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ABSTRACT

Acetylcholine is an important neurotransmitter in the brain regions associated with
memory. Alzheimer's disease is parallel to acetylcholine decreased memory impairment.
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of the disease pathophysiology. The main drugs used for this purpose are
acetylcholinesterase inhibitors. Galantamine is a cholinesterase inhibitor that began to be
used in the treatment of Alzheimer's disease. It is widely used for mild to moderately

severe Alzheimer's dementia treatment.

In this study, capillary electrophoresis method have been developed for detection of
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1. GIRIS
Alzheimer hastaligt (AH) basta hatirlama olmak {izere kognitif islevleri bozan,
duygulanimi etkileyen ilerleyici dejeneratif bir hastaliktir. Hastalarda kognitif, davranissal

ve islevsel azalma saglik sistemi ve bakicilara 6nemli derecede yiik getirir. Alzheimer

hastalig1 biiyiiyen medikal, sosyal ve ekonomik bir problemdir [1].

Bakim veren; hastaya fiziksel, sosyal, ekonomik, duygusal yonden destek saglamaktan
sorumlu olan kisidir. Hastalarin bakim siirecini herhangi bir licret almadan {istlenen ve
hastanin evdeki yasam kalitesini yiikselten bakim verenler genelde hasta yakinlaridir.
Yapilan aragtirmalarda Alzheimer hastalarinin biiyiik bir ¢ogunlugunun evlerinde yasadig
ve aile bireyleri tarafindan bakim verildigi gosterilmistir. Amerika’da evde bakim verilen
AH’nin %80’ine aile iiyeleri bakmaktadir. Bu durum ozellikle gelismekte olan tilkelerde
¢ok daha belirgindir [2].

Birey i¢in demansi olan bir yakinina bakim vermek biiylik oranda stresli olup psikiyatrik
ve fiziksel hastaliklara yol agabilen bir siire¢ oldugu belirtilmistir. Bakim verenlerde sosyal
iligkilerde zayiflama, izolasyon, is birakma gibi ekonomik sorunlarda artmanin yani sira
fiziksel saglik problemleri ve 6lim oranlarinin da arttigi belirtilmistir [3]. Bu yiizden,
bakim verenlerde bakim verme yiikiinii belirlemek ve azaltmak 6nemli bir saglik sorunu

haline gelmistir.

1.1. Alzheimer Hastali@inin Tarihgesi

Alzheimer hastaligt (AH) kortikal demanslarin en sik goriileni ve en sik bilinenidir.
Alzheimer Hastalig1 bugiinkii anladigimiz sekliyle ilk kez 1906 yilinda Alois Alzheimer
tarafindan tanimlanmustir. ilerleyici biling kaybu, kisilik degisikligi ve konusma bozuklugu
olan 51 yasindaki “Auguste D.” adli hastay1r 4.5 yil klinik olarak takip eden Alzheimer,
hastanin klinik 6zelliklerini tanimlamig sonrasinda da beyninde olusan makroskopik ve
mikroskopik degisiklikleri detayli olarak tarif etmistir. Birlikte ¢alistigi Emil Kraeplin
klinikopatolojik ozellikleri ile ayrintili olarak tanimlanan bu tabloya Alzheimer adinin

verilmesini 6nermistir [4, 5].



1.2. Alzheimer Hastaliginin Tanim

Alzheimer hastaligi, merkezini limbik sistem dejenerasyonuna bagli yakin bellek
bozuklugunun olusturdugu, sinsi baslangigli, yavas seyirli bir tempoyla neokortikal
tutulumun da katilmasiyla diger kognitif islevlerin de bozuldugu bir demans sendromudur
[6]. AH hastanin giinliik yasam aktivitelerini yapma yetenegini énemli derecede etkileyen
ve DSM-IV-TR (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, fourth edition)
Olgiitlerine uyumlu hafiza ve etkilenen bir diger kognitif alanda global azalma ile

karakterize klinik bir sendromdur [7].

Alzheimer hastaligi karakteristik klinik ve patolojik 6zellikleriyle ilerleyici norodejeneratif
bir hastaliktir. Agir bellek bozuklugu ile beraber dil, idarecilik, karar verme islevlerinde,
dikkat, oryantasyon ve kisilikte bozukluklar, edinilmis entellektiiel becerilerde ilerleyici
kayip ile kendini gosterir. Hafiza ve kognitif islevlerde bozukluk, giinliik yasam
aktivitelerinde ilerleyici gerileme, ¢esitli ndropsikiyatrik semptomlar ve davranig

bozukluklariyla karakterizedir [8].

Alzheimer hastaligi (AH) yasa bagimli ve geri doniisiimsiiz bir beyin hastaligidir.
Yaslilarda, demans tiirleri arasinda en sik goriilenidir. Alzheimer hastaliginin klinik tanist
demansa yol agabilecek diger nedenlerin ekarte edilmesi ile yapilmaktadir. Kesin tanisi ise

ancak postmortem donemde ndropatolojik inceleme ile miimkiindiir [9].

1.3. Alzheimer Hastahigimin Epidemiyolojisi

Alzheimer hastalig1 demansin en sik nedenidir ve prevalansinin 2040’a kadar hizla artacag:
tahmin edilmektedir. Demans vakalarinin yaklasik olarak 2/3’tinii olusturur [10]. Amerika
Birlesik Devletleri’nde 2000 yilinda yaklasik olarak 4,5 milyon Alzheimer hastasi varken,
2050°de bu rakamin 13 milyondan fazla olacagi ongoriilmektedir [11]. Amerika Birlesik
Devletleri'nde 2009’da yapilan degerlendirmelerde en sik 6. 6lim nedeni olarak
belirtilmektedir. Demans i¢in saglik harcamalar1 2011°de 183 milyar dolar ve 2050’de
tahminen 1,1 trilyon dolar olmasi 6ngériilmektedir. Evre ilerledikge ve 6zellikle son evrede
bakim evi masraflar1 nedeniyle harcamalar en fazla seviyeye ulagsmaktadir [12]. Bu yiizden

Alzheimer hastalig1 biiyliyen medikal, sosyal ve ekonomik bir problemdir.



Yas AH i¢in en dnemli risk faktoriidiir ve hastaligin prevalansi 65 yasindan sonra her bes
yilda bir katlanarak artmaktadir. Genellikle 60 yasindan sonra baslar ve prevalansi 75
yasindan sonra belirgin olarak artar. Yapilan prevalans ¢alismalarinin metaanalizinde AH
prevalansi 65-70 yas arasinda %4-5 olarak bildirilmistir [13]. Amerika’da AH insidansi 60-
64 yas arasinda yilda 1/1000 ve 85 yasin iistiinde 25/1000°dir. Benzer sekilde baska bir
calismada Amerika Birlesik Devletleri’nde 65-85 yas arasinda prevalanst %5,7-%10, 85
yas ve iizerinde %25 - %45 olarak tahmin edilmektedir. insidans yas ile birlikte artmasina
ragmen prevalans piki 8.dekatta goriiliir. Alzheimer hastalarinin yaklasik %431 75-85 yas
arasindadir [14].

Tiirkiye’de yapilan kapsamli bir prevelans ¢alismasinda 70 yas {izerinde AH prevalansi
%16, demans prevalansi ise %20 bulunmustur. Bu yiizde iilkemizin demografik yapisina
uygulandiginda Tirkiye’de 300 ile 350 bin civarinda Alzheimer hastast oldugu
diisiiniilmektedir [15]. Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali
Geriatri Unitesi poliklinigine bagvuran 65 yas iistii 1255 hastamin taranmasi yoluyla
yapilan bir caligmada hastalarin %38,2’sinde AH ve %#4,8’inde Alzheimer dig1 demans

saptanmistir. Demans tanist alan tiim hastalarin %67,3°ti AH tanis1 almigtir [16].

1.4. Alzheimer Hastahiginin Etyolojisi ve Risk Faktorleri

Alzheimer hastaligindaki etyopatolojik mekanizma tam olarak saptanamamistir. Alzheimer
hastalig1 icin en onemli risk faktorii yastir. Altmis bes yasin ilizerinde prevalans her 5 yilda
2 katina ¢ikar [17]. Alzheimer hastaligi, 6zellikle ileri yaslarda kadinlarda daha sik goriiliir.
Yapilan meta analiz ¢alismarinda, AH’ nin ileri yaslarda kadinlarda daha sik goriilmeye
egilimli oldugu ve kadmnlarin erkeklere oranmin 1.2/1 ile 1.5/1 arasinda oldugu

bildirilmistir [18].

Aile oykiisii de major bir risk faktoriidiir. EURODEM c¢alismasinda ailede birinci derecede
bir akrabada demans olanlarda, AH rolatif riski 3,5 bulunurken, 2 ya da daha fazla

akrabasinda demans olanlarda bu oranin 7,5’a ¢iktig1 gortilmiistiir [19].

Kalitsal AH nadir olup olgularin %5’den azindan sorumludur. Tipik olarak yasamin erken

doneminde baslar ve 40 - 50°1i yaslar arasinda demansa neden olur. Otozomal dominant



gecisli ailesel ve erken baslangicli olgularda Kromozom 21°de bulunan Amiloid Prekiirsor
Protein (APP), kromozom 14’deki Presenilin-1 ve kromozom 1’deki Presenilin-2

genlerinde mutasyonlar bildirilmistir [20, 21].

Otozomal dominant aile hikayesi olmayan fakat birinci derece akrabalar1 etkilenmis olan
bireylerin yasitlarina gore AH gelistirme riskleri 2-4 kat artar. iki ya da daha fazla sayida
birinci derece demansli akrabasi olan fertlerin normallere gére AH gelistirme risklerinin 40
kez daha fazla oldugu ileri siiriilmiistiir [22]. Presenilin 1, presenilin 2, Apolipoprotein E-
€4 (APOE-€e4), amiloid prekiirsor protein gibi AH ile iligkilendirilmis olan ¢oklu genetik
lokalizasyonlarin AH’nin pek ¢ok metabolik veya yapisal anormalliklerindeki patolojik
ekspresyonununda en son ortak nokta oldugu ileri siiriilmektedir. On dokuzuncu
kromozomdaki APOE-e4 alleli ge¢ baslangigli familyal ve sporadik AH i¢in artmis risk
teskil eder [23].

Birgok c¢alisma AH prevalansinin kadinlarda erkeklere gore daha fazla oldugunu
gostermektedir. Ancak bu prevalans farkliligi genellikle kadinlarda yasam beklentisinin
daha uzun olmasiyla agiklanmaktadir. Bununla birlikte, dstrojen beyinde bir noérotrofik
faktor olarak islev géormekte ve kadinlar menopoz sonrasi Ostrojensiz kalmaktadirlar. Bu
durum yasamin ikinci yarisinda bir norotrofik faktérden yoksun kalan kadinlarin neden
demans ic¢in daha fazla risk tasidiklarinin aciklamalarindan biri olabilir. Nitekim,
epidemiyolojik calismalarda postmenopozal donemde Ostrojen replasmani kullanan
kadinlarda kullanmayanlara gére demans prevalansinin daha diisiik olmasi bu varsayimi
destekler niteliktedir. EURODEM arastirmasinda da kadin cinsiyetin 85 yas ile birlikte bir
risk faktorii olarak belirdigini, 90 yas ilizerinde bu riskin daha da arttig1 bildirilmistir [19].

Egitim diizeyi ile AH arasinda bir iliski olmadigin1 gosteren epidemiyolojik ¢alismalar
olmasia ragmen, bugiin i¢in diisiik egitim diizeyinin bir diger risk faktorii oldugu fikri
kabul gormektedir. Klinik, ndrogériintiileme ve postmortem ¢aligsmalarla desteklenmis olan
yiiksek egitim diizeyinin hastaligin ortaya cikis esigini arttirdigi fikri, daha fazla noéral
etkinlik ve kapasite ile kompansasyon yeteneginin artmasina neden olan kognitif rezerv
hipotezi ile aciklanmaktadir. Kognitif rezerv stabil degildir, dolayisiyla hayat boyunca
geligebilir. Kognitif rezerv hipotezine dayanarak, herhangi bir diizeyde kognitif kayb1 olan
yiiksek egitim diizeyli olgularda noropatolojik degisikliklerin daha agir olmasi

sngoriilebilir [23].



Biling kaybina neden olan kafa travmasi hikayesi ile AH arasindaki iligki, travmanin
amiloid prekursor protein ekspresyonunda artisa ve buna bagli olarak da amiloid beta
birikimine neden oldugu hipotezi ile agiklanmistir. Kafa travmasi ile AH arasinda iliski
oldugunu gosteren calismalar (EURODEM gibi) oldugu gibi aksini savunanlar da vardir
(Rotterdam ve Kanada Saglik ve Yaslanma Calismasi gibi). APOE-g4 aleli yoklugunda
kafa travmasi Oykiistiniin AH i¢in risk faktorii olmadigi, ancak APOE-g4 aleli varliginda
ise hem AH riskini 10 kat arttirdigi hem de AH’nin baslangi¢ yas1 tizerine etkisi oldugu
one siirtilmektedir [6, 19, 24].

AH i¢in risk faktorleri olarak en sik calisilan mesleksel ajanlar organik coziiciiler,
pestisitler, elektromanyetik alan, aliminyum ve kursundur. Bunlarin arasindan pestisitlerin
ve elektromanyetik alan maruziyetinin AH riskini arttirdigina dair gii¢lii kanitlar vardir.
Elektrikgiler, tamirciler, santral operatorleri, kaynakgilar, marangozlar, terziler gibi
elektrikli aletlerle ¢alisanlar asir1 diisiik frekansli elektromanyetik alan maruziyeti i¢in risk

altindaki meslek gruplaridir [6, 15].

Sigara ve alkol kullannmimin AH gelisimi i¢in risk faktorii olarak kabul edilmesi hala
tartismalidir. Coklu etnik, populasyon temelli yeni bir prospektif kohort ¢alisma, orta yas
doneminde iki ve/veya daha fazla paket/giin sigara icenlerde AH riskinin anlamli olarak
arttigin1 gostermistir [24-26]. Benzer sekilde ndrogoriintiileme caligmalarinda da sigara

kullaniminin gri cevher doku kaybina neden oldugu gosterilmistir [6].

Orta yas doneminde agir alkol kullaniminin 6zellikle ApoEe4 aleli tasiyanlarda AH riskini
li¢ kat arttirdig bildirilmistir. Bir ¢alismada ise, ApoEe4 aleli tagiyanlarda agir alkol ve
sigara kullaniminin AH baslangi¢ yasini erkene ¢ektigi belirtilmistir [6].

Ozgecmiste 10 yila kadar geriye giden tedavi gerektirmis depresyon dykiisiiniin AH riskini
arttirdigina dair ¢aligmalar vardir. Amiloid iligkili depresyonun ApoEe4 alelinden bagimsiz
bir risk faktorii oldugunu gosteren bulgularin yani sira, depresyonun kesitsel olarak
kognitif kayba neden oldugu ancak zaman igerisinde gelisen kognitif kaybin depresyonla
aciklanamayacag1 bildirilmistir. AH ve depresyon arasindaki iliski, her ikisinin de
patogenezlerinde ortak paylastiklar1 azalmig norotropik faktérler ve ndroinflamatuar

stirecler ile iligkilendirilmektedir [27].



Epidemiyolojik, ndrogdriintileme ve ndropatolojik ¢aligmalardan elde edilen sonuglar,
vaskiiler risk faktorlerinin (sigara kullanimi, obezite, yiliksek total kolesterol diizeyi) ve
vaskiiler morbiditenin (yiiksek kan basinci, inme, diabet, sessiz beyin enfarktlar1 ve beyaz
cevher lezyonlari) vaskiiler demans disinda AH igin de risk faktorii oldugunu gostermistir.
Ayn1 zamanda yiiksek homosistein diizeyinin de bagimsiz bir risk faktorii oldugu

gosterilmistir [28, 29].

Ailede down sendromu &ykiisii de AH riskini 2 ila 3 misli arttirmaktadir. Otuz bes yasin
altinda iken down sendromlu ¢ocuk doguran annelerin AH riski, diger tiplerde mental
retarde ¢ocuklar doguran annelere gore 5 misli artmistir. Down sendromlu g¢ocuklarin
babalarinda ise AH igin ayrica bir risk soz konusu degildir. Bu bulgu, AH gelistirmek ve
35 yasinmn altinda down sendromlu c¢ocuk dogurmak arasinda paylasilan bir genetik

yatkinlik olasilig1 yoniinde tartigilmigtir [30].

1.5. Alzheimer Hastalig1 Histopatolojisi ve Patofizyolojisi

AH patofizyolojik olarak noroedejeneratif bir hastaliktir ve secici noéron kaybiyla
karakterizedir. Noron kaybi tipik olarak limbik sistemde baslayip yavas yavas diger
paralimbik bolgelere ve primer duysal ve motor kortekse yayilir. Hastaligin bellek
bozuklugu ile olan tipik baslangic¢ ve sonraki klinik seyrini de bu patolojik yayilim belirler.
Kesin tanis1 sadece beyin otopsisi veya biyopsiyle neokorteksin etkilenen bolgelerinde
belli sayida noritik plaklar goriildiigiinde konulabilir [31]. Noritik plaklar; beta-amiloid
fibrilleri, distrofik noritler, reaktif astrositler, fagositik hiicreler ve dejenere hiicrelerden
kaynaklanan veya ndronlardan salinan diger proteinler ve protein fragmanlar ile birlikte
kiimelenmis beta-amiloid peptidlerden olusur [32]. Hastaligin tipik patolojik bulgular
hiicre ve sinaps kaybi1 yaninda hiicreler arasi alanda amiloid proteininden olusan plaklarin,

hiicre i¢inde ise hiperfosforilize olmus tau proteininden olusan igciklerin saptanmasidir

[33].

Cevresel faktorlerin, hiicre yaslanmasinin ya da genetik mutasyonlarin sonucunda bir hiicre
duvari proteini olan amiloid prekursor proteinin (APP) normal yikim siireci degisime
ugramaktadir. Normalde hiicre membrani disina sarkan ug¢ pargasi kesilip sekrete edilen

APP’nin normal yikiminin bozulmasi sonucu olusan pargalar birbirleriyle “beta-tabakasi”



tipinde baglantilar kurarak ¢oziinemez hale gelip plaklar seklinde ¢okmektedirler. Bunlar
lokal olarak indiiklenmis mikroglial hiicre aktivasyonu ve serebral akut faz reaksiyonunun
uyarilmasii igeren kronik inflamatuar cevabi tetikler [34]. Aktive mikroglial hiicreler
potansiyel olarak norotoksik proinflamatuar sitokinleri (IL-6 gibi), reaktif oksijen ve
nitrojen tiirlerini ve proteolitik enzimleri salar, bu da ndronal hasari artirir [35]. Beta-

amiloid fibrilleri ayn1 zamanda direk norotoksik etki gosterir [36].

Coziinebilir, toplanmig amiloid fibrilleri ndronal membranlara girdigi zaman lipid
peroksidasyonu, protein oksidasyonu ve reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerinin olusumunu
artirtr. Serbest radikal hasarindan kaynaklanan oksidatif stres olusur [37]. Oksidatif stres
hiicre potansiyelinin kaybi ve azalmis néronal canlilikla sonuglanir. Oksidatif stres,
amiloid beta ve hiperfosforile taunun ¢oziinebilir durumdan ¢oziinemez hale gegmesine
neden olur. Bunun sonucu bu maddeler agrege olur ve senil plaklar ile norofibriler

yumaklari olustururlar [38].

Hiicre i¢i tau proteininin hiperfosforilize olup ¢okmesi amiloid plaklarin olusmasina
sekonderdir. Tau proteini aksonal iskeleti olusturan mikrotiibiillerin ana yap1 tasidir.
Mikrotiibiiller hiicre gdvdesinden hiicre uzantilarina ve uzantilardan hiicre gdovdesine
madde transportunu saglayan ana sistemdir. Tau proteini hiperfosforolize olunca yapisi
bozulur, mikrotiibiiller islev géremez hale gelirler, bu da hiicre islev bozuklugu ve dliimii

ile sonuglanir [33].

Alzheimer hastaligiin biyokimyasinda en belirgin kayip kolinerjik sistemdedir. Serebral
korteks ve limbik sistemin kolinerjik innervasyonunu saglayan nukleus basalis, meynert ve
diger dnbeyin kolinerjik ¢ekirdeklerinde hiicre kaybi, korteksin kolinerjik innervasyonunu
gosteren asetilkolin transferaz ve asetilkolin esteraz enzimlerinde azalma, in vivo olarak da
kolinerjik terminalleri isaretleyen radyoniikleotid isaretleyicilerde azalma saptanir. Bunun
yaninda noradrenalin, seratonin gibi diger asendan monoaminerjik ndrotransmitter

sistemlerinde de goreceli olarak daha az olmakla birlikte kayiplar géze garpar [39].

Presenilin 1, presenilin 2 ve APP genlerinde farkli ailelerden birden fazla mutasyon
tanimlanmis olup, tim bu mutasyonlarin ortak o©zelligi sonugta senil plaklarin ana
komponenti olan ve APP’nin sekretaz enzimleri ile kesimi ile olusan beta amiloid peptid

ve uzun beta amiloid peptid (AB) sentezinin arttirilmasidir [20]. Bu mutasyonlara sahip



bireylerin plazmalarinda normal bireylere ve sporadik Alzheimer hastalarina oranla daha
yiiksek konsantrasyonda 42 aminoasitlik uzun beta amiloid peptidinin bulundugu
gosterilmistir. Yine bu bireylerin deri hiicre kiiltiiriiniin, kiiltiir ortamina daha fazla 42
aminoasitlik AP peptidini saldigi goralmistir [40]. APP mutasyonuna sahip transgenik
farelerde 42 aminoasitlik AB’nin 14, 40 aminoasitlik AB“nin ise 5 Kkat arttig1 gosterilmistir
[41].

1.6. Alzheimer Hastahi@inda Tam Yontemleri

Alzheimer hastaligi merkezini limbik sistem dejenerasyonuna bagli yakin bellek
bozuklugunun olusturdugu, sinsi baslangichi, yavas seyirli bir siirecle neokortikal
tutulumun da katilmasiyla diger kognitif islevlerin de bozuldugu bir demans sendromudur.
Tan1 i¢in gerekli kriterler; afazi, apraksi, agnozi veya yliriitiicii fonksiyonlarda bozulma ile
sonuglanan diger kognitif alanlardan en az birinin yikimi ile birlikte hafiza yikimini
gerektirir. En Onemlisi bu yikim hastanin mesleki veya sosyal yasantisini etkilemeye
yetecek kadar siddetli ve kademeli sekilde ilerleyici olmalidir. Glinliik yasam aktivitelerini
bozan sinsi baslangig, yavas seyirli en az iki kognitif bozukluk olmalidir [42]. Alzheimer
hastaliginin tanis1 temel olarak klinik bir tanidir. Tani i¢in en Onemli unsurlar hasta
yakinlarindan alinan ayrintili bir anamnez ve hastanin egitim ve sosyal durumuna uygun
bir mental muayenedir. Anamnezde 6zellikle belirtilerin ortaya ¢ikis sekli ve hizi, bulgu ve
belirtilerin kronolojisi 6nemlidir. Alzheimer hastaligi tipik olarak sinsi baglayan,
baslangicta siklikla normal yaslanma seklinde yorumlanan unutkanliktir. Bu ¢ercevede en
sik goriilen belirtiler soru tekrarlari, esya kayiplari ve yakin olaylarin hi¢ yagsanmamis gibi

silinmesidir [6, 43].

Alzheimer hastasinda mental muayene i¢in en sik kullanilan tarama testi mini mental
durum muayenesidir (MMSE) [44, 45]. Tam puani 30 olan MMSE’de 27 iistiiniin normal
24 puanmn altinin ise patolojik oldugu kabul edilir. Ancak MMSE yas, hastalik oncesi
zihinsel kapasite ve egitime bagimlidir. Amnezi néropsikolojik muayenede en goze ¢arpan,
santral bulgudur. Bunun yaninda, hastanin evresine bagli olarak zaman ve yer
oryantasyonunda bozukluk, dikkat testlerinde aksamalar, nadir kelimelerden zaman iginde

daha sik kelimelere kadar uzanan isim bulma zorlugu, giderek ciimle kurma ve kompleks



cimleleri anlama bozuklugu, erken-orta donemlerden itibaren gorsel-uzaysal islevlerde
bozukluk, ve degisik derecelerde yiiriitiicli islev bozukluklart (soyut diigiinme testlerinde
somutlastirma, i¢ gorii ve 6n gorii bozukluklari, mental problemleri ¢6zmede zorluklar)

gortliir [6].

MMSE yaninda tarama amacl kullanilan en hassas testlerden biri “Saat Cizme Testi” dir.
Saat ¢izme testinde hastadan bir saat ¢izmesi ve rakamlari igerisine yerlestirmesi ve
sorulan saati akrep ve yelkovanla gostermesi istenir. Saat testi daha ilk donemlerden

itibaren planlama bozukluklari gosterir [45].

Alzheimer hastaliginin klinik tanist i¢in yayinlanmig olan ve bugiin yaygin bicimde
kullanilan NINCDS-ADRDA (National Institute of Neurological and Communicative
Disorders and Stroke-Alzheimer’s Disease and Related Disorders Association) ve DSM-IV
(Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, 4™ edition) kriterlerinin her ikisi
de bir takim niianslarina karsin 6zetle yukardaki kosullarin doldurulmasimi AH’ye 6zgii
tipik sendromun tanisi i¢in zorunlu tutmaktadirlar. American Academy of Neurology AH
tanisinda yayimlanan NINCDS-ADRDA kriterlerinin ve daha ziyade klinik olarak
uygulanabilen DSM-IV’iin kullanilmasi tavsiye etmektedir. Boyle bir tabloya yol
acabilecek sekonder nedenlerin (sistemik, norolojik, psikiyatrik) ekarte edilebiliyor olmasi

da her ikisi i¢in zorunlu diglama kriteridir [31].

Cizelge 1.1. NINCDS-ADRDA Alzheimer Hastali@inin Klinik Tan1 Kriterleri

l. MUHTEMEL Alzheimer Hastalig1 klinik tani kriterleri:

e Klinik muayene ile saptanan, Mini-Mental Test, Blessed Demans Olgegi ya
da benzer bir test ile dokiimante edilen ve noropsikolojik testlerle de
dogrulanan demans tablosu,

e ki ya da daha fazla kognitif siirecte bozulma,

¢ Bilin¢ bozuklugu yok,

e Baslangi¢ 40-90 yaslar1 arasinda, biiyiik siklikla da 65 yagindan sonra,

e Bellek ya da diger bilissel siireglerde ilerleyici bozukluga yol agabilecek
sistemik ya da beyne ait bagka bir hastalik yok.

. MUHTEMEL Alzheimer Hastaligi tanist sunlarla desteklenir:



e Dil (afazi), motor yetenckler (apraksi) ve alg1 (agnozi) gibi 6zgiil kognitif
islevlerde ilerleyici bozulma,

e Gilnliik yasam aktivitelerinde bozulma ve davranis bigiminde degisme,

e Ailede benzer bozukluk 6ykiisii (6zellikle patolojik olarak kanitlanmigsa),

e Laboratuarda:
Standart tekniklerle normal lomber fonksiyon,

EEG’nin normal olmasi yada yavas dalga aktivitesinde artig gibi non-spesifik

degisiklikler,

BT’de serebral atrofiye iligkin bulgular ve seri incelemelerde bu bulgularin

ilerleyisi.

I1l. Alzheimer hastaligi disindaki nedenler dislandiktan sonra, MUHTEMEL Alzheimer

Hastalig1 tanisi ile uyumlu olabilecek diger klinik 6zellikler:

e Hastaligin seyrinde platolar,

e Depresyon, uykusuzluk, inkontinans, hezeyan, illiizyon ve haliisinasyonlar, verbal,
emosyonel ya da fiziksel katastrofik patlamalar, cinsel bozukluklar ve kilo kaybi
gibi eslik eden bulgular,

e Bazi hastalarda, Ozellikle hastaligin ileri donemlerinde, kas tonusunda artis,
miyoklonus ya da yiiriime giigliigii gibi diger norolojik bozukluklar,

e Hastaligin ileri evresinde nobetler,

e Yas i¢in normal BT.

IV. MUHTEMEL Alzheimer Hastalig1 tanisini belirsizlestiren ya da ihtimal digina ¢ikaran

ozellikler:

e Inme tarzinda ani baslangi¢

e Hemiparezi, duysal kayip, gorme alani defektleri ve inkoordinasyon gibi fokal
norolojik bulgularin hastaligin erken evrelerinde bulunmasi

e Nobetler ya da yiirliylis bozukluklarinin, daha baslangigta ya da hastaligin ¢ok

erken evrelerinde bulunmasi.

V. MUMKUN Alzheimer Hastalig1 tani kriterleri:
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e Demansa neden olabilecek diger norolojik, psikiyatrik ya da sistemik bozukluklar
olmaksizin, baslangi¢, prezantasyon ya da klinik seyirde varyasyonlarin bulunmasi
durumunda konulabilir,

e Demansa neden olabilecek, ancak demansin nedeni gibi goriinmeyen ikinci bir
sistemik ya da beyin hastaliginin bulunmasi durumunda konulabilir,

e Diger belirlenebilir nedenlerinin dislandigi, tek ve yavas ilerleyici bir biligsel

bozuklugun bulunmasi durumunda, arastirma ¢aligmasi amagli olarak kullanilabilir.
VI. KESIN Alzheimer Hastalig1 tanis kriterleri:

e Muhtemel Alzheimer Hastalig1 klinik kriterleri;

e Biyopsi ya da otopsiyle elde edilen histopatolojik kanitlar.

Cizelge 1.2. DSM-IV Alzheimer Tipi Demans i¢in Tan1 Kriterleri

A. Birden fazla bilissel alan1 igeren bozukluk kendini asagidaki iki maddeyi de kapsayacak

sekilde gosterir :

(1) Bellek bozuklugu (yeni bir bilgi 6grenme ve Ogrenilmis eski bir bilgiyi hatirlama

yeteneginin bozulmasi)
(2) Asagida siralanan biligsel bozuklardan en az biri:
(a) Afazi (dil bozuklugu)

(b) Apraksi (motor islevlerin normal olmasina karsin belirli motor eylemlerin yerine

getirilmesi yeteneginde bozulma)
(c) Agnozi (duysal islevlerin salim olmasina karsin nesneleri tanimakta giicliik)
(d) Yiiritiicti islevlerde bozulma (planlama, organize etme, siralama, soyutlama)

B. Al ve A2 kriterlerinde tanimlanan bilissel bozukluklar toplumsal ve mesleki islevselligi
ciddi bicimde bozmakta ve eski islevsellik diizeyine gore anlamli bir gerilemeyi temsil

etmektedir.

C. Seyir, sinsi baslangi¢ ve yavas ilerleyici kognitif yikim 6zelliklerindedir.
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D. Al ve A2 kriterlerinde tanimlanan biligsel bozukluklar asagida siralanan nedenlerden

herhangi birine bagl degildir:

(1) Bellek ve diger bilissel islevlerde ilerleyici bozulmaya neden olabilecek merkez sinir
sistemine ait diger durumlar (6rn. serebrovaskiiler hastalik, Parkinson hastaligi, Huntington

hastalig1, subdural hematom, normal basingli hidrosefali, beyin timorii)

(2) Demansa neden olabilecegi bilinen sistemik durumlar (6rn. Hipotiroidizm, B12
vitamini ya da folik asit eksikligi, niasin eksikligi, hiperkalsemi, norosifiliz, HIV

enfeksiyonu)

(3) Tlaglar ve madde kullanimu ile ilgili durumlar

E. Bozukluklar deliryum seyri disinda ortaya ¢ikmustir.

F. Bozukluk baska bir eksen hastalig1 ile aciklanabilir nitelikte degildir.

Alzheimer hastaliginin tanisinda norogoériintilleme yoOntemlerinin  6nemi  biiyiiktiir.
Intrakraniyal tiimér, subdural hematom, normal basingli hidrosefali gibi geri dondiiriilebilir
demans sebeplerinin ve enfarkt alanlarinin saptanmasinin yaninda global serebral atrofi,
temporal bolgede ve hipokampusta atrofi, entorinal korteks atrofisi, sulkuslarda genigleme
gibi Alzheimer hastaligina 6zgii sayilabilecek bulgularin saptanmasi tanida yardimcidir.
Demans tanis1 alan her hastada en az bir kez ndrogdriintilleme yontemleri (bilgisayarl

tomografi veya manyetik rezonans goriintiilleme) yapilmasi 6nerilmektedir [46].

Alzheimer hastaliginin degerlendirilmesinde manyetik rezonans goriintiileme (MRG) ve
bilgisayarli tomografi (BT) tetkiklerinin rutin olarak kullanilmasi tartigmalidir [46, 47].
Ancak ozellikle yeni baglangi¢li, hizli seyirli, fokal ndrolojik bulgular gdsteren ve erken
yasta baslayan demans tablolarinda AH disindaki demans nedenlerinin ekartasyonu i¢in bu
yontemlere bagvurulmalidir. Alzheimer hastaliinda, BT ve MRG de yasa gore belirgin
diffuz kortikal atrofi ve ventrikiillerde genisleme, nonspesifik bulgular yaninda izlenen en
tipik bulgulardir. Bazen MRI’da yine yasa gore hipokampiis ve temporal lob hacminde
atrofi izlenebilir. Alzheimer hastalifinda pozitron emisyon tomografinin (PET) yeri ile
ilgili ¢aligmalarda, tetkikin sensitivitesi % 63 ve spesifitesi % 93 olarak bulunmustur.

Ancak su anda rutin kullanima girmemistir [46, 48].
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1.7. Alzheimer Hastah@inda Klinik

Hafif evredeki demansli hasta verimliligini yitirir. Yaraticilik gerektirmeyen tekdiize isler
baslangicta siirdiiriilebilse de meslegini yapmakta belirgin giicliikler yasar. Yakin gecmige
ait olaylarin hatirlanmasindaki giiglilk, ayni sorularin tekrarlanmasi, kelime bulma
giicliikleri yakimlarin dikkatini ¢eken baslica Ozelliklerdir. Yabanci mekanlarda
kaybolabilir. Araba kullanirken sinyalizasyona dikkatsizlik, tepkilerde yavaslama, yonleri
karistirma gibi giicliikler baglar. Banka isleri, fatura 6demeleri gibi mali islerde hatalar
olmaktadir. Banka karti, cep telefonu gibi yenilikleri 6grenip kullanmay1 basaramaz.
Hobiler (dikis-nakis, bahgecilik, sanatsal ugrasilar, yetenek oyunlar1 vb.) siirdiiriilemez
olmustur. Camasir, bulasik gibi ev iglerinde becerikliligini bir 6l¢iide yitirmistir. Okumak
ve gazete televizyon araciligiyla aktiialiteye ilgi azalmistir. Giyinmek, yikanmak, sofra
aliskanliklar1 ve temel hijyende siklikla bir sorun yoktur. Iritabilite, duygulanimda
kiintlesme ve inkar egilimi ile kendiligindenligin azalmasi disinda davranigsal belirtiler
yoktur ve sosyal uygunluk iyi korunmustur. Uyku kalitesi bozulmaya baslar. Cinsel ilgi ve
istah bozulur. Eksikliklerin farkedilmesinin de katkisiyla bazi olgularda depresyon
belirtileri 6n planda olabilir. Ancak depresyon siklikla keder ifadesi gibi afektif
belirtilerden ¢ok, isteksizlik gibi motivasyonel belirtilerle kendini gosterir. Muayenede
yakin bellek 6n planda olmak tizere, gérselmekansal bozukluk, uzak bellekte bozulmalar,
adlandirma giigliikleri, dikkat, soyutlama ve planlamada bozulmalar saptanir. Hafif evre
AH da MMSE skoru kabaca 20-26 arasinda olabilir [6].

Orta evre demansda, hasta ev disindaki bagimsizligini tiimilyle yitirmistir. Gozetimle
sokaga c¢ikabilir ama yalniz kaldig: takdirde yolunu bulamaz. Bagkalarinin evinde odalari
karistirabilir. Yeni 6grenme artik hemen hi¢ miimkiin olamamaktadir. Anlama, okuma ve
yazma giderek bozulur; bu evrenin sonlarina dogru imzasi taninmaz olabilir. Birinci derece
yakinlar1 hakkindaki bilgiyi genellikle korusa da, torunlarinin sayisi, isimleri, okullar1 gibi
bilgileri karistirmaktadir. Evdeki islevselligi son derece yiizeysellesmistir. Giyinme
sirasinda mevsime ya da giiniin saatine uygun giysiyi segmede zorlanma, giysilerin sirasini
karigtirma (gémlegin {izerine i¢ ¢amasirt gibi), diigmeleri yanhs ilikleme gibi giicliikler
baglar. Sofrada oncelikle bigagi kullanamaz oldugunda yemeklerinin 6nceden kesilmesi
gerekir. Giderek dokiip sagarak yemek belirginlesir. Catal bigagi karistirmak, sivilari

catalla almaya calismak gibi hatalar goriilebilir. Yikanmakta oOncelikle sicagi sogugu
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ayarlamakla baslayan yardim gereksinimi ortaya g¢ikar. Sfinkter kontrolii seyrek gece
kagirmalart disinda sorunsuzdur. Tuvalet mekanigi, elini yiiziinii yikamak gibi islevleri
kendi basina yapabilir. Davranigsal belirtiler 6n planda olmaya baslar. Hirsizlik, terkedilme
ve sadakatsizlik hezeyanlari olabilir. Uyku uyaniklik ritiminde bozulma belirginlesmistir.
Gece sik uyanmalar ve giindiiz sik uyuklamalarla geger. Dilsel islevlere ait bulgularin
agirlasmasi dile dayanan testlerin yapilamaz olmasina neden olabilir. Bu evrede MMSE
skoru 10-19 arasinda degisir [6]. Agir demans evresinde bellekte artik sadece parcaciklar
s6z konusudur. Yakinini (esi, ¢cocugu) anne babasiyla karistirabilir. Giyinmek, yikanmak,
yemek gibi temel giinliik yasam aktivitelerinde tam bir gozetim gerekmektedir. Evrenin
sonlarinda yutma gii¢liigii de ortaya ¢ikar. Kelime hazinesi son derece fakirlesmistir.
Evrenin sonlarinda tiim verbal yetenekler yitirilir. Ambulasyon zorlasir ve giderek oturmak
dahi miimkiin olmaz hale gelir. Televizyondaki kisileri ev igindeymis gibi sanip konusmak,
aynadaki kendi hayaliyle yabanciymis gibi konugsmak go6zlenebilir. Ambulasyonun
korundugu sirada amagsiz dolasma, amagsiz tekrarlayici hareketler izlenebilir. Tuvalet
mekaniginde bozulmalar (idrar ya da gaita sonrast uygun bi¢gimde temizlenme, sifonu
¢cekme sorunlar), idrar kagirma giderek belirginlesir. Agir evredeki hastalarin muayenesi
son derece giictiir ve miimkiin olamayabilir, yapilabildiginde ise global bir yikim saptanir.
Norolojik muayenede tonus degisikliKleri, yiiriiylis bozukluklar1 seklinde bulgular
saptanabilir . Bu evrede MMSE 0-9 arasindadir [6].

Alzheimer hastaliginin dogal seyri kronik progresif bir seyirdir. Hastalik spontan ya da
tedavi altinda aylar sliren duraksamalar gosterse dahi yillar icinde siirekli ilerler ve geg
evreye ulasan tiim hastalar tiim zihinsel islevlerini yitirerek tam bakim hastas: haline
gelirler. Hastalig1 evreleyen birgok oOlgiit olmakla beraber klinikte en ¢ok ise yarayan
hastalig1 islevsellik acisindan kabaca {ige ayirmaktir: Erken evrede hastalar ya
kendiliklerinden ya da hatirlatma ve yonlendirme ile giinliik islevlerini yapabilirler. Orta
evre hastalarda yonlendirme yeterli olmaz, temizlik, giyinme-soyunma, yemek yerken et
kesme gibi islevler i¢in yardim gerekir. Ileri evre hastalar ise tiim giinliik yasam aktiviteleri
acisindan bagimli hale gelirler, bu evrede siklikla idrar ve digki inkontinansi ortaya cikar,
terminal safhadaki hastalar ise yiiriime iglevlerini de vyitirirler ve yataga bagimli hale
gelirler. Bu evredeki hastalar bile iyi bir bakimla yillarca yasayabilirler. Hayatin
sonlanmas1 malniitrisyon, dehidratasyon, enfeksiyonlar gibi sistemik sebeplerden olur.

Hastalarin teshisten itibaren ortalama yasam siireleri ortalama 7-9 yildir [49, 50].
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1.8. Alzhemer Hastahi@inda Tedavi

Alzheimer hastaliginin bugiin icin kesin tedavisi yoktur. Kullanilan tedaviler hastalik
seyrini kismen yavaslatmaya yonelik semptomatik tedavilerdir. AH nin patogenezinde 6ne
cikan iki norotransmitter asetilkolin ve glutamattir. Kullanilmakta olan tedaviler kolinerjik

eksikligi gidermeye ve glutamat toksisitesini onlemeye yoneliktir [51].

AH’nin spesifik farmakolojik tedavisinde iki grup ilag kullanilmaktadir. Kolinerjik
noronlardaki progressif kayip, biiyiik 0Olgiide bilissel bozukluklardan sorumlu
tutulmaktadir. Birinci grubu beyinde azalan asetilkolin miktarin1 yiikseltmeyi hedefleyen
kolinesteraz inhibitorleri olusturur [52]. Bu ilaglar asetilkolini sinaptik aralikta yikarak
etkisini sonlandiran kolinesteraz enzimlerini inhibe ederler. Bu inhibisyon sonucu
asetilkolinin sinaptik aralikta kalis siiresi, dolayisyla da post-sinaptik etkisi uzar. Bu grupta
tiim diinyada kullanilan ii¢ ilag bulunmaktadir, bunlar kullanima ¢ikis sirasiyla donepezil ,
rivastigmin ve galantamindir [5, 53, 54]. Her tgliyle yapilan genis kapsamli, randomize,
kontrollu ¢alismalar AH’da etkinliklerini gostermistir. Bir meta analiz ¢alismasinda AH’da
kolinesteraz inhibitorlerinin etkinlikleri, yan etkileri birbirleriyle kiyaslamali olarak
degerlendirilmis ve etkinlikleri agisindan aralarinda anlamli bir fark saptanmamustir [55].
laclarin efektif dozlari, donepezil icin 5 ila 10 mg, rivastigmin icin 6 ila 12 mg,

galantamin i¢in 16 ila 24 mg’dir [56, 57].

Alzheimer hastaliginin tedavisinde kullanilan tiim kolinesteraz inhibitorleri, doz yeterince
yiikseltildiginde, periferik yan etkilere yol agar. Ne yazik ki, bu ila¢ sinifinin pek ¢ok iiyesi
icin, en yiiksek etkinligin gozlendigi inhibisyon diizeyi yan etkilerin yararli etkiler
karsisinda agir basmaya basladigr noktaya yakindir. Bu yan etkiler arasinda en sik
karsilagilanlar dispepsi, bulanti, kusma, ishal ve yiizde ates basmasidir. Daha az goriilen
yan etkiler arasinda bas donmesi, bas agris1 ve burun akintis1 bulunmaktadir. Kolinesteraz
inhibisyonu ¢ok ileri bir noktaya vardiginda bradikardi, kaslarda segirme ve ekstrapramidal
semptomlar ortaya cikar. Ikinci kusak asetilkolinesteraz inhibitdrleri olan donepezil,
rivastigmin ve galantamin genellikle daha yiiksek diizeyde kolinesteraz inhibisyonu
saglayip, daha az sayida kolinerjik yan etkiye yol agar. Bunun muhtemel nedenleri arasinda
yar1 dmiirlerinin uzun olmasi, asetilkolinesteraz spesifisitelerinin yliksekligi ve santral sinir

sistemindeki etki bolgeleri bulunmaktadir [55, 58].
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Kolinesteraz inhibitorleri ile ilgili bildirilen en sik yan etkiler bulanti, kusma, ishal, kilo

kaybi, insomnia, kas kramplari, bradikardi, senkop ve yorgunluktur.

Genel olarak yan etkiler hafiftir ve ilacin kesilmesi ile geri doniigliidiir. Kullanimda olan {i¢
ilaca ayr1 ayr1 bakildiginda benzer yan etki profiline sahip olduklar1 goriilmekle birlikte,
rivastigminin gastrointestinal yan etkilerinin biraz daha sik oldugu sdylenebilir. Ancak her
ic ilagta da ilacin diisiik dozda baslanilmasi, dozun yavas yavas artirilmasi ve ilacin
yemekler ile birlikte alimmmasi yan etkileri azaltmaktadir. Bradikardi ve kalp blogu
kolinesteraz inhibitdrleri tedavilerinde ¢ok nadir gézlenen yan etkiler olmasina ragmen bu
konuda tedbirli olunmali, negatif kronotropik ajanlarla birlikte kullanilmamalidir. Bu
konuda rivastigmin en gilivenilir ajan olarak goriilmektedir. Her ii¢c ilagta da ilag
etkilesimleri olduk¢a azdir. Rivastigminin p450 ile iliskisinin olmamasi bir avantaj gibi
goziikse de donepezilin de bu sistem {izerinden bir ilag etkilesimi heniiz tarif edilmemistir.

Bazi ilaglar galantaminin biyoyararlanimini etkileyebilmektedir [58].

Alzheimer hastalig1 tedavisinde diger hedef norotransmitter glutamattir ve tedavide
kullanilan ikinci grup ila¢ voltaj bagimli, nonkompetitif, selektif, orta derecede afinite
gosteren bir NMDA reseptor antagonisti olan memantindir. Presinaptik glutamaterjik
terminallerden, membran instabilitesi sonucu sizan, postsinaptik NMDA reseptorlerinde
glutamat hiperkativitesini inihibe ederek etki ettigi diisiiniilmektedir. Memantin tek basina
kullanibildigi gibi kolinesteraz inhibitorleri ile kombine edilerek kullanilabilir [59].
Memantinin global durum, kognisyon ve fonksiyonlar lizerine plaseboya gore anlamli
diizeyde pozitif etkileri oldugu saptanmis ayrica ajitasyon, irritabilite, anormal motor
davranig, yeme degisiklikleri gibi noropsikiyatrik semptomlar lizerine yararl etkileri
bildirilmistir [60].

Klinik ¢alismalarin ¢ogunda memantinin higbir yan etkisi plasebodan daha fazla
bulunmamistir [61]. Giinlik 5 mg dozunda baslanir ve doz kademeli olarak artirilarak
giinde 2 kez 10 mg dozuna ¢ikilir. En sik saptanan yan etkiler ajitasyon, iiriner inkontinans,
tiriner infeksiyon ve insomnidir. Ancak c¢alismalarda tiim bu yan etkiler plasebo ile benzer

oranlardadir [62].

Gingko biloba deriveleri, pirasetam ve benzeri nootropikler, dstrojenler, NSAID’ler ve

steroidler, statinler, antioksidanlar, g¢esitli vitaminler klinik ¢alismalarda denenmis, bir

16



kismt i¢in bazi retrospektif veya prospektif ¢alismalarda etkinlik isaretleri bulunmus olsa

da bugiin icin hi¢biri AH nin tedavisi ya da korunmasinda 6nerilmemektedir [63, 64].

Psikotik semptomu olan AH larda antipsikotik ilag ihtiyact ortaya ¢ikmaktadir. Psikotik
semptomlarin tedavisinde ila¢ kullanimiyla birlikte; psikolojik yardim, hastanin
giivenligini saglamak iizere ¢evrenin diizenlenmesi ve davranis tedavisi standart yaklasim
olmalidir [65]. Atipik antipsikotikler tipik antipsikotiklere gore Oncelikli olarak
onerilmekle birlikte cesitli yan etkilerden bagimsiz degillerdir. Atipik antipsikotikler
arasinda klozapin, olanzapin, risperidon, ketiapin ve ziprasidon yer almaktadir.
Yaslilardaki 6zellikle demansiyel psikozda ketiapin (25-100 mg), olanzapin (2.5-5 mg),
risperidon (0.5-1 mg) siklikla diisiik dozlarda kullanilmaktadir. Daha az ekstrapiramidal
sistem belirtileri ve tardiv diskinezi riskinin azaltilmasi énemli avantajlardir. Geleneksel
antipsikotiklerin degisik derecelerde dopaminerjik, alfa-adrenerjik, antikolinerjik ve
antihistaminik etkileri vardir. Dopaminerjik etkinin (6zellikle D2 blokaj1) terapdtik etkiden
ve tremor, bradikinezi, akatizi, rijidite ve distonik reaksiyonlar gibi ekstrapiramidal yan
etkilerden sorumlu oldugu bilinmektedir [66]. Yapilan randomize plasebo kontrollii
calismalarda atipik antipsikotik kullanan demans hastalarinda serebrovaskiiler olaylar
yaklagik 3 kat daha fazla saptanmistir [67]. Ayrica yashilarda bu ilaglarin mortaliteyi
artirabilecegi  gosterilmis ve Food and Drug Administration (FDA) tarafindan

prospektiislere bu ibare eklenmistir [68, 69].

Her ti¢ kolinesteraz inhibitori ilacin da (donepezil, rivastigmin, galantamin) demansa bagl
davranig bozukluklarina etkinligini gosteren ¢aligsmalar vardir [70, 71]. Ancak rivastigmin
biitirilkolinesteraz enzimini de inhibe ettiginden daha etkin oldugu sdylenebilir. Ozellikle
haliisinasyon, sanr1 gibi psikotik semptomlarda rivastigmin daha dstiidiir. Rivastigmin
diger ilaglarda gosterilememis olan psikotrop ilaglarin kullaniminda azalma saglamaktadir.

Demansiyel psikoz hasta yakinlarina ve bakicilara 6nemli yiik getirmektedir.

Hastanin ve yakinlarinin sosyal ve psikolojik olarak desteklenmesi de tedavide yarar

saglamaktadir [72].
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2. KURAMSAL TEMELLER

Kapiler elektroforez (CE); Gaz Kromatografisi (GC), Yiiksek Performans Sivi
Kromatografisi (HPLC) ve Jel Elektroforezi’in iyi 6zelliklerinin birlesiminden gelistirilmis
modern bir yontemdir. Kapiler elektroforez bu tekniklerin avantajlarini icermesiyle beraber
sahip oldugu iistiinliikler; yliksek ayirim giicii (yiizlerce bilesigi ayn1 anda tayin edebilme
yetenegi), kisa analiz zamani, analiz i¢in az miktarda 6rnek ihtiyaci, joule 1sisin1 etkin bir
sekilde dagitabilme yetenegi, analizin ucuz olmasi, yliksek kararlilik, disik ¢oziicl
tilketimi ve otomasyona imkan tanimasi sayilabilir [73]. CE 1990’m ilk yillarinda gelisen,
giiniimiizde ise ¢ogu alanlardaki analizlere uygulanan bir yontemdir [74]. Bu teknigin
kullaniminin yayginlagsmasi son yillardaki makale sayisindaki artistan da goriilmekte olup,
gida analizleri, farmokolojik uygulamalar, biyobilim, ¢evresel uygulamalar ve adli tip
uygulamalar1 gibi genis uygulama alanlarina sahiptir. CE’ in genis uygulama alanlarinin
yaninda inorganik iyonlarin ayiriminda da son yillarda hizla gelisen bir analitik teknik
oldugu ve iyon ayirimlarinin saglandigi bir teknik olan iyon kromatografiye (IC) alternatif
olarak yaygin kullanildig1 goriilmektedir [75,76]. Kapiler elektroforez yonteminde iyon
analizi, tamponla doldurulmus bir kapiler kolona elektrik alan uygulanmasiyla birlikte
iyonlarin gd¢ hizlari farkliigina dayanmaktadir. Iyonlarin gé¢ hizlarindaki farklilik,
yiikleri ve kiitleleri ile belirlenen kendi elektroforetik mobilitelerine baglidir. Kapilerin bir
ucundan verilen iyonlar giiclii elektroosmotik akis (EOF) ile kapilerin diger ucuna
stiriiklenerek dedektorden sirayla gegerler. Kapiler elektroforez oldukca hizli ve ¢ok kiiciik
hacimdeki 0,1 ile 10 nL numunelerde yiiksek ayirim giicline sahiptir. Ayirma ortami kiigiik
i¢ capa sahip kapiler kolonda gerceklestiginden, dedeksiyon hacmini sinirlandirmaktadir
[77]. Ayrica, duyarliligin ve minyaturizasyonun gerceklesmesi igin potansiyometrik

dedektorin kullanildig: sistemler de gelistirilmistir[78].

2.1.1. Kapiler Elektroforez

Kapiler Elektroforez, bir elektrik alan etkisi altinda bir kolon boyunca bilesenlerin tampon
akist ile siirliklenmesiyle hareket hizlarinin farkina dayanan hizli ve etkin bir ayirma
teknigidir. Klasik elektroforezdeki ayirma ortaminin, kapiler icerisine taginmasiyla birlikte

CE’ de elektroforetik uygulama alanlarinin ¢ok genis bir alana yayilmasina neden
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olmustur. Bundan dolayr sadece makromolekiillerin degil kiiciik molekiillerin de
aymriminda kullanilan etkili bir yontemdir. Ayni1 zamanda katyonlarin, anyonlarn ve
miseller elektrokromatografi tekniginin kullanilmasi ile birlikte nétral molekiillerinde tek

bir analizle ayrilmasi ve tayini gerceklesebilmektedir.

2.1.2. Elektroforez

Bir elektrik alanin etkisi altinda yiiklii partikiillerin s1v1 ya da yar1 kat1 bir ortam igerisinde

g0¢ etmesi anlamina gelmektedir. Bir iyonun gé¢ hiz1 asagidaki esitlikle verilir :

v = pepE (2.1)
v = lyonun gé¢ hiz1
pep = Elektroforetik mobilite

E = Uygulanan elektrik alan Mobilite, verilen bir iyon ve ortam icin karakteristiktir.
Mobilite, bir elektrik alan tarafindan verilen kuvvet ve onun ortam boyunca bir siirtlinme

kuvveti tarafindan belirlenmektedir.

Elektrik Alan, E

v

Ff Fe

©

Sekil 2.1. Yiiklii partikiile elektrik alan varliginda etki eden kuvvetler

A

oo ep w(Elektrik kuvveti / siirtlinme kuvveti)

Yikli partikiil tizerine etkiyen elektrostatik kuvvet, partikiiliin net yiikii ve ¢ozeltideki

elektrik kuvveti ile dogru orantilidir.
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Elektrik alan kuvveti:
Fe=qE (2.2)
ve siirtiinme kuvveti:
Ff = -6mnrv (2.3)

esitligi ile verilmektedir. Burada, q iyonun yiikii, n ¢6zeltinin viskozitesi, r iyonun yarigapi,

v ise iyonun hizidir.

Ilerlemis go¢ hareketinden sonra, zit elektrostatik kuvvet ve siirtiinme kuvvetleri belli bir
noktada dengeye ulastig1 diisiiniiliirse, partikiil sabit hizla ¢ozelti i¢cinde hareket eder ve 2.4

esitligine ulasilir;

FE:FF

q.E = 6mnrv (2.4)

Bu denklemlerden hareket ederek elektroforetik mobilite i¢in denklem 2.5 elde edilir.

q
= 6rmn

(2.5)

Elektroforetik hiz iyonun yiikii ile dogru orantili, iyonun hidrodinamik yarigapr ve
cevreleyen ortamin viskositesi ile ters orantilidir. Kiigiik iyonlar daha az siirtinmeye maruz
kalir ve boylece daha biiyiik olana gore ortamda daha hizli hareket eder. Benzer olarak
iyon yiikii biiylik olan, elektrot tarafindan daha fazla cekilir ve ortam boyunca daha hizl
hareket eder [79]. Elektroforetik mobilite verilen iyon veya ¢6ziinen igin karakteristik bir
Ozelliktir ve daima sabittir. Farkli iyon ya da c¢ozlinenler farkli elektroforetik hiza
sahiptirler. Elektroforetik mobilitedeki farkliliktan dolay: elektroforez kullanilarak iyonlar
ve ¢Oziinenlerin ayirimi mimkiindiir [80]. Tipik bir elektroforetik ayirmada, kolonda
yiik/yarigap orani daha biiyiik olanlar ilk 6nce gog¢ eder, daha az oranda olanlar ise devam

ederler. Kolondaki eliisyonun sematik gosterimi Sekil 2.2° de gosterilmektedir.
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Sekil 2.2. Bir elektroforetik ayirimda yiiklii (pozitif, negatif) tiirlerin yiik/yarigap

+4++44++

oranlaria gore dagilimi (t : zaman).

Yiiksek yiiklii tiirler = yiiksek mobilite
En az yiikli tiirler = diisiik mobilite
Notral tiirler = sifir mobilite

x-yiiklii kiiciik tiirler = yliksek mobilite

x-yiiklii biiytik tiirler = diisiik mobilite
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2.1.3. Kapiler Elektroforez (CE) Cihazi ve Caliyma Prensibi

Kapiler elektroforez isleminin gerceklesmesi i¢in gerekli olan enstriiman oldukca basittir.
Kapiler elektroforez sisteminin basit gosterimi Sekil 2.3” de verilmektedir. Sistemin ana
bilesenleri; kapilerin i¢ine girdigi iki hareketli faz veya tampon kabi, yiiksek voltaj kaynagi
(1-60 kv), yiiksek voltaji ileten tampon haznelerinde bulunan iki elektrot, elektroosmotik
akis ve elektroforetik siireglerin meydana geldigi bir kapiler kolon ve bir dedektorden
olugmaktadir. CE’ in ¢aligma prensibi ise; kapilerin iki ucu platin elektrotlarin bulundugu
tampon veya hareketli faz cozeltilerini igeren kaplara yerlestirilir ve sisteme bir dig
kaynaktan 60 kV’ a kadar yiiksek voltaj uygulanir. Burada, tampon ¢06zeltinin akisi ile,
analit molekiilleri sahip olduklari elektroforetik mobiliteye gore go¢ eder ve kapilerin bir

ucunda dedeksiyon islemi gergeklestirilir [81].

Yuksek Voltaj Kaynagn

Bilgisayar

Dedektor

Yikama Hareketli

Faz Viali
'
2

Hareketli Faz Viali Hareketli Faz Viali

3 ' Omek Vial Bog Vial U B

Sekil 2.3. CE cihazinin sematik gosterimi (Hareketli faz : calisma tamponu)
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2.1.4. Kapiler Kolon

Kapilerin igi

Poliimid Kaplama

Silika Kapiler

Sekil 2.4. Bir CE kolonunun basit gosterimi

Genellikle 10-75 um i¢ c¢ap, 350-400 um dis c¢ap Olgiilerine sahip silika kapilerler
kullanilmaktadir. Silika kapilerinin yaygin olarak kullanilmasinin nedeni UV/goriiniir 15181
geciren, bikiilebilir ve saglam oldugundan tercih edilmektedir. Gaz kromatografi (GC)
kolonlarina benzer sekilde kapiler koruyucu bir tabaka olan poliimid ile kaplanarak
kuvvetli ve kolay tutulur hale getirilir [82]. Dedeksiyon i¢in poliimidin birka¢ milimetrelik
kism1 yakilarak kapilerde optik pencere agilabilir. Silika kapiler kadar yaygin olmasa da

cam, plastik, teflon kapilerler de kullanilmaktadir.

Kapilerin kullanima hazirlanmasi, tekrarlanabilir sonuglar alinmasi agisindan ¢ok 6nemli
olup ayirma elektroosmotik akis hizina bagli ve bu da kapiler ylizeyine gore degistigi i¢in
deney Oncesi hazirlik 6nemlidir. Yeni kapiler genellikle 1M NaOH ile en az yarim saat
yikanarak aktif hale getirilir. Calismaya baslarken kapilerin tamponla belirli bir siire

dengeye gelmesine izin verilmelidir [83].

2.1.5. Elektroosmotik Akis (EOF)

Hareketli faz iceren bir kapiler tiipe bir elektrik alanin uygulanmasi sonucu pH’ a bagh
olarak silika kapilerinin i¢ yiizeyindeki silanol gruplarinin (ya da herhangi bir
iyonlagabilen gruplarin) iyonlasmasi nedeniyle negatif yiikliidiir. Kapilerin g¢eperinde

bulunan silanol gruplari, iyonik hareketliligin bir sonucu olarak tampondan pozitif yiikli
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iyonlar1 ¢eker ve derhal bir zit yiikklenme meydana gelir [84]. Kapilerin i¢ yiizeyinde bir
elektriksel tabaka olusur ve bu tabaka iki kisimdan olugsmaktadir. Kapiler yiizeyinde olusan

bu elektriksel tabaka Sekil 2.5 de verilmistir.

Partikul Yuzeyl "

l;(D(DCDg(D(D(MDOGJ(D(DI“
%

e ® ® o 9
! e Uzakhk
Stern  Difiize Cift Tabaka

Tabaka Tabaka
SSPOH wpeie Si(r 4 [ (pK, = 6)

Sekil 2.5. Stern teorisine gore elektriksel ¢ift tabaka yapisinin sematik gosterimi

(1) Yiizeye yakin olan yogun i¢ tabakaya “Stern Tabaka” denilmektedir. Bu tabakada

yiizeyden uzaklastik¢a potansiyel mesafe ile dogrusal iliski olarak azalmaktadir.

(2) Stern tabakanin dis yiizeyinde bir difiize tabaka meydana gelmektedir. Burada
kapiler kolondan wuzaklastikga ortaya c¢ikan potansiyel iistel olarak azalmaktadir.
Kapiler yiizeyindeki ve yiizeye yakin ¢ozeltideki bu yiik yogunlugu elektiriksel ¢ift tabaka

olarak adlandirilmaktadir.

2.1.6. Zeta Potansiyeli

Stern tabaka ve difiize tabaka arasindaki potansiyel, zeta potansiyeli (g) olarak

adlandirilmaktadir ve 0-100 mV arasinda degerler almaktadir.

EOF hiz1 ve uygulanan elektrik alanindaki iliski agagidaki esitlik tarafindan verilmektedir.
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Vo= —— (2.6)

Esitlikte;
¢ = eliientin dielektrik sabiti
¢ = zeta potansiyeli
E = elektrik alan kuvveti
n = viskozite

Acikga goriiliiyor ki EOF yiizey yiik yogunlugu, elektrik alan kuvveti, elektriksel cift

tabakanin kalinlig1 ve ayirim ortaminin viskozitesine baghdir [85].

Zeta potansiyeli kapiler duvari iizerinde asidik silanol gruplarinin iyonlagmasi tarafindan
biiyiik olglide yonetildiginden dolayi, EOF’ 1n derecesi elektrolitin pH sina bagli olarak
degisecektir. pH 4 un altinda iyonizasyon diisiiktiir ve bu ylizden EOF 6nemli degildir. pH

9 un stiinde ise silanol gruplari tamamen iyonize olur ve EOF 6nemlidir [86].

Sekil 2.6’ da kapiler i¢ ylizeyinde silanol gruplarinin iyonlasmasinin pH ile degisimi
verilmektedir [87] .

OH OH OH OH Yukseok pH
——

A — kA &
Duguk pH

Sekil 2.6. Kapiler i¢ ylizeyinde silanol gruplarinin iyonlagsmasimin pH ile degisimi

Elektroosmotik akis hizi (EOF), elektriksel alan kuvveti (E) ile orantili olup asagidaki
esitlikle ifade edilir:

v,=po.E (2.7)
po = Elektroosmotik mobilite

v0 = Elektroosmotik akis hiz1

25



E = Elektriksel alan kuvveti

Kapilerde analitler kendi yiiklerine gore gogseler bile, elektroosmotik akis hizi biitlin
pozitif, notral ve hatta negatif tanecikleri kapilerin ayni tarafina siiriklemeye yetecek kadar
bliytiktiir. Elektroosmoz olmasi durumunda, bir iyonun hizi, onun elektroforetik hizi ve

elektroosmoz akis hizinin toplamudir.
UAPP =y, + uEP (2.8)
LAPP = Goriinen mobilite

LEP = Elektroforetik mobilite

Notral tiirler elektrik alanin varligindan etkilenmezler, bu yilizden elektroforetik hizlar
sifirdir. Kapiler kolonda EOF hizi ile siiriiklenirler ve pAPP p,’ e esit olur. pAPP degeri
iyonlarin yiikiine bagli olarak i, dan ya kiigiik ya da biiyiik olacaktir. Pozitif yiiklii iyonlar
EOF akis ile ayn1 yonde siiriiklendikleri i¢in iyonun go¢ hizi py’den biiyiik, negatif yiikli

iyonlar ise EOF akis yoniine ters hareket ettikleri i¢in i, den kiigiik olacaktir.

Pozitif, negatif iyonlar ve noétral partikullerin hareket hizlari su sekilde gosterilebilir.

Pozitif iyonlar igin ; v=(u, + pnEP). E (2.9)

Negatif iyonlar i¢in ; v = (up— LEP ). E (2.10)

Notral partikiiller i¢in ; v = . E (2.11)
+ ) f 4 -
I; ‘ |.10 'uEP 7o) ‘ I"lo uep =
+‘ -
T A ‘ B ‘ C I >

Sekil 2.7. A) Negatif yiiklii tiiriin mobilitesi B)N6tral tiirlerin mobilitesi C) Pozitif yiiklii

tiirlerin mobilitesinin sematik gosterimi
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2.1.7. EOF’ 1n Sematik Gosterimi

Elektrik alanin uygulanmasi ile birlikte katyonlar katot yoniinde hareket eder. Bu katyonlar
solvatize olduklarindan tampon ¢dzeltisi i¢erisindeki ¢oziicli molekiilleriyle birlikte hareket
edeceginden c¢ozeltideki biitlin tiirler katoda dogru hareket eder ve elektroosmotik akis

meydana gelir. Boylece biitiin tanecikler ayni1 noktadan gectigi i¢in bunlar tayin edilebilir.

-~

Yuksek Voitaj
Kaynag

Online
Dedektor

I &
Anot . '"’Wuo -
r

Sekil 2.8. EOF’ in sematik gosterimi [78]

Sadece EOF’ 1 biiyiikliigiinii degil, ayn1 zamanda yoniinii de degistirmek miimkiindiir.
Anyonlarin analizi i¢in gé¢ zamanini azaltmak amaciyla elektroosmotik akig yoniinii ters
cevrilebilir. Bunu gerceklestirmek i¢in tampon ¢ozelti icerisine bir katyonik yiizey aktif
madde ilave edilerek gergeklestirilebilir. Kapilerin i¢ ylizeyinde yiizey aktif madde
adsorblanir ve kapilerin i¢ ylizeyi pozitif yiikle yiiklenmis olur. Boylece, tamponun
anyonlar1 kapilerin i¢ yiizeyine yakin bir yerde birikir ve elektroosmotik akis yonii anoda

dogru ¢evrilmis olur.
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Elektroosmotik Akis

Sekil 2.9. EOF’ 1n ters yonlii sematik gosterimi

Sekil 2.10° da A ya bakildiginda dedektdriin katot tarafinda oldugu CE ayirimi, B de ise
dedektoriin anot tarafinda oldugu bir CE aymrimi gosterilmektedir. A sikkinda enjeksiyon
anot tarafinda dedektor ise katot tarafinda, EOF yonii ise katot yoniindedir. CE de bir
anyonun analizi gergeklestirildiginde onun elektroforetik hizi ve EOF ters yonde
oldugundan, anyonun goriinen hizi EOF hizindan daha az olmaktadir. Bu da anyonlarin
ayirimi gergeklestiginde analiz siiresini arttirmaktadir. Bu problemi ortadan kaldirmak icin
EOF ters gevrilir ve Sekil 2.10° da B’de gosterilmektedir. Enjeksiyon katot tarafinda,
dedektor anot tarafinda olacak sekilde yer degistirir. Anyonun elektroforetik hizi ve EOF
hizi ayn1 yonde oldugu i¢in anyonun goriinen hizt EOF hizindan biiyiikk olmaktadir.

Boylece anyonlarin analizi daha kisa siirede gergeklestirilmis olmaktadir.
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a) Enjeksiyon Dedektir

¢ Q_EDF ¢

+ pe peo

«— O —

b) Enjeksiyon Dedektdr

* —_ EOQF &

e

=%

Sekil 2.10. a) Dedektoriin katot tarafinda oldugu CE ayirimi1 b) Dedektdriin anot
tarafinda oldugu CE ayirimi

2.1.8. EOF’ 1 Kontrol Etme Yontemleri

Kapiler elektroforez de EOF hizi1 elektroforezin gergeklesmesini saglayan ¢ok dnemli bir
olay oldugundan kontrol edilmelidir. Eger EOF hiz1 yiiksek olursa pikler iist iiste biner ve
ayirim saglanamaz, ¢cok yavas olursa da ayirim giicii diismektedir. EOF kontrolii tampon
viskozitesinde ya da kapiler yiizeyindeki yiik degisiminde degisiklik yapmay1 gerektirir.
Bunu yapmak i¢in birkag metod vardir. Basarili ayirimlar i¢in EOF optimize edilmelidir

[88].
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Cizelge 2.1. EOF’ 1 kontrol etme yontemleri

DEGISKEN SONUC YORUM
Elektrik alan1 | EOF da orantil1 bir Azaltildiginda verim ve ayiricilik
degisiklik azalabilir. Arttirildiginda joule
1sinmasi olabilir.
Tampon pH s1 | Diisiik pH da EOF EOF yi degistirmek i¢in en iyi yoldur.
azalirken yliksek pH da | Coziinenin yiikii ve yapisini
artar degistirebilir.
Iyonik siddet Arttirildiginda zeta Yiiksek iyonik siddet yliksek akimlari
veya tampon potansiyel ve EOF yi ve joule 1s1s1n1 olusturur. Diisiik iyonik
derigimi azaltir siddet 6rnek adsorpsiyonu ile
sonuclanabilir. {letkenlik drnek
iletkenliginden farkli ise pik seklini
bozabilir. Azaltilirsa 6rnek yigilmasini
sinirlar.
Sicaklik Viskoziteyi degistirir Sicaklik enstriimanla birlikte kontrol
edilebildigi i¢in oldukca kullanighdir.
Organik Zeta potansiyeli ve Kompleks degistirir, etkiler, deneysel
degistirici viskoziteyi olarak belirlenmelidir. Seciciligi
degistirir.(genelde EOF’ | degistirebilir.
1 azaltir)
Yiizey aktif Hidrofobik ve/veya Anyonik yiizey aktifler EOF’1
madde iyonik etkilesimlerle arttirabilir. Katyonikler EOF’ 1 tersine
kapiler duvarina cevirebilir veya azaltabilir. Seciciligi
adsorplanir onemli derecede degistirebilir.
Notral Hidrofobik etkilesimlerle | Yiizey yiikiinii koruyarak ve
hidrofilik kapiler duvarina viskositeyi arttirarak EOF’ 1 azaltir
polimer adsorpalanir
Kovalent Kapiler duvarina | Birgok degisiklik mimkiindiir.
baglanma kimyasal baglanma Kararlilik problemi vardir.

2.1.9. CE ve HPLC’ de Akis Profilleri

HPLC’de hareketli fazin siiriiklenmesi bir mekanik pompa yardimiyla olmaktadir.
Hareketli faz kolon duvarlarindaki siirtiinmeden dolay1 bir parobolik akis meydana gelir ve
bu akistan dolay1 hareketli fazin hizi merkezde biiyiik fakat duvarin bitisiginde hiz merkeze
oranla daha diisiiktiir. Bunun sonucu olarak bant genislemesinden dolayr aymrim giicii

diismektedir [86,89,90].

30



Basmg sdrikleme

Partikisl — Huz Dl’ﬂflli

B

Nl &

Sekil 2.11. Hidrodinamik akis goriiniimii

Bununla birlikte CE’de kapilere bir elektrik alan uygulanmasi sonucu EOF den dolay1 diiz
bir akig goriinlimiine sahiptir. Ciinkii kapiler duvarindaki yiik dengeli bir sekilde
dagitilmigtir. Kapiler boyunca hareketli fazin hizi degisememektedir. Diiz bir akis
goriinimiinden dolayr HPLC’deki gibi bant genislemesine etki etmez ve yliksek ayirim

giicii meydana gelmektedir [86, 89, 90].

Elektroosmotik surukieme
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Sekil 2.12. Elektroosmotik akis goriintimii
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2.1.10. Bant Genislemesinin Kaynaklari

2.1.10.1. Dispersiyon

Kapiler elektroforezde farkli analitler uygulanan voltaj ile analit mobilitelerindeki
farkliliklara dayanarak bolgeler seklinde ayrilirlar. Analitleri ¢6zmek icin bu bolgeler
tamamen birbirlerinden ayrilmalar1 gerekmektedirler. Dispersiyon, zon icindeki analit
hizindaki farklar sonucunda olusmaktadir ve farkli analitler digerlerinin iginde

stiriiklenirler ve boylece ayirim gerceklesememektedir.

2.1.10.2. Joule Isinmasi ve Sicaklik Gradienti

Joule 1s1nmas1, ¢dzeltinin akim gegisine direncinin bir sonucudur. Uretilen 1s1 H, elektrotlar

arasinda uygulanan potansiyel V, elektrik akimi1 I ve zaman t ile dogru orantilidir.
H=VxIxt (2.12)

Eger 1s1 sistemden uzaklastirilmazsa ayiriciligr azaltmaktadir [90]. Sistemde 1sinin artmasi
ile degisik sicaklik gradientleri, viskositede meydana gelen degisiklikler ve bunlar1 takiben
bant genislemesi meydana gelmektedir. Kapiler duvar1 boyunca 1sinin termal dagilima,
kapiler duvarindan kapiler merkezine dogru gidildikge daha yiiksek sicakliklarda meydana
gelmektedir. Diizlemsel elektroforezde joule 1sinmasi etkin bir sekilde dagitilmadigindan
dolayr yiiksek potansiyellerin uygulanmasini sinirlandirmaktadir. CE’de kullanilan
kapilerin bir avantaji olarak; yiiksek ylizey / hacim oranina sahip oldugu i¢in 1s1y1 iyi

dagitir ve yiiksek potansiyeller uygulanabilir hale gelir [91].
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Sekil 2.13. Joule 1sinmasi ve sicaklik gradienti

Cizelge 2.2° de joule 1smmmast ve sicaklik gradientlerini kontrol etme yOntemleri

gosterilmektedir [78].

Cizelge 2.2. Joule 1sinmasi ve sicaklik gradientlerini kontrol etme yontemleri

Degisken Etkisi

Elektrik alanini azaltmak o Uretilen 1s1 orantili olarak azalir.

* Verimi ve ayiricilig azaltir.

Kapiler i¢ ¢apini azaltmak » Akimda etkili bir diisiis,
* Duyarlilik azalir.

+ Ornek adsorbsiyonun artisina neden olabilir.

Tamponun iyonik siddetini | * Akimda orantili bir diisiis,

veya derisimini azaltmak » Ornek adsorpsiyonun artisina neden olabilir.
Aktif sicaklik kontrolii * Isiy1 sabit kilar ve olusan 1s1y1 kapilerden
uzaklastirir.
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2.1.10.3. Boyuna Difiizyon

CE oldukga yiiksek verimliliginin sonucu biiyiikk bir ayirim giiciine sahiptir. CE ve
kromatografi gibi diger yiiksek ayirim giicline sahip tekniklerinin ayirma etkinligi Van
Deemter esitligi tarafindan bicimlendirilir. Ayirimin kantitaf bir 6l¢iisii olarak birbiri ile

baglantili iki terim kullanilmaktadir. Bunlar; (1) tabaka yiiksekligi; H ve (2) tabaka sayist;

N=LY/y (2.13)

L'= Kapilerin enjeksiyon ucu ile dedektdr arasindaki mesafe

Bir kolonda, tabakalarin sayisinin artmasi ve tabaka yiiksekliginin azalmasiyla kolon

verimliligi artmaktadir.

B
H =238+ —+T{,
2 £, A (2.14)

Burada A(eddy difiizyon), B(boyuna difiizyon) ve C(kiitle aktarimina karsi gosterilen
direng) sabitlerdir. CE de denklemde tabaka yiiksekligine katkis1 olan {i¢ terimin ikisi yok
edilir. Bunlar A ve Cux terimidir. Ciinkii tek bir faz oldugundan siv1 diizenli bir sekilde
tasindigindan bu terimler yok edilir. Bu durumda ideal sartlar altinda bant genislemesinin

esas kaynag1 boyuna diflizyon terimidir.

Yiiksek elektrik alan uygulandiginda kapiler igerisinde analitler dedektore daha kisa stirede
ulasacaklar i¢in difiizlenme siireleri o kadar kisa olmaktadir. Protein, DNA gibi biiyiik

molekiil agirlikli maddeler kiigiik molekiillere gore daha az dispersiyona ugramaktadir.

2.1.10.4. Ornek Verilmesi

CE’ de kullanilan kiigiik hacimli 6rneklerin verimli ve tekrarlanabilir bir sekilde kolona
verilmelidir ve yiiksek verim elde etmek icin kullanilan enjeksiyon metotlar1 bant
genislemesine etki etmemelidir [92]. Bunun sonucunda CE’ de numune enjeksiyonu

yapabilmek i¢in iki yontem vardir. Bunlar;
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1 - Elektrokinetik enjeksiyon
2 - Hidrodinamik enjeksiyon

Elektrokinetik enjeksiyonunda; kapilerin bir ucu ve buna bagh elektrot tamponun
bulundugu boliimden ¢ikarilip numunenin bulundugu kap icerisine konur ve belirli bir siire

potansiyel uygulanarak numune kapiler i¢ersine alinmis olur.

Elektrokinetik

— -

Sekil 2.14. Elektrokinetik enjeksiyon yontemi

Hidrodinamik enjeksiyonda ise 6rnek, uygulanan bir basing yardimu ile kapiler igine alinir.
Kapilerin giris ¢ikist arasinda bir basing farki uygulandiginda 6rnegin belli miktar
(nanolitre seviyesinde) kapiler i¢ine akar. Hidrodinamik enjeksiyon cihaz modeline gore ii¢

sekilde yapilabilir. Bunlar;
« Ornek kismina kontrollii basing uygulanur.

» Ornek, kapilerin diger ucuna uygulanan kontrollii bir vakum ile kapilerin igerisine alinr.

+ Kapilerin giris ¢ikis1 arasindaki yiikseklik farki uygulanmasiyla bir basing elde edilir.
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Sekil 2.15. Hidrodinamik enjeksiyon yontemi

2.1.10.5. Duvar Adsorpsiyonu

Coziinenler ve duvar arasindaki etkilesim ayirim etkinligini diistirmeye neden olmaktadir.
Duvar ve c¢oziinen etkilesiminin ¢ogu katyonik c¢oziinenler ve negatif ylkli duvar
arasindaki iyonik etkilesimden olusur. Dar kapilerinin kullanimi biiyilik yiizey alani/ hacim
oranina sahip oldugundan bu etkilesimi azaltmaktadir. Adsorpsiyon genellikle, diisiik
difiize olan c¢ok yiiklii gruplar igeren protein, peptidler gibi biiylik molekiillerde
gozlenmektedir. Coziinen ve duvar etkilesimini azaltmak i¢in g¢esitli yaklagimlar
mevcuttur. En basit yaklasim siiriikklenen tamponun modifikasyonunu igerir. Ornegin
tampon konsantrasyonu artirilarak kapiler duvarinin yiikii diisiiriilerek duvar ve ¢oziinen
etkilesimleri azalmaktadir. Bununla birlikte yiiksek iyonik kuvvet EOF yi azaltir,
¢Oziinenin kapilerdeki harcadigi zaman miktar1 artar. Ayrica akimdaki bir artisa neden olur
ve bunu takiben ayirimin verimini azaltan joule i1sinmasi meydana gelir. Diger basit
yaklasim bir pH degisiminin kullanilmasidir. Diisiik pH da silanollarin hepsi protonlanir ve

herhangi bir iyonik etkilesimi 6nleyen yiiksiiz bir durum olusur.
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2.1.10.6. Elektrodispersiyon

Ornek iyonlar1 ve ayirim tamponun iletkenlik farkliliginin baslica etkileri pik sekillerinde

carpiklik ve partikullerin belirli yerde odaklanmasina neden olmaktadir.

Ormnek boélgesi tampondan daha yiiksek mobiliteye sahip oldugunda, érnek bdlgesinin én
kenar1 difiize olacak ve arka kismi sivrilecektir. Tersine, 6rnek bolgesi tampondan diigiik
mobiliteye sahip oldugunda ise O6n uc¢ sivri, arka ug¢ difiize olmus bigimde hareket
edecektir. Iletkenlikler esit oldugunda, piklerde ¢arpiklik goriilmeyecektir. Sekilde 2.16” da
tampon iyonlar1 ve Ornek iyonlarinin iletkenlik farklilifindan dolayr 6rnek bdlgesinin

genislemesi sematik olarak goriilmektedir.

Sekil 2.16. Ornek iyonlar1 ve ayirim tamponunun iletkenlik farkliligindan dolay1 érnek

bolgesinin genisleme

2.1.11. CE’ de Kullamlan Tamponlar

Tampon hem EOF hem de pH ve konsantrasyon gibi faktorler ile analitleri etkiler. CE’ de

kullanilan tamponlarin 6zellikleri;

e Segilen pH araliginda iyi bir tampon kapasitesi
e Dedeksiyon dalga boyundaki kiigiik absorbans (UV dedektor)
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e Akim iiretimini en aza indirmek i¢in diisilk mobilite (yani; biiylik, en az yiiklii iyon)

sahip olmalidirlar. Tablo 2.3’ de yaygin olarak kullanilan tamponlarin pKa degerleri
verilmektedir. Tris ve borat gibi biyolojik tamponlar, genellikle ¢ok biiyiik ve bu yiizden
yiiksek konsantrasyonlarinda fazla akim tiretmediklerinden dolay1 6zellikle kullanighdir.

Dezavantaj1 da kuvvetli bir UV absorbans 6zellik gostermeleridir.

Cizelge 2.3. CE’ de yaygin kullanilan tamponlar

Isim pKa
Fosfat 2,12
Sitrat 3,06
Format 3,75
Suksinat 4,19
Sitrat 4,74
Asetat 4,75
Sitrat 5,40
Suksinat 5,57
MES 6,15
ADA 6,60
Imidazol 7,00
Fosfat 7,21
HEPES 7,55
Trisin 8,15
Tris 8,30
Morpholine | 8,49
Borat 9,24
CHAPSO 9,60
Fosfat 12,32
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2.1.12. Kapiler Elektroforez Cesitleri

Kapiler elektroforetik ayirma birkag degisik sekilde smiflandirilmaktadir. Kapiler
elektroforez prensibi ile ¢alisan bu teknikler, kapiler bolge elektroforez (CZE), kapiler jel
elektroforez (CGE), kapiler izoelektrik odaklama (CIEF), kapiler izotakoforez (CITP),
miselli elektrokinetik kromatografi (MEKC) ve kapiler elektrokromatografi (CEC)’ dir.

2.1.12.1. Kapiler Bolge Elektroforez (CZE)

Kapiler bolge elektroforez basitligi ve uygunlugundan dolayr CE’in en yaygin kullanilan
tipidir. Uygulanan potansiyel ile karisimi olusturan pargaciklar kendi yiik/ yarigap oranina
gore sahip olduklar1 iyonik hareketliliklerine gore bolgelere ayrilirlar. Bununla birilikte,

notral tiirler elektroosmotik akis hizi ile hareket ettiklerinden dolay1 ayrilamazlar.

Kapiler bélge elektroforez

my

o‘ i |

i
i ]

Sekil 2.17. Kapiler bolge elektroforez yonteminde ayirimin sematik gdsterimi

2.1.12.2. Kapiler Jel Elektroforez (CGE)

Kapiler jel elektroforez, gdzenekli bir polimer matriks igerisinde protein ve niikleik asit
gibi makromolekiillerin biiyiikliik ve sekillerine gére ayirimi esasina dayanir. Kullanilan

gozenekli polimer maddeler molekiiler elek etkisi yapmakta ve buna bagli olarak polimerin
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gozenek blylikligi ve analitin iyon biiyiikligline bagli olarak numunenin go¢iinii
geciktirmektedir. Bu tip bir eleme etkisi, yaklasik olarak ayni yiike sahip olan fakat
buytikliikleri(hacimce) olan  proteinler, DNA  parcalar1 ve oligomerler gibi
makromolekiillerin ayrilmasinda o6nemli oOlgiide faydali olmustur [93]. Kapiler
elektroforezde yaygin olarak kullanilan jel tipi olarak, capraz baglayici reaktiflerin
bulundugu ortamda akrilamidin polimerlesmesiyle meydana gelmis poliakrilamit polimeri

kullanilmaktadir. Bunun yani sira kapiler elektroforezde kullanilan diger jel tiirleri, agaroz;

AR
WE YR

Sekil 2.18. Kapiler jel elektroforez yonteminde ayirimin sematik gosterimi

metil seliiloz ve polietilen glikoldiir [91] .

130

/,,
Polimer maiciks

2.1.12.3. Kapiler Izotakoforez (CITP)

Kapiler izotakoforez, izotakoforezin kapiler igerisinde ger¢eklesmesinden olusmaktadir.
Izotakoforez ise izo(ayni), tako(hiz) ve forez(elektroforez) kelimelerinden meydana
gelmektedir. Izotakoforez esnasinda anyonlar ya da katyonlarin ayirrmi miimkiindiir, fakat

her ikisi ayn1 anda yapilamaz.

Ayirma isleminde numune iki tampon arasina enjekte edilir. Ondeki tampon hareketliligi
numune ic¢indeki en hizli iyondan daha hizli iyonlar ve sonraki tampon ise hareketliligi

numune iyonlarindan daha diisiik iyonlar igerir.
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Ayirim ortamina bir elektrik alan uygulandiginda analit iyonlar1 kendine 6zgti peE carpimi
ile verilen hizla hareket ederler. Numune bilesenleri sabit elektrik akimi ve sicaklikta
birbirine yakin bantlara ayrilir. Ohm kuralina gore, elektrik alan siddeti iyon bantlarinin
mobilitesi azalacagi i¢in artar. Bantlar olustuktan sonra numune bilesenleri aym1 hizda

hareket eder.

™ il

Sekil 2.19. Kapiler izotakoforez yonteminde ayirimin sematik gosterimi

2.1.12.4. Kapiler Izoelektrik Odaklama (CIEF)

Kapiler izoelektrik odaklama amfoterik tiirlerin ayrilmasinda kullanilmaktadir. Bir zayif
karboksilik asit grubu ve bir zayif baz amino grubu igeren, ¢ozeltilerinde hem proton
alabilen hem de proton verebilen; proteinler, peptitler ve aminoasitlere amfiprotik madde

denilmektedir.

Pozitif ve negatif iyonun her ikisini birden tasiyan tiirlere dipolar iyon denilmektedir.
Anyonik ve katyonik formunun derisimleri birbirine esit oldugu pH da bir elektrik alan
uygulandiginda o6rnek bilesenlerinin herhangi bir yonde hareket etmezler ve bir pH
gradienti olugsmaktadir. Net bir hareketin olmadig1 pH’ ya izoelektronik nokta (pl) denir.
Ayirim iglemi, o6rnek bilesenlerinin izoelektrik noktalarindaki (pI) farkliliklarini esas alir.

Ayirma igsleminde odaklanmis bantlari tayin edebilmek icin kapiler igeriginin, kapilerin bir
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ucuna yerlestirilmis olan dedektérden ge¢mesi gereklidir. Bu durum basing farkiyla
yapilabilecegi gibi, elektrot bolmelerindeki ¢o6zeltinin degistirilmesiyle de kolayca

yapilabilir.
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Sekil 2.20. Kapiler izoelektrik odaklama yonteminde ayirimin sematik gésterimi

2.1.12.5. Miselli Elektrokinetik Kromatografi (MEKC)

Miselli  Elektrokinetik Kromatografi elektroforez ve kromatografi tekniklerinin
birlesiminden olusmaktadir. 1984 de Terabe [94] tarafindan gelistirilen CE tekniginin en
yaygin kullanilan bir ¢esididir. Elektroforetik tekniklerde sadece yiiklii molekiillerin analizi
gerceklesirken, MEKC yontemi ile yiiksiiz ¢6ziinen maddelerin ayrilmast miimkiindiir. Bu
hareket eden tampon igerisine yiizey aktif maddelerin eklenmesi ile ger¢eklesmektedir.
Kapiler icerisine kritik misel derisimini asacak sekilde yiizey aktif madde ilave edilir.
Miseller genellikle hidrofobik kismi i¢ tarafta ve iyonik kisimlari su molekiillerine dontik
olmak {iizere kiire seklinde bir araya gelirler. Sekil 2.21°de anyonik ve katyonik miselerin

gosterimi bulunmaktadir.
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Sekil 2.21. Anyonik ve katyonik misellerin gdsterimi

Miseller polar olmayan tanecikleri hidrokarbon kisminin i¢inde absorbe ederek ikinci bir
faz meydana getirir, bdylece apolar tiirler ¢ozelti icerisinde c¢oziiniirlestirilmis olur.
Sodyum dodesil siilfat gibi anyonik yiizey aktif maddeler anoda dogru go¢ ederler. MEKC
daha ¢ok katoda dogru elektroosmotik akisla uygulanir. Genel olarak, SDS misellerin
elektroforetik mobilitesi, elektroosmotik mobiliteden daha diisiiktiir ve yavasga katoda
dogru hareket ederler. Boylece bir tamponda hizli hareket eden su faz ile yavas hareket
eden misel fazlarindan meydana gelir. Boyle bir sisteme numune ilave edildiginde,
numune bilesenleri sulu faz ve miselin i¢ kismi olan hidrokarbon fazi arasinda dagilirlar.

Buradaki dagilma dengesi ¢oziinen maddenin polaritesine baglidir.

Sekil 2.22. Miselli elektrokinetik kromatografi yonteminde ayirimin sematik gésterimi
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Sekil 2.23. MEKC’de elektroforegram

t, = Elektroosmotik akis zamani
tm = Misel gd¢ zamani

tr1, tr2, trz = Coziinenlerin gd¢ zamani

2.1.12.6. Kapiler Elektrokromatografi (CEC)

Kapiler elektrokromatografi (CEC), kapiler elektroforez (CE) ve yiiksek performans sivi
kromatografisi (HPLC)’ nin iyi Ozelliklerini birlestiren bir hibrit yontemdir. Kapiler
elektrokromatografi (CEC), bu iki tekniginden bilesiminden olustugu i¢in ayirma giicii
artmaktadir. CEC’ nin kendini olusturan bu iki teknige gore avantajlart Sekil 2.24’de
verilmektedir.
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Mekanik pompa kullaniimadig igin Kigik partikiillerin analizinin
sistemin basitlestirilmesi sinirlandiriimamasi

1 ]

| cE | cEC | HPLC]

v v

HPLC deki gibi yukslz tanecikleri CE deki gibi H.F. EOA ile durgun faz
ayirabilmesi lzerinden hareket ettiriimesi

Sekil 2.24. CEC’ nin CE ve HPLC’ ye gbre avantajlari

Kapiler elektrokromatografi (CEC), elektrik alan etkisi altinda bir kromatografik kolon
boyunca sabit faz iizerinden bilesenlerin bir tampon ya da hareketli faz akisi ile
stirliklenmesiyle hareket hizlarinin farkliligina dayanan bir ayirma yontemidir. CEC’ de

kolon boyunca analitlerin go¢ii ti¢ adimda incelenebilir. Bunlar;
1. Tamponun elektroosmotik akisi ile analitlerin gocii,

2. Analitlerin elektroforetik mobiliteleri (yiik / yaricap oranina bagh olarak) farkliligina

bagli olarak bilesenlerin gocii,

3. Analitlerin hareketli ve durgun fazlarda farkli oranlarda dagilmasina bagli olarak

bilesenlerin gogii.

CEC’ de bir analitin analizi gergeklestirildiginde onun alikonma zamani 1. ve 2. madde de
belirtilen elektroforetik go¢c ve 3. madde de belirtilen kromatografik alikonmanin

toplamudir.

Alikonma zamani = elektroforetik go¢ + kromatografik alikonma
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CEC’ de kullanilan kapilerler HPLC’ de kaplanan materyal ile doldurulur.

Genellikle silika dolgulu kapilerler kullanilir ve boylece biiyiik negatif yiikk yogunluguna
sahip olurlar. Bu ayirimu siiriikleyen 6nemli bir EOF’ 1n iiretimine izin verir. Sekil 2.25” de

kapilerin sematik gdsterimi bulunmaktadir.

Sekil 2.25. CEC’ de kullanilan kapiler kolon

% Kapiler Duvan

Elektriksel Cift
Tabaka

Sabit Faz
Partikileri

EOF =)

Sekil 2.26. CEC yonteminde ayirimin sematik gosterimi
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Cizelge 2.4. Kapiler Elektroforez Cesitleri

Model Ayirim Esasi

Kapiler Bolge Elektroforez (CZE) | Analitlerin ~ Cozeltideki ~ Mobilite
Farkliliklar

Kapiler Jel Elektroforez (CGE) Makromolekiillerin Yiikiine ve Iyon

Biiytikliigiine Gore Ayrilmasi

Kapiler izotakoforez Etkin Mobiliteleri Farkli; On ve Geri
Elektrolit Arasinda Kalan Analitin
Farkli Hizlarda Hareketi ile Ayrilmasi

Kapiler izoelektrik Odaklama Protein ve Peptitlerin  izoelektrik
Noktalarindaki Farkliligina Dayanarak

Ayrilma
Miselli Elektrokinetik | Misel ile Hidrofobik ve Iyonik
Kromatografi Bilesiklerin Etkilegsimi
Kapiler Elektrokromatografi Analitlerin sabit faz ve hareketli faz

arasindaki dagilma katsayilar1 ve

elektroforetik mobilite farkliliklari

2.1.13. Elektroferogram

CE’ de elde edilen pikler kromatografiden elde edilen piklere benzer ve elektroferogram
olarak adlandirilir. Bir elektroferogram go¢ zamanina karst dedektdr cevabiin bir
grafigidir. Katyonik, notral, anyonik ¢dziinenlerden olusan ii¢ bilesimli karisiminin ayirimi

icin tipik bir elektroferogram goriiniimii Sekil 2.27” de verilmektedir [95].
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Katyon

Anyon
Notral

Dedektor
cevab

|
| L

0 Go¢ zamani

Sekil 2.27. Tipik bir elektroferogramin gériiniimii

2.1.14. Dedektor

Konsantrasyon degisiklerini elektriksel olarak goriilebilir sinyallere doniistiiren araclara

dedektor denir. Dedektorlerin tipi, giicii ve ayirma etkinligi bakimindan énemlidir.

Cizelge 2.5. CE’de yaygin olarak kullanilan tayin yontemleri ve tayin limitleri

CEC’ de Tiirlerin Tayin Yontemleri ve Tayin Limitleri

Dedeksiyon teknikleri Tayin Limitleri (mol)
Spektrofotometri
Absorpsiyon 10%-101
Floresans 107-10°
Kolondan énce tiirevlendirme | 102°-10™
Kolonda tiirevlendirme 8.107%

Kolondan sonra tiirevlendirme | 2.10™Y

UV (dolayh) 10131012

Floresans (dolaylr) 5.10™

Termal mercekler 410"

Raman 210"
Kiitle spektrometri 1.10"
Elektrokimyasal

fletkenlik 1.10™

Amporemetri 7.10™

Potansiyometri
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2.1.14.1. Absorbans Dedektori

Kapiler elektroforezde en yaygin kullanilan dedektér absorbans dedektorleridir.
Dedeksiyon hacmini nL. veya daha az tutabilmek icin dedeksiyon kolon iizerinden
yapilmalidir. Bunun i¢in kapilerin i¢i kismindaki polimiid koruyucu kaplamanin bir kismi
yakma, ¢ozme veya kazma ile uzaklastirilir ve bu kisim dedektor hiicresi olarak gorev
yapar. Bu durum 1sin yolunun uzunlugunu azaltir ve derisim cinsinden gozlenebilme
siirini azaltir. Absorbans dl¢limlerinin duyarliligini artirmak i¢in kapilerinin ucunun ‘z’
seklinde biikiilmesi, kapilerin sonuna dogru bir baloncuk olusturmast ile

gergeklestirilebilmektedir. Boylece 1s1n yolu artmaktadir.

Kapiler elektroforez de, ayirimi yapilacak olan analit kromorfik veya floroforik grup
igermiyorsa Indirek Spektrometrik dedeksiyon uygulanir. Ayrilacak madde UV/goriiniir
alanda absorpsiyon gostermiyorsa, tampon i¢ine UV/goriiniir alanda bir kromofor madde
konulur. Omek ayrilip dedektdrden gegerken kromofor ile yer degistirip negatif seklinde

pikler goriiliir.

2.1.14.2. Floresans Dedektor

Bu yontemin tayin smuri diisiik olup, biitiin bilesikler i¢inde sadece ¢ok azi floresans
ozellige sahiptir. Yogun 151n kaynagindan faydalanarak gbzlenebilme sinirlarini diigiirmek

amacuyla, kiiciik kapilerde uyarici 1s1n1 odaklamak i¢in lazerli cihazlar tercih edilmektedir.

2.1.14.3. Kiitle Spektrometrik Dedektor

Kiitle spektrometreli kapiler elektroforez protein, DNA parcalar1 ve peptitler gibi biiyiik
dogal molekiillerin tayininde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu dedektor ile analiz

edilecek maddenin kiitlesi de tayin edilmis olmaktadir.
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2.1.14.4. Elektrokimyasal Tayin

Kapiler elektroforezde ii¢ cesit elektrokimyasal dedektor kullanilmaktadir. Bunlar;
iletkenlik, amperometri ve potansiyometridir. Kapiler elektroforezin diger konveksiyonel
kromatografik metotlarla karsilastirildiginda en 6nemli avantajlarindan biri elektroforetik
ayirim sistemlerinin minyaturizasyonu sinirlandirmamasidir. 10 fL kadar diisiik 6rnek
hacimlerinin enjeksiyonuna izin verir. Kii¢lik 6rnek hacmi ve kiigiik i¢ ¢cap CE kapilerinin
kullanilmasi1 dedeksiyon metotudun kiigiik hacim olmasini sinirlamaktadir. Tam olarak
duyarlilik ve minaturizasyonun yapilabilmesi basarili bir sekilde elektrokimyasal
dedeksiyon (EC) ile yapilabilmektedir [96].

Kapiler elektroforezde organik asitler ve inorganik iyonlarin analizi i¢in UV- absorpsiyon
ya da floresans dedektdr uygun degildir. Ciinkii bu tiir bilesiklerin ¢ogu UV 151
absorplamazlar ve floresans aktivite gostermezler. Bu yiizden optik dedeksiyonlar dolayli
yapilmaktadir. Bu da duyarliligin azalmasina neden olmaktadir. Heniiz CE’ de
elektrokimyasal dedektorler sik kullanilmamasina ragmen bu tiir bilesiklerin analizi i¢in
kullanim1 uygundur. Amperometri cogunlukla direkt olarak kullanilmaktadir (elektroaktif
tirlerde) ve cok diisiik dedeksiyon limitleri basariyla elde edilebilir. Konduktometrik
dedektor elektrokimyasal dedektorlerin icinde daha ¢ok evrenseldir, fakat onun duyarlilig
biiyiik zemin sinyalleri tarafindan simirlandiriimaktadir. Potansiyometrik dedektorler ise
sadece anyon ve katyonlara cevap verdiklerinden dolay1 konduktometrik dedektorden daha
secicidir [97].

Kapiler elektroforezde kullanilan PDA ve floresans dedektorler tasmnabilirlik agisindan
kullanim1 uygun degildir. Potansiyometrik dedektorler ise duyarliligini kaybetmeksizin

kolaylikla minyaturize olabilirler ve mikro CE hiicrelerinde kullanilirlar [98].

2.2. Metodun Gecerli Kilinmasi (Validasyon Parametreleri)

Metodun gegerli kilinmasi, metodun validasyonu, metodun performans 06zelliklerinin
anlasilmas1 ve metodun bilimsel olarak her sart altinda uygulanabileceginin garanti altina
alinmasi i¢in yapilan kontrollerdir veya diger bir ifadeyle belirli sartlarin, yasal gerekler,

tiretim (proses) gereklilikleri, istenilen degerler icin objektif delillerin ortaya konmasiyla
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ve deneylerle ispatlanmasidir [99]. Validasyon siirecinin en 6nemli adimlarindan biri metot

performans parametrelerinin belirlenmesidir ki bunlar asagida verilmistir:

e Spesifiklik (Specificity) ve Secicilik(Selectivity),
e Kaesinlik (Precision),

e Tekrarlanabilirlik (Repeatibility),

e Tekrar elde edilebilirlik (Reproducibility),

e Dogruluk (Accuracy),

e Lineerlik (Linearity),

e  Olgiim aralig1 (Range),

e Referans standartlar ile karsilagtirma (Comparison with the reference standards),
e Kararhlik(stability),

e  Tutarlilik(consistency),

e Tayin Limiti (Limit of Detection,LOD),

e Olgiim Limiti (Limit of Quantitation,LOQ),

e Saglamlik (Robustness/Ruggedness), [98]

2.3. Sistem Uygunluk Testi Parametrelerinin Tayini

Cihazin validasyonu ve gelistirilen analitik yontemin diger validasyon parametrelerinin

hesaplanmasindan dnce en basta yapilip bulunulmasi gereken degerlerdir.

2.3.1. Dogruluk

Analizler sonucu elde edilen degerlerin dogru veya gercek degere yakinliginin dlgiisi
dogruluk olarak tanimlanir. Dogruluk herhangi bir sistemik hata veya gelistirilen yontemle
elde edilen degerlerin dogru degerden sapmalar1 hakkinda fikir verir. Dogruluk,
numunenin hazirlanisinin  etkisini 6lger. Geri kazanimin hesaplanmasinda kullanilan
kalibrasyon esitliginin, esas analizde dogrusallik olarak verilen esitlikle ayni olmasi
gereklidir. Ortama ilave edilen analitin, analiz yapilan ortamdan hangi oranda geri

alinabildigini gosterir [100].
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2.3.2. Kesinlik

Analiz icin gelistirilen sivi kromatografik yontemin gercek c¢alisma kosullarindaki
tekrarlanabilirliginin Olciisiidiir. Analizi yapilan ila¢ etken maddesinin gelistirilen sivi
kromatografik yontemle elde edilen sonuglarinin birbirine yakinliginin 6l¢tistidiir. Sonuglar

%BSS veya % VK (validasyon katsayis1) olarak ifade edilirler.

Olgiim yapilan her bir derisim diizeyi i¢in en az 5-6 tayin yapilmalidir. Elde edilen
sonuglarin en az 5 tanesinin sonucunun %BSS's1 teorik degerin %15'inden daha fazla

sapmamalidir. Kesinlik {i¢ kistmda hesaplanir.

Tekrarlanabilirlik (enjeksiyon arasi): Kisa zaman dilimindeki ayni islem kosullar1 altindaki

(ayn1 anda hazirlanmis ¢ozelti, hareketli faz, kolon sartlar1 vb.) kesinligi ifade eder.

Orta kesinlik: Ayn1 giinde, farkli ¢ozeltiler hazirlanip analiz edilerek saptanan bir kesinlik

derecesidir.

Tekrar edilebilirlik: Gelistirilen sivi kromatografik yontemin farkli sartlarda, farkli

giinlerde, farkli laboratuvarlardaki kullaniminin kesinligini belirtir [100].

2.3.3. Secicilik

S1v1 kromatografik bir yontemin seciciligi, analizi yapilacak numunede var olan ve analizi
yapilacak maddeyle girisim yapabilecek diger bilesenlerin yaninda analiz edilmek istenilen
maddenin Olgiilebilme kabiliyetidir. Segiciligi olmadigi veya yeterli olmadigi bir

kromatografik analiz yonteminin diger performans parametreleri de anlamsizdir [100].

2.3.4. Teshis simir1 (LOD)

Analizi yapilan 6rnegin kromatogramdaki pikinin ve yerinin belirdigi ama miktar tayini
sinirlart  igerisine girmeyen en alt derisimidir. Birka¢ yolla bulunabilir. Yapilan
deneylerden elde edilen sonuclarin kullanildigi hesaplamalardan bulunabildigi gibi,
dogrudan gozlenerek de bulunabilir. Hesaplamak i¢in kullanilan formiil esitlikde

verilmistir [100]. LOD= (3.3 x "SD" )/m
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2.3.5. Tayin alt simir1 (LOQ)

Analizi yapilan maddenin kabul edilebilir diizeyde kesin ve dogru olarak miktarinin tayin
edilebilecegi, dogrusallik aralig1 disinda olan veya araligin en alt sinirin1 olusturan derigim
diizeyidir. Yapilan deneylerden elde edilen sonuglarin kullanildigi hesaplamalardan
bulunabildigi gibi, dogrudan gozlenerek de bulunabilir. Hesaplamak i¢in kullanilan formiil

esitlikde verilmistir [100].

LOQ= (10 x "SD" )/m

2.3.6. Dogrusalhk

Derisime kars1 analit cevabiin gelistirilen yontemde dogru orantili olarak degismesi ve
cizilen grafikte cevabin diiz bir ¢izgi iizerinde yer almasidir. Korelasyon (r) ve tayin (r%)

katsayist dogrusallig1 veren parametrelerdir.

Degisik derisimdeki analitin kromatogramlarindan elde edilen cevap degerlerine karsi
derisim miktarlar1 regrasyon analizi ile matematiksel olarak hesaplanir. Dogrusallik analit
cevap degerleri ¢izilen dogru ilizerinde ne kadar yer aliyorsa ve r veya r? degerleri 1'e ne

kadar yakinsa saglanmis demektir [100].

2.3.7. Arahk

Aralik yeterli dogruluk ve duyarlikta dogrusalli§a sahip yontemin gecerli oldugu alt ve iist

sinirlar arasinda yer alan derigim araligidir [100].

2.3.8. Duyarhhk

Duyarlilik, dogrusalligin gegerli oldugu araliktaki dogru denkleminin egimidir [100].
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2.3.9. Saglamhk

Gelistirilen bir kromatografik yontemin analiz parametrelerindeki ufak degisimlerden
etkilenmeden kalabilme kapasitesidir. Bu parametreler, hareketli faz kompozisyonunda

bulunabilen organik ¢6ziicliniin yiizdesi, pH, iyonik gii¢, sicaklik vb. etkenlerdir [100].

2.3.10. Tutarhhk

Yontemin gergek kullanim kosullart altinda tekrar edilebilirliginin bir 6l¢iistidiir. Bunun
icin gelistirilen bir caligmanin, aymi laboratuvarda farkli analizciler tarafindan, farkli
laboratuvarda benzer cihazlarda, reaktif ve ¢oOziiciilerin markalar1 degistirilerek, farkli
giinlerde, farkli sicakliklarda yapilmasi gibi normal test parametrelerinin degistirilmesi,

HPLC yonteminde kolon degisimi ile deneylerin tekrarlanmasi sonucunda saptanir [100].

2.3.11. Kararhhk

Kararlilik, Amerikan Farmakopisi tarafindan yapilmasi zorunlu bir validasyon parametresi
olarak tanimlanmakla birlikte, tekrar edilebilir ve giivenilir sonuglarin elde edilebilmesi
icin tavsiye edilen bir validasyon basamagidir. Kararliliklarini belirli bir siire koruyabilen
numune, standart madde ve c¢oziiciilerle tekrarlanabilen, dogru ve kesin sonuglar elde
edilir. Kararlilik ¢aligmasi i¢in ne kadar stireye ihtiya¢ duyuluyorsa (1 giin, 1 hafta, 1 ay, 1
yil) o kadar siire igerisinde gergeklestirilmelidir [100].
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3. KAYNAK ARASTIRMASI
3.1. Kapiler Elektroforez Yontemi ve Galantamin ile Yapilan Cahismalar

Marek Bajda ve arkadaslari asetilkolinesteraz intibitdrlerin mikroanaliz teknigi ile
elektroforetik olarak hizli bir sekilde analizi lizerine ¢aligmalar yapmislardir. Hafif ve
orta derecedeki Alzheimer hastaliginda meydana gelen bilissel agikliklari
asetilkolinesteraz inhibitorleri ve biitirilkolinesterazin semptomatik tedavilerini etkili bir
yontem olarak tanitmiglardir. Donepezil, rivastigmin ve galantamin beyindeki kolinerjik
sinir iletimini arttirarak 0grenme ve bellegin gelistirilmesi amactyla kullanilmistir.
Asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz inhibitor aktivitesi Spektrofotometrik Ellmanis
testine gore Olclilmiistiir. Bu yontem enzimatik yarilma siirecleriyle iirlin arasindaki
reaksiyona  dayanir.  Calismada  kemiliiminesans  yontemi  kullanilmistir.
Asetilkolinesteraz faaliyeti hidroliz n-kolin {riiniiniin birikmesi sonucu firetilen 151k
emisyonunun artist temeli ile belirlenmis ve hareketsizlestirilmig bir enzim reaktorii
olan (IMER) kullanilarak  kinetik parametreler ve eylem mekanizmasi

degerlendirilmistir [101].

M. Jimidar ve arkadaslari, yontem gegerliligi ve kimyasal kalite kontrolii igin
enantiosegici CE yOnteminin saglamlik testini yapmuslardir. Galantamin HBr etken
maddesinin en Onemli steroizomerik safsizlik miktarinin tayininde siral kilcal
elektroforez  yonteminin  dogrulanmast i¢in ICH prosediiriiniin  uygulanmasi
tartisilmistir. Buradaki yaklasimda kiral bilesiklerin analizi, yiiksek ayirma verimliligi
nedeniyle siral kapiler elektroforez (CCE) yontemi ile elde edilmistir. Kilcal
elektroforez (CE) ve HPLC gibi teknikler gerekli olan dogrulamalari yapmak i¢in
secilen ilk tekniklerdir. Bu makalede Galantamin HBr en Onemli steroizomerik
safsizligin miktarinin tayini i¢cin CCE yonteminin dogrulanmasi konusunda ICH
yonteminin uygulanmasini ele alan bir ilag maddesidir. Ozgiilliikk, dogruluk, hassasiyet,

miktar tayini, saglamlik, dogrusallik ICH kurallarina gore degerlendirilmistir [102].

Roelof Mol ve arkadaslar1 tarafindan miseller elektrokinetik kromatografi-elektrosprey
iyonizasyonu kiitle spektrometrisi ile Galantamin ve Ipratrapium numunelerinde ilag
safsizliklar tespit edilmistir. Sodyum fosfat, asetonitril ve sodyum dodesilsiilfat gibi

farkli tamponlar ve ¢adziiciiler kullanilarak MEKC-MS analizi ile Galantamin
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numunesinin safsizliklart ve bozulma {iriinleri ¢alisilmigtir. Galantamin safsizliklarinin
karakterizasyonu MS/MS ile belirlenmistir. Sunulan yontemin ila¢ maddelerinin kii¢iik
safsizliklarinin belirlenmesi ve yapisininin agiklanmasi i¢in iyi bir potansiyeli oldugu

belirtilmistir [103].

Vadde Ravinder ve arkadaglar1 tarafindan Galantaminin enantiyomerik ayrilmasi igin
gegerli bir siral LC yontemi ¢alisiimistir. Siral R-Galantamin ve S-Galantamin igin hizli
ve duyarli izokritik ayirma i¢cin HPLC metodu gelistirilmistir. Reziiliisyonu 3 ten biiyiik
olan R ve S Galantamin formlar1 Alzheimer hastaligi i¢in iyi bir ¢Oziiniirlik
gostermistir. Sicak ortamda n-hekzan, izopropanol ve dietilamin mobil faz olarak
(80:20:0.2 oraninda) kullanilmistir. Akis hiz1 dakikada 0.8 mL ve eliisyon 289 nm de
gerceklesmistir. Bu metotta R-Galantamin ve S-Galantamin ilag formiilasyonlarindan
ayrimi yapilmistir. Metotta R-Galantamin seviyeleri 0.21 ve 0.84 pg/mL olarak
bulunmustur [104].

Akbar Islamnezhad ve arkadaslari tarafindan standart yontemler igin bir alternatif
olarak, basit camsi1 karbon elektrot lizerinde Galantaminin hizli diferansiyel voltametrik
darbe ile belirlenmesi olmustur. Sulu ortamda Galantaminin elektrokimyasal davranisi
dongiisel ve diferansiyel voltametri ile incelenmistir. Voltamogramlart pA autolab
FRA2 potansiyostat-galuonastat ile kaydedilmistir. Ug elektrotlu sistem calisma
elektrodu, zit elektrot ve referans elektrot olarak Ag/AgCl ye kadar bir platin ¢cubuk gibi
camsi bir karbon ile birlikte kullanilmistir. Tiim testler oda sicakliginda ve N, atmosferi
altinda gerceklestirilmistir. Yiiksek pH degeri Galantaminin zirve potansiyelini
etkilemistir. En iyi analitik cevap pH 2’de alinmistir. Katodik tepe akimlar1 optimize
edilmis deneysel kosullar altinda 0.1-10 mp araliginda Galantamin konsantrasyonlariyla
orantili bir sekildedir. Tespit limiti 0.02 mp oldugunda Galantamin pik potansiyeli ve
pik akimin potansiyel tarama hizina etkisi arastirilmistir. V3 tarama hizinin V, tarama
hizina kars1 en yiiksek akimlarinin difiizyon kontrollii bir islem igin ¢ok benzer,
dogrusal oldugu goriilmiistiir. Onerilen ydntem, basariyla ticari tablet analizine

uygulanmustir [105].
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3.2. Cahsmada Kullamlan Maddelerin Kimyasal,

Farmokinetik Ozellikleri

3.2.1. Galantamin Hidrobromiir

Formiil:

CHsO
- HBr

Fiziksel,

Sekil 3.1. Galantamin HBr’ nin kimyasal formiilii

Kapah formiil:

C17H21N03.HB|’

Sistematik adi:

Farmokolojik,

(4aS,6R,8aS)-4a,5,9,10,11,12-hekzahidro-3-metoksi-11-metil-6H-benzofuro[3a,3,2-

ef][2]benzazepin-6-ol hidrorobromid [106].

3.2.2. Fiziksel Ozellikleri:

Galantamin Hidrobromiir beyaz veya hemen hemen beyaza yakin bir renkte toz halinde

bulunur. Su i¢inde yavas yavas c¢Oziiniir. Tersinir, rekabetci bir asetilkolinesteraz

inhibitoriidiir. 25°C'nin altindaki oda sicakliginda saklanmalidir. Molekiil agirligi 368,27

g’dir [107].
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3.2.3. Farmokolojik Ozellikler:

Tersiyer bir alkoloid olan galantamin asetilkolinesteraz enziminin (AChE) kompetetif ve
secici bir inhibitoridiir. Kesin etkisi bilinmemesine ragmen, galantaminin terapotik etkisini
kolinerjik islevi artirarak goOsterdigi sayilmaktadir. Asetilkolinin yikimindan sorumlu
enzim olan asetilkolinesteraz1 inhibe eder ve asetilkolin diizeyinin artmasini saglar. Ilag bu
etkisini kolinesteraz enzimini reversibl olarak inhibe ederek gosterir. Kolinesteraz
enziminin blokaji asetilkolin’in hidrolizinin reversibl olarak inhibisyonuna neden olur.
Eger bu mekanizma dogru ise, galantamin’in etkisi hastalik siireci ilerledik¢e ve islevsel

kolinerjik noronlarin sayisi azaldik¢a giderek zayiflayabilir .

Galantamin hidrobromiir SSS’de bulunan antikolinesteraz’a, periferdeki butilkolinesteraza
gore cok daha yiiksek afinite gosterir. Halbuki organofosfatlar, akridinler, karbamatlar,
fizostigmin ve kuvarterner amonyum yapili antikolinesteraz ilaglar (ambenonyum,
neostigmin, piridostigmin gibi) her iki enzime de esit afinite gosterirler. Ancak kuvarterner
amonyum yapisindaki antikolinesteraz inhibitdrleri mutad dozlarda kullanildiklarinda kan
beyin engelini asamazlar ve bu nedenle esas olarak periferdeki kolinesteraz enzimini

etkilerler.

Serebral kortekste asetilkolin diizeylerinin artmasi diisiinme, 6grenme ve hafizada saglanan
olumlu gelismelerden sorumlu tutulmaktadir. Bu mekanizma saglam kolinerjik néronlarin
varligim gerektirir. Alzheimer hastaliginin ilerlemesi saglam kolinerjik noéronlarin
sayisinin azalmasina neden oldugundan, galantamin hidrobromiir’iin bu tiir olgulardaki
etkinligi daha diistiktiir. Galantamin hidrobromiir tedavisinin demansa yon veren gidisati

etkiledigine isaret eden herhangi bir bulgu yoktur .

Klinik ¢aligmalar: 5-6 ay siireli plasebo kontrollii klinik caligmalarda galantaminin etkili
dozlar giinde 16- 24 ve 32 mg’dir. Giinde 16 mg ve 24 mg dozlarinin en 1yi yarar/risk
oranina sahip oldugu kanisina varilmis ve idame dozlar olarak onerilmistir. Galantaminin
etkinligi hastalifin ii¢ biiyiik semptom kompleksinin degerlendirildigi sonug Olciitleri ve
bir global 6l¢ek kullanilarak gosterilmistir: ADAS-Cog (kavrama 6l¢limiin temel alan bir
performans testi), PDA ve ADCS-AdL-Anketi (giindelik yasamin temel ve aragh

aktivitelerinin 6l¢iimii), Noropsikiyatrik Anket (davranis bozuklugunu 6lgcen bir dlgek) ve
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CIBIC plus (hasta ve hasta yakini ile yapilan gériismeye dayali olan ve bagimsiz bir hekim

tarafindan yapilan global bir degerlendirme) [108].

3.2.4. Farmokinetik Ozellikler:

Galantamin alkali bir bilesik olup iyonizasyon sabiti (pKa) 8.2 dir. Hafif derecede lipofilik
olan galantaminin n-oktanol/tampon soliisyon (pH 12) ile arasindaki dagilim katsayisi
1.09°dur. Suda (pH 6) ¢oziintirliigii 31 mg/mL’dir. Galantaminin {i¢ siral merkezi olmakla
birlikte S, R, S formlar1 dogal olarak olusan formlaridir. Galantamin yikimi sirasinda
ortaya ¢ikan metabolitlerden bazilarinin in vitro olarak aktif oldugu fakat in vivo olarak

onemli bir etkinlige sahip olmadig1 gosterilmistir [108].

3.2.5. Metabolizma

Galantaminin en az %75’1 karacigerde sitokrom (CYP) 450 izoenzimleri yolu ile
metabolizma olur. In vitro ¢aligmalar CYP2D6’nin O-desmetilgalantamin, CYP3A4’{in N-
oksid-galantaminin olusmasinda yer aldigim gostermistir. Idrar ve fegesteki total
radyoaktivitenin atilm seviyesi zayif ve hizli metabolize ediciler arasinda farkl
bulunmamistir. Zayif ve hizli metabolize edicilerden almman plazma o6rneklerindeki
radyoaktivitenin biiyiikk ¢ogunlugunu degismemis galantamin ve onun glukuronid
metaboliti olusturdugu gozlenmistir. Tek doz uygulama sonrasi zayif ve hizli metabolize
edicilerin plazmalarinda, galantamin aktif metabolitlerine (norgalantamin, ve O-
desmetilgalantamin, O-desmetil-norgalantamin) konjuge olmamis formda saptanmamustir.
Coklu doz uygulama sonrasi, hastalarin plazmalarinda norgalantamin saptanmistir ancak

toplam galantamin diizeyinin %10’undan fazlasina rastlanmamustir [ 108].

3.2.6. Eliminasyon

Galantaminin plazma konsantrasyonu bi-eksponansiyel olarak azalir. Saglikli kisilerde
terminal yar1 émrii 7-8 saattir. Hedef popiilasyondaki tipik oral klerens analizinde kisiler

arasi saptanan %30’luk farkla yaklagik 200 ml/dak’dir. Tek oral doz 4 mg H-galantaminin
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uygulanmasindan yedi giin sonra, radyoaktivitenin %90-97’si idrardan, %2.2-6.3’i
fecesten elde edilmistir. Galantamin oral uygulanmasindan sonra, 24 saat i¢inde dozun
%18-22’si degismemis olarak idrarla atilmistir. Renal klerens 68.4 & 22.0 ml/dak. (toplam
plazma klerensinin %20-25"1)’dir [108].

3.2.7. Emilim ve Dagihhm

Emilimi hizlidir, oral soliisyon ve tablet alinmasindan yaklasik 1 saat sonra tmaks’a ulagilir.
Galantaminin biyoyararlanimi yiiksektir (%88.5 = 5.4). Yiyecekler emilim miktarim
etkilemeden (EAA) emilim hizim1 geciktirir (tmaks) V€ Cmaks’ 11 %25 oraninda diisiiriir.

Ortalama dagilim hacmi 175 L’dir. Plazma proteinlerine %18 oraninda baglanir.

Galantaminin giinde iki defa 12-16 mg tekrarlayan dozlarinin tablet olarak
uygulanmasindan sonra ortalama taban ve tepe plazma konsantrasyonlar1 29-97 ng/mL ile
42-137 ng/mL arasindadir. Galantamin, giinde iki defa 4-16 mg doz araliginda dogrusal
farmakokinetik gosterir. Giinde iki defa 12 mg ya da 16 mg alan hastalarda 2-6 ay arasinda

galantamin birikimi gézlenmemistir [108].

3.2.8. Metoprolol (i¢ standart):

Formiil:

Hoo™

Sekil 3.2. Metaprolol’iin kimyasal formiili

Kapali Formiil:

C15H2sNO3
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Sistematik ada:

(RS)-1-(Izopropilamino)-3-[4-(2-metoksietil)fenoksi]propan-2-ol

3.2.9. Fiziksel Ozellikleri:

Metoprolol tartarat yaklasik 120 © C (248 ° F), cok diisiik bir erime noktasina sahiptir ve
stiksinat formu olarak erime noktasi yaklasitk 136 °C (277 ° F) dir. Disiik erime
noktalarina sahip olan ilaglarin iiretim ortaminda c¢alisilmast zor ve ¢Oziiniirlik
problemlerinden dolayi, metoprolol her zaman, tuzlari halinde sentezlenir. Serbest baz,
mumsu beyaz bir katidir ve tartarat tuzu ince kristaldir. Etken madde, metoprolol siiksinat
veya (100 mg metoprolol tartarat 95 mg metoprolol siiksinata Karsilik gelir) metoprolol
tartarat olarak da kullanilmaktadir [109].

Metoprolol bagirsagin tiim kisimlarindan emilmektedir. Emilim hizli ve tamdir. Tabletlerin
alinmasindan yaklasik 1,5-2 saat sonra kanda doruk plazma derisimine ulasmaktadir.
Yogun ilk ge¢is metabolizmasi nedeniyle, metoprololiin oral tek dozun yaklasik %50’si
sistemik dolasima katilmaktadir. Yar1 omrii doza bagimli olmayip, tekrarlanan dozla
degismemektedir. Plazmadaki metoprololiin yaklasik %10’u proteinlere baglanmaktadir.
Metoprololiin ortalama eliminasyon yar1 Omrii 3-4 saattir; metabolizmasi yavas

calisanlarda yar1 Omrii 7-9 saat arasindadir. Dozun yaklasik %95°1 idrarla atilmaktadir

[110].
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4. MATERYAL VE YONTEM

4.1. Genel Bilgi

Bu boéliimde Galantaminin Kapiler Elektroforez yontemi tayininde kullanilan cihazlar ve

kimyasallar hakkinda bilgi verilmistir.

4.1.1. Kullanilan Cihazlar ve Gerecler

Cizelge 4.1'de calismada kullanilan cihazlar ve gerecler belirtilmistir.

Cizelge 4.1. Kullanilan cihazlar ve geregler

Adi Kullanim Amaci Aciklama

Kapiler Galantamin’in analiz Agilent Technologies 7100
elektroforez Cihaz1 | ¢alismalarinda kullanilmistir.

Kapiler Galantamin’in analiz Agilent Technologies
Elektroforez calismalarinda kullanilmustir.
Kolonu
Kapiler Galantamin’in analiz PDA
Elektroforez caligmalarinda kullanilmistir.
Dedektorii
Ultrasonik Banyo Cozeltilerin hazirlanmasinda | Bandelin SONOREX
kullanilmustir.
Vortex Cozeltilerin IKA Genius 3
homojenizasyonunda
kullanilmustir.
Hassas Terazi Katt maddelerin  Gl¢iimiinde | Mettler Toledo
kullanilmustir.
pH metre pH 6l¢iimiinde kullanilmistir. Mettler Toledo Seven
Multi
pH elektrodu pH ol¢timlerinde kullanilmistir. | Mettler Toledo
InLab Expert Pro
Saf su cihazi Kullanilacak saf suyun temini | Millipore Direct-Q 3UV

i¢in kullanilmustir.
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4.1.2. Kullanmilan kimyasal maddeler

Deneylerde kullanilan biitiin kimyasal maddeler, analitik veya HPLC safliktadir. Bu
calismada kullanilan bilesikler Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2. Calisilan bilesikler ve 6zellikleri

Bilesik ozellikleri Maksimum  Absorbans | Kapah Molekiil
Yaptig1 Dalga Boyu Formiilu Agirh@

Galantamin HBr UV@ 210 nm C17H21:N03.HBr | 368.3 g/mol

Metaprolol UV@ 226 nm C15Ho5NO3 267,36 g/mol

Calismada yararlanilan diger kimyasal maddeler ve 6zellikleri Cizelge 4.3'te belirtilmistir.

Cizelge 4.3. Calismada kullanilan kimyasal maddeler

Adi Kullanim amaci Aciklama

Sodyum hidroksit pH ayarlamasinda kullanilmistir. Merck,  analitik
saflikta

Hidroklorik asit pH ayarlamasinda kullanilmstir. Merck, analitik
saflikta

Borik asit Tampon olarak kullanilmaistir. Merck,  analitik
saflikta

Fosforik asit Tampon olarak kullanilmistir. Merck, analitik
saflikta
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4.1.3. Kullamilan Cozeltiler

Calisilan bilesiklerden Galantamin ultra saf suda ¢oziilerek 100 ppm’lik stok ¢ozeltileri
hazirlanmis ve +4°C’de muhafaza edilmistir. Metaprolol ise 0,001 g almip 10 mL suda
¢oziiliip 100 ppm stok ¢ozeltisi hazirlanmis +4°C’de muhafaza edilmistir. Her bir stok
¢Ozeltiden istenilen derisimde seyreltmeler yapilmis ve hazirlanan ¢alisma ¢ozeltilerinden

kapiler elektroforez cihazina enjekte edilmistir.

4.1.4. Kullanilan Farmasotik Preparat

Galantamin etken maddesini igeren ilag formiilasyonunun miktar tayini yapabilmek amaci
ile Janssen Clag Tiirkiye ilag firmasindan temin edilen Reminyle® isimli ilag kullanilmustr.
Her tablet 8 mg Galantamin etken maddesi igermektedir. Yardimci maddeler olarak;
Jelatin, Dietil ftalat, Etil seliiloz, Hipromeloz, Polietilen Glikol, Titanyum dioksit, Siikroz,

musir nisastasi, kirmizi demir oksit igermektedir.

4.2. On Calismalar
4.2.1. Tampon Cozelti, pH ve Konsantrasyon Se¢imi

Yapilan c¢alismada tayin etmek istedigimiz analitler i¢in Oncelikle fosfat tamponu
kullanilmig ve ¢alismaya fosfat tamponu ile baglanmistir. Fakat pik sekli ve elektroforetik
mobilite dikkate alinarak Borat tamponu tercih edilmistir. Caligilan tabletteki analitin sulu
cozeltileri zayif bazik 6zellik gostermektedir. Bu ylizden bazik bir tamponla ¢aligilmstir.
Bu amagla pH 9-9,5 araliginda olan 5-10-20 mM Borat tamponu ¢o6zeltileri hazirlanmustir.
Bu ¢ozeltiler igerisinden pH 9,2 olan 10 mM Borat tamponu galantamin ve i¢ standart

olarak kullanilan metoprolol’lin ayrilmasi i¢in uygun bulunmustur.

4.2.2. Enjeksiyon icin Basing ve Siire Secilmesi

Kapiler analizlerinde hidrodinamik enjeksiyon yapilmistir. Enjeksiyon siiresini belirlemek

icin farkls siireler (3, 5, 10 s) denenmistir. Enjeksiyon siiresi arttik¢a pik alanlar1 artmakta,
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fakat pik genislemesine neden olmaktadir. Pik sekilleri daha keskin ve simetrik olduklari
icin, 100 mbar enjeksiyon basincinda en uygun enjeksiyon siiresinin 3 s olduguna karar

verilmistir.

4.2.3. Analitler Uzerinde Uygulanan Gerilimin Etkisi

Analitler Ttzerinde uygulanan gerilimin etkisi, 18, 24, 26 ve 30 kV olarak
incelenmistir. Uygulanan gerilimi artirarak daha kisa siirede goc¢ ve keskin pikler elde
edilir. Ancak, daha yiiksek uygulanan gerilim yiiksek akim ve artan joule 1sitma sergiler.
Ancak 30 kV gerilim iyi bir pik verimi verdigi ve joule 1sinmasi olugsmadigi i¢in makul

analiz degeri olarak se¢ilmistir. Bu kosulda akim 300 pA dir. Kaset sicakligi 25°C dir.

4.2.4. i¢c Standardin Belirlenmesi

Galantamin analizi sirasinda kullanilacak i¢ standart se¢imi igin, Oseltamivir, Lavumidin,
Valgansiklovir ve Metaprolol bilesikleri denenmistir. Segicilik, pik sekli ve analiz siiresi
g0z Oniine alindiginda i¢ standart olarak Metaprolol’iin kullanilmasi uygun goriilmiistiir.

Elde edilen elektroferogramlar Sekil 4.1, Sekil 4.2, Sekil 4.3 ve Sekil 4.4’de verilmektedir.

I DAD1 B, Sig=228,4 Ref=off (GALANTAMINIOSELTAMIMIINIZ D)

2
Di/'
.
o

Sekil 4.1. Oseltamavir bilesigi i¢in ¢alisma kosullarinda elde edilen elektroferogram.

Calisma dalga boyu 226 nm olarak belirlenmistir.
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T DAD1 &, Sig-280 A Rei-360 50 (CALANTAMINLAMUVIDIHNIZ 5y

maLl 2
2

Sekil 4.2.Lamuvidin bilesigi i¢in ¢calisma kosullarinda elde edilen elektroferogram.

Calisma dalga boyu 289 nm olarak belirlenmistir.

I DAD1 A, 5ig=260,3 Rer=360 50 (GALANTAMINWALGAN-HIOO00Z D)

Valgansiklovir

Sekil 4.3.Valgansiklovir bilesigi i¢in ¢calisma kosullarinda elde edilen elektroferogram.
Calisma dalga boyu 289 nm olarak belirlenmistir.

T AT B, 513-020.4 R=r300,50 (GALANTAMINTET OF GALA TNI07 .03

813

Metaprolol Galantamin

Lg

Sekil 4.4.Galantamin ve Metaprolol karisimi i¢in ¢alisma kosullarinda elde edilen

elektroferogram. Calisma dalga boyu 226 nm olarak belirlenmistir.
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Elde edilen elektroferogramlar incelendiginde Oseltamivir, Lavumidin ve Valgansiklovir
bilesikleri icin pik sekillerinin uygun olmadig1 veya piklerin ikiye yarildigir gézlenmistir.

Galantamin ve metoprolol karigimin net bir sekilde ayrildigi gézlemlenmistir.

4.2.5. Optimum Cahisma Kosullar:

Kolon Uzunlugu ve Capi: 55 cm (etkin uzunlugu 45 cm) x 50 um ID Kkapiler
Elektrolit Cozelti (Calisma Tamponu): 10 mM Borat tamponu, pH = 9,2
Enjeksiyon basinci ve siiresi: 100 mBar, 3 saniye

Voltaj: 30 kV

Dedektor: PDA Dedektor (210 nm Galantamin, 226 nm Metoprolol)

Belirtilen kosullarda elde edilen elektroferogramlar Sekil 4.5, 4.6, 4.7° de gésterilmistir.

T DADT B, 51g=225 4 Ref=360.50 (GALA ILAGYG ALME T10F PMODES 01

Sekil 4.5. Galantamin ve Metaprolol karisimi (10 ppm) igin ¢alisma kosullarinda elde
edilen elektroferogram. Calisma dalga boyu 226 nm.

I *pADL1, 2160 (121 mAU, - ) Ref=0.000 & 2.504 of GALMET10PPMOOES. [

200 2258 250 275 =00 328 350 375 nmj

Sekil 4.6. 10 ppm Galantamin i¢in ¢aligma kosullarinda elde edilen spektroskopi verisi.
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3 *pAL1, 19100191 mAU, - ) Ref=0.000 & 2.504 of GALMET10PPMOOES. [

T T T T T T T T
200 2258 250 275 =00 328 350 T

i

Sekil 4.7. 10 ppm Metaprolol i¢in ¢alisma kosullarinda elde edilen spektroskopi verisi.
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5. ARASTIRMA SONUCLARI
5.1. Standart Maddelerin Saflik Kontrolu

Deneylerde kullanilan standart maddeler analitik safliktadir. Ancak, bu maddelerin ¢abuk
bozunmasi (1siktan, havadan vs) nedeniyle saflik kontrolleri IR spekturumlari alinarak
yapilmistir. Galantamin icin elde edilen infrared spekturumu incelendiginde 2480-3561
cm ™ araliginda ¢ikan pikler O-H, N-H, C-H gerilme titresmeleridir.1014-1627 cm™ ve 460-
982 cmde ¢ikan pikler parmak izi bolgesinde tek bag gerilme ve egilme titresmeleri ve
daha karigik molekiil titregsmeleridir. Bu sonuglardan Galantaminin bu ¢alismay1
etkileyebilecek herhangi bir safsizlik i¢ermedigi sonucuna varilmistir. Galantaminin IR

spekturumu Sekil 5.1. de verilmistir.

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500450
cm-1
Name Description
galantamine_1  Sample 015 By Administrator Date Friday, July 04 2014

Sekil 5.1. Galantamin i¢in IR spekturumu

5.2. Tekrarlanabilirlik Calismalari

Hazirlanan standart ¢6zeltinin optimum kosullarda 5 kez 6l¢timii yapilmistir. Her bir analit
icin, pik alani1 ve go¢ zamanina gore ortalama, standart sapma ve bagil standart sapma

(RSD) degerleri hesaplanmistir. Bulunan degerler Cizelge 5.1°de verilmektedir.
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Cizelge 5.1. Galantamin ve Metaprolol i¢in elde edilen Go¢ Zamanlari ve Pik Alanlari (5
ppm Galantamin ve 10 ppm Metaprolol)

Go¢ Zamam Pik Alam
Galantamin 2,210 6,041
2,211 6,285
2,211 6,080
2,209 6,141
2,209 6,184
Ortalama 2,210 6,146
Standart Sapma 8,94.10™ 0,085
%BSS 0,041 1,384
Metaprolol 1,947 3,366
1,947 3,497
1,948 3,459
1,947 3,414
1,947 3,502
Ortalama 1,947 3,448
Standart Sapma 4,0.10™ 0,052
%BSS 0,021 1,497

Elde edilen BSS degerleri 2,6’dan kiiciiktiir. Bu da yontemin tekrarlanabilirligini

gostermektedir.

5.3. Kalibrasyon Cahismalari

Galantamin ve metaprololiin CE ile analizi yonteminde dogrusal araligin ve kalibrasyon
dogrusunun saptanmasinda 0,25 ppm ile 15 ppm arasinda farkli konsantrasyonlarda
cozeltiler mobil faz ile hazirlanmis ve en az 3 kez enjekte edilmistir. Kalibrasyon dogrusu,
her bir derisim degeri i¢in elde edilen alan oranlarinin, derisim degerine karsi grafige
gecirilmesiyle elde edilmistir. Gelistirilen CE yonteminde calisilan bilesikler i¢in 0,25 ppm

ile 15 ppm derisimleri arasinda dogrusallik saptanmistir. Galantamin analizi i¢in optimize
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edilen CE yonteminde kalibrasyon fonksiyonu y= 0,3672 x + 0,0624; R*= 0,9992 olarak
bulunmustur. Kalibrasyon grafigi Sekil 5.2’de verilmektedir.

i T

Oran

ppm

Sekil 5.2 Kalibrasyon Grafigi

5.4. Duyarhlik ve Dogrusallik

Galantamin CE-DAD yo6ntemi ile analizinde gbzlenebilme sinir1 (LOD) 0,0268 ppm ve
tayin limiti (LOQ) kabul edilen BSS smirlart i¢inde (<%2) 0,0812 ppm olarak
hesaplanmustir (Cizelge 5.2.).

Cizelge 5.2. Dogrusallik ve Duyarlilik Parametreleri

Regresyon Denklemi® y=0,3672 x + 0,0624

Regresyon Katsayisi (R) |0,9996

Lineer Aralig1 (ppm) 0,25-15 (n=6)

Egimin Standart Sapmasi | 0,00505

Kesimin Standart Hatas1 | 0,03861

GoOzlenebilme Sinir1|0,0268
(ppm)

Tayin Alt Sinir1 (ppm) 0,0812

* y = ax +b; X: (ppm) biriminde derisim, y: galantamin alan oran degerleri, a : egim,

b :kesigim.
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5.5. Geri Kazanim Calismalari
5.5.1. Galantamin i¢in elde edilen Dogruluk ve Kesinlik degerleri

Bilesiklerin tayini icin kesinlik ve dogruluk ¢alismalari; 1, 5 ve 10 ppm
konsantrasyonlarinda gergeklestirilmis, giin i¢i ve giinler arasi (n=5) degerlendirme

sonuglari Cizelge 5.3’de verilmistir.

Cizelge 5.3.Galantamin i¢in Geri Kazanim Calismas1 Sonuglari

Derigim (ug ml ™) Giin i¢i Giinler aras1
Galantamin %Geri Kazanim %Geri Kazanim
1 ppm 100,937+ 0,149 99,937+ 0,823
5 ppm 100,529 + 1,060 99,975 + 1,585
10 ppm 99,142 + 0,478 99,336 + 0,548

5.6. Farmasotik Tabletlerde Galantaminin Miktar Tayini

Galantamin etken maddesini igeren ilag formiilasyonunun miktar tayini yapabilmek amaci
ile Janssen Clag Tiirkiye ila¢ firmasindan temin edilen Reminyle® isimli ilagtan 10 adet
tablet ezilerek tartilmistir. Ortalama bir tabletin agirligi tartilarak tablet ¢ozeltileri
hazirlanmis ve analiz edilmistir. Geri kazanim c¢alismalarinda, saf galantamin igeren ilag
formiilasyon c¢ozeltisinin analizi yapilmistir. Elde edilen piklerin alan degerleri, ilgili
kalibrasyon fonksiyonlarinda yerine konularak tabletlerin icerdigi galantamin miktarlar

hesaplanmustir.
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T3 DAD1C, Sig*210,4 Ref=380 50 (GALAILAGVGALILACT PP MOGZ1 D)
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Sekil 5.3. Galantamin igeren Reminyle adli farmasétik preparattan 210 nm dalga boyundan
elde edilen elektroferogram. Calisma kosullari: 10 mM Borat tamponu, pH = 9,2; 100

mBar,3saniye;30kV.
O Do B Sig=26 4 Rer300,50 (GALAILAVGALILACTFRMOTZ D)
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Sekil 5.4. Galantamin ilac1 i¢in ¢alisma kosullarinda elde edilen elektroferogram. Calisma
dalga boyu 226 nm olarak belirlenmistir. Calisma kosullari: 10 mM Borat tamponu, pH =
9,2; 100 mBar, 3 saniye; 30 kV.

5.7. Tabletlerde Galantamin Miktar Tayini Sonuclar:

Tabletlerde Galantamin miktar tayini i¢in Onceki boliimlerde anlatilan yol izlenmis ve

sonuglar Cizelge 5.4’ de gosterilmistir.
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Cizelge 5.4. Tabletlerde Galantamin Miktar Tayini Sonuglari

Tablet Bulunan Miktar Belirtilen Miktar

No. (mg/tablet) (8 mg/tablet)

1 8,2196 X,re = 8,0736

2 8,0157 SD* =0,1350

3. 7,8779 %RSD** =1,6718

4 8,1728 t.SDA/n = 0,1552

5 8,0818 Giiven Aralig1 = 7,9386 - 8,2086

p=0,05

SD: SS, RSD*: BSS
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6. TARTISMA VE SONUC

Bu caligmada son yillarda siklikla kullanilan bir teknik olan kapiler elektroforez yontemi
ile Galantamin’in farmasoétik ila¢ formlarindan tayini yapilmistir. Deneylere baglamadan
Once galantamin standart maddesinin safligin1 arastirmak amaci ile FTIR spekturumlari
alinmistir. Sonugta elde edilen bulgulara gore ¢alisilan maddenin bu ¢alismay etkileyecek

herhangi bir safsizlik icermedigi sonucuna varilmaistir.

Bu caligmanin ilk asamasinda, Galantamin ve Metaprolol (IS) ikili karsiminin kapiler
elektroforez yontem ile analizleri i¢in gerekli parametreler saptanmis ve bu parametreler
kullanilarak da analizleri yapilmistir. Bu amagla kolon olarak 55 cm (etkin uzunlugu 45
cm) X 50 um ID kapiler, 300 pA gerilim, sicaklik 25°C, pH= 9,2 olan Borat tamponu, PDA
dedektdr (210 nm Galantamin, 226 nm Metoprolol), enjeksiyon basinci ve siiresi 100 mBar
ve 3 saniye, voltaj 30 kV olarak en iyi kosullar saptanmistir. Hizli, duyarli ve tamamen
validasyonu yapilmis olan bu yontemi kullanarak farmasoétik dozaj formlarindan miktar

tayini gergeklestirilmistir.

Gelistirilen yontemlerin sistem uygunluk parametreleri saptanmis ve elde edilen
parametreler 1518inda yontemin uygulanabilir oldugu bulunmustur. Gelistirilen ve yontem
gecerlilik hesaplamalar1 yapilmis olan yontem, Galantamin iceren farmasotik dozaj
formlarina uygulanmis ve etken maddelerin analizinde kullanilabilecegi goriilmiistiir. Bu
yontemlerin gecerliliginin kanitlanmasi amaciyla gerekli yontem gecerlilik testleri icin
kaynaklarda bildirilen parametreler se¢ilmis ve ilgili gegerlilik kriterleri kabul edilmistir.
Bu amacla validasyon ¢alismalarinda; dogrusallik, aralik, duyarlik, kesinlik, geri kazanim,
tekrarlanabilirlik vb. parametreler incelenmis ve istatistiksel degerlendirmeleri yapilmistir.
Tablet igerisinde yer alan yardimci maddelerin (excipient) analiz yontemi {iizerindeki
etkilerini inceleyebilmek icin geri kazanim calismalar1 yapilmistir. Elde edilen sonuglara

gore tablet katki maddelerinin analizi etkilemedigi sonucuna varilmistir.
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Sonug olarak elde edilen tiim veriler 1s18inda, bu ilaglarin analizi i¢in hizli, duyarl, kesin,
kolay, dogru ve herhangi bir 6n ayirma islemine gerek duyulmayan bir analiz yontemi
gelistirilmis ve piyasa preparatlarindan analizine basarili bir sekilde uygulanabildigi

istatistiksel olarak gdsterilmistir.

Tez ¢alismasi sonuglari, yalnizca tip ve kimya alaninda calisan arastiricilarin degil ayni
zamanda biyokimya ve eczacilik alaninda c¢aligmalar yapan arastiricilart  da
ilgilendirmektedir. Ayrica, Alzheimer hastaligi ve Alzheimer tedavisi giiniimiiziin 6nemli

konular1 olmasi nedeniyle bilgi birikimi olusmasina yardimei olacaktir.
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