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OZET

Noropatik Agrida Kullanilan Pregabalin Etkin Maddesinin Farkh Ortamlarda
Miktar Tayini i¢in Analitik Yontemlerin Gelistirilip Valide Edilmesi ve
Tavsanlarda Kullanimi Esnasindaki Metabolom Profilinin Belirlenmesi

Amag: Bu calismada, gesitli pregabalin igeren farmasotik formiilasyonlarda

analitik yontemlerle miktar tayini i¢in yontem gelistirilmesi ve kronik pregabalin

kulllaniminda plazmada meydana gelen metabolomik degisim incelenmistir.

Materyal ve Metot: Pregabalinin kromofor grubunun bulunmamasi dolayisiyla
2- naftil aldehit ile tiirevlendirme yapilarak goriiniir hale getirilmistir. Spektrofotometrik
Olclimlerde 221 nm se¢ilmistir. Birinci tiirev spektrofotometri yonteminde ise dalga boyu
236 nm olarak belirlenmistir. HPLC-UV analizlerinde 275 nm’de HPLC-FLD analizlerde
ise eksitasyon ve emisyon dalga boyu olarak 221 ve 353 nm segilmistir. Tavsan

plazmasinin analizi i¢in Q-TOF kiitle spektrometresi kullanilmistir.

Bulgular: Gelistirilen yontemlerimizin uygun dogruluk ve kesinlik degerlerine
sahip olduklar1 gosterildi. Metabolomiks ¢alismasinda ise gelistirilen modelimiz 10666
metabolitten 207 tanesi istatistiksel olarak anlamli olarak bulundu. Bunlarin 95 tanesinin

PR

asag1 yonlii 112 tanesinin yukar1 yonlii olarak degistigi bulundu.

Sonuc¢: Gelistirilen UV spektroskopisi ve birinci tiirev spektroskopisi
yontemlerinin dokme ve farmasotik formiilasyonlarda pregabalinin miktar tayini i¢in
giivenilir ve gegerli bir yaklagim saglamistir, HPLC-UV ve HPLC-FLD ydntemlerinin
hem farmasoétik formiilasyonlarda hem de dokme ¢ozeltilerde pregabalini belirlemek igin
etkili, hassas ve giivenilir oldugu bulunmustur. Pregabalin uygulamasi1 6ncesi ve sonrasi
tavsan plazmalarinda belirgin metabolit farkliliklar1 gézlemlenmistir. PLS-DA skor
grafikleri, iki grup arasinda 6nemli bir metabolomik ayrigmay1 ortaya koymustur. ROC
egrileri, modelin yiiksek 6zgiilliik ve segicilige sahip oldugunu gdstermis, AUC degerleri
kalibrasyon ve ¢apraz dogrulama setleri igin sirasiyla 1.00 ve 0.9989 olarak bulunmustur.
Yapilan metabolit ve yolak analiziyle pregabalinin metabolom profilinde olusturdugu

farkliliklar, yan etkileri ve bagimlilik metabolizmasinin degerlendirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Analitik yontem gelistirilmesi, HPLC, metabolomiks,

pregabalin, spektrofotometri, validasyon
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ABSTRACT

Development and Validation of Analytical Methods for the Quantification of the
Active Ingredient Pregabalin Used in Neuropathic Pain in Different Environments
and Determination of Metabolome Profile During Use in Rabbits

Aim: The aim of this study was to develop analytical methods for the
quantification of various pregabalin-containing pharmaceutical formulations and to

investigate metabolomic changes in plasma during chronic pregabalin use.

Material and Method: Since pregabalin has no chromophore group, it was
rendered visible by derivatisation with 2-naphthyl aldehyde. For spectrophotometric
measurements, 221 nm was chosen. In the first derivative spectrophotometry method, the
wavelength was determined as 236 nm. In HPLC-UV analyses, 275 nm and in HPLC-
FLD analyses, 221 and 353 nm were selected as excitation and emission wavelengths. Q-

TOF mass spectrometer was used for the analysis of rabbit plasma.

Results: Our developed methods were shown to have appropriate accuracy and
precision. In the metabolomics study, 207 out of 10666 metabolites were found to be
statistically significant by our developed model. Of these, 95 were found to vary

downward and 112 upward.

Conclusion: The developed UV spectroscopy and first derivative spectroscopy
methods provided a reliable and valid approach for the quantification of pregabalin in
bulk and pharmaceutical formulations, HPLC-UV and HPLC-FLD methods were found
to be efficient, sensitive and reliable for the determination of pregabalin in both
pharmaceutical formulations and bulk solutions. Significant metabolite differences were
observed in rabbit plasma before and after pregabalin administration. PLS-DA score plots
revealed a significant metabolomic segregation between the two groups. ROC curves
showed that the model had high specificity and selectivity, with AUC values of 1.00 and
0.9989 for the calibration and cross-validation sets, respectively. The metabolite and
pathway analysis evaluated the differences in the metabolome profile, side effects and

addiction metabolism of pregabalin.

Key Words: Analytical method development, HPLC, metabolomics, pregabalin,

spectrophotometry, validation
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1. GIRIS

Noropatik agri, sinir sistemi hasarina bagli olarak ortaya ¢ikan ve tedavi edilmesi
zor olan bir agr tiiriidiir. Bu tiir agrilarin tedavisinde yaygin olarak kullanilan ilaglardan
biri olan pregabalin, sinir iletimini modille ederek agriyr hafifletir. Pregabalin,
antiepileptik ve anksiyolitik etkileriyle de bilinmekte olup, ozellikle ndropatik agri
yonetiminde Onemli bir tedavi segenegi haline gelmistir. Ancak, pregabalinin
farmakokinetik ve farmakodinamik ozelliklerinin daha iyi anlasilabilmesi igin farkli
biyolojik ve farmasotik ortamlarda miktar tayinlerinin hassas yontemlerle yapilmasi
gerekmektedir.

Bu ¢alisma, pregabalin etkin maddesinin ¢esitli ortamlardaki miktar tayini igin
yiiksek hassasiyete sahip analitik yontemler gelistirip valide etmeyi ve kronik kullanim
durumunda tavsan plazmasindaki metabolomik profili belirlemeyi amaglamaktadir.
Gilinlimiizde, pregabalinin miktar tayini i¢in ¢esitli analitik yontemler gelistirilmis olsa da
farkli ortamlar ve kosullar altinda daha hassas ve giivenilir yontemlerin gelistirilmesi
gerekliligi devam etmektedir. Ozellikle pregabalinin uzun siireli kullanimmin
metabolomik etkileri {lizerine ¢aligmalar bulunmamaktadir; bu calisma, alandaki bilgi
eksikligini gidermeye yonelik 6nemli bir katki saglamay1 hedeflemektedir.

Bu tez calismasi, hem miktar tayini i¢in yeni analitik yontemler gelistirip bunlarin
validasyonunu saglayarak hem de pregabalinin kronik kullaniminin metabolom profili

tizerindeki etkilerini inceleyerek mevcut literatiire yenilik¢i bir bakis agis1 sunmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Noropatik Agn

Somatosensoriyel sistem, viicudun pozisyonunu ve hareketini algilayarak
cevreyle etkilesimini saglayan bir sistemdir. Giinliik aktiviteler ya da acil durumlardan
kacinmak gibi durumlarda rol alarak viicudu yonlendirir. Bu sistem disardan gelen digsal
ve viicuttan gelen i¢sel uyaranlari algilayarak yorumlar. Bu sistem dokunma, basing, agri,
sicaklik, konum, hareket ve titresim algilarini toplayarak islemektedir. Bu sistem bes
reseptor tlriinden olusmaktadir. Bunlar soguk veya sicak uyaranlara yanit veren
termoreseptorler, mekanik wuyaranlara yanit veren mekanoreseptorler, kimyasal
bilesenlere cevap veren kemoreseptorler, kasinti uyaranlarina tepki veren pruriseptorler
ve agr1 uyaranlaria tepki veren nosiseptorlerdir. Yaralanma veya herhangi bir hasar
durumunda, 6nce nosiseptorler olarak da bilinen birinci siradaki néronlar aktive edilir. Bu
nosiseptorler, agr1 sinyallerinin iletilmesinden sorumludur. Bu sistemdeki lezyonlar veya
hastaliklar, sinir sisteminde omurilige ya da beyne giden sinir iletiminde diizensizliklere
neden olmaktadir (Colloca ve ark., 2017).

Agri, Uluslararast Agr1 Arastirmalar1 Dernegi tarafindan "gercek veya potansiyel
doku hasariyla iliskili veya buna benzer hos olmayan bir duyusal ve duygusal deneyim"
olarak tanimlanmaktadir (Raja ve ark., 1939). Kotii bir deneyim olmasina ragmen viicut
biitiinliiglinlin korunmasi i¢in gereklidir. Genellikle yaralanma ve travma sonucu gelisen
ve li¢ aydan kisa olan agrilara akut agri, bu doku hasarimin ge¢gmemesi halinde devam
eden ve li¢ aydan fazla siiren tekrarlayan agrilara kronik agri denilmektedir (Treede ve
ark., 2015). Kiiresel prevalansinin %20 oldugu diistiniilmektedir (Shupler ve ark., 2019;
Zelaya ve ark., 2020). ABD’de yapilan bir arastirmaya gore agr1 tedavisi maliyetinin kalp
hastaliklari, kanser ve diyabet harcamalarindan daha yiiksek maliyetli oldugu

gosterilmistir (Gaskin ve Richard., 2012). Noropatik agri, genellikle islev kaybi, kaygi,



depresyon, rahatsiz uyku ve bozulmus bilis gibi diger sorunlarla iligkili oldugundan,

yasam kalitesini 6nemli 6l¢iide bozabilir.

Kronik agrilar icerisinde tedavisi en zor olanlardan biri hastalarin yaklasik %7-
10’unda ortaya ¢ikan noropatik agridir (Van Hecke ve ark., 2014). Somatosensoriyel
sistemdeki lezyonlar veya hastaliklar sonucunda sinir sisteminde yaralanmalar meydana
gelir. Bu yaralanmalar diizensiz sinir iletimlerine neden olmaktadir (Colloca ve ark.,
2017). Bu sinir yaralanmalar1 sonucunda lezyon bélgelerindeki néronlarda, bagisiklik
hiicrelerinde ve glial hiicrelerde sinyal dalgalanmalar1 meydana gelir (Mapplebeck ve
ark., 2017). Noronlarda, bagisiklik hiicrelerinde ve glial hiicrelerde sinir hasar1 sonucunda
periferden omurilige anormal girdiler gonderilir. Bu sistemde hasar olan biitiin hastalarda
noropatik agr1 goriilmez. Ancak noropatisi olan hastalarda tipik olarak yanma ve agrili

olmayan hafif temaslardan bile agr1 semptomlar1 goriilmektedir.

Epidemiyolojik ¢aligmalarda kullanilmasi i¢in hastaligin basit tani kriterlerinin
olmamas1 dolayisiyla hastaligin insidans1 ve prevelans: tam olarak bilinmemektedir.
Kronik noropatik agri insidansinin Birlesik Krallik’ta % 10-14, ABD’de %710-12
oldugunu bildiren ¢alismalar mevcuttur (DiBonaventura ve ark., 2017; Fayaz ve ark,
2016). Diinya genelinde ise insidansinin %7-10 oldugu bildirilmistir (Colloca ve ark.,
2017). Noropatik agri kadinlarda ve elli yas tstii insanlarda daha fazla goriilmektedir,
ayrica agrilar bel, ayak ve bacak gibi alt ekstremitelerde ve boyunda goriilmektedir

(Bouhassira ve ark., 2008).

Agrn yonetiminde genellikle semptolarin tedavisine odaklanilmaktadir, bunun
sebebi agrinin nadiren tedavi edilmesidir. Tedavide birinci basamak ilaclar arasinda
pregabalin, gabapentin, seratonin geri alim inhibitorleri ve ¢esitli trisiklik antidepresanlar
bulunur (Attal, 2019). Trisiklik antidepresanlar asir1 doz intihar1 ve hastalarda biligsel
bozulmalara yol agtig1 i¢in tercih edilmemektedir (Hennemann-Krause ve Sredni, 2016).
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Ayrica kardiyovaskiiler sistemdeki kan akisini azalttigi i¢in bazi hasta gruplarinda da
kullanilmamaktadir (Rowbotham, 2015). Seratonin geri alimini bloke eden ilaglar
potansiyel yan etkileri ve yoksunluk sendromu nedeniyle tercih edilmemektedir (Fava ve
ark., 1997; Gong ve ark., 2021). Pregabalin veya gabapentinin trisiklik antidepresanlarla
veya opioidlerle beraber kullanimi monoterapiye gore daha etkilidir, hatta kullanilmasi
gereken pregabalin veya gabapentin dozunda da azalma saglamaktadir (Finnerup ve ark.,
2015). Ikinci ve iigiincii basamak ilaglarin haricinde omurilik stimiilasyonu, transkraniyal
ve epidural stimiilasyon, derin beyin stimiilasyonu gibi girisimsel tedavi yontemleri de

bulunmaktadir (Shinu ve ark., 2022).

2.2. Voltaj Bagimh Kalsiyum Kanallar:

Kalsiyum, canli hiicrelerin fonksiyon ve yapilarin siirdiirebilmeleri i¢in gerekli
bir iyondur. Kalsiyum iyonlar1 hiicrede sinyal iletimi, kas kasilmasi, norotransmitter
salinimi ve hiicresel biiylime gibi ¢esitli ve dnemli rollerde gorev almaktadir. Kalsiyum
kanallar1, Ca?* akimin1 diizenleyerek hiicre i¢i metabolik olaylar1 regiile ederler. Iyon
kanallari, hiicre membraninda bulunan ve membran iyon gegirgenligini diizenleyen
protein yapilardir. Voltaj bagiml kalsiyum kanallar1 (VCGG) da bunlardan biridir. Farkli
iyon tiirlerinin ge¢isini diizenleyerek hiicredeki elektriksel aktiviteler koltrol edilir. Voltaj

kapil1 Ca?* kanallari, membran depolarizasyonuna yanit olarak Ca®"

nin hiicrelere girisine
aracilik eder. Elektrofizyolojik ¢alismalar L-, N-, P-, Q-, R- ve T tipi olarak adlandirilan

farkli Ca?* akimlarin ortaya koymaktadir (Catterall, 2000).

VCGG farkli alt birimlerden olusan kompleks protein yapilardir. Bu kanallar bes
alt birimden olugmaktadir. Bu birimler alfa-1(a1), alfa-2(a2), beta (f), sigma (o) ve
gamadan (y) olusmaktadir (Sekil 2.1) (Mustafa, 2018; Zamponi ve ark., 2015). Bu
yapilardan on adet a-1 alt birimi, dort adet alfa-2-sigma (0.28) kompleksi, dort adet f alt

birimi ve iki adet y alt birimi oldugu bilinmektedir (Catterall, 2000). Bu protein
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yapilarinin alt dallarindan olan a2d-1 bolgesi, epilepsi ¢esitlerinde ve kronik ndropatik

agrida kullanilan gabapentinoidlerin terapotik hedefidir (Zamponi ve ark., 2015).

Sekil 2.1. Voltaj kapili kalsiyum kanalinin alt birimlerinin goriiniimii

Gabapentinoid ilaglarin hedefi olan 026 boélgesini dort ilgili protein ailesi temsil
etmektedir. Bunlar a0 tip 1, 020 tip 2, 020 tip 3 ve a20 tip 4 proteinleridir. Bu proteinler
amino asit ve modifikasyon agisindan birbirlerine benzerdir. @28-2, 026-3 ve 026-4
proteinlerinin a20-1 proteinleriyle benzerligi sirasiyla %54, %26 ve %25’tir (Canti ve
ark., 2003). a26-1 ve a»26-2 beyin ve kalp dahil birgok dokuda bulunmaktadir. a26-3 beyne
Ozgii olarak bulunmaktayken, 026-4 endokrin dokularda ve beyinde diisiik miktarda
bulunmaktadir (Canti ve ark., 2003). @20-2 geninin silinmesi sonucunda ndbet
duyarliliginin artmasi ve ani ndbet olusumuna yol agtigini gdsteren caligmalar vardir

(Barclay ve ark., 2001; lvanov ve ark., 2004).

2.3. Gabapentinoidler

Gabapentinoidler, y-aminobiitirik asit (GABA) tiirevi olan ilaglardir. 1970’lerde
norolojik bozukluklarin tedavisi igin ilag¢ kesif ¢alismalar1 sirasinda ortaya ¢ikmislardir
(Thorpe ve Taylor, 2007). GABA inhibisyonunun nobetlere neden olan kilit
norotransmitter oldugu bilinmekteydi. Bu yiiksek afiniteli GABA baglanma bdlgeleri,
dorsal omurilik ve beyin boyunca mevcuttur. Ancak, kan-beyin bariyerini gegemeyen

gabapentinoidlerin biyoyararlanimimin artirilmasi i¢in karbon omurgasina eklemeler
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yapilmistir. Bu ilaclar yapisal olarak GABA ile benzer olmalarina ragmen, GABA
reseptorii tizerinden etki etmemektedirler (Sekil 2.2). Gabapentinoidler VGCC’yi inhibe
ederek calisirlar (Calandre ve ark., 2016). Gabapentinoidler, dorsal boynuzdaki pre-
sinaptik terminallerde «20-1 birikimini inhibe eder ve hayvan modellerinde agrili
uyaranlara yanit1 azaltir (Bauer ve ark., 2010). Gabapentinoidler, astrositlerden tiiretilen

trombospondinin a20-1'e baglanmasini bloke ederek yeni uyarici sinapslarin olusumunu

engeller (Park ve ark., 2016).
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Sekil 2.2. GABA, mirogabalin, gabapentin ve pregabalinin yapisal karsilastirmasi

Gabapentinoidler benzer etki mekanizmalarin1 paylasirlar ancak farmakokinetik
ve farmakodinamik 6zellikleri bakimindan 6nemli 6l¢iide farklilik gosterirler. Epilepsi
caligmalarina dayali olarak, pregabalin ve gabapentinin EC50 degerlerinin sirasiyla
yaklasik 9.77 ve 23.9 mg/mL oldugu tahmin edilmistir, bu da pregabalinin gabapentinden
yaklagik 2.4 kat daha gii¢lii oldugunu gostermektedir (Bockbrader ve ark., 2010).
Pregabalin, yiiksek dozlarda bile kalsiyum kanallarini tamamen bloke etmedigi i¢in asir1
doz vakalarinda da giivenlikli kullanimi olan bir ilagtir (Ben-Menachem, 2004).
Pregabalin ve gabapentin diisiik protein baglanmasi, renal atilim ve ilag-ilag etkilesimleri
olmamasi yoniinden birbirine benzerdir (Bockbrader ve ark., 2010). Ancak pregabalinin
emiliminin hizli ve yiiksek olmasi, 028 alt birimine alt1 kat daha gii¢lii baglanmasi, zirve

derisiminin gabapentinden ii¢ kat daha fazla olmasi nedeniyle daha fazla tercih
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edilmektedir. Pregabalinin noropatik agr1 tedavisinde analjezik olarak iki ila dort kat daha
giiclii oldugu gosterilmistir (Bryans ve Wustrow, 1999).

Gabapentinoidlerin kétiiye kullanim egilimi, ilk olarak 2010 yilinda Isvec advers
olay raporlama sistemine gonderilen on alt1 pregabalin kétiiye kullanimi raporuyla ortaya
cikmustir (Schwan ve ark., 2010). Gabapentinoidin yanlis kullanimi/istismarinin altinda
yatan nedenler tam olarak anlagilamamistir ve arzu edilen etkiler, kullanicilar arasinda
biiyiik farkliliklar gdstermektedir. Ofori ya da diger degisen biling durumlarina ulasmak
icin kotliye kullanimin yani sira yeterince tedavi edilmemis veya tan1 konmamis tibbi
durumlan kendi kendine tedavi etmek ig¢in ilacin kdtiiye kullanimi yer almaktadir.
Gabapentinoidin istismari, son yillarda artan bir egilim gostermektedir. gabapentinoid
kotiiye kullaniminin saglik tizerindeki olumsuz etkileri, toplumda daha fazla farkindalik

ve diizenleme gereksinimini giindeme getirmektedir.

2.3.1. Gabapentin
GABA kan beyin bariyerini gecemedigi icin pasif difiizyonla bu engeli asan

lipofilik bir GABA analogu olan gabapentin gelistirilmistir (Satzinger, 1994). 1987
yilinda yapilan caligmada fokal ve jeneralize kontrolsiiz epilepsisi olan hastalarda
gabapentin kullanimi sonucunda nébet sikliginda yaklasik %30’luk bir azalma oldugunu
tespit etmislerdir (Crawford ve ark., 1987). Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi tarafindan
1993 y1linin Aralik ayinda eriskin hastalarda fokal nobetler i¢in adjuvan antiepileptik ilag
olarak onay ald1 (Williams ve ark., 2023). Anksiyete ve panik bozukluklarina kars1 da
faydali oldugu oOnerilmistir, ancak bu hastaliklarin tedavisi ic¢in yiiksek dozlarda
kullanilmas1 gerekmektedir (Serpell ve Pain, 2002). Gabapentinin etki mekanizmasi tam
olarak anlasilmamistir. Gabapentin, GABA analogu olmasina ragmen GABA
metabolizmasini, tasinmasini veya GABA reseptorlerini etkilemez. Bazi caligmalar,
gabapentinin postsinaptik ndrotransmitter saliniminda yer alan a4 alt birimini igeren

VDCC inhibe ettigini one stirmektedir (Tran-Van-Minh ve Dolphin, 2010). Gabapentinin
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yan etkileri arasinda yorgunluk, ataksi, bas agrisi, kilo alimi, ishal, ¢ift gérme, bas
donmesi, bacak 6demi, titreme ve kusma bulunmaktadir (Morris 111, 1995).

2.3.2. Pregabalin

Pregabalinin ITUPAC adi (3S)-3-(aminometil)-5-metilhekzanoik asittir ve
kimyasal formiili C8H17NO2’dir. Beyaz kristal yapidaki bu bilesigin molekiil agirlig
159.229 g/mol olup, farmakolojik olarak aktif izomeri S formudur. Pregabalin, vigabatrin
ve gabapentin gibi GABA analogu bir bilesiktir. Pregabalinin fizikokimyasal 6zellikleri
Tablo 2.1°de sunulmustur (Wesche ve Bockbrader, 2005; Bockbrader ve ark., 2010).

Tablo 2.1. Pregabalinin fizikokimyasal 6zellikleri

Pregabalinin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri Degerleri
Molekiil kiitlesi (g/mol) 159.23
pKa 4.2

pKb 10.6
Coziiniirliigii (suda) (mg/mL) 32.1
Kaynama noktasi (°C) 274
Erime noktasi (°C) 186-188
Amax (NM) 180

Gabapentinin daha gii¢lii bir alternatifi olarak tasarlanmistir. GAMA-GABA
inhibisyonu, ndbetlere kars1 koruyucu bir etkiye sahip oldugu bilinen bir inhibitor
norotransmitterdir. Ancak kan-beyin bariyerini gecemedigi i¢in biyoyararlanimin
artirmak amaciyla ¢esitli lipofilik gruplar eklenmistir. Bu c¢alismalar sonucunda
gabapentin ve pregabalin ila¢ molekiilleri kesfedilmistir (Satzinger, 1994). Pregabalin
yapisal olarak gabapentin ile iligkilidir. Pregabalin kan beyin bariyeri boyunca difiizyonu
kolaylastirmak i¢in 3- konumunda substitiye edilen bir lipofilik GABA analogu olarak
tasarlanmistir. Pregabalinin tasarlanmasinda GABA molekiiliinden yola ¢ikildig1 igin S-

[+]-3-izobiitilgaba olarak da adlandirilmaktadir.



Pregabalin, Aralik 2004'ten itibaren Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA) tarafindan
diyabetik periferik noropati ve postherpetik nevralji ile iliskili néropatik agrinin tedavisi
i¢in onaylanmig ve 2005 yilindan itibaren kismi baslangigli ndbetleri olan eriskinlerde
kullanim amactyla pazarlanmaya baglanmistir (Tassone ve ark., 2007). Pregabalin GABA
ile yapisal olarak iligkili olmasma ragmen etkisini GABA reseptorleri iizerinden
gostermemektedir (Ben-Menachem, 2004; Spina ve Perugi, 2004). Yani yapisal bir
benzerlik vardir ancak fizyolojik olarak bu iki molekiil arasinda benzerlik yoktur.
Pregabalin baslica epilepsi, noropatik agr1 ve genel anksiyete bozukluklarinda olmak
tizere ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (Huckle, 2004). Endikasyon dis1
kullanimi; bipolar bozukluk, karmasik bolgesel agri sendromu, dikkat eksikligi
bozuklugu, huzursuz bacak sendromu, periyodik uzuv hareketi, uyku bozukluklari, bas
agrilari, alkol yoksunluk sendromu, kronik sirt agrisi, fibromiyalji, viseral agr1 ve akut
postoperatif agr1 gibi ¢ok ¢esitli durumlarin yonetimini igerir (Gonzalez-Bueno ve ark.,
2015).

Pregabalin kan-beyin bariyeri ve hiicre zarini, L-amino asit tagima sistemi olan
0zel L-transport sistemi ile ge¢mektedir. Fareler iizerinde yapilan c¢aligmalarda
pregabalinin baglanma kapasitesinin 6nemli dl¢lide degistigi gosterilmistir. Pregabalin
farelerinin korteksinde %84, hipokampusda %80, kaudat putamende %66, lomber dorsal
boynuzda %70 ve beyincikte %37 oraninda baglanma gostermektedir (Lotarski ve ark.,
2014).

2.3.2.1. Pregabalinin Farmakokinetigi

Suda yiiksek oranda ¢oziinen pregabalin bagirsakta hizla emilmektedir ve yaklagik
bir saat icerisinde en yiiksek kan derisim oranina ¢ikmaktadir. Ince bagirsaktaki emilimin
yani sira kolonun ¢ikan kisimlarinda da pregabalin emilimi vardir (Bockbrader ve ark.,

2000; Chincholkar, 2020). Pregabalin ile tadavi edilen hastalarda pregabalinin



farmakokinetiginin dogrusal oldugu bulunmustur (Bockbrader ve ark., 2010).
Pregabalinin gidalarla bir etkilesimi yoktur, bu nedenle gidalarla birlikte tiiketilmesi
halinde emilimi etkilenmemektedir (Bockbrader ve ark., 2010).

Pregabalin oral kullanim sonrasinda plazma maksimum derisimine 1.3 saatte
ulasir ve doruk plazma derisimi yaklasik %90°dir (Corrigan, 2001; Bockbrader ve ark.,
2010). Yiiksek yagli kahvalti ile normal bir kahvalti yapan bireyler arasinda yapilan
calismada iki grup arasindaki gozlemler benzer olarak bulunmustur. Yaglh kahvalti
tilketiminde emilim hiz1 azalsa da emilim kapsami iizerinde etkisi yok denecek kadar
azdir. Gida tiiketiminde farklilik olarak Cmax Seviyesi %25-35 oraninda azaldigi ve Tmax
sliresinin yaklasik ti¢ saate ¢iktig1 bildirilmistir (Bockbrader ve ark., 2010, Bockbrader ve
ark., 2010).

Plazma proteinlerine baglanmayan pregabalinin diger ilaclarla bir etkilesimi
yoktur. Pregabalin ana sitokrom P450 sistemi izoenzimlerini inhibe etmez veya
indiiklemez; bu nedenle, nadiren hepatik disfonksiyonla iliskilidir. LAT-1 tarafindan
kan-beyin bariyerinden aktif olarak tasinir (Takahashi ve ark., 2018). Suda oldukga iyi
¢ozilinen pregabalinin dagilim hacmi 0.5 L/kg'dir (Bockbrader ve ark., 2010). Tek doz
pregabalin uygulanmasindan ardindan alinan beyin omurilik sivis1 (BOS) orneklerinde
pregabalin derisiminin %1 ile %30 arasinda bulundugu gosterilmistir. BOS pregabalin
doz zirve derisiminin daha ge¢ oldugu ve daha yavas azaldigi bulunmustur (Ben-
Menachem ve ark., 1992). Tek dozlamadan sonra 24 saatlik bir siirede uygulanan
pregabalin dozunun %0.2’si anne siitiine ge¢mektedir ve yine maksimum pik derigimi
ulagma stiresi diisiik ve gecikmelidir (Lockwood ve ark., 2016).

Pregabalin insanlarda ¢ok diisiik miktarda metabolize olmaktadir. Karacigerde
¢ok az metabolizmasi vardir. N-metillenmis bir tiirevi olan metaboliti, alinan pregabalinin

yaklagik %1'ini olusturur (Corrigan, 2001; Einarsdottir ve ark., 2008).
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Pregabalinin eliminasyon yolu idrarla atilmasidir. Plazma proteinlerine baglanma
oran1 diisiik olan pregabalinin %98’i degismemis olarak idrarla atilir (Sweetman, 2009).
Kreatin Klerensi 100 mL/dk olan hastalarda pregabalinin bobrek klerensi, glomertiler
filtrasyon hizindan (~70 mL/dk) daha az olarak bulunmustur. Bu degerler tiibiiler yeniden
emilimi gosterir. Yani pregabalin i¢in renal klirens degeri glomeriiler filtrasyon hizindan
daha diisiiktiir, bu da renal klirenste tiibiiler bir yeniden emilim siirecinin rol oynadigini
gosterir (Wesche ve Bockbrader, 2005). Eliminasyon yarilanma 6mrii yaklasik 6.3 saattir,
24-48 saat iginde kararli duruma ulasmaktadir (Bockbrader ve ark., 2010). Birikme,
olumsuz etkilere yol agan bobrek yetmezligine neden olabilir (Chincholkar, 2020).

Pregabalinin farmakokinetik parametreleri Tablo 2.2°de gdsterilmistir.

Tablo 2.2. Pregabalinin farmakokinetik parametreleri

Farmakokinetik Parametreler Degerleri

Tmax (saat) 1(0.7-1.3)

T Y (saat) 6 (5.5-6.7)
Biyoyararlamim > %90

Plazma proteinlerine baglanmasi %1

Bobrek atilim %92-99’u degismeden atilir
Dozlama (mg/giin) 150-600

Farmakokinetik Dogrusal

2.3.2.2. Pregabalinin Etki Mekanizmasi

Pregabalin, yapisal benzerliklerine ragmen GABA reseptorlerine baglanmaz,
ancak voltaj bagimli kalsiyum kanallarinin (VDCC) a26-1 alt birimine yiiksek bir
afiniteyle baglanarak etkisini gosterir (Gee ve ark., 1996). Pregabalinin S-izomeri, R-
izomerine gore yaklasik 10 kat daha yiiksek afiniteye sahiptir ve epilepsi hayvan
modellerinde 6nemli derecede etkili oldugu bildirilmistir (Taylor ve ark., 1993).

Pregabalin, merkezi sinir sisteminde glutamat, noradrenalin, P maddesi, serotonin
ve dopamin salimimini azaltir (Dooley ve ark., 2000; Fink ve ark., 2002). Pregabalinin

birinci etkisi, 026 bolgesine baglanarak kalsiyum akisini azaltmasi ve dolayisiyla sinaptik
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salinimi engellemesi yoluyla gerceklesir (Taylor, 2004). 020 bdlgesinin ndrotransmiter
saliimini %80 oraninda artirdig1 gosterilmistir (Hoppa ve ark., 2012). Pregabalinin bu
bolgeye baglanmasi, kalsiyum akisini azaltarak glutamat, noradrenalin ve P maddesi gibi
norotransmiterlerin salinimini engeller.

Pregabalin, P/Q, N ve L-tipi voltaja bagimli kalsiyum kanallarinin a26 (025-1 ve
020-2) alt birimlerine spesifik olarak baglanarak kalsiyum kanal antagonistidir (Gong ve
ark., 2001; Li ve ark., 2006; Yada ve ark., 2007). Mutant farelerde yapilan ¢alismalar,
pregabalinin analjezik etkisinin «020-1 alt birimine baglanmasina bagli oldugunu
gostermistir (Lotarski ve ark., 2011). Farkli bolgelerde pregabalinin afinitesinin degistigi
ve korteks (%84), hipokampus (%80), kaudat putamen (%66), lomber dorsal boynuz
(%70) ve beyincikte (%37) farkli baglanma oranlari sergiledigi bulunmustur (Mj, 2006).

Pregabalinin analjezik etkisinin, VDCC'nin a28-1 alt birimine baglanarak sinaptik
iletimi ve ndrotransmiter salmimini azaltmasidan kaynaklandigi bildirilmistir. In vitro
caligmalarda pregabalinin, yapay olarak uyarilan kalsiyum akisini on ila otuz dakika
icinde azalttig1 ve ndrotransmiter salinimini engelledigi gozlenmistir (Li ve ark., 2004).
Ayrica, yiiksek dozlarda bile kalsiyum kanallarini tamamen bloke etmedigi i¢in glivenlik
profili yiiksektir (Ben-Menachem, 2004).

Bauer ve arkadaglari (2009), pregabalinin noéropatik agrida a26-1'in plazma
membranindaki ekspresyonunu azalttigin1 ve presinaptik terminalde trafigini bozarak
norotransmiter salimimini ve spinal duyarliligi diisiirdiigiinii gostermistir. Pregabalin
uygulamasinin omurilik dorsal boynuzunda yukar1 regiile edilmis CaV 026-1
ekspresyonunu kismen tersine ¢evirdigi rapor edilmistir (Li ve ark., 2004). Bu nedenle,
pregabalinin VDCC a26-1 alt birimine baglanarak anterograd trafigi bozmasi ve sinaptik
iletimi inhibe etmesi, nérotransmiter saliniminin ve spinal duyarliligin azalmasi yoluyla

analjezik etkisini sagladigi sonucuna varilmaistir.
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Ikinci etki yolunu glutamat tasiyicilar iizerinden gosterir. L-Glutamat, memeli
merkezi sinir sistemindeki baslica uyarict norotransmiterdir ve sinaptik vezikiillerde
depolanir. Noronlarin ve glial hiicrelerin plazma membraninda bulunan uyarici amino asit
tastyicilart (EAAT'lar), glutamatin etkisini hizla sonlandirir ve hiicre dis1 derisimini
eksitotoksik seviyelerin altinda tutar (Nakamura ve ark., 1993). Bes Na* bagimli glutamat
tastyicist (EAAT 1-5) arasinda, EAAT3"in pregabalinin hedefi oldugu bulunmustur
(Shigeri ve ark., 2004). Normal kosullarda, EAAT3'in ¢ogu sitozolde bulunur, normal
kosullarda EAAT3"in sadece %20'si plazma membraninda saptanir. (Danbolt, 2001;
Kugler ve Schmitt, 1999). Yakin zamanda yapilan bir ¢alisma, pregabalinin, derisime
bagli olarak EAAT3'lin sitozolden plazma membranina gegisini arttirdigini géstermistir.
Pregabalin araciligiyla néronlarin plazma membraninda ve glial hiicrelerde EAAT3
ekspresyonundaki artis, uyarici ndrotransmitter glutamatin fonksiyonel yanitini1 dnemli
Ol¢iide azaltabilir. Bu bulgular, pregabalinin EAAT3 iizerindeki etkisini ortaya
koymaktadir (Ryu ve ark., 2012). Daha 6nceki ¢alismalar, EAAT3 aktivitesinin ve
ekspresyonunun, PKC ve PI3K gibi hiicre i¢i sinyal yolaklar: tarafindan giiclii bir sekilde
diizenlendigini gostermistir (Davis ve ark., 1998; Krizman-Genda ve ark., 2005).

Pregabalin VGCC'yi bloke eder ve kalsiyum akis1 azalarak sinapsta glutamat
salinimin azaltir. EAAT'lerin aktivitesi pregabalin tarafindan artirilir. Bu artis glutamatin
sinaptik miktarinda daha da azalmaya sebep olur. Azalan glutamat seviyeleri uyarici
norotransmitterlerin baglandigi reseptér olan N-Metil-D-Aspartik Asit aktivasyonunu
inhibe eder ve sinaptik ateslenmede azalma meydana gelir. Pregabalin ayrca ndronal
uyarilmayi engelleyerek Katp kanallarini aktive eder.

Ucgiincii etki mekanizmasi olarak, pregabalin kalsiyum kanallarmi hedef alir.
Pregabalinin analjezik etkilerinden sorumlu olabilecek bir diger mekanizma ise Katp

kanallar1 da dahil olmak tizere farkli potasyum kanallarini modiile etme yetenegidir. Katp
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kanalinin agilmasinin, néronal uyarilabilirligi azaltarak ve omurilikte P maddesi gibi
cesitli norotransmitterlerin salinimini inhibe ederek anti-nosiseptif etkiler olusturdugu
bildirilmistir (Soares ve ark., 2000). Kweon ve arkadaslari, sicanlarda formalin testinde
pregabalinin anti-nosiseptif etkisini gostermistir. Pregabalinin, spinal subaraknoid
bosluga kateterizasyon yoluyla intratekal uygulanmasinin, doza bagli olarak formalin
kaynakli kaginma davranisini azalttig1 gosterilmistir. Ancak, oral antidiyabetik ilag olan
glibenklamid uygulamasi pregabalinin analjezik etkisini tersine ¢evirmis ve pregabalinin
sican formalin testindeki anti-nosiseptif etkisinin azaltmistir. Pregabalinin Katp
kanallarin1 aktive ederek analjezik etkiler olusturabilecegi durumlarda, glibenklamid bu
kanallar1 inhibe ederek pregabalinin bu etkisini tersine ¢evirebilir. Bu da Katp
kanallarinin, pregabalinin analjezik mekanizmasinda Onemli bir rol oynadigini
diisiindiiriir. (Kweon ve ark., 2011). Onceki calismalar, pregabalinin Katp kanallarini
aktive ettigini gostermistir; bu da pregabalinin baglanma bolgesinin esas olarak hiicre i¢i
alanda olabilecegini diisiindirmektedir (Huang ve ark., 2006). Ayrica, pregabalinin
dorsal kok gangliyonu néronlarina hiicre i¢i veya hiicre digi uygulanmasinin K*
akimlarin artirdigi gosterilmistir, bu da pregabalinin etkilerinin hem hiicre i¢i hem de
hiicre dis1 hedef bolgeleri kapsayabilecegini diisiindiirmektedir (McClelland ve ark.,
2004). Pregabalin aracihigiyla artan K* akimi, sigan neokortikal dokusunda norepinefrin
ve glutamat salinimini azaltarak ndronal uyarilabilirligi diistirebilir (Dooley ve ark.,
2000).

Pregabalin, dordiincii etkisini GABA tizerinden gosterir. Yapisal olarak GABA'ya
benzer olmasina ragmen, pregabalinin GABA'ya metabolize olmadigi ve GABA
reseptorlerine dogrudan baglanma afinitesi gostermedigi bulunmustur (Lanneau ve ark.,
2001). Pregabalin, GABA'y1 taklit etmedigi gibi, GABA reseptorlerinin farmakolojik

etkilerini de dogrudan artirmamaktadir. Bu durum, GABA reseptorleri iizerindeki
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dogrudan ya da dolayh etkilerin pregabalinin farmakolojik etkilerine énemli bir katki
saglamadigin1 gostermektedir. Ayrica, pregabalin ve gabapentin in vitro ¢alismalarda
GABA tasinmasini engellememistir (Su ve ark., 2005). Bu bulgular, néropatik agrinin
hafifletilmesinde pregabalin ile GABA arasinda onemli bir iliski olmadigini
gostermektedir. Ancak, bazi raporlar yliksek dozlarda pregabalinin, glutamik asit
dekarboksilaz  aktivitesini  artirarak ndronal dokulardaki GABA  igerigini
yiikseltebilecegini ve bunun noéronal uyarilabilirligi azaltarak pregabalinin ndropatik
agriy1 hafifletmesine katkida bulunabilecek alternatif bir mekanizma oldugunu 6ne
stirmektedir (Bialer ve ark., 2007; Taylor ve ark., 1992).

Pregabalinin etki merkezi periferde degil merkezi sinir sisteminde etkili
olabilecegi diisiiniilmektedir. Martinez ve arkadaslari, streptozotosin kaynakli diyabetik
periferik noropati ve travmatik yaralanma (spinal sinir ligasyonu) dahil iki modelde
noropatik  agrinin  tedavisinde pregabalinin merkezi ve c¢evresel etkilerini
karsilagtirmislardir. Intranazal veya intratekal yontemlerle uygulanan yeterli pregabalin
dozlarin, hem spinal sinir ligasyonu hem de diyabetik periferik ndropati modellerinde
dokunsal allodini ve termal asir1 duyarliligi iyilestirdigi gosterilmistir. Buna karsin,
pregabalinin periferik sinir seviyesinde uygulanmasi her iki modelde de agr1 davranisini
hafifletmemistir, bu da pregabalinin etkisinin periferik degil merkezi sinir sisteminde
olduguna isaret etmektedir (Martinez ve ark., 2012).

2.3.3.3. Pregabalinin Ila¢ Etkilesimi

Pregabalin, %90°dan fazla sistemik emilime sahiptir ve gastrointestinal motiliteyi
etkileyen ilaglar ya da ¢esitli diger ajanlar tarafindan etkilenmemektedir. Ayrica,
ksenobiyotik metabolizmasinda rol oynayan sitokrom P450 enzimlerini inhibe etmez.

Sitokrom P450'yi etkilemedigi icin, pregabalin ile diger ajanlar arasinda, ilag-ilag
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etkilesimlerinin inhibisyon veya indiiksiyona bagli olarak meydana gelmesi beklenmez
(Perucca, 2006).

2.3.3.4. Pregabalinin Yan Etkileri

Genel olarak olumlu bir yan etki profiline sahiptir. Pregabalin, gabapentinden
daha gii¢lii ve daha az yan etki olusturmaktadir (Ben-Menachem, 2004). Pregabalinin yan
etkileri doza bagimlidir ve geri doniisiimliidiir (Eisenberg ve ark., 2007). Bas dénmesi,
pregabalinin en sik bildirilen yan etkisidir ve bunu, tedaviyi birakmanin en sik nedeni
olan somnolans (uyuklama) takip etmektedir (Bockbrader ve ark., 2010). Pregabalinin
diger olas1 yan etkileri arasinda periferik 6dem, agiz kurulugu, kilo alimi, enfeksiyon,
istah artis1 ve kabizlik yer alir (Hoppe ve ark., 2008; Toth, 2014). Opioidlerle beraber
kullanilmast halinde solunum depresyonu (Gomes ve ark., 2017), sosyallesme, ofori,
sakinlik ve rahatlama duygularmi uyardigi ve diger ilaglarin psikoaktif etkilerini
artirabildigi bildirilmistir (Smith ve ark., 2012). Genel olarak, pregabalin uygulamasi
sirasinda en sik bildirilen yan etkiler bas donmesi ve somnolandir.

2.3.3.5. Pregabalinin Endikasyonlar1 ve Dozlamasi

Kismi nobet, néropatik agr1 ve yaygin anksiyete bozuklugu gibi patolojik
durumlarin tedavisinde kullanilabilir (Zareba ve Treatment, 2008). Ayrica pregabalinin
alkol tedavisinde de kullanilabilecegini one siiren ¢alisma vardir (Di Nicola ve ark.,
2010).

Epilepsi tedavisinde kullanim kolayligi da énemli bir husustur ¢ilinkii ¢ogu hasta
yillarca hatta on yillar boyunca tedaviye ihtiya¢ duyacaktir ve siklikla birka¢ farkli
antiepileptik ilaglar1 ayni anda almalar1 gerekecektir. Kullanilan antiepileptik ilaglarda
cesitli olumsuzluklar bulunmaktadir. Bunlar arasinda hepatik metabolizma ve/veya
protein baglanmasindan kaynaklanan ilag¢ etkilesimleri, dozlama problemleri, dozlama

titrasyonundaki zorluk, serum ila¢ derisiminin takip edilmesi bulunmaktadir. Bu
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sebeplerden dolay1 bu ilaglarin giinlilk hayatta kullannominda sorunlar olugmaktadir.
Kanitlanmis giivenligi ve tolere edilebilirligi ile birlikte pregabalin en giivenilir ilaglardan
biridir.

Yeni baslayan hastalarda tedavi dozlamasi giinde iki defa 75 mg veya {i¢ defa 50
mg olarak baslanmaktadir. Bu doz, tolere edildigi gibi, etkinlige bagl olarak 1-2 hafta
boyunca giinde iki kez oral olarak 150 mg'lik bir doza kademeli olarak artirilir. Bireysel
farkliliklar ve ilag tolare edilmesi durumuna gére 600 mg’a kadar ¢ikarilabilmektedir.
Cogu hasta icin pregabalin dozlamasi 300 veya 600 mg/giin olarak optimize edildiginde
en etkilidir, ancak bazi hastalar daha diisiikk dozlarla iyi sonug¢ verebilir (Toth, 2014).
Pregabalin kullaniminda agrida iyilesme goriilmeden 6nce bu ilaglari sekiz hafta boyunca
kullanilmas1 ve birakilirken pregabalin i¢in dozun her hafta 50 ila 100 mg/giin
diisiiriilmesi muhtemelen giivenli olacaktir.

2.3.3.6. Pregabalinin Miistahzarlari

Diinya ¢apinda 60’tan fazla iilkede Lyrica® ticari adiyla satilmaktadir. Tiirkiye’de
cesitli firmalar tarafindan ¢esitli ticari adlarla satis1 gergeklestirilmektedir. Bu
miistahzarlarin igerdikleri pregabalin miktarlar1 25-300 g araliginda deg§ismektedir.
Piyasada satilan pregabalinin ¢esitli formlarda miistahzarlar1 bulunmaktadir. Bu formlar
tablet, film tablet, kapsiil, sert kapsiil, sert jelatin kapsiil, efervesan ve oral ¢ozeltidir.

2.3.3.7. Pregabalinin Kotiiye Kullanim

Kétiiye kullanim durumlarinda, ilact regetesiz kullanan veya bagimliligi olan
bireyler, tibbi olmayan amaglarla ilac1 yiiksek dozlarda burundan (intranazal) veya
intravendz  yolla uygulayabilmektedir. Ilacin kétiiye kullanim potansiyelinin
belirlenmesi, farmakokinetik ve farmakodinamik Ozelliklerine dayanan, klinik ve
preklinik ¢alismalar1 igeren karmasik bir siirectir (Panel, 2003). Klinik ¢alismalarda

pregabalin ile tedavi edilen hastalarin %1-10’unda gecici 6fori duygularinin olustugu
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gbzlenmistir, bu durum pregabalinin kotiiye kullanimindaki endiselerin haksiz olmadigini
gostermektedir (Schjerning ve ark., 2016). Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan
gelistirilen ICD-10 ve DSM-IV gibi sistemlerin madde kotii kullanimini degerlendiren
cesitli parametreleri bulunmaktadir, ancak bu parametreler pregabalinin kotiiye
kullaniminin degerlendirilmesinde yeterli degildir.

Gabapentinoidler norolojik sorunlarda birinci basamak olarak yaygin bi¢imde
kullanilmaktadir. Koétiiye kullanim potansiyellerinin, dopaminerjik sistem tizerindeki
etkileri ve GABA-mimetik 6zelliklerine bagli olabilecegi diisiiniilmektedir. Pregabalin ve
gabapentin, diisiik protein baglanma orani, renal atilim ve ilag-ilag etkilesimlerinin
olmamasi agisindan benzerdir (Bockbrader ve ark., 2010). Ancak pregabalin, hizli ve
yiiksek emilimi, 29 alt birimine gabapentine kiyasla alt1 kat daha gii¢lii baglanmasi ve
zirve ilag¢ derisiminin gabapentinden li¢ kat daha fazla olmasi nedeniyle daha yiiksek
suistimal potansiyeline sahiptir (Bockbrader ve ark., 2010; Jones ve Sorkin, 1998;
Schifano, 2014). Ayrica pregabalinin, dozdan bagimsiz olarak %90’in iizerinde
biyoyararlanima sahip olmasi, bagimlilar tarafindan daha fazla tercih edilmesine neden
olmaktadir (Bockbrader ve ark., 2010). Pregabalin, 2017 yilinda diinya genelinde en ¢ok
satilan ilaclardan biri olmustur (Urquhart, 2018). Ancak, 2019 yilinda DSO Uyusturucu
Bagimliligi Uzman Komitesi, pregabalinin kétiiye kullanim, bagimlilik ve zarar verme
potansiyeli nedeniyle halk sagligi {izerindeki etkilerinin izlenmesi gerektigini belirterek,
pregabalinin recetelendirilmesi konusunda dikkatli olunmasini 6nermistir. Pregabalin
recetesi verilmesi gerektiginde, 6zellikle madde kullanim oykiisii olan yiiksek riskli

bireylerde dikkatli izleme yapilmalidir.

2.4. Metabolomiks
Omiks stratejileri hiicrede bulunan biyomolekiilleri tanimlamayr ve cesitli

biyoinformatik degerlendirmeler sonucunda c¢ok miktarda veri iiretmeyi amaglayan
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calisma alanlaridir. Molekiil agirligit 1000 dalton’dan kii¢iik olan biyomolekiiller
metabolit olarak adlandirilmaktadir. Metabolomik; belirli bir zaman diliminde dokularda,
hiicrelerde ve fizyolojik sivilarda lipid, karbohidratlar, vitaminler, hormonlar ve diger
hiicre bilesenlerinden ortaya ¢ikan kiiciik molekiilli metabolitlerin yiiksek verimli
teknolojiler kullanilarak saptanmasi, miktarinin belirlenmesi ve tanimlanmasidir.

2.4.1. Metabolomiksin Tarihcesi

Metabolomik kavramlarini igeren ilk ¢alisma 1948 yilinda Williams ve ark.
tarafindan kagit kromatogramlarinin kullanildigi bir ¢alismadir (Williams ve Kirby,
1948). Metabolomik terimi, 1998'de yayinlanan bir inceleme makalesinde Steven Oliver
tarafindan bir genin silinmesi veya asir1 ekspresyonu sonucunda metabolitlerin
derisimindeki degisiklikleri ifade etmek igin kullanilmistir (Oliver ve ark., 1998).
Metabolom terimi bu nedenle bir organizmanin ifade ettigi tiim metabolit setini ele almak
icin kullanilir. 1999'da Nicholson ve ark. “Canli sistemlerin fizyopatolojik uyaranlara
veya genetik modifikasyonlara dinamik ¢ok parametreli metabolik cevabinin kantitatif
Olglimii” anlaminda metabolomik terimini Kullanmiglardir. (Nicholson ve ark., 1999).
2001 yilinda metabolomikler Fiehn tarafindan “Numunelerin koken ve biyolojik
uygunluklarina gore hizli bir sekilde siniflandirilmasi.” olarak metabolik parmak izi
tanimin1  kullanmuglardir (Fiehn, 2001). Link ve ark. yiiksek ¢oziintrlikli kiitle
spektrofotometresi ile bakteri hiicrelerinde “Birka¢ saat iginde birka¢ saniyelik
dongiilerle yiizlerce metabolitin izlenmesi” seklinde kullanilan gercek zamanh
metabolom profili terimini kullanmistir (Link ve ark., 2015).

2.4.2. Metabolomikste Kullanilan Biyoakiskanlar ve Dokular

Calisma numuneleri genel olarak iki kategoriye ayrilabilir: metabolik olarak aktif
numuneler ve metabolik olarak aktif olmayan numuneler. Metabolizmanin durdurulmasi

gerektiginde, numuneler genellikle salin veya fosfat tamponlu ¢6zeltiyle yikandiktan
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sonra s1v1 azotla hizla dondurulur (Castro ve ark., 2015). Ornek toplama siirecinde belirli
hedeflerin karsilanmasi 6nemlidir. Metabolomik ¢alismalarda numuneler tizerinde etkili
olan yaklasim tiirii (hedeflenmis veya hedeflenmemis), kullanilacak numune tiiri,
orneklem biiyiikliigli ve saklama kosullar1 gibi faktorler onceden belirlenmelidir.

fkinci olarak “Hedeflenmis Metabolomiks” ve “Hedeflenmemis metabolomiks”
caligmalar1 olarak ikiye ayrilmaktadir. Eger yaklasim hedeflenmis metabolomik ise,
numunenin temizlenmesi gereklidir. Bu amagla sivi-sivi veya sivi-kati ekstraksiyon
yontemleri uygulanabilir. Hedeflenmemis metabolomik c¢alismalarda ise numune
hazirligt genellikle daha az detaylidir. Numunede farkli kimyasal, yapisal ve islevsel
ozelliklere sahip bilesiklerin ¢esitli derisimlerde bulunmasi, genis bir kimyasal bilesen
yelpazesi olusturur. Bu kadar ¢ok sayida bilesenin eksiksiz olarak 6lgiilmesi miimkiin
olmadigindan, farkli analitik tekniklerin bir arada kullanilmas1 gerekmektedir.

2.4.2.1. idrar

Toplama kolayligi nedeniyle metabolik c¢alismalarda en ¢ok kullanilan
biyoakiskan idrardir. Suda ¢6ziinen metabolitlerin ve viicut biyokimyasina yabanci olan
ksenobiyotiklerin bosaltim yolu oldugu i¢in {iiriner metabolom tiim viicut igin
parametreler icerebilmektedir (Want ve ark., 2010). Tipik olarak toplanan ii¢ tip idrar
ornegi vardir bunlar sabah idar1, spot idrar ve 24 saatilik idrardir (Fernandez-Peralbo ve
De Castro, 2012). Sirkadyen ritmin etkisinin azaldigindan dolayr 24 saatlik idrar
numuneleri daha ¢ok tercih edilmektedir. Idrar numunelerinin oda sicakliginda kisa siireli
saklanmasi bile glikolitik metabolitlerin par¢alanmasina ve metabolizma belirtilerinin
ortaya ¢ikmasina neden olabilmektedir (Sykes, 2007). Uzun siireli saklama gerektiginde,
numunelerin —20 °C’de 6 ay boyunca saklanmasinin iiriner metabolom {izerinde higbir
etkisi olmadig1 gosterilmistir. Ancak, 6 aydan daha uzun siireli saklamalar i¢in —80 °C’de

muhafaza edilmesi onerilmektedir (Gika ve ark., 2007; Gika ve ark., 2008; Pasikanti ve
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ark., 2008; Sykes, 2007). Dokuz donma ¢6ziinme dongiisiine kadar {iriner metabolomda
degisiklik gosterilmedigi tespit edilmistir (Gika ve ark., 2008). Ancak bu dongiiniin
miimkiin oldugunca kisa tutulmasi daha dogrudur. Ornek hazirlama, metabolomik
caligmalarin kalitesi ve glivenilirligi iizerinde énemli bir rol oynamaktadir. En yaygin
numune hazirlama yonteminde, santrifiij isleminden sonra saf idrar enjeksiyonu yapilir
veya santrifiijleme sonrasi idrarin seyreltilerek kullanilmasi 6nerilmektedir (Chen ve ark.,
2016; Emwas ve ark., 2015; Fernandez-Peralbo ve De Castro, 2012).

2.4.2.2. Serum ve Plazma

Idrar sonrasinda en ok tercih edilen biyolojik sivilar serum ve plazmadir.
Dokularla etkilesim halinde oldugundan dolayr metabolizmanin anlik goriintiisiiniin
saglanmasinda dnemli bir numune ¢esididir. Serum i¢in kan tiiplerine alinan kan belirli
bir siire pihtilastirilir, pthtilasma islemindeki metabolitleri igeren numune ise plazma
olarak adlandirilmaktadir. Bazi c¢alismalar, serum ve plazma arasindaki kalitatif ve
kantitatif farkliliklar1 aragtirmistir, ancak her iki biyolojik sivi i¢in de net bir se¢im
sunmayan sadece kiigiik farkliliklar tanimlanmistir (Dettmer ve ark., 2010; Wedge ve
ark., 2011; Yu ve ark., 2011). Kan toplanmasinda egitimli personel gerektirmesi yontemin
olumsuz yanlar igerisindedir. En sik kullanilan numune hazirlama yontemi sivi-sivi
ekstraksiyonudur, bunun i¢inde genellikle metanol, asetonitril, izopropil alkol ve aseton
gibi ¢oziictiler kullanilmaktadir (Jiye ve ark., 2005; Patterson ve ark., 2015).

2.4.2.3. Beyin Omurilik Sivis1

Beyin Omurilik Sivis1 (BOS) omurga ve beyin ventrikiillerini dolduran, merkezi
sinir sisteminde siv1 regiilasyonu ve besin tasinmasinda rol oynayan bir sividir (Wishart
ve ark., 2008). Bu numunelerin kullanildig1 ¢caligmalar genellikle alzheimer hastaligi ve
amyotrofik lateral skleroz gibi norolojik bozukluklarin biyobelirteglerinin aranmasinda

kullanilmaktadir (Zhang ve ark., 2012). Egitimli personel gerektiren bu numune
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toplandiktan sonra santrifiijlenerek uzun siireli saklama i¢in -20 °C'de dondurulur, kisa
stireli saklama igin, BOS metabolomunun 4 °C'de 2 giine kadar stabil oldugu, ancak 5
°C'yi asan sicakliklarda kararsiz oldugu bildirilmistir (Maillet ve ark., 1998; Wishart ve
ark., 2008).

2.4.2.4. Tiikiiriik

Tiikiirtik, toplanmasi kolay ve uzman personel gerektirmeyen bir numune oldugu
icin metabolomik c¢aligmalarda sik¢a kullanilmaktadir. Tikiiriik numuneleri genellikle
toplanir ve analiz yapilana kadar dondurulur. =20 °C’de 3 haftaya kadar saklanmasinin
tiikiiriik metabolomasi tizerinde herhangi bir zararli etkisi olmadigi gosterilmistir (Takeda
ve ark., 2009). Numune hazirhigi oncesinde, tiikiiriik numuneleri hiicresel ve gida
artiklarini uzaklastirmak igin santrifiijlenir (Alvarez-Sanchez ve ark., 2012).

2.4.2.5. Primer ve Immortal Hiicreler

Belirli hiicrelerin organizmadan cerrahi veya enzimatik olarak c¢ikarilmasi
sonucunda kiiltiir edilmesiyle primer hiicreler elde edilmektedir. Biitiin hiicreleri igeren
metabolik ¢aligmalar spesifik hiicrelerin tanimlanmasi i¢in yapilan ¢alismalarda dogru
sonuclar vermeyebilir. Bu nedenle hiicreler iizerine yapilan c¢alismalarin yapilmas: ve
yorumlanmasi daha kolay olabilmektedir. Ciinkii bu ¢alismalarda gesitli metabolomik
hastaliklar, yas, cinsyet, yasam sekli ve alkol-sigara alimi gibi faktorler bulunmamaktadir.
Hiicre kiiltiiri metabolomikleri ila¢ kesfinde ve kanser hiicrelerinde kullanilmaktadir
(Cuperlovié-Culf ve ark., 2010; Halama, 2014). Olumsuz yanlari arasinda biiyiime ortami
formiilasyonunun degiskenligi, gecis sayisinin etkisi, metabolik sondiirme ve metabolit
ekstraksiyonu yer alir. Bunlar zaman alicidir ve ekstraksiyondan 6nce metabolit

bozulmasina ve hiicreden sizintiya neden olabilir (Leon ve ark., 2013).
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2.4.2.6. Dokular

Metabolomik caligmalarda kas, kardiyak doku, karaciger, akciger, plasenta,
arterler ve deri gibi ¢esitli dokular kullanilmaktadir. Dokularin kullanilmasiyla daha
lokalize sonuglarm elde edildigi c¢alismalar yapilabilmektedir. Insan dokulari
metabolomik olarak aktif olduklar: i¢in toplandiktan sonra kanin uzaklastirilmasi igin
once fosfat tamponunda veya salin ¢ozeltisinde yikanir ardindan s1vi azot igerisinde hizla
dondurulur (Allwood ve ark., 2013). Kan metabolomunun doku metabolomunu
degistirebilecegi i¢in, miimkiin oldugunca fazla kanin ¢ikarilmasi amaciyla dokularda
yikama islemi yapilir. Dokularla ¢alisirken dikkat edilmesi gereken konulardan biri,
biyoakigskanlara gore dokularin homojen olmamasidir. Dokulari homojenize etmek i¢in
paslanmaz ¢elik veya bilyali 6giitme yontemleri kullanilir; ardindan monofazik veya
bifazik ekstraksiyon islemleri gerceklestirilir. Monofazik ekstraksiyonlarda genellikle su
ve metanoliin ¢esitli oranlarda karisimlar1 tercih edilmektedir (Gehmlich ve ark., 2015).
Bifazik ekstraksiyonlar i¢in su-metanol karisimina polar olmayan bir ¢oziicli sistemi
eklenmektedir, bunun i¢in genellikle kloroform veya diklometan kullanilmaktadir (Chen
ve ark., 2013). En yaygin kullanilan ekstraksiyon modeli Folk ekstraksiyonudur,
1950’lerde gelistirilen bu metotta ¢oziicii olarak su-kloroform-metanol karisimi

kullanilmaktadir (Floch, 1957).

2.4.3. Kiitle Spektroskopisi Temelli Metabolomiks

Kiilte spektrometrisi ¢alismalar i¢cin metabolomikte en ¢ok kullanilan analitik
tekniklerden biridir. Iyon bastirma nedeniyle numunenin dogrudan enjeksiyonunda
metabolitlerden kayip yasanabilmektedir. Bu nedenle kiitle spektroskopisine bagli gaz
veya sivi kromatografisi kullanilarak ayrim gergeklestirilir. Bu sistemler genellikle
numune girisi, iyon kaynagi, kiitle analizatorii ve dedektorden olugsmaktadir (Sekil 2.3).

Numune giris kism1 numunenin cihaza girmesini saglar, iyon kaynagi iyonizasyon teknigi
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ile gaz faz1 iyonlari iiretir, kiitle analizorli iyonlar kiitle sarj oranlarina (m/z) gore ayirir
ve dedektor iyonlarin bolluklartyla orantili bir elektrik akimu tiretir (De Hoffmann ve ark.,
1997). Kiitle analizatoreleri tek veya kombine halde kullanilabilmektedir, kiitle
spektrometresinde birinci analizatorden ¢ikan iyonlar izole edilerek ikinci analizatre

gonderilerek analiz edilmektedir.

¢ok aqir iyonlar
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demeti
1zolasyon
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Sekil 2.3. Kiitle analizatoriiniin sematik diyagrami

Hedeflenen metabolomik calismalarda tanimlanmis metabolitlerin kantitatif
analizi yapilmaktadir. Bu ¢aligmalarda metabolitin tespit edilme limitinin yiiksek olmasi,
tarama siiresi ve tarama hizi 6nemlidir. Bu ylizden dedektor olarak doért kutuplu kiitle
analizorii ve orbitrap dedektorleri tercih edilmektedir. Hedefsiz metabolomik
calismalarda ise numunede bulunan metabolitlerin tamaminin veya c¢ogunlugunun
tanimlanmas1 amaglanmaktadir. Bu ¢calismalarda dedektdriin kiitle araliginin genis olmasi
i¢cin ugus zamanli kiitle dedektorii ve orbitrap dedektorler kullanilmaktadir.

Kiitle spektrofotometresine baglanabilen ayirma tekniklerinde genellikle en ¢ok
sivt kromatografisi kullanilmaktadir. Cesitli sabit fazlarin bulunmasindan dolay1 ¢ok
kullanigh olan bu yontemde genellikle Cg ve C1g kolonlar tercih edilmektedir (Denoroy
ve ark., 2013). Diger bir ayirma teknigi ise gaz kromatografisidir, bu yontem ugucu veya

tiirevlendirmeyle ugucu hale getirilen termal olarak kararli analitlerin ayrilmasinda
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kullanilir. Dogal olarak ugucu olan kimyasallar i¢erisinde ketonlar, alkoller, esterler ve

heterosiklik bilesikler bulunmaktadir.

2.5. Kromatografi

Kromatografi, 1903 yilinda Rus botanik¢i Mikhail Tswett tarafindan gelistirilen
bir teknik olarak bilim diinyasinda yerini ald1 (Ettre, 2003). Tswett, bu yontemi bitki
pigmentlerinin, 6zellikle klorofilin, ayrimimi gergeklestirmek i¢in kullandu. 11k basta bitki
pigmentlerinin ayrilmasi i¢in kullanilan bu teknik, zamanla biyokimyasal molekiillerin
tanimlanmas1 ve Olcililmesinde vazgecilmez bir ara¢ haline geldi. Kromatografi terimi
Yunanca kokenlidir; “khroma” renk anlamina gelirken, “graph@” yazi anlamina gelir.
Baslangicta renkli bilesiklerin ayrilmasi i¢in kullanilan bu yontem, ismini de buradan alir.

Kromatografinin temel amaci, belirli bir numunenin bilesenlerini ayirmak ve bu
bilesenlerin miktarini 6lgmektir. Bu yontem, maddelerin sabit bir faz iizerinde hareketli
bir faz yardimiyla farkli hizlarla hareket etmesi ya da siiriikklenmesi prensibine dayanir.
Numuneyi kolon boyunca siiriikleyen karisimlara 'hareketli faz' denir ve bu hareket,
genellikle kolon adi verilen sabit faz ile numunenin etkilesiminden kaynaklanir. Farkli
bilesenler, sabit fazla farkli derecelerde etkilesime girer ve bu etkilesim farki, bilesenlerin
birbirinden ayrilmasini saglar.

1903 yilinda gelistirilen bu yontemin ilerlemesi, birkag yil siiren ¢esitli teknolojik
gelismeleri gerektirdi. Bunlardan ilki ince tabaka kromatografisi (ITK) gelistirilmesidir.
[k ITK uygulamalarinin 1939 yilinda oldugu tahmin edilmektedir (Schreiber, 1979). ITK
da kullanmlan baglayicilarin gesitlenmesinin ardindan ITK kromatagrafisinin kullanimi
yayginlagsmistir. Ardindan GC ve HPLC cihazlarmin gelistirilmesiyle kromatografinin
kullanim1 yayginlagmistir.

Kromatografinin siiflandirilmasinda ¢esitli gruplandirmalar olsa da en yaygin

olan1 ayrilma mekanizmasina gore gruplandiriimasidir (Hamilton ve Sewell, 1982).
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e Adsorbsiyon Kromatografisi: Bu yontemde maddelerin ayrilmasi, sabit
faz ile madde arasindaki farkli derecelerde adsorban yiizeylerine tutunma
ozelliklerinden kaynaklanir

e Dagihim Kromatografisi: Maddenin birbirine karigmayan iki sivi faz
arasindaki dagilim farkindan dolay1 ayrim gerceklesmektedir.

e lIyon Degisim Kromatografisi: Iyonlarin sabit faz iizerindeki karsit yiiklii
iyonlarla etkilesime girerek ayrilmasina dayanir.

e Molekiiler Eleme Kromatgorafisii Bu yontemde molekiillerin
ayrilmasinda molekiil biytikliikleri rol oynar, kiicik molekiiller
gozeneklere girerken biiylik molekiiller kolonda daha hizli ilerler.

e Afinite Kromatografisi: Maddenin sabit fazdaki spesifik baglanma

bolgelerine baglanmasiyla gerceklesmektedir.

2.6. Spektroskopi

Spektroskopi 17. yy'da Isaac Newton'un prizma kullanarak giines 151811 spektral
bilesenlerine ayirmasi ile baslamaktadir. Bu olay beyaz 1518in farkli renklerden
olustugunu gostermistir. Ardindan 19. yiizyilda, Joseph Fraunhofer, giines spektrumunda
koyu ¢izgiler kesfetmis ve bu cizgilerin belirli elementler tarafindan sogurulan 151k dalga
boylarini temsil ettigini gostermistir (Gurtovenko ve Kostyk, 1989). Spektroskopi, 15181n
madde ile etkilesimini inceleyen bir bilim dalidir. Bu bilim dali, elektromanyetik
spektrumun gesitli boliimlerindeki 151k dalgalarini kullanarak farkli teknikler gelistirir. Bu
teknikler arasinda goriiniir, ultraviyole (UV), kizilétesi (IR), mikrodalga ve radyo

dalgalar1 gibi farkli dalga boylarindaki 1s181n kullanim1 yer almaktadir (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Elektromanyetik spektrum diyagrami

Isin veya elektromanyetik dalga uzayda ¢ok biiylik hizla hareket eden bir enerjidir.
Isiin iki bileseni vardir, bunlar manyetik alan ve elektriksel alandir. Bu iki alan yayilma
yoniine ve birbirine dik olarak konumlanmislardir. Spektroskopide temel prensip; atom,
molekiil veya iyon, elektromanyetik 1s1ma ile etkilesime girerek, donme, titresim veya
enerji seviyesi degisikligini 6lgerek bu madde hakkindaki 6zelliklerin belirlenmesidir.
Tipik bir spektroskopi cihazinda devamli 151n demeti gonderen 151n kaynagi, 151 belirli
dalga boylarinda sinirlayan monokromator, numune kabi, dedektor ve sinyal islemcisi
bulunur. Temel bir spektroskopi cihazinda 1s1n numune kabina gonderildikten sonra 1gin
icin dort ihtimal bulunmaktadir. Bunlar; 151n1in gegmesi, 1s1min absorbe edilmesi, 111

yansimasi ya da 1sinin dagilmasidir (Sekil 2.5).

Gelen 151 Hbserbe Cikan 151
Py edilen |- . P
/ il < “Fluoresans
Y ansmma Dagilma

Sekil 2.5. Elektromanyetik 1s1n1in madde ile etkilesimleri

En cok kullanilan yontemlerden birisi UV-goriiniir bolge spektroskopisidir. Bu

yontem hem gida analizlerinde hem de arastirma laboratuvarlarinda genis bir kullanim
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alan1 bulmaktadir. UV dalga boyu 100-380 nm araligin1 kapsarken goriiniir bolge 800
nm’ye kadar oldugu ifade edilmektedir (Asahi ve ark., 2001). Yapilan ¢alismalarda, daha
yiiksek dogruluk ve giivenilirlik saglamak amaciyla analizlerin 220-780 nm dalga boyu
araliginda yapilmasi Onerilmektedir. Bu yontemin avantajlar1 arasinda hizli olmasi,
numuneye Ol¢iim sirasinda zarar vermemesi, ¢cevre dostu olmasi ve kullanim kolayligi
bulunmaktadir. Bu yontemde, bir 1s1n demeti bir ortamdan gegerken bazi dalga
boylarindaki 15181n siddetindeki azalmaya dayanarak islem yapilmaktadir. Bu olaya
absorbsiyon denir. Maddenin verdigi absorbsiyona karsi derisim 6l¢iilerek maddelerin
nicel analizlerinde kullanilmaktadir.

Elektronik gecis enerjisi farklar1 UV-goriiniir 15181n enerjisine esit olan kovalent
doymamus bilesikler belirli dalga boylarinda emilim yaparlar. Bu bilesikler kromoforlar
olarak bilinir ve renklerinden sorumludurlar. UV-gériiniir elektromanyetik radyasyonu
emmeyen ancak kromofor gruplarmin emilimini etkileyen kovalent olarak doymus
gruplara oksokromlar denir (Patience, 2017). UV-vis radyasyonu kromoforlara
carptiginda, temel durumdaki elektronlar uyarilmis bir duruma atlar, buna elektron
uyarimi denir, oksokromlar ise elektron bagis¢isidir ve kendileri renk degistirmezken
kromoforlarin rengini etkileme kapasitesine sahiptirler. Kromoforlar karakteristik
absorbans bantlarina sahiptir. Bagka bir bilesik ekleyerek veya sicakligi yiikselterek
ortamin fiziksel kosullarin1 degistirmek, enerji seviyelerini, dolayisiyla dalga boyunu ve
absorbans yogunlugunu degistirebilir (Lewis, 2002). Analittin bulundugu ¢6ziicii ortami
absorbans yogunlugunu ve dalga boyu kaymalarini etkileyebilir.

Spektroflorometri, temelinde madde elektromanyetik enerji tarafindan
uyarildiktan sonra uyarilmis singletten temel haldeki singlete gecisi sirasinda yayilan
floresans 1sinlarinin 6l¢ililmesine dayanan bir spektroskopi dalidir. Emilen 15181 dalga

boyu ile yayilan 15181n dalga boyu arasinda bir fark vardir. Bu fark, Stokes kaymasi olarak
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bilinir. Bu siire¢, genellikle birkag nanosaniye ile birkag mikrosaniye arasinda
gerceklesir. Yani floresans, uyarici 151k kaynagi kapatildiktan hemen sonra sona erer. Bu
nedenle floresan 151k, yalnizca uyarici 151k mevcut oldugunda gozlemlenir.
Spektroflorometri  yonteminde spektrofotometriden farkli olarak numune
dedektore dik bir agida bulunmaktadir. Spektroflorometrede gesitli dalga boylarindaki
151k absorblanirken ama bu dalga boylarinin hepsinde floresans gergeklestirmez. Bu
nedenle spektroflorometri yontemi UV-Vis spektrofotometrelerden bin kat daha hassas
Olctimler gerceklestirebilmektedir. Spektroflorometre cihazlarinda ng veya daha diisiik
seviyedeki floresan bilesiklerin tespiti ve tayini yapilabildigi i¢in spektroflorometri

oldukg¢a hassas bir analitik yontemdir.

2.7. Validasyon

Analitik bir yontemin validasyonu yani uygunlugunun degerlendirilmesi igin
gerekli olan parametrelerin deneysel olarak dogrulanmis kanitlar1 elde etmeyi amaglayan
prosediirdiir. Farmasoétiklerin gelistirilmesinde ve kalite 6zelliklerinin belirlenmesinde
kullanilan tiim analitik tekniklerin dogrulanmasi gerekmektedir. Farmakopelerde yer alan
yontemlerin kullanilmasi durumunda bu yontemin validasyonunun yapilmasina gerek
yoktur. Yeni yoOntem gelistirilmesinde, literatiirde bulunan yontemde degisiklikler
yapilmasinda, var olan yoOntemin yeni laboratuvarlarda uygulanmasi durumunda
validasyona gerek duyulmaktadir. Ayrica laboratuvarlarda sistemlerin dogru olarak
calistigini kontrol etmek i¢in periyodik olarak yapilmalidir.

Validasyon ilk olarak 1968 yilindaki onuncu basiminda Sovyet Sosyalist
Cumbhuriyetler Birligi devlet farmakopesinde “Biyolojik Test Sonuglarmnin Istatistiksel
Analizi” bashiginda incelenmistir. Bu boliimde analitik tekniklerin dogrulanmasiyla ilgili
sorunlar yer almigtir. Daha sonra bu famakopenin 1988 yilinda yer alan on birinci

basiminda “Kimyasal Deneysel Verilerin Istatistiksel Islenmesi” basliginda yer almistir
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(Epshtein, 2004). 1987 yilinda FDA tarafindan validasyonun temel prensipleri hakkinda
kilavuz hazirlanmistir (U.S. FDA 1987).

1993 yilinda Uluslararas1 Uyumlastirma Konferansi [International Conference on
Harmonization (ICH)] tarafindan analitik prosediirlerin validasyonuna iliskin
genellestirilmis tavsiyeler gelistirilerek 1994 yilinda yayimlanmistir (ICH, 1994).
Yayinlanan bu belgeler 1995 yilinda daha detayli olarak tekrar ele alinmistir (IFPMA,
1995). 1996 yilinda giincellenen ICH kalvuzlari1 daha sonra 2005, 2022 ve 2023 yilinda
iki defa gilincellenmistir (ICH, 2023). Daha sonraki yillarda ¢esitli kurumlar tarafindan
yontem validasyonuna iliskin ¢esitli kilavuzlar yayimlanmistir (Caporal-Gautier, 1992;
Food ve November, 1994; Green, 1996; Wegscheider, 1996). Yontem gelistirilmesinde
kullanilan validasyon parametreleri arasinda

¢ Enjeksiyon tekrarlanabilirligi

e Ozgiilliik (Specificity)

e Secicilik (Selectivity)

e (Calisma aralig1 (Range)

e Dogruluk (Accuracy)

e Kesinlik (Precsion)

e Saglamlik (Robustness)

e Gozlenebilme sinir1 (Limit of Quantification)

e Miktar tayin sinir1 (Limit of Dedection) bulunmaktadir.

2.8. Literatiir Ozetleri

Pregabalin  iizerine yapilan caligmalar tiirevlendirme yapilarak ve

tirevlendirmesiz olarak ikiye ayrilabilmektedir.
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2.8.1. Pregabalinin Tiirevlendirilmedigi Yontemler

2.8.1.1. HPLC ile Gelistirilen Yontemler

Gujral ve ark. tarafindan farmasotik formiilasyonlarin ve insan idrarinda
pregabalinin tespiti i¢in ters fazli HPLC yontemi gelistirmislerdir. Sabit faz Cig kolon
kullanilirken mobil faz olarak metanol/asetonitril/0.02 M dipotasyum hidrojen ortofosfat
iceren pH’s1 7 olan deiyonize su (3/1/16, h/h/h) kullanilmistir. Olgiimlerin 210 nm’de
yapildig1 calismada Rt zamani 4.6 dakika ve analiz siiresi toplam 10 dakika olarak
bildirilmistir. Calismani 0.75-6.00 ng/mL araliginda dogrusal oldugu bildirilmis, LOD ve
LOQ degerleri sirastyla 0.669 ve 0.221 00 pg/mL olarak kaydedilmistir. Bagil standart
sapma (BSS) giin i¢i ve giinler arasi sirasiyla %99.990 - %100.056 ve %99.98 - %99.99
olarak bulunmustur. Calismanin geri kazanim degerlerinin %99.9 ila %100.1 arasinda
oldugu bildirilmistir (Gujral ve ark., 2009).

2015 yilinda yapilan ¢alismada Farmasotik ve Toplu Formiilasyonda HPLC-UV
ile yontem gelistirmislerdir. Bu yontemde fosfat tampon ¢ozeltisi (pH 6.9) ve asetonitril
mobil fazi1 (96/4, h/h) ile C1g kolon kullanilmigtir. 210 nm’de yapilan dlgiimler sonucunda
0.60 ile 0.89 pg/mL araliginda dogrusal oldugunu bulmuslardir. Analiz siiresi 9 dakika
olarak bildirilmis olup akis hiz1 1 mL/dk olarak bildirilmistir. R? degeri 0.998, geri
kazanim degeri %98-102 iken Rt degeri yaklasik dort dakika olarak bildirilmistir (Akther
ve ark., 2015).

Elliott ve ark. 2017 yilinda yaptiklar1 calismada LC-MS/MS yontemi
gelistirmiglerdir. Postmortem kanlarda pregabalin analizi i¢in Cig kolon ile mobil faz
olarak %70 asetonitril %30 su igeren mobil faz A ve deiyonize su olan mobil faz B
kullanmislardir. Her iki mobil faz igerisinde de ImM amonyum format ve %1 formik asit
eklemislerdir. Mobil faz oranlar1 %14 mobil faz A %86 oraninda mobil faz B’den

olugsmaktadir. Analiz siiresi 1.1 dakika olan ¢alismada g6zlenebilme limiti 0.05 pg/mL
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olarak kaydedilmistir. Yapilan ¢alismanin dogrusal oldugu aralik 1.1-46.7 pg/mL olarak
bildirilmistir (Elliott ve ark., 2017).

Atta ve ark. tarafindan yapilan bir calismada insan idrarinda ve farmasotik
preparatlarda Cig kolon kullanarak 92.5/7.5 (h/h) oranlarinda pH’s1 6 olan potasyum
dihidrojenfosfat ile metanolden olusan karisim kullanilmistir. Olgiimler 230 nm’de
yapilarak, dogrusal oldugu aralik 200-700 pg/mL olarak bildirilmistir. LOD ve LOQ
degerleri sirasiyla 2 pg/mL ve 7 pg/mL olarak kaydedilmistir. R? degeri her iki yontem
icinde 0.999 olarak bulunmustur. Kapstillerde geri kazanim %99.43 ile %101.33 olarak
bulunurken idrarda geri kazanim %98.13 ile %101.30 arasinda bulunmustur. Pregabalinin
Rt degeri 7.93 iken toplam analiz siiresi 20 dakika olarak bildirilmistir (Atta ve ark.,
2016).

Kasawar ve Farooqui tarafindan yapilan c¢alismada, pH 6.9 fasfat tamponu ve
asetonitrilden (95/5, h/h) olusan mobil faz ve Cg kolonu kullanilarak 200 nm’de
pregabalinin tespit edilmesi i¢in yontem gelistirmislerdir. Calismada fotodiyot dizisi
dedektérii kullanilarak 0.5-1.5 mg/mL araliginda dogrusal bulunmustur. Calismanin R?
degeri 0.999°dan biiyilk ve geri kazanim degerleri 100.39 ile 100.72 araliginda
bulunmustur (Kasawar ve Farooqui, 2010).

Kannapan ve ark. tarafindan 2010 yilinda yapilan ¢alismada pregabalin ve
metilkobalamin igeren kapsiillerin icerisindeki etkin madde miktarlarinin teshisi i¢in ters
faz HPLC-UV yontemi gelistirilmistir. 40°C sicakligindaki Cig sabit faz kolonunun
kullanildig1 ¢alismada mobil faz olarak amonyum dihidrojen-o-fosfat tamponu (pH:6),
asetonitril ve metanol (75/15/10, h/h/h) karisimi kullanilmistir. 210 nm’de yapilan
Ol¢timlerde, ¢alisma sonuglart 3200-4800 pg/mL araliginda dogrusal bulunmustur.
Korelasyon katsayisinin 0.9938, LOD degerinin ise 47.9 pg/mL oldugu bildirilmistir

(Kannapan ve ark., 2010).
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2.8.1.2. Spektroskopi Temelli Gelistirilen Yontemler

2017 yilinda Gujral ve ark. tarafindan yapilan calismada tiirevlendirme
olmaksizin farmasotik formiilasyonlarda ve insan idrar orneklerinde pregabalinin
belirlenmesi i¢cin UV spektrofotometri yontemi gelistirmislerdir. Gelistirilen bu yontemle
210 nm’de max absorbans noktasi segilerek ol¢timler yapilmistir. Gelistirilen yontemin
0.5-50 ug/mL araliginda dogrusal oldugunu bildirmislerdir (Gujral ve ark., 2009).

2.8.2. Pregabalinin Tiirevlendirildigi Yontemler

2.8.2.1. HPLC ile Gelistirilen Yontemler

Souri ve ark tarafindan 2013 yilinda yapilan c¢alismada pregabalin
tirevlendirilmesi igin 1-floro-2,4-dinitrobenzen kullanmiglardir. Tiirevlendirme sonrasi
360 nm’de Olglimleri gerceklestirmislerdir. Pregabalinin tespit edilmesi i¢in dokme
pregabalin formunda ve farmasotik formlarda yontem gelistirilmislerdir. Yontemde sabit
faz olarak Cys kolon kullanilirken, asetonitril ve 50 mM sodyum dihidrojen fosfat karigimi
(pH 2.5) (60/40, h/h) mobil faz olarak kullanilmistir. Calismanin dogrusal oldugu aralik
olarak 1-100 pg/mL aralig1 bildirilmistir. Yontemin R? degeri 0.999°dan biiyiiktiir ve giin
ici ve glinler arasi kesinlik degerleri %0.84-1.98 olarak bildirilmistir (Souri ve ark.,
2013).

UV dedektor kullanilarak yapilan baska bir ¢alismada serum ve plazmadaki
pregabalin miktar tayini igin yontem gelistirmislerdir. Pikril siilfonik asit ile
tiirevlendirilen ¢alismanin yapildigr dalga boyu 340 nm’dir. Cg sabit fazinin kullanildigi
calismada mobil faz asetonitril ve asetat tamponu (pH 4.6) (50/50, h/h) olarak
bildirilmistir. LOD degerinin 0.2 pg/mL oldugu ¢alismanin dogrusal oldugu aralik 0.5-8
pg/mL olarak bildirilmistir. Calismanin korelasyon katsay1r 0.999’dan yiiksek olarak

bulunmustur (Berry ve Millington, 2005).
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Yigin ve kapsiil formlarindaki pregabalinin tespiti i¢in gelistirilen baska bir
yontemde tiirevlendirici ajan olarak p —dimetilaminobenzaldehit kullanilmistir.
Olgiimlerin 395.8 nm’de gergeklestirildigi bu ¢alismada korelasyon katsayis1 0.996°dir.
Mobil faz olarak 0.022 M potasyum dihidrojen fosfat (pH 6), metanol ve asetonitrilden
(92/5/3, h/h/h) olusan karisim segilen ¢alismanin dogrusal oldugu aralik 5-60 pug/mL’dir
(Patil ve ark., 2016).

Saf formda pregabalin tespiti i¢in HPLC-UV ile yontem gelistirilen baska bir
caligmada 1-floro-2,4-dinitrobenzen kullanilarak tiirevlendirme yapilmistir. Sabit faz
olarak Cyg kolon ile mobil faz olarak fosfat tamponu ve asetonitril kullanilmistir. Calisma
8-48 ng/mL araliginda dogrusal bulunmustur. Bilesigin 8 saat stabil oldugu calismada
korelasyon katsayis1 0.9998, geri kazanim1 %100.03 £1.10, giin i¢i kesinligi %1.87°den
kiigilik olarak bildirilmistir. Calismanin LOD 0.8 ng/mL olarak bildirilmistir (Wu ve ark.,
2010).

Gilsiim C. ve ark. tarafindan yapilan ¢calismada 9- fluorenilmetil kloroformat ile
tirevlendirerek kapsiillerdeki pregabalin analizi i¢cin HPLC-FLD cihazinda o6lglimler
yapilmistir. Mobil fazin 20 mM potasyum fosfat tamponu (pH 3.9)- asetonitril (70:30,
h/h) oldugu tamponlu ortamda C1s kolonu ile analiz etmislerdir. Olgiimler i¢in eksitasyon
dalga boyu 260 nm emisyon dalga boyu 315 nm’dir. Calismanin dogrusalligi 0.5-6.0
ug/mL araligindadir, gozlenebilme ve miktar tayin sinir1 sirasiyla 0.039 pg/mL ve 0.117
pug/mL’dir (Toker ve Cicek, 2019).

Pregabalinin bir farmasotik dozaj formunda degerlendirilmesi igin 0.2 trietilamin
igeren su ve metanol (10/90, h/h) ortaminda floresamin ile tiirevlendirme yapilmistir. Bu
yontemde sabit faz Cig kolon olarak secilmis ve emisyon ve eksitasyon dalga boylari
sirastyla 395 nm ve 476 nm olarak verilmistir. Calismanin korelasyon katsayisi

0.9995’den biiyiik, Rt 2.4 dakika ve LOD degeri 0.020 ug/mL olarak bulunmustur.
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Calismanin giin i¢i ve giinler aras1 kesinligi 4.3’ten kii¢lik ve ¢alismanin dogrusal oldugu
aralik 1.25-250 pg/mL’dir (Martinc ve ark., 2010).

Pregabalin analizi i¢in insan plazmasinda 4-kloro-7-nitrobenzofurazan ile
tiirevlendirilerek yapilan baska bir calismada ¢alismanin dogrusal oldugu aralik 0.50—
20.0 pg/mL bulunmustur. R? degeri 0,998 olan ¢alismada giin i¢i ve giinler aras1 kesinlik
%9.4’ten kiigiiktiir. Calismanin dogruluk LOQ degeri 0.5 pg/mL’dir. Sabit faz olarak Cis
kolon ile metanol ve 0.05 M fosfat tamponu (pH 4.9) (43/57, h/h) kullanilmistir.
Calismada kullanilan floresans dedektoriin eksitasyon ve emisyon degerleri sirasiyla 470
nm ve 530 nm olarak se¢ilmistir (Martinc ve ark., 2014).

Vermeij ve ark. tarafindan insan serumunda o-ftaldialdehit ve 2-merkaptoetanol
kullanilarak pregabalin icin floresans saptama gerceklestirilmistir. Calismada eksitasyon
icin 330 nm kullanilirken emisyon igin 450 nm seg¢ilmistir. Calismada kullanilan mobil
faz 20 nM fosfat tamponu/etanol/asetonitril (74.5/8/17.5, h/h/h) karisimi kullanilmistir.
Dogrusallik 1-40 pg/mL araliginda bildirilirken, LOQ degeri 0.53 pg/mL olarak
bildirilmistir (Vermeij ve Edelbroek, 2004).

Literatiirde bulunan calismalarin 6zeti Tablo 2.3’ de gosterilmektedir.
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Tablo 2.3. HPLC-UV ve HPLC-FLD ile yapilan pregabalinin tiirevlendirildigi analitik yontemler

Analizin Yapildigi Tiirevlendirici Ajan Cahisma Mobil Faz Cihaz Ol¢iim Referans
Ortam Arahg Degerleri
(ng/mL)

Saf pragabalin ve 1-Floro-2,4-dinitrobenzen 1-100 Asetonitril ve sodyum dihidrojen fosfat karigima 50 HPLC-UV 360 (Souri ve ark., 2013)

Farmasotik preparat mM (pH:2.5) (60/40, h/h)

Serum ve Plazma Pikril siilfonik asit 0.5-8 Asetonitril ve asetat tamponu (pH:4.6) (50/50, h/h) HPLC-UV 340 (Berry ve  Millington,

2005)

Y1gin ve Kapsiil p —dimetilaminobenzaldehit 5-60 0.022 M potasyum dihidrojen fosfat (pH:6), metanol HPLC-UV 396 (Patil ve ark.,. 2016)
ve asetonitrilden_(92/5/3, h/h/h)

Saf form 1-floro-2,4-dinitrobenzen 8-48 Fosfat tamponu ve asetonitril HPLC-UV 3 (Wu ve ark., 2010)

Kapsiil 9- fluorenilmetil kloroformat ~ 0.5-6.0 20 mM potasyum fosfat tamponu (pH:3.9)- asetonitril HPLC-FL 260-315  (Toker ve Cicek, 2019)
(70:30, h/h)

Farmasotik dozaj Floresamin 1.25-250 0.2 trietilamin igeren su ve metanol (10/90, h/h) HPLC-FL 395-476  (Martinc ve ark., 2010)

Insan plazmasi 4-kloro-7-nitrobenzofurazan 0.50— Metanol ve 0.05 M fosfat tamponu (pH:4.9)(43/57, HPLC-FL 470-530  (Martinc ve ark., 2014)

20.0 h/h)

Insan serumu o -ftaldialdehit 1-40 20 nM fosfat tamponu-etanol-asetonitril (74.5/8/17.5, HPLC-FL 330-450  (Vermeij ve Edelbroek,
h/h/h) 2004)

Insan serumu 2-merkaptoetanol 1-40 20 nM fosfat tamponu-etanol-asetonitril (74.5/8/17.5, HPLC-FL 330-450  (Vermeij ve Edelbroek,
h/h/h) 2004)

Farmasotik preparat o -ftaldialdehit 30-50 0.010 M asetat tamponu ve metanol (85/15, h/h) HPLC-FL 345-450  (Dousa ve ark., 2010)

* Yazarlar tarafindan bildirilmemistir.



2.8.2.2. Spektroskopi Temelli Gelistirilen Yontemler

Navneet ve ark. 2010 yilinda yaptiklar1 bir calismada saf ilag ve farmasotik
formiilasyonlardaki pregabalinin teshisi i¢in spektrofotometrik yontem gelistirmislerdir.
Bu yontemde tiirevlendirici ajan olarak benzoil kloriir kullanilmistir. Olusan bilesigi 223
nm’de 6l¢miislerdir. Calisma 2.5-12.5 pg/mL araliginda dogrusal iken R? degeri 0.9997
olarak bildirilmistir. Caligmanin LOD degeri 0.31 pg/mL, LOQ degeri 0.87 ve dogrulugu
%99.71£1.23 (%BSS) olarak bildirilmistir (Navneet ve ark., 2010).

Pregabalin tespiti i¢in gelistirilen baska bir calismada toplu ilaglarda ve farmasétik
preparatta 1,2-naftakinon-4-siilfonik asit sodyum ve 2,4-dinitrofenilhidrazinin ile
tiirevlendirmeye dayali metot gelistirilmistir. Yontemler sirasiyla 5-45 pg/mL ve 50-450
ng/mL araligida dogrusaldir. Olgiimleri yapildig: dalga boylar1 sirasiyla 485 nm ve 461
nm’de gergeklestirilmistir. Calismalarin korelasyon katsayilar1 sirasiyla 0.993 ve 0.998
iken LOD degerleri 0.29 pg/mL ve 1.91 ug/mL’dir. 1,2-Naftakinon-4-siilfonik asit
sodyum ile gelistirilen yontemde geri kazanimi %95-106.6 araliginda; 2,4-
dinitrofenilhidrazinin ile gelistirilen yontemin geri kazanimi %99-101.3 araliginda
bildirilmistir (Sowjanya ve ark., 2011).

Hammad ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada farmasétik preparatta bulunan
pregabalin dimetilformamid varliginda askorbik asit ile reaksiyona sokularak 530 nm'de
olgiilen mor renkli kompleks ve ikinci yontem olarak notr pH'ta salisilaldehit ile 410
nm’de dl¢limlerin yapildigr yontem gelistirmislerdir. Birinci yontem i¢in 5—50 pg/mL ve
ikinci yontem igin 5-60 pg/mL g¢alisma araligi oldugu bildirilmistir. Caligmalarin
ortalama geri kazanim degerleri birinci ve ikinci yontem igin sirasiyla %102.86 = 0.67 ve
%100.41£1.31°dir. Caligmalarin LOD degerleri 0.5 ve 3 pg/mL iken geri kazanim

degerleri %103.23 ve %101.84 bulunmustur (Hammad ve Abdallah, 2012).
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Pregabalinin farmasotik preparattaki miktarinin belirlenmesi igin gelistirilen bir
yontemde p—dimetilaminobenzaldehit ile tliirevlendirme gerceklestirilmistir. Pregabalin
0.5 M H2SO4 varliginda tiirevlendirilerek 420 nm’de 6lgiim yapilmistir. Calisma 40-120
pg/mL araliginda dogrusaldir. Geri kazanim yiizdesi %96.04 ile %102.9 degerleri
araliginda bulunurken R? degeri 0.999 olarak bildirilmistir (Najam ve ark., 2013).

Bali ve ark. 2011 yilinda saf formunda ve kapsiillerde pregabalin tespiti i¢in pH
7.4 fostat tamponunda ninhidrin ile reaksiyona sokularak 402 nm’de 6l¢tim yapmislardir.
Korelasyon katsayist 0.992 bulunurken dogrusal oldugu aralik 50-1000 pg/mL olarak
bildirilmistir. LOQ ve LOD degeri sirasiyla 20 ug/mL ve 6 pg/mL iken geri kazanim
degerlerini 100.43 + 1.24 araliginda bulmuslardir (Bali ve Gaur, 2011).

Y18in, farmasotik formulasyonlarda ve insan idrarinda pregabalin analizi i¢in KI
ve KlO3 igeren bir yontemde 0.5-3.5 pg/mL araliginda dogrusal ¢alisma yapmuslardir.
Bu calismada absorbans 353 nm'de Ol¢iilmiistiir. Korelasyon katsayis1 0.9999 olan
calismanin LOD degeri 0.246 pg/mL LOQ degeri 0.08154 pg/mL olarak bulmuglardir.
Insan idrarinda geri kazamim degerleri %98.21 ile %99.87 araligindadir. Caligmanin giin
i¢i kesinlik i¢in geri kazanim degerlerinin sirasiyla %100.10 ve %0.799'dan diisiik, glinler
aras1 kesinlik i¢in geri kazanim ve BSS degerleri %100.07 ve %1.001'den diisiik olarak
bulmuslardir (Gujral ve ark., 2009).

Zergui ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada 2023 yilinda pregabalin tespiti i¢in
ninhidrin ile tiirevlendirme yaparak yontem gelistirmislerdir. Cesitli dozaj formlarinda ve
insan idrarinda 100-500 pg/mL araliginda dogrusal olan yontemler gelistirmislerdir.
Calismanin R? degeri 0.9995 olarak bildirilirken saptama gozlenebilme sinir1 50 ug/mL
olarak bulundugu bildirilmistir (Zergui ve ark., 2023).

2009 yilinda yapilan ¢aligmada gelistirilen {i¢ yontem kapsiillerde pregabalin

miktar tayini i¢in uygulanmustir. Birinci tiirevlendirici ajan olarak 2,3-dikloro-5,6-
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disiyano-1,4-benzokinon, ikinci tirevlendirici ajan olarak 7,7,8,8-
tetrasiyanokinodimetan ve tiglincii tiirevlendirici ajan olarak ninhidrin kullanilmistir. Bu
Olctimler sirasiyla 494, 841 ve 573 nm’de gergeklestirilmistir. Yontemlerin dogrusalligi
sirasiyla 2.0-30.0 g/mL, 1.5-10 g/mL ve 40.0-180.0 pg/mL olarak bildirilmistir.
Calismalarin korelasyon katsayilari sirasiyla 0.9995, 0.9995, 0.9996 olarak bildirilmistir.
Giin i¢i %BSS degerleri 0.83, 0.54 ve 0.96 iken LOD degerleri sirasiyla 0.343, 0.016 ve
1.235 ug/mL olarak bildirilmistir. Kapsiillerin geri kazanim degerleri sirastyla %100.88,
%100.28 ve %101.24 olarak bulunmustur (Armagan, 2009).

2010 yilinda yapilan bir ¢calismada, toplu ve farmasotik formdaki pregabalin, 7-
Kloro-4-nitrobenzofurazan ile tiirevlendirilerek yeni bir yontem gelistirilmistir. Yontemin
eksitasyon ve emisyon dalga boyu sirasiyla 460 nm ve 558 nm olarak bildirilmistir.
Korelasyon katsayist 0.9995 ve calisma araligit 40400 ng/mL olarak bildirilmistir.
Caligmanin LOD degeri 0.165 ng/mL iken ortalama geri kazanim yiizdesi %99.96° dir
(Onal ve ark., 2009).

Pregabalinin kapsiillerdeki miktarinin tespit edilmesi i¢in gelistirilen yontemde
floresamin ile tiirevlendirilme gergeklestirildikten sonra 390 nm'de eksitasyondan sonra
487 nm'de emisyon ile analizler yapilmigtir. Ortam pH’s1 10 olarak segilen bu ¢aligma
0.01-0.3 pg/mL araliginda dogrusal olarak bildirilmistir. LOD degerinin 0.002 pg/mL
oldugu c¢alisgmada korelasyon katsayist 0.9999 olarak bildirilmistir (Walash ve ark.,
2011).

Shaalan, kapsiillerde ve insan idrarinda pregabalin tespiti i¢in ti¢ farkli
tiirevlendirme yontemi gelistirmistir. Bu yontemlerde tlirevlendirici ajan olarak 2,4-
dinitrofluorobenzen, 2,3,5,6-tetrakloro-1,4-benzokinon ve floresamin kullanmistir.
Yontemlerin dogrusal oldugu araliklart sirasiyla 0.02-0.28 ng/mL, 2-7 ng/mL ve 1-7

ng/mL olarak bildirmistir. 2,4-dinitrofluorobenzen igin gelistirdigi spektrofloresans
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yontemi i¢in eksitasyon degerini 385 nm ve emisyon degerini 485 nm olarak se¢mistir.
2,3,5,6-tetrakloro-1,4-benzokinon ve floresamin gelistirilen spektrofotometrik yontem
icin Ol¢im degeri olarak sirasiyla 369 ve 352 nm degerlerini segmistir. Calismalarin
korelasyon katsayilarini sirasiyla 0.9996’dan biiylik olarak bulmustur. Geri kazanim
degerlerini ise sirasiyla 99.7+1.122, 99.55£1.971 ve 98.30+0.727 olarak bulmustur
(Shaalan, 2010).

Sowjanya ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada pregabalinin kantitatif tayini i¢in
iki yontem gelistirilmistir. Birinci yontem 400 nm’de 2,6-diklorokinon klorimid ile
tirevlendirilerek Olgiilmesine ikinci yontem ise 3-metil-2-benztiyazolinon hidrazon
tirevlendirlerek 668 nm’de oOlglilmesine dayanmaktadir. Calisma araliklar1 her iki
calismada da 50-350 pg/mL araliginda dogrusal olarak bulunmustur. Yontemlerin geri
kazanimlar sirastyla %100.4 ve %99.7 olarak bildirilmistir (Sowjanya ve ark., 2011).

Farmasoétik preparatta pregabalinin tespiti i¢in gelistirilen bagka bir yontemde
metanollii ortamda bromokrezol yesili ile tiirevlendirme yapilmistir. Tiirevlendirme
sonrasi 618 nm’de 6l¢iimlerin yapildigi ¢alismanin dogrusallik araligi 6-22 pg/mL olarak
bildirilmistir. Yontemin kesinligi (%BSS) giin igin 0.93 giinler arasi 0.41 olarak
kaydedilmistir (Kutty ve ark., 2023).

2015 yilinda Rizk ve ark. yaptiklar1 bir ¢alismada pregabalin tiirevlendirici ajan
olarak etilendiamin se¢gmislerdir. 385 nm’de 6l¢iimlerin yapildigi calismada dogrusallik
2-10 pg/mL, korelasyon katsayist 0.9998, LOD degeri 0.24 ve ortalama geri kazanim
yiizdesi %100.1 olarak bildirilmistir (Rizk ve ark., 2015).

Kapsiillerin icerdigi pregabalin miktarinin tespit edilmesi i¢in gelistirilen bagka
bir yontemde tiirevlendirici ajan olarak 2,4-dinitrofenol ve 2,4,6-trinitrofenol se¢ilmistir.
Her iki ¢aligmanin da dogrusal oldugu araligi 0.02-200 pg/mL olarak bildirmislerdir.

Reaksiyon sonucunda olusan sar1 renkli kopmlekslerin lgiimleri sirasiyla 418 ve 425
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nm’de gerceklestirilmistir. Her iki yontemin korelasyon katsayis1 0.999°dan biiyiik olarak
bulunmustur. Yontemlerin iki farkli farmasotik preparatta uygulanmasiyla elde edilen
geri kazanim degerlerinin ortalamast %99.99+0.77 ve %101.47+1.13 olarak bildirilmistir

(Sher ve ark., 2015).

Literatiirde bulunan ¢aligsmalarin 6zeti Tablo 2.4’te gosterilmistir.
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Tablo 2.4. Spektroskopi temelli pregabalinin tiirevlendirildigi analitik yontemler

Ortam Tiirevlendirici Ajan Calisma LOD Cihaz Olciim Referans
Aralhgi(pg/mL) (ng/mL) Degerleri(nm)

Saf ilag ve Farmasotik  Benzoil kloriir 2.5-12.5 0.31 Spektrofotometrik 223 (Navneet ve ark., 2010)

formiilasyon

Toplu ilaglarda ve Farmasotik 1,2-naftakinon-4-siilfonik  asit 5-45 0.29 Spektrofotometrik 485 (Sowjanya ve ark., 2011)

preparat sodyum

Toplu ilaglarda ve Farmasétik 1,2-naftakinon-4-siilfonik  asit 50-450 191 Spektrofotometrik 461 (Sowjanya ve ark., 2011)

preparat sodyum

Farmasotik preparat Askorbik asit 5.0-50 0.5 Spektrofotometrik 530 (Hammad ve Abdallah, 2012)

Farmasotik preparat Salisilaldehit 5-60 3 410 (Hammad ve Abdallah, 2012)

Farmasotik preparat p —dimetilaminobenzaldehit 40-120 - Spektrofotometrik 420 (Najam ve ark., 2013)

Saf formunda ve Kapsiil Ninhidrin 50-1000 20 Spektrofotometrik 402 (Bali ve Gaur, 2011)

Farmasotik  formulasyonlar ve Kl ve KIO3 0.5-3.5 0.246 Spektrofotometrik 353 (Gujral ve ark., 2009)

Insan idrart

Dozaj formlarinda ve Insan idrar1  Ninhidrin 100-500 50 Spektrofotometrik - (Zergui ve ark., 2023)

Kapsiil 2,3-dikloro-5,6-disiyano-1,4- 2.0-30.0* 0.343 * Spektrofotometrik 494 (Armagan, 2009)
benzokinon

Kapsiil 7,7,8,8-tetrasiyanokinodimetan 1.5-10* 0.016 * Spektrofotometrik 841 (Armagan, 2009)

Kapsiil Ninhidrin 40.0-180.0 1.235 Spektrofotometrik 573 (Armagan, 2009)

Toplu ve Farmasétik form 7-kloro-4-nitrobenzofurazan 40-400 0.165 Spektrofotometrik 460-558 (Onal ve ark., 2009)

Kapsiil Floresamin 0.01-0.3 0.002 Spektroflorometrik 390-487 (Walash ve ark., 2011)

Kapsiillerde ve Insan idrar 2,4-dinitrofluorobenzen 0.02 - 0.28 ** 0.0032 Spektroflorometrik 385-485 (Shaalan, 2010)
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Tablo 2.4. (Devam)

Kapsiillerde ve insan idrari
Kapsiil
Kapsiil

Farmasoétik preparat
Farmasoétik preparat
Kapsiil
Kapsiil

Floresamin
2,6-diklorokinon klorimid
3-metil-2-benztiyazolinon
hidrazon

Bromokrezol yesili
Etilendiamin
2,4-dinitrofenol

2,4,6-trinitrofenol

1.7
50-350
50-350

6-22
2-10
0.02-200
0.02-200

0.6
2.5
2.4

2.3
0.24
0.0059
0.0041

Spektrofotometrik
Spektrofotometrik
Spektrofotometrik

Spektrofotometrik
Spektrofotometrik
Spektrofotometrik
Spektrofotometrik

352
400
668

618
385
418
425

(Shaalan, 2010)
(Sowjanya ve ark., 2011)
(Sowjanya ve ark., 2011)

(Kutty ve ark., 2023)
(Rizk ve ark., 2015)
(Sher ve ark., 2015)
(Sher ve ark., 2015)

*g/mL ** ng/m



3. MATERYAL VE METOD

3.1. Kullanilan Kimyasallar

Pregabalin etken maddesi (>%99 saflikta) Atabay Ila¢ Firmasi tarafindan hediye
edilmistir ve piyasada satig1 bulunan pregabalin igeren tabletler (tavsanlarin beslenmesi
icin Alyse 300 mg-Gelistirilen yontemler igin Regapen ve Pagamax) Erzurum Selguk
Ecza deposundan temin edilmistir. Kullanilan kimyasallarin hepsi HPLC Grade saflikta
olup kullanilan saf su MILLIPORE Direct-Q3 saf su cihazindan alinmustir.

Doktora tez ¢aligmasi kapsaminda kullanilan kimyasallar ve ¢oziiciiler Tablo
3.1’°de verilmistir.

Tablo 3.1. Kullanilan kimyasallar ve ¢oziiciiler

Kimyasalin Adi Mensei Kimyasalin Adi Mensei

Potasyum karbonat Merck Etanol Sigma-Aldrich
2-naftilaldehit Sigma-Aldrich Hegzan Sigma-Aldrich
Agir su Fluka Klorform Sigma-Aldrich
Asetonitril Sigma-Aldrich Metanol Sigma-Aldrich
Izopropanol Merck Formik asit Riedel-de Haen

3.2. Kullanilan Cihazlar ve Programlar

Spektroskopik analizlerde spektral ve absorbans o&lgiimleri 200-1000 nm
araliginda tarama yapildiktan sonra 200-350 nm araliginda Thermo MultiScan Go cihazi
kullanilarak gerceklestirildi. Olgiimler icin 10 mm genisliginde 96 kuyulu kuvars cam
plaka kullanildi. Spektroflorometrede eksitasyon ve emisyon degerlerinin belirlenmesi
icin PerkinElmer LS-45 cihazi kulllanildi. Bu Olglimlerde eksitasyon ve emisyon
noktalarmin belirlenmesi i¢in 200-900 nm araliginda dlgiim yapildi. Olgiimler sirasinda
numune ¢ozeltileri i¢in 10 mm 151k yolu olan 0.70 mL’ lik kuvars kiivetler kullanildi.

Kromatografik ayrimlar1 Agilent Technologies 1200 serisi HPLC sisteminde
gercekletirildi. Kromatografik aparat, solvent gaz giderme modiilii (G1322A), dortli

gradyan pompasi (G1312A), otomatik numune alic1 (G1313A), termostatli kolon bolmesi
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(G1316A) kisimlarindan olusmaktaydi. Kullanilan dedektorler sistemle uyumlu 1200
serisi UV dedektor (G1314B) ve 1100 serisi FL dedektordiir (G1321A). Kromatografik
ayirma, ters fazli bir ACE Cig kolonu (250 x 4.6 mm, 5 um) ile gerceklestirildi. Uriiniin
tiirevlendirme siirecini ve niteliksel tespitini tanimlamak i¢cin H-NMR cihazi kullanildi.
Metabolitlerin analizinde Agilent 6530 Accurate-Mass Q-TOF kiitle spektrometresi ve
Agilent 1290 Infinity Sivi Kromatografi Sistemi (HPLC-Agilent Technologies, Palo Alto,
CA) kullanildi. Caligma tiirli olarak hedefsiz metabolomik yaklasim kullanildi. Agilent
Jet Stream Elektrosprey Iyonizasyon Sisteminin (Agilent Technologies, Palo Alto, CA)
pozitif iyon modu kullanildi. Kromatografik eliisyonu gerceklestirmek i¢in ters faz
Cis kolonu (Kinetex C18, 100 A, 50 x 2.1 mm, 1.7 pm) segildi.

IR analizleri i¢cin Shimadzu IRSpirit-T cihazi kullanildi. Analizlerde kullanilan
spektral araligi 400-4000 cm? olarak secilip, bu &lgiimler yirmi dl¢iim sonucunun
ortalamasi ile olusturuldu. Numune hazirlama islemi gerektirmeyen bu Ol¢limlerde
analitler cihazin kuyucuguna konularak Quick Attenuated Total Reflectance baslig ile
Ol¢timleri yapildi.

Orneklerin karistirilmasi i¢in ultrasonik su banyosu (ELMA D-78224L.C30) ile
ependorf tiiplerin karistiricis1 (Eppendorf Thermomixer C), ultrasonik banyo (Elma D-
78224), mikrosantrifiij cihazi (Beckman Coulter Microfuge 20R), metabolomiks
caligmalarindaki ~ numunelerin ~ ugurulmasi  i¢in  konsentratér  (Eppendorf
Concentratorplus) ve tartim icin analitik terazi (Kern ABT 100-5 M) kullanildi. Deneyler
sirasinda kullanilan mikropipetler, degazer, vortex, mavi ve sar1 pipet uclari, ependorf
tiipler, enjektdrler, damar yolu agicilar1 ve nylon membran filtre Atatiirk Universitesi

Eczacilik Fakiltesi Enstriimantal Laboratuvarindan temin edildi.
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NMR spektrumlarinin alindig1 Bruker, UltraShield 300 MHz, (Amerika BirleGik
Deviletleri) cihazi, Heidolp Laborata 4001 ve Vacuubrand MZ 2C NT cihazlar1 Atatiirk
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Kimya Laboratuvarindan temin edildi.

Deneylerin tasarimi Design-Expert Statistical Software (versiyon 13, MN, ABD)
yardimiyla gergeklestirildi. Tez sirasinda yapilan islemlerde ve istatiksel hesaplamalarda
Excel 2016, R Studio, ProteoWizard, Masshunter 8.00, XCMS, MATLAB, KEGG,
HMDDb ve MetaboAnalyst 6.0 yazilimlari ve veri tabanlar1 kullanildi.

3.3. Cozeltilerin Hazirlanmasi

Spektrofotometri yonteminde hazirlanan stok ¢6zelti i¢in, 1 mg madde dikkatlice
tartilmis ve 10 mL'lik bir hacimsel siseye aktarildi. Az miktarda su-asetonitril karisimi
eklenmis ve karisim ¢dziinmesi icin 5 dakika boyunca ultrasonik banyoda sonikasyona
tabi tutuldu. Cozelti daha sonra son hacme kadar getirildi ve pregabalin-naftil imin stok
¢ozeltisinin derisimi 100 pg/mL olarak ayarlandi. Bu stok ¢6zeltiden 2, 5, 10, 20, 25, 30,
45 ve 50 pg/mL derisiminde standart calisma c¢ozeltileri ve 3, 5.15 ve 28 pg/mL
derisiminde kalite kontrol ¢ozeltileri hazirlandi.

HPLC-UV ve HPLC-FLD yontemi i¢in kullanilan stok ¢dzeltinin
hazirlanmasinda 1 mg madde dikkatlice tartilarak 5 mL’lik balon jojede mobil faz ile bir
miktar ¢Oziildii ve on dakika vortekslendikten sonra mobil faz ile tamamlandi. Son
hacmine getirilen pregabalin-naftil imin stok ¢ozeltisinin derisimi 200 pg/mL olarak
hazirland1. Bu stok ¢ozeltiden ependorf tiiplere alinarak HPLC-FLD yo6ntemi igin 0.025,
0.1, 0.5, 1, 5, 10, 15, 20, 25 pg/mL derisimlerinde, HPLC-UV yontemi i¢in 0.5, 2.5, 5,
7.5, 10, 15, 17.5, 20, 25 pg/mL derisimlerinde ve kalite kontrol ¢ozeltileri i¢in 0.25, 0.75,

7.5, 13, 22.5 pg/mL derisimlerinde ¢ozeltiler hazirlandi.
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3.4. Plazma Ornegi Toplanmasi

Tavsanlara otuz giin boyunca aym saatte pregabalin verildi. Kan ornekleri
tavsanlarin kulaginda bulunan Auricular Vena’dan mor kapakli kan tiiplerine alindi. Daha
sonra 6000 rpm’de 8 dakika boyunca santrifiij edilerek plazmalar1 2 mL’lik ependorf

tiiplere alind1. Alinan plazmalar analize kadar -80 °C’de sakland.

3.5. Metabolomik Cahsma I¢in Plazma Orneklerinin Hazirlanmasi

Tavsanlardan alinan 200 pL plazma 6rnegi buz tizerinde ¢oziindiiriildiikten sonra
hafifce girdap (vortex mixser) karistiricida homojenize edildi. Homojenize edilen 6rnek
lizerine 600 pL metanol ilave edilerek 1 dakika kuvvetlice calkalandi. Ornekler daha
sonra 15 dakika +4 °C derecede buzdolabinda bekletildi. Buzdolabindan g¢ikarilan
ornekler 15 dakika boyunca +4 °C derecede 12000 rpm’de santrifiij edildi. Ust kisimdaki
temiz faz alinarak ependorflara aktarildi ve kuruyana kadar bekletildi. Kuruyan 6rnekler
100 pL mobil faz (%0.1 formik asit iceren deiyonize su/%0.1 formik asit iceren
asetonitril, 1/1; h/h) ile ¢oziilerek analiz edildi. Veri kalitesini iyilestirmek ve yazilimin
otonom entegrasyon basarisini kontrol etmek i¢in IS olarak karbamazepin secildi. Her
numuneden 10 pL alinarak kalite kontrol ¢ozeltileri hazirlandi. Analizlerden 6nce ve her
alt1 analizde bir veri temizligi ve parti i¢i etkileri diizeltmek icin QC ornekleri enjekte
edildi. QC’lerin %50’sinde tespit edilemeyen “feature” degerleri filtrelendi ve yanlis tepe
olarak tanimlandi.

3.6. Metabolit Profilleme ve istatistiksel Analiz

Cihazlardan elde edilen ham veriler MSConvert yazilimi yardimiyla .mzxml
formatina doniistiirtildii. Cok miktarda verinin bulundugu bu veri setinden ilgili sonuglari
cikarmak ve diizenlemek igin ¢esitli algoritmalar gerekmektedir (Worley ve Powers,
2013). Elde edilen sonuglar pik diizeltilmesi i¢in XCMS yazilim programina aktarildi,

ardindan analizler i¢in unique retention time ve m/z degerlerine gore gruplandirilmis
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excel sayfasi olusturuldu. Kriterleri karsilayan 6zellikler ( p <0.05 ve m/z puanlarindan
katlama analizi > 1.5) biyobelirteg metabolit adayr olarak kabul edildi. Secilen
onemli M/z puanlarinin tamimlanmast Human Metabolome Database (HMDb) ve
METLIN veritabani kullanilarak degerlendirildi. Metabolik yol analizi Kyoto Genler ve
Genomlar Ansiklopedisi (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes-KEGG) yol
veritaban1 ve MetaboAnalyst 6.0 kullanilarak gerceklestirildi. Kiimeleme analizini
gerceklestirmek icin ham verilerin 6n isleme tabi tutulmasi gerekir. Pik siralamsi,
dedeksiyonu, alikonma zamani normalizasyonu XCMS ¢evrimig¢i yazilimi tarafindan
gerceklestirildi. Elde edilen islenmis veriler kemometrik analizler i¢cin MATLAB’a
aktarildi. Kalite kontrol Ornekleri kullanilarak her bir Ornegin kiitle spektrum
normalizasyonu (QC-SVR) gergeklestirildi. Sonuglar ortalamatstandart sapma olarak
sunuldu ve p <0.05 (Welch’s Test) istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

3.7. Deney Tasarimi

3.7.1. Tiirevlendirme Prosediiriin Faktorleri ve Deney Tasarimi

Deneysel tasarim, deneysel calistirma sayisini azaltmak ve ayn1 zamanda makul
calistirmalarla ger¢ek optimum noktalara ulagsmak icin faktorlerin etkilesimini dikkate
almak tizere gelistirilmistir. Tlrevlendirme faktorlerinin belirlenmesi icin tiim deneyler
iki kopya halinde yapildi ve tiim degerlerin ortalamasi alindi. Faktorlerin belirlenmesi ve
sonuclarin analiz edilmesi i¢in Desing-expert 13 yazilimi kullanildi. Yanit yiizeyi
metodolojisi (CCD), daha az sayida deney gerektiren sentetik bir yaklasimla
degiskenlerin eszamanli optimizasyonu ve etkilesimlerinin tahmin edilmesi i¢in siklikla
kullanilan bir tekniktir. Her faktor {i¢ seviyeye ayarlandi (Tablo 3.2). Bu ii¢ degiskenin
oranlarinin bulunmasi i¢in on yedi adet ¢alismay1 temel alan bir CCD kullanildi.

Tasarimdan elde edilen veriler, bir model olusturmak i¢in kullanildi.
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Tablo 3.2. Tiirevlendirme kosullarinin belirlenmesi i¢in segilen faktorler

Seviyeler
Faktorler Birim Diisiik Orta Yiiksek
X1: KCO3 Derisimi Mmol 0 1 2
X2: Sicaklik °C 20 30 40
X3: Etanol Miktari mL 5 125 20

Ug bagimsiz faktdre sahip bir Box-Behnken deney tasarimi, 17 standart ¢alistirma

kullanilarak ger¢eklestirildi. Optimize edilmis 17 deneme c¢aligmasinin tiimii igin segilen

bagimsiz faktorler Tablo 3.3'te verilmistir.

Tablo 3.3. Tiirevlendirme reaksiyonu i¢in 17 bagimsiz ¢alisma parametresi

Bagimsiz Faktorler

No X1 X2 X3
1 2 30 20
2 1 20 5
3 0 20 12.5
4 0 30 20
5 1 40 5
6 1 30 12.5
7 2 30 5
8 0 30 5
9 1 30 12.5

10 0 40 12.5

11 1 20 20

12 1 30 12.5
13 2 40 12.5
14 1 40 20
15 2 20 12.5
16 1 30 12.5
17 1 30 12.5

3.7.2. HPLC Mobil Faz Deney Tasarimi

Kromatografik kosullarin belirlenmesi i¢in merkezi bilesik tasarimi (CCD)

kullanilarak optimize edildi. Tiim deneyler ii¢ kopya halinde yapildi ve tiim degerlerin

ortalamasi alindi. Sonuclarin belirlenen faktdrlere gore analiz edilmesi i¢in Design-
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Expert 13 yazilim1 kullanildi. Her degisken sayisal faktor 3 seviyeye ayarlandi (Tablo
3.4). Bu ti¢ degiskenin oranlarimi bulmak i¢in 17 ¢alismaya dayanan merkezi bilesik
tasarim kullanildi. Tasarimdan elde edilen veriler, tahmin edilen bir model olusturmak
i¢in kullanildi.

Tablo 3.4. Kromatografik kosullarin belirlenmesi i¢in segilen faktorler

Seviyeler
Faktorler Birim Diisiik Orta Yiiksek
Y1: Metanol Orani % 60 67 75.5
Y2: Dalga Boyu nm 260 275 290
Y3: Sicaklik °C 20 30 40

Ug bagimsiz faktére sahip bir Box-Behnken deney tasarimi, 17 standart ¢alistirma
kullanilarak ger¢eklestirildi. Optimize edilmis 17 deneme ¢alismasinin tiimii i¢in se¢ilen

bagimsiz degiskenler Tablo 3.5'te verilmistir.

Tablo 3.5. Mobil faz se¢imi i¢in 17 bagimsiz ¢alisma parametresi
Bagimsiz Degiskenler

No Y1 Y2 Y3
1 60 290 30
2 67.5 290 40
3 60 260 30
4 67.5 275 30
5 67.5 260 20
6 67.5 275 30
7 60 275 40
8 67.5 275 30
9 75 290 30

10 75 275 20

11 67.5 275 30

12 75 260 30
13 60 275 20
14 67.5 260 40
15 67.5 275 30
16 67.5 290 20
17 75 275 40
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3.8.Tiirevlendirme Prosediirii

[lk olarak, 0.16 g kat1 pregabalin (1.0 mmol) 20 mL etanol igerisinde ¢oziildii ve
bu ¢ozelti iizerine 0.14 g K>CO3 (1.0 mmol) eklendi ve oda sicakliginda manyetik
karistirict tizerinde 5 dakika karistirildi. Bu karisima 0.31 g 2-naftaldehit (2.0 mmol) 10
dakika boyunca yavasca ilave edildi ve ardindan reaksiyon karisimi ayni sicaklikta 2 saat
boyunca karistir1ld1. Reaksiyon takibi ITK ile yapildi. Reaksiyon sonunda karisim 20 mL
buzlu suya damla damla ilave edildi. Bu ekleme sirasinda kristal ¢okelmesi gozlenmedi.
Buzlu sudaki reaksiyon karistmi 30+30 mL kloroform ile iki kez ekstrakte edildi ve
ardindan organik faz evaporatorde kuruluga kadar uguruldu. Kalint1 15 mL kloroform
i¢inde ¢oOziildii ve triinii kristallestirmek i¢in 3 mL hekzan eklendi. Krem renkli kristaller
filtrasyon ile ayrildi. Pregabalin-naftilimin yapisi *H ve 3C NMR ile aydinlatildi (Sekil
3.1a). Pregabalin-naftaliminin  IUPAC isimlendirmesi  5-metil-3((((naftalin-2-
ilmetilen)amino)metil)hekzanoik asittir. Ek olarak, IR ve UV-Gor. Pregabalin-naftalimin
kristallerinin spektrumlart alindi ve safligin %90.4 oldugu belirlendi (Sekil 3.1b).

Reaksiyon semasi1 Sekil 3.2°de gosterilmistir.

Sekil 3.1. a) 400 MHz *H-NMR spektrumu ve D20 ¢oziiciisiinde pregabalin-naftil
iminin 100 MHz BC-NMR spektrumu; b) Pregabalin-naftil iminin IR spektrumu

51



O

T, H . e - N .
NH e T T s RN
- E} e S | J \J T
’ - s
. e o e
;I\ ’,[ J.L Ethanal s - e e OH
T T T HDH K00, s

Presabalin Pregabalin-naphty] imine

Sekil 3.2. Pregabalin ve 2-naftil aldehit arasinda gergeklesen reaksiyonun semasi

Sentezi yapilan pregabaline ait reaksiyonun kontrol edilmesinde ve reaksiyon
sonunda oluGabilecek safsizliklarm takibi ince tabaka kromotografisi (ITK) ile
yapilmustir. ITK ¢alismalarinda, adsorban olarak 0.2 mm kalinligindaki hazir silikajel F-
254 (Merck) plaklart (20x20 cm) kullanilmistir. Daha onceden belirlenen zaman
araliklarinda alinan numune bir miktar kilcal boru yardimiyla tiipe alinmis ve metanol ile
seyreltilmistir. Ardindan bu ¢ozelti adsorban olarak segilen silikajel 60 F254 kapli,
onceden uygun ¢oziicii karisgimlart ile doyurulmus aliiminyum plaklara kilcal boru
yardimiyla tatbik edilmis ve hareketli fazlar igerisinde siiriiklenmesi saglanmistir.
Kromatografi tanklarina yaklasik 5 ml ¢oziicii sisteminden [Kloroform:Metanol (95:5)]
konularak ¢6ziicii buhariyla doymasi saglanmistir. Siirtikleme iglemi bittikten sonra
plaklar ac¢ik havada kurutulduktan sonra dalga boyu 254 nm olan UV lambasi altinda

lekeler belirlenmistir.

3.9. Spektrofotometrik Yontemin Gelistirilmesi

Pregabalin-naftil imin tiirevinin spektrofotometrik analizi i¢in en iyi spektrumu
elde etmek amaciyla ilk olarak ¢oziicli segildi. Pregabalin-naftil imin'in 200-350 nm
araligindaki spektrumlari gesitli ¢oziicii/coziicli karigimlart kullanilarak elde edildi (Sekil
3.3). En yiiksek absorbans 50/50 (h/h) oraninda asetonitril-su karigiminda alindi (Sekil

3.4).
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Sekil 3.4. Asetonitril-su (50:50,h/h) ortaminda Pregabalin-naftil imin tiirevinin
spektrumu

3.10. Kromatografik Kosullar

HPLC-UV ve HPLC-FLD yontemlerinde mobil faz 0.47 pm naylon membran
filtreden siiziildii ve ultrasonik olarak gazi giderildi. Numunelerin tayini igin asetonitril
ve metanol (64/36, h/h) iceren bir mobil faz secildi. Enjeksiyon hacmi 10 pL olarak
ayarlandi ve yontem i¢in akis hiz1 1 mL/dk olarak belirlendi. Analizin tam galisma siiresi
alt1 dakika olarak secildi. Ultraviyole dedektor dalga boyu 275 nm olarak ayarlandi.
Floresan tespiti 353 nm emisyon dalga boyu ve 221 nm uyarma dalga boyu kullanilarak
gerceklestirildi. Sekil 3.5'de 10 pg/mL standart pregabalin numunesi i¢in elde edilen

kromatogram gosterilmektedir.
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Sekil 3.5. Pregabalin-naftil imin tiirevinin; a) UV spektrumu spektrumu; b) Floresans
spektrumu

Metabolomiks ¢aligsmlarinda kullanilan Q-TOF kiitle spektrometresi pozitif iyon
modunda kullanildi. Cihazda kullanilan mobil faz sistemi, asag1 yazdig: gibi bir gradyan
elisyonu kullanilarak %0.1°lik formik asit c¢ozeltisi (A) ve asetonitrilden (B)
olusmaktadir. Toplam 12 dakikalik ¢alisma siiresinde gradyan eliisyon i¢in 0.4 mL/dk
mobil faz akis hiz1 su sekilde kullanilmistir: 0-0.5 dakika, %2 B; 0.5-4 dakika, %20 B; 4-
8 dakika, %50 B; 4-6 dakika, %95 B; 8-9 dakika, %95 B; 9-9.25 dakika, %2 B ve 9.25-
12 dakika, kolonun dengelenmesi igin %2 B. Toplam ¢alisma siiresi ve akis hizi sirasiyla
15 dakika ve 0.4 mL/dk olarak ayarlandi. Kolon sicakligi cihaz tarafindan kontrol edildi
ve 55°C'ye ayarlandi. Tiim analizler Elektron Sprey Iyonizasyon pozitif tarama modunda
gerceklestirildi. Kiitle 6zellikleri 50 ile 1500 m/z arasinda tarandi. Intensite esigi 200
olarak belirlendi. Kurutma gazi sicakligi, 350°C; kurutma gazi akisi, 11
L/dk; nebulizator, 40 psi; kilif gaz1 sicakligi, 350°C; kilif gaz1 akisi, 11 L/dk, olarak
secildi. Sekil 3.6’da ayni tavsandan alinan ilk son plazma kromatogramlar1 ve kiitle

spektrumu goriilmektedir.
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Sekil 3.6. a) Pregabalin kullanimindan dnce tavsan plazmasiin kromatogramai; b)
Pregabalin kullanim1 sonrasi tavsan plazmasinin kromatogrami; ¢) Tavsan plazmasinin
kiitle kromatogrami

3.11. Deney Tavsanlari

Bu calismadaki deneysel prosediirler, Atatiirk Universitesi, Tibbi Deneysel
Uygulama ve Arastirma Merkezi tarafindan onaylanmistir. (Belge say1 No. E-75296309-
050.01.04-2200103658).

Tim tavsanlar g¢elik (60x40x40 cm) kafeslerde barindirildi. Tavsanlar standart
ciftlik kosullarinda yetistirildi. Tavsanlarin sicaklik ve aydinlatma kosullar1 24+1°C ve
12 saat giindiiz 12 saat gece olacak sekilde korundu. Tiim tavsanlarin yem ve suya sinirsiz
ulasimi bulunmaktaydi. Yapilan tiim uygulamalar Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel
Uygulama ve Arastirma Merkezi Kilavuzu’na uygundur.

New Zealand cinsi deney tavsanlarina (3-5 kg ortalama agirlik 3.7 kg) kilograa
gore esit oranda pregabalin verilen deneysel bir calisma gerceklestirildi. Tavsanlar 8
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aylikti ve deneylere baslamadan 6nce 5 gilin boyunca iklime alistirildilar. Pregabalin
tavsanlara oral olarak 60 mg/kg olarak verildi. Kan 6rnekleri ilag verilmeden 6nce ve 30
giin ilag¢ verildikten sonra alindi. Tavsanlarin bilgileri Tablo 3.6’da verildi. Alinan plazma
ornekleri analize kadar -80 °C’de saklandi.

Tablo 3.6. Tavsan ilag dozaj tablosu

Tavsan No Cinsiyet Agirlik (kg)  Verilen ila¢ miktari

(mg)
13 E 4 240
33 E 3.5 210
39 E 3.9 234
41 E 3 180
42 E 3.3 198
45 E 3.5 210
46 E 3 180
57 E 3.2 192
28 E 5 300
41 E 4 240
43 E 3.1 186
46 E 4.5 270
47 E 4.8 288
54 E 3.5 210
68 E 3 180
69 E 3.8 228

3.12. Validasyon Parametreleri

Pregabalin-naftil iminin bulk ve farmasotik formiilasyonlarda analizi i¢in
gelistirilen spektrofotometre yontemi ICH’ye goére (Guideline, 2005) dogrusallik,
dogruluk, kesinlik, gbzlenebilme limiti, miktar tayin sinir1 ve stabilite parametreleri

caligilarak valide edildi.

3.12.1. Dogrusallik
Analitin farkli derisimlerde ¢ozeltileri hazirlanir. Hazirlanan bu ¢ozeltiler en

diisiikten en yiiksege esit aralikta dagitildiktan sonra 6l¢iimler gerceklestirilir. Her bir
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derisime karsilik gelen sinyaller kaydedilerek kalibrasyon grafigi ¢izilir ve determinasyon
katsayisi1 degerlendirilir. Determinasyon katsayisinin 0.99’dan biiyilik oldugu degerlerde

yontemin dogrusallik aralig belirlenir.

3.12.2. Dogruluk
Dogruluk gelistirilen yontemin tahmin ettigi degerin ger¢ek degere ne kadar yakin

oldugunun belirlenmesinde kullanilir. Mutlak hata veya bagil hata ile verilir.

3.12.3. Kesinlik

Kesinlik, bir analitik yontemin tekrar edilen 6l¢iimlerinin birbirine ne kadar yakin
oldugunu, yani yontemle yapilan tekrar 6l¢iimlerdeki tutarlilig: ifade eder. Kesinlik, ayni
numune iizerinde yapilan ¢oklu dlgiimlerde elde edilen sonuglar arasindaki yayilimin
derecesiyle belirlenir. Yani O6l¢iimlerin birbirine ne kadar tutarli bir sekilde yakin
oldugunu gosterir. Kesinlik, genellikle standart sapma, bagil standart sapma veya varyans
gibi istatistiksel Olgiimlerle degerlendirilir ve sonuglarin ne kadar dar bir aralikta

toplandigini gosterir.

3.12.4. Gozlenebilme Simir1 (Limit of Detection)

Gozlenebilme smir1 (LOD), bir analitik yontemle veya cihazla giivenilir bir
sekilde tespit edilebilecek en diislik analit miktarin1 veya derisimini ifade eder. Bu sinir,
analitin varhiginin belirlenebilecegi ancak miktarinin heniiz giivenilir sekilde
Olgiilemedigi en diisiik seviyedir. Tespit limitini belirlerken, genellikle sinyalin,
giirtiltliniin ii¢ kat1 biiyiikliigiinde oldugu seviye dikkate alinir.

3.12.5. Miktar Tayin Smr1 (Limit of Quantification)

Bir analitik yontemle belirli bir analitin gilivenilir bir sekilde dlgtilebilecegi en
diisiik derisimini ifade eder. Miktar tayin sinir1 (LOQ), analitin varligini yalnizca tespit
etmekle kalmaz, ayn1 zamanda bu varligin miktarin1 dogru ve tekrarlanabilir bir sekilde

belirleme kapasitesini de gosterir. LOQ, genellikle sinyal-giiriiltii oraninin 10:1 oldugu
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seviyede tamimlanir. Yani, 6l¢iilen sinyalin, arka plandaki giiriiltiiden en az on kat daha
yiiksek olmas1 gerekir.

3.12.6. Stabilite

Analitik yontemin veya numunenin zamanla, depolama kosullarinda ve analiz
siirecleri sirasinda nasil korundugunu ve gegerliligini siirdlirdiigiinii  belirten bir
parametredir. Stabilite, analitlerin veya ¢ozeltilerin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin,
belirli kosullar altinda degisim gdstermeden ne kadar siire boyunca gegerli kalabilecegini
ifade eder. Stabilite, analitik sonuclarin gilivenilirligini saglamak i¢in kritik bir

parametredir.
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4. BULGULAR

4.1. UV-Vis Spektrofotometri Bulgulari

4.1.1. Merkezi Bilesik Tasarimi Sonuclari

Ug degiskenin roliinii degerlendirmek igin merkezi bir kompozit tasarim
uygulanmistir. Yapilan 6n deneyler sonucunda, deney tasariminda Tablo 4.1°deki deger
araliklar1 kullanilmis ve elde edilen yiizde verim hesaplanmaistir.

Tablo 4.1. Ug parametreli merkezi kompozit tasarimi ve verim sonuglari

No X1 X2 X3 Verim (%)
1 2 30 20 77
2 1 20 5 84
3 0 20 12,5 69
4 0 30 20 66
5 1 40 5 66
6 1 30 12,5 91
7 2 30 5 74
8 0 30 5 64
9 1 30 12.5 92

10 0 40 125 53

11 1 20 20 87

12 1 30 12.5 92

13 2 40 12,5 61

14 1 40 20 68

15 2 20 12,5 78

16 1 30 12,5 91

17 1 30 12,5 92

Deneysel veriler ikinci dereceden bir polinom denklemine oturtuldu ve regresyon
katsayilar1 elde edildi. Gelistirilen regresyon modelinin O6nemini ve yeterliligini
dogrulamak i¢in varyans analizi (ANOVA) yapildi (Tablo 4.2). Cok degiskenli regresyon
analizi kullanilarak, asagidaki denklemle verilen ortalama yanit i¢in uygun model elde
edildi:

Y= +91.60++4.75A-8.75B+1.25C-0.2500AB+0.2500AC-0.2500BC-16.17 A%-

10.17 B>-5.18 C?
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Tablo 4.2. Yanit yiizeyi tasariminin ANOVA analizi sonuglari

Source Sum of Mean f degeri p degeri
squares square

Model 2607.86 9 289.76 390.06 <0.0001 significant
A-K2COs concentration 180.50 1 180.50 242.98 < 0.0001
B-Temperature 612.50 1 612.50 824.52 < 0.0001
C-Ethanol Volume 12.50 1 12.50 16.83 0.0046
AB 0.2500 1 0.2500 0.3365 0.5800
AC 0.2500 1 0.2500 0.3365 0.5800
BC 0.2500 1 0.2500 0.3365 0.5800
A? 1101.60 1 1101.60 1482.93 <0.0001
B? 435.92 1 435.92 586.81 <0.0001
C? 112.76 1 112.76 151.79 <0.0001
Residual 5.20 7 0.7429
Lack of Fit 4.00 3 1.33 4.44 0.0918  not significant
Pure Error 1.20 4 0.3000
Cor Total 2613.06 16

Deneysel tasarim sonucunda elde edlen verilerin ANOVA analizleri yapildi. Elde

edilen sonuglara gore model anlamhidir ve uyum eksikligi istatiksel olarak anlamli

bulunmamustir, bu durum modelimizin yiiksek verimlilik, uygulanabilirlik ve uygunluk

olarak kabul edilir oldugunun gostergesidir. R? degeri ¢ok yiiksektir ayrica gergek ve

tahmin edilen degerler arasinda iyi bir korelasyon oldugunu gésterir. Tahmin edilen R?

degerinin 0.9920 olmas1 modelin iyi diizeyde tatmin edildigini dogrulamaktadir (Sekil

4.1). CCD’nin 3 boyutlu model grafikleri alindi (Sekil 4.2). Yapilan CCD sonuglarina

gore verimin en yliksek oldugu deney sartlar1 X1: 1 mmol, X2: 26 °C ve X3: 10 mL olarak

bulundu. Yapilan deney tasarimi sonucunda 2-naftaldehit tiirevlendirme prosediiriinii

olusturuldu.
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Ongoériilen vs. Gercek
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R2:0.9977
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Ongoriilen R2 : 0.9920

50 60 70 80 90
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Sekil 4.1. Tiirevlendirme reaksiyonu sonuglarin regresyon analizi grafigi

3D Surface

3D Surface

3D Surface

Sekil 4.2. Merkezi kompozit tasarim i¢in ii¢ boyutlu yanit yiizeyleri: a) K2CO3z derisimi
(mmol)-Sicaklik (° C); b) K2COs derisimi (mmol)-Etanol hacmi (mL); ¢) Sicaklik(® C)-

Etanol hacmi (mL)

UV-Spektroskopi ve birinci tiirevinin ¢alisma parametreleri Tablo 4.3te verildi.

Tablo 4.3. UV-Gor. Bolge Spektrofotometre ve birinci tiirevinin yontem sartlari

Parametreler

UV-Gor. Bolge Spektrofotometri

Birinci Tiirev Spektrofotometri

Etken Madde

Start Lamba (nm)

Stop Lamba (nm)

Data modu

Bant Genisligi (nm)
Tarama Hizi

Mikroplaka Sicakhgi (°C)
Dalga boyu (nm)

Pregabalin
200

350
Absorbans
1.0

Hizli

30

228

Pregabalin
200

350
Absorbans
1.0

Hizh

30

236.5
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4.1.2. Validasyon Parametreleri

4.1.2.1. Dogrusalhk

Pregabalin-naftil imin kompleksi i¢in 2, 5, 10, 20, 25, and 30 pg/mL derisimlerde
standart calisma ¢ozeltileri hazirlandi. Bu ¢ozeltilerin spektrumlar1 alindi, 228 nm dalga
boyunda absorbanslari okundu. Pregabalin-naftil imin derisimine kars1 absorbans degeri
grafige gecirilerek kalibrasyon egrisi tiiretildi. Ardindan birinci tlirevleri alinarak 236.5
nm dalga boyunda absorbanslar1 alinarak derisime kars1 grafige gegirilerek kalibrasyon
grafikleri tretildi (Sekil 4.3). Kalibrasyon egrisinin istatistiksel degerleri Tablo 4.4'te

verilmistir.

Tablo 4.4. Analitik yontemlerin parametreleri

Derisim Amax

. )
Yontem (ng/mL) (nm) Denklem Sa Sb R
UV-Gor.  Bolge 2.0-30.0 228 A =0.0646x +0.0277 0.0001 0.0647 0.9998
Spektrofotometri

Birinci Tiirev 2.0-50.0 236.5 A =-0.0081x + 0.0029 0.0001 0.0005 0.9990
Spektroforometri

A: absorbans, Sa: kesisimin standart sapmasi, Sb: egimin standart sapmast
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Sekil 4.3. a) UV-Spektrofotometri i¢in standart ¢ozeltilerin spektrumu; b)
Spektrofotometri igin kalibrasyon egrisi; ¢) Birinci tiirev spektroskopisi i¢in standart
¢ozeltilerin spektrumu; d) Birinci tiirev spektroskopisi i¢in kalibrasyon egrisi
4.1.2.2. Gozlenebilme ve Miktar tayin sinir1 (LOD ve LOQ)
Her iki yonteminde LOD ve LOQ degerleri sirastyla 0.5 pg/mL ve 2.0 pg/mL

olarak tespit edildi.
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4.1.2.3. Dogruluk ve Kesinlik

Onerilen yontemin dogrulugu ve kesinligi giin i¢i ve giinler aras1 ii¢ farkli kalite
kontrol ¢ozeltileri ile ¢alisildi. Dogruluk yiizde bagil hata ile kesinlik yiizde bagil standart
sapma ile Tablo 4.5’de verildi.

Tablo 4.5. Yontemin dogruluk ve kesinlik degerleri (n=6)

Giin ici Giinler arasi

Yontem  Derisim  Bulunan £SS  Dogruluk  Kesinlik  Bulunan +£SS  Dogruluk  Kesinlik

(ug/mL) (%BH)  (%BSS) (%BH)  (%BSS)

UV-Gor. 35 3.47+0.06 -0.55 0.17 3.47 +£0.02 -0.90 0.05
Bolge

15 1531+ 0.21 1.22 1.37 1541 +0.17 1.47 1.09

28 28.07 + 0.06 0.32 0.18 28.14 +0.06 0.30 0.19

Birinci 35 3.53+0.03 0.93 0.80 3.52+0.05 0.52 1.34
Turev

20 20.26 +0.19 1.32 0.93 20.26 = 0.09 131 0.45

45 45.58 + 0.14 1.30 0.30 4547 +0.19 1.05 0.42

SS: alt1 tekrarli tayinin standart sapmasi; %BH: Bagil hata: (bulunan/eklenen)/eklenenx100; %BSS: bagil standart
sapma

4.1.2.4. Stabilite

Stok ¢ozelti iki kisma ayrildi. Birinci kisim seffaf (15181 geciren) ve ikinci kismu
da amber renkli (15181 gecirmeyen) balon jojeler igerisine konuldu. Cozeltiler laboratuvar
ortaminda (27.0 + 4.0 °C) 151k gbéren ortamda ve buzdolabinda (+4.0+ 2.0 °C) 30 giin
boyunca bekletildi. Bekletme sonucunda yapilan analiz sonuglar1 Amax civarindaki dalga
boyu araligr icin gerceklestirilen varyans analizi (ANOVA, p = 0.05) yapild1 ve
cozeltilerin hem laboratuvar ortaminda hem de Buzdolabinda 14 giin boyunca stabil

kaldig tespit edildi.

4.1.3. Gelistirilen Yontemin Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi

Farmasoétik formiilasyonlardaki aktif maddelerin geri kazanim c¢alismasi standart
ekleme yontemiyle gergeklestirilmistir. Yontemin yiizde analitik geri kazanim degerleri,

eklenen standart ¢aligma ¢ozeltilerinin derisiminin (5.5, 17 ve 30 ug/mL) toplam derisim
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degerlerinden (2+3.5, 2+15, 2+28) ¢ikarilmasi ve tablet ¢ozeltisinin derigimine (2 pg/mL)

oraninin 100 ile ¢arpilmasiyla hesaplanmistir (Tablo 4.6).

Tablo 4.6. Farmasotik formiilasyondaki pregabalinin analitik geri kazanim degerleri

(n=3)
Yontem Tablet (ng/mL) Eklenen (ug/mL) Geri kazamim  BSS%
2 35 100.68 +0.78 0.77
UV-Goriiniir Bolge

15 99.08 +0.93 0.92

Spektrofotometri
2 28 99.15+0.56 0.57
2 35 101.56 +£0.17 0.17

Birinci tiirev

2 15 99.73 £0.24 0.23

Spektrofotometri
2 28 99.57 +0.22 0.22

4.2. HPLC-UV ve HPLC-FLD Bulgulan

4.2.1. Yontem Optimizasyonu Sonuclar

Kromatografik olarak en uygun degerlerin bulunmasi i¢in ii¢ degiskenli CCD
yapildi. Yapilan 6n deneyler sonucunda, deney tasariminda Tablo 4.1.°deki deger
araliklar1 kullanilmis ve elde edilen pregabalin pik alani IS pik alanina boliinerek yanit
hesaplanmistir. Deney, elde edilen kosullar altinda ii¢ kez gergeklestirilmis olup bu ii¢
yamtm ortalamasi alindi. Ug degiskenli deney tasarimindan elde edilen sonuglar toblo

4.7°de gosterilmigtir.
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Tablo 4.7. Ug parametreli merkezi kompozit tasarimi ve pik alan1 sonuglari

No X1 X2 X3 Pik Alany/iS alam
1 60 260 30 764.7
2 75 260 30 681.3
3 60 290 30 1021.7
4 75 290 30 777.4
5 60 275 20 1275.2
6 75 275 20 842.4
7 60 275 40 964.2
8 75 275 40 1261.9
9 67.5 260 20 774.7
10 67.5 290 20 1008.9
11 67.5 260 40 772.9
12 67.5 290 40 1010
13 67.5 275 30 1281.3
14 67.5 275 30 1287.6
15 67.5 275 30 1283.3
16 67.5 275 30 1288.4
17 67.5 275 30 12914

Deneysel veriler ikinci dereceden bir polinom denklemine oturtuldu ve regresyon

katsayilar1 elde edildi. Gelistirilen regresyon modelinin 6nemini ve yeterliligini

dogrulamak i¢in varyans analizi (ANOVA) yapildi (Tablo 4.8).
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Tablo 4.8. HPLC i¢in gelistirilen merkezi kompozit tasarim ANOVA analizi sonuglari

Source Sum of df Mean fdegeri p degeri
squares square
Model 8.619E+05 9 95764.30 84.43 <0.0001 significant
X1- Metanol miktar1  26772.98 1 26772.98 23.60 0.0018
X2- Dalga boyu 84954.42 1 84954.42 74.90 < 0.0001
X3- Sicaklik 1452.60 1 1452.60 1.28 0.2951
AB 6472.20 1 6472.20 5.71 0.0483
AC 1.334E+05 1 1.334E+05 117.62 < 0.0001
BC 2.10 1 2.10 0.0019 0.9669
A? 83013.35 1 83013.35 73.19 < 0.0001
B? 4717E+05 1 4.717E+05 415.88 < 0.0001
C? 15189.49 1 15189.49 13.39 0.0081
Residual 7939.89 7 1134.27
Lack of Fit 7873.83 8 2624.61 158.92 0.0001 not significant
Pure Error 66.06 4 16.52
Cor Total 8.698E+05 16

Deneylerden elde edilen modelimizin F degeri 84.43'tiir. Diizeltilmis R? degeri ile

ongoriilen R? degerleri uyumluydu ve bu da modelimizin tutarli oldugunu gostermektedir.

Ek olarak, sinyal-giiriiltii oranm1 (Adeq Precision) 24.093 olarak bulundu. Elde edilen

veriler tahmin edilen degerlerden 6nemli Glgiide sapmamistir, bu da modelin dogru

tahmin icin gerekli parametreleri karsiladigini gostermektedir (Sekil 4.4). Sekil 4.5'te

modelden alinan yanitlarin li¢ boyutlu yiizey grafikleri gosterilmektedir.
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Sekil 4.4. Mobil faz sonuglarin regresyon analizi grafigi
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Sekil 4.5. Merkezi kompozit tasarim i¢in tepki yiizeyleri: a) Metanol miktar1 (%)-Dalga

Boyu (hnm); b) Metanol miktari (%)-Sicaklik (C°); ¢) Dalga Boyu (nm)-Sicaklik (C°)

Cok degiskenli regresyon analizi kullanilarak, asagidaki denklemle verilen

ortalama yanit i¢in uygun modelin denklemi elde edilmistir:

Y=1296.40 -57.85*A +103.05*B +13.48*C -40.23*AB +182.63*AC +0.7250*BC -

140.41*A? -334.71*B? -60.06*C?

Yapilan merkezi bilesik tasarimi sonuglarina gore pik alaninin maksimum oldugu

oranlardan biri 275 nm, metanol oran1 %64 ve sicaklik 30 C° derece olarak deney

prosediirii belirlendi. Belirlenen parametreler kullanilarak yapilan analiz sonucunda

hedeflenen degere %99.4 oraninda yakin olan 1287 pik alanini ortaya ¢ikarmistir.
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HPLC-FLD yonteminde gerekli olan eksitasyon ve emisyon piklerinin
belirlenmesi i¢in floresans Slgiimler yapildi (Sekil 4.6). Yapilan bu dlgiimlerin ardindan
HPLC cihazinda belirlenen dalga boylarina yakin degerlerde yeni 6l¢limler yapilarak en

yiiksek pik alaninin oldugu eksitasyon ve emisyon dalga boylar1 belirlendi.

2000 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 800.0

Sekil 4.6. Pregabalin-naftil imin tiirevinin floresans spektrumu

HPLC-UV ve HPLC-FLD yo6ntemlerinin parametreleri Tablo 4.9 da gosterildi.

Tablo 4.9. HPLC-UV ve HPLC-FLD yontem sartlar

Yontemler
Yontem sartlan
HPLC-UV HPLC-FLD
Kolon C18 (250x4.6mm,5um) C18 (250x4.6mm,5um)
Akis Hiz1 (mL/dK) 1.0 1.0
Kolon Sicakhigi (oC) 30 30
Dalga Boyu (nm) 275 221 353
(Eksitasyon) (Emisyon)
Hareketli Faz Metanol-Asetonitril (64:36, h/h)  Metanol-Asetonitril (64:36, h/h)
Enjeksiyon Hacmi (uL) 10 10

4.2.2. NMR Yorumlamalari
3-(aminometil)-5-metilheksanoik  asit  (Pregabalin):  Pregabalinin  NMR

spektrumu, Pregabalin‘in D20 ¢oziiciisiinde ¢oziilmesi ile elde edilmistir. AB sistemi
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rezonans olusumu 3 numarali karbona baglanan -CH2NH2 grubunun -CH> protonlarinda
2.80 ppm'de gergeklesmistir. AB sisteminin A kisminda 2.84 ppm'de dubletin dubleti
olarak bir rezonans tespit edilirken, AB sisteminin B kisminda 2.77 ppm'de dubletin
dubleti olarak bagka bir rezonans gézlenmistir. Pregabalin'deki 2 numarali karbonlarin
protonlar1 2.10 ppm'de AB sistemi olarak asagidaki kosullarda bir rezonans yapisi
olusturmustur: AB sisteminin A kismi 2.14 ppm‘de dubletin dubleti olarak, AB sisteminin
B kismi 2.05 ppm'de dubletin dubleti olarak (devami yok). AB sisteminin 3 numarali
karbonundaki protonlardan biri 1.98 ppm'de multiplet rezonans yapist olusturmus ve 5
numarali karbonundaki proton 1.48'de multiplet rezonans sergilemistir. Ayrica, 4
numarali karbonda 1.05 ppm'de triplet rezonans gozlenmis ve metil gruplarinin protonlari

0.76 ppm'de dublet rezonans gostermistir.

Asit grubunun karbonu, 2 numarali karbon ve 3 numaraya baglanan -CH2NH>
karbonu sirasiyla 181.4, 40.9 ve 43.8 ppm'de rezonans gostermistir. Diger karbonlarin
rezonans yapist Pregabalin i¢in sirastyla 31.9, 24.5, 22.2, 21.7 ppm olarak bulunmustur

(Sekil 4.7).

w
5 TN
e " TOH

180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

Sekil 4.7. Pregabalin'in D20 ¢oziiciisiinde 400 MHz *H-NMR spektrumu ve 100 MHz
13C-NMR spektrumu

70



5-metil-3-(((naftalen-2-ilmetilen)amino)metil)heksanoik asit: Pregabalin-naftil
iminin NMR spektrumu, bu bilesigin D2O ¢oziiciisiinde ¢oziilmesiyle elde edilmistir.
Aromatik halkanin protonlari multiplet olarak 8.1-7.49 ppm'de rezonans gosterirken, imin
karbonu (8 numara) singlet olarak 8.47 ppm'de rezonans sergilemistir. AB sisteminin A
ve B kisimlarinda sirasiyla 3.69 ve 3.62 ppm'de dublet olarak bir rezonans yapisi
gozlenmistir. Multiplet rezonanslar 2, 3 ve 4 numarali karbonlarin protonlarinda sirasiyla
2.20,2.37 ve 1.31 ppm'de rapor edilmistir. Buna ek olarak, metil grubunun protonlar1 0.9

ppm'de yapi ile tamamen uyumlu olan bir dublet rezonans yapisi sergilemistir.

Bilesigin C-NMR spektrumunda asit grubunun karbonu 180.8 ppm'de rezonans
yapisi olustururken, aromatik halkanin ve imin grubunun karbonlar1 163.1, 134.9, 133.9,
133.4, 130.2, 128.5, 128.2, 127.6, 127.1, 126.4, 123.5 ppm'de rezonans yapisi
gostermistir. Rezonans yapist 7 numarali karbonun komsulugunda 65.3 ppm'de
gbzlenmistir. Son olarak, diger karbonlarin rezonans yapis1 42.4, 41.7, 35.4, 25.3, 22.2,

22.1 ppm olarak listelenmistir.

Standart pregabalin ve tiirevlendirilmis numunenin NMR spektrumu -CH2NH>
grubunun NMR sinyalinin 2.80 ppm'den 3.56 ppm'e kaydigini1 géstermistir. Ayrica, bu
grubun C-NMR sinyalleri de 43.8 ppm'den 65.3 ppm'e kaymistir. Boyle bir sonu¢ NH>
grubunun bagarili bir sekilde imin grubuna doniistiiriildiiglinii kanitlamistir. Ayrica, ikinci
molekiildeki 8 numarali karbon 8.47 ppm'de rezonans yapisi gosterirken, bu karbonun
NMR sinyali 163.1 ppm'de gdzlenmistir. Her iki molekiilin 'H-NMR ve *C-NMR

spektrumlar Sekil 4.8’de gosterilmektedir.
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Sekil 4.8. Pregabalin-naftil iminin D20 ¢éziiciisii iginde 400 MHz *H-NMR spektrumu
ve 100 MHz *C-NMR spektrumu

4.2.3. Validasyon Parametreleri

4.2.3.1 Dogrusallik

HPLC-UV yontemi i¢in Pregabalin-naftil imin standart ¢ozeltileri 0.5 ila 25
ug/mL (0.5, 2.5, 5, 7.5, 10, 15, 17.5, 20 ve 25 pg/mL) arasinda degisen derisimlerde
hazirlanmistir. Optimal kosullar altinda, bu derisim araliginda yiiksek korelasyon
katsayisina (0.9998) sahip dogrusal bir grafik elde edilmistir. HPLC-FLD ydntemi igin
Pregabalin-naftil imin i¢in 25 ng/mL ve 25 pg/mL oranlarinda standart ¢ozeltiler
hazirlanmistir (0.025, 0.25, 1, 3, 7.5, 15 ve 25 pg/mL). Optimum kosullar altinda, bu
derisim araliginda iyi bir korelasyon katsayisina (0.9996) sahip dogrusal bir grafik elde
edilmistir.

4.2.3.2. Gozlenebilme ve Miktar Tayin Sinir1 (LOD ve LOQ)

LOD ve LOQ en diisiik konsantrasyon seyreltilerek belirlenmis ve sirasiyla 3.3
o/S ve 10 o/S olarak hesaplanmistir; burada S kalibrasyon egrisinin egimi ve ¢ regresyon

denkleminin y-kesisiminin standart sapmasidir (n=3). HPLC-UV yo6ntemi i¢in LOD ve
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LOQ degerleri sirasiyla 0.1 ve 0.5 pg/mL iken, HPLC-FLD yontemi i¢in sirasiyla 0.010
ve 0.025 pg/mL'dir. Onerilen yontemlerin analitik performans parametreleri
Tablo.4.10’da 6zetlenmistir.

Table 4.10. HPLC-UV ve HPLC-FLD yo6ntemlerinin parametreleri

Calisma Determinasyon LOD LOQ
Yontem Denklem
arahigi (ug/mL) katsayisi (ng/mL) (ng/mL)
HPLC-UV 0.5-25 y=107.71x+80.12 0.9998 0.10 0.50
HPLC-FLD 0.025-25 y = 236.72x - 8.4567 0.9996 0.010 0.025

y: pik alani, x: Pregabalin derigimi

4.2.3.3. Dogruluk ve Kesinlik

Onerilen yontemlerin dogrulugu ve kesinligi, dogrusal araliktaki ii¢ derisim
seviyesinde (diisiik, orta ve yliksek) degerlendirilmistir. Bu, her bir derisim seviyesinde
alt1 tekrarh Ol¢lim kaydedilerek giin i¢i ve giinler arasi dlgiimler yoluyla yapilmistir.
Sonuglar Tablo 4.11' de 6zetlenmistir.

Table 4.11. Yontemlerin dogruluk ve kesinlik sonuglari

Eklenen Giin lci Giinler Arasi
Yontem (ng/mL)

Bulunan +SS Dogruluk® Kesinlik® Bulunan+SS Dogruluk® Kesinlik®

0.75 0.75+0.01 0.24 1.55 0.73+0.01 -3.02 0.91
13 13.58 £ 0.07 4.46 0.49 13.36 £ 0.06 2.77 0.43
HPLC- 225 22.30+0.16 -0.89 0.70 22.40 £ 0.08 -0.46 0.34

uv
0.25 0.249 +0.001 -0.422 0.537 0.246 + 0.002 -1.726 0.910

HPLC- 7.5 7.376 £ 0.090 -1.649 1.215 7.512 +0.067 0.162 0.898

FLD
225  22.8334+0.233 1.482 1.019 22.837+0.277 1.461 1.213

SS: alt1 l¢iim sonucunun standart sapmasi, Dogruluk: (% bagil hata) (bulunan/eklenen)/eklenenx100, P
BSS: Bagil standart sapma

4.2.4. Gelistirilen Yontemin Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi

Standart ekleme geri kazanimlari, 6nceden analiz edilmis ilac tableti ¢ozeltisi

orneklerine bilinen miktarda saf ilag eklenerek gergeklestirilmistir. Her seviye ii¢ kez
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tekrarlanmis (n=3) ve ila¢ miktarlar1 ilgili tahlil yOntemlerinin uygulanmasiyla
belirlenmistir. Geri kazanim degerleri, 6l¢iilen miktarin eklenen miktara boliinmesi ve
ardindan sonucun 100 ile carpilmasiyla hesaplanmistir. Sonuglar ve ilgili istatistiksel
parametreler Tablo 4.12' de sunulmustur.

Table 4.12. iki tablet formiilasyonunda (Regapen 75 mg ve Pagamax 75 mg) pregabalinin
geri kazanimi

. Eklenen BulunantSSs
Yontem Hla¢ Geri Kazanim (%)
(ng/mL) (ng/mL)
Regapen 1 2.46+0.12 98.4
1.5 pug/mL 11 12.67 +0.35 101.7
16 17.62 +0.09 100.7
HPLC-UV
1 2.54 £ 0.08 101.6
Pagamax
11 12.56 +£0.35 100.5
1.5 pg/mL
16 17.66 +0.09 100.9
Regapen 1 2.53+0.03 101.0
1.5 pg/mL 11 12.61 +£0.23 100.9
16 17.39 £ 0.04 99.4
HPLC-FLD
1 2.48 +£0.07 99.1
Pagamax
11 12.42 £0.21 99.4
1.5 pg/mL
16 17.41+0.18 99.5

SS: Ug 6l¢iim sonucunun Standart Sapmasi

4.3. Metabolomiks Calismasinin Bulgulari

Tiim analitler ve QC 6rnekleri Q-TOF MS/MS ile analiz edildikten sonra toplam
iyon kromatogramlart alind1 (Sekil 4.9). Cok sayida tepe noktasi igeren bu piklerin tespiti
icin XCMS Centwave algoritmasi kullanildi. Tiim 6rnekler XCMS R paketine aktarilmis
ve pik tespiti devam ettirildi. Pik hizalama i¢in s6z konusu paketin Obiwarp algoritmasi
kullanilmistir. Her bir kromatogramdaki “feature” degerlerinin alikonma siireleri bu

yaklagimla optimize edildi.
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Sekil 4.9. Biitiin numunelerin toplam iyon kromatgoramlar1

Analiz i¢in “ozellik” (feature) olarak adlandirilan alikonma siiresi ve m/z degerini
elde etmek icin pik gruplama adimi gergeklestirilmistir. Bu islemlerin ardindan alikonma
stiresi ve m/z degerlerini igeren bir veri tablosu olusturuldu. Bu veri tablosu kemometrik
analiz i¢in MATLAB' a alinarak QC’lerle diisiik tekrarlanabilir pikler kaldirildi. Kalite
Kontrol - Destek Vektor Regresyonu (QC-SVR) diizeltmesi de siirdiiriildii. Her grup igin
Kismi En Kiigiik Kareler diskriminant Analizi (PLS-DA) uygulandi. Elde edilen PLS-DA
latent degisken skor grafikleri pregabalin 6ncesinde ve sonrasinda alinan plazmadaki
metabolitlerin ayriminin farkli oldugunu gostermektedir (Sekil 4.10). Iki grubun PLS-DA
scor grafigi %95 giliven araliginda bulunmaktadir. Kirmizi noktalar pregabalin alinmadan
once tavsan plazma metabolom dagilimimi yesil noktalar pregabalin sonrasi plazma

metabolom profilini géstermektedir.
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Sekil 4.10. PLS-DA modeline gore gizli degiskenlerin scor plot tablosu

Gelistirilen modelin dogrulanmasi1 50 iterasyon yinelemeli permiitasyon
testi ile saglandi. Permiitasyon testinde izlenen, grafigin sag tarafina isaret eden tiim
yinelemeler, grafigin solunda isaretlenen Olgililen yinelemeden daha yiiksektir (Sekil
4.11). Tim istatistikler modelin anlamli oldugunu gosterdi (p < 0.05). PLS-DA modeli
i¢cin Receiver Operating Characteristic (ROC) egrisi, modelin seciciligini ve duyarliligimi
degerlendirmek i¢in ¢izildi. ROC ¢izilerek modelin segicilik ve duyarlilik degerlendirme
analizi yapild1 (Sekil 4.12). ROC egrileri i¢in hesaplanan AUC degerleri kalibrasyon ve
capraz validasyon veri seti i¢in 1.00 ve 0.9989 olarak bulunmustur. ROC egrileri, modelin
uyumsuz olmadigim1 ve sans korelasyonunun miimkiin olmadigimi gostermektedir.
Veriler, modelin her grubu yiiksek ozgillik ve duyarhilikla ardisik olarak

siniflandirabilecegini aciklamaktadir.
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Sekil 4.12. Veri seti ve ¢capraz dogrulama 6rnekleri icin ROC egrileri

Pozitif iyon modundaki toplam 10666 “feature” KEGG yolak analizine alindu.
PLS-DA modeli ile belirlenen bu 10666 degerden 207 tanesi istatistiksel olarak anlaml
olarak bulundu. Bunlarin 95 tanesinin asag1 yonlii 112 tanesi yukar1 yonlii olarak degistigi

bulundu. Anotasyonu gerceklestirilen metabolitlerin gruplar arasinda 1.5 kat degisiklige

(yukar1 veya asagi) ve/veya p degerine (< 0.05) sahiptir. Pregabalin 6ncesi ve sonrasi
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tavsan plazmalarindaki 6nemli 6l¢iide ayrilan anotasyonu yapilan metabolitlerden ilk 20
tanesi Tablo 4.13' de verilmistir. Elde edilen “Enriched metabolites”lerin metabolik
yollar tizerindeki temel islevsel etkileri MetaboAnalyst tarafindan belirlendi. Bu
verilerden yola ¢ikarilarak yapilan yolak analizinde etkilenen tespit edilmis yolaklar Sekil
4.13° de gosterilmistir. Bu “Enriched metabolites”lerden yola ¢ikilarak yapilan
metabolom degisikligine gore baglantili olan hastaliklarin listesi Sekil 4.14° de
verilmistir. Ayrica bu “Enriched metabolites”lere iliskin bir hastalik haritas1 da ¢izildi.
Ayrica, agiklanan her metabolitin yukari/asagi regiilasyonunu agikliga kavusturmak icin

bir volkan grafigi de gizilerek Sekil 4.15°te gosterilmektedir.

Piirin Metabolizmas: - [ ]
Betain Metabolizmas) = .
Metiyonin Metabolizmas: - ‘
Triptofan Metabolizimas: < .
Nikotinat Ve Nikotinamid Metabolizmas: .
Ure Déngiisi - @
Folat Metabolizmasi - o
Tiroid Hormonu Sentezi - . P'deﬁel‘i
Aspartat Metabolizmasi - [ ] ggg
Metilhistidin Metabolizmasi | . 0.15
Ostron Metabolizmas: o [ ] 830
Histidin Metabolizmasi - ® 00(5)
Fenilasetat Metabolizmasi .
Katekolamin Biyosentezi | ) Benzerlik Orani
Glutatyon Metabolizmas: . e 1. 5
Pantotenat Ve CoA Biyosentezi o . : ;g
Orta Zincirli Doymus Yag Asitlerinin Mitokondriyal Beta-Oksidasyonu - @ . 3 0
Porfirin Metabolizmasi1 7 [ ] . 3.5
Glisin Ve Serin Metabolizmasi - ®
Glutamat Metabolizmasi = o
Lizin Metabolizmasi -
Androstenedion Metabolizmasi
Spermidin Ve Spermin Biyosentezi 7
Tirozin Metabolizmas -
Etanol Bozunmas: -

1.0 15
-logl0 (p-value)

Sekil 4.13. Metabolitlerin yolak analizi
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Sizofreni

Kanavan Hastaligi

Epilepsi

Sitrullinemi Tip II, Yenidogan Baslangich
Alzheimer Hastaligi

Kolorektal Kanser

P-degeri
3e-22

Fumaraz Eksikligi

Erken Preeklampsi
N-Asetilglutamat Sentetaz Eksikligi
Uremi

Adeno Kinaz Eksikligi

Kalp Yetmezligi

Geg Baslangich Preeklampsi 1e-05
Hipermetiyoninemi

Anoreksiya Nervoza

F piruvat Karb
Majér Depresif Bozukluk
Nikotinamid ve Dintikleotid Eksikligi 2e-05
Lipoyltransferanse 1 Eksikligi
Folat Eksikligi
Bagursak Yetmezligi
Norodejeneratif Hastalik
Arginosiiksinik Asidiiri
Sitrullinemi Tip I

Tirozinemi

T 1 T T T 1
50 100 150 200 250 300

o

Benzerlik Oran1

Sekil 4.14. Yolak analizlerine gore hastalik benzerlik tablosu

79



Table 4.13. En biiyiik p degerine sahip ilk yirmi metabolit

No Metabolit ad1 Molekiil RT Regiilasyonu Kat artis1 p-degeri
agirhgr  (dakika) (Asagy/
Yukarr)
1 N6-Succino-2-amino-2'-
deoxyadenylate 465.0927 0.62275 Asagi 1.804262294 1.64E-06
2 Prostaglandin F2a 283.2242  8.1943 Asagi 1.279110619 5.43E-06
3 Taurochenodesoxycholic acid ~ 251.1554 5.189217 Yukari 1.337823693  6.8E-06
4 12-Keto-leukotriene B4 335.2221 5.404033 Asagi 1.634843256 7.69E-06
5 2-(S-Glutathionyl)acetyl
glutathione 587.1819 1.031317 Asagi 3.141391258 1.73E-05
6 Pyridoxamine 152.0703  1.348333 Asagi 1.203319957 2.14E-05
7 9,10-Epoxyoctadecenoic acid ~ 296.2336  6.737983 Yukari 2.385793206 3.18E-05
8 Inosinic acid 321.0591 1.036367 Asagi 3.049560576  4.46E-05
9 Nicotinamide ribotide 336.0705 0.85895 Asagi 3.402364063 5.42E-05
10 Deoxyadenosine
monophosphate 350.0859  1.7512 Asagi 1.895362566 5.47E-05
11 Glucose 1-phosphate 217.0469 6.078667 Asagi 1.232237976  6.2E-05
12 Stearoyl-CoA 1017.359 4.762775 Yukari 4.400655117 6.39E-05
13 (S)-Hydroxydecanoyl-CoA 854.3002 4.313467 Yukari 3.400809268 6.63E-05
14 Oxidized glutathione 545.1764 4.716717 Yukari 5511116983 6.76E-05
15  Hydroxymethylbilane 819.2649  4.71795 Yukari 5.766897313 6.84E-05
16  Coprocholic acid 453.3432  5.117517 Yukari 1.420052959 8.11E-05
17 Coproporphyrin Il 571.3193 4.718192 Yukari 5.456099 9.16E-05
18  Deoxyadenosine 320.0965 0.857317 Asagi 1.750548 0.000119
19 Trypanothione 808.2781  4.7176 Yukari 9.708176 0.00012
20 Phylloquinone 535.3194  6.76985 Asagl 1.475436 0.000137
10.0 1
—_
S s
©
& so-
= :
-
S 251
T . )
0.0 1
25 0.0 2.5 5.0
log2fc

Sekil 4.15. Log2fold ve on tabaninda log pvalue ye gore ¢izilen volkano grafigi
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5. TARTISMA

Pregabalin, noropatik agr1 ve epilepsi gibi ndrolojik ve psikiyatrik bozukluklarin
tedavisinde, az yan etki ve ¢abuk etki etmsi nedeniyle yaygin olarak kullanilmaktadir.
Diger ilaglarin yetersiz kaldigt durumlarda da tercih edilmektedir. Bu nedenle,
pregabalinin tespiti i¢in yeni ve etkili analitik yontemlerin gelistirilmesi onemlidir.
Pregabalin emici kromosferlerden yoksundur; bu nedenle HPLC kolonundaki yiikii
bozacak ve kolonun Omriinii kisaltacaktir. Ayrica olduk¢a polar oldugu icin ugucu
degildir. Bu nedenle, spektrofotometrik yontem basit, dogru ve ¢ok uygun maliyetlidir.
Karmasik olmayan bir spektrofotometrenin kullanilmasi, prosediirii cogu laboratuvara
uygulanabilir kilmaktadir. Bu ¢alisgmada, UV spektroskopisi ve birinci tiirev
spektroskopisi kullanilarak tiirevlendirilmis pregabalin tayini i¢in iki yeni analitik yontem
gelistirilmis ve dogrulanmistir. Bu yontemler pregabalinin absorbans degerlerini 15 kat
artirarak onemli Ol¢iide gelistirmistir. Her iki yontem de pregabalin tayini i¢in yiiksek
hassasiyet gostererek diisilk derisimlerde bile dogru ve hassas Olgiimlere olanak
saglamistir.

Pregabalin kromofor gruplari icermez ve bu nedenle bdyle bir bilesigin tespiti
yalnizca herhangi bir organik mobil fazin iist liste gelerek hassasiyeti diisiirebilecegi 200
ila 230 nm arasinda miimkiindiir. Buna ek olarak, pregalinin molar absorptivitesi ¢ok
diistiktiir, bu da seyreltik o6rneklerde pregabalin analizini imkansiz kilan ¢ok yiiksek bir
miktar tayin sinir1 degerine neden olur. Bu nedenle, bu bilesigi HPLC-UV yontemi ile
analiz etmek ¢ok zordur. Bu yontemle, tampon ¢ozelti kullanmadan dokme ve farmasdtik
formiilasyonda pregabalin tayini i¢in hassas, yeni, dogru ve kesin bir yontem belirlenmesi
amaglanmistir.  Literatiirdeki analizler genellikle 200-230 nm dalga boyunda
yapilmaktadir, bu da organik mobil fazdan kaynaklanan parazitlenmelere neden

olmaktadir. Bu ¢aligmada, pregabalin 275 nm'de tespit edilerek organik bilesiklerden
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kaynaklanan girisimler onlenmis ve analiz giivenilirligi artinnlmistir. Calismada 6nerilen
yontemin duyarlilignt HPLC-UV i¢in yaklasik 50 kat, HPLC-FLD i¢in 800 kat arttirdig1
ve diislik dalga boyundan (210 nm) kaynaklanan girisimleri 6nledigi gézlemlenmistir.
Literatiirdeki HPLC-UV yontemleri, pregabalinin diisiik molar absorptivitesi nedeniyle
genellikle yiiksek LOQ degerleriyle sinirli kalmakta ve diisiik derisimlerde analiz
yapmayi zorlastirmaktadir. Bu ¢alismada gelistirilen yontem, UV dedektorle 1.0 pg/mL
ve floresans dedektérle 25 ng/mL kadar disiik derisim tespit edebilme kapasitesiyle,
literatiirdeki diger yontemlerden ¢ok daha hassas bir ¢6ziim sunuyor. Bu ¢alismamizda
literatiirde yer alan diger yontemlere gére HPLC-FLD yonteminde daha diisiik
derisimlere inilmistir. Ozellikle diisiik derisimlerde pregabalin analizinin miimkiin
kilinmasi, kalite kontrol ¢alismalari ve rutin analizlerde biiyiik avantaj saglar. HPLC-UV
yonteminde ise literatiirde yer alan bir ¢alismayla ayn1 derisime inilmistir. Berry, D ve
ark. (Berry ve Millington, 2005) tarafindan yapilan ¢alismada ve bizim ¢alismamizda 0.5
ug/ml derisimi inilmistir ancak bizim g¢alismamizin ¢alisma araligi daha genistir ve
tampon kullanimi gerektirmemektedir. Ayrica literatiirde bulunan bu ¢alismada pH 4.6
tamponu kullanilmistir. Tampon ¢ozeltileri paslanmaz celik bilesenlerde korozyona yol
acabilecek ve cihazda tuz birikimine yol acgarak hatlarin tikanmasina, kolon
performansinin bozulmasia ve sistemdeki basing diisiislerine neden olabilmektedir,
bizim ¢alismamizda ise tampon kullanimina gerek kalmayan asetonitril ve metanol mobil
faziyla ayrimlar gergeklestirilmistir. Sonug¢ olarak, bu calisma literatiirdeki diger
yontemlere kiyasla daha hassas, daha az girisime maruz kalan, tampon gerektirmeyen ve
daha diislik derisimlerde analiz yapilmasina olanak taniyan bir ¢6ziim sunmaktadir.
Pregabalin, etki mekanizmalarindan biri olarak kalsiyum kanallarinin a26 alt
birimine baglanarak uyarict nodrotransmitterlerin salinimini1 inhibe etmektedir. Bu

dogrultuda serotonin ve tyramin diizeylerinde bir artis gozlemlenirken, dopamin,
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epinefrin ve kolin diizeylerinde bir diisiis meydana gelmistir. Artan serotonin ve tyramin
seviyeleri, ruh halinin iyilesmesine ve anksiyetenin azalmasina katkida bulunarak,
pregabalinin depresyon ve anksiyete iizerindeki etkinligini agiklamaktadir. Azalan
epinefrin, enerji seviyelerinde diislise yol acarak giin igindeki yorgunluk hissi ve
hareketsizlik gibi belirtilerle kendini gosterebilir. Kolin diizeyinin azalmasi, kolin ve
asetilkolin metabolizmasinda degisiklikler yaratarak bellek ve 6grenme gibi bilissel
islevlerde olumsuz etkilere yol agabilir (Hasselmo, 2006). Bu durum, pregabalinin en sik
gbzlemlenen yan etkileri arasinda yer alan bas donmesi ve somnolans ve bagimliligin
biligsel bozukluklarinin agiklanmasinda dikakte deger bir degisikliktir.

Bagimliligin temel mekanizmalarindan biri olan mezokortikolimbik dopamin
yolu, dopamin salinimini artirarak 6diillendirici bir etki yaratir. Calismamizda, tirozin
miktarindaki azalmaya paralel olarak dopamin diizeylerinde de bir disis
gozlemlenmistir. Bu siirecte glutamat yolaklarinin aktivasyonu tirozinin azalmasina
neden olmus olabilir. Dopamin seviyelerindeki azalma, bagimliligin nérobiyolojik
temeliyle iliskilidir. Ayrica, bagimlilikta kritik rol oynayan katekolaminlerin
diizenlenmesi ile iliskili olarak, tiramin seviyelerinin arttig1 gézlemlenmistir. Tiramin,
"sahte norotransmitter” olarak hareket edebilir ve dopamin gibi depolanmisg
katekolaminleri presinaptik vezikiillerdeki yerinden edebilir (Finberg ve Gillman, 2011).
Bu, norepinefrin ve dopaminin artan salinimina yol agabilir, beynin 6diil yollarini
etkileyebilir ve potansiyel olarak bagimlilik davraniglaria sebep olabilir (Best ve ark.,
2009). Bu durum, norepinefrin ve dopamin saliniminda artisa yol agarak beynin 6diil
yollarimi etkileyebilir ve bagimlilik davranislarini giliglendirebilir. Glutamat, beyindeki en
yaygin uyarict norotransmitter olup, artan glutamat seviyeleri 6grenme ve hafiza
siireclerini  etkileyebilir ve bagmlilik ile iliskilendirilebilir. Cesitli ¢aligmalar

bagimliligin glutamat metabolizmasin1 degistirdigini ortaya koymustur(Gass ve Olive,
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2008; Moghaddam ve Homayoun, 2008). Calismamizda glutamat sentezinde rol oynayan
glutamin diizeylerinde azalma meydana gelmistir. Ayn1 zamanda yine calismamizda
bulunan sonuglarda artan glutatyon ve azalan gama-glutamilsistein seviyeleri, beynin
oksidatif stres yanitinda rol oynayan metabolitlerdir. Bu durum, 6zellikle alkol ve uyarici
bagimlilig1 gibi ilaca bagli norotoksisite vakalarinda yaygin olarak goriilmektedir
(Tomasi ve ark., 2019). Do-Wan Lee ve Martin Bendszus’un ¢alismalar1 bagimlilikta
beyindeki glutatyon ve N-asetilaspartat diizeylerinin arttigini gostermistir ve bizim
caligmamizda da ayni bulgular elde edilmistir (Bendszus ve ark., 2001; Lee ve ark., 2012).
Calismamizda ayrica azalan glukoz-1-fosfat diizeylerinin, 6nceki arastirmalarda beyin
glikoz metabolizmasindaki degisikliklerin bagimlilikla iliskilendirildigini destekledigi
gbzlemlenmistir. Nikotinamid ribozid diizeylerinde bir azalma tespit edilmis olup,
ozellikle alkol bagimmhiliginda hiicresel enerji metabolizmasinin bozulmasiyla
iligkilendirilmistir. Ayrica, S-adenozilmetiyonin (SAMe) seviyelerindeki diistis de
gozlemlenmistir. SAMe, bagimhilikta gen ekspresyonunu etkileyen metilasyon
stireclerinde 6nemli bir rol oynamaktadir. SAMe'nin diisiik diizeyleri, dopamin ve
serotonin gibi ndrotransmitterlerin sentezinde aksamalara neden olabilir, bu da bagimlilik
davraniglarini ve ruh hali diizenlemesini olumsuz etkileyebilir.

llag kullammi beyinde serotonin reseptdrlerini asirt uyararak serotonin
seviyelerinde gegici bir artisa neden olabilir. Ancak zamanla bu seviyelerin diismesi,
bagimlilik gelisimine sebep olabilir. Bizim ¢alismamizda bir aylik pregabalin
kullaniminin ardindan serotonin diizeylerinde bir artis gézlenmistir ancak uzun vadede
bu seviyelerin diismesi olas1 bir bagimlilik mekanizmasina pargalarindan biridir.

Purin metabolizmasi, sinir sistemi iizerinde 6nemli rol oynayan adenosin ve diger
purin niikleotidlerinin sentezini ve yikimini igerir. Calismamizda, en ¢ok etkilenen

yolaklardan biri purin metabolizmasinin bozulmasidir. Bu bozulma, adenosin kinaz
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eksikligine yol agar. Adenosin kinaz, adenosinin fosforilasyonu araciligiyla bu molekiiliin
adenosin trifosfat (ATP) ve diger enerji tasiyan molekiillere dontisiimiinde kritik bir rol
oynar. Adenosin kinaz eksikligi, nébetler ve uyku bozukluklar1 gibi nérolojik anomalilere
neden olabilir (Beamer ve ark., 2021). Adenin ve guanin gibi purinlerin beynin enerji
metabolizmasinda ve norotransmisyonunda 6nemli rolleri bulunmaktadir. Enerji
metabolizmasindaki degisikliklerin ndrolojik islevlerde onemli oldugu gbéz Oniine
alindiginda, purin  metabolizmasinin ~ bozulmast  noérolojik  bozukluklarla
iliskilendirilmektedir (Micheli ve ark., 2011). Ayrica, purin metabolizmasinin
parcalanma iiriinleri sonunda tirik asite doniistiiriiliir; yliksek {irik asit seviyeleri ndropatik
agri ile iliskilendirilmistir (Beamer ve ark., 2021). Calismamizda, purin
metabolizmasinda ve sentezinde rol oynayan N6-Succino-2-amino-2'-deoxyadenylate,
Deoksiadenozin, Fosforibosilformilglisinamidin, Guanosine  3'-diphosphate  5'-
triphosphate, 10-Formiltetrahidrofolat ve ATP ile guanozin trifosfat gibi enerji tagiyan
niikleotidlerin Onciilii olan inosinik asit metabolitlerinde degisiklikler gézlemlenmistir.
Purin metabolizmasinin bozulmasi, pregabalin tedavisinin etkinliginde rol oynayabilir;
bu nedenle, norolojik hastaliklarin daha iyi tedavisi i¢in bu siireglerin derinlemesine
aragtirilmasi gerekmektedir.

Betain, metilasyon siireci ve homosistein metabolizmasinda onemli bir rol
oynayan dogal bir bilesiktir. Betain metabolizmasindaki gézlemlenen degisiklikler
betainin néroprotektif 6zellikleri kaynakli olabilir (Rosas-Rodriguez ve Valenzuela-Soto,
2021). Daha once yapilan galismalarda, betain desteginin ratlarda noérodejeneratif
problemlere kars1 faydali etkiler gosterdigi tespit edilmistir (Chai ve ark., 2013). Ozellikle
metilasyon dongiisiinde kritik bir ara molekiil olan S-Adenozilhomosistein, metiyonin
metabolizmasinda yer alir ve metiyoninin bir yan {iriinii olarak homosistein olusumunda

onemli bir adimdir. S-Adenozilhomosistein, normalde diisiik seviyelerde bulunur; ancak
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yiiksek seviyeleri kardiyovaskiiler ve sinir hiicrelerinde oksidatif stres ve hasara yol
acarak norodejeneratif hastaliklarla iliskilendirilebilir (Smith ve Refsum, 2016; Toth,
2014). Yaptigimiz ¢alismada S-Adenosylhomocysteine  seviyesinin  azaldigi
bulunmustur, bu da pregabalinin beklenen etkisiyle uyumludur. Betaine
metabolizmasindaki bozulma, pregabalinin yan etkilerinden biri olan kilo alimiyla
iliskilendirilebilir. Pregabalin kullaniminin ardindan kilo alimi, karaciger yaglanmasina
ve dolayistyla betain metabolizmasinin bozulmasina neden olabilir. Ayrica, folat
metabolizmasindaki degisiklikler ve hastalik tablomuzda goriilen folat eksikligi bulgulari
arasinda tutarlilik bulunmaktadir. Ayrica etkilen yolaklardan biri olan metiyonin
metabolizmasi, metiyonin amino asidinin viicutta nasil islendigini ve doniistiigiini
aciklayan bir siiregtir. Metiyonin metabolizmasinin ara iirlinlerinden biri yine
homosisteindir. Metiyonin, hiicrelerdeki enerji dengesini etkileyebilir. Yeterli metiyonin
alim, hiicresel enerji liretimini destekleyerek genel metabolizmay diizenler (Martinez ve
ark., 2017). Betain ve metiyonin yolaklarinda meydana gelen degisiklikler degisen
homosistein seviyelerinin ndrolojik hastaliklarla iliskilendirilebilecegi ve azalan
homosistein seviyelerinin tedaviye yonelik potansiyel bir etkiyi gosterebilecegi

diistiniilmektedir.

Triptofan metabolizmasi, besinlerden alinan triptofan esansiyel amino asitinin
viicutta kulllanildig1 metabolizmadir. Triptofan metabolizma yolu ile diger metabolitlere
doniisebilir, bu iriinler bagisiklik yanitlar1 ve nérolojik islevler iizerin etkilidir. Bu
degisimlerden biri olarak Triptofan, beyin ve viicutta bir nérotransmitter olan serotonine
doniistir (Fernstrom, 1983). Serotonin, ruh hali, uyku, kaygi gibi siiregleri diizenler ve
seratonin ekskligi depresyon ve anksiyete durumlarina sebep olur (Cowen ve Browning,
2015). Pregabalin agr1 yonetimi saglarken seratonin seviyelerinde artis saglamasi

beklenir. Caligmamizda bulunan seratonin seviyesindeki artis beklentilerle tutarlidir.
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Serotonin eksikligi depresyona ve anksiyeteye yol acabilirken, pregabalin bu anksiyete
ve depresyon belirtilerini hafifletmeye yardimci olur. Pregabalin agriy1 hafifletirken ayni
zamanda anksiyete ve ruh hali lizerine de olumlu etkiler gostermektedir. Pregabalin'in
norotransmitter salimimini  diizenleyici etkisi, dolayli olarak serotonin gibi
norotransmitterlerin - dengesi lizerinde etkili olabilir. Serotonin ise triptofan
metabolizmasiyla dogrudan iligkilidir. Dolayisiyla triptofan metabolizmasindaki bu
degisiklikler —pregabalinin depsesyon ve anksiyete tedavisinde kullanimim
aciklamaktadir. Serotonin ayni zamanda melatoninin Onciisiidiir ve uyku diizeninin
saglanmasinda 6nemli rol oynar. Melatonin, uykuya dalmay1 kolaylastiran bir hormondur
ve viicuda uyku sinyalleri verir. Bizim ¢alismamizda bulunan sonuglarda melatonin
miktarimin azaldigi bulunmustur. Pregabalinin kullaniminda en sik goriilen yan etkilerden
biri olan uyku hali melatonin miktarindaki artis kaynakli degildir. Bunun sebebinin

belirlenmesi i¢in daha fazla ¢alisamaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

NAD+ (nikotinamid adenin diniikleotid), hiicresel enerji tiretiminde kritik bir rol
oynar ve diisik NAD+ seviyeleri hiicresel enerji eksikligine yol agarak yorgunluk ve
somnolans hissine neden olabilir (Verdin, 2015). Calismamizda Nikotinamid ribotid
metabolitinin agagi yonlii regiile oldugu gézlemlenmistir. Ayrca nikotinat ve nikotinamid
metabolizmasinda da degisiklikler saptanmistir. Nikotinamid ribotid viicutta hizlica
NAD+’a déniistiiriilen bir 6nciil olup, NAD+ seviyelerindeki azalma, sinir sistemi
bozukluklarina yol acar (Verdin, 2015). NADPH ise hiicresel antioksidan savunmada
onemli bir rol oynar; oksidatif stresi azaltarak hiicreleri, 6zellikle sinir hiicrelerini, korur
(Pollak ve ark., 2007). Oksidatif stresin artmasi sinir hiicrelerinde hasara ve
norodejeneratif hastaliklara yol agabilir. Hem NAD+ hem de NADPH, sinir hiicrelerinin
enerji iiretimini destekler ve oksidatif strese kars1 koruma saglar, bu da sinir hiicrelerinin

hasar gdrmesini ve dejeneratif hastaliklarin gelisimini 6nleyebilir. Calismamizda bulunan
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azalmis nikotinamid ribotid seviyeleri, sinir hiicrelerinin korunmasinda ve pregabalin
tedavisinin etkisinde rol oynuyor olabilir. NAD+ iiretimi, nodrotransmitterlerin
diizenlenmesi i¢in gerekli olan enerji liretim siireglerini destekler. Beyindeki serotonin,
dopamin ve GABA gibi ndrotransmitterlerin iiretimi ve salimimi i¢in NAD+
metabolizmasinin hayati onem tasidig1 bilinmektedir. Sinir hiicrelerinin enerji iiretimini
ve oksidatif strese kars1 savunmasini destekleyen NAD+ metabolizmasi, pregabalin’in
sinir hiicrelerini agir1 uyarilmaya karsi koruyucu etkisiyle birleserek sinir saglig1 tizerinde
sinerjik faydalar saglayabilir. Nikotinamid, hiicresel onarim siireclerinde de kritik bir rol
oynar; bu siireclerin saglikli sinir hiicrelerini desteklemesi, agr1 ve anksiyete tedavisinde
onemlidir. 2020 yilinda fareler iizerinde yapilan calismalar, oral yoldan uygulanan
nikotinamid ribozidin oksitosin, sosyallik ve anksiyete bozukluklarini diizelttigini
gostermistir (Gerasimenko ve ark., 2020). Nikotinamid ribozid ve nikotinamid ribotid
gibi NAD+ onciilleri, NAD+ seviyelerini artirarak enerji metabolizmasini destekleyebilir.
Nikotinamid ribozid, NAD+ sentezinde O6nemli bir ara iriin olup, vitamin B3
tirevlerinden biridir ve enerji metabolizmasinda rol oynar. Mitokondriyal islev
bozukluklar1 ise enerji iiretiminde azalmaya yol agarak yorgunluk ve somnolans gibi
semptomlara neden olabilir. Ayrica yine ¢calismamizda bulunan metabolik degisimlerden
orta zincirli doymus yag asitlerindeki degisim ile mitokondriyal beta-oksidasyon
yolundaki bozulmalar, orta zincirli doymus yag asitlerinin mitokondride ener;ji iiretimi
icin yeterli diizeyde parcalanamadigini gostermekte olup mitokondrinin diizglin
calismamasi, hiicresel enerji metabolizmasinin yavaslamasina ve beyin fonksiyonlarinin
olumsuz etkilenmesine sebep olabilir. Calismamizda enerji metabolizmasiyla iligkili olan
Glucose 1-phosphate metabolitinde de azalma bulunmustur. Glukoz 1-fosfat metaboliti

glikojen sentezi, glikoliz ve glukoneogenez gibi biyokimyasal siireclerde 6nemli bir ara
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iirlin olup, enerji dengesinin saglanmasinda kilit rol oynar. Bu durum, hiicresel enerji
metabolizmasinin pregabalin tedavisiyle nasil etkilendigini anlamada 6nemlidir.
Metabolik  yolak degisimlerine baktigimizda spermidin  ve spermin
metabolizmasinda degisim meydana gelmistir. Spermidin ve spermin, poliaminler
sinifina ait organik bilesikler olup, hiicresel islevlerde 6nemli roller {istlenirler.
Spermidin, RNA ve DNA'nin islevini desteklerken, spermin hiicre i¢i pH diizenlemesi ve
oksidatif strese karst koruma gibi islevler goriir. Ayrica, spermidin ndrotransmitter
diizenlemesinde de rol oynar ve spermidin artis1 hiicresel ve sinirsel islevlerde iyilesme
gostergesi olarak kabul edilir. Spermidinin noéropatik agrilarin hafifletilmesinde olumlu
etkiler gosterdigi de literatiirde belirtilmistir (Yousefi-Manesh ve ark., 2023).
Pregabalin’in stres tepkileri ve oksidatif strese karsi koruyucu etkileri, spermidin
seviyesindeki degisikliklerle iliskilendirilebilir. Calismamizda, plazma spermin ve
spermidin seviyelerinde artis tespit edilmistir. Spermidin seviyesindeki bu artis, hiicresel
enerji metabolizmasinda, yaslanma karsiti etkilerde ve ndroproteksiyon siireclerinde

iyilesmelere isaret edebilir.

Urea déngiisiiniin bozulmasi, viicutta amonyak birikimine yol agarak bulanti, bas
donmesi ve zihin bulanikligi gibi semptomlara neden olur (Brusilow ve Maestri, 1996).
Bu belirtiler, pregabalinin olasi yan etkileri ile uyusmaktadir. Calismamizda artis yaptigi
bulunanan hidroksimetilbilan'nin metabolizmayla bilurubine doniistiigii ve bu yan etkiler
ile iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu durum ayni zamanda tiremi hastalig: ile
benzerlik tasiyan metabolik bulgularimizi agiklar. Ayrica Hidroksimetilbilan,
hemoglobin metabolizmasinda 6nemli bir ara {iriin olup, calismamizda anlamli bir artig
gostermistir. Hydroxymethylbilane seviyelerindeki artiglar laboratuvar testlerinde

hemoglobin metabolizmasiyla ilgili hastaliklarin teshisinde kullanilmaktadir (Uchida ve
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ark. 2018). Bu artis, pregabalin kullanimina bagli hemoglobin seviyelerindeki diisiisle
tutarli olup, metabolik bozukluklarin bir gostergesi olarak degerlendirilebilir.
Taurochenodesoxycholic asit ve Koprokolik asit, memelilerde sindirim ve
yaglarin emiliminde gorev alan safra asitleridir (Chiang, 2013). Taurochenodesoxycholic
asit, niikleer reseptorler araciligiyla enerji ve lipid metabolizmasini diizenlerken,
Koprokolik asit ince bagirsakta yag sindirimini ve yagda ¢6ziinen vitaminlerin emilimini
kolaylastirir. Calismamizda her iki safra asidinin de artis gosterdigi saptanmistir. Bu artis,
yag emiliminin artmasina ve pregabalin kullaniminin bilinen yan etkilerinden biri olan

kilo alimi ile uyumludur.

Bu bulgular, pregabalin'in noroprotektif etkilerini ve sinir hiicrelerinin
korunmasini destekleyen ¢esitli biyokimyasal yollarla iligkisini géstermektedir. Sonug
olarak, GABA sisteminin dolayl1 yolla artirilmasi, purin ve betain metabolizmasindaki
bozulmalar ve enerji metabolizmasindaki degisiklikler, pregabalinin anksiyete ve agri
yonetimindeki roliinii desteklemektedir. Ayrica, Spermin ve spermidin gibi
biyomolekiillerin seviyelerindeki degisiklikler, tedavinin ndroprotektif ve ndrorejeneratif
etkilerini isaret ederken, safra asitleri ve hidroksimetilbilane gibi metabolitlerin degisimi,
pregabalinin yan etkileriyle iliskili olabilir. Bu bulgular, pregabalin tedavisinin hem
olumlu hem de olumsuz etkilerini daha iyi anlamak ve optimize etmek i¢in daha kapsamli

aragtirmalarin gerekliligini vurgulamaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Gelistirilen UV-Spektroskopi ve birinci tiirev spektroskopisi yontemlerinde
kalibrasyon egrileri genis bir derisim araliginda iyi bir dogrusallik sergilemistir.
Tirevlendirme asamasi pH ayarlamasina gerek kalmadan, oda sicakligina yakin bir
sicaklikta gerceklestirilmistir ve yontemler hem basit hem de hizlidir. Ayrica, karmagik
olmayan bir spektrofotometre cihazinin kullanilmasi, prosediirii ¢ogu laboratuvara
uygulanabilir hale getirmektedir. Bu yeni yontemler pregabalinin dogru, kesin ve hassas
tayini i¢in etkili araglar saglayarak klinik ve farmasétik uygulamalarda dnemli avantajlar

sunmaktadir.

Calisma kapsaminda gelistirilen yontem ICH kilavuzuna gore basarili bir sekilde
valide edilmis ve validasyon parametrelerine gére dogru, hassas, dogrusal ve duyarl
bulunmustur. Onerilen yéntem farmasétik numunelere de uygulanmis ve iyi geri kazanim
degerleri, bu yontemin kalite kontrol c¢alismalarinda ve dokme numunelerde ve
farmasdtik formiilasyonlarda rutin pregabalin analizlerinde gilivenle kullanilabilecegini

gostermistir.

Calismamiz pregabalinin ¢esitli metabolik ve biyokimyasal yolaklar tizerindeki
etkilerinin kapsamli bir analizini sunmaktadir. Metabolik analizlere dayanan ¢alismaniz,
pregabalin'in néroprotektif etkileri ve sinir hiicrelerinin korunmasini destekleyen cesitli
biyokimyasal yollar iizerindeki etkilerini ayrintili bir sekilde ele aliyor. Norolojik
fonksiyon ve agri modiilasyonunu etkileyebilecek inosin ve ATP gibi anahtar
metabolitlerde degisiklikler de dahil olmak {izere piirin metabolizmasinda Onemli
degisiklikler gozlemledik. Spermidin ve spermin seviyelerinde gozlenen artis,
pregabalinin terapétik etkileriyle uyumlu olarak hiicresel enerji metabolizmasinda ve

noroproteksiyonda potansiyel iyilesmelere isaret etmektedir. Pregabalin'in, kalsiyum
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kanallarinin a26 alt birimine baglanarak norotransmitter salinimini inhibe ettigi ve bu
dogrultuda serotonin ve tyramin diizeylerini artirirken, dopamin, epinefrin ve kolin
diizeylerini diislirdligii gozlemlenmis. Bu degisikliklerin ruh hali, enerji seviyeleri,
biligsel fonksiyonlar ve bagimmlilikla iligkili siire¢ler tizerindeki etkileri dikkat
¢ekmektedir. Serotonin ve tiramin diizeylerindeki artis, pregabalinin depresyon ve
anksiyete iizerindeki olumlu etkilerini agiklarken, dopamin ve epinefrin diizeylerindeki
diisiisler enerji seviyeleriyle iligkili yorgunluk hissiyle bagdastirilmistir. Calismamizda
tirozin azalmasiyla birlikte dopamin diizeylerinde azalma ve glutamat yolaklarinin
aktivasyonuna bagli olarak bagimlilikla iligkili nérobiyolojik siiregler {izerinde dnemli
degisiklikler tespit edilmistir. Calismanizda 6zellikle dikkat ¢eken diger bulgular arasinda
glutamin diizeylerindeki azalma, oksidatif stresle iliskili artan glutatyon seviyeleri ve
mitokondriyal islev bozukluguna isaret eden nikotinamid ribotid azalmas1 yer aliyor. Bu
bulgular, pregabalin tedavisinin enerji metabolizmasi, oksidatif stres ve ndrodejeneratif
hastaliklarla baglantili  olabilecegini 6ne siiriiyor. Ayrica purin ve betain
metabolizmalarindaki bozulmalar, nérolojik islevler ve kilo alimi gibi yan etkilerle
iliskilendirilmistir. Hidroksimetilbilanda gbzlenen degisikliklerle birlikte
tauroksenodesoksikolik ve koprokolik asitlerdeki artis, pregabalinin lipid metabolizmasi
tizerindeki etkisini ve kilo alimi gibi potansiyel yan etkilerini yansitmaktadir.
Bulgularimiz, pregabalinin ndrotransmitter sistemleri ve oksidatif stres tizerindeki etkisi
de dahil olmak iizere bilinen etkileriyle uyumlu olmakla Dbirlikte, metabolik
etkilesimlerinin karmasikliginin da altim ¢izmektedir. Gelecekteki arastirmalar,
pregabalin tedavisinin daha genis etkilerini daha 1yi anlamak ve ndropatik agr1 ve ilgili
bozukluklarin yonetiminde klinik kullanimini optimize etmek icin bu yollar1 daha fazla

arastirmalidir.
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