. At the end of the examination, the
optimum separation condition was determined as 4% acetonitrile-water (v/v), pH 5.0, and 37°C column
temperature. Subsequently, the determined optimum condition was validated according to the guidelines of the
International Conference on Harmonization (ICH). The developed method showed excellent linearity in the
concentration range of 2-12 ug/mL, and the recovery results (%) performed in urine were found to be
100.147+0.800 and 100.208+0.604 for two different concentrations of valaciclovir. In addition, robustness tests
were also performed for the developed method and the results were evaluated using the t-test. The results of
the validation and robustness tests showed that the developed method is sensitive, reproducible, accurate,
precise and robust. Therefore, the developed method was found to be suitable for routine analysis.
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1. Giris

Asiklik guanin nikleozitinin bir analogu olan valasiklovir, asiklovirin L- valil ester 6n ilacidir [1-3]. Bu
bilesik ve diger antiherpes ajanlari, 1990’lardan beri herpesviriis ve megalovirlisiin sebep oldugu
enfeksiyonlarin tedavisinde yayginca kullanilan ilaglardir [1,2]. Bu nedenle, bu bilesiklerin tayini igin
analitik ydntemlerin gelistiriimesi cok dnem arz etmektedir.

ilaglarin tayininde kullanilan analitik metotlar icerisinde, gelistirilen yontemin dogrulugu, kesinligi,
kullanim kolayhdi ve tekrarlanabilen sonuglar gibi sahip oldugu bir¢cok avantajdan dolayi, ters faz sivi
kromatografi (RPLC) ydntemi, analiz laboratuvarlarinda ve ila¢ endistrisinde en ¢ok tercih edilen
yontemdir [5]. Bu yontemde ana tanimlayici parametre, bilesigin sivi kromatografik kolonda elde edilen
alikonma zamanidir ve bu parametre, cesitli deneysel degiskenler ve cgalisilan kolonun kimyasal
yapisina gore farklilagsmaktadir [6-8]. Secilen kolonun ¢alisma boyunca sabit kalacagdi dustinuldiginde,
bilesiklerin alikonma degerleri Uzerine etkisi oldugu bilinen en 6énemli parametreler, mobil faz organik
modifiyer derisimi, mobil faz pH’si ve kolon sicakhigidir [5-9].

RPLC yontemle gerceklestirilen bilesiklerin es zamanh tayinlerinde, bilesiklerin alikonma degerleri
Uzerine etkisi olan deneysel degiskenlerin ¢esitli kombinasyonlarina goére, belli kurallar dahilinde elde
edilen bilesiklerin alikonma degerlerinin kontrol altina alinarak, onlarin birbirinden ayrilmasini saglamak
ve analizi mimkun olan en kisa surede gerceklestirmek amacglanmaktadir [6,8]. Bu amag i¢in birgok
arastirmaci, bilesiklerin es zamanli sivi kromatografik tayinde optimum ayirma kosulunu elde etmeye
calisirken, genellikle alikonma Uzerine etkisi oldugu bilinen deneysel degiskenleri tek tek ve rastgele bir
sekilde degistirerek optimum ayirma kosulunu elde etmeye calismaktadir [6,8,9]. Deneme — yaniima
adi verilen bu yaklasim, herhangi bir sistematik temele dayanmadigi i¢in birgcok deneysel kombinasyonu
icermektedir ve 6zellikle polar bilesiklerin tayini olmak lzere, optimum ayirma kosulunu belirlemek
oldukga zorlagsmaktadir [6-10]. Literatiirde valasiklovir tayininde de deneme-yanilma yaklagiminin tercih
edildigi gorulmektedir [11-21]. Valasiklovir i¢in literattirde bulunan ¢alismalarin gogu RPLC yéntemle ve
izokratik modda gerceklestiriimesiyle beraber, bilesigin tablet formilasyonunda [11-17] ve biyolojik
sivilardaki tayiniyle alakaldir [18-21]. Valasiklovirin tayini igin literatiirdeki ¢alismalarin gogunda mobil
fazda organik modifiyer olarak asetonitril (ACN)-su ikili karisimi tercih edilmistir [13,14,17,20,21].
Literatirde valasiklovir tayini icin metanol (MeOH)-su [11,12,16] ve ACN-MeOH-su [18] karigimlarinin
kullanildidi1 calismalar da mevcuttur. Son olarak, bu ¢alisma boyunca literatirde valasiklovir tayini igin
rastlanan en giincel galisma, Morgan ve arkadaslarinin gergeklestirdigi calismadir [17]. Bu galismada
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arastirmacilar, valasiklovirin analizi igin ince tabaka sivi kromatografi ve RPLC yéntemlerinden olusan
kromatografik yontemler ile kolorimetrik yontemin segiciliklerini kiyaslamak amaciyla bir ¢alisma
gergeklestirmiglerdir ve sonug olarak galisilan metotlarin benzer sonuglar verdigini ifade etmislerdir.
Kolorimetrik yontem, valasiklovirin ferri hidroksamat ile renkli kompleksi olusturularak gerceklestirilmistir.
Kolorimetrik yontemle valasiklovirin tayini igin gelistirilen yontem 0,20-1,60 mg.mL* araliginda dogrusal
iken, RPLC yontem igin gelistirilen yontem 2,00-5,00 mg.mLYde, ince tabaka sivi kromatografisi igin
geligtirilen yontem ise 10,00-900,00 ng/band araliginda dogrusaldir. Calismada gelistirilen yontemler,
ICH parametrelerine goére valide edilmistir.

Gerceklestirilen bu galismada, yapisinda iyonlasabilen fonksiyonel grup bulunduran valasiklovir ve i¢
standart madde olarak kullanilan valgansiklovirin, sabit organik modifiyer derisimi ve kolon sicakliginda,
mobil faz pH’sl ve kapasite faktort (k) iliskisini degerlendirerek optimum sivi kromatografik ayirma
yontemi geligtiriimis ve bu yontemin, Uluslararasi Harmonizasyon Toplulugu (ICH)'nin ydnergelerine
gore validasyonu ve saglamlik testleri gergeklestirilmigtir. Valasiklovir icin gelistirilen yéntemin geri
kazanma calismalari insan idrarinda gergeklestirilmistir.

2. Materyal ve Metot

Kullanilan Kimyasal Maddeler

Calismada kullanilan valgansiklovir hidroklortr ve valasiklovir hidroklorir, Sigma Aldrich'ten (Almanya)
satin alinmistir. Valasiklovir hidroklorir (2-[(2-amino-6-okso-1H-purin-9-il)metoksiletil (2S)-2-amino-3-
metilbutanoat;hidroklortir) ve valgansiklovir hidroklorir ([2-[(2-amino-6-okso-1H-purin-9-il)metoksi]-3-
hidroksipropil](2S)-2-amino-3-metilbutanoat;hidroklorir), sirasiyla, 124832-27-5 ve 175865-59-5 CAS
numarasina sahip bilesiklerdir. Valasiklovir hidrokloriiriin molekil agirhg 360,80 g.mol?; valgansiklovir
hidrokloriirin molekdl agirh@ 390,82 g.mol’dlr. Valasiklovir hidrokloriir ve valgansiklovir hidroklorir,
sirasiyla, -0,41 ve -0,72 log P degerleriyle oldukga polar ve sudaki ¢ézinurlikleri yiksek bilesiklerdir.
Organik modifiyer olarak kullanilan asetonitril (ACN) ve pH metre kalibrasyonu igin kullanilan potasyum
hidrojen ftalat, Merck (Darmstadt, Almanya)’den tedarik edilmistir. Mobil faz tamponunu hazirlamak igin
kullanilan o-fosforik asit ve sodyum hidroksit, Sigma Aldrich'ten (Almanya) satin alinmistir. Deneylerde
kullanilan bitlin kimyasal maddeler, analitik veya HPLC safliktadir.

Kullanilan Cihazlar

Sivi kromatografik calismada, gaz giderme Unitesi, kolon firini, UV Visible dedektér ve bir pompadan
olusan Shimadzu yiksek performans sivi kromatografi (HPLC) sistemi kullaniimistir. Calismada
kullanilan mobil fazlarin pH ayarlamalarinda, Mettler Toledo MA pH/iyon analiz cihazi ve Mettler Toledo
InLab 413 Ag/AgCl kombine cam elektrot (Schwerzenbach, isvigre) kullaniimistir. incelenen bilesiklerin
¢oOzeltilerinin ve mobil fazlarin hazirlanmasinda kullanilan ultra saf su, Millipore Direct Q3-UV (Merck)
su saflastirma sistemiyle elde edilmistir.

Kromatografik Galisma

Bu calismada, valasiklovir ve i¢ standart madde (1.S) olarak kullanilan valgansiklovir i¢in optimum ayirma
kosulunu gelistirmede igerisinde 30 mM o-fosforik asiticeren ve ACN derisimi %4 (h/h) olan ACN-su ikili
karisiminda calisiimistir. Hazirlanan mobil fazlarin ¢alisma pH araligi 5,0-8,0'dir. TUm kromatografik
calismalar YMC Triart C18 (3um, 150 x 4.6mm 1.D.) kolonda, 37°C'de, 1 mL.dak? akis hizinda
gercgeklestiriimistir. Bilesiklerin analizi igin UV dedektor 254 nm’ye ayarlanmistir.

Standart Cozeltilerin ve Mobil Fazin Hazirlanmasi

Sivi kromatografik ¢alisma igin valasiklovir ve valgansiklovir 0,0010 g tartilmis, 10 mL calisilan mobil
fazda g¢bzllmistir. Boylece, bilegiklerin 100 ug.mL™? 'lik standart g6zeltileri hazirlanmigtir. Sonrasinda,
bilesiklerin kalibrasyon dogrusunda belirtilen derisimleri, bu standart c¢ozeltilerin mobil fazla
seyreltiimesiyle elde edilmistir. Mobil fazlarin hazirlanmasinda, 100 mL’ lik stok ortam i¢in 96 mL saf su
alinmis ve Uzerine 4 mL asetonitril ilave edilmistir. Cozeltiyi bu sekilde hazirlayarak, asetonitril-su ikili
karisimlarinda hacim buzllmesinden gelen olumsuz etki bertaraf edilmistir. pH 5,0-8,0 araliginda
hazirlanacak her bir mobil faza 30 mM derisimde olacak sekilde o-fosforik asit (0- HsPOg) ilave edilmistir.
Mobil fazlarin pH degerleri galisilacak degerlere, mobil fazlara 1 M NaOH c¢ozeltisi ilave edilerek
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getirilmistir. Hazirlanan her mobil faz, ultrasonik banyoda degaze edildikten sonra kullanilmistir.
Calismada kullanilan tim gozeltiler giinliik taze hazirlanip, kullanimina kadar 4 °C'de saklanmistir.

idrar Orneklerinin Hazirlanmasi

Saglikh ve herhangi bir ilag kullanmayan gonulli bir bireyden alinan idrar érnekleri, 1:20 oraninda
seyreltiimis ve 2 mL seyreltiimis idrar 6rnegi alinmistir. Sonrasinda, alinan idrar érneklerinin Gzerine
idrar proteinlerini ¢okturebilmek icin 3 mL ACN ilave edilmigtir. Hazirlanan bu 5 mL idrar-ACN
karigiminin (izerine, valgansiklovir (1.S) ¢ozeltide sabit 1 ug.mL? derisimde, valasiklovir ise kalibrasyon
noktalarindaki derisim degerlerinde olacak sekilde katkilandirilip ¢ozelti 10 mL’ye tamamlanmigtir. En
son olarak hazirlanan 10 mL ¢ozeltiler, 0,45 um boyutundaki filtreden gegirildikten sonra HPLC cihazina
enjekte edilmigstir [22].

Kalibrasyon Dogrusu

Bu calismada valasiklovir icin kalibrasyon verileri, idrar ¢ozeltilerine valgansiklovir (1.S) sabit derisimde
(1 ng.mLY) ve Valasiklovir degisen derisimlerde (2,0; 4,0; 6,0; 8,0;10,0 ve 12,0 ug.mL™) olacak sekilde
hazirlanan kalibrasyon c¢dzeltilerinden elde edilmistir. Valasiklovirin kalibrasyon dogrusu ise,
valasiklovirin derigimine karsi, valasiklovirin alaninin 1.S'in alanina oraninin isaretlenmesiyle elde
edilmistir.

Geri Kazanim Galigmasi

Geri kazanim galismalari, valasiklovir tayini icin gelistirilen sivi kromatografik yontemin dogrulugunu ve
glvenilirligini test etmek icin gercgeklestiriimistir. Bu ¢alismada, 1.S’'nin sabit derisimi i¢in valasiklovirin
4,0 ve 8,0 pg.mL? olmak Uzere 2 iki farkli derisimine uygulanmigtir. Geri kazanim galismalari,
valasiklovirin idrardaki gercek derisimi Uzerine eklenen standart derisimin kiyaslanmasiyla
hesaplanmistir.

Saglamlik Testi

Yontemin saglamhgi, ¢alisilan bilesiklerin akis hizi (x 0,2), organik modifiyer iceridi (£ % 3), mobil fazin
pH'si (£ 0,5) ve kolon sicakhgi (x 2 °C) degistirildikten sonra analiz edilerek, optimum ayirma kosulunda
elde edilen verilere gore t-testi uygulanarak degerlendirilmistir.

3. Bulgular

Valasiklovir ve valgansiklovir (1.S) guanin halkasindan turetilmis bilesiklerdir (Sekil 1). Bundan dolayi da
bu bilesikler oldukga polardir (Valasiklovir: logP -0,41; log S -1.28, valgansiklovir: logP -0,72; logS -0.98)
[10,24,25]. Polar yapidaki bilesiklerin RPLC analizi, bilesiklerin geleneksel C18 kolonlarda ¢ok erken
elue olmasindan dolayi zordur. Bu zorluklar, yiksek karbon yiklemesine sahip, yeni nesil kolonlarin
kullaniimasiyla asiimaktadir. Bu nedenle, yiksek karbon yuklemesiyle polar bilesiklerle ¢alismak igin
uygun, genis pH ¢alisma araligina sahip kolon olan YMC Triart C18 (15 x 0,46 cm |.D., 3 ym), bu ¢calisma
icin tercih edilmistir. Elde edilen simetrik pik sekilleri ve teorik tabaka sayilari, segilen kolonun dogru
secim oldugunu goéstermektedir [26].
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Sekil 1: Caligilan bilesiklerin kimyasal yapisi
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Bu g¢alismada, valasiklovirin kantitatif tayini RPLC yontemle gergeklegtiriimistir ve yontem
gelistirimesinde, sistematik olarak mobil faz optimizasyonu uygulanmistir. Bunun igin, sabit mobil faz
derisimi ve kolon sicakliginda, yapisinda iyonlasabilen fonksiyonel grup bulunduran valasiklovir ve
valgansiklovirin (1.S), degisen mobil faz pH degerlerine karsi kapasite faktori (k) degerlerindeki degisim
incelenmistir. Mobil faz pH c¢alisma aralidi olarak bilesiklerin molekdler ve iyonik formlarda oldugu pH
araligi olan pH 5,0 ve pH 8,0 araligi belilenmistir. Bu aralidin belirenmesinde bilesiklerin pKa
degerlerinden yararlaniimistir. Bu degerin yaklasik 1,5 pH birimi alti bilesidin iyonik formunu ifade
ederken, 1,5 pH birim Gstl bilesigin molekdler halde oldugu formu ifade etmektedir [7].

Calismada 6n deneme olarak bilesiklerin k degerleri, bilesiklerin molekuler ve iyonik tirde oldugu pH
degerlerinde, 37°C kolon sicakliginda, yapisinda %4, %6 ve %8 ACN-su (h/h) iceren mobil fazlarda
hesaplanmistir. Bilesiklerin k degerleri, %4 ACN-su (h/h) ikili karisiminda, %6 ACN-su (h/h) ikili
karisimindakilerden daha buyuktur. Ayrica %8 ACN-su (h/h) ikili karisiminda, valgansiklovirin k degerleri
1’in altina dugmustir. Bundan dolayi, valasiklovirin optimum ayirma kosulu icin mobil faz organik
modifiyer derisimi %4 ACN-su (h/h) ikili kansimi olarak belirenmistir. Bu oranda ACN-su iceren ikili
karigimlarda ve pH 5-8 aralijinda sistematik olarak degisen pH’larda, bilesiklerin alikonma degerleri (tr)
ve kolonda tutulmayan tir olan urasil ¢bzeltisinin alikonma degeri (o) elde edilmis ve bu degerler
kullanarak, valasiklovirin ve valgansiklovirin k degerleri hesaplanmigtir [5,7]. Bilesiklerin %4 ACN-su ikili
karisimlarinda, farkli pH degerlerine karsi hesaplanan k degerleri grafige gegcirildiginde, bir sigmoidal
davranis elde edilmektedir (Sekil 2). Bu sigmoidal davranig, bilesiklerin yapilarinda bulunan metil
bitanoat kismina bagli amino grubuna ait azotun protonasyonundan kaynaklanmaktadir.
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Sekil 2: Calisilan bilesiklerin %4 ACN-su (h/h) ortaminda elde edilen pH-k iligkisi

Sekil 2'de gosterilen sigmoidal grafiklerin yaklasik olarak orta noktalari, ¢alisilan %4 ACN-su ikili
karisimi igin bilegiklerin pKa degerlerinin oldugu bdlgeyi belirtmektedir. Bir bilesigin pKa degeri, onun
%50’sinin iyonlasip %50’sinin iyonlasmadan kaldigi andaki pH degeri olarak ifade edilir. RPLC yéntemle
bilesiklerin es zamanli tayinlerinde, bilesiklerin yaklasik olarak pKa degerlerinin oldugu pH bdlgesi, kiguk
pH degdisimlerinden bilesigin alikonma degerlerinin ¢ok fazla etkilendigi bir bolgedir. Ayrica, bilesigin
iyonik ya da molekiler formunun birbirlerine baskin olmadigi bu bdlgede, bilesiklerin
kromatogramlarinda kantitatif tayinlerde istenmeyen kuyruklanma goérilmektedir [5,7]. Bu nedenle
bilesiklerin ayrilmasi igin optimum kosulu belirlerken bilesigin tamamen iyonik ya da molekuler formda
oldugu pH degerleri tercih edilir [5,7]. Ayrica, bilesiklerin tayini icin optimum kosulun belilenmesinde,
bilesiklerin k degerlerinin 1 ila 10 arasinda (1= k <10) olmasi, iki pik arasindaki segicilik faktori (o)
degerinin 1,15 veya bu degerden buyuk olmasi ve iki pik arasindaki ayirma guicti (Rs) degerlerinin
1,5den blylk olmasi gerekmektedir. Bu sartlari saglayan ve mimkin olan en kisa zamanda
gergeklesen sivi kromatografik kosul, optimum kosul olarak belirlenir. Bu galismada, bu sartlar saglayan
kosul, yapisinda %4 ACN-su iceren ve pH degeri 5,0 olan ACN-su ikili karisimi olarak belirlenmisgtir.
Calismanin vicut sicakhdinda gercgeklestiriimesi istendiginden, tim kromatografik analizler 37°C’de
yapiimistir. Purnell bagintisiyla hesaplanan kromatografik parametrelere gére belirlenen optimum kosul,
istenilen kromatografik sartlari saglamaktadir (Valgansiklovir igin k: 2,162; Valasiklovir igin k: 3,283;
valgansiklovir/Valasiklovir igin o: 1,519, Rs: 6,072'dir.) Belirlenen optimum kosula gore elde edilmis
bilesiklerin standart kromatogrami Sekil 3'de, verilmistir.
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Sekil 3: Calisilan bilesiklerin optimum kogula gére elde edilmis standart kromatogrami

Geligtirilen Analitik Metodun Validasyonu

Valasiklovir tayini icin optimum ayirma kosulu belirlendikten sonra, gelistiriien metodun dogrusallik,
hassaslik, kesinlik, geri kazanim ve tekrarlanabilirlik testlerinden olusan ICH yoOnergelerindeki
parametrelere gore validasyonu gerceklestiriimistir [27]. Valasiklovirin kantitatif tayini gerceklestirilirken,
i¢c standart (1.S) metodundan faydalaniimistir. Bu metot, bilesiklerin enjeksiyonlarinda meydana gelen
rastgele ve sistematik hatalarin bertaraf edilmesi igin tercih edilen bir metottur.

Yapilan analiz i¢gin kromatografik sistemin tekrarlanabilirligi, sistem kararlilik parametreleriyle test
edilmistir. Sistem kararlilik testleri, tekrarlanan enjeksiyonlar i¢in alikonma suresi (tr), kapasite faktorl
(k), teorik tabaka sayisi (N) ve % Bagdil start sapma (% BSS) (pik alani ve tr igin)’dan olusur. Bu
calismada belirlenen optimal kosulda, valasiklovir ve valgansiklovir (1.S) icin sistem uygunluk testleri
yapilmistir [6]. Valgansiklovir (IS) ve valasiklovir ve igin alikonma zamanlari sirasiyla 4,935 ve 6,231
olarak belirlenmistir. Valgansiklovir icin teorik tabaka sayilari (N) 6421; valasiklovir icin 8700 olarak
hesaplanmistir. Secicilik faktorleri valgansiklovir (IS)/valasiklovir icin 1,518, ayirma gucu (Rs) 6,096
olarak belirlenmistir. Taze hazirlanmis ¢ozeltiler belirli konsantrasyonlarda sisteme ¢ kez enjekte
edildikten alikonma zamanlarinin (tr) bagil standart sapma degerleri sirasiyla valgansiklovir (IS) i¢in
%0,060, Valasiklovir icin %0,044 olarak hesaplanmistir. Valgansiklovir ve valasiklovir icin kuyruklanma
faktorl (tr) degerleri sirasiyla, 0,940 ve 0,947 olarak belirlenmigtir. Sistem kararlilik testine gére elde
edilen sonuglar, sistem kararlilik sonuglarinin énerilen deger araliklari icinde oldugunu gostermektedir.
Bu da gelistirlen RPLC ydnteminin, rutin farmasoétik uygulamalarda kullanilabilecegini géstermektedir
[27].

Geligtirilen metodun dogrusalliini tayin etmek igin kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Olusturulan
kalibrasyon egrisi 2 ng.mLve 14 pg.mL*? araliginda dogrusaldir. Kalibrasyon dogrusu, derisime kargi
valasiklovirin alaninin |.S olarak kullanilan valgansiklovirin alanina oranlanmasiyla elde edilen degerin
isaretlenmesiyle olusturulmustur. Elde edilen dogrusal regresyon sonuglari Tablo 1'de verilmistir. Tablo
3'de verilen tayin limiti (LOD) ve kantitatif tayin limiti (LOQ) degerleri, sirasiyla, 3,3:1 ve 10:1
sinyal/gurdlta oranlarina gére hesaplanmistir [27].

Tablo 1: Valasiklovirin kalibrasyon egrisi verileri

Parametreler Valasiklovir
Dogrusallik araligi (ug.mL?) 2-12
Regresyon Denklemi y= 0,906x+0,018
Egimin standart Hatasi 0,003
Kesimin Standart Hatasi 0,023
Korelasyon Katsayisi (r) 0,999
Tayin limiti (LOD) (ug.mL?) 0,083
Kantitatif tayin limiti (LOQ) (ug.mL?) 0,251
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Geligtirilen sivi kromatografik metodun dogrulugunu ve kesinligini test etmek igin glin igi-gUnler arasi
galismalar gergeklestiriimistir. Gin igi galismalari ayni gun, iki farkli konsantrasyon ve i¢ bagimsiz
valasiklovir c¢ozeltisiyle gergeklestirilirken, ginler arasi galismalari, lg¢ farkli ginde ve iki farkli
konsantrasyonda, valasiklovirin ¢ badimsiz coOzeltisiyle gerceklestiriimistir. Valasiklovir tayininin
kesinligi ve dogruluguna iliskin giin igi ve gunler arasi galismalarinin sonuglari, Tablo 2'de verilmigtir.
Tablo 2'de sunulan sonuglar, gelistirlen RPLC ydnteminin yeterli hassasiyete ve dogruluga sahip
oldugunu gdstermektedir.

Tablo 2: Valasiklovirin gun igi-gunler arasi

Bilesik Teorik Giin igi % Glinler Arasi %
Konsantrasyon Konsantrasyon BSS Konsantrasyon BSS
(ug.mL™?) Ortalamasi (ug.mL™) Ortalamasi (ug.mL™?)
Valasiklovir 4,0 4,009 0,388 4,026 0,608
10,0 10,008 0,126 10,030 0,350

Geligtirilen yontemin dogrulugunu ve kesinligini dogrulamak ve idrar drnegindeki proteinlerin gelistirilen
yontemle etkilesime girip girmedigini anlamak igin O6nerilen ydntem geri kazanim testleri ile
degerlendirilmistir. Valasiklovir igin dnerilen yontemin dogrulugu, katkilandinimig insan idrarinda geri
kazanim testleri ile belirlenmistir. Geri kazanim c¢alismalari, valasiklovir icin 3 tekrar ile
gerceklestiriimistir. Valasiklovir icin geri kazanim sonuglari Tablo 3'de verilmigtir. Ayrica, optimum
ayirma kosulunda valasiklovirin ve valgansiklovirin (1.S) idrar ortaminda gergeklestirilen geri kazanim
calismasina goére elde edilen kromatogramlar Sekil 4'de verilmistir. Sekil 4'de A ile belirtilen
kromatogram ortamda valasiklovir ve valgansiklovirin olmadig idrar kromatogramini; B ile belirtilen
kromatogram ise idrar ortaminda valasiklovir ve valgansiklovirin oldugu kromatogrami géstermektedir.

Tablo 3: Idrarda valasiklovirin RPLC analizi igin geri kazanma sonuglari

Teorik Bulunan
konsantrasvon | N ortalama Standart | BSS | Geri Kazanim | Standart | BSS
(ug mL'lgl konsantrasyon Hata (%) (%) Hata (%)
) (pg.mL™)
4 3 4,006+0,032 0,013 0,322 | 100,147+0,800 0,323 0,322
8 8,017+0,048 0,019 0,243 | 100,208+0,604 0,244 0,243
mix 10}
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Sekil 4: Geri kazanma calismasindan elde edilen kromatogramlar: (A) Calisilan bilesiklerin olmadig! idrar
kromatogrami, (B) Valgansiklovir (1.S) (1 yg.mL™?) ve valasiklovir (4 ug.mL™?) iceren kromatogram

Geri kazanim sonuglarina gore, 6nerilen yontemin yeterli dogruluk ve kesinlige sahip oldugu ve ayrica
idrar proteinlerinin dnerilen yontemle etkilesime girmedigi bulunmustur.
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Geligtirilen optimum ayirma kosulunun saglamhgini belirlemek igin saglamlik testleri gergeklestirilmigtir.
Bir analitik yontemin saglamligi, ydntemden elde edilen kantitatif sonuglarin metot parametrelerindeki
kiiclk degisikliklerden etkilenmeyip dedismeden kalabilmesi olarak ifade edilmektedir [6]. Bu ¢alisma
icin optimum kosula gére kurulan deney seti ve sonuglari Tablo 4’de verilmistir.

Tablo 4: Gelistirilen metodun saglamlik testi sonuglari

Parametreler Valasiklovir
Pik Alani (8ug.mL™) | Kuyruklanma Faktori
Optimum Kosul (%4 ACN; pH 5; 37°C) 74874 0,947
Artirnimis Organik Modifiyer (7:93) 74636 0,950
Azaltilmis Organik Modifiyer (1:99) 74860 0,949
Arttirimig Mobil Faz pH’si (pH: 5,5) 74707 0,944
Azaltilmis Mobil Faz pH’si (pH: 4,5) 74857 0,968
Azaltilmis Akis Hizi (0,8 mL/dakika) 74788 0,955
Arttiriimig Sicaklik (39°C) 74815 0,950
Azaltilmis Sicaklik (35 °C) 74796 0,940

Bu galismada, kantitatif tayinler icin cok dnemli olan kuyruklanma faktoru ve sistem kararlilik testlerinde
de kullanilan 8 pg.mL™* derisimdeki valasiklovirin pik alani degerleri saglamlik testleri igin incelenmistir.
Elde edilen verilerin optimum kosulda elde edilen verilerle uyumu Minitab 17 programi aracilidiyla tek
ornek t-testi uygulanarak belilenmistir. Gergeklestirilen inceleme neticesinde, pik alani i¢in ortalama
alan 74770; Trdegeri icin ortalama trdegeri 0,953 olarak belirlenmisgtir. t testi sonucunda pik alani igin -
2,4; trigin 1,520 degeri elde edilmistir. Minitab 17 programiyla gerceklestirilen t-testinde p degerleri
0,05’'den blylk bulunmustur. p degerlerinin 0,05'den buyik olmasi, optimum kosulda elde edilen
verilerle, saglamlik testi sonucu elde edilen veriler arasindaki farklarin énemsiz oldugu seklinde
yorumlanir. TUm bu verilere gére, optimum ayirma kosulunu olusturan deneysel parametrelerdeki kigiik
degisiklikler, valasiklovirin kantitatif sonuglarinda herhangi bir degisiklige sebep olmamaktadir. Boylece,
gelistirilen yontemin saglamligr kanitlanmistir.

4. Tartisma ve Sonug

Bu calismada, valasiklovirin idrarda ters faz sivi kromatografik olarak tayini gerceklestirilmistir. Bu tayin
icin optimum ayirma kosulunun belirlenmesinde, valasiklovirin pH-k iliskileri degerlendirilerek sistematik
olarak mobil faz optimizasyonu gerceklestiriimistir. Mobil faz optimizasyonu gerceklestirilirken
bilesiklerin pKa degerleri dikkate alinmistir. Valasiklovir ve diger antiherpes grubu ilaglar igin literatiirde
mevcut olan sivi kromatografik tayin c¢alismalarinin ¢ogunda deneme-yaniima yaklagsimindan
yararlanildigi goérulmektedir [11-21]. Antiherpes grubu ilaglar yapilarindaki guanin halkasindan
kaynaklanan yuksek polarliklarindan dolayi, deneme-yanilma yaklasimiyla bu bilesiklerin tayinleri ¢ok
ugras gerektiren galismalardir ve bundan dolayi gergeklestirilen ¢alismalarin gogunda, tek bir bilesigin
kantitatif tayini gergeklestiriimistir. Bu calismalarda da bilesiklerin ¢ozlcu pikinden tamamen ayrildigi k
= 1 kriterinin dikkate alinmadigi gérilmektedir.

Sunulan bu galismada tim kriterleri saglayacak sekilde belirlenen optimum ayirma kosulunun
validasyonu, ICH ydnergesindeki kriterlere gore gergeklestiriimistir. Validasyon sonuglarina gore
gelistirilen yontemin hassas, dogrusal, dogru ve kesin oldugu belirlenmistir. Ayrica, gelistirilen yénteme
saglamhk testleri de uygulanmistir. Elde edilen sonuglar t-testiyle degerlendiriimis, degerlendirme
sonunda optimum kosulda elde edilen veriler ile saglamlik testine gore elde edilen sonuglarin uyumlu
oldugu gorulmustir. Bundan dolayi, gelistirilen yontem saglamdir. Geligtirilen yontem icin tim elde
edilen validasyon ve saglamlik testi sonuglarina gore, gelistirilen yontemin rutin analizler igin uygun
oldugu goérilmektedir.

Tesekkur

Bu calisma Kahramanmaras istiklal Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi
tarafindan desteklenmistir (Proje Numarasi: 2021/3-1 BAP).
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Etik Beyani

Bu calismada, “Yuksekdgretim Kurumlari Bilimsel Arastirma ve Yayin Etigi Yonergesi” kapsaminda
uyulmasi gerekli tim kurallara uyuldugunu, bahsi gegen yonergenin “Bilimsel Arastirma ve Yayin Etigine
Aykir Eylemler” baghgi altinda belirtilen eylemlerden higbirinin gerceklestiriimedigini taahhit ederim.
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