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Amitriptilin ve Nortriplin'in Biyolojik Sivilarda ince Tabaka
ve Gaz Karzomatografisi Yontemi ile Tayini

Determination of Amitriptyline and Nortriptyline in Biological
Fluids by Thin-Layer and Gas Chromatography

Nevin VURAL* Tiilin SOYLEMEZOGLU* Giilin GUVENDIK*
GiRis

Amitriptilin ve nortriptilin genis oOlciide kullanilan antidepre-
san ilacglardir. Dibenzosikloheptadien yapisinda olan bu trisiklik psi-
kotropik ilaclardan ilk kez amitriptilin 1961 de kullanilmaga bas-
lanmistir (1). Nortriptilin, amitriptilinin N-demetil tiirevi olup, ayni
zamanda metabolitlerinden biridir. Kandaki amitriptilin ve nort-
riptilinin diizeyi ile farmakolojik cevap arasindaki iliskinin o6nemi
biiyliktiir. Ayni1 dozda elde edilen plazma amitriptilin diizeyi, kisi-
lerde genetik etkenlere bagli olarak degisebilecegi gibi, daha onemli
olarak karaciger mikrozomal enzimlerini indiikleyen ilaglarla beraber
alinmasinda bu farklilik daha belirgindir (3-5).

Amitriptilin ve nortriptilinin insanda ve hayvanda baslica bi-
yotransformasyonlar1 N-dealkilasyon (6) yaninda aromatik halka
hidrosilasyonu (7) ve N-oksidasyon (8,9) yolu ile olmaktadir. Bu neden
le mikrozomal enzimleri indiikleyen ilaclarla etkilesmesi mimkiindiir.
Nitekim, guanidin tiirevi hipotansifilaglar, barbitiiratlar ve benzodi-
azepinlerin trisiklik antidepresan ilaclarla etkilesmesi bir cok arastiri-
ricilar tarafindan gosterilmistir (4). Bu nedenle klinikte tedavi siiresince
kandaki amitriptilin diizeyinin devaml tayini terepatik acidan 6nem-
lidir. Ayrica asirt doz ve cesitli nedenlerle ortaya cikan
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zehirlenmelerde idrarda aranma ve tayinleri de zehirlenmenin teda-
visi ve adli tip agisindan gereklidir (1).

Son yillarda amitriptilin ve nortiptilinin biyolojik sivilarda tayini
ile ilgili calismalar yogunlagmistir. Bu amacla biyolojik sividan ekstrak-
siyondan sonra, spektrofotometrik (1), ince tabaka kromatografisi
(I.T.K.) (10,11 ) ve gaz likit kromatografisi (GLK) (12, 13) kulla-
nilmaktadir.

Arastirmamizda tilkemizde de kullanilan amitriptilin ve nortrip-
tilinin plazma ve idrardan ekstraksiyondan sonra [.T.K. ve G.L.K.
ile kombinasyonu ile kesin ve duyar bir yontemin kurulmasi amac
edinilmistir.

MATERYEL ve YONTEM

Saf amitriptilin (Roche), nortriptilin (Mustafa Nevzat), protrip-
tilin (MSD) den 1 mg (miligram) ml metanolde olmak tizere stok
standartlar hazirlanmistir. Hic ilag almamis kisilerden alinan, idrar
ve kan (plazma) numunelerine bu standartlardan, uygun miktarda
ilave edilmistir. 5, 25, 50 ve 100 pg (mikrogram) amitriptilin ve nort-
riptilin igeren biyolojik sivilara yontem uygulanmistir.

1- Amitriplinin ve Nortriptilinin idrardan ekstraksiyonu ve I.
T.K. ile tanimlanmasi:

Cam kapakli bir fiyolde 5 ml idrar numunesinin pH 1 5N NaOH
ile (1-2 damla) ayarlandiktan sonra 5 ml n-heksan ilave edilerek 1 da-
kika kuvvetle calkalanir. Karigtm 15 dakika (3000 rpm) de santri-
fiij edildikten sonra organik faz ayrilir ve islem 5 ml n-nekzan ile tek-
rarlanir. Bir tiip i¢cinde birlestirilen hekzan fazlar1 2 ml su ile yikanir ve
susuz Na,S0, ile kurutulduktan sonra azot akiminda kurutulur. Kalinti
0.1 ml kloroformda ¢éziildiikten sonra 20 1 I.T.K. i¢in Silikagel-G
tabakaya uygulanmistir. Developman sistemi olarak (etil asetat:
n heptan: metanol: amonyak (0.8) 60:20:7.5:7.5) karisim1 kullanil-
mistir. Kromatogramm belirtlenmesi icin renk reaktifi olarak Dragen-
dorff reaktifi kullanilmistir.

2- Plazma ve idrardan amitriptilin ve nortriptilinin ekstraksi-
yonu ve G.L.K. ile tayini:



Amitriptilin ve Nortriplin Tayini... 71

Gaz kromatografisi ile amitriptilin ve nortriptilinin tayini icin
biyolojik sividan ekstraksiyon yukarida aciklanan yontemle yapil-
pilmistir. 1001g internal standart (protriptilin) ekstraksiyondan Once
numunelere ilave edilmistir. Ancak plazma Once esit hacimde su ile
seyreltilmis (5 ml plazma + 5 ml su) ve ekstraksiyon icin de 10 ml
hekzan kullanilmistir.

Kalint1 100 ¢ (mikrolitre) metanolde ¢oziilmiis ve 1 4 gaz kro-
matografa enjekte edilmistir.

Gaz kromatografisi calisma kosullari:

Gaz Kromatograf: Packard Becker 419 Gas chromatograph

Kolon: 2 m uzunluk X 4 mm (i¢ ¢ap) cam kolon % 3 OV-17
(Chromosorb) W-HP 100-200 mesh tizerinde)

Dedektor: FID

Kolon sicakligi: 240°C
Enjeksiyon giris sicakligi: 260°C
Dedektor sicakligi: 260°C

Gaz akig hizi: 50 ml/dak (azot)530 ml/dak (hidrojen); 250
ml/dak (hava)

Elektrometre alani: 10°, Attenuation: X, (X,)
Kagit hizi: 0.5 cm/dak.

Kalibrasyon:50-500 nanogram / jk amitriptilin ve 1jg ic standart
iceren idrar ve plazma numuneleri ekstrakte edildikten sonra kalinti
100 il metanolde c¢oziilmiis gaz kromatografa uygulanmistir.

Standart maddenin pik yiiksekligi internal standardin pik yuk-
sekligi oranlarinin konsantrasyona karst grafigi cizilmistir.

Nortriptilin ile de kalibrasyon grafigi ayni sekilde hazirlanmis-
tir.

Verim hesabi: 5 ml idrara 25 pg amitriptilin ilave edilerek ekst-
raksiyon yapilmistir. Her defasinda kullanilan 5 ml hekzanin, ekstrak-
siyondan sonra 4 ml si pastOor pipetiyle ayrilmis ve sonucta birlestiri-
len hekzan fazlari (8 ml) ugurulduktan sonra 50 1,g protriptilin ice-
ren 100 yl metanolde ¢oziilmistiir. Boylece % 100 verimde [+ de
200 ng (0.2 pg) amitriptilin + 500 ng (0.5 ug) internal standart
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icermesi gereken karisim gaz kromatografisine uygulanmistir. Ayni
oranda hazirlanan standartlar dogrudan dogruya gaz kromatografisi-
ne uygulanmis ve sonuclar karsilastirilarak verim hesabi yapilmistir.

Ayn1 calismalar plazmaya da uygulanmistir.

BULGULAR

1- Idrar numunesinden ekstrakte edilen amitriptilin ve nort-
riptilinin, standart maddelerle karsilastirilmali olarak I.T.K. ile elde
edilen kromatogram Sekil 1 de gosterilmistir.
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Sek. 1. Amitriptilin, nortriptilin ve protriptilinin I.T.Kromatogramlari I)ilagsiz idrar
ekstrakti, 2,3) amitriptilin, 4,5) notriptilin standartlart (5 ve 10 jtg), 6-9) idrardan eks-
trakte edilen amitriptilin ve nortriptilin (10 ve 5 lig), 10) protriptilin (5 j4g)
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Sek 2. Plazmadan ekstrakte edilmis amitriptilinin Gaz Kromatogrami 1) Amitriptilin

(200 ng) 2) internal standart (1 [hg)
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I.T.K. ile duyarlik 1pug a kadar inilmistir.

2- Amitriptilin ve nortriptilinin idrar ve kandan ekstrakte edil-
dikten sonra gaz kromatografisi ile elde edilen kromatogramlar Sekil

2 ve 3 de goriilmektedir. Sekil 4 de ise standart maddelerin kromatog-
rami1 verilmistir.
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Sek. 3. idrardan ekstrakte edilmis nortriptilinin Gaz Kromatogram (1) Nortriptilin
(300 ng) 2) internal standart (1 [1g)
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Sek. 4. Standart amitriptilin, nortriptilin ve protriptilinin Gaz Kromatogramlari 1) Amit-
riptilin (200 ng), 2) Nortriptilin (200 ng), 3) Protriptilin (300 ng-1 ug)

3- Amitriptilin ve nortriptilinin gaz kromatografisi ile kanti-
tatif tayini i¢in hazirlanan kalibrasyon grafikleri Sekil 5 ve 6 da gosteril-
mistir.

Calistigimiz kosullarda gaz kromatografisi ile duyarlik alt siniri
amitriptilin i¢in 0.5 g/ ml viicut sivisi (idrar veya plazma), nortrip-
tilin i¢in ise 1 g/ ml viicut sivisina inilmistir.

Verim ise amitriptilinin idrarda % 62 + 1.3 (11 =5), plazmada

vicut sivisinda % 74.3 = 1.5 (n =5) saptanmustir.
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Sek. 5. Amitriptilinin GLK ile idrar ve plazmada tayini icin hazirlanan kalibrasyon grafigi
- - -idrar, - - - plazma, Y, : idrar, amitriptilin, Y, : plazma amitriptilin regresyon
denklenmleri.

TARTISMA ve SONUC

Amitriptilin ve nortriptilin ¢ok kullanilan antidepresan olag-
lardir. Bu nedenle asir1 dozla ortaya cikan zehirlenmelerde idrarda
aranmasi ve kisa zamanda sonug¢ alinmasi onemlidir. Ekstraksiyondan
sonra I.T.K. ilacla zehirlenmede kullanilan en duyar bir tarama yon-
temidir (15). Calismamizda I.T.K. ile 1 pg duyarliga inilmistir. Verim
amitriptilin icin % 60.1 + 1.3; nortriptilin i¢cin % 74.3 + 1.5 oldugu
g0z oniinde bulundurulursa 20 g ilag / 100 ml viicut sivisinda sapta-
nabilir. Bu ise normal tedavi dozlarinda bile tarama testi olarak kul-
lanilan ekstrasiyon yontemi ve 1.T.K. ninyeterli oldugunu goéstermek-
tedir (4). I.T.K. de kullandigimiz developman sistemi diger arastiri-
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Sek. 6.Nortriptilinin GLK ile idrarda tayini icin hazirlanan kalibrasyon grafigi.

cilarin kullandiklar: sistemleri de deneyerek yaptigimiz karsilastirma-
ya gore (14, 16) iyi sonu¢ vermistir. Bu sistem MOFFAT'1n kullandi-
81 sistemlerden biri olmakla beraber (14), amonyak oranini 3 katina
cikarmakla daha iyi sonuc¢ alinmistir.

Calistigimiz kosullarda GLK ile elde ettigimiz duyarlik siniri
I.T.K. den c¢ok farkli olmamakla beraber deney sonuclarinin destek-
lenmesi ve kantitatif tayin icin gerekli bir tekniktir. Literatiirde ti-
revleme yontemi ve elektron yakalama detektorii (17) kullanarak
ng/ml diizeyine inilmistir. Ancak kendi calismamizda elde ettigimiz
verim ve duyarlik amitriitilin ve hem amitriptilin metaboliti olarak
ve hem de ayni grup ila¢ olarak kullanilan nortriptilinin kesin tanimi
ve en diisiik tedavi dozunda bile (25 mg 1 defalik doz) plazmada ta-
yin olanagini veren GLK ile aldigimiz sonuclar rutin caligmalar igin
yeterli duyarlik ve kesinliktedir.

O0ZET

Bu calismada trisiklik antidepresan ilaglardan amitriptilin ve
nortriptilinin idrar ve plazmadan pH = 11 de n-heksan ile ekstraksi-
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yonu yapilmis ve I.T.K. tarama testi olarak kullanilmistir. Silikagel-G
adsorban tabakasinda (etil asetat: n-heptan:metil alkol: amonyak
60:30:7.5:7.5:) developman sistemi ile en iyi ayrilma saglanmis ve
Dragendorff reaktifi ile duyarlik alt sinir1 1 ug olarak saptanmistir.
Destekleyici analiz ve miktar tayini ise GLK ile yapilmistir. Packard-
Becker 419 gaz kromatografinda % 3 OV-17 (Chromosorb w-HP 100
-120 mesh iizerinde) kolonu ve FID detektori kullanilmistir. Duyarlik
amitriptilin ile 0.5 wg/ml viicut sivisi, nortriptilin ile 1 pg/ ml vicut
sivist olarak saptanmistir. verim ise amitriptilin ve nortriptilin ile sira ile
%62 T 13ve % 74.3 + 1.5 elde edilmistir.

SUMMARY

Thin-Layer Chromatagraphy was used as a serening test in this
research for urine and plazma extracts containing amitripthyline and
nortriptyline at concentrations 5,25, 50 and 100 prg/5 ml biologic
fluid. Extraction was made with n- heptane at pH 11. The developing
system (ethyl ecetate: n-heptane: methyl alcohol:ammonia: 60:30:
7-3:7-5) we used on Silicagel-G plates gave the test separation and 1
ig drug can be detected using Dragendorff reagent.

Gas-Liquid Chromatography (GLC) was used for confirmation
and for the quantitative determination of the drugs in the extract.
Analyses were performed on Packard-Becker 419 Gas Chromatog-
raph equipped with FID and glass column 2 m X 4 mm (i.d) packed
with 3% OV-17 on Chromosorb W-HP, 100-120 mesh and protrip-
tyline was used as an internal standart. The lower limit of sensiti-
vity with GLC was 0.5 £g/ml biologic fluid for amitriptyline and 1
uwg/ml biologic fluid for nortriptyline.

The receveries were 62 = 1.3 % for amitriptyline and 74.3 — 1.5
% for nortriptyline.

LITERATUR

Henwood, C.R., J.Forens. Sci. Soc. 15, 147-151 (1975)
Braitwaite, R.A., Goulding, R., Theana, G., The Lancet, 1297-1300 (1972)
Braitwaite, R.A., Flanagan, R.J., Br. J.Clin. Pharmac. 2, 469 (1975)

AN~

Braitwaite, R.A., Br. J.CHn. Pharmac, Supplement, 29-34 (1976)



14.
15.
16.
17.

Amitriptilin Ve Nortriplin Tayini... 79

Montgomery, S., Braitwaite, R., Presented at the joint British and Scandinavian Asso-
ciations of psychopharmacology meeting, London, July 1915 Dept. of pschiatry and poisons
Unit. Guy's Hospital, London S.E.1

Leenheer, A.O., Heyndrickx, A., J. Pharm. Sei. 60, 1403-1405 (1971)

Facino, M., Corono, G.L., J. Pharm. Sei. 58, 764-765 (1968)

Santagastino, G., Facino, R.P., Pirillo, D., JPharm. Sei. 63, 1690-1692 (1974)
Beckett, A.H., Sarray, S. Al., J. Pharm. Pharmac., 25, 335-336 (1973)

. Zingales, |., J.Chromatogr. 31, 405-419 (1967)

. Haefelfinger, P., J.Chromatogr. 145, 445-451 (1978)

. Hucker, B.H., Stanffer, S.C., J. Pharm. Sei. 63, 296-297 (1974)

. Wallace, J.E., Hamilton, H.E., Goggin, L.K., Bhim, K., J. Pharm. Sei. 63, 1690-

1692 (1974)

Moffat, A.C., Clare, B., J. Pharm. Pharmac. 26, 665-670 (1974)
Berry, D. and Grove, J., J.Chromatogr. 80, 205-219 (1973)
Ertan, R., Bertucat, M., Ankara Ecz. Fak. Mec. 5, 41-46 (1975)
Hartvig, P. and Naslund, B., J.Chlomatogr. 133, 367-371 (1977)



