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OZET

IN-SITU RAT BAGIRSAK PERFUZYONU TEKNIGI KULLANILARAK
KOLAJENIN BARSAK GECIS PERFORMANSININ DEGERLENDIRILMES]

Ecz. Fargana MUSAYEVA
Farmasoétik Teknoloji Anabilim Dali
Kozmetoloji Bilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Haziran 2022
Danisman: Dog. Dr. Mustafa Sinan KAYNAK
(Ikinci danisman: Aras. Gor. Dr. Saniye OZCAN)

Insan viicudunda olusan en bol proteinlerden biri kolajendir. Destek aglar1 kurarak
tim hiicresel sistemlerde viicut dokularmin giiciinden sorumludur. Kolajen lifler
genellikle opak ve beyazdir, bu nedenle dokularda kolayca taninirlar. Kolajen, kanin
pthtilasmasina, dokuyu yeniden sekillendirmeye yardimer oldugu igin yaygin olarak
kullanilir. Bilinen higbir yan etkisi olmasa da birgok klinik uygulamada hayvan kaynakli
(dogal) kolajen kullanilmaktadir.

Diistik molekiil agirlig1 sayesinde hidrolize kolajen viicudumuz tarafindan hizla
sindirilir ve kan dolagimina girer. Yapilan aragtirmalara gore en uygun kolajen tiirt,
kolayca emilebilen ve viicudumuz tarafindan kullanilabilen kolajen peptitleri i¢in toz
veya sivi haldeki kolajendir. HPLC, LC-MS/MS gibi teknikler, karmasik peptit
karisimlarini karakterize etmek i¢in kullanilir. Klasik fibril olusturan kolajen, kolajen tip
I, I, HI, V ve XI’i igerir. Bu kolajenler, 25 ila 400 nm arasinda ¢aplara sahip fibriler
diziler olusturarak yiiksek oranda yonlendirilmis supramolekiiler kiimeler halinde
kiimelenme yetenekleriyle karakterize edilir. Dogal bir protein olmasit ve teknik
ozellikleri nedeniyle kolajen hidrolizatin gelisiminin ve tiiketiminin énlimiizdeki yillarda
artmas1 beklenmektedir. Bu derlemede kolajenin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri, ¢esitleri,

farmakolojik 6zellikleri, miktar belirleme yontemleri kisaca anlatilmaktadir.

Anahtar sézciikler: Bagirsak Perflizyonu, Hidroksiprolin, Kolajen, LC-MS/MS, SPIP.



ABSTRACT

EVALUATION OF INTESTINAL PASSAGE PERFORMANCE OF
COLLAGEN USING IN-SITU RAT INTESTINAL PERFUSION TECHNIQUE

BSc. Fargana MUSAYEVA
Department of Pharmaceutical Technology
Programme in Cosmetology
Anadolu University, Institute of Health Sciences, June 2022
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Mustafa Sinan KAYNAK
(Co-supervisor: Res. Ass. Dr. Saniye OZCAN)

One of the most abundant proteins formed in the human body is collagen. It is
responsible for the strength of body tissues in all cellular systems by establishing support
networks. Collagen is widely used as it helps blood coagulate, remodeling tissue.
Although there are no known side effects, there is some concern about its role in
inflammation, group-to-group variability, and possible disease transfection, given that
animal-derived (natural) collagen is used in many clinical applications. Not every protein
is of equal value, so not every collagen is of equal value. Thanks to its low molecular
weight, hydrolyzed collagen is quickly digested by our body and enters our blood
circulation.

According to the study, the most suitable type of collagen is the one in powder or
liquid form for collagen peptites that can be easily absorbed and used by our body. Not
every protein is of equal value, so not every collagen is of equal value. It is necessary to
rely on the most appropriate analysis technique to evaluate the quality feature. Techniques
such as HPLC, LC-MS/MS are used to characterize complex peptite mixtures. Classical
fibril-forming collagen includes collagen types I, Il, 111, V, and XI. These collagenes are
characterized by their ability to aggregate into highly oriented supramolecular aggregates,
forming fibrillar arrays with diameters between 25 and 400 nm. Being a natural protein
and its technical characteristics, it is expected that development and consumption of
collagen hydrolyzate will increase in the coming years. In this review, physical and
chemical properties of collagen, types, pharmacology properties, quantity determination
methods are briefly described.

Keywords: Intestinal Perfusion, Hydroxyproline, Collagen, LC-MS/MS, SPIP.
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TESEKKUR

Hazirlamis oldugum bu yiiksek lisans tezimin her asamasinda sahip oldugu degerli
bilgi ve birikimleriyle bana destek olan, ekibinde yer almaktan biiylik gurur ve mutluluk
duydugum, bu siiregte kendimi tanima imkan1 veren, mesleki ve bilimsel birikimiyle bana
yol gdsteren, her yaptigim calismada bana hissettirdigi sonsuz giiveni ve ozverileriyle
arkamda olan, meslegimde ve hayatta ¢ok sey 6grendigim ve her zaman 6rnek alacagim,

danisman hocam Dog. Dr. Mustafa Sinan KAYNAK’a,
Yiiksek lisans egitimim siirecimde laboratuvarda yan yana calistigim, ¢ok sey
O0grendigim, zor zamanlarimda bana destek olan, hayattaki tecriibelerini dinleyip

hayatima yon vermemde yardimci olan canim hocam Ars. Gor. Dr. Saniye OZCAN’a,

Her zaman sevgi ve desteklerini hissettigim Farmasotik Teknoloji Anabilim

Dali’ndaki saygideger hocalarima,

Ve her animda sevgi ve giivenleriyle yanimda olan, aldigim her kararda beni maddi

ve manevi destekleyen, sizin sayenizde dedigim giizel aileme,

En i¢ten sonsuz tesekkiirlerimi sunuyorum.



24/06/2022

ETIiK ILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢alisma oldugunu; ¢calismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak {izere tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu ¢alisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakcada yer verdigimi; bu calismanin Anadolu
Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi”yla tarandigmni ve
hicbir sekilde “intihal i¢ermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢calismamla
ilgili yaptigim bu beyana aykiri bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tim

ahlaki ve hukuki sonuclar1 kabul ettigimi bildiririm.

Fargana MUSAYEVA
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1. GIRIS VE AMAC

Kozmetoloji insan derisinin, sagin,tirnagin, dislerin bakimi, sagligi ve temizliyiyle
ilgili islemleri barindiran bilim dalidir. Kozmetolojinin temelini insan derisinin, tirnagin,
sac¢in saglig1 olusturur. Derimizde olusan deformasyonlardan en énemlisi kirigikliklar ve
lekelerdir. Kirisikliklar yaslanma, mimiklerin uzun siireli kullanimi ve uyku gibi dis
etkenlere bagli olarak derinin deformasyonu ile olusmaktadir. Deride 2 tiir kirisiklik
gormekteyiz. Derin olmayan ve derin kirigikliklar. Derin olmayan kirnisikliklar
epidermisin su kaybi ile epidermisin bozulmasi sonucu gelismektedir. Derin kirisikliklar
kolajen ve elastin liflerinin azalmasi nedeniyle elastikiyet kaybina bagli dermisin
bozulmasi ile olugsmaktadir. Dogru sekilde beslenme ve yasam tarzi daha saglikli deriye
sahip olmaktir. Saglikli yasam tarzinin yaninda alinan ilaglar, vitaminler de deri
sagligimiza etki etmektedir.

Kirisikliklar: azaltmak ve daha saglikli goriiniim elde etmek i¢in bir¢ok kozmetik
tirtin kullanilmaktadir. Bunlardan en yaygin olan1 kolajendir. Kolajenin farkli farmasotik
cesitleri vardir; birgok sirket bu biyomolekiilii tabletler, sivi formlar, kapsiiller, yar1 kati
topikal formlar vb. gibi farkli farmasdétik formlardaki birgok iiriine entegre ederek yeni
formiilasyonlar gelistirmektedir. Glinlimiizde oral yolla alinan kolajen ¢esitleri daha ¢ok
tercih edilir. Son zamanlarda yapilan hayvan calismalarinda ve insan denemelerinde,
kolajen veya hidrolizatlarinin oral yoldan verilmesinin cilt yaslanmasi tizerinde faydal
etkileri oldugu da one siiriilmiistiir. Kolajen makromolekiil oldugu i¢in kullanilan
tirinlarin ne kadar etki etmesi ve permeabilitesiyle ilgili calismalar yapilmaktadir. Fakat
literatiirde kolajenin absorpsiyonu iizerine incelendigi in situ sican barsak perflizyonu
calismasi sinirli sayida yer almaktadir

Bu calismada Tek Gegisli Bagirsak Perflizyonu (SPIP) teknigi kullanilarak
kolajenin farkli hammaddelerinin ve oral yolla alinan s1vi formiilasyonunun barsaklardan
paraseliiler absorpsiyonu Tlizerine etkisi ileum barsak segmentinde incelenmis ve
gelistirdigimiz yeni optimize tam valide LC-MS/MS metodu ile miktar tayinleri
yapilmustir.

Elde edilen sonuglara gore MT, FK ve kolajenin permeabiliteleri kiyaslanarak
degerlendirilmistir. Sonuc olarak oral yolla kullanilan sivi formiilasyonlarda kolajenin
permeabilitesinin gruplara gore farklilik gostermesine ragmen yliksek olmasi sonucuna

varilmistir.



2. KAYNAK BILGISi
2.1. Kozmetoloji

Kozmetik {iriiniin tiim diinyada kabul edilebilirligi, deri iizerinde biraktigi hissi,
kokusu, goriinlimii, deriye yayilabilirligi ve hizli emilmesi, deriyi nemlendirmesi,
diizgiin, saglhikli ve giizel gostermesi, alerjik ve iritan Ozelliklerinin olmamasi ve
ambalajinin gorsel gekicilige sahip olmasi gibi niteliklere baglidir. FDA kozmetik
tanimimi  ‘viicuda uygulandiklarinda, temizlik, bakim, giizellestirmek, c¢ekiciligini
arttirmak nedenleri veya goriiniimii iyilestirmek i¢in kullanilan madde ve iiriinler’ olarak
belirlemistir. Kozmetik iiriinlerde preparatin kozmetik niteligini belirleyen ayirim
preparat ve igindeki etkin maddeler i¢in One siiriilen ve etiketinde belirlenen kullanim
amacidir. Eger kozmetik iirlindeki madde bir hastalig1 6nlemek, 6rnegin seliiliti azaltmak
veya yok etmek veya deri hiicrelerini yenilemek gibi deri ve eklerinin yapi ve islevlerini
degistirici bir sav ile piyasaya siiriilmiisse ilag olarak kabul edilir. Herhangi bir iiriin
eskiden beri ilag Ozellikleri ile bilinen bir hammadde igeriyorsa ve bu nedenle
kullanilagelmisse, {iriniin islevi yasal kapsamda kozmetik olarak kabul edilse ve iiretici
tarafindan endikasyonu ila¢ olarak verilmemis olsa bile dermatolojik ila¢ olarak
simiflandirilir.

AB, kozmetik iireticileri i¢in kozmetik formiilasyonlarda kullanilabilecek yaklasik
20,000.00 hammaddenin listesi belirlenmistir. Bu genis liste hammadde satan firmalarin
birbiri ile rekabeti sonucu, daha ucuz, saf ve daha yiiksek etkinlige sahip formiilasyonlarin
hazirlanabilmesine olanak saglamig, en basit kozmetik formiilasyon igin bile ileri siiriilen
etkinligin artmasina yol agmustir. Ornegin ucuz bir nemlendirici krem formiilasyonunda
cesitli polimer, yiizey etkin maddeler, yaglar, bir veya daha fazla nemlendirici,
antioksidan, kelat yapici ve koruyucu madde gibi en az 15-20 bilesen bulunmaktadir.
Genel olarak bu ve benzeri formiilasyonlar deride kaldiklari siirece deriye etki eder. Oysa
glinimiizde @ AB  listesindeki  genis nemlendirici  yelpazesinden  se¢ilmis
nemlendiricilerden biri veya birkagi derinin nem oraninda stireklilik ortaya
cikarabilmektedir. Bu sekilde kullanilan kozmetik hammaddelerin kalicilig1 artti1 igin
deride veya deriden gecip viicutta birikebilir.

Kozmesoétik veya dermakozmetik iiriinlerin, kozmetik ve ilag 6zelligindeki etkin
maddeleri birlestirerek, cildin kirisiklik, leke, akne ve kizariklik gibi sorunlarini gideren
ve cilt sagligin1 ve giizelligini saglayan veya arttirilmasina yol acan preparatlar oldugu

diinya genelinde kabul edilmektedir.



Dermakozmetik riinler giiniimiizde yirtrliikte olan kozmetik
yasa/yonetmeliklerinde tanimlanmamakla birlikte, bilingli formiilasyon, yogun
farmasotik ve dermatolojik katki ve ayrintili testlerle piyasaya sunulmakta ve tiiketicinin
begenisi ile popiilerlik kazanmaktadir. Bu iriinlerin niteligi hakkinda tiiketicinin
aydinlatilmasi i¢in verilen ek bilgiler kullanimini arttirmigtir. Dermakozmetik tirlinler
genellikle kozmetik iirlinlerden daha pahali oldugu halde satis rakamlar yiiksektir. Diinya
genelinde tliketici bilgi ve bilincinin artmasidir; yani ayni tiiketicinin doga ve dogal
madde kullanimina olan duyarhligi, kozmesétik tiriinlerin niteliginin doga ve hayvanlari
koruyucu bi¢imde olusu, sagliklt yasam bilinci ve bilimde ve tipta ortaya ¢ikan yeni

gelismelere kozmetik tiiketicisinin uyum gostermesidir [1, 2].

2.2. Deri

Deri dis ¢evre ile viicut arasinda gecidi saglar ve viicudumuzun en genis yasamsal
organidir. Derimizin islevleri arasinda i¢ organlarimiz1 fiziksel ve kimyasal travma ile
UV iginlardan koruma, su kaybini 6nleme ve mikroorganizmalarin girisini engellemek
onemlidir. Deri zayif asidik yiizeye sahiptir ve bu da enfeksiyonun onlenmesine etki
etmektedir. Yas arttik¢a deride kolajen ve elastin liflerinin azalmasi nedeniyle elastikiyet
kaybina bagli dermisin bozulmasi ve dis faktorlerden dolayr derimizde zamanla
deformasyanlar olugsmaktadir. Deri 3 ana katmandan olusmaktadir; dis ¢evreyle iliskide
olan katman epidermis, epidermisle hipodermis arasinda kalan katman dermis ve yag

hiicreleri igeren katman hipodermis [3].

2.2.1. Epidermis

Bizi dis faktorlerden koruyan derinin dis katmanidir. Epidermis bakteri
enfeksiyonlarina karsi temel koruyucu ozellik gosteren tabakadir. Bazal katmandaki
hiicre boliinmesi sonrasi keratinositler 6zel farklilasma programi ile epidermis boyunca
bir¢cok katmani gecerek derinin en dis katmanina ulasip deskuamasyona ugrar. Saglikl
epidermiste ¢ogalma deskuamasyon arasinda bir denge mevcuttur ve yaklagik her 28
giinde bir (20-40 giin) yenilenmektedir. Bazal katmandaki hiicrelerinin bir kismi
dinlenme fazinda oldugu i¢in hiicrelerin ancak %15’1 bu aktiv siirecte yer almaktadir.
Yaralanma ve deri yenilenmesi i¢in yapilan tibbi girisimler gibi artmis g¢ogalma
gerekliliginde dinlenme durumundaki bu hiicreler de siirece katilmaktadir. Bu dengenin

saglanmast bazi deri sayriliklarinin ortaya c¢ikmasindan onemlidir. Bazi ihtiyoz
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sekillerinde deskuamasyon hizi azalmakta ve epidermal hiicreler birikmekte iken
psoriaziz gibi yangisal sayriliklarda ¢ogalma hizi1 artmaktadir. Epidermisin esas hiicre tipi
olan keratinosidler protein olan keratini sentezler. Epidermiste keratinositler disinda
melanosit, langerhans ve merkel hiicreleride bulunmaktadir. Bir yere ¢arpma sonucu
hasar olusmasi, kimyasal iritasyon, alerji, duyarlilik gibi durumlar bu tabakay1
etkilemektedir. Melanositler bazal katman keratinositlerinin arsinda yerlesik olan
melanositler tiim hiicre popiilasyonunun %5-10’unu olusturmaktadir. Sayilar1 vuciit
alanina gore degiskenlik gostermekte ve keratinosit sayisiyla dogru orantili olarak
artmaktadir. Her 5-10 keratinosite oranla 1 melanosit bulundugu goriilmistiir.
Langerhans hiicreleri bazal katmanin hemen {izerinde yer alan langerhans hiicreleri ayni
melanositler gibi dendritik goriiniime sahiptir. Bunlar kemik iligi kkenli immdiin hiicreler
olup epidermisin immiin engelini olusturur. D1s kaynakli antijenleri hem derideki hem de
limf nodlarindaki T limfositlere sunarlar. Merkel hiicreleri bazal katmanda yer alan
Merkel hiicreleri intrasitoplazmik graniilleri ig¢inde noéroendokrin peptitler igerir.
Limfositler ve polimorfoniikleer 16kositler derinin spesifik immiin yanitlarin1 olusturan
hiicresel immiin sisteminin parcasidir ve anormal kosullarda epidermiste de
goriilebilmektedir. Epidermis bes tabakadan olusur; Stratum Corneum (Boynuzsu
Tabaka), Stratum Lucidum (Onleyici Tabaka), Stratum Granulosum (Granuler Tabaka),
Stratum Spinosum, Stratum Basalae (Bazal hiicre tabakasi) [4].

2.2.2. Dermis

Dermis dis kisimda epidermis ve i¢ kisimda hipodermis olmak {izere iki katmanin
arasinda yer almaktadir. Kalinlig1 bolgeden bolgeye degismekte olup goz kapaklarinda
bir millimetre’den az iken sirt bolgesinde 5 millimetre’den fazladir. Dermis’in kalinligi
yas artis1 ile giderek incelir. Dermis,papiler dermis ve retikiiler dermis olmak tizere iki
katmandan olugmaktadir. Papiler dermis, epidermisin hemen altindaki deri yilizeyine en
yakin olan dermisin ince st katmanidir. Bu katman epidermis ve eklerinin
beslenmesinden sorumlu zengin kapiler aga ve duyusal sinir sonlanimlarina sahiptir.
Viicudu mekanik hasardan koruyan ve beslenme desteyi saglayan dermis, kolajen ve
esnek lifler ile damarlarin yogun bulundugu bag dokusu katmanidir. Dermiste ter vezileri,
yag bezleri ve kil folikiilleri de bulunmaktadir. Ayni zamanda yiizeysel ve derim
pleksuslar, kan damarlari, limfatik kanallar, serbest sinir sonlanmalar1 ve korpuskulumlari

icerir. Kan ve lenfatik damarlarin varligi sayesinde ilag ve toksinlerin sistematik dolagima
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ve derin dokulara tasinmasi bu katmandan olmaktadir. Dermiste en yogun bulunan
kolajen lifleri demetler olusturacak sekilde bir aradadir. Dermis hacminin %30’unu ve
kuru agirliginin ise %75°n1 olusturan kolajen lifler gerilme direnci saglamaktadir. Ayni
zamanda tip 2 ve tip 6 kolajen de bulunmaktadir. Kolajen lifler fibréz yap1 olusturan
prolin, hidroksiprolin ve glisin gibi 6zel aminoasitlerden olusmaktadir. Yas ile kolajenin
yapisi niteliksel ve niceliksel olarak degismektedir. Dermiste ana hiicreler fibroblastlardir
ve dermisin hiicre dis1 destek matriks dokusunu yapmaktadir. Merkel ve Meissner
cisimcikleri (dokunma duyusu, daha ¢ok el i¢i ve ayak tabaninda yer almaktadir),
Pacinian cisimcikleri (basing duyusu, viicut agirligini tagina anatomik alanlar ve genital
bolgede daha yogun olarak bulunmaktadir) ve Ruffini cisimcikleri de (mekanik duyu) bu
katmanda bulunmaktadir. Fibriller disinda proteoglikanlar, glikoperoteinler,

glikozaminoglikanlar, su ve hyaluronik asit diger destek yapilaridir [5].

2.2.3. Hipodermis

Derinin en alt tabakasidir. Birbirinden fibroz septa ile ayrilan yag globiillerinin
iginde yerlesmis lipositlerden olusur. Viicudumuzun mekanik soktan korunmasini ve
genel enerji metabolizmasinin devamini saglar. Dermisten koken alip hipodermise
uzanan lif demetleri bu iki bolim arasindaki bagi giiclendirmektedir. Hipodermisin
kalinligi viicut alanina, beslenme durumuna gore degisiklik gostermektedir
Hipodermisteki yagin dagilimi belirgin olarak hormon bagimli ikincil seksiiel

karakteristigi yansitmaktadir [6, 7].

2.3. Tek Gegisli Bagirsak Perfiizyonu Teknigi (SPI1P)

Anestezi uygulanmis siganlarin bir bagirsak segmenti izole edilerek ilgili bilesigin
soliisyonu ile perfiize edilmesi SPIP (Tek gecisli bagirsak perfiizyonu) teknigidir.
Prosediir sirasinda akis hizi, konsantrasyonu ve perfiize edilmis bagirsagin uzunlugunun
degisilebilmesi kimyasallarin bagirsak absorpsiyonunu etkileyen faktdrlerin mitkemmel
kontroliinii saglar. En temel SPIP protokoliinde, arastirilan bilesik sadece perfiizatta
izlenir, kanda izlenmez. On ¢alismalarla diger olasi faktorleri cikarttiktan sonra giris ve
cikis konsantrasyonlar1 arasindaki farkla belirlenen bilesik kaybi, absorpsiyon olarak
belirlenir. SPIP modeli, oral uygulama ile karsilasilanlara yakin sonuglar sunmasi

nedeniyle 6nemli bir avantaja sahiptir [8, 9].



flaclarin oral uygulamasi1 ¢ok tercih edilen yoldur. Bu siirecin hiz1 ve kapsami
sadece fizikokimyasal ve fizyolojik faktorlerden degil, ayn1 zamanda dozaj formuyla
ilgili faktorlerden de etkilenir. Oral uygulanan ilag absorpsiyonu; ilacin ¢oziiniirliigli ve
gastrointestinal gecirgenligi olmak iizere iki temel parametre tarafindan belirlenir: Pasif
transseliiler difiizyon, paraseliiler tasima ve endositoz dahil olmak {izere, ince bagirsak
bolgelerinde oral ilag absorpsiyonunun gesitli mekanizmalar1 gosterilmistir. Ilaglarmn
bagirsakta absorpsiyonun belirlenmesi igin farkli teknikler mevcuttur. Bu tekniklerden
biri de tek gecisli bagirsak perfiizyonudur. Anestezi uygulanmis sicanlarin bir bagirsak
segmenti izole edilerek ilgili bilesigin soliisyonu ile perfiize edilmesi SPIP teknigidir.
SPIP, ilaglarin bagirsak gecirgenligini degerlendirmek i¢in dnemli tekniklerden biridir.
Teknikte siganin ince barsagmin farkli segmentlerinde (duodenum, jejunum, ileum)
perfiize edilebilir [10]. ilacin bagirsak segmentinde ortalama kalis siiresi de emilim igin
kritik bir faktordiir. Bu baglamda perfiizyon sivisinin akis hizinin se¢imi de dikkate
alinmasi gereken diger bir faktordiir. Fenol kirmizisinin (FK) sifir gecirgenlik belirteci
olarak kullanilmas1 ve metaprolol tartaratin (MT) referans standart olarak kullanilmasi
SPIP ¢aligmalarinda iyi bilinen bir konudur. Prosediir sirasinda akis hizi, konsantrasyonu
ve perfiize edilmis bagirsagin uzunlugunun degisilebilmesi kimyasallarin bagirsak

absorpsiyonunu etkileyen faktorlerin miitkemmel kontroliinii saglar.

2.3.1. Permeabilite markerleri

Farmakokinetik calismalarin spesifik uygulamalarindan biri olan bagirsak
gecirgenligi caligmalar1 arastirilan ilaglarin gecirgenligini belirlemek i¢in perfiizyon
cozeltisinde olan referans standartlarin analiz edilmesini gerektirir. Analiz sifir
gecirgenlik belirteci olan FK ve referans bilesik olan MT olmak tizere iki farkli bilesigin
konsantrasyonunun belirlenmesiyle olugsmaktadir. Sifir gegirgenlik belirteci olan FK aktif
farmasatik bilesenleriyle birlikte perfiize edilir. Tek gecisli bagirsak perfiizyon tekniginde
su emilimi ve salgisinin belirlenmesi ilag gegirgenligi hesabi i¢in 6nemlidir. Fenol
kirmizisinin giris ve ¢ikis konsantrasyonlari su taginmasi zamani bagirsaktaki aktiv
farmasotik bilesenlerin Cout/Cin oranini diizeltmek i¢in kullanilir. MT aktif farmasotik
bilesenlerin gegirgenlik sinifinin belirlenmesi i¢in genis kullanilmaktadir. Bir bilesigin
log P ve log D gecirgenlik degeri MT degerlerinden (logP= 2,15; logD= — 1,48) diisiikse,
diisiik gegirgenlikli bir bilesik olarak siniflandirilir [10].



Referans maddelerin miktarlari ilaglarin permeabilitesi hesaplanmasinda kullanilir.
Etkin maddelerin bagirsak segmentinden (ileum) permeabilitesi (Pefr) asagida verilen
esitlik kullanilarak tayin edilmektedir [11].

Peff = [v(Cin - Cout)/Cout]/T[rl (3.2)
Q : Akis hiz1 (mL/sn)

Cout : Segmentten ¢ikan perflizyon ¢ozeltisindeki ilag konsantrasyonu (ug/mL)

Cin : Segmente giren perflizyon ¢ozeltisindeki ilag konsantrasyonu (pg/mL)
r : Perfiize edilen barsak segmentinin yarigap1 (cm)

L : Perflize edilen barsak segmentinin uzunlugu (cm)

Esitlik 3.2de verilen (Cout/Cin) orani asagida verilen esitlik kullanilarak hesaplanir.

VS

old

S |5

N——
Il

Cout) Cin
ilag X ( )F K
( Cin Cout

(Cout/Cin)ita¢ : Segmentten ¢ikan ve segmente giren perfiizyon ¢ozeltisindeki ilag
konsantrasyonlarinin orani
(Cin/Cout)rk : Segmente giren ve segmentten ¢ikan perflizyon ¢ozeltisindeki fenol

kirmizis1 konsantrasyonlarinin orant

Segmente giren ve segmentten ¢ikan perflizyon ¢ozeltisindeki fenol kirmizisi
konsantrasyon degerleri kullanilarak net su akigi (net water flux; NWF) degerleri
hesaplanir. Net su akist degerinin negatif ¢ikmasi mukozal bdlgeden (liimen) serozal
bolgeye (kan) sivi kaybi oldugunu ifade etmektedir. Bu degerin pozitif ¢ikmasi ise
mukozal bolgeye sivi girisi oldugunu ifade etmektedir. Yapilan deneyler sonucunda

hesaplanan net su akisi degerleri bu dogrultuda degerlendirilmistir [12].

2.4. Kolajen

Kolajen liflerinin fiziksel 6zelliklerinden biride onlarin viskoelastik olmasidir [13].
Kolajen molekiiliin insan viicudundaki bulunma yerlerine, zincir halkasina ve yapisina
gore 26 farkl tiire ayrilmistir. Smiflandirmalar, fibril olusturan, bazal membran,
mikrofibriller, sabitleyici fibriller, altigen ag ve transmembran iliskili kolajen icerebilir.
Her bir kolajen zinciri sarmal seklinde i¢ ige gegerek ~ 300 kDa kadar yiiksek bir
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molekiiler olusturur [14]. Dogal bir polimer olarak, kolajen molekiillerinin ¢ozelti iginde
hareketi ve toplanmas1 dikkate deger bir viskoelastik davranisa neden olur [15]. Kolajen
lifleri ayn1 zamanda fluoresans 6zellige sahiptir. Ultraviyole (UV) dalga boylarinda
radyasyona maruz kaldiginda beyaz-mavi 1s1tk yayar. Bazi hayvan yasmin
belirlenmesindeki ¢alismalarda kolajenin kullanilmasi onun yas arttikdik¢a floresans
Ozelliginin artmasidir [16]. Polimerlerin bazi fizikokimyasal o6zelliklerinin, optik
Ozelliklerin, kolloidal kararliligin ¢6zeltideki agregasyon davraniglariyla iligkili oldugu
bulunmustur [17]. Bu nedenle, kullanimlar1 veya islenmesi hakkinda bazi bilgiler
saglamak icin ¢oOzeltilerdeki polimerlerin agregasyon davranigini arastirmak onemli
olmustur. Kolajenin agregasyon aktivitesine gelince, birkag ¢alisma yapilmuistir.

Shi ve digerleri, 6rnegin, bir fliloresans probu ve fliioresan polarizasyonu olarak 3-
metoksi-4’-N,N-dimetilamino flavon tiirevi molekiil igi yiik transfer bilesigini kullanarak
asetik asit i¢inde kolajen agregasyonunu incelemistir. Kolajenin, konsantrasyonunu
artirarak asitli sulu ¢o6zeltide kendi kendine iliskili oldugu diisiiniilmis ve kritik
agregasyon konsantrasyonu (CAC) 0,5 mg/mL bulunmustur [18].

Bir protein olarak kolajen, 1siya duyarhidir ve yaklagik 40°C’lik denatiirasyon
sicaklig1 (Td) olarak adlandirilan bir sicaklikta denatiire olmaktadir. flging bir sekilde,
artan konsantrasyonlarla (5, 8, 12, 16 ve 20 mg/mL) kolajenin denatiirasyon sicakliginin
diistiigi bulunmustur; bu, farkli konsantrasyonlardaki kolajen ¢ozeltilerinde kolajenin
molekiiler durumunun farkli oldugunu disiindiirmektedir [19].

Kolajen molekiillerinin sicaklifa tepkisi kolajenin agregasyon davranisiyla
yakindan baglantilidir. Kolajen igeren triinler siklikla ¢ozelti olarak kullanildigindan
kolajenin agregasyon davranisi ile sicaklik arasindaki iliskiyi agiklamak oOnemlidir.
Polimerin agregasyon davranigini arastirmak i¢in yapilan arastirmada, (US-DSC), (AFM)
ve floresan teknikleri kullanilmistir.

Bu calismada, liyofilize yaparak kurutulmus kolajen 0,1 mol/L asetik asit
soliisyonlarinda ¢oziilerek 0,25, 0,50 ve 1,0 mg/mL konsantrasyonlarda kolajen
cozeltileri hazirlanmistir. Mevcut c¢alismada, aragtirmacilar, kolajen molekiillerinin
sicakliga tepkisini aragtirmak i¢in esas olarak floresan tekniklerini kullamislardir. Kolajen
molekiillerinin sicakliga duyarli oldugu gosterilmistir. Sonu¢ olarak, kolajen
konsantrasyonu arttik¢a kolajen stabilitesinin azaldig1 goriilmiistiir.

Boylece kolajenin termal denatiirasyonu, 1s1 transfer hizindan etkilenebilir. Bir¢ok

kolajen tiirli kesfedilmis olsa da: baz membran, mikrofibriller, ankraj fibrilleri,



giiniimiizde diizeltme amaciyla en yaygin olarak kullanilan fibril olusturan tiirlerdir.
Kozmetik endiistrisinde kolajen, bulunabilirligi, biyouyumlulugu ve biyolojik olarak
parcalanabilirligi nedeniyle kozmetik formiilasyonlar i¢in secilebilir bir hammaddedir
[20].

Kolajenin enzimatik hidrolizinden elde edilen kolajen hidrolizatlari, disiik
molekiiler agirlikli (LMW) peptitlerdir [21]. Kolajen, yliksek molekiiler agirlikli, hiicre
dis1 bir proteindir [22]. Ote yandan, kolajen sindiriminden tiiretilen peptitlerin karisimi
suda yliksek oranda ¢oziiniirdiir ve oral uygulamadan birka¢ dakika sonra kan
dolagiminda ve deride aktif peptitler saptanabilir [23].

Tip I, II ve 11, fibril olusturan kolajenler, doku deformasyonunu sinirlayan ve doku
boyutunu ve seklini tanimlayan bir yap1 saglayan yapisal aglar olusturur. Kolajen tip I,
cap1 100 nm’den biiylik yapisal fibrillerle iliskilendirilirken, tip IT ve tip III kolajen,
sirasiyla 10 ve 30 nm capindaki fibrillerle iliskilidir [24].

2.4.1. Kolajenin yapisi

Insan derisinde ©nemli olan kolajen molekiilii tropokolajen molekiillerinden
olugsmaktadir. Heliks seklinde ii¢ polipeptit zincirinin birlesmesiyle tropokolajen
molekiili meydana gelir. Tropokolajeni olusturan molekiiller ¢apraz baglar ile
baglanmaktadir. Tropokolajen 300 m uzunlugunda, 300,000 dalton agirliginda ve 1,5 m
capindadir.

Cclii sarmal

300 nm

Sekil 2.1. Tropokolajenin yapisi [25]

Kolajenin amino asit kompozisyonu farklidir. Her tip kolajende polipeptit zincirinin
benzersiz amino asit dizilisi vardir ve farkli karbonhidrat molekiilleri igerir. Her zincirin
dizilisi ayr bir gen tarafindan kontrol edilir [26]. Sarmal yapida polipeptit zincirinden
olusan farkli amino asit kompozisyonu olan en az 10 farkli zincir bilinmektedir ve
zincirlerin farkliliklar1 kolajenin farkli tiplerini olusturur. Polipeptit zincirlerinin farkl

dizilisi kolajenin yapisinda da farkliliklara yol acar. Viicudumuzda baglica olarak kemik,



deri, kasta olmasiyla en ¢ok bulunan proteindir. Yagsiz kuru kas kiitlesinin %1-9’u
kolajendir. Kolajen lif ag1 seklindedir ve yapisina gore kasta dokuya zarar verebilecek
uzamalara kars1 direng goOsterir. Morfolojik olarak kolajen yapis1 tice ayrilir.
Endomisyum,; lifleri ¢evreler, perimisyum; lif yi§inlarini ¢evreler ve epimisyum; kasi
cevreler. Tip 1 kolajen gogunlukla epimisyum dokuda, tip 3 kolajen ise ¢ogunlukla
perimisyum dokuda bulunur [27].

Amino asit ﬂt‘w\n vé}
~1nm \ - /

Tropokolajen PG IEEEG T,
~ 300 nm

Fibriller
~ lum

Lifler
~10um

Sekil 2.2. Kolajen molekiiliiniin yapisi [28]

Kolajenin yapisi karmasik bir mélekiil oldugu i¢in farkli arastirmacilar tarafindan
yillar iginde tekrardan incelenmistir. Daha esnek {iglii sarmalli Tip IV kolajen, temel
membranlarla sinirl aglarda birlestirilir [29]. Mikrofibriler tip VI kolajen, yiiksek oranda
disiilfid capraz baglidir ve diger kolajen fibrilleri ile i¢ ige gecmis filamentler agina
katkida bulunur. Bunlar, kolajen tip II, III, VII, VIII, X ve digerlerinde oldugu gibi ii¢
ayni zincirden (homotrimerler) veya kolajen tip I, IV, V, VI, IX gibi iki veya daha fazla
farkl1 zincirden (heterotrimerler) olusturulabilir. XI [30, 31].
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2.4.2. Kolajenin biyosentezi

Cekirdekteki genlerin gen transkripsiyonu ile baslayan kolajenin biyosentezi,
kolajen heterotrimerleri biiyiik fibriller halinde toplanincaya kadar karmasik, ¢ok agamali
bir siiregtir. Bu mekanizmalar hakkindaki bilgilerimizin ¢ogu fibril olusturan kolajene
dayandigindan, bu tartisma c¢ogunlukla tip I kolajene odaklanacaktir. Uglii sarmal
olusumu ve biyosentezinin temel mekanizmasinin diger kolajen tiirleri i¢in de gegerli
olmas1 miimkiindiir. Fibril kolajen ile ilgili olarak, kolajen biyosentezi iizerine en detayli
aragtirma yapilmustir. islem karmasiktir ve tiimii son fibrillerin yapisina ve biyomekanik
Ozelliklerine katkida bulunan bir¢ok hiicre i¢i ve hiicre disi adimi icermektedir.
Prokolajen zincirlerinin ribozomlar {izerinde sentezinden sonraki ilk olay, bunlarin kaba
endoplazmik retikuluma girmesidir. Orada bir dizi post-translasyonel modifikasyondan
gecerek prokolajen molekiillerinin bir araya gelmesine yol agmaktadirlar [32].

Bu adimlar, prolin kalintilarinin hidroksiproline modifikasyonunu, lizinin
hidroksilizine modifikasyonunu, N ve O baglantil1 glikosilasyon, trimerizasyon, disiilfiir
bagi, prolil sis-trans izomerizasyonu ve {i¢lii spiral katlamayi1 igerir. Molekiiller daha
sonra Golgi agindan geger ve burada hiicre dis1 matrise gecmeden dnce salgi keseciklerine
toplanirlar. Prokolajenin olusmasi, salgilama sirasinda veya kisa bir siire sonra gergeklesir
ve ardindan fibriller birlestirilir. Son olarak, fibriller kovalent ¢apraz baglarin olusumuyla

stabilize edilir [33].

2.4.3. Kolajenin tipleri
2.4.3.1. Kolajenin tipleri i, ii, iii, v and Xi — fibril olusturan kolajen

Klasik fibril olusturan kolajen, kolajen tip I, I, III, V ve XTI’ igerir. Bu kolajenler,
25 ila 400 nm arasinda caplara sahip fibriler sira olusturarak yiiksek molekiillii
supramolekiiler kiimeler halinde toplanma yetenekleriyle karakterize edilir. En yaygin
olarak bulunan ve tlizerinde ¢aligilan kolajen tipi tip I kolajendir. Organik kemik kiitlesinin
%90’1indan fazlasini olusturur ve hiyalin kikirdak, beyin ve vitreus gibi ¢ok az doku
disinda tendonlarin, cildin, baglarin, korneanin ve bir¢ok interstisyel bag dokusunun ana
kolajenidir. Uglii sarmal lifler, genellikle tip III kolajen (deride ve retikiiler liflerde) veya
tip V kolajen (kemik, tendon, korneada) icerir. Cogu organda ve ozellikle tendon ve
bagdokusunda tip I kolajen, gerilme sertligi saglar ve kemikte, dzellikle kalsifikasyondan
sonra, ylik tasima, gerilme mukavemeti ve burulma sertligi ile ilgili 6nemli biyomekanik

ozellikleri tanimlar [34].
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Fibril olusturan tip II kolajen, hiyalin kikirdagin karakteristik ve baskin bilesenidir.
Ancak vitreus govdesinde, kornea epitelinde, notokordda, intervertebral disklerin niikleus
pulposusunda ve embriyonik epitelde de bulunur. Tip Il kolajenin tiglii sarmali, tip I
kolajene boyut ve biyomekanik Ozellikler bakimindan benzer bir homotrimerik
molekiilden olusur. Tip | kolajen ile karsilagtirildiginda, tip II kolajen zincirleri, yiiksek
oranda hidratl hiyalin kikirdak matrisinin bir bagka tipik bileseni olan proteoglikanlar ile
etkilesime aracilik eden glukozil ve galaktosil kalintilarinin yan sira daha yiiksek bir
hidroksilisin igerdigi gosterir. Tip III kolajen homotrimerdir ve kemik disinda tip I
kolajen igeren dokularda yaygin olarak bulunur. Akcigerler, karaciger, dermis, dalak ve
damarlarin interstisyel dokusundaki retikiiler liflerin Onemli bir bilesenidir. Bu
homotrimerik molekiil ayrica siklikla tip I kolajen ile karisik liflere katkida bulunur ve
ayrica elastik dokularda bol miktarda bulunur [35].

Bu calismadaki "bagirsak kesesi" deneylerinde, jelatin hidrolizat uygulamasindan
sonra bagirsagin serozal tarafinda 1 kD ila 10 kD arasinda peptitler tespit edilmistir, bu
da jelatinin bir dereceye kadar yiiksek oranda emildigini diisiindiirdii. Ozetle, bu calisma
jelatin hidrolizatin bagirsaktan emildigini ve ideal olarak kikirdakta biriktigini
gostermektedir. Bu bulgular, jelatinin spesifik amino asit ve peptit profilinin, oral jelatinin
kas-iskelet sistemi dejeneratif kosullarindaki terapotik etkinligine iligkin Onceki

raporlardan sorumlu olabilecegini géstermektedir [36].

Tablo 1.1. Kolajen tiplerinin 6zellikleri

Kolajen Tipi | Ozellikleri

| Dokularda en ¢ok bulunan tiirdiir.

1 Heterofibrildir.

Il En ¢ok elastik dokularda bulunur.

v Laminin, integrin, nidogen ile etkilesime girer.

Kolajen I’in ¢ekirdegini olusturur; DNA, heparin siilfat, heparin,
trombospondin ve insiiline baglanir.
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2.4.4. Tammlama ve kantifikasyon yontemleri

Kalite 6zelligini degerlendirmek i¢in en uygun analiz teknigine giivenmek gerekir.
SEC, MS ve NMR gibi teknikler, karmagik peptit karisimlarini karakterize etmek i¢in
kullanilir. Boyut diglama kromatografisi (SEC), bir kalite 6zelligi olarak kolajen
hidrolizatlarinin polidispersitesini belirlemek i¢in yaygin olarak kullanilan iyi bilinen bir
tekniktir [37]. Ayrintili SEC profili, tiretim siirecinin tutarliligini kanitlamak i¢in kii¢iik
farklar1 ve partikiiller arasindaki kabul edilebilir fark araligini tanimlayabilir. Bununla
birlikte, kiitle spektrometrisi (MS) ve niikleer manyetik rezonans (NMR) gibi en gelismis
teknikler, karmasik karisimlarda bulunan bilesenlerin tanimlanmasini ve Ozelliklerini
belirlemek i¢in daha hassas ve olduk¢a yetenekli yontemlerdir. DSC, polimerlerdeki
gecisleri 6lgmek icin kullanilan iyi gelistirilmis bir analitik yontemdir ve tipik olarak
kolajen termal stabilitesini incelemek igin kullanilir [38].

Bu c¢alismada Sonja Gamsjaeger ve digerleri baslica minerallestirici tip I igeren
capraz baglardan birini, yani piridinolin’i (PYD) tanimlayan Raman spektroskopik
parametrelerini dogrulamaktir. Bu amagla, bilinen PYD igerigi (HPLC analizi ile
belirlendigi lizere), insan kemigi, domuz derisi, predentin ve dentin hayvan modeli
dokusuna sahip bir dizi kolajen ¢apraz bagli peptit Raman mikrospektroskopisi ile analiz
edilmistir. Sonug olarak, bu ¢alismanin bulgulari, Raman spektrumlarinda ~1660 ¢cm-1
tepe noktasinin (ikinci tiirev spektrumuna dayali olarak) altinda yatan amid I’in tespitinin,
mineralize doku 6rneklerinde PYD kolajen ¢apraz baglarmin varligimi gostermektedir

[39].

2.4.5. Hidroksiprolin

Kolajen makromolekiiliinii olusturan polipeptit aminoasitleridir ki, onun da % 23’
prolin ve hidroksiprolin igermektedir [40]. HP tayininde kimyasal metot olan
kolorimetrik ve kromatografik metotlar kullanilmaktadir [41].

Kolorimetrik yontemde niimune asit kullanarak isitilir ve protein hidrolizatina
parcalanir. Elde edilen hidrolizat kloramin T ile reaksiyona girerek pirolun olusur.
Tekrardan dimetilaminobenzaldehit ile reaksiyona giren pirolunun renkli bilesikleri
meydana gelir. Bu bilesigin absorbansi dlgiilerek HYP miktar1 hesaplanir [42].

Kromatografik yontem olan iyon degis-tokus kromatografisi ve LC-MS/MS analiz
stiresi uzun ve duyarliligi diisiik olmasina ragmen giivenilir bir yontem olarak

kullanilmaktadir. Son yillarda yapilan ¢aligmalara istinaden HPLC (High Performance

13



Liquid Chromatography) ve LC-MS/MS cihazlarin sonuglarindaki hizli gelismeler
nedeniyle amino asit analizlerinde bu tekniklere yonelme olmustur. Bu yontemlerde
tiirevlendirilmis protein hidrolizati cihaza enjekte edilir. Olusan pik alan1 veya pik
yiiksekligine nazaran hidroksiprolin miktar1 bulunur. Glisin polipeptit zincirinin her
liclincli pozisyonunda goriilmektedir. Makromolekiil olan kolajen aminoasitlerinin
%35’ni glisin, %1’ni alanin ve %23 nii prolin igerir. Prolinin yaklagik yarisina hidroksil
grubu (hidroksiprolin) baglanmistir. Kolajenin hidroksiprolin icerigi (%12,5) énemli bir

bilesiktir ve kolajen tayininde miikemmel bir 6zellik kazandirmaktadir [43].

2.4.6. Kolajenin farmakoloji 6zellikleri
2.4.6.1. Kolajenin haraket mekanizmast

Kolajenin hemostat ve pihti olusturmak gibi 6zellikleri vardir ve kanamayi
durdurmak iginde kullanilabilir. Hayvandan elde edilen (dogal) kolajen bir¢ok klinik
uygulamada kullanilir, ancak enflamasyon, tiplerarasi degiskenlik ve olasi hastalik
transfeksiyonundaki rolii hakkinda bazi endiseler vardir. Bagisiklik problemlerini
onlemek i¢in 6zelliklerini taklit edebilen bazi sentetik nanomalzemeler gelistirilmistir.
Buna gére KOD™ ticari adiyla kolajen gelistirilmistir. KOD kolajen, antikoagiilan
fraksiyonlar, trombosit aktivasyonunu ve yapigsmasini artirabilir. Ayni zamanda pihti
seklindeki trombositleri baglar, onlar1 aktive eder ve iltihaplanmay1 tesvik etmeden
iyilesmeyi destekler [44]. Jelatin, kolajen hidrolizi ile olusturulan heterojen bir polipeptit
karisimidir. Jelatin hidrolizatin bagirsaktan emilmesinin yani sira jelatin emiliminin
kivamimin incelenmesi de biiyilkk Onem tagimaktadir. Genel olarak, peptitlerin
absorpsiyondan once gastrointestinal sistemde hidrolize edildigine ve bdylece serbest
amino asitlerin esas olarak dolagima girdigine diigiiniilmektedir. Bununla birlikte,
peptitlerin ve hatta makromolekiillerin de bozulmadan emilebilecegine dair ¢ok sayida
kanit vardir. Daha 6nceki arastirmalar, tiim peptitlerin ve makromolekiiler proteinlerin
bagirsaktan emilebilecegini ve bazi biyolojik islevleri siirdiirebilecegini gostermistir.

Biiyiik bir kolajen molekiiliiniin hidrolizi ile olusturulan peptitler, saglik agisindan
biiyiik faydalara sahip olabilir ve cildin 6zelliklerini iyilestirebilir. "Bagirsak kesesi"
caligmalarini kullanarak, Oeser ve digerleri bagirsak yolunda tiiketilen hidrolize kolajenin
molekiiler agirhigini incelediler. Yiiksek performansli sivi kromatografisi ve sodyum
dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi gibi teknikler, 1-10 kDa molekiiler agirlik

araligindaki peptitlerin absorbe edilebilecegini gdstermistir. Ozetle, bu calisma jelatin

14



hidrolizatin bagirsaktan emildigini ve ideal olarak kikirdakta biriktigini gostermektedir.
Bu bulgular, jelatinin spesifik amino asit ve peptit profilinin, oral jelatinin kas-iskelet
sistemi dejeneratif kosullarindaki terapotik etkinligine iliskin 6nceki raporlardan sorumlu
olabilecegini gostermektedir [36].

Bilimsel arastirmalar, kolajen hidrolizatin emilmesinden sonra vurgulanan birinci
etkinin bir antioksidan, ikinci etkinin ise biyolojik aktivite oldugunu gostermistir. Kolajen
hidrolizat, epidermisin nem igerigini iyilestirme, cildin yaglanmasini 6nleme ve eklemleri
ve bag dokularimi yenileme etkisine sahip biyoaktif bir bilesendir. Kolajen, kolajenaz
enzimi tarafindan pargalanir. Oral alimdan sonra, kolajen hidrolizatin %90’indan fazlasi
parcalanir ve hizla emilir. Kolajen hidrolizatin sindiriminin bir gida tiriinii olarak saglikli
oldugu bulunmustur [45-47].

Iwai ve digerleri 12 saatlik agliktan sonra kikirdak hidrolize kolajen, tavuk budu ve
domuz derisi yiyen saglikli insan goniilliilerin kaninda hidroksiprolinden tiiretilen biiyiik
miktarda hidrolize kolajen bulundugunu gosterdiler. Kolajen tiikketiminden sonra, kandaki
hidroksiprolin igeren peptitlerin miktar1 2 saat sonra zirveye ¢ikti, ardindan alimdan 4
saat sonra maksimum seviyenin yarisina diistii. Hidrolize kolajenin yutulmasini takiben
kanda kiigiik bir peptit, prolin-hidroksiprolin (Pro-Hyp) tespit edilmistir. Iwai ve digerleri
tarafindan yapilan ¢alismalar, Pro-Hyp’in sindirilemez bir peptit olarak kabul
edilebilecegini gostermektedir, ¢iinkii Pro-Hyp’in %75’inden fazlasinin in vitro insan
serum reaksiyonundan sonra 24 saat boyunca kanda kaldig1 gosterilmistir [46].

Chen. ve digerleri baliklardan ekstrakte edilen ¢esitli hidrolize kolajen
konsantrasyonlarinin fibroblastlar ve keratinositler tizerindeki etkisini incelediler.
Ozellikle kolajenin ¢ogalmasma ve gelismesine baktilar. 48-97 pg/mL’lik kolajen
konsantrasyonlarinin optimal proliferasyonla sonuglandigi bulunmustur (%191) [48].

Ohara ve digerleri ii¢ kolajen tip I kaynagindan insan kanindaki gida kaynakl
jelatin hidrolizatlarin yapisin1 ve miktarin1 karsilagtiran tek kor bir capraz analiz
gerceklestirdiler. Bes stabil erkek goniillii, 12 saatlik agliktan sonra balik pullarindan,
balik derisinden veya domuz derisinden kolajen tip I jelatin hidrolizati almustir.
Calismada HP iceren peptitlerin yaklasik ylizde 30’u 24 saatlik bir siire boyunca kanda
bulunmustur [49].

Bununla birlikte, peptitlerin tiiketilene kadar gastrointestinal sistemde hidrolize

edilebilecegine ve bdylece esas olarak serbest amino asitlerin dolasima girebilecegine
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dair onemli kanitlar vardir. Hidroksiprolin iki sekilde ya amino asit ya da peptit
kombinasyonu seklinde emilmistir [50].

Bagirsak zarindan absorpsiyon mekanizmasi kapsamli bir sekilde incelenmistir.
Epitel hiicreleri, gesitli besinlerin emilimi i¢in kritik bolgelerdir. Oligopeptitlerin
bagirsakta tasginmasinin gerceklesebilecegi li¢ yol vardir: PEPTI1’in aracilik ettigi
dipeptitlerin ve tripeptitlerin PEPT1 aracili taginmasi [51]; proteinler gibi
makromolekiillerin transsitotik yoldan tasinmasi [52]; ve pasif hiicre i¢i yoldan peptit
absorpsiyonunun taginmasi. Bu yollarin bagirsak oligopeptit absorpsiyonundaki tam roli
heniiz tam olarak anlasilamamistir [53].

Kolajen peptitleri yuttuktan sonra sindirilir ve viicuda yayilir. Watanabe-
Kamiyama ve arkadaglar1, Wistar siganlarina 14C etiketli prolin veya kolajen peptitlerinin
uygulandigi bir in vivo deney yoluyla kolajen peptitlerinin cilde ve diger dokulara
verilmesini incelediler. Radyoaktivite, kolajen peptitlerinin alinmasindan 0-6 saat sonra
ve 14 giin sonra ¢esitli dokularda degerlendirmistir. Bulgular ciltte gecirilen siire
acisindan ¢ok olumlu olup cilt dokusunda radyoaktivitenin 14 giine kadar yiiksek
kaldigin1 gostermistir. Bu, kolajen peptitlerinin, temel avantajlarinin gozlendigi dermisin

cildine niifuz etme kapasitesini gosterir [54] .

2.4.7. Emilim, dagitim, metabolizasyon ve eliminasyon

Kolajen hidrolizinin absorpsiyonundan sonra gosterilen ilk etkinin bir antioksidan
oldugu ve ikincisinin biyolojik aktivite oldugu deneysel ¢alismalarla gosterilmistir [55].
Caligmalar, oral uygulamadan sonra portal damarda ve kanda CH’nin saptandigini ve
peptitlerin in vivo olarak daha biiyik peptitler olarak bagirsaktan emildigini
gostermektedir.

Bazi ¢alismalarda kolajen tripeptitin ortalama molekiiler agirligi geleneksel kolajen
peptitinkinden ¢ok daha kii¢iik oldugu i¢in kolajen tripeptitin hizla kana emildigini ve
dokulara kolayca aktarildigini gostermistir. Arastirma sonuglarina gore, kolajenin
tripeptit olarak uygulanmasinin fonksiyonel peptitlerin emilimini sagladigi ©ne

stiriilmiistiir [56].
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2.4.8. Kolajenin emilimi ve dagilimi

Kolajen tibbi uygulamalarda uzun siiredir kullanilmaktadir, ancak absorpsiyon
mekanizmas1 iyi bilinmemektedir. Peptitler tipik olarak gastrointestinal sistemde
absorpsiyona kadar proteolitik olarak sindirilir. Bununla birlikte, Oesser ve digerleri oral
yoldan uygulanan kolajen hidrolizatin fareler tarafindan bagirsaklardan emilebilecegini
ve tercihen kikirdak dokusunda birikebilecegini oOne siurmistir [36]. Kolajen
hidrolizatlarinin oral yoldan alinmasindan sonra kolajenden tiiretilen birgok peptitin insan
serumu ve plazmasinda tespit edilebilecegi daha 6nce belirtilmistir [46].

Ana makromolekiil hiicre dis1 matrisi olan kolajen, tibbi amaglar i¢in yaygin olarak
kullanilir. Kamiyama ve digerleri tarafindan incelenmis bu ¢alismada, arastirmacilar
diisiik agirlikli molekiiler kolajen hidrolizatin (LMW-CH) radyoaktif izleyiciler
kullanarak absorpsiyonunu yorumladilar. Arastirmacilar viicuttaki radyoaktif dagilimi
Olctiiler ve plazmanin radyoaktif peptitlerini analiz etmislerdir. Burada arastirmacilar,
kolajen hidrolizinin osteoporoz fiizerindeki emilim mekanizmasi ve faydali etkileri
hakkinda yeni bulgular tanimlamiglardir. Wistar siganlarinda [14C] prolin (Pro grubu)
veya glisil-[14C]prolil-hidroksiprolin (CT grubu), LMW-CH ile hizla artan plazma
radyoaktivitesi gozlemlediler. Her iki grupta da radyoaktivite uygulamadan 14 giin
sonrasina kadar deride yiiksek seviyede saptanmistir [54].

Sneha ve digerleri Gly-Pro-Hyp (GPH) ve Pro-Hyp (PH) gibi Hyp igeren
peptitlerin, sicanlarda yiiksek molekiiler agirlikli kolajene goére CTP’nin (kolajen
tripeptit) oral uygulamasindan sonra daha etkili bir sekilde emildigini ve daha yiiksek bir
plazma seviyesine ulastigini incelemislerdir. Peptitler (H-CP). GPH ve PH’nin
gastrointestinal sivida ve sican plazmasinda 2 saat boyunca stabil oldugu bulunmustur.
GPH ve PH’nin biyolojik membranlara niifuz etme kapasitesi de insan bagirsak
mukozasinin (Caco-2 hiicre tek tabakasi) in vitro bir modeli kullanilarak arastirmiglardir
[57].

Anne J. ve digerleri dort kolajen hidrolizatin1 farkli matrislerde LC-MS/MS
kullanarak analiz ederek hidrolizatlarin emilim 6ncesi ve sonrasi durumunu in vitro veya
in vivo olarak karsilastirmiglardir. Elde edilen veriler analitik is akisi, protein
hidrolizatlarinin davranigin1 aragtirmak igin o6zellikle yararhidir. Yapilar1 genellikle
yutmadan O6nce olduk¢a karmagiktir ve sindirim ve absorpsiyon sirasinda hidrolizat
bilesenleri bircok enzime (genis 6zgiilliikk ile) ve kimyasal hidrolize maruz kalacaktir.

Bir¢ok hidrolizat bileseni, Onciilerden {iretilecek ve ayni zamanda bozunarak, ara
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konsantrasyonlarin ~ kaydedilmesinin  yararliligmi  azaltacaktir.  Arastirmacilar,
hedeflenmemis ve hedeflenmis veri analizinin karistirtlmasinin veri toplamaya genel bir

bakis saglayabilecegini gostermislerdir [58].

2.4.9. Kolajenin metabolizasyonu ve eliminasyonu

Bag dokularinda kolajen sentezi, salgilanmasi, birikmesi hakkinda ¢ok az sey
bilinmektedir. Hiicre ortamindaki degisikliklerin kolajen formlarinda degisikliklere yol
agtigr bilinmektedir ve K* iyonlarindaki artig gibi basit degisikliklerin hiicre
proliferasyonunda ve hiicre disi matris sentezinde bir artisa yol acacagir kabul
edilmektedir [59].

Bu siireglerin tiimii, kolajen sentezi formlarindaki diizenleyici degisiklikleri igerir
ve bu degisiklikler, mezenkimal hiicrelerin veya olgunlasmamig fibroblastlarin
ortamindaki degisikliklerden kaynaklanir veya tetiklenir. Kikirdakli kirik kallus
olusumunda, ektopik kemik olusumunda ve ¢esitli onarim siireclerinde benzer
varyasyonlar ortaya ¢ikar. Sentezlenen Kolajen miktarinin da cesitli faktorlerden
etkilendigi gosterilmistir [60]. Ornegin askorbatin, prolil hidroksilaz aktivitesinde bir
artis olsun veya olmasin kolajen sentezini arttirdigi gosterilmistir [61]. Prostaglandinler
El ve FI, kolajen sentezini indiikler ve aktive eder, makrofajlar, graniilasyon dokularinda
kolajen ve diger proteinlerin sentezini uyaran ¢Ozliniir bir faktor salgilar. Bu
prostaglandinler inflamatuar lezyonlarda arttigindan, bu bulgular inflamasyonun neden
kolajen sentezini uyardigini agiklamaya yardimeci olabilir. Prostaglandin E2, sayisiz
rapora gore, osteoblastlar tarafindan kolajen sentezinin nispeten spesifik bir inhibitoriidiir
ve diger bag dokulari, hyaluronat {iretimini taklit eden ancak kolajen iiretimini inhibe
eden bir veya daha fazla kiiciik temel protein iiretir. Bununla birlikte, bu bulgularin tiimii
on bulgulardir ve kolajen transkripsiyonunun, translasyonunun ve translasyon sonrasi
modifikasyonlarin kontroliiniin yan1 sira tiim bag dokularinda kolajen birikimi,
stabilizasyonu ve bozunmasi i¢in gerekli hiicre dis1 enzimlerin kontroliine iligkin daha
birgok iyi temel calismaya acilen ihtiyag vardir [62]. Kolajen metabolizmasi ve
eliminasyonu hakkinda az sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bu konuyla ilgili yapilan
calismalar agagida listelenmistir;

1. Bu derlemede kolajenin amino asit bilesimi ve ayrica onun spesifik amino asitleri

olan hidroksiprolin ve hidroksilisin sentezi hakkindaki mevcut bilgi durumu
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tanimlanmistir. Makale, tiim hayvanda Kkolajen veya metabolizmasini incelerken,
kolajenin diger bilesiklerle etkilesimlerini anlamanin 6nemini vurgulamistir [63].

2. Bu analiz, ciltte, tendonda, kemikte, kan damarlarinda, kikirdakta ve hiicre
zarlarinda bulunan belirli kolajen tiirlerinin yami sira kolajen anabolizmasi ve
katabolizmasindaki ¢esitli temel adimlari tartismis ve asir1 kolajen birikimine baglh
hastaliklar1 ele almistir [64].

3. Bu analiz, kolajen biyosentezi ve hiicresel metabolizmada prolinin (Pro) islevine
iliskin son bulgulara odaklanmistir. Son aragtirmalar, hiicre dis1 Pro’nun (kiiltiir ortamina
eklenen), glutamin (GIn) varhginda kiiltiirlenen fibroblastlarda (birincil kolajen
sentezlenmis hiicreler) kolajen biyosentezi lizerinde 6nemli ancak minimal bir etkiye
sahip oldugunu bulmustular. Bu ¢alisma, bu yontemin 6nerilen mekanizmasini ve ayrica
bag dokusu hastaliklarinin farmakoterapisindeki potansiyel etkilerini tartismistir [65].

4. Kolajenin pargalanmasiyla olusan prolin ve hidroksiprolin, hiicre yapisi ve islevi
icin 6nemli amino asitlerdir. Yasam dongiisii boyunca, omurgali hayvanlar arasinda
prolin metabolizmas1 ve gereksinimlerinde 6nemli farkliliklar vardir. Prolin ise yeni
arastirmalara gore hiicre metabolizmasi ve fizyolojisinin 6nemli bir diizenleyicisi gibi
goriinmektedir. Bu caligmada prolin ve hidroksiprolinin kimyasal yapilar1 ve islevleri,
prolin ve hidroksiprolinin viicut proteinlerinde ve fizyolojik sivilardaki gelisimsel

degisiklikleri ve prolin metabolizmasi incelenmistir [66].

2.4.10. Kolajenin yan etkileri

Kolajen, kanin pihtilasmasina, dokuyu yeniden sekillendirmeye yardimcei oldugu
i¢in yaygin olarak kullanilir. Bilinen hig¢bir yan etkisi olmamasina ragmen, birgok klinik
uygulamada hayvan kaynakli (dogal) kolajen kullanildigi goz oniine alindiginda,
iltihaplanma, gruptan gruba degiskenlik ve olas1 hastalik transfeksiyondaki rolii hakkinda
bazi endiseler vardir. Kolajen hidrolizatlar igeren iiriinler, ciddi yan etkiler bildirmeden
uzun yillardir  kullanilmaktadir. Bununla birlikte, farkli kolajen hidrolizat
formiilasyonlarinin ~ pazarlandigin1  ve giivenlik iizerinde benzersiz bir etki
gosterebilecegini anlamak da onemlidir. Ayrica, ilag toksisitesini kontrol etmek igin
farmasotik endiistrisinde rutin olarak kullanilan CaCo-2 ve HepG2 hiicre hatlar

kullanilarak giivenlik in vitro olarak degerlendirilmistir [67].
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2.4.11. Kolajen iiriinleri
2.4.11.1. Kolajen takviyeleri

Her protein esit degerde olmadigi gibi kolajen tipleride farkli degerlerdedirler.
Biiyiik molekiillii kolajenle kiyasla diisiik molekiiler agirligina sahip hidrolize kolajen
viicudumuz tarafindan hizla sindirilir ve kan dolagimimiza girer. Yapilan arastirmalara
gore kolayca emilebilen ve viicudumuz tarafindan kullanilabilen en uygun kolajen tiirii
toz veya sivi haldeki kolajendir. Bu tip kolajen besinler yoluyla alindiginda viicudun
kullanacag1 kan dolagimina ¢ok kisa siirede ulasir. Yiiksek bir biyoyararlanima sahiptir
ve bu nedenle bu tipte en ¢ok tercih edilen kolajendir. Biyoyararlanim agisindan tablet
veya kapsiil seklinde saglanan kolajen hap seklinde kullanimi digerlerine goére daha
diisiiktiir. Kapsiil i¢indeki kolajenin midemizde sindirilmesi ve kan dolagimina tam olarak
girmesi daha zordur. Kolajen kapsiillerin baska dezavantajlar1 da vardir. Kullanimi kolay
gibi goriinse de aslinda yaniltict olabilir. Thtiyacimz olan giinliik kolajen miktarimi elde
etmek icin bu kapsiillerden giinde 10-20 tane yutmaniz gerekebilir. Kolajene ek olarak bu
kapsiillerin tiretiminde kullanilan kivam arttiric1 ve emiilgator gibi bilesenler de viicuda
alimmaktadir [68].

Viicudumuzun ihtiyaci olan kolajenin normal sartlarda sadece beslenme ile
alinmasi ¢esitli sindirim problemlerine veya kilo problemlerine neden olabilir. Kolajen
sage dozaj formu, ihtiya¢ duyulan kolajen miktari ile ekstra icerik icermeyen bir formiil
ile hazirlanir. Higbir katki maddesi igermez, yiyecek ve iceceklerinize kolaylikla
ekleyebileceginiz formda sunulur. Kolajenin paket seklindeki iriinlerinin bir diger
avantaji da iste, evde veya okulda nerede olursaniz olun kolayca tiiketebilmenizdir. Tek
kullanimlik paketlerde olmasi kullanim kolaylig1 saglar [69].

Kolajen ve hidrolizatlar1, insan diyetlerinin olusturulmasinda degerli besin lifleri ve
protein kaynag1 olarak énemli bir islev gdstermistir [70]. Insanlar yaslandik¢a kolajen
sentezi azalacak ve dokular daha ince, daha zayif ve daha az esnek hale gelecektir.
Kolajen takviyeleri, kullanicilarin cilt, sag, tirnak ve viicut dokularini korumak igin
tasarlanmistir.  Yeni Kkolajen sentezini olusturan fibroblastlar1 ¢ekerek, kolajen
metabolitleri kemik, deri ve baglari birlestirir. Dermisteki kolajen fibrillerinin dermal
kolajen liflerinin ¢apini ve kohezyonunu gelistirir. Bu nedenle, dokularin kalinligi,
esnekligi ve esnekligi ile hidrasyon gelistirilecektir. Kolajen en distaki cilt tabakasinin
suyu emme kapasitesini artirarak cilt dermisi ve epidermisinin iglevini gelistirilebilir. Cilt

dokusunun nemlenmesi, piiriizsiizliik ile dogrudan iliskilidir ve kirismay1 azaltir. Kolajen

20



takviyesi yagsiz kas kazanimini artirabilir, iyilesmeyi hizlandirabilir, hasarli eklem
yapisint  yeniden olusturabilir ve kardiyovaskiiler performansi artirabilir. Bu,
antrenmanlardan sonra yeni kas biiylimesinde temel bir amino asit olan dogal kreatinin

kolajen tarafindan tesvik edilmesiyle elde edilir [71].

2.4.11.2. S1vi kolajen

Sivi kolajen formlari, toz kolajen formlarina benzer 6zelliklere sahiptir. Hidrolize
kolajen takviyesi oldugu i¢in emilimi daha hizli ve kolaydir. Ancak sivi haldeki kolajen
aroma igerir. Kolajen takviyelerinin ¢ogu toz veya sivi formda bulunur ve aromali veya
aromasiz olabilir. Pek c¢ok kisi, lezzetini degistirmeden yemeklere ve igeceklere
karistirilabildigi i¢in tatlandirilmamis tiirii tercih eder. Ayni zamanda porsiyonu ve

karisim1 hazir oldugu i¢in giinliik hayatta da rahatlikla tiiketilebilir.

2.4.11.3. Kati dozaj formlarinda oral kolajen
2.4.11.4. Toz formu

Toz halindeki kolajen takviyeleri viicuda girdigi andan itibaren mide, bagirsak gibi
sindirim sisteminden sindirilerek organlara ulasir. Bu sekilde daha yiiksek verim elde
edilir. Toz halindeki kolajen takviyelerinin kullanimi daha kolaydir, kahveye, suya veya
tiiketeceginiz siviya katilarak rahatlikla igilebilir. Bir arastirma, oral kolajen takviyeleri
kullanmanin cilt elastikiyetini, hidrasyonunu ve kolajen yogunlugunu iyilestirdigini

kesfetmistir [72].

2.4.11.5. Kolajen tabletleri

Kolajen tabletler, s1v1 ve toz formlardan daha az hidrolize kolajen igerir. Daha fazla

pargalanma 6zelligi oldugu ve emilmesi uzun siirdiigii i¢in tercih edilmez.

2.4.12. Gida katki maddesi olarak kolajen

Kolajenler, yeterli miktarda hayvansal besin lifi saglayan gida katki maddeleri
olarak kullanilir. Kolajen veya onun hidrolizatlari ile eklenen ham madde igeren etin
teknolojik ve reolojik 6zellikleri gelistirilebilir. Igeriklere kolajen eklenmesi, iiriinlerin

kivamini arttirir. Santana ve digerleri. 1s1 ile islenen kolajen lifinin, gida uygulamasinda,
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Ozellikle asidik triinlerde emiilgator olarak kullanim i¢in iyi bir potansiyele sahip

oldugunu belirtmistir [71].

2.4.13. iceceklerdeki kolajen

Kolajen katkili i¢ecekler, glinlimiizde bir baska kiiresel pazar gelisimidir. Soya
kolajeni, kakao kolajeni, kapugino kolajeni, kolajen suyu icecegi gibi birg¢ok iiriin,
tireticiler tarafindan yaymlanmaktadir. Viicudun dogal yag dokusu iiretme kapasitesini
arttirmaya yardimci olmak igin kolajenli bir enerji icecegi onerdi [73]. Kolajen igecegi
genellikle viicudun kolajen liretim siirecini aktive ettigini iddia eder, bu da viicudun
dokularin1 destekleyecek ve cildin kirisikliklarini ve sarkmasini azaltacaktir. Sonug
olarak, "Vitagen Collagen" icecegi, yararli bagirsak bakterilerinin liretimini tesvik etmek
ve cildin iyilesmesi igin gelistirildi. Ayrica Avon, somon baligi derisinden, C
vitamininden ve saf ve yiiksek kaliteli balik peptit kolajeninden yapilan
fruktooligosakkaritlerden yapilan ¢igir agan bir igecek olan Avon Life Marine Fish Peptit
Collagen Drink’i de gelistirmistir [71].

Kolajen takviyelerinin artan popilaritesi ile kahveye kolajen peptitlerinin
eklenmesi gibi bir dizi yeni trend geldi. Bircok insan bunun diyetlerine ekstra kolajen
almak i¢in milkkemmel bir yontem olduguna inaniyor. NOtr aromasi nedeniyle,
aromalandirilmamis form, lezzetlerini onemli oOlgiide degistirmeden yemeklere ve
iceceklere kolayca eklenebilir. Kahveye kolajen eklenmesi s6z konusu oldugunda, en
bliyiik sorun, yiiksek sicakliklarin takviyenin kalitesi {izerindeki etkisi olabilir. Proteinler
genellikle yliksek sicakliklara veya asidik ve alkali c¢ozeltilere maruz kaldiklarinda
denatiire olurlar ve bu da yapilarinda kii¢lik bir degisiklige neden olur. Bu énemlidir,
clinkli kolajen peptitleri genellikle kolajeni serbest birakmak icin hayvan derilerinin
asidik veya alkalin bir ¢dzeltiye maruz birakilmasiyla tretilir. Deriler daha sonra daha
fazla kolajen peptiti ¢ikarmak igin 190°F (88°C) kadar yiiksek sicakliklarda suda
kaynatilir [74].

Oyle olsa bile, eger kolajen proteinleri daha da yiiksek sicakliklara maruz kalirsa,
proteini daha da bozan, bozunma olarak bilinen bir slire¢ meydana gelebilir. Su anda,
protein artik diizglin ¢aligmayabilir ve takviyeyi etkisiz hale getirebilir. Bir aragtirma,
kolajen proteinlerinin 302-788°F (150-420°C) arasinda degisen sicakliklara maruz
kaldiginda, ilk parg¢alanmalarinin 302°F (150°C) oldugunu buldu [75].
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Ote yandan kahve normalde ¢ok daha diisiik bir sicaklik aralig1 195-205°F’de (90—
96°C) demlenir. Sonug¢ olarak, kolajen takviyesi eklediginizde kahveniz 302°F’nin

(150°C) altinda oldugu siirece tozun kalitesi etkilenmemelidir [75].
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3. GERECLER
3.1. Kullanilan Maddeler ve Reaktifler

Analitik dereceli kimyasallar; hidroklorik asit, potasyum kloriir, sodyum kloriir,
sodyum bikarbonat, sodyum siilfat ve mannitol ve LC-MS smifi ¢oziicii; asetonitril,
formik asit Sigma-Aldrich’ten (Amerika Birlesik Devletleri) satin alimustir.
Hidroksiprolin, metaprolol tartarat ve fenol kirmizisi referans standartlar1 da yine Sigma-
Aldrich’ten (Amerika Birlesik Devletleri) satin alinmistir. Kolajen hammaddeleri
CelloCEl, Halavet ve Vernisol Tiirkiye’den alinmistir. Hazirlanmigs formiilasyon

Reneva’dan (Tiirkiye) satin alinmustir.

3.2. Kullanilan Cihazlar

Kiitle detektorii ¢alismalar i¢in LC-MS/MS 8040: Nexera XR serisi Shimadzu
(Japonya) marka cihaz kullanilmistir. Cihaz DGU-20A3R gaz giderici, LC-20AD
gradyan pompa, SIL-20AC otomatik drnekleyici, CTO-10ASVP kolon firini, SPD-M20A
PDA dedektoriine sahip olup parcalar arasi baglanti CBM-20A iletisim modiilii ile
saglanmaktadir. Cihaz Windows 7 ve LabSolutions 5.86 SP1 yazilimina sahiptir.

Kullanilan diger yardimei cihazlar ise Mettler Toledo (Isvigre) firmasina ait XSE
105 Dual Range model analitik terazi, SevenMulti model pH metre, Bandelin (Almanya)
firmasina ait RK 100 H model ultrasonik banyo, Heidolph (Almanya) firmasina ait reax
top model karistirict ve ¢ozeltilerin hazirlanmasinda 20-100 pL ve 100-1000 pL
araliginda calisabilen Eppendorf (Almanya) firmasina ait Research model pipetorlerdir.

Permaabilite calismasi i¢in pompa Gilson (ABD) kullanilmistir.

3.3. Kromatografik Ayrim icin Kullanilan Sabit Fazlar

Calismalarda kromatografik ayrim i¢in iki adet sabit faz denenmistir. Bunlardan
birisi Sigma Aldrich (Amerika Birlesik Devletleri) firmasina ait Supelco Ascentis®
Express model Cg fonksiyonel grubuna sahip (100x4,6 mm, ID, 2,7um) dlgiilerinde kolon
ve digeri de ChromaNik Technologies Inc. firmasina ait Sunshell C1g (100%4,6 mm, ID,
2,6um) kolonlardir.
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3.4. Perfiizyon Gerecleri

Calismalar esnasinda kullanilan perfiizyon geregleri olan peristaltik Pompa ve
tubingler Gilson Inc. (Fransa) Firmasina aittir. Golytely ¢ozeltisinin etkin maddeleri
sodyum siilfat (Sigma Aldrich, Japonya), potasyum klorid (Sigma Aldrich, Japonya),
sodyum klorid (Sigma Aldrich, ingiltere), sodyum hidrojen karbonat (Merck, Almanya),
mannitol (Sigma Aldrich, Ingiltere) kullanmilmistir. Metaprolol tartrat (ipca Hindistan),
Fenol kirmizis1 (Merck, Almanya) kullanilmistir.

3.5. Deney Hayvanlari

Perfiizyon ¢alismalarinda kullanilan deney hayvanlari ise Anadolu Universitesi
Deney Hayvanlari Aragtirma ve Uygulama Birimi‘ne (Eskisehir) ait Sprague-Dawley

Disi Siganlardir.
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4. YONTEMLER
4.1. Deney Hayvanlar1 Uzerinde Yapilacak Islemler
4.1.1. Bagirsak perfiizyonu ¢alismalarinda cerrahi prosediirler

Bagirsak perfiizyonu ¢alismalari igin Anadolu Universitesi Deney Hayvanlari Etik
Kurulu’ndan 09.03.2022 tarih ve 2022/08 protokol numarali etik kurul izni alinmis ve
caligmalar etik kurula beyan edilen prosediirler kapsaminda yapilmistir. Perflizyon
calismalari i¢in tek gegisli intestinal perfiizyon teknigi (Single Pass Intestinal Perfusion,
SPIP) kullanilmistir [11]. Perflizyon deneyleri 200-250 g agirligindaki siganlar
kullanilarak gerceklestirilmistir. Deney oncesi hayvanlar a¢ birakilmis ve ¢cesme suyu
icmelerine izin verilmistir. Cerrahi prosediirler siiresince anestezi altindaki hayvanlarin
deney siiresince viicut sicakligi, isiticilt yatak yardimi ile 37°C’ de sabit tutulmustur.
Anestezi ketamin:ksilazin (90:10 mg/kg) karisiminin intraperitoneal (ip) enjeksiyonu
yoluyla saglanmistir. Anestezi derinligi deney hayvanlarinin ayak parmaklarinin 38
sikigtirilmasina verilen reaksiyona gore degerlendirilmistir. Deney siiresince anestezi
derinligi takip edilerek gerektiginde ek doz anestezik yapilmustir.

Anestezi altinda karin duvar1 orta kismindan kesilerek bagirsaklar aciga
cikarilmistir. Calismanin gerceklestirilecegi intestinal segment olan jejenum agifa
cikartilmis ve yaklasik olarak 10 cm’lik kismi tespit edilmistir. Izole edilen barsak
segmentinin proksimal ve distal uglarma silikon tiipler yerlestirilerek cerrahi iplikle
sabitlenmistir. Bagirsak segmenti peristaltik pompanin bulundugu perfiizyon sistemimize
baglanmistir. Perfiizyon sistemine bagli olan izole segment serum fizyolojik (37°C) ile
0,5 mL/dk perfiizyon hizinda 15 dakika boyunca yikanarak temizlenmis ve temizlenme
gostergesi olarak ¢ozeltinin berrak gelmesi esas alinmistir. Temizleme isleminden sonra
perfiizyon sistemindeki rezervuarda bulunan temizleme c¢o6zelti deney gruplarinda
bildirilen test ¢ozeltileri ile degistirilmistir. Peristaltik pompa araciligiyla akis hiz1 0,2
mL/dk olacak sekilde ayarlanmig ve deney siiresinde perfiizyon ¢ozeltisi barsaktan tek
gecisli olacak sekilde sirkiile edilmistir. Her deney sonunda perfiize edilen bagirsak
segmenti ¢ikarilarak uzunlugu o6l¢iilmiistiir.

Deney siiresince sicanlarin viicut sicakligi 37°C’de sabit tutulmustur. Perfiize
edilen segmentlerin kurumasini1 6nlemek i¢in serum fizyolojikle ara ara islatilmis ve
tizerleri parafilm ile kapatilmistir. Deney sonunda hayvanlar servikal dislokasyon

yontemiyle Oldiirlilmiistiir ve her deney sonunda perfiize edilen barsak segmentleri
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¢ikarilarak uzunluklar tekrar Olgiilmiistiir. Perfiizyon sistemi ve cerrrahi islem Sekil

3.1’de sematik olarak gosterilmistir [76].
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Sekil 4.1. Pefiizyon sistemi ve cerrahi yontemin sematik olarak gésterilmesi

Perfliizyon calismalarinda kolajen test maddesi olarak kullanilmistir. Ayrica MT
permeabilite katsayisinin belirlenmesinde referans ilag olarak kullanilmistir. FK’de, sifir
absorpsiyona sahip referans maddesi, perfiizyon caligmalarinda NWF’in (Net Water
Flux) belirlenmesinde ve diizeltilmis konsantrasyonlarin hesaplanmasi i¢in perfiizyon

cozeltisine eklenmistir [11, 77, 78].

4.1.2. Bagirsak perfiizyonu

In situ tek gegisli intestinal perfiizyon prosediirii uygulanmasi hedeflenmektedir.
Perfiizyon c¢aligmalar1 belirlenmis olan 4 grup {izerinde gerceklestirilecektir.
Gergeklestirilen deneyler neticesinde elde edilen numunelerden kolajen (model ilag),
metoprolol tartarat (referans ilag) ve fenol kirmizisi (sifir permeabilite ajani)’nin

konsantrasyonlart LC-MS/MS ile tespit edilmistir.
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4.1.3. Veri analizi

Tiim sonuclar ortalama =+ standart sapma kullanilarak verilmistir. Coklu
karsilastirma i¢in Kruskal-Wallis testi kullanilmistir. Deney gruplart arasindaki
farkliliklar1 belirlemek icin, iki gruplu karsilagtirmalarda iki u¢lu parametrik olmayan
Mann-Whitney U testi kullanilmistir. p<0,05 anlamli kabul edilmis olup elde edilen
sonuglar Microsoft Excel 2007 versiyonu Kullanilarak istatiksel analize tabi tutulmustur

[77].

4.1.4. Perfiizyon cozeltisi

Tim perfliizyon c¢alismalarinda perfiizyon ortami olarak “Golytely” (Tablo 4.1.)
olarak adlandirilan izo-ozmotik c¢ozelti kullanilmistir. Perfiizyon ¢ozeltisi taze olarak
hazirlanmis olup pH’s1 7,4’e ayarlanmustir [78]. izole segment serum fizyolojikle 0,2
mL/dak akis hiziyla dengeye ulasana kadar (yaklasik 10 dk) perfiize edilmistir. Ardindan
kaynaktan saglanan kolajen hammadde (Vernisol) 22 mg/mL konsantrasyonda,
metaprolol tartarat 400 pg/mL konsantrasyonda, fenol kirmizisi 100 pg/mL
konsantrasyonda perfiizyon ¢6zeltisine eklenerek 15 dakika dengeye ulasana kadar ileum,
perfiize edilmistir. Sonra 60 dk boyunca her 10 dakikadan bir 2 mL niimune toplanmuistir.
Toplanan numuneler igerisindeki metoprolol, fenol kirmizist ve kolajen miktar

gelistirilmis LC-MS/MS yontemi ile tayin edilmistir.

Tablo 4.1. Bagirsak perfiizyonu ¢alismalarinda kullanilan Golytely bilesimi

Madde Konsantrasyon (mmol/L)
NaCl 25
KCI 10
NazSO4 40
NaHCOs 20
Mannitol 80
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4.1.5. Kolajen’in bagirsaklardan absorpsiyonunun incelenmesi

Izole segment serum fizyolojikle yikandiktan sonra perfiizyon ¢ozeltisiyle dengeye
ulasana kadar (yaklasik 10 dk) perfiize edilmistir. Perflize edilen bagirsak segmentleri
dengeye ulastiktan sonra yapilan calismalar asagida belirtildigi  sekilde
gergeklestirilmistir.

4.1.6. Deney gruplar:

Grup 1: Izole segment serum fizyolojikle 0,2 mL/dak akis hiztyla dengeye ulasana
kadar (yaklasik 10 dk) perflize edilmistir. Ardindan kaynaktan saglanan kolajen
hammadde (Halavet) 22 mg/mL konsantrasyonda, metoprolol tartarat 400 pg/mL
konsantrasyonda, fenol kirmizist 100 pg/mL konsantrasyonda perfiizyon ¢ozeltisine
eklenerek 15 dakika dengeye ulasana kadar ileum, perfiize edilmistir. Sonra 60 dk
boyunca her 10 dakikadan bir 2 mL niimune toplanmistir. Toplanan numuneler
icerisindeki metoprolol, fenol kirmizisi ve kolajen miktar1 gelistirilmis LC-MS/MS
yontemi ile tayin edilmistir.

Grup 2: izole segment serum fizyolojikle 0,2 mL/dk akis hiziyla dengeye ulasana
kadar (yaklasik 10 dk) perfiize edilmistir. Ardindan kaynaktan saglanan kolajen
hammadde (CelloCel) 22 mg/mL konsantrasyonda, metoprolol tartarat 400 pg/mL
konsantrasyonda, fenol kirmizisi 100 pg/mL konsantrasyonda perfiizyon ¢ozeltisine
eklenerek 15 dakika dengeye ulasana kadar ileum, perfiize edilmistir. Sonra 60 dk
boyunca her 10 dakikadan bir 2 mL numune toplanmistir. Toplanan numuneler
icerisindeki metoprolol, fenol kirmizisi ve kolajen miktar1 gelistirilmis LC-MS/MS
yontemi ile tayin edilmistir.

Grup 3: Izole segment serum fizyolojikle 0,2 mL/dak akis hiziyla dengeye ulasana
kadar (yaklasik 10 dk) perfiize edilmistir. Ardindan kaynaktan saglanan kolajen
hammadde (Vernisol) 22 mg/mL konsantrasyonda, metoprolol tartarat 400 pg/mL
konsantrasyonda, fenol kirmizis1 100 pg/mL konsantrasyonda perfiizyon ¢ozeltisine
eklenerek 15 dakika dengeye ulasana kadar ileum, perfiize edilmistir. Sonra 60 dk
boyunca her 10 dakikadan bir 2 mL numune toplanmistir. Toplanan numuneler
icerisindeki metoprolol, fenol kirmizisi ve kolajen miktar1 gelistirilmis LC-MS/MS
yontemi ile tayin edilmistir.

Grup 4: izole segment serum fizyolojikle 0,2 mL/dak akis hiziyla dengeye ulasana
kadar (yaklagik 10 dk) perfiize edilmistir. Ardindan kaynaktan saglanan oral yolla
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uygulanan sivi kolajen 28,16 mg/mL konsantrasyonda, fenol kirmizisi 200 pg/mL
konsantrasyonda perfiizyon ¢6zeltisine eklenerek 15 dakika dengeye ulasana kadar ileum,
perfiize edilmistir. Sonra 60 dk boyunca her 10 dakikadan bir 2 mL niimune toplanmustir.
Toplanan numuneler igerisindeki metoprolol, fenol kirmizisi ve kolajen miktar
gelistirilmis LC-MS/MS yontemi ile tayin edilmistir. Bu grupda MT kullanilmamistir. Bu
gurpta kullanilan etkin madde {igiincii grupta kullanilan hammaddedir. Bu grup degerleri
diger grup degerleriyle kiyaslanacaktir.

Farkli firmalardan elde edilmis kolajen hammdelerinin her birinin molekiiler
agirhgn 2000 Da agirhigindadir. Ugiineii grupta kullanilan kolajen hammadesinin
dordiincii grupta sivi formiilasyonun etkin maddesidir. Sivi formiilasyonun iginde

hialuronik asit, vitamin c, tatlandiricilar gibi farkli bilesiklerde yer almaktadir.

4.2. Calismada Kullanilan Maddeler i¢cin Miktar Tayini
4.2.1. Enstriimental parametreler

LC-MS/MS analizlerinde sisteme gonderilen hareketli fazin akis hiz1 0,5 mL/dk
olup kolon firmn sicaklig1 35,0+0,1°C olarak segilmistir. Otomatik drnekleyici termostat
sicakligi numune ve standart ¢ozeltilerin stabilitesinin korunmast amaciyla 1540,1°C’ye

sabitlenmis olup enjeksiyon hacmi ise 1 pL olarak belirlenmistir Analizlerde kullanilan

optimize LC-MS/MS kosullar1 Tablo 4.2°de verilmistir.

Tablo 4.2. Optimize LC-MS/MS kosullar:

Kurutucu gaz akis hiz1 (azot) 15 L/dk
Nebiilize edici gaz akig hiz1 (azot) 3,0 L/dk

Arayliz akimi 0,1 A

DL sicakligi 250 °C

Is1 blogu sicakligi 450 °C

Iyon tarama sekli Coklu Reaksiyon izleme Modu (MRM)
Iyon kaynag1 Elektrosprey Iyonizasyon (ESI)

4.2.2. Standart c¢ozeltilerinin hazirlamsi

Referans standartlarin hepsinin tiim stok ¢ozeltileri ve calisma ¢ozeltileri, kiitle
dedektoriinde yasanan matris etkisi nedeniyle matris c¢ozeltilerinin ¢oziicii olarak

kullanilmasiyla hazirlanmistir. Bu amagla FK ve MT’nin ¢ozeltileri igin hayvan
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bagirsagindan gecirilmis Golytely ¢ozeltisi ¢oziicii olarak kullanilmigtir. HP’nin stok
cozeltileri ise hayvan bagirsagindan gecirilmis golytely ¢ozeltisinin yakilmasiyla elde
edilen ¢6zeltinin ¢oziicii olarak kullanilmasiyla hazirlanmistir.

FK ve MT’nin stok ¢ozeltileri 150,0 pg/mL elde etmek iizere ilk olarak bu ¢ozelti
icinde 1,5 mg ¢oziindiiriilerek hazirlanmistir. Kalibrasyon, LOD, LOQ ve QC c¢ozeltileri
icin diger dilisyonlar ise bu ¢ozeltilerden gerekli seyreltmeler su ile yapilarak
hazirlanmstir.

HP’nin stok ¢6zeltisi 100 ug/mL derisimde elde etmek igin 1,0 mg analitin hayvan
bagirsagindan gegirilmis golytely’nin numune analizi igin yakildigi gibi asidik hidroliz
ortamina maruz birakilarak hazirlanmasiyla elde edilen ¢ozeltide hazirlanmastir.
Kalibrasyon, LOD, LOQ ve QC g¢ozeltileri igin diger diliisyonlar ise bu ¢ozeltilerden

gerekli seyreltmeler su ile yapilarak hazirlanmistir.

4.2.3. Kolajenin hidrolizi

Bagirsaktan gegirilmis 5 dakika vorteks karistiricida iyice karistirilmis perfiizyon
cozeltisinden 45 pL alinmig 955 pL su ile seyreltilmistir. Ardindan deney tiipiine bu
¢ozeltiden 508 pL alinmis igine 492 pL %37 (a/a) HCI ¢ozeltisinden eklenerek 1 dakika
vorteks karistiricida karistirilarak etiivde 110°C’de 24 saat bekletilmistir. Deney tiipii 24
saatin sonunda ¢oziiclisii ugmus ve kararmis olarak etiivden alinmistir. Ardindan
¢Oziiciisii ugmus bu hidrolizat su ile asagida bahsedilen seyreltme islemleri yapilarak

analiz edilmistir.

4.2.4. Numune ¢ozeltilerinin hazirlanisi

Numunelerin hazirlanmasinda kolajenin asit hidrolizi yapilarak HP’nin agiga
cikarilmasi iglemi uygulanmistir. Ancak bdyle bir ortamda FK ve MT’de bozunmaya
ugrayacagi i¢in iki grup halinde analizleri gergeklestirilmistir. Bagirsaktan gegirilmis 5
dakika vorteks karistiricida iyice karistirilmis perfiizyon ¢ozeltisinden 45 pL alinmig 955
uL su ile seyreltilmistir. Hazirlanan ¢ozelti 5 dakika vorteks karistiricida karistirtlmistir.
Ardindan bu ¢o6zelti 10 kat su ile seyreltilip 2 dakika vorteks karistiricida karistirilarak
LC-MS/MS cihazina enjekte edilmistir.

Hidrolize edilen ¢oziiciisii buharlagsmis kolajen ¢6zeltisi 10 mL su ile seyreltilmis

ve ¢ozelti 5 dakika vorteks karistiricida karistirilmistir. Ardindan bu ¢ozelti 10 kat su ile
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seyreltilip 2 dakika vorteks karistiricida karistirilarak LC-MS/MS cihazina enjekte

edilmistir.

4.2.5. Geri kazanim calismalari icin ¢ozeltilerin hazirlanisi

Geri kazanim ¢ozeltileri FK ve MT’nin es zamanl analizi; HP’nin ise kolajenin asit
hidrolizinden analiz edilmesinden dolay1 iki ayr1 grupta hazirlanmistir. Bu amagla her ii¢
analit icinde kalibrasyon grafiginin diisikk (%80), orta (%100), ve yiiksek (%120),
seviyelerine karsilik gelecek sekilde c¢ozeltileri hazirlanarak analiz edilmistir. FK ve
MT ‘nin ¢ozeltileri hayvan bagirsagindan gecirilmis golytely ¢6zeltsinde hazirlanirken
HP’nin geri kazanim ¢dzeltileri hayvan bagirsagindan gecirilmis golytely ¢dzeltisinin
asitte hidrolize edilmis ¢ozeltisinde hazirlanmistir.

Bu iki grup homojen ¢ozeltilerden geri kazanim ¢ozeltileri gerekli oranlarda su ile

%80, %100 ve %120 oranlarina gelecek sekilde seyreltilerek hazirlanmistir.

4.2.6. Hareketli faz cozeltilerinin hazirlanisi

Calismalar i¢in optimum hareketli faz, su iginde %0,1 formik asit (h/h) ve
asetonitril iginde %0,1 formik asit (h/h) izokratik olarak (60:40, h/h) karistiritlmasiyla elde
edilmistir. Her bir hareketli faz ¢ozeltisine gerekli miktarda formik asit eklenmis ve
hazirlanan ¢ozelti ¢oziinmesi igin 15 dakika ultrasonik banyoda bekletilmistir. Ardindan
Sartorius firmasina steril olmayan seliiloz asetat membran filtrelerden (47 mm ID, 0,2 pm

gbdzenek boyutu, Almanya) siiziilmiistiir.

4.2.7. Sonuglarin degerlendirilmesi

MS dedektor sistemi icin analitik yanit, elde edilen kromatogramda her bir analit
sinyalinin alani olarak alinmistir. Elde edilen sonuglarin gruplar arasi uyumu, tek yonlii
varyans analizi (ANOVA) ile incelenmistir. Istatistiksel hesaplamalar i¢in kullanilan

program ise Microsoft Excel 2007 versiyonudur.
4.2.8. Yontem gecerliliginin tespiti

Gelistirilen yontem ICH kilavuzunun tavsiye ettigi sekilde metot gecerliligi

saglanmig ve analitik kriterleri sagladigi gosterilmistir [79]. Yontem gecerliligi igin
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spesifiklik, dogrusallik, dogruluk, kesinlik, tayin alt sinir1, saptama sinir1 ve sistem

uygunluk testleri tam olarak yapilmistir.

4.2.9. Sistem uygunluk testleri

Calismada bir kromatografik sistemin saglamasi gerekli sistem uygunluk testleri
ayrintili olarak hesaplanmis ve degerlerinin siirlar arasinda oldugu gosterilmistir. Bu
sistem uygunluk test parametreleri; teorik tabaka sayist (N), kuyruklanma (T) ve asimetri
faktorii (As), kapasite (k”) ve secicilik faktorii (o) gibidir. Metot gelistirme siirecinde bu
parametreler Amerika Birlesik Devletleri Farmakopesi (USP) metoduna gore

hesaplanmistir. Parametrelerin kabul edilebilirlik sinirlar1 Tablo 4.4.’te verilmistir.

Tablo 4.3. SUT parametrlerinin simirlari

SUT parametresi Kabul edilebilirlik sinir1 (USP)
Bagil alikonulma -

Teorik plaka sayisi N>2000

Kapasite faktorii 1<k<10

Secicilik o>1

Kuyruklanma faktorii 2<T

Pik asimetrisi 0,95<A:<2

Pik alaninin tekrar edilebilirligi %BSS<1,5 Genel ayrimlar

%BSS<5 Biyolojik numuneler
%BSS 5-15 Eser element analizleri

4.2.10. Segicilik, spesifiklik

Onerilen yontemin seciciligini incelemek icin farkli bagirsaktan gecmis bos
golytely ¢ozelti gruplari kullanilmistir. Her bos perflizyon ¢6zeltisi numunesi, numune
hazirlama prosediirleri izlenerek ve yukarida agiklanan kromatografik kosullar altinda
test edilmistir. Birlikte salinan interferanslarin derecesinin 6l¢iimii, analitsiz plazmanin
MRM kromatogramlar1 ile LLOQ’da analit eklenmis plazmanin karsilastirilmasiyla
yapilmistir. Deneyin kabul kriterleri, alt1 lottan en az dordiiniin, kalibratorlerin ve QC
numunelerinin  LLOQ seviyesi yanitinin <%?20’sine sahip olmasi1 gerektigini

belirtmektedir.

4.2.11. Dogrusallik ve arahik

Dogrusallik ii¢ analit i¢inde alt1 seviye halinde (%50, %80, %100, %120, %150 ve
%180) analiz edilmistir. Bu seviyede kalibrasyon grafigi derisimleri FK i¢in 1,58; 2,53;
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3,16; 3,79; 4,74 ve 5,69 pg. mL%; MT icin 1,25; 2,00; 2,50; 3,00; 3,75 ve 4,50 ug. mL™%;
HP icin ise 34,25; 54,80; 68,50; 82,20; 102,75 ve 123,30 ng. mL™! konsantrasyon
seviyelerinde analiz edilmistir. Kalibrasyon egrileri, kalibrasyon standartlarinin
konsantrasyonuna kars1 pik alanlari ¢izilerek yapilmistir. Kalibrasyon egrileri, agirlikli en
kiigiik kareler dogrusal regresyon yontemi (1/x) kullanilarak gerceklestirilmistir. Kabul
kriterleri, sapmanin, £%20 olarak ayarlanan LLOQ hari¢, geri hesaplanan standart

konsantrasyonlarin nominal degerinin £%15’i olmas1 gerektigini belirtmektedir.

4.2.12. Kararhhk

Numune hazirlama, saklama ve numune analizi sirasinda atilan her adimin analitin
konsantrasyonunu etkilemediginden emin olmak i¢in FK, MT ve HP’nin stabilitesinin
degerlendirilmesi arastirllmistir. Kararlilik testlerinin sonuglari, baslangig¢ (sifir dongii)
stabilite numune konsantrasyonu ile karsilastirilmistir. Stabilite numunelerinin taze
numunelerden sapmasi1 +%15 araliginda olmalidir [80].

Stok ¢ozelti stabilitesi, 2-8°C’de kisa siireli depolama sirasinda 6 saat ve 4 giin
boyunca 0l¢iilmiis ve depolanan stok ¢ozeltinin yaniti, taze hazirlanmis bir ¢ozeltinin

tepkisi ile karsilastirilmistir.

4.2.12.1. Donma-¢oziilme kararlihig

Her ti¢ analit iginde %100 konsantrasyon seviyesinde (FK igin 3,16 pg/mL, MT
icin 2,50 pg/mL ve HP i¢in 68,50 ng/mL) hazirlanan numuneler derin dondurucuda en az
12 saat saklanmis ardindan oda sicakliginda ¢dziilmeye birakilmistir. Islem ii¢ dongii i¢in

tekrarlanmis ve sonuglar sifir dongii 6rnekleriyle karsilastiriimistir.

4.2.12.2. Tezgah iistii stabilite

Her ti¢ analit i¢inde %100 konsantrasyon seviyesinde (FK igin 3,16 pg/mL, MT
icin 2,50 pg/mL ve HP icin 68,50 ng/mL) hazirlanan numuneler toplam hazirlama
stiresini (yaklasik 12 saat) kapsayan bir siire boyunca oda sicakliginda birakilmig, daha

sonra analiz edilmis ve sonuglar taze hazirlanmis numunelerle karsilastiriimastir.
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4.2.12.3. Islenmis numune kararlilig

Her ti¢ analit iginde %100 konsantrasyon seviyesinde (FK igin 3,16 pg/mL, MT
icin 2,50 pg/mL ve HP i¢in 68,50 ng/mL) hazirlanan numuneler 15°C’de bir otomatik
numune alicida saklanmig ve numunelerin enjeksiyon veya ekstre edilen numunelerin
yeniden enjeksiyonundaki ara sira gecikmelerden etkilenmemesini saglamak i¢in 24 saat

sonra degerlendirilmistir.

4.2.13. Tasinma

Tasinma, yiiksek konsantrasyonlu bir numuneden (ULOQ) sonra enjekte
edildiginde bos numune piklerinde bir analitik sinyalin goriiniimiidiir. Bulagma, yiiksek
konsantrasyonlu bir numuneden sonra ii¢c bos numune enjekte edilerek oOlgiilmiistiir
(ULOQ, ii¢ analit icinde 300,0 pg mL ™). Aktarma, LLOQ’de analitin pik alaninin <20’i

olmalidir.

4.2.14. Dogruluk

Dogruluk ¢aligmalari her ii¢ analit i¢inde diisiik seviyede (FK i¢in 2,53 pg/mL; MT
i¢in 2,00 pg/mL; HP i¢in 54,80 ng/mL), orta seviyede (FK i¢gin 3,16 pg/mL; MT i¢in 2,50
ug/mL; HP i¢in 68,50 ng/mL) ve yiiksek seviyede (FK i¢in 3,79 pg/mL; MT ig¢in 3,00
pg/mL; HP i¢in 82,20 ng/mL) olmak {izere 3 farkli seviyede (%80, %100 ve %120)
hazirlanarak analizleri yapilmistir. Her seviye igin 3 paralel set hazirlanmis, elde edilen
sonuglarin standart sapma (S), bagil standart sapma (%BSS) ve %95 giiven seviyesinde

giiven sinirlari ile ortalama geri kazanim hesaplanmugtir.

4.2.14.1. Matris etkisi

Matris etkisini 6lgmek icin alt1 farkli bos golytely ¢ozeltisi kullanilmistir. Analitler,
FK ve MT ii¢ konsantrasyon seviyesi olusturmak i¢in hayvan bagirsagindan gegirilmis
bos golytely numunesine eklenmistir. HP ise hayvan bagirsagindan gecirilmis bos
golytely c¢ozeltinsin asit hidrolizi ile yakilmasi ile elde edilmis ¢ozeltide hazirlanmistir.
Matris faktorii (MF), her bir bos plazma numunesi partisi i¢in hesaplanmig; analit pik
alanlar1 suda hazirlanmig standart ¢ozeltilerin ortalama pik alanlar1 degeri ile

karsilagtiritlmistir. S6z konusu MF<%15 olmalidir [80, 81].

35



4.2.15. Kesinlik

RSD olarak ifade edilen giin i¢i ve giinler aras1 kesinligin 6l¢iimii i¢in her {i¢ analit
icinde diisiik seviyede (FK i¢in 2,53 ug/mL; MT i¢in 2,00 pg/mL; HP i¢in 54,80 ng/mL),
orta seviyede (FK i¢in 3,16 ug/mL; MT igin 2,50 pg/mL; HP i¢in 68,50 ng/mL) ve yiiksek
seviyede (FK i¢in 3,79 pug/mL; MT i¢in 3,00 pg/mL; HP i¢in 82,20 ng/mL) olmak {izere
3 farkli seviyede (%80, %100 ve %120) hazirlanarak analizleri yapilmistir. Giin i¢i
kesinlik, ayn1 giin i¢inde alt1 tekrarin analizi ile gergeklestirilirken, giinler arasi kesinlik,
3 glin boyunca tekrarlanan analizlerle degerlendirildi. Dogruluk, ortalama degerin
nominal degerden sapmasi olarak ol¢iilmiistiir. Alt kantitasyon limiti (LLOQ) disinda
dogrulugun %85-115 arasinda (dogrulugun LLOQ seviyesinde %80-120 arasinda olmast
gerekmektedir) ve kesinligin ilgili standardin %15’ i¢inde (LLOQ seviyesinde ise <%15)
olmasi gerekmektedir [80, 81].

4.2.16. Teshis ve tayin alt sinir1

Teshis alt sinir1 (LOD), analitin bilinen konsantrasyonlarina sahip numunelerin
analiziyle ve analitin giivenilir bir sekilde tespit edilebilecegi minimum seviyenin
belirlenmesiyle belirlenir. Tayin alt sinir1 (LOQ) ise analitik kosullar altinda kabul
edilebilir dogruluk ve hassasiyetle belirlenebilen en diisiik konsantrasyondur. Genel
olarak LOQ, LOD’nin ii¢ kat1 olarak tahmin edilebilir [82]. Calismada S/N oraninin 3,3
katina karsilik gelen derisim LOD, 10 katina karsilik gelen derisim ise LOQ olarak

hesaplanmustir.

4.2.17. Saglamhk

S6z konusu metodun analiz kosullarinda maruz kaldigi kiigiik degisikliklerden
etkilenme miktar1 saptanmistir. Bu amagcla her bir analit i¢in kalibrasyon egrisinin %100
seviyesindeki derisimde c¢ozeltileri hazirlanmis ve akis hizi (£%10), kolon sicakligi
(£%10) ile hareketli fazin apolar bilesen yiizdesinde ki (=%10) degisimlerden etkilenme

miktarlar1 hesaplanmistir.
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5. BULGULAR VE TARTISMA
5.1. Miktar Tayini

Calismada bagirsaktan gegirilen perflizat karigimlarinin LC-MS/MS ile analizi
tercih edilmistir. Bunun en biiylik nedenlerinden birisi perfiizat karisiminda analizi
yapilmak istenen kolajendir. Kolajen analizi i¢in yukarida da bahsedildigi gibi ¢esitli
yontemler mevcuttur. Ancak bu calismada cesitli avantajlarina istinaden kolajenin asit
hidrolizi ile ortaya ¢ikan HP nin kantitatif analizi tercih edilmistir. HP, ultraviyole
araliginda zayif bir sekilde emilir. Tespiti ve kantitasyonu i¢in geleneksel yontem olan
kimyasal tiirevlendirme kullanilmistir. Analiz sirasinda i¢inde bulundugu tuzlarin, amino
asitlerin, sekerlerin ve yag asitlerinin etkilesimlere neden olabilecegi ve hidroksiprolinin
dogru nicellestirilmesini engelleyebilecegi biyolojik matrisinde karmasik sekilde ortaya
cikar. Yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) kapsamli gradyanlarla
hidroksiprolini bu tiir etkilesimlerden ayirma 6zelligine sahiptir. Kimyasal tiirevlendirme
veya kapsamli LC gradyanlarinin kullanimiyla elde edilen secicilik ve duyarlilik
sonuclarina ragmen, hidroksiprolinin miktar tayini i¢in bazi kiitle spektrometrisi tabanl
yaklasimlar da vardir. Son zaman 16sin, izoldsin ve hidroksiprolin izomerlerinin dahil
oldugu izobarik amino asitlerin ayr1 olarak saptanmast ve nicellestirilmesi hidrofilik
etkilesim kromatografisinin kullanimiyla miimkiin olmustur. Amino asitlerin
parcalanmas1 sonucu olusan 46 kiitle biriminin kaybi diisiik enerjili ¢carpisma kaynakl
ayrisma (CID) kiitle spektrometrisinin sonucudur ve bu karakteristik o6zellik, bu
tekniklerin seciciligini arttirmak i¢in ndtr kayip taramalarinda kullanilmistir. Bu
makalede LC-MS/MS analitik yontemiyle HP miktarinin belirlenmesini anlatilmistir.
Yontem Once kimyasal tiirevlendirme gerektirmez, basit, hizli, saglam ve dogrudur [83].

Yapilan 6n denemelerde perfiizyon ¢ozeltisinde yer alan diger iki perfiizat olan FK
ve M T nin kolajenin asit hidrolizi sonucu ortaya ¢ikan ¢ozeltiden es zamanli analizlerinin
miimkiin olmadigr goriilmiistiir. Bu nedenle iki ayr1 numune analizi c¢aligmada
sunulmustur. FK ve MT perfiizyon ¢ozeltisinden es zamanli analizleri yapilirken HP’nin
analizi ayr1 yapilmistir. Ancak gelistirilen sivi kromatografisi metodu her iki analit grubu

icinde aynidir.
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5.1.1. Siv1 kromatografisi calismalar

Sivi kromatografisi g¢alismalarinda verimli kromatografik ayrim i¢in Supelco
Ascentis® Express model Cg fonksiyonel grubuna sahip (100x4,6 mm, ID, 2,7um) ve
ChromaNik Technologies Inc. firmasina ait Sunshell Cig (100%4,6 mm, ID, 2,6um)
olmak tizere iki sabit faz denenmistir. Kromatografik ayrimin etkinligi verimliligi FK ve
MT Kkaristminin analizi i¢in daha ¢ok tiizerinde durulmustur. Sunshell Cis kolonda
kromatografik ayrim da MT 1iyi bir alikonulma zamani verirken (3,0 dk) FK oldukga ge¢
(9 dk) kolondan ¢ikmistir. Optimizasyon c¢alismalarinda kullanilan apolar faz ise
asetonitrildir. Bu nedenle sabit faz degistirilmis Supelco Cg kolonu segilmis ve daha iyi
bir alikonma zamani elde edilmistir.

Caligmada metanol gibi farkli apolar fazlar denenerek en uygun apolar faz olarak
asetonitril, MRM™ iyonlagsma modundan dolay1 da iyonlastirict ajan olarak formik asit
tercih edilmistir. Apolar fazin ve formik asidin yiizdesi ayrintili olarak optimize edilmis
buna bagli olarak kolon sicaklig1 ve enjeksiyon hacmi de incelenmistir. Sonug olarak en
uygun kromatografik ayrim i¢in optimum hareketli faz, su iginde %0,1 formik asit (h/h)
ve asetonitril i¢inde %0,1 formik asit (h/h) izokratik olarak (60:40, h/h) karistirilmasiyla
elde edilmistir. Hareketli fazin pH 2,6 olarak 6l¢tilmistiir ve akis hiz1 0,5 mL/dk olarak
pompalanmistir. Optimize kromatografik kosullar da her bir analit i¢in elde edilen SUT

verileri Tablo 5.2°de verilmistir. Elde edilen deger siirlar igerisinde olup analiz igin

uygundur.
Tablo 5.1. FK, MT ve HP icin elde edilen SUT verileri

Parametre FK MT HP
Alikonulma zamam (dk)+GA” 3,87+0,03 2,73+0,02 2,76+0,001
Alikkonulma zamani icin %BSS 0,87 0,95 0,28
Pik alam kesinligi icin %BSS (n=6) 0,13 0,64 0,13
Alikonulma zamam icin enjeksiyon 0,28 0,39 0,19
kesinligi % BSS (n=6)
Kuyruklanma faktérii (T) 1,26 1,13 1,44
Teorik tabaka sayisi (N) 2643 15255 10039
USP Genislik 0,33 0,21 0,11
HETP (USP) 32,32 9,85 14,982
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5.1.2. Kiitle dedektoriinde FK, MT ve HP iyonlagsma karakteristigi

Calismada her bir analitin kiitle dedektoriinde iyonlasma 6zellikleri incelenmis ve
her {i¢iiniin de Elektrosprey iyonizasyon (ESI) ile ¢oklu reaksiyon goriintiileme pozitif
modda (MRM™) yiiksek iyonlasma verdikleri goriilmiistiir. [yonlasma karakteristiklerine
bakildiginda HP’nin ana iyonu olan m/z 132,05’ten m/z 68,10 ve m/z 86,10 yavru iyonlari;
FK’nin ana iyonu olan m/z 355,10°dan m/z 273,10 ve m/z 261,00 iki yavru iyon ve MT’nin
ana iyonu olan m/z 267,95’den m/z 227,10; m/z 251,20 ve 116,15 olmak iizere {i¢ yavru
iyon sinyali elde edilmistir. Siddetleri en yiiksek olan yavru iyonlar se¢ilmis ve MRM +
taramasina tabi tutularak optimize edilmislerdir. Her bir analit i¢in en yiiksek sinyal
siddeti veren yavru iyonlari1 ve optimize garpisma enerjileri Tablo 5.3’de verilmistir. Her

bir iyon i¢in tutma siiresi 100 ms olarak segilmistir.

Tablo 5.2. HP 'nin pozitif modda ¢oklu reaksiyon izlemede ESI kosullar

Bilesik  Anaiyon  Yavruiyon Q1PreBias(V) CE(V) Q3 PreBias(V)

MT 266,25 116,15 -18,0 -19,0 -21,0
FK 355,10 261,00 -17,0 -22,0 -26,0
HP 132,05 86,10 -14,0 -15,0 -16,0

Miktar tayini ¢alismalari LC-MS/MS ile iki ayr1 metot olarak yapilmistir. Kolajen
analizinin asit hidrolizi sonu ortaya ¢ikan HP miktarindan yapilmasindan ve bu kosullar
altinda FK ve MT ‘den giivenilir sonuglar alinamamasindan dolayr bu yonteme
basvurulmustur. Asit hidrolizi ortaminda 6zellikle MT miktarinda azalma fazla oldugu
gbzlenmistir. Bu nedenle numune analizlerinde iki ayr1 pozitif toplam iyon kromatogrami

(TIC+) elde edilmistir. Ornek olarak her bir analit i¢in TIC+ Sekilde 5.1.”de verilmistir.
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Sekil 5.1. Optimize kosullar altinda MT, FK (a) ve HP () i¢in elde edilen TIC+

5.2. Miktar Tayini Yonteminin Validasyonu

Perfiizat karsiminin analizi i¢in gelistirilen optimize metodun tam validasyonu her
lic analit i¢inde yapilmistir. Bagirsaktan gegirilmis alti ayr1 hidrolizat numunesine HP
eklenerek alt1 standart seti hazirlanmistir. FK ve MT i¢inse alt1 bagirsaktan gegirilmis
golytely c¢ozeltisi ile hazirlanmistir. Yontemin dinamik araligini, saptama sinirini,
kesinligini ve dogrulugunu belirlemek i¢in her numune ii¢ kez (farkli giinlerde) analiz
edilmistir. Tablo 5.4°de verildigi gibi her {i¢ analit i¢inde belirtilen aralikta lineerdir
(R%>0,99). Matris icinde hazirlanan MT ve HP kalibrasyon standartlar, <%8’lik nispi
standart sapmalar gosterirken, FK kalibrasyon standartlar1 da <%10 BSS gostermistir.
Kompleks hidrolizatta iyon bastirma etkileri gdzlemlenmis ve saf standartlardan ziyade

matris esli kalibrasyon standartlarinin kullanilmasi gerekmistir.
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Tablo 5.3 FLB i¢in dogrusallik ve kesinlik verileri

Parametre FK (ng/mL) MT (ng/mL) HP (ng/mL)
Dogrusal aralik 1,58-5,69 1,25-4,50 34,25-123,30
Egim=SH® (giin i¢i, n=6) 1596057546 651771426594,7 4700+117
Kesim+SH? (giin ici, n=6)  -103088+28911 39546680611 8659676
Tammlayiethk — Katsaysi 0,9991 0,9934 0,9975
(giin ici, n=6
Teshis stmir1 (ng/mL) 252,00 62,90 1,34
Tayin smir1 (ng/mL) 757,00 189,00 3,93
ooty S AT 16048147810 65600829495 45584173
Koo mepg) BT AL 105345120024 38963889402 9269+14334
Tanmmlayicihk  katsayisi
(giinler seam, k=3, 1o18) 0,99061 0,99198 0,99429
F(2,17)=0,0002 F(2,17)=0,0003 F(2,17)=0,0035
ANOVA P=0,99977 P=0,99978 P=0,99654
(P>0,05) (P>0,05) (P>0,05)
@ Standart hata

Optimize edilen s6z konusu LC-MS/MS yontemi ile FK, MT ve HP’nin analiz

edilecekleri matris i¢inde geri kazanim c¢alismalari yapilmistir. FK ve MT i¢in es zamanlh
analizlerinin yapildig1 bagirsaktan gecirilmis golytely ¢ozeltisi, HP i¢in ise bagirsaktan
gecirilmis ve asit hidrolizine tabi tutulmus ¢dzeltinin ¢oziiciisii ugmus kalintinin suyla
seyreltilmesiyle elde edilen ¢ozelti kullanilmistir. Kisaca geri kazanim g¢aligmalarinin
yapildig1 matris; her bir analit i¢in numune hazirlama prosediiriiniin birebir aynisi ile
hazirlanmistir. Elde edilen geri kazanim verilerinden hesaplanan kesinlik ve dogruluk

parametrelerine ait bilgiler Tablo 5.5’de verilmistir.
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Tablo 5.4 Geri kazanim verileri (n=3)

Kesinlik Dogruluk
Eklenen Bulunan £+tGA* SS BSS (%) Geri Hata (%0)
kazamm
(%)
2,53 2,36+0,03 0,04 1,71 93,4 -6,61
FK (pg/mL) 3,16 3,11+0,04 0,05 1,62 98,5 -1,09
3,79 3,75+0,14 0,18 4,78 99,0 -0,36
2,00 1,94+0,01 0,01 0,64 96,8 -3,16
MT(pg/mL) 2,50 2,49+0,02 0,03 1,16 99,4 -0,52
3,00 2,99+0,02 0,03 0,87 99,7 -0,27
54,80 53,00+0,24 0,29 0,56 96,7 -3,28
HP (ng/mL) 68,50 64,82:+0,37 0,46 0,71 94,6 -5,37
82,20 76,56+0,19 0,24 0,32 931 -6,86

*%95 Giiven seviyesinde

Gelistirilen yontemin kullanilabilirliginin en 6nemli 06zelliklerinden biriside
saglamligiin ifade edilmesidir. Saglamlik yontemin bulundugu kosullardaki ufak
degisikliklerde gosterdigi performansin ifadesidir. Elde edilen sonuglar Tablo 5.7’de
sunulmustur.

Caligmanin diger bir dnemli adimi1 da analitlerin kararliliklarinin tespit edilmesidir.
Bu 6zellikle uzun siiren perfiizyon calismalar1 i¢in de ¢ok 6nemli bir yere sahiptir. Bu
nedenle her bir analitin kisa donem ve uzun donem kararliliklar1 ayrintili olarak
incelenmistir. Kisa donem kararlilik i¢in oda sicakligi kosullar1 ve otomatik 6rnekleyici
kosullart ayr1 olarak incelenmistir. Uzun dénem kararlilik icinde analitlerin saklama
kosullar1 se¢ilmis olup cozeltiler analiz kosullarinda hazirlandigi gibi hazirlanmistir.
Kolajen ¢ozeltisinin kararlilik calismalar1 ise perfiizyon c¢ozeltisinde hazirlanmis
cozeltinin farkli kosul ve siirelerde bekletilip yakilmasiyla elde edilmistir. Kararlilik
analizlerinde kullanilan kolajen hammaddesi ise CelloCEI’dir. Analizlerden elde edilen
hesaplamalar Tablo 5.3’de sunulmustur. Sonuglara gore etken maddeler c¢alisma

kosullarinda kararli olup elde edilen sonuglar siirlar i¢erisindedir.
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Tablo 5.5 Saglamlik verileri (n=3)

Degistirilen Parametre Pik Alam %Fark + SS
0,55 2107060 3,12+1,1
Akis hizi (mL/dk)
v 0,45 1904348 -9,65+2,0
T
Hareketli faz organik ¢oziicii 45,0 1779498 -15,6+1,0
orant (%) 35,0 2322957 10,2413
38,0 2031195 -3,64+2.6
Kolon sicakligi (°C)
32,0 1991402 -5,52+0,8
0,55 314999 -18,9+0,1
Akis hizi (mL/min)
- 0,45 346767 -10,8+0,04
=
Hareketli faz organik ¢o6ziicii 45,0 266342 -31,5+0,5
orant (%) 35,0 388424 -0,09+0,2
38,0 427634 -9,98+2,2
Kolon sicaklig1 (°C)
32,0 435268 -11,9+0,8
0,55 375864 11,9+0,62
Akis hizi1 (mL/min)
a 0,45 322881 -3,90+0,53
I
Hareketli faz organik ¢oziicii 45,0 335009 -0,29+0,61
orant (%) 35,0 388941 15,8+0,93
38,0 366144 -8,97+0,31
Kolon sicakligi (°C)
32,0 354443 -5,49+0,76
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Tablo 5.6. FK, MT ve HP nin standart ¢ozeltilerinin kararlilik calismalart (n=3)

Eklenen Kisa donem kararhhk Kisa donem kararhhk Uzun donem kararhhk Dondurma cézme
derisim (24 s, oda sicakhigr) (48s, +15°C) (3 hafta, -20°C) kararlilig: (3 tekrar)
Bulunan o Bulunan o Bulunan o Bulunan o
(Ortalama=GA¥*) GK (%) (Ortalama=GA¥*) GK (%) (Ortalama+GA¥)) GK (%) (Ortalama=GA¥*) GK (%)
FK (ng/mL) 3,16 3,05+0,01 96,54 3,04+0,01 96,14 2,93+0,01 92,80 2,95+0,01 93,39
MT 2,50 2,414+0,06 96,74 2,38+0,04 95,23 2,36+0,03 95,23 2,38+0,06 93,67
(ng/mL)
HP (ng/mL) 68,50 68,49+0,10 99,98 66,47+0,64 97,0 66,40+0,48 96,93 66,38+0,36 96,90
Kolajen
(mg/mL) 1,00 0,90+0,07 90,14 0,91+0,08 90,59 0,89+0,01 90,77 0,89+0,02 89,05

*%95 seviyesinde giiven araligi
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5.3. Analitik Metot

Calismamizda metodu gelistirmeden dnce birka¢ metod denenmistir. Bunlardan ilki
10 mL kolajen standardini tripsin ile hidrolize ugratarak hazirlanmis ¢6zeltinin {izerine
10 mL amonyum bikarbonat (50 mM pH 8,0) tamponu ilave edilmistir. Kolajen ¢ozeltisi
100°C’de 10 dakika boyunca 1sitilarak denatiire edildi ve oda sicakliginda sogutuldu.
Kolajen ¢ozeltisine 200 plL tripsin tamponu (Img/mL 50 mM) ilave edilerek 16 saat
37°C°de pargalanmaya birakilmistir. Numune HPLC cihaziyla analiz edilmis, fakat analiz
sonunda pik alani bulunamamustir [84]. Baska bir metotta da 1mg/mL 1N HCI ekleyerek
48 saat 37°C derecede yakilmis, seyreltme yapilmistir. Analiz edildi ve olumlu sonug
alinamamustir [85]. Diger ¢alismada kolajeni 0,1 g tartarak 500 mL su Ve triklorasetik asit
ilave edildi. Analiz yapilmis ve pik alani bulunamamustir. [86]. Gelistirdigimiz metotta 5
mg kolajen alip iizerine 5 mL su ilave edilerek ¢éziindiiriilmiistiir. Tiiplere ¢ozeltiden 508
uL, tizerine de 492 pL HCI ekleyerek 24 saat 110°C de yakmaya birakildi. Sonuglar
analiz edilerek ve pik alanlar1 tespit edilmistir. islem sonrasinda yapilan tiim analizler

gelistirdigimiz bu metodu baz alarak uygulanmistir [87].

5.4. Perfiizyon Deneyleri

Ilaglarm permeabilitesini icin perfiizyon ¢ozeltinin tek gecisli veya sirkiilasyonlu
gesitleri vardir. Calismamiz sigan barsaginin ileum segmentinde 10 cm’lik uzunluktaki
alanda yapilmstir. Perfiizyon ¢ozeltisi 60 dakika boyunca sabitledigimiz alandan akarak
nliimuneleri toplanmistir. Caligmamizda model ilag olarak kozmetik iiriin olan kolajenin
permeabilitesini incelemek igin tek gecisli perfiizyon teknigi kullanilmigtir. Bu teknigi
se¢memizin nedeni cerrahi yontemin kolay olmasi ve in vivo kosullara yakin bir teknik
olmasidir. Bu teknikde disi siganlar kullanilmistir. Perfiizyon ¢ozeltisi olarak nétr pH
degerde izoozmotik ¢ozelti olan Golytely ¢ozeltisi kullanilmistir. Perfiizyon ¢ozeltisine
eklenen MT, FK literatiire gore eklenmistir. Kolajen miktar1 oral uygulamada kullanilan
sivi ¢Ozeltilerin icinde bulunan en ¢ok degere gore eklenmistir. Perfiizyon ¢ozeltisinde
metoprolol tartarat 400 pg/mL, fenol kirmizist 200 pg/mL olarak kullanilmistir [88].
Deney sirasinda kullanilan referans maddesi olan metoprolol tartaratla kolajenin
ortalamasi, standart sapmasi ve varyasyon katsayisi verilmistir. Kullanilan model ilacin
permeabilitesini karsilagtirmak igin BCS sinif I’de yer alan MT kullanilmistir. In vivo
biyoyararlanim g¢alismalarinda BCS kriterleri esas alinmaktadir. Sisteme gore ilaglar 4

gruba ayrilir. BCS’ye gore oral yolla kullanilan ilacin etkin maddenin yiiksek ¢oztiniirliik
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ve yiiksek permeabiliteye ilacinsa yliksek ¢oziinme hizina sahip olmalidir. Eger ilag {irtinii
belirtilen ortamlarda ilk 30 dk igerisinde %85’den fazla ¢oziiniiyor ise, hizli ¢oziiniiyor
olarak tanimlanmaktadir. Deney sirasinda kolajenin tiim hammaddeleri yiiksek
¢cOziinlirliige sahiptir. Kolajen makromolekiil bir protein oldugu i¢in permabilitesinin
zay1f olamsi diisiilmektedir. Fakat bir¢ok iiriinde kolajenin hidrolize ugratarak daha diisiik
molekiil olusturuyorlar. Bu durumda kolajen hidrolizatlarinin permeabilitesi yiikseliyor.
Bizde ¢alismamizda kullanilan hammadde ve oral yolla kullanilan sivi formiilasyonun
permeabilitesine baktik. Permeabilitesini kullandigimiz referans maddesi olan MT’ nin
Peft degerleriyle kiyaslarak degerlendirdik. Metaprololun Pess degeri 0,38+0,06x10™ bu
aralikta normal permeabilite olarak kabul edilmektedir [89]. Yapmis oldugumuz ilk
grubun sonuglarina bakildiginda ilk grubun permeabilite degerleri diger gruplara gore az
absorbe olmus, diger gruplardan aldigimiz sonuglara gore kolajen yliksek permeabilite
gostermistir. Yaptik oldugumuz hayvan deneyleri basarili sekilde bitmistir. Gelistirmis
oldugumuz metotla kolajenin miktar tayini yapilmistir.

Metoprolol tartaratin fenol kirmizi ve metmorfinle birlikte HPLC cihazinda analizi
yapilabilmesi i¢in metot gelistirilmis ve bargirsak perfiizyonu calismasi yapilmaistir.
Yontem secicilik, duyarlilik, dogrusallik, kesinlik, dogruluk, kararlilik igin
dogrulanmigtir. Sonugta tiim kalibrasyon egrileri dogrusaldir (r > 0,9986). Yontemin
kesinlik ve dogruluk degerleri gerekli limitleri karsilamistir. Jejunum, ileum ve kolon
boyunca metoprolol ortalama gegirgenlik degerlerine karsilik gelen degerler 5.77 + 3.37,
4.33 £0.48 ve 10.5 = 3.15x10-5 cm/s idi. Bu sonuglar, metoprololun jejunum ve kolon
boyunca gecirgenliginin diisiik olarak siniflandirilabilecegini, buna kargin ileum boyunca
gecirgenliginin yiiksek oldugunu gostermektedir [90].

Bagirsak perfiizyon caligmalari igin biyolojik bir matriste (bos perfiizyon ortami)
HPLC cihazinda asiklovir, metoprolol ve fenol kirmizis1 eszamanl tespiti i¢in metod
gelistirilmis ve dogrulanmistir. Yontem, dogrusallik, dogruluk, kesinlik, secicilik
acisindan iyi bir performans gostermistir. Bu yeni gelistirilmis ve onaylanmis yontem,
yerinde bagirsak gecirgenligi deneylerinin standardizasyonu igin rutin bir temelde
kolayca kullanilabilir [91].

Calismada sigan in situ bagirsak perfiizyon c¢aligmalarindan alinan numunelerde
metoprolol, propranolol ve fenol kirmizisinin es zamanh tayini yapilmistir. Tek gegisli
bagirsak perfiizyon teknigi (SPIP), su akisimi diizeltmek icin fenol kirmizisi gibi

emilmeyen bir isaretleyicinin kullanildig1 bilesiklerin bagirsak absorpsiyonunun
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calismasinda kullanilan en ¢ok kullanilan klasik tekniktir. Yerinde gecirgenlik caligsmalari
icin propranolol ve metoprololiin yani sira fenol kirmizisinin es zamanlt nicellestirmesi
icin 227 nm’de UV saptamali basit ve hizli ters fazli yiiksek performansli sivi
kromatografik yontem gelistirilmistir. Kalibrasyon egrileri, 4,24, 2,18 ve 8,57 ng/mL
tespit limiti ve 14, 7,2 ve 28,3 ng miktar limiti ile 7,5-125 pg/mL konsantrasyon
araliginda her {i¢ bilesik (r> 0.999) i¢in dogrusaldir. Sirastyla metoprolol, propranolol ve
fenol kirmizisi icin test i¢i ve testler arasi kesinlik i¢in varyasyon katsayis1 %8’den az ve
dogruluk %93,6-107 arasinda saptanmstir. Ornek analizi i¢in SPIP teknigi ve onerilen
HPLC yontemi kullanilarak propranolol ve metoprolol bagirsak gecirgenlik katsayilar
i¢in sirasiyla 0.49 e (+ 0.19) cm/sn ve 0.32 e ( £0.09) cm/sn ortalama degerleri elde
edilmistir [88].
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Tablo 5.7. Deney gruplarinda kolajen ve MT Peff degerleri (10 cm/sn)

Barsak segmenti (Ileum) Kolajen Metaprolol tartarat
Grup 1 0,451+ 0,141 0,362+0,112

Grup 2 0,914+0,893 0,222+0,944

Grup 3 0,966+0,581 0,321+0,913

Grup 4 0,888+0,369

Tablo 5.8. Deney gruplarinda SS, Ortalama, Vk (10* cm/sn)

Deney gruplari Kolajen Metaprolol tartarat

Ortalama 0,451 0,362

Grup 1 Standart sapma 0,135 0,112
Varyasyon katsayisi 0,299 0,310
Ortalama 0,914 0,222

Grup 2 Standart sapma 0,893 0,944
Varyasyon katsayisi 0,149 0,157
Ortalama 0,966 0,321

Grup 3 Standart sapma 0,581 0,193
Varyasyon katsayisi 1,16 3,22
Ortalama 0.880

Grup 4 Standart sapma 0.370
Varyasyon katsayisi 0.617

5.5. Net Su Akis1 Degerlerine Ait Bulgular

Perflizyon sirasinda absorpsiyonunu etkileyen faktdrler su emilimi ve salgilanmasi
zamani, hesaplanan Pess degerlerinde hatalara neden olabileceginden su akisini diizeltmek
i¢cin emilemeyen bir isaret¢iye ihtiyag vardir. Bu amagla fenol kirmizisi ilag bilesikleri ile
birlikte perfiize edilir. Ik olarak 1923'te Gorham tarafindan barsaklardan
absorplanmayan bir referans olarak tanitildi [88]. Negatif bir net su akisi, mukozal
taraftan (liimen) serozal tarafa (kan) s1vi kaybini gosterir. Pozitif bir net su akisi, sivinin
segmente salgilandigini  gosterir. Stabil su akisinin  olmasi intestinal bariyer
fonksiyonunun korundugunun gostergesi olarak da alinmistir [92]. Bizim ¢alismamizda
fenol kirmizist kolajen ve metoprolol tartarat ile birlikte perfiizyon ¢dzeltisine eklenmis

ve perflizyon deneyleri sonrasi her bir barsak segmenti i¢in fenol kirmizisi konsantrasyon
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oranlart hesaplanmigtir. Bu oran belirtildigi sekilde hem kolajenin permeabilite degerinin
hesaplanmasinda kullanilan konsantrasyon oranini hem de net su akis degerlerini
hesaplamak amaciyla kullanilmistir. Tek gegisli bagirsak perfiizyonunda test edilen
bilesikler i¢in belirlenen NWF degerleri ve tablo 5,9 listelenmistir. Oraninin 1’e esit
olmasi barsak segmentlerinde su dengesine ulagsma gostergesi olarak alinmistir. Ayrica,
insan bagirsaginda ortalama Pes degeri yaklasik <0,3e™ cm/s olan bilesikler, diisiik
gecirgen bilesikler olarak kabul edilir. Laboratuvarimizda devam eden farkli
fizikokimyasal 6zelliklere sahip ¢ok sayida bilesigin sigan bagirsaginda SPIP yontemi ile
Pet  degerlerinin  belirlenmesi, insanda  absorbe edilen oral dozun
tahminini saglayabilir. Insan in vivo ¢alismalar1 zor ve zaman alic1 oldugundan, bu
tahmin, ila¢ gelistirmenin erken bir asamasinda oldukga ilgi ¢ekicidir. Gruplarimizin bazi
hayvan gruplarinda negatif oran sivi kaybmin gostergesidir. Pozitif oran ise sivinin

segmenti oldugunu gosterir.

49



Tablo 5.9. Gruplar i¢cin NWF degerleri

Ileum Grupl  Grup2 Grup 3 Grup 4
Hayvan 1 -0,719 -0,275 0,203 -0,998
Hayvan 2 0,332 -0,149 0,102 -0,265
Hayvan 3 -0,275 -0,2991 0,1921 -0,563
Hayvan 4 0,4804  -0,1327 0,12045 0,288
Hayvan 5 0,12965 -0,4085 0,70895 -0,159
Hayvan 6 -0,1136  -0,6772 0,51843 -0,7401
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Yiyecek ve icecek sektorlerinde kolajenin 6nemli bir bilesen oldugu kanitlanmastr.
Kolajen, iiriinlerin kivamini arttirmak i¢in protein diyet takviyeleri, et isleme tasiyicilart,
yenilebilir film ve iirlin kaplamalar1 ve gida katki maddeleri olarak kullanilmistir. Ayrica
kolajen, iriiniin saghigmi ve besin degerini iyilestirebilir. Calismamiz, kolajen
hidrolizatin saglik ve cilt lizerindeki yararl etkilerini ve ayrica kolajen hidrolizatin oral
aliminin bir sonucu olarak yiiksek diizeyde biyoyararlanimini desteklemistir. Hayvanlar
tizerinde deney siirecimiz basarili sekilde sonuglanmustir.

Bu aragtirmada kolajenin miktar tayini i¢in kolajeni asit hidroliziyle parcalayarak
hikdroksiprolin elde edilmis ve analiz yapmak i¢in LC-MS/MS cihazinda metot
gelistirilmistir. Gelistirilen metodun optimizasyonu ve metodun ICH Q2R1 kilavuzuna
gore tam validasyonu yapilmistir. Kolajenin bagirsak segmenti olan ileumda
ganstrointestinal permeabilitesi i¢in Sprague Dawley disi siganlar ilizerinde in vivo
deneyler yapilmistir. Deneylerde farkli kolajen hammaddeleri ve oral yolla uygulanan
stv1 formiilasyonu kullanilmistir.

Calismamizda perfiizyon cozeltileri hazirlarken referans madde MT ve FK
ekleyerek kolajenin permeabilite ve NWF degerlerinin, hesaplanmasinda ve
kiyaslanmasinda  kullanilmigtir.  Cikan  analiz ~ sonuglarmma  gbre  kolajenin
hammaddelerinin ve s1v1 formiilasyonunun permeabilitesi yiiksek oldugu incelenmistir.

Bu arastirma kolajenin s1v1 formiilasyonu iizerinde analiz yapilarak sonuglanmistir,
gelistirilen metotla kolajenin kati dozaj sekillerinin de miktar tayinini yapmak ve
permeabilitesine  bakmak icin  istikamet verecektir. Ayrica  kullandigimiz
konsantrasyonlarda diger caligmalarda kullanilabilir. Arastirmada kullandigimiz kolajen
tip 1 ve tip 3 igermektedir ve molekiiler agirlig diisiiktiir. Kullanilan hammaddelerinin
molekiiler agirligi 2000 Da agirligindadir. Deneylerin permeabilite degerlerine baktikta
kolajen hammaddeleri yiiksek permeabilite gostermektedir. Gruplar arasinda da
hammaddelerin permeabilite degerleri farklilik gdstermektedir. Ilk grupta degeri MT
referans maddemizle kiyaslandiginda permeabilitesi yiiksektir, fakat diger gruplarin
kolajen hammaddeleriyle kiyaslandiginda daha diisiik permeabiliteye sahiptir. Grup 2’te
ve grup 3’teki degerleri referans maddemizle kiyasladikta permeabilitesi yliksektir ve
degerleri birbirine yakindir. Deney grupu 3’te kullanilan hammadde deney grupu 4’teki

stv1 formiilasyonun etkin maddesidir. Sivi formiilasyonun permeabilitesi MT gore yiiksek
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permeabilite gdstermektedir, fakat diger grup hammaddelerinin permeabilite
degerlerinden daha diisiiktiir. Bu da sivi formiilasyon i¢indeki diger bilesiklerin
permeabiliteye etki etmekte oldugunu diisiindliirmektedir. Permeabilite degerleri
molekiiler agirliktan etkilenmektedir. Bunun i¢inde bu ¢caligmamizi baz alarak molekiiler
agirhg biiyiik olan kolajen {irlinlerine ve kolajenin ayri-ayr tiplerininde analizleri
yapilabilir. Giiniimiizde siklikla kullanilan kozmetik iiriinii kolajenin permeabilitesiyle
ilgili ¢alismalar ¢ok az bulunmaktadir. Arastirma literatiire de katki saglamaktadir.

Gelistirilmis metod ve yapilmis deneyler gelecekteki ¢alismalara yon verecek niteliktedir.
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