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HIGH PRESSURE LIQUID CHROMATOGRAPHIC ANALYSIS OF

SOME SEDATIVE-HYPNOTIC ANTIEPILEPTIC AND ANALEPTIC
DRUGS WITH RP-CN-COLUMN
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SUMMARY

In this paper, a high pressure liquid chromatographic screening procedure for therapeu-
tic 1,4-benzodiazepines and some hypnotic, antiepileptic and analeptic drugs was de-
scribed that could be available for clinical and forensic toxicological purposes. The study
was performed on a RP-CN-column with UV-Detection at 254 nm and a mixture of acetoni-
trile-water (25:75) was used as eluent. Retention data was expressed as capacity factors
(k') by using potassium nitrate as unretained compound and the detection limits of the an-
alysed drug substances were determined in standard solutions and in spiked urine sam-
ples.

OZET

Bu ¢ahgmada, bagta iilkemizde mevecut olan ve saglanabilen benzodiazepinler olmak
iizere baz1 hipnotik, antiepileptik ve analeptik ilaglarin yiiksek basingh sivi kromatografisi
yardimi ile RP-CN kolon kullamilarak kalitatif analizi yapilmis, kapasite faktéri (k'), UV-
detektérdeki tayin edilebilirlik alt sinir1, ayrica bu bilegikler idrara katilip ekstre edildik-
ten sonra tayin edilebilirlik alt simirlar1 saptanmigtar.

GIRIS

Altmigh yillardan bu yana benzodiazepinler trankilizan, hipnotik,
kas gevsetici olarak genis olgiide kullanilmaktadir. Klinik toksisitesi
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diisik olan bu ilaglarin agir dozda alinmasina ¢ok sik rastlandig: halde
ciddi zehirlenmeler enderdir ve 6liim vakasi hemen hemen yok denecek
kadar azdir. Bu ila¢lar: kullananlarn intihar riski fazla olan bir gruba
dahil olduklar: da diisiiniiliirse ciddi zehirlenmelerin az sayida olusu ile
bu maddelerin nisbeten emniyetli oldugu daha iyi anlagilir. Ancak em-
niyet marj1 biiyiik olan bu ilaglarin basta alkol ile olmak izere bar-
bittiratlar, trisiklik antidepresanlar gibi ilaglarla birlikte alinmasinda
ciddi durumlar ortaya ¢ikabilmektedir. Bilhassa siiriiciilik kabiliyetini
¢ok olumsuz yonde etkilediginden, dolayh yoldan da kazalara sebebiyet
vermeleri sézkonusudur.

Olugan herhangi bir zehirlenmede veya aydinlatilmasi gereken
siipheli durumlarda, civarda bulunan siipheli materyal, kusmuk veya
mide yikama sulari, kan, idrar ve diger viicut sivilan veya organ homo-
jenizati gibi gesitli analiz materyalinde giipheli bir maddeyi saptayabil-
mek amaciyla kolayca uygulanabilecek yontemlere gerek duyuldugu
agikardir. Benzodiazepinler ve metabolitleri igin viicut sivilarinda ince
tabaka kromatografisi(1-3), gaz kromatografisi(4), gaz-sivi kromatografi-
si(5) ve yiiksek basingh sivi kromatografisi(6-12) yardimiyla kalitatif ve
kantitatif analizler yapilmis olup gerek kendileri, gerekse metabolitleri
igin daha az zaman iginde tayinlerine olarak saglayan yontemler
gelistirilmis bulunmaktadir. Bu ciimleden olarak aym sistemde benzodi-
azepinlerin ve birlikte kullamlabilecek diger baz: ilag maddelerinin tayin
edilebilmesi i¢in yapilan arastirmalar bu alandaki ¢aligmalara katkida
bulunacaktir. Bu ¢aligmada, yiiksek basingh sivi kromatografisinde ters
faz CN kolon ve sulu asetonitril ¢éziicii sistemi kullamlarak geligtirilen
analiz yonteminde benzodiazepinler ve birlikte kullanilabilecek baz
ilaglarin tayin edilebilmesi aragtinlmigtir.

MATERYAL VE METOD

Calismada kullanilan kimyasal maddeler ve saglandiklar: firma-
lar* agagida bildirilmektedir.

* Saf ilag maddelerini hediye eden firmalara tegelliirt borg biliriz.
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Oksazepam, Diazepam (Deva), Alprazolam, Allobarbital (Ec-
zacibas1), Karbamazepin, Lorazepam (Sifar), Nitrazepam, Flunitraze-
pam, Medazepam, Klordiazepoksit (Roche), Barbital, Fenobarbital, Po-
tasyum nitrat, Asetonitril, Kafein (Merck).

Kullanilan distile su cam kaplarda distile edildi.

Aletler : Calismada, sabit akigh 510 model pompa, UK model
valf tipli enjektsr, degisken dalga boylu 481 model UV detektor, 730
model (data module) yazica ve p—Bondapak CN (RP) (150x3.9 mm i.D)
kolondan olugan Waters marka HPLC sisteminden yararlamldi.

Cozeltiler : Stok g¢ozeltiler (S;) ilag maddelerinin asetonitril: su
(1:1) ¢bziicii karigiminda 200 pg/ml konsantrasyondaki ¢dzeltileridir.
Standart ¢ozeltileri (Sy) her maddeye ait S; cozeltisinin 100 pl'sinin mo-
bil faz ile 10 ml ye seyreltilmesiyle (2 pg/ml) hazirlandL

Standart potasyum nitrat ¢dzeltisi, potasyum nitratin mobil faz-
daki 10 pg/ml konsantrasyondaki ¢ozeltisidir.

Idrar drneklerinin hazirlanmasi ve ekstraksiyon: Bu amagla ilag
kullanmayan bireylerden alman idrar rneklerinin 50 ml sine maddelere
ait S, ¢ozeltilerinden flunitrazepam ve nitrazepam i¢in 0.5 ml, kafein ve
klordiazepoksit igin 0.75 ml, diazepam ve karbamazepin icin 1 ml, feno-
barbital, alprazolam, lorazepam ve oksazepam igin 2.5 ml, barbital ve
allobarbital igin 3 ml olmak tizere ayr1 ayr1 katimlar yapildi. Tlagh idrar
srnekleri 1 ml 0.1 N HCl ile asitlendirildikten sonra 2 kez 10 ml kloro-
form ile ekstie edildi. Birlestirilen organik fazlar susuz sodyum siilfat
tizerinden siiziilerek kurutuldu. Organik ¢dzici, su banyosunda buhar-
lastinilarak ekstreler elde edildi. Ayrica ilag katilmams 50 ml idrar
srnegi ile aym gekilde ¢ahigilarak bog idrar ekstresi elde edildi.

HPLC sisteminin kromatografik kosullar: ve kromatografik iglem:
Mobil faz olarak asetonitril:su (25:75, v/v) kullanildi. Akig hiz1 0.5 ml/
dak., dalga boyu 254 nm, hassasiyet 0.05-0.005 a.u.f.s., enjeksiyon hac-
mi 10 pl segildi. Olii zaman tayininde 10 pg/ml potasyum nitrat ¢ozeltisi
kullanilda.

fdrar ekstreleri 1 ml mobil fazda ¢oziiliip milipor filtreden (0.5 W)
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siziildiikten sonra enjekte edildi. Limit deteksiyon simirlan (en distik
tayin edilebilirlik smir1) S, ¢ozeltilerinden seyreltme yapilarak saptandi.

S, ¢ozeltilerinin, ml sinde 10 pg potasyum nitrat igeren mobil faza
katilmasiyla hazirlanan karigimlarda da maddelerin birbirlerinden
aynlmalan gozlendi (Sekil 1).

AWM e J

T T T T T T T
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Sekil - 1 : Test kangimlarindan birinin yiiksek basin¢h sivi kromatografisi
ile ayrilmas1 1 = Potasyum nitrat, 2 = Allobarbital, 3 = Fenobarbital, 4 =
Qksazepam, 5 = Lorazepam, 6 = Flunitrazepam, 7 = Diazepam

TARTISMA

Baglh faz kolonlarin daha stabil olmasi(13) nedeniyle ters faz CN
(RP-CN) kolon ve sulu asetonitril kullanilarak yapilan bu ¢aligmada,
bilegiklerin oldukea iyi ayrildiklar1 ve uygun retensiyon zamanlarinda
pik verdikleri goriilmiis ve denenen diazepin tiirevi ila¢lardan sadece
medazepam bu kosullarda pik vermemistir. Inorganik solutlarin RP-
HPLC'de daha iyi sonug¢ verdigini bildiren literatiir bulgusuna dayana-
rak(14), piklerin eliisyon yerini belirten daha genel bir kavram olan ka-
pasite faktérlerini (k') saptamak i¢in 6lii zaman tayininde potasyum nit-
rat kullamlmigtir. Olii zamanin etanol(15), aseton(16), metanol, sodyum
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nitrat, N,N-dimetilformamid, sodyum benzensiilfonat, potasyum bi-
kromat, tartrazin, urasil(14) gibi bilesiklerle tayin edilebildigi de bildiril-
migtir.

Konu ile ilgili arastirmalarda daha gok silika kolon kullanildig ve
ayirmalarin tampon ¢ozelti kullanmak suretiyle yapildig: dikkati
¢ekmektedir(7, 11, 12, 17). Bagh faz kolonda tampon ¢ézelti kul-
lanilmadan gergeklestirilen bu gahgmada bazi bilegiklere ait ayrilmalar
Sekil 1'de, retensiyon verilerine ait bilgiler ise Tablo 1'de goriilmektedir.
Zehirlenme olaylarinda mide yikama suyu érneklerinde bulunabilecegi
gibi yiiksek dozlarda alinmalar1 halinde idrar ile de serbestge atilabilen
miktarin artabilecegi gézoniine alinarak, maddelere ait limit deteksiyon
sinirlan standart ¢ozeltilerde ve idrara katim yapilarak ekstraksiyon-
dan sonra saptanmastir.

Tablo - 1: llag maddelerinin yiiksek basingl sivi kromatografisine ait veriler

Retensiyon Kapasite Deteksiyon Idrarda

zamani faktori limitleri deteksiyon
Maddeler (tR) dak. k) (ng) limitleri(ng)
Potasyum nitrat 1.85
Kafein* 3.88 1.10 4
Barbital* 3.50 111 15
Allobarbital* 4.53 1.45 15
Fencbarbital* 5.10 1.76 10
Karbamazepin 7.58 3.1 5 20
Oksazepam 7.66 3.14 12.5 50
Klordiazepoksit 7.96 3.30 4 15
Lorazepam 8.76 3.74 12.5 50
Nitrazepam 8.95 3.84 2.5 10
Flunitrazepam 10.60 4,73 2.5 10
Alprazolam 11.25 5.08 12.5 50
Diazepam 12.23 5.61 5 20

Medazepam - = = —

* Idrar érneklerinde interferens gorildi,
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