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OZET

Yiiksek lisans Tezi

PRAVASTATIN’IN FARMASOTIK PREPARATLARDA KAPILER
ELEKTROFOREZ ILE MIKTAR TAYINi

KEVSER KIRCALI

Anadolu Universitesi
Saghk Bilimleri Enstitiisii
Analitik Kimya Anabilim Dah

Damisman: Prof. Dr. Muzaffer TUNCEL

2001

Bu tezde, pravastatin (PRA)’in kapiler elektroforez yontemi ile tayini
tamtilmaktadir. Tayin, % 10 asetonitril ve 10 mM borattan olusan pH 8.5
elektrolit cozeltisinde, 0.5 saniye vakum enjeksiyonu kullanarak, 200 nm de,
sisteme 27.5 KV voltaj uygulanmasiyla gerceklestirilmistir. Bu kosullarda IS
olarak kullamlan lansoprazol 3.9, PRA ise 4.8 dakikada gi¢ etmistir.
Yontemin tekrarlanabilirligi, seciciligi ve dogrusalligi incelenmis ve iyi
sonuglar bulunmustur. En diisiik saptama simr1 (LOD) 8.98 x 10° M olarak
hesaplanmistir. Bu calismada tabletlerdeki PRA’nin miktar tayini yapilmis
ve tabletlerdeki PRA’nin miktarn ortalama % 107.6 = 4.0 olarak
bulunmustur.

Yukandaki sonuglara gire; yontemin giivenilir, dogru, hizli ve ucuz
oldugu soylenebilir. Bu nedenle, rutin analiz laboratuvarlan icin

onerilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Pravastatin, Kapiler Elektroforez, Miktar Tayini
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ABSTRACT

Master of Science Thesis

DETERMINATION OF PRAVASTATIN IN PHARMACEUTICAL
PREPARATION BY CAPILLARY ELECTROPHORESIS (CE)

KEVSER KIRCALI

University of Anadolu
Institute of Health Sciences
Department of Analytical Chemistry

Supervisor: Prof. Dr. Muzaffer TUNCEL

2001

The determination of pravastatin is described by capillary
electrophoresis, in this thesis. The analysis was performed in a background
electrolyte consisting of 10 percent acetonitrile and 10 mM borate at pH: 8.5,
applying 27.5 kV and detecting at 200 nm. In the mentioned conditions,
pravastatin and lansoprazole as (IS) were appeared at 4.8 and 3.9 minutes,
respectively. The selectivity, repeatability and linearity of the method was
examined and good results for the determination was found. Limit of
detection (LOD) was determined as 8.98x10°%. Besides, the determination of
pravastatin was performed in a pharmaceutical preparation to examine the
applicability of the method. The percent of pravastatin was determined as
107.6 with 4.0 standard deviation (SD).

As conclusion, it can be expressed that he method is reliable, precise,

fast and highly cheap. Therefore, it is proposed for routine laboratories.

Keywords: Pravastatin, Capillary Electrophoresis, Determination
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1. GIRIS ve AMAC

Pravastatin (PRA), HMG-CoA’nin mevalonata dontisiimiinii katalize eden,
HMG-CoA rediiktaz enzimi inhibit6érii olup, insan organizmasindaki toplam
kolesterol diizeyini diigiiren maddelerden biridir[1-3]. Son yillarda statinler diye
bilinen bu grup maddeler ile ¢ok basarili sonuglar alndigindan hekimler
tarafindan 10 ve 20 mg’lik tabletleri regetelere 6nemli 6lgiide yazilmaktadir.

PRA tayini i¢in, Yiiksek Basingli Sivi Kromatografisi (High Performance
Liquid Chromatography, HPLC)[4,5], Sivi Kromatografisi/Tandem Kiitle
Spekrometrisi  (Liquid Chromatography/ Tandem Mass Spectrometry,
LC/MS/MS)[6], Indiikklenmis Lazer Floresans (Laser Induced Fluorescence, LIF)
dedektor ile Yiksek Basingli Sivi Kromatografisi (HPLC)[7], Kapiler Iyon
Elektroforez (Capillary Ion Electrophoresis, CIE)[8], Kapiler Elektroforez
(Capillary Electrophoresis, CE)[9], Yiiksek Basingli Siv1
Kromatografisi/Atmosferik Basing Kimyasal Iyonizasyon Kiitle Spektrometrisi
(Liquid Chromatography /Atmospheric Pressure Chemical Ionization Mass
Spectrometry, LC/APCI-MS)[10] ve Gaz Kromatografisi/Kimyasal Iyonizasyon
Kiitle Spektrometrisi (Gas Chromatography/Chemical Ionization Mass
Spectrometry, GC/CIMS)[11] gibi yontemler kullanilmugtar.

Son zamanlarda, kapiler elektroforez genel analitik laboratuarlarinin gézde
yontemlerinden biridir. Calismalardaki kolayligi ve analiz maliyetinin
dusiikligliniin yan stra biyolojik ¢aligmalara yatkinligi gibi tstiinliikleri ile cogu
arastiricinin yegledigi yontemlerden biridir. Statinlerden biri olan fluvastatinin de
kapiler elektroforez ile yapilmig bir yontem gelistirme ¢aligmasi
bulunmaktadir[9].

Bu tez ile, kapiler elektroforez kullanilarak dogrudan Kapiler Zon
Elektroforez (CZE) teknigi ile PRAnin elektroforetik davraniglarinin incelenmesi
ve tabletlerdeki PRA tayinine uygulanmas: amaglanmistir.

Yontem gelistirilirken analitik a¢idan tiimiiyle bilimsel yol izlenmis, ilgili
validasyon c¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Tiim sonuglar istatistiksel agidan

degerlendirilmistir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1. Pravastatin ile Ilgili Genel Bilgi

HMG-CoA rediiktaz inhibitérleri, 3-hidroksi-3-metilglutaril Coenzim A‘y1
mhibe ederler ve kolesterol biyosentezinde simirlayici ajanlardir. Kolesterol
biyosentezi ve sinirlayici hiz basamagi Sekil 2.1°de gosterilmektedir. PRA lipit
diistirticii etkisini iki yolla gerceklestirmektedir. Ik olarak, HMG-CoA rediiktaz
aktivitesini tersinir olarak inhibe etmek suretiyle intraseliiler kolesterol
seviyelerinde az Olclide bir azalma meydana getirir. Bunun sonucunda hiicre
yiizeylerindeki diisiik yogunluklu lipoprotein (Low Density Lipoprotein, LDL)
reseptor sayisinda, reseptor aracilifiyla olusan katabolizmada [1] ve dolagimda
bulunan LDL’nin klirensinde artma meydana gelir[2]. Ikinci olarak, PRA, LDL
6n maddesi olan ¢ok diisiik yogunluklu lipoproteinlerin (Very Low Density
Lipoprotein, VLDL) karacigerdeki sentezini inhibe etmek suretiyle LDL
olusumunu inhibe eder[3].

PRA aktif bilesigi, sodyum tuzu halinde agiz yoluyla uygulanr.
Karacigerde genig 6lciide ilk gecis ekstraksiyonuna maruz kalmakta ve absorbe
edilen miktarin yaklasik % 46°s1 hepatik ekstraksiyon ile degisiklige
ugramaktadir[2].

PRA, insanlarda plazma toplam kolesterol ve LDL konsantrasyonlarini
diisiiriicii etkilidir. HMG-CoA rediiktaz inhibitorleri, kolesterol biyosentezinin hiz
sinirlayici basamagim inhibe ederek, kardiyovaskiiler hastalik ve oOliimlerin
onemli bir nedeni olan LDL kolesterol konsantrasyonunu %20-35 oraninda
azaltmaktadir[1,3]. Yiiksek yogunluklu lipoprotein (High Density Liporotein,
HDL)Ylerin yapisinda baglica Apolipoprotein (Apo) AI ve AIl proteinleri
bulunmaktadir. Hiperlipidemik hastalar 10-20 mg/giin PRA ile tedavi edilmisler
ve 12 hafta sonunda Apo Al ve AIl diizeylerinin %12-16 dolayinda arttig
gozlenmistir. Buradan da PRA’mn HDL konsantrasyonunu arttirdigi
anlasilmaktadir[12].



Yag asitleri
Glukoz Amino asidler

NS

Asetil CoA

¢

HMG-CoA

HMG-CoA ——->» Smurlayic1 Hiz Basamagi
Rediiktaz (Ilag tedavisinde hedef basamak)

Mevalonat

Isopren iinitesi

Squalen

¢

Kolesterol

Sekil 2.1. Kolesterol biyosentezi ve smirlayici hiz basamagi[13]

Dekalin halkasina hidroksil gruplarinin bagli olmasindan dolayi, PRA
diger HMG-CoA redilktaz inhibitérlerinden daha biiyiikk hidrofilite
gostermektedir. PRA’min proteinlere baglanma oram yaklasik %50°dir. Oysa,
lovastatin, fluvastatin ve simvastatinin proteinlere baglanma oraninin %90’dan
daha fazla oldugu goriilmektedir[1,3,14].

PRA’nimm, diger HMG-CoA rediiktaz inhibitorleri ile karsilastirildiginda
disiik hepatik ekstraksiyon, diisiik safra bosaltimi ve yiiksek iiriner bosaltima
ugradigs belirtilmistir[1,3,14,15].

PRA, HMG-CoA rediiktaz inhibitdrlerinden lovastatin ve simvastatin ile
karsilastirildiginda PRA’nin metabolik modelinin daha az kompleks oldugu
gbzlenmekte ve aym zamanda biyoaktivitesinin yaklastk %75 oldugu
belirtilmistir[15,16].

Bu giine kadar HMG-CoA rediiktaz inhibitorleri iizerinde ¢ok sayida
farmakokinetik arastirma yapilmis ve buna gore fluvastatin ve PRA en 1iyi HMG-

CoA rediiktaz inhibitérleri olarak nitelendirilmiglerdir[1].



2.2. Pravastatin’in Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

PRA kimyasal olarak, [IS-[1a(BS*,65%),20,60.,8B-(R*),8aa]]-1,2,6,
7,8,8a-hekzahidro -B, d, 6- trihidroksi -2- metil -8-(2 — metil -1- oksobutoksi) -1-
naftalenheptanoik asit (Sekil 2.2.a) olarak adlandirilir. Kapali formiilii Co3H3607°
dir. Molekiil agirlig: 424.25°dir[17].

Lansoprazol (LNS) ise, 2-[[[ 3- metil -4-(2,2,2-trifloroetoksi) -2- piridinil]
metil] siilfinil]-1H-benzimidazol (Sekil 2.2.b) olarak adlandirilir. Kapali formiilii
Ci6H14F3N30,S “dir. Molekiil agirligr 369.37°dir[17].

b)

Sekil 2.2.a) PRA’nm kimyasal yapis1

b) LNS’nin kimyasal yapis1

2.3. Pravastatin ile Ilgili Yapilmis Calismalar

Otter ve Mignat[4], insan plazmasindaki HMG-CoA rediiktaz inhibitdrii
olan PRA’mn tayini i¢in hassas HPLC yontemini kullanmiglardir. i¢ standart

olarak triamsinolon asetonid kullanilmig ve ters-faz sivi-faz ekstraksiyonu
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temeline gére 6rnek hazirlanmugtir. Birkag HPLC kolonunda ayirma yapilmis ve
sonuglar karsilastinlmistir. Ug farkl: {iretici firma tarafindan retilmis Cyg siv1 faz
kartuglarin verimleri karsilastinilmigtir. Buna gore; PRA’nin yiiksek verimi
nedeniyle C;s ekstraksiyon kartuslar1 yeglenmis. Bond elut C;3 ekstraksiyon
kartuglar1 3 ml su ve 2 ml metanol ile hazirlandiktan sonra maddeler C,g ters-faz
analitik kolonu ile ayrilmis ve UV detektorii ile tayin edilmistir. Plazmadaki
PRA’nin geri kazanim % 69.216.7 (ortalamatSD) olarak bulunmustur. Sulu
cozeltideki PRA icin tayin limiti 0.4 ng/ml, plazmadaki saptama limiti ise 2
ng/ml’dir. ki saglikli goniillii ile yapilan 6ncelikli farmakokinetik ¢alismada
plazmadaki PRA’nin yarilanma émriiniin (t;2) 0.8 - 2.3 saat oldugu bulunmusgtur.

Siekmeier ve ark. [5], PRA tayini i¢in HPLC yontemini kullanmiglardir.
Omnekler siklohegzil bagh kartuslarda sivi faz ekstraksiyonu ile hazirlanmis ve
oktil matriksinde kromatografiye tatbik edilmistir. I¢ standart olarak triamsinolon
asetonid kullamlmigtir. Bu yoéntem 5-200 pg/l PRA derisim smirlarinda
dogrusaldir. 10, 50, ve 100 pg/l PRA derisimlerinde ti¢ seri analiz yapilmis ve
bunlarin varyasyon sabitleri hesaplandiginda %10’dan fazla olmadig
bulunmugtur. PRA’nmin  saghikli  bireyler {izerinde yapilan deneylerle
farmakokinetigi tayin edilmigstir. Bes saglikli denege PRA’nin 60 mg’lik oral
dozundan ve bunlardan birine de 80 mg’lik ilave bir dozu ti¢ farkli giinde
verilmistir. Ila¢ alimindan 0, 30, 60, 90, 120, 150, 180, 240 ve 300 dakika sonra
biitlin deneklerden kan ornekleri alinmigtir. Buna gére PRA’nin en yiksek plazma
konsantrasyonlarinin 60 mg’lik oral doz alimindan itibaren 60 dakika ve 120
dakika arasinda oldugu ve etki ettigi degerlerin 37 pg/l ve 126 pg/l oldugu
bulunmugtur.

Mulvana ve ark.[6], insan serumundaki PRA, PRA-ds, SQ31906, SQ-
31906-ds ve PRA-lakton’un tayinini i¢in hassas, segici ve tekrarlanabilir analitik
yontem gelistirerek validasyon galigmalarim1 gergeklestirmislerdir. 0.5 ml serum
ornegi almarak, bes analit insan serumundan yonteme gore ayrilmistir. Ornek sivi
faz ekstraksiyonu ile ekstre edilmis ve asitlendirilmistir. Ekstrakt 6rnegi, pozitif
iyon modunda turbo iyon sprey LC/MS/MS ile analiz edilerek yeniden
degerlendirilmistir. Toplam analiz siiresi 9 dakikadir. Bes analit i¢in en diisiik

tayin limitinin 0.5 ng/ml oldugu belirtilmistir. Kalibrasyon egrisinin bes analit igin



0.5 ng/ml den 100 ng/ml ‘ye kadar dogrusal oldugu ve kalibrasyon egrisinden de
korelasyon katsayisinin >0.999 oldugu bulunmugstur. Dogruluk ve kesinlik kalite
kontrol (QC) 6meklert, 2, 30, 80 ve 500 ng/ml derisimlerde hazirlanmistir. Kalite
kontrol ¢rneklerinden, giin igi ve giinler aras1 kesinlik ve giinler arasi1 dogruluk
degerleri hesaplanmig, biitiin analitler i¢in %8 dolayinda bulunmustur.
Ekstraksiyon geri kazanimmin ise biitiin analitler i¢in %90’dan fazla oldugu
bulunmustur. Buz-su banyosunda (<10 °C) ilacin hazirlanmasi siiresince
karsilagilan stabilite deneylerinde, serumdaki PRA-lakton’un PRA’ya hidroliz
oldugu gozlenmistir. PRA, PRA-ds, SQ-31906 ve SQ-31906-ds’in bu kosullar
altinda 24 saate kadar stabil oldugu gézlenmistir. Serum o&rnekleri buz-su
banyosunda muhafaza edilmis ve pH: 4.5 serum tampon yardimiyla hidrolizi
azaltilmigtir. Tim analitlerin, ii¢ donma-erime devrinden sonra ve yeniden
olusturma ¢ozeltisinde 4°C’de 1 hafta sonunda stabil oldugu sdylenebilir. Ayrica -
70°C’de 77 giin depolandiginda insan serumundaki biitlin analitlerin stabil oldugu
belirtilmigtir. Analizi yapilan orneklerin stabiliteleri aymi sekilde incelenmis ve
sonuglar, kalite kontrol rneklerinden elde edilenlerle kargilastirilmugtir.

Dumousseaux ve ark. [7], kolesterol diisiirici ajan olan PRA’nin
plazmadaki tayini i¢in, antikor kolon ekstraksiyonu ile maddeyi kazanmis ve
HPLC kullanarak LIF’e dayali miktar tayinini gergeklestirmislerdir. Plazma
6megi kolona uygulanmig, su ile yikandiktan sonra ilag metanol ile eliie
edilmigtir. N-Dansiletilendiamin (DNS-ED) ilacin karboksil grubuna dioksan
icerisindeki dietil fosforosiyanidat (DEPC) ve trietilamin (TEA) varliginda
birlestirilmigtir. Tirevlendirme islemi bes dakikada tamamlanmistir. Saptama
limiti (LOD) 2 pg/ml olup normal floresans tayinlerinden 20 kez daha duyarl
oldugu bulunmustur, tayin limiti (LOQ) ise 100 pg/ml olarak bulunmustur. 1-100
pg/ml lik ¢ozeltilerde CV (varyasyon sabiti) % 8 olarak hesaplanmigtir. Siganlarda
(20 mg/kg) ve kopeklerde (5 mg/kg) tek doz uygulamasinda ortalama degerler
sirastyla 142 ve 310 ng/ml olarak bulunmustur.

Nair ve Izzo [8], hizli bir ayirma teknigi olan ve elektriksel alan i¢inde
yiklii ve yiiksiiz tiirlerin farkli gé¢ etmeleri temeline dayanan CIE ydntemini
kullanmislardir. Iyonlarn hizh tayin ve saptanmasi igin indirekt UV detektér ve

ozmotik akis izleyici ile kombine edilmis CE temellerine dayanan CIE y6ntemi



kullamlmistir. 60 cm x 75 mm i¢ ¢apinda ergitilmis silika kapiler ile donatilms
patentli kromat tampon ve osmotik akis izleyici ile birlestirilmis Water Quanto
4000 CE sistemi kullanilmugtir. Parametreler optimize edilmis ve analitlerin gég
zamanlarmin 5.0 dakika icinde oldugu belirtilmistir. Parametreler igin yapilan
optimizasyon c¢aligmalarinda sistemin analiz siiresi, voltaji, dogrusalligi, kesinligi
ve tayin limiti gosterilmistir. Ayrica ornek seyreltmelerdeki organik c¢oziicii
varligimin anyonlarin gé¢ zamanlarina olan etkisi incelenmistir. PRA, taksol ve
iopiperidol i¢in yontemin uygulamalari tamimlanmistir. Bu dogrultuda iyon
kromatografisinin avantaj ve dezavantajlarinin karsilastirilmas tartigilmagtar.

Kawabata ve ark. [10]’nin yapmus oldugu bu ¢alismada, insan plazmasinda
HMG-CoA rediiktazin kuvvetli inhibitorii olan PRA ve baglica metabolitinin
tayini i¢in LC/APIC-MS metodu anlatilmistir. Insan plazmasindaki PRA ve R-
416, sivi-faz ekstraksiyonu kullanilarak aynlmig ve LC/APIC-MS ile analiz
edilmistir. Segilen iyon izleyici, kabul edilebilir dogruluk ve kesinlik ile 0,625-80
mg/ml sinirlarmn {izerinde saptamayr miimkiin kilmigtir. Polar molekiiller i¢in
tirevlendirmeye gerek bulunmamaktadir. PRA, P-416 ve i¢ standart (R-1437)’1n
alikonma zamanlar1 sirastyla 2.1, 2.5 ve 3.9 dakikadir, toplam analiz siiresi ise 5
dakikadir. Bu metod Gaz kromatografisi/negatif iyon kimyasal iyonizasyon kiitle
spektroskopisi kosullarina gére otomatiklestirilerek karsilagtirilmis ve validasyonu
yapilmigtir.

Morris ve ark. [11], plazmadaki HMG-CoA rediiktaz inhibitorleri
lovastatin, PRA ve simvastatinin saptanmasi igin GC/CIMS metodunu
gelistirmisler ve validasyonunu yapmuglardir. Analitler, sivi-faz ekstraksiyon
islemi ile plazmadan ilaglarin lakton ve asit formlarmin ayrilmas: ile elde
edilmistir. Lakton, karboksil grubunun pentaflorobenzilasyonu ile tiirevlendirilmig
ve ardindan hidroksil fraksiyonlarinin trimetilsilasyonuyla asit forma ¢evrilmistir.
Asil ve gevrilmis asitten tiirevlendirilmis 6rnekler, negatif iyonizasyon kiitle
spektroskopisi kullamlarak GC/MS ile saptanmustir. Ilaglar terapotik dozlarda
uygulanmustir. Klinik 6rneklerin analizi i¢in metodun yeterli hassasiyet, dogruluk,
kesinlik ve segicilige sahip oldugu ifade edilmistir. Metodun lovastatin ve
simvastatinin hem lakton hem de asit formlarinin tayinine olanak sagladifi, ve

ayrica PRA’nin saptanmasinda da uygulanabilir oldugu belirtilmistir.



Iacona ve ark.[18], plazmadaki PRA’nin analitik tayini i¢in ters faz HPLC
ile UV deteksiyon teknigini gelistirmislerdir. Ekstraksiyon ve ornek arindirma
islemleri basit ve uygulanabilir 6zelliktedir. Elde edilen kromatogramlarda
endojen plazma iceriklerinin ve PRA ile birlikte alinan diger antikolesterolemik
ajan veya ilaglarin yarattifn girisim bulunmamaktadir. PRA i¢in tayin limiti 2
ng/ml olup standart egrisi 5-200 ng/ml arasinda dogrusaldir. Saptama smirinda
varyasyon sabiti %10’dan diisiiktiir. Bu metod iki hiperkolesterolemik kalp nakli
olan alict ve iki hiperkolesterolemik nakil yapilmamis hastada, PRA plazma
diizeylerindeki calismada kullanilmistir. Burada anlatilan metodun, hastalar
tizerinde PRA’nin terapdtik etkisinin incelenmesinde ideal oldugu sonucuna

varilabilecegi belirtilmistir.



3. DENEYSEL BOLUM

3.1. Kimyasal Maddeler

Standart pravastatin tetrametilbiitilamin Bristol-Myers Squibb Firmasindan
temin edilmigtir. Test yoOntemi olarak HPLC’yi referans gosteren sekilde
uygulandiginda % 100.0 saflikta oldugu belirtilmektedir. Ayrica, € (1 cm, % 1)
239 nm’de 434 absorptivite, spesifik rotasyon 20 °C’de ve D 1s18inda [ o] olarak
+116 verilmektedir.

[¢ standart maddemiz olan LNS Bilim Ilag San. ve Tic. A.S. den temin
edilmisgtir.

Hidroklorik asit, sodyum hidroksit, etanol, boraks ve asetonitril, Merck
(Darmstadt, G) firmasindan elde edilmistir ve analitik 6l¢iilerde saftirlar.

Diger kullanilan kimyasallarin tiimii analitik 6l¢iilerde saftir.

Deneyler siirecinde kullanilan iletkenlik suyu tiimii camdan yapilmig

apareylerde laboratuarimizda elde edilmisgtir.

3.2. Aletler

Deneyler Spektrophoresis 100 kapiler elektroforez sistemi ile
gerceklestirilmigtir. Bu sistem; Modiiler enjektor, yiiksek voltaj giic kaynagi ve
SpektraFOCUS ultraviyole ve goriiniir alan tarayict detektorinden (Thermo
Separation Product) olusmaktadir. Veriler OS/2 WARP (Versiyon 3.0) program
altinda PC 1000 (Versiyon 2.6) ile islenmistir.

Analizler, 75 um i¢ ¢apli ¢iplak silika kolon (Phenomenex) kullanlarak
yapilmustir. Kolon, 50 c¢m si etkin olmak iizere toplam 86 cm uzunlugundadir.

Cozeltilerin pH’lar1 P 114 Model pH metre (Consort) ile dl¢iilmiigtiir.

Cozeltilerin igerisindeki ¢oziinmiis gazlari uzaklastirmak i¢in B-220 model
ultrasonik banyo kullanilmistir (Branson).

Cozeltideki partikiilleri ¢oktiirmek igin Sigma 1-2 model santrifiij aleti

kullanilmastir.
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3.3. Calisma Elektrolitinin Hazirlanmas:

Borat tamponu stok ¢ozeltisi hazirlamak igin 9.53 g boraks tartilip distile
su ile ¢6ziilerek 250 ml’ye tamamlanmigtir.

Bu ¢ozeltiden 10 ml alinmig tizerine 10 ml asetonitril (ACN) ilave edilip
pH’st 8.5 olarak ayarlanmis ve 100 ml’ye tamamlanarak c¢alisma elektrolit

¢ozeltisi hazirlanmagtir.
3.4. Kapilerin Yikama Islemleri

Her enjeksiyon oncesinde kolon, sirasi ile 0.1 M NaOH, distile su ve

yukarida sozii edilen elektrolit ¢ozeltisi ile 2’ser dakika yikanmigtir.
3.5. Standart Cozeltilerinin Hazirlanmasi

PRA’nin stok ¢ozeltisini hazirlamak amaciyla 12.9 mg pravastatin
tetrametilbiitilaminin 10 ml etanolde ¢6ziilip distile su ile 50 ml’ye
tamamlanmigtir. Bu ¢ozeltiden sirasiyla 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 ml alinarak distile su
ile 6 ml’ ye seyreltilmistir. Bu ¢6zeltilerden de 2°ser ml alinip iizerlerine 1 ml IS
¢ozeltisi, 1 ml ACN ve 1 ml elektrolit ¢ozeltisi ilave edilerek 1.56x107 ve
7.78x10°> M (bu derisimler pravastatin sodyuma gore gevrilmistir) konsantrasyon
sinirlarinda bes ¢ozelti hazirlanmistir.

IS’nin stok ¢6zeltisi, 5.5 mg LNS’nin distile suda ¢oziiliip iizerine bir
damla 0.1 M NaOH ¢ozeltisi ilave edilerek distile su ile 50 ml’ye

tamamlanmasiyla hazirlanmagtir.
3.6. Tabletlere Uygulanan Islemler
On adet Pravachol® (her tablet 10 mg Pravastatin sodyum igermektedir)

tablet tam olarak tartilip (1.996 g), bir tabletin ortalama agirlign (0.200 g)

hesaplandiktan sonra havanda doviilmiis ve homojen sekilde kanstirilmagtir.
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Kapiler elektroforetik caligmalarda kullanilacak tablet ¢6zeltisini
hazirlamak i¢in yaklasik 5 mg kadar PRA igeren tablet tozu tartilarak az miktarda
su ile ¢6ziildiikten sonra 50 ml’ye distile su ile tamamlanmgtir. Tablet ¢ozeltileri
stizme igleminden sonra 5.600 rpm devirde 10 dakika santrifiij edilmistir. Elde
edilen ¢6zeltilerden, 6nce 3 ml alimip 6 ml’ ye distile su ile seyreltilmis ve bu
hazirlanan ¢ozeltilerden de 2’ser ml alinip tizerlerine 1 ml IS ¢6zeltisi, 1 ml ACN
ve 1 ml’de elektrolit ¢ozeltisi ilave edilerek kapiler elektoforez aletine enjekte

edilmek iizere tablet ¢ozeltileri hazirlanmugtir.
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4. SONUC ve TARTISMA

4.1. Yontemin Optimizasyonu

Analitik kimyada optimum kosullarin olusturulmasi siirecinde, goz 6niine
alinmasi gereken kosullar vardir. Biitiin bu uygunluklarin (efficiency) bir araya
getirildigi analitik (¢6zelti bilesimi, oranlan, pH, iyon siddeti ve digerleri) ve
aletsel (tayin dalgaboyu, uygulanan voltaj, enjeksiyon siiresi ve digerleri)
parametrelerin arastirilmasi gerekmektedir.

Bu calismaya oncelikle en 6nemli parametrelerden biri olan elektrolit
cozeltisi hazirlanarak baglanilmigtir. PRA’nin en uygun siirede geldigi elektrolit
sistemi, 10 mM borat ve %10 ACN’den olusan pH 8.5 olarak belirlenmistir. Bu
elektrolit ¢ozeltisi icerisinde PRA’min 4.8 dakika dolaylarinda belirdigi
saptanmugtir. PRA’nin tayini i¢in yaklagik beg dakikalik bir analiz siirecinin uygun
bir siire oldugu séylenebilir.

Statinlerden biri olan fluvastatin iizerinde yapilan bir ¢calismada benzer
tampon sistemi kullanilmistir. Ancak, kullanilan elektrolit sistemi pH 8.0°dir ve
ACN icermemektedir. Calismalarin sonu¢ olarak bircok benzer yonu
bulunmaktadir [9].

Calismanin bundan sonraki bolimii, i¢ standardin (IS) belirlenmesini
kapsamaktadir. Gerek kromatografik gerekse kapiler elektroforetik caligmalarda
dogruluk ve kesinligin saglanabilmesi i¢in IS kullaniminin geregi yadsinamaz. Bu
nedenle, ¢esitli kimyasal maddeler denenmis ve en uygun kimyasal bilesigin LNS
oldugu bulunmugtur. Fluvastatin ¢aligmasinda IS olarak fenobarbital sodyum
kullanilmistir [9].

10 mM borat ve %10 ACN’den olugan pH 8.5 elektrolit sistemi
kullamilarak, 0.5 s enjeksiyon stiresinde, 27.5 kV voltaj uygulanmasiyla ve
analitlerin kapiler penceresi oniinden ge¢meleri sirasinda 200 nm’de tayin
edilmesiyle elektroferogramlar elde edilmigtir.

6.2 x 10° M PRA ve 5.6 x 10° M IS’den olusan 6rek gozeltinin
yukaridaki kosullardaki elektroferogramu Sekil 4.1°de verilmektedir.

Belirtilen kosullarda yontemin validasyonu gergeklestirilmistir. Bunun i¢in

yukaridaki belirtilen analitik ve aletsel kosullarda 6.2 x 10° M PRA ve 5.6 x 107
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M IS igeren olusan 6rnek ¢ozeltisi 8 kez enjekte edilmis ve PRA ve IS ile ilgili
piklerin alan ve gb¢ zamanlari agisindan integrasyonu, bunlara ek olarak pik
normalizasyon (Dizeltilmis pik alam, pik alani/gé¢ zamani, PN) ve pik

normalizasyon oranlarl (PNpra/PNis) degerlendirilmeleri yapilmistir.

1.5+

1.0

PRA

mV or mAU
(o]
o

-0.5 -

-1.0 1

2.5 3.0 35 40 45 50
Minutes

Sekil 4.1. PRA ve LNS’nin 10 mM borat ve %10 ACN den olusan pH 8.5 elektroliti
igerisinde 0.5 s enjeksiyon, 27.5 kV uygulayarak 200 nm’deki elektroferogrami

Kapiler  elektroforez  ile  yapilan  calismalar  incelendiginde,

tekrarlanabilirlik ¢aligmalarinin sonuglarinin; gé¢ zamanlar1[20-22], pik alanlar
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[20-22] ve pik alan normalizasyonlarinin [20,23] %RSD (bagil standart sapma)
degerlerine gére yorumlandigr goriilmektedir. Buradan yola ¢ikarak hesaplanan

%RSD degerleri Cizelge 4.1°de verilmektedir.

Cizelge 4.1. PRA ve LNS alan ve gi¢ zamanlar agisindan integrasyonu, bunlara ek

olarak pik normalizasyon ve pik normalizasyon oranlar1 degerlendirilmeleri

Alan Gog Alan Gog PN PN
PRA | Zamani(dk) IS Zamanydk) | PRA IS PN(PRA)/PN(IS)
PRA IS
1 1955 4.929 1311 4.082 396.63 | 321.17 1.23
2 2036 4.755 1421 3.957 428.18 | 359.11 1.19
3 2275 4.759 1520 3.921 478.04 | 387.66 1.23
4 2176 4.677 1361 3.832 465.27 | 355.17 1.31
5 2274 4.620 1447 3.806 492.21 | 380.19 1.29
6 2277 4.732 1409 3.865 481.19 | 364.55 1.32
7 2131 4.780 1334 3.896 445.82 | 342.40 1.30
8 2183 4.769 1477 3.877 457.75 | 380.96 1.20
Xore | 2163.4 4.753 1410 3.905 455.64 | 361.40 1.26
SD 118.83 0.089 71.77 0.086 3145 | 22.23 0.052
%RSD [ 5.49 1.88 5.09 2.20 6.90 6.15 4.13

Yukaridaki degerlendirmeler incelendiginde, en uygun tekrarlanabilirlik ve
kesinlik (precision) degerlerinin PNpra/PNis’den elde edildigi goriilmektedir.
Calismanin bu bolimiinden itibaren tiim kantitatif iglemlerde PNpra/PNig
degerlerinin kullanilmasina karar verilmistir.

Elektroozmozun ortalama 3.4, IS’nin 3.9 ve PRA’nin 4.8 dakika
dolaylarinda belirdigi gorilmistir. Ayirim 319.8 V/em’lik (27500 V / 86 cm)
elektriksel alan altinda gergeklestirilmistir.

Elektroozmozun hiz1 0.245 cm/s olarak hesaplanmig, IS ve PRA’nin
elektroforetik hizlar1 ise Vpet = Vo - Ve formiiliinden IS igin 0.031, PRA i¢in
0.070 cm/s degerlerinde bulunmustur.

Bu kosullarda, saptama sinirt (Limit of Detection, LOD) S/N=3.3 kabul
edilerek 8.98 x 10° M olarak hesaplanmustir.

PRA ve IS nin pikleri ile ilgili integrasyon kayitlarnn Sekil 4.2°de,

degerlendirmeleri Cizelge 4.2°de verilmektedir.

Anadolu Universites
Merkez Kitiiphane
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Sekil 4.2.a. IS nin pikleri ile ilgili kayitlar
b. PRA’nn pikleri ile ilgili kayitlar
Cizelge 4.2. PRA ve IS’nin pikleri ile ilgili integrasyon degerlendirmeleri
Parametreler PRA IS
Ortalama Alikonma Zamani(dak) 4.75 3.9
Kapasite Faktori 8.5 6.7
Alan 2091 1367
Tabandaki Pik Yiiksekligi(dak) 0.074 0.050
Simetri Faktorii 0.82,0.82 1.11, 1.11
Asimetri Faktérii (%10) 0.80 1.09
Tabaka 64995, 74820 94943, 100358
Tabaka/metre 649952, 748196 949435, 1003579
Ayirm (resolution) 13.9,14.7 7.92,7.73
Teorik Tabakaya Esdeger Yiikseklik(mm) 0.00154, 0.00134 0.00105, 0.000996

Bu degerlendirmelerden anlasildign gibi olduk¢a simetrik pikler elde

edilirken, pikleri etkileyen herhangi bir girisime rastlanmamigtir. Buradan da

seciciligin tlimiiyle saglandig1 sonucu ¢ikmaktadir.

Tiim validasyon sonuglar1, yontemin segiciligi ve sonuglarin kisa siirede

alinabiliyor olmasi gibi iistiinliiklerinden sonra gelistirilen yontemle PRA

tabletlerinde analizler yapilarak yéntemin kullantlabilirligi incelenmistir.
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4.2. Dogrusalligin Incelenmesi

Dogrusallik incelemeleri, ierisinde sabit derigsimde 5.6 x 10° M IS ve
1.56 x 10° - 7.78 x 10° M derisimleri arasinda bes ayr1 PRA derisimi bulunan ti¢
grup standart ¢ozelti hazirlanmig ve bunlar ii¢ ayn giinde yukarida belirtilen
kosullarda alete verilmistir. Bu kalibrasyon setleri giin i¢i ve giinler arasi seklinde;
derisimin PNpra/PNjs degerlerine karsi incelenmesi ile degerlendirilmistir. Bunlar

Cizelge 4.3’de verilmektedir.

Cizelge 4.3. Giin i¢i ve giinler arasi kalibrasyon degerlendirmeleri

Parametreler Giin igi kalibrasyon Giinler aras1 kalibrasyon
k=1, n=5 =3, n=15
Egim + SD 20745.24 £ 182.36 21573.31+1921.15
Kesim 0.000679 -0.0428
Korelasyon katsayisi (r) 0.99996 0.9961
Egim + Giiven Aralig1 (0,05) 20745.24 £ 2143 21573.31 £ 998.3

(k: Set sayis1, n: numune sayisi, SD: Standart sapma)

Yukaridaki degerlendirmeler altinda giin i¢i ve giinler arasi degerler
oldukga iyi dogrusallik tasimaktadir. Noktalar arasindaki iligkide biraz diistiklik
olmakla birlikte egimler arasinda yakinlik géze ¢arpmaktadir.

4.3. Gelistirilen Yontemin Tabletlere Uygulanmasi

Gelistirilmis yontemin tabletlere uygulamsi iki amagla yapilmaktadir.
Bunlardan birincisi y6ntemin uygulanabilirliinin incelenmesi, ikincisi ise
hazirlanmis  tabletlerin  farmakope  kosullarim  tasiyip  tasimadigimn
arastirilmasidir.

Yontemimiz se¢ici oldugundan, bir ¢ok yonden diger yontemlere goére
iistin oldugu ve tablet ¢6zeltilerinin CE’ye enjekte edilmesiyle tablet
iceriklerinden gelen bir karigikligin s6z konusu olmadig: rahatlikla sdylenebilir.
Elde edilen elektroferogramlardan tablet katki maddelerinin gerek PRA ve
gerekse IS ile girisim yapmadigi g6zlenmistir. Sekil 4.3’de tabletlerdeki PRA

O6meginin bir elektroferogrami goriilmektedir.
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Sekil 4.3. Tabletlerdeki PRA érmegine IS katildiktan sonra kaydedilen elektroferogrami

Deneysel boliimde anlatildigi gibi hazirlanan 6rnekler alete verilecek
duruma getirilntistir. Gerekli yikama ve kosullandirma islemlerinden sonra

kapilere enjekte edilmis ve sonuglar elde edilmistir. Bu sonuglar, Cizelge 4.4°de

verilmektedir.
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Cizelge 4.4. PRA tabletlerdeki analiz sonuglar.

Deney No % Saflik
1 1114
2 102.8
3 107.3
4 104.1
5 107.3
6 1124

Bu sonuglardan yararlanilarak istatistiksel hesaplamalar yapilmis ve

Cizelge 4.5 deki degerler elde edilmistir.

Cizelge 4.5. PRA tablet deneyinin istatistiksel hesaplar

Ortalama (%) 107.6
Standart Sapma (SD) 3.82
Bagl standart Sapma (%RSD) 3.55
Giiven Smirlari(CL) +4.01

Statinlerden bazilar farmakopelere girmistir[19]. Ornegin simvastatin ve
lovastatin ile ilgili monograflar bulunmasina karsin, PRA’nin monografi heniiz
farmakopelerde yer almamigtir. Monografi olanlarla monografi olmayan tiim
preparatlarin 10 mg aktif madde igerdigi g6z Oniine alinirsa monografi
olmayanlarinda olanlara benzer kosullar tasiyacagi sonucu ¢ikar ve asagidaki
tartigmanin gegerli olacagi sdylenebilir.

Farmakopelerde statinlerin genellikle miktar tayinleri HPLC ile
yapilmaktadir ve genellikle %10 sinirlar1 arasinda bir hataya izin
verilmektedir[19]. Yukaridaki sonuglar goz Oniine alindiginda ortalama bir
tabletin % 107.6 oldugu hesaplanmistir. Bu deger % 90-110 degerleri arasinda
kalmaktadir. Yapilan analizlerin Kesinligi (precision) 3.55 gibi iyi sayilabilecek
bir degerdedir. Bu bilgiler 1s13inda gelistirilen yontemin kesinlik, dogruluk
(accuracy) gibi istatistiksel degerlendirmelere sahip oldugu ve ek olarak ¢ogu
yonteme gore 5 dakikada sonug alinabilecek bir hizda, aym zamanda da

kullanilabilen malzeme cinsinden son derece ucuz bir yéntem oldugu soylenebilir.
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