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HIPERTANSIYON TEDAVISINDE ETKILI SABIT DOZLU KOMBINASYON
TASARIMI VE DEGERLENDIRILMESI
(Doktora Tezi)

Diren SARISALTIK YASIN

GAZi UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU
Kasim 2018

OZET

Bu ¢aligmanin amaci, hipertansiyon tedavisinde farkli mekanizmalar ile etki gosteren amlodipin ve
enalapril etkin maddelerini tablet dozaj sekli halinde igeren “Sabit Dozlu Kombinasyon™un (SDK)
“Kalite Tasarimi” (QbD) prensiplerine gore gelistirilmesidir. SDK’nin 6nformiilasyon
agsamalarinda etkin maddelerin fizikokimyasal karakterizasyonu yapilmig ve miktar tayini analiz
yontemi gelistirilmistir. Miktar tayini analiz yonteminin saglamligini test etmek i¢in Box-Behnken
tasarim1 (BBD) kullanilmis ve gelistirilen Yiiksek Basingli Sivi Kromatografisi (HPLC) yontemi
optimize edilmistir. Formiilasyon c¢aligmalarindan once etkin maddelerin birbirleriyle ve yardime1
maddeler ile gecimlilik c¢alismalar1 yapilmigtir. Gegimlilik ¢aligmalarinda termal (DSC, TGA,
DTA), kromatografik (ITK) ve spektroskopik (FTIR) analiz yontemleri kullanilmistir. Gegimsizlik
ihtimali olan yardime1 maddeler elenerek secilen fonksiyonel yardimci maddeler ile formiilasyon
agsamasina gecilmistir. Formiilasyon asamasinda her iki ilacin referans {irtinlerinin fizikokimyasal
ve biyofarmasotik dzellikleri temel alinarak “Hedef Uriin Kalite Profili” (QTPP) belirlenmistir.
Daha sonra QTPP’yi etkileyebilecek olas1 “Kritik Kalite Ozellikleri” (CQA) saptanmustir. Ishikawa
diyagrami ve neden-sonug¢ matrisi araclari ile risk analizi yapilarak CQA iizerine etkili “Kritik
Materyal Ozellikleri” (CMA) ve “Kritik Proses Parametreleri” (CPP) belirlenip bu faktérlerin risk
diizeyleri Plackett-Burman tasarimi (PBD) ile degerlendirilmistir. PBD sonucuna goére anlamsiz
faktorler elenerek, etkili faktorler BBD ile optimize edilmistir. Optimizasyon sonucunda kritik
faktorler icin tasarim alani belirlenmis ve segilen final formiilasyon tabletin kalite denetim kriterleri
agisindan referans iirlinler ile karsilagtirilmistir. Sonug olarak, amlodipin ve enalapril iceren SDK
iriiniiniin formiilasyon ve proses gelisimi sirasinda kalitenin {iriine QbD yardimiyla ingasi in vitro
testlerle kanitlanarak basarili bir formiilasyon tasarimi saglanmustir.

Bilim Kodu : 1020

Anahtar : Sabit dozlu kombinasyon, Kalite tasarimi, Deney tasarimi,
Kelimeler Amlodipin, Enalapril, Hipertansiyon

Sayfa Adedi : 185

Danisman : Dog. Dr. Zeynep Safak TEKSIN



DESIGN AND EVALUATION OF A FIXED DOSE COMBINATION FOR THE
TREATMENT OF HYPERTENSION
(Ph. D. Thesis)

Diren SARISALTIK YASIN

GAZI UNIVERSITY
INSTITUTE OF HEALTH SCIENCES
November 2018

ABSTRACT

The study aimed to develop a Fixed Dose Combination (FDC) as a tablet dosage form
containing amlodipine and enalapril acting by different mechanisms by using “Quality by
Design” (QbD) principles. In preformulation studies of the FDC, physicochemical
characterizations were performed, and then analytical method for the assay was developed.
Box-Behnken experimental design (BBD) was used for robustness testing of the High
Pressure Liquid Chromatography (HPLC) analytical method for assay, and this method
was optimized. Before the formulation studies, the compatibility studies of active
substances with each other and with excipients were performed. Thermal (DSC, TGA,
DTA), chromatographic (TLC) and spectroscopic (FTIR) methods were used in the
compatibility studies. Excipients having possible incompatibility were eliminated and it
proceeded to the formulation stage with the functional excipients selected in remaining
ones. In the formulation stage, the Quality Target Product Profile (QTPP) was determined
based on physicochemical and biopharmaceutic properties of the reference products of
both drugs. Then the possible Critical Quality Attributes (CQA), which may affect to
QTPP were determined. Risk analysis by using Ishikawa diagrams and cause-effect
matrices was performed to define the Critical Material Attributes (CMA) and Critical
Process Parameters (CPP) which has an effect on the CQA and the risk grade of these
factors was investigated with Plackett-Burman design (PBD). According to the results of
PBS, insignificant factors were elevated but the significant factors were optimized using
BBD. As a result of optimization, the design space was established for critical factors and
selected optimum formulation was compared to the reference products in terms of quality
control criteria of tablets. In conclusion, the quality was constructed to the FDC product
containing amlodipine and enalapril via QbD principles during the formulation and process
development and an accomplished formulation design was achieved.

Science Code : 1020

Key Words : Fixed dose combination, Quality by Design, Design of Experiments,
Hypertension, Amlodipine, Enalapril
Page Number : 185
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1. GIRIS

[lacta kalite tasarimi, (Quality by Design, QbD) farmasétik gelisim siirecinde iiriin kalitesi
ve performansinin ingasini ve siirekliligini hedefleyen, risk yonetimi temeline dayanan,
bilimsel ve sistematik bir yaklagimdir (cGMP; ICH Q8). QbD kavraminin Uluslararasi
Uyum Konferans1 (ICH) kilavuzlarinda yer almasini takiben bu yaklasim ilag ve proses
gelistirmenin ve ruhsatlandirmanin kilit bir parcasi halini almistir (ICH Q8; ICH Q9; ICH
Q10). Kalite tasarimu ile iiriin gelistirme agamasinda hedeflenen kalite profiline gore kritik
parametreler belirlenerek bu parametrelerin kalite tizerindeki potansiyel riskleri tanimlanir
ve bu riskleri en aza indirmek ig¢in istatistiksel deney tasarimlarindan (Design of
Experiments, DOE) yararlanilir (Aksu ve Mesut, 2015). DOE, risk analizi sonucu secilen
bagimsiz degiskenlerin (faktorlerin) belirlenen diizeylerde, yanitlar {izerindeki etkisinin bir
seri deney ile planlanmasi siirecidir. DOE farmasotik alanda en ¢ok ilag analiz yontemi ve
formiilasyon/iiretim yontemi gelistirilirken kullanilir (Dejaegher ve VanderHeyden, 2011).
DOE ile eleme (screening) tasarimlari yapilarak ¢ok sayidaki faktor arasindan en etkili
olanlar segilebilir ve optimizasyon tasarimlar1 yapilarak etkili faktorler icinden en uygun

kombinasyonlar elde edilebilir (Chudiwal ve digerleri, 2017).

Bu tez ¢alismasinin amaci, QbD bilesenleri kullanilarak hipertansiyon tedavisinde etkili bir
Sabit Dozlu Kombinasyon (SDK) tableti tasarlamaktir. SDK’lar birden fazla etkin maddeyi
tek dozaj seklinde bir arada igeren ila¢ sekilleridir. Ancak her ilacin SDK seklinde
hazirlanmas1 uygun degildir. ilaglarin SDK olarak gelistirilmesi igin; bilesenlerin mevcut
terapotik etkiyi artirmasi veya maddelerden birinden kaynakli bir advers etkinin, diger bir
maddeyle ortadan kaldirilmasi veya tedaviye uyumun artmasi beklenmektedir (EMA,

2017).

Kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde SDK’lar siklikla tercih edilmektedir. Amerika
Birlesik Devletleri’nde ruhsatlandirilan SDK’larin %80’ini  antihipertansif ajanlar
olusturmaktadir (Desai ve digerleri, 2012). Bu tez ¢alismasinda da bir antihipertansif SDK
gelistirilmesi amaglanarak, etkin madde olarak bir kalsiyum kanal blokeri (KKB) olan
amlodipin ile bir anjiyotensin déniistiiriicii enzim inhibitdrii (ADEI) olan enalapril model
madde olarak segilmistir. KKB ve ADEI’ler sinerjik etkileri nedeniyle birlikte kullanimi
tavsiye edilen iki antihipertansif ila¢ grubudur (Locatelli ve digerleri, 2002). Bunun
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yaninda, ADEI’ler, KKB ile gdzlenen &nemli bir yan etki olan periferik ddemi de

onlemektedir (Sica, 2003).

Bir SDK iiriinii gelistirilirken diger bir 6nemli nokta da etkin maddelerin birbirleri ile ve
formiilasyondaki diger yardimecr maddeler ile gecimli olmasidir (Salandova ve digerleri,
2018). Bu nedenle formiilasyonda yer alacak yardimci maddelerin titizlikle segilmesi
biiylik 6nem arz etmektedir. Bu kapsamda, secilen yardimci maddelerin ayrintili ge¢imlilik
caligmalar1 yapilmali ve secilen yardimc1 maddelerin tipi ve oranimin optimize edilmesi

gerekmektedir.

Bu c¢aligmada etkin madde miktar tayini analiz yontemi, formiilasyon bilesenleri ve tiretim
proseslerinin gelistirilme asamasinda DOE prensipleri kullanilmigtir. Formiilasyon ve
tiretim agamalarinda oncelikle eleme tasarimlarindan olan PBD uygulanarak c¢ok sayidaki
faktor icinden en etkili 3 faktor secilmis ve daha sonra BBD kullanilarak optimizasyon
calismasi yapilmistir. Calismanin sonunda elde edilen final SDK formiilasyonu in vitro
karakterizasyon c¢alismalar1 ile degerlendirilmistir. Sonu¢ olarak, kalitenin {iriine QbD

yardimiyla insasi saglanarak basarili bir formiilasyon tasarimi gerceklestirilmigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kalite Tasarimi

QbD kavrami ilk olarak 1991 yilinda Joseph M. Juran tarafindan ileri siiriilmiistiir. Juran
QbD’yi kalitenin planlanmasi, denetlenmesi ve gelistirilmesi olmak iizere ii¢ temel islemle
degerlendirmistir (Yu ve digerleri, 2014). Bu kavram, uzun yillardan beri otomotiv,
petrokimya, yari iletken endiistrisinde ve ¢esitli miithendislik alanlarinda kullanilmaktadir
(Aksu ve Mesut, 2015). Ilag endiistrisinde kullaniminin ilk adimlari ise 2002°de giincel Iyi
Imalat Uygulamalar1 (cGMP) kilavuzunda vurgulanan risk temelli yaklasim ve Amerika
Birlesik Devletler Gida ve Ilag Idaresi (FDA)’nin 2004’te yayinlanan Proses Analitik
Teknolojisi Kilavuzu (PAT) ile atilmistir (FDA, 2004). Uluslararast Uyum Konferansi
(ICH) tarafindan yayinlanan Farmasotik Gelisim (ICH Q8), Kalite Risk Yonetimi (ICH
Q9) ve Farmasoétik Kalite Sistemi (ICH Q10) kilavuzlarinin yaymlanmasi ile de QbD, ilag
gelistirme ve ruhsatlandirmanin vazgecilmez bir pargasi haline gelmistir (ICH QS8; ICH
Q9; ICH Q10). ICH Q8(R2)’e gére QbD “Onceden tanimlanmis hedefler ile baslayan;
iiriin ve proses anlayisinin ve kontroliiniin saglam bilim ve kalite risk yontemi temelinde

vurgulandig sistematik bir yaklagim” olarak tanimlanmaktadir.

Farmasotik alanda QbD, ilacin klinik performansim1  etkileyebilecek  kalite
spesifikasyonlarin1 tanimlamak; iiriin hatalarmi ve varyasyonlart en aza indirmek; {iriin
gelistirme verimini artirmak ve ruhsat basvurusu sonrasi kullanilabilecek fonksiyonel bir
tasarim sahasi olusturmak ve uzun vadede {iriin maliyetini diisiirmek amaciyla yaygin

olarak kullanilmaktadir (Yu ve digerleri, 2014).

QbD ile bir iirlin gelistirmek i¢in asagidaki asamalar izlenebilir (ICH QS8):

- Hedef iirlin kalite profilinin (Quality Target Product Profile, QTPP) belirlenmesi

- Kiritik kalite 6zelliklerinin (Critical Quality Attributes, CQA) belirlenmesi

- Kritik materyal 6zelliklerinin (Critical Material Attributes, CMA) ve kritik proses
parametrelerinin (Critical Process Parameters, CPP) belirlenmesi

- Risk analizi

- Deney tasarimi (Design of Experiments, DOE) yapilmasi ve tasarim sahasinin

olusturulmasi



- Kontrol stratejisinin gelistirilmesi

Hedef iiriin kalite profili (Quality Target Product Profile. QTPP)

ICH Q8’de QTPP “bir ilacin etkinlik ve gilivenligi dikkate alinarak belirlenen hedef kalite
Ozelligini en iyi sekilde saglayabilmesi i¢in tagimasi gereken kalite 6zelliklerinin bir 6zeti”
seklinde tanimlanmaktadir. QTPP, gelistirilecek {irliniin kullanim amaci, salim 6zellikleri,
dozaj formu, sterilitesi, safligi, nem icerigi gibi cesitli Ozellikleri kapsayabilir. Bu
ozellikler {iriiniin dozaj formuna ve igerdigi maddelerin spesifik 6zelliklerine ve ruhsat
basvuru durumuna gore degisebilir (Lionberger ve digerleri, 2008). QTPP, QbD’nin

cekirdegini olusturur ve {iriiniin etkinligi ve glivenligini saglamasini amaglar.

Kritik kalite Ozellikleri (Critical Quality Attributes, CQA)

QbD ile ilag gelistirmenin ikinci basamagi CQA’lerin belirlenmesidir. CQA, ICH Q8’de
“hedeflenen {irlin kalitesinin saglanmasi i¢in uygun sinir, aralik veya dagilimda bulunmasi
gereken fiziksel, kimyasal, biyolojik veya mikrobiyolojik ozelliktir” seklinde

tanimlanmustir.

Bir iirlinlin miktar tayini, icerik tekdiizeligi, salim 6zellikleri, nem igerigi, mikrobiyolojik
ozellikleri, goriiniisii, sertligi gibi ¢ok sayida kalite 6zelligi olabilir. Ancak bu 6zelliklerin
kritik olma durumunu belirleyen hastaya verebilecegi potansiyel zarardir. Dolayisiyla eger

bir parametre QTPP’yi etkiliyorsa kritik, etkilemiyorsa kritik degildir (Aksu, 2015).

Kritik materyal Ozellikleri (Critical Material Attributes, CMA) ve Kritik proses

parametreleri (Critical Process Parameters, CPP)

CMA’ler hammaddelere ait CQA’yi etkileyebilen fiziksel, kimyasal, biyolojik ve
mikrobiyolojik ozelliklerdir. CMA, ICH Q8’de tanimlanmayan bir terim oldugundan
bazen CQA ile karistirilabilmektedir. Ancak CMA, etkin madde, yardimc1 maddeler gibi
girdi parametre Ozelliklerini icerirken, CQA bitmis lriine ait kalite 6zelliklerini kapsar
(Lionberger ve digerleri, 2008; Yu ve digerleri, 2014). Ornegin, ¢ziinme hizinin CQA
olarak kabul edildigi bir tasarimda, formiilasyondaki dagitict miktar1t CMA olarak kabul
edilebilir.



CPP ise, ICH Q8’de “CQA iizerine etkisi olan ve bu nedenle istenen kaliteyi temin
edebilmek icin izlenmesi veya kontrol altinda tutulmasi gereken proses parametreleri”
olarak tamimlanir. Ornegin, icerik tekdiizeliginin CQA olarak belirlendigi bir proseste
karistirma siiresi CPP olabilir. CMA ham maddelere, CPP ise prosese ait girdi

parametreleri olup kontrol altinda tutulmas: {iriiniin kalitesini garantilemektedir.

Risk analizi

QbD risk-temelli bir yaklasim oldugundan risk analizi QbD’nin en &nemli
asamalarindandir. Risk analizinde ICH Q9 Kalite Risk Yonetimi kilavuzundan yararlanilir.
Risk degerlendirilmesi yapilirken oncelikle risk tanimlanir, daha sonra uygun risk
degerlendirme araglar1 kullanilarak parametrelerin kritik olup olmadig1 saptanir ve kritik
olan faktorlerin diizeyleri belirlenir (Zalai, ve digerleri, 2015). Degiskenlerin kritik olup
olmadigimnin belirlenmesi, derecelendirilmesi, risk olasiliginin distiriilmesi veya oldugu
gibi kabul edilmesi gibi kararlar ¢esitli risk analiz araclari ile belirlenir. Bu amagcla siklikla
kullanilan risk araglar1 akis diyagramlari, kontrol listeleri, risk haritalari, Ishikawa (balik
kil¢ig1) diyagrami, neden-sonu¢ diyagrami gibi basit araglar ile Hata Tiirii ve Etki Analizi
(Failure Modes and Effect Analysis, FMEA), Hata Agaci Analizi (Fault Tree Analysis,
FTA), Tehlike Analizi ve Kritik Kontrol Noktalar1 (Hazard Analysis and Critical Control
Points) gibi gelismis araglar kullanilir. Literatiirde bu yontemlerden en ¢ok Ishikawa
diyagrami kullanilmigtir (Chudiwal ve digerleri, 2017; Mishra ve Rohera, 2017; Yerlikaya
ve digerleri, 2013).

Ishikawa diyagrami

Basit risk degerlendirme araclarindan olan Ishikawa diyagrami nitel bir analiz yontemidir.
Balik kil¢ig1 diyagrami olarak da adlandirilir. Bir etkiye ve yanita giden ana etkenler ve bu
etkenlere sebep olan cesitli kiigiik etkenlerden olusur. Sekil 1°de 6rnek bir Ishikawa

diyagrami verilmistir.
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Sekil 2.1. Ishikawa diyagrami taslag

Formiilasyon caligsmalarina gegmeden Once, baslangicta yapilan bir risk analizi ile gesitli
faktorlerin kritikligi derecelendirilir ve Onem sirasina gore secilen faktorler ile deney

tasarimi yapilmasi 6nerilir (Fahmy ve digerleri, 2012).

Deney Tasarimi (Design of Experiments, DOE)

DOE, az sayida deneyle en fazla bilgiyi elde edebilmek icin yapilmasi gereken deneylerin
planlanma stratejisidir. Bu yontem cok sayida degiskenin (faktor) bir veya daha fazla yanit
lizerine etkisinin ayni anda incelenebilmesine olanak saglar. Bunun yaninda bu
degiskenlerin birbirleriyle olan muhtemel etkilesimleri de gézlenebilmektedir (Torbeck ve
Branning, 2007: 98). DOE’de iiriin kalitesi lizerinde kritik etkisi oldugu diisiiniilen
faktorler deney planina sistematik bir sekilde dahil edilerek sonuglar matematiksel ve

istatistiksel olarak yorumlanir.

DOE basamaklar1 asagida verilmistir (Montgomery, 2013: 15; Politis ve digerleri, 2017)

- Faktorlerin ve diizeylerin se¢ilmesi: Bu degerler literatiire veya 6n ¢alisma sonuglarina

gore belirlenir.



- Uygun DOE yo6nteminin se¢ilmesi: Eger en etkili faktorler secilecekse PBD gibi bir
eleme tasarimi  kullanilabilir. Eger faktorlerin  birbirleri ile  etkilesimi
degerlendirilecekse ve zaman sikintisi yoksa tam faktoriyel tasarimlar tercih edilebilir.

- Deneylerin ger¢eklestirilmesi: Uygun yonteme gore matris olusturulup deney planinda
verilen sira ile deneyler gergeklestirilir ve sonuglar kaydedilir.

- Yamtlarin istatistiksel ve grafiksel degerlendirilmesi ve yorumlanmasi: t-testleri,
korelasyon katsayilari, ANOVA sonuglari ve spesifik grafikler incelenerek
yorumlanir.

- Optimizasyon (gerekirse): Sayet bir eleme tasarimi kullanilarak en etkili faktorler
belirlendiyse Merkezi Kompozit Tasarim (CCD) veya BBD gibi bir yanit ylizey
metodolojisi (Response Surface Metodology RSM) kullanilarak yeni bir tasarim

sonucu optimize kosullar saptanabilir.

DOE planlanirken istenen yanit lizerinde etkili oldugu diisiiniilen ¢ok sayida faktoriin
icinden anlamli olanlarin belirlenmesi amaglaniyorsa bir eleme tasarimi kullanilmasi
uygun olur. Ancak eger amag faktorler arasi etkilesimi gérmek veya optimizasyon yapmak
ise RSM tasarimlart tercih edilmelidir. Bazen de ilk dnce PBD gibi bir eleme tasarimi
yapilarak faktor sayis1 diisiiriiliir ve daha sonra en etkili bulunan faktorler ile optimizasyon
tasarim1 yapilir (Plackett ve Burman, 1946). Optimizasyon i¢in RSM tasarimlar
kullanilmaktadir. Bu amagla en stk CCD ve BBD kullanilmaktadir (Box ve Behnken,
1960; Dejaegher ve Heyden, 2011; Ferreira ve digerleri, 2007). Bunlarin diginda tam ve
kismi faktoriyel tasarimlar, D-optimal tasarimlar ve karisik tasarimlar da kullanilan diger

tasarimlardir.

Plackett-Burman Tasarimi (PBD)

(Cok sayida faktoriin bir veya daha fazla yanit lizerindeki etkisi arastirilacaksa ve ozellikle
smirli zaman veya kisith hammadde varsa PBD wuygun bir DOE se¢imi olarak
disiiniilmektedir (Yerlikaya ve digerleri, 2013). Bu tasarimda dordiin kati olan ancak
ikinin kuvveti olmayan sayida deney yapilir. Faktor diizeyi ikidir (Plackett ve Burman,
1946). Cok kisith zamanda ¢ok sayida faktoriin etkisinin incelenmesi ve etkili olmayan
faktorlerin hizlica elenebilmesi PBD’nin avantajidir. Bu faktorlerin  birbirleri ile
etkilesiminin kolayca goriillememesi ise bu tasarimin dezavantajidir (BeresandHawkins,

2001; Vanaja ve Rani, 2007).
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PBD’de incelenecek faktor sayisindan bir fazla sayida deney yapilmaktadir. Ornegin 11
faktor incelenecekse 12 deney gerceklestirilebilir veya 99 faktor ile 100 deney
gergeklestirilebilir (Fahmy ve digerleri, 2012). Ancak standart hatanin dogru olarak
hesaplanmas1 icin faktdr sayisinin iigte biri kadar uydurma (dummy) faktor girilmesi
onerilmektedir (Dejaecgher ve Vander Heyden, 2011). Bu faktorler -1 veya +1 seklinde
kodlar ile belirtilir ve uydurma faktorlerin modelleme {izerinde standart hatanin
hesaplanmas1 diginda bir etkisi yoktur (Dejaegher ve Vander Heyden, 2011; Vander
Heyden ve digerleri, 1995). 11 faktor ve 12 deney i¢in Ornek Plackett-Burman deney

matrisi Cizelge 2.1°de goriilmektedir.

Cizelge 2.1. 11 faktorlii bir tasarim i¢in Plackett-Burman deney matrisi

Deney | Faktor | Faktor | Faktor | Faktor | Faktor | Faktor | Faktor | Faktor | Faktor | Faktor | Faktor
No. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
1 + + + + + - - - + -
2 + - + + + - - - + - +
3 - + + + - - + - + +
4 + + - - + - + + -
5 + + - + + + - +
6 + - - - + - + - + +
7 - - + - + + - + + +
8 + - + + + + + -

9 - + - + + - + + + -

10 + + + - + + + - - -
11 - + + + + + - - +
12 - - - - - - - -

PBD tasarim sonrasi faktorlerin anlamlilik degerlendirmeleri grafiksel veya istatistiksel
olabilir. Degerlendirmelerde yari-normal olasilik egrilerinden ve Pareto grafiklerinden

yararlanilir (Fahmy ve digerleri, 2012).

Box-Behnken Tasarimi (BBD)

BBD, ii¢ seviyeli ve ¢ok faktorlii bir RSM tasarimidir. Birinci ve ikinci derece kinetik
katsayilarinin hesaplanmasinda etkilidir. CCD’ye gore daha az sayida deney ile
optimizasyon yapilmasini saglar, ¢linkii CCD’de faktorlerin kombinasyonunda tiim
noktalar hesaba katilirken, BBD’de tiim faktorlerin aymi anda u¢ noktalarinin

kombinasyonu tasarima dahil edilmez. Ornegin 4 faktorlii bir BBD tasarimda deney




planinda bu 4 faktoriin ayn1 anda en diisiik (veya en yiiksek) diizeylerinin kombinasyonu
yer almaz. Bu durum hem deney sayisimt ve maliyeti disiliriir, hem de ihtiyag
duyulmadiginda ekstrem (ug¢) senaryolar ile vakit kaybinin Oniine gecer (Myers ve
digerleri, 2009). Ancak bu tasarimin kullanilabilmesi i¢in en az {i¢ sayisal faktor gereklidir.
Orta noktalar1 olmayan nitel tasarimlar i¢cin BBD uygun degildir. (Demir ve digerleri,
2017). 3 faktorlii ve 3 merkez noktali bir tasarim i¢in 6rnek Box-Behnken deney matrisi

Cizelge 2.2°de verilmistir.

Cizelge 2.2. 3 faktorlii bir tasarim i¢in 6rnek Box-Behnken deney matrisi 6rnegi

Deney No. Faktor 1 Faktor 2 Faktor 3
1 -1 0 1
2 0 -1 1
3 0 1 1
4 -1 1 0
5 1 0 1
6 0 -1 -1
7 0 0 0
8 1 1 0
9 0 0 0

10 -1 -1 0
11 1 0 -1
12 -1 0 -1
13 1 -1 0
14 0 0 0
15 0 1 -1

Ozetlemek gerekirse, DOE farmasotik alanda analiz ydntemlerinin optimizasyonunda
(Sahu ve digerleri, 2018) ve ilag formiilasyonlarinin veya iiretim proseslerinin incelenmesi
ve optimizasyonunda siklikla kullanilmaktadir (Dejaegher ve Heyden, 2011). Literatiirde

farmasotik alanda DOE’nin kullanildigi ¢cok sayida ¢alisma bulunmaktadir.

Vander Heyden ve digerleri (1995) HPLC kullanarak gelistirdikleri analiz yonteminin
saglamligini mobil faz pH’s1, trietilamin hacmi, kolon sicakligi, dalga boyu ve kolon gibi

degiskenler ile yapilan PBD ile degerlendirmistir.
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Kashid, Ghorpade, Toranmal ve Dhawale (2015) vildagliptinin analizi i¢in HPLC
yonteminde saglamlik ve kesinlik parametrelerinde CCD kullanmig ve tampon pH’s1, akis
hizi, mobil fazdaki asetonitril ylizdesi faktorlerinden sadece akis hizinin konsantrasyon

tizerine etkili oldugunu gostermistir.

Li, Rekhi, Augsburger ve Shangraw (1996) ilag tipi (metoprolol veya hidroklorotiyazid),
intra ve ekstragraniiler mikrokristal seliiloz orani, seyreltici tipi, dagitict tipi ve diizeyi,
magnezyum stearat yiizdesi ve rotor doniis hizinin ¢ézlinme, dagilma sertlik gibi tablet
kalitesi tizerine etkilerini PBD ile degerlendirmistir. PBD sonrasinda segilen en anlamli ii¢
faktorin ise (ilag tipi, mikrokristal yilizdesi ve seyreltici tipi) birbirleri ile olan

etkilesimlerini degerlendirmek i¢in faktoriyel tasarimdan yararlanmstir.

El Say, Refaey, Samy ve Badawi (2011) bezafibratin basilabilirligi ve akis 6zelliklerini
tyilestirmek i¢in hidroksipropil seliiloz, aerosil ve magnezyum stearat miktarinin tozun
akis 6zelligi ve tabletlerin dagilma ve ¢ozlinme Ozellikleri tizerindeki etkilerini optimize

ederken BBD’den yararlanmistir.

Charoo, Shamsher, Zidan ve Rahman (2012) tarafindan yapilan ¢alismada diisiik
¢cOziiniirliik gosteren diklofenak etkin maddesini igeren bir agizda dagilan tablet
formiilasyonunu QbD ile gelistirilmistir. Faktoriyel deney tasarimlari kullanarak etkin
maddenin partikiil biyiikligi, dagitici, seyreltici ve kaydirict gibi CMA’lerin ve
karistirma, lubrikasyon siiresi ve baski kuvveti gibi CPP’lerin cevaplar {izerine etkisi

degerlendirilmistir.

Fahmy ve digerleri (2012) tarafindan yapilan bir ¢alismada silindirler arasi sikistirma
teknigiyle hazirladiklar siprofloksasin konvansiyonel tabletlerinin formiilasyon ve proses
parametrelerindeki ana etkileri belirlemek amaciyla PBD kullanilmistir. 11 faktor ile (etkin
madde partikiil bliylikliigii, magnezyum stearat kaynagi, dagitici:baglayici orani ve ¢esitli

kuru graniilasyon parametreleri) toplam 12 deney yapilarak tasarim araligi belirlenmistir.

Monajjemzadeh ve digerleri (2012), divalproeks sodyumun uzatilmis salimli tabletlerinin
RSM, karigik tasarim ile tasarimini ve optimizasyonunu gergeklestirmistir. Tasarim 4

faktoriin (hidroksipropil metil seliilloz, laktoz, mikrokristal seliiloz ve silikon dioksit
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yuzdeleri) incelendigi 21 deney ile gegeklestirilmistir. Tasarimda yanit olarak kalinlik,

friabilite, kirilma kuvveti, sertlik ve Carr indeksi gibi fiziksel 6zellikler dikkate alinmistir.

Kushner ve digerleri (2014), faktoriyel tasarim kullanarak gelistirdikleri tabletlerde {iretim
yontemi (dogrudan basim veya kuru graniilasyon), etkin madde tipi (ibuprofen veya
teofilin), etkin madde partikiil biiyiikliigii, etkin madde ylikleme yiizdesi, dagitici:lubrikan

partikiil biiyiikliigii oran1 degiskenlerini tablet kalite testleri ile degerlendirmistir.

Maltais, Vargas ve DiPaolo (2015) Cassia acutifolia bitkisinden elde edilen ve akis
problemi gosteren dogal bir madde olan senna maddesini dogrudan basim ile tablet haline
getirmek i¢in PBD ile 11 faktoriin etkisini degerlendirmis ve daha sonra en etkili faktorleri
(laktoz, sorbitol, hidroksipropil seliilloz, hidroksietil seliilloz, metil seliilloz) segerek
faktoriyel tasarim ile final formiilasyon bilesenlerine karar vermislerdir. Tasarimda bagimli
degiskenler (yanit) olarak miktar tayini, sertlik, friabilite, dagilma, goriinlis ve agirlik

sapmasi dikkate alinmistir.

Badawy ve digerleri (2016), QbD yaklasimiyla hazirlanan brivanib alaninat film kaplh
tablet formiilasyonundaki baglayici, dagitict ve kaydirict miktarini ve yas graniilasyon

parametrelerini optimize etmek amaciyla faktoriyel tasarimdan faydalanmistir.

Claycamp, Kona, Fahmy ve Hoag (2016), kuru graniilasyon ile hazirlanan siprofloksasin
tabletlerinin formiilasyon ve proses parametrelerinin gelistirilmesi igin fraksiyonel
faktoriyel tasarim kullanmistir. Bu amagla magnezyum stearatin, hidroksipropil seliiloz
kaynaginin, nisasta miktarinin, silindir baskis1 ve hizi gibi kuru graniilasyon

parametrelerinin toz 6zellikleri lizerine etkileri incelenerek tasarim sahasi belirlenmistir.

Chudiwal, Shahi ve Shudiwal (2017) QbD elementlerinden faydalanarak nikardipinin
uzatilmis salimli midede tutulan tablet formiilasyonunu gelistirirken PBD’yi takiben BBD
tasarimi kullanmistir. PBD’de gliseril behenat, hidroksipropil metil seliiloz, sodyum
bikarbonat, mikrokristal seliiloz ve sertligin ilacin ¢oziinmesi ve ylizme zamani iizerindeki
etkileri incelenmis ve en etkili li¢ faktor (gliseril behenat, hidroksipropil metil seliiloz ve

sodyum bikarbonat) tespit edilerek BBD ile optimizasyon yapilmistir.
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Mishra ve Rovera (2016) QbD prensibiyle gelistirdikleri karbamazepin agizda dagilan
tabletlerini BBD ile degerlendirmislerdir. Bagimsiz degiskenler olarak baski kuvveti,
sublimasyon ajaninin miktar1 ve dagitici konsantrasyonunu almis ve bu faktorlerin sertlik,
tablet porozitesi, dagilma siiresi, su emilim zamani, friabilite ve ¢dzlinme acisindan

degerlendirmistir.

Esim ve digerleri (2018) 3? faktoriyel tasarim kullanarak kullanilan polimer tipinin bukkal
tablet karakterizasyonuna etkisini incelemistir. Faktor olarak karbopol veya kitosan
polimerleri ele alinarak dagilma, yutma, ¢6ziinme, pik ayirma kuvveti ve in vitro

permeasyon iizerine etkileri incelenmistir.

2.2. Sabit Dozlu Kombinasyonlar (SDK)

SDK’lar iki veya daha fazla etkin maddeyi tek dozaj formunda igeren ve bazi hastaliklarin

tedavisinde 6nemli rol oynayan oral dozaj formlaridir (Desai ve digerleri, 2012).

SDK’larin ilaglarin ayr1 ayr1 kullanildigt kombine tedaviye gore bazi avantajlari

bulunmaktadir. Bu avantajlar asagida verilmistir:

- Monoterapide yetersiz tedavi yaniti alinmas1 durumunda kombine tedavi ile elde edilen
yanitta artig gozlenebilir (EMA, 2017).

- Kombine tedavi ile bir ilacin advers etkisi ikinci bir ilag ile azaltilabilir veya ortadan
kaldirilabilir. Bu da ilacin giivenligini artirmaktadir (EMA, 2017).

- Hastanin farkl ilaglart tek dozaj seklinde almasi ile tedaviye uyumunda ve tedavi
etkinliginde artis gozlenir (EMA, 2017). Ozellikle bazi hastaliklarda tedavinin
saglanabilmesi i¢in c¢ok sayida ilacin almmasi adeta bir zorunluluktur. Ornegin
kardiyovaskiiler hastaliklarda veya HIV/AIDS, sitma, tiiberkiiloz gibi bazi enfeksiyoz
hastaliklarda tedavi birden fazla sayida ilagla gerceklesir. Bu da hasta psikolojisi
acisindan negatif bir durumdur. Bu nedenle Avrupa Hipertansiyon Toplulugu ve Avrupa
Kardiyoloji Toplulugu’nun Kilavuzlarinda sabit dozlu kombinasyonlarin kullaniminin
iki ayr1 tek dozluk ilacin kullanimina hasta uyumu acisindan avantajli bulunarak
gerektiginde 3. bir ilacin da eklenerek c¢oklu ilag (polypill) gelistirilmesi tesvik
edilmektedir (Mancia ve digerleri, 2007).
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SDK ’larin maliyetleri ¢ogu durumda ayr1 ayri ilaglara gore daha diisiiktiir. Tiirkiye Ilac
ve Tibbi Cihaz Kurumu (TITCK) Saglik Teknolojileri Degerlendirme Raporu III
verilerine gore antihipertansif SDK’larin maliyetleri, SDK’y1 olusturan ilaglarin tek tek

maliyetleri toplamindan diisiik bulunmustur (TITCK, 2016).

Avrupa ilag Ajansi (European Medical Agency, EMA, 2017) na gore iki veya daha fazla

ilacin SDK olarak bagvuru onayi alabilmesi i¢in farmakolojik ve medikal gerekcelendirme

gerekmektedir. Birbirleriyle dogrudan iliskili olmayan endikasyonlara sahip ilaglarin SDK
basvurulart agik¢a reddedilmektedir (EMA, 2017). SDK, bagvurusunda kabul edilebilir bir

risk-yarar dengesi oldugunu gosteren kanitlar sunulmalidir. Ayrica farmakokinetik agidan

SDK’y1 olusturan iki ila¢ ¢ok farkli olmamalidir.

EMA, SDK bagvurularinin degerlendirilmesinde ii¢ farkli senaryo tanimlamistir (EMA,
2017).

1.

Add-on tedavi senaryosu: Monoterapide yetersiz tedavi yanit1 alindigi durumlarda
tedavi etkinliginin artirtlmasi igin yapilan ilag ekleme tedavisidir. Bu senaryo hasta
uzun donem tek ilagla optimal dozda tedavi gordiigli ancak yeterli yanit alamadigi
durumlarda gecerlidir. Bu durumda ilaglar arasinda farmakokinetik etkilesimin
olmadigina dair ¢aligmalar (in vitro datalar, mekanistik anlayis veya yaymlanmis
klinik ¢aligmalar) ve etkin maddeler arasinda etkilesim olmadigini gosteren gegimlilik
caligmalar1 ve sinerjik veya additif etkiler gibi farmakolojik iligkilerin incelendigi
farmakodinamik datalar sunulmalidir. Bunun yaninda klinik etkinlik/giivenlik
calismalar1 da ruhsatlandirma dosyasinda sunulmalidir.

Siibstitiisyon senaryosu: Bu senaryoda hastalar halihazirda iki iirinii de optimal
dozlarda ayr1 ayr1 kullanmaktadir. Etkin maddeler, doz araliklar1 ve dozaj konusunda
bir farklilik yoktur. Hasta o iki ilacit ayr1 ayr1 almayr birakip gelistirilen SDK’y1
almaya (slibstitlisyon) baslayacaktir. Bu durumda yarar-risk dengesi pozitiftir. Bu
durumda bagvuru dosyasina piyasadaki tek ilaglara karsi yapilmis biyoesdegerlik
calismas1 konulmalidir. Klinik etkinlik ve giivenliginin gosterilmesi i¢in yayinlanmig
literatiirler sunulabilir. Saglik otoriteleri SDK’lara endikasyona dayali onay verebilir,
piyasadaki tek ilaclarin endikasyonlarindan daha dar bir endikasyon smirmi kabul

edebilir.
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3. Kombinasyon ile tedaviye baslangi¢ senaryosu: Bu senaryo, hastanin tedaviye hizla
kombine ilag alarak baslayacagi durumlar igcerir. Farmakokinetik ve farmakodinamik
acidan 1. senaryoyla ayni belgeler istenir. Detayli klinik ve gilivenlik caligmalari

istenir.

SDK’larin gelistirilmesindeki etkinlik ve giivenlik gibi kaygilarin yaninda bir de
formiilasyon gelistirme asamasinda dikkat edilmesi gereken hususlar bulunmaktadir. Bir
SDK gelistirilirken en 6nemli husus etkin maddelerin birbirleriyle etkilesme olasiliklaridir.
Bu nedenle onformiilasyon asamalarinda kapsamli ge¢imlilik calismalar1 yapilmalidir
(Salandova ve digerleri, 2018). Eger etkin maddeler birbirleri ile ge¢imli ise ve maddelerin
¢Oziinme hiz1 profilleri benzer ise konvansiyonel monolitik sistemler kullanilabilir (Desai
ve digerleri, 2012). Monolitik sistemler {iretim ve uygulama kolaylig1 agisindan her zaman
tercih edilmektedir. Ancak bu sistemlerin kullanilabilmesi i¢in maddelerin gec¢imli ve
salim Ozelliklerinin benzer olmasi istenmektedir (Koo, 2010). Eger maddelerin gecimlilik
sorunu varsa iki tabakali (bilayer) veya cok tabakali (multilayer) tablet seklinde basilmalari
uygun olabilir veya farkli teknolojiler ile ¢esitli kaplamalar yapilabilir, ya da birbirleri ile
temas etmeyecek sekilde hazirlanip kaplanarak kapsiile konulabilir (Desai ve digerleri,

2012).

Antihipertansif tedavide SDK’lar

SDK’lar birgok tedavi alaninda kullaniliyor olsa da 6zellikle kardiyovaskiiler hastaliklarin
tedavisinde yaygin olarak tercih edilmektedir. ABD’de ruhsatlandirilan SDK’larin %80’ini
antihipertansif ajanlar olusturmaktadir (Desai ve digerleri, 2012). “Diinya Saglik Orgiitii
Kardiyovaskiiler Hastaliklar i¢in Kombinasyon Tedavisi Calisma Grubu” da optimum
tedavi i¢in sabit dozlu kombinasyonlarin gelistirilmesini destekleyen c¢alismalar

yapmaktadir (Huffman ve Yusuf, 2014).

Piyasadaki antihipertansif SDK’larin  %75’ini  diiiretik  igeren kombinasyonlar
olusturmaktadir (TITCK, 2016). Ayrica renin anjiyotensin inhibitorleri diinyada en yaygin
tercih edilen antihipertansif ilaglardir. Anjiyotensin doniistiiriici enzim inhibitorleri
(ADEI) ve anjiyotensin II reseptor blokerleri (ARB) bu smifa girmektedir.
Kontrendikasyon olmadig1 siirece hipertansiyon tedavisinde ADEI veya ARB bir ilag

mutlaka bulunmalidir (Li ve digerleri, 2014). ADEI’ler proteiniiriyi azaltmalar1 ve kronik
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kalp yetmezligini onlemeleri agisindan ARB’lerden daha iistiindiir. Ancak inme riskini
azaltma etkisi agisindan ADEI’ler diger gruplara gore dezavantajli konumdadir. inmeyi
onlemede en avantajli grup ise KKB’lerdir (Webb ve digerleri, 2010). Ayrica giin gectikge
KKB iceren kombinasyonlar diiiretikli kombinasyonlara tercih edilmektedir (Shah ve
Randall, 2017). Bunun yaninda asemptomatik ateroskleroz, periferik arter hastaliklar1 ve
metabolik sendrom durumlarinda da KKB ve ADEI kombinasyonlarinm kullaniimasi

Onerilmektedir (Patel ve digerleri, 2016).

Tiirkiye ilag pazarinda ADEI ve KKB fiiriinleri bir arada igeren SDK’larin listesi asagida
verilmistir:

- Trandolapril ve verapamil

- Enalapril ve nitrendipin

- Perindopril ve amlodipin

- Ramipril ve felodipin

Bu tez ¢alismasinda bir KKB (amlodipin) ile bir ADEI (enalapril) ilag igeren SDK tablet

formiilasyonunun gelistirilmesi amaglanmuistir.

2.3. Amlodipin Besilat

Fizikokimyasal 6zellikleri

Amlodipin besilat beyaz veya beyazimsi tozdur. Suda ve izopropil alkolde zor ¢dziiniir.
Dehidrate alkolde az, metanolde c¢ok c¢oziiniir (USP 42a). Amlodipin besilatin log P
(oktanol/su) degeri 0,65 olarak hesaplanmistir. pKa degeri ise 8,6’dir (Burges ve Moisey,
1994). Erime noktas1 200,41 “C’dir (Jiang ve digerleri, 2008).

Kimyasal adi 3-Etil 5-metil (4RS)-2-[(2-aminoetoksi)metil]-4-(2-klorofenil)-6-metil-1,4-
dihidropiridin-3,5-dikarboksilat  benzensiilfonattir. Amlodipinin kimyasal formiilii
C20H2sCIN20s’tir  ve kimyasal yapist Sekil 2.2°de verilmistir (Sweetman, 2009).
Amlodipin bazin molekiil agirlig1 408,9 Da; amlodipin besilatin molekiil agirligi ise 567,1
Da’dir.



16

Sekil 2.2. Amlodipinin kimyasal yapis1

Farmakodinamik ve farmakokinetik 6zellikleri

Amlodipin, hipertansiyon ve koroner arter hastaliklarinin tedavisinde oral yoldan
kullanilan dihidropiridin tiirevi, uzun etkili bir KKB’dir. Vaskiiler diiz kas hiicreleri
tizerindeki selektif etkisi kalp kasi hiicreleri lizerindeki etkisinden daha fazladir. Vaskiiler
diiz kaslar iizerinde vazodilatasyon yaparak periferik damar direncini azaltir ve bu sayede
kan basinci diiser. Etkisini asamali olarak gosterdiginden, diger periferik vazodilatorlerin
sik goriilen bir yan etki olan refleks tasikardiye neden olmaz (Norvasc, 2011; Sweetman,
2009; Ustiines, 2018). Amlodipin genel olarak ¢ok iyi tolere edilir. En yaygin yan etkileri
bas agrisi, 6dem, palpitasyon, mide bulantisi, somnolenstir. Yan etkilerin siddeti ise doza

bagimlidir (Hong ve digerleri, 2006; Kaynak ve digerleri, 2011).

Amlodipin, farmakolojik etki agcisindan grubunun diger tiyelerine benzer giiclii bir periferik
vazodilator olmasina ragmen farmakokinetik ac¢idan diger dihidropiridin tiirevlerine gore
farklilik gosterir. Oral uygulamay1 takiben emilim orani %96; emilim hiz1 ise diisiiktiir.
Doruk plazma konsantrasyonlarina 6-12 saatte ulagir. Biyoyararlanim orani %60-90
arasinda ¢esitlilik gostermektedir. Dagilim hacmi oral alimi takiben 16 ila 21 L/kg
arasindadir. Yaklasik %98 oraninda plazma proteinlerine baglanir. Karacigerde biiyiik
oranda (%90 civarinda) metabolize olur. Metabolizmas: karmasik olup major basamagi
piridin analoguna oksidasyon seklindedir. Ana bilesigin %10'u ve inaktif metabolitlerinin
%901 idrarla atilir. Eliminasyonu bifazik olup yarilanma omrii 30-50 saattir. Diger
dihidropiridin tiirevi KKB’lere gore uzun olan yarilanma omrii nedeniyle giinde bir kez

kullanirmi  uygundur.  Emilimi  yiyeceklerden  etkilenmez.  Kararli  durum



17

konsantrasyonlarina 7-8 giinliilk kullanimdan sonra ulasilir (Kaynak ve digerleri, 2011;

Norvasc 2011; Sailer ve digerleri, 2007; Sweetman, 2009;).

Biyofarmasotik Siniflandirma Sistemindeki yeri

Amlodipin pKa degeri 8,6 olan bir zayif bazdir. Sudaki ¢oziiniirliigli ¢ok diisiiktiir. Ancak
fizyolojik pH araliginda yiiksek ¢oziiniirliik gostermektedir. pH 1,2-6,8 araliginda elde
edilen en diisiik ¢oziiniirlik deger 1 mg/mL’dir. Bu degerden hareketle hesaplanan doz
numarast 0,04 mg/mL olmast amlodipinin ¢Oziinirliginiin  ylksek oldugunu
gostermektedir (Oh ve digerleri, 1993; WHO, 2006). Amlodipinin biyoyararlanimi %65-
90 arasinda ¢esitlilik gosterse de inaktif metabolitleri halinde %90-95 idrarla atildigindan
permeabilitesi yiiksek kabul edilmektedir. Dolayisiyla BCS’e gore Smnif 1 olarak yer
almaktadir (Kaynak ve digerleri, 2011; Olusola ve digerleri, 2012; Shohin ve digerleri,
2010). Diinya Saglik Orgiitii (World Health Organization, WHO) raporlarinda da
amlodipin BCS Sinif 1 olarak tanimlanmistir (WHO, 2006).

Dozaj ve uygulama yolu

Amlodipin oral kullanilan bir ilagtir. Onerilen giinliikk dozu 5-10 mg’dir. Piyasada 2,5-10
mg amlodipin igeren iirlinler vardir. Piyasada en ¢ok besilat tuzu halinde bulunur ve 6,94
mg amlodipin besilat 5 mg amlodipine esdegerdir (Sweetman, 2009). Besilat disinda
kamsilat, maleat ve mesilat tuzlar igeren piyasa preparatlart1 da bulunmaktadir. Piyasada
amlodipini tek basina iceren tablet formlar1 diginda hidroklorotiyazid, valsartan,
atorvastatin, perindopril, olmesartan, indapamid, irbesartan, kandesartan, lisinopril ve
rosuvastatin ile birlikte formiile edildigi ikili veya iiclii SDK tabletleri de bulunmaktadir.
Bunun yaninda amlodipin tabletin agizda dagilan ve efervesan tablet formlar1 da

Tiirkiye’de ruhsatlandirilmis ancak kullanima sunulmamustir (Ustiines, 2008).

2.4. Enalapril Maleat

Fizikokimyasal ozellikleri

Enalapril maleat kirli beyaz kristal tozdur. Suda az ¢Oziiniir; alkolde ¢oziiniir;

dimetilformamid ve metanolde ¢ok kolay ¢oziiniir. Yar1 polar organik ¢oziiciilerde zor
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¢Oziiniirken polar olmayan organik ¢oziiclilerde pratikte hi¢ ¢oziinmez (USP 42b). Log P

(oktanol/su) degeri 2,45°tir (Verbeeck ve digerleri, 2017).

Enalapril maleatin kimyasal formiilii N-{N-[(S)-1-Etoksikarbonil-3-fenilpropil]-L-alanil } -
L-prolin hidrojen maleat’tir. Yapisinda iki iyonize grup bulunur. Karboksilik asit grubunun
pKa’s1 2,97 iken amin grubunun pKa degeri 5,35’tir (Avdeefand Berger, 2001). Enalaprilin
kimyasal formiilii H20H2sN20s’tir. Kimyasal yapist Sekil 3°te verilmistir. Enalapril bazin

molekiil agirlig1 376,4 Da; enalapril maleatin molekdil agirlig: ise 492,5 Da’dur.

HOOC
HsC o 0] ~
I~ CH3 .

N

Sekil 2.3. Enalaprilin kimyasal yapisi

Enalaprilin iki polimorfik formu bulunmaktadir. Iki polimorfunun ¢oziiniirliigii, erime
noktasi, IR ve Raman spektrumlar1 benzerdir. Form II’'nin diketopiperazin tiirevi
degradasyon iiriinii olusturma potansiyelinin daha yiliksek oldugu belirtilse de
formiilasyona eklenen sodyum bikarbonat gibi bir stabilizan madde ile enalapril maleatin
in situ doniisiim ile enalapril sodyuma doniismesi saglanarak degradasyondaki olas1 artig
Onlenebilir (Eyjolfsson, 2002; Eyjolfsson, 2003; Ip ve digerleri 1986; Kello ve
Abdelwahed, 2014; Patchett, 1984; Rezende ve digerleri, 2008; Verbeeck ve digerleri,
2017).

Farmakodinamik ve farmakokinetik 6zellikleri

Enalapril hipertansiyon ve konjestif kalp yetmezligi tedavisinde kullanilan bir ADEI’dir.
Anjiyotensin I ile yarisarak anjiyotensin I’in gii¢lii bir vazokonstriktér olan anjiyotensin
II’ye doniismesine engel olur. Anjiyotensin II’nin kandaki konsantrasyonunun azalmasiyla
kan basinci diiger ve renin aktivitesi artar. Enalapril, arteriyel dilatasyon olusturarak toplam

periferik vaskiiler direnci diisiiriir. Mortaliteyi azalttiginin kanitlanmasiyla konjestif kalp
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yetmezligi tedavisinde ilk secenek olmaya baglamistir. Bunun yaninda pulmoner ven
basincini, pulmoner vaskiiler direnci, ortalama arteriyel ve sag atriyal basinci da azaltir
(Ustiines, 2018). Genellikle iyi tolere edilir ve enalapril tedavisi géren hastalarin %10’unda
goriilen yan etkiler mide bulantisi, oksiiriik, bulanik gérme, ortostatik etkiler, somnolens,
halsizlik, karin agrisi1 ve palpitasyon olup hafif diizeyde seyreder ve tedavi gidisatini

etkilemez (Todd ve Goa, 1992; Verbeeck ve digerleri, 2017).

Enalapril bir 6n ilag olup enalaprilatin etil esteridir. Enalapril oral yoldan alindiginda hizla
emilir ve karboksil esteraz ile hidrolize ugrayarak aktif metaboliti olan enalaprilata
doniisiir. Enalaprilat enalaprile gore daha potent bir ADEI’dir. Enalapril maleat oral
uygulamayi takiben 1 saat icinde hizla emilir ve 3-4 saat icinde doruk konsantrasyona
ulagir. Emilimi yiyeceklerden etkilenmemektedir. Aktif metaboliti olan enalaprilat %50
oraninda proteinlere baglanir. Atilimi ise %61 (%43 enalaprilat ve %18 enalapril halinde)
idrarla ve %33 (%27 enalaprilat ve %6 enalapril halinde) fecesle olur. Bir miktar enalapril
de degismeden idrarla atilir. Renal klirens degeri enalapril icin 18 L/s; enalaprilat i¢in ise
8-9,5 L/s’dir. Enalaprilin plazma yarilanma 6mrii 2 saat iken enalaprilatin terminal faz yari

omrii 30-40 saattir (Patchett, 1984; Todd ve Goa,, 1992; Verbeeck ve digerleri, 2017).

Biyofarmasotik Simiflandirma Sistemindeki yeri

Enalapril maleat suda az ¢oziiniir (USP 42b). pH 1,2-6,8 arasinda, 37°C’de gergeklestirilen
¢Oziinilirliik deneylerinde hesaplanan en diisiik deger 5 mg/mL bulunmustur (Verbeeck ve
digerleri, 2017). Hesaplanan doz numarast 0,08 oldugundan enalapril yiiksek ¢oziiniirliik

gostermektedir.

Enalaprilin insan intestinal permeabilite degerleri in vivo intestinal perfiizyon teknigiyle
1,57 x 10" cm/sn bulunmustur. Bu deger permeabilite dl¢iimlerinde referans olarak alian
metoprolole (1.34 x 10 cm/sn) gok yakindir. Enalaprilatin permeabilite degeri ise 0,20 x
10* cm/sn olarak hesaplanmustir. FDA’nin biyomuafiyet kilavuzunda eger bir ilagta &n
ilag-ila¢ doniislimii varsa, 6n ilacin permeabilite degeri dikkate alinmalidir” denilmektedir.
Bu durumda, enalaprilin permeabilitesi yiiksek oldugundan enalapril BCS Sinif 1’de yer
almasi disiiniilebilir. Ancak FDA ve EMA’nin biyomuafiyet kilavuzlarinda “Emilen doz

kesri %85 veya daha fazla olmalidir” kriteri bulunmaktadir. Enalapril maleatin emilimi
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%60-70 oldugundan bu kriteri karsilamamakta ve BCS Sinif 3’e dahil olmaktadir (EMA,
2010; FDA, 2017; Verbeeck ve digerleri, 2017).

Dozaj ve uygulama volu

Enalapril piyasada maleat tuzu halinde bulunan bir 6n ilagtir ve oral yoldan
uygulandiginda karacigerde hizla enalaprilata doniisiir. Parenteral formlar1 ise dogrudan
enalaprilat ihtiva eder. Tiirkiye’de sadece tablet formlar1 piyasadadir ve tabletler 5, 10 veya
20 mg enalapril maleat icerir. Hastanin profiline gore giinlik doz 2,5 mg ile 40 mg
arasinda degisebilmektedir. Hipertansiyon tedavisinde baslangi¢ dozu 5-20 mg arasinda
olmakla beraber uzun siireli kullanim dozu 20 mg’dir. Konjestif kalp yetmezliginde ise
baslangi¢ dozu 2.5 mg’a kadar diiser ve kademeli olarak artirilir (Todd ve Goa, 1992).
Piyasada sadece enalapril maleat igeren tabletlerin disinda, hidroklorotiyazid, lerkandipin
ve nitrendipin ile birlikte formiile edildigi SDK tabletler de bulunmaktadir (Ustiines,
2018).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Malzemeler ve Cihazlar

3.1.1. Kullanilan malzemeler

Tez c¢alismasi sirasinda kullanilan malzemeler ve ekipman Cizelge 3.1. ve 3.2.°de

sunulmaktadir.

Cizelge 3.1. Kullanilan malzemeler
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Malzeme

Uretici

Amlodipin besilat

Hetero Drugs Ltd, Hindistan

Enalapril maleat

Zheijiang Huahai, Cin

Misir nisastasi

Roquette, Fransa

Mannitol

Roquette, Fransa

Mikrokristal seliiloz 102

RanQ Remedies, Hindistan

Sodyum stearil fumarat

JRS Pharma, Almanya

Gliseril distearat

Gattefosse, Fransa

Magnezyum stearat

Magnesia, Almanya

Krospovidon

Ashland, ABD

Kroskarmeloz sodyum

Mingtai, Tayvan

Hidroksipropil seliiloz

Ashland, ABD

Prejelatinize nisasta

Colorcon, Ingiltere

Sodyum bikarbonat

Solvay-Carbonate, Fransa

Metanol, HPLC safliginda

Merck, Almanya

Asetonitril, HPLC safliginda

Merck, Almanya

Fosforik asit

Merck, Almanya

Hidroklorik asit, %37

Merck, Almanya

Sodyum hidroksit

Sigma-Aldrich, Almanya

Sodyum asetat trihidrat

Sigma-Aldrich, Almanya

Glasiyel asetik asit

Merck, Almanya

Potasyum dihidrojen fosfat

Merck, Almanya

Cis kolon (4.6 x 250 mm, 5 pm)

Waters, ABD

Silika jel plaka (60 RP-18 F2sas)

Merck, Almanya

Norvasc® 5 mg tablet

Pfizer, Tiirkiye

Enapril® 10 mg tablet

Sandoz, Tiirkiye
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3.1.2. Kullanilan cihazlar

Cizelge 3.2. Kullanilan cihazlar

Gereg¢

Marka

Hassas terazi

Shimadzu ATX224, Japonya

Hassas terazi

Radwag AS 82/220.R2, Polonya

Ultrasonik banyo

Jeiotech 13AB-231-XS, Kore

Manyetik karistirict

Velp-Scientifica ARE, Italya

Partikiil bliylikligii 6l¢lim cihazi

Sympatec GmbH, Almanya

Diferansiyel  taramali  kalorimetre | Shimadzu DSC-60, Japonya
(DSO)

Termogravimetre (TGA) Shimadzu DTG-60, Japonya
Fourier doniistimlii kizil6tesi | PerkinElmer Spectrum 400, ABD
spektroskopisi (FTIR)

Yiiksek basingli sivi kromatografisi
(HPLC)

Shimadzu, Promanince LC 20-A serisi, Japonya

Tablet baski makinesi

TDP 7, Cin

Coziinme hizi cihazi

Pharma Test, Almanya

Kiibik karistirici Pharmag, Almanya
pHmetre PASS1 P11-BNC-Bante, ingiltere
Etiv Mikrotetst MST 120, Tiirkiye

Distile su sistemi

Niive, Tiirkiye

Ultrasaf su sistemi

Millipore Direct-Q 3UV, ABD

Sertlik cihazi

Pharma Test, Almanya

Ufalanma asinma cihazi

Pharma Test, Almanya

Dagilma cihaz1

Pharma Test, Almanya

Calkalamali su banyosu

Memmert, Almanya

3.1.3. Kullanmilan yazilhhm

Etkin maddelerin miktar tayini analizlerinde ve tablet formiilasyonlarinin deney

tasarimlarinda Design Expert® 11 (Stat-Ease Inc., ABD) yazilimi kullanildi.
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3.2. Yontem ve Deneyler

3.2.1. Etkin maddelerin fizikokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi

Etkin maddelerin partikil buyikligiu dagilimi

Etkin maddelerin partikiil biiyiikliigii ve dagilimi lazer difraksiyon yontemiyle oSlgiildii.
Cihazin (Sympatec GmbH) kondansatorii agilarak tablaya yerlestirilen kuru toz numune
vakumla almarak Sl¢iim bolgesine piiskiirtiildii. Her madde i¢in 3 6l¢iim yapildi. Olgiilen

degerler ortalama ve standart sapma (SS) olarak verildi.

Etkin maddelerin ¢oziiniirliikk calismalari

Coziiniirliik analizlerinde sise-calkalama (shake-flask) yontemi kullanildi (Glomme ve
digerleri, 2005). Buna gore etkin maddelerin ¢oziiniirlik degerlerini belirlemek amaciyla
¢Oziinme ortamlarin ¢ozebileceginden fazla miktardaki maddeler erlenlere aktarilarak
tizerlerine 10 mL ortam eklendi. Ortam olarak pH 1,2, pH 4,5 ve pH 6,8 tamponlar
kullanildi. Erlenler 37 °C’deki ¢alkalamali su banyosuna yerlestirilerek 24. ve 48. saatte
ornekler alindi. Alinan Ornekler gerekli seyreltmeler yapildiktan sonra 0,45 pm’lik
membran filtreden siiziilerek HPLC yOntemiyle analiz edildi. Seyreltme faktorleri dikkate

alinarak ¢oziliniirliikk degerleri saptandi. Deneyler ti¢ paralel olacak sekilde gergeklestirildi.

Etkin maddelerin ¢oziiniirliikklerinin ~ degerlendirilmesinde, Doz numaras1 (Do)
parametresinden yararlanildi (Es. 1.1). Do degerinin 1’den kii¢iik olmasi o ilacin yiiksek

¢Oziiniirliik gosterdiginin ifadesidir (Oh ve digerleri, 1993).

(1.1)

Bu esitlikte, Do: doz numarasini; Doz: ilacin piyasadaki en yiiksek dozunu; Cs: ¢oziiniirliik
(mg/mL) degerini; Vo: 250 mL (ABD, Ingiltere ve Ispanya kilavuzlarina gére) veya 150

mL (Japonya kilavuzlarina gore) ifade etmektedir.
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Bu calismada amlodipin i¢in piyasadaki en yliksek doz 10 mg, enalapril maleat i¢in ise 20

mg olarak alindi. Vo ise 250 mL olarak alindi.

Gecimlilik calismalari

Formiilasyonda kullanilmasi diisiiniilen etkin maddelerin birbirleriyle ve yardimci

maddeler ile gecimli olma durumu termal ve termal olmayan yontemler ile degerlendirildi.

Diferansiyel taramali kalorimetre (DSC)

DSC, ilag-yardimci madde ge¢imsizlik ¢alismalarinda siklikla kullanilan termal
yontemlerden biridir. Etkin maddeler ve yardimci maddeler saf halde ve 1:1 oraninda
karistirllarak asamali olarak yiikseltilen sicakliga maruz birakilir. Saf maddenin
termogramindaki pikler ile karistmin termogramindaki pikler karsilastirilarak, piklerin
sekli, kayma veya kaybolma durumu, yeni bir pik olusumunun goézlenmesi ve entalpi
degerlerinden hareketle maddelerin gegimsizlikleri hakkinda yorum yapilabilir (Bharate ve

digerleri, 2010).

(Calismada amlodipin ve enalapril etkin maddeleri birbirleri ve yardimci maddeler ile 1:1
oranda karistirilarak analiz edildi. Karigimlar etkilesim olasiligini artirmak amaciyla 3
hafta siiresince oda sicakliginda eczaci paketi igerisinde muhafaza edildi. Yardime1r madde
olarak mannitol, mikrokristal seliiloz, misir nisastasi, krospovidon, kroskarmeloz sodyum,
hidroksipropil seliiloz, prejelatinize nisasta, magnezyum stearat, gliseril distearat, sodyum
stearil fumarat ve sodyum bikarbonat kullanildi. Analizlerde 3-5 mg miktarda saf halde ve
1:1 oraninda karisimlar halinde hazirlanan numuneler aliiminyum panlara konularak
preslendi ve cihaza yerlestirildi. Ornek igermeyen esdeger bir aliiminyum pan referans
olarak kullanildi. Etkin madde - yardimci madde karigimlar1 10 °C/dk hiz ile 30-270°C
araliginda ve 20 mL/dk debideki azot gazi altinda incelendi. Amlodipin ve enalapril igeren
karigim ise 45 °C/dk hizla 1sitilarak termogramlar karsilagtirildi. Elde edilen termogramlar
saf maddelerin termogramlar ile karsilastirildiginda etkin maddelerin piklerinde bir

degisiklik olup olmadig: incelendi.
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Termogravimetrik analiz (TGA) ve diferansivel termal analiz (DTA)

TGA’da maddenin oda sicakligindan, ¢ok yiiksek sicakliklara kadar 1sitildiginda kiitlesinde
gozlenen degisiklikler kaydedilir. Kiitle kaybi, maddenin bozunmasi ile iliskilendirilir.
DTA, DSC’ye benzer bir termal analiz yontemidir. Ornek ve referans arasindaki sicaklik
farki sicakligin bir fonksiyonu olarak kaydedilir. DTA, DSC kadar hassas bir yontem
olmamakla birlikte TGA ile es zamanli analiz edildiginde yorumlamada avantaj saglar

(Joshi ve digerleri, 2002).

Bu ¢alismada, DSC termogramlarinda karakterize edilemeyen pik gozlenen Orneklerde,
maddelerin bozunma davranisini gézlemlemek amaciyla TGA yapildi. TGA analizinde 7-9
mg numune cihazin 6zel kapsiiliine konularak cihaz 30-900°C’de ¢alistirild1 ve cihazin
hassas terazide sicaklik artisina bagli olusan kiitle kaybmin kaydedildigi termogramlar
incelendi. Ayni cihazda es zamanli olarak DTA analizi de yapilarak 6rnek ve referans

arasindaki sicaklik farki sicakligin bir fonksiyonu olarak izlendi.

Fourier donusiimli kizilotesi spektroskopisi (FTIR)

Kizilotesi spektroskopisi, molekiillerdeki cesitli baglarin farkli dalga boylarindaki titresim
frekanslarini 6lgerek molekiillerdeki fonksiyonel gruplar hakkinda bilgi verir. Molekiillerin
titresim hareketleri gerilme veya egilme seklinde olabilmektedir (Berthomieu ve
Hienerwadel, 2009). FTIR, molekiillerin yap1 analizinde ve ilag-yardime1 madde gegimlilik
calismalarinda kullanilmaktadir. Birlikte kullanilan yardime1 maddeler etkin maddenin IR

spektrum deseninde bir degisiklik yaparsa etkilesimden soz edilebilir.

Tez caligmasinda toplam yansimasi azaltilmig fourier doniisiimlii kizil6tesi spektroskopisi
(ATR-FTIR) kullanildi. Etkin ve yardimc1 maddeler saf halde ve 1:1 oraninda karistirilarak
cihazin dl¢lim tablasina 1-2 mg civarinda aktarildi. Cihazin kolu indirilerek tozun tabla ve
metal ug arasinda sikigmasi saglandi. 400-4000 cm™! dalga boylar1 arasinda tarama yapild.
Karigimlara ait spektrumlar saf maddeler ile karistirildiginda etkin maddelerin fonksiyonel

gruplarinda bir degisiklik olup olmamasi esas alinarak yorumlanda.
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Ince tabaka kromatografisi (ITK)

ITK, gecimlilik ¢alismalarinda kullanilan kromatografik yéntemlerden biridir. Bu
yontemde etkilesimi arastirilan iki maddenin ayri ayr1 ve bir aradaki c¢ozeltileri ITK

plagina farkli noktalarda uygulanir ve olusan lekelerin konumu karsilastirilir.

Amlodipin besilat ve enalapril maleatin ge¢imliligini kromatografik olarak incelemek igin
ITK’dan yararlanildi. Bu amagla ii¢ farkli ¢ozelti hazirlandi. Birincisi 5 mg amlodipin
besilatin 1 mL metanol ve 1 mL kloroform karisimindaki ¢ozeltisi; ikincisi 5 mg enalapril
maleatin 1 mL metanol ve 1 mL kloroformdaki ¢6zeltisi, iiglinciisii ise 5 mg amlodipin
besilat ve 5 mg enalapril maleatin 1 mL metanol ve 1 mL kloroform karisimindaki
cozeltisidir. Cozeltiler oda sicakliginda 3 giin bekletildikten sonra silika plakaya kilcal
boru yardimiyla uygulandi. ITK tankina mobil faz olarak aseton:metanol (6:1) karigimi
ilave edildi. Mobil fazin plakalarin iizerinde siiriiklenmesi beklendi. Iyot buhari altinda
bekletilerek, ultraviyole 15181 altinda lekeler gozlendi. Her iki maddeyi iceren karisimdaki

lekeler ile maddelerin ayr1 ayri yer aldig1 ¢ozeltilerdeki lekeler karsilagtirildi.

3.2.2. Etkin maddelerin miktar tayini ve validasyonu

Analiz yonteminin gelistirilme asamalari

Kolon secimi

Amlodipin besilat ve enalapril maleat etkin maddelerinin HPLC ile analizlerinin yapildig:
makaleler incelendiginde en sik kullanilan kolonun ters faz Cis, Sum, 250 mm x 4.6 mm
kolonu oldugu tespit edildi (Chaudhari, 2012; Elsebaei ve Zhu, 2011; Naidu ve digerleri,
2005; Naveed ve digerleri, 2012; Wankhede ve digerleri, 2009). Bu nedenle yontem
gelistirilirken bu kolon tercih edildi.

Dedektor ve dalgaboyu segimi

Kullanilan HPLC sisteminde PDA dedektor bulunmaktadir. PDA dedektor birden fazla
dalga boyuyla ayni anda c¢alisma imkani saglar. Bu nedenle yapilan 6n g¢aligmalarda

baslangigta etkin maddelerin UV spektrumlarinda maksimum absorbans verdigi dalga
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boylar1 dikkate alinarak amlodipin besilat i¢in 237 nm ve enalapril maleat icin ise 215
nm’de c¢alisilmasi diisiintildii. Ancak gelistirilen yontemde 237 nm’de amlodipin piki
gbzlenmedi ve 215 nm’de her iki maddeye ait pikin ayrimi ve keskinliginin uygun oldugu
saptandi. Bu nedenle her iki etkin madde i¢in de dalga boyu olarak 215 nm’de

calisilmasina karar verildi.

Mobil fazin se¢imi

Calismada ¢oOziicii ve seyreltme ¢ozeltisi olarak bir¢cok ¢oOziicli ve bunlarin c¢esitli
oranlardaki karisimlar1 denendi. Bunlar arasinda metanol, asetonitril, ultra saf su, ve ¢esitli
tamponlar yer almaktadir. Ancak piklerin resoliisyonu, kuyruklanma faktorii, tabakalanma
sayis1 gibi parametreleri dikkate alindiginda en uygun mobil faz metanol:su (pH 3,0)
olarak belirlendi. Daha sonra deney tasarimi sonucu gergeklestirilen optimizasyon ile pH

fosforik asit ile 2,95’e ayarlandi.

Sonug olarak HPLC kullanilarak amlodipin besilat ve enalapril maleatin miktar tayinini bir
arada saglayan bir analiz yontemi gelistirildi. Gelistirilen yonteme ait kromatografik

kosullar Cizelge 3.3’te verilmektedir:

Cizelge 3.3. Miktar tayini i¢in gelistirilen yonteme ait kromatografik kosullar

Kolon Waters, Cis, 5 um, 250 x 4,6 mm

Dedektor PDA

Dalga boyu 215 nm

Sicakhk 30°C

Akis iz 1,200 mL/dk

Enjeksiyon hacmi SuL

Mobil faz Metanol:Su (pH 3.0, o-fosforik asit ile ayarlanir) (10:90, h/h)
Analiz siiresi 10 dk

Piyasada bulunan referans iiriinlerden Norvasc® tablet, 5 mg amlodipine esdeger 6,94 mg
amlodipin besilat icermektedir. Enapril® tablet ise 10 mg enalapril maleat igermektedir.

Stok ¢ozeltiler bu degerler géz oniine alinarak hazirlandi.
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Seyreltme ¢ozeltisi: 8,3 mL hidroklorik asit (%37) bir miktar distile suya eklendi. Distile
suyla 1 L hacme tamamlandi. Elde edilen 0,1 N HCI c¢ozeltisi (pH 1,2) ¢oziicii olarak
kullanildi.

Stok ¢ozelti: 6,94 mg amlodipin besilat (5 mg amlodipine esdeger) ve 10,0 mg enalapril
maleat tartilarak 50 mL’lik balon jojeye aktarildi. pH 1,2 ortami ile hacmine tamamlandi.
Ultrasonik banyoda 10 dk karistirildi. Elde edilen ¢ozelti 0,1 mg/mL amlodipin; 0,2

mg/mL enalapril maleat ihtiva etmektedir.

Calisma c¢ozeltisi: Stok cozeltiden 4 mL alinarak 25 mL’lik balon jojeye aktarildi.
(Coziiciiyle hacmine tamamlandi. Bu ¢ozelti 0,016 mg/mL amlodipin ve 0,032 mg/mL
enalapril maleat ihtiva etmektedir. Bu ¢ozelti validasyonda %100’lik ¢ozelti olarak

degerlendirildi.

Yukarida verilen kromatografik kosullar ile kalibrasyon denklemi elde edildi. “ICH Q2 —
Analitik prosediirlerin validasyonu: test ve metodoloji” kilavuzunda 6nerildigi gibi yontem
gelistirme asamasinda saglamlik parametresi incelendi. Saglamlik, bir yontemin planl
yapilan kii¢iik degisikliklerden etkilenmeden, giivenilir sonug¢lar vermesi olarak
tanimlanabilir (ICH Q2). Calismada yOntemin saglamligi istatistiksel deney tasarim
kullanilarak degerlendirildi. Deney tasarimi yapilirken Design-Expert® 11 pogrami
kullanild1. Tasarim yanit yilizey metodolojilerinden olan BBD kullanilarak gerceklestirildi.
BBD’de bagimsiz degisken olarak mobil fazdaki metanol orani, akis hizi, mobil fazin
pH’s1 ve kolon sicakliginin etkin maddelerin pik alanlar1 tizerindeki etkileri degerlendirildi.

Sec¢ilen faktorler ve diizeyleri Cizelge 3.4’te verilmektedir:

Cizelge 3.4. Gelistirilen analitik yontemin saglamliginin degerlendirilmesinde incelenen
deney tasarimina ait bagimsiz degiskenler (faktorler) ve seviyeleri

Faktorler Diisiik seviye | Nominal seviye | Yiiksek seviye
Mobil fazdaki metanol orani (%) 5 10 15

Akis hizi (mL/dk) 1,000 1,200 1,400
Mobil fazin pH’s1 2,8 3,0 3,2
Kolon sicakligi (°C) 25 30 35
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BBD tasarim olusturulurken, faktor sayisi 4, blok sayisi 1, merkezi nokta sayisi 5 olan bir
matris olusturulmustur. Design Expert® 11°de olusturulan deney tasarimi matrisi Cizelge

3.5.’te verilmektedir:

Cizelge 3.5. Analitik yontem optimizasyonu i¢in olusturulan BBD deney matrisi

Faktor 1 Faktor 2 Faktor 3 Faktor 4
No Kolon sicakligi Akis hiz1 Mobil fazdaki ) ,
°0) (mL/dk) metang)l orani | Mobil fazin pH’s1
(%)
1 30 1,2 5 3,2
2 30 1,2 10 3,0
3 35 1,4 10 3,0
4 25 1,0 10 3,0
5 30 1,2 10 3,0
6 25 1,2 5 3,0
7 30 1,4 10 3,2
8 35 1,2 15 3,0
9 30 1,2 15 2,8
10 25 1,2 15 3,0
11 25 1,2 10 3,2
12 35 1,2 5 3,0
13 25 1,4 10 3,0
14 30 1,4 5 3,0
15 30 1,0 5 3,0
16 30 1,2 15 3,2
17 30 1,2 10 3,0
18 35 1,2 10 2,8
19 35 1,2 10 3,2
20 30 1,2 10 3,0
21 30 1,2 5 2,8
22 35 1,0 10 3,0
23 30 1,2 10 3,0
24 30 1,4 15 3,0
25 25 1,2 10 2,8
26 30 1,0 15 3,0
27 30 1,4 10 2.8
28 30 1,0 10 2,8
29 30 1,0 10 3,2

Cizelge 3.4teki seviyelerde gerceklestirilen tasarim sonucunda Design-Expert® 11°de
optimizasyon yapilarak final yontem belirlendi. Validasyon optimize edilen yonteme gore
gergeklestirildi. Validasyon ¢alismalarinda ICH’de tanimlanan parametreler incelendi. Bu

parametreler asagida sunulmaktadir:
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Sistem uygunluk parametreleri

Sistem uygunlugunu incelemek i¢in %100 konsantrasyondaki ¢aligma ¢ozeltisi sisteme 6
kez art arda enjekte edildi. Gozlenen piklerin alani, alikonma zamani, kuyruklanma
faktorii, plaka sayist ve resoliisyon degeri incelendi. Pik alanlarinin varyasyon katsayisin
(%VK) degeri 2’den kiiciik, kuyruklanma faktoriiniin 1,5 ten kiigiik, teorik plaka sayisinin
3000°den biiyiik ve resoliisyon degerinin 3’ten biiyiik olmasi hedef spesifikasyonlar olarak

belirlendi.

Dogrusallik (linearity)

Yontemin dogrusalligi, belirlenen aralikta elde edilen sonuglarin numunedeki
konsantrasyonlar ile orantili olma yetenegidir. Dogrusalligin kurulmas: i¢in en az 5
konsantrasyon kullanilmalidir (ICH Q2). Elde edilen sonuglara gore regresyon dogrusu

cizilir ve regresyon dogrusunun egimi ve determinasyon katsayis1 (R?) hesaplanir.

Tez calismasinda, stok ¢ozeltiden seyreltilerek elde edilen 3 seride ve 8 farkli derisimde
ornekler hazirlandi. Amlodipin i¢in konsantrasyon araligi 0,8-24 pg/mL; enalapril maleat
icin ise 1,6-48 pg/mL olarak belirlendi. Bu degerler c¢alisma ¢ozeltisinin %5-150
konsantrasyon araligina denk gelmektedir. %100’liik potens degerine goére amlodipin ve

enalapril maleat icin Cizelge 3.6’da verilen konsantrasyonlar se¢ildi.

Cizelge 3.6. Miktar tayini analizinde c¢alisma c¢ozeltisine goére amlodipin (AML) ve
enalapril maleat (ENA) yiizdelerine karsilik gelen konsantrasyonlar

AML (pg/mL) ENA (ug/mL)

%5 0,8 1,6
%10 1,6 3,2
%25 4,0 8,0
%50 8,0 16,0
%75 12,0 24,0
%100 16,0 32,0
%120 19,2 38,4
%150 24,0 48,0

Bu konsantrasyonlara karsi elde edilen absorbans degerlerinin ortalamalarina gore ¢izilen
dogrunun regresyon analizi yapilarak determinasyon katsayist ve dogrunun egimi

hesaplandi. R? degerinin 0,999°dan daha diisiik olmamas1 hedeflendi.
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Secicilik (specificity)

Secicilik, analiz edilecek maddeleri matristeki diger maddelerin varliginda dogru olarak
ayirt edebilme yetenegidir. Yontemin segiciliginin tayini amaciyla ¢oziicii veya mobil faz

cozeltilerinden ileri gelebilecek herhangi bir girisimin olup olmadig1 incelendi.

Dogruluk (accuracy)

Bir analitik yontemin dogrulugu, bu yontem kullanilarak elde edilen sonuglarin gergek
degere yakinligi olarak tanimlanir. Dogruluk, konsantrasyonu bilinen numunelerin analiz
edilmesiyle elde edilen sonuglardan geri kazanim yiizdesi ile belirlenebilir (ICH Q2).
Dogruluk olgiitii  hesaplanirken etkin maddelerin bilinen diisiik, orta ve yiiksek
konsantrasyonda cozeltileri hazirland1 ve gelistirilen yontem kullanilarak geri kazanim
ylizdesi saptandi. Geri kazanim ylizdelerinin %98-102 arasinda olmast ve %VK’nin

%2’den kiigiik olmas1 hedeflendi.

Kesinlik (precision)

Yéntemin kesinligi, numunede tekrar edilen dlgiimlerin birbirine yakinligim tanimlar. Ug
seviyeden olusur. Bunlar: Tekrarlanabilirlik, Tekrar elde edilebilirlik ve Ara kesinliktir

(ICH Q2).

Tekrarlanabilirlik (repeatability)

Deney i¢i kesinlik olarak da bilinir. Bir numunenin ayni kisi tarafindan ayni kosullarda
kisa zaman araliklariyla yapilan 6l¢timlerinin yakinhigi ile ifade edilir. Calisma ¢ozeltisi
orneginin 10 kez art arda Olglimiiniin yapilmasiyla tekrarlanabilirlik 6lgiitiine bakildi.

%VK’nin %2’den kii¢iik olmas1 hedeflendi.
Tekrar elde edilebilirlik (reproducibility)
Laboratuvarlar arasi kesinlik olarak da bilinir. Ayn1 yontem ile farkli laboratuvarlarda

yakin sonuglarin elde edilebilirliginin gostergesidir. Tez c¢alismasinda bu parametre

incelenmemistir.
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Ara kesinlik (intermediate precision)

Laboratuvar i¢i kesinlik olarak da bilinir. Farkli giinler, farkli analist ve farkli ekipmani
kapsayan varyasyonlar ile ifade edilir. Yontemin ara kesinligini 6lgmek i¢in 3 farkli giinde

diisiik ve yiiksek derisimde hazirlanan numuneler analiz edilerek sonuglar degerlendirildi.

%VK’nin %2’den kiigiik olmas1 hedeflendi.

Davyaniklilik (stability)

Etkin maddelerin iki farkli derisimini igeren ¢ozeltiler oda sicakliginda 72 saat bekletilerek
baslangigta ve 24 saat araliklarla alinan 6rnekler analiz edildi. Analiz siiresi boyunca etkin

maddelerin ¢ozelti i¢erisindeki dayaniklilig: arastirildi.

3.2.3. Coziinme h1z1 yontem validasyonu

Ug farkli ortamda gergeklestirilecek olan ¢dziinme hizi1 analizleri i¢in HPLC kullamldi. pH
1,2 ¢oziinme ortami i¢in etkin madde miktar tayini analizinde optimize edilen ¢dziinme
hiz1 yontemi kullanildi. Ancak pH 4,5 ve pH 6,8 ortamlari i¢in kromatografik kosullarda
degisiklikler yapildi. Yontemlere ait kromatografik kosullar Cizelge 3.7’ de sunulmaktadir:

Cizelge 3.7. Coziinme hiz1 tayini i¢in gelistirilen yontemlere ait kromatografik kosullar

pH 1,2 pH 4,5 pH 6,8
Kolon Cis, Sum, 250x4,6mm | Cis, Sum, 250x4,6mm | Cis, Sum, 250x4,6mm
Dedektor PDA PDA PDA
Dalgaboyu 215 nm 215 nm 215 nm
Sicakhik 25°C 30°C 30°C
Akis iz 1,205 mL/dk 1,000 mL/dk 1,200 mL/dk
Enjeksiyon SuL 20 puL SuL
hacmi
Mobil faz Metanol:Su (pH 2.95) | Metanol:Su (pH 3.0) | Metanol:Su (pH 3.0)
(10:90, h/h) (2:98, h/h) (10:90, h/h)
Analiz siiresi | 10 dk 25 dk 15 dk

Piyasada bulunan referans iiriinlerden Norvasc® tablet, 5 mg amlodipine esdeger 6,94 mg
amlodipin besilat icermektedir. Enapril® tablet ise 10 mg enalapril maleat icermektedir.
Stok c¢ozeltiler bu degerlerin 900 mL hacimdeki ¢oziinme ortaminda olusturacagi

konsantrasyonlar temel alinarak hazirlandi.
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Coziicli: Her yontemde ilgili ¢oziinme ortami ¢oziicii olarak kullanildi. Bu ortamlar

asagida belirtildigi sekilde hazirlandi.

0,1 N HCl ¢ozeltisi (pH 1,2): 8,3 mL hidroklorik asit (%37) bir miktar distile suya eklendi.

Distile suyla 1 L hacme tamamlandi.

pH 4,5 asetat tamponu: 2,99 g sodyum asetat trihidrat tartilarak 1 L’lik balon jojeye
aktarildi. Uzerine 14,0 mL 2 N asetik asit eklendi ve distile suyla hacmine tamamlandi. pH

4,5’e ayarlandi.

pH 6,8 fosfat tamponu: 50 mL 0,2 M KH2PO4 ve 22,4 mL 0,2 M NaOH tartildi ve distile
su ile 200 mL’ye tamamlandi. pH 6,8’e ayarlandu.

Stok ¢ozelti: 7,72 mg amlodipin besilat (5,56 mg amlodipine esdeger) ve 11,12 mg
enalapril maleat tartilarak 100 mL’lik balon jojeye aktarildi. Coziicii ile hacmine
tamamlandi. Ultrasonik banyoda 10 dk karistirildi. Elde edilen ¢ozelti 0,1 mg/mL

amlodipin; 0,2 mg/mL enalapril maleat ihtiva etmektedir.

Calisma cozeltisi: Stok cozeltiden 1 mL alinarak 10 mL’lik balon jojeye aktarildi.
(Coziicliyle hacmine tamamlandi. Bu ¢ozelti 5,56 pg/mL amlodipin ve 11,12 pg/mL
enalapril maleat ihtiva etmektedir. Bu ¢ozelti validasyonda %100’liik ¢ozelti olarak
degerlendirildi.

(C6ziinme hiz1 yontem validasyonunda incelenen parametreler agagida tanimlanmaktadir:

Dogrusallik (linearity)

Stok ¢ozeltiden seyreltilerek elde edilen 3 seride ve 6 farkli derisimde 6rnekler hazirland.
Amlodipin i¢in konsantrasyon araligi 0,556-6,67 pg/mL; enalapril icin ise 1,112-13,34
ng/mL olarak belirlendi. Bu degerler calisma ¢ozeltisinin %10-120 konsantrasyon araligina
denk gelmektedir. %100°liikk potens degerine gore amlodipin ve enalapril maleat i¢in

Cizelge 3.8’de verilen konsantrasyonlar secildi:
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Cizelge 3.8. Coziinme hizi analiz yonteminde calisma c¢ozeltisine gore amlodipin ve
enalapril maleat yiizdelerine karsilik gelen konsantrasyonlar

AML (pg/mL) | ENA (pg/mL)
%10 0,556 1,112
%25 1,39 2,78
%50 2,78 5,56
%75 4,17 8,34
%100 5,56 11,12
%120 6,67 13,34

Bu konsantrasyonlara karsi elde edilen absorbans degerlerinin ortalamasina gore elde
edilen dogrunun regresyon analizi yapilarak determinasyon katsayist ve dogrunun egimi

hesaplandi. R? degerinin 0,999°den daha diisiik olmamasi hedeflendi.

Secicilik (specificity)

Yontemin segiciliginin tayini amaciyla ¢oOziici veya mobil faz c¢dozeltilerinden ileri

gelebilecek herhangi bir girisimin olup olmadigi incelendi.

Dogruluk (accuracy)

Dogruluk ol¢iitii  hesaplanirken etkin maddelerin bilinen diisiik, orta ve yiksek
konsantrasyonda ¢ozeltileri hazirlandi ve gelistirilen yontem kullanilarak geri kazanim
ylizdesi saptandi. Geri kazanim yiizdelerinin %95-105 arasinda olmast ve %VK’nin

%2’den kiigiik olmasi hedeflendi.

Kesinlik (precision)

Yontemin kesinligi tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik parametreleri ile degerlendirildi.

Tekrarlanabilirlik (repeatability)

Calisma c¢ozeltisi 0rneginin 10 kez art arda Sl¢limiiniin yapilmasiyla tekrarlanabilirlik

Olctitiine bakildi. %VK’nin %2’den kii¢iik olmas1 hedeflendi.



35

Ara kesinlik (intermediate precision)
Yontemin ara kesinligini 6lgmek i¢in 3 farkli giinde diisiik ve yiliksek derisimde hazirlanan
numuneler analiz edilerek sonuglar degerlendirildi. %VK’nin %?2’den kiiciik olmasi

hedeflendi.

Dayaniklilik (stability)

Etkin maddelerin iki farkli derisimini i¢eren c¢ozeltiler oda sicakliginda 48 saat boyunca
bekletilerek baslangic ve 24 saat araliklarla alinan 6rnekler analiz edildi. Analiz siiresi
boyunca etkin maddelerin ¢ozelti icerisindeki dayaniklilig1 arastirildi.

3.2.4. Formiilasyon gelisimi

Referans triinler

Gelistirilecek SDK formiilasyonuna referans olarak 5 mg amlodipine esdeger 6,94 mg
amlodipin besilat igeren Norvasc® 5 mg Tablet (Pfizer, Tiirkiye) ve 10 mg enalapril maleat

igeren Enapril® 10 mg Tablet (Sandoz, Tiirkiye) iiriinleri secildi.

Norvasc® 5 mg tablet, etkin madde olarak 5 mg amlodipine esdeger miktarda (6,94 mg)
amlodipin besilat; yardimc1 madde olarak da mikrokristal seliiloz, dibazik kalsiyum fosfat,

magnezyum stearat ve sodyum nisasta glikolat ihtiva etmektedir.
Enapril® 10 mg tablet, etkin madde olarak 10 mg enalapril maleat; yardimc1 madde olarak
ise musir nisastasi, laktoz monohidrat, hidroksipropil seliiloz sodyum bikarbonat, talk,

magnezyum stearat ve kirmizi demir oksit igermektedir.

Referans tabletlerde yapilan kontroller

Gortiniis

Tabletler sekil, goriiniis ve renk acisindan degerlendirildi.
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Agirlik tekdiizeligi

Rastgele alinan 20 adet tablet tartilarak ortalama tablet agirlig1 hesaplandi. Daha sonra 20
tablet teker teker tartildi. En fazla iki tablet ortalama tablet agirliginin %7,5’inden fazla
sapma gosterebilir ancak hicbir tablet ortalamanin  %15’inden fazla sapma

gostermemelidir.

Cap — kalinlik tayini

Rastgele alinan 10 tabletin ¢ap ve kalinlik 6l¢iimleri mikrometre ile yapildi. Sonuglar

%VK ile degerlendirildi.

Friabilite tayini

Rastgele alinan 20 adet tablet tartilarak cihazin haznesine yerlestirildi. Cihaz 25 devir/dk
hizda 4 dk boyunca calistirilarak tabletlerin 100 devir donmesi saglandi. Daha sonra
tabletler iizerlerindeki tozlardan arindirilarak yeniden tartildi ve agirlik kayb1 % cinsinden

hesaplandi. %1°den fazla agirlik kayb1 gbzlenmemelidir.

Sertlik tayini

Rastgele alinan 10 adet tablet sertlik cihazina yatay olarak konuldu ve tabletleri kirmak

icin gereken kuvvet N cinsinden 6l¢iildii. Tabletlerin sertliginin 45 N + %10 olmas: istendi.

Dagilma testi

Dagilma cihazinin beherine 800 mL distile su konularak sicaklik 37 + 2 °C’ye ayarlandi. 6
adet tablet numune sepetinin haznelerine konularak iizerlerine pleksi diskler yerlestirildi.
Tabletlerin tamamen dagilmasi i¢in gereken siireler kaydedildi. Tabletler 5 dk icerisinde

tamamen dagilmalidir.
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Icerik tekdiizeligi

Rastgele alinan 10 adet tabletin ortalama tablet agirlig1 saptandi. Daha sonra bu tabletler
tek tek tartilarak 50 mL’lik balon jojelere ayri ayri aktarildi. Uzerlerine 30 mL kadar
¢oziicli (0,1 N HCI) konularak 15 dk manyetik karistiricida karistirildi ve ¢oziicii ile hacme
tamamlanarak 10 dk ultrasonik banyoda tutuldu. Bu ¢ozeltiden 4 mL alinarak ¢oziicii ile
25 mL’ye tamamlandi ve 10 dk ultrasonik banyoda karistirilmasini takiben 0,45 pum’lik

membran filtreden siiziildii ve Boliim 3.2.2°de anlatilan yontem ile HPLC’de analiz edildi.

Etkin madde miktar tayini

Rastgele alinan 10 adet tabletin ortalama tablet agirligi kaydedildi. Daha sonra bu tabletler
havanda toz edilerek icerisinden bir tabletin agirligina esit miktarda toz karisimi 50 mL’lik
balon jojeye aktarildi. Uzerine 30 mL kadar ¢oziicii (0,1 N HCI) konularak 15 dk manyetik
kanstiricida kanistirildi ve ¢oziicii ile hacme tamamlanarak 10 dk ultrasonik banyoda
tutuldu. Bu ¢ozeltiden 4 mL alinarak ¢oziicii ile 25 mL’ye tamamlandi ve 10 dk ultrasonik
banyoda karistirilmasini takiben 0,45 um’lik membran filtreden siiziildii ve B6liim 3.2.2°de

anlatilan yontem ile HPLC’de analiz edildi.

Coziinme hizi testleri

(Coziinme hizi kosullart Cizelge 3.9°da verildi. Bu kosullarda yapilan ¢dziinme hizi
analizlerinde, her numune alma zamaninda ortamdan 3 mL &rnek cekilip yerine ayni
hacimde taze tampon ilave edildi. Alinan 6rnekler 0,45 pum’lik membran filtreden HPLC

vialine siiziildii ve Boliim 3.2.3’te anlatilan yontemler ile analiz edildi.

Cizelge 3.9. Coziinme hiz1 testi kosullart

Yontem USP Cihaz II (Palet yontemi)
Ortam pH 1,2/pH 4,5/ pH 6,8
Doniis hiza 50 rpm

Coziicii hacmi 900 pL

Sicaklik 37+0,5°C

Numune alma arahklarn | 5, 10, 15, 20 ve 30. dk
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Formiulasyonlarda kullanilan yardimeci1 maddeler ve deneme formiilasyon

Boliim 3.2.5’te verilen risk analizi sonuglarina gére CQA olarak kaydirici, baglayici ve
dagitic1 kullanimi; CPP olarak ise karigtirma ve lubrikasyon islemi se¢ildi. Boliim 3.2.1°de
anlatildig1 gibi gergeklestirilen gecimlilik sonuglarina gore kullanilacak kaydirici, baglayici
ve dagitic1 ozellikteki maddeler se¢ildi. Formiilasyon c¢aligmalarinda kullanilan yardimci

maddelerin listesi Cizelge 3.10°da verilmektedir:

Cizelge 3.10. Formiilasyon tasarimlarinda kullanilacak yardimci maddeler

Yardimci madde Fonksiyon Genel kullanim
yiizdesi*

Mikrokristal seliiloz Seyreltici, dagitici 20-90
Krospovidon Dagitici 2-5
Gliseril distearat Kaydirici 1-3
Prejelatinize nigasta Seyreltici, dagitici, baglayici 5-75
Sodyum bikarbonat Tamponlama ajani, stabilizan 10-40
Hidroksipropil seliiloz Baglayici, stabilizan 2-6

*Handbook of Pharmaceutical Excipients 6th edition

Deney tasarimina ge¢gmeden Once secilen yardimci maddeler ile ideal olmayan kosullarda
hazirlanan Deneme bir tablet formiilasyonunun kalite testleri yapilarak bir 6n bilgi elde

edilmesi amaglandi. Deneme formiilasyon Cizelge 3.11°de verilmektedir:

Cizelge 3.11. Deneme formiilasyon

Formiilasyon bilesenleri % Birim formiil (mg/th)
Amlodipin besilat 4,34 6,94
Enalapril maleat 6,250 10

Sodyum bikarbonat 20 32
Hidroksipropil seliiloz 0,5 0,8
Mikrokristal seliiloz 51,41 82,3
Prejelatinize nisasta 12,5 20
Krospovidon 3 4,8

Gliseril distearat 2 32
TOPLAM 100 160

Deneme formiilasyonun hazirlanmasinda lubrikan dahil tiim maddeler elenerek birlikte
kiibik karistiricida 12rpm hizla 7 dk karistirild ve en kotli senaryonun elde edilmesi igin

lubrikasyon islemi ayrica yapilmadi. Toz karisimi toplam 24 g (200 tablet) Slgekte
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hazirlandi. Hazirlanan toz karigim tablet agirlig1 160 mg olacak sekilde basildi. Rutin tablet
iretim yontemleri i¢in kisa olan bu karistirma siiresi ile gerceklestirilen kalite kontrol

testlerinin sonuglarina gére DOE’de kullanilacak proses parametreleri i¢in 6n bilgi elde

edildi.

DOE’de kullanilan formiilasyonlar ve Uretim yontemi

Formiilasyonlar etkin madde olarak 6,94 mg amlodipin besilat (%4,34) ve 10 mg enalapril
maleat (%6,25) ihtiva etmektedir. Deneme formiilasyon sonuglarina (Bolim 4.4.2) gore

yardimci1 madde kullanim oranlar1 Cizelge 3.12°de verilmektedir:

Cizelge 3.12. Segilen yardimc1 maddelerin formiilasyonda kullanim ytizdeleri

Yardimci madde Fonksiyon Formiilasyonda
kullanim yiizdesi*
Mikrokristal seliiloz Seyreltici, dagitict 40-62
Krospovidon Dagitict 1-5
Gliseril distearat Kaydirici 1-3
Prejelatinize nisasta Seyreltici, dagitici, baglayici 5-20
Sodyum bikarbonat Tamponlama ajani, stabilizan 20
Hidroksipropil seliiloz Seyreltici, stabilize edici, 0-1
baglayict

* Deney tasarimina gore degiskenlik gostermektedir.

Tabletler hazirlanirken kullanilan {iretim  yOntemi asagida basamaklar halinde
sunulmaktadir:

- Enalapril maleat ve sodyum bikarbonat 2 dk karistirildi.

- Amlodipin besilat ve varsa hidroksipropil seliiloz tartilarak yukaridaki karisimin
tizerine eklendi ve 2 dk daha karistirildi.

- Daha sonra mikrokristal seliiloz, krospovidon ve prejelatinize nisasta yukaridaki
karigimla birlikte 18 mesh elekten elendi.

- Toz karisimi kiibik karistiricida tasarimda belirtilen siire ve hizda karistirildi.

- Kaydiric1 elenerek (40 mesh) kiibik karistiriciya alindi ve tasarimda belirtilen siire ve
hizda karistirildi (lubrikasyon).

- Toz karisimi tablet makinasinin besleme haznesine dolduruldu ve ortalama 160 mg
agirlik ve ortalama 45 N sertlik olacak sekilde basildi.

- Her formiilasyon 300 tabletlik (48 g) seri boyutu ile hazirlandi.
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Tabletlerde vapilan kalite denetimleri

Hazirlanan tabletlerde Boliim 3.2.5°te verilen tasarimlarda yer alan bagimli degiskeni

(yanit) olusturan kontroller gergeklestirildi. Optimize edilen final formiilasyonda ise

referans trtinlerde yapilan tiim kontroller yapildi.

3.2.5. QbD asamalar

Hedef iiriin kalite profilinin (Quality of target product profile, QTPP) belirlenmesi

Uriiniin kalitesi ile ilgili &zellikleridir. Uriiniin etkinligi ve giivenliginin saglanmasi

amaglanir. Gelistirilecek {irline ait hedef kalite profili Cizelge 3.13’te verilmektedir:

Cizelge 3.13. Hedef iiriin kalite profili (QTPP)

QTPP Elementleri

Hedef

Gerekcelendirme

Dozaj sekli

Tablet

Farmasotik esdegerlik*  gerekliligi:
Referans iiriinler ile ayn1 dozaj formu

Dozaj tasarimi

Hemen salim yapan SDK
tablet

Farmasotik esdegerlik*  gerekliligi:
Referans driinler ile benzer salim
ozellikleri

Uygulama yolu Oral Farmasotik esdegerlik* gerekliligi:
Referans firiinler ile ayni uygulama
yolu

Dozlar 5 mg amlodipin ve 10 mg | Farmasotik esdegerlik* gerekliligi:

enalapril maleat

Referans tiriinler ile ayn1 doz

Bitmis iiriin kalite
ozellikleri

e Miktar tayini

e icerik tekdiizeligi
e Coziinme hiz1

e %90-110

e Farmakope standartlarina uymali
e pH 1,2, pH 4,5 ve pH 6,8 ortamlarinda 15 dk’da en az %85

¢Oziinmeli

Kritik kalite 6zelliklerinin (Critical quality attributes, CQA) belirlenmesi

QTPP’ye ulasmak i¢cin hammaddelerin veya bitmis iiriinlin tagimasi1 gereken 6zelliklerdir.

Gelistirilecek tiriine ait CQA Cizelge 3.14’te sunulmaktadir:




Cizelge 3.14. Kritik kalite 6zellikleri (CQA)
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Uriiniin Kkalite | Hedef Kritik | Gerekcelendirme
ozellikleri mi?
Fiziksel Etkinlik ve giivenligi
ozellikler: dogrudan etkilemez. Ancak
Friabilite %1’den fazla olmamali Evet saglam tabletlerin
Sertlik 45 N olmali (£ %10) Evet* hazirlanmasi iirliniin
Dagilma 5 dakika i¢inde dagilmali Evet performansini ve kalitesini
etkileyebilir.
Miktar tayini | Etikette  belirtilen  degeri | Evet Biyoyararlanim, dolayisiyla
kargilamali etkinligi etkiler.
(£ %10)
Icerik Farmakope standartlarina Evet Etkinlik ve giivenligi
tekdiizeligi uymali dogrudan etkiler.
Formiilasyon ve proses
parametrelerinden
etkilenebilir.
Cozinmemz1 | pH 1,2, pH 4,5 ve pH 6,8 | Evet Biyoyararlanimi ve
ortamlarinda 15 dakika etkinligi dogrudan etkiler.
icerisinde  %85’ten  fazla Hem proses hem de
¢Ozlinmeli formiilasyon
degiskenliklerinden
etkilenebilir.

*Sertlik de diger fiziksel 6zellikler kadar 6nemlidir. Ancak gelistirilen formiilasyonlarda
sabit tutularak kritik olmaktan ¢ikartildi.

Risk degerlendirmesi

Ishikawa (balik kilgigy) diyagrami

Belirlenen CQA’leri etkileyebilecek etmenlere ait Ishikawa diyagrami Sekil 3.1°de

verilmektedir:
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Kanstirma Bask:
Hizi Hiz: Baski hizi
Kansgtirma %
Siirest Lubrikasvon
Stresi Bask: kuvvets
Uretim seri boyu
> SDK TABLET
Swcaklk — Etkin maddelerin
partikil biiyiiklaga Tipi
Nem Ny Kaydirca
Miktar:
Operatdr Dagitict
Baglayic1
Dhs faktirler
Hammaddeler

Sekil 3.1. CQA’leri etkileyebilecek etmenlerin yer aldig1 Ishikawa diyagranu

Ishikawa diyagraminda yer alan etmenlerin ilk risk degerlendirmesi Cizelge 3.15°te

sunulmaktadir:
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Cizelge 3.15. Olas1 faktorlere ait baslangic risk degerlendirmesi

Faktor

Risk degerlendirmesi

Etkin ve
Yardimeci
maddeler

Etkin maddelerin partikiil biyiikliigi BCS Smif 2 ilaglarin
biyoyararlanimini etkilerken, BCS Simif 1 ve 3 ilaglar igin kritik rol
oynamamaktadir. Formiilasyonda kullanilan amlodipin BCS Smif 1,
enalapril ise BCS Sinif 3 ilagtir.

Kaydirict olarak magnezyum stearat, sodyum stearil fumarat ve
gliseril distearat gibi farkli kaydiricilarin kullanilmasi planlanmig
ancak gec¢imlilik calismalari sonucunda yalnizca gliseril distearat
kullanim1 uygun goriilmiistiir. Bu nedenle kaydiric1 olarak gliseril
distearat secilerek farkli oranlarda kullanildi.

Dagitic1 olarak bir sliperdagitict olan krospovidon ve yine dagitici
Ozellik de tagiyan prejelatinize nisasta ¢esitli oranlarda kullanildi.

Baglayici olarak hidroksipropil seliilloz bazi formiilasyonlarda (%1)
kullanild1 ancak bazilarinda kullanilmadi. Prejelatinize nisastanin
ayni zamanda baglayici fonksiyonu da bulunmaktadir.

Uretim prosesi

Degradasyonu 6nlemek i¢in dogrudan basim teknigi kullanildi.

Karigtirma siiresi ve hizi tekdiize bir karisimi saglayacak kadar
ylksek ancak segregasyona neden olmayacak kadar da diisiik
olmalidir. Bu proses kritik oldugundan hem karistirma siiresi, hem
de hiz1 incelendi.

Kaydiricr ile karigtirma (lubrikasyon) siiresi ve hizi arttikga tabletin
cozlinmesi ve dolayisiyla biyoyararlanimi azalabilir. Bu nedenle
lubrikasyon siiresi ve hizi da degerlendirildi.

Tabletlerin seri boyutu, gelistirilen formiilasyonun biiyiik 6lgcege
transferinde 6nemli bir parametredir ancak bu c¢alismada bu
parametre incelenmedi.

Tablet baski kuvveti ve hiz1 dagilmay1 ve ¢oziinmeyi etkileyebilir
ancak bu faktor iretilen tabletlerin sertliginin standardize
edilmesiyle (45 N +%10) minimize edildi.

Uretim prosesi sicaklik ve nemden etkilenebilir. Havalandirma ile
oda sicakligi sabit tutulmustur. Calismanin gerceklestirildigi ortamda
nem degiskenligi olusturacak bir risk bulunmamaktadir. Operator
degisikligi ise bu calisma i¢in uygulanabilir degildir.

Secilen risk parametrelerinin etki siddetinin gosterilmesinde neden-sonu¢ matrisinden

yararlanildi. Sonuglar Cizelge 3.16’da verilmektedir. Bu matrislerde yiiksek riskli olarak

isaretlenenler kabul edilemez riskler olup, azaltilmasi gerekmektedir. Orta olarak

tanimlanmis olanlar ise kabul edilebilir riskler olup ilave arastirma veya gerekc¢elendirme

gerektirebilmektedir. Diisiik riskli olanlar ise oldugu gibi kabul edilmektedir.
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Cizelge 3.16. Yardimc1 maddelerin risk degerlendirmesine ait neden-sonu¢ matrisi.

Dagitic1 | Baglayic1 | Kaydirier | Karistirma | Lubrikasyon
Icerik tekdiizeligi Diisiik | Diisiik Diisiik Yiiksek Diisiik
Miktar tayini Diistik | Diisiik Diistik Yiiksek Diistik
Coziinme Yiiksek | Yiiksek Yiiksek Diisiik Yiiksek
Friabilite Orta Diisiik Diisiik Diisiik Orta
Dagilma Yiiksek | Yiiksek Yiiksek Diisiik Yiiksek

Cizelge 3.16°da orta ve yliksek risk teskil eden parametreler degerlendirmeye alindi. Buna
gore dagitici, baglayict ve kaydirict miktart CMA olarak; karistirma ve lubrikasyon siiresi

ve hiz1 ise CPP olarak belirlendi.

Deney Tasarimi (Design of Experiments, DOE)

Baslangi¢ risk degerlendirmesi sonucu secilen faktorler karistirma hizi, karistirma siiresi,
lubrikasyon hizi, lubrikasyon siiresi, krospovidon (dagitici) miktari, hidroksipropil seliiloz
(baglayic1) miktari, prejelatinize nisasta (baglayici, dagitici, seyreltici) miktar1 ve gliseril
distearat (kaydiric1) miktaridir. Yardimer maddelerin tipi gec¢imlilik testleri sonucunda

belirlendigi i¢in eksipiyan tipleri yerine, miktarlarinin etkisi arastirildi.

Faktor sayisinin yiiksek olmasi dolayisiyla oncelikle bir eleme tasarimi yapilarak en etkili

faktorlerin tespit edilmesine karar verildi.

Plackett-Burman deney tasarimi

Risk degerlendirmesi sonucu secilen bagimsiz degiskenlerin CQA’ler {izerinde anlamli
etki olusturup olusturmadigini incelemek i¢in eleme tasarimlarindan olan PBD’den
faydalanildi. Toplam 12 deney ile 8 faktér incelendi. Segilen faktorler ve seviyeleri

Cizelge 3.17°de verilmektedir:
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Cizelge 3.17. PBD’de kullanilan faktorler ve seviyeleri

Faktorler Diisiik seviye Yiiksek seviye
-1 (G2))

X1 | Prejelatinize nisasta (%) 5 20
X2 | Krospovidon (%) 1 5
X3 | Hidroksipropil seliiloz (%) 0

X4 | Gliseril distearat (%) 1 3
Xs | Karistirma hizi (rpm) 8 16
X6 | Karigtirma stiresi (dk) 8 20
X7 | Lubrikasyon hizi (rpm) 8 16
Xs | Lubrikasyon siiresi (dk) 2 8
X9 | Dummy -1 +1
Xi0 | Dummy -1 +1
Xi1 | Dummy -1 +1

Design Expert® 11 kullanilarak olusturulan deney matrisi Cizelge 3.18’de verilmektedir.

Cizelge 3.18. PBD deney matrisi

No Xl Xz X3 X4 Xs X6 X7 Xs

1 5,00 1,00 0,00 3,00 16,00 20,00 8,00 8,00
2 20,00 5,00 0,00 3,00 8,00 8,00 8,00 8,00
3 5,00 1,00 1,00 3,00 16,00 8,00 16,00 8,00
4 5,00 1,00 0,00 1,00 8,00 8,00 8,00 2,00
5 5,00 5,00 0,00 1,00 8,00 20,00 16,00 8,00
6 20,00 1,00 1,00 3,00 8,00 20,00 8,00 2,00
7 20,00 1,00 1,00 1,00 8,00 8,00 16,00 8,00
8 5,00 5,00 1,00 1,00 16,00 8,00 8,00 2,00
9 20,00 1,00 0,00 1,00 16,00 20,00 16,00 2,00
10 20,00 5,00 0,00 3,00 16,00 8,00 16,00 2,00
11 5,00 5,00 1,00 3,00 8,00 20,00 16,00 2,00
12 20,00 5,00 1,00 1,00 16,00 20,00 8,00 8,00

Boliim 3.2.5’te anlatildig: sekilde hazirlanan tabletler Cizelge 3.18’deki matriste belirtilen
sekilde basildi. Tabletler iizerinde tasarimda yanit (bagimli degisken) olarak secilen igerik
tekdiizeligi, miktar tayini, 3 farkli ortamda 15. dakikadaki ¢6ziinme yiizdesi, friabilite ve

dagilma siiresi testleri gergeklestirilerek sonuglar grafikler yardimiyla degerlendirildi.
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Box-Behnken deney tasarimi

PBD ile yanitlar iizerinde etkisi en yiiksek olan ii¢ faktor segilerek BBD ile optimum
kosullarin saglanmasi1 amaglandi. BBD’de kullanilan faktorler ve diizeyleri Cizelge

3.19°da verilmektedir. Krospovidon ve gliseril distearat diizeyleri PBD ile aynidir, ancak

karistirma siiresi daha genis bir aralikta degerlendirildi.

Cizelge 3.19. BBD’de kullanilan faktorler ve seviyeleri

Faktorler Diisiik Orta Yiiksek
seviye seviye seviye

X2 | Krospovidon (%) 1 2,5 5

X4 | Gliseril distearat (%) 1 2 3

Xe | Karistirma siiresi (dk) 5 12,5 20

PBD tasarimda anlamli bulunmayan faktérler BBD’de sabit tutuldu. Bu faktoérlerin

sabitlendigi degerler Cizelge 3.20°de verilmektedir:

Cizelge 3.20. PBD tasarimda degisken iken BBD’de sabit tutulan faktorler ve diizeyleri

Faktorler Diizey
X1 | Prejelatinize nisasta (%) 15
X3 | Hidroksipropil seliiloz (%) 0,5
Xs | Karistirma hizi (rpm) 12
X7 | Lubrikasyon hiz1 (rpm) 12
Xs | Lubrikasyon siiresi (dk) 5

Secilen 3 faktor ile 3 seviyeli ve 5 merkez noktasi iceren toplam 17 deney gerceklestirildi.

BBD deney matrisi Cizelge 3.21°de sunulmaktadir:
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Cizelge 3.21. BBD deney matrisi

No X> X4 X6
1 1 2 20
2 5 1 12,5
3 5 3 12,5
4 3 2 12,5
5 5 2 5
6 3 3 5
7 3 2 12,5
8 3 2 12,5
9 3 1 20
10 3 2 12,5
11 3 1 5
12 1 2 5
13 3 3 20
14 1 3 12,5
15 5 2 20
16 3 2 12,5
17 1 1 12,5

Cizelge 3.21°de verilen matrise gore olusturulan formiilasyonlarda yanit olarak miktar
tayini, igerik tekdiizeliginin varyasyon katsayisi, friabilite ve dagilmaya bakilmistir. Her
bir yanit i¢in anlamlilik degerlendirilmesi yapilarak sonuglar grafiksel ve istatistiksel
olarak degerlendirildi. 3 faktor i¢in ikinci dereceden polinomiyal BBD denklemi Es.3.1°de

verilmektedir:

Y = B+ BiXy + B2Xo + BaXs + Br2X1 Xz + B13X1Xa2 + B23XoXs + By X7 + B22 X3 + BasX3 3.1

Bu esitlikte, Y yaniti, Xi1-X3 faktorlerin ana etkilerini, Xi1X2, X1X3, XoXs faktorlerin
birbirleri ile olan etkilesimlerini, Xi1, X22, X33 faktorlerin kuadratik etkilesimlerini, o

sabiti ve B1-PB3 ise faktorlerin katsayilarini gostermektedir.

BBD deney sonras1 Design Expert® 11 yardimiyla optimizasyon islemi gergeklestirildi ve

secilen optimum kosullarda hazirlanan tabletlerde kalite denetimleri yapildi.
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3.2.6. Final formiilasyonda yapilan safsizhik tayinleri

Optimize edilen final formiilasyonda Boliim 3.2.4°te verilen kalite denetimlerine ek olarak

amlodipin besilat ve enalapril maleata ait safsizlik tayinleri de yapildi'.

Enalapril maleatin safsizlik tayin metodu

Enalapril maleatin safsizliklarinin tespitinde HPLC yontemi kullanildi. Yonteme ait

kromatografik kosullar asagida verildi:

Cihaz : HPLC

Kolon : L7 igeren kolon, 4,6 mm x 25 cm, 5 um
Dalga boyu : 215 nm

Kolon sicakligi : 50°C

Akis hizi : 2 mL/dk

Enjeksiyon hacmi  : 50 pL
Mobil faz : Tampon ¢ozelti: Asetonitril (75:25)

Tampon Cozelti: 1,38 g monobazik sodyum fosfat 800 mL saf suda ¢oziildii. Fosforik asit
ile pH 2,2’ye ayarlandi.1000 mL’ye saf su ile seyreldi ve karigtirildi.

Enalaprilat standart ¢ozeltisi: 0,4 mg/mL konsantrasyonda enalaprilat referans standardi

saf su ile hazirland:.

Enalapril diketopiperazin ¢ozeltisi: 20 mg enalapril maleat referans standardi 100 mL’lik
beherin dibine dikkatlice tepe seklinde yerlestirildi. Beher kati maddeyi eritmek {izere
1siticiya yerlestirildi. Isitict ayar1 yarim agildi. Erime gézlendiginde hemen beher 1siticidan
cekilerek sogutuldu. Sogutulan artiga 50 mL asetonitril eklenerek 5 dk ultrasonik banyoda
tutuldu.

Standart Cozelti: 20 mg enalapril maleat referans standardi 100 mL’lik balon jojeye

aktarildi. Uzerine 0,5 mL enalaprilat standart ¢ozeltisi ilave edildi. 50 mL tampon ¢ozelti

! safsizlik tayinleri Nobel ilag Ar-Ge Merkezinde gerceklestirildi.



49

ile ¢oziildii. Tampon ¢ozelti ile hacmine seyreltildi. Bu ¢ozelti 0,2 mg/mL enalapril maleat

referans standardi ve 0,002 mg enalaprilat referans standardi icermektedir.

Safsizlik standart ¢ozeltisi: 1 mL standart ¢ozelti 100 mL’ye tampon c¢ozelti ile
seyreltilerek karigtirildi. Bu ¢ozelti 0,002 mg/mL enalapril maleat icermektedir.

Sistem uygunluk ¢ozeltisi: 0,5 mL enalapril diketopiperazin ¢ozeltisi 25 mL’lik balon

jojede standart ¢ozelti ile hacmine seyreltilerek karistirildi.

Test ¢oOzeltisi: Minimum 20 tablet iizerinden ortalama agirlik tayin edildi. 100 mg
enalapril maleata esdeger toz karisimi tartilarak 500 mL’lik balon jojeye alindi. Balon
jojeye yarisina kadar tampon ¢ozelti eklenerek 15 dk ultrasonik banyoda tutuldu. Mekanik
karistiricida 30 dk karistirildi. Hacmine tampon ¢ozelti ile seyreltilerek iyice karistirildi ve
15 dk ultrasonik banyoda tutuldu. 0,45 um membran filtreden siiziilerek ilk siiziintiiler

atildi. Test ¢ozeltisi 0,2 mg/mL enalapril maleat icermektedir.

Islem: 50 pL standart ¢ozelti, test ¢ozeltisi, ilgili bilesikler ¢dzeltisi ve tampon ¢ozelti ayr
ayr1 cihaza enjekte edildi. Kromatogramlar kaydedildi. Test ¢ozeltisinden elde edilen
enalapril pik alaninin %0,1’inden fazla olan ve tampon ¢dzelti kromatograminda

gozlenmemis tiim pikler degerlendirildi.

Relatif alikonma zamanlar1 asagidaki gibi belirlendi:

Maleik asit.......ccceeveeeeneenieenieennen. ~0.3
Enalaprilat..........ccocooveniininninnn. ~0.5
Enalapril diketopiperazin.............. ~1.5

Fazla 1sitmadan dolay1 enalapril diketopiperazinin degredasyon {iriinii olusmus ise
yaklasik 1,2 relatif alikonma zamaninda pik verir. Bu pikin alani enalapril diketopiperazin

pik alaninin %15’inden biiylik olmamasi istendi.
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% Enalaprilat miktar1 (enalapril maleat olarak) Es. 3.2 yardimiyla hesaplandi.

Mgy Cor By

100
M gg Cyxil

(3.2)

Bu esitlikte, Mgewm, enalapril maleatin molekiil agirligr (492,53 Da); Msg, susuz
enalaprilatin molekiil agirligi; Csr, standart ¢ozeltideki enalaprilat referans standardinin
konsantrasyonu (mg/mL); Cn, test c¢ozeltisindeki enalapril maleat konsantrasyonu
(mg/mL); RN, test ¢ozeltisinden elde edilen enalaprilat pik alani; Rs, standart ¢ézeltiden

elde edilen enalaprilat pik alanini ifade etmektedir.

% Diketopiperazin miktar1 (enalapril maleat olarak) ise Es. 3.3 yardimiyla hesaplandi.

M g% Xy 100
Mpx Cually 1,25

(3.3)

Bu esitlikte, Mgewm, enalapril maleatin molekiil agirligr (492,53 Da); Mbp, enalapril
diketopiperazinin molekiil agirlig;; Cst, standart c¢ozeltideki enalaprilat referans
standardinin  konsantrasyonu (mg/mL); Cw, test c¢ozeltisindeki enalapril maleat
konsantrasyonu (mg/mL); Rx, test ¢ozeltisinden elde edilen enalapril diketopiperazin pik
alant; Rs, ilgili bilesikler standart ¢ozeltisinden elde edilen enalapril pik alanini; 1,25
degeri ise enalapril maleatin enalapril diketopiperazine relatif cevap faktoriinii ifade

etmektedir.

Diger ilgili bilesikler ise Es. 3.4 ile hesaplandi.

Copailly

x100
E.-*r.'rx R #

(3.4)

Bu esitlikte, Cst, standart ¢ozeltideki enalaprilat referans standardinin konsantrasyonu
(mg/mL); Cn, test ¢ozeltisindeki enalapril maleat konsantrasyonu (mg/mL); Rr, test
cozeltisinden elde edilen maleik asit, enalaprilat ve enalapril diketopiperazin diginda elde
edilen diger ilgili bilesikler pik alanlari toplami; Rs, ilgili bilesikler standart ¢ozeltisinden

elde edilen enalapril pik alanin1 ifade etmektedir.
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Spesifikasyon

USP’de enalapril tabletler i¢in toplam impiirite degeri en fazla %5 olarak belirtilmistir.

Amlodipin besilatin safsizlik tayin metodu

Amlodipin besilatin safsizliklarinin tespitinde Ultra Performansli Sivi Kromatografisi

(UPLC) kullanildi. Yonteme ait kromatografik kosullar agagida verildi:

Cihaz : UPLC (H-CLASS)

Kolon : Acquity UPLC BEH C18 1,7 mm; 2,1 x 50 mm
Dalga boyu : 238 nm

Kolon sicakligi : 50°C

Numune sicakligt ~ : 10°C

Akis hizi : 0,4 mL/dk

Enjeksiyon hacmi  : 5 pL

Akis stiresi : 8dk

Mobil faz : Tampon ¢ozelti:Metanol (50:50)

Seyreltme ¢ozeltisi  : Mobil faz

Tampon ¢ozelti: 2.3 g/L’lik amonyum asetat ¢ozeltisi hazirlandi.

Standart ¢ozelti: 100 mL’lik balon jojeye 13,9 mg amlodipin besilat standardi tartildi.
Uzerine bir miktar seyreltme ¢dzeltisi ilave edilip ultrasonik banyoda 15 dk bekletildi.
Tamamen ¢o6ziindiikten sonra hacmine seyreltme ¢ozeltisi ile tamamlandi. Bu ¢ozeltiden
100 mL’lik balon jojeye 1,0 mL alinarak hacmine seyreltme ¢ozeltisi ile tamamlandi. Bu
cozelti 0,45 pm membran filtreden siiziildi. Bu c¢ozelti 0,001 mg/mL amlodipin

icermektedir.

Test ¢ozeltisi: En az 20 tablet tartilarak ortalama tablet agirlig1 belirlendi ve tabletler toz
edildi. 10 mg amlodipine esdeger tablet tozu 20 mL’lik balon jojeye alindi. Uzerine bir
miktar seyreltme ¢ozeltisi ilave edilip ultrasonik banyoda 15 dk karigtirildi. Hacmine
seyreltme ¢ozeltisi ile tamamlandi. Bu ¢ozelti 0,45 um membran filtreden siiziildii. Bu

cozelti 0,5 mg/mL amlodipin igermektedir.
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Sistem uygunluk ¢ozeltisi: 5 mL’lik balon jojeye 5 mg amlodipin besilat standardi tartildi.
Uzerine 5 mL %30’luk hidrojen peroksit ¢dzeltisi ilave edilip ultrasonik banyoda 2 dk
tamamen ¢oziinene kadar bekletildi. Bu ¢ozelti 70°C’lik etiivde 10 dk bekletildi. Daha

sonra oda sicakliginda sogutularak 0,45 um membran filtreden siiziildii.

Islem: Seyreltme ¢dzeltisi, plasebo ¢ozeltisi, standart ¢ozelti (3 enjeksiyon), test ¢dzeltileri
ve sistem uygunluk c¢ozeltisi hazirlanarak cihaza enjeksiyon yapildi. Kromatogramlar
kaydedildi. Plasebodan gelen pikler, tayin limitinin altindaki pikler ve test ¢ozeltisindeki
amlodipine gore bagil alikonma zamani = 0.15 olan benzen siilfonat piki ihmal edildi.

Bunlarin diginda, test ¢6zeltisinden elde edilen safsizliklar hesaplandi.
Relatif alikonma zamanlar asagidaki gibi belirlendi:
Amlodipin impiirite D........ccccoeeveieeniiiiieens ~0.50

% amlodipin impiirite D, Es. 3.5 yardimiyla hesaplandi.

4, W.xPx(100-S) M, =20

. #100= 0,72 = DF
A 100100100 W, =5

(3.5)

Bu esitlikte, At, test ¢ozeltisinden elde edilen amlodipin impiirite D alanini; As, standart
cozeltiden elde edilen amlodipin alanini; Ws, standart ¢ozeltisindeki amlodipin miktarini
(mg); P, standardin potensini; Si, standardin su igerigini; Mw, ortalama tablet agirligin
(mg); Wi, test ¢ozeltisinin agirhigini (mg); 5, tabletlerin teorik amlodipin igerigini (mg);
0,72, amlodipin besilatt amlodipine doniistiirme faktoriini ve DF, ilgili safsizligin

diizeltme faktoriinii (1,72) ifade eder.

Bilinmeyen her bir safsizlik ise Es. 3.6 ile hesaplandi.

4 W.xPx(100-5) M, x20

= 100
A, 100100100 %5 (3.6)
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Bu esitlikte, At, test ¢ozeltisinden elde edilen safsizlik alanini; As, standart ¢ozeltiden elde
edilen amlodipin alanmi; Ws, standart c¢ozeltisindeki amlodipin miktarin1 (mg); P,
standardin potensini; Si, standardin su igerigini; Mw, ortalama tablet agirligin1 (mg); W,

test ¢ozeltisinin agirhigini (mg); 5, tabletlerin teorik amlodipin igerigini (mg) ifade eder.

Spesifikasyon

USP’de amlodipin tabletler i¢cin amlodipin impiirite D en fazla %1, bilinmeyen safsizlik

ise en fazla %0,20 olarak belirtilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Etkin Maddelerin Fizikokimyasal Ozelliklerine Ait Bulgular

4.1.1. Etkin maddelerin partikiil biiyiikliigii dagilima

55

Bolim 3.2.1.°de anlatildig1 sekilde gerceklestirilen partikiil biiyiikliigli 6l¢timiinde

amlodipin besilatin ortalama partikiil biiyiikligii 11,03 + 0,32 um; enalapril maleatin

partikiil buytkligi ise 4,72 + 0,30 um olarak Olgiildii. Etkin maddelerin partikiil
buyiikligii dagilimi grafikleri Sekil 4.1 ve Sekil 4.2°de verilmektedir:
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Sekil 4.1. Amlodipin besilatin partikiil biiyiikliigii ve dagilimi1

density distribution gq3Ig(x)
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Sekil 4.2. Enalapril maleatin partikiil biiyiikligii ve dagilimi

4.1.2. Etkin maddelerin ¢oziiniirliikk ¢alismalari
Boliim 3.2.1°de anlatildig: sekilde gergeklestirilen ve uygun oranlarda seyreltilerek Boliim
3.2.3’te verilen yontemler ile analiz edilen ¢Oziiniirlik sonuglart amlodipin besilat ve

enalapril maleat i¢in sirasiyla Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2°de sunulmaktadir:

Cizelge 4.1. Amlodipin besilatin ¢oziintirliik ve Do degerleri

Coziiniirliik (mg/mL) = SS
Coziinme Ortami Do £SS
24. saat 48. saat
pH 1,2 3,46 £ 0,72 3,78 £ 0,60 0,0150 +0,0026
pH 4,5 2,28 £0,58 2,95 £ 0,08 0,0188 +0,0005
pH 6,8 4,94 + 0,25 4,71 £ 0,07 0,0117 £+ 0,0002

*Dy degerleri 48. saate gore hesaplanmustir.
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Cizelge 4.2. Enalaprilin ¢oziiniirliik ve Do degerleri

Coziiniirliik (mg/mL) + SS
Coziinme Ortami Dy + SS*
24. saat 48. saat
pH 1,2 26,5 £ 0,6 26,7+ 1,0 0,00301 £+ 0,00011
pH 4,5 20,3 +24 252 +1,0 0,00318 £ 0,00013
pH 6.8 21,9+£0,2 23,6 £0,3 0,00339 + 0,00036

*Dy degerleri 48. saate gore hesaplanmustir.

Do degerleri tiim ortamlarda 1’den kii¢iik oldugu i¢in her iki etkin madde de tiim

ortamlarda yiiksek ¢oziintirliik gostermektedir.

4.1.3. Etkin maddelerin birbirleriyle gecimlilik calismalari

Sabit dozlu kombinasyonlar1 hazirlanmasinda en 6nemli nokta kullanilan etkin maddelerin
birbirleri ile ve yardimci maddeler ile gecimli olmasi gerekliligidir. Hedef tablet
formiilasyonunun etkin maddeleri olan amlodipin besilat ve enalapril maleat arasinda bir
etkilesim olup olmadigini gérmek igin termal analiz yontemlerinden DSC, TGA, DTA;
kromatografik analiz yontemlerinden ITK ve spektroskopik analiz yontemlerinden FTIR

kullanildi.

Etkin maddelerin DSC analizleri

Amlodipin besilata ait DSC termogrami Sekil 4.3.’te verilmistir. Termogramda 196,85 °C
ile 208,52 °C arasinda endotermik bir pik gdzlendi. Pikin doruk noktasi 203.88 °*C’dir. Bu
pikin devaminda termogramin taban c¢izgisinde (baseline) goézlenen dalgalanmalar
maddenin erimeyi takiben bozunan bir madde oldugunu diigiindiirmektedir. Bu durum

TGA verisi ile degerlendirildi.

Enalapril maleatin DSC termogrami Sekil 4.4.’te verilmistir. Termogramda 152,36 °C —
156,90 °C arasinda endotermik bir pik gozlendi. Pikin doruk noktasi 153,69 °C’dir. Bu
pike bitisik doruk noktasi 165,20 °C olan ikinci bir pik daha goézlendi. Akabinde
termogramin taban ¢izgisinde (baseline) gozlenen dalgalanmalar maddenin bu sicakligin

devaminda bozunmus olabilecegini diisiindiirdii. Bu durum TGA verisi ile degerlendirildi.
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Sekil 4.3. Amlodipin besilata ait DSC termogrami
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Sekil 4.4. Enalapril maleata ait DSC termogrami

Amlodipin besilat ve enalapril maleatin 1:1 oranda karistirtlip 3 hafta siiresince birlikte
muhafaza edilmesini takiben yapilan DSC analizinde elde edilen termogram ise

maddelerin ayr1 ayr1 termogramlari ile karsilastirmali olarak Sekil 4.5.°te verilmistir.
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Karisimdaki enalapril piki saf halde gozlenen sicaklikta elde edildi. Amlodipin pikinin ise
203,88°C’den, 184,23°C’ye kaydig1 gozlendi. Amlodipinin saf haldeki sicaklifina gére 19
°C’lik bir kayma gozlense de saf amlodipinin gozlendigi 203,88°C, karisimda gozlenen
amlodipin pikinin elde edildigi 172,06 °C — 213,88°C aralig1 icerisinde yer almaktadir.
Literatiirde DSC ile yapilan gec¢imlilik ¢alismalarinda ilk 6nce eriyen maddenin, ikinci
madde i¢in safsizlik olarak algilanabilecegi ve bu nedenle ikinci maddenin erime
noktasinda diismeye sebep olabilecegi belirtilmektedir (Oliveira, Yoshida, Silva, 2014;
Pani, Nath, Acharya, 2011; Reddy, Ramesh, Kishan, 2013). Bu bilgiden hareketle
enalaprilin olusturdugu eriyigin amlodipin icin safsizlik olarak algilanarak amlodipinin

daha erken bir sicaklikta erimeye baslamasi muhtemeldir.

——— Enalapril

--------- Amlodipin
D?f —— Amlodipin - Enalapril kansimi (45 C/dk)
m

0.00

-10.00-

-20.00r

100.0C 200.00
Temp [C]

Sekil 4.5. Amlodipin besilat ve enalapril maleatin ayr1 ayr1 ve 1:1 karisim halinde elde
edilen termogramlari

Etkin maddelerin DTA/TGA analizleri

Amlodipin ve enalaprilin DSC analizlerinde gosterdigi endotermik pikleri daha iyi
degerlendirebilmek i¢in etkin maddelerin TGA/DTA analizleri gergeklestirildi. Sekil
4.6’da verilen TGA termogramina bakildiginda amlodipin 210 °C’ye kadar %1,7; 211-
386°C arasinda %60,5; 386-900°C arasinda ise %37,6 oraninda kiitle kaybina ugradigi
gozlendi. Bozunmaya basladigr sicaklik 211°C olarak degerlendirildiginde, DSC’de
204°C’de gozlenen pikin erime piki oldugu sOylenebilir. Bir baska deyisle amlodipin
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besilat erimeyi takiben bozunmaya baslamaktadir (Silva ve digerleri, 2015). DTA

egrisinde bozunmanin basladig1 noktada endotermik pikte omuz olustugu goriilmektedir.

___ Amlodipin DTA

TGA —— Amlodipin TGA OTA
mg s

1 20.00
5.00-

1 0.00
4 00

1-20.00

1-40.00

-0.00r-

-0.00 200.0C 400.00 600.0C 200.00
Temp [C]

Sekil 4.6. Amlodipin besilata ait TGA/DTA termogrami

Enalapril maleatin TGA/DTA termogrami Sekil 4.7°de verilmistir. TGA sonuglarina gore
enalapril maleatin 154°C’ye kadar %1,4; 154-196 °C arasinda %20,7; 197-282 °C arasinda
%12,8; 283-344°C arasinda %64,8 ve 345-900°C arasinda ise %5,8 oraninda kiitle kaybina
ugradigi gozlendi. DSC’de 154°C’deki endotermik pik ve DTA piki goz 6niine alindiginda,
enalapril maleatin bozunarak eriyen bir madde oldugu sonucuna varildi. Bu bilgi literatiir
ile uyumludur (Tawfeek, Faisal ve Soliman, 2017). Bu bilgiden hareketle enalaprilin DSC

termograminda (Sekil 4.4) yaninda g6zlenen ikinci pikin bozunmaya ait oldugu diisiiniildii.
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— —— Enalapril DTA
TGA —— Enalapril TGA DTA
mc ul/
2.00
120.00
6.00
10.00
4.00
1-20.00
2.00
1-40.00
-0.000
-0.00 200.0C 400.00 600.00 200.0C
Temp [C]

Sekil 4.7. Enalapril maleata ait TGA/DTA termogrami

Etkin maddelerin ITK analizleri

Boliim 3.2.1°de belirtigi sekilde gerceklestirilen ITK deneyinde plakalar iyot buharma
maruz kaldiktan sonra Sekil 4.8’deki goriintii elde edildi. Sekil 4.8’deki ilk leke
amlodipine, ikinci leke ise enalaprile aittir. Ugiincii leke ise amlodipin ve enalaprili bir
arada iceren karisimin plakaya uygulanmasiyla elde edildi. Goriildiigii tizere her madde
kendi yerinde lekelenme olusturdu. Buradan hareketle iki maddenin de karisimda
bozunmadan kaldigini, dolayisiyla iki etkin maddenin birbiriyle ge¢imli oldugunu

s0ylemek miimkiindiir.
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Sekil 4.8. Saf amlodipin (A), saf enalapril (E) ve bu iki maddenin karistiminin (A+E)
metanol:kloroform (1:1) ¢oziicii sistemindeki ¢ozeltilerinin ITK kromatogrami

Etkin maddelerin FTIR analizleri

Ham maddelerin ge¢imliliginin degerlendirilmesinde kullanilan bir diger yontem FTIR dir.
FTIR ¢alismalar1 Boliim 3.2.1°de anlatildigi gibi gerceklestirildi. Amlodipin besilat ve
enalapril maleatin IR spektrumlarinda gbzlenen fonksiyonel gruplar: sirasiyla Cizelge 4.3.
ve 4.4.’te verilmistir. Iki maddenin saf halde ve karisim halindeki IR spektrumlar1 da Sekil
4.9’da verilmistir. Sekil 4.9’da goriildiigii gibi her iki etkin madde de fonksiyonel

gruplarint korumaktadir (Silverstein, Bassler ve Morril, 1981).

Cizelge 4.3. Amlodipin besilatin fonksiyonel gruplari, gozlenen pikler ve amlodipin-
enalapril karisiminda bu piklerin dalga sayilar

Fonksiyonel grup ve | Karakteristik Gozlenen pik (cm™)

titresim tipi pik (cm™) Amlodipin Amlodipin-
Enalapril

N-H gerilme 3500-3300 3291 3291

C-H gerilme, aromatik 3100-3000 3078 3078

C-H gerilme, alkan 3000-2850 2982, 2921 2982, 2926

C=0 gerilme 1820-1670 1697, 1671 1697, 1672

N-H egilme 1600 1615 1614

C=C gerilme, aromatik 1600-1400 1490, 1445 1490, 1445

C-N gerilme 1360-1080 1301, 1262 1300, 1263

C-O gerilme 1150-1070 1114, 1084 1113, 1087
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Cizelge 4.4. Enalapril maleatin fonksiyonel gruplari, gézlenen pikler ve amlodipin-

enalapril karisiminda bu piklerin dalga sayilar

Fonksiyonel grup ve | Karakteristik Gozlenen pik (cm™)

titresim tipi pik (cm™) Enalapril Amlodipin-
Enalapril

N-H gerilme 3500-3300 3210 3210

C-H gerilme, alkan 3000-2850 2981, 2926 2982, 2926

C=0 gerilme, asit 1740-1720 1750, 1725 1750, 1725

C=0 gerilme, amid 1690-1640 1646 1646

N-H egilme 1600 1615 1614

C=C gerilme, aromatik 1600-1400 1572, 1490, 1445 | 1571, 1490, 1445

C-N gerilme 1360-1080 1301, 1262 1300, 1263

C-O gerilme 1150-1070 1090 1087
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Sekil 4.9. Amlodipin (a), enalapril (b) ve amlodipin-enalapril karistminin (c) FTIR
spektrumu
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4.1.4. Etkin maddelerin yardimci maddeler ile gecimlilik calismalar:

Etkin maddeler ile yardimci maddelerin DSC analizleri

Formiilasyon c¢alismalarina ge¢meden oOnce kullanilacak yardimer maddelerin  etkin
maddeler ile etkilesimi olup olmadiginin gosterilmesi amaciyla her fonksiyonel madde icin

birden fazla aday belirlenip DSC ile ge¢imlilik durumlar1 arastirildi.

Dolgu maddesi olarak mannitol, mikrokristal seliiloz ve nisasta se¢ildi. Amlodipin ve

enalaprilin bu maddeler ile DSC termogramlar karsilastirildi.

Sekil 4.10’da amlodipin besilat ile mannitol karigtmina ait termogramlar saf hammaddeler
ile karsilastirmali olarak verilmistir. Mannitoliin saf halde analiz edilen DSC sonuglarindan
172,04°C’de endotermik bir pik verdigi gozlendi. Mannitol karisimda beklenen sicaklikta
pik vermesine ragmen, amlodipinin maksimum pikinin 203,88 °C’den 180,70°C’ye kaydig
gozlendi. Amlodipin pikinde goriilen bu 23°C’lik kaymanin nedeni bir gecimsizlik
olabilecegi gibi daha once agiklandigi lizere once eriyen maddenin ikinci madde igin bir
safsizlik olarak algilanmasi olarak da yorumlanabilir. Pikin seklinde de bir degisiklik
gbzlenmemis olmasi nedeniyle bir ge¢imsizlik beklenmemektedir. Tek bagina DSC analizi
ile iki maddenin ge¢imsiz oldugu kanaatine varmak dogru olmayacagindan FTIR sonuglari

ile paralel degerlendirme yapildi.
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——— Amlodipin
—— Mannitol
pDsc .. Amlodipin - mannitol kansim
mWA
_____________ —_——————— T T T T T Pl PR LI
o
0.00 ‘\Jf
-10.00 B
-20.00
100.00 200.00
Temp [C]

Sekil 4.10. Amlodipin besilat ve mannitoliin ayr1 ayr1 ve 1:1 karisim halinde elde edilen
termogramlari

Sekil 4.11°de ise enalapril maleat ile mannitoliin karigimi1 ve saf haldeki termogramlari
gorlilmektedir. Enalaprile ait endotermik pik kendi yerinde gozlenirken, mannitole ait
pikin 10°C kadar One kayarak ve enalaprile ait ikinci pik ile ¢akistigi gozlendi. Bu
durumun iki maddenin etkilesmesinden degil erime noktalarinin birbirine ¢ok yakin

olmasindan kaynaklandig1 diisiintildii.
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—— Enalapril
——-= Mannitol
Dsc | :
- Enalapril - mannitel kansimi
mW

0.00

-10.00

-20.00r

-30.00-

100.0C 200.00
Temp [C]

Sekil 4.11. Enalapril maleat ve mannitoliin ayr1 ayr1 ve 1:1 karisim halinde elde edilen
termogramlari

Aday dolgu maddelerinden bir digeri mikrokristal seliilozdur. Mikrokristal seliilozun saf
termograminda 100°C’nin altinda gdzlenen genis bant su pikine aittir. Maddeye 6zel bir
pik gozlenmedi. Amlodipin besilat ve enalapril maleatin mikrokristal seliiloz ile
karsilagtirmali DSC termogramlart Sekil 4.12 ve Sekil 4.13’te verildi. Sekillerden
goriilecegi lizere mikrokristal seliiloz amlodipin ve enalaprilin pikinde herhangi bir
degisiklige sebep olmadigi goriildii. Buradan hareketle etkin maddelerin mikrokristal

seliiloz ile ge¢imli oldugunu séylemek miimkiindiir.
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— —— Amlodipin - mikrokristal selilloz kansimi

—— Amladipin
bsc Mikrokristal seldloz
mW
™
[
1
400 o
r 1\ |
! W1
e — T T b /f a
________ - 1 P
2.00F \I
000

—_——

-2.00

.00

100.00 2000
Temp [C]

Sekil 4.12. Amlodipin besilat ve mikrokristal seliilozun ayr1 ayr1 ve 1:1 karigim halinde
elde edilen termogramlari

——— Mikrokristal seliiloz

Enalapril - mikrokristal selidloz kansimi
--------- Enalapril
mW e

DI:H:I- He e smmme e e mEm s

-10.00

-20.00

100.00 ' 20000
Temp [C]

Sekil 4.13. Enalapril maleat ve mikrokristal seliilozun ayr1 ayr1 ve 1:1 karisim halinde elde
edilen termogramlari

Diger bir dolgu maddesi musir nigsastasidir. Misir nisastasinin  saf haldeki DSC
termograminda su piki haricinde bir endotermik pik gozlenmedi. Karisimin DSC

termograminda gozlenen amlodipine ve enalaprile ait piklerde de bir kayma g6zlenmedi.

Bu termogramlar Sekil 4.14 ve Sekil 4.15’te verildi.



69

——— MisIr nizastasi
DsSC —— Amlodipin
mh Amlodipin - misir nisastas! kansimi

500

0.00

-5.00

100.0C 200.0C
Temp [C]

Sekil 4.14. Amlodipin besilat ve musir nisastasinin ayr1 ayri ve 1:1 karigim halinde elde
edilen termogramlar1

— Misir nisastasi
——— Enalapril - misir nisastasi karisim

L Enalapril
mih

0.0q

-10.00

-20.00

'-E:
100.00 200.00
Temp [C]

Sekil 4.15. Enalapril maleat ve misir nigastasinin ayr1 ayrt ve 1:1 karisim halinde elde
edilen termogramlar1

Prejelatinize nigasta da dolgu maddesi, dagitici ve baglayici 6zelligi bulunan bir maddedir.
Cok fonksiyonel ozelligi ile formiilasyonda kullanilacak adaylardan biridir. Prejelatinize
nisastanin DSC termograminda genis su band1 disinda bir pik gézlenmedi. Amlodipin veya

enalapril ile karisim halinde ise elde edilen pikler amlodipin ve enalapril pikleri ile ayni
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sicaklikta gozlendi. Termogramlar Sekil 4.16 ve 4.17°de verilmistir. Prejelatinize nisasta

ile etkin maddeler arasinda bir etkilesim beklenmemektedir.

DsC
m

——— Prejelatinize nisasta
— Amlodipin

......... Amladipin - prejelatinize nisasta kansimi

4.00

2.00

0.04

-4.00-

100.0C
Temp [C]

20000

Sekil 4.16. Amlodipin besilat ve prejelatinize nisastanin ayr1 ayri ve 1:1 karisim halinde

elde edilen termogramlari

— —— Prejelatinize nisasta
woereme Enalapril
Enalapril - prejelatinize nizas

ta

0.00

-10.00

-20.00

100.0C
Temp [C]

200.00

Sekil 4.17

. Enalapril maleat ve prejelatinize nigastanin ayr1 ayr1 ve 1:1 karigim halinde elde

edilen termogramlari
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Formiilasyonda kullanilacak dagitici adaylar1 olarak krospovidon ve kroskarmeloz sodyum

secildi. Etkin maddelerin bu maddeler ile ge¢imliligi arastirildi.

Krospovidonun, saf haldeki DSC termograminda suyun neden oldugu pik disinda bir
endotermik pik goézlenmedi. Krospovidonun amlodipin ile 1:1 oranindaki karigiminin
termograminda gozlenen amlodipine ait pikte ise 5°C’lik bir kayma gozlendi (Sekil 4.18).
Bu deger DSC deneylerinde ihmal edilebilir bir degerdir. ki madde arasinda olasi bir
etkilesim beklenmemektedir. Krospovidonun enalapril ile olan karisiminda gozlenen pik
ise enalapril ile ayni sicaklikta gozlendi (Sekil 4.19). Bu iki madde arasinda da herhangi

bir etkilesim beklenmemektedir.

—— Amledipin
DsC Krospu:uj."lu?lun )
W ——— Amlodipin - krospovidon karnsimi

2.00

0.00 ™

-2.00

-4.00r

100.00 200.0C
Temp [C]

Sekil 4.18. Amlodipin besilat ve krospovidonun ayr1 ayr1 ve 1:1 karisim halinde elde edilen
termogramlari
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——— Enalapril
Dsc :raslpauill:la: on
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Sekil 4.19. Enalapril maleat ve krospovidonun ayri ayr1 ve 1:1 karisim halinde elde edilen
termogramlari

Bir diger dagitic1 kroskarmeloz sodyumdur. Krospovidonun DSC analizinde su bandi
disinda bir pik gozlenmedi. Amlodipin ile karistminin termograminda ise amlodipine ait
pik ayni yerde gozlendi. Enalapril ile karigimimin termograminda ise ihmal edilebilir
5°C’lik bir kayma gozlendi. Bu termogramlar Sekil 4.20 ve 4.21°de verilmistir.

Kroskarmeloz sodyum ile etkin maddeler arasinda bir etkilesim beklenmemektedir.
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--------- Amlodipin

— —— FKroskarmeloz sodyum
DsC _ Amledipin - kroskarmeloz sedyum kansimi
m
200

0.00

-4.00

100.00 200.00
Temp [C]

Sekil 4.20. Amlodipin besilat ve kroskarmeloz sodyumun ayr1 ayr1 ve 1:1 karigim halinde
elde edilen termogramlari

--------- Enalapril
Enalapril - kroskarmeloz sadyum karisimi

DsC ——— Kroskarmeloz sodyum

mih

0.00 LA
-10.00-
-20.00

100.00 200.00
Temp [C]

Sekil 4.21. Enalapril maleat ve kroskarmeloz sodyum ayri ayr1 ve 1:1 karisim halinde elde
edilen termogramlari

Formiilasyonda kaydirict madde olarak magnezyum stearat, gliseril distearat ve sodyum

stearil fumarat degerlendirildi.
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Magnezyum stearatin DSC analizinde doruk noktas1 75,07°C’de olan endotermik bir pik
gozlendi. Amlodipin ile karistminin analizinde ise amlodipinin saf halinde bulunmayan ve
doruk noktast 165,25 °C’de olan ilave bir endotermik pik olusumu goézlendi. Bunun
yaninda amlodipinin erime noktasindan sonra goézlenen bozunma piklerinin boyunda artig
da gozlendi. Bu isaretler bize 1:1 oraninda karistirildiginda amlodipin ve magnezyum
stearatin gecimsiz olabilecegini gostermektedir. Amlodipin ve magnezyum stearat

termogramlari Sekil 4.22°de karsilagtirildi.

—— Amlodipin
——— Magnezyum stearat
DsCc L Amladipin - magnezyum stearat kansimi

100.00 200.0C
Temp [C]

Sekil 4.22. Amlodipin besilat ve magnezyum stearatin ayr1 ayr1 ve 1:1 karisim halinde elde
edilen termogramlari

Enalapril maleat ve magnezyum stearat karisiminin Sekil 4.23°te verilen termograminda
enalaprile ait pik tamamen kayboldu. Bu sonug iki maddenin 1:1 oraninda karistirildiginda

gecimsiz olabilecegini desteklemektedir.
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—— Magnezyum stearat
--------- Enalapril
DsC — —— Enalapril - magnezyum stearat karisimi
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Sekil 4.23. Enalapril maleat ve magnezyum stearatin ayr1 ayr1 ve 1:1 karisim halinde elde
edilen termogramlari

Gliseril distearat DSC analizinde doruk noktasi 59,05°C’de olan keskin bir pik verdi. Etkin
maddeler ile 1:1 oranindaki karisimlarinda ise etkin maddelerin ve gliseril distearatin
pikinde kayma go6zlenmedi. Bu nedenle amlodipin ve enalaprilin gliseril distearat ile
gecimli oldugu soylenebilir. Gliseril distearatin amlodipin ve enalapril ile olan

karsilastirmali termogramlart Sekil 4.24 ve Sekil 4.25°te verildi.
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--------- Amlodipin - gliseril distearat kansimi
——— Amlodipin

DsC — Gliseril distearat
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Sekil 4.24. Amlodipin besilat ve gliseril distearatin ayr1 ayri ve 1:1 karisim halinde elde
edilen termogramlari

Enalapril - gliseril distearat kansimi
——— Enalapril

D3C . Gliseril distearat
m

0.00

-10.00

-20.00

100.00 200.0C
Temp [C]

Sekil 4.25. Enalapril maleat ve gliseril distearatin ayr1 ayr1 ve 1:1 karisim halinde elde
edilen termogramlari

Bir diger kaydirict madde olan sodyum stearil fumaratin DSC termograminda 4
endotermik ve 1 ekzotermik pik gozlendi (Sekil 4.26). Endotermik piklerden en keskin ve
biiylik olan1 amlodipin ile aymi sicaklikta pik verdi. Pikler ¢akistigi i¢in iki maddenin

gecimliligi hakkinda DSC teknigiyle yorum yapmak giigtiir.
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Enalapril ve sodyum stearil fumarat karistmiin termograminda ise enalaprile ait pik ve
sodyum stearil fumarata ait bazi pikler kayboldu. Bu nedenle 1:1 oraninda karistirildiginda

bu iki maddenin de gecimsiz olabilecegi diisiiniildii. ilgili termogramlar Sekil 4.27°de

verildi.
--------- Amlcdipin
—— Sodyum stearil fumarat
Dsc ——— Amlodipin - sodyum stearil fumarat kansimi
mW
5.00
0.00
-5.00r
100.00 200.0C
Temp [C]

Sekil 4.26. Amlodipin besilat ve sodyum stearil fumaratin ayr1 ayr1 ve 1:1 karisim halinde
elde edilen termogramlari
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--------- Enalapril
——— Sodyum stearil fumarat
D&C Enalapril - sodyum stearil fumarat karnsimi
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Sekil 4.27. Enalapril maleat ve sodyum stearil fumaratin ayr1 ayr1 ve 1:1 karisim halinde
elde edilen termogramlari

Formiilasyon gelistirme calismalarinda baglayict adayr olarak hidroksipropil seliiloz

kullanildi.

Hidroksipropil seliilozun saf haldeki DSC termograminda herhangi bir pik gozlenmedi.
Etkin maddeler ile karigiminin termograminda ise hem amlodipin hem de enalaprilin
pikleri beklenen sicaklikta gézlendi. Hidroksipropil seliillozun amlodipin ile ve enalapril ile
birlikte degerlendirildigi termogramlar sirasiyla Sekil 4.28 ve Sekil 4.29°da verilmistir.

Hidroksipropil seliiloz ile etkin maddeler arasinda olasi bir etkilesim beklenmemektedir.
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——-— Hidroksipropil seliloz

— Amlodipin
DsC Amlodipin - hidroksipropil seldloz kansimi
mih
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Sekil 4.28. Amlodipin besilat ve hidroksipropil seliilozun ayr1 ayr1 ve 1:1 karigim halinde
elde edilen termogramlari

——- Hidroksipropil seliloz
Enalapril - hidroksipropil seliloz kansimi
psCc L. Enalapril
mW
L)
fpr T
DDD teemanm
-10.00-
-20.00
§
100.00 200.00
Temp [C]

Sekil 4.29. Enalapril maleat ve hidroksipropil seliilozun ayr1 ayr1 ve 1:1 karisim halinde
elde edilen termogramlari

Formiilasyonda kullanilmasi disiiniilen bir madde de stabilizan olarak sodyum
bikarbonattir. Sodyum bikarbonat enalapril maleat1 in situ konversiyon ile enalapril
sodyuma doniistiirerek stabilizasyon saglar (Verbeeck ve digerleri, 2017). Bu nedenle

formiilasyon aday bilesenlerinden biri olarak sodyum bikarbonat secildi.



80

Sodyum bikarbonatin saf haldeki DSC termogrami incelendiginde doruk noktasi 155,45 °C
olan genis bir endotermik pik verdigi gozlendi. Amlodipin besilat ve sodyum bikarbonat
karisiminda maddeler saf halde gozlenen piklerinin yerini korudular (Sekil 4.30). Bu da

sodyum bikarbonatin amlodipin besilat ile etkilesmediginin gostergesidir.

—— Amlodipin
DsC e Amlodipin - sodyum bikarbonat kangimi
m ——— Sodyum bikarbonat

0.00

-10.00

100.0C 200.00
Temp [C]

Sekil 4.30. Amlodipin besilat ve sodyum bikarbonatin ayr1 ayr1 ve 1:1 karisim halinde elde
edilen termogramlari

Enalapril ve sodyum bikarbonatin karsilastirildigr termogram Sekil 4.31°de verilmistir.
Sodyum bikarbonat ve enalapril maleat ayni sicaklik aralifinda endotermik pik
vermektedir. Bu nedenle enalapril maleat ve sodyum bikarbonatin 1:1 karisimina ait DSC
termograminda 132°C ile 150°C araliginda goézlenen pikin hem enalapril maleat1 hem de
sodyum bikarbonati kapsadig: diisiiniildii (Sekil 4.31). Karisimda 196,14°C’de gozlenen
keskin endotermik pikin ise in situ donilisiim sonucu olusan enalapril sodyuma ait oldugu

diisiiniildii. Bu durumu dogrulamak i¢in TGA-DTA analizleri gergeklestirildi.



81

——— Enalapnl
—— Zpdvem bilcarbonat
DEC s Enalapril - sodvum bikarbonat kangim

0.00

-10.00

-20.00

100.00 200.0C
Temp [C]

Sekil 4.31. Enalapril maleat ve sodyum bikarbonatin ayr1 ayr1 ve 1:1 karisim halinde elde
edilen termogramlari

Enalapril maleat ve sodyum bikarbonata ait TGA/DTA analizi

Enalapril maleat ile sodyum bikarbonatin reaksiyona girerek enalapril sodyum
olusturdugunu gozlemlemek icin bu tez calismasinda enalapril maleat ve sodyum

bikarbonat karisiminin TGA-DTA analizleri gergeklestirildi.

Enalapril maleat ve sodyum bikarbonata ait TGA analizi Sekil 4.32°de goriilmektedir.
Karisimin TGA verisindeki ilave bir bozunma basamagi olusmasinin, enalapril sodyum
oldugu diisiiniilen yeni bir maddenin olusup bozulduguna isaret ettigi diisiiniildii (Rezende

ve digerleri, 2008).
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Sekil 4.32. Enalapril maleat ve sodyum bikarbonatin ayr1 ayr1 ve 1:1 karisim halinde elde
edilen TGA termogramlari

Enalapril maleat ve sodyum bikarbonatin DTA verisi Sekil 4.33’te verilmektedir. DSC
termograminda (Sekil 4.31) 196,14°C’de gozlenen yeni pikin reaksiyon sonucu olusan
enalapril sodyuma ait oldugu diisiiniildii. Sekil 4.33’te goriillen termogramda sodyum
bikarbonat miktarinin artirilmasiyla enalapril maleat ve sodyum bikarbonatin ¢akigsmasiyla
olusan ilk pikin kii¢iildiigii ve ortaya ¢ikan enalapril sodyum pikinin de biiyiidiigii gézlendi.

Bu da enalapril maleattan enalapril sodyum olusumunu destekleyen bir bulgudur.
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Sekil 4.33. Enalapril maleat ve sodyum bikarbonatin ayr1 ayr1 ve 1:1 ve 1:3 karisim halinde
elde edilen DTA termogramlari

Etkin maddeler ile yardimci maddelerin FTIR analizleri

Amlodipin besilatin diger yardimci maddeler ile karisim halinde fonksiyonel gruplarin
pikleri Cizelge 4.5°’te verilmistir. Amlodipin besilatin diger yardimci maddeler ile
karigtirildiginda elde edilen spektrumlar ise Sekil 4.34—4.44’te goriilmektedir. Bu
spektrumlar ile Cizelge 4.5’deki pik degerleri ile birlikte degerlendirildiginde amlodipin,
yardime1 maddelerden mannitolle, sodyum bikarbonatla, mikrokristal seliilozla, nisastayla,
hidroksipropil seliilozla, gliseril distearatla, kroskarmeloz sodyumla, sodyum stearil
fumaratla ve prejelatinize nisastayla birebir oranda karistirildiginda kritik fonksiyonel

gruplarini iceren pikler karigimlarda da benzer dalga sayisinda gozlendi.

Yardimcr maddelerden krospovidonda dikkat cekici bazi pik degisiklikleri gozlendi.
Amlodipinin krospovidon ile karisimi degerlendirildiginde 3291 ¢cm’deki N-H gerilme

"' ve 3234 cm™’de daha genis yeni iki pik

pikinin kayboldugu ve onun yerine 3443 cm’
olustugu gozlendi. Bu piklerin saf krospovidona ait olup olmadiginin gozlenmesi igin
krospovidona ait FTIR &l¢iimii yapildiginda krospovidona ait 3443 cm™’de genis bir pik
oldugu ve amlodipinin pikini i¢ine aldig1 gézlendi. DSC calismalarinda da bir etkilesim

gbzlenmemesi bu bulguyu desteklemektedir.
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Amlodipin ve magnezyum stearat karisitmina ait spektrum degerlendirildiginde
amlodipinin 1615 cm™’de goriilen N-H egilme piki ve 1490 cm™ C=C piki karisimda
gbzlenmedi, ancak bu durumun bir ge¢imsizlik thtimalinin disinda saf magnezyum stearat
spektrumunda (Sekil 4.41b) gozlenen 1571 cm™’deki genis pikin altinda kalma ihtimali de

g0z Online alinabilir.



Cizelge 4.5. Amlodipin besilatin ¢esitli yardime1 maddeler ile karisim halinde spektrumunda gézlenen pikler

Gozlenen pikler (cm™)

Fonksiyonel Karakteristik | Amlodipin | Amlodipin- | Amlodipin- Amlodipin- | Amlodipin- Amlodipin- | Amlodipin-
grup ve titresim | pik (cm™) Mannitol Krospovidon | Sodyum Mikrokristal | Nisasta Hidroksipropil
tipi bikarbonat | seliiloz seliiloz
N-H gerilme 3500-3300 3291 3291 - 3286 3293 3291 3299

C-H gerilme, 3100-3000 3078 3085 3091 3068 3078 3058 3070
aromatik

C-H gerilme, 3000-2850 2982, 2921 | 2973,2939 | 2955, 2916 2981, 2921 | 2981, 2927 2981,2930 | 2972,2929
alkan

C=0 gerilme 1820-1670 1697, 1671 | 1697, 1672 | 1719, 1659 1697, 1672 | 1697, 1672 1697, 1672 | 1697, 1672
N-H egilme 1600 1615 1615 1606 1615 1615 1615 1615

C=C gerilme, 1600-1400 1490, 1445 | 1489, 1444 | 1489, 1463 1492, 1445 | 1491, 1445 1491, 1445 | 1491, 1445
aromatik

C-N gerilme 1360-1080 1301, 1262 | 1301, 1262 | 1303, 1264 1301, 1262 | 1301, 1263 1301, 1263 1301, 1263
C-O gerilme 1150-1070 1114,1084 | 1113, 1086 | 1113, 1088 1114,1087 | 1113, 1089 1114,1089 | 1113, 1089

G8



Cizelge 4.5 (devam). Amlodipin besilatin ¢esitli yardimc1 maddeler ile karisim halinde spektrumunda gézlenen pikler

Gozlenen pikler (cm™)

Fonksiyonel grup ve | Karakteristik pik | Amlodipin | Amlodipin- | Amlodipin- Amlodipin- Amlodipin- Amlodipin-

titresim tipi (cm™) Gliseril Magnezyum | Kroskarmeloz | Sodyum Prejelatinize
distearat stearat sodyum stearil nisasta

fumarat

N-H gerilme 3500-3300 3291 3291 3291 3291 3291 3296

C-H gerilme, aromatik | 3100-3000 3078 3070 3061 3010 3099 3086

C-H gerilme, alkan 3000-2850 2982,2921 | 2956,2915 | 2982,2916 2982, 2927 2982, 2917 2982, 2927

C=0 gerilme 1820-1670 1697, 1671 | 1697, 1671 | 1696, 1672 1697, 1672 1697, 1672 1697, 1672

N-H egilme 1600 1615 1615 - 1613 1609 1615

C=C gerilme, 1600-1400 1490, 1445 | 1491, 1445 | 1445 1491, 1445 1491, 1445 1492, 1445

aromatik

C-N gerilme 1360-1080 1301, 1262 | 1301, 1264 | 1301, 1263 1301, 1263 1301, 1263 1301, 1263

C-O gerilme 1150-1070 1114, 1084 | 1113, 1090 | 1114, 1090 1113, 1089 1114, 1090 1113, 1089

98
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Sekil 4.34. Amlodipin - mannitol karigiminin FTIR spektrumu
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Sekil 4.35. a) Amlodipin - krospovidon karisimimin FTIR spektrumu b) krospovidonun saf
haldeki spektrumu
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Sekil 4.36. Amlodipin — sodyum bikarbonat karigiminin FTIR spektrumu
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Sekil 4.37. Amlodipin — mikrokristal seliiloz karigiminin FTIR spektrumu
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Sekil 4.38. Amlodipin — nisasta karisiminin FTIR spektrumu
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Sekil 4.39. Amlodipin — hidroksipropil seliiloz karigiminin FTIR spektrumu
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Sekil 4.40. Amlodipin — gliseril distearat karistminin FTIR spektrumu
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Sekil 4.42. Amlodipin — kroskarmeloz sodyum karisiminin FTIR spektrumu
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Sekil 4.43. Amlodipin — sodyum stearil fumarat karisiminin FTIR spektrumu



%2
3296.5357.50

2000.0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 630.0
cm-1

Sekil 4.44. Amlodipin — prejelatinize nisasta karisiminin FTIR spektrumu

Enalapril maleatin diger yardimci maddeler ile karisim halinde fonksiyonel gruplarin
pikleri Cizelge 4.6’da verilmistir. Enalapril maleatin diger yardimci maddeler ile
karigtirildiginda elde edilen spektrumlar ise Sekil 4.45-4.56’da goriilmektedir. Bu
spektrumlar ile Cizelge 4.6’daki pik degerleri birlikte degerlendirildiginde enalapril,
yardimc1 maddelerden mannitolle, krospovidonla, sodyum bikarbonatla, mikrokristal
seliilozla, nisastayla, hidroksipropil seliilozla, gliseril distearatla, kroskarmeloz sodyumla,
sodyum stearil fumaratla ve prejelatinize nisastayla birebir oranda karistirildiginda kritik

fonksiyonel gruplarini i¢eren pikler karisimlarda da benzer dalga sayisinda gozlendi.

Enalapril ve magnezyum stearat karigimina ait spektrum degerlendirildiginde enalaprile ait
3301 cm!"de goriilen N-H gerilme ve 1615 cm!’deki N-H egilme piklerinin karisimda
gozlenmedi. Gegimsizlik s6z konusu olabilecegi gibi N-H egilme pikinin magnezyum
stearatin saf haldeki spektrumunda gdzlenen 1571 cm™’deki biiyiik ve keskin pikin altinda

kalmis olabilme ihtimali diistintildii.



Cizelge 4.6. Enalapril maleatin ¢esitli yardime1 maddeler ile karisim halinde spektrumunda gézlenen pikler

Gozlenen pikler (cm™)

Fonksiyonel Karakteristik | Enalapril | Enalapril- | Enalapril- Enalapril- | Enalapril- Enalapril- Enalapril-
grup ve titresim | pik (cm™) Mannitol Krospovidon Sodyum Mikrokristal | Nisasta Hidroksipropil
tipi bikarbonat | seliiloz seliiloz

N-H gerilme 3500-3300 3301 3211 3211 3211 3212 3210 3210

C-H gerilme, | 3000-2850 2981, 2926 | 2981,2931 | 2982, 2926 2981, 2930 | 2982, 2926 2982,2931 | 2981, 2931
alkan

C=0 gerilme, asit | 1740-1720 1750, 1725 | 1750, 1725 | 1750, 1725 1750, 1724 | 1750, 1725 1750, 1725 | 1750, 1725
Cc=0 gerilme, | 1690-1640 1645 1645 1645 1645 1645 1647 1646

amid

N-H egilme 1600 1615 1596 1597 1598 1596 1613 1612

C=C gerilme, | 1600-1400 1572, 1572, 1496, | 1572, 1491, | 1572, 1488, | 1572, 1494, | 1571, 1491, | 1571, 1489,
aromatik 1490, 1445 | 1445 1446 1446 1447 1445 1445

C-N gerilme 1360-1080 1301, 1262 | 1299, 1266 | 1299, 1261 1300, 1266 | 1300, 1267 1300, 1263 1300, 1264
C-O gerilme 1150-1070 1090 1079 1104 1092 1054 1088 1091

€6



Cizelge 4.6 (devam). Enalapril maleatin ¢esitli yardimc1 maddeler ile karisim halinde spektrumunda gézlenen pikler

Gozlenen pikler (cm™)

Fonksiyonel grup ve | Karakteristik pik | Enalapril | Enalapril- Enalapril- Enalapril- Enalapril- Enalapril-
titresim tipi (cm™) Gliseril Magnezyum | Kroskarmeloz | Sodyum Prejelatinize
distearat Stearat sodyum stearil nisasta
Sfumarat

N-H gerilme 3500-3300 3301 3212 - 3211 3212 3211

C-H gerilme, alkan 3000-2850 2981, 2926 | 2981, 2915 2956, 2915 29717, 2917 2955, 2918 2981, 2926
C=0 gerilme, asit 1740-1720 1750, 1725 | 1749, 1727 1750, 1724 1750, 1724 1750, 1720 1750, 1725
C=0 gerilme, amid 1690-1640 1646 1645 1646 1645 1645 1645

N-H egilme 1600 1615 1596 - 1595 1606 1596

Cc=C gerilme, | 1600-1400 1572, 1572, 1491, | 1571, 1491, | 1572, 1489, | 1586, 1490 1572, 1496,
aromatik 1490, 1445 | 1448 1448 1445 1447

C-N gerilme 1360-1080 1301, 1262 | 1299, 1266 1299, 1262 1301, 1267 1311, 1264 1299, 1267
C-O gerilme 1150-1070 1090 1104 1105 1101 1105 1104

v6
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Sekil 4.45. Enalapril — mannitol karisiminin FTIR spektrumu

1059
100 ]

o5 |
%0 |
85 )

30 )

30

29]

1200 1000 800

650.0

40000 3600 3200 2300 2400 2000 1800 1600 1400
em-1

Sekil 4.46. Enalapril — krospovidon karisiminin FTIR spektrumu
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Sekil 4.47. Enalapril — sodyum bikarbonat karistminin FTIR spektrumu
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Sekil 4.48. Enalapril — mikrokristal seliiloz karisiminin FTIR spektrumu
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Sekil 4.49. Enalapril — nisasta karisiminin FTIR spektrumu
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Sekil 4.50. Enalapril — hidroksipropil seliiloz karigiminin FTIR spektrumu
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Sekil 4.51. Enalapril — gliseril distearat karigiminin FTIR spektrumu
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Sekil 4.52. Enalapril — magnezyum stearat karisiminin FTIR spektrumu
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Sekil 4.53. Enalapril — kroskarmeloz sodyum karisiminin FTIR spektrumu
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Sekil 4.54. Enalapril — sodyum stearil fumarat karisiminin FTIR spektrumu
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Sekil 4.55. Enalapril — prejelatinize nisasta karistminin FTIR spektrumu

4.2. Etkin Maddelerin Miktar Tayini ve Validasyonu

Bolim 3.2.2°de belirtilen kromatografik kosullar kullanilarak gelistirilen HPLC analiz

yontemine ait kalibrasyon dogrusu ve denklemi amlodipin ve enalapril i¢in sirasiyla Sekil

4.56 ve Sekil 4.57°de verilmigstir. Bu yontem ile gézlenen piklere ait kromatogram ise Sekil

4.58’de verildi. Alikonma zamanlari enalapril i¢in 3,8 dk; amlodipin igin ise 8,0 dk olarak

kaydedildi.
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Sekil 4.56. Amlodipin besilatin kalibrasyon dogrusu ve denklemi
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Sekil 4.57. Enalapril maleatin kalibrasyon dogrusu ve denklemi
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Sekil 4.58 Gelistirilen yontemde gdzlenen enalapril ve amlodipin pikleri

4.2.1. Box-Behnken deney tasarimiyla yontemin optimizasyonu

Gelistirilen yontemi saglamligi Boliim 3.2.2°de anlatildig1 gibi incelendi. BBD tablosu ve

yanitlar Cizelge 4.7’de verildi.
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Cizelge 4.7 BBD tasarim ile analitik yonteme ait faktorler ve elde edilen yanitlar

Faktorler Yanitlar
X1 X2 X3 X4 Yi Y2
No | Kolon Akis hiz1 | Mobil Mobil | Amlodipin Enalapril
sicakligr | (mL/dk) | fazdaki | faz konsantrasyonu | maleat
O metanol | pH’s1 (ng/mL) konsantrasyonu

orant (%) (ng/mL)
1 30 1,2 5 3,2 15,888 32,058
2 30 1,2 10 3,0 16,171 32,090
3 35 1,4 10 3,0 13,729 27,696
4 25 1,0 10 3,0 18,749 37,797
5 30 1,2 10 3,0 15,991 31,951
6 25 1,2 5 3,0 15,998 31,954
7 30 1,4 10 3,2 13,837 28,039
8 35 1,2 15 3,0 16,102 32,001
9 30 1,2 15 2,8 15,954 31,684
10 25 1,2 15 3,0 16,047 32,003
11 25 1,2 10 3,2 16,051 32,185
12 35 1,2 5 3,0 16,078 31,909
13 25 1,4 10 3,0 13,022 27,539
14 30 1,4 5 3,0 13,822 27,465
15 30 1.0 5 3,0 19.209 38.283
16 30 1.2 15 3.2 16.084 32.385
17 30 1.2 10 3,0 16.059 31.844
18 35 1.2 10 2.8 16.045 31.391
19 35 1.2 10 3.2 16.099 32.295
20 30 1.2 10 3,0 16,083 31,960
21 30 1,2 5 2,8 16,137 31,772
22 35 1,0 10 3,0 19,132 38,345
23 30 1,2 10 3,0 16,094 31,998
24 30 1,4 15 3,0 13,868 27,869
25 25 1,2 10 2,8 15,920 31,214
26 30 1,0 15 3,0 19,321 38,836
27 30 1,4 10 2,8 13,721 26,818
28 30 1,0 10 2,8 19,084 36,981
29 30 1,0 10 3,2 19,149 39,053

Cizelge 4.7°de verilen deney sonuglart Design Expert® 11°de degerlendirildiginde yazilim

goriildiigii gibi her iki yanit i¢in de lineer model kullanimini 6nerdi.

Deney tasariminda 6nemli adimlardan biri anlamli bir model elde etmektir. Uyum eksikligi

(Lack of fit) parametresinin de anlamsiz olmasi istenir.
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Birinci yanit (Y1) olan amlodipin konsantrasyonu i¢in program lineer model kullanilmasini
Oonermistir. Olusan modele ait ANOVA sonuglar1 Cizelge 4.8’de sunulmustur. Buna
modele gore pik alanlarmin 6l¢timii ile tespit edilen amlodipin konsantrasyonu iizerinde

anlamli tek faktor akis hizi bulundu.

Cizelge 4.8. Amlodipin konsantrasyonu cevabi i¢in olusan modelin ANOVA sonuglari

Kareler df | Ortalama F-degeri p-degeri
toplamm kare
Model 64,98 4 16,24 16,05 <0,0001 Anlamli
X 0,1848 1 0,1848 0,18 0,6730
X 64,74 1 64,74 63,97 <0,0001 Anlaml
X3 0,1671 1 0,1671 0,17 0,6881
X4 2,02 1 2,02 1,99 0,1708
Residual 24,29 24 1,01
Uyum eksikligi | 13,85 19 | 0,7291 0,3492 0,9569 Anlamsiz
(Lack of fit)
Saf hata 10,44 5 2,09
(pure error)
Total 89,27 28

Modelin uyumu igin R2? ayarlanmis determinasyon Kkatsayis1 (R%agj), tahmin edilen
determinasyon katsayisi (R%*med) ve yeterli kesinlik (Adeq Precision) parametreleri
degerlendirilmistir. R?>’nin 1’e yakin olmasi, R%qj ve R?pred degerleri arasindaki farkin
0,2’den diislik olmasi istenir. Adeq Precision degeri ise sinyal/gliriiltii oranini ifade eder ve

bu degerin 4’ten biiyiik olmasi istenir.

Amlodipin konsantrasyonu cevab1 R? degeri 0,7279°dur. Bu deger 1’e ¢ok yakin olmasa da
deney tasarimlarinda kabul edilebilir bir degerdir. R%qj ve R%prea farki 0,0862 ve Adeq

Precision degeri 11,05°tir.

Amlodipin konsantrasyonu cevabi i¢in kurulan ikinci derece polinomiyal model Es. 4.1°de

verildi.

Y, = 25,28703 — 0,025796X; — 10,24626X, — 0,023682X; + 1,29672X,
4.1)
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Model sonuglarina gore tek anlamli faktér olan akis hizi amlodipin konsantrasyonu
tizerinde negatif etkili bulundu. Akis hizi arttikga hesaplanan amlodipin
konsantrasyonunun azaldigi gozlendi. Sonuglara gore faktdrler arasinda bir etkilesim
gozlenmedi. Faktorler ve amlodipin konsantrasyonu arasindaki iligkiyi gosteren tek yonli

grafikler Sekil 4.59°da verildi.

One Factor One Factor

ol -
15 _| -
14 |
13 5
T T T | T T | | | | ‘
25 27 29 31 33 35 1 11 1.2 13 1
X1 E
One Factor -
20 )
J 19 4
18 | N
17 N
==  — B
J T I
14 | -
13 N
T T T | T T | | | | ‘
5 7 9 1" 13 15 E T S , :
X3 !

Sekil 4.59. Amlodipin konsantrasyonu iizerine faktorlerin etkisi

(Y1: amlodipin konsantrasyonu, X1: Kolon sicakhigi; X2: Akis hizi; X3: Mobil fazdaki
metanol orani; X4: Mobil fazin pH’s1.)

Ikinci yanit (Y2) olan enalapril maleat konsantrasyonu igin program lineer model

kullanilmasin1 6nermistir. Olusan modele ait ANOVA sonuglar1 Cizelge 4.9°da
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sunulmugstur. Buna modele gore pik alanlarinin 6l¢iimii ile tespit edilen enalapril

konsantrasyonu iizerinde anlamli tek faktér onceki cevapla benzer olarak akis hizi

bulundu.

Cizelge 4.9. Enalapril konsantrasyonu cevabi i¢in olusan modelin ANOVA sonuglar1

Kareler df | Ortalama F-degeri | p-degeri
toplam Kkare
Model 248,31 4 62,08 14,54 <0,0001 Anlaml
X 1,13 1 1,13 0,2639 0,6122
Xa 243,80 1 243,80 57,10 <0,0001 Anlaml
X 0,3202 1 0,3202 0,0750 0,7866
X4 18,00 1 18,00 421 0,0511
Residual 102,48 24 | 4,27
Uyum eksikligi | 58,51 19 | 3,08 0,3502 0,9564 Anlamsiz
(Lack of fit)
Saf hata 43,97 5 8,79
(pure error)
Total 350,78 28

Enalapril konsantrasyonu cevabi R? degeri 0,7079°dur. R%aqj ve R%pred fark 0,0587 ve Adeq

Precision degeri 11,07 dir.

Enalapril konsantrasyonu (Y2) cevabi i¢in kurulan ikinci derece polinomiyal model Esitlik

4.2°de verildi.

Y2 =46,20388 — 0,063693X, — 19,88294X, — 0,032785X5 + 3,87259X, (4.2)

Model sonuglarina gore tek anlamli faktdr olan akis hizidir. Akis hizi arttikca hesaplanan
enalapril konsantrasyonunun azaldigi goézlendi. Sonuglara gore faktorler arasinda bir
etkilesim gozlenmedi. Faktorler ve enalapril konsantrasyonu arasindaki iliskiyi gosteren

tek yonli grafikler Sekil 4.60°da verildi.
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Sekil 4.60. Enalapril konsantrasyonu iizerine faktorlerin etkisi

(Y2: enalapril konsantrasyonu, X1: Kolon sicakligi; X2: Akis hizi; X3: Mobil fazdaki
metanol orani; X4: Mobil fazin pH’s1.)

Yontemin optimizasyonu

BBD tasarim sonucunda Design Expert® 11°e hedeflenen konsantrasyonlar tanimlanarak
optimizasyon islemi yapildi. Onerilen optimum ydntemlerden arzulanabilirlik (desirability)
degeri 0,996 olan bir yontem secildi. Optimize yontemin kromatografik kosullar1 asagida

verilmektedir:
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Cihaz : HPLC

Kolon : Waters, Cis, 5 um, 250 x 4,6 mm
Dedektor : PDA

Dalga boyu :215 nm

Sicaklik :30°C

Akis hizi : 1,205 mL/dk

Enjeksiyon hacmi  :5 pL
Mobil faz : Metanol : Su (pH 2,95; o-fosforik asit ile ayarlanir) (10 : 90, h/h)

4.2.2. Miktar tayini icin analitik yontem validasyonu

Validasyon, optimize edilen yontem ile gerceklestirildi. Validasyonda incelenen

parametrelere ait veriler asagida sunulmaktadir:

Sistem uygunlugu (System suitability)

%100 konsantrasyondaki ¢alisma ¢ozeltisinin sisteme 6 kez art arda enjeksiyonu sonucu
gozlenen piklerin alani, alikonma zamani, kuyruklanma faktorii, plaka sayisi ve resoliisyon

degeri Cizelge 4.10°da verildi.

Cizelge 4.10. Analiz yontemine ait sistem uygunluk parametreleri

AML ENA

tr A T N Rs tr A T N Rs

7,94 | 67398 1,34 6338 | 13,11 | 3,80 | 198580 1,46 4297 | 5,26

7,95 | 66956 1,32 6495 | 13,27 | 3,80 | 198336 1,47 4338 | 5,48

7,94 | 66765 1,32 6656 | 13,37 | 3,81 | 198609 1,47 4408 | 5,47

7,94 | 66806 1,34 6709 | 13,44 | 3,80 | 198476 1,48 4432 | 5,37

7,90 | 67485 1,35 6811 | 13,51 | 3,78 | 198938 1,48 4452 | 5,53

AN [ [ [W N [—

7,90 | 66983 1,35 6888 | 13,55 | 3,78 | 199003 1,47 4430 | 5,52

Ort | 7,93 | 67066 1,34 6650 | 13,37 | 3,79 | 198657 1,47 4393 | 5,44

%VK | 0253 | 0454 | 0,894 | 3063 | 1,22 |0270| 0,132 0,409 1,40 | 1,94

(tr: alikonma zamani; A: pik alan; T: kuyruklanma faktori; N: plaka sayisi; Rs: resoliisyon)

Pik alanlarinin %VK degeri 2°den kiigiik, kuyruklanma faktorii 1,5’ten kiigiik, teorik plaka
sayisinin  3000°den biiylik ve resoliisyon degeri 3’ten biiyiiktiir. Spesifikasyonlar

karsilamaktadir.
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Dogrusallik (linearity) ve aralik (range)

Boliim 3.2.2°de anlatildigi sekilde gergeklestirildi. Kalibrasyon dogrulari maddelerin
konsantrasyonlarina kars1 pik alanlar1 temel alinarak cizildi. Amlodipin igin R? 0,9998,
enalapril maleat i¢in ise 0,9995 olarak hesaplandi. Amlodipin ve enalapril maleat i¢in

kalibrasyon dogrulari sirasiyla Sekil 4.61 ve 4.62°de verildi.
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Sekil.4.61. Amlodipinin kalibrasyon dogrusu ve denklemi
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Sekil.4.62. Enalapril maleatin kalibrasyon dogrusu ve denklemi
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Secicilik (specificity)

Kolona seyreltme ¢ozeltisi olan pH 1,2 tamponu ve mobil fazi olusturan metanol ve su
(mobil faz pH’s1 2,95) enjekte edildiginde amlodipin ve enalapril pikinin elde edildigi
dakikalarda herhangi bir girisim goézlenmedi. Sekil 4.63’de %100 konsantrasyondaki
caligsma cozeltisinin analizine ait kromatogram goriilmektedir. Sekil 4.64-4.66’da ise mobil

faz1 olusturan ¢oziiciilere ait pikler goriilmektedir.

mAL
T PDA Multi 1
5.0 3
2.5 5
2
| J\k E
0.0 T} /\-‘
o 1z 3  a 5 5 T 8
min
Sekil 4.63. Optimize edilen yontemde gozlenen enalapril ve amlodipin pikleri
mal
PDA Multi 1
15
1.0
05
D.D- ‘—"—_———'———} - et T e e s =]
o 1 2z 3 4 5 & 1 8
min

Sekil 4.64. pH 1,2 enjeksiyonu ile elde edilen kor kromatogram
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Sekil 4.65. Metanol enjeksiyonu ile elde edilen kromatogram
maAL
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Sekil 4.66. Distile su (pH 2,95) enjeksiyonu ile ile elde edilen kromatogram
*Distile su pH’si fosforik asitle 2,95’e ayarlandi

Dogruluk (accuracy)

Dogruluk 6lgiitii hesaplanirken ¢alisma konsantrasyonunun %75, %100 ve %120’sine denk
gelen c¢ozeltiler hazirlanarak, optimize edilen yontem ile analiz edildigindeki geri kazanim
yiizdeleri saptandi. Her iki etkin maddenin geri kazanim yiizdeleri %99-102 arasinda

bulundu. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.11 ve 4.12°de verildi.
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Cizelge 4.11. AML i¢in dogruluk sonuglari

AML
No 12 pg/mL % geri 16 pg/mL % geri 19,2 ug/mL | % geri elde
elde elde
1 11,99 99,89 15,97 99,81 19,45 101,3
12,00 100,0 15,98 99,85 19,46 101,3
3 12,05 100,4 15,93 99,56 19,32 100,6
Ort 12,01 100,1 15,96 99,74 19,41 101,1
SS 0,03 0,3 0,03 0,16 0,08 0,4
VK(%) 0,27 0,3 0,16 0,16 0,40 0,4

Cizelge 4.12. ENA i¢in dogruluk sonuglari

ENA
No 24 ng/mL | % gerielde | 32 pg/mL | % geri elde | 38,4 ng/mL | % geri elde
1 24,05 100,2 31,99 99,97 39,12 101,9
24,02 100,1 31,92 99,75 38,99 101,5
3 23,96 99,85 31,83 99,47 38,90 101,3
Ort 24,01 100,0 31,91 99,73 39,00 101,6
SS 0,05 0,2 0,08 0,25 0,11 0,3
VK(%) 0,19 0,2 0,26 0,26 0,28 0,3

Kesinlik (precision)

Yontemin kesinligini degerlendirmek icin tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik parametreleri

incelendi.
Tekrarlanabilirlik (repeatability)
Tekrarlanabilirlik dl¢iitii hesaplanirken %100 konsantrasyondaki ¢aligma ¢ozeltisi 10 kez

art arda Olgildi. %VK degerleri 1’den kiigiik bulundu. Sonuglar Cizelge 4.13’te

verilmektedir:
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Cizelge 4.13. AML ve ENA’nin tekrarlanabilirlik sonuglari

No AML ENA
1 15,92 31,95

2 15,96 32,01

3 15,99 32,02

4 16,07 31,99

5 16,01 32,01

6 15,95 32,02

7 16,00 31,99

8 15,93 32,03

9 15,93 31,98
10 16,02 31,99
Ort 15,98 32,00
SS 0,05 0,02
VK(%) 0,31 0,07

Ara kesinlik (intermediate precision)

Yontemin ara kesinligini 6l¢mek icin {i¢ farkli glinde iki farkli derisimde hazirlanan

numuneler analiz edildi. Sonuglar Cizelge 4.14’te verilmektedir:

Cizelge 4.14. AML ve ENA igin ara kesinlik sonuglari

AML ENA
4 pg/mL | 16 pg/mL | 8 pg/mL | 32 pg/mL
3,91 15,92 7,93 31,94
1.giin 3,99 16,03 7,94 31,94
3,97 15,99 7,96 31,91
3,91 15,92 791 31,92
2.giin 3,92 15,94 7,94 31,96
3,95 15,86 7,95 31,95
3,94 15,98 7,98 32,01
3.gin 3,99 15,95 7,97 31,98
3,96 15,92 781 32,01
Ort 3,94 15,93 7,93 31,96
SS 0,03 0,04 0,06 0,04
VK(%) | 075 0,25 0,82 0,11
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Dayaniklilik (stability)

Etkin maddeleri igeren ¢ozeltiler oda sicakliginda 72 saat boyunca bekletilerek 24 saatte
bir alinan ornekler analiz edildi. Analiz siiresi boyunca etkin maddelerin ¢ozelti

icerisindeki dayanikli oldugu gozlendi. Sonuglar Cizelge 4.15’te verilmektedir:

Cizelge 4.15. AML ve ENA ¢ozeltilerinin oda sicakligindaki dayaniklilik sonuglari

Baslangic 24, saat 48. saat 72. saat SS VK (%)
(pg/mL) | (pg/mL) | (pg/mL) | (pg/mL)
AML 8,01 8,01 7,98 7,99 0,02 0,20
ENA 15,91 15,95 15,91 15,81 0,06 0,38

4.3. Coziinme Hiz1 Yontem Validasyonu

Boliim 3.2.3’te anlatildig: sekilde gergeklestirildi. Validasyonlarda incelenen parametrelere
ait veriler asagida verildi.

Dogrusallik (linearity) ve aralik (range)

Kalibrasyon dogrulari maddelerin konsantrasyonlarina karsi pik alanlar1 temel alinarak
cizildi. Her iki madde icin de R? degeri tiim ortamlarda 0,999’dan yiiksek bulundu.
Amlodipin ve enalapril i¢in {i¢ ¢oziinme ortaminda c¢izilen kalibrasyon dogrulari Sekil

4.67-4.72’de sunulmaktadir:

y=4549,7x- 150,65

Pik alani (Au)
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R? =0,9998
10000
5000 -
0 T T T T T T T |
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Sekil 4.67 Amlodipinin pH 1,2’deki kalibrasyon dogrusu ve denklemi
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Sekil 4.68 Enalapril maleatin pH 1,2’deki kalibrasyon dogrusu ve denklemi
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Sekil 4.69. Amlodipinin pH 4,5’deki kalibrasyon dogrusu ve denklemi
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Sekil 4.70. Enalapril maleatin pH 4,5’teki kalibrasyon dogrusu ve denklemi
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Sekil 4.71. Amlodipinin pH 6,8’deki kalibrasyon dogrusu ve denklemi
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y = 6183,2x + 404,81
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Sekil 4.72. Enalapril maleatin pH 6,8’deki kalibrasyon dogrusu ve denklemi

Secicilik (specificity)

Kolona seyreltme c¢ozeltileri ve mobil fazi olusturan c¢ozeltiler enjekte edildiginde
amlodipin ve enalapril pikinin elde edildigi dakikalarda herhangi bir girisim gézlenmedi.
Sekil 4.73-4.75’te %100 konsantrasyondaki c¢alisma ¢dozeltilerinin analizine ait
kromatogram goriilmektedir. Sekil 4.76-4.84’te ise mobil faz1 olusturan coziiciilere ait

pikler goriilmektedir. Etkin maddelerin ¢o6ziicii ve mobil faz pikleriyle bir girisim

yapmadig1 gézlendi.
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Sekil 4.73. pH 1,2°de enalapril ve amlodipin pikleri
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Sekil 4.74. pH 4,5’te enalapril ve amlodipin pikleri
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Sekil 4.75. pH 6,8’de enalapril ve amlodipin pikleri
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Sekil 4.76. pH 1,2 enjeksiyonu ile elde edilen kromatogram
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Sekil 4.77. pH 4,5 enjeksiyonu ile elde edilen kromatogram
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Sekil 4.78. pH 6,8 enjeksiyonu ile elde edilen kromatogram
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Sekil 4.79. pH 1,2 ortamu i¢in gelistirilen yontemde metanol enjeksiyonu ile elde edilen

kromatogram
mAU
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L L A ) I
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Sekil 4.80. pH 4,5 ortamu i¢in gelistirilen yontemde metanol enjeksiyonu ile elde edilen
kromatogram
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Sekil 4.81. pH 6,8 ortamu i¢in gelistirilen yontemde metanol enjeksiyonu ile elde edilen

kromatogram
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min

Sekil 4.82. pH 1,2 ortami i¢in gelistirilen yontemde pH 2,95 enjeksiyonu ile elde edilen
kromatogram
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mAU

30 PDA Multi 2
201
104
0
— T [ T T T [ T Tt T ] T v T I T T T T ]
0 5 10 15 20 25
min

Sekil 4.83. pH 4,5 ortam1 i¢in gelistirilen yontemde pH 3,0 enjeksiyonu ile elde edilen
kromatogram

mAU

PDA Multi 2

O_M\J..

0.0 25 5.0 7.5
min

Sekil 4.84. pH 6,8 ortami icin gelistirilen yontemde pH 3,0 enjeksiyonu ile elde edilen
kromatogram

Dogruluk (accuracy)

Dogruluk 6l¢iitli hesaplanirken ¢aligma konsantrasyonunun %25, %50 ve %100’sine denk
gelen ¢ozeltiler hazirlanarak, optimize edilen yontem ile analiz edildigindeki geri kazanim
yilizdeleri saptandi. Her iki etkin maddenin geri kazanim yiizdeleri %95-105 arasinda

bulundu. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.16-4.21°de verilmektedir:
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Cizelge 4.16. pH 1,2 ortaminda AML i¢in dogruluk sonuglar1

AML
No 1,39 pg/mL | % geri elde | 2,78 pg/mL | % geri elde | 5,56 ng/mL | % geri elde
1 1,37 98,7 2,75 99,0 5,58 100,4
2 1,39 99,8 2,78 99,9 5,53 99,5
3 1,37 98,6 2,69 96,8 5,56 100,1
Ort 1,38 99,0 2,74 98,6 5,56 100,0
SS 0,01 0,7 0,04 16 0,02 0,4
VK(%) 0,68 0,7 1,59 1,6 0,42 0,4

Cizelge 4.17. pH 1,2 ortaminda ENA i¢in dogruluk sonuclari

ENA
No 2,78 pg/mL | % gerielde | 5,56 pg/mL | % gerielde | 11,12 pg/mL | % geri elde
1 2,78 100,0 5,53 99,5 11,18 100,5
2 2,78 100,0 5,54 99,6 11,17 1004
3 2,81 101,1 5,54 99,6 11,20 100,7
Ort 2,79 1004 5,54 99,6 11,18 100,6
) 0,02 0,6 0,01 0,1 0,02 0,1
VK(%) 0,64 0,6 0,08 0,1 0,14 0,1
Cizelge 4.18. pH 4,5 ortaminda AML i¢in dogruluk sonuglari
AML
No 1,39 pg/mL | % gerielde | 2,78 pg/mL | % geri elde | 5,56 png/mL | % geri elde
1 1,38 99,0 2,76 99,2 5,57 100,1
2 1,39 99,9 2,77 99,6 5,54 99,7
3 1,37 98,6 2,70 96,9 5,57 100,2
Ort 1,38 99,2 2,74 98,6 5,56 100,0
A 0,01 0,6 0,04 1,4 0,02 0,3
VK(%) 0,63 0,6 1,46 L5 0,28 0,3
Cizelge 4.19. pH 4,5 ortaminda ENA i¢in dogruluk sonuclari
ENA
No 2,78 ng/mL | % gerielde | 5,56 ng/mL | % gerielde | 11,12 pg/mL | % geri elde
1 2,80 100,5 5,49 98,7 11,13 100,1
2 2,79 100,4 5,35 96,2 11,23 101,0
3 2,80 100,6 5,51 99,1 11,18 100,5
Ort 2,79 100,5 5,45 98,0 11,18 100,5
SS 0,002 0,1 0,09 L6 0,05 0,5
VK(%) 0,09 0,1 1,62 1,6 0,45 0,4




Cizelge 4.20. pH 6,8 ortaminda AML i¢in dogruluk sonuglari
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AML
No 1,39 pg/mL | % gerielde | 2,78 ng/mL | % geri elde | 5,56 ng/mL | % geri elde
1 1,39 100,0 2,76 99,4 5,51 99,2
2 1,38 99,2 2,74 98,5 5,50 99,0
3 1,39 100,1 2,76 99,1 5,58 100,4
Ort 1,39 99,8 2,75 99,0 553 99,5
SS 0,01 0,5 0,01 0,5 0,04 0,8
VK(%) 0,48 0,5 0,47 0,5 0,79 0,8

Cizelge 4.21. pH 6,8 ortaminda ENA i¢in dogruluk sonuglari

ENA

No 2,78 pg/mL | % gerielde | 5,56 pg/mL | % gerielde | 11,12 ng/mL | % geri elde
1 2,76 99,4 5,55 99,9 10,98 98,7
2 2,79 100,5 5,55 99,8 10,92 98,2
3 2,78 100,1 5,56 99,9 10,95 98,4
Ort 2,78 100,0 5,55 99,9 10,95 98,5
SS 0,02 0,57 0,003 0,1 0,03 0,23
VK% 0,57 0,57 0,06 0,1 0,24 0,24

Tekrarlanabilirlik (repeatability)

Tekrarlanabilirlik dl¢iitii hesaplanirken %100 konsantrasyondaki ¢aligma ¢ozeltisi 10 kez

art arda Ol¢tildii. Sonuglar Cizelge 4.22°de verilmektedir.

Cizelge 4.22. AML ve ENA igcin tekrarlanabilirlik sonuglar

pH 1,2 pH 4,5 pH 6,8
No AML ENA AML ENA AML ENA
1 5,55 11,16 5,58 11,11 5,53 10,91
2 5,55 11,20 5,56 11,15 5,51 10,91
3 5,59 11,14 5,55 11,11 5,52 10,96
4 5,56 11,11 5,56 11,15 5,53 10,95
5 5,57 11,20 5,55 11,15 5,53 10,94
6 5,59 11,20 5,57 11,12 5,53 10,92
7 5,55 11,17 5,58 11,09 5,53 10,94
8 5,54 11,14 5,55 11,10 5,52 10,93
9 5,55 11,18 5,55 11,11 5,53 10,91
10 5,57 11,20 5,55 11,09 5,52 10,95
Ort 5,56 11,17 5,56 11,12 5,52 10,93
SS 0,02 0,03 0,01 0,02 0,01 0,02
VK(%) 0,32 0,28 021 0.22 0,14 018
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Ara kesinlik (intermediate precision)

Yontemin ara kesinligini 6l¢mek icin {i¢ farkli glinde iki farkli derisimde hazirlanan

numuneler analiz edildi. Sonuglar Cizelge 4.23’te sunulmaktadir:



Cizelge 4.23. AML ve ENA’nin ara kesinlik sonuglar1 (n=3)

pH 1,2 pH 4,5 pH 6,8
AML ENA AML ENA AML ENA
1,39 5,56 2,78 11,12 1,39 5,56 2,78 11,12 1,39 5,56 2,78 11,12
ug/mL ug/Ml ug/mL ug/mL ug/mL ug/mL ug/mL ug/mL ug/mL ug/mL ug/mL ug/mL
1,40 5,54 2,79 11,17 1,38 5,57 2,80 11,13 1,38 5,57 2,80 11,13
1.giin 1,40 5,55 2,78 11,17 1,39 5,54 2,79 11,23 1,39 5,54 2,79 11,23
1,38 5,60 2,78 11,10 1,37 5,57 2,80 11,18 1,37 5,57 2,80 11,18
1,37 5,55 2,80 11,19 1,35 5,55 2,75 11,14 1,35 5,55 2,75 11,14
2.giin 1,39 5,58 2,80 11,15 1,32 5,55 2,79 11,18 1,32 5,55 2,79 11,18
1,39 5,56 2,79 11,02 1,37 5,55 2,80 11,13 1,37 5,55 2,80 11,13
1,39 5,56 2,76 11,10 1,35 5,53 2,77 11,14 1,35 5,53 2,77 11,14
3.gin 1,40 5,59 2,78 11,12 1,37 5,66 2,77 11,12 1,37 5,66 2,77 11,12
1,39 5,57 2,77 11,13 1,38 5,56 2,80 11,16 1,38 5,56 2,80 11,16
Ort 1,39 5,57 2,78 11,13 1,36 5,57 2,78 11,14 1,36 5,57 2,78 11,14
S 0,01 0,02 0,01 0,05 0,03 0,05 0,02 0,02 0,03 0,05 0,02 0,02
VK(%) 0,65 0,36 0,53 0,47 1,55 0,87 0,67 0,21 1,55 0,87 0,67 0,21

SCl
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Dayaniklilik (stability)

Etkin maddeleri igeren c¢ozeltiler oda sicakliginda 48 saat boyunca bekletilerek 24 saatte
bir alinan oOrnekler analiz edildi. Analiz siiresi boyunca etkin maddelerin ¢ozelti

icerisindeki dayanikli oldugu gozlendi. Sonuglar Cizelge 4.24’te verildi.

Cizelge 4.24. AML ve ENA ¢ozeltilerinin oda sicakligindaki dayaniklilik sonuglari

Baslangic 24, saat 48. saat SS* VK (%)
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
AML 4,11 4,06 4,10 0,03 0,81
E o ENA 8,21 8,17 8,32 0,03 0,38
AML 4,19 4,18 4,160 0,003 0,085
E ﬁa ENA 8,26 8,34 8,16 0,06 0,66
AML 4,16 4,15 4,13 0,01 0,24
E :? ENA 8,38 8,37 8,36 0,01 0,10

*48. saatin SS degeri

4.4. Formiilasyon Gelisimi

Bu calismada 5 mg amlodipine esdeger 6,94 mg amlodipin besilat ve 10 mg enalapril
maleat iceren bir sabit dozlu kombinasyon tableti gelistirilmesi gergeklestirildi. Kombine
tedavideki additif etki beklenmesi nedeniyle dozlar1 piyasadaki kiiclik dozlan

kapsamaktadir.

4.4.1. Referans iiriinlerde yapilan kalite denetimleri

Amlodipin besilat i¢in secilen referans Norvasc® 5 mg tablettir. Firmas1 Pfizer, Tiirkiye,

Seri Numaras: 805113; son kullanma tarihi Aralik 2022°dir.

Enalapril maleat igin secilen referans ise Enapril® 10 mg tablettir. Firmasi Sandoz,

Tiirkiye, Seri Numarasi, HV5236; Son kullanma tarihi, Kasim 2019’dur. 1

Secilen referans tabletlerde Boliim 3.2.4’te anlatilan kalite denetimleri yapildi. Bu testlerin

sonuclar1 Cizelge 4.25°te sunulmaktadir.



Cizelge 4.25. Referans tabletlerde yapilan kalite denetimleri
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Test

Norvasc® 5 mg

Enapril ® 10 mg

Goriiniis

Beyaz, yuvarlak, bombeli,

bir ylizii NVCS, diger yiizii

Kiremit rengi, yuvarlak,

diiz yiizeyli, ¢entikli

Pfizer baskili tabletler tabletler
Agirlik tekdiizeligi (mg) 201,3+ 1,1 164,9 + 1,00
Cap (mm) 8,06 £ 0,02 8,10 +0,0423
Kalinhk (mm) 3,214+ 0,07 2,40 +£0,00843
Friabilite (%) 0,0199 0,0270
Sertlik (N) 88,16 + 6,15 22,85 +1,05
Dagilma (sn) 17,0+ 1,2 196,7+4,3
Icerik tekdiizeligi (%) 101,6 + 2,0 99,20 + 2,36
Miktar tayini (mg) 6,68 +0,07 10,06 + 0,06

(amlodipin besilat) (enalapril maleat)

Coziinme hz1 (15.dk’da)
(Y0)
pH 1,2 94,3 +0,7 96,1 +0,8
pH 4,5 99,2 +2,1 98,2+24
pH 6,8 100,4 £ 1,1 99,2+1,9

*Degerler standart sapmalari ile birlikte verildi.

4.4.2. Deneme formiilasyonun degerlendirilmesi

Boliim 3.2.4’te formiilasyonu ve iiretim yontemi verilen deneme formiilasyonun tablet

kontrollerine ait sonuglar Cizelge 4.26’da sunulmaktadir:
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Cizelge 4.26. Deneme formiilasyonda yapilan kontroller

Test Sonuclar

Goriiniis Beyaz, yuvarlak, tabletler

Agirhik tekdiizeligi (mg) 159 mg + 5,1

Friabilite (%) 0,408

Sertlik (N) 36,03 £4,75

Dagilma (sn) 24,0 + 3,8

Icerik tekdiizeligi (%) 105,6 £ 9,8 (%VK=9,28) (amlodipin besilat)

111,9 £ 10,0 (%VK=8,94) (enalapril maleat)

Miktar tayini (mg) 6,87 (amlodipin besilat)
10,16 (enalapril maleat)

Coziinme hiz1 (15.dk’da) (%)
pH 1,2 88,0 + 10,6

Cizelge 4.26.’daki sonuglarda goriildiigii tizere ideal olmayan kosullarda hazirlanan
tabletlerde friabilite, miktar tayini, dagilma ve ¢6ziinme hizi sonuglar1 uygun bulundu.
Lubrikanin 7 dakika karistirmayla dagilma ve ¢oziinme iizerinde negatif etkili olmadigi
goriildii. Ancak igerik tekdiizeligi sonuglari farmakope limitleri disinda gozlendi. Bu
sonuglar risk analizi ile birlikte degerlendirildiginde karistirma stiresi ve kullanilan
yardimc1 madde oranlarinin optimize edilmesi, lubrikasyon asamasimin ayrica optimize
edilmesi ve dagilma parametresinin yanit olarak alinip sertligin standardize edilmesine

karar verildi.

4.5. Deney Tasarimi (DOE)

4.5.1. Plackett-Burman deney tasarimi ile faktor sayisinin azaltilmasi

PBD tasarimda 8 faktor, 3 uydurma (dummy) faktor ile toplam 12 deney gerceklestirildi.
Faktorler, formiilasyondaki prejelatinize nisasta (dagitici, baglayici, seyreltici) yilizdesi
(X1), krospovidon (dagitici) ylizdesi (X2), hidroksipropil seliilloz (baglayici) yiizdesi (X3),
gliseril distearat (kaydirici) yiizdesi (X4), karistirma hizi (Xs), karigtirma siiresi (Xs),

lubrikasyon hizi (X7) ve lubrikasyon siiresi (Xs) olarak belirlendi.
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Bagimli degisken (yanit) olarak amlodipin besilat miktar tayini (Y1), enalapril maleat
miktar tayini (Y2), amlodipin besilat i¢in pH 1,2, pH 4,5 ve pH 6,8’de 15 dk’da ¢oziinen
madde miktar1 (Y3, Y4 ve Ys), enalapril maleat i¢cin pH 1,2, pH 4,5 ve pH 6,8’de 15 dk’da
¢Oziinen madde miktar1 (Ys, Y7 ve Ys) amlodipin besilat i¢in igerik tekdiizeliginin
varyasyon katsayisi (Yo), enalapril maleat i¢in icerik tekdiizeliginin varyasyon katsayisi

(Y10), friabilite (Y11) ve dagilma (Y12) olarak secildi.

Boliim 3.2.5’te Cizelge 3.18’deki PBD deney matrisine gore gergeklestirilen deneylerde
elde edilen bagimli degisken sonuglar1 Cizelge 4.27’de verilmektedir.

PBD ile incelenen faktorlerin yanitlar {izerine etkilerini incelemek amaciyla yari-normal

olasilik grafiklerinden ve Pareto grafikler inden faydalanildi (Sekil 4.85-4.90).

Bagimli degiskenlere ait degerlendirmeler su sekildedir:

Amlodipin besilat miktar tayini: Amlodipin besilata ait miktar tayini sonuclar1 6,29 mg-
7,00 mg araliginda bulundu (Cizelge 4.27). Tim formiilasyonlarin QTPP’de belirtilen
spesifikasyon sinirlari (= %10) igerisinde oldugu gézlendi. Amlodipin besilat miktar tayini
sonuclarindan hesaplanan yari-normal olasilik grafigine (Sekil 4.84a) gore formiilasyonda
kullanilan krospovidon miktar1 anlamli (p<0.05) bulundu. Hesaplanan t-degerleri de bu

sonucu dogruladi (Sekil 4.85b).

Enalapril maleat miktar tayini: Enalapril maleata ait miktar tayini sonuglar1 9,05 mg -
10,85 mg araliginda bulundu. Tim formiilasyonlar spesifikasyon smirlart (= %10)
icerisinde yer aldi. Yari-normal olasilik grafigine (Sekil 4.86a) gore formiilasyonda en
etkili faktor prejelatinize nisasta olarak goriildii. Ancak pareto grafiklerinden tiim

faktorlerin t-degerinin altinda oldugu gézlendi (p>0,05).



Cizelge 4.27. PBD ile elde edilen bagiml1 degiskenlere ait sonuglar6

Yi(mg) | Y2(mg) | Y3(%) | Ya(%) | Ys(%) | Y6(%) | Y7(%) | Ys(%) | Yo(%) | Y10(%) | Yi1(%) (‘éllj)

PBD1 6.43 9,81 91,6 92,4 96,1 90,6 94,7 97,2 1,69 482 | 0,121 | 1,91
PBD2 6,80 9,77 92,2 92,2 99,0 97,6 99,1 103,9 | 1,30 331 | 0,120 | 1,68
PBD3 6,71 9,34 92,8 89,5 101,3 | 101,1 97,0 103,0 | 5,62 452 | 0,146 | 1,88
PBD4 | 692 9,79 93,6 98,0 101,9 | 1046 | 101,1 | 1043 | 0,69 545 | 0,155 | 0,75
PBDS | 657 9,17 91,2 97,5 98,1 99,9 100,9 | 102,0 | 2,07 717 | 0,181 | 044
PBD6 | 700 | 10,85 | 99,6 94,3 1032 | 1045 | 1049 | 1040 | 3,16 6,19 | 0,137 | 2,53
PBD7 | 675 10,06 | 91,8 90,5 104,7 | 1049 | 102,1 | 101,5 | 2,02 523 | 0,253 | 0,90
PBDS 6,43 9,82 950 | 100,6 | 102,0 | 101,4 | 101,3 | 1043 | 228 468 | 0301 | 0,58
PBD9 | 676 | 1041 | 943 93,1 102,1 | 1023 | 1041 | 1041 | 2,28 9,690 | 0,139 | 1,08
PBD 10 | 6.61 9,66 94,6 98,3 98,2 99,0 101,2 | 103,1 | 4,13 6,19 | 0176 | 1,12
PBD 11 | 629 9,05 93,8 94,8 103,9 | 1051 | 100,1 | 1046 | 1,76 891 | 0,119 | 043
6,40 9,28 95,0 92,7 100,0 | 98,0 103,4 | 1032 | 347 6,69 | 0,246 | 0,67

PBD 12

0¢l
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Sekil 4.85. Amlodipin besilat miktar1 i¢in yari-normal (a) ve Pareto (b) grafikleri

(B: Krospovidon yiizdesi)
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Sekil 4.86. Enalapril maleat miktar1 i¢in yari-normal (a) ve Pareto (b) grafikleri

(A: Prejelatinize nisasta yiizdesi; H: Lubrikasyon siiresi; G:Lubrikasyon hizi)

Amlodipin besilat ve enalapril maleatin ¢oziinme hizi sonuglari: Amlodipin BCS Smif 1,

enalapril ise BCS Simif 3 grup ila¢ oldugundan her ikisi de yiiksek ¢oziiniirliik gosterir.

Spesifikasyonlarda her {i¢ ortam i¢in 15 dk icerisinde en az %85 ¢oziinmesi hedeflendi.
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Tim formiilasyonlarda her {ic ortamda her iki etkin maddenin de tamamina yakini
¢Oziindii. Amlodipin ¢dziinme hizina ait yari-normal ve pareto grafikleri Sekil 4.87°de,
enalaprile ait grafikler ise Sekil 4.88’de goriilmektedir. Elde edilen ¢odziinme sonuglar
Cizelge 4. 27°de goriildiigli gibi birbirine yakin ve QTPP’de belirtilen spesifikasyonlara
uygun sonuglar verdi. Pareto grafikleri incelendiginde (Sekil 4.87 ve 4.88) t-degeri
cizgisine gore genel olarak ¢oziinme hizi iizerinde faktorlerin etkileri anlamli bulunmadi.
Sadece pH 1,2 ortaminda her iki etkin madde i¢in de en etkili faktor lubrikasyon siiresi,
pH 6,8 ortaminda da amlodipin yanit1 i¢in prejelatinize nisasta miktar1 olarak goriildii.
Ancak c¢oziinme hizi testleri genel olarak varyasyonu yliksek testlerdir ve deney
sonuglarinda en ufak ve kabul edilebilir bir farkin modeli degistirebildigi goriildii. Bu
nedenle yaniltict olmamasi bakimindan optimizasyon tasariminda ¢oziinme hizi testleri
bagimli degiskenlerden ¢ikartildi ve dagilmanin ¢oziinmeyi temsil edebilecegine karar

verildi.

Amlodipin besilat icerik tekdiizeliginin varyasyon katsayisi: Amlodipin besilata ait
varyasyon katsayist yiizdesi %0,69-5,62 arasindadir. Olusturulan modelde incelenen
faktorlerin higbirinin bu yaniti etkilemedigi goriildii. Sekil 4.89’da verilen pareto
grafiginde goriildiigii ilizere en etkili faktor karistirma hizi olsa da faktoriin etkisi anlaml

bulunmadi (p<0,05).

Enalapril maleat icerik tekdiizeliginin varyasyon katsayisi: Enalapril maleata ait
varyasyon katsayist ylizdesi %3,31-9,69 arasindadir. Sekil 4.90°da verilen yari-normal
grafige gore karistirma siiresi, lubrikasyon hizi ve lubrikasyon siiresinin enalaprilin igerik
tekdiizeliginin varyasyon katsayisi iizerinde etkili oldugu goriildii. En etkili faktor olan
karigtirma siiresi arttikga varyasyon katsayisinda artis oldugu gozlendi (p<0,05). Bu
durum, uzun siireli karigtirmanin enalaprilin segregasyonuna neden olabilecegini
diisiindiirdii. Bu nedenle BBD tasarimda karistirma siiresinin araliginin genisletilerek daha

detayli incelenmesine karar verildi.

Friabilite: Hazirlanan formiilasyonlar i¢in elde edilen friabilite yiizdesi %0,1-0,3 arasinda
bulundu. Tiim formiilasyonlarin friabilite degeri %1’in altinda ve uygundur. Sekil 4.91°de
verilen grafikler incelendiginde friabilite {izerine tek anlamli faktoriin gliseril distearat
yiizdesi oldugu gorildii (p<0,05). Hidroksipropil yiizdesinin etkisi ise anlamli bulunmadi
(p>0,05).
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Sekil 4.87. Amlodipinin pH 1,2 (a, b); pH 4,5 (c, d) ve pH 6,8 (e, f) ortamlarinda
cozlinmesine iliskin yari-logaritmik ve pareto grafikleri (E: Karistirma hizi;
H:Lubrikasyon siiresi; A: Prejelatinize nisasta yiizdesi)
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Sekil 4.88. Enalaprilin pH 1.2 (a, b); pH 4.5 (c, d) ve pH 6.8 (e, f) ortamlarinda
cozlinmesine iliskin yari-logaritmik ve pareto grafikleri (H:Lubrikasyon siiresi;
B: Krospovidon yiizdesi; E: Karistirma hizi)
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Sekil 4.89. Amlodipin besilat icerik tekdiizeliginin varyasyon katsayisi i¢in yari-normal (a)
ve Pareto (b) grafikleri (E: Karistirma hizi)
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Sekil 4.90. Enalapril maleat icerik tekdiizeliginin varyasyon katsayisi i¢in yari-normal ()
ve Pareto (b) grafikleri (F: Karistirma siiresi, G: Lubrikasyon hizi, H:
Lubrikasyon siiresi)
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Sekil 4.91. Friabilite i¢in yari-normal (a) ve Pareto (b) grafikleri

(D: Gliseril distearat, C:Hidroksipropil seliiloz miktart)

Dagilma siiresi: Hazirlanan tabletlerin dagilma siireleri 0,43-2,53 dakika arasinda

bulundu. Tabletlerin tamami spesifikasyonlarina uygun sekilde 5 dk igerisinde dagildu.

Dagilma siiresi ¢oziinme testleri hakkinda fikir verdigi icin onemlidir. Sekil 4.92°de

goriildiigli gibi dagilma iizerine en etkili faktor gliseril distearat yilizdesi; onu takiben

krospovidon ylizdesidir (p<0,05).
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Sekil 4.92. Dagilma i¢in yari-normal (a) ve Pareto (b) grafikleri (B: Krospovidon yiizdesi,
D: Gliseril distearat, G: Lubrikasyon hizi, A: Prejelatinize nisasta miktari)
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PBD tasarim sonucunda; ¢dziinme sonuglara ait yari-normal grafikler incelendiginde
faktorlerin ¢ok degisken dagildigr goriildii. Bu nedenle ¢oziinme hizi sonuglar1 yerine
dagilma sonuclarinin daha gercekci sonuglar verebilecegi diisliniildii. Dagilma iizerine en
etkili faktor olan gliseril distearat yiizdesinin friabilite {izerine etkisi de 6nemsendiginden
bu degisken optimizasyon tasarimi i¢in seg¢ilen faktorlerden biri oldu. Dagilma iizerinde
etkili diger bir faktor olan krospovidon ylizdesinin amlodipin miktar1 iizerindeki en etkili
faktor olmasi1 nedeniyle bu degisken de ikinci faktor olarak segildi. Yanitlar iizerinde
onemli bir varyasyon da enalaprilin icerik tekdiizeliginde goézlenen degisiklik oldugu
goriildii. Amlodipin etkin maddesi ve igerik tekdiizeligi higbir faktdrden etkilenmezken,
enalapril maleatin proses parametrelerine duyarl oldugu saptandi. Bu nedenle karistirma

hiz1 da optimizasyon tasarimina dahil edildi.

Sonug olarak, yiizey-cevap metodlarindan olan BBD i¢in bagimsiz degisken olarak kritik
materyal Ozelliklerinden kaydirict (gliseril distearat) ve dagitict (krospovidon) miktari;
kritik proses parametrelerinden ise karistirma siiresi secildi. Secilen faktorlerin yanitlar

izerine etkisini gosteren etkilesim tablolar1 Sekil 4.93’te verildi.
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Sekil 4.93. PBD tasarimda optimizasyon i¢in sec¢ilen faktdrler ve cevaplar tlizerine etkileri

4.5.2. Box-Behnken deney tasarimu ile verilerin degerlendirilmesi ve optimizasyon

Boliim 3.2.5.°te anlatildig1 gibi PBD’de segilen ii¢ faktor ile ii¢ seviyeli, bes merkez noktali
17 deneyli bir tasarim gercgeklestirildi.

Faktorler, formiilasyondaki krospovidon (dagitici) ylizdesi (X2), gliseril distearat

(kaydirict) ylizdesi (X4), ve karistirma siiresi (Xe) olarak belirlendi.

Bagimli degisken (yanit) olarak amlodipin besilat miktar tayini (Y1), enalapril maleat

miktar tayini (Y2), amlodipin besilat icin icerik tekdiizeliginin varyasyon katsayisi (Yo),
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enalapril maleat i¢in igerik tekdiizeliginin varyasyon Kkatsayist (Y1o), friabilite (Y11) ve
dagilma (Y12) olarak se¢ildi. Boliim 3.2.5’te Cizelge 3.21°deki PBD deney matrisine gore
gergeklestirilen deneylerde elde edilen bagimli degisken sonuclari Cizelge 4.28°de

verilmektedir.

Bagimli degiskenlere ait degerlendirmeler su sekildedir:

Amlodipin besilat miktar tayini: Amlodipin besilata ait miktar tayini sonuclar1 6,36 mg-
7,06 mg araliginda bulundu (Cizelge 4.28). Tiim formiilasyonlarin QTPP’de belirtilen
spesifikasyon sinirlar1 (£ %10) igerisinde oldugu goézlendi. BBD tasarim ile amlodipin

besilat miktar tayini i¢in anlamli bir istatistiksel model olusumu gézlenmedi.

Enalapril maleat miktar tayini: Enalapril maleata ait miktar tayini sonuglart 9,13 mg-
10,68 mg araliginda bulundu (Cizelge 4.28). Tiim formiilasyonlar QTPP’de belirtilen
spesifikasyon sinirlar1 (+%10) igerisinde yer aldi. BBD tasarim ile enalapril maleat miktar

tayini i¢in anlamli bir istatistiksel model olusumu gézlenmedi.

Amlodipin besilat icerik tekdiizeliginin varyasyon katsayisi: Amlodipin besilata ait
varyasyon katsayisi yiizdesi %1,40-4,54 arasinda bulundu (Cizelge 4.28). Amlodipinin
icerik tekdiizeliginde goriilen varyasyonlar istatistiksel bir model ile iliskilendirilmedi.

Amlodipin tiim karistirma hizlarinda uygun igerik tekdiizeligi varyasyonu gosterdi.
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Cizelge 4.28. BBD ile elde edilen bagimli degiskenlere ait sonuglar

Yi(mg) | Ya(mg) | Yo(%) | Yw(%) | Yu(%) | Yn(sn)
BBD1 6,44 9,43 441 7,22 0,31 51
BBD2 6,38 9,14 3,68 6,03 0,334 23
BBD3 6,36 9,85 1,40 3,75 0,099 46
BBD 4 6,38 9,42 2,6 5,06 0,117 59
BED 5 6,64 9,48 2,63 7,47 0,144 25
BBD 6 6,61 9,55 2,37 7,01 0,15 76
BBD 7 6,47 9,13 2,04 4,18 0,304 55
BBDS 6,43 9,47 2,40 6,34 0,147 67
BBD 9 6,53 9,34 2,04 5,92 0,134 46
BBD 10 7,06 9,89 2,76 4,37 0,125 58
BBD 11 6,42 9,25 3,58 8,24 0,117 39
BBD 12 6,61 9,95 4,48 8,45 0,137 50
BED 13 6,63 10,01 4,54 6,28 0,111 55
BED 14 6,59 10,68 2,45 5,39 0,142 55
BBD 15 6,57 9,76 2,43 5,02 0,108 30
BED 16 6,41 10,18 3,03 6,15 0,217 48
BED 17 6,59 10,28 2,65 4,94 0,264 40

Enalapril maleat igerik tekdiizeliginin varyasyon katsayisi: Enalapril maleata ait
varyasyon katsayis1 yiizdesi %3,75-7,22 arasimnda bulundu. Design Expert® 11°de 6nerilen
kuadratic model uygulaninca anlamli bir model elde edildi. Modele ait ANOVA tablosu
Cizelge 4.29°da verilmistir. Cizelgedeki p degerleri dikkate alindiginda enalaprilin igerik

tekdiizeliginin varyasyonu {iizerinde etkili, anlamli tek faktor karigtirma siiresi ve

karistirma siiresinin karesi olarak bulundu.
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Cizelge 4.29. Enalapril maleat igerik tekdiizeliginin varyasyon katsayisi (Y10) cevabi igin
olusan kuadratik modelin ANOVA sonuglar1

Kareler df | Ortalama F-degeri p-degeri
toplamm kare
Model 25,16 7 3,59 6,31 0,0067 Anlaml
X»:Krospovidon 1,74 1 1,74 3,05 0,1144
X4:Gliseril distearat 0,9113 1 09113 1,60 0,2376
Xe:Karistirma siiresi 5,66 1 5,66 9,94 0,0117 Anlaml
XoX4 1,86 1 1,86 3,27 0,1039
X2Xs 0,3721 1 0,3721 0,6536 0,4397
XaXs 0,6320 1 0,6320 1,11 0,3195
X 13,98 1 13,98 24,56 0,0008 Anlamh
Residual 5,12 9 0,5693
Uyum eksikligi (Lack | 1,17 5 0,2350 0,2380 0,9263 Anlamsiz
of fit)
Saf hata 3,95 4 0,9873
(pure error)
Total 30,28 16

Elde edilen ikinci derece polinomiyal model Es. 4.2°de verildi.

Yip — 1147258 + 9, 703512X; + 00237508, — 0,961636X, — 031125054,

- 0,020333X,X, + 0,0530X, X, + 0,052299x 72

(4.2)

Modelin R? degeri 0,8308’dir. Bu deger deney tasarimlarinda uygun bir degerdir. R%qj ve

R2pred farki 0,1242 ve Adeq Precision degeri 9,42’ dir.

Olusturulan modelde her ii¢ faktore ait tek faktor grafikleri Sekil 4.94’te verilmistir. Bu

grafiklerde de sadece karistirma siiresinin etkili oldugu goriilmektedir. Faktor etkilerinin

daha ayrintili gozlenmesi amaciyla kontur grafikleri (Sekil 4.95) ile yiizey yanit grafikleri

de (Sekil 4.96) de sunulmaktadir.
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Sekil 4.94. Enalapril icerik tekdiizeliginin varyasyon katsayisi cevabi icin BBD ile elde
edilen tek faktor grafikleri
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Sekil 4.95. BBD’de enalapril igerik tekdiizeliginin varyasyon katsayis1 i¢in kontur
grafikleri
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Sekil 4.96. BBD’de enalapril igerik tekdiizeliinin varyasyon katsayisi i¢in yiizey yanit
grafikleri
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Friabilite: Hazirlanan formiilasyonlar i¢in elde edilen friabilite yiizdesi %0,09-0,334
arasinda bulundu. Tiim formiilasyonlarin friabilite degeri %1 in altinda ve uygundur. BBD

tasarim ile frabilite i¢in anlamli bir istatistiksel model olusmadi.

Dagilma: Hazirlanan tabletlerin dagilma siireleri 23-76 saniye arasinda bulundu.
Tabletlerin tamami spesifikasyonlarina uygun sekilde 5 dk igerisinde dagildi. Design
Expert® 11°de onerilen kuadratic model uygulaninca anlamli bir model elde edildi.
Modele ait ANOVA tablosu Cizelge 4.30°da verilmistir. Cizelgedeki p degerleri dikkate

alindiginda enalaprilin dagilmasinda krospovidon ve gliseril distearatin etkisi anlamli

goriildil.

Cizelge 4.30. Dagilma cevabi i¢in (Y12) olusan kuadratik modelin ANOVA sonuglari

Kareler df | Ortalama F-degeri p-degeri
toplamm kare
Model 2854,85 7 407,26 12,09 0,0006 Anlamli
X»:Krospovidon 648,00 1 648,00 19,23 0,0018 Anlamli
X4:Gliseril distearat 882,00 1 882,00 26,18 0,0006 Anlaml
Xe:Karistirma siiresi 8,00 1 8,00 0,2374 0,6377
XXy 16,00 1 16,00 0,4748 0,5081
XaXs 196,00 1 196,00 5,82 0,0391
X,? 1045,63 1 1045,63 31,03 0,0003 Anlamli
Xe* 31,63 1 31,63 0,9386 0,3580
Residual 299,26 9 33,70
Uyum eksikligi (Lack | 110,06 5 27,81 0,4823 0,7779 Anlamsiz
of fit)
Saf hata 189,20 4 47,30
(pure error)
Total 3154,12 16
Elde edilen ikinci derece polinomiyal model Es. 4.3’de verildi.
Yi, = —9.07164 1+ 17,10526X; + 19166675, + 2249718 + LOOX . X, —
0,933333X, X, — 3,93421X% — 0,048655X
(4.3)

Modelin R? degeri 0,9039°dir. Bu deger deney tasarimlarinda uygun bir degerdir. R%qj ve
R?pred farki 0,15558 ve Adeq Precision degeri 13,31 dir
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Elde edilen modelde her ili¢ faktore ait tek faktor grafikleri Sekil 4.97°de verilmistir.
Faktor etkilerinin daha ayrintili gézlenmesi amaciyla kontur grafikleri (Sekil 4.98) ile

ylizey yanit grafikleri de (Sekil 4.99) de sunuldu.
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Sekil 4.97. Dagilma cevabi i¢in BBD ile elde edilen tek faktor grafikleri
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Sekil 4.98. Dagilma cevabi i¢in BBD ile elde edilen kontur grafikleri
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Sekil 4.99. Dagilma cevabi icin BBD ile elde edilen yiizey yanit grafikleri

Bagimli degiskenlerin yanitlar iizerine etkisini aciklayan istatistiksel analizler
gergeklestirildikten sonra anlamli iki yanit olan dagilma ve enalapril maleatin igerik
tekdiizeliginin varyasyon katsayisi parametrelerinden hareketle formiilasyon ve proses
optimize edildi. Programa dagilma “minimize edilsin” ve ‘“enalapril maleatin igerik
tekdiizeliginin varyasyon katsayis1 %5’ten az olsun” komutlar1 verildikten sonra elde
edilen tasarim alan1 Sekil 4.100’de kontur grafikleri halinde verildi. Grafiklerdeki sari

bolgeler dagilma ve enalaprilin igerik tekdiizeligi i¢in hedef diizeyleri saglayan tasarim
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alani gostermektedir. Tasarim sahasi proses girdileri (faktorler) ile kritik kalite 6zellikleri
arasindaki iligkiyi saglar. Optimizasyon sonucu segilen faktorler i¢in elde edilen tasarim

alan1 degerleri Cizelge 4.31°de verildi.

Cizelge 4.31. DOE sonucu optimum yanitlari saglayan tasarim sahasi

Faktor Optimizasyon degerleri
Krospovidon %4,98 — %5,0

Gliseril distearat %2,54-%3.,0

Karistirma stiresi 13 dk 8 sn — 16 dk 53 sn.

Onerilen optimum formiilasyonlar iginden en yiiksek arzulanabilirlik (desirability function)
degerine sahip (0,848) olanlar arasindan bir formiilasyon sec¢ildi. Bu formiilasyona ait

degerler Cizelge 4.32°de gosterildi.

Cizelge 4.32. Segilen optimizasyon degerleri

Faktor Optimum Deger
Krospovidon %5

Gliseril distearat 22,902
Karistirma siiresi 15 dk 46 sn
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Sekil 4.100. Gelistirilen SDK tabletler i¢in tasarim alan1

4.6. Final Formiilasyonun Hazirlanmasi ve Kontrolleri

4.6.1. Final formiilasyonun hazirlanmasi

QbD ile tasarlanan ve DOE ile optimize edilen formiilasyon bilesenleri Cizelge 4.33’te

verildi. Final formiilasyon 600 tabletlik seri boyutu ile basildu.
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Cizelge 4.33. Final formiilasyon bilesenleri

Birim formiil Seri formiilii (g)
Formiilasyon bilesenleri % (mg/th) (600 tablet)
Amlodipin besilat 4,338 6,94 4,164
Enalapril maleat 6.25 10,0 6,00
Sodyum bikarbonat 20,0 32,0 19,2
Hidroksipropil seliiloz 0,50 0,80 0,48
Mikrokristal seliiloz 46,01 73,6 442
Prejelatinize nigasta 15,0 24,0 14,4
Krospovidon 5,00 8,00 4,80
Gliseril distearat 2,902 4,64 2,786
TOPLAM 100,0 160,0 96,0
Uretim yontemi

Enalapril maleat ve sodyum bikarbonat 2 dk karistirlldi. Amlodipin besilat ve
hidroksipropil seliilloz tartilarak yukaridaki karisimin {izerine eklendi ve 2 dk daha
karistirlldi. Daha sonra mikrokristal seliilloz, krospovidon ve prejelatinize nigasta
yukaridaki karigimla birlikte 18 mesh elekten elendi. Toz karisimi kiibik karistiricida
tasarimda 15 dk 46 sn siirede ve 12 rpm hizda karistirildi. Bu siire sonunda 40 mesh’ten
elenen gliseril distearat kiibik karistirictya alindi ve toz karigim ile birlikte 5 dk ve 12 rpm
hizda karigtirildi (lubrikasyon). Toz karigimi tablet makinasinin besleme haznesine

dolduruldu ve ortalama 160 mg agirlik ve ortalama 45 N sertlik olacak sekilde basildi.

4.6.2. Final formiilasyonda yapilan kalite denetimleri

Tabletler tizerinde farmakopelerde belirtilen kontroller gerceklestirildi. Sonuglar Cizelge

4.34°te sunulmaktadir.
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Cizelge 4.34. Final formiilasyonda yapilan kalite denetimleri

Test Sonuc¢lar

Goriiniis Beyaz, yuvarlak, diiz yiizeyli tabletler
Agirhik tekdiizeligi (mg) 160,7+ 1,5

Cap (mm) 8,04 £0,02

Kalinhk (mm) 2,250 + 0,004

Friabilite (%) 0,0563

Sertlik (N) 45,12 £ 2,26

Dagilma (sn) 41,0+5,9

Icerik tekdiizeligi (%)

96,4 + 3,1 (%VK=3,23) (amlodipin besilat)
98,5 =+ 3,8 (% VK=3,85) (enalapril maleat)

Miktar tayini (mg)

6,32 + 0,04 (amlodipin besilat)
10,32 + 0,06 (enalapril maleat)

Coziinme hiz1 (15.dk’da) (%)
pH 1,2

pH 4,5

pH 6,8

97,9 + 4,4 (amlodipin besilat)
96,0 + 4,8 (enalapril maleat)

101,2 + 1,8 (amlodipin besilat)
101,7 £ 3,9 (enalapril maleat)

99,1 £ 2,9 (amlodipin besilat)
99,3 + 5,1 (enalapril maleat)

*Degerler standart sapmalari ile birlikte verildi.

Tabletlerin ¢oziinme hiz1 profilleri referanslar ile karsilagtirmali olarak amlodipin besilat

icin Sekil 4.101°de; enalapril maleat i¢in ise Sekil 4.102°de verilmektedir. SDK ve

referanslarinda 15 dk’da %85’ten fazla ¢ozlinme gozlendigi i¢in profiller benzerlik faktorii

(f2) hesaplanmaksizin benzer kabul edildi (EMA, 2010).
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Sekil 4.101. Final iiriindeki (SDK) amlodipin ile referansin (Norvasc® 5 mg) a) pH 1,2, b)
pH 4,5 ve c) pH 6,8’deki karsilastirmali ¢6ziinme hizi profilleri
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Sekil 4.102. Final iiriindeki (SDK) enalapril ile referansin (Enapril® 5 mg) a) pH 1,2, b)
pH 4,5 ve c) pH 6,8’deki karsilastirmali ¢6ziinme hizi profilleri

Optimize edilen kosullarda hazirlanan tabletlerin BBD tasarimca tahmin edilen sonug

verileri ile kargilastirmali tablosu Cizelge 4.35°te verilmektedir.
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Cizelge 4.35. Final formiilasyon i¢in BBD tasarim sonucu Design Expert®11 yazilimiyla
tahmin edilen degerler ile deneysel olarak bulunan degerlerin

karsilastirilmast
Yamtlar Tahmin edilen degerler Deneysel degerler
Amlodipin besilat miktar1 6,536 mg 6,320 mg
Enalapril maleat miktari 9,682 mg 10,32 mg
Amlodipin  besilat  icerik %2,795 23,23
tekdiizeligi icin  varyasyon
katsayisi
Enalapril maleat icerik 23,750 %3,85
tekdiizeligi i¢in  varyasyon
katsayist
Friabilite %0,066 %0,0563
Dagilma 39,93 sn 41 sn

Cizelge 4.35’te goriildiigli gibi model olusmayan yanitlarda bile tahmin edilen deger ve

elde edilen degerler birbirine ¢cok yakin bulundu.

4.6.3. Final formiilasyonda yapilan safsizhik tayinleri

Bolim 3.2.6’da anlatildig1 sekilde yapilan safsizlik tayinlerine iliskin kromatogramlar

Sekil 103-Sekil 105°te; safsizlik tayin sonuglari ise Cizelge 4.36’da verilmektedir.
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0.0e+
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Mimtes

Sekil 4.103. Enalaprilat ¢ozeltisi kromatogrami
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Sekil 4.105. Amlodipin impiirite D ¢ozeltisi kromatogrami
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Cizelge 4.36. Final formiilasyonda yapilan safsizlik tayini sonuglari

Safsizhiklar Sonuclar
Enalaprilin safsizhiklari (%)

Enalaprilat 0,118

Enalapril diketopiperazine 0,013
Bilinmeyen her bir safsizlik 0,067

Toplam safsizlik 0,198
Amlodipinin safsizhiklar: (%)

Impiirite D Tespit edilemedi
Bilinmeyen her bir safsizlik 0,055

Toplam safsizlik 0,055




157

5. TARTISMA

Bu tez calismasinda, KKB olan amlodipin besilat ile ADEI olan enalapril maleatin QbD
prensibiyle dogrudan basim yontemi ile SDK tablet halinde kalite tasarimi prensipleri

kullanilarak gelistirilmesi amaglanmistir.

SDK iiriinlerin formiilasyon gelistirme caligmalarinda etkin maddelerin farmakolojik etki
mekanizmalari, ilag-ilag etkilesimleri, farmakokinetik profilleri, formiilasyon ve

tiretilebilirliginin dikkate alinmasi gereklidir (Desai ve digerleri, 2012).

Hipertansiyon tedavisinde aditif etkili oldugu bilinen ve ESH ve ESC tarafindan en ¢ok
onerilen antihipertansif kombinasyon grubu olan KKB ve ADEI kombinasyonunu iceren
cesitli ilaclar piyasada bulunsa da amlodipin ve enalaprili bir arada ihtiva eden SDK tablet
Tiirkiye, Avrupa ve ABD ila¢ pazarinda heniiz yer almamaktadir (Mancia, 2007; Rienzo,
2009; TITCK, 2016). Bu iki etkin maddenin SDK uygunlugu degerlendirildiginde
yarilanma Omrii acisindan amlodipin (30-50 saat) ile enalaprilin aktif metaboliti olan
enalaprilat (30-40 saat) benzerlik gostermektedir (Kaynak ve digerleri, 2011; Sweetman,
2009; Verbeeck ve digerleri, 2017). Coziiniirlikk ve dolayisiyla in vitro ¢oziinme 6zellikleri
de benzerdir. Bu nedenle bu iki triiniin SDK seklinde iiretilmesi segilen yardimci
maddelerin uygunluguna baghdir. Tez c¢alismast kapsaminda etkin maddelerin
karakterizasyonu, hammaddelerin gecimlilik ¢aligmalari, analiz yontemi gelistirme
calismalari, QbD bilesenleri ve risk analizi yardimiyla formiilasyon gelistirme, deney

tasarimi ve optimizasyon c¢aligmalari yapilmis ve sonuglar yorumlanmustir.

5.1. Etkin Maddelerin Fizikokimyasal Karakterizasyonu

Lazer difraksiyon yonteminde kuru toz Ol¢limii ile hesaplanan partikiil biiyiikligi
yontemine gore calisilan iki etkin maddenin de partikiil boyutunun da kiigiik oldugu
goriildii. Ortalama partikiil biiytlikliigli sonuglart amlodipin besilat i¢in 11,03 £+ 0,32 pm ve

enalapril maleat i¢in ise 4,72 + 0,30 um olarak bulundu.

Amlodipin besilatin ¢oziiniirliikk sonuglart incelendiginde, pH 1,2, pH 4,5 ve pH 6,8 i¢in
strastyla 2,72 mg/mL, 2,12 mg/mL ve 3,93 mg/mL olarak bulundu. Literatiirde de pH 1,2-
6,8 arasinda en az 1 mg/mL ¢ozliniirliikk gosterdigi belirtilmistir (Oh ve digerleri, 1993).
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BCS’e gore ilacin en yiiksek dozunun 250 mL ¢dziinme ortaminda tamamen ¢oziinmesi
yuksek ¢oziiniirliige isaret eder (Amidon ve digerleri, 1995). Bu parametrelerden hareketle
hesaplanan Do degeri 1’den kii¢iik bulundu. Bu da amlodipinin ¢oziiniirliigiiniin yiiksek
oldugunu gostermektedir. Amlodipin literatiirde ve WHO’ nun “Esansiyel ilaglarin model
listesi” raporunda BCS Smif 1 ilag olarak tanimlanmistir (Kaynak ve digerleri, 2011;

Olusola ve digerleri, 2012; Shohin ve digerleri, 2010; WHO, 2006).

Enalapril maleatin ¢oziiniirliik sonuglar ise pH 1,2, pH 4,5 ve pH 6,8 i¢in sirasiyla 26,6
mg/mL, 25,2 mg/mL ve 23,6 mg/mL olarak bulundu. Literatiirde bu pH araliginda en az 5
mg/mL’ye sahip oldugu belirtilmistir (Verbeeck ve digerleri, 2017). Hesaplanan Do
degerleri enalaprilin yiiksek ¢oziintirliik gosterdigini desteklemektedir. Enalapril maleat da

literatiirde BCS Sinif 3 ilag olarak yer almaktadir (Verbeeck ve digerleri, 2017).

SDK tabletler i¢in etkin maddelerin birbirleri ile gecimlilik ¢alismalar1 ¢ok Onemlidir.
Literatiirde amlodipin ve enalaprilin etkilestigine dair herhangi bir c¢alisma
bulunmamaktadir. Bu nedenle, tez kapsaminda bu iki etkin maddenin gec¢imliligi ¢esitli

yontemler ile kapsamli olarak incelenmistir.

Yapilan DSC calismalarinda amlodipin besilatin 203,8°C’de eridigi gozlenmistir. Enalapril
maleatin ise erime sicakligi 153,7°C olarak bulunmustur. Her iki maddenin de eridikten
hemen sonra bozundugu, endotermik piki takiben olusan kiiciik piklerden anlagilmaktadir.
Bu durum yapilan ¢alismalar kapsaminda TGA verileri ile de desteklenmistir. Amlodipin
besilatin ve enalapril maleatin 1:1 oranda karistirilip 3 hafta siiresince birlikte muhafaza
edilmesini takiben yapilan DSC analizinde, enalapril pikinde degisiklik gdzlenmemis,
ancak amlodipinin pikinde 6ne kayma ve yayilma goézlenmistir. Ancak, kayan pik
amlodipinin saf halde pik verdigi sicaklik siirlari igerisindedir. ilk pik olan enalapril
pikinin hi¢ bozulmamas1 ancak ikinci pik olan amlodipinin 6ne dogru kaymasi bu durumun
bir ge¢imsizlik olarak diislinlilmemesine neden olmustur. Literatiirde DSC ile yapilan
gecimlilik ¢aligmalarinda ilk once eriyen maddenin, ikinci madde i¢in safsizlik olarak
algilanabilecegi ve bu nedenle ikinci maddenin erime noktasinda diismeye sebep
olabilecegi belirtilmistir (Oliveira, Yoshida, Silva, 2014; Pani, Nath, Acharya, 2011;
Reddy, Ramesh, Kishan, 2013). Buradan hareketle enalaprilin olusturdugu eriyigin
amlodipin i¢in safsizlik olarak algilandig1 ve amlodipinin daha erken bir sicaklikta erimeye

baslayarak endotermik pikinin daha erken geldigi diistiniilmiistiir.
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Amlodipin ve enalaprilin ge¢imliligi kromatografik yontemlerden olan ITK analizi ile de
degerlendirilmistir. Etkin maddeler ¢ozelti igerisinde bir arada 3 giin bekletildikten sonra
ITK plakasina uygulandiginda, her madde kendi yerinde gozlendi. Bu durum etkin

maddelerin birbiriyle ge¢imli oldugunu dogrulamaktadir.

Etkin maddelerin ge¢imliligi ayrica spektroskopik bir yontem olan FTIR ile de
degerlendirilmistir. Sonu¢ olarak, iki maddenin birbirlerinin FTIR spektrum Orgiisiinii

degistirmedigi ve her maddenin kendi fonksiyonel grup piklerini korudugu gézlenmistir.

5.2. Yardimc1 Maddelerin Se¢imi

Aday yardimci maddeler belirlenirken kapsamli arastirmalar yapilmistir. Amlodipin
besilatin yardimci maddeler ile etkilesiminin incelendigi bir calismada laktoz ve
magnezyum stearat ile birlikte formiile edilen amlodipinin degradasyonunda artis oldugu
gbzlenmistir. Bu etkilesimin, amlodipinin yapisinda bulunan amin grubu ile laktozun
maillard reaksiyonuna girmesi sonucu goézlendigi disiiniilmiistiir (Abdoh ve digerleri,
Jaber, 2004). Amlodipinin olusan major degradasyon iriinli, oksidasyon ve asit
degradasyonu ile ortaya ¢ikan ve Avrupa Farmakopesi’nde tanimli Impurite D’dir (Saxena,
Damale, Joshi, Datar, 2014). Muhtemel maillard reaksiyonuna neden olmamak i¢in laktoz
yardimc1 madde adaylarina dahil edilmemistir. Ayni literatiirde belirtilen magnezyum
stearat ile amlodipinin etkilesme ihtimali tez calismasindaki DSC sonuglarinda da
gozlenmistir. Amlodipin ve magnezyum stearatin 1:1 oraninda karistirildiginda gézlenen

ilave bir pik (Sekil 4.22) ge¢imsizlik ihtimalini diisiindlirmiistiir.

Enalapril maleat i¢in durum biraz daha karmagsiktir. Literatiirde enalapril maleatin,
magnezyum stearat, mikrokristal seliiloz, dibazik kalsiyum fosfat, tribazik kalsiyum fosfat,
kalsiyum stearat, krospovidon, sodyum nisasta glikolat (Bhushan ve Somani, 2001),
kroskarmeloz sodyum (Sherman, 1996), kolloidal silikon dioksit (Rezende, Santoro ve
Matos, 2008) gibi tablet formiilasyonlarinda yaygin kullanilan birgok yardimct madde ile
gecimsiz olduguna iliskin caligmalar ve patentler bulunmaktadir. Enalapril maleatin iki
major degradasyon {irlinii bulunmaktadir. Bunlar bazik ortamda ester hidrolizi ile agiga
cikan enalaprilat ve asidik ortamda intramolekiiler siklizasyon ile ortaya ¢ikan
diketopiperazin tiirevidir (Al-Omari ve digerleri, 2001; DeSouza ve digerleri, 2015).

Enalaprilin gecimsizlik problemi, otosiklizasyon ile diketopiperazine doniisme egilimi,
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hidroliz ile diasid olusumu veya oksidasyon ile diskolorasyon seklindedir (Bhushan ve
Somani, 2001; Harris ve digerleri, 1988). Enalapril maleat toz kristalleri, tek basina agzi
acik kapta ve 40°C ve %75 nemde 4 seneye kadar degrade olmadan stabil kalabilen bir
maddedir (Ip ve Brenner, 1987). Bitmis {iriin formiilasyonunda kullanilan bazi yardimc1
maddelerin sebep oldugu enalapril maleatin degradasyon ihtimali, yine bazi stabilizan
yardime1 maddelerin kullanilmasi ile ortadan kaldirilabilmektedir. Caligsmalarda stabilizan
olarak en ¢ok sodyum bikarbonat kullanimi Onerilmistir. In situ déniisiim olarak
adlandirilan bu stabilizasyon isleminde sodyum bikarbonat ve enalapril maleat birlikte
formiile edildiginde, enalapril maleat enalapril sodyuma doniigmektedir. Ortamin bazik
hale getirilmesi de major impiirite olan diketopiperazin tlirevinin olusmasini énlemektedir
(Verbeeck ve digerleri, 2017). Oda sicakliginda bile hizla gerceklesen bu doniisiim ile
enalaprilin stabilitesi saglanmaktadir. Enalapril maleatin tablet formiilasyonlarinda bagka
stabilizanlar da kullanilmigtir. Bhushan ve digerleri (2001), formiilasyon patentlerinde
enalapril maleatin tablet formiilasyonlarina stabilizan olarak silikon dioksit ve maleik asit
ilave ettiklerinde 60°C’de ve 40°C/%75 nemde uygun sonuclar elde etmislerdir. Sherman
(1994) da gelistirdigi formiilasyonun patentinde stabilizan olarak maleik asit kullandiginda
stabil formiilasyonlar elde edildigini belirtmektedir. Harris ve digerleri (1988)
yayinladiklar1 patentte ADEI’lerin formiilasyonlarinda toprak alkali metallerin, bilhassa
magnezyum, sodyum ve kalsiyumun karbonat tuzlarinin enalaprilin stabilizasyonunu
sagladigini belirtmistir. Murthy ve digerleri (1986) ise stabilizasyonu, formiilasyona
askorbik asit/sodyum askorbat ilavesi ile saglamistir. Cunha ve digerleri (2013) enalapril
maleattan enalapril sodyuma in situ doniisiimiin hem sodyum bikarbonat hem de stearik
asit ile saglanabildigini gostermistir. Kello ve Abdelwahed (2014) enalapril maleat,
mikrokristal seliiloz, anhidr laktoz, kolloidal silikon dioksit, ¢inko stearat ve stabilizan
olarak anhidr sitrik asit kullanarak dogrudan basim ile biiyiik dl¢ekte tirettikleri tabletlerde
stabilite sonuglarinin uygun oldugunu gdstermistir. Rx Media Pharma Interaktif lac Bilgi
Kaynagi incelendiginde piyasada bulunan enalapril ve diger bircok ADEI
formiilasyonlarinin bilesiminde stabilizan olarak sodyum bikarbonat ihtiva ettigi
goriilmiistiir (Ustiines, L., 2018). Bu bilgiler 1518inda hazirlanan SDK formiilasyonunda
stabilizasyon ve ge¢imlilik agisindan sodyum bikarbonat kullanilmasina karar verilmistir.
Calismalarimizda enalapril maleattan in situ doniisiim ile enalapril sodyum olustugu DSC

ve TGA/DTA sonuglari ile gosterilmistir.
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Diger yardimc1 maddelerle enalaprilin gecimliliginin degerlendirilmesi i¢in DSC ve FTIR
yontemlerinden yararlanilmistir. DSC 6lglimlerinde magnezyum stearat ve sodyum stearil
fumarat kullaniminda bazi etkilesimler gozlenmesi ile bu iki maddeye formiilasyon
tasariminda yer verilmemistir. Literatiirde de enalaprilin magnezyum stearat ile
etkilesmesine ragmen ¢inko stearat ve gliseril monostearat gibi diger stearik asit
tiirevleriyle etkilesimin gézlenmedigi belirtilmistir (Cunha ve digerleri, 2013). Bu nedenle
kaydirici olarak gliseril distearat kullanilmis olup sonug¢larimiz literatiir verileri ile uyumlu

bulunmustur.

Sonug olarak, gelistirilen SDK formiilasyonu yardimci madde olarak mikrokristal seliiloz,
prejelatinize nisasta, hidroksipropil seliiloz, krospovidon, sodyum bikarbonat ve gliseril

distearat1 icermektedir.

5.3. Etkin Maddelerin Miktar Tayini ve Coziinme Hizi Analiz Yontemlerinin

Gelistirilmesi

USP’de yer alan amlodipin tablet ve enalapril tablet monograflari incelendiginde, dnerilen
analiz yontemlerinin mobil faz, tampon, kolon ve akis hiz1 agisindan ¢ok farkli oldugu
goriilmektedir (USP 42a, USP 42b). Bu monograflarda onerilen yontemler tekli dozaj
formlar1 i¢in uygun olup her iki maddenin es zamanli analizine olanak saglamamaktadir.
Bhushan, Guta ve Singh (2006) enalapril, amlodipin ve ramiprilin analizi i¢in HPLC
yontemi gelistirmistir. Yontemde enalaprilin alikonma zamani 1,78 dk, amlodipinin
alikonma zamani ise 2,06 dk olarak bulunmustur. Alikonma zamanlar1 birbirine ¢ok yakin
oldugu i¢in pikler arasinda keskin bir ayrim gézlenmemistir. Tez ¢aligmasinda gelistirilen
HPLC analiz yonteminde ise enalapril icin 3,8 dk; amlodipin i¢in ise 8,0 dk’lik alikonma

zamanlari ile ¢ok iyi bir ayrim saglanmistir.

ICH Q2 “Analitik Prosediirlerin Validasyonu: Test ve Metodoloji” kilavuzunda
aragtirmacilar analiz yontemi gelistirirken DOE kullanilmasi konusunda tesvik
edilmektedir. Buna istinaden birgok arastirmaci, kromatografik kosullari, saglamligi ve
kesinligi degerlendirirken ¢esitli deney tasarimlarindan faydalanmislardir. Vander Heyden
ve digerleri (1995), gelistirdikleri analiz yonteminin saglamlig1 iizerinde anlamli etkileri
olan faktorleri gormek icin alti faktoriin (mobil faz pH’si, kolon sicakligi, trietilamin

hacmi, gradient kompozisyonu, dalga boyu ve kolon ¢esidi) PBD deney tasarimini



162

kullanmistir. Mirza ve Tan (2001) gelistirdikleri analiz yonteminde BBD tasarimdan
faydalanarak potasyum hidrojen ftalat miktari, metanol yiizdesi ve kolon sicakligini
optimize etmistir. Kashid ve digerleri (2015) de vildaglaptinin miktar tayini igin
gelistirdikleri HPLC yonteminin saglamlik parametresini mobil faz bilesimi, akis hiz1 ve
tampon pH’s1 agisindan; kesinlik parametresini ise analist, cihaz ve giin sayis1 bakimindan

degerlendirmek i¢in yiizey yanit metodolojisinden olan CCD’den yararlanmislardir.

Tez caligmasinda da iki etkin maddenin bir arada analizini saglayan ve gelistirilen
SDK’nin miktar tayini ve ¢oziinme hizi testinde kullanilan HPLC yontemi gelistirilmis ve
saglamlik parametrelerinin optimizasyonu i¢in BBD’den faydalanilmistir. BBD’de
yontemin akis hizi, mobil fazdaki metanol orani, mobil faz pH’s1 ve kolon sicakliginin pik
alanlarinin Ol¢iimii ile hesaplanan amlodipin ve enalapril maleat iizerindeki -etkisi
arastirilarak etkili tek faktor olan akis hizi iizerinden optimizasyon yapilmistir. Optimize
edilen yontemde amlodipin piki daha keskin ve simetrik hale gelmis (Sekil 4,63) ve bu
durum ilk yontemdeki kuyruklanma (simetri) faktorii degeri (1,417) ile optimize
yontemdeki deger (1,164) karsilastirildiginda anlamli bulunmustur (p<0,05). ICH Q2’ye
gore valide edilen optimize edilmis yontemde tiim validasyon parametreleri uygun
bulunmustur. Bu yontem tizerinden mobil fazdaki tampon yiizdesi ve akis hizinda kiigiik
degisiklikler yapilarak pH 4,5 ve pH 6,8 icin de uygun analiz yontemleri gelistirilerek

valide edilmistir.

5.4. Kalite Tasarim fle Formiilasyon Gelistirme Calismalar:

Gelistirilen formiilasyon iki antihipertansif etkin maddeyi tek formiilasyonda igeren bir
SDK tabletidir. TITCK’da iki etkin maddeyi aym: anda igeren bir SDK’nin
ruhsatlandirilmasi i¢in ayr1 bir yonerge bulunmamaktadir. Bu iirlinler “Beseri {riinler ve
ruhsatlandirma  kilavuzu” ve  “Farmasotik  miistahzarlarin  biyoyararlaniom  ve
biyoesdegerliliginin degerlendirilmesi hakkinda yoOnetmelik’te esdeger iiriinler igin

belirtilen kriterler dikkate alinmaktadir (TITCK, 1994, TITCK, 2016).

EMA’nin 2017°de yayimladigi “Sabit dozlu kombinasyon {irlinleri i¢in klinik gelisim
tizerine kilavuz”da SDK {iriiniiniin icerdigi ilaglar1 hasta hali hazirda birlikte kullaniyorsa
(slibstitiisyon senaryosu), herhangi bir doz farklilig1 yoksa ruhsatlandirilmasi i¢in referans

tek triinlerle biyoesdegerlik calismasi istendigi belirtilmistir (EMA, 2017). Bu nedenle
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QTPP hazirlanirken farmasétik esdegerlik gereklilikleri dikkate alinmistir. Referans iirtin
olarak Tiirkiye ilag¢ pazarinda yer alan Norvasc® 5 mg (Pfizer) ile Enapril® 10 mg (Sandoz)
secilmigtir. Etkin maddelerin dozlar1 kombine tedavide gozlenmesi beklenen aditif etki ve
diistiriilmesi hedeflenen yan etki insidans1 goz oniine alinarak SDK’da kullanilacak doz
olarak piyasadaki diisiik dozlar (5 mg amlodipin ve 10 mg enalapril maleat) secilmistir.
QTPP’de hedeflenen miktar tayini ve igerik tekdiizeligi dogrudan etkinligi; ¢oziinme hizi

ise biyoyararlanimi etkiledigi i¢in 6nemlidir.

Literatiirde amlodipin BCS Sinif 1, enalapril ise BCS Smif 3 olarak yer almistir (Kaynak
ve digerleri, 2011; Verbeeck ve digerleri, 2017). FDA, EMA ve WHO gibi saglik
otoritelerinin belirledigi kriterlere gore uygun kosullar1 sagladig: takdirde BCS Sif 1 ve
Smif 3 ilaglar i¢in biyoesdegerlik calismalarindan muafiyet s6z konusu olabilmektedir.
Buna gore BCS Sinif 1 ilaglar igeren dozaj formlar1 pH 1,2, pH 4,5 ve pH 6,8 ortamlarinda,
37°C sicaklikta, 900 mL hacimde (FDA i¢in 500mL), palet yontemi i¢in 50 rpm doniis
hizinda, sepet yontemi i¢in ise 100 rpm hizda 30 dk’da en az %85 ¢dziinmelidir. BCS Sif
3 ilaglar ise ayn1 kosullarda gerceklestirilen ¢oziinme testinde {i¢c ortamda 15 dakika iginde
en az %85 ¢oziinmelidir (WHO, 2006; EMA, 2010; FDA, 2017). Tez calismasinda
gelistirilen SDK’nin QTPP’de biyomuafiyet sartlarini saglayabilecegi de goriilmiistiir. Bu
amagla gelistirilen SDK’nin icerdigi etkin maddelerin bu ii¢ ortamda 15 dakikada %85’den
fazla ¢oziinmesi nedeniyle esdeger liriinler benzerlik faktorii (f2) kriterine bakilmaksizin

referans ile benzer oldugu bulunmustur.

QTPP belirlendikten sonraki adim muhtemel CQA’nin belirlenmesidir. Etkinlik ve
giivenilirligi etkileyen miktar tayini, igerik tekdiizeligi ve ¢oziinme hizi, CQA olarak
secilmigtir. CQA ayni zamanda formiilasyon parametrelerinden de etkilenebildiginden
friabilite, sertlik ve dagilma gibi fiziksel 6zellikler de CQA olarak alinmistir. Fiziksel
testler etkinlik ve giivenligi dogrudan etkilemese de bu testlerin iirlinlin performansi
tizerinde etkili olmas1 s6z konusudur (Yu ve digerleri, 2014). Fahmy ve digerleri (2012) de
FDA ile ortak yaptiklar1 bir calismada gelistirdikleri tablet formiilasyonlarinda sertlik,
friabilite ve dagilma siiresini CQA olarak kabul etmistir. Ayni makalede QbD ile
gelistirilen driinler i¢in QTPP ve CQA belirlenmesinde kesin dogrular bulunmadigini ve
parametrelerin  kritikliginin {riiniin  6zelliklerine gore risk analizleri yardimiyla
saptanabilecegi belirtilmistir. Bu tez calismasinda bir diger kalite ozelligi olarak

dagilmanin 5 dakika icerisinde tamamlanmasi hedeflenmistir. Bunun sebebi calismada
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gelistirilen SDK’nin 15 dk’da en az %85 ¢ozilinerek referans ile in vitro benzerliginin

saglanmasinda dagilmanin etkili faktor olarak kabul edilmesidir.

Bir tabletin sertligi dagilmayr ve ¢0Oziinmeyi etkileyebileceginden kritik olarak
nitelendirilebilir. Bir tasarimda sertligin bagimli degisken olarak degerlendirilmesi i¢in en
kritik parametrelerden biri tablet makinesinin baski kuvveti ve hizidir. QbD ile tablet
iiretilen calismalarda bu parametre genellikle degerlendirilmektedir (Badawy ve digerleri,
2016; Mishra ve Rohera, 2017; Fahmy ve digerleri 2012). Ancak bu tez c¢alismasinda
kullanilan tablet makinasinin baski kuvveti manuel olarak ayarlandigindan baski kuvveti
ve hiz1 bagimli degisken olarak degerlendirilememistir. Tabletlerin sertliginde gdzlenen
varyasyonlarin CQA olan dagilma iizerindeki etkisini bertaraf etmek i¢in basilan
tabletlerin sertliginin standardize edilmesine karar verilmistir. CQA olarak hazirlanan
tabletlerin sertligi 45 N + %10 olarak standardize edilmistir. FDA’nin jenerik ilag
firmalarina rehberlik etmesi i¢in hazirladigi “Jenerik {irtinlere kalite tasarimi uygulanmasi:
Hemen-salim yapan dozaj sekilleri i¢in bir 6rnek” isimli farmasotik gelisim dokiimani
orneginde bagimli degisken olarak ¢oziinme hizi degerlendirilmesinde sertlik parametresi
sabit tutularak cevap degiskeni iizerinde bir etki olusturarak modeli etkilemesinin Oniine

gecildigi goriilmiistiir (FDA, 2012).

CQA’leri etkileyebilecek CMA ve CPP tespit edilmesi amaciyla Ishikawa diyagramindan
faydalanilmistir. Ishikawa diyagrami ilk risk degerlendirilmesinde siklikla
kullanilmaktadir (FDA, 2012; Fahmy ve digerleri, 2012; Yerlikaya ve digerleri, 2013).
Sekil 3.1°de verilen diyagramdaki faktorler Cizelge 3.15’te degerlendirilmistir. Uygun
hammadde oranlarin1 belirlemek ve secilen yardimc1 maddelerin basilabilirligini
gozlemlemek ve proses parametrelerini yorumlamak ic¢in bir deneme formiilasyon
hazirlanmigtir. Ip ve Brenner (1987) enalapril tabletlerin ¢ok yiiksek sicaklik ve nemden
korunabildiginde degradasyon olugsmadigini vurgulamistir. Bu tez ¢caligmasinda gelistirilen
formiilasyonun hazirlanmasinda etkin maddelerin degradasyonunu Onlemek amaciyla
dogrudan basim yontemi tercih edilmistir. Deneme formiilasyonda kullanilan yardimeci
madde oranlarinin belirlenmesinde, Farmasotik yardimer maddelerin miktarlari, Handbook
of Pharmaceutical Excipients’da yer alan limitlerin igerisinde olacak sekilde belirlenmistir
(Rawe ve digerleri, 2009). Ancak proses parametrelerinde oOzellikle ideal olmayan
karigtirma siireleri tercih edilmistir. Bu sayede icerik tekdiizeliginin ve diger cevaplarin

zorlanmig kosullarda nasil sonug¢ verecegi incelenmistir. Deneme formiilasyonda etkin
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madde miktar tayini, friabilite, dagilma ve miktar tayini sonuglar1 uygun bulunmustur.
Coziinme hizi degerinin ortalamasi uygun bulunmakla beraber standart sapmasi ¢ok
yliksek bulunmustur. Bu nedenle prosesin daha iyi anlasilmasi i¢in karistirma isleminin
CPP olarak incelenmesine karar verilmistir. Lubrikanin toplam kiitle ile birlikte 7 dakika
karigtirildiginda bile uygun dagilma ve c¢oziinme sonucglart vermesi de kullanilacak

lubrikan araliginin genis tutulabileceginin isareti olarak diigtintilmiistiir.

5.5. Plackett-Burman Deney Tasarim

PBD, yanitlar lizerinde etkisi oldugu diisliniilen ¢ok sayida faktoriin ana etkilerinin
degerlendirilmesinde  siklikla kullanilir. Sastry ve Khan (1998) formiilasyon
parametrelerinde ana etkilerin belirlenmesi i¢in 6n c¢alismalarda PBD kullaniminin ¢ok
yararli oldugunu vurgulamistir. Literatiirde formiilasyon tasariminda ve iiretim yontemi
gelistirmede PBD’nin kullanilarak ana etkilerin degerlendirildigi c¢ok sayida calisma
bulunmaktadir (Badawy ve digerleri, 2016; Chudiwal ve digerleri, 2017; Claycamp ve
digerleri, 2016; Esim ve digerleri, 2018; Fahmy ve digerleri, 2012; Kushner ve digerleri,
2014; Maltais ve digerleri, 2015; Monajjemzadeh ve digerleri, 2014). Tez ¢aligmasinda da
faktorlerin CQA olarak belirledigimiz yanitlar tizerindeki etkilerini gozlemek ve onceligini
belirlemek icin PBD’den yararlanilmistir. PBD sonuclar1 yorumlanirken grafiksel
degerlendirmelerden veya istatistiksel degerlendirmelerden yararlanilabilir. Fahmy ve
digerleri (2012) PBD tasarimlarindaki sonuglari yorumlamak i¢in en pratik ve kullanish
yolun yari-normal grafikler ve pareto grafikleri oldugundan bahsetmis ve kendi
calismalarinda 11 faktdr ile gerceklestirdikleri 12 deneyin sonucunu bu grafikler
yardimiyla yorumlamisglardir. Tez ¢alismasinda da sonuglar yari-normal grafikler ve pareto
grafikleri ile degerlendirildi. Yari-normal grafiklerde anlamli olmayan faktorler orijinden
itibaren bir dogru olusturma egiliminde iken anlamli faktorler bu ¢izginin uzagindadir.
Pareto grafiklerinde ise her faktorii sembolize eden siitunlar bulunur ve her etkinin bagil
diizeyi gorsel olarak incelenebilir. Bu siitunlarin yiiksekligi etki sirasini gostermektedir. En
uzun siitun en etkili faktorii simgeler. t-degeri ¢izgisinin altinda olan degerler anlamsiz,
tizerindekiler anlamhidir ve degerlendirmesi en kolay etki aracidir (Vanaja ve digerleri,

2007).

PBD sonucu elde edilen degerler (Cizelge 4.27) ve grafikler (Sekil 4.85-4.92)

degerlendirildiginde karistirma siiresinin enalaprilin igerik tekdiizeliginin varyasyon



166

katsayisindaki en onemli faktor oldugu gézlenmistir. Ancak beklenenin aksine karigtirma
siiresi arttikca varyasyon katsayisinin da artti§n goriilmiistiir. Bunun sebebinin PBD
tasarimda karistirma siiresi diizeylerinin ¢ok genis secilmesi oldugu diisliniilmektedir.
Karigtirma stiresi 8 dk ila 20 dk olarak verilmistir. 20 dk’lik karistirmanin enalapril igin
uygun olmadigi ve ¢ok kiigiik partikiil boyutuna (4,72 pm) sahip olmasi dolayisiyla uzun
siire karistirildiginda segregasyon olusma ihtimali g6z 6niine alinarak karigtirma siiresinin
BBD tasarim i¢in daha genis diizeylerde (5 ila 20 dk) kullanilmasina karar verilmistir.
Eleme tasarimini takiben optimizasyon yapilan calismalarda secilen faktor diizeylerinin
degistirilmesi olas1 bir durumdur ve diizeyleri yeniden gézden gegirme firsati PBD’nin
sagladigi olanaklardan birisidir. Literatlirde, PBD tasarimi sonrasi yiizey yanit metodolojisi
tasarimlarina gecilmeden genellikle diizeylerin smirlariin  artirlldigr  belirtilmistir
(Shabbiri ve digerleri, 2012b; Zhu ve digerleri, 2013). Bu durum goz 6niine alinarak bu
calismada da BBD tasarimda karigtirma siiresi faktoriine ait diizeyler 5-20 dk olarak

genisletilmistir.

(Coziinme hiz1 verileri degerlendirildiginde tiim formiilasyonlar hedef spesifikasyona (15
dakikada en az %85 ¢oziinme) uygun bulunmustur. Ancak ¢oziinme hizina ait pareto
grafikleri incelendiginde (Sekil 4.87, Sekil 4.88) sadece amlodipin i¢in pH 1,2 ve pH 6,8;
enalapril i¢in ise yalnizca pH 1,2 ortaminda t-degerini asan faktorler oldugu goriilmiistiir.
pH 1,2°de her iki madde icin lubrikasyon siiresi anlamli goriilmiis ancak pH 6,8’de sadece
amlodipin i¢in en etkili faktoriin prejelatinize nisasta oldugu saptanmistir. Burada,
¢Ozlinme hizi yanitinda anlamli gibi goriilen faktorler birbiri ile tutarli sonuglar
vermemistir. Formiilasyonlardaki ¢Ozlinen miktarlar arasinda yalmizca %1-5 civarinda
farkliliklar goriilmiis ve modeller bu farki temel alarak olusturulmustur. Oysa
konvansiyonel ve yiiksek ¢oziiniirliik/¢coziinme gosteren BCS Sinif 1 ve Sinif 3 ilaglar igin
eger spesifikasyonlar karsilaniyorsa %1-5’1ik bir fark kabul edilebilir bir orandir. Bu
nedenle ¢ozlinme hizi cevabinin bagimli degiskenlerden ¢ikartilmasina ve BBD tasarimda
kullanilmamasina karar verilmistir. Literatiirde bagimli degisken olarak ¢oziinme hizinin
alindig1 c¢alismalar bulunmaktadir ancak bu ¢alismalarda kullanilan ilaglar BCS Sinif 2
veya BCS Smif 4 ilaglardir (Badawy ve digerleri, 2016; Charoo ve digerleri, 2012; El Say
ve digerleri, 2011; Esim ve digerleri 2018; Fahmy ve digerleri, 2012; FDA, 2012; Mishra
ve Rovera 2016). Bu nedenle faktorlerin ¢oziinme sonuclari iizerindeki etkisi daha net
goriilebilmektedir. ICH QS8(R2) “Farmasdtik Gelisim” kilavuzunda da hizli ¢dziinen

ilaglarin kat1 dozaj formlar1 icin dagilma testinin ¢Ozlinmenin yerine gegebilecegi
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belirtilmistir (ICH Q8). Bu nedenle, ¢alismamizda ¢6ziinme hizi cevabi BBD tasarima
dahil edilmemistir. Onun yerine mevcut yanitlardan olan dagilma siiresinin ¢oziinmeyi
temsil edecegi diisliniilmiistiir. Kushner ve digerleri (2014) QbD ile gelistirdigi tablet
formiilasyonunda faktor olarak etkin maddenin tipini incelemesi ve BCS Sif 1 olan
teofilin ile BCS Siif 2 olan ibuprofeni karsilagtirmasina ragmen yanitlarda ¢oziinme hizi

yerine dagilmay1 kullanmastir.

Tezde dagilma siiresini kisaltmak ve dolayisiyla ¢ézlinmeyi hizlandirmak bir diger hedef
oldugu i¢in BBD tasarim igin segilen diger iki faktor de dagilma {izerinde olusturduklar
anlaml etki nedeniyle krospovidon ve gliseril distearat ylizdesidir. Krospovidon miktar1
arttikga dagilma stiresi kisalmis; gliseril stearat miktari arttikca dagilma siiresi artmistir. Bu

veriler 151¢1nda optimizasyon modeline gecilmistir.

5.6. Box-Behnken Deney Tasarim

PBD sonucu segilen en etkili ii¢ faktoriin (krospovidon miktari, gliseril distearat miktar1 ve
karistirma siiresi) etkisini matematiksel olarak agiklamak ve faktorlerin optimizasyonunu
saglamak i¢cin BBD’den yararlanilmistir. Literatiirde BBD, faktor sayisinin diisiik olmasi
durumunda optimizasyona c¢ok elverigli bir yontem olarak belirtilmistir (Maurya ve
digerleri, 2012). PBD tasarim sonucu segilen {i¢ faktorden gliseril distearat ve krospovidon
diizeyleri BBD’ye oldugu gibi aktarilarak tasarima orta degerler de ilave edilmistir. Ancak
tclincii faktdr olan karigtirma siiresinin diizeyleri Boliim 5.5’te belirtildigi {lizere
giincellenmis ve 5, 12,5 ve 20 dk olarak belirlenmistir. Bu amagcla 3 faktor, 3 seviye, 1 blok
ve 5 merkez noktali 17 deney gergeklestirilmistir. Incelenen yanitlardan enalaprilin igerik
tekdiizeliginin varyasyon katsayist ve dagilma yanitlar1 i¢in anlamli modeller olustugu

gorilmiistiir.

Enalaprilin igerik tekdiizeliginin varyasyon katsayisi i¢in olusturulan modelde faktorlerin
grafikleri (Sekil 4.94-4.96) karigtirma stiresi i¢in 5 dk’nin yetersiz oldugunu, karistirma
siiresi arttikca varyasyonun azaldigini ancak 20. dk’ya yaklastikca yeniden artmaya
basladigini gdstermistir. Bu da uzun siireli kanstirmada segregasyon ihtimalini
desteklemistir. BBD ile olusan modele ait denklem ve varyans analizi sonuglar1 Boliim
4.5.2’de verilmistir. Modelin R? degeri 0,8308 olarak bulunmustur. Bu deger deney

tasarimlari i¢in uygun bir degerdir (Shabbiri ve digerleri, 2012b) ve modelin verilerinin
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%383’linii dogru sekilde agiklayabildigini ifade eder (Rossi ve digerleri, 2013). Modelin
R2agj ve R%pred fark1 0,1242 olarak bulunmustur. Bu degerlerin birbirine miimkiin oldugu
kadar yakin olmasi istenir. Design Expert® 11 yaziliminda bu degerin 0,2’den kiiciik
olmasinin tahmin edilen degerler ile elde edilen degerler arasinda gecerli bir uyum olacagi
belirtmektedir. Modelde Adeq Precision degeri 9,42 bulunmustur. Bu deger de
sinyal/giiriilti oramidir ve de 4’ten biiyilk olmasi durumunda tasarim sahasinin

olusturulmasinda kullanilabilecegi belirtilmistir (Sibanda ve Pretorius, 2013).

Krospovidon ve gliseril distearatin dagilma siiresi iizerindeki etkisi PBD’de elde edilen
bulgularla paralellik gostermistir. Matematiksel ve istatistiksel agidan degerlendirmeler
Boliim 4.5.2°de verilmistir. Modelin R? degeri 0,9039 bulunmustur. R%gj ve R?prea farki
0,15558 ve Adeq Precision degeri 13,31 olarak hesaplanmistir. Bu model de uygun

istatistiksel sonuglar1 saglamistir. Bu sonuglar temel alinarak optimizasyon yapilmistir.

5.7. Optimizasyon fle Tasarim Alanmimin Belirlenmesi ve Final Formiilasyonun

Hazirlanmasi, Kalite Denetimleri ve Safsizlik Degerlendirmeleri

BBD ile incelenen faktdrlerin optimizasyonu i¢in Design Expert® 11 yaziliminda sayisal
optimizasyon verisi olarak enalaprilin igerik tekdiizeliginin varyasyon katsayisi cevabi i¢in
hedef kriter olarak “%5’ten kii¢lik”, dagilma kriteri i¢in ise “minimize edilsin” komutlar
girildiginde bu sonuglart saglayan optimize edilmis 31 oneri elde edilmistir. Optimum
degerlerden hareketle faktorler i¢in bir tasarim alani hesaplanmistir (Cizelge 4.31). Bu
tasarim sahasi icerisinde calisildigi takdirde hedef kriterler karsilanacaktir. Bunu
gostermek ve final formiilasyonu elde etmek i¢in programin 6nerdigi 31 Oneri igerisinden
arzulanabilirlik (desirability) degeri en yiiksek (0,848) olan modellerden biri final

formiilasyon olarak se¢ilmistir.

Bu modele gore final formiilasyon %35 krospovidon ve %2,902 gliseril stearat icermektedir.
Karigtirma siiresi 15 dk 46 sn’dir. Diger optimize formiiller de dikkate alinarak olusturulan

tasarim alan1 Sekil 4.100°de verilmistir.

Tez ¢alismasinda PBD ve BBD tasarimlardaki tiim formiilasyonlarda seri boyutu 48 g (300
tablet) olarak hazirlanmistir. Ancak optimize formiil 96 g (600 tablet) hazirlanmistir.

Literatiirde tasarim sahasiin herhangi bir 6lgekte olusturulabilir, ancak bunun {iretim
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Olcegine uygulanabilir olmas1 gerektigi belirtilmistir (Badawy ve digerleri, 2016). Ancak
tez caligmasinda ticari iiretim hedeflenmediginden seri boyutu 96 g’a (600 tablet)
cikarilmistir. Final formiilasyonda programda tahmin edilen degerlere ¢cok yakin sonuglar
elde edilmistir. Cizelge 4.35’te goriildiigli lizere tahmin edilen degerler ile deneysel olarak
bulunan degerler karsilastirildiginda etkin madde miktari, igerik tekdiizeligi, friabilite ve

dagilma agisindan hedefe ulasilmstir.

Optimize final formiilasyon ile referans iiriinlerin karsilastirmali ¢éziinme profilleri Sekil
401 ve 402°de verilmistir. SDK ve referans iiriinler her ii¢ ortamda da 15 dk’da %85’ten
fazla ¢oziindiigiinden in vitro benzerlik saglanmustir. Ilk 15 dk’da gelistirilen SDK
kaplama materyali igermedigi ve %5 oraninda krospovidon igerdiginden referans

iriinlerden daha hizli ¢6ziinme gostermistir.

Final formiilasyonda yapilan safsizlik tayininde farmakopede belirtilen spesifikasyonlara

uygun sonugclar elde edilmistir. Tabletlerin stabilitesinin takibine karar verilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu caligmada 5 mg amlodipine esdeger miktarda amlodipin besilat ve 10 mg enalapril
maleat iceren antihipertansif etkili sabit dozlu kombine tablet formiilasyonu, kalite tasarimi
prensipleri kullanilarak gelistirilmistir. Bu kombinasyon henliz Amerika, Avrupa ve

Tirkiye pazarinda bulunmamaktadir.

Model ila¢ olarak amlodipin ve enalaprilin secgilmesi ve tezde yapilan calismalarin

gerekcelendirilmesi asagida 6zetlenmistir:

Fizikokimyasal a¢idan gerekgelendirme: SDK’y1 olusturan ilaglar gecimli olmalidir.

Etkin maddelerin birbirleriyle ve secilen diger yardimci maddeler ile etkilesim

gostermedigi ayrintili gecimlilik calismalar1 ile gosterilmistir. Enalapril maleat ve

sodyum bikarbonat arasindaki etkilesim in situ doniisimden kaynakli, formiilasyon
acisindan istenen bir etkilesimdir.

- Farmakodinamik agidan gerekcelendirme: SDK’larin farkli etki mekanizmalari ile etki
gostermeleri beklenir. Amlodipin bir kalsiyum kanal blokeri, enalapril ise bir
anjiyotensin doniistlirici enzim inhibitoriidiir. Avrupa Hipertansiyon Toplulugu
tarafindan kombine tedaviye bu iki grubun kombinasyonuyla baglanmas1 6nerilmistir.

- Farmakokinetik agidan gerekgelendirme: SDK  bilesenlerinin  farmakokinetik
ozelliklerinin ¢ok farkli olmamasi istenir. Amlodipinin yarilanma 6mrii 30-50 saattir.
Enalapril ise bir 6n ilactir ve etkin metaboliti olan enalaprilatin yarilanma 6mrii 30-40
saattir. Bu nedenle birlikte formiile edilmeleri farmakokinetik agidan sorun
olusturmamaktadir.

- Biyofarmasétik agidan gerekcelendirme: Amlodipin BCS Sinif 1; enalapril ise BCS

Siif 3 ilagtir. Gelistirilen SDK tabletin pH 1,2-pH 6,8 arasinda ¢ok hizli ¢6ziinme (15

dk’da %85’ ten fazla) gostermesi QTPP spesifikasyonlarinda hedeflenmistir.

Yukarida verilen gerekgeler dogrultusunda gelistirilen SDK’ya ait QTPP ve CQA
belirlenmistir. CQA’in risk degerlendirmesi Ishikawa diyagrami ve neden-sonu¢ matrisi
yardimiyla gerceklestirilmistir. Risk analizi sonucunda belirlenen CMA krospovidon
miktar1, gliseril distearat miktar1, hidroksipropil seliiloz miktar1 ve prejelatinize nisasta

miktar1 iken CPP ise karistirma hizi, karistirma siiresi, lubrikasyon hizi ve lubrikasyon
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siresidir. Bu parametrelerin kritik kalite 0Ozellikleri iizerindeki Onem derecesinin

saptanmasi amaciyla Plackett-Burman eleme tasarimi kullanilmistir.

PBD’de her biri nicel 2 diizey i¢eren 8 faktdr toplam 12 deney ile gerceklestirilmistir. PBD
sonuclar1 grafiksel olarak degerlendirilmis ve en etkili faktorler tespit edilmistir. Bu
faktorler gliseril distearat (kaydirict) miktari, krospovidon (dagitic1) miktar1 ve karistirma
siiresidir. Bu ¢ faktoriin istatistiksel olarak degerlendirilmesi ve optimizasyon
basamagiyla tasarim alaninin belirlenmesi amaciyla yiizey yanit metodlarindan olan BBD

kullanilmistir.

BBD tasarim ii¢ faktor, iic diizey ve bes merkez noktasiyla toplam 17 deney ile
gergeklestirilmistir. Deneyler ANOVA sonuglart ve c¢esitli istatistiksel parametreler
araciligryla degerlendirildiginde yanitlardan ikisi i¢in (dagilma siiresi ve enalaprilin igerik
tekdiizeliginin varyasyon katsayisinda) anlamli kuadral modeller gelismistir. Bu
modellerde dagilma siiresinin en fazla 60 saniye oldugu ve enalapril icerik tekdiizeliginin
varyasyon katsayisinin da %5’ten az oldugu ve her iki parametrenin de minimize edildigi
bir optimizasyon islemi gerceklestirilmistir. Optimizasyon sonucu onerilen 31 optimum
kosuldan hareketle bir tasarim alan1 belirlenmistir. Daha sonra se¢ilen optimium kosullarda
(desirability 0,848) hazirlanan tabletlerde kalite denetimleri gerceklestirilmistir. Bu
denetimler Design Expert® 11 yaziliminda optimizasyon sonucu tahmin edilen degerlere
olduk¢a yakin bulunmus olup hedef spesifikasyonlar1 kargilamaktadir. Final

formiilasyondaki safsizlik sonuglar1 da farmakope limitleri i¢erisinde bulunmustur.

Sonu¢ olarak, bu doktora tez calismasinda antihipertansif etkili SDK tabletin
gelistirilmesinde formiilasyon ve proses asamalarina kalitenin nasil insa edilecegi basariyla
gosterilmistir. Gelistirilen bu kombine iirliniin 6ncelikle hipertansiyon olusturulmus
hayvan modellerinde in vivo farmakodinamik caligmalarla etkinliginin incelenmesi de
tablet kombinasyonun ADEI ve KKB’nin aditif etkisini gérmek acisindan énemli olacaktir.

Caligmanin in vivo ¢aligmalar ile desteklenmesi 6nerilmektedir.
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