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1. GIRIS VE CALISMANIN AMACI

Amiodipin dihidropiridin sinifi bir kalsiyum kanal blokeridir. Hipertansiyon ve
anjina pektoris tedavisinde son yillarda yaygin olarak kullanilan bu ilag, diger
dihidropiridin sinifi kalsiyum antagonistlerine kiyasla daha uzun etkilidir ve
biyoyararlanimi daha fazladir.

Plazma eliminasyon yan émrii (35-45 saat) uzun olan amlodipin viicutta
genig bir dagiim hacmine (21 L/kg) sahiptir. Ayrnica plazma proteinlerine
baglanma orani da yiksek (>% 95) oldugu icin amlodipinin plazma
konsantrasyonlari 1 ng/mL nin altina dusebiimektedir.

Henliz farmakopelerde kayitli olmayan bu maddenin tabletierde ve insan
plazmasinda tayini igin literatiirde az sayida galigmaya rastlanmigtir. Bildirilen
birkag gaz kromatografik ve sivi kromatografik galigmanin tayin siniri plazmada
amlodipin miktar tayini i¢in yeterli olmakla birlikte bu yéntemler, iglemlerin uzun
slirmesi veya amlodipinin plazmadan geri kazanilabilme oraninin az olmasi gibi
bazi dezavantajlara sahiptir. Bu nedenle yeni bir ilag etken maddesi olan
amlodipinin gerek tabletlerde gerek plazmada tayini igin hem gok duyarli hem
de kolay uygulanabilir ve givenilebilir analiz ydntemlerine ihtiyag vardir.
Dolayisiyla bu g¢aligmada amlodipinin yapisinda alifatik primer amin grubu
bulunmasindan yararlaniiarak, amin grubu igeren maddeler igin spesifik bir
belirteg olan 7-kloro-4-nitrobenzodioksazol (NBD-CI) ile fluoresans gésteren bir
tlrev olupumuna dayanan yiksek performansh sivi kromatografik bir yéntem
gelistiriimesi dasanuldi.



2. GENEL BOLUM

2.1. AMLODIPIN BESILAT

2.1.1. Ozellikleri

Ha CH20CHLHNH2
| | SO3H

H3COO p COOCHs
Cl

Kimyasal adi ( R,S ) -2- [ ( 2-aminoetoksi )-metil ]-4-( 2-klorofenil ) -3-
etoksikarbonil-5-metoksikarbonil-6-metil-1,4 - dihidropiridin benzen sulfonattir.
Kapali formiill C2¢H31CIN20sS olan amlodipin besilatin molekal agirhg: 567.1
dir. Baz haldeki amlodipinin kapali formali Cz0H25CIN2Os , molekil agirhig
408.88 dir. Maleat tuzu halinde de bulunmaktadir. Patenti Pfizer ilaglar A.$. ye
aittir. Elementel analizine ait degerler C % 58.75 ,H % 6.16 , Cl % 8.67 , N %
6.85, O % 19.56 olarak bildirilmigtir (1) .

Sentezi Alker ve arkadaglan (2) tarafindan yapilmigtir. Beyaz renkte,
kokusuz, kristalize tozdur. 203 °C de dekompoze olarak erir (3). Etanol, metanol
ve kloroform gibi organik g¢bziictlerde gok iyi, sulu asidik ¢bzeltilerde (0.1 N



HCI) iyi ¢bzOnlr, sulu bazik ¢ozeltilerde (0.1 N NaOH ) zor ¢ézunur, etilasetat,
eter ve suda ¢dziinmez (4), pK, degeri 8.6 dir (5).

Amlodipin besilatin etanolde alinan UV spektrumuna ait log € degerleri 239
nm de 4,376, 365 nm de 3,951 dir. 0.1 N HCI deki g¢ozeltisi ise UV
spektrumunda 212 nm de log € = 4,428, 238 nm de log € = 4,308 ve 363 nm de
log € = 3,869 olan i¢ tane maksimum g&stermektedir (4).

Amlodipin besilatin 0.1 N HCI deki ¢6zeltisinin UV spektrumu Sekil 1 de,
KBr diskinde alinan FT-IR spektrumu Sekil 2 de gériilmektedir.
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Sekil 1 : Amlodipin besilatin 0.1 N HCI de hazirlanan 70 pg/mL
konsantrasyondaki ¢6zeltisinin UV spektrumu
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Sekil 2 : Amlodipin besilatin KBr diskinde alinan FT-IR spektrumu
2.1.2. Farmakolojisi

Hipertansiyon ve anjina pectoris tedavisinde kullanilan amlodipin,
dihidropiridin simifi bir kalsiyum kanal blokeridir. Kardiyak kaslar ve diz kaslara
gelen kalsiyum iyonunun membrani gegerek akisini inhibe eder. Amlodipinin
antihipertansif etki mekanizmasi, vaskiler diiz kaslar tzerindeki direkt gevsetici
etkiye baghdir (5).

Molekiliinde iyonize olabilen aminoetoksimetil grubu igermesi nedeniyle
kalsiyum kanallar igindeki dihidropiridin reseptérii ile etkilesmesi nifedipin,
nitrendipin, nisoldipin gibi nétral dihidropiridin tirevierinkinden farklidir. Nétral
dihidropiridin tlrevleri sadece voltaja bagh blok yaptiklari halde amlodipin hem
voltaja, hem de frekansa bagh blok yapar (8).

Gunlik kullanim dozu 2.5 - 10 mg arasindadir. Terapétik dozlarn oral
uygulamasindan sonra amlodipin yavag absorbe edilir (5) ve maksimum plazma
konsantrasyonlarina (Cmaks) 6 - 12 saat (tmaks) sonra ulasir (5,7).

Biyoyararlanimi (% 64) diger dihidropiridin tirevlerine kiyasla yiksektir
(5) ve yiyeceklerden etkilenmez (8). Vucutta genig bir dagiim hacmine (21 L/kg)



sahiptir ve yiksek oranda (> % 95) plazma proteinlerine baglanir. Plazma
eliminasyon yar émrii (ti2) 35 - 45 saattir (5,9). Hem eliminasyon yari 6mriniin
uzun olusgu hem de kalsiyum kanallarindaki reseptériere baglanma ve onlardan
ayriimanin yavas olugu nedeniyle terapétik etkinlii yavas gelisen uzun etki
sUreli bir dihidropiridin turevidir. Yinelerek verildiinde etkin plazma
konsantrasyonuna erigmesi bir haftalik uygulamadan sonra olur (6).

Amlodipin karaciderde ileri derecede ve yavas sekilde metabolize olarak
inaktif metabolitlerine dénlsar. Ana ilacin % 10 u, metabolitlerinin % 60 1 idrarla
atilir (5,7). Amlodipin metabolizmasinin karmasik oldugu,
biyotransformasyonunda baslica yolun yan zincirde bulunan 2-aminoetoksimetil
grubunun oksidatif deaminasyonu veya 5-metoksikarbonil grubunun
deesterifikasyonu ile piridin analojuna oksidasyonu igerdigi bildirilmistir (9).
Beresford ve arkadasglar (10) amlodipinin 18 metabolitini sigan, képek ve insan
idrarindan izole ederek gaz kromatografisi-kiitle spektrometrisi (GC-MS) ve sivi
kromatografisi-kitle spektrometrisi (LC-MS) yéntemleriyle tanimlamiglardir.

Kiral yapida bir kalsiyum antagonisti olan amlodipinin S-(-)- enantiomeri
farmakolojik olarak aktiftir (11,12). Amlodipin farmasétik preparatlar iginde
rasem seklinde bulunmaktadir. Saglikh gondlliler tarafindan oral olarak ayn ayn
tek doz S-(-) - , R -(+) - ve rasemik amlodipin alimindan sonra yapilan bir
aragtirmada her (¢ formun farmakokinetik davraniglarninin benzer oldugu ve
enantiomerlerin in vivo olarak rasemize olmadigi belirtilmigtir (13).

Amlodipin diger dihidropiridin tirevlerininkine benzer sekilde bas agrisi,
ylizde kizarma, bas dénmesi, ayak biledi 6demi ve yorgunluk gibi yan etkilere
sahiptir (5,6).



2.1.3. Analiz Yontemleri

2.1.3.1. Kalitatif Analiz Yéntemleri

Kiral yapida bir ilag maddesi olan amlodipinin enantiomerlerinin ayriimasi
ve taninmasi igin geligtirilen yéntemlerin basinda HPLC gelmektedir.

Josefsson ve arkadaglan (14) amlodipini kiral bir belirte¢ olan (-)-(1R)-
mentil kloroformat ile tireviendirerek, Hypercarb-S por6z grafitik kolonda
asetonitril-diklormetan-formik asit (20 : 50 : 30) ve fotodiod array detektér ile
265 nm de ayirmiglardir. Yine Hypercarb-S kolon ve 250 nm de UV detektor
kullanilarak yapilan bir galismada (15) amlodipin enantiomerlerini ayirmak igin
metanol-diklormetan (75 : 25) mobil faz sistemine bir kiral karsit iyon olan (1S) -
(+) -10 - kamforsilfonik asit katilarak iyon gifti olugturuimustur.

Tesarova ve arkadaslan (16) tarafindan bildirilen bir calismada
aralarinda amlodipinin de bulundugu 5 tane kiral kalsiyum antagonistinin
enantiomerlerinin B- siklodekstrin kiral kolon yardimiyla ayriimas: anlatiimigtir.

Owens ve arkadaglan (17) da amlodipinin enantiomerierini, asetonitril-
potasyum dihidrojenfosfat (pH 3.93) (26.5 : 73.5) mobil faz sistemine bir kiral
katki maddesi olan silfobutileter- B- siklodekstrin (SBE - B- CD) ilave ederek,
Hypersil BDS Cg kolonda 238 nm de UV detektor kullanarak ayirmiglardir. Ayni
aragtincilar (18) R-(+) - ve S-(-) - amlodipini ayirmak amaciyla HPLC yaninda
kapiller elektroforez (CE) y6nteminden de yararlanmiglardir. HPLC de mobil
faza, kapiller elektroforez yonteminde de elektrolit sistemine katilan yikla ve
ylkslz kiral katki maddelerinin enantiomerlerin ayriimasi {izerine etkilerini
incelemigler, SBE-B -CD ile en iyi sonucun alindigini belirtmiglerdir.

Kapiller elektroforez yéntemi ayrica amlodipinin de aralarinda bulundugu
6 tane kardiovaskiler ilacin ayriimasinda kullaniimigtir. Bu amagla miseller
elektrokinetik kromatografi ile caligilarak optimum ayirma kosullar



aragtinlmigtr. pH 8.1 borat tamponu, yilizey aktif maddesi olarak
sodyumdodesilsiilfat ve % 15 (h/h) aseton igeren elektrolit sistemiyle fused
silika kapillerde fotodiod array detektér (200 nm de) kullanilarak ilag
maddelerinin bagariyla aynidig: (19) bildirilmistir.

Insan saginda bulunabilecek birgok ilacin (antidepresanlar, analjezikler, B
- blokerler, antikonviilsanlar, kalsiyum kanal blokerleri vb) teshisi igin HPLC-
fotodiod array detektér ve GC-MS sistemleriyle bir kutiiphane olusturuimus ve
amlodipin kati-faz ekstraksiyonundan sonra Cg kolonda, asetonitril-fosfat
tamponu (pH 3.8) ile analiz edilmigtir (20).

2.1.3.2. Kantitatif Analiz Yontemleri
Farmasoétik Preparatlarda Amlodipin Tayini

Amlodipin yeni bir ilag maddesi oldugundan heniiz farmakopelerde kayith
degildir.

Literatiirde rastlanan spektrofotometrik ¢aligsmalardan birinde tabletler
icinde bulunan amlodipin metanol ile ¢éziindurtldiikten sonra 0.03 M KH,PO4
ile seyreltilmis ve elde edilen ¢dzeltinin absorbansi 366 nm de 6&lgllerek 12.0 -
97.4 ug/mL konsantrasyon araliginda calisilmigtr (21). Bir bagka
spektrofotometrik c¢aligma ise, amlodipin besilatin N,N - dimetilformamitte
¢bziindarildukten sonra sodyum hidroksitli ortamda olusan sari renkli Griniin
absorbansinin 456 nm de 6iglilmesine dayanmaktadir. Bu ¢aligmada Lambert -
Beer kanununun gecerli oldugu konsantrasyon araligi 20-100 pg/mL olarak
bildiriimis, yontem tabletlerin analizine uygulanmigtir (22). Amlodipin miktar
tayini i¢in iyon ¢ifti olugumuna dayanan spektrofotometrik yontemler de
gelistiriimistir. Reddy ve arkadaslar (23) tarafindan hammadde ve farmasoétik
preparatiarin analizleri i¢in bildirilen bir galismada eriokrom siyahi T ve indigo
karmin endikatorleriyle sirasiyla pH 3 ve 2.8 de olusturulan iyon giftleri
kloroforma ekstre edilerek absorbanslari élgtimisgtir. Sungur ve Glilten (24) ise



amlodipinin 1,2-naftokinon-4-stilfonikasid sodyum tuzu (NQS) ile olugturdugu
kirmizi renkli tirevi n-butanda ekstre ettikten sonra absorbansini 494 nm de
Slgmuslerdir.

Amlodipinin metanoldeki g¢ozeltisinin dogal fluoresans géstermesine
dayanan fluorimetrik bir ¢aligma Mohamed ve arkadaglan (25) tarafindan
bildirilmigtir. Tabletlerin analizine de uygulanan bu ydntemde maksimum
eksitasyon ve emisyon dalga boylan sirasiyla 318 nm ve 550 nm olarak
belirtiimig, dogrusallik 7.0-24.5 ug/mL konsantrasyon araliginda saglanmistir.

Tabletlerde amlodipin tayini igcin yiuksek performansli ince tabaka
kromatografisi (HPTLC) nden de vyararlanidmistir. Chandrashekhar ve
arkadaglan (26) tarafindan bildirilen bir galigmada, tabletlerdeki amlodipin
metanol ile alinarak silikajel 60 Fzs4 kaph HPTLC plaga tatbik edilmis ve
kloroform-asetik asit-toluen-metanol (8:1:1:1) mobil faz sisteminde develope
edildikten sonra, olugan lekelerin fluoresans siddeti 366 nm de
fluorodansitometrik olarak o&lgalmistir. Bu caligmada miktar tayini 0.2-1.2
pg/mL konsantrasyon aralijinda gergeklestiriimistir. Farmasétik preparatlarin
analizi i¢in 6nerilen bagka bir ¢alismada silikajel Fas4 kapli plak ve toluen-
aseton-etanol-amonyak (56:34.5:6:3.5) mobil faz sistemi kullanilarak yapilan
kromatografi islemi sonucu bilgisayar kontrolli HPTLC tarayicist ile
dansitometrik bir tayin yapiimigtir (27).

Amlodipin igeren tabletlerin analizi igin literatlirde HPLC ydntemleri de
kayitlidir. Bu yéntemlerde genellikle ters fazli kolonlar kullaniimigtir. Patki ve
arkadaglari (28), C4s kolon ve 20 mM potasyum dihidrojenortofosfat (pH 4.6)-
asetonitril (1:1) mobil faz sistemiyle, 238 nm de UV detektér kullanarak
6nerdikleri yontem igin galigma aralifini 2-10 mg/mL olarak belirtmiglerdir.
Avadhanulu ve arkadaglari (29) tarafindan bildirilen buna benzer bir tayinde 0.5-
16 pg/mL konsantrasyon araliinda ¢ahsiimigtir.
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Amlodipin ve atenololii birlikte iceren tabletlerin analizi igin gelistiﬁlen
HPLC ydnteminde ayriima trietilamin (% 0.1)-metanol (32:68) (pH 3.8) mobil faz
sistemi ile C4s kolonda gergeklestirilmig, internal standart (felodipin besilat)
kullanilarak yapilan tayinlerde maddeler 238 nm de saptanmistir (30). Halkar ve
arkadaslari (31) amlodipin ve enalapril maleatin birarada bulundugu tabletlerin
tayini igin, 0.025 M KH,PO,-asetonitril (60:40) mobil faz sistemi ve C4s kolon
kullanarak 238 nm de galismiglardir.

Biyolojik Materyelde Amlodipin Tayini

Amlodipinin insan, fare, kbpek, tavsan plazmasi ve dis eti olugu sivisi
gibi biyolojik 6érneklerde tayininde kromatografik yéntemlerden yararlanimigtir.

Insan serumunda ve plazmasinda % 7 si serbest % 93 G protein ve
dokulara bagli bulunan amiodipinin total miktan HPTLC ile dansitometrik olarak
tayin edilmistir. Pandya ve arkadasiar (32) tarafindan bildirilen bu yéntemde
proteinlerin proteolizi icin plazma, pepsin gozeltisiyle 2 saat bekletildikten sonra,
pH 10 da proteinler ¢okturilimis ve diklormetana ekstre edilen serbest
amlodipin silikajel 60 Fzs4 plaklarda énce kloroform sonra kloroform-metanol-
asetik asit (15:2.5:0.4) sistemiyle kromatografive edildikten sonra lekelerin
fluoresans siddeti élgtimstar.

Biyolojik 6rmeklerde amlodipin tayini icin bildirilen gaz kromatografik
yéntemlerde kapiller kolon ve elektron yakalama detektorii (ECD) kullaniimigtir.
Beresford ve arkadaglan (33) tarafindan bildirilen ilk calismada insan plazmasi,
borat tamponu (pH 9) ile bazik duruma getirildikten sonra amlodipin, metil
tersiyer butil eter ile ekstre edilmis ve trimetilasetil klorir ile tireviendiriimigtir.
Bu yéntemde 1 mL plazma 6rnedi ile 0.2-2 ng/mL ve 2-20 ng/mL konsantrasyon
araliklarinda, pik alanlan orani (amlodipin/internal standart) hesaplanarak
calisilmig, plazma konsantrasyonu-zaman egrisi de hazirlanmistir. Scharpf ve
arkadaglari (34) da insan, sigan, képek plazmasi ile gesitli sigan dokularinda
(akcider, kalp, beyin ve kas) amlodipin tayini igin 6nceki galismaya benzer
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sekilde baziklendirme ve ekstraksiyon iglemlerini takiben kiral bir belirte¢ olan
(+)-(S)-a-metoksi-a-trifluorometilfenilasetil klortr ile tireviendirmeye dayanan bir
yontem gelistirmiglerdir. R-(+)- ve S-(-)-amlodipinin ayrnimasini saglayan bu
yéntem oral olarak ilag alimindan sonra enantiomerlerin plazmada takibine de
olanak vermektedir. Tayin sinin plazma igin 0.02 ng/mL, doku érnekleri igin 0.5
ng/g olarak belirtiimigtir. Bagka bir gaz kromatografik ¢aligma plazmada ve
amlodipinin yan etkilerinden biri olan dig eti biyimelerinde salgilanmasi artan
dis eti olugu sivisinda amlodipin tayini igin bildirilmigtir. Bu ¢alismada 6rnekler,
NaOH ile baziklendirilip toluen ile ekstre edildikten sonra trifluoroasetik anhidrit
ile tureviendirilmistir (35).

Biyolojik sivilarda amlodipin tayini icin sivi kromatografik analizler de
bildiriimistir. Yeung ve arkadaslan (36) bazik ortamda, tavsan plazmasindan
tersiyer butil metil etere ekstre edilen amlodipinin analizini C1s kolon ve pH si
glasiyal asetik asit ile 7.1 e getiriimis ve % 0.02 trietilamin iceren metanol-
amonyum asetat (0.04 M)-asetonitril (30:30:40) mobil faz sistemi ile 240 nm de
yapmiglardir. Bu ¢alismada 2.5-100 ng/mL konsantrasyon aralifinda ¢aligilmis,
internal standart olarak desipramin kullaniimistir.

Luksa ve arkadaslan (37) tarafindan bildirilen bir calismada insan
plazmasinda amlodipin enantiomerierinin aynimas: ve tayini kiral (AGP kolon)
ve akiral (Cg kolon) kolonlan birlikte iceren (column swiching) yan preparatif
HPLC sisteminde 240 nm de fotodiod array detektér kullanilarak
gergeklestiriimigtir. Kiral kolonda 10 mM sodyum asetat tamponu (pH 4.5)-%1
(h/h) n-propanol mobil faz sistemiyle ayrilan enantiomerler, iki ayri analitik
kolonda (Cs) 10 mM asetat tamponu (pH 4.5)-asetonitril (55:45) mobil faz
sistemiyle analiz ediimiglerdir. Bu galigmada, enantiomeriere ait fraksiyonlann
optik cevirmesi bir polarimetre de tayin edilmistir, ayrica silika kolon ve 20 mM
tris-HCI (pH 3.2), 18 mM a-siklodekstrin ve % 0.05 (a/h) metilseluloz elektrolit
sisteminde CE ile de ¢aligilarak HPLC ile elde edilen veriler degerlendirilmistir.
Yine Luksa ve arkadaglari (13) yukanda anlatlan HPLC yénteminden
yararlanarak saglikh génalliiler tarafindan tek doz oral R-(+)-, S-(-)- ve rasem
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amlodipin alimindan sonra plazmadaki ilag seviyesini tayin ederek
farmakokinetik calismalar yapmiglardir.

Insan, képek, sican ve farelerde amlodipin metabolizmasi ve
farmakokinetiginin incelendigi bir galigmada Spherisorb-nitrii ve ODS kolonlar,
metanol-100 mM N, N, N, N’ - tetrametiletiendiamin fosfat tamponu (pH 5)
mobil faz sistemi ve Ais=230 ve Aem=370 nm dalga boylarinda fluoresans
detektér kullantimistir (9).

Sivi  kromatografik analizlerde elektrokimyasal detektorlerle de
cahsilmigtir. Shimooka ve arkadaglar (38) serumda amlodipin tayini igin Cqs
kolon ve 0.05 M fosfat tamponu (pH 3.1) - asetonitril (13:7) (Bu sistem 5 mM
sodyumoktansilfonat ve 5 mg/mL EDTA igermektedir ) mobil faz sistemi ile
caligmiglardir. Amperometrik deteksiyon camsi karbon ¢aligma elektrodu ve Ag-
AgCI referans elektrodu ile yapilmistir. Bu galismada dogrusallik 0.2-2 ng/mL
konsantrasyon araliindadir. Biyolojik 6rneklerin analizinde 6érnek hazirlanmasi
iglemlerinde gogunlukia uygulanan sivi-sivi ekstraksiyonu yerine Josefsson ve
arkadaglan (39) tarafindan Bond Elut C, ekstraksiyon kolonlariyla kati-faz
ekstraksiyonu onerilmigti. Bu c¢alismada da elekirokimyasal detektor
kullamimig, analiz Zorbax SB-fenil kolon ve 2 mM sodyum dodesilsiiifat ve 1
mg/L EDTA igeren metanol-0.1 M asetat tamponu (pH 4) (65:35) mobil faz
sisteminde gergeklestiriimigtir. Caligma arahig 0.5-20 ng/mL plazma olarak
belirtiimistir. Josefsson ve Norlander (40) tarafindan bildirilen bir galigmada yine
elektrokimyasal detektér kullanilarak kiral ve akiral kolonlar yardimiyla
amlodipin enantiomerlerin tayini yapilmigtir.

insan ve sigan serumunda amlodipin tayini igin, dietileter ile
ekstraksiyondan sonra birbirleriyle baglantih sivi  kromatografisi-kiitle
spektrometrisi sistemiyle g¢aligiimig, internal standart olarak détorolanmig
amlodipin kullaniimigtir (41).
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2.2. 7-KLORO-4-NiITROBENZOFURAZAN ( NBD-CI ) HAKKINDA
GENEL BILGI VE BU BELIRTEGLE YAPILAN GALISMALAR

7-kloro-4-nitrobenzofurazan (NBD-CI) alifatik primer aminlerle sari, alifatik
sekonder aminlerle turuncu-pembe renkte fluoresans gosteren tirevier
olusturan ve kendisi fluoresans géstermeyen bir maddedir.

Sentezi 1966 yiinda Boulton ve arkadaslan (42) tarafindan yapimstir.
Dikloronitrosobenzen araciliiyla 2,6-dikioroanilinden elde edilen
4-klorobenzofurazanin nitrolanmasiyla elde edilmistir.

Metanol ve etanolde kolay ¢éziinen NBD-CI, soluk sart renkli bir maddedir
ve 97 °C de erir.

NBD-CI Gn primer ve sekonder amin grubu iceren maddelerle ve amino
asitlerle kuvvetli fluoresans gosteren tirevler olusturdugu, -OR, -SR, -SH gibi
ortaklanmamig elektron gifti iceren gruplaria da amin tarevlerine kiyasla oldukca
digik fluoresans gosteren bilegikler verdigi ilk kez Ghosh ve Whitehouse (43)
tarafindan bildiriimigtir. Ayni ¢aligmada ¢egitli amin-NBD tiirevierinin fluoresans
dzellikleri incelenmis, en siddetli fluoresansin az polar ¢6ziiclilerde gézlendigi
belirtilmigtir.

NBD-CI, bir ¢ok primer ve sekonder aminin ince tabaka kromatografisi
(ITK) ile kalitatif ve kantitatif analizlerinde kullamimigtir. Stlfonamitlerin (44),
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amino asitler ve peptidlerin (45) taninmalarinda puskirtme belirteci olarak
yararlaniimistir. Bazi galigmalarda ise amin-NBD tirevleri olugturulduktan sonra
ince tabakaya uygulanmigtir. Ornegin tek boyutlu ITK ile amino asitlerin ve
peptidlerin (46), cok kullanilan bazi ilag maddelerinin (47) ve hidroksifenilalkil
aminlerin (48); iki boyutlu ITK ile feniletilamin bilesiklerinin (49) ve biyolojik
aminlerin (50) teshisi bu sekilde yapilmigtir.

Literatirde NBD-CI ile olugsan turevierin absorbanslarnnin olgiiimesine
dayanan spektrofotometrik analizler de bulunmaktadir. Ornegin bazi primer ve
sekonder aminlerin (51), farmasétik preparatlarda fenilpropanolamin hidroklorir
(52) ve praziquantelin (53) tayinleri bu sekilde yapiimigtir. Abdelmageed ve
arkadaslan (54) ¢esitli farmasétik preparatlarda ve besinlerde bulunan askorbik
asidin tayininde, alkali hidroliz ile elde edilen askorbat anyonunu NBD-CI ile
turevlendirerek olugan mavimsi yesil renkli Griiniin absorbansini 582 nm de
Slemuslerdir. Bagka bir galigmada (55) tiyol grubu igeren 8 ilag maddesinin
tabletlerde analizi yine spektrofotometrik olarak yapilmigtir. Ayrica, yine
spektrofotometrik olarak bazi primer ve sekonder aminlerin (56,57) farmasotik
preparatlarda nortriptilinin (58) ve tiyol grubu igceren glutation transferaz
enziminin (59) NBD-CI ile reaksiyonuna dayanan hem kolorimetrik hem de
fluorimetrik miktar tayini ydéntemleri literatiirde kayithdur.

Bir ¢ok ilag maddesinin farmasotik preparatlarda ve biyolojik drnekierde
tayini icin NBD-CI belirteci kullanilarak spektrofluorimetrik analizler yapiimigtir.
N,3,3-trimetil-1-fenil-1-indonpropilaminhidroklorir (60), norps6doefedrin, p-
hidroksinorefedrin ve fenilefrin (61), baklofen (62), L-lisin hidroklorir (63),
tranilsipromin silfat (64), sodyum levotroksin (65), nortriptilin hidrokloriir (66),
traneksamik asit (67), aspartam (68), fluoksetinin (69) alkali pH larda genellikle
sicakta elde edilen NBD tirevleri etilasetat, kloroform, dioksan gibi organik
¢bziuctye alinarak fluoresans siddetleri oSlgliimis ve farmasétik analizler
yapiimigtir. Valentour ve arkadaglan (70) idrar, kan ve doku o&rneklerinde
bulunan propeksifenin miktar tayini icin benzer sekilde galismiglardir. Tersiyer
bir amin igeren propeksifenin NBD-CI ile beklenmeyen bu reaksiyonu,



14

aragtiricilara goére reaksiyon kosgullarinda propeksifenin N-demetilize olmasi
sonucu olugan sekonder aminin (norpstdoefedrin), NBD-Cl ile reaksiyonuna
girmesi nedeniyle yurimektedir. Becker (71) tarafindan bildirilen fluorimetrik bir
caigmada plazma ve serumda bulunan glibornurid NBD-CI ile
turevlendiriimeden énce amin grubu igeren bir bilesige déntsturaimustir. Kan
ve idrar drneklerinde amfetamin (72) ile gida maddelerinde bulunan biyolojik
aminlerin (73) analizi, ITK da ayriimay: takiben NBD-CI ile tirevlendirme ve
fluoresans gosteren lekelerin ellie edilerek fluoresans siddetlerinin Slgtilmesini
esas almaktadir.

NBD-CI, fluorodansitometrik ¢aligmalarda da belirte¢ olarak kullaniimigtir.
N-metil- ve N,N-dimetilkarbamat (74) ile ditiyo- ve tiyolkarbamat insektisitler (75)
hidroliz edildikten sonra elde edilen alkilaminler NBD-Cl ile tureviendirilerek bu
yontemle tayin edilmigtir. Nitrozaminler (76) de denitrozasyondan sonra
tireviendiriimigtir. Ayrica bazi alkilaminlerin (56), fermantasyon sivisinda
gentamisin komponentlerinin (77), gidalarda ve suda ugucu aminler ve N-
nitrosaminlerin (78) fluorodansitometrik olarak tayin edildigi bildiriimistir. Sungur
ve arkadaglar (79) tarafindan tabletlerde metoprolol tartarat tayini icin bildirilen
bir calisma, bu ilacin NBD-Cl ile 0.1 M NaHCOs;-metilisobutilketon iki fazl
sisteminde 80°C de 30 dakika da reaksiyonuna ve olusan tiirevin ITK ya
uygulandiktan sonra fluoresans siddetinin 540 nm de Oolgilimesine
dayanmaktadir. Neomisin B ve C komponentlerinin preparatiarda analizi ise ITK
da ayirmadan sonra lekelerin NBD-CI gozeltisi plskirtilerek deteksiyonuna
dayanmaktadir (80). Biyolojik 6rneklerde amfetamin (81), metilhistidin izomerleri
(82), hidroksi prolinler (83,84), sarkosin (85) ve baklofen (86) tayini igin
bildirilmis fluorodansitometrik ydntemler de literatiirde kayithdir.

NBD-CI ile yapiimig caligmalar arasinda sivi kromatografik analizler
onemli bir yer tutmaktadir. Wolfram ve arkadaslar (87) n-nitrozoprolinin nitrozo
grubunu indirgedikten sonra NBD turevini hem ITK ya uygulayip lekeyi eliie
ederek fluorimetrik olarak, hem de HPLC ile analiz etmiglerdir. Total amino asit
analizlerinde, primer amino asitler o-ftalaldehit ile tireviendirilerek
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maskelendikten sonra sekonder amino asitler de NBD-CI ile tureviendiriimis ve
ayn! kolonda sivi kromatografik olarak analiz edilmislerdir (88-90). Cesitli doku
orneklerindeki kollajen tayini, asit hidroliz sonucu elde edilen ve sekonder amin
grubu igeren prolin ve hidroksiprolinin NBD-CI ile turevlendiriimesine
dayanmaktadir (91-98). Bu tayinlerde genellikle, tireviendirme kolon 6ncesi
yapilmig ters fazli sistemlerde ve fluoresans detektér kullanilarak galisiimigtir.
lki calismada (96,97) kolon sonrasi tireviendirme yapilmistir. Welch ve
arkadaslari (98) tarafindan hidroksiprolin tayini igin bildirilen bir ¢alismada
elektrokimyasal (kulometrik) detekt6r kullaniimigtir.

NBD-CI belirteci kullanilarak HPLC ile biyolojik sivilarda ila¢ analizleri de
yapitlimigtir. Serumda glibenklamid tayini i¢in silika kolonda ve Aem = 522 nm de
caligilmig, dogrusallik 5-300 ng/mL konsantrasyon aralijinda saglanmigtir (99).
Schweitzer ve arkadaglan (100) bazik ortamda insan plazmasindan organik
¢6ziiciiye ekstre ettikleri fluvoksamin ve klovoksamini NBD-CI ile tareviendirilip
hem HPTLC ye uyguladiktan sonra fluorodansitometrik, hem de silika kolon ve
kloroform-isopropil alkol (250:2) mobil faz sistemi ile Aem = 513 nm de sivi
kromatografik olarak tayin etmislerdir. Tosunoglu ve Ersoy (101) tarafindan
bildirilen bir ¢calismada plazma ve idrarda baklofen tayini igin kolon &ncesi
tirevlendirme islemiyle elde edilen drin kromatografik analizden énce kati faz
ekstraksiyonu ile temizlenmis, Cig kolon ve metanol-su (45:55) mobil faz
sistemi ile fluoresans detektor (Aeks = 463 nm, Aem = 524 nm) kullanilarak analiz
edilmigtir. Netilmisin sulfatin farmasétik preparatlarda ve plazmada tayini igin
bildirilen bir HPLC ybnteminde, reaksiyon karigimindan bazik ortamda
diklormetana ekstre edilen NBD-netilmisin tiirevi silikajel stitunda kloroform-
metanol-amonyak (60:30:0.5) mobil faz sistemiyle Aexs = 470 Nm ve Aem = 520
nm de analiz edilmigtir (102). Estradiol, estron, estriol gibi &strojenlerin idrarda
HPLC ile tayini igin literatlirde kayitli bir ¢caligmada, hidroliz ve 18-crown-6-eter
ve KoCO; li ortamda tlreviendirme islemleri sonucu elde edilen NBD-&strojen-
eter tlrevi ters fazli sistemde kromatografi ediimis ve 380 nm dalga boyunda
UV detektor kullanitmigtir (103).
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Ayrica, kozmetik Uriinlerde tiyoglikolik asidin (104) birada bulunan
aminlerin (105), havadaki dusik molekal agirhkh alifatik aminler (108) ile
alkiltiyollerin (107) ve aminofosfolipitlerin (108) analizinde HPLC yoénteminden

yararlaniimigtir.

Whiteside ve Worsfold (109) flow injection analiz (FIA) yéntemi ile sulu
olmayan ¢ozeltilerde primer aminleri OPA, sekonder aminleri NBD-CI ile
turevlendirerek tayin etmiglerdir. Bu tayin benzer sekilde ayni arasgtiricilar
tarafindan flow injection monifoldu iceren HPLC sistemi ile de yapilmistir (110).

Miseller elektrokinetik kapiller kromatografisi yéntemiyle proteinlerin (111)
ve birada bulunan aminlerin (112) analizinde NBD-CI belirtecinden yararlaniimig

ve bu galigmalarda argon-laser kaynakl fluoresans detektér kullaniimigtir.

Ayrica bu belirte¢ ile biyolojik sivilarda amino asitlerin tayini icin katodik
slyirma voltammetrisi yéntemi de literatiirde bildirilmistir (113).
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3. DENEYSEL BOLUM

3.1. KIMYASAL MADDELER, ¢OZUCULER VE GOZELTILER
3.1.1. Kimyasal Maddeler ve Goziiciiler

Amlodipin  besilat', Norvasc® tablet?,  7-kloro-4-nitrobenzofurazan
(NBD-CI)®, nortriptilin hidrokloriir®, borik asit®,disodyum hidrojen fosfat’,
potasyum dihidrojen fosfat®, potasyum klortir’, sodyum bikarbonat®, susuz
sodyum siilfat®, sodyum hdroksit®, sodyum klortir, silika jel*.

Etanol, HPLC safiginda metanol ve asetonitril®, etilasetat’, n-heptan®,
isopropil alkol®, diklormetan®, metilisobutilketon®, hidroklorik asit ( % 37ag/ag )

ve KMnO, lizerinden distillenmis deiyonize su kullanildi.

2 pfizer llag Sanayi ve Ticaret A.S., Istanbul .
Amlodipin besilat ve Norvasc® tabletierinin saglanmasinda yardimlari igin
firmaya tegekkir ederim.

® Merck , E.Merck A.G.Darmstadt, Aimanya.

4 Mustafa Nevzat llag Sanayi ve Ticaret A.S., Istanbul.
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3.1.2. Gozeltiler
1. Amlodipin Besilat Cozeltileri

Stok ¢dzelti: 10 mg amlodipin baza esdeder miktarda besilat tuzu tam
olarak tartildi, 2 mL etanolde ¢ézindirildi ve hacmi distillenmis deiyonize su
ile 100 mL ye tamamiandi.

Spektrofluorimetre ve HPLC ile yapilan deney kosullarinin belirlenmesi
ve Ol egrilerinin hazirlanmasi g¢aligmalarinda stok c¢ozeltinin su ile
seyreltiimesiyle hazirlanan 1 pug/mL ve 0.025 pg/mL konsantrasyonda amlodipin
baz igeren gozeltiler kullamidi.

2. NBD-CI Cozeltisi

Deney kosullarinin saptanmasi ve oOl¢li egrilerinin  hazirlanmasi
caligmalarinda NBD-CI un 1.2, 3.3, 44, 978 ug/mL ve 6 mg/mL
konsantrasyonlardaki metanolde taze hazirlanmig gézeltileri kullaniidi.

3. Nortriptilin Hidroklorir ( Internal standart ) Gozeltisi

Olgii egrilerinin hazirlanmasi ¢aligmalarinda nortriptilin hidrokloriirin 0.5
pg/mL konsantrasyonda nortriptilin baz igeren sudaki ¢dzeltisi kullamidi.

4. Tampon Cozeltiler
Fosfat tamponu gézeiltileri:

pH s1 7.0 ve 7.5 olan tampon ¢ozeltileri hazirlamak igin 50 mL 0.2 M
potasyum dihidrojen fosfat ¢6zeltisine gerekli miktar 0.2 M NaOH ¢ozeltisi ilave
edildi ve pH si ayarlanan g¢ézeltilerin hacimleri suyla 200 mL ye tamamilandi.
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Borat tamponu ¢ézeltileri:

pH si 8.0, 8.5, 9.0, 9.5, 10.0 olan tampon c¢dzeltilerini hazirlamak igin
0.6189 g borik asit ve 0.7456 g potasyum kloriir 50 mL suda ¢ézilip gerekli
miktarlarda 0.2 M NaOH c¢ozeltisi ilave edildi ve hacimleri suyla 200 mL ye

tamamland..
5. Mobil faz ¢ozeltisi

Mobil faz g¢ézeltisi olarak, ultrasonik banyoda degaze edildikten sonra
slztilimisg, metanol-su ( 80 : 20 ) ¢6zict kangimi kullaniidi.

3.2. ALETLER VE DIGER GEREGLER

1. HPLC aleti
Model 6000 A pompa
Rheodyne enjektér ( Injeksiyon hacmi 20 pL )
Model 470 fluoresans detektér ( Waters Assoc. Milford, Mass. A. B. D. )
Model 355 yazici ( Linear )
Analitik kolon: Waters, pu - Bondapak C1g kolon ( 10 um, 3.9 x 300 mm )
Koruyucu kolon: Waters, Symmetry Cs kolon

2. Spektrofluorimetre ( Shimadzu RF-1501 )

Emisyon ve eksitasyon spektrumlarinin alinmasinda kullaniid:.

. Spektrofotometre ( Shimadzu UV-160 A)

. FT-IR ( Perkin-Elmer)

. UV lamba ( Desaga UVIS, 254 ve 366 nm)

. Silika jel plak ( Merck, Kieselgel 60, 0.2 mm, 5x10 cm )

. C1g plak ( Merck, RP-18, 0.25 mm, 5x10 cm )

8. pH - metre ( Metrohm Herisau E 603 )

9. Terazi ( Mettler, H 20 )

10. Girdap karnistirici ( Elektro-mag )

N o N W
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11. Mekanik kanigtirici ( Koftermann )
12. Santrifiij ( Janetzki T.32 B ve Hettich EBA 8S
13. Su banyosu ( Niive 400 SB)
14. Reaksiyon siseleri ( 5 ml lik )
15. Ultrasonik banyo ( Bransonic 221 )
16. Reaksiyon tipleri ( Vidal kapakli, dibi yuvarlak 5 mi lik ve silifli, cam
kapakli, dibi sivri 12 ml lik )
17. Isitici blok ( Pierce )
18. 1 cm lik cam kivetler ( OS 1000 ) ( 10x10x45 mm )
19. 1 cm lik kuartz kovetler ( QS 1000 ) ( 10x10x45 mm )
20. Enjektér ( Hamilton, 25 ve 100 pl lik )
21. Filtre ( Milipor, 0.50 um )
Mobil fazin stiziilmesinde kullanilid:.
22. Enjektor filtresi ( Anotec, 0.20 um)
Omeklerin siiziimesinde kullanildi.
23. Otomatik pipetler ( Fisher, 25, 50, 100, 250 ve 500 pL lik )
24. Hesap makinasi ( Casio, fx- 10 f)

3.3. ANALIZ YONTEMININ GELISTIRILMESI iLE iLGILI CALISMALAR
3.3.1. Amlodipinin NBD-CI ile Reaksiyon Kosullarinin incelenmesi

Bu belirteg ile daha 6nce yapilan analizler incelendijinde NBD-CI ile
alifatkk amin grubu igeren maddeler arasindaki reaksiyonun alkali pH larda,
sicakta yuridugi ve olusan tarevin genellikle asitli otamda organik bir ¢dziict
ile ekstre edildikten sonra fluoresans Olgiminin yapildigi goriimustir.
Literatrdeki bilgiler dogrultusunda, amlodipin ile NBD-CI arasindaki
reaksiyonun en iyi hangi kosullarda yuriidugini saptamak amactyla asagidaki

denemeler yapildi.
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3.3.1.1. Ekstraksiyon Coziiciisii

1 yg/mL amlodipine esdegder besilat tuzu igeren 250 pL ¢ézelti 0.5 mL 0.1
N NaOH c¢ozeltisi ile baziklendirildi.

Elde edilen amlodipin baz, 5 mL n-heptan-isopropil alkol ( 99 : 1) ¢dzich
karnigimina ekstre edildi. 4 mL organik faz alindi ve uguruldu. Uzerine 100 er uL
pH 8.5 borat tamponu ve NBD-CI ( 97.8 pyg/mL ) ¢6zeltilerinden ilave edilerek
70°C de 30 dakika 1sitildi. Sodutulan sistemin 100 puL 0.1 N HCI
cOzeltisiyle asitlendirilmesini takiben ya metanol ile g¢ozeltinin hacmi 10 mL ye
tamamlandi ya da turev etilasetat, diklormetan, metilisobutilketon gibi organik
¢ozlculerle ekstre edildi (3 x 2 mL ). Birlegtirilen organik fazlar susuz
Na,SO, tizerinde kurutuldu ve hacmi 10 mL ye tamamlandi. Cozeltilerin
spektrumlan ayni kosullarda hazirlanmig bos denemeye karsi Shimadzu RF-
1501 spektrofluorimetre yardimiyla alindi. Elde edilen sonuglar Bélim 4.1.1.1.
de belirtilmigtir.

3.3.1.2. pH

Dibi sivri ve kapakht 12 mL lik reaksiyon tlplerine 0.025 pg/mL
amlodipine esdeger besilat tuzu igeren ¢dzeltiden 300 er pl alinarak Gizerine 0.5
mL 0.1 N NaOH gozeltisi ve 5 mL n-heptan-isopropil alkol ( 99:1 ) ¢dzicl
karigimi katildi. Ekstraksiyondan sonra 4.5 mL organik faz azot akiminda
uguruldu. Elde edilen kalinti ( 6.75 ng amlodipin ) Gizerine gesitli pH lardaki ( 7.0-
10.0 ) tampon ¢ozeltilerden 100 puL ve 100 uL NBD-CI ¢bzeltisi ( 3.3 pug/mL )
ilave edilerek 70 °C de 30 dakika isitildi. 100 plL 0.1 N HCI ¢ozeltisiyle
asitlendirilen ¢ozelti, 3x1.5 mL etilasetat ile ekstre edildi. Susuz sodyum siilfat
ile kurutulan organik fazin 4 mL si, 45 °C deki bir isitici blokta azot akiminda
buharlastinidi. Kalinti 200 pL metanol-su ( 80 : 20 ) mobil faz sisteminde
¢6zunduruldi ve bu ¢ozeltinin 20 pl si 0.8 mL/dak mobil faz akis hizinda, 2000
psi basingta p-Bondapak Cis kolona injekte edildi (duyarlik: 16x1000, yazici
hizi: 1 cm/dak). Allkonma zamani 7 dakika, maksimum eksitasyon ve emisyon
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daiga boylan sirasiyla 459 nm ve 528 nm olan tlreve ait piklerin alanlar
hesaplandi. Alinan sonuglar B6lim 4.1.1.2. de bildirilmigtir.

3.3.1.3. Sicakhik ve Reaksiyon Siiresi

0.025 ug/mL amlodipine esdeger besilat tuzu igeren ¢ézeltinin 300 er pL
sinden -Bolim 3.3.1.2. de anlatildigi gibi galigilarak- elde edilen kalintilar
Uzerine pH 8.5 borat tamponu ve NBD-CI ( 3.3 pg/mL ) ¢ozeltilerinden 100 er pL
katildi. Tupler 50, 60, 70 ve 80 °C sicakliklarda 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 ve 80
dakika sireyle bekletildi. Caligmaya yine Boélum 3.3.1.2. de anlatildi§i gibi
devam edildi. Elde edilen veriler Bélim 4.1.1.3. te bildirilmigtir.

3.3.1.4. Belirte¢ Miktan

0.025 ug/mL amlodipine esdeger besilat tuzu iceren ¢ézeltiden alinan 300
er ulL lik hacimler Bolim 3.3.1.2. de anlatidigi gibi ¢aligildi. Turevlendirme
reaksiyonlar i¢in 6.75 ng amlodipin iceren kalintilar Gzerine 100 pL pH 8.5 borat
tamponu ¢ozeltisi ve 10 - 150 uL arasinda degisen hacimlerde NBD-CI gézeltisi
( 3.3 pg/mL ) katildi, ¢bzeltilerin hacimleri metanolle 150 pL ye tamamlandi.
Bolum 3.3.1.2. de anlatildigi gibi calismaya devam edildi. Elde edilen sonuglar
4.1.1.4. Béluminde bildirilmigtir.

3.3.1.5. Tirevin Dayamkhhg

1 pg/mL amlodipin baz iceren g¢ozeltiden 250 pL alindi ve Bélum 3.3.1.1.
de anlatildigi gibi ¢aligilarak 4 paralel deneme yapildi. Elde edilen amlodipin-
NBD turevierinin etilasetattaki ¢ozeltilerinin fluoresans siddeti ( Aexs =462 nm ve
Aem =532 nm ) bos denemeye karsi Olglldi. Sonra bu g¢ozeltiler oda
temperatirinde, gin 1siginda ve karanlkta, +4 °C de karanlikta 6, 24, 48, 72
saat ve ksenon lamba 1§ altinda 2, 5, 10, 15, 20, 25, 30 dakika siirelerde
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bekletilerek fluoresans siddetleri olgildii. Alinan sonuglar Bolium 4.1.1.5. de
belirtilmigtir.

3.3.1.6. Asit Miktan

Bélim 3.3.1.2. de anlatildigi gibi ¢alisilarak olusturulan amlodipin-NBD nin
sulu ortamdan etilasetata ekstre edilebilmesi igin, reaksiyon karigimi 25, 50, 100
ve 150 pL glasiyal CH;COOH ve 0.1 N HCI cozeltileriyle asitlendirildi. Elde
edilen sonuglar Bolum 4.1.1.6. da belirtilmistir.

3.3.2. Amlodipinin Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi ( HPLC ) ile
Analizi

3.3.2.1. Mobil faz ve Detektdr Dalga Boyu Secimi

Mobil fazin sec¢iminde ince tabaka kromatografisi ile yapilan 6n
denemelerde, reaksiyon uriinii C1g kapl plaklarda degdisik mobil faz sistemleri
kullanilarak kromatografi edildi. 7:3, 8:2, 9:1 oranlardaki metanol-su karigimlari
ile yapilan kromatografi igslemlerinde tireve ait Rf degerlerinin sirasiyla 0.6,
0.75, 0.90 oldugu gézlendi.

Ince tabaka kromatografisi ile yapilan incelemeler dikkate alinarak HPLC
caligmalari igin gesitli oranlarda metanol-su ve asetonitril-su mobil faz sistemleri
denendi. Bu denemelerde 300 ulL 0.025 pug/mL amlodipin baz igeren gozelti
Bolim 3.3.1.2. de anlatildigi gibi ¢alisildi. Elde edilen ariin p-Bondapak Cig
kolona uygulandi. Amlodipin-NBD tiirevinin gosterdigi maksimum eksitasyon ve
emisyon dalga boylan tireve ait pikin detektérde saptandigt anda
degerlendiriimesiyle belirlendi. Elde edilen veriler Boélim 4.1.2.1. de vyer
almaktadir.
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3.3.2.2. internal Standart Segimi

Kantitatif analizler igin gerekli internal standardi belilemek Uzere
oncelikle meksiletin, tranilspromin, efedrin, lisin, glisin, traneksamik asit,
nortriptilin, maprotilin ve baklofen gibi maddeler ayn ayri NBD-CI ile
turevlendirildi. Elde edilen Grinier ve amlodipin-NBD, Cig kapli plakiarda,
metanol-su ( 80 : 20 ) mobil faz sisteminde kromatografiye edildi. Bu denemeyle
bir 6n eleme yapildi ve HPLC analizi igin traneksamik asit, nortriptilin ve
baklofen segildi. Bu maddelerin 1 ug/mL konsantrasyondaki ¢ézeltilerinden 100
pL alinarak amlodipinie birlikte tureviendirildi ve Bélum 3.3.1.2. de anlatildigi
gibi caligilarak elde edilen kromatogramlar, plazma ¢aligmasi sonucu elde
edilen kromatogram da dikkate alinarak degerlendirildi. Eide edilen veriler
Bolim 4.1.2.2. de yer almaktadir.

3.3.2.3. Sulu Gozeltide Olgii Egrisi Hazirlanmasi

Iki farkh konsantrasyon araliinda hazirlanan 6lgi egrisi calismalarinda
amlodipin besilatin 0.025 pg/mL konsantrasyonda amlodipin baz igeren
¢Ozeltisinden 20 - 100 puL ve 60 - 360 pL arasinda degisen hacimler 12 mL lik
dibi sivri kapakli reaksiyon tiuplerine alindi. Hacimleri suyla 900 pL ye
tamamlanan ¢ozeltilerin Gizerine ¢aligilan konsantrasyon araligina gére 25 pL
veya 75 ul nortriptilin hidrokloriir ( internal standart ) ¢ézeltisi ( 0.5 pg/mL ) ve
500 ul 0.1 N NaOH c¢ézeltisi ilave edildi, ¢dzelti 5 saniye kanstirildi. Olugan
amlodipin ve nortriptilin bazlari 5 mL n-heptan- isopropil alkol ( 99 : 1) ¢dziich
karigimi ile 2 dakika girdap karistiricida karistirilarak organik faza ekstre edildi.
Karigim fazlarin ayriimasi igin 2 dakika santrifiijlendi ( 1500 rpm ).

Organik fazin 4.5 mL si, 45 °C deki bir isitici blokta azot akiminda
buharlagtiriidi. Kalintiya 100 pL pH 8.5 borat tamponu ve 100 uL NBD-CI
cOzeltisi ( calisilan konsantrasyon aralifina gére 1.2 pg/mL veya 4.4 ug/mL )
ilave edilerek 70 °C de 30 dakika termostatli su banyosunda isitildi. Reaksiyon

UriinG sogutulduktan sonra Gizerine 100 pL 0.1 N HCI g6zeltisi katildi ve 3 defa
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1.5 mL etilasetat ile girdap karngtinicida 1 dakika kanstirilarak ekstre edildi. Her
ekstraksiyondan sonra karigim 2 dakika santrifiijiendi. Birlegtirilen organik faziar
susuz Na;SO, ile kurutuldu ve bu ¢odzeltinin 4 mL si 5 mL lik reaksiyon
sigelerine alinarak 45 °C deki isitici blokta azot akiminda buharlagtinid.

Kalinti 200 uL metanol-su ( 80 : 20 ) mobil faz sisteminde ¢dzunduraldi,
siiziidi ve stzuntinin 20 pL si 0.8 mL/dak akis hizinda 2000 psi basingta p-
Bondapak Cis kolona uygulandi. 0.04 - 0.20 ng/20uL konsantrasyondaki
ornekler icin 8x1000, 0.12 - 0.72 ng/20 plL konsantrasyondaki érnekler igin
16x1000 duyarlikta galigildi. Yazicinin hizi 1 ecm/dak ya ayarlandi.

heks =459 nm ve A.n=528 nm daiga boylarinda fluoresans detektér ile
saptanan piklerin alanlari hesaplandi.

Alikonma zamani 7 dakika olan amlodipin-NBD nin herbir konséntrasyon
icin hesaplanan pik alanlar, alikonma zamani 19 dakika olan nortriptilin-NBD
nin pik alanina oranlandi. Her konsantrasyon icin 4 kez galisildi. Ortalama pik
alanlan orani degerleri ile karsilik olan konsantrasyon deg@erleri arasinda 6l¢i
egrileri ¢izildi. Olgli egrilerine ait regresyon analizleri Bélim 4.1.2.3. de yer
almaktadir.

3.3.2.4. Plazma Proteinlerinin Goktiiriilmesi ve Amlodipinin Plazmadan
Ekstraksiyonu ( Ekstraksiyon islemi )

0.5 mL plazma ornekleri iki sekilde galisildi ( Bu galigmalarda 6 mg/mL
konsantrasyondaki NBD-CI ¢ozeltisi kullanildi ).

a) Plazma Gzerine 500 pL amlodipin ¢ézeltisi ( 0.025 pg/mL ) ve 2 mL
metanol ilave edildi. Coken proteinier 30 dakika 4500 rpm de santrifiijlenerek
ayrildiktan sonra Gstteki berrak kisimdan alinan 1.62 mL lik hacim 45 "C de azot
akiminda yaklagtk 200 pL ye kadar yodunlagtinidi ve Bélim 3.3.2.3. de
anlatildidi gibi NBD - Cl ile tureviendirilerek analiz edildi.
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b) 300 uL amlodipin g¢ozeltisi ( 0.025 ug/uL ) iceren plazma &rneklerinin
herbirine pH 7.0 fosfat, pH 10.0 borat tamponu ve 0.1 N NaOH ¢ozeltilerinden
0.5 mL ilave edildi. 5-6 saniye kanstirdiktan sonra herbir 6rnek icin ayn ayrn 5 er
mL etilasetat, n-heptan-isopropil alkol ( 99 : 1) ile girdap karigtiricida 2 dakika
sureyle ekstraksiyon yapildi. 30 dakika 4500 rpm de yapilan santrifilj igleminden
sonra Bélim 3.3.2.3. de anlatildi§: gibi ¢aligild.

Bu ¢alismalara ait degerlendirmeler Bélim 4.1.2.4. de yer almaktadir.

3.3.2.5. Plazmada Olgii Egrisi Hazirlanmasi

Iki farkll konsantrasyon araliginda hazirlanan ﬁlgd egrisi galigmalarinda
12 mL lik dibi sivri ve kapakh reaksiyon tiplerinde bulunan 0.5 mL plazma
ornekleri Gzerine 5 - 70 uL ve 60 - 360 uL arasinda degisen hacimlerde
amlodipin besilatin 0.025 pg/mL amilodipin baz iceren g¢ozeltisinden katild1 ve
hacimler suyla 900 yL ye tamamlandi. Tiplere galisilan konsantrasyon
araliina gére 25 ulL veya 75 uL nortriptilin hidroklorir ( 0.5 pg/mL ) ve 500 pL
0.1 N NaOH cozeltileri ilave edildi ve 5 saniye kanstinildi. 100 mg NaCl
katildiktan sonra karigsim, 5 mL n-heptan-isopropil alkol ( 99 : 1) ile 2 dakika
girdap kanstincida kanstinlarak ekstre edildi. 30 dakika 4500 rpm de
santriftjlendikten sonra organik faz aynldi. Bu iglemle NaOH ilavesiyle ¢tken
plazma proteinlerinin ayriimasi da saglanmis oldu. Cokelti Uzerindeki berrak
organik tabakanin 4.5 mL si B6lim 3.3.2.3. de anlatildigi gibi ¢ahsildi. Yalniz bu
calismalarda plazmada NBD-CI ile reaksiyona girebilecek bagka maddelerde
bulundugundan daha yiiksek konsantrasyonda ( 6 mg/mL ) NBD-CIl igeren
gozelti kullaniidt.

NBD tiirevlerini igeren etilasetat ekstresinin 4 mL si 45 °C de azot
akiminda yogunlastirildi ve kati faz ekstraksiyonu igin laboratuarda hazirlanan
silika jel stituna ( 10 X 70 mm boyutlarinda plastik bir borunun dar olan ug
kismina kiguk bir cam pamugu yerlestirildi ve etilasetatla islatiimig 600 mg
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silika jel muntazam olarak doldurulduktan sonra ust kismina 200 mg susuz
sodyum silfat ilave edildi ) uygulandi. Yaklasik 4 mL etilasetat ile elde edilen
eluat 5 mL lik reaksiyon siselerine toplandi ve ¢éziiciisii 45 °C deki bir isttici
blokta azot akiminda buharlastinldi. Kalinti 200 ul. metanol-su ( 80 : 20 ) mobil
faz sisteminde ¢6ziunduraldi, stzilda ve ¢6zeltinin 20 pL si 0.8 mL/dak akig
hizinda ( 2000 psi basingta ) sivi kromatografa injekte edildi. Detektér daiga
boylan Aeks=459 nm ve Aen=528 nm de, yazici hizi 1 cm/dak da tutuidu .

0.01 - 0.14 ng/20 pL konsantrasyon araligindaki ornekler igin 4x1000,
0.12 - 0.72 ng/20 pL konsantrasyon araligindaki 6rnekler icin 16x1000
duyarlikta galigildi.

Ayni kosullarda 4 kez calisilarak, her bir konsantrasyon igin hesaplanan
amlodipin-NBD nin pik alani, internal standarda ait pik alanina oranlandi.
Ortalama pik alanlari orani degeri ile amlodipin baz konsantrasyonlar arasinda

olcli egrileri gizildi. Bu galismaya ait sonuglar Bélim 4.1.2.5. de bildirilmigtir.

3.4. TABLETLERDE AMLODIPIN MIKTAR TAYIiNi

3.4.1. HPLC Yontemi

10 adet tablet tek tek tartilip, ortalama bir tablet agirh§i saptandi ve
tabletler porselen havanda ince toz haline getirildi. 10 mg amlodipin baza
esdeder miktarda tablet tozu hassas olarak tartiip 100 mL lik balonjojeye
aktarildi, 2 mL etanol ve 50 mL deiyonize su ile 30 dakika mekanik kangtirncida
calkalandi. Deiyonize su ile hacmine tamamlandiktan sonra mavi banth siizge¢
kagidindan siiziildil. Suzintinin ilk 25 mL si atildi. Geri kalan kisimdan 1 mL
alinip 10 mL lik balonjojede deiyonize su ile hacmine tamamiandi. Bu gézeltiden
25 ulL alimp, deiyonize su ile 10 mL ye tamamiandi, bu ¢dzeltiden 300 uL
alinarak 0.12 - 0.72 ng/20 uL. konsantrasyon aralifina ait 6igii egrisinin galigma
kosullarinda Bélim 3.3.2.3. de anlatildigi sekilde galigildi. Analiz iglemi 6 kez
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tekrarlandi. Amlodipin baz miktan daha énce bu konsantrasyon aralijinda
hazirlanan 8l egrisinin denklemi ( A=1.8786C-0.0117 ) yardimiyla hesaplandi.
Elde edilen sonuglar Bélim 4.1.3. de belirtilmistir.

3.4.2. Kiyas Yontemi

Standart Cozelti: N

5.0 mg amlodipin baza egdeger miktarda ( 6.95 mg ) amlodipin besilat
referans standardi tartildi, 100 mL lik balonjojeye aktarildi, 0.01 M HCI gézeltisi
ile gozundurilerek hacmine tamamlandi.

Ornek Cozeltisi:

Bolim 3.4.1. de anlatildig: gibi toz haline getirilen tablet 6rneginden 10
mg amlodipin baza egdeger miktarda tablet tozu tartildi, 100 mL lik balonjojeye
aktariidi. 0.01 M HCI gbzeltisi ile ¢dzundurtlip hacmine tamamlands, karigtinidi
ve mavi bantl siizge¢ kagidindan stizildi. Stzintintn ilk 25 mL si atildi. Kalan
kisimdan alinan 10 mL hacim 20 mL lik balonjojeye aktarilarak 0.01 M HCl ile
hacmine tamamlandi.

Ornek ve standart ¢ozeltilerin absorbanslari 0.01 M HCI gozeltisine kargi
360 nm de spektrofotometre ile 6lguldi. Tabletlerdeki madde miktari agagidaki
formulle hesaplandi:

As ( Standart madde miktari, mg /100 ) 408.9
X X x Ortalama tablet agirhg:

Ast ( Tablet tozu miktari, mg/100) (10/20) 567.1

As= Ornek Absorbanst
A= Standart Absorbansi

Elde edilen sonuglar Bélim 4.1.3. de bildirilmigtir.
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3.5. PLAZMADA AMLODIPIN MIKTAR TAYINi

10 mg amlodipin baz igeren bir tabletin ( Norvasc ® ) 28 yasinda saglikli
bir génulla tarafindan igilmesinden 4, 6, 8, 10, 12, 13, 14, 30, 37, 61, 85 ve 109
saat sonra, i¢inde sitrat tamponu bulunan tiplere 6-7 mL vendz kan érnekleri
alind1 ve 4500 rpm de 30 dakika santrifijlendi. Bu islem sonunda elde edilen
plazmadan alinan 0.5 mL lik 6rnekler -20 °C de saklandi. Bu 6rnekler, plazmada
6lct edrisi hazirlanmasi boliminde ( Bélum 3.3.2.5. ) anlatildigi gibi analiz
edildi ve farmakokinetik parametreler hesaplandi. Bulunan sonuglar Bolim
4.1.4. de yeralmaktadir.
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4. SONUCLAR

4.1. ANALIZ YONTEMININ GELiSTIRILMESI iLE ILGILi CALISMALAR
4.1.1. Amlodipinin NBD-CI ile Reaksiyon Kogullarinin incelenmesi

Amliodipin ile NBD-CI arasindaki reaksiyon sonucu meydana gelen ve
sar-yesil renkli fluoresans gésteren amlodipin - NBD tiirevinin sulu ortamdan
ekstre edilebilmesi igin en uygun organik ¢6ziict arastirildi ve trevin olusumu
Uzerine pH, sicaklik, reaksiyon siresi, belirteg miktan gibi parametrelerin etkisi
incelendi.

4.1.1.1. Ekstraksiyon Coziiciisii

Amiodipinin NBD-Cl ile olusturdugu tarevin sulu ortamdan ekstraksiyonu
icin en uygun organik ¢dziicilyl saptamak Uzere Bélim 3.3.1.1. de anlatildig
gibi caligtlarak elde edilen tirevin gesitli ¢bziictlerde fluoresans spektrumiar,
alindi. Bu spektrumlarda amlodipin - NBD nin denenen organik g¢dzucilerde
gosterdigi maksimum eksitasyon ve emisyon dalga boylan ve fluoresans siddeti
degerleri elde edilmistir. Tablo 1 de yer alan bu dederler incelendiginde tirevin
ekstraksiyonu igin en uygun ¢éziicliniin etilasetat oldugu saptanmistir. Sekil 3
de amlodipin - NBD nin etilasetattaki eksitasyon ve emisyon spektrumlar
gorulmektedir.
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Tablo 1 : Amlodipin - NBD nin gesitli organik g¢oéziiciilerdeki maksimum
eksitasyon ( Aeks ) Ve emisyon ( Aem ) dalga boylan ile
fluoresans giddeti degerleri

Aeks/ Aem (M) Fluoresans siddeti
( Serbest birim )

Metanol 472 / 536 357
Etilasetat 462 / 532 685
Diklormetan 460/ 525 666
Metilisobutilketon 465 / 527 512

b~ 8007 M

=]

=

=

-

3

S

-

=

400 -
200 - /
o i 1 1
240 372 504 768
Dalga Boyu (nm)

Sekil 3 : 20 ng/mL amlodipine esdeger amlodipin-NBD tiirevinin
etilasetattaki eksitasyon ve emisyon spektrumlar ( A exs = 462
nm, Aem =532 nm)
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4.1.1.2. pH

Amiodipin besilat ile NBD-CI arasindaki reaksiyonun en iyi hangi pH da
yuridagiani saptamak amaciyla pH 7.0 - 10.0 arasinda hazirlanmig bir seri
tampon c¢bzeltiyle Boélum 3.3.1.2. de anlatidiyy gibi c¢ahsidi. Yapilan
denemelerin sonuglari Tablo 2 ve Sekil 4 de goriimektedir. Elde edilen veriler

incelendiginde amlodipin-NBD nin pH 8.5 da kantitatif olarak olustugu
belirlenmigtir.

Tablo 2 : Cesitli pH larda olusturulan amlodipin-NBD ye ait pik alanian

pH 7.0 7.5 8.0 8.5 9.0 9.5 10.0

Pik alani| 263 445 | 514 | 652 | 574 203 | 99
(mm?)

700 ]
600 -
500

400 -

Pik alani (mm?)

300 ]
200 -

100 -

70 75 80 85 90 95 100

Sekil 4 : Amlodipin-NBD tiirevinin olugsumu lizerine pH nin etkisi
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4.1.1.3. Sicaklik ve Reaksiyon Siiresi

Amlodipin-NBD tiirevinin kantitatif olarak olugmasi igin en uygun sicaklik
ve reaksiyon siresini saptamak amaciyla Bélim 3.3.1.3. de anlatildigi gibi 50,
60, 70 ve 80 °C sicakliklarda galigildi. Her temperatirde 10 ile 80 dakika
arasinda tiirev olusumu izlendi.

Elde edilen amlodipin - NBD tiirevierine ait pik alanlarinin, sicakhk ve
zamana kargl gosterdigi degisim Tablo 3 ve Sekil 5 de goérilmektedir. Bu
verilere dayanilarak, amlodipin ile NBD-ClI arasindaki reaksiyonun
tamamlanmasi igih 70 °C de 30 dakika sireyle isitmanin yeterli oldugu

belirlenmistir.
Tablo 3 : Cesitli sicaklik ve zamanlarda olusturulan amlodipin - NBD
tiirevine ait pik alanlan ( mm?
Zaman (dak )
10 20 30 40 50 60 70 80
Sicakhk
(°C)
50 - 90 185 263 328 385 440 493
60 173 338 441 528 570 559 538 505
70 330 443 670 658 623 598 326 231
80 510 649 620 | 528 410 292 200 128
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=

£

£ ——50°C
& —~E—60°C
© °
- 70°C
a —3—80°C

10 20 30 40 50 60 70 80
Zaman (dak)

Sekil 5 : Amiodipin - NBD tiirevinin olugmasi lizerine sicaklik ve
zamanin etkisi

4.1.1.4. Belirtec Miktan

NBD-CI ile amlodipin arasindaki reaksiyonun maksimum oranda Grtn
vermesi igin gerekli belirte¢ / amlodipin mol oranini saptamak amaciyla madde
miktar sabit tutularak NBD-CI mol kati 10 - 150 olacak sekilde hazirianan bir
seri belirteg ¢ozeltisiyle Bolum 3.3.1.4. de anlatiidigi gibi caligildi. Tablo 4 de
belite¢ miktarinin degistiriimesiyle olusturulan tlrevlere ait pik alanlar
degerleri, Sekil 6 da ise bu degerler yardimyla elde edilen grafik
gortlmektedir. Veriler degerlendirildiinde amlodipin - NBD tlrevinin olugmasi
icin NBD-C! / amlodipin mol orani 100 olacak sekilde hazirlanan belirteg
cozeltisinin yeterli olacagi belirlenmigtir.
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: Cesitli mol oranlaninda olusturulan amlodipin - NBD tlirevine

NBD-Cl/amlodipin
mol orani 10 (30 |50 |70 |80 |90 |100| 110 | 130 {150
Pik alan
(mm?) 74 | 237 | 388 | 5628 | 629 | 658 | 660 | 660 | 663 | 665
700 -
——————
_ 600 -
€ 500 -
S 400 -
©
4
5 300 -
200 -
100 -
0 L LJ v LJ v ] L L} v | S L L L v L] v v v L]
10 30 50 70 80 90 100 110 130 150
NBD-Cl/amlodipin mol orani
Sekil 6 : Amlodipin - NBD tiirevinin olusumu iizerine belirteg miktarinin

etkisi
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4.1.1.5. Tiirevin Dayaniklihg:

Amlodipin-NBD tiirevinin  efilasetat ¢oézeltisindeki  dayanikhhigini

incelemek izere Bélim 3.3.1.5. de anlatildi§i gibi gahisildi. Oda temperatiirinde

karanlkta ve gin igiginda, +4 °C de karanlikta ve ksenon lamba is1§: altinda

belirli slrelerde bekletilen gozeltilerin gbsterdigi fluoresans siddeti degerleri

Tablo 5 ve 6 da goriuimektedir. Elde edilen veriler incelendiginde tiirevin +4 °C

de karanhkta en az 1 giin dayanikh kaldidi belirlendi.

Tablo 5 Oda temperatiiriinde karanhkta ve giin 1s1ginda, +4 °C de
karanlikta bekletilen amlodipin-NBD tiirevinin etilasetattaki
gozeltilerinin dayanikhhig:

Fluoresans Siddeti
( Serbest birim )
6 saat 24 saat 48 saat 72 saat

Baglangica sonra sonra sonra sonra
Oda
temperatlrl, | gg5 674 638 592 533
karanlkta
Oda
temperatdrl, | ggg 608 333 101 i
gin 1s1ginda
+4°C de, 682 679 673 658 613
karanhkta




37

Tablo 6 : Amlodipin-NBD tiirevinin etilasetattaki ¢ozeltisinin
dayanikhiigina ksenon lamba 1g1gin etkisi

Isiga tutulma siresi

(dak) 0 2 5 10 15 20 25 30
Fluoresans siddeti 684 | 677 | 665 | 657 | 645 | 629 610 | 599
( Serbest birim )

4.1.1.6. Asit Miktan

NBD-C! ile alifatikk aminlerin fluoresans goésteren tirevlerinin organik
¢Ozuctye ekstraksiyonu genellikle asitli ortamda olmaktadir.

Literatirde bunun igin ¢ogunlukla CH3COOH ve HCI g¢bzeltileri
kullanilmaktadir. Bélum 3.3.1.6. da anlatildigi gibi yapilan incelemeler
sonucunda ekstraksiyon igin 100 yL 0.1 N HCI g¢ozeltisinin yeterli oldugu
belirlenmigtir.

4.1.2. Amlodipinin Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi ( HPLC ) ile
Analizi

Amlodipinin NBD-CI ile olusturdugu fluoresans gosteren tiirevin ters faz
sivi kromatografisi sisteminde analiz edilebilmesi igin 6ncelikle detektdr dalga
boylarn ( eksitasyon ve emisyon ) ve mobil faz sistemi belirlendi, internal
standart madde arastirildi. Daha sonra, optimum reaksiyon kosullarinda elde
edilen amlodipin - NBD nin gerek tabletlerde gerekse plazmada tayini yapildi.
Plazma galigmalarinda nisbeten temiz bir kromatogram elde etmek ve verimi
arttirmak amaciyia sivi-sivi ve kati-faz ekstraksiyonlar denendi.
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4.1.2.1. Mobil Faz ve Detektér Dalga Boyu Segimi

Yapilan literatir arastirmalarinda NBD-CI ile olusturulan tarevierin
genellikle ters fazli kromatografik sistemlerde analiz edildigi goriimustar. Bu
nedenle amlodipin - NBD tirevi de C1s stasyoner faz kaph hazir plaklarda
metanol-su ¢6ziici sistemlerinde kromatografi edildi ve makul R¢ degerleri
gozlendi. Bu incelemeler gézénine alinarak Bolim 3.3.2.1. de anlatildigi gibi
yapilan caligmalanin sonucunda HPLC analizleri icin en uygun mobil faz
sisteminin metanol-su (80:20) oldugu belirlendi. Bu mobil faz sisteminde,
u - Bondapak Cqs kolonda ve 0.8 mL/dak mobil faz akis hizinda ( 2000 psi
basingta ) tlreve ait alikonma zamani 7 dakikadir.Tarevin goésterdigi
maksimum eksitasyon ve emisyon dalga boylari, fluoresans detektérde sirasiyla
459 ve 528 nm olarak saptanmistir. |

4.1.2.2. internal Standart Segimi

Amlodipin -NBD tirevinin gerek sulu ¢dzeltide gerek plazmada kantitatif
tayini i¢in en uygun internal standardi belilemek Gzere Bo6lim 3.3.2.2. de
anlatildi§ gibi caligilarak ¢esitli maddeler test edildi. En uygun internal standart
madde olarak nortriptilin segildi. Nortriptilin - NBD nin allkonma zamani 19
dakika olarak belirlendi.

4.1.2.3. Sulu Gozeltide Hazirlanan Olgii Egrisinin Regresyon Analizi

Bélim 3.3.2.3. de anlatildigi gibi ¢alisitarak, 0.04-0.20 ng/20 pL ve 0.12-
0.72 ng/20 pyL konsantrasyon araliklarinda her konsantrasyon aralifi igin
sirasiyla 5 ve 6 farklh konsantrasyonda, ayni sekilde 4 kez calisildi.
Kromatogramlarin degerlendiriimesinde pik alanlarinin hesaplanmasinin daha
uygun oldudu belirlendi ve bu deger pik yuksekliliginin yan pik yluksekligindeki
pik genislidi ile garpiimasiyla hesaplandi. Her bir konsantrasyon igin amlodipin-
NBD nin hesaplanan pik alanlan, nortriptilin-NBD nin pik alanina oranlandi. Pik
alanlan oraninin ortalamasi ( A ), standart sapma ( s ) ve bagil standart sapma
(s/A x 100 ) degerleri Tablo 7 ve Tablo 9 da verilmigtir. Tablo 8 ve Tablo 10 da
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ise 8l¢li egrilerinin regresyon analizine ait parametreler ( a= edim b= intersept,

r=korrelasyon katsayisi

) yer almaktadir.

Ortalama pik alanlar

degerlerinden gizilen olgl egrileri Sekil 7 ve Sekil 8 de gériimektedir.

orani

Tablo 7 : Amlodipinin HPLC ile tayini icin 0.04 - 0.20 ng/ 20 pL
konsantrasyon araliginda sulu ¢ozeltide hazirlanan 6lgii
egrilerine ait pik alani (mm? ) degerleri ve istatistik verileri

No Cc A4 Az As Ay A s s /Ax100

(ng/20uL)

1 0.04 0.195 | 0.200 | 0.205 | 0.220 | 0.205 | 0.011 5.27

2 0.08 0.398 | 0408 | 0415 | 0430 | 0413 | 0.013 3.26

3 0.12 0.600 | 0.618 | 0.628 | 0.648 | 0.624 | 0.020 3.21

4 0.16 0.793 {0808 |0.815 |0.848 | 0.816 | 0.023 2.85

5 0.20 1,020 | 1.030 1.040 | 1.060 | 1.038 | 0.017 1.65

A degerlerinden hesaplanan dogru denklemi :

A=5.1725C -0.0015
r=0.9998

Tablo 8 : Tablo 7 deki 6l¢ii egrilerinin regresyon analizlerine ait parametreler

1 2 3 4 ortalama
5.1125 5.1500 5.1750 5.2450 5.1706
-0.0123 - 0.0052 - 0.0004 0.0118 - 0.0015
r 0.9997 0.9998 0.9997 0.9999 0.9998
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Tablo 9 : Amlodipinin HPLC ile tayini igin 0.12 - 0.72 ng / 20 uL
konsantrasyon arahginda sulu g¢ozeltide bhazirlanan &lgi
egrilerine ait pik alani ( mm? ) degerleri ve istatistik verileri

No C A4 Az A; A4 A s s /Ax100

(ng/20pL)
1 0.12 0.209 | 0.216 | 0.219 | 0.227 | 0.218 | 0.007 3.42
2 0.24 0.430 [ 0.434 | 0441 | 0.455 | 0.440 | 0.011 2.50
3 0.36 0644 | 0655 |0657 |0.669 |065 | 0.010 | 1.56
4 0.48 0.869 |0.880 |0.892 | 0904 |0.886 |0.015 1.70
5 0.60 1113 | 1120 |1.127 |1.138 | 1.125 | 0.011 0.95
6 0.72 1.324 | 1.329 | 1343 | 1.359 | 1.339 | 0.016 1.17

A degerlerinden hesaplanan dogru denklemi
A=18786C-0.0117

r=0.9999

Tablo 10

parametreler

: Tablo 9 daki Olgii egrilerinin regresyon analizlerine ait

1 2 3 4 ortalama
1.8688 1.8686 1.8840 1.8914 1.8782
- 0.0201 -0.0125 -0.0115 - 0.0024 -0.0116
r 0.9998 0.9999 0.9999 0.9999 0.9999




Pik Alam (mm?)

1.20 1

1.00 ¢

0801

0.60 1

0.40 t

020t

0.00
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0.04 0.08 0.12 0.16 0.20

Konsantrasyon (ng/20 pL)

Sekil 7 : Amlodipinin 0.04 - 0.20 ng / 20 pL konsantrasyon araliginda

sulu gozeltide hazirlanan dl¢ii egrisi

Pik Alam (mm?®)

140

120 ¢

1.00

0.80 ¢
0.60 ¢
0.40 ¢

0.20 ¢+

0.00

012 024 036 048 060 072
Konsantrasyon (ng/20 pL)

Sekil 8 : Amlodipinin 0.12 - 0.72 ng / 20 pL konsantrasyon araliginda

sulu ¢ozeltide hazirlanan 6lgii egrisi
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Bu calisma sonunda elde edilen veriler degerlendirildiinde HPLC ye
injekte edilen c¢o6zeltideki amlodipin - NBD ye esdeder amlodipin baz
konsantrasyonlar ile pik alanlar oranlari arasinda 0.04 - 0.20 ng/20 pL ve 0.12
- 0.72 ng/20 yuL konsantrasyon araliklarinda dogrusal bir iligki oldugu belirlendi.
Ortalama pik alanlari orani degerlerinden hesaplanan dogru denklemleri ile her
bir 6lgi egrisinin kendi pik alani orant degeri kullanilarak hesaplanan dogru
denklemlerine ait ortalama degerler arasindaki fark ¢ok az oldugundan
tabletlerde amlodipin tayininde ortalama pik alanlarn orani degerlerinden eide

edilen denklem kullaniimigtir.

4.1.2.4. Plazma Proteinlerinin Goktiiriilmesi ve Ekstraksiyon iglemi

Plazma veya serum o6rneklerinde yapilan ilag analizlerinde Oncelikle
ortamdan uzaklastiriimasi gerekmektedir. Bu konudaki g¢alismalar incelendiginde
proteinleri ¢oktirmek amaciyla en c¢ok etanol, metanol, asetonitril,
trikloroasetikasit, Na,CO3;, NaHCOj; ¢ézeltileri, pH 7 fosfat tamponu, alkali pH ( 8.0
-10.0 ) larda fosfat, karbonat ve borat tamponlari, NaOH c¢é6zeltileri kullanildigi
gorilmistar. Proteinlerin  ¢okturiilmesinden sonra, bazi galismalarda ¢okelti
Gzerindeki berrak sivi kisim analiz edilmis, bazi c¢alismalarda ise kismi bir
temizleme amaciyla organik bir ¢bézlici veya ¢bziici karigimi ile ekstraksiyon
yapiimigtir. Bu bilgiler dogrultusunda Bélim 3.3.2.4. de anlatildigi gibi yapilan
incelemeler sonucunda elde edilen veriler Tablo 11 de bildiriimigtir. Plazma
proteinlerinin 0.1 N NaOH ile ¢oéktirilmesinden sonra n-butanol-isopropil alkol
(99:1) c¢ozict kansimi ile yapilan ekstraksiyon hem daha yiksek bir verim
saglamis hem de girisim yapan maddelerin azalmasina neden olmustur. Sekil 9 da
sadece internal standart katimis (bos plazma), Sekil 10 da ise amlodipin ve

internal standart katilmisg plazma 6rneklerine ait kromatogramlar gériilmektedir.
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Tablo 11 : Amlodipinin analizinden énce plazma proteinlerinin
¢Oktiirlilmesi ve ekstraksiyon igleminin pik alani iizerine etkisi

Fosfat tamponu | Borat tamponu

Coktaruca Metanol (pH7) (pH10) 0.1 N NaOH
Ekstraksiyon - n-heptan- n-heptarl‘- , ?s::r%t:.?
B7ilciiel] Etilasetat |i il | Etil I i Etilasetat
g0zcsl fosta | apropd | Es | opropd | st | i Gt
Pik alani

378 410 484 505 549 598 655
(mm?)
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Detektor Cevah
-1.8.

Enjeksiyon
———

HRR SNV

| L L L] T Ll ] | SR L) LENEL] L 1 ] 1 1 L] L L 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 101112 1314 1516 17 18 1920 21 22 23
Zaman (dak)

Sekil 9 : 75 ng/mL internal standart igeren, amlodipin katimamis plazma

oérnegine ait kromatogram
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Sekil 10 : 8 ng/mL amlodipin ve 75 ng/mL internal standart katimis plazma
oérnegine ait kromatogram
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4.1.2.5. Plazmada Hazirlanan Qlgii Egrisinin Regresyon Analizi

B6lim 3.3.2.5. de anlatildigi gibi ¢aligilarak, 0.01-0.14 ng/20 L ve 0.12-
0.72 ng/20 uL konsantrasyon araliklarinda her konsantrasyon aralids i¢in sirastyla
5 ve 6 farkl konsantrasyonda ayni gekilde 4 kez ¢alisildi. Injekte edilen gozeltideki
amlodipin NBD ye esdeder amlodipin baz konsantrasyonu ile amlodipin ve internal
standart madde olan nortriptilinin NBD tirevierinin pik alanlan orani arasindaki
iligki 0.01 - 0.72 ng/20 pL arahginda incelendi.

Pik alanlan orani ortalamasi ( A ), standart sapma ( s ) ve bagil standart
sapma ( s/A x 100) dégerleri Tablo 12 ve Tablo 14 de verilmisgtir. Tablo 13 ve
Tablo 15 de élgt egrilerinin regresyon analizine ait parametreler ( a=egim
b=intersept, r=korrelasyon katsayisi ) yer almaktadir. Ortalama pik alanlan orani
degerlerinden cizilen 6i¢t egrileri Sekil 11 ve Sekil 12 de veriimistir. Bu ¢aligma
sonucunda elde edilen verilere gére 0.01 - 0.14 ng/20 pL ve 0.12 - 0.72ng/20pL
amlodipin baza esdeder amlodipin-NBD igeren ¢ozeltiyle c¢aligildiginda
konsantrasyon ile pik alanlart orani arasinda dogrusal bir iligki oldugu belirlendi.
Galisma kosullarinda ( 2 x 1000 duyarlikta ) tayin edilebilen minimum amlodipin
baz miktari 0.005 ng/20 yL dir. Bu miktar, mililitresinde 0.125 ng amlodipin igeren
plazmaya esdegerdir.



Tablo 12

konsantrasyon

araliginda
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plazmada

hazirlanan

egrilerine ait pik alani ( mm? ) degerleri ve istatistik verileri

: Amlodipinin HPLC ile tayini icin 0.01 - 0.14 ng / 20 pL

olcii

No C A Az Az A s s /Ax100
(ng/20uL)
1 0.01 0.036 | 0.037 | 0.042 | 0.046 | 0.040 | 0.005 11.54
2 0.03 0.141 | 0.152 | 0.168 | 0.171 | 0.158 | 0.014 8.91
3 0.06 0.283 | 0.296 | 0.312 | 0.328 | 0.305 | 0.020 6.40
4 0.10 0.563 | 0.570 | 0.596 | 0.617 | 0.587 | 0.025 4.23
5 0.14 0.736 | 0.757 | 0.767 | 0.785 | 0.761 | 0.020 2.68

A degerlerinden hesaplanan dogru denklemi :

A =5.6689 C - 0.0153

r=0.9972
Tablo 13 : Tablo 12 deki 6lgii egrilerinin regresyon analizlerine ait
parametreler
1 2 3 4 ortalama
5.56323 5.6366 5.6841 5.8190 5.6680
b - 0.0244 - 0.0209 - 0.0095 - 0.0063 -0.0153
r 0.9971 0.9981 0.9969 0.9967 0.9972
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Tablo 14 : Amlodipinin HPLC ile tayini i¢in 0.12 - 0.72 ng / 20 pL
konsantrasyon araliginda plazmada hazirlanan  6lgii
egrilerine ait pik alam( mm? ) degerleri ve istatistik verileri

No C A A; A; A s s /Ax100

(ng/20pL)
1 0.12 0.199 | 0.204 | 0.214 | 0.228 | 0.211 | 0.013 6.05
2 0.24 0.382 | 0391 | 0404 | 0416 | 0.398 | 0.015 3.74
3 0.36 0.595 | 0611 [ 0634 | 0.650 | 0.623 | 0.024 3.91
4 0.48 0796 [0812 | 0.819 | 0.842 | 0.817 | 0.019 2.34
5 0.60 0.998 | 1.018 |1.027 | 1.050 | 1.023 | 0.022 2.1
6 0.72 1184 (1200 |1.218 | 1239 | 1.210 | 0.024 1.96

A degerlerinden hesaplanan dogru denklemi :
A =1.6819 C +0.0073

r=0.9997

Tablo 15

: Tablo 14 deki olgii egrilerinin regresyon

parametreler

analizlerine ait

1 2 3 4 ortalama
1.6605 1.6814 1.6843 1.7021 1.6821
-0.0051 -0.0002 0.0119 0.0226 0.0073
r 0.9998 0.9997 0.9997 0.9996 0.9997
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Pik Alam (mm?)
080
0.70 ¢
0.60 1
0.50 ¢
0401
0.30 t
0.20 ¢
0.10 1

0.00 001 003 0.06 0.10 0.14
Konsantrasyon (ng/20 pL)

Sekil 11 : Amiodipinin 0.01 - 0.14 ng / 20 pL konsantrasyon aralijinda
plazmada hazirlanan dl¢ii egrisi

Pik Alam (mm?)
140 .

1.20 ¢
1.00 ¢
0.80 t
0.60 1
0.40 1
0.20 t

0.00 012 024 036 048 060 072
Konsantrasyon (ng/20 pL)
Sekil 12 : Amliodipinin 0.12 - 0.72 ng / 20 uL konsantrasyon araliinda
plazmada hazirlanan 6lgii egrisi
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4.1.2.6. Plazmadan Geri Kazanilabilme Orani

Amlodipin bazin plazmadan geri kazanilabilme oranini (verim ) saptamak
amaciyla, plazmadan o6l¢ii edrisi hazirlanmasi béliminde ( Bolim 3.3.2.5. )
anlatildi§1 gibi 0.12 - 0.72 ng/20 pL konsantrasyon araliginda 0.5 mL plazma
6rnegdi yerine su kullanilarak galigildi. Plazmadan elde edilen éigli edrisi denklemi (
A =1.6819 C +0.0073) nin edimi , sulu gozeltiden elde edilen 6igli egrisi denklemi
(A =1.8786 C - 0.0117 ) nin egdimi ile oraniandiginda geri kazanilabilme orani %
89.53 olarak bulundu.

4.1.2.7. Farkh Giinlerde ve Ayni Giin iginde Yapilan Plazma Analizlerinin
Tekrarlanabilirligi

Ug farkh konsantrasyonda amlodipin igeren plazma érnekleri ( 0.75, 3.00,
7.50 ng / 0.5 mL ) Béliim 3.3.2.5. de anlatildi§i gibi ¢alisild:.

Ayni gin iginde yapilan analizlerde herbir 6érnek 6 kez c¢alisildi. Bagl
standart sapma degerleri % 2.12 - 7.29 arasinda hesaplandi ( Tablo 16 ).

4 ay iginde 6 farkh glinde yapilan analizler sonucunda elde edilen bagil
standart sapma degerleri ise % 2.19 - 9.46 arasindadir ( Tablo 17 ).

Ayrica, bu analizler sonucu elde edilen veriler degerlendirildijinde
amlodipinin plazmadan geri kazanilabilme oranmi % 85.33 ~ 100.27 arasinda
hesaplanmgtir.
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Tablo 16 : Ayni giin icinde plazmada yapilan amlodipin analizlerinin

tekrarlanabilirligi

Plazmaya katilan amladipin miktarn (ng /0.5 mL)

- 0.75 3.00 7.50
Bulunan 0.63 2.61 7.25
0.66 2.68 7.32

konsantrasyon 0.69 276 7.34
0.72 2.77 7.51

(ng/0.5mL) 0.75 2.81 7.59
0.76 2.83 7.63

Ortalama 0.70 2.74 7.44
Standart sapma 0.051 0.083 0.157
Bagil standart sapma (%) 7.29 3.03 2.12
Verim (%) 93.33 91.33 99.20

Tablo 17 : Farkh giinlerde plazmada yapilan amlodipin analizlerinin

tekrarlanabilirligi

Plazmaya katilan amlodipin miktari (ng /0.5 mL)

0.75 3.00 7.50
Bulunan 0.56 2.52 7.31
0.59 2.57 7.36
konsantrasyon 0.61 2.61 7.51
, 0.66 272 7.58
(ng/0.5mL) 0.68 2.79 7.62
0.72 2.88 7.75
Ortalama 0.64 2.68 7.52
Standart sapma 0.060 0.139 0.165
Bagil standart sapma (%) 9.46 5.17 2.19
Verim (%) 85.33 89.33 100.27
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4.1.3. Geligtirilen Yontem ile Tabletlerde Amlodipin Tayini ve Sonuglarin
Kiyas Yontemi ile Elde Edilen Sonuglarla Kargilagtiriimasi

5 mg amlodipin baz igeren Norvasc © tabletler ile Bolim 3.4.1. ve 3.4.2. de
anlatildig gibi gelistirilen HPLC y6ntemi ve UV- spektrofotometrik yontem (3)
ile analiz edildi. Her iki yontem ile elde edilen sonuglar ve 6 adet tayin izerinden
hesaplanan ortalama (X), standart sapma (s), bagil standart sapma (s/X.100) ve
% 95 olasilik diizeyinde given araligi [X + ( t.s / Vn ) ] degerleri Tablo 18 de
gorulmektedir.

_Geligtirilen yontem ve kiyas yontemiyle elde edilen sonuglarin ortalamalar
yéninden kargilagtinimas) student (t), standart sapmalar yéninden
karsilagtinimasi Fisher (F) testi uygulanarak yapildi. Tablo 18 in incelenmesinden
de anlasilacagi gibi hesaplanan t- ve F- degerleri %95 olasilik diizeyi ve 6 deneme
icin ilgili cetvellerde bildirilen degerlerden daha kigik oldugundan gelistirilen
HPLC yontemi ile kiyas yontemi arasinda gerek dogruluk gerek kesinlik dereceleri
yéninden anlaml bir fark olmadig: belirlendi.
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Tablo 18 : 5 mg amlodipin igeren tabletlerin analiz sonuglari ve

sonuglarin istatistiki olarak degerlendirilmesi

Geligtirilen HPLC Yéntemi UV-Spektrofotometrik
Yéntem

n mg / tablet % mg / tablet %
1 4.89 97.76 4.95 99.00
2 5.00 100.00 5.01 100.20
3 5.01 100.16 5.01 100.20
4 5.02 100.40 5.04 100.80
5 5.04 100.80 5.07 101.40
6 5.08 101.60 5.07 101.40

X 5.01 100.12 5.03 100.50

s 0.06 0.05

s/X.100 1.27 0.91

t.s/vVn 0.06 0.05

Given sinirlan 4.95-5.07 498 -5.08
t =0.47 ni=ny=6 t tabio = 2.23
F =1.96 P =0.05 Fiabio = 5.05
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4.1.4. Geligtirilen Yontem ile Plazmada AmlodipinTayini ve = Farmakokinetik
Parametreler

Saglikh bir géniilli tarafindan 10 mg lik tek bir doz amlodipin igilmesinden
sonra gesitli zaman- araliklarinda alinan kan ornekleri B6lim 3.5 ve 3.3.2.5 de
anlatildigi gibi analiz edildi (n = 4). Bu érneklerin igerdigi amlodipin miktari, 0.01-
0.14 ng/20uL. ve 0.12-0.72 ng/20uL plazma konsantrasyon araliklarinda
hazirlanan 6lgi egrilerine ait dogru denklemleri yardimiyla tayin edildi ( Tablo 19 ).

Plazma amlodipin konsantrasyonunun zamana karsi degisimini gosteren
egrinin ( Sekil 13 ) incelenmesinden anlagildigi gibi ilag alimindan 12 saat (tmaks)
sonra maksimum plazma konsantrasyonuna (C maks = 10.60 ng/mL) ulagiimaktadir,
eliminasyon yari émri1 (t 12 ) 40.7 saat ve egri altinda kalan alan (AUC) 258.68
ngxsaat/mL olarak hesaplanmigtir (Tablo 20). Sekil 14 de amlodipin tablet
icilmesinden 8 saat sonra alinan kan 6rneginin analizi sonucu elde edilen
kromatogram goériiimektedir.

Tablo 19 : Plazma amlodipin konsantrasyonunun zamana kars1 degisimi

Zaman ( saat) Plazma amlodipin konsantrasyonu ( ng / mL )

4 4.32

6.40

6.56
10 9.18
12 10.60
13 10.16
14 8.44
30 432
37 3.77
61 2.12
85 1.70

109 1.29




C (ng/mL)
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T T T T T T T L 1

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
Zaman (dak)

Sekil 13 : Plazma amlodipin konsantrasyonunun zamana kargi degisimi

Tablo 20 : Amlodipin tablet icilmesinden sonra hesaplanan farmakokinetik

parametreler
C maks (Ng/ mL) 10.60
tmaks ( Saat ) 12
ti12,3 (saat) 40.7

AUC (ngxsaat/mL) 258.68
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Sekil 14: Tek doz amlodipin igmig saghkh bir goniilliiniin 8 saat sonraki
plazma ornegine ait kromatogram (Ornek 75 ng/mL internal
standart icermektedir)
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5. TARTISMA

Farmasétik preparatiarda ve plazmada amlodipin tayini igin geligtirilen
HPLC y6ntemi, alifatik primer amin grubu igeren bu madde ile NBD-CI arasindaki
nikleofilik aromatik stibstitlisyon reaksiyonuna dayanmaktadir.

H
|
Ha N CH20CHLHoNH2 NO,
| I /N\
H3COO ! COOCH5 o .
Cl * : \N/
!
I
H4 N CH20CH2CH2N NO;
| .
H3COO g COOC2Hs ¥ He
Cl \O/

NBD-C! primer ve sekonder aminlerle siddetli fluoresans gésteren tirevier
olusturur ve kendisi fluoresans goéstermez. Belite¢ asinsinin tayine zarar
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vermemesi, reaksiyonunun sulu ortamda ve ¢ok az miktarda aminle yirimesi bu
belirtecin 6nemli bir avantajidir.

Yapilan 6n denemelerde amlodipin besilat ¢ézeltisiyle caligilarak elde
edilen tlrevlerin fluoresans siddetinin disik oldugu goézlendi. Bu nedenle
amlodipin besilat 0.1 N NaOH ile baziklendirildikten sonra elde edilen amlodipin
baz, n-heptan-isopropil alkol (99:1) ¢6ziicii karigimina ekstre edildi. Organik fazin
¢bzlcusi ugurulduktan sonra kalinti tiireviendirildi. Bu sekilde yapilan ¢alismalar
sonucunda hem verimin hem de analiz sonuglarinin tekrarlanabilirliginin bitytk
oranda arttigi belirlendi.

NBD-Cl ile aminler arasindaki reaksiyonun alkali pH larda, sicakta
ylridiaga ve olusan Grinin genellikle reaksiyon ortami asitlendirildikten sonra
organik bir c¢bzicliye ekstre edildigi daha énce bu belite¢ ile yapilan
aragtirmalarda belirtilmigtir. Bu bilgiler dogrultusunda amiodipin-NBD tirevinin
kantitatif olarak elde edilebilmesi igin en uygun reaksiyon kosullari aragtinildi. En
iyi sonuglar pH 8.5 borat tamponuyla ¢aligildijinda gézlendi. Optimum sicaklik ve
reaksiyon siiresini saptamak amaciyla 50, 60, 70 ve 80°C de 10-80 dakika
arasinda ¢alisildi ve amiodipin ile NBD-Cl arasindaki reaksiyonun tamamlanmasi
icin 70°C de 30 dakika sureyle isitmanin yeterli oldugu belirlendi. Reaksiyon oda
temperatirinde yirimemekte, 50°C de c¢alisildiginda 80 dakikada bile
tamamlanmamaktadir. 80°C de reaksiyon siiresi ¢ok kisalmasina karsin tirevin
dayaniklli§i azalmaktadir. Tirevin kantitatif oranda olugmasi igin gerekli belirteg
miktar1 NBD-Cl/amlodipin mol orani olarak incelendiginde 100 kat belirtecin yeterli
oldugu gérilda.

Olugan Grtninan sulu gézeltiden ekstraksiyonu igin reaksiyon ortami 0.1 N
HCI ile asitlendirildikten sonra gesitli organik ¢ézicller denendi ve en yiiksek
fluoresans siddeti etilasetat ile elde edildi. Bu ¢oziic iginde tiireve ait maksimum
eksitasyon ve emisyon dalga boylan sirasiyla 462 ve 532 nm dir. Bu degerler
HPLC analizlerinde fluoresans detektérde belirlenen dalga boylari Aeks= 459 nm ,

b o= EMO smemn N e cneimnealilbl 88 g v et
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Amlodipin-NBD nin dayanikhligi arastirildiginda, etilasetat icinde +4°C de
karanhkta 24 saat dayanikh kalirken, oda temperatiriinde karanlikta ve gin
iIsiginda 24 saat bekletidiginde fluoresans siddetinin sirasiyla % 6.5 ve % 51.2
oraninda azaldigi gézlenmistir.

NBD tarevierinin HPLC yoéntemiyle analizlerinde genellikle ters fazh
sistemler kullanildigindan amlodipin-NBD nin analizi igin 6ncelikle bu sistemin
kogullari arastirildi. Mobil fazin segiminde ITK ile yapilan 6n denemelerde
amlodipin-NBD tirevi C4g stasyoner faz kapl plaklarda, gesitli ¢bziicl sistemleriyle
kromatografi edildi. Bu incelemeler dogrultusunda yapilan sivi kromatografik
calismalarda en uygun mobil faz sisteminin metanol-su (80:20) oldugu belirlendi.
Bu mobil faz sisteminde, p-Bondapak Cis kolonda ve 0.8 mi/dak akis hizinda
calisildi. Fluoresans detektérde tiireve ait maksimum eksitasyon ve emisyon
dalga boylan sirasiyla 459 nm ve 528 nm olarak saptandi. Internal standardi
belirlemek amaciyla denenen maddeler arasinda en uygununun nortriptilin
hidroklortr oldugu gdézlenmistir. Diger maddelere ait tirevler kromatagramda ya
amlodipin-NBD ile, ya da plazmada NBD-CI ile reaksiyona giren maddelerle
girisim yapmistir. Nortriptilin-NBD nin alikonma zamani (19 dakika), amlodipin-
NBD ninkine (7 dakika) kiyasla biraz uzundur. Fakat plazma &rneklerinin
analizinde elde edilen kromatogramda yaklasgik 19 dakikada tamamianmaktadir ve
nortriptilin-NBD ye ait pik kromatogramda alitkonma zamam en uzun olan pikin
hemen yaninda gikmaktadir.

Kromatogramlann degerlendiriimesinde, &zellikle nortriptilin-NBD ye ait
pikin biraz genisg olmasi nedeniyle pik alanlarinin hesaplanmasinin daha uygun
olacad digtnuldil ve amlodipin-NBD ye ait piklerin alani, nortriptilin-NBD ye ait
piklerin alanina oranlandi.

Belirlenen optimum kosullarda galisilarak iki farkl 6i¢i egrisi hazirlandi ve
HPLC ye injekte edilen ¢dzeltideki (20 uL) amlodipin-NBD ye esdegder amlodipin
baz konsantrasyonlar: ile pik alanlan oranlari arasindaki dogrusal iligkinin 0.04-
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0.20 ng/20pL ve 0.12-0.72 ng/20uL konsantrasyon araliklarinda oldugu belirlendi.
Bu konsantrasyon araliklarinda bagil standart sapma degerleri % 0.95 ile % 5.27
arasinda degismektedir.

Amlodipin besilat igeren tabletlerin geligtirilen bu yéntemle analizinden elde
edilen sonuglar, UV- spektrofotometrik ydntemle (3) elde edilen sonuglarla % 95
olasilik diizeyinde ve 6 deneme (zerinden standart sapmalar yéniinden F-testi,
ortalamalar yéniinden t-testi uygulanarak istatistiksel olarak kiyaslandiginda her
iki ydntem arasinda anlamli bir fark bulunmamugtir.

Yapilan arastirmalarda amlodipinin henliz farmakopelerde kaydina
rastlanmamigtir. Bu nedenle ofisiyal bir yéntemde kiyaslama yapilamadt.
Farmasétik preparatiarda amilodipin tayini igin literatirde bildirilen analiz
yontemleri incelendiginde gerek spektrofotometrik (21-24) gerek bu maddenin
dogal fluoresans gdstermesine dayanan fluorimetrik (25) ve fluorodansitometrik
(26) caligmalarin duyarliginin geligtirilen yonteminkine kiyasla oldukg¢a az oldugu
gorulmektedir. Literatiirde kayith HPLC yontemleriyle (28-31) kiyaslandiginda bu
tezde bildirilen yéntemde ilk kez fluoresans detektor kullaniimaktadir. Dolayisiyla
UV detektdrie yapilan bu galigmalara gére duyarlik daha fazladir.

Amliodipin tayini igin geligtirilen HPLC yéntemi, bu maddenin plazmada
analizine de uygulanmigtir. Caligmanin bu béliminde oncelikle plazma
proteinlerini ¢oktirmek ve verimi arttirmak amaciyla gesitli 6n denemeler yapild..
Bunun igin plazma proteinleri ya metanol ile ¢oktriliip tstteki berrak sivi kisim
analiz edildi, ya da pH 7 fosfat, pH 10 borat ve 0.1 N NaOH ¢ozetltileriyle proteinler
gékturﬁldi]kten sonra sulu gézeltiden ekstraksiyon yapildi. Bu amagla etilasetat ve
n-heptan-isopropil alkol (89:1) ¢6ziict karnigimi kullanildi. Bu ¢alisma sonucunda
en yiksek verim ve tekrarlanabilirlik plazma proteinlerinin 0.1 N NaOH ¢ozeltisiyle
¢oktirilmesini takiben n-heptan-isopropil alkol (99:1) ¢6ziicti karigimi ile yapilan
ekstraksiyon iglemi ile elde edildi. Gerek sulu g¢bzeltide gerek plazmada yapilan
analizlerde baziklendirmeden sonraki sivi-sivi ekstraksiyonu yéntemin duyarhhigin
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artmasina biylk olgide katkida bulundugu gibi bu islem aymi zamanda

kromatogramda girigsim yapan maddelerin azalmasint da saglamigtir.

Amlodipin besilat katkili plazma 6rnekleri proteinlerin ¢okturilmesinden ve
ekstraksiyon ¢ozicusinin ugurulmasindan sonra sulu ¢ozeltide belirlenen en
uygun kosullarda NBD-CI ile reaksiyona sokuldu. Ancak, plazmada belirteg ile
reaksiyona girebilecek amin ve amino asitler gibi maddeler bulundugundan, sulu
¢ozeltideki galigsmalarda kullanilandan daha fazla belirteg ile ¢aligildi. Reaksiyon
ortamindan asit pH da etilasetat ile ekstraksiyon igleminden sonra kati-faz
ekstraksiyonu yapildi. Bu amagla laboratuarda hazirlanan kiigik silika jel sttuniar
(10x70 mm) kullaniidi. Bu islemle amlodipin-NBD, belirte¢ ile reaksiyon veren
plazmadaki diger maddelerin bir kismindan ve belirte¢ asinsindan ayrilmig oldu.
Amlodipin igermeyen plazma o6rnegi ile elde edilen kromatogramda amlodipin-
NBD ve nortriptilin-NBD tlrevierine ait piklerin allkonma zamanlarinda herhangi
bir pik gézlenmedi.

Olgii egrisi hazirlanmasi caligmalarinda belirli miktarlarda amlodipin ve
internal standart katilmis 0.5 mL plazma o6rnekleri analiz edildi. Bu ¢alisma
sonucunda elde edilen verilere gére 0.01-0.14 ng/20 uL ve 0.12-0.72 ng/20 pL
amlodipin baza egdeger amlodipin-NBD ¢o6zeltileriyle ¢aligiidiginda konsantrasyon
ile pik alanlan oram arasinda dogrusal bir iligki oldugu belirlendi. Bu
konsantrasyon aralklari 0.25-3.5 ng/mL ve 3-18 ng/mL plazma amlodipin
konsantrasyonuna esdegerdir. Calisma kosullarinda tayin edilebilen minumum
amlodipin miktari 0.125 ng/mL dir.

Amlodipinin plazmadan ortalama geri kazanilabilme orani, 0.12-0.72 ng/20
pL konsantrasyon araliginda plazmadan ve sulu g¢ozeltiden elde edilen 6lgi
egdrilerinin edimleri oranlanarak hesaplanmigtir. % 89.53 gibi yiksek bir verimle
cahsiimasi yéntemin duyarhigini arttirmaktadir.

Gelistirilen yontemin kesinlik derecesini belilemek izere ayni giin iginde ve
farkh giinlerde dugik (1.50 ng/mL), orta (6.00 ng/mL) ve yuksek (15.00 ng/mL)
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konsantrasyonlarda amlodipin igeren plazma &érnekleri 6 kez analiz edildi. Ayni
gin icinde yapilan galigmalarin bagil standart sapmalarn 1.50 ng/mL ve 6.00
ng/mL konsantrasyoniardaki 6rnekler igin sirasiyla % 7.29 ve % 3.03 dir, bu
degerler farkli giinlerde yapilan analizierde biraz yiikselmis % 9.46 ve % 5.17
olmustur. Yiksek kénsantrasyonlarda amlodipin iceren érnekierde ise birbirine
yakin badil standart sapma degerleri (% 2.12 ve % 2.19) hesaplanmigtir. Bu
degerler geligtirilen yontem ile elde edilen analiz sonuglarinin tekrarlanabilir
oldugunu géstermektedir.

Plazmada amlodipin tayini igin geligtirilen HPLC ydntemi farmakokinetik
calismalara basariyla uygulandl. Bu amagla saghkh bir géniilla tarafindan 10 mg
Ik tek bir doz amlodipin igilmesinden sonra belirli zamanlarda alinan kan érnekleri
analiz edildi. Konsantrasyon zaman egrisinin incelenmesiyle elde edilen
farmakokinetik parametreler literattr bilgileriyle uygunluk géstermektedir.

Biyolojik érneklerde amlodipin tayini igin bildiriien ilk HPLC galigmasinda (9)
fluoresans detektdér (Aexs = 230 nm, Aem = 370 nm) kullanidigi kayithdir. Bu
calismaya ait ayri baskl sadlanamadigindan tayin sinirn hakkinda bir veri elde
edilememistir, abstrakt bilgilerinden bir tiirevlendirme yapilmadigi anlasiimaktadir.
Literatir kayitlarinda bu ¢alismadan baska fluorimetrik bir HPLC yéntemine

rastlanmamistir.

Geligtirilen yontem, literatiirdeki HPLC ydntemleriyle kiyaslandiginda bir
calisma (38) diginda digerlerinden daha duyarlidir. Elektrokimyasal detektériin
kullanildid1 sivi kromatografik yéntemde (38) belirtilen tayin sinin (0.2 ng/mL),
geligtirilen yontemdekiyle (0.25 ng/mL) hemen hemen aynidir. Bu yéntemde
amlodipinin plazmadan geri kazaniima orani oldukg¢a dusiktiir (% 50.2), ayrica
mobil faz olarak sodyumoktansilfonat ve EDTA igeren fosfat tamponu (pH : 3.1)-
asetonitril kanigimi kullaniimigtir, geligtirilen yéntemde ise metanol-su karigimi ile -
kolonun yikanmasina gerek kaimadan - ¢alisiimigtir.
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Bu tezde bildirilen yéntemin, insan plazmasinda amlodipin analizi igin
bildirilen yéntemlerden bir Ustiinliga de 0.5 mL plazma érnegiyle ¢ahsilmasidir.
Diger yéntemlerde genellikle 1 mL (33-35, 37-39) ve daha fazla (32,36) plazma
ile calisgtimigtir.

Sonug olarak, bu galigmada tabletlerde ve plazmada amlodipin tayini igin
tekrarlanabilirligi ve duyarlign yiksek yeni bir fluorimetrik HPLC yontemi
geligtiriimigtir. Bu calisgmada amlodipinin plazmadan geri kazaniima orani
ylksektir, tireviendirme ve ekstraksiyon iglemleri fazla zaman almamaktadir.
Geligtirilen yontem gerek rutin farmasétik analizlerde gerek amlodipinin plazma
konsantrasyonlarinin takibinde ve biyoyararlanim caligmalarinda rahatlikla
Onerilebilir.
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6. OZET

Amlodipin hipertansiyon tedavisinde kullanilan dihidropiridin tirevi bir
kalsiyun; kanal blokeridir. Bu ¢aligmada amlodipinin tabletlerde ve insan
plazmasinda tayini igin primer ve sekonder aminlerin analizinde spesifik bir
belirte¢ olan 7-kloro-4-nitrobenzodioksazol (NBD-CI) ile tiirev olusumuna dayanan
yiksek performansli sivi kromatografik (HPLC) bir yéntem gelistirildi.

Hem tablet hem plazma 6rneklerinin analizinde amlodipin besilat ¢ézeltisi
Gzerine 0.1 N NaOH ¢ozeltisi ilave edildi ve amlodipin baz n-heptan-isopropil alkol
(99:1) ¢ozict karisimina ekstre edildi. Bu islem ile ayrica plazma proteinleri de
¢cOkturalda ve plazmadaki girisim yapan maddelerin bir kismi aynidi. Organik fazin

azot akiminda, 45 °C de ugurulmasindan sonra kalinti tireviendirildi.

Amlodipin ile NBD-CI arasindaki reaksiyonun optimum kogullan
arastinidiginda, reaksiyonun pH 8.5 da, 70 °C de 30 dakika igerisinde, belirteg
amlodipin mol orani 100 oldujunda kantitatif olarak ylridagi saptandi.
Reaksiyonun tamamlanmasindan sonra turev, asitlendiriimis reaksiyon
ortamindan etilasetat ile ekstre edildi. Belirli bir miktar ekstre, susuz sodyum
stlfat Gizerinde kurutulduktan sonra, azot akiminda 45 °C de yogunlastinidi ve
sonra silika jel kati-faz ekstraksiyonu sttunundan gegirildi (Tablet &rneklerinin
analizinde kati-faz ekstraksiyonu iglemi yapilmadi ). Etilasetat ile elisyondan
sonra, ¢6zlct kuruluga kadar uguruldu ve kalinti mobil fazda ¢ézindurildi. Sivi
kromatografik analiz, p-Bondapak Cs kolon ve 0.8 mL/dak akis hizinda metanol-

su (80:20) ¢6ziich sistemi kullanilarak gergeklestirildi. Injeksiyon hacmi 20 ul idi.
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Internal standart olarak nortriptilin hidrokloriir kullanilidi. Maddeler, fluoresans
detektdr (Aeks = 459 nm, Aem = 528 nm) ile saptandi. Bu kosullar altinda amlodipin-
ve nortriptilin-NBD tlrevierine ait alkonma zamanlan 7 dakika ve 19 dakika
olarak beliriendi.

Oigii egrileri, konsantrasyon ve pik alanlar orani (amlodipin/internal
standart) arasinda hazirlandi. Dogrusallik, sulu standart ¢ézeltilerde 0.04 ile 0.72
ng/20ul, plazma orneklerinde 0.01 ile 0.72 ng/20uL. amiodipin konsantrasyonlar
arasinda iki farkli konsantrasyon araliginda gézlendi.

Amlodipinin plazmadan ortalama geri kazanilabilme oraninin, 0.12-0.72

ng/20ul. konsantrasyon aralijinda, % 89.53 oldugu belirlendi.

Ug farkh konsantrasyonda amlodipin katkili plazma orneklerinin ayni
gindeki analiz sonuglarinin (n=6) tekrarlanabilirlikieri % 2.12-7.29 arasinda
bulundu. Ayni analizlerin farkh ginlerde yapiimasiyla elde edilen sonuglarin
tekrartanabilirlikleri ise % 2.19-9.46 arasindadir.

Geligtirilen yéntem tabletlerde amlodipin besilat miktar tayinine uygulandi.
Tabletlerdeki ilag miktar 0.12-0.72 ng/20uL konsantrasyon aréllglnda, standart
amlodipin ¢ozeltileriyle hazirlanan élgu egrisinin dogru denkleminden hesaplandi.
Sonuglar UV-spektrofotometrik yontem ile elde edilen sonuglarla t- ve F- testleri
kullanilarak istatistiksel olarak kiyaslandi. |ki yéntem arasinda ortalamalar ve
standart sapmalar yéniinden % 95 olasihik diizeyinde anlaml bir fark bulunmadi.

Onerilen HPLC yéntemi ayrica plazmada amlodipin miktar tayinine
uygulandi. llag konsantrasyoniar plazma 6émeklerinden hazirlanan her iki 6lgii
egdrisine ait dogru denklemlerinden hesaplandi. Saghkli bir génillaye oral olarak
10 mg lk tek bir doz amlodipin verildijinde 10.60 ng/mL maksimum plazma
konsantrasyonuna (Cmaks) 12 saatte (tmaxs) ulagildi. llacin eliminasyon yarilanma
omri (t12) 40.7 saat ve egri altinda kalan alan (AUC) 258.68 ngxsaat/mL olarak
belirlendi.
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7. SUMMARY

Amlodipine is a calcium channel blocking agent of the dihidropyridine
derivative which is used in treatment of hypertension. In this study, a high
performance liquid chromatographic (HPLC) method was developed for the
determination of this drug in tablets and human plasma by means of the derivative
formed with 7-chloro-4-nitrobenzodioxazole (NBD-CI) which is a specific reagent
in the analysis of primary and secondary aliphatic amines.

In the analysis of both tablet and plasma samples, 0.1 N NaOH solution
was added to amlodipine besylate solution and the amlodipine base obtained was
extracted with n-heptan-isopropil alcohol (99:1) solvent mixture. Furthermore, by
this treatment the plasma proteins were also precipitated and some of the
interfering substances in plasma were separated. After the organic layer was

evaporated to dryness under nitrogen at 45°C, the residue was derivatised.

Optimum conditions of the reaction between amlodipine and NBD-CI were
investigated. It was found that the reaction proceeds quantitatively at pH 8.5 and
70°C in 30 min. when the mole ratio of the reagent to amlodipine is 100. After
completion of the reaction, the derivative was extracted from the acidified reaction
medium with ethylacetate. An aliquot of extract was condensed under nitrogen at
45°C after drying on anhydrous sodium sulphite and then passed through silica
gel solid-phase extraction column (In the analysis of tablet samples no solid-
phase extraction was processed). After elution with ethylacetate, the solvent was
evaporated to dryness and the residue was dissolved in mobil phase. The liquid
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chromatographic analysis was performed using p-Bondapak Cis column and
methanol-water (80:20) solvent system at 0.8 mL/min flow rate. Nortriptyline
hydrochloride was used as as internal standard. The substances were detected
by a fluorescence detector (Aeks=459 nm, Aem= 528 nm). The retention times of
amlodipine- and nortriptyline-NBD derivatives were found to be 7 min and 19 min
respectively.

Calibration curves were obtained by plotting the concentration against the
peak area ratio (amlodipine/internal standard). The linearity was observed at two
different concentration ranges between 0.04 and 0.72 ng/20uL amlodipine in
aqueous standard solutions and between 0.01 and 0.72 ng/20uL amlodipine in
plasma samples.

Mean recovery of amlodipine from plasma was determined to be 89.53 %
in the concentration range 0.12-0.72 ng/20uL.

The within day reproducibilities were found to be 2.12-7.29 % by analysis of
plasma samples spiked with amiodipine at three different concentrations (n=6) on
the same day. Day-to-day reproducibilities were found to be 2.19-9.46 % by the
same analysis, only on different days.

The developed method was applied to the determination of amlodipine
besylate in tablets. The drug content in tablets was calculated from the regression
equation of the calibration curve prepared from standard amiodipine solutions in

. concentration range 0.12-0.72 ng/20uL. The results were compared statistically
with those obtained by the UV-spectrophotometric method using t- and F-tests.
There was no significant difference between the to methods in the respect of
mean values and standard deviations at 95 % confidence level.

The proposed HPLC method was also applied to the determination of
amlodipine in plasma. The drug concentrations were calculated from the
regression equations both of the calibrations curves prepared from plasma
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samples. After a single oral dose administration 10 mg of amlodipine to a healthy
volunteer, a maximum plasma concentration (Cmax) of 10.60 ng/mL was reached
at 12 hours (tmay). The elimination half-life of the drug (t 1) and the area under

the curve were found to be 40.7 hours and 258.68 ngxh/mL respectively.
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