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SEMBOLLER / KISALTMALAR LISTESI

BP: Ingiliz Farmakopesi

EP: Avrupa Farmakopesi

FT-IR: Fourier Déniisiimlii Infrared

h/h : hacim / hacim

HPLC: Yiiksek Performansli Stvi Kromatografisi

ICH: Uluslararas1t Harmonizasyon Konferansi

IUPAC: Uluslararas1 Temel ve Uygulamali Kimya Birligi
LOD: Gozlenebilme sinir1 (Nitelik sinirt)

LOQ: Tayin Sinir1 (Nicelik sinirt)

mg : miligram

mL : mililitre

N : Teorik plaka sayisi

PDA : Fotodiyot serili dedektor

RSD: Bagil Standart Sapma

S/N: sinyal / giiriiltli orani

Safsizlik A: 6-fluoro-3-o0xo-3,4-dihydropyrazine-2-carbonitrile
Safsizlik B: 6-bromo-3-hydroxypyrazine-2-carboxamide
SD: Standart Sapma

T.E : Tespit edilemedi

USP: Amerikan Farmakopesi

UV: Ultraviyole

UV/VIS : Ultraviyole Visible

ug : mikrogram



OZET

Didem Yazgi (2021). Favipiravir’in kromatografik olarak farmasotik preparatlarda
analizi, istanbul Universitesi Saglhik Bilimleri Enstitiisii, Analitik Kimya ABD. Yiiksek

Lisans Tezi. Istanbul.

Bu tez ¢alismasi kapsaminda favipiravirin farmasétik preparatlarda tayini igin yiiksek
performansli sivi kromatografisi yontemi kullanilarak bir miktar tayini metodu
gelistirilmis  ve gelistirilen metodun validasyonu basart ile tamamlanmistir.
Kromatografik ayirmalar, C18 kolonda hareketli faz A olarak 10 mM potasyum
dihidrojen fosfat pH 4.0 tamponu:asetonitril (90:10) ve hareketli faz B olarak asetonitril
kullanmilmistir. Hareketli faz akis hizi 1,5 ml/dakikadir. Calismada Fotodiyot serili
dedektor (PDA) kullaniimis ve dalga boyu 238 nm sec¢ilmistir. Dogrusallik araligi 0.5-3
ug/mL’dir. Gozlenebilme ve tayin siirlart sirasiyla 0,07 pg/mL ve 0,2 ug/mL
bulunmustur.  Dogruluk ¢alismalart smir degerin %50’si ve %150’si arasinda
yapilmistir. Gelistirilen metot favipiravir’in safsizliklarina ve stres ¢alismasi sonucunda

olusan bozunma iiriinlerinin analizinde de basar1 ile uygulanmistir.

Anahtar Kelimeler: Favipiravir, Safsizlik , HPLC, Validasyon, Farmasotik Preparat
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ABSTRACT

Didem Yazgi (2021). Determination of favipiravir by chromatographic method in
pharmaceutical preparations, Istanbul University Institute of Health Sciences,
Analytical Chemistry, USA. Master Thesis. Istanbul.

In this study, a method was developed and validated by using high performance liquid
chromatography method for determination of favipiravir and its impurities in
pharmaceutical preparaitions. Chromatographic seperations were carried out on the C18
column using 10 mM potassium dihydrogen phosphate pH 4.0 : acetonitrile as mobile
phase A and acetonitrile as mobile phase B. Mobile phase flow rate was 1.5 mL/min.
PDA detector was used at 238 nm. Linear range was 0.5 — 3 ug/mL. Detection and
quantitation limits were found 0.07 pg/mL and 0.2 pg/mL, respectively. Accuracy
studies were carried out within 50% and 150% of the limit value. Validated method is
fast, precise and reproducible. This method can be used determination of favipiravir

impurities for film coated tablets.

Keywords: Favipiravir, Impurity, HPLC, Validation, Pharmaceutical Preparation



1. GIRIS VE AMAC

Aralik 2019’da Cin’in Wuhan kentinde pnoémoni salgimini bilim adamlari,
siddetli akut solunum sedromu koronaviriis 2 (SARS-CoV-2) olarak bildirmistir. Daha
sonra Diinya Saglik Orgiitii tarafindan koronaviriis hastaligi 2019 (COVID-19) olarak
adlandirdi. Kisa siirede tiim diinyaya yayilan koronaviriis, alfakoranaviriis ve

betakoronaviriis olarak katagorize edilmis bir viriis grubudur [1].

Favipiravir, CsH4FN3O, kapali formiile sahip olan 157.10 g/mol agirliginda
kimyasal adi1 6-Fluoro-3-hydroxypyrazine-2-carboxamide olan bir bilesiktir [2]. T-705
olarak da adlandirilan Favipiravir, influenza ve diger bircok RNA-bagimli RNA
polimerazini segici ve gii¢lii inhibe eden bir anti viral ilag tiirtidiir [3]. Japonya menseili
olan Toyama Chemical Co., Ltd. firmasi tarafindan bulunan bu etken direncli influenza
vakalarinda terapotik kullanim icin onayli modifiye edilmis bir pirazin analogudur.
RNA polimeraz (RdRp) enzimlerini hedefler. Influenza A ve B’nin replikasyonunu
inhibe etmekle kalmayan Favipiravir, noramidaz inhibitorlerine direngli influenza
suslart i¢in alternatif bir se¢enek olabilir [4]. Simdi de COVID-19 tedavisinde

kullanilan ilaglarin arasinda yer almaktadir [5].

Kat1 oral dozaj formu olan bu ila¢ a¢ karnina alinir. Favipiravirin oral
biyoyararlanimi > % 95°tir. Yapilan aragtirmalar sonucu a¢ karna, yemekle veya
yemekten 30 dakika sonra uygulanmasi konusunda anlamli bir fark tespit edilmemistir.
Plazma yarilanma Omrii 4 saattir. Karaciger fonksiyon bozuklugu olan kisilerde kan
konsantrasyonu takip edilerek doz ayarlamasi yapilmalidir. En sik gézlenen yan etkiler:
diyare, serum iirik asit diizeyinde artig, serum transaminaz (ALT, AST, ALP) ve total
bilirubin diizeylerinde artis ve noétrofil diizeyinde azalmadir. Sindirim sistemi yan

etkileri (bulanti, gaz artis1) ve psikiyatrik semptomlarda goriilebilir [5].

Farmakopelerde yer almayan Favpiravir ile ilgili yapilan literatiir arastirmalari
sonucu 4 adet yaymlanmis calisma bulunmustur. Yayinlanan calismalardan ikisi
Favipiravirin farmasdotik preparatlardaki tayinine dayanan galismalardir [6,7]. Diger iki

yayin ise safsizlik tayini ¢alismasidir ve analiz siiresi 60 dakikadir [8,9].



Bu yiiksek lisans tezi kapsaminda Favipiravir ve safsizliklarinin farmasotik
preparatlarda HPLC yontemi ile UV/PDA dedeksiyonuna dayanan bir miktar tayini
metodu gelistirilmesi planlanmistir.  Bu yontemin Uluslararas1 Harmonizasyon
Konferanst (ICH, International Conference Harmonization Q2(R1)) klavuzuna gore
validasyonu yapilmis ve ayrica gelistirilen metod ila¢ maddesinin farmaso6tik

preparatlardaki analizine basariyla uygulanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Etki Mekanizmasi

Bir guanozin piirin niikleotid analo§u olan favipiravir hiicre icinde
fosforibozilasyona ugrar ve favipiravir ribofuranosil-5B-trifosfat (Favipiravir- RTP)
olarak adlandirilan aktif formuna doniislir. Favipiravir-RTP rdrp’nin potent bir
inhibitoriidiir. Sadece RNA virtislerine etkilidir. DNA’ya bagimli RNA polimeraza ve
DNA polimeraza 215 etkisizdir, DNA viriislerine ve insan hiicrelerine etki gostermez

[10].

Favipiravir, viral replikasyon ve transkripsiyonu dogrudan inhibe etmesi ve viral

RNA polimerazi hedef alan spesifik etki mekanizmasi ile diger antivirallerden ayrilir

[11].

2.2. Farmakokinetik Ozellikleri
Eliminasyonunda yer alan ana enzim, favipiraviri inaktif M1 metabolitine

doniistiiren aldehid oksidazdir. Hidrofilik bir metabolit olan M1 esas olarak renal yolla
atilir. Favipiravir aym1 zamanda aldehit oksidazi inhibe etmektedir. Bu da karmasik
zamana ve doza bagimli farmakokinetigine yol agar. Bu nedenle yeterli kan seviyesini

elde edebilmek igin oral yiikleme gereklidir [11].

Kati oral dozaj formu olan bu ila¢ a¢ karnma alimir. Favipiravirin oral
biyoyararlanimi > % 95°tir. Yapilan arastirmalar sonucu a¢ karna, yemekle veya
yemekten 30 dakika sonra uygulanmasi konusunda anlaml bir fark tespit edilmemistir.
Plazma yarilanma Omrii 4 saattir. Karaciger fonksiyon bozuklugu olan kisilerde kan

konsantrasyonu takip edilerek doz ayarlamasi yapilmalidir [5].

2.3. Yan Etkileri
En sik gozlenen yan etkiler: diyare, serum iirik asit diizeyinde artig, serum
transaminaz (ALT, AST, ALP) ve total bilirubin diizeylerinde artis ve notrofil

diizeyinde azalmadir. Sindirim sistemi yan etkileri (bulanti, gaz artis1) ve psikiyatrik



semptomlarda goriilebilir. Esas olarak bdbreklerden atilir, ancak iiretici tarafindan
herhangi bir doz ayarlamasi Onerilmemektedir. Doz azaltmasi yapilacaksa yiikleme
dozu aym sekilde uygulanir, ancak idame doz azaltilabilir. Gebelikte kullanilmamalidir;
teratojeniktir. Siite gecer [5]. Dogurganlik ¢agindaki kadinlar i¢in tedavinin bitiminden

7 giin sonrasina kadar kontrasepsiyon onerilmektedir [11].

2.4. Favipiravir’in Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

2.4.1. Favipiravir

Favipiravir kimyasal adi1 6-Fluoro-3-hydroxypyrazine-2-carboxamide olup
kapali formiilii CsH4FN3O, dir (Sekil 2-1). Molekiil agirligr 157.10 gr/mol’diir. Beyaz —
acik sar1 toz olan favipiravir metanol ve asetonitrilde kismen, su ve etanolde ise az
¢oziniir. Favipiravir higroskopik degildir. Erime noktas1 187°C - 193°C olup, asitlik
sabiti (pKa) ise 5.1 dir [2].

O

F N
= NH;

=
N OH

Sekil 2- 1: Favipiravir’in kimyasal formiilii

Favipiravir'in Fourier Déniisiimlii Infrared (FT-IR) spektrumu Sekil 2.2°de

goriilmektedir.
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Sekil 2- 2 : Favipiravir’in FT-IR spektrumu

2.4.2. Safsizhiklar

Favipiravir’in Avrupa Farmakopesi (EP) , Amerikan Farmakopesi (USP) ve
Ingiliz Farmakopesi (BP)’'nde monografi bulunmamaktadir. Literatiir arastirmalarinda
ise tanimli herhangi bir safsizliga rastlanmamustir. Etken madde sentez asamalari

incelenmis ve temel olarak iki adet safsizlik tespit edilmistir.

2.4.2.1. 6-fluoro-3-ox0-3,4-dihydropyrazine-2-carbonitrile (Safsizhik A)

Uluslararast Temel ve Uygulamali Kimya Birligi (IUPAC) adi1 5-fluoro-2-oxo-
1H-pyrazine-3-carbonitrile olup kapali formiilii CsH,FN3O’dir (Sekil 2-3). Molekiil
agirligt 139.09 gr/mol’diir [12].
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Sekil 2- 3: Safsizlik A kimyasal formiilii

2.4.2.2. 6-bromo-3-hydroxypyrazine-2-carboxamide (Safsizlik B)

Uluslararas1 Temel ve Uygulamali Kimya Birligi (IUPAC) ad1 5-bromo-2-oxo-
1H-pyrazine-3-carboxamide olup kapali formiilii CsH4BrN3O, dir (Sekil 2-4). Molekiil
agirligr 218.01 gr/mol’diir [13].

NH2

Br N

Sekil 2- 4: Safsizhik B kimyasal formiilii

2.5. Gelistirilmis Analitik Yontemler
EP, USP ve BP ’nde yer almayan Favipiravir’in literatirde HPLC ve

spektrofluorimetrik yontemlere ait calismalar bulunmaktadir.

Bulduk 1., Inertsil ODS-3V C18 (4.6 mm x 250 mm, 5.0 um) kullanarak,
potasyum dihidrojen fosfat (pH 2,3) ve asetonitril (90:10, v/v) ile favipiravir miktar

tayini ¢alismasi gerceklestirmistir. Bu ¢alismada dalga boyu 323 nm ve akis hiz1 1.5



ml/dakika olarak tanimlanmistir. Analiz siiresi 15 dakika olarak belirlenmis ve
dogrusallik araligr 10-100 ug/mL’dir. G6zlenebilme siir1 (LOD) ve tayin sinir1 (LOQ)
degerleri sirasiyla 1,20 ve 2,60 pg/mL olarak bulunmustur [6].

Safa M. Megahed ve arkadaslar1 Ultraviyole (UV) dedektorlii ¢aligmalara
alternatif olarak spektrofluorometrik bir yontem gelistirmistir. Bu ¢alisma Favipiravir’in
0.2 M borat tamponu (pH 8.0) i¢inde dogal fluoresansina dayanir. Ol¢iimler 361 nm
eksitasyon ve 432 nm emisyon dalga boyunda yapilmistir. LOD ve LOQ degerleri
sirastyla 9,44 ve 28,60 ng/mL olarak tespit edilmistir. Gelistirilen metot farmasotik

preparatlarda ve insan plazmasinda da basarili olrak uygulanmustir [7].

CN104914185A ve CN104914185B patentlerinde Favipiravir safsizlik tayini
caligmasina rastlanmistir. pH 7,0 fosfat tamponu ve asetonitril ile gradient akis
programinda yapilan calismada dogrusallik araligi 1-10 pg/mL’dir. LOD ise 0,2
ug/mL’dir. Sabit faz olarak C18 kolon kullanilmistir. Analiz siiresi 60 dakikadir [8,9].



3. GEREC VE YONTEM

Bu tez c¢alismasi Istanbul Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Analitik Kimya
Anabilim  Dali  Arastirma  Laboratuvari’nda  2020-2021  wyillar1  arasinda
gerceklestirilmistir.

3.1.1. Kimyasal Maddeler ve Coziiciiler

Caligma sirasinda kullanilan kimyasal maddeler asagidaki gibidir:
Favipiravir'

Favimol 200 mg Film Kapl Tablet®
6-fluoro-3-oxo-3,4-dihydropyrazine-2-carbonitrile*
6-bromo-3-hydroxypyrazine-2-carboxamide®
Potasyum dihidrojen fosfat®

ortofosforik asit®

Sodyum hidroksit®

Hidroklorik asit’

Hidrojen peroksit®

Asetonitril (HPLC saﬂlglnda)3

Yiiksek saflikta su (HPLC safliginda)

Y Honour Lab Limited, Hindistan
2 Neutec Ilac, Tiirkiye
8 Merck, E. Merck A.G. Darmstadt, Almanya



3.1.2. Cozeltiler

3.1.2.1. Hareketli Faz Cozeltileri Hazirlanisi

Tampon Cozeltisi

1.4 g potasyum dihidrojen fosfat saf su ile ¢oziildii ve son hacim 1000’ye

tamamlandi. Bu ¢6zelti pH 4.0’a orto-fosforik asit ile ayarlandi.
Hareketli Faz A

900 mL tampon iizerine 100 mL asetonitril ilave edilerek son hacim 1000 mL’ye

tamamlandi. Tampon: asetonitril (90:10, h/h)
Hareketli Haz B

Asetonitril

3.1.2.2. Favipiravir Standart ve Numune Cozeltileri Hazirlanisi
Stok cozeltisi:

2 mg favipiravir, 2 mg safsizlik A ve 2 mg safsizlik B tartild1 ve 50 mL’lik balon jojeye
aktarildi. 20 mL hareketli faz A ilave edilerek ¢6ziildii ve hacmine hareketli faz A ile
seyreltildi (Cravipiravir - 0,04 mg/mL, Cgpzik a - 0,04 mg/mL, Cepzik s - 0,04 mg/mL)

Standart ¢ozeltisi

5,0 mL stok ¢ozeltisi, 100 mL balon jojeye alindi ve hacmine hareketli faz A ile
seyreltildi. (Cravipiravir : 0,002 mg/mL, Cggaaik a : 0,002 mg/mL, Cegax s : 0,002
mg/mL)

Stok safsizlk A ¢ozeltisi:

2 mg safsizlik A tartild1 ve 50 mL’lik balon jojeye aktarildi. 20 mL hareketli faz
A ilave edilerek ¢o6ziildii ve hacmine hareketli faz A ile seyreltildi (Csupzix 4 : 0,04
mg/mL).

Safsizlik A ¢ozeltisi

5,0 mL stok safsizlik A standart ¢ozeltisi, 100 mL balon jojeye alindi ve
hacmine hareketli faz A ile seyreltildi (Cgasizuk 4 : 0,002 mg/mL).
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Stok safsizlik B ¢ozeltisi:

2 mg safsizlik B tartildi ve 50 mL’lik balon jojeye aktarildi. 20 mL hareketli faz
A ilave edilerek ¢oziildi ve hareketli faz A ile seyreltildi (Csagsizuk s : 0,04 mg/mL).

Safsizlik B ¢ozeltisi

5,0 mL stok safsizlik B standart ¢ozeltisi, 100 mL balon jojeye alind1 ve hacmine

hareketli faz A ile seyreltildi (Cgfizix 5 : 0,002 mg/mL).
Favipiravir film kapli tablet numune ¢ozeltisi

50 mg favipiravir’e esdeger miktarda film kapl tablet tozu tartildi ve 25 mL’lik
balon jojeye aktarildi. 10 mL hareketli faz A ilave edilerek 30 dakika ultra sonik
banyoda tutuldu ve hacmine hareketli faz A ile seyreltildi (2 mg/mL).

3.2. Aletler ve Diger Gerecler
1. HPLC aleti (LC-20AT)

e Dedektor PDA (Photodiode Arracy Dedector) (SPD-M20A)

e Degasser (DGU-20A5R)

e Pompa (LC-20AT)

e Autosampler (SIL-20ACHT)

e Kolon Firim1 (CTO-10ASP)

e Analitik Kolon : InertSustainSwift C18 (250 mm x 4,6 mm) , 5 um
e HP masaiistii bilgisayar

e HP Laserjet 1100 Yazici

2. Yazilimlar

LC Solution Programi

MS Office Word Programi

MS Office Excel Programi
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3. Mobil faz siizme tinitesi ( Millipor, 0,5 p)

4. Teraziler (Denver Insrument TB 2150)

5. Ultrasonik banyo (Elma Ultrasonic LC 30 H)
6. Ultra saf su cihazi (Younglin instrument)

7. Otomatik pipetler (Eppendorf 1000 uL lik)
8. Balonjojeler (50 ve 100 mL lik)

9. Dereceli ve transfer pipetler

10. Meziir (1000 mL)

3.3. Analiz Yonteminin Gelistirilmesi ile lgili Cahismalar
Literatiir ¢alsmalar1 incelendikten sonra HPLC sisteminde favipiravir ve
safsizliklarin yan yana analizleri yapilmasina karar verilmistir. Analiz yonteminin

gelistirilmesi asamasinda asagidaki ¢alismalar yapilmistir.

3.3.1. Dedektor ve Dalga Boyu secimi

Isig1 absorblayabilen yapiya sahip olmasi sebebiyle metot gelistirme
caligmalarinda Ultraviyole Visible (UV/VIS) veya PDA dedektorlerin kullanilmasi 6n
goriilmiistiir. Ayn1 anda coklu dalga boyu 6lgme avantajina sahip oldugu icin PDA
dedektor kullanildi. Dalga boyu sec¢imi icin etken madde ve safsizliklarin standart

¢ozeltilerinin spektrumu alinmuistir.

3.3.2. Kolon secimi
Literatiirdeki ¢alismalarda da kullanilan C18 kolon ile calismaya baslandi. iki

farkl1 kolon ile denemeler yapildi. Sonuglar Boliim 4.1.2 *de verilmistir.
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3.3.3. Hareketli faz se¢imi
Etken maddenin pKa degeri géz Oniinde bulundurularak tampon ¢d6zeltisi
hazirlanmistir.  Hareketli faz se¢im ¢alismalarinda tampon ¢ozeltisinin  yaninda

asetonitril ve metanol denenmistir.

3.4. Gelistirilen Yontemin Validasyonu
Gelistirilmesi tamamlanan yontemin validasyonu ICH Kilavuzu Q2 (R1)’ye

gore yapildi [14].

3.4.1. Segicilik

Ozgiinliik, olas1 bilesenlerin varliginda analiti kesin olarak degerlendirmektir.
Bunlar safsizliklar, bozunmalar ya da matrisler olabilir. Safsizlik tayininde, secicilik,
etken madde veya iriinii uygun safsizlik seviyelerine ekleyerek ve bu safsizliklar ayri
ayr1 ve/veya numune icerisinde diger bilesimlerden ayrildigini1 gostererek saglanabilir.
Pik saflik testleri, analit pikinin birden fazla bilesene ait olmadigini gostermek icin

yararli olabilir [14].

Safsizlik piklerinin ¢6ziicii, plasebo, etken madde ve diger safsizlik pikleri ile
girisimi analiz edildi. Calisma sonunda elde edilen kromatogramlar ve pik saflik

degerleri Boliim 4.3.1 ‘de verilmistir.

3.4.2. Dogrusallik
Analitik bir prosediiriin dogrusalligi, numune igerisindeki analiz edilen
maddenin belirli bir konsantrasyon araliginda elde edilen test sonucu ile dogrusal olmasi

olarak agiklanir. En az 5 farkli konsantrasyon gereklidir [14].

Stok ¢ozelti seyreltilerek 5 farkli konsantrasyonda standart ¢ozeltileri hazirland
ve her bir standart ¢ozeltiden 6 ardisik enjeksiyon verildi. Her bir safsizlik i¢in en kii¢iik
kareler yontemi kullanilarak dogrusallik denklemleri elde edildi. Calismanin bulgulari

Boliim 4.3.3’de verilmistir.

%25 standart ¢ozeltisi :

1,25 mL stok ¢ozeltisi, 100 mL balon jojeye alind1 ve hacmine hareketli faz A
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ile Seyreltlldl (CFavipiravir : 010004 mg/mL Csaf51zllkA : 010004 mg/ml—1 Csaf51zllkB : 010004
mg/mL)

%350 standart ¢ozeltisi :

2,5 mL stok ¢ozeltisi, 100 mL balon jojeye alindi ve hacmine hareketli faz A ile
seyreltildi. (Cravipiravir : 0,001 mg/mL, Cggaak a : 0,001 mg/mL, Cepuax s : 0,001
mg/mL)

%80 standart ¢ozeltisi :

4,0 mL stok ¢ozeltisi, 100 mL balon jojeye alindi ve hacmine hareketli faz A ile
seyreltildi. (Cravipiravir : 0,0016 mg/mL, Csafaznk A : 0,0016 mg/mL, Csapozk 5 : 0,0016
mg/mL)

%100 standart c¢ozeltisi :

5,0 mL stok ¢ozeltisi, 100 mL balon jojeye alind1 ve hacmine hareketli faz A ile
seyreltildi. (Cravipiravir : 0,002 mg/mL, Cegamk a : 0,002 mg/mL, Cegaai s : 0,002
mg/mL)

%150 standart c¢ozeltisi :

7,5 mL stok ¢ozeltisi, 100 mL balon jojeye alindi1 ve hacmine hareketli faz A ile
seyreltildi. (Cravipiravir : 0,003 mg/mL, Cggamik a : 0,003 mg/mL, Cegaai s : 0,003
mg/mL)

3.4.3. Gozlenebilme ve Tayin Sinir1 (LOD ve LOQ)

Gozlenebilme sinir1 (LOD) bir numunedeki tespit edilebilen ancak nicel kesin
bir deger olarak belirlenemeyen en kii¢iikk analit miktaridir. Tayin smirt (LOQ) bir
numunedeki uygun hassasiyet ve dogrulukta kantitatif olarak belirlenebilen en diisiik
analit miktaridir. Ozellikle safsizliklarin ve/veya bozunma iiriinlerinin belirlenmesinde

kullanilir. LOD degeri i¢in S/N 3:1, LOQ degeri igin S/N 10:1 kullanilmistir[14].

Standart ¢ozeltiden seyreltme yapilarak ard arda enjeksiyonlar yapildi ve sinyal /

giiriiltii (S/N) degerleri hesaplatildi. LOD ve LOQ belirlendi. LOQ degerlerine ait
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¢ozeltiden 6 enjeksiyon yapilarak enjeksiyon tekrarlanabilirligi incelendi. % RSD
degerleri hesaplatildi. Bulgular Boliim 4.3.2°de verilmistir.

3.4.4. Kesinlik

3.4.4.1. Tekrarlanabilirlik

Tekrarlanabilirlik ¢alisma araligini kapsayan 9 o6l¢iim ( 3 farkli konsatrasyon / 3
tekrar) ve % 100 test konsantrasyonundan en az 6 Olglim kullanilarak
degerlendirilmelidir. [14].

% 100’0 seviyesinde etken madde, safsizlik A ve safsizlik B ilavesi yapilarak

numune ¢ozeltileri hazirlandi. Sonuglar Boliim 4.3.4.1°de verilmistir.

3.4.4.2. Ara Kesinlik
Ara kesinligin belirlenmesi prosediiriin kullanilmasinin amaclandigi kosullara
baghdir. Farkli giinler, analistler, ekipman gibi rastgele olaylarin analitik prosediiriin

kesinligi tizerindeki etkilerini belirlenmesidir [14].

Farkli giinlerde ve farkli cihazda safsizlik tayini yapilmistir. Sonuclar Boliim

4.3.4.2°de verilmistir.

3.4.5. Dogruluk
Dogruluk, analitik prosediiriin belirtilen aralifi boyunca yapilir. Calisma
araligin1 kapsayan en az 3 farkli konsatrasyon seviyesinde en az 9 Ol¢lim yapilarak

degerlendirilmelidir. (Ornegin, 3 farkli konsatrasyon / 3’er enjeksiyon) [14].

Metodun dogrulugunu kanitlamak igin tablet c¢ozeltisine %50, %100 ve
%150’lik konsantrasyonlarda favipiravir ve safsizliklar ilave edildi. Geri kazanim

degerleri hesaplandi. Caligma sonuglar1 Boliim 4.3.5°de verilmistir.

3.4.6. Saglamhk
Saglamligin degerlendirilmesi metot gelistirme asamasinda yapilmalidir ve

caligilan prosediiriin tliriine baghdir. Yontem parametrelerindeki kasitli varyasyonlara
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gdre bir analizin giivenilirligi gosterilmelidir. Olgiimler kosullardaki degisikliklere
duyarliysa, analitik kosullar kontrol edilmeli veya prosediire bir 6nlem ifadesi dahil
edilmelidir [14].

Yapilan varyasyonlar asagidaki gibidir:

Hareketli faz pH degisimi
Hareketli faz A’nin pH’1 +£0.1 degistirildi.

Kolon sicakhgi degisimi

Kolon sicakligi + 2 °C degistirildi.

Dalga Boyu degisimi
Dalga boyu 235 nm ve 240 nm’ye degistirildi.
Sonuglar Boliim 4.3.6°da yer almaktadir.

3.4.7. Cozelti Stabilitesi
Oda sicakliginda 48 saat bekletilen standart ¢ozeltisi belirli araliklarla sisteme

enjekte edildi. Elde edilen sonuglar Boliim 4.3.7’de verilmistir.

3.4.8. Stres Calismasi
Numunelere stres kosullar1 (asit, baz, 1s1, oksidasyon) uygulanarak stres

caligmasi yapilmustir (Tablo 3-1). Stres ¢alismasi sonuglar1 Boliim 4.2.8°de verilmistir.

Tablo 3- 1: Stres kosullar

Stres Kosullar: Bozunma Ajam Bekleme Siiresi

Bozundurulmamis numune

Asidik Bozundurma 0,1 N HCI 1 saat
Bazik Bozundurma 0,1 N NaOH 1 saat
Is1 Bozundurmasi Is1(80°C) 1 saat
Oksidatif Bozundurma % 0,3 H202 1 saat

UV Isig1 Altinda Bozundurma 360 nm 12 saat
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3.5. Favipiravir’in Farmasotik Preparatlarda Analizi

3.5.1. Gelistirilen Yontem ile Analiz
Bu yoOntemin tablet analizlerinde uygulanabilirligini gérmek i¢in gelistirilen bu

yontemin kromatografik kosullar1 ile analiz edilir. Sonuglar Boliim 4.4.1°de verilmistir.

3.5.2. Kiyas Yontemi ile Analiz
Bu calismada gelistirilen yontem, literatiirde bulunan I. Bulduk’un gelistirdigi

HPLC yontemi ile kiyaslandi [6].

Mobil faz olarak 50 mM potasyum dihidrojen fosfat (pH 2,3) ve asetonitrilin
(90:10, h/h) karisimi kullanilmustir. Akis hiz1 1 mL/dk., dalga boyu 323 nm ve kolon
sicakligr 30°C’dir.

Favipiravir film kapli tablet kullanilarak 50 pg/mL favipiravir igeren
konsantrasyonda numune ¢dzeltisi hazirlandi. Islem 5 kez tekrarlandi. Olgii egrisi
denklemi yardimi ile konsantrasyon hesab1 yapildi. Geri kazanim degerleri bu ¢caligmada

gelistirilen yontem ile kiyaslandi. Sonuglar Bolim 4.4.2°de verilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Analiz Yonteminin Gelistirilmesi ile ilgili Bulgular
4.1.1. Dalga Boyu Se¢imi Calismalarina Ait Bulgular

Gelistirilen yontemin dalga boyu se¢imi olarak safsizlik A ve safsizlik B’nin
maksimum absorbans verdigi 238 nm dalga boyu se¢ilmistir. Etken madde ve safsizlik

standart ¢ozeltilerinin spektrum sonuglart Sekil 4-1 ve Sekil 4-3 arasinda yer
almaktadir.
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Sekil 4- 1: Favipiravir’e ait spektrum
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Sekil 4- 2:Safsizhik A’ya ait spektrum
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Sekil 4- 3: Safsizlik B’ye ait spektrum

4.1.2. Kolon Se¢cimi Calismalarina Ait Bulgular

Literatiir taramalarma gore iki farkli C18 kolon kullanilarak ¢alismalar

gerceklestirilmistir. Tablo 4.1°de sistem uygunluk parametreleri yer almaktadir.
Calismada en iyi degerler veren InertSustainSwift C18 kolon segilmistir.

Tablo 4- 1: Kolon se¢imi ¢calismalarina ait sistem uygunluk parametreleri bulgular:

Favipiravir Safsizhik A Safsizhik B
Teorik Teorik Teorik
Alan Kuyruklfmma Plaka Alan KuyrukI?nma Plaka Alan Kuyruklfmma Plaka
Faktor Faktor Faktor
Sayisi Sayisi Sayisi
InertSustainSwift
c18 642330 1,1 14744 362942 1,1 14056 746113 1,1 14361
ACE C18 585221 1,2 5986 329967 1,2 5052 672175 1,2 5142

4.1.3. Hareketli Faz Secimi Calismalarina Ait Bulgular

Hareketli faz seciminde tampon ¢ozeltisi ile birlikte metanol ve asetonitril

denenmistir. Sistem uygunluk parametrelerine bakildiginda asetonitril ile hazirlanan
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hareketli fazlar ile daha iyi sonuglar elde edilmistir. Metanol kullanilan ¢alismanin

kromatogram 6rnegi Sekil 4-2’de ve Tablo 4-4’de verilmistir.

Literatiir arastirmasi ve yapilan caligmalar sonucu Favipiravir’in suda az

¢Ozilindiigli goriilmiistiir ve ¢oziicii olarak hareketli faz A denenmistir.
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Sekil 4- 4: Hareketli faz secimi calismasina ait bir kromatogram 6rnegi

Tablo 4- 2: Hareketli faz secimi calismasina ait sistem uygunluk parametreleri bulgular

Metanol kullanilarak hazirlanan Asetonitril kullanilarak hazirlanan
mobil faz ile mobil faz ile

Favipiravir Safsizhik A Safsizhk B Favipiravir Safsizhik A Safsizhk B

Alan 1311901 451334 1819752 642330 362942 746113
Kuyruklanma
1,7 1,9 1,7 11 1,1 11
Faktoru
Teorik Plaka
6486 5848 7682 14744 14056 14361

Sayist
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4.2. Gelistiren Yonteme Ait Kromatografik Sartlar

Yapilan denemeler sonucu asagidaki kromatografik sartlar elde edilmistir.

Kromatografik Sartlar

Kolon ; InertSustainSwift C18 (250 mm x 4,6 mm) , 5 um
Kolon Sicakligi : 25°C

Akis Hizi : 1.5 mL/dk

Dalga Boyu ; 238 nm

Enijeksiyon Hacmi ; 20 uL

Analiz Stiresi : 10 dakika

Kromatografik ayirmalarda analiz siiresini kisaltmak ve daha iyi rezoliisyonu
saglamak ic¢in gradient eliisyon yapilmistir. Gradient eliisyon programi asagida

verilmigtir.

Gradient Programm

Zaman (dk.) Hareketli Faz A (%) Hareketli Faz B (%)
0 98 2
15 98 2
2,0 90 10
7,0 90 10
8,0 98 2
10,0 98 2

Hareketli Faz A

900 mL tampon iizerine 100 mL asetonitril ilave edilerek son hacim 1000 mL’ye

tamamlandi. Tampon: asetonitril (90:10, h/h)
Hareketli Haz B

Asetonitril
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4.3. Gelistirilen Yontemin Validasyonu

4.3.1. Segicilik

Segicilik enjeksiyonlarindan elde edilen kromatogramlarda, ana pik ile herhangi
bir pikin girisimi olmadi belirlenmistir. Tlgili kromatogramlar Sekil 4-5 ve Sekil 4-9
arasinda verilmistir. Segicilik ¢aligmasma ait pik saflik indeksleri Tablo 4-3’de yer

almaktadir.

50

1 PDA Multi 1 238nm, 4nm
40—

30

Sekil 4- 5: Coziiciiye ait kromatogram

50

1 PDA Multi 1 238nm 4nm
40

30

10+

min

Sekil 4- 6: Plaseboya ait kromatogram
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Sekil 4- 9: Standarda ait kromatogram
Tablo 4- 3: Pik saflik sonuglari
Pik Safliklar:
Cozelti Ad1 Favipiravir Safsizhk A Safsizhik B
Blank - - -
Plasebo - - -
Standart 0,999986 0,999999 1,000000

4.3.2. Dogrusallik

Favipiravir, safsizlik A ve safsizlik B igin 0.5-3 pg/mL konsantrasyon araliginda

5 farkli konsantrasyonda standart ¢ozeltileri Boliim 3.4.2°de anlatildig1 gibi hazirlanarak

caligildi. Favipiravir, Safsizlik A ve safsizlik B dogrusallik ¢alismalarinin verileri Tablo

4-4 ve Tablo 4-6 arasinda verilmistir. En kii¢iik kareler yontemi kullanilarak Sekil 4-10

ve Sekil 4-12 arasinda dogrusallik grafikleri olusturuldu.



Tablo 4- 4: Favipiravir dogrusallik ¢calismasinin verileri
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Favipiravir

Seviye

Konsantrasyon
(ng/mL)

Alan

Ortalama
Alan

SD

RSD

% 25

% 50

% 80

% 100

% 150

0,5025

1,005

1,608

2,01

3,015

195609
195224
194819
195060
195187

323328
322587
322719
323133
322613

516856
517112
516476
516765
517047

642330
642919
643604
643568
643184

969392
968375
969082
968450
968592

195180

322558

516851

643121

968778

287,55

305,29

252,28

525,25

439,89

0,15

0,09

0,05

0,08

0,05




Tablo 4- 5 : Safsizhik A dogrusallik ¢cahismasinin verileri
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Safsizhik A

Seviye

Konsantrasyon
(ng/mL)

Alan

Ortalama
Alan

SD

RSD

% 25

% 50

% 80

% 100

% 150

0,5025

1,005

1,608

2,01

3,015

110814
111416
111188
112245
111832

182888
182900
182978
183661
182751

293475
293078
293001
292806
292613

362942
363772
364691
364802
364505

546826
546429
546696
547732
547643

111503

183036

292995

364142

547065

556,16

359,03

323,64

781,93

586,68

0,50

0,20

0,11

0,21

0,11




Tablo 4- 6 : Safsizhk B dogrusallik ¢alismasinin verileri
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Safsizlik B

Seviye

Konsantrasyon
(ng/mL)

Alan

Ortalama
Alan

SD

RSD

% 25

% 50

% 80

% 100

% 150

0,525

1,05

1,68

2,1

3,15

227630
227364
227943
226732
226501

372826
372985
373083
373842
373196

596644
597509
597795
597516
596337

746113
743589
744153
744055
743890

1116381
1116955
1116297
1115727
1115847

227246

373186

597160

744360

1116241

593,37

390,85

631,54

1003,02

487,84

0,26

0,10

0,11

0,12

0,04
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Sekil 4- 10: Favipiravir dogrusallik grafigi
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Sekil 4- 11: Safsizhik A dogrusallik grafigi
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Sekil 4- 12: Safsizhik B dogrusallik grafigi
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4.3.3. Gozlenebilme ve Tayin Sinir1 (LOD ve LOQ)

Standart ¢ozetisi kullanilarak LOD ve LOQ belirlendi. Standart ¢ozeltisi 10 kat
seyreltilerek LOQ, 30 kat seyreltilerek LOD ¢6zeltisi hazirlanmistir. LOD ve LOQ
degerleri sirayla 0,07 ug/mL ve 0,2 pg/mL olarak bulunmustur.

4.3.4. Kesinlik

4.3.4.1. Tekrarlanabilirlik
% 100’1 seviyesinde etken madde, safsizlik A ve safsizlik B ilavesi yapilarak
numune ¢ozeltileri hazirlandi. Ayni giin igerisinde yapilan analizlere ait standart sapma

ve bagil standart sapma degerleri hesaplandi. Sonuglar Tablo 4-7°de verilmistir.

Tablo 4- 7: Aym giin igerisinde yapilan analizlerin kesinlik ¢alismalari

Favipiravir Safsizlik A Safsizlik B
(ug/mL) (ng/mL) (ug/mL)
200 mg 200 mg 200 mg
Standart Tablet Standart Tablet Standart Tablet
Alnan 2,12 2,05 2,09 2,03 2,11 2,07
Konsantrasyon
Bulunan 217 209 | 206 201 | 208 203
Konsantrasyon
Standart Sapma 0,04 0,03 0,02 0,01 0,02 0,03
% RSD 1,65 1,37 1,02 0,70 1,01 1,38

4.3.4.2. Ara Kesinlik
Farkli giinde % 100’1 seviyesinde etken madde, safsizlik A ve safsizlik B ilavesi
yapilarak numune c¢ozeltileri hazirlandi.  Standart sapma ve bagil standart sapma

degerleri hesaplandi. Sonuglar Tablo 4-8°de verilmistir.
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Tablo 4- 8: Ara Kkesinlik sonuclari

Favipiravir Safsizlik A Safsizlik B
(ug/mL) (ug/mL) (ug/mL)
200 mg 200 mg 200 mg
Standart Tablet Standart Tablet Standart Tablet
Alinan 2,09 2,25 2,00 2,05 2,02 2,04
Konsantrasyon
Bulunan 211 231 | 205 200 | 207 201
Konsantrasyon
Standart Sapma 0,01 0,04 0,04 0,04 0,04 0,02
% RSD 0,67 1,86 1,75 1,75 1,73 1,05

4.3.5. Dogruluk
Tablet ¢ozeltisine %50, %100 ve %150’lik konsantrasyonlarda favipiravir ve
safsizliklar ilave edildi ve beser enjeksiyon verildi. Geri kazanim degerleri hesaplandi.

Sonuglar Tablo 4-9 - Tablo 4-11 arasinda verilmistir.



Tablo 4- 9: Favipiravir dogruluk ¢calismasi sonuglari
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) Ortalama
. Konsantrasyon % Geri )
Seviye % Gerl SD RSD
(ng/mL) Kazanim
Kazanim

1,20 98,3
1,20 99,2
1,12 101,8

%50 100,6 1,53 1,52
1,12 101,8
1,08 100,9
1,08 101,9
2,21 99,10
2,21 98,64
2,11 100,47

% 100 100,2 1,15 1,15
2,11 100,47
2,16 100,39
2,16 100,39
3,10 102,2
3,10 101,9
3,06 101,3

% 150 101,4 0,54 0,53
3,06 101
3,27 100,9
3,27 101,2




Tablo 4- 10: Safsizlik A dogruluk ¢calismasi sonuclari
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) Ortalama
~ Konsantrasyon % Geri .
Seviye % Geri SD RSD
(ng/mL) Kazanim
Kazanim

1,06 99,4
1,06 99,8
1,02 101,7

%50 100,3 1,55 1,54
1,02 100,8
1,04 102,2
1,04 98.0
2,15 99,1
2,15 99,1
2,18 98,2

% 100 99,3 1,00 1,00
2,18 98,5
2,12 100,5
2,12 100,6
3,10 101,7
3,10 101,7
3,05 100,9

% 150 101,5 0,41 0,41
3,05 102,0
3,11 101,2
3,11 101,2




Tablo 4- 11: Safsizlik B dogruluk ¢alismasi sonuglari
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) Ortalama
. Konsantrasyon % Geri )
Seviye % Gerli SD RSD
(ng/mL) Kazanim
Kazanim

1,04 97,5
1,04 97,8
1,01 99,3

%50 98,5 0,80 0,81
1,01 99,5
1,03 98,0
1,03 98,6
2,17 98,3
2,17 98,4
2,19 97,3

% 100 98,6 1,38 1,40
2,19 97,2
2,10 100,4
2,10 100,2
3,20 101,7
3,20 101,6
3,18 101,0

% 150 101,5 0,30 0,29
3,18 101,3
3,17 101,5
3,17 101,7
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4.3.6. Saglamhk
Numune c¢ozeltisi kesinlik parametresinde hazirlanan numune c¢ozeltisi gibi
hazirlanmigtir. Tablo 4-12°de degisen analiz sartlarinin safsizlik A ve safsizlik B

sonuclarina etkisi incelenmistir.

Tablo 4- 12: Saglamlik ¢alismasi sonuglari

Analiz Sartlan Safsizlik A (%)  Safsizhik B (%)
Normal sartlar 0,095 0,105
Hareketli Faz pH degisimi (pH 3,9) 0,101 0,108
Hareketli Faz pH degisimi (pH 4,1) 0,106 0,110
Kolon sicakhigi degisimi (23°C) 0,098 0,115
Kolon sicakhgi degisimi (27°C) 0,103 0,104
Dalga Boyu Degisimi (235 nm) 0,094 0,105
Dalga Boyu Degisimi (240 nm) 0,092 0,104

4.3.7. Cozelti stabilitesi
Oda sicakliginda bekletilen standart ¢ozeltisi 48 saat boyunca belirli zaman
araliklarinda sisteme enjekte edildi ve alan degerleri kaydedildi. Pik alanlar1 arasinda

anlaml bir fark tespit edilemedi. Sonuglar Tablo 4-13 ve Tablo 4-14’de verilmistir.
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Tablo 4- 13: Standart ¢ozeltisi stabilite tablosu (Oda sartlarinda 48 saat)

Saat Favipiravir (ug/mL) Safsizhik A (pg/mL) Safsizhik B (ng/mL)
0 2,27 2,11 2,06
1 2,28 2,11 2,05
3 2,26 2,11 2,05
9 2,27 2,12 2,06
24 2,27 2,11 2,05
48 2,26 2,13 2,04
SD 0,01 0,01 0,01
% RSD 0,33 0,40 0,37

4.3.8. Stres Calismasi
Stres ¢alismasi sonucu her bir kosul altinda pikler saf olarak elde edilmistir.

Stres calismasi sonuglar1 Sekil 4-13 — 4-22 arasinda verilmistir.



Chromatogram
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Sekil 4- 13: Asit ile bozundurma ¢calismasina ait kromatogram
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Sekil 4- 14: Asit ile bozundurma ¢alismasina ait pik saflig
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Sekil 4- 15: Baz ile bozundurma calismasina ait kromatogram
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Sekil 4- 16: Baz ile bozundurma ¢alismasina ait pik saflig
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Sekil 4- 17: Is1 ile bozundurma calismasina ait kromatogram
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Sekil 4- 18: Is1 ile bozundurma calismasina ait pik safhig
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Sekil 4- 20: Peroksit ile bozundurma calismasina ait pik safligi



Chromatogram

38

mAU
: ' - 1 PDA Multi 1 238nm 4nm|
] ks
300+ =
200 | |
100 | ||
] |
1 |
0 — |\ —
L L L L L T T L L B
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 )
Sekil 4- 21: UV 15181 ile bozundurma caliymasina ait kromatogram
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Sekil 4- 22: UV 15181 ile bozundurma ¢alismasina ait pik safhig
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Tablo 4- 14: Bozundurma c¢alismasi sonuclari

Stres Kosullari % Bozunma Purity Treshold
Bozundurulmamis numune . 1,000
Asidik Bozundurma ; 1,000
Bazik Bozundurma 3 1,000
Is1 Bozundurmasi 0,65 1,000
Oksidatif Bozundurma 1,87 1,000
1,000

UV Isig1 Altinda Bozundurma -

4.4. Favipiravir’in Farmasotik Preparatlarda Analizi

4.4.1. Gelistirilen Yontem ile Analizi

Gelistirilen yontemin farmasotik preparatlarda uygulanabilirligini kanitlamak

icin Boliim 3.5.1°deki gibi ¢alisildi. Sonuglar Tablo 4-15’de verilmistir.

Tablo 4- 15: Gelistirilen yontem ile yapilan ¢calismalarin sonuclari

Favipiravir (%)

Numune 1 99,0
Numune 2 100,0
Numune 3 99,5
Numune 4 100,1
Numune 5 99,3
Ortalama 99,58
Standart Sapma 0,47

% RSD 0,31
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4.4.2. Kiyas Yontemi ile Yapilan Calismalar Sonucu Elde edilen Bulgular

Bu calismada gelistirilen yontem ile elde edilen sonuglar ile kiyas yontemi ile
elde edilen sonuglar karsilastirilmistir. Elde edilen sonuglarin ortalama, standart sapma
ve % bagil sapma degerleri Tablo 4-16’de verilmistir.

Karsilastirmalar Microsoft Excel programi kullanilarak t-testi (Student t-testi) ve
F testi (Fisher test) uygulanarak yapilmistir. Sonuglar incelendiginde gelistirilen

yontem ile kiyas yontemi arasinda anlamli bir fark olmadigi belirlendi.

Tablo 4- 16: Kiyas yontemi ¢alismalar: bulgular:

Favipiravir
Geligtirilen Yontem Kiyas Yontemi
Olgiim Geri Kazanim % Geri Kazanim %
1 99,0 100
2 100,0 99,4
3 99,5 99,3
4 100,1 99,9
5 99,3 99,5
Ortalama 99,58 99,62
Standart Sapma 0,47 0,47
% RSD 0,31 0,31
Varyans 0,217 0,097
Giliven Araligi 0,41 0,27
Giiven Siirlari 99,17-99,99 99,34-99,89
. F degeri 2,24
f testi -
F kritik 6,39
] t degeri 0,88
t testi

t kritik 2,31
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5. TARTISMA

Kimyasal adi 6-Fluoro-3-hydroxypyrazine-2-carboxamide olan Favipiravir,
influenza ve diger bircok RNA-bagimli RNA polimerazini segici ve giiclii inhibe eden
bir anti viral ilag¢ tiiriidiir. COVID-19’un tedavisinde kullanilan ilaglarin arasinda yer
almaktadir.

Favipiravir EP, USP ve BP’nde yer almamaktadir. Literatiirde ¢alismalar
incelendiginde etken madde ve safsizliklarin miktarlarinin yan yana analizlenmesi i¢in
kullanilan yontemlerin 60 dk. oldugu goézlenmistir [8,9]. Bu caligmaya baslarken
amacimiz favipiravirin farmasotik  preparatlarda rutin  analizlerde rahatlikla
kullanilabilen analiz siiresi kisa bir safsizlik tayini yontem gelistirmek ve bu yontemi
valide etmekti.

Bu c¢alismada InertSustainSwift C18 (250 mm x 4,6 mm), 5 um kolon
kullanilmistir. Hareketli faz A olarak pH 4.0 potasyum dihidrojen fosfat tampon
¢oOzeltisi : asetonitril (90:10) (h:h) karisimi hazirlanmistir ve hareketli faz B olarak
asetonitril kullanilmistir. Analiz siiresini kisaltmak ve yliksek rezoliisyon elde etmek
icin gradient program hazirlanmigtir. Calismalar 1.5 mL/dk. akis hizinda ve 238 nm
dalga boyunda yapilmaistir.

Gelistirilen yeni yontemi valide etmek amaciyla segicilik, dogrusallik, kesinlik,
dogruluk, saglamlik ve stres calismalar1 yapilmistir. Elde edilen sonuclar sekiller ve
tablolar ile ayrintili verilmistir.

Secicilik parametresinde gelistirilen yontemde ¢o6ziicii ve plasebonun pik
vermedigi gorilmiistiir. Standart ve numune ¢oOzeltilerinde ise piklerin girisim
yapmadig1 saptanmistir. Ayrica bu ¢alismada yapilan gelistirmeler sonucu literatiirdeki
safsizlik ¢alismalarina gore (60 dk.) daha kisa analiz siiresi (10 dk.) elde edilmistir.

Dogrusallik ¢aligmasinda iki safsizlikgin da 0,5-3 mg/mL konsantrasyon
aralifinda dogrusal oldugu bulunmustur.

Dogruluk parametresi ¢alismalari i¢in safsizliklarin %50, %100 ve %150’sini
iceren numune ¢ozeltileriyle geri kazanim degerlendirilmesi yapilmistir. Sonuglar
%97,5 - %102,2 arasinda yer almaktadir.

Kesinlik ¢aligsmasi i¢in safsizlik A ve B ilavesi yapilarak hazirlanan numune

cozeltileri enjekte edilerek standart sapma ve bagil standart sapma hesaplanmustir.
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Saglamlik parametresinde yontemde yapilan degisiklikler sonucu anlamli
degisiklikler olmamig ve yontemin saglam oldugu ispat edilmistir.

Bozundurma ¢aligsmasi numunelere asit, baz, peroksit, 1s1 ve UV 15181 etki sartlar
altinda uygulanmistir. Elde edilen c¢ozeltiler PDA dedektor kullanilarak analiz
edilmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda 1s1 ile safsizlik B’nin olustugu
gbzlenmistir. Asit ve baz ile bozundurmaya direngli, 1s1 ile bozundurmada madde kaybi1
% 0,67 ve oksidatif bozundurma ile madde kayb1 % 1,87 dir.

Gelistirilen bu yontemin farmasdétik preparatlarda uygulanabilirligini kanitlamak
icin tabletlere gelistirilen metot uygulandi. Tekrarlanabilirlik ve geri kazanim
calismalar1 yapildi. Bagil standart sapma degeri % 0,31, geri kazanim degeri % 99,58
olarak tespit edilmistir.

Gelistirilen yontem ile kiyas yontemi arasinda anlamli bir fark olmadigi
gbzlenmistir. Hesaplamalar sonucu f ve t testi degerleri f ve t kritik degerlerinden diisiik
oldugu tespit edilmistir. f degeri 2,24 ve t degeri 0,88 bulunmustur.

Ozetle, rutin analizlerde favipiravir ve safsizliklarin yan yana analizinde
kolaylikla ve giivenle kullanailabilecek hizli ve tekrarlanabilir bir yontem gelistirilmis
ve valide edilmistir. Gelistirilen bu yontem ilag maddesin farmasotik preparatlardaki

analizine de basartyla uygulanmistir.
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