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OZET

Bu c¢alismada finasterid etken maddesinin safsizliklar1 i¢in  Avrupa
Farmakopesi referans alinip hammadde finasterid i¢in belirtilen safsizlik metodunun
film kapl tabletlerde uygunlugunun arastirilmast ve analitik metod validasyonu
yapilmasi amag¢lanmistir.

Calismada hareketli faz olarak H2O/ACN/THF (80:10:10 h/h), A=210 nm UV
dedektor kullanilmistir. Bu kromatografik sartlarda metodda verilen finasterid’in
yapisina uygun, etken madde ile etkilesime girmeyen, metal safsizliklar1 bulunmayan
Nova-Pak C18 60 A°,4um, 4,6 x 250 mm 6zellikte kolon sec¢ilmistir.

Safsizlik metodunda safsizlik A i¢in geri kazanim % 95 giiven diizeyinde
100.18 £ 1.97,safsizlik B icin 101.35 = 1.55,safsizlik C i¢in 102.89 + 1.00 olarak
saptanmistir. Tiim safsizliklar icin 0.0015- 0.0045 mg/mL konsantrasyon araliginda
dogrusallik bulunmustur.

Giin i¢inde tekrarlanabilirlik testinde safsizlik A, safsizlik B, safsizlik C pik
alam degerlerinin bagil standart sapmasi swrasiyla, 1.03, 0.54, 0.29 olarak tespit
edilmistir.

Safsizlik metodu sonuclar1 farkli analist ve farkli cihaz kullanilarak tekrar
edildiginde % 99 giiven diizeyinde sonuclarin birbirinden farkli olmadigi
bulunmustur. Saglamlik testinde metodun yapilan degisimlerden anlamli bir sekilde
etkilenmedigi gozlenmistir. Sistem uygunluk testleri sonucunda safsizlik B ve
safsizlik C pikleri arasinda rezoliisyon 5.420 safsizlik A ve finasterid arasinda
rezoliisyon 2.456 bulunmustur.

Hizlandirilmis bozundurma caligsmalar: ile finasterid’nin, 1s1, 151k ve okside
edici maddelerden korunmasi gerektigi saptanmistir. Boylece metodun finasterid’in

safsizliklar1 i¢in secici oldugu saptanmustir.

Ekim 2005 Serap SAKARYA
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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
A=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.

October 2005 Serap SAKARYA
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KISALTMALAR VE SIMGELER

ACN
BPH
DAD
DHT
EP
FDA
GMP
HPLC

ICH

K
LOD
LOQ
MeOH

: Asetonitril

: Benign Prostatic Hyperplazis

: Diod Array Dedektor

: Dihidrotestosterona

: European Pharmacopea (Avrupa Farmakopesi)
: Food and Drug Administration

: Good Manufacturing Practices

: High Performance Liquid Chromatography (Yiiksek Performans
Likit Kromatografisi)

: International Committee of Harmanization
: Kapasite Faktorii

: Limit of Detection (Tayin alt sinir1)

: Limit of Quantifcation (Kantitatif alt sinir)
: Metanol

: Teorik Plaka Sayis1

: Normalite

: Rezoliisyon

: Korelasyon katsayisinin karesi

: Relative Standart Deviation

: Tailing (Kuyruklanma )

: Ultraviyole
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1. GIRIS VE AMAC

Bu calismada Avrupa Farmakopesinde hammadde finasterid i¢in belirtilmis
olan safsizlik tayini metodunun film kapli tabletler i¢in islenebilirligi {izerinde
calisilmis ve metodun analitik yontem dogrulamast (validasyonu) yapilmasi
amaclanmustir.

[lag etken maddesi olan finasterid’in ii¢ safsizlig1 vardir. Safsizlik A:N-(1,1-
dimetiletil) -3- oxo -4- aza - 5a - androstane -17f3- karboksamid (dihidrofinasterid),
Safsizlik B:metil 3 - oxo - 4-aza—So-androst - 1 - ene—17p - karboksilat (A-1-aza-
ester), Safsizlik C:N-(1,1-dimetiletil) 3-oxo - 4 azaandrost - 1,5 - diene - 17pB-
karboxamid (A- 1 - aza - amid).

Finasterid etken maddesi, selim prostat hiperplazisi (benign prostatic
hyperplazis, BPH) tedavi ve kontroliinde, genislemis prostat bezinin kiiciiltiilmesi,
buna baglh olarak idrar akiminda rahatlama ve BPH semptomlarinin hafifletilmesi
amaciyla kullanilir. Tedaviye baslamadan 6nce prostat hiperplazisini taklit edebilen
enfeksiyon, prostat kanseri, uretral striktiir, hipotonik mesane hastaliklar1 elimine
edilmelidir.

HPLC yontemi ve ultraviyole (UV) dedektor kullanilarak safsizlik iirtinleri
secici bir sekilde ayrildi ve kantitatif acidan uygun pik parametreleriyle safsizlik
tayini yapildi. Ayrica Diod dizi dedektor (DAD) ile dalga boyu taramasi yapilip
uygun dalga boyu tespiti yapilmistir.

Safsizlik metodu validasyonu yapilarak finasterid iceren farmasotik preparata
uygulanacag i¢in ilag sanayisine katkis1 olacaktir.

Giintimiizde ila¢ endiistrisinde GMP kurallari, analitik yontem validasyonunu
arastirma-gelistirme ve kalite kontrol laboratuvarlarinda gerekli kilmaktadir. Bu
kurallar1 diizenleyen kurumlar ICH (International Conference on Harmanization),

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



2. GENEL BILGILER

2.1. FINASTERID

2.1.1. Farmakolojik Ozellikleri

Finasterid, sentetik bir 4-azasteroid bilesigi olup, yeni bir smif olan spesifik 5
alfa rediiktaz inhibitorlerinin ilk iiyesidir (23).

5 a- rediiktaz, testesteronu daha giiclii bir androjen olan dihidrotestosterona
(DHT) metabolize eden hiicre i¢i bir enzimdir (21). DHT BPH’ 1n gelisiminde birinci
sorumlu androjen olarak bilinir (24).

Finasterid BPH’m ve kelligin tedavisinde oral olarak etkilidir. 5 mg’lik tek

bir doz hizl bir cevap verir (25).

2.1.2. Yapisal Formiilii

Formiil 1: Finasterid bilesigi



2.1.3. Kimyasal Ad1

N-(1,1-Dimetiletil)-3-ox0—4-aza—5a-androst—1-ene—17p-karboxamid

2.1.4. Molekiiler Formiilii

Ca3H36N20,

2.1.5. Molekiiler Agirhg:

372,6 g/mol

2.1.6. Erime Noktasi

252-254 °C (14)

2.1.7. Tanim

Beyaz, beyazimsi renkte kristal tozdur.

2.1.8. Coziiniirlik

Metilen klorid, metanol, n-propanol de iyi ¢6ziiniir. 0.1 N HCI, 0.1 NaOH de

cok az ¢Oziiniir.

2.1.9. Diger Ozellikleri

Nem ve 1siktan koruyarak saklanmalidir (22).

2.2. AVRUPA FARMAKOPESI’NDE YER ALAN
FINASTERID’IN SAFSIZLIKLARINA AIiT METOD
KABUL KRIiTERLERI

Safsizlik Limitleri:

Safsizlik A, Safsizlik B ve Safsizlik C icin pik alanlari, 3.3.3.2” de belirtilen
referans ¢ozelti (b)’den elde edilen pik alaninin % 0,3’ iinden fazla olmamali.

Diger safsizliklar icin pik alanlar1 referans c¢ozelti (c)’den elde edilen

finasterid pik alaninin %0,1’inden fazla olmamal.



Toplam safsizlik i¢in, elde edilen pik alanlar1 referans ¢ozelti (c)’ den elde
edilen ana pik alaniin % 0,6’ sindan fazla olmamalidir.
Ihmal edilecek limitler referans ¢ozelti (c)’ den elde edilen finasterid pik

alaninin 0.25 kat1 olan alan degerleridir.

2.3. SAFSIZLIGIN TANIMI VE
SINIFLANDIRILMASI
Safsizlik (impiirite):

Yeni ilag hammaddesi gibi kimyasal olarak bagimsiz bir sekilde

belirtilemeyen, yeni ilacin herhangi bir bilesenine verilen isimdir (26).

Safsizliklarin siniflandirilmasi

Tablo 1: Safsizliklarin Simiflandirilmasi

Safsizliklarin tipi Ornek Tipik kaynak

Baslangi¢c maddeleri; iiriinden | Kimyasal iiretim; degrede
Organik meydana gelen, ara iiriin” olan bilesikler aktif
olarak olugan, degredasyon ile | farmasotik tiriinden
meydana meydana gelir.

gelenler, reaktifler, ligandlar.

Reaktifler™, ligandlar™™, Kimyasal iiretim; iiretim
Inorganik katalizorler, kalict metaller, ekipmanlari, iiretime
inorganik tuzlar, filtre yardimc1 maddeler
kalintilar1 (filtreler)
Reaksiyon ¢oziiciileri; Kimyasal reaksiyon;
Coziicii apirolitik izole ¢oziiciiler, kristallendirme, ¢oktiirme,
kromatografik ¢oziiciiler ekstraksiyon veya ayirma,

kromatografik saflagtirma

* Ara iiriin olarak meydana gelen safsizliklar: Yeni ilag etken maddesinin sentezi esnasinda, yeni ilagtan dnce
meydana gelen maddelerdir (17).

** Reaktifler: Baglangic maddesi, ara iiriin veya yeni ilag molekiilii iiretiminde kullanilan ¢oziiciiler (17).

*** Ligandlar: Metal iyonlarina yiiksek egilimi olan ajanlardir (17).




2.4. FINASTERID’IN SAFSIZLIKLARI
HAKKINDA GENEL BILGILER

Safsizlik A
Yapist:

Formiil 2: Safsizlik A Bilesigi
Kimyasal adi:
N - (1, 1 - dimetiletil) - 3 - oxo - 4 - aza -5a - androstane - 173 - carboxamide
(dihidrofinasterid)

Finasterid bilesiginin sentezinde baslangic maddesi olarak kullanilir".

" Bilesik iiretici firmanin kendi iiretiminden meydana gelen safsizlik olup bu veri Biofarma ilag Sanayi
Hammadde Analiz Raporundan alinmistir.



Safsizlik B
Yapisi

Formiil 3: Safsizlik B Bilesigi
Kimyasal adi:
Metil 3-0x0-4-aza-5a-androst-1-ene-173-karbosilat(A-1-aza- ester)
Sentezde meydana gelmistir .
Safsizlik C
Yapist:

Formiil 4: Safsizlik C Bilesigi

Kimyasal adi:
N-(1,1-dimetiletil)3-oxo—4 azaandrosta—1,5-diene—173-carboxamide (A-1-
aza- amid).

Sentez esnasinda olusan yan iiriindiir".

" Bilesik iiretici firmamn kendi iiretiminden meydana gelen safsizlik olup bu veri Biofarma ilag Sanayi
Hammadde Analiz Raporundan alinmistir.
*#+ Bilesik iretici firmanin kendi iiretiminden meydana gelen safsizlik olup bu veri Biofarma [lag Sanayi
Hammadde Analiz Raporundan alinmistir.



2.5. YONTEM DOGRULAMASI (VALIDASYON)
NEDIR VE KARAKTERISTIK PARAMETRELERI

2.5.1.Validasyon Nedir?

Verilen metot icin gerekli olan test ve kabul kriterlerinin se¢ilmesi ile
gerceklestirilen, metodun dogruluk ve kesinliginin laboratuvar c¢alismalar1 ile
ispatlanmasi islemidir (3,20).

Diisiiniilen kabul kriterleri metodun kriterleri metodun kullanimina gore
(miktar tayini analizi, safsizlik analizi) degistirilebilir. Validasyonda ama¢ metodu
daha iyi ya da yeterli hale getirmek degil, metodun yeterli ve giivenilir oldugunu
tespit etmektir. Bunun i¢in validasyonda gerekli olan en onemli iki kriter dogruluk ve
hassasiyettir.

ICH tarafindan farmasotiklerle ilgili olan her metodun valide edilmesi tavsiye

edilir.

2.5.2.Validasyonun Yapilmasi Gereken Durumlar

Safsizliklarin miktar tayini
Safsizliklarin limit testleri
Bitmis iiriinde etken maddenin (ya da secilen baska bir maddenin) kantitatif

analizi

2.5.3.Validasyonun Tekrarlanmasim Gerektiren Durumlar

Etken maddenin sentez metodunda, bitmis iirliniin iceriginde ve analitik

metotta yapilan degisiklik sonucunda validasyon parametreleri tekrar edilir (6).

2.5.4.Validasyonun Karakteristik Parametreleri

1. Ozgiinliik (Specificity)

2. Dogrusallik (Linearity)

3. Konsantrasyon araligi (Range)
4. Dogruluk (Accuracy)

5. Kesinlik (Precision)



a) Giin icinde tekrarlanabilirlik (Repeatability)
b) Laboratuvarlar arasi tekrarlanabilirlik (Intermediate Precision)
c¢) Tekrar elde edebilirlik (Reproducibility)

6. Dedeksiyon limiti (Detection Limit-LOD)

7. Kantitatif tayin limiti (Quantitation Limit-LOQ)

8. Saglamlik (Robustness)

9. Sistem uygunluk testi (System Suitability Testing)

2.5.4.1. Ozgiinliik (Specificity)

Validasyonun en 6nemli parametresidir, metod gelistirilirken ilk yapilmasi

gereken testir. Iki sekilde gerceklestirilir:

a) Safsizliklar ve bozunma iirlinleri gibi girisim yapabilecek maddelerin
standartlar1 mevcutsa, gelistirilen yontemde bu maddelerin etken maddeden
uygun bir ayrilma giicii degerleriyle ayrildigi ispatlanmalidir.

b) Girisim yapan maddelerin standartlar1 saglanamiyorsa; 1s1, 151k, nem, asit,
baz, oksidasyon gibi stres sartlarina maruz birakilip sonuglar referans

maddeyle karsilastirilir.

2.5.4.2. Dogrusallik (Linearity )

Bu test, standart stok ¢oOzeltisinin seyreltilmesiyle ve/veya ayri tartimlar
almarak gerceklestirilir. Dedektor cevabma karsilik konsantrasyon grafigi
cizilir(kalibrasyon egrisi). Egrinin dogrusalligi en kiiciik kareler yontemiyle
degerlendirilir. Dogrunun egimi, kayim degeri, korelasyon katsayist dogrusalligi
belirler.

Belirlenen konsantrasyon araliginda hazirlanan numunelerin icindeki etken
madde miktarinin konsantrasyon ile orantili olarak artmasi ile edilir (5).

Dogrusallik parametresinin incelenebilmesi icin en az 5 konsantrasyonda
calismak gerekir (10). Dogrusallik en kiiciik kareler yontemine gore olusturulan
dogrunun regresyon katsayisi ile degerlendirilir (7). (Regresyon katsayisinin degeri)

2 > 0.98 olmalidur.



2.5.4.3. Konsantrasyon Araligi (Range)

Metodun dogruluk, kesinlik, dogrusallik, testlerini gectigi konsantrasyon
arahgidir ve dogrusallik calismalarindan metodun smirlar1 belirlenir. Incelenen
konsantrasyon araligi metodun kullanimina gore degisir. Etken madde ya da bitmis
iriinde metod validasyonunda %80 - %120 konsantrasyon aralig1 olarak kabul edilir
(10). Etken madde ve safsizlik tayini tek bir metod ile yalmizca % 100 standart
kullanilarak yapiliyor ise konsantrasyon araligi safsizligin dedekte edildigi en kiigiik

deger ile % 120 konsantrasyon arasi olarak kabul edilir (7).

2.5.4.4. Dogruluk (Accuracy)

Bir yontemin dogrulugu, olciilen miktarin gercek degere yakinligi olarak
tanimlanir. Analitik prosediiriin belirlenen konsantrasyon araligi iistiinden yapilir (5).
Dogrulugun tayin edilebilmesi icin en az 3 farkli konsantrasyonda 3 enjeksiyon
tekrari ile elde edilen 9 data verisine ihtiya¢ duyulur (10). Analizin yapilabilmesi i¢in

tavsiye edilen konsantrasyon degerleri %80, %100 ve % 120°dir (3).

2.5.4.5. Kesinlik(Precision)

Kesinlik aymi1 kosullar altinda, ayni homojenlikte hazirlanmis olan birden
fazla 6rnekten elde edilen 6lciim degerlerinin birbirine yakinligini ifade eder. Ug

boliimden olusur (5). Bunlar;

a) Giin i¢i tekrarlanabilirlik (Repeatability):

Tekrarlanabilirlik zamanimn cok kisa bir miiddetinde ayn1 islem sartlar1 ayni
giin, ayn1 analist ve ayn1 cihaz altindaki kesinligi ifade eder (5).

Tekrarlanabilirliginin saglanabilmesi icin analitik prosediirde belirlenen
konsantrasyon araliginda en az 3 farkli konsantrasyonda 3 enjeksiyon tekrari ile elde
edilen 9 data verisine ya da % 100’likk test konsantrasyonundan elde edilen 6

enjeksiyon verisine ihtiya¢ duyulur.

b) Laboratuvarlar arasi tekrarlanabilirlik (Intermediate Precision):
Farkli laboratuvarda yontemin uygulanmasidir.
Pik alan1 veya pik yiiksekligi degerlerinin standart sapmas1 ve bagil standart

sapmasit hesaplanir. Cevre kosullarinda olusan degisikliklerin analitik prosediirii nasil



etkiledigini tayin eder. Tiim bu degisiklikler ayri1 degil, ayn1 zamanda yapilarak

degisimler tayin edilir (5,10).

c¢) Tekrar elde edebilirlik (Reproducibility):

Calismalar arasindaki kesinligi belirlemek icin yapilir. Ayni anda yapilan
islemler esnasinda metodu standardize etmek icin bagvurulan bir metottur (5).
Standart sapma, bagil standart sapma, giiven araligi her kesinlik parametresi i¢in

hesaplanmalidir (10). Elde edilen RSD degerleri % 2,0’ den kiiciik olmalidir.

2.5.4.6. Dedeksiyon Limiti (Detection Limit — LOD)

Etken madde ya da safsizligin dedekte edebilecegi en diisiik konsantrasyon
degeridir.(5)
Dedeksiyon limitinin hesaplanmasinda yOntemin enstriimental olup

olmadigina gore birkac yaklasim vardir:

a) Gorsel degerlendirmeye dayanan yontem: Genellikle enstriimental olmayan
miktar tayini yonteminde kullanilir. Ornegin bilinen konsantrasyonlar1
hazirlanir ve giivenilir bir sekilde dl¢iilebilecegi minimum konsantrasyon

araligi bulunur.

b) Sinyal / Giiriiltii oranina dayanan yontem: Diisiik konsantrasyonda hazirlanan
ornek ¢ozeltisiyle elde edilen sinyalin baseline giiriiltiisiine oran1 3:1

olmalidir.

c) Kalibrasyon egrisinden yararlanilarak istatiksel yontem: Dedeksiyon limiti bu
metotta su sekilde ifade edilir:
DL=3.36/S
d: elde edilen cevaplarin standart sapmasi

S: kalibrasyon egrisinin egimi (slope )
Dedeksiyon limiti bu metotta su sekilde ifade edilir. Sigmanin bulunabilmesi

icin iki yol vardwr; bunlardan ilki blank Orneklerinin cevaplar1 arasindaki bagil

standart sapma hesabr ile sigmanin bulunmasi, ikincisi kalibrasyon egrisinde
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regresyon c¢izgisinin bagil standart sapmasi ya da regresyon c¢izgisinin y ekseninin

standart sapmasinin sigma olarak kullanilabildigi metottur.

2.5.4.7. Kantitatif Tayin Limiti (Quantitation Limit- LOQ)

Uygun kesinlik ve dogrulukta etken maddenin kantitatif olarak tayin
edilebilecegi en kiiciik limittir. Safsizliklarin ya da degredasyon iiriinlerinin tayininde
kullanilir.

Kantitatif tayin limitinin hesaplanmasinda yontemin enstriimental olup

olmadigina gore birkac yaklasim vardir:

a) Gorsel degerlendirmeye dayanan yontem: Genellikle enstriimental olmayan
miktar tayini yonteminde kullanilir. Ornegin bilinen konsantrasyonlar1 hazirlanir
ve Ornegin dogru ve kesin olarak tayin edilebildigi minimum konsantrasyon

hesaplanir.

b) Sinyal / Giiriiltii oranina dayanan yontem: Diisiik konsantrasyonda hazirlanan

ornek ¢ozeltisiyle elde edilen sinyalin baseline giiriiltiisiine oran110:1 olmalidir.

c) Kalibrasyon egrisinden yararlanarak istatistiksel hesaplamalara dayanan
yontem.

Dedeksiyon limiti bu metotta su sekilde ifade edilir:

DL=106 /S

d: elde edilen cevaplarin standart sapmasi

S: kalibrasyon egrisinin egimi (slope )

Sigmanin bulunabilmesi i¢in iki yol vardir; bunlardan ilki blank 6rneklerinin
responslar1 arasindaki bagil standart sapma hesabi ile sigmanin bulunmasi ikincisi
kalibrasyon egrisinde regresyon cizgisinin bagil standart sapmasi ya da regresyon

cizgisinin y ekseninin standart sapmasinin sigma olarak kullanilabildigi metottur.

2.5.4.8. Saglamlik (Robustness)

Yontem parametreleri iizerinde kasitli olarak degisiklik yapildiginda,
sonuclarin ne kadar etkilendiginin saptanmasi amaciyla yapilan testtir.

Stvi kromatografi yonteminde asagidaki degisiklikler yapilabilir:
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Hareketli fazin pH’s1

Hareketli faz bileseni

Farkli kolon(farkli lot numarali farkli firmadan)
Sicaklik

Akis hizi

Bu testler, analiz edilecek Ornege, analitik uygulamaya, kullanilan cihaza
bagli olarak gelistirilen testlerdir. Ayrintili bilgiler farmakopelerden saglanir. HPLC
yonteminde USP 26’ya gore uygulanmasi gereken sistem uygunluk parametreleri
kapasite faktorii(k’), kolon aywrma giici (R), pik kuyruklanma faktorii (T),
tekrarlanan enjeksiyonlarin bagil standart sapmasidir. k* 1-5 arasinda(2), R>2 (20),

T=1 (12), RSD< 2 (12) olmalidir.

2.5.4.9. Sistem Uygunluk Testi (System Suitability Testing)

Bilinmeyenlerin analizi Oncesinde sistemin performansmi kontrol etme
islemidir. Teorik plaka sayis1, kuyruklanma faktorii, ayirma giicii ve tekrarlanabilirlik
(6 kez tekrarlanan enjeksiyonlarin bagil standart sapmasi ile elde edilir) sistemin

performansini 6l¢en kriterlerdir (15).

2.5.5. Validasyonun Kabul Kriterleri

Dogrusallik parametresi:

Regresyon katsayismnim karesi(r?) 0.98’den az olmamalidir. Tercih edilen r*
degeri0.99’ dur.

Metotta gercek degerler ile bulunan degerler arasinda farklar goriilmeye
baslandig1 zaman r* degeri 0.99’dan daha asag cekilebilir. Eger egri dogrusal ¢ikmaz
ise elde edilen degerler dogrusal bir egri olusturacak sekilde konsantrasyon araligini
azaltmak gerekir(16). Dogrusallik parametresinin incelenebilmesi i¢in en az 5
konsantrasyonda calismak gerekir (10).

Kesinlik parametresi:

Etken madde ve plasebo ile hazirlanan c¢ozeltilerin geri kazanimlar1 < + % 10
ise cok iyi, £ % 11-% 20 yeterli, + % 21-%30 smira yakin ama kabul edilebilir, + %
30’dan fazlast kabul edilemez olarak belirlenmistir. Ayrica geri kazanimlar

arasindaki bagil standart sapma % 2,0’den biiyiik olmamalidir (16).
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Dogruluk parametresi:

Safsizlik tayini analizleri i¢in %90 - % 110 sinirlar1 i¢cinde olmalidir (16).

Secicilik parametresi:

Etken madde ile yardimci1 maddeler arasinda bir etkilesim olmamalidir (16).

Dedeksiyon limiti:

Ust limit baseline giiriiltii seviyesinin 3 kati, Sinyal/ Giiriiltii oram 2 ya da 3:1
olmalidir (16).

Kantitatif limit:

Dedeksiyon limitinin 3 kati, Sinyal/Giiriiltii oran1 10:1 olmal1 (16).

Sistem uygunlugu:

En az 5 enjeksiyon yapilarak bagil standart sapma hesaplanir bu deger %
2’den kiigiik olmahdir. Ayrica sistem uygunlugu kromatogramindan pikin
kuyruklanma faktorii (2°den kii¢iik olmalidir) ve teorik plaka sayis1 bulunabilir (16).
Kuyruklanma faktorii 2 ya da daha kiiciik, teorik plaka sayist1 2000’den biiyiik,

rezoliisyon ve kapasite faktorii 2’den biiylik olmalidir (15).

2.6. CALISMADA UYGULANMIS OLAN
HIZLANDIRILMIS BOZUNDURMA
CALISMALARI

Uygulanan analitik metot ile bilinmeyen safsizliklar1 tespit etmek etken
madde ya da bilinen safsizliklar1 bozunmasini tespit edebilmek i¢in hizlandirilmisg

bozundurma ¢aligmalar1 yapilir (11).
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2.7. PIK OZELLIKLERINE ILISKIN
PARAMETRELER (12)

taban

2.7.1 Kapasite Faktorii ( k’)

Kapasite faktorii tutulma zamaninin 6lciisii olarak ifade edilir (2). Kapasite
faktorii 1-5 arasinda olmalidir (2).

K = (tr-to)/to

k : Kapasite faktorii

t, : Olii zaman (dk)

tg : Tutulma zaman (dk)

2.7.2. Teorik Plaka Sayis1 (N)

Teorik plaka sayisi kolon etkinliginin Ol¢iisiidiir. Akis siiresi boyunca her
birimden gecen pik sayisinin ifade edilmesidir (3). Teorik plaka sayisinin 2000'den
biiylik olmasi istenir.

N=16.(tr/ty)’

tr : Etken maddenin tutulma zamani (dk)

tw : Pikin baseline {izerindeki iki kenarinin arasindaki genislik
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2.7.3. Ayirma Faktorii (o)

Ayirma faktorii birbiri ile iligkili iki pikin bagil tutulmalarma denir (13).
o= k’ 2/ k’ 1
k »: Sonraki pikin kapasite faktorii

k 1: Onceki pikin kapasite faktorii

2.7.4 Kuyruklanma Faktorii (T)

Kuyruklanma faktorii kromatografik metotta pikin asimetrisini 6lgmek icin
kullanilan degerdir (16). Kuyruklanma faktorii 2' den kii¢iik olmalidir.

T=W/2f

W: Pik yiiksekliginin karesinin % 5'i kadar olan pik genisligi

f: Pikin 6n kenarindan maksimum dikeyine olan uzakligi

2.7.5. Ayirma Giicii (R)

Ayirrma giicii iki kromatografik pikin birbirinden ayrilma derecesini
tanimlayan parametredir.

R=(Vra-VrR) /[ (W, + W) /2]

Vg2 : Ikinci pikin tepe noktasindan baslangi¢ noktasma olan uzakhk
Vri  : Birinci pikin tepe noktasi baslangic noktasina olan uzaklik

Wi : Birinci pikin baseline iizerindeki genisligi

%) : Ikinci pikin baseline iizerindeki genisligi

2.7.6. Tutulma Zamam (tg)

Numunenin enjeksiyonu ile bu pikin dedektore ulagmasi arasinda gecen
slireye tutulma siiresi denir ve tg simgesiyle gosterilir (2).

tr = Vr/F

Vr: Cozeltiyi elde etmek i¢in kolondan gegen ¢oziicii hacmi

F: Akis hizi
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2.8. KULLANILAN iSTATISTIKSEL
YONTEMLER

2.8.1. Standart Sapma (SD)

Standart sapma analizle ilgili sistematik hatanin dl¢iisiidiir. Her bir degerin
ortalamadan sapmasmin karelerinin toplaminin serbestlik derecesine boliimiiniin
karekokii ile ifade edilir. Serbestlik derecesi sayisi, bir standart sapma

hesaplamasinda kullanilan bagimsiz veri sayisin1 gosterir (18, 19).

Z('xi _;)2
SD=\’—1———-———
n-1

2.8.2. Bagil Standart Sapma ( RSD )

Bagil standart sapma standart sapmanin numunelerin ortalamasina boliimii ile

elde edilir (16).

RSD = 100D
X

2.8.3. Ortalamanmin Giiven Arahg: (n)

Ortalamanin giiven aralig1 giiven sinirmin biiyiikligiidiir (18, 19).

- tSD
H=xt—F—
Jn
X : Numunelerin ortalamasi

SD : Standart sapma

n : Veri sayis1

2.8.4. Standart Hata (STH)

Her bir ortalamanin standart sapmasi ortalamanin standart hatasi olarak
bilinir. Bir veri grubunun standart sapmasinin gruptaki veri sayisinin karekokiine

boliimiidiir (18).
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st =52

Jn

2.8.5. En Kiiciik Kareler Yontemi

Bir grafikteki noktalarin c¢izilen dogrudan olan diisey sapmasi olarak
adlandirilir. En kiigiik kareler metodu ile elde edilen dogru, biitiin noktalarinin

karelerinin toplamini en aza indiren bir dogrudur (18, 19).

2.8.6. Dogrunun Egimi

. Z[(x,- -0 -]
EICESE

i

2.8.7. Dogrunun Kesme Noktasi

a=y-b. x
y=a.x + b denkleminde yukarida hesaplanan a ve b degerleri yerine konularak

dogru denklemi bulunur.

2.8.8. Korelasyon Katsayisi

Korelasyon katsayist iki degisken arasindaki birlesimin Gl¢ilimiiniin
derecesidir.

> [ =0)0,-9)]

i

N \[Z[(x, - |¥[0-7]

i

2.8.9. Dedeksiyon Limiti

Elde edilen dedektor cevaplarinin standart sapmasina ve kalibrasyon egrisinin
egimine dayanan yontem:

Dedeksiyon limiti bu yontemde su sekilde ifade edilir:

LOD=33c/S

o : elde edilen dedektor cevaplarinin standart sapmasi

S: kalibrasyon egrisinin egimi (slope)
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2.8.10. Kantitatif Tayin Limiti

Elde edilen dedektor cevaplarinin standart sapmasina ve kalibrasyon egrisinin

egimine dayanan yontem:

Kantitatif alt sinir bu yontemde su sekilde ifade edilir:
LOQ=10c/S
o : elde edilen dedektor cevaplarinin standart sapmasi

S: kalibrasyon egrisinin egimi (slope)

2.8.11. iki Ortalamanin Karsilastirllmasi

Iki ortalamanin Kkarsilastirilmasi ayni analizin iki tahminin ortalamalar1
arasindaki bir farkin gercek olup olmadigini ve numunelerin farkli olup olmadiginin
veya farkliligin rasgele hatalarin basit bir sonucu olup olmadiginin anlasilmasi icin

kullanilan bir metottur (18).

(;1 -;2)

/G
L)

o [(m =15 +(m,~1)s;]
(n+n,-2)
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. KIMYASAL MADDELER

N-(1,1-Dimetiletil)-3-okso—4-aza—So-androst — 1 - ene - 17 - karboksiamide
referans standarti, N-(1,1-dimetiletil)-3-okso—4-aza—5a-androstane—17p-karboksilat referans
standarti, metil 3-okso-4-aza-5o-androst-1-ene-17p-karboksilat referans standarti, N-(1,1-
dimetiletil) - 3 - okso - 4 - azaandrosta - 1,5 - diene -1 7 -karboksiamid referans standarti
Cipla Ltd&Biofarma Ila¢ San. A.S’den temin edilmistir. Asetonitril (HPLC safhkta) J.T
Baker, Tetrahidrofuran(HPLC saflikta) J.T Baker, distile su (HPLC saflikta) ve Dilaprost 5

mg film tabletleri.

3.2. GERECLER

HPLC sisteminde Agilent 1100 model pompa, Agilent 1100 G1322A model
gaz uzaklastirici, G1329A ALS model autosampler enjeksiyon sistemi, 100ul’lik loop,
Nova Pak C18 60 A°4u,250x4,6 mm HPLC Cartridge Column ozellikte kolon
kullanmilmistir. Hareketli fazin siiziilmesi i¢in milipore Albet Schott Duran 0,2 pm
filtre, 6rneklerin siiziilmesi icin 0,45 pm naylon filtreler kullanilmistir.

Tartimlar icin Mettler Toledo ax105 Delta Range tipi terazi, pH Ol¢iimleri i¢in
Metrohm 654 pH metre ve elektrodu kullanilmistir. pH metre kalibrasyonu i¢in pH
:4,00 ve pH: 7,00 tampon cozeltileri kullanilmustur..

Isolab A tipi pipetler, Maxwell model ultrasonik banyo kullanilmistir.
Cozeltilerin hazirlanmasinda Labor magnetik karistirici, tabletlerin siiziilmesinde

Scheicher&Schwell 125 mm beyaz banth siizgec¢ kagidi kullanilmastir.
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Saglamlik testi farkli cihaz uygulamasinda Schimadzu LC 2010 ile ¢alisildi.
Farkli kolon uygulamasinda ayni firmanm ayni 6zellikte farkli lot numarali kolonu
kullanilmustir.

Tiim analizler Biofarma Ila¢ Sanayi A.S Arastrma Gelistirme

Laboratuvarinda yapilmistir.

3.3. SAFSIZLIK TAYININDE KULLANILAN
COZELTILER

3.3.1. Hareketli Faz

100.0 mL asetonitril, 800.0 mL su, 100.0 mL tetrahidrafuran karistirildi.

Milliporede siiziildii ve ultrasonik banyoda degaze edildi.

3.3.2. Seyreltme Cozeltisi

1:1 oraninda asetonitril ve su karigimi

3.3.3.Tablet Analizlerinde Kullamlan Cozeltiler

3.3.3.1. Test Cozeltisi

10.0 mg finasterid’e esdeger tablet tozu 10.0mL’lik balon jojeye tartildi.

Seyreltme ¢ozeltisiyle ¢oziilerek hacmine tamamlandi.

3.3.3.2. Referans Cozeltisi (a)

10.0 mg finasterid ¢calisma standart1 10 mL’lik balon jojeye tartildi, seyreltme

cozeltisiyle ¢oziiliip hacmine tamamlanda.

3.3.3.3. Referans Cozeltisi (b)

2.0 mL test ¢ozeltisi 100.0 mL’ye seyreltme c¢ozeltisi ile seyreltildi. Bu
cozeltiden 1.0 mL alinarak 10.0 mL’ye seyreltme ¢ozeltisiyle seyreltildi.
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3.3.4. Validasyonda Kullanilan Cozeltiler

3.3.4.1. Secicilik icin Hazirlanan Cozeltiler

Plasebo c¢ozeltisi:
298.0 mg plasebo tozu 10.0 mL’lik balon jojeye tartildi, seyreltme cozeltisiyle

¢oziiliip hacmine tamamlandi.

Referans c¢ozeltisi ( ¢) :
3.0 mg safsizlik A caligma standarti 100.0 mL’lik balon jojeye tartilds,

seyreltme ¢ozeltisiyle ¢oziiliip hacmine tamamlandi.(c= 0.03 mg/mL)

Referans c¢ozeltisi ( d) :
3.0 mg safsizlik B calisma standarti 100.0 mL’lik balon jojeye tartilds,

seyreltme ¢ozeltisiyle ¢oziiliip hacmine tamamlandi.(c= 0.03 mg/mL)

Referans c¢ozeltisi ( e) :
3.0 mg safsizlik C calisma standarti 100.0 mL’lik balon jojeye tartilds,

seyreltme ¢ozeltisiyle ¢oziiliip hacmine tamamlandi.(c= 0.03 mg/mL)

Karisim cozeltisi:

Referans c, referans d ve referans e’den 1.0’er mL alind1,10.0 mg finasterid
calisma standardi 10.0 mL’lik balon jojeye ilave edildi. Seyreltme cozeltisiyle
¢oziiliip hacmine tamamland1 (c=0,003 mg/mL).

3.3.4.2.Dogrusallik icin Hazirlanan Stok ve Seyreltme Cozeltileri

Stok cozelti (a):

5.0 mg safsizlik A c¢alisma standart1 100.0 mL’lik balon jojeye tartildi,

seyreltme ¢ozeltisiyle ¢oziiliip hacmine tamamland1.(c=0.05 mg/mL)
Stok cozelti (b):

5.0 mg safsizlhik B calisma standarti 100.0 mL’lik balon jojeye tartildi,

seyreltme ¢ozeltisiyle ¢oziiliip hacmine tamamland1.(c=0.05 mg/mL)
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Stok cozelti (c) :
5.0 mg safsizlhik C calisma standarti 100.0 mL’lik balon jojeye tartildi,

seyreltme ¢ozeltisiyle ¢oziiliip hacmine tamamland1.(c=0.05 mg/mL)

% 50’lik seyreltme cozeltisi:

Stok ¢ozelti a,stok ¢ozelti b ve stok ¢ozelti ¢’den 100.0 mL’lik balon jojeye
3.0’er mL alindi, 50.0 mg finasterid ¢aligma standart1 ve 1490.0 mg plasebo tozu
ilave edildi. Seyreltme cozeltisi ile ¢oziildii ve hacmine tamamlandi.(c=0,00150

mg/mL)

% T5’lik seyreltme c¢ozeltisi:
Stok ¢ozelti a,stok ¢ozelti b ve stok ¢ozelti c’den 100.0 mL’lik balon jojeye
4.5’er ml alind1, 50.0 mg finasterid ¢calisma standart1 ve 1490.0 mg plasebo tozu ilave

edildi. Seyreltme ¢ozeltisi ile ¢oziildii ve hacmine tamamlandi.(c=0,00225 mg/mL)

%100’lik seyreltme cozeltisi:
Stok ¢ozelti a,stok ¢ozelti b ve stok ¢ozelti c’den 100.0 mL’lik balon jojeye
6’sar ml alindi, 50.0 mg finasterid calisma standart1 ve 1490.0 mg plasebo tozu ilave

edildi. Seyreltme ¢ozeltisi ile ¢oziildii ve hacmine tamamlandi.(c=0,00300 mg/mL)

%125’lik seyreltme cozeltisi:

Stok ¢ozelti a, stok ¢cozelti b ve stok ¢ozelti c’den 100.0 mL’lik balon jojeye
7.5’er mL alindi, 50.0 mg finasterid ¢aligma standart1 ve 1490.0 mg plasebo tozu
ilave edildi. Seyreltme cozeltisi ile ¢oziildii ve hacmine tamamlandi. (c=0.00375

mg/mL)

%150’lik seyreltme cozeltisi:

Stok ¢ozelti a, stok ¢cozelti b ve stok ¢ozelti c’den 100.0 mL’lik balon jojeye
9.0’er mL alindi, 50.0 mg finasterid ¢alisma standart1 ve 1490.0 mg plasebo tozu
ilave edildi. Seyreltme ¢ozeltisi ile ¢oziildii ve hacmine tamamlandi (c=0.0045
mg/mL).

Her bir cozeltiden 3’er adet numune hazirlanip 3’er kez enjeksiyon

yaptirilmastir.
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3.3.4.3. Dogruluk Cozeltileri

Stok cozelti:
3.0’er mg safsizlik A, safsizlik B ve safsizlik C 100.0 mL’lik balon jojeye
alindi. 1490.0 mg plasebo tozu ilave edilerek seyreltme cozeltisi ile hacmine

tamamlandi (c=0.03 mg/mL).

Referans c¢ozelti:
1.0 mL stok ¢ozelti 10.0 mL balon jojeye alindi hacmine seyreltme ¢ozeltisi
ile hacmine tamamlandi (¢=0.003 mg/mL).

% 80 numune cozeltisi:
Stok cozeltiden 0.8 ml 10.0 mL’lik balon jojeye alindi.1490.0 mg plasebo

tozu ilave edilerek seyreltme ¢ozeltisi ile hacmine tamamlandi.(c=0.0024 mg/mL.)

% 100 numune c¢ozeltisi:
Stok cozeltiden 1.0 ml 10.0 mL’lik balon jojeye alindi.1490.0 mg plasebo

tozu ilave edilerek seyreltme c¢ozeltisi ile hacmine tamamlandi.(c=0.0030 mg/mL)

% 120 numune c¢ozeltisi:
Stok cozeltiden 1.2 ml 10.0 mL’lik balon jojeye alindi.1490.0 mg plasebo

tozu ilave edilerek seyreltme ¢6zeltisi ile hacmine tamamlandi (c=0.0036 mg/mL).

Her bir cozeltiden 3’er adet numune hazirlanip 3’er kez enjeksiyon

yaptirilmastir.

3.3.4.4. Kesinlik Cozeltileri (Tekrar Elde Edebilirlik,

Tekrarlanabilirlik ve Ara Kesinlik)

Tekrar elde edebilirlik ve ara kesinlik i¢in 3.3.4.3. boliimiinde belirtildigi gibi
6 adet %100 konsantrasyonda numune ¢ozeltisi ve 1 adet referans ¢ozeltisi hazirlanip
3’er kez enjeksiyon yaptirildi. Tekrarlanabilirlik i¢in 3.3.4.3. boliimiinde belirtildigi
gibi %100 konsantrasyonda 1 adet numune ¢ozeltisi hazirlanarak 6 kez enjeksiyon

yaptirildi.
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3.3.4.5. Saglamlik Analizinde Hazirlanan Cozeltiler ve Uygulanan
Degisiklikler

Aynu tiir farkli batch numarali kolon kullanimi

Boliim 3.3.3. de belirtildigi sekilde hazirlanan numune ve referans cozeltisi
ayni tiirden farkl batch numarali kolonlar ile analize tabi tutulmustur.

1.kolon batch no :W31691

2.kolon batch no :W32961

Kolon sicakliginda yapilan degisiklik

Boliim 3.3.3. de belirtildigi sekilde hazirlanan numune ve referans c¢ozeltisi
sistemin normal sartlarda 60 °C olan sicakliginin £+ 5 °C degistirilmesi ile elde edilen
55 °C ve 65 °C’lik kolon sicakliklarinda analize tabi tutulup meydana gelen

degisiklikler incelenmistir.

3.3.5. Hizlandirilmis Bozundurma Calismalarinda

Kullanilan Cozeltiler

10.0 N NaOH ile hazirlanan numune ¢ozeltisi:

10.0 mg finasterid’e esdeger tablet tozu 10.0 ml’lik balon jojeye tartildi.
Seyreltme cozeltisi ile ¢oziildii, 2.0 mL 10.0 N NaOH ilave edilerek hacmine
seyreltme ¢ozeltisi ile tamamlandi. Bu ¢ozelti 72 saat siire ile bekletilerek meydana

gelen degisimler saptandi.

0.100 N NaOH ile hazirlanan numune c¢ozeltisi:
10.0 mg finasterid’e es deger tablet tozu 10.0 mI’lik balon jojeye tartildi. 0.1
N NaOH ile ¢oziildii ve hacmine 0.1 N NaOH ile tamamlandi. Bu ¢ozelti 72 saat siire

ile bekletilerek meydana gelen degisimler saptandi.
Metanolik hidrokloriir ile hazirlanan numune ¢ozeltisi:

10.0 mg finasterid’e es deger tablet tozu 10.0 ml’lik balon jojeye tartildi. 1.0

N N hidroklorik asidin metanol ile seyreltilerek hazirlanmis olan 0.1 N’lik ¢ozeltisi
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ile ¢oziildii ve hacmine tamamlandi. Bu ¢ozelti 72 saat siire ile bekletilerek meydana

gelen degisimler saptandi.

Etkili goriiniir 151k altinda bekletme:
Finasterid 5.0 mg film tabletler 24 saat boyunca etkili bir goriiniir 151k altinda
bekletildi. Boliim 3.3.3. de belirtildigi sekilde hazirlanan numuneler analize tabi

tutularak meydana gelen degisimler saptandi.

Ultraviyole 151k altinda bekletme:
Finasterid 5.0 mg film tabletler 24 saat boyunca ultraviyole 1sik altinda
bekletildi. Boliim 3.3.3. de belirtildigi sekilde hazirlanan numuneler analize tabi

tutularak meydana gelen degisimler saptandi.

60 °C’lik etiivde bekletme:
Finasterid 5 mg film tabletler 24 saat boyunca 60 °C’lik etiivde bekletildi.
Boliim 3.3.3. de belirtildigi sekilde hazirlanan numuneler analize tabi tutularak

meydana gelen degisimler saptandi.

3.4. AVRUPA FARMAKOPESI HAMMADDE
FINASTERID ICIN SAFSIZLIK TAYINI
KROMATOGRAFIK KOSULLARI

Kolon :End - capped octadecylsilyl silica gel for chromatography R(5
pm) ozellikte kolon (Nova-Pak C18 60 °A, 4um, 250 x 4,6

mm)
Hareketli faz :Su /ACN/ THF (80:10:10)
Dedektor :210 nm, UV
Akis Hiz1 : 1.5 mL/dk

Enjeksiyon hacmi  :15 pL
Sicaklik :60 °C
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4. BULGULAR

4.1. AVRUPA FARMAKOPESI’NDE BELIRTILEN
METODUN iSLENEBILIRLIGININ
SAPTANMASI VE DAD DEDEKTOR iLE

UYGUN DALGA BOYU TARAMASI

Metotta verilen Ozellikteki kolona esdeger kolon denenmis ve pik
paremetrelerine uygun pik elde edilmistir. Ayrica DAD dedektor taramasi ile uygun
dalga boyu taramasi yapilarak dalga boyu uygunlugu kanitlanmistir. Farmakopede
belirtilen akis hizi, zamandan kazanmak amaciyla degistirilip 2 mL/dk ile

caligilmastir.

Sekil 1: DAD Dedektor ile uygun dalga boyu taramasi
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Sekil 2: Nova-Pak C18 60 °A, 4um, 250 x 4,6 mm kolon ile safsizlik metodu
denemesi.

Tablo 2: Nova- Pak C18 250 x 4,6 mm( 4um ) kolon ile finasterid ve safsizliklarina ait k’, T, N ve R
degerleri

Kapasite | Kuyruklanma| Teorik plaka | Rezoliisyon (R
faktori (k') (T) sayis1 (N) )
Safsizlik A 35.755 1.367 17376 12.994
Safsizlik B 43.863 1.341 17856 4.173
Safsizlik C 51.592 1.342 17889 5.423
Finasterid 38.583 1.02 17894 2.456
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4.2. VALIDASYON

4.2.1. Safsizhik Metodunun Validasyonu

4.2.1.1. Secicilik

3.3.4.1.’de belirtildigi gibi plasebo, safsizlik cozeltileri ve karisim ¢ozeltisi

hazirlanip enjeksiyon yaptirilmistir. Plasebo ¢6zeltisinin uygulanan kromatografik

sartlarda pik vermedigi tespit edilmistir. Elde edilen bulgular Tablo 3’de

belirtilmistir.

Tablo 3: Segicilik analizi sonucunda bulunan tg ve R degerleri

Hazirlanan ¢ozelti| Igerdigi madde |Tutulma siiresi (tg) Rezoliisyon
(R)

Referans a Finasterid 28.687 2.456
cozeltisi

Referans ¢ Safsizlik A 26.637 12.994
cozeltisi

Referans d Safsizlik B 32.513 4.173
cozeltisi

Referans e Safsizlik C 38.114 5.423
cozeltisi

4.2.1.2.Dogrusallik

3.3.4.2. de belirtildigi gibi hazirlanan %50, %75, %100, %125 ve %150’lik

seyreltme c¢oOzeltilerinin enjeksiyonu sonucu elde edilen safsizlik A, safsizlik B ve

Safsizlik C ’ye ait veriler Tablo 4, Tablo 5, Tablo 6’da belirtildigi gibidir.
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Tablo 4: Safsizlik A 'ya ait dogrusallik sonuglari

%50 %75 %100 %125 %150
0.00150 mg/mL | 0.00225 mg/mL | 0.00300mg/mL | 0.00375mg/mL | 0.00450mg/mL
Nul 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 2291 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: Safsizlik B 'ye ait dogrusallik sonuglart
%50 %75 %100 %125 %150
0.00150 mg/mL | 0.00225 mg/mL | 0.00300mg/mL | 0.00375mg/mL | 0.00450 mg/mL
Nul 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: Safsizlik C 'ya ait dogrusallik sonuglart
%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
Nul 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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Safsizlik A, safsizlik B ve safsizlik C i¢in en kiiciik kareler yontemi ile elde
edilen dogrularin regresyon analizleri yapilmistir. Bulunan sonuglar sirasiyla
yukarida belirtilmis olan safsizliklara ait dogru denklemleridir.

Safsizlik A i¢in

Kesim degeri (a) : 0,1961

Egim degeri: (b) : 2.708

Korelasyon katsayisinin karesi () : 0,9807

Konsantrasyona karsi ortalama alan degerleri grafige gecirildiginde elde
edilen dogru denklemi y= 0.1961x+2.708, korelasyon katsayismin karesi ()
:0.9807dir.

Safsizlik A dogrusallik
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Grafik 1: Safsizlik A dogrusallik egrisi

Safsizlik B i¢in

Kesim degeri (a) : 0.5884

Egim degeri: (b) : 0.9806

Korelasyon katsayismin karesi () : 0.9983

Konsantrasyona karsi ortalama alan degerleri grafige gecirildiginde elde
edilen dogru denklemi y= 0.5885x + 0.9806, korelasyon katsayisinin karesi
() :0.9983 tiir.
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Safsizlik B dogrusallik
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Grafik 2: Safsizlik B dogrusallik egrisi

Safsizlik C i¢in

Kesim degeri (a) : 0.4866

Egim degeri: (b) : 0.674

Korelasyon katsayismnin karesi () : 0.9966

Konsantrasyona karsi ortalama alan degerleri grafige gecirildiginde elde
edilen dogru denklemi y= 0.4866x +0.6740, korelasyon katsayisinin karesi
() :0.9929"dur.

Safsizlik C dogrusallik

Grafik 3: Safsizlik C dogrusallik egrisi

4.2.1.3. Dogruluk

3.3.4.3. bolimde belirtildigi gibi hazirlanmis olan %80, %100 ve %120’lik
¢oOzeltilerin enjeksiyonu sonucu elde edilen veriler safsizlik A, safsizlik B ve safsizlik

C i¢in sirasiyla Tablo 7, Tablo 8 ve Tablo 9’de verilmistir.
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Tablo 7:

Safsizlik A'ya ait dogruluk sonuglari

%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: Safsizlik B'ye ait dogruluk sonuglari
%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: Safsizlik C'ye ait dogruluk sonuglari
%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 belirtildigi gibi hazirlanan ¢ozeltilerin enjeksiyonu sonucu elde
edilen veriler safsizlik A,safsizlik B ve safsizlik C icin sirasiyla Tablo 10, Tablo 11,
Tablo 12’de verilmistir.

Tablo 10: Safsizlik A’ya ait tekrar elde edebilirlik sonuglar

Numune Alan % Geri Kazanim

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: Safsizlik B’ye ait tekrar elde edebilirlik sonuglari

Numune Alan % Geri Kazanim

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




Tablo 12: Safsizlik C’ye ait tekrar elde edilebilirlik sonuglar

Numune Alan % Geri Kazanim

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 belirtildigi gibi hazirlanan ¢ozeltilerin enjeksiyonu sonucu elde
edilen veriler safsizlik A, safsizlik B ve safsizlik C i¢in sirasiyla Tablo 13, Tablo 14,

ve Tablo 15°de verilmistir.

Tablo 13: Safsizlik A’ya ait tekrarlanabilirlik sonuglari

Numune Alan % Geri Kazanim

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: Safsizlik B’ye ait tekrarlanabilirlik sonuglari

Numune Alan % Geri Kazanim
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: Safsizlik C’ye ait tekrarlanabilirlik sonuglari

Numune Alan % Geri Kazanim

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 belirtildigi gibi hazirlanan ¢ozeltilerin enjeksiyonu sonucu elde
edilen veriler safsizlik A, safsizlik B ve safsizlik C icin sirasiyla Tablo 16, Tablo 17

ve Tablo 18’de verilmistir.
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Tablo 16: Safsizlik A’ya ait ara kesinlik sonuglar1

Numune Alan % Geri Kazanim

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: Safsizlik B’ye ait ara kesinlik sonuglari

Numune Alan % Geri Kazanim
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: Safsizlik C’ye ait ara kesinlik sonuglari

Numune Alan % Geri Kazanim

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 formiillere gore safsizliklarin dedeksiyon ve
kantitatif limiti hesaplanmistir. Buna gore bulunan dedeksiyon ve kantitatif tayin

limit degerleri verilmistir.

Safsizlik A icin;
Dedeksiyon Limiti (LOD) : 0.00075 mg/mL
Kantitatif Tayin Limiti (LOQ) :0.00225 mg/mL

Safsizlik B i¢in;

Dedeksiyon Limiti (LOD) : 0.00075 mg/mL

Kantitatif Tayin Limiti (LOQ) :0.00225 mg/mL

Safsizlik C i¢in;

Dedeksiyon Limiti (LOD) : 0.00075 mg/mL

Kantitatif Tayin Limiti (LOQ) :0.00225 mg/mL
4.2.1.6.Saglamhk

Sicaklik Degisimi:
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Tablo 19: Safsizlik metodu saglamlik analizinde sicaklik degisimi sonucunda elde edilen k’, T ve N

degerleri
55°C 60 °C 65 °C
k' T N k' T N k' T N
Safsizlik A | 33.345 | 1.465 | 17258 | 35.859 | 1.365 | 17441 | 32.336 | 1.459 | 17361
Safsizlik B| 40.691 | 1.220 | 17539 | 44.696 | 1.329 | 17869 | 40.129 | 1.223 | 17750
Safsizlik C | 50.459 | 1.115 | 17795 | 52.469 | 1.006 | 17811 | 51.236 | 1.226 | 17951

Aynu tiir farkli batch numarali kolon:

Tablo 20: Safsizlik metodu saglamlik analizinde kolon degisimi sonucunda elde edilen k’, T ve N

degerleri
Kolon 1 Kolon 2
k' T N k' T N
Safsizlik A | 35.859 | 1.365 | 17441 | 39.456 | 1.442 | 178%4
Safsizlik B | 44.696 | 1.329 | 17869 | 47.983 | 1.543 | 17936
Safsizlik C | 52.469 | 1.006 | 17811 | 55.669 | 1.242 | 177540

4.2.1.7. Sistem Uygunluk Testleri

3.3.4.1 de belirtildigi sekilde hazirlanan karisim cozeltisinde safsizlik A ve

finasterid arasindaki rezoliisyon 2,456 olarak bulunmustur.

4.2.1.8. Hizlandirilmis Bozundurma Calismalari

3.3.4. de belirtildigi gibi hazirlanan numune c¢ozeltilerinin analizi sonucu elde

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

verilmistir.

A) 10.0 N NaOH ile yapilan ¢caligma:

Tablo 21: 10.0 N NaOH ile yapilan hizlandirilmig bozundurma ¢alismasi sonuglari

Baslangic % 72 saat sonra %
Safsizlik A Dedekte edilemedi 0.12
Safsizlik B Dedekte edilemedi 0.14
Safsizlik C 0.11 0.26
Bilinmeyen Safsizlik | Dedekte edilemedi 0.055
Toplam Safsizlik 0.11 0.58
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B) 0.1 N NaOH ile yapilan calisma:

Tablo 22: 0.1 N NaOH ile yapilan hizlandirilmis bozundurma ¢aligmasi sonuglari

Baslangic %

72 saat sonra %

Safsizlik A Dedekte edilemedi 0.100
Safsizlik B Dedekte edilemedi 0.056
Safsizlik C 0.024 0.038
Bilinmeyen Safsizlik 0.043 0.053
Toplam Safsizlik 0.064 0.247

C) MeOH hidrokloriir ile yapilan caligma:

Tablo 23: MeOH hidrokloriir ile yapilan hizlandirilmig bozundurma ¢alismasi sonuglari

Baslangic % 72 saat sonra %
Safsizlik A Dedekte edilemedi Dedekte edilemedi
Safsizlik B Dedekte edilemedi 0.045
Safsizlik C 0.049 0.160
Bilinmeyen Safsizlik 0.069 0.092
Toplam Safsizlik 0.118 0.297

D) Goriiniir 151k altinda bekletilerek yapilan ¢alisma:

Tablo 24: Goriiniir 151k altinda bekletilerek yapilan hizlandirilmis bozundurma calismasi sonuglari

Baslangic% 3 saat sonra % 24 saat sonra %
Safsizlik A Dedekte edilemedi Dedekte edilemedi 0.035
Safsizlik B Dedekte edilemedi Dedekte edilemedi 0.088
Safsizlik C 0.039 0.090 0.190
Bilinmeyen Safsizlik | Dedekte edilemedi Dedekte edilemedi 0.090
Toplam Safsizlik 0.039 0.090 0.403

39




E) Ultraviyole 151k altinda bekletilerek ile yapilan ¢alisma:

Tablo 25: Ultraviyole 151k altinda bekletilerek yapilan hizlandirilmis bozundurma ¢aligmasi sonuglari

Baslangic% 3 saat sonra % 24 saat sonra %
Safsizlik A Dedekte edilemedi Dedekte edilemedi 0.110
Safsizlik B Dedekte edilemedi Dedekte edilemedi 0.035
Safsizlik C 0.027 0.071 0.190
Bilinmeyen Safsizlik 0.019 0.028 0.033
Toplam Safsizlik 0.046 0.099 0.368

F) 60 °C sicakta bekletilerek yapilan ¢aligma:

Tablo 26: 60 °C sicakta bekletilerek yapilan hizlandirilmis bozundurma ¢alismasi sonuglari

Baslangic% 3 saat sonra % 24 saat sonra %
Safsizlik A Dedekte edilemedi Dedekte edilemedi | Dedekte edilemedi
Safsizlik B Dedekte edilemedi Dedekte edilemedi | Dedekte edilemedi
Safsizlik C 0.0160 0.016 0.038
Bilinmeyen Safsizlik 0.015 0.021 0.066
Toplam Safsizlik 0.031 0.037 0.104
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5. TARTISMA VE SONUC

Gecmiste incelenen finasterid ile ilgili olarak cesitli kromotografik sartlarda
yiiksek basing s1v1 kromotografisi ile ilgili calismalar yapilmistir (23).

Film kapl tabletlerde safsizlik analizi i¢cin EP’de hammadde finasteridin
safsizlik tayini icin belirtilen yiiksek basingli sivi kromatografisi uygulanmistir.
Belirtilen metodun Oncelikle 5.0 mg finasterid film tabletleri i¢in islenebilirligi
incelenmis ve metotta belirtilen kromatografik sartlar dahilinde uygun sabit fazin
tespit edilmesi icin pikler arasi uygun rezoliisyon, teorik plaka sayisi ve kuyruklanma
faktorii tayin edilmis ve film tabletlerde bu metodun isledigi saptanmustir.

Finasteridin safsizliklarindan olusan karisim enjekte edildiginde uygun
rezoliisyon, kuyruklanma faktorii ve teorik plaka sayisi bulunmustur. Elde edilen
resoliisyonlarin hepsi 2’den biiyiik, kuyruklanma faktorii 1 ile 5 arasindadir.

Bu metodun dogrulanmasi amaciyla yapilmis olan ¢alismalardan secicilik
parametresinde safsizlik metodu icin 5.0 mg film tabletlerin i¢cinde bulunan yardimci
maddelerinin metotta uygulanan kromatografik sartlarda pik vermedigi ayrica etken
madde piki ile safsizlik piklerinin birbiri ile girisim yapmadigi ayrimin iyi oldugu
saptanmistir. Bu bulgular, kromatografik sartlarin film kaplh tabletler i¢in uygun
oldugunu gostermektedir.

Dogrusallik tayininde safsizlik metodunda dogrusalligin saglanabilmesi i¢in
calisilmasi gereken en az 5 konsantrasyonda tiim safsizliklar 0,0015- 0,0045 mg /mL
konsantrasyon araliginda dogrusal bulunmustur. Safsizlik A, safsizlik B ve safsizlik
C icin r* degeri 0,98’ den biiyiik bulunmustur.

Dogruluk parametresinde safsizlik metodu i¢in safsizliklarin % 80, %100 ve
%120’sini igeren c¢ozeltilerden elde edilen sonuglarm %95 - %105 araliginda
bulundugu ve sinirlar i¢inde kaldigi tespit edilmistir. Geri kazanim testinin sonuglar1
% 95 - % 105 araliginda bulundugu ve sinirlar icinde kaldig: tespit edilmistir. Geri
kazanim testinin sonuglar1 % 95 giiven aralig1 smirlar1 i¢inde t, degeri 4.30 alinarak

incelenmistir. Elde edilen sonuglar safsizlik A’nin % 80,% 100 ve % 120’sini iceren
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cozeltiler i¢in sirasiyla; % 101.77+1.33, 101.35 £ 1.20, 98.80 + 1.23, safsizlik B’nin
9% 80, %100 ve %120’sini iceren ¢ozeltiler i¢in sirasiyla;

99.24+1.25, 100.18+1.53, 100.74+0.690, safsizlik C ’nin % 80, %100 ve
9%120’sini iceren ¢ozeltiler sirastyla; 100.31£1.99, 102.82+0.83, 99.70£1.39 olarak
bulunmustur(16).

Tekrar elde edilebilirlik  parametresi icin  safsizliklarin %100
konsantrasyondaki cozeltisinden hazirlanan 6 numunenin enjeksiyonu sonucu elde
edilen sonuclarn RSD degeri % 2’den kiiciik ¢ikmustir. Metotlarin tekrar elde
edebilirlik parametresini sagladig: ispatlanmistir (16).

Tekrarlanabilirlik parametresi igin safsizliklarin %100 konsantrasyonda
hazirlanmis olan ¢ozeltilerin 6 kez enjeksiyonu sonucu elde edilen RSD degerleri %
I’den kii¢iik bulunmustur. Metodlarin tekrarlanabilirlik parametresini sagladigi
ispatlanmistir (16).

Ara kesinlik parametresi icin metodun farkl analist, farkl giin ve farkh cihaz
ile yapilmis olan safsizlik metodu icin 4.2.1.4. boliimiin A ve C maddelerindeki
sonuclardan iki sonucun ortalamalar1 ve RSD’leri arasindaki fark % 2’den az fark
oldugu i¢in yontemin farkli analizci ve farkli cihaz uygulamalarindan etkilenmedigi
kanitlanmustir.

Metotlarin saglamligini tespit etmek icin elde edilen degisiklikler sonucu elde
edilen tiim kapasite faktorleri 1-5 arasinda, kuyruklanma faktorleri 2’den kiigiik ve
teorik plaka sayilar1 2000°den biiyiikk oldugu icin degisimler sonucu metotlarda
anlaml degisiklikler olmamis ve metotlarin saglamliklar1 ispat edilmistir (16).
Analiz 5.0 mg finasterid film tabletlerine yapildig1 i¢in gézlenen degisimler yalnizca
tabletlerin icerdigi safsizliklara aittir.

Safsizlik metodunun dogrulanmasi i¢in yapilan calismalarin sonucunda
safsizlik A icin 0.00075 mg/mL- 0.0045 mg/mL, safsizlik B i¢in 0.00075 mg/mlL—
0.0045 mg/mL ve safsizlik C icin 0.00075 mg/mL- 0.0045 mg/mL konsantrasyon
araliginda dogrulanmustir.

Bilinmeyen safsizliklarin tespiti ve bilinen safsizliklarda meydana gelen
kantitatif degisimleri Olcmek igin yapilmis olan hizlandirilmis bozundurma
calismalarinda safsizliklarda artis meydana gelmis fakat safsizligim miktari
farmakopede belirtilen sinirlar dahilinde kalmistir (22). Bozundurma caligmalarinda
bilinmeyen safsizlik meydana gelmis tabletlerin 1s1, 151k ve neme kars1 duyarh oldugu

ve metodun bu degisimleri tayin edebilecek kadar hassas oldugu tespit edilmistir.
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Sonug¢ olarak EP’de hammadde finasterid’in safsizlik tayini i¢in belirtilen
yiikksek basingli sivi kromatografisi metodu Dilaprost 5.0 mg film tabletleri icin
uygulandi ve bu dogrultuda uygun kolon se¢imi yapildi. Ayni1 sabit faz, hareketli faz
ve dedektor sistemini iceren metot ile finasterid ve safsizliklarinin kalitatif ve
kantitatif tayinin yapilabilecegi ve metodun otoritelerce belirlenmis olan validasyon

kriterlerini sagladigi ispatlanmustir.
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