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OZET

Epilepsi kronik norolojik bir hastaliktir ve tedavisi uzun siireli veya dmiir boyu
stirmektedir. Anti—epileptik ilaclar epilepsi tedavisinde kullanilan 6nemli farma-
kolojik ajanlardir. Epilepsi tedavisinde kullanilmak iizere secilen anti—epileptik
ajan, miimkiin oldugunca az yan etkiye sahip olmali ve nébet gelisimini engelle-
melidir. Valproik asit neredeyse tiim epileptik nobetlerin tedavisinde oldukea et-
kili olan genis spektrumlu bir ilagtir. Giivenilir profili nedeniyle diinya genelinde
olduk¢a yaygin olarak kullanilmaktadir. Tedavi boyunca insan kanindaki val-
proik asidin terapdtik seviyesi izlenmelidir. Bu nedenle, ¢esitli analitik yontemler
kullanilarak farkli biyolojik 6rneklerde valproik asit test prosediirleri onerilmistir.
Bu derlemede, biyolojik érneklerde valproik asidin tayinine yonelik bildirilen
analitik metotlar ve bu metotlarin performans 6zelliklerine deginilmistir.

Anahtar Kelimeler: Epilepsi, valproik asit, anti—epileptik, analitik yontemler.

ABSTRACT

Epilepsy is a chronic neurological disease and its treatment is long—term or life-
long. Anti—epileptic drugs are important pharmacological agents used in the treat-
ment of epilepsy. The anti—epileptic agent selected to be used in the epilepsy
treatment should have as little as possible side effects and prevent the develop-
ment of seizures. Valproic acid is a broad spectrum drug that is highly effective in
the treatment of almost all epileptic seizures. It is widely used around the world
due to its reliable profile. The therapeutic level of valproic acid in the human
blood should be monitored throughout treatment. Therefore, valproic acid testing
procedures in different biological samples have been proposed using various ana-
lytical methods. In this review, the analytical methods reported for the determina-
tion of valproic acid in biological samples and the performance characteristics of
these methods are mentioned.
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1. Giris

Epilepsi, tekrarlayan nobetler ile karakterize kronik
norolojik bir hastalik olup diinya niifusunun yakla-
stk %1-3’tini etkiler [1]. Epilepsi hastalarinin bii-
yik cogunlugu az gelismis veya gelismekte olan
iilkelerde yasamaktadir [2]. Yapilan epidemiyolojik
calismalara gore, epilepsinin meydana gelmesinde
cinsiyet ve etnik koken gibi etmenlerin etkisinin ol-
madig1 ve gelismis iilkeler ile gelismekte olan tilkeler
arasinda epilepsi prevelans farkinin oldukga yiiksek
oldugu rapor edilmistir [3, 4]. Epilepsi insidansi, be-
lirli yas gruplarinda &zellikle bebeklik, ergenlik ve
60 yas Usti kisilerde en yiiksek seviyelerdedir [5].
Epileptik bir ndbet, beyinde sinir hiicrelerinin ani
elektriksel desarjlarindan kaynaklanir ve genellikle
biling kaybi, duyu bozuklugu, agizdan kdpiik gelme,
kasilmalar veya otomatizmalara neden olur [6]. Tek-
rarlayan epilepsi nobetleri hastalarin yasam kalitesini
onemli derecede etkilemesinin yani sira, morbidite ve
mortalite’ye neden olmaktadir [7]. Epilepsi ndbetleri-
nin siniflandirilmast ilk kez 1960 yilinda Uluslararasi
Epilepsi ile Savas Dernegi (ILAE) tarafindan yapil-
mustir. 2017 yilinda ILAE tarafindan yapilan siniflan-
dirmada nobetler fokal ve jenaralize olmak iizere iki
ana baslikta toplanmigtir (Tablo 1) [8]. Fokal ndbetler
beynin sadece bir bdlgesini etkilerken, jenaralize no-
betler beynin her iki bolgesini de etkiler.

Epileptik ndbet tipini ve etiyolojisini belirlemek
icin, elektroensefalografi (EEG), manyetik rezonans

Tablo 1. Epilepsi siniflandirmasi (ILAE, 2017) [8].

goriintiileme (MRI), pozitron emisyon tomografisi
(PET) ve tek foton emisyonlu bilgisayarli tomografi
(SPECT) gibi cesitli tan1 araglar1 kullanilir [9]. Epi-
lepsi de tan1 sonrasi tedavi, anti—epileptik kullanimu,
ketojenik diyet veya cerrahi uygulamalar ile gercek-
lestirilmektedir [10]. Bilinen bu tedavi se¢enekleri
arasinda anti—epileptik kullanimi ilk sirada yer al-
maktadir ve bazi durumlarda dmiir boyu siirmektedir
[11]. Anti—epileptik ilaclara mutlaka epilepsi tanisin-
dan sonra baglanmalidir. Anti—epileptik tedavisinde-
ki asil amag, ndbetlerin kontrol altina alinarak veya
nobet sayisinin azaltilarak hasta agisindan miimkiin
olan en iyi yasam kalitesini saglamaktir. Anti—epilep-
tik tedavisinde secilecek olan ajanin ndbet gelisimini
onemli derecede engellemesinin yani sira, viicutta
meydana gelebilecek olasi yan etkilerin minimum
derecede olmasi beklenir [12]. Ayrica, anti—epilep-
tik ilacin se¢iminde hastada meydana gelen ndbet
tipi, EEG bulgulari, hastanin yas1 ve cinsiyeti gibi
kisisel 6zellikleri goz onlinde bulundurularak karar
verilmelidir. Anti—epileptik ilaglarin etkili olduklar1
ndbet tipleri Tablo 2’de sunulmustur [13].

Epilepsi tedavisinde kullanilan anti—epileptik ilag-
larin etki mekanizmalar1 ti¢ grupta toplanmistir. Bu
mekanizmalar;

* (Cesitli mekanizmalarla y—aminobutirik asit
(GABA)’e etki ederek iletimini kolaylastiranlar,

* Voltaja bagimli sodyum (Na*) ve kalsiyum (Ca®")
iyon kanallarini bloke ederek uyarici iletimi azal-
tanlar ve

Fokal Baslangich Jenaralize Baslangich Bilinmeyen
Biling: Kapali / A¢ik
Motor Motor Motor
Otomatizmalar Ton;{l;ﬁl(zmk
Atonik
Epile Ifillz)rsmé(izmlar Myoklonik Di':err0 rriil;;()krl?lgiitler
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Tablo 2. Anti—epileptik ilaclarin etkili olduklari nébet tipleri [13].

Anti—epileptik ila¢

Etkili oldugu nébet tipi

Benzodiazepinler
Fenobarbital
Fenitoin
Etosiiksimid
Primidon
Diazepam
Karbamazepin
Valproik asit
Lamotrijin
Felbamat
Gabapentin
Topiramat
Tiagabin
Zonisamid

Levetirasetam

Genis spektrum
Fokal, Jenalarize tonik—klonik
Fokal, Jenalarize tonik—klonik
Absans
Fokal, Miyoklonik
Genis spektrum
Fokal, Jenalarize tonik—klonik
Genis spektrum
Fokal, Jenalarize tonik—klonik, absans
Genis spektrum
Fokal, Jenalarize tonik—klonik
Genis spektrum
Fokal
Fokal, Jenalarize tonik—klonik, Miyoklonik

Fokal, Jenalarize tonik—klonik, Miyoklonik

e Glutamat reseptorlerinin blokajin1 saglayanlar
olarak tanimlanmistir [14].

Anti—epileptik ilaglarin etki mekanizmalart Tablo
3’de verilmigtir [15-17].

Anti—epileptik  ilaglarla  tedavide  etkinligin
saglanmasi i¢in en 6nemli konulardan biri kandaki
terapdtik ilag diizeyinin kontroliidiir. Anti—epileptik
ilaglarin kandaki konsantrasyonu tedavinin etkili bir
sekilde saglanmasi i¢in son derece 6nem arz etmek-
tedir. Anti—epileptik ilaglarin kan terapotik diizeyleri
Tablo 4°de verilmistir [18].

2. Valproik Asit

Valproik asit (VPA; 2—propilpentanoik asit veya
n—dipropilasetik asit) (Sekil 1) jenaralize ve fokal
ndbetlerin tedavisinde kullanilan genis spektrumlu
anti—epileptik bir ilagtir [19].
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Sekil 1. Valproik asidin kimyasal yapist

Valproik asit ilk kez 1882°de Beverly S. Burton ta-
rafindan ¢ok yillik ¢igekli bir bitki olan kedi otunda
bulunan valerik asidin bir analogu olarak sentez-
lendi [20]. 1962’de Fransiz arastirmact Pierre Ey-
mard, valproik asidin anti—konviilzan ozelliklerini
tesadiifen kesfetti. Daha sonra valproik asit 1967°de
Fransa’da anti—konviilzan ilag olarak onaylandi ve
diinya genelinde regete edilen antikonviilzan ilaglar-
dan biri oldu [21, 22]. Valproik asidin diinya genelin-
de bilinen ticari ad1 depakindir [23].

Valproik asit tiim nobet tiplerindeki etkili ve giiven-
li yan etki profili ile diinya genelinde en fazla regete
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Tablo 3. Anti—epileptik ilaglarin etki mekanizmalari [15-17].

Etki Mekanizmasi
Anti—epileptik ila
prep § Na* kanali blokai Ca’ kanah GABA transmisyonunun  Glutamat reseptorlerinin
1 blokaji artirilmasi blokaji
Benzodiazepinler «
Fenobarbital J
Fenitoin J
Etosiiksimid J (T—tipi)
Diazepam J
Karbamazepin J
Valproik asit J J (T—tipi) J
Lamotrijin J
Felbamat J J (L—tipi) J J

Gabapentin J(azﬁ)

J (L—tipi) J J
Tiagabin «

Zonisamid J J (T-tipi)

Levetirasetam*

Topiramat

«

* Etki mekanizmasi: Beyindeki sinaptik vezikiil proteini SV2A’ya baglanarak gergeklesir.

Tablo 4. Anti—epileptik ilaglarin kandaki terapotik diizeyleri [18].

Anti—epileptik ila¢ Kan Terapétik Diizeyi (ng/mL)
Fenobarbital 10-40
Fenitoin 10-20
Etosiiksimid 40 - 100
Primidon 5-12
Karbamazepin 4-12
Valproik asit 50 -100
Lamotrijin 1-4
Felbamat 18-83
Gabapentin >2
Topiramat 10.5
Levetirasetam 7-40
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edilen anti—epileptik ilaglardan biridir ve gesitli epi-
leptik ndbetlerin tedavisinde ilk tercih olarak kullanil-
maktadir [24, 25]. Ayrica, valproik asit hizli yiikleme
avantaji ile, 30 dakikadan daha uzun siiren veya iki
ya da daha fazla ndbetin pes pese tekrarladigi status
epileptikus durumunda da siklikla tercih edilmekte-
dir [26]. Status epileptikus mortalite ve morbiditeye
neden olan ve bu nedenle hizli tan1 ve tedavi gerekti-
ren acil bir durumdur [27]. Valproik asit birgok ndbet
tipinde kullanildig1 gibi bipolar bozukluk, migren ve
bas agris1 gibi durumlarda da kullanilmaktadir [28,
29].

Valproik asit kimyasal yapis1 bakimindan santral si-
nir sisteminin (SSS) ana inhibitor nérotransmitteri
olan GABA’ya benzemektedir ve etki mekanizma-
s1, GABA diizeyini arttirmasinin yani sira beyindeki
voltaja bagimli sodyum ve potasyum kanallarinin
bloke edilmesi olarak aciklanmistir [30]. Valproik
asit oral kullanim sonrasi hizla emilir ve kandaki
plazma proteinlerine yiiksek oranda baglanir [31].
Valproik asit oral kullanimdan 1-2 saat sonra kanda-
ki en yiiksek seviyesine ulasir ve 12—16 saatlik kisa
bir eliminasyon yart dmriine sahiptir [32].

Valproik asidin kandaki terapdtik araligr 50-100 pg/
mL’dir [33]. Kandaki valproik asit diizeyi 50 ng/
mL’nin altina distiigiinde yeterli tedavi saglanmaz-
ken, 100 pg/mL’i astiginda hafif biling bozuklugun-
dan koma ve 6liime kadar oldukca farkli tablolara
neden olabilir [34]. Valproik asidin bag donmesi, bas
agrisi, ataksi, beyin édemi ve tremor gibi ¢esitli no-
rotoksik etkileri de mevcuttur [35]. Valproik asidin
baslica bildirilen yan etkileri gastrointestinal bozuk-
luklar, ataksi, uyusukluk, sa¢ dokiilmesi, kilo artist,
hematolojik ve endokrin bozukluklaridir [35].

3. Biyolojik Orneklerde Valproik Asidin
Tayini

Literatiirde valproik asidin biyolojik &rneklerdeki
konsantrasyonunun belirlenmesine yonelik dnerilen
analitik yontemler; Yiiksek Performansli Sivi Kro-
matografisi (HPLC), Sivi Kromatografisi-Tandem
Kiitle Spektrometresi (LC—MS/MS), Kapiler Elekt-
roforez, Gaz Kromatografisi (GC), Voltametri ve Po-
tansiyometridir.

HPLC ilag arastirmalarinda en ¢ok kullanilan ¢ok
yonlil bir analitik cihazdir. Ayrica, yiiksek ¢oziniirliik,
yiiksek hassasiyet, eszamanli analiz, iyi tekrarlanabi-
lirlik ve saflagtirma kolaylig1 gibi 6nemli avantajlara
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sahiptir [36, 37]. Lovett ve ark. (1987), insan serum
orneklerinde valproik asit tayini igin iyi tekrarlana-
bilirlige sahip bir HPLC metodu bildirmislerdir [38].
Onerilen bu yéntemin 2,5-200 pug/mL konsantrasyon
araliginda dogrusal bir davranis sergiledigi bildi-
rilmistir. I¢ standart olarak diazepamim kullanildig:
insan serum Orneklerinde valproik asit tayini Kis-
hore ve grubu (2003) tarafindan bildirilmistir [39].
Onerilen bu HPLC-bazli yéntem, 0,05-160 pg/mL
konsantrasyon araliginda dogrusal olarak g¢alismak-
tadir. Gelistirilen yontemin Hindistan’daki epilepsi
hastalarmin terapoétik ila¢ diizeyini izlemek i¢in uy-
gulanmig ve bu yontemle elde edilen sonuglar klinik
olarak elde edilen sonuglar ile iyi bir korelasyon gos-
terdigi rapor edilmistir. HPLC y6ntemini kullanarak
insan plazmasindaki valproik asidin belirlenmesi i¢in
baska bir yontem Zhang ve ark. (2014) tarafindan bil-
dirilmistir [40]. Bu yontemin son derece hassas, basit
ve hizli oldugu rapor edilmis ve jeneralize epilepsili
hastalardan alinan plazma orneklerindeki valproik
asit analizinde basarili bir sekilde uygulanmistir. To-
nik—Ribarska ve grubu (2012) tarafindan insan tii-
kiirtigiindeki valproik asidin belirlenmesi i¢in HPLC
tabanli baska bir biyoanalitik yontem gelistirilmigtir
[41]. Arastirma grubu biyolojik 6rnek olarak tiikiiriik
secilmesinin sebebini, serbest ila¢ konsantrasyonuna
artan ilgi nedeniyle anti—epileptik ilaglarin terapotik
olarak izlenmesi i¢in alternatif bir matrisi temsil et-
mesi olarak a¢iklamstir. Onerilen bu yoéntem, 1,0-50
pg/mL konsantrasyon araliginda dogrusal davranis
sergilemekte olup, tiikiiriik &rneklerinde valproik
asit analizleri i¢in uygun oldugu bildirilmistir. insan
plazma 6rneklerinde valproik asit tayinini ise ters faz
HPLC metodunu kullanarak Prasad ve ark. (2010) ta-
rafindan Onerilmistir [42]. Bu yontemin 0,5-80,000
pg/mL kalibrasyon araligi i¢cin uygun oldugu bildiril-
mistir.

Valproik asit ve klinik olarak ilgili metabolitlerinin
(4—en—VPA, 2,4-dien—VPA ve 2—en—VPA) konsant-
rasyonlarinin ayni anda tayin edilmesi igin 6zel ve
hassas bir Ultra Yiiksek Performansli Sivi Kroma-
tografi- Tandem Kiitle spektrometrisi (UHPLC—
MS/MS) yontemini Zhao ve ark. (2017) tarafindan
onerilmistir [43]. Yontem, valproik asit i¢in 1-200
pg/mL konsantrasyon araliginda dogrusal olup, tera-
potik ilag izlemesi i¢in gerekli olan analitik perfor-
mansi gosterdigi rapor edilmistir.

Insan plazmasindaki valproik asidi belirlemek icin
bir S1vi Kromotografisi/Tandem Kiitle Spektrometre-
si (LC-MS/MS) yontemi Matsuura ve grubu (2008)

ISSN: 2458 - 8806



Hacettepe University Journal of the Faculty of Pharmacy

tarafindan onerilmistir [44]. Yontem, 0,5-150 pg/mL
araliginda dogrusal olup tayin limiti (LOD) 0,17 pg/
mL olarak bildirilmistir.

Insan kirmiz1 kan hiicresindeki valproik asidi
belirlemek icin hassas bir LC-MS/MS ydntemi
Song-Hee ve ark. (2012) tarafindan gelistirilmis-
tir [45]. Yontem, 1,0-100 pg/mL konsantrasyon
araliginda dogrusal bir yanit sergilemesinin yani
sira, hassas, secici ve hizli ekstraksiyon gibi dnemli
avantajlara da sahip oldugu bildirilmistir. Onerilen
bu yontemin epilepsili hastalarda valproik asidin
rutin izleme ve farmakokinetik ¢aligmalarda faydali
olabilecegi rapor edilmistir.

Biyolojik sivilarda valproik asidin dogrudan belir-
lenmesi ve validasyonu icin kapiler elektroforez
yontemini Belin ve ark. (2007) onermislerdir [46].
Bu yontemde serum, plazma ve idrar numunelerin-
de valproik asit analizleri oldukca hizli bir sekilde
(3 dakikadan daha kisa) gerceklestirilmistir. Yontem,
2,0-150 pug/mL konsantrasyon araliginda dogrusal
olarak ¢aligmaktadir ve tayin limiti 24 ng/mL*dir.

Insan plazmasindaki valproik asidin tespiti i¢in basit,
tekrarlanabilir ve hizli bir gaz kromatografi (GC)
yontemi Ahmad ve ark. (2007) tarafindan bildirilmis-
tir [47]. Bu yontem 0,45-100 pg/mL konsantrasyon
araliginda dogrusal olup, terapotik ilag izleme igin
uygun oldugu rapor edilmistir.

Insan plazma &rneklerinde valproik asidin tayinini
Zabardasti ve ark. (2017) elektrokimyasal analiz
yontemlerinden biri olan voltametri teknigi ile ger-
ceklestirmistirler [48]. Gelistirilen nanopartikiil bazl
voltametrik sensoriin konsantrasyon aralig: 1,0-100
ppm ve tayin limiti 0,4 ppm olarak rapor edilmistir.
Ayrica yazarlar 6nerdikleri bu yontemin basit, duyar-
It ve tekrarlanabilir olmasmin yani sira plazma 0r-
neklerinde valproik asit tayini i¢in uygun oldugunu
rapor etmislerdir.

Elektrokimyasal analiz tekniklerinden bir digeri olan
potansiyometri, ¢esitli ilaglarin biyolojik drnekler-
deki tayininde siklikla kullanilmaktadir [49]. insan
serum Orneklerinde valproik asit tayini i¢in potan-
siyometri teknigi kullanilarak hazirlanan valproat
secici elektrot Katsu ve ark. (2000) tarafindan rapor
edilmistir [50]. Hazirlanan potansiyometrik elektrot
5,0x10°-1,0x102 M konsantrasyon araliginda Nern-
stian davranisa sahip olup tayin limiti 20 uM olarak
bildirilmistir.

Arastirma grubumuz, potansiyometri teknigini kulla-
narak insan kan orneklerinde ve farmasoétik numu-
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nelerdeki valproik asit tayinini oldukg¢a segici, hizli,
basit, tekrarlanabilir ve kararli bir sekilde gercekles-
tirebilen bir biyosensor gelistirmistir [51]. Gelistiri-
len bu biyosensor 1,0x10°-1,0x10" M konsantras-
yon araliginda dogrusal ve Nernstian (59,0+£3,6 mv/
on katlik derisim) davranig sergilemektedir. Ayrica,
biyosensor 9,75%107 M’lik tayin limitine ve oldukca
hizli cevap zamanina (<10 s) sahiptir. Normal ve epi-
lepsili hastalarin kan orneklerinde olduk¢a yiiksek
geri kazanimlarla uygulanan biyosensor, farmasotik
numunelerde de valproik asit tayinini basaril bir se-
kilde gerceklestirmistir.

Valproik asit tayini i¢in Onerilen ¢esitli analitik yon-
temlerin dogrusal davranis sergiledigi konsantrasyon
araliklart ve biyolojik 6rneklerdeki uygulamalari
Tablo 5’de verilmistir.

4. Sonuclar

Epilepsi genellikle anti—epileptik ilaclarla tedavi edi-
len kronik norolojik bir hastaliktir [52, 53]. Valproik
asit tiim nobet tiplerinde etkili kullanimi ve giivenilir
olmasi1 nedeniyle diinya genelinde oldukg¢a fazla re-
cete edilen anti—epileptiklerden biridir ve tedavi sii-
resince takibi olduk¢a 6nem arz etmektedir. Valproik
asit takibi tedavi etkinligi ve ndrotoksisite acisindan
son derece onemlidir ve ilaci kullanan epilepsi has-
talarinda mutlaka takip edilmelidir. Valproik asidin
biyolojik 6rneklerdeki tayini ig¢in glinlimiize kadar
farkli analitik yontemler onerilmistir. Onerilen bu
analitik yontemler genellikle kromatografi (HPLC,
LC-MS/MS ve GC) ve elektrokimyasal (voltamet-
ri ve potansiyometri) temellidir. HPLC sagladigi
onemli avantajlardan dolay1 farmasotik analizlerde
yaygin olarak tercih edilmektedir. LC-MS/MS ise
yiiksek 6zgiilliik, yiksek hassasiyet, disiik tayin li-
miti gibi avantajlara sahipken, yiiksek maliyetli bir
analitik yontemdir. GC, yiiksek hassasiyet ve farkli
analitik teknikler ile birlesme imkani sunarken, si-
nirli sayida ve molekiil agirligi daha diisiik molekiil-
lerin analizini gergeklestirir [54—56]. Kromatografik
analiz yontemleri deneyimli personel ve laboratuvar
ortami gerektirmektedir. Yan1 sira enerji ve ¢oziicii
tiketimi fazladir. Elektrokimyasal analiz yontemle-
rinden 6zellikle potansiyometri teknigi genis dogru-
sal konsantrasyon araligi, kolay hazirlanma ve basit
kullanim, kisa cevap zamant, oldukga diisiik maliyet,
yiksek secicilik, diislik tespit limiti, tasmabilirlik
gibi olduk¢a dnemli avantajlara sahiptir [S7-60]. Po-
tansiyometrinin sahip oldugu bu avantajlardan 6zel-
likle taginabilirlik, oldukca diisiik maliyet, laboratu-
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Tablo 5. Biyolojik drneklerdeki valproik asit tayinine yonelik 6nerilen analitik yontemler.

Analitik Yontem Konsantrasyon Arahg (ng/mL) Biyolojik Ornek Referans
HPLC 2,5-200 insan Serum Ornekleri [38]
HPLC 20-160 Insan Serum [39]
HPLC 0,05-200 insan Plazma Ornekleri [40]

HPLC-UV 1,0-50 Tiikiirik [41]
RP-HPLC 0,5-80 insan Plazma [42]
UHPLC-MS/MS 1,0-200 insan Serum [43]
LC-MS/MS 0,5-150 insan Plazma [44]
LC-MS/MS 1,0-100 insan Kirmiz1 Kan Hiicresi [45]
Kapiler Elektroforez 2,0-150 insan Plazma ve Idrar Ornekleri [46]
GC 0,45-100 insan Plazma [47]
Voltametri 1,0-100 ppm insan Plazma [48]
Potansiyometri 5,0x10°-1,0x102 M insan Serum [50]
Potansiyometri 1,0x10°-1,0x10"' M Insan kan ve farmasotik drnekler [51]

var ve deneyimli personel gerektirmemesi bu yonte-
mi diger analitik yontemlere gore Ustiin kilmaktadir
[61, 62]. Epilepsi tedavisinde birgok nobet tipinde
etkin ve giivenilir olan valproik asidin g¢esitli biyo-
lojik orneklerdeki tayinine yonelik analitik yontem
gelistirme ¢alismalar1 devam etmektedir.
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