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OZET

ASEMETASIN (ACEMETACIN) ETKEN MADDENIN HPLC’DE
METOT VALIDASYONU VE OPTIiMIiZASYONU

Ozer Can CAPRAZ

Yiiksek Lisans Tezi

Kirklareli Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Danisman: Prof. Dr. Meryem CAMUR DEMIR
Es Danisman: Prof. Dr. Cemile OZCAN
OCAK 2024, 49 sayfa

Asemetasin, anti-inflamatuar ve analjetik (agr1 giderici) etkiler iireten bir siklooksijenaz
(COX) inhibitorii olarak gorev yapar. Viicutta kismen COX inhibitorii olarak da gorev
yapan indometazine metabolize edilir. Aynt mekanizma, klinik olarak kullanilmayan
antipiretik ve antiplatelet etkilerin yani sira tipik NSAID yan etkilerinden de sorumludur.
Asemetasinin bir avantaji, muhtemelen asemetasinin lokotrien B4 sentezi ve timor
nekroz faktorii (TNF) ekspresyonu artis1 iizerinde daha az etkiye sahip olmasi ve 16kosit-
endotelyal yapismanin daha az indiiklenmesine yol agmasi nedeniyle, indometazine

kiyasla mide hasarini azaltmasidir.

Bu ¢alismanin amaci, Asemetasin icin HPLC-DAD-UYV ile yeni bir metot validasyonu ve
optimizasyonu ¢alismasi yapilmistir. Asemetasin i¢in yontem dogrulamasi, dogrusallik,
kesinlik, dogruluk, saglamlik ve secicilik ¢caligmalari ile dogrulanmistir. Asemetasin igin

optimizasyon ve dogrulamanin ¢alismalart yapilmistir.

Anahtar Kelimeler: Asemetasin, COX inhibitorii, HPLC, TNF.
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ABSTRACT

METHOD VALIDATION AND OPTIMIZATION OF
ACEMETACIN (ACEMETACIN) ACTIVE SUBSTANCE BY HPLC

Ozer Can CAPRAZ

MSc Thesis

Kirklareli University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Supervisor: Prof. Dr. Meryem CAMUR DEMIR
Co-Supervisor: Prof. Dr. Cemile OZCAN
January2024, 49 pages

Acemetacin acts as a cyclooxygenase (COX) inhibitor, producing anti-inflammatory and
analgetic (pain-relieving) effects. It is partially metabolized in the body to indomethacin,
which also acts as a COX inhibitor. The same mechanism is responsible for typical
NSAID side effects as well as antipyretic and antiplatelet effects that are not used
clinically. An advantage of acemetacin is probably that acemetacin has less effect on the
increase of leukotriene B4 synthesis and tumor necrosis factor (TNF) expression and
causes less induction of leukocyte-endothelial adhesion. It reduces stomach damage

compared to indomethacin because it causes.

The aim of this study is to conduct a new method validation and optimization study for
Acemetacin with HPLC-DAD-UV. Method validation for acemetacin was confirmed by
linearity, precision, accuracy, robustness and selectivity studies. Optimization and

validation studies have been conducted for acemetacin.

Anahtar Kelimeler: Acemetacin, COX inhibitor, HPLC, TNF
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu caligmada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, agiklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Aciklamalar
mL Mililitre

L Litre

ng Mikrogram

mg Miligram

g Gram

M Molarite

m Metre

dk Dakika

Kisaltmalar Aciklamalar
ACN Asetonitril

ACM Asemetasin

COX Siklooksijenaz

DAD Diode-Array Detection
DST Diinya Saglik Teskilati
HPLC Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi
ICH International Conference on Harmonization
RSD Relatif Standart Sapma
S/N Sinyal/Gtirtiltii

NSAID Antiinflamatuar ilag

SDPD X-1s1n1 kirmnim

X1


https://en.wikipedia.org/wiki/Cyclooxygenase

1. GIRIS

Agri, doktora bagvurmanin en sik rastlanan nedenidir. Hastanin agrisin1 6nlemek
icin klinisyen opioid ve opioid olmayan aljezikleri secebilir. Giliniimiizde agri
tedavisi i¢in en ¢ok regete edilen ilaglar arasinda opioid olmayan analjezikler yer

almaktadir.

Agriy1 hafifletme potansiyelleri nedeniyle tibbi tedavide énemli bir rol oynarlar.
Mevcut ¢esitli analjeziklere ragmen, giderilmeyen agri, hematolojik toksisiteler,
bobrek fonksiyon bozukluklari ve mide-bagirsak yaralar1 gibi énemli bir saglik
sorunu olmaya devam etmektedir [1,2]. Oral yolla alinan ilag tedavisi bu
hastaliklarin tedavisinde sik¢a kullanilan yontemlerden biridir. Diger yontemlere

gore cerrahi operasyon gerektirmez.

Sonug olarak, tip aragtirmacilari son zamanlarda, giivenlik profilleri iyilestirilmis,
opiatlar kadar etkili olan ilaglarin gelistirilmesine daha fazla ilgi gosterdiler.
Asemetasin (ACM), steroidal olmayan antiinflamatuar ilag (NSAID) sinifina giren,
opioid olmayan analjeziklerden biridir. Giiniimiizde asemetasin bel agrisi, ameliyat

sonrast agri, travma agrist vb. tedavisinde potansiyel olarak faydalidir [3,4].

Asemetasin, iltihap giderici (anti-inflamatuvar), agr1 kesici ve ates diisiiriicii

etkilere sahip steroid olmayan anti-inflamatuvar (NSAI) bir ilag grubuna dahildir

[5].

Bu caligmada Asemetasin etken maddesinin yiiksek performansli sivi
kromatografisi-fotodiyot array detektorii/ultraviyole (HPLC-PDA/UV) dedektor
kullanilarak metod validasyonu ve optimizasyonu ¢aligmasinin yapilmasi

amaclanmaktadir.



2. GENEL BILGI

2.1. Asemetasin

Ticari adi Acetudil olan Asemetasin (Sekil 2.1), IUPAC adlandirma 2-[2-[1-(4-
chlorobenzoyl)-5-methoxy-2-methylindol-3-yl]acetyl] oksiasetik asittir. CAS Kayit
Numaras1 53164-05-9°dir. Molekiil formiilii C21H18CINO6 molekiil agirligi 415.82
g/mol olan asemetasin, indometasinin glikolik asit esteri’dir. 150-153 °C’de (302-307 °F)
eriyen ince, hafif sarimsi, kristal bir tozdur. Bilinen dort susuz (susuz) ve iki monohidrat
kristal formuyla polimorfiktir [6]. Indometazinin bir karboksimetil esteri olan asemetasin,

Boitze ve arkadaglar1 tarafindan gelistirilen giiclii bir anti-inflamatuar ilagtir [7].

Asemetasin, karboksilik asit katomeri ve dimer O-H...O sentonlarina sahip bir API
polimorfunun ilk 6rnegidir. Dimer yapisindakilerle karsilastirildiginda daha giiclii C—
H...O ve C-Cl...O etkilesimlerinden katomer motifinin yardimeci stabilizasyonu bir
polimorf ¢ifti i¢in tartisilmistir. Kararli dimer polimorfunun kristal yapisi, toz X-1sm1

kirinim verilerinden (SDPD) yap1 tespiti yoluyla ¢oziilmiistiir [8].

Asemetasinin sadece indometazinin bir 6n ilaci degil ayn1 zamanda muhtemelen 16kosit
yapismasinda bir azalmayi da igeren mide koruyucu mekanizmalara sahip bir ajan

olduguna dair kanitlar bulunmustur [9,10].

Daha giivenli bir ila¢ saglamak amaciyla Almanya’da E. Merck and Company tarafindan
gelistirilen, fakat gastrointestinal etkilerin 1iyilestirilmesi disinda asetamisinin
metabolizmas1 indometasin olugumuna yol ag¢tifi ve ayni yan etkileri gosterdigi

belirlenmistir [11].

Giinde iki kez asemetasinin 8 giin boyunca oral uygulanmasindan sonra, yaslilarda yasa
bagli Cmaks degeri 276,8 ng/mL iken, geng bireylerde 187 ng/mL olmustur. Ayrica 2,5
saatlik bir Tmax ve 483-712 ng-s/mL araliginda bir AUC (ilacin sistemik dolasima gecen
miktarin1) oldugu belirlenmistir [12]. Tekrarlanan dozlardan sonra asemetasinin

biyoyararlanimi plazmada yaklasik %66 ve idrarda %64 tiir [13].


https://en.wikipedia.org/wiki/Glycolic_acid
https://en.wikipedia.org/wiki/Ester
https://en.wikipedia.org/wiki/Polymorphism_(materials_science)
https://en.wikipedia.org/wiki/Monohydrate

Asemetasin yiliksek oranda metabolize olur ve ana ve aktif metaboliti olan indometasini

olusturmak {izere esterolitik boliinmeyle parcalanir. O-demetilasyon, N-desasilasyon
reaksiyonuyla yapilan diger inaktif metabolitleri sunar ve bunlarin bir kismi da

glukuronik asit ile konjugasyon yoluyla doniistiiriiliir [14].

Asemetasin
| % Indometasin

| I'. O-demetillenmis asemetasin
| N
[ 1 Aszefnetasin-asil-beta-D-glukuronid

des-4-klorobenzoil-indometasin

des-d-klorobenzoil-indometasin glukuronid
|
v

O-desmetil-des-4-klorobenzoil

,

O-desmetil-des-4-klorobenzoil glukuronid

Sekil 2.1 Asemetasinin bozunma ve kimyasal yapisi

2.2. Asemetasin’nin Agr1 Tedavisindeki Rolii

Asemetasin, anti-inflamatuar ve analjetik (agr1 giderici) etkiler {ireten bir siklooksijenaz
(COX) inhibitoriidiir. Asemetasin, COX enziminin etkisinden tiiretilen proinflamatuar
medyatorlerin {iretiminin secici olmayan bir inhibitéridiir. COX, yag asitlerinden
tiiretilen ve hiicre zarinda depolanan molekiiller olan prostaglandin E2 ve F2'nin sentezi
icin gereklidir [15]. Asetometasin metabolize olur ve ayn1 zamanda segici olmayan bir
COX inhibitdrii olan ana metabolit indometasini olusturur ve nitrik oksit yolunu ve

vazokonstriksiyonu modiile ederek polimorfoniikleer 16kositlerin hareketliligini ve
serebral akigin azalmasini engelleme kapasitesi sergiler [11].


https://en.wikipedia.org/wiki/Analgetic
https://en.wikipedia.org/wiki/Cyclooxygenase

1829’un baslarinda, salisilik asittin izolasyonuyla birlikte NSAIl’ler agrmin (diisiik
dozlarda) ve inflamasyonun (yiiksek dozlarda) ilagla tedavisinin 6nemli bir kismini
olusturmaya basladi. NSAIl’lerin popiiler olmasinda opolitlere gére gok az bagiml
potansiyeli tagimasi ve sedasyon veya solunum depresyonu yapmamast bilyiik rol

oynamaktadir.

Asemetasinin etkisi, antiinflamatuar ve analjezik etki olusturan prostaglandin sentezinde
zay1f bir azalmaya neden olur. Prostaglandinin zayif inhibisyonu, gastrointestinal
sistemin mukoza zarinda meydana gelen hasar1 onemli Ol¢lide azaltir. Calismalar,
asemetasinin mast hiicrelerinden histamin salinimini ve hipertermi olusumunu giiclii bir
sekilde engelledigini gostermistir. Asemetasin etkisi ayrica sistolik ve diyastolik kan
basincinda degisikliklere ve ayrica trombosit agregasyonunun inhibisyonuna neden olur

[16].

Daha giivenli bir ilag saglamak amaciyla Almanya'da E. Merck and Company tarafindan
gelistirildi, ancak gastrointestinal etkilerin iyilestirilmesi disinda asetamisinin

metabolizmas1 indometasin olusumuna yol agt1 ve ayni1 yan etkileri korudu [11].

Ne yazik ki yanlis kullanilan ilaglarin basinda analjezikler gelmektedir. Yanlig kullanimin
kokeni, hekimlerin ve hastalarin bu ilag grubuna karsi bilgi ve anlayislarindaki eksiklige
dayanmaktadir. Son 20-30 yildir agr1 biliminin ortaya ¢ikmasi ile analjezikler daha dogru
kullanilir hale gelmistir. Analjeziklerin dogru kullanimini amaglayan calismalar Diinya
Saglik Teskilati (DST) biinyesinde 1980’li yillarda baslamistir. 1986 yilinda kanser

agrilarinda analjezik kullanim ilkeleri brosiirii yaymlamistir.

2.3. Analatik Metot Validasyonu

Analitik bir prosediiriin dogrulugunu kanitlamak ig¢in yapilan validasyon g¢aligmalari,
laboratuvarda uygulanan prosediirde metot ve yontem performansina yonelik ihtiyaglarin
karsilanmas1 i¢in tespit edilen islemlemlerdir. Metot validasyonlarinda dogruluk,
kesinlik, secicilik, dogrusallik, calisma araligi, saglamlik, vb. kullanilan validasyon

parametreleridir [17].


https://tr.wikipedia.org/wiki/Salisilik_asit
https://tr.wikipedia.org/wiki/Opioid
https://tr.wikipedia.org/wiki/Sedasyon
https://tr.wikipedia.org/wiki/Solunum_depresyonu
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2.3.1. Dogruluk

Analitik prosediiriin dogrulugu, gercek degerler ile analitik prosediirden elde edilen test
sonuglarinin yakinlhigi olarak ifade edilmektedir. Analitik prosediiriimiiziin dogrulugu
calisma araligina kars1 saptanir. Etken maddenin miktar tayininde dogruluk, analitik
prosediiriin bilinen safliktaki analite uygulanmasiyla ya da iyi karakterize edilmis bir
prosediiriin sonuclar1 ile karsilastirilmasiyla belirlenebilmektedir. Formiilize edilmis
miistahzarda (6nceden hazirlanarak eczanelerde satisa sunulan ilag, hazir ilag, vs) ise,
caligma araligma gore, derisimi bilinen etken maddemizin {iriin ig¢erisindeki karisima
(matrix) eklenmesiyle belirlenir. Dogruluk, numunede eklenen miktardaki etken
maddenin geri kazaniminin yiizdesiyle ya da giiven araligi ile birlikte ortalama ve kabul
edilen gercek deger arasindaki farklarin hesaplandigi bir validasyondur. Analitik
yontemin dogrulugu i¢in miktar tayini derisimi %100 kabul edilerek %80, %100, %120
olmak iizere 3 derisimde 3 paralel numune hazirlig1 yapilarak ¢aligilir. Her bir numuneye
%100 derisimdeki matrix karisimi ilave edilir. Tiim seviyeler i¢in 3’er numune hazirlanir.

Her numuneden 2’ser enjeksiyon yapilir [17].

2.3.2. Kesinlik

Analitik prosediiriin kesinligi seri yapilan Ol¢iimlerin standart sapmasi ya da relatif
Standard sapmasit (%RSD) olarak ifade edilmektedir. Analitik prosediiriin

tekrarlanabilirliginin bir 6l¢tistidiir [17].

Uluslararas1  Insan Kullanimi  Amaciyla Ilaglar i¢in Teknik Gereksinimlerin
Uyumlastirilmast  Konseyi (ICH=International Conference on Harmonisation)
dokiimanlart kesinligin, prosediiriin belirledigi ¢alisma araliklarinda {iger derisimlerden
3’er tekrar seklinde ya da % 100 liik test derisiminde 6 tekrar seklinde degerlendirilmesini

onerilmektedir [17].

2.3.3. Segcicilik

ICH’e gore secicilik; safsizliklar, bozunma {iriinleri ve matris bilesenleri gibi mevcut
bilesenlerin varliginda analitin kesin olarak degelendirilme g¢alismasidir [18]. Miktar
tayini analizlerinde prosediiriin, safsizliklarin veya eksipiyanlarin (ilag katki maddeleri)
varhigindan etkilenmediginin gdosterilebilmesi gerekmektedir. Miktar tayini analizleri
yapildiginda eklenen maddelerin miktar tayini sonuglarini etkilemeyecek sekilde etken

maddeye ya da iirline uygun seviyede safsizlik ya da yardimci madde ilave edilmesiyle



yapilmaktadir. Miktar tayini analizlerindeki sonuglar, kromatografik safsizlik testlerinde

ise safsizlik profilleri kiyaslanmaktadir [17].

XRD segicilik ¢alismasi asemetasin etken maddemizin two-thate (2-Theta) kosullarinin

saglamasi beklenmelidir [19].

2.3.4. Dogrusallik ve calisma arahgi

Analitik prosediiriin dogrusalligi, test sonucglarinin verilen aralik i¢inde, numunedeki
etken madde derisimi ile orantili olmasi durumudur. Dogrusallik ¢aligmasinda etken
madde derisimi ve miktar tayini sonuglari lineer bir iliski i¢inde olmalidir. Analitik
prosediiriin ¢alisma araligi uygun kesinlik, dogrusallik ve dogruluk verileri kullanilarak
elde edilen veriler etken maddenin en yiliksek ve en diisiik seviye araligi olarak
tanimlanmaktadir. Dogrusallik analitik prosediiriin c¢aligma araligina karsi saptanir.
Numunedeki etken madde derisimine kars1 dedektor sinyalinin ¢izildigi grafiktir. Eger
etken madde derisimi ile detektorden elde edilen sinyal dogrusal iliskiliyse test sonuglari
uygun istatistik metotlarlarla belirlenir (regresyon dogrusunun hesabi en kiiciik kareler
yontemiyle yapilir) [17]. Calisma aralii uygulanabilmesi i¢in az bes derisim

kullanilmalidir [20]. ICH in 6nerdigi ¢aligsma araliklar1 [18]:
» Miktar tayini i¢in: Test derisimi %80 ile %120’si
> llgili bilesikler igin: kabul kriterinin %50 si ile %120’si
> Icerik tekdiizeligi icin: Test derisimi %70’i ile %130’u
» Dissoliisyon i¢in: Tanimli araligin + %20°si.

2.3.5. Saglamhk

Analitik bir prosediiriin saglamligi, prosediir parametrelerindeki kiiciik degisikliklerden
etkilenmeme kapasitesinin bir 6l¢iistidiir. Tipik parametreler, ¢ozelti stabilitesi, farkli
ekipman ve farkli analizci olarak siralanabilir. Likit kromatografide ise tipik parametreler

mobil faz derisimi, stabilitesi, pH’1, farkli lot numarali kolon, sicaklik ve akis hizidir [17].

Farkli tiirde analitik prosediirler kullanilirken dikkate alinmasi gereken 6zellikler (testler

dahil) Cizelge2.1.'de 6zetlenmistir.



Cizelge 2.1. Analitik validasyon sirasinda dikkate alinmasi gereken 6zellikler [20]

Parametreler Tanima Tayin testleri  Limit testleri Miktar Tayini
Dogruluk - v - v
Kesinlik
Tekrarlanabilirlik - v ; v
Ara kesinlik * - v - v
Segicilik 4 v v v
Dogrusallik - v - v
Caligma aralig1 - v - v

*Yapilmasi zorunlu degil
- Degerlendirilmez.

v Degerlendirilir.

Calismamizda ise asemetasin i¢in hizli, dogrulugu ve kesinligi yliksek, segici, diisiik RSD
yiizdesi ve kisa siirede analizi yapilabilen bir teknik gelistirmek amaglanmaktadir. Bu
calisma ile metot validasyonu, gelistirilmesi ve iyi tekrarlanabilirlik saglanmasi

hedeflenmistir. Ayrica optimize edilen kosullar ger¢ek 6rneklere uygulanmistir.



3. MATERYAL METOT

3.1. Kullanilan Ekipmanlar, Standartlar ve Reaktifler

Asemetasin bileseninin metot validasyonu ve optimizasyonu Shimadzu marka LC-2030C
sistemi kullanilarak HPLC-PDA/UV sistemi ile yapildi. Standartlarin ve numunelerin
hazirlanmasinda ultrasonik banyo (Bandelin RK 1050 CH, RR.20762 modeli), terazi
(Mettler Toledo, MX5 ve XP205), pH metre (Mettler Toledo) kullanildi.

Asemetasin standardi (Lot 1836H013, %100.0 saflikta) Siegfried kaynagi kullanildi.
Kullanilan diger reaktifler de HPLC kullanimina uygun saflikta ve Sigma- Aldrich veya
muadiliydi. Calismamizda kimyasal madde olarak asetonitril (ACN) (JT Baker, Lot
2124405860), Sodiim dihidrojen fosfat (Merck, Lot B2037170), Sodyum hidroksit (J.T
Baker, Lot 2209706814), Orto fosforik asit (MERCK, Lot K44422173) kullanildi.

Asemetasin 60 mg kapsiil miktar tayini validasyonu i¢in olusturulurken kullanilan

HPLC/DAD cihazindaki kromatografik kosullar ¢izelge 3.1°de gosterilmistir



Cizelge 3.1 Asemetasin 60 mg kapsiil i¢in kullanilan analitik metot parametreleri.

Parametreler Analitik kosullar

Kolon :Nucleosil 100 C18

Partikiil Boyut :Spm

Uzunluk :250 mm

Cap :4,0mm

Dalga boyu : 235 nm

Akis hizi : 1,2 mL/dk

Kolon sicakligt :40°C

Autosampler Sicakligi 1 15°C

Enjeksiyon hacmi :5uL

Analiz siiresi : 8dk

Pik alikonma siiresi :~6,3 dk

Kullanilan ¢oziiciiler :Asetonitril, pH 6,8 tamponu ve ultra
saf su

Hareketli faz
:Hareketli faz-A/B (80/20) (h/h)

Cozeltilerin Hazirlanmasi:

Tampon Cozelti Hazirligi: 1,31 gr Sodyum dihidrojen fosfat 1000 mL suda ¢oziiliir. pH’1
%385°1ik ortofosforik asit ile 2,5+0,05°¢ ayarlanir.

Derigik Sodyum Hidroksit Cozeltisi: 42 gr NaOH 100 mL suda ¢oziiliir.
Mobil Faz: Tampon ¢ozeltisi: Asetonitril (ACN) h:h (450:550)
(oziicii: Asetonitril ve pH 6,8 tampon ¢ozeltisi.

pH 6,8 Tampon Cozeltisi: 6,8 gr sodyum dihidrojen fosfat 1000 mL suda ¢oziiliir, pH’1
derisik sodyum hidroksit ¢ozeltisi ile ile 6,8+0,05’e ayarlanir.

Blank Cozeltisi Hazirligi: Coziicii.

Standart Cozeltisi Hazirligi: Yaklasik 33 mg Asemetasin standardi 50.0 mL’lik balon
jojeye tartilir. Uzerine 2,5 mL ACN eklenir ve 3 dk ultrasonik banyoda ¢dziiliir. Hacmine

pH 6,8 tampon ¢ozeltisi ile tamamlanir. Bu ¢ozeltiden 10 mL alinip 100 mL’lik
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balonjojeye aktarilir ve hacmine pH 6,8 tampon ¢dzeltisi ile tamamlanir. 0,45 RC

filtreden HPLC vialine siiziiliir ve enjekte edilir (Casemetasin=0,066 mg/mL).

Kontrol Standart Cozeltisi Hazirligi: Yaklasik 33mg Asemetasin standardi 50 mL’lik
balon jojeye tartilir. Uzerine 2,5 mL ACN eklenir ve 3 dk ultrasonik banyoda ¢oziiliir.
Hacmine pH 6,8 tampon ¢6zeltisi ile tamamlanir. Bu ¢ozeltiden 10 mL alinip 100 mL’lik
balonjojeye aktarilir ve hacmine pH 6,8 tampon ¢ozeltisi ile tamamalanir. 0,45 RC

filtreden HPLC vialine siiziiliir ve enjekte edilir (Casemetasin= 0,066 mg/mL).

Numune (Cozeltisi Hazirligi: 20 adet kapsiil dolu ve bos tartimlar1 alindiktan sonra
icerikleri kanistirilir. Bu karisimdan yaklasik 78,1 mg (33 mg asemetasin’e denk)
tartilarak 50 mL balon joje’ye aktarilir. Uzerine 2,5 mL ACN eklenir ve 5 dakika
ultrasonik banyoda ¢oziiliir. Hacmine pH 6,8 tampon ¢ozeltisi ile tamamlanir. Bu
¢ozeltiden 10 mL alinip 100 mL’lik balon jojeye aktarilir ve hacmine tamamlanir. 0,45

RC filtreden HPLC vialine siiziiliir ve enjekte edilir (Casemetasin= 0,066 mg/mL).

HPLC cihaz1 kullanilacagi zaman baseline diizelene kadar mobil faz akis1 verildi ve ICH

in 6nerdigi prosediire gore asagidaki islemeler sirasiyla uygulandi:
» (Coziicii den 1 enjeksiyon yapilir.
» Standart ¢ozeltisinden 6 enjeksiyon yapilir.
» Kontrol Standart ¢ozeltisinden 2 enjeksiyon yapilir.

» Numune ¢ozeltisinden 2 paralel numune hazirligr yapilir, her bir numune i¢in 2

enjeksiyon yapilir.

» Her 12 numune enjeksiyonunda bir, standart ¢ozeltisinden ara standart olarak 2

enjeksiyon yapilir.
» Analiz sonunda standart ¢ozeltisinden son standart olarak 2 enjeksiyon yapilir.

ICH in Onerdigi prosediire gore sistem uygunluk parametreleri asagidaki sekilde

siralanmistir:

» Standart ¢ozeltisinin ardistk 6 enjeksiyonu arasindaki Asemetasin piki igin

RSD<%2,0 olmali,
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» Standart ¢ozeltisindeki Asemetasin pikleri i¢in kuyruklanma faktorii en fazla 2,0

olmal,

» Standart c¢ozeltisindeki Asemetasin pikleri i¢in teorik plaka sayisi en az 2000

olmal,

» Kontrol standart ¢ozeltisi ile standart ¢ozeltisi arasindaki uyum %98,0-%102,0

arasinda olmal,

» Ara standart ¢Ozeltisi ve son standart ¢ozeltisi ile standart ¢ozeltisi arasindaki uyum

% 98,0 -%102,0 arasinda olmali,

Asemetasin miktarini hesaplarken agagidaki denklem kullanilds;

A w 5 P _ 50 50
Num o Z5td o 2 x — x x—x W,
Asea . 50 T 5071007 Wyum 5

Mgasemetasin=
Anum: Numune ¢ozeltisine ait kromatogramdaki asemetasin izomer pik alanlar1 toplami1
Astd: Standart ¢ozeltisine ait kromatogramdaki asemetasin izomer pik alanlari toplami
Wstd: Asemetasin ¢aligma standardi tartim miktari (mg)
P: Asemetasin ¢alisma standardi potensi, %
Wnxum: Numune tartim miktar1 (mg)
Wort: Ortalama numune tartim miktar1 (mg)

Sonuclarin Raporlandiriimasi:

Asemetasin 60 mg kapsiil miktar tayini i¢in sonug verilirken virgiilden sonra 2

basamak olarak raporlandirildi.
Kabul Kriteri:

Serbest birakma ve raf démrii 60,00 mg olan {iriin i¢in kabul kriteri 57,00 mg — 63,00 mg
(%95,0 — %105,0) araliginda kabul edilmektedir.
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3.2. Validasyon Calismalari

HPLC’de asemetasin miktar tayini analizi i¢in validasyon-optimizasyon caligsmalari
yapilirken filtre etkisi, dogruluk, kesinlik, se¢icilik, dogrusallik, caligma araligi,
saglamlik parametreleri calisildi. Bu parametreler, belirtilen kosullarda ve kabul

kriterlerine uygunlugu saptanarak valide edildi.

3.2.1. Filtre Etkisi

Tanimlama: Standart ¢ozeltisi metotta belirtildigi sekilde hazirlandi. Standart ¢ozeltisi
icin ardisik 6 enjeksiyon yapildi. Sistem uygunluk parametreleri kontrol edilir. Sistem

uygunluk sonuglari, yontem kesinligi calismasindan alindi.
Cozelti Hazirlig

Standart Cozeltisi Hazirligi: Yaklasik 33 mg Asemetasin standardi 50 mL’lik balon
jojeye tartilir. Uzerine 2,5 mL ACN eklenir ve 3 dk ultrosonik banyoda ¢dziiliir. Hacmine
pH 6,8 tampon ¢ozeltisi ile tamamlanir. Bu ¢ozeltiden 10 mL alinip 100 mL’lik balon
jojeye aktarilir ve hacmine pH 6,8 tampon ¢ozeltisi ile tamamalanir.10 mL enjektor
yardimi ile 1 mL’den 10 mL’ye kadar kullanilacak filtelerden 1’er mL HPLC viallerine

strast ile aktarilir (Casemetasin=0,066 mg/mL).
Kabul Kriterleri ve Sonuclar

» Referans ¢ozeltisindeki asemetasin pikinin Tailing faktori 0,8-1,5 arasinda

olmalidir.
» %98,0 - %102,0 giiven araliginda filtrenin doygunluga ulastig1 an gézlemlenir.

3.2.2. Secicilik

Piklerin tanmimlanmasi, blank ve matrix etkisi

Tamimlama: Cozici (blank), matrix ¢ozeltisi, standart ¢dzeltisi ve numune ¢ozeltisi

analiz edilerek herbirinden gelen pikler tespit edildi.
Cozelti Hazirlig

Blank Cozeltisi: Coziicii 0,45 RC filtreden siiziilerek HPLC vialine alindi.
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Matrix Cozeltisi Hazirligi: Yaklasik 76,5 mg asemetasin matrix’i 50 mL’lik balon jojeye
alind1. Uzerine 2,5 mL ACN eklendi ve 3 dk ultrasonik banyoda ¢éziildii. Hacmine pH
6,8 tampon ¢ozeltisi ile tamamlandi. Bu ¢ozeltiden 5 mL alinip 50 mL’lik balonjojeye
aktarildi ve hacmine pH 6,8 tampon ¢ozeltisi ile tamamlandi. 0,45 (RC) filtreden HPLC
vialine siiziiliip enjekte edildi. Kromatogramlar “Bulgular ve Tartigma” bdliimiinde

verilmistir.

Standart Cozeltisi Hazirligi: Y aklagik 33 mg asemetasin standardi 50 mL’lik balon jojeye
tartilir. Uzerine 2,5 mL ACN eklenir ve 3 dk ultrosonik banyoda ¢oziiliir. Hacmine pH
6,8 tampon ¢ozeltisi ile tamamlanir. Bu ¢zeltiden 10 mL alinip 100 mL’lik balonjojeye
aktarilir ve hacmine pH 6,8 tampon ¢ozeltisi ile tamamalanir. 0,45 Rc filtreden HPLC

vialine siiziiliir ve enjekte edilir (Casemetasin=0,066 mg/mL).

Numune (Cozeltisi Hazirligi: 20 adet kapsiil dolu ve bos tartimlar1 alindiktan sonra
igerikleri karigtirilir. Bu karimdan yaklasik 78,1 mg (33 mg asemetasine denk) tartilarak
50 mL balon jojeye aktarilir. Uzerine 2,5 mL ACN eklenir ve 5 dk ultrosonik banyoda
¢oziiliir. Hacmine pH 6,8 tampon ¢ozeltisi ile tamamlanir. Bu ¢ozeltiden 5 mL alinip 50
mL’lik balon jojeye aktarilir ve son hacmine tamamlanir. 0,45 RC filtreden HPLC vialine

stiziiliir ve enjekte edilir (Casemetasin=0,066 mg/mL).

PDA Tanmimlama igin: Metotta belirtildigi sekilde blank, matrix, standart ¢6zeltisi, kontol
standart ¢ozeltisi ve numune ¢Ozeltisi hazirlandi. 1 blank, 1 matrix, 1 standart ¢ozeltisi, 1
kontrol standart ¢ozeltisi, | numune ¢6zeltisi hazirligt yapildi ve blank ile matrix’den 1’er
enjeksiyon, standart ve numune enjeksiyonundan 2’ser enjeksiyon yapildi. 190 nm-800

nm arasinda standart ve numune spektrumu taramasi yapilir.

XRD tanimlama i¢in; XRD cihazina etken maddemisi verilmis olan spesifikasyonlar

degerinde okutup olusan kromotogramda 2-Theta degerleri ile kiyaslanir.
Kabul Kriterleri ve Sonuclar

» Metotta belirtilen sistem uygunluk parametrelerini saglamali,

» Metot yeterli derecede segici olmali,

» Aktif madde piki alikonma zamaninda c¢oziicii ve diger maddelerden gelen

herhangi bir pik gézlenmemeli,
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» Aktif madde piki; ¢oziicii ve matrix piklerinden ayrilmali,

» Pik saflik sonucu uygun (saf) olmalidir

» 2-Theta Degeri 18.88°, 21.24°, 22.05°, 23.46° karsilamalidir.
Secicilik parametre sonuglart “Bulgular ve Tartisma” bdliimiinde verildi.

3.2.3. Sistem Uygunluk

Cozelti Hazirligi

Standart Cozeltisi Hazirligi: Y aklagik 33 mg asemetasin standardi 50 mL’lik balon jojeye
tartilir. Uzerine 2,5 mL ACN eklenir ve 3 dk ultrosonik banyoda ¢oziiliir. Hacmine pH
6,8 tampon ¢ozeltisi ile tamamlanir. Bu ¢ozeltiden 10 mL alinip 100 mL’lik balonjojeye
aktarilir ve hacmine pH 6,8 tampon ¢ozeltisi ile tamamalanir. 0,45 Rc filtreden HPLC

vialine siiziiliir ve enjekte edilir (Casemetasin=0,066 mg/mL).
Kabul Kriterleri ve Sonuglar

» Standart ¢ozeltisindeki Asemetasin pikinin Tailing faktorii 0,8-1,5 arasinda

olmalidir.

» Standart ¢ozeltisindeki Asemetasin pikinin teorik plaka sayist minimum 2000

olmalidir.

» Standart ¢ozeltisindeki Asemetasin pikinin 6 enjeksiyonundan elde edilen %RSD

en fazla %2 olmalidir
Sistem uygunluk parametre sonuglar1 “Bulgular ve Tartisma” boliimiinde verildi.

3.2.4. Dogrusallik ve Calisma Arahig

Tanimlama:

Standart c¢ozeltisinin %50, %70, %80, %90, %100, %110 ve %120, %150 derisim
araliginda olacak sekilde, 8 farkli derisimde standart ¢ozeltisi hazirlanarak analiz edilir
ve dedektor yanitina gore derisim/alan grafigi cizilerek kabul kriterlerine uygunlugu test
edilir. %50, %100 ve %150 standart ¢ozeltilerinden 6’sar enjeksiyon ve diger standart

cozeltilerden 2’ser enjeksiyon yapilir.
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Cozelti Hazirlig
Blank Cézeltisi: Coziicl 0,45 RC filtreden siiziilerek HPLC vialine alindi.

Stok Dogrusallik Standart Cozeltisi Hazirligi: Yaklasik 33,21 mg asemetasin standardi
50 mL’lik balon jojeye tartildi. Uzerine 2,5 mL ACN eklendi ve 3 dk ultrosonik banyoda
¢Oziildii. Hacmine pH 6,8 tampon ¢ozeltisi ile tamamlandi. Bu ¢ozeltiden 20 mL alinip
100 mL’lik balon jojeye aktarildi ve hacmine pH 6,8 tampon ¢dzeltisi ile tamamlandi

(CAsemetasin=0, 132 l’l’lg/ mL) .

Standart 1 (%50) Cozeltisi Hazirligi: Asemetasin stok standart ¢ozeltisinin 2,5 mL’si 10
mL’lik balon jojeye aktarildi ve hacmine ¢oziicii ile tamamlandi (Casemetasin= 0,033

mg/mL).

Standart 2 (%70) Cozeltisi Hazirligi: Asemetasin stok standart ¢ozeltisinin 3,5 mL’si 10
mL’lik balon jojeye aktarildi ve hacmine ¢oOziicii ile tamamlandi (Casemetasin=0,0462

mg/mL).

Standart 3 (%80) Cozeltisi Hazirligi: Asemetasin stok standart ¢ozeltisinin 4 mL’si 10
mL’lik balon jojeye aktarildi ve hacmine ¢oziicli ile tamamlandi (Casemetasin=0,0528

mg/mL).

Standart 4 (%90) Cozeltisi Hazirligi: Asemetasin stok standart ¢ozeltisinin 4,5 mL’si 10
mL’lik balon jojeye aktarildi ve hacmine ¢oziicii ile tamamlandi (Casemetasin=0,0594

mg/mL).

Standart 5 (%100) Cozeltisi Hazirligi: Asemetasin stok standart ¢ozeltisinin 5 mL’si 10
mL’lik balon jojeye aktarildi ve hacmine ¢oziicli ile tamamlandi (Casemetasin=0,066

mg/mL).

Standart 6 (%110) Cozeltisi Hazirligi: Asemetasin stok standart ¢ozeltisinin 5,5 mL’si
10 mL’lik balon jojeye aktarildi ve hacmine ¢oziicii ile tamamlandi (Casemetasin=0,0726

mg/mL).

Standart 7 (%120) Cozeltisi Hazirligr: Asemetasin stok standart ¢ozeltisinin 6 mL’si 10
mL’lik balon jojeye aktarildi ve hacmine ¢oziicii ile tamamlandi (Casemetasin=0,0792

mg/mL).
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Standart 8 (%150) Cozeltisi Hazirligi: Asemetasin stok standart ¢ozeltisinin 7,5 mL’si
10 mL’lik balon jojeye aktarildi ve hacmine ¢oziicli ile tamamlandi (Casemetasin=0,099

mg/mL).
Kabul Kriterleri ve Sonuclar

En kiigiik kareler yontemi ile derisime karsi alan grafiginden regresyon dogrusu ¢izilir.

Korelasyon katsayisi (r) 0,995°dan az olmamalidir. r* 0,99°dan az olmamalidir.

Yint
%100’ lik standart alant

X 100 < %10,0

Ongoriilen dogru denklemi: Y = mX + b
Y: Alanlar

X: derisim (mg/mL)

m: Regresyon dogrusunun egimi

b: Dogrunun Y eksenini kestigi nokta

Metodun gegerli olmasi i¢in araligin %50 ve %150 derisimleri aralifinda dogrusal olmas1

gerekir.
Uygulama Araligi

Islem: Dogrusallik alt ve iist derisimlerdeki ¢cozeltilerden 6’sar l¢iim/enjeksiyon yapildi

ve uygulama araligi tespitinde kullanildi.
Kabul kriterleri ve sonucglar

Alt ve iist derisimlerdeki ¢ozeltilerden ardisik 6 enjeksiyonundaki EDTA piki alanlar
arasindaki %RSD< 2,0 olmalidir.

Uygulama aralig1 parametre sonuglari “Bulgular ve Tartisma” boliimiinde verildi.

» Standart ¢ozeltisindeki Asemetasin pikinin Tailing faktorii 0,8-1,5 arasinda

olmalidir.

» Standart ¢ozeltisindeki Asemetasin pikinin teorik plaka sayist minimum 2000

olmalidir.
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» Standart ¢ozeltisindeki Asemetasin pikinin 6 enjeksiyonundan elde edilen %RSD

en fazla %2 olmalidir
Sistem uygunluk parametre sonuglar1 “Bulgular ve Tartisma” boliimiinde verildi.

3.2.5. Dogruluk

Tanimlama:

Numune ¢ozeltisinin matrix miktarlar1 sabit olacak sekilde, etken madde miktarinin %80,
%100 ve %120 seviyelerinde Asemetasin hammaddesi ilave edilerek her seviye i¢in ayr1
3 paralel numune ¢6zeltisi olacak sekilde toplam 9 numune ¢6zeltisi hazirlanir. Ayni anda
hazirlanmis standarda karsi geri kazanim miktar1 hesaplanir ve kabul kriterlerine

uygunlugu kontrol edilir.

Deneysel sonug

% Geri Kazanim = x100

Teori ksonug
Cozelti Hazirlig
Blank Cozeltisi Hazirligi: Coziicii.

Standart Cozeltisi Hazirligi: Yaklasik 33 mg asemetasin standardi 50 mL ‘lik balon
jojeye tartilir. Uzerine 2,5 mL ACN eklenir ve 3 dk ultrosonik banyoda ¢dziiliir. Hacmine
pH 6,8 tampon c¢ozeltisi ile tamamlanir. Bu ¢ozeltiden 10 mL alimip 100 mL’lik
balonjojeye aktarilir ve hacmine pH 6,8 tampon ¢ozeltisi ile tamamalanir. 0,45 Rc

filtreden HPLC vialine siiziiliir ve enjekte edilir (Casemetasin=0,066 mg/mL).

Kontrol Standart Cozeltisi Hazirligi: Yaklasik 33 mg asemetasin standardi 50 mL’lik
balon jojeye tartilir. Uzerine 2,5 mL ACN eklenir ve 3 dk ultrosonik banyoda ¢oziiliir.
Hacmine pH 6,8 tampon ¢6zeltisi ile tamamlanir. Bu ¢6zeltiden 10 mL alinip 100 mL’lik
balonjojeye aktarilir ve hacmine pH 6,8 tampon c¢ozeltisi ile tamamalanir. 0,45 Rc

filtreden HPLC vialine siiziiliir ve enjekte edilir (Casemetasin=0,066 mg/mL).

%80 standart numune ¢ozeltisi hazirligi: Yaklasik 26,6 mg asemetasin standardi ve 76,5
mg matrix 50 mL’lik balon joje igerisine tartildi. Uzerine 2.5 mL ACN eklenir ve 3 dk
ultrosonik banyoda ¢oziiliir. Hacmine pH 6,8 tampon ¢ozeltisi ile tamamlanir. Bu
¢ozeltiden 10 mL alinip 100 mL’lik balonjojeye aktarilir ve hacmine pH 6,8 tampon
cozeltisi ile tamamalanir. 0,45 Rc filtreden HPLC vialine siiziiliir ve enjekte edilir

(CAsemetasin:0,0SZS mg/mL) .
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%100 standart numune ¢ozeltisi hazirligi: Yaklasik 33,21 mg asemetasin standardi ve
76,5 mg matrix 50 mL’lik balon joje igerisine tartildi. Uzerine 2,5 mL ACN eklenir ve 3
dk ultrosonik banyoda ¢oziiliir. Hacmine pH 6,8 tampon ¢ozeltisi ile tamamlanir. Bu
cozeltiden 10 mL alinip 100 mL’lik balonjojeye aktarilir ve hacmine pH 6,8 tampon
cozeltisi ile tamamalanir. 0,45 Rc filtreden HPLC vialine siiziiliir ve enjekte edilir

(CAsemetasin:0,066 mg/ mL)

%120 standart numune ¢ozeltisi hazirligi: Yaklasik 39,86 mg asemetasin standardi ve
76,5 mg matrix 50 mL’lik balon joje igerisine tartildi. Uzerine 2,5 mL ACN eklenir ve 3
dk ultrosonik banyoda ¢oziiliir. Hacmine pH 6,8 tampon ¢ozeltisi ile tamamlanir. Bu
cozeltiden 10 mL alinip 100 mL’lik balonjojeye aktarilir ve hacmine pH 6,8 tampon
cozeltisi ile tamamalanir. 0,45 Rc filtreden HPLC vialine siiziiliir ve enjekte edilir

(CAsemetasin:0,0792 mg/mL)

Kabul Kriterleri ve Sonuglar: Dogruluk i¢in asagidaki parametreler kabul edilmektedir.

Elde edilen sonuglar “Bulgular ve Tartisma” boliimiinde verilmistir.

» Her bir seviye i¢in geri kazanim %98,0 - %102,0 arasinda olmalidir.

» Her bir seviye i¢in geri kazanim sonuglar1 arasindaki RSD < % 2,0 olmalidir.
3.2.5. Kesinlik
Sistem Kesinligi

Tamimlama: Standart ¢ozeltisi metotta belirtildigi sekilde hazirlanir. Standart ¢ozeltisi
icin ardisik 6 enjeksiyonyapilir. Sistem uygunluk parametreleri kontrol edilir. Sonuglar,

yontem kesinligi ¢alismasindan alinmistir.

Standart Cozeltisi Hazirligi: Yaklasik 33 mg asemetasin standardi 50 mL’lik balon jojeye
tartilir. Uzerine 2,5 mL ACN eklenir ve 3 dk ultrosonik banyoda ¢oziiliir. Hacmine pH
6,8 tampon ¢ozeltisi ile tamamlanir. Bu ¢ozeltiden 10 mL alinip 100 mL’lik balonjojeye
aktarilir ve hacmine pH 6,8 tampon ¢ozeltisi ile tamamalanir. 0,45 Rc filtreden HPLC

vialine siiziiliir ve enjekte edilir (Casemetasin=0,066 mg/mL).
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Kabul Kriterleri ve Sonuglar: Sistem kesinligi i¢in asagidaki parametreler kabul

edilmektedir. Elde edilen sonuglar “Bulgular ve Tartisma” boliimiinde verilmistir.

» Standart ¢ozeltisinin ardisik 6 enjeksiyonu arasindaki asemetasin piki i¢in %RSD<

2,0 olmal,

» Standart ¢ozeltisindeki asemetasin pikleri i¢in kuyruklanma faktorii en fazla 2,0

olmal,
» Standart ¢ozeltisindeki asemetasin pikleri igin teorik plaka sayisi en az 2000 olmali,
Yontem Kesinligi

Tanimlama: Asemetasin 60 mg kapstl iirlinii kullanilarak yontem kesinligi ¢aligsmasi
yapilir. Yontem kesinligi ¢alismasi i¢in metotta belirtildigi standart ¢ozeltisi, kontrol
standart ¢ozeltisi ve 6 farkli numune ¢ozeltisi hazirlanir ve analiz edilir. Kabul kriterlerine

uygunlugu incelenir.
Cozelti Hazirligi
Blank Cozeltisi Hazirligi: Coziicii.

Standart Cozeltisi Hazirligi: Yaklasik 33 mg asemetasin standardi 50 mL’lik balon jojeye
tartilir. Uzerine 2,5 mL ACN eklenir ve 3 dk ultrosonik banyoda ¢oziiliir. Hacmine pH
6,8 tampon ¢ozeltisi ile tamamlanir. Bu ¢ozeltiden 10 mL alinip 100 mL’lik balonjojeye
aktarilir ve hacmine pH 6,8 tampon ¢ozeltisi ile tamamalanir. 0,45 Rc filtreden HPLC

vialine siiziiliir ve enjekte edilir (Casemetasin=0,066 mg/mL).

Kontrol Standart Cozeltisi Hazirligi: Yaklasik 33 mg asemetasin standardi 50 mL’lik
balon jojeye tartilir. Uzerine 2,5 mL ACN eklenir ve 3 dk ultrosonik banyoda ¢oziiliir.
Hacmine pH 6,8 tampon ¢6zeltisi ile tamamlanir. Bu ¢6zeltiden 10 mL alinip 100 mL’lik
balonjojeye aktarilir ve hacmine pH 6,8 tampon ¢ozeltisi ile tamamalanir. 0,45 Rc

filtreden HPLC vialine siiziiliir ve enjekte edilir (Casemetasin=0,066 mg/mL).

Numune Cozeltisi Hazirligi: 20 adet kapsiil dolu ve bos tartimlar1 alindiktan sonra
icerikleri karistirilir. Bu karunmdan yaklasik 78.1 mg (33 mg asemetasin’e denk) tartilarak
50.0 ml balon joje’ye aktarilir. Uzerine 2,5 mL ACN eklenir ve 5 dk ultrosonik banyoda

¢oziiliir. Hacmine pH 6,8 tampon ¢dzeltisi ile tamamlanir. Bu ¢ozeltiden 10 mL alinip
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100 mL’lik balon jojeye aktarilir ve hacmine tamamlanir. 0,45 RC filtreden HPLC vialine

stiziiliir ve enjekte edilir (Casemetasin=0,066 mg/mL).

Kabul Kriterleri ve Sonuglar: Yontem kesinligi icin asagidaki parametreler kabul

edilmektedir. Elde edilen sonuglar “Bulgular ve Tartisma” boliimiinde verilmistir.
» Ardisik 6 numunenin analiz sonucunun RSD < 2.0 olmalidir,
» Tiim sonuclar limit i¢i olmalidir,

» % 95 giiven aralig1 hesaplanmalidir.

.. U s
Guven Araligr = X tt. 2'«/N(3'3)

X :Ortalama deger

N : Numunesayisi

s : Standart sapma

t : Giivenilirlik katsay1s1

3.2.5. Saglamhk

Metot Stabilitesi

Tanimlama: Metot parametrelerinde akis hizi, ve kolon sicaklig1 degisimi etkisi dikkate
alinarak bu degisikliklerin sistem uygunluk parametreleri ve numune sonuglari tizerinde

etkisi incelenir.

Ak hizi degisimi etkisi: Akis hiz1 1,2 mL/dk iken, 1,0 mL/dk ve 1,4 mL/dk olarak
degistirildi. Coziicii, standart ¢dzeltisi ve numune ¢odzeltisi metotta belirtildigi sekilde

hazirland1 ve analiz edildi.

Kolon sicakligr degisimi etkisi: Kolon sicakligi 40 °C iken, 35 °C ve 45 °C olarak
degistirildi. Coziicii, standart ¢ozeltisi ve numune ¢ozeltisi metotta belirtildigi sekilde

hazirland: ve analiz edildi.
Cozelti Hazirligi

Blank Cozeltisi Hazirligi: Coziicli.
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Standart Cozeltisi Hazirligi: Yaklasik 33 mg asemetasin standardi 50 mL’lik balon jojeye
tartilir. Uzerine 2,5 mL ACN eklenir ve 3 dk ultrosonik banyoda ¢oziiliir. Hacmine pH
6,8 tampon ¢ozeltisi ile tamamlanir. Bu ¢ozeltiden 10 mL alinip 100 mL’lik balonjojeye
aktarilir ve hacmine pH 6,8 tampon ¢ozeltisi ile tamamalanir. 0,45 Rc filtreden HPLC

vialine siiziiliir ve enjekte edilir (Casemetasin=0,066 mg/mL).

Kontrol Standart Cozeltisi Hazirligi: Yaklasik 33 mg asemetasin standardi 50 mL’lik
balon jojeye tartilir. Uzerine 2,5 mL ACN eklenir ve 3 dk ultrosonik banyoda ¢oziiliir.
Hacmine pH 6,8 tampon ¢6zeltisi ile tamamlanir. Bu ¢6zeltiden 10 mL alinip 100 mL’lik
balonjojeye aktarilir ve hacmine pH 6,8 tampon c¢ozeltisi ile tamamalanir. 0,45 Rc

filtreden HPLC vialine stiziiliir ve enjekte edilir (Casemetasin=0,066 mg/mL).

Numune Cozeltisi Hazirligi: 20 adet kapsiil dolu ve bos tartimlari alindiktan sonra
igerikleri karistirilir. Bu kariimdan yaklasik 78,1 mg (33 mg asemetasine denk) tartilarak
50 mL balon jojeye aktarilir. Uzerine 2,5 mL ACN eklenir ve 5 dk ultrosonik banyoda
¢oziiliir. Hacmine pH 6,8 tampon ¢dzeltisi ile tamamlanir. Bu ¢ozeltiden 10 mL alinip
100 mL’lik balon jojeye aktarilir ve hacmine tamamlanir. 0,45 RC filtreden HPLC vialine

stiziiliir ve enjekte edilir (Casemetasin=0,066 mg/mL).

Kabul Kriterleri ve Sonuglar: Saglamlikta metot stabilitesi i¢in agsagidaki parametreler

kabul edilmektedir:

» Standart ¢ozeltisinin ardigik 6 enjeksiyonu arasindaki asemetasin piki i¢in RSD <

% 2,0 olmalidur.

» Standart ¢ozeltisindeki asemetasin pikleri i¢in kuyruklanma faktorii en fazla 2,0

olmalidir.

» Standart c¢ozeltisindeki asemetasin pikleri igin teorik plaka sayist en az 2000

olmalidir.
» Tiim sonuglar limit i¢i olmalidir.

» Tim kosullar i¢in degisimler sonucunda elde edilen sonuglar ile baslangicta elde

edilen sonuglararasindaki degisim = % 2,0 olmalidar.
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Saglamlikta 6nemli parametrelerden olan metot stabilitesi i¢in akis hizi (1,2 mL/dk, 1,0
mL/dk ve 1,4 mL/dk), kolon sicakligi (35 °C, 40 °C ve 45 °C) parametreleri c¢alisildi.

Elde edilen sonuglar “Bulgular ve Tartisma” boliimiinde verilmistir.
Cozelti Stabilitesi

Tanimlama: Standart ¢ozeltisi ve Asemetasin 60 mg Kapsiil i¢in numune c¢ozeltisi
hazirlanarak +15°C’de belli zaman araliklarinda 28 saat boyunca analizlenir ve sonuglar

arasindaki % relatif degisim hesaplanir.
Cozelti Hazirligi
Blank Cozeltisi Hazirligi: Coziicli.

Standart Cozeltisi Hazirligi: Y aklasik 33 mg asemetasin standardi 50 mL’lik balon jojeye
tartilir. Uzerine 2,5 mL ACN eklenir ve 3 dk ultrosonik banyoda ¢oziiliir. Hacmine pH
6,8 tampon ¢ozeltisi ile tamamlanir. Bu ¢ozeltiden 10 mL alinip 100 mL’lik balonjojeye
aktarilir ve hacmine pH 6,8 tampon ¢ozeltisi ile tamamalanir. 0,45 Rc filtreden HPLC

vialine siiziiliir ve enjekte edilir (Casemetasin=0,066 mg/mL).

Kontrol Standart (ozeltisi Hazirligi: Yaklasik 33 mg asemetasin standardi 50 mL’lik
balon jojeye tartilir. Uzerine 2,5 mL ACN eklenir ve 3 dk ultrosonik banyoda ¢&ziiliir.
Hacmine pH 6,8 tampon ¢ozeltisi ile tamamlanir. Bu ¢ozeltiden 10 mL alinip 100 mL’lik
balonjojeye aktarilir ve hacmine pH 6,8 tampon ¢ozeltisi ile tamamalanir. 0,45 Rc

filtreden HPLC vialine siiziiliir ve enjekte edilir (Casemetasin=0,066 mg/mL).

Numune Cozeltisi Hazirligi: 20 adet kapsiil dolu ve bos tartimlari alindiktan sonra
igerikleri karistirilir. Bu karnmdan yaklasik 78,1 mg (33 mg asemetasine denk) tartilarak
50 mL balon jojeye aktarilir. Uzerine 2,5 mL ACN eklenir ve 5 dk ultrosonik banyoda
¢Oziiliir. Hacmine pH 6,8 tampon ¢6zeltisi ile tamamlanir. Bu ¢ozeltiden 10 mL alinip
100 mL’lik balon joje’ye aktarilir ve hacmine tamamlanir. 0,45 RC filtreden HPLC

vialine siiziiliir ve enjekte edilir (Casemetasin=0,066 mg/mL).

Kabul Kriterleri ve Sonuglar: Saglamlik ¢ozelti stabilitesi i¢in baslangic alan degerine
gore % relatif degisim %98,0-%102,0 arasinda olacagi kabul edilmektedir. Calisma

sonucunda elde edilen veriler “Bulgular ve Tartigma” bdliimiinde verilmistir.
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Mobil Faz Stabilitesi

Tanimlama: Metotta belirtildigi gibi standart ¢6zeltisi hazirlanir. Hazirlanan mobil faz en
az 48 saat siire ile bekletilerek, belirlenmis siirelerin sonunda taze standart ¢ozeltisi
hazirlanir ve bekletilen mobil faz ile analiz yapilir. Sonuglar baslangi¢ analizi

sonuclariyla karsilastirilir.
Cozelti Hazirligi

Standart Cozeltisi Hazirligi: Y aklagik 33 mg asemetasin standardi 50 mL’lik balon jojeye
tartilir. Uzerine 2,5 mL ACN eklenir ve 3 dk ultrosonik banyoda ¢oziiliir. Hacmine pH
6,8 tampon ¢ozeltisi ile tamamlanir. Bu ¢ozeltiden 10 mL alinip 100 mL’lik balonjojeye
aktarilir ve hacmine pH 6,8 tampon ¢ozeltisi ile tamamalanir. 0,45 Rc filtreden HPLC

vialine siiziiliir ve enjekte edilir (Casemetasin=0,066 mg/mL).

Kabul Kriterleri ve Sonuglar: Saglamlik mobil faz stabilitesi i¢in asagidaki parametreler
kabul edilmektedir. Calisma sonucunda elde edilen veriler “Bulgular ve Tartigma”

boliimiinde verilmistir.

» Standart ¢ozeltisinin ardisik 6 enjeksiyonu arasindaki asemetasin piki i¢cin RSD <

%2,0 olmalidir.

» Standart ¢ozeltisindeki asemetasin pikleri i¢in kuyruklanma faktorii en fazla 2,0

olmalidir.

» Standart ¢ozeltisindeki asemetasin pikleri i¢in teorik plaka sayisi en az 2000

olmalidir.

» Baslangi¢ analiz sonucu ile analiz edilen siiredeki analiz sonuglar1 arasindaki %

relatif degisim < %2,0 olmalidir
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Calismada 6ncelikle asemetasin i¢in metot validasyonu ve optimizasyon ¢alismasi yapildi
calisildi. HPLC cihazi ile segicilik, dogrusallik, dogruluk, kesinlik, saglamlik ¢aligmalari
yapildi. Valide edilen sonuglar Cizelge 4.1-4.13, kromatogramlar ise Sekil 4.1-4.8

araliginda verilmistir.

Filtre etkisi sonuglar1 Cizelge 4.1’de, HPLC’de alinan standart c¢ozeltisi i¢in alan

sonuclar1 verilmistir.

Cizelge 4.1 Filtre etkisi

PVDF 40/25 Rc 20 Rc 45
ALAN % Degisim ALAN % Degisim ALAN % Degisim

1 mL 564669 - 663232 - 661081 -

2 mL 691217 15,02 721881 6,96 717010 6,64
3mL 709963 2,22 723641 0,21 724132 0,85
4 mL 713690 0,44 718559 0,60 723507 0,07
SmL 714040 0,04 723503 0,59 724111 0,07
6 mL 718219 0,50 731692 0,97 722141 0,23
7 mL 719039 0,10 723591 0,96 723311 0,14
8 mL 720161 0,13 723458 0,02 722930 0,05
9 mL 724418 0,51 729195 0,68 725850 0,35
10 mL 727588 0,38 727209 0,24 726844 0,12

Secicilik sonuglar1 Cizelge 4.2°de, HPLC’de alinan blank ¢6zeltisi i¢in kromatogram
Sekil 4.1°de verilmistir.
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Cizelge 4.2 Segicilik sonuglari

Numune Adi Alikonma zamani, dk Pik saflig1
Blank uY. UY.
Matrix UY. uY.
Standart Cozeltisi 6,28 0,999708
Numune Cozeltisi 6,28 0,999686
_ ;’\’

0-— |
.
1 e

[
- \ﬂ\*"%\“v
-1000- s S
T | L L G I T -

0 1 2 3 4 5 6 )

1 PDA Multi 1/235nm 4nm
Sekil 4.1 Blank ¢ozeltisi HPLC kromatogrami

— 1PDA Multi 1

Matrix ¢ozeltsi icin kromatogram Sekil 4.2 de ve asemetasin standardi i¢in alinan

kromatogram Sekil 4.3’te gosterilmistir. Asemetasin standart ¢dzeltisinin pik safligi

degerleri i¢in alinan UV spektrumu Sekil 4.4de verilmistir.

"\.M\V‘—h
] %\*,

-1000~ The—
N - ‘“‘éﬂPDAMultil
0 1 2 3 4 5 6 7 8

min

1 PDA Multi 1/235nm 4nm
Sekil 4.2. Matrix ¢o6zeltisi HPLC kromatogranu
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1 PDA Multi 1/235nm 4nm
Sekil 4.3. Standart ¢6zeltisi HPLC kromatogrami
Purity
ID# 3
Retention Time : 6.363
Compound Name : ACEMETACIN
ol ~100
0.5+ L
08 ! y O O T B T A . T =0
6.25 6.50 6.75 7.00 .
min
Impurity :Not Detected
Peak purity index : 1.000000
Single point threshold : 0.999708
Minimum peak purity index  : 292
Sekil 4.4 Standart ¢ozeltisi pik saflig
Purity
ID# 1
Retention Time : 6.287
Compound Name : ACEMETACIN
d ; i
] ~100
0.5+ L
O'OL'I* L L L e [ R T 10
6.00 6.25 6.50 6.75 7.00
min
Impurity :Not Detected
Peak purity index : 1.000000
Single point threshold :0.999686

Minimum peak purity index  : 313

Sekil 4.5 Numune ¢ozeltisi pik saflig
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Sekil 4.4 ve Sekil 4.5’te asemetasin standart ¢ozeltisinin ve numune ¢ozeltisinin safligt
degerleridir.

Multi Plot ***

File Name ¢ EKiP-1\ASEMETAZIN_API
Sample Name : ASEMETAZIN Comment :
Date & Time : 11-16-23 08:52:40
Cendition i
X-ray Tube : Cu{l.54060 A) Voltage : 40.0 xV Current : 30.0 mA
Scan Range : 3.0000 <-> 40.0000 deg Step Size : 0.0200 deg
Count Time : 0.60 sec Slit DS : 1.00 deg SS : 1.00 deg RS : 0.30 mm
) [ TAS
‘
= {
|
|
|
6000
|
{
|
[
1
4000 -{
|
2000

o % 20 o) ] £ 490
Thets-2Theta (deg)

Sekil
4.6 Asemetasin etken maddesinin XRD monografi

Bu monografta asemetasin etken maddesinin karakteristik yapisini XRD cihazim
kullanarak kromotografik goriintiisiinii yakaladik. Bu monograf sayesinde miktar
tayininde olasi diisiisleri yada etken maddedeki olasi bozulmalar1 gozlemlemek adina

kullanmak tizere yapilmis olup 2-Theta degerlerini saglamaktadir.

Cizelge 4.3’te Asemetasin icin sistem uygunluk sonuglari verilmistir.
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Cizelge 4.3 Asemetasin i¢in sistem uygunluk sonuglari

Enjeksiyon no Asemetasin Alikonma Teorik plaka Kuyruklanma
Alan zamani, dk sayisi faktori

1 742520 6,36 8815 1,2
2 740158 6,30 8660 1,2
3 740725 6,29 8597 1,2
4 739205 6,30 8518 1,3
5 740117 6,29 8441 1,3
6 740246 6,29 8428 1,3
Ortalama 740495 6,30 8577 1,3
Standart Sapma 1108

% RSD 0,15

Elde edilen sistem uygunluk sonuglart (Cizelge 4.3) degerlendirildiginde kabul
kriterlerine uygun oldugu ve Asemetasin i¢in %RSD 0,15 oldugu belirlenmistir.

Asemetasin teorik plaka degeri 8577 oldugu goriilmektedir.

Asemetasin i¢in elde edilen dogrusallik sonuglar1 Cizelge 4.4’te, st liste cakistirilmig

kromatogram Sekil 4.7°da verilmistir.
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Cizelge 4.4. Asemetasin i¢in elde edilen dogrusallik sonuglari

Hesaplanan
Standart Derigim Alan P Fark Farklarin karesi
derisim ortalamasi alan
2

seviyesi (mg/mL)(x) (Y-1) ¥-2) (Y1-Y2) (Y1-Y2)
%350 0,033000 356844 362385 5541 30706824
%70 0,0426200 502449 496497 5952 35431500
%80 0,052800 566823 563552 3271 10698405
%90 0,059400 628131 630608 2477 6134307
%100 0,066000 703107 697663 5444 29633346
%110 0,072600 758123 764719 6596 43506463
%120 0,079200 831416 831775 359 128549
%150 0,099000 1033247 1032941 306 93439

RRS** 156332833

RSD 4167,8

€C, 9

* Hesaplanan Alan: Derisim degerlerinin dogru formiiliinde (y=mx + n) “x” yerine

konulmasi ile hesaplanan alan degerleridir.

**RSS: Farklarin Karesinin Toplam1

RSD : Bagil Standart Sapma
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Data1 : @C:\LabSolutions\Data\Acemetacin\Proje Bazh\Miktar Tayini\Dogrusallik\%50-1__10-UV.lcd
Data2 : @C:\LabSolutions\Data\Acemetacin\Proje Bazl\Miktar Tayini\Dogrusallik\%70-1__16-UV.Ilcd
Data3d : @C:\LabSolutions\Data\Acemetacin\Proje Bazli\Miktar Tayini\Dogrusallik\%80-1__18-UV.lcd
Datad : @C:\LabSolutions\Data\Acemetacin\Proje Bazl\Miktar Tayini\Dogrusallik\%90-1__20-UV.lcd
Data5 : @C:\LabSolutions\Data\Acemetacin\Proje Bazli\Miktar Tayini\Dogrusallik\%100-1__22-UV.lcd
Data6 : @C:\LabSolutions\Data\Acemetacin\Proje Bazli\Miktar Tayin\Dogrusalik\%110-1__28-UV.led
Data7 : @C:\LabSolutions\Data\Acemetacin\Proje Baz!i\Miktar Tayini\Dogrusallik\%120-1__30-UV.lcd

Dstas : [@C:\LabSolutions\Data\Acemetacin\Proje Bazli\Miktar Tayini\Dogrusallik\%150-1__32-UV.lcd
u
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i | Data2
50000 lData3
1 ~Datad
JjDatas
«. Datab
.. Data7?
0 —1—DataB
T T T L T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8
min
uW - -
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| _|'|
4 |1
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50000
n |
W'u)
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| [ Data1
IData2
"-Dala3
1 | Data4
1 J w, Datas
k t
0 he - Datar
‘ ‘Datad
—7 — T T T T T — T
0 1 2 3 4 5 [ 7 8
min

Sekil 4.7 Dogrusallik i¢in dogrusallik ¢alismast HPLC kromatogramlari
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Alan / Area Acemetasin

1200000
y = 10.159.938,6126x + 27.107,3996
1000000 R?=0,9995
800000
600000
400000
200000 Derisim (mg/mL)/
Concentrationmg/mL
0
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12

Sekil 4.8 Asemetasin kalibrasyon grafigi

Dogrusallik kalibrasyon grafigi de Sekil 4.8’de verilmistir. Dogrusallik i¢in yapilan
analizler sonunda, elde edilen veriler kabul kriterlerine uygundur. Sonug¢ olarak;
asemetasin i¢in %50 ve %150 derisim araliginda derisime bagli olarak alan degisiminin
dogrusal oldugu kanitlandi (Sekil 4.8). Ayrica dogrusallik parametrelerinden olan

korelasyon degerlerininin 0,9995 oldugu belirlendi.

Standart ¢ozeltisinde ardisik 6 enjeksiyonundaki asemetasin piki alanlar1 arasindaki
%RSD < 2,0 olmali genel kabulii dikkate alindiginda uygulama aralig1 Cizelge 4.5’te
goriildiigii gibi alt ve st derisim %RSD degerlerinin sirasiyla 0,168 ile 0,057 oldugu

hesaplanmistir. Elde edilen sonuglarin kabul kriterlerine uygun oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 4.5. Uygulama aralig1 sonuglari

Enjeksiyon no %50 standart alan1 %150 standart alani
1 357846 1032885
2 356535 1033469
3 356526 1033426
4 356143 1033674
5 357175 1033789
6 356839 1032237
Ortalama 356844 1033247
Standart sapma 600 585
% RSD 0,168 0,057

Dogruluk parametresinde %80, %100 ve %120 derisim araliklarinda numuneler cihaza

enjekte edildi ve enjekte edilen sonuglar Cizelge 4.6’da verilmistir.
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Cizelge 4.6. Dogruluk sonuglari

Seviye  Numune Teorik derisim Deneysel %Geri % %

mg/mL derisim mg/mL kazamim,  QOrtalama RSD
1 0,05280 0,05287 100,1

80% 2 0,05280 0,05274 99.9 100,0 0,14
3 0,05280 0,05280 99,9
1 0,06600 0,06609 100,5

100% 2 0,06600 0,06595 100,1 100,4 0,26
3 0,06600 0,06604 100,6
1 0,07920 0,07926 100,1

120% 2 0,07920 0,07914 99,9 100,1 0,25
3 0,07920 0,07951 100,4

Numune ¢ozeltilerinin matrix miktarlar1 sabit olacak sekilde, etken madde miktarlarinin
%80, %100 ve %120 seviyelerinde asemetasin hammaddesi ilave edildigi zaman Cizelge
4.5°de gortildiigii gibi geri kazanim degerleri 99,9-100,6 arasinda, %RSD degerleri ise
0,14-0,25 arasinda elde edilmistir. Elde edilen sonuglarin kabul kriterlerine uygunlugu

belirlenmistir.

Kesinlikte sistem kesinligi, yontem kesinligi ve laboratuvar i¢in kesinlik parametreleri

incelendi. Sistem kesinligi sonuglar1 Cizelge 4.7’ de verilmistir.

Cizelge 4.7. Asemetasin i¢in sistem kesinligi sonuglari
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Enjeksiyon sayisi Asemetasin standart ¢ozeltisi alani

1 742520

2 740158

3 740725

4 739205

5 740117

6 740246

Ortalama 740495
Standart sapma 1108
% RSD 0,150

Kuyruklanma faktorii 1,3

Teorik plaka sayisi 8577

Asemetasin i¢in sistem kesinliginde 6 enjeksiyondan sonra %RSD degeri 0,150;
kuyruklanma faktorii 1,3; teorik plaka sayisi 8577 bulunmustur. Elde edilen sonuglarin

kabul kriterlerine uygun oldugu belirlenmistir.

Asemetasin etken maddesinin yontem kesinligi ve laboratuar ici kesinlik sonuglari

Cizelge 4.8 de verilmistir.

Cizelge 4.8. Yontem kesinligi ve laboratuar ici kesinlik sonuglari
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Asemetasin Kapsiil

Numune 1. Analizci 2. Analizci
Asemetasin mg Asemetasin mg
1 60,010 60,062
2 60,075 60,102
3 60,005 60,011
4 60,023 60,027
5 60,109 60,083
6 60,047 60,063
Ortalama 60,045 60,058
Standart sapma 0,04 0,03
% RSD 0,07 0,06
% 95 Giiven araligi 60,045 + 0,043 60,058 + 0,047

Yontem kesinliginde ve laboratuar i¢i kesinlikte gliven araligi hesaplanirken 6 analiz igin
serbestlik derecesi 5 (N-1), t degeri 2,571 dir. Standart sapma degeri ile %95 giliven sinir1
degerleri hesaplandiktan sonra ortalama olan degerler ile giiven araligi belirlenmistir.
Sonucglar Cizelge 4.7°de gosterilmistir. Yontem kesinligi icin yapilan analizlerin
sonucunda %RSD degeri 0,07 olarak bulunmus ve elde edilen sonuglar kabul kriterlerine
uygun bulunmustur. Ayrica asemetasin kapsiil numunesi i¢in yapilan farkli iki analizci

sonucunda elde edilen veriler Cizelge 4.9°da verilmistir.

Cizelge 4.9. iki analizci sonuglar1 arasindaki fark
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Analizci

Asemetasin mg

1. Analizci

2. Analizci

% Fark

60,045

60,058

0,02

Laboratuvar i¢i kesinlik c¢alismasi ikinci analizci tarafindan farkli zamanda, farkl
ekipman ile yapilmistir. Ardisik 6 numunenin analizlenmesi sonucu RSD < 2,0 dir. Tiim

sonuglar limit i¢indedir ve %95 giiven aralig1 hesaplanmistir. Ayrica, iki farkli analizcinin

sonuclarinin ortalamalart arasindaki fark %0,1’den az bulunmustur.

Saglamlik metot stabilitesi ve ¢Ozelti stabilitesi caligmalarin1 igeren validasyon

parametresidir. Metot stabilitesi i¢in elde edilen sonuglar1 igeren Cizelgeler 4.10-4.16

araliginda verilmistir.

Cizelge 4.10. Akis hiz1 standard degisimi sonuglar

Standartlar Arasi Degisim
Akis Hiza Alikonma alanlar1 Kuyruklanma Teorik Alan %Degisim
mL/dk zamani, dk arast faktorii plaka
9% RSD sayisl
1,0 7,64 0,214 1,1 7564 708327 2
1,2% 6,30 0,148 1,3 8567 691629 -
1,4 5,40 0,124 1,3 6432 678944 2

*Baslangi¢ kosulu olarak kesinlik ¢alismasinin sonuglar1 alinmistir.

Cizelge 4.11. Akis hi1z1 numune degisimi sonuglari
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Numuneler Arast Degisim
Akis Hizx Alikonma alanlar Kuyruklanma Teorik Alan %Degisim
mL/dk zamani, dk arasl faktorii plaka
9% RSD sayist
1,0 7,65 0,200 L1 7551 705315 |2
1,2* 6,28 0,149 1,3 8203 676751 | -
1,4 5,41 0,114 1,3 6328 678520 | 2

*Baslangic kosulu olarak kesinlik ¢alismasinin sonuglari alinmistir.

Cizelge 4.12. Kolon sicaklig1 standart degisimi sonuglari

Standart Arasi Degisim
Kolon Alikonma Alanlar Kuyruklanma Teorik Alan %Degisim
sicaklig1 °C | zamani, dk arast faktorii plaka
9% RSD sayi1s1
35 6,53 0,065 1,2 6608 677827 | 2
40%* 6,30 0,148 1,3 8567 691629 | -
45 6,17 0,038 1,2 7061 679234 | 2

*Baslangic kosulu olarak kesinlik ¢alismasi sonuclar1 alinmistir.

Cizelge 4.13. Kolon sicakligi numune degisimi sonuglari
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Numune Arasi Degisim
Kolon Alikonma Alanlar | Kuyruklanma Teorik Alan %Degisim
sicakligt | zamani, dk arasi faktorii plaka
°C %RSD sayist
35 6,54 0,315 1,2 6521 679515 |2
40* 6,30 0,148 1,3 8567 691629 | -
45 6,18 0,073 1,2 7000 675513 |2
*Baslangic kosulu olarak kesinlik ¢alismasi sonuglar1 alinmistir.

Metot stabilitesi i¢in akis hizi degisimi Standart ve Numune i¢cin HPLC cihazi
kromatogramlar1 Sekil 4.9 ve 4.10°de verilmistir.
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Sekil 4.9. Akis hizi: 1,0 mL/dk , 1,2 mL/dk ve 1,4 mL/dk degisim kromatogramlari
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==== Shimadzu LCsolution Analysis Report ====
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Sekil 4.10. Kolon sicakligi 35 °C , 40 °C , 45 °C degisim grafigi.

Saglamlik metot stabilitesi parametrelerinden elde edilen sonuglarin kabul kriterlerine

uygun oldugu belirlenmistir. Sonuglar arast % degisim 2’dir.
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Cizelge 4.14. Cozelti stabilitesi sonuglari

Standart ¢ozeltisi Numune ¢ozeltisi
Zaman Alan %Relatif Degisim Alan % Relatif Degisim

Baslangic 721080 - 718747 -

4 Saat 720876 99,9 718344 99,9
8.Saat 719765 99,8 717103 99,8
12.Saat 719841 99,8 717649 99,8
16.Saat 719356 99,7 716889 99,7
20.Saat 719908 99,8 717584 99,7
24.Saat 719017 99,7 717784 99,9
28.Saat 718162 99,6 717018 99,8

Saglamlik; ¢ozelti stabilitesindeki elde edilen sonuglari istinaden, 15°C’de standart

¢Ozeltisi ve numune ¢ozeltisi 28 saat stabildir.
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Cizelge 4.15. Mobil faz stabilitesi sonuglari

Alikonma | % Relatif | Asemetasin Kuyruklanma Teorik

Zamani Degisimi | alanlari arasi Faktorii Plaka

RSD Sayis1

Baslangig 6,30 uy 0,03 1,2 8920
1.Giin 6,30 0 0,04 1,2 8905
2.Glin 6,29 0,16 0,12 1,2 8858
3.Giin 6,29 0,16 0,13 1,2 8845
4.Glin 6,27 0,47 0,15 1,2 8715
5.Giin 6,25 0,8 0,22 1,3 8602
6.Giin 6,23 1,1 0,35 1,3 8438
7.Giin 6,17 2,1 0,49 1,3 8021

Saglamlik; mobil faz stabilitesi parametrelerinden ve sonuglarindan elde edilen verilere

gore mobil faz ¢cozeltisi oda sartlarinda 6 giin stabildir.
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Cizelge 4.16.Asemetasin i¢in HPLC’de uygulanan optimum kromotografik kosullar

Kolon Ozellikleri Nucleosil 100 ¢18 Sum 250mm 4.0mm
Dedektor PDA/UV

Dalga Boyu 235 nm

Akis Hiz1 1,2 mL/dakika

Kolon Sicakligi 40 °C

Numune Boélmesi Sicakligi 15°C

Enjeksiyon Hacmi 5uL
Analiz Siiresi 8 dakika
Alikonma Zamani 6,3 dakika
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5. SONUC VE ONERILER

Asemetasin etkin bir agr1 kesici etken maddesidir. Bu c¢alismada, agr1 kesici olarak
kullanilan asemetasin etken maddesinin HPLC-PDA-UV’de miktar tayini metot

validasyonu, gelistirilmesi yapildi.

Calismada asemetasin i¢in miktar tayini metot validasyonunda ytiiksek dogruluk, yiiksek
kesinlik (sistem kesinligi, yontem kesinligi ve laboratuvar i¢i kesinlik), secici, hizli,
diistik relatif standart sapmalarin yilizdesi saglandi. Ayrica, dogrusallik, dogruluk, ¢alisma
araligi, saglamlik, stabilite parametreleri ve filtre etkisi ¢alisilarak kabul kriterlerine

uygunlugu kanitlandi. Calismada ICH kabul kriteri saglandi.

Filtre etkisi ¢calismamizda kullanabilecegimiz ti¢ farkli filtreden maliyet ve performans
olarak en uygun olan ve filtremizin etken maddemiz ile doygunluga en erken ulasan filtre

olan RC 0,45 filtreyi kullanmay1 uygun bulduk.

Secicilik ¢aligmasinda piklerin tanimlanabilmesi icin blank, matrix, standart ve kapsiil
numunesi ¢ozeltisi HPLC’de analiz edildi ve her birinden gelen kromatogramdaki pikler
tespit edildi. Segicilik sonuglarmin ICH kabul kriterlerine uydugu, elde edilen
kromatogramlardaki asemetasin pikinin ayni tutunma zamaninda ¢iktig1 kromatogramlar
sayesinde belirlendi. Ayrica, asemetasin pikinde pik saflig1 degerleri i¢in alinan UV
spektrumunda secicilik ve tanimlama saglandi. Asemetasin pikinin XRD kromatogrami

cekilerek etken maddemizin parmak izi belirlendi.

ICH kabul kriterine gore asemetasin i¢in sistem uygunluk sonuglari ve yontem kesinligi
icin 6 enjeksiyon yapildi. Sistem uygunluk sonuglarinda %RSD degerlerinin 0,15
bulundu.%50-%150 derisim araliginda asemetasin standardi ile kalibrasyon grafigi ¢izildi
ve korelasyon degeri 0.9995 olarak tespit edilip belirlendi. %80, %100 ve %120 derisimli
standart ¢ozeltileri i¢in 6’sar enjeksiyon verilerek alt ve {ist derisim %RSD degerlerinin
sirastyla 0,14 ile 0,25 oldugu ve derisimlerdeki “%RSD < 2,0 olmali ICH kabul kriteri”
sagladig da kanitlandi. Ayrica, numune ¢dzeltisinin matrix miktar: sabit olacak sekilde,
etken madde miktarmin %80, %100 ve %120 derisimlerde asemetasin etken maddesi

ilave edildiginde geri kazanim degerleri 99,9-100,5 arasinda, %RSD degerleri ise 0,14-
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0,25 arasinda oldugu bulundu. Dogrusallik i¢in elde edilen kabul kriterler sonuglar1 ICH

kabul kriterlerine uygundu.

Asemetasin kapsiil {irtinii kullanilarak yapilan kesinlik ¢aligmasinda sistem kesinligi,
yontem kesinligi ve laboratuar i¢i kesinlik caligmalar1 yapildi. Sistem kesinliginde ICH
kabul kriterlerine gore yapilan 6 enjeksiyondan sonra elde edilen %RSD degeri 0,150;
kuyruklanma faktorii 1,3; teorik plaka sayisi1 8577 olarak bulundu bulundu. Bulunan

sonuglar neticesinde elde edilen veriler ICH kabul kriterlerine uygundu.

Yontem kesinligi ve laboratuar i¢i kesinlikte asemetasin kapsiil numunesi i¢in yapilan
farkli iki analizci sonucu arasinda elde edilen veriler %95 giliven sinirinda giiven araligi
belirlendi. Yontem kesinligi i¢in yapilan analizler bizlere sonug olarak %RSD degeri 0,07
olarak bulundugunu gosterdi ve elde edilen sonuglarin kabul kriterlerine uygunlugu tespit
edildi. Ardisik analizlerin sonug¢larinin RSD < 2,0 ve iki farkli analizcinin sonuglarinin

ortalamalar1 hesaplandiginda aralarindaki fark %0,1°den kiiciik oldugu belirlendi.

Saglamlik validasyon parametresinde mobil faz, ¢cozelti ve metot stabilitesi ¢caligmalari
yapildi. Metot stabilitesinde akis hiz1 ve kolon sicakligi degisimi etkisi dikkate alinarak
yapilan ¢aligmalarin sonucunda, sonuglar arasindaki degisim %2 oldugu bulunmus olup
elde edilen sonuglarin ICH kabul kriterlerine uygunlugu goézlenmistir. Cozelti
stabilitesinde 15 °C’de standart ¢ozelti ve numune ¢6zeltisinin 28 saat stabil oldugu
baslangigtan itibaren her 4 saatte bir ayn1 vialdeki numuneyi HPLC cihazinda okutarak

kromotogramdaki alanlarin Relatif degisimleri sonucunda varilmstir.

Sonug olarak; bu metot, asemetasin kapsiil numunesi kullanilacak miktar tayini metot

validasyonu sonucunda, tanima (UV) ve tanima (PDA) i¢in uygun oldugu kanitland1
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