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OZET

Caglar, S. (2011). Rosuvastatin Tayini i¢in Yeni bir Yiiksek Performansli Sivi
Kromatografisi Yontemi. Istanbul Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisti, Analitik
Kimya ABD. Doktora Tezi. Istanbul.

Anahtar Kelimeler: Rosuvastatin, 9-Antrildiazometan (ADAM), Yiiksek Performansh

S1vi Kromatografisi, Tiirevlendirme, Serum

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 1920

Rosuvastatin etkilerini hidroksi-metil-glutaril-koenzim-A rediiktaz enzimini inhibe
ederek gosteren statin grubu antihiperlipidemik ilaglarin en yeni, en etkili ve en gok
kullanilan  iyelerinden biridir. Tabletlerdeki kullanim dozlari ve kandaki
konsantrasyonlar1 diisiik olan rosuvastatin igin olduk¢a hassas miktar tayini
yontemlerine ihtiyag vardir. Bu ¢alismada rosuvastatinin tabletlerde ve serumda tayini
icin spektrofluorimetrik dedeksiyona dayanan basit ve hassas bir yiiksek performansh
stvi kromatografisi yontemi gelistirilmistir. YOntem, rosuvastatinin icerdigi asit
grubunun 9-Antrildiazometan belirteci ile verdigi reaksiyona dayanmaktadir. Oda
sicakliginda karanlikta 1 saat bekleme ile gerceklesen tlirevlendirme reaksiyonundan
sonra kromatografik ayrilma Cig kolonda (250 x 4,6 mm, 4 p i.d.), 1 mL/dak akis
hizinda asetonitril/su karigiminin gradient uygulanmasi ile gerceklestirilmistir. I¢
standart olarak lovastatin se¢ilmis ve dedeksiyon 366 nm eksitasyon 410 nm emisyon
dalga boylarinda yapilmistir. Serumdan analizlerde 6rnekler etil asetat-metil tersiyer
butil eter (1:1) karisimu ile ekstre edilmistir. Standart sulu ¢ozeltilerde ve katkili serum
orneklerinde konsantrasyona karsilik pik alan oranlari kullanilarak elde edilen 6lcii
egrileri 0.01-20 ng/mL konsantrasyon araliginda hazirlanmis, tayin smirt ve
gozlenebilirlik sinirlart sirasiyla 0,00068 ve 0,0023 ng/mL bulunmustur. Serumda
yapilan analizlerde giin-i¢i ve giinler-aras1 bagil standart sapma degerleri sirasiyla
% 0,35-3,96 ve % 0,20-4,71 olarak hesaplanmistir. Gelistirilen yontemle rosuvastatinin
tabletlerdeki miktar tayini ¢alisilmis ve sonuglar literatiirdeki yontemle % 95 olasilik
diizeyinde kiyaslanmistir. Yontemin klinik uygulanabilirliini test etmek amaciyla,
saglikli bir goniilliiniin 20 mg ila¢g almasinin ardindan rosuvastatinin farmakokinetigi
incelenmis ve ilacin maksimum plazma konsantrasyonu, bu konsantrasyona ulagma
stiresi ve eliminasyon yarilanma Omri sirasiyla 17,5 ng/mL, 3,5 ve 18,09 saat olarak

bulunmustur.
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ABSTRACT

Caglar, S. (2011). A New High Performance Liquid Chromatographic Method for
Determination of Rosuvastatin. Istanbul University, Institute of Health Science,
Analytical Chemistry Department. Doktora Tezi. istanbul.

Anahtar Kelimeler: Rosuvastatin, 9-Anthryldiazomethane (ADAM), High Performance
Liquid Chromatographic Method, Derivatization, Serum

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
N0.1920

Rosuvastatin is one of the most effective, widely used and the newest member of statin
group of antihyperlipidemic drugs which shows its effects by inhibiting hydroxy methyl
glutaryl coenzim A reductase enzyme. Low amount of rosuvastatin active ingredient in
tablets and low plasma concentrations of rosuvastatin observed after oral administation
require implementation of sensitive quantitation methods for rosuvastatin. In this study,
a sensitive high performance liquid chromatographic method with spectrofluorimetric
detection was developed for determination of rosuvastatin in tablets and serum. The
method is based on the reaction of acid group of rosuvastatin with 9-
Anthryldiazomethane reagent. The reaction proceeds quantitatively at room temperature
in dark with a reaction time of 1 hour. Chromatographic separation was achieved by
using Cig column (250 x 4,6 mm, 4 p i.d.) and acetonitrile-water mixture in gradient
elution mode at a flow rate of 1,0 ml/min. Lovastatin was chosen as internal standard
and dedection was carried out at 366 nm for excitation and 410 nm for emission
wavelength. Serum samples were extracted with ethyl acetate: methyl tertiary buthyl
ether (1:1) mixture. Calibration curves of standard solutions and spiked serum samples
were obtained by using the ratio of concentration versus peak areas in concentration
range of 0.01-20 ng/ml and LOQ and LOD values were found as 0,00068 and 0,0023
ng/mL respectively. Interday-intraday relative standard deviation values of standard
solutions and serum analyses were calculated as 0,35-3,96 % and 0,20-4,71 %,
respectively. The determination of rosuvastatin in tablets was calculated and the results
were compared with literature method with 95 % probability level. To test suitability of
the developed methods for clinic use, pharmacokinetics of rosuvastatin was investigated
after oral administration of a 20 mg rosuvastatin film tablet by a healthy volunteer and
maximum plasma concentration (Cmax), time to reach that concentration (tmax) and
elimination half life (tu2) were found to be 17,5 ng/mL, 3,5 and 18,09 hour,
respectively.



1. GIRIS VE AMAC

Son yillarda teknolojik gelismelere paralel olarak fiziksel aktivitenin azalmasi ve
hayvansal iiriin tiiketiminin artisi, insanlar i¢in hiperlipidemi tehdidini arttirmaktadir.
Lipitler organizmada 6nemli fonksiyonlarda gorev aldiklar1 ve hiicre membranlarinin
yapt tasi olduklarindan, metabolizmalarinin dogru isleyisi olduk¢a 6nem kazanmaktadir.
Hiperlipidemi; lipit metabolizmasinin primer bozuklugu seklinde olabildigi gibi, bazen
de sekonder hiperlipidemi seklinde ortaya ¢ikarak ateroskleroza ve koroner kalp
hastaligina (KKH) yol agabilmektedir. KKH Tiirkiye’de basta gelen morbidite ve
mortalite nedenidir ve Tiirk halkinda bu hastalik i¢in en 6nemli risk faktérlerinden biri
total/yiiksek dansiteli lipoprotein (YDL) kolesterol oranidir [1, 2]. KKH’den korunma
icin uygulanacak tedavide hiperlipideminin diisiiriilmesi hedeflenir. Lipit disiiriici ilag
gruplarindan olan statinler (Hidroksi-metil-glutaril-koenzim-A (HMG KoA) rediiktaz
inhibitorleri) yiiksek kan kolesterol diizeylerinden dolay1 kardiyovaskiiler hastalik riski
tastyan kisilerde kolesterolii diisiirmek i¢in kullanilirlar ve bu grup ilaglar hiperlipidemi

tedavisinde 1987 yilindan beri kullanilan en etkili ilaglardir.

Rosuvastatin statin grubu ilaglarin en yeni ve en ¢ok kullanilan iiyelerinden
biridir. Amerikan Gida ve ilag Dairesi (FDA) oral yoldan 5-40 mg/giin rosuvastatini
primer hiperkolesterolemi, karma dislipidemi ve izole hipertrigliseridemi dahil degisik

lipit bozukluklarinin tedavisinde kullanilmak tizere 12 Agustos 2003’de onaylamustir.

Rosuvastatin etkisini, diger statin grubu antihiperlipidemik ilaglar gibi HMG-
KoA rediiktaz enzimini selektif ve kompetetif sekilde inhibe etmek suretiyle
karacigerde kolesterol sentezini azaltarak gosterir [3]. Karaciger hiicrelerinde kolesterol
diizeylerinin diismesi ile diisiik dansiteli kolesteroliin (DDL) dolasimdan karacigere
geri alimi artar ve bdylece dolagimdaki DDL kolesterol, trigliserit ve total kolesterol

diizeyleri diiger.

Rosuvastatinin biyoyararlanimi % 20 dir. Plazma proteinlerine % 80 oraninda

baglanir ve neredeyse degismeden % 90 1 feges yoluyla % 10 u da renal yoldan atilir.

Rosuvastatinin hem tabletlerdeki kullanim dozunun hem de biyoyararlaniminin

diisiik olmas1 nedeniyle kandaki konsantrasyonu da diisiiktiir. Bu nedenle rosuvastatinin
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biyolojik sivilardaki analizi igin hassas yontemlere ihtiyag¢ vardir. UV dedeksiyonlu
yontemlerle kandaki diisiikk degerleri tayin etmenin zorlugu bilinmektedir. Bu konuda
kiitle spektrometrik dedektorlerle yapilan hassas ¢alismalar mevcuttur ancak bu cihazlar
giinimiizde hala olduk¢a pahali ve her laboratuvarda bulunamayacak -cihazlardir.
Bunlar géz oniine alindiginda maddenin tiirevlendirilmesiyle gelistirilecek ve yeterli
hassasiyete sahip yontemler bu alandaki kolay, giivenilir ve hassas yontem ihtiyacini

karsilayacaktir.

Bu tez calismasinin amaci, rosuvastatinin ila¢ laboratuvarlarinda rutin analizi
igin fluorimetrik dedeksiyon metodu ile tayinine olanak saglayacak ve biyoyararlanim-
biyoesdegerlik calismalarinda kolaylikla kullanilabilecek yeni bir yiiksek performanslh
stv1 kromatografisi (HPLC) yontemi gelistirmektir.

Rosuvastatin yapisinda karboksilik asit grubu tasiyan bir etken maddedir. Bu tez
caligmasinda rosuvastatinin karboksilik asit grubundan 9-antrildiazometan (ADAM)
belirteci ile tiirevlendirilmesine dayanan hem tabletlerden hem de serum &rneklerinden
analizlerinde kullanilabilecek, basit, segici ve hassas bir yontemin gelistirilmesi

planlanmastir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Hiperlipidemi

Son yillarda teknolojik gelismelere paralel olarak fiziksel aktivitenin azalmasi ve
hayvansal iiriin tliketiminin artisi, insanlar i¢in hiperlipidemi tehdidini arttirmaktadir.
Lipitler organizmada Onemli fonksiyonlarda gorev aldiklarindan ve hiicre
membranlarinin yap1 tas1 olduklarindan, metabolizmalarinin dogru isleyisi oldukca
onem kazanmaktadir. Hiperlipidemi; lipit metabolizmasinin primer bozuklugu seklinde
olabildigi gibi, bazen de sekonder hiperlipidemi seklinde ortaya ¢ikarak ateroskleroza
ve KKH’a yol agabilmektedir. DDL kolesterol, trigliserit, apoprotein B100, lipoprotein
(@) diizeylerinin yiiksekligi veya YDL kolesterol ve apoprotein Al diizeylerinin
distikliigiintin hiperlipidemi gelisiminde 6nemli oldugu bilinmektedir. Hiperlipideminin
denetiminde sigaray1 birakma, dogru beslenme, fiziksel aktivite artisi gibi yasam tarzi

degisikliklerinin yani sira ilaglh tedavilerin de basar1 orani oldukga yiiksektir [4].

Hiperlipidemiler lipit metabolizmasinin primer bir bozuklugu seklinde meydana
geldikleri gibi bazi hastaliklara bagl olarak ikincil hiperlipidemi seklinde de ortaya
cikabilirler. Ikincil olarak hiperlipidemi yapan etkenler arasinda diabetus mellitus,
nefrotik sendrom, hipotiroidizm, hipopitiivitarizm, alkolizm, kronik karaciger
hastaliklar1 (bilyer gibi) ve bazi ilaglarla uzun siiren tedavi (oral kontraseptifler, tiazid

tiirevi ditiretikler ve glukokortikoidler gibi) bulunur [2,4-6].

2.2. Hiperlipidemi ile Ateroskleroz Arasidaki liski
Ateroskleroz ve onun en yaygm ve Olimcil sonucu olan KKH ile
hiperkolesterolemi arasinda yakin bir iligski oldugu birgok epidemiyolojik incelemede

inandirici bir sekilde gosterilmistir.

Plazmada total kolesterol ve onun en biyiik O6gesi olan diisiik dansiteli
lipoprotein (DDL) ile ateroskleroz arasindaki iliskiyi gosteren epidemiyolojik ve diger
tir bulgular sunlardir: i) ateroskleroza bagl arter hastalig1 6zellikle koroner hastaligi
olan hastalar, kendi yas gruplarindaki saglikli hastalara oranla daha yiiksek serum
kolesterol diizeyi gosterirler ii) serum kolesterol diizeyi yiiksek olan toplumlarda
ateroskleroz ve onun komplikasyonlari daha sik goriiliir iii) deney hayvanlarin
kolesterolden zengin olan ve bdylece serum kolesterol diizeyini ylikselten diyetle
beslenmek suretiyle, onlarin arterlerinde aterosklerotik lezyonlar olusturmak

miimkiindiir 1v) aterosklerozlularda intima altinda toplanan, kolesterolden zengin



lipitlerin olusturduklar1 aterom plaklarinda lipit bilesimi, serumdaki lipitlerin bilesimine

paralellik gosterir [2,4-6].

2.3. Lipoproteinler ve Hiperlipoproteinemiler Hakkinda Genel Bilgiler

2.3.1. Plazma lipitleri ve lipoprotein fraksiyonlar1 ve hiicresel lipoprotein
reseptorleri

Plazmadaki temel lipitler kolesterol, trigliseridler ve fosfolipitlerdir. Bunlar tek
baslarina suda ¢éziinmeyen ve plazmada ¢6ziinmiis olarak taginma olanagi bulunmayan
maddelerdir. Plazmada olduklar1 gibi degil 6zel apoproteinlerle birlesmek suretiyle
olusturduklart ¢6zliinmiis lipoprotein (lipit-protein kompleksi) adli yuvarlak partikiiller
halinde bulunurlar. Bu partikiillerin ¢ap1 tiiriine gore degisiklik gosterir ve genellikle 10
nm nin altindadir. Bu duruma gore lipoproteinler biiyiikliik olarak alyuvarlardan ¢ok
daha ufaktirlar; 151k mikroskopuyla goriilemezler; elektron mikroskopuyla
goriilebilirler. Lipoprotein kiiresel partikiilii, yiizlerce lipit ve protein molekiiliinden
olusur ve partikiiliin bir 6z bir de kabuk kismi vardir. Kolesterol esterleri (kolesteril
linoleat ve oleat gibi) ve trigliseridler gibi suda ¢oziinmeyen hidrofobik molekiiller 6z
kisminda yer alirlar. Fosfolipitler, serbest kolesterol gibi hem suda ve hem de lipitte
¢ozlinen lipitler ve hidrofilik nitelikte olan apoproteinler plazma suyuyla temasta olan
kabuk kisminda yer alirlar ve lipoprotein partikiiliiniin plazmada asili kalmasini
saglarlar. Apoproteinler lipoproteinlerin viicutta tasinma, dagilma ve metabolize
edilmelerinin diizenlenmesinde kritik bir 6neme sahiptirler. Lipoprotein partikiiliinde

lipit ve apoprotein molekiilleri stabil bir kompleks olusturur.

Viicutta lipoproteinlerin  hiicreler arasinda tasinmasinda ve hiicrelere
alinmasinda en oOnemli rolii oynayan apoproteinler apoprotein B (apo-B) lerdir.
Bunlardan Apo-B100 karaciger hiicresinde sentez edilen trigliseridin ve kolesteroliin
cok diisiik dansiteli lipoprotein (CDDL) yapisi sekline getirilmesini saglar. Boylece
karaciger hiicresi icinde sentez edilen yag asitleri enerji kaynagi olarak kullanilmak
tizere CDDL seklinde kas ve yag hiicrelerine sevk edilirler bu hiicreler tarafindan
trigliseridler alindiktan sonra kiigiilmiis olan CDDL partikiili diisiik dansiteli
lipopropteine DDL’ye doniigmiis olur. DDL ler kanin kolesterol tasiyan baslica
partikiilleridir.



2.3.2. Lipoprotein tipleri
Plazmada elektriksel yiikleri, dansiteleri, molekiil biiyiikliikleri ve kolesterol, trigliserid
ve fosfolipit oranlar1 farkli olan baglica bes tip lipoprotein partikiilii (molekiil

kompleksi) bulunur.

i) Kilomikronlar: Besin kaynakli trigliseridleri tasiyan ve en biiyiikk molekiilli
(mol.ag. 10°-10" kDa) olan lipoproteinlerdir; kiitlesinin % 84 kadarin

trigliseridler (eksojen) ve % 5 e yakin bir kismini kolesterol olusturur.

i) Cok diisiik dansiteli lipoproteinler (CDDL, beta oncesi lipoproteinler): Daha
kiigiik molekiillii (mol ag. 5x10° kDa) lipoproteinlerdir. Yaklasik olarak %
50 oraninda endojen trigliserid ve % 24 oraninda kolesterol igerir. Biiylik
kismi karacigerde serbest yag asitleriyle gliseroliin esterlesmesi apo-B100 ile
kombine edilmesi suretiyle olusturulur. Diyette fazla karbonhidrat alinmasi

bu 6gelerin olusumunu artirarak CDDL yapimini arttirir.

iii) Orta dansiteli lipoproteinler (ODL): Karacigerden kana saliverilen CDDL nin
dokularda kapilerlerden gegerken lipofiz sonucu diisiik dansiteli
lipoproteinlere (DDL) doniisiimii  sirasinda  olusan kisa Omiirlii ara

metabolitlerdir; DDL prekiirsoriidiirler.

IV) Diisiik dansiteli lipoproteinler (DDL, beta-lipoproteinler): CDDL’den doniisiim
sonucu olusan daha ufak molekiil agirlikli lipoproteinlerdir. Plazmada en
onemli kolesterol tasiyicidir; plazmadaki total kolesteroliin % 60-75 i bu

fraksiyon icindedir.

V) VYiiksek dansiteli lipoproteinler (YDL, alfa-lipoproteinler): En ufak molekiilii
mol ag. 2-4x10% kDa dolayinda olan ve yiiksek oranda (% 50 ye yakin)
protein iceren lipoproteinlerdir. YDL’ler plazmadan trigliseridlerin ve
kolesteroliin temizlenmesinde ve kolesteroliin dokulardan karacigere geri
tasinmasinda ve metabolizmasinda 6nemli rol oynarlar. Plazmada YDL
kolesterolii diizeyinin 35 mg/dL (0,9 mmol/L) nin altinda olmas1 6zelde

KKH i¢in ve genelde ateroskleroz gelismesi i¢in bir risk faktoriidiir [4].



2.4. Antihiperlipidemik Ilaclar

Antihiperlipidemik ilaglar, hiperlipidemili hastalarda kronik olarak agizdan
uygulanmak suretiyle lipidemiyi azaltan ilaglardir. Arterlerde ateroskleroz gelismesini
yavaslatmak, olugsmussa ilerlemesini yavaslatmak ve ozellikle KKH riskini azaltmak
amaciyla kullanilirlar. Ateroskleroz, intima altinda lipit birikmesi ve buna bagl ikincil
olaylarla karakterize bir arter hastaligidir. Ateroskleroz ve onun, arterini bozdugu
organlarin hastaliklar1 (kalp, beyin, bobrek vb) sanayilesmis iilkelerde en basta gelen
6liim nedenlerini olustururlar. Aterosklerozun en oliimciil yan1t KKH insidensini ve ona
bagli mortaliteyi arttirmasidir; gelismis lilkelerde yapilan istatistikler, toplam dliimlerin
% 30,7 ile % 35,8 arasindaki bir boliimiiniin KKH ye bagli oldugunu gostermistir
[2,4-6].

2.5. Antihiperlipidemik laclarin Simiflandiriimasi
Antihiperlipidemik ilaglarin ¢ogu primer etkilerine gore lipoprotein sentezini

azaltanlar ve lipoprotein katabolizmasini artiranlar olmak tizere iki gruba ayrilirlar [4,5].
Lipoprotein sentezini azaltanlar

e HMG-KoA Rediiktaz Inhibitérleri (Statinler)

e Fibrik Asit Tiirevleri (Fibratlar)

e Nikotinik Asit (Niasin) ve Tiirevleri
Lipoprotein katabolizmasin artiranlar

e Safra Asidi Baglayan Recineler (Kolestiramin ve Kolestipol)

2.6. HMG-KoA Rediiktaz inhibitorleri (Statinler)

HMG-KoA rediiktaz, insanda hepatik ve ekstra hepatik kolesterol
biyosentezinde hiz-kisitlayict basamagi olusturan HMG-KoA’nin  mevalonat’a
donlismesi olaymi katalize eder. Penicillium citrinum’dan elde edilen mevastatin
(kompaktin), Aspergillus terreus’tan elde edilen lovastatin ile Nocardia
autotrophica’dan elde edilen simvastatin fungal kaynakli dogal statinlerdir; daha sonra
pravastatin, atorvastatin ve benzerleri gibi yar1 sentetik tlirevleri yapilmistir. Bu ilaglar
genellikle on ilaglardir ve absorbe edildikten sonra etkin sekillerine doniistiiriiliirler.
HMG-KoA rediiktaz enziminin substratt olan HMG-KoA’ya ve onun yar1 indirgenmis
metabolitine benzerler; ad1 gecen enzimi kompetitif bir sekilde inhibe ederler. Bu olay

sonucu karaciger hiicresindeki kolesterol ve lipoprotein diizeyinin diismesi bu



hiicrelerin yiizeyindeki DDL reseptorlerinin dansitesinde (sikliginda) artmaya yol acar.
Boylece s6z konusu ilaglar hem lipoprotein sentezini azaltmak ve hemde apo-B iceren
lipoproteinlerin (basta aterojenik DDL olmak iizere) karaciger hiicrelerine ve diger
hiicrelere girisini orada yikimini (katabolizmasini) artirmak suretiyle kolesterolemiyi

diisiiriirler. Ote yandan antiaterojenik YDL diizeyinde artma yaparlar [2,4,5,6].

Statinler hiperkolesterolemi, familyal apo-B100 eksikligi ve hipertrigliseridemi
ile hiperkolesteroleminin birlikte oldugu karma hiperlipidemilerde KKH ve inmeye

kars1 primer ve 0zellikle sekonder profilaksi i¢in genellikle diisiik dozda kullanilirlar.

DDL diizeyinde yaptiklar1 diisme, safra asidi baglayan antihiperlipidemik
ilaglarin yaptigindan fazladir. Bu bakimdan halen en gii¢lii etki yapan ilaglardir. Ailesel
hiperlipoproteinemili olmayan tip 2 hiperlipoproteinemi olgularinda lovastatin ile
yapilan incelemeler bu ilacin DDL kolesterol ve total kolesterol diizeyini % 31- 40

oraninda diislirdiiglinli gostermistir. Diger statinler de benzer derecede diisme yaparlar.

HMG-KoA rediiktaz inhibitorlerin etkinliklerinin yiiksek olusu ve diger ilaclara
gore yan etkilerinin daha az olusu nedeniyle tedavide kullanimlar1 diger
antihiperlipidemik ilaglara gore daha fazladir. Halen tedavide kullanilmakta olan

statinler asagidakilerdir:

Atorvastatin
Fluvastatin
Lovastatin
Pitavastatin
Pravastatin
Rosuvastatin
Serivastatin

Simvastatin



2.7. Rosuvastatin Kalsiyum
2.7.1. Farmakolojisi

FDA Endokrinoloji ve Metabolik Ilaglar Danisma Komitesi rosuvastatini (5-40
mg/giin) primer hiperkolesterolemi, karma dislipidemi ve izole hipertrigliseridemi dahil
degisik lipit bozukluklarinin tedavisinde kullanilmak tizere 12 Agustos 2003'te

onaylamistir [3].

Rosuvastatin  HMG-KoA rediiktaz enziminin selektif ve kompetitif bir
inhibitoriidiir. Bu enzim insanda hepatik ve ekstra hepatik kolesterol biyosentezinde hiz
kisitlayict basamagi olusturan HMG-KoA'nin mevalonat'a donilismesi olayini katalize
eder. Mevalonat kolesterol de dahil sterollerin baslangi¢ maddesidir. HMG-KoA'nin
rosuvastatin tarafindan selektif bir sekilde inhibe edilmesi mevalonat miktarinin
azalmasina ve buna bagli olarak karaciger hiicrelerinde kolesterol diizeylerinin
diismesine neden olur. Bunun sonucunda DDL kolesteroliin dolasimdan hepatik alimi
artar ve sonunda dolasimdaki DDL kolesterol, trigliserit ve total kolesterol diizeyleri
diiser. Iki plasebolu degisen doz kontrollii ¢alismalardan elde edilen bilgilere gore
hiperkolesterolemi hastalarinda rosuvastatinin etkisi tedavinin ilk iki haftasinda
gdzlenir. Ilk iki haftada serum DDL-Kolesterol seviyesinde rosuvastatine bagli % 90
azalma gercgeklesir [7, 9]. Rosuvastatin primer hiperkolesterolemisi olan hastalara giinde
5 mg, 10 mg, 20 mg ve 40 mg dozda verildiginde DDL-kolesterolii, sirasiyla % 45, %
52, % 55 ve % 63 oraninda diisiirlir. Diger statinlerin yaptigina benzer sekilde, 6nerilen

dozlarda YDL'de orta diizeyde artisa neden olur (% 8-12) [7].

Rosuvastatinin, kendisine 6zgii yapisal baglanma yerleri ve diger statinlerle
kiyaslandiginda goreceli hipofilikligi nedeniyle hepatositlere daha iyi penetre olur ve
HMG-KoA rediiktaz enzimine daha yiliksek bir afinite ile baglanir. HMG-KoA
rediiktaza yiiksek afinite gostermesi, hepatik olmayan dokular tarafindan minimal
almirken hepatik hiicrelere daha yiliksek selektiflik gostermesi nedeniyle, DDL
kolesterolii diisirme bakimindan halen mevcut diger HMG-KoA rediiktaz enzim
inhibitorlerine (6rn. atorvastatin, pravastatin, simvastatin) kiyasla daha etkilidir.
Hiperkolesterol hastalarinin lipit profillerini gelistirmek i¢in yapilan 652 hafta siireli
denemelerde rosuvastatinin atorvastatin, simvastatin ve pravastatinden istiin oldugu

gozlenmistir. 1 yil siireli bir doz calismasinda giinde 13,4 mg rosuvastatin alan
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hastalarda hedeflenen DDL kolesterol seviyelerine giinde 20,8 mg atorvastatin alan

hasta sayisindan daha ¢ok sayida hasta ulasmistir [7].

Rosuvastatin oral yoldan kullanilir. Biyoyararlanimi yaklasik % 20'dir. Oral
yoldan verildiginde plazmada doruk konsantrasyona 3-5 saatte ulasir [9]. Lovastatin ve
simvastatin gibi ilaclarla karsilastirildiginda, plazmadaki HMG-KoA rediiktaz
inhibitorii aktivitesinin biiyiik boliimii (% 90) ana ilaca baghdir. Yiyecekler absorbsiyon
hizim1 % 20 oraninda azaltir, fakat genel biyoyararlanimini etkilemez [9]. Dozlarinin
sabah veya aksam alinmasinin farmakokinetigi veya kolesterol diizeyini disiiriicii etkisi
tizerinde herhangi bir etkisi yoktur [11]. Rosuvastatin plazma proteinlerine yaklasik %
80 oraninda baglanir [9]. Rosuvastatin sinirh 6l¢iide N-desmetil metabolitine (etki giicii
rosuvastatine gére 7 kat daha az) ve 5 S-lakton iiriiniine metabolize olur [9]. Insan
hepatik mikrozomlar1 ve insan hepatositleri ile yapilan arastirmalar rosuvastatinin
CYP3A4 izoenzimi ile ¢ok az metabolize oldugunu veya hi¢ metabolize olmadigini
gostermistir [9, 10]. Ayrica, hepatik metabolizma rosuvastatinin eliminasyonunda ¢ok
az etkilidir ve bu nedenle metabolizmalarla iliskili anlamli klinik ilag¢ etkilesmeleri de
cok azdir. Rosuvastatin esas olarak feces yoluyla degismeden (absorbe olmamis boliim
dahil % 90) itrah edilirken, % 10 kadar1 da renal yoldan elimine olur [9]. Absorbe olan
dozunun yaklasik % 70't safra yoluyla ve % 28 kadar1 renal yoldan atilir [9].
Rosuvastatinin plazma eliminasyon yar1 omrii yaklasik 20 saattir [9]. Ug, rastgele
secilmis, plasebo kontrolli, ¢ift korlii denemede 20 mg dan 80 mg a kadar tek dozlarda
rosuvastatin alan saglikli erkek goniilliillerde rosuvastatinin dozu ile maksimum plazma
konsantrasyonu (Cmaks) Ve konsantrasyon-zaman egrisi altindaki kararli durum alan
ortalamasi (AUC24) arasinda, alimdan sonra 0-24 saat’e kadar, dogrusal bir iliski oldugu
gozlenmistir. Kararli durumda, giinde 40 mg rosuvastatin ile 7 giinliik tedaviden sonra,
Cmaks 37 ng/L ve Cmaks a ulasma zamani (tmaks) 3,5 saattir. Plazma eliminasyon yart 6mrii

(tu2, e1) 20,8 saattir [7].

Rosuvastatin diger statinlerle kiyaslandiginda HMG-KoA rediiktaz enzimine
daha yiiksek bir afinite ile baglanir ve hepatik olmayan dokular tarafindan ¢ok az
tutulur. Bu nedenle yan etkileri diger statinlere gore daha disiiktiir. 14 faz 1l/111 klinik
denemesinde kayitli 2579 hastada yapilan analizde, rosuvastatin alan hastalarin % 63
iinde yan etkiler gozlenmistir. En ¢ok goriilen yan etkiler; farenjit (% 12,2), agr1 (%

6,7), bas agrist (% 6,6), grip sendromu (% 5,3), kas agrist (% 5,1) dir.



2.7.2. Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri
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Sekil 2:1 Rosuvastatin kalsiyum’un kimyasal formiilii

Rosuvastatin, kimyasal adi bis[(E)-7-[4-(4-fluorofenil)-6-izopropil-2-[metil-
(metilsulfonil)amino] pirimidin-5-il](3R,5S)-3,5-dihidroksihept-6-enoik asit] kalsiyum
tuzu ya da monokalsiyum bis (+) 7-[4-(4-fluorofenil)-6-isopropyl-2-(N-metil-N-
metansulfonilaminopirimidin)-5-il]-(3R,5S)-dihidroksi-(E)-6-heptenoat  (Sekil  2.1),
kapali formiilii (C22H27FN306S)2Ca, molekiil agirligi 1001,14 olan beyaz, amorf bir
tozdur. Asetonitril, su ve metanolde kolay, etanolde eser miktarda ¢oziiniir. Erime
derecesi 122°C dir. Elementel analiz degerleri C: % 51,01, H: % 5,64, N: % 8,10, F: %
3,66, asitlik sabiti degeri pKa: 3,8 olarak bildirilmistir.

2.00

Absorbans
<
"-._.“_‘5

0.00
200.0

Dalgaboyu (nm) 400.0

Sekil 2:2 Rosuvastatinin 8 ug/mL konsantrasyonda asetonitril ¢ozeltisindeki UV
spektrumu
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Sekil 2:3 Rosuvastatinin FT-IR spektrumu

2.7.3. Rosuvastatin icin Gelistirilmis Analiz Yontemleri
2.7.3.1. Spektrofotometrik ve Dansitometrik Yontemler

Rosuvastatinin farmasétik preparatlarda ve diger ilaglarla yanyana tayinleri i¢in
spektrofotometri ve dansitometri yontemleri kullanilarak yapilan ¢alismalar asagida

0zet halinde sunulmustur.

Gupta ve arkadaslar1 [12] rosuvastatinin tabletlerde analizi i¢in 2-18 ug/mL
konsantrasyon araliginda dogrusal olan ultraviyole (UV)-spektrofotometrik bir yontem
gelistirmiglerdir. Bu yontemde Olgmeleri 244 nm dalgaboyunda yapmuslar ve

metanoldeki molar absorptivite katsayisini 7,22345 x 10* L/mol.cm olarak bulmuslardir.

Prajapati ve arkadaslar1 [13] rosuvastatin kalsiyumun tabletlerde analizi i¢in
ekstraktif spektrofotometrik bir yontem gelistirmislerdir. Rosuvastatin ve safranin
arasinda pH 7,2 fosfat tamponunda olusan iyon ¢iftine dayanan bu yontemde 6lgmeler
518 nm dalgaboyunda yapilmis ve yontemin dogrusallik araligi 5-25 pg/mL, geri

kazanim orani1 % 100,94 olarak bulunmustur.
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Uyar ve arkadaslar1 [14] da rosuvastatinin tabletlerde analizi igin UV-
spektrofotometrik bir yontem gelistirmisler ve 243 nm dalgaboyunda yaptiklari
Olgmelerle metodun dogrusallik araligini, 1- 60 ug/mL, gozlenebilme simirmi 0,33

ug/mL olarak belirlemislerdir.

Rosuvastatinin farmasétik preparatlarda goriiniir bolgedeki tayini i¢in Tuljarani
ve arkadaslar1 [15] yiikseltgen serik amonyum siilfat varliginda 3-metilbenztiyazolinon-
2-hidrazon belirteci ile tiirevlendirilmesine (Yontem A) ve rosuvastatin ile kobalt
tiyosiyanat arasinda olusan kompleksin tayinine (Yontem B) dayanan iki yontem
gelistirmisglerdir. Yontem A ve Yontem B icin dogrusallik araliklari sirasiyla, 2-14
ug/mL ve 50-250 ug/mL dir. Her iki yontemde rosuvastatinin tabletlerde analizine

basariyla uygulanmstir.

Gajjar ve arkadaslar1 [16] rosuvastatin ve ezetimib’in Yyanyana tiirev
spektrofotometrisi yontemi ile tayinini yapmislardir. Spektrumlarin birinci tiirevlerini
alarak yaptiklar1 g¢alismada rosuvastatin i¢in 237,4 nm, ezetimib ig¢in 223.4 nm
dalgaboylarin1 kullanmiglar ve her iki ilacin dogrusallik araligimi 2,5-15 ug/mL olarak
belirlemislerdir. Geri kazanim oran1 % 98-102 olan yontemi bu ilaglarin tabletlerden

yanyana analizlerine uygulamiglardir.

Kumari ve arkadaglar1 [17] da gelistirdikleri ii¢ ayr1 yontemde olusan renkli
bilesiklerin goriiniir bolgedeki absorpsiyonlarini 6l¢mek suretiyle rosuvastatinin tayinini
yapmuglardir. Yontem A da 2,2’-bipiridin ile olusan turuncu renkli kromojeni 490 nm
de, Yontem B de demir kloriir ve potasyum ferrisiyaniir ile rosuvastatin arasinda olusan
yesil kompleksi 730 nm de, Yontem C de ise Solokrom Siyah T ile olusan mor renkli

kompleksi 470 nm de tayin etmislerdir.

Sane ve arkadaslart [18] rosuvastatin kalsiyumun tabletlerde analizi igin
gelistirdikleri dansitometrik yontemde silikajel 60 Fos4 HPTLC (Yiiksek Performansli
Ince Tabaka Kromatografisi) plaklarma uyguladiklar: &rnekleri, toluen-metanol-etil
asetat-formik asit (6,0:1,0:3,0:0,1) mobil faz sisteminde vyiiriitmiigsler ve 265 nm
dalgaboyunda tayin etmislerdir. Yapilan analizde dogrusallik araligi 1-5 ug/mL olarak

bulunmustur.

Chaudhari ve arkadaslar1 [19] rosuvastatin, simvastatin ve pravastatinin

tabletlerde HPTLC ile tayini igin basit ve tekrarlanabilir bir dansitometrik yontem
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gelistirmislerdir. Bu yontemde stasyoner faz olarak silikajel 60 F2s4 plak, mobil faz
olarak kloroform-metanol-toluen (6:2:2) karisimi kullanarak simvastatin, pravastatin ve

rosuvastatin i¢in gozlenebilme sinirlarini sirastyla 15, 9, 8 ng olarak tayin etmislerdir.

2.7.3.2. HPLC ile Tablet Analizleri

Rao ve arkadaslar1 [20] rosuvastatinin farmasotik dozaj formlarinda HPLC ile
analizini ve bu yontemin validasyonunu yapmislardir. Bu yontemde tayin Cig kolonda,
0,02 M fosfat tamponu (pH 6,8)-asetonitril (60:40) mobil faz karigimi ile 0,6 mL/dak
akis hizinda 242 nm dalgaboyunda gergeklestirilmistir.

Rosuvastatinin  farmasotik  preparatlar ve hammadde bozunma {iriinleri
varhigindaki tayini i¢in Hasumati ve arkadaslar1 [21] bir yontem gelistirmislerdir. Bu
yontemde Cig kolon ve asetonitril-% 0,5 formik asit (50:50) mobil faz karisimi
kullanilmis, dedeksiyon 248 nm dalgaboyunda yapilmis ve 5-300 ug/mL araliginda bir

dogrusallik saptanmaistir.

Krishnaiah ve arkadaslar1 [22] rosuvastatinin, ilgili bilesiklerinin ve bozunma
Uriinlerinin tayini i¢in bir yiikksek performanslt sivi kromatografisi yontemi
gelistirmistir. Rosuvastatinin asit, baz, su hidrolizi, fotolitik ve termal stres gibi stres
kosullarina maruz birakilmasiyla olusan ilgili bilesiklerinin ve bozunma iiriinlerinin
tayini, Cig kolonda, 0,02 M potasyum dihidrojen ortofosfat (pH:3)-asetonitril-su mobil
faz karisiminin gradient olarak uygulanmasiyla gergeklestirilmistir. Gézlenebilme sinirt

0,05 pg/mL olarak belirlenmistir.

Sankar ve arkadaglart [23] rosuvastatinin tabletlerde ve yiginda ters faz sivi
kromatografik analizini Cig kolonda, asetonitril-orto fosforik asit (pH: 3) (48:52)
karigtmint mobil faz olarak kullanarak, 245 nm dalgaboyundaki dedeksiyon ile

yapmislardir. Bu analizde dogrusallik araligi 5-30 ug/mL olarak saptanmustir.

Bozunma {irlinlerinin varliginda rosuvastatinin kromatografik analizi Mehta ve
arkadaslar1 [24] tarafindan gergeklestirilmistir. Ilacin farkli pH larda ve oksidatif,
fotolitik ve termal stress altinda bozundurulmasiyla yapilan bu ¢alismada elde edilen

sonuglar, yontemin tabletlere uygulanmasiyla elde edilen sonuglarla uyumludur.

Sharma ve arkadaslart [25] rosuvastatin kalsiyum ve ezetimibin kombine
preparatlarda tayinini Cig kolonda Tween-20-n-butanol misel karisimindan (60:20:20)

olusan mobil faz sistemi ile gerceklestirmislerdir. 314 nm dalgaboyunda yapilan
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analizde 5-10 mg/L konsantrasyon araliginda dogrusallik saptanmistir. Ayni
calismacilar [26] bu iki etken maddenin tabletlerde analizi i¢in bir de ters faz sivi
kromatografik yontem gelistirmislerdir. C1g kolonda, metanol-asetonitril-fosfat tamponu
(pH: 3,5) (60:20:20) mobil faziyla gerceklestirilen analizde dedeksiyon 279 nm de

yapilmis, dogrusallik aralig1 ayni bulunmustur.

Varghese ve arkadaslar1 [27] ezetimib ve rosuvastatin kombine tabletlerinde
yaptiklar1 yanyana analizde Cis kolon, % 0,1 ortofosforik asit (pH: 3,5)-asetonitril
(63:37) mobil faz karisimi kullanarak 245 nm dalgaboyunda ¢alismiglardir. Dogrusallik
araligint 0,5-10 pg/mL olarak belirledikleri ¢alismayr Uluslar arasi1 Harmonizasyon
Konferans1 (ICH) kilavuzlarina gore valide etmisler ve tablet yardimer maddelerinin

girisim yapmadigini bildirmislerdir.

Doshi ve arkadaslar1 [28] rosuvastatin ve telmisartanin farmasotik dozaj
formlarinda analizi igin basit bir yontem gelistirmislerdir. Bu yontemde ayrilma Cig
kolonda, amonyum dihidrojen fosfat (pH: 3)-metanol (65:35) mobil faz karigimi
kullanilarak saglanmigtir. Akis hizi 1,5 mL/dak, dalgaboyu 298 nm olan yontemin

dogrusallik araligi 6-18 pug/mL olarak bulunmustur.

Gomes ve arkadaglar1 [29] pravastatin, fluvastatin, atorvastatin ve rosuvastatinin
farmasotik preparatlarda HPLC ile tayini i¢in, ayrilmanin Cig kolonda ve metanol-su
(60:40) mobil faz karisimi ile saglandigi bir yontem gelistirmislerdir. Bu yontemde

rosuvastatin i¢in gézlenebilme sinir1 1,55 pg/mL olarak tayin edilmistir.

Rajkondawar [30] ezetimib ve rosuvastatinin yanyana tayini i¢in bir analiz
yontemi sunmustur. Bu yontemde stasyoner faz C1g kolon, mobil faz 0,05 M potasyum
dihidrojen fosfat-asetonitril (55:45) karisimi, dedeksiyon dalgaboyu 235 nm olarak

kullanilmastir.

2.7.3.3. HPLC ile Biyolojik Sivi Analizleri

Rosuvastatinin biyolojik sivilarda HPLC ile bugiine kadar yapilan analizleri UV
dedeksiyon ve kiitle spektrometrik (MS) dedeksiyona dayanmaktadir. Bu tez
kapsaminda gelistirilen yontem maddenin analizindeki ilk tiirevlendirme ¢aligmasi ve

fluorimetrik dedeksiyona dayanan ilk yontemdir.

Kumar ve arkadaglarinin [31] rosuvastatinin sican plazmasinda HPLC ile tayini

icin gelistirdikleri yontemde plazmadan ekstraksiyon i¢in asetonitril kullanilmais,
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coktiirmeden sonra kalan organik faz u¢urulmus ve kalinti mobil fazda ¢oziiliip sisteme
enjekte edilmistir. Cig kolon ve 0,05 M formik asit-asetonitril (55:45) mobil faz
sisteminde gergeklestirilen analizde etkin bir ayrilma saglanmis, 0,02-10 ug/mL
konsantrasyon araliginda dogrusal sonuclar elde edilmistir. Dedektér dalgaboyu 240

nm, mobil faz akis hiz1 1 mL/dak segilmistir.

Sultana ve arkadaslart [32] seftriakson sodyum ve statin grubu ilaglarin
(simvastatin, rosuvastatin, atorvastatin ve pravastatin) farmasotik formiilasyonda ve
serumda yan yana analizi i¢in bir ters faz sivi kromatografik yontem gelistirmislerdir.
Yontemde Cig kolon ve metanol-pH: 2,8 orto fosforik asit-asetonitril (70:15:20) mobil
faz karigimi kullanilmis ve 240 nm dalga boyunda calisilmistir. Dogrusallik araligi 2,5-
25 ug/mL, geri kazanim orami % 98,72 olarak belirlenmistir. Gelistirilen yontem

statinlerin tek basina veya seftriakson ile kombine olarak analizine imkan saglamistir.

Atenolol, rosuvastatin, spirolakton, glibenklamit ve naproksenin kandaki
analizleri Yin-Hai ve arkadaslar1 [33] tarafindan gelistirilen yontemle yapilmistir. Bu
yontemde maddeler ortamdan asetonitrille ekstre edilmisler ve Cig kolonda metanol-
0,01M asetik asit (78:22) mobil faz karisimi ile eliie edilmislerdir. Bu yontemde geri

kazanim oran1 % 94-103 olarak bildirilmistir.

Atenolol, rosuvastatin, spironolakton, glibenklamit ve naproksen sodyumun
farmasotik preparatlarda ve insan plazmasinda yan yana tayini Sultana ve arkadaslarinin
[34] gelistirdikleri bir yontemle yapilmistir. Metanol-pH: 3,4 orto fosforik asit (80:20)
¢oziicii sistemi ile Cig kolonda ayrilan maddeler 235 nm dalga boyunda tayin
edilmislerdir. Gelistirilen yontem atenolol, rosuvastatin, spironolakton, glibenklamit ve
naproksenin ilag¢ etkilesimleri ¢aligmalarina uygulanmis ve dort farkli terapotik siniftan

olan bu ilaglarin birlikte alindiklarinda tayin edilebilmelerine olanak saglamistir.

Rosuvastatin ve gemfibrozilin insan plazmasinda yan yana analizinde Shivva ve
arkadaglar1 [35] plazma proteinlerini asetonitrille ¢oktiirdiikten sonra kalan kismi
ucurmuslar ve mobil fazda ¢6zerek sisteme vermislerdir. Stasyoner faz olarak Cig kolon
kullanilmig, mobil faz bilesimi de 0,01 M amonyum asetat-asetonitril-metanol
(50:40:10) olarak se¢ilmistir. Yontemde rosuvastatin i¢in tayin sinir1 0,3 pg/mL olarak

saptanmis, gelistirilen yontem sicanlarda yapilan farmakokinetik tayine uygulanmistir.
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Atorvastatin, lovastatin, pravastatin, rosuvastatin ve simvastatinin farmasotik
formiilasyonlarda ve in vitro metabolizma c¢alismalarinda tayini i¢in Khalid ve
arkadaglar1 [36] kapsaml1 bir ¢alisma yapmislardir. C1g kolonda 0,01 M amonyum asetat
(pH:5)-asetonitril-metanol mobil faz karisiminin gradient uygulanmasi ile 237 nm dalga
boyunda gergeklestirilen analizde, in vitro ¢alisma igin ekstraksiyon ¢oziiclisii olarak
etil asetat kullanilmistir. Bes statinin birbirinden ayrilmasi saglanmis, yontemin rutin

analizlere uygulanabilirligi gosterilmistir.

Rosuvastatinin ~ insan  plazmasinda tandem kiitle spektrometrisi  sivi
kromatografisi (LC-MS/MS) kullanilarak gergeklestirilen tayininde Chang ve
arkadaglar1  [37] ekstraksiyon yoOntemi olarak sivi-sivi  ekstraksiyonundan
faydalanmislardir. Etil asetat-diklormetan (4:1) karisimi ile ekstre edilen plazmalar, Cis
kolonda % 7,5 metanol: % 2,5 0,005 M amonyum format-asetonitril-% 1 lik metanoik
asit (7.5: 2.5: 70: 20) karisimindan olusan mobil faz ile eliie edilmislerdir. Mobil faz
akis lizi 0,5 mlL/dak, kolon sicakligi 40°C olarak ayarlanmistir. Elektro sprey
iyonizasyonlu (ESI) ve iyon tuzak kaynakl tripl quadrupol MS dedektorde, pozitif iyon
takibi ile izlenen analizde dogrusallik araligi 0,1-60 pg/L olarak bulunmustur.

Saleh ve arkadaslar1 da [38] insan plazmasinda rosuvastatin tayini i¢in bir LC-
MS/MS yontem gelistirmislerdir. Bu yontemde ¢ok sayida numune ile galisilirken
plazmadan sivi —sivi ekstraksiyon ile madde ekstraksiyonu yapildiginda meydana gelen
zorluklarin azaltilmasi i¢in ekstraksiyon otomatik hale getirilmistir. Cig kolonda
gradient mobil faz uygulamasi ile yapilan analizde rosuvastatin, ¢oklu reaksiyon
goriintiileme yolu ile saptanmistir. Tayinin dogrusallik araligi 50-2500 pg/mL dir.

Valide edilen yontem biyoesdegerlik ¢aligsmalarina basariyla uygulanmastir.

Rosuvastatinin insan plazmasinin kiigiik hacimlerindeki hassas tayini i¢in, yeni
bir LC-MS/MS metodu gelistiren Reddy ve arkadaslar1 [39] plazmadan ekstraksiyon
icin asetonitril ile ¢oktiirme uygulamislar, geri kazanim oranini ortalama % 91,39 olarak
bulmuslardir. 0,5 mL/dak akis hizindaki 0,05 M formik asit-asetonitril (20: 80) mobil
faz ile ODS-3 kolonda yapilan analizde go6zlenebilme sinir1 0,05 ng/mL olarak

bulunmustur.

Lei ve arkadaslari [40] idrarda rosuvastatinin tayini igin i¢ standart olarak
pitavastatinin kullanildig1 bir yontem gelistirmislerdir. Metil tersiyer butil eter ile ekstre

edilen maddeler Cis kolonda, metanol-su-formik asit (70: 30: 1) mobil faz sisteminde
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0,25 ml/dak akis hizinda analiz edilmistir. Kiitle spektrometre pozitif ESI ile
calistirilmig, iyonlarn izlenmesi ¢oklu reaksiyon goriintileme kullanilarak
gerceklestirilmistir. 7 giin boyunca giinde 5, 10, 20 mg rosuvastatin alan 20 saglikli
goniilliintin idrar 6rneklerinden yapilan analizlerde dogrusallik araligi 2-500 ug/L, tayin

smir1 2 pug/L olarak bulunmustur.

Rosuvastatinin insan plazmasinda tayini i¢in Jun ve arkadaslar1 [41] hassas bir
LC-MS/MS yontem gelistirmiglerdir.  Plazma orneklerinden rosuvastatinin ekstre
edilmesi i¢in etil eter kullanmislar kromatografik ayrilmayi1 Cig kolonda, metanol-pH:6
amonyak ¢ozeltisi (75: 25) mobil faz karisimi ile gergeklestirmislerdir. Dedeksiyon ESI
ile negatif iyonlar izlenerek yapilmistir. 200 pl plazma ile yapilan ¢alismada dogrusallik
araligi 0,020-60 ng/mL tayin sinir1 0,020 ng/mL olarak saptanmistir. Gelistirilen yontem

rosuvastatinin farmakokinetik ¢aligmasina basartyla uygulanmaistir.

Lan Ke ve arkadaslar1 [42] rosuvastatinin insan plazmasinda analizi i¢in iyon
cifti stvi sivi ekstraksiyonu kullanarak ESI/MS dedeksiyona dayanan bir yontem
gelistirmiglerdir. Kromatografik ayrilma Cig kolonda % 2 formik asit-metanol (20: 80)
mobil faz karisimi ile 1 mL/dak akis hizinda saglanmistir. Metodun tayin sinirt 0,1

ng/mL olarak belirlenmis ve analitin plazmadaki stabilitesi incelenmistir.

Dong-Hang ve arkadaslar1 [43] rosuvastatinin insan plazmasindaki analizi i¢in
gelistirdikleri LC-MS/MS yontemde, eter ile sivi-sivi ekstraksiyonu yaptiktan sonra
maddeyi Cis kolonda, % 0,2 formik asit-metanol (30:70) mobil faz karigimi ile

ayirmiglardir. Yontemin tayin sinirt 0,2 ng/mL olarak belirlenmistir.

Rosuvastatinin insan plazmasindaki tayini Oudhoff ve arkadaslar1 tarafindan
[44] uygulanan mikrobor LC-MS/MS yontemi ile yapilmistir. Yontemde 0,5, 1,0 ve 2,0
mm i¢ ¢apli HPLC kolonlar1 kullanilmig, bu kolonlarin etkinlikleri ve Kkiitle
hassasiyetleri 4,6 mm i¢ capli kolonlarla karsilastirilmistir. Kati-faz ekstraksiyonu
(SPE) kullanilarak hazirlanan plazma o6rnekleri mikrobor kolona verilmis ve kolon
tikanmasi ve hizli bozunma gibi herhangi bir problemle karsilasiimamistir. Bu yontemle
gozlenebilen rosuvastatin miktar1 0,3 pg’dir ve geleneksel HPLC metoduna goére ¢ok

daha az numune tiikketimi olmustur.

Singh ve arkadaslar1 [45] rosuvastatinin plazmada tayini igin bir LC-MS/MS

yontem gelistirmislerdir. Plazma matriksinden analitin ayrilmast i¢in kati-faz
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ekstraksiyonu kullanmislar ardindan maddeyi Cig kolonda % 0,2 formik asit-asetonitril
(40:60) mobil faz karisimi ile 1,0 mL/dak akis hizinda ayirmiglardir. Dogrusallik araligi

1,0- 50,0 ng/mL olan yontem ile maddenin stabilitesi de ¢aligilmistir.

Rosuvastatin ve fenofibrik asitin plazmada yan yana tayini Trivedi ve
arkadaglar1 [46] tarafindan c¢alisilmis, gelistirilen yontem valide edilmis ve klinik
calismaya uygulanmigtir. 500 pul plazma 6rnekleri etil asetatla ekstre edilmis, organik
faz ayrilmis, azot altinda ugurulmus, elde edilen kalintidaki maddeler (0,05 M formik
asit-asetonitril (45: 55)) mobil fazi ile ¢oziindiiriildiikten sonra Cig kolonda ayrilmustir.
ESI pozitif iyon takibi ile saptanan maddelerin dogrusallik araliklari rosuvastatin ve

fenofibrik asit i¢in sirastyla 1,0-50,0 ng/mL, 0,5-20,0 ng/mL olarak belirlenmistir.

2.8. 9-Antrildiazometan (ADAM) Belirteci Hakkinda Genel Bilgi ve Bu Belirtecle
Yapilan Calismalar

9-Antrildiazometan (ADAM) kirmizi-turuncu renkli, kokusuz bir tozdur, aseton,
asetonitrilde ¢oziiniir. Kapali formiilii CisH1oN2, molekiil agirhigi 218,25 g/mol diir.
Stabilitesinin diisiikliigii nedeniyle -20°C de muhafaza edilmelidir (Sekil 2.4).

CHN,

ADAM

Sekil 2:4 ADAM belirtecinin kimyasal formiilii

Diazometil belirteglerinden biri olan ADAM’in sentezlenmesi basittir ve
ortamdaki suyun varliginda bile bir katalizore ihtiyag duymadan, basit kosullar altinda
reaksiyon verebilir. ADAM fluoresans belirteci olarak genis bir kullanim alanina
sahiptir ve biyolojik olarak 6nemli olan karboksilik asitlerin pikomol seviyesinde

tayinine imkan saglar [47].
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Belirtecin ila¢ analizlerinde kullanildig1 az sayida ¢alisma ve diger kullanim

alanlarindan segilen yayinlar asagida 6zetlenmistir.

Hayakawa ve arkadaslarinin [48] yiiksek performansli afinite kromatografisi ile
biotinin (vitamin H) tayini icin gelistirdikleri yontemde, tripsin ile muamele edilmis
avidin silikajel kolon ve 2-propanoliin 0,7 M sodyum kloriir i¢eren asidik fosfat
tamponundaki mobil faz ¢ozeltisi kullanilmistir. % 0,1 lik ADAM gozeltisi ile
tiirevlendirilen 6rnekler oda sicakliginda 1 saat bekletildikten sonra HPLC sistemine
enjekte edilmislerdir. Gelistirilen yontem yiyecekler, dokular ve viicut sivilarina

basartyla uygulanmistir.

Noguerias ve arkadaslar1 [49] deniz fitoplanktonunda asidik polieter toksinlerin
tayini i¢in {i¢ farkli fluoresans belirteci (3-bromometil-6,7-dimetoksi-1-metil-2(1H)-
kinoksalinon, 9-klorometilantrasen ve ADAM) kullanarak gelistirdikleri HPLC
yontemlerini karsilagtirmiglardir. Standart toksinler ve fitoplanktonlari metanole ekstre
edildikten sonra ¢6ziicli ucurulmus ve kalint1 belirteglerle tiirevlendirilmistir. ADAM ile
yapilan tiirevlendirmenin kromatografik kosullari; Cig kolon, asetonitril-metanol-su
(70:15:15) mobil faz karisimi, 1 mL/dak akis hizi olarak belirlenmistir. Y Ontemin
eksitasyon ve emisyon dalga boylari sirasiyla 254 nm, 412 nm ve tayin siir1 0,714 ng

olarak saptanmustir.

Jurenka ve arkadaglar1 [50] tarafindan gelistirilen tirt1l larvalarindaki bakteriyel
enfeksiyona cevaben iiretilen prostaglandin miktar tayini yonteminde prostaglandinler
etil asetata ekstre edildikten sonra % 0,15 lik ADAM g¢ozeltisiyle dort saat siireyle oda
sicakliginda tiirevlendirilmistir. Ters faz Cig kolonda asetonitril-su mobil faziyla ayrilan
ornekler 250 nm eksitasyon, 410 nm emisyon dalga boylarinda tayin edilmistir.

Yontemin dogrusallik araligr 50-500 pg/mL olarak belirlenmistir.

Fenoksi asit herbisitleri olarak adlandirilan 2,4-diklorofenoksiasetik asit ve 2-
metil-4-klorofenoksiasetik asitin kopek plazmasinda ve idrarinda yan yana analizi i¢in
Dickow ve arkadaslar1 [51] ADAM belirteci ile fluorimetrik tiirevlendirmeye dayanan
bir ters faz sivi kromatografik yontem gelistirmislerdir. Plazma 6rnekleri etil asetat:
hekzan karigimiyla ekstre edildikten sonra ADAM ile tiirevlendirilmis ve oda
sicakliginda 10 dakika bekletildikten sonra Cig kolonda, 1 mL/dak akis hizindaki
asetonitril-su (75:25) mobil fazi ile ayrilmiglardir. Bu iki maddenin yan yana

analizindeki ilk ¢alisma olan bu yontem 0,5- 5,0 mg/L dogrusallik araligina sahiptir.
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Kitamori ve arkadaglar1 [52], prostoglandinlerin plazmadaki eser miktarlarini
tayin edebilmek i¢in femtomol seviyesinde hassasiyete sahip lazer indiiksiyonuna
dayanan fluorimetrik dedeksiyonlu (HPLC/LIF) bir yiiksek performansli sivi
kromatografisi yontemi gelistirmiglerdir. Plazma Ornekleri etanol ekstraksiyonunu
takiben kati-faz ekstraksiyonu 6n islemlerinden sonra, n-pentan-su-etanol ekstraksiyonu
ile saflagtinrlan ADAM belirteci ile karanlikta, bir saat, oda sicakliginda
tirevlendirilmistir. Normal faz HPLC kolonunda ayrilan tiirev, izooktan- etilasetat-
etanol-asetik asit (75:20:5:2) mobil faz1 ile ayrilmistir. Dedeksiyon He-Cd lazer 1s1k
kaynagi kullanilarak eksitasyon dalgaboyu 325 nm, emisyon dalgaboyu 412 nm de
yaptlmistir. Yontemin dogrusallik araligi 25-500 pg/mL, geri kazanim orant % 89

olarak belirlenmistir.

Bir anjiyotensin-l-doniistiiriicii enzim inhibitdrii olan imidapril ve aktif
metabolitinin insan plazma ve idrarindaki tayini i¢in Kozo ve arkadaslar1 [53] ADAM
belirteci ile tlirevlendirmeye dayanan bir yontem gelistirmislerdir. Kati faz
ekstraksiyonu ile plazma ve idrardan ekstre edilen imidapril ve metaboliti, ADAM ile
tirevlendirildikten sonra silikajel yapili kat1 faz ekstraksiyon kartusunda saflastirilmis
ve sonra tlirevler HPLC ile analiz edilmistir. Yontemin gozlenebilme siniri plazma igin
0,2 ng/mL, idrar i¢in 10 ng/mL olarak bulunmus, gelistirilen yontem imidaprilin saglikli

goniilliilerdeki farmakokinetik ¢aligmasina basariyla uygulanmistir.

Stein ve arkadaslarinin [54] 3-(2-karboksietiltiyo)-3- [2-(8-feniloktil) fenil]
propanoik asitin plazmada tayini i¢in gelistirdikleri HPLC yonteminde analit plazma
orneklerinden sivi-sivi ekstraksiyonu ile ¢oziiciiye alindiktan sonra ADAM ile
tiirevlendirilmistir. HPLC cihazina baglanan bir kolon degistirme iinitesiyle analizin iki
ayrt kolonda yapilmast saglanmistir. Tiirevlendirilen O6rnekler once kati faz
ekstraksiyonuna tabi tutulmus sonra kisa silika kolona enjekte edilmistir. Silika kolonda
ayrilan madde pikleri daha ileri kromatografik ayrilma i¢in analitik silika kolona
aktarilmig ve 365 nm eksitasyon, 415 nm emisyon dalga boylarinda tayin edilmislerdir,

yontemin dogrusallik araligi 10-5000 ng/mL dir.

Oksalik asitin plazmada tayini i¢in Shimizu ve arkadaslar1 [55] oksalik asiti de
iceren diisiik molekiil agirlikli karboksilik asitleri plazmadan bir ultra filtreden siizerek
ve Cig kartustan gecirerek ayirmiglardir. Oksalik asit tri-butil fosfat ile ekstre edilmis,

organik tabaka ADAM ile reaksiyona sokularak fluoresans gosteren bir tiireve
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esterlestirilmistir. Tlirev HPLC sistemine enjekte edilmis, 0,2-20 pg/mL konsantrasyon

araliginda dogrusallik saptanmistir.

Hauptle ve arkadaslar1 [56] hiicre kiiltiirii skalasinda dolikol-fosfatlarin (Dol-P)
HPLC ve kiitle spektrometrisi ile analizi i¢in yeni bir ydntem gelistirmislerdir.
Dolikoller, 6karyotik membranlarin temel yapisal bilesenleri olan poliprenol yaglaridir.
Dol-P lerin biyolojik dnemleri Dol-kinaz eksikligi gibi dol biyosentetik kusurlarina
bagl diizensizlikler ile agiklanabilir. Genetik insan hastaliklarinin karakterizasyonu ve
terapotik denemelerin  degerlendirilmesi i¢in hiicre kiiltiirleri muhtemel deney
kaynaklar1 olarak kabul edilirler. Bu tayinde insan hiicre kiiltiiriinde Dol-P analizi ve
miktar tayini i¢in, dogal Dol-P kompozisyonu ve a-izopiren birimleri negatif iyon
ESI/MS ile tamimlanmis, ADAM ile fluorimetrik olarak etiketlenen Dol-P HPLC ile
ayrilmis ve poliprenol-P i¢ standart miktar1 ile kiyaslanarak tayin edilmistir. Bu

calismada pravastatinin hiicrelerde Dol-P olusumuna etkisi de incelenmistir.

Hayakawa ve arkadaslar1 [57] lipoik (tiyoktik) asit tayini ig¢in bir afinite
kromatografisi yontemi gelistirmislerdir. Avidin bagh silikajel tripsin ile muamele
edilmis ve 20 x 4,0 mm boyutlu bir kolon yapilmigtir. Maddeyi eliie etmek i¢in sodyum
kloriir igeren asidik fosfat tamponundaki 2-propanol ¢ozeltisi (pH: 2,4) kullanilmis ve
lipoik asit ADAM ile tiirevlendirilmistir. YOntemin tayin sinirt 2,68 pmol olarak
saptanmistir. Test edilen yiyecekler arasinda yumurta sarisi, 1spanak, piring kepegi, kuru

mayanin yiiksek miktarlarda lipoik asit igerdikleri goriilmiistir.

Su mercimeginde yasmonik asit (JA) tayini Kristl ve arkadaslar1 [58] tarafindan
gelistirilen fluorimetrik dedeksiyonlu HPLC yontemi ile yapilmistir. Bitki materyalleri
ekstre edilmis ve ADAM belirteci ile tiirevlendirilmistir. Ornek hazirlama adimlarindaki
JA kayiplarinin diizeltilmesi i¢in i¢ standart olarak dihidroyasmonik asit kullanilmistir.
LC/MS analizi bir mol JA ile bir mol ADAM belirtecinin reaksiyona girdigini
dogrulamistir. Tirevler Cig kolonda asetonitril- su karisiminin gradient uygulanmasi ile
ayrilmistir. Eksitasyon ve emisyon dalga boylari sirasiyla 254 ve 412 nm, gézlenebilme
smirt 2,9 ng/mL dir. Gelistirilen yontemin segicilik ve dogrulugu LC-MS/MS

metoduyla dogrulanmustir.

Nishimura ve arkadaslar1 [59] konjuge linoleik asitlerin ters faz HPLC ile tayini
icin basit ve hassas bir yontem gelistirilmislerdir. Yontem doymus ve doymamis

(konjuge ve konjuge olmayan) yag asitlerinin 9-antrilmetil esterlerinin ayrilmasi esasina
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dayanir. Diger yag asitleri gibi konjuge linoleik asit de ADAM ile oda sicakliginda
izomerizasyon ve konjuge baglarin dekompozisyonu olmaksizin 9-antrilmetil esterine
doniistir. Ayrilma Cig kolonda, metanol-su mobil faz karisiminin gradient uygulanmasi
ile saglanmistir. Gelistirilen yontem siit ve giinlik {riinlerdeki yag asidi

kompozisyonlarinin tayinine de uygulanmistir.

Bazi kamgili tek hiicrelilerin neden oldugu kizil gelgitlerdeki yag asitleri
kompozisyonunun tayini igin Terasaki ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilen [60]
yontemde Heterosigma akashiwo, Chattonella antiqua, ve C. marina ADAM belirteci
ile reaksiyona sokulmus ve olusan yag asitlerinin 9-antrilmetil esterleri Cis kolonda
asetonitril-su-2-propanoliin gradient uygulanmasi ile herhangi bir 6n isleme tabi

tutulmadan analiz edilmislerdir.

Serumda N-karbamoil aspartat ve L-dihidrorotat’in HPLC ile tayini Hayek-
Oussini ve arkadaglar1 [61] tarafindan gergeklestirilmistir. 1 mL serum Ornegi sivi-sivi
ekstraksiyona tabi tutulduktan sonra tiirevlendirilmis, Cig kolonda asetonitril-10 mM
sodyum asetat tamponu (pH: 6,0) ¢o6ziicii sisteminin gradient uygulanmas: ile
ayrilmislardir. Eksitasyon ve emisyon dalga boylar1 sirasiyla 365 nm ve 412 nm,
dogrusallik araligi L-dihidrorotat i¢in 0,8-60 ug/mL, N-karbamoil aspartat igin 0,9-90
ug/mL dir.

Idrarda agilkarnitin tayini Toshihiro ve arkadaslari [62] tarafindan gelistirilen
yontemle yapilmistir. Aminopropil kolonda asetonitril-fosfat tamponunun gradient
uygulanmasi ile ayrilan maddeler hizli atom bombardimani kiitle spektrometrisi ile
tayin edilmistir. Caligmada tayin smir1 10 nmol/ml olarak saptanmig, matriks etkisi,

kesinlik ve yontemin yapisal segiciligi incelenmistir.

Kargas ve arkadaslar1 [63] insan serumunda uzun zincirli yag asitlerinin tayini
icin yeni bir sivi kromatografik yontem gelistirmislerdir. ADAM belirteci ile
esterlestirilen yag asitlerinin reaksiyonu oda sicakliginda 1sitma ve katalizér olmadan
gerceklesmistir. Secilen 19 yag asidi karisimi Cig kolonda asetonitril-su-metanol mobil
faz karisiminin gradient uygulanmasi ile 365 nm eksitasyon ve 412 nm emisyon dalga
boylarinda tayin edilmislerdir. Gelistirilen yontem Cg den Cz2 ye kadar olan yag
asitlerinin serumdan ekstraksiyonuyla elde edilen 6rneklere de uygulanmistir. Serumdan
tayinde tayin sinir1 10 pmol/pl den daha az ve geri kazanim % 92 den fazla olarak

saptanmistir.
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3. GEREC VE YONTEM
Bu tez calismasi Istanbul Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Analitik Kimya

Anabilim Dal1 Arastirma Laboratuvarinda 2007-2010 yillar1 arasinda yapilmastir.

3.1. Kimyasal Maddeler, Coziiciiler ve Cozeltiler
3.1.1. Kimyasal Maddeler ve Coziiciiler

Calismada kullanilan kimyasal maddeler ve ¢oziicliler asagida verilmistir:

Rosuvastatin kalsiyum %,

Crestor ® 20 mg tablet ?,

Lovastatin?,

ADAM?,

Sodyum asetat (analitik saflikta)?,
Susuz sodyum siilfat (analitik saflikta)?,
Asetonitril (HPLC safliginda) 3,

Etil asetat (EA) (analitik saflikta)®,
Metil tersiyer butil eter (MTBE) (analitik saflikta)®
Kloroform (analitik saflikta)®

Ultra saf su (HPLC safliginda),
Glasiyel asetik asit (analitik saflikta)®

3.1.2. Cozeltiler

1. Rosuvastatin Cozeltileri
Stok ¢ozelti:

10,4 mg rosuvastatin kalsiyum tam olarak tartildi, 5 mL lik balonjojede
asetonitril ile ¢ozlindiiriildii ve hacmine tamamlandi (1 mg/mL). Rosuvastatin ¢ozeltileri

+4°C de yaklasik 1 ay siire ile dayaniklidir.
Stok ¢ozeltinin seyreltilmesi ile hazirlanan standart ¢ozeltiler:

Standart Cozelti 1. Stok ¢ozeltinin uygun miktarinin asetonitril ile

seyreltmesiylel pg/mL konsantrasyonda hazirlandi.

! Astra Zeneca flag Tic. Ltd. Sti.
2Sigma, St. Louis, MO, USA
3 Merck, E. Merck A.G. Darmstadt, Almanya
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Standart Cozelti 2. Standart ¢6zelti 1’in uygun miktarinin asetonitril-su (1:3)

karisimu ile seyreltilmesiyle 25 ng/mL konsantrasyonda hazirlandi.

Standart Cozelti 3. Standart ¢ozelti 1’in uygun miktarinin asetonitril-su (1:3)

karigimi ile seyreltilmesiyle 1 ng/mL konsantrasyonda hazirlandi.
2. ADAM Cozeltisi

Tiirevlendirme reaksiyonunun ve HPLC kosullarinin belirlenmesinde, sulu
cozeltideki ve serumdaki 6l¢ii egrilerinin olusturulmasinda, tablet ¢6zeltisi ve serum
ornekleriyle yapilan analizlerde asetonitril ile hazirlanmis 100 ug/mL konsantrasyonda

ADAM cozeltileri kullanildi, ¢ozeltiler her giin taze olarak hazirlandi.
3. Lovastatin Cozeltisi

Olgii egrilerinin olusturulmasinda, tablet ¢ozeltisi ve serum drnekleriyle yapilan
analizlerde lovastatinin kloroformda ¢o6ziindiiriilmesi ile hazirlanmig 100 pg/mL

konsantrasyondaki ¢ozeltileri kullanildu.
4. Asetat Tamponu Cozeltisi

pH s1 4,0 olan tampon ¢ozelti (0,1 M) hazirlamak i¢in 1,35 g sodyum asetat 50
mL suda ¢oziindiiriildii, gerekli miktarda glasiyel asetik asit ilavesi ile ¢ozeltinin pH s1
istenen degere getirildi ve hacmi 100 mL ye tamamlandi [64]. Bu ¢ozelti reaksiyon
kosullarinin belirlenmesi, 6l¢ii egrilerinin hazirlanmasi, tablette ve serum orneklerinde

yapilan analizler i¢in kullanildu.

3.2. Aletler ve Diger Gerecler
1. HPLC Cihazi (Shimadzu LC 20A, LC Solution yazilimli)

DGU-20A5 Vakumlu gaz giderici

LC 20 AT Pompa

SIL-20AC Otomatik numune 6rnekleyici

Analitik kolon: Phenomenex, Synergi Cis, (4um, 250 x 4,6 mm 1.D.)
Koruyucu kolon: Phenomenex, Cis, (4x 3 mm 1.D.)

CTO-10A Kolon firmn1

RF-10AXL Fluoresans dedektor
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N

. Spektrofotometre (Shimadzu UV-160A)
3. FT-IR (Perkin-Elmer, Spektrum 100)

4. Ultra saf su cihaz1 (aquaMAX™ —ultra, Young Lin Instrument, Kore)

[Sa}

. pH metre (WTW pH 526)

(o]

. Girdap karistiric1 (Velp Scientifica vortex)

~

. Santrifiij (Janetzki TS5 ve Hettich EBA 8S)

8. Isitic1 blok (Lab-line Multi Blok Heater)

9. Terazi (Denver, TB 215D)

10. Cyg plak (Merck, RP-18, 0,25 mm, 5x10 cm)

11. Ultrasonik banyo (Ultrasonic LC 30H)

12.UV Lamba (Desega UVIS, 254 ve 366 nm)

13. Otomatik pipetler (Eppendorf 0,5-10 pL, 10-100 pL ve 100-1000uL)
14. Vida kapakli, yuvarlak tabanli cam tiipler (12 cm)
15. Balonjojeler (Isolab 5, 10, 25 ve 50 mL)

16. Dereceli ve transfer pipetler (Isolab)

17. Cam vial, septum, kapak

3.3. Analiz Yonteminin Gelistirilmesi ile Tlgili Cahsmalar

3.3.1. Rosuvastatinin kalsiyum tuzunu baz hale doniistiirmek icin uygun kosullarin
saptanmasi

Rosuvastatinin kalsiyum tuzunu baz hale doniistiirmek ve bir organik ¢oziiciiye
ekstre edebilmek i¢in bazik ve asidik ortamda sivi-sivi ekstraksiyon denemeleri yapildi.
Bu amagla 1N NaOH, 0.1 M pH: 5 ve 7 fosfat tamponu, 0.1 M pH: 4 asetat tamponu
cozeltileri ve EA, butil asetat, eter, diklormetan, kloroform, MTBE, EA-MTBE (1:1),
hekzan-EA (1:1), hekzan-izoamil alkol (95:5) c¢oziiciileri ve ¢oziicii karigimlari
kullanilmistir. En uygun kosulun saptanmasi igin literatiirdeki HPLC-UV metodu [66]
kullanilarak diyod serili dedektorle ¢alisilmis, elde edilen sonuglar Bolim 4.1.1 de

bildirilmistir.
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Tablo 3-1 Rosuvastatin kalsiyum tuzunun baz hale doniistiiriilmesi i¢in denenen s1vi-sivi
ekstraksiyon cesitleri

Ortam Coziicii Sistemleri
CHCI3
CHClI;
Eter
MTBE
1 N NaOH

0,1 M pH 5 ve 7 Fosfat Tamponu EA-MTBE (1:1)

0,1 M pH 4 Asetat Tamponu Butil Asetat

EA

n-Hekzan-EA (1:1)

n-Hekzan-izoamil Alkol

(95:5)

3.3.2. Tiirevlendirme icin Reaksiyon Kosullarimin incelenmesi

Karboksilik asit gruplariyla reaksiyon veren ADAM belirteci ile ilgili yayinlar
incelendiginde reaksiyonun oda sicakliginda, karanlikta, herhangi bir ekstraksiyon,
katalizor ve 1s1 gerektirmeden bir siire bekledikten sonra gergeklestigi ve elde edilen
fluorimetrik tiirevin herhangi bir 6n isleme gerek duyulmadan HPLC sistemine enjekte
edildigi goriilmiistiir. Rosuvastatin tuzu halinde bulunan bir etken madde oldugu i¢in
once maddenin baz hale doniistiiriilmesi ve sonra tiirevlendirilmesi gerekmistir. Bu
bilgilerden hareketle rosuvastatin ile ADAM arasindaki reaksiyonun kantitatif olarak
hangi kosullarda yiiriidiigiinii tayin etmek i¢in asagida belirtilen denemeler yapilmus,

elde edilen sonuglar B6liim 4.1.2 de bildirilmistir.

3.3.2.1. Reaksiyon siiresi ve sicaklik

Standart ¢ozelti 3‘ten 100 er uL kapakli cam tiiplere alindi. Uzerlerine 1 mL 0,1
M pH 4 asetat tamponu ilave edildi girdap karistirict ile 1 dakika karigtirildi, 5 mL EA-
MTBE (1:1) ¢6ziicii karisimi eklendi, 5 dakika girdap karistiricida karistirildi ve
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santrifiij edildi. Ayrilan organik fazlara susuz sodyum siilfat ilave edildi, santrifiij edilen
cozeltilerdeki organik fazin 4 mL si 40°C de azot akiminda kuruluga kadar uguruldu.
Kalintilara 125 er uL 100 pg/mL konsantrasyondaki ADAM ¢ozeltisi ve 875 uL
asetonitril ilave edilerek oda sicakliginda karanlikta 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90
dakika stireyle bekletildi. Stirenin sonunda karigimin 20 uL si HPLC sistemine enjekte
edilerek analiz edildi. Elde edilen sonuglar Boliim 4.1.2.1. de verilmistir.

Reaksiyon sicakligimin saptanmasi i¢in de slire denemelerinde oldugu gibi
hazirlanan 6rnekler oda sicakligi, 30, 40, 50, 60°C lere 1s1tild, bir saat stireyle bekletilen
ornekler HPLC sisteminde analiz edildi. Elde edilen sonuglar Bolim 4.1.2.1. de

verilmigtir.

3.3.2.2. Belirte¢ miktari

Standart ¢dzelti 3°ten 100 er uL kapakli cam tiiplere alindi. Uzerlerine 1 mL 0,1
M pH 4 asetat tamponu ilave edilerek girdap karstirici ile 1 dakika karistirild, 5 mL
EA-MTBE (1:1) ¢oziicti karisimi eklendi, 5 dakika girdap karistiricida karigtirildi ve
santrifiij edildi. Ayrilan organik fazlara susuz sodyum siilfat ilave edildi, santrifiij edilen
cozeltilerdeki organik fazin 4 mL si 40°C de azot akiminda kuruluga kadar uguruldu.
Kalintilara 10- 200 pL (40-800 kat) arasinda degisen hacimlerde ADAM (mg/mL)
cozeltisi ilave edildi, ¢ozeltilerin hacimleri asetonitril ile 1 mL ye tamamlandiktan sonra
oda sicakliginda karanlikta bir saat siireyle bekletildi. Karisimin 20 pL si HPLC

sistemine enjekte edilerek analiz edildi. Bulunan sonuglar Boliim 4.1.2.2. de verilmistir.

3.3.3. Rosuvastatinin HPLC ile Analizi
3.3.3.1. Kolon, Mobil Faz ve Dedektor Dalga Boylar: Secimi

Literatiir ¢alismalar1 g6z oniine alinarak HPLC calismalari, CN, Cg, 5 ve 4 um
partikiil ¢capli Cig kolonlarda, gesitli oranlarda asetonitril-su, asetonitril-10 mM fosfat
tamponu (pH 5, 6 ve 7), asetonitril-10 mM orto fosforik asit (pH 2,4), asetonitril-
trifluoroasetik asit (pH 5) mobil faz sistemleri izokratik ve gradient programlar
uygulanarak, degisik akis hizlarinda denendi. Analiz edilen tiirevin retansiyon zamani
ve calisilacak eksitasyon, emisyon dalga boylar1 belirlendi. Elde edilen veriler Boliim
4.1.3 de yer almaktadir.

3.3.3.2. i¢ Standart (IS) Secimi
Ekstraksiyon, tirevlendirme gibi 06n islemlerden ve enjeksiyonlardan

kaynaklanabilecek hatalarin minimuma indirilmesi amaci ile stearik asit, glukuronik
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asit, sodyum asetat, eprosartan, lisinopril, lovastatin, fluvastatin gibi karboksilik asit
grubu igeren maddelerin IS olarak kullanilip kullanilamayacagi incelendi. Tim
maddeler rosuvastatin icin belirlenmis reaksiyon kosullarinda ayri ayrt ADAM ile
tirevlendirildi ve rosuvastatin-ADAM tiirevine ait Bolim 3.3.3.1.de belirlenen
kromatografi kosullarinda HPLC ile analiz edildi. Elde edilen sonuglar Boliim 4.1.3.2.

da verilmistir.

3.3.3.3. Sulu Cézeltide Ol¢ii Egrilerinin Hazirlanmasi

Standart ¢ozelti 2 den sirasiyla 0,4, 40, 200, 400, 600, 800 uL lik hacimler ve 10
png/mL konsantrasyondaki lovastatin ¢ozeltisinden 50 ser pL kapakli cam tiiplere alindu.
Cozeltilerin hacimleri su ile 1 mL ye tamamlandi. Uzerlerine 1 mL 0,1 M pH 4 asetat
tamponu ilave edildi girdap karistirict ile 1 dakika karistirildi, 5 mL EA-MTBE (1:1)
¢oziicii karigimi eklendi, 5 dakika girdap karistiricida karistirildi ve santrifiij edildi.
Ayrilan organik fazlara susuz sodyum siilfat ilave edildi, santrifiij edilen ¢ozeltilerdeki
organik fazin 4 mL si 40°C de azot akiminda kuruluga kadar uguruldu ve kalintilara 100
ug/mL konsantrasyondaki ADAM c¢ozeltisinden 125 er puL ve 875 pL asetonitril ilave
edilerek oda sicakliginda karanlikta bir saat bekletildi. Karigimlarin 20 ser uL si HPLC
sistemine enjekte edilerek 366 nm emisyon, 410 nm eksitasyon dalga boylarinda

saptanan piklerin alanlar1 6l¢tildi.

Her konsantrasyon igin 6 kez ¢alisilarak bulunan rosuvastatin-ADAM pik
alanlari, lovastatin-ADAM pik alanlarina oranlandi. Konsantrasyon degerlerine karsi
elde edilen ortalama pik alan orani degerleri arasinda olgii egrileri hazirlandi. Olgii

egrisinin regresyon analizlerine ait sonuglar Boliim 4.1.3.3.de bildirilmistir.

3.3.3.4. Rosuvastatinin Serumdan Ekstraksiyonu

Rosuvastatinin karboksilik asit grubunun tiirevlendirilmesine dayanan analizinin
biyolojik sivilara uygulanmasinda plazmanin elde edilmesinde kullanilan sodyum sitrat,
EDTA vb. gibi maddelerin de belirte¢ ile reaksiyona girme ihtimali diisliniilerek

serumda g¢alisma tercih edildi.

Serum proteinlerinin olas1 girisimlerini engellemek ve rosuvastatinin serumdan
ekstraksiyonunu gergeklestirmek i¢in bazi on islemler yapildi. Cesitli coziiciilerle
protein ¢Oktiirme denemeleri, asidik, bazik ve notr pH lara getirilen serum

orneklerinden ¢esitli ¢coziiciiler ve bunlarin belli oranlardaki karigimlari ile yapilan sivi-
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s1v1 ekstraksiyon denemeleri, ¢oktiirme ve sivi-sivi ekstraksiyonun ardarda uygulanmasi

ve son olarak literatiirde [65] bulunan SPE metodu kullanilarak denemeler yapildi.

Sivi-sivi ekstraksiyon metodu i¢in her bir serum 6rneginin 100 pL sine standart
cozelti 3’den 10 pL eklendi, girdap karistiricida 10 saniye karigtirildiktan sonra
orneklere ayri ayrt 1’er mL 1IN NaOH, 1 N H2SO4, 0,1 M pH 3,5 ve 6 fosfat tamponu,
0,1 M pH 4 asetat tamponu ¢ozeltilerinden ilave edildi ve bir dakika boyunca girdap
karistiricida karistirildi. Tablo 3-2 de belirtilen ¢oziiciiler ve karisimlarindan 5 mL
eklendikten sonra 5’er dakika daha girdap karistiricida karistirilan 6rnekler 4500 rpm de
santrifiij edildi. Ayrilan organik fazlara susuz sodyum siilfat ilave edildi, santrifiij edilen
¢ozeltilerdeki organik fazin 4 mL si 40°C de azot akiminda kuruluga kadar uguruldu ve
kalintilara 100 pg/mL konsantrasyondaki ADAM ¢ozeltisinden 125 er puL ve 875 pL
asetonitril ilave edilerek oda sicakliginda karanlikta bir saat bekletildi. Karigimlarin 20

ser uL si HPLC sistemine enjekte edildi.

Serum proteinlerini uzaklastirmak i¢in kullanilan protein ¢oktiirme metodunda
100 puL serum Ornegine standart ¢ozelti 3’den 10 pL eklendi, girdap karistiricida 10
saniye karigtirildiktan sonra orneklere ayri ayri 400 er pL Tablo 3-2 de belirtilen
coktiirme ajanlarindan katildi, 5’er dakika girdap karistiricida karistirilan 6rnekler 4500
rpm de santrifiij edildi. Kat1 kisimdan ayrilan ¢ozeltilerdeki organik fazin 400 pL Si
40°C de azot akiminda kuruluga kadar uguruldu ve kalintilara 100 pg/mL
konsantrasyondaki ADAM c¢ozeltisinden 125 er pL ve 875 pL asetonitril ilave edilerek
oda sicakliginda karanlikta bir saat bekletildi. Tiirevlerin 20 ser pL si HPLC sistemine
enjekte edildi.

Literatiirdeki SPE metoduna gore yapilan ¢alismada Cig ekstraksiyon kartuslari
1 mL metanol ve 1 mL % 0,5 asetik asit ile kondiisyone edildi. Diger yandan 500 pL
seruma 500 pL 100 mM pH 4 asetat tamponu, 50 pL madde ¢ozeltisi (metanol-1 M
asetik asit 1:1 karisiminda), 750 pLL 1M asetik asit eklendi, 2 sn girdap karistiricida
karistirtldi, 7 dakika santrifiij edildi, iistte kalan sivinin 1,7 mL si daha 6nce kondiisyone
edilen SPE kartustan geg¢irildi, 1 mL metanol-% 0,5 asetik asit (30:70) karigimiyla
yikandi, 1 mL % 0,5 asetik asitin metanoldeki ¢ozeltisiyle eliie edildi. Eliiat 40°C de
azot akimi altinda kuruluga kadar ucuruldu, kalint1 130 pL % 0,5 asetik asitte ¢oziildii,
santrifiij edildi ve 20 uL si HPLC sistemine enjekte edildi.
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Uygun ekstraksiyon sistemi belirlendikten sonra, bu yontemin IS maddenin
verimini nasil etkilediginin arastirilmasi i¢in 100 pL seruma standart ¢ozelti 3’den 10
puL, 100 pg/mL konsantrasyondaki lovastatin ¢ozeltisinden 5 pL eklendi girdap
kanistiricida 10 saniye karistirildiktan sonra Boliim 3.3.3.3 de anlatildigi gibi ¢alisildi.
Serumdan ekstraksiyon ile ilgili yapilan tiim ¢alismalara ait sonuglar Bolim 4.1.3.4. de

yer almaktadir.

Tablo 3-2 Serumdan ekstraksiyon ¢alismalarinda denenen yontemler ve kullamlan ¢oziicii

sistemleri
Yontem Ortam Coziicii
EA
1 N H,SO,4 Eter
Stvi-sivi ekstraksiyon 1 N NaOH MTBE
0,1 M pH 3,5,6 Fosfat Tamponu EA-MTBE(1:1)
Eter
0,1 M pH 4 Asetat Tamponu
Izopropanol-MTBE (1:9)
Notr
Asetonitril
Coktiirme Notr Metanol
Aseton
Trifluoroasetik Asit
Perklorik Asit
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3.3.3.5. Serumda Olgii Egrilerinin Hazirlanmasi

Kapakli cam tiiplere alinan 100 er uL serum 6rneklerine standart ¢ozelti 2 den
sirasiyla 0,4, 40, 200, 400, 600, 800 pL lik hacimler ve 100 pg/mL konsantrasyondaki
lovastatin c¢ozeltisinden 5 er pL eklenip girdap karistiricida 10 saniye karigtirildiktan
sonra tzerlerine 1 mL 0,1 M pH 4 asetat tampon ¢ozeltisi ilave edildi, girdap
karistiricidda 1 dakika karistirildi, 5 mL EA-MTBE (1:1) ¢oziicii karisimi eklendi, 5
dakika girdap karistiricida karistirildi ve santrifiij edildi. Ayrilan organik fazlara susuz
sodyum siilfat ilave edildi, 4500 rpm de santrifiij edilen ¢6zeltilerdeki organik fazin 4
mL si 40°C de azot akiminda kuruluga kadar uguruldu ve kalintilara 125 er puL 100
ng/mL konsantrasyondaki ADAM c¢ozeltisinden ve 875 pL asetonitril ilave edilerek oda
sicakliginda karanlikta bir saat bekletildi. Karigimlarin 20 ser puL si 1,0 mL/dak akis
hizinda belirlenen gradient programlama ile 30°C deki Cis kolona uygulandi. Elde

edilen sonuclar Boliim 4.1.3.5. de bildirilmistir.

3.3.3.6. Serumdan Geri Kazanim Oraninin Hesaplanmasi

Rosuvastatinin serumdan geri kazanim oranin1 saptamak amaciyla 3 ayri
konsantrasyonda (1, 5, 15 ng/ml) rosuvastatin iceren serum Ornekleri ¢alisildi (n=6).
Elde edilen alan orami degerlerine karsilik gelen konsantrasyonlar sulu Ol¢ii egrisi

kullanilarak hesaplandi. Sonuglar Boliim 4.1.3.6. da bildirilmistir.

3.4. Gelistirilen Yontemin Validasyonu
Yontem gelistirme islemi tamamlandiktan sonra analitik yontem validasyonu

ICH kilavuzu Q2 ye gore yapildi [67].

3.4.1. Segicilik

Bir analitik yontemin segiciligi; tayin edilecek maddeyi, diger baska maddelerin
varliginda da (plazma, serum, idrar gibi biyolojik matriksler, tablet yardimc1 maddeleri,
enantiomerler, impuriteler ve bilinen veya bilinmeyen bozunma iiriinleri vb.) dogru ve

giivenilir bir sekilde tayin edebilme yetenegidir.

Yontemin seciciliginin tayini amaciyla, sulu ¢ozeltideki ve serumdaki ¢alismalar
icin ayr1 ayr tlirevlendirme reaksiyonlart madde eklenmeksizin (bos deneme) yapildi.
Boylece belirtecten ve reaksiyon ortamindaki kirliliklerden gelebilecek girisimler

aragtirildi. Ayrica mobil fazdan gelebilecek bir girisim olup olmadig1 da incelendi.
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Sulu ¢o6zelti ve serum oOrneklerine ait kromatogramlar Bolim 4.2.1. de

gosterilmistir.

Kabul kriteri: Bos denemelerden gelebilecek pikler rosuvastatin/ADAM ve

IS/ADAM tiirevlerinin geldigi alikonma zamanlarinda pik vermemelidir.

3.4.2. Aralik ve Dogrusalhk
Dogrusallik araligi; yontemin kabul edilebilir duyarlilik, tekrarlanabilirlik ve
dogrusallikla sonuglar verdigi konsantrasyon araligidir. Rosuvastatin i¢in dogrusallik

araligi 0,01-20 ng/mL olarak ¢alisildi.

Bir analitik metodun dogrusalligi, numune ¢ozeltisindeki analiz edilen maddenin
konsantrasyon degerlerine karsilik elde edilen analiz sonuglarin belirli bir aralik

dahilinde dogrusal olmasi olarak agiklanir.

Bu dogrusal iligkinin gosterilebilmesi i¢in sulu ¢ozelti i¢in Boliim 3.3.3.3 de ve
serum i¢in Boliim 3.3.3.5 de anlatildig: sekilde rosuvastatini 6 farkli konsantrasyonda
iceren  karisimlarla  reaksiyonlar  yapildi. Kromatogramlardan elde edilen
rosuvastatin/ADAM ve IS/ADAM tiirevlerinin pik alanlar1 birbirine béliinerek pik alan
oranlart elde edildi ve konsantrasyona karsilik bu alan oranlarmin kullanildig
dogrusallik grafikleri ¢izildi. Sulu ¢ozelti ve serum Ornekleri i¢in sonuglar sirasiyla,

4.1.3.3 ve 4.1.3.5. de gosterilmistir.

Kabul kriteri: Dogrusallik grafiginin korelasyon katsayist (r) 0,99 dan az

olmamalidir.

3.4.3. Dogruluk
Bir analitik yontemin dogrulugu bu yontem ile elde edilen analiz sonuglarinin
gercek (teorik) degerlere olan yakinligidir. Bir baska deyisle dogruluk, eklenen ve

bilinen madde miktarinin geri kazanim ylizdesi yada verimi olarak aciklanabilir.

Rosuvastatin i¢in dogruluk ¢alismast; sulu ¢ozeltide ve serumda 1, 5, 15 ng/mL
lik konsantrasyonlarda madde ve sabit konsantrasyonda IS katilmasiyla yapilan
reaksiyonlarin analiz edilmesiyle gergeklestirildi. Elde edilen analiz sonuglari
kullanilarak sulu ¢ozelti ve serum kalibrasyon grafikleri yardimiyla konsantrasyon
degerleri bulundu. Bu konsantrasyonlarin teorik konsantrasyonlara bolimii sonucu
ortaya cikan yiizde geri kazanimlar asagidaki denkleme gore hesaplandi ve sonuglar

Boliim 4.2.3. de bildirildi.
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) _ Bulunan konsantrasyon
% Geri kazanim (verim) = Eklenen Konsantrasyon x 100

Geri kazanim sonuglarinin ortalamasi, SD, % RSD, % bagil ortalama hata

degerleri hesaplandi.

3.4.4. Tekrarlanabilirlik (Kesinlik)

Bir analitik yontemin tekrarlanabilirligi ayn1 ornekten tekrar tekrar hazirlanan
cozeltilerin ve tekrar tekrar yapilan analizlerin sonuglarinin birbiriyle olan uyum ve
yakinligi olarak ifade edilir. Tekrarlanabilirlik {i¢ kategoride agiklanabilir.

Tekrarlanabilirlik, ara tekrarlanabilirlik ve tekrar tretilebilirlik.

A. Tekrarlanabilirlik: Ayn1 ¢ozelti, ayn1 analizci, ayni cihaz, ayn1 laboratuvar ve kisa

zaman diliminde elde edilen veriler arasindaki uyum ve uygunlugu tanimlar.

B. Ara Tekrarlanabilirlik: Yontemin tek bir laboratuarda, fakat farkli giinlerde
uygulanmasi ile tespit edilen ve analiz isleminin uzun zaman dilimindeki degiskenligini

ifade eden tanimdir.

C. Tekrar iiretilebilirlik: Bu parametreye laboratuvarlar arasi denemeler ile karar verilir.
Tekrar elde edilebilirlik bir analitik yontemin standardizasyonu durumlarinda dikkate

alinmalidir (6rnegin; yontemin farmakopelere dahil edilmesi vb).

Rosuvastatin i¢in tekrarlanabilirlik caligmasi; sulu c¢ozeltide ve serumda ayni
giinde ve farkli giinlerde, 1, 5, 15 ng/mL lik konsantrasyonlarda madde ve sabit
konsantrasyonda IS katilmasiyla yapilan reaksiyonlarin analizleriyle gerceklestirildi.
Kalibrasyon grafigi kullanilarak elde edilen analiz sonuglarindan konsantrasyonlar
hesaplandi. Hesaplanan sonuglarin ortalama, SD, % RSD degerleri bulundu. Sonuglar

Boliim 4.2.4. de bildirildi.

3.4.5. Tayin smnir1 (LOQ) ve Gozlenebilme Sinir1 (LOD)
Bir analitik yontemin tayin smirt maddenin kabul edilebilir dogruluk ve

tekrarlanabilirlik ile tayin edilebilecegi en diisiik konsantrasyondur.

Bir yonteme ait gozlenebilme sinir1 ise, yontem ile gdzlemlenebilen ancak

kantitatif olarak tayin edilmesi sart olmayan en diigiik konsantrasyondur.

Rosuvastatin icin LOQ ve LOD degerleri kalibrasyon dogrusunun egimi ve y

eksenini kestigi nokta iizerinden asagidaki formiiller kullanilarak hesaplandi.
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10 o 30
LOQ = — LOD = —
m m

o: Kalibrasyon dogrusunun y kesisiminin standart sapmasi
m: Kalibrasyon dogrusunun egimi
Sonuglar Boliim 4.2.5 de verilmistir.

3.4.6. Tiirev Stabilitesi
Hazirlanan tiirev ¢ozeltilerinin oda sicakliginda, karanlikta ve +4°C de zaman
icinde kararli oldugu siirenin tespit edilebilmesi analiz sonucunun dogruluguna etki

eden bir durum oldugundan incelenmelidir.

Tiirevin stabilitesinin tayini standart ¢ozelti 3’tin 100 pl si ile Boliim 3.3.3.5 de
anlatildigr sekilde 6 paralel caligma yapilarak calisildi. Elde edilen tiirevler oda
sicakliginda karanhkta, +4°C karanhkta 12, 24, 48, 72, 96 saat bekletildikten sonra
HPLC aletine enjekte edilerek analiz edildi. Elde edilen sonuglar B6lim 4.2.6. da

verilmigtir.

3.5. Tabletlerde Rosuvastatin Miktar Tayini
3.5.1. Gelistirilen HPLC Yontemi ile Miktar Tayini

10 adet Crestor® 20 mg tablet tek tek tartilip, ortalama bir tablet agirligi bulundu
ve tabletler porselen bir havanda ince toz haline getirildi. 20 mg rosuvastatin baza
esdeger miktarda tablet tozu tartilarak, 100 mL lik balonjojeye aktarildi. 50 mL mobil
faz [asetonitril-su (40: 60)] ilave edildi. 30 dakika ultrasonik banyoda tutuldu ve mobil
faz ile hacmine tamamlandi, mavi bantl: siizge¢ kagidindan siiziildii. Siiziintiiniin ilk 30
mL si atildi. Geri kalan siiziintiiden 0,5 mL alind1 ve mobil faz ilel0 mL ye seyreltildi.
Bu ¢ozeltiden 0,1 mL alinarak suyla hacim 10 mL ye tamamland: ve bu ¢dzeltinin 10
pL si ile Bolim 3.3.3.3. de anlatildig1 gibi calisildi. Analiz islemi 6 kez tekrarlandi.
Tabletlerdeki rosuvastatin miktar1 daha onceden hazirlanan 6l¢li egrisine ait dogru

denkleminden hesaplandi. Elde edilen sonuclar Boliim 4.3. de verilmistir.

3.5.2. Kiyas Yontemi ile Miktar Tayini
Kiyas yontemi olarak literatiirdeki HPLC-UV yo6ntemi [66] kullanildi.

Standart Cozelti: 0,05 mg/mL konsantrasyondaki rosuvastatin ¢ozeltisi,

seyreltme ¢ozeltisinde [su-asetonitril-metanol (40:50:10) ¢oziicii karigimi] hazirlandu.
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Ornek Cézeltisi: 50 mg rosuvastatin baza esdeger tablet tozu 200 mL lik
balonjojeye aktarildi, 150 mL seyreltme ¢ozeltisi eklendi, karisim 60 dakika ultrasonik
banyoda tutuldu, seyreltme ¢6zeltisiyle hacmine tamamlandi. Bu ¢6zeltinin 10 mL si
3500 rpm de santrifiij edildi. Ustte kalan sivinin uygun miktart 0,05 mg/mL

konsantrasyonu verecek sekilde seyreltildi.

Kromatografik Sistem:

Kolon: Cgs, 250 x 4,6 mm, 5 pm i¢ ¢ap

Mobil Faz: NaH2PO4 tampon ¢ozeltisi (50mM, pH:2)-asetonitril-metanol (40: 20: 40)
Dedektor dalgaboyu: 242 nm

Akis Hizi: 1,0 mL/dak

Enjeksiyon Hacmi: 20 pl

Yéntem: Ornek ve standart ¢ozeltiler HPLC cihazinda (n=6) olacak sekilde analiz edildi
ve alikonma zamani 10,04 dakika olan piklerin alanlarindan 6rnekteki rosuvastatin

miktar1 hesaplandi. Elde edilen sonuglar Boliim 4.3. de bildirilmistir.

3.6. Serumda Rosuvastatin Miktar Tayini ve Farmakokinetik Uygulamasi
Yontemin klinik uygulanabilirligini test etmek amaciyla, saglikli bir goniilliiniin
20 mg ila¢ almasinin ardindan rosuvastatinin farmakokinetigi incelendi ve
konsantrasyon-zaman egrisi altinda kalan alan (AUC), ilacin maksimum plazma
konsantrasyonu (Cmaks), bu konsantrasyona ulagma siiresi (tmaks) Ve eliminasyon

yartlanma &mrii (tu/2,e1) hesapland.

Serumda rosuvastatin miktar tayini i¢in 29 yasinda saglikli bir goniilli
tarafindan tek doz 20 mg rosuvastatin (20 mg rosuvastatin kalsiyum igeren Crestor® 20
mg tabletten bir adet) alinmasindan O, 1, 1,5, 2, 2,5, 3, 3,5, 4, 6, 8, 12, 24, 36, 48, 72
saat sonra tiiplere 5-6 mL ven6z kan 6rnekleri toplandi ve 4500 rpm de 30 dakika
santrifiijlendi. Bu islem sonunda elde edilen serum 6rnekleri -20°C de saklandi. Bu
ornekler Bolim 3.3.3.5. de anlatildigr gibi analiz edildi. Zamana karsilik bulunan
konsantrasyon degerlerinin  gosterildigi  konsantrasyon-zaman egrisi  ¢izilerek

farmakokinetik parametreler hesaplandi.

Bulunan sonuglar Boliim 4.4. de bildirilmistir.



4. BULGULAR

4.1. Analiz Yonteminin Gelistirilmesi Ile ilgili Calismalar

4.1.1. Rosuvastatinin kalsiyum tuzunu baz hale doniistiirmek i¢in uygun kosullarin

saptanmasi

Rosuvastatin kalsiyum tuzunu baz hale doniistiirerek ekstre edebilmek icin en
uygun ortam, ¢oziicii veya ¢oziicli karisimimin saptanmasi literatiirdeki HPLC-UV
metodu kullanilarak yapilmistir. Bolim 3.1 deki Tablo 3-1 de belirtilen ¢oziiciiler ve
¢oziici karigimlari ile yapilan denemelerde EA ve MTBE disindaki ¢oziiciilerle
maddenin ekstraksiyonu gerceklesmemistir. Rosuvastatin 0,1 M pH 4 asetat tamponlu
ortamda MTBE ve EA ¢oziiciilerine ekstre olmus bu ¢oziiciilerle yapilanan analizlerde

en iyi sonuglarin EA-MTBE (1:1) ¢6ziicii karisimi ile alindigi goriilmistiir, elde edilen

sonuclar asagidadir.

Tablo 4-1 Rosuvastatin kalsiyum tuzundan baza ekstraksiyon ¢calismalarinda elde edilen

sonuclar

Ortam Coziicii Sistemleri | Pik alant
0,1 M pH 4 Asetat Tamponu EA 29065
EA-MTBE (1:1) | 27108
MTBE 25567

4.1.2. Rosuvastatin ile ADAM Arasindaki Reaksiyon Kosullarinin incelenmesi
Rosuvastatin~ADAM tiirevinin olusumu {izerine reaksiyon siiresi, sicaklik,

belirte¢ miktar1 gibi parametrelerin etkisi incelendi. Rosuvastatin ile ADAM arasindaki

reaksiyon asagida Sekil 4.1 de goriilmektedir.
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Rosuvastatin ADAM
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Sekil 4:1 Rosuvastatin ile ADAM arasinda gerceklesen tiirevlendirme reaksiyonu

4.1.2.1. Reaksiyon siiresi ve sicaklik

Rosuvastatin-ADAM tiirevinin kantitatif olarak olusmasi i¢in oda sicakliginda
10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 dakika bekleme siireleri ile gergeklestirilen reaksiyonlar

icin Boliim 3.3.2.1. de anlatildig1 gibi calisildi. Olusan tiirevlere ait pik alanlarinin

zamana kars1 gosterdigi degisim Tablo 4-2 de ve Sekil 4-2 de gorilmektedir. Elde

edilen sonuglardan tiirevin olusumu i¢in oda sicakliginda 60 dakika beklemenin yeterli

oldugu goriilmiistiir. Reaksiyon sicakligina karar vermek i¢in oda sicakliginda, 30, 40,

50, 60°C de yapilan denemeler sonucunda tiirevin sadece oda sicakliginda olustugu

diger sicakliklarda reaksiyonun gergeklesmedigi saptanmastir.
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Tablo 4-2 Rosuvastatin-ADAM tiirevlerinin belirli bekleme siireleri sonrasindaki pik
alanlar

Siire 10 20 30 40 50 60 70 80

Pik alanz | 103005 | 105840 | 116787 | 125676 | 143654 | 163856 | 161416 | 162343

180000 -

160000 A

140000 A

Pik Alam1

120000 A

100000 A

80000 T T T T T T T 1
0] 10 20 30 40 50 60 70 80

Zaman (dakika)

Sekil 4:2 Reaksiyon siiresi grafigi

4.1.2.2.Belirte¢ miktari

Tirevlendirme reaksiyonunun optimum kosullarda yiiriimesi i¢in gerekli belirteg
miktarinin belirlenmesinde 3.3.2.2. de belirtildigi gibi caligildi. Belirtecin madde
miktarina oran1 40-800 mol kat1 olacak sekilde artan miktarlar: ile yapilan reaksiyonlar
sonucunda yliksek belirtec mol katlarinda da artan pik alan degerleri elde edilmesine
ragmen, yiiksek belirte¢ miktarlarinda bos denemedeki belirte¢ piklerinin de biiylimesi
ve pahali bir belirte¢ olan ADAM'm sarfiyatini minimumda tutulmasi gerekliligi

nedeniyle 55 kat belirteg ile ¢alisilmasinin uygun olduguna karar verildi.




Tablo 4-3 Cesitli mol oranlarinda olusturulan tiirevin pik alanlari
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ADAM/Rosuvastatin

mol orani

40

45

50

55

60

80

100

Pik alan:

84163

139516

149311

164765

160986

167179

171287

ADAM/Rosuvastatin

mol orani

300

550

600

650

700

800

Pik alan:

204543

211359

214696

222069

232487

240733

300000

250000

200000

150000

Pik Alam

100000

50000

Sekil 4:3 Rosuvastatinin ADAM tiirevinin olusumu iizerine belirte¢ miktarimmn etkisi

4.1.3.Rosuvastatinin Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi ile Analizi

Rosuvastatinin ADAM belirteci ile olusturdugu tiirevin HPLC ile analizinin

yapilabilmesi i¢in dedektor dalgaboylari, kolon, mobil faz sistemi, eliisyon tipi, mobil

faz akis hizi gibi kromatografik kosullar belirlendi, i¢ standart madde arastirildi.

Belirlenen kosullarda tabletlerden ve serumdan rosuvastatin analizleri yapildi.

Serumdan analiz i¢in uygun ekstraksiyon yontemi belirlendi. Bu bélimde belirlenen

kosullar ile elde edilen sonuglara yer verilmistir.
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4.1.3.1.Kromatografik Kosullarin Belirlenmesi

ADAM belirteci ile yapilan reaksiyon sonucu elde edilen tiireve ait pik ile
reaksiyon ortamindaki ve serumdaki kirliliklerin en iyi sekilde rezoliisyonu 250 mm
uzunlugunda, 4,6 mm i¢ ¢apinda, 4 um partikiil capli C1g kolonda, asetonitril-su ¢oziicii
sisteminin asagidaki tablodaki gibi gradient uygulanmasi ile 30°C de, 1 mL/dak akis
hizinda elde edilmistir. Fluorimetrik dedeksiyonda maksimum eksitasyon ve emisyon
dalgaboylar sirasiyla 366 ve 410 nm olarak belirlenmistir. Bu kromatografik sistemde

tiirev pikinin alikonma zamani 13,6 dakika olarak bulunmustur.

Tablo4-4 Gradient Program

Gradient Program

Zaman (dak) Asetonitril (%) Su (%)

0.01 40 60
10 80 20
15 80 20
15.01 40 60
20 40 60

4.1.3.2. IS Secimi

Boliim 3.3.3.2 de belirtilen etken maddelerle yapilan denemelerde lovastatin
disindaki maddelerden bazilar1 (sodyum asetat, glukuronik asit) belirlenen kosullarda
ADAM belirteci ile reaksiyon vermezken bazilar1 da (stearik asit, lisinopril)
rosuvastatinin ekstraksiyon kosullarinda biyolojik sividan ekstre edilememistir. Kalan
etken maddelerin i¢inden serum ekstraksiyon verimi en yiiksek olan ve rosuvastatin piki

ile rezoliisyonu en iyi olan lovastatin (Sekil 4.4) IS olarak se¢ilmistir. Alikonma zamani
15,6 dakikadir.
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HO O

Sekil 4:4 Lovastatinin kimyasal formiilii

4.1.3.3. Sulu Cozeltide Hazirlanan Olcii Egrilerinin Regresyon Analizi

0,01-20 ng/mL konsantrasyon araliginda 6 farkli konsantrasyondaki standart
cozeltiler ile Boliim 3.3.3.3 de anlatildig1 gibi calisildi. Her konsantrasyona karsi elde
edilen ortalama pik alan orani degerleri yardimi ile 0,01-20 ng/mL araliginda cizilen

oOl¢ii egrisi Sekil 4.5 de verilmistir.

Pik alan oranlarinin ortalamasi (Aros/Ais), SD ve RSD degerleri Tablo 4-5 de, en
kiiglik kareler yontemi uygulanarak alan oranlarinin ortalama degerlerinden hesaplanan
dogru denkleminden (A = mC + b [m = egim, b = kesim noktasi, C = konsantrasyon])

elde edilen degiskenler ve korelasyon katsayilari (r) Tablo 4-6 da verilmistir.

10 ng/mL rosuvastatin ve 500 ng/mL i¢ standart katkili sulu ¢6zelti ve bos sulu

¢ozelti orneklerine ait kromatogramlar Sekil 4.7 ve 4.8 de gosterilmistir.
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Pik Alanlar1 Oram

0 5 10 15 20

Konsantrasyon (ng/ml)

Sekil 4:5 Rosuvastatinin 0,01-20 ng/mL konsantrasyon arahginda sulu ¢ozeltide
hazirlanan o6l¢ii egrisi

Tablo 4-5 Rosuvastatinin 0,01-20 ng/mL konsantrasyon araliginda sulu ¢ozeltide
hazirlanan 6lcii egrilerine ait pik alan oranlar: degerleri ve istatistik verileri

Ortalama alan oran (Aros/Ais)ort degerlerinden hesaplanan dogru denklemi: A= 0,2617C+0,1566
(r=0,9975)
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Tablo 4-6 Tablo 4-5 deki dlgii egrilerinin regresyon analizlerine ait parametreler

1 2 3 4 5 6 Ortalama
Egim 0,2614 0,2617 0,2617 0,2624 0,2610 0,2617 0,2617
Kesim noktast 0,1528 0,1584 0,1601 0,1522 0,1596 0,1579 0,1568
r 0,9976 0,9975 0,9977 0,9973 0,9975 0,9973 0,9975

4.1.3.4. Serumdan Ekstraksiyon Islemi

Boliim 3.3.3.4 de anlatildig1 iizere, ¢esitli ¢oziiclilerle protein ¢oktiirme denemeleri,
asidik, bazik ve notr pH'lara getirilen serum 6rneklerinden ¢esitli ¢oziiciiler ve bunlarin
belli oranlardaki karisimlari ile yapilan sivi-sivi ekstraksiyon denemeleri, ¢oktiirme ve
stvi-s1vi ekstraksiyonun ardarda uygulanmasi ve son olarak literatiirde bulunan SPE
metodu ile yapilan denemeler sonucunda rosuvastatin ve IS maddesi i¢in en uygun
ektraksiyon metodu 0,1 M pH 4 asetat tamponlu ortamda, EA-MTBE (1:1) karisimui ile
yapilan sivi-sivi ekstraksiyonu olduguna karar verilmistir. Olgiilen alan degerleri ve
bunlarin elde edildigi ¢6ziicii karigimlart ise Tablo 4-7 de goriilmektedir. Alinan
sonuglar incelendiginde en yiiksek uygun ¢oziicii karisiminin EA-MTBE (1:1) oldugu

saptanmistir.

Tablo 4-7 Olgiilen alan degerleri ve bunlarin elde edildigi ¢6ziicii karisimlar

Ortam Coziicii Pik Alam

0,1 M pH 4 Asetat Tamponu EA 29735

EA-MTBE (1:1) 27628

MTBE 25337

4.1.3.5 Serumda Hazirlanan Olgii Egrilerinin Regresyon Analizi
0,01-20 ng/mL konsantrasyon araliginda 6 farkli konsantrasyondaki standart
¢ozeltilerin 100 pl serum Ornegine katilmasiyla hazirlanan ¢ozeltiler ile Boliim 3.3.3.5

de anlatildig: gibi ¢alisildi. Her konsantrasyona karsi elde edilen ortalama pik alan orani
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degerleri yardimi ile 0,01-20 ng/mL araliginda ¢izilen olgli egrisi Sekil 4.6 da

verilmistir.

Pik alan oranlarinin ortalamasi (Aros/Ais), SD ve RSD degerleri Tablo 4-8 de,
en kiiglik kareler yontemi uygulanarak alan oranlarinin ortalama degerlerinden
hesaplanan dogru denkleminden (A = mC + b [m = egim, b = kesim noktasi, C =
konsantrasyon]) elde edilen degiskenler ve korelasyon katsayilar1 (r) Tablo 4-9 da

verilmistir.

Pik Alanlar1 Oram

O 1 1 1
0 5 10 15

Sekil 4:6 Rosuvastatinin 0,01-20 ng/mL konsantrasyon arahginda katkili serumda
hazirlanan ol¢ii egrisi
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Tablo 4-8 Rosuvastatinin 0,01-20 ng/mL konsantrasyon araliginda katkil serumda
hazirlanan 6l¢ii egrilerine ait pik alan oranlar1 de@erleri ve istatistik verileri

Ortalama alan oran (Aroes/Ais) degerlerinden hesaplanan dogru denklemi: A= 0,2237C+0,1017
(r=0,9971)

Tablo 4-9 Tablo 4-8 deki 6l¢ii egrilerinin regresyon analizlerine ait parametreler
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4.1.3.6. Serumdan Geri Kazanim Oram
Rosuvastatinin serumdan geri kazanim oranini saptamak amaciyla {i¢ farkli
konsantrasyonda rosuvastatin igeren serum Ornekleri Bolim 3.3.3.6 da anlatildig1 gibi

calisildi. Hesaplanan geri kazanim oranlar1 Tablo 4-10 da verilmistir.

Tablo 4-10 Rosuvastatinin serumdan geri kazanimi

Seruma  katilan | Bulunan % Geri kazanim | % RSD
rosuvastatin konsantrasyon
miktart (ng/mlL) (ng/mL) =+ SD

1 0,80 + 0,023 81,4 4,220
5 3,98 + 0,043 80,0 1,551
15 11,94 + 0,101 79.8 1,061

4.2. Yontem Validasyonu
4.2.1.Secicilik

Yontemin seciciliginin  tayini amaciyla yapilan analizler sonucunda
rosuvastatin/ADAM ve IS/ADAM piklerinin alikonma zamanlarinda belirtegten ve
reaksiyon ortamindaki kirliliklerinden herhangi bir girisim olmadigi saptandi.

Cozeltilere ait kromatogramlar Sekil 4.7, 4.8, 4.9, 4.10 da verilmistir.

mV 4\
|
50 ‘\
| |
. o
\ -
# | !
] | ol A
04,#_,,/”‘\__‘“__ﬂ_,,‘___,,..,- » /\W___/\} ol N I N N
=== T e T | ar e A T T T { T T T T T T T T T T T T T T T r‘ T X -,
010 215 5.0 7{5 10.0 12.5 15.0 175
Zaman (dakika)

Sekil 4:7 Bos sulu cozeltiye ait kromatogram



mV : ROS
50
IS
|
0 /\f\ e L U’\\//\
i e e T ] T T 5 T ‘r‘l* T T T j_"f A e T I N T ¥ T [ T p T j l T T T I : o
0.0 25 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5

Zaman (dakika)
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Sekil 4:8 10 ng/mL rosuvastatin ve 500 ng/mL i¢ standart katkili sulu ¢ozelti 6rnegine ait

kromatogram
mVl
-
]
50 -
I M4/\\
G — ) _..N ﬂ‘
PSS =t ke TR e A v IR R R i | ot s v 2 R S Z b R e ) s S S T U SO TR S TR
0.0 25 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5
Zaman (dakika)

Sekil 4:9 Bos serum drnegine ait kromatogram
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m\’:[
50 - ROS
25 1S
o ] B _‘_J\W___/\/\ﬂ/\\‘; \J\J\;_ R o .
i T T T T e i os e T T T T ™ r s = _T_"T L3 T T T l T T T T T T | T i Y B s o |
0.0 25 5.0 7.5 10.0 12,5 1‘—5[.0 17?

Zaman (dakika)

Sekil 4:10 15 ng/mL rosuvastatin ve 500 ng/mL i¢ standart katkili serum 6rnegine ait
kromatogram

4.2.2. Dogrusallik Arahgi
Dogrusallik araligi 0,01-20 ng/mL olarak saptandi. Bu araliktaki 6 noktada

yapilan ¢aligmalarla ilgili dogrusallik grafikleri ve parametreleri ile ilgili sonuglar sulu

¢ozelti ve serum i¢in sirasiyla Boliim 4.1.3.3. ve 4.1.3.5 de verilmistir.

4.2.3.Dogruluk

Rosuvastatin i¢in sulu ¢ozeltide ve serumda 1, 5, 15 ng/mL lik
konsantrasyonlarda yapilan dogruluk ¢alismasina ait sonuglar Tablo 4-10 ve 4-11 de
verilmistir. RSD ve RME degerleri sulu ¢ozeltide % 0,18- 2,32 ile % 0,84- 2,93 ve
serumda % 0,31-4,41 ile % (-0,14)- (-4,4) olarak bulundu.



Tablo 4-11 Sulu ¢ézeltide dogruluk ve geri kazamim degerleri
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1 5 15
1,01 4,96 14,95
0,98 4,98 14,97
0,97 5,02 15,02
0,98 4,97 15,01
0,96 4,96 14,96
1,02 4,99 14,97
0,98 4,98 14,98

0,022 0,023 0,027
2,322 0,461 0,180
-1,8 -0,32 -0,09
98,0 99,6 99,9
1,909 0,500 0,208




Tablo 4-12 Serumda dogruluk ve geri kazamim degerleri

1 5 15
0,94 4,92 14,91
0,91 4,91 14,96
0,97 4,96 15,03
1,02 4,88 14,92
0,95 4,96 15,02
0,93 4,98 14,96

0,956 4,94 14,97
0,042 0,041 0,046
4,413 0,839 0,307
-4,4 -1,24 -0,14
95,8 98,5 99,8
4,226 0,697 0,370

4.2 4. Tekrarlanabilirlik (Kesinlik)
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Diisiik, orta ve yiiksek konsantrasyonda rosuvastatin iceren serum Ornekleri ile (1,

5, 15 ng/mL) Boliim 3.3.3.5. de anlatildig1 gibi ¢alisildi.

Ayn1 giin iginde yapilan analizlerde her bir 6rnek 6 kez calisildi. RSD degerleri

sulu 6rnekler i¢in 3,73-0,23 ve serum o&rnekleri i¢in 3,96-0,35 araliginda hesaplandi

(Tablo 4-13 ve Tablo 4-14).

2 ay icerisinde 6 farkli giinde yapilan analizler sonucu elde edilen RSD degerleri

sulu 6rnekler i¢in 3,75-0,24 ve serum ornekleri i¢in 4,7-0,20 araliginda bulundu (Tablo

4-15 ve Tablo 4-16).



Tablo 4-13Aym giin icinde sulu ¢6zeltide yapilan rosuvastatin analizlerinin
tekrarlanabilirligi

1 5 15
0,99 5,02 14,98
0,95 4,98 15,03
0,97 4,99 14,95
1,04 5,05 14,96
1,02 4,95 14,98
0,98 4,92 15,02
0,99 4,98 14,98

0,0370 0,0486 0,0356
3,7312 0,9779 0,2377
-0,8 -0,44 -0,08

51



52

Tablo 4-14 Aym giin icinde serumda yapilan rosuvastatin analizlerinin tekrarlanabilirligi

1 5 15
0,98 4,96 14,93
0,92 4,87 14,96
1,02 4,92 14,89
0,97 4,97 14,92
0,94 4,85 14,97
0,95 4,99 15,03
0,96 4,92 14,95

0,0381 0,0608 0,0532

3,9666 1,2363 0,3557
-4,01 -1,61 -0,31




Tablo 4-15 Farkh giinlerde sulu ¢ozeltide yapilan rosuvastatin analizlerinin
tekrarlanabilirligi

1 5 15
0,94 4,98 14,95
0,97 4,96 14,98
1,03 5,04 14,97
1,06 5,02 15,05
0,98 4,96 14,96
0,99 4,97 14,97
1,01 4,99 14,98

0,0378 0,0374 0,0365

3,7589 0,7498 0,2433
0,6 0,2 -0,0933

53



54

Tablo 4-16 Farkl giinlerde serumda yapilan rosuvastatin analizlerinin tekrarlanabilirligi

1 5 15
0,89 4,93 14,83
0,91 4,91 14,92
0,94 4,98 14,89
1,03 4,89 14,95
0,96 4,93 14,92
0,94 4,89 14,97
0,95 4,92 14,93

0,0451 0,0374 0,0308

4,7129 0,7605 0,2064
4,41 1,62 -0,4667

4.2.5.Tayin sir1 (LOQ) ve Gozlenebilme Sinir1 (LOD)

Boliim 3.4.5. de verilen denklemlere gore hesaplanan LOD ve LOQ degerleri

sirasiyla 0,00068 ve 0,0023 ng/mL olarak bulunmustur.

4.2.6.Turev Stabilitesi

Tiirevin stabilitesinin tayini igin oda sicakliginda karanlikta, +4°C karanlikta 12,

24, 48, 72, 96 saat bekletilerek yapilan calismalar sonucunda tiirevin +4°C de ve

karanlikta 96 saat kararli kaldigi saptanmustir. Elde edilen sonuglar Tablo 4-17 de

verilmisgtir.
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Tablo 4-17 Oda sicakh@inda giin 1518inda ve karanlikta, +4°C de karanlikta bekletilen
Rosuvastatin-ADAM tiirevinin stabilitesi

Pik alanlar

Baslangi¢ 12saat 24saat 48saat 72saat 96saat

sonra sonra sonra sonra sonra

Oda sicaklhig 172826 171634 170878 170176 169978 169176

karanlikta

+4°C de | 172856 172873 172435 172291 171792 171886

karanhikta

4.3. Gelistirilen Yontemin Tabletlerde Rosuvastatin Miktar Tayinine
Uygulanmas1 ve Sonuclarin Kiyas Yontemi Ile Elde Edilen Sonuclarla
Karsilastirilmasi

20 mg rosuvastatin kalsiyum igeren Crestor® 20 mg tablet Bolim 3.4.1. de
anlatildigr gibi gelistirilen HPLC yontemiyle analiz edildi. Sonuglari kiyaslamak
amaciyla tabletler bir kez de literatiirdeki HPLC-UV yontem ile analiz edildi. Her iki
yontem ile elde edilen sonuglar ve 6 adet tayin iizerinden hesaplanan ortalama (Aor),
SD, RSD ve % 95 olasilik diizeyinde giiven aralig1 [Aor % (t.s/\n)] degerleri Tablo 4-18

de verilmistir.

Gelistirilen yontem ve kiyas yontemi ile elde edilen sonuglarin ortalamalar
yoniinden karsilastirilmast student (t) testi, standart sapmalar yoniinden karsilastirilmasi
ise Fischer (F) testi uygulanarak yapilmistir. Tablo 4-18 deki sonuglar incelendiginde
hesaplanan t- ve F- degerleri % 95 olasilik diizeyi ve 6 deneme igin ilgili cetvellerde
bildirilen degerlerden daha kiigiik oldugundan gelistirilen HPLC yontemi ile kiyas
yontemi arasinda gerek dogruluk gerekse kesinlik bakimindan anlamli bir fark olmadig:

belirlenmistir.
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Tablo 4-18 20 mg rosuvastatin iceren tabletlerin analiz sonuclari ve sonuclarin istatistiki
olarak degerlendirilmesi

mg/tablet % mg/tablet %
19,85 99,25 19,93 99,65
19,89 99,45 19,85 99,25
19,93 99,65 1997 99,85
19,87 99,35 1995 99,75
1997 99,85 20,01 100,05
19,93 99,65 1997 99,85
19,902 10,942
0,0482 0,0593
0,2420 0,275
00273 0,0336
19,875-19,929 19,908-19,976
t= 1387 n=n.=6 tablo = 2,228
F=1517 P=0,05 Frabio = 5,05

4.4. Gelistirilen Yontem ile Serumda Rosuvastatin Tayini ve Farmakokinetik
Parametrelerinin Hesaplanmasi

29 yasinda saglikli bir goniilli tarafindan tek doz 20 mg rosuvastatin
kalsiyum alimimi takiben Bolim 3.5 de yazilan zaman araliklarinda toplanan kan
ornekleri Boliim 3.5. ve 3.3.3.5. de anlatildig1 gibi analiz edilmistir (n=4). Bu 6rneklerin
igerdigi rosuvastatin miktari serum i¢in hazirlanan 6l¢ii egrilerine ait ortalama dogru
denkleminden bulunmus (Tablo 4-19) ve serum rosuvastatin konsantrasyonunun
zamana Karst degisimini gosteren grafik ¢izilmistir (Sekil 4.11). Bu grafigin

incelenmesinden anlasilacagi gibi, ilacin alimindan 3,5 saat (tmaks) sonra maksimum
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plazma konsantrasyonuna (Cmaks= 17,5 ng/mL) ulasildig1 goriilmiis, eliminasyon yari
omrii (ty2) 18,09 saat ve egri altinda kalan alan (AUCo.) 286,06 olarak hesaplanmigtir
(Tablo 4-20). Sekil 4.12 ve 4.13 de rosuvastatin i¢ilmesinden 4 ve 72 saat sonra alinan

kan o6rneklerinin analizi sonucu elde edilen kromatogramlar gériilmektedir.

20 A
18 A
16 -
14 4
12 4
10 A

Konsantrasyon (ng/ml)

oON B O
1

Sekil 4:11 Serumda Rosuvastatin Konsantrasyonunun Zamana Karsi1 Degisimi



Tablo 4-19 Serum Rosuvastatin Konsantrasyonunun Zamana Karsi Degisimi

15 12,56
2 13,68
2,5 14,7
3 16,37
3,5 17,5
4 15,11
11,34
8 9,27
12 6,24
24 3,3
36 2,04
48 1,37
72 0,62

Tablo 4-20 1 adet Crestor® 20mg tablet almindan sonra hesaplanan farmakokinetik
parametreler

17,5

3,5

18,09

286,06




mV
{7 ROS

50-

25+

i e TR Ui Bl PR o ot T I B o T

T o Y LI SR
0.0 25 5.0 78 10.0 125
Zaman (dakika)

04 - et M

5

Sekil 4:12 20 mg tek doz rosuvastatin kalsiyum alan saghkh goniilliiden 4 saat sonra
alinan serum o6rnegine ait kromatogram

mV
50+
1
25“ l
J\ ROS J\
o - . )

Ty . — T v '
0.0 25 5.0 75 10.0 12 5 15. 0 .5
Zaman (dakika)

Sekil 4:13 20 mg tek doz rosuvastatin kalsiyum alan saghkh goniilliiden 72 saat sonra
alinan serum ornegine ait kromatogram
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5. TARTISMA
Rosuvastatin statin grubu ilaglarin en yeni, en etkili ve en ¢ok kullanilan
tiyelerinden biridir. Etkisini, diger statin grubu antihiperlipidemik ilaglar gibi HMG-
KoA rediiktaz enzimini inhibe ederek ve karacigerde kolesterol sentezini azaltarak

gosterir [3].

Rosuvastatinin hem tabletlerdeki kullanim dozunun hem de biyoyararlaniminin
diisiik olmas1 nedeniyle kandaki konsantrasyonu da diisiiktiir. Bu nedenle biyolojik
stvilardaki analizi i¢in hassas metotlara ihtiya¢ vardir. Stvi kromatografik yontemlerde
UV dedeksiyonla kandaki diisiik degerleri tayin etmenin zorlugu bilinmektedir. Bu
konuda kiitle spektrometrik dedektorlerle yapilan hassas ¢alismalar mevcut olmasina
ragmen bu cihazlar glinimiizde hala olduk¢a pahali ve her laboratuvarda
bulunamayacak cihazlardir. Bu ¢alismada bunlar g6z 6niine alinarak spektrofluorimetrik
dedektorle tayin tercih edilmis ve belirteg olarak asit grubu tasiyan maddelerle son

derece hassas fluoresans tiirevler olusturan ADAM belirteci secilmistir.

ADAM belirteci ile yapilan c¢alismalar incelendiginde reaksiyonun oda
sicakliginda, karanlikta, herhangi bir ekstraksiyon, katalizor ve 1s1 gerektirmeden bir
stire bekledikten sonra gerceklestigi, elde edilen fluorimetrik tiirevin herhangi bir 6n
isleme gerek duyulmadan HPLC sistemine enjekte edildigi goriilmiistir. Bu bilgiler
151¢inda rosuvastatin - ve ADAM arasindaki reaksiyonun optimum kosullar
arastirilmastir.

Rosuvastatin tuzu halinde bulunan bir etken madde oldugu i¢in énce maddenin
baz haline doniistiiriilmesi ve sonra tiirevlendirilmesi gerekmistir. Bu amacla ¢esitli
ortamlarda, ¢esitli ¢oziiciiler ve ¢oziicii karisimlar:t denenmis ve en 1yi sonuglarin 0,1 M
pH 4 asetat tamponlu ortamda EA:MTBE (1:1) ¢oziici karisimi ile elde edildigi
goriilmiistiir. Ekstraksiyondan sonra ¢oziiciiler ugurulup kalint1 iizerinde 1s1, reaksiyon
stiresi, ve belirteg miktar1 denemeleri yapilmistir. Bu reaksiyonun oda sicakliginda,
karanlikta, 55 kat belirtec ilavesi ile 1 saat bekletilerek yapildiginda en yiiksek verimle
ylridigl goriilmiistiir. Ayrica yukaridaki kosullarda elde edilen tiirevin stabilitesi de

incelenmis ve +4°C de karanlikta 4 giin dayanikli oldugu goértilmiistiir.

Bu ¢alismalara paralel olarak HPLC analizi i¢in en uygun kosullar1 belirlemek
amaciyla denemeler yapilmistir. Bazi ters faz kolonlarda (CN, Cgve C1g5 ve 4 um id. ),

cesitli oranlarda asetonitril-su, asetonitril/10 mM fosfat tamponu (pH 5, 6 ve 7),
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asetonitril/10 mM ortofosforik asit (pH 2,4), asetonitril- trifluoroasetik asit (pH 5)
sistemleri izokratik kosullarda ve gesitli gradient programlar uygulanarak, degisik akis
hizlarinda denenmistir. ADAM belirteci ile yapilan reaksiyon sonucu elde edilen tiireve
ait pik ile reaksiyon ortamindaki ve serumdaki kirliliklerin en iyi sekilde rezoliisyonu
250 mm uzunlugunda, 4,6 mm i¢ ¢apinda, 4 um partikiil ¢apli C1g kolonda, asetonitril-
su ¢oziicii sisteminin Tablo 4.4 deki gibi gradient uygulanmasi ile 30°C de, 1 mL/dak
akis hizinda elde edilmistir. Fluorimetrik dedeksiyonda maksimum eksitasyon ve
emisyon dalgaboylar1 sirasiyla 366 ve 410 nm olarak belirlenmistir. Bu kromatografik

sistemde tiirev pikinin alikonma zamani 13,6 dakika olarak bulunmustur.

Cesitli ilag maddelerinin denenmesi sonucu hem rosuvastatin i¢in gelistirilen
optimum reaksiyon kosullarina hem de kromatografi kosullarina uyum saglayan IS
madde olarak lovastatin belirlenmistir. Analiz sonuglar1 rosuvastatin/ADAM tiirevlerine
ait pik alanlarinin, lovastatin/ADAM tiirevlerine ait pik alanlarina oranlanmasi ile

degerlendirilmistir.

Rosuvastatinin karboksilik asit grubunun tiirevlendirilmesi ile sulu ortamda
gelistirilen yontemin biyolojik sivilara uygulanmasinda plazmanin elde edilmesinde
kullanilan sodyum sitrat, EDTA vb. gibi maddelerin de belirteg ile reaksiyona girme

ihtimali diisliniilerek serumda ¢alisma tercih edilmistir.

Serum proteinlerinin olas1 girigsimlerini engellemek ve rosuvastatinin serumdan
ekstraksiyonunu gercgeklestirmek i¢in ¢esitli ¢oziiciilerle protein ¢oktiirme denemeleri,
asidik, bazik ve notr pH lara getirilen serum 6rneklerinden cesitli ¢oziiciiler ve bunlarin
belli oranlardaki karigimlari ile yapilan sivi-sivi ekstraksiyon denemeleri, ¢oktiirme ve
stvi-sivl - ekstraksiyonun ardarda uygulanmasi ve literatiirdeki SPE metodunun
uygulamalar1 yapilmistir. Yapilan denemeler sonucunda rosuvastatin ve IS maddesi i¢in
en uygun ektraksiyon metodunun 0,1 M pH 4 asetat tamponlu ortamda, EA-MTBE

(1:1) karigim ile yapilan sivi-sivi ekstraksiyonu olduguna karar verilmistir.

Belirlenen kosullarda c¢alisilarak sulu ¢ozeltide ve serumda 0,01-20 ng.mL?
konsantrasyon araliginda 06l¢ii egrileri hazirlanmis ve konsantrasyona karsilik pik alan
oran1 degerleri yardimiyla en kiigiik kareler yontemi uygulanarak ortalama dogru
denklemleri sulu ¢ozeltide A= 0,2617C+0,1566 (r= 0,9975) ve serumda
A=0,2237C+0,1017 (r=0,9971) olarak hesaplanmustir.
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Gelistirilen yontemin tekrarlanabilirligini belirlemek i¢in ayni giinde ve farkh
giinlerde diisiik (I ng/mL), orta (5 ng/mL) ve yiiksek (15 ng/mL) konsantrasyonlarda
rosuvastatin igeren sulu ¢ozelti ve serum ornekleri 6 kez analiz edilmis ve analizlere ait
RSD (sulu ¢ozeltide % 0,23-3,75, serumda % 0,29-3,39) degerleri yontemin kesinliginin
yeterli derecede yiiksek oldugunu gostermistir. Yontemin dogrulugunu belirlemek
amaciyla yine 1, 5, 15 ng/mL konsantrasyonlarda rosuvastatin i¢eren ornekler 6 kez
analiz edilmis ve analizlere ait RSD ve RME degerleri sulu ¢ozeltide 2,32-0,18 ve (-
0,09) - (-1,8) ve serumda 4,41- 0,31 ve (-4,4)-(-0,14) olarak bulunmustur. Ayrica 6lgii
egrilerinin egimi ve ye cksenini kestigi nokta kullanilarak hesaplanan tayin ve
gozlenebilirlik sinirlar1 da sirasiyla 0,00068 ve 0,0023 ng/mL olarak bulunmustur.

Serumdan yapilan ekstraksiyon geri kazanim orami ¢aligmalarinda 1, 5, 15
ng/mL konsantrasyonlarda rosuvastatin igeren c¢ozeltilerin analiz sonuglari sulu
orneklerle caligilan 6l¢ii egrisi kullanilarak hesaplanmis ve serumdan ekstraksiyon geri
kazanim oran1 % 79,8 — 81,4 arasinda bulunmustur.

Gelistirilen yontemin tablet analizlerine uygulanabilirligi literatiirdeki HPLC-
UV yontemi ile kiyaslanmak suretiyle istatistiki olarak incelenmistir. Hesaplanan t- ve
F- degerleri % 95 olasilik diizeyi igin ilgili cetvellerdeki degerlerden daha kiigiik
oldugundan gelistirilen yoOntemin tablet analizlerine basariyla uygulanabilecegi
anlasilmstir.

Serumda gelistirilen yontemin farmakokinetik c¢alismalara uygulanabilirligi ise
saglikli bir goniilliinlin tek doz 20 mg rosuvastatin alinmasiin ardindan ¢esitli zaman
araliklarinda toplanan kan Ornekleri analiz edilerek incelenmistir. Yontemin
hassasiyetinin tek doz ilag alinmasinin ardindan 72 saatten fazla siire ilacin takibine
olanak sagladigi goriilmiis sonuglardan elde edilen Cmaks,, tmaks, tu2e, AUCow gibi
farmakokinetik parametreler literatiir bilgileriyle uygunluk gostermistir. Boylece bu
yontemin biyoyararlanim, biyoesdegerlik caligmalarinda da basariyla kullanilabilecegi
belirlenmistir.

Sulu ¢ozeltide ve serumda gelistirilen bu yontem rosuvastatinin tayini igin
literatiirde bildirilen calismalar ile karsilastirildiginda su sonuglara varilabilir.
Gelistirilen yontem maddenin tiirevlendirilmesine ve fluorimetrik dedeksiyonla
izlenmesine dayanan tek yontemdir. Reaksiyon oda sicakliginda, karanlikta, herhangi
bir ekstraksiyon, katalizor ve 1s1 gerektirmeden bir siire bekletilerek gergeklesir ve elde

edilen fluorimetrik tiirevler herhangi bir 6n isleme gerek duyulmadan HPLC sistemine
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enjekte edilir. Genel olarak tiirevlendirme ¢alismalarinin zorlugu diistintildiigiinde bu
yontem basit olarak siniflandirilabilir. Maddenin tabletlerden analizi i¢in daha once
yaymlanmis yontemlerin bir kismi tek basina [20,23], bir kism1 safsizliklar ve bozunma
triinleri ile [21,22,24], bir kism1 ise diger bazi ilaglarla yanyana [25-30] yapilmis
analizlerdir ve hepsinin hassasiyetleri gelistirilen yonteme gore diisliktiir. Ancak
hassasiyet tablet analizleri i¢cin ¢ok gerekli bir parametre olmadigindan bu yontemin
tablet analizlerindeki {stiinliigii tartigilabilir. Fakat biyolojik sivilardaki analizlere
bakildiginda ise bu parametre vazgecilmez bir gerekliliktir. Rosuvastatinin biyoloijk
stvilarda HPLC ile yapilmis ¢alismalarindan alti tanesi [31-36] UV-dedeksiyona
dayanmakta olup bunlar genellikle maddenin diger statinlerle ya da baska ilag
gruplarindan maddeler ile yan yana analizleri i¢in gelistirilmis yOntemlerdir ve
hassasiyetleri farmakokinetik c¢alismalarin izlenmesi igin yeterli degildir. Kiitle
deteksiyonuna dayanan diger dokuz yontemin [37-46] hassasiyetleri ise elbette
farmakokinetik ¢alismalar ig¢in yeterlidir. Ancak bu cihazlar hala her ilag
laboratuvarinda bulunamayacak kadar pahalidir. Tarafimizdan gelistirilen yontem
hassasiyet agisindan 0,00068 ng/mL LOD ve 0,0023 ng/mL LOQ degerleriyle kiitle
dedeksiyonuna dayanan diger HPLC ¢alismalarinin tiimiinden daha hassastir. Ayrica
kiitle dedeksiyonu kadar pahali olmayan bir cihaza gereksinim duymasi a¢isindan kolay
uygulanabilir bir yontemdir.

Ozet olarak bu calismada farmasétik preparatlarda ve plazmada rosuvastatin
tayini i¢in basit, duyarli, tekrarlanabilirligi ve giivenilirligi yiiksek yeni bir HPLC
yontemi gelistirilmistir. Rosuvastatin ve ADAM arasindaki reaksiyonun zahmetsiz ve
basit olmasi, reaksiyon ortamindan yeniden ekstraksiyon yapmaya gerek olmamasi,
rosuvastatinin serumdan geri kazanim oraninin ve tekrarlanabilirligin iyi olmasi, basit
bir kromatografi sistemi ve dedektorii kullanilmasi yontemin baglica {istlinliikleridir.
Sonug olarak gelistirilen bu yontem hem rutin farmasotik analizlerde, hem de
biyoyararlanim, biyoesdegerlik ¢aligsmalarinda ilacin diisiik konsantrasyonlarinin takip

edilmesinde rahatlikla kullanilabilecek niteliktedir.
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