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OZET

Calismamizda antihipertansif etkili ilag etken maddeleri, Olmesartan medoksomil
ve Hidroklorotiyazid ve bu etken maddelerin safsizliklarinin ayni anda tayinleri
amaciyla bir Agilent 1100 serisi HPLC ydntemi geligtiriimis ve valide edilmigtir.
Calismada hareketli faz olarak 0,020 M NaH2POas ¢ozeltisi ve asetonitril ile bir
gradient akig sistemi olusturulmustur. Sabit faz olarak Agilent Zorbax Sb-C18
(4,6X150 mm, 5 pum) kolon secilmistir. UV dedektor dalga boyu 215 nm'ye
ayarlanmigtir. Kolon sicakligi 25°C, otomatik ornekleyici sicakligi ise 25°C’dir. Her
¢ozelti icin enjeksiyon hacmi 4,0 yL’dir. Cézicu olarak asetonitril kullaniimistir.
Olmesartan medoksomil, Olmesartan medoksomil safsizlik A, Olmesartan
medoksomil safsizlik B, Hidroklorotiyazid, Hidroklorotiyazid safsizlik A,
Hidroklorotiyazid safsizlik B pikleri icin alikonma zamanlari sirasiyla 10,49; 15,87,
21,98; 5,29; 4,87 ve 4,60 dakikadir. Olmesartan medoksomil ve Hidroklorotiyazid
icin % geri kazanim sonuglar sirasiyla %93,3 ve %99,0 olarak hesaplanmigtir.
Dedeksiyon Limiti degerleri Olmesartan medoksomil, Olmesartan medoksomil
safsizlk A, Olmesartan medoksomil safsizlk B, Hidroklorotiyazid,
Hidroklorotiyazid safsizlik A, Hidroklorotiyazid safsizlik B igin sirasiyla 0,07 pg/mL;
0,10 pg/mL; 0,20 pg/mL; 0,40 pg/mL; 1,40 pg/mL ve 0,76 pg/mL’dir. Sonucta
Olmesartan medoksomil, Hidroklorotiyazid ve safsizliklarinin tayinlerinde
kullanilabilecek hizli, segici, dogru, tekrarlanabilir ve duyarh bir tayin yontemi
gelistirilmigtir.

Bilim Kodu :1.004

Anahtar Kelimeler :Olmesartan medoksomil, Hidroklorotiyazid, Safsizlik, Yiksek
Basingli Sivi Kromatografisi
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ANALYSIS OF OLMESARTAN MEDOXOMIL, HYDROCHLOROTHIAZIDE, AND
RELATED IMPURITIES IN PHARMACEUTICAL DOSAGE FORMS BY HPLC

(M. Sc. Thesis)
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ABSTRACT

In this study, an analytical method for Olmesartan medoxomil, Hydrochlorothiazide,
and related impurities in antihypertensive drugs was developed and validated. An
Agilent 1100 series HPLC system was used for quantitative analysis. The
analytical column used in these experiments was Agilent Zorbax Sb-C18 5 um 4,6
x 150 mm and its temperature had been kept at 25°C. Gradient elution was
performed and the mobile phase consists of 0,020 M NaH2PO4 and acetonitrile.
Samples were solved in acetonitrile and 4 pL was found to be the optimum
injection volume providing repeatable injections. The elution was monitored at 215
nm by an Agilent UV diyote-array detector. The retention times of Olmesartan
medoxomil, Olmesartan impurity A, Olmesartan impurity B, Hydrochlorothiazide,
Hydrochlorothiazide impurity A, and Hydrochlorothiazide impurity B were 10,49;
15,87; 21,98; 5,29; 4,87 ve 4,60 respectively. The recovery of Olmesartan
medoxomil and Hydrochlorothiazide were 93,3 and 99,0%. The limit of detection
(LOD) for Olmesartan medoxomil, Olmesartan impurity A, Olmesartan impurity B,
Hydrochlorothiazide, Hydrochlorothiazide impurity A, and Hydrochlorothiazide
impurity B were 0,07; 0,10; 0,10; 0,40; 1,40 and 0,76 pug/mL respectively. On the
basis of obtained results, it can be said that the analytical HPLC method
for Olmesartan medoxomil, Hydrochlorothiazide, and related impurities is fast,
selective, accurate, repeatable, and sensitive.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmig bazi simgeler ve kisaltmalar, agiklamalari ile birlikte

asagida sunulmustur.

Simgeler Aciklama

mEq Miliekivalent

mm Hg Milimetre Civa

Rs Rezolusyon (Kolon Ayirma Gucu)
HPLC Yuksek performansli sivi kromatografisi
Mm Mikrometre

uv Ultraviyole

g Gram

Hg Mikrogram

ng Nanogram

PTFE Poli tetra floro etilen

dak. Dakika

nm Nanometre

ppm Parts per million

M Molar

ML Mikrolitre

LOQ Limit of Quantitation

LOD Limit of Detection

Dt Herhangi bir t zamaninda bulunan pik alani
Di Baslangigta bulunan pik alani

k’ Kapasite faktori

a Secicilik faktoru

N Tabaka sayisi

H Tabaka ylUksekligi

HCT Hidroklorotiyazid

OLM Olmesartan medoksomil






1. GIRIS

Hipertansiyon, kardiyovaskuler hastaliklar icinde en yaygin olanidir. Calismamizda
hipertansiyon  tedavisinde kullanilan ve Olmesartan medoksomil ve
Hidroklorotiyazidi birlikte iceren farmasotik tabletlerde etken madde ve

safsizliklarin tayinleri planlanmistir.

Olmesartan medoksomil hipertansiyon tedavisinde kullanilan anjiyotensin I
reseptor antagonisti bir ila¢ etken maddesidir. Hem hipertansif ve hem de
normotansif hastalarda, arteriyel kan basincini dusurur. Hidroklorotiyazid ise yine
hipertansiyon tedavisinde kullanilan ve “Dilretikler” sinifinda yer alan bir ilac
etken maddesidir. Dilretikler, buatun hipertansiyon sekillerinde gerek sistolik ve
gerekse diyastolik kan basincini dusurarler. Bu iki etken maddenin birlikte
verilmesi kan basincini, bu etken maddelerin her birinin tek basina yaptigindan

cok daha guglu bir sekilde dusurir.

Calismamizda Olmesartan medoksomil ve Hidroklorotiyazid iceren farmasotik
tabletlerde bu etken maddeler ve safsizliklarinin tayinleri amaciyla duyarli, dogru,
tekrarlanabilir ve hizli bir Yuksek Basingh Sivi Kromatografisi Yontemi

geligtiriimesi ve valide edilmesi planlanmigtir.






2. GENEL BILGILER

2.1. Hipertansiyon

Hipertansiyon, kardiyovaskuler hastaliklar iginde en yaygin olanidir. Arteriyel kan
basincinin yukselmesi damar ¢eperinde patolojik degisikliklere ve sol ventrikilde
hipertrofiye neden olur. Hipertansiyon inmelerin en temel nedenidir; koroner arter
hastaligina yol agar, sonugta miyokard infarktisu ve ani kalp durmalari neden olur;
kalp yetmezligi, bobrek yetmezligi ve dissekan aort anevrizmasi gibi patolojilerin

gelisimine de katkida bulunur [1].

Hipertansiyon esansiyel ve sekonder olarak ikiye ayrilir. Temel nedeni belli
olmayan esansiyel hipertansiyon, olgularin yaklagik %95’ini olusturur. Olgularin
geri kalan %5’inde hipertansiyon; basta bazi bdébrek hastaliklari, renovaskuiler
hastaliklar ve bazi endokrin hastaliklar olmak Uzere arteriyel kan basincini
yukselttigi bilinen primer patolojik bozukluklara baghdir. Kombinasyon tipi oral
kontraseptif haplar, kortikosteroidler, siklosporin, MAO inhibitdrleri, eritropoitein ve
sempatomimetik ilaclara veya efervesan haplar iginde asin sodyum alinmasina

bagl olarak ilaca-bagimli gecici sekonder hipertansiyon da gelisebilir [2].

Esansiyel hipertansiyonda kan basinci yukselmesi total periferik damar
rezistansinin yikselmesine baglidir; ancak az sayidaki bazi olgularda kalp debisi
veya dolasan kan hacmi de vyukselmis olabilir. Esansiyel hipertansiyonun

patojenezinde heredite; olgularin yariya yakin bir bolumudnde rol oynar [2].

Esansiyel hipertansiyon uzun yillar semptomsuz veya komplikasyonsuz olarak
seyreder; bu sirada hastaligin tek gdstergesi diyastolik ve/veya sistolik kan
basincinin yukselmis olmasidir. Daha sonra, uzun suren kan basinci yuksekliginin
uc-organlarin (kalp, bobrek ve beyin gibi) arterleri, diger yapilar ve myokard
Uzerindeki zararli etkisine baglh olarak yukarida sayilan ciddi komplikasyonlar
ortaya c¢ikmaya baslar. Hipertansiyonun gelisme hizi bireyler arasinda buyulk
degiskenlik gosterir. Semptomsuz donemde hastaya tedaviyi benimsetmek gug

olur; bu nedenle hipertansiyon tedavisinde uyung sorunu dnem kazanir [2].



Cesitli Ulkelerde arteriyel hipertansiyonun erigkinlerde nifus iginde gorulme sikligi
(prevelansi) %15-30 kadardir. 40 yasin altinda seyrek gorulur; 40 yasin Ustunde
prevelans yas ile orantili bir sekilde artar ve 65 yasin Ustunde %50’yi geger. 1993
yilinda 25-65 yas grubunda 4.034 kiside yaptirilan bir taramada 46 yasin
ustindekilerde diyastolik basing yukselmesi (91 mm Hg veya daha fazla) %22
oraninda ve sistolik kan basinci yukselmesi (145 mm Hg veya daha fazla) 45-56

yas arasinda %30 ve 56 yasin ustinde %55 oraninda bulunmustur [2].

Esansiyel hipertansiyonun patojenezi ¢ok faktorli ve karmasiktir. Genetik faktorler,
dolayisiyla kalitimin 6nemi vardir. Patojenezde rol oynayan diger faktorler
sunlardir: (i)Renin-anjiotensin sistemin asiri etkinligi (ancak dusuk etkinlik durumu
yani hipereninemi halinde de gelisebilir), (ii)Sempatoadrenal sistemin asiri etkinligi
(cok ©zel durumlarda rol oynayabilir), (iii))Sodyum atiliminin (natriirezis’in)
bozulmasi (arteriyel kan basincinin yukselmesi ve viucutta sodyumun ve sivi
hacminin artmasi normalde bdbrekten sodyum atilimini artirarak kan basincini
normal dizeyde tuttugu halde bazi hipertansiyonlularda bu durumda natriurezis
yeterince artmaz), (iv)Baroseptorlerin basinca duyarliiginin azalmasi sonucu
barostat'in yiiksek basing diizeyine ayarlanmis olmasi (v)intraseliiller Na* ve Ca?*
diizeyinin artmasi: Damar diiz kaslarinda Na*-Ca?* deg@istokusunun ve ayrica Na*-
K* degistokusunun bozulmasi hiicre icinde Na* ve Ca?" dizeyini artirarak
arteriyolleri surekli buztulme durumuna sokabilir. (vi)Obezite, insiline rezistans ve
hiperinsulinemi, metabolik sendrom, potasyum aliminin azalmasi, diyette sodyum

alimmin artmasi (bazi hastalarda) kan basinci yukselmesine yatkinlik yaratabilir.

Antihipertansif ilaclar, vazodilator etkilerini olusturma mekanizmalari ve primer etki
yerlerine gbre 8 gruba ayrilirlar:

l. Diuretikler

lI.  Anjiotensin donustlrict enzim inhibitorleri ve anjiotensin reseptor blokorleri
lll. Kalsiyum kanal blokérleri

V. Adrenerjik reseptor blokorleri

V. Adrenerjik néron blokdrleri

VI. Santral etkili sempatolitik ilaglar ve diger sempatolitikler

VII. Direkt etkili vazodilatérler ve potasyum kanali agici ilaglar

VIIl. Sadece hipertansif kriz tedavisinde kullanilan ilaglar][ 2].



2.2. Olmesartan medoksomil (OLM)

2.2.1. Kimyasal ve fiziksel dzellikleri
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Sekil 2.1. Olmesartan medoksomilin kimyasal yapisi

Kimyasal adi: (5-metil-2-okso-2H-1,3-dioksol-4-il)metil 4-(2-hidroksipropan-2-il)-2-
propil-1-({4-[2-(2H-1,2,3,4-tetrazol-5-il)fenil[fenil}metil)-1H-imidazol-5-karboksilat

Kapali formiilii: C29H30NeOs

Molekul agirligr: 558,585 g/mol

Coziindrltgd: Pratikte suda ¢c6ziinmez, metanolde kismen ¢6zinar.

Rengqi : Beyaz veya hemen hemen beyaz

Formu: Kristal toz [3].



2.2.2. Farmakolojik dzellikleri

Olmesartan medoksomil hipertansiyon tedavisinde kullanilan ilag etken
maddelerindendir. Hem hipertansif ve hem de normotansif hastalarda, arteriyel
kan basincini, tedavinin baglangicinda varolan anjiotensin etkinliginin buyuklugu

ile orantili bir derecede dusurar [2].

Olmesartan hipertansiyon tedavisinde kullanilan bir anjiyotensin Il reseptor
antagonistidir. Diger anjiyotensin |l reseptor antagonistleriyle karsilastirildiginda,
Olmesartan medoksomil oral yoldan verilen ve gastrointestinal absorbsiyonu
sirasinda Olmesartana donusen bir 6nilag (prodrog)'dur dur. Karacigerde daha ileri
duzeyde metabolize olmaz, sitokrom P-450 etkilesmeleri gostermez, safra ve renal
yolla elimine edilir. Arastirmalar glinde bir kez verilen 20 mg O/lmesartanin sistolik
kan basincinda yaklagik ortalama 15 mm Hg ve diyastolik kan basincinda 12 mm
Hg azalma sagladigini ortaya koymustur. Glinde bir kez 20-40 mg dozda verilen
Olmesartan gunlik tek doz halinde verilen 50-100 mg Losartanla
kargilastinldiginda diyastolik kan basincini anlamli dlgide daha fazla dusarur.
Kargilagtirmali bir diger caligmada, Olmesartanin baglangi¢ dozunun diyastolik
kan basincini diigtirme bakimindan Losartan (50 mg), irbesartan (150 mg) ve
Valsartan (80 mg) gibi diger anjiyotensin Il antagonistlerinin baglangi¢c dozlarina
gore daha etkili azalma sagladigi ileri surtlmagstir. Olmesartan anjiyotensin
Donusturicu Enzim (ACE)'yi inhibe etmedidi icin bradikinin birikimine neden
olmaz; bu nedenle, teorik olarak ACE inhibitorlerinin neden oldugu asir bradikin
birikimi ile iligkili oldugu ileri surllen 6ksurtuk ve anjiyoédeme yol agmaz. Buna
ragmen, anjiyotensin Il reseptér antagonistlerinin nadiren anjiyoddeme neden
olduklari bildirilmistir. Diger anjiyotensin Il reseptdr antagonistleri gibi, Olmesartan
da kan glukoz veya lipit metabolizmasini 6nemli dlgude etkilemez. Olmesartan
(Benicar®) ABD'de FDA tarafindan Nisan 2002'de onaylanmistir. Turkiye'de
hipertansiyon indikasyonu icin Saglik Bakanligi'nca 20 Temmuz 2005'te

onaylanmistir.



Etki mekanizmasi

Olmesartan anjiyotensin II'yi vaskiler diz kasta bulunan AT:1 reseptor alt tipini
bloke ederek antagonize eder. AT1 ve ATz olmak Uzere iki anjiyotensin reseptori
tanimlanmistir; Olmesartanin ATi reseptorine olan afinitesi ATz reseptoriine
kiyasla 12.500 kat daha fazladir. ATz reseptor alt tipinin kardiyovaskuler
homestaza aracilik ettigi gdsterilememistir. Anjiyotensin |l, renin-anjiyotensin
sisteminin esas vazoaktif hormonudur; hipertansiyon ve konjestif kalp

yetmezliginin patofizyolojisinde énemli rol oynar.

Potent bir vazokonstriktor olmanin yani sira, anjiyotensin Il, aldosteron sentez ve
saliverilmesinin uyarilmasi, kalp stimilasyonu ve renal sodyum absorbsiyonu gibi
etkiler de gosterir. Olmesartan, anjiyotensin II'nin etkisini bloke ederek, kalp
hizinda belirgin bir degigiklik olmaksizin sistemik vaskuler rezistansi azaltir.
Olmesartanin AT1 reseptorlerini bloke etmesine yanit olarak dolagimdaki renin ve
anjiyotensin Il duzeyleri yukselir, fakat bu artiglar Olmesartanin hipotansif etkisini
ortadan kaldiramaz. Olmesartan anjiyotensin donusturtici enzim (ACE)'yi inhibe
etmedigi igin bradikinin yikihmini inhibe etmez. ACE inhibitorlerine benzer gekilde,
anjiyotensin Il antagonistleri sol ventrikul hipertrofisini azaltir, insulin rezistansinin
kétilesmesine veya lipid profilinin bozulmasina yol agmaz ve genelde seksuel

disfonksiyona neden olmaz.

Farmakokinetik

Olmesartan medoksomil oral yoldan kullanilir. Gastrointestinal sistemden
absorbsiyonu sirasinda hizla ve tam olarak Olmesartana donustirallir (de-
esterifiye edilir). Olmesartanin mutlak biyoyararlanimi yaklasik %26'dir. Doruk
konsantrasyonlarina dozun alinmasindan yaklasik 2 saat sonra ulasir. Besinler
biyoyararlanimini etkilemez. Olmesartan plazma proteinlerine ylksek oranda
(%99) baglanir. Olmesartan bifazik olarak elimine edilir ve terminal eliminasyon
yari omru yaklasik 13 saattir. Glinde tek doz halinde verildiginde kararli duzeylere
35 gunde ulasir ve plazmada birikmez. Verilen dozun hemen hemen yarisi (%35-

50) idrarla atilirken, geri kalani safraya yoluyla feges i¢inde elimine edilir.



Ozel popllasyonlar: Olmesartanin farmakokinetigi yasli ve 65 yasindan daha geng
hastalar arasinda farklilik gostermez. Orta duzeyde hepatik yetmezligi olan
hastalarda Olmesartanin egrinin altinda kalan alan (AUC) degeri normal
kontrollere kiyasla %60 daha yuksektir. Agir hepatik yetmezligi olan hastalarda

arastirilmamistir [4].



2.2.3. Safsizliklar

Olmesartan trifenil karbinol (OLM safsizlik A)
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Sekil 2.2. Olmesartan trifenil karbinoliin kimyasal yapisi

Kimyasal adr: (5-metil-2-okso-1,3-dioksolen-4-il) metoksi-4-(1-hidroksi-1-metiletil)-
2-propil-1-{4-[2-(tetrazol-5-il)-fenil] fenilmetilimidazo-5 karboksilat) trifenilkarbinol

Kapali formili: CasH44N6Os6

Molekul agirhigir: 764,87 g/mol
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Olmesartan tritil (OLM safsizlik B)

Sekil 2.3. Olmesartan tritilin kimyasal yapisi
Kimyasal ads: (5-metil-2-okso-1,3-dioksol-4-il)metil-4-(1-hidroksi-1-metiletil)-2-
propil-1-[[2'-[(2-trifenilmetil)-2H-tetrazol-5-il]bifenil-4-iljmetil]-1H-imidazol-5-

karboksilat [5].

Kapali formilii: CasH44N6sOs

Molekul agirhigi: 800,9 g/mol
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Olmesartan asit

HsC
HO

Sekil 2.4. Olmesartan asitin kimyasal yapisi

Kimyasal adr: 4-(1-Hidroksi-1-metiletil)-2-propil-1-[[2’-(1H-tetrazol-5-il)[1,1’-bifenil]-
4-illmetil]-1H-imidazol-5-karboksilik asit [3].

Kapali formiliu: C24H26NeO3

Molekal agirhigi: 446,5 g/mol
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Olmesartan lakton

Sekil 2.5. Olmesartan laktonun kimyasal yapisi

Kimyasal adr: 4,4-dimetil-2-propil-1-({4-[2-(2H-1,2,3,4-tetrazol-5-il)fenil[fenil}metil)-
1H,4H,6H-furo[3,4-d]imidazol-6-on [5].

Kapali formili: C24H23N6O2

Molekul agirhigr: 427,478 g/mol
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2.3. Hidroklorotiyazid (HCT)

2.3.1. Kimyasal ve fiziksel dzellikleri

H
Cl N

HoN D: _NH
P N

Sekil 2.6. Hidroklorotiyazidin kimyasal yapisi

Kimyasal ad:: 6-kloro-3,4-dihidro-2h-1,2,4-benzotiadiazin-7-silfonamid-1,1-dioksit

Kapali formili; C7HsCIN304S:2

Molekul agirhigi: 297,74 g/mol

Cozunurlugd: Suda az ¢éziundr, metanolde kismen ¢ézunur, asetonda ¢ozundar.

Renqi: Beyaz veya hemen hemen beyaz.

Formu: Kristal toz [6, 7].

2.3.2. Farmakolojik dzellikleri

Hipertansiyon tedavisinde kullanilan ve “Dilretikler” sinifinda bulunan ilag etken
maddelerindendir. Dilretikler, butiin hipertansiyon sekillerinde gerek sistolik ve
gerekse diyastolik kan basincini dusurarler. Hafif hipertansiyon olgularinda tek
baglarina kullanildiklarinda, yaptiklari kan basinci dusmesi genellikle yeterli
derecede olur ve baska bir hipertansif ila¢ kullaniimasina gerek kalmayabilir. Orta
ve agir hipertansiyon olgularinda, diger bir gruptan bir antihipertansif ilacla birlikte

(kombine) kullanilirlar.
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Didretiklerin antihipertansif etki yapmalarinda esas olarak su ve tuz kaybi,
hipovolemi ve ekstraselltler sivi azalmasina (hacim deplasyonuna) neden olmalari

ve daha uzun surede gelisen vazodilatasyon rol oynar [2].

Hidroklorotiazid, tiazid grubu dilretiklerdendir. Tiazid yapil diuretikler renal distal
tubuluslardan sodyum ve klordr iyonlarinin reabsorbsiyonunu inhibe ederek
vucuttan su atiimini artinrlar. Natritretik etkilerine, sekonder potasyum ve
bikarbonat kaybi eslik eder ve bunun sonucunda hafif bir hipokalemik,
hipokloremik, metabolik alkaloz ortaya ¢ikar. Tiazidler kalsiyum ve Urik asit itrahini
da azaltirlar. Tiazidler genelde normal kan basincini degistirmezler. Dilretikler
kronik olarak alindiklarinda periferik vasktler direncte azalmaya neden olurlar.
Periferik ~ vaskuler direngte vyaptiklart azalmanin  kesin  mekanizmasi
bilinmemektedir; bununla birlikte, kan basincini dusurebilmeleri igin bobreklerden
uriner sodyum atilimi gerekir. Diuretiklerin baglangictaki kan basincini dugurucu
etkileri kalp debisini, plazma hacmini ve ekstraselller sivi hacmini dusurmelerine
baglidir. Sonunda kalp debisi normale doner, plazma ve ekstraselller sivi hacim
degerleri normalden hafifce duguk duzeylerde kalir, fakat periferik vaskuiler direng,
kan basincinin dusuk duzeyde kalmasina neden olacak sekilde duser. Tiazid
yapil diuretikler glomeruler filtrasyon hizini da azaltirlar; bu durum, renal zafiyeti
olan hastalarda diuretik ilacin efikasitesinin daha dusuk olmasina katkida bulunur.
Plazma hacmindeki degisiklikler plazma renin aktivitesinde ve aldosteron
salgilanmasinda artisa yol acar. Aldosteron salgilanmasindaki bu artis tiazid
ditretiklerle iligkili potasyum kaybina katkida bulunur. Dilretikler genelde sol
ventriktl hipertrofisini (LVH), glukoz toleransini ve lipid anomalilerini daha da

kotulestirebilirler.

Farmakokinetik

Hidroklorotiyazidin gastrointestinal kanaldan absorbsiyonu verildigi farmasotik
sekle ve verilen doza bagh olarak degiskenlik gosterir. Sistemik biyoyararlanimi
yaklasik %50-60'tir. Etkisi oral yolla verildikten 2 saat sonra baslar ve doruk etki
diizeyine 4 saatte ulasir. Toplam etki siresi 6-12 saattir. ila¢ plasentayi asar, fakat
kan-beyin engelini gegcemez. Anne slttune gecebilir. Hidroklorotiyazid metabolize
olmaz ve esas olarak idrarla degismeden atilir; verilen dozun %61'i 24 saatte

elimine olur[4].



2.3.3. Safsizliklarn

Klorotiazid (HCT Safsizlik A)

q 9
H2N—§ ﬁ—NHz
S 6
HoN Cl
Sekil 2.7. Klorotiazidin kimyasal yapisi
Kimyasal Adi: 4-Amino-6-kloro-1,3-benzendisulfonamid

Kapali formiilii: C7HeN3ClO4S:2

Molekiil agirligr: 295,72 g/mol

Salamide (HCT Safsizlik B)
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Sekil 2.8. Salamidin kimyasal yapisi

Kimyasal Adi: 4-amino-6-klorobenzen-1,3-distilfonamid

Kapali formiilii: CeHsCIN304S2

Molekiil agirligi: 285,73 g/mol
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HCT Safsizlik C

Kimyasal Adi: 6-kloro-N-[(6-kloro-7-sulfamil-2,3-dihidro-4-H-1,2,4-benzotiadiazin-
4-yl1,1-dioksid)metil]-3,4-dihidro-2H-1,2,4- benzotiadiazin-7-silfonamid,1-dioksid
[7].

2.4. Hipersar Plus Tabletle ilgili Genel Bilgiler

Hipersar Plus Tablet, kan basincinin duguralmesine yardimci olan iki farkl etken
madde (Olmesartan medoksomil ve Hidroklorotiyazid) igeren bir ilagtir ve Hipersar

Plus 28 ve 84 film tablet halinde kullanima sunulmustur.

Bu etken maddelerden Olmesartan medoksomil, anjiyotensin-ll reseptor
antagonistleri isimli bir ilac grubuna aittir. Bu ila¢g kan damarlarini gevseterek kan

basincini dusurdar.

Diger etken madde olan Hidroklorotiyazid ise idrar sokttrtcu (ditretikler) isimli bir

ilag grubuna aittir. idrara gikma sikh@ini artirir ve bu yolla kan basincini diigirdr.

Bu iki farkli etken maddenin birlikte verilmesi kan basincini, bu etken maddelerin

her birinin tek basina yaptigindan gok daha guglu bir sekilde dusurur [4].



2.4.1. Turkiye’de OLM ve HCT iceren preparatlar

Turkiye’de OLM ve HCT iceren preparatlar, Cizelge 2.1."de gosterilmistir.

Cizelge 2.1. Turkiye’de OLM ve HCT iceren preparatlar

Farmasotik Form igerik Firma
HIPERSAR PLUS FILM TABLET 20 mg Olmesartan medoksomil

20 mg/12.5mg 28 tablet/kutu 12,5 mg Hidroklorotiazid UFSA
HIPERSAR PLUS FILM TABLET 20 mg Olmesartan medoksomil

20 mg/12.5mg 84 tablet/kutu 12,5 mg Hidroklorotiazid UFSA
HIPERSAR PLUS FiLM TABLET 20 mg Olmesartan medoksomil

20 mg/25mg 28 tablet/kutu 25 mg Hidroklorotiazid UFSA
HIPERSAR PLUS FiLM TABLET 20 mg Olmesartan medoksomil

20 mg/25mg 84 tablet/kutu 25 mg Hidroklorotiazid UFSA
IMPROVE PLUS FiLM TABLET 20 mg Olmesartan medoksomil | ABDI
20 mg/12.5mg 28 tablet/kutu 12,5 mg Hidroklorotiazid IBRAHIM
IMPROVE PLUS FiLM TABLET 20 mg Olmesartan medoksomil  ABDI
20 mg/25 mg 28 tablet/kutu 25 mg Hidroklorotiazid IBRAHIM
OLGEN PLUS FiLM KAPLI TABLET 20 mg Olmesartan medoksomil

20 mg/12.5mg28 tablet/kutu 12,5 mg Hidroklorotiazid GENERICA
OLGEN PLUS FiLM KAPLI TABLET 20 mg Olmesartan medoksomil

20 mg/25 mg 28 tablet/kutu 25 mg Hidroklorotiazid GENERICA
OLMEDAY PLUS FiLM TABLET 20 mg Olmesartan medoksomil

20 mg/12.5mg 28 tablet/kutu 12,5 mg Hidroklorotiazid INVENTIM
OLMEDAY PLUS FiLM TABLET 20 mg Olmesartan medoksomil )
20 mg/25mg 28 tablet/kutu 25 mg Hidroklorotiazid INVENTIM
OLMETEC PLUS FILM KAPLITABLET | 20 mg Olmesartan medoksomil ' DAIICHI
20 mg/12.5mg 84 tablet/kutu 12,5 mg Hidroklorotiazid SANKYO
OLMETEC PLUS FILM KAPLITABLET | 20 mg Olmesartan medoksomil ' DAIICHI
20 mg/12.5mg 28 tablet/kutu 12,5 mg Hidroklorotiazid SANKYO
OLMETEC PLUS FiLM KAPLI TABLET 20 mg Olmesartan medoksomil DAIICHI
20 mg/25mg 84 tablet/kutu 25 mg Hidroklorotiazid SANKYO
OLMETEC PLUS FiLM KAPLI TABLET 20 mg Olmesartan medoksomil DAIICHI
20 mg/25mg 28 tablet/kutu 25 mg Hidroklorotiazid SANKYO
OLMYSAR PLUS FiLM KAPLI TABLET 20 mg Olmesartan medoksomil

20 mg/12.5mg 28 tablet/kutu 12,5 mg Hidroklorotiazid BiLiM
OLMYSAR PLUS FIiLM KAPLI TABLET 20 mg Olmesartan medoksomil o

20 mg/25mg 28 tablet/kutu 25 mg Hidroklorotiazid BILIM
OXAP PLUS FiLM TABLET 20 mg Olmesartan medoksomil

20 mg/12.5mg 28 tablet/kutu 12,5 mg Hidroklorotiazid ZENTIVA
OXAP PLUS FiLM TABLET 20 mg Olmesartan medoksomil

20 mg/25mg 28 tablet/kutu 25 mg Hidroklorotiazid ZENTIVA
OXAP PLUS FiLM TABLET 40 mg Olmesartan medoksomil

40 mg/12.5mg 28 tablet/kutu 12,5 mg Hidroklorotiazid ZENTIVA
OXAP PLUS FiLM TABLET 40 mg Olmesartan medoksomil

40 mg/25mg 28 tablet/kutu 25 mg Hidroklorotiazid ZENTIVA
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2.5. Analiz YOntemleri

Olmesartan ve Hidroklorotiyazidin fakli matrikslerde tayinleri amaciyla kullanilan

analiz yontemleri ve bu yontemlere iligkin bilgiler 6zetlenerek Cizelge 2.2., Cizelge

2.3. ve Cizelge 2.4.de gosterilmigtir.

Cizelge 2.2. Kromatografik analiz yontemleri

Kolon,
Boyut, g Cap,
Tarih/ Partikul Calisma
Kaynak | Matriks | Yontem Biiyiikligu Analit Aralig LOD LOQ
2011[3]
EP ) HPLC 4,6x100 mm OLM - ) )
2011[3] Headspace
EP ) GC 30 mX 0,53 mm OLM - ) )
2009[6] -
BP ) HPLC 4,6x100 mm HCT ) )
Zorbax SB-C8
Film 4,6x250 mm
2013[8] tablet HPLC-DAD 5um HCT 10-200 pg/mL | 0,12 pg/mL 0,40 pg/mL
Phenomenex Luna
4,6x250 mm 12,5-62,5
2013[9] Tablet HPLC-DAD 5 ym HCT pg/mL 0,03 pg/mL 0,10 pg/mL
XSelect RP18
250mmxX4,60mm
5 pm OLM 0,01 OLM 0,03
Cci18 png/mL png/mL
Film 250 mmX3 mm OoLM HCT 0,12 HCT 0,40
2013[10] | tablet LC-DAD 5 pum HCT 0,5-20 pg/mL | pg/mL pg/mL
C18
insan UPLC- 50mmX2,0mm 0,2-500
2013[11] | plazmasi MS/MS 1,7 ym OLM ng/mL 0,06 ng/mL 0,20 ng/mL
Acquity BEH C18
UPLC- 50mmX2,0mm 0,2-500
2013[12] | Idrar MS/MS 1,7 ym OLM ng/mL 1,3 ng/mL 4,0 ng/mL
C18
250mmx4,6mm 0,06-10,0
2013[13] | Tablet HPLC 5 ym OLM pg/mL 0,02 pg/mL 0,06 pg/mL
C18
insan UPLC- 100mmX4,6mm 1,0-499,15
2013[14] | plazmasi | MS/MS 5 pm HCT ng/mL 0,3 ng/mL 1,0 ng/mL
C18
insan 250 mmX4,6mm 0,005-25
2013[15] | Serumu HPLC-ECL 5pum HCT ng/mL 0,2 ng/mL 0,7 ng/mL
C18
250 mmX4,6mm 0,557-5,62
2013[16] | Tablet HPLC-DAD | 5um OLM pg/mL 0,07 ug/L 0,22 ug/L
4,6mmX250 mm
2013[17] | Tablet HPLC 5 ym OLM 50-300 pg/mL | 5 pg/mL 15 pg/mL
RP18
4,6mmX50mm 1,25-40,0
2012[18] | Tablet RP-HPLC 5,0 pm HCT Mg/mL 0,08 pg/L 0,26 pg/L
Shim-pack
insan 250 mmX4,6 mm, 0,31-3,12
2012[19] plazmasi RP-HPLC 5 pum HCT pug/mL 0,043 pg/mL | 1,140 pg/mL
2012[20] | - RP-HPLC C18 HCT 5-45 pg/mL - -
250 mmX4,6 mm,
2012[21] | Tablet | RP-HPLC 5um OLM 8-60 pg/mL i i
OLM IMP OLM IMP
A-G A-G
0,01; 0,011; | 0,032;
0,01; 0,012; | 0,032; 0,03;
OLM 0,011; 0,01 0,035;
150 mmX4,6 mm, OoLM 250-1000 0,011 0,032; 0,032
2012[22] | Tablet RP-HPLC 5 ym IMP A-G | pg/mL pg/mL 0,034 pg/mL
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0,0005; 0,018;
0,009; 0,028;
0,008; 0,024;
0,012; 0,035;
0,004; 0,015;
0,005; 0,020;
0,005; 0,018;
0,006; 0,022;
0,005; 0,021;
0,008; 0,025;
0,006; 0,020;
0,004; 0,015;
0,009; 0,030;
0,005; 0,020;
0,004; 0,018;
OLM 0,006; 0,021;
100 mmX2,1 mm OLM 2,0-128,0 0,008; 0,026;
2012[23] | Tablet UPLC 1,7 ym IMP1-17 | pg/mL 0,006pg/mL | 0,020pg/mL
C18
250 mmX4,6 mm 2,0-128,0
2011[24] | Tablet RP-HPLC 5 um OLM pg/mL 0,13 pg/mL 0,4 pg/mL
C18
250 mmX4,6 mm 5,0-20,0 - -
2011[25] | Tablet RP-HPLC 5 um OLM pg/mL
C-18 0,0735 0,2227
2011[26] | Tablet RP-HPLC 25 cmX4,5 mm OLM 5-35 pg/mL pg/mL pg/mL
C18
2011[27] | Tablet HPLC 100 mmX4,6 mm | HCT 5-200 pg/mL 0,65 pg/mL 2,15 pg/mL
OLM 50-150 OLM 0,19
C18 ug/mL ug/mL 0,57 pg/mL
) 250mmX4,6 mm OoLM HCT 31-93 HCT 0,22 HCT 0,66
2011[28] RP-HPLC 5pum HCT pug/mL pg/mL ug/mL
- 0,3-15,0
2011[29] | ~ HPLC HCT pg/mL 0,045 pg/mL | 0,148 pg/mL
C18
- 150mmXx4,6 mm 1,25-11,5
2011[30] HPLC 5 pum HCT pg/mL 0,007 pg/mL | 0,08 ug/mL
C18
250mmXx4,6 mm 17,6-32,8 - -
2011[31] | Tablet HPLC 5 pm HCT pg/mL
OLM,
HCT ve
150 mmX4,6 mm HCT . .
2011[32] | Tablet RP-HPLC 5pum IMP A 10-150 ug/mL
C18 - -
2010[33] | Tablet HPLC 250 mmX4,6mm HCT 5-40 pg/mL -
Inertsil ODS 3V
25 cmX4,6 mm 6,25-125
2010[34] | Tablet HPLC 5um HCT pg/mL 0,01 pg/mL | 0,05 pg/mL
C18
250X4,0mm 1,0-20,0
2010[35] | Tablet HPLC 5um HCT pg/mL 0,019 pg/mL | 0,06 pg/mL
C18
2009[36] | Tablet RP-HPLC 250 mmXx4,6 mm | OLM 10-50 pg/mL | - i
OLM 4-24 OLM 0,44 OLM 1,32
pg/mL pg/mL pg/mL
C18 OLM HCT 2,5-15 HCT 0,21 HCT 0,63
2009[37] | Tablet RP-LC 250mmxXx4,6 mm HCT pg/mL pg/mL pg/mL
C18
250mmxXx4,0mm - -
2009[38] | Tablet HPLC 5,0 pm HCT 2-32 pg/mL
C18
- 250mmx4,6 mm 0,5-200 ) )
2009[39] HPLC 5,0 ym OLM pg/mL
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Cizelge 2.2. (devam) Kromatografik analiz yontemleri

Cc18
200mmx4,6mm,

2008[40] | Tablet RP-HPLC 5 ym HCT 78-234 pg/mL
OLM
0,2—6 pg/mL
200mmX4,6 mm OLM HCT,1-4 ) )
2007[41] | Tablet HPLC 5um HCT pg/mL
OLM 500-750 OLM 170 OLM 500
- ng/spot ng/spot ng/spot
OLM HCT 100-600 HCT 30 HCT 100
2007[42] | Tablet HPTLC HCT ng/spot ng/spot ng/spot
c8 0,62-3,12 0,0185 0,0563
2007[43] | - RP-HPLC 250mmX4,6mm HCT Hg/mL pg/mL pg/mL
100-1250
HCT Hg/mL
20mmx4,6 mm HCT 1,0-12,5
2007[44] | Tablet HPLC 5pm IMP A pg/mL 0,005 pg/mL | 0,05 pg/mL
C-18
20cmx4,6 mm
2006[45] | Tablet RP-HPLC 5pm HCT 10-150 pg/mL | 0,4 pg/mL 0,9 pg/mL
Cc18
- 150mmX4,6 mm 8,75-16,25 - -
2006[46] RP-LC 5,0 um HCT pg/mL
2003[47] | Tablet HPLC - HCT 0,5-12 pg/mL 0,005 pg/mL | 0,025 pg/mL
C-18
15 cmX4,6 mm - -
2002[48] | Tablet HPLC 5pum HCT 1-20 pg/mL
2001[49] | Tablet HPLC HCT
C-18
15 cmX6 mm HCT 2,0-20,0
2001[50] | Tablet HPLC 5um pg/mL 0,088 pg/mL | 0,91pg/mL
- HCT 0,05 HCT 0,17
2000[51] | Tablet HPLC HCT 0,5-2 pg/mL pug/mL ug/mL
C18
Film 50 mmX2,0mm 6,2-25,0 HCT 0,58 HCT 1,95
1999[52] | tablet HPLC-DAD 1,7 pm HCT pg/mL pg/mL pg/mL
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Tarih/ Calisma

Kaynak Matriks Ydntem Dalga Boyu Analit Araligi LOD LOQ

2009[6] Uv-VvIS

BP ) Spektrofotometri | 273-232 nm HCT - ) )
infrared

2009[6] - Absorpsiyon - - - -

BP Spektrofotometri HCT
Uv-VvIS 1,0-30,0

2012[53] | Tablet Spektrofotometri | 251-276 nm HCT pg/mL 0,32 pg/mL | 0,97 pg/mL
UV-VIS 1,0-10,0

2011[54] | Tablet Spektrofotometri | 266-289,4 nm HCT pg/mL 0,33 pg/mL | 0,10 pg/mL

1-20, pg/mL | 1.1 pg/mL | 3,6 pg/mL

UV-VIS 1-25pgimL | 17 ug/mL | 5,2 pg/mL

2011[55] | Tablet Spektrofotometri | 218-272 nm HCT 1-40 pg/mL 0,3 pg/mL 1 pg/mL
UV-VIS 236,5 nm 5-25 pg/mL
Spektrofotometri | 254 nm 10-50 pg/mL | ~ )

2010[33] | Tablet ve HPLC 271 nm HCT 5-25 pg/mL
uv OLM 0,41 pg/mL | 1,25 pg/mL

2010[56] | Tablet Spektrofotometri | 260-272,8 nm HCT 10-30 pg/mL | 0,44 pg/mL | 1,33 pg/mL
UV-VIS 5,0-30,0

2009[57] | Tablet Spektrofotometri | 237 nm OLM pg/mL 0,14 pg/mL | 0,43 pg/mL

Film Uv-VvIS 18,50-42,20
1999[58] | tablet Spektrofotometri | 282,6 nm HCT Hg/mL 1,57 pg/mL | 5,23 pg/mL
Cizelge 2.4. Elektrokimyasal analiz yéntemleri
Tarih/

Kaynak Matriks Yontem Analit Galigma Arahigi LOD LOQ
DiferansiyelPuls

2013[59] | Tablet voltametrisi HCT 3,0- 75 pmol/L 1,2 pmol/L 4,0 pmol/L

insan -
Serumu
2013[60] | ve tablet Voltametri HCT 0,1 pmol/L 0,3 pmol/L
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2.6. Kromatografi

Kromatografi, kompleks karisimlarda bulunan bilesenleri ayirmak igin kullanilan bir
yontemdir. TUum kromatografik ayirmalarda numune, gaz veya sivi (ya da
superkritik bir akigskan) olan bir mobil faz ile tasinir. Bu mobil faz, bir kolonda veya
bir kati yluzeyde sabitlestiriimis (ve kendisiyle karigmayan) bir sabit faz iginden
gecmeye zorlanir. Sabit ve mobil fazlar, numune bilesenlerinin bu fazlarda farkli
oranlarda dagilacagi sekilde segcilir. Kromatografik ayirma sirasinda sabit faz
tarafindan kuvvetle tutunan numune bilesenleri, mobil fazin akisiyla ¢ok yavas
hareket ederler. Buna karsilik, sabit faz tarafindan zayif¢ca tutunan bilesenler, hizl
hareket ederler. Bu hareket hizlarinin farklidi sonucu, numune bilesenleri kalitatif
velveya kantitatif olarak analiz edilebilen farkli bantlar ve bodlgeler seklinde

ayrilirlar.

Kromatografik  yontemler icin  c¢esitli  siniflandirmalar  yapilmistir.  Bu
siniflandirmalardan birinde hareketli ve sabit fazlarin fiziksel olarak nasil temas
ettirildikleri esas alinir. Kolon kromatografide sabit faz ince bir kolonda tutulur ve
hareketli faz yer cekimi veya basing etkisiyle bu kolondan gegirilir. Duzlemsel
kromatografide ise, sabit faz duz bir yuzeyde veya bir kagidin gozenekleri
arasinda tutulur. Bu durumda hareketli faz, sabit faz Uzerinde kilcal etki veya

yercekimi etkisi ile hareket eder.

Kromatografinin daha temel bir siniflandirmasi, kullanilan sabit ve hareketli
fazlarin tipleri ve fazlar arasinda madde aktarimini saglayan dengelere gore
yapilir: Sivi kromatografi, gaz kromatografi ve superkritik akiskanl kromatografi
[61].
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2.6.1. Yuksek performansh sivi kromatografisi (HPLC)

Sivi kromatografinin gelistigi ilk yillarda, kolon veriminin, taneciklerinin boyutunun
azaltimasi ile 6nemli dlglide artacagi fark edildi. Ancak, tanecik ¢api 3-10 um
kadar kuguk olan dolgu maddelerinin Uretim teknolojisinin gelismesi ve
kullaniimasi 1960’ yillarin son donemlerine kadar basarilamadi. Bu teknoloji,
klasik yer cekimi-akisli sivi kromatografinin aksine, yuksek basingta calisan,
gelismis cihazlara ihtiyagc gdstermektedir. Hareketli fazin sivi oldugu doért ana
baslik altinda incelenir. Bunlar, dagilma kromatografisi, adsorpsiyon
kromatografisi, iyon degistirme kromatografisi ve boyut eleme
kromatografidir. Bunlar bir birini tamamlama egilimindedir. Ornegin, mol kiitlesi,
10.000 g dan daha buyik maddeler icin eleme kromatografi daha ¢ok kullanilir.
Daha kuguk mol katleli iyonik turler igin, iyon degistirme kromatografi yaygin bir
sekilde kullanihir. Kuguk, polar, ancak iyonik olmayan turler igin en iyi yontem,
dagilma kromatografidir. Ayrica, bu islem, homolog serilerin ayriimasi i¢in gogu
zaman kullaniglidir. Adsorpsiyon kromatografi, ¢ogu zaman polar olmayan
turlerin, yapisal izomerlerin ayrilmasi ve alifatik hidrokarbonlar gibi bilesik
siniflarinin alifatik alkollerden ayrilmasi igin segilir.

Yuksek performansh sivi kromatografisinin yaygin kullaniimasinin sebepleri,
duyarlihgi, dogru kantitatif tayinlere kolaylikla uyarlanabilir olmasi, ugucu olmayan
turlerin veya sicaklikla kolayca bozunabilen tirlerin ayrilmasina uygun olmasi ve

genis bir araliktaki maddelere uygulanabilirligidir.

Bir HPLC cihazi kolon, dedekt6r, pompa ve enjektér olmak Uzere 4 ana bélimden

olusur. Bu 4 ana bolume ek olarak otomatik drnekleyici de bulunmaktadir.

Cozlcu icinde ¢ézinmus bilesenler, kolon icerisinde bulunan sabit faz ile farkh
etkilesmelere girerek, degisik hizlarda ilerleyerek, kolonu farkli zamanlarda terk
ederler ve bdylece birbirlerinden ayrilmis olurlar. Burada tasiyici faz olan sivi,
pompalarla kolona basildigindan yuksek akis hizindadir. Boylece ayirma daha
kisa surede ve tam olarak gerceklesmektedir. Ayrilan bilesen, kolon c¢ikisina

baglanan uygun bir dedektorle tespit edilip, derisimiyle orantili olarak kaydedilir.
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Yuksek performansli sivi kromatografisi, hareketli ve sabit fazin polaritesine gore
normal faz ve ters faz seklinde iki sinifa ayrilir. Normal faz kromatografide sabit faz
polar, hareketli faz nispeten apolar iken; ters faz kromatografide hareketli faz polar,

sabit faz ise nispeten apolardir.

Bir kromatografik sistem, su kisimlardan olusur:
-Hareketli Faz Hazneleri
-Pompalama Sistemleri
-Akis Kontrolu ve Programlama Sistemleri
-Numune Enjeksiyon Sistemleri
-Sivi Kromatografi Kolonlari
Analitik Kolonlar
Emniyet Kolonlari
Kolon Termostatlari
-Dedektorler [61].

Cizici (ozic ; Kaydedici
Dagitma Birimi|  |[Daditrna Birimi Dedektary—) "4
| |
Kangtirma
Od Kalon
c Atik
Ornek
Enjektdri

Sekil 2.9. HPLC sistemi



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg
3.1.1. Kullanilan kimyasal maddeler

Olmesartan medoksomil (Nobel)

Hidroklorotiyazid (Nobel)

Olmesartan Trifenilkarbonil (Nobel)

Olmesartan Tritil (Nobel)

Klorotiazid (Nobel)

Salamid (Nobel)

Potasyum Dihidrojen Fosfat (Fisher Scientific Company)
Hipersar Plus Film Tablet!

Asetonitril (Merck)

Ortofosforik asit (Merck)

3.1.2. Kullanilan cihazlar

HPLC (Agilent Technologies, 1100 series)

Kolon (Agilent Zorbax Sb-C18 5 pm 4,6x150 mm)
Hassas terazi (Precisa 290-9844\R)

Ultrasonik Banyo (Bondelin Sonorex Super 10 P)
Vakum pompasi

Otomatik pipet (Brand Handy Step)

Filtre kagidi (Milipore 0,45 pum)

Enjektor filtresi (0.45 um PTFE)

Manyetik karistirici (Dragon Lab)

Etlv

1 Her bir tablet 20 mg Olmesartan medoksomil, 12,5 mg Hidroklorotiyazid icerir.
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3.2. YOntem

Calismamizda HPLC yontemi kullaniimistir.

3.2.1. Cozeltilerin hazirlanmasi

Farmasotik tablet cozeltisi

10 adet tablet hassas terazide tartildi, toz haline getirildi ve bu karisimdan 83,0 mg
tartildi. Bu miktar 7,6 mg Olmesartan medoksomil ve 4,8 mg Hidroklorotiyazide
karsilik gelmektedir. Uzerine 10,0 mL asetonitril eklendi ve 20 dakika ultrasonik
banyoda karigtirildi. Asetonitril ile 50,0 mL hacme tamamlandi. Bdylece 152 pg/mL
Olmesartan medoksomil ve 96 pg/mL Hidroklorotiyazid icermesi (farmasotik form

Uzerinde belirtilen degerlere gore) beklenen bir ¢dzelti elde edildi.

Olmesartan medoksomil ve Hidroklorotiyazid iceren stok cozelti

40,0 mg Olmesartan medoksomil ve 40,0 mg Hidroklorotiyazid hassas terazide
tartildi ve 50 mL lik balon jojeye alindi. Uzerine 10,0 mL asetonitril eklendi ve
ultrasonik banyoda 5 dakika karigtirildi. Asetonitril ile 50,0 mL hacme tamamlandi.
Boylece 800 pg/mL Olmesartan medoksomil ve 800 pg/mL Hidroklorotiyazid

iceren bir ¢cozelti elde edildi.

Safsizliklari iceren stok ¢cozelti
10,0 mg OLM Safsizlik A (Olmesartan Trifenilkarbonil), 10,0 mg OLM Safsizlik B
(Tritil Olmesartan), 2,0 mg HCT Safsizlik A (Klorotiazid), 12,0 mg HCT Safsizlik B

(Salamid) hassas terazide tartildi ve 20 mL lik balon jojeye alindi, Uzerine

asetonitril eklendi ve ultrasonik banyoda 5 dakika karigtirildi. Asetonitril ile 20,0 mL
ye tamamlandi. Boylece 500 pg/mL OLM Safsizlik A, 500 pg/mL OLM Safsizlik B,
100 pg/mL HCT Safsizlik A, 600 pg/mL HCT Safsizlik B igeren bir ¢ozelti elde
edildi.
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Kalibrasyon cozeltileri

10 mL lik 6 adet balon joje alindi. 152 ug/mL Olmesartan medoksomil ve 96 pg/mL
Hidroklorotiyazid iceren farmasottik tablet ¢6zeltisinden her bir balon jojeye 2,0 mL
konuldu. Uzerine, birinci balon joje harig, 800 pug/mL Olmesartan medoksomil ve
800 pg/mL Hidroklorotiyazid iceren ¢dzeltiden her bir balon jojeye sirasiyla 0,25;
0,5; 1,0; 1,5 ve 2,0 mL konuldu. Sonra 500 uyg/mL OLM Safsizlik A, 500 pg/mL
OLM Safsizlik B, 100 pg/mL HCT Safsizlik A, 600 yg/mL HCT Safsizlik B iceren
cOzeltiden birinci balon joje hari¢ her bir balon jojeye sirasiyla 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 ve
1,0 er mL eklendi ve her bir balon joje 10,0 mL hacme asetonitril ile tamamlandi.
Her bir ¢ozelti 0.45 um PTFE filtreden suzllerek viallendi. Bu sekilde hazirlanan
cozeltiler kromatografik sisteme enjekte edildi. Her bir analite ait pik alani degerleri
elde edildi. Derisime karsi (x ekseni) pik alani de@erleri (y ekseni) ile her bir analit

icin kalibrasyon dogrulari standar ekleme yontemiyle olugturuldu.

3.2.2. HPLC yodnteminin optimizasyonu

Yontem optimizasyonunda Bolum 3.2.1.’de hazirlanan ¢ozeltiler kullaniimistir. Bir

parametre optimize edilirken tim diger parametreler sabit tutulmustur.

Hareketli faz secimi

Calismada asetonitril ve metanol ¢ozuculeri denenmis ve hareketli faz A olarak
asetonitril segilmigtir.

mal

Sekil 3.1. Hareketli faza (Asetonitril) ait kromatogram
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Hareketli faz B olarak 0,020 M potasyum dihidrojen fosfat (pH=2,5) secilmistir.
pH=2,0, 2,5 ve 3,0 denenmis ve en uygun ortam pH’si olarak pH=2,5 secilmistir.
Sonugcta hareketli fazin gradient kullaniimasina karar verilmigtir. Hareketli Faz A ve

Hareketli Faz B’den olusan Gradient program Cizelge 3.1.’de gdsterilmistir. HPLC
kosullari ise Cizelge 3.2.'de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Gradient zaman programi

Zaman Akis Hizi Hareketli Faz A Hareketli Faz B Dalga Boyu
(dak.) (mL/dak) (%) (%) (nm)

15 1 20 80 215

25 1 20 80 215

30 1 90 10 215

32 1 90 10 215

Dalga boyu secimi

Literatirde Olmesartan medoksomil ve Hidroklorotiyazide ait c¢alismalarda

kullanilan dalga boylari denenmis ve sonugta 215 nm dalga boyunda galigiimasina
karar verilmistir.

Cizelge 3.2. HPLC kosullari

Hareketli Faz A Asetonitril
Hareketli Faz B 0,020M Potasyum Dihidrojen Fosfat (pH= 2,5)
Dalga Boyu 215 nm
Enjeksiyon Hacmi 4 L
Hareketli Faz Akis Hizi 1 mL/dak.
Dedektor uv
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3.2.3. Kromatografik sistem uygunluk testleri

Onerilen yontemin kromatografik sartlari saglayip saglamadigini degerlendirmek
icin elde edilen kromatogramlardan hareketle, her bir analit icin Rezollisyon(Rs),
pik genigligi(W), pik simetrisi(As), sinyal/gurultd orani(S/N), kuyruklanma faktoru ve
tabaka sayisi(N) degerleri hesaplanmistir.

3.2.4. HPLC yontemi validasyon g¢alismalari

Tipik bir analitik yontemin validasyon parametreleri sunlardir:
1.Dogruluk(Accuracy)

2.Kesinlik(Precision)

3.Secicilik(Selectivity, Spesifity)

4.LOD(Teshis Sinirr)

5.LOQ(Tayin Alt Siniri)

6.Dogrusallik(Linearity)

7 .Duyarlik(Sensitivity)

8.Calisma Araligi(Range)

9.Saglamlik(Robustness)

10.Tutarlik(Ruggedness)

11.Stabilite(Stability) [62].

USP tarafindan 10. ve 11. parametreler, zorunlu validasyon parametreleri

arasinda verilmemistir [63].

1. Dog@ruluk
Bir analitik yontemin dogrulugu, elde edilen degerin gergcek degere veya referans

kabul edilmis olan degere yakinhginin dlgusudur. Dogruluk bir takim yaklasimlarla

gosterilebilir. Calismamizda, dogruluk geri kazanim ydntemiyle tayin edilmistir.

Etken maddeler %50, %100 ve %150 derisimde ve her bir safsizhgin %65, %100
ve %130 derisim seviyelerine tekabll edecek sekilde asagdida anlatildigi gibi

cozeltiler elde edildi.
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Stok cozeltiler

41,4 mg Olmesartan medoksomil ve Hidroklorotiyazid 50,0’ser mL lik balon
jojelere, 12,0 mg OLM Safsizlik A (Olmesartan Triphenyl Carbinol), 11,1 mg OLM
Safsizlik B (Tritil Olmesartan) ve 10,7 mg HCT Safsizlik B (Salamid) 20,0’ser mL
lik balon jojelere alindi, lGizerine asetonitril eklendi ve ultrasonik banyoda 5 dakika
karistirildi. Sonra her bir balon joje hacmine asetonitril ile tamamlandi. 828’ser
pg/mL lik Olmesartan medoksomil ve Hidroklorotiyazid, 600,0 pg/mL OLM
Safsizlik A, 555,0 ug/mL OLM Safsizlik B ve 535,0 ug/mL HCT Safsizlik B igeren
stok ¢ozeltiler elde edildi.

Diltsyonlar
828 pg/mL lik Olmesartan medoksomil ve Hidroklorotiyazid iceren stok

gOzeltilerden 10’ar mL lik balon jojelere 0,5; 1,0 ve 1,5 mL alinarak hacim
asetonitril ile 10,0 mL ye tamamlandi. Boylece 414,0; 828,0 ve 1242,0 pg/mL lik

derisimde c¢ozeltiler elde edildi.

600 pg/mL lik mg OLM Safsizlik A igceren stok ¢ozeltiden 10’ar mL lik balon jojelere
0,4; 0,6 ve 0,8 mL alinarak hacim asetonitril ile 10,0 mL ye tamamlandi. Boylece
24,0; 36,0 ve 48,0 uyg/mL lik derisimlerde ¢ozeltiler elde edildi.

555 pug/mL lik mg OLM Safsizlik B iceren stok ¢ozeltiden 10’ar mL lik balon jojelere
0,4; 0,6 ve 0,8 mL alinarak hacim asetonitril ile 10 mL ye tamamlandi. Boylece
22,2; 33,3 ve 44,4 yg/mL lik derisimlerde ¢ozeltiler elde edildi.

535 pg/mL lik mg HCT Safsizlik B iceren ctzeltiden 10’ar mL lik balon jojelere 0,4;
0,6 ve 0,8 mL alinarak hacim asetonitril ile 10 mL ye tamamlandi. Boylece 21,4;
32,1 ve 42,8 ug/mL lik derisimlerde ¢ozeltiler elde edildi.

Her bir ¢cozelti 0.45 um PTFE filtreden sizilerek viallendi. Bu sekilde hazirlanan
cOzeltiler kromatografik sisteme enjekte edildi. Elde edilen pik alanlarindan
hareketle geri kazanim degerleri hesaplandi.
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2. Kesinlik
Kesinlik, yontemin calisilan kosullar altinda tekrarlanabilirliginin olgusudur. Bu

calismada enkeksiyon kesinligi (cihaz kesinligi) tayin edilmistir.

Bolim 3.2.1.de hazirlanan kalibrasyon ¢ozeltisi yari yariya asetonitril ile
seyreltilerek 190,4 pg/mL Olmesartan medoksomil, 179,2 pg/mL Hidroklorotiyazid,
50 pg/mL OLM Safsizlik A, 50 ug/mL OLM Safsizlik B, 10 pg/mL HCT Safsizlik A,
60 pg/mL HCT Safsizlik B igceren ¢ozelti hazirlandi. 0.45 um PTFE filtreden
suzulerek viallendi. Bu sekilde hazirlanan ¢ozelti kromatografik sisteme enjekte
edildi. Bu calisma 6 kez tekrarlandi ve elde edilen pik alani ve alikonma zamani

degerlerinin Standart Sapma ve Bagil Standart Sapma degerleri hesaplandi.

3. Segicilik

Yontemin segiciligi, analizi yapilacak numunede var olan ve analizi yapilacak
maddeyi girisim yapabilen diger bilesenlerden ayri olarak olcebilme kabiliyetidir.
Calismamizda segicilik, Rezolusyon ve Segcicilik Faktorleri hesaplanarak ve bunu

gOsteren bir kromatogram verisi ile tayin edilmigtir.

Seciciligi gosteren kromatogrami elde etmek igin Bélim 3.2.1.de hazirlanan
kalibrasyon cozeltilerden 150,4 pg/mL Olmesartan medoksomil, 139,2 pg/mL
Hidroklorotiyazid, 40,0 ug/mL OLM Safsizlik A, 40,0 ug/mL OLM Safsizlik B, 8,0
pg/mL HCT Safsizlik A, 48,0 pg/mL HCT Safsizlik B iceren ¢ozelti kullanildi. 0,45
pum PTFE filtreden sizilerek viallendi ve kromatografik sisteme enjekte edildi.
Birbirini izleyen iki pik arasindaki Rezolusyon ve Segcicilik Faktori degerleri

hesaplandi.

Segicilik igin ayrica bozundurma galismalari yapilmigtir [63]. COzeltiler asetonitril,
asidik(0,1 M HCI, 1,0 M HCI), bazik(0,1 M NaOH ve 1,0 M NaOH) ve farkli
derisimlerdeki (%3 ve %30) H202 ortamlarinda bir saat bekletiimistir. Kati etken
maddeler ise 100°C altinda 24 saat bekletilmigtir. Bekletilen kati etken maddeler

ile hazirlanan c¢ozeltiler analiz edilmistir.
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Olmesartan medoksomil ve Hidroklorotiyazid bozundurma calismasi cozeltileri

1000 pg/mL  Olmesartan medoksomil ve 1000 pg/mL Hidroklorotiyazid iceren
¢Ozeltilerden 1’er mL alinarak 10’ar mL lik balon jojelere aktarildi ve her bir balon
joje sirasiyla Asetonitril, %3 luk H202, %30 luk H202, 0,1 M HCI, 1,0 M HCI, 0,1 M
NaOH ve 1,0 M NaOH ile 10,0 mL ye tamamlandi. Birer saat bekletilerek 0.45 pm
PTFE filtreden suzulerek viallendi. Bu sekilde hazirlanan 100 pg/mL Olmesartan
medoksomil ve 100 pg/mL Hidroklorotiyazid igeren c¢ozeltiler kromatografik

sisteme enjekte edildi.

50,0 mg Olmesartan medoksomil ve 50,0 mg Hidroklorotiyazid hassas terazide
tartildi 1 gun sureyle 100°C ortaminda bekletildi ve 50 mL lik balon jojeye alindi.
Uzerine 10 mL asetonitril eklendi ve 5 dak. ultrasonik banyoda karigtirildi.
Asetonitril ile 50,0 mL hacme tamamlandi. Boylece 1000 ug/mL Olmesartan
medoksomil ve 1000 pg/mL Hidroklorotiyazid iceren birer adet ¢ozelti elde edildi.
Elde edilen bu ¢ozeltilerden 1’er mL alinarak 10’ar mL lik balon jojelere aktarildi ve
hacim Asetonitril ile 10,0 mL ye tamamlandi. Birer saat bekletilerek 0.45 um PTFE
filtreden sdzulerek viallendi. Bu sekilde hazirlanan 100 ug/mL Olmesartan
medoksomil ve 100 pg/mL Hidroklorotiyazid iceren cozeltiler kromatografik

sisteme enjekte edildi.

Standart ¢ozeltiler yukarida anlatildigi gibi hazirlanmis ve sisteme enjekte edilerek
2 tekrarli yapilan c¢aligmalarda elde edilen sonuglarin %sapma degerlerinin
hesaplanmasi igin Es. 3.1. kullaniimistir:

(Dt- Di) x 100
Sapma (%) =-----------===----ooee (3.1)
Di

D:: Herhangi bir t zamaninda bulunan pik alani

Di: Baslangigta bulunan pik alani
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4. LOD(Teshis siniri)

Analizi yapilan 6rnegin belirdigi fakat nicel sinirlar igine girmedigi en alt derisimdir.

Cesitli yollarla bulunabilir. Calismamizda LOD degerleri sinyal/guriltd oranina
dayanan bir yolla bulunmustur. Bu uygulama sadece zemin guriltist olan analitik
yontemlerde uygulanabilir. Analitin bilinen duguk derisimde bir ¢ozeltisinin sinyali
ile kdér numunenin sinyalinin karsilastirilarak analitin teshis edilebilecek en dusuk
derisimi hesaplanir. ilgili cihaz yazilimi kullanilarak sinyal/glriilti orani hesaplatilir.

LOD degeri icin 2:1 veya 3:1 sinyal/gUralti orani kabul edilebilir orandir. [64].

Calismamizda da her bir analit icin LOD degerleri, Es 3.2.e gore bulunmustur:

3 x Derigim
LOD (pug/mL) = -----m--mmmmmmmmememeeeee (3.2))
Sinyal/Gurultd Orani

5. LOQ(Tayin alt sinin)

Analizin yapilan maddenin kabul edilebilir dizeyde kesin ve dogru olarak

miktarinin tayin edilebilecegi, dogrusallik sinirlari icinde olmayan fakat kalibrasyon
dogrusunun en alt derigimini olusturan veya onun da altinda olabilen derigim
dizeyidir. LOQ’nin bulunmasinda da cihazla veya hesaplama ile yapilabilecek
pek cok yontem sOz konusudur. Bu galismada LOQ degeri de sinyal/gurulta
oranina dayanan yolla bulunmusgtur. LOQ degeri igin 10:1 sinyal/gurultu orani
kabul edilebilir orandir[64].

Calismamizda da her bir analit icin LOQ degerleri, Es 3.3.ye gore bulunmustur.

10 x Derigim
LOQ (HQ/ML) = -=-mmmmmmmmmmmmmmomoeeeee (3.3)
Sinyal/Gurultd Orani
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6. Dogrusallik (Linearity)

Derisime kargi, analit cevabinin dogru orantili olarak artmasi ve gizilen grafikte
cevap noktalarinin diz bir ¢izgi Uzerinde yer almasidir. Korelasyon(r) ve/veya
tanimlayicilik(r?) katsayisi dogrusalligi veren parametrelerdir. Bu galismada r ve r?
degerleri analit derigiminin Olgulen degerlere karsi regresyon analizi ile
matematiksel olarak hesaplanmistir. r ve r? degerlerinin 1’e yakinhgi dogrusalligin

gostergesidir. Bu islem her bir analit igin yapilmistir.

7. Duyarlihk
Duyarlilik, dogrusalligin gecgerli oldugu araliktaki dogru denleminin egimidir. Ayni

zamanda LOD degerleri de duyarhligin géstergesidir. Bu ¢alismada duyarhlik LOD
degerleri ile goOsterilmistir. E§im ne kadar ylksekse ve LOD ne kadar dugukse
yontem o kadar duyarlidir.

8. Calisma araligi

Yeterli dogruluk ve duyarlikta dogrusalliga sahip yontemin gecerli oldugu alt ve Ust
sinirlar arasinda yer alan derisim araligidir. Burada c¢alisma araligi, her bir analit

icin yontemin dogrulugu bulunduktan sonra belirlenmisgtir.
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4. BULGULAR

4.1. Kromatogramlar, Kalibrasyon Dogrulari ve Dogrusal Parametreler
Bolum 3.2.1.de anlatildi§i gibi hazirlanan c¢ozelti sisteme enjekte edildiginde elde

edilen etken madde ve safsizliklarin kromatogrami Sekil 4.1.’de gosterilmigtir.

mAl - .
1 HCT
300~

260 — OLM

200
HCT IMP B OLM WP A
150 i

100

’ LM IMP B
50— HET IMP A

2 n

4 1 i

- | . A,

r T T l T T T T T T T T T T T T T T T T T T l T
0 i} 10 18 20 28 a0 min

Sekil 4.1. OLM medoksomil (140 pg/mL), OLM safsizlik A (50 pg/mL), OLM
safsizlik B (50 pg/mL), HCT (160 pg/mL), HCT safsizhik A (10 pg/mL),
HCT safsizlik B (60 pg/mL) iceren ¢ozeltinin kromatogrami
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4.1.1. Olmesartan medoksomil

Bolim 3.2.1.de anlatildigi gibi hazirlanan OLM medoksomilin kromatogrami Sekil
4.2.de, 20,0; 40,0; 80,0; 120,0 pg/mL konsantrasyon araligindaki kalibrasyon
dogrusu ise Sekil 4.3.de gosterilmigtir.

mAll -

400 -

] OLM {ILAC+STD)
300

200 -

S HCT (ILAC)

[

b

Sekil 4.2. OLM medoksomil (82,8 pg/mL) kromatogrami

Pik alani

3000

y=16,187x+ 453,32

R?=0,9983
2500

- /
1500 /
1000

500

0 20 40 60 80 100 120 140

C (ng/mL)

Sekil 4.3. OLM medoksomil icin standart ekleme yontemi ile elde edilen
kalibrasyon dogrusu
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4.1.2. Hidroklorotiyazid

Bolim 3.2.1.de anlatildigi gibi hazirlanan Hidroklorotiyazidin kromatogrami Sekil
4.4.de, 20,0; 40,0; 80,0; 120,0; 160,0 upg/mL konsantrasyon araligindaki
kalibrasyon dogrusu ise Sekil 4.5.de gosterilmistir.

mal |
500-
00—
HCT (ILAC+3TD)
200

200~

100-

3 OLM (LAC)
I
il

i Il
I T T T T T T
1} i} 10 18 20 25 30 min

Sekil 4.4. HCT (82,8 ug/mL) kromatogrami

Pik alani

y =20,221x + 384,42
R =0,9973

3500 /
3000 /
2500

4000

2000
1500 /
1000 /
*
500
0 T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

C (ug/mL)
Sekil 4.5. HCT icin standart ekleme yontemi ile elde edilen kalibrasyon dogrusu
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4.1.3. OLM safsizhik A

Bolum 3.2.1.de anlatildigi gibi hazirlanan OLM Safsizlik A’'nin kromatogrami Sekil
4.6.da, 10,6; 21,2; 31,8; 42,4; 53,0 ug/mL konsantrasyon araligindaki kalibrasyon
dogrusu ise Sekil 4.7.de gosterilmigtir.

mAl

175-

150
] OLM IMP A (STD)

126-

100

75— .
: HCT{lLAC) |
50 I H

s I

| T T T T T T
1] 5 10 18 20 i) 20 min

OLM (ILAC)

Sekil 4.6. OLM safsizlik A (36,0 pg/mL) kromatogrami

Pik alani

1400

y =22,753x - 18,46
R? = 0,9995

1200

1000 /
800 /

600 /

400 //
200

0 10 20 30 40 50 60

C (ng/mL)

Sekil 4.7. OLM safsizlik A icin standart ekleme yontemi ile elde edilen kalibrasyon
dogrusu



4.1.4. OLM safsizhik B
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Bolum 3.2.1.de anlatildigi gibi hazirlanan OLM Safsizlik B’nin kromatogrami Sekil
4.8.de, 9,9; 19,8; 29,7; 39,6; 49,5 ug/mL konsantrasyon araligindaki kalibrasyon

dogrusu ise Sekil 4.9.de gosterilmigtir.

mAl
70 —
&0 — .

b I :
0~ ; OLM (ILAC) I
HCT ILAC) OLM IMP B (STD)

1] il 10 15 20 26 30 min

Sekil 4.8. OLM safsizlik B (33,3 pg/mL) kromatogrami
Pik alani

o0p Y= 17:468x-1527

R®=0,9991

800 / Pt

700 /

600 /
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Sekil 4.9. OLM safsizlik B i¢in standart ekleme yontemi ile elde edilen kalibrasyon

dogrusu
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4.1.5. HCT safsizlik A

Bolum 3.2.1.de anlatildigi gibi hazirlanan HCT Safsizlik A’nin kromatogrami Sekil
4.10.de, 2,0; 4,0; 6,0; 8,0; 10,0 ug/mL konsantrasyon araligindaki kalibrasyon
dogrusu ise Sekil 4.11.de gosterilmistir.

mAl

260~
200-

HCT IMP A
180~

100~

50—

Sekil 4.10. HCT safsizlik A (100,0 pg/mL) kromatogrami

Pik alani

y =16,445x - 1,93
180 RZ = 0,9994

160

140 /
120 /

100 /

. e
. e

40 /

20

0

0 2 4 6 8 10 12

C (ng/mL)

Sekil 4.11. HCT safsizlik A igin standart ekleme yontemi ile elde edilen
kalibrasyon dogrusu
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4.1.6. HCT safsizhik B

Bolum 3.2.1.de anlatildidi gibi hazirlanan HCT Safsizlik B’nin kromatogrami Sekil
4.12.de, 11,7; 23,4; 35,1; 46,8; 58,5 ug/mL konsatrasyon araliginda kalibrasyon
dogrusu ise Sekil 4.13.de gosterilmistir.

mAl
160~

120~
100-
80—

B0 -

HCT IMP B (STD)

1
i
. .

i 0 OLM (ILAC)

|

Sekil 4.12. HCT safsizlik B (32,1 pg/mL) kromatogrami

Pik alani
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Sekil 4.13. HCT safsizlik B icin standart ekleme yontemi ile elde edilen

kalibrasyon dogrusu
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Olmesartan medoksomil ve Hidroklorotiyazid ile safsizliklarina ait dogrusal

parametreler, Cizelge 4.1. ve Cizelge 4.2.de gdsterilmistir.

Cizelge 4.1. Olmesartan medoksomil ve safsizliklari i¢in elde edilen dogrusal
parametreler

OLM
medoksomil OLM Safsizhik A OLM Safsizlik B
Dogrusal ¢alisma 20-140 10-50 10-50
aralhigi(ug/ml)
Egim 16,187 22,753 17,468
Kesigim 453,32 -18,48 -15,27
Korelasyon katsayisi 0,9983 0,9995 0,9991
Farmasotik tablet 30 - -
¢ozeltisinden geldigi
varsayilan miktar
(Hg/ml)
Kalibrasyon dogrusu 28,0
ile bulunan sonug
(Hg/ml)
% Geri kazanim 93,3
Bias (% sapma) 6,7

Cizelge 4.2. Hidroklorotiyazid ve safsizliklari igin elde edilen dogrusal
parametreler

Hidroklorotiyazid | HCT Safsizlik A HCT Safsizlik B

Dogrusal ¢alisma 20-160 2-10 10-60
arahgi(ag/ml)
Egim 20,221 16,445 23,426
Kesigim 384,42 -1,93 -21,04
Korelasyon katsayisi 0,9973 0,9994 0,9994
Farmasotik tablet 19,2 - -

¢ozeltisinden geldigi
varsayilan miktar

(Hg/ml)
Kalibrasyon dogrusu
ile bulunan sonug 19,0
(Hg/ml)
% Geri kazanim 99,0

Bias (% sapma) 1,0
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4.2. Kromatografik Sistem Uygunluk Test Sonuglari

Calismada optimize edilen kromatografik parametreler kullanilarak kromatografik

Sistem Uygunluk Testleri yapilmis ve sonuglar, Cizelge 4.3. ve Cizelge 4.4.'te
gosterilmigtir.

Cizelge 4.3. OLM medoksomil ve safsizliklari igin kromatografik sistem uygunluk
test sonugclari

Parametreler OLM OLM Safsizlik A OLM Safsizlik B
medoksomil

Teorik tabaka sayisi(N) 42015 41083 49435

Kapasite faktoru(k’) 1,284 2,46 3,795

Pik Asimetrisi(As) 0,986 0,989 1,018

Pik Genisligi(W) 0,086 0,099 0,232
Secicilik faktoru (o) 1,915 1,542
Rezolusyon(Rs) 34,151 21,661

Kuyruklanma Faktor 1,009 1,015 0,999

Cizelge 4.4. Hidroklorotiyazid ve safsizliklari i¢in kromatografik sistem uygunluk
test sonuclari

Parametreler HCT Safsizlik B HCT Safsizlik A Hidroklorotiyazid
Teorik tabaka sayisi (N) 17898 15988 20538
Kapasite faktori (k) 0,186 0,068 0,159
Pik Asimetrisi (T) 1,015 1,028 0,964
Pik Genisligi(W) 0,085 0,091 0,087
Secicilik faktori (a) 2,326 2,333
Rezollisyon (Rs) 2,737 2,746
Kuyruklanma Faktoru 0,985 0,954 1,02
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4.3. Validasyon Parametreleri
4.3.1. Dogruluk (Geri kazanim)
Bolum 3.2.4.’te anlatildigi gibi hazirlanan OLM medoksomil, OLM safsizlik A, OLM

safsizlik B, HCT, HCT safsizlik A ve HCT safsizlik B ¢ozeltilerine ait geri kazanim
sonuglari sirasi ile Cizelge 4.5., 4.6., 4.7., 4.8. ve 4.9.’da gosterilmistir.

Cizelge 4.5. OLM medoksomil igin geri kazanim sonuglari

Eklenen Etken Hesaplanan Etken Geri Bias
Madde (ug/mL) Madde (ug/mL) Kazanim(%) (% sapma)
%50 41,4 41,3 99,7 0,2
%100 82,8 80,0 97 3,4
%150 124,2 121,3 97,7 2,3
Ortalama Geri Kazanim(%) 98,1
Guven Araligi (p=0,05) 97,18-99,02
Cizelge 4.6. OLM safsizlik A i¢in geri kazanim sonuglari
EklenenEtken Hesaplanan Etken Geri Bias
Madde (ug/mL) Madde (pug/mL) Kazanim(%) (% sapma)
%65 24 26 108 -8,3
%2100 36 38 105 -5,6
%130 48 50 104 -4,2
Ortalama Geri Kazanim(%) 105,7
Giuven Araligi (p=0,05) 104,3-107
Cizelge 4.7. OLM safsizlik B igin geri kazanim sonuglari
Eklenen Etken Hesaplanan Etken Geri Bias
Madde (ug/mL) Madde (ug/mL) Kazanim(%) (% sapma)
%65 22,2 23,8 106 -7,2
%100 33,3 35,1 105 -5,4
%130 44,4 45,7 103 -2,9
Ortalama Geri Kazanim(%) 104,7
Guven Aralhigi (p=0,05) 103,72-105,68




Cizelge 4.8. HCT igin geri kazanim sonuglari
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Eklenen Etken Hesaplanan Etken Geri Bias
Madde (ug/ml) Madde (ug/ml) Kazanim(%) (% sapma)
% 50 41,4 43,0 104 -3,9
% 100 82,8 81,8 99 1,2
% 150 124,2 132,5 107 -6,7
Ortalama Geri Kazanim(%) 103,3
Guven Aralhigi (p=0,05) 100,65-105,95
Cizelge 4.9. HCT safsizlik B i¢in geri kazanim sonuglari
Eklenen Etken Hesaplanan Etken Geri Bias
Madde (ug/ml) Madde (ug/ml) Kazanim (%) (% sapma)
% 65 21,4 24,0 112 -121
% 100 32,1 34,0 106 -5,9
% 130 42,8 45,0 105 -5,1
Ortalama Geri Kazanim(%) 107,7
Giiven Aralig: (p=0,05) 105,23-110,17
4.3.2. Kesinlik
Bolum 3.2.4.’te anlatildigi gibi hazirlanan co6zeltilere ait kesinlik (enjeksiyon

tekrarlanabilirligi) sonuclari sirasi ile Cizelge 4.10., 4.11., 4.12., 4.13., 4.14. ve

4.15.’te gosterilmigtir.

Cizelge 4.10. OLM medoksomil igin tekrarlanabilirlik sonuglari

Enjeksiyon Sayisi Alan Alilkonma Zamani
1 1375,5 10,488
2 1384,6 10,486
3 1386,4 10,491
4 1382,3 10,500
5 1388,8 10,491
Ortalama 1383,5 10,491
Standart Sapma 51 0,005
% Bagil Standart Sapma 0,4 0,050
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Cizelge 4.11. OLM safsizlik A igin tekrarlanabilirlik sonuglari

Enjeksiyon Sayisi Alan Alilkonma Zamani
1 760,1 15,865
2 766,2 15,864
3 766,8 15,868
4 764,7 15,863
5 767,4 15,864
Ortalama 765 15,865
Standart Sapma 2,9 0,002
% Bagil Standart Sapma 0,4 0,010

Cizelge 4.12. OLM safsizlik B icin tekrarlanabilirlik sonuglari

Enjeksiyon Sayisi Alan Alikkonma Zamani
1 513,4 21,985
2 517,5 21,981
3 517,7 21,988
4 515,8 21,980
5 517,9 21,979
Ortalama 516,5 21,98
Standart Sapma 1,9 0,004
% Bagil Standart Sapma 0,4 0,002

Cizelge 4.13. HCT ic¢in tekrarlanabilirlik sonuglari

Enjeksiyon Sayisi Alan Alilkonma Zamani
1 1687,3 5,295
2 1698,9 5,290
3 1700,4 5,293
4 1693,6 5,289
5 1701,5 5,285
Ortalama 1696,3 5,290
Standart Sapma 59 0,004
% Bagil Standart Sapma 0,3 0,080




Cizelge 4.14. HCT safsizlik A igin tekrarlanabilirlik sonuglari

Enjeksiyon Sayisi Alan Alilkonma Zamani
1 129,1 4,877
2 129,9 4,873
3 130 4,877
4 129,5 4,872
5 130,2 4,870
Ortalama 129,7 4,874
Standart Sapma 0,4 0,003
% Bagil Standart Sapma 0,3 0,060

Cizelge 4.15. HCT safsizlik B igin tekrarlanabilirlik sonuglari

Enjeksiyon Sayisi Alan Alilkonma Zamani
1 8441 4,562
2 843,1 4,559
3 843,5 4,562
4 840,9 4,559
5 8441 4,556
Ortalama 843,1 4,600
Standart Sapma 1,3 0,002
% Bagil Standart Sapma 0,15 0,040
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4.3.3. Secicilik

Bolum 3.2.4.’te anlatildigi gibi hazirlanan OLM medoksomil, OLM safsizlik A, OLM
safsizlik B, HCT, HCT safsizlik A ve HCT safsizlik B ¢ozeltilerine ait kromatogram
Sekil 4.14.de gosterilmistir. Seciciligin gostergesi olan Rs degerleri Cizelge 4.3. ve
Cizelge 4.4.’de gosterilmigtir.

mAl - )
, HCT
300~

260 — OLM

200
: HCT IMP B QLM WP A

150 i

100
: LM IMP B
50_: HET IMP A ,
: s .

Sekil 4.14. Etken maddeler ve safsizliklarinin segicilik kromatogrami

Ayrica segcicilik i¢in yapilan bozundurma galismalarinda Bolim 3.2.4.’te anlatilan
yol izlenmis ve H202 ortaminda etken maddelerin tamamen bozundugu
g6zlenmistir. Asidik (0,1 M HCI, 1,0 M HCI) ve bazik (0,1 M NaOH ve 1,0 M NaOH)
ortamlarda da etken maddelerin blylk oranda bozundugu ve ¢ikis zamanlarinin
degistigi gozlenmistir. 100°C’de bekletilen kati etken maddeler ile hazirlanan
cOzeltilerin stabil kalabildigi gozlenmistir.

Bozundurma galismasi sonuglar dedistirilen parametreler belirtilerek Sekil 4.15.,
4.16., 4.17., 4.18., 4.19., 4.20., 4.21., 4.22., 4.23., 4.24., 4.25., 4.26., 4.27., 4.28.,
4.29. ve 4.30.’da gOsterilmistir.



WD A, Wavelength=215 nm (OLMWOS0Z220145 TABILITEW10MZVONKES 201402-05 00-22-05.00LK 1002.00

mAU_E

200—;

175—5

150—%

125—5

100—5

75—

50—

25—;

o n .

y : 5 : ! I & i I P
it Time Area Height Width Area® Symmetry
[ 1| 1087 | 1576 | 219.3 | 01057 | 1onooo | ossr |

Sekil 4.15. Olmesartan medoksomilin asetonitril ile hazirlanan 100 ppm lik
¢Ozeltisinin kromatogrami

WD A, W avelength=215 nm (OLWMIS03Z2014S TABILITEM10HM 3w ONKES 2014-03-05 10-57-19W0LMZHZ021.0)

mAU -

3000 -

2500~ OLM %3 H202

2000 -

1500 -

1000 —

500 -

0 T
0 2 a 5 8 10 12 12 18 18 min

# Time Area Height Width AreaZ Symmebiy
1 1.432 17226.8 3481 8 0.0752 | 95922 | 0637

2 7.388 7324 1247 0.0av4 4073 0537

Sekil 4.16. Olmesartan medoksomilin %3 lik H202 ile hazirlanan 100 ppm lik
¢Ozeltisinin kromatogrami

49

Piklerin c¢ikis zamani ve piklerin alan degerleri géz Oonune alindiginda etken

maddenin tamamen bozundugu degerlendirilmistir.
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WD A, Wavelength=215 nm (OLMIS0320145 TABILITEVI10M S VONKES 201403-05 10-57-1900LM3I0HZ0Z1.0)

]

3000 OLM %30 H202

500—5 L
0- s : B

o 2 4 =] 8 10 12 14 1IB 1:‘.! min
i Time Area Height Width AreaZ Symmety
1 1.493 J6038.6 39039 01514 96,898 0.475
2 7385 11537 1955 00863 2102 0.E01

Sekil 4.17. Olmesartan medoksomilin %30 luk H20:2 ile hazirlanan 100 ppm lik
¢ozeltisinin kromatogrami

Piklerin c¢ikis zamani ve piklerin alan degerleri géz 6nlne alindiginda etken
maddenin tamamen bozundugu degerlendirilmistir.

WD A, favelength=215 nm (OLMWOS0Z2014S TABILITEW10MZvONKES 2014-03-05 10-57- 1900 LMO1HCL1.0)
mAl :
60—
140
] QLM 0.1 M HCI
120
100—5
30
60—
-
20—
o
T T T T T T T T T
o 2 4 =] 8 10 12 14 16 12 min
i Time Area Height Width Area®  Symmety
[ 1| 1os2 | 11683 | 1621 | 0105s | 1o0ooo [ oss |

Sekil 4.18. Olmesartan medoksomilin 0,1 M hk HCI ile hazirlanan 100 ppm lik
¢Ozeltisinin kromatogrami
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WD A, Wavelength=215 nm (OLMWOS0Z2014S TABILITEW 1042w ONKES 2014-02-05 10-57- 1200 LM1HCL1.00

mALl _:
140
1207 OLN 1 b HEI
80—?
50—5
. S S
0 2 a 8 10 12 12 18 18 min
# Time Area Height Width Area¥ Symmety
1 1.403 2297 46 0.0714 16,970 0823
2 10,574 11238 156 01059 83.030 0584

Sekil 4.19. Olmesartan medoksomilin 1,0 M hik HCI ile hazirlanan 100 ppm lik
¢Ozeltisinin kromatogrami

WD A, Wavelength=215 nm (OLMIS0320145 TABILITEVI10MEVONKES 2014-03-05 10-57-1900LMO1HADHT. D)

mAl .
250—5
200—:
OLM 0.1 M MNaOH
150 -
100—5
o4 —
0 2 a 8 10 12 14 16 15 min
# Time Area Height Width Area®  Symmety
1 1.625 a2.4 17.6 0.0692 4720 0621
2 7374 1664.1 2.2 0.033 95,230 0E

Sekil 4.20. Olmesartan medoksomilin 0,1 M ik NaOH ile hazirlanan 100 ppm lik
¢Ozeltisinin kromatogrami

Piklerin c¢ikis zamani ve piklerin alan degerleri géz 6nlne alindiginda etken

maddenin tamamen bozundugu degerlendirilmistir.
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WD A, Wavelength=215 nm (OLMWMS0Z2014S TABILITEV10HM2vONKES 2014-02-05 10-57- 1950 LM 1 MADHZ D)

mAl |
200—:
150—5 OLM 1 M MadH
100—: :'E
A0 —|
0 J\"_‘—'_‘—"—'_‘—‘———.—
0 2 a 8 8 10 12 14 16 15 min
i Time Area Height Width Area® Symmetry
1 1.503 1362 3401 0.0537 44 820 0711
2 7.383 16204 2014 0034 55,180 (.55

Sekil 4.21. Olmesartan medoksomilin 1,0 M ik NaOH ile hazirlanan 100 ppm lik
¢Ozeltisinin kromatogrami

Piklerin c¢ikis zamani ve piklerin alan de@erleri géz 6nlne alindiginda etken

maddenin tamamen bozundugu degerlendirilmistir.

WD A, M avelength=215 nm (OLMWIS0320145 TABILITEW104M 3YONKES 2014-03-05 10-57-1900Lk1001 .00
mAl |
200—;
175—5
: aLm 100 c
150—:
100—5
50—5
25—f
@ ; ML
o 2 a 5 8 10 12 13 18 B min
i Time Area Height Width Area® Symmetry
1 10.583 1551 2205 01033 34 407 0.533
2 14877 1.8 749 n163 5533 07

Sekil 4.22. Olmesartan medoksomilin 100 °C de bir giin bekletildikten sonra
asetonitril ile hazirlanan 100 ppm lik ¢6zeltisinin kromatogrami
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WD A, Wavelength=215 nm (OLMOS0ZZ014S TABILITEVD 1041 3YONKES 2014-03-05 09-33-05\HCT 1001.0)
mALl
! !
250—_ i
200_: HCT 100 PP
150—5
100—5
50—
a N S ——— U -o'WMMMOMtMMt
0 : 4 . ; " i A * ® min
i Time Area Height Width AreaX Symmety
[ 1| 52w | 1947 | 2735 | 01044 [ 100000 | 0615 |

Sekil 4.23. Hidroklorotiyazidin asetonitril ile hazirlanan 100 ppm lik ¢ozeltisinin

kromatogrami

WD A, Wavelength=215 nm (OLWMOS0ZZ014S TABILITEM 1043 v ONKES 2014-03-05 10-57-1HC TZH2021.0)

mALl _:
3000 -
2500—5 HCT %3 H202
2000
1500 -
500—;
o A
0 2 a 5 8 10 12 12 1 18 min
i Time Area Height Wwidth Area¥ Symmety
1 1.488 172445 4789 0.0753 93.092 0.639
2 5.205 12796 1954 0.0368 £.908 0.539

Sekil 4.24. Hidroklorotiyazidin %3 Ik H202 ile hazirlanan 100 ppm lik ¢bzeltisinin

kromatogrami

Piklerin c¢ikis zamani ve piklerin alan degerleri géz Oonune alindiginda etken

maddenin tamamen bozundugu degerlendirilmistir.
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WD A, Wavelength=215 nm (OLWMIS0320145 TABILITEVI10HM 3 VONKES 201403-05 10-57-190HC T30H2021.00

)

HCT %30 H202

o 2 4 =] 8 10 12 14 16 12 min
# Time Area Height Width Area¥ Symmety
1 1.491 62352 3894 4 01522 95,262 0456
2 b2 1802 4 2727 0.039 4.738 0.E05

Sekil 4.25. Hidroklorotiyazidin %30 luk H202 ile hazirlanan 100 ppm lik ¢6zeltisinin
kromatogrami

Piklerin c¢ikis zamani ve piklerin alan degerleri géz 6nlne alindiginda etken

maddenin tamamen bozundugu degerlendirilmistir.

WD A, Wavelength=215 nm (OLMWDSDZ2014S TABILITEW10H 3Y0OMKES 2014-02-05 10-57-1HCTO1HCLZ. D)

mal -
175
1850
= HCTO1 MHCL

125
100

75—

50—

25—

T T T T T T
a 2 4 L} 2 10 12 14 16

n 1 1me Area Height WwWidth Areax Symmelry
[ 1 | 5208 | 1238.2 | 185.3 | 01113 | 1ooooo | oezz |

Sekil 4.26. Hidroklorotiyazidin 0,1 M hk HCl ile hazirlanan 100 ppm lik ¢dzeltisinin
kromatogrami



WD A, Wavelength=215 nm (OLMWOS0Z22014S TABILITEWA0MZWONKES 201402-05 10-57- 120 HCTAHCLA . D)

HCT 1 M HCI

Time Area Height Width Area¥ Symmetry

5203 | 1937 | 177 | on0g7a [ 1ooo0o0 [ 0595 |

Sekil 4.27. Hidroklorotiyazidin 1,0 M hk HCl ile hazirlanan 100 ppm lik ¢dzeltisinin

kromatogrami

WD A, Wavelength=215 nm (OLWMIS032014S TABILITEM 1043 vONKES 2014-03-05 10-57- 190 HC TOANADHZ. D)

mAal
250—:
: HCT 0,1 M NadH
200—_
150—:
100—:
50—:
o A —_——~
0 : 4 . 4 " B A * % min
# Time Area Height Width Area®  Symmetry
[ 1] 518 | 1703 | 208 | 00997 [ 100000 | osee |
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Sekil 4.28. Hidroklorotiyazidin 0,1 M Ik NaOH ile hazirlanan 100 ppm lik

cOzeltisinin kromatogrami
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WD A, Wavelength=215 nm (OLMWOS032014STABILITEM10MIVONKES 2014-03-05 10-57- 19\ HCTANADQHZ.D)
mal |
: !
250
] HCT 1 M MaoH
200-
150
100
50— \
o _
0 2 a 5 8 10 12 12 1 18 min
# Time Area Height Width Area¥ Symmetry
1 1.51 237 748 00515 2230 0862
2 163 5559 2001 0047 19,302 1.618
K] 5127 2087 2965 0101 72 465 054

Sekil 4.29. Hidroklorotiyazidin 1,0 M ik NaOH ile hazirlanan 100 ppm lik
cOzeltisinin kromatogrami

Piklerin c¢ikis zamani ve piklerin alan degerleri g6z 6nune alindiginda etken

maddenin tamamen bozundugu degerlendirilmistir.

VD A, Wiavelength=215 nm (OLMWS022014S TABILITEVI10MZYONKES 2014-02-05 10-57-19%HCT1001.0)

mAl |
250
200_; HCT100C
100—5
50—:
o R
o 3 i : 3 1 s a i FI—
# Time Area Height Wwidth Area¥ Symmetry
[ 1| 5197 | 18s97 | 285 | 01045 [100000 | 0626 |

Sekil 4.30. Hidroklorotiyazidin 100°C de bir giin bekletildikten sonra asetonitril
ile hazirlanan 100 ppm lik ¢6zeltisinin kromatogrami
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Bolum 3.2.4.’te anlatildigi gibi hazirlanan OLM medoksomil ve HCT c¢ozeltilerine

ait bozundurma calismasi sonuglari Cizelge 4.16.'da gOsterilmistir. Cizelge

4.16.da gorulen pozitif sonuglar, sapmanin artis yonunde oldugunu, negatif

sonuglar ise sapmanin azalig yoninde oldugunu ifade etmektedir.

Cizelge 4.16. Bozundurma calismasi sonuclari

Baslangic | %3 %30 [ 0,1M 1,0M 0,1 M 1,0M 100 °C

luk luk HCI HCI NaOH NaOH

H202 | H202
OLM 1568,55 1164,25/ 1121/ Tamamen Bozundu | 1549,8/
medoksomil Tamamen -25,8 -28,5 -1.2
Pik Alani/ Bozundu
%Sapma
HCT Pik Alani/ 1934,2 1236/ 1192,85/ | 1739,4/ | Tamamen | 1873,15/
%Sapma -36,1 -38,3 -10,1 Bozundu -3.2

4.3.4. LOD ve LOQ Degerleri

LOD ve LOQ tayininde Bolim 3.2.4.’de anlatilan yol izlenmis ve sonuglar Cizelge

4.17.’de gosterilmigtir.

Cizelge 4.17. LOD ve LOQ degerleri

LOD (pg/mL) LOQ (ug/mL)
OLM medoksomil 0,02 0,07
OLM Safsizhik A 0,03 0,10
OLM Safsizlik B 0,03 0,10
HCT 0,13 0,40
HCT Safsizhik A 0,42 1,40
HCT Safsizlik B 0,23 0,76
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5. SONUC VE ONERILER

Calismamizda antihipertansif etkili ilagc etken maddeleri olan Olmesartan
medoksomil ve Hidroklorotiyazid ile bazi safsizliklarinin ayrimi ve miktar tayini igin

bir YUiksek Basingli Sivi Kromatografisi yontemi gelistiriimis ve valide edilmigtir.

Turkiye’de Olmesartan medoksomil ve Hidroklorotiyazidi farkli derigsimlerde iceren
bircok farmasoétik tablet c¢esitli firmalar tarafindan kullanima sunulmustur.
Literatlrde bu iki etken maddenin birlikte bulundugu farmasoétik formlarda miktar
tayini amaciyla geligtirilen yontemler mevcuttur. Bunlar Yuksek Basingli Sivi
kromatografik ve UV spektrofotometrik yontemlerdir. Olmesartan ve safsizliklari ve
Hidroklorotiyazid ve safsizliklari tayinleri igcin HPLC yontemleri mevcuttur. Ayrica
OLM-HCT ve HCT safsizlik A iceren bir HPLC calismasi da vardir. Ancak bu etken
maddelerin ve safsizliklarinin ayirma ve tayinlerinin ayni anda gergeklestirildigi bir

yonteme literatur taramalarimizda rastlanmamistir.

Calismamizin hedefi, Olmesartan medoksomil ve Hidroklorotiyazid iceren kombine
farmasotik tabletlerde ve bu etken maddelerin safsizliklariyla birlikte bulunduklari
ortamda ayirmak ve her bir analitin kantitatif tayinlerini gergeklestirmektir. Her iki
etken madde icin EU 2011 ve BP 2009 gesitli safsizliklar tanimlamigtir [3, 7].
Calismamizda bu safsizliklardan sadece bir kismi analiz edilebilmigtir. Bunun

sebebi safsizliklarin teminindeki gugliklerdir.

Farmasotik formlarin icerebilecekleri safsizliklar, etken maddelerin bazi bozunma
drtinlerinden olustugu icin safsizliklarin kimyasal yapilari etken maddelere benzer.
Bu durum da bir ayirma yontemi gelistiriimesinde zorluklarla karsilasiimasina
sebep olmaktadir. Calismamizda Olmesartan medoksomil, OLM Safsizlik A, OLM
Safsizlik B ve Hidroklorotiyazid, HCT Safsizlik A, HCT Safsizlik B analitlerinin
birbirlerinden ayrilmalari igin kromatografik kosullar optimize edilmistir. Calismada
hareketli faz olarak 0,020 M NaH2PO4 ¢ozeltisi ve asetonitril ile bir gradient akis
sistemi olusturulmustur. Sabit faz olarak Agilent Zorbax Sb-C18 (4,6X150 mm, 5
pum) kolon segcilmigtir. UV dedektor dalga boyu 215 nm. ye ayarlanmigtir. Kolon

sicakhdr 25°C, otomatik ornekleyici sicakhdi ise 25°C’dir. Her c¢ozelti igin
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enjeksiyon hacmi 4,0 uL’dir. Daha sonra ayrilan analitlerin miktar tayinleri
amaclyla saf standartlardan hareketle kalibrasyon dogrulari olugturulmus ve her

bir analitin miktar tayinleri gergeklestirilmigtir.

Calismamizda, etken maddeleri iceren farmasotik tablet ¢ozeltisi matriks olarak
kullanilmig, normalde bir tablette bulunmamasi gereken safsizliklar, ve standart
etken madde cozeltileri, bu ¢dzeltiye eklenmigtir. Bdylece olasi matriks etkisini de
elimine eden standart ekleme yontemi kullanilarak hem geri kazanim ve hem de
tabletin icerdigi etken madde miktarlar tayin edilmigtir. Sonugclar, geri kazanim
sonuglari seklinde % olarak ifade edilmistir. Ayrica saf standart etken maddelerden
hazirlanan sentetik ¢ozelti de Uzerine standart etken madde c¢o6zeltileri ve
safsizliklar eklenerek analiz edilmistir. Her iki calismanin karsilastirimasi,

farmasotik tablet matriksinden gelen herhangi bir girisim olmadigini gostermektedir.

Kalibrasyon ve % geri kazanim bdliminde, elde edilen dogrusal grafiklerin
egiminden yola ¢ikilarak, standart ekleme yontemi ile her bir etken madde icin %
geri kazanim degerleri hesaplanmigtir. Bu degerler Olmesartan medoksomil

icin %93,3 ve Hidroklorotiyazid icin %99,0 olarak hesaplanmigtir.

Dogruluk ve geri kazanim testlerinde, yontemin galisma araligini kapsayan Ug¢ ayri
derisimde etken maddeler i¢in (%50, %100 ve %150), safsizliklar i¢in (%65, %100
ve %130) geri kazanim c¢alismasi yapilmistir. Elde edilen geri kazanim

yuzdelerinin limitler icerisinde oldugu gorulmustuar.

Onerilen Yuksek Basingh Sivi Kromatografisi yontemi, dogruluk, kesinlik, segicilik,
duyarlilk ve dogrusallik agisindan valide edilmis elde edilen sonuglar tablolar
halinde sunulmustur. Validasyonun secicilik parametresinde butin analitler igin
uygun teorik plaka sayisi, pik asimetrisi, rezolisyon, secicilik ve kuyruklanma
faktorlerinin  saglandigi ve analitlerin allkonma zamaninda ¢6zluclu ve diger
bilesenlere ait herhangi bir girisimin olmadigi saptanmistir. Ayrica segicilik igin
bozundurma calismalari yapiimis ve ¢ozeltiler asidik, bazik ve H202 ortamlarinda
bir saat bekletilmis; kati etken etken maddeler 100°C’de 24 saat bekletilmistir.
H202 ortaminda etken maddelerin tamamen bozundugu goézlenmistir. Asidik ve

bazik ortamlarda da etken maddelerin buyluk oranda bozundugu ve cikis
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zamanlarinin degistigi gozlenmigtir. 100°C’de bekletilen kati etken maddeler ile
hazirlanan ¢ozeltilerin stabil kalabildigi gozlenmistir. Bozundurma sonucu olugan

artnlerin standart safsizlilarla uyumlu olup olmadidina bakilmamistir.

Kesinlik parametresi igin, cihaz kesinligi (enjeksiyon tekrarlanabilirligi) testi
cahsiimigtir. Cihaz kesinligi testinde her bir analit i¢in elde edilen pik alanlarinin ve

allkonma zamanlarinin bagil standart sapmasi belirtilen kriterlere uygundur.

Dogrusallik calismasindan elde edilen regresyon dogrularinda, her bir etken
madde ve safsizliklar icin bulunan korelasyon katsayilari(r) 0,995 degerinden

blayuktar.

Ayrica Onerilen kromatografik yontem igin Sistem Uygunluk Testleri yapiimig ve
batin analitler icin uygun teorik plaka sayisi, pik asimetrisi, rezoltisyon, segicilik ve

kuyruklanma faktoérlerinin saglandigi gézlenmistir

Olmesartan medoksomil, Olmesartan medoksomil safsizlik A, Olmesartan
medoksomil safsizlik B, Hidroklorotiyazid, Hidroklorotiyazid safsizlik A,
Hidroklorotiyazid safsizlik B pikleri igin allkonma zamanlar sirasiyla 10,491;
15,865; 21,980; 5,290; 4,874 ve 4,600 dakikadir. Kromatografi siresi relatif olarak
uzun olmakla birlikte ayirma basarlidir. Olmesartan medoksomil ve
Hidroklorotiyazid i¢in % geri kazanim sonuglari sirasiyla %93,3 ve %99,0 olarak
hesaplanmistir. LOD degerleri Olmesartan medoksomil, Olmesartan medoksomil
safsizlik A, Olmesartan  medoksomil safsizlik B, Hidroklorotiyazid,
Hidroklorotiyazid safsizlik A, Hidroklorotiyazid safsizlik B igin sirasiyla 0,07 pg/mL;
0,10 pg/mL; 0,10 pg/mL; 0,40 pg/mL; 1,40 pg/mL ve 0,76 pg/mL’dir. Bu degerler,

etken maddeler igin literatir verileriyle uyumludur.

Sonucta geligtirilen ydntem dusuk standart sapma degerleriyle kesinlik ve
tekrarlanabilirlik, % geri kazanim c¢alismalari sonuglari ile dogruluk ve dusik LOD
degerleri ve kalibrasyon dogrularinin egim degerleriyle duyarllik, 1'e yakin
korelasyon katsayisi(r) dederleri ile dogrusallik acgisindan olumludur ve rutin

analizler icin onerilebilir.
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