GIRIS ve AMAC

Nimodipin, bir dihidropiridin tiirevi olan kalsiyum kanal blokoérii olup
subaraknoid kanama sonucu olusan iskemik hasarin tedavisinde kullanilmaktadir
(Blardi ve ark., 2002).

Deney hayvanlarindaki bulgulara gore serebral damarlarda, diger damar
yataklarinin ¢ogundakinden daha belirgin vazodilatasyon yapar. Subaraknoid
kanama olgularinda; beyin damarlarindaki vazospazm insidansini veya spazmin
derecesini ya da lokal kan akimi Ol¢liimiinii degistirmeyen dozlarda bile,
kanamadan sonra lokal beyin dokusunda yavas olarak gelisen infarkt (nekroz)
alaninin  boyutlarimi  kii¢iilttiigii saptanmistir. Karacigerde ¢abuk yikilir,
eliminasyon yarilanma omrii ortalama 1 saat kadardir. Cok fazla lipofilik oldugu
icin beyine kolaylikla girer. Beyin iskemisine yol acan durumlarda iskeminin,
ndronlarda asir1 kalsiyum birikmesine bagli zedeleyici etkisini azaltabilecegi ileri
siirlilmiistiir. Halen subaraknoid kanamanin tedavisinde kullanilir; bu durumda
serebral arter spazmini Onleme ve tedavi etme bakimindan etkinligi kisith
derecede olmakla beraber, norolojik bozuklugu yeterli derecede Onleyebilir ve
diizeltebilir. Boylece lokal nekroza bagli norolojik bozukluklar1 dnleyebilir veya
hafifletebilir. Migren profilaksisinde bazi incelemelerde, metizerjid kadar etkili
bulunmustur. Antikonviilsan etkinlik de gdsterir (Kayaalp, 2005).

Nimodipin’in tayini i¢in gelistirilen c¢ok fazla ydntem bulunmamaktadir.
Literatiirlerde genellikle yiliksek basingli sivi kromatografisi (YBSK) kullanilarak
yapilan c¢alismalar yer almaktadir. Bu ¢alismanin amaci, nimodipinin tayini igin
literatiirlerde yer almayan siirekli akis enjeksiyon analizi (AEA ), yOntemi
gelistirilmis ve bu yontemlerin farmasotik preparatlara uygulanabilirligi
arastirllmistir.  Elde  edilen veriler UV-Spektrofotometrik  yontem ile
karsilastirilmistir. Sonugta tabletlerdeki miktar tayini i¢in ¢abuk sonug alinabilen,
kesin, dogru, duyarli ve ucuz bir yontem gelistirilmistir. Akis enjeksiyon
yontemiyle nimodipin igeren tabletlerdeki miktar tayininin sonuglari istatistiksel
olarak da degerlendirilmistir.

Stirekli akis enjeksiyon analizi yontemi, detektoriin Oniinden akan tasiyici
¢ozeltiye numunenin enjeksiyonu ile, numunenin sistemde siiriilklenmesi sirasinda
karsilik gelen sinyallerinin kaydedilmesi temeline dayanan bir yontemdir. Bu
yontem, basit bir kimyasal islem, otomasyon kolaylig1, ucuz kimyasal madde ve
cihaz kullanimi1 ve iyi kalitede sonuglar elde edebilme gibi avantajlara sahiptir. Bu
avantajlar, siirekli akis enjeksiyon analizini analitik kimyanin pek ¢ok alanindaki
rutin analizler i¢in uygun kilmaktadir (Can ve Altiokka, 2006; Altiokka ve
Kircali, 2003).



KAYNAK BILGISI
Nimodipin’in Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Nimodipin, kimyasal olarak [ izopropil 2-metoksietil 1,4-dihidro-2,6-dimetil-4-
(m-nitrofenil )-3,5-piridinkarboksilat | seklinde adlandirilir. C,;H6N,O7 kapali
formiiliine sahiptir (United States Pharmacopoeia XXIV, 2000). A¢ik kimyasal
formiilii Sekil 1°de goriilmektedir (Abraham, 2003).

Sekil 1. NIM’in Kimyasal Yapisi

Nimodipin’nin molekiil agirligi 418.44°diir. Agik sar1 veya sar1 renkte, kristal toz
halindedir. 125 °C’de erir (The Merck Index. 1996). Suda hemen hemen hic
¢Oziinmez; alkolde (etanol) uygun kullanilmasi durumunda tamamen ¢6ziiniir; etil
asetatta rahatlikla ¢oziiniir. Birden ¢ok yapisal 6zellik gosterir. Ultraviole (UV)
151g¢inda nitro fenilpiridin tlirevi olusumu agiga c¢ikar. Cozeltileri, kullanmadan
hemen 6nce karanlikta yada 420 nm’den daha biiylik dalga boyundaki 151k altinda
hazirlanabilir (British Pharmacopoeia, 2005). Iyi bir sekilde korumak igin, 15132
dayanikli kapta 15-30 OC arasinda tutulmalidir (United States Pharmacopoeia
XXIV, 2000).

Nimodipin’in Farmakolojik Ozellikleri

Nimodipin, dihidropiridin tiirevi olan bir kalsiyum kanal blokoériidiir. Deney
hayvanlarindaki bulgulara gore serebral damarlarda, diger damar yataklarinin
cogundakinden daha belirgin vazodilatasyon yapar. Subaraknoid kanama
olgularinda; beyin damarlarindaki vazospazm insidansini veya spazmin derecesini
ya da lokal kan akimi Ol¢limiini  degistirmeyen dozlarda bile,
kanamadan sonra lokal beyin dokusunda yavas olarak gelisen infarkt (nekroz)



alanmnin  boyutlarin1  kiiciilttiigli  saptanmistir. Karacigerde ¢abuk yikilir,
eliminasyon yarilanma 0mrii ortalama 1 saat kadardir.

Nimodipin lipofilik yapida olmasi nedeniyle beyine kolaylikla girer. Nimodipinin
iskemi nedeniyle noronlarda asir1 kalsiyum birikmesine bagli zedeleyici etkisini
azaltabilecegi ileri siiriilmiistiir. Glinlimiizde subaraknoid kanamanin tedavisinde
kullanilmaktadir. Serebral arter spazmini 6nleme ve tedavi etme bakimindan
etkinligi kisitli derecede olmakla beraber, ndrolojik bozuklugu yeterli derecede
Onleyebilir ve diizeltebilir. Boylece lokal nekroza bagli noérolojik bozukluklari
Onleyebilir veya hafifletebilir. Migren profilaksisinde bazi incelemelerde,
metizerjid kadar etkili bulunmustur. Ayrica antikonviilsan etkinlige de sahiptir.
Basglica indikasyonu olan subaraknoid kanamada, nimodipin uygulamasina
kanamayi izleyen 96 saat iginde baslanmasi ve 21 giin siire ile intravendz (i.v.)
olarak uygulanmasi tavsiye edilir. Uygulamanin baslangicinda birkag giin veya en
fazla 14 giin siirekli santral kateterden i.v. infiizyonla ( 1-2 mg.saat”’ hizinda )
verilmesi gerekebilir. i.v. uygulamadan sonra tedavi ilacin oral yolla uygulanmasi
ile siirdiiriiliir. En sik goriilen yan etkisi basagrisi, ciltte kizarma, hipotansiyon,
bulant1 ve gastrointestinal bozukluklardir. CYP3A4 enzimi ile yikildigindan
greyfurt suyu, metabolizmasini yavaglatir (Kayaalp, 2005).

Nimodipinin oral uygulamasini takiben mide bagirsak sisteminde hizli bir sekilde
absorbe olur, ancak karacigerde biiyiilk Ol¢iide ilk geciste eliminasyona
ugramaktadir. Oral biyoyararlanimi yaklasik %13 olarak rapor edilmistir. Kan-
beyin engelini kolayca ters g¢evirmektedir. Nimodipinin karacigerde kapsamli
metabolik faaliyetleri vardir. Neredeyse tamami metabolize edilerek safra yoluyla
diski yoluyla ve idrarda atilir. Plazma yarilanma Omrii 1-2 saattir. Nimodipin
plazmaya proteinlerine %95 oraninda baglanmaktadir.

Nimodipin iskemik hasarda profilaksi amaciyla oral yolla kullanilabildigi gibi
subaraknoid kanama tedavisinde 4 giin iginde uygulamaya baglanip 21 giin
devam edebilmektedir. Hastalarda karaciger fonksiyon bozuklugunda ilk doz
yartya indirilir ve her 4 saatte 30 mg uygulanmaktadir. Beyin iskemias1 meydana
gelmesinde, ndrolojik bozuklukta nimodipin i.v yolla da verilmektedir. Ik 2 saat
saatte 1 mg nimodipin, saatte 2 mg artirilarak (Siddetli olmamak sartiyla kan
basincinda azalma goézlenir.) uygulanir. Baglangictaki doz agirhigi 70 kg’dan az
olan kararsiz kan basinci veya karaciger fonksiyon bozuklugu nedeniyle
hastalarda saat basina 0.5 mg veya daha az olmak sartiyla azaltilabilir. infiisyona
5 giinden daha az ve 14 giinden daha ¢ok olmamak sartiyla devam edilebilir
(Martindale, 1999).

Nimodipin bir dihidropiridin kalsiyum kanal blokorii olarak nifedipine benzer
Ozellikler gostermekle birlikte asil etkisi beyin damarlar1 iizerinedir. Beyin
damarindaki bozukluklar1 6zellikle subaraknoid kanama sonucu olusan atardamar
vazospazmini  Onlemekte ve tedavi etmekte kullanilmaktadir (British
Pharmacopea, 2005).

Son arastirmalar nimodipinin insan kirmizi kan hiicreleri ve pariyetal beyin zar1
ndronlarinda adenozine tasinmasina engelleyici yetenege sahip oldugunu ortaya
koymaktadir.

Nimodipin atardamar diiz kaslarim1 gevsetmektedir. Nimodipin kan-beyin
engelinde bulunan atardamar1 genisleterek, beyinde atardamar spazminin sebep
oldugu subaraknoid kanama sonucu olusan iskemik hasarlarin tedavisinde
kullanilmaktadir. Nimodipin iskemik fel¢ ve multi-infarkt demans gibi diger



vaskiilar hastaliklarda da kullanilir. Etki mekanizmasi baglica voltaja bagl L-tipi
kalsiyum kanallarinda kalsiyum akimimin engellemesine dayanir. Bununla
birlikte, son ¢alismalar nimodipinin tedavi edici dozlarda kirmiz1 kan hiicreleri ve
pariyetal beyin zar1 ndronlarima adenozin tasinimini engelleyici 6zellige sahip
oldugunu gostermistir. Adenozin taginiminin engellenmesi noroprotektif etki
yoniinden de 6nem tagimaktadir (Blardi ve ark., 2002).

Nimodipin ile Tlgili Analitik Calismalar

Blardi ve ark. (2002) caligmalarinda nimodipinin farmakokinetigi ve hastalarda
beyin iskemiasinda etkili olan adenosin seviyelerinde nimodipinin etkilerini
arastirmiglardir. 12 hasta ile beyin iskemiasinda (9 erkek, 3 kadin, 68.8+11.2
yaslarinda, 67.949.3 kg kilolarinda) ¢alisma yapmuislardir. Hastalara nimodipini
i.v. ve oral yolla farkli doz ve donemlerde uygulamislardir. Adenosin ve
nimodipin i¢in kan 6rneklerini 480 dk.’ya kadar belli araliklarda toplamislardir.
Daha sonra plazmadaki nimodipin ve adenosin seviyelerini YBSK yontemi
kullanarak tayin etmislerdir. Nimodipin analizinde kan 6rneklerini santrifiij edip,
plazmay1 analize kadar dihidropiridin bilesimindeki piridin tiirevlerinin UV
1s1¢inda bozunmasini 6nlemek i¢in cam amberde saklamislardir. Her bir 6rnek,
organik ¢oziicii ile ekstraksiyonundan once bir i¢ standart karisim ile karistirilip,
analizi UV detektor kullanarak YBSK’de yapmislardir. Hareketli faz olarak
asetonitril ve su (57/43, h/h) kullamilmustir. Akis hizi 1 mL.dk™, deteksiyon dalga
boyu 238 nm olarak belirlenmistir. Kalibrasyon egrisi 5 ve 320 ng.mL" arasinda
gergeklestirilmis ve saptama sinir1 5 ng.mL'1 olarak bulunmustur.

Sonug olarak i.v. ve oral yolla yapilan nimodipin uygulamalariyla plazmada
adenosin  seviyelerinde Onemli istatistiksel artiglarin  meydana geldigi
gozlenmistir. Boylece ilag uygulamasinda doz ve izlenecek yol ortaya
cikarilmistir. Ozellikle i.v. uygulama sonucu %67.8 artis gdzlenmis ve sirastyla 30
mg, 60 mg ve 90 mg nimodipin uygulamasinda %28.9, %43.6 ve %60.2 artislar
gbzlenmistir.

i.v. uygulamadan sonra nimodipinin farmakokinetik parametreleri izlenmis, pik
konsantrasyonu (Cpax), 319.6+38.9 ng.mL" ilk drnekleme zamani; egri altindaki
alan (AUC), 239425 ng.h.mL'l; ve yarillanma Omril, 3.12+0.97 saat olarak
bulunmustur.

Oral yolla yapilan uygulamadan sonra, doz sirasi ve farmakokinetik
parametrelerin takip ettigi uygulamada ila¢ kinetiklerinin dogrusal oldugu
belirtilmistir: Cpax (30 mg), 46.1+5.8 ng.mL™"; Cpax (60 mg), 81.7+14.6 ng.mL™;
Cumax (90 mg), 131.6+16.3 ng.mL™"; AUC (30 mg), 119£25 ngh.mL"; AUC (60
mg), 256+48 ng.h.mL"; ve AUC (90 mg), 389+54 ng.h.mL™" olarak bulunmustur.
Yarilanma Omriiniin i.v. uygulama sonucu gozlenen degerlerle benzer oldugu
goriilmiis, biyoyararlanimin %2 ve %35.9 arasinda oldugu vurgulanmistir.

Bu c¢alismalarinda nimodipinin farmakokinetigi ve beyindeki iskemiasi ile
hastalarda plazmadaki adenosin seviyelerine etkisini dikkatle incelemislerdir.

Ma ve ark. (2007) nimodipinin i¢ standart olarak kullanildig1 ¢alismada insan
plazmasinda amlodipinin tayini ve farmakokinetik caligmasi icin yeni, &zel,
hassas ultra performansli sivi kromatografisi-kiitle spektrometresi (UPLC-
MS/MS) yontemi gelistirmislerdir.



Analizde 0.35 mL.dk™ akis hiziyla gradient ayirma ile ACQUITY UPLC (TM)
BEH C Is kolon ( 50 mm x 2.1 mm, i.d., 1.7 um ) ve hareketli faz olarak gradient
kosullar altinda ( her ikiside %0.3 formik asid igermektedir ) su ve asetonitril
kullanmislardir.

Saptamas1 turbo iyon sprey iyonlagtirma (ESI) araciliginda birgok reaksiyon
izlenmesi kosuluyla tli¢lii-kuadrupol kiitle spektrometrede yapmislardir.

Tayin sirinin 0.15 ng.mL™ den daha diisik oldugu bildirilmektedir, 0.15-16.0
ng.mL"' araligindaki konsantrasyonda dogrusal kalibrasyon egrileri elde
etmislerdir.

Gilini¢i ve giinlerarast dlglimlerde relative standart sapma degerlerini %15’in
altinda ve dogruluk degerlerini %-2.3 ile %6.9 olarak bulmuslardir.

Metodda saglikli goniilliilerde belirtilen oral uygulamayla amlodipin’in klinik
farmakokinetik ¢alismalarini destek olarak kullanmislardir.

Yang ve ark. (2004) ikili-elektrot ve ikili-kanal elektrokimyasal detektor
sistemine bagli micellar elektrokinetik kromatografi (MECK) yoOntemiyle dort
kalsiyum kanal blokdriiniin (nifedipine, nitrendipine, nimodipine ve nicardipine)
eszamanli olarak belirlenmesi i¢in yeni bir yontem gelistirmislerdir.

Bu sistemde, iki ¢alisma elektrodu ve iki amperometrik detektdrle ¢aligsmislardir.
Yiikseltgeyici ve indirgeyici deteksiyon potansiyellerini sirastyla 1.0 V ve -1.0 V
(vs. SCE) olarak ayarlayip 4 kalsiyum kanal blokoriiniin yilikseltgeme ve
indirgemelerini belirlemisglerdir.

Calisma elektrodu, deteksiyon potansiyeli, tampon, sodyum dodesil siilfat (SDS)
ve asetonitril konsantrasyonu etkilerini ayirma isleminde ayrmtili olarak
incelemislerdir.

Sonugta 10 mmol.L™ sodyum borat-borik asit tamponu (pH 8.6) ve 20 mmol.L"
sulandirilmig SDS: asetonitril (85:15) ile etkili, hizli ve ¢ok yonlii elektroforetik
kosullar elde etmislerdir. Metodu tatmin edici sonuglar ile insan plazmasi
orneginde dort bilesimin ayrilmasi ve saptanmasinda uygulamislardir.

Qiu ve ark. (2004) insan plazmasindaki nimodipin miktarin1 belirlemek igin
hassas ve secici s1vi kromatografisi-kiitle spektrometrisi (LC-MS-MS) yontemini
gelistirmislerdir.

I¢ standart olarak nitrendipinin kullanildig1 plazma &rneklerindeki nimodipinin
analizine dayal1 bir kromatografik yontem gelistirmislerdir. Hareketli faz olarak
metanol:su:formik asit (80:20:1, h/h/h) kullanilmistir.

Deteksiyonu atmosferik basingta kimyasal iyonlagma (APCI) kaynagi araciligiyla
secimli reaksiyon izlenmesi modunda tiglii kuadrupol kiitle spektrometrede
yapmusglardir. Metodun tayin simri 0.24 ng.mL™" olarak bildirilmektedir. Dogrusal
kalibrasyon egrileri 0.24-80 ng.mL™ konsantrasyon araliginda elde edilmistir.
Giini¢i ve giinleraras1 dogruluklar ilgili standard sapmaya (R.S.D) oranla %4.4
den daha az, ve kesinlik ilgili hataya (R.E.) oranla sirasiyla % 0.0 ile %5.8 olarak
bulmuslardir. Bu yontem 18 saglikli goniilliiye nimodipin tabletlerini uygulayarak
farmakokinetik profillerin degerlendirilmesini incelemislerdir.

Miglioranca ve ark. (2005) nimodipinin i¢ standart olarak kullanildigi sivi
kromatografisine bagl kiitle spektrometresiyle insan plazmasinda felodipinin
belirlenmesi ve tayini i¢gin hizli, hassas, giiclii ve 6zel bir metod gelistirmiglerdir.



0.5 mL akis hizinda hareketli faz olarak dietileter:hekzan (80:20, h/h) kullanarak
insan plazmasinda sivi/siv1 prosediirii uygulamislardir.

Yontem C;g analitik kolon ( 100mm x 4.6mm i.d.) kullanarak 5 dakikalik
kromatografik akis1 igermektedir ve kalibrasyon egrisi sirasiyla 0.02-10
ng.mL'araliginda olup regresyon katsayisi r=0.9940 olarak bulmuslardir.

Belal ve ark. (2003) insan idrarinda ve farmasotik preparatlarda nimodipinin
tayini i¢in basit, duyarli ve segici bir spektrofluorometrik metod gelistirmislerdir.

Yontem nimodipinin  Zn/HCl ile indirgenmesi temeline dayanmaktadir.
Fluoresans detektor ile 425 nm’de uyarimdan sonra 360 nm’de Olc¢limler
yapilmistir. Beta-sikloklekstrin (betaCD), karboksimetilseliiloz (CMC), SDS ve
Triton X-100 gibi baz1 yiizey aktif maddelerinin fluoresans etkisini
arastirmislardir.

Fluoresans yogunluk-konsantrasyon grafiginde dogru iizerinde sirasiyla 0.1-5.0
pg.mL" olarak Triton X-100" i minimum saptama sinirt 0.06 ug.mL™" (1.62x107
M) olarak bulmuslardir.

Onerdikleri ydntemde ticari tabletlerdeki nimodipinin yiizde geri kazaniminin
caligmasi yapilmistir. Yontemde insan idrar drneklerinde nimodipinin vitro olarak
belirlenmesi gergeklestirilmistir. Yiizde geri kazanimi 102.1+2.54 (n=4)djir.

Canlica ve Islimyeli (2005) tablet formiillerinde nimodipinin analizi i¢in basit bir
atomik absorpsiyon spektrofotometrik (AAS) metodu kullanmiglardir.

Yontemin geri akis altinda 1 saatte CO, atmosfer altinda ortalama 0.05N HCI
kadmiyum metali ile kaynamasi sonucunda bir aromatik nitro grubu igeren
antihipertansif ila¢ maddelerinin  indirgenmesi temeline dayandirildigi
belirtilmektedir.

Elde edilen sonuglar spektrofotometrik yontemle karsilastirilmistir.

Nimodipin miktar1 serbest haldeki Cd™ atomik absorbanslarin belirlenmesiyle
hesaplanmistir. Kalibrasyon grafikleri absorbansla Cd™* konsantrasyonlari
arasinda cizilmistir. Nimodipin i¢in sirastyla 0.242 ile 1.209 pg.cm™ bulmuslardir.

Gelistirdikleri iki yOntemi ticari tablet formiillerindeki nimodipinin tayini i¢in
uygulamislardir. Istatistiksel karsilastirma sonuglari, her iki ydntemin uyumlu
oldugunu gdstermistir. Yontemin basit, ucuz, ve kolay yapilmasindan dolay1
istiinliige sahip oldugunu bildirmislerdir.

Zhao ve ark. (2004) nimodipinin tayini i¢in akis enjeksiyonlu kemiluminesans
metodunu kullanmislardir.

Yaptiklart  calismanin = seryum(IV) ve siilfit reaksiyonu arasinda bir
kemiluminesans inhibisyonuna dayanan bir yontem oldugu bildirilmektedir.
Kemiluminesans yogunlugunun nimodipin konsantrasyonu ile orantili oldugunu,
0.5-10 mg.L" konsantrasyon araliginda korelasyon katsayismin 0.9990, 10-90
mg. L araliginda ise 0.9968 olarak elde edilmistir. Geri kazanimin %98.3-103.2
arasinda oldugu, tayin sirimin 0.085 mg.L™, standart sapmanin ise %]1.8 olarak
elde edildigi belirtilmektedir.

Reddy ve Reddy (2004) nimodipin ve nifedipinin belirlenmesi i¢in karbon-pasta
elektrot (CPE) ve modifiye karbon-pasta elektrot (CMCPE) ilaglarin bir aromatik
nitro grubunun indirgenmesi temeline dayanir. Basit, hizli ve se¢imli differantial
pulse adsorptive stripping voltametri (DPAdSV) metodunu gelistirmislerdir.



Gelistirdikleri bu metodla en yiiksek hassasligt veren CMCPE’yi CPE ile
karsilastirmislardir. Reaksiyon olusumuna elektrot etkisini biriktirme zamani,
biriktirme potansiyeli, destekleyici elektrot ve pH gibi analitik parametreleri
incelemislerdir.

Nifedipin ve nimodipin i¢in CMCPE kullanildiginda dogrusal ve sirasiyla
4.6x 10"°-2x107 M ve 5.4x10"°-4x107 M konsantrasyon araliginda son derece
iyi kalibrasyon denklemleri elde edilmistir. Tayin deteksiyon sinirida (LOD)
sirastyla 3.9x107"° ve 4.8x10"° M ve iliskili katsayr 0.9996 ve 0.9998 olarak
bulunmustur.

Yontemin tablet dozaj formlari, idrar ve serum Orneklerinde nimodipin ve
nifedipinin dogrudan dogruya belirlenmesi i¢in basariyla uygulandig:
belirtilmektedir.

Yagnesh ve ark. (1998) oral yolla uygulanan hipertansiyon ilaglarinin [atenolol,
amlodipin, nifedipin, nitrendipin, nimodipin ve felodipin] es zamanli olarak
analizi i¢in YBSK sisteminde isokratik bir calisma yapmislardir. Calismada
hipertansiyon tedavisinde belirtilmis olan bir ariloksipropanolamin B-blokdrii olan
atenolol, diger 5 dihidropiridin kalsiyum kanal blokorlerinin herhangi biri ile
uygulanarak ger¢eklestirilmistir.

Bu ilaglar metanolde ¢oziilmiis ve 20 pL’lik ilaglarin karigimi yapilarak 5 p’luk
ters-fazli JASCO-metaphase ODS ( 250 x 4.0 mm ) kolona enjekte edilmistir.
llaglarin kararli bir sekilde birbirinden ayrilabilecegi; pH’1 4.5 olan es hacimli
asetonitril-0.01M KH,PO4 hareketli faz1 kullanilmistir. pH ayarlamas1 H3POy ile
yapilmistir(akis hiz1 1.5 mL.dk™). Deteksiyon 250 nm’de yapilmistir.

Detektor cevabi (pik vyilkseklik orani), ilaglarin 25-3200 ng.mL’ araliginda
dogrusal olarak gozlenmistir.

[statistiksel degerlendirmenin tiimii dogrusal regresyon analiziyle yapilmustir.

Onerilen prosediiriin iistiinliigii, 5 dihidropiridin tiirevinin yalnizca veya atenolol
ile tayin edilebilir olmasidir.

Martinez ve ark. (1999) 1,4-dihidropiridin kalsiyum antagonisti olan nifedipin,
nimodipin, felodipin, nicardipin hidroklorid, lacidipin ve amlodipin besilati
ayirmak i¢in miseller elektrokinetik kromatografik (MECK) yontemi
gelistirmiglerdir. Calismada tampon etkileri (konsantrasyon ve pH), SDS
konsantrasyonu, organik modifier, enjeksiyon zamani ve voltaj caligmasi
yapmuslardir.

Sonugta en uygun ayirmayi saglamak i¢in kararlilik ve go¢ zamani ile ilgili
olarak, uygun elektrolitin 50 mM borat tampon, pH 8.2, 20 mM SDS ve %15
asetonitril (h/h) oldugu bulunmustur. Numuneler 4 s’de 50 mbar enjeksiyon
basinci ve +25 kV voltaj uygulamasiyla hidrostatiksel olarak ortaya ¢ikarilmstir.
6 bilesik 15 dakikadan daha az siirede gozlenmistir: nifedipin (gb¢ zamant;
tm=6.9 dk.), nimodipin(tm=10.1 dk.), felodipin (tm=12.2 dk.), nicardipin
hidroklorid (tm=12.7 dk.), lacidipin (tm=13.5 dk.) ve amlodipin (tm=14.1 dk.,
besilat tm=8dk.).

Yontem 70 ug.mL'1 tam dogrusallikta her bir bilesim i¢in tayin sinir1 asagi yukari
5 ug.mL" ile gelismislik gostermistir. Giini¢i ve giinlerarasi geri kazamm 6 6rnek
icin sirastyla %4.8 ve %8.6’den daha diisiiktiir.



Lopez ve ark. (2000) insan plazmasinda 1,4-dihidropiridinlerin (nifedipin,
nimodipin, nisoldipin, nicardipin, felodipin ve lacidipin) belirlenmesinde
amperometrik deteksiyon ile YBSK yontemini gelistirmiglerdir.

Bu kromatografik ayirmada Supelcosil LC-ABZ+Plus C;s kolon kullanilmustir.
Hareketli faz metanol-su (70:30), 1 mL.dk" akis hizinda 2 mM CH;COOH-
CH;COONa ve pH 5.0 ile calisma yapilmistir. En uygun sicaklik 30+0.2 °C
olarak belirlenmistir. Kullanilan amperometrik detektor, cam karbon elektrot ile
donatilmis ve akis sekli dogrudan dogruya Ag/AgCl’ye karsi 1000 mV olarak
ayarlanmuigtir.

Yontem, bilesiklerin konsantrasyonlarina kararlilikla uygulanmis, giinig¢i geri
kazanimlar1 standart sapmaya gore %5’den daha az ve tayin smurlar 16-44
ng.mL" olarak elde edilmistir. Plazma 6rneklerinde 1,4-dihidropiridinlerin hepsi
18 dakikadan daha az alikonma zamaniyla elde edilmistir. Nimodipin ve felodipin
icin sirastyla %91 ve %88’lik en iyi geri kazanim elde edilmistir. Bu geri
kazanimlarla birlikte insan plazmasinda uygulanan bu ilaglarin analizi deteksiyon
sinirlarinin diisiik ¢ikmasi yontemim basarisi olarak kabul edilmistir.

Oh ve ark. (2003) insan plazmasinda nitrendipini belirlemek icin ultraviolet
deteksiyon ve kati-faz ekstraksiyon (SPE) kullanilarak YBSK yontemini
gelistirmislerdir. Nimodipin bu ¢alismada i¢ standart olarak kullanilmistir.

Calismada gaz kromatografisi ile kiitle spektrometrik deteksiyonun yada elektron
yakilma detektoriiniin - ¢ok yiiksek duyarlilik ve belirlilik  gosterdigi
vurgulanmaktadir. Fakat numunenin termal bozunmasina neden olabilecek
kosullardan dolay1 kullanigli olmadig belirtilmektedir. LC-MS metodu duyarlilik,
belirlilik ve tutarliliktan dolay1 en iyi se¢im olarak dikkate alinabilirdi ancak pek
cok laboratuarda ekonomik nedenlerden dolayr LC-MS mevcut olmayabilecegi
gdz Oniinde bulunduruldugundan bu metodda diisiiniilmemistir. Detektor
seciminde ise ilk olarak elektrokimyasal detektér denenmis fakat pek cok
problemle karsilagilmistir. Bu nedenle YBSK metodu UV detektorle
kullanilmistir. Bu metodunda farmakokinetik calisma igin yeterli olmayacagi
diisiiniilerek kati-faz ekstraksiyon ve UV deteksiyon kullanilarak YBSK yontemi
gelistirilmistir.

Bu yontem nitrendipinin farmakokinetik 6zellikleri degerlendirildikten sonra 7
saglikli goniilliide basarilt bir sekilde denenmistir.



GEREC ve YONTEMLER
Deneylerde Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Aletler
Kullanilan kimyasal maddeler

Standart madde olarak kullanilan nimodipin, Sigma Aldrich firmasindan temin
edilmistir. Gelistirilen yontemin tablet formiilasyonlarina uygulanmasi esnasinda
Bayer ilac A.S. firmasi tarafindan iretilmis olan Nimotop” (30 mg) Tablet
kullanilmistir. Deneyler sirasinda kullanilan YBSK saflikta metanol ve bidistile su
laboratuvarimizda tiimii pyrex camdan yapilmis cihazlarda tiretilmistir.

Kullanilan aletler

Maddenin spektrofotometrik analizi Shimadzu marka UV-2401 PC model ¢ift 151k
yollu UV-spektrofotometre ile yapilmistir. Veriler UVPC Personal Spectoscopy
Software Version 3.7 programi ile islenmistir.

Tampon c¢ozeltilerin hazirlanmas1 asamasinda, c¢ozeltilerin hedeflenen pH’a
ayarlanmasi stirecinde WTW marka Multiline P4 model pH-metre kullanilmistir.

Tablet analizleri esnasinda c¢ozeltilerin igerdigi c¢oziinmemis safsizliklarin
coktiirilmesi amaciyla Sigma marka 1-6 model santrifiij (Almanya) aleti
kullanilmaistir.

AEA i¢in Rheodyne (Cotati) enjeksiyon tablasi lizerinde 20 pL’lik halka tasiyan
Shimadzu marka LC-6A model pompa kullanilmistir. Maddeye ait sinyaller
Shimadzu marka SPD-10A UV-VIS detektor ile detekte edilmis ve sonuglar yine
Shimadzu marka C-R7A Chromatopac integrator ile hesaplanmistir.

Numunelerin ve ¢ozeltilerin hazirlanmasinda Heidolph (Almanya) marka Reax
Top model vorteks, Bandelin (Almanya) marka RK 100H model ultrasonik
banyo, Ohaus marka Explorer E12140 model analitik terazi (Isvigre), InLab 413
NTC model pH elektrodu baglanmis Mettler Toledo marka Seven-Multi model
pH metre (Switzerland) ve 0.2 um gozenek capina sahip Orange Scientific
(Belgika) marka 13 mm ¢apli non-steril PVDF membran filtreler kullanilmistir.

Nimodipin Cozeltilerinin Stabilitesinin Incelenmesi

2.056x10™ M derisimde hazirlanan nimodipin ¢ozeltisi 3 giin boyunca gelistirilen
analiz yontemiyle analiz edilmis ve sinyal siddetlerindeki degisim incelenmistir.
Incelemeler sonucunda nimodipin ¢dzeltilerinin  sinyal siddetlerinde bir
degisiklige rastlanmamistir. Ancak olast bozunmanin 6nlenmesi i¢in ¢ozeltiler
agz1 kapakli cam balon igersinde +4 °C’de karanlikta saklanmustir.

UV-Spektrofotometrik Calismalarda Yapilan Islemler
Stok ¢ozelti

UV-Spektrofotometrik ¢alismalar i¢in 21.5 mg standart nimodipin tartilmis ve 50
mL’lik balon jojeye alinarak metanolde ¢oziilmiistiir. Bu ¢ozeltiden 2.5 mL alinip
25 mL su ile tamamlanmistir. Boylece stok c¢ozelti 1.03x10* M olarak
hazirlanmistir. Bu stok ¢ozeltiden hareketle 1.03x107°-3.60x10° M derisim
araliginda bir seri ¢ozelti hazirlanmistir. Gerekli seyreltmeler bidistile su ile
yapilarak maddenin UV boélgedeki davranigi incelenmis ve regresyon analizi
yapilmustir.



UV-Spektrofotometrik kosullar

UV-Spektrofotometrik 6l¢glimlerde maddenin maksimum absorbans verdigi dalga
boyunu belirleyebilmek amaciyla 200-400 nm dalga boyu araliginda, 0.1 nm
duyarlilikta absorpsiyon taramasi yapilmistir. Tarama sonunda nimodipinin 238
nm dalga boyunda maksimum absorbans verdigi belirlenmis ve dl¢limler bu dalga
boyunda gerceklestirilmistir. Incelemeler sonucunda nimodipinin 1.03x107-
3.60x10° M araligidaki bolgede dogrusal sinyaller verdigi gozlenmis ve bu
bolgedeki molar absoptivite katsayis1 27162 olarak hesaplanmistir. Yapilan lineer
regresyon analizinde kalibrasyon denklemi A=27162.18C(M)+0.03139 olarak
hesaplanmistir. Regresyon katsayisi r=0.9998 olarak bulunmustur.

Akis Enjeksiyon Analizi ile Yapilan Calismalardaki Islemler
Stok ¢ozelti

21.5 mg nimodipin 100 mL’lik balon jojeye alinarak metanolde ¢ozlinmiistiir.
Gerekli  seyreltmeler bu stoktan %50 metanol c¢ozeltisi  kullanilarak
gerceklestirilmistir.

Nimodipin’in AEA ile yapilan caligmalarinda en uygun analiz kosullarinin
belirlenebilmesi i¢in kullanilan nimodipin ¢ozeltisi, baslangictaki stok ¢ozeltinin
seyreltilmesi ile elde edilen 2.06x10™ M derisimdeki ¢ozelti ile yapilmustir.

Hareketli faz ve tampon sistemi

Nimodipin’in AEA yontemiyle analizi siiresince kullanilacak analitik ve aletsel
parametrelerin belirlenebilmesi amaciyla bir dizi inceleme yapilmistir. Bu
asamada kullanilmak iizere 2.06x10° M derisime sahip nimodipin ¢0zeltisi
hazirlanmis ve deneyler bu ¢ozelti kullanilarak gergeklestirilmistir.

Nimodipin’in AEA yoOntemiyle analizi sirasinda kullanilacak hareketli fazin
belirlenebilmesi amaciyla yapilan ¢aligmalarda % 10 - %50 oraninda metanol
iceren metanol — su sistemleri denenmis ve %50’luk metanol ¢dzeltisinin en
uygun tastyici olduguna karar verilmistir.

AEA sisteminde bir diger parametre olan akis hizinin belirlenebilmesi i¢in 0.1-2.0
mL.dk™ araligindaki akis hizlarinda seri enjeksiyonlar yapilmus ve pik alani-akig
hiz1, pik yiiksekligi-akis hiz1 iliskileri incelenmistir. Incelemeler sonucunda 1.2-
1.6 mL.dk™ bolgesinde akis hizina bagli dogrusallik gézlenmis ve calismanin
kalan kisminda 1.4 mL.dk™ akig hizinin kullanilmasina karar verilmistir.

Nimodipin’in en kararli oldugu tampon sistemini ve pH bdlgesini saptamak
amaciyla pH 1.0-12.0 araliginda asetat ve fosfat tamponlar1 hazirlanmis ve bu
tamponlar enjeksiyon aninda 0.1 M derisimde tamponlama saglayacak sekilde
analit ¢ozeltilerine ayr1 ayn ilave edilmistir. Enjeksiyonlar sonrasi elde edilen
verilerden nimodipine ait pik alani-pH, pik yliksekligi-pH grafikleri ¢izilmis ve
pik morfolojileri incelenmistir. Degerlendirmeler sonucunda nimodipinin AEA ile
analizi i¢in en uygun tampon ve pH sisteminin 0.1 M pH 2.0 asetat tamponu
olduguna karar verilmistir.
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Tablet Orneklerinin Hazirlanist

Nimodipin’in tayini igin kullanilan farmasotik praparati, Bayer Ilag A.S.
firmasimin {iretimi olan Nimotop® adli tablettir. 30 mg nimodipin igeren tablet
formu lokal eczanelerden temin edilerek kullanilmistir.

Tablet numunelerinin hazirlanmasi i¢in, 30 mg nimodipin iceren 10 tablet agirlig
tam olarak tartildiktan sonra tabletler havanda toz haline getirilmis ve agz1 siki
sekilde kapanan ve 151k gegirmeyen bir kaba konulmustur.

Bir tabletin ortalama agirligi hesaplanarak, bu agirliga karsilik gelen miktar tam
tartildiktan sonra 50 mL %50 metanol i¢inde ¢6ziilmiis ve agz1 kapali bir kapta 30
dakika ultrasonik banyoda bekletildikten sonra 5500 rpm devirde (3000 x g)
santrifiij edilerek analize hazir numune haline getirilmistir. Gerekli seyreltme
islemleri 6l¢iim sirasindaki metanol oran1 %50 olacak sekilde yapilmistir.

AEA ve UV-spektrofotometri yontemleri ile yapilan 6l¢iimlerde, tablet numunesi
¢Ozeltisinin caligilan kalibrasyon araligindaki uygun derisimi stok ¢ozeltiden
seyreltilerek hazirlandiktan sonra 238 nm’de yanit sinyalleri ve absorbans
degerleri Olciilmiistiir. Elde edilen veriler, kalibrasyon esitliklerinde ¢oziildiikten
sonra tablet icindeki nimodipin miktar1 ve % nimodipin igerigi hesaplanmstir.
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BULGULAR ve TARTISMA
Siirekli Akis Enjeksiyon Analizi Optimizasyonu

AEA i¢in yontem gelistirme agamasinda bir seri parametre incelenmistir. Bunlar;
maddenin maksimum absorbans verdigi dalga boyunun belirlenmesi, seyreltme
isleminin hangi c¢ozelti ile gerceklestirilecegi, uygun pik sinyallerinin elde
edilebilecegi akis hiz1 degerinin belirlenmesi ve pH’ nin pik alanina olan etkisinin
arastirilmasidir.

Baslica parametre olarak seyreltmenin hangi ¢o6zelti ve oranda yapilacagi
belirlenmistir. Yapilan incelemelerde maddenin lipofilik yapisindan kaynakli
olarak %40 metanolden daha diisiik oranda metanol iceren ¢oziicii sistemlerinde
¢coziinmedigi belirlenmistir. Analizlerde pH etkilerinin incelenmesi esnasinda
olusabilecek olas1 ¢okme isleminin 6niline gegcmek amaciyla ¢oziicii sistemi olarak
%50 metanol kullanilmasina karar verilmistir. Daha az organik ¢oziicii
harcanmasi ve daha ekonomik kosullar g6z Oniine alinarak, nimodipin
Olciimlerindeki seyreltme islemlerinde %50 metanol ¢ozeltisi se¢ilmis ve deneyler
siiresince tim seyreltme islemleri %50 metanol igerigiyle gergeklestirilmistir.
AEA deneyleri i¢inde, ifade edilen uygunluk gerceklerinden dolay1 siiriikleyici
¢Oziicii olarak %50 metanol se¢ilmistir.

Bu calismada AEA sinyallerini belirlemek amaciyla UV detektor kullanildigindan
bu alandaki calisilacak dalga boyunu belirlemek icin UV-spektrofotometrisi
kullanilmastir.

Bu amagla %50 metanol ¢ozelti iginde c¢oOziilmiis olan madde, yine ayni
¢ozeltinin kor olarak kullanildig1 UV-spektrofotometrisi yontemiyle incelenmistir.
Bu analizde 1.03x107 - 3.60x10” M derisim araligindaki nimodipin ¢ozeltisinin
absorbans degerleri 200-400 nm dalga boyu araliginda kaydedilmistir. Elde edilen
UV spektrumu Sekil 2°de verilmektedir.
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Sekil 2. %50 Metanol icerisindeki 1.03x107° - 3.60x10"> M Derisim Arahgindaki NIM
Cozeltisinin 200-400 nm Arahgindaki UV-Spektrumu
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Spektrumdan da goriildiigii iizere nimodipinin en yiiksek absorbansi 238 nm’de
verdigi gozlenmis ve AEA analizlerinde kullanilacak dalga boyu 238 nm olarak
secilmistir.

AEA’da en uygun pik sinyallerinin elde edildigi akis hizinin belirlenmesi,
optimizasyonda onemli olan bir bagka parametredir. Nimodipin pik sinyallerine
akis hizinin etkisi, 0.1-2.0 mL.dk™" akig hizt aralifinda incelenmistir. Bu akis hizi
araliginda elde edilen pik alan1 degerleri Sekil 3’de verilmektedir.
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Sekil 3. Akis Hizimin NIM Pik Alanlarma Etkisi (1.03x10™ M)

Akis hizindaki artisla pik alaninin azaldigr goriilmektedir (Sekil 3).

Akis hizinin belirlenmesinde elde edilen sonuglara gore, kantitatif tayine olanak
saglayacak uygun akis hizi degerinin 1.4 mL.dk' oldugu saptanmis ve
calismanin deneysel kisminin devaminda bu akis hiz1 degeri kullanilmistir.

Optimizasyon isleminde incelenen bir bagka parametrede pH’1n pik alanina olan
etkisidir. Bu etkinin incelenmesinde asetat tamponu ve fosfat tamponu tasiyici
¢ozelti olarak kullanilarak %50 metanol icerecek sekilde hazirlanan 1.03x10° M
nimodipin ¢dzeltisinin 1.4 mL.dk™" akis hizinda ve 238 nm dalga boyundaki pik
sinyalleri alinmustir.
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Sekil 4. pH’min NIM Pik Alanlarina Etkisi

pH’ nin pik alanlaria olan etkisinin incelenmesi sonucunda, yukaridaki sekilde
de goriildiigii gibi pH> nin 1, 2 ve 3 degerlerinde alan farkinin ¢ok az olmasi
nedeniyle en uygun pH degerinin 2 oldugu sonucuna varilmistir. Bu nedenle
deneysel kisimda pH=2 kullanilmistir.

AEA’nin optimizasyonu igin yapilan ¢alismalar sonucunda, 1.4 mL.dk™ akis hizi,
238 nm dalga boyu ve %50 metanol ¢oziicli sisteminin kantitatif analiz i¢in en
uygun kosullar oldugu belirlenmistir. Bu kosullar altinda validasyon c¢aligmalari
gergeklestirilmistir.

Siirekli Akis Enjeksiyon Analizi Yonteminin Validasyonu
Siirekli akig enjeksiyon analizinin kesinligi

AEA yonteminin kesinliginin incelenmesi amaciyla derisimindeki ¢ozelti ardigik
3 giin siire boyunca analiz edilmistir.

Yontemin tekraredilebilirligini  6lgmek amaciyla 3 ayri giin 2.06x10° M
derisimdeki nimodipin ¢6zeltisi AEA sistemine enjekte edilmis ve elde edilen
sinyaller istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Elde edilen veriler Cizelge 1°de
verilmektedir.
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Cizelge 1. Siirekli Akis Enjeksiyon Yonteminin Giinici ve Giinlerarasi Tekraredilebilirlik

Sonuclari
Giin I¢i Ortalama Kesinlik Glinlerarasi
2.06x 10° M I gin 1T giin T11 giin Kesinlik
nimodipin (n=8) (n=8) (n=8) (n=24)
Ortalama Pik Alani 301276 302115 303290 302227
Standart Sapma 4830 4463 4453 4462
% Bagil Std. Sapma 1.60 1.48 1.47 1.48
Standart Hata 1708 1578 1574 910.7
Giliven Araligi (0=0.05) | + 4038 + 3731 + 3723 + 1884

Siirekli akig enjeksiyon analizinin dogrusallig1

Nimodipin’in 1.03x107 - 3.08x10° M derisim araliginda 5 ayri ¢dzeltisi ve
yontemin dogrusalligini incelemek amaciyla, siirekli akis enjeksiyon sistemine
enjekte edilmistir. Glinici ve gilinlerarasi tekraredilebilirligi gostermek i¢in 3 giin
boyunca belirtilen konsantrasyon araliginda ii¢ ayr1 set ¢ozelti hazirlanarak

sistemde pik sinyalleri kaydedilmistir.

AEA ile analiz edilen ¢ozeltilerin derigim-sinyal iliskisi Sekil 5’de verilmistir.

L1 .

L

al

Sekil 5. NIM’in 1.03x10°° - 3.08x10"> M Derisimler Arasindaki Cozeltilerinin Optimum

Kosullarda Elde Edilen Sinyalleri
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Elde edilen veriler Cizelge 2’de verilmektedir.

Cizelge 2. NIM’in 1.03x107 - 3.08x10 M Derisim Araligindaki Cozeltilerinin
Optimum Kosullarda Elde Edilen Sinyallerinin Dogrusallig:

Giinigi Giinlerarasi
I glin (n=5) IT giin (n=5) III giin (n=5) Timgiinler
(n=15)
Egim, a 1,64x10° 1,61x10° 1,53x10° 1,59x10°
Kesim, b 17610 18640 20726.93 18991.45
Korelasyon
Katsayist, r 0.998 0.999 0.999 0.998
Regresyon
denkleminin 923.9 837.7 463.9 535.1
standart
sapmasi, Sr
Egimin %
bagil standart | 4 54 17 3,85x107 2,13x107 2,46x107
sapmasi, Se
Giiven aralig1
(p<0.05) +1,35x10™ | +1,23x10™ | +0,68x10™ | +0,53x10™

Nimodipin derisimi ve pik alam1 yamiti arasindaki dogrusal iligkiyi incelemek
amaciyla yapilan istatistiksel hesaplamalarda, nimodipinin tabletlerdeki miktar
tayinine uygun olacak sekilde, yiiksek korelasyon katsayisina sahip, kesim degeri
sifira yakin dogrusal esitlikler elde edilmistir.

Siirekli akig enjeksiyon analizinin saptama ve tayin siniri

Yontemin saptama sinirt (LOD) ve tayin alt sinirt (LOQ), ICH uygulamalarina
uygun olarak kalibrasyon esitliginin e§imi ve kesim degerinin standart sapmasi
kullanilarak hesaplanmistir. Kesimin standart sapmasimin egime oraninin
kullanildig1 hesaplamalarda elde edilen oran degeri saptama sinir1 i¢in 3.3, tayin
siir1 i¢in ise 10 ile carpilmistir. Hesaplamada kullanilan istatistiksel veriler
dogrusalligin giinler arasi ¢alismalarindan elde edilmistir. Bu yolla hesaplanan
LOD ve LOQ degerleri Cizelge 3’de verilmistir.
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Cizelge 3. Yontemin Saptama Sinir1 ve Tayin Alt Sinir1 Degerleri

1.set (n=5) 2.set (n=5) 3.set (n=5) Ortalama(n=1
5)
Aralik (M) 1.03x107 - 3.08x107
Kesim SS +923.9 +837.7 +463.9 +535.1
Egim 1,64x10° 1,61x10° 1,53x10° 1,59x10°
LOD (M) 1.85x10°° 1.71x10° 1.00x10° 1.11x10°
LOQ (M) 5.62x10° 5.19x10° 3.04x10° 3.36x10°

LOD: Limit of detection (Saptama sinir1); LOQ: Limit of quantitation (Tayin alt
sinir1)

Siirekli akig enjeksiyon analizinin tabletlere uygulanmasi

AEA yonteminin uygulamasi, hazirlanan 30 mg nimodipin igerdigi bilinen
farmasotik tablet Orneklerinde miktar tayini yapilarak gdosterilmistir. Tablet
orneklerinin analizi deneysel bolimde anlatildig1 sekilde hazirlanarak optimum
kosullarda yapilmistir. Analiz bitiminde elde edilen sonuglar, dogrusallik
boliimiinde agiklanan giinlerarast esitlikte yerine koyularak nimodipin igeren
tabletlerdeki miktarlar ve yiizdeleri hesaplanmistir. Tablet bilesenlerinden
kaynaklanan ve 6l¢iimleri etkileyecek diizeyde girisim gézlenmemistir.

USP XXIV (2000)’de, birim etkin madde igerigi i¢in saglanmas1 gereken kosullar
bildirilmektedir. Farmakopeye gore, 10 adet tablet dl¢limii yapilmasinin altindan
etken madde iceriginin %85-115 araliginda bulunmasi ve Ol¢liimiin % bagil
standart sapma degerinin ise % 6’dan az veya esit olmas1 gereklidir. Gelistirilen
yontemle yapilan dlciimlerde Nimotop” tablet icerigi farmakopenin gerektirdigi
aralikta bulunmustur. Olgiimlerin % bagil standart sapma degeri % 6’dan azdur.
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Cizelge 4. Siirekli Akis Enjeksiyon Analizi ile NIM’in Farmasotik Tabletlerindeki
Miktar Tayini Sonuclar:

Deney No NIM (mg) % NIM
1 30.24 100.8
2 29.16 97.2
3 29.82 99.4
4 29.73 99.1
5 29.43 98.1
6 29.91 99.7
7 30.12 100.4
8 30.06 100.2
Ortalama 29.81 99.36
Standart Sapma 0.364 1.213
% Bagil Standart Sapma 1.22 1.22
Gtliven Araligi (p=0.05) + 0.30 +1.01

Nimodipin’in UV-Spektrofotometrik Yontemle Analizi
UV-Spektrofotometri yonteminin dogrusalligi

Ilag igerisindeki etken madde tayininde yaygin olarak kullanilan ydntemlerden
biri de spektrofotometridir (Altiokka ve Atkosar, 2001; Altiokka ve ark., 2002).
AEA ile yapilan tablet igerisindeki nimodipin tayini sonug¢larmin dogrusalligini
karsilagtirmak i¢in UV-Spektrofotometrik yontem kullanilmastir.

Spektrofotometrik yontemle yapilan ¢alismalarda nimodipinin %50 metanol ile
hazirlanmis olan ¢ozeltisi kullanilmistir.  UV-Spektrofotometrik  6l¢timlerde
maddenin maksimum absorbans verdigi dalga boyunu belirleyebilmek amaciyla
200-400 nm dalga boyu araliginda kuartz kiivetler kullanilarak incelenmistir. Kor
olarak %50 metanoliin kullanildig1 c¢aligmada dalga boyu 238 nm olarak
belirlenmistir.

Nimodipin’in 1.03x107 - 3.60x10° M derisim araliginda UV-Spektrofotometrik
calisma sonucu elde edilen veriler Cizelge 5’de verilmektedir.
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Cizelge S. 1.03x10°-3.60x10° M Derisim Arahigindaki Cozeltilerinin Optimum
Kosullarda Elde Edilen Sinyallerinin Dogrusalli:

Giinigi Giinlerarasi

I glin (n=6) IT giin (n=6) III giin (n=6) Tiim giinler

(n=18)
Egim, a 26680 27210 27620 27170
Kesim, b 0.042 0.043 0.044 0.043
Korelasyon 0.999 0.999 0.999 0.998
Katsayist, r
Regresyon
denkleminin
standart sapmast, 0.0075 0.0076 0.0078 0.0082
Sr
Egimin % bagil
;t:nda“ Sapmasl, | 3053 311.4 316.1 335.0
Giiven arali81
(p<0.05) + 850 + 860 + 880 + 710

UV-Spektrofotometrik yontemin Nimodipin iceren tabletlere uygulanmasi

Nimodipin’in farmasétik tabletlerinde UV-Spektrofotometrik tayini icin, tablet
numuneleri deneysel boliimde tarif edildigi gibi hazirlanarak 238 nm dalga
boyunda incelenmistir. UV-Spektrofotometrik yontem ile elde edilen tablet
analizi sonuglari, Cizelge 6’da sunulmaktadir.
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Cizelge 6. UV-Spektrofotometrik Yontem ile NIM’in Farmasotik Tabletlerindeki
Miktar Tayini Sonuclar:

Deney No NIM (mg) % NIM

1 30.36 101.2

2 29.04 96.8

3 29.76 99.2

4 29.49 98.3

5 29.28 97.6

6 29.82 99.4

7 30.33 101.1

8 30.15 100.5

Ortalama 29.78 99.26
Standart Sapma 0.487 1.623

% Bagil Standart Sapma 1.64 1.64
Gtiven Araligi(p=0.05) +0.41 +1.35

Siirekli Akis Enjeksiyon Analizi ve UV-spektrofotometrisi Tablet Analiz
Sonuclarimin Karsilastirilmasi

Gelistirilen AEA ile elde edilen tablet analiz sonuclari, standart bir yontem olan
UV-spektrofotometrik yontem sonuglar1 ile karsilastirnllmistir. Yontemlerin
dogrulugunu karsilagtirmak icin t-testi ve kesinligi karsilastirmak i¢in F-testi
kullanilarak,  sonuglar %95 6nem  diizeyinde  istatistiksel  olarak
degerlendirilmistir. Bu degerlendirme sonuglar1 Cizelge 7°da verilmektedir.

Cizelge 7. Siirekli Akis Enjeksiyon Yontemi ile UV-spektrofotometrik Yontemin

Karsilastirmasi
AEA UV-spektrofotometri
Ortalama (n=8) 29.81 29.78
Standart sapma 0.364 0.487
% Bagil standart sapma 1.22 1.64
t-testi (p<0.05) 0.55 Tablo ty¢5=2.36
F testi (p<0.05) 0.46 Tablo Fy¢s=3.44
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Kesinlik ve dogruluk acisindan karsilagtirmasi yapilan AEA ile elde edilen
tablet  igerigi sonuglariyla, standart  yontem  olarak  kullanilan
UV-spektrofotometrik yontem sonuglar1 arasindaki farkin %95 6nem diizeyinde
istatistiksel olarak 6nemsiz oldugu sonucuna varilmistir.

SONUC ve ONERILER

Gergeklestirilen akis enjeksiyon analizi ile tabletler igerisindeki nimodipinin
analizi cabuk, ucuz ve hassas bir sekilde gerceklestirilmistir. Birden fazla
komponent icermeyen bilesiklerin 6zelliklede ilaglarin analizinde gelistirilen bu
yontem rutin kontrollerde basariyla kullanilabilecektir. Sonuglar yine rutin
analizlerde kullanilan UV spektrofotometrik yontemle karsilastirilmis istatistiksel
hesaplamalar yapilmistir. Ayrica validasyon ¢aligmalar1 da yapilarak yontem daha
giivenilir hale getirilmistir.

AEA sistemleri, uygulama ve kullanim kolayligi, yiiksek drnekleme frekansi ve
cok az oOrnek ve ¢ozelti harcamasiyla 6n plana ¢ikan ve giinlimiizde genis
uygulama alan1 bulabilen bir yontemdir. Ayrica analiz siiresinin kisa ve
duyarhiligin yiiksek olusu da yontemin {stiinliiklerindendir. Ayirma islemine
gerek gorlilmeyen analizler icin sinyaller ¢ok kisa siirede alinabilmektedir
(Altiokka ve ark., 2006; Altiokka ve Altiokka, M., 2002; Atkosar ve Altiokka,
2006; Can ve Altiokka, 2005).

Gelistirilen AEA yonteminin s6z edilen 6zelliklerinin yam sira kesin ve duyarh
bir yontem oldugu da gosterilmistir.

AEA, gecerli bir yontem olan UV-spektrofotometri ile karsilastirilmistir. t- ve F-
testi sonuglarina dayanarak yontemler arasindaki farkin %95 6nem diizeyinde
istatistiksel olarak 6nemsiz oldugu sdylenebilir. Ayrica yontemin uygulamasi
sirasinda  elde edilen tabletlerdeki nimodipin igerikleri USP XXIV
farmakopesinde verilen kosullarini saglamaktadir (United States Pharmacopoeia
XXIV, 2000).
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