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OZET

Dincel, D. (2018). Biyolojik Sivilardan Meropenem’in Yiiksek Performansli Sivi
Kromatografisi ile Miktar Tayini. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii,
Analitik Kimya ABD, Doktora Tezi. Istanbul.

Meropenem, parenteral olarak kullanilan ve insanlardaki dehidropeptidaz-1'e (DHP-1)
kars1 relatif olarak stabil olan bir karbapenem antibiyotiktir. Bundan dolay1 DHP-1
inhibitorii ilavesine gerek yoktur. Meropenem, yasamsal onem tasiyan bakteri duvari

sentezini bozarak bakterisid etki gdsterir.

Bu tez ¢alismasinda gesitli enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan Meropenem’in insan
serumundan kantitatif tayini i¢in se¢ici ve hassas yeni bir yiiksek performansli sivi
kromatografisi yontemi gelistirilmis ve valide edilmistir. Gelistirilen bu yontemde sabit
faz olarak 30°C sicaklikta C18 kolon (3,9 x 150 mm; 5 um), metanol: asetik asit ¢oziicii
karisimi hareketli faz olarak kullanilmig ve gradient programlama uygulanmistir. Ayrim
1 mL/dk akis hizinda ve 300 nm dalga boyunda DAD (diyot sirali dedektor) dedektorle
gerceklestirilmistir. Meropenem’in serumdan ekstraksiyonu igin o-fosforik asit: metanol
¢oziicii karistmi ve i¢ standart olarak Doripenem kullanilmistir. Katkili serum
orneklerinde konsantrasyona karsilik gelen pik alan oranlari kullanilarak elde edilen
ol¢i egrisi 0,2-60 ng/250pL konsantrasyon aralifinda hazirlanmisg, tayin sinirt ve
gozlenebilme sinirt sirasiyla 0,3 ve 0,08 pg/mL olarak bulunmustur. Yontemin klinik
uygulanabilirligini test etmek amaciyla, farkli enfeksiyonlara sahip hasta goniilliilerin
1000 mg ilact intravendz olarak almalarinin ardindan farkli saat araliklarinda serum

ornekleri toplanmis ve Meropenem’in terapdtik ilag monitdrizasyonu incelenmistir.

Anahtar Kelimeler: Karbapenem, Meropenem, HPLC, Validasyon, TIM

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 3450
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ABSTRACT

Dincel, D. (2018). A High Performance Liquid Chromatography Method for the
Quantitative Determination of Meropenem in Biological Fluids. Istanbul University,
Institute of Health Science, Analytical Chemistry. PhD Thesis. Istanbul.

Meropenem is a carbapenem antibiotic that is relatively stable against
dehydropeptidase-1 in humans and used parenterally. For this reason, there is no need to
add DHP-1 inhibitor. Meropenem, bacterial wall synthesis exerts a bactericidal action

by disrupting vital.

In this study, a new, selective and sensitive high performance liquid chromatographic
method has been developed and validated for the quantitative determination of
Meropenem, is used in the treatment of various infections, in human serum. In the
developed method, C18 column (3,9 x 150 mm; 5 um) was selected as stationary phase
at 30°C and methanol: acetic acid solution mixture was used as mobile phase with
gradient programme. Chromatographic separation was carried out at a flow rate of
1 mL/min and detection was performed at 300 nm with DAD (diode array detector)
detector. Doripenem was selected as an internal standard and ortho-phosphoric acid:
methanol solution mixture was used for the extraction from serum samples
of Meropenem. Calibration curve of spiked serum samples was achieved by plotting the
ratio of concentration versus peak areas in concentration range of 0,2-60 pg/250 pL and
LOD and LOQ values were found as 0,08 ve 0,3 pug/mL, respectively. In order to test
the clinical applicability of this method, the patient volunteers with different infections
after taking 1000 mg of intravenous drug, serum samples were collected at different

time intervals and therapeutic drug monitoring of Meropenem has been investigated.

Key Words: Carbapenems, Meropenem, HPLC, Validation, TDM

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No: 3450



1. GIRIS VE AMAC

Bakteri, tek basina bir hiicreden olusan,yasayan kiigiik bir organizmadir ve insan
viicudu, hava, su, toprak veya herhangi bir ortamda kendi kendine hayatta kalabilmekte ve
cok hizli iireyebilmektedirler. Bakterilerin neden oldugu enfeksiyon hastaliklari tiim
diinyada, ozellikle gelismekte olan iilkelerde en sik goriilen hastaliklar arasindadir. Gida ve
cinsel yol ile bulasan enfeksiyonlar ve akut solunum yolu enfeksiyonlar: basta olmak iizere
enfeksiyon hastaliklar tiim diinyada en 6nemli mortalite ve morbitide nedenleri arasinda
yer almakta ve bu hastaliklarin tedavisi de olduk¢a 6nem kazanmaktadir. Antibiyotikler,
bakteriyel enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde kullanilan ve insan saghigi agisindan ¢ok
biiyiik 6neme sahip ila¢ grubudur. Antibiyotikler, bazi bakterilerden ama g¢ogunlukla
mantarlardan elde edilen, ¢ok kiiclik dozlarda bile insana verildiginde diger bakteriler
tizerinde Oldiiriicii ya da tiremelerini engelleyici etki gdsteren, buna karsin insana zarari hig
olmayan veya ¢ok az olan (secici toksik etki) ilaglardir. Antibiyotikler, mikroorganizmalar
tizerindeki etki derecelerine gore bakteriyostatik ve bakterisid olmak {izere iki gruba
ayrilmaktadirlar. Bakteri hiicresini dolaysiz yok eden bakterisid grubu antibiyotikler; beta

laktamlar, beta laktamaz inhibitorleri, polipeptidleri ve florokinonlar: kapsar (1).

Beta-laktam grubu antibiyotikler, giiniimiizde en yaygin kullanilan ve '"beta-
laktam" halkasi olarak adlandirilan ortak kimyasal molekiilleri ile diger antibiyotiklerden
ayirdedilmektedirler. Gliniimiizde birg¢ok ¢esidi bulunan beta-laktam grubu antibiyotiklerin
kimyasal yapilarina bakildiginda temelde 4 grupta toplandigi goriilmektedir. Bunlar;
Penisilin grubu beta-laktam antibiyotikler, Sefalosporin grubu beta-laktam antibiyotikler,
Karbapenemler ve Monobaktam grubu beta-laktam antibiyotiklerdir (2).

Beta-laktamlar, gosterdikleri istiin etki spektrumlari, mikroorganizmalar igin
yiiksek ve segici toksisiteleri, neredeyse tiim yas gruplarinda uygulanabilir olmalari, diger
gruplara gore relatif olarak diisiik yan etkileri nedeniyle giliniimiizde en ¢ok recete edilen
antibiyotikler arasindadir (3). Karbapenemler, f-laktam sinifinin, etkinlik spektrumu en
genis olan iiyeleridir. Bu grupta Imipenem, Meropenem, Ertapenem ve Doripenem
bulunur. Bu antibiyotikler ¢cogu kez intravendz yoldan verilir ve kombinasyon halinde
kullanilirlar (4). Ilk bulunan ajan ise Imipenemdir. 1996 yilinda karbapenem grubunun
ikinci iiyesi olan Meropenem, Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan

onaylanmis ve kullanima girmistir (5). Meropenem ultra genis spektrumlu antibakteriyel



aktiviteye sahip olmasi nedeniyle Gram-pozitif ve Gram-negatif dahil olmak tizere klinik
olarak 6nemli olan pek ¢ok aerobik ve anaerobik bakterilere karsi son derece etkilidir (6).
Intramiiskiiler uygulamalar tek veya birden fazla bakterilerin neden oldugu kronik
bronsitin akut bakteriyel alevlenmeleri ve komplikasyonsuz idrar yolu enfeksiyonlarmin
tedavisinde; intravendz uygulamalar pnodmoniler (hastanede edinilmis pndmoniler dahil),
idrar yolu enfeksiyonlari, intra-abdominal enfeksiyonlar, endometrit ve pelvik
enflamatuvar hastaliklar gibi jinekolojik enfeksiyonlar ve deri ve yumusak doku

enfeksiyonlari, menenjit ve septiseminin tedavisinde endikedir.

Meropenem’in biyolojik sivilardan tayini i¢in bugiline kadar literatiirde yer alan
caligmalar (7) yontemin pahaliligi, ornek hazirlama basamaklarinin ve tayin siiresinin
uzun olmas1 gibi baz1 dezavantajlara sahiptir. Bu tez ¢alismasinda amag¢, Meropenem’in
biyolojik sivilardan tespiti i¢in 6rnek hazirlama basamaklarini, ¢6ziicii ve zaman kaybini
en aza indirgeyecek hizli, basit ve diisiik maliyetli yeni bir yiiksek performanslt sivi
kromatografisi (HPLC) yontemi gelistirmektir. Bunun igin Meropenem’in serumdan
yiiksek verimle ekstraksiyonu igin uygun 6rnek hazirlama metoduna dayanan segici ve
hassas bir HPLC yontemi belirlendikten sonra cesitli enfeksiyonlara sahip hastalardan

alinan serum 6rneklerine uygulanmasi planlanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Meropenem trihidrat
2.1.1. Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri
H3C\N /CH3

SN

o  -3HO

Sekil 2-1: Meropenem trihidrat’in molekiil yapisi.

Meropenem trihidrat’mn kimyasal adi (4R,5S,6S)-3-[[(3S,5S)-5-[(Dimetilamino)
karbonil]-3-pirolidinil]tiyo]-6-[(1R)-1-hidroksietil]-4-metil-7-okso-1-azabisiklo[3.2.0]
hept-2-ene-2-karboksilik asit trihidrattir (8) (Sekil 2-1). Kapali formiili Ci17H25N30sS
[C17H25N305S+3H20] olan Meropenem’in molekiil agirligi 383,464 g/mol, trihidrat olarak
ise molekiil agirhgr 437,52 g/mol‘diir. Karboksil grubunun ve pirolidinil halkasindaki
sekonder amin grubunun sirayla pKa degerleri 2,9 ve 7,4; izoelektrik noktast ise 5,5°tir.
Elementel analiz degerleri C: % 53,25, H: % 6,57, N: % 10,96, O: % 20,86, S: % 8,36’dir
(8). Beyaz ve kirli beyaz aras1 degisen renkte kristalize toz halinde bir bilesiktir. ilk kez
1998 yilinda sentezlenmistir (9). Meropenem, dimetilsiilfoksid, dimetil formamid ve
% 5°lik potasyum dihidrojen fosfat (monobazik fosfat) ¢ozeltisinde, diklorometanda ve
metanolde iyi derecede ¢oziiniir, aseton veya eterde ¢oziinmez (10). Meropenem’in erime
noktasini tayin etmek zordur, ¢linkii bozunma ve renk degisimi erime olayindan Once
baslar. Meropenem trihidrat, parenteral olarak klinik kullaniminda ¢ozliniirligiint artirmak

icin susuz sodyum karbonat ile karistirilmaktadir (11, 12).

Meropenem’in 30 pg/mL konsantrasyonda metanol ¢ozeltisindeki UV spektrumu

Sekil 2-2°de verilmistir.
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Sekil 2-2: 30 pg/mL konsantrasyonundaki Meropenem’in metanol ¢ozeltisindeki UV
spektrumu.

Meropenem’in Sekil 2-3’de verilen IR spektrumuna bakildiginda 3562 cm™*’de OH
gerilmesini, 3387 cm*"de pirolidin halkasina ait NH gerilmesini, beta laktam halkasinda ve
pirolidin halkasinda yer alan CH gerilmeleri 2934, 2897 ve 2976 cm™"de, karboksilik asite
ait C=0 gerilmesi 1745 cm™’de, halkada yer alan karbonil grubuna ait C=0 gerilmesi 1651

cmde goriilmektedir. Ayrica IR spektrumuna ait veriler Tablo 2-1°de verilmistir.
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Sekil 2-3: Meropenem’in IR spektrumu.




Tablo 2-1: Meropenem’in IR spektrumuna ait veriler

Bag Dalga sayisi, cm™
OH gerilme 3562
NH gerilme 3387
C-H gerilme 2934
C-H gerilme 2897
C-H gerilme 2976
C=0 gerilme 1745
C=0 gerilme 1651

2.1.2. Farmakolojisi

Meropenem, intravendz yoldan kullanilan karbapenem yapili yar1 sentetik bir
antibiyotiktir. 1986’dan bu yana kullanimda olan karbapenemler, beta-laktam antibiyotik
grubunun en genis spektrumlu tiyeleridir (13). Tiim beta-laktam antibiyotikler; bakterilerde
hiicre duvart sentezinden sorumlu penisilin baglayan proteinlerin (PBP) transpeptidaz
aktivitesini bloke ederek peptidoglikan sentezini engellemek suretiyle etki ederler. Sonugta
bu durum hiicre duvar sentezi yapilamayan bakterinin ozmotik diren¢ kaybina ve 6liimiine
neden olmaktadir (14). B-laktam antibiyotikler, penisilinin klinik uygulamaya girdigi
1940’lardan beri ¢esitli infeksiyonlarin tedavisinde gittikge artan miktarlarda
kullanilmaktadir. Karbapenemler, B-laktam smifinin, etkinlik spektrumu en genis olan
tyeleridir. Gittikce daha sik karsilasilan ¢ogul direngli bakteri enfeksiyonlari,
karbapenemlere duyulan gereksinimi daha da artirmaktadir (15).

Karbapenemler hem plazmid kokenli hem de kromozom kokenli beta-laktamazlara
dayaniklidirlar. Ancak son donemlerde karbapenemleri parcalayan metallo-beta-laktamaz

ve serin karbapenemazlarin ortaya ¢ikist endise uyandirmaktadir (16, 17).
Etkinlikleri genel olarak su mikroorganizmalar1 kapsamaktadirlar (18, 19):

. Gram negatif mikroorganizmalar (beta-laktamaz tireten Haemophilus
influenzae ve Neisseria gonorrhoeae, Enterobacteriaceae ve Pseudomonas aeruginosa

genislemis spektrumlu beta laktamaz tireten mikroorganizmalar dahil
. Anaeroblar  (Bacteroides fragilis dahil)
. Gram pozitif organizmalar (Enterococcus faecalis ve Listeria dahil)

Karbapenemler ciddi P.aeruginosa infeksiyonlarinin tedavisinde bir aminoglikozit

ile kombine edilmelidirler. Nedeni bilinmeyen ciddi infeksiyonlarda, metisiline direncli



stafilokok olasiliginin yiiksek oldugu durumlarda glikopeptidlerle kombine edilebilirler.
Karbapenemlerin antianaerop etkinlikleri ¢ok iyi oldugundan anaerop infeksiyon
diisiiniilen durumlarda yanina bir antianaerop ajan eklemenin hicbir gere§i ve yarari
yoktur. Cok genis etki spektrumu, iyi klinik etkinligi ile karbapenemler, agir
enfeksiyonlarin  baslangic  tedavisinde ilk tercih edilecek olan antibiyotikler iginde
oldukga degerlidir (20).

“Karbapenem” terimi penisilin laktam halkasinin 4:5 pozisyonundan kaynasmis, C-
2 ile C-3 arasinda gifte bag igeren fakat C-1’de siilfiir yerine karbon igeren yapilari i¢in
kullanilir. Karbapenemler ilk olarak “Streptomyces cattleya” tarafindan iretilen ve
“tienamisin” adi verilen bilesigin {lizerinde amino ve hidroksil gruplarinda
degisiklikler yapilarak elde edilen tiirevleridir (21, 22). Tienamisin ilk karbapenem oldugu
icin zamanla biitiin karbapenemlere bir model bilesik olarak goérev yapacaktir (23).
Belirgin bir sekilde, Tienamisin kuvvetli ve genis spektrumlu antibakteriyel ve beta
laktamaz inhibitorii aktivitesi gostermistir. Tienamisin “dogal bir iirlin” olmasina ragmen,
biyosentetik olarak elde edilecegi yol bellidir, fakat saflastirma isleminin verimi diistiktir.
Zamanla, Tienamisin’in sentetik olarak hazirlanmasi biiyiik 6nem kazanmakta olup,
ozellikle 6nemli bir tiirevi olan Imipenem kesfedilmistir (23). Ilk bulunan iiye
Imipenem’den sonra 1996 yili itibariyle karbapenem grubunun ikinci iiyesi olan
Meropenem kullanima girmistir. Meropenem, karbapenem halkasima 1-B-metil grubu
eklenerek elde edilmistir. Meropenem, karbapenemlerin kimyasal yapisini1 daha ileriye
tastyan bir gelisme sunmustur. Molekiil yapisinda yer alan 1B-metil substituenti
dehidropeptidaz-1’e kars1 bagil dayaniklilik saglar. Bu sebeple Imipenem-Silastatin’de

oldugu gibi bir renal enzim inhibitorii ile kombine olarak verilmesi gerekmez (20, 24).

Meropenem, Tienamisin’in dimetilkarbamoil tiirevidir. Renal dihidropeptidaza
dayamkli oldugu igin Imipenem’den farkli olarak tek basina paranteral kullanilir.
Farmakolojik 6zellikleri ve antibakteriyel spektrumu Imipenem’inkine benzer. Etki alanlar:
arasinda belirgin bir fark yoktur. Genel olarak Meropenem’in Gram-pozitif bakterilere
kars1 etkisi Imipenem’e kiyasla daha diisiik buna karsilik Gram-negatiflere etkinligi biraz
daha fazladir. Erigkin dozu intramuskuler enjeksiyon veya intravendz enjeksiyon ya da
inflizyonla 8 saatte bir 0,5 g ve agir enfeksiyonlarda 1 g’dir. Pediatrik dozu 6-8 saatte bir
10-20 mg/kg’dir. Imipenem’e gore daha az yan tesir yapar. Konviilsiyon yapici etkisi ¢ok

daha diisiiktiir. Bu nedenle renal yetmezligi veya santral norolojik sorunlu hastalarda tercih



edilecek karbapenem tiirevidir (25). 2001 yilinda Ertapenem ve daha sonra Doripenemin
ve diger lyelerin gruba dahil olmasi ile karbapenem grubu genisleme gostermistir.
Imipenem eriskinlerde giinde 4 kez (6 saat araliklarla) 0.5 g olarak kullanilmaktadir. Cok
ciddi infeksiyonlarda giinliik maksimum 4x1 g’a ¢ikilabilir. Meropenem ise 8 saatte bir 1 g
kullanilir. Maksimum dozu 3x2 g’dir. En Onemli yan etkileri bulanti-kusma gibi

gastrointestinal sistemde goriilen etkilerdir.

Meropenem, yetiskinlerde ve ¢ocuklarda (> 3 ay)’e bir veya birden fazla bakterinin
neden oldugu pnomoniler ve nozokomiyal pnomoniler, idrar yolu enfeksiyonlari, intra-
abdominal enfeksiyonlar, endometrit ve pelvik enflamatuvar hastaliklar gibi jinekolojik
enfeksiyonlar, deri ve deri yapisina ait enfeksiyonlar, menenjit, septisemi, febril

ndtropenisi olan yetiskin hastalardaki enfeksiyonlarin tedavisinde endikedir.

Meropenem, parenteral olarak kullanilan ve insanlardaki dehidropeptidaz-1'e kars1
relatif olarak stabil olan bir karbapenem antibiyotiktir. Bundan dolay: dehidropeptidaz-1
(DHP-1) inhibitorii ilavesine gerek yoktur. Meropenem, yasamsal onem tasiyan bakteri
duvari sentezini bozarak bakterisid etki gosterir. Bakteri hiicre duvarindan kolayca penetre
olabilmesi, biitiin serin B-laktamazlara yiiksek diizeyde stabilite gostermesi ve Penisillin
Baglayict Proteinlere (PBP) belirgin affinitesi, Meropenem’in genis bir aerobik ve
anaerobik bakteri spektrumuna kars1 giiclii bakterisid etkisini agiklar. Minimum bakterisid
konsantrasyonlar1 ¢ogunlukla minimum inhibitér konsantrasyonlari ile aynidir. Bakteri

testlerinin %76'sinda, MBC:MIC oranlar1 2 veya daha azdir.

Meropenem duyarlilik testlerinde stabildir ve bu testler normal rutin metodlarla
yiiriitiilebilir. /n vitro testler, Meropenem’in cesitli antibiyotiklerle sinerjik etkili oldugunu
gostermistir. In vitro ve in vivo testlerle Meropenem’in post-antibiyotik etkili oldugu tespit
edilmistir. Meropenem’in in vitro antibakteriyel spektrumu klinik olarak 6nemli olan Gram

pozitif ve Gram negatif, aerobik-anaerobik bakteri suslarinin biiyiik bir kismin1 kapsar.

Meropenem'in saglikli deneklerde, tek dozunun 30 dakikalik intravendz inflizyon
sonucu pik plazma seviyeleri; 250 mg doz i¢in 11 ug/ml, 500 mg igin 23 pg/ml ve 1 g igin
49 pg/ml civarindadir. Buna ragmen uygulanan doz ile hem maksimum plazma
konsantrasyonu (Cmax) hem de egri altinda kalan alan (AUC) arasinda kesin bir
farmakokinetik orant1 yoktur. Ayrica 250 mg ile 2 g doz araliginda plazma klirensinde 287
ml/dakikadan 205 ml dakikaya bir diislis gdzlenmistir.



Meropenem'in saglikli deneklerde 5 dakikalik intravendz bolus enjeksiyon ile
uygulanmasi sonucu pik plazma seviyeleri 500 mg doz i¢in 52 pg/ml ve 1 g'lik doz i¢in
112 pg/ml'dir. 1 g Meropenem'in 2 dakika, 3 dakika ve 5 dakikalik intravendz infiizyonlar1
ticlli, capraz caligmalarla karsilastirilmistir. Bu siirelerdeki inflizyonlar, sirasiyla 110, 91 ve
94 ug/ml pik plazma seviyeleri ile sonuglanmistir. 500 mg'lik intravenéz (IV) doz
uygulamasindan 6 saat sonra meropenem plazma seviyeleri 1 ug/ml veya bunun daha

altindaki degerlere diismiistiir.

Bobrek fonksiyonlart normal olan deneklerde 8 saatlik aralikla cogul doz
uygulamasi sonucu meropenem birikmesi olmamis ve Meropenem’in yar1 6mrii yaklasik
1,5 saat olarak belirlenmistir. 12 saatte, uygulanan dozun yaklasik % 70' idrarla
degismeden atilir. Bu siireden sonra idrarla Meropenem atilimi son derece azdir.
500 mg'lik dozun uygulanmasindan 5 saat sonra Meropenem’in iiriner konsantrasyonlari
10 pg/ml tizerinde bulunmustur. Bobrek fonksiyonlari normal olan deneklerde her 8 saatte
bir 500 mg veya her 6 saatte bir 1000 mg’lik doz uygulanmasi sonucu plazma veya
idrarda herhangi bir birikme olusmamistir. Bobrek yetmezligi olan hastalarda yapilan
farmakokinetik calismalari, Meropenem’in plazma klirensinin, kreatinin klirensiyle iligkili
oldugunu gostermistir. Bu sebeple, bobrek bozuklugu olan hastalarda doz ayarlamasi

gereklidir.

Meropenem, bakteriyel menenjiti olan hastalarin viicut sivilariin (beyin-omurilik
stvisi da dahil) ve dokularinin ¢oguna iyi penetre olur ve bakterilerin ¢ogunu inhibe etmek
icin gerekenden yiiksek konsantrasyonlara ulasir (26). Meropenem, ¢ocuklarda menenjitte
dahil olmak iizere kullanimi onaylanmig tek karbapenemdir. Menenjit disindaki
endikasyonlar i¢in imipenem-silastatin ve meropenemi karsilastiran calismalara
bakildiginda bu antibiyotiklerin yalniz ya da kombinasyonlar halinde bulunmasinin
etkinlik ya da giivenlik agisindan karsilastirildiginda anlaml bir fark goriilmemistir. Ancak
son analizler Meropenem’in etkinligi ve giivenilirliginin Imipenem-Silastatin’ den daha iyi

oldugunu gostermektedir.

2.1.3. Meropenem i¢in Gelistirilmis Analiz Yontemleri

2.1.3.1. Avrupa Farmakopesine Gore Analiz Yontemi
Avrupa Farmakopesinde yer alan Meropenem’in HPLC ile analiz metodu asagida

anlatildig1 gibidir (27).
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Coziicii_Karistmi: 1 mL trietilamin’in (TEA) tizerine 900 mL saf su eklenir ve

pH=5 olacak sekilde fosforik asitle seyreltilerek hacmi 1000 mL’ye tamamlanir.

Ornek_Cozelti A: 0,1 g madde ¢oziicii karisimiyla ¢oziinerek hacmi 25 mL’ye

seyreltilir.

Ornek Cézelti B: 50 mg madde ¢oziicii karisimiyla ¢oziinerek hacmi 100 mL’ye

seyreltilir.

Standart Cozelti A: 1 mL oOrnek ¢6zelti A’dan alinarak ¢oziicii karisimiyla

seyreltilir ve hacmi 100 mL’ye tamamlanir. Bu ¢ozeltiden de 1 mL aliarak ¢oziicii

karisimiyla seyreltilerek hacmi 10 mL’ye tamamlanr.

Standart Cozelti B: Safsizlik A ve B’yi yerinde tespit edebilmek amaciyla 6rnek

¢ozelti A’dan 10 mL alinarak 60°C’ye kadar 20 dakika boyunca isitilir ya da baska bir

alternatif olarak 10 mL alinarak 8 saat boyunca ortam sicakliginda bekletilir.

Standart Cézelti C: 50 mg Meropenem trihidrat hareketli fazda ¢6ziinerek hacmi

100 mL’ye tamamlandi.

Kromatografik sistem parametreleri:

Kolon: C18, 250 mm x 4.6 mm, 5pm

Kolon sicakligi: 40 °C

Hareketli faz: Asetonitril: Coziicii karigimi (7:100)
Akis hizt: 1,6 mL/dk

Dedektor dalga boyu: 220 nm

Enjeksiyon hacmi: 10 puL

Yontem: Hazirlanan standart ¢ozeltiler ve ornek ¢ozeltiler HPLC cihazinda analiz
edilir. Meropenem’in alikonma zamani 6 dk, safsizlik A ve B’nin alikonma zamani ise

sirayla 0,5 ve 2,2 dakika olarak tespit edilmistir. Analiz siiresi 24 dakika’dur.

2.1.3.2. Spektrofotometrik Yontemle Farmasotik Preparat Analizi

Homoda ve arkadaslari Imipenem, Meropenem ve Ertapenem’in farmasotik
formiilasyonlardan tayini i¢in spektrofotometrik tayin yontemi gelistirmislerdir. Bu metot,
tris (o-fenantrolin)-demir (I1) ya da tris(bipridil)-demir (II) selatlariin olusturulmasiyla

farkli karbapenem tiirevleri ile karsilik gelen Fe III komplekslerinin indirgenmesi
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prensibine dayanir. Demir III (Fe III)’e yiikseltgeyici ve Demir II (Fe II)’ye indirgeyici
ajanlar olarak sirayla 1,10-fenantrolin (Phen) ile 2,2’’-bipridil (Bip) kullanilmistir. Segici
selat olusturucu 1,10-fenantrolin (Phen) ile 2,2 -bipridil (Bip) gibi ajanlar kullanilarak
serbest Fe Il konsantrasyonu tayin edilebilmektedir. Karbapenemlerin tayini igin
kalibrasyon egrisi 0,2-10 pg/mL araligi lineer olarak bulunmustur. 1,10-fenantrolin
kullanilan metotta Meropenem icin geri kazanim % 99,8 iken, 2,2”’-bipridil kullanilan
metotta ise % 101,7 olarak tespit edilmistir. Elde edilen sonuclar karbapenemlerin
farmasotik preparatlardan rutin kalite kontrol analizleri i¢in uygulanabilir oldugunu

gostermistir (28).

Singh ve arkadaglar1 Meropenem ve Doripenem’in farmasotik dozaj formlarindan
tayini icin spektrofotomerik yontem gelistirerek valide etmislerdir. Metotun esas1 Fe
(III)in karbapenemlerle girdigi reaksiyon sonucu Fe (II)’ye indirgenmesi ve olusan bu Fe
(IT)’nin hekzasiyonaferrat, 1,10-fenantrolin ve 2,2’-bipridil ile olusturdugu renkli (prusya
mavisi ve kirmizi) komplekslere dayanir. Her bir kompleksin olustugu yontem igin
Meropenem’in LOD degerleri sirayla 1,73, 0,65, 0,86 ng/mL olarak LOQ degerleri ise
yine swrayla 5,28, 1,97, 2,61 pg/mL olarak tespit edilmistir. Elde edilen sonuglar
Doripenem ve Meropenem’in saf formlarindan ve farmasotik formiilasyonlardan tayini igin
olduk¢a uygun bir yontem oldugu belirlenmistir. Meropenem tayini i¢in en hassas
yontemin Fe (II)’nin hekzasiyonaferrat ile olusturdugu prusya mavisi kompleksi oldugu

belirtilmistir (29).

Mendez ve arkadaglar1 ylriittiikleri ¢alismada Meropenem’in farmasotik dozaj
formlarindan tayini i¢in UV spektrofotometrik ve HPLC yontemi gelistirerek Uluslar arasi
Harmonizasyon Konferansina (ICH) goére valide etmislerdir. UV spektrofotometrik
metodda 5-35 pg/mL konsantrasyon araliginda hazirlanan Meropenem’in sudaki ¢ozeltisi
298 nm dalga boyunda Ol¢iilmiistiir. HPLC yonteminde ise, sabit faz olarak RP C18 kolon
(250 x 4,0 mm; 5 pum) hareketli faz olarak da o-fosforik asit ile pH=3’e ayarlanarak
hazirlanan 30 mM fosfat tamponu: asetonitril (90:10; h/h) karisimi kullanilmistir. UV
dedektorle 298 nm dalga boyunda calisilmistir. Kalibrasyon egrisi 10-70 pg/mL aralig
lineer olarak bulunmustur. LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 4,24 ve 12,85 ng/mL olarak
tespit edilmistir. Yontemin geri kazanimi % 99,72 olarak tespit edilmistir. Her iki
yonteminde rutin ilag analizlerinde kolayca uygulanabilen yontemler oldugu bildirilmistir
(30).
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Marwada ve arkadaslari Meropenem’in ve Sulbaktam’mn farmasétik dozaj
formlarindan es zamanl tayini i¢in UV spektrofotometrik ve HPLC yontemi gelistirerek
ICH’ye gore valide etmislerdir. UV spektrofotometrik yontemde Meropenem igin
kalibrasyon egrisi aralig1 4-24 ug/mL olarak belirlenirken geri kazanim oran1 % 98,52
olarak tespit edilmistir. HPLC yonteminde ise, sabit faz olarak BDS C18 kolon (250 x 4,6
mm; 5 pm) hareketli faz olarak da metanol:asetonitril:su (10:20:70; h/h) karisimi
kullanmilmistir. Ayrim 1 mL/dk akis hizinda UV dedektorle 220 nm dalga boyunda
gerceklestirilmistir. Meropenem igin 50-250 pg/mL aralig1 lineer olarak bulunmustur. Geri
kazanim ise % 98,85 olarak tespit edilmistir. Farmasétik dozaj formlara uygulandiginda

gelistirilen yontemin yardimci herhangi maddelerle girisim yapmadigi belirlenmistir (31).

2.1.3.3. HPLC ile Farmasotik Preparat Analizi

Piontek ve arkadaslar yiriittiikkleri ¢alismada Meropenem ve Ertapenem’in
farmasotik preparatlardan tayini ve stabilitelerinin karsilastirilmasi igin HPLC yontemi
gelistirmislerdir. Meropenem tayini i¢in Sabit faz olarak ters faz C18 kolon (5 um, 250
mm X 4 mm), asetonitril-amonyum asetat (8:92; h/h) karisimi hareketli faz olarak
kullanilmistir. Ayirim 1.2 mL/dk akis hizinda, 298 nm dalga boyunda UV dedektorle
gerceklestirilmistir.Ertapenem ve Meropenem’in bozunma sirasindaki birinci dereceden
hiz sabitleri artan sicaklikta kuru havada, artan sicaklik ve bagil nem oraniyla ve sabit
sicaklikta artan bagil nem oraniyla olmak {izere 3 farkli sekilde tayin edilmistir. Elde edilen
sonuglara gére Meropenem artan sicaklikta 363-393°K araliginda kuru havada daha fazla
bozunurken Ertapenem’in bu sicaklik araliginda bozunmasi daha yavastir. Bununla birlikte
nemin bu antibiyotiklerin bozunmasii etkileyen 6nemli bir faktor oldugu da tespit
edilmistir (32).

Ozkan ve arkadaglar1 yiiriittiikleri ¢aligmada Meropenem’in farmasotik dozaj
formlarindan, insan serum ve idrarindan tayini i¢cin HPLC yontemi gelistirmislerdir.
Sefepim’in i¢ standart olarak kullanildig1 yontemde sabit faz olarak ters faz C18 (150 x 4,6
mm; 5 um) hareketli faz olarak da 15 mm KH2POs : asetonitril: metanol (84:12:4; h/h)
karisim1 H3POgy ile pH=2,8’¢ ayarlanarak kullanilmistir. Ayirim 1,0 mL/dk akis hizinda UV
dedektorle 307,6 nm dalga boyunda gergeklestirilmistir. Idrar 6rnekleri hazirlanirken kati-
faz ekstraksiyon yontemi kullanilmigtir. Meropenem’in plazmadaki dedeksiyon limiti
108,4 ng/mL, idrarda ise 179,3 ng/mL olarak tespit edilmistir. Yontemin geri kazanim
aralig1 serumda % 98,1-98,7, idrarda ise % 96,07-96,54 olarak bulunmustur.Farmasotik
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preparatlardan, idrar ve serumdan kaynakli endojen maddelerle herhangi bir girisi
saptanmamustir. Gelistirilen ydntemin klinik uygulamada ilaci kullanan hastalarin

izlenmesi ve Meropenem’in tayini i¢in hassas bir yontem oldugu 6ngoriilmiistiir (33).

Negi ve arkadaglar1 yiiriittiikkleri calismada Meropenem’in  farmasotik  dozaj
formlarindan tayini icin HPLC yontemi gelistirerek FDA’ye gore valide etmislerdir. Sabit
faz olarak ters faz C18 kolon (4,6 x 250 mm; 5u) hareketli faz olarak su:
asetonitril:metanol (15:3:2;h/h) karistmi H3aPOs ile pH= 7,5’e ayarlanarak kullanilmistir.
Ayirim 1.5 mL/dk akis hizinda UV dedektorle 300 nm dalga boyunda gergeklestirilmistir.
Kalibrasyon egrisi 55-165 ppm konsantrasyon araliginda lineer olarak bulunmustur.

Yontemin geri kazanim araligi ise % 99,19-99,70 olarak tespit edilmistir (34).

2.1.3.4. HPLC ile Biyolojik Siv1 Analizi

Dupuis ve arkadaslar yiiriittiikkleri ¢alismada Meropenem’in sigan plazmasindan
tayini i¢cin HPLC yontemi gelistirmislerdir. Seftazidim’in i¢ standart olarak kullanildigi
yontemde sabit faz olarak ters faz C18 kolon (250 x 4,6 mm; 5 um tanecik boyutlu) ve
koruyucu olarak da yine C18 (20 x 3,9 mm) kolon, hareketli faz olarak da pH= 4,8 olan
0,01 M asetat tamponu (% 15 metanol icerisinde) kullamlmistir. Ornek hazirlama
asamasinda kati-faz ekstraksiyonu kullanilmistir. Ayrim 1 mL/dk akis hizinda ve
dedeksiyon 296 nm’de UV dedektorle gergeklestirilmigtir. LOQ degeri 0,125 pg/mL

olarak tayin edilen yontemin geri kazanim araligi % 92,8-95,4 olarak bildirilmistir (35).

Lee ve arkadaslari yaptiklari ¢alismada Meropenem’in sican plazmasindan tayini
icin yeni bir HPLC yontemi gelistirmislerdir. Gelistirilen yontemde Ornek hazirlama
asamasinda toplanan plazma ornekleri sistemin i¢inde yer alan RP-8 (25-40 um) 6n kolona
gonderildikten sonra sistem icerisindeki analitik kolona gonderilerek analizi
gerceklestirilmistir. Sabit faz olarak C8 koruyucu kolon (4 x 10 mm) ve C18 (150 x 4.6
mm, 5 pm tanecik boyutlu) kolon, hareketli faz olarak ise 50 mM fosfat tamponu (pH=7)
ve asetonitril karisimi kullanilmislardir. Yontem 0,1-100 pg/mL konsantrasyon araliginda

caligilmistir. Mutlak geri kazanimi ise % 97,7 olarak saptanmustir (36).

Farin ve arkadaslar1 gelistirdikleri HPLC yonteminde Meropenem’in insan
plazmasindan tayini i¢in kati-faz ekstraksiyonu kullanmislardir. Calismada C8 koruyucu
kolon sabit faz olarak hipersil C8 kolonu ve hareketli faz olarak ise 12,5 mM potasyum
dihidrojen fosfat tamponuyla:asetonitril (96,2: 3,8) karisimi kullanmiglardir. Ayrilma 1.5
mL/dk akis hizinda ve dedeksiyon 296 nm’de UV dedektorle gergeklestirilmistir.
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Kalibrasyon egrisi araligi 0,02-50 ug/mL olarak belirlenmis ve yontemin geri kazanim

araligi ise % 85,6 - % 102,2 olarak tayin edilmistir (37).

Ehrlich ve arkadaslar yaptiklari ¢alismada HPLC ile entegre ekstraksiyon yontemi
kullanarak serumdan ve bronsiyal salgilardan Meropenem ve Seftazidim’in tayini i¢in
yontem gelistirmislerdir. Gelistirilen yontemde herhangi bir 6n hazirlik yapilmadan
ornekler analize verilmistir. Sistem icerisinde ekstraksiyon kolonundan gegen Ornekler
ardindan analitik kolona enjekte edilmektedir. Ekstraksiyon i¢in C18 dolgu maddesi igeren
boyutlar1 (25 x 4 mm, 2 um) olan kartus tercih edilmektedir. Analitik kolonun dolgu
maddesi C18 (250 x 4,6 mm; 5 pum) boyutlarinda olup, koruyucu kolon da yine C18
yapidadir. Hareketli faz 50 mM sodyum dihidrojen fosfat (pH=5) tamponu: MeCN
karisimi (5:95 ve 4:96; h/h) seklinde izokritik olarak uygulanmistir. Dedeksiyon 296 nm’de
UV dedektorle, dedeksiyon limiti ise 0,5-20 ng/mL olarak tayin edilmistir. Geri kazanim
aralig1 % 89,4-105,2 olarak belirlenmistir (38).

Ikeda ve arkadaslar1 plazmadan Meropenem tayini i¢in basit ve hizli bir HPLC
yontemi gelistirmiglerdir. Bu calismada, plazma 6rneklerindeki proteinler filtreli santrifiij
cihazinda ultrafiltrasyon yontemiyle ¢oktiiriilmiigiir. Sabit faz olarak C18 kolon (5 um, 3,9
mm X 150 mm), hareketli faz olarak da 10 mM fosfat tamponu (pH=7,4)-asetonitril
(90:10,h/h) karisimi kullanilmistir. Ayrim, 1 mL/dk akis hiz1 ile kolon sicakligr 40 °C’de
ve dalga boyu 300 nm’de UV dedektorle gergeklestirilmistir. 0,05-100 ug/mL araliginin
lineer oldugu bulunmus ve LOD degerinin 0,01 pg/mL oldugu tespit edilmistir.Yontemin

geri kazanimi % 95 olarak bulunmustur (39).

Bompadre ve arkadaslart serumdan Meropenem tayini i¢in yeni bir HPLC yontemi
gelistirmislerdir. Gelistirilen yontemde 6n hazirlik asamasi ve i¢ standart kullanilmasina
gerek yoktur. Sisteme direk enjeksiyon yapilarak baglantili kati-faz ekstraksiyonu
asamasinin ardindan 6rnekler analiz edilebilmektedir. Ekstraksiyon kolonu olarak NH>
dolgu maddesine sahip (5 cm x 2.1 mm; 40- pum silika) kolon kullanilmistir. Sabit faz
olarak ise C18 kolon (150 x 4,6 mm; 3 pum) hareketli faz 1 i¢in % 5 metanol iginde 0,01 M
fosfat tamponu (pH =7); hareketli faz 2 i¢in ise metanol: 0,01 M fosfat tamponu (pH=7)
(30:70: h/n) ve tetrabutilamonyum hidrojen siilfat karigimi kullanilmistir. Ayrim,
ekstraksiyon kolonu i¢in 0,3 mL/dk akis hizinda, analitik kolon i¢in 1 mL/dk akis hizinda
ve UV dedektor kullanilarak 298 nm’de gergeklestirilmistir. Kalibrasyon egrisi lineer
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araligt 1-100 pg/mL olarak saptanmistir. Geri kazanim oran1 ise % 98,5 olarak
belirlenmistir (40).

Legrand ve arkadaslar1 plazmadan Imipenem, Meropenem ve Ertapenem tayini igin
bir HPLC yontemi gelistirmislerdir. Seftazidim’in i¢ standart olarak kullanildigi yontemde
proteinleri ¢oktiirmek icin asetonitril kullanilmigtir. Santrifiij ve azot altinda ugurma
islemlerinin ardindan 6rnekler sisteme enjekte edilmistir. Sabit faz olarak C8 (Sum, 250
mm X 3 mm) kolon hareketli faz olarak da 0,1 M fosfat tamponu (pH=6.8): metanol
karisimi kullanilmistir. 298 nm dalga boyunda dedeksiyon yapilan maddelerin 0,5-80
ng/mL araliginin lineer oldugu tespit edilmistir. Geri kazanimlari sirayla % 82,2; % 90,8;

% 87,7 olarak bulunmustur (41).

Denooz ve arkadaslart Meropenem’in de aralarinda oldugu bes tane B-laktam
antibiyotigin plazmadan tayini i¢in yeni bir HPLC yontemi gelistirmislerdir. I¢ standart
olarak Seforanid’in kullanildig1 yontemde 6rnek saflastirma islemi kati-faz ekstraksiyonu
yontemi ile yapilmistir. Sabit faz olarak C8 kolon (5 um, 250 mm x 4,6 mm), hareketli faz
olarak da asetonitril-fosfat tamponu (pH= 7,4) karisimi gradient modda uygulanmustir.
Dedeksiyon 200-400 nm dalga boyu araliginda uygulanmis yontemin 2,5-60 pg/mL
araliginda lineer oldugu tespit edilmistir. Yontemin geri kazanim arahigi % 74,3-79,7

seklinde belirlenmistir (42).

Verdier ve arkadaslar1 yiriittiikleri calismada Meropenem’in de aralarinda
bulundugu on iki tane B-laktam (amoksilin, sefepim, sefotaksim, seftazidim, seftriakson,
Klokasilin, imipenem, oksasilin, penisilin, piperasilin, ticarcillin) antibiyotigin plazmadan
tayini i¢in HPLC yontemi gelistirmislerdir. Sabit faz olarak ters faz C18 (150 x 4,6 mm; 5
um) koruyucu kolon olarak da ters faz C18 (20 x 4,6 mm; 5 pm) ve hareketli faz olarak ise
pH=2’ye HCI ile ayarlanan 10 mM fosforik asit-asetonitril karigimi kullanilmigtir.
Proteinlerin ¢oktiiriilmesi igin asetonitril kullanilmistir. Gelistirilen yontemde kalibrasyon
egrisi lineer araligi 5-250 pug/mL olarak saptanmistir. Meropenem’in tayini UV dedektorle
298 nm’ de gergeklestirilmistir. Meropenem’in 10, 100 ve 250 ug/mL konsantrasyonlari
i¢in geri kazanim oranlar1 % 114,7 ; 101,7 ; 100,3 olarak tayin edilmistir (43).

Carlier ve arkadaslari Meropenem’in de aralarinda oldugu yedi tane [B-laktam
(amoksilin, amfisilin, sefuroksim, seftazidim, piperasilin, klavulanik asit) antibiyotigin
plazmadan tayini i¢in ultra performansli sivi kromatografisi/tandem kiitle spekroskopisi

(UPLC-MS/MS) yontemi gelistirmislerdir. Sabit faz olarak ters faz C18 kolon (100 mm x
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2,1 mm; 1,7 pum), hareketli faz olarak da su (% 0,1 formik asit i¢inde)-asetonitril
(% 0,1 formik asit i¢inde) karigimu ikili (binary) gradient sistem kullanilmistir. Proteinleri
¢oktiirmek i¢in asetonitril kullanilmig, ardindan asetonitril-diklorometan ile geri
ekstraksiyon yapilmistir. Caligsmada yer alan antibiyotikler i¢in mutlak geri kazanim % 60-

72 araliginda, Meropenem igin mutlak geri kazanim % 59,9 olarak bulunmustur (44).

Colin ve arkadaslar1 Meropenem’in de aralarinda bulundugu beta laktam
antibiyotiklerin (amoksisilin, ampisilin, fenoksimetilpenisilin, piperasilin, sefuroksim,
sefadroksil, fluklokasilin, sefepim, seftazidim, tazobaktam, linezolid ve sefazolin)
plazmadan tayini i¢in UPLC-MS/MS yontemi gelistirerek FDA’ye gore valide etmislerdir.
Sabit faz olarak RP-C18 (50 x 2,1 mm; 1,7 um) koruyucu olarak C18 kolon (5 x 2,1 mm;
1,7 um), hareketli faz olarak da % 5 asetonitril i¢inde bulunan asetik asit/amonyum asetat
tamponu-asetonitril  karistmi  kullanilmistir.  Gelistirilen yontemde Ornek hazirlama
asamasinda kati-faz ekstraksiyon yontemi kullanilmistir. Meropenem igin kalibrasyon
egrisi lineer araligi 1,04-16,71 pg/mL olarak tayin edilmistir. Ayrim MS/MS dedektorle
elektrosprey iyonizasyon (ESI) kaynagi kullanilarak gergeklestirilmistir. Meropenem igin

geri kazanim orani % 78,1 olarak bulunmustur (45).

Demiralay ve arkadaslar yiiriittiikleri g¢aligmada Ertapenem, Meropenem ve
Doripenem’in idrardan tayini icin HPLC yontemi gelistirmislerdir. Sabit faz olarak ters faz
C18 kolon (250 mm x 4,6 mm; 5 um), hareketli faz olarak da metanol-su karisim ti¢ farkli
oranda (% 18, 20, 22; h/h) olmak iizere kullanilmustir. idrar 6rnekleri metanol ile
seyreltildikten sonra 0,45 pL’luk mikro filtrelerden gegirilerek enjeksiyona verilmistir.
Ayirim 1,0 mL/dk akis hizinda, kolon sicakligi 30°C ve dedeksiyon 220 ve 295 nm’de UV
dedektorle gerceklestirilmistir. Geri kazanim araligi Meropenem i¢in % 99,75 - 100,52

olarak belirlenmistir (46).

Chang ve arkadaglar1 Meropenem’in plazmadan tayini i¢in yeni bir HPLC yontemi
gelistirmislerdir. Asetaminofen’in i¢ standart olarak kullanildig1 yontemde sabit faz olarak
C18 kolon hareketli faz ise asetonitril-5 mM potasyum dihidrojen fosfat tamponu (10:90;
h/h) karisimi uygulanmistir. UV dedektorle 298 nm’de, 0,5-50 pg/mL konsantrasyon
araliginda calisilmigtir. Gelistirilen yontem Meropenem’in farmakokinetik g¢alismasina

basariyla uygulanmistir (47).

Huang ve arkadaslari yiirtittiikkleri ¢alismada Meropenem’in bakteriyel mediyum

(ortam) dan tayini icin LC-MS/MS yontemi gelistirmislerdir. Ornek hazirlama asamasinda
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filtreli (0,1 pm, 0,5 mL) santrifiij cihazi kullanilmistir. I¢ standart olarak Seftazidim’in
kullanildig1 yontemde sabit faz olarak C8 kolon (50 mm x 2,1 mm ; 5um) hareketli faz
olarak da pH=4’¢ ayarlanan 10 mM amonyum format — asetonitril (% 0,1 formik asit
iginde) karigimi gradient modda uygulanmistir. Calismada konsantrasyon araligi 0,05-25

ug/mL olarak belirlenmistir. Yontemin geri kazanimi % 98 olarak tayin edilmistir (48).

Rigo-Bonnin ve arkadaslar1 yiiriittiikleri c¢alismada Meropenem’in biyolojik
stvilardan tayini i¢in UPLC/MS yontemi gelistirmislerdir. Ertapenem’in i¢ standart olarak
kullanildig1 yontemde sabit faz olarak C18 kolon (2,1 x 100 mm; 1,7 um), hareketli faz
olarak da % 0,1 formik asit igeren su-asetonitril karisimi lineer gradient modda
uygulanarak akis hiz1 0,4 mL/dk olarak uygulanmistir. Ornekler hazirlanirken vortex ve
santrifiij ardindan 900 puL % 0,1 formik asit eklenmis ve enjeksiyona verilmistir. LOD
degerleri plazma, diyazilat ve idrar 6rnekleri icin sirayla 0,09 pg/mL, 0,07 pg/mL, 0,29
png/mL seklinde tespit edilmistir. LOQ degerleri ise yine plazma, diyazilat ve idrar
ornekleri i¢in sirayla 0,27 ug/mL, 0,24 ug/mL, 1,22 pg/mL olarak bulunmustur. Geri
kazanimlar ise; plazma i¢in % 77,6; diyalizat i¢in % 70; idrar 6rnekleri i¢in ise % 68,3

olarak tayin edilmistir (49).

Zalewski ve arkadaslart Meropenem’in de icinde bulundugu bazi karbapenem
grubu antibiyotiklerin tayini i¢in UPHLC yontemi gelistirmislerdir. Sabit faz olarak C18
kolon (2,1 x 100 mm) partikiil boyutlar1 1,7 pm; 2,6 pm; 5 pm olmak iizere farkl tipte
kolonlar denenmistir. Hareketli faz olarak ise 12 mmol amonyum asetat-asetonitril karisimi
(90:10; 93:7; 96:4) gibi farkli oranlarda kullanilarak akis hizi 1 mL/dk’da ayrim
saglanmistir. Dedeksiyon DAD dedektorle 298 nm dalga boyunda gergeklestirilmistir.
Meropenem’in LOD ve LOQ degerleri sirayla 1,7 pm partikiil boyutlu kolon i¢in 0,14 ve
0,43 ng; 2,6 um partikiil boyutlu kolon i¢in 0,03 ve 0,09 pg; 5,0 pm partikiil boyutlu kolon
icin 0,01 ve 0,02 pg olarak tayin edilmistir (50).

Casals ve arkadaslar1 Meropenem’in plazmadan tayini icin UHPLC yontemi
gelistirmislerdir. I¢ standart olarak Seftazidim’in kullamldig1 yontemde sabit faz olarak
C18 ODS-III kolon (2 x 75 mm ; 1,6 um) hareketli faz olarak ise fosforik asitle pH=7"ye
ayarlanan 0,1 M NaxHPOs-metanol (87:13; h/h) karistmi kullanarak akis hizi 0,25
mL/dk’ya ayarlanarak ayirim saglanmistir. 295 nm dalga boyunda DAD dedektor ile tayin
edilmistir. Proteinleri ¢oktiirmek igin asetonitril kullanilmis, santrifiij sonras1 elde edilen

stiziintii/ist faz azot altinda kuruluga kadar ugurulmustur. Olusan ¢okelti MES [2-(N-
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morfolino)etansiilfonik asid] tampon ¢ozeltisiyle ¢Oziindiikten sonra enjeksiyona
verilmistir. LOQ degeri 0,5 pg/mL, geri kazanim ise % 70’in iizerinde tayin edilmistir

(51).

Carlier ve arkadaglar yiiriittiikleri calismada Meropenem’in de aralarinda oldugu -
laktam (amoksisilin, sefuroksim, seftazidim, piperasillin) antibiyotiklerin plazmadan tayini
icin UPLC-MS/MS yontemi gelistirmislerdir. Gelistirilen yontemde sabit faz olarak C18
kolon (2,1 x 100 mm; 1,7 um) hareketli faz olarak ise su:metanol (% 0,1 formik asit ve 2
mM amonyum asetetat igeren) karisimu ikili (binary) gradient modda uygulanmustir.
Analiz edilen biitlin bilesikler elektro sprey iyonizasyonlu (ESI) kaynakli MS dedektorle
pozitif iyon mod takibi ile izlenmis ve Meropenem’in dedekte edilebilen konsantrasyon
araligr 0,5-80 pg/mL olarak tespit edilmistir. Meropenem i¢in geri kazanim araligi ise

% 73-81 olarak bulunmustur (52).

Ohmori ve arkadaglari yiirittiikleri ¢alismada Meropenem’in de aralarinda
bulundugu sekiz farkli B-laktam (ampisilin, sefazolin, sefepim, sefmetazol, sefotaksim,
doripenem ve piperasilin) antibiyotigin serumdan tayini i¢in LC-MS/MS yontemi
gelistirmiglerdir. Etil paraben’in i¢ standart olarak kullanildigi yontemde sabit faz olarak
ters faz C18 kolon (50 x 2 mm; 3 um) hareketli faz olarak da % 0,1 formik asit igeren 10
mM amonyum format:metanol karisimu ikili (binary) gradient modda uygulanmstir. Ornek
hazirlama asamasinda kati-faz ekstraksiyonu kullanilmistir.  Analiz  edilen  biitiin
antibiyotikler elektro sprey iyonizasyonlu (ESI) kaynakli triple kuadrapol MS/MS
dedektorle tayin edilmistir. Kalibrasyon egrisi aralig1 0,1-50 pg/mL olarak tayin edilmis,
sadece Doripenem bu aralik disinda izlenmistir. LOQ deger araligi ise 0,005-0,5 pg/mL
olarak tespit edilmistir. Yontemin geri kazanimi ise Meropenem i¢in % 62,3 Doripenem

icin % 49,1 olurken diger bilesikler igin ise % 80,2 olarak tayin edilmistir (53).

Chahbouni ve arkadaslart Meropenem’in de aralarinda bulundugu bes farkl
antibiyotigin plazmadan tayini i¢gin UPLC-MS yontemi gelistirerek FDA’ye gore valide
etmislerdir. Plazma 6rnekleri % 30’luk asetik asit ve % 10’luk amonyak cozeltileri sirayla
eklenmis ve santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi list faz alinarak sisteme enjekte
edilmistir. Sabit faz olarak C18 kolon (50 x 4,6 mm; 2,5 um) hareketli faz olarak da % 4
formik asit i¢inde su: metanol karisimi kullanarak akis hizi 0,4 mL/dk’ya ayarlanarak
ayirim saglanmistir. Caligmada Meropenem ic¢in konsantrasyon araligi 0,75-80 pg/mL

olarak belirlenmistir (54).
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Kipper ve arkadaslar yiiriittiikkleri ¢alismada Meropenem’in biyolojik sivilardan
tayini icin HPLC yontemi gelistirerek FDA’ye gore valide etmislerdir. Sabit faz olarak
C18 kolon (4,6 x 150 mm; 5 um) ve koruyucu kolon olarak da C18 (7,5 x 4,6 mm; 5 um)
hareketli faz olarak 0,05 M fosfat tamponu (H3POs ile pH=3’e ayarlanarak):
asetonitril:metanol (86:12:2; h/h/h) karisimi kullanilmistir. Ayrim 0,7 mL/dk akis hizinda
UV dedektorle plazma ornekleri i¢in 302 nm, idrar drnekleri igin 320 nm dalga boylarinda
gerceklestirilmistir. Plazma Ornekleri hazirlanirken proteinleri ¢oktiirmek igin metanol
kullanilmis, idrar Ornekleri icin ise kati-faz ekstraksiyon yontemi kullanilmistir.
Kalibrasyon egrisi ¢aligma araligi plazma i¢in 0,1-150 ug/mL; idrar igin ise 1-250 ug/mL
olarak belirlenmistir. Meropenem’in plazmadan geri kazanim orant % 84, idrardan geri

kazanim orant ise % 100 olarak hesaplanmustir (55).

Kameda ve arkadaslart Meropenem ve Biapenem’in peritonel sivisi (karin boslugu
stvis1) ve safra sivisindan tayini i¢in HPLC yontemi gelistirerek FDA’ye gore valide
edilmistir. Sabit faz olarak C18 kolon (150 x 4,6 mm; 5 um) hareketli faz olarak da 10 mM
sodyum fosfat tamponu (pH= 7,4’ e ayarlanarak) : asetonitril (100:10; h/h) karigimi
kullanilmigtir. Ayirirm 1 mL/dk akis hizinda UV dedektérle 300 nm dalga boyunda
saglanmustir. Proteinleri ¢oktiirmek i¢in filtreli santrifiij cihazinda ultrafiltrasyon yontemi
kullanilmistir. Kalibrasyon egrisi ¢aligma araligi Meropenem igin peritonel sivida 0,05-
100 pg/mL safrada ise 0,1-100 ug/mL olarak belirlenmistir. Meropenem i¢in LOD
degerleri peritonel sivida 0,01 pg/mL olarak belirlenirken safra sivisinda 0,02 pg/mL
olarak tayin edilmistir. LOQ degerleri ise Meropenem igin peritonel sivida 0,05 pg/mL
olarak tespit edilirken safra sivisinda 0,1 pg/mL olarak belirlenmistir. Meropenem’in
peritonel sividan geri kazanim araligr % 96,6-101,1, safra sivisindan geri kazanimi ise %

96,2-99,2 olarak hesaplanmistir (56).

Abdulla ve arkadaglart Meropenem’in de ig¢inde bulundugu dokuz tane B-laktam
antibiyotigin  (amoksisilin,  benzilpenisilin, sefotaksim, sefuroksim, seftazidim,
flukloksasilin, imipenem, piperasilin) plazmadan tayini i¢in hidrofilik etkilesim
kromatografisi/ kiitle spektroskopisi (HILIC/MS) yontemi gelistirerek FDA’ye gore valide
etmislerdir. Sefazolin’in i¢ standart olarak kullanildig1 bu yontemde sabit faz olarak amid
kolon (2,1 x 100 mm; 1,7 um) hareketli faz olarak da 100 mM amonyum format (pH=
6,5’a ayarlanarak):asetonitril (20:80; h/h) karigimi kullanilmistir. Ayrim 0,4 mL/dk akis

hizinda gergeklestirilmistir. Proteinleri ¢oktiirmek i¢in % 0,1 formik asit kullanilmigtir.
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Meropenem i¢in 0,2-40 pg/mL konsantrasyon araligi lineer bulunmustur. LOQ degeri ise
0,2 pug/mL olarak bulunmustur. Meropenem igin geri kazanim ortalamasi % 115,5 olarak

tespit edilmistir (57).

Ferrone ve arkadaslar1 yirittikleri ¢alismada Meropenem, Levofloksasin ve
Linezolid’in plazmadan tayini icin UHPLC/PDA yontemi gelistirerek FDA’ye gore valide
etmiglerdir. Uliflokasin’in i¢ standart olarak kullanildigi yontemde sabit faz olarak C18 (50
x 2,1 mm; 2,7 um) kolon ve koruyucu kolon olarak ise C18 kolon (5 x 2,1 mm) hareketli
faz olarak da HCI ile pH= 5,5’e ayarlanan 10 mM amonyum asetat: asetonitril+ metanol
(80:20; h/h) karisimi kullanilmistir. Her iki faza % 0,1°lik TEA eklenmistir. Ornek
hazirlama asamasinda yar1 otomatik mikro ekstraksiyon yontemi kullanilmistir.
Meropenem i¢in LOD ve LOQ degerleri sirastyla 0,004 ve 0,02 pg/mL olarak tayin
edilmistir. Geri kazanim aralig1 ise % 92,4-97,4 olarak tespit edilmistir (58).

Matsuda ve arkadaslar1 Meropenem’in beyin-omurilik sivisindan tayini i¢in HPLC
yontemi gelistirmislerdir. Sabit faz olarak C18 kolon (4,6 x 150 mm; 5 um) hareketli faz
olarak da pH=7,4’e ayarlanarak hazirlanan 10 mM fosfat tamponu: asetonitril (100:10; h/h)
karisimi kullanilmistir. Ayrim 1,0 mL/dk akis hizinda UV dedektorle 300 nm dalga
boyunda gerceklestirilmistir. Ornek hazirlama asamasinda ultrafiltrasyon yontemi
kullanilmistir. Meropenem igin kalibrasyon egrisi 0,05-50 pg/mL araligi lineer olarak
bulunmustur. Yontemin dogruluk araligi % 99-109,5 olarak tayin edilirken, Meropenem
icin LOD degeri 0,01 pg/mL olarak tespit edilmistir. Meropenem i¢in geri kazanim araligi
% 99,3-102,0 olarak hesaplanmistir (59).

Sime ve arkadaglar1 yiirtittiikkleri calismada Meropenem’in de aralarinda bulundugu
yedi beta-laktam antibiyotigin (piperasilin, benzilpenisilin, flukloksasilin, ertapenem,
sefazolin, seftazidim) plazmadan tayini i¢in HPLC/MS/MS yontemi gelistirerek FDA’ya
gore valide etmislerdir. Flukonazol’iin i¢ standart olarak kullanildigi yontemde sabit faz
olarak RP C18 kolon (2,1 x 50 mm; 2,6 um) hareketli faz olarak ise % 0,1 formik asit
iceren su:asetonitril karisimi kullanilmistir. Ayrim 0,3 mL/dk akis hizinda saglanmustir.
Proteinleri ¢oktlirmek i¢in % 0,1 formik asit i¢eren asetonitril kullanilmistir. Yontemin geri
kazanim1 Ertapenem icin % 78 iken Meropenem ve diger bilesikler i¢in % 96 olarak

hesaplanmistir. LOQ degeri ise Meropenem igin 0,1 pg/mL olarak tayin edilmistir (60).

Di Rocco ve arkadaslart Meropenem’in de aralarinda bulundugu 12 tane penisilin,

12 tane sefalosporin, 5 tane karbapenem (biapenem, doripenem, ertapenem, imipenem,
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meropenem) ve faropenem’in sigir kaslarindan tayini icin UHPLC-MS/MS yontemi
gelistirmislerdir. Ornek hazirlama asamasinda kati-faz ekstraksiyonu kullanilmustir.
Gelistirilen yontemde sabit faz olarak ters faz C18 kolon (2,1 x 100 mm; 1,7 um) hareketli
faz olarak da % 0,01 formik asit ve 0,2 mM amonyum asetat i¢eren su: metanol (% 0,01
formik asit iceren) karigimu ikili (binary) gradient modda uygulanmistir.Ornek hazirlama
yontemi i¢in kati-faz ekstraksiyonu kullanilmigtir. Analiz edilen biitiin antibiyotikler
pozitif elektro sprey iyonizasyonlu (ESI) kaynakli MS/MS dedektorle tayin edilmistir.
Gelistirilen yontemde Meropenem igin kalibrasyon egrisi araliglr 5-40 pug/kg olarak tayin
edilmistir. Meropenem i¢in LOD degeri ve LOQ degerleri ise sirayla 0,3 ve 1,0 pg/kg
olarak belirlenmistir. Gelistirilen yontemde Meropenem igin bulunan geri kazanim

% 66°dir (61).

Roth ve arkadaslan yiiriittiikkleri ¢calismada Meropenem’in serumdan tayini ic¢in
HPLC yontemi gelistirerek valide etmislerdir. Sabit faz olarak C18 kolon (150 x 4,6; 5
um) hareketli faz olarak pH=8,5 olan tris (hidroksimetil)Jaminometan tamponu (%15
metanol icinde) kullanilmistir. Ayrim 1 mL/dk akis hizinda UV dedektorle 300 nm dalga
boyunda yapilmistir. Ornek hazirlama asamasinda proteinlerin ¢oktiiriilmesi icin kati-faz
ekstraksiyonu yapilmistir. Kalibrasyon egrisi lineer araligi 3,5-200 pg/mL olarak tespit
edilmistir. Geri kazanim araligi % 89-110 olarak bulunmustur (62).

Pinder ve arkadaslar yaptiklar1 calismada Meropenem’in de aralarinda oldugu beta
laktam (piperasilin, seftazidim, flukloksasilin) antibiyotiklerin tayini i¢in HPLC yontemi
gelistirerek FDA’ye gore valide etmislerdir. Ertapenem’in i¢ standart olarak kullanildig
yontemde sabit faz olarak C18 kolon (150 x 4,6 mm; 5 um) ve koruyucu kolon olarak yine
C18 kolon hareketli faz olarak da pH= 2,2 olan % 2,2 fosforik asit:asetonitril karisimi ikili
(binary) gradient modda uygulanmistir. Ornek hazirlama asamasinda proteinlerin
coktiirilmesi i¢in asetonitril kullanilmigtir. Kalibrasyon egrisi araligi Meropenem igin 2-
200 pg/mL olarak LOQ degeri ise 2 ng/mL olarak tayin edilmistir. Meropenem igin geri
kazanim % 108,8 olarak bulunmustur (63).

2.1.3.5. Diger Yontemler

Khataee ve arkadaslar1 Meropenem’in tayini i¢in kemilliminesans yontemi
gelistirmislerdir. Meropenem’in belirlenebilmesi i¢in kemiliiminesans sistem KMnO4-
rodamin B’nin CdS quantum noktalar1 varliginda gerceklestirdigi reaksiyon sonucu

olusturulmustur. CdS quantum noktalarinin doénor, rodamin B’nin ise alict1 oldugu
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kemiliiminesans enerji transferi gerceklestirilmistir. Bu giigli sondiirme etkisine
dayandirilarak Meropenem tayini i¢in yeni kemosensor gelistirilmistir. Kalibrasyon egrisi
calisma aralig1 0.002-10.0 ug/mL olarak belirlenirken LOD degeri 0,8 pg/mL olarak tayin
etmislerdir (64).

Domes ve arkadaslart yirittikleri ¢alismada Meropenem, Moksifloksasin ve
Piperasilin’in idrardan tayini i¢in Raman spektroskopisi yontemi gelistirmislerdir. Analiz
edilen idrar ornekleri sigara icmeyen goniillii kisilerden saglandiktan sonra filtre edilerek
kullanilmistir. Rezonans eksitasyon/uyarilma dalga boylar1 244 ve 257 nm‘dir. LOD degeri
Meropenem i¢in 43,6 + 10,7 uM olarak tayin etmislerdir (65).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu tez calismasi Istanbul Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Analitik Kimya Anabilim

Dal1 Aragtirma Laboratuvari’nda gergeklestirilmistir.
3.1. Calismada Kullanilan Kimyasal Maddeler, Coziiciiler ve Cozeltiler
3.1.1. Kimyasal maddeler ve ¢oziiciiler

Caligsma siiresince kullanilan kimyasal maddeler ve ¢oziiciiler asagidaki gibidir;
Meropenem trihidrat (> % 98; Sigma Aldrich, Taufkirchen, Almanya)
Doripenem monohidrat (> % 98; Sigma Aldrich, Taufkirchen, Almanya)
Metanol (HPLC’ye uygun, > % 99,9; Merck, Darmstadt, Almanya)
Asetonitril (HPLC’ye uygun, > % 99,9; Merck, Darmstadt, Almanya)
Orto-fosforik asit (> % 85, ag.; Merck, Darmstadt, Almanya)
Asetik asit (% 100, ag.; Merck, Darmstadt, Almanya)
Hidroklorik asit (> % 37, ag.; Merck, Darmstadt, Almanya)
Sodyum kloriir (> % 99,5; Merck, Darmstadt, Almanya)
Ultra saf su (HPLC safliginda)

3.1.2. Cozeltiler
% 0,9 NaCl (0,154 M) Cézeltisi:

0,9 g sodyum kloriir tartilarak 100 mL’lik balon jojede saf su ile ¢oziindiiriildii ve

hacmine tamamlandi.

o-Fosforik Asit Cozeltilerinin Hazirlanmasi:

Ornek hazirlama asamasinda ¢oktiirme denemeleri icin kullanilan ¢dzeltiler

asagidaki sekilde hazirlanmistir.
» 0,0741 M igin; 0,5 mL o-fosforik asit (% 85, ag/ag) alinarak,
» 0,111 M i¢in; 0,75 mL o-fosforik asit (% 85, ag/ag) alinarak,
» 0,1483 M i¢in; 1 mL o-fosforik asit (% 85, ag/ag) alinarak,

» 0,1853 M i¢in; 1,25 mL o-fosforik asit (% 85, ag/ag) alinarak,
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100 mL’lik balon jojede metanol ile ¢ézilindiiriilerek hacmine tamamlandi.
» 0,741 M icin; 5 mL o-fosforik asit (% 85, ag/ag) alinarak,
» 1,112 M i¢in; 7,5 mL o-fosforik asit (% 85, ag/ag) alinarak,
» 1,26 M i¢in; 8,5 mL o-fosforik asit (% 85,ag/ag) alinarak,
» 1,483 M i¢in; 10 mL o-fosforik asit (% 85,ag/ag) alinarak,
» 1,853 M i¢in; 12,5 mL o-fosforik asit (% 85,ag/ag) alinarak,
100 mL’lik balon jojede saf su ile ¢oziindiiriilerek hacmine tamamlandi.

Asetik Asit Cozeltilerinin Hazirlanmasi:

Omek hazirlama asamasinda ¢oktiirme denemeleri icin kullamlan ¢ozeltiler

asagidaki sekilde hazirlanmistir.

» 0,873 M i¢in; 5 mL asetik asit (% 100, ag.) alinarak 100 mL’lik balon
jojede metanol ile ¢6ziindiiriilerek hacmine tamamlandi.

» 1,746 M icin; 10 mL asetik asit (%100, ag.) alinarak,

» 3,493 M i¢in; 20 mL asetik asit (%100, ag.) alinarak,

» 5,240 M i¢in; 30 mL asetik asit (%100, ag.) alinarak,

» 6,987 M i¢in; 40 mL asetik asit (%100, ag.) alinarak,
100 mL’lik balon jojede saf su ile ¢oziindiiriilerek hacmine tamamlandi.

Hidroklorik Asit Cozeltilerinin Hazirlanmasi:

Ornek hazirlama asamasinda ¢oktiirme denemeleri icin kullanilan ¢dzeltiler

asagidaki sekilde hazirlanmastir.
» 0,239 M i¢in; 2 mL hidroklorik asit (% 37, ag.) alinarak,
» 0,418 M i¢in; 3,5 mL hidroklorik asit (% 37, ag.) alinarak,
» 0,508 M i¢in; 4,25 mL hidroklorik asit (% 37, ag.) alinarak,
» 0,598 M i¢in; 5 mL hidroklorik asit (%37, ag.) alinarak,
» 1,196 M i¢in; 10 mL hidroklorik asit (%37, ag.) alinarak,

100 mL’lik balon jojede saf su ile ¢oziindiiriilerek hacmine tamamlandi.
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3.1.2.1. Hareketli Faz Cozeltileri
% 0,0001 Asetik Asit (1,746 mM) Cézeltisi:

50 pL asetik asit (% 100, ag/ag) alinarak 500 mL’lik balon jojede saf su ile

¢Oziindiriilerek hacmine tamamlandi.

3.1.2.2. Meropenem trihidrat Ana Stok Cozeltisi
250 mg Meropenem trihidrat tam olarak tartildi, 5 mL’lik balonjojede % 0,9 NaCl

ile ¢Oziindiiriildii ve hacmine tamamlandi (50 mg/mL Meropenem baza esdeger). Stok

¢oOzelti +4 °C de yaklasik 48 saat siire ile dayaniklidir.

HPLC Yontemi icin ana stok cozeltinin seyreltilmesi ile hazirlanan ara stok cozeltiler:

Stok ¢ézelti 1. Ana stok ¢ozeltiden 1 mL almarak % 0,9 NaCl ile 5 mL’ye

seyreltilerek konsantrasyonu 10 mg/mL olacak sekilde hazirlandi.

Stok ¢éazelti 2: Ana stok ¢ozeltiden 1 mL alinarak % 0,9 NaCl ile 10 mL’ye

seyreltilerek konsantrasyonu 5 mg/mL olacak sekilde hazirlandi.

Stok ¢ozelti 3: Ana stok ¢ozeltiden 1 mL almmarak % 0,9 NaCl ile 50 mL’ye

seyreltilerek konsantrasyonu 1 mg/mL olacak sekilde hazirlandi.

Stok ¢ozelti 4: Ana stok ¢ozeltiden 1 mL alinarak % 0,9 NaCl ile 100 mL’ye

seyreltilerek konsantrasyonu 500 ug/mL olacak sekilde hazirlandi.

Standart ¢ozeltilerin hazirlanmasi igin Stok ¢ozelti 4’den farkli hacimlerde (20 ve
50 pL) alinarak konsantrasyonlari 0,2, 1, 5 pg/mL, stok ¢ozelti 2°den farkli hacimlerde
sirayla (10, 30, 50, 60 pL) aliarak konsantrasyonlari 10, 30, 50, 60 ng/mL olacak sekilde
toplamda 7 farkli konsantrasyonda % 0,9 NaCl ¢ozeltisiyle seyreltilerek mutlak geri

kazanimda kullanilmak tzere hazirlandi.

Serumdan Ol¢ii egri hazirlanmasinda stok ¢ozelti 1,2,3 ve 4 kullanildi. Bu amagla
50 pL’sinde 0,2-60 pg Meropenem olacak sekilde stok ¢ozelti 1°den farkli hacimlerde
sirayla (500 puL ve 600 pL) alinarak konsantrasyonu 1000 ve 1200 pg/mL; stok ¢ozelti
2’den 600 pL almarak konsantrasyonu 600 pg/mL; stok ¢ozelti 3’den 1 mL alinarak
konsantrasyonu 200 ug/mL; stok ¢ozelti 4’den farkli hacimlerde sirasiyla (40 pL, 200 pL
ve 1 mL) alinarak konsantrasyonu sirasiyla 4, 20, 100 ng/mL olacak sekilde metanol ile

seyreltilerek toplamda 7 farkli konsatrasyonda standart ¢ozelti hazirlandi.
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3.1.2.3. i¢ Standart Cézeltisinin Hazirlanmasi

25 mg Doripenem baza esdeger Doripenem monohidrat tam olarak tartildi, 5
mL’lik balon jojede % 0,9 NaCl ¢ozeltisiyle ¢oziindiiriildii ve hacmine tamamlandi (5
mg/mL Doripenem baza es deger). Stok ¢ozelti +4 °C’de yaklasik 48 saat siire ile
dayaniklidir. 30 ug/mL konsantrasyondaki standart ¢ozeltisinin elde edilmesi ig¢in Stok
¢ozeltisinden 30 pL alindi ve % 0,9 NaCl ¢ozeltisi ile 5 mL’ye seyreltilmesiyle hazirlandi.
Serumdan 6l¢ii egrisi hazirlanmasinda 50 pL’sinde 30 pug Doripenem olacak sekilde stok

¢ozeltisinden 600 pL alind1 ve 5 mL’ye metanol ile seyreltilmesiyle hazirlandi.

3.2. Aletler ve Diger Gerecler
1. Ultraviyole ve goriiniir bolge spektrofotometre cihazi (Hitachi U-2900 UV/VIS)
2. Infrared Spektrometre cihazi (Bruker-Alpha)
3. Yiiksek Performansl Sivi Kromatografisi cihazi (Shimadzu Corporations Japan)
» DGU 20 As Degazer
LC 20 AT pompa sistemi (Shimadzu Corporations, Kyoto, Japan)
SPD-M20 A DAD Detektor (Shimadzu Corporations, Kyoto, Japan)
SIL-20 AC HT Otomatik numune 6rnekleyicisi
CT0-20A Kolon firim
» LC Solution Sistem yazilimi

>
>
>
>

Analitik kolonlar;
> Inertsil ODS-3 C18 kolon (150 x 3,9 mm; 5 um)
Inertsil ODS-3 C18 kolon (150 x 4,6 mm; 3 um)
Phenomenex ODS C18 (250 x 4,6 mm; 5 um)
Agilent XDB C18 Kolon (150 x 4,6 mm; 5 um)
Restek Pentaflorofenilpropil Kolon (150 x 4,6 mm; 5 pm)
Phenomenex Luna HILIC kolon (150 x 4,6 mm; 5 pm)
» Koruyucu kolon; Phenomenex ODS C18 (4,0 x 3 mm; 5 um)
Terazi (Denver Instrument TB 2150D)
Girdap Karistirict (IKA GENIUS 3)
Santrifiij cihaz1 (Hettich Mikro 22 R)
Ultra saf su cihazi (Pure Lab Elga)
Ultrasonik banyo (Elma Ultrasonic LC 30 H)
pH metre (Hanna pH 211)
10. Otomatik pipetler (Eppendorf 200 pL ve 1000 pL’lik)
11. Deney tiipleri (Vidali siyah kapakli, cam, 12 mL’lik)

YV V. V V V

© © N o g &
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12. Enjektor (1 cc, 2 cc ve 5 cc)

13. Enjektor Filtreleri (Nylon, 0.2 pm)

14. Balon jojeler (5, 10, 25, 50 ve 100, 500 mL’lik)

15. Beher (50, 100, 250 mLlik)

16. HPLC vialleri ve kapaklari (seffaf ve amber renkli; 2 mL’lik hacimli)
17. HPLC vial insertleri

18. Erlen (250 mL’lik)

19. Pastor pipetleri (2 mL’lik, cam)

3.3. Meropenem’in Biyolojik Sivilardan Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi

ile Analizi

Meropenem’in biyolojik sivilardan HPLC ile analizinin yapilabilmesi i¢in dedektor
dalga boylari, duran faz, kolon sicakligi, hareketli faz sistemi, hareketli faz akis hiz1 gibi
kromatografik kosullar belirlendi ve i¢ standart olarak kullanilacak madde arastirildi.
Belirlenen sartlar altinda gelistirilen yontem Meropenem’in biyolojik sivilardan analizine

uygulandi.
3.3.1. Kromatografik Kosullarin Belirlenmesi

Literatiir ¢alismalar1 géz oniine alinarak uygun hareketli faz belirlenene kadar bir
cok farkl sistem denenmistir. Sabit ve hareket faz sistemlerinin se¢imlerinde Oncelikle
Meropenem ve i¢ standart madde piklerinin uygun bir alikonma zamaninda eliie olmas1 ve
madde piklerinin hem birbirlerinden hem de biyolojik sividan gelen girisimlerden
ayrilmasina dikkat edildi. Hareketli faz olarak cesitli akis hizlarinda izokratik ve gradient
sistemlerde o-fosforik asit ve asetik asitin gesitli konsantrasyonlardaki c¢ozeltilerinin
asetonitril ve metanol gibi ¢oziiciilerle degisik oranlardaki karigimlari yani sira bu
cozeltilerin hekzan-1-siilfonik asit ve TEA gibi iyon ¢ifti olusturmaya yardimci ajanlar ile

karigimlar1 denenmistir.

Sabit faz se¢imi amaciyla dolgu maddeleri, ebatlart ve partikiil boyutlar1 farkli
kolonlar denenmistir. Bunlar da sirasiyla ebatlart 150 x 3,9 mm, tanecik boyutu 5 pm,
kolon boyu 150 x 4,6 mm, tanecik boyutu 5 um, ebatlar1 150 x 4,6 mm, tanecik boyutu
3 um ve ebatlar1 250 x 4,6 mm, tanecik boyutu 5 um olan farkl: tipte C18 kolonlar ve
kolon boyu 150 x 4,6 mm, tanecik boyutu 5 pm olan pentaflorofenil propil kolon ve
ebatlart 150 x 4,6 mm, tanecik boyutu 5 pum olan HILIC kolon kullanilarak 30 °C’de
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denemeler gergeklestirildi. Dedektor dalga boyunu belirlemek igin ise 290, 298, 300, 310
nm'de ¢alismalar yapildi. Elde edilen veriler Boliim 4.1.1°de yer almaktadir.

3.3.2. i¢ Standart Denemeleri

Biyolojik sivilarda HPLC yontemiyle yapilan ¢alismalarda siklikla ihtiya¢ duyulan
ic standart ile calisma prensibinden yola ¢ikilarak bazi 6n denemeler yapildi. Bunun igin
Imipenem, Doripenem gibi maddelerin i¢ standart olarak kullanilip kullanilmayacagi
arastirildi. Bolim 4.1.1°de belirtilen kromatografi kosullarinda HPLC ile analiz edildi.

Elde edilen sonuglar Boliim 4.1.2°de verilmistir.
3.3.3. Serumdan Meropenem’in Ekstre Edilmesi islemi

Biyolojik sivi uygulamalarinda plazmanin elde edilmesinde kullanilan sodyum
sitrat, EDTA vb. gibi maddelerin Meropenemin ekstraksiyona etki yapma ihtimali

disiiniilerek bu ¢calismada serum tercih edildi.

Ormnek hazirlama metodlar i¢inde genelde protein ¢oktiirme, s1vi-siv1 ekstraksiyonu
veya kati-faz ekstraksiyonu kullanilir. Serum proteinlerinin olasi girisimlerini engellemek
ve Meropenem’in serumdan ekstraksiyonunu gergeklestirmek icin sivi-sivi ekstraksiyon ve

coktlirme yontemine yonelik asagida ayrintilari verilen denemeler yapildi.
a) Swi-sivi Ekstraksiyon

500 pL serum ornegine Meropenem’in Sug/50uL ¢ozeltisinden ve Doripenem’in
5ug/50uL ¢ozeltisinden eklendikten sonra 900 uL Metanol ¢ozeltisinden ilave edildi. iki
dakika girdap karistirict ile karistirildiktan sonra 10 dakika (x1) 6000 rpm’de santrifiij
edildi. Santrifiij sonras1 st faz alinarak 2000 pL kloroform (CHCIz) ¢ozeltisinden ilave
edildi. Ardindan yine iki dakika girdap karistiricida karistirildiktan sonra 10 dk (x1) 6000
rpm’de santrifiij edildi. Santrifiij sonrast ayrilan organik faz alinarak 0,2 pm’lik filtreden

slizlildii. Elde edilen siiziintiiniin 20 pL’si HPLC sistemine enjekte edildi.

Bir bagka denemede 500 pL serum Ornegine Meropenem’in  Sug/50uL
¢ozeltisinden ve Doripenem’in 5ug/50uL ¢ozeltisinden eklendikten sonra 900 uL Metanol
¢ozeltisinden ilave edildi. Tki dakika girdap karistiricida karistirildiktan sonra 10 dakika
(x2) 6000 rpm’de santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi st faz alinarak %20’lik NaCl
¢ozeltisinden 50 uL ve 2000 pL Kloroform eklendi. Tekrar iki dakika boyunca girdap
karistiricida karistirildiktan sonra 10 dakika (x1) 6000 rpm’de santrifiij edildi. Santrifiij

sonras1 ayrilan organik faz alinarak 0,2 pm’lik filtreden siiziildii. Elde edilen siiziintiiniin
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20 puL’si HPLC sistemine enjekte edildi. Her iki denemenin de kromatogramlarinda
Meropenem ve Doripenem yayvan sekilde pik verdi. Bunun iizerine sivi-sivi ekstraksiyon

icin kullanilan ¢oziiciiniin santrifiij 6ncesi eklenerek denenmesine karar verildi.

500 puL serum ornegine Meropenem’in Sug/50uLl ¢ozeltisinden ve Doripenem’in
S5ug/50uLl ¢ozeltisinden eklendikten sonra 900 pL Metanol ve 5000 upL Kloroform
¢ozeltisinden ilave edildi. Iki dakika girdap karistiricida karistirildiktan sonra 10 dakika
(x1) 6000 rpm’de santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi ayrilan organik faz alinarak 0,2 pm’lik
filtreden siiziildii. Elde edilen siiziintiiniin 20 puL’si HPLC sistemine enjekte edildi. Aym
deneme santrifiij 6ncesi %20°1lik NaCl ¢ozeltisinden 50 pL eklenerek tekrar edildi.

Bir bagka denemede 500 pL serum Ornegine Meropenem’in  Spg/50uL
¢ozeltisinden ve Doripenem’in 5pg/50uL ¢ozeltisinden eklendikten sonra 900 uL. Metanol
cozeltisinden ilave edildi. 1ki dakika girdap karistiricite karistirildiktan sonra 10 dakika
(x2) 6000 rpm’de santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi iist faz alinarak 5000 pL Kloroform
eklendi. Tekrar iki dakika boyunca vortexte karistirildiktan sonra 10 dakika (x2) 6000
rpm’de santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi ayrilan organik faz alinarak 0,2 pm’lik filtreden
stizlildii. Elde edilen siizintiinin 20 pL’si HPLC sistemine enjekte edildi. Her iki

denemede de geri kazanimlar ¢ok diisiik ¢ikt.

Bunun tizerine ilk asamada ekledigimiz Metanol yerine benzer polariteye sahip
olan Asetonitril ve Aseton kullanilarak baska denemeler yapildi. 500 uL serum 6rnegine
Meropenem’in  5pg/50uL  ¢ozeltisinden ve Doripenem’in  5pg/50uL  ¢dzeltisinden
eklendikten sonra 1000 upL Asetonitril ilave edildi. iki dakika girdap karistiricida
karistirildiktan sonra 5000 pL Kloroform eklendi. Tekrar iki dakika boyunca girdap
karistiricida karistirildiktan sonra 10 dakika (x1) 6000 rpm’de santrifiij edildi. Santrifiij
sonrasi ayrilan organik faz aliarak 0,2 pm’lik filtreden siiziildi. Elde edilen siiziintiiniin
20 uL’si HPLC sistemine enjekte edildi ancak Meropenem piki goriilmedi. Bu sebeple
Kloroformun santrifiij sonrasi eklenerek c¢alismanin tekrar yapilmasia karar verildi. 500
pL serum oOrnegine Meropenem’in Sug/S0ul ¢ozeltisinden ve Doripenem’in Spug/50uLl
¢ozeltisinden eklendikten sonra 1000 pL Asetonitril ilave edildi. 1ki dakika girdap
karistiricida karistirildiktan sonra 10 dakika (x1) 6000 rpm’de santrifiij edildi. Santrifiij
sonrasi ist faz alinarak 5000 pL kloroform eklendi. Tekrar iki dakika boyunca girdap
karistiricida karistirildiktan sonra 10 dakika (x1) 6000 rpm’de santrifiij edildi. Santrifiij
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sonrast ayrilan organik faz alinarak 0,2 um’lik filtreden siiziildii. Elde edilen siiziintiiniin

20 puL’si HPLC sistemine enjekte edildi.

Bir sonraki denemede 500 pL serum Ornegine Meropenem’in  Sug/50uL
¢Ozeltisinden ve Doripenem’in Sug/50uL ¢ozeltisinden eklendikten sonra 1000 pL Aseton
ilave edildi. ki dakika girdap karistiricida karistirildiktan sonra 10 dakika (x1) 6000
rpm’de santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi iist faz alimarak 5000 pL Kloroform eklendi.
Tekrar iki dakika boyunca girdap karistiricida karistirildiktan sonra 10 dakika (x1) 6000
rpm’de santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 ayrilan organik faz alinarak 0,2 um’lik filtreden
stiziildii. Elde edilen siiziintiiniin 20 pL’si HPLC sistemine enjekte edildi. Metanol yerine
Asetonitril kullanildiginda pikler yarilma gosterdi, Aseton kullanildiginda ise Doripenem

pikine girisimler oldu ve Meropenem pikinin ise yine yayvanlastigi gozlendi.

Tiim bu denemelerin 151¢1Inda c¢alismaya proteinlerin uygun bir ¢oziicii ile

¢oktiiriilereck Meropenem’in elde edilmesine karar verildi.
b) Proteinlerin Coktiiriilmesi

Sivi-sivi  ekstraksiyon yontemiyle geri kazamimlarin diisiik ¢ikmasi iizerine
Meropenem’in serumdan ¢oktiirme metoduyla ekstre edilip edilemeycegi incelendi. Bu
denemeler i¢in 500 puL serum 6rnegine sirastyla Meropenem’in Sug/50puL ¢ozeltisinden ve
Doripenem’in 5pg/50puL ¢ozeltisinden eklendikten sonra 1000 pL Metanol ¢ozeltisinden
ilave edildi. Hafifce ¢alkalandiktan sonra 10 dakika (x2) 6000 rpm’de santrifiij edildikten
sonra ist faz alinarak 40°C’de azot altinda kuruluga kadar uguruldu ve kalinti (1:9)
oraninda MeOH: % 0,9 NaCl karisimin 1000 pL ilavesiyle ¢oziindiiriildiikten sonra 0,2
um’lik Nylon filtreden siiziildi. Elde edilen siiziintiniin 20 pL’si HPLC sistemine enjekte
edildi. Bu deneme ekstraksiyon ¢oziiclisii Metanol’iin hacmi 1500 pL’ye c¢ikarilip,
santriflij stiresi 10 dakika (x3) 6000 rpm’de olacak sekilde tekrarlandi. Azot altinda
ugurma sirasinda maddelerin bozunmas: sonucu piklerde yarilma goriildii. Bu sorunu
gidermek amaciyla santrifiij sonrast alinan fazin ugurma islemi yapilmadan direk HPLC
sistemine enjekte edilmesine karar verildi. Filtrasyon ve siizme asamasinda degisiklik

yapilarak ¢oktiirme yontemi yeniden denendi.

Bu amagla 500 pL serum Ornegine Meropenem’in 5 nug/50uL ¢ozeltisinden ve
Doripenem’in 5 pg/50 puL ¢ozeltisinden eklendikten sonra 1000 pL Metanol ¢ozeltisinden
ilave edildi. Hafifce ¢alkalandiktan sonra 10 dakika (x2) 6000 rpm’de santrifiij edildikten

sonra iist faz alindi. Once 0,45 pum sonra 0,2 um’lik Nylon filtrelerden siiziildii. Elde
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edilen stiziintiiniin 20 pL’si HPLC sistemine enjekte edildi. Sonucta Meropenem pikine
girisim gozlendi. Serumdan gelen girisimler ve hassasiyet diisiisii gz Oniine alinarak
santrifiij sonrasi tist faz1 ayirdiktan sonra tekrar azot altinda ugurma islemine déonme karari

verildi.

Maddelerin azot altinda ugurulmasi sirasinda bozunmasi dolayisiyla literatiir
taramasi1 yapildi. Literatiirdeki calismalarda farkli konsantrasyondaki NaCl ¢ozeltilerinin
standart ¢ozeltilere ilavesiyle karbapenem tipi antibiyotiklerin bozunmasmin geciktigi
belirtilmistir (66). I¢ standart ilave etmeden sadece etken maddenin bozunmasini
engellemek amaciyla seruma NaCl ¢ozeltisi eklenerek ¢oktiirme yontemi tekrar denendi.
500 pL serum 6rnegine Meropenem’in 5pug/200uL ¢ozeltisinden, % 0,9 NaCl ¢ozeltisinden
50 puL ve 750 puL Metanol eklendi. Hafifce ¢alkalandiktan sonra 10 dakika (x2) 6000
rpm’de santrifiij edildi ve santrifiij sonrasi iist faz alinarak 40 °C altinda azot altinda
kuruluga kadar uguruldu. Kalintt MeOH: % 0,9 NaCl (1:9) karisiminin 1000 pL ilavesiyle
¢oziindiikten sonra 0,2 um’lik filtreden siiziildii. Elde edilen siiziintiiniin 20 uL’si HPLC
sistemine enjekte edildi. Seruma eklenen NaCl ¢ozeltilerinin  konsantrasyonlari
degistirilmek suretiyle bu deneme sirayla % 1°lik, % 5°lik, % 20’lik, % 50’lik NaCl ve
doymus NaCl ¢ozeltilerinden 50’ser uL ve 50 mg ve 100 mg kati NaCl eklenerek
tekrarlandi. Etken maddenin bozunmasini engelleyen minimum NaCl konsantrasyonu
arastirildi. Ayni deneme ayni tuz ¢ozeltilerinin santrifiij sonrasi1 eklenmesiyle de denenerek
tekrarlandi. Ayn1 deneme azot altinda ugurulmasi sirasinda etken madde bozundugu i¢in
ugurma esnasindaki sicaklik 35°C’ye dusiiriilerek tekrarlandi. Bu deneme % 20°lik ve %
50’lik NaCl ¢ozeltilerinin 100 pL eklenmesiyle tekrar edildi. Ayn1 deneme % 20°’lik NaCl
cozeltisinden 200 pL ilave ederek ve azot altindaki ugurma islemini tam kuruluga kadar
beklemeden sonlandirmak suretiyle tekrarlandi. Santrifiij sonrast % 20’lik ve %50’lik
NaCl ¢ozeltilerini ekledigimizde geri kazanimlar biraz artmig olsa da maddelerin azot

altinda bozunmasi tamamiyle engellenemedigi i¢in farkli ¢oziim yollart arastirildi.

Geri kazanimin diisiik ¢ikmasi sebebiyle NaCl ¢ozeltisi yerine alternatif olabilecek
baska ¢ozeltiler arastirildi. Bozunma ihtimalini azaltmak amaciyla daha diisiik hacimlerle
caligilarak ugurma siiresinin kisaltilmasina karar verildi. Bu amagla 250 pL’lik serum
ornegine Meropenem’in  5ug/100ul  ¢ozeltisinden ve Doripenem’in  5pg/100uL
¢ozeltisinden eklendikten sonra 300 pL Metanol ¢o6zeltisinden ilave edildi. Hafifce

calkalandiktan sonra 10 dakika (x2) 6000 rpm’de santrifiij edildi ve santrifiij sonrasi iist faz
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alind1. Uzerine % 20’lik KCI ¢dzeltisinden 50 pL eklenerek azot altinda 30°C’de kuruluga
kadar uguruldu. Kalint1 (1:9) oraninda MeOH: % 0,9 NaCl karigiminin 500 pL ilavesiyle
¢oziindiikten sonra 0,2 um’lik filtreden siiziildii. Elde edilen siiziintiiniin 20 uL’si HPLC
sistemine enjekte edildi. Ayn1 deneme ekstraksiyon ¢oziiciisii 300 pL Metanol yerine 300
uL Asetonitril ile degistirelerek tekrarlandi. Ayn1 deneme santrifiij sonras1 % 20’lik NaCl
cozeltisinden 50 pL eklenmesiyle tekrarlandi. Ayni deneme Meropenem’in  ve
Doripenem’in 5 pg/50uL ¢ozeltilerinden ve santrifiij sonrasi % 20°1ik NaCl ¢6zeltisinin 50
uL eklenmesiyle tekrarlandi. Bu denemelerden sonra da geri kazanimlar yine diisiik ¢iktigi

gbzlendi.

Bunun iizerine farkli bir organik ¢oziicii ile ¢oktiirme metodu denendi. Aseton ile
coktiirme yaptiktan sonra azot altinda ucurma yaparak deneme yapildi. 500 pL serum
ornegine Meropenem’in Spug/50uL ¢ozeltisinden ve Doripenem’in Spug/50uL ¢ozeltisinden
eklendikten sonra 1000 pL Aseton ilave edildi. iki dakika girdap karistiricida
karistirildiktan sonra 10 dakika boyunca 6000 rpm’de santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi iist
faz alinarak % 20’lik NaCl ¢ozeltisinden 50 pL eklendi ve ardindan azot altinda 37°C’de
kuruluga kadar uguruldu. Santrifiij sonrasi iist faz alinarak 200 pL hareketli faz (Asetik
asit: Metanol) ilavesiyle ¢oziindiikten sonra 0,2 um’lik filtreden siiziildii. Elde edilen
stiziintiiniin 20 puL’si HPLC sistemine enjekte edildi. Kromatogramda etken maddenin ve

i¢ standardin piklerinin kuyruklandig1 gozlendi.

Bunun iizerine bagka bir denemede 500 pL serum Ornegine Meropenem’in
5png/50uL ¢ozeltisinden ve Doripenem’in Sug/50puL ¢ozeltisinden eklendikten sonra 1000
pL Metanol ilave edildi. Iki dakika girdap karistiricida karistirildiktan sonra 10 dakika
boyunca 6000 rpm’de santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi iist faz alinarak % 20’lik NaCl
cozeltisinden 50 pL eklendi ve ardindan azot altinda 33°C’de kuruluga kadar uguruldu.
Kalmti 500 pL hareketli faz (1,746 mM Asetik asit: Metanol) ilavesiyle ¢oziindiikten sonra
0,2 um’lik filtreden siiziildii. Elde edilen siiziintiiniin 20 pL’si HPLC sistemine enjekte
edildi.

Ugurma sirasinda maddelerin bozunmasindan dolayr daha az miktarlarda serum
ornekleriyle denemeler yapildi. 250 pL serum oOrnegine Meropenem’in Sug/50puL
¢oOzeltisinden ve Doripenem’in Sug/50uL ¢ozeltisinden eklendikten sonra 650 pL. Metanol
ilave edildi. 1ki dakika girdap karistiricida karistirildiktan sonra 0,45 ve 0,2 pm’lik

filtrelerden sirasiyla siiziildi. Elde edilen siiziintiiniin 20 plL’si HPLC sistemine enjekte
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edildi. Elde edilen kromatogramda piklerin yayvanlasip kirlilikler ile birlikte ¢ikmasi
tizerine tekrar santrifiij yapilmasina karar verildi. Yeni denemede 250 pL serum 6rnegine
Meropenem’in  S5pg/50uL  c¢ozeltisinden ve Doripenem’in Spug/50ul  ¢ozeltisinden
eklendikten sonra 650 uL Metanol ilave edildi. 1ki dakika girdap karstiricida
karistirildiktan sonra 10 dakika 6000 rpm’de santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi list faz
alinarak 0,2 pm’lik filtreden siiziildi. Elde edilen siiziintiiniin 20 pL’si HPLC sistemine
enjekte edildi. Elde edilen bu kromatogramda piklerin kuyruklanmasi ve yarilmasinin
sebebi c¢oktiirme islemi i¢in sadece Metanol kullanilmasindan kaynaklanabilecegini
diistindiirdii. Bunun iizerine yeni denemede Metanol ile birlikte hareketli faz karigimi da
ilave edildi. 250 pL serum Ornegine Meropenem’in  Sug/50ul  ¢ozeltisinden ve
Doripenem’in Spg/50ul ¢ozeltisinden eklendikten sonra 50 pL hareketli faz karigimi ile
600 uL Metanol ilave edildi. Iki dakika girdap karistiricida karistirildiktan sonra 10 dakika
(x1) 6000 rpm’de santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi {ist faz alinarak 0,2 um’lik filtreden
stiziildi. Elde edilen siiziintiiniin 20 pL’si HPLC sistemine enjekte edildi. Elde edilen bu
kromatogramda piklerin kuyruklanmasi bir onceki enjeksiyondaki kadar olmasa da yine de
devam ettigi igin hareketli faz karigimina yakin olabilmesi i¢in eklenen asit ¢ozeltisinin
konsantrasyonu degistirilerek denemelere devam edildi. Yeni denemede 250 pL serum
ornegine Meropenem’in Sug/50uL ¢ozeltisinden ve Doripenem’in Sug/50uL ¢ozeltisinden
eklendikten sonra 1,746 M asetik asit/suda ¢ozeltisinden 50 uL ve 600 puL. Metanol ilave
edildi. 1ki dakika girdap karistiricida karigtirildiktan sonra 10 dakika (x1) 6000 rpm’de
santrifiij edildi. Santrifiij sonrast iist faz alinarak 0,2 pm’lik filtreden siiziildi. Elde edilen
stiziintiiniin 20 pL’si HPLC sistemine enjekte edildi. Ayn1 deneme 3,493 M asetik asit
cozeltisinden 50 pL eklenerek tekrar edildi. Ayni1 deneme sirayla 1,746 M ve 3,493 M
asetik asit/suda ¢ozeltilerinden 100°er pL eklenerek ve 550 pL Metanol ilave edilerek
tekrarlandi. Elde edilen kromatogramlara gore piklerde az da olsa yayvanlagma gozlendi,
bunun iizerine ayn1 denemeler santrifiij olmadan tekrarlandi. Bu denemelerde 250 pL
serum Ornegine Meropenem’in Spg/50uL ¢ozeltisinden ve Doripenem’in Sug/50uL
cozeltisinden eklendikten sonra 1,746 M asetik asit ¢ozeltisinden 50 pL ve 600 pL
Metanol ilave edildi. ki dakika girdap karistiricida karigtirildiktan sonra sirasiyla 0,45 ve
0,2 pum’lik filtrelerden siiziilirken ortamdaki kirliliklerin filtreyi tikamasi sonucu
enjeksiyon yapilamadi. Bu sebeple denemelere santrifiij basamag tekrar eklenerek devam
edildi. Derisik asit katildikga madde bozunmaya ve pik alanlar1 da diismeye basliyor. Bu

sebeple yeni denemelerde 1,746 M asetik asit/su ¢ozeltisinden 50 pL oraninda eklenmesine
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karar verildi. Ortamdaki asit orani denemelerine hidroklorik asit, fosforik asit ve yine
asetik asitle devam edildi. 250 pL serum 6rnegine Meropenem’in Sug/S0uL ¢ozeltisinden
ve Doripenem’in 2pug/50uL ¢ozeltisinden eklendikten sonra 1,483 M fosforik asit/su
¢ozeltisinden 50 pL ve 600 pL Metanol ilave edildi. iki dakika girdap karistiricida
karigtirildiktan sonra 10 dakika 6000 rpm’de santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi iist faz
almarak 0,2 um’lik filtreden siiziildii. Ayn1 deneme sirayla 1,853 M, 1,26 M, 1,112 M ve
0,741 M fosforik asit/su ¢ozeltilerinden 50°ser uL; 1,196 M, 0,598 M, 0,508 M, 0,418 M
ve 0,239 M hidroklorik asit/su ¢ozeltilerinden 50°ser uL; 5,24 M ve 6,987 M asetik asit/su
¢ozeltilerinden 50°ser pL oranlarinda tekrarlandi. Fosforik asit denemelerinden elde edilen
kromatogramlarda piklerdeki yarilma kayboldu. Metanol ile seyreltilerek hazirlanan
fosforik asit ¢ozeltisi ile de denemelere devam edildi. Bu amagla 500 pL serum 6rnegine
Meropenem’in  Sug/50uL  ¢ozeltisinden ve Doripenem’in 2ug/50uL  ¢dzeltisinden
eklendikten sonra 0,1853 M fosforik asit/Metanol ¢ozeltisinden 400 pL ilave edildi. iki
dakika girdap karistiricida karistirildiktan sonra 10 dakika 6000 rpm’de santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasi Uist faz alinarak 0,2 pm’lik filtreden stiziildii. Hareketli faz karigimi
icerisinde asetik asit oldugu i¢in ayn1 deneme ¢oktiirme igin 0,871 M asetik asit/Metanol
cozeltisinden 400 pL kullanilarak tekrarlandi. Asetik asit kullanildiginda piklerde
genisleme gozlendi, fosforik asit kullanildiginda ise pik genislemesi sorunu gézlenmedi ve
geri kazanim degeri yiikseldigi goriildii. Bu asamadan sonra Fosforik asit miktar
degistirelerek sirasiyla 0,1483 M, 0,111 M ve 0,0741 M fosforik asit/Metanol
¢ozeltilerinden 400’er pL seklinde farkli oranlar ile yapilan ¢oktiirme islemleri sonucunda
0,111 M fosforik asit/Metanol ¢ozelti karisiminin 400 pL kullanilmasiyla hazirlanan serum
ornekleriyle en 1yi sonuclar elde edilmistir. Gergeklestirilen tlim 6rnek hazirlama islemleri
sonucunda Meropenem ve Doripenem’in serumdan ekstre edilmesinde bu 6rnek hazirlama

yontemi kullanilmasina karar verilmistir.

3.3.4. Serumdan Olg¢ii Egrilerinin Hazirlanmasi

500 pL serum (1 mL’ye % 0,9 NaCl ¢ozeltisi ile seyreltilmis) 6rneklerine 0,2-60
ng/50 pL araliginda 7 farkli konsantrasyondaki standart Meropenem ¢ozeltilerinden 50°ser
uL ve 30ug/50uL konsantrasyonundaki Doripenem ¢o6zeltisinden ilave edilmesinin
ardindan tizerlerine 0,111 M fosforik asit: MeOH karisimindan 400 uL eklendi ve 2 dakika
boyunca girdap karistiricida karistirildi. Daha sonra her bir 6rnek 10 dakika boyunca 6000

rpm’de santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 tist faz alinarak 0,2 plL’luk Nylon filtrelerden
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stiziildii ve ardindan HPLC sistemine 20’ser puL enjekte edildi. Elde edilen sonuglar Boliim

4.1.4°de verilmistir.

3.3.5. Geri Kazanim Oram

Meropenem’in serumdan mutlak geri kazanim oranini belirleyebilmek i¢in 1, 30 ve
50 ng/50uL’lik olmak tizere 3 farkli konsantrasyonda Meropenem katilmig serum ornekleri
analiz edildi. Ornek hazirlama ve kromatografi islemlerinden sonra elde edilen pik alanlari,
ayn1 konsantrasyondaki Meropenem’in % 0,9 NaCl ile hazirlanan standart ¢ozeltilerinden

elde edilen pik alanlari ile kiyaslandi. Elde edilen sonuglar Boliim 4.1.5°de verilmistir.
3.4. Analitik Yontem Gelistirme ve Validasyon Kriterleri

Yeni bir yontem gelistirilirken yontemin amaci, kapsami ve uygulamasi tanimlanir.
Performans parametreleri ve kabul kriterleri tanimlanir. Gelistirilen yontemin validasyonu
yapilir. Yontem validasyonu, metodun veya 6l¢iim prosediiriiniin belirlenen amaglara
uygunlugunun objektif olarak test edilerek yazili delillerle kanitlanmasidir. Analitik metot
validasyonu, bir metodun performansini belirlemek i¢in yapilan bir takim degiskenlere
gore test ve Olegme islemleridir. Cesitli alanlarda verilen pek ¢ok karar, yapilan 6l¢iimlerin
sonucuna dayanilarak verilir. Dogru karar verebilmek i¢in analitik 6l¢iim sonucunun dogru
ve tekrarlanabilir olmasi gerekir. Uluslar arasi kabul edilen ¢esitli gegerlilik (validasyon)
kriterleri mevcuttur. ISO/IEC, ICH, US EPA, US FDA, USP, cGMP gibi kurumlar
tarafindan belirlenmis kriterler kullanilmaktadir. Buna gore validasyon kriterleri genellikle
secicilik, dogrusallik, dogruluk, kesinlik, aralik, gozlenebilme ve tayin sinir1 ve stabiliteden
olusmaktadir.Yontem gelistirme islemi tamamlandiktan sonra analitik yontem validasyonu

ICH kilavuzu Q2’ye gore yapildi (67).

3.4.1. Segicilik

Bir analitik yontemin segiciligi; beklenen fiziksel ve kimyasal girisimler veya
engelleyiciler varliginda (serum, plazma, idrar gibi biyolojik matriksler, tablet yardimci
maddeleri vb.) sadece amaglanan bilesen veya bilesenleri dogru sekilde olgebilme

yetenegidir (67).

Yontemin seciciliginin tayini amaciyla, serumdaki calismalar i¢in bos deneme
yapilarak interferans madde varhigi ve hareketli fazdan gelebilecek bir girisim olup
olmadig: incelendi. Ayrica hem Meropenem hem de Doripenem piklerinin safliklart PDA

dedektor ile incelendi.
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Serum orneklerine ait kromatogramlar Boliim 4.2.1°de gosterilmistir.

3.4.2. Dogrusallik
Dogrusallik  araligi;  gelistirilen  yontemin  kabul edilebilir  duyarlilik,

tekrarlanabilirlik ve dogrusallikla sonuglar verdigi konsantrasyon araligidir (67).

Bir analitik metodun dogrusalligi numune ¢ozeltisindeki analiz edilen maddenin
konsantrasyon degerlerine karsilik elde edilen analiz sonuglarinin belirli bir aralik
dahilinde dogrusal olmasi olarak agiklanir. Bu dogrusal iliskinin gosterilebilmesi igin
serumda Boliim 3.3.3.4’de anlatildig sekilde Meropenem’i 7 farkli konsantrasyonda igeren
karigimlar hazirlanarak analiz yapildi. Meropenem i¢in dogrusallik araligi 0,2-60 ng/250
uL olarak caligildi. Kromatogramlardan elde edilen pik alanlarina karsi konsantrasyonlarin

dogrusallik grafikleri ¢izildi. Sonuglar Boliim 4.2.2°de gosterilmistir.

3.4.3. Dogruluk

Bir analitik yontemin dogrulugu bu yontem ile elde edilen analiz sonuglarinin
gercek (teorik) degerlere olan yakinligidir. Dogrusal aralik i¢inde yer alan en az 3 farkl
konsantrasyonun en az 3 tekrarli analizi yapilarak belirlenmeli ve % geri kazanim veya %

bagil ortalama hata olarak verilmelidir.

Gelistirilen yontem i¢in dogruluk c¢alismasi seruma 1, 30 ve 50 pg/50 plL’lik
konsantrasyonlarda hazirlanan Meropenem ve 30 pg/50 uL’lik konsantrasyonda hazirlanan
i¢c standartin (Doripenem) katilmasiyla yapilmistir. Elde edilen alan orani degerleri 6l¢ii
egrisi denkleminde yerine konularak konsantrasyon degerleri bulundu. Bu
konsantrasyonlarin teorik konsantrasyonlara boliimii sonucu ortaya ¢ikan ylizde geri

kazanimlar agagidaki denkleme gore hesaplandi ve sonuglar Boliim 4.2.3°de bildirildi.

] . Bulunan Konsantrasyon
% Geri Kazanim (verim) = x100
Eklenen Konsantrasyon

Geri kazanim sonuglarinin ortalamasi, standart sapma (SD) ve bagil standart sapma
(% RSD) degerleri hesaplandi.

3.4.4. Kesinlik

Bir analitik yontemin kesinligi 6lglim sonuglarinin birbirlerine yakinlhigini olarak

ifade edilir. Kesinlik 3 gruba ayrilarak incelenmektedir;
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a) Tekrarlanabilirlik: Ayni giin, ayni laboratuar, ayn: arastirmaci, ayni cihaz ile

yapilan paralel tayinler arasindaki uygunlugu ifade eder.

b) Ara Tekrarlanabilirlik: Farkli giinlerde, ayni laboratuar, ayn: arastirmaci, ayni

cihaz ile yapilan paralel tayinler arasindaki degiskenligi ifade eder.

C) Tekrar Uretilebilirlik: Cok ortakli ¢alismalarda laboratuarlar aras: kesinligin

tayini i¢in istenen bir parametredir.

Meropenem i¢in kesinlik ¢alismasi; ayni giinde ve farkli giinlerde 1, 30 ve 50 pg/50
uL’lik olmak tizere 3 farkli konsantrasyonda hazirlanan Meropenem’in Ve i¢ standart
Doripenem’in 30 pg/50 uL’de hazirlanan ¢ozeltilerinin seruma katilmasiyla yapilmistir.
Her konsantrasyon igin analizler en az 6 kez tekrarlandi. Elde edilen sonuglar % RSD
olarak Boliim 4.2.4’de verildi.

3.4.5. Gozlenebilme Sinir1
Bir analitik yontemin gozlenebilme sinirt (LOD), analizi yapilan 6rnegin belirdigi
fakat kantitatif sinirlar igerisine girmeyen en disik derisimdir. Dogrudan yapilan

deneylerden veya hesapla bulunabilir. Ug farkli sekilde bulunabilir;

a) Gorsel Degerlendirme ile Belirlenmesi; G6zlenebilme siniri, tespit edilebilen en

diisiik konsantrasyon olarak kabul edilmektedir.

b) Sinyal/Giiriiltii Orani ile Belirlenmesi; Diisiik konsantrasyondaki analitin sinyali
ile bos Ornegin sinyali karsilagtirilmaktadir. Sinyal/glriltii (S/N) orami 3:1 veya 2:1

arasinda olan konsantrasyon, gozlenebilme sinir1 olarak kabul edilmektedir.

C) Yamtin Standart Sapmasi ve Egim ile Belirlenmesi; Kalibrasyon egrisinin egimi

ve y eksenini kestigi nokta lizerinden asagidaki formiil kullanilarak hesaplanabilmektedir.

33

m

LoD =

o: Kalibrasyon dogrusunun y kesisiminin standart sapmasi
m: Kalibrasyon dogrusunun egimi

Yontemin gozlenebilme sinirt (LOD), kalibrasyon egrisinin egimi ve y kesisiminin
standart sapmasinin kullanildig1r denkleme goére hesaplandi. Elde edilen sonuglar Bolim

4.2.5°de verildi.
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3.4.6. Tayin Sinir1

Bir analitik yontemin tayin sinir1 (LOQ), analizi yapilan 6rnegin kabul edilebilir
diizeyde kesin ve dogru olarak miktarinin tayin edilebilecegi dogrusallik sinirlar: igerisine
girmeyen veya dogrusalligin en alt derisimini olusturan diizeyidir. Dogrudan yapilan
deneylerden veya hesapla bulunabilir. Ug farkl: sekilde belirlenebilir;

a) Gorsel Degerlendirme ile Belirlenmesi; Kantitatif tayin yapilabilen en kiigiik

konsantrasyon tayin sinir1 olarak kabul edilmektedir.

b) Sinyal/Giiriiltii Orani ile Belirlenmesi; Diisiik konsantrasyondaki analitin sinyali
ile bos drnegin sinyali karsilagtiritlmaktadir. S/N orani 10:1 olan konsantrasyon, tayin sinir1

olarak kabul edilmektedir.

) Yanitin Standart Sapmasi ve Egim ile Belirlenmesi; Kalibrasyon egrisinin egimi

ve y eksenini kestigi nokta iizerinden asagidaki formiil kullanilarak hesaplanabilmektedir.

10 e

LOQ =

o: Kalibrasyon dogrusunun y kesisiminin standart sapmasi
m: Kalibrasyon dogrusunun egimi

Yontemin tayin sinir1 (LOQ), kalibrasyon egrisinin egimi ve y kesisiminin standart
sapmasinin kullanildig1 denkleme gore hesaplandi. Elde edilen sonuglar Bolim 4.2.5°de

verildi.

3.4.7. Stabilite
(Cozelti stabilitesinin saptanmasi i¢in standart ¢ozeltiler 4°C’de karanlikta 8, 12, 24

ve 48 saat bekletilerek ¢alismalar yapilmis elde edilen sonuglar Boliim 4.2.6°da verilmistir.

Serum 6rneklerinde Meropenem’in stabilitesi igin 4° C’de 8 saat, ii¢ defa dondurma
¢ozme isleminden sonra, -20°C’de 14 giin saklama isleminden sonra ve otomatik numune
ornekleyicisinde 4° C’de 8 saat sonra Olglimler yapilmis sonuglar Bolim 4.2.6’da

verilmistir.

3.5. Serumdan Meropenem Miktar Tayini ve Uygulamasi
Y 6ntemin klinik uygulanabilirligini test etmek amaciyla, hasta goniilliilere 1000 mg
Meropenem’in intravendz olarak uygulanmasmin ardindan terapotik ilag diizeyi

incelenmistir.
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Serumda Meropenem miktar tayini amaciyla farkli yas grubuna ait farkli
enfeksiyonlara sahip goniillii 5 hastaya 24 saat boyunca 3 doz 1000 mg Meropenem’in
intravendz olarak uygulanmasindan sonra asagida belirtilen saat araliklarinda 5-6 mL
vendz kan ornekleri toplandir ve 6000 rpm’de 10 dakika santrifiijlendi. Bu islem sonunda
elde edilen serum ornekleri analiz edilene kadar -20°C’de saklandi. Toplanan ornekler

Bolim 3.3.3.4’de anlatildig: gibi analiz edildi. Hasta bilgileri asagida bahsedildigi gibidir:

Hasta 1: 79 yasinda kadin hasta serebrovaskiiler hastalik (SVH) teshisiyle tedavi
gormekte ve ayn1 zamanda Akciger enfeksiyonu vardir. Bu hastanin Meropenem’i yarim
saat siiren intravendz seklinde almasindan ardindan O, 2, 6, 16, 18 ve 24 saat sonraki

serum Ornekleri toplanmistir.

Hasta 2: 50 yasinda kadin hasta Kolanjiokarsinom teshisiyle tedavi gérmekte ve
ayni zamanda Perikolanjitik absesi (abdominal enfeksiyonu) vardir. Bu hastanin
Meropenem’i ii¢ saat siiren intravendz seklinde almasindan ardindan 0 ve 2,5 saat sonraki

serum Ornekleri toplanmistir.

Hasta 3: 72 yasinda kadin hasta Metastatik Pankreas kanseri (CA) teshisiyle tedavi
gormekte ve ayn1 zamanda Akciger enfeksiyonu vardir. Bu hastanin Meropenem’i yarim
saat siiren intravenoz seklinde almasindan ardindan O saat ve 1 saat 40 dakika sonraki

serum Ornekleri toplanmistir.

Hasta 4: 47 yasinda erkek hasta Kolanjiyo karsinom teshisiyle tedavi gérmekte ve
ayn1 zamanda kan kiiltirinde Psedumenos aureuginosa tespit edilmistir. Bu hastanin
Meropenem’i yarim saat siiren intravendz flakon seklinde almasindan ardindan 0 ve 2 saat

sonraki serum Ornekleri toplanmustir.

Hasta 5: 28 yasinda erkek hasta Pankreas apsesi teshisiyle tedavi gérmektedir. Bu
hastanin Meropenem’i yarim saat siiren intravenoz seklinde almasindan ardindan 0 ve 1,5

saat sonraki serum Ornekleri toplanmistir.

Elde edilen sonuglar Boliim 4.3’te verilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Meropenem’in Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi ile Tayini

4.1.1. Kromatografi Kosullarimin Belirlenmesi

Meropenem’in HPLC ile analizinin yapilabilmesi i¢in duran ve hareketli faz
secimi, akis hizi, kolon sicakligi, dedektor dalga boyu gibi kromatografik kosullar
belirlendi ve i¢ standart olabilecek madde arastirildi. Ayirma yontemi belirlendikten sonra
serumdan Meropenem analizi i¢in uygun ekstraksiyon yontemi belirlendi. Bu boliimde

belirlenen kosullar ile elde edilen sonuglara yer verilmistir.

Serumdan gelebilecek olasi girisimlerden Meropenem’in ayrilabilmesi 150 x 3,9
mm ebatlarinda tanecik boyutu 5 um olan bir Cig kolon kullanildi ve Meropenem ve ig¢
standart pikleri basarili bir sekilde ayrildi. Koruyucu kolon olarak da ebatlar1 4,0 x 3,0 mm,
tanecik boyutu 5 pm olan bir Cig kolon kullanildi. A (Metanol) ve B (1,746 mM Asetik asit
¢ozeltisi) olmak tizere iki bilesenden olusan bir hareketli faz segildi ve Tablo 4-1’de
verilen gradient programlama uygulandi. Akis hiz1 1 mL/dakika, dedektor dalga boyu 300
nm, kolon sicakligi 30°C ve enjeksiyon hacmi 20 pL olarak belirlendi.

Tablo 4-1: Hareketli fazin gradient programlamasi

0,
Zaman (dk) % A (Metanol) (1,746 mM Avetie asi cozeltisi)
0 10 90
1,65 10 90
1,66 15 85
10 15 85

4.1.2. i¢ Standart Secimi

Meropenem’in serumdan tayini i¢in Boliim 3.3.2°de bahsedilen etken bilesiklerle
en uygun i¢ standardi belirlemek iizere baz1 denemeler yapildi. Boliim 3.3.3’de anlatildig:
sekilde Ornek hazirlama metodu ile ¢alisildi. Elde edilen kromatogramlarin
degerlendirilmesi sonucu Imipenem’in serumdan ekstraksiyon verimi diisiik ¢ikarken,

Doripenem’in hem ekstraksiyon verimi yiiksek ¢ikmis hem de 4,06 dakika gibi uygun bir
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alikonma zamaninda izole ve keskin bir pik vermistir. Bunun iizerine Doripenem i¢

standart olarak seg¢ilmistir.

Sekil 4-1: Doripenem’in molekiil yapisi.

4.1.3. Serumdan Ekstraksiyon Islemi

Boliim 3.3.3°de anlatildig: sekilde, farkli organik ¢oziiciilerle sivi-sivi ekstraksiyon
denemeleri ve asidik, pH'lara getirilen serum o&rneklerinden g¢esitli ¢oziiciiler ile
proteinlerin ¢oktiirilmesi metodu denemeleri yapildi. Elde edilen verim degerleri ve
¢cozlici sistemleri Tablo 4-2’de goriilmektedir. Yapilan denemeler sonucunda
Meropenem’in tayini i¢in en yiiksek geri kazanimi saglayan 0,111 M fosforik asit/Metanol
karisiminin 400 pL kullanildigr ¢oktiirme metodu segildi. Gelistirilen 6rnek hazirlama

metodu Sekil 4-2’de verilmistir.

Tablo 4-2: Elde edilen verim degerleri ve ¢oziicii sistemleri

Yontem Ortam Coziicii Verim
Stvi-sivi ekstraksiyon MEtan_OI_ % 48,95
Asetonitril Kloroform %741
Aseton % 12,605
Metanol % 41,32
% 0,9 NaCl Aseton % 70,084
1,746 M HAc % 75,26
3,493 M HAC Metanol % 77,89
Coktiirme
0,111 M HzP04 % 94,94
1,483 M H3P0, Metanol % 72,88
1,260 M H3P0, % 63,147
1,853 M H3PO0,4 % 59,16




500 pL serum + 500 uL % 0,9 NaCl karigimindan
500 pL alimir.

l

50 uL. Meropenem standart

50 uL IS

!

0,111 M o-fosforik asidin/MeOH’deki ¢6zeltisinden
400 pL eklenir.

!

Iki dakika karistirma, 10 dakika 6000 rpm’de
Santrifiij

l

Santrifiij sonrasi iistteki faz alinir.

l

0,2 pm’lik naylon filtrelerden siiziiliir.

Sekil 4-2: Serumdan Ekstraksiyon Islemi.

42



4.1.4. Serumdan Olgii Egrisinin Regresyon Analizi

0,2-60 pg/50 pL konsantrasyon araliginda 7 farkli konsantrasyondaki standart
coOzeltilerin serum Orneklerine katilmasiyla hazirlanan 6rnekler Boliim 3.3.3’de anlatildig:

gibi ¢alisildi. Her konsantrasyona karsi elde edilen ortalama pik alan oranlar1 degerleri

yardimiyla 0,2-60 pug/250 pL araliginda ¢izilen 6lgii egrisi Sekil 4-3’de verilmistir.

Pik alan oranlarinin ortalamasi (Amer/Ais), SD ve RSD degerleri Tablo 4-3°de, en
kiiciik kareler yontemi uygulanarak alan oranlarinin ortalama degerlerinden hesaplanan

dogru denkleminden (A = mC + b [m = egim, b = kesim noktasi, C = konsantrasyon]) elde

edilen degiskenler ve korelasyon katsayilari (r) Tablo 4-4’de verilmistir.

Tablo 4-3: Meropenem’in 0,2-60 ug/250 nL konsantrasyon arahginda katkili serumda
hazirlanan 6l¢ii egrisine ait pik alan oranlar ve istatiksel verileri

AMer/AC:S 0,2 1 5 10 30 50 60

1 0,0076 0,0303  0,1865  0,4405 1,0759 1,8903 2,3276

2 0,0071 0,0283 0,1845 0,4328 1,06910 1,8624 2,2897

3 0,0070 0,0282  0,1840  0,4205 1,0690 1,8343 2,2486

4 0,0067 0,0283 0,1839  0,3754 1,0455 1,7762 2,2361

5 0,0065 0,0282  0,1837  0,3698 1,0383 1,7608 2,2244

6 0,0064 0,0268 0,1804  0,3512 1,0331 1,7642 2,2106

Ort. 0,0069 0,0283  0,1838  0,3984 1,0551 1,8147 2,2561

SD 0,0004 0,0011 0,0020 0,0374  0,0183 0,0553 0,0442
RSD (%) 6,41 3,89 1,06 9,41 0,17 3,05 1,96

A =0,0370 C - 0,0041
R?-0,9987
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Tablo 4-4: Tablo 4-3’de verilen 6l¢ii egrilerinin regresyon analizlerine ait parametreler

1 2 3 4 5 6 Ortalama

Egim 0,0381 0,0376 0,0370 0,0365 0,0363 0,0362 0,0370

Kesim 00001  0,0007 00022 00073 00079 00064  0,0041
noktasi
R2 09981  0,9984 09989  0,9986 09985 0,988  0,9987
2,5
y=0,037x- 0,0041
R2=10,9987
2
=
§ 1,5
%
2 1
0,5
0
0 10 20 30 40 50 60 70
Konsantrasyon (ug/250 pL)

Sekil 4-3: Meropenem’in 0,2-60 ng/250 pL konsantrasyon arahginda katkili serumda
hazirlanan 6lcii egrisi.

4.1.5. Gelistirilen Yontemin Geri Kazanim Oram

Meropenem’in serumdan geri kazanim oranini hesaplamak amaciyla 1, 30 ve 50
1g/250 pL olmak {iizere ii¢ farkli konsantrasyonda Meropenem igeren serum ornekleri
Bolim 3.3.3.5’de anlatildigi gibi ¢alisildi. Elde edilen sonuglara gore hesaplanan geri

kazanim oranlar1 Tablo 4.5’de verilmistir.



Tablo 4-5: Meropenem’in serumdan geri kazanim oram

Seruma katilan Bulunan % %
Meropenem konsantrasyon .
miktari (ng250 uL) £ sp ~ Ceri Kazamm RSD
(ng/250 pL)
1 0,8769 + 0,0297 87,69 3,40
30 28,6283 + 0,4949 95,42 1,73
50 49,1560 + 1,4956 98,31 3,04

4.2. Yontemin Validasyonu

4.2.1. Segicilik

Yontemin seciciligini tayin etmek amaciyla yapilan analizler

45

sonucunda

Meropenem ve IS piklerinin alikonma zamanlarinda hareketli fazin gradient sisteminden

ileri gelen degisim pikleri ile serumdaki proteinlerden kaynaklanan herhangi bir girisim
yapmadigl tespit edildi. Meropenem’in konsantrasyonu 50 upg/mL olan standart
¢ozeltisinin pik saflik indeksi 0,999977, IS (Doripenem’in) ise konsantrasyonu 30 ug/mL

olan standart cozeltisinin pik saflik indeksi 0,999981°dir. Katkili serum Ornegindeki

Meropenem pikinin saflik indeksi ise 0,999975°dir. Cozeltilere ait kromatogramlar Sekil

4-4, Sekil 4-5, Sekil 4-6 ve Sekil 4-7’de verilmistir.

mal

C:\LabSolutiong \DatalOlcayMerolmiDemetis.01.2017 bogserumi led PDA Ch1 300nm 4nm

o P rral et e e U L b et T L R TSR N . B— ¥ e

Sekil 4-4: Bos serum ornegine ait kromatogram.
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Sekil 4-5: 30 png ic standart ve 50 pg Meropenem katkili serum 6rnegine ait kromatogram.

maU

10027
4285nm
1290nm
75-4295nm

J300nm

4315nm
320nm

39

4.0 4.1 4.2 43 4.4 4.5 min

Sekil 4-6 : 30 pg/mL Doripenem standart ¢ozeltisinin pik safligi.

mau

= ZZSnm
285nm
290nm
295nm
300nm

4315nm
320nm

T

39

4.0 41 42 4.3 4.4 45 min

Sekil 4-7: 50 pg/mL Meropenem standart ¢ozeltisinin pik saflig.
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Purty Cunve
Zero Line

0.254

500 525

Sekil 4-8: 50 pg Meropenem katkili serum érnegindeki Meropenem pik saflig.

4.2.2. Dogrusalhk
Dogrusallik araligr 0,2-60 pg/250 uL olarak saptandi. Bu araliktaki 7 noktaya ait
dogrusallik grafikleri ve parametreleri ile ilgili sonuglar serum icin Bolim 4.1.4°te

verilmigtir.

4.2.3. Dogruluk

Meropenem igin serumda 1, 30 ve 50 nug/250 pL’lik konsantrasyonlarda yapilan
dogruluk calismalarina ait sonuglar Tablo 4-6’da verilmistir. RSD ve RME degerleri
serumda sirayla % 2,03-3,65 ve % 1,24-10,43 olarak bulundu.

Tablo 4-6: Serumda dogruluk degerleri

Seruma eklenen Meropenem miktart (ug/250 ul)

1 30 50
0,0425 20,3544 51,1958
0,9292 202107 50,4450
'?;’;‘;;;;;f;sa””asyo” 0,8909 29,1890 49,4832
0,8773 28,3680 49,3468
0,8719 281721 48,1157
0,8625 28,0816 47,6987
Ortalama 0,8957 28,7293 49,3808
RSD (%) 3,65 2,03 2,70
RME (%) 110,43 424 1,24

Geri kazanim (%) ort. 89,57 95,76 98,76
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4.2.4. Kesinlik
1, 30 ve 50 pg/250 uL’lik konsantrasyonlarda olmak iizere Meropenem igeren

serum Ornekleri Boliim 3.3.4’te anlatildig1 gibi ¢alisildi.

Ayn1 gilin icinde yapilan analizlere ait bagil standart sapma degerleri

Tablo 4-7’te verilmistir.

Farkl1 giinlerde yapilan analizler sonucu elde edilen veriler ve bagil standart sapma

degerleri Tablo 4-8’te verilmistir.

Tablo 4-7: Aym giin i¢inde yapilan serumda yapilan Meropenem analizlerinin
tekrarlanabilirligi

Seruma eklenen Meropenem miktart (ug/250 ul)

1 30 50
0,9415 29,3543 50,4589
i k 0,9292 29,2107 49,4832
Bulunan konsaigsyog 0,9043 29,0014 49,3468
(ug/250 pL)
0,8773 29,1890 49,4499
0,8719 28,1722 49,3468
0,8625 28,0816 47,6987
Ortalama 0,8979 28,8349 49,2974
RSD (%) 3,618 1,9438 1,807
RME (%) 110,22 -3,88 1,41

Tablo 4-8: Farkh giinlerde yapilan serumda yapilan Meropenem analizlerinin
tekrarlanabilirligi

Seruma eklenen Meropenem miktart (ug/250 ul)

1 30 50

0,9292 29,1890 50,4589

0,9194 29,1007 49,4741
Bulunan konsantrasyon 0,9043 290681 49,4499
(ug/250 uL)

0,8773 29,0014 49,0465

0,8625 28,1722 49,3468

0,8575 28,0816 47,6987
Ortalama 0,8917 28,7688 49,2458
RSD (%) 3,3871 1,744 1,8183

RME (%) -10,82 -4,104 -1,508
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4.2.5. Tayin Smir1 (LOQ) ve Gozlenebilme Sinir1 (LOD)
Gelistirilen yontemin tayin ve gozlenebilme sinir1, Boliim 3.4.5 ve 3.4.6’da verilen
kalibrasyon egrisinin y kesisiminin standart sapmasi ve egimin kullanildig1 denkleme gore

hesaplandi. LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 0,08 ve 0,3 pg/mL olarak bulunmustur.

4.2.6. Stabilite
Meropenem’in standart ¢ozeltilerinin stabilitesinin tayini i¢in Bolim 3.4.7°de
anlatildigr sekilde 4°C’de karanlikta 8, 12, 24 ve 48 saat bekletilerek yapilan galismalarin

sonucu Tablo 4-9°da verilmistir.

Tablo 4-9: 4 °C’ de karanlikta bekletilen standart Meropenem cozeltilerinin stabilitesi

Bulunan
Konsantrasyon % RSD % RME
(ug/250 ul) £ SD
Bagslangi¢ 29,5528 + 0,004 0,14 -1,49
8 saat sonra 29,5426 +0,016 0,06 -1,52
4°C’de ve 12 saat sonra 29,5271 + 0,005 0,02 -1,57
karanlikta 24 saat sonra 29,5104 + 0,0047 0,02 -1,63
48 saat sonra 29,4902 + 0,0049 0,02 -1,69

Serum Orneklerinde Meropenem’in stabilitesi i¢in 4° C’de 8 saat, li¢ defa dondurma
¢ozme isleminden sonra, -20°C’de 14 giin saklama isleminden sonra ve otomatik numune

ornekleyicisinde 4° C’de 8 saat sonra yapilan 6l¢iim sonuglar1 Tablo 4-10’da verilmistir.

Tablo 4-10: Serum 6érneklerinde Meropenem’in stabilitesi

Seruma eklenen

Meropenem Kosullar Bulunan % RSD % RME
miktart konsantrasyon
(30 ug/250 ul) (ug/250 ul)
49 C'de 8 saat 29,5470 + 0,005 0,017 -1,51
Otomatik numune 29,546 +0,004 0,014 -1,51
30 ornekleyisinde
4°C’de 8 saat
-20 °C’de 14 giin 28,7036 + 0,078 0,27 -4,3
3defadondurma- 28,488 + 0,004 0,013 5,04

¢Ozme isleminden
sonra




50

4.3. Serumda Meropenem Miktar Tayini ve Uygulamasi

Cesitli enfeksiyona sahip goniillii hasta grubundan 1000 mg Meropenem’in
intravendz olarak uygulanmasimin ardindan Bolim 3.5°de yazilan zaman araliklarinda
toplanan serum Ornekleri Boliim 3.5 ve 3.3.3.4° de anlatildig1 gibi analiz edilmistir. Bu
orneklerin icerdigi Meropenem miktar1 serum i¢in hazirlanan 6lgli egrilerine ait ortalama

dogru denkleminden bulunmustur (Tablo 4-3).

Hasta-1: Hasta Meropenem’i aldiktan 2, 6, 16, 18 ve 24 saat sonra alinan serum
orneklerinin konsantrasyonlar1 sirayla 3,27, 3,20, 2,44, 2,40 ve 0,6 ug/mL olarak
hesaplanmistir. Bu hastaya ait zaman-konsantrasyon iliskisini gosteren grafik Sekil 4-9°da

verilmistir.

Hasta-2: Hastanin Meropenem’i aldiktan 2 saat 30 dakika sonra alinan serum

orneginin konsantrasyonu 42,96 ng/mL bulunmustur.

Hasta-3: Hasta Meropenem’i aldiktan 1 saat 40 dk sonra alinan serum Orneginin

konsantrasyonu 12,64 pg/mL bulunmustur.

Hasta-4: Hasta Meropenem’i aldiktan 2 saat sonra alman serum Orneginin

konsantrasyonu 10,44 pg/mL bulunmustur.

Hasta-5: Hasta Meropenem’i aldiktan 1 saat 30 dakika sonra alinan serum

orneginin konsantrasyonu 2,12 pg/mL bulunmustur.

H-2, H-3, H-4 ve H-5"¢ ait sonuglar Tablo 4-11°de verilmistir.

Bulunan konsantrasyon (pg/mL)

Zaman (saat)

Sekil 4-9 : H-1’e ait zaman-konsantrasyon iliskisi.



Tablo 4-11: Hasta 2-5’e ait Serumda Bulunan Meropenem Konsantrasyon Degerleri
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Hasta Yas- Enfeksiyon Tipi Zaman Bulunan
Cinsiyet Konsantrasyon
(ng/mL)
H-2 50, Kadin Perikolanjitik apse 2 sa 30dk 42,96
(Kolanjiyo karsinom)
H-3 72, Kadin Akciger enfeksiyonu 1 sa 40 dk 12,64
(Metastatik Pankreas CA)
H-4 47, Erkek Psedumenos aureuginosa 2 sa 10,44
(Kolanjiyo karsinom)
H-5 28, Erkek Pankreas apsesi 1sa 30 dk 2,12
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5. TARTISMA

Meropenem genis spektrumlu beta-laktam antibiyotik sinifindan karbapenem alt
grubuna ait bir antibiyotiktir. Cok genis etki spektrumu, iyi klinik etkinligi ile
karbapenemler, agir enfeksiyonlarin baslangic tedavisinde ilk tercih edilecek olan
antibiyotikler i¢inde olduk¢a degerlidir. Pnémoni ve nozokomiyal pnémoni, idrar yolu
enfeksiyonlari, intra-abdominal enfeksiyonlar, yogun bakim {initelerindeki ciddi
enfeksiyonlarda, deri ve deri yapisina ait enfeksiyonlarda, menenjitte, endometrit ve pelvik
enflamatuvar hastaliklar gibi jinekolojik enfeksiyonlarin tedavisinde intravendz yolla

kullanilan Meropenem, 1996 yilinda FDA tarafindan onaylanmistir (5).

Yapilan literatiir arastirmalarma gére Meropenem’in hem farmasotik preparatlardan
hem de biyolojik sivilardan tayini i¢in UV spektrofotometresi, yiiksek performansli sivi
kromatografisi (HPLC-UV) ve ardisik kiitle spektrometresi (LC-MS/MS) yontemleri
bulunmaktadir. Genel olarak HPLC c¢alismalarina bakildiginda gelistirilen yontemde
plazma 6rnekleri sistem igerisinde yer alan ekstraksiyon kolon araciligiyla saflagtirilmis ve
ardindan analiz edilmistir (36, 38, 40). Geri kazanim araligin1 % 89-98 civarinda saglayan
bu sistem 6rnek hazirlama basamaginda biiylik bir kolaylik sunarken sistem icin gerekli
olan ekstraksiyon sistemi her laboratuvarda bulunabilecek 6zellikte degildir. Diger HPLC
caligmalarina goz atildiginda ise plazma 6rneklerinden Meropenem’in ekstraksiyon islemi
igin Ozel filtreli santrifiij cihaz1 kullanilmig ardindan sisteme enjeksiyon verilmistir (39, 48,
56). Bu cihaz da yapilan ¢alismalarda 0,05-100 pg/mL gibi genis dogrusallik araliklari elde
edilirken 6rnek hazirlama asamasinda zamandan tasarruf etmesi ve hizli analize olanak
saglamasiyla da biiyiikk bir kolayliktir. Ancak maliyetli olmasi dolayisiyla her
laboratuvarda uygulanabilecek bir sistem degildir. LC-MS/MS ile yapilan calismalar
incelendiginde plazmadan Meropenem’t % 77,6 geri kazanim orani saglayan caligmalar
(49) oldugu gibi 6rnek hazirlama asamasinda kati-faz ekstraksiyonu (SPE) ve geri
ekstraksiyon kullanilan ¢aligmalar da mevcuttur. Bu ¢alismalarda ise geri kazanim sirayla
% 62 ve % 59 olarak bulunmustur (44, 53). HPLC-MS ya da LC-MS/MS sistemleri ile
genellikle daha hassas ve duyarli ¢alismalar yapilmasina karsin giiniimiizde hala olduk¢a

pahali ve her laboratuvarda bulunamayacak cihazlardir.

Tiim literatlir ¢caligmalar1 g6z Oniinde bulundurarak bu doktora tez ¢alismasinda

Meropenem’in biyolojik sivilardan tayini i¢in HPLC-DAD dedektorii tercih edildi.
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Oncelikle HPLC analizi i¢in optimum kosullar1 belitlemek amaciyla gesitli denemeler
yapildi. Farkli polaritede gesitli oranlarda hazirlanan 20 mM (hekzano siilfonik asitli) o-
fosforik asit:ACN, 10 mM o-fosforik asit (TEA ile pH=7ye ayarland1):ACN , 10 mM
(Hekzano siilfonik asitli) o-fosforik asit: ACN; (80:20) ve (85:15) oranlarinda, 1 mM
tetraheptilamonyum iyod (pH=6,9): ACN; 0,2 M Borik asit tamponu (1 M NaOH ile
pH=7,2’ye ayarland1):MeOH; 1,746 mM Asetik asit: MeOH ¢o6ziicii karisimlart ¢esitli
oranlarda izokratik ve gradient programlar uygulanarak, degisik akis hizlarinda denemeler
yapilmistir. Denemeler sirasinda Meropenem ve i¢ standartin piklerinin uygun alikonma
zamaninda ayrilmadan eliie olmasi ve madde piklerinin hem birbirlerinden hem de
biyolojik sividan gelen girisimlerden ayrilmasina dikkat edildi. Sabit faz olarak da farkli
dolgu malzemelerine sahip HILIC, pentaflorofenil propil ve C18 kolonlar denenmistir.
Denenen sistemler arasinda en iyi ayrilma ebatlar1 3,9 x 150 mm, partikiil boyutu 5 pm
olan C18 kolon ile 1 mL/dk akis hiziyla 1,746 mM Asetik asit: Metanol ¢oziicii
karisimlarinin Tablo 4-1°de verilen gradient uygulamasi ile elde edilmistir. Bu kosullarda

Meropenem’in alikonma zamani 5,3 dakika olarak tespit edilmistir.

Farkli ila¢ maddelerinin denenmesi sonucu gelistirilen kromatografi kosullarina en
Iyi uyum saglayan Doripenem i¢ standart olarak belirlenmistir. Doripenem’in alikonma
stiresi 4,06 dakika olarak belirlenmistir. Analiz sonuglart Meropenem’e ait pik alanlarinin,

i¢ standarda ait pik alanlarina oranlamasi ile degerlendirilmistir.

Bu yontemin biyolojik sivilara uygulanmasinda plazmanin elde edilmesinde
kullanilan sodyum sitrat, EDTA vb. gibi maddelerin Meropenem’in serumdan ekstraksiyon

verimini etkileyecegi diisiiniilerek ¢alismada serum tercih edilmistir.

Serum proteinlerinin olasi girisimlerini engellemek ve Meropenem’in serumdan
ekstraksiyonunu gerceklestirmek icin sivi-sivi ekstraksiyon ve ¢oktiirme yontemine
yonelik farkli ¢6ziiciilerle Tablo 3-1’de anlatildig1 sekilde gesitli 6n denemeler yapilmustir.
Metanol-Kloroform ile yapilan sivi-sivi ekstraksiyon denemelerinde geri kazanimlar diisiik
cikmigtir. Asetonitril-Kloroform sistemi kullanildiginda piklerde yarilma gézlenmistir.
Aseton-Kloroform sistemi kullanildiginda ise madde ve i¢ standart piklerine Kirliliklerin
karistign ve piklerin yayvanlastigt belirlenmistir. Bu sebeple sivi-sivi ekstraksiyon
denemelerinden vazgecilmis, proteinlerin ¢oktiiriilmesi yontemi denenmeye karar
verilmistir. Coktiirme yontemi denemeleri igin gesitli ¢oziiciiler ve asidik reaktifler

kullanilds. Ik olarak Metanol ile ¢oktiirme islemi yapildi ve santrfiij sonrasi alinan iist faz
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azot altinda kurumaya birakildi. Ardindan % 0,9 NaCl: Metanol karisimiyla ¢6ziindi ve
enjeksiyona verildi. Yapilan enjeksiyonda maddenin ve i¢ standart piklerinin yarildigi
g6zlendi. Bunun {izerine literatiir taramas1 yapild1 ve karbapenem tipi antibiyotiklerin NaCl
¢oOzeltisi ilavesiyle bozunmasiin geciktigi bildirilmistir. Boylece maddelerin bozunmasini
engellemek igin tuz ¢ozeltilerinin konsantrasyonu artirarak deneme yapilmaya Kkarar
verildi. Sirayla %1°lik, %5°lik, %20°lik, %50°1lik ve doymus NaCl ¢ozeltileri ve katt NaCl
eklenerek calisma tekrarlandi. Bu denemeler sonucunda da maddelerin azot altinda
ucurulma sirasinda bozunmasinin tamamiyle engelenemedigi i¢in NaCl yerine alternatif
olabilecek farkli ¢ozeltiler arastirildi. Ayni1 deneme % 20’lik KCl ¢ozeltisi ile tekrarlandi.
Geri kazanimin yine diisiik ¢ikmasi iizerine farkli organik ¢oziiciiler ile ¢oktiirme metodu
kullanilarak denemelere devam edildi. Asetonitril ve Aseton kullanilarak ¢oktiirme islemi
tekrarlandi. Coktiirme islemi ardindan santriflij ve azot altinda ugurma islemi tekrarlandi.
Azot altinda ugurma sonrasi hareketli faz karisimi (asetik asit: metanol) kullanilarak
enjeksiyona verilen serum Orneklerinin piklerinde kuyruklanma goriilmesi ve geri
kazanimin diisiik ¢ikmasi {izerine azot altinda ucurma isleminden vazgecildi. Santrfiijj
sonrast siizme islemi ardindan direk enjeksiyon yaparak denemelere devam edildi. Yeni
denemelerde ¢oktiirme ¢Oziiciisii olarak hareketli faz ve metanol karigimi kullanildi. Elde
edilen kromatogramlarda piklerin yine kuyruklandig igin ¢oktiirme ¢6ziiclisii karisiminin
hareketli faza yakin olabilmesi amaciyla degisik konsanstrasyonlarda farkli asitli ¢ozeltiler
eklenmesine karar verildi. Ortamdaki asit oran1 denemelerine asetik asit, hidroklorik asit ve
fosforik asit kullanildi. Biitliin bu denemeler sonucunda Meropenem ve i¢ standart
Doripenem’in serumdan en uygun ekstraksiyon metodunun Sekil 4-2’de anlatildigi iizere

o-fosforik asit:MeOH karigimi ile yapilan ¢oktiirme metodu olduguna karar verildi.

Belirlenen kosullarda ¢alisilarak 0,2-60 pg/250 pL konsanstrasyon araliginda olgii
egrisi hazirlanmis ve konsantrasyona karsilik gelen pik alan oranlariyla en kiigiik kareler
yontemi uygulanarak dogru denklemi hesaplandi. Denklem A = 0,0370 C - 0,0041 ve R?-
0,9987 olarak bulundu.

Gelistirilen yontemin LOD ve LOQ degerleri 6l¢ii egrisi yardimiyla hesaplandi. Bu
amagcla egrinin y kesisiminin standart sapmasinin 6l¢ii egrisinin egimine orant o/m degeri
LOD igin 3 ile LOQ’yi bulmak i¢in 10 ile ¢arpildi. Elde edilen sonuglara gére hesaplanan
hesaplanan LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 0,08 ve 0,3 ug/mL olarak bulundu.



55

Gelistirilen yontemin tekrarlanabilirligini belirlemek i¢in aynmi giinde ve farklh
giinlerde disiik, orta ve yiliksek olmak {izere 3 farkli konsantrasyonda (sirasiyla
1 ug/250 pL, 30 pg/250 pl, 50 pg/250 uL) Meropenem igeren serum Ornekleri 6 kez
analiz edilmis ve analizlere ait RSD % 1,818 -3,618 degerleri yontemin kesinliginin yeterli

derecede yiiksek oldugunu kanitlamistir.

Yontemin dogrulugunu belirlemek amaciyla 1, 30 ve 50 pg/ 250 pL
konsantrasyonlarda Meropenem igeren katkili serum orneklerinde geri kazanim g¢alismasi
yapildi. Bu amagla katkili serum oOrneklerinden elde edilen pik alan oranlari, standart
Meropenem ile galisilarak elde edilen olgii egrisinde yerine konularak konsantrasyon
hesaplanmis, bulunan sonuglar % geri kazanim olarak bildirildi. Yapilan analizler
sonucunda % 2,03-3,65 araligindaki RSD degerlerinde serumdan ekstraksiyonla ortalama

geri kazanim orani % 89,57-98,76 arasinda bulundu.

Gelistirilen yontem Meropenem’in terapotik ilag diizeyi takibi igin farkl
enfeksiyonlara sahip goniillii hastalardan ¢esitli zaman araliklarinda alinan serum
orneklerine uygulanmistir. Elde edilen sonuglari inceledigimizde Meropenem’in hasta
kaninda kisa siirede Cmaks’a ulagmasinin ardindan (ilag¢ viicuttan idrar yoluyla hizla atildig
icin) 1-2 sa araliginda viicuttaki ila¢ konsantrasyon degerleri hizla diismeye baglamistir. H-
1 i¢in 3,27 pg/mL, H-2 i¢in 42,96 pg/mL, H-3 i¢in 12,64 pg/mL, H-4 igin 10,44 ng/mL,
H-5 i¢in 2,12 pug/mL konsantrasyon degerleri bulunmustur. H-2, H-3 ve H-4’e ait bulunan
konsantrasyonlar diger hasta grubunun kandaki ilag konsantrasyon degerlerinden daha
yiiksektir, yani ilaglarin viicuttan atilimi daha yavastir. Bu hastalarin farkli cinsiyet, farkli
yas grubu araligi ve farkli tip enfeksiyonlara sahip olmalari disinda tek ortak noktalari
kanser hastalar1 olmalaridir. Kanser tedavisine yonelik kullanilan kemoterapétik ajanlarla
olugabilecek ilag etkilesimleri dolayisiyla veya hastanin bdbrek ve Kkaraciger
metabolizmasinin bozunabilmesi sebebiyle ila¢ atilim mekanizmasinda degisikliklere yol
acabilecegi diisiinlilmektedir. Literatiirde de kanser hastalarinin metabolizmasi ve ilag
direncini inceleyen ¢aligmalar bulunmaktadir (68, 69). H-2’nin en yiiksek deger ¢ikmasinin
sebebi ise bu hastanin alerjisi dolayisiyla ilaci ii¢ saat gibi daha uzun siirede intravenoz
sekilde almasidir. H-1 ve H-5’e ait hasta grubu enfeksiyon disinda ¢ok ciddi bir hastalik
gecirmemektedir. Kanserli hasta grubuyla kiyaslandiginda farkli cinsiyete ve farkli yas

araligina sahip olmalarma ragmen ilacin viicuttaki atilimi daha hizli oldugundan ilag
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diizeyi diisiik konsantrasyonlarda ¢ikmistir. Sonuglara bakildiginda her iki hasta grubunun

da kendi aralarinda uygunluk gosterdigi goriilmiistiir.

Bugiine kadar yapilan literatiir calismalar1 incelendiginde Meropenem’in biyolojik
stvilardan tayini i¢in gelistirilmis yontemler arasinda bu tez calismasi yiiksek geri kazanim
orani, Ornek hazirlama kolayligi ve analiz siliresinin kisa olmasinin yam sira diisiik
maliyetli olmastyla 6nemli iistlinliikler saglamistir. Gelistirilen ve valide edilen bu yontem
kolay klinik uygulanabilirligi sayesinde Meropenem’in terapotik ilag monitdrizasyonu

takibi icin rahatlikla kullanilabilecek niteliktedir.
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Shimadzu LCsolution Analysis Report ====

C:\LabSolutions\Data\Olcay\MeroimiDemet\02.11.2017 doripenem30ug .lcd
: Admin
- doripenem std.30 ug

1

42

: 20 uL

: 02.11.2017 doripenem30ug .lcd
: meroimii.lcm

Default.ler
:02.11.2017 12:29:32
:02.11.2017 12:40:35
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Doripenem’in konsantrasyonu 30 ug/mL olan standart ¢6zeltisinin HPLC Kromatogrami
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==== Shimadzu LCsolution Analysis Report ====

C:\LabSolutions\Data\Olcay\MeroimiDemef\02.11.2017. meropenem50ug .lcd

Acquired by : Admin

Sample Name : meropenem std. 50 ug
Sample ID :

Tray# 1

Vail # 131

Injection Volume 1200l

Data File Name :02.11.2017.meropenem50ug .lcd
Method File Name : meroimii.lcm

Baich File Name :

Report File Name : Default.ler

Data Acquired 102.11.2017 10:57:29
Data Processed :02.11.2017 11:05:01
<Chromatogram>
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Meropenem’in konsantrasyonu 50 pg/mL olan standart ¢zeltisinin HPLC kromatogrami
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Shimadzu LCsolution Analysis Report ====

<Chromatogram>
C:\LabSolutions\Data\Olcay\MeroimiDemef\05.01.2017 .bosserum1.lcd
mAU
E 3 PDA Multi 1
200 -
150
100
50 o
j - g
1 SNE s g
o >~ ik 9
] T T
T T T | T T T T | T T ‘ T T T | T T T | T T T ‘ T
0.0 25 5.0 75 10.0 12.5 15.0
min

Bos serum 6rneginin HPLC kromatogrami
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65

C:\LabSolutions\Data\Olcay\MeroimiDemet\02.11.2017.6rnekliserum50'ug .lcd
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30 pg/mL Doripenem ve 50 pg/mL Meropenem katkili serum drnegine ait HPLC kromatogrami
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