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ABSTRACT

Capillary electrophoresis is a widely used method for drug analysis in recent years. They
have important superiories over other analytical methods. High separation power, easy
quantification calculation, short analysis time, use of sample in quite low facility volume,
possibility of simple method development and automatic device development are the most
important advantages of this method. Simultaneous determination of different drug
substances and quantitative analysis can be achieved by capillary electrophoresis method.

The purpose of our study was to develop a method has been developed for the
determination of sertralin, fluoxetine, citalopram and escitalopram using capillary
electrophoresis from antidepressant drugs which have been increasingly used in the last
20 years. In the second step of our study, the developed method was used to determine
sertraline in drug preparations. In addition some parameters such as accuracy, precision,

sensitivity and linearity were examined for the validation of the method used.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis bazi simgeler ve kisaltmalar, agiklamalar ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simge/Kisaltma Aciklama

BSS Bagil standart sapma

°C Santigrat derece

CE Kapiler elektroforez

CECK Kapiler elektroforez kromatografi
CGE Kapiler jel elektroforez

CYP Mikrozomal sitokrom P450 enzimleri
CZE Kapiler zone elektroforez

DAD Diyot array dedektor

DNA Deoksiribonikleik asit

€ Dielektrik sabiti

ECA Epidemiyolojik havza alani

EKG Elektrokardiografi

EOF Elektroozmotik akis

EPS Ekstrapiramidal sendrom

GABA-B y-Aminobutirik asit

HPLC Yuksek performansli sivi kromatografisi
ITP izotakoforez

K Dagilma katsayis1

kV Kilovolt

LOD Teshis sinir1

LOQ Tayin alt sinirt

LPME Sivi faz mikro ekstraksiyonu

M Molar

MAO Monoamin oksidaz enzimi

MECK Misel elektrokinetik kromatografisi
mL Mililitre

mbar Milibar
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1. GIRIS

Elektroforez, potansiyel fark olusturulan bir alanin tesiriyle art1 ve eksi yuklu taneciklerin
bu alanm ic¢inde tampon ¢ozelti esliginde herbir tanecigin kendine 6zgii mobilite hizi
esasina gore yapilan ayirma sonucu gergeklesen bir analiz teknigidir. Bu teknik, ila¢ etken
maddeleri, inorganik anyon ve katyonlar, vitaminler, aminoasitler, karbonhidratlar,
peptitler, proteinler, nikleik asitler gibi ¢cok sayida bilesigin miktar analizinde ve eszamanl
ayrilmasinda kullanilmaktadir. Organik ve biyokimyasal yiiklii biiylik capli taneciklerin
ayristirilmasi ve analizlerinde yine bu yontem basarili bir sekilde uygulanmaktadir. Bu
analiz teknigi, iyi bir ayirma teknigi olmasina ragmen, yapilan aragtirmalar ve ¢aligmalar
gostermistir ki uzun analiz sureleri, elde edilen verimin diistikligi, veri aktarimi ve miktar
analizi sikintilar1 yagsanmustir. Yasanan olumsuzluklar nedeniyle daha iyi bir teknik igin jel
tabaka sistemi yerine dar tlp yada kapiler sistemleri gelistirilmis ve kullanilmaya
baslanmistir. Kiiciik ¢apli kapiler kolonun anti-konvektif yapida olmast humune hacminin
azaltilmasina olanak vermekte, kapilerle sivi hareketli alan arasinda meydana gelebilecek
sicaklik gegisine izin vermemektedir. Bu durum yiklenen numune ¢ozelti viskozitesinin ve
elektriksel alan uygulanan ¢6zelti ortaminin hareketinin kontrol altina alinmasi bakimindan
onem teskil eder, jel tabaka sistemi ise bu ihtiyaci karsilayamamaktadir. Kapiler
elektroforez; jel elektroforez, gaz kromatografisi, yiksek performansl sivi kromatografisi
tekniklerinin avantajli 0zelliklerinin birlesmesinden gelistirilmis ¢agdas bir metottur.
Kapiler elektroforez tekniginin; yliksek ayirim giicii (bircok bilesigi es zamanli analiz
edebilme kabiliyeti), analizin daha ¢abuk yapilmasi, incelenecek numune miktarmin diger
yontemlere gore az olmasi, ¢aligmanin diisiik maliyeti bulunmasi, kararliligin ytiksek
olmasi, yavas akiskan mobil sistem ve veri aktariminda iyi bir olanak saglamasi gibi
ustinlikleri vardir. Kapiler elekroforez son yillarda gelistirilmis ve bugiin arastirma ve
analiz alaninda uygulanan bir tekniktir. Es zamanli olarak bircok maddenin analizine
imkan saglamasi, az hacimli numune ¢ozeltisi ile analizin yapilmasi ve mikromolekiiler
maddelerin analizine imkan vermesi bu yontemin farmakolojik ¢alisma alanlarinda da

uygulanmasini saglamaistir.

Gergeklestirdigimiz laboratuvar analizinde, son 20 yilda kullanimi1 hizla artan antidepresan

ilaclardan sertralin, fluoksetin, sitalopram ve essitalopramin kapiler elektroforez yontemi

1



tayinleri igin metot gelistirmektir. Calismanin ikinci asamasinda ise gelistirilen yontem,
sertralinin ilag preperatlarindan tayininde kullanilacaktir. Ayrica yontem gegerliliginin
tespiti i¢in dogruluk, kesinlik, duyarlilik ve dogrusallik gibi validasyon parametreleri

incelenecektir.

1.1. Antidepresan Ilaclarin Tarihcesi

Ruhsal bozukluklarda insan davraniglarini diizenlemek i¢in birtakim maddeler ¢ok eski
zamanlardan beri kullanilmistir. Eski ¢aglarda bitki ve ¢esitli maddelerden olusturulan
karisimlar ruhsal hastaliklara karsi tutlin, afyon, esrar, kokain gibi maddeler ila¢ olarak
kullanilmigtir. GUnlimuizde ise psikoaktif ilag olarak taninan maddeler insan psikolojisini

etkilemek, agriy1 azaltmak veya keyif vermek amaciyla siirekli kullanilmaktadir.

Modern psikofarmakoloji 20. yiizyilin ikinci yarisinda baglamis ve biyiik bir hizla
geligmistir. 19. yiizyilin sonlarindan bu déneme kadar ruhsal bozukluklarin tedavisinde
afyon tiirevleri, bromiirler, paraldehit, barbitiiratlar kullanilmistir. 20. yUzyilin basinda,
hastalar1 toplumdan uzaklastiran ve yabancilastiran akil hastanesi 6rnekleri, Avrupa ulkeri
ve ABD 'de yayginlagsmis ve bu ornek diger lilkelere de yayilmistir. Her biri binlerce
hastayr yillarca toplumdan uzak tutan, en iyi kosullarda bile yeterli bakim ve tedaviyi
saglayamayan bu hastaneler, bir¢ok hastanin hastaliginin siirekli hal aldig1 ve 6miir boyu
kaldiklar1 kurumlar olmuslardir. Yiizyilin ikinci yarisinda bu hastanelere karsi tepkiler
artmaya baglamis ve psikofarmakoloji klinik psikiyatride genis uygulama alani bulurken,
bir yandan da temel bilimlerde beyin biyokimyasi, fizyolojisi alaninda biiyiik gelismelere
yol agmistir. Calismalarda psikofarmakoloji, nérokimya ve norofizyoloji tip biliminin en

onemli uygulama ve arastirma konular1 arasia girmistir [1].

Ruhsal bozukluklar siniflandirmasinda bulunan depresif bozukluk (depresyon), Dinya
Saglik Orgutii (WHO) kayitlar1 gdstermistir ki Ulkelerin ekonomilerine en ¢ok zarar veren
hastaliklar arasindadir [2]. Bu hesaplama, bireylerin sosyoekonomik durumlari, islevsellik
verimlilik azalmasi ve yardim gereksinimleri esas alinarak sonug¢landirilmis ¢aligmalardir.
Depresyon, Ulkemizde de Ulusal Hastalik Yiikii ve Maliyet Etkililik calismalarinin
neticesinde dordinci hastalik olarak tespit edilmistir [3]. Cogu bat1 {ilkesinde de durum
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boyledir ve antidepresanlarin regete edilmesi yayginlasmistir. Genellikle Selektif Serotonin
Geri Alim Inhibitorleri (SSRI) ve son kusak antidepresan ilaclar tedavide cok fazla
kullanilmaya baslanmistir [4]. SSRI grubu antidepresanlar genellikle Trisiklik
Antidepresan (TSA)'lara oranla daha cok tercih edilirler ve etki dizeylerinin de benzer

olmasi tercihi artirmaktadir [5,6].

Amerika Birlesik Devletlerin'de Epidemiologic Catchment Area (ECA) ¢alismalarina gore
major depresyon sikligi % 3-5,8, bir yillik prevalans % 2,6-6,2'dir. Hayat boyu risk
erkekler icin % 3-12, kadinlar i¢in % 10-26 olarak verilmektedir. Genel toplumda yasam
boyu prevalans % 15 kadardir [7,8].

1.2. Depresif Bozukluk

Depresyon, ¢ok semptomlu bir ruhsal bozukluktur. Depresyonun baslica belirtileri,
keyifsizlik, beklentinin azalmasi, negatif diisiincenin artmasi, hayatindaki giinliik isleri
yerine getirememe, yasamdan zevk almama gibi hayat konforunu azaltan durumlardir.
Depresyondan bahsedebilmek icin bu belirtilerin araliksiz iki G¢ hafta, hergiin ve glnin
tim saatlerinde yasanip yasanmadigina karar verilmelidir. Bu belirtilerin yaninda istahta
degismeler goriiliir. Ozellikle istah azalmasi, vakalarin bazilarinda ise tatliya karsi asir1
istek olur. Goriilen diger bir belirtisi de uyku problemleridir. Uykuya geciste zorlanma,
uykudan aniden uyanma, sabahlar1 vaktinden once sikintili bir sekilde uyanma yasanir.
Depresyon yasayan insanlarin bazilarinda ise siirekli uyuma hali mevcuttur. Hastalarda
psikomotor aktivitelerde degisiklikler gozlenir. Psikomotor ajitasyon (kipir kipir olma)
veya psikomotor reterdasyon (yavas yavas hareket etme, yavas konusma, ise gitmeme gibi)
gorullr. Hastalar enerji kaybi, halsizlik, yorgunluk, bitkinlikten yakinir. Pismanlik ve
sucluluk duygulart ile iglenirler. Kendilerini ise yaramaz hissederler. Degersizlik ve
sucluluk duygular1 gercegi degerlendirme yetisini bozabilir. Bilingsel bozukluk olarak
hastalar unutkanliktan yakinirlar. Konsantrasyon gii¢liigii ve dikkat kayb1 nedeniyle giinliik

islerini yapamaz hale gelirler. Hastalarin intihari disiindiikleri gézlemlenmistir.

Major depresyon tanisi koyulabilmesi i¢in hastada yukaridaki belirtilerden bes tanesinin

bulunmasi gerekmektedir. Hastada gorulen belirtiler iki hafta boyunca hergln ve gin
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boyunca surlyorsa depresyondan soz edilir. Depresyonda, Santral Sinir Sistemi (SSS)'de
norepinefrin, seratonin ve dopaminin azaldig1r gozlenmistir. Kolinerjik sistemde goreceli

artis saptanir [9].

1.2.1. Depresyon tedavisi

Depresyon etiyolojisinde, amin nérotransmitterlerin (serotonin, noradrenalin) santral sinir
sisteminde azalmasina bagli sinaptik iletinin baskilanmasi ana rol oynar. Depresyon
tedavisinde kullanilan ilaglar temelde serotonin ve noradrenalinin nérona aliminmi inhibe
eden ilaglar (SSRI, NSRI, TAD) ile santral sinir sisteminde yikimini saglayan monoamin
oksidaz (MAQ) enziminin inhibitérleridir (maklobemid vb). Otoreseptor blokaji yaparak
sinaptik araliga serotonin ve noradrenalin salinimini artiran ilaglarda (mirtazapin vb)

mevcuttur [10].
Bu ilaglart siniflandiracak olursak;

1. Serotonin (5-HT) ve noradrenalinin (NA) SSS'de norona alimini bloke eden
ilaclar (SSRI, NSRI, TAD)

2. 5-HT ve NA'nin metabolizmasini inhibe eden ilaglar (MAO inhibitdrleri)

3. 5-HT ve NA reseptor blokaji1 yapan ilaglar (Mirtazapin vb.)

1.2.2. Antidepresan flaclarin Simflandirilmasi

Antidepresan ilaclarin smiflandirilmasinda detayli olarak sadece tez c¢alismamizda

kullanilan Segici Serotonin Geri Alim Inhibitorleri (SSRI)'leri anlatilacaktir.



ANTIDEPRESAN

ILACLAR
. ~ MAO Enzim
Uptake Inhibit6rleri Inhibitorleri(Fenelzin,
Pargilin, Maklobemid, Toloksanton,
Brofaromin)

[ N " | N ]
\ \ |

Atipik Antidepresalar Tris%ﬁfage"‘lnda Selektif Serotonin Reuptake Inhibitorleri (3-
(Bupropion, Mirtazapin R tuhibitorleri(imipra HT)(Fluoxetin,Sertralin., Paroxetin, Citalopram,

eboksetin) min, Klomipramin, Fluvoksamin)
Desipramin)

Sekil 1.1. Antidepresan ilaglarin siniflandirtlmast

1.2.3. Selektif Serotonin Geri Ahm Inhibitorleri (SSRI)

Ozgiil serotoninin geri alimin1 engelleyen antidepresanlardir. SSRI grubu ilaglar depresyon
hastaliginda, kaygi denetim hastaliklarinda, obsesyon bozukluklarinda, fazla yada az
yiyecek tiketimi gibi durumlarda, duygu durum bozuklugu hastaliklarinda tedavi amaciyla
regete edilen ilaglar arasindadir [11]. SSRI'lar depresyon tedavisinde etkin olmalar
bakimindan farklilik yaratmazken metabolizma, yari-Omir, plazma seviyesinin dogrusal
olmasi, yasa bagli metabolizma farkliliklar1 ve CYP enzimleri agisindan farmakokinetik
degisiklikler gostermektedir. Bu gruptaki ilaglar genel olarak klinik vakalarda sorun teskil
etmemekte ve yaslilarda giivenilir bir sekilde tedavide uygulanmaktadirlar. SSRI ilaglari,
kardiyovaskdler sistem (Gzerinde etkilerinin olmamasi, antikolinerjik etkilerinin azlig1
nedeniyle ve gorilen ilag yan etkilerinin azligi sebebiyle kullanim agisindan diger grup
ilaglara gore daha sik kullanilmaktadir [12,13]. Depresyon tedavisinde kullanilacak ilag
secimi yapilirken dikkat edilecek hususlar ilacin etkin olusu, yan etkilerinin az olmasi ve
ilacin giivenilirligidir. Serotonin geri alim inhibitorleri ve ¢ift etkili (serotonin-
noradrenalin) depresyon ilaglari, TSA ve MAOI'lerine kiyasla az yan etkileri bulunmasi
nedeniyle ¢ogu vakada etkinlik bakimindan diger ilaglarla karsilastirilabilir seviyededir.
SSRI grubu ilaglarin bu gibi istiinliikkleri bulundugundan trisiklik antidepresanlar tercih
edilmemeli, direncli vakalarda ilave ila¢ olarak ya da tek baslarina kullanilmalidirlar.
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Yapilan aragtirmalarda iki norotransmitter tizerinden etki eden depresyon ilaglarinin etki
mekanizmasinda daha basarili sonuglara ulasildigi gibi bu durum hentiiz kesinlesmemistir.
Major depresyon hastaliginin atipik veya melankolik alt tiplerine kiyasla antidepresan ilac
tercihi farklilasabilmektedir. Tipik olmayan depresyon vakalar1 hakkinda yapilan
calismalar olduk¢a azdir, MAOT’lerin UstUnliklerine ait sonuclar bulunmaktadir. TSA'lar
ve ¢ift etkili ilaglardan venlafaksinin iyi oldugunu gosteren ¢alismalar bulunmakla beraber
paroksetin, sertralin ve moklobemidin de tesirli oldugunu goésteren ¢alismalar
bulunmaktadir [14]. Ilag seciminde vurgulanmasi gerekli goriilen diger bir durumda goklu
ila¢ kullaniminda miithim olan sitokrom izoenzimleri sebebiyle olan ilag etkilesmeleridir.
Depresyonda kullanilan ilaglarin klinik vakalarda diger ilaglarla etkilesmelere sebep

olabilecek durumlar1 goz oniinde bulundurulmalidir [15,16].

1.2.4. Antidepresan ila¢ Etken Maddelerinin Ortak Yonleri

SSRI'larin meydana getirdikleri ilag sinifinin bes {inlii liyesi vardir ve bu ilaglar ABD ve
bir¢ok iilkede antidepresan igeren regetelerin ¢ogunlugunu olusturur. Bunlar fluoksetin,
sertralin, paroksetin, fluvoksamin ve citalopramdir. Bu bes SSRI'dan her biri, farkli bir
kimyasal aileye ait olsa da, hepsinin ¢ok 6nemli ortak farmakolojik 6zelligi, serotoninin
gerialmini selektif ve gii¢lii bir sekilde inhibe etmeleridir. Bu etkileri, noradrenalin
gerialimi veya alfa 1, histamin 1 veya muskarinik kolinerjik reseptorler Uzerindeki

etkilerinden ¢ok daha gugliddr.

Bu nedenle SSRI'lar klinik uygulamalarda biiylik Olgiide yerlerini aldiklart trisiklik
antidepresanlara gore onemli ayirict 6zellikleri paylasirlar. Soyle ki, SSRI'lar, trisiklik
antidepresanlardan daha segici ve daha gii¢lii serotonin gerialim inhibisyonu 6zellikleri
tagirlar. SSRI'lar trisiklik antidepresanlarin istenmeyen farmakolojik 6zelliklerine sahip

olmadiklarindan, bu 6zelliklerle iliskili yan etkilerden de kurtulmuslardir [17].

1.2.5. SSRI’larin Farmakolojik Ve Molekiiler Etki Mekanizmalari

Her ne kadar klasik olarak SSRI'larin presinaptik akson terminalindeki etkileri surekli

vurgulanmigsa da, son zamanlardaki arastirmalar, serotonin noronlarinin somatodendritik
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ucunda gerceklesen olaylarin, terapotik etkilerinin agiklanmasinda daha Onemli
olabileceklerini gostermistir. Postsinaptik serotonin ndronlarinda gelisen olaylarin, akut

yan etkilere ve bu yan etkilere karsi zamanla gelisen toleransa aracilik etmeleri

mimkundar [17].

Cizelge 1.1. SSRI'larin farmakokinetik 6zellikleri [18].

Sitalopram Fluoksetin Fluvoksamin Paroksetin Sertralin

Otoinhibisyon
Yok Var Var (hafif) Var Yok

Ana bilesik yar1
Omri 26saat (tek 33 saat 1,9 glin 15 saat 10 saat 26 saat

doz sonras1)

Ana bilesik yar1
Omri (coklu doz 33 saat 5,7 glin 22 saat 21 saat 26 saat

sonrast)

Aktif  metabolit
o 3 saat 7-99ln - - 62 — 104 saat
Yyari omru

Plazma protein
% 80 % 95 % 80 % 95 % 95
baglanmasi

Kararli  diizeye
ulagmasi igin

6-7 30-60 3-5 4-5 4-5
gereken  zaman

(gtin)

En yiksek
plazma
konsantrasyonuna
4 6-8 5(1-8) 5(0,5-11) 2-4
ulagmasi igin
gereken zaman

(saat)

SSRI'lar yapilar1 bakimindan heterojen olan gruplardir. Fluoksetin bir fenilpropilamin
tirevi, paroksetin bir fenilpiperidin tlrevi, sertralin ise bir naftilamin bilesimidir.
Sitalopram ise dimetilaminopropil yan zinciri olan trisiklik bir yapidadir. SSRI'larin bilinen
sedasyon belirtileri bulunmamaktadir. Ancak kaygi bozukluklarinda TCA/HCA’lara gore

ustuinliikleri oldugu diisiiniilmektedir. SSRI'larin klinik vakalarda depresyon tedavisine
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etkileri acisindan diger ilaglara gore istinlikkleri bulunmamasina ragmen, yan etki
insidans1 ve cesitliligi bakimindan farkliliklar gosterirler. Yine CYP enzim sistemindeki
farkli etkileri nedeniyle de ilag etkilesimleri birbirlerinden degisiktir. Farkli farmakokinetik
ozellikleri, kullanim sekillerinde de farkliliklar yaratir. Ornegin, fluvoksamin, digerlerine
gore daha kisa yarilanma Omriine sahip oldugundan, bir giinde iki kez ayni miktarda
kullanilmast uygun olmasina ragmen, fluoksetin gibi tirlerde ve diger SSRI’larda
yartlanma stireleri 24 saat gibi uzun bir siire oldugundan giinde bir defa kullanilmalari
gerekmektedir. SSRI'larin, suisidal diisiince ve davraniglar1 tedavisinde ve alkol madde
bagimliliginda diger depresyon ilag gruplarma kiyasla daha basarili olduklart
gorilmektedir. SSRI'larin etkileri digerlerine gore daha ¢abuk meydana gelse de, TCA’lara
oranla daha etkili sonuglar vermedigi bazi arastirmacilar tarafindan belirtilmektedir.
Siddetli olmayan vakalarda ve norolojik kaynakli hastaliklarda kullanilmasi 6nerilir. Lakin,
bu calismalardaki sonuglar netlik kazanmamis olup tartisilmaktadir. Bu ilaglarin siirekli
kullanim1 betaadrenoreseptor ve 5-HT 2 reseptor say1 ve duyarliliginda eksilmeye neden

olur. Ancak bu durumlarda degisiklikler gosterebilir [18].

Fluoksetin

Depresyon tedavisinde kullanilabildigi gibi obsesif kompulsif bozuklukta ve blumia
nervozada da basarili tedaviler gosteren calismalar vardir. Unipolar depresyonlarda
sinirlilik durumlarmi en aza indirdigi diistiniilmektedir. Fluoksetin, grubundaki baska
ilaglar gibi beta adrenoreseptor sayr ve duyarliliginda eksilmeye neden olmaz. Ancak
GABA-B ve beta 1 reseptor say1 ve duyarliligini yikseltir. Serotonin geri emilimine
kuvvetli oranda engel olur. Etkli doz miktar1 gunde 20-80 mg’dir. Bu dozun yash
hastalarda daha az ayarlanmasi 6nerilir. Tesiri ¢abuk gorullr. Fluoksetin ilacinin ve etkin
bozunma {irlinlin gii¢lii olmasi ve yarilanma Omriiniin uzun olmasi sebebiyle ilacin
alinmasindaki aksakliklar problem degildir. Bu sebeplerden dolayr cekilme belirtileri
olusma durumu s6z konusu degildir. Fakat bu 6zelligi diger serotonin iizerinden etki eden
antidepresanlarla kombinasyonunu olanaksiz kildig1 tizere, farkli ilaca gegiste belirli bir
zaman beklemek gerekir. Eger bu siire beklenilmezse, "Santral Serotonin Sendromu” adi
verilen istenmeyen bir duruma yol acar. Diger ilaglara oranla uyarici bir etkisi mevcuttur.

Uyarici etki yapilan hayvan deneyi ¢alismalarinda amfetamin ve kokain ihtiyacini azalttigi
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gosterilmistir. Aynt zamanda bazi duyarhi kisilerde, akatizi ve diger ekstrapiramidal
sendrom (EPS) semptomlarina benzer reaksiyonlar ortaya ¢ikarabilir. Diger SSRI'lara baglh
serotonerjik etki artis1, nigrostriatal ve tuberoinfundibular ndéronlarda inhibisyona
dolayisiyla EPS bulgularina sebep olusturur. Fluoksetinin olusturdugu EPS yan tesirinin,
beta adrenoreseptdr iletimindeki artisa bagli oldugu diisiiniilmektedir. Istahsizlik ve kilo
vermeye sebep olmaktadir. Fluoksetin, genellikle CYP 2D6 enzimini ¢alismasini
engellediginden, CYP 2D6 enzimi ile yikilan ila¢ gruplariyla etkilesime girer. Tiirkiye’de
Fluoksetin, 20 mg’lik kapsiil formu ile (Prozac, Depreks, Fulsac, Florak, Zedprex vb)

tilketiciye sunulmustur.

Fluvoksamin

Fluvoksamin, SSRI grubun ilaglar1 arasinda daha ¢ok obsesif kompulsif bozuklukta
kullanim1 basarili bulunmus bir antidepresandir. Giinde kullanilmasi gereken doz 50-300
mg'dir. Tedavi dozu ilk basta 50 mg/giin olarak belirlenmelidir. Ancak bazi yan etkilere
bakilarak doz artimina gidilebilir. Depresyonda genellikle giinde 100-150 mg civarinda bir
doz kullanilir. Obsesif kompulsif bozukluklarda ise, bu dozun iki kati kadar bir doz
kullanilmas1 gerekir. Ilag seviyesi tedavi dozuna bes on giin gibi bir siirede ulastig
diistintildiigi i¢in klinik etkinin bir haftada basladigi goriisii hakimdir. Ancak bu durumun
kesinligi kanitlanmamistir. Fluvoksaminin yarilanma émrii 24 saatten az olmasi nedeniyle
bir glinde esit miktarlarda iki doz seklinde kullanilmasi onerilmektedir. Fluvoksaminin,
uyarici ve EPS yapici etkileri mevcuttur. Tirkiye’de fluvoksaminin ticari adi Faverin olup

50 ve 100 mg’lik tablet formu ile satisa sunulmaktadir.

Sertralin

Sertralinin serotonin gerialimina etkisi, fluoksetinle karsilastirildiginda 5 kat daha etkili
oldugu diistiniilmektedir. Trombosit hiicrelerinde de sertralin serotonin gerialimini engel
olmaktadir. Obsesif kompulsif bozukluklarda da kullanilmaktadir. Panik atak vakalarinda
ise gunluk doz 25- 50 mg gibi diisiik dozlarda kullanilir. Fluoksetin ve fluvoksaminde
gorulen EPS etkisi, sertralinde seyrek oranda goriilmektedir. Kullanilan etkili doz miktari,

glinde 50- 200 mg olup (yash hastalarda giinde 50-100 mg), tedaviye mutlaka 50 mg /gin
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dozuyla baglanmalidir. Major depresyon disinda bu doz genellikle etkili olur. Ancak, major
depresyonlarda ve obsesyonda ylksek dozlarda (gunlik doz 200 mg) kullanilmasi
gerekmektedir. Sertralin, glnde iki kez bir doz seklinde a¢ veya tok olarak kullanilabilir.
Tedavide basar1 genellikle 15-30 giin arasinda goriilse de, depresyon belirtilerinde ilk bir
haftadan sonra az diuzeyde iyilesme olmaktadir. Bobrek ve karaciger yetmezligi olan
hastalarda kullaniminda dikkat edilmesi gerekmektedir. Tedavi dozlarinda sinir sistemi
caligmasini ve kardiyovaskiiler islevselligi bozmaz ayrica EKG'de herhangi bir degisiklige
yol agmaz. Karacigerde CYP-450 enzim inhibisyonuna neden olmadigindan dolayi, farkli
ilaglarla birlikte giivenli sekilde kullanilabilir. Ancak serotonerjik iletimi arttiran diger
ilaclarla toksik serotonin sendromuna sebep olabilmektedir. ilag degisikligi yapilmasi
gerekiyorsa, sertralin birakilmahidir daha sonra yeni ilaca basglamak igin 15 giin
beklenmelidir. Sertralin, Turkiye'de 50 - 100 mg’lik tablet ve kapsiil formlarinda (Lustral,

Serdep, Seralin, Selectra) satisa sunulmustur.

Paroksetin

Paroksetin fluoksetin, fluvoksamin ve sertraline oranla segicilik 6zelligi daha yiiksek olan
bir bilesiktir. Klinik vakalarda etkisini beta adrenoreseptor duyarliligini eksilterek yapmaz
ancak serotonin otoreseptor duyarliligini eksilterek yaptigi iddia edilmektedir. Paroksetinin
glinltik tedavi dozu 20-60 mg'dir. Yash hastalarda giinlik doz 40 mg'dan fazla olmamasi
gerekmektedir. Renal, hepatik ve kardiyovaskiiler sistem hastaliklar1 olan vakalarda giinliik
dozun 20-30 mg"1 ge¢gmemesine dikkat edilmelidir. Sedatif etkisi olmadig:1 gibi, uyku
bozukluklarina sebep olabileceginden yatmadan 6nce kullanimi fazla Onerilmemektedir.
Almman yiyeceklerle etkilesime girmedigi i¢in ve bulanti ihtimaline karsi sabah
kahvaltisiyla beraber alinmasi onerilmektedir. Yapilan klinik ¢alismalarda, paroksetinin

diger SSRI'lara gore, major depresyon vakalarinda daha basarili oldugu diistiniilmektedir.

Sitalopram

SSRI grubu antidepresanlarin i¢inde seciciligi en belirgin etken madde sitalopramdir.
Panik atakta ve psikojenik agr1 durumlarinda daha tesirli oldugundan, analjezik tedavi gicu

depresyon tedavi giiciinden daha hizlidir ve daha az dozlarda baslamaktadir. Alkol
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bagimliligi durumlarinda uzun bir tedavi sonrasi alkol alma isteginde ve alkol
kullaniminda belirli seviyede azalmalar gosterdigi iddia edilmektedir. Tedaviye baslama
dozu genellikle giinliik 20 mg'dir. GUnlik doz 20 ile 40 mg olmasma ragmen bazi
vakalarda en ¢ok 60 mg da kullanilabilir. Renal ve hepatik yetmezligi olan hastalar ile
yaslilarda gunlik doz 40 mg olarak ayarlanmalidir. Sitalopramin tablet formu Cipram 20

mg olarak satigsa sunulmaktadir.

SSRI grubu antidepresanlarin etkileri TCA’lara kiyasla daha c¢abuk goriilse de tedavi
etlinlikleri 2 haftaya varan siirelerde ortaya ¢ikar. Ancak, en yuksek etki i¢in ya da tedavi
basarisini izlemek i¢in 2 ay gibi uzun bir siire beklemeye gerek yoktur. Hastalarin SSRI
grubu antidepresanlara farkli cevap verdikleri de gortlmektedir. SSRI grubu ilaglardan
birine tedavi basar1 gdsterirken diger bir ¢esidine tedavi basarist gostermeyebilir. Siklikla
bltun SSRI grubu antidepresanlarin yan etkileri arasinda uyku bozuklugu, istahsizlik, kilo
verilmesi, kendini huzursuz hissetme gibi olumsuz durumlar bazi vakalarda belirgin
sekilde goriilirken, bazi vakalarda bu durumlarla karsilasiimayabilir. Seyrekte olsa
hastalarin bir kisminda yeterli siirelerde ve tedavi etkin dozlarda kullanilmalarina karsin,
yan etkilere engel olunamamis yani yan etkiler azalmamis ise ilact birakip yeni ilaca
gecmek yerine, alinan doz bir ay gibi bir sure icinde yan etkilerin azaltilmasi i¢in en az
miktara indirilmelidir. Goriilen yan etkiler nedeniyle ilaglarin kullanima diisiik dozlarda
baglanip, eger gerekiyorsa zaman iginde yiiksek dozlara ¢ikilmasi gerektigi arastirmacilar

tarafindan vurgulanmaktadir [19-26].
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1.3. Cahsilan Antidepresanlarin Kimyasal Yap1 Ve Formiilleri

Asagida calisilan 4 farkli antidepresan ilag etken maddesinin (Sertralin, fluoksetin,

citalopram ve escitalopramin) kimyasal yapilar1 ve formlleri verilmistir.

Tablo 1.1. Calisilan etken maddelerinin kimyasal yapilari, formiil ve IUPAC
adlandirilmalari [59,60,61,62]

Formiil ve Adlandirma

Kimyasal Yap:

Sertralin

(1s,4s)-4-(3,4-
dichlorophenyl) 1,2,3,4-
tetrahydro-n-methyl-1-
napthalenamine
hydrochloride C17H1sCIsN

Fluoksetin

(RS)-N-methyl-3-phenyl-
3-[4-(trifluoromethyl)

phenoxy]propan-1-amine

Ci7H18FsNO

Citalopram

(RS)-1-[3-
(Dimethylamino)propyl]-
1-(4-fluorophenyl)-1,3-
dihydroisobenzofuran-5-

carbonitrile

CaoH2:FN20

Escitalopram

(S)-1-[3-
(Dimethylamino)propyl]-
1-(4-fluorophenyl)-1,3-
dihydroisobenzofuran-5-

carbonitrile

CaoH2:FN20
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2. KURAMSAL TEMELLER

Kapiler elektroforez 19901 yillarda gelisen, giiniimiizde de ¢esitli bilim alanlarindaki
analizlerde uygulanan bir yoéntemdir [27]. CE teknigi gida analizleri, farmakolojik
uygulamalar, biyobilim, ¢evresel uygulamalar ve adli tip uygulamalar1 gibi genis uygulama
alanlarma sahiptir. CE’in genis uygulama alanlarinin yaninda inorganik iyonlarin
aymriminda da iyon kromatografiye alternatif olarak yaygin kullanildigi goriilmektedir
[28,29]. Kapiler elektroforez birka¢ kromatografik teknigin ve jel elektroforezin listiin
niteliklerinin biraraya gelmesiyle iretilmis modern bir metottur. CE, kromatografik
yontemlerin 1iyi yonlerine sahip oldugu gibi, es zamanli ayirma analizlerine olanak
saglamasi, analizin az bir zaman diliminde gergeklestirilebilmesi, analiz i¢in gerekli 6rnek
miktarinin az olmasi, joule 1sisin1 etkin bir sekilde dagitabilme yetenegi, analiz maliyetinin
distiklugi, yiksek kararlilik, yavas akigkan faz tiiketimi ve verilerin kolay alinabilmesi
gibi bir¢cok avantajlart bulunan kolay ve karmasik olmayan bir sistemdir [30]. CE
tekniginde iyon analizi, tampon ¢Ozelti gecirilen kapiler kolona elektrik alan
uygulanmasiyla birlikte iyonlarin gé¢ hizlar1 farkliligina dayanmaktadir. Iyonlarin gog
hizlarindaki farklilik, yiikleri ve kiitleleri ile belirlenen kendi elektroforetik mobilitelerine
baglidir. Kapilerin bir ucundan verilen iyonlar gii¢lii elektroosmotik akis (EOF) ile
kapilerin diger ucuna siiriiklenerek dedektorden sirayla gecerler. CE, kisa analiz siiresi ve
0,1 ile 10 nL gibi az miktarda numune gereksinimi ile maddelerin tayinine imkan
vermektedir. Ayirma ortami kiiglik i¢ capa sahip kapiler kolonda gerceklestiginden,

dedeksiyon hacmini sinirlandirmaktadir [31].

2.1. Kapiler Elektroforez

Kapiler elektroforez (CE) cihazi; yiiksek voltaj giic kaynagi, giris ve ¢ikis vialleri, kapiler,
dedektor ve bilgisayardan olugsmaktadir. Farkli cihaz sistemlerinde kapilerdeki isinmay1
onlemek ve kapiler sicakligini kontrol altinda tutmak icin termostat bulunmaktadir. Bir
kapiler elektroforez analizinde izlenen adimlar; kapilerin 6n yikamasi, kapiler ile giris ve
cikis viallerinin ¢alisma tamponu ile doldurulmasi, kapilerin tampon ile sartlandirilmasi,
numunenin kapilere enjeksiyonu ve elektriksel alan uygulanmasini igermektedir.
Numunenin i¢inden alinan maddeler kapiler kolon iginde hareket etmektedirler.

Dedektorden gecerken godzlemlenmekte, veriler bilgisayara gonderilmektedir. Veriler,
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dedektdr cevabmnin zamana karst grafigi olan elektroferogramlar seklinde elde

edilmektedir.

Kapiler Termostat

Kontrol Unitesi

_/

Dedektdr

Katot@ Y

\
£
5

Eilgisayar / Yazlim

Mumune
Cikis Viali (ing Yial

T o Ty
o T Sty |

Sekil 2.1. Kapiler elektroforez cihazinin sematik gosterimi
Numune enjeksiyon c¢ozeltisinin kapiler kolon igine alinmasit hidrodinamik veya
elektrokinetik olarak yapilmaktadir. Hidrodinamik enjeksiyon, daha c¢ok kullanilan
enjeksiyon yontemidir ve iig¢ sekilde yapilabilmektedir. Bu yontemlerden ilki, kapilerin
giris kisminda bulunan numune vialine basing uygulanmasidir. Genelde basing 50 mbar
civarinda olup 1 ile 5 saniye arasi uygulanir. Daha sonra numune viali ¢ikarilip ¢aligma
tamponu viali takilir ve voltaj uygulanarak analize devam edilir. Hidrodinamik
enjeksiyonun ikinci yolu, numune viali kapilerin giris kismindayken, ¢ikis kismindaki
tampon vialine vakum uygulanmasidir. Uygulanan vakumla istenen miktardaki numune
kapilere girince vakum kesilir, numune viali ¢ikarilip ¢aligma tamponu viali takilir ve
voltaj uygulanarak analize devam edilir. Ugiincii hidrodinamik enjeksiyon yénteminde,
sifon etkisinden yararlanilir. Kapilerin giris kismina takilan numune viali, ¢ikistaki tampon
vialinden daha yiiksege yerlestirilir. Yer¢ekiminin etkisiyle, numune kapilerin i¢ine girer.
Ardindan numune viali ¢ikarilip ¢alisma tamponu viali takilir ve voltaj uygulanarak analize

devam edilir.
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Sekil 2.2. Kapiler elektroforezde enjeksiyon sistemleri: a, b, ¢) Hidrodinamik enjeksiyon, d)
Elektrokinetik enjeksiyon.

Elektrokinetik enjeksiyonda kapilerin giris kismina numune viali yerlestirildikten sonra,
numune vialiyle ¢ikis kismindaki ¢aligma tamponu viali arasina voltaj uygulanir. Olusan
elektrik alanin etkisiyle numunedeki iyonlar kapiler icine hareket etmeye baglar. Bu
voltajin uygulanmasiyla birlikte numune viali ¢ikarilip tampon viali takilir ve voltaj

uygulanarak analize devam edilir.

Kapiler elektroforezde kullanilacak kapiler kolonun tiirii, boyu ve ¢ap1, uygulanacak metot,
analiz edilecek numune Ornegi, istenen ayiricilik ve uygun analiz zamanma gore
belirlenmektedir. Kapilerden istenen, kisa analiz zamaniyla, yeterli ve uygun ayirimi
yapabilmesidir. Kapiler kolonun firetildigi materyalin elektrik iletkenligini saglamamast,
kimyasal olarak inert olmasi ve dedektorle uyumlu olmasi (6rnegin UV dedektor igin

kapilerin 1s1nlar1 absorplamamasi) gerekmektedir.

Eritilmis silika son yillarda en ¢ok kullanilan kapiler materyalidir. Kolay deforme oldugu
icin dig ylizeyi poliimid ile kaplanmistir ve saglamlastirilmistir. UV dedektor
kullanilacaksa, 151k yolunu kapatmamasi i¢in poliimid kaplama bu bdlgeden kaldirilip bir

pencere agilmas1 gerekmektedir.
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Sekil 2.3. Eritilmis silika kapilerin boyuna kesiti.

Pyreks kapiler, eritilmis silika kapilere gore daha saglam olmasi ve dedektdr penceresi
acmaya gerek gostermemesine ragmen 280 nm'nin altinda c¢alisilamama gibi bir
dezavantaja sahiptir. Teflon kapilerde homojen i¢ ¢ap elde edilemez ve 1s1 iletkenligi diisiik
oldugundan yiiksek voltaj uygulanamaz. Bu nedenlerden dolayi eritilmis silika, pyreks ve
teflondan daha sik kullanilan bir kapiler malzemesidir. Genellikle i¢ ¢ap1 25- 100 um olan
eritilmis silika kapiler kolon tercih edilmektedir. Genis ¢apli kapiler kolonlarda yiiksek 1s1
olusmakta ve kapilerin i¢ duvariyla merkezi arasinda 1s1 farki ¢ok fazla olmaktadir. Kiigiik
caplt kapiler kullanilmasi ile UV-VIS absorbans veya floresans gibi dedektorlerde 1s1k
yolunun kigllmesi nedeniyle absorbans diismekte ve pik yiiksekligi azalmaktadir. Ayn

zamanda ¢ok kii¢iik ¢apli kapilerin partikiillerle tikanma ihtimali bulunmaktadir.

Kapiler kolon ile yapilan analizlerden tekrarlanabilir sonuglar almak i¢in ilk ¢alismadan
once ve her analizden once sartlandirma calismasimnin yapilmasit gerekmektedir. Silika
yiizeyinin yapisi, CE'de molekiillerin hizlarma etki eden kuvvetlerden biri olan
elektroozmotik akis (EOF) {izerinde oldukga etkilidir. Kapilerin sartlandiriimasiyla
kapilerin i¢ ¢eperindeki silanol gruplarinin iyonlasma orani, dolayisiyla EOF, her analizde
ayni kalacaktir. Kapiler yeni ise 1 N NaOH, ardindan 0,1 N NaOH, saf su ve daha sonra
da ¢alisma tamponu gegirilerek sartlandirma islemi yapilir. Ayn1 zamanda her analizden
o6nce 0,1 N NaOH, saf su ve calisma tamponu gecirilerek kapilerin ayni sartlanmasi

saglanmig olur. Gln sonunda kapilerden saf su gegirilerek kapilerin yikanmasi
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saglanmalidir. Birka¢ giin i¢inde cihaz agilmayacaksa kapiler icinde mikroorganizma

tiremelerine engel olmak igin hava gegirilerek kurutulmus sekilde birakilmasi faydali olur.

Kapiler Elektroforez’de tekrarlanabilir sonuglar elde etmek igin kapiler sicakliginin kontrol
altinda tutulmasi Onemlidir. Sicakligin degismesiyle dogruluk, go¢ zamani, enjeksiyon
hacmi ve dedektor cevabi degisir. Ayrica numunenin i¢indeki bilesiklerin bozunmasina da
sebep olabilir. Kapiler sicakliginin kontrolii, kapilerinde icinde bulundugu kaset
bolumiinde, istenen sicakliga termostatli sistem ile ayarlanmis havanin fan ile Giflenmesiyle

saglanmaktadir.

Elektroforez igin gerekli olan voltaj, akim veya yiiksek voltaj giic kaynag ile
saglanmaktadir. Pek ¢ok CE ayirimi sabit voltajda gergeklestirilir, bu nedenle gii¢ kaynagi
sabit akim ve sabit giic uygulayabilme Ozelligine sahip olmalidir. Voltaj 30 kV'a kadar,
akim 300 pA'e kadar ve giic 6 W'a kadar uygulanabilir. Ayrica gerektigi zaman uygulanan

elektrik alanin yonii (giris viali katot, ¢ikis viali anot) degistirilebilir.

CE'de en ¢ok kullanilan dedektorler UV-VIS absorbans (direkt ve indirekt), floresans
(direkt ve indirekt), lazerle indiiklenmis floresans, kutle spektrometrisi, iletkenlik,
amperometri (direkt ve indirekt), radyometrik ve kirilma indisi dedektorleridir. UV-VIS
absorbans dedektorleri CE'ye uygulanabilirlikleri sebebiyle yaygin olarak kullanilirlar.
Gozlenebilme smirt genellikle 10°-107 M araligindadir. Tek bir dalga boyunda veya dizi
diyot dedektoér kullanilarak bir¢cok dalga boyunda absorbans alinabilir. Absorbans
dedektorlerinde kapilerin kendisi dedektor hiicresi olarak gdrev yapar. Bunun i¢in erimis
silika kapilerin dis kismindaki poliimid koruyucu kaplamanin bir kism1 yakma, ¢6zme ve
kazima ile uzaklastirilir. Ancak, bu durumda 151n yolunun uzunlugu kapiler i¢ ¢capindan (50
ile 100 um) fazla olamaz ve bu da derisim cinsinden gozlenebilme siirini kisitlar. Isin
yolunun arttirilmasi i¢in “z” veya baloncuk seklinde dedektor hiicresine sahip kapilerler

kullanilarak duyarlilik arttirtlabilir [32].

Elektroforez, isvecli kimyaci Arne Tiselius tarafindan gelistirilen, yiiklii molekiillerin
akigkan sivi ortaminda elektrik alam1 uygulanarak ayrilmasi1 yontemidir. Yiikli
molekiillerin elektroforetik hizlarinin farkliligi, ayirmmi saglar [33]. Elektroforez birgok
analitik ayirma calismalarina uygulanmaktadir. Elektroforezin en belirgin 6zelligi,
biyoteknoloji endistrisinde biyolojik ve biyokimyasal arastirma ve caligmalarda yuklu

molekdllerin ayrilmasini saglamasidir. Elektroforetik ayirma birbirinden farkl: iki formatta
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gerceklestirilir; birincisi tabaka (slab) elektroforez ve ikincisi kapiler elektroforezdir.
Tabaka yonteminde molekiillerin ayrilmasi, gozeneklerinde tampon ¢0zelti bulunan yari
kat1, gbzenekli bir ince jel tabakasi kullanilarak yapilmaktadir. Analiz edilen numuneler,
bir damla veya bant seklinde jel tabaka Uzerine eklenir, dogru akim potansiyeli belli bir

stire uygulanir. Ayirma islemi gergeklestirildikten sonra potansiyel kesilir [34].

Partikullerin hareketliligi esasina dayanan ilk elektroforetik yontem, protein arastirmalari
icin Tisellus tarafindan 1937 yilinda kullanilmistir. Tisellus bu bulusuyla nobel 6diilii
almigtir. Daha sonra elektroforetik yontem gelistirilmis ve ginimuzde gesitli elektroforetik
tiirler kullanilmaya baslanmustir. Kapiler elektroforez de bu tiirlerden birisidir. 1981 yilinda
Jongerson ve Lukacs 75 pum i¢ capli kapilerde ayirma yaparak yontemin teorisini ortaya

koymuslardir [35].

Kapiler elektroforez (CE), kiigiik hacimdeki 6rneklerde bulunan yiiklii parcaciklarin hizli
ve etkili sekilde ayrilmalarini saglayan modern bir analitik yontemdir. Ayirim, kapiler
icindeki elektroforetik ortamda bulunan yiiklii parcaciklarin elektroforetik hizlarindaki

farklilik esasina gore yapilmaktadir [36].

CE yontemi, klasik elektroforezin ayirma teknigi ile kromatografik yontemlerin cihaz
tasarimlarinin birlesmesinden olusmaktadir. CE biiyiik bir hizla gelisim gosteren glvenilir
bir ayirma yontemidir. Bu yontem ile inorganik katyon ve anyonlar gibi en kiglk
iyonlardan, DNA gibi biiyilk molekiil agirhi§ina sahip molekiillere kadar g¢esitli
molekdillerin kantitatif ve kalitatif olarak analizi mimkiindiir. Ayrica basta inorganik
anyon ve katyonlar olmak tizere aminoasitler, ilaclar, vitaminler, karbonhidratlar, peptitler,
proteinler ve baska pekcok tirlerin analizi yapilabilmektedir. Bu teknik, karmasik olmayan
kolay duzenek yapisi, yiiksek ayirma giicli, analiz hizi, kiigiik hacimde numune
gereksinimi, disiik maliyeti ve kullanim kolaylig1 gibi daha bir¢ok avantaja sahiptir [37].
Gelistirilen kapiler elektroforez yontemi, son yillarda ilag, ziraat, adli tip, genetik,
biyolojik, tarim gibi ¢ok genis uygulama alanlarinda kullanilabilme olanagina sahip bir
yontemdir. Bu gibi avantajli yonlerinden dolayi, CE tekniginin gelecek yillarda birgok

yontemin yerini alacagi diistinlilmektedir.
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2.1.1. Kapiler Elektroforezin Temel Ilkeleri

Elektroforetik ayirma, elektrik alan uygulanan kapiler kolon igerisindeki iyonlarmn g6¢
hizlarindaki farkliliklara baghidir. Kapiler kolon igerisindeki bir iyonun hizi su esitlik
yardimiyla bulunabilir. (Es.2.1)

v=ue.E (2.1)
E=VI/L (Volt/cm) (2.2)

Bu denklemde v iyon hizi, pe elektroforetik hareketlilik ve E uygulanan elektrik alan
(V/cm) olarak tanimlanir [38]. Elektrik alan; Es.2.2'de goriildiigii tizere kullanilan kapiler
boyu (L) ve uygulanan voltaja (V) gore degisir. Elektroforetik hareketlilik (pe), iyonun
ozelligine ve bulundugu ortam kosullarina baglidir. Bir baska degisle pe her iyon icin
karakteristiktir. Elektroforetik hareketlilik, uygulanan elektrik kuvvet ile dogru (FE) ve
ortamin siirtiinme kuvveti (FF) ile ters orantilidir. Bu iki kuvvetin pe’ye etkisi Es.2.3

gosterildigi gibidir.

Elekrk ket (Fg)

Srttnme kuwed (Fs)
(2.3)

Uygulanan elektrik kuvvetine ve iyonun sirtiinme kuvvetine ait esitlik Es.2.4 ve Es.2.5’de

verilmistir.
FE=0q.E (2.4)
FF =-6.tm.r.v (2.5)

Esitliklerdeki q iyon yiikii, n ¢ozelti viskozitesi, r iyon yarigapt ve v iyon hizi olarak
tanimlanir. Sabit elektrik alan uygulandiginda elektroforez siiresince FE ve FF kuvvetleri
dengeye gelerek sabit bir durum olusturur. Bu noktada bu iki kuvvet birbirine esit fakat zit

yonludir, bu duruma ait esitlik Es.2.6.’de verilmistir.
FE =FF ise, q.E = 6.t.n.r.v (2.6)
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Elde edilen Es.2.6 ifadesi Es.2.1'da yerine kondugunda elektroforetik hareketliligi veren
son Es.2.7 elde edilmektedir.

$

He =
Brrn.s

(2.7)

Viskozite sabit oldugunda, ayirmada q ve r orami (q/r) etkili olacaktir. Cozelti igindeki
molekdller bu orana bagl olarak elektrik alanda degisik hizlara sahip olurlar. Kuguk ve
cok yuKlu tarler yuksek mobiliteye sahipken, biiyiik ve az yiiklii tiirler diisiik mobiliteye
sahiptir [39]. COzlinmiis olan yiiklii molekiiller, farkli elektroforetik mobilitelere sahip
olduklari i¢in birbirlerinden ayrilirlar. Notral ¢oziinen molekiller, birbirlerinden degil,
yukli ¢ozunen molekillerden ayrilirlar. Yiiksek mobiliteye sahip, daha fazla yuklu ve
boyut olarak daha kicik katyonlar kapiler kolondan ilk olarak gecerler. Kapiler kolondan
en son, fazla yiiklii kiiglik anyonlar birbirlerinden farkli tip kapiler elektroforez yontemi ile
gecerler [40]. Sekil 2.4'de bir elektroferogram gorilmektedir. Nétral ¢6ziinen maddeler

birbirlerinden farkli tip kapiler elektroforez yontemleri ile kolay bir sekilde ayrilirlar.

Hep EOF
~ail}
—*
l—l-giiz
EOF
=i
~eing
I l—l-giiz
L‘ EOF
————
Uep Hgaz
Katyon Notr Anyon

t

Sekil 2.4. Elektroforetik ve elektrozmotik hizlarin gd¢ zamani iizerine etkisi: (EOF:
elektroozmotik akis, pEP: elektroforetik hareketlilik, pgoz: gozlenen hareketlilik, t: zaman).
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2.2.2. Elektroosmotik Akis (EOF)

CE uygulamasmin temel unsurlarindan biri de elektroosmotik veya elektroendoosmotik
akis (EOF)' dir [39]. Kapiler elektroforezde genellikle eritilmis silika kapiler kullanilir.
Eritilmis silika kapilerin i¢ yiizeyi silanol gruplar1 (SiOH) ile kaphidir. Kapiler i¢
yiizeyindeki silanol gruplarinin NaOH ve KOH ile muamele edilmesi neticesinde SiOH,
SiOa iyonize olur. Konvansiyonel CZE ¢alismalarinda iyonlarin gé¢ hareketinde EOF un
baskin olmasi igin silanol gruplarinin iyonize oldugu pH > 3 tamponlarla g¢alisilmasi
tavsiye edilir. Kapiler kolondan ¢alisma tamponu gegirildiginde eksi yiiklii kapiler duvari,
calisma tamponundaki katyonlar1 ¢eker. Boylece kapiler duvarinin yakininda elektriksel bir

cift tabaka ve bu tabaka sonucunda bir potansiyel farki (zeta potansiyeli) olusur.

Sekil 2.5°de gosterildigi tizere kolon ¢eperine yakin bolgedeki arti yiikli iyonlar hareket
etmezken ceperden uzaklasildik¢a ¢eperle art1 yiiklii tanecikler arasindaki elektrostatik
cekim kuvveti zayiflar. Kapilere uygulanan elektriksel alanin iyonlar Uzerindeki kuvveti
daha gucli hale gelir ve art1 yiiklii iyonlar beraberce katota dogru hareket ederler. Bu toplu
goc¢ kapiler icindeki tamponun katoda dogru yonelmesine neden olur. Bu akisa
elektroosmotik akis (EOF) denir [41,42].

Ozet olarak tampon ¢ozelti iceren bir kapiler tiipe yiiksek bir potansiyel uygulandiginda,
genellikle bir elektroosmotik akis olusur. Bu akis sebebiyle ¢ozlci katot veya anoda dogru
hareket eder. Sekil 2.5’de goriildiigii gibi elektroosmotik akisin nedeni silika ile ¢cozelti ara

ylizeyinde olusan elektriksel ¢ift tabakadir [43].

A AR AR VAR VAN AN VAR VAR V'
o o o o o o o Q
@ a2 8 @ 2] 2] ] a
@ ® ® ® ® ® @® ®
—_— — — —_—
&
Elektroosmotik Akis ——— D
Anot Katot
— —_— —_—
& ® ® ® ® ® ® @ Hareketli tabaka
@ ® @ @ [iv] & & ®  Sabit tabaka
Q' o o o o o D o
S8 S8 S S 81§

-

1
[ A Y AT R | S S I BN Y

L

Sekil 2.5. Kapiler ylzeyinde olusan cift tabaka ve elektroosmotik akis
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Elektroosmotik akisin hizi, VEOF, Es. 2.8 ile hesaplanir.

VEOF = E.uEOF (2.8)
VEOF : Elektroosmotik akis hizi (cm/sn)

E : Elektriksel alan (V/cm)

nEOF : Elektroosmotik hareketlilik (cm?/ V.sn)

Ayrica elektroosmotik akisin hizi, VEOF, Es.2.9 ile de hesaplanabilir.
VEOF =¢.{ .E /4.1 (2.9)

Esitligin sag tarafindaki degiskenler elektroosmotik akista da degisikliklere sebep olurlar.
Burada & tamponun dielektrik sabiti, { zeta potansiyeli, E (volt/cm) elektrik alan1 ve n

tamponun viskozitesidir.
Elektroosmotik hareketlilik,
LEOF =¢.0/ 4.t (2.10)

Elektroosmotik hareketlilik; dielektrik sabiti, Es.2.10'da goriildigi tizere viskozite, pH ve
konsantrasyon (zeta potansiyelinden etkilenir) gibi tamponlarin karakteristik 6zelliklerine

baglidir ve uygulanan elektrik alanindan bagimsizdir.

Kapiler elektroforezde EOF; kullanilan tampon ¢6zeltinin 6zelliklerine, ayrimin yapildig:
sicakliga ve uygulanan potansiyele gore farklilik gostermektedir [44]. Elektroosmotik akis,
kapiler icinde parabolik olmayan diiz kesitli bir dizi ¢ozelti akisina sebep olur. Sivi
kromatografi tekniklerinde ise akis basincin etkisi altinda parabolik kesitlidir (Sekil 2.6).
Bu gibi sebeplerle elektroosmotik akis, sivi kromatografisinden farkli olarak bant
genislemesine 6nemli bir derecede etki etmemektedir ve kapiler elektroforez de bu nedenle
dar bantlh ve dik pikler elde edilmektedir [39].

22



Tayin

i@ Jllll o o
(EQF})

— — —
AW
AP

]

e

—
: /\ Laminer akiz
Parabaolik aki profili

Tayin

Sekil.2.6. Kapiler kolonda EOF ve parabolik akig

2.2.3 Elektroosmotik Akis1 Etkileyen Faktorler

Elektroosmotik akis hizi kapiler elektroforez tekniginde, elektroforezin gergeklesmesini
direk etkiledigi i¢in kontrol altinda tutulmalidir. EOF hizinin yiiksek oldugu durumlarda
pikler gakisir ve ayirim gergeklesmez. EOF hizi diisiik oldugu durumlarda piklerin ayirim
gucl azalmaktadir. CE tekniginde elektroosmotik akis, calismada kullanilan tampon
cozeltilerin ozelliklerine (dielektrik sabiti, viskozitesi ve dolayisiyla zeta potansiyeli
buylkligl) calisilan sicakliga gore degisim sergilemektedir. Kapiler kolonda kullanilan
tampon cozeltiler, kimyasal yap1 farkliliklart nedeniyle degisik birer mobiliteye sahiptirler.
Bu gibi sebeplerle kolon igerisinde en uygun akisi saglamak igin tampon ¢ozelti karisimlar
da kullanilabilmektedir [39].

EOF, uygulanan elektrik alanin degistirilmesine bagl olarak orantili bir sekilde degisiklik
gosterir. Elektriksel alanin azaltilmasiyla verim ve ayiricilik azalabilir. Elektriksel alanin
artirtlmasiyla joule 1sinmasi meydana gelebilir. Elektroosmotik akisi etkileyen dnemli
etkilerden biri de tampon ¢ozeltinin pH’1dir. Tampon ¢6zelti pH’imnin artmasi ile kapiler i¢
duvarinda bulunan SiOH yapilarinin SiO™ ‘a iyonizasyonu yiksek oranda olacaktir. Kapiler
ylzey yikinde olusan artis, zeta potansiyelinin ve bunun sonucunda da EOF’in artmasina
sebep olur. Tampon ¢6zeltinin iyonik giicinin veya derisiminin artmasi zeta potansiyelini
distiriir ve EOF’1 azaltir. Tampon ¢6zeltinin derisiminin diisiik olmasi ise, analiz siiresinin
azalmasina neden olur fakat tampon derisimi numune derisiminden fazla degilse elektriksel
iletkenlikte problem olusturur. Sicaklik artisi, tampon viskozitesinin azalmasina,
dolayisiyla da EOF’nin artmasina neden olur. Sicaklik siirekli kontrol altinda tutulmalidir,

clinkii sicakliktaki artts numunenin bozulmasina, pik genislemesine, tampon kaynamasina
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ve tekrarlanamayan go¢ zamanlarina neden olur [41,42]. Bir diger etken organik

degistiricidir. Zeta potansiyeli ve viskoziteyi degistirir. (genelde EOF’ 1 azaltir)

2.2.4 Band Genislemesi

Ayirma etkinligi HPLC de oldugu gibi CE’de de teorik plaka sayisiyla gosterilir. Es.

2.11'de goriildiigi tizere band genisliginin artmasi ayirma etkinligini diistrdr.
N=5,54.(t / w*?)? (2.11)

Band genislemesine neden olan etkenlerden en 6nemlisi difiizyondur. Kapilerin ¢ap1 kiigiik
oldugu igin, kapiler ¢ap1 boyunca difiizyon ihmal edilebilir, ancak kapiler boyunca
diftizyon olusabilir. Diflizyon ve N arasindaki esitlik (2.12.) sGyledir:

0% =2Dt=2DIL / pe.V (2.12)

Es.2.11 ve 2.12 yardimiyla teorik plaka sayisi ve difiizyon arasinda bir esitlik (2.13)

verilebilir.
N=pe.V.l/2DL =pe.E.L /2D (2.13)

Bu esitlikten de goriildiigii lizere teorik plaka sayisi, difiizyon katsayisi arttikga azalir.
Buylk molekul kitlesine sahip maddeler daha kicuk diflizyon katsayilarina sahip olmalari
nedeniyle daha yiiksek plato sayilari ile ayrilabilirler. Ayrica Es.2.12°de goriildigl Uzere
analiz siiresi azaldik¢a difiizyon sebebiyle pik genislemesi azalacaktir. Kapiler
elektroforezde yuksek voltaj etkisiyle ayirmalar genellikle ¢ok kisa bir zaman diliminde
tamamlandigindan pikler dik ve simetriktir. Band genislemesine sebep olan diger etkiler;
sicaklik, tampon viskozitesinde yerel degisimler sebebiyle pik genislemesi, enjeksiyon
hacmi, blylk hacimlerde difuzyon nedeniyle pik genislemesi, 6rneklerin cepere
adsorpsiyonu, pik sekillerinde bozulmalar, elektrodispersiyon (6rnek ve tampon ¢ozelti
arasindaki iletkenlik farkliliklari) ve pik sekillerinin Giggen halinde gorulmesidir [45].
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2.2.5. Joule Isinmasi

Kapiler elektroforezde uygulanan yiiksek voltaj ve bundan dolayr uygulanan yiksek akim
kapilerin 1sinmasina sebep olur. Bu durum Kkapiler elektroforez g¢alismalarinda joule
1sinmasi olarak adlandirilir ve sonuglar1 olumsuz etkileyen bir durumdur. Joule 1sinmasi
kapiler igindeki sivinin sogutulmasini engeller, sicaklik kapiler i¢inde yiikselir ve bu
yiikselis pik genislemesine, tekrarlanamayan ayirim zamanina, numunenin yapisinin
bozulmasina veya tamponun kaynamasi sonucu elektriksel iletkenligin bozulmasina sebep
olur. Bu gibi olumsuzluklar1 6nlemek i¢in ¢alismalarda en uygun potansiyel degeri

secilmelidir [42,46].

2.2.6 Kapiler Elektroforez Turleri

Kapiler elektroforezin en ¢ok kullanilan tipi kapiler zone (kusak) elektroforez (CZE)'dir.
CZE’de ayirim, elektrolit ¢ozeltisi ile doldurulmus kapiler kolonda, uygulanan elektrik
akim altinda, maddelerin degisik go¢ siirelerine sahip olmasina dayanmaktadir. Kapilerin
bir polimer veya jel ¢ozeltisi ile dolduruldugu CE tiri ise kapiler jel elektroforez
(CGE)'dir. CGE’de aymrim biiylik molekiil yapisina sahip maddelerin molekiler
blyukliklerine gore olusmaktadir. NOtr molekdllerin ayirimi igin gelistirilen CE tiirleri
genellikle kapiler elektrokinetik kromatografi (CEKC) adinm1 almaktadir. En yaygin
elektrokinetik kromatografi cesidi ise misel elektrokinetik kromatografi (MEKC)'dir.
MEKC’de molekiil ayirimi ise, elektrolit ¢ozeltisine ilave edilen yizey aktif maddenin
meydana getirdigi misel ad1 verilen olusumlar ile ¢oziicii arasinda yiiksliz maddelerin farkli
paylasim esasmna dayanir. Izoelektrik odaklanma kapiler elektroforez metodu daha gok
proteinlerin analiz ¢aligmasinda kullanilir. Gelistirilen bu metotda ayirim, proteinlerin
farkli pH’larda izolelektrik nokta farkliliklarindan yararlanarak gergeklestirilir. Kapiler
elektrokromatografi tam bir kromatografidir. Kapiler duvarin i¢ ylzeyi ortalama 1 pum
capl sabit fazla doldurulur. Analizi yapilan molekiiller uygulanan elektrik voltaj altinda
sabit fazda tutunmalar1 esasina gore ayrilirlar. Diger bir CE y0Ontemi izotakoforez
(ITP)'dir. ITP’de numune degisik iyon hareketliligine sahip iki elektrolit ¢ozeltisi arasinda

ortama verilir.
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Kapiler Zone Elektroforez

Genis bir uygulama alanina sahip olan kapiler zone elektroforezin kolay bir ¢alisma teknigi
vardir. Bu yontemde tampon ¢ozelti, kapiler kolonun her bélgesinde ayni 6zellikte olup
esit bir sekilde dagilir. Uygulanan voltaj etkisi ile kapiler kolondaki pargaciklar farkli
mobilitelerine gore zonlara ayrilir. Bu zonlar arasinda tam bir ayirim gergeklestirilebildigi
gibi zonlarmn Ortisme ihtimalleri de vardir. Tam bir ayirim gergeklestirilmis zonlar arasinda
tampon mevcuttur [47]. Kapiler kolon icerisinde olusan bu zonlar kolon icerisinde ileriye
dogru hareket ederek dedektore ulasirlar zonlarin analizi gerceklesmis olur. Sekil 2.7.'de bu

durum gosterilmistir.

Ornek Enjeksiyonu

ANOT

ANOT

Elektroosmatik Akis ——»

Sekil 2.7. Kapiler Zone Elektroforez

Kapiler Elektroforez Cihazinin Bolimleri

Bir kapiler elektroforez cihazi; kapiler, dedektor, yiiksek voltaj giic kaynagi, numune viali,
giris ve cikis vialleri ve bilgisayardan olusur. Genel olarak CE cihazinin boliimleri sekil

2.8.'de gosterilmistir [40].
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Bilgisayar

/ Kapiler Detektér

Katot

Anot

Girig Tamponu Cikis Tamponu

{ Yiksek Voltaj Gug Kaynag: I

Sekil 2.8. CE cihazinin bolimleri

Kapilerin baslangi¢ kismi numune vialinin icerisine konulur, c¢alisilan 6rnek kapilerden
iceri verilir, sonra kapiler girisi kaynak vialine yerlestirilir. Kaynak ve hedef vialleri
arasinda elektrik alan1 uygulanir. Numunenin iginde ¢6ziinmiis olan maddeler kapilerden
goc¢ ettikleri igin, bunlar dedektor araciligi ile belirlenirler ve ayirimi gergeklestirilen bu
maddelerin elektroferogramlar1 bilgisayara gonderilir. Elde edilen elektroferogramlar,
dedektor yanitinin zamana karsi belirtildigi ve pikler seklinde gosterildigi sonuglardir. Elde
edilen elektroferogram, zamana karsi dedektor yanitlarinin grafigidir. Numune iginde yer
alan farkli ¢oziinmiis maddeler, kapilerden farkli oranlarda go¢ ettikleri i¢in, dedektdrden
farkli surelerde gecerler. Ayrilan bilesenler pik olarak farkli gé¢ zamanlar ile
elektroferogramda belirirler. Go¢ zamanlari piklerin maksimum yaptig1 yerde 6l¢iiliir. Bu

stire elektroferogramda dakika olarak gosterilir.

Yiiksek Voltaj Giic Kaynagi:

Kapiler Gizerinde elektrik alan gi¢ kaynaginin varliginda olusturmaktir. Giig¢ kaynaklarinin
¢ogu ya sabit potansiyel, ya sabit akim ya da sabit gii¢ modunda ¢alisir ve polariteyi tersine
cevirme Ozelligine sahiptir. Gerilimler 30 kV'a kadar, akimlar 300 pA'e kadar ve gigcte 6
W'a kadar c¢ikabilir. Gergeklestirirlen g¢alismanin giivenilirligi ve dogrulugu, uygulanan
voltajin kararliligiyla dogrudan iliskilidir. Es.1.2’den de goriildiigii Uzere potansiyel
degisimiyle elektrik alan da degisir. Elektrik alanin degisimi, gé¢ zamanindan, alan

tekrarlanirligina birgok énemli parametrenin degismesine sebep olmaktadir
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Kapiler

Kapiler Elektroforezde kullanilan kapilerlerin i¢ ¢ap1 25-100 um olup; dis ¢ap1 150-520
um arasindadir. Kapilerin uzunlugu genellikle 50-75 cm arasinda tercih edilir. Glnimizde
en sik kullanilan kapiler materyali eritilmis silikadir. Dis kismi poliimid ile kaplanip
saglamlastirilmistir ve kolay kirilma durumu boylelik¢e engellenmistir. Dedektor olarak
UV dedektor kullanilacaksa, 151k yolunun kapanmamasi i¢in poliimid kaplama bu bélgeden

kaldirilip pencere agilmasi gerekir.

Pyreks kapiler, eritilmis silika kapilere gore daha saglam olmasi ve dedektor penceresi
acmaya gerek gostermemesi gibi bir iistiinliigii olmasina ragmen dalga boyu 280 nm'nin
altinda calisilamama olumsuzlulugu gosterir. Teflon kapilerde ise i¢ ¢apin homojenligi
saglanamaz bu nedenle de 1s1 iletkenligi diisiik olacagindan yuksek voltaj uygulanamaz. Bu
gibi sebeplerle eritilmis silika, pyreks ve teflondan daha ¢ok tercih edilen bir kapilerdir.
Genellikle calismalarda i¢ ¢ap1 25-100 um olan eritilmis silika kapiler yaygin olarak
kullanilmaktadir. Kapilerin biiyiik ¢apli olmasi durumunda yiiksek 1s1 agiga ¢ikmakta ve
kapilerin i¢ ceperiyle merkezi arasindaki 1s1 farki ¢ok yiiksek olmaktadir. Kapilerin kiglk
capli kullanilmasi ile de UV-VIS absorbans veya floresans gibi dedektorlerde 151k yolunun
azalmasi sebebiyle absorbans azalmakta ve pik yiiksekligi diismektedir. Ayn1 zamanda ¢ok

kiiciik capl kapilerin partikiillerle tikanma ihtimali gibi olumsuzluklarla karsilasilabilir.

Kapiler kolonun i¢ ¢apmin ve boyunun degistirilmesi; go¢ zamani, sicaklik, adsorpsiyon,

dedeksiyon limiti, enjeksiyon hacmi ve ayirma etkinliginde farkliliklara sebep olur.

Dedektorler:

Kapiler elektroforezde kullanilan dedektor g¢esitleri Cizelge 2.1.'de verilmistir [39]. En
yaygin kullanilan dedektérler UV-VIS ve floresans dedektorlerdir. Absorbans dedektorleri
CE'e uygulama ustunlikleri sebebiyle siklikla kullanilirlar. Calismalarda tespit sinir
genellikle 10°-107 M arahigindadir. Tek bir dalga boyunda veya dizi diyot dedektor
kullanilarak birgok dalga boyunda absorbans alinabilir. Absorbans dedektorlerinde
kapilerin kendisi dedektor hiicresi olarak gorev yapar. Bunun i¢in erimis silika kapilerin

dis kismindaki poliimid koruyucu kaplamanin bir kismi yakma, ¢dzme ve kazima ile
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uzaklagtirilir. Ancak, bu durumda 1sin yolunun uzunlugu kapiler i¢ ¢apindan (50 ile 100
um) fazla olamaz ve bu da derisim cinsinden gozlenebilme sinirini kisitlar. Isin yolunun
arttirtlmasi i¢in "z" seklinde veya baloncuk seklinde dedektor hiicresine sahip kapilerler

kullanilarak duyarlilik arttirilabilir.

Cizelge 2. 1. Kapiler Elektroforezde Kullanilan Dedektor Cesitleri

Dedektor LOD(mol/L)
UV absorbsiyon 10°-10®
Indirekt UV 10-100 kat<UV
Floresans 107-10°

Lazer indiiklenmis floresans 1014-10°16
Amperometri 101010
Kiitle spektrometresi 108-10°

Kaynak ve Hedef Vialler:

Kaynak viali ifadesinden, bazen giris viali veya giris rezervuari anlagilmalidir ve hedef
viali ifadesinden ise ¢ikis viali veya ¢ikis rezervuari anlasilmalidir. Genellikle kaynak viali,
kapiler ve hedef viali ayn1 tampon ¢ozeltiyle doldurulmaktadir. Tampon ¢ozelti segimi
CE’de en 6nemli degisken parametrelerden biridir. Tampon ¢ozeltinin pH’indaki veya
konsantrasyonundaki minimal degisiklikler, ¢oziinen madde gogli oranlari ve gog
zamanlarinda 6nemli farkliliklara neden olur. Bu sebeple tampon degistiginde; kaynak
vialini, hedef vialini degistirilen tamponla ¢ok iyi yikamak gerekir ve kapileri iyi bir

bigimde sartlandirmak gereklidir.
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Enjeksiyon:

Ornegin kapiler igerisine alinmasi enjeksiyon olarak adlandirilir. Ornek vialleri genellikle
birka¢ uL'den birka¢ mL'ye kadar hacime sahiptir. Gergeklestirilen enjeksiyon hacmi 2-20
nL arasinda olmaktadir. Kapilere sadece birka¢ nL enjekte edildigi i¢in az miktarda bir
ornek yeterli olmaktadir. Yiiksek hacimlerde galismak pik sekillerinin bozulmasina, band
genislemesine, rezoliisyonun azalmasina neden olmaktadir. Numune enjeksiyonu, numune
vialinin kapilerin baslangi¢ kismima yerlestirilmesi ile mimkin olur. Kapilerin pozitif
elektrottaki kism1 numune vialine yerlestirilir. Orneklerin kapilere enjeksiyonu 2 farkli
yontemle gergeklestirilir. Bu yontemler hidrodinamik ve elektrokinetik enjeksiyon
yontemleridir. Yaygin olarak kullanilan enjeksiyon yontemi hidrodinamik enjeksiyon
sistemi olup ti¢ sekilde yapilabilmektedir. Bunlardan ilki, kapilerin giris tarafina konulan
numune vialine basing uygulanmasidir. Genellikle basing 50 mbar civarinda 1 ile 5 saniye
arasinda olmaktadir. Daha sonra numune viali ¢ikarilip ¢alisma tamponu viali takilir ve
voltaj uygulanarak analiz gergeklestirilir. Hidrodinamik enjeksiyonun ikinci yolu, numune
viali kapilerin baslangi¢ kismindayken, ¢ikis kismindaki tampon vialine vakum
uygulanmasidir. Uygulanan vakumla enjeksiyonu yapilan numune kapilere girince vakum
ortadan kaldirtlir ve numune viali c¢ikarilip ¢alisma tamponu viali takilir. \Voltaj
uygulanarak analize devam edilir. Hidrodinamik enjeksiyonun uglinci yonteminde ise,
sifon etkisinden faydalanilir. Kapilerin ¢ikistaki tampon viali giris kismindaki numune
vialinden, daha yiiksege yerlestirilir. Numune yercekiminin etkisiyle kapilerin icine girer.
Daha sonra numune viali ¢ikarilip ¢alisma tamponu viali takilir ve voltaj uygulanarak

analize devam edilir.

Bir diger enjeksiyon tipi olan elektrokinetik enjeksiyon ise, 6rnek viali ile ¢ikig tampon
viali arasina ¢ok kisa siireli ve galisma voltajindan daha diisiik bir voltaj uygulanmasiyla
yapilir. Tekrarlanabilirlik, hidrodinamik enjeksiyona gore daha azdir. Enjekte edilen
madde miktar1 analitlerin elektroforetik hareketliliklerine baglidir [48]. Jel ile doldurulmus
kapilerlerde hidrodinamik enjeksiyonlar calismaz. Bu sebeple bu gibi durumlarda
elektrokinetik enjeksiyon sistemi tercih edilir. Uretilen, kullanima hazir olan, cihazlarda
pek cok vialin yiiklenebilecegi oto drnekleme sistemi mevcuttur. Autosampler sistemleri
sayesinde ornekler yukarida anlatilan enjeksiyon yontemlerinden biriyle kapiler icine

enjeksiyon saglanmaktadir.
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Datalarin Olusturulmasi ve Degerlendirilmesi:

Kromatografik yontemlerde oldugu gibi kapiler elektroforez de iyi bir kantitatif analiz
teknigidir. Bu teknikte pik yiikseklikleri ve pik alanlar1 derisimle orantilidir. Kantitatif
analiz, her bir ilgili bilesigin bilinen derisimlerini igeren standart ¢ozeltisinin enjeksiyonu
sonucunda olusan sonug¢ piklerinin her birinin yiksekliklerinin veya alanlarinin 6lgiiliip
degerlendirilmesi ile yapilir. Sonraki asamada oOrnek bilesenlerinin bilinmeyen
derisimlerini iceren bir 6rnek ortama gonderilir ve pik alanlar1 veya yukseklikleri él¢tlup
degerlendirilir. Standart ¢ozeltilerin sonug¢ piklerinden elde edilen alan ve yiksekliklerin
ornek cozeltilerin sonug pikleri ile karsilastirilmasiyla Ornegi olusturan bilesenlerin

konsantrasyonlari analiz edilebilir.

2.2. Metot Validasyonu

Metot validasyonu, metodun gegerliliginin saglanmasi (validasyonu), metodun performans
kriterlerinin belirlenmesi ve metodun bilimsel olarak tiim kosullarda uygulanabileceginin
garanti altina alinmasi igin yapilan kontrollerdir. Baska bir ifadeyle belirli kosullarin yasal
gereklilikler, Gretim (proses) gereklilikleri, sonuglanacak analiz degerleri agisindan objektif

kanitlarin ortaya konmasiyla ve deneysel ¢alisma ve sonuglarla ispatlanmasidir [49].

Metot validasyonunda gerekli parametreler sunlardir.

Spesifiklik (Specificity) ve Secicilik(Selectivity),
o Kesinlik (Precision),

o Tekrarlanabilirlik (Repeatibility),

o Tekrar elde edilebilirlik (Reproducibility),

e Dogruluk (Accuracy),

o Lineerlik (Linearity),

e Olgiim aralig1 (Range),

o Referans standartlar ile karsilastirma,

o Kararlilik (stability),

e Tutarlilik (consistency),
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e Tayin Limiti (Limit of Detection,LOD),
e Olcgum Limiti (Limit of Quantitation,LOQ),
e Saglamlik (Robustness/Ruggedness)

2.2.1. Validasyon Parametrelerinin Tayini

Dogruluk

Analiz sonuglarindan elde edilen degerlerin dogru veya ger¢ek degere yakinliginin
Olglisune dogruluk denir. Dogruluk parametresi incelenerek, herhangi bir sistemik hata
veya gelistirilen metotla ulasilan degerlerin dogru degerden sapmalari hakkinda bilgi
almaya olanak saglar. Dogruluk, numunenin hazirlanma asamasindan kaynaklanan
hatalarin etkilerini gormemizi saglar. Geri kazanim faktoriinin hesaplanmasinda kullanilan
kalibrasyon esitliginin, analiz sonuglariyla elde edilen dogrusallik olarak verilen esitlikle
ayni olmas1 gereklidir. Analiz ortamina katki yapilan analitin, analiz yapilan ortamdan

hangi oranda geri alinabildigini gosterir [50].

Kesinlik

Analiz i¢cin gelistirdigimiz metodun uygulama alanindaki sartlarda tekrarlanabilirliginin
Olgsudir. Analiz sonucunda ulasilan sonuglarin birbirine yakinliginin dlgiisiidiir. Bulunan
kesinlik sonuglart %BSS veya %VK (varyasyon katsayisi) olarak tanimlanmalidir.
Kesinlik parametresini belirlemek igin analizi yapilan her bir ¢ozelti derisim duzeyi igin
calisma, en az 5-6 kez yinelenerek ard arda yapilmalidir. Ulasilan sonuglarin en az 5
tanesinin sonucunun % Bagil Standart Sapmasi, teorik degerin %15'inden daha fazla

sapmamalidir [50].

Secicilik

Gelistirilmis olan metodun segiciligi, ayni ortamda bulunabilen diger maddelerin analizi
istenen maddeden ayrilarak Olgiilebilme yetenegidir. Burada anlatilmak istenen girisim

yapabilecek diger bilesenlerin yaninda analiz edilmek istenilen maddenin élgllebilmesi o
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yontemin seciciligidir. Validasyon parametrelerinin anlamli olmasi igin segicilik

parametresi gelistirilen analiz yonteminde ¢ok 6nemlidir [50].

Teshis Sinir1 (LOD)

Analizi yapilan maddenin elektroferogramdaki pikinin ve yerinin belirdigi ancak miktar
analizi sinirlar1 igerisinde bulunmayan en alt derisimidir. Teshis smir1 birka¢ yoldan
hesaplanabilir. Calisilan analiz ~ deneylerinden ulasilan  sonuglarin  kullanildig:
hesaplamalardan bulunabilecegi gibi, dogrudan gozlenerek de bulunabilir. Teshis siniri

(LOD) degeri i¢in kullanilan formil asagida verilmistir [50].

LOD= (3.3 X S )/m

Tayin Alt Smir1 (LOQ)

Analizi yapilan bilesenin kabul gorebilir seviyede, kesin ve dogru olarak miktarinin tayin
edilebilecegi, dogrusallik araligi disinda olan veya araligin en alt sinirin1 meydana getiren
konsantrasyon seviyesidir. Tayin alt sinir1 yapilan analizlerle ulasilan sonuglarin
kullanildig1 hesaplamalardan bulunabildigi gibi, dogrudan gézlenerek de bulunabilir. Tayin

alt sinir1 (LOQ) degeri igin kullanilan formul asagida verilmistir [50].

LOQ= (10 x S )/m

Dogrusallik

Dogrusallik konsantrasyona karsi ¢oziinen analit cevabinin gelistirilen yontemde dogru
orantili olarak degismesi ve cizilen grafikte cevabin diiz bir ¢izgi {lizerinde yer almasidir.
Korelasyon (r) ve tayin (r?) katsayis1 dogrusalligi veren parametrelerdir. Farkl
konsantrasyonlardaki analitin elektroferogramlarindan elde edilen cevap degerlerine karsi
konsantrasyon miktarlar1 regrasyon tayini ile matematiksel olarak hesaplanabilir. Analizi

yapilan maddenin cevap degerleri ¢izilen kalibrasyon grafiginin dogrusu tzerinde ne kadar
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fazla yer aliyorsa ve r veya r? degerleri 1'e ne kadar yakinsa dogrusallik saglanmis

demektir [50].

3. KAYNAK ARASTIRMASI

Labat ve ark. (2002) milnacipran, venlafaksin, mirtazapin, sitalopram, fluoksetin, sertralin,
paroksetin, fluvoksamin ve U¢ metaboliti, desmethylcitalopram, desmethylmirtazapin,
desmethylvenlafaksinin eszamanli tayini igin Kapiler elekroforez cihazinda miseller
elekrokinetik kapiler elektroforez metodu gelistirmislerdir. Misel olusturma 20 mM
sodyum borat tamponunda 20 mM sodyumdodesil silfat ile hazirlanan tampon ¢ozelti ile
yapilmigtir. Cozelti % 15' izopropanol ve saf su ile tamamlanmistir ve Ph 8,55'de
tutulmustur. Kapiler birlestirilmis silika kapilerdir ve 60 cmx75um ID boyutlarindadir.
Dedektdr DAD dedektoriidiir. Calisma 25 KV voltaj, 40°C sicaklikta, enjeksiyon 0,5 p.s.i
ve 15 sn'de hidrodinamik enjeksiyon sistemi ile yapilmistir. Bu sartlarda antidepresanlarin
g0¢ zamani 11 dk'dan az siirmistir. R > 0,995, LOD degeri 10,20 ng/mL, LOQ degeri
20,30 ng/mL dir. Bu yoéntem posmortem vakalarda kan ve idrarda bu bilesenlerin

saptanmasini saglamistir [51].

Flores J.Rodriguez ve ark. (2004) fluoksetin ve metaboliti norfluoksetinin kapiler
elektroforez yontemi ile analizi i¢in metot gelistirip bu metot valide edilmistir. Bu iki
molekiiliin ayristirilmasi 230 nm dalga boyunda saglanmistir. Uygulanan voltaj 25 kV’dur.
Sicaklik 25 °C ve kapiler boyutu 60 cmx75 um'dir. Tampon ¢ozelti metanol asetonitril
icinde 15 mM amonyum asetat dir. I¢ standart olarak paroksetin kullamlmigtir. LOD
10 pg/L dir. Bu metot insan idrarinda klinik olarak fluoksetin ve ana metabolitinin

seviyelerinin saptanmasinda kullanilmistir [52].

Fermenton Catai, Ana Paulo ve ark. (2009) SSRI grubu ilaclardan 4 antidepresan
fluoksetin, sertralin, sitalopram ve paroksetinin ayrimi kapiler elektroforez yontemi ile
saglanmistir. Bu dort ilag farkli pH degerlerinde enjekte edilerek go¢ zamanlar
incelenmistir. Tampon ¢ozelti olarak 1,25 M fosfat kullanilmig ve ayrica organik modifier
olarak da asetonitril ¢ozeltisi ilave edilmistir. LOQ 15-30 ng/ mLdir. Gelistirilen metodun
standart sapmast % 10,3 civarindadir. Gelistirilen bu metot, plazmada teropdétik ilag

moniterizasyonunda basarili bir sekilde uygulanmaktadir [53].
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Sungthong Bunleu, ve ark. (2007) s-enantiomeri igeren essitalopramin safliginin
incelenmesi igin tanimlama ve belirleme ¢alismasi kapiler elektroforez yontemi ile
gerceklestirilmistir.  Tampon madde olarak 20 mM fosfat kullanilarak pH 2,5’a
ayarlanmustir. Uygulanan voltaj 20 kV olup sicaklik 28 °C dir. Tum bilesikler icin
dedeksiyon limiti % 0,02 -0,05 arasinda degismektedir [54].

Nevado J.J. Berzas ve ark. (2000) kapiler elektroforez ile farmasotik preparatlarda
fluoksetin ve fluvoksaminin es zamanli tayini ig¢in yontem gelistirme ve gegerlilik
caligmasinda, fluoksetin ve fluvoksamin tespiti igin bir kapiler bélge elektroforezi (CZE)
yontemi Onerilmistir. Kantitatif ayirma i¢in en uygun kosullar arastirllmistir. PH 9,3'e
ayarlanmis 40 mM borat tamponu, hidrodinamik enjeksiyon ve 8 kV ayirma voltajindan
olusan bir tampon ¢6zeltisi kullanilmig ve bu kosullar altinda analiz siiresi 2,5 dakikadan
yavas olmustur. Dogrulama yonteminin temel 6zellikleri incelenip tartisilmistir. Fluoksetin
ve fluvoksamin icin 1,0 mg/L dedeksiyon limiti elde edildi. Gelistirilen yontem hizli ve
duyarlidir ve CZE tarafindan farmasotik preparatlarda fluoksetin ve flivoksamin
konsantrasyonlarinin belirlenmesine iligkin ilk rapor budur. Ayrica Onerilen yontem,
nominal iceriklerine gore 97,75 ve 102,95 arasinda geri kazanimi olan dokuz farmasotik

preparata uygulanmistir [55].

Mandrioli Roberto ve ark. (2004) plazmada antidepresan mirtazapin ve aktif metabolitinin
kapiler elektroforez vasitasiyla enantioselektif olarak belirlenmesi arastirilmistir.
Mirtazapinin ve ana aktif metaboliti N-desmetilmetazapinin enantioseparatasyonu ve
analizi igin insan plazmasinda kapiler elektroforetik bir yontem gelistirilmistir. Yontem
optimizasyonu icin kiral selektor tipi ve konsantrasyonu, tampon pH's1 ve kapiler sicakligi
gibi birka¢ deney parametresi arastirilmistir. Analitlerin temel enantio ayrilmasi, 50 mM
fosfat tamponundan olusan bir arka plan elektrolit igerisinde ¢oziindiiriilmiis
karboksimetil-a-siklodekstrin kullanilarak erimis silis kilcalinda (50 pm ¢ap, 48,5 cm
toplam uzunluk; 8,5 cm etkili uzunluk) 2,5 dakika iginde gerceklestirilmistir. Tampon
¢ozelti pH's1 2,5 UV dalga boyu 205 nm'de ayarlandi. Plazma orneklerinin, hidrofilik-
lipofilik balans kartuglar1 (60mg, 3mL) ile kat1 faz ekstraksiyonu kullanilarak numuneye
metanol ile ellte edildikten sonra enjeksiyondan 37.5 kez konsantre edilerek dikkatli bir 6n

calisma gelistirildi. Ekstraksiyon verim degerleri ¢ok tatmin edicidir, mirtazapin i¢in
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ortalama %89, N-desmetilmmirtazapin igin %73'tiir. Metodun bazi insan plazma

orneklerine uygulanmasi tatmin edici sonuglar vermistir [56].

Nevado J.J. Berzas ve ark. (2005) farmasotik formiilasyonlarda rasemik sitalopramin
kapiler elektroforez ile enantiomerik belirlenmesi, dogrulama ve saglamlik ¢alismalarini
gerceklestirmiglerdir.  Kiral  selektor  karboksimetil-p-siklodrekstrin -~ (CM-u-CD)
kullanilarak rasemik sitalopramin (R - (-) ve S - (+) sitalopramin) enantiomerik ayrilmasina
imkan veren bir kiral kapiler elektroforez (CE) yontemi gelistirilmistir. Siklodekstrin (CD)
ve tampon konsantrasyonlari, tampon pH, voltaj, enjeksiyon basinci, gibi ayrim tizerindeki
kimyasal ve enstrimantal parametrelerin etkisi arastirtlmistir. Rasemik karisimin iyi bir
Kiral ayirimina, kaynastirilmis silisli bir kilcal kullanilarak ve % 0.15 CM-p igeren bir
fosfat tampon cozeltisi (20 mM, pH 7), arka plan elektroliti CD siral segici olarak
kullanilmistir. Ayrim 15°C, 30 kV ve hidrodinamik enjeksiyonda normal polarite modunda
gerceklestirilmistir. Yontemin dogrulugu (% 98-101), tespit ve tayin limitleri (0.06 ve 0.2
mg/L) belirlenmistir. Ayrica, Youden ve Steinner tarafindan Onerilen istatistiksel bir
muamele ile yedi faktor (i¢ parametreler) i¢in 15 deneyden olusan bir matris kullanan
Plackett-Burman faktoryel deney tasarmmi kullanilarak saglamlik testi yapilmistir. Onerilen
yontem hizli, duyarli, ucuzdur ve ayrica kapsamli bir dogrulama c¢alismasi ve ayrintili
saglamlik testi ile degerlendirilmistir. Bu onaylanmis ve saglam yontemin kapsami dort
farmasotik formilasyonun analizinde kanitlanmistir. Bunlardan ikisi (son zamanlarda
Ispanya'da mevcuttu), sadece S - (+) - sitalopram'1 (essitalopram) aktif madde olarak
iceriyordu. Onlarin toplam igerigi agisindan % 101 ile % 103 arasinda geri kazanimi
saglandi. Diger iki farmasétik tiir igcin yontem, mevcut rasemik karigimdaki her iki kiral

izomerin ayristirtlmasint ve analizini saglamistir [57].

Halvorsen Trine Gronhaug ve ark. (2001) citalopramin likid faz mikro ekstraksiyonu ve
kapiler elektroforezi c¢alismasinda, sivi faz mikro ekstraksiyonu (LPME) icin yeni
gelistirilen bir yOntemle, insan plazmasinda antidepresan ila¢ citalopramm ve ana
metabolit N-desmetilitalopraminin kapiler elektroforezi (CE) degerlendirildi. Citalopram
ve ana metaboliti, gbzenekli bir polipropilen bosluk fibrinin gdzeneklerinde hareketsiz
kilinmis heksil eter vasitasiyla 1 ml'lik plazma 6rneklerinden ve i¢i bos fibrin (alic1 asama)
icinde bulunan 25 ml'lik 20 mM fosfat tamponuna (pH 2.75) ekstrakte edildi.

Ekstraksiyondan 6nce, bazik ilaglarin LPME'sini saglamak i¢in numuneler kuvvetli alkali
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yapilmistir. Numune ve alic1 faz hacimleri arasindaki yiliksek oran ve yliksek boliimleme
katsayilarindan dolayr citalopram ve ana metaboliti, 25-30 arasi bir faktorle
zenginlestirildi. Buna ek olarak, o6rnek temizleme LPME sirasinda tuzlar, proteinler ve
endojenik maddelerin ¢ogunlugu heksil eter tabakasina niifuz edemedi. Ekstraktlar sulu
oldugu i¢in direkt olarak CE cihazina enjekte edildi. Plazmada citalopram ve ana
metaboliti i¢in tayin limitleri sirasiyla 16.5 ng/ml ve 18 ng/ml iken tespit limitleri sirasiyla
5 ng/ml ve 5.5 ng/ml bulunmustur. Bu, citalopram ve ana metabolitinin terapotik aralikta
LPME-CE tarafindan analiz edilmesini saglamis ve algilama limitleri, daha 6nce bildirilen

HPLC yontemleriyle karsilagtirilabilir bulunmustur [58].

4. MATERYAL ve METOD
4.1. Genel Bilgi

Bu bolimde sertralin, fluoksetin, citalopram ve escitalopramin kapiler elektroforez

yontemi ile tayinlerinde kullanilan cihaz ve kimyasallar belirtilmistir.

4.1.1. Kullanmilan Cihaz ve Ekipmanlar

Asagida ¢alismada kullanilan cihazlar ve gerecler belirtilmistir.

o Kapiler Elektroforez Cihazi (Agilent Technologies G7100A)
Kapiler Dedektorii (DAD)

Kapiler Kolonu (56 cmx50 pm ID column)

Saf Su Cihazi (Millipore Direct-Q 3UV ; 0,22 pm) ; saf suyun temini igin

kullanilmastir.
o Hassas Terazi (Mettler Toledo) ; Kati maddelerin 6lgtimiinde kullanilmistir.
o Manyetik Karistiric1 (Falc R.P.M.) ; Cozelti pH'larinin ayarlanmasi sirasinda

homojenizasyon i¢in kullanilmistir.
o pH Metre ve elektrot (Mettler Toledo, Hanna HI 1332 Ag/AgCl kombine cam

elektrot, Hanna Ins) ; Cozelti pH'larinin ayarlanmasinda kullanilmustir.
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. Vorteks (IKA Geniwus 3) ; Enjeksiyon dncesi drneklerin homojenizasyonunun

saglanmasinda kullanilmistir.
o Ultrasonik Banyo (P Selecta Ultrasons H-D, Bandelin) ; Cozeltilerin

hazirlanmas1 agsamasinda homojenizasyonun saglanmasinda kullanilmistir.

4.1.2. Kullanilan Kimyasallar

Calismalar esnasinda kullanilan ila¢ etken maddeler ve 6zellikleri Cizelge 4.1.'de yer

almaktadir. Kullanilan kimyasal maddeler ise Cizelge 4.2.’de verilmistir.

Cizelge 4.1. Calismada kullanilan ilag etken maddeler ve dzellikleri

Bilesik Ozellikleri Kapah Formiilii Molekiil Agirhg pKa
Sertralin Ci7H17CIN 306,229 g/mol 9,48
Fluoksetin Ci7H18FsNO 345,791 g/mol 9,80
Citalopram C20H21FN-0 324,392 g/mol 9,78
Escitalopram C20H21FN2O 324,392 g/mol 9,78
Cizelge 4.2. Caligmada kullanilan kimyasal maddeler
Adi Kullanim amaci Aciklama

Sodyum Hidroksit pH ayarlamasinda kullanilmistir. Merck, analitik saflikta

Metanol Cozelti hazirlamada ¢oziicii olarak | Merck, analitik saflikta
kullanilmistir.
Borik asit pH ayarlamasinda kullanilmustir. Merck, analitik saflikta

Fosforik asit Tampon ¢ozelti hazirlanmasinda | Merck, analitik saflikta

kullanilmistir.
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4.1.3. Kullanilan Cozeltiler

o 20 mM fosfat tampon ¢6zeltisi: 14,65 M derisimli fosforik asitten 136 pl alinip
suyla 100 ml'ye tamamlandi. pH 3,5'¢ ayarlandi. Metot optimizasyonu
calismalarinda tampon ¢6zelti olarak kullanilmistir.

o 100 ppm sertralin, fluoksetin, citalopram, escitalopram ¢ozeltileri hazirlandi. Her
bir standart maddeden 0,01 g hassas terazide tartilip 100 ml metanolde ¢6zuldu.
Her bir stok c¢0Ozeltiden seyreltmeler yapilarak 5 ppm’lik c¢oOzeltileri
hazirlanmistir. Her bir ila¢g etken maddesi metot optimizasyonu tayin

calismalarinda kullanilmistir.

Tum cozeltiler +4'C 'de buzdolabinda saklanmistir ve galisma &ncesi oda sicakligina

getirilmistir.

4.1.4. Miktar Tayininde Kullanilan ila¢ Preparati

Sertralin ila¢ preparatindan miktar tayininde Pfizer ilag¢ firmasinin Lustral adli ilaci

kullanilmigtir. Her bir tablet 50 mg sertraline esdeger 55,95 mg sertralin HCI igerir.

4.2. Kapiler Elektroforez Yéntemi Ile Sertralin, Fluoksetin, Citalopram ve
Escitalopram'in Tayinleri icin Optimum Kosullarin Belirlenmesi i¢in Yapilan

Calismalar

CE ile bu bilesiklerin tayini i¢in optimum kosullarin tespitinde, gd¢ zamaninin
belirlenmesinde 6nemli parametreler olan, tampon ¢ozelti ve pH's1, sicaklik, enjeksiyon

modu ve sliresi ve ayirma voltaji taranarak optimize edilmistir.

Calisgma tamponu olarak oncelikle borat tamponu kullanilmis olup pik sekli ve
elektroforetik mobilite dikkate alinarak fosfat tamponu tercih edilmistir. Hazirlanan 20
mM fosfat ¢ozeltisi tampon olarak kullanilmistir. Cozelti pH's1 3,5 olarak ayarlanmis olup
optimizasyon icin pH 3, 3,5 ve 4'te c¢alismalar yapilmis olup optimum pH 4 olarak
belirlenmistir. Kolon olarak 56 cm x 50 um ID kapiler kolonu kullanilmistir. Kapiler kolon
ayni kalmak ftizere, yapilan hidrodinamik enjeksiyon ile 100 mbar basingta enjeksiyon
streleri 1sn, 3sn, 5sn olarak c¢alisilmis ve optimum siirenin 5 sn oldugu belirlenmistir.
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Kolon sicakligi 25°C olarak segilmistir. Yapilan bu g¢alisma DAD dedektori ile
gerceklestirilmis olup 205, 220, 240 nm dalga boylarinda ¢alisilmigtir. Standart maddelerin
maksimum absorbans yaptig1 dalga boyu 205 nm olarak belirlenmistir. Analitler izerinde
uygulanan gerilimin etkisi 25, 27, 29 kV olarak incelenmis, analitlerin en iyi ayriminin
gbzlemlendigi 29 kV optimum olarak secilmistir. Calismalarda her enjeksiyon aras1 CE'de
ara sartlama yapilmistir. Optimize edilen kosullarda her bir standart madde ve karisim

cozeltilerinin elektroferogramlar1 bulgular bélimiinde gosterilmistir.

4.3. Sertralinin ila¢ Preparatlarindaki Miktar Tayini icin Yapilan Calismalar

4.3.1. I¢ Standart Metodu

Kalibrasyon grafiginin cizilmesinde i¢ standart metodu kullamlmistir. I¢ standart
kalibrasyon standartina sabit miktarda ilave edilen bir maddedir. I¢ standartlar cesitli
rastgele ve sistematik hatalar1 dengelerler. Standartlardan aliman Olgme sonuglari
standartlardaki analit konsantrasyonlarina gére grafige alinir. Ornek icin elde edilen analit
sinyali\i¢ standart sinyali oranindan kalibrasyon egrisi kullanilarak analitin konsantrasyonu

hesap edilir.

4.3.2. Sertralinin Lustral 50 mg ilacindan miktar analizi

Elde edilen elektroferogramlar sonucunda sertralin ve citalopramin karisim ¢o6zeltisinin
analizinde bu iki maddeye ait piklerin iyi bir ayrimmin saglanmasi nedeniyle i¢ standart
olarak citalopram maddesi kullanilmigtir. Bu analize ait elektroferogram bulgular

boliimiinde gosterilmistir.

Lustral adli ilag preparatinda sertralin analizi i¢in yapilan caligmada, 10 adet tablet
havanda ezildikten sonra hassas terazide tartilip tartim sonucunun 1/10 u 100 ml suda
cozildu. Cozelti 30 dk ultrasonik banyoda tutuldu. 500 ppm'lik bu ¢ozeltiden 8 ppm’lik
¢ozelti hazirlandi ve 4 ppm citalopram i¢ standart: ilave edildi. CE i¢in optimize edilen 100
mbar 5 sn, 29 KV, 25C, pH 4'te, 205 nm dalga boyu, 56 cm x 50 pm ID kapiler kolonu
ile, bu analit ¢ozelti 10 kez enjeksiyon yapilarak sonug¢ piklerinin herbirinin alanlarinin
Olcullp standartlardan elde edilen kalibrasyon grafigi yardimiyla analit ¢ozelti derisimi
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8 ppm olarak bulundu. Ayrica ilagtan hazirlanan 8 ppm konsantrasyonundaki ¢ozeltiye 2
ppm sertralin standart1 ve 4 ppm sitalopram i¢ standart1 eklenip bu katki ¢ézeltisinin 10 kez
enjeksiyonu yapilarak sonug¢ piklerinin herbirinin alanlar1 6lgiiliip standartlardan elde

edilen kalibrasyon grafigi yardimiyla katki ¢6zeltisinin derisimi 10 ppm olarak bulundu.

5. BULGULAR
5.1. Sertralin, Fluoksetin, Citalopram ve Escitalopramin CE'de Tayini i¢cin Metot
Optimizasyonuna ait bulgular

Kolon Uzunlugu ve Capi: 56 cm x 50 um ID kapiler
Elektrolit Cozelti (Calisma Tamponu): 20 mM fosfat tamponu, pH = 4

Enjeksiyon basinci ve siiresi: 100 mBar, 5 saniye
Voltaj: 29 kv
Dedektor: DAD dedektor

Belirtilen kosullarda elde edilen elektroferogramlar Sekil 5.1., 5.2, 5.3., 5.4., 5.5., 5.6.’da

gosterilmistir.

[ DADT A, 8ig=205,4 Ref=360,100 (ELVAMESKI GALIGMALARISERTRALINDO00RE.D)

T T T T
2 4 L] 2

Sekil 5.1. Sertralinin (5 ppm) 205 nm’de elektroferogrami
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3 DAD1 A, 5ip=205.9 Ref=380,100 (ELVANESKI GALSMALARCITALDFRAMOOD9E D)

|

Sekil 5.2. Citalopramin (5ppm) 205 nm’de elektroferogrami

T DADT &, 512054 Ra=360, 100 (ECVANESE T ALOF RAMEFE 1)

Sekil 5.3. Escitalopramin (5 ppm) 205 nm’de elektroferogrami

T1 DADT A, 51g-205 4 Ra350,100 (ELVANF LUOXE TINSPPMOZ 03

Sekil 5.4. Fluoksetinin (5 ppm) 205 nm’de elektroferogrami
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T DAD1 A, 51g=205 4 Ret=360,100 (ELVARUARIGIMODO0Z 1.0

Sekil 5.5. Sertralin(1), Fluoksetin(2), Citalopram ve Escitalopram(3)'in 5 ppm'lik karisim
cozeltisinin elektroferogrami (205 nm)

O DAD1 A, Sig=205 4 Ref=380,100 [ELVARARIGIMEF PMOD12.0)

Sekil 5.6. Sertralin(1), Fluoksetin(2),Citalopram ve Escitalopram(3)'in 5 ppm'lik karisim
cozeltisinin elektroferogrami (205 nm)

5.2.Sertralinin fla¢ Preparatlarindaki Miktar Tayinine Ait Bulgular

Sertralinin miktar tayini bolim 4.3.'de anlatildigi gibi yapilmigtir. Bu galigmaya ait

elektroferogramlar asagidaki gibidir.
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2

T DADT C, 2ig=215,4 Ref=300,100 (ELVARLACEFFMOI00M.0]

.

T T T T T T
1 1 i q § a T E a |

Sekil 5.7. 8 ppm’lik Sertralinin ila¢ preparatindan hazirlanan ¢ozeltisine 4 ppm’lik
Citalopram cozeltisi ilavesi ile elde edilen elektroferogram

T DART A, ig-205.3 el- 380,100 (& LVANUEAT IR PRAG00S. 0F

Sekil 5.8. 8 ppm’lik Sertralin ¢ozeltisine ilave edilen 2 ppm’lik Citalopram katk1
cozeltisinin (geri kazanim) elektroferogrami

[ DAR1 A, Sig=206 4 Ret=360 100 (ELVANWALIBRASYONODOS.D)

Sekil 5.9. 2 ppm’lik Sertralin(1)'e 4 ppm’lik Citalopram(2) ilavesi ile elde edilen
kalibrasyon ¢ozeltisinin elektroferogrami (205 nm )
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O DAD1 A, 5ig=205,3 Rer380,100 (ELVAMKALIBRASYONDOTD.0)

Sekil 5.10. 4 ppm’lik Sertralin(1)'e 4 ppm’lik Citalopram(2) ilavesi ile elde edilen
kalibrasyon ¢ozeltisinin elektroferogrami (205 nm )

Sekil 5.11. 8 ppm’lik Sertralin(1)'e 4 ppm’lik Citalopram(2) ilavesi ile elde edilen
kalibrasyon ¢ozeltisinin elektroferogrami (205 nm )

Sekil 5.12. 12 ppm’lik Sertralin(1)'e 4 ppm’lik Citalopram(2) ilavesi ile elde edilen
kalibrasyon ¢ozeltisinin elektroferogrami (205 nm )
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T DAD1 A, 51g=205 4 Re300, 100 (ELVAGUNIG ZF PMOO0Z7 D)

Sekil 5.13. 2 ppm’lik Sertralin(1)'e 4 ppm’lik Citalopram(2) ilavesi ile elde edilen gin ici
caligmasinin elektroferogrami (205 nm)

T DAD1 A, 51g=205 4 Re=360, 100 (ELVARGIINIG BF FMAOO0Z1 D)

Sekil 5.14. 8 ppm’lik Sertralin(1)'e 4 ppm’lik Citalopram(2) ilavesi ile elde edilen gun ici
¢alismasinin elektroferogrami

T DAD1 A, 519205 4 Ref=360,100 ([ELVANGUNARASIZPPMIT0.0)

Sekil 5.15. 2 ppm’lik Sertralin(1)'e 4 ppm’lik Citalopram(2) ilavesi ile elde edilen giin arasi
¢alismasinin elektroferogrami
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T DAD1 A, 51g=205 4 Re=300, 100 (ELVARGINARASEFFMOS D)

Sekil 5.16. 8 ppm’lik Sertralin(1)'e 4 ppm’lik Citalopram(2) ilavesi ile elde edilen giin arasi
calismasinin elektroferogrami

5.3. Sertralinin CE yontemi ile tayini i¢in metot validasyonu

CE yonteminin optimizasyonu gerceklestirildikten sonra kalibrasyon grafigi ¢izilmis ve
yontem gegerliligini gdstermek amaci ile dogrusallik, kesinlik, dogruluk, teshis sinir1 ve

tayin alt sinir1 i¢in hesaplamalar yapilmistir.

5.3.1. Kalibrasyon Calismasi

Kalibrasyon grafiginin c¢izilmesinde i¢ standart metodu kullamilmustir. I¢ standart
kalibrasyon standartina sabit miktarda ilave edilen bir maddedir. I¢ standartlar cesitli
rastgele ve sistematik hatalar1 dengelerler. Standartlardan aliman O6lgme sonuglari
standartlardaki analit konsantrasyonlarina gore grafige alinir. Ornek icin elde edilen analit
sinyali\i¢ standart sinyali oranindan kalibrasyon egrisi kullanilarak analitin konsantrasyonu

hesap edilir.

Sertralinin CE yontemi ile tayini i¢in yapilan bu ¢alismada i¢ standart olarak citalopramin
4 ppm' lik c¢oOzeltisi kullanilmigtir. Sertralin standarti 1, 2, 4, 8, 12 ppm lik
konsantrasyonlarda hazirlanmig ve citalopram 4 ppmlik i¢ standarti bu ¢ozeltilere ilave
edilmistir ve her bir konsantrasyondaki kalibrasyon c¢ozeltileri CE'de 5 kez enjeksiyon
yapilmistir.  Sekil 5.17. de belirtildigi tizere bilesik igin belirlenen aralikta yiiksek

korelasyonlu bir dogru elde edilmis ve analit igin konsantrasyona (mg/L) kars1 ortalama
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pik alani orani degerleri kullanilarak olusturulan kalibrasyon grafiginin regresyon
denklemi y=0,249x+0,029 olup regresyon katsayis1 R?=0,999 dir.

35
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Sekil 5.17. Sertralinin CE yontemi ile olusturulan kalibrasyon grafigi

5.3.2. Duyarhlik ve Dogrusallik

Sertralinin ilag etken maddesi standartinin CE-DAD yontemi ile analizinde gozlenebilme
siirt (LOD) 0,295 ppm ve tayin limiti (LOQ) kabul edilen BSS sinirlari iginde (<%2)
0,894 ppm olarak hesaplanmistir (Cizelge 5.1.)

Cizelge 5.1. Dogrusallik ve Duyarlilik Parametreleri

Regresyon Denklemi y=0,249x+0,029
Regresyon Katsayisi (R?) 0,999

Lineer Aralig1 (ppm) 1-12 (n=5)
Gozlenebilme Sinir1 (ppm) 0,295

Tayin Alt Sinir1 (ppm) 0,894
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5.3.3. Kesinlik Ve Dogruluk

Olgiim sonuglarinin birbirine yakinligmin gostergesi olan dogruluk ve kesinlik igin gun igi
ve giinler arasi calismalar yapilmistir. Giin i¢i calismalarda sertralinin 2 ve 8 ppm
konsantrasyonlarinda ¢ozeltileri hazirlanmis ve bu c¢ozeltilerin ayni giin 5 tekrarh
enjeksiyonu gercgeklestirilmistir. Giinler aras1 ¢aligmada farkli ii¢ giinde 5 tekrarli olarak
gerceklestirilmistir.Elde edilen sonuglarda dogruluk yiizde bagil hata ve yilizde ortalama
geri kazanim olarak ifade edilmistir. Kesinlik sonuglart ise, bagil standart sapma (% BSS ),

ortalama ve standart sapma olarak verilmistir.

Cizelge 5.2. Sertralinin CE yontemi ile analizine ait glin ici bulgular

Caligilan sertralin _ % ort. geri %Bagil standart
X(n=5) Standart sapma
derisimleri(mg/L) kazanim sapma
2 2,005 100,267 0,011 0,590
8 7,992 99,907 0,025 0,318

X : ortalama, n: deney sayisi, SD: standart sapma, %BSS: % Bagil standart sapma

Cizelge 5.3. Sertralinin CE yontemi ile analizine ait glinler aras1 bulgular

Caligilan sertralin _ % ort. geri % Bagil standart
x(n=5) Standart sapma
derisimleri(mg/L) kazanim sapma
2 2,008 100,413 0,014 0,722
8 8,007 100,094 0,035 0,444

X: ortalama, n: deney sayisi, SD: standart sapma, %BSS: % Bagil standart sapma
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5.3.4. Tabletlerde Sertralin Miktar Tayini Sonuclar:

Sertralinin ila¢ preparatlarindan miktar tayini onceki boliimlerde anlatilan yol izlenmis

olup sonuclar Cizelge 5.4 ve 5.5'de gosterilmistir.

Cizelge 5.4. Tabletde sertralin miktar tayin sonuglari

Tablette belirtilen sertralin miktar1 (mg/L) | 8,000

Bulunan ortalama miktar (X (n=10)(mg/L)) | 8,009

% Ortalama geri kazanim 100,121
Standart sapma 0,022
%Bagil standart sapma 0,278

Cizelge 5.5. Tabletde katk1 yapilan sertralin miktar tayin sonuglari

Tablette eklenen sertralin miktar1 (mg/L) 2,000

Bulunan ortalama miktar (x (n=10)(mg/L)) | 9,996

% Ortalama geri kazanim 99,969
Standart sapma 0,026
%Bagil standart sapma 0,261
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6. TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alismada SSRI grubu antidepresan ilaclardan sertralin, fluoxetin, sitalopram ve
essitalopramin CE yontemi ile tayinleri i¢in kapiler elektroforez yontemi kullanilmistir.
Belirlenen  optimum  kosulda, sertralinin ilag  preparatindan  miktar  tayini

gerceklestirilmistir.

Calismanin ilk asamasinda sertralin, fluoksetin, sitalopram ve essitalopramin CE'de
tayinleri i¢in metot optimize edilmistir. Bu amagla 56 cm x 50 um ID kapiler kolonu
kullanilmistir ve 25°C sicaklikta galisilmistir. Tampon ¢ozelti olarak pH'st 4 olan 20 mM
fosfat tamponu kullanilmistir. Enjeksiyon basinci ve siiresi 100 mbar ve 5 sn, voltaj 29 kV
olarak kosullar optimize edilmistir. Bu c¢aligmalara ait standart maddelerden hazirlanan
¢ozeltilerin elektroferogramlar1 bulgular boliimiinde gosterilmistir. Calismanin ikinci
asamasinda sertralinin ilag¢ preparatlarindan miktar analizi belirlenen optimum kosullarda

gerceklestirilmistir.

Calisilan yontem sertralin, fluoksetin, sitalopram ve essitalopram ila¢ etken maddelerinin
CE'de tayin edilebilecegini gostermistir. Sertralinin miktar analizine ait LOD
0,2953 mg/L, LOQ 0,894 mg/L'dir. Regresyon katsayis;, R? 0,999 olup dogrusallik
saglanmistir. Ancak es zamanli ayirim calismalarinda essitalopram ve sitalopramin
aymminin  gerceklestirilemedigi goriilmiistiir. Essitalopram sitalopramin s-enantiomeri
oldugundan piklerin ¢akisacagma dikkat ¢ekilip, calismanin bu duruma goére planlanmasi

onerilmektedir.

Metotla ilgili validasyon parametreleri saptanmis ve elde edilen parametreler 1s18inda
yontemin uygulanabilir oldugu bulunmustur. Gelistirilen ve yontem gegerlilik
hesaplamalar1 yapilmis olan metot, Sertralin i¢eren ilag preparatlarina uygulanmis ve etken
maddelerin analizinde kullanilabilecegi goriilmiistir. Bu yontemin gecerliliginin
saglanmasi yapilan validasyon galismalarinda; dogrusallik, duyarlik, kesinlik, geri kazanim

vb. parametreler incelenmis ve istatistiksel degerlendirmeleri yapilmigtir.

Sonu¢ olarak son yillarda kullanimi hizla artan depresyon tedavisinde kullanilan SSRI
grubu ilaglarin kapiler elektroforez yontemi ile kolay, dogru, hizli bir sekilde analizlerinin

ve miktar tayinlerinin yapilabilecegi gosterilmistir.
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