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1. GIRIS

1.1.Giris ve Amacg

Hipertansiyon veya bazen arteriyel hipertansiyon denilen yiiksek kan basinci,
kanin kronik bir tibbi durum oldugu atardamarlardaki basincin yiikselmesidir. Kan
basinci, sistolik ve diyastolik basing olmak {iizere iki dlgiimle Ozetlenir. Kalp kasi
biiziildiiglinde sistol, atimlar arasinda rahatliyor ise diastol olarak tanimlanir. Bu
sirastyla, maksimum ve minimum basinca esittir. Istirahat halinde normal kan basinci
100-140 mmHg sistolik ve 6090 mmHg diyastolik arasindadir. Yiiksek kan basinci
140/90 mmHg'de veya daha fazla olmasi durumunda mevcut oldugu sdylenir.
Hipertansiyon primer hipertansiyon ve sekonder hipertansiyon olarak siniflandirilir.
Hipertansiyon kalbe baski yapar, bu da tedavi edilmezse hipertansif kalp hastaligina
ve koroner arter hastaliklarina yol agmaktadir. Hipertansiyon ayrica inme, arterlerin
anevrizmalar1 (6rnegin aort anevrizmasi), periferik arter hastaligir ve kronik bobrek
hastaliklar1 gibi rahatsizliklarin major risk faktoridiir. Diyet ve yasam tarzi
degisiklikleri, kan basinct kontroliinii artirabilir ve azaltabilir. Yasam tarzi
degisikliginin yetersiz ve etkili olmadig1 insanlarda ilagla tedavinin hala siklikla
kullanilmasina ragmen; diyet ve yasam tarzi degisikligi kan basincinin kontrol altina
almmas1 ve saglik komplikasyonlarinin azaltilmasinda olanak saglamaktadir.

(Nandhini ve ark., 2014)

Esansiyel hipertansiyon (primer hipertansiyon veya idiyopatik hipertansiyon)
hipertansif hastalarin % 95'ini kapsayan yaygin tipte hipertansiyondur. Esansiyel
hipertansiyon, cevresel ve genetik faktorler arasindaki etkilesimler sonucunda ve
ailesel kaynakli olabilir. Yas ile birlikte hipertansiyon yayginlig1 artar ve ge¢ yasta
yiiksek kan basincina sahip bireyler sonradan geligsmis hipertansiyon riskini artirir.
Hipertansiyon serebral, kardiyak ve bobrek hastaliklart riskini artirir. (Nandhini ve
ark., 2014)



Hipertansiyon kardiyovaskiiler hastalik i¢in degistirilebilir bir risk faktoriidiir
ve diinya ¢apinda mortalite ig¢in popiilasyona bagh fraksiyonun (PAF) %210'undan
fazlasini olusturur. Son birkag¢ on yilda, hipertansiyon teshisi, tedavisi ve kontroliinde
basar1 elde edilmis, ancak hastaligin 6nlenmesindeki ¢alismalar azalmistir. Elde
edilen veriler ve biriken kanitlar dogrultusunda, saglikli yasam tarzi faktorlerinin
(sagliklt bir diyet ve artan fiziksel aktivite gibi) kan basincini diigiirmeye katkida
bulundugu ve bu risklerin yonetilmesinin, en azindan bir dereceye kadar iyilestirdigi,
genetik yatkinligin hipertansiyona ve sonraki kardiyovaskiiler sekel gelisiminin
dengelenmesine neden olabilecegini gosterilmistir. Ayrica, toplum temelli
yaklagimlar, popiilasyondaki diger kardiyovaskiiler risk faktorleriyle birlikte kan
basincin1 diisiirmede etkili olabilmektedir. Yaslanan popiilasyonun olasi etkisi,
obezite, hareketsiz yasam tarzlar1 ve yiiksek sodyum tiiketimi, hipertansiyon ile
iligkili ana risk faktorlerinin daha iyi anlagilmasini ve arastirilmasini
gerektirmektedir. Onceki calismalarda yaygin olarak yashilik, kadin cinsiyet, artan
viicut kitle indeksi veya bel c¢evresi ve ailede hipertansiyon veya erken
kardiyovaskiiler hastalik dykiisii, yiiksek kan basincinin 6nemli belirleyicileri oldugu
da gosterilmistir. Ancak, mevcut tahmin modellerinin bir¢ogu beyaz etnik kokenliler
ve diyabetsiz bireylerle siirli kalmistir. Birkag model beslenme, fiziksel aktivite
veya yasam tarzi ile hipertansiyon arasindaki iligki incelemistir. Kanada'da elde
edilen wverilerle hipertansiyon i¢in ana risk faktorlerinin belirlenmesi, saglik
politikasint ve hedeflenen ulusal miidahaleleri bilgilendirmek igin onemlidir. Bu
amagla, Kanada Saglik Onlemleri Anketi'nin ilk doért dongiisiinden elde edilen
verileri kullanarak, bu ¢alisma 20 ila 79 yaslar1 arasindaki Kanadalilar arasindaki
hipertansif durum i¢in ana risk faktorleri incelenmis ve kadinlarda hipertansiyonu

tahmin etmek icin bilesik bir risk puani kullanmistir. (Leung ve ark., 2019)

AML kalsiyum kanal blokorii antihipertansif ilag olarak gegmisten giiniimiize
kadar uzunca bir siiredir kullanilmaktadir. Kalsiyum kanal blokorlerinin hipertansif
hastaliklarin tedavisinde kullanilanlari, yapica 1,4 Dihidropiridin, Fenilalkilamin,
Benzotiyazepin olmak iizere 3 farkli gruba ayrilirlar. Ele aldigimiz AML etkin
maddesi 1,4 Dihidropiridin tiirevi kalsiyum kanal blokorii olup giiclii bir periferik

vazodilatordiir. Dihidropiridin grubu kalsiyum kanal blokorii ilaglar arasinda



kalsiyum  kanallarina  baglanma ve ayrilmasinin ve ayrica metabolik
inaktivasyonunun da yavas olmasi nedeniyle yar1 omrii fazla olan bir ilagtir. Bu
nedenle giinde tek dozluk kullanima olanak saglamasi ile digerlerinden farklilik
gosterir. Bu etkisi sebebiyle giinlimiizde yalniz basina ve kombine halindeki
preparatlart bulunmaktadir. Giiniimiizde tek basina AML igeren farkli miligram ve
adetlerde yaklagik 78 adet ( 74 adet tablet formu ve 4 adet efervesan tablet formu)

farmasotik preparat ticari olarak satilmaktadir.

IRDAPIN® ise Anjiotensin II antagonisti olarak giiniimiizde kullanilir ve
anjiotensin Il etkilerinin hepsini bloke etmesi beklenmektedir. Hipertansiyon
tedavisinde kalp atim hizin1 minimum diizeyde etkileyerek kan basincini diistiriir.
Etkisini minimum boyutlarda gosterdigi icin giivenilirlik oram1 yiiksektir.
Giliniimiizde tek basina ve kombine halinde kullanilan IRB’nin tek bagina olarak

farkli miligram ve adetlerde yaklasik 32 adet ticari preparatlari bulunmaktadir.

Yukarida anlatildig1 gibi ¢ok sayida preparatin igerisinde yer alan AML ve
IRB’nin tek tek ve kombine haldeki formlarimin ayni anda miktar tayinlerinin
yapilmasi oldukga Onemlidir. Bu nedenle yapilacak olan yiiksek lisans tezinde
sayilan preparatlar i¢erisinde AML ve IRB’nin ayr1 ayr1 ve birlikte, dogrudan etkin
madde ve ticari preparatlart lizerinden se¢ilmistir. Bu etkin maddelerin analizinde
rutin olarak kullanilacak kolay ve duyarli analiz tekniklerini gelistirmek tezimizin
temel amacidir. Tezimizde spektrofotometrik verilerin kullanilmasiyla kemometrik
yontemlerin gelistirilmesi ve analiz esnasinda ortam kosullarinin tiim analizlerde

ayni olacak sekilde optimize edilmesi hedeflenmistir.

Yaptigimiz literatiir ¢alismalarinda iki etkin maddenin ayn1 anda kombine bir
sekilde herhangi bir caligmanin yapilmamis olmasi, gelistirdigimiz bu yontemler ile
yaptigimiz bu calismalarin 6zgiinliigiinii ortaya koymaktadir. Ayrica bu sekilde
karisim analizlerinin, diger ¢aligmalara 11k tutmasi ve bu konuda yeni yontemlerin

gelistirmesi agisindan 6nemlidir.



1.2. Amlodipin Besilat ve Irbesartan Maddelerinin Fiziksel ve Kimyasal
Ozellikleri

1.2.1. Amlodipin Besilat’in Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

. CE.HE,SO;:,H

Kimyasal Adlandirmasi: Benzensiilfonikasit;3-O-etil-5-O-metil-2-
(2-aminoetoksimetil)-4-(2-klorofenil)-6-metil-1,4-dihidropridin-3,5-dikarboksilat

Kapali Formiilii: CyH2sCIN,Os . C¢HsSO3H

Molekiil agirhgi: 567.1 g/mol

Erime noktasi: 199-201 °C

Fiziksel 6zelikler: Beyaz veya kapali- beyaz kristal toz halindedir.

https://www.chemicalbook.com/ProductList En.aspx?kwd=amlodipin



https://www.chemicalbook.com/ProductList_En.aspx?kwd=amlodipin

1.2.2. Irbesartan’in Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

H_
N
Na. N
g
- )
H,C

Kimyasal Adlandirmasi: 2-butil-3 - [[4- [2- ( 2H -tetrazol-5-il) fenil] fenil] metil] -
1,3-diazaspiro [4.4] non-1-en-4-on

Kapali Formiilii: C,5H2sN6O
Molekiil agirhgi: 428.5g/mol
Erime noktasi: 180-181 ° C
Fiziksel ozelikler: Kristal beyaz toz

(https://www.chemicalbook.com/ProductChemicalPropertiesCB4454663 EN.htm).

1.3. Amlodipin Besilat ve irbesartan’in Farmakolojik Ozellikleri

1.3.1. Amlodipin Besilat’in Farmakolojik Ozellikleri

Clavijo ve arkadaslart 1994 yilinda, AML’nin kimyasi, farmakolojisi,
farmakokinetigi, etkinligi ve olumsuz etkilerini gézden geg¢irmistir. AML, kalsiyum
antagonistlerinin dihidropiridin alt sinifina aittir. AML, vaskiiler diiz kas i¢in yliksek
secicilige ve miyokard kasilmasma minimal etkiye sahip giiglii bir periferik ve
koroner vazodilatordiir. Oral uygulamadan sonra emilim yavastir ve etki siiresi 36-45
saatlik bir yarilanma 6mrii ile uzundur. AML, hipertansiyon, kronik stabil angina ve
vazospastik angina tedavisinde kullanilmak iizere FDA onayli bir ilagtir. Ayrica
sistolik disfonksiyon (New York Kalp Dernegi siniflar1 II ve III) nedeniyle konjestif
kalp yetmezligi olan hipertansif veya anginal hastalarda kullanilir. Klinik ¢aligmalar,
giinde bir kez AML 5-10 mg tek basima veya diger ilaglarla kombinasyon halinde

hipertansiyon ve anjinanin 24 saat kontrol altina alindig1 gézlenmektedir. Bugiine


https://www.chemicalbook.com/ProductChemicalPropertiesCB4454663_EN.htm

kadar klinik olarak onemli bir ila¢ etkilesimi gézlenmemistir. AML, serum glikoz
veya lipid seviyeleri lizerinde herhangi bir olumsuz etki gostermemistir. En yaygin
olumsuz etki periferik 6demdir. AML, hipertansiyon ve angina tedavisi i¢in tek
basina veya diger ilaglarla kombinasyon halinde verildiginde etkili ve iyi tolere
edilir.  AML, sistolik disfonksiyona bagli konjestif kalp yetmezligi olan
hipertansiyon veya angina hastalarinda verapamil, diltiazem ve nifedipine gore

avantajlar sunabilir (Clavijo ve ark., 1994).

1.3.2. Irbesartan’in Farmakolojik Ozellikleri

Yeni gelistirilen ve pazarlanan anjiyotensin II tip 1 (AT1) reseptor blokorleri
(ARB), iyi tolere edilebilirlik profilleri ile, diger onde gelen antihipertansif
maddelere esdeger etkinlik gostermektedir. Bu ajanlarin sagladigi AT1 reseptoriiniin
spesifik hedeflemesi, renin-anjiyotensin sisteminin anjiyotensin doniistiiriicii enzim
inhibitorlerinin 6nerdiginden daha fazla ve tam bir blokaj gostermistir. Bununla
birlikte, ARB sinifindaki farkliliklar sinirli kalmaktadir. ARB'lerle ek veri birikimi
ile birlikte, biiyiik 6l¢iide ARB'lerin bireysel farmakolojik profillerine dayanan sinif
i¢i ayrimlar yapmak miimkiindiir. Bu amagla emilim, dagilim, yar1 émiir, doz tepkisi
ve anjiyotensin II antagonizmi i¢in kullanilan ilaclar igerisinde {istlinliik
gostermektedir. Bu 6zellikler bir grup olarak goriildiigiinde, IRB’nin diger ARB'lerle
elde edilenlerin Gtesinde avantajlar sundugu goriilmektedir. IRB iyi emilir,
antihipertansif aktivitesini sergilemek igin aktif bir metabolit biyotransformasyona
ithtiyag duymaz. IRB genis bir dagilim hacmine ve giinliik doza izin vermek ic¢in
yeterli yar1 Omre sahiptir. Ayrica bu etkilerini glicli ve tutarli bir doz ile
saglamaktadir. Bu farmakolojik farkliliklar, ARB sinifinin ilk {iyesi olan losartan ile
karsilastirildiginda IRB’nin klinik istiinliiglinii aciklamaktadir. ARB'ler hakkinda
daha da fazla veri mevcut oldugu zaman, bu sinifa ait diger iliyelerin avantajlarini

belirleme, etkinliklerini daha da gelistirme olanagi sunabilir (Adams ve ark., 2000).



1.4.  Amlodipin Besilat ve irbesartan Maddeleri Uzerinde Yapilan Cahsmalar

Nimmu ve arkadaslari, sican plazmasinda ve idrarda olmesartan (OLM),
amlodipin (AML) ve hidroklorotiyazid (HCTZ) tayini i¢in duyarli, hizli ve tekrar
tiretilebilir bir LC-MS / MS yontemi gelistirmislerdir. Calismada irbesartan (IRB) i¢
standart olarak kullanilmistir. Analitler, 1.0 mL/dak akis hizinda asetonitril ve 10
mM amonyum asetat tamponu (pH 3.5, asetik asit ile ayarlanmis) karisimi
kullanilarak gradient elisyon yardimiyla bir Waters XTerra-C-18 kolonunda
ayrilmistir. Yontemde analiz edilecek 3 etken madde igin pozitif iyon elektrosprey
yontemi tercih edilmistir. Spesifiklik, matris etkisi, geri kazanim, hassasiyet,
dogrusallik, dogruluk ve stabilite gibi validasyon parametleri AML igin 0.4 - 100
ng/mL, OLM igin 0.2 — 100 ng/mL, HCTZ i¢in 0.1 - 100 ng/mL konsantrasyon
araliginda incelenmistir. Biyolojik drneklere her bir etkin maddenin oral yolla 15
mg/kg alinmasi sonrasinda konsantrasyonlar sirasiyla OLM, AML ve HCTZ i¢in
10.32, 587 ve 3.4 mg/kg olarak bulunmustur (Nimmu ve ark., 2018).

Ali ve arkadaslar1 kombine farmasétik preparasyonlarda HCTZ ve IRB’nin
eszamanli analizi igin ters faz sivi kromatografisi yontemi gelistirmiglerdir. Bu
calismada, dncelikle, Uluslararas1 Uyum Konferans: (ICH) tarafindan 6nerilen farkli
stres testi kosullar1 altinda HCTZ ve IRB bozunmustur. Bozunmus 6rnekler, HCTZ
ve IRB tayini i¢in stabilite gostergeli bir ters faz sivi kromatografi yontemi
gelistirmek i¢in kullamilmuslardir. Iki etkin madde, 50 mM potasyum dihidrojen
ortofosfat : asetonitril (55: 45, h / h) tamponundan (pH 2.5) olusan hareketli faz
kullanilarak, 1.3 mL / dk akis hizinda, 30°C kolon sicakliginda, 210 nm dalga
boyunda ve 20 uL enjeksiyon hacmi ile bir C-18 kolonu iizerinde bozunma
tirlinlerinden ayrilmiglardir. HCTZ ve IRB'nin alikonma siiresi, sirasiyla yaklagik 3
ve 5.2 dakika olarak gozlemlenmistir. Yontem dogrusallik, hassasiyet, dogruluk,
Ozglinliik ve saglamlik i¢in valide edilmistir. Sonuglar, tarif edilen yontemin, cesitli
stres kosullar1 altinda olusturulan bozunma {irtinlerinin varliginda HCTZ ve IRB'nin
miktar tayinleri i¢in uygun oldugunu gostermistir. Gelistirilen yontemin, HCTZ ve
IRB ilaclarinin stabilitesinin belirlenmesine de uygulanabilir oldugu belirlenmis ve

tiretim ve kalite kontrol asamalarinda kullanilabilecegi gosterilmistir (Ali ve ark.,
2016).



Bkhaitan ve arkadaslari 2015 yilinda yayimlanan bir c¢alismalarinda
Atorvastatin (ATV) , irbesartan (IRB) ve Amlodipin’in (AML) ayrilmasi ve aym
anda tayinleri i¢in bir stabilite gdstergeli yiiksek performansli sivi kromatografisi
yontemi gelistirmislerdir. Gelistirilen yontemde, ATV, IRB, AML ve bunlarin ana
bozunma iriinleri arasinda ayrilma, 1 mL / dakika akis hizinda asetonitril ve
ortofosforik asit tamponu (pH 2.2) tamponunu bir gradient eliisyon yardimi ile
kullanarak Waters XBrigde CI18 kolonu iizerinde (5 um, 25 x 0.46 cm)
gergeklestirilmistir. Calismada 240 nm dalga boyunda oOl¢timler gerceklestirilmistir.
Bu etkin maddeler, asidik ve bazik hidroliz, oksidasyon, UV 1s18ina maruz kalma ve
sicaklik gibi stres kosullarina maruz birakilmistir. Yontemin dogrusallik ¢alismalart
gerceklestirilmis ve her etkin madde igin 5 - 30 pg / mL araliginda, sirastyla ATV,
IRB ve AML ig¢in korelasyon katsayisi degerleri (r*) 0.9982, 0.9973 ve 0.9986
bulunmustur. Tayin simirlari, bu ii¢ madde igin sirasiyla 0.05, 0.06 ve 0.08 pg /
mL’dir. Gelistirilen yontemlerde parcalanma firiinlerinin analiz edilen maddeler

tizerinde herhangi bir girisim yapici etkisi gozlenmemistir. (Bkhaitan ve ark., 2015).

Uslu ve arkadaslart 2016 yilinda yayimlanan bir c¢alismalarinda, yeni
gelistirilen sabit doz kombinasyonlu (FDC) IRDAPIN PLUS"  (Irbesartan/
Amlodipin/ Hidroklorotiyazid, 300 mg / 10 mg / 12.5 mg) film kaplh tabletin,
farmakokinetik 6zelliklerini ve tolere edilebilirligini arastirmiglardir. Bu ¢alisma i¢in
36 denek, bilgisayar tarafindan olusturulan randomizasyon semasina gore rastgele iki
gruba ayrilmistir. AML, IRB ve HCTZ tayini, heparinize insan plazmasinda tandem
kiitle spektrometresi (LC-MS/MS) kullanilarak gergeklestirilmistir. Farmakokinetik
bulgular, Nobel'in yeni gelistirilen FDC tabletinin, c¢alisilan kosullar altinda saglikli
popiilasyondaki pazarlanan yenilik¢i formiilasyonlara biyoesdeger oldugunu
gostermistir. Sonug olarak Nobel'in yeni FDC formiilasyonunun yenilik¢ilerin
geleneksel formiilasyonlari ile birbirinin yerine kullanilabilecegini gostermistir (Uslu

ve ark., 2016).

Ebeid ve arkadaglart 2014 yilinda yayimlanan bir c¢alismalarinda
hidroklorotiazid, AML, moeksipril hidrokloriir, valsartan, kandesartan sileksetil ve

aliskiren hemifumaratin aym1 anda tayinleri i¢in bir ters faz sivi kromatografisi



yontemi gelistirmiglerdir. Yontemde IRB i¢ standart olarak kullanilmistir.
Kromatografik ayirma, Eclipse XDB-C-18 (4.6 x 150 mm, 5m) kolonu kullanilarak
ortam sicakliginda, gradyan eliisyon modunda 1 mL/dakika akis hizinda asetonitril :
sodyum fosfat dibazik tampon ¢ozeltisi (0.02 M, pH 5.5) kullanilarak saglanmustir.
Olgiimler 220 nm'de gerceklestirilmistir. Dogrusallik, dogruluk ve hassasiyet,
parametreleri validasyon ¢alismalarinda incelenmistir.  Gelistirilen yOntemin
belirtilen etkin maddelerin farmasotik dozaj formlarini kalite kontrolii ve rutin analizi

i¢in uygun oldugu goriilmistiir (Ebeid ve ark., 2014).

Khalil ve arkadaglar1 2011 yilinda yayimlanan bir c¢alismalarinda, insan
plazmasinda valsartan (VAL) ve amlodipin (AML) ayn1 anda tayini igin floresans
dedektoriin  kullanildigi bir yiiksek performansli sivi kromatografisi yontemi
gelistirmiglerdir. Irbesartan (IRB) ¢alismada i¢ standart olarak kullanilmigtir. VAL,
AML ve IRB, sadece metanol kullanilarak proteinlerin ¢oktiiriilmesi ile plazmadan
izole edilmislerdir. Yontemde fosfat tamponu, metanol ve asetonitril karigimi
gradient eliisyon yontemi ile hareketli faz olarak kullanilmis ve ayirmalar Hipersil
marka fenil kolonu iizerinde 0.8 mL / dakika akis hizinda gerceklestirilmistir.
Olgiimlerde uyarma dalga boyu olarak VAL igin 253 nm ve emisyon dalga boyu
olarak 374 nm ve AML i¢in 393 nm ve emisyon dalga boyu olarak 446 nm
secilmistir. Teshis sinirlar1 sirastyla VAL ve AML igin 0.3 ve 1.6 ng / mL olarak
belirlenmistir. Yontemde ayn1 zamanda giin i¢i ve giinler aras1 kesinlik ve dogruluk
calismalar1 gergeklestirilmistir. VAL ve AML'nin insan plazmasindan geri kazanimi
sirastyla % 96.6 - 100.9 ve % 92.0 - 104.4 bulunmustur. Basit numune hazirlama
prosediirii ve kisa analiz siiresinin avantaj olarak degerlendirildigi bu ydntemin
farmakokinetik ¢aligmalara da basariyla uygulanabileceginden bahsedilmistir (Khalil
ve ark., 2011).

Rane ve arkadaslari kombine farmasdtik dozaj formunda irbesartan (IRB) ve
hidroklorotiyazid (HCTZ)'nin kantitatif eszamanli tahmini i¢in basit ve kesin bir sivi
kromatografi yontemi gelistirmis ve gelistirilen bu yontemin validasyon ¢alismalarini
gerceklestirmislerdir. Kromatografik ayirim asetik asit ile pH 5.5'e ayarlanmig 50
mM amonyum asetat tamponu - asetonitril (70:30 h / h) kullanilarak bir ACE5 C18



25 cm analitik kolon ile gergeklestirilmistir. Olciimlerde dalga boyu olarak 235 nm
secilmistir. IRB, HCTZ ve bunlarin kombine farmasétik preparati, termal, fotolitik,
hidrolitik ve oksidatif stres kosullarina maruz birakilmis ve ornekler, gelistirilen
yontemle analiz edilmistir. Bozunma tiriinlerinin analiz iizerinde herhangi bir girisim
yapici etkisinin olmadigi goriilmiistiir. Dogrusal ¢alisma araligi IRB i¢in 10 — 200 pg
/ mL ve HCTZ i¢in 5 — 100 pg / mL’dir. Yontemde i¢ standart olarak metilparaben
kullanilmistir. IRB ve HCTZ i¢in korelasyon katsayilar1 sirasiyla 0.998 ve 0.999
olarak bulunmus ve ortalama geri kazanim degerleri ise %100.45 - %101.25
araliginda hesaplanmistir. IRB ve HCTZ i¢in teshis sinirlart sirasiyla 0.019 ve 0.023
pug / mL ve tayin alt smurlari ise sirasiyla 0.053 ve 0.070 ug / mL olarak tespit
edilmistir. Gelistirilen yontemin, IRB ve HCTZ'nin farmasétik preperatlardan tayini

i¢in uygun oldugu ¢alismada belirtilmistir (Rane ve ark., 2010).

Kristoffersen ve arkadaslar1 atenolol, sotalol, metoprolol, bisoprolol,
propranolol ve karvedilol gibi beta-blokerlerin, diltiazem, amlodipin ve verapamil
gibi kalsiyum kanal antagonistlerinin, losartan, irbesartan, valsartan ve telmisartan
gibi anjiyotensin-11 antagonistlerin ve flekainid gibi antiaritmik ilaglarin, adli
otopsilerden alinan tam kan 6rneklerinden ayni anda tayini igin bir ters faz yiiksek
performansli sivi kromatografisi — k iitle spektrometresi (HPLC-MS) yontemi
gelistirmislerdir. Ornek ekstraksiyonu kati faz ekstraksiyonu (SPE) ile
gergeklestirilmistir. Yontemde, faktoriyel ve yanit yiizey tasarimlart da dahil olmak
tizere deneysel tasarimlar1 kullanilarak deneysel faktorlerin analiz ilizerine etkisi
incelenmis ve saglamlik test edilmistir. Gelistirilen yontem, adli otopsi vakalarindan
otopsi sonrasi tam kan Orneklerinde kardiyovaskiiler ilaglarin belirlenmesi ig¢in

kullanilmigtir (Kristoffersen ve ark., 2007).

Shaikh ve arkadaglar1 2014 yilinda yayimlanan bir ¢alismalarinda, AML ve
IRB’nin ayni anda tayini i¢in basit, hizli ve kesin bir ters faz yiiksek performansh
stvi kromatografisi (RP-HPLC) yontemi gelistirmislerdir. Kromatografik ayrilma, su
(pH:3.5) — asetonitril (60:40, h/h) hareketli fazinin bir gradient eliisyon ile
kullanimiyla Hypersil BDS C18 (250 mm X 4.6 mm, 5 um) {izerinde 1.0 ml / dak
akis hizinda enjeksiyon hacmi 20 pl ve 245 nm dalga boyu segilerek
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gerceklestirilmistir. AML ve IRB icin alikonma stireleri sirasiyla 3.17 ve 5.133
dakika olarak goriilmiistiir. Dogrusal ¢alisma araliklart AML ve IRB i¢in sirastyla 5
- 15 ug / ml ve 50 - 150 pg / ml’dir. Korelasyon katsayilari, AML ve IRB i¢in 0.998
ve 0.998°dir. Gelistirilen metot, dogruluk, hassasiyet, tayin alt sinir1 ve teshis sinir1
icin ICH kilavuzuna gore dogrulanmig ve sonuglarin kilavuza uygun oldugu
goriilmistiir. Gelistirilen yontemin bu etkin maddeleri iceren farmasotik preparata

uygulanabilecegi ¢alismada belirtilmistir (Shaikh ve ark., 2014).

Swamy ve arkadaglar1 2014 yilinda AML ve IRB’nin farmasotik
preparatlardan ayni anda tayini i¢in basit, dogru ve kesin bir ters faz yiiksek
performanslt sivi kromatografik yontem gelistirmislerdir. Kromatografik ayirma,
60:40 h/h oraninda bir metanol ve potasyum dihidrojen orto fosfat (ortofosforik asit
ile pH 3.4'e ayarlanmig) hareketli fazi kullanilarak bir Waters C18 kolonunda
(Xbridge -150 x 4.6 mm, 5 p partikiil boyutu) izokratik olarak gerceklestirilmistir.
Yontemde akis hizi olarak 1.0 ml / dakika ve ol¢iim dalga boyu olarak 250 nm
secilmigtir. Uygun hale getirilmis analiz kosullar altinda IRB ve AML ’nin alikonma
stireleri sirasiyla 5.80 dakika ve 3.12 dakika olarak goriilmistiir. Yontem ICH
kurallarina gore valide edilmistir. Kisa analiz siiresi, yiiksek geri kazanim, basitlilik
hizlilik ve tekrar edilebilirligin gelistirilen yontemin avantajlar1 oldugu ve bu
yontemin bu etkin maddeleri iceren farmasotik preparatlara uygulanabilecegi

caligmada belirtilmistir. (Swamy ve ark., 2014).

Acharya ve arkadaslari, hipertansiyonu tedavi etmek icin kullanilan {glii
kombinasyon igeren farmasotik preparatlardan HCTZ, AML ve IRB’nin ayni anda
tayinleri i¢in basit, spesifik, dogru ve kesin bir ters faz yiiksek performansli sivi
kromatografisi yontemi Yontemde fosfat tamponu (pH : 4.5) : asetonitril (55 : 45,
h/h) mobil fazi kullanilarak Phenomenax C18 kolonu (25 cm x 0.46 cm, 5p) iizerinde
1 mL/dakika akis hizinda aymrm gerceklestirilmistir. Olgiimler 224 nm’de
yapilmistir. En uygun kosullar altinda HCTZ i.in alikonma siiresi 3.489 dakika,
AML igin alikonma siiresi 4.181 dakika ve IRB i¢in alikonma siiresi 11.376 dakika
olarak belirlenmistir. Bu yontemde korelasyon katsayilari yine sirasiyla 0.9970,

0.9974 ve 0.9973 olarak bulunmustur ve geri kazanim degerleri % 99.37, % 100.70
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ve % 100.28 olarak hesaplanmistir. Ayrica, ICH kurallarina gore dogruluk,
hassasiyet, 0zgiinliik ve saglamlik parametreleri incelenmistir. Gelistirilen yontemin,
hizli, spesifik ve dogru oldugu ve iyi bir ¢oziiniirliikk ve kisa ¢alisma siiresine sahip
oldugu goriilmiis olup bu sebeplerden dolayr rutin analizde kullanilabilecegi

calismada belirtilmistir. (Acharya ve ark., 2018).

Shah ve arkadaslart 2015 yilinda yayimlanan bir ¢aligmalarinda IRB ve
AMVL’nin ayn1 anda tayini i¢in basit, hassas ve kesin bir yiiksek performansl ince
tabaka kromatografisi (HPTLC) yontemi gelistirilmistir. Sabit faz olarak silika jel
60-F254 ile dnceden kaplanmis TLC aliiminyum plakalar1 ve bir kloroform / toluen /
metanol / asetik asit (6 / 2.5/ 1.5/ 0.5, h / h / h) ¢6ziicti sistemi kullanilmistir. Rf
degerleri IRB i¢in 0.57 = 0.02 ve AML i¢in 0.30 = 0.02 olarak belirlenmistir.
Ayrilan noktalar, 244 nm'de absorbans modunda dansitometrik olarak analiz
edilmistir. Sonuglar, IRB i¢in bant basina 50 - 500 ng, AML igin bant bagina 400 -
900 ng araliginda, bant basina 14.4 ng ve bant basina 12.7 ng teshis sinirlariyla
birlikte verilmistir. Tayin alt sinirlari, IRB i¢in bant basina 47.4 ng ve AML i¢in
bant basina 42.0 ng dir. IRB ve AML stok ¢ozeltileri asit ve alkali hidrolizine,
kimyasal oksidasyona, kuru 1s1 bozunmasina ve foto bozunmaya tabi tutulduktan
sonra HPTLC yontemiyle analiz edilmislerdir. Yontem dogrusallik, dogruluk,
hassasiyet ve saglamlik ac¢isindan valide edilmis ve farmasotik preparatlara

uygulanabilecegi caligmada belirtilmistir (Shah ve ark., 2015).

Bodapati ve arkadaslar1 2015 yilinda farmasétik formiilasyonlardaki AML
ve IRB’nin stabilite gostergeli bir calisma ile ayni anda tayinleri igin basit, spesifik,
dogru, kesin ve hassas bir ters faz yiliksek performansl sivi kromatografik (RP-
HPLC) yontemi gelistirmislerdir. Iki etkin maddenin kromatografik olarak ayrilmast,
sodyum asetat tamponu (pH 4.0) ve asetonitril (% 30 : 70, h / h) igeren hareketli faz
ile izokratik modda Enable C18G kolonu (250 x 4.6 mm; 5 um) iizerinde 0.6 ml / dak
akis hizinda gerceklestirilmis ve 6lgtimler 238 nm”de yapilmistir. Gelistirilen yontem
dogrusallik, aralik, dogruluk, kesinlik, saglamlik, teshis sinir1 ve tayin alt sinir1 igin
valide edilmistir. Tablet formiilasyonu, asidik, alkali, oksidatif, termal ve fotoliz de

dahil olmak tizere stresin bozunma kosullarina maruz birakilmistir. Yontemde AML
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ve IRB’nin alkonma siiresi sirasiyla 5.512 ve 6.321 dk olarak bulunmustur.
Dogrusallik, AML (r* = 0.9999) igin 4 - 32 ug / ml ve IRB igin 10 - 70 pg / ml
konsantrasyon araliginda gozlenmistir (> = 0.9998). Giin i¢i ve giinler aras: kesinlik
icin % bagil standart sapma (RSD), AML igin 0.436 ve 0.699, IRB igin 0.435 ve
0.30 olarak bulunmustur. AM,L asidik ve termik kars1 stabilite gosterirken, bazik,
oksidatif ve fotolitik olarak daha fazla bozundugu i¢in daha az stabilite gostermistir.
IRB 1s1l kosullara kars1 kararlilik gosterirken, geri kalan sartlarda 6zellikle oksidatif
sartlarda daha fazla bozunmaktadir. Sonug¢ olarak, gelistirilmis ters faz yiiksek
performansl sivi kromatografik (RP-HPLC) yonteminin, tablet dozaj formunda
AML ve IRB’nin eszamanl tespiti i¢in basit, kesin ve duyarli oldugu ¢alismada
belirtilmistir (Bodapati ve ark, 2015).
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Kemometrik Yontemler

Kemometrik yontemler analizler sonucu elde edilen verilerin 6l¢iim islemleri
sirasinda matematiksel ve istatistiksel iglemlerin birlikte kullanildig1 bir alandir. Bu
teknikler kimya alaninda oOzellikle analitik kimyada oldukca sik olarak
kullanilmaktadir. Cesitli enstriimental cihazlardan elde edilen veriler kemometrik
yontemlerle analiz  edilebilmektedir. Bu alanda, spektrofotometri ve
spektrofluorimetri gibi cihazlardan elde edilen verilerin analizinde kemometrik
yontemler oldukga sik olarak kullanilmaktadir ve bunlar her laboratuvarda

bulunabilecek ve maliyeti digerlerine gore daha diisiik olan cihazlardir.

Spektrofotometrik yontemler kullanilarak gerek tek basina gerekse karigim
halindeki bilesenlerin analizi gergeklestirilebilmektedir. Tek madde analizleri eger
uygun bir matris ortami igerisinde yer aliyorsa ve diger maddelerden ya da
bulundugu ortamdan kaynaklanabilecek herhangi bir girisim yoksa basit
spektrofotometrik yontemlerle klasik olarak tek degiskenli kalibrasyon yontemleriyle
gerceklestirilebilir. Fakat tek madde tayinlerinin yaninda 6zellikle ilag endiistrisinde
birden fazla etkin maddenin tayininin gergeklestirilecegi analizlerde bulunmaktadir.
Bu durumda spektroskopik olarak tayin yapilmak istendiginde spektrumlarin st {iste
cakistig1 ve girisim yaptig1 gortilebilir. Bu durumda herhangi bir 6n ayirma islemine
gerek olmaksizin bazi teknikler uygulanabilir. ilk olarak diisiinebilecek ydntemler
arasinda tiirev spektrofotometri ve spektrum oranlart — tiirev spektofotometri
yontemleri gelebilir. Bu yontemler uygun olsa da dalga boyu se¢im zorunlulugu ve
belli dalga boylarinda 6l¢iim alinabilmesi gibi dezavantajlart bulunmaktadir. Bu
durumda analizler icin ¢ok degiskenli kalibrasyon ydntemleri olan kemometrik
yontemlere basvurulabilir. Analiz edilecek matris ortamindan gelen girisim yapan
etkilerde bu yontemler yardimiyla ortadan kaldirilabilir. Cok degiskenli analiz
yontemlerinde ¢ok sayida veri herhangi bir se¢me islemine gerek kalmaksizin

kullanilarak cihazdan kaynaklanan giiriiltii pikleri bile en aza indirilebilir.
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2.1.1. Temel Bilesen Regresyon Yontemi (TBR)

Klasik en kiicik kareler ve ters en kiicik kareler ydntemlerinin
dezavantajlarin1 ortadan kaldirmak igin faktor analizi olarak da bilinen kemometrik
yontemler gelistirilmistir. Faktor analizlerinde, bir data seti igerisindeki varyanslari
modellendirmek icin faktor olarak adlandirilan terimler kullanilir. Her bir faktor,
hangi kaynaktan geldigi ©6nemli olmaksizin, bir data icerisindeki varyansin
maksimum miktarin1 igerir. Bu teknikler Temel Bilesen Regresyonu (TBR) ve Kismi
En Kiigiik Kareler Teknigi (KIEK) olmak iizere ikiye ayrilir (Smith, 2002; Otto,
1999; Ozdemir, 1999).

Bu yontemlerde kalibrasyon matrisi agsagidaki gibi gosterilebilir.

A =SF (1)

Burada

A = Absorbanslarin n X p matrisi
S = Skorlarin n x f matrisi

F = Faktorlerin f x p matirisi

n = Standard spektrum sayis1

p = Absorbanslarin sayis1

f = Faktor sayisi

A matrisinde her bir sira bir standart spektrumu igermektedir. S matrisinin siralari ise
her bir standart spektrum igin skorlar1 icermektedir. Bu skorlarin her biri F
matrisindeki her bir siraya karsilik gelen faktorle carpilarak A matrisini meydana
getirmektedir (Smith, 2002).
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TBR yonteminde ilk olarak bir set faktorler ve skorlar standart spektrumlardan
hesaplanir. Bunu takiben, konsantrasyon verileri, kalibrasyon katsayilarmi tayin
etmek i¢in skorlar ile bir dogrusal regresyon esitliginde birlestirilir. Temel bilesen
regresyonu temel anlamda, temel bilesen analizi (TBA) ile regresyonun
birlestirilmesidir. Analizler iki boyutlu bir sistem icerisinde temel bilesen ya da 6z
(eigen) vektor olarak da adlandirilan ve birbirine dik olan akslar kullanilarak
gergeklestirilir. En uygun vektor se¢iminde analiz sonucunda elde edilen veriler
kaginci temel bilesen ya da 6z vektoriin {izerine diisiiyorsa o temel bilesen tercih
edilir. Bunun i¢in ayn1 zamanda yazilim programlari icerisinde capraz validasyon
teknikleri kullanilabilir. Miimkiin oldugu kadar ¢ok analitik bilgi iceren en az sayida
temel bileseni analizlerde kullanmak olduk¢a 6nemlidir. Cok sayida temel bilesen
kullanildiginda sapmalar ¢ok daha azalmasina ragmen, veriler birbirleri ile

ortiismeye baslar ve bu da hatali sonuglara yol agabilir (Smith, 2002).

Cc=BS' (2)

Burada

C = Bilesen konsantrasyonlarinin m x n matrisi
B = Kalibrasyon katsayilarinin m x f matrisi
S" = Skorlarin f x n matrisinin transpozu

n = Standard spektrum sayis1

p = Absorbanslarin sayis1

f = Faktor sayist

m = Analit sayis1

C matrisinde, her bir kolon verilen bir 6rnek igin analit konsantrasyonunu
icermektedir. B matrisinin her bir sirasi analit i¢in katsayilari, her bir kolonu ise
faktor icin katsayilart igermektedir. ST matrisinin her bir kolonu her bir standart i¢in
skorlar1 icermektedir. Bu matrisler B matrisinin sirast ile g¢arpildiginda, her bir

standart numune i¢in analit konsantrasyonu elde edilir (Smith, 2002).
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Kalibrasyon katsayilarinin B matrisi denklemin diger tarafina gegirildiginde;
B=CS(S'S)* (3)
haline doniisiir. (S'S) " matrisi bir kare matristir yani satir say1s1 siitun sayisina esittir.

(1) esitliginde S yalniz birakilirsa denklem asagidaki gibi diizenlenir.

S =AF' (4)

Bu asamadan sonra, konsantrasyon bilgisi gibi bagimli degiskeni iceren bir
esitlige ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu amagla, (4) esitliginin her iki tarafinda transpozu

alinir.

ST =(AF")’ (5)

Buradan hareketle asagidaki esitlik elde edilir.

ST=FAT (6)

Bu esitlik esitlik (2) ile birlestirildiginde

C=BFA' 7)

halini alir. Herhangi bilinmeyen bir spektrum o6lgiildiiglinde absorbans matrisinin
transpozu alinir. Katsayilar matrisi ve faktor matrisi kalibrasyondan bilindigi i¢in

bilinmeyen konsantrasyon (7) esitliginden hareketle hesaplanir (Smith, 2002).
Bu yontemin avantajlari asagidaki gibidir.

a) Dalga boyu se¢imi i¢in herhangi bir kurala bagli olunmaksizin spektrumun

tamami dahi kullanilabilir.
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Analizler esnasinda ¢ok sayida dalga boyunun kullanilmas1 giiriiltii piklerinin
etkisini en aza indirir.

Sadece analite spesifik katsayilarin hesaplanmasini saglar.

d) Karmasik karisimlarin analizlerinde kullanilabilir.

Ozel durumlarda, kalibrasyon icerisinde yer almayan bilesenlerin tayininde
de kullanilabilir (Smith, 2002; Otto, 1999; Ozdemir, 1999) .

TBR yonteminin dezavantajlari:

a)

Elle hesaplama yapildiginda klasik kemometrik yontemlere gore daha

yavastir.

b) Gelistirilen modeller anlasilabilirlik ve yorumlanabilirlik agisindan

karmasiktir.

Cok sayida standart numuneye uygun bir kalibrasyon i¢in ihtiya¢ duyulabilir.

d) Kalibrasyon numunelerinin hazirlanmasinda konsantrasyonlar belirlenirken

es dogrusalliktan (Ko-linearite) kaginmak gereklidir. (Smith, 2002; Oftto,
1999; Ozdemir, 1999) .

Her analiz edilen numunenin konsantrasyonu, onun orijinal degeriyle

karsilastirilarak Tahmin hatalarinin karelerinin toplami1 (THKT) olgiiliir. THKT,

Olctim degerlerinin, kalibrasyonda yer alan verilere uyum derecesini gosterir.

THKT =) (6 -¢)’

i=1

N
Burada c;j i. analiz numunesinin bilinen konsantrasyonunu gosterir. C; ise i.

analiz numunesinin kalibrasyon ¢ozeltileri kullanilarak 6lgiilen konsantrasyonudur.

Bu deger kismi TBR ve KIEK yonteminde en uygun faktor se¢imi i¢in kullanilir.

Mutlaka THKT degerinin minimum olmas1 istenmez. Baz1 durumlarda minimum

olursa sonuglar iist iiste uyar ve boylece validasyon setinde daha zayif sonuglar elde

edilir

(Smith, 2002; Otto, 1999; Ozdemir, 1999) .
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2.1.2. Kismi En Kiiciik Kareler Yontemi (KIEK)

Matriks hesaplamalari esasina dayanan Kismi En Kiiciik Kareler Yontemi igin

hesaplama algoritmasi asagidaki gibidir.

(https://papers.ssrn.com/sol3/papers.cfm?abstract id=1631359).

N=WY
Y=PN+E
N matrisi, Y matrisi i¢ine yerlestirildiginde,

Y =PW’Y + E=PW’Y + (I-PW")Y

Burada;

N: Temel Bilesen

Y: Gozlenen skorlarin seti

W: Agirliklar olusturan bir set matrisi

P: Temel bilesen yiiklemelerinden olusan matris

E: Artik varyans

Burada matris ¢oziimleri matris inversiyonu gerektirmeyen tek degerli bir ayrismaya dayanur.

R=W’DP

Burada

W = Sol tekli vektorler i¢in bir ortonormal matris
WW’ =1, kimlik matriksi

P: Sag tekli degerler icin diger bir ortonormal matris

D: Tekli degerler igin bir diagonal matris.
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2.1.3. Coklu Metot Optimizasyonu Teknikleri

Cihazlardan elde edilen yanitlar iizerinde deneysel faktorlerin etkisinin
incelenerek yontemin en uygun hale getirilmesi bir analizin en Onemli
parametresidir. Glinlimiizde hala bu amagcla klasik olarak asama asama optimizasyon
caligmalar1 uygulanmaktadir. Klasik yontemlerin en Onemli dezavantaji, diger
parametreleri sabit tutarak her defasinda bir deneysel parametrenin etkisinin
incelenmesidir. Bu durumda deneme sayisi1 oldukga artacak, zaman kayb1 olusacak
ve faktorlerin birbirleri arasindaki olas1 etkilesimler incelenemeyecektir. Bu
problemlerin ¢6zliimii i¢in cihaz yanitlar1 lizerinde faktorlerin etkilerinin ayni anda
calisilmas1 amaciyla ¢oklu uygulamalar1 da igceren bazi deneysel tasarim teknikleri
Yiizey Yanit Metodu (YYM) bir analiz yonteminin gelistirilmesi, iyilestirilmesi ve
optimizasyonu i¢in kullanilan ve yanitlar ve faktdr etkileri arasindaki iliskiyi
degerlendiren istatistiksel ve matematiksel tekniklerin bir arada kullanildigi bir
tekniktir. YYM’nin 6nemli bir kismi, deneysel tasarim teknikleri YYM nin temelini
olusturmaktadir. Deneysel tasarimin amaci, deneyleri en aza indirmek, analiz
stiresini diisiirmek ve yanitlarin degerlendirilebildigi yerlerde noktalar se¢mektir.

(Wang ve ark., 2011; Chaudhari ve ark., 2018; lgder ve ark., 2012).

Box - Behnken Deney Tasarimi1 YYM i¢in olusturulan deney tasarimlarinin bir
sinifidir. 3 seviyeli tamamlanmamis faktoriyel tasarim temeline dayanan donebilir ya
da yaklasik olarak donebilir ikinci dereceden bir tasarim teknigidir (Box ve Behnken,
1960; Wang ve ark., 2011). Merkezi bir noktadan ve bir kiire tizerinde sinirlanmis bir
kiipiin kenarlarinin orta noktalarindan olusur. Deneme sayis1t N, N = 2k(k-1) + Co
formilii ile belirlenir. Burada k; faktor sayisi, Cop ise merkezi deneme sayisidir.
MINITAB programinda 3 faktdr i¢cin deneme sayist 3 merkezi noktada tekrarla
birlikte 15 olarak belirlenmistir (Wang ve ark., 2011). Denemeler sonucunda elde
edilen 2. Dereceden denklem asagidaki sekilde hesaplanir (Wang ve ark., 2011;
Chaudhari ve ark., 2018; Igder ve ark., 2012).
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V= Pot Y BXit Y BuXi+ D By XX,

Burada; f,, sabit say1, f;, dogrusal etki, B;; , kare etkisi, f;;, etkilesim etkisi, X; ve X;
ise 1. ve j. faktorler i¢in boyutsuz kodlanmis degerlerdir.

Box — Behnken Deney Tasarimi’nin avantajlari su sekilde siralanabilir (Chaudhari ve

ark., 2018).

1) Deneysel parametrelerin ikinci dereceden modelini tahmin eder.

2) Sirali tasarimlarin yapisini olusturur.

3) Modelin varsa uyumsuzlugunu tanimlar.

4) Tasarim sirasinda faktorlerden kaynaklanan farkli bloklarin birlikte etkisini

ayni anda inceleyebilir.
2.2. Tez Kapsaminda Kullamlan Kimyasal Maddeler

Yapilacak olan yiiksek lisans tezi kapsaminda segilen AML ve IRB ile tiglii
karistminin  analizinde bu etkin maddeler Nobel Ila¢ Sanayi ve Ticaret A.S.
tarafindan temin edilmistir. Calismada kullanilan metanol Merck Inc., Almanya’ dan
temin edilmistir.

2.3. Tez Kapsaminda Kullanilan Cihazlar

1) SHIMADZU UV - 1601 UV — Goriiniir Bolge spektrofotometre Cihazi
2) Agilent Technologies Carry 630 marka IR spektrofotometri cihazi

3) BUCHI SMP-20 marka erime noktasi tayin cihazi

4) Shimadzu ATX224 Tartim Cihazi

5) Velp Scientifica, Avrupa marka ARE 1sitmali manyetik karistiric

6) J.P. Selecta, ispanya marka ultrasonik banyo
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2.4. Tez Kapsaminda Kullanilan Bilgisayar Programlar:

Multivariate Analysis Add-in for MS Excel v1.3 software programi kullanilmistir
(Brereton, 2002).

2.5. Tez Kapsaminda Kullanilan Bilgisayar Konfigiirasyonu

Intel Pentium 4 CPU, 3.20 GHz, 504 MB RAM

2.6. Uzerinde Calisma Yapilan Farmasotik Preparatlar

1. IRDAPIN ® film tablet (150 mg / 10 mg)(Nobel)
Amlodipin Besilat.................cooeeiiinnnn 10 mg

Irbesartan...........ccooeuviiiiiiii 150 mg

2.7. Cahismada Kullanilan Cozeltiler

Tez kapsaminda stok ¢ozelti olarak metanol igerisinde hazirlanmig AML igin
200 pg/mL ve IRB igin 400 pg/mL ¢ozeltileri kullanilmistir. Bu stok ¢ozeltilerden
gerekli seyreltmeler yapilarak kalibrasyon (deneme) ve validasyon seti ¢ozeltileri

belirlenmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Analizlerde Kullamlan Etkin Maddeler i¢in Gergeklestirilen Saflik

Kontrolleri

Calismalarda analiz edilmek amaci ile kullanilan AML ve IRB’nin
standartlarinin saflik kontrolleri gerceklestirilmistir. Bunun ig¢in Oncelikle erime
noktalar1 tespit edilmis ve daha sonra UV ve IR (Infrared) spektrumlari alinarak

referanslarla karsilastirma islemine gegilmistir.

3.1.1. AML i¢in Saflik Kontrolii

Erime noktasi: 200°C. Bu deger referans degerle uyum gostermektedir

(https://www.chemicalbook.com/ChemicalProductProperty US CB4127875.aspx).

UV spektrumu: AML nin metanol igerisindeki 25 pg / mL'¢ozeltisinin 200 — 400
nm arasindaki spektrumu Sekil 3.1°de goriilmektedir. Bu spektrumda referansta
belirtildigi gibi 237 ve 366 nm’ de iki adet maksimum goriilmektedir (Kavathia ve
ark., 2013).

IR spektrumu: AML’ nin 650 — 4000 cm™ arasindaki IR spektrumu referansla
spektrumla uyum gostermistir (Sekil 3.2) (Mubtasim ve ark., 2016).
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Sekil 3.1. AML’in, metanol icerisinde 25 pg mL *¢ézeltisinin UV spektrumu

Agilent Technologies

Sample ID:Amlodipin Maothod Name: TR Data Collect

Samplo Scans:32 UsorAdmin

Background Scans:32 Date/Time:2010-07-04T15:51:12.6481121+03:00
Rosolution:4 Rango: 4000 - 650

Systom Status:Good Apodization: Triangular

File Location:C:\Program Files\Agilont'MicroLab PC\Results\MAmiodipin_2019-07-04T15-51-12.02r

=3 AP

A — . \

T e ——— T ——— T
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Wavenumbes (Cm-1)

Sekil 3.2. AML ’nin IR spektrumu



3.1.2. IRB icin Saflik Kontrolii:

Erime noktasi: 181°C. Bu deger referans degerle uyumludur

(https://www.chemicalbook.com/ProductChemicalPropertiesCB4454663 EN.htm).

UV spektrumu: Metanol igerisindeki 30 ug/mL‘lg:ézeltisinin 200 — 400 nm
arasindaki spektrumu Sekil 3.3’de goriilmektedir. Bu spektrumda referansta

belirtildigi gibi 273 nm’ de maksimum goriilmektedir (Shakya ve ark., 2015).

IR spektrumu: IRB’nin 650 — 4000 cm™ arasindaki IR spektrumu referans
spektrumla uyum gostermistir (Sekil 3.4) (Parmar ve ark., 2018).

2,000

Abs.

1.000

0,000
200,00 250,00 200,00 250,00 400,00
nm.

Sekil 3.3. IRB’m, metanol i¢erisinde 30 pg/mL ™ ¢ozeltisinin UV spektrumu
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<.z~ Agilent Technologies

Sample ID:Ibesartan Method Name: TR Data Collect

Sample Scans:32 User: Admin

Background Scans:32 Date/Time:2019-07-04T15:47:14.2640934+03:00
Reoesolution:4 Rango:4000 - 650

System Status:Good Apodization: Triangular

File Location:C:\Program Files\Agilent\MicroLab PC\Results\Irbesartan_2019.07-04T15-47-14 . a2r

AN —— — //"../‘\.F\

wqmitance
-

\ e ————— v e — o———
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Sekil 3.4. IRB’nin IR spektrumu

3.2. Kemometrik Yontemlerle UV Spektrofotometre Cihazindan Alinan
Spektroskopik Verilerin Degerlendirilmesi ile Elde Edilen Sonuclar

Yiiksek Lisans tezi kapsamindaki analitik ¢alismalarda elde edilen
spektroskopik verilerin kemometrik tekniklerle degerlendirilmesi i¢in Temel Bilesen
Regresyonu (TBR) ve Kismi En Kiiciik Kareler Yontemi (KIEK) yontemleri
kullanilmistir. Bu yontemlerin AML ve IRB’in aym: anda tayinleri i¢in bu etkin
maddeleri iceren ikili karisima ve bu ikili karisimi iceren IRDAPIN® film tablet
(150mg / 10mg, IRB / AML) preparatina uygulamasi gergeklestirilmistir. Sekil
3.5°de AML ve IRB ‘nin metanol icerisindeki gerek tek basina gerekse karigim

halindeki ¢ozeltilerinin spektrumlar1 goriilmektedir.
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Sekil 3.5. Metanol igerisinde a) 10 pg/mL AML, b) 20 ug/mL IRB,c) 10 ng/mL AML + 20 pg/mL
IRB ¢ozeltilerinin UV spektrumlari

3.2.1. Temel Bilesen Regresyonu (TBR) Yontemi ile Analiz Sonucunda Elde
Edilen Veriler

Yontemin Gelistirilmesi

Tez c¢alismasinda AML ve IRB’ nin ikili karisimlar1 igerisinde ayn1 anda miktar
tayinlerini gerceklestirebilmek i¢in oncelikle bu etkin maddelerin metanol igerisinde
farkli konsantrasyonlardaki 2’li kombinasyonlarini igeren ve 25 adet karisim
¢ozeltisinden olusan bir kalibrasyon seti hazirlanmistir. Hazirlanan bu kalibrasyon

cozeltilerini iceren set Cizelge 3.1°de gosterilmektedir.
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Cizelge 3.1. AML ve IRB karisimi i¢gin TBR ve KIEK yonteminde kullanilan deneme veya
kalibrasyon seti

Karisim No AML (pg/mL) IRB (ng/mL)
1 5 35
2 1 15
3 1 35
4 10 20
5 2 35
6 10 25
7 5 20
8 2 20
9 2 30
10 8 35
11 10 30
12 8 25
13 5 35
14 10 35
15 10 15
16 1 30
17 8 15
18 1 25
19 5 30
20 8 30
21 8 20
22 2 15
23 1 20
24 2 25
25 8 0

Daha sonra hazirlanan bu kalibrasyon setindeki her bir karisim icin UV
spektrofotometre cihazinda spektrumlar alinmis ve bunu takiben 200 — 400 nm
arasinda AL = 1 nm olacak sekilde absorbans degerleri dl¢iilmiistiir. Olgiilen bu
absorbans degerlerinin TBR yonteminde kullanilabilmeleri i¢in Multivariate
Analysis Add-in for Excel v1.3 yazilim programi (Brereton, 2002) yikli bir
Microsoft Excel programina daha onceden hazirlanan kalibrasyon setinde yer alan
konsantrasyon degerleri ile birlikte bir matris meydana getirmek iizere

yerlestirilmistir.

Bu yontem AML ve IRB’nin ayni anda tayinleri i¢in verimli bir sekilde
uygulanabilmesi amaciyla uygun dalga boyu aralig1 ve sayis1 arastirildiginda, AML

i¢in 240 — 280 nm arasinda AA = 1 nm olacak sekilde 41 dalga boyunda, IRB i¢in ise
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270 — 320 nm arasinda AAL = 1 nm olacak sekilde 51 dalga boyundaki absorbans

degerleriyle ¢caligmanin uygun oldugu tespit edilmistir.

Analizler i¢in uygun dalga boyu araligi secimini takiben yontemde en iyi
sonucu alabilmek i¢in daha dnceden bahsedilen yazilim programi igcerisinde bulunan
veri 6n igleme yontemlerinden standardizasyon ve ortalama merkezli islemler (mean
centering) denenmistir. AML’nin analizi i¢in verilere standardizasyon isleminin
uygulanmasit uygun bulunmustur. Ortalama merkezli islemde, analizler sonucu
bulunan her bir veri ortalama degerden ¢ikarilmistir. Standardizasyon isleminde ise
ortalama merkezli islemden elde edilen degerler hesaplanan standart sapmaya
boliinmektedir. IRB ig¢in ise herhangi bir veri 6n isleme yapilmadan ham verilerin

analizler i¢in kullanilmasi en iyi sonuca ulasabilmek icin tercih edilmistir.

En uygun dalga boyu araligi ve sayist ve veri on isleme yoOntemi tespit
edildikten sonra TBR yonteminde uygun faktdr sayisi veya temel bilesen sayisi
arastirilmistir. Bunun igin, daha oOnce belirtilen yazilim programinin igerisinde
bulunan ¢apraz validasyon islemi uygulanmis ve AML i¢in dort ve IRB i¢in yedi
adet temel bilesenin bu etkin maddelerin karigimlari igerisinde analizleri i¢in uygun

oldugu tespit edilmistir.

AML ve IRB’nin TBR teknigi kullanilarak spektrofotometrik yontemler ile
ayni anda tayinlerinin optimizasyonu i¢in bir YYM metodu olan Box — Behnken
tasarimi uygulanmistir. Bu deneysel tasarimin olusturulabilmesi i¢in MINITAB
programi kullanilmigtir. Deneysel faktorler olarak dalga boyu sayist ve araligt (Xy),
temel bilesen sayis1 (Xz) ve veri 6n igsleme teknikleri (Xs3) secilmistir. Bu faktorler
icin faktor seviyeleri -1, 0 ve 1 olarak belirlenmistir. Bu seviyelere karsi gelen faktor

degerleri Cizelge 3.2’de gosterilmistir.
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Cizelge 3.2. TBR yonteminde kullanilan faktor seviyelerine karsilik gelen degerler

Deneysel
Faktorler

AML

0

Dalga Boyu Sayisi
ve Araligt (Xy)

260 — 280 nm AA
=1 21 dalga boyu

250 — 280 nm AL =
1 31 dalga boyu

240 — 280 nm AL =
1 41 dalga boyu

Temel Bilesen

Sayisi (X2)

2

3

4

Veri On Isleme | Ortalama merkezli | Standardize edilmis | Herhangi bir veri
Teknigi (X3) On igleme teknigi
uygulanmamis
IRB
-1 0 1
Dalga Boyu Sayis1 | 220 — 250 nm AL | 270 — 320 nm AA= | 230 — 290 nm AL =

ve Araligr (Xy) =1 31 dalga boyu 1 51 dalga boyu 1 61 dalga boyu

Temel Bilesen 6 7 8

Sayisi (X2)

Veri On Isleme
Teknigi (X3)

Ortalama merkezli

Herhangi bir veri
on isleme teknigi

uygulanmamis

Standardize edilmis

Bu faktor seviyeleri 15 denemeden olugan Box — Behnken tasarim tablosu

Cizelge 3.3 deki gibidir.

Yontem optimizasyonu igin Box — Behnken tasarimi uygulandiginda ikinci

dereceden denklemde elde edilen katsayilar Cizelge 3.4.’de gosterilmistir. Deneysel

faktorlerin etkiledigi yanit olarak deneme setinden alinan karelerin ortalamalarin

karekokii (Root Mean Square) secilmistir.
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Cizelge 3.3. TBR ve KIEK ydnteminde kullanilan faktdr seviyeleri ile olusturulan denemeleri
gosteren Box — Behnken tasarim tablosu

Deneme No Dalga Boyu Sayisi Temel Bilesen Veri On Isleme
ve Arahgi (X;) Sayisi (X2) Teknigi (X3)
1 -1 -1 0
2 -1 0 -1
3 0 -1 1
4 1 0 -1
5 1 0 1
6 1 -1 0
7 0 0 0
8 0 0 0
9 0 1 1
10 0 0 0
11 -1 0 1
12 0 -1 -1
13 1 1 0
14 0 1 -1
15 -1 1 0
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Cizelge 3.4. Box — Behnken tasarimi uygulandiktan sonra TBR yontemi igin ikinci derece denklem

icin elde edilen katsayilar

Katsayilar AML IRB
Sabit 0.515 1.574
X1 -0.775 0.141
X - 0.082 0.109
X3 -0.019 - 0.004
X1* Xy 0.573 0.038
Xo * X 0.020 0.178
X3 * X3 -0.031 0.735
X1* Xz 0.005 -0.078
X1* X3 - 0.039 - 0.039
Xz * X3 - 0.020 0.111

Box — Bhenken tasarimi ile yontem optimize edildikten sonra elde edilen yiizey

grafikleri (surface plot) AML igin Sekil 3.6. ve IRB igin Sekil 3.7°de gosterilmistir.
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Surface Plot of RMS Amlodipin vs Veri On isleme; Dalga Boyu Sayisi

Hold Values
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0 q

Dalga Boyu Sayisi

Surface Plot of RMS Amlodipin vs Temel Bilesen Sayisi; Veri On igleme

Hold Values
Dalga Boyu Sayisi 0

0,6
RMS Amlodipin 05
0,4 1
0
-1 Temel Bilesen Sayisi

0 -1
Veri On igleme

Surface Plot of RMS Amlodipin vs Temel Bilesen Sa; Dalga Boyu Sayis

alues
Veri On isleme 0

2,0

15
RMS Amlodipin
1,0

0,5
1

0
o Temel Bilesen Sayisi
fil 0 1 'S¢ i

Dalga Boyu Sayisi

Sekil 3.6. AML icin TBR yonteminde elde edilen ylizey grafikleri
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Surface Plot of RMS irbesartan vs Dalga Boyu Sayisi; Veri On igleme
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Sekil 3.7. IRB i¢in TBR yonteminde elde edilen yiizey grafikleri
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Gelistirilen TBR Yontemi’nin Validasyonu

Yontem optimizasyonu i¢in uygun dalga boyu araligi ve sayisi, veri On isleme
yontemi ve temel bilesen sayisi secildikten sonra absorbans ve konsantrasyonlardan
olusan  kalibrasyon seti kullanilarak, bu 2 etkin maddenin farkh
konsantrasyonlarindan olusan bir validasyon setindeki konsantrasyonlar tahmin
edilmis ve elde edilen sonuglar Cizelge 3.5.’de gosterilmistir. Calisma konsantrasyon
araligt AML icin 1 — 10 pg/mL ve IRB i¢in 15 — 35 pg/mL olarak belirlenmistir.
Tayin alt sinir1 degeri ise AML i¢in 1 pg/mL ve IRB igin 15 pg/mL’dir.

AML ve IRB’nin sirasiyla 6 pg/mL ve 20 pg/mL karigimint igeren ¢dzelti i¢in
giin i¢i (3 kez ve 3’er saat araliklarla dlglimler gergeklestirilmistir) ve giinler arasi
absorbans degerleri (2 giin) okunarak TBR yontemi uygulanmis ve bu karigimlar i¢in
bulunan miktarlar F testi ile karsilastirilmistir. Edilen sonuclar Cizelge 3.6’da

gosterilmistir.

3.2.2. Yontemin Farmasotik Preparata Uygulanisi

Gelistirilen TBR yonteminin igerisinde AML ve IRB bulunan IRDAPIN® film
tablet preparatina uygulamasi gerceklestirilmistir. Bu c¢alismadaki ilk amag,
preparatta girisim yapabilecek yardimc1 maddelerin olasi etkilerini incelemektir.
Bunun i¢in secilen 6 adet film tablet icerigi oncelikle havanda toz edilmistir. Sonra
bir fim tablete karsilik gelen miktar tartilmis ve 100 mL’ lik balon joje igerisine
alinip tizerine 20 mL metanol ilave edilmistir. Balon jojelerin igerisindeki bu
karisimlarin igerisine AML’den 10 mg ve IRB’den 20 mg standart olarak ilave
edilip balon jojelerin hacmi metanol ile 100 mL’ ye tamamlanmistir. 15 dakika
boyunca manyetik karigtirictda ve 10 dakika boyunca ultrasonik banyoda
kanigtinnlmistir. Elde edilen siispansiyon, Whatman No:42 kagidindan siiziildiikten
sonra sliziintii etkin maddelerinin miktar1 caligma araliklarinin igerisine gelecek

sekilde gereken oranda metanol ile seyreltilmis ve devaminda UV
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spektrofotometrede  Olglimler alindiktan sonra  gelistirilen TBR  yontemi
uygulanmistir. Bu islem 5 kez tekrarlanmigtir. Standart eklemeler ve seyreltmeler
sonucunda ilave edilen etkin madde miktarlar1 standart sapma, bagil standart sapma

ve standart hata degerleriyle birlikte Cizelge 3.7°de gosterilmistir.

Cizelge 3.7°de de goriildiigii gibi standart eklemeler sonucunda AML ve IRB
icin elde edilen degerler ilave edilen madde miktari ile uyumlu oldugu i¢in preparat
igerisindeki yardimci maddelerin etkisinin olmadigi anlasildiktan sonra segilen 5 adet
film tablet preparati igerigi havanda toz edilmistir. Sonra bir film tablet preparatina
karsilik gelen miktar tartilip metanol igerisinde c¢oziilerek hacmi 100 mL’ye
tamamlanmistir. 15 dakika boyunca manyetik karistiricida ve 10 dakika boyunca
ultrasonik banyoda karistirilmistir. Elde edilen silispansiyon, Whatman No:42
kagidindan siiziildiikten sonra siiziintii etkin maddelerinin miktar1 calisma
araliklarinin igerisine gelecek sekilde gerekli oranda metanol ile seyreltildikten sonra
elde edilen ¢ozeltiye yontem uygulanmistir. Sonuglar Cizelge 3.5’ de gosterilmistir.
Sonuglarin bu farmasotik preparata KIEK yontemi uygulanmas: ile elde edilen
sonuglar ile karsilastirilmasi igin Student t testi ve F testi uygulanmis ve bulgular

cizelge 3.8°de gosterilmistir.
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Cizelge 3.5. AML ve IRB’nin standart karigimlari i¢in TBR yontemi ile elde edilen geri kazanim

sonuglari
AML AML Geri IRB IRB Geri
Konulan Bulunan Kazamm Konulan Bulunan Kazanim
(ng/mL) (ug/mL) (%) (ng/mL) (ng/mL) (%)
4.00 4.08 102.16 20.00 20.65 103.26
4.00 4.02 100.53 20.00 20.12 100.60
4.00 3.86 96.69 20.00 20.67 103.35
6.00 6.03 100.66 25.00 25.16 100.64
6.00 6.02 100.34 25.00 26.55 106.20
6.00 5.96 99.48 25.00 26.66 106.65
8.00 8.12 101.53 30.00 32.25 107.50
8.00 8.13 101.66 30.00 30.77 102.59
8.00 8.28 103.56 30.00 32.35 107.86
Ortalama 100.73 Ortalama 104.29
+ GA +1.48 + GA +2.18
SS 1.92 SS 2.83
BSS % 1.91 BSS % 2.71
SH 0.64 SH 0.94

GA: p=0.05 i¢in Giiven Aralig

SS: Standart sapma

BSS: Bagil standart sapma

SH: Standart Hata
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Cizelge 3.6. TBR yonteminin giin i¢i ve giinler aras1 uygulama bulgular1 (Olmas1 gereken degerler:
AML = 6 pg/mL, IRB =20 pg/mL)

AML IRB
Giin i¢i bulunan ortalama | 6.06 + 0.45 20.62 £0.72
deger (ug/mL)
Giinler arast1  bulunan
ortalama deger (ng/mL) 5.98 +0.42 20.79+0.59
Giin i¢i varyans 0.006 0.18
Giinler arasi1 varyans 0.007 0.17
F degeri 1.17 1.08
Giin i¢i ortalama % geri | 101.07 103.10
kazanim
Glinler aras1 ortalama % | 99.78 103.99
geri kazanim
Giin i¢i GA 1.03 1.65
Giinler aras1 GA 0.96 131
Giin i¢i SS 1.34 2.14
Giinler aras1 SS 1.45 2.07
Giin i¢i BSS % 1.32 2.08
Giinler aras1 BSS % 1.46 1.99
Giin i¢i SH 0.45 0.72
Giinler aras1 SH 0.42 0.59

GA: Giiven Araligi

SS: Standart sapma

BSS: Bagil standart sapma
SH: Standart Hata

F degerinin serbestlik derecesi 8 ve 11’ ye gore ¢izelge degeri 4.74’diir

Cizelge 3.7. IRDAPIN® film tablet preparatina standart ekleme teknigiyle eklenen
maddelerin TBR yontemi kullanilarak tayin edilen miktarlart (AML i¢in eklenen miktar = 10
mg, IRB i¢in eklenen miktar = 20 mg)

AML (mg) IRB (mg)
Bulunan ortalama deger (mg) 9.90+0.12 20.01+0.22
SS 0.27 0.48
% BSS 2.73 2.43
SH 0.12 0.22

BSS: Bagil Standart Sapma
SS: Standart Sapma
SH: Standart Hata
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Cizelge 3.8. IRDAPIN® film tablet preparatina TBR y6nteminin uygulanmas ile elde edilen
sonuglar (Etiket tizerinde yazili olan miktar: AML = 10mg, IRB = 150mg

No AML IRB
(mg) (mg)

1 9.92 152.04

2 10.01 151.85

3 10.04 150.91

4 10.09 150.65

5 9.80 147.82

Ortalama 9.97 150.65

SS 0.11 1.69

% BSS 1.15 1.12

Varyans 0.013 2.87

t testi

(TBR - KIEK) 0.42 1.14

F testi

(TBR - KIEK) 2.93 0.52

SS: Standart sapma
BSS: Bagil standart sapma
t testi tablo degeri p: 0.05 i¢in 2.31

F testi tablo degeri p: 0.05 igin 15.98



3.2.3. Kismi En Kiiciik Kareler (KIEK) Yontemi ile Analiz Sonucunda Elde
Edilen Veriler

Yontemin Gelistirilmesi

Tez calismasinda AML ve IRB’ nin ikili karisimlar1 igerisinde aynmi anda
miktar tayinlerini gergeklestirebilmek i¢in KIEK yonteminin uygulanabilmesi
amactyla Bolim 3.2.2°de Cizelge 3.1°de yer alan ve bu etkin maddelerin metanol
icerisinde farkli konsantrasyonlardaki ikili kombinasyonlarin1 igeren ve 25 adet

karisim ¢ozeltisinden olusan bir kalibrasyon seti kullanilmistir.

Daha 6nce TBR yontemi i¢in her bir kalibrasyon setindeki ¢ozeltilerin UV
spektrofotometre cihazinda alinmis spektrumlari tizerinden 200 — 400 nm dalga boyu
araliginda AL = 1 nm olacak sekilde okunan absorbans degerlerinin KIEK
yonteminde kullanilabilmeleri i¢in Bolim 3.2.2.°de belirtildigi sekilde TBR
yonteminde oldugu gibi Multivariate Analysis Add-in for Excel v1.3 yazilim
programi (Brereton, 2002) yiiklii bir Microsoft Excel programina daha o6nceden
hazirlanan kalibrasyon setinde yer alan konsantrasyon degerleri ile birlikte bir matris

meydana getirmek {izere yerlestirilmistir.

KIEK yonteminde AML ve IRB’nin ayni anda tayinleri i¢in oncelikle uygun
dalga boyu aralig1 ve sayisi arastirilmistir. En iyi sonuglari elde etmek i¢in, AML
i¢cin 240 — 280 nm arasinda AA = 1 nm olacak sekilde 41 dalga boyunda, IRB i¢in ise
270 — 320 nm arasinda AL = 1 nm olacak sekilde 51 dalga boyundaki absorbans

degerleriyle ¢caligmanin uygun olacagi tespit edilmistir.

KIEK yo6nteminde analizler i¢in uygun dalga boyu aralig1 ve sayisini sectikten
sonra yontem optimizasyonundaki bir sonraki asama uygun veri 6n isleme tekniginin
secimidir. Bunun i¢in bahsedilen yazilim programi igerisinde bulunan

standardizasyon ve ortalama merkezli islemler (mean centering) yontemlerinin
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denemesi yapilmistir. Daha 6nce TBR yonteminde oldugu gibi AML’nin analizi i¢in
verilere standardizasyon isleminin uygulanmasi uygun bulunmus ve bunun igin
analizler sonucu bulunan her bir deger ortalama degerden ¢ikarildiktan sonra standart
sapmaya boliinmiistiir. IRB i¢in ise ham verileri kullanarak herhangi bir veri 6n

islemine ihtiya¢ olmaksizin en iyi sonuglara ulasilabildigi tespit edilmistir.

KIEK yonteminin optimizasyon c¢alismalarinda en uygun dalga boyu araligi ve
sayis1 ve veri on isleme yontemi tespit edildikten sonra uygun faktor sayisi veya
temel bilesen sayisi arastirilmistir. Bunun ig¢in, daha Once belirtilen yazilim
programinin igerisinde bulunan ¢apraz validasyon islemi ve KIEK-1 yoOntemi
uygulandiginda AML ve IRB igin dort adet temel bilesenin bu etkin maddelerin

karisimlari igerisinde analizleri i¢in uygun oldugu bulunmustur.

AML ve IRB’nin KIEK teknigi kullanilarak spektrofotometrik yontemler ile
ayni anda tayinlerinin optimizasyonu i¢in bir YYM metodu olan Box — Behnken
tasarim1 uygulanmistir. Bu deneysel tasarimin olusturulabilmesi icin MINITAB
programi kullanilmistir. Deneysel faktorler olarak TBR yonteminde oldugu gibi
dalga boyu sayisi ve araligi (Xj), temel bilesen sayisi (Xz) ve veri on isleme
teknikleri (Xs3) secilmistir. Bu faktorler i¢in faktor seviyeleri -1, 0 ve 1 olarak
belirlenmistir. Bu seviyelere karsi gelen faktor degerleri Cizelge 3.9°da
gosterilmistir. Bu faktor seviyeleri 15 denemeden olusan Box — Behnken tasarim

tablosu Cizelge 3.3’deki gibidir.

41



Cizelge 3.9. KIEK yonteminde kullanilan faktor seviyelerine karsilik gelen degerler

Deneysel
Faktorler

AML

0

Dalga Boyu Sayisi
ve Araligt (Xy)

260 — 280 nm AA
=1 21 dalga boyu

250 — 280 nm AL =
1 31 dalga boyu

240 — 280 nm AL =
1 41 dalga boyu

Temel Bilesen

Sayisi (X2)

2

3

4

Veri On Isleme | Ortalama merkezli | Standardize edilmis | Herhangi bir veri
Teknigi (X3) On igleme teknigi
uygulanmamis
IRB
-1 0 1
Dalga Boyu Sayis1 | 220 — 250 nm AL | 270 — 320 nm AA= | 230 — 290 nm AL =

ve Araligr (Xy) =1 31 dalga boyu 1 51 dalga boyu 1 61 dalga boyu

Temel Bilesen 3 4 5

Sayisi (X2)

Veri On Isleme | Ortalama merkezli | Herhangi bir veri | Standardize edilmis
Teknigi (X3) On isleme teknigi
uygulanmamis

Yontem optimizasyonu i¢in Box — Behnken tasarimi uygulandiginda ikinci

dereceden denklemde elde edilen katsayilar Cizelge 3.10.’da gosterilmistir. Deneysel

faktorlerin etkiledigi yanit olarak deneme setinden alinan karelerin ortalamalarin

karekokii (Root Mean Square) secilmistir.
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Cizelge 3.10. Box — Behnken tasarimi uygulandiktan sonra KIEK yonteminde ikinci derece denklem

icin elde edilen katsayilar

Katsayilar AML IRB
Sabit 0.366 1.423
X1 -1.031 0.108
X -0.159 -0.148
X3 - 0.037 -0.235
X1* Xy 0.944 0.358
Xo * X 0.183 0.005
X3 * X3 - 0.035 0.585
X1* Xz 0.028 0.033
X1* X3 0.096 0.113
Xo* X3 0.003 -0.183

Box — Bhenken tasarimi ile yontem optimize edildikten sonra elde edilen yiizey

grafikleri (surface plotlar) AML i¢in Sekil 3.8. ve IRB i¢in Sekil 3.9’da

gosterilmistir.
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Surface Plot of RMS Amlodipin vs Temel Bilesen Sa; Dalga Boyu Sayis
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Sekil 3.8. AML icin KIEK yonteminde elde edilen yiizey grafikleri
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Surface Plot of RMS irbesartan vs Veri On igleme; Temel Bilesen Sayisi
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Sekil 3.9. IRB i¢in KIEK yonteminde elde edilen yiizey grafikleri
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Gelistirilen KIEK Yéontemi’nin Validasyonu

Yontem optimizasyonu i¢in uygun dalga boyu araligi ve sayisi, veri On isleme
yontemi ve temel bilesen sayisi secildikten sonra absorbans ve konsantrasyonlardan
olusan  kalibrasyon seti  kullanilarak, bu 2 etkin maddenin farkh
konsantrasyonlarindan olusan bir validasyon setindeki konsantrasyonlar tahmin
edilmis ve elde edilen sonuglar Cizelge 3.11°de gosterilmistir. Calisma
konsantrasyon araligt AML i¢in 1 — 10 pg/mL ve IRB i¢in 15 — 35 ug/mL olarak
belirlenmistir. Tayin alt sinir1 degeri ise AML i¢in 1 pg/mL ve IRB i¢in 15
pg/mL’dir.

AML ve IRB’nin sirasiyla 6 pg/mL ve 20 pg/mL karisimint igeren ¢dzelti i¢in
giin ici (3 kez ve 3’er saat araliklarla Slgiimler gergeklestirilmistir) ve giinler arasi
absorbans degerleri (2 giin) okunarak TBR yontemi uygulanmis ve bu karigimlar i¢in
bulunan miktarlar F testi ile karsilastirilmistir. Edilen sonuglar Cizelge 3.12°de

gosterilmistir.

3.2.4. Yontemin Farmasotik Preparata Uygulanisi

Gelistirilen KIEK yonteminin icerisinde AML ve IRB bulunan IRDAPIN®
film tablet preparatina uygulamasi gerceklestirilmistir. Bu calismada oncelikle tablet
igerisindeki yardimci maddelerden bir girisim olup olmadiginin saptanmasi igin
standart ekleme yontemi gerceklestirilmistir. Bu ama¢ icin TBR yoOnteminde
hazirlanan ¢ozeltiler kullanilmistir. 6 adet film tablet icerigi oncelikle havanda toz
edilmistir. Sonra bir fim tablete karsilik gelen miktar tartilmis ve 100 mL’ lik balon
joje igerisine alinip tiizerine 20 mL metanol ilave edilmistir. Balon jojelerin
igerisindeki bu karisimlarin igerisine AML’den 10 mg ve IRB’den 20 mg standart
olarak ilave edilip balon jojelerin hacmi metanol ile 100 mL’ ye tamamlanmistir. 15
dakika boyunca manyetik karistiricida ve 10 dakika boyunca ultrasonik banyoda

karistirtlmistir. Elde edilen siispansiyon, Whatman No:42 kagidindan siiziildiikten
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sonra siiziintli etkin maddelerinin miktar1 ¢alisma araliklarinin igerisine gelecek
sekilde gereken oranda metanol ile seyreltilmis ve sonrasinda UV
spektrofotometrede  Ol¢iimler alindiktan sonra gelistirilen KIEK yOntemi
uygulanmistir. Standart eklemeler ve seyreltmeler sonucunda ilave edilen etkin
madde miktarlar1 standart sapma, bagil standart sapma ve standart hata degerleriyle

birlikte ¢izelge 3.13’de gosterilmistir.

Cizelge 3.13’de de goriildiigii gibi standart eklemeler sonucunda AML ve IRB
icin elde edilen degerler ilave edilen madde miktar1 ile uyumlu oldugu i¢in preparat
icerisindeki yardimci maddelerin etkisinin olmadigi anlasildiktan sonra farmasdtik
preparat analizlerine geg¢ilmistir. Bu uygulamada kullanilacak ¢ozeltiler TBR
yonteminde kullanilan ¢ozeltiler ile aynidir. Segilen 5 adet film tablet preparati
icerigi havanda toz edilmistir. Sonra bir film tablet preparatina karsilik gelen miktar
tartilip metanol igerisinde ¢oziilerek hacmi 100 mL’ye tamamlanmistir. 15 dakika
boyunca manyetik karistirictda ve 10 dakika boyunca ultrasonik banyoda
karistirtlmistir. Elde edilen siispansiyon, Whatman No:42 kagidindan siiziildiikten
sonra siiziintii uygun bi¢cimde gerekli oranda metanol ile seyreltildikten sonra elde
edilen cozeltiye yontem uygulanmistir. Elde edilen sonuglar ve TBR yontemi
uygulanmasi ile elde edilen sonuglar ile karsilagtirilmasi i¢in student t testi ve F testi

uygulandiginda elde edilen veriler ¢izelge 3.13°de gosterilmistir.
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Cizelge 3.11. AML ve IRB’nin standart karisimlari i¢in KIEK yontemi ile elde edilen geri kazanim
sonuglari

AML AML Geri IRB IRB Geri
Konulan Bulunan Kazanim Konulan Bulunan Kazanim
(ug/mL) (ug/mL) (%) (ug/mL) (ng/mL) (%0)
4.00 4.08 102.04 20.00 20.54 102.74
4.00 4.03 100.95 20.00 20.02 100.10
4.00 3.87 96.99 20.00 20.26 101.31
6.00 6.05 100.89 25.00 25.04 100.19
6.00 6.03 100.54 25.00 26.20 104.80
6.00 6.01 100.10 25.00 26.61 106.44
8.00 8.14 101.87 30.00 32.16 107.22
8.00 8.16 102.03 30.00 30.53 101.79
8.00 8.32 104.00 30.00 31.86 106.22
Ortalama 101.05+0.63 Ortalama 103.43+0.93
+ GA + 1.46 + GA +2.14
SS 1.90 SS 2.79
BSS % 1.88 BSS % 2.69
SH 0.63 SH 0.93

GA: p = 0.05 i¢in Giiven Aralig1
SS: Standart sapma

BSS: Bagil standart sapma
SH: Standart Hata
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Cizelge 3.12. KIEK yonteminin giin i¢i ve giinler arast uygulama bulgulari (Olmasi gereken degerler:
AML = 6 pg/mL, IRB =20 pg/mL)

AML IRB
Giin i¢i bulunan ortalama | 6.05+0.32 20.31+0.61
deger (ug/mL)
Glinler aras1  bulunan
ortalama deger (ng/mL) 6.02 + 0.34 20.11+0.45
Giin i¢i varyans 0.002 0.13
Giinler arasi1 varyans 0.005 0.09
F degeri 2.50 1.44
Giin i¢i ortalama % geri | 100.96 101.57
kazanim
Glinler aras1 ortalama % | 100.36 100.56
geri kazanim
Giin i¢i GA 0.78 1.41
Giinler aras1 GA 0.74 0.99
Giin i¢i SS 0.78 1.83
Giinler aras1 SS 1.16 1.55
Giin i¢i BSS % 0.77 1.80
Giinler aras1 BSS % 1.15 1.54
Giin i¢i SH 0.32 0.61
Giinler aras1 SH 0.34 0.45

GA: Giiven Aralig
SS: Standart sapma

BSS: Bagil standart sapma

SH: Standart Hata

F degerinin serbestlik derecesi 8 ve 11’ ye gore ¢izelge degeri 4.74°diir.

Cizelge 3.13. IRDAPIN® film tablet preaparatina standart ekleme teknigiyle eklenen
maddelerin KIEK yontemi kullanilarak tayin edilen miktarlar1 (AML i¢in
eklenen miktar = 10 mg, IRB i¢in eklenen miktar = 20 mg)

AML (mg) | IRB (mg)
Bulunan ortalama deger (mg) | 9.98+0.11 | 19.32+0.11
SS 0.25 0.24
% BSS 2.55 1.22
SH 0.11 0.11

BSS: Bagil Standart Sapma

SS: Standart Sapma

SH: Standart Hata
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Cizelge 3.14. IRDAPIN® film tablet preparatina KIEK yénteminin uygulanmast ile elde edilen
sonuglar (Etiket iizerinde yazili olan miktar: AML = 10 mg IRB = 150 mg)

No AML IRB
(mg) (mg)

1 9.93 152.69

2 9.97 153.73

3 9.92 153.35

4 10.04 153.53

5 10.19 148.15

Ortalama 10.01 152.31

SS 0.11 2.35

% BSS 1.13 1.54

Varyans 0.012 5.52

t testi

(TBR — KIEK) 1.02 1.14

F testi

(TBR - KIEK) 2.88 0.52

SS: Standart sapma
BSS: Bagil standart sapma
t testi tablo degeri p:0.05 igin 2.31

F testi tablo degeri p: 0.05 i¢in 15.98



4. TARTISMA

Bu kisimda gergeklestirilen analiz c¢alismalarinda elde edilen sonuglar

kullanilan yontemler bazinda tartigilmistir:

Sekil 3.5°de AML ve IRB’nin metanol igerisindeki ¢ozeltilerinin spektrumlari
st Uste cizilmis halde goriilmektedir. Sekil 3.5’de gorildigi gibi bu etkin
maddelerin karisiminda ozellikle IRB’nin miktar tayinini AML’nin girisimi
olmaksizin yapmak miimkiin goriinmemektedir. Yine ayni bicimde IRB’nin
spektrumunun AML spektrumu iizerinde azda olsa girisim yaptig1 goriilmektedir.
AML ’nin 366 nm’de maksimum absorbsiyon yaptig1 noktada dl¢limler denenmis ve
uygun sonugclar elde edilememistir. Bu durum girisimi desteklemektedir. Bu sebepten
dolay1r herhangi bir aymrim islemi yapmaksizin karisimlari igerisinde bu etkin
maddelerin spektrofotometrik tayinleri gerceklestirilemeyecegi icin bazi yontemlere
basvurulmasi gerektigi diiginiilmiistiir. Bunun i¢in oncelikle tiirev spektrofotometri
yontemi denenmis fakat sonuglarin Ozellikle farmasdtik preparatlarda uygun
bulunmadigi goriilmiistiir. Bu sonuglar tezde verilmemistir. Preparat igerisindeki
IRB konsantrasyonun (150 mg/film tablet) AML konsantrasyonundan oldukga
blyiik olmasi (10 mg/film tablet) bu etkin maddelerin basit spektrofotometrik
yontemlerle ol¢glimiinii miimkiin kilmamaktadir. Bu sebepten dolayr analizlerde
kemometrik yontemlerden yararlanilmasi diisiiniilmiistiir. Kemometrik yontemlerde
cok sayida veri kullanilarak ve bu veriler matematiksel ve istatistiksel olarak
degerlendirilerek karigim analizlerinde yaygin olarak kullanilma avantaji

bulunmaktadir.

Tez kapsaminda planlanan analizlerde klasik en kiiciik kareler ve ters en kiiciik
kareler gibi daha klasik kemometrik yontemler yerine 3 boyutlu olarak
gergeklestirilen dalga boyu secimi i¢in herhangi bir 6zel kuralin olmadigi, sadece
ilgilenilen bilesene 6zgii ve girisim etkisini en aza indiren TBR ve KIEK teknikleri

AML ve IRB’nin karigimlarinda ve bu karisimi iceren IRDAPIN® film tablet
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preparati igerisinde herhangi bir ayirim islemi yapmaksizin etkin maddelerin miktar

tayinleri i¢in kullanilabilecegi diigiintilm{istiir.

Kemometrik yontemlerde de oncelikle her gelistirilen analiz yonteminde
oldugu gibi bir kalibrasyon modelinin hazirlanmasi gereklidir. Gerek TBR gerekse
KIEK yontemleri olsun, ¢ok sayida standart numune hazirlanarak giivenilir bir
kalibrasyon sistemi olusturulabilir. Fakat bu kalibrasyon ¢ozeltileri hazirlanirken es
dogrusalliktan (ko-linearite) oOzellikle kaginmak gereklidir. Bunun igin tez
kapsaminda bu etkin maddelerin farkli konsantrasyonlardaki 2°1i kombinasyonlarini
iceren ve 25 numuneden olusan bir seri deneme veya kalibrasyon seti ¢ozeltileri
metanol igerisinde hazirlanmistir. Hazirlanan bu kalibrasyon seti Cizelge 3.1°de

gosterilmektedir.

Hazirlanan bu kalibrasyon ¢ozeltilerinin Boliim 2.3’°de anlatilan UV- Goriiniir
bolge spektrofotometre cihazinda spektrumlart alinmis ve elde edilen bu spektrumlar
tizerinde 200 — 400 nm arasinda AL = 1 nm olacak sekilde 201 dalga boyunda
absorbans Ol¢timleri alinmis ve daha sonra okunan bu absorbans tespit edilen
kemometrik yontemlerde kullanilmak {izere Multivariate Analysis Add-in for Excel
vl.3 yazilim programi yiiklii bir Microsoft Excel programina daha oOnceden
hazirlanan kalibrasyon setindeki (Cizelge 3.1.) konsantrasyonlar ile birlikte bir matris

meydana getirmek {izere yerlestirilmistir.

Kemometrik analizlerde yontem optimizasyonunda ilk islem uygun dalga boyu
araligl ve sayisinin se¢imidir. Bu amag¢ dogrultusunda tez kapsaminda AML ’nin
analizi i¢in pek ¢ok aralik denenmis ve uygun olabilecek aralik ve dalga boyu sayisi
olarak deneme setinde 240 — 280 nm arasinda AL = 1 nm olacak sekilde 41 dalga
boyunda c¢alismak olarak bulunmustur. Bu dalga boyu aralifi ve sayisinin
secilmesinin sebebi, tespit edilen kosullar altinda calisildiginda THKT (Tahmin
hatalarinin karelerinin toplami) degerinin diger kosullar ile karsilagtirildiginda en az

olmasidir. IRB i¢inde ayn1 denemeler gerceklestirilmistir.
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Denemeler esnasinda 220 — 270 nm arasinda IRB {izerindeki AML 'nin spektral
girisiminden kaynaklanan uygun olmayan sonuglar elde edilmistir. Bu sebepten
dolayr denemelere 270 nm {lizerinde devam edilmistir. Bu alanda da AML’nin
spektral girisimi bulunmasina ragmen IRB analizi i¢in en uygun sonucun deneme
setinde 270 — 320 nm arasinda 51 dalga boyunda ¢alismak olarak bulunmustur. Ayni
AML’de oldugu gibi, IRB’de de bu dalga boyu aralig1 ve sayisinda ¢alisildiginda
THKT degerleri daha diisiiktiir. Belirlenen bu araliklar bu iki etkin madde i¢in hem
TBR hem de KIEK yontemlerinde gegerlidir.

Analiz icin uygun dalga boyu ve araligi secildikten sonra tez kapsaminda
kullanilan yazilim programi igerisinde bulunan veri 6n isleme tekniklerinden en iyi
sonucu alabilmek i¢in hangisinin uygun olup olmadiginin tespiti ile optimizasyon
islemine devam edilmistir. Yazilim igerisinde bulunan bu tekniklerden ortalama
merkezli islemde veriler, deneysel yontemle bulunan her bir verinin ortalama
degerden c¢ikarilmasi elde edilmektedir. Bu yolla her bir spektrumdan alinan sonuglar
0 absorbans noktasi etrafinda merkezilestirilmektedir. Standardizasyon isleminde ise,
ortalama merkezli islemden elde edilen islenmis verilerin standart sapmaya
boliinmesi gergeklestirilir. Sonug olarak bu veri 6n isleme yontemleri 2°1i karisim
igcerisindeki her bir etkin madde i¢in denendiginde, AML’nin analizi i¢in verilere
standardizasyon isleminin uygulanmasi uygun goriilmiistiir. IRB i¢in ise herhangi bir
veri On isleme islemi olmaksizin ham verilerin kullanilmasi ile analiz isleminin
gerceklestirilmesinin uygun oldugu bulunmustur. Optimizasyon isleminin bu kismi

bu iki etkin madde i¢cin hem TBR hem de KIEK yontemlerinde gegerlidir.

Uygun veri 6n isleme teknigi segildikten sonra bu iki etkin maddenin hem TBR
hem de KIEK teknigi ile analizi i¢in uygun faktér veya temel bilesen sayisi
incelenmistir. Miimkiin olan en az temel bilesenin kullanilmasiyla analizlerin
tamamlanmas1 dnemlidir. Bunun i¢in daha 6nce boliim 2.2.’de bahsedilen bilgisayar
programi igerisinde bulunan c¢apraz validasyon islemi uygulanmistir. Capraz
validasyon islemi sonucunda TBR yonteminde AML i¢in 4 ve IRB i¢in 7 temel
bilesen kullanildiginda THKT degerlerinin minimum oldugu goriilmiistiir. KIEK
yonteminde ise bu deger hem AML hem de IRB igin 4 olarak tespit edilmistir.
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AML ve IRB’nin TBR teknigi kullanilarak spektrofotometrik yontemler ile
ayni anda tayinlerinin optimizasyonu i¢in bir YYM metodu olan Box — Behnken
tasarimi =~ MINITAB  programi  kullanilarak  uygulandiginda  optimizasyon
caligmalarinda kullanilabilecek ikinci dereceden denklem de yer alan katsayilar
Cizelge 3.4°de gosterilmistir. Bu ¢izelgeye gore Cizelge 1’de yer alan deneme
setinden alinan karelerin ortalamalarin karekokii (Root Mean Square) degeri lizerine
AML’de her 3 deneysel faktoriin negatif etkisi oldugu gozlenmistir. AML
analizlerinde etki derecesinin biiyiikliigiine gore faktorler dalga boyu sayist ve
araligi, temel bilesen sayist ve veri On isleme teknigi olarak siralanmaktadir. Bu
veriler kullanilarak elde edilen yiizey grafiklerinde Sekil 3.6’da da goriildiigii gibi
AML i¢in dalga boyu sayisi ve temel bilesen sayist azaldiginda karelerin
ortalamalarin karekokii (Root Mean Square) degerinin azaldig:r goriilmektedir. IRB
icin ise deneme setinden elde edilen karelerin ortalamalarin karekokii tizerinde dalga
boyu sayist ve araligr ile temel bilesen sayisinin pozitif etkisinin oldugu, veri 6n
isleme tekniginin ise negatif etkisinin oldugu goriilmektedir. Faktorlerin etki
derecesinin biiytlikliigii AML’ye benzer olarak dalga boyu sayis1 ve araligi, temel
bilesen sayist ve veri On isleme teknigi olarak siralanmaktadir. Bu veriler
kullanilarak elde edilen yiizey grafiklerinde Sekil 3.7°de de goriildiigii gibi IRB i¢in
dalga boyu sayis1 ve temel bilesen sayisi arttiginda karelerin ortalamalarin karekokii
(Root Mean Square) degerinin arttif1 goriilmektedir. Sekil 3.7°den de goriilebildigi
gibi herhangi bir veri 6n isleme teknigi kullanilmadiginda karelerin ortalamalarin

karekokii degeri en az seviyededir.

AML ve IRB’nin KIEK teknigi kullanilarak spektrofotometrik yontemler ile
ayni anda tayinlerinin optimizasyonu i¢in bir YYM metodu olan Box — Behnken
tasarimi MINITAB  programi  kullanilarak  uygulandiginda  optimizasyon
calismalarinda kullanilabilecek ikinci dereceden denklemde yer alan katsayilar
Cizelge 3.10°da gosterilmistir. Bu ¢izelgeye gore Cizelge 1’de yer alan deneme
setinden alinan karelerin ortalamalarin karekokii (Root Mean Square) degeri iizerine
AML’de her 3 deneysel faktoriin negatif etkisi oldugu gozlenmistir. AML
analizlerinde etki derecesinin bliyiikliigline gore faktorler TBR yonteminde oldugu

gibi dalga boyu sayis1 ve araligi, temel bilesen sayis1 ve veri 0n isleme teknigi olarak
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siralanmaktadir. Bu veriler kullanilarak elde edilen ylizey grafiklerinde sekil 3.8°de
goriildiigli gibi AML i¢in dalga boyu sayisi ve temel bilesen sayisi arttiginda
karelerin ortalamalarin  karekokii (Root Mean Square) degerinin azaldigi
gorilmektedir. IRB i¢in ise deneme setinden elde edilen karelerin ortalamalarin
karekokii iizerinde dalga boyu sayist ve araliginin pozitif, temel bilesen sayisi ve veri
on isleme tekniginin ise negatif etkisinin oldugu goriilmektedir. Faktorlerin etki
derecesinin biiyiikliigii veri 6n isleme teknigi, temel bilesen sayis1 ve dalga boyu
sayis1 ve aralig1 olarak siralanmaktadir. Bu veriler kullanilarak elde edilen yilizey
grafiklerinde sekil 3.7°de de goriildiigii gibi IRB i¢in temel bilesen sayist arttiginda
karelerin ortalamalarin karekokii (Root Mean Square) degerinin azaldigi
goriilmektedir. Sekil 3.7°den de goriilebildigi gibi herhangi bir veri 6n isleme teknigi
kullanilmadiginda ve dalga boyu sayis1 ve araligi olarak 0 faktor seviyesine karsilik
gelen 270 — 320 nm dalga boyu araligi ve 51 dalga boyu kullanildiginda karelerin

ortalamalarin karekokii degeri en az seviyededir.

4.1 Gelistirilen TBR ve KIEK Yontemlerinin Validasyonu

Tez kapsaminda gelistirilen TBR ve KIEK yontemlerinin AML ve IRB’nin
analizinde uygulanabilirligi i¢in uygun kosullar tespit edildikten sonra ydntem
validasyonu g¢aligmalarina gec¢ilmistir. Validasyon calismalarinda oncelikle ¢alisma
konsantrasyon araliklart tespit edilmis ve bu parametrenin kalibrasyon ig¢in
hazirlanan Cizelge 3.1’den de goriilebildigi gibi AML i¢in 1.00 — 10.00 ug/mL ve
IRB i¢in ise 15.00 — 35.00 pg/mL oldugu belirlenmistir. Bu araliklar tespit edilirken
spektrofotometrik Olglimlerdeki absorbans araliklarinin disina tasilmamasina ve
calisilabilecek minimum absorbans araliginin altina inilmemesine dikkat edilmistir.
Yine deneme setindeki kalibrasyon ¢ozeltileri konsantrasyonlari segilirken bir 6nceki
hususa dikkat edilmistir. Bu sebeplerden dolay1 tayin alt sinir1 degerleri AML i¢in
1.00 pg/mL ve IRB i¢in ise 15 pg/mL olarak alinmigtir.
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Absorbans ve konsantrasyonlarin yer aldigi1 kalibrasyon seti ya da deneme seti
kullanilarak, yine bu iki etkin maddenin farkli konsantrasyonlarindan olusan bir
validasyon setindeki konsantrasyonlar tahmin edilmis ve elde edilen sonuglar TBR
yontemi i¢in Cizelge 3.5.’de ve KIEK yontemi i¢in Cizelge 3.11°de gOsterilmistir.
Cizelgelerden de goriilebilecegi gibi ortalama % geri kazanim degerleri TBR
yonteminde AML i¢in % 100.73, IRB i¢in % 104.29 ve KIEK yonteminde AML
icin % 101.05 ve IRB i¢in % 103.43 olarak bulunmustur. Geri kazanim degerlerinin
kabul edilebilir smirlar igerisinde oldugu gozlendigi icin gelistirilen yontem dogru
olarak kabul edilmistir. Hesaplanan bagil standart sapma degerlerinin AML ve IRB
icin % 2 civarinda olmasi ise yoOntemimizin yeterli kesinlige sahip oldugunu
gostermektedir. IRB icin kesinlik degerlerinin AML’ye gére daha yiiksek olmasinin
sebebi AML’nin IRB iizerinde yiiksek spektral girisime sahip oldugu seklinde
diistintilebilir. Bu kaniya IRB i¢in elde edilen % geri kazanim degerlerinin

bazilarinin % 100’{in oldukga iizerinde oldugu seklindeki sonuglara da varilabilir.

AML ve IRB karisimi i¢in (AML = 6 pg/mL, IBR =20 pg/mL) giin ici (3’er
saat aralikla 3 kez okunmustur) ve giinler aras1 (2 giin) absorbans degerleri okunarak
TBR ve KIEK yontemlerinden bulunan sonuglar F testi ile karsilagtirilmis ve elde
edilen sonuclar TBR yontemi igin Cizelge 3.6 ve KIEK yontemi icin ise Cizelge
3.12°de gosterilmistir. Cizelgelerden de goriilebilecegi gibi giin i¢i ve glinler arasi
standart sapma degerlerinin diisiik olmasi ve F degerlerinin p:0.05 igin tablo
degerinden daha kiigiik olmas1 bu yontemin 2 giin boyunca uygun bir kesinlikle bu

etkin maddelerin analizi i¢in basariyla uygulanabilecegini gostermektedir.

4.1.1. Gelistirilen TBR ve KIEK Yontemlerinin Farmasotik Preparata

Uygulanmasi

Gelistirilen TBR ve KIEK yontemlerinin igerisinde AML ve IRB bulunan
IRDAPIN® film tablet preparatina uygulamasmin yapilmasi igin de calismalar
yapilmistir. Amacimiz etkin maddelerin miktarini tayin etmek oldugu i¢in dncelikle

bu preparattaki yardimci maddelerden kaynaklanan herhangi bir girisimin olup
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olmadiginin tespit edilmesi gerekmektedir. Bu amag i¢in standart ekleme yontemi
uygulanmis ve elde edilen sonuglar TBR yontemi i¢in Cizelge 3.7 ve KIEK yontemi
icin Cizelge 3.13’de gosterilmistir. Cizelgelerden de goriilebilecegi gibi eklenen saf
etkin maddelerin hem KIEK hem de TBR yo6ntemi ile hesaplanan miktarlarla uyumlu
olmasi ve ortalama % geri kazanim degerlerinin ile elde edilen ortalama % geri
kazanim sonuglarinin her iki etkin madde i¢inde 100 % civarinda olmasi bize
preparat icerisinde bulunan yardimc1 maddelerin analiz tizerine herhangi bir etkisinin

olmadigini gostermistir.

Yapilan caligmalar sonucunda yardimci maddelerin bu etkin maddelerin
farmasotik preparattan analizleri ilizerine etkisinin olmadigi anlasildiktan sonra
[RDAPIN® film tablet preparatinin analizi gergeklestirilmis ve elde edilen sonuglar
Cizelge 3.8 ve Cizelge 3.14’de gosterilmistir. Cizelgelerden de goriilebilecegi gibi
hesaplanan bagil standart sapma ve standart sapma sonuglart diistiktiir. Gelistirilen
TBR ve KIEK yontemlerinden elde edilen sonuglarin ortalamasi Student t testi ile
karsilastirilmistir. Cizelge 3.8 ve Cizelge 3.14° de goriilebilecegi gibi her iki etkin
madde i¢in de hesaplanan t degerleri, p:0.05 i¢in cizelge degeri olan 2.31°den daha
kiigiiktiir. Sonuclarin ayni zamanda F testi ile de karsilagtirilmasi yapildiginda
hesaplanan F degerleri ¢izelge F degeri olan 15.38’den daha kiigtiktiir. Elde edilen bu
sonuglar, TBR ve KIEK yontemleri arasinda preparat igerisindeki etkin maddelerin
ortalama miktarlar1 ve kesinligin bir 6l¢iitii olan standart sapmalar1 ve varyanslar
acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigin1 ve hem TBR hem de KIEK
yontemlerinin AML ve IRB iceren farmasotik preparatin analizi icin basariyla

uygulanabilecegini gostermistir.

4.1.2 Literatiir Yontemleri ile Karsilastirma

Literatiir taramasi gerceklestirildiginde AML ve IRB’nin ayn1 anda tayini igin
spektrofotometrik yontemlerin kullanildigi herhangi bir analiz metodu tespit
edilememistir. Bu durum, farmasotik preparat igerisinde IRB’nin miktarinin AML

miktarina gore oldukca yiiksek degerlerde olmasi ve basit spektrofotometrik
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yontemler ile bu iki etkin maddenin ayni anda tayininin yapilamamas: seklinde

olabilir.

Literatiir ¢alismasi gergeklestirildiginde AML ve IRB i¢in tek baslarina ya da
baska etkin maddeler ile ¢ok sayida analiz c¢alismasi oldugu goriilmektedir. Tez
kapsaminda ise AML ve IRB’nin ayn1 anda yer aldigi literatiir ¢alismalarma yer

verilmigtir.

Shaikh ve arkadaslar1 2014 yilinda gergeklestirdikleri bir calismalarinda, AML
ve IRB’1n ayni anda tayinleri i¢in bir yiiksek performansli sivi kromatografi yontemi
gelistirmislerdir. Bu ¢alismada dogrusal ¢alisma araliklart AML igin 5 — 15 pg/mL ve
IRB i¢in ise 50 — 150 pg/mL olarak bulunmustur. Tez kapsaminda gelistirilen TBR ve
KIEK yontemlerinde her iki etkin madde i¢inde calisma alt sinir1 literatiir yontemiyle

karsilastirildiginda daha diisiik bulunmustur (Shaikh ve ark., 2014).

Swamy ve arkadaslar1 2014 yilinda yayimlana ¢alismalarinda, AML ve IRB’nin
tayini igin bir ters faz sivi kromatografisi yontemi gelistirmisler ve gelistirilen bu
yontemin validasyon islemlerini gerceklestirmislerdir. Bu g¢alismalarinda AML ve
IRB i¢in TAS degerlerini sirasiyla 16.10 pg/mL ve 2.304 pg/mL olarak
belirlemislerdir. Tez kapsaminda gelistirilen yontemler ile elde edilen TAS degerleri
literatlir yontemleri ile karsilagtirildiginda daha diisiik bulunmustur (Swamy ve ark.,
2014).

Acharya, 2018 yilinda yayimlanan bir ¢caligmasinda AML ve IRB ile birlikte
HCTZ’ nin tabletlerden ayni anda tayinleri igin ters faz sivi kromatografisi yontemi
gelistirmislerdir. Bu ¢alismada dogrusal ¢alisma araliklar1t AML i¢in 9.74 — 18.09
ug/mL ve IRB i¢in 210 — 390 pg/mL olarak belirlenmistir. Tez kapsaminda
gelistirilen TBR ve KIEK yontemlerinde her iki etkin madde i¢inde ¢aligma alt sinir
literatiir yontemiyle karsilastirildiginda sonuglar daha diisiik bulunmustur (Acharya ve
ark., 2018).
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Shah ve arkadaslarinin 2015 yilinda yayimlanan calismalarinda AML ve
IRB’nin ayni1 anda tayinleri icin yiiksek performanslh ince tabaka kromatografisi
yontemi gelistirmiglerdir. Calismada AML icin TAS degeri her bir bant i¢in 12.7 ng
ve IRB icin TAS degeri her bir bant i¢in 14.4 ng olarak bulunmustur. Bu degerler tez
kapsaminda gelistirilen TBR ve KIEK yontemlerinden elde edilen sonuglar daha
diisiik bulunmustur (Shah ve ark., 2015).

Bkhaitan ve arkadaslarinin 2015 yilinda yayimlanan ¢alismalarinda atorvastatin,
IRB ve AML’nin ayn1 anda tayinleri i¢in yiiksek performansli sivi kromatografisi
yontemi gelistirmiglerdir. Calismada her ii¢ etkin madde icin dogrusal c¢alisma
araliklart 5 — 30 pg/mL olarak tespit edilmistir. En diisiik ¢calisma konsantrasyonu
olarak literatiir yonteminde AML icin elde edilen deger TBR ve KIEK
yontemlerinden elde edilenler ile karsilastirildiginda daha yiiksek, IRB icin elde
edilen deger ise daha diisiik bulunmustur (Bkhaitan ve ark., 2015).

Kristoffersen ve arkadaglari 2007 yilinda yayimlanan calismalarinda igerisinde
AML ve IRB olan hipertansiyon ilaclarinin yer aldigi bir karistmin tam kan
orneklerinden analizi icin kat1 faz ekstraksiyonunun kullanildig1 yiiksek performansh
stvi kromatografisi yontemi gelistirmislerdir. Gerekli karsilastirmalar yapildiginda
TBR ve KIEK yontemlerinden elde edilen TAS degerlerinin literatiir yontemi ile
karsilastirildiginda daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (Kristoffersen ve ark., 2007).

Khalil ve arkadaslarmin 2011 yilinda yayimlanan g¢aligmalarinda AML ve
valsartanin plazmadan tayinleri i¢in yiiksek performansl sivi kromatografisi yontemi
gelistirmislerdir. Bu calismada IRB sadece i¢ standart olarak kullanilmistir. Literatiir
yonteminde AML i¢in tespit edilen caligma araliginin en kiiciik degeri 10 ng’dir. Bu
deger tez kapsaminda gelistirilen yontemler ile karsilastirildiginda daha diistiktiir
(Khalil ve ark., 2011).
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Nimmu ve arkadaglarinin 2018 yilinda yayimlanan ¢aligmalarinda sigan
plazmasinda ve idrarda OLM, AML ve HCTZ ayni anda tayinleri i¢in Sivi
Kromatografi - Kiitle Spektrometri / Kiitle Spektrometri yontemi gelistirmislerdir.
Calismada IRB i¢ standart olarak kullanilmistir. AML i¢in dogrusal ¢alisma aralig
0.4 — 100 ng/mL olarak belirlenmistir. Gelistirilen TBR ve KIEK yontemlerinden elde
edilen sonuglar ile karsilastirildiginda dogrusal calisma araliinin en diisiik

konsantrasyonu literatiir yonteminde daha disiiktiir (Nimmu ve ark., 2018).

Bodapati ve arkadaglarmmin 2015 yilinda yayimlanan ters faz — yiiksek
performanslt s1vi kromatografisi ¢alismasinda AML i¢in dogrusal ¢alisma araliginin

en kiigiik degeri gelistirdigimiz yontemden daha yiiksektir (Bodapati ve ark., 2015).
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinda hipertansiyon tedavisinde kombine olarak kullanilan
AML ve IRB’nin ikili karisiminin igeren bir farmasotik prepattan ayni anda tayinleri
icin spektrofotometrik verilerin kullanildigt TBR ve KIEK kemometrik yontemleri

gelistirilmistir.

AML ve IRB’nin spektral girisimi sebebiyle bu iki etkin maddenin
spektrofotometrik olarak tayinleri aym1 anda yapilamayacagi i¢in kemometrik
yontemlerin uygulanmasina basvurulmustur. TBR ve KIEK yo6ntemlerinin
gelistirilmesi sirasinda uygun dalga boyu aralig1 ve sayisi arastirildiginda AML igin
240 — 280 nm arasinda AAL = 1 nm olacak sekilde 41 dalga boyunda ve IRB igin ise
270 — 320 nm arasinda AL = 1 nm olacak sekilde 51 dalga boyunda ¢alismanin uygun
oldugu goriilmiistiir. Bu dalga boyu degerlerinde Olgiilen absorbans degerleriyle
hazirlanan absorbans matrisi ve bunlarin standart konsantrasyonlarina gore
hazirlanan konsantrasyon matrisleri ile tez kapsaminda belirtilen bilgisayar yazilim
programi kullanilarak yeni koordinatlar1 iizerinden hesaplanan kalibrasyon
katsayilar1 yardimiyla etkin maddelerin miktar tayinleri gergeklestirilmistir. Uygun
sonuclar elde edebilmek icin kullanilacak temel bilesen sayisi arastirildiginda TBR
yonteminde AML i¢in 4 ve IRB i¢in 7, KIEK yonteminde ise her iki etkin madde
icinde 4 sayisi tespit edilmistir. Uygun veri 6n isleme teknigi arastirildiginda her iki
yontemde de AML i¢in standardize edilmis veriler kullanilirken, IRB icin herhangi
bir veri 6n isleme teknigine ihtiya¢ duyulmamistir. Yontem Box — Behnken deneysel
tasarim teknigi kullanilarak optimize edilmis ve elde edilen sonuglar gerek ikinci

derece denklemler ile gerekse ylizey grafikleri ile gosterilmistir.

Tez kapsaminda gelistirilen biitin bu yontemlerin validasyon testleri
gerceklestirilmis ve AML ve IRB iceren IRDAPIN® film tablet preparatina
uygulamalar1 basariyla gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglar yontemler bazinda
istatistiksel olarak Student t test ve F test ile karsilastirildiginda aralarinda anlaml

farklarin olmadig1 gozlenmistir.
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Literatiirlerde AML ve IRB’nin ikili karisimimin analizi i¢in gelistirilmis
herhangi bir kemometrik ve spektrofotometrik yonteme rastlanmamistir. Yaptigimiz
literatiir arastirmalarinda sectigimiz karigimlar ile ilgili herhangi bir ¢alismanin
yapilmamis olmasi, gelistirdigimiz bu yontemler AML ve IRB i¢in tez kapsaminda
gerceklestirilen analiz ¢aligmalarinin  orijinal oldugunu gdstermektedir. Ayni
zamanda, her laboratuvarda bulunabilecek olan ve g¢alisma teknikleri diger analiz
yontemlerine gore daha basit olan spektrofotometre cihazi kullanilarak kemometrik
yontemlerinin uygulanabilir oldugunun gosterilmesi, ilag endiistrisinde farmasotik
preparat icerisinde aralarinda biiyiik derecede konsantrasyon farkliligi bulunan etkin

maddelerin analizinde kullanim1 agisindan gelecek caligsmalara 11k tutacaktir.
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OZET

Amlodipin Besilat ve Irbesartamin Farmasotik Preparatlarda Aym Anda
Tayinleri icin  Gelistirilen Kemometrik Yontemlerde Coklu Metot

Optimizasyonu Tekniklerinin Kullanimi

Bu tez ¢alismasinda hipertansiyon tedavisinde kombine olarak kullanilan AML
ve IRB’nin ikili karisiminin iceren farmasdtik prepattan ayni anda tayinleri igin
spektrofotometrik verilerin kullanildigi TBR ve KIEK kemometrik yontemleri

gelistirilmistir.

AML ve IRB’in ile ikili karisiminin analizi i¢in gelistirilen yontemlerden
birincisi Temel Bilesen Regresyonu (TBR) dur. Bu yontemde; AML i¢in 240 — 280
nm arasinda AX = 1 nm olacak sekilde 41 dalga boyunda ve IRB i¢in 270 — 320 nm
arasinda AA = 1 nm olacak sekilde 51 dalga boyunda okunan absorbans degerleriyle
hazirlanan absorbans matrisleri ve bunlarin standart konsantrasyonlarina gore
hazirlanan konsantrasyon matrisleri ile hesaplanan kalibrasyon katsayilart yardimiyla
AML ve IRB’nin aym1 anda miktar tayinleri gerceklestirilmistir. TBR yontemde
AML i¢in 4 ve IRB i¢in 7 temel bilesenin analizlerde kullanilmasinin uygun oldugu
belirlenmistir. KIEK yonteminde ise AML ve IRB’nin her ikisi i¢inde 4’er adet
temel bilesen kullanilmistir. Uygun veri 6n isleme teknigi arastirildiginda her iki
yontemde de AML i¢in standardize edilmis veriler kullanilirken, IRB i¢in herhangi
bir veri On isleme teknigine ihtiya¢ duyulmamistir. Yontem Box — Behnken deneysel
tasarim teknigi kullanilarak optimize edilmis ve elde edilen sonuglar gerek ikinci

derece denklemler ile gerekse yiizey grafikleri ile gosterilmistir.

Yontemlerde, kalibrasyon setindeki calisma araliklar1t AML ve IRB igin
sirastyla 1 — 10 pg/mL ve 15 — 35 ug/mL olarak tespit edilmistir. Yontemdeki
ortalama % geri kazanim degerleri TBR yonteminde AML ve IRB igin sirasiyla
%100.73 ve %104.79, KIEK yoOnteminde ise sirastyla % 101.05 ve % 103.43
hesaplanmistir. Bagil standart sapma degerleri ise TBR yonteminde AML ve IRB
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icin sirastyla %1.91 ve %2.71, KIEK yonteminde ise sirasiyla %1.88 ve %2.79

olarak bulunmustur.

Tiirkiye ilag piyasasinda bulunan AML ve IRB’nin ikili karigimini igeren
[RDAPIN® film tablet preparatina gelistirilen ve valide TBR ve KIEK yéntemleri
basartyla uygulanmistir. Elde edilen sonuglar kendi aralarinda Student’s t testi ve
Fisher F testi yardimi ile karsilastirilmislar ve aralarinda istatistiksel olarak anlamli

bir farkin olmadig1 anlagilmistir.

Anahtar Sézciikler: Amlodipin Besilat, Irbesartan, Temel bilesen regresyonu,
Kismi en kiigiik kareler yontemi, UV spektrofotometri, Ayn1 anda miktar tayini,

Farmasoétik preparat, Validasyon
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SUMMARY

Using of Multiple Method Optimization Techniques in the Chemometric
Methods Developed for the Determination of Amlodipine Besylate and

Irbesartan in Pharmaceutical Preparations

In this thesis, Principal Component Regression (PCR) and Partial Least
Squares (PLS) chemometric methods have been developed using spectrophotometric
data for the simultaneous determination of AML and IRB from a pharmaceutical

preparation which is used in combination for the treatment of hypertension.

The first method developed for the analysis of binary mixture of AML and
IRB is PCR. In this method; Absorbance matrices prepared at 41 wavelengths
between 240 - 280 nm AA = 1 nm for AML and 51 wavelengths between 270 - 320
nm AL = 1 nm for IRB and concentration matrices prepared according to their
standard concentrations. Simultaneous quantification of AML and IRB was
performed using the calculated calibration coefficients. In PCR method, it was
determined that 4 components for AML and 7 components for IRB were suitable for
analysis. In PLS method, 4 basic components were used in both AML and IRB.
When the appropriate data preprocessing technique was searched, both methods used
standardized data for AML, while no data preprocessing technique was required for
IRB. The method has been optimized by using Box - Behnken experimental design
technique and the results are shown by using second order equations and surface

graphs.

In the methods, the working ranges in the calibration set were 1 - 10 pg / mL
and 15 - 35 pg / mL for AML and IRB, respectively. The average% recovery values
in the method were calculated as 100.73% and 104.79% for AML and IRB in the
PCR method, and 101.05% and 103.43% in the PLS method, respectively. The
relative standard deviation values were 1.91 and 2.71% for AML and IRB in PCR
and 1.88 and 2.79, respectively, in PLS.
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These developed and validity proved methods were applied successfully to
IRDAPIN® film tablet containing double mixture of AML and IRB, commercially
exist in Turkish drug market. Results obtained were compared by Student’s t test
and F test with each other and it was found that there was no significant statistical

difference among them.

Keywords: Amlodipine Besylate, Irbesartan, Principal component regression,
Partial Least Squares Method, UV spectrophotometry, Simultaneous quantitative

analysis, Pharmaceutical preparation, Validation
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