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OzeT

Bu calismada, sik kullanilan antidepresan ilag etken maddeleri olan Paroksetin, Sitolapram, Essitolapram,
Venlafaksin ile antiepileptik ila¢ etken maddeleri olan Karbamazepin ve Oxkarbamazepin molekiillerinin tayini
i¢in, insan kaninda Sivi Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (LC-MS/MS) cihazi ile basit, hizli ve giivenilir
olan bir metot gelistirilmistir. Her bir ilag etken maddesi i¢in geri kazanim, dogruluk, yiizde bagil standart sapma
(%RSD), gozlenebilme sinir1 (LOD) ve alt tayin smirt (LOQ) gibi bazi analitik parametrelerin belirlenip,
oOlciilebilir en diisiik degerlerin yiiksek hassasiyet ile en kisa siirede es zamanli olarak yapilmasi amaglanmistir.
Etken maddelerin her biri i¢in belirlenen konsantrasyonlarda; LOD degerleri 0,06-0,36 ng.mL™, LOQ degerleri
ise 0,21-1,21 ng.mL™ araliginda elde edilmistir. Giin i¢i tekrarlanabilirlik degerlerinde %RSD sonuglar1 0,15-
10,71 ng.mL™, giinler aras: tekrarlanabilirlik degerlerinde ise %RSD sonuglar1 0,23-13,75 ng.mL™ araliginda
bulunmustur.

Anahtar sozciikler: Depresyon, epilepsi, ilag, antidepresan, antiepileptik, LC-MS/MS

Development of LC-MS / MS Method for the Simultaneous Analysis
of Some Antidepressant and Antiepileptic Drugs in Human Blood.

ABSTRACT

In this study, a simple, fast and reliable method has been developed with Liquid Chromatography-Mass
Spectrometry (LC-MS / MS) device in order to determine the commonly used antidepressant active agents such
as Paroxetine, Sitolapram, Essitolapram, Venlafaxine and the antiepileptic agents such as Carbamazepine and
Oxkarbamazepin in human blood. The aim of this study is to measure each active substances' concurrent
minimum value with the highest sensitivity and as soon as possible by setting some analytical parameters such as
recovery, accuracy, percentage relative standard deviation (% RSD), limit of detection (LOD) and limit of
quantitation (LOQ). It is observed that for the concentrations prepared for each active substance, the LOD values
are in the range of 0,06 to 0,36 ng.mL™ and the LOQ values are that from 0,21 to 1,21 ng.mL™. In terms of
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intraday repeatability, RSD% results are found between 0,15 ng.mL™ and 10,71 ng.mL™, while in terms of
interday repeatability, those are found between 0,23 ng.mL™ and 13,75 ng.mL™.

Keywords: Depression, epilepsy, drug, antidepressant, antiepileptic, LC-MS / MS

L. Giris

020 yilina kadar diinyada ikinci en ciddi hastalik olmasi beklenen depresyon; c¢ok degisken

belirtiler dizisi olan ciddi bir psikiyatrik hastaliktir. Caresizlik ve umutsuzluk, giinliik aktivitelere
kars1 ilgisizlik, istah ve kilo kaybi, uyku bozuklugu, 6fke veya sinirlilik, enerji kayb1 ve konsantrasyon
bozuklugu gibi bireyin giinliikk sorumluluklarini yerine getirme yetenegi ile ilgili bir ¢ok ruhsal
bozuklugun temelinde depresyon vardir ve sonucu intihara bile yol agabilir [1-3]. Epilepsi, dogustan
ve sonradan edinilmis bozukluklardan kaynaklanan merkezi sinir sistemi islevsizliginin neden oldugu,
tekrarlayan nobetlerle seyreden, ¢cocukluk ve ergenlik doneminde en yaygin goriilen kronik norolojik
bir hastaliktir. Bu hastalik kronik siiregte patolojik degisiklikler sonucu kalict bozukluk ve yetersizlige
neden olan, geri doniistimsiiz, uzun siire rehabilitasyon ve bakim gerektiren bir durumdur [4-7].

Bu rahatsizliklarda; kandaki ilag konsantrasyonlarini terapotik aralikta tutmak hem tedaviden optimum
verim alinmasi hem de muhtemel ilag toksisitesi riskinin minimuma indirilmesi hedeflenir. Terapotik
ila¢ konsantrasyonun &lgiilmesi, sadece ilacin kandaki konsantrasyonunu olgmek ve 6Glgiilen degeri
olmas1 gereken konsantrasyon araligi ile kiyaslamak olarak diisiiniilmemelidir. Tlag tedavisi izlemi,
ilacin hastanin klinik durumuna gore bireysellestirilmesi (yas, kilo, bdbrek fonksiyonu gibi) ve
kullanilan diger ilaglar gbz &niinde tutularak, doz ve dozaj formunun secilmesi ile baslar. ila¢ kan
diizeyi takibinde 6rnekleme zamani, kararli duruma ulagilmasi ve arzulanan klinik hedef gibi faktorler
degerlendirilerek, ilagtan minimum toksisiteyle en uygun cevabin alinabilmesi i¢in dozun uygun
sekilde ayarlanmasi saglanir [8].

Literatiirde yer alan ¢aligmalara bakildiginda, LC-MS/MS yontemiyle antidepresan ve antiepileptik
ilaglarda metot-validasyon parametrelerinin insan serumunda saptanmasi i¢in 26 saglikli goniilliiden
ve 54 depresyon hastasindan kan ornekleri alinarak hizli ve yiiksek oranda tekrarlanabilir bir Sivi
Kromatografisi-Tandem Kiitle Spektrometresi (LC-MS/MS) yéntemi olusturulmustur. Ilk olarak;
Amitriptilin, Imipramin, Klomipramin, Fluoksetin, Paroksetin, Sertralin, Fluvoksamin, Sitalopram ve
Venlafaksin ile ana metabolitlerinin bazilarimin kanda ve tiikiiriikte es zamanli belirlenmesi igin hizli,
duyarli ve segici bir LC-MS/MS yéntemi tanmimlanmustir [9-11]. Insan viicudu disinda yapilan
caligmalar da ise sehirlerin atik sularinda bulunan antidepresanlarin LC-MS/MS ile es zamanli tayini
yapilmis ve 38 psikoaktif ilacin (benzodiazepinler, antidepresanlar ve istismar ilaglar1 dahil) ortalama
ve maksimum konsantrasyon seviyelerinin literatiirde daha 6nce rapor edilen seviyelerin {izerinde
¢ikt11 bulunmustur. 2017 yilinda S1vi Kromatografi-Uclii Dért Kutuplu Tandem Kiitle Spektrometresi
(LC-MS/MS) yontemi ile 89 yasal noropsikiyatrik ilag ve yasadist uyusturucunun (hem ana bilesikler
hem de metabolitler) filtre edilmemis atik su ve tath suda es zamanli belirlenmesi icin metot
gelistirilmistir [12-14].

Literatiirde toksikolojik amagclar i¢in ¢ok¢a regetelenmis antidepresan ve antiepileptik ilaglari tespit
edebilen ve dlgebilen, calisma siiresi 11 dakika olan bir LC-MS/MS y6ntemine de rastlanmistir. Daha
sonralar1 antidepresanlarin, benzodiazepinlerin ve ilaglarin nicellestirilmesi i¢in benzer bir yaklasima
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dayanilarak, basit sivi-sivi ekstraksiyonu ile Sivi Kromatografi-Tandem Kiitle Spektrometresi (LC-
MS/MS) kullanilarak noroleptiklerin hizli hedefleme ve Kantitatif analiz i¢in tam kan, plazma ve
serumda bir yontem tanimlanmustir [15,16].

LC-MS/MS yontemi ile insan kaninda analiz edilmek ilizere es zamanli olarak uyusturucu- uyarici
madde analizleri de yapilmistir. Daha sonra 2016 yilinda sekizi antidepresan olmak iizere on ii¢ tane
organik toksik maddeyi LC-MS/MS yontemi ile insan kaninda analiz etmek {izere es zamanli bir
calisma yapilmistir. Calismada insan kaninda 13 tane parametreyi hizl, yiiksek dogruluk, kesinlik ve
oldukg¢a diisiik LOD ve LOQ sonuglari elde etmislerdir [17,18].

Tam kan ve serum oOrneklerinde ayni anda en sik karsilagilan antiepileptik ilaglarin analizi igin es
zamanli 6l¢iim yontemleri olusturulmustur. 22 farkli antiepileptik ilacin ve metabolitlerinin es zamanl
olarak dl¢iilmesi i¢in basit, dogru ve uygun maliyetli LC-MS/MS metodu gelistirilmis ve uluslararasi
uygunlugu onaylanmistir [19,20]. Daha sonralari Karbamazepin ve onun bes metabolitinin es zamanli
analizi i¢in LC-MS/MS ile kantitatif bir metot tanimlanmistir. Hedef bilesikleri kanalizasyon aritma
tesisinden (STP) atik su ve yiizey suyundan toplanan sulu orneklerin geri kazanimlari; aritilmamis
kanalizasyonda % 83.6-102.2, (etkilenen) aritilmis kanalizasyonda % 90.6-103.5 (atik su) ve yiizey su
orneklerinde % 95.7-102.9 bulunmustur. STP girisi ve atik su ve yiizey suyu i¢in gelistirilen yontem
cevresel sulu 6rneklerin analizi ile dogrulanmigtir [21].

Insan plazmasindaki antiepileptik ilaglarin kantitatif olarak yiiksek verimli analizi igin paralel iki
kolonlu bir LC-MS/MS sistemini tanimlanmustir. Iki yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC)
sistemini tek bir kiitle spektrometresine ¢ogaltilarak, iki kat yiiksek bir verim artis1 saglanmugtir.
Ozgiinliik, matriks etkileri, iyilesme, dogrusallik, kesinlik ve dogruluk sonuglari tatmin edici seviyede
oldugu goriilmiistiir. Sekiz antiepileptik ilacin analizi i¢in gilin ici hassasiyet ve giin i¢i kesinligi %
5.62'den az oldugu ve dogruluk % 14.00—5.06 arasinda oldugu goriilmiistiir. Bu yontem, diizenli
olarak 1773 hastada sekiz antiepileptik ilacin plazma diizeylerini izlemek icin kullanilmistir. Sonug
olarak paralel HPLC-MS / MS yonteminin, bityiik analitik numuneleri isleyebildigi gosterilmistir [22].

Bu calismada sik kullanilan antidepresan ve antiepileptik ila¢ etken maddeleri olan Paroksetin,
Sitolapram, Essitolapram, Venlafaksin, Karbamazepin ve Oxkarbamazepin molekiillerinin insan
kaninin serum kismi alindiktan sonra Sivi Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (LC-MS/MS) cihazi
ile 6n hazirlik agsamasi basit ve kisa olan es zamanli analiz yontemi gelistirilmesi, LOD, LOQ, % bagil
standart sapma (%RSD), giin i¢i tekrarlanabilirlik, giinler arasi tekrarlanabilirlik ve geri kazanim gibi
validasyon parametrelerinin belirlenmesi amag¢lanmustir.

1. MALZEME ve YONTEM

A. KIMYASALLAR ve CIHAZLAR

Tiim kimyasal maddeler ve ¢6ziiciiler analitik saflikta kullanilmistir. Standart ¢ozeltiler Sigma-Aldrich
firmasindan temin edilmistir. Asetonitril ve metanol LC-MS/MS safliginda (%99,9) Sigma-Aldrich,
Trifloraasetikasit (TFA) ve amonyum format MERCK firmasindan temin edilmistir. Ultra saf su ¢alisma
laboratuvarimizda bulunan Human Ultrapure 400 cihazindan kullanilmustir. Cozeltilerin ve standartlarin
uygun sicakliktaki muhafazasi i¢in buzdolab1 olarak Profilo, dondurucu olarak Ugur derin dondurucu
kullanilmigtir. Tartimlar i¢in hassas terazi olarak Precisa XB 220A Hassas Terazi kullanilmigtir. Falcon
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tiipler Interlab firmasindan temin edilmistir. Mikropipetler, Eppendorf ve Brand firmalarindan temin
edilmis ve kalibrasyonlari ilgili firmalara tarafindan yapilmistir. Santrifiij icin Niive NF 800 marka ve
modelli cihaz kullanilmistir.

B. COZELTILERIN HAZIRLANMASI

Kalibrasyon Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Ana stok cozeltisi ( 100 ug.mL™)
Biitiin etken maddelerin i¢ standartlarindan 10 mg alinip son hacim 100 mL olacak sekilde % 99,9
saflikta metanol kullanilarak ¢oziildii.

Ara stok ¢ozeltisi ( 1 ug.mL™)
Ana stok ¢ozeltiden 1 mL alinip % 99,9 saflikta metanol ile 100 mL ye tamamlandi.

Paroksetin;

500 ng.mL™" ¢ozelti  : Ara stok cozeltiden 1 mL almip insan kanmn serum kismi ile 2 mL’ye
tamamlandi. 100 ng.mL™? , 50 ng.mL™?, 10 ng.mL™ , 5 ng.mL™?, 2,5 ng.mL™, 1 ng.mL™?, 0,1 ng.mL™
cozeltileri ara stok ¢ozeltiden ya da bir 6nceki konsantrasyonun seyreltilmesi ile elde edilmistir.

Essitolapram,;

500 ng.mL™" ¢ozelti  : Ara stok cozeltiden 1 mL almip insan kanimn serum kismi ile 2 mL’ye
tamamland1. 100 ng.mL™* , 50 ng.mL™*, 10 ng.mL™ , 5 ng.mL™?, 2,5 ng.mL™, 1 ng.mL™, 0,1 ng.mL™
cozeltileri ara stok ¢ozeltiden ya da bir 6nceki konsantrasyonun seyreltilmesi ile elde edilmistir.

Sitolapram;

500 ng.mL™ ¢ozelti  : Ara stok cozeltiden 1 mL almip insan kanmmn serum kismu ile 2 mL’ye
tamamlandi. 100 ng.mL™* , 50 ng.mL™*, 10 ng.mL™ , 5 ng.mL™", 2,5 ng.mL™, 1 ng.mL™, 0,1 ng.mL™
cozeltileri ara stok ¢ozeltiden ya da bir 6nceki konsantrasyonun seyreltilmesi ile elde edilmistir.

Venlafaksin;

500 ng.mL™" ¢ozelti  : Ara stok cozeltiden 1 mL alinip insan kammn serum kismu ile 2 mL’ye
tamamlandi. 100 ng.mL™* , 50 ng.mL™*, 10 ng.mL™ , 5 ng.mL™?, 2,5 ng.mL™, 1 ng.mL™, 0,1 ng.mL™
cozeltileri ara stok ¢ozeltiden ya da bir 6nceki konsantrasyonun seyreltilmesi ile elde edilmistir.

Karbamazepin;

500 ng.mL™ ¢ozelti : Ara stok ¢ozeltiden 1 mL alimp insan kanmin serum kismu ile 2 mL’ye
tamamlandi. 100 ng.mL™* , 50 ng.mL™*, 10 ng.mL™ , 5 ng.mL™", 2,5 ng.mL™, 1 ng.mL™, 0,1 ng.mL™
cozeltileri ara stok ¢ozeltiden ya da bir 6nceki konsantrasyonun seyreltilmesi ile elde edilmistir.

Oxkarbamazepin;

500 ng.mL™" ¢ozelti  : Ara stok cozeltiden 1 mL almip insan kanmmn serum kismi ile 2 mL’ye
tamamland:. 100 ng.mL™" , 50 ng.mL™", 10 ng.mL™, 5 ng.mL™", 2,5 ng.mL™, 1 ng.mL™, 0,1 ng.mL™
cozeltileri ara stok ¢ozeltiden ya da bir 6nceki konsantrasyonun seyreltilmesi ile elde edilmistir.
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Numune Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Jelli tiipteki her kan numunesi 5 dakika santrifiijlendikten sonra tiipiin {ist kism1 olan serum” 6rneginden
500 pL alinp, sirastyla 250 pL metanol, 250 pL asetonitril ve 100 pL TFA (Trifloraasetikasit)
cozeltileri eklenir ve her ekleme arasinda her bir ¢ozelti 2 dakika vortekslenir. Daha sonra ¢ozelti 10
dakika 4000 rpm de santrifiijjlenir. Siipernatant kismi alinir, bir falkon tiipe aktarilir ve etken madde
konsantrasyonunu artirmak i¢in azotta ugurma yapilir. Falkon tiipiin i¢ ¢eperlerindeki kalintilar1 ¢6zmek
icin 200 pL metanol ilave edilir ve vortekslenir. 10 dakika 4000 rpm santrifiijlendikten sonra ¢dzeltinin
stipernatant kismi alinip 0,22 pm’lik PTFE filtreden gegirilerek cihaza verilir.

*Jelli tiiplere alinan insan kan 5 dakika santrifiijlendikten sonra jelli tiipiin stipernatant kismidr.

C. SIVI KROMATOGRAFISI-KUTLE SPEKTROMETRESI OZELLIKLERI VE CALISMA
KOSULLARI

Sivi kromatografi analizleri igin Shimadzu LC-20ADXR sistemi kullanilmistir. Kolon olarak XB-C18
Welch (2,1x150x3pum) kullanilmis olup kolon sicakligi 40 °C’de sabit tutulmustur. Enjeksiyon hacmi 10
uL, mobil faz akigi 0.4 mL olarak 12 dakika boyunca uygulanmistir. Metot da gradiyent doniisiim esas
alinmak iizere, Tampon ¢ozelti olarak 2 mM amonyum format igerisinde %0.1 formik asit ( mobil faz A
) ¢ozeltisi kullanilip, %5 asetonitril (mobil faz B) ile baglanarak 10. dakikada %95 asetonitril olacak
sekilde devam edilmistir. 10. dakikadan sonra metot optimizasyonu i¢in tekrar %35 asetonitril ile devam
edilmis olup 12. dakikada metot sonlandirtlmigtir. LC-MS/MS analizleri igin SHIMADZU Upgrade with
UF-Lens LC- MS/MS 8040 sistemi kullanilmistir. Elektrosprey iyonlastirma yontemi kullanilarak pozitif
ve negatif iyon modunda yavru iyonlar belirlermistir.

Mobil faz A : 2 mM Amonyum Format igerisinde %0.1°lik formik asit ¢ozeltisi hazirlandi ve 10
dakika siire ile ultrasonik banyoda bekletildi.

Mobil faz B : % 99,9 saflikta asetonitril igerisinde %0.1’lik formik asit ¢Ozeltisi hazirlandi ve
ultrasonik banyoda 10 dakika siire ile bekletildi.

Enjeksiyon portu yikama cozeltisi ~ : Ultra saf su ile % 99,9 saflikta metanol ¢ozeltisi 1:1 oraninda
karistirild1 ve 5 dakika ultrasonik banyoda bekletildi.
D. LC-MS/MS ANALIZ METODUNUN VALIDASYONU

Kesinlik

Pik alaninin 6l¢iimii ve numune uygulamanin tekrarlanabilirligi ( giin i¢i ) ayn1 numunenin on tekrar
olacak sekilde kullanilmasiyla gerceklestirildi ve % bagil standart sapma (%RSD) olarak ifade edildi.

Kesinlik parametresi giinler arasi (yeniden tiretilebilirlik) olarak ii¢ farkli konsantrasyonda (5 ng.mL™,
50 ng.mL™, 500 ng.mL™) yapilmis ve her konsantrasyonda on tekrar olacak sekilde uygulanmustir.
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Geri Kazanmim Calhismalari

Analiz edilen numunelere Paroksetin, Sitolapram, Essitolapram, Venlafaksin, Karbamazepin ve
Oxkarbamazepin stok cozeltilerinden dogrusal aralik icinde bulunan en diisiikk, orta ve en yiiksek
konsantrasyonlar1 temsilen 3 noktada ( % 80, %100, %120 oraninda) standart ekleme seklinde ilave
edilerek karisim tekrar analiz edildi. Numunelerin farkli diizeylerindeki Paroksetin, Sitolapram,
Essitolapram, Venlafaksin, Karbamazepin ve Oxkarbamazepin geri kazanimini kontrol etmek i¢in her
bir konsantrasyonda on kez tekrar yapildi. Elde edilen % Geri Kazanim ve % bagil standart sapma
(%RSD) degerleri kabul edilebilir sinirlar iginde oldugu tespit edildi.

Ozgiinliik

Olusturulan yeni metodun istiinliigii kalibrasyonlarin diisiik konsantrasyonlarda hazirlanip daha diisiik
LOD ve LOQ degerlerinin elde edilmis olmasidir. Yapilan analizlere bakildiginda EURACHEM
standartlarina miikemmel derecede uygunlugu goriilmiistiir. Biitiin etken maddeler i¢in %RSD degeri
15’nin altinda bulunmustur ve bu da metodun geri kazaniminin dogru oldugunu gostermektedir.

%RSD, LOD ve LOQ hesaplama;

I} ’1 1

Standart Sapma

% RSD =

lxlOO (EURACHEM) 2

Ortalama Pik Alan

So ; sifir veya yakinindaki derisimlerde, m tekli sonu¢lardan tahmin edilen standart sapma degeridir.
So . LOD ve LOQ hesaplamak i¢in kullanilan standart sapma degeridir.

N ; tiim élgiim prosediirii takip edilerek elde edilen, sonuclar raporlanirken ortalamast alman tekrarl gozlemlerin
sayisidr.

ny,, ol¢iim prosediiriine gore bos diizeltmesinin hesaplanmasinda ortalamast alinan bos gozlemlerin sayisidir.
LODigin ; Sx3=LOD degeri.

LOQicin ; Sx10=LOQ degeri seklinde yapilmistir [23].
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I11. BULGULAR ve TARTISMA

A. ETKEN MADDELERIN METOT OPTIMIZASYON PARAMETRELERI

Tablo 1. Etken Maddelerin Metot Optimizasyon Parametreleri

enmagse M Unbm 010Gl arcle o B
69,90 -16,0 -35,0 -24,0

Paroksetin 330,10 192.20 160 32,0 150 8,856 +

Sitolapram 325,20 22228 128 iég ;gg 8,446 +

Essitolaprom 325,20 iggig gjg ;Z)g 2(1)8 8,427 +
121,10 -30,0 -30,0 -21,0

Venlafaksin 278,20 58.00 300 220 22.0 8,178 +

Oxkarbamazepin 253,20 ;ggig 128 jég ;gg 8,397 +

Karbamazepin 236,8 12;1 ig zg ;i 7,642 +

B. ETKEN MADDELERIN MRM GRAFIKLERI ve MOLEKUL GEOMETRISI

Sekil 1’de verilen MRM spektrumlari elde etmek icin ilk olarak etken maddelerin ana iyonlar tek
tarama olarak yapilmistir. Sonra ana iyonlar yavru iyonlara pargalandiginda asagidaki spektrumlar
elde edilmistir. Bu ¢alisma, metot optimizasyonu agisindan ¢ok Onemlidir. Etken maddelerin ana
molekiillerinin en zayif yerlerinden kirilmasiyla olusan yavru iyonlarin da taranip metoda valide
edilmesi, olusturulan metodun hassasiyetini milkemmel hale getirmektedir. Baska calismalarda elde
edilen ana ve yavru iyonlarin farkli olmasinin sebebi cihazin markasi, voltaji, pompa degerleri gibi dis
etkenlerden veya kullanilan standartin safsizligi gibi i¢ etkenlerden kaynaklandigi bilinmelidir [9,20].
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Sekil 1. (a) 50 ng.mL™""lik Paroksetin ¢ézeltisinin (b) 50 ng.mL™"lik Sitolapram ¢ozeltisinin () 50 ng.mL™ "lik
Essitolapram ¢ézeltisinin (d) 50 ng.mL™ "lik Venlafaksin ¢ézeltisinin (€) 50 ng.mL ™ "lik Karbamazepin
cozeltisinin (f) 50 ng.mL™ "lik Oxkarbamazepin ¢ézeltisinin i¢ standartli LC-MS/MS spektrumlar:
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B. ETKEN MADDELERIN ALIKONMA ZAMANLARI (Segicilik/Ozgiilliik)
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Sekil 2. (a) 50 ng.mL™" Paroksetin, (b) 50 ng.mL™ Sitolapram, (c) 50 ng.mL™ Essitolapram, (d) 50 ng.mL™
Venlafaksin, (e) 50 ng.mL™* Karbamazepin, (f) 50 ng.mL™ Oxkarbamazepin ¢dzeltilerinin alikonma zamanlarim
iceren LC-MS/MS kromatogramlar

Kromatografide mobil faz ile tasinan numunenin enjeksiyon anindan sabit faz iceren kolondan ¢ikip
dedektorde tespit edildigi ana kadar gecen siireyi alikonma zamani olarak tanimlarsak; numunede
analizi yapilacak etken maddelerin 50 ngmL™ konsantrasyonda standartlari hazirlanip
optimizasyonunu yaptigimiz metotta cihaza uygulandiginda Sekil 2°deki grafikler elde edilmis olup bu
sayede kalibrasyon egrisi ¢izilir. Kromatogramda bu piklerin altinda kalan alanlardan faydalanarak bu
bilesenlerin konsantrasyonlar1 hesaplanir. Burada belirleyici nokta alikonma zamanidir.
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C. ETKEN MADDELERIN KALIBRASYON GRAFIKLERI
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' R?=0,9999
9000000 10000000
8000000 /4'? 3000000 /é
7000000 8000000 /
/ 7000000
6000000 /
K] / 6000000
3 5000000 v 5 S0 /
~
4000000 e % 4000000 s y
3000000 / 3000000 /
2000000 / 2000000 I
1000000 1000000
0 M T T T T T 0 [ T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120
Konsantrasyon Konsantrasyon
@ (b)
Essitolapram Kalibrasyon Grafigi Y = 93663x+9102,6 Venlafuksin Kalibrasyon Egrisi | - 505093¢- 9052,7
R?=0,9999 R?=0,9999
12000000 60000000 !
10000000 / 50000000 /
8000000 40000000
3 / § /
£ 6000000 & 30000000
) pd ) yd
4000000 / 20000000 /
2000000 10000000
U / T T T T 1 0 / T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120
Konsantrasyon Konsantrasyon
(© (d)
Karbamazepin Kalibrasyon Grafigi = 183493x- 18840 Oxkarbamazepin Kalibrasyon Grafifi  y=2060x- 188404
R?=0,9999 R2=0,9999
20000000 200000000
18000000 /‘ 180000000 /‘
16000000 / 160000000 /
14000000 / 140000000 /
12000000 / 120000000 /
.§. 10000000 = 100000000
A 8000000 / A 80000000 /
/ /
6000000 / 60000000 /
4000000 / 40000000 /
2000000 20000000
0 / T T T T T 1 0 / T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120
Konsantrasyon Konsantrasyon
(®) ®

Sekil 3. 100 ng.mL?, 50 ng.mL™?, 10 ng.mL?, 5 ng.mL™, 2,5 ng.mL™?, 1 ng.mL™, 0,1 ng.mL™ (a) Paroksetin, (b)
Sitolapram, (c) Essitolapram, (d) Venlafaksin, () Karbamazepin ve (f) Oxkarbamazepin ¢ozeltilerinin

kalibrasyon egrisi grafikleri
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Sekil 3.’de herbir etken madde i¢in 100 ng.mL™ , 50 ng.mL™, 10 ng.mL?, 5 ng.mL™, 2,5 ng.mL™, 1
ng.mL™, 0,1 ng.mL™ olmak iizere yedi farkli konsantrasyon kullanilarak elde edilen kalibrasyon
egrileri gosterilmistir. Nokta konsantrasyonlarin diigiik tutulmasi bize daha diisiik dedeksiyon limitleri
icin avantaj saglamistir. ilk ve son konsantrasyon arasinda 1000 kat olmasina ragmen Kalibrasyon
egrilerinin regresyon katsayilari tiim etken maddeler i¢in 0,9999 seviyelerinde tutulmasi bize dogruluk
ve geri kazanim i¢in bize miikemmel sonuglar vermistir.

2250000
2000000
1750000 —
1500000 —
1250000 —
1000000 —

750000 —

500000 —

260000 -

0 -~

550 5‘.0) 6,50 7.60 7,50 8,00 B.L%O 9,00 9.50 10,00 10:50 11,00
Sekil 4. Serum kismi alinmis kana ilag etken maddelerinini herbirinden 50 ppb’lik i¢ standart eklemesi ile
hazirlanan numunenin olusturulan yontemle analizi sonucu olusan es zamanl kromatogram

D. METOT-VALIDASYON
Kesinlik

Tablo 2’de her bir konsantrasyon i¢in en az 10 tekrar yapilmak sartiyla ayni giinde ayni sartlarda ayni
kisi tarafindan yapilan giin i¢i analiz sonuglarinin %RSD degerleri verilmektedir. Tablo 3°de ise her
bir konsantrasyon i¢in en az 10 tekrar yapilmak sartiyla li¢ giin siire ile her giin ayni saatte ayni
sartlarda aymi kigi tarafindan yapilan analiz sonuglarinin %RSD degerleri verilmektedir. Giin igi
tekrarlanabilirlik degerlerinde %RSD sonuglari 0,15 ng.mL™ - 10,71 ng.mL™; giinler arasi
tekrarlanabilirlik degerlerinde ise %RSD sonuglar1 0,23 ng.mL™ - 13,75 ng.mL™ olarak bulunmustur.
Bu degerler her bir konsantrasyon i¢in kabul edilebilir sinirlar igindedir.

Tablo 2. Giin i¢i tekrarlanabilirlik degerleri (n=10)

KAN (% RSD)
Etken madde

1ng.mL* 50 ng.mL™ 100 ng.mL™
Paroksetin 6,50 0,29 0,20
Sitolapram 7,41 0,27 0,23
Essitolapram 8,54 0,48 0,47
Venlafaksin 6,04 0,21 0,15
Karbamazepin 7,81 1,12 0,81
Oxkarbamazepin 10,71 0,63 0,28
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Tablo 3. Giinler aras: tekrarlanabilirlik degerleri (n=10)

Etken Madde GUN - KAN (%F_QISD) - KAN (%6RSD)
1ng.mL 50 ng.mL 100 ng.mL Ort.
1.giin 11,06 0,27 0,30 3,88
Paroksetin 2.giin 9,30 0,88 0,76 3,65
3.giin 9,06 0,74 0,62 3,47
1.giin 13,75 0,29 0,33 4,79
Sitolapram 2.giin 11,90 1,07 0,47 4,48
3.giin 11,58 1,32 0,66 4,52
1.giin 8,54 0,48 0,53 3,18
Essitolapram 2.giin 7,52 0,91 0,74 3,06
3.giin 7,35 0,66 0,55 2,85
1.giin 6,04 0,62 0,35 2,34
Venlafaksin 2.giin 6,37 0,83 0,23 2,48
3.giin 4,72 0,91 0,37 2,00
1.giin 11,98 0,51 0,42 4,30
Karbamazepin 2.giin 12,82 0,89 1,04 4,92
3.giin 11,03 1,44 0,82 4,43
1.giin 13,54 1,35 0,27 5,05
Oxkarbamazepin 2.giin 11,09 1,04 0,88 4,34
3.giin 12,65 0,95 0,75 4,78

Geri Kazanim ve Ozgiinliik

Tablo 4’de gozlenebilme sinir1 (LOD), metodun laboratuvar kosullarinda 6rnekteki etken madde
varligini tespit edebildigi ancak kesin miktarin1 6lgemedigi en diisiik analit konsantrasyon; alt tayin
siirt (LOQ) ise ornekteki etken madde varligini miktarsal olarak tespit edilebilen en diisiik analit
konsantrasyon degerlerini vermektedir. % Geri kazanim ise belirtilen konsantrasyonlarda sonuglarin
dogrulugunu bir sonucudur ve degerler uluslararasi standartlara uyumludur. Tablo 5’de ki etken
maddelerin terapotik limitlerine bakildiginda bulunan sonuglar son derece tatmin edicidir.

Tablo 4. LOD, LOQ ve % Geri Kazanim Degerleri

LOD LOQ %Geri Kazanim
Etken Madde 1 50 100 1 50 100 1 50 100
ng.mL?  ngmL? ngmL*  ngmL? ngmL? ngmL*  ngmL?* ngmL? ng.mL?
Paroksetin 0,08 0,17 0,22 0,27 0,56 0,74 98,90 98,90 98,90
Sitolapram 0,09 0,16 0,26 0,25 0,53 085 9720 9720 97,20
Essitolapram 0,10 0,26 0,36 0,32 0,87 121 9830 9830 98,30
Venlafaksin 0,06 0,12 0,16 0,21 0,39 054 9880 98,80 98,80

Karbamazepin 0,13 0,12 0,30 0,43 0,40 09 9710 97.10 97.10

Oxkarbamazepin 0,15 0,35 0,20 0,49 1,17 0,67 98,40 98,72 99,03
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Tablo 5. Etken Maddelerin Terapdtik Konsantrasyonlart

Etken madde Terapotik Konsantrasyon

En Diisiik En yiiksek
Paroksetin 8 ng.mL™" 50 ng.mL™
Sitolapram 20 ng.mL™* 100 ng.mL™
Essitolapram 25 ng.mL™ 125 ng.mL™
Venlafaksin 75 png.mL* 450 pg.mL™*
Karbamazepin 2x10° pg.mL* 15x10° pg.mL™
Oxkarbamazepin 1x10% pg.mL™* 10x10° pg.mL™

V. Sonuc

Ilag etken maddelerinin kantitatif tayinleri rutin analizler, hasta takipleri ve ilag kimyas1 sektdriinde
¢ok 6nemli yere sahiptir. Bu c¢alismada antidepresan ve antiepileptik ilag etken maddeleri olan
Paroksetin, Sitolapram, Essitolapram, Venlafaksin, Karbamazepin ve Oxkarbamazepin’nin insan kan
serumda LC-MS/MS ile es zamanl analizi igin metot validasyon yontemi gelistirilmistir.

Yontem Oncesi 6n hazirlik ve numune hazirlamanin basit, kisa, giivenilir, anlagilir olmasi, maliyetin az
olmasi, konteminasyonun en alt seviyede tutulmasi agisindan diger yontemlerden ayrildigi
goriilmistiir. Olusturulan yontem kesinlik agisindan; her numune ve her konsantrasyon igin 10 tekrar
yapilmast LOD ve LOQ degerlerinin tayin sinirini diisiik tutma agisindan basarili olmustur. Metot %
geri kazanim yoniinden diisiik konsantrasyonlarda %97 seviyeleri, yiiksek konsantrasyonlarda ise %99
seviyeleri elde edilmis olup EURACHEM kilavuzuna gore sonuglarin son derece uygun oldugu
goriilmiistiir. Etken maddelerin her birini tiim konsantrasyonlarinda LOD ve LOQ degerleri
EURACHEM kilavuzuna uygun olarak hesaplanmis ve LOD degerleri i¢in 0,06 ng.mL™*-036 ng.mL™
araliginda, LOQ degerleri i¢in 0,21 ng.mL™-1,21 ng.mL™ sonuglari elde edildigi goriilmiistiir. Giin igi
tekrarlanabilirlik degerlerinde %RSD sonuglari 0,15 ng.mL*-10,71 ng.mL™; ginler aras:
tekrarlanabilirlik degerlerinde ise %RSD sonuglar1 0,23 ng.mL™?-13,75 ng.mL™" olarak bulunmustur.
Bu degerler her bir konsantrasyon i¢in kabul edilebilir sinirlar igindedir.

Yiiksek duyarlilik ve diisiik konsantrasyonlari yakalamak i¢in kalibrasyon egrileri 7 noktali ¢izilmis ve
her etken madde i¢in en az 0,9999 regresyon katsayist bulunmustur.

Validasyon parametrelerine bakildiginda diisiikk konsantrasyonlar da %RSD degerinin yiiksek
konsantrasyonlara gore orantisal olarak arttigi gériilmiistiir. Bu da diisiik konsantrasyonlar da kandaki
on hazirliktaki etken madde kaybin1i veya metodun optimizasyonunda daha hassas davranilmasi
gerektigini ortaya koymaktadir.

Bu calismada Paroksetin, Sitolapram, Essitolapram, Venlafaksin, Karbamazepin ve
Oxkarbamazepin’nin insan kaninda belirsizlik degerleri oldukg¢a diisiik, dogrusal araligi genis, geri
kazanim degerleri yiiksek, %RSD, LOD, LOQ degerleri kabul edilebilir sinirlarda ve analiz siiresi
oldukea kisa olarak gelistirilen yontemin, gerek rutin tarama ¢alismalarinda etken maddelerin diisiik
degerlerinin tespiti ve izlenmesi agisindan gerekse postmortem orneklerdeki analizlerde oldukga
faydali olacag diisiiniilmektedir.
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