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ÖZET 

Bu çalı�mada finasterid etken maddesinin safsızlıkları için Avrupa 

Farmakopesi referans alınıp hammadde finasterid için belirtilen safsızlık metodunun 

film kaplı tabletlerde uygunlu�unun ara�tırılması ve analitik metod validasyonu 

yapılması amaçlanmı�tır. 

Çalı�mada hareketli faz olarak H2O/ACN/THF (80:10:10 h/h), �=210 nm UV 

dedektör kullanılmı�tır. Bu kromatografik �artlarda metodda verilen finasterid’in 

yapısına uygun, etken madde ile etkile�ime girmeyen, metal safsızlıkları bulunmayan 

Nova-Pak C18 60 A°,4µm, 4,6 � 250 mm özellikte kolon seçilmi�tir. 

Safsızlık metodunda safsızlık A için geri kazanım % 95 güven düzeyinde 

100.18 ± 1.97,safsızlık B için 101.35 ± 1.55,safsızlık C için 102.89 ± 1.00 olarak 

saptanmı�tır. Tüm safsızlıklar için 0.0015- 0.0045 mg/mL konsantrasyon aralı�ında 

do�rusallık bulunmu�tur. 

Gün içinde tekrarlanabilirlik testinde safsızlık A, safsızlık B, safsızlık C pik 

alanı de�erlerinin ba�ıl standart sapması sırasıyla, 1.03, 0.54, 0.29 olarak tespit 

edilmi�tir. 

Safsızlık metodu sonuçları farklı analist ve farklı cihaz kullanılarak tekrar 

edildi�inde % 99 güven düzeyinde sonuçların birbirinden farklı olmadı�ı 

bulunmu�tur. Sa�lamlık testinde metodun yapılan de�i�imlerden anlamlı bir �ekilde 

etkilenmedi�i gözlenmi�tir. Sistem uygunluk testleri sonucunda safsızlık B ve 

safsızlık C pikleri arasında rezolüsyon 5.420 safsızlık A ve finasterid arasında 

rezolüsyon 2.456 bulunmu�tur. 

Hızlandırılmı� bozundurma çalı�maları ile finasterid’nin, ısı, ı�ık ve okside 

edici maddelerden korunması gerekti�i saptanmı�tır. Böylece metodun finasterid’in 

safsızlıkları için seçici oldu�u saptanmı�tır. 
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SUMMARY 

Finasterid Impurity Method Validation 

In the present work, the aim is search appropriateness of impurities, which 

taken reference from European Pharmacopoeia, for film coated tablets and do 

method validation. 

Mobile phase was H2O/ACN/THF (80:10:10 v/v), the detector was UV at 

�=210 nm. 

At this chromatographic condition, stationary phase experiments were done. 

Finally Nova Pak C18 properties column was selected because of its suitable 

structure with finasterid. There was no interaction between column and active 

substance and there had no metal impurities in this column. 

In impurity method, recovery was 100.18 ± 1.97 for impurity A, 101.35 ± 

1.55 for impurity B, 102.89 ± 1.00 for impurity C with 95% confidence limits. 

Linearity was obtained in the concentration range of 0.0015- 0.0045 mg/mL for all 

impurities, repeatability was calculated from the relative standard deviation of peak 

area values of impurity A was 1.03, impurity B was 0.54, impurity C was 0.29. 

Impurity method was repeated by different analyst and different instrument 

tests and results were not different from each other at 99 % confidence level. In 

robustness test it was observed that, the method was not influenced from variations. 

For system suitability the resolution between impurty B and impurty C 5.420, the 

resolution between impurty A and finasterid 2.456. 

In accelerated analysis on finasterid decomposition rate increased by the 

effect of extensive heat light and the presence of oxygen. The results suggest that 

finasterid must be kept in absence of light, oxygen and ambient temperature. So it 

observed that this was selective method for finasterid’s impurities. 
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KISALTMALAR VE S�MGELER 

ACN  : Asetonitril 

BPH  : Benign Prostatic Hyperplazis 

DAD  : Diod Array Dedektör 

DHT  : Dihidrotestosterona 

EP  : European Pharmacopea (Avrupa Farmakopesi) 

FDA  : Food and Drug Administration 

GMP  : Good Manufacturing Practices 

HPLC  : High Performance Liquid Chromatography (Yüksek Performans 

Likit Kromatografisi) 

ICH  : International Committee of Harmanization 

k’  : Kapasite Faktörü 

LOD  : Limit of Detection (Tayin alt sınırı) 

LOQ  : Limit of Quantifcation  (Kantitatif alt sınır) 

MeOH : Metanol 

N  : Teorik Plaka Sayısı 

N  : Normalite 

R  : Rezolüsyon 

r2  : Korelasyon katsayısının karesi 

RSD  : Relative Standart Deviation 

T  : Tailing (Kuyruklanma ) 

UV  : Ultraviyole 
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1. G�R�� VE AMAÇ 

Bu çalı�mada Avrupa Farmakopesinde hammadde finasterid için belirtilmi� 

olan safsızlık tayini metodunun film kaplı tabletler için i�lenebilirli�i üzerinde 

çalı�ılmı� ve metodun analitik yöntem do�rulaması (validasyonu) yapılması 

amaçlanmı�tır.  

�laç etken maddesi olan finasterid’in üç safsızlı�ı vardır. Safsızlık A:N-(1,1-

dimetiletil) -3- oxo -4- aza - 5� - androstane -17�- karboksamid (dihidrofinasterid), 

Safsızlık B:metil 3 - oxo - 4-aza–5�-androst - 1 - ene–17� - karboksilat (�-1-aza- 

ester), Safsızlık C:N-(1,1-dimetiletil) 3-oxo - 4 azaandrost - 1,5 - diene - 17�-

karboxamid (�- 1 - aza - amid). 

Finasterid etken maddesi, selim prostat hiperplazisi (benign prostatic 

hyperplazis, BPH) tedavi ve kontrolünde, geni�lemi� prostat bezinin küçültülmesi, 

buna ba�lı olarak idrar akımında rahatlama ve BPH semptomlarının hafifletilmesi 

amacıyla kullanılır. Tedaviye ba�lamadan önce prostat hiperplazisini taklit edebilen 

enfeksiyon, prostat kanseri, uretral striktür, hipotonik mesane hastalıkları elimine 

edilmelidir. 

HPLC yöntemi ve ultraviyole (UV) dedektör kullanılarak safsızlık ürünleri 

seçici bir �ekilde ayrıldı ve kantitatif açıdan uygun pik parametreleriyle safsızlık 

tayini yapıldı. Ayrıca Diod dizi dedektör (DAD)  ile dalga boyu taraması yapılıp 

uygun dalga boyu tespiti yapılmı�tır. 

Safsızlık metodu validasyonu yapılarak finasterid içeren farmasötik preparata 

uygulanaca�ı için ilaç sanayisine katkısı olacaktır. 

Günümüzde ilaç endüstrisinde GMP kuralları, analitik yöntem validasyonunu 

ara�tırma-geli�tirme ve kalite kontrol laboratuvarlarında gerekli kılmaktadır. Bu 

kuralları düzenleyen kurumlar ICH (International Conference on Harmanization), 

FDA ( U.S. Food and Drug Administration) ve farmakopelerdir. 

 



 2 

2. GENEL B�LG�LER 

2.1. F�NASTER�D 

2.1.1. Farmakolojik Özellikleri 

Finasterid, sentetik bir 4-azasteroid bile�i�i olup, yeni bir sınıf olan spesifik 5 

alfa redüktaz inhibitörlerinin ilk üyesidir (23). 

5 �- redüktaz, testesteronu daha güçlü bir androjen olan dihidrotestosterona 

(DHT) metabolize eden hücre içi bir enzimdir (21). DHT BPH’ ın geli�iminde birinci 

sorumlu androjen olarak bilinir (24). 

Finasterid BPH’ın ve kelli�in tedavisinde oral olarak etkilidir. 5 mg’lık tek 

bir doz hızlı bir cevap verir (25). 

2.1.2. Yapısal Formülü 

 
Formül 1: Finasterid  bile�i�i 
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2.1.3. Kimyasal Adı 

N-(1,1-Dimetiletil)-3-oxo–4-aza–5�-androst–1-ene–17�-karboxamid 

2.1.4. Moleküler Formülü 

C23H36N2O2 

2.1.5. Moleküler A�ırlı�ı 

372,6 g/mol 

2.1.6. Erime Noktası 

 252–254 °C (14) 

2.1.7. Tanımı 

Beyaz, beyazımsı renkte kristal tozdur. 

2.1.8. Çözünürlük 

Metilen klorid, metanol, n-propanol de iyi çözünür. 0.1 N HCl, 0.1 NaOH de 

çok az çözünür. 

2.1.9. Di�er Özellikleri 

Nem ve ı�ıktan koruyarak saklanmalıdır (22). 

2.2. AVRUPA FARMAKOPES�’NDE YER ALAN 

F�NASTER�D’�N SAFSIZLIKLARINA A�T METOD 

KABUL KR�TERLER� 

Safsızlık Limitleri: 

Safsızlık A, Safsızlık B ve Safsızlık C için pik alanları, 3.3.3.2’ de belirtilen 

referans çözelti (b)’den elde edilen pik alanının % 0,3’ ünden fazla olmamalı. 

Di�er safsızlıklar için pik alanları referans çözelti (c)’den elde edilen 

finasterid pik alanının %0,1’inden fazla olmamalı. 
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Toplam safsızlık için, elde edilen pik alanları referans çözelti (c)’ den elde 

edilen ana pik alanının % 0,6’ sından fazla olmamalıdır. 

�hmal edilecek limitler referans çözelti (c)’ den elde edilen finasterid pik 

alanının 0.25 katı olan alan de�erleridir. 

2.3. SAFSIZLI�IN TANIMI VE 

SINIFLANDIRILMASI 

Safsızlık (impürite): 

Yeni ilaç hammaddesi gibi kimyasal olarak ba�ımsız bir �ekilde 

belirtilemeyen, yeni ilacın herhangi bir bile�enine verilen isimdir (26). 

Safsızlıkların sınıflandırılması 
 
Tablo 1: Safsızlıkların Sınıflandırılması 

Safsızlıkların tipi Örnek Tipik kaynak 

 

Organik 

Ba�langıç maddeleri; üründen 

meydana gelen, ara ürün� 

olarak olu�an, degredasyon ile 

meydana  

gelenler, reaktifler, ligandlar. 

Kimyasal üretim; degrede 

olan bile�ikler aktif 

farmasötik üründen 

meydana gelir. 

 

�norganik 

Reaktifler��, ligandlar���, 

katalizörler, kalıcı metaller, 

inorganik tuzlar, filtre 

kalıntıları 

Kimyasal üretim; üretim 

ekipmanları, üretime  

yardımcı maddeler 

(filtreler) 

 

Çözücü 

Reaksiyon çözücüleri;  

apirolitik izole çözücüler, 

kromatografik çözücüler 

Kimyasal reaksiyon; 

kristallendirme, çöktürme, 

ekstraksiyon veya ayırma, 

kromatografik safla�tırma 

 

 

                                                
� Ara ürün olarak meydana gelen safsızlıklar: Yeni ilaç etken maddesinin sentezi esnasında, yeni ilaçtan önce 
meydana gelen maddelerdir (17). 
�� Reaktifler: Ba�langıç maddesi, ara ürün veya yeni ilaç molekülü üretiminde kullanılan çözücüler (17). 
��� Ligandlar: Metal iyonlarına yüksek e�ilimi olan ajanlardır (17).   
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2.4. F�NASTER�D’�N SAFSIZLIKLARI 

HAKKINDA GENEL B�LG�LER 

Safsızlık A 

Yapısı: 

 
Formül 2: Safsızlık A Bile�i�i 

Kimyasal adı: 

N - ( 1, 1 - dimetiletil) - 3 - oxo - 4 - aza -5� - androstane - 17� - carboxamide 

(dihidrofinasterid) 

Finasterid bile�i�inin sentezinde ba�langıç maddesi olarak kullanılır*. 

 

 

 

 

 

                                                
* Bile�ik üretici firmanın kendi üretiminden meydana gelen safsızlık olup bu veri Biofarma �laç Sanayi 
Hammadde Analiz Raporundan alınmı�tır. 



 6 

Safsızlık B 

Yapısı 

 
Formül 3: Safsızlık B Bile�i�i 

Kimyasal adı: 

Metil 3-oxo-4-aza-5�-androst-1-ene-17�-karbosilat(�-1-aza- ester) 

Sentezde meydana gelmi�tir*. 

Safsızlık C 

Yapısı: 

 
Formül 4: Safsızlık C Bile�i�i 

Kimyasal adı:  

N-(1,1-dimetiletil)3-oxo–4 azaandrosta–1,5-diene–17�-carboxamide (�-1-

aza- amid). 

Sentez esnasında olu�an yan üründür�. 

                                                
� Bile�ik üretici firmanın kendi üretiminden meydana gelen safsızlık olup bu veri Biofarma �laç Sanayi 
Hammadde Analiz Raporundan alınmı�tır. 
** Bile�ik üretici firmanın kendi üretiminden meydana gelen safsızlık olup bu veri Biofarma �laç Sanayi 
Hammadde Analiz Raporundan alınmı�tır. 
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2.5. YÖNTEM DO�RULAMASI (VAL�DASYON) 

NED�R VE KARAKTER�ST�K PARAMETRELER�  

2.5.1.Validasyon Nedir? 

Verilen metot için gerekli olan test ve kabul kriterlerinin seçilmesi ile 

gerçekle�tirilen, metodun do�ruluk ve kesinli�inin laboratuvar çalı�maları ile 

ispatlanması i�lemidir (3,20). 

Dü�ünülen kabul kriterleri metodun kriterleri metodun kullanımına göre 

(miktar tayini analizi, safsızlık analizi) de�i�tirilebilir. Validasyonda amaç metodu 

daha iyi ya da yeterli hale getirmek de�il, metodun yeterli ve güvenilir oldu�unu 

tespit etmektir. Bunun için validasyonda gerekli olan en önemli iki kriter do�ruluk ve 

hassasiyettir. 

ICH tarafından farmasötiklerle ilgili olan her metodun valide edilmesi tavsiye 

edilir. 

2.5.2.Validasyonun Yapılması Gereken Durumlar 

Safsızlıkların miktar tayini 

Safsızlıkların limit testleri 

Bitmi� üründe etken maddenin (ya da seçilen ba�ka bir maddenin) kantitatif 

analizi 

2.5.3.Validasyonun Tekrarlanmasını Gerektiren Durumlar 

Etken maddenin sentez metodunda, bitmi� ürünün içeri�inde ve analitik 

metotta yapılan de�i�iklik sonucunda validasyon parametreleri tekrar edilir (6). 

2.5.4.Validasyonun Karakteristik Parametreleri 

1. Özgünlük (Specificity) 

2. Do�rusallık (Linearity) 

3. Konsantrasyon aralı�ı (Range) 

4. Do�ruluk (Accuracy) 

5. Kesinlik (Precision) 
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a) Gün içinde tekrarlanabilirlik (Repeatability) 

b) Laboratuvarlar arası tekrarlanabilirlik (Intermediate Precision) 

c) Tekrar elde edebilirlik (Reproducibility)  

6. Dedeksiyon limiti (Detection Limit-LOD) 

7. Kantitatif tayin limiti (Quantitation Limit-LOQ) 

8. Sa�lamlık (Robustness) 

9. Sistem uygunluk testi (System Suitability Testing) 

2.5.4.1. Özgünlük (Specificity)  

Validasyonun en önemli parametresidir, metod geli�tirilirken ilk yapılması 

gereken testir. �ki �ekilde gerçekle�tirilir: 

 

a) Safsızlıklar ve bozunma ürünleri gibi giri�im yapabilecek maddelerin 

standartları mevcutsa, geli�tirilen yöntemde bu maddelerin etken maddeden 

uygun bir ayrılma gücü de�erleriyle ayrıldı�ı ispatlanmalıdır. 

b) Giri�im yapan maddelerin standartları sa�lanamıyorsa; ısı, ı�ık, nem, asit, 

baz, oksidasyon gibi stres �artlarına maruz bırakılıp sonuçlar referans 

maddeyle kar�ıla�tırılır. 

2.5.4.2. Do�rusallık (Linearity ) 

Bu test, standart stok çözeltisinin seyreltilmesiyle ve/veya ayrı tartımlar 

alınarak gerçekle�tirilir. Dedektör cevabına kar�ılık konsantrasyon grafi�i 

çizilir(kalibrasyon e�risi).  E�rinin do�rusallı�ı en küçük kareler yöntemiyle 

de�erlendirilir. Do�runun e�imi, kayım de�eri, korelasyon katsayısı do�rusallı�ı 

belirler.  

Belirlenen konsantrasyon aralı�ında hazırlanan numunelerin içindeki etken 

madde miktarının konsantrasyon ile orantılı olarak artması ile edilir (5). 

Do�rusallık parametresinin incelenebilmesi için en az 5 konsantrasyonda 

çalı�mak gerekir (10). Do�rusallık en küçük kareler yöntemine göre olu�turulan 

do�runun regresyon katsayısı ile de�erlendirilir (7). (Regresyon katsayısının de�eri) 

r2 � 0.98 olmalıdır. 
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2.5.4.3. Konsantrasyon Aralı�ı (Range) 

Metodun do�ruluk, kesinlik, do�rusallık, testlerini geçti�i konsantrasyon 

aralı�ıdır ve do�rusallık çalı�malarından metodun sınırları belirlenir. �ncelenen 

konsantrasyon aralı�ı metodun kullanımına göre de�i�ir. Etken madde ya da bitmi� 

üründe metod validasyonunda %80 - %120 konsantrasyon aralı�ı olarak kabul edilir 

(10). Etken madde ve safsızlık tayini tek bir metod ile yalnızca % 100 standart 

kullanılarak yapılıyor ise konsantrasyon aralı�ı safsızlı�ın dedekte edildi�i en küçük 

de�er ile % 120 konsantrasyon arası olarak kabul edilir (7). 

2.5.4.4. Do�ruluk (Accuracy) 

Bir yöntemin do�rulu�u, ölçülen miktarın gerçek de�ere yakınlı�ı olarak 

tanımlanır. Analitik prosedürün belirlenen konsantrasyon aralı�ı üstünden yapılır (5). 

Do�rulu�un tayin edilebilmesi için en az 3 farklı konsantrasyonda 3 enjeksiyon 

tekrarı ile elde edilen 9 data verisine ihtiyaç duyulur (10). Analizin yapılabilmesi için 

tavsiye edilen konsantrasyon de�erleri %80,  %100 ve % 120’dir (3). 

2.5.4.5. Kesinlik(Precision) 

Kesinlik aynı ko�ullar altında, aynı homojenlikte hazırlanmı� olan birden 

fazla örnekten elde edilen ölçüm de�erlerinin birbirine yakınlı�ını ifade eder. Üç 

bölümden olu�ur (5). Bunlar; 

 

a) Gün içi tekrarlanabilirlik (Repeatability):  

Tekrarlanabilirlik zamanın çok kısa bir müddetinde aynı i�lem �artları aynı 

gün, aynı analist ve aynı cihaz altındaki kesinli�i ifade eder (5). 

Tekrarlanabilirli�inin sa�lanabilmesi için analitik prosedürde belirlenen 

konsantrasyon aralı�ında en az 3 farklı konsantrasyonda 3 enjeksiyon tekrarı ile elde 

edilen 9 data verisine ya da % 100’lük test konsantrasyonundan elde edilen 6 

enjeksiyon verisine ihtiyaç duyulur. 

 

b) Laboratuvarlar arası tekrarlanabilirlik (Intermediate Precision): 

Farklı laboratuvarda yöntemin uygulanmasıdır. 

Pik alanı veya pik yüksekli�i de�erlerinin standart sapması ve ba�ıl standart 

sapması hesaplanır. Çevre ko�ullarında olu�an de�i�ikliklerin analitik prosedürü nasıl 
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etkiledi�ini tayin eder. Tüm bu de�i�iklikler ayrı de�il, aynı zamanda yapılarak 

de�i�imler tayin edilir (5,10). 

 

c) Tekrar elde edebilirlik (Reproducibility): 

Çalı�malar arasındaki kesinli�i belirlemek için yapılır. Aynı anda yapılan 

i�lemler esnasında metodu standardize etmek için ba�vurulan bir metottur (5). 

Standart sapma, ba�ıl standart sapma, güven aralı�ı her kesinlik parametresi için 

hesaplanmalıdır (10). Elde edilen RSD de�erleri % 2,0’ den küçük olmalıdır. 

2.5.4.6. Dedeksiyon Limiti (Detection Limit – LOD)  

Etken madde ya da safsızlı�ın dedekte edebilece�i en dü�ük konsantrasyon 

de�eridir.(5) 

Dedeksiyon limitinin hesaplanmasında yöntemin enstrümental olup 

olmadı�ına göre birkaç yakla�ım vardır: 

 

a) Görsel de�erlendirmeye dayanan yöntem: Genellikle enstrümental olmayan 

miktar tayini yönteminde kullanılır. Örne�in bilinen konsantrasyonları 

hazırlanır ve güvenilir bir �ekilde ölçülebilece�i minimum konsantrasyon 

aralı�ı bulunur. 

 

b) Sinyal / Gürültü oranına dayanan yöntem: Dü�ük konsantrasyonda hazırlanan 

örnek çözeltisiyle elde edilen sinyalin baseline gürültüsüne oranı 3:1 

olmalıdır. 

 

c) Kalibrasyon e�risinden yararlanılarak istatiksel yöntem: Dedeksiyon limiti bu 

metotta �u �ekilde ifade edilir: 

DL=3.3� / S 

 �: elde edilen cevapların standart sapması 

S: kalibrasyon e�risinin e�imi (slope ) 

 

Dedeksiyon limiti bu metotta �u �ekilde ifade edilir. Sigmanın bulunabilmesi 

için iki yol vardır; bunlardan ilki blank örneklerinin cevapları arasındaki ba�ıl 

standart sapma hesabı ile sigmanın bulunması, ikincisi kalibrasyon e�risinde 
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regresyon çizgisinin ba�ıl standart sapması ya da regresyon çizgisinin y ekseninin 

standart sapmasının sigma olarak kullanılabildi�i metottur. 

2.5.4.7. Kantitatif Tayin Limiti (Quantitation Limit- LOQ) 

Uygun kesinlik ve do�rulukta etken maddenin kantitatif olarak tayin 

edilebilece�i en küçük limittir. Safsızlıkların ya da degredasyon ürünlerinin tayininde 

kullanılır. 

Kantitatif tayin limitinin hesaplanmasında yöntemin enstrümental olup 

olmadı�ına göre birkaç yakla�ım vardır: 

 

a) Görsel de�erlendirmeye dayanan yöntem: Genellikle enstrümental olmayan 

miktar tayini yönteminde kullanılır. Örne�in bilinen konsantrasyonları hazırlanır 

ve örne�in do�ru ve kesin olarak tayin edilebildi�i minimum konsantrasyon 

hesaplanır. 

 

b) Sinyal / Gürültü oranına dayanan yöntem: Dü�ük konsantrasyonda hazırlanan 

örnek çözeltisiyle elde edilen sinyalin baseline gürültüsüne oranı10:1 olmalıdır. 

 

c) Kalibrasyon e�risinden yararlanarak istatistiksel hesaplamalara dayanan 

yöntem. 

Dedeksiyon limiti bu metotta �u �ekilde ifade edilir: 

DL= 10 �  / S 

�: elde edilen cevapların standart sapması 

S: kalibrasyon e�risinin e�imi (slope ) 

 

Sigmanın bulunabilmesi için iki yol vardır; bunlardan ilki blank örneklerinin 

responsları arasındaki ba�ıl standart sapma hesabı ile sigmanın bulunması ikincisi 

kalibrasyon e�risinde regresyon çizgisinin ba�ıl standart sapması ya da regresyon 

çizgisinin y ekseninin standart sapmasının sigma olarak kullanılabildi�i metottur. 

2.5.4.8. Sa�lamlık (Robustness) 

Yöntem parametreleri üzerinde kasıtlı olarak de�i�iklik yapıldı�ında, 

sonuçların ne kadar etkilendi�inin saptanması amacıyla yapılan testtir. 

Sıvı kromatografi yönteminde a�a�ıdaki de�i�iklikler yapılabilir:  
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Hareketli fazın pH’sı 

Hareketli faz bile�eni 

Farklı kolon(farklı lot numaralı farklı firmadan) 

Sıcaklık 

Akı� hızı 

  

Bu testler, analiz edilecek örne�e, analitik uygulamaya, kullanılan cihaza 

ba�lı olarak geli�tirilen testlerdir. Ayrıntılı bilgiler farmakopelerden sa�lanır. HPLC 

yönteminde USP 26’ya göre uygulanması gereken sistem uygunluk parametreleri 

kapasite faktörü(k’), kolon ayırma gücü (R), pik kuyruklanma faktörü (T), 

tekrarlanan enjeksiyonların ba�ıl standart sapmasıdır. k’ 1-5 arasında(2), R�2 (20), 

T�1 (12), RSD� 2 (12) olmalıdır. 

2.5.4.9. Sistem Uygunluk Testi (System Suitability Testing) 

Bilinmeyenlerin analizi öncesinde sistemin performansını kontrol etme 

i�lemidir. Teorik plaka sayısı, kuyruklanma faktörü, ayırma gücü ve tekrarlanabilirlik 

(6 kez tekrarlanan enjeksiyonların ba�ıl standart sapması ile elde edilir) sistemin 

performansını ölçen kriterlerdir (15). 

2.5.5. Validasyonun Kabul Kriterleri 

Do�rusallık parametresi: 

Regresyon katsayısının karesi(r2) 0.98’den az olmamalıdır. Tercih edilen r2 

de�eri 0.99’ dur. 

Metotta gerçek de�erler ile bulunan de�erler arasında farklar görülmeye 

ba�landı�ı zaman r2 de�eri 0.99’dan daha a�a�ı çekilebilir. E�er e�ri do�rusal çıkmaz 

ise elde edilen de�erler do�rusal bir e�ri olu�turacak �ekilde konsantrasyon aralı�ını 

azaltmak gerekir(16). Do�rusallık parametresinin incelenebilmesi için en az 5 

konsantrasyonda çalı�mak gerekir (10). 

Kesinlik parametresi: 

Etken madde ve plasebo ile hazırlanan çözeltilerin geri kazanımları � ± % 10 

ise çok iyi, ± % 11-% 20 yeterli, ± % 21-%30 sınıra yakın ama kabul edilebilir, ± % 

30’dan fazlası kabul edilemez olarak belirlenmi�tir. Ayrıca geri kazanımlar 

arasındaki ba�ıl standart sapma % 2,0’den büyük olmamalıdır (16). 
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Do�ruluk parametresi: 

Safsızlık tayini analizleri için %90 - % 110 sınırları içinde olmalıdır (16). 

Seçicilik parametresi: 

Etken madde ile yardımcı maddeler arasında bir etkile�im olmamalıdır (16). 

Dedeksiyon limiti: 

Üst limit baseline gürültü seviyesinin 3 katı, Sinyal/ Gürültü oranı 2 ya da 3:1 

olmalıdır (16). 

Kantitatif limit: 

Dedeksiyon limitinin 3 katı, Sinyal/Gürültü oranı 10:1 olmalı (16). 

Sistem uygunlu�u:  

En az 5 enjeksiyon yapılarak ba�ıl standart sapma hesaplanır bu de�er % 

2’den küçük olmalıdır. Ayrıca sistem uygunlu�u kromatogramından pikin 

kuyruklanma faktörü (2’den küçük olmalıdır) ve teorik plaka sayısı bulunabilir (16). 

Kuyruklanma faktörü 2 ya da daha küçük, teorik plaka sayısı 2000’den büyük, 

rezolüsyon ve kapasite faktörü 2’den büyük olmalıdır (15). 

2.6. ÇALI�MADA UYGULANMI� OLAN 

HIZLANDIRILMI� BOZUNDURMA 

ÇALI�MALARI 

Uygulanan analitik metot ile bilinmeyen safsızlıkları tespit etmek etken 

madde ya da bilinen safsızlıkları bozunmasını tespit edebilmek için hızlandırılmı� 

bozundurma çalı�maları yapılır (11). 
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2.7. P�K ÖZELL�KLER�NE �L��K�N 

PARAMETRELER (12) 

 

2.7.1 Kapasite Faktörü ( k’) 

 Kapasite faktörü tutulma zamanının ölçüsü olarak ifade edilir (2). Kapasite 

faktörü 1–5 arasında olmalıdır (2). 

 k’ = (tR-to)/to 

k’ : Kapasite faktörü  

to  : Ölü zaman (dk) 

tR : Tutulma zamanı (dk) 

2.7.2. Teorik Plaka Sayısı (N) 

Teorik plaka sayısı kolon etkinli�inin ölçüsüdür. Akı� süresi boyunca her 

birimden geçen pik sayısının ifade edilmesidir (3). Teorik plaka sayısının 2000'den 

büyük olması istenir. 

N=16.(tR/tw)2 

tR : Etken maddenin tutulma zamanı (dk) 

tw : Pikin baseline üzerindeki iki kenarının arasındaki geni�lik 
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2.7.3. Ayırma Faktörü (����) 

Ayırma faktörü birbiri ile ili�kili iki pikin ba�ıl tutulmalarına denir (13). 

� = k’ 
2/ k’ 

1 

k’
2: Sonraki pikin kapasite faktörü 

k’
1: Önceki pikin kapasite faktörü 

2.7.4 Kuyruklanma Faktörü (T) 

 Kuyruklanma faktörü kromatografik metotta pikin asimetrisini ölçmek için 

kullanılan de�erdir (16). Kuyruklanma faktörü 2' den küçük olmalıdır. 

 T= W/2f 

 W: Pik yüksekli�inin karesinin % 5'i kadar olan pik geni�li�i 

  f: Pikin ön kenarından maksimum dikeyine olan uzaklı�ı 

2.7.5. Ayırma Gücü (R) 

Ayırma gücü iki kromatografik pikin birbirinden ayrılma derecesini 

tanımlayan parametredir. 

R = ( VR2 - VRı ) / [ ( wı + w2) /2] 

VR2 : �kinci pikin tepe noktasından ba�langıç noktasına olan uzaklık 

VR1 : Birinci pikin tepe noktası ba�langıç noktasına olan uzaklık 

w1 : Birinci pikin baseline üzerindeki geni�li�i 

w2 : �kinci pikin baseline üzerindeki geni�li�i 

2.7.6. Tutulma Zamanı (tR) 

Numunenin enjeksiyonu ile bu pikin dedektöre ula�ması arasında geçen 

süreye tutulma süresi denir ve tR simgesiyle gösterilir (2). 

tR = VR / F 

VR: Çözeltiyi elde etmek için kolondan geçen çözücü hacmi 

  F: Akı� hızı 
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2.8. KULLANILAN �STAT�ST�KSEL 

YÖNTEMLER 

2.8.1. Standart Sapma (SD) 

Standart sapma analizle ilgili sistematik hatanın ölçüsüdür. Her bir de�erin 

ortalamadan sapmasının karelerinin toplamının serbestlik derecesine bölümünün 

karekökü ile ifade edilir. Serbestlik derecesi sayısı, bir standart sapma 

hesaplamasında kullanılan ba�ımsız veri sayısını gösterir (18, 19). 

 

2.8.2. Ba�ıl Standart Sapma ( RSD ) 

Ba�ıl standart sapma standart sapmanın numunelerin ortalamasına bölümü ile 

elde edilir (16). 

 

2.8.3. Ortalamanın Güven Aralı�ı (µ)  

Ortalamanın güven aralı�ı güven sınırının büyüklü�üdür (18, 19). 

 
x : Numunelerin ortalaması 

SD : Standart sapma 

n : Veri sayısı 

2.8.4. Standart Hata (STH) 

Her bir ortalamanın standart sapması ortalamanın standart hatası olarak 

bilinir. Bir veri grubunun standart sapmasının gruptaki veri sayısının kareköküne 

bölümüdür (18). 
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2.8.5. En Küçük Kareler Yöntemi 

Bir grafikteki noktaların çizilen do�rudan olan dü�ey sapması olarak 

adlandırılır. En küçük kareler metodu ile elde edilen do�ru, bütün noktalarının 

karelerinin toplamını en aza indiren bir do�rudur (18, 19). 

2.8.6. Do�runun E�imi 

 

2.8.7. Do�runun Kesme Noktası 

�a= y- b.�x 

y= a.x + b denkleminde yukarıda hesaplanan a ve b de�erleri yerine konularak 

do�ru denklemi bulunur. 

2.8.8. Korelasyon Katsayısı 

Korelasyon katsayısı iki de�i�ken arasındaki birle�imin ölçümünün 

derecesidir. 

 

2.8.9. Dedeksiyon Limiti 

Elde edilen dedektör cevaplarının standart sapmasına ve kalibrasyon e�risinin 

e�imine dayanan yöntem:  

Dedeksiyon limiti bu yöntemde �u �ekilde ifade edilir: 

LOD = 3.3 	 / S 

	 : elde edilen dedektör cevaplarının standart sapması 

S: kalibrasyon e�risinin e�imi (slope) 
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2.8.10. Kantitatif Tayin Limiti 

Elde edilen dedektör cevaplarının standart sapmasına ve kalibrasyon e�risinin 

e�imine dayanan yöntem: 

Kantitatif alt sınır bu yöntemde �u �ekilde ifade edilir: 

LOQ = 10 	 / S 

	 : elde edilen dedektör cevaplarının standart sapması 

S: kalibrasyon e�risinin e�imi (slope) 

2.8.11. �ki Ortalamanın Kar�ıla�tırılması 

�ki ortalamanın kar�ıla�tırılması aynı analizin iki tahminin ortalamaları 

arasındaki bir farkın gerçek olup olmadı�ını ve numunelerin farklı olup olmadı�ının 

veya farklılı�ın rasgele hataların basit bir sonucu olup olmadı�ının anla�ılması için 

kullanılan bir metottur (18). 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. K�MYASAL MADDELER 

 

N-(1,1-Dimetiletil)-3-okso–4-aza–5�-androst – 1 - ene - 17 - karboksiamide 

referans standartı, N-(1,1-dimetiletil)-3-okso–4-aza–5�-androstane–17�-karboksilat referans 

standartı, metil 3-okso-4-aza-5�-androst-1-ene-17�-karboksilat referans standartı, N-(1,1-

dimetiletil) - 3 - okso - 4 - azaandrosta - 1,5 - diene -1 7� -karboksiamid referans standartı 

Cipla Ltd&Biofarma �laç San. A.	’den temin edilmi�tir. Asetonitril (HPLC saflıkta) J.T 

Baker, Tetrahidrofuran(HPLC saflıkta) J.T Baker, distile su (HPLC saflıkta) ve Dilaprost 5 

mg film tabletleri. 

3.2. GEREÇLER 

HPLC sisteminde Agilent 1100 model pompa, Agilent 1100 G1322A model 

gaz uzakla�tırıcı,G1329A ALS model autosampler enjeksiyon sistemi,100
l’lik loop, 

Nova Pak C18 60 A�,4
,250�4,6 mm HPLC Cartridge Column özellikte kolon 

kullanılmı�tır. Hareketli fazın süzülmesi için milipore Albet Schott Duran 0,2 
m 

filtre, örneklerin süzülmesi için 0,45 
m naylon filtreler kullanılmı�tır. 

Tartımlar için Mettler Toledo ax105 Delta Range tipi terazi, pH ölçümleri için 

Metrohm 654 pH metre ve elektrodu kullanılmı�tır. pH metre kalibrasyonu için pH 

:4,00 ve pH: 7,00 tampon çözeltileri kullanılmı�tır.. 

Isolab A tipi pipetler, Maxwell model ultrasonik banyo kullanılmı�tır. 

Çözeltilerin hazırlanmasında Labor magnetik karı�tırıcı, tabletlerin süzülmesinde 

Scheicher&Schwell 125 mm beyaz bantlı süzgeç kâ�ıdı kullanılmı�tır. 
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Sa�lamlık testi farklı cihaz uygulamasında Schimadzu LC 2010 ile çalı�ıldı. 

Farklı kolon uygulamasında aynı firmanın aynı özellikte farklı lot numaralı kolonu 

kullanılmı�tır. 

Tüm analizler Biofarma �laç Sanayi A.	 Ara�tırma Geli�tirme 

Laboratuvarında yapılmı�tır. 

3.3. SAFSIZLIK TAY�N�NDE KULLANILAN 

ÇÖZELT�LER 

3.3.1. Hareketli Faz 

100.0 mL asetonitril, 800.0 mL su, 100.0 mL tetrahidrafuran karı�tırıldı. 

Milliporede süzüldü ve ultrasonik banyoda degaze edildi.  

3.3.2. Seyreltme Çözeltisi 

1:1 oranında asetonitril ve su karı�ımı 

3.3.3.Tablet Analizlerinde Kullanılan Çözeltiler 

3.3.3.1. Test Çözeltisi 

10.0 mg finasterid’e e�de�er tablet tozu 10.0mL’lik balon jojeye tartıldı. 

Seyreltme çözeltisiyle çözülerek hacmine tamamlandı. 

3.3.3.2. Referans Çözeltisi (a) 

10.0 mg finasterid çalı�ma standartı 10 mL’lik balon jojeye tartıldı, seyreltme 

çözeltisiyle çözülüp hacmine tamamlandı. 

3.3.3.3. Referans Çözeltisi (b) 

2.0 mL test çözeltisi 100.0 mL’ye seyreltme çözeltisi ile seyreltildi. Bu 

çözeltiden 1.0 mL alınarak 10.0 mL’ye seyreltme çözeltisiyle seyreltildi. 
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3.3.4. Validasyonda Kullanılan Çözeltiler 

3.3.4.1. Seçicilik �çin Hazırlanan Çözeltiler 

Plasebo çözeltisi: 

298.0 mg plasebo tozu 10.0 mL’lik balon jojeye tartıldı, seyreltme çözeltisiyle 

çözülüp hacmine tamamlandı. 

 

Referans çözeltisi ( c) : 

3.0 mg safsızlık A çalı�ma standartı 100.0 mL’lik balon jojeye tartıldı, 

seyreltme çözeltisiyle çözülüp hacmine tamamlandı.(c= 0.03 mg/mL) 

 

Referans çözeltisi ( d) : 

3.0 mg safsızlık B çalı�ma standartı 100.0 mL’lik balon jojeye tartıldı, 

seyreltme çözeltisiyle çözülüp hacmine tamamlandı.(c= 0.03 mg/mL) 

 

Referans çözeltisi ( e) : 

3.0 mg safsızlık C çalı�ma standartı 100.0 mL’lik balon jojeye tartıldı, 

seyreltme çözeltisiyle çözülüp hacmine tamamlandı.(c= 0.03 mg/mL) 

 

Karı�ım çözeltisi: 

Referans c, referans d ve referans e’den 1.0’er mL alındı,10.0 mg finasterid 

çalı�ma standardı 10.0 mL’lik balon jojeye ilave edildi. Seyreltme çözeltisiyle 

çözülüp hacmine tamamlandı (c=0,003 mg/mL). 

3.3.4.2.Do�rusallık �çin Hazırlanan Stok ve Seyreltme Çözeltileri 

Stok çözelti (a): 

5.0 mg safsızlık A çalı�ma standartı 100.0 mL’lik balon jojeye tartıldı, 

seyreltme çözeltisiyle çözülüp hacmine tamamlandı.(c=0.05 mg/mL) 

 

Stok çözelti (b): 

5.0 mg safsızlık B çalı�ma standartı 100.0 mL’lik balon jojeye tartıldı, 

seyreltme çözeltisiyle çözülüp hacmine tamamlandı.(c=0.05 mg/mL) 



 22 

 

Stok çözelti (c) : 

5.0 mg safsızlık C çalı�ma standartı 100.0 mL’lik balon jojeye tartıldı, 

seyreltme çözeltisiyle çözülüp hacmine tamamlandı.(c=0.05 mg/mL) 

 

% 50’lik seyreltme çözeltisi: 

Stok çözelti a,stok çözelti b ve stok çözelti c’den 100.0 mL’lik balon jojeye 

3.0’er mL alındı, 50.0 mg finasterid çalı�ma standartı ve 1490.0 mg plasebo tozu 

ilave edildi. Seyreltme çözeltisi ile çözüldü ve hacmine tamamlandı.(c=0,00150 

mg/mL) 

 

% 75’lik seyreltme çözeltisi: 

 Stok çözelti a,stok çözelti b ve stok çözelti c’den 100.0 mL’lik balon jojeye 

4.5’er ml alındı, 50.0 mg finasterid çalı�ma standartı ve 1490.0 mg plasebo tozu ilave 

edildi. Seyreltme çözeltisi ile çözüldü ve hacmine tamamlandı.(c=0,00225 mg/mL) 

 

%100’lik seyreltme çözeltisi: 

Stok çözelti a,stok çözelti b ve stok çözelti c’den 100.0 mL’lik balon jojeye 

6’�ar ml alındı, 50.0 mg finasterid çalı�ma standartı ve 1490.0 mg plasebo tozu ilave 

edildi. Seyreltme çözeltisi ile çözüldü ve hacmine tamamlandı.(c=0,00300 mg/mL) 

 

%125’lik seyreltme çözeltisi: 

Stok çözelti a, stok çözelti b ve stok çözelti c’den 100.0 mL’lik balon jojeye 

7.5’er mL alındı, 50.0 mg finasterid çalı�ma standartı ve 1490.0 mg plasebo tozu 

ilave edildi. Seyreltme çözeltisi ile çözüldü ve hacmine tamamlandı. (c=0.00375 

mg/mL) 

 

%150’lik seyreltme çözeltisi: 

Stok çözelti a, stok çözelti b ve stok çözelti c’den 100.0 mL’lik balon jojeye 

9.0’er mL alındı, 50.0 mg finasterid çalı�ma standartı ve 1490.0 mg plasebo tozu 

ilave edildi. Seyreltme çözeltisi ile çözüldü ve hacmine tamamlandı (c=0.0045 

mg/mL). 

Her bir çözeltiden 3’er adet numune hazırlanıp 3’er kez enjeksiyon 

yaptırılmı�tır. 
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3.3.4.3. Do�ruluk Çözeltileri 

Stok çözelti: 

3.0’er mg safsızlık A, safsızlık B ve safsızlık C 100.0 mL’lik balon jojeye 

alındı. 1490.0 mg plasebo tozu ilave edilerek seyreltme çözeltisi ile hacmine 

tamamlandı (c=0.03 mg/mL). 

 

Referans çözelti: 

1.0 mL stok çözelti 10.0 mL balon jojeye alındı hacmine seyreltme çözeltisi 

ile hacmine tamamlandı (c=0.003 mg/mL). 

 

% 80 numune çözeltisi: 

Stok çözeltiden 0.8 ml 10.0 mL’lik balon jojeye alındı.1490.0 mg plasebo 

tozu ilave edilerek seyreltme çözeltisi ile hacmine tamamlandı.(c=0.0024 mg/mL) 

 

% 100 numune çözeltisi: 

Stok çözeltiden 1.0 ml 10.0 mL’lik balon jojeye alındı.1490.0 mg plasebo 

tozu ilave edilerek seyreltme çözeltisi ile hacmine tamamlandı.(c=0.0030 mg/mL) 

 

% 120 numune çözeltisi: 

Stok çözeltiden 1.2 ml 10.0 mL’lik balon jojeye alındı.1490.0 mg plasebo 

tozu ilave edilerek seyreltme çözeltisi ile hacmine tamamlandı (c=0.0036 mg/mL). 

 

Her bir çözeltiden 3’er adet numune hazırlanıp 3’er kez enjeksiyon 

yaptırılmı�tır. 

3.3.4.4. Kesinlik Çözeltileri (Tekrar Elde Edebilirlik, 

Tekrarlanabilirlik ve Ara Kesinlik) 

Tekrar elde edebilirlik ve ara kesinlik için 3.3.4.3. bölümünde belirtildi�i gibi 

6 adet %100 konsantrasyonda numune çözeltisi ve 1 adet referans çözeltisi hazırlanıp 

3’er kez enjeksiyon yaptırıldı. Tekrarlanabilirlik için 3.3.4.3. bölümünde belirtildi�i 

gibi %100 konsantrasyonda 1 adet numune çözeltisi hazırlanarak 6 kez enjeksiyon 

yaptırıldı. 
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3.3.4.5. Sa�lamlık Analizinde Hazırlanan Çözeltiler ve Uygulanan 

De�i�iklikler 

Aynı tür farklı batch numaralı kolon kullanımı 

 

Bölüm 3.3.3. de belirtildi�i �ekilde hazırlanan numune ve referans çözeltisi 

aynı türden farklı batch numaralı kolonlar ile analize tabi tutulmu�tur. 

1.kolon batch no  :W31691 

2.kolon batch no  :W32961 

 

Kolon sıcaklı�ında yapılan de�i�iklik 

 

Bölüm 3.3.3. de belirtildi�i �ekilde hazırlanan numune ve referans çözeltisi 

sistemin normal �artlarda 60 ºC olan sıcaklı�ının ± 5 ºC de�i�tirilmesi ile elde edilen 

55 ºC ve 65 ºC’lik kolon sıcaklıklarında analize tabi tutulup meydana gelen 

de�i�iklikler incelenmi�tir.  

3.3.5. Hızlandırılmı� Bozundurma Çalı�malarında 

Kullanılan Çözeltiler  

10.0 N NaOH ile hazırlanan numune çözeltisi: 

10.0 mg finasterid’e e�de�er tablet tozu 10.0 ml’lik balon jojeye tartıldı. 

Seyreltme çözeltisi ile çözüldü, 2.0 mL 10.0 N NaOH ilave edilerek hacmine 

seyreltme çözeltisi ile tamamlandı. Bu çözelti 72 saat süre ile bekletilerek meydana 

gelen de�i�imler saptandı. 

 

0.100 N NaOH ile hazırlanan numune çözeltisi: 

10.0 mg finasterid’e e� de�er tablet tozu 10.0 ml’lik balon jojeye tartıldı.  0.1 

N NaOH ile çözüldü ve hacmine 0.1 N NaOH ile tamamlandı. Bu çözelti 72 saat süre 

ile bekletilerek meydana gelen de�i�imler saptandı. 

 

Metanolik hidroklorür ile hazırlanan numune çözeltisi: 

10.0 mg finasterid’e e� de�er tablet tozu 10.0 ml’lik balon jojeye tartıldı. 1.0 

N N hidroklorik asidin metanol ile seyreltilerek hazırlanmı� olan 0.1 N’lik çözeltisi 
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ile çözüldü ve hacmine tamamlandı. Bu çözelti 72 saat süre ile bekletilerek meydana 

gelen de�i�imler saptandı. 

 

Etkili görünür ı�ık altında bekletme: 

Finasterid 5.0 mg film tabletler 24 saat boyunca etkili bir görünür ı�ık altında 

bekletildi. Bölüm 3.3.3. de belirtildi�i �ekilde hazırlanan numuneler analize tabi 

tutularak meydana gelen de�i�imler saptandı. 

 

Ultraviyole ı�ık altında bekletme: 

Finasterid 5.0 mg film tabletler 24 saat boyunca ultraviyole ı�ık altında 

bekletildi. Bölüm 3.3.3. de belirtildi�i �ekilde hazırlanan numuneler analize tabi 

tutularak meydana gelen de�i�imler saptandı. 

 

60 ºC’lik etüvde bekletme: 

Finasterid 5 mg film tabletler 24 saat boyunca 60 ºC’lik etüvde bekletildi. 

Bölüm 3.3.3. de belirtildi�i �ekilde hazırlanan numuneler analize tabi tutularak 

meydana gelen de�i�imler saptandı. 

3.4. AVRUPA FARMAKOPES� HAMMADDE 

F�NASTER�D �Ç�N SAFSIZLIK TAY�N� 

KROMATOGRAF�K KO�ULLARI 

Kolon                     :End - capped octadecylsilyl silica gel for chromatography R(5 


m) özellikte kolon  (Nova-Pak C18 60 °A, 4µm, 250 x 4,6 

mm) 

Hareketli faz         :Su /ACN/ THF (80:10:10) 

Dedektör          :210 nm, UV 

Akı� Hızı              : 1.5 mL/dk 

Enjeksiyon hacmi  :15 µL 

Sıcaklık                  :60 ºC 
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4. BULGULAR 

4.1. AVRUPA FARMAKOPES�’NDE BEL�RT�LEN 

METODUN ��LENEB�L�RL���N�N 

SAPTANMASI VE DAD DEDEKTÖR �LE 

UYGUN DALGA BOYU TARAMASI 

Metotta verilen özellikteki kolona e�de�er kolon denenmi� ve pik 

paremetrelerine uygun pik elde edilmi�tir. Ayrıca DAD dedektör taraması ile uygun 

dalga boyu taraması yapılarak dalga boyu uygunlu�u kanıtlanmı�tır. Farmakopede 

belirtilen akı� hızı, zamandan kazanmak amacıyla de�i�tirilip 2 mL/dk ile 

çalı�ılmı�tır. 

 
�ekil 1: DAD Dedektör ile uygun dalga boyu taraması 
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�ekil 2: Nova-Pak C18 60 °A, 4µm, 250 x 4,6 mm kolon ile safsızlık metodu 

denemesi. 

 
Tablo 2: Nova- Pak C18 250 x 4,6 mm( 4µm ) kolon ile finasterid ve safsızlıklarına ait k’, T, N ve R 
de�erleri 

 Kapasite 

faktörü  ( k' ) 

Kuyruklanma   

(T ) 

Teorik plaka 

sayısı ( N ) 

Rezolüsyon  (R 

) 

Safsızlık A 35.755 1.367 17376 12.994 

Safsızlık B 43.863 1.341 17856 4.173 

Safsızlık C 51.592 1.342 17889 5.423 

Finasterid 38.583 1.02 17894 2.456 
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4.2. VAL�DASYON 

4.2.1. Safsızlık Metodunun Validasyonu 

4.2.1.1. Seçicilik  

3.3.4.1.’de belirtildi�i gibi plasebo, safsızlık çözeltileri ve karı�ım çözeltisi 

hazırlanıp enjeksiyon yaptırılmı�tır. Plasebo çözeltisinin uygulanan kromatografik 

�artlarda pik vermedi�i tespit edilmi�tir. Elde edilen bulgular Tablo 3’de 

belirtilmi�tir. 

 
Tablo 3: Seçicilik analizi sonucunda bulunan tR ve R de�erleri 

Hazırlanan  çözelti �çerdi�i madde Tutulma süresi (tR) Rezolüsyon 

(R) 

Referans a 

çözeltisi 

Finasterid 28.687 2.456 

Referans c 

çözeltisi 

Safsızlık A 26.637 12.994 

Referans d 

çözeltisi 

Safsızlık B 32.513 4.173 

Referans e 

çözeltisi 

Safsızlık C 38.114 5.423 

 

4.2.1.2.Do�rusallık 

3.3.4.2.’ de belirtildi�i gibi hazırlanan %50, %75, %100, %125 ve %150’lik 

seyreltme çözeltilerinin enjeksiyonu sonucu elde edilen safsızlık A, safsızlık B ve  

Safsızlık C ’ye ait veriler Tablo 4, Tablo 5, Tablo 6’da belirtildi�i gibidir. 
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Tablo 4: Safsızlık A 'ya ait do�rusallık sonuçları 

 %50 %75 %100 %125 %150 

 0.00150 mg/mL 0.00225 mg/mL 0.00300mg/mL 0.00375mg/mL 0.00450mg/mL 

Nu1 12.60 20.19 26.10 26.32 31.43 

Nu2 10.42 18.36 21.79 26.34 31.61 

Nu3 10.54 18.27 20.84 27.65 32.33 

Ort. 11.19 18.94 22.91 26.77 31.79 

SD 1.23 1.08 2.80 0.76 0.48 

RSD 10.96 5.72 12.24 2.85 1.50 

 
Tablo 5: Safsızlık B 'ye ait do�rusallık sonuçları 

 %50 %75 %100 %125 %150 

 0.00150 mg/mL 0.00225 mg/mL 0.00300mg/mL 0.00375mg/mL 0.00450 mg/mL 

Nu1 32.55 44.59 60.83 74.25 88.60 

Nu2 33.09 38.55 60.93 73.87 88.96 

Nu3 27.55 47.64 60.14 76.54 89.39 

Ort. 31.07 43.60 60.63 74.89 88.98 

SD 3.06 4.62 0.43 1.44 0.40 

RSD 9.83 10.61 0.71 1.93 0.44 

 
Tablo 6: Safsızlık C 'ya ait do�rusallık sonuçları 

 %50 %75 %100 %125 %150 

 0.00150 mg/mL 0.00225 mg/mL 0.00300 mg/mL 0.00375 mg/mL 0.00450 mg/mL 

Nu1 26.58 34.77 48.98 62.14 73.04 

Nu2 23.71 34.20 48.19 61.07 74.68 

Nu3 28.94 37.67 49.66 61.35 75.03 

Ort. 26.41 35.55 48.94 61.52 74.25 

SD 2.62 1.86 0.74 0.56 1.06 

RSD 9.92 5.23 1.50 0.90 1.43 
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Safsızlık A, safsızlık B ve safsızlık C için en küçük kareler yöntemi ile elde 

edilen do�ruların regresyon analizleri yapılmı�tır. Bulunan sonuçlar sırasıyla 

yukarıda belirtilmi� olan safsızlıklara ait do�ru denklemleridir. 

Safsızlık A için 

Kesim de�eri (a) : 0,1961 

E�im de�eri: (b) : 2.708 

Korelasyon katsayısının karesi (r2) : 0,9807 

Konsantrasyona kar�ı ortalama alan de�erleri grafi�e geçirildi�inde elde 

edilen do�ru denklemi y= 0.1961x+2.708, korelasyon katsayısının karesi  (r2) 

:0.9807’dir. 

 

 
Grafik 1: Safsızlık A do�rusallık e�risi 

 

Safsızlık B için 

Kesim de�eri (a) : 0.5884 

E�im de�eri: (b) : 0.9806 

Korelasyon katsayısının karesi (r2) : 0.9983 

Konsantrasyona kar�ı ortalama alan de�erleri grafi�e geçirildi�inde elde 

edilen do�ru denklemi y= 0.5885x + 0.9806, korelasyon katsayısının karesi  

(r2) :0.9983’tür. 
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Grafik 2: Safsızlık B do�rusallık e�risi 

 

Safsızlık C için 

Kesim de�eri (a) : 0.4866 

E�im de�eri: (b) : 0.674 

Korelasyon katsayısının karesi (r2) : 0.9966 

Konsantrasyona kar�ı ortalama alan de�erleri grafi�e geçirildi�inde elde 

edilen do�ru denklemi y= 0.4866x �0.6740, korelasyon katsayısının karesi 

(r2) :0.9929’dur. 

 

 
Grafik 3: Safsızlık C do�rusallık e�risi 

4.2.1.3. Do�ruluk 

3.3.4.3. bölümde belirtildi�i gibi hazırlanmı� olan %80, %100 ve %120’lik 

çözeltilerin enjeksiyonu sonucu elde edilen veriler safsızlık A, safsızlık B ve safsızlık 

C için sırasıyla Tablo 7, Tablo 8 ve Tablo 9’de verilmi�tir. 
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Tablo 7: Safsızlık A'ya ait do�ruluk sonuçları 

 %80 %100 %120 

 (c=0,0024mg/mL) (c=0,003mg/mL) (c=0,0036mg/L) 

Nu 1 100.56 101.77 100.40 

Nu 2 100.95 100.63 99.13 

Nu 3 101.71 101.64 99.86 

Ort. 101.77 101.35 99.80 

SD 0.585 0.624 0.637 

RSD 0.579 0.616 0.639 

 

Tablo 8: Safsızlık B'ye ait do�ruluk sonuçları 

 %80 %100 %120 

 (c=0,0024mg/mL) (c=0,0030mg/mL) (c=0,0036mg/mL) 

Nu 1 99.91 100.26 100.98 

Nu 2 98.62 99.35 100.95 

Nu 3 99.20 100.93 100.33 

Ort. 99.24 100.18 100.74 

SD 0.65 0.793 0.359 

RSD 0.65 0.792 0.357 

 

Tablo 9: Safsızlık C'ye ait do�ruluk sonuçları 

 %80 %100 %120 

 (c=0,0024mg/mL) (c=0,0030mg/mL) (c=0,0036mg/mL) 

Nu 1 100.23 103.12 100.30 

Nu 2 99.32 102.43 99.90 

Nu 3 101.38 103.13 98.90 

Ort. 100.31 102.89 99.70 

SD 1.032 0.401 0.721 

RSD 1.029 0.390 0.723 
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4.2.1.4. Kesinlik 

A)Tekrar elde edebilirlik 

3.3.4.4. de belirtildi�i gibi hazırlanan çözeltilerin enjeksiyonu sonucu elde 

edilen veriler safsızlık A,safsızlık B ve safsızlık C için sırasıyla Tablo 10, Tablo 11, 

Tablo 12’de verilmi�tir. 

 
Tablo 10: Safsızlık A’ya ait tekrar elde edebilirlik sonuçları 

Numune Alan % Geri Kazanım 

1 21.09 99.57 

2 21.33 100.71 

3 21.10 99.62 

4 20.59 97.21 

5 21.24 100.28 

6 21.41 101.09 

Ort. 21.13 99.75 

SD 0.29 1.38 

RSD 1.38 1.38 

 
Tablo 11: Safsızlık B’ye ait tekrar elde edebilirlik sonuçları 

Numune Alan % Geri Kazanım 

1 50.71 100.77 

2 50.28 99.92 

3 50.78 100.89 

4 50.73 100.80 

5 50.85 101.03 

6 50.31 99.98 

Ort. 50.61 100.57 

SD 0.25 0.49 

RSD 0.49 0.48 
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Tablo 12: Safsızlık C’ye ait tekrar elde edilebilirlik sonuçları 

Numune Alan % Geri Kazanım 

1 60.31 99.25 

2 59.91 98.58 

3 60.12 98.95 

4 59.97 98.70 

5 60.32 99.27 

6 60.38 100.53 

Ort. 60.13 98.95 

SD 0.20 0.31 

RSD 0.33 0.32 

 

 

B) Tekrarlanabilirlik 

3.3.4.4. de belirtildi�i gibi hazırlanan çözeltilerin enjeksiyonu sonucu elde 

edilen veriler safsızlık A, safsızlık B ve safsızlık C için sırasıyla Tablo 13, Tablo 14, 

ve Tablo 15’de verilmi�tir. 

 

Tablo 13: Safsızlık A’ya ait tekrarlanabilirlik sonuçları 

Numune Alan % Geri Kazanım 

1 20.90 98.68 

2 20.93 98.82 

3 20.49 96.74 

4 20.73 97.88 

5 20.78 98.11 

6 20.61 97.31 

Ort. 20.74 97.92 

SD 0.17 0.80 

RSD 0.82 0.82 
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Tablo 14: Safsızlık B’ye ait tekrarlanabilirlik sonuçları 

Numune Alan % Geri Kazanım 

1 50.50 100.34 

2 50.07 99.49 

3 50.41 100.17 

4 50.31 99.97 

5 50.95 101.24 

6 50.66 100.66 

Ort. 50.48 100.31 

SD 0.30 0.54 

RSD 0.60 0.54 

 

 
Tablo 15: Safsızlık C’ye ait tekrarlanabilirlik sonuçları 

Numune Alan % Geri Kazanım 

1 60.31 100.28 

2 59.91 99.60 

3 60.12 99.97 

4 59.97 99.72 

5 60.32 100.30 

6 60.22 100.13 

Ort. 60.14 100.00 

SD 0.173 0.29 

RSD 0.29 0.29 

 

C) Ara Kesinlik 

3.3.4.4. de belirtildi�i gibi hazırlanan çözeltilerin enjeksiyonu sonucu elde 

edilen veriler safsızlık A, safsızlık B ve safsızlık C için sırasıyla Tablo 16, Tablo 17 

ve Tablo 18’de verilmi�tir. 
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Tablo 16: Safsızlık A’ya ait ara kesinlik sonuçları  

Numune Alan % Geri Kazanım 

1 21.09 99.57 

2 21.33 100.71 

3 21.10 99.62 

4 20.59 97.21 

5 21.24 100.28 

6 21.41 101.09 

Ort. 21.13 99.75 

SD 0.29 1.38 

RSD 1.38 1.38 

 

 
Tablo 17: Safsızlık B’ye ait ara kesinlik sonuçları  

Numune Alan % Geri Kazanım 

1 50.87 100.28 

2 50.59 99.72 

3 50.19 98.94 

4 50.24 99.03 

5 50.71 99.96 

6 50.27 99.09 

Ort. 50.48 99.50 

SD 0.28 0.56 

RSD 0.56 0.56 
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Tablo 18: Safsızlık C’ye ait ara kesinlik sonuçları 

Numune Alan % Geri Kazanım 

1 60.88 99.85 

2 61.27 100.49 

3 60.96 99.98 

4 60.71 99.57 

5 60.66 99.49 

6 60.63 99.44 

Ort. 60.85 99.88 

SD 0.24 0.40 

RSD 0.40 0.40 

4.2.1.5. Dedeksiyon ve Kantitatif Tayin Limiti 

2.8.9. ve 2.8.10. da belirtilen formüllere göre safsızlıkların dedeksiyon ve 

kantitatif limiti hesaplanmı�tır. Buna göre bulunan dedeksiyon ve kantitatif tayin 

limit de�erleri verilmi�tir. 

Safsızlık A için; 

Dedeksiyon Limiti  (LOD)   : 0.00075 mg/mL 

Kantitatif Tayin Limiti (LOQ)  : 0.00225 mg/mL 

 

Safsızlık B için; 

Dedeksiyon Limiti  (LOD)   : 0.00075 mg/mL 

Kantitatif Tayin Limiti (LOQ)  : 0.00225 mg/mL 

 

Safsızlık C için; 

Dedeksiyon Limiti  (LOD)   : 0.00075 mg/mL 

Kantitatif Tayin Limiti (LOQ)  : 0.00225 mg/mL 

4.2.1.6.Sa�lamlık  

Sıcaklık De�i�imi: 
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Tablo 19: Safsızlık metodu sa�lamlık analizinde sıcaklık de�i�imi sonucunda elde edilen k’, T ve N 
de�erleri 

  55 ºC   60 ºC   65 ºC  

 k' T N k' T N k' T N 

Safsızlık A 33.345 1.465 17258 35.859 1.365 17441 32.336 1.459 17361 

Safsızlık B 40.691 1.220 17539 44.696 1.329 17869 40.129 1.223 17750 

Safsızlık C 50.459 1.115 17795 52.469 1.006 17811 51.236 1.226 17951 

 

Aynı tür farklı batch numaralı kolon:  

Tablo 20: Safsızlık metodu sa�lamlık analizinde kolon de�i�imi sonucunda elde edilen k’, T ve N 
de�erleri 

Kolon 1 Kolon 2  

k' T N k' T N 

Safsızlık A 35.859 1.365 17441 39.456 1.442 17894 

Safsızlık B 44.696 1.329 17869 47.983 1.543 17936 

Safsızlık C 52.469 1.006 17811 55.669 1.242 177540 

4.2.1.7. Sistem Uygunluk Testleri 

3.3.4.1 de belirtildi�i �ekilde hazırlanan karı�ım çözeltisinde safsızlık A ve 

finasterid arasındaki rezolüsyon 2,456 olarak bulunmu�tur. 

4.2.1.8. Hızlandırılmı� Bozundurma Çalı�maları 

3.3.4. de belirtildi�i gibi hazırlanan numune çözeltilerinin analizi sonucu elde 

edilen veriler Tablo 21, Tablo 22, Tablo 23, Tablo 24, Tablo 25 ve Tablo 26’ de 

verilmi�tir. 

 

A) 10.0 N NaOH ile yapılan çalı�ma: 

 

Tablo 21: 10.0 N NaOH ile yapılan hızlandırılmı� bozundurma çalı�ması sonuçları 
 Ba�langıç % 72  saat sonra % 

Safsızlık A Dedekte edilemedi 0.12 

Safsızlık B Dedekte edilemedi 0.14 

Safsızlık C 0.11 0.26 

Bilinmeyen Safsızlık Dedekte edilemedi 0.055 

Toplam Safsızlık 0.11 0.58 
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B) 0.1 N NaOH ile yapılan çalı�ma: 

Tablo 22: 0.1 N NaOH ile yapılan hızlandırılmı� bozundurma çalı�ması sonuçları 

 Ba�langıç % 72 saat sonra % 

Safsızlık A Dedekte edilemedi 0.100 

Safsızlık B Dedekte edilemedi 0.056 

Safsızlık C 0.024 0.038 

Bilinmeyen Safsızlık 0.043 0.053 

Toplam Safsızlık 0.064 0.247 

 

C) MeOH hidroklorür ile yapılan çalı�ma: 

Tablo 23: MeOH hidroklorür ile yapılan hızlandırılmı� bozundurma çalı�ması sonuçları 

 Ba�langıç % 72 saat sonra % 

Safsızlık A Dedekte edilemedi Dedekte edilemedi 

Safsızlık B Dedekte edilemedi 0.045 

Safsızlık C 0.049 0.160 

Bilinmeyen Safsızlık 0.069 0.092 

Toplam Safsızlık 0.118 0.297 

 

 

D) Görünür ı�ık altında bekletilerek yapılan çalı�ma: 

 

Tablo 24: Görünür ı�ık altında bekletilerek yapılan hızlandırılmı� bozundurma çalı�ması sonuçları 

 Ba�langıç% 3 saat sonra % 24 saat sonra % 

Safsızlık A Dedekte edilemedi Dedekte edilemedi 0.035 

Safsızlık B Dedekte edilemedi Dedekte edilemedi 0.088 

Safsızlık C 0.039 0.090 0.190 

Bilinmeyen Safsızlık Dedekte edilemedi Dedekte edilemedi 0.090 

Toplam Safsızlık 0.039 0.090 0.403 
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E) Ultraviyole ı�ık altında bekletilerek ile yapılan çalı�ma: 

Tablo 25: Ultraviyole ı�ık altında bekletilerek yapılan hızlandırılmı� bozundurma çalı�ması sonuçları 
 Ba�langıç% 3 saat sonra % 24 saat sonra % 

Safsızlık A Dedekte edilemedi Dedekte edilemedi 0.110 

Safsızlık B Dedekte edilemedi Dedekte edilemedi 0.035 

Safsızlık C 0.027 0.071 0.190 

Bilinmeyen Safsızlık 0.019 0.028 0.033 

Toplam Safsızlık 0.046 0.099 0.368 

 

F) 60 ºC sıcakta bekletilerek yapılan çalı�ma: 

Tablo 26: 60 ºC sıcakta bekletilerek yapılan hızlandırılmı� bozundurma çalı�ması sonuçları 

 Ba�langıç% 3 saat sonra % 24 saat sonra % 

Safsızlık A Dedekte edilemedi Dedekte edilemedi Dedekte edilemedi 

Safsızlık B Dedekte edilemedi Dedekte edilemedi Dedekte edilemedi 

Safsızlık C 0.0160 0.016 0.038 

Bilinmeyen Safsızlık 0.015 0.021 0.066 

Toplam Safsızlık 0.031 0.037 0.104 
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5. TARTI�MA VE SONUÇ 

Geçmi�te incelenen finasterid ile ilgili olarak çe�itli kromotografik �artlarda 

yüksek basınç sıvı kromotografisi ile ilgili çalı�malar yapılmı�tır (23).  

Film kaplı tabletlerde safsızlık analizi için EP’de hammadde finasteridin 

safsızlık tayini için belirtilen yüksek basınçlı sıvı kromatografisi uygulanmı�tır. 

Belirtilen metodun öncelikle 5.0 mg finasterid film tabletleri için i�lenebilirli�i 

incelenmi� ve metotta belirtilen kromatografik �artlar dahilinde uygun sabit fazın 

tespit edilmesi için pikler arası uygun rezolüsyon, teorik plaka sayısı ve kuyruklanma 

faktörü tayin edilmi� ve film tabletlerde bu metodun i�ledi�i saptanmı�tır.  

Finasteridin safsızlıklarından olu�an karı�ım enjekte edildi�inde uygun 

rezolüsyon, kuyruklanma faktörü ve teorik plaka sayısı bulunmu�tur. Elde edilen 

resolüsyonların hepsi 2’den büyük, kuyruklanma faktörü 1 ile 5 arasındadır. 

Bu metodun do�rulanması amacıyla yapılmı� olan çalı�malardan seçicilik 

parametresinde safsızlık metodu için 5.0 mg film tabletlerin içinde bulunan yardımcı 

maddelerinin metotta uygulanan kromatografik �artlarda pik vermedi�i ayrıca etken 

madde piki ile safsızlık piklerinin birbiri ile giri�im yapmadı�ı ayrımın iyi oldu�u 

saptanmı�tır. Bu bulgular, kromatografik �artların film kaplı tabletler için uygun 

oldu�unu göstermektedir.  

Do�rusallık tayininde safsızlık metodunda do�rusallı�ın sa�lanabilmesi için 

çalı�ılması gereken en az 5 konsantrasyonda tüm safsızlıklar 0,0015- 0,0045 mg /mL 

konsantrasyon aralı�ında do�rusal bulunmu�tur. Safsızlık A, safsızlık B ve safsızlık 

C için r2 de�eri 0,98’den büyük bulunmu�tur.  

Do�ruluk parametresinde safsızlık metodu için safsızlıkların % 80, %100 ve 

%120’sini içeren çözeltilerden elde edilen sonuçların %95 - %105 aralı�ında 

bulundu�u ve sınırlar içinde kaldı�ı tespit edilmi�tir. Geri kazanım testinin sonuçları 

% 95 - % 105 aralı�ında bulundu�u ve sınırlar içinde kaldı�ı tespit edilmi�tir. Geri 

kazanım testinin sonuçları % 95 güven aralı�ı sınırları içinde t2 de�eri 4.30 alınarak 

incelenmi�tir. Elde edilen sonuçlar safsızlık A’nın % 80,% 100 ve % 120’sini içeren 
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çözeltiler için sırasıyla; % 101.77±1.33, 101.35 ± 1.20, 98.80 ± 1.23, safsızlık B’nin 

% 80, %100 ve %120’sini içeren çözeltiler için sırasıyla; 

99.24±1.25, 100.18±1.53, 100.74±0.690, safsızlık C ’nin % 80, %100 ve 

%120’sini içeren çözeltiler sırasıyla; 100.31±1.99, 102.82±0.83, 99.70±1.39 olarak 

bulunmu�tur(16). 

Tekrar elde edilebilirlik parametresi için safsızlıkların %100 

konsantrasyondaki çözeltisinden hazırlanan 6 numunenin enjeksiyonu sonucu elde 

edilen sonuçların RSD de�eri % 2’den küçük çıkmı�tır. Metotların tekrar elde 

edebilirlik parametresini sa�ladı�ı ispatlanmı�tır (16). 

Tekrarlanabilirlik parametresi için safsızlıkların %100 konsantrasyonda 

hazırlanmı� olan çözeltilerin 6 kez enjeksiyonu sonucu elde edilen RSD de�erleri % 

1’den küçük bulunmu�tur. Metodların tekrarlanabilirlik parametresini sa�ladı�ı 

ispatlanmı�tır (16). 

Ara kesinlik parametresi için metodun farklı analist, farklı gün ve farklı cihaz 

ile yapılmı� olan safsızlık metodu için 4.2.1.4. bölümün A ve C maddelerindeki 

sonuçlardan iki sonucun ortalamaları ve RSD’leri arasındaki fark % 2’den az fark 

oldu�u için yöntemin farklı analizci ve farklı cihaz uygulamalarından etkilenmedi�i 

kanıtlanmı�tır. 

Metotların sa�lamlı�ını tespit etmek için elde edilen de�i�iklikler sonucu elde 

edilen tüm kapasite faktörleri 1–5 arasında, kuyruklanma faktörleri 2’den küçük ve 

teorik plaka sayıları 2000’den büyük oldu�u için de�i�imler sonucu metotlarda 

anlamlı de�i�iklikler olmamı� ve metotların sa�lamlıkları ispat edilmi�tir (16). 

Analiz 5.0 mg finasterid film tabletlerine yapıldı�ı için gözlenen de�i�imler yalnızca 

tabletlerin içerdi�i safsızlıklara aittir. 

Safsızlık metodunun do�rulanması için yapılan çalı�maların sonucunda 

safsızlık A için  0.00075 mg/mL– 0.0045 mg/mL, safsızlık B için 0.00075 mg/mL–

0.0045 mg/mL ve safsızlık C için 0.00075 mg/mL– 0.0045 mg/mL  konsantrasyon 

aralı�ında do�rulanmı�tır. 

Bilinmeyen safsızlıkların tespiti ve bilinen safsızlıklarda meydana gelen 

kantitatif de�i�imleri ölçmek için yapılmı� olan hızlandırılmı� bozundurma 

çalı�malarında safsızlıklarda artı� meydana gelmi� fakat safsızlı�ın miktarı 

farmakopede belirtilen sınırlar dahilinde kalmı�tır (22). Bozundurma çalı�malarında 

bilinmeyen safsızlık meydana gelmi� tabletlerin ısı, ı�ık ve neme kar�ı duyarlı oldu�u 

ve metodun bu de�i�imleri tayin edebilecek kadar hassas oldu�u tespit edilmi�tir. 
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Sonuç olarak EP’de hammadde finasterid’in safsızlık tayini için belirtilen 

yüksek basınçlı sıvı kromatografisi metodu Dilaprost 5.0 mg film tabletleri için 

uygulandı ve bu do�rultuda uygun kolon seçimi yapıldı. Aynı sabit faz, hareketli faz 

ve dedektör sistemini içeren metot ile finasterid ve safsızlıklarının kalitatif ve 

kantitatif tayinin yapılabilece�i ve metodun otoritelerce belirlenmi� olan validasyon 

kriterlerini sa�ladı�ı ispatlanmı�tır. 
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