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OZET

Aliskiren hemifumarat ve amlodipin besilat hipedgion tedavisinde yaygin
olarak kullanilan ila¢c etkin maddeleridir. Bu ikiken maddeyi ayri ayri iceren ilag
formulasyonlari ve her iki etkin maddeyi bir aragaren Tekamlo isimli oldukga

yeni bir ila¢ formulasyonu vardir.

Birden fazla benzer etkili etkin maddenin biraradéd¢ formulasyonlarinin
tedavide daha etkili oldwna iliskin Klinik bilgilerin i1siginda bu ¢calkmada bu iki
maddenin gzamanli tayini icin basit, hizh, kesigli yiksek bir HPLC yontemi

gelistirildi ve gelistirilen yontem valide edildi.

Gelistirilen yontem, biraradaki bu iki etkin maddening&olonda; 50 mM
trietilamin — ortofosforik asit ¢ozeltisi (pH=3)satonitril / metanol (50/40/10, h/h/h)
hareketli fazi ve UV dedektdr ile 237 nm dalga baja 1 mL/dak. aki hizinda
ayrilmalari temeline dayanir. Calan dgrusal konsantrasyon araliklari amlodipin
besilat icin 2,65 — 26,50 pg / mL ve aliskiren femarat icin 5,0 — 50,0 pg / mL,
gozlenebilme ve tayirsinirlar ise amlodipin besilat icin 0,51ve 1,70 fagnL,
aliskiren hemifumarat igin 0,95 ve 3,18 pg / mL @elistirilen yontem her iki ilacin
ila¢c formulasyonlarinin kagiminin analizine bgariyla uygulannytir. Elde edilen
sonugclar gefitirilen UV spektrofotometrik yontem ile Student# ¥ischer—F testleri
uygulanarak istatiksel olarak kdestiriimis ve iki yontem arasinda ortalamalar ve
standart sapmalar yoninden % 95 olasilik duzeyidemh bir fark olmady

bulunmutur.

Gelistirilen HPLC yontemi kolay, kesirgi yuksek ve tekrarlanabilir olup

amlodipin ve aliskirenin biraradaki tablet analizhele giivenle kullanilabilir.

Anahtar kelimeler: Aliskiren hemifumarat, amlodipiesilat, Yiksek performansli

sivi kromatografisi, Ezamanli tayin



SUMMARY

Simultaneous Determination of Amlodipine and Aliskien by High-Performance

Liquid Chromatography

Aliskiren hemifumarate and amlodipine besylate a@mmonly used
antihipertansive drugs. Aliskiren and amlodipingphrarmaceutical formulations can
be found separately, there is also new formulatalted together the tekamlo. In this
study, A simple, rapid and precise method is deyedoand validated for the
quantitative simultaneous determination of amlatkpand aliskiren in combined
pure and pharmaceutical dosage form. The methbdsed on high — performance
liquid chromatographic (HPLC) on a reverse — phadamn, Gg, 4.6 mm x 25 cm,
0.5 pum, using a mobile phase of trietilamine buft mM, pH=3), acetonitrile and
methanol (50:40:10, v\v\v). The chromtagraphic ¢bors are flow rate 1 mL / min,
column temparature at 2& and dedector wawelength of 237 nm. Linearityhef
method was found to be in the concentration rarige(@— 50.0ug/mL for aliskiren
hemifumarate and 2.65 — 26&/mL for amlodipine besylate , LOD and LOQ
values were 0.51, 0.95, 1.70, 3.48/mL for amlodipine besylate and aliskiren
hemifumarate. Obtain results from UV spectrophatiim and HPLC method were
compared by istatistically with Student — t andchexy — F test. No signnificant
difference was not found between two methods i¥®probability level by average

and standard deviation.

The developed method is simple, sensitive and demible and can be used

safely routine simultaneous analysis of amlodigind aliskiren in tablets.

Keywords : Aliskiren hemifumarate, Amlodipine Hase, High-performance liquid

chromatography, Simultaneous determination



1.GIRIS ve AMAC
1.1. dRiS

Hipertansiyon ginimuzde en 6nemlglga sorunlarindan biri ve dnlenebilir

0lum nedenleri icerisinde bir numaral risk faktdi.

Hipertansiyon tedavisinde ila¢ kullanimi giderekahd yaygin hale
gelmektedir. Bu amacla kullanilan ilaclar; idrakgdtculer, B adrenerjik reseptor
blokerler, o adrenerjik reseptor blokerler, kalsiyum kanal leid&r, anjiyotensin
donistarict enzim inhibitérler (ACEI), angiotensin Il TAl) reseptor blokerler,
direkt etkili damar gesleticiler, santral etkili sempatolitik ilaglar, agrerjik néron
blokerleri ve sadece hipertansif kriz tedavisindelldnilan ilaglar olarak
siniflandirabilir  bttp://www.gata.edu.tr/dahilibilimler/ichastalikiffiles/kitaplar/114.pdf
Erisim tarihi: 10 Ocak 2012).

Tekamlo g@ustos 2010° da FDA onayl algihipertansiyon tedavisinde
kullanilan yeni bir ilagtir. Aliskren hemifumaratevamlodipin besilat etkin
maddelerinden olgmaktadir ve bu etkin maddelerin her biri ayri dyipertansiyon
tedavisinde kullaniimaktadir. Aliskren renin inhdoti, amlodipin ise bir kalsiyum
kanal blokérdir. Bu etkin maddelerin birlikte tek Bacta kullanildiklarinda, ayri
ayri ilag olarak kullanimlarina gore kan basinaaha fazla dgiirdtkleri yapilan
klinik calismalarla tespit edilngtir. Kombine ila¢ formilasyonlari giderek daha
yaygin kullanim alani bulmakta ve bu nedenle bufdimulasyonlarda ve biyolojik

materyalde gzamanl tayin yontemlerine ihtiyac giderek artnaakt.



1.2. AMAC

Yapilan literattr argirmalar sonucunda aliskiren hemifumarat ve angodi
besilatin birarada tayinine gkin herhangi bir cajmaya rastlanmadi bu nedenle biz
calismamizda bu iki maddeninszamanl tayinine ikkin basit, hizli, kesingi
yuksek, tayin edilebilir sinirn giik bir HPLC yontemi gegtirmeyi ve gelstirdigimiz

yontemi valide etmeyi amagladik.



2.GENEL BILGILER
2.1. AMLODIPIN BESILAT

2.1.1. Fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

Sekil-1. Amlodipin besilatin acik kimyasal formulu

Amlodipin besilatin kimyasal adi 3-Etil-5-metil(4R3-[(2-aminoetoksi)
metil]-4-(2-klorofenil)-6-metil-1,4-dihidropridin-%-dikorboksilat benzen sulfonat
olup kapali formili gH25CIN,OseCsHgO3S, molekl &irligi 567,10 g/mol’ dar.
Beyaz kristal bir toz olan amlodipin besilat tuzida ve ¢cok az miktarda da etanolde

¢ozunuar, pKdegeri 8,6 dir (61).



2.1.2. Farmakolojik Ozellikleri

Kalsiyum kanal blokerleri damar diiz kas hiicrelerimembranindaki voltaja
bagiml L-tipi kalsiyum kanallarini bloke ederek uyarrasinda bu kanallardan hiicre
icine C&" girisini inhibe ederek damarlarin gelemesini sglarlar. Damar segici
Ozellikte olmayanlar, ayrica miyokard vegdi kalp hicrelerinin membranindaki
voltaja b&imh L-tipi kalsiyum kanallarini da bloke ederelalli yavaglatarak kalp
debisini azaltirlar. Kalsiyum kanal blokdrleri, kyasal yapilarina gore 3 gruba

ayrilirlar:

1. 1,4-dihidropridin (DHP) turevleri
2. Fenilalkilamin tarevleri (Verapamil)
3. Benzotiazepin tirevleri (Diltiazem)

Bu U¢ grubun kalsiyum kanal proteini Gizerindekglbama yerleri farkhdir.

.....

Hipertansiyon tedavisinde kullaniimalarinin  yanindgdglis  &risi
engelleyicisi, hafif ve orta dereceli hipertansigan monoterapi olarak
kullanilabilirler. Damar genletici etkileri, klcuk atardamarlarda toplar
damalardakine gére daha belirgindir. Atar damardali basincini diiirmelerine
ragmen, dger bazi gruplardaki ilaglarin aksine, beyinde vbrbgin Ust kisminda yer
alan damardan gecen kanin icersinde yer alan protibuydk hacrelerin idrar
icersine kagmasini engelleyen filtrasyon hizinda azalma yapenaklipertansiyon
tedavisinde, dihidropridin tarevleri, damar secodduklari icin daha fazla tercih
edilirler. Kendi iclerinde en énemli farkliliklaatki sireleriyle ilgkilidir. Ortak yan
etkileri; ba agrisi, bg donmesi, yiz kizarmasi, yluzde ve bacaklarda yamss,
ayak bilgi o6demi, carpintt ve bazen stlardi, hipotansiyon ve kabizliktir.
Verapamil, dihidropridin tdrevlerinden farkh oldga belirgin kardiyak (kalbin
kasilma gucuni azaltici etki, kalbin dizenli galasini engeleyen etki ve kalbin
uyarilma etkilerinin dgismesi gibi) etkinlik gosterir. Beta-blokorlerle bbsx
kullaniimamalidir. Galopamil, yapica ve farmakdtojetki profili bakimindan
verapamile benzer. Diltiazem, verapamile gore dataf kardiyak etkinlik gosterir.
Beta-blokorlerle beraber kullanilirken dikkatli almalidir [4].



Amlodipin uzun etki sdreli, dihidropiridin tirevi i kalsiyum kanal
blokdrudur. Damar diz kas membranindaki hem \elbkagimli, hem de frekansa
bagimli kalsiyum kanallarini bloke eder. Boylece dis kicresine kalsiyum gimi
onler; bu da periferik vaskiler sistemde damar geemiesine yol acar. Dilatasyon
Ozellikle arteriyollerde belirgindir. Sonugta totaériferik diren¢ dolayisiyla kalbin
karsi kariya kaldgl yuk ve oksijen tiketimi azalir. Vazodilator eile genisleyen
koroner damarlar, yeterli kan akimgtanamayan miyokardin kanlanmasini artirirlar.
Amlodipin toplam kan direncini diirerek, kalbin g yikunu azaltir ve miyokardin
oksijen tuketimini dgrar. Bu 6zelliklerinden dolayr hipertansiyondaglst ve tipik
gogus arilarinin tedavisinde yararli etkiler glurmaktadir Kttp://www.iegm.gov.tr
erisim tarihi: 10 Ocak 2012).

Emilim, tedavi icin gerekli dozlarin oral uygulansmadan sonra, amlodipin
lyi absorbe olur ve doz sonrasi 6 - 12 saatleriadaskandaki konsnatrasyonu en
yuksek seviyededir. Mutlak biyoyararlanim % 64-a88asinda hesaplangnr. Gida
ile alinmasi, amlodipin emilimini etkilemez. Greyffusuyu ile alinimi tavsiye
edilmez. Dgilim hacmi takriben 21 I/kg dir. In vitro camnalar dolaimdaki
amlodipinin yaklaik % 97,5’ inin plazma proteinlerine gla oldugunu gosternsiir.
Kararli durumdaki plazma seviyelerine birbirini ialeden dozlarla 7 - 8 glin sonra
erisilir. Amlodipin karacgerde y@un sekilde metabolize olarak inaktif metabolitlere
donislr ki ilacin % 10’ u ile metabolitlerinin % 601 idrla atilir. Eliminasyonun
yarl 6émri yaklak 35 - 50 saattir ve bu ginde tek doz kullanimsiygesi ile

uyumludur.
2.1.3. Analiz Calsmalari

Tatar ve Atmaca (2001) insan plazmasinda yiksekomeansl sivi
kromatografisi (HPLC) kullanarak yaptiklari gahada 459 nm dalga boyunda
fuloresans dedektori kullanarak, 0,8 mL / daks &dkzinda, G kolon ve metanol
(MeOH) / su (80:20, h/h) hareketli faz kamni ile calsmislar. Amlodipin besilatin
dogrusal konsantrasyon aragini 30 - 70 ng/mL, tayin edilebilme (LOD) ve
gozlenebilme sinirt (LOQ) gerlerini 0,125, 0,250 ng/mL olarak bulgtardir (6).



Klinkenberg, Streel ve Ceccato (2003) tabletlerdBLE ile yaptiklari
calismada 237 nm dalga boyunda UV dedektori ile 1 mk Akiks hizinda RP-¢
kolon, asetonitril (ACN)/MeOH/ trietilamin — ortogforik asit ¢dzeltisini (pH=3,00)
(15:35:50 h/h/h) hareketli faz olarak kullagiar ve amlodipin igin dgrusal
konsantrasyon argini 0,39 - 1,56 ug/mL, LOD ve LOQ dgerlerini 0,02 ve 0,08
ug/mL olarak bulmslardir (13).

Bahrami ve Mirzaeei (2004) serum oOrneklerinde BRle 237 nm dalga
boyunda UV dedektdr ile amlodipin tayininigkolon, 2,8 mL/dk alkihizi, 0,05 M
fosfat tamponu (pH=2,50)/MeOHarisimini kullanilarak gradient elisyon yaptar
ve amlodipin i¢in d@rusal konsantrasyon araini 0,25-16 ng/mL ve LOQ
degerlerini 0,25 ng/mL olarak bulmglardir (7).

Owens, Fell, Coleman ve Berridge (1996) HPLC il8 28& dalga boyunda
UV dedektor ile amlodipin tayinini gercektemisler ve bu analiz icin g€kolon,
1 mL / dk aks hizi, ACN/ fosfat tamponu (pH=3,93)(26,5:73,5h)h/karsimini
mobil faz olarak kullannglardir (10).

Zarghi, Foroutan, Shafaati ve Khoddam (2005) pladamaklerinde HPLC de
ve 239 nm dalga boyunda UV dedektori ile amlodipiyini gerceklgtirmigler ve
bu analiz icin @ kolon, 1,5 mL / dk aki hizi ve asetonitril/ 0,01M fosfat tamponu
(63:37, h/h) kagimini hareketli faz olarak kullangtardir. Calgma sonucunda
amlodipin icin LOD dgerini 0,2 ng/mL dgrusal konsantrasyon aram 0,5 —
16 ng/mL olarak bulmglardir (64)

Bhushan, Gupta ve Singh (2006) HPLC ile 210 nm aldlgyunda UV
dedektor ile amlodipin tayini gercektemisler, bu analiz igin Lichrocart kolon, 1
mL / dk aks hizi ve hareketli faz olarak MeOH/su (50:50, h/HRarsimini
kullanmslardir (11).

Ma, Qin, Sun, Lu ve Li (2007) insan plazmasind&-UPLC ile amlodipin
tayini gerceklgtirmisler, bu analiz icin g kolon, hareketli faz olarak ACN/su
karisimini kullanmglar, amlodipin icin dg@rusal konsantrasyon araimi 0,15 — 16
ng/mL ve LOQ dgerini 0,15 ng/mL olarak bulnglardir (23).



Yasuda, Tanaka ve lba (1996) yuksek performansii lsiomatografisi —
kitle spektrometresi (HPLC-MS) ile insan serumundanlodipin tayini
gerceklgtirmisler, bu calimada Gg kolon, 0,2 mL / dk aki hizi ve hareketli faz
olarak 10 mM asetat tamponu (pH=4,5) — MeOH (33:6/h) kargimini
kullanmslar ve LOQ dgerini 0,014 ng/mL ve dgusal konsantrasyon ar@mi ise
0,014 - 7,2 ng/mL olarak bulrglardir (62).

Streel, Laine, Zimmera, Sibenalerb ve Ceccatoa Jp@@san plazmasinda
HPLC-MS ile amlodipin tayini icin OJ Chiralcel Okblon, 0,9 mL / dk akihizi,
10 mM asetat tamponu (pH=4,5) / propanol (1:99) hkargimi kullanmslar,
dogrusal konsantrasyon araini 0,1 — 5 ng/mL, LOQ ve LOD derlerini 0,03 ve
0,09 pug/mL olarak bulmgardir (58).

Carvalho, Oliveira, Mendes, Sucupira, Moraes ve ddu¢2001) plazmada
UPLC-MS ile amlodipin tayini gerceldgrmisler, bu calmada Gg kolon, 0,4 mL /
dk aks hizi kullanmglar, amlodipin icin d@rusal konsantrasyon argini 0,1-20
ng/mL ve LOQ dgerini 0,1 ng/mL olarak bulnglardir (12).

Ramakrishna, Nirogi, Kandikere, Mudigonda, Shukk Maurya (2006)
plazmada UPLC-MS ile amlodipin tayini gercefiamislerdir. Bu analiz igcin &g
kolon, 1 mL / dk alg hizi, hareketli faz olarak su, ACN ve formik a§60: 70: 0,03,
h/h/h) kargimini  kullanmglardir. Calgma sonucunda amlodipin icin gsal
konsantrasyon argmni 50 — 10000 pg/mL ve LOQ gerini 50 pg/mL olarak
bulmulardir (30).

Bhatt, Singh, Subbaiah, Shah, Kambli ve Ameta (2@0&zmada HPLC-MS
ile amlodipin tayini gercekigirdikleri bu calsmada Gs kolon, 0,5 mL / dak aki
hizi ve metanol/amonyum format (80:20, v\v) kemuni hareketli faz olarak
kullanmslar. Amlodipin i¢in dg@rusal konsantrasyon araini 0,1 -10 ng/mL, LOQ
degerini ise 0,1 ng/mL olarak bulrglardir (56).

Argekar ve Powar (2000) tablet 6érneklerinde amlodyz atenolol icin TLC
yontemi gelgtirmislerdir. Gelstirdikleri bu yontemde 230 nm dalga boyunda UV
dedektort, metilen klorr, metanol ve amonyak {i&e(8,8:1,3:0,1, h/h/h)

karisimini hareketli faz olarak kullanghar, amlodipin ve atenelol icin LOD
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degerlerini 2 pug/mL ve 1ug/mL ve LOQ dgerlerini 6 ug/mL ve 3ug /mL ve her
ikisi icin dogrusal konsantrasyon araini 10 — 500 ug / mL olarak bulmglardir

(5).

Barman, Islam, Ahmed, Wahed, Islam, Khan, HossarRahman (2007)
tabletlerde HPLC ile 237 nm dalga boyunda UV dédiekile amlodipin ve atenolol
tayini gerceklgtirmislerdir. Bu calsmada Gg kolon, 1,5 mL / dk akl hizi, asetat
tamponu (pH=4,5)/asetonitril/metanol (35/30/35, /hyhkarsimini hareketli faz
olarak kullanmglar, amlodipin ve atenelol korelasyon katsayilarn®99979 ve
0.999963 olarak bulngtardir (8).

Naidu, Kale ve Shingare (2005) tablet 6rnekleribtlLC ile 240 nm dalga
boyunda amlodipin ve benazaprif amanl tayin etmlerdir. Bu analiz icin; Gg
kolon, fosfat tamponu (pH=7,0) / ACN (65:35, h/grkimini hareketli faz olarak
kullanmslar, amlodipin ve benazapril icin gausal konsantrasyon araliklarini 6 — 14
ug/mL ve 12 — 2&g/mL olarak bulmslardir (28).

Pilli, Inamadugu, Mullangi, Karra, Vaidyad ve Rao@011l) tablet
orneklerinde HPLC ile amlodipin, ramipril, atorvash ve benazaprili ezamanl
tayin etmglerdir. Bu ¢alsmada Gg kolon, formik asit/ACN  (15:85, h/h) kanmini
hareketli faz olarak kullanrlar, amlodipin, ramipril, atorvastatin ve benazhgin
dogrusal konsantrasyon araliklarini 0,25-208 ng/mi259208 ng/mL, 0,26-210
ng/mL, 0,74—607 ng/mL olarak bulglardir (42).

Sivakumar, Manavalan, Kannappan (2007) tabletkdenaede HPLC ile 240
nm dalga boyunda UV dedektori kullanarak amlody@natovastatin  tayini icin
metot gelgtirmislerdir. Bu analiz i¢in Gg kolon, 1,12 mL / dk akihizi, hareketli faz
olarak MeOH, ACN ve 15 mM fosfat tamponu ¢ozeltjpH=5,33) kagimini
kullanmslar, amlodipin ve atorvastatin i¢in gasal konsantrasyon argini, LOD
ve LOQ deerlerini 0,5 — 5ug/mL, 1-10ug/mL, 1,86,2,65, 5,3, 5,64hg/mL olarak
hesaplanmstir (57).

Mohammadi, Rezanour, Dogaheh, Bidkorbeh, HashemMatker (2007)
tablet orneklerinde HPLC ve 237 nm dalga boyunda tBdektér kullanarak

eszamanl amlodipin ve atovastatin tayini yaglandir. Bu analiz i¢cin ODS-3 kolon,
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1 mL / dk akg hizi, hareketli faz olarak MeOH/ACN ve 0,025 Msfat tampon
(pH=5,33) kagimini kullanmglar, amlodipin ve atovastatin icin gasal
konsantrasyon araliklarini, LOD ve LOQgegéerini; 1 — 20, 2-30, 0,35, 0,65, 1, 2
pug/mL olarak bulmslardir (25).

Acharjya, Annapurna ve Koya (2010) tablet drnekigei HPLC ile 240 nm
dalga boyunda UV dedektdr ile amlodipin ve atovastayini gerceklgtirmislerdir.
Bu analiz icin BDS kolon, 1 mL / dk akhizini, 0,05M asetat tamponu (pH=4,0) ve
ACN karsimini hareketli faz olarak kullangtar, amlodipin ve atorvastatin icgin
dogrusal konsantrasyon argini, LOD ve LOQ dgerlerini 1 — 20, 60 — 140, 0,3469,
0,3957, 1,051, 1,198g/mL olarak bulmslardir (3).

Yu, Hu, Zhu, Wan, Li ve Guo (2011) hipertansiyon stiasarinin
plazmalarinda HPLC -MS ile amlodipin ve atovastatiyini yapmglar ve bu analiz
icin Cig kolon, 0,4 mL/dk akl hizi kullanmglardir. Formik asit ¢ozeltisi ve ACN
karisimi ile gradiyent elisyon yaptiklari bu gaha sonucunda amlodipin ve
atorvastatin dgrusal konsantrasyon araliklarini 0,46 — 1 ng/mladebulmulardir
(63).

Sarkar, Ghosh, Das, Selvan, Gowda, Mandal, Bosatwal, Bhaumik ve Pal
(2008) insan plazmasinda HPLC-MS ile amlodipin veeteprolol tayini
gerceklgtirmislerdir ve bu cakmada Gg kolon ve hareketli faz olarak metanol ve %
0,5 formik asit ¢ozeltisini (80:20, h\h) kullangtar, amlodipin ve meteprolol igin
dogrusal konsantrasyon araliklarini, LOD ve LO@elderini, 1,25 — 12,5, 1-100 ,
0,5, 1 ve 1,25, 1,5 olarak bulgtardir (55).

Dongre, Shah, Karmuse, Phadke ve Jadhav (200&tleile HPLC ile 254
nm dalga boyunda PDA dedektéri ile amlodipin ve epedlol tayini
gerceklgtirmisler bu analiz icin BDS kolon, 1 mL / dk aKknizi, hareketli faz olarak
trietilamin cozeltisi ve ACN (85:15, h\h) kammini kullanmglardir. Calgma
sonucunda amlodipin ve meteprolol igingdasal konsantrasyon araliklarini 42 — 98
ve 300 — 700 pg/mL olarak bulgiardir (16).

Rao, Rahaman, Prasad ve Reddy (2010) tablet oriveléeHPLC ile 215 nm

dalga boyunda PDA dedektori kullanarak amlodipirmegeprolol tayini yapnglar
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ve bu ¢camada ODS kolon, 1 mL / dk akinizi, hareketli faz olarak ACN ve 0,02 M
fosfat tamponu (80:20, h\h) keami kullanmglardir. Calsmanin sonucunda
amlodipin ve meteprolol icin dgousal konsantrasyon argini, LOD ve LOQ
degerlerini 2,5 — 15, 25 — 100, 0,03, 0,32 ve 0,15Q8/mL olarak bulmsglardir
(50).

Patil, More, Aachin, Pishwikar (2011) tablet orleglnde HPLC ile 240 nm
dalga boyunda UV dedektoér ile amlodipin ve olmesethayini (zerine ¢caimislar bu
analizde Gg kolon, 1 mL / dk alg hizi, hareketli faz olarak asetonitril ve su (@0):4
h/h) kargimi kullanmglardir. Calsmanin sonucunda amlodipin ve olmesartan igin
dogrusal konsantrasyon araini LOD ve LOQ dgerlerini, 20 — 40, 5 35, 0,0343,
0,0735 ve 0,1039, 0,2279/mL olarak bulmslardir (37).

Qutaba, Razzaq, Ashfaq, Khan ve Mum{a@09) tablet 6rneklerinde HPLC
ile 239 nm dalga boyunda UV dedektori ile amlodipgnolmesertan tayini tzerine
calismiglardir. Bu analiz icin g kolon, 1 mL / dk akg hizi, hareketli faz olarak
amonyum astetat (pH=6,8) ve ACN (40:60, h/h) «am kullanmsglardir. Calsmanin
sonucunda amlodipin ve olmesartangsal konsantrasyon argini, LOD ve LOQ
degerlerini 4 - 28, 16 — 112, 0,12, 0,08 ve 0,27, AL olarak bulmslardir (31).

Pedroso, Oliveira, Campos, Galves, Trindade aretd?olo (2009) losartan
potasyum ve amlodipin igin yeni bir yontem ggtmisler ve valide etngierdir.
Gelistirdikleri yontemde ODS kolon, 1 mL / dk akiizi, hareketli faz olarak fosfat
tamponu (pH=3) ve ACN kullangiar, yapilan analizler sonucunda amlodipin ve
losartan potasyum icin gousal konsantrasyon araliklarini, t,4,2, 20-60ug/mL,
amlodipin icin LOD ve LOQ dgerlerini 0,0875, 0,17mg/mL olarak bulmsglardir
(41).

Ramani, Sengupta ve Mullangi (2009) insan plazndzsitHPLC ile
amlodipin, simvastatin ve valsartan tayini gercgidmisler bu analiz icin G
kolon, 0,5 mL/ dk aki hizi, hareketli faz olarak 0,02 M format tampquid{4,5)
cOzeltisi ve ACN (20:80, h/h) karmini kullanmglar, amlodipin ve valsartan igin
dogrusal konsantrasyon araliklarini 0,2 — 50 ve 05®-ng/mL olarak bulmgardir
(47).
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Patel, Chaudhari, Buch, Patel (2009) tablet 6érmgide HPLC ve 237 nm
dalga boyunda UV dedekt6ri ile amlodipin ve vakatiayini gercekigirmislerdir.
Bu analiz icin RPg kolon, 1,5 mL / dk akl hizi, hareketli faz olarak su —
trifloroasetik asit ve su-ACN-trifloroasetikasitifarkli oranlardaki kagimlarini
kullanmsglar, calgma sonucunda amlodipin ve valsartanin igin grdeal
konsantrasyon araliklarini, LOD ve LOQg@eerini, 1-30, 1,6 -240, 0,8, 0,95 ve 1,
1,6 ug/mL olarak bulmslardir (38).

Kardile, Kalyane, Thakkar, Patel ve Moradiya (20fdhletlerde olmesartan
ile amlodipin gzamanli tayini icin HPLC yontemi getirmislerdir. Bu yontemde ¢
kolon, 337 nm dalga boyunda UV dedektor, 1 mL/ Hig &iz1, hareketli faz olarak
0,05 M fosfat tamponu (pH=6,8) ve ACN (50 : 50n)hkarsimi kullanmslar ve
analiz sonucunda amlodipin ve olmesartan icigrdsal konsantrasyon araliklarini 4
— 20,16 — 80 pg/mL olarak bulgiardir (21).

Nalwade, Reddy, Rao ve Rao (2011) tabletlerdeisaltan, amlodipin ve
hidroklorotiyazidinin gzamanl tayini i¢in hizli, basit ve ekonomik UPLCetodu
gelistirmislerdir. Bu analiz icin &g kolon, 238 nm dalga boyununda UV dedektér,
0,6 mL/ dk akg hizi ve hareketli faz olarak A kami; sodyum perklorat tamponu
(pH=3,2) ve ACN (90:10, h/h), B kanmi; sodyum perklorat tamponu (pH=3,2) ve
ACN (20:80, h\h) kullanmglar, calsma sonucunda amlodipin, telmisartan ve
hidroklrotiyazid i¢in dgrusal konsantrasyon ar@ini 2 — 6, 16 — 48, 5 -15 pg/mL
olarak bulmuglardir (29).

Muthu, Sankhla, Gupta, Smith ve Manavalan (2Qabletlerde telmisartan
ve amlodipinin HPLC ile bir arada tayinini yapar, bu calgmada 238 nm dalga
boyunda UV dedektord, ¢ kolon, 1,3 mL / dk akihizi, hareketli faz olarak fosfat
tamponu (pH=4,5) ve ACN (40 : 60, h\n) kamini kullanmglar, amlodipin ve
telmisartan icin dgrusal konsantrasyon araliklari, LOD ve LO@eeeri 1 — 11, 8 —
80, 0,020668, 3,3403 ve 0,062629, 10,122 olarakindardir (27).

Chabukswar, Jagdale, Kumbhar, Kadam, Patil, Kugheke Lokhande
(2010) tabletlerde telmisartan ile amlodipinise@manli tayini icin hizli, basit ve

ekonomik bir yuksek performansli ince tabaka krargedfi metodu getirmislerdir.
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Bu analizde sabit faz olarak silikajel, harekedlz folarak; etil asetat, 1,4 — dioksan,
metanol ve amonyak (15: 1,5 : 3 : 1,5, h\h\h\h)igkamni kullanmglar ve sonuc
olarak amlodipin ve telmisartan icin gloisal konsantrasyon araliklarini 200 — 1000,
100- 500ug/ml, LOD degerlerini 0,0236, 0,025 pug/mL, LOQ gkxlerini ise 0,0714,
0,0747ug/mL olarak bulmslardir (14).

Ragno, Garofalo ve Vetuschi (2002) amlodipinin msaycin gelistirdikleri
tirev spektrometri yonteminde 280 ve 360 nm dalggldmnninda cabmislar ve
amlodipin icin dgrusal konsantrasyon argini 5 — 10 pug/mL ve geri kazanim
oranini % 95 — 99 olarak bulglardir (43).

Rahman ve Hoda (2003) 2,3-dikloro 5,6-disiyona lde#izokinon (DDQ) ile
kompleks olgumuna dayanan bir spektrofotometrik yontem gjemisler,
gelistirdikleri yontem ile tabletlerde amlodipin tayiryapmslardir. Bu calmada
dogrusal konsantrasyon araini; 1 — 125 pg/mL ve 10 — 140 pg/mL olarak
bulmulardir (45).

Rahman, Singh ve Hoda (2004) tabletlerde amlodipayini icin
spektrofotometre kullanilan G¢ farkli yontem ile hgaislar, bu calgmalarin
sonucunda amlodipin i¢in gausal konsantrasyon ar@ini 15 — 59ug/mL olarak
bulmulardir (46).

Abdel,Wadood, Mohamed ve Mahmoud (2008) tabletlentdodipin tayini
icin spektroflorometri kullaniinglar, bu analizde, ninhidrin ve fenilasetaldahitrege
iki farkli metot gelgtirerek valide etnglerdir. 535 nm dalga boyunda LOD
degerlerini; 0,09, 0,16 pg/mL, LOQ derlerini; 0,30, 0,54 pg/mL ve @gousal
konsantrasyon araliklarini 0,35-1,80 pg/mL ve 83%51g/mL olarak bulmgiardir

).

Prasad, Saha ve Parimoo (1999) tabletlerde amiodipilisinopril ve
amlodipin - enalapril tayini icin tirev spektrofotetrisi yontemi gefitirmisler. 215
ve 260 nm dalga boyunda gatislar ve amlodipinin geri kazanim yizdelerini %
100,15 ve % 99,71 olarak hesaplaglardir (40).
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Prasad, Parihar, Chowdhary, Purohit ve Parimoot9§)L9tabletlerde
amlodipin — atenolol tayinini tirev spektroskopisiy e zamanli olarak
gerceklgtirmisler, bu analizlerde 250 ve 273,4 nm dalga baytaicalsmislar,
amlodipin ve atenelol i¢in dousal konsantrasyon araliklarini 2,5-10, 15 — 30,
pg/mL, LOD deerleri 0,020, 0,094 pg/mL ve LOQ ghyleri 0,10, 0,40 pg/mL
olarak bulmuglardir (39).

Juyal, Chaudhary, Kumar, Gnanarajan ve Yadav (2Q0R)bilesenli analiz
modlu UV spektometrisi ile amlodipin ve atorvastatitabletlerde gzamanli analizi
icin hizh, kesin ve basit bir metot gglrmis ve valide etmylerdir. Daggrusal
konsantrasyon ar@ni amlodipin ve atorvastatin icin 7,0 — 10, 14 6 R2g/mL

olarak bulmuglardir (20).

Ramesh ve Ramakrishna (2010) amlodipin besilatmeastatin kalsiyumun
tabletlerde ¢ zamanl analizi icin kesirdi yuksek ve ekonomik spektrofotometrik
iki metot gelgtirmislerdir. 1. Metot da 361 ve 246 nm dalga boyundayi@tot da
238,8 ve 246 nm dalga boyunda galar, dgsrusal konsantrasyon argimi
amlodipin ve atorvastatin icin 0,5 — 30 pg/mL olkaballmwlar ve her bir dalga boyu
icin LOD ve LOQ degerlerini hesaplangiardir (48).

Rao, Rajeswari ve Sankar (2010) amlodipin ve agiatmin tabletlerde se
zamanl analizi icin hizh, kesin ve basit spekbdtometrik bir metot gejtirmis ve
valide etmglerdir. Bu metot icin 242 nm ve 364 nm dalga boylakullanmsglardir.
Bu metodun validayon samasinda amlodipin ve atorvastatin icin gadcsal
konsantrasyon araliklarini 1 — 50, 1 — 20 pg/mitadddulmylardir (49).

Abdallah ve Badawey (2011) tabletlerde tlrev smdtometrisi ile
amlodipin ve atorvastatinin sgamanli  tayini icin metot galirmislerdir. Bu
calismada 228 nm ve 245 nm dalga boylarinda dlgcimlemydar, amlodipin ve
atorvastatin icin dgrusal konsantrasyon araliklarini 10 — 100, 2,5 H80nL , LOQ
degerleri 3, 0,75ug/mL ve LOD dgerlerini 1, 0,25ug/mL olarak bulmsglardir (1).

Basavaiah, Chandrashekar ve Prameela (2003) taetl Fe(lll) ve
ferrisiyantr kullanarak amlodipin ve felodipinigzamanl tayini icin hizl, basit ve

ekonomik bir metot geftirmislerdir. Bu metot icin 760 nm dalga boyunda
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calismiglar, amlodipin ve felodipin icin dgrusal konsantrasyon araliklarini 5 — 15,
1,5 - 5 pg/mL, LOQ deerleri 0,43, 0,17ug/mL ve LOD degerlerini 0,13, 0,05
ug/mL olarak bulmslardir (9).

Rathee, Rathee, Thakur ve Kumar (2010) tabletlgiy spektrofotometrisi
ile amlodipin ve lisinoprilin gzamanl tayinini gercekigirmisler ve bu ¢cakmada
amlodipin ve lisinopril dgrusal konsantrasyon araliklarini 10 — 70, 4 — 40mlg
LOQ deserlerini 0,694, 0,75Lg/mL ve LOD dgeri ise 0,229, 0,248.g/mL olarak
bulmulardir (52).

Joshi ve Patel (2011) amlodipin ve lisinopril &tldrde ¢ zamanli analizi iki
spektroskopik yontem getirmislerdir. 1. yontem de 360 ve 248 nm dalga boyunda,
2. yontemde 300 ve 360 nm dalga boylarinda hermkiddenin absorbansini
Olgmusler, amlodipin ve lisinopril icin dgrusal konsantrasyon ar@imi 5 — 40

png/mL olarak bulmglardir (19).

Patil, Rakesh, Dhabale ve Burade (2009) tabletlamdodipin ve losartan
potasyumun gamanli tayini icin iki spekrofotometrik metot ggiimislerdir. 1.
yontemde 208 ve 237,5 nm dalga boyunda, 2. yontetad®2,5 ve 237,5 nm dalga
boylarinda dlcimler alnglar, amlodipin ve losartan potasyumun gdgsal

konsantrasyon araliklarini 2 — 20 pg/mL olarak huglardir (34).

Kaveri, Saravanan ve Mozhi (2011) tabletlerde atpiod ve losartan
potasyumun gamanl tayini icin hizh, basit ve ekonomik biregpofotometrik
yontem gektirmisler, bu yéntemde 206 ve 360 nm gibi iki farkh gialboyunda
calismislar, amlodipin ve losartan icin gousal konsantrasyon araliklarini 10 — 30
ve 2,5-7,5ug/mL olarak bulglardir (22).

Rahman ve Azmi (2001) amlodipin ve ninhidrinin &tldrde g¢zamanli
tayini icin spektrofotometrik yontem gglirmisler yaptiklari bu cajmada 595 nm
dalga boyunda camiglar, amlodipin ve ninhidrin icin dgusal konsantrasyon
aralhiklarini 10 — 60 pg/mL olarak bulgiardir (44).

Mehulkumar, Ramesh, Kumar, Srinivas ve Diwan (30@8bletlerde

amlodipin ve olmesartaningszamanli tayini icin spektrofotometrik bir yontem
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gelistirmisler bu yontemde amlodipin i¢cin 259 nm dalga boyugdemiglar, sonug
olarak amlodipin ve olmesartaningasal konsantrasyon araliklarini 5 — 30 pg/mL,
LOQ deserlerini 0,18, 0,43ug/mL ve LOD dgerlerini 0,06, 0,14ug/mL olarak
bulmulardir (24).

Kardile, Kalyane, Thatkar, Patel ve Moradiya (2014)letlerde olmesartan
ile amlodipinin gzamanli tayini icin spektrofotometrik bir yontemligeérmisler, 239
ve 256 nm dalga boyunda gahislar, bu calimada amlodipin ve olmesartan icin

dogrusal konsantrasyon araliklarini 5 — 35 pg/mL dddmalmulardir (21).

Patil, Barge, More ve Piswikar (2011) tabletlerdmasartan ile amlodipinin
eszamanl tayini icin spektrofotometrik bir yontemligeérmislerdir. Bu yontemde
360 nm dalga boyunda cghiglar, amlodipin ve olmesartan icin gwsal
konsantrasyon argiini 2 — 20, 2 — 32 ug/mL, LOQ gerleri 0,092, 0,052%g/mL
ve LOD deerini ise 0,066, 0,11ag/mL olarak bulmslardir (33).

Patil, Kulkarni, Burkul, More, Pishawikar (2011)btatlerde olmesartan ile
amlodipinin gzamanl tayini icin gegtirdikleri spektrofotometrik yontemde
amlodipin i¢in 241 nm, olmesartan icin 226 nm dalggyunda Olcim yapriar
dogrusal konsantrasyon araliklarini 2 — 20, 2 — 32mkg/LOQ deserlerini 0,45,
0,048ug/mL, LOD degerlerini ise 0,22, 0,0166g/mL olarak bulmslardir (36).

Patil, Rakesh, Dhabale ve Burade (2009) tabletlardlodipin ve ramiprilin
eszamanl tayini icin hizli, basit ve ekonomik bir tBpektrofotometrik ydntem
gelistirmislerdir. Bu calgmada 210 ve 238 nm dalga boyunda ol¢cimler yglami
amlodipin ve ramipril icin dgrusal konsantrasyon araliklarini 5 — 25 ve 15 — 25
pg/mL olarak bulmglardir (35).

Muthu, Chidalla, Prasad, Kumare ve Manavala (20tEDletlerde UV-
spektrofotometresiyle ile amlodipin ve felodipinggzamanli tayini icin yéntem
gelistirmisler, bu yontemde 296 ve 363 nm gibi iki farkli dalgoyunda ¢cagmislar,
amlodipin ve felodipin icin dgrusal konsantrasyon araliklarini 1 — 3 pg/mL, LOD
degerlerini; 296 nm’de 0,4125ug/mL, 363 nm’de 0,3786ug/mL, bu dalga
boylarindaki LOQ dgerlerini ise sirasiyla 1,25, 1,147%/mL olarak bulmslardir
(26).
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Shaalan and Belal (2010) tabletlerde amlodipinveésartanin gzamanh
tayini icin spektroskopik metot gelirmisler ve gelgtirkleri metot ile yaptiklari
calismada amlodipin ve valsartan icingasal konsantrasyon araliklarini 0,2 — 3,6,
0,008 — 0,080 pg/mL ve LOD gerlerini 0,025, 0,00129/mL olarak bulmsglardir
(51).

Celebier, Suslu ve Altindz (2011) tabletler de afipm ve olmesartanin
kapiler elektroforez kullanarak tayinlerini yapsar, amlodipin ve olmesartan icin
dogrusal konsantrasyon argini 2 — 30 pg/mL ve LOD derini ise 0,05ug/mL
olarak bulmglardir (15).

Altiokka, Dogrukol, Ak, Tuncel, Aboul, Enein (2008bletlerde amlodipin
tayini icin cam karbon elektrodunun ytzeyinde baludihidropridinin oksidasyonu
uzerine temellenngi differansiyel — akim voltametrisyle ggilrdikleri yontemde
amlodipinin LOQ degerlerini sirasiyla 0,012, 0,022 olarak LODgdderini ise
0,004, 0,0072 olarak bulrgiardir (4).

Gazy (2004) cam karbon elektrot ylzeyinde kare lgadanodik ayirma
voltametrisiyle biyolojik sivilarda ve tabletlerdemlodipinin tayinini yapns, bu
calismada amlodipinin 0,510 v daki oksidasyon pikini,l@dipinin 4x10°® — 2x10°
M konsantrayon araglindaki tayininde kullanngive amlodipin i¢cin LOD dgerini
1,4x10%M olarak bulmgtur (17).

Goyal ve Bishnoi (2010) tabletlerde ve idrarda @dipin tayinini
voltametrik yontemle yaprsiar ve dgrusal konsantrasyon argini  5,10° — 1,10°
mol/L ve LOD dgerini ise 1x10, 5x10° mol/L olarak bulmslardir (18).
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2.2.ALISKIREN HEMiFUMARAT

2.2.1. Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

~0" "0 E/%LHH’ . HDNDH

OH 0

Sekil-2. Aliskiren hemifumaratin acik kimyasal forhat

Aliskirenin  kimyasal — adi  (84S5579)-5-aminoN-(2-karbamol-2,2-
dimetiletil)-4-hidroksi-7-{[4-metoksi-3-(3-metoksippoksi)feniljmetil}-8-metil-2-
(propan-2-yl)nonanamit olup kapal formuligg8s3N30.1/2CGH404, molekil &irh g
ise 609,83 g/mol’'diur. Aliskiren beyaz ile hafif sasI arasi renkte bir tozdur. Fosfat
tamponunda, n-oktanolde ve suda oldukca fazla gozip, degeri 9,49 dur (60).
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2.2.2. Farmakolojik ozellikleri

Aliskiren hemifumarat gdikli bireylerde plazma renin aktivitesini,
anjiyotensin I, anjiyotensin Il ve aldosteron komsasyonlarini doza Iga olarak
azaltan renin inhibitor yeni bir ilactir (ABD’'de0R7 yilinda ruhsatlandirilstir).
Nedeni bilinmeyen hipertansiyon hastaliklarindapla renin aktivitesini azaltmakta
ve kan basincini anjiyotensin reseptdr antagonidtéglar dgirmektedir. Guvenlik
ve tolere edilebilirlik yonlerinden de anjiyotensiaseptor blokerlerine benzerlik
gostermektedir. S6zu edilen nedenlerle renin isyidmu, hipertansiyon ve o6teki
kardiyovaskuler hastaliklarla bdbrek hastaliklarinedavisinde gelege olan bir

yaklasim olarak ortaya ¢ikmaktadint{p://www.tfd.org.tr/bulten/102009 4.pdf, egim

tarihi : 25 Ocak 2012). Aliskiren oral yoldan alikthn sonra en yuksek plazma
konsantrasyonuna 1-3 saat icersindgiul®ogrudan damar yolu ile uygulanmasini
takiben kararli durumdaki ortalama gllam hacmi yaklaik 135 litredir; bu da
aliskirenin damardi bosluga buylk olcide daldigini gostermektedir. Plazma
proteinlerine bglanmasi ise orta duzeydedir (% 47-51) ve konsaydrasmdan
bagimsizdir Aliskirenin viicut icersinde kimyasal olarakgsgme usrama yari 6mri
ortalama olarak 40 saattir. Buyuk bir kismi (%%B3ki yoluyla atilir ve oral
uygulamay! takiben dozun yakla % 0,6 si idrardan geri kazanilir. Damar
yolundan verildikten sonra idrarla aliskirenden idenen plazma hacmi yakli& 9

| / saat olarak saptangtr.

2.2.3. Analiz Calsmalari

Swamy, Rao, Kumar, Kumar, Bikshapathi ve Kumar (@@O1ablet ve
hammadde oOrneklerinde 293 nm dalga boyunda UV dédekkullanilarak RP-
HPLC ile aliskirenin tayini icin metot gatirmisler ve bu metodu valide etgherdir.
Bu calsmada Gg kolon, fosfat tamponu (pH=3) ve ACN (60:40, h\rgrikmini
hareketli faz olarak kullanmglar, aks hizint 1 mL / dak. olarak ayarlagtar ve
dogrusal konsantrasyon araini aliskiren igin 5 — 30ug/mL, LOD ve LOQ
degerlerini 0,58, 1,7ug/mL olarak bulmslardir (59).
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Sangoi, Sangoi, Oliveira, Secretti ve Rolim (2Diablet 6rneklerinde 229
nm dalga boyunda UV dedektori kullanarak RP-HPLE dliskiren tayini
yapmslardir, bu analiz icin ggkolon, ACN — su (95: 5, h\h) ve fosforik asit (80;
h\h) kargimini hareketli faz olarak kullangtar, aks hizini 1 mL / dk olarak
ayarlamglar ve dgrusal konsantrasyon argini 10 — 300ug/ml, LOD ve LOQ
degerlerini 2,38, 7,93ig/mL olarak bulmslardir (53).

Pachauri, Paliwal, Srinivas, Singh ve Jain (20115 8m de DAD dedektor
kullanarak HPLC ile yaptiklari camada aliskirenin de icinde bulunglu dort
antihipertansif ilacin analizi icin metot ggirmisler ve gelstirilen yontemi valide
etmislerdir. Bu calgmada purosphere RP18 kolon, ACN ve trietilamin gam
karisimi (pH=3,00 ) ve 215 nm dalga boyunu kullaglam, calsmanin sonucunda
aliskiren, ramipril, valsartan ve hidroklorotiyazir r* deserlerini 0,9993, 0,9927,
0,9997 ve 0,999blarak bulmuslardir (32).

Sangoi, Secretti ve Rolim (2010) tabletlerde afeski tayini icin UV
spektrofotometrik yontem getirip valide etmgler ve aliskiren icin dgrusal
konsantrasyon argini 40 — 100ug/ml, LOD ve LOQ dgerlerini 2,55, 8,4.g/mL
olarak bulmuglardir (54).
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Bolum 3. Gereg ve Yontemler
3.1. Kullanilan Cihazlar
3.1.1.HPLC Cihazi (Thermo Separation Products - 1100)
e Pompa Sistemi (Thermo Separation Product - P4000)
» UV Dedektdr (Thermo Spectra System UV 3000)
» SN 4000 Sistem kontrol Unitesi
e AS Otomatik numune 6rnekleyici ( Thermo Spectrat&my)
« TCP PC 1000 yazilim versiyonu (Thermo)
* Analitik kolon LIChroCART, Purospher RP-18 ( 4,6mx 250 mm) (merck)

« Dell Masa ustu bilgisayar

HP lazerjet 1100 yazici

3.1.2.Mobil faz stizme Unitesi ( Millipore, 0,5)
3.1.3.Spektrofotometre ( Shimadzu UV 1601)

3.1.4.1 cm’lik quartz kuvetler ( Heilma 100-Qs)(10x10x¢itn)
3.1.5.pH metre ( Mettler Toledo MP)

3.1.6.Terazi ( Adam PW 124)

3.1.7.Ultrasonik banyo

3.1.8.Termostatl su banyosu

3.1.9.Ultra saf su cihazi

3.1.10.0tomatik pipetler ( Ependorf 2440, Gillson 1 mL)
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3.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Amlodipine besilat (Mustafa Nevzat §\), aliskiren hemifumarat (Novartis
A.S.Turkiye) USP standartlari pg olarak sglanmstir. Metanol, asetonitril,
trietilamin ve ortofosforik asit Merck safliktadirTim co6zeltiler bidistile su

kullanilarak hazirlanngtir.
3.3. Cozeltiler

3.3.1. Aliskiren Cozeltisi

20,00 mg aliskiren hemifumarat tam olarak tartd® mL lik balonjojede
bidistile su ile ¢oziilerek hacmine tamamlandi @@mL = 3,28 x 1§ M aliskiren
hemifumarat) (1. Stok). Bu c¢cozeltiden 1ml alinatek& mL’ ye bidistile su ile
seyreltildi (0,20 mg/mL) (2. Stok).

3.3.2. Amlodipin Cozeltisi

10,60 mg amlodipin besilat tam olarak tartildi,raD lik balonjojede bidistile su
ile coziilerek hacmine tamamlandi (1,06 mg/mL=1,80%M amlodipin besilat) (1.
Stok). Bu c¢ozeltiden 1mL alinarak 10 mL’ ye bidestsu ile seyreltildi (0,106
mg/mL) (2. Stok).

3.3.3. Karisim Cozeltisi
Aliskiren hemifumarat ve amlodipin besilatin 2.lstpdzeltilerinden 0,25 —
2,50 mL arasi 6 farkh hacimde cozeltiler alinipridie ayri ayri 10 mL’lik

balonjojelere konuldu ve bidistile su ile hacimteritamamlandi.
3.3.4. Hareketli Faz Cozeltisi

Hareketli faz co6zeltisi olarak 40/10/50 (h/h/h),etsitril, metanol ve
trietilamin - ortofosforik asit tampon c¢ozeltisiHp 3,0) kullanildi. 250 mL’lik
balonjojeye yaklgk 200 mL kadar bidistile su konuldu, 1,75 mL etdamin (%
99,5, d =0,726 g/ciy cozeltisi ilave edildi. Behere alinan ve pH me&®rtofosforik
asit cozeltisi ile pH'sB' e ayarlanan ¢ozelti 250mL" lik balon jojede biile su ile

hacmine tamamlandi.
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3.4. Analiz Yonteminin Gelktiriimesine iliskin Calismalar

Aliskiren hemifumarat ve amlodipin besilatin HPLIE yanyana analizinin
yapilabilmesi icin dedektor, dalgaboyu, kolon, hkaté faz sistemi, hareketli faz aki
hizi gibi kromatografik kgullar belirlendi. Belirtilen sartlar altinda gegtirilen

yontem ilagc maddelerinin tabletlerinden hazirlakansima uygulandi.
3.4.1. Kromatografik Kosullarin Belirlenmesi

Literatir calgmalari g6zonine alinarak HPLC gabalari Gg kolonda
yapildi. Caitli oranlarda asetonitril, metanol ve 50 mM triathin — ortofosforik asit
(pH = 3,0) kagimi hareketli faz sistemleri denendi, allkonma zamancaisilacak

dalga boyu belirlendi. Sonuclar Bélim 4.1' de veigtir.
3.5. Yontem Validasyonu

Metot gelstirme islemi tamamlandiktan sonra analitik metot validasyon

ICH kilavuzu Q2 ye gbre yapildi.
3.5.1. Secicilik

Yontemin secicilginin tayini amaciyla hareketli faz cozeltilerindaleri
gelebilecek herhangi bir g§imin olup olmadg incelendi. Ilgili kromatogram

B6lUm 4.2.1'de verilmytir.
3.5.2. D@rusallik

Dogrusal aralik, geitirilen yontemin kabul edilebilir duyarhlik ve

tekrarlanabilirlikte sonuglar vergiikonsantrasyon argidir.

Dogrusal konsantrasyon ar@inin aratiriimasi icin amlodipin besilat ve
aliskiren hemifumarati 6 farkli konsantrasyondarege kargimlar ile analizler
yapildi. Kromatogramlardan elde edilen pik alamlariilgili konsantrasyonlara kgr

grafikleri cizildi. Elde edilen sonuclar Bélim 43xde verilmgtir.
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3.5.3. Tayin Sinin(LOQ) ve Go6zlenebilme Siniri (DD)

Gelistirilen yontemin hassasiyetini belirlemek icin LOE LOQ degerleri
asagidaki formulle hesaplandi. Hesaplanageter Bolim 4.2.2° de verilmgtir.

LOD= 3 x SD/m
LOQ=10 x SD/m
SD : kalibrasyon dgrusunun y eksenini kegtidegerin standart sapmasi
m : kalibrasyon dgrusunun gimi
3.5.4. Giinici ve Gunler Arasi Tekrarlanabilirlik (Metodun Kesi nligi)

Uc farkli konsantrasyonda 3,25, 9,50, 20,50 pg/relL1v,50, 26,25, 43,75
pg/mL amlodipin besilat ve aliskiren hemifumaragregn ¢ozeltiler ile ¢afildi. Gin
icinde ve birbirini takip eden Uc¢ farkli ginde Her konsantrasyon icin 6 enjeksiyon

yapildi, pik alanlar él¢tldd. Bulunan sonuckslim 4.2.5'de verilmitir.
3.5.5. Cozelti Kararlihg

Cozelti kararlilginin saptanmasi icin standart cozeltiler oda sigaida, 24

saat ve +4C' de 1 ay bekletildi. Bulunan sonucBdlim 4.2.6’da verilmtir.
3.5.6. D@ruluk (Geri Kazanim)

Analitik metodun dg@rulugu, referans kabul edilen bir gkrin, bulunan
desere yakinlgidir. Yapilan dgruluk calsmasi sirasinda aliskiren hemifumarat igin
16,70, 33,60 ve 50,40 pg/mL, amlodipin besilat 825, 9,50 ve 20,50 pg/mL
konsantrasyonlarda hazirlanan kem c¢oOzeltilerinin kromatogramlari alindi, pik
alanlari yardimiyla konsantrasyonlari olggrigi kullanilarak hesaplandi. Bulunan
deneysel konsantrasyonlarin teorik konsantrasyariéalimui sonucu ortaya c¢ikan %

geri kazanimlar Bolum 4.2.4°de verilghr
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3.5.7. Yontemin Sglamhgi

Gelistirilen yontemin hareketli faz icindeki tampon c¢tiz@H’sinde, kolon
sicaklginda, akg hizinda ve hareketli faz bgenlerinin oranlarinda kucuk
degisiklikler yapilarak yontemin sgamhgl aratirildi. Bulunan sonuclar B6lUm

4.2.7 de verilmgtir
3.5.8. Uygunluk Testi

Uygunluk testi icin O6nemli parametreler olan aliken zamani §),
kuyruklanma faktort (T), ayrilma faktort JRve teorik plaka sayisi (N) gerleri
B6lum 4.2.8’de verilmytir.

3.6. Tablet Tozu Karsiminda Aliskiren ve Amlodipin Analizi
3.6.1. Kiyas Yontemi ile Tayin

Bu tez camasinda her iki ilacin bir arada tayinineskin bir calsma
yontemi olmadiindan kiyas yontemi olarak uygulanmasi kolay veitbais UV

spektrofotometrik yontem getirilmi s ve sonuclar Bélim 4.3.1’deerilmistir.
3.6.1.1. Cozeltiler

Aliskiren Stok Cozeltisi
20,00 mg aliskiren hemifumarat tam olarak tartib. mL’ lik balonjojede

bidistile su ile ¢ozilerek hacmine tamamlandi.
Amlodipin Stok Cozeltisi

10,00 mg amlodipin besilat 50 mL’ lik balonjojedlistile su ile ¢ozilerek

hacmine tamamlandi.
Kari sim Cozeltisi

Aliskiren hemifumarat ve amlodipin besilatin stodzeltilerinden 0,25- 4,2
mL arasinda 7 farkli hacimde alinan cozeltilerirbime 10 mL' lik balonjojede

bidistile su ile hacmine tamamlandi ve analiz edild
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3.6.2. Gelstirilen HPLC Yontemi ile Analiz

Tarkiye’de Tekamlo isimli ila¢ formilasyonu bulunthgindan aliskirenin ve
amlodipinin ayrnt ayri ila¢ formulasyonlarindan (et Tekamlo icindeki
miktarlarina ¢ deger konsantrasyonlarda tablet tozu kanlari hazirlandi. Bu
amagcla 10,0 mg amlodipin iceren tabletlerden 2€t,atb0,0 mg aliskiren iceren
tabletlerden de 20 adet teker teker tartildi, ane tablet @rliklari bulundu. Ayri
ayri havanda toz edilen aliskiren ve amlodipin eéalbrneklerindem birer tablet
agirhgina ait miktarda tartimlar ahinip katirnlldi. 25 mL suda ultrasonik
karstiricida 30 dakika calkalandi ve mavi banth suzdegidindan suizuldu.
Suzintiden alinan ve uygygakilde seyreltilen 6rnek ¢ozeltileri ggirilen HPLC
ve UV spektrofotometrik yontemler ile analiz edildiablet tozu kagimindaki
aliskiren ve amlodipin konsantrasyonlari daha Oeoethazirlanan 0&lgu geleri
yardimiyla hesaplandi. Her iki yontem ile elde edilsonuclar, 5 adet tayin
Uzerinden hesaplanan ortalamalar, SD, %RSD ve %I&&lik dizeyinde glven

araliklari Tablo-14’ de verilngtir.

Gelistirilen yontemler ile elde edilen sonuclarin ortala yoninden
karsilastirilmasi t testi (Student t— testi), standart salamyoninden karastirilmasi
F testi (Fisher test) uygulanarak yapildi. Sonu€kirlo-14'de gorilmektedir.
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4. Bulgular

Yontemin gelstiriimesi amaci ile yapilan ¢amalar sonucunda elde edilen
bulgular ilgili bolimlerde verilmtir.

4.1.Kromatografik ko sullarin belirlenmesi

4.1.1. Dedektor ve Dalgaboyu Secimi

Yapilan literatlr argirmalari her iki etken maddenin analizi icin de gk
kullanilan ve en uygun dedektdrin UV dedektor @ldw gosterdii icin bu
calismada da UV dedektor kullanilgaioncelikle amlodipin besilat ile 237 ve 215 nm
dalgaboyunda yapilan 6n denemeler sonucunda 215dengdzlenen amlodipin
pikinin 237 nm dalgaboyundakine gore daha kicukasinmedeniyle 237 nm uygun
dalgaboyu olarak secilgtir. Her iki dalgaboyu arasindaki farkhliklggekil-3 ve
Sekil-4’de gosterilmgtir.

Dedektor Cevabi
mAU

A\

i f\I/,

4
zaman (dak.)

Sekil-3. 160,0 pg/mL amlodipin besilatin 215 ni@lgaboyundakikromatogrami
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100

Dedektor Cevabi
mAU

50

0 1 2 3 4 5 6 7
zaman (dak.)

Sekil-4. 160,0 pg/mL amlodipin besilatin 237 nmgiddoyundaki kromatogrami

4.1.2 Kolon Secimi

Lichrocart (merck) &G ( 250mm x 4,6 mm, 5u) HPLC kolonu ile yapiniz
Oon denemelerde uygun ve g#tilebilir sonuclar alinmy ve bu nedenle ¢amaya bu

kolon ile devam edilmstir.
4.1.3 Hareketli Fazin pH’'si ve CozUcu Bilgmi

Yapilan literattr argirmalarinda amlodipin ve aliskirenin ayri ayri brlari
icin gelistirilen ydntemlerde asidik tamponlar ve gemlukla pH = 3 tercih
edildiginden bu cabmada da bgangi¢c olarak trietlamin — fosfat tamponu ile
pH=3'de calgildi ve uygun sonuclarin alinmasi nedeniyle pH=3gisiIimaya
devam edildi. Ayrica hareketli faz icinde kullamd& uygun tampon c¢ozeltinin
tespiti icin asetat ve trietilamin — ortofosforikozgltileri, asetonitril, metanol
karisimiyla calsildi. Asetat tamponu kullanilighinda piklerin geriedigi Sekil-5' de
gorulmektedir. Trietilamin — ortafosforik asit taonu kullandgimizda ise daha dar
ve uygun pikler elde edildi. Dalga boyuna kararildéten sonra ACN, MeOH ve
trietilamin — ortofosforik asit tamponu ¢ozeltilein kargimi icin en uygun oranin

tespit calgmalari yapildi, sonuclar Tablo-1 $ekil-5,6,7,8,9,10" da verilngtir.
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Sekil-5. Aliskiren ve amlodipin kagimini iceren kromatogram (218,5 pg/mL aliskiren
hemifumarat (1), 13,5ug/mL amlodipin besilat (2)) M asetat tamponu (pH=4,5),
CH;CN/MeOH, 50/40/10,h/h/h)
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Sekil-6. Aliskiren ve amlodipin kagimini iceren kromatogram (218,5 pg/mL aliskiren
hemifumarat (1), 13,5pg/mL amlodipin besilat (2Qn8M trietilamin—ortofosforik asit
tamponu (pH=3,0), C#&€N/MeOH, 50/30/20,h/h/h)
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Sekil-7. Aliskiren ve amlodipin kagimini iceren kromatogram (218,5 pg/mL aliskiren
hemifumarat (1), 13,5pg/mL amlodipin besil@), 50mM trietilamin—ortofosforik asit
tamponu (pH=3,0), CE&CN/MeOH, 40/40/20,h/h/h)
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Sekil-8. Aliskiren ve amlodipin kagimini iceren kromatogran(218,5 pg/mL aliskiren
hemifumarat (1), 13,5 pg/mL amlodipin besi{@), 50 mM trietilamin—ortofosforik asit
tamponu (pH=3,0), CE€CN/MeOH, 45/15/40,h/h/h)
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sekil-9. Aliskiren ve amlodipin kagimini iceren kromatogran@218,5 pg/mL aliskiren
hemifumarat (1), 13,5ug/mL amlodipin besilat (20) BM trietilamin—ortofosforik asit
tamponu (pH=3,0), C4#CN/MeOH, 30/40/30,h/h/h)
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Sekil-10. Aliskiren ve amlodipin kagimini iceren kromatogran(218,5 pg/mL aliskiren
hemifumarat (1), 13,5 ug/mL amlodipin besilat (80 mM trietilamin—ortofosforik asit
tamponu (pH=3,0), CE&€CN/MeOH, 50/40/10,h/h/h)
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Tablo-1. Hareketli faz bilenlerinin oranlarinin dgsimine gore aliskiren ve amlodipinin
alikonma zamani gerlerinin degisimi

CH:CN MeOH Tampon ¢6z.(%) Aliskiren t 5 Amlodipin t g
(%) (%) (pH=3,0) (dak.) (dak.)
40 30 30 3,8 4,0
40 20 40 4,7 5,2
40 15 45 3,9 4,4
50 20 30 3,5 3,5
40 10 50 4,1 5,2
4.1.4 pH Secimi

Iyonik maddelerin kromatografide ayriimalarinda oyihayan faktorlerden
biride hareketli fazin pH geridir. Elisyon zamani ve piekli bu dgere baglidir.
Bir ¢oziinen igin alikkonma faktort birden ¢ok kugdlkugunda, elisyon ¢ok hizli
olacgindan allkkonma zamaninin gta tayini zordur. Ahkonma faktori buyudk
oldugunda ise eliisyon zamani ¢ok uzun olur. En uygumirddaki ayirmalar bir
karisimdaki ¢ozinenlerin kapasite faktorinin 2 ile 18sarda oldgu kosullarda
gerceklgir. Kapasite faktori = tr —tm / tm

tr

thg

Dedektor Sinvali

Zaman {dk)

Sekil-11. Kapasite faktorii hesabinin kromatogranriade gosterimi
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Iyonik maddeler notral hallerinden daha hidrofiliktBu nedenle tamamen notr
olduklart durumda kolonda daha c¢ok tutunmalari \@mamen iyonlamis
olduklarinda kolonda az tutunmalari bekler§ekil-12’ de goérilecg Uzere tam

donim noktasi Uzerinde ¢6zinme denge hali kazaniow anda ¢ozeltide iyonik

madde konsantrasyonu % 50'dir. Bujod&seridir.
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Sekil-12. Asidik ve bazik turlerin hareketli fazitdplezisimindeki durumlari

40 2)

Dedektor Cevabi
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Sekil-13. Amlodipin ve aliskiren coOzelti kgrmini igceren kromatogram (26,5 pg/mL
aiskiren hemifumarat (1) ve 1,6pg/mL amlodipin B<2), 50 mM trietilamin—ortofosforik
asit tamponu (pH=3,0), GEN/MeOH, (50/40/10,h/h/h},=237, aks hizi 1 mL/dak.
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4.2. Gelstirilen Yontemin Validasyonu

Geligtirilen yontemin validasyonu icin BoOlum-3.5’ de anhldigi gibi

calisiimistir.

4.2.1. Secicilik

Kolona hareketli faz enjekte edildi, amlodipin \aiskiren piklerinin
goruldigt dakikalarda hareketli faz kammindan ileri gelen herhangi bir pik
olmadgi belirlendi Sekil-14).

30-

20

Dedektor Cevabi
mAU

a 1 2 3 4 5 6

zaman (dak.)
Sekil-14. Hareketli faz enjeksiyonuna ait kromatogram

4.2.2. Tayin Sinirt (LOQ) ve Go6zlenebilme Siniri (DD)

Bolum 3.5.3' de verilen denklemelere gore hesaplah®D deserleri
aliskiren hemifumarat icin 0,95 pg/mL, amlodipiesidat icin 0,51 pg/mL ve LOQ
degerleri aliskiren hemifumarat icin 3,18 pg/mL, awstlzin besilat icin 1,70 pg/mL

olarak bulunmstur.

4.2.3. D@rusallik
Amlodipin besilat icin 2,65 — 26,50 pg/mL ve aligk hemifumarat icin 5,0

— 50,0 pg/mL konsantrasyon apahda 6 farkli konsantrasyondaki cozeltiler ile
Bo6lim 3.5.2" de anlatilgh gibi ¢alsildi. Her bir konsantrasyona karelde edilen
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ortalama pik alanlar gerleri ile belirtilen konsantrasyon geerleri arasinda gizilen

Olcu egrisi aliskiren icinSekil-15'de, amlodipin icirSekil-16'da verilmitir.

Tablo 2 ve 4’ de pik alanlari ve ortalamalaria(fA ve Aas), SD ve RSD

degerleri, Tablo 3 ve 5 dase en kicuk kareler yontemi uygulanarak hesaplanan

dogru denkleminden (A=mC+b, A= alangleri, m=&im, b=kesim noktasi, C=

konsantrasyon) elde edilengikenler ve korelasyon katsayilarf)(verilmistir.

Tablo-2. Aliskiren hemifumaratin 5,0 - 50,0 pg/mkonsantrasyon arginda hazirlanan
Olcu grilerine ait pik alani dgerleri ve istatiksel verileri

Cug/ mL
5,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0
AALS
1 40,811 83,867 168,50 250,54 333,94 375,16
2 42,457 83,436 166,477 250,724 324,173 394,212
3 41,104 84,558 168,458 249,554 345,219 401,293
4 40,856 84,041 164,173 247,52 334,696 386,635
5 41,585 82,468 167,733 250,85p 332,904 394,481
Ortalama 41,363 83,674 167,06 249,838 334,187 3390,
SD 0,685 0,784 1,813 1,393 7,482 9,952
RSD (%) 1,66 0,94 1,09 0,56 2,24 2,55
Ortalama alan dgrlerinden hesaplanan gta denklemi
y =7,921x + 6,433, r=0,9960
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Tablo-3. Tablo-2’ deki olctgilerinin regresyon analizine ait parametreler

1 2 3 4 5 Ortalama + SD

m 7,68 7,88 8,19 7,88 7,90 7,90+ 0,162

b 10,40 6,63 3,54 6,21 5,39 6,43 £2,51

r 0,99 0,998 0,996 0,99% 0,997 0,9952 + 0,003

450
400
350
300
250
200
150
100

50

Pik alam
{mAU)

0 10 20 30 40 50 60

C{ug/mL)

Sekil- 15. Aliskiren hemifumaratin 5,0 — 50,0 mi/ konsantrasyon arginda hazirlanan
Olcl egrisi
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Tablo-4. Amlodipin besilatin 2,65 — 26,50 pg/mL kantrasyon arainda hazirlanan 6lcu

egrilerine ait pik alanlari ve istatiksel verileri

C pg/mL
2,65 5,30 10,6 15,9 21,2 26,5
AAML
1 66,942 137,368 298,681 456,417 637,195 754,810
2 61,399 138,16 300,201 467,957 625511 755,829
3 60,362 136,461 293,09¢ 451,978 607,012 763,437
4 59,06 128,938 293,31¢ 452,21 619,792 752,612
5 60,988 129,986 275,924 459,521 632,384 755,843
Ortalama 61,750 134,183 292,244 457,617 624,499 ,5066
SD 3,034 4,366 9,657 6,577 11,916 4,092
RSD (%) 4,91 3,25 3,30 1,44 1,91 0,54

Ortalama alan dgrlerinden hesaplanan gta denklemi

y=29,67x-18,51, r = 0,9990

Tablo-5. Tablo-4’ deki dl¢tigilerinin regresyon analizine ait parametreler

1 2 3 4 5 Ortalama + SD
m 29,60 29,60 29,53 29,61 30,02 29,67 + 0,20
b -13,40 -13,77 -18,95 -21,13 -25,31 -18,51 + 5,04
r 0,9970 0,9980| 1,0000 0,9990 0,9970 0,9982 + 0,001
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Sekil-16. Amlodipin besilatin 2,65 — 26,50 pg/mansantrasyon ar@nda hazirlanan
Olcl grisi

4.2.4. D@ruluk

Bolum 3.5.6" da belirtildéi gibi dogruluk calsmasi amlodipin besilat ve aliskiren
hemifumarat icin dgsik konsantrasyonlarda enjekte edilen numune c¢deettin
standart kalibrasyon gr&fnden hesaplamasi ile yapildi. Bu amagla aliskiren
hemifumarat icin 16,70, 33,60, 50,45 pg/mL, amlodipesilat icin 3,25, 9,50, 20,50
png/mL konsantrasyondaki ¢ozeltiler kolona enjekdide ve geri kazanim ytzdeleri

hesaplandi. Sonuclar Tablo-6’ da vergtmi
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Tablo-6. Aliskiren hemifumarat ve amlodipin besitgh dosruluk (geri kazanim) ¢aimasi

sonuclari
Alinan Bulunan Geri Kazanim
Konsantrasyon Konsantrasyon
(%)
(Hg/mL) (hg/mL)
16,70 17,30 103,59
ALS 33,60 33,95 101,04
50,45 51,84 102,76
3,25 3,15 96,92
AML 9,50 9,15 96,32
20,50 20,04 97,76

4.2.5. Giinici ve Giinler Arasi Tekrarlanabilirlik

Uc farkli konsantrasyonda amlodipin besilat (3,250, 20,50 pg/mL) ve aliskiren
hemifumarat (17,50, 26,25, 43,75 pg/mL) iceren liede BOIUmM-3.5.4" de
anlatildg gibi ¢alsildi. Ayni giin iginde yapilan analizlere aitgoastandart sapma
degerleri ve farkli gunlerde yapilan analizlere aitgibastandart sapma derleri
Tablo-7'de verilmgtir.
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Tablo-7. Ayni giin ve farkli giinlerde yapilan anelin tekrarlanabilirlgi

Gun ici* Gunler arasi**
Alinan Bulunan RSD Alinan Bulunan RSD
Konsantrasyorl konsantrasyor (%) | Konsantrasyor] Konsantrasyon (%)
(hg/mL) (Hg/mL) (Hg/mL) (Hg/mL)
3,25 3,27 0,92 3,25 3,26 0,64
AML 9,50 9,30 0,43 9,50 9,32 0,64
20,50 20,52 0,15 20,50 20,51 0,10
17,50 17,52 0,59 17,50 17,35 0,23
ALS 26,25 26,38 0,20 26,25 27,38 0,43
43,75 43,66 0,14 43,75 43,65 0,27

* her bir konsantrasyonda 3 dl¢ciim yapgimt
** (¢ farkli giinde elde edilen sonuglar

4.2.6. Cozelti Kararhhg

Cozeltilerin  kararlilginin  saptanmasi icin standart c¢oOzeltiler oda sigaida,
karanlikta 24 saat ve € de 1 ay bekletildi. Yapilan gerlendirme sonucunda bu
sartlar altinda stok co6zeltilerde herhangi bir bamantrinine rastlanmadi. Elde

edilen sonuclagekil-17 ve 18'de verilmtir.
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Sekil-17. Aliskiren (1) ve amlodipin (2) c¢oOzelti karminin oda sicakiinda, 24 saat

bekletildikten sonra alinan kromgtami
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Sekil-18. Aliskiren (1) ve amlodipin (2) ¢ozelti keminin +4°C de, karanlkta, 1 ay

bekletildikten sonra alinan kromatogrami
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4.2.7. YOontemin Sglamligi

Mobil Faz bilgiminde (+x%2), pH'sinde (0,5), akihizinda(x0,1) ve kolon
sicaklginda (x5C) yapilan kiicuk désikliklerde elde edilen sonuclar Tablo-8'de

gorulmektedir.

Tablo-8. Yontemin sdamlik parametreleri

pH Aliskiren tg Amlodipin tz
3,00 4,12 5,22
2,50 4,21 5,26
3,50 4,07 5,12

Kolon Sicaklgi (°C)

25 4,13 5,23
30 4,04 511
35 3,99 5,01

Mobil Faz Oranindaki
Degisim (% 2)

50 mM trietilamin— 401 5,10
ortofosforik asit tamponu
(pH=3,0) /MeOH/ACN
(49/10/41, h/h/h)

50 mM trietilamin— 3,98 5,07
ortofosforik asit tamponu
(pH=3,0) /MeOH/ACN
(50,2/9,8/40), h/h/h)

Akis Hizi (mL/dak.)

1,01 4,01 511
1,00 4,12 5,22
0,99 4,22 5,33
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4.2.8. Uygunluk Testi

Gelistirilen yontem sonucunda elde edilen uygunluk itgstrametreleri
Tablo-9' da 6zetlenrgir.

Tablo-9. Sistem uygunluk testi parametreleri

Aliskiren Amlodipin
Alikonma zamani £) 4,12 5,22
Teorik Plaka Sayisi (N) 3861 4254
Kuyruklanma Faktoru (T) 1,61 1,71
Ayrilma Faktori (B 2,10

4.3. Tablet Tozu Karisiminda Amlodipin ve Aliskiren Analizi
4.3.1. Kiyas Yontemi ile Olgii Brisinin Hazirlanmasi ve Regresyon Analizi

Kiyas yontemi olarak UV spektrofotometrik yontemi gigrilmi stir. Aliskiren
hemifumarat ve amlodipin besilatin sulu ¢ozeltsitl spektrumlari alinngi ve
aliskirenin 279,5 nm ve amlodipinin 365 nm dalgalmoga maksimum absorbans
yaptiklari gozlennstir. Sekil-19 ve Sekil-20" de her bir etkin maddenin ayri ayri
sudaki c¢ozeltilerinin spektrumlari gorilmektedirdlBm 3.6.1' de anlatilgh gibi
calisilarak oncelikle absorbans ghleri ile konsantrasyonlarin gausal oldgu alan
tespit edildi. Bu nedenle aliskiren i¢in 20,0 — Z¥gg/mL, amlodipin besilat i¢in 5,0
— 66,0 pg/mL araganda 7 farkl konsantrasyonda gdlli. Bu konsantrasyonlara
kargi Olcllen absorbans gerleri ile olwturulan Olct @rilerine en kucuk kareler
yontemi uygulanarak en uygungta denklemi ve korelasyon katsayi<) h=mC+b
esitli gine gore hesaplandi. Ortalamagdder ile cizilen dlcu grileri Sekil-21 ve
Sekil-22°'de, bu 6lcu grilerinin regresyon analizine ait parametreler Babl ve
Tablo-13'de verilmgtir.
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Sekil-19. 130,5 pg/mL aliskiren hemifumaratin sudgdzeltisinin UV spektrumu
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Sekil-20. 49,5 pg/mL amlodipin besilatin sudaki dégain UV spektrumu
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Tablo-10. Amlodipin besilatin 5,0 — 66,0 pg/mLnkantrasyon arginda hazirlanan 6lgu
egrilerine ait dgerler ve istatiksel verileri

Clugimi)
Aamd 5,0 10,0 20,0 36,0 48,0 54,0 66,0
1
0,089 0,177 0,296 0,431 0,555 0,634 0,78
2 _
0,088 0,168 0,286 0,447 0,568 0,65 0,79
3 _
0,086 0,170 0,278 0,442 0,577 0,65 0,78
4
0,088 0,176 0,248 0,443 0,557 0,652 0,77
5
0,086 0,170 0,243 0,445 0,556 0,652 0,77
Ort
0,087 0,172 0,270 0,442 0,563 0,651 0,78
SD
0,001 0,004 0,023 0,006 0,010 0,009 0,00
RSD
(%) 1,49 2,44 8,59 1,42 1,72 2,27 1,32

Ortalama dgerlerden hesaplanan gta denklemi: y= 0,011x + 0,044, r=0,9981

Tablo-11. Tablo-10’ daki dlctgeilerinin regresyon analizine ait paremetreler

1 2 3 4 5 Ortalama + SD
m 0,010 0,011 0,011 0,011 0,011 0,011 £ 0,001
b 0,053 0,045 0,043 0,041 0,037 0,044 £ 0,006
r 0,9940 0,9970 0,9980 0,9960 0,9960 0,9962 + 0,0015
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Sekil-21. Amlodipin besilatin 5,0 — 66,0 pg/mL kamsrasyon araiinda hazirlanan
Olcl grisi

Tablo-12.Aliskiren hemifumaratin 20,0 — 272,0 pg/kdnsantrasyon arginda gizilen 6lgu
egrilerine ait dgerler ve istatiksel verileri

(Hg/mL)

20,0 40,0 80,0 120,0 1440 216,0 272,0
ALs)

1 0,125 0,233 0,473 0,656 0,796 1,151 1,313

2 0,126 0,234 0,466 0,627 0,792 1,100 1,317

3 0,126 0,234 0,475 0,626 0,793 1,110 1,317

4 0,125 0,233 0,497 0,629 0,797 1,117 1,249

5 0,127 0,234 0,504 0,630 0,798 1,114 1,325

Ort 0,126 0,234 0,483 0,634 0,795 1,118 1,304
SD 0,001 0,001 0,017 0,013 0,003 0,020 0,031

RSD (%) 0,79 0,43 3,52 1,99 2,05 1,79 2,38

Ortalama dgerlerden hesaplanan gta denklemi: y = 0,005x + 0,067, r=0,9924
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Tablo-13. Tablo-12'deki 6l¢lgeilerinin regresyon analizine ait parametreler

1 2 3 4 5 Ortalama + SO

m 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005 + 0,000

b 0,062 0,060 0,061 0,081 0,068 0,066 + 0,009

r 0,9910 0,9950 0,9940 0,9840 0,992C 0,9912 + 0,004

E=

1,6
1.4

1,2

Abs

0,8
0,6
0,4

0,2

0 50 100 150 200 250 300

C{ug/mlL)

Sekil-22.Aliskiren hemifumaratin 20,0 — 272,0 pg/rkbnsantrasyon arginda hazirlanan

Olcl egrisi
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4.3.2. Gelstirilen HPLC ve UV-VIS Spektrofotometrik Yontemler ile Analiz

10,0 mg amlodipin besilat ve 150,0 mg aliskiremiemarat iceren tablet
tozu kargimi B6lum 3.6.2" de anlatil@i gibi gelistirilen HPLC yontemi ve UV-VIS
spektrofotometrik yontem ile analiz edilerek ilagindeki etkin maddelerinin
miktarlari tayin edildi $ekil-23,24). Her iki yontem ile elde edilen sonuctaadet
tayin Uzerinden hesaplanan ortalamalar X, SD, %R&% 95 olasilik diizeyinde
glven araliklari Tablo-14" de verilgtir. Gelistirilen yontemler ile elde edilen
sonugclarin ortalama yoninden gé&astiriimasi t — testi ( Student t — testi), standart
sapmalar yonunden kalastirilmasi F testi ( Fisher test) uygulanarak yapiléblo-
14’ de goruldgu gibi hesaplanan t- ve F- gileri % 95 olasilik duzeyi ve 5 deneme
icin ilgili cetvellerde bildirilen dgerlerden daha kicik oldundan gelftirilen

HPLC yontemi ile kiyas yontemi arasinda anlamliféik olmadgi belirlendi.
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Sekil-23. Tablet tozu kagiminin analizine ait kromatogram (23,98 pg/mislalen(1),
1,15 pg/mL amlodipite))
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Sekil-24. Tablet tozu kagiminin analizine ait spektrum (10,0 pg/mL ambioli(1),
150,0 pg/mL aliskireke) )
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Tablo.14- 10,0 mg amlodipin, 150,0 mg aliskirenrégetablet tozu kagiminin gelgtirilen

yontemle elde edilen analiz sonuclari ve bu somuglgelstirilen kiyas yontemiyle elde

edilenlerle istatistiksel olarak kalbastiriimasi

ALS? AMLP
HPLC UV-VIS Spek. HPLC UV-VIS Spek.
Yontemi Yodntem Yontemi Yodntem
1 151,55 151,41 10,13 10,18
2 151,83 151,32 10,19 10,27
3 150,70 150,78 10,00 10,09
4 152,40 151,39 10,16 9,01
5 151,83 151,77 10,13 9,73
Xort 151,66 151,34 10,12 10,04
Gerl f/?za”'m 101,1 100,9 101,00 101,0
SD 0,62 0.36 0,07 0,16
RSD 0.41 0.24 0,70 2.18
t.siin 0,46 0,27 0,02 0,04
Glven Siniflarl| 151 66 +046| 151,34 + 0,27 10,12 + 0,0 10,04040,
t 1,67 0,62
F 2.92 0.60
n1:n2:5

a=Tekturna (her tablet 150,0 mg aliskiren icerir)

b=Monovas (her tablet 10,0 mg amlodipin icerir)
(p=0,05, t (tablo) = 2,23)
(p=0,05, F (tablo)= 5,05)
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TARTI SMA VE SONUC

Hipertansiyon ginimiuzde en o©nemliglsa sorunlarindan biri olarak
karsimiza cikmaktadir. Hipertansiyon tedavisinde ilaglldnimi kan basincinin
kontroll igin 6nemlidir ve bu tedavi sirasinda iE&y1sinin azaltilmasi igin kombine
ila¢ kullanimi giderek yaygingmaktadir. Bu amacla kullanilan Tekamlo isimli ilag
agustos 2010’da FDA onayi almihipertansiyon tedavisinde kullanilan yeni bir
ilactir. Tekamlo aliskiren hemifumarat ve amlodigdesilat etkin maddelerinden
olusmaktadir ve bu etkin maddelerin her biri ayr1 alyipertansiyon tedavisinde
kullaniimaktadir. Aliskiren renin inhibitorti, amlgun ise bir kalsiyum kanal

blokordir.

Yapilan literatir argirmalarinda bu iki ilacin gamanli analizine gkin
herhangi bir cadmanin olmamasi ayrica bu ilaclarin biraradaki ilac
formulasyonunun (Tekamlo) yurtginda kullaniliyor olmasi bizi boyle bir ¢gitna
yapmaya tgfik etmistir.

Bu calgsmada bu iki ilag maddesininggmanli tayini i¢cin bir RP-HPLC
yontemi gelstirildi, gelistirilen yontem valide edildi ve her iki ilag maddes ayri

ayri ilac formulasyonlarinin karminin analizine uygulandi.

Belirlenen cakma kagullarinda d@rusal konsantrasyon arali aliskiren
hemifumarat icin 5,0 — 50,0 pg/mL ve amlodipin bsicin 2,65 — 26,50 pg/mL
olarak tespit edildi. Geftirilen ybnteminin validasyon c¢amalari sonucunda
yontemin tekrarlanabilirfiini belirlemek i¢in ayni giinde ve farkli giinlerde farkl
konsantrasyonda analizler yapildi. Yontemingrddugunu belirlemek amaciyla
yapilan ¢cajma sonucunda geri kazanim ortalamaedlkeri amlodipin besilat icin
%97,07 ve aliskiren hemifumarat icin %102,50 olafa&saplandi, kalibrasyon
egrilerine ait dgru denklemleri aliskiren hemifumarat iginy = 7,92x + 6,43,
r’=0,9960 ve amlodipin besilat icin y=29,67x-18,51r°=0,9990 olarak bulundu.
Amlodipin ve aliskiren icin tayin siniri (LOQ) vedglenebilme sinirlar(LOD)
sirasiyla 1,70, 0,51 ve 3,18, 08arak hesaplandi.
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Kiyas yontemi olarak UV-VIS spektrofotometrik bidrgtem gektirildi,
gelistirilen bu yontemde 365 ve 279,5 nm dalgaboyundhsiithve dgrusal
konsantrasyon araliklari amlodipin besilat icin 5,66,0, aliskiren hemifumarat icin
20,0 — 272,0 pg/mL olarak bulundu. Getilen HPLC yontemi ve kiyas yontemi
olarak gelstirilen UV- VIS spektrofotometrik yontem 150,0 mbs&iren ve 10,0 mg
amlodipin iceren tablet tozu keumlarina uygulandi ve ortalama geri kazanim
sonuclart HPLC yonteminde, amlodipin i¢in % 10al@kiren icin % 101,1 ve UV
spektroskopik yontemde, amlodipin i¢cin % 101,dskaten igin %2100,9 olarak

bulundu.

Gelistirilen HPLC yobnteminin kiyas yontemi ile kalastirilmasi amaciyla
Student — t ve Fisher — F testi kullangimsonuclar kiyaslanmve bulunan sonuclar
bes deneme icin verilen teorik gerlerden (t=2,23; F=5,05) kicuk okglindan
ortalamalar (t — testi) ve standart sapmalar (E}te®ninden anlamh bir fark
olmadgi gorulda.

Sonug olarak bu ¢amada, aliskiren ve amlodipinigzmanli analizlerinde
kullanabilecek kolay, tekrarlanabiligii ve guvenilirligi yuksek, hizli ve ekonomik
bir yontem geltirilmis ve gelgtirilen bu yontem valide edilrgiir. Gelistirilen ve
valide edilen bu yontem bu iki ilacin bir aradakitin analizlerinde guvenle

kullanilabilir.

Tablo-15. Optimize edilmgikromatografik keullar

Parametreler Optimize kosullar

HPLC sistemi Thermo Separation Products 1100

Kolon RP- Gg (250mmx 4.6mmx 5 pum)

Hareketli Faz 50 mM trietilamin- ortofosforik asampon ¢ozeltis

(pH=3,0)/ MeOH /CHCN (50/10/40, h/h/h)

Akis Hizi 1 mL/dak.

Sicaklik Oda sicak

Dedektor ve Dalgaboyu UV dedektdr 237 nm
Enjeksiyon Hacmi 20 pL
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