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ONSOZ

Bu tez ¢alismasinda, ilaglarin minumum zaman ve maliyetle kalite ve giivenilirliginin
saglanmas1 konusuna analitik alanda katki saglamaya calistim. Calismada Rasajilin ve
Pramipeksol etken maddelerini i¢eren farmasotik preparatlardaki etken maddelerin
miktar tayinleri i¢in yiiksek performansli sivi kromatografik yontemler ve
spektrofotometrik analiz yontemleri gelistirilmistir. On islem gerektirmeyen bu

yontemler ticari farmasotik dozaj formlarina uygulanmistir.

Tezin hazirlanmasi ve tamamlanmasinda bana her konuda yardimci olan ve destegini
hicbir zaman esirgemeyen sayin hocam Prof. Dr. Nevin ERK’e tesekkiirii bir borg
bilirim.

Tez calismalarim sirasinda higbir yardimi esirgemeyen ve gerekli kosullarin

saglanmasinda emegi gecen Analitik Kimya A.B.D. Ogretim iiyeleri ve c¢alisanlarina

tesekkiir ederim.

Akademik calismalar konusunda beni siirekli destekleyen sayin Prof. Dr. Necati
DIKMEN’e, doktora egitimine beni tegvik eden ve hicbir yardimi esirgemeyen Dingsa
[lag San. ve Tic. A.S. Yonetim Kurulu Baskami Sayin Ayta¢ DINCER’e,

tesekkiirlerimi sunmak isterim.

Bana her tiirlii konuda destek olan aileme ve 6zellikle her zaman yanimda olup her

tiirlii yardimi saglayan sevgili esim Umit SEVIM e sonsuz tesekkiirlerimi sunuyorum.
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1. GIRIS

1.1. Parkinson Hastahgi

Parkinson hastalig1, 1817 yilinda, An Essay on the Shaking Palsy adl1 makalede
ilk detayli tanim1 yaymlayan Ingiliz doktor James Parkinson’dan adim almaktadir

(Shulman ve ark., 2011).

Parkinson Hastalig1 bir tiir hareket rahatsizligidir. Beyindeki sinir hiicreleri, bir
beyin kimyasali olan dopamini yeterli iiretmediklerinde ortaya ¢ikar. Bazi durumlarda
genetik, ancak ¢ogu zaman ailevi bir bagi bulunmayan bir hastaliktir. Cevresel

kimyasallara maruz kalmak bu hastalikta bir rol oynayabilir.

Semptomlar yavas yavas ve ¢ogu zaman bedenin bir tarafinda belirir. Daha sonra
her iki tarafi da etkiler. Bunlarin arasinda; eller, kollar, bacaklar, ¢cene ve yiizde
titremeler; kol, bacak ve govdede sertlik; hareket etmede yavaslama; dengede ve

koordinasyonda bozukluk yer almaktadir.

Semptomlar kotiilestikge, bu hastaligi tasiyan insanlar yiirlimekte, konugmakta
ya da basit isleri yapmakta zorluk g¢ekebilirler. Depresyon, uyku sorunlari ya da

cignemede, yutkunmada, konusmada giicliik gibi sorunlar yasayabilirler.

Parkinson hastaligin1 teshis etmek i¢in bir laboratuvar tahlili mevcut
olmadigindan, bu hastalig1 teshis etmede zorlanilabilir. Doktorlar hastaligin tanisini

koymak i¢in tibbi ge¢gmis ve norolojik muayene sonuglarini kullanirlar.

Parkinson hastalig1 genellikle 60’11 yaslarda baslar, ancak daha erken yasta da
goriilebilir. Erkeklerde goriilme sikligi, kadinlarda goriilme sikligindan fazladir. Bu
hastalig1 timden ortadan kaldirmak i¢in bir tedavi mevcut degildir. Cerrahi miidahale

ve derin beyin stimiilasyonu (DBS) ciddi durumlarda yardimci olabilir. DBS ile beyin



icerisine ameliyat ile elektrotlar yerlestirilir. Bunlar beynin hareketi kontrol eden
merkezlerini stimiile etmek i¢in elektrik akimlart gonderir. Birtakim ilaglar

semptomlarin ciddi sekilde azaltilmasinda yardimer olur.

Parkinson hastalig1 semptomlarini tedavi etmek icin alt1 tip ila¢ sinifi mevcuttur:
levodopa, dopamin agonistleri, dopamini inaktive eden enzim inhibitérleri (MAO B
inhibitorleri ve COMT inhibitorleri), antikolinerjikler ve amantadin (Shulman ve ark.,
2011).

Rasajilin mesilat, Parkinson hastaliginin tedavisinde levodopa ile birlikte veya

levodopa tedavisi olmaksizin kullanilabilir (RX MediaPharma 2017).

Pramipeksol dihidrokloriir monohidrat, dopamin agonistleri olarak adlandirilan
ila¢ grubuna dahildir. Bu gruptaki ilaglar, viicutta dogal olarak bulunan dopamin isimli
maddeye kars1 duyarli olan ve beyinde yer alan “dopamin resptorleri” isimli algilayici
yapilar1 uyarirlar. Bu reseptorler, huzursuz bacak sendromu ve parkinson sendromu
ad1 verilen hastaliklarin ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir. Pramipeksol, huzursuz
bacak sendromu ve Parkinson hastaliklarinin tedavisinde endikedir (RX MediaPharma
2017/PDR 2009).

Rasajilin ve Pramipeksol etken maddelerinin miktar tayinleri ig¢in hizli, basit,
ekonomik, duyarli ve segici spektrofotometrik ve yiiksek performansh sivi
kromatografik yontemler, analiz yontemlerinin gelistirilmesi ve bu yontemlerin ticari
farmasotik  dozaj formlarindaki etken maddelerin tayini i¢in kullanilmasi

amagclanmistir.

Yapilan kaynak arastirmalarinda piyasaya yeni siiriilen Rasajilin ve Pramipeksol
etken maddelerini igeren farmasotik preparatlarda etken madde miktar tayinleri icin
smirl sayida yontem bulunmaktadir. Incelenen bu analiz ydntemlerinin hemen hemen
hepsinde bu etken maddelerin farmasétik preparatlardan miktar tayini i¢in uzun zaman

alic1 6n isleme gerek duyulmaktadir. On isleme gerek duyulmaksizin hizl, duyarli ve



rutin kullanima uygun yontemlerin gelistirilmesi ve valide edilmesi literatiirlere yeni

yontemlerin dnerilmesi agisindan 6nem tasimaktadir.

1.2.  Uzerinde Cahsma Yapilan Etken Maddelerin Fiziksel ve Kimyasal
Ozellikleri

1.2.1. Rasajilin Mesilat

1.2.1.1. Kimyasal Yapis1

,/\NH

Sekil 1.1. Rasajilin

Kapali Formiilii: C1oH1sN

Acik Formiilii: (R)-N-(prop-2-inil)-2,3-dihidro-1H-inden-1-amin
Molekiil Agirhigi: 171,24 g/mol (The Merck Index, 14. Baski)
Erime Noktasi: 155-158°C

Goriiniis: Beyazdan kirli beyaza kristal toz

Céziiniirliik: izopropil alkol ve asetonda az ¢dziiniir. Suda, etanol ve metanolde
serbestce ¢Ozlniir.

1.2.1.2. Farmakodinamik Ozellikleri

Etki mekanizmasi
Rasajilin, Parkinson hastaliginin tedavisinde kullanilir. Parkinson hastaliginda,

beyinde dopamin iiretimi yapan hiicrelerin kaybi gercgeklesir. Dopamin, beyinde


http://en.wikipedia.org/wiki/Hydrogen
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http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/6/6b/Rasagiline_skeletal.svg

hareket kontroliinde rol alir. Rasajilin, beyinde dopamin seviyelerinin artmasina ve
devam etmesine yardimci olur (RX MediaPharma, 2012 / PDR, 2009).

Klinik arastirmalar
Rasajilinin etkinligi 3 arastirmayla gosterilmistir;
e Klinik arastirma |- monoterapi tedavisi

e Klinik arastirma Il ve 11I- levodopayla adjuvan tedavi (RX MediaPharma,
2012 / TITCK, 2019).

Monoterapi

Arastirma | 'de, 404 hasta rasgele segilmek suretiyle; 26 hafta boyunca, 138
hastaya plasebo, 134 hastaya giinde 1 mg Rasajilin veya 132 hastaya giinde 2 mg
Rasajilin verilmistir. Aktif karsilastirma ajan1 bulunmamaktadir (RX MediaPharma,
2012/ TITCK, 2019).

Bu arastirma i¢in etkinligin Birincil Ol¢iisii Birlesik Parkinson Hastaligi
Degerlendirme Olgegi’ne gore (UPDRS, boliim I-111) baslangigtan itibaren toplam
skordaki degisikliktir. Baslangictan bitise (LOCF-Son Gozlemin Ileri Tasinmasi)
kadar olan ortalama degisiklik arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir. Hastalig1
hafif olan popiilasyonda etki belirgindir. Yasam kalitesinde belirgin ve faydali bir etki
goriilmiistiir. (Degerlendirmede PD-QUALIF-Parkinson Hastaligi Yasam Kalitesi
oOlgegi kullanilmistir) (RX MediaPharma, 2012 / TITCK, 2019).

Adjuvan Tedavi

Arastirma Il 'de rasgele secilen hastalardan 229 hastaya plasebo veya 231
hastaya giinde 1 mg Rasajilin veya levadopa / dekarboksilaz inhibitoriiniin
programlanmis dozlariyla alinan 200 mg COMT inhibitérii olan entekapon 18 hafta
stiresince verilmistir. Arastirma |lI’de rasgele segilen hastalaradan, 159 hastaya
plasebo, 164 hastaya giinde 0,5 mg Rasajilin veya giinde 1 mg Rasajilin 26 hafta
boyunca verilmistir (RX MediaPharma, 2012 / TITCK, 2019).



Her iki arastirmada da baslangigtan tedavi siiresine kadar, giin boyunca "OFF"
durumunda gegirilen ortalama siiredeki degisiklik, etkinligin primer olgilistidiir. (her
degerlendirme muayenesinden 6nce, 3 giinde tamamlanan 24 saatlik ev giinliiklerine

gore tayin edilmistir) (RX MediaPharma, 2012 / TITCK, 2019).

Arastirma Il 'de "OFF" durumunda gegirilen siiredeki ortalama degisiklik
plaseboyla kiyaslandiginda - 0,78 saattir. Entakapon grubunda, "OFF" siiresindeki
ortalama toplam giinliik azalma, 1 mg Rasajilin grubunda goézlemlenene benzerlik
gostermekte olup - 0,80 saattir. Arastirma Ill 'te ortalama degisiklik plaseboyla
kiyaslandiginda 0,94 saat olarak bulunmustur (RX MediaPharma, 2012 / TITCK, 2019).

Etkinligin sekonder Olciitleri, muayene eden tarafindan, diizelmenin kiiresel
degerlendirmelerini (“OFF” doneminde Giinliik Yasam Aktiviteleri (ADL) alt dl¢egi,
“ON” doneminde UPDRS motor skorlari) icermektedir. Rasajilin, plaseboyla
kiyaslandiginda istatistiki olarak anlamli bir fayda saglamistir (RX MediaPharma, 2012
/ TITCK, 2019).

1.2.1.3. Farmakokinetik Ozellikleri

Emilim

Rasajilin hizl1 bir sekilde absorbe edilerek, yaklasik 0,5 saatte doruk plazma
derigimine (Cmax: 5.9-8.5 ng/mL) ulasir. Bir Rasajilin dozunun mutlak biyoyararlanimi
yaklasik %36’ dir. Besinler Rasajilinin Tmax degerini etkilemezken, Rasajilin ¢ok yagl
bir yemekle birlikte alindiginda, Cmax ve egri alt1 alan (EAA) degerlerinde sirasiyla
yaklasik %60 ve %20 oraninda azalma gozlemlenir. EAA degerinin anlaml olarak
degismemesi sebebiyle Rasajilin tek basina veya yemeklerle birlikte kullanilabilir (RX
MediaPharma, 2012 / TITCK, 2019).



Dagihim
Ortalama dagilim hacmi, bir doz Rasajilin (i.v.) sonrasinda 243 litredir. Plazma
protein baglanmasi, 4C isaretli bir oral Rasajilin dozu sonrasinda yaklasik %60 ve

%70 olarak hesaplanmistir (RX MediaPharma, 2012 / TITCK, 2019).

Metabolizma

Atilmadan Once karacigerde tama yakin bir Rasajilin biyotransformasyonu
gerceklesmektedir. Rasajilin metabolizmasi 1-aminoindan, 3-hidroksi-N-proparjil-I
aminoindan ve 3-hidroksi-l-aminoindan saglamak igin N-dealkilasyon ve/veya
hidroksialkilasyon olmak iizere iki sekilde ilerlemektedir. Rasajilin metabolizmasinin
her iki sekli de in vitro deneylere gore sitokrom P450 sistemine bagimlidir ve Rasajilin
metabolizmasinda yer alan ana izoenzim CYP1A2’dir. Gliikuronatlar1 olusturmak
lizere ana eliminasyon yolunun, Rasajilin ve metabolitlerinin konjiigasyonu oldugu

goriilmektedir (RX MediaPharma, 2012 / TITCK, 2019).

Atilim

14C ile isaretlenmis Rasajilinin oral yolla alimindan sonra, Birincil olarak idrar
yoluyla (%62,6) ve ikincil olarak da fegesle (%21,8) eliminasyon meydana gelmistir
ve 38 giinliik bir siirede dozun toplam %84.,4'ii elimine edilmisti2.r. Rasajilinin
%1'inden az bir miktari, degisiklige ugramadan idrar yoluyla atilmaktadir (RX
MediaPharma, 2012 / TITCK, 2019).

Dogrusallik/dogrusal olmayan durum
Rasajilin farmakokinetigi, 0,5 - 2 mg doz araliginda dogrusaldir. Sonlanma yar1

omrii ise 0,6 - 2 saattir (RX MediaPharma, 2012 / TITCK, 2019).



1.2.1.4. Endikasyonlar1

Rasajilin doz sonu dalgalanmalar1 olan hastalarda adjuvan tedavi olarak
(levodopa tedavisi ile birlikte) veya idiyopatik parkinson hastaliginin tedavisinde
monoterapi olarak (levodopa tedavisi olmaksizin) endikedir (RX MediaPharma, 2012 /
PDR, 2009).

1.2.1.5. Kontrendikasyonlari

Etkin madde veya yardimci maddelerden (mannitol, misir nisastasi, kolloidal
anhidrit silika, prejelatinize misir nisastasi, talk ve stearik asit) herhangi birine karsi
asirt duyarlilik gergeklesmesi durumunda kontrendikedir. Diger monoaminoksidaz
(MAO) inhibitorleri (regetesiz satilan dogal ve tibbi iiriinler dahil) veya petidin ile es
zamanli tedavide kontrendikedir. Petidin veya MAO inhibitorleri ile tedaviye
baslanmas1 ve Rasajilinin kesilmesi arasinda en az 14 giin vardir. Siddetli karaciger

bozuklugu olan hastalarda kontrendikedir (RX MediaPharma, 2012 / PDR, 2009).

1.2.1.6. Yan Etkiler/Advers Etkiler

Toplam 1361 hasta, Rasajilin klinik programinda Rasajilin ile 3076,4 hasta yili
stiresince tedavi edilmistir. Cift kor plasebo kontrollii ¢alismalarda, 213 hasta yili
stiresince 539 hasta plasebo ile 212 hasta yil1 siiresince 529 hasta giinde 1 mg Rasajilin
ile tedavi edilmistir. Bu tedaviler sirasinda monoterapi sonucu raporlanan yan etkiler;
influenza, deri karsinomu, bas agrisi, 16kopeni, alerji, haliisilasyon, depresyon,
keyifsizlik, vertigo, konjunktivit, flatulans, dermatit, boyun agrisi, kas-iskelet agrilari,
artrit, rinit, ani idrar sikigsmasi ve atestir. Adjuvan tedavi sirasinda goriilen yan etkiler
ise istah azalmasi, anormal riiyalar, haliisilasyonlar, diskinezi, denge bozukluklari,
distoni, ortostatik hipotansiyon, karpal tiinel sendromu, karin agrisi, konstipasyon,
bulanti, kusma, agiz kurulugu, artralji, agiz kurulugu, kilo kayb1, dokiintii ve diismedir

(RX MediaPharma, 2012 / PDR, 2009).



1.2.2. Pramipeksol Dihidrokloriir Monohidrat

1.2.2.1. Kimyasal Yapisi

H
/\\\./"N""

S
| />_NH2
N

Sekil 1.2. Pramipeksol

Kapali Formiilii: C10H17N3S

Acik Formiilii: (S)-N-propil-4,5,6,7-tetrahidro-1,3-benzotiazol-2,6-diamin
Molekiil Agirhgi: 211,33 g/mol

Erime Noktasi: 296°C - 301°C

Goriiniis: Beyazdan kirik beyaza toz
Coziiniirliik: Suda %20’den fazla, metanolde %8 civarinda, etanolde % 0,5 civarinda

¢Oziiniir ve diklorometanda ¢6ziinmez (The Merck Index, 14. Baski).

1.2.2.2. Farmakodinamik Ozellikleri

Etki Mekanizmasi

Pramipeksol, dopamin agonistleri denilen bir ilag grubuna dahildir. Dopamin
agonistleri beyinde dopamin reseptorlerini (algilayicilarini) uyarir. Dopamin
reseptorlerinin uyarilmasi, beyindeki sinir iletilerini tetiklemek suretiyle viicut
hareketlerinin kontrol edilmesine destek olur (RX MediaPharma, 2012 / PDR, 2009).

Klinik ¢alismalar
Parkinson hastaliginin erken ve ileri donemlerinde yiiriitiilen kontrollii klinik

arastirmalarda, arastirmalar siiresince Pramipeksolun etkinligi yaklasik 6 ay boyunca


http://en.wikipedia.org/wiki/Carbon
http://en.wikipedia.org/wiki/Hydrogen
http://en.wikipedia.org/wiki/Nitrogen
http://en.wikipedia.org/wiki/Sulfur
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/7/70/Pramipexole.svg

kalic1 olmustur. Ug yildan uzun siiren agik tasarimli idame ¢alismalarinda, etkinligin

azalmasina dair veri yoktur (RX MediaPharma, 2012 / TITCK, 2019).

Pramipeksol etkinligi huzursuz bacak sendromunda, orta dereceli ile ¢ok siddetli
huzursuz bacak sendromuna sahip yaklasik 1000 hasta {izerinde, plasebo kontrollii dort
aragtirma kapsaminda degerlendirilmistir. Kontrollii arastirmalarda, 12 haftaya kadar
tedavi edilen hastalarda etkinlik ortaya konulmus ve kalici etkinlik 9 aylik bir donem
stiresince gosterilmistir. Pramipeksoliin etkinligi bir yila kadar uygulanan agik etiketli
uzatma ¢alismalarinda kalic1 olmustur (RX MediaPharma, 2012 / TITCK, 2019).

1.2.2.3. Farmakokinetik Ozellikleri

Emilim

Pramipeksol oral uygulama sonrasinda tamamen emilir. Mutlak biyoyararlanim
%90'dan biiyiiktiir. Bir Faz I ¢alismasinda, pramipeksol cabuk salimli ve uzatilmisg
salimli tabletler aclik durumunda degerlendirilmistir. Ayni giinliik dozlarda giinde bir
kez kullanilan Pramipeksol uzatilmis salimli tablet ve giinde {i¢ kez kullanilan
Pramipeksol c¢abuk salimli tablet ile ulasilan minimum ve doruk plazma
konsantrasyonlart (Cmin, Cmaks) ve maruziyet diizeyleri (EAA) esdeger
bulunmustur. Giinde bir kez kullanilan Pramipeksol uzatilmig salimli tablet
uygulamasi, gilinde i kez pramipeksol cabuk salimli tablet uygulamasi ile
karsilastirildiginda, pramipeksol plazma konsantrasyonlarinda 24 saat boyunca daha
az siklikta dalgalanmaya yol agmaktadir. Giinde bir kez Pramipeksol uzatilmis salimli
tablet ile maksimum plazma konsantrasyonlarina 6 saat civarinda ulagilir. Maruziyet
acisindan kararli duruma en ge¢ 5 ginlik bir siirekli uygulamadan sonra
ulasilmaktadir. Genel olarak, besinler pramipeksoliin biyoyararlanimim etkilemez.
Yagdan zengin bir 6giin, saglikli goniilliillerde, doruk konsantrasyonda (Cmaks) tek
doz uygulamasindan sonra %24, ¢oklu doz uygulamasindan sonra %20 civarinda bir
yiikselmeye ve doruk plazma konsantrasyonuna ulagsma zamaninda yaklasik 2 saatlik
bir gecikmeye neden olmustur. Total maruziyet (EAA) eszamanli yiyecek alimindan

etkilenmemistir. Cmaks’daki artis klinik agidan 6nemli kabul edilmez. Pramipeksol



uzatilmis salimli tabletin etkililik ve giivenliliginin belirlendigi Faz III ¢alismalarinda,
hastalara ilaglarin1 alirken yemek durumunu dikkate almalarina gerek olmadigi

soylenmistir. (TITCK, 2019).

Dagilim

Insanlarda, Pramipeksoliin proteinlere baglanmasi ¢ok diisiik ve dagilim hacmi
ise yiiksektir. Sicanlarda, beyin dokusunda yiiksek konsantrasyonlar goriilmiistiir (RX
MediaPharma, 2012 / TiTCK, 2019).

Biyotransformasyon
Insanlarda  Pramipeksol kiigiik oranda metabolize olmaktadir (RX
MediaPharma, 2012 / TITCK, 2019).

Eliminasyon

Pramipeksoliin bobrek vasitasiyla degismemis halde atilimi, major eliminasyon
yoludur ve alian dozun yaklasik %80 'ini olusturur. *C ile isaretlenmis bir dozun
yaklasik %90't bobrekler araciligiyla atilir iken, fegeste %2 'den az bir miktari
bulunmaktadir. Pramipeksoliin renal klerensi yaklasik 400 mL/dk iken total Klerensi
ise 500 mL/dk civarindadir. Eliminasyon yar1 dmri (t12), yaslilarda 12, genglerde ise
8 saate kadar degismektedir (RX MediaPharma, 2012 / TITCK, 2019).

Dogrusallik/dogrusal olmayan durum
Pramipeksolun farmakokinetik profili dogrusaldir (RX MediaPharma, 2012 /
TITCK, 2019).

1.2.2.4. Endikasyonlar1
Pramipeksol, idiyopatik Parkinson hastaligindaki semptomlarin tedavisinde

endikedir. Monoterapi olarak veya levodopa ile kombine edilerek kullanilabilmektedir
(RX MediaPharma, 2012 / TiTCK, 2019).
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Pramipeksol, idiyopatik huzursuz bacak sendromunun tedavisinde endikedir
(RX MediaPharma, 2012 / TITCK, 2019).

1.2.2.5. Kontrendikasyonlari

Pramipeksole veya iirliniin yardimer maddelerinden herhangi birine kars asiri
duyarlilik durumunda kontrendikedir (RX MediaPharma, 2012 / PDR, 2009).

1.2.2.6. Yan Etkiler/Advers Etkiler

Yaygin yan etkilerden bazilar1 sunlardir: Anormal riiyalar, halusinasyonlar,
konfiizyon, bulanti, konstipasyon, kusma, diskinezi, bas donmesi, deliizyon, bas agrisi

(RX MediaPharma, 2012 / PDR, 2009).

1.3. Etken Maddelerin Tayinleri Konusunda Giiniimiize Kadar Yapilmis

Calismalar

1.3.1. Spektrofotometrik Calismalar

Devala Rao, G. ve arkadaslar1 (2011) tarafindan, bulk ve farmasotik dozaj
formlarda Rasajilin tayini igin gorinir bdlgede iki tane basit ve hassas
spektrofotometrik yontem (A&B) gelistirilmis ve uygulanmistir. Yontem A, Folin-
Ciocalteau fenol ayiracinin % 20 sodyum karbonat ¢ozeltisi varliginda, 750 nm’de
maksimum absorpsiyon gosteren bir mavi kromojen verilerek Rasajilin tarafindan
indirgenmesine dayanmaktadir. Yontem B, 515 nm’de maksimum absorpsiyon
gosteren kirmizimsi bir kompleks iiretmek igin sonradan 1,10-fenantrolin ile
reaksiyona giren ferrik iyonlarinin (ferrik kloriir) ferriis iyonlarina indirgenmesine

dayanmaktadir. Yontem A ve B igin sirasiyla 4-40 ug/mL ve 1-10 ng/mL
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konsantrasyon araliklarinda dogrusaldir. Genel farmasotik katki maddelerinden higbir

girisim gozlenmemistir.

Bukka, Rama ve arkadaslar1 (2010), Rasajilinin bulk ve farmasotik
formiilasyonlarda tayini i¢in basit ve ucuz bir spektrofotometrik yontem gelistirmistir.
[lacin sulu ¢dzeltisi 271,6 nm’de maksimum absorpsiyon gdstermis ve 5-150 ug/mL
(= 0,9999) konsantrasyon araliginda dogrusaldir. Regresyon dogrusunun
esitligindeki egim ve kesisim noktasi sirastyla 0,0054 ve 0,0005°dir. Tespit limiti
(LOD) 0,5 pg/mL ve dlgiim limiti (LOQ) 5 pg/mL olarak bulunmustur. Onerilen
yontem ortak eksipiyanlardan gelen higbir girisim olmadan farmasdtik

formiilasyonlarda Rasajilinin tayinine basartyla uygulanmistir.

Meloun ve arkadaslar1 (2010) tarafindan, Rasajilin-serbest baz [N-propargyl-I-
(R)aminoindan] ve Rasajilin {[N-propargyl-I-(R)aminoindan] metansulfonat}’in
asitlik sabitleri, 0,01 ve 0,4 mol/L! araliginda, farkli iyonik kuvvetlerinde I ve (25 ve
37)°C ‘deki sicakliklarda; iki farkli ¢oklu dalga boyunu ve spektral verilerin ¢ok
degiskenli davraniglarini, SPECFIT 32 ve SQUAD(84), dogrusal olmayan regresyon
analizlerini ve Indexes faktor analizleri kullanilarak belirlenmistir. Ayn1 zamanda,
termodinamik ayrigma sabitlerinin deneysel tayini, ilacin kimyasal yapisinin bilgisine
dayali olan PALLAS programinin, deneysel degeri ile uyumlu sayisal tahmini ile
birlestirilmistir. Indexes programindaki faktor analizi, veri kalitesi yiiksek oldugunda
ve cihazsal hata belli oldugunda, 151k soguran bilesenlerin dogru sayisini tahmin
etmektedir. Cogu indeksler sinyal-hata oran1 10°dan yiliksek oldugunda her zaman
dogru sayida bilesen tahmini yapmaktadir. Termodinamik asitlik katsayis1 pKaT, pKa
ve I verisinin dogrusal olmayan regrasyonuna gore belirlenmistir: Rasajilin baz i¢in
25°C ‘de pKaT = 7,12(1) ve 37°C ‘de 7,01(1); Rasajilin i¢in 25 °C’de pKaT =7,07(1)
ve 37°C ‘de 7,16(1)’dir, burada parantez i¢indeki deger son belirgin basamaktaki
standart sapmadir. Her iki ilacin da asitlik sabitlerinin giivenilebilirligi, coklu dalga

boyu spektrofotometrik pH titrasyon verisinin test uygunlugu ile kanitlanmastir.
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Onal, Armagan (2011), Pramipeksol, Nebivolol, Carvedilol ve Eletripan gibi
genellikle ikincil amino grubu iceren bazi ilaglarin tayininde hassas ve segici
spektrofotometrik ve spektroflorometrik yontemler gelistirmistir. S6z konusu
yontemler, sart renkli reaksiyon {riniiniin olustugu ve spektrofotometrik,
spektroflorometrik ~ Olglimlerinin  alindigi  borat  tamponunda  7-kloro-4-
nitrobenzofurazon ile ikincil amino gruplarinin Tiirevlendirilmesine dayanmaktadir.
Spektrofotometrik ve spektroflorometrik ¢alismalar i¢in sirasiyla konsantrasyon
araliklart 2,0 -250 ng/mL ve 0,1- 3,0 pg/mL olarak bulunmustur. Tanimlanan
yontemler, bu etken maddenin farmasétik preparatlardan rutin analizlerinde kolaylikla

uygulanabilmektedir.

Babu ve arkadaslar1 (2007), Pramipeksoliin bulk ve tablet dozaj formunda tayini
icin basit ve hassas bir speketrofotometrik yontem gelistirmistir. Pramipeksol, molar
absorptivite katsayis1 5,37208x10° L/mol cm ile 261 nm’de maksimum absorbans
veren yeni antipsikotik bir ilagtir. 4-60 pg/mL konsantrasyon araliginda dogrusaldir.
Analizin sonuglar istatistiksel olarak ve geri kazanim ¢alismalar1 araciligiyla valide

edilmistir.

El-Bayoumi (2009), oksidatif bozunma iriiniiniin varliginda Pramipeksoliin
tayini icin ii¢ ydntem gelistirmistir. Ilk ydntemde, spektrumlarin Birinci Tiirevi
alinmistir. Bu yontem, tiim ilact %60’a kadar oksidatif iirlin varliginda saptamaktadir.
Ikinci yontem, Pramipeksoliin hareketli faz olarak etil asetat; metanol (7:3, h/h)
kullanildig1 ince tabaka kromatografinin kantitatif degerlendirmesine baglidir.
Kromatogramlar 264,5 nm‘de taranmistir ve Pramipeksol 2,0-5,0 pg.mL/spot
konsantrasyon araliginda saptanmistir. Bu yontem kesinligini %60 oksidatif {iriin
varligina kadar korumustur. Uciincii yontem, hareketli faz olarak metanol ve 0,05 M
sodyum dihidrojen fosfat (30:70, h/h) kullanan basit bir yiiksek performans sivi
kromatografidir (YPSK). Sistemin pH’s1 fosforik asit ile 3’e ayarlanmistir. Y6ntem,
Pramipeksolii 10,0-40,0 ug/mL konsantrasyon araliginda dogrusaldir. Bu yontem, tiim
ilact %75’e kadar oksidatif iiriin varliginda saptamustir. Onerilen yontemler,

Pramipeksoliin farmasétik formiilasyonlarina basariyla uygulanmstir. Onerilen
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yontemlerin gecerliligi standart ekleme teknigi ile de belirlenmistir. Elde edilen

sonuglar istatistiksel olarak referans yontem ile elde edilenlerle uygun bulunmustur.

Gurupadayya ve arkadaslart (2009) tarafindan, Pramipeksol ilacinin ve
tabletlerinin miktariin belirlemesi i¢in iki basit, hassas, kesin ve ekonomik yontem
(A ve B) tanimlanmistir. Yontem A, 616 nm’de bir karakteristik absorpsiyon
maksimumuna sahip renkli bir kromojen olusturmak i¢in, Pramipeksoliin Birincil
amin grubunun sodyum nitrat ve hidroklorik asit ile diazolamasina ve ardindan N-(1-
naphthyl) etilen diamin hidrokloriir (BM belirteci) ile birlesmesine dayalidir. Yontem
B, ilacin asidik kosullar iginde, maksimum dalga boyu olan 475,5 nm’de bir Schiff’s
baz1 vererek paradimetilaminobenzaldehit (PDAB) ile metanolik bir ¢6zelti iginde
reaksiyon olusturmasma dayalidir. Yontem A icin 4-20 pg/mL konsantrasyon
araliginda, yontem B i¢in 50-150 ng/mL konsantrasyon araliginda dogrusaldir. Ticari
farmasotik formiilasyonlar analiz edildiginde, Onerilen yontemlerle elde edilen

sonuclarin etiketteki miktarlari ile uyustugu goriilmiistiir.

Rani B. Sudha ve arkadaglar1 (2007), Pramipeksoliin farmasétik formda tayini
icin basit ve yeniden iiretilebilir spektrofotometrik bir yontem gelistirmistir. Yontem
A, ilacin Folin-Ciocalteu ayiract ile sodyum karbonat varliginda 795 nm’de bir
absorpsiyon maksimumu veren mavi renkli bir kompleks olusumu reaksiyonuna

dayalidir. Yontem B, Pramipeksoliin suda 262 nm’deki UV absorpsiyonuna dayalidir.

Rani B. Sudha ve arkadaslar1 (2006), Pamipeksoliin saf halinin tayini i¢in iki
basit ve hassas spektrofotometrik yontem gelistirmistir. Yontem A, Pramipeksoliin
demir klortir varliginda 1,10-fenantrolin ayiraci ile reaksiyon verdiginde kirmizi renkli
kromojen (Amax: 519 nm) olusumuna dayalidir. Yontem B, Pramipeksoliin bazik
kosullarda 1,2-naftakinon 4-sulfonat ile verdigi reaksiyona dayalidir ve absorbans 460

nm’de Ol¢lilmiistiir.

Thangabalan ve arkadaslar1 (2011) tarafindan, Pramipeksoliin saf ve farmasotik

formiilasyonlariin miktar tayini i¢in iki basit, hizli ve hassas spektrofotometrik
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yontem (A ve B) tanimlanmistir. A yonteminde, ¢oziicii olarak saf su kullanilmis ve
262 nm’de bir absorbsiyon maksimumu gostermistir. B yonteminde, ¢oziicli olarak
metanol kullanilmis ve 263 nm’de absorbsiyon maksimumu gostermistir. A
yonteminde, dogrusallik 10-50 pg/mL araliginda ve B yonteminde dogrusallik 5-40
pg/mL araliginda bulunmustur. A yontemi i¢in (y=0,02 x-0,003,; r’=0,9996) ve B
yontemi igin (y=0,0291 x=0,0073; r’=0,9987)’dir. Onerilen yontemler, farmasotik

formulasyonlarda Pramipeksoliin tayini i¢in bagariyla uygulanmustir.

1.3.2. Sivi Kromatografik Calismalar

Ma, Zhongying ve arkadaglari (2011), LC-MS/MS ile insan plazmasinda
Rasajilinin konsantrasyonunu belirlemisler ve farmokinetigini arastirmislardir.
Kromatografik ayirim, Inertsili ODS-3 C18 kolon (250 mm x 4,6 mm, 5 um)
kullanilarak, metanol-% 0,2 amonyum asetat ¢6zeltisi ve % 0,25 amonyaktan (85:15,
h/h) olusan hareketli faz ile yapilmistir. Analiz LC-MS/MS ile su kosullar altinda
yapilmistir. Rasajilin i¢in m/z 172°den (6ncii iyon) 117,15”e (iiriin iyonu) ve i¢ Standart
(papaverin) i¢in m/z 340,1°dan (6ncii iyon) 324,1’¢ (iiriin iyonu). Yo6ntem, 0,010-40
ng/mL konsantrasyon araliginda dogrusaldir (r= 0,9995). Rasajilin i¢in LOQ 0,010
ng/mL olmustur. Farmokinetik ¢alismalar1 saglikli goniillillerde 0,5, 1,0 ve 2,0 mg’lik
tek oral dozun plazma konsantrasyonunda yapilmustir. Rasajilin tayini i¢in hizli, hassas
ve basit bir LC-MS/MS metodu gelistirilmis ve miktar tayini klinik farmokinetik

calismaya basariyla uygulanmistir.

Tong, Liping ve arkadaslar1 (2010), insan plazmasinda Rasajilinin tayini i¢in bir
LC-MS/MS metodu gelistirmis ve saglikli kisilerde farmokinetigini arastirmiglardir.
Plazma numuneleri, i¢ standart olarak kullanilan kardoverin ile sivi-sivi ekstraksiyon
yoluyla ekstrakte edilmis ve Intersil ODS-3 kolonu ile ayrilmistir. insan plazmasinda
Rasajilin igerigi tglii kuadropol ikili kiitle spektrometresi ile segici reaksiyon
goriintiileme (SRM) araciligryla belirlenmistir. 90,55%-101,57%’lik bir geri kazanim
elde edilmis ve dogrusallik araligr 0,010-40 ng/mL‘dir (r = 0,9998). Giin i¢i, giinler
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arasi bagil standart sapmalarin tiimii % 15°den daha diisiiktiir. Rasajilinin farmokinetik

calismasi i¢in metot hizli, dogru ve hassas olarak bulunmustur.

Song, Min ve arkadaslar1 (2008), Rasajilin, enzim (MAO-B)’in tip B igin
seciciligi ile birlikte, oldukca etkili, segici ve tersinmez ikinci nesil bir monoamin
oksidaz inhibitériidiir. insan plazmasi ve idrarinda Rasajilin tayini icin hizli ve hassas
bir LC-MS/MS metodu gelistirmeyi ve valide etmeyi amaglamigtir. LC-MS/MS
analizleri, Finnigan LC-TSQ quantum kiitle spektrometresi tizerinden pozitif iyon
elektrospray iyonlasma ve segici reaksiyon goriintileme (SRM) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Rasajilinin plazmadaki miktar tayini 0,01-40 ng/mL ve idrardaki
miktar tayini 0,025-40 ng/mL araliginda dogrusal bulunmustur. Analiz siiresi 5,5
dk.’dir. Plazma ve idrardaki ortalama geri kazanimlarin ikisi de %85’den biiyiik
olmustur. Giin i¢1 ve giinler aras1 kesinligin bagil standart sapmasi ve dogrulugu
sapmasi, sirastyla %15°den ve %10’dan diisiik olmustur. Gelistirilmis yontemin, tek
doz 0,5, 1 ve 2 mg’lik Rasajilin tabletlerinin saglikli Cinli goniillerde oral yoldan
alinmasindan sonra yapilan klinik farmokinetik g¢alismalar i¢in uygun oldugu

kanitlanmustir.

Ma ve arkadaslar1 (2008) tarafindan, insan plazmasinda Rasajilin belirlemesi
icin oldukca hassas bir sivi kromatografi-ikili kiitle spektrometresi (LCMS/MS)
yontemi gelistirilmistir. Analizde, plazmanin n-hekzan-diklorometan-izopropanol
(20:10:1, h/h/h) ile stvi-sivi ekstraksiyonundan yararlanmistir. Analit ve i¢ standartin
(Psddoefedrin) ayirimi Zorbax Extend C18 kolon (150 mm x 4,6 mm, 5 pm)
tizerinden, 0,5 mL/dk akis hizina sahip asetonitril-5 mM amonyum asetat- asetik
asitten olusan (40:60:0,05, h/h/h) hareketli faz ile gergeklestirilmistir. API 4000 {iglii
kuadropol kiitle spektrometresi elektrospray iyonlastirma arayiizeyi araciligiyla ¢oklu
reaksiyon goriintiileme modunda, Rasajilin i¢in m/z 172,1— m/z (1 17,1 + 115,1), i¢
faz i¢in m/z 166,0—m/z 148,1 gecislerini kullanarak ¢aligtirilmistir. Yontem, 0,020-
50 ng/mL konsantrasyon araliginda dogrusaldir. Bagil standart sapma cinsinden giin
ici ve giinler aras1 kesinlikler %11,2’den daha diisiik ve bagil hata cinsinden dogruluk
+6,4 araligidadir. Olgiim limiti, kabul edilebilir kesinlik ve dogruluk ile birlikte 0,020

ng/mL’de tanimlanabilir ve tekrarlanabilirdir. U¢ konsantrasyonda ortalama verimlilik
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95,6 = %7,0, 97,9 = %3,0 ve 95,3 £ %8,3 olmustur. Valide edilmis yontem, artan
duyarlilik (rapor edilenlerden 10 kat daha yiiksek) ve genis dogrusal konsantrasyon
aralig1 sunmustur. Bu yontem, Rasajilinin farmokinetiginin degerlendirilmesi igin 1,2
ve 5 mg’lik Rasajilinin tek oral dozda alinmasindan sonra, 12 Cinli saglikli goniilliiye

basartyla uygulanmistir.

Lakshmi, M. Vijaya ve arkadaglar1 (2010) tarafindan, Rasajilinin tayini i¢in
dogru ve kesin bir YPSK metodu gelistirilmistir. Ilacin ayirim ters faz C1s kolonunda
fosfat tamponu ve asetonitril (50:50, h/h) olusan hareketli faz kullanilarak
gerceklestirilmigtir. Akis hizi 0,5 mL/dk.’dir. Tayin dalga boyu 210 nm’dir.
Dogrusallik; 1,000 degerinde bir korelasyon katsayisi ile birlikte 10-125 ng/mL
araliginda gozlenmistir. Onerilen yontem dogrusallik, dogruluk, kesinlik ve saglamlik
acisindan valide edilmistir. Bu yontem, tablet dozaj formlarinda Rasajilinin rutin kalite

kontrol analizleri i¢in kullanilabilir.

Fernandez, Marcos ve arkadaslar1 (2009), biyobozunabilen mikrokiirelerdeki
Rasajilin tayini ic¢in bir ters faz YPSK metodu gelistirmis ve valide etmistir.
Kromatografik ayirim, RP-18 kolon iizerinden, pH 3,1’¢ ayarlanmis asetonitril:su
(5:95, h/h) hareketli faz1 ile gerg¢eklestirilmistir. Akis hiz1 1,0 mL/ dk.’dir ve UV tayini
290 nm’dedir. I¢ standart olarak acyclovir kullanilmistir. Kalibrasyon egrisi 0,5-20
pug/mL araliginda dogrusaldir. Kesinlik i¢in bagil standart sapma %1,8°den kiigiiktiir.
Dogruluk, %1,3’den kiigiik bagil standart sapma ile birlikte 99,01 ve %102,55
araligindadir. LOD degeri 0,07 pg/mL ve LOQ 0,23 pg/ml’dir. Yontem,
biyobozunabilen PLGA mikrokiirelerde Rasajilin rutin analizleri i¢in ¢ok elverisli hale
getirilmis, basit, hizli ve uygulanmasi kolaydir. Yontem, baska farmasétik dozaj

formlarinda da ilacin tayini igin giivenilir bir sekilde kullanilabilir.

El-Sherif ve arkadaglari (2008) tarafindan, Pramipeksol saf hali ve tablet halinin
tespiti icin hassas ve yeniden yapilabilir dort yontem gelistirilmistir. Ik ydntem,
hareketli faz olarak metanol, 0,025 M fosfat tamponu ¢6zeltisi (pH=3,5, 95:5 h/h) ve
ortam sicakliginda 1,5 mL/dk akis hiz1 kullanan ters faz YPSK’ye dayalidir. Miktar
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tayini, UV ile 254 nm’de, 25-80 pg/mL konsantrasyon araliginda, ortalama yiizde geri
kazamim 99,98+ 0,69 olarak elde edilmistir. ikinci yontem, bozulmamis ilacin 265
nm’de densitometrik Ol¢iimlerinden sonra ilacin bozunma iriinlerinden ince tabaka
kromatografi yontemi kullanilarak ayirimina dayalidir. Ayirim, silika jel (60F254)
aliminyum plaka tizerinde nokta basina 1-10 pg konsantrasyon araliginda ve 100,13
+ 0,64 ortalama yiizde geri kazanim ile diklorometan:metanol:amonyak (18:2,8:0,4,
h/h/h) hareketli faz1 ile uygulanmistir. Ugiincii yontem, ilacin 287,8 nm’de (D2), 7,5-
40 pg/mL konsantrasyon araliginda ve 99.62+1.22 ortalama yiizde geri kazanimi ile
Ikinci Tiirev dl¢iimiine dayalidir. Dordiincii yontem, ilacin P-dimetilaminobenzaldehit
ile 100 °C’de 17 dk. boyunca 1sitildiktan sonra kararli ve renkli bir iiriin olugturmasina
dayalidir. Absorpsiyon ol¢liimii 414 nm’de gerceklestirilmistir. Dogrusallik araligs,
99.54 +£0.954 ortalama yiizde geri kazanim ile birlikte 6-15 pg/mL bulunmustur.
Onerilen yontemler ve ince tabaka kromatografi i¢in %90’a kadar, D2 yontem igin
%50 ‘ye kadar bozunma iiriin varliginda ilacin tayini igin kullanilmistir. Onerilen
yontemler bulk(yi1gin) ve tablet formunda ilacin tespiti i¢in uygulanmustir. iki bozunma

iirliniin yapzsi icin kiitle spektrumu ile fikir vermistir.

Li Hua ve arkadaslari (2011) tarafindan, Pramipeksoliin tayininde, insan
plazmasinda hassas ve uygun bir sivi kromatografi-ikili kiitle spektrometresi
gelistirilmis, valide edilmis ve Pramipeksoliin farmakokinetigi calisilmistir. Plazma
ornegi etileterdiklorometan (3:2, h/h) ile ekstrakte edilmis ve sonra Venusil ASB-
C18(150 mm x 4,6 mm, 5um) kolondan hareketli faz olarak asetonitril-10 mmol-L-
ammonyum asetat -formik asit kullanilarak analiz edilmistir. Elektrosprey
iyonlastirma kaynagiyla donatilmis ikili kiitle spektrometresi dedektor olarak
kullanilmis ve pozitif iyon modunda ¢alisilmistir. Pramipeksol ve i¢ standart huperzin
icin sirastyla (m/z 212—m/z (111+126+153) ve m/z 24—m/z 210) segici reaktif
izleme (SRM) kullanilarak miktar tayini yapilmistir. Dogrusal kalibrasyon egrileri
5,92-740 pg/mL konsantrasyon araliginda elde edilmistir. Miktar tayininde Ol¢im
limiti 5,92 pg/mL’dir. Giin i¢i, giinler aras1 bagil standart sapma %9,7 den azdir. Bagil
hata acisindan dogruluk %2,5 - %0,6 araligindadir. Bu yontem, 0,125 mg ya da 0,25
mg Pramipeksol tabletlerinin saglikli goniilliilerde farmokinetik ¢caligmasina, basariyla

uygulanmistir. Pramipeksol miktar tayininde, yontemin hassasiyetini 6nemli 6l¢iide
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arttiran tic SRM gecisi secilmis ve yontemin insan plazmasinda Pramipeksol tayinine

uygun oldugu kanitlanmistir.

Jancic B. ve arkadaglarinin (2007) arastirmadaki ana hedefi, Pramipeksol ve
safsizliklarinin, (BI-1l 546 CL, BI-1l 751 xXx ve 2-aminobenzotiazol) ¢oziiniirliik
sabitlerinin monokratik YPSK ile tayinidir. Kromatografik metodun avantaji, kiigiik
miktarda maddenin gerekli olmasi ve maddenin saflik derecesinin daha az 6nemli
olmasidir. Analiz, genis bir pH araliginda sabit fazi kararli bir sekilde kullanarak
gerceklestirilmistir. Uygun pH ¢ozeltisi olarak trietilamonyum fosforik asit tamponu
secilmistir; ¢iinkii genis bir pH araligini1 kapsamaktadir. Tayin, Pramipeksol, BI-11 751
XX ve 2-aminobenzotiazol i¢in 262 nm ve BI-II 546 CL i¢in 326 nm gibi iki farkli
dalga boyu lizerinden yapilmistir. Sabitler, analitin alikonma zamanina kars1 hareketli

fazin pH’1 seklinde elde edilen tipik sigmoidal egrilerden hesaplanmistir.

Jancic B. ve arkadaslar1 (2007), Pramipeksol ve bulk ilag ve farmasotik
formundaki ilgili maddelerinin analiz verilerinin eksikliginden dolayi, deneysel
tasarimi yapilarak Pramipeksoliin ve ilgili maddelerinin kromatografik davraniglarinin
optimizasyonunu ve karakterizasyonunu hedeflemislerdir. Pramipeksol, BI-11 546
CL, BI-1l 751 xx ve 2-aminobenzotiazoliin genelde safsizlik olarak bulundugu bir
dopaminagonist D2-agonist/antiparkinson ajanidir. Analiz, degisik oranlarda
asetonitril ve su fazi (sulu trietilamin/ortofosforik asit) i¢eren hareketli fazla birlikte
Cis kolonu kullanilarak yapilmistir. Tayin, Pramipeksol, BI-I11 751 xx ve 2-
aminobenzotiazol i¢in 262 nm’de ve BI-II 546 CL i¢in 326 nm’de yapilmistir.
Ayirmada kromatografik parametrelerin etkisini belirlemek i¢in, merkezi kompozit
tasarimi seg¢ilmistir. Asetonitril, TEA igerigi ve su fazinin pH’1, alikonma tizerinde
onemli etkilere sahip faktorler olarak tanimlanmistir. Uygun bir matematiksel model
kullanarak, yazarlarin degisik kosullar altinda alikonmay1 tahmin etmeleri miimkiin

olmustur.

Kamienska-Duda, Agata ve arkadaslar1 (2008) tarafindan, ticari ilag tirtinlerinde

Pramipeksoliin ve onun iki ana safsizligi; S(-)-4,5,6,7-tetra hidrobenzotiazol-2,6-
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diamin ve S(-)-4, 5, 6, 7-tetrahidro-N6, N6 dipropilbenzotiazol-2,6-diamindikloriir
monohidrat’in tayini i¢in iki YPSK metodu gelistirilmis ve kismen valide edilmistir.

Yontemin segiciligi, dogrusalligi, tespit limiti, LOQ ve kesinligi belirlenmistir.

Malenovic, Andjelija ve arkadaslarimin (2010) yaptigi bu makalede,
Pramipeksoliin YPSK analizleri i¢in 6nceden optimize edilmis bir yontem ve onun
safsizliklar1  yontem validasyonuna maruz birakilmistir.  Optimize edilen
kromatografik kosullar soyledir: Hareketli faz asetonitril-su faz1 (15:85, h/h, %1
trietilamin (TEA) igeren su fazi, ortofosforik asit ile 7’ye ayarlanan pH); Pramipeksol,
BI-11 751 xx, Bl-1l1 786 BS ve 2-aminobenzotilazol i¢in 262 nm’de ve BI-I1l 546 CL
icin 326 nm’de saptama, kolon sicaklig1 25°C ve akis hizi, 1 mL/ dk. asetonitril ve
TEA igerigi, su fazinin pH’s1, akis hizi, kolon sicakligi ve kolon tipi saglamlik testinde
calisilan faktorlerdir. Plackett-Burman deneysel plana gore, 12 faktore sahip olmak
icin 5 sahte deger eklenmistir. Verim olarak, ¢6zlinme faktorii secilmistir. Saglamlik,
grafiksel (yari-normal olasilik ve Pareto grafikleri) ve istatiksel (t-test) metotlarina
gore degerlendirilmistir. Ayrica, 6nemli faktorler icin onemli olmayan araliklar tahmin
edilmis ve sistem uygunluk testi i¢in limitler belirlenmistir. Son olarak, 6nerilen YPSK
metodu i¢in dogrusallik, dogruluk ve kesinlik tantmlanmuastir. Safsizliklar icin LOD ve

LOQ degerleri tespit edilmistir. Yontem tamamiyle bu deneylerle belirlenmistir.

Yadav Manish ve arkadaslari (2010), Pramipeksoliin, insan plazmasindaki tayini
icin hassas ve yiiksek verimli ultra-performans sivi kromatografi ikili kiitle
spektrometresi  (UPSK-MS-MS) yontemi gelistirmistir. Numune hazirlama,
Pramipeksoliin ve ranitidinin (i¢ standart) etil asetatta 100 puL insan plazmasindan sivi
- siv1 ekstraksiyonunu kapsamistir. Kromatografik aymrim, 0,5 mL/dk. akis hizina
sahip, 10 mM amonyum format(pH 7,5)-asetonitril (15:85, h/h) igeren izokratik
hareketli faz kullanilarak bir Waters Acquity UPLC BEH C18 (100 mm x 2,1 mm,
1,7um) kolonunda gergeklestirilmektedir. Pramipeksol (m/z 212,1—153,0) ve i¢
standart (m/z 315,0—176,1) i¢in Oncli - {riin iyon gecisi, c¢oklu reaksiyon
goriintiileyict (MRM) caligtirilarak, pozitif iyon modunda {tglii quadropol kiitle
spektrometresi lizerinde goriintiilenmistir. Yontem, 20-4020 pg/mL gibi genis bir

dogrusal konsantrasyon araliginda valide edilmistir.
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Nirogi, Ramakrishna ve arkadaslar1 (2007) tarafindan, Pramipeksoliin insan
plazmasinda miktar tayini i¢in YPSK/elektrosprey iyonlagtirma ikili kiitle
spektrometresi metodu gelistirilmis ve valide edilmistir. Sivi-sivi ekstraksiyonun
ardindan, analitler ters-faz kolon iizerinden izokratik hareketli faz kullanarak ayirilmis
ve ilgili (M+H) + iyonlari, m/z 212/152 (Pramipeksol i¢in), m/z 409/22 8 (i¢ standart
icin) kullanilarak ¢oklu reaksiyon goriintilleme modunda MS/MS ile analiz edilmistir.
Yontem, 200-8000 pg/mL’de dogrusaldir. LOQ, %8’den kiigiik bir bagil standart
sapma ile 200 pg/mL’dir. Her bir numune igin 3,5 dk. ¢alisma siiresi olmasi giinde
200’den fazla insan plazmasinin analiz edilebilmesini miimkiin kilmistir. Valide
edilmis yontem, insan plazma Orneklerini analiz etmek i¢in farmokinetik,
biyouygunluk veya biyoesdegerlilik ¢aligmalarindaki uygulamalarda basariyla

kullanilmustir.

Rao ve arkadaslart (2009), Pramipeksolii saf formunda ve ayni zamanda
farmasotik doz formunda belirlemek i¢in hizli ve tekrarlanabilir bir ters faz YPSK
metodu gelistirmistir. Ayirim, bir Hypersil ODS kolon ve 90:10 h/h oraninda,
1,5mL/dk. akis hizinda bir asetonitril ve asetat tamponundan olusan (pH=6,5) bir
hareketli faz kullanilarak gerceklestirilmistir. Analiz 260 nm’de yapilmistir. Ilacin
alikonma siiresi 4,4 dk.’dir. Yontem, 1-80 upg/mL konsantrasyon araliginda
dogrusaldir. Yontem ayni zamanda ilacin tablet doz formunda analizinde de

tekrarlanabilir sonuglar vermistir.

Mou, Shuhui (2010) tarafindan ¢alisilan yontem, Pramipeksoliin ve optik
izomerinin analizi ve ayrilmasi i¢in kullanilan YPSK metodunu agiklamaktadir.
Yontem, 0,1-0,5 mg/mL numune ¢6zeltisi elde etmek i¢in Pramipeksol drnegini susuz
etanol ile ¢6zmeyi ve seliiloz kiral kolon AD-H (Daicel, 250 mm x 4.6 mm, 5pum) ve
hareketli faz olarak 0,1-%0,5 kadar amin(dietilamin) igeren normal faz karisik ¢oziicii
n-hegzan ve susuz etanol (70:30 h/h - 90:10 h/h) kullanan, akis hiz1 0,4-1,3mL/dk,
analiz dalga boyu 262 nm, kolon sicakligir 20-25°C ve numune enjeksiyon hacmi 2-
50uL olan normal faz kromatografiyi icermektedir. Bu Onerilen yontem, kalite
kontrolii gergeklestimek i¢in Pramipeksol optik izomer safsizliklarinin ve Pramipeksol

igeren ticari ilaglarin analizini hizlica ve kesin olarak yapabilmektedir.
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Srinubabu G. ve arkadaslar1 (2006) tarafindan, Pramipeksoliin tabletlerdeki rutin
kontrolii i¢in UV ile birlikte hizli ve hassas bir ters faz YPSK yontemi gelistirilmistir.
Ayirim, hareketli faz olarak akis hiz1 0,8 mL/dk olan bir asetonitril/fosfat tamponu
(60/40, h/h) karisimi kullanilarak yapilmistir. Miktar tayini, i¢ standart metodu ile
yapilmis ve yontem dogrusallik (korelasyon katsay1s1=0,99892), dogruluk, saglamlik
ve ara kesinlik ile valide edilmistir. Y6ntemin olduk¢a hassas oldugunu gosteren LOQ
ve LOD sirasiyla 4,5 pug ve 1,4 ug olarak bulunmustur. Deneysel tasarim validasyon
sirasinda yontem saglamligi ve ara kesinligi hesaplamak i¢in kullanilmistir, saglamlik
testi icin li¢ faktor ele alinmistir: Asetonitrilin hacimce yiizdesi, akis hizi ve pH.
Orijinal tamamlayic1 ve sicakligin cevap iizerinde higbir nemi yokken, akis hizindaki
artis, ilag konsantrasyonunda azalmaya sebep olmustur. Ara kesinlik dl¢iisii icin, ele
alinan degiskenler: Analizci, ekipman, giinler ve analiz yonteminin kesin oldugunu
gosteren bagil standart sapma (BSS) degeri (0,56%, n=24)’dir. ilacin tablet
formundaki tayini i¢in, yontem uygulanabilir bulunmustur ve gelistirilen yontemin

sonuclar1 UV spektrofotometrik yontemin sonuglart ile karsilagtirilmastir.

Humaria, Syeda ve arkadaslar1 (2010), saf ilaglar ve tabletlerde Pramipeksol
tayini igin ultra performans sivi kromatografi (UFLC) kullanan hizli, hassas ve segici
bir yontem gelistirmistir. Bu yontem, Reversed Phase Waters Symmetry kolonunda ve
UV 260 nm’de ayirima dayanmaktadir. 0,04 mg/mL LOD ve 0,16 mg/mL LOQ ile
birlikte 50-300 pg/mL konsantrasyon araliginda dogrusaldir (R=0,999). Y ontemin giin
ici ve gilinler arasi kesinligi glincel ICH kilavuzuna goére belirlenmistir. 3 Kalite
Kontrol seviyesinde (100, 150 ve 200 mg/mL) BSS degerleri giin i¢i ve giinler arasi
pik alanma bagh olarak %0,02 — %0,05°dir. Giin i¢i bagil hata 0,01 ve %0,2
arasindadir. Gelistirilen yontem, tabletlerde Pramipeksol tayininde basariyla
uygulanmis ve alinan sonuglar istatiksel olarak, kaynaklarda bulunan referans yontem
ile elde edilenlerle karsilastirilmistir. Dogruluk, yiizde geri kazanimi 97,7-103,2 ile;
kesinlik %1,6- %2,2 araliginda spike geri kazanim yontemi ile degerlendirilmistir.
Ticari formlarda higbir girisim gozlenmemistir. Bu yontem, gecen zaman ve kullanilan

¢Oziicii miktar1 agisindan ekonomiktir.

22



Bharathi D Vijaya ve arkadaslari (2009), 500 uL insan plazmasinda, i¢ standart
olarak memantinin kullanildig1 Pramipeksol tayini i¢in oldukca hassas ve spesifik bir
LC-MS-MS yontemi gelistirilmis ve valide edilmistir. API-4000, elektrosprey
iyonlagtirma teknigi kullanilarak, ¢oklu reaksiyon goriintiileme modunda (MRM)
calistirlmistir. Insan plazmasindan Pramipeksol ve i¢ standardin ekstraksiyonu igin
kati-faz ekstraksiyonu kullanilmistir. 0,01 m amonyum asetat tamponu (pH 4,4):
asetonitril (30:70, h/h) kullanilarak bir Discovery CN kolon iizerinde ayrisma piklerine
ulagilmistir. Toplam kromatografik ¢alisma siiresi 3,0 dk.’dir ve Pramipeksol ve ig¢
standardin eliisyonu sirasiyla yaklasik 2,32 ve 2,52°de gerceklesmistir. Pramipeksol
ve i¢ standart i¢in goriintiilenen MS/MS iyon gecisleri sirasiyla 212,10—153,10 ve
180,20—107,30°dur. Yontemin, 0,999’a esit veya biiyiik bir korelasyon katsayisi ile
birlikte 20-3540 pg/mL dogrusallik araliginda dogru ve kesin oldugu kanitlanmustir.
Gilin i¢i, glinler aras1 kesinlik ve dogruluk degerleri, FDA kilavuzuna uygun
bulunmustur. Gelistirilmis miktar tayini yontemi, 0,25 mg Pramipeksol tabletinin
goniilliller tarafindan oral yolla alinmasini takiben farmakokinetik calismaya

uygulanmustir.

1.3.3. Gaz Kromatografik Calismalari

Panchal Jayesh ve arkadaglar1 (2011), Pramipeksoliin fare plazmasinda miktar
tayini i¢in gaz kromatografi-kiitle spektrometresi kullanilarak, basit, hizl1 ve hassas bir
yontem gelistirmis ve valide etmistir. Alt seviye 6l¢tim limiti (LOQ), referans edilen
diger yontemlere (LCMS/MS) gore daha iistliindiir. NaOH ile bazik yapildiktan sonra,
plazma numuneleri (0,1 mL), metil-t-biitil eter kullanilarak sivi-sivi ekstraksiyona
maruz birakilmistir. Analitler, tek kuadropol kiitle spektrometrede elektron darbe
iyonlastirma kullanilarak tespit edilmistir. Se¢ilmis iyon gozlem modunda; 211,212,
152 m/z (Pramipeksol)‘daki hedef iyonlar ve m/z 194-165 (kafein, i¢ standart
olarak)’daki hedef iyonlar kullanilmistir. Pramipeksol i¢in 20-1000 pg/mL araliginda
dogrusal bir kalibrasyon egrisi ¢izilmistir (r>>0,996). Biyoanalitik arastirma igin
yeterli hassasiyet ve secicilik sunan LOQ 20 pg/mL‘dir. Giinler arasi ve giin-i¢i

kesinlik, sirasiyla %0,3-%8,8 ve %0,9-%11,33 araligindadir. Pramipeksoliin
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plazmadan geri kazanimi 82,4+7,1 ile 87,8+ 5,7% aralifindadir. Yontem, biyoanalitik
yontemler igin gerekli tiim g¢aligmalar1 karsilamakta ve farelerde Pramipeksoliin

farmakokinetik ¢alismasina da basariyla uygulanmaktadir.

1.3.4. Iyon Kromatografik Calismalar

Suguna, T. ve arkadaslar1 (2011), Rasajilin ilag maddesindeki metansulfonik asit
igeriginin belirlenmesi icin baskilanmis kosullar ile birlikte iyon kromatografi
kullanilarak basit bir yontem sunmuslardir. Yikama soliisyonu olarak 1,3 mM sodyum
karbonat ve 2,0 mM sodyum bikarbonat karigimi kullanilmistir. Yontem, 7-13 pg/mL
konsantrasyon araliginda dogrusal cevaplar vermistir. Korelasyon katsayis1 0,9993
olarak bulunmustur. Yontemin dogrulugu, numune konsantrasyonu %50, %100 ve
%120 araliklarinda iicer kez hazirlanarak belirlenmis ve % geri kazanimi 98,0-102,0
arasinda bulunmustur. Yontem kesinligi ve ara kesinlik, tiim analizciler i¢in BSS
degerleri <%2 olarak bulunmustur. Tutarlilik (ruggedness), degisik giinlerde cihaz
veya analist gibi degiskenleri degistirerek belirlenmistir. Rasajilin ilacinin i¢indeki
metansulfonik asit igerigini belirlemek i¢in yontem biitiiniiyle valide edilmistir. Ayrica
gelistirilmis yontem de valide edilmistir. Yontem, dogruluk, yeniden yapilabilirlik,

tekrarlanabilirlik, dogrusallik, hassaslik yonlerinden valide edilmistir.

1.3.5. Kapiler Elektroforez Yontemleri

Musenga Alessandro ve arkadaslar1 (2008), tarafindan insan idrarinda
Pramipeksoliin analizi igin, lazer-indiiklenmis floresans ile birlikte kapiler
elektroforeze dayali hassas bir yontem gelistirilmistir. Ayirma, borat tamponu (50
mM, pH=10,3), tetrabutilamonyum bromiir (30 mM) ve aseton (%15 h/h)’dan olusan
bir elektrolit ¢ozeltisi ile birlikte kaplanmamis erimis silika kapileri (75 p i¢ gap ve
sirastyla 75,0 ve 60,0 cm toplam ve efektif uzunluk) igerisinde gerceklestirilmistir. 20
KV voltaj uygulanarak, elektroforetik ¢aligma 12 dK. igerisinde tamamlanmistir.

Pramipeksoliin pH=9°‘da floresan izotiyosiyanat ile Tiirevlendirilmesini takiben, etil
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asetatla sivi-sivi ekstraksiyonuna dayali bir numune On-igleme prosediirii, geri
kazanim verimleri her zaman %94,5’ten yiiksek olan tiim biyolojik etkilesimlerin
ortadan kaldirilmasina izin verir. Yontem validasyonu 25,0-1000 ng/mL araliginda
dogrusaldir (r=0,9992); LOD ve LOQ sirastyla 10,0 ve 25,0 ng/mL; kesinlik < 6,8
%BSS, geri kazanim olarak ifade edilen dogruluk > %90,0’dir. Yo6ntem, Pramipeksol

ile tedavi goren hastalarin idrar numuneleri analizlerine de uygulanmistir.

Liu, Chang-hai ve arkadaslar1 (2009), saflik testi ve L-Pramipeksoliin
enantiyomerik ayrimi i¢in bir kapiler elektroforez sistemi gelistirmislerdir. Kiral segim
ajanlar1 olarak 3-CD, HP-B-CD, SBE-B3-CD ve DM-B-CD kullanarak konsantrasyon
etkisini, kiral se¢im ajaninin pH’sini, kolon boyunu ve kiral ayiriminda i¢ ¢ap1
incelemislerdir. Enantiyomerler asagidaki kosullar altinda ayrilmistir: 40 cm kadar
etkili bir boyda kaplanmamis erimis silika kapiler (50 pm x 47 cm), 40 mmol/L
trisodyumsitrat tampon ¢ozeltisi, %0,5 SBE-P-CD, fosforik asitle ayarlanmis pH=4,0,
%5 metanol, 25 mmol/L SDS ve devamli tampon olarak 40 mM sodyumtetraborat
cozeltisi igeren elektrolit ¢ozeltisi ve 16 kV ayirim voltaji. Tayin dalga boyu 254
nm’ye ve kolon sicaklifi 30°C’ye ayarlanmistir. Sonu¢ olarak L-Pramipeksoliin
ayirimi bu kosullar altinda saglanmistir. Optik izomerler tatmin edici sekilde
ayrilmistir (Rs>2,5) ve R-Pramipeksol igerigi %0,5’den az bulunmustur. Onerilen
yontem basit, gilivenilir ve rutin saflik testi ve kiral ayirim i¢in kullanilabilir

bulunmustur.

1.4. Kullanilan Yontemler

1.4.1. Spektrofotometri

Spektroskopi, bir numunede bir enerji seviyesinden digerine atomlarin,
molekiillerin veya iyonlarin gegisi sirasinda emilen veya yayilan elektromanyetik
1simanin Slglimii ve yorumudur. Uzayda ¢ok hizli hareket eden bu elektromanyetik
151ma, bir tiir enerjidir. En yaygin elektromanyetik 1s1ma tiirleri, goz ile algilanabilen

goriiniir 151k ve 1s1 olarak algiladigimiz kiziltesi (infrared) isinlardir; x-1sinlari,
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ultraviyole, mikrodalga ve radyo 1simalari ise diger elektromanyetik 1s1ma tiirleridir.
(Y1ildiz ve Geng, 1993).

Tungsten filaman ya da gilines 1s18indan yayimlanan 1s1n beyaz olarak algilanan ve
farkli dalga boylarinin bir karigimi olan enerjidir. Bu goriiniir bolgede 1s1nin emilen ve
yansitilan renkleri ayrildiginda, asagidaki dalga boylarina goére bir dizilim meydana
gelir (Sekil 1.3.). (Giimiistas, http://194.27.141.99/dosya-depo/ders-notlari/mustafa-koray-

gumustas)
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Sekil 1.3. Dalga boylaria gore frekanslar ve 151k tayfi

Buna gore, tanimlanan 1tk 430-480 nm mavi bolgede emilim yapan bir
¢ozeltiden gegirilirse diger renkleri gegirir ve sar1 renkte goriiniir. Bu sebeple sarinin,

mavi rengin tamamlayici rengi oldugu kabul edilir.

Insan gozii, 390-780 nm dalga boyu araligindaki isiklar1 algilayabilirken,
laboratuvar aletleri daha diisiik dalga boylarindan UV bdlgede ve biiylik dalga
boylarinda (6rnek olarak kizil 6tesi (IR) bolgede) 6l¢iim yapabilmektedir.

Belli dalga boyunda elektromanyetik 151k bir ¢ozeltiden gegirildiginde ¢ikan
151810 siddetinde bir azalma meydana gelir. Giren 151k siddetine lo, ¢ikan 151k siddetine
I dersek, /1o oran1 Transmittansi verir. Genel olarak % transmittans kullanildigi i¢in,
Tranmitans (T) =1/1, — Transmittans (%T) = 100 x T seklinde gosterilir.
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Absorbans, Lambert-Beer kanunu ile matematiksel olarak gosterilmistir. Buna
gore, absorbans ¢ozeltinin dzellikleri, ¢ozeltinin derisimi ve 151k yolu ile dogrusal
olarak iliskilidir (Sekil 1.4.). Transmittans grafigi ise hiperbolik (logaritmik) bir
grafiktir (Sekil 1.5.). (Giimiistas, http://194.27.141.99/dosya-depo/ders-notlari/mustafa-

koray-gumustas).
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Sekil 1.4. Absorbans-konsantrasyon grafigi Sekil 1.5. Transmittans-konsantrasyon grafigi
A=¢g.l.c A; Absorbans (optik dansite)

€; Molar absorptivite (cm / mol)
I; Isik yolu (cm)
c; Konsantrasyon (mol / L)

Bu ifade ile, analitlerin ¢o6zeltideki nicel analizi, absorbans Ol¢iimii ile

miimkiindiir. Asagidaki kurallara uyulmalidir.
e Uygun konsantrasyon 102 M*dan diisiiktiir.
e Tanecik, ¢oziicii ile etkilesime girmemelidir.

e Gelen 151n monokromatik (tek dalga boyunda) olmalidir.

e Tanecik bilyiikliigli onem tasir (Sagilmalar en aza indirilmelidir).

1.4.1.1. Spektrofotometre

Maddenin 15181 sogurmasini incelemek tizere kullanilan alet, spektrometre ya da

spektrofotometre olarak adlandirilir. Sekil 1.6’da basit bir spektrofotometrenin
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boliimleri goriilmektedir; 151k kaynagi, dalga boyu segicisi, drnek kab1 ve dedektor
bilesenlerinden olugsmaktadir. Optik sinyal, dedektorde elektrik sinyaline

dontstiiriiliir. Bu elektrik sinyali bir kaydedici ya da galvanometre ile ol¢iiliir.

Bu boliimlere ilaveten spektrofotometrelerde 1s181 belli bir siddette numuneye
gondermek igin aynalar, mercekler, 1sik boliiciileri bulunmaktadir. Numune ¢ozeltisi
ise 151k geciren bir malzemeden yapilan numune kaplarina konulmak suretiyle 1s1k

yoluna yerlestirilir (Yildiz ve Geng, 1993).
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Sekil 1.6. Spektrofotometre Diizenegi

Cift Isik Yollu Spektrofotometre

Her dalga boyunda “sifir” ve “yiiz” ayarlarinin yapilmasi olduk¢a zaman alir.
Spektrofotometrede monokromatérden cikan 15181n esit siddette iki demete ayrilarak
birinin numuneye, digerinin ise ¢oziicliye gonderilmesi ile bu isleme liizum kalmaz.
Bu sayede numunedeki gegirgenlik degeri ¢oziiciiniinki ile siirekli olarak kiyaslanmig
olur. Ikiye ayrilan 151k iki ayr1 dedektdr tarafindan tespit edilir ve dedektorlerde
iretilen sinyallerin oran1 6l¢iiliir. Bu gibi cihazlar, ¢ift 151k yollu spektrofotometreler
olarak adlandirilir (Sekil 1.7.). Burada iki dedektdr tamamen uyumlu olmalidir, yani

esit siddete sahip 151k ile ayni1 sinyali liretmelidirler.

Cift 1s1k yollu spektrofotometrelerde, tek bir dedektérden faydalanarak da 6lgtim
yapma olanag vardir. Bu amagla, numune ve ¢oziiciiden gecen 1sik 1sinlari,
dedektoriin Oniine yerlestirilen doner bir 1sik ayiricis1 araciligiyla ve ardi ardina
detektore gonderilir. Bu ard arda gelen 151k demetlerinin olusturdugu sinyal ise,
alternatif yani periyodik tiirdendir. Bu alternatif sinyal, 151k boliicliniin frekansina

ayarlanmis bir elektronik ¢ogaltict kullanilarak kaydedilir. Cift 1s1k yollu cihazlar, 1s1k
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kaynaginin siddetindeki degismelerden kaynaklanan hatalari yok eder (Yildiz ve Geng,

1993).
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Sekil 1.7. Cift 151k yollu spektrofotometre

1.4.2. Tiirev Spektrofotometri

Maddeye gonderilen 15181 dalga boyu-absorbans grafigi ¢izilerek UV-goriiniir
bolgedeki bir spektrum elde edilir. Yani A= f(A) fonksiyonudur. Bu fonksiyonun, her
bir noktasindaki Tiirevi hesaplanabilir (dA/d ). Tiirev degerlerinin dalga boyuna kars1
grafige gegirilmesi sonucu Tiirev spektrumu ortaya ¢ikar ve derecesi 1’den n’e kadar
olabilir.

dA  d’A d"A
dr  da? da"

Tiirev spektrofotometri, Tiirev spektrumlarinin kullanimina dayanan bir analiz

yontemidir. Tiirev egrileri hazirlanirken matematik islemleri kullanilir. Orijinal bir
spektrumun her noktasindaki Tiirevinin hesaplanip grafiginin cizilerek, yeni Tiirev
egrilerinin hazirlanmasi iglemi fazlasiyla zordur. Bu yiizden hesaplarin yapilmasi

amaciyla bilgisayar kullanilir.

Deneysel egrilerin 6lgiim aletleriyle Tiirevlerinin alinmasi islemi eskiye dayanir

ve ilk kez 1920’lerde kiitle spektrumlarinin yorumlanmasinda Rutherford tarafindan
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kullanilmistir. ~ Genel  kullanimi  ise  1950‘leri  bulmustur.  Gliniimiizde,
mikroiglemcilerin yaygin kullanimi, bu yontemin analize kolayca uygulanmasina izin
vermektedir ve gelistirilen spektrofotometreler de buna gore tasarlanmistir (Analitik

Kimya Laboratuvar Foyii, 1999).

Yontemin ozellikleri

— Tiirev yontemi orjinal spektrumun egimleri ile ilgili bilgilendirir ve doniim noktalar:
ile omuz noktalarinin belirginlesmesini saglar. Bu sayede bir bilesik daha kesin ve
kolay bir sekilde taninabilir.

— Cogunlukla orjinal spektrumda goriilen egriler birgok pikin c¢akigmasi Sonucu
olusmustur. Tiirev alinmasi sonucu bu absorpsiyon egrileri daha detayl1 goriiniir ve bu
sayede bir arada bulunan pikler tek tek goriilebilir.

— Spektrofotometride, bulanik ¢ozeltilerle calisildiginda tanecik biiyiikliigii, ¢okme hizi
gibi etmenlere dayali olarak biiyiik oranda hata yapilmasi olasidir. Bulanikliktan
kaynaklanan bu olumsuz etki Tiirev egrilerinin gizilmesiyle yok edilebilir.

— Birden fazla madde karisim seklinde oldugunda kromatografi ve ekstraksiyon gibi
herhangi bir ayirma islemini gergeklestirmeksizin miktarlar tek tek belirlenebilir.

— Reaksiyon ortami sebebiyle meydana gelen giiriiltii pikleri ortadan kaldirilir.

— Tirev spektrumlarinda uydu pikler de ¢cok sayida goriiliir. Bir karigim ile ¢alisildiginda
bu pikler bize baska bilesenlerin de oldugunu isaret eder. Tiirev derecesi arttikga bu

piklerin sayis1 da fazlalagacagi icin karigiklik artacaktir.
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Tiirev egrilerinin sekilleri:

Original spektrum (sifinnc
derece spektrum)

1. Tiirev spektrumu

2. Tiirev spektrumu

3. Tiirev spektrumu

4. Tiirev spektrumu

Sekil 1.8. A. Basit bir orijinal spektrum
dA/dA  Orijinal spektrumun Birinci Dereceden Tiirevi
d?A/dA? Orijinal spektrumun Ikinci Dereceden Tiirevi
d3A/dA3 Orijinal spektrumun Uglincii Dereceden Tiirevi
d*A/dA* Orijinal spektrumun Dérdiincii Dereceden Tiirevi

Sekilde 1.8.’de goriildiigii tizere Birinci Tiirev egrisi, orjinal spektrumda bulunan
tegetlerin egimini gosterir. Tirev egrilerinin aymt dalga boyu araliginda alinmasi
sebebiyle piklerin genisliginin azalmasi onem teskil eden bir durumdur. Bu azalma
yaklasik olarak Birinci Tiirevde yarisina, ikinci Tiirevde %53’iine ve Dérdiincii Tiirevde

% 41’ine diismektedir.

Tiirev spektrumlarinda, kesim noktasi olduk¢a mithimdir. Zira, bu noktada ait
oldugu maddenin diger madde ya da maddelerin spektrumuna bir katkis1 olmaz. Bu
sebeple karisimda bir ayirma iglemi olmaksizin bazi maddelerin digerleri ile birlikte

miktarlarinin  belirlenmesi miimkiindiir. Bu durum, bilhassa karisim seklinde
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maddeleri etken maddeler olarak ihtiva eden farmasétik miistahzarlarin analizi igin
yontemin oldukga kolay ve etkili bir miktar tayin yontemi olmasina sebep olur. Uygun
kesim noktalar1 bulundugunda, ikili karisimlarda uygulandigi gibi daha ¢ok sayida
bilesen igeren karigimlarda da bu yontem uygulanabilir. (Analitik Kimya Laboratuvar
Foyii, 1999)

1.4.3.Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi

Kromatografi, kompleks karigimlardaki birbirine yakin ozelliklere sahip
maddeleri ayirmak igin uygulanan pek ¢ok farkli yontemi iginde barindirir; bu ayirma
islemlerinin ¢ogu diger yontemlerle yapilamamaktadir (Skoog ve ark., 1997).
Kromatografik ayirma islemlerinin hepsinde numunenin tasinmasi, sivi, gaz veya
stiperkritik akiskani olan hareketli faz ile ger¢eklesir. Bu hareketli faz bir kat1 yiizeyde
ya da bir kolonda sabitlenmis, kendisiyle karigmayan bir sabit faz i¢inden gegirilir. Bu
iki faz numune igerisindeki bilesenlerin farkli oranlarda dagilmasina olanak
saglayacak bigcimde secilir. Sabit faz tarafindan kuvvetli bir sekilde tutulan maddeler,
hareketli faz ile olduk¢a yavas hareket ederler. Ote yandan, sabit faz ile zayif bir
bi¢imde tutulan maddeler hizli hareket ederler. Numunedeki maddeler, hareket
hizlarinin farkli olmasi neticesinde, birbirlerinden kantitatif ve / veya kalitatif olarak

analiz edilebilen, farkli bolgeler ya da bantlar bi¢iminde ayrilirlar.

Kromatografik Yontemlerin Siniflandirilmasi

Kromatografik yontemler temel olarak ikiye ayrilir. Birinci yontemde, hareketli
ve sabit fazin fiziksel olarak temas etme sekli baz alinir. Kolon kromatografide, sabit
faz ince bir kolonda yer alir ve hareketli fazin, bu sabit fazin i¢inden basing yardimiyla
gecmesi saglanir. Diizlemsel kromatografide, sabit faz, bir kagidin gézenekleri arasina
ya da diiz bir plaka {izerine sabitlenir ve hareketli faz, sabit fazin iginde yer ¢ekimi ya
da kapiler etki sayesinde ilerler. Iki kromatografinin de dayandig temeller aynidir ve
kolon kromatografi igin gelistirilen kuramlar diizlemsel kromatografiye de

uyarlanabilir.
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Sadece sivi kromatografi hem diiz yilizeylerde hem de kolonlar ile
gerceklestirilebilir; siiperkritik sivi  kromatografi ve gaz kromatografi sadece
kolonlarda gergeklestirilir ve hareketli faz kolonun i¢ yiizeyinde bulunur. (Skoog ve

ark., 1997)

Cizelge 1.1. Kolon Kromatografik Yontemlerin Siniflandiriimasi

Genel Simf

Ozel Yontem

Sabit Faz

Denge Tipi

Sivi kromatografi
(LC)

(hareketli faz: siv1)

Gaz kromatografi
(GC)
(hareketli faz: gaz)

S1vi — s1v1 veya dagilma

S1vi —bagh faz

S1vi — kat1 veya adsorpsiyon

Iyon degisimi

Boyut eleme

Gaz —siv1

Gaz — bagl faz

Kati lizerine
adsorplanmis sivi

Kat1 yiizeye baglanmis
organik tiirler

Kat1
Iyon degistirici regine

Polimer bir katinin
gozeneklerindeki sivi

Kati1 yiizeyine
adsorplanmis sivi

Kat1 yiizeyine baglanmig
organik tiirler

Karigmayan sivilar
arasinda dagilma

S1v1 ve bagl yiizey
arasinda dagilma

Adsorpsiyon
Iyon degisimi

Dagilma/eleme

Gaz ve siv1 arasinda
dagilma

S1v1 ve bagl faz
arasinda dagilma

Gaz — kati Kati Adsorpsiyon
Stiperkritik — Kat1 yiizeyine baglanmig Stiperkritik akiskan ve
akigkanl organik tilirler bagl yiizey arasinda
kromatografi (SFC) dagilma

(hareketli faz:
siiperkritik s1v1)

Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi Kapsam

Sivi kromatografide hareketli fazin kolon i¢inde ilerlemesi genel olarak ¢ok
yavag olur. Kromatografik ayrilmanin siiresi, kolon boyunun uzatilmasi ve dolgu
maddesinin tanecik ¢aplarinin kiigiiltilmesi ile iyice uzar. Bu tiir bir normal
kromatografi deneyinde dolgu maddesi taneciklerinin ¢ap1 100-250 um, kolon boyu
50-200 cm ve kolon ¢ap1 20-50 um arasindadir ve elde edilen tipik akis hizlar1 0,1
mL/dk’dir. Daha kiigiik tanecikli (40-70 pum), daha kiigiik ¢apli (1-3 um) kolonlarda
kullanilmas: durumunda hareketli fazi1 30-50 atm basing uygulayarak kolon iginde
ilerletmek gerekir. Sabit fazdaki kolon g¢api1 ve tanecik capinin azaltilmasi ile
kromatografik ayirimda verimlilik artar. Yiiksek basingta (100-200 atm), bu gesit
kolonlarda gergeklestirilen sivi-sivi kromatografi cesidi, yiiksek performansli sivi

kromatografi (YPSK) olarak adlandirilir. Sekil 1.9’da YPSK cihazinin temel
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bilesenleri goriilmektedir. YPSK yontemine kolon ¢apinin kii¢tiltiilmesi, kolona giren
madde miktarinin ayni tutulmasi durumunda yontemin duyarliligini arttirmakta ve

ayrica ¢oziicli miktarini azaltmaktadir (Yildiz ve Geng, 1993).

Analitik ayirma teknikleri i¢inde, YPSK, en yaygin kullanilan (yillik satisi
yaklasik bir milyar dolar) ayirma teknigidir. Bu yontem, duyarliligi, ugucu olmayan
tirlerin ayrilmasina uygunlugu, dogru kantitatif tayinlere kolay bir sekilde
uyarlanabilirligi ve hepsinden de 6nemlisi birgok bilim dali, sanayi ve halk i¢in Birinci
derecede 6nem arz eden maddelere genis bir bigimde uygulanabilir olmasidir. Amino
asitler, hidrokarbonlar, proteinler, karbonhidratlar, niikleik asitler, ilaglar, pestisitler,
antibiyotikler, terpenoidler steroidler, gesitli inorganik bilesikler ve metal-organik

tiirler bu maddelere 6rnek gosterilebilir (Skoog ve ark., 1997).

Basing dlger

Sivi faz, van gecisi

Yiksek Cozlica
basing

I pompast ] Numune

Gozict Kromatografi 4D
haznesi kolonu, c
AB.CD
ayrilmis turler : B
ra JY
Yazica
Dedektor

Sekil 1.9. YPSK cihazinin gematik olarak goriiniisii
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Sekil 1.10. Agilent 1260 Infinity YPSK

Yapilan kaynak arastirmalarinda Rasajilin ve Pramipeksol etken maddelerini
iceren farmasotik preparatlarda etken madde miktar tayinleri i¢in sinirhi sayida yontem
bulunmaktadir. incelenen bu analiz yontemlerinin hemen hemen hepsinde bu etken
maddelerin farmasétik preparatlardan miktar tayini i¢in uzun zaman alic1 6n isleme
gerek duyulmaktadir. On isleme gerek duyulmaksizin hizli, duyarli, ekonomik ve rutin
kullanirma uygun yiiksek performanshh sivi  kromatografik yontemler ve
spektrofotometrik analiz yontemlerinin gelistirilmesi ve valide edilmesi literatiirlere

yeni yontemlerin 6nerilmesi agisindan 6nem tagimaktadir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Kullamilan Cihazlar ve Gerecler

Hassas Terazi / Sartorius CPA 224S

Ultrasonik Su Banyosu / Bandelin Sonorex

Manyetik karistirict / Daihan Wise Stir

pH Metre / inolab

Erime Noktas1 Tayin Cihazi / Stuart SMP 40

Yiiksek Performansli Sivi Kromatografi Cihazi / Agilent 1200 serisi
UV/Visible Double Beam (Cift Isik Yollu) Spektrofotometre/ Shimadzu UV-1601
FT-IR / Varian 640-IR

Kolon: ACE-5 C18 100 x 4,6 mm, 5um / Hichrom

Katalog No: ACE-121-1046, Lot No: DV14 — 8244

Lichrospher 60 RP Select B 125x4,0 mm, 5 pm / Merck

Katalog No: 1.50829.0001, Lot No:HX115140

YPSK analizleri, dortlii gradient pompasi, 100 pL halkali enjeksiyon valfi ve
190-600 nm dalga boylarina ayarlanabilir UV dedektorle donanmig, 100 viallik
otosampler’a sahip Agilent 1200 YPSK sistemi ile yapilmistir.

Spektrofotometrik analizler, 10 mm quartz hiicreli, ¢ift 1s1n yollu Shimadzu
marka UV-1601 model UV visible spektrofotometre ile yiiriitiilmistiir.

2.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

e  Asetonitril / Merck / Uriin Kodu: 100030
e %25’lik Amonyak / Merck / Uriin Kodu: 105422
e  %37’1lik Hidroklorik Asit / Merck / Uriin Kodu: 100317
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e %70’lik Perklorik Asit / Merck / Uriin Kodu: 100519

e  Metanol / Merck / Uriin Kodu: 106007

e Glasiyel Asetik Asit (%100) / Merck / Uriin Kodu: 100063
e  Amonyum Asetat / Merck / Uriin Kodu: 101116

e YPSK saflikta su/J.T. Baker / Uriin Kodu: 4218

2.3. Kullanilan Standart Maddeler

Rasajilin, Orchid Chemicals’dan temin edilmistir. I¢ standart (IS) olarak

kullanilan Ps6doefedrin HC1 Malladi Drugs and Pharmaceuticals’dan temin edilmistir.

Pramipeksol standardi Orchid Chemicals and Pharmaceuticals Ltd
(Maharashtra, Hindistan)’dan temin edilmistir. IS, HCI Tamsulosin Titan Laboratories
Pvt. Ltd. (Maharashtra, India)’dan temin edilmistir.

2.4. Kullanilan Farmasotik Preparatlar

Pexola® Tablet 1 mg/ Boehringer Ingelheim Pharma GmbH & Co., Almanya
Parti numarasi: 206377

Azilect® Tablet 1 mg / Lundbeck lag Tic. Ltd. Sti.
Parti numarasi: R87087

2.5. Rasajilin Mesilat icin Gelistirilmis Analiz Yontemleri

Farmasotik dozaj formlarinda Rasajilin analizi i¢in uygulamasi basit ve
ekonomik olan YPSK metodu ve Birinci Tiirev-ikinci Tiirev spektrofotometrik

teknikler kullanilarak iki farkli metot gelistirilmis ve valide edilmistir.
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Rasajilinin en iyi ¢6ziindiigli ortamda (0,1 N HCI) UV spektrofotometrede 220-
300 nm dalga boylar1 arasinda tarama yapilarak maksimum absorbanslart; 263,933 nm
ve 270,373 nm dalga boyunda ol¢iilmiistiir. Birinci Tiirev degerleri; 262,005 nm,
265,928 nm, 269,227 nm, 271,853 nm ve Ikinci Tiirev degerleri; 264,270 nm, 267,913
nm, 270,469 nm, 273,044 nm dalga boylarinda tespit edilmistir.

YPSK analizi 210 nm dalga boyu, 1 mL/dk akis hizi, hareketli faz igerigi %
25'lik amonyak ile pH 3'e ayarlanmis ACN:Su:Perklorik Asit (250:750:5, h/h/h)
¢ozelti karistminin Cg kolon (100x4.6 mm x 5 pum) iizerinden pompalanmasi ile

gerceklestirilmistir.

YPSK yonteminde, Rasajilin 39-117 pg/mL Kkonsantrasyon araliginda
dogrusaldir. Dogrusal regrasyon esitligi y = 1,46545 x + 7,55322 1073, LOD 0.31
pg/mL ve LOQ 1.01 pg/mL olarak bulunmustur.

UV Spektrofotometrik yontemde, (Birinci Tiirev ve Ikinci Tiirev) Rasajilin 39-
273 nug/mL konsantrasyon araliginda dogrusaldir.
2.5.1. Rasajilin Mesilat Saflik Kontrolii

Deneylere baglamadan 6nce Rasajilinin saflik testleri ger¢eklestirilmistir.

Saflik kontrolleri i¢in IR spektrumu alinarak ve erime noktasi dlgiilerek referanslarla

mukayese edilmistir.

2.5.2. Spektrofotometri

2.5.2.1. Analitik Sartlar

Spekrofotometrik analizler Shimadzu UV-1601 UV/Visible ¢ift 151 yollu

kullanilarak uygulanmistir. Absorbans 6lgtimleri i¢in kullanilan hiicreler 10 mm kuartz
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hiicrelerdir. Tiirev kosullart sunlardir: Tarama hizi, 60 nm/ dK; spektral yarik genisligi,

2 nm; AA, 6 nm.

2.5.2.2. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

Spektrofotometrik analizler i¢in 195 mg Rasajilin 25 mL 0,1 N HCI iginde
coziilerek 7,8 mg/mL Rasajilin igeren stok ¢ozelti hazirlanmistir. Stok ¢dzeltiden 39—
273 ng/mL arasinda 7 farkli konsantrasyonda ¢ozeltiler olacak sekilde 100 mL’lik
balon jojelere seri halinde aktarilmistir. 0,1 N HCI ile hacme tamamlanmistir. UV
spektrofotometre cihazinda 220-300 nm dalga boyu aralifinda tarama yapilarak

maksimum absorbanslar1 dl¢iilmiistiir, Birinci ve Ikinci Tiirevleri alinmustir.

2.5.2.3. Secicilik ve Spesifiklik

UV spektrofotometrik metodun spesifikligi ilacin tablet formunda bulunan 1,56
mg Rasajilin ve plasebo icin 35’er mg mannitol, kolloidal silikon dioksit, misir
nigastasi, prejelatinize musir nisastasi, talk ve stearik asitin sentetik bir karigimi
hazirlanarak uygulanmistir. UV i¢in 156 pg/mL Rasajilin konsantrasyonunda standart
¢ozelti, 1,56 mg Rasajilin ve ~ 210 mg plasebo igeren numune ¢ozeltisi ve plasebo
cozeltisi 0,1 N HCI ile hazirlanarak, 0,20 pm’lik RC’den siiziilmiistir. UV
spektrofotometrede 220-300 nm dalga boyu araliginda absorbans degerleri

ol¢iilmiistiir. Birinci ve Ikinci Tiirevleri alinmustir.

2.5.2.4. Kalibrasyon Grafiklerinin Hazirlanmasi ve Dogrusallik

UV metodunun dogrusalligr i¢in 195 mg Rasajilin 25 mL 0,1 N HCI ile
coziilerek stok ¢ozelti hazirlanmistir. Stok ¢ozeltiden (39-273) pg/mL konsantrasyon
araliginda 0,1 N HCI ile 7 farkli konsantrasyonda Rasajilin ¢6zeltisi hazirlanarak
analiz edilmistir. Cozeltiler 3 tekrarli hazirlanmis ve dogrusallik regresyon esitligi ile

degerlendirilmistir.
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2.5.2.5. Tespit Limiti ve Ol¢iim Limiti

UV spektrofotometrik metot ile tespit limiti (LOD) ve oOlglim limiti (LOQ)
belirlenirken  dogrusallik  parametresi altinda analiz  edilen = minimum
konsantrasyondaki ¢ozeltilerin UV’de okunan absorbans degerlerinin standart sapmasi
ve kalibrasyon egrisinin egim degeri asagida yer alan tespit limiti ve Slglim limiti
formiiliinde yerine konularak LOD ve LOQ degerleri hesaplanmaistir.
LOD=33xSS/m
LOQ=10xSS/m

SS : En dislik konsantrasyon i¢in ol¢iilen degerlerin standart sapmast

m : Kalibrasyon egrisinin egim degeri

Bu hesaplamalar Birinci Tiirev ve Ikinci Tiirev i¢in de yapilmistir.

2.5.2.6. Kesinlik

Spektrofotometrik yontemin kesinligi i¢in Rasajilin standart ¢ozeltileri (156
png/mL) ayn1 giin i¢inde (giin i¢i kesinlik) tekrarlanabilirligi elde edebilmek i¢in 5 kere
(baslangig, 1. saat, 2. saat, 3. saat ve 4.saat) analiz edilmistir ve degisik giinlerde
(glinler aras1 kesinlik) yeniden tiretilebilirligi elde edebilmek i¢in 4 giin 3 kez analiz

edilmistir.

2.5.2.7. Dogruluk

Mannitol, kolloidal silikon dioksit, misir nigastasi, prejelatinize misir nisastast,
talk ve stearik asit gibi ¢esitli eksipiyanlarin varliginda Rasajilin tayini i¢in, kullanilan
spektrofotometrik yontemin dogrulugu arastirilmistir. Bunun i¢in 195 mg Rasajilin 0,1
N HCl ile ¢oziiliip 50 mL’ye seyreltilmesiyle standart stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu
stok ¢ozeltiden 100 mL’lik balon jojelerde bulunan sabit miktarda (2,1 g) plasebo
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karisiminin tizerine 78 pg/mL, 156 pg/mL ve 273 pg/mL Rasajilin igerecek sekilde 3
farkli miktarda eklenmis ve 0,1 N HCI ile seyreltilmistir. Bu islemler 3 defa
tekrarlanmistir. Hazirlanan c¢ozeltiler 0,20 pum’lik RC filtreden siiziilerek UV
Spektrofotometrede 220-300 nm dalga boyu araliginda 263,933 nm ve 270,373 nm’de
maksimum absorbans degerleri 6l¢iilerek, Birinci ve ikinci Tiirevleri alinmistir. Geri

kazanimlar1 hesaplanmistir.

2.5.2.8. Farmasotik Preparata Uygulama

Rasajilin tabletler iyice toz haline getirilerek, ortalama 1 tablet agirliginda 5 ayr1
tartim alinarak 156 pg/mL konsantrasyonunda numuneler hazirlanmis ve gelistirilen

UV spektrofotometrik metotla etken madde miktar tayini yapilmistir.

2.5.3. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi

2.5.3.1. Analitik Metot Gelistirme

Farmasotik dozaj formiilasyonlarinda 78 pg/mL Rasajilin konsantrasyonunda
uygun bir YPSK yontemi gelistirmek i¢in 210 nm dalga boyunda ¢esitli hareketli faz
karisgimlart kullanilarak uygun hareketli fazin secimi, ¢esitli kolonlar kullanilarak

uygun kolonun se¢imi yapilmistir.

2.5.3.2. Kromatografik Kosullar

YPSK sistemi, bir dortlii gradyan pompasi, bir 100 uL’lik siklik enjeksiyon
vanasi, bir otomatik numune alma cihazi (100 vialli) ve UV / Vis dedektorii (1200
Serisi, Agilent Technologies, ABD)’nden olusmaktadir.

YPSK analizi 210 nm dalga boyu, 1 mL/dk akis hizi, hareketli faz igerigi %25'lik
amonyak ile pH 3'e ayarlanmig ACN:Su:Perklorik Asit (250:750:5, h/h/h) ¢ozelti

41



kartistmimin Cig kolon (100 X 4,6 mm x 5 pm) ilizerinden pompalanmasi ile
gerceklestirilmistir. Cozelti kullanimdan 6nce, sonikasyon ile 0,20 um membran filtre

ve gaz giderme vasitasiyla filtrelenmistir.

Akis hiz1 1,0 mL / dk, kolon sicakligi 25°C, dedektor dalga boyu 210 nm ve
enjeksiyon hacmi 20,0 pL olarak ayarlanmistir. Pik alanlari, Windows NT tabanli LC

ChemStation Yazilimi ile otomatik olarak entegre edilmistir.

2.5.3.3. Hareketli Faz Hazirlanmasi

Asetonitril:Su:Perklorik Asit (250:750:5, h/h/h) kanstirnlmistir. pH 3,0°e
25%’lik amonyak ile ayarlanmis, 0,20 um membran filtreden siiziilerek ultrasonik su

banyosunda 15 dk. muamele edilmistir.

2.5.3.4. I¢ Standart, Standart Stok ve Standart Cézeltilerinin Hazirlanmasi

50 pg/mL konsantrasyonda ¢oziicii olarak su kullanilarak Psddoefedrin HCI 1S
¢ozeltisi hazirlanmigtir. 390 pg/mL konsantrasyonda Rasajilin standart stok ¢ozeltisi
IS ¢ozeltisiyle hazirlanmistir. Kalibrasyon egrisini olusturmak i¢in, 39-117 pg/mL
konsantrasyon araligindaki Rasajilin standartlar1 seri halinde seyreltici olarak 1S

cozeltisi kullanilarak stok ¢ozeltiden hazirlanmistir.

2.5.3.5. Saglamhk

Cesitli kosullarda metodun analitik sonuglarmin kabul edilebilir kesinlik ve
dogrulugunu tayin etme kabiliyetidir. YPSK metodunun saglamligi c¢esitli
parametreler ile tayin edilmistir. Yontemin dayaniklilig1 hareketli fazin pH degisimi
(pH 2,95, pH 3,05) ve hareketli fazin akis hiz1 degisimi (0,8 ve 1,2 mL/dK) ile tespit

edilmistir. Buna ek olarak 78 ug/mL Rasajilin konsantrasyonunda analitik ¢6zeltilerin
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(standart ¢ozelti, Rasajilin ve plasebo i¢ceren numune ¢ozeltisi) stabiliteleri de 3, 6, 12,

24 ve 48 saat sonra analiz edilerek incelenmistir.

2.5.3.6. Secicilik ve Spesifiklik

YPSK metodunun spesifikligi ilacin tablet formunda bulunan 1,56 mg Rasajilin
ve plasebo igin 35’er mg mannitol, kolloidal silikon dioksit, misir nisastasi,
prejelatinize misir nisastasi, talk ve stearik asitin sentetik bir karisimi hazirlanarak
uygulanmistir. 78 pg/mL Rasajilin konsantrasyonlarinda standart ¢ozelti, 1,56 mg
Rasajilin ve ~ 210 mg plasebo iceren numune ¢ozeltisi ve plasebo cozeltisi IS
(Ps6doefedrin HCI) ¢6zelti ile hazirlanmistir. Hareketli faz, IS ve hazirlanan ¢ozeltiler
0,20 mikron membran filtreden siiziilerek belirlenen kromatografik kosullarda sisteme

verilmigtir.

2.5.3.7. Kalibrasyon Grafiklerinin Hazirlanmasi ve Dogrusallik

19,5 mg Rasajilin (12,5 mg Rasajiline esdeger) 50 mL IS ¢ozelti ile ¢oziilerek
Rasajilin stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. Hazirlanan stok ¢ozeltisinden kalibrasyon egrisi
hazirlamak i¢in degisik konsantrasyonlarda (39-117 pg/mL) Rasajilin ¢ozeltileri 1S
cozeltisi ile seyreltilmistir. Hareketli faz 0,20 pm membran filtreden gecirildikten
sonra kolon standardizasyonu 30 °C sicaklikta 1 mL/dk akis hizinda yapilmistir.
Dedeksiyon dalga boyu 210 nm se¢ilmistir. Hazirlanan seyreltik ¢ozeltiler seri halinde
sisteme enjekte edilmis ve pik alanlar1 6l¢iilmiistiir. Cihazdan alinan istatistik raporda
Rasajilin/ IS konsantrasyonlar1 oraninin, Rasajilin / IS alanlarinin oranina karsi ¢izilen
kalibrasyon grafiginin korelasyon katsayisi ve egim degerini cihaz otomatik

hesaplamistir. Bu islemler 3 tekrarli yapilmastir.
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2.5.3.8. Tespit Limiti ve Ol¢iim Limiti

Onerilen metot ile LOD ve LOQ cihazdan Sinyal / Giiriilti (S/N) oram
kullanilarak hesaplanmistir. S/N oran1 2-3 arasindaki konsantrasyon tespit limiti

olarak, S/N oran1 10-20 arasindaki konsantrasyonu 6l¢iim limiti olarak dl¢lilmiistiir.

2.5.3.9. Kesinlik

Rasajilin standart ¢ozeltileri (78 pg/mL) aymi giin iginde (giin i¢i kesinlik)
tekrarlanabilirligi elde edebilmek igin 6 kere (baslangig, 30. dk., 1. Saat, 2. Saat, 5.
Saat ve 10.saat) analiz edilmistir. Degisik giinlerde (giinler aras1 kesinlik) yeniden
tiretilebilirligi elde edebilmek icin 3 giin 3 kez analiz edilmistir. Ayrica kullanilan
yontemle ¢alisilan cihazin kesinligini test etmek i¢in Rasajilin standart ¢ozeltisi

YPSK’ye 10 defa enjekte edilmistir.

2.5.3.10. Dogruluk

Mannitol, kolloidal silikon dioksit, misir nigastasi, prejelatinize misir nisastast,
talk ve stearik asit gibi ¢esitli eksipiyanlarin varliginda ilacin(etkin maddenin) tayini
i¢in, kullanilan YPSK metodunun dogrulugu arastirilmistir. Bunun i¢in sabit miktarda
(~1050 mg) plasebo karisiminin iizerine %50-150 arasinda 5 farkli miktarda etkin
madde ilavesi yapilmistir. Hazirlanan karisimlar 100 mL’lik balon jojelere
aktarildiktan sonra 50 pg/mL konsantrasyonundaki IS (Ps6doefedrinHCI) ¢ozeltisi ile
¢oziilerek hacme tamamlanmistir. Son derisimleri (39-117) pg/mL arasinda 5 farkh
konsantrasyonda olan Rasajilin ¢ozeltileri 0,20 um’lik RC filtreden siiziiliip YPSK’ye

enjekte edilmistir. Islem 3’er kez tekrarlanmustir.
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2.5.3.11. Farmasotik Preparata Uygulama

Rasajilin tabletler toz haline getirilerek ortalama 1 tablet agirhiginda 5 ayr1 tartim
almarak 78 pg/mL Rasajilin konsantrasyonunda numuneler hazirlanmistir. Onerilen

YPSK metodu ile etkin madde miktar tayini yapilmustir.

2.6. Pramipeksol Dihidrokloriir Monohidrat i¢cin Gelistirilmis Analiz Yontemleri

Antiparkinson ajan1 Pramipeksol, YPKS ve Tirev spektrofotometri ile

farmasoétik tiriinlerde tayini konusunda ¢alismalar gergeklestirilmistir.

[k yontem, IS olarak Tamsulosin HCI kullanilarak YPSK’ye dayanmaktadir. Bu
yontemde, kromatografik ayirma 263 nm'de 1 mL/dk. akis hiziyla, 25°C'de, bir
Lichrospher 60 RP kolonu kullanilarak gergeklestirilmistir. Eluent 0,01 mol/L
amonyum asetat (pH 4,4) ve asetonitril (35:65, h/h)’den olusmustur. Dogrusallik 10,0-
30,0 pg / mL araliginda 100,5 + 1,10 ortalama geri kazanim ile bulunmustur. LOD ve
LOQ degerleri sirastyla 8 ng/mL ve 50 ng/mL olarak bulunmustur.

Ikinci yontemde Pramipeksol tayini igin Birinci Tiirev spektrofotometri teknigi
ile 249 ve 280 nm 'de genlik dlgiilerek yapilmistir. Birinci Tiirev tekniginde absorbans
ve konsantrasyon grafigi, LOD degeri (1,5 ng/mL) ve LOQ degeri 4,5 ng/mL ile 5,0 -
35,0 mg / mL araliginda dogrusaldir.

Farmasoétik {irtinde tipik yardimci maddeler her iki yontemin seciciligini de
engellemez. Gelistirilmis yontemler, saglamlilik, secicilik, 6zgiillik, dogrusallik,
kesinlik ve hassasiyet i¢cin ICH (Q2B, 1996) ve FDA (2000) guidelines (ICH
Q2B,1996; FDA,2000)’a gore valide edilmistir. Sonu¢ olarak, gelistirilmis
yontemlerin farmasdétik tiriinlerde antiparkinson maddesi Pramipeksoliin miktarinin

belirlenmesinde basarili olmustur. Farmasotik tirtin i¢in bu ¢alismada kullanilan BSS
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degerleri YPSK yontemi i¢in %0,97 ve Birinci Tiirev spektrofotometrik yontem igin
%0,00 olarak tespit edilmistir.

2.6.1. Pramipeksol Saflik Kontrolii

Deneylere  baslamadan  6nce  Pramipeksolin  saflik  kontrolleri
gerceklestirilmistir. Bunun igin IR spektrumu alinarak ve erime noktasi bulunarak

referanslar ile karsilastirilmistir.

2.6.2. Spektrofotometri

2.6.2.1. Analitik Sartlar

Spekrofotometrik analizler Shimadzu UV-1601 UV/Visible ¢ift 1sm yollu
spektrofotometre kullanilarak uygulanmistir. Absorbans Ol¢iimleri i¢in kullanilan
hiicreler 10 mm kuartz hiicrelerdir. Analiz kosullar1 sunlardir: Tarama hizi, 60,0

nm/dk; spektral yarik genisligi, 2,0 nm; AA, 6,0 nm.

2.6.2.2. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

50 mg Pramipeksol 50 mL 0,1 N HCl iginde ¢oziilerek 1000 pg/mL standart stok
¢oOzeltisi hazirlanmistir. Coziicii olarak 0,1 N HCI kullanilarak stok ¢ozeltiden 100
mL’lik balon jojelere 5,0-35,0 ng/mL konsantrasyon araliginda 7 farkli konsanrasyon
hazirlanmistir. Kalibrasyon egrisi bu 7 ¢6zelti kullanilarak hazirlanmistir. Kor 6rnege
karst (0,1 N HCI) standart c¢ozeltilerin absorbanslari kaydedilmistir. Sifir noktasi
spektrumlar1 kaydedildikten sonra, yukaridaki absorbans spektrasinin Birinci

Tiirevleri belirlenerek kaydedilmistir.

46


http://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/%C3%A7ift%20vuru%C5%9Flu%20spektrofotometre
http://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/%C3%A7ift%20vuru%C5%9Flu%20spektrofotometre

2.6.2.3. Segcicilik ve Spesifiklik

UV spektrofotometrik yontemin spesifikligini belirlemek igin, 1,0 mg
Pramipeksol tablet formunda bulunan her bir yardimci maddeden 42,0 mg igeren
plasebo eklenmistir. Bu eksipiyanlar mannitol, kolloidal silikon dioksit, misir
nisastasi, povidon K25 ve magnezyum stearattir. Kesin olarak tartilan biitiin bilesenler
balon jojeler i¢ine aktarilarak 0,1 N HCl ile ¢oziilmiistiir. Cozeltiler seyreltici ile hacim
isaretine kadar tamamlanmistir. Seyreltildikten sonra, ¢ozeltiler 0,20 um 'lik membran

filtresinden siiziilmiistiir ve belirtilen sartlar altinda analiz edilmistir.

2.6.2.4. Kalibrasyon Grafiklerinin Hazirlanmasi ve Dogrusallik

Kalibrasyon egrisi olusturmak ve UV metodunun dogrusallig: i¢in yedi farkli
konsantrasyonda ki (5,0-35,0 pg/mL) standart ¢ozeltileri kalibrasyon egrisi
olusturmak i¢in kullanilmistir. Cozeltiler {ic Ornek halinde hazirlanmistir.
Spektrofotometrik yontemde spektrumlarin  Birinci  Tirevi igin Pramipeksol
konsantrasyonuna karsi Tiirev absorbans degerlerinin igaretlenmesiyle en kiigiik

kareler yontemi kullanilarak kalibrasyon egrisi olusturulmustur.

2.6.2.5. Tespit Limiti ve Ol¢iim Limiti

Tespit limiti (LOD) numunedeki tespit edilebilir en diisiik analit miktar1 olarak
tanimlanir. Bu saptanabilir ama ister istemez kesin miktar1 dlciilemez. Ol¢iim limiti
kesin ve dogru olarak 6l¢iilebilir maddenin en diisiik miktaridir. Gelistirilen yontemde
cevaba ve regresyon denkleminin egimine dayanarak tespit limiti ve 6l¢iim limiti

hesaplanmuistir.

Spektrofotometrik yontemde, spektranin Birinci Tiirevi i¢in, en kiiciik kareler
metotu ile absorbansa karsi Pramipeksoliin kalibrasyon egrisi grafigi olusturulmustur.

LOD degeri tespit edilmistir.
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2.6.2.6. Kesinlik

Spektrofotometrik yontemin kesinligi, Pramipeksol standart ¢6zeltilerinin ayn1
giin i¢inde tekrarlanabilirlik (giin i¢i kesinlik) elde etmek i¢in belirtilen 5 aralikta
(zaman =0, 1, 2, 3 ve 4 saat) test edilmesiyle belirlenmistir. Giinler arasi kesinlik elde

etmek i¢in ¢ozeltiler her giin 3 kez olmak iizere 4 farkli giin test edilmistir.

2.6.2.7. Dogruluk

Spektrofotometrik yontemin dogrulugu, manitol, kolloidal silikon dioksit, misir
nisastasi, povidon K25 ve magnezyum stearat gibi c¢esitli yardimci maddelerin
varliginda, etken maddenin (aktif madde) saptanmasiyla incelenmistir.
Spektrofotometrik yontemde, dogruluk, etken maddenin 3 farkli miktar1 (%50-150
arasinda) ile plasebonun ayni miktarinin (~ 420 mg) karisimi kullanilarak analiz

edilmistir. Bu islem ii¢ kez tekrarlanmaistir.

2.6.2.8. Farmasotik Preparata Uygulama

Pramipeksol igeren 20 tablet tam olarak tartilmis ve ince bir toz halinde
ogiitiilmiistiir. Spektrofotometrik yontemde, bir tablete esdeger toz miktar: 0,1 N HCI
iceren 50 mL'lik balon jojeye aktarilmistir. Hazirlanan ¢ozeltiler 0,20 pm membran
filtreden gecirilerek filtre edilmis sivi kullamilmigtir. Kalibrasyon sonuglar
kullanilarak  belirlenmis  kalibrasyon egrisi yontemi ile miktar tayini

gergeklestirilmistir.
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2.6.3. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi

2.6.3.1. Analitik Metot Gelistirme

YPSK yo6nteminin gelistirilmesi sirasinda, dncelikle uygun bir seyreltici ve 1S
secilmistir. Pramipeksol en iyi su i¢inde ¢oziiniir ve suyun, i¢ standart Tamsulosin HCI

i¢in uygun oldugu da gorsel olarak belirlenmistir.

Farkli kolonlar degerlendirdikten sonra en uygun olani secilmistir. Bu islem
sirasinda, RP8, C8, ve C18 kolonlar1 ile Pramipeksol ve IS piklerinde ayiricilik

saglanamamustir. En iyi ayiricilik RP-select B kolonu kullanilarak elde edilmistir.

Farkli hareketli fazlar denenmis ve en iyi en yiiksek pik performansini gosteren
hareketli faz secilmistir. 0,01 M amonyum asetat (pH 4,4) ve asetonitril (25:75, h/h)
hareketli faz kullanildiginda, elde edilen ayiricilik diisiik ve IS ve Pramipeksol pikleri
birbirine yakindir. 0,01 M amonyum asetat (pH 4,4) ve asetonitril (50:50, h/h) hareketli
faz kullanildig1 zaman, plaka sayis1 diisiiktiir. En iyi kuyruklanma faktorii, ayiricilik
ve plaka sayisini1 gosteren hareketli faz, 0,01 M amonyum asetat (pH 4,4) ve asetonitril
(35:65, h/h)’de elde edilmistir.

Pramipeksol i¢in maksimum absorbans gosteren dalga boyu 263 nm (UV
spektrofotometrisi)’dir, YPSK yontemi ile test edilmistir. Bu yontemin saglamligin
gormek i¢in once hareketli faz akis hiz1 (1 £0,2 mL/dk.) degistirilmis, daha sonra fazin
pH’1 (pH 4,4 + 0,05) degistirilmistir.

2.6.3.2. Kromatografik Kosullar
YPSK sistemi, bir dortlii gradyan pompasi, bir 100 pL’lik siklik enjeksiyon

vanasi, bir otomatik numune alma cihazi (100 vialli) ve UV Vis dedektorii (1200

Serisi, Agilent Technologies, ABD)’nden olugsmaktadir. Bir ters fazli Merck marka
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LiChrospher 60 RP-Select B (125 x 4,0 mm, 5 pum) kolon kullanilmistir. Hareketli faz,
0,01 M amonyum asetat (pH 4,4) ve asetonitril (35:65, h/h)’den olusmustur. Cozelti
kullanimdan once, sonikasyon ile 0,20 pum membran filtre ve gaz giderme vasitasiyla

filtrelenmistir.

Akis hiz1 1,0 mL / dk, kolon sicakligi 25°C, dedektor dalga boyu 263 nm ve
enjeksiyon hacmi 20,0 pL olarak ayarlanmistir. Pik alanlari, Windows NT tabanli LC

ChemStation Yazilimi ile otomatik olarak entegre edilmistir.

2.6.3.3. Hareketli Faz Hazirlanmasi

0,01 M amonyum asetat (pH 4,4) ve asetonitril (35:65, h/h) karistirilmistir. 0,20
um’lik membran filtreden siiziilerek ultrasonik su banyosunda 15 dk. muamele

edilmistir.

2.6.3.4. I¢ Standart, Standart Stok ve Standart Cézeltilerinin Hazirlanmasi

Coziici olarak su kullanarak, IS Tamsulosin HCl’in 100,0 pg/mL
konsantrasyonunda ¢6zeltisi hazirlanmistir. Standart stok ¢ozeltisi (250,0 pg/mL) IS
¢ozeltisinden hazirlanmistir. Kalibrasyon egrisini olusturmak i¢in Pramipeksol
standartlari, IS ¢ozeltisini ¢oziicii olarak kullanarak 10-30 pg/mL konsantrasyon

araliginda standart stok ¢ozeltisinden hazirlanmistir.

2.6.3.5. Saglamhk

Yontemin saglamligi pH’1 4,35 — 4,45 arasinda ve akis hiz1 0,8 ila 1,2 mL/dk.
degistirilerek belirlenmistir. Ayrica 20,0 pg/mL konsantrasyonda hazirlanan plasebo
ve Pramipeksol i¢eren standart ve numune ¢ozeltilerinin stabilitesi 3, 6, 12, 24 ve 48

saat sonra analiz ile degerlendirilmistir.
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2.6.3.6. Secicilik ve Spesifiklik

YPSK metodunun spesifikligini belirlemek igin, 1,0 mg Pramipeksol plaseboya
eklenmistir. Plasebo, tablet formunda bulunan her bir yardimci maddeden 42,0 mg
icermektedir. Bu eksipiyanlar mannitol, kolloidal silikon dioksit, misir nisastasi,
povidon K25 ve magnezyum stearattir. Kesin olarak tartilan biitiin bilesenler balon
jojeler igine aktarilarak ve IS ile ¢oziilmistiir. Cozeltiler hacim isaretine kadar
doldurulmustur. Seyreltildikten sonra, ¢6zeltiler 0,20 um 'lik membran filtresinden

stiziilerek, belirtilen sartlar altinda analiz edilmistir.

2.6.3.7. Kalibrasyon Grafiklerinin Hazirlanmasi ve Dogrusallik

Dogrusalligi test etmek igin, YPSK yontemi NDA (10,0 — 30,0) pg/mL arasinda
5 farkli konsantrasyonda standart c¢ozeltileri kalibrasyon egrisi olusturmak igin
kullanilmistir.  Cozeltiler 3  6rnek  halinde  hazirlanmistir.  Pramipeksol
konsantrasyonuna kars1 pik alani oranlarinin isaretlenmesiyle en kii¢lik kareler metodu
kullanilarak bir kalibrasyon egrisi olusturulmus ve lineer regresyon denklemi
dogrusallig: belirlemek icin kullanilmistir. Belirlenen kromatografik kosullar altinda,
Pramipeksol-Tamsulosin HC1 (IS) pik alan1 orani igin dedektoriin cevabi YPSK
caligmalarinda gozlenmistir ve hesaplanan oranin Pramipeksol konsantrasyonu ile

orantili oldugu gosterilmistir.
2.6.3.8. Tespit Limiti ve Ol¢iim Limiti

Tespit Limiti (LOD) numunedeki tespit edilebilir en diisiik analit miktar1 olarak
tamimlanir ve miktarin kesin bir deger olmast sart degildir. Ol¢iim limiti kesin ve dogru

olarak olgiilebilir maddenin en diisiik miktaridir. YPSK metodu i¢in LOD ve LOQ

regresyon denkleminin egimi ve cevaba gore hesaplanmistir.
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2.6.3.9. Kesinlik

YPSK yonteminin kesinligi i¢in, Pramipeksol standart ¢ozeltileri, ayni1 giin
icinde tekrarlanabilirlik (giin i¢i kesinlik) elde etmek icin belirtilen araliklarda 6 zaman
i¢in (zaman = 0,30 dk, 1, 2, 5 ve 10 saat) degerlendirilmistir. Giinler aras1 kesinlik elde

etmek i¢in ¢ozeltiler 3 farkl giinde, her giin 3 kez test edilmistir.

2.6.3.10. Dogruluk

YPSK yo6nteminde, numuneler etkin maddenin 5 farkli miktar1 (%50-150 arasi)
ile plasebonun ayni miktarinin (~ 840 mg) karistirilmasi suretiyle hazirlanmistir. Bu

islem 3 kez tekrarlanmistir.

2.6.3.11. Farmasotik Preparata Uygulama

Pramipeksol igeren 20 tablet tam olarak tartilmig ve ince bir toz halinde
ogiitiilmiistiir. YPSK yontemi igin, bir tablet agirligina esdeger toz miktari, i¢ standart
¢ozelti iceren 50 mL'lik balon jojeye aktarilarak, manyetik karistiricida 20 dk.
karistirilmistir. Hazirlanan ¢ozeltiler 0,20 um membran filtreden siiziilmiistiir. Filtre
edilmis sivida, kalibrasyon sonuglari kullanilarak belirlenmis kalibrasyon egrisi

yontemi ile miktar tayini gerceklestirilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Etken Maddelerin Kontrolleri

3.1.1. Erime Noktas1 Tayini

Rasajilin ve Pramipeksol i¢in erime noktalar1 6l¢iilmustiir. Rasajilin igin 150°C
— 164°C sicakliklar1 arasinda dakikada 1°C artislarla erime noktasi tayin edilmistir.
Rasajilin, 156,3°C’de erimeye baslamakta 157,2°C’de (Sekil 3.1) berraklasarak erime

son bulmustur.

Pramipeksol i¢in 275°C — 301°C sicakliklar1 arasinda dakikada 1°C artislarla
erime noktast tayin edilmistir. Pramipeksol 276,4°C’de erimeye baslamakta

279,2°C’de (Sekil 3.2) erime son bulmustur.

Bu degerler referanslarla uyumludur (Merck Index, 2006).

Sekil 3.1. Rasajilin erime noktas1 kamera goriintiisii
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Sekil 3.2. Pramipeksol erime noktasi kamera goriintiisii

3.1.2. FT-IR Spektrumlari

Rasajilin IR spektrumu (Sekil 3.3) ve Pramipeksol IR spektrumu (Sekil 3.4)
Japon Ulusal Ileri Endiistriyel Bilim ve Teknoloji Enstitiisii'niin (AIST, 2014)
veritabanindaki IR spektrumlar ile mukayese edilmis ve uyumlu oldugu tespit

edilmistir.

54



% Transmittans

% Transmittans

"% Rasajilin mesilat Lot. No: ASWS10/018

L

“’\/\/»f\/\m\fm{ L& M

o B T T R T R T T

Dalga boyu

Sekil 3.3. Rasajilinin IR Spektrumu

lSIL 2124005 Prampeksal Dbwdrokions Moncherat Lot No: POMUZS0002

nee

Dalga boyu
Sekil 3.4. Pramipeksoliin IR Spektrumu

¥ 1200 1000

55



3.2. Rasajilin Mesilat i¢in Yontemlerin Uygulanmasi ve Analiz Sonuclari

3.2.1. Spektrofotometrik Yontem

3.2.1.1. Spektrofotometrik Yontemin Gelistirilmesi

Hassas bir Tirevlendirme spektrofotometrik yontem gelistirmek amaciyla,
hassasiyeti, girisim olmamasi, hazirlama kolayligi, ilaglarin igerik tayini igin
uygunlugu ve maliyeti acisindan iyi bir ¢oziicii olarak 0,1 N HCI segilmistir. 0,1 N
HCl igerisindeki Rasajilin 220-300 nm ultraviyole dalga boyu araliginda tarandiginda
karakteristik bir spektrum olusturmaktadir (Sekil 3.5.). Rasajiline ait Birinci ve Ikinci
Tiirev spektrumlart Sekil 3.6. ve Sekil 3.7.” de gosterilmistir. Spektrumlarin Birinci,
Ikinci, Ugiincii ve Dérdiincii Tiirevleri kullanilarak birgok test gerceklestirilmistir. Bu
calismada en iyi sonuglar, uygun kesinlik ile Birinci Tiirev spektrofotometrik teknik
i¢in 262, 266, 269 ve 272 nm’deki ve uygun kesinlik ile ikinci Tiirev spektrofotometrik
teknik i¢in 264, 268, 271 ve 273 nm’deki pikler kullanildiginda elde edilmistir.

Degerlendirilmis Tiirev spektrofotometrik teknikler i¢in kesinlik verisi
incelenmistir. BSS degerleri, yontemin giin i¢i ve giinler arast i¢in iyi bir

tekrarlanabilirlik (BSS<1.78) sergiledigini gostermektedir.
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Sekil 3.5. 0,1 N HCl igerisindeki Rasajilin i¢in sifir derece UV spektrumu
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Sekil 3.7. 0,1 N HCl icerisindeki Rasajilin i¢in IKinci Tiirev spektrumu

3.2.1.2. Tiirev Spektrofotometri

Tiirev spektrofotometrik hesaplamalar i¢in, regresyon denklemleri Birinci Tiirev
icin 262, 266, 269 ve 272 nm’de ve ikinci Tiirev i¢in 264, 268, 271 and 273 nm’de en
kiiciik kareler metodu kullanilarak hesaplanmistir. Dogrusal regresyon analizi
sonuglari, biitiin kalibrasyon egrileri igin korelasyon katsayilarinin 0,9944’den biiyiik

oldugunu gostermistir. Onerilen yontem igin hesaplanan kalibrasyon egrisinin
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korelasyon katsayisi1 bu yontemlerin tamami igin iyi dogrusallik gdstermistir.
Kalibrasyon egrilerinin karakteristigi Cizelge 3.1.’de Ozetlenmistir. Regresyon ve
korelasyon katsayilar1 1’e¢ yakindir ve Rasajilin Birinci ve Ikinci Tiirev
dalgaboylarinda dogrusal oldugunu dogrulamistir. LOD Birinci Tiirev ydntemi
kullanildiginda 269 nm’de 9 pg/mL olarak bulunmus, Ikinci Tiirev yontemi

kullanildiginda 271 nm’de 7 pg/mL olarak bulunmustur.

LOQ Birinci Tiirev yontemi kullanildiginda 269 nm’de 27 ug/mL olarak
bulunmus, Ikinci Tiirev yontemi kullanildiginda 271 nm’de 21 pg/mL olarak

bulunmustur.
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Cizelge 3.1. Rasajilin Tiirev spektrofotometri teknikleri i¢in kalibrasyon egrilerinin regresyon degerleri

Birinci Tirev Ikinci Tiirev
Dalga boyu, nm Dalga boyu, nm
262 266 269 272 264 268 271 273
Konsantrasyon arahigi, (39 - 273) (39 - 273) (39 -273) (39 - 273) (39 -273) (39 - 273) (39 -273) (39 -273)
pg/mL
Olgiim Sayist 21 21 21 21 21 21 21 21
< 0,32 0,52 0,63 0,91 0,39 0,52 1,08 0,91
Egim (m)
<. 0,007881 0,006949 0,008638 0,013315 0,006484 0,007495 0,017494 0,006023
Egim (m) standart hata
. 0,48x10°3 -0,57x10° 1,14x10°® 1,62x10°° -2,29x10 5,05x10°3 -8,29x10° 1,62x10°3
Kesim noktasi (n)
Kesim noktasi (n) 0,001374 0,001212 0,001507 0,002322 0,001131 0,001307 0,003051 0,001050
standart hata
0,9889 0,9966 0,9965 0,9960 0,9947 0,9961 0,9951 0,9936
Regresyon (R?)
0,9944 0,9983 0,9982 0,9980 0,9974 0,9981 0,9975 0,9968
Korelasyon katsayisi (r)
Tespit limiti, pg/ mL 118 11,0 9,0 9,6 147 109 7.0 117
Tayin limiti, ng/ mL 35,7 33,2 27,3 29,0 44,7 331 21,3 35,4
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3.2.1.3. Tiirev Spektrofotometrik Tekniklerin Dogrulugu

Tirev spektrofotometrik tekniklerin dogruluk degerleri tayin edilmistir.
Ortalama geri kazanim ve BSS sonuglari <%104,5, <%2.77 Birinci Tiirev igin,
<9%105,3, <%2,81 Ikinci Tiirev spektrofotometri teknik icin tespit edilmistir. Tayin

kosullar1 Cizelge 3.2. de verilmistir.

Cizelge 3.2. Rasajilin tayini i¢in optimize edilmis spektroskopik kosullar

Metod UV spektrofotometri
Cihaz Shimadzu UV-1601
Dedektor uv

Dalga Boyu Arahg 220-300 nm

Birinci Tiirev

ikinci Tiirev

262, 266, 269, 272 nm

264, 268, 271, 273 nm

Coziicii 0,1 N HCI
Standart 156 pg/mL Rasajilin ¢ozeltisi
Numune 1 Tablet / 10 mL ¢6ziiciide
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3.2.14. Tiirev  Spektrofotometrik  Tekniklerin  Farmasotik  Preparata

Uygulanmasi

Tiirev spektrofotometrik teknikler Rasajilinin farmasoétik dozaj formlarimin
tayinine uygulanmistir. ilacin (Azilect® Tablet 1 mg) geri kazanimi icin tatmin edici

sonugclar elde edilmistir. Sonuglar Cizelge 3.3’de gosterilmistir.
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Cizelge 3.3. Rasajilin farmasotik dozaj formlarindaki Tiirev spektrofotometri sonuglar1 ( % Igerik
g J 1 P

Birinci Tiirev ikinci Tiirev

Numune No 269 nm 271 nm
1 99,0 97,1
2 101,0 98,9
3 98,0 98,3
4 101,0 99,4

5 101,0 100,0
X 100,0 98,7
SS 1,43 1,14
BSS, % 1,43 1,15

X : Ortalama

SS . Standart sapma

BSS : Bagil standart sapma
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3.2.2. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi (YPSK)

3.2.2.1. Kromatografik Kosullarin Optimizasyonu

Kromatografik kosullari optimize etmek amaciyla, onerilen YPSK metot
gelistirme calismalarinda gesitli degiskenlerin pik sekli, alikonma zamani, ayricilik ve
ayni zamanda uygun IS {izerinde etkisi incelenmistir. Sabit fazlar: ODS
(oktadesilsilil), Cg ve Cag ; hareketli faz (degisik oranlarda asetonitril: su: perklorik
asit) ile birlikte kullanilmistir. En iyi kromatografik performans Hichrom ACE-5 Cig
100 x 4,6 mm, 5 um ve (250:750:5, h/h/h) oraninda asetonitril: su: perklorik asit
karisimindan olusan hareketli faz kullanilarak elde edilmistir (Sekil 3.8.). Elde edilen

sonuclar Cizelge 3.4.’de gosterilmistir.

Rasajilin pik performans degerlendirmesi Sekil 3.9’ de verilmistir.

Aragtirmalara gore, girisim etkisinin olmamasi ve calisma kosullarindaki iyi
cevabi sebebiyle Psdodoefedrin HCI i¢ standart olarak secilmistir. En 1yi segicilik ve
hassasiyeti belirlemek ve Rasajilin ve Psodoefedrin HCI’i tayin etmek amaciyla
ellisyon islemi tiim UV bdélgesinde kontrol edilmistir. En biiyiik cevab1 veren 210 nm

dalga boyu, ilerdeki caligmalar i¢in tercih edilmistir.
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Cizelge 3.4. Rasajilin YPSK ile analizinde yontem gelistirme

Parametre

Rasajilin/IS
alikonma
zamani, dk

Rasajilin/IS
alan

Kapasite
faktorii

Kuyruklanma
faktorii

Teorik
plaka
sayis1

Ayiriciik

Hareketli Faz
(150:850:5,
h/h/h)

3,60/2,44

1,45

6,19

1,15

7802

8,13

(250:750:5,
h/h/h)
(Orijinal)

3,60/2,43

1,45

6,19

1,14

7794

8,17

(350:650:5,
h/h/h)

3,62/2,44

1,45

6,23

1,15

7499

8,12

Zorbax Eclipse
XDB Cis 4,6 x
150 mm

5 pm

3,18/251

1,42

5,35

1,56

2045

2,47

Inertsil ODS-3
250 x 4,6 mm
5 pm

12,45/7,65

1,38

23,90

1,15

15149

14,39

Merck
Lichrospher 60
RP Select B
4,0 X 125 mm
5 pm

4,42 /2,85

1,36

7,84

1,11

4044

6,71

Waters
Symmetry Cs
150 x 3,9 mm
5 um

4,21/2,86

1,37

7,42

1,20

8796

8,66

Hichrom ACE 5
C18100 x 4,6 mm
5 um (Orijinal)

3,65 /2,48

1,41

6,31

1,13

7832

8,14
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Cizelge 3.5. Rasajilin tayini i¢in optimize edilmis kromatografik kosullar

Metod YPSK

Cihaz Agilent YPSK 1200

Dedektor uv

Kolon ACE-5 C18 100 x 4,6 mm, Sum / Hichrom
Dalga Boyu 210 nm

Akis Hiza 1 mL/dk

Enjeksiyon Hacmi 10 uL

Kolon Sicakhg: 30°C

Hareketli Faz
Coziicii
Standart

Numune

ACN:Su:Perklorik Asit (250:750:5, h/h/h), pH 3,0
IS ¢ozeltisi (50,0 pg/mL Psddoefedrin HCI suda)
78.0 ug/mL

1 Tablet/ 20 mL

mAU

20017

507

3.595

2.434

Psédoefedrin Rasajilin
HCl

~
r~
W™
w -
)
wn
[ &

Sekil 3.8. IS olarak Ps6doefedrin HCI igeren Rasajilin Kromatogrami
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Sekil 3.9. Rasajilinin pik performans degerlendirmesi

3.2.2.2. YPSK Yonteminin Saglamhg - Farkh pH ve Farkh Hareketli Faz Akis
Hizi

YPSK yoOnteminin saglamligi, kromatografik kosullardan hareketli faz akis hizi
ve pH degerinde kasitli varyasyon etkisini gozlemleyerek degerlendirilmistir. 3,00 pH
civarinda+0,05 birim degisiminin olmasinin kromatografik ayrim iizerinde bir
etkisinin olmadig1 gézlenmistir. Rasajilinin 7,4 olan pKa degerinden daha kiigiik pKa
degerine sahip 3,00+0,05 pH degerindeki hareketli faz, tuz olusumunu bozmaz. Akis
hiz1 0,8 — 1,2 mL/dk araliginda degistirilmistir; akis hiz1 0,8 mL’ye indirildiginde
alikonma stiresi 4,56 dk.’ya ¢ikarken, akis hizinin 1,2 mL’ye ¢ikarilmasi alikonma
stiresini 3,04 dk.’ya diisiirmiistiir. Her bir parametre, 3’er numune ile ¢alisilmistir.

Sonuglar Cizelge 3.6.’da sunulmustur.
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Cizelge 3.6. Rasajilin YPSK Saglamlik Testi Sonuglari (farkli pH, farkli hareketli faz akis hiz1)

Rasajilin Rasajilin ) Teorik Rasajilin
Kapasite Kuyruklanma
Parametre | alikonma | /IS Plaka Ayiricilik alan
Faktorii Faktorii
zamanti alan Sayis1 % BSS
pH 2,95
3,65 1,48 6,29 1,15 7628 7,96 0,65
pH 3,00
3,65 1,48 6,30 1,14 7639 7,95 0,38
(orijinal)
pH 3,05 3,64 1,48 6,29 1,14 7614 7,96 0,57
Akig Hizi:
4,56 1,48 8,13 1,16 8329 8,30 0,82
0,8 mL/dk
1,0 mL/dk 7,97
3,65 1,48 6,29 1,14 7630 0,36
(orijinal)
1,2 mL/dk
3,04 1,48 5,07 1,12 6997 7,51 0,74

3.2.2.3. YPSK Yonteminin Saglamhg - Standart ve Numune Cozeltilerinin
Stabilitesi

Analitik ¢ozeltilerin (standart ve numune) stabilitesi test edilmistir. Oda

sicakliginda (30°C), 48 saatlik bir periyot iginde, standart ¢ozeltideki Rasajilin

miktarmin degisimin %0,31, Rasajilin ve plasebo iceren numune ¢ozeltisindeki

Rasajilin miktar1 degisiminin %0,24 oldugu gozlenmistir. Sonuglar Cizelge 3.7.’de

gosterilmistir. % degisim i¢in, 48 sonundaki YPSK cihazinda rasajilin i¢in elde edilen

pik alanlar ile baslangigta elde edilen pik alanlar1 arasindaki sapma degeri mutlak

olarak hesaplanmistir.

Degisim (%)= [Dt—Di] x 100
Di

Dt: Herhangi bir t zamaninda bulunan pik alani

Di: Baglangicta bulunan pik alani
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Cizelge 3.7. Rasajilin YPSK Saglamlik Testi Sonuglari

Zaman Standart Rasajilin % Degigim Standart % Degisim Numune Rasajilin % Degisim Numune iS alani, % Degisim
alam, mAU iS alani, mAU alam, mAU mAU

Baglangig 989,1 - 1463,1 . 988,4 - 1454,1 -
3 saat 986,9 0,22 1461,1 0,13 989,2 0,07 1457,3 0,22
6 saat 987,9 0,12 1460,7 0,16 989,8 0,14 1456,2 0,14
12 saat 989,3 0,02 1460,4 0,18 990,4 0,20 1456,0 0,13
24 saat 988,7 0,04 1461,9 0,08 988,0 0,05 1455,1 0,07
48 saat 985,9 0,31 1463,3 0,01 990,8 0,24 1454,8 0,05
X 988,0 1461,8 989,4 1455,6
SS 1,31 1,22 1,12 1,15
BSS % 0,13 0,08 0,11 0,08

X : Ortalama

SS . Standart sapma

BSS

: Bagil standart sapma
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3.2.2.4. YPSK Yonteminin Seciciligi

Metodun seg¢iciligi, etkin madde ve en sik kullanilan eksipiyanlarin karisimindan

elde edilen kromatogramlar kiyaslanarak incelenmistir. Cizelge 3.8.’de gosterildigi

gibi, elde edilen sonuglarda, eksipiyanlarla higbir girisim olmadig1 goriilmiistiir.

Cizelge 3.8. Rasajilin YPSK Segicilik Testi Sonuglari

Rasajilin IS (Psbdoefedrin YPSK YPSK alan
Numune konsantrasyon, | HCI) konsantrasyon, alikonma degerleri, mAU
pg/mL pg/mL zaman (Ry), dk
Hareketli Faz 3 - - )
. 975,3
I¢ Standart - 50,0 247
Plasebo - 50,0 2,47 983,5
Rasajilin ¢aligma 2,47 985,5
standard1 78 (50) 500 3,62 1460,6
2,47 986,8
Numune 78 (50) 50,0 363 1454.4
VWO A, Wavelengih=210 fim
mAL > |
®
? |

200

100

Pebdociodeia HCI

|
Rasaithn

Sekil 3.10. Rasajilin ve i¢ standart ¢ozeltilerini igeren karigimin kromatogrami
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3.2.2.5. YPSK Yonteminin Kesinligi / Tekrarlanabilirlik ve Ara Kesinlik

YPSK metodunun kesinligi, tekrarlanabilirlik (giin ici) ve ara kesinlik (gilinler
aras1) i¢in Rasajilin standart ¢ozeltileri kullanilarak belirlenmistir. Ayrica, YPSK
cihazinin  kesinligini tespit etmek amaciyla, enjeksiyon tekrarlanabilirligi
gerceklestirilmistir. Bagil standart sapma (BSS) degerleri, (BSS < 0,47) giin i¢i ve

giinler aras1 kesinlik i¢in metodun iyi tekrarlanabilirlik sergiledigini gostermistir.

Cizelge 3.9. Rasajilin YPSK Kesinlik Testi Sonuglari

Giin I¢i Tekrarlanabilirlik Giinler Arasi Tekrarlanabilirlik
Zaman Rasajilin, % Zaman Rasajilin, %
Baslangic 100,2 100,6
30.Dakika 101,0 1.Giin 100,6
1.Saat 100,2 100,6
2.Saat 100,3 99,5
5.Saat 100,5 2.Giin 99,6
10.Saat 100,4 99,5
100,2
3.Giin 100,3
100,3
X 100,4 X 100,1
SS 0,284 SS 0,475
% BSS 0,282 % BSS 0,474
X : Ortalama
SS : Standart sapma

BSS  : Bagil standart sapma

3.2.2.6. YPSK Yéntemi Rasajilin Analizi i¢in Analitik Veriler (y=n+mc denklemi
i¢in)

Kalibrasyon egrisi elde etmek amaciyla degisik Rasajilin konsantrasyonlarinda
kromatogramlar kaydedilmigtir. Her konsantrasyon igin, Olglimler en az 3 kez

gerceklestirilmistir. YPSK yontemi i¢in dogrusallik, Rasajilin ve Psédoefedrin HCI1
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pik alanlarmin orani ile iyi bir korelasyon katsayisi ile elde edilmistir. Sonuglarin

istatistiksel analizi Cizelge 3.10.’da verilmistir.

Cizelge 3.10. Rasajilin YPSK analitik veriler (y=n+mc denklemi igin)

Konsantrasyon arahgi, pg/mL 39-117
Olgiim sayis1 15
Egim (m) 1.46
Egim (m) standart hata 0,005549
Kesisim (n) 7,55x103
Kesisim (n) standart hata 0,005886
Regresyon (R?) 0,9999
Korelasyon Katsayisi (r) 0,9999
Tespit Limiti, pg/ mL 0,3
Olciim Limiti, pg/ mL 1,0

3.2.2.7. YPSK Yonteminin Dogrulugu
YPSK Yontemi i¢in dogruluk degerleri tayin edilmistir. Ortalama geri kazanim

ve BSS sonuglart % 99,9 ve % 0,49 olarak tespit edilmistir. Tayin kosullar1 Cizelge
3.5.’de verilmistir.
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Cizelge 3.11. Rasajilin YPSK Dogruluk Testi Sonuglari

Rasajilin Konsantrasyonu
Numune (ng /ml) Geri Kazamim, %
1 % 50 39 100,7
2 % 50 39 100,6
3 % 50 39 100,3
4 % 75 59 100,0
5 % 75 59 100,1
6 % 75 59 100,1
7 % 100 78 100,0
8 % 100 78 99,8
9 % 100 78 99,9
10 % 125 98 99,5
11 % 125 98 99,9
12 % 125 98 99,4
13 % 150 117 99,3
14 % 150 117 99,2
15 % 150 117 99,1
X 99,9
SS 0,49
BSS % 0,49
X : Ortalama
SS : Standart sapma

BSS : Bagil standart sapma

3.2.2.8. YPSK Yonteminin Farmasotik Preparata Uygulanmasi

YPSK yontemi Rasajilinin farmasétik dozaj formlariin tayinine uygulanmistir.

Ilacin (Azilect® Tablet 1 mg) geri kazanimi igin tatmin edici sonuglar elde edilmistir.

Sonuglar Cizelge 3.12’de verilmistir.
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Cizelge 3.12. Rasajilinin farmasétik dozaj formlarindaki YPSK sonuglari

(% Icerik)
Numune no Icerik, %
1 99,6
2 99,7
3 98,8
4 99,5
5 99,9
% % 99,5
SS 0,42
BSS% 043
X : Ortalama

SS : Standart sapma
BSS : Bagil standart sapma
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3.3. Pramipeksol Dihidrokloriir Monohidrat i¢cin Yontemlerin Uygulanmasi ve

Analiz Sonuglari

3.3.1. Spektrofotometrik Yontem

3.3.1.1. Spektrofotometrik Yontemin Gelistirilmesi

Hassas bir spektrofotometrik Tiirev yonteminin gelistirilmesi igin, hassasiyet,
girisim olmamasi, hazirlik kolaylig, ilag igeriginin tayini ve maliyet uygunlugundan
dolay1 ¢oziicii olarak 0,1 N HCI segilmistir. 0,1 N HCI ¢ozeltisi i¢inde, dogrudan UV
spektrumu ve Pramipeksoliin Birinci Tiirev spektrumu sirasiyla Sekil 3.11 ve 3.12°de
gosterilmistir. Yardimer maddelerden gelen genis bant katilimlarini ¢ikarmak ve pik
cakismalarina neden olan girisimden dolayr Pramipeksol tayini igin Tiirev
spektrofotometri teknigi secilmistir. Pramipeksol igin farkli dizilerin Tiirev
spektrumlart ¢alisilmis ve deneysel sonuglar uygun hassasiyetle Birinci Tiirev

spektrumlari, iyi tantmlanmis pikleri 249 ve 280 nm civarinda verdigini géstermistir.

0. 4004

s

0.200|-

0,000 —

0.0a6l R o et ]
200,00 250,00 300,00 310,00
nm

Sekil 3.11. 0,1 N HCl igerisindeki Pramipeksol (20,0 pg/mL) i¢in sifir derece UV spektrumu
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Sekil 3.12. 0,1 N HCl igerisindeki Pramipeksol (20,0 pg/mL) i¢in Birinci Tiirev spektrumu

3.3.1.2. Tiirev Spektrofotometri

Birinci Tirev spektrofotometrik yontemin spesifisite parametresi,

210,00

ilag

maddesinin ve en yaygin olarak kullanilan katki maddesi karistminin, Tiirev

spektrumu karsilastirarak eksipiyanlarin girisimini belirlemek i¢in hesaplanmustir.

Elde edilen Tiirev spektrumlari, standart c¢ozelti disinda herhangi bir pik

gostermemistir, bu metodun 6zgiinligiini kanitlamistir. Cizelge 3.13.’de gosterildigi

gibi, elde edilen sonuglar yardimci maddelerle higbir girisimin olmadigim

gostermistir.

Cizelge 3.13. Pramipeksol spektrofotometrik metodun spesifite testi sonuglari

. Birinci Tiirev
Pramipeksol
Konsantrasyonu  (ng/mL)
249 nm 280 nm

Plasebo - 0,000 0,000
Pramipeksol

20 0,020 0,026
Cahsma Standart
Numune 20 0,020 0,026
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Birinci Tirev yontem calismalar1 degerlendirilmis ve kesinlik parametresi
belirlenmistir. BSS degerleri hesaplanmis ve sonuglar yontemin giin i¢i ve giinler arasi

1yi tekrarlanabilirlik (<2,72) gosterdigini kanitlamistir.

Cizelge 3.14. Pramipeksol Birinci Tiirev Kesinlik Testi Sonuglari

Giin I¢i Tekrarlanabilirlik Giinler Aras1 Tekrarlanabilirlik
Birinci Tiirev Birinci Tiirev
Zaman 249 nm 280 nm Zaman 249 nm 280 nm
Pramipeksol, % Pramipeksol, % Pramipeksol, % Pramipeksol, %
Baglangig 102,1 101,9 102,07 101,89
1.Saat 102,1 98,0 1.Giin 102,07 101,89
2.Saat 102,1 98,0 102,07 101,89
3.Saat 102,1 101,9 96,76 105,78
4.Saat 96,8 98,0 2.Giin 102,07 98,00
96,76 98,00
102,07 105,78
3.Giin 102,07 105,78
102,07 105,78
96,76 101,89
4.Gin 102,07 101,89
96,76 101,89
X 101,01 99,56 X 100,30 102,54
SS 2,38 2,13 SS 2,62 2,79
% BSS 2,35 2,14 % BSS 2,61 2,72
X : Ortalama
SS . Standart sapma
BSS : Bagil standart sapma

Birinci Tiirev spektrumlari ile yaklasik 249 ve 280 nm 'de kaydedilen sinyallerin
Pramipeksol konsantrasyonu ile orantili oldugu bulunmustur. Kalibrasyon egrisi
olusturmak icin, Pramipeksolin degisen konsantrasyonlarindaki spektrumlari
kaydedilmistir. Her bir konsantrasyon i¢in, dl¢limler, en az {i¢ kez gerceklestirilmistir.
Kalibrasyon egrilerinin 6zellikleri Cizelge 3.15.’de 6zetlenmistir. Deneysel kosullar
altinda, Onerilen yontemin duyarliligini degerlendirmek icin LOD ve LOQ, LOD =

3s/m ve LOQ = 10s/m kullanilarak hesaplanmustir.
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Cizelge 3.15. Pramipeksol Tiirev spektrofotometri teknigi i¢in kalibrasyon egrisi regresyon degerleri

Metod Birinci Tiirev Spektrofotometri
Dalga boyu, nm 249 280
Dogrusallik arahgi (ng/mL) 5-35 5-35
Olgiim Sayist 21 21
Egim 0,94 1,29
Egim standart hata 0,028981 0,022282
Kesim noktasi 2,0 x 10 1,2x10°
Kesim noktasi standart hata 0,000648 0,000498
Regrasyon R? 0,9823 0,9943
Korelasyon katsayisi, r 0,9911 0,9971
Tespit limiti (ug/mL) 2,0 15
Olgiim limiti (ug/mL) 6,1 45

3.3.1.3. Tiirev Spektrofotometri Tekniginin Dogrulugu

Yontemin  dogrulugu, numune ¢ozeltilerine  Pramipeksoliin  bilinen

konsantrasyonlarinin  eklenmesiyle ve daha sonra, Olgiilen ve hesaplanan
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konsantrasyonlarin sonuglarinin karsilastirilmasi ile degerlendirilmistir. Birinci Tiirev
spektrofotometri tekniginin dogrulugu belirlenmis ve yiizde geri kazanim ile ifade
edilmistir. Elde edilen ortalama geri kazanim ve BSS degerleri Birinci Tiirev
spektrofotometri tekniginde <%107,6 ve <%4,36 olarak bulunmustur. Tayin kosullar

Cizelge 3.16.’da verilmistir.

Cizelge 3.16. Pramipeksol tayini optimize edilmis spektroskopik kosullar

Metod : UV Spektrofotometrik
Cihaz : Shimadzu UV-1601
Dedektor : UV Dedektor

Dalga boyu Arahg - 220-300 nm

Zero Order 1263 nm

Birinci Tiirev 1 (249, 280) nm

Coziicii 10,1 N HCI

Standart : 20,0 pg/mL Pramipeksol ¢ozeltisi
Numune : 1 Tablet / 50 mL ¢oziiciide

3.3.1.4. Tiirev Spektrofotometri Tekniginin Farmasotik Preparata Uygulanmasi

Birinci Tirev spektrofotometri teknigi Pexola® Tablet 1 mg (Boehringer
Ingelheim Pharma GmbH & Co., Almanya) igindeki Pramipeksol belirlenmesi i¢in

uygulanmustir.

Birinci Tiirev spektrofotometri yonteminin Pexola® Tablet 1 mg icindeki
Pramipeksol dihidrokloriir monohidratin kantitatif analiz i¢in uygulama sonuglari
Cizelge 3.13°de verilmistir. Sonuglar, yontemin farmasétik tiriinlerde Pramipeksol
dihidrokloriir monohidratin miktar tayini i¢in basarili bir sekilde uygulanabilir

oldugunu gostermistir.
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Cizelge 3.17. Pramipeksoliin farmasotik dozaj formlarindaki Birinci Tiirev spektrofotometri sonuglari

( % Igerik)
Pexola® Tabletlerde Etkin Madde Miktar Tayini
Absorbans 1. Tirev
263,4 nm 249,4 nm 279,8 nm
% % %
Numune 1 99,5 107,4 101,9
Numune 2 99,9 107,4 101,9
Numune 3 99,9 107,4 101,9
Numune 4 98,4 107,4 101,9
Numune 5 99,0 107,4 101,9
X % 99,3 107,4 101,9
SS 0,66 0,00 0,00
BSS % 0,67 0,00 0,00
X :Ortalama

SS : Standart sapma

BSS : Bagil standart sapma

3.3.2. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi (YPSK)

3.3.2.1. Kromatografik Kosullarin Optimizasyonu

YPSK yonteminin gelistirilmesi sirasinda, dncelikle uygun bir ¢oziicli ve i¢

standart segilmistir. Pramipeksoliin en iyi su i¢inde ¢oziindiigii ve suyun i¢ standart

Tamsulosin HCI i¢in uygun oldugu da gorsel olarak tespit edilmistir.

Farkl1 kolonlar degerlendirdikten sonra en uygun olani se¢ilmistir. Bu islem

sirasinda, RPg, Cg, ve Cig kolonlarinin Pramipeksol ve IS piklerin ayiriciligin

gostermedigi gozlemlenmistir. En iyi ayiricilik RP-select B kolonu kullanilarak elde

edilmistir. Onerilen YPSK y&ntemini optimize etmek icin biitiin deney kosullar:

arastirilmastir.
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Farkl1 hareketli fazlar denenmis ve en iyi yiiksek performans gosteren hareketli
faz segilmistir. 0,01 M amonyum asetat (pH 4,4) ve asetonitril (25:75, h/h), hareketli
faz olarak kullanildiginda, elde edilen ayiricilik diisiik ve IS ile Pramipeksol pikleri
birbirine yakindir. 0,01 M amonyum asetat (pH 4,4) ve asetonitril (50:50, h/h),
hareketli faz olarak kullanildigi zaman, teorik plaka sayisi diisiktir. En iyi
kuyruklanma faktorii, ayiricilik ve teorik plaka sayisin1 gdsteren hareketli faz, 0,01 M
amonyum asetat (pH 4,4) ve asetonitril (35:65, h/h) oranindadir.

Hareketli faz oranlarinda yapilan degisiklik ile elde edilen veriler asagida
Cizelge 3.18.'de gosterilmistir. Sabit fazlar, RP-select B, RP-8, Cs, ve Cus
kullanilmigtir. Optimum kromatografik performans Merck LiChrospher 60 RP-Select
B (125 x 4,0 mm, 5 um) kullanildiginda elde edilmistir (Sekil 3.13.). Diger sabit
fazlarda, sistem uygunluk parametrelerinin tayini simetrik ve diizgiin olmayan pikler

halinde basarisiz bulunmustur.

Pramipeksol pik performans degerlendirmesi Sekil 3.14” de verilmistir.

Cizelge 3.18. Pramipeksol YPSK Analitik Metod Gelistirme

Pramipeksol/ ] . ) Teorik

. Pramipeksol/I | Kapasite Kuyruklanma
Varyasyonlar IS Alikonma plaka Ayiricilik

S Alan/Oran faktorii faktorii

zamani sayist
Hareketli faz
001 M AAACN | 5637307 | 087 4,26 1,46 2497 | 2,03
25:75, h/h)
Hareketli faz
(0,01 M AA:ACN

2,07 /3,05 0,90 3,13 1,40 2071 4,87
35:65, h/h)
(Orijinal)
Hareketli faz
(001 M AAACN | 4 77/386 | 0,83 2,54 1,36 1145 | 7,87
50:50, h/h)
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Cizelge 3.19. Pramipeksol tayini i¢in optimize edilmis kromatografik kosullar

Metod YPSK

Cihaz Agilent YPSK 1200

Dedektor uv

Kolon : Lichrospher 60 RP Select B 125x4.0mm, Spm
Dalga boyu 1 263 nm

Akis Hizi 1 1 mL/dk

Enjeksiyon Hacmi | : 20 pL

Kolon Sicakhgi :25°C
Hareketli Faz 10,01 M Amonyum asetat (pH:4.4): Asetonitril (35:65, h/h)
Coziicii 1 ISTD ¢ozelti (100.0 pg/mL tamsulosin HCI suda)

Kalibrasyon Egrisi | : (10,0 —30,0) pg/mL /¢oziicii (bes gozelti)

Standart 1 20,0 pg/mL / ¢oziici
Numune : 1 Tablet / 50 mL ¢6ziicii
Analiz siiresi 1 6dk.

VWDI A, Dalgaboyu=263nm  2,065-Pramipeksol
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Sekil 3.13. S olarak Tamsulosin HCI igeren Pramipeksol Kromatogrami
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Sekil 3.14. Pramipeksol Pik Performans Degerlendirme

3.3.2.2. YPSK Yonteminin Saglamhg - Farkh pH, Farkh Hareketli Faz Akis Hiz1

Onerilen yontemin saglamligi, pH’mn 4,35 ila 4,45 arasinda degistirilmesiyle
kromatografik kosullar tizerinde higbir etkisi olmamasi sonucu ile degerlendirilmistir.
Hareketli fazin akis hiz1 0,8 ve 1,2 mL/dk arasinda degistirilmistir. Akis hiz1 0,8 mL’ye
diisiirtildigli zaman alikonma siiresi 2,58 dk.’ya ¢ikmis, akis hizi 1,2 mL/dk.’ya
cikarildigr zaman alikonma siiresi 1,72 dk.’ya diismiistiir. Her bir parametre, 3’er

numune ile ¢alisgtlmigtir. Sonuglar Cizelge 3.20.’de verilmistir.
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Cizelge 3.20. Pramipeksol YPSK Saglamlik Testi Sonuglari (farkli pH, farkli hareketli faz akis hiz1)

Pramipeksol ] ] Teorik Pramipeksol
Pramipeksol/IS Kapasite Kuyruklanma
Parametre alikonma Plaka Ayiriciik Alan
alan Faktorii Faktorii
zamani Sayisi % BSS
Hareketli faz
0,01 M AA pH; 4,35 1,96 0,94 2,91 1,30 2041 4,92 0,76
Hareketli faz
0.01 M AA pH; 4,40 (Orijinal) 1,96 0,93 2,92 131 2047 4,95 0,30
Hareketli faz
0,01 M AA pH; 4.45 1,96 0,92 2,92 1,31 2052 4,87 0,63
Hareketli faz
Aks hizi: 0,8 mL/dk 2,58 0,94 4,15 1,39 2142 5,43 0,81
Hareketli faz
Akis hmzi: 1,0 mL/min (Orijinal) 2,06 0,94 3,12 1,36 2043 5,25 0,24
Hareketli faz
Akig hizi: 1,2 mL/dk
15 hizt: 1,2 mL/d 1,72 0,94 2,43 1,33 1674 4,99 1,12
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3.3.2.3. YPSK Metodunun Saglamhgi - Standart ve Numune Cozeltilerinin
Stabilitesi

Analitik  Cozeltilerin ~ (standart ve numune ¢Ozeltileri) stabilitesi
degerlendirilmistir. Sonuglar, oda sicakliginda (30°C) 48 saatlik bir siire boyunca,
standart ¢ozeltideki Pramipeksoliin miktarindaki degisimin %0,36 ve plasebo igeren
numune ¢ozeltisindeki Pramipeksoliin  miktarindaki degisimin %0,17 oldugunu

gostermistir. Bu sonuglar asagidaki Cizelge 3.21°de gosterilmistir.
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Cizelge 3.21. Pramipeksol YPSK Saglamlik Testi Sonuglari

STANDART % STANDART v Degisi NUMUNE % Degisim NUMUNE % Degisim
. . egisim .
Pramipeksol Degisim I¢ standart Alam o e Pramipeksol Alam I¢ standart alam
Alam, (mAU) (mAU) (mAU) (mAU)
Baslangic - -
499,3 529,6 515,3 544,6
3. saat 498,2 0,22 530,5 0,17 5147 0,12 544.4 0,04
6. saat 4978 0,30 5327 0,58 516.9 0,31 5462 0,29
12. saat 497,4 0,38 529,9 0,06 514,9 0,08 544,2 0,07
24. saat 498,6 0,14 530,5 0,17 514,6 0,14 544,6 0,00
48. saat 497,5 0,36 530,8 0,23 514,4 0,17 5447 0,02
X 498,1 530,6 515,1 544,8
SS 0,70 1,09 0,92 0,71
BSS (%) 0,14 0,20 0,18 0,13
X : Ortalama

SS : Standart sapma
BSS : Bagil standart sapma




3.3.2.4. YPSK Yonteminin Seciciligi

YPSK yonteminde segicilik parametresi, ilag maddesinin ve en yaygin olarak

kullanilan eksipiyanlarin karistminin kromatogramlar1 karsilastirarak, eksipiyanlarin

girigsiminin tespit edilmesi i¢in analiz edilmistir. Cizelge 3.22°de gosterildigi gibi, elde

edilen sonuglar, eksiyanlardan higbir girisim olmadigini ortaya koymustur. 1S iceren

standart ¢ozelti, plasebo karisimi ve farmasétik iirtinden elde edilen kromatogramlar

sirastyla Sekil 3.15., 3.16. ve 3.17.” de verilmistir.

Cizelge 3.22. Pramipeksol YPSK Segicilik Testi Sonuglari

. IS (Tamsulosin HCI)
Pramipeksol YPSK alan
konsantrasyon, konsantrasyon, YPSK alikonma degerleri, mAU
L zamant (Ry), dk
pg/m ng/mL
Hareketli Faz - - - -
I¢ standart - 100 3,22 531,5
Plasebo - 100 3,22 529,2
Pramipeksol ¢alisma 2,05 500.5
standardi 20 100 3,21 530,4
2,05 5134
Numune 20 100 321 5421
JVWD1A Wavdengh=2830m ° £
S 3
-y £ E
] 8 8
50 & B
© B o
0
2]
107
0 1 2 3 4 5 .

Sekil 3.15. Pramipeksol ve i¢ standart ¢ozeltilerini igeren karisimin kromatogrami
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Sekil 3.16. Plasebo kromatogrami
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Sekil 3.17. Farmasotik iiriin kromatogrami

T

4

3.3.2.5. YPSK Yonteminin Kesinligi - Tekrarlanabilirlik ve Ara Kesinlik

YPSK  metodunun  kesinligi, = Pramipeksol  standart  ¢ozeltilerinin
tekrarlanabilirlik (giin i¢i) ve yeniden iretilebilirlik (giinler arasi) parametresi ile
belirlenmistir. Ayrica, YPSK metodunun performansini dogrulamak i¢in enjeksiyon
tekrarlanabilirligi gerceklestirilmistir. Hesaplanan BSS degerleri, yontemin giin i¢i ve
giinler aras1 kesinlik i¢in iyi tekrarlanabilirlik (< 0,77) gosterdigini ortaya koymustur.
Sonuglar YPSK yonteminin yiiksek kesinligini dogrulamistir.
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Cizelge 3.23. Pramipeksol YPSK Kesinlik Testi Sonuglari

Giin I¢i Tekrarlanabilirlik Giinler Arasi Tekrarlanabilirlik
Zaman Pramipeksol, % Zaman Pramipeksol, %
Baslangi¢ 99,3 99,0
30.Dakika 99,3 1.Giin 98.9
1.Saat 99,1 98,8
2.Saat 99,1 98,6
5.Saat 99,1 2.Giin 98,5
10.Saat 99,1 98,6
97,4
3.Giin 97,1
97,2
X 99,2 X 98,2
SS 0,09 SS 0,76
% BSS 0,09 % BSS 0,77
X : Ortalama
SS : Standart sapma

BSS : Bagil standart sapma

3.3.2.6. YPSK Yontemi ile Pramipeksol Dihidrokloriir Monohidrat Analizi icin
Analitik Veriler (y=n+mc denklemi i¢in)

Kalibrasyon egrisi olusturmak igin, Pramipeksoliin degisen
konsantrasyonlarindaki kromatogramlar1 kaydedilmistir. Her bir konsantrasyon i¢in,
Olclimler, en az 3 kez gerceklestirilmistir. Kalibrasyon egrilerinin ozellikleri Cizelge
3.24.°de verilmistir. Deneysel kosullar altinda, Onerilen ydntemin duyarliligin
degerlendirmek i¢in LOD ve LOQ, LOD = 3s/m ve LOQ = 10 s/m kullanilarak

hesaplanmuistir.
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Cizelge 3.24. Pramipeksol YPSK analitik veriler (y=n+mc denklemi igin)

Dalga boyu, nm 263
Dogrusallik arahg (ng/mL) 10-30
Olgiim sayis1 15
Egim(m) 4,74
Egim(m) standart hata 0,034388
Kesisim(n) 5,6 x 10*
Kesisim(n) standart hata 0,007295
Regresyon, R? 0,9997
Tespit Limiti (ng/mL) 8
Olgiim Limiti (ng/mL) 50

3.3.2.7. YPSK Yonteminin Dogrulugu

YPSK metodunun dogrulugu, numune ¢o6zeltilerine Pramipeksoliin bilinen
konsantrasyonlarinin  eklenmesiyle ve daha sonra, Olgiilen ve hesaplanan
konsantrasyonlarin sonuclarinin karsilagtirllmasi ile degerlendirilmistir. YPSK
metodunun dogrulugu yiizde geri kazanim ile ifade edilmistir. YPSK tekniginde elde
edilen ortalama geri kazanim %100,5 ve BSS %1,10 olarak bulunmustur. Tayin

kosullar1 Cizelge 3.19°da verilmistir.
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Cizelge 3.25. Pramipeksol YPSK Dogruluk Testi Sonuglari

Numune Pramipeksol Dihidrokloriir Monohidrat % Geri Kazamm
Konsantrasyon
(ng /ml)
1 %50 10 100,7
2 % 50 10 98,1
3 % 50 10 100,1
4 % 75 15 100,2
5 % 75 15 98,9
6 % 75 15 100,7
7 % 100 20 102,2
8 % 100 20 99,6
9 % 100 20 99,8
10 % 125 25 101,0
11 % 125 25 100,8
12 % 125 25 101,2
13 % 150 30 101,5
14 % 150 30 102,0
15 % 150 30 100,7
X 100,5
SS 11
BSS % 11

3.3.2.8. YPSK Yonteminin Farmasotik Preparata Uygulanmasi

YPSK metodu, Pexola® Tablet 1 mg (Boehringer Ingelheim Pharma GmbH &

Co., Almanya) igindeki Pramipeksoliin belirlenmesi i¢in uygulanmstir.

YPSK metodunun Pexola® Tablet 1 mg i¢indeki Pramipeksoliin kantitatif analizi
icin uygulama sonuglar1 Cizelge 3.26.’da verilmistir. Sonuclar yontemin farmasdtik
tirtinlerde Pramipeksoliin miktar tayini i¢in basarili bir sekilde uygulanabilir oldugunu

gostermistir.
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Cizelge 3.26. Pramipeksol farmasétik dozaj formlarindaki YPSK sonuglari

pexola® Tabletlerde E@kin Madde Miktar Tayini
(% Igerik)

Numune 1 99,4

Numune 2 99,3

Numune 3 99,3

Numune 4 97,6

Numune 5 100,2

X % 99,2

SS 0,97

BSS % 0,97

X :Ortalama
SS : Standart sapma
BSS : Bagil standart sapma



4. TARTISMA

4.1. Rasajilin Mesilat Tayini icin YPSK ve Spektrofotometrik Calismalar

Farmasotik dozaj formlarinda Rasajilin analizi i¢in uygulamasi basit ve

ekonomik olan kantitatif analiz yontemleri gelistirmek amaglanmustir.

Caligmalara baglamadan once Rasajilinin saflik kontrolleri yapilmistir. Orchid
Chemicals’tan temin edilen etken madde i¢in IR spektrumu alinmis ve erime noktasi
tayin edilmistir. Elde edilen spektrum ve bulunan erime noktasi, etken maddenin
yeterli saflikta oldugunu gostermistir. Etken maddenin en iyi ¢6ziindiigii ortami
belirlemek amaciyla ¢esitli ¢oziicli ortamlari (metanol, su, 0,1 N HCI) denenmis ve en
iyi ¢oziicii ortami 0,1 N HCI olarak belirlenmistir. Rasajilinin en iyi ¢dziindigi
ortamda (0,1 N HCI) UV spektrofotometrede 220-300 nm dalga boyu araliginda
tarama yapilarak maksimum absorbanslari; 264,0 nm ve 270,4 nm dalga boyunda
Ol¢tilmiistiir (Sekil 3.5.). Birinci Tiirev degerleri; 262,0 nm, 266,0 nm, 269,2 nm, 271,9
nm (Sekil 3.6.) ve Ikinci Tiirev degerleri; 264,3 nm, 267,9 nm, 270,5 nm, 273,0 nm
(Sekil 3.7.) dalga boylarinda tespit edilmistir. Tiirev spektrofotometrik hesaplamalar
i¢in, regresyon denklemleri Birinci Tiirev i¢in 262, 266, 269 ve 272 nm’de ve Ikinci
Tirev igin 264, 268, 271 ve 273 nm’de en kiigiik kareler metodu kullanilarak
hesaplanmistir. Dogrusal regresyon analizi sonuglari, biitiin kalibrasyon egrileri igin
korelasyon katsayilarmin 0,9944ten biiyiik oldugunu gostermistir. Onerilen yontem
i¢cin hesaplanan kalibrasyon egrisinin korelasyon katsayis1 bu yontemlerin tamami i¢in
iyl dogrusallik gostermistir. Kalibrasyon egrilerinin karakteristigi Cizelge 3.1.de
verilmisgtir. LOD degeri Birinci Tiirev yontemi kullanildiginda 269 nm’de 9 pg/mL
olarak bulunmus, Ikinci Tiirev yontemi kullanildiginda 271 nm’de 7 ug/mL olarak
bulunmustur. LOQ degeri Birinci Tiirev yontemi kullanildiginda 269 nm’de 27 ng/mL
olarak bulunmus, Ikinci Tiirev yontemi kullanildiginda 271 nm’de 21 pg/mL olarak
bulunmustur (Cizelge 3.1.).
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Regresyon ve korelasyon katsayilar1 1°e yakindir. Rasajilinin Birinci ve Ikinci
Tiirev dalga boylarinda dogrusal oldugu ve oOnerilen yontemin duyarli oldugu

ispatlanmustr.

Tirev spektrofotometrik tekniklerin dogruluk degerleri tayin edilmistir.
Ortalama geri kazanim ve BSS sonuglart <%104,5, <%2,77 Birinci Tiirev igin,

<9%105,3, <%?2,81 Ikinci Tiirev spektrofotometri teknik i¢in tespit edilmistir.

Tirev spektrofotometrik teknikler Rasajilinin farmasotik dozaj formlarinin
tayinine uygulanmustir. flacin geri kazanimi i¢in tatmin edici sonuglar elde edilmistir.

Sonuglar Cizelge 3.3’de gosterilmistir.

Tez kapsaminda Rasajilin i¢in Onerilen ikinci kantitatif analiz yontemi

YPSK’dur.

YPSK yontem gelistirme ¢alismalarinda ¢esitli degiskenlerin pik sekli, alikonma
zamany, ayricilik ve ayn1 zamanda uygun IS iizerinde etkisi incelenmistir. Sabit fazlar:
ODS (oktadesilsilil), Cg ve C1g hareketli faz (degisik oranlarda asetonitril: su: perklorik
asit) ile birlikte kullanilmistir. En iyi kromatografik performans Hichrom ACE-5 Cig
100 x 4,6 mm, 5 pm ve (250:750:5, h/h/h) oraninda asetonitril: su: perklorik asit
karisimindan olusan hareketli faz kullanilarak elde edilmistir (Sekil 3.8.). Elde edilen
sonuglar  Cizelge 3.4.°de verilmistir. ~ Kullanilan  yontemin  kararliginin
degerlendirilmesi agisindan, “uygun sabit faz ve hareketli faz oran1”, sistem uygunluk
parametrelerdeki ufak degisimlerden etkilenmeden kalabilme kapasitesi agisindan
onemlidir. Sabit faz Hichrom ACE-5 Cig 100 x 4,6 mm, 5 um ile, elde edilen
kromatogramlarda gerekli ayrisma ve sistem uygunluk parametrelerinin saglandigi
gorilmistir. Ayni sekilde (250:750:5, h/h/h) oraninda asetonitril: su: perklorik asit
karisimindan olusan hareketli faz kompozisyonunun, sistem uygunluk parametresinin

saglandi@inin gostergesi, analitik yontemin saglamliin1 gostermistir.
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Girigsim etkisinin olmamasi ve calisma kosullarindaki iyi cevabi sebebiyle
Psddoefedrin HCI IS olarak secilmistir. En iyi segicilik ve hassasiyeti belirlemek ve
Rasajilin ve Psodoefedrin HCI’i tayin etmek amaciyla eliisyon islemi tim UV
bolgesinde kontrol edilmistir. En biiylik cevabir veren 210 nm dalga boyu tespit

edilmistir.

Kromatografik kosullardan hareketli faz akis hizi ve pH degerinde kasith
varyasyon yapilmistir. 3,00 pH civarinda + 0,05 birim degisiminin olmasi1 ve bunun da
kromatografik ayrim tizerinde bir etkisinin olmadig1 tespit edilmistir. Rasajilinin 7,4
olan pKa degerinden daha kiigiik pKa degerine sahip 3,00 +0,05 pH degerindeki
hareketli faz, tuz olusumunu bozmamistir. Akis hiz1 0,8 — 1,2 mL/dk araliginda
degistirilmistir; akis hizit 0,8 mL’ye indirildiginde alikonma siiresi 4,56 dk.’ya
cikarken, akis hizinin 1,2 mL’ye ¢ikarilmast alikonma siiresini 3,04 dk.’ya
disiirmiistiir. Akis hizindaki bu biiylik degisiklik alikonma siiresinde dikkate deger bir

degisim yaratmamistir. Sonuglar Cizelge 3.6.’da sunulmustur.

Analitik c¢ozeltilerin (standart ve numune) stabilitesi test edilmistir. Oda
sicakliginda (30°C), 48 saatlik bir periyot iginde, standart ¢ozeltideki Rasajilin
miktarmin degisiminin %0,31, Rasajilin ve plasebo iceren numune ¢o6zeltisindeki
Rasajilin miktar1 degisiminin %0,24 oldugu gozlenmistir. Sonuglar Cizelge 3.7.’de

verilmistir.

Yontemin seciciligi, etkin madde ve en sik kullanilan eksipiyanlarin
karisimindan elde edilen kromatogramlar kiyaslanarak incelenmistir. Tablet i¢erisinde
bulunan yardimeci maddelerin yontemi etkilemedigi ve hicbir girisimin olmadig

Cizelge 3.8’de gosterilmistir.

YPSK yo6nteminin kesinligi, tekrarlanabilirlik (giin i¢i) ve ara kesinlik (giinler
arasi) i¢in Rasajilin standart ¢ozeltileri kullanilarak belirlenmistir. Ayrica, YPSK

cthazinin  kesinligini tespit etmek amaciyla, enjeksiyon tekrarlanabilirligi
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gerceklestirilmistir. Bagil standart sapma (BSS) degerleri, (BSS < 0,47) giin i¢i ve

gilinler arasi kesinlik i¢in yontemin iyi tekrarlanabilirlik sergiledigini gostermistir.

Kalibrasyon egrisi i¢in degisik Rasajilin konsantrasyonlarinda kromatogramlar
ve spektrumlar kaydedilmistir. YPSK yontemi i¢in dogrusallik, Rasajilin ve
Psodoefedin HCI1 pik alanlarmmin orani ile iyi bir korelasyon katsayisi ile elde
edilmistir. YPSK metodu Rasajilin analizi i¢in analitik veriler (y=n+mc denklemi i¢in)

Cizelge 3.10.’da verilmistir.

YPSK yo6ntemi i¢in dogruluk degerleri tayin edilmistir. Ortalama geri kazanim
ve BSS sonuglar1 %99,9 ve 9%0,49 olarak tespit edilmistir. Tayin kosullar1 Cizelge

3.5’de verilmistir.

Onerilen Tiirev spektrofotometrik teknikler ve YPSK yontemi Azilect® 1 mg
Tablet (Lundbeck Ila¢ Tic. Ltd. Sti.) adli Rasajilin iceren farmasotik preparata
basariyla uygulanmistir. Rasajilin i¢in optimize edilmis kromatografik ve

spektroskopik kosullar Cizelge 4.1.”de verilmistir.
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Cizelge 4.1. Rasajilin tayini i¢in optimize edilmis kromatografik ve spektroskopik kosullar

Metod YPSK Metod UV Spektrofotometri
Cihaz Agilent YPSK 1200 Cihaz Shimadzu UV-1601
Dedektor uv Dedektor uv

ACE-5 C18 100 x 4,6 mm, 5 um | Dalga Boyu
Kolon ] 220-300 nm

/ Hichrom Arahigi
Dalga Boyu 210 nm Birinci Tiirev 262, 266, 269, 272 nm
Akis Hiza 1 mL/dk ikinci Tiirev 264, 268, 271,273 nm
Enjeksiyon

! . X 10 uL - -

Hacmi
Kolon Sicakhg: 30 °C - -

Hareketli Faz

Coziicii

Standart

Numune

Analiz siiresi

ACN:Su:Perklorik Asit
(250:750:5, h/h/h), pH 3,0

IS cozeltisi (50,0 pg/mL
Psodoefedrin HCI suda)

78,0 pg/mL Rasajilin ¢cozeltisi

1 Tablet / 20 mL ¢oziiciide

5 dakika

Coziicii

Standart

Numune

Analiz Siiresi

0,1 N HCI

156 pg/mL Rasajilin ¢ozeltisi

1 Tablet / 10 mL ¢6ziiciide

1 dakika
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4.2. Pramipeksol Dihidrokloriir Monohidrat Tayini icin YPSK ve
Spektrofotometrik Calismalar

Farmasotik tiriinlerde Pramipeksol miktarini belirlemekte hizli, kesin, basit ve
ekonomik olan analiz yontemleri gelistirmek amaglanmistir. YPSK ve Tiirev
spektrofotometri ile Pramipeksoliin farmasdtik tiriinlerde tayini konusunda ¢aligmalar

gerceklestirilmistir.

Calismalara baslamadan 6nce Pramipeksoliin saflik testleri gerceklestirilmistir.
Bunun i¢in IR spektrumu alinarak ve erime noktasi test edilerek referanslar ile
mukayese yapilmistir. Elde edilen spektrum ve bulunan erime noktasi, etken maddenin

yeterli saflikta oldugunu gostermistir.

Hassas bir spektrofotometrik Tiirev yonteminin gelistirilmesi i¢in, hassasiyet,
girisim olmamasi, hazirlik kolayligi, ilag igeriginin tayini ve maliyet uygunlugundan
dolay1 ¢oziicii olarak 0,1 N HCI se¢ilmistir. 0,1 N HCI ¢6zeltisi i¢inde, dogrudan UV
spektrumu ve Pramipeksoliin Birinci Tiirev spektrumu sirastyla Sekil 3.11. ve 3.12.°de
gosterilmistir. Yardimer maddelerden gelen genis bant katilimlarini ¢ikarmak ve pik
cakismalarina neden olan girisimden dolayr Pramipeksol tayini igin Tiirev
spektrofotometri teknigi secilmistir. Pramipeksol i¢in farkli dizilerin Tiirev
spektrumlar1 ¢alisgilmistir. Deneysel sonuglar Birinci Tirev spektrumlari, iyi

tanimlanmis pikleri 249 ve 280 nm civarinda verdigini gostermistir.

Birinci Tirev spektrofotometrik yontemin spesifisite parametresi incelenirken,
ilag maddesinin ve en yaygin olarak kullanilan katki maddelerinin karigiminin Tiirev
spektrumlar1 karsilastirilarak eksipiyanlarin girisim verip vermedigi incelenmistir.
Elde edilen Tirev spektrumlart standart c¢ozelti disinda herhangi bir pik
gostermemistir, bu da yontemin 6zgilinligiinii kanitlamistir. Cizelge 3.13’de goriildiigii
gibi, elde edilen sonuglar yardimc1 maddelerle higbir girisimin olmadigim

gostermistir.
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Birinci Tirev yontem calismalar1 degerlendirilmis ve kesinlik parametresi
belirlenmistir. BSS degerleri hesaplanmis ve sonuglar metodun giin i¢i ve giinler arasi

1yi tekrarlanabilirlik (<2,72) gosterdigini kanitlamistir.

Kalibrasyon egrisi olusturmak igin, Pramipeksoliin degisen
konsantrasyonlarindaki spektrumlari 249 ve 280 nm’de kaydedilmistir. Her bir
konsantrasyon i¢in, dl¢iimler, en az 3 kez gerceklestirilmistir. Kalibrasyon egrilerinin

Ozellikleri Cizelge 3.15.’de verilmistir.

Yontemin  dogrulugu, numune ¢ozeltilerine Pramipeksoliin  bilinenen
konsantrasyonlarinin eklenmesiyle ve daha sonra, Olgiilen ve hesaplanan
konsantrasyonlarin sonuglarinin karsilastirilmasi ile degerlendirilmistir. Birinci Tiirev
spektrofotometri tekniginin dogrulugu belirlenmis ve ylizde geri kazanim ile ifade
edilmistir. Elde edilen ortalama geri kazanim ve BSS degerleri Birinci Tiirev
spektrofotometri tekniginde <%107,6 ve <%#4,36 olarak bulunmustur. Tayin kosullari
Cizelge 3.16.’da verilmistir.

Birinci Tiirev spektrofotometi teknigi Pexola® Tablet 1 mg (Boehringer
Ingelheim Pharma GmbH & Co., Almanya) igindeki Pramipeksoliin belirlenmesi i¢in

uygulanmigtir.

Uygulama sonuglar1 Cizelge 3.17.’de verilmistir. Sonuglar yontemin farmasatik
tirinlerde Pramipeksoliin miktar tayini i¢in basaril bir sekilde uygulanabilir oldugunu

gostermistir.

YPSK yonteminin gelistirilmesi sirasinda, dncelikle uygun bir ¢oziicii ve IS
secilmistir. Pramipeksoliin en iyi su iginde ¢oziindiigii ve suyun IS Tamsulosin HCI
icin uygun oldugu tespit edilmistir. Farkli kolonlar degerlendirdikten sonra en uygun
olan1 segilmistir. Bu islem sirasinda, RPg, Cg, ve C1g kolonlarinin Pramipeksoliin ve i¢
standart piklerin ayiriciligini gostermedigi gézlemlenmistir. En iyi ayiricilik RP-select

B kolonu kullanilarak elde edilmistir. Farkli hareketli fazlar denenmis ve en iyi yiiksek

98



performans gosteren hareketli faz secilmistir. 0,01 M amonyum asetat (pH 4,4) ve
asetonitril (25:75, h/h) hareketli faz olarak kullanildiginda, elde edilen ayiricilik disiik
ve IS ile Pramipeksol pik noktalar1 birbirine yakin bulunmustur. 0,01 M amonyum
asetat (pH 4,4) ve asetonitril (50:50, h/h) hareketli faz olarak kullanildig1 zaman, teorik
plaka sayist diigiik bulunmustur. En iyi kuyruklanma faktorii, ayiricilik ve teorik plaka
sayisin1 gosteren hareketli faz, 0,01 M amonyum asetat (pH 4,4) ve asetonitril (35:65,
h/h) oranindadir.

Hareketli faz oranlarinda degisiklik ile ilgili elde edilen sonuglar Cizelge 3.18.
de gosterilmistir. Sabit fazlar, RP-select B, RP-8, cg, ve Cig kullanilmistir. Optimum
kromatografik performans Merck LiChrospher 60 RP-Select B (125 x 4,0 mm, 5 um)
kullanildiginda elde edilmistir (Sekil 3.13.). Diger sabit fazlarda, sistem uygunluk
parametrelerinin tayini simetrik ve diizgiin olmayan pikler halinde basarisiz

bulunmustur.

Pramipeksol pik performans degerlendirmesi Sekil 3.14” de verilmistir.

Onerilen yontemin saglamligi, pH’in 4,35 ila 4,45 arasinda degistirilmesiyle
kromatografik kosullar {izerinde hig¢bir etkisi olmamasi sonucu ile degerlendirilmistir.
Hareketli fazin akis hiz1 0,8 ve 1,2 mL/dk arasinda degistirilmistir. Akis hiz10,8 mL’ye
diistiriildiigi zaman alikonma siiresi 2,58 dk.’ya ¢ikmis, akis hizi 1,2 mL/dk.’ya
¢ikarildig1 zaman alikonma stiresi 1,72 dk.’ya diismiistiir. Sonuglar Cizelge 3.20.’de

verilmistir.

YPSK yonteminin saglamligi, analitik c¢ozeltilerin (standart ve numune
coOzeltileri) stabilitesi ile degerlendirilmistir. Sonuglar incelendiginde, oda sicakliginda
(30°C) 48 saatlik bir siire boyunca, standart ¢6zeltideki Pramipeksoliin miktarindaki
degisimin % 0,36 ve plasebo igeren numune ¢ozeltisindeki Pramipeksoliin
miktarindaki degisimin % 0,17 oldugu goriilmistiir. Sonuglar Cizelge 3.21.°de

verilmistir.

99



YPSK yonteminde segicilik parametresi, ilag maddesinin ve en yaygin olarak
kullanilan eksipiyanlarin karisiminin kromatogramlari karsilastirilarak, eksipiyanlarin
girisiminin tespit edilmesi i¢in analiz edildi. Cizelge 3.22.’de gosterildigi gibi, elde

edilen sonuglar eksipiyanlardan hicbir girisim olmadigini ortaya koymustur.

YPSK  yonteminin  kesinligi, Pramipeksoliin  standart ¢dzeltilerinin
tekrarlanabilirlik (giin i¢i) ve yeniden iiretilebilirlik (gilinler arasi) parametresi ile
belirlenmistir. Ayrica, YPSK metodunun performansini dogrulamak i¢in enjeksiyon

tekrarlanabilirligi gerceklestirilmistir.

Hesaplanan BSS (bagil standart sapma) degerleri, yontemin giin i¢i ve giinler

arasi kesinlik i¢in iyi tekrarlanabilirlik (< 0,77) gosterdigini ortaya koymustur.

YPSK yontemi ile Pramipeksol analizindeki analitik veriler (y=n+mc denklemi)
icin, Pramipeksoliin degisen konsantrasyonlarindaki kromatogramlari ve spektrumlari
kaydedilmistir. Her bir konsantrasyon i¢in, ol¢limler, en az 3 kez gergeklestirilmistir.

Kalibrasyon egrilerinin 6zellikleri Cizelge 3.24.’de verilmistir.

YPSK yonteminin dogrulugu, numune ¢o6zeltilerine Pramipeksoliin bilinen
konsantrasyonlarinin  eklenmesiyle ve daha sonra, oOlgiilen ve hesaplanan
konsantrasyonlarin sonuclarinin karsilagtirllmasi ile degerlendirilmistir. YPSK
yonteminin dogrulugu yiizde geri kazanim ile ifade edilmistir. Elde edilen ortalama
geri kazanim ve BSS degerleri sirasiyla, YPSK tekniginde %100,5 ve %1,10 olarak

bulunmustur. Tayin kosullar1 Cizelge 3.19.’da verilmistir.

YPSK yontemi, Pexola® Tablet 1 mg (Boehringer Ingelheim Pharma GmbH &
Co., Almanya) igindeki Pramipeksoliin belirlenmesi i¢in uygulanmistir. Kantitatif
analiz i¢in uygulama sonuglart Cizelge 3.26.’da verilmistir. Sonuglar yontemin
farmasotik  trtinlerde Pramipeksoliin - miktar tayini igin basarili bir sekilde

uygulanabilir oldugunu gdstermistir.
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Pramipeksol tayini i¢in gelistirilmis ve optimize edilmis kromatografik ve

spektroskopik parametreler Cizelge 4.2.’de verilmistir.

Cizelge 4.2. Pramipeksol tayini i¢in optimize edilmis kromatografik ve spektroskopik kosullar

Metod

Cihaz

Dedektor

Kolon

Dalga boyu

Akis iz

Enjeksiyon
hacmi

Kolon sicakhgi

Hareketli faz

Coziicii

Kalibrasyon
egrisi

Standart

Numune

Analiz siiresi

YPSK

Agilent YPSK 1200

uv

Lichrospher 60 RP Select B
125x4,0 mm, Sum

263 nm

1 mL/dk

20 uL

25°C

0,01 M Amonyum asetat
(pH:4,4):asetonitril (35:65,h/h)

IS ¢ozelti (100.0 pg/mL
tamsulosin HCI suda)

(10,0 - 30,0) pg/mL/¢oziicii (5
¢ozelti)

20,0 ng/mL /¢oziict

1 Tablet / 50 mL ¢6ziicii

6 dk

Metod

Cihaz

Dedektor

Dalga boyu

Birinci Tiirev

Coziicii

Kalibrasyon

egrisi

Standart

Numune

Analiz siiresi

UV Spektrofotometri

Shimadzu UV-1601

uv

263 nm

249 nm, 280 nm

0,1 NHCI

(5,0 — 35,0) pg/mL/¢oziicii (7
cozelti)

20,0 ug/mL/¢oziici

1 Tablet/50 mL ¢oziicii

1dk
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Gelistirilen yontemler ilaglara uygulandiginda elde edilen sonuglar, referans

yontem olarak kabul edilen YPSK yontemi ile karsilastirilmigtir. Yapilan t-testi

sonucunda yontemlerin sonuclar1 arasinda anlamli bir fark olmadig1 goriilmistiir.

Sonuglar Cizelge 4.3. ve 4.4.” de verilmistir.

Cizelge 4.3. Rasajilin t-testi sonuglari

Birinci Tiirev
YPSK
269 nm 271 nm
Ortalama 100,0 98,7 99,5
Standart Sapma 1,43 1,14 0,42
Numune Sayisi 5 5 5
Student’s (t-test) (2,015) 0,184782 0,08771 -
Cizelge 4.4. Pramipeksol t-testi sonuglari
Dogrudan UV Birinci Tiirev
YPSK
263,4nm 269,4 nm 279,8 nm
Ortalama 99,3 107,4 101,9 99,2
Standart Sapma 0,66 0 0 0,97
Numune Sayis1 5 5 5 5
Student’s (t-test) (2,015) 0,323381 2,08x10° 0,001489 -

Gelistirilen spektrofotometrik ve YPSK yontemleri, daha once gelistirilmis

yontemlerle LOD, LOQ ve dogrusal ¢alisma araliklar1 agisindan karsilastiriimistir.

Rasajilin ve Pramipeksol i¢in literatiirdeki LOD, LOQ ve calisma araliklar1 Cizelge

4.5.°de verilmistir. Elde edilen veriler gelistirilen ydntemlerin duyarli sonuglar

verdiklerini gostermektedir.
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Cizelge 4.5. Rasajilin ve Pramipeksol i¢in literatiirdeki LOD, LOQ ve ¢aligma araligi

KAYNAK

LOD

LOQ

Calisma Arahg1

DEVALA. R.G. ve
arkadaslar1 (2011).

Spektrofotometrik

Spektrofotometrik

Spektrofotometrik

Yontem A

Yontem B Yontem A Yontem B Yontem A Yontem B
0,07 pg/mL 0,2 pg/mL 0,05 pg/mL 0,165 pg/mL 4-40pg/ml 1-10 pg/ml
FERNANDEZ, M. YPSK YPSK YPSK
ve arkadasglar1 (2009). N
0.07 pg/mL 0.23 pg/mL 0.5-20.0 pg/mL
LAKSHMI, M.V. ve YPSK YPSK YPSK
arkadaslari (2010). 0.010 pg/mL 0.028 pg/mL 10-125 pg/ml
ARMAGAN, 0. Spektrofotometrik Spektroflorimetrik Spektrofotometrik Spektroflorimetrik Spektrofotometrik | Spektroflorimetrik
(2011). 2,08 ng/mL 0,074 ng/mL 6,95 ng/mL 0,274 ng/mL (2.0-250) pg mL? | (0.1-3.0) pg mL!
BABU, G.S. ve Birinci Tirev Spektrofotometri Birinci Tiirev Spektrofotometri Birinci Tirev Spektrofotometri
arkadaslari (2007). 2,0 ng/mL / 249 nm 6,1 ng/mL / 249nm 5-35 ug/mL
1,5 ng/mL /280 nm 4,5 ng/mL / 280nm
0.5 pgmL-1 5 ugmL-1
THANGABALAN Spektrofotometre Spektrofotometre Spektrofotometre
V2€Oll arkadaglari Brom krezol yesili (BCG) | Bromtimol mavisi (BTB) | Brom krezol yesili (BCG) | Bromtimol mavisi (BTB) 5-25 pg/mL
( ). 0.401pg/ mL 0.418 pg/ mL 1.215 pg/mL 1.267 pg/mL
THANGABALAN Spektrofotometre Spektrofotometre Spektrofotometre
\(/26011b) arkadaslar Yontem A ; 1.395 pg/ mL Yontem A ; 4.227 pg/ mL Yontem A ; 10 - 50 pg/ml
Yontem B ; 2.034 ug/ mL Yontem A ; 6.164 pg/ mL Yontem B ; 5 —40 pg/ml;
MANISH, Y. ve YPSK YPSK YPSK
arkadaslar1 (2010). 10 ng/mL 25 ng/mL 10-10000 ng/mL
MUSENGA, A. ve YPSK YPSK YPSK
arkadaglar1 (2008). 10 ng/mL 25 ng/mL 5.0-1000 ngmL(-1)
SRINUBABU, G. YPSK YPSK YPSK
ve arkadaslar1 1.3577 pg 4.5 g 5-40 ug mLt

(2006).
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5. SONUC VE ONERILER

Tez kapsaminda Rasajilin ve Pramipeksol igeren farmasotik dozaj formlarinda
etken madde miktar tayini i¢in uygulamasi basit ve ekonomik olan YPSK ve Tiirev
spektrofotometrik teknikler kullanilarak farkli yontemler gelistirilmis ve valide

edilmistir. Onerdigimiz yontemler farmasétik preparatlara basari ile uygulanmistir.

Gelistirilmis yontemler, saglamlilik, secicilik, dogrusallik, kesinlik ve dogruluk
icin ICH (Q2B, 1996) ve FDA (2000) guidelines (ICH Q2B,1996; FDA,2000)’a gore

valide edilmistir.

Rasajilin iceren Azilect® 1 mg Tablet adli iiriine Birinci Tiirev UV

spektrofotometri uygulandiginda;

262 nm’de standart sapma degeri 1,66 ve bagil standart sapma 1,62;
266 nm’de standart sapma degeri 0,00 ve bagil standart sapma 0;00;
269 nm’de standart sapma degeri 1,43 ve bagil standart sapma 1,43;
272 nm’de standart sapma degeri 0,70 ve bagil standart sapma 0,69 olarak

saptanmuistir.

Azilect® 1 mg Tablet adhi iiriine Ikinci Tiirev UV spektrofotometri

uygulandiginda;

264 nm’de standart sapma degeri 0,74 ve bagil standart sapma 0,73;
268 nm’de standart sapma degeri 0,87 ve bagil standart sapma 0,86
271 nm’de standart sapma degeri 1,14 ve bagil standart sapma 1,15;
273 nm’de standart sapma degeri 1,07 ve bagil standart sapma 1,05 olarak

saptanmuistir.
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Azilect® 1 mg Tablet adli iiriine YPSK ydntemi uygulandiginda, ilacin geri
kazanimi %99,5, standart sapma 0,42 ve bagil standart sapma 0,43 olarak

hesaplanmustir.

Pramipeksol iceren farmasotik preparatlarda etken madde miktar tayini igin,
dogrudan UV spektrofotometri, Birinci Tirev UV spektrofotometri ve YPSK

yontemleri uygulanmaistir.

Pramipeksol igeren Pexola® Tablet 1 mg adlh iirine dogrudan UV

spektrofotometri uygulandiginda;

263,4 nm’de ilacin geri kazanimi %99,3, standart sapma 0,66 ve bagil standart

sapma 0,67,

Pexola® Tablet 1 mg adlh iiriine Birinci Tiirev UV spektrofotometri

uygulandiginda;

249,4 nm’de ilacin geri kazanim1 %107,4, standart sapma 0,00 ve bagil standart
sapma 0,00,
279,8 nm’de ilacin geri kazanimi %101,9, standart sapma 0,00 ve bagil standart

sapma 0,00 olarak saptanmuigtir.

Pexola® Tablet 1 mg adl iiriine YPSK metodu uygulandiginda, ilacin geri
kazanimi %99,2, standart sapma 0,97 ve bagil standart sapma 0,97 olarak

hesaplanmustir.

Tezimiz kapsaminda yaptigimiz ¢alismalar sonucunda elde ettigimiz veriler g6z
onilinde bulundurularak 6nerilen tiim yontemlerin hizli, basit, dogru ve hic¢bir ayirma
islemine gerek duyulmadan uygulanabilen yontemler oldugunu diisiinmekteyiz.
Onerilen tiim ydntemlerin farmasétik preparatlara basar1 ile uygulanmasiyla

amacimiza ulasmis bulunmaktayiz.
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Rasajilin ve Pramipeksol etken maddelerinin miktar tayinleri icin gelistirilen
yiikksek performansli sivi kromatografik yontemler ve spektrofotometrik analiz

yontemlerini igeren iki ayr1 makale uluslararasi dergilerde yaymlanmastir.

- Applications of High Performance Liquid Chromatographic and
Spectrophotometric Techniques for Determination of Rasagiline Mesylate in
Dosage Forms.

ISSN 1061-9348, Journal of Analytical Chemistry, 2015, Vol. 70, No. 5, pp. 600-
607. Pleiades P ublishing, Ltd., 2015.

- Validation of High Performance Liquid Chromatographic and
Spectrophotometric Methods for Determination of the Antiparkinson Agent
Pramipexole Dihydrochloride Monohydrate in Pharmaceutical Products.
Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences Vol. 51, No. 4, 2015
http://dx.doi.org/10.1590/S1984-825020150004000??
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OZET

Rasajilin ve Pramipeksol iceren Farmasotik Dozaj Formlarinda Etken Maddelerin
Spektrofotometrik ve YPSK Metodlar: Ile Miktar Tayini

Bu tez caligmasi1 kapsaminda, Rasajilin ve Pramipeksol etken maddelerinin miktar tayinleri
icin hizli, basit, ekonomik, duyarl ve segici spektrofotometrik ve yiiksek performansl sivi
kromatografik yontemler analiz yontemleri gelistirilmis ve bu yontemler ticari farmasotik
dozaj formlarina da uygulanmistir.

Rasajilinin en iyi ¢oziindiigii ortamda (0,1 N HCI) UV spektrofotometrede 220-300 nm dalga
boylar1 arasinda tarama yapilarak maksimum absorbanslari; 263,9 nm ve 270,4 nm dalga
boyunda olglilmiistiir. Birinci Tirev degerleri; 262,0 nm, 265,9 nm, 269,2 nm, 271,9 nm ve
Ikinci Tiirev degerleri; 264,3 nm, 267,9 nm, 270,5 nm, 273,0 nm dalga boylarinda tespit
edilmistir. Birinci Tiirev ve ikinci Tiirev Lineer regresyon kalibrasyon egrisi 39-273 pg/mL
Rasajilin konsantrasyon araliginda dogrusaldir.

Rasajilin YPSK analizi 210 nm dalga boyu, 1 mL/dk akis hiz1, hareketli faz igerigi % 25'lik
amonyak ile pH 3,0'e ayarlanmis ACN:Su:Perklorik Asit (250:750:5, h/h/h) ¢ozelti
karisiminin Cig kolon (100 X 4.6 mm x 5 um) {izerinden pompalanmasi ile gergeklestirilmistir.
YPSK metodunda lineer regresyon kalibrasyon egrisi 39-117 pg/mL Rasajilin konsantrasyon
araliginda dogrusal oldugu belirlenmistir. Lineer regrasyon esitligi y = 1,46545 x + 7,55322
103, tespit limiti (LOD) 0,31 pg/mL ve dlgiim limiti (LOQ) 1,01 pg/mL olarak bulunmustur.

Birinci yontemde Pramipeksol tayini i¢in spektrofotometrik teknik Birinci Tiirevde 249 ve 280
nm'de Tirev absorbans degeri dl¢iilerek yapilmustir. Birinci Tiirev tekniginde absorbans ve
konsantrasyon grafigi, tespit limiti 1,5 ng/mL ve 6lgiim limiti 4,5 ng/mL ile 5,0 - 35,0 ug/mL
araliginda dogrusaldir.

Pramipeksol i¢in ikinci yontem, i¢ standart olarak tamsulosin HCI kullanilan YPSK yontemine
dayanmaktadir. Bu yontemde, kromatografik ayirma 263 nm'de 1,0 mL/dk akis hiziyla,
25°C'de, bir Lichrospher 60 RP kolonu kullanilarak gergeklestirilmistir. Eluent 0,01 M
amonyum asetat (pH 4,4) ve asetonitril (35:65, h/h)’den olusmustur. Dogrusallik 10,0-30,0
pug/mL araliginda 100,5 + 1,10 ortalama geri kazanim ile bulunmustur. Tespit limiti (8 ng/mL)
ve Ol¢lim limiti (50 ng/mL) degerleri hesaplanmustir.

Gelistirilen ve ICH (Q2B, 1996) ve FDA (2000) guidelines’a gore valide edilen yontemler
farmasoétik tiriinlerde Rasajilin ve Pramipeksol miktarinin belirlenmesinde basarili olmustur.

Anahtar sozciikler: Anti-Parkinson ajan, Rasajilin Mesilat, Pramipeksol dihidrokloriir
monohidrat, Tiirev spektrofotometri, Yiiksek performansl sivi kromatografi.
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SUMMARY

Quantitative Determination of Rasagiline and Pramipexole Active Drug Substances into
Pharmaceutical Dosage Forms with Spectrophotometric Method and HPLC

With the scope of this thesis; quick, simple, economical, sensitive and selective high-
performance liquid chromatography and spectrophotometric analysis methods have been
developed for quantitative determination of Rasagiline and Pramipexole active drug
substances and been applied to commercial dosage forms.

Maximum absorbances were measured at 263,9 nm and 270,4 nm wavelengths in the medium
where rasagiline best resolved (0,1 N HCI) by UV spectrophotometry scanning at 220-300 nm.
First derivative values are determined at 262 nm, 265,9 nm, 269,2 nm, 271,9 nm wavelengths
and Second derivation values are determined at 264,3 nm, 267,9 nm, 270,5 nm, 273 nm
wavelengths. First and second derivative linear regression calibration curve is linear at 39-273
ug/mL Rasagiline concentration range.

Rasagiline HPLC analysis is realized by using a C18 column (100 x 4.6mm x 5um) at 210 nm
and 25% ammonium, pH 3.0 ACN-Water-Perchloric acid (250:750:5 h/h/h) mixture at a flow
rate of 1 mL/min is used as mobile phase. At HPLC method, linear regression calibration curve
is linear at 39-117 pg/mL Rasagiline concentration range. Linear regression equation is found
as y=1,46545x + 7,55322 103, LOD (Limit of detection) 0,31pg/mL and LOQ (Limit of
Quantification) 1,01 pg/mL.

In the first method, the first derivative spectrophotometric technique the determination of
pramipexole dihydrochloride monohydrate was acquired by measuring the amplitude at 249
and 280 nm. The concentration and absorbance plot were rectilinear over the range of 5,0-35,0
ug/mL with a lower detection limit of 1,5 ng/mL and quantification limit of 4,5 ng/mlb in the
first derivative technique.

The second method for pramipexol was based on the high-performance liquid chromatography
using an internal standard which is tamsulosin HCI. Chromatographic separation was obtained
by using a Lichrosper 60 RP column at 25°C and 0,01 mol/L ammonium acetate (pH:4.4):
acetonitrile (35:65 by volume) as the eluent, at a flow rate of 1,0 mL/min at 263 nm in this
method. The linearity range was determined as 10,0-30,0 pg/mL with mean recovery 100,5 +
1,10. Limit of quantification (50 ng/mL) and limit of detection (8 ng/mL) were calculated.

The developed and validated (according to ICH (Q2B,1996) and FDA (2000) guidelines)

methods were successful in finding the quantity of rasagiline and pramipexole in
pharmaceutical products.

Keywords: Anti-Parkinson agent, Rasagiline, Pramipexol dihydrochloride monohydrate,
Mesylate, Derivative spectrophotometry, High-performance liquid chromatography.
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