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OZET

Emel Ozmen (2022), Tenofovir disoproksil fumarat’in farmasotik preparatlarda
UPLC ile tayini, Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Analitik Kimya ABD,
Yiiksek Lisans Tezi, Istanbul.

Bu tez calismasi kapsaminda Tenofovir disoproksil fumarat (TDF) ve ilgili
maddelerinin farmasdtik preparatlarda tayini igin ultra performansl sivi kromatografisi
yontemi kullanilarak bir yontem gelistirilmis ve gelistirilen metodun validasyonu basari
ile tamamlanmistir. Kromatografik ayirmalar, gradient elusyonla, C18 kolonda, mobil
faz A: pH 4,6 asetat tamponu ve mobil faz B: Asetonitril kullanimiyla, 0,2 mL/dak akis
hizinda, PDA ve UV dedektor kullanilarak 260 nm dalga boyunda gergeklestirilmistir.
Dogrusal aralik 0,13-51 ug/mL arasindadir. G6zlenebilme ve tayin sinirlar sirasiyla her
bir safsizlik i¢in 0,045 pg/mL ve 0,99 pg/mL araliginda bulunmustur. Dogruluk
caligmalart sinir degeri LOQ seviyesi, %100, %120 ve %240 arasinda yapilmustir.
Gelistirilen bu metot ila¢ etken maddesinin ve tablet formunun safsizliklarmin stres

calismasi sonucunda olusan bozunma tirtinlerinin analizinde de basari ile uygulanmistir.

Anahtar Kelimeler: Tenofovir Disoproksil fumarat, safsizitk, UPLC, validasyon,
farmasdétik preparat



ABSTRACT

Emel Ozmen (2022), Determination of Tenofovir disoproxil fumarate in
pharmaceutical preparations by UPLC, Istanbul University Institute of Health Sciences,
Analytical Chemistry USA, Master Thesis, Istanbul.

An ultra performance liquid chromatograhic method was developed for the
determination of Tenofovir disoproxil fumarate related substances in pharmaceutical
formulation. The validation of the developed method has been successfully completed.
Chromatographic separations were performed by gradient elution with C18 column
using mobile phase A: pH 4,6 acetate buffer and: mobile phase B: Acetonitrile using 0,2
mL/min flow rate. It was carried out at 260 nm wavelength using PDA and UV detector.
The linear range is between 0,13— 51 ug/mL. The limit of quantification were found as
0,045 png/mL and 0,99 ug/mL, respectively. Accuracy studies were carried out between
LOQ level, 100%, 120% and 240%. This developed method has also been successfully
applied to drug substance and its impurities in the pharmeceutical formulation and the

analysis of the degradation products formed as a result of the stress study.

Keywords: Tenofovir Disoproxil fumarate, impurity, UPLC, validation,
pharmaceutical preparation



1. GIRiS VE AMAC

Tenofovir disoproksil fumarat (TDF) C19H30NsO10P+CsH404 kapali kimyasal adh,
molekiil agirhgr 6355 g/mol ve acik adi [[(1R)-2(6-Amino- 9H-purin-9-yl)-1-
metiletoksi] metil] fosfat, bis(izopropiloksikarboniloksimetil ester), fumarat (1:1); CAS
Reg.No. 202138-50-9 ile adlandirilan, hemen hemen beyaz kristal toz olan bir
bilesiktir.[1] Tenofovir Cek Cumbhuriyeti Bilimler Akademisi Organik Kimya ve
Biyokimya Enstitiisii’nde gorev alan uzman kimyact Antonin Holy tarafindan 1976
senesinde yapilan ¢alismalar sonucu ilk defa sentezlenmistir.

1976’dan itibaren Tenofovir’in gelismesine katkida bulunan Holy bu ilacin basit
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanimi igin patentini 1985 yilinda almistir. 1993 yilinda
Belgikali doktor ve biyolog olan Erik De Clercq ve diger arastirmacilar, hiicre
kiiltiriinde Tenofovir’in HIV e kars1 aktivitesini incelemisler ve Gilead Sciences sirketi
ile ortak olarak yaptiklari ¢alismada HIV ile enfekte olmus hastalarda Tenofovir’in
tedavi potansiyelini arastirmiglardir. 1997 yilinda ise Gilead Sciences sirketi ile
Kaliforniya Universitesinde konu ile ilgili uzmanlar Tenofovir’i insanlara enjeksiyon
yoluyla vererek etki mekanizmalarimi belirlemislerdir. Tenofovir disoproksil fumarat
HIV tedavisi i¢in 26 Ekim 2001, Kronik hepatit B tedavisi igin ise 11 Agustos 2008
tarininde Amerika Birlesik Devletleri Gida ve TIlag Idaresi (FDA) tarafindan
onaylanarak, ilag sektoriindeki yerini almistir.[2]

Tenofovir disoproksil fumaratin bulk numune ve farmasotik preparatlardaki
safsizlik tayini analizleri aragtirildiginda literatiirde UPLC yonetemine rastlanmamastir.
Tenofovir disoproksil fumarat literatiirdeki ¢alismalar incelendiginde etken madde ve
safsizliklarin yan yana miktar tayini i¢in 2 adet HPLC [3,4] metodu vardir ve bu

yontemlerde analiz siirelerinin 60 ve 80 dakika oldugu goriilmiistiir.

Bu yiiksek lisans tezi kapsaminda Tenofovir disoproksil fumarat safsizliklarinin
farmasotik preparatlarda UPLC yontemi ile UV/PDA dedeksiyonuna dayanan bir
safsizlik tayini metodu gelistirilmesi planlanmistir.  Bu yontemin Uluslararasi
Harmonizasyon Konferanst (ICH, International Conference Harmonization Q2(R1))
klavuzuna gore validasyonu yapilmis ve ayrica gelistirilen metot ilag maddesinin farmasotik

preparatlardaki analizine basariyla uygulanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1.Klinik Farmakolojisi

2.1.1. Etki mekanizmasi

Tenofovir disoproksil fumarat, 6n ilag olan Tenofovir disoproksilin fumarat
tuzudur. Tenofovir disoproksil absorbe edilir ve bir niikleozid monofosfat (niikleotid)
analogu olan etkin madde Tenofovir’e doniistirilir. Tenofovir daha sonra yapisal
olarak eksprese edilen hiicresel enzimler araciligiyla aktif metaboliti olan Tenofovir
difosfata doniistiiriiliir. Tenofovir difosfatin intraselliiler yari-omri, akti ve periferik kan
mononiikleer hiicrelerinde (PBMC'ler) 10 saat, dinlenme halindeki periferik kan
mononiikleer hiicrelerinde ise 50 saattir. Tenofovir difosfat, dogal deoksiriboniikleotid
substrati ile dogrudan baglanma yarismasina girerek HIV-1 revers transkriptaz ve HBV
polimerazlari inhibe eder ve DNA'ya girdikten sonra DNA zincirini sonlandirir.
Tenofovir difosfat selliller polimerazlar o, B ve y'nin zayif bir inhibitoridiir.
300umol/l'ye kadar olan konsantrasyonlardaki Tenofovir, in vitro tayinlerde,
mitokondriyal DNA sentezi ya da laktik asit tretimi {izerinde herhangi bir etki

gostermemistir. [RX media 2021]

2.1.2. Emilim

HIV ile enfekte hastalara Tenofovir disoproksil fumarat’in  oral
uygulanmasindan sonra, Tenofovir disoproksil fumarat hizla emilir ve Tenofovir’e
dontistiiriilir. HIV ile enfekte hastalara yiyecekle birlikte birden ¢ok Tenofovir
disoproksil fumarat dozu uygulanmasi, sirasiyla 326 (%36,6) ng/mL, 3324 (%41,2) ng
saat/mL ve 64,4 (%39,4) ng/mL olan ortalama (varyasyon Kkatsayist (CV) %'si)
Tenofovir Cmaks, EAAve Cnljn degerleriyle sonuclanmistir. Maksimum Tenofovir
Konsantrasyonlari, a¢ karnina doz verildikten sonra 1 saat iginde veya yiyecek ile
alindiginda iki saat icinde gozlenmistir. Aclik halindeki hastalarda Tenofovir
disoproksil fumarattan Tenofovir’in oral biyoyararlanimi yaklagik %25'tir. Yag icerigi
yiiksek yemek, Tenofovir EAA'sinda yaklasik %40 ve Cmaks'ta yaklasik %14'lik bir
artigla oral biyoyararlanimi artirmistir. Ancak, Tenofovir disoproksil fumarat’in hafif bir

yiyecekle birlikte uygulanmasinin Tenofovir’ in farmako kinetigi iizerinde anlamli bir



etkisi olmamistir. Tenofovir disoproksil fumarat’in ilk dozundan sonra, serumdaki

medyan Cmaks 213 ila 375 ng/mL arasinda degismistir. [ RX media 2021]

2.1.3.Dagilim

Intra vendz uygulama sonrasinda, Tenofovir’in Kararli durum dagilim hacminin
yaklasik 800 mL/kg oldugu tahmin edilmektedir. Tenofovir disoproksil fumarat’in oral
uygulanmasindan sonra Tenofovir, bobrek, karaciger ve bagirsak igerigi gibi birgok
dokuya en yiiksek konsantrasyonlarda dagilmaktadir (klinik 6ncesi ¢aligmalar). 0,01 ila
25 ™Mg/mL Tenofovir konsantrasyonu araliginda Tenofovir’in, plazma veya serum
proteinine in vitro protein baglanmasi sirasiyla %0,7 ve %7,2'den daha azdir. [RX
media 2021]

2.1.4. Biyotranformasyon ve Eliminasyon

In vitro ¢alismalar, Tenofovir disoproksil fumarat’in veya Tenofovir’in CYP450
enzimleri i¢in substratlart olmadigini belirlemistir. Ayrica, in vivo gozlenenden 6nemli
Ol¢iide daha yiiksek Konsantrasyonlarda (yaklasik 300 kat), Tenofovir, ilag
biyotransformasyonu ile ilgili CYP450 izoformlarmin (CYP3A4, CYP2D6, CYP2C9,
CYP2E1 veya CYP1AL1/2) araci oldugu in vitro ila¢ metabolizmasini inhibe etmemistir.
100 umol/L konsantrasyondaki Tenofovir disoproksil fumarat, CYP1AL/2 substrat
metabolizmasinda kiigiik (%6) ancak istatistiksel olarak anlamli bir azalmaya neden
olmustur. Diger herhangi bir CYP450 izoformu iizerinde etkisi yoktur. Bu verilere
dayanarak, Tenofovir disoproksil fumarat ve CYP450 tarafindan metabolize edilen tibbi
trtinleri kapsayan klinik olarak anlamli etkilesimlerin goriilmesinin olasi olmadig:
sOylenebilir. [RX media 2021]

Tenofovir hem glomeriiler filtrasyon hem de aktif tiibiiler sekresyon ile esasen
bobreklerden atilir; intraven6z uygulama sonrasinda idrarda atilan dozun yaklasik %70-
80"l degismemis haldedir. Toplam klerensin yaklasik 230 mL/saat/kg (yaklasik 300
mL/dak) oldugu tahmin edilmektedir. Renal Kklerensin ise yaklasik 160 mL/saat/kg
(yaklasik 210 mL/dak) oldugu tahmin edilmektedir ve glomeriiler filtrasyon hizindan
fazladir. Bu da aktif tiibiiler sekresyonun Tenofovir eliminasyonunun énemli bir pargasi
oldugunu gostermektedir. Oral uygulamadan sonra, Tenofovir’in terminal yarilanma

omrii yaklagik 12 ila 18 saattir. Caligmalar, Tenofovir’in etkin tiibiiler sekresyon
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yolunun, organik anyon tasiyicilart (hOAT) 1 ve 3 ile proksimal tiibiil hiicresine
alindigin1 ve birden ¢ok ilaca direngli protein 4 (MRP 4) ile idrara atildigni gostermisti.
[RX media 2021]

2.1.5. Atihm
Ilag biiyiik oranda safra yoluyla ve ince barsaktan bakteriyal glukronida etkisiyle
serbest molekiil formunda (tuz olmayan etken bazi) olarak enteroheptaik dolasima
katilip fegesle atilmaktadir. [RX media 2021]

2.2.Tenofovir disoproksil fumarat’in Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri
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Sekil 2-1: Tenofovir disoproksil fumarat’in Kimyasal Formiilii

Tenofovir disoproksil fumarat, izomerizm sergiler. Beyaz ya da beyazimsi
kristalize toz goriiniimiindedir. [[(1R)-2(6-Amino- 9H-purin-9-yl)-1-metiletoksi] metil]
fosfat, bis (izopropiloksikarboniloksimetil ester), fumarat (1:1). Bir kiral merkez igerir
ve stereo kimyasal notasyonlu yapidadir. Kapali formiili ise; C19H30Ns5O10P*C4HsO4
seklinde (Sekil 2-1) olup molekiiler agirligi 635,5°dir. Suda az ¢oziiniir, metanolde
¢oziiniir, diklorometanda ¢ok az ¢oziiniir [1]. Tenofovir disoproksil fumarat bir prodrug

olup tenofovirin ester tiirevi olan bisizoproksikarboniloksimetil fumarik tuzudur [2].

Tenofovir disoproksil fumarat infrared (FT-IR) spektrumu Sekil 2-2’de

goriilmektedir.
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Sekil 2-2: Tenofovir disoproksil fumarat’in IR Spektrumu

2.2.1. Tenofovir disoproksil fumarat’in Safsizhklarn

Tenofovir disoproksil fumarat monografi, The International Pharmacopoeia (4,
Edition) ve IP (Tenofovir Disoproksil fumarat monograph, Indian Pharmacopoeia, 5th
ed., Ministry of Health and FamilyWelfare, Delhi, India 2007, pp. 1782-1783)
monografinda yer almaktadir. Bu monograflarda yer alan safsizliklar, gelistirilecek

analitik metodun segicilik ¢alismalarinda kullanilacaktir.

2.2.1.1.Safsizhik A (MONO-POC PMPA)

Kimyasal ad1 (1-metiletil) (8R)-9-(6-amino-9H-purin-9-yl)-5-hidroksi-8-metil-5-
okso-2,4,7- trioksa-5-A5- fosfanonanoat (tenofovir monosoproksil) (Sekil 2-3). Kapali
formiilii C14H32NsO7P’dir. Molekiil agirligi 403,33 g/mol’diir. [1].

NH.
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Sekil 2-3: Safsizhik A (MONO-POC-PMA) kimyasal formiilii

2.2.1.2. Safsizhik C (Moc-POC PMPA)
Kimyasal adi methyl (1- metiletil) (5RS)-5-{[(1R)-2-(6-amino-9H-purin-9-yl)-1-
metiletoksi]metil}-5-okso-2,4,6,8-tetraoksa-5-A 5 - fosfanonandioat, (Sekil 2-4). Kapali
formiilii C17H26Ns010P’dir. Molekiil agirlig1491,40 g/mol’diir. [1].


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query=C5H6N2
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Sekil 2-4: Safsizhk C (Moc-POC PMPA) kimyasal formiilii

2.2.1.3.Safsizlik D (iPr-POC PMPA)

Kimyasal adi (1- metiletil) (5RS,8R)-9-(6-amino-9H-purin-9-yl)-8-metil-5-(1-
metiletoksi)-5-o0kso-2,4,7-trioksa-5-A 5 - fosfanonandioat, (Sekil 2-5). Kapali formiili
C17H28NsO7P’dir. Molekiil agirligi445,42 g/mol’diir. [1].
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Sekil 2-5: Safsizlik D (iPr-POC PMPA) kimyasal formiilii

2.2.1.4.Safsizhik H (nPOC-POC PMPA)

Kimyasal adi. 1- metiletil propil (5RS)-5-{[(1R)-2-(6-amino-9H-purin-9-yl)-1-
metiletoksi]metil}-5-okso-2,4,6,8- tetraoksa -5-A 5 - fosfanonandioat, (Sekil 2-6).
Kapali formiili Ci19H30NsO10P’dir. Molekiil agirligi519,45 g/mol’diir. [1]. TDF

sentezinden olusan ara tiriindiir.

NH O (a] CHsz
TN o. [ T T
M= i S %O O CHs
Ii‘”m N o/ ©O O CHg
\_EQCHS I\‘D)L‘O)\\CH3
H

Sekil 2-6: Safsizhik H (hnPOC-POC PMPA) kimyasal formiilii

2.2.1.5.Safsizhik | (Mix Dimer)

Kimyasal ad1 bis(1-metiletil) 5-{[(1R)-2-(6-{[({9-[(2R)-5-hidroksi-2,11-dimetil-
5,9-diokso-3,6,8,10- tetraoksa-5-A 5 - fosfadodesil]-9H-purin-6-
yl}amino)metil]Jamino}-9H-purin-9-yl)-1- metiletoksi]metil}-5-okso-2,4,6,8-tetraoksa-
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5-A 5 - fosfanonandioat (tenofovir di- and monosoproksil heterodimer), (Sekil 2-7).
Kapali formiilii C34Hs2N10O17P2’dir. Molekiil agirligi 934,78 g/mol’diir. [1]. TDF

sentezinden olusan ara tirtindiir.
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Sekil 2-7: Safsizlik | (Mix Dimer) kimyasal formiilii

2.2.1.6.Safsizlik J (Dimer)

Kimyasal adi tetrakis(1-metiletil) 5,5-( metilenbis {imino-9H-piirin -6,9-
diyl[(2R)-propan-1,2- diyl] oksimetilen })bis[5-0kso-2,4,6,8-tetraoksa-5-A 5 -
fosfanonandioat] (tenofovir disoproksil dimer), (Sekil 2-7). Kapali formiili
CagHeoN10020P2’dir. Molekiil agirligi 1050,9 g/mol’diir. [1]. TDF sentezinden olusan

ara urunddar.

Sekil 2-8: Safsizhik J (Dimer) kimyasal formiilii
2.2.1.7.Safsizlik K (9-Propenil Adenin)

Kimyasal adi 9-( prop-1-enil)-9H-purin-6-amin (Sekil 2-8). Kapali formiilii
CsHoNs’dir. Molekiil agirligil75,19 g/mol’diir. [1]. TDF sentezinden olusan ara

urtinddr.
NH-
N~= N
i
A


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query=C5H6N2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query=C5H6N2
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Sekil 2-9: Safsizhik K (9-Propenil Adenin) kimyasal formiilii

ICH Q3B (R2) kilavuzu ek 1 karar agacina gore, Tenofovir disoproksil fumarat
maksimum giinliik alim dozunun 300 mg oldugu g6z Oniine alindiginda, bitmis
tirtindeki safsizlik limitleri % 0,2 olarak hesaplanir. MONO poc PMA safsizlig icin
limit “World Health Organisation, Tenofovir monograph; 4th ed.” [1]. % 1,0 olarak

alinmstir.
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2.3. Ila¢ Maddelerinin Analizine ait Gelistirilmis Analitik Yéntemler
Tenofovir disoproksil fumarat ve safsizliklarinin tablet formiilasyonlarinda
yanyana analizi i¢in “World Health Organisation, Tenofovir monograph; 4th ed.” ve

literatiirlerde kayith 2 adet HPLC yontemine rastlanmistur.

2.3.1. Tenofovir disoproksil fumarat’a ait Tabletlerde Gelistirilmis Analitik
Yontemler

Tenofovir  disoproksil ~fumarat’in ve diger baz1 ilag maddeleriyle

kombinasyonlarinin tablet preparatlarinda tayini igin literatiirlerde spektrofotometrik
[5-17], yliksek performasl sivi kromatografik (HPLC) [18-22,24-42,45-46,48] ve ultra
hizli stvi kromatografik (UPLC) [23,43,44,47] yontemleri mevcuttur. Tablo 2-1 ve
Tablo 2-2 de gelistirilen bu metotlara ait ayrintilar verilmistir.

Tablo 2-1: Spektrofotometrik Analiz Yontemleri

Farmasotik Preparatdaki

Etken Maddeler Dalga Boyu Kalibrasyon arahgi Kaynak
TDF tablet UV dalga boyu 260 nm TDF:4 — 40 pg / mL (5]
Efavirenz/TDF/ Efavirenz :247 nm , TDF :260nm, ve Efavirenz : 5-20 pg /mL TDF 10-40 [6]
Lamivudin tablet Lamivudin: 272 nm pg/mL, ve Lamivudin: 5-20 ug/mL
Efavirenz/TDF/ Efavirenz :247nm, TDF :260nm, ve 0 - 7
Lamivudin tablet Lamivudin: 272 nm %25 ila Yol 7]
T Emtrisitabin: 255-265 nm 8
TDF/ Emtrisitabin tablet TDE: 272-286 nm 2-20 pg/mL (8l
TDF/ Emtrisitabin tablet 281 nm ve 210 nm 4-24 pg/ mL [l
Efavirenz/TDF/ Emtrisitabin Efavirenz :240nm , TDF :241nm, ve EfaV|.renz :6,67 pg/ml- [10]
tablet Emtrisitabin: 260 nm TDF :40, 10-60 pg/mL
' Emtrisitabin :20-120 pg/mL

S Emitrisitabin: 4-24 pg/mL,
Emtrisitabin /TDF/, Emlrisitabin: 283 nm TDF: 259 nm TDF:10-50 pg/mL, Kobikistat:10-120 [11]
Kobikistat/ biki ) Vi -
Elvitegravir Kobikistat : 240 Elvitegravir:258 nm pg/r_nL _

Elvitegravir :2-10 pg/mL

Emtrisitabin /TDF/ Emtrisitabin: 240,8 nm, ?Q";gfﬁb'”: 4-12 pg/mL TDF:E- [12]
Rilpivirin HCI (RPV) TDF: 257,6 nm, Rilpivirin HCI: 305,6 nm, Rilpivirin HCl 0,5-1,5 pg/mL

S Emtrisitabin 278,0-283,0nm Emtrisitabin :5-25 pug/mL TDF :10- 13
Emtrisitabin /TDF TDF :258,0- 262,0 nm 50ug/mL 3]
TDF 260 nm, 273 nm 5-40 micro/ mL [14]
Efav_lrenz_/TDF/ Efavirenz :247, TDF :259 and Lamivudin :272 10-60, 5-30, 5-30 pg/mL., [15]
Lamivudin tablet nm,
Emtrisitabin /TDF Emtrisitabin: 281 nm TDF :259 nm ;DLF 6-48 pg/mL Emirisitain :4-32 ng/ [16]

Oran tiirev yonteminde 271,07 ve 302,17 nm, S .. e
Tenofovir disoproksil fumarat (TDF) ve ggéﬁggﬁzgﬁinin-rg f ;c;m/rgﬁ \L/l g/mL

Emtrisitabin /TDF Emtricitabine (EM) belirlemek igin birinci ¢ HE [17]

dereceden tiirev yonteminde 224,38 ve 306,88
nm secilmistir,

tiglincil yontem i¢in aralik 6-30 pg/mL
TDF ve 4-20 pg/mL Emtrisitabin.
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Tablo 2-2: RP-HPLC /UPLC Analiz Yontemleri
Farmasotik .. . ;
Preparatdaki Kolon Mobil faz '(Anfll_s /SI;Z)I Dedeksiyon _I(_;;’Z.len; bllmi%mm LoDy Ka'lol\b rf s:yon Kaynak
Etken Maddeler i Sha (L)) raligt
Emtrisitabin
LOD: 0,02 pg/mL
LOQ : 0,06pg / mL Emtrisitabin:
TDF 20-240 pg / mL
A=KH;P0O4 (0,02M) LOD: 0,03 pg/ mL [18]
C18 (250 mm x4,6mm,5um) pH 2,5, 1,0 UV detektor 240 nm LOQ : 0,09ug / mL TDF:
Emtrisitabin B=Asetonitril Elvitegravir 30-360 pg / mL
/TDF/Elvitegravir/Ko LOD: 0,75 pg / mL
bisistat-tablet LOQ : 2,25 pg / mL Elvitegravir ve Kobisistat:
Kobisistat 15-180 pug / mL
LOD: 3 ug/ mL
LOQ:9 pug/mL
Emtrisitabin s
Emtrisitabin:
LOD: 2,98 pg/mL
tampon (pH 2,5): 1,0 UV detektor LOQ : 9,98 pg / mL 20 pg/mL ~100 pg/mL | [19]
Emtrisitabin /TDF - | C18 (150mm>=4,6mm, S um) | ypc061'30:70 hvn) 272 nm TDE TOF.
tablet : :
I'_‘gg ': g%% *:lgg //‘I‘;%_ 30 ug/ mL —150 pg/ mL
Emtrisitabin: T
LOD: 0,1017 pg/mL Emtrisitabin:
1,0 LOQ : 0,3038 pg/mL 20-100 pg/ mL
L 0,01N Potasyum ' UV detektor 265 nm Tl TDF:
Emtrisitabin /TDF/ dihidrojen fosfat ve TOF 30-150 pg/ mL [20]
LOD: 0,3037 pg/mL R"pivﬁﬁn_

Rilpivirin -tablet

C18 (250 mmx 4,6 mm, 5um)

Asetonitril 65:35 (h/h)

LOQ :0,9204 pg / mL
Rilpivirin
LOD: 0,00868 pg/mL

LOQ :0,02630 pg/mL

2,5-12,5 ng/ mL
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Farmasotik

. . AKkis Hizx . Gozlenebilme Simir1 (LOD) ve Kalibrasyon
Efkr:r??\;lztdcﬁ(lzer Kolon Mobil faz (mL/dK) Dedeksiyon Tayin Sin(LOQ ) Araligt Kaynak
Emtrisitabin
LOD: 0,01 pg/mL
LOQ : 0,03pug / mL Emtrisitabin:
Emtrisitabin % 0,1 trifloroasetik TDF 25-250 pg / mL
/TDF/Elvitegravir/Ko C18 (10085 4.6 Iy ) asit ve Asetonitrilin 10 LOD: 0,01 pg / mL
bisistat-tablet gradient karigim1 ' UV detektor 240 nm LOQ : 0,03ug / mL TDF:
Elvitegravir 100-350 pg / mL [21]
LOD: 0,005 pg / mL
LOQ: 0,01 pg/ mL Elvitegravir ve Kobisistat:
Kobisistat 12,5-200 pg / mL
LOD: 0,1 pg/ mL
LOQ:0,3 ug/ mL
Emtrisitabin: Emtrisitabin:
Asetonitril ve Fosfat LOD: 0,1017 pg/mL ‘
C18 (150mm > 4,6 mm, Sum) | ¢ yo0nu pH 3 60:40 | *° detek LOQ : 0,3038 pg/mL 8-48 pg/ mL
o (h/h) UV detektor 260 nm TDE
Emtrisitabin /TDF/ LOD: 0.3037 wo/mL. TDF:
Rilpivirin -tablet - onel Hgm 12-72 pg/ mL [22]
LOQ : 0,9204 pg / mL
Rilpivirin Rilpivirin:
LOD: 0,00868 ug/mL 14'30 e
LOQ :0,02630 pg/mL He
PH 6 ve metanol
C18(100 mm x 2,1mm, 1,8 45:55( h/h) . i Emitrisitabin:
Emtrisitabin /TDE- | um) % 0,68 potasyum 12 UV detektor 261 nm 10 - 100 pg/mL [23]
tablet dihidrojen ortofosfat TDF:
tamponu 15 - 150 ug/mL
Emtrisitabin:
LOD: 1,396 pg/mL Emitrisitabin:
S Metonal ve fosfat i [24]
Emrisitabin /TDF- | 18 (350 mmx 4,6 mm, 51) | tampon pH 2,5 65:35( | 1,0 UV detektor 261 nm LOQ - 4,231 pg/mL 5,0-25,0 mg /mL

tablet

h/h)

TDF
LOD: 1,336 pg/mL
LOQ : 4,050 ug / mL

TDF:5,0-25,0 mg/ mL
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Farmasotik

Preparatdaki Kolon Mobil faz (mltl;gk};m Dedeksiyon goz‘l en; bllm(‘;_%lglr)l (Helg)re Kalibrasyon arahig Kaynak
Etken Maddeler aym St
Emtrisitabin: Emtrisitabin:
10 mM fosfat tamponu i LOD: 1,54 pg/mL ’
Emtrisitabin /TDF- (pH 6,9): 1,0 UV dsigtr LOQ : 4,54 pg/mL 5,0-25,0 mg /mL [25]
C18 (250 mmx 4,6 mm, 5p) T 260 nm
tablet Asetonitril; 40: 60 TDF TDE5.0-25.0ma / mL
(h/h) LOD: 4,60 pg/mL =2,0-29,0Mg
LOQ: 13,65 ug/ mL
Asetonitril: potasyum Emtrisitabin:
Emtrisitabin /TDF- dihidrojen .fgsfat y LOD: 0,015 pg/mL Emitrisitabin: 26]
| : .
tablet fnll)S (250 mm x 4,6 mm, 5 tampon (pH 3,0-£0,05): 1,0 UV detektsr 260 nm LOQ : OT(l)DSIS:B pg/mL 5,0-50,0 mg /mL
%‘?gc'f_‘{)“'s?h ) LOD: 0,045 pg/mL TDF:5,0-50,0mg / mL
e LOQ: 0,117 ug/ mL
Lavimudin: Lavimudin:
Lamivudin /TDF- - . LOD: 0,0099 ug/mL )
tablet C18 (150 mm x 4,6 mm, 5 ’SAS“O”'""'Meta“O" 1,0 Cr 2 LOQ : 0,0299 pg/mL 2,0-12,0 pg/mL [27]
um) u. 20 (hhh UV detektor 258 nm TDF > ,
30:50:20 ( ) LOD: 0,0328 pg/mL TDF: 2,0-12,0 ug/mL
LOQ : 0,0994 nug / mL
Emtrisitabin: Emtrisitabin:
Emtrisitabin /TDF- 0,1% triflora asetik LOD: 0,48 Apg/mL A
tablet ErlnE; (250 mm x 4,6 mm, 5 asit (TFA) tamponve |1,2 UV detektor 261 nm. LOQ: 0,56 Apug/mL 20-100,0 A pg/mL [28]
metanol 39:61 (h/h) TDF ) A
LOD: 1,64 Apg/mL TDF:30-150,0 A pug/mL
LOQ : 1,89 Aug/mL
Emtrisitabin:
Emtrisitabin 20-120 pg/ mL
/ITDF/Kobikistat/Elvit Ortofosforik asit TDF:
egravir-tablet C18 (250mm>x4,6 mm, 5 pm) tampon: Asetonitril 1,0 PDA detektdr 240 nm i 30-180 pg/ mL [29]
55:45 (h/h) Kobikistat:
15-90 pg/ mL
Elvitegravir
15-90 pg/ mL
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Farmasotik

Preparatdaki Kolon Mobil faz ?r;(ll_s /glliz)l Dedeksiyon goz.l en; bllm((;_%lglr)l (Eom) e Kalibrasyon aralig Kaynak
Etken Maddeler RO
Metanol: fosfat .
L ) Emtrisitabin: [30]
;?Iter;snabm /TDF- Crlnf)i (250 mm x 4,6 mm, 5 Le}r%pon pH-3 (70:30 |1,0 UV detektér 258 nm 30,0-70,0 pg/ mL
u TDF:30,0-70,0 pg/ mL
Emtrisitabin:
Emtrisitabin LOD: 0,016 pg/mL Emtrisitabin:
/TDF/Dolutegravir A= Ammonyum LOQ: 0,052 pg/mL 500 3000 pg/ mL
tablet Asetat (10 mmol) pH HE
. 3,0, B= Asetonitril, HPLC: 0,6 TDF .
Br'g)he“y' (250mm x4.6 mm. 5 | o onyum asetat (10 | UPLC:0.3 | 260 nm LOD: 0,253 pg/mL g&f_‘ N [31]
K mmol) pH 3,0 and LC-QDa:0,6 LOQ : 0,758 pg/mL HE
metanol 70:15:15% Dolutegravir:
h/h/h Dolutegravir: '
LOD: 0,0125 pg/mL 5003000 pg/ mL
LOQ : 0,0412 pg/mL
FTC:
LOD: 0,18 pg/ mL FTC:
LOQ : 0,5455 x10 pg/ mL 10,0-60,0 pg /mL
TDF: TDF:
LOD: 0,5602 pg /mL 15.0-90.0 ue /mL
. 0,05M Fosfat tampon . 00 g im
FTC/TDF/KObIKISt, | ) g (250mm 4,6 mm, 5 wm) | pH 3,0 and Asetonitril | 1,0 DAD detektor 240 nm | -OQ # 1:6975 ng /mL » [32]
Elvitegravir-tablet 95'5 Kobikistat:
: Kobikistat: 7,5-45 pg /mL
LOD: 0,9668g /mL
LOQ :2,9298 pg /mL Elvitegravir:
7,5-45 pg /mL

Elvitegravir:
LOD: 0,1239 pg /mL
LOQ : 0,3755 pg /mL
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Farmasotik

Preparatdaki Kolon Mobil faz ?r;(ll_s /glliz)l Dedeksiyon goz.l en; bllm((;_%lglr)l (Eom) e Kalibrasyon aralig Kaynak
Etken Maddeler aym Sumn
Ortofosforik asit (pH
i C18 (250mm x 4,6 mm x 5 3,0): Asetonitril: , g [33]
TDF-tablet um) etanol (40: 50:% 10 h / 0,9 UV detektor 254 nm 10,0-60,0 pg /mL
h)
Lamivudin: Lamivudin:
TDE / Lamivudin- Asetonitril ve fosfat tgg:-oiﬁf K g//r?ll]{“ 15,0-35,0 ug /mL
ablet C18 (250mm x 4,6 mm, 5um) | tamponu pH 3,5 (80:% | 1,2 UV detektor 260 nm. | 2o ™ HE [34]
20h/h) . TDF:
LOD: 1,46 pg /mL 15 0-35.0 ue /mL
LOQ : 4,29 pg /mL PTIOY HE
Lamivudin: Lamivudin:
— 6,5 mmol Fosfat . LOD: 3,35 ug/ mL ’
TDF [Lamivudin- | ~18 150 mm x 4.6 mm, 5 |tamponupH 2,5ve | 1,0 UV detektor LOQ : 10,14 pg/ mL 60,0-140,0 pg /mL [35]
tablet . ) 260 nm .
pm) Asetonitril (50:50 h / TDF: TDE:
h) LOD: 3,55 pg /mL i
LOQ : 10,75 pg /mL 180,0-420,0 pg /mL
Metanol: su (60:40, h/ TDF:
TDF tablet Cig (250 mmx4.6mm,5 1,0 UV detektsr 260 nm | LOD: 0,01 pg/ mL TDF: [36]
H LOQ : 0,03 pg/ mL 4-20,0 pg /mL
Efavirenz:
LOD: 0,02 ug/ mL . i
. Efavirenz:
LOQ : 0,07 ug/ mL 2,0-12,0 pg /mL
TDF
. 10 mmol fosfat . TDF:
Eg"’r‘:}’:ﬁ%ﬂ?:élet fi)s (150 mmx46mm,5 | oonu (pH 5,0)ve | 1,0 UV detektor 254 nm tgg._oo,oll “g// :;‘LL 1,0 6,0 pg /mL [37]
H metanol (30:70) ST HE
Lamivudine: Lamivudine:
) 1,0-6,0 pg / mL

LOD: 0,018 ng/ mL
LOQ : 0,05 pg/ mL
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farmasotik

Preparatdaki Kolon mobil faz ?r;(llf /glliz)l Dedeksiyon %’yzilzn;ll:ll:ﬁiggr)l Lomee Kalibrasyon aralig Kaynak
Etken Maddeler
Efavirenz:
LOD: 0,1 pg/ mL Efavirenz:
Efavirenz/TDE/ Asetonitril: 50 mmol #8? 0.3 pg/ mb .1I%IO:_50’O ng /mL
La?;/il\r/ir:izine—tablet C18(250mm x 4,6 mm, 5um) gogfat tamponu (pH 1,0 UV detektor 256 nm LOD: .0,1 ug/ mL 5.0 _'25’0 ng / mL [38]
0) LOQ : 0,5 ug/ mL Lamivudine:
Lamivudine: 50-250pg/mL
LOD: 0,05 pg/ mL
LOQ : 0,2 ug/ mL
Efavirenz:
LOD: 0,08 ug/ mL Efavirenz:
Efavirenz/TDE/ ?h QdOZ'M So;zl;:curr:c t 'IFSS : 0,15 pg/ mL _2|_(I)D,(;-360,0 ug /mL
L ihidrojen ortofosfal R : :
Emtrisitabin tablet C18(250mm x 4,6 mm, 5um) MONOhidrat B: 15 UV detektor 265 nm LOD: 0,07 ug/ mL 12,0 180,0 pg / mL [39]
metanol ve su (85:15) LOQ: 0,12 ug/ mL Emtrisitabin:
Emtrisitabin: 8,0-120,0 ug / mL
LOD: 0,06 pg/ mL
LOQ : 0,14 ng/ mL
Efavirenz:
tampon pH: 7,0 . 30,0-300,0 ug /mL
Efavirenz/TDF/ C 8 (250 mm X 4,6 mm, 5 um) Asetonitril ve metanol | 1,0 #r;/ detektdr ile 262 i TDF: [40]
Emtrisitabin tablet ' M (40:40:20 h / h) 15,0 — 150,0 pg / mL
Emtrisitabin;
10,0-100,0 pg/ mL
Efavirenz:
30,0-180,0 ug /mL
Efavirenz/TDF/ 0,1M orto fosforik asit . 7504500 g/ mL
Ermirisiabi C18 (100mm x 4,6mm,3,5um) | tamponu ve 0,5 UV dedektor 265 nm o ST HE [41]
mitrisitabin tablet Asetonitril Emtrisitabin:

50,0 — 300,0 pg / mL
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farmasotik

Preparatdaki Kolon mobil faz Alkas Hiza Dedeksiyon Goz.l SrClellits St (LOID) e Kalibrasyon aralig Kaynak
Etken Maddeler (mL/dk) Tayin Smiri(LOQ )
Efavirenz:
LOD: 37,82 ug/ mL Efavirenz:
LOQ : 114,60 pg/ mL X
Efavirenz/TDF/ tampon pH 2,4 = 0,02 10 UV detektér 252 nm TDF : '?'(I):;)Fls_ 1800,39 pg / mL
Emtrisitabin tablet ve Asetonitril 70:30 h/ |~ Mt LOD: 10,56 g/ mL : [42]
C8 (150 mm x 4,6 mm, 5 pm) h LOQ : 32,01 ug/ mL 300,54 — 900,44 ng /mL
- 32,01 pg/ m L
Emtrisitabin: Emtrisitabin:
LOD: 6,07 ug/ mL 200,46 — 601,38 pg /mL
LOQ : 18,40 pg/ mL
Efavirenz:
LOD: 0,32 ug/ mL Efavirenz:
LOQ : 0,97 pg/ mL 15-90 pg / mL
TDF : TDF:
Lamivudin/ . LOD: 0,10 pg/ mL 7,5-45pg/mL
Efavirenz/TDF/ Phenyl (50 mmx2,1 mm, 1,7 | su ve Asetonitril 50: 0.4 gr;/ detektdr ile 238 LOQ : 0,29 pg/ mL Lamivudin: [43]
Doravirin tablet pm) 50 (h/h) Lamivudin: 7,5-45pg/mL
LOD: 0,15 pg/ mL
LOQ : 0,44 ng/ mL Doravirin:
Doravirin: 25-15pg/mL
LOD: 0,04 pg/ mL
LOQ : 0,11 pg/ mL
Elvitegravir:
75-225ug/mL
TDF:
Elvitegravir, 150 — 450 pg / mL
Kobisistat, 700mL Asetonitril ve . Kobisistat:
Emtrisitabin, C18 (50mm x 2.1 nm, 1.8 ) | 300 ML %01 Orto 03 PDA detektr fle 252 | 75 - 225 pg / mL [44]

Tenofovir disoproxil
fumarat tablet

Fosforik Asit (70:30
h/h)

Emtrisitabin:
100 — 300 pg / mL
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farmasotik

Preparatdaki Kolon mobil faz Akll_s/glim Dedeksiyon _I(_;oz.len;b'lmi%mm (LOD) ve Kalibrasyon arahg Kaynak
Etken Maddeler ([ ) ey S (HOQ))
Efavirenz: Efavirenz:
LOD: 0,18 pg/ mL 60,0 — 900 pg / mL
LOQ : 0,61 pg/ mL TDF:
H 3,5 tampon 24,5-367,5 pg / mL
Efavirenz/TDF/ C18(2500yp< 4.6 mulglin) E)Asetonitrilpgradient 13 UV detektdr256 nm TDF : e
Emtrisitabin tablet LOD: 0,26 pg/ mL Emtrisitabin: [45]
LOQ : 0,85 ug/ mL 20,0 - 300,0 pg / mL
Emtrisitabin:
LOD: 0,36 pg/ mL
LOQ : 1,19 pg/ mL
Efavirenz:
200 — 280 pg / mL
Efavirenz/TDF/ Metanol- ) TDF:
Emtrisitabin tablet CN, (250mm x 4,6 mm, 5 um) | pH 4_,5 tampon 1,5 UV detektdr 260 nm. 80 —160 pg /mL [46]
gradient -
Emtrisitabin:
40,0 —120,0 pg / mL
Efavirenz:
LOD: 0,911 pg/ mL
LOQ : 2,76 ug/ mL Efavirenz:
. 150 — 900 pug / mL
Efavirenz/TDF/ 0,01 N Fosfat 0,4 UV detektsr 262 nm | TDF ToF
Emtrisitabin tablet C18 (100mm x 3 mm, 1,7 um) | tamponu pH 4,5 ve LOD: 0.601 we/ mL 75 _ 450 ue / mL
Asetonitril 40:60, h/h) - oY HEl Hg/m [47]

LOQ : 1,82 ug/ mL

Emtrisitabin:
LOD: 0,330 pg/ mL
LOQ : 0,100 pg/ mL

Emtrisitabin:
50,0 - 300,0 ug / mL
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farmasotik

Preparatdaki Kolon mobil faz Ales /gll?l Dedeksiyon goz.l en; bllmi%mm (LOD) ve Kalibrasyon arahg: Kaynak
Etken Maddeler ([ ) it Su(HOQ))
Efavirenz:
LOD: 2,3 pg/ mL
LOQ : 6,8 ug/ mL Efavirenz:
20-60 pg /mL
. . Metanol- tampon( TDF :
cravirena/ TOF! Fﬁi‘)"' (250mm x 4.6 MM, 5016 1 hyh formic asit) | 1,0 UV detektér 260 nm | LOD: 1,7 pg/ mL TDE: [48]
K (73:27; Ih/h) LOQ :5,2 ug/ mL 15— 45 g/ mL
Lamivudin: Lamivudin:

LOD: 1,9 g/ mL
LOQ : 5,8 ug/ mL

15,0 -45,0 pg / mL
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3.1. Tenofovir disoproksil fumarat ve safsizhklarmin yanyana tabletlerde tayini
icin gelistirilmis analitik yontemler

World Health Organisation, Tenofovir monografi; 4th ed. The International
Pharmacopoiea; 2012, Tenofovir disoproksil fumarat ve safsizliklarimi HPLC-UV
yontemi ile etken maddede analiz etmislerdir. C18 kolunu (250 mm x 4,6 mm, 5 um),
Asetonitril-tetrabutilamonyum/fosfat tamponu (pH:6,0)-su ¢ozelti karisimindan olusan
mobil faz A (2:20:78 h/h/h) ve mobil faz B (65:20:15 h/h/h) gradient kullanimi ile 1
mL/dk akis hizinda gergeklestirilmistir. Kolon firmni 30 °C’ye ayarlanmis ve dedeksiyon
260 nm dalgaboyuna ayarlanmistir. Analiz siiresi 80 dakika olarak belirlenmis ve
dogrusallik araligi 0,1-0,15 mg /mL’dir. Gdzlenebilme sinir1 (LOD) ve tayin siniri
(LOQ) degerleri sirasiyla 0,03 ve 0,1 ug/mL olarak bulunmustur. [3]

C. Babu ve arkadaslari, Tenofovir disoproksil fumarat ve Lamivudin
safsizliklarint HPLC-UV yontemi ile tabletlerde analiz etmislerdir. C18 kolonu (150
mm X 4,6 mm, 3,5 um), mobil faz A: amonyum asetat tamponu (pH: 5,0+0,05), mobil
faz B: metanol: amonyum asetat tamponu (pH: 5,0+0,05) (20:80 h/h) gradient
kullanimi ile 1 mL/dk akis hizinda 260 nm dalgaboyuna gerceklestirilmistir. Analiz
stiresi 60 dakika olarak belirlenmis ve dogrusallik araligi LOQ seviyesinden baglayarak
-% 150 olup her safsizlik i¢in ayr1 konsantrasyonlarda analiz yapilmistir. Her safsizlik
icin dogruluk aralig1 % 94,4 ile % 108,3’ tiir. [ 4]
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3. GEREC VE YONTEM

Tez Calismas1 Abdi Ibrahim ilag Sanayi ve A.S. Esenyurt Ar-Ge merkezinde
yapilmistir.

3.1.Kimyasal Maddeler ve Coziiciiler
Calisma sirasinda kullanilan kimyasal maddeler ve ¢oziiciiler asagidaki gibidir:

Tenofovir disoproksil fumarat *
Fumarik Asit (EP)
Npoc-poc-PMPA 1

Ipr-poc-PMPA!
MONO-poc-PMPA?
Moc-poc-PMPA 1

9-Propenly Adenine *

Dimer*

Mixed Dimer*

Tenofovir disoproksil fumarat Hammadde (Seri no: TF0151109) !
TENOVIRAL 245 mg Film tablet?
Amonyum Asetat 3

Asetik asit 3

Asetonitril (HPLC Grade)?®

Yiiksek saflikta su (HPLC safliginda)

IHETERO INDIA
2Abdi [brahim flag Sanayi
3JT Baker
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3.1.1. Cozeltiler

3.1.1.1.Mobil faz i¢in Kullanilan Cozeltiler

pH 4,6 tamponu : 3,85 g amonyum asetat 1000 mL deiyonize su igerisinde ¢oziiliir.
pH: 4,6 £ 0,05’ derisik glasiyel asetik asit ile ayarlanir.  0,22p’luk membran

filtreden stiziilerek degaze edilir.
mobil faz A: pH 4,6 asetat tamponu
mobil faz B : Asetonitril

Coziicii: pH 4,6 Tamponu : Asetonitril (70 : 30) oraninda karigtirilir.

3.1.1.2. Tenofovir Disoproksil fumarat Safsizhk Analizi i¢in Hazirlanan
Cozeltiler

Stok Standart Cozelti Hazirhg:
60,0 mg Tenofovir disoproksil fumarat ¢alisma standardi 100 mL’lik balon joje
icerisine tartilir. 25 mL ¢oziict ilave edilerek ultrasonik banyoda 5 dakika ¢oziiliir ve

hacmine ¢oziicii ile tamamlanir. (Cror: 0,60 mg /mL)

Standart Cozelti Hazirhg:
1 mL stok standart ¢ozeltisi 100 mL’lik balon joje igerisine alinir ve hacmine
¢oziicii ile tamamlanir. 0,22 um’luk PVDF filtreden siiziiliirek hazirlanir. (Cror: 0,0060

mg/mL)

Fumarik Asit Standart Cozeltisi

11,0 mg Fumarik asit safsizlik standart: 20 mL’lik balon jojeye tartilir. Yaklagik
5 mL c¢oziici ilave edilerek 5 dk ultrasonik banyoda ¢oziiliir. Hacmine ¢oziict ile
tamamlanir.0,22 pu PVDF filtreden siiziilerek hazirlanir.
(C Fumarik asit: 0,55 mg /mL)
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Safsizlik Stok Cozeltilerinin Hazirhg

NPOC-POC-PMPA Safsizhik Stok Cozeltisi
1,2 mg nPOC-POC-PMPA safsizlik standarti 10 mL’lik balon jojeye tartilir.
Yaklasik 5 mL ¢oziicii ilave edilerek 5 dk ultrasonik banyoda ¢6ziiliir, hacmine ¢oziicii

ile tamamlanir. (C npoc-poc-pmpa: 0,12 mg /mL)

IPr-POC-PMPA Safsizlik Stok Cozeltisi
1,2 mg iPr-POC-PMPA safsizlik standartt 10 mL’lik balon jojeye tartilir.
Yaklasik 5 mL ¢oziicii ilave edilerek 5 dk ultrasonik banyoda ¢oziiliir, hacmine ¢oziicii

ile tamamlanir. (C ipr-poc-pvpa: 0,12 mg /mL)

MOC-POC-PMPA Safsizlik Stok Cozeltisi
1,2 mg MOC-POC-PMPA safsizlik standart1 10 mL’lik balon jojeye tartilir.
Yaklasik 5 mL ¢oziicii ilave edilerek 5 dk ultrasonik banyoda ¢6ziiliir, hacmine ¢oziicii

ile tamamlanir. (Cmoc-roc-pmpa: 0,12 mg /mL)

MONO-POC-PMPA Safsizlik Stok Cozeltisi
2,1 mg MONO-POC-PMPA safsizlik standarti 5 mL’lik balon jojeye tartilir.
Yaklasik 2,5 mL ¢oziicii ilave edilerek 5 dk ultrasonik banyoda ¢oziiliir, hacmine

¢oziici ile tamamlanir. (C mono-poc-pPmpa: 0,42 mg/mL)

9-Propilen Adenin Safsizlik Stok Cozeltisi
1,2 mg 9-Propilen Adenin safsizlik standarti 10 mL’lik balon jojeye tartilir.
Yaklasik 5 mL ¢oziicti ilave edilerek 5 dk ultrasonik banyoda ¢6ziiliir, hacmine ¢oziicii

||e tamamlanar. (C 9-Propi|enadenin: 0,12 mg/mL)

Dimer Safsizhik Stok Cozeltisi

1,2 mg Dimer safsizlik standardi 10 mL’lik balon jojeye tartilir. Yaklagik 5 mL
¢ozici ilave edilerek 5 dk ultrasonik banyoda ¢oziiliir, hacmine ¢oziicii ile tamamlanir.
(C pimer: 0,12 mg/mL)

Mixed Dimer Safsizhk Stok Cozeltisi
1,2 mg Mixed Dimer safsizlik standardi 10 mL’lik balon jojeye tartilir. Yaklasik
5 mL ¢ozict ilave edilerek 5 dk ultrasonik banyoda ¢oziiliir, hacmine ¢oziicii ile

tamamlanir. (C mixed pimer: 0,12 mg /mL)
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Safsizhik Standart Cozeltileri Hazirhg:
NPOC-POC-PMPA Safsizhik Standart Cozeltisi

nPOC-POC-PMPA safsizlik stok ¢ozeltisinin 1,0 mL’si, 20 mL ’lik balon jojeye
aktarilarak hacmine ¢oziicii ile tamamlanir. 0,22 p PVDF filtreden siiziilerek hazirlanir.

(C npoc-poc-pmpa: 6 pg/mL)

IPr-POC-PMPA Safsizlik Standart Cozeltisi
[Pr-POC-PMPA safsizlik stok ¢ozeltisinin 1,0 mL’si, 20 mL ’lik balon jojeye
aktarilarak hacmine ¢oziicii ile tamamlanir. 0,22 p PVDF filtreden siiziilerek hazirlanir.

(C ipr-poc-pmpA: 6 ng/mL)

MOC-POC-PMPA Safsizhik Standart Cozeltisi
MOC-POC-PMPA safsizlik stok ¢ozeltisinin 1,0 mL’si, 20 mL’lik balon jojeye
aktarilarak hacmine ¢oziicii ile tamamlanir. 0,22 p PVDF filtreden siiziilerek hazirlanir.

(Cmoc-poc-pmpa: 6 pg/mL)

MONO-POC-PMPA Safsizhik Standart Cozeltisi
MONO-POC-PMPA safsizlik stok ¢o6zeltisinin 1,0 mL’si, 20 mL’lik balon
jojeye aktarilarak hacmine ¢o6ziicii ile tamamlanir. 0,22 p PVDF filtreden siiziilerek

hazirlanir. (C mono-poc-pmpa: 21 pg/mL)

9-Propilen Adenin Safsizhik Standart Cozeltisi
9-Propenyladenine safsizlik stok ¢ozeltisinin 1,0 mL’si 20 mL ’lik balon jojeye
aktarilarak hacmine ¢oziicii ile tamamlanir. 0,22 p PVDF filtreden siiziilerek hazirlanir.

(C o- Propilenadenin: 6 pg/mL)

Dimer Safsizhik Standart Cozeltisi
Dimer safsizlik stok ¢6zeltisinin 1,0 mL’si 20 mL’lik balon jojeye aktarilarak
hacmine ¢oziicii ile tamamlanir. 0,22 p PVDF filtreden siiziilerek hazirlanir. (C pimer: 6

pg/mL)
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Mixed Dimer Safsizhik Standart Cozeltisi
Mixed Dimer safsizlik stok ¢ozeltisinin 1,0 mL’si 20 mL’lik balon jojeye
aktarilarak hacmine ¢oziicii ile tamamlanir.0,22 u PVDF filtreden siiziilerek hazirlanir.

(CMixed Dimer: 6 pg/mL)

Safsizhk Eklenmis Numune Cozeltisi Hazirhgi

20 adet Tenofovir disoproxil 245 mg Film Kapl tablet ortalama tablet agirlig:
belirlenir ve ezilerek toz haline getirilir. Bu toz karisimdan yaklasik 2880,0 mg tablet
tozu (yaklasik 1200 mg Tenofovir disoproxil fumarat’a esdeger) tartilarak 100 mL’lik
balon jojeye aktarilir, bir miktar ¢6ziicii eklenerek 10 dakika ultrasonik banyoda ¢oziiliir
ve hacmine ¢oziicii ile tamamlanip karistirilir. 0,45 um’lik PVDF filtreden siiziiliir. Bu
¢ozeltiden 5,0 mL alip 20 mL ’lik balon jojeye konulur ve tizerine 1,0 mL nPOC-POC-
PMPA, iPr-POC-PMPA, MOC-POC-PMPA, MONO-POC-PMPA, 9-Propilen Adenin,
Dimer ve Mixed Dimer safsizlik stok ¢ozeltilerinin herbirinden ilave edilip ¢oziicii ile
hacmine tamamlanir. 0,22 um PVDF filtre ile siiziiliir ve siiziilerek hazirlanir. (C npoc-
poc-pmpA: 6 ug/mL, C ipr-roc-pmpa: 6 png/mL, Cwmoc-poc-pmpa: 6 pg/mL, C mono-Poc-PMPA:
21 ng/mL, C g-propilen Adenin: 6 ug/mL, Cpimer: 6 pg/mL, C mixed Dimer: 6 png/mL, Crenofovir

disoproksil fumarat: 3,0 mg /mL)

Tenofovir Disoproksil 245 mg Film Tablet i¢in Plasebo Hazirhg:

Yaklasik 420,0 mg plasebo 50 mL’lik balon jojeye aktarilir, bir miktar ¢oziicii
eklenerek 10 dakika ultrasonik banyoda ¢o6ziilir ve hacmine ¢oziici ile
tamamlanipkaristirilir. 0,45 um’lik PVDF filtreden siiziiliir. Bu ¢6zeltiden 5,0 mL alip
10 mL’lik balonjojeye konulur ve ¢oziicii ile hacmine tamamlanarak karistirilir. 0,22
um’lik PVDF filtreden siiziilerek hazirlanir ve UPLC’ye aktartlir.

Tenofovir Disoproksil 245 mg Film Tablet Numune Cozeltisi Hazirhg

20 adet Tenofovir disoproksil 245 mg film tablet ortalama tablet agirlig
belirlenir ve ezilerek toz haline getirilir. Bu toz karisimdan yaklasik 720,0 mg tablet
tozu (yaklasik 300 mg Tenofovir disoproksil fumarata esdeger) tartilarak 50 mL’ lik
balon jojeye aktarilir, 20 mL ¢6ziicii eklenerek 10 dakika ultrasonik banyoda ¢oziiliir ve
hacmine ¢ozict ile tamamlanipkaristirilir. 0,45 pm’lik PVDF filtreden siiziilir. Bu

¢ozeltiden5,0 mL alip 10 mL’lik balonjojeye konulur ve ¢oziicii ile hacmine
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tamamlanarak karistirtlir. 0,22 pm’lik PVDF filtreden siiziilerek hazirlanir ve UPLC

sistemine verilir. (CTenofovirdisoproksiIfumarat: 3,0 mg/mL)

3.2. Aletler ve Diger Gerecler
Waters - Alliance UPLC Sistemi UV ve PDA dedektorlii (ABD)

Seperation Module 2695 (numuneleyici, enjeksiyon tlinitesi, pompa, degazer)
Kolon Firin1 186001791

Dedektor UV/Visible 2487

Dedektor PDA (Photodiode Arracy Dedector) 2996

Empower Yazilimi (versiyon 2)

Empower Yazilimi (versiyon 3)

1. Yazilimlar:

MS Office XP Excel

MS Office XP Word

Cambridge ChemDraw programi (Cambridge, ABD)

Vega in-silico platform versiyon 1,1,4
2. UPLC Kolonu:

Acquity BEH C18 (100 mm x 2,1 mm i¢ ¢ap, 1,7 um)
3. Elga Purelab Flex 2 Su Saflagtirma Sistemi (Saint-Maurice, Fransa)
4. Millipore hareketli faz siizme filtresi 0,45 um (Massachusetts, ABD)
5. Analitik Teraziler
Mettler Toledo AX204 Terazi (Goettingen, Almanya)
Mettler Toledo UMX-2 Terazi (Goettingen, Almanya)
6. Transonic 890 ultrasonik Banyo
7. Waters Vida kapakli HPLC Vialleri 2 mL (Massachusetts, ABD)
8. Cam Malzemeler:
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Isolab Balonjoje (5, 10, 100, 200, 250 mL) (Wertheim, Almanya)
Isolab Meziir (500 mL, 1000 mL) (Wertheim, Almanya)

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

3.3.Analiz Yonteminin Gelistirilmesi ile Tlgili Calismalar
Literatiir calsmalar1 incelendikten sonra UPLC sisteminde TDF ve
safsizliklarinin yan yana analizlerinin 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 dedektérlerin kullanilmasi 6n
goriilmiistiir. Ayn1 anda ¢oklu dalga boyu 6lgme avantajina sahip oldugu icin PDA
dedektor kullanildi. Dalga boyu se¢imi i¢in etken madde ve safsizliklarin standart

cozeltilerinin spektrumu alinmistir. Sonuglar boliim 4.1.1°de verilmistir.

3.3.2. Kromatografik Kosullarin Belirlenmesi
Literatiir galismalar1 géz oniine alinarak HPLC ¢alismalari, Fenil, C8, C18 100
mm boyundaki kolonlarda, gesitli oranlarda Asetonitril ve 50 mM amonyum asetat (pH
4,6) mobil faz sistemleri uygulanarak denendi. Denemeler bolim 3.3.3’de yer

almaktadir.

3.3.3. Metot Gelistirme Calhismalar
Gelistirilen metotda kullanilan mobil faz karisimlar: ve bunlara ait kromatografik sartlar
asagida verilmistir.
Deneme 1:
Kromatografik Sartlar

Kullanilan Cihaz : HPLC; UV ve PDA dedektor

Kolon : Inertsil fenil-3, 100 mm x 4,6 mm, 3um

Mobil faz A : pH 4,6 amonyum asetat tamponu :Asetonitril (97:3)
Mobil faz B : pH 4,6 amonyum asetat tamponu:Asetonitril (40:60)
Akis Hiza 11,5 mL /dk

Dalga Boyu : 262 nm

Enjeksiyon Hacmi  : 5 uL
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Gradient Programau:

Zaman (dk.) Mobil faz A Mobil faz B
0 95 5
25 50 50
35 0 100
40 0 100
45 95 5
50 95 5
Deneme 2:

Kromatografik Sartlar

Kullamlan Cihaz: UPLC; UV ve PDA dedektor

Kolon: BEH Cg 1,7 um, 2,1mm x 100 mm

Mobil Faz : 50 mM amonyum asetat tampon :Asetonitril (72:28, h/h)
Akis Hiza : 0,3 mL/dakika

Kolon firmn sicakhgr: 25°C

Dalga Boyu : 260 nm

Enjeksiyon Hacmi: 2 uL

Deneme 3:

Kromatografik Sartlar

Kullamlan Cihaz: UPLC; UV ve PDA dedektor

Kolon: BEH Fenil 1,7 pm 2,1 x 100 mm

Mobil Faz: 50 mM amonyum asetat tampon:Asetonitril (72:28, h/h)
Akis Hizx: 0,3 mL/dakika

Kolon firin sicakhgi: 25°C

Dalga Boyu : 260 nm

Enjeksiyon Hacmi: 2 uL



Deneme 4:
Kromatografik Sartlar

Kullanilan Cihaz: UPLC; UV ve PDA dedektor

Kolon : Acquity, BEH Cys 100 mm x 2,1 mm, 1,7p
Mobil faz A: pH 4,6 asetat tamponu

Mobil faz B: Asetonitril
Akis Hiza : 0,2 mL /dk
Dalga Boyu: 260 nm
Loop Hacmi: 5 puL

Enjeksiyon Hacmi: 2 uL

Kolon Sicakhgi: 25° C

Autosampler Sicakhgi: 5° C

Gradient Programai:

Zaman (dk.) Mobil faz A Mobil faz B

0 72 28
0,3 72 28
1,0 67 33
50 67 33
7,0 40 60
9,0 72 28
10,0 72 28

On hazirlik ¢alismari sonucunda en iyi sonuclar Deneme 4 ile elde edilmistir. Bu

¢alismaya ait sonuglar boliim 4.1.2° de verilmistir.

3.4.Gelistirilen Yontemin Validasyonu

Metot gelistirilmesi tamamlandiktan sonra metodun validasyonu ICH Kilavuzu
Q2 (R1)’ye gore yapildi. [50]
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3.4.1. Segicilik
Secicilik testi i¢in mobil faz, ¢oziicii, plasebo, standart, numune, Fumarik asit,
NPOC-POC-PMPA safsizlik, iPr-POC-PMPA safsizlik, MONO-POC-PMPA safsizlik,
MOC-POC-PMPA safsizlik ve 9-Propenil adenine, safsizlik Dimer safsizlik, Mixed
safsizlik Dimer safsizlik ve %100 konsantrasyonda olacak sekilde safsizlik eklenmis

Tenofovir disoproksil fumarat numune ¢ozeltileri enjekte edildi.

3.4.1.1.Cozelti Hazirhgi
Standart, plasebo ve numune ¢ozeltileri hazirliklar: 3.2.3° de anlatildig: gibidir.

Kabul Kriteri

- Sistem uygunluk ¢o6zeltisinde iPr-POC-PMPA ve MOC-POC-PMPA, nPOC-POC-
PMPA ve Tenofovir disoproksil fumarat arasindaki rezoliisyon en az 1,5 olmalidir.

- Standart ve numune ¢ozeltisi kromatogramlarinda Tenofovir disoproksil fumarat ve
safsizlik piklerinin alikonma zamaninda ¢6ziicii ve mobil fazdan gelen herhangi bir pik
olmamalidir.

- Standart, numune ve %100 konsantrasyonda safsizlik eklenmis numune Cozeltisindeki
Tenofovir disoproksil fumarat ve safsizlik piklerinin spektrumlar: piklerin diger pikler

ile girisim yapmadigini gostermelidir.

Segicilik testi igin mobil faz, ¢oziicii, plasebo, standart, numune, Fumarik asit,
NPOC-POC-PMPA safsizlik, iPr-POC-PMPA safsizlik, MONO-POC-PMPA safsizlik,
MOC-POC-PMPA safsizlik ve 9-Propilen Adenin, safsizlik Dimersafsizlik, Mixed
safsizlik Dimer safsizlik ve % 100 konsantrasyonda olacak sekilde safsizlik eklenmis
Tenofovir disoproksil fumarat numune g¢ozeltileri enjekte edilir. Calisma sonunda elde

edilen kromatogramlar ve pik saflik degerleri boliim 4.1.3 “de verilmistir.

3.4.2. Dogrusalhk
Analitik metodun dogrusalligi, numunedeki etken maddenin belirlenen

Konsantrasyon araliginda, ¢ikan sonuglarin dogrusal olmasi anlamina gelmektedir.
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Lineer cevap iligkisini kanitlamak i¢in LOQ seviyesi ile spesifikasyonun %2401

arasinda 5 farkli konsantrasyonda hazirlanan ¢ozeltilerin konsantrasyon araliginda pik

alanlar o6l¢ildi.

Tablo 3-1 Dogrusalhik Cahismasi icin Tenofovir disoproksil fumarat Cozelti

Hazirhg
Tenofovir disoproksil fumarat Standard:
. Dogrusallik Seyreltme Konsantrasyon

Cozelti Ads Seviyesi (mL/mL) (ng/mL)
Linearite-1 LOQ - -
Linearite-2 % 40 1/25 2,4
Linearite-3 % 50 1/20 3,0
Linearite-4 % 60 1,5/25 3,6
Linearite-5 % 120 3/25 7,2

Tablo 3-2 Dogrusallik Calismasi i¢cin NPOC- POC Cozelti Hazirhg:

NnPOC- POC- PMPA Standardi

Conning Dol Sovine Koo
Linearite-1 LOQ - -
Linearite -2 % 60 3/25 x 5/20 3,0
Linearite -3 % 75 3/20 x 5/20 3,6
Linearite -4 % 90 3/10 x 3/20 4,5
Linearite -5 % 180 3/10 x 6/20 9,0
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Tablo 3-3 Dogrusallik Calismasi i¢in iPr-POC-PMPA Cozelti Hazirhgi

iPr-POC-PMPA Standardi

oz Dol S Koremresr
Linearite-1 LOQ - -
Linearite -2 % 60 3/25 x 5/20 3,0
Linearite -3 % 90 3/10 x 3/20 4,5
Linearite -4 % 150 1,5/10 x 9/20 7,5
Linearite -5 % 240 4/10 x 6/20 12,0

Tablo 3-4 Dogrusallik Calismasi icin MOC-POC-PMPA Cozelti Hazirhg

MOC-POC-PMPA Standardi

Coing el Sareme | Komnison
Linearite-1 LOQ - -
Linearite -2 % 60 3/25 x 5/20 3,0
Linearite -3 % 90 3/10 x 3/20 4,5
Linearite -4 % 150 1,5/10 x 9/20 7,5
Linearite -5 % 240 3/10 x 6/20 12,0

Tablo 3-5 9- Dogrusallik Calismasi icin Propilen Adenin Cozelti Hazirhg:

9-Propilen Adenin Standardi

coniag Dt Sote  Kopaniaeyn
Linearite-1 LOQ - -
Linearite -2 % 20 1,0/100 1,2
Linearite -3 % 50 0,5/20 3,0
Linearite -4 % 100 1,0/20 6,0

Linearite -5 % 120 1,5/25 7,2




Tablo 3-6 Dogrusallik Cahismasi icin MONO-POC-PMPA Cozelti Hazirhg:

MONO-POC-PMPA Standardi

oirg Ot Sorame Ko
Linearite-1 LOQ - -
Linearite -2 % 10 0,5/100 2,1
Linearite -3 % 50 0,5/20 10,5
Linearite -4 % 100 1,0/20 21,0
Linearite -5 % 240 3,0/25 50,4

Tablo 3-7 Dogrusallik Calismasi icin Dimer Cozelti Hazirhg

Dimer Standarda

onnina Otk Sovtne Ko
Linearite-1 LOQ - -
Linearite -2 % 50 1/20 x 5/10 3,0
Linearite -3 % 75 3/20 x 2,5/10 4,5
Linearite -4 % 90 3/20 x 3/10 54
Linearite -5 % 120 4/20 x 3/10 7,2

Tablo 3-8 Dogrusallik Calismasi i¢in Mixed Dimer Cozelti Hazirhg:

Mixed Dimer Standardi

conia Ok Sovme Ko
Linearite-1 LOQ - -
Linearite -2 % 25 1/20 x 5/10 1,3
Linearite -3 % 50 3/20 x 2,5/10 2,5
Linearite -4 % 90 3/20 x 3/10 4,5
Linearite -5 % 120 4/20 x 3/10 7,2
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Islem: Her bir standart ¢ozeltinin derisiminden ardisik 5 ser enjeksiyon yapildi ve elde
edilen alanlari ile en kiiciik kareler yontemine gore dogrusallik denklemleri hesaplandi.

Sonuglar ve dogrusallik grafikleri boliim 4.1.4°de verilmistir.

3.4.3. Diizeltme Faktorii (respons factor (RF))
Diizeltme faktor, ilgili madde veya bozunma iiriiniiniin kromatogramindaki cevabin

etkin madde cinsinden miktarlandiriimasini saglamak i¢in gereklidir.

Islem

Diizeltme faktorti, etkin madde ve bilinen safsizliklarin lineerlik parametresinin
tayininde yapilan lineer regresyon analizi sonucu elde edilen egrilerin egimlerinin
oranindan elde edilir. Diizeltme Faktorii (RF) ve Bagil Alikonma Zamani (RRT)
sonuglari boliim 4.1.5°de verilmistir. RF hesab1 Denklem 3-1 de verilmektedir.

Hesaplama (Denklem 3-1)

RF  : Diizeltme faktorii
mS  : Her bir safsizlik Cozeltisinin regresyon egrisinin egimi

mN  : Tenofovir disoproksil fumarat Cozeltisinin regresyon egrisinin egimi

3.4.4. Gozlenebilme Simir1 (LOD) ve Tayin Simr1 (LOQ )

Numune igindeki analitin kabul edilebilir bir dogruluk ve kesinlik ile belirlenebildigi
(LOQ) ve dedekte edilebildigi (LOD) en diisiik miktarlar tespit edildi. LOD seviyesini
igeren kalibrasyon egrisi yardimiyla LOD ve LOQ degerleri hesaplandi. [50] Hesaplama
asagidaki formiiller yardimiyla yapildi (Denklem 3-2 ve Denklem 3-3). Sonuglar1 bolim

4.1.6°da verilmistir.
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_ 33s
Gozlenebilme Simn1 (LOD) ™ ¢

(Denklem 3-2)

10.¢
Tayin Smir1 (LOQ)™ ~ g (Denklem 3-3)

o = Standart sapma (interseptin standart sapmasi)

S = Regresyon denkleminin egimi

Kabul Kriteri

-LOQ degeri belirlendikten sonra yapilan enjeksiyonlardan elde edilen
kromatogramlardaki her bir alanlar: igin bagil standart sapma (% RSD) degeri maks. %
5,0 olmalidir.

- LOD seviyesindeki pikler dedekte edilebilir olmalidir.

3.4.5. Kesinlik

3.4.5.1.Sistem Kesinligi

Islem

%100 ¢alisma konsantrasyonunda hazirlanan standart ¢ozeltisinden ardisik 6 enjeksiyon

yapildi. Enjeksiyonlardan elde edilen pik alanlar1 ve aralarindaki bagil standart sapma

degeri 6l¢iildii.

Kabul Kriteri

Tenofovir disoproksil fumarat standart ¢ozeltisinden ardisik 6 enjeksiyon yapildi. Elde
edilen alanlar ile bagil standart sapma degeri (%RSD) hesaplandi. Standart Sapma (SD),
giiven araligr (%95) ve sistem uygunluk parametreleri (Alikonma Zamani, Simetri
Faktorii, Teorik Plaka Sayisi) raporlandi. Elde edilen sonuglar bolim 4.1.7.1° de

verilmistir.

3.4.5.2. Tekrarlanabilirlik
Bolim 3.2° de anlatildigi sekilde ¢oziicti, plasebo 2 adet standart, 2 adet Tenofovir
disoproksil fumarat tablet numunesi ve 6 adet %100 Konsantrasyonda olacak sekilde

safsizlik eklenmis tablet numune ¢ozeltileri hazirlanarak safsizlik tayini analizi yapildi.
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Kabul Kriteri

-Safsizlik eklenmis numunelerin her birinin sonucu spesifikasyon limitleri icinde
olmalidur.

-6 adet safsizlik eklenmis numunenin analiz sonuglar arasindaki bagil standart sapma %

4,0’dan biiyiik olmamalidir.

Elde edilen sonuglar boliim 4.1.7.2° de verilmistir.

3.4.5.3.Ara Kesinlik

Farkli bir giinde, farkli UPLC cihazi kullanarak, farkli seri numaral kolon ile bolim
3,2’de anlatildigr sekilde 2 adet standart, 2 adet numune ve 6 adet %2100
Konsantrasyonda olacak sekilde safsizlik eklenmis tablet numunesi hazirlanarak analiz

yapildi.

Kabul Kriteri

- Safsizlik eklenmemis numunelerin her birinin sonucu spesifikasyon limitleri iginde
olmalidur.

- 6 adet safsizlik eklenmis numunenin analiz sonuglari arasindaki bagil standart sapma
% 4,0’dan biiylik olmamalidir.

- Tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik analizlerinden elde edilen 2 adet numunenin %
safsizlik sonuglar1 arasindaki bagil standart sapma (% RSD) %4,0°den biiyiik

olmamalidir.

Elde edilen sonuglar boliim 4.1.7.3’ de verilmistir.

3.4.6. Dogruluk ve Geri Kazanim

Metodun dogrulugu Tenofovir disoproksil 245 mg Film tablet numune c¢ozeltisine
safsizliklar ilave edilerek % LOQ, %100, %120 olacak sekilde ve MONO POC PMPA
icin % 240 seviyelerinde ¢alisildi. Her bir seviye i¢in 3’er adet olmak tizere toplam 9

adet numune hazirlandi.

Kabul Kriteri

- Calisilan her numunenin % geri kazanimi % 95,0 ile % 105,0 arasinda olmalidir.
- Caligilan 9 adet numunenin geri kazanimlar: arasindaki bagil standart sapma (% RSD)

% 4,0’den biiylik olmamalidir.
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Elde edilen sonuglar boliim 4.1.8° de verilmistir.

3.4.7. Saglamhk
Saglamhigin degerlendirilmesi metot gelistirme asamasinda yapilmalidir ve
calisilan prosediiriin tiiriine baglidir. Yontem parametrelerindeki kasitli varyasyonlara
gore bir analizin giivenilirligi gosterilmelidir. Olgiimler kosullardaki degisikliklere
duyarhiysa, analitik kosullar kontrol edilmeli veya prosediire bir 6nlem ifadesi dahil

edilmelidir.
islem

Bolim 3.2.3° de tarif edildigi sekilde 2 adet standart, 2 adet numune ve 2 adet %100
konsantrasyonda olacak sekilde safsizlik eklenmis numune ¢ozeltisi hazirlanarak ve
analiz sartlar1 degistirilerek safsizlik analizi yapildi. Metodun yapilan degisikliklere

kars1 dayaniklilig: test edildi.

Yapilan degisiklikler asagidaki gibidir:

Akis Hizi : 0,15 mL /dak ve 0,25 mL/dak
Tampon pH :pH 4,5 ve pH 4,7
Dalga Boyu : 255 nm ve 265 nm

Elde edilen sonuglar boliim 4.1.9°de verilmistir.

3.4.8. Cozelti Stabilitesi
Numune ve standart ¢ozeltilerinin belirlenen kosullarda ne kadar siire ile stabil

kaldiginin ve ne kadar siire kullanilabilir oldugunun o6lgtildiigii calismalardir.

Boliim 3.2.3°de anlatildigi sekilde, standart ve Tenofovir disoproksil 245 mg Film tablet
numunesi ¢ozeltisi hazirlandi. En az 48 saat boyunca belirli zaman araliklarinda
saklama sartlari sabit tutularak enjekte edildi. Elde edilen sonuglar bolim 4.1.10’da

verilmistir.
Kabul Kriteri:

Caligsma sonucunda % 95,0 - %105,0 olan degerler igin ¢ozelti stabil sayilir.
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3.4.9. Stres Calismasi

Safsizlik veya bozunma iirtinii standartlart mevcut degilse ve/veya gelistirilen analitik
metodun farkli stress kosullarina maruz kalmis numune matriksinde olusabilecek
safsizliklar ile etken maddenin spesifik olarak ayrilip ayrilamadiginin Slgtldigi
calismalardir. Ornek olarak uygulanabilecek stress kosullari, 151k, 1s1, nem, asit / baz

hidrolizi ve oksidasyondur.

Boliim 3.2° de anlatildig1 sekilde hazirlanan standart ¢ozeltileri hazirlandi ve numune
¢ozeltileri asitik, bazik, hidroliz, sicaklik ve sicaklik-nem kosullarinda stress kosullarina

tabi tutulan numuneler analiz edildi. Elde edilen sonuglar boliim 4.1.11°de verilmistir.
Kabul Kriteri:

Stres calismalar esnasinda olusan yabanci piklerle etken madde ve safsizlik pikleri

arasinda herhangi bir girisim olmamalidir.
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4. BULGULAR

4.1. Analiz yonteminin Gelistirilmesi ile lgili Bulgular

4.1.1. Dalga Boyu Se¢imi Cahsmalarina ait Bulgular
Gelistirilen yontemin dalga boyu sec¢imi olarak TDF’nin maksimum absorbans
verdigi 260 nm dalga boyu se¢ilmistir. Etken madde ve safsizlik standart Cozeltilerinin

spektrum sonuglar1 Sekil 4-1 ve Sekil 4-8 arasinda yer almaktadir.
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Sekil 4-1: Tenofovir disoproksil fumarat standart Cézeltisinin spektrumu
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Sekil 4-2: % 100 konsatrasyonunda hazirlanmis MONO-POC-PMPA Safsizhigina
ait spektrum
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Sekil 4-3: % 100 konsatrasyonunda hazirlanmis 9-Propenyladenin safsizhigina ait
spektrum
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Sekil 4-4: % 100 konsatrasyonunda hazirlanmis MOC-POC-PMPA safsizhigina ait
spektrum
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Sekil 4-5: % 100 konsatrasyonunda hazirlanmis iPr-POC-PMPA Safsizhigina ait
spektrum
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Sekil 4-6: % 100 konsatrasyonunda hazirlanmis nPOC-POC-PMPA Safsizhigina
ait spektrum

5853 Peak 1
213.5

0.025
2r1.6

0.020-]

343.9 363.8 381.8

T T T T T T T T T
2200 .00 240 .00 260 .00 250 0D 00 o0y 20 .00 S0 00 SE0 .00 SS0.00
rim

Sekil 4-7: % 100 konsatrasyonunda hazirlanmis safsizhk Dimer Safsizhigina ait
spektrum
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4.528 MIXED DIMER
038

0.015-]
0.010-]

0.005

333.3 353.2 368.7

T T T T T T T T T
220,00 240.00 260 .00 a0 .00 300 .00 32000 340,00 360,00 380,00
rim

Sekil 4-8: % 100 konsatrasyonunda hazirlanmis Mix safsizhk Dimer Safsizhgina
ait spektrum

4.1.2. Metot Gelistirmeye ait Bulgular
Gelistirilen yonteme ait elde edilen kromatografik sartlar ve gradient eliisyon
profili asagida verilmistir. Bu ¢alisma sonucu elde edilen kromatogramlar Sekil 4.9’ da

bulunmaktadir.

Kromatografik Sartlar

Kullanilan Cihaz: UPLC; UV ve PDA dedektor
Kolon : Acquity, BEH C1s, 100 mm x 2,1 mm, 1,7p
Mobil faz A: pH 4,6 Asetat tamponu

Mobil faz B: Asetonitril

Akis Hizi: 0,2 mL /dk

Dalga Boyu: 260 nm

Loop Hacmi: 5 uL

Enjeksiyon Hacmi: 2 uL

Kolon Sicakhgr: 25° C

Autosampler Sicakhgr: 5° C
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Gradient Programa:

Zaman (dk.) Mobil faz A | Mobil faz B

0 72 28

0,3 72 28

1,0 67 33

5,0 67 33

7,0 40 60

9,0 72 28

10,0 72 28
02

1
015 5 ;
N 3
005 4 5 5 8 9
W 0 200 30 “w M;iu;@ 500 7 800 o 100

1- Fumarik Asit

2-safsizlik A (MONO-POC-PMA)
3-safsizlik K (9-Propenil Adenin)
4-safsizlik C (Moc-POC PMPA)
5-safsizlik D (iPr-POC PMPA)
6-safsizlik | (Mix Dimer)
7-Tenofovir disoproksil

8-safsizlik H (hnPOC-POC PMPA)

9-safsizlik J (Dimer)
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Sekil 4-9: Deneme 4 ile elde edilen UPLC kromatograml (Crenofovir disoproksil fumarat: 3
mg/mL)

4.1.3. Secicilik

Secicilik enjeksiyonlarindan elde edilen kromatogramlarda, ana pik ile herhangi bir
pikin girisimi olmadigi belirlenmistir. Cozeltilere ait kromatogramlar Sekil 4-10 ile

Sekil 4-23 ’de verilmistir. Secicilik parametrelerine Tablo1-Tablo5’de verilmistir.

0

008+

0.06+

0.04+

0024

T T T
0.00 1.00 200 3.00 400 500 6.00 7.00 800 9.00 1000

Sekil 4-10: Coziiciiye ait kromatogram

010

008
008
2 004

0024

000

T T
000 1.00 200 300 400 5.00 6.00 700 8.00 900 1000
Mimdes

Sekil 4-11: Mobil faz A ait kromatogram

010

008+

006+

004+

0024

000

T T T
0.00 1.00 200 300 4.00 5.00 600 700 6.00 9.00 1000
121 Minutes, 0 0277 AU Mindes

Sekil 4-12: Plaseboya ait kromatogram
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0040
0030

3 00209

0010 J\

0000 S

001 . .

000 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

Sekil 4-13: Standarta ait kromatogram

0404

3 005+

000
0,00 1.00 200 3.00 4,00 500 .00 700 800 800 10,00
Minutes

rrrr|ptrrrtr|rrrrrrrorrrr|rrr&o |1+t rorr

Sekil 4-14: Fumarik asite ait kromatogram

00104

3

00054

0.000 J‘ L

0.00 1.00 200 300 400 500 6.00 700 8.00 900 10.00
Minutes

Sekil 4-15: % 100 konsatrasyonunda hazirlanmis MONO-POC-PMPA Safsizhigina
ait kromatogram
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010
0.0
0.06-|
004
002 k
000 ’\J

T
0.00 100 200 300 400 500 6.00 700 500 9.00 1000

Sekil 4-16: % 100 konsatrasyonunda hazirlanmis 9-Propenyladenin Safsizhigina ait
kromatogram

008+

0.06+

0,04

000 100 200 300 400 500 600 700 G600 900 1000

Sekil 4-17: % 100 konsatrasyonunda hazirlanmis MOC-POC-PMPA Safsizhgina
ait kromatogram

0,040+

0.030

7 0020
0.010 ﬂ
0000 )\
0010 T T T I T I 7 T i
ooo 1.00 200 300 4.00 soo 00 700 g0 9.00 10,00

Sekil 4-18: % 100 konsatrasyonunda hazirlanmis iPr-POC-PMPA Safsizhigina ait
kromatogram
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010

0105
005
004+

0024
o0 PN j\_/

0.00 1.00 200 3.00 400 500 600 700 6.00 9.00 1000

Sekil 4-19: % 100 konsatrasyonunda hazirlanmis nPOC-POC-PMPA Safsizhigina
ait kromatogram

Uy

0.08+

0086+

0,04

0.024

0.00 e

T T
000 1.00 200 300 400 500 6.00 700 8.00 9.00 1000

Sekil 4-20: % 100 konsatrasyonunda hazirlanmis Dimer Safsizhigina ait
kromatogram

0.084

006

004+

0024

I
0o 100 20 300 400 500 600 T .00 a0 1000
12 Minutes, 0.0434 AU Mirudes

Sekil 4-21: % 100 konsatrasyonunda hazirlanmis Mix Dimer Safsizhgma ait
kromatogram
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— T T
800 200 1000

u.
015
0104
e
005+
o] o A
—— - 77—
0 200 300 400 5.00 6.00 7.00
- Minutes

0.00 1.

Sekil 4-22: % 100 konsatrasyonunda nPOC-POC-PMPA, iPr-POC-PMPA, MOC-
POC-PMPA, MONO-POC-PMPA, 9-Propenyladenin, safsizhk Dimer ve Mixed
Dimersafsizlik katilmis numuneye ait kromatogram

0084

0106+
2

004+

0024

[t} R

T T T T T T T T T
0.00 1.00 200 300 400 500 600 7.00 00 9.00 10.00

3 Minutes, 0.0273 Al Mirutes

Sekil 4-23: Numuneye ait kromatogram
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Tablo 4-1: Coziicii Secicilik sonuglari

Alikonma Purit Purit Simetri Teorik
Cozelti Adx Zamanm Pik Alam y y o Plaka Rezoliisyon
. Angle Threshold  Faktorii
(dakika) Sayisi
coziicii TE - - - - - -
mobil faz 8,085 - - - - - -
plasebo TE - - - - - -
Tablo 4-2: Sistem Uygunlugu Secicilik sonuglari
Alikkonma y . . . Teorik
Cozelti Adx Zamani Pik Alam PU Priy SIme_,tr,l, Plaka Rezoliisyon
. Angle Threshold  Faktorii
(dakika) Sayisi
Sistem Uygunlugu
MOC-POC-
POC-PMPA 2,835 67180 - - - - -
iPR-POC-PMPA 3,043 98050 - - - - 1,82
TDF 5,009 25251344 - - - - 2,76
nPOC-POC-
PMPA 5,412 40025 - - - - 2,37
nPOC-POC-
PMPA 5,421 14303 0,338 0,755 0,90 25370 -
DIMER 8,853 57935 0,242 0,476 0,93 148628 -
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Tablo 4-3: Standart ve numune Segcicilik sonuglari

Alikonma Purit Purit Simetri Teorik
Cozelti Adx Zaman Pik Alam y y o Plaka Rezoliisyon
. Angle Threshold  Faktorii
(dakika) Sayisi
Standart
TDF 5,073 81556 0,255 0,515 0,91 28178 -
Numune
Fumarik Asit 1,006 2603962 0,049 0,333 1,32 3878 -
MONO-POC-
PMPA 1,163 303328 0,180 0,385 1,37 4745 2,38
. o- ; 1,610 746 5,184 42,913 0,97 11102 6,96
Propilenadenin
Bilinmeyen 1,675 744 - - - - 1,12
Bilinmeyen 2,213 1597 - - - - 8,61
MOC-POC-
PMPA 2,835 5541 2,493 16,259 0,83 11062 7,06
iPR-POC-PMPA 3,049 11939 1,035 8,657 1,27 9792 1,86
Bilinmeyen 3,661 3726 - - - - 5,46
MIXED DIMER 4,554 5151 3,081 19,244 1,23 21338 7,90
TDF 5,019 25411128 2,273 5,665 1,27 8267 2,70
nPOC-POC-

PMPA 5,439 5079 1,844 13,837 1,12 64142 2,74
Bilinmeyen 1,477 3203 - - - - 28,93
Bilinmeyen 7,880 15786 - - - - 7,63
Bilinmeyen 8,059 1007 - - - - 3,78

DIMER 8,878 15161 0,929 5,715 0,97 142699 11,82
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Tablo 4-4: Spiked numune segicilik sonuglar:

Alikonma Purit Purit Simetri Teorik
Cozelti Adx Zamam Pik Alam y y Y Plaka Rezoliisyon
. Angle Threshold  Faktorii
(dakika) Sayisi
Spiked Numune
Fumarik Asit 1,006 2643440 5,801 7,001 1,32 3911 -
MONO-POC-
PMPA 1,164 341912 22,623 49,088 1,41 4335 2,34
9-
. . 1,607 266403 34,562 90,000 1,41 6808 3,07
Propilenadenin
MOC-

POC_PMPA 2,834 81562 71,449 90,000 0,83 11338 5,65
iPR-POC-PMPA 3,066 89518 68,726 90,000 0,87 10119 2,04
MIXED DIMER 4,525 57790 55,622 90,000 1,17 19392 8,01

TDF 4,974 25182427 7,466 7,688 1,63 8082 2,57
nPOC-POC-

PMPA 5,411 53935 65,454 90,000 1,18 31670 2,55

DIMER 8,855 72729 53,818 90,000 0,95 147702 13,96
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Tablo 4-5: Safsizhik Standartlarn Segicilik Sonuglar:

Altkonma Purit Purit Simetri Teorik

Cozelti Adx Zamani Pik Alam y y o Plaka
. Angle Threshold  Faktorii

(dakika) Sayisi

Fumarik Asit 1,006 2624596 0,03 0,305 1,38 3850

MONO-POC-

PMPA 1,162 346891 0,163 0,249 1,50 4416

. o . 1,606 265849 0,058 0,350 1,35 6663
Propilenadenin

MOC-

POC_PMPA 2,833 83533 0,575 1,608 0,88 11109
iPR-POC-PMPA 3,065 92211 0,211 0,458 0,89 9557
MIXED DIMER 4,528 41185 0,509 0,824 1,14 19335

nPOC-POC-

PMPA 5,421 14303 0,338 0,755 0,90 25370
DIMER 8,853 57935 0,242 0,476 0,93 148628

4.1.4. Dogrusallik
Tenofovir disoproksil fumarat, nPOC- POC- PMPA, iPr-POC-PMPA, MOC-
POC-PMPA, Dimer, Mixed Dimer, MONO-POC-PMPA ve 9-Propilen Adenini¢in

LOQ ile % 240’1 arasinda farkli konsantrasyonda hazirlanan standart ¢ozeltileri boliim

3,7,2°de anlatildig1 gibi hazirlanarak calisildi. Dogrusallik ¢aligmalarinin verileri Tablo

4-6 ve Tablo 4-13 arasinda verilmistir. En kiigiik kareler yontemi kullanilarak Sekil 24

ve Sekil 4-31 arasinda dogrusallik grafikleri olusturulmustur.
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Tablo 4-6: Tenofovir disoproksil fumarat dogrusallik ¢alismasimin verileri

Tenofovir disoproksil fumarat Standardi

Seviye

Konsantrasyon
(ng/mL)

Alan

Ortalama
Alan

SD

RSD

LOQ
(%11)

% 40

% 50

% 60

%120

0,6397

2,468

2,9658

3,5793

7,1315

9037
9060
9044
9026
9037

41993

41655

42129

41719

42169

50193

50499

50363

50193

50548

62139
62366
62326
63012
62436

104427
104280
103841
104364
105159

9041

41933

50359

62456

104414

12,5

234,8

166,1

329,6

475,3

0,14

0,56

0,33

0,53

0,46
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Tablo 4-7:Safsizhik NnPOC-POC-PMPA Dogrusallik Calismasimin Verileri

nPOC- POC- PMPA

Konsantrasyon Alan Ortalama SD RSD

Seviye
(ng/mL Alan

2647

2658
LOQ 0,251 2543 2614 46,3 1,77
(% 5) 2595

2627

34739
34500
% 60 2,907 34930 34672 249,8 0,72
34333
34858

43899
43260
% 75 3,607 43538 43458 319,4 0,73
43056
43538

50816
% 90 4,630 52842 52113 909,2 1,74
52392
51559
52955

128682
%180 10,897 129652 128954 4445 0,34
128528
129108
128800




Tablo 4-8: Safsizlik iPR-POC-PMPA Dogrusallik Calismasinin Verileri

iPr-POC-PMPA Standardi

Konsantrasyon Alan Ortalama D RSD

Seviye (ng/mL) Alan

13615
13629
LO 13615
(% 1(3 ) 0,992 13601 13615 9,7 0,07
0

13615

46672
46687
46658
% 60 3,161 46693 34,0 0,07
46702

46746

70081
70066
70051
% 90 4,739 70069 28,4 0,04
70036

70110

105549
105564
105534
% 150 7,111 105549 23,5 0,02
105519

105579

168723
168692
% 240 11,523 168739 168714 20,9 0,01
168723
168692




Tablo 4-9: MOC-POC-PMPA dogrusallik Calismasinin verileri

MOC-POC-PMPA Standardi

Seviye

Konsantrasyon
(ng/mL

Alan

Ortalama
Alan

SD

RSD

LOQ
(% 16)

% 60

% 90

%150

% 240

0,873

3,244

4,822

7,266

11,944

11050
11013
10875
10762
11000

41975
42223
42106
42979
42236

63125
61940
62709
62969
63112

90852
92244
93497
91966
91232

145159
143909
145251
140685
145027

10940

42304

62771

91958

144006

119,3

392,0

493,6

1024,8

1933,9

1,09

0,93

0,79

1,11

1,34
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Tablo 4-10: Safsizhik 9-Propilen Adenin Dogrusallik Cahismasiin Verileri

9-Propilen AdeninStandardi

Konsantrasyon Alan Ortalama D RSD

Seviye (ng/mL) Alan

4496
4526
LO
Q 0,133 4516 4510 184 0.41
(%2) 4486

4526

47146
47593
471
% 20 1,207 - 47376 211,9 0,45
47358

47590

118178
118370
118111
% 50 3,086 118298 198,8 0,17
118221

118610

234087
233729
237212
% 100 6,034 234552 1493,4 0,64
233803

233928

283651
284005
% 120 7,221 284049 283951 313,5 0,11
283651
284399




Tablo 4-11 : Safsizhk MONO-POC-PMPA Dogrusallik Calismasimin Verileri

MONO-POC-PMPA Standardi

Seviye

Konsantrasyon
(ng/mL)

Alan

Ortalam
Alan

SD

RSD

LOQ
(%5)

%10

% 50

% 100

% 240

0,986

2,132

10,458

21,071

51,003

17900
18064
17827
17992
18046

28599
29262
28805
28520
29484

148315
146845
149930
147863
146716

292766
294305
295147
294127
293900

800263
798551
812990
813957
816208

17966

28934

147934

294049

808394

100,3

421,3

1304,3

858,3

8308,6

0,56

1,46

0,88

0,29

1,03
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Tablo 4-12: Dimer Dogrusallik Calismasimin Verileri

DimerStandardi

Seviye

Konsantrasyon
(ng/mL)

Alan

Ortalama
Alan

SD

RSD

LOQ
(% 24)

% 50

% 75

% 90

% 120

1,426

2,910

4,375

5,275

7,340

15144
14871
14913
14944
14913

32324
31287
32313
32214
32313

48135
48168
46986
48146
48070

57605
57561
57605
57572
57692

74067
74087
73080
73997
74268

14957

32090

47901

57607

73900

107,6

451,0

513,0

51,5

469,0

0,72

1,41

1,07

0,09

0,63
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Tablo 4-13: Mixed Dimer Dogrusallik Calismasinin Verileri

Mixed Dimer Standardi

Seviye

Konsantrasyon
(ng/mL)

Alan

Ortalam
Alan

SD

RSD

LOQ
(%11)

% 25

% 50

% 90

% 120

0,569

1,309

2,610

4,719

7,180

6005
5919
6006
6111
6113

16182
16431
16435
16192
16294

32726
32990
32978
32971
32726

58984
58562
58441
58227
58401

86453
86405
86477
86441
86465

6031

16307

32878

58523

86448

82,0

123,3

139,3

284,1

21,7

1,36

0,76

0,42

0,49

0,03
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TDF
150000
100000 | y= 1473418:5?x— 1477
C
<
< 50000
0 ‘ ‘ ‘
0.00000 0.00200 0.00400 0.00600 0.00800
Konsantrasyon, mg/ml
Sekil 4-24: Tenofovir disoproksil fumarat dogrusallik grafigi
nPOC-POC-PMPA
150000
100000 - y= 1188232017x— 140
C
<
< 50000 -
0 T T T T T T
0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01 0,012
Konsantrasyon, mg/ml

Sekil 4-25: nPOC- POC- PMPA Standardi dogrusallik grafigi

IPR-POC-PMPA
200000
150000 - y =15708444x - 3356
R2=1
s 100000 +
< 50000 -
0 T T T T T
0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01
Konsantrasyon, mg/ml

0,012

Sekil 4-26: iPR-POC-PMPA Standardi dogrusalhik grafigi
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MOC-POC-PMPA
200000
150000 - y=13007652x - 630
= R*=1
= 100000 -
50000 -
0 I I I I I
0.00000 0.00200 0.00400 0.00600 0.00800 0.01000 0.01200
Konsantrasyon, mg/ml

Sekil 4-27: MOC-POC-PMPA Standardi dogrusallik grafigi

9-Propilenadenin

300000
250000 y=39276107.181x - 282.768
200000 - R2=1.000

150000 -
100000 -
50000 -

0 T T T
0.00000 0.00200 0.00400 0.00600 0.00800
Konsantrasyon, mg/ml

Alan

Sekil 4-28: 9-Propilen AdeninStandardi dogrusallik grafigi

MONO-POC PMPA

1000000

800000 y=16019808x + 1706

R2=1

= 600000

Ala

400000
200000

0 T I I I I I
0.00000  0.01000  0.02000  0.03000 0.04000 0.05000 0.06000
Konsantrasyon, mg/ml

Sekil 4-29: MONO-POC-PMPA Standardi dogrusallik grafigi



Dimer
80000
y=10023648x + 2428
60000 ~ R*=1
= 40000 ~
=
=
20000 A
0 I I I
0.00000 0.00200 0.00400 0.00600 0.00800
Konsantrasyon, mg/ml

Sekil 4-30: Safsizhk Dimer Standardi dogrusallik grafigi

Mixed Dimer
100000
=12144686x + 210
80000 - e
60000 ~
=
ﬁ 40000 ~
20000 ~
0 . . .
0.00000 0.00200 0.00400 0.00600 0.00800
Konsantrasyon, mg/ml

Sekil 4-31: Mixed Dimer Safsizhik standardi dogrusallikgrafigi

Dogrusallik parametresinde yapilan calismalar sonucunda elde edilen pik alanlari ve
ilgili konsantrasyon degerleri y = mx + b esitligi ile bulunur. Tenofovir disoproksil
fumarat igin ve tiim bilinen safsizliklar igin korelasyon katsayis1 0,99 degerinin iistiinde
oldugu gorilmistiir. % Y-kesim noktast degeri ise %2’den kiigiik bulunmustur.
Tenofovir disoproksil fumarat i¢in ve safsizliklar i¢in 0,13-51 ug/mL konsantrasyonlari
araliginda, dedektdr yaniti ile konsantrasyonlar arasinda dogrusal bir iliski oldugu

kanitlanmustir.

y : Alan

a:egim

b : kesme noktas1

X : Konsantrasyon, mg/mL
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4.1.5. Diizeltme Faktorii (RF)

Diizeltme faktori, ilgili madde veya bozunma iiriiniiniin kromatogramindaki cevabin
etkin madde cinsinden miktarlandirilmasin1 saglamak i¢in dogrusallik parametresinin
tayininde yapilan lineer regresyon analizi sonucu elde edilen egrilerin egimlerinin
oranindan elde edildi. Diizeltme faktorii ve bagil alikonma zamani verileri Tablo 4-
14’de verilmistir.

Tablo 4-14: Diizeltme Faktorii (RF) ve Bagil alikonma zamam (RRT)

Madde Ad1 Egim RF RRT
Tenofovir disoproksil fumarat 14537798 1,00 1,00
MONO-POC PMPA 16052768 0,91 0,23
9-Propilen Adenin 39246354 0,37 0,32
MOC-POC PMPA 12883227 1,13 0,56
iPR-POC PMPA 15615428 0,93 0,61
MIXED DIMER 12099929 1,20 0,92
nPOC-POC PMPA 11928680 1,22 1,08
DIMER 10128190 1,44 1,72

4.1.6. Gozlenebilme ve Tayin Sinir1 (LOD ve LOQ)
Numune igindeki analitin kabul edilebilir bir dogruluk ve kesinlik ile belirlenebildigi
(LOQ) ve dedekte edilebildigi (LOD) en diisiik miktarlar tespit edildi. LOD seviyesini
iceren determinasyon egrisi yardimiyla LOD ve LOQ degerleri hesaplandi.
-LOQ seviyesi belirlendikten sonra bu seviyede ardisik 6 enjeksiyon yapildi Alanlar
kaydedilerek bagil standart sapma hesaplandi.
-LOD seviyesi belirlendikten sonra bu seviyede ardisik 2 enjeksiyon yapildi. Alanlar
kaydedilerek bagil standart sapma hesaplandi.

Sonuglar, Tablo 4-15 - Tablo 4-30 arasinda verilmistir.
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Tablo 4-15: Tenofovir disoproxil fumarat icin LOQ sonuglari

Cozelti Adi KOQ;agr/‘rtT:is)yO” LOQ (%) Pik Alani
LOQ -1 8996
LOQ -2 9086
LOQ -3 9137
00 4 0,64 0,021 o0
LOQ -5 9014
LOQ -6 9047

ORTALAMA 9072
% RSD 0,70

Tablo 4-16: Tenofovir disoproksil fumarat icin LOD sonugclar:

iy . Konsantrasyon(n h .
Cozelti Ad1 a/mL) LOD (%) Pik Alan
LOD-2 2594

ORTALAMA 2640
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Tablo 4-17: nPOC-POC-PMPA i¢in LOQ sonugclar:

. Konsantrasyon 0 .
Cozelti Ad1 (ng/mL) LOQ (%) Pik Alam
LOQ -1 2624
LOQ -2 2604
LOQ -3 2735
0,25 0,008
LOQ -4 2578
LOQ -5 2655
LOQ -6 2640
ORTALAMA 2639
% RSD 2,05
Tablo 4-18: NPOC-POC-PMPA i¢in LOD sonuclari
A Konsantrasyon o .
Cozelti Adx (ng/mL) LOD (%) Pik Alam
LOD-1 0,083 0,003 891
LOD-2 980
ORTALAMA 936
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Tablo 4-19: iPR-POC-PMPA i¢in LOQ sonuclari

. Konsantrasyon o .
Cozelti Ad1 (ng/mL) LOQ (%) Pik Alani
LOQ -1 13585
LOQ -2 13644
LOQ -3 13565
0,99 0,033
LOQ -4 13561
LOQ -5 13443
LOQ -6 13483
ORTALAMA 13547
% RSD 0,54
Tablo 4-20: iPR-POC-PMPA i¢in LOD sonuglar:
o A Konsantrasyon o .
Cozelti Ad1 (ng/mL) LOD (%) Pik Alam
LOD-2 4477
ORTALAMA 4504
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Tablo 4-21: MOC-POC-PMPA i¢in LOQ sonugclar

Cozelti Adi KOQ;agr/‘rtT:is)yO” LOQ (%) Pik Alani
LOQ -1 10930
LOQ -2 10949
LOQ -3 10933
LOQ -4 0.5 0,029 10903
LOQ -5 10797
LOQ -6 10843

ORTALAMA 10893
% RSD 0,55
Tablo 4-22: MOC-POC-PMPA i¢in LOD sonuglart
Cizelti Ada Korzflagr/‘rtr:ﬁs)yon LOD (%)  Pik Alam
LOD-1 0.2 0,010 4799
LOD-2 4733
ORTALAMA i,
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Tablo 4-23: 9-Propilen Adenin i¢in LOQ sonuglar

Konsantrasyon

. 0 :
Cozelti Ad1 (ng/mL) LOQ (%) Pik Alam
LOQ -1 4539
LOQ -2 4480
LOQ -3 4600

0,13 0,004
LOQ -4 4507
LOQ -5 4544
LOQ -6 4531
ORTALAMA 4534
% RSD 0,89

Tablo 4-24: 9-Propilen Adeninicin LOD sonuglar

Cozelti Adi KOQ;agr/‘rt;ﬁs)yon LOD (%)  Pik Alam
LOD-1 0,045 0,002 1487
LOD-2 1571

ORTALAMA 1629
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Tablo 4-25: MONO-POC-PMPA i¢cin LOQ sonuglar

. Konsantrasyon o .
Cozelti Ad1 (ng/mL) LOQ (%) Pik Alani
LOQ -1 17939
LOQ -2 17993
LOQ -3 17920
0,99 0,033
LOQ -4 18090
LOQ -5 17970
LOQ -6 18003
ORTALAMA 17986
% RSD 0,33
Tablo 4-26: MONO-POC-PMPA icin LOD sonuglar
A . Konsantrasyon b .
Cozelti Ad1 (ng/mL) LOD (%) Pik Alam
LOD-1 5902
0,336 0,011
LOD-2 5935
ORTALAMA 5919
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Tablo 4-27: Dimer I¢in LOQ sonuclar:

- Konsantrasyon o .
Cozelti Ad1 (ng/mL) LOQ (%) Pik Alani
LOQ -1 14920
LOQ -2 14993
LOQ -3 14853

1,4 0,047
LOQ 4 14997
LOQ -5 15001
LOQ -6 14967
ORTALAMA 14955
% RSD 0,39
Tablo 4-28: Dimer I¢in LOD sonuclari
A Konsantrasyon .
Cozelti Adx LOD (% Pik Alam
(ng/mL) ()

LOD-1 0.47 0.016 4886
LOD-2 4885
ORTALAMA 4886
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Tablo 4-29: Mixed Dimer I¢in LOQ sonuglar

Cozelti Adi KOQ;ag?rtT:ﬁjyon LOQ (%) Pik Alam
LOQ -1 5064
LOQ -2 6098
LOQ -3 6028
00 4 0,58 0,019 oss
LOQ -5 6044
LOQ -6 6149

ORTALAMA 6045
% RSD 1,14

Tablo 4-30: Mixed Dimer I¢in LOD sonuglar:

Cozelti Adi Korzflagr/‘rt;ﬁs)yon LOD (%)  Pik Alam
LOD-2 1861
ORTALAMA 1863

- LOQ degeri belirlendikten sonra yapilan 6 enjeksiyonda elde edilen alanlar arasindaki
bagil standart sapma (% RSD) degeri %5,0’den kiigiiktiir.

- LOD seviyesindeki pikler dedekte edilebilirdir.

- Belirlenen LOQ ve LOD degerleri Tablo 4-31°de 6zetlenmistir.
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Tablo 4-31:LOQ &L OD: Ozet Tablo

Madde Adi Egim (S) S?g;ia(r;) LOQ (%) LOD (%)
Tenofovir disoproksil fumarat 14427596 939,6 0,021 0,007
MONO-POC PMPA 16303168 1928,5 0,033 0,011
9-Propilenadenin 38687780 554,9 0,004 0,002
MOC-POC PMPA 12801814 1131,3 0,029 0,010
IPR-POC PMPA 15385565 1701,4 0,033 0,012
MIXED DIMER 12209758 706,2 0,019 0,006
nPOC-POC PMPA 11917745 298,3 0,008 0,003
DIMER 10412899 1486,9 0,047 0,016

4.1.7. Kesinlik

4.1.7.1. Sistem Kesinligi
%100 ¢alisma konsantrasyonunda hazirlanan standart ¢ozeltisinden ardisik 6 enjeksiyon
yapilir. Enjeksiyonlardan elde edilen pik alanlar1 ve aralarindaki bagil standart sapma

degeri ol¢iildii. Sistem kesinligi parametreleri Tablo 4-32°de verilmistir.

Tablo 4-32: Sistem Kesinligi Parametre sonuclari

o Alkonma Simetri Teorik
Enjeksiyon No Zam_am Pik Alam Faktorii Plaka
(dakika) Savisi
1 5,276 80013 11 25831
2 5,265 79756 11 25823
3 5,264 79936 1,1 25831
4 5,265 79764 11 25869
5 5,265 79828 1,1 25878
6 5,265 79653 1,1 25867
ORTALAMA 5,267 79825 11 25850
SD 0,005 131,0 - -
% RSD 0,09 0,16 - -
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4.1.7.2. Tekrarlanabilirlik
Cozeltileri hazirliklart 3.2.3’de anlatilan, ¢oziicii, plasebo, 2 adet standart, 2 adet
Tenofovir disoproksil fumarat tablet numunesi ve 6 adet %100 Konsantrasyonda olacak
sekilde safsizlik eklenmis tablet numune ¢ozeltileri hazirlanarak safsizlik tayini analizi

yapildi. Sonuglar Tablo 4-33 ve Tablo 4-34’ de verilmistir.

Tablo 4-33: Aym giin icerisinde yapilan Tenofovir disoproksil fumarat tablet
numunesi sonuclari

MONO- MOC- iPr- vixep PO
Numune No POC- 9-PROPILEN POC- POC-  oen  POC- DIMER
PMPA ADENIN % PMPA  PMPA o PMPA %
% % % 0 %
1 0,552 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 0,023 0,059
2 0,554 <LOQ <LOQ  <LOQ 0,020 0,023 0,062
ORTALAMA 0,553 <LOQ <LOQ  <LOQ 0,020 0,023 0,061

Tablo 4-34: Aym giin icerisinde yapilan %100 konsantrasyonda olacak sekilde
safsizhik eklenmis tablet numune sonuglar:

MONO- . MOC-  iPr- nPOC-
Numune POC- Q'ZF;)%?;‘NEN POC- POC- l'\)/'i'l\);;z POC- DIMER
No PMPA % PMPA PMPA % PMPA %
% % % %
1 0,675 0,209 0223 0,201 0195 0,204 0,207
2 0,666 0,208 0222 0202 0192 0201 0,207
3 0,668 0,208 0,223 0204 0191 0,201 0,208
4 0,669 0,220 0223 0203 0192 0,200 0,208
5 0,671 0,219 0,224 0,203 01192 0,200 0,208
6 0,670 0,221 0,223 0,204 0192 0199 0,207
Ortalama 0,670 0,214 0,223 0203 0192 0,201 0,208
SD 0,003 0,006 0,001 0,001 0,001 0,002 0,001
% RSD 0,46 3,00 0,28 0,58 0,195 0,204 0,207
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-Safsizlik eklenmemis numunelerin her birinin sonucu spesifikasyon limitleri i¢indedir.
-6 adet safsizlik eklenmis numunenin analiz sonuglar arasindaki bagil standart sapma %
4,0’den kiigiiktiir.

4.1.7.3. AraKesinlik
2 adet standart, 2 adet numune ve 6 adet %100 konsantrasyonda olacak sekilde safsizlik
eklenmis tablet numunesi hazirlanarak farkli analiz yapildi. Sonuglar Tablo 4-35 ve

Tablo 4-37’ de verilmistir.

Tablo 4-35: Arakesinlik numune sonuclar:

MONO- MOC- iPr- D nPOC-
POC- 9-PROPILEN POC- POC- . POC- DIiMER
Numune No . DIMER
PMPA  ADENIN% PMPA PMPA o PMPA %
% % % 0 %
1 0,551 <LOQ <LOQ <LOQ 0,019 <LOQ 0,057
2 0,553 <LOQ <LOQ <LOQ 0,019 <LOQ 0,059
ORTALAMA 0,552 <LOQ <LOQ  <LOQ 0,019 <LOQ 0,058

Tablo 4-36: Arakesinlik %100 Konsantrasyonda olacak sekilde safsizlik eklenmis
tablet numune analizlerinin sonuglari

MONO- MOC- iPr- MIXED nPOC- DIMER
Numune POC- 9-PROPILEN POC- POC- DIMER POC- %
No PMPA ADENIN PMPA PMPA % PMPA
% % % % %
1 0,717 0,213 0,212 0,218 0,196 0,213 0,205
2 0,701 0,213 0,210 0,217 0,195 0,199 0,209
3 0,705 0,213 0,210 0,217 0,194 0,201 0,208
4 0,707 0,209 0,210 0,217 0,193 0,212 0,209
5 0,707 0,212 0,210 0,216 0,193 0,214 0,212
6 0,709 0,213 0,211 0,217 0,194 0,201 0,214
Ortalama 0,708 0,212 0,211 0,217 0,194 0,207 0,210
SD 0,005 0,002 0,001 0,001 0,001 0,007 0,003
% RSD 0,75 0,76 0,40 0,29 0,60 3,39 1,50
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Tablo 4-37: Tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik sonuglarimin Karsilastirilmasi

MONO . MOC-  iPr- nPOC-
Numune -POC- 9'1?)%1;;5'\' POC-  POC- MIXED POC- DIMER
No PMPA % PMPA PMPA DIMER% PMPA %

% % % %

1 0,675 0,209 0,223 0,201 0,195 0,204 0,207

2 0,666 0,208 0,222 0,202 0,192 0,201 0,207

3 0,668 0,208 0,223 0,204 0,191 0,201 0,208

4 0,669 0,220 0,223 0,203 0,192 0,200 0,208

5 0,671 0,219 0,224 0,203 0,192 0,200 0,208

6 0,670 0,221 0,223 0,204 0,192 0,199 0,207

7 0,717 0,213 0,212 0,218 0,196 0,213 0,205

8 0,701 0,213 0,210 0,217 0,195 0,199 0,209

9 0,705 0,213 0,210 0,217 0,194 0,201 0,208

10 0,707 0,209 0210 0,217 0,193 0,212 0,209
11 0,707 0,212 0,210 0,216 0,193 0,214 0,212
12 0,709 0,213 0,211 0,217 0,194 0,201 0,214
Ortalama 0,689 0,213 0,217 0,210 0,193 0,204 0,209
SD 0,020 0,005 0,007 0,007 0,002 0,006 0,002
% RSD 2,93 2,15 3,03 3,55 0,80 2,82 1,15

-Safsizlik eklenmemis numunelerin her birinin sonucu spesifikasyon limitleri i¢indedir.
-6 adet safsizlik eklenmis numunenin analiz sonuglari arasindaki bagil standart sapma %
4,0’dan kiigiiktiir.

-Tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik analizlerinden elde edilen 12 adet

numunenin % safsizlik sonuglar1 arasindaki bagil standart sapma (% RSD)

% 4,0°den kiigiiktiir.

4.1.8. Dogruluk ve Geri Kazamim

Tenofovir disoproksil 245 mg Film tablet numune Cozeltisine safsizliklar ilave edilerek
% LOQ, % 100, %120 ve MONO POC PMPA i¢in % 240 seviyelerinde gosterildi. Her
bir seviye igin 3’er adet olmak iizere toplam 9 adet numune hazirlandi ve 2’ser

enjeksiyon yapildi. Sonuglar Tablo 4-38 ve Tablo 4-44°de verilmistir.
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Tablo 4-38: MONO-POC-PMPA dogruluk sonuclari

Teorik Deneysel % Geri
Seviye Konsantrasyon Konsantrasyon 0 Ortalama SD  %RSD
Kazanim
(ng/mL) (ng/mL)
1 0,986 0,993 100,7
2 0,986 0,993 100,7
3 0,986 0,992 100,6
LOQ 100,6 0,081 0,082
4 0,986 0,991 100,5
5 0,986 0,992 100,6
6 0,986 0,993 100,7
1 21,000 20,818 98,6
2 21,000 20,800 98,5
3 21,000 20,710 98,0
% 100 97,9 0,69 0,67
4 21,000 20,728 98,1
5 21,000 20,529 97,0
6 21,000 20,547 97,1
1 51,003 51,462 100,9
2 51,003 51,411 100,8
3 51,003 52,074 102,1
% 240 101,6 0,60 0,61
4 51,003 52,125 102,2
5 51,003 51,870 101,7
6 51,003 51,921 101,8
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Tablo 4-39: 9-Propilen Adenin dogruluk sonuglari

Teorik Deneysel % Geri
Seviye Konsantrasyon Konsantrasyon Ortalama SD  %RSD
Kazamim
(ng/mL) (ng/mL)
1 0,133 0,135 101,3
2 0,133 0,135 101,2
3 0,133 0,137 102,8
LOQ 101,9 0,76 0,78
4 0,133 0,137 102,9
5 0,133 0,135 101,6
6 0,133 0,135 101,5
1 6,000 6,028 104,0
2 6,000 6,028 104,1
3 6,000 6,023 103,2
% 100 103,4 0,50 0,51
4 6,000 6,022 103,1
5 6,000 6,221 103,1
6 6,000 6,215 103,0
1 7,200 7,231 101,4
2 7,200 7,231 101,3
3 7,200 7,231 101,3
% 120 101,3 0,08 0,08
4 7,200 7,230 101,2
5 7,200 7,230 101,2
6 7,200 7,231 101,3
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Tablo 4-40: MOC-POC-PMPA dogruluk sonuclar:

Teorik Deneysel % Geri
Seviye Konsantrasyon Konsantrasyon Ortalama SD  %RSD
Kazanim
(ng/mL) (ng/mL)
1 0,873 0,869 99,5
2 0,873 0,868 99,4
3 0,873 0,850 97,4
LOQ 98,2 1,0 0,98
4 0,873 0,849 97,3
5 0,873 0,853 97,7
6 0,873 0,854 97,8
1 6,000 6,234 103,9
2 6,000 6,228 103,8
3 6,000 6,222 103,7
% 100 103,9 0,19 0,19
4 6,000 6,216 103,6
5 6,000 6,246 104,1
6 6,000 6,240 104,0
1 7,200 7,322 101,7
2 7,200 7,315 101,6
3 7,200 7,315 101,6
% 120 101,5 0,26 0,27
4 7,200 7,322 101,7
5 7,200 7,286 101,2
6 7,200 7,279 101,1
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Tablo 4-41: iPR-POC-PMPA Dogruluk sonuclar:

Teorik Deneysel % Geri
Seviye Konsantrasyon Konsantrasyon Ortalama SD  %RSD
Kazanim
(ng/mL (ng/mL
1 0,992 0,869 100,6
2 0,992 0,998 100,7
3 0,992 0,999 100,1
LOQ 100,1 0,50 0,50
4 0,992 0,993 100,0
5 0,992 0,992 99,5
6 0,992 0,987 99,6
1 6,000 6,150 102,5
2 6,000 6,144 102,4
3 6,000 6,204 103,4
% 100 103,2 0,64 0,66
4 6,000 6,198 103,3
5 6,000 6,234 103,9
6 6,000 6,228 103,8
1 7,200 7,416 103,0
2 7,200 7,409 102,9
3 7,200 7,387 102,6
% 120 103,0 0,41 0,42
4 7,200 7,380 102,5
5 7,200 7,452 103,5
6 7,200 7,445 103,4
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Tablo 4-42: MIXED DIMER Dogruluk sonuclari

Teorik Deneysel % Geri
Seviye Konsantrasyon Konsantrasyon Ortalama SD  %RSD
Kazanim
(ng/mL) (ng/mL)
1 0,569 0,586 103,0
2 0,569 0,586 102,9
3 0,569 0,586 102,9
LOQ 100,9 3,15 3,18
4 0,569 0,586 103,0
5 0,569 0,551 96,8
6 0,569 0,551 96,9
1 6,000 5,964 99,4
2 6,000 5,958 99,3
3 6,000 5,880 98,0
% 100 98,3 0,88 0,87
4 6,000 5,874 97,9
5 6,000 5,850 97,5
6 6,000 5,844 97,4
1 7,200 6,984 97,0
2 7,200 6,991 97,1
3 7,200 6,926 96,2
% 120 96,7 0,41 0,40
4 7,200 6,919 96,1
5 7,200 6,970 96,8
6 7,200 6,962 96,7
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Tablo 4-43: nPOC-POC-PMPA Dogruluk sonuglari

Teorik Deneysel % Geri
Seviye Konsantrasyon Konsantrasyon Ortalama SD  %RSD
Kazanim
(ng/mL) (ng/mL)
1 0,251 0,246 98,0
2 0,251 0,246 97,9
3 0,251 0,245 97,8
LOQ 97,9 0,10 0,10
4 0,251 0,246 97,9
5 0,251 0,245 97,7
6 0,251 0,245 97,8
1 6,000 5,964 99,4
2 6,000 5,958 99,3
3 6,000 5,886 98,1
% 100 98,4 0,76 0,75
4 6,000 5,880 98,0
5 6,000 5,880 97,8
6 6,000 5,862 97,7
1 7,200 7,092 98,5
2 7,200 7,100 98,6
3 7,200 7,106 98,7
% 120 98,4 0,31 0,30
4 7,200 7,106 98,7
5 7,200 7,056 98,0
6 7,200 7,063 98,1
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Tablo 4-44: DIMER Dogruluk sonuclar:

Teorik Deneysel % Geri
Seviye Konsantrasyon Konsantrasyon Ortalama SD %RSD
Kazanim
(ng/mL (ng/mL
1 1,426 1,440 101,0
2 1,426 1,442 101,1
3 1,426 1,412 99,0
LOQ 100,1 0,96 0,96
4 1,426 1,410 98,9
5 1,426 1,432 100,4
6 1,426 1,430 100,3
1 6,000 6,192 103,2
2 6,000 6,186 103,1
3 6,000 6,216 103,6
% 100 103,5 0,28 0,29
4 6,000 6,210 103,5
5 6,000 6,228 103,8
6 6,000 6,222 103,7
1 7,200 7,294 101,3
2 7,200 7,286 101,2
3 7,200 7,164 99,5
% 120 99,8 1,19 1,19
4 7,200 7,157 99,4
5 7,200 7,099 98,6
6 7,200 7,106 98,7

Dogruluk Calismasi1 sonucunda elde edilen her bir safsizliga ait dogruluk sonuglar1 %
95,0 -105,0 limitleri dahilinde bulunmustur.
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4.1.9. Saglamhk
2 adet standart, 2 adet numune ve 2 adet %100 konsantrasyonda olacak sekilde
safsizlik eklenmis numune ¢ozeltisi hazirlanarak ve analiz sartlar1 degistirilerek safsizlik

analizi yapildi.

Asagida 6zet Tablosu (Tablo 4-45) verilen analiz sartlar degistirilerek analizler

yapild1 ve metodun analiz sartlarina karsi dayaniklilig: test edildi.

Tablo 4-45: Saglamhik numune* ¢alismasi sonuglari

MONO- o- MOC-  iPR- = nPOC-
POC  PROPILENAD POC ~ POC - POC- DIMER
PMPA ENIN PMPA  PMPA PMPA
Normal 0,670 0,238 0210 0203 0192 0210 0,208
Sartlar
Akis015mL 4 oo 0,206 0180 018 0176 0214  TE
/dk
AkiS025mL 4 5og 0,201 0181 0183 0172 0210 0279
/dk
Dalgaboyu 255 ) 427 0,193 0,166 0,173 0,143 0,161 0,226
nm
Dalgaboyu 265 ) 55, 0,203 0173 0173 0228 0171 0,360
nm
tamponpH4,5 0,793 0,210 0222 0233 023 0223 0265
tamponpH 47 0,810 0,224 0220 0234 0243 0260 0,269
*N=2 numune

TE:Tespit Edilemedi.

Metot, dalga boyu, Akis Hizi ve tampon pH degisikligine karsi hassastir.
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4.1.10. Cozelti Stabilitesi

Belirli zaman araliklarinda saklama sartlar1 (5 °C) sabit tutularak standart ve

numune ¢o6zeltilerinden enjekte edilen sonuglar Tablo 4-46 ve Tablo 4-47’de verilmistir.

Tablo 4-46: Standart Cézeltisi I¢in Cozelti Stabilitesi

Saat Alan Yo Ger
Kazanim

Baslangic 81069 -

2, Saat 82007 101,2
4, Saat 81776 100,9
8, Saat 82041 101,2
10, Saat 82464 101,7
12, Saat 81846 101,0
18, Saat 81665 100,7
30, Saat 81608 100,7
42, Saat 81661 100,7
54, Saat 82141 101,3
64, Saat 82443 101,7
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Tablo 4-47 Numune* i¢in Cézelti Stabilitesi

MOC-

MONO-POC- 0- iPR-POC- MIXED nPOC-POC-
Saat PMPA  PROPILENADENIN F',Dl\(z EA PMPA DIMER PMPA DIMER
Alan % Alan % Alan % Alan % Alan % Alan % Alan %
Baslangic 242782 - 4011 - 4661 - 11521 - 6889 - 7624 - 16515 -
3.Saat 247976 102,1 3964 98,8 4616 99,0 11439 99,3 6740 97,8 7696 100,9 16568 100,3
5.Saat 252398 104,0 3994 99,6 4641 99,6 11380 98,8 6782 984 7706 101,1 16596 1005
7.Saat 256985 105,9 4026 100,4 4633 99,4 11415 99,1 6752 98,0 7555 99,1 16748 1014
9.Saat 260747 107,4 3962 98,8 4633 994 11378 988 6811 98,9 7404 97,1 16720 101,2

*N=2 numune

Standart ¢ozeltisinin 64 saat, numune ¢ozeltisinin 5 saat boyunca stabil oldugu belirlenmistir.
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4.1.11. Stres Calismasi
Stres testi i¢in asagida belirtilen stres kosullarina maruz birakilmis numune,
belirtilen siirelerde enjekte edildi. Sonuglar Tablo 4-48” de yer almaktadir. Bozundurma

numunelerine ait kromatogramlar Sekil 4-32 ve Sekil 4-37°de verilmistir.

- Asit Ortam (0,1 N HCI) : Bekletmeden
- Bazik Ortam (0,1 N NaOH ) : Bekletmeden
- Oksidasyon Ortami (% 5,0 lik H202) : 2 Saat

- Isik (fotostabilite kabini) Bozundurmasi (1,2 milyon lux) :3 giin

- Is1 Bozundurmasi (80°C) 2 glin

- Is1 ve Nem Bozundurmas (40°C, % 75 RH) 7 glin

Tablo 4-48: Stres caliymasi sonuclarr™

%5 40 °C
0,1 N HCI 0,1 N NaOH Per(())ksit Isik % 75 80 °C
Safsizhk Baslangic  Bekletmeden Bekletmeden 5 saat 3Gin o, 2gin
Adi (%) (%) (%) %) O 7gin ()
(%)
MONO-
soc.pmpa 0553 6,424 13,771 6,098 0599 0694 15750
9-Proheny| 0,004 <LOQ <LOQ <L0Q <LOQ <LOQ 0248
adenine ' ’
Moc-P
0c-POC <LOQ <LOQ <LOQ <L0Q <LOQ <LOQ 0,706
PMPA
'F;rl\'APF?AC <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ  <LOQ <LOQ 0,023
Mixed Dimer 0,020 <LOQ <LOQ <L0Q  <LOQ 0161 0,707
nPOCPOC o0 <LOQ <LOQ <L0Q <LOQ <LOQ 0021
PMPA
Dimer 0,061 0,052 0,050 0,059 0051 0,199 14,592
Herbir
N
bilinmeyen 0,039 0,037 0,032 0,039 0037 0048 11,267
safsizhik
(maks)
Toplam 0,668 6,513 13,853 6234 068 1101 55803
safsizhk
*N=2 numune
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TARTISMA

Tenofovir disoproksil fumarat, hepatit B viriisiinii veya HIV ya da her ikisini
tedavi etmek i¢in kullanilan antiviral veya antiretroviral bir ilagtir. Tenofovir
disoproksil fumarat, genellikle NRTI olarak bilinen bir niikleotid revers transkriptaz
inhibitoriidir ve virtislerin kendilerini yeniden iretmesi icinesas olan enzimlerin
(hepatit B’de DNA polimeraz, HIV’de revers transkriptaz;) normal c¢alismasini

engelleyerek calisir.

Tenofovir disoproksil fumarat EP, USP ve BP’de yer almamaktadir. World
Health Organisation, Tenofovir Monograph; 4th ed. The International Pharmacopoiea;
2012’de yer almaktadir. Tenofovir disoproksil fumarat literatiirdeki ¢alismalar
incelendiginde etken madde ve safsizliklarin yan yana miktar tayini igin 2 adet HPLC
[3,4] metodu vardir ve bu yontemlerde analiz siirelerinin 60 ve 80 dakika oldugu
goriilmiistiir. Bu c¢alismaya baslarken amacimiz Tenofovir disoproksil fumarat ve
safsizliklarinin farmasotik preparatlarda rutin analizlerde rahatlikla kullanilabilen UPLC
ile analizine dayanan, analiz siiresi kisa bir safsizlik tayini metodu gelistirmek ve bu
yontemi valide etmektir.

Bu ¢alismada UPLC Acquity BEH C18 (100 mm x 2,1 mm i¢ ¢ap, 1,7 pum)
kolon kullanilmigtir. Analizler, mobil faz A olarak pH 4,6 asetat tamponu Cozeltisi,
mobil faz B olarak da asetonitrilin gradient eliisyonu ile gergeklestirilmistir. Akis Hizi
0,2 mL/dk ’dir. Caligmalar, PDA ve UV dedektor kullanilarak 260 nm dalga boyunda
yapilmistir. Analiz siiresi etken madde ve 7 adet safsizlik i¢in 10 dakikada
tamamlanmstir.

Safsizlik tayini metoduna spesifiklik, dogrusallik ve aralik, diizeltme faktort,
LOD ve LOQ, kesinlik, dogruluk, saglamlik ve stres parametreleri uygulanmis ve elde
edilen sonuglar Sekiller ve tablolar ile ayrintili verilmistir.

Gelistirilen yontemin segicilik parametresinde, etken madde, safsizliklarin
birbirleriyle girisim yapmadigi saptanmistir. Coziicii ve plasebonunda pik vermedigi

gdzlenmistir.

Belirlenen ¢alisma kosullarinda dogrusal aralik, etken madde ve herbir safsizlik

i¢in 0,13— 51 pg/mL olarak tespit edilmistir.
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Gozlenebilme ve tayin sinirlari sirasiyla her bir safsizlik i¢in 0,045 pg/mL ve
0,99 pug/mL araliginda bulunmustur.

Yontemin dogrulugunu belirlemek amaciyla tablet numune ¢ozeltisinin tizerine
safsizlik ¢oOzeltisi katilarak LOQ, %100, % 120 ve % 240 araliginda numuneler

hazirlanmis ve geri kazanim degerleri %98,2 - %102,2 arasinda bulunmustur.

Gelistirilen yontemin kesinligini 6lgmek igin, tablet ¢ozeltisi tizerine %2100
konsantirasyonda olacak sekilde safsizlik ¢ozeltileri ilave edilmistir. Farkli giinlerde,
farkli UPLC cihazi, farkli kolon kullanilarak analizler yapilmis ve sonuglarin bagil

standart sapma degerleri her bir safsizlik i¢in %4’iin altinda saptanmistir.

Saglamlik parametresinde yontemde yapilan degisiklikler sonucu dalga boyu,
akis hiz1 ve tampon pH degisikligine kars1 hassas oldugu tespit edilmistir.

Stres ¢alismasi numunelere asit, baz, oksidasyon, 1s1, UV 15181, 1s1 ve neme
maruz birakilarak uygulanmigtir. Numuneye 0,1N NaOH bekletilmeden bozundurma
uygulandiginda bozunma gergeklesmekte ve MONO-POC-PMPA artmaktadir.
Numuneye 0,1 N HCI ile bekletilmeden bozundurma uygulandiginda bozunma
gergeklesmekte ve MONO-POC-PMPA safsizligr artmaktadir. Numune %5°lik H20: ile
2 saat bozundurma uygulandiginda bozunma gergeklesmekte ve MONO-POC-PMPA
safsizligi artmaktadir. 3 giinlik UV 15181 bozundurmasi sonucunda numunede énemli bir
bozunma tespit edilmemistir. 7 giinliik 1s1 ve nem bozundurmasi sonucunda numunede
bozunma gergeklesmekte ve MONO-POC-PMPA ve Dimer safsizligi artmaktadir. 2
gtinltik 1s1 (80 °C) bozundurmasi sonucunda numunede tiim safsizliklarda artis tespit
edilmistir. Madde kayiplari, asit bozundurmada %6,5, baz bozundurmada % 13,9,
oksidatif bozundurma % 6,2, 1sik bozundurmada % 0,686, 40 °C % 75 nem
bozundurmada % 1,101 ve 80 °C bozundurmada % 55,8 olarak bulunmustur.

Metot stres kosullarindaki degisimleri yansitmaktadir ve stabilite ayirt edici

Ozelligi ispatlanmastir.

Cozelti stabilitesinin belirlenebilmesi amaciyla yapilan ¢alismalarda, 6rneklerin

standart i¢in 64 saat ve numune i¢in 5 saat stabil kaldiklar: tespit edilmistir.

Ozet olarak Tenofovir disoproksil fumarat ve safsizliklarmin miktar tayini
metoduna spesifiklik, dogrusallik ve aralik, diizeltme faktorii, LOD ve LOQ, kesinlik,
dogruluk, saglamlik ve stres parametreleri uygulanarak metot validasyonu basariyla

tamamlanmistir. Tiim sonuglar limitlere uygundur. Tenofovir disoproksil fumarat ve
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safsizliklarmin yan yana analizinde kullanilabilecek hizli, tekrarlanabilirligi ve
giivenilirligi yiiksek literatiirde mevcut olmayan bir UPLC yontemi gelistirilmistir.
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