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ANTIVIRAL TABLETTE ASIiKLOVIR KONSANTRASYONUNUN
YUKSEK PERFORMANSLI SIVI KROMATOGRAFISI ILE OLCULMESI
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Determination of Acyclovir Concentration in Antiviral Tablet by High Performance Liquid
Chromatography

Summary :Acyclovir concentration of commercial preparation has been separated on C8 with 20 mM HCIO, (pH 2.0) mobile
phase containing no organic solvent.  Acvelovir has been detected at excitation 260 nm and emission 375 nm against standard.
Although difterences among 6 tablets were found to be significant (p<0.001), no significances were observed among repetitions.
Dilution of Acylovir tablets was made based on the dose prescribed on the box. Mean acvelovir values of tablets has been found as
170.09ng/ml £7.01 SE, 166.73ng/iml = 4.01 SE, 145 2ng/ml = 14.8 SE, 167.74ng/iml £ 7.6 SE, 5829ng/ml £ 5.9 SE,
162.09ng/ml £ 2.3 SE . Recovery of acyclovir has been found as 94%. One tablet has the very low concentration and other 5
tablets have the significantly low concentration than prescribed dose on the box (p<0.03),
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Ozet : Ticari preparatlarda asiklovir konsantrasyonlar, C8 kolonu, organik ¢oziict igermeyen 20 mM HC 104 (pH 2.0) mobil
fazla aynlmigtir. Asiklovir fluoresan detektérde emisyonu 260 nm ve eksitasvonu 375 nm've ayarlanarak standartlara kars: okundu.
6 tablet (T) arasinda onemli bir farkhihk oldudu tesbit edildigi halde (p<0.0001) , tekrarlar arasinda farklilik gortihnedi (p<0.24).
Asiklovir tabletleri prospektiisteki  miktara (200 ng/ml) gore su ile seyreluldi. Tabletlerin ortalama asiklovir degerleri
170.09mg/ml £7.01 SE, 166.73ng/m] = 4.01 SE, [452ng/ml £ 4.8 SE, 167.74ng/ml £ 7.6 SE, 35829ng/ml = 5.9 SE,
162.09ng/ml £ 2.3 SE olarak bulundu. Asiklovir gert alma oram %94 bulundu. Bir tabletin diferlerinden oldukga diigitk dozda ve

diger 3 tabletinde kutusunda yazilan miktardan oneml ditzevde digiik dozda asiklovir igerdidi saptandi (p<0.03).

Anahtar kelimeler:  Asiklovir, Tablet, Doz, HPLC

Giris

Asiklovir (9-[(2-hydroxyethoxy)methyl] guanine) bir
nukleosid derivatividir ve antiviral potansivele sahiptir.
Ozellikle herpes simplex virusu (HSV). varicella zoster
Virusu (VZV), epstein-Barr  wirusu (EBV).
cytomegalovirus (CMV) ve human herpes virus 6 (HHV-
6) na kars: etkili oldugu kaydedilmistir (1.2.3.4). Ashinda
asiklovir ilk defa kansere kargt vapilan gahsmalarda
ortava gikanlan bir ilag olmasi ve onun infectious
mononucleosis, chronic hepatitis. papillomatosis,  AIDS
gibi  hastaliklar iginde potansiveli olabileceginden
bahsedilmesi bu ilacin son zamanlardaki énemini artinc
niteliktedir (4) .
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Asiklovir (9-[(2-hydroxyethoxy)methyl] guanine)

Asiklovir'in antiviral etkisi hem viral DNA polimeraz
enzimi i¢in hem substrat hem de inhibitor olarak rol
almasindan  kaynaklanmakiadir.  Asiklovirin  asiklovir
monofosfata donismesinde viral veva hiicresel timidin
kinaz enziminin rolu vardir (4. 5, 6. 7).

Asiklovir'in farmakokinetik profilleri serum |, plazma,
idrar. sercbrospinal sivi. siit, akciger. karacifer. kalp.
bevin. spinal kord. titkriik. goz yagi vb de gikanlmistr (4
). Son zamanlarda insan plazmasinda asiklovir'in yitksek
performansh sivi kromatogralisi ile fluoremetrik lavini
bildirilmigtir (8. 9). Bildirilen bu galigmada CI8 (80x4
mm) kolonu kullamilmig ve mobile faz olarak 20 mM
HCIO4 kullamilmig ve 3 dakika 20 mM HCIOy -
Asctonitril (55:45. vA/) temizleme safhasi kullamlmisur
(8. 9, 10). Asiklovir preparatlan géz, topikal. oral ve
intravendz yolla kullamlmak (izere satuga sunulmaktadir
(4).

Bu c¢ahsmada bir firmaya ait  ticari preparatta
asiklovir konsantrasyonun tayini igin sinvi kromatografi
metodu  labarotuvarinz - sartlarina - adapte  edilerck
vaptlmistir.
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Materyal ve Metod

Kimyasal maddeler: Asiklovir standardi (pharm-
analyt No.2/89) Dr. H. Mascher (Pharm analvt labor
Gmbh, Austria) tarafindan bu amagla kullamlmak iizere
hediye edilmistir. Tiim ¢oziiciiler ve kimvasallar Sigma
(ACS grade) den satin alinnustir.

Mobil faz: 0.02 M HCIO, distile su ile % 60 hk stok
¢bzeltiden seyreltme ile hazirlannustir, Mobil fazin pH'
simn 2.0 oldugu tesbit edilmistir. Mobil faz her
kullammdan 6nce siiziilmis (Millipore. 0.45 pm) ve
vakum altinda ¢dziinmiis gazlarindan arindirilmisur.

Kromatografik sartlar: LC-10AD model viiksek-
performanshi  sivi kromatografi pompasi  (Shimadzu.
Japan) mobil faz1 izokratik olarak vermek tizere 1.5 ml
/dakika akis hzinda kullamlmisur. 20 pl numuneler
Rheodyne 7124 injection valve (20-pl loop) vasitasivle

C8 kolonuna (I150x4.6  mm) yiiklenmistir.Oda
sicakhifinda  aynlan  asiklovir  RF-10A  model
spektrofluorometrik  detektér  (Shimadzu.  Japan)

vasitasiyle 260 nm de cksilasyona maruz birakihip. 376
nm de yaydigi emisyonu okumakla taninabilmistir.

Sonuglar standarda gore C-R6A model Chromatopac
integrator (Shimadzu) vasitasivle viikseklik ve alanlar
ayri avrl hesaplanarak vapilnisur.

Standart ve numunelerin  hazirlanmasi: Stok
asiklovir standarti. 20 mg standard maddenin mobil
fazda g¢oziilmesivle hazirlandi. Calisma standarti olan
300 ng/ml dozu yine mobil fazla yapilan su ile seyreltme
vapilarak hazirlandi.

200 mg bk oral tablet olarak tamulan ticari
preparatlarin,  stok soliisyonlarinin her biri 100 ml'lik
mobil fazda eritildi, Bu stoktan 10 pl almp tekrar 100
ml'ye mobil faz ile sulandinldi. Boylece numunclerde
hesaplanan asiklovir sulandirma dozu 200 ng/ml olarak
hesaplandi. 6 tablet'ten her biri  3S'cr delfa s
kromatografisinde okundu.

Tartiyma ve Sonug

Akis izt 1.5 ml/dakika olarak avarlandiginda.
asiklovir standartinin tutulma zamani (retention time)
2.7 dakika bulunmustur (sekil 1). Asiklovir ihtiva cden
lablctlerden elde edilen tam kromatogramlarda net
asiklovir pikleri elde edildi (sekil 2).

Ekstraksiyon sirasinda standardin geri almmasindaki
% 6 ik kayip goz oniinde bulundurularak numunelerde
gerekli diizenlemeler vapildi. Asiklovir igeren tabletlerde
vapilan  konsantrasyon tayini sonuglart SAS paket
programinda (11) Genel Lincar Modeline (GLM) gére
analiz edildi. Modelin genel ANOVA sonuglarina gore
tabletler arasinda 6nemli bir farkhihk oldugu tesbil
edildigi halde (p<0.0001). tekrarlar arasinda farkhilik
goriilmedi (p<0.24). Duncan'nin Multiple Range testine
(12) gore tabletler arasi farkhlik test edildi ve sonug
Tablo 1 de 6zetlenmistir.

H.TESTERECL M.SAGMANLIGIL. A ERTEKIN. HDULGER, T.KAHRAMAN

(Dakika)

Sckil 1: Mobil fazda goziilmiis 300 ng/ml asiklovir
standardimin tam kromatogranmi. Avrilma C8 kolonunda
gerceklestirilmistir.  Fluorcsan  detckidriin - eksitasvonu
260 nm ve emisyonu 373 nm ve avarlanmistir. Mobil faz
20 mM HCIOy (pH:1.7) ve akis hea 1.5 mi/dakikadir,
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(Dakika)
Sckil 2: Mobil fazda ¢oziilmiis ve sulandirthmis 200
ng/ml. Doktor numunesi tabletin tamkromatogrami.
Aynlma C8 kolonundagergeklestirilmistir.  Fluoresan
detektdriin eksitasyonu 260 nm ve emisyonu 375 nm ve
avarlanmistir. Mobil faz 20 mM HCIOy (pH:1.7) ve akis
hizi 1.5 ml/dakikadir.
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Tablo 1. Tabletlerdeki ortalama asiklovir

konsantrasyonlari.
{ Numune Ortalama Asiklovir*
(X ng/ml+SE)

Tablet 1 170.0947.014
Tablet 2 166.7344.01 2
Tablet 3 145241484
Tablet 4 167.74+7.6 3
Tablet 5 58294590
Tablet 6 162.142.3 4
Standart 282.00+4.0

* a,b gibi birbirinden farkh harfleri tagiyan
ortalama degerler en az p<0.03 seviyesinde
birbirlerinden énemli 6lgiide farkhidirlar.

Asiklovir ortalamalar igin tablo 1 de verilen 6lgiilen
degerler t-testi (12) ile tabletler hesaplanan p1=200 ve
standart p2=300 'e goére test edildi ve hepsinin en az
p<0.05 seviyesinde farkhlik gosterdigi bulundu.

Alt tabletden en az bir tanesinde ortalama 58.29
ng/ml+ 5.9 SE' lik bir asiklovir degeri diger tabletlerden
farklilik gostermistir. Tablo lde agikca diger 5 tablet
arasinda oOnemli bir konsantrasyon farki olmadi@
goriilmektedir. Ticari preparatlann yaklagik % 83 'liniin
birbiri ile aymi oranda asiklovir dozu ihtiva etmektedir,

Tekrarlanan okumalar arasinda 6nemli bir farkhlik
bulunamadi (p<0.24). Su ile seyreltme sonucu 300 ng/ml
hesap edilen asiklovir 'in %94 lik bir geri alma ile
ortalama 282.00ng/ml + 4.0 SE olarak dlgiilebilmistir.

Tabletlerden yapilan su ile seyreltmeler 200 ng/ml
hesaplanmug, fakat olgiilen gergek degerleri tablo 1 de
ortalama deger olarak verilmistir. Bu su ile seyreltilen
tabletler,  hesaplanan degerlerinden 6nemli diizeyde
diigiik okunmustur (p<0.05),

Tabletlerdeki okuma ve su ile seyreltme tekrarlan
arasinda  6nemli bir fark olmamasina ragmen,
laboratuvarlar  arasinda  farkh  okumalar  oldugu

bilinmektedir. Standartin % 94' liikk bir oranla geri
alinabilmesiyle, aym oranda tabletlerden geri alincif
g6z 6niinde bulundurulsa bile, yukarda ticari tabletin 1/6
‘i digerlerinden oldukga diisiik dozda oldugu ve diger 5
tabletinde, fizerlerinde yazilan miktardan énemli dlgiide
(p<0.05) diisiik dozda (yvaklasik %72.6-85) asiklovir
ihtiva ettikleri kanaatine varilmistir,
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