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Tolterodinin insan Plazmasi ve Farmasotik
Preparatlarda Dansil Klorir Ile Tarevlendirilerek

Spektrofluorimetrik Tayini

Spectrofluorimetric Method for the Determination of Tolterodine In
Human Plasma and Pharmaceutical Preparations by Derivatization

with Dansyl Chloride
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Amag: Tolterodin (TOL) iiriner inkontinans tedavisinde kul-
lanilan antimuskarinik bir ila¢ etken maddesidir. Literatiirdeki
metotlar ilgili ilag maddesinin biyolojik sivilarda analizi i¢in ye-
terince hassas degildir. Bu acig1 kapamak iizere TOLun plazma
ve farmasétik iirtinlerde tayini icin hassas, diisitk maliyetli bir
spektrofluorimetrik yontem gelistirilmistir.

Yontemler: TOL dansil kloriirle reaksiyona giren bir fenolik hid-
roksil grup icermektedir. Gelistirilen metot pH 9,5 bikarbonat
cozeltisi varliginda, 360 nm ckzitasyonla 590 nm'de diklorome-
tanda 6l¢iilen yiiksek fluoresansli tiirevin olustugu bu reaksiyona
dayanmaktadir. Fluoresans siddetini etkileyen cesitli deneysel pa-
rametreler optimize edilmistir. Fluoresans siddeti ve TOL kon-
santrasyonu arasindaki baginti incelenmistir.

Bulgular: Gelistirilen yéntem 5-60 ng mL" araliginda dog-
rusaldir. Dedeksiyon limiti 0,136 ng mL" dir. Geri kazanim
%100,48 dir.

Sonug: Insan plazmasi ve farmastik preparatlarda TOL igin
dansil kloriir kullanarak basit, diisiik maliyetli ve hassas bir
spektrofluorimetrik bir yontem gelistirildi. Gelistirilen yéntem
valide edilerek yiiksek dogruluk ve kesinlikle ilacin rutin analiz-
lerinde, biyoyararlanim ve biyoesdegerlik calismalarinda kullani-
labilecegi ortaya kondu.

Anahtar Kelimeler: Tolterodin, dansil kloriir, farmasétik prepa-
rat, plazma, tiirevlendirme

Girig

ABSTRACT

Objective: Tolterodine (TOL) is an anti-muscarinic drug used for
the symptomatic treatment of urinary incontinence. Analytical
methods in the literature are not sensitive enough for the assay of
drug substance biological fluids. To make up the deficit, we devel-
oped a sensitive, cost-reduced spectrofluorimetric method for the
determination of TOL in plasma and pharmaceutical preparations.

Methods: TOL has a phenolic hydroxyl group that reacts with
dansyl chloride. The spectrofluorimetric method is based on
this reaction in the presence of a bicarbonate solution of pH
9.5 to give a highly fluorescent derivative, which can be mea-
sured at 590 nm with an excitation wavelength at 360 nm in
dichloromethane. Different experimental parameters affecting
fluorescence intensity were optimized. The relationship between
fluorescence intensity and TOL concentration was investigated.

Results: The developed method is linear in the concentration
range of 5-60 ng mL-1 with a minimum detectability of 0.136
ng mL-1. The recovery was 100.48%.

Conclusion: A simple, cost-effective, and sensitive spectrofluo-
rimetric method was developed and validated for the determina-
tion of TOL in human plasma and pharmaceutical preparations
using dansyl chloride. According to this validation study, it is
possible to use this proposed method for the routine analysis of
the drug and for conducting bioavailability and bioequivalence
studies with good accuracy and precision.

Keywords: Tolterodine, dansyl chloride, pharmaceutical prepa-
rations, plasma, derivatization

Tolterodin (TOL) tartarat, (R)-N,N-diisopropil-3-(2-hidroksi-5 metilfenil)-3-fenil propanamin L-hidrojen tartarat, iiri-
ner inkontinans tedavisinde kullanilan antimuskarinik bir ila¢ etken maddesidir (1-3). TOL, kolinerjik muskarinik re-
septorlere ¢ok yiiksek afinite gosterir (4). 2 mg'lik oral uygulamay: takiben maksimum plazma konsantrasyonu 2-3 ng
mL"dir (5).

TOLun biyolojik stvilarda ve farmasotik preparatlarda analizi icin literatiirde cesitli ydntemler bulunmaktadir. Bunlar
spektrofotometri, yiiksek performanslt sivi kromatografisi, gaz kromatografisi-kiitle spektrometrisi, kapiler elektroforez
teknikleriyle gelistirilmis ydntemlerdir (9-12). Bu teknikler sofistike enstriiman veya zorlu numune hazirlama prosediirleri
gerektirmektedir. [laveten belirtilen spektrofotometrik metot TOLun biyolojik stvilarda analizini saglayacak hassasiyette
degildir.
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Spektrofluorimetri ila¢ maddelerinin biyolojik sivilarda ve
farmasotik preparatlarda uygun reaktiflerle tiirevlendirilme-
siyle duyarli, basit, ekonomik ve hizli analizine imkan saglar.
Buna karsin literatiirde TOLun spektrofluorimetrik olarak
analizini saglayan bir yontem bulunmamaktadir. Bu ¢alisma-
da iiriner inkontinans tedavisinde kullanilan TOL ilag etken
maddesinin dansil kloriir reaktifiyle tiirevlendirilmesine da-
yanan yeni bir analitik ydntem gelistirilmigtir. Dansil kloriir
fenol, primer ve sekonder amin grubu igeren ilaglarin tiirev-
lendirilmesinde yaygin kullanilan bir fluorejenik tiirevlendir-
me belirtecidir (13-17).

Bu reaktifin kendisi fluoresans 6zellik gostermez. Bu durum
reaktif fazlasinin analizde girisim yapma durumu ortaya ¢i-
karmamasindan dolayr 6nemli bir avantajdir. Gelistirilen bu
yontem dogruluk, kesinlik, segicilik, dogrusallik, saglamlik
gibi parametreler goz oniine alinarak valide edilmistir. Ayrica,
gelistirilen yontem TOLun plasma ve farmasétik preparatla-
rina uygulanmig ve numune bilegenlerinden kaynaklanan bir
girisim saptanmamugtir. Dansil kloriir ve TOL arasindaki tii-
revlendirme reaksiyonu Sekil 1°de gdsterilmistir.

Yontemler

Cihazlar

Fluoresans &l¢iimler Hitachi spekerofluorimetre  (Model
U-2900) ile yapilmistr. Ksenon lamba ve 1 cm 15in yollu
hiicreler kullanilmigtr. Ekzitasyon ve emisyon dalga boylar:
sirastyla 360 ve 590 nm'dir. pH ol¢timleri WTW pH 526 di-
gital pH metre ile yapilmistr.

Reaktifler ve ¢ozeltiler

Tolterodin tartarat Teva Tech (Israil) firmasindan temin edil-
mistir. Farmasotik preparat TOLTEX Film Tablet ° (her film
tablet 2 mg of Tolterodin tartarat igerir) eczaneden, dansil
kloriir Sigma-Aldrich (Almanya) den satin alinmigur. Tiim
kimyasallar ve reaktifler analitik safliktadir.

TOLun stok ¢ozeltisi 1 pg mL-1 olacak sekilde metanolde
hazirlanmistir ve ¢aligma ¢ozeltileri i¢in de yine metanol kul-
lanarak cesitli seyreltmeler yapilmigtr.
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Sekil 1. TOL ve dansil kloriir arasindaki reaksiyon
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Tekkeli SE. Spectrofluorimetric Analysis of Tolterodine

Dansil kloriir giinliik taze olarak asetonda

2,0 mg mL" olacak sekilde hazirlanmistr. Sodyum bikarbo-
nat (0,1 M) suda hazirlanmisur, sodyum hidroksitle pH s1
9,5’a tamamlanmistir. Bu ¢ozelti 4°C'de bir hafta bekleyebil-
mektedir.

Genel prosediir

0,025-0,300 mL arasinda uygun hacimlerde TOL stok ¢6-
zeltisinden (1 pg mL"') deney tiiplerine aktarilmis ve hacim
metanolle 0,3 mLye tamamlanmigtir. Herbir tiipiin tizerine
200 pL pH 9,5 bikarbonat ¢ozeltisi ve 200 pL of dansil kloriir
cozeltisi ilave edilmistir. Her reaksiyon karigimi 40°C'de 10
dakika bekletilmistir. Ardindan olusan tiirevler 5 mL dikloro-
metana ckstre edilmigtir. Organik tabaka ayrilmis ve azot aki-
minda ugurulmugtur. Ayni sekilde es zamanli sahit deneme-
de yapilmistr. 360 nm ekzitasyonla 590 nm deki fluoresans
siddeti 6lciilmiigtiir. Konsantrasyona kargt fluoresans siddeti

Kalibrasyon egrisi

Kalibrasyon egrisi TOLun stok ¢ozeltisi (1 pg mL™") seyrelti-
lerek bir seri standart ¢ozelti hazirlanmistir. Genel prosediir
boliimiinde belirtilen proses uygulanmistir (n=5). En kii¢iik
kareler yontemi kullanilarak konsantrasyona kargt fluoresans
sinin denklemi /=aC'+ b, C'ng mL" diizeyinde ilag konsant-
rasyonu ve /, ise fluoresans siddetinin gosterir.

Tablet formiilasyonu icin analitik prosediir

2 mg of TOL iceren tablet tozu tartilmig ve 50 mLlik bir ba-
lonjojeye aktarilmigtir. 15 mL metanol ilave edilmis ve ultraso-
nik banyoda 20 dakika karistirilarak ekstre edilmistir. Hacim
metanolle 50 mLye tamamlanmis ve son karigim stiziilmiis-
tiir. Uygun miktarda siiziintii ile kalibrasyon egrisi hazirlama
béliimiindeki gibi calisiimigtir. Elde edilen kalibrasyon egrisi
denkleminden tablet icindeki madde miktart hesaplanmistir.

Plazma numunesi i¢in analitik prosediir
100 pLler plazma numuneleri deney tiiplerine alinmig ve de-
gisik mikearlarda TOL ¢ozeltileri ilave edilmigtir, tizerlerine

250 pL 0,1 N NaOH eklenmistir. 3 mL of t-butylmethylether

H5C

N

-
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ile vortex karigtiricida 5 dakika karigtirilarak ve 2000 rpmde 6
dakika santrifiij ederek plazma numunesine TOL ekstre edil-
mistir. Organik faz azot akiminda kuruluga kadar u¢urulmus-
tur. Kalint1 0,2 mL metanolde ¢oziinmiistiir. Analizler ‘Ge-
nel prosediir’ béliimiinde belirtildigi gibi yapilmistir. Sahit
denemelerde ayni sekilde gergeklestirilmigtir. Plazmadan geri
kazanim kalibrasyon egrisi yardimiyla hesaplanmigtir. Plazma
numuneleri temini icin Bezmialem Vakif Universitesi Klinik
Aragtirmalar Etik Kurulundan onay, goniillilerden de yazili
onam formlar1 alinmistir.

Bulgular

Fluorimetri oldukga hassas analiz saglayan bir analitik ydntem
oldugundan TOLun plazma ve farmasétik preparatlarindaki
analizleri i¢in secilmistir. TOL kimyasal yapisinda fenolik
hidroksil grup icermektedir. Bu da onu dansil kloriitle tiirev-
lendirilmeye elverisli hale getiren bir unsurdur.

Dansil kloriir fluorimetrik tiirevlendirme icin oldukga uy-
gun ve yaygin kullanilan bir belirtectir (13-17). Gelistirilen
bu yeni yontem, ila¢ maddesinin dansil kloriir ile tiirevlendi-
rilmesine dayanmaktadir. Tiirevlendirme reaksiyonu pH 9,5
olan ortamda gergeklesmis ve olusan tiirevin fluoresans siddeti
diklorometanda 360 nm ekzitasyonla 590 nm'de 8l¢iilmiistiir.
[gili spektrum Sekil 2°de gosterilmektedir.

Deneysel parametrelerin optimizasyonu

Tirevlendirme reaksiyonunu etkileyen parametrelerin opti-
mum degerlerini bulmak tizere cesitli denemeler yapilmistr.
Bazi parametreler icin farkli degerler denenirken digerleri
sabit tutulmustur. Ekstraksiyon ¢éziiciisii i¢in de kloroform,
diklorometan, dietil eter, benzen gibi farkl ¢oziiciilerle dene-
meler yapilmistir. En yiiksek verimle ekstraksiyonun dikloro-
metan kullanilarak elde edildigi saptanmistir. Optimum ko-
sullarda olugturulan tiirevin oda sicakliginda 3 saat dayanikls
oldugu belirlenmistir.

Oncelikle en yiiksek verim saglayan dansil kloriir konsantras-
yonu belirlenmistir. Bu amagla 50 -300 pL arasinda degisik
hacimlerde % 0.02’lik dansil kloriir ¢ozeltileri ile denemeler
yapilmugtir. 200 pL %0,02 lik dansil kloriiriin en uygun kon-
santrasyon oldugu saptanmustir (Sekil 3).

1000.00 -

Fluoresans siddeti
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Sekil 2. Tiireve ait spektrumlar

Ardindan degisik pH'larda tiirevler olusturularak optimum
reaksiyon pH’st belirlenmistir. Dansil kloriiriin alkali alanda
reaksiyon verdigi 6n bilgisiyle denemeler pH 9-11 araliginda-
ki tampon ¢ozeltilerle yapilmistir. En yiiksek fluoresans sidde-
ti pH 9,5 de, 200 pL tampon ilavesiyle saglanmigtir (Sekil 4).

Reaksiyon ortami sicakligi denemeleri ise 40, 50 ve 60°C’ler
icin yapilmistur. Optimum 40°C ve bekleme siiresi 10 dakika
olarak saptanmugur. Sekil 5 sicaklik ve bekleme siiresinin tii-
revlendirme reaksiyonuna etkisini gostermektedir. Dansil klo-
riiriin TOL'e mol orant da incelene bir parametredir. Bunun
icin Job'un siirekli degisken ydntemi kullanilmistir. Dansil
klotiriiriin TOLe mol orani 1 oldugu durumda reaksiyonun
en yiiksek verimle gerceklestigi belirlenmistir (18).

Gelistirilen Yontemin Validasyonu
Validasyon prosediirii Uluslararast Harmonizasyon Konferan-
sinda belirlenen kriterler dogrultusunda yapilmisur (19).
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Sekil 3. Dansil kloriir hacminin reaksiyon verimine etki-
si (0,5 mg mL")
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Sekil 4. pH’nin reaksiyon verimine etkisi
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Kalibrasyon ve Hassasiyet: Yontem 30-60 ng mL' konsant-
rasyon araliginda dogrusaldir. Konsantrasyon ve fluoresans
siddeti arasindaki baginunin denklemi 7=14,975 C-108,43
seklindedir. Dedeksiyon limiti (LOD) ve kanditasyon limiti
(LOQ) su esitlikle hesaplanmigtir: LOD ve LOQ=kSSa/b,
LOD icin k= 3 ve LOQ icin k=10 dur, SSa kesim noktasinin
ve b ise egimin standart sapmasini gdstermektedir. Yonteme
ait analitik parametreler Tablo 1'de listelenmistir.

Dogruluk, kesinlik ve secicilik: Yontemin dogrulugunu be-
lirlemek i¢in standart ekleme teknigi kullanildi. Cesitli mik-
tarlarda saf TOL ¢ozeltisi diisiik, orta, yiiksek diye nitelendiri-
lebilecek ti¢ farkli seviyede TOL igeren plazma numunelerine
ilave edildi. Asagidaki esitlikten geri kazanim hesapland..

Geri kazanim % = [(C-C ) / C ] x 100 Egs

C, total analit konsantrasyonu; C_ ilaveden 6nce numunede
bulunan analit konsantrasyonunu; ve C_ise eklenen saf ana-
lit konsantrasyonunu temsil etmektedir. Sonuglar Tablo 2'de
verilmistir. %100,40’liik geri kazanim ydntemin yiiksek dog-
ruluga sahip oldugunu gostermekeedir.

Yontemin segiciligi numune bilesenlerinin analizde girisim
yapmama durumunun bir 8l¢iistidiir. Tablet analizlerin yar-
dime1r maddelerden herhangi biriyle girisim séz konusu ol-
mamustr, plasebo ile yapilan analizlerden bu sonug ortaya
ctkmustir.

Giin ici ve giinler arast olmak iizere iki tip kesinlik incelen-
mistir. Ug farkli seviyede TOL konsantrasyonlart ayn1 giin-
de ve ardigik yedi giinde ayni sekilde analiz edilmigtir (n=5).
Relatif standart sapma (BSS) giin i¢in i¢in %0,53 and giinler
arast icin %1,02 olarak bulunmustur ve sonuclar Tablo 2'de
gosterilmektedir.

Saglamlik: Analitik kosullrda yapilan kiiciik modifikasyonla-
rin yontemi etkilemedigi belirlenmistir. Ornegin dansil kloriir
konsantrasyonunda % a/h + 0,5, sicaklikta (optimum deger
+ 2°C), ve bekleme siiresinde (optimum deger + 0,25 dak.)
degisiklikler yapilmis ve BSS degerlerinin % 2 den fazla degis-
medigi saptanmugtir. Sonuglart en ¢ok etkileyen parametre pH
olarak belirlenmistir. pH’nin 9,5+0,2 araliginda reaksiyonun
gerceklesebildigi gozlenmistir.

Tablo 2. Standart ekleme yéntemi ile geri kazanim sonuclari

Var olan miktar

Sunulan Yontem (ng mL")? (ng mL")
10 5
30
50

2TOLTEX Film Tablet® (2 mg)
b5 bagimsiz analiz

‘Standart sapma

Eklenen miktar

Tekkeli SE. Spectrofluorimetric Analysis of Tolterodine

Tabletlerde TOL analizi

Yeni gelistirilen yontem TOLTEX Film Tabler® adli farma-
sotik triinlere uygulanmistr. Tablo 3’de belirtilen sonuglara
ulagilmigtir, buna gore yontemin tabletlere uygulanabilir ol-
dugu goriilmiistiir. Ayrica yapilan denemeler tablet yardimer
maddeleriyle girisim olmadigini ortaya koymustur.

Plazma numunelerinde TOL analizi

Literatiirde belirtilen bir ¢aligmada 20 goniilliiye oral yoldan
4 mg tek doz TOL uygulanmis ve farmakokinetik parametre-
leri hesaplanmustr. C_of 6,08+3,07 ng mL™" olarak hesap-
lanmis ve bu degere = 5,4 saatte ulagildig1 belirlenmigtir (10).
TOLun gelistirilen yeni yontemle TOL'a ait farmakokinetik
degerleri de kapsayacak sekilde analiz yapilabilmektedir. Plaz-
ma analiz sonuglar1 Tablo 4'de gériilmekeedir.

Sonug

Sonug olarak, gelistirilen yeni spektrofluorimetrik metot ol-
dukea pratik ve uygulanabilirdir. Oncesinde komplike nu-

Tablo 1. Yonteme ait analitik parametrelerin sonuglar

Parametre Dederi
Dalga boyu (nm) Aex: 360, \em:590
Konsantrasyon araligr (ng mL-1) 5,0-60,0
Regresyon denklemi®

Kesimzss 108,43+0,68
Egimiss 14,97540,054
Belirtme katsayisi (r?) 0,9981
Kesinlik

Gunicic, BSS % 0,53
Ginler arasid, BSS % 1,02
LOD (ng mL™) 0,136
LOQ (ng mL-) 0,434

25 analizin ortalamasi

5TOL konsantrasyonu ve fluoresans siddeti arasinda bagintiyi
saptamak icin regresyon analizi yapilmistir.

If=m C+b Cng mL"" olarak TOL konsantrasyonu (bagimsiz
degisken) ve If fluoresans siddeti (bagimli degisken)

‘n=5 her seviye icin yapilan tekrar

97 Farkli giin sonuglari

TOL: tolterodin; LOD: dedeksiyon limiti; LOQ: kanditasyon limiti

Geri kazanim (%)

Bulunan toplam (ng mL")
miktar® (ortalamazssc) BSS (%)
15,020+0,053 100,40 0,35
40,120+0,230 100,40 0,57
60,320+0,587 100,64 0,59
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Tablo 3. Tablette TOL analizi sonuglari (n=5)

Sunulan yéntem Miktar?
(mg tablet-1)
2

2TOLTEX Film Tablet® (2 mg)
b5 Bagimsiz analiz sonucu

Tablo 4. Plazmada TOL analizi sonuglari (n=5)

Sunulan yéntem Eklenen
(ng mL")

5,0

30,0

60,0

25 bagimsiz analiz

mune hazirlama islemlerine gereksinim duyulmamaktadir.
TOLun plazmada ve tabletlerinde yiiksek dogruluk ve kesin-
likle, oldukga hassas diizeyde analizine imkan saglamaktadur.
Bu yontem biyoesdegerlik caligmalarinda, ilaca ait rutin ana-

lizlerde kullanilabilir.

Etik Komite Onay:: Bu calisma icin etik komite onay alinmistir.

Hasta Onamu: Yazili hasta onami bu ¢aligmaya katlan hastalardan alinmisur.
Hakem Degerlendirmesi: Dis bagimsiz.

Cikar Catigmasi: Yazarlar ¢ikar causgmasi bildirmemisglerdir.

Finansal Destek: Yazarlar bu ¢alisma icin finansal destek almadigini belirt-
mistir.

Ethics Committee Approval: Ethics committee approval was received for
this study.

Informed Consent: Written informed consent was obtained from patients
who participated in this study.

Peer-review: Externally peer-reviewed.
Conflict of Interest: No conflict of interest was declared by the authors.

Financial Disclosure: The authors declared that this study has received no
financial support.
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