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OZET

Gokhan Bayrak (2019). Feniramidol HCI’in farmasétik preparatlarda HPLC ile tayini,
Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Analitik Kimya ABD. Yiiksek Lisans

Tezi. Istanbul.

Bu tez c¢alismasi kapsaminda feniramidol hidrokloriiriin farmasétik preparatlarda
tayini i¢in yliksek performansli sivi kromatografisi yontemi kullanilarak bir miktar
tayini metodu gelistirilmis ve gelistirilen metodun validasyonu basar1 ile
tamamlanmistir. Kromatografik ayirmalar, C18 kolonda hareketli faz olarak metanol: su
(%0,1 Trifloroasetik asit) (40:60, h/h) kullanimiyla, 1.0 mL/dak. akis hizinda, 310 nm
dalga boyunda gerceklestirilmistir. Dogrusal aralik 80 — 120 mcg/ml arasinda
bulunmus, tayin edebilme sinir1 (LOD) ve gozlenebilme sinir1 (LOD) sirasiyla 1.65
mcg/mL ve 5.50 mcg/mL elde edilmistir. Giinler arasi tekrarlanabilirlik sirasiyla
%98,66 ve %98,63 olarak bulunmustur. Tabletlerden geri kazanim degeri %100,9’dur.
Gelistirilen bu metot ilag etken maddesinin farmasdtik preparatlardaki tayinine basariyla
uygulanmis ve ilag¢ sanayinde rutin analizlere kolaylikla uygulanabilir niteliktedir.

Anahtar Kelimeler: Feniramidol HCI, Miktar Tayini, HPLC, Validasyon, Farmasotik
Preparat



ABSTRACT

Gokhan Bayrak (2019). Determination of feniramidol HCI by HPLC in pharmaceutical
preparations, Istanbul University Institute of Health Sciences, Analytical Chemistry,
Department. Master Thesis. Istanbul.

Within scope of this thesis, a quantitative method has been developed by using high
performance liquid chromatography method for the determination of phenyramidole
hydrochloride in pharmaceutical preparations and method was validated.
Chromatographic separations were carried out using methanol: water (0.1%
Trifluoroacetic acid) (40:60, v / v) as the mobile phase in the C18 column, 1.0 mL /
min. at a flow rate and wavelength of 310 nm. The linear range was established between
80 — 120 mcg/mL, limit of quantitation (LOQ) and limit of detection have been obtained
as 1.65 mcg/mL and 5.50 mcg/mL. Day to day repeatability was obtained as 98.66%
and 98.63%, respectively. The recovery value from the tablets is 100.94%. This method
has been successfully applied for the determination of the drug substance in the
pharmaceutical preparations and it is easily applicable to routine analyzes in the
pharmaceutical industry.

Keywords: Phenyramidole HCI, Quantification, HPLC, Validation, Pharmaceutical
Preparation



1. GIRIS VE AMAC

Feniramidol HCI, C13H14N20.HCI1 kapali kimyasal adi, molekiil agirlig1 214,263 g/mol
ve acik adi 1-fenil-2—(piridin—2—ilamino) etanol hidrokloriir ile adlandirilan bir
bilesiktir. [1] Ci3H14N20 formiilii ilk defa 1959 yilinda Journal of the American
Chemical Society dergisinde farkli tipteki agrilarin dindirilmesi konusunda
kullanilabilecegi bildirilmistir. Molekiiliin bir adet Kiral merkez atomu mevcuttur. [2]
Feniramidol propandiol tiirevi, orta derecede etkili, non-narkotik analjezik ve non
sedatif miyorelaksan ilaglardandir [3]. Interndronal blokaj yapmasi yolu ile kas
gevsetici aktivitesi gostermektedir. Emilimi takiben uygulanan dozun g¢ogunu kas
kiitlesi tutar ve yavas yavas dolasima birakilir. Feniramidol karacigerde glukronik asit
ile konjuge olur ve feniramidol glukronit olarak idrarla atilir. flacin bir kismu ise safra
araciligiyla digki ile atilir. 1960 yilinda ilk Klinik uygulanmasi gergeklestirilmistir. Oral

solid dozaj formu ve enjeksiyonluk dozaj formlari mevcuttur [4].

Feniramidoliin analiz yontemleri ile ilgili literatiirde bazi ¢alismalara rastlanmistir.
Bunlardan ilkinde calismada oldukga pahali bir yontem olan kiitle spektormeteresi
kullanilmistir. [5] Farmasotik preparatlar igin rutin uygulamaya yonelik HPLC ile bir

metod literatirde bulunmamaktadir.

Bu konudaki ¢alismamizda, her analiz laboratuvarinda kolaylikla bulunabilen ve kiitle
spektroskopisine gore daha ucuz olan UV/PDA dedektorii kullanarak bir analiz yontemi
gelistirmeyi ve bu gelistirdigimiz metodu Feniramidol HCI etken maddesinin farmasétik

preparatlardaki analizine uygulanmasi planlanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Klinik Farmakolojisi

2.1.1. Etki mekanizmasi
Santral etkili kas gevsetici ilaglar ¢izgili kaslarin artmig olan tonusunu santral sinir
sistemindeki (SSS) etkileriyle azaltip spazm halindeki kaslarin gevsemesini saglayarak
etki gosterirler. Cizgili kaslarda spazm olusmasinda iki faktor belirleyici rol oynar.
Bunlardan biri kas ve iskelet hastaliklarinda periferden gelen duyusal uyari kalibinin
bozulmasi, digeri bazi norolojik hastaliklarda goriildigii gibi, omurilikteki motor
noronlar lizerinde etkili supraspinal kaynakli ekzitator ve inhibitor tonuslar arasindaki
dengenin bozulmasidir. Santral etkili kas gevsetici ilaglar periferik refleks yaylar
lizerinde ve supraspinal inici yolaklardaki sinapslar1 etkileyerek cizgili kaslarin
gevsemesini  saglarlar. Feniramidol santral kas gevsetici etkisini omurilikteki
polisinaptik refleks yollar: iizerinde bulunan ara noéronlari inhibe ederek gosterir.
Sonugta polisinaptik refleksler deprese olur. Monosinaptik refleksler iizerinde bir etkisi
yoktur. Feniramidol'iin santral kas gevsetici etkisinden bagimsiz analjezik etkisi de

bildirilmistir. [6]

2.1.2. Emilim
Gastrointestinal kanal emilimini takiben maksimum plazma diizeyine 1 saat

sonunda ulasir.[6]

2.1.3. Dagilim
Iskelet kas kiitlesinde biiyiik oranda dagilim gdstermekte ve ¢ok yavas olarak

dolasima katilmaktadir. [6]

2.1.4. Biyotranformasyon ve Eliminasyon
Sitokrom  P450 enzimleri etken maddenin metabolizmasinda  etki
gostermektedir. Karacigerde glukronik asit ile konjuge olarak ve bir kismi feniramiodl

glukronidi halinde idrar yoluyla atilmaktadir. [6]



2.1.5. Atthm
Ilag biiyiik oranda safra yoluyla ve ince barsaktan bakteriyal glukronida etkisiyle
serbest molekiil formunda (tuz olmayan ectken bazi) olarak enteroheptaik dolasima

katilip fegesle atilmaktadir. [6]

2.2. Feniramidol HCI’in Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

=z
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™
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=z

OH

Sekil 2-1: Feniramidol HCI’in kimyasal formiilii

Feniramidol HCI kimyasal adi alfa-(2-Piridilaminometil) benzil alkol
hidrokloriir olan beyaz renkli kristal toz halinde bir piridin tirevidir (Sekil 2-1).
Molekiil agirhigt 250,7 g/mol’diir. Kapali formiili CisH14N2O.HCI’dir. Suda ve

fizyolojik pH’daki ¢ozeltilerde serbestce ¢oziiniir.
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Sekil 2-2: Feniramidol HCI’in 100 mcg/mL derisimde sudaki ¢ozeltisinin IR spektrumu



2.2.1. Feniramidol HCI’in Safsizhiklar1
Feniramidol HCI’in  bilinen herhangi  bir farmakopede  monografi
bulunmamaktadir. Literatiir arastirmalarinda ise tanimli herhangi bir impiiritesinede
rastlanmamistir. Bu baglamda etken madde sentezi konusundaki patentler incelenmis ve
temel olarak iki adet sentez materyali tespit edilmistir. Bu sentez materyalleri proses
impiritesi sinifinda degerlendirilerek, gelistirilecek analitik metodun segicilik

calismalarinda kullanilacaktir.

2.2.1.1. Stiren 2 Oksid

Kimyasal adi feniloksiran’dir (Sekil 2-3). Kapali formiili CgHgsO veya
CeHsCHCHO’tir. WO 2007/135463 Al patentine gore Feniramidol HCI’in
sentezlenmesinde 6n siibstrattir [7]. Molekiil agirligr 120,15 g/mol’diir. World Health
Organization International Agency Research on Cancer, IARC Monographs on the
Evaluation of Carcinogenic Risks to Humans, Volume 82’ye gore muhtemel bir kanser
yapict materyaldir [8]. Stiren 7 ve 8 oksit, insanlarda, farelerde ve farelerde DNA ile
kovalent bag olusturur, bakteri ve kemirgen hiicrelerinde in vitro gen mutasyonunu
indiikler, insan hiicrelerinde in vitro olarak kromozomal sapmalar, mikroniikleus ve
kardes kromatid degisimini indiikler ve in vivo olarak farelerde kromozomal sapmalari
ve kiz kardesi kromatit degisimini indiikler [9]. Ayrica bagka bir kaynakta belirtildigi
sekilde, igerdigi gruplara bakildigi zaman epoksi grubundan otiri DNA
transformasyonuna yol agan alarm gruplarindan bulunmakadir [9]. Ayrica Vega in-
silico programi ile yapilan molekiil modelleme calismasi ile molekiiliin mutajen oldugu
bulunmustur.Bu sebeplerden 6tiirii genotoksik impiirite olarak degerlendirilip, segicilik
¢alismalarinda limit belirleme ¢aligmalari ilgili ICH M7(R1) kilavuzunda bulunan Tablo
3’teki karar agacinda belirtilen Acceptable Total Daily Intakes for Multiple Impurities
gore kronik agri sikayeti olan ve miitemadiyen bu molekiilii kullanmasi gereken bir
birey iizerinden en kotii senaryolama ile 5 mcg glinlik limit konmus ve tim

hesaplamalar bunun iizerine yapilmistir.



Sekil 2-3: Stiren 2 Oksit’in kimyasal formiilii

2.2.1.2. Amino Piridin
Kimyasal adi piridin-2-amin (Sekil 2-4). Kapali formiilii CsHsN2 veya
NH2CsHsN“dir.

US 3,165,527’e gore Feniramidol HCI’in sentezlenmesinde kullanilan bir baska
On siibstrattir [10]. Molekiil agirligi 94,12 g/mol’diir. Genotoksik alarm veren bir grup

bulunmamaktadir. Vega in-silico ile yapilan ¢aligmalarda bunu desteklemektedir.

Bu baglamda ICH Q3B (R2) kilavuzu ek 1 karar agacina gore, Feniramidol
HCl’in maksimum giinlilk alim dozunun 800 mg oldugu g6z oniine alindiginda, 2-
amino piridinin bitmis tirtindeki impiirite limit %0,2 olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Tim

hesaplamalar bu sekilde yapilacaktir [11].

X
G

N NH,

Sekil 2-4: 2-Amino Piridin kimyasal formiilii


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query=C5H6N2

2.3. Gelistirilmis Analitik Yontemler

2.3.1. HPLC Yontemleri

WO 2007/135463 patentinde Feniramidol HCI’in kiral safsizlik tayinine dair bir
metoda rastlanmistir. Bu ¢alismada a1 — acid glycoprotein 100 x 4.0 mm kolon ile %4
tetrahidrofuran’mn 10 mM pH 7 fosfat tamponu kullanilmistir. Dalga boyu 225 nm ve

numune derisimi 20 mcg/mL olarak tanimlanmustir [7].

2.3.2. HPLC-Kiitle Spektroskopi Yontemleri

Hakan Ergiin ve arkadaslar1 bel agris1 bulunan hastalarda oral ve intramaskiiler
doz uygulamalarinin etkinlik, giivenlik ve farmakokinetik parametreler agisindan
karsilastirilmasini amaglayan calismalar gergeklestirmislerdir. Bu ¢alismalarda belirtilen
HPLC metodu, Hypurity Cig kolonu (50*4,6 mm, 5 mikron) ve MRM positive
dedektori analiz igin kullanilmistir. Hareketli faz pH 3,5’de asetonitril: 2 mM amonyum
asetat (h/h 90:10) dan olusmustur. Akis hiz1 0,90 mL/dk olup feniramidol’lin eliisyon
zamani 0,65 dakika ve metaprolol’iin eliisyon zamani 1,5 dakika olarak bulunmustur

[12].



3. GEREC VE YONTEM

Tez calismas1 Abdi Ibrahim ila¢ Sanayi ve A.S. Esenyurt Ar-Ge merkezinde
2018-2019 yillar1 arasinda yapilmustir.

3.1. Kimyasal Maddeler ve Coziiciiler
Feniramidol HCI (OPTRIX, India)

Stiren Oksit (OPTRIX, India)

2-Aminopiridin (OPTRIX, India)

Feniramidol HCl 400 mg Film Kapli Tabletler (Seri no: 6401805P1 ve
6401805P2)

Trifloroasetik asit (Sigma-Aldrich)

Metanol (HPLC grade) (Merck)

Yiiksek saflikta su (HPLC saflikta)

3.2. Cozeltiler

3.3. Hareketli Faz
Hareketli faz metanol: su (%0,1Trifloroasetik asit) (40:60, h/h) karisimindan

olusur. Degaze edildikten sonra 0,45 um membran filtreden siiziiliir.

3.4. Feniramidol HC1 Miktar Tayini Analizi i¢cin Hazirlanan Cozeltiler

Feniramidol HCI Standart Hazirhigi: 20 mg Feniramidol HCI standard: tartildi. 200
mL’lik balon jojeye aktarilir. Yaklagik 100 mL distile su ilave edilip, 10 dk. ultrasonik
banyoda ¢oziindiikten sonra hacmine distile su ile tamamlanir. (Creniramidol Hci: 100

mcg/mL).

Numune Hazirhgi: 20 adet Feniramidol HCI 400 mg film kapli tablet numunesi tartilir
ve ortalama tablet agirligina denk gelen (yaklasik 555 mg tablet tozu) 200 mL balon
jojeye aktarilir ve 100 mL distile su ile 10 dk. ultrasonik banyo yardimiyla ¢oziiniir.
Hacmine ayni distile su ile tamamlanir. Bu ¢6zeltiden 2,5 mL alinarak 50 mL lik balon

jojeye aktarilir ve distile su ile hacmine tamamlanir. (Creniramidol Hci: 100 mcg/mL)



3.5. Aletler ve Diger Gerecler
1. Waters - Alliance HPLC Sistemi UV ve PDA dedektorlii (ABD)

Seperation Module 2695 (Numuneleyici, enjeksiyon initesi, pompa, degazer)
Kolon Firin1 186001791

Dedektor UV/Visible 2487

Dedektor PDA (Photodiode Arracy Dedector) 2996

Empower Yazilimi (Versiyon 2)

Empower Yazilimi (Versiyon 3)

2. Yazilimlar:

MS Office XP Excel

MS Office XP Word

Cambridge ChemDraw programi (Cambridge, ABD)

Vega in-silico platform Version 1.1.4
3. HPLC Kolonlar:

Agilent Zorbax Eclipse XDB C8 (150 mm x 4,6 mm i¢ ¢ap, 5 um) (Kaliforniya, ABD)
Waters Symetrry C18 (150 mm x 4,6 mm i¢ ¢ap, 5 pm) (Kaliforniya, ABD)
4. Elga Purelab Flex 2 Su Saflastirma Sistemi (Saint-Maurice, Fransa)
5. Millipore hareketli faz siizme filtresi 0,45 pm (Massachusetts, ABD)
6. Analitik Teraziler

Mettler Toledo AX204 Terazi (Goettingen, Almanya)

Mettler Toledo UMX-2 Terazi (Goettingen, Almanya)
7. Transonic 890 Ultrasonik Banyo
8. Waters Vida kapaklit HPLC Vialleri 2 mL (Massachusetts, ABD)
9. Cam Malzemeler:

Isolab Balonjoje (5, 10, 100, 200, 250 mL) (Wertheim, Almanya)

Isolab Meziir (500 mL, 1000 mL) (Wertheim, Almanya)



Isolab Beher (500 mL, 1000 mL) (Wertheim, Almanya)

3.6. Analiz Yonteminin Gelistirilmesi ile Tlgili Calismalar

3.7. Dedektor, Kolon ve Hareketli Faz Secimi
Yontem gelistirme ve validasyon c¢alismalart Abdi Ibrahim Esenyurt Ar-Ge
Merkez’inde gergeklestirilmistir. Calismalar esnasinda Waters marka Alliance modeli

HPLC cihazlar1 kullanilmistir. Bu amagla asagidaki ¢alismalar yapilmistir.

3.7.1.1. Dedektor ve Dalga Boyu Secimi

Molekiil yapisindaki UV 15181 absorblayabilen benzen ve piridin yapilarina istinaden
metod gelistirme calismalarinda UV/VIS ve PDA dedektorlerin kullanilmast 6n
goriilmistiir. Bu baglamda 100 mcg/mL’lik standart ¢ozeltisi spektrofotometrede dalga
boyu taramasi yapilmis ve 204,9 nm, 230,1 nm ve 310.0 nm’de ii¢ pik elde edilmistir.
Daha genis, simetrik ve analitik ¢alismalar i¢in yeterli bir absorbans degerine sahip bir

pik veren 310 nm ile gelistirme ¢alismalarina baglanmasina karar verilmistir.

Abs

200 300 400 500 600 700 800
Wavelength (nm)

Sekil 3-1: Feniramidol HCI 100 mcg/mL ¢ozeltisinin UV-VIS spektrumu
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Tablo 3-1: Feniramidol HCI 100 mcg/mL ¢ézeltisinin UV-VIS spektrumundan elde edilen

degerler
Pik Dalga Boyu (nm) Absorbance
1 204,9 3,293
2 230,1 3,483
3 310,0 2,505

Calismalar sirasinda kullanilan standart ¢ozeltilerinin hazirlanisi:

Feniramidol HCI Standart Hazirh@i: 20 mg Feniramidol HCI standard: tartilir. 200
mL’lik balon jojeye aktarilir. Yaklagik 100 mL distile su ilave edilip, 10 dk. ultrasonik
banyoda ¢oziindiikten sonra hacmine distile su ile tamamlanir. (Creniramidol Hcl: 100

mcg/mL).

3.7.1.2. Coziiciiniin secilmesi

Metot gelistirmesi hedeflenen Feniramidol HCI 400 mg Film Kapl tabletin kalitatif
formiiliinde etken madde ile beraber iiriin formiilasyonunda yer alan yardimci
maddelerin ¢oziiniirliikleri ve birim formiildeki yiizdeleri g6z 6niine alinmistir.
Feniramidol HCI fizyolojik pH araliginda suda serbest¢e ¢oziiniir ve film kapli tablet
agirhiginin yaklagik %72’sini olusturmaktadir. Birim formiilde bulunan diger yardimci
maddeler Polietilen Glikol 4000, Misir Nisastasi, Diisiik siibstitiyeli hidroksipropilmetil
selilloz, Talk, Povidon K30, Magnezyum Stearat, Sheffcoat Yellow PVA 30608649
kaplama materyali (ticari karisim olarak: Polivinil Alkol, Kinolin sarist aliminum lake,
Polietilen Glikol 3350, Titanyum Dioksit, Talk, Polietilen Glikol 8000, Sar1 Demir
Oksit) bulunmaktadir. Bunlardan ¢ogu suda ¢6ziinmekle beraber, suda ¢éziinmeyenler
suda kolayca disperse olabilen yardimci maddelerdir ve etken maddenin iiriin
matriksinden geri kazanilmasini engellemeyecekleri 6n goriilerek ¢6ziicii olarak metot

gelistirme caligmalarinda su secilmistir.
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3.7.1.3. HPLC Kolonu Se¢imi

Literatiirde HPLC ile dogrudan tayin metoduna rastlanmadigindan otiird, ilk
etapta ters faz kromatografisinde ilk se¢im olan C18 ve C8 kolonlarinin analitik metot
gelistirme calismalarinda kullanilmasima karar verilmistir. Tablo 3-2°de detaylar
verilen kolonlarin 6zellikleri bulunmaktadir. 150 mm uzunlugunda, 4,6 mm capinda 5
um partikiil boyunda Waters Symmtery C18 kullanilarak bolim 3.4.3 (deneme
calismalar1) de elde edilen metod sartlarinda bolim 3.4.1.1 de belirtilen Feniramidol
HCI numune ¢o6zeltisi hazirlandi ve 10 pl’lik enjeksiyonlar yapilarak alan, kuyruklanma
faktori, teorik plaka sayisi, pik safligi gibi sistem parametreler belirlendi. Elde edilen

kromatogramlar 4.1.2°de verilmistir.

Tablo 3-2: Denemelerde Kullanilan HPLC Kolonlarimin Sabit Faz Ozellikleri

Kol Gozenek I¢ yiizey alam End- Karbon yiikii
olon
cap1 (A) (m?/g) capping* oram (%)
Agilent Zorbax Eclipse
180 Var (Cift) 7.6
XDB C8
Waters Symmetry C18 100 335 Var 19.0

* Daha yiiksek pik simetrisi eldesi amaciyla, C18 polimerlerinin agik uglari kapmak suretiyle yapmis oldugu
kimyasal iglem.

3.7.1.4. Metod Gelistirme Calismalari

Yukarida bahsi gecen detektor, c¢oziicii ve kolonlar ile metod deneme caligmalar
3.5.1°de bahsi gegen sekilde hazirlanan numune ¢ozeltisi ile baslatildi. Mobil faz
denemeleri, kolon firm1 sicakligi  belirlenmesi, akis hizinin  belirlenmesi
kromatogramlarda elde edilen kolon basinci, pik ¢ikis zamani, pik sekli, pik simetrisi,

teorik plaka sayis1 vb. parametreler goz oniine bulunarak optimize edilmistir.

Deneme 1:

Hareketli Faz: (Metanol: Distile Su) (400:600, h/h)
Akis Hizi: 1,0 mL/dakika

Kolon firmn sicakhgi: 25 °C

Enjeksiyon Hacmi: 10 pl
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Tablo 3-3: Deneme 1 de elde edilen veriler

Parametre On Goriilen Limit Sonug¢
Pik ¢ikis zamani Maks. 5 dk. 19,8 dk.
Pik simetri faktorii <15 1,53
Teorik plaka sayisi >2000 82

On goriilen parametrelere uygun bir pik elde edilememistir. Pik zamanim &ne ¢ekmek

icin kolon firimi sicaklig1 ve akis hiz1 artirilmastir.

Deneme 2:

Hareketli Faz: (Metanol: Distile Su) (400:600, h/h)
Akis Hizi: 1,5 mL/dakika

Kolon firmn sicakhgi: 40 °C

Enjeksiyon Hacmi: 10 pl

Tablo 3-4: Deneme 2 de elde edilen veriler

Parametre On Gériilen Limit Sonuc¢

Pik ¢ikis zamani Maks. 5 dk. 12,9 dk.
Pik simetri faktorii <15 1,59
Teorik plaka sayist >2000 452

Deneme 1 ve Deneme 2 ile degistirilen kolon sicakligi ve akis hizina istinaden elde
edilen iyilestirme sinirli kaldigi icin mobil fazin organik oraninin degistirilmesine karar

verilmistir.
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Deneme 3:

Hareketli Faz: (Metanol: Distile Su) (500:500 h/h)
Akis Hizi: 1,5 mL/dakika

Kolon firin sicakhgi: 40 °C

Enjeksiyon Hacmi: 10 pl

Tablo 3-5: Deneme 3 de elde edilen veriler

Parametre On Gériilen Limit Sonug

Pik ¢ikis zamamn Maks. 5 dk. 5,82 dk.
Pik simetri faktorii <1,5 1,24
Teorik plaka sayis1 >2000 1396

Mobil faz degisikligi ile pik ¢ikis zamani, pik simetri faktorii ve teorik plaka sayisi
tyilestirilmistir. Trifloroasetik asit eklenmesi ile etken madde pikinin 6nce ¢ekilmesi ve

kuyruklanma faktoriiniin diisiiriilmesi hedeflenmistir.

Deneme 4:

Hareketli Faz: (Metanol: Distile Su: TFA) (400:600:1, h/h/h)
Akis Hizi: 1,5 mL/dakika

Kolon firm sicakhgi: 40 °C

Enjeksiyon Hacmi: 10 pl

Tablo 3-6: Deneme 4 de elde edilen veriler

Parametre On Goriilen Limit Sonu¢
Pik ¢ikis zamani Maks. 5 dk 1,42
Pik simetri faktorii <15 1,20
Teorik plaka sayisi >2000 3047

Mobil faz degisikligi ile pik ¢ikis zamani, pik simetri faktorii ve teorik plaka sayisi
iyilestirilmistir. Uygun pik parametleri elde edilen metot sartlarinda, 1,5 mL/dk. kolon
akis hizinda elde edilen kolon basinci uzun vadede bu metotla ¢alisilan kolonlarin

Omriinii kisaltacagi 6n goriilerek, akis hizinin 1,0 mL/dk. olmasina karar verilmistir.
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Deneme 5:

Hareketli Faz: (Metanol: Distile Su: TFA) (400:600:1)
Akis Hizi: 1,0 mL/dakika

Kolon firin sicakhgi: 40 °C

Enjeksiyon Hacmi: 10 pl

Tablo 3-7: Deneme 5 de elde edilen veriler

Parametre On Gériilen Limit Sonu¢
Pik ¢ikis zamani Maks. 5 dk. 2,27
Pik simetri faktori <15 1,16
Teorik plaka sayis1 >2000 6451

Mobil faz degisikligi ile pik ¢ikis zamani, pik simetri faktorii ve teorik plaka sayisi

iyilestirilmistir. Final metot sartlar1 olarak bu denemenin kosullar1 belirlenmistir.
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3.8. Gelistirme Calismalar1 Sonunda Elde Edilen Analitik Yontem
Kromatografik Sartlar

Kolon : Waters Symetrry C18 (150 mm x 4.6 mm), 3.5um
Kolon sicakhigi 240.0 °C

Numune sicakhigi :25.0°C

Akis h1iza : 1.0 mL/dak

Dalga boyu : 310 nm

Enjeksiyon Hacmi :10.0 uL

Analiz siiresi : 5 dakika

HPLC sistemi

Cihaz : Waters Alliance HPLC Sistemi

Sistem : Yiiksek basingli pompa (LC-20 AD XR)

: Sogutuculu Otomatik Ornekleyici (SIL-20 AC HT)
: Kolon Firmn1 (CTO-10 AS VP)

: Diode Array Dedektor (Nexera X2 SPD-30A)

: Empower Yazilimi (Version 2)

: Empower Yazilimi (Version 3)

3.9. Feniramidol HCI miktar tayini analizi

Feniramidol HCI Standart Hazirhgi: 20 mg Feniramidol HCI standard: tartilir. 200
mL’lik balon jojeye aktarilir. Yaklagik 100 mL distile su ilave edilip, 10 dk ultrasonik
banyoda ¢oziindiikten sonra hacmine distile su ile tamamlanir. (Creniramidol Hcl: 100

mcg/mL). Standart ¢ozelti 1 ve standart ¢ozelti 2 olmak iizere iki defa hazirlanir.

Numune Hazirhgi: 20 adet Feniramidol HC1 400 mg film kapli tablet numunesi tartilir
ve ortalama tablet agirligina denk gelen (yaklasik 555 mg tablet tozu) 200 mL balon
jojeye aktarilir ve 100 mL distile su ile 10 dk. ultrasonik banyo yardimiyla ¢oziiniir.
Hacmine ayni distile su ile tamamlanir. Bu ¢6zeltiden 2,5 mL alinarak 50 mL’lik balon

jojeye aktarilir ve distile su ile hacmine tamamlanir.  (Creniramidot HCI: 100 mcg/mL).

Yontem
e Standart ¢ozelti 1, 2 kez enjekte edilir.
e Standart ¢ozelti 2, 6 kez enjekte edilir ve sistem uygunlugu parametreleri kontrol
edilir.

e Numune ¢ozeltileri 2’ser kez enjekte edilir
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Sistem Uygunluk
e Standart Cozelti 2’ nin ardisik alt1 enjeksiyonundan elde edilen pik alanlarinin
arasindaki bagil standart sapma degeri % 2.0’den kii¢iik olmalidir

e Standart ¢ozelti ve kontrol standart ¢ozelti arasindaki alan/miktar uyum orani1 %

98.0 ile % 102.0 arasinda olmalidir.

Hesaplama
Asagida verilen ve denklem haline getirilmis formiil ile numune igindeki Feniramidol

HCI miktar1 hesaplanir (Denklem 3-1):

An  Ts 200 50  OTA

— X XPX— X— X— X100 (Denklem 3-1)

Ax 200 ™ 25 E

An : Numune ¢ozeltisinden elde edilen pik alani.

As . Standart ¢ozeltisi 2’nin ardisik 6 enjeksiyonundan elde edilen ortalama pik alanlarmin aritmetik
ortalamasi.

P : Standardinin % as is potensi.

Ts : Standart tartimi, mg.

TN : Numune tartimi, mg.

OTA : Ortalama tablet agirligl, mg.
E : Feniramidol HCI etiket degeri (400 mg)
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3.10. Gelistirilen Yontemin Validasyonu
Gelistirilmesi tamamlanan yontemin validasyonu ICH Kilavuzu Q2 (R1)’ye

gore yapildi [13].

3.11. Secicilik
Secicilik, numune matrisinde bulunan diger bilesenlerin varliginda ilgilenilen

analitin dogru, spesifik ve ayr1 olarak dlgtilebilmesidir.
Kabul kriteri: Numune matrisi bilesenleri ana pik ile girisim yapmamalidir.

2-Amino piridin stok ¢ozeltisi: 2,00 mg 2-Amino pridin standard: tartildi ve 20 mL’lik
balon jojeye aktarildi, etanol ile ¢oziiliir ve etanol hacmine tamamlandi. Bu ¢6zeltiden 1
mL alinarak 20 mL’lik balon j6jeye aktarildi ve hacmine etanol ile tamamlandi.

(C2-Amino piridin: 5 mcg/mL)

2-Amino piridin standart ¢ozeltisi: 2-Amino piridin stok standart ¢6zeltisinin 2 mL’si
50 mL’lik balon j6jeye alinir ve hacmine distile su ile tamamlanir.

(C2-Amino pirigin: 0, 2 mcg/mL)

Stiren oksit stok ¢ozeltisi: 3,15 mg Stiren oksit standart1 tartildi ve 20 mL’lik balon
jojeye aktarildi, metanol ile ¢6ziildii ve hacmine tamamlandi. Bu ¢6zeltiden 2 mL
alinarak 100 mL’lik balon jojeye aktarildi ve hacmine metanol ile tamamlandi. Bu
¢ozeltinin 1 mL’s1 100 mL’lik balon jojeye alind1 ve hacime metanol ile tamamlandi.

(CStiren oksit- 0,0315 ng/m L)

Stiren oksit standart ¢ozeltisi: 2-Amino piridin stok standart ¢ozeltisinin 2 mL’si 100
mL’lik balon jojeye alinir ve hacmine metanol ile tamamlanir.

(CStiren oksit- 0,00063 ng/m L)



3.12. Dogrusallik
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Analitik metodlarin dogrusalli§i, numune igerisindeki analitin belirli bir

konsantrasyon araliginda, elde edilen test sonucu ile dogrusal olmasi olarak agiklanir.

Feniramidol HCI Stok Standart Hazirh@i: 20 mg Feniramidol HCI standardi tartilir.

20 mL’lik balon jojeye aktarilir. Yaklagik 10 mL distile su ilave edilip, 10 dk. ultrasonik

banyoda ¢oziindiikten sonra hacmine distile su ile tamamlanir. (Creniramidol Hcl: 1000

mcg/mL)

%350 standart cozeltisi: 1,0 mL stok standart ¢ozelti, 20 mL balon jojeye alindi

hacmine distile su ile tamamlandi. (Creniramidol Hcl: 50 mcg/mL)

%80 standart cozeltisi: 2,0 mL stok standart ¢ozelti, 25 mL balon jojeye alindi

hacmine distile su ile tamamlandi. (Creniramidol Hcl: 80 mcg/mL)

%90 standart cozeltisi: 1,8 mL stok standart ¢dzelti,20 mL balon jojeye alindi

hacmine distile su ile tamamlandi. (Creniramidol Hcl: 90 mcg/mL)

%0100 standart cozeltisi: 2,0 mL stok standart ¢ozelti,20 mL balon jojeye alindi

hacmine distile su ile tamamlandi. (Creniramidol Hcl: 100 mcg/mL)

%110 standart cozeltisi: 2,2 mL stok standart ¢ozelti,20 mL balon jojeye alindi

hacmine distile su ile tamamlandi. (Creniramidol Hci: 110 meg/mL)

%120 standart ¢ozeltisi: 3,0 mL stok standart ¢ozelti,25 mL balon jojeye alindi

hacmine distile su ile tamamlandi. (Creniramidol Hci: 120 mecg/mL)

ve

\%

ve

Ve

ve

ve

Islem: Her bir standart ¢ozeltinin derisimler ve ardisik 3 er enjeksiyonundan elde edilen

alanlari, en kiiclik kareler yontemine gore dogrusallik denklemleri elde edildi. Sonuglar

ve dogrusallik grafikleri Boliim 4.2.2°de verilmistir.
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3.13. Tayin Siir1 (LOQ) ve Gozlenebilme Sinir1 (LOD)
Feniramdol HCI i¢in LOQ ve LOD degerleri kalibrasyon dogrusunun egimi (m)
ve y cksenini kestigi nokta verileri kullanilarak asagidaki formiiller kullanilarak

hesaplandi.

100 30
LOQ = — LOD = —
m m

o: Kalibrasyon dogrusunun y kesigsiminin standart sapmast
m: Kalibrasyon dogrusunun egimi

Elde edilen sonuglar Boliim 4.2.3.’te gdsterilmistir.

3.14. Dogruluk
Analitik metodun dogrulugu, numune matrisinden miktar1 bilinen miktarda

eklenmis etken maddenin, geri kazanilmasi ve bilinen degere yakinligidir.

Feniramidol HCI Standart Hazirh@: 20 mg Feniramidol HCI standard: tartilir. 200
mL’lik balon jojeye aktarilir. Yaklasik 100 mL distile su ilave edilip, 10 dk. ultrasonik
banyoda ¢oziindiikten sonra hacmine distile su ile tamamlanir. (Creniramidol Hcl: 100

mcg/mL). Standart ¢ozelti 1 ve standart ¢ozelti 2 olmak iizere iki defa hazirlanir.

Numune Hazirhgi: Tablo 3.7°de belirtilen ortalama tablet agirligima denk gelen
(yaklasik 555 mg) miktarlardaki etken madde ve plasebolar, tartilir ve 200 mL balon
jojeye aktarilir ve 100 mL distile su ile 10 dk. ultrasonik banyo yardimiyla ¢oziiniir.
Hacmine ayni distile su ile tamamlanir. Bu ¢ozeltilerden 2,5 mL alinarak 50 mL’lik
balon jojeye aktarilir ve distile su ile hacmine tamamlanir. (Creniramidol Hcl: 100

mcg/mL)
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Tablo 3-8: Aktif madde dogruluk numuneleri hazirlama tablosu

Dogruluk Seviyesi Etken Madde Tartimi (mg) Plasebo Miktar1 (mg)
; .

% 80 SFV|yeS|nde numune 124 320
hazirlig: 1

. L

% 80 sgewyesmde numune 124 320
hazirlig 2

; .

% 80 SFV|yeS|nde numune 124 320
hazirligt 3

. L

Yo 1OOVseV|yeS|nde numune 155 400
hazirligi 1

. .

% 100 seviyesinde numune 155 400
hazirlig 2

. L

) 100vseV|yesmde numune 155 400
hazirlig 3

. .

% 120vseV|yesmde numune 186 480
hazirlig 1

. .

Yo 120vseV|yesmde numune 186 480
hazirlig 2

. L

) 120vseV|yesmde numune 186 480
hazirlig 3

Geri Kazanum — Deneysel Konsantrasyon % 100 (Denklem 3'2)

Teorik Konsantrasyon

Geri kazanim sonuglar1 Boliim 4.2.3’de verilmistir.

3.15. Kesinlik — Tekrarlanabilirlik
Kesinlik, analitik bir metodun homojen olan bir numune i¢in yapilan coklu
orneklemelerde analiz edildiginde elde edilen bireysel test sonuglari arasindaki uyum

derecesidir.

Boliim 3.5°te tarif edilen sekilde hazirlanan standart ve 6 adet numune ¢ozeltieri

analiz edildi. Elde edilen sonuclar Boliim 4.2.4.2° de verilmistir.

Kabul Kriteri: Etken madde miktar tayini sonuglari arasinda bagil standart

sapma degeri %2,0 den kii¢lik olmalidir.

3.16. Kesinlik — Sistem Kesinligi
Kesinlik, analitik bir metodun homojen bir numunenin veya standart ¢ozeltisinin

tekrarli enjeksiyonlarindan elde edilen sonuglarin arasindaki uyum derecesidir.
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Boliim 3.5°te tarif edildigi sekilde 6 standart ¢ozeltisi hazirlandi ve analiz edildi.

Elde edilen sonuglar Boliim 4.2.4.1° de verilmistir.

Kabul Kriteri: Etken madde miktar tayini sonuglari arasinda bagil standart

sapma degeri %2,0 den kiigiik olmalidir.

3.17. Kesinlik — Ara Kesinlik
Farkli giinler, analistler, ekipman vb. gibi rastgele olaylardan kaynaklanan
laboratuvar i¢i degisikliklerden elde edilen sonuglar tek tek degiskenlerin etkilerinin

(varsa) izlenebilmesi i¢in deneysel tasarimdir.

Boliim 3.5’te anlatildigi sekilde hazirlanan standart ve numune c¢ozeltileri

hazirland: ve analiz edildi. Elde edilen sonuglar Boliim 4.2.4.3” de verilmistir.

Kabul Kriteri: Etken madde miktar tayini sonuglari arasinda % RSD degeri

%2,0 den az olmalidir.

3.18. Dayamkhhk
Analitik bir metodun saglamligi, yontem parametrelerinde kiigiik, ancak kasith
degiskenliklerden etkilenmeden kalma kapasitesinin bir dlgiisiidiir ve normal kullanim

sirasinda giivenilirliginin bir gostergesidir.

Boliim 3.5’te tarif edildigi sekilde hazirlanan numune ve standart ¢ozeltileri,
normal analiz kosullar1 yaninda degistirilmis analiz kosullarinda (farkli akis hizlari,
farkli kolon firin1 sicakliklari, farkli dalga boylar1) analiz edildi. Elde edilen sonuglar

Bolim 4.2.5°de verilmistir.

Kabul Kriteri: Etken madde miktar tayini normal sartlar ile elde edilen analiz ve

degistirilmis her bir parametrenin analizi sonuglar1 arasinda bagil standart sapma degeri

%2,0 den kii¢iik olmalidir.

3.19. Cozelti Stabilitesi
Numune ve standart ¢dzeltilerinin belirlenen kosullarda ne kadar siire ile stabil

kaldiginin ve ne kadar siire kullanilabilir oldugunun 6l¢iildiigii calismalardir.

Bolim 3.5’te tarif edildigi sekilde hazirlanan numune ve standart ¢ozeltileri

analiz edildi. Elde edilen sonuglar Boliim 4.2.6’da verilmistir.
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Kabul Kriteri: Numune ve standart ¢ozeltilerinin farkli zamanlarda 6lgiilen alan

degerleri ile baslangi¢ zamani karsilastirildiginda fark %2’yi gegmemelidir.

3.20. Stress Calismasi

Safsizlik veya bozunma {iriinii standartlart mevcut degilse ve/veya gelistirilen
analitik metodun farkli stress kosullarinda maruz kalmis numune matrisinde
olusabilecek safsizliklar ile etken maddenin spesifik olarak ayrilip ayrilamadiginin
ol¢iildiigii ¢alismalardir. Ornek olarak uygulanabilecek stress kosullari, 151k, 151 ve nem,

asit / baz hidrolizi ve oksidasyondur.

Bolim 3.5’te anlatildigi sekilde hazirlanan standart ¢ozeltileri hazirlandi ve
numune ¢ozeltileri asitik, bazik, hidroliz ve sicaklik-nem kosullarinda stress kosullarina

tabi tutulan numuneler analiz edildi. Elde edilen sonuglar Boliim 4.2.7’de verilmistir.

Kabul Kriteri: Numune ¢ozeltilerinden elde edilen piklerde purity angle degeri

purity treshold degerinden kiigiik olmalidir.
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4. BULGULAR

4.1. Analiz Yonteminin Gelistirilmesi ile Tlgili Bulgular
4.1.1. Yapilan Gelistirme Calismalari

4.1.2. Metod Gelistirmeye Ait Bulgular
Denemeler sonucunda elde edilen kromatogramlar Sekil 4-1, 4-2, 4-3, 4-4 ve 4-

5’te ve ayirim faktorleri Tablo 3-3, 3-4, 3-5, 3-4 ve 3-5’de verilmistir.
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Sekil 4-1: Deneme 1 ile elde edilen HPLC kromatogrami (Cseniramidol Hci: 100 meg/mL)
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Sekil 4-2: Deneme 2 ile elde edilen HPLC kromatogrami (Creniramidol Hci: 100 mcg/mL)
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Sekil 4-3: Deneme 3 ile elde edilen HPLC kromatogrami (Creniramidol Hci: 100 mcg/mL)
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Sekil 4-4: Deneme 4 ile elde edilen HPLC kromatogrami (Cseniramidol Hei: 100 meg/mL)
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Sekil 4-5: Deneme 5 ile elde edilen HPLC kromatogrami (Cseniramidol Het: 100 meg/mL)

4.2. Gelistirilen Yontemin Validasyonu

4.2.1. Segicilik
Segicilik enjeksiyonlarindan elde edilen kromatogramlarda, ana pik ile her hangi

bir pikin girisimi olmadi belirlenmistir. Cozeltilere ait kromatogramlar Sekil 4-6’da

verilmistir.
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Sekil 4-7: Plaseboya ait kromatogram
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Sekil 4-10: Spesifikasyon iist limitinde 2-Amino piridine ve Stiren oksit katilmis numuneye

ait kromatogram
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Sekil 4-11: Impiirite iist spesifikasyon limit derisiminde hazirlanms 2-Amino piridine ait

kromatogram
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Sekil 4-12: impiirite iist spesifikasyon limit derisiminde hazirlanmis Stiren oksite ait

kromatogram
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Sekil 4-13: Retensiyon zamamim tayin etmek i¢cin hazirlanmis derisik 2-Amino piridin ait
kromatogram
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Sekil 4-14: Retensiyon zamanin tayin etmek icin hazirlanmis derisik Stiren oksite ait

kromatogram



Tablo 4-1: Secicilik sonuglar:
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. Alhkonma . . Purity  Teorik Plaka
Cozelti Ad1 Zamani Pik Alam1  Purity Angel Treshhold Sayisi
Coziicii 1,43 9360 - - -
Plasebo - - - - -

Standart 2.129 1511744 0,189 0,672 6524
cozeltisi
Numune 2127 1562572 0,817 0,810 6548
Cozeltisi
2-Amino i ) i i i
piridin
Stiren Oksit - - - - -
Spike(katilmis) Numune
Coziicii 1,425 8721 11,181 5539 7468
Fe”'&”l“do' 2,125 1556208 0,173 0,631 6480
2-Amino ) i i . )
piridin
Stiren Oksit - - - - -
Retensiyon tayin etme enjeksiyonlar:
2-Amino
piridin 1,502 45739 - - -
(derisik)
Stiren Oksit 7,080 113951 i ) )

(derisik)
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4.2.2. Dogrusalhik

Boliim 3.6.2°de belirtilen ¢ozeltiler hazirlanarak ve hedef konsantrasyonundan 6
enjeksiyon (sistem kesinligi verilerinin elde edilmesi igin), diger konsantrasyon
seviyelerinden 3 er (istatiksel olarak bagil standart sapmasi hesaplanabilmesi igindir)
enjeksiyon yapilarak elde edilen alanlar ve ilgili konstrasyon degerleri, en kiiciik kareler

yontemine gore dogrusallik denklemi elde edildi. Elde edilen sonuglar Tablo 4-2’dedir.

Tablo 4-2: Dogrusallik verileri

Feniramidol HCI

Konsantrasyon Alan Ortal SD
rtalama %RSD

Seviye Alan

(mcg/mL)

1271415
%80 81,82 1271905 1272066 745 0,06
1272878

92.05 1437565
%90 1445694 1440991 4212 0,29
1439713

1582457
1583614
1586206
%100 102,28 1584711 2270 0,14
1582348
1585643

1587996

1734124
%110 112,51 1743459 1738771 4668 0,27
1738731

1911313
%120 122,73 1908524 1910475 1695 0,09
1911588

Egim 15395
y-kesim noktasi 14842
R 0,9996

R? 0,9991
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2000000 -
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Sekil 4-15: Feniramidol HCI dogrusallik grafigi

Analitik metod validasyonu, dogrusallik parametresi kapsaminda yapilan
caligmalar sonucunda elde edilen pik alanlar1 ve ilgili konsantrasyon degerli ile elde
ulasilan denklemi egimi, y-kesim noktasi, korelasyon katsayisi (R), korelasyon
katsayisinin  karesi (R?) ve % y-kesim noktasinin degeri Excel yardimiyla
hesaplatilmistir. {lgilenilen tiim maddeler i¢in korelasyon katsayist 0,998 degerinin
tistiinde oldugu goriilmiistiir. % Y-kesim noktasi degeri ise %2’den kiigiik bulunmustur.
Feniramidol HCI i¢in 80-120 mcg/mL konsantrasyonlar1 araliginda, detektor yaniti ile

konsantrasyonlar arasinda dogrusal bir iliski oldugu bulunmustur.

b

LT

% y — kesim noktas: = x 100 (Denklem 4-1)

b: dogrusallik denkleminde y kesim noktasi degerinin mutlak degeri.

alan: % 100 konsantrasyona karsilik gelen alanlarin aritmetik ortalamasi.
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4.2.3. Tayin Smir1 (LOQ) ve Gozlenebilme Sinir1 (LOD)
Validasyonu yapilan yontemin tayin siir1 (LOQ) ve gozlenebilme sinir1 (LOD)
degerleri Bolim 3.1.3.te verilen denklemlere gore hesaplandiginda sirasiyla 1,65

mcg/mL ve 5,50 mcg/mL olarak bulunmustur.

4.2.4. Dogruluk

Bolim 3.5°de belirtildigi tizere standart ¢6zeltiden 6 enjeksiyon yapilarak elde
edilen alanlarin aritmetik ortalamasi hesaplandi. %80, %100 ve %120 seviyelerinde
hazirlanmis 3’er numune hazirlanarak, ikiser enjeksiyon yapildi. Standart
konsantrasyonu ve ortalama alanlar1 kullanilarak numunelerdeki deneysel miktarlar mg
cinsinden hesapland1 ve teorik miktarlar ile karsilastirildi. Sonuglar Tablo 4-3’de

verilmigtir.
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Tablo 4-3: Feniramidol HCI dogruluk sonuclari

Teorik Deneysel % SD RSD
: . ey % Geri  Ortalama
Seviye Miktar Miktar Geri
(mg) (mg) Kazanim erl
Kazanim
1 3215 325,6 101,28
2 3215 325,6 101,18
3 320,6 324,6 101,25
% 80 101,01 0,32 0,31
4 320,6 324,3 101,15
5 319,4 321,3 100,59
6 319,4 321,4 100,63
1 400,6 404.,6 101,00
2 400,6 404,7 101,02
3 399,6 403,0 100,85
% 100 100,89 0,11 0,11
4 399,6 402,6 100,75
5 400,0 403,7 100,93
6 400,0 403,1 100,78
1 479,8 484.6 101,00
2 479,8 484.6 101,00
3 4825 486,8 100,89
% 120 100,92 0,07 0,07
4 4825 486,4 100,81
5 479,1 483,3 100,88
6 479,1 483,6 100,94

Genel Ortalamalar 100,94 0,06 0,06

Dogruluk g¢alismasi sonucunda elde edilen geri kazanim sonuglari Feniramidol
HCI 80-120 mcg/mL konsantrasyonlari arasinda %100,94 ile %98.0-102.0 limitleri
dahilinde bulunmustur.

4.2.5. Kesinlik
Boliim 3.5°te tarif edilen sekilde hazirlanan standart ve numune c¢ozeltileri analiz
edildi. Elde edilen sonuglarin bagil standart sapma degerleri hesaplanarak metodun

kesinligi belirlenmistir.
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4.2.5.1. Sistem Kesinligi calismasi sonuclari
Feniramidol HCI standart ¢6zeltisi kullanilarak yapilan ardisik 6 enjeksiyondan

elde edilen sonuglar Tablo 4-4’ de verilmistir.

Tablo 4-4: Sistem kesinligi calismasi sonugclari

Feniramidol HCI

) Alikkonma
Teorik Plaka )
Enjeksiyon No  Simetri Faktorii Zamam Pik Alam
Sayis1 )

(dakika)
1 1,17 6542 2,130 1570985
2 1,17 6561 2,131 1576016
3 1,17 6521 2,128 1572986
4 1,17 6586 2,132 1567928
5 1,17 6567 2,129 1571242
6 1,17 6593 2,130 1574449

Ortalama 1572268
Standart Sapma 2858
% RSD 0,18

4.2.5.2. Tekrarlanabilirlik ¢calismasi sonuclari
Feniramidol HCI film tablet seri no 6401805P2 kullanilarak gergeklestirilen

miktar tayini ¢alismalarinda elde edilen sonuglar Tablo 4-26’ da verilmistir.

Tablo 4-5: Aktif madde i¢in kesinlik ¢alismasi sonuglari

Feniramidol HCI

Ol¢iim % Sonuc¢

1 100,26

2 101,88

3 102,53

4 101,68

5 101,69

6 101,51

Ortalama 101,56
Standart Sapma 0,74
% RSD 0,73

Miktar tayini sonuglari arasinda bagil standart sapma degeri %2,0 den kiigiik

bulunmustur.
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4.2.5.3. Ara Kesinlik calismasi sonuclari
Feniramidol HCI film tablet seri no 6401805P1 kullanilarak yapilan miktar
tayini farkli giin, farkli HPLC cihazinda, farkli kolon kullanilarak yapilmistir ve

calismalarinda elde edilen sonuglar Tablo 4-6’ da verilmistir.

Tablo 4-6: Ara kesinlik aktif madde i¢in kesinlik ¢alismasi sonuglari

Feniramidol HCI

Analiz Numune No % Sonug¢

1 98,11

! 99,21

2
1 98,57
2 98,69

Ortalama 98,65
Standart Sapma 0,45
% RSD 0,46

Miktar tayini sonucglart arasinda bagil standart sapma degeri % 2,0 den az

bulunmustur.

4.2.6. Dayamkhhk
Asagida Ozet tablosu verilen analiz sartlar1 degistirilerek analizler yapildi ve

metodun analiz gartlarina kars1 dayaniklilig test edildi.

Tablo 4-7: Dayamkhilik ¢calismasi sonuglari

Feniramidol HCI

Allkonma  Teorik

Simetri
Analiz Sartlan Miktar Tayini (%) Zamani Plaka Faktorii
(dakika) Sayisi
Normal sartlar 98,31 2,239 3553 1,13
Yiiksek akis (1,25 mL/dk.) 99,14 1,713 5914 1,14
Diisiik akis (0,75 mL/dk.) 99,45 2,812 7018 1,20
Yiiksek kolon firmm sicakhigi 99,14 2,050 7065 1,18
Diisiik kolon firim sicakhi 99,15 2,224 5951 1,15
Farkh Dalga Boyu (305 nm) 98,47 2,253 3696 1,13
Farkh Dalga Boyu (315 nm) 98,33 2,239 3560 1,13
Ortalama 98,86
Standart Sapma 0,47

% RSD 0,48




4.2.7. Cozelti stabilitesi
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Asagida HPLC otomatik numuneleme sisteminde ve seffaf balon jojede,

laboratuvar sartlarinda bekletilen standart ve numune ¢o6zeltilerinin farkli saatlerde

alman numuneler HPLC sisteminde analiz edilmistir. Sonuglar asagidaki tabloda

verilmistir.

Tablo 4-8: Numune ¢ozeltisi stabilitesi (laboratuvar sartlar)

Feniramidol HCI

Saat Alan % Uyum
0 1562616 )
72 1560954 100,1
83 1558409 100,3
Tablo 4-9: Standart c¢ozeltisi stabilitesi (laboratuvar sartlarr)
Feniramidol HCI
Saat Alan % Uyum
0 1572268
72 1576034 99,8
83 1572761 100,0
Tablo 4-10: Numune ¢ozeltisi stabilitesi (HPLC sartlari)
Feniramidol HCI
Saat Alan % Uyum
0 1562616
72 1563071 100,0
83 1557862 100,3
Tablo 4-11: Standart ¢ozeltisi stabilitesi (HPLC sartlar)
Feniramidol HCI
Saat Alan % Uyum
0 1572268
72 1571338 100,1
83 1573145 99,9




4.2.8. Stres Calismasi
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Asagida belirtilen kosullar, ¢ozeltiler ve zamanlarda muamele edilen numuneler

boliim 3.5’de anlatildig: sekilde analiz edilmistir. Sonuglar asagidaki tabloda verilmistir.

Tablo 4-12: Stres ¢caligmalari sonuglari

Feniramidol HCI

. % Purity Purity
Stress Kosullar: Seri Numarasi Sonu¢  Angle Treshold
Baslangic 98,31 0,144 0,313
Oksidatif Bozundurma
(%3 Peroksit 2,5 saat) 9245 0,180 0,322
Asidik Bozundurma
(5N HCI 2,5 saat) 93,83 0,146 0,335
Is1 ve Nem Bozundurmasi
(50°C %75 RH 1 Hafta — Acik) 98y 0.8 0,336
Bazik Bozundurma
(5 N NaOH 2.5 saat) 96,94 0,124 0,324
0.25—E 8}}
0.20 m.,
] 8]
ol
0.154 i
z 1 [E|
0.107 '-E.
0.05] ]
o.oo—f - - —— c——\-—_ - — _
ST ket T T b T BT T T Tabe” T T 2ket T T Tabot T T T3kt T Tabot U7 ko’ T T sb
250.00 nm

300.00 350.00 400.00 450.00 500.00 550.00 600.00 650.00

700.00 750.00 800.01

\/\/\

2.23
2.20
232

Sekil 4-16: Baslangic numunesine ait kromatogram
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Sekil 4-18: Asidik bozundurma numunesine ait kromatogram
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Sekil 4-20: Bazik bozundurma numunesine ait kromatogram
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5. TARTISMA

Kas agrilar1 ve kasilmalari, toplumumuzda oldukga ¢ok sik rastlanan bir
sorundur. Tedavi sirasinda bir veya birden ¢ok molekiil ve bunlarin kombinasyonlari
kullanilmaktadir. Feniramidol HCI farkli enantiyomeleri ile hem kas agrisina hem de

kas kasilmalarinda endikedir.

Feniramidol HCl ile ait literatiirler incelendiginde bu etken maddenin dogrudan
tayini i¢in yiliksek performansh likit kromatografisi yOntemine rastlanmamistir.
Dolayistyla karsilagtirma yoluyla gelistirilen metodu irdelemek miimkiin olmamaktadir.
Biz bu ¢alismamizda bu ilag etken maddesinin farmasotik preparatlarda analizine izin
veren bir yiiksek performansli sivi kromatografisi yontemi gelistirdik ve bu yontemi

solid oral dozaj formundaki farmasdtik preparata uyguladik.

Oncelikle molekiil yapisindaki fonksiyonel gruplar incelenerek, muhtemel
dedektor tipi belirlenmis ve deneysel c¢alismalar ile uygunlugu ispatlanmistir.
Sonrasinda etken madde c¢ozinirliigli ve solid oral dozaj formun iiretilmesinde
kullanilan  yardimer maddelerin  ¢o6ziiniirliikleri g6z Oniine alinarak c¢oziicii
belirlenmistir. Sonrasinda optimum kromatografik kosullar, yapilan metot denemeleri
neticesinde belirlenmistir. Bahsi gegen kromatografik kosullar, HPLC kolonu olarak
150 mm uzunlugunda, 4,6 mm i¢ capinda, 5 um partikiil ¢apli C18 kolon ile mobil faz
olarak da Metanol:Distile su:Trifloroasetik asit (400:600:1, h/h) ile su ¢oziicii
sisteminde, 40°C kolon firin1 sicakliginda, 1 mL/dak akis hiz1 olarak sunulmaktadir.
Calismalar UV ve PDA dedektorlerinde, 310 nm dalga boyu kullanilarak yapilmistir.
Etken maddenin alikonma zamani ise 2,2 dakika civarinda oldugu tespit edilmis ve

herhangi bir i¢ standart kullanimina ihtiya¢ duyulmamustir.

Belirlenen c¢alisma kosullarinda dogrusal aralik, 80 mcg—120 mcg/mL olarak,
tayin edilebilme sinir1 (LOQ) ve gozlebilme sinir1 (LOD) sirasiyla 1,65 mcg/mL ve 5,50
mcg/mL olarak tespit edilmistir. Gelistirilen yontemin tekrarlanabilirligini 6l¢timlemek
icin farkl giinlerde, farklit HPLC cihazi, farkli kolon kullanilarak analizler yapilmis ve
sonuglarin bagil standart sapma degerleri %0,46 olarak saptanmistir. YOontemin
dogrulugunu belirlemek amaciyla standart katma metodu ile %80,0-120,0 araliginda
yapay numuneler hazirlanmis ve geri kazanim degerleri uygun bulunmustur. Cozelti

stabilitesinin  belirlenebilmesi amaciyla standart ve numune c¢dzeltilerinin oda
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sicakliginda ve otomatik numune 6rnekleyicisinde bekletilerek alan degisimi gozlenmis
ve her iki kosulda 83 saatlik siire zarfinda stabil kaldiklari tespit edilmis ve ideal olan en
az 72 saatlik (endiistriyel uygulama olarak Cuma giiniinden Pazartesi giiniine olan hafta

tatili) tizerinde oldugu i¢in ¢alisma bu noktada kesilmistir.

Ozet olarak bu calismada solid oral dozaj formlarinda Feniramidol HCI’in
kullanim1 kolay, tekrarlanabilirligi ve gilivenilirligi yliksek literatiirde mevcut olmayan

bir HPLC yontemi gelistirilmistir.
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