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maddeleri uyarinca yukaridaki jiri tarafindan uygun bulunmus ve Saglk Bilimleri

Enstitisi Yonetim Kurulu karariyla onaylanmistir.

Prof. Dr. Miige YEMISCi OZKAN

Enstiti Midiri



YAYIMLAMA VE FiKRi MULKIYET HAKLARI BEYANI

Enstitl tarafindan onaylanan lisansiistl tezimin/raporumun tamamini veya herhangi bir
kismini, basili (kagit) ve elektronik formatta arsivieme ve asagida verilen kosullarla kullanima
acma iznini Hacettepe Universitesine verdigimi bildiririm. Bu izinle Universiteye verilen
kullanim haklari digindaki tiim fikri mulkiyet haklarim bende kalacak, tezimin tamaminin ya
da bir boliminin gelecekteki calismalarda (makale, kitap, lisans ve patent vb.) kullanim
haklari bana ait olacaktir.

Tezin kendi orijinal galismam oldugunu, baskalarinin haklarini ihlal etmedigimi ve tezimin tek
yetkili sahibi oldugumu beyan ve taahhiit ederim. Tezimde yer alan telif hakki bulunan ve
sahiplerinden vyazili izin alinarak kullanilmasi zorunlu metinlerin yazili izin alinarak
kullandigimi ve istenildiginde suretlerini Universiteye teslim etmeyi taahhiit ederim.
Yiiksekogretim Kurulu tarafindan yayinlanan “Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda
Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime A¢ilmasina iliskin Yonerge” kapsaminda tezim asagida
belirtilen kosullar haricince YOK Ulusal Tez Merkezi / H.U. Kitiiphaneleri Agik Erisim
Sisteminde erisime acilir.

o Enstiti / Fakilte yonetim kurulu karari ile tezimin erisime acilmasi mezuniyet
tarihimden itibaren 2 yil ertelenmistir. ¥

o Enstitl / Fakilte yonetim kurulunun gerekgeli karari ile tezimin erisime agilmasi
mezuniyet tarihimden itibaren ... ay ertelenmistir. ?

o Tezimle ilgili gizlilik karari verilmistir.®

Kim. Miih. Pelin GENCER

“Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime Acilmasina iliskin
Yénerge”

(1) Madde 6. 1. Lisansiistii tezle ilgili patent basvurusu yapilmasi veya patent alma siirecinin devam
etmesi durumunda, tez danismaninin énerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun gériisii lizerine enstitii
veya fakiilte yonetim kurulu iki yil siire ile tezin erisime ag¢ilmasinin ertelenmesine karar verebilir.

(2) Madde 6. 2. Yeni teknik, materyal ve metotlarin kullanildigi, heniiz makaleye déniismemis veya
patent gibi ydéntemlerle korunmamis ve internetten paylasilmasi durumunda 3. sahislara veya
kurumlara haksiz kazang imkéni olusturabilecek bilgi ve bulgulari iceren tezler hakkinda tez
danismaninin énerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun gériisii (izerine enstitii veya fakiilte yénetim
kurulunun gerekgeli karari ile alti ayi asmamak lizere tezin erisime agilmasi engellenebilir.

(3) Madde 7. 1. Ulusal ¢ikarlari veya giivenligi ilgilendiren, emniyet, istihbarat, savunma ve giivenlik,
saghk vb. konulara iliskin lisanstistii tezlerle ilgili gizlilik karari, tezin yapildigi kurum tarafindan verilir
*. Kurum ve kuruluslarla yapilan isbirligi protokolii ¢ercevesinde hazirlanan lisansiistii tezlere iliskin
gizlilik karari ise, ilgili kurum ve kurulusun énerisi ile enstitii veya fakiiltenin uygun goériisii lizerine
iiniversite yoénetim kurulu tarafindan verilir. Gizlilik karari verilen tezler Yiiksekégretim Kuruluna
bildirilir.

Madde 7.2. Gizlilik karari verilen tezler gizlilik siiresince enstitii veya fakiilte tarafindan gizlilik kurallari
cercevesinde muhafaza edilir, gizlilik kararinin kaldirilmasi halinde Tez Otomasyon Sistemine yiiklenir.

* Tez danismaninin Gnerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun gériisii lizerine enstitii veya fakiilte
y6netim kurulu tarafindan karar verilir.



ETIK BEYAN

Bu calismadaki bitin bilgi ve belgeleri akademik kurallar ¢ergevesinde elde ettigimi,
gorsel, isitsel ve yazili tim bilgi ve sonuclan bilimsel ahlak kurallarina uygun olarak
sundugumu, kullandigim verilerde higbir tahrifat yapmadigimi, yararlandigim kaynaklara
bilimsel normlara uygun olarak atifta bulundugumu, tezimin kaynak gosterilen durumlar
disinda 6zgiin oldugunu, Prof. Dr. incilay SUSLU danismanliginda tarafimdan tretildigini ve
Hacettepe Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Tez Yazim Yénergesine gore yazildigini beyan

ederim.
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paylasan ve bana yol gdsteren degerli danisman Hocam Sayin Prof. Dr. incilay Siislii’ye,
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Sayin Prof. Dr. Nursabah E. Basci Akduman, Sayin Prof. Dr. Sedef Kir, Sayin Prof. Dr. Emirhan
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OZET

Genger, P. Betametazon Sodyum Fosfat ve Betametazon Dipropiyonat’in Bozunma
Uriinlerinin Varliginda Yiiksek Basingh Sivi Kromatografisi ile Ayni Anda Analizleri,
Hacettepe Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Analitik Kimya Programu, Yiiksek Lisans
Tezi, Ankara, 2023. Steroidler hiicrelerde iltihabi arttirmaya araciik eden proteinleri
baskilamaktadir. Kortikosteroidler, adrenal korteksten salgilanan steroid yapida
hormonlardir. Kortikosteroidler anti-inflamatuvar etkilerinden dolay tim diinyada yaygin
olarak kullaniimaktadirlar. Betametazon, esas olarak glukokortikoid gorevi goren bir
kortikosteroiddir. Bu c¢alismada, enjekte edilebilir sispansiyon halindeki farmasétik
preparatlarda bulunan betametazon sodyum fosfat, betametazon dipropiyonat ve koruyucu
maddelerin analizi ylksek basingl sivi kromatografisi yontemi gelistirilmis ve valide edilmistir.
Onerilen ydntem, farkli kolonlar, hareketli faz bilesimleri ve iyon cifti ajanlar kullanilarak
optimize edilmistir. S6z konusu etkin madde ve koruyucu maddelerin analizleri, Zorbax XDB
C18, 250 x 4.6 mm, 5 um kolon, iyon cifti ajani olarak hekzilamin igeren pH: 4.0 fosfat
tamponu : asetonitrilden olusan hareketli fazi kullanilarak gradient eltisyon ile, 1.0 mL/dk akis
hizinda ve 254 nm dalga boyunda yapilmistir. Ayrica yontemin seciciligini gostermek icin stres
testi calismalari da yapilmistir. Gelistirilen analitik yonteme secicilik, dogrusallik, dogruluk,
kesinlik, tutarlilik ve saglamlik parametreleri uygulanarak valide edilmistir. Gelistirilen ve
valide edilen analitik yontemin betametazon sodyum fosfat, betametazon dipropiyonat
etkin maddeleri ile benzil alkol, metil paraben ve propil paraben koruyucu maddelerinin ayni
anda analizlerinde kullanilabilecegi onerilmistir. Valide edilen kromatografik yontem, stz
konusu iki etkin madde ve koruyucu maddeleri iceren farmasétik preparatin analizine basarili

bir sekilde uygulanmistir.

Anahtar Kelimeler: Betametazon sodyum fosfat, Betametazon dipropiyonat, Bozunma

Urunleri, Ylksek Basinch Sivi kromatografisi, Validasyon, Farmasotik preparat.
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ABSTRACT

Genger, P. Simultaneous Analysis of Betamethasone Sodium Phosphate and
Betamethasone Dipropionate in the Presence of Degradation Products by High
Performance Liquid Chromatography, Hacettepe University Graduate School Health
Sciences, Analytical Chemistry Program, Master's Thesis, Ankara, 2023. Steroids suppress
proteins that mediate increased inflammation in cells. Corticosteroids are streoid hormones
secreted from the adrenal cortex. Corticosteroids are widely used all over the world due to
their anti-inflammatory effects. Bethamethasone is a corticosteroid that acts primarily as a
glucocorticoid. In this study, high performance liquid chromatography method was
developed and validated for the determination of betamethasone sodium phosphate,
betamethasone dipropionate and preservatives in pharmaceutical preparations as injectable
suspension. The proposed method was optimized by using different columns, mobile phase
compositions and ion pair reagents. The analysis of these active substances and
preservatives were performed on Zorbax XDB C18, 250 x 4.6 mm, 5 um column, using
composed of pH: 4.0 phosphate buffer : acetonitrile containing hexylamine as ion pair
reagent by gradient elution, flow rate of 1.0 mL/min and wavelengths of 254 nm. In addition,
stress test studies were also carried out to show the selectivity of the method. The developed
analytical method was validated by applying the parameters of selectivity, linearity, accuracy,
precision, ruggedness, and robustness. It has been suggested that the developed and
validated analytical method can be used in the simultaneous analysis of betamethasone
sodium phosphate, betamethasone dipropionate active substances and benzyl alcohol,
methyl paraben and propyl paraben preservatives. This validated method was successfully
applied to the pharmaceutical preparation containing these two active substances and

preservatives.

Keywords: Betamethasone sodium phosphate, Betamethasone dipropionate, Degradation
products, High Performance Liquid Chromatography, Validation, Pharmaceutical

preparation.
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SEKILLER

Betametazon sodyum fosfatin kimyasal yapisi (24).

Betametazon dipropiyonatin kimyasal yapisi (27).

Kolon kromatografisinde kromatografik ayirimin sematik gosterimi (40).
Tek bilesenli bir numune igin 6rnek kromatogram.

HPLC cihazinin genel olarak sematik gosterimi (46).

Kromatografik ayirim tekniklere iliskin gorsel.

Simetri faktoriine iliskin gorsel (48).

Pikin vadiye oraninin sematize edilmesi (48).

Sinyal/gurdlti oraninin sematize edilmesi (48).

ilag etkin maddesi ve formiilasyonuna uygulanan stres testleri (75).
Betametazon sodyum fosfata ait spektrum.

Betametazon dipropiyonata ait spektrum.

Benzil alkole ait spektrum.

Metil parabene ait spektrum.

Propil parabene ait spektrum.

C8 (250 x 4.6 mm, 5 um) kolon ile yapilan standart ¢dzelti enjeksiyonuna
ait kromatogram (Hareketli Faz A: Hekzilamin iceren pH: 4.0 tamponu,
Hareketli faz B: Asetonitril).

C18(250x4.6 mm, 5 um) kolon ile yapilan standart ¢ozelti enjeksiyonuna
ait kromatogram (Hareketli Faz A: Hekzilamin iceren pH: 4.0 tamponu,
Hareketli faz B: Asetonitril).

pH: 7.0 olan hareketli faza iyon cifti eklenmediginde standart ¢ozelti
enjeksiyonu ile elde edilen kromatogram.

pH: 3.0 olan hareketli faza iyon cifti eklenmediginde standart ¢ozelti
enjeksiyonu ile elde edilen kromatogram.

pH: 4.0 olan hareketli faza iyon cifti eklenmediginde standart ¢ozelti
enjeksiyonu ile elde edilen kromatogram.

pH: 4.0 olan hareketli faza trietilamin eklendiginde elde edilen
kromatogram.

pH: 4.0 olan hareketli faza hekzilamin eklendiginde elde edilen
kromatogram.

Su : asetonitril (50 : 50, h/h) seyreltme ¢ozeltisi kullanilarak hazirlanan
standart ¢ozeltiye ait kromatogram.
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4.14.

4.15.

4.16.
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4.24,
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4.26.

4.27.
4.28.
4.29.

4.30.
4.31.

4.32.

4.33.

4.34.
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Su : asetonitril (70 :30, h/h) seyreltme ¢ozeltisi kullanilarak hazirlanan
standart ¢ozeltiye ait kromatogram.

Su : asetonitril (65 : 35, h/h) kullanilarak hazirlanan standart ¢ozeltiye ait
kromatogram.

pH 6.8 fosfat tamponu : asetonitril (65 : 35, h/h) kullanilarak hazirlanan
standart ¢ozeltiye ait kromatogram.

Cozlicliye ait kromatogram.

Betametazon dipropiyonat asit bozundurmasina ait kromatogram.
Betametazon sodyum fosfat asit bozundurmasina ait kromatogram.

Betametazon enjeksiyonluk stispansiyon plasebo asit bozundurmasina
ait kromatogram.
Betametazon dipropiyonat baz bozundurmasina ait kromatogram.

Betametazon sodyum fosfat baz bozundurmasina ait kromatogram.

Betametazon enjeksiyonluk stispansiyon plasebo baz bozundurmasina
ait kromatogram.

Betametazon dipropiyonat peroksit bozundurmasina ait bozunma
drlnleri miktar tayini kromatogrami.

Betametazon sodyum fosfat peroksit bozundurmasina ait kromatogram.

Betametazon  enjeksiyonluk  slspansiyon  plasebo  peroksit
bozundurmasina ait kromatogram.
Betametazon dipropiyonat isi bozundurmasina ait kromatogrami.

Betametazon sodyum fosfat isi bozundurmasina ait kromatogram.

Betametazon enjeksiyonluk siispansiyon plasebo i1si bozundurmasina ait
kromatogram.
Betametazon dipropiyonat isi ve nem bozundurmasina ait kromatogram.

Betametazon sodyum fosfat 1si ve nem bozundurmasina ait
kromatogram.

Betametazon enjeksiyonluk slispansiyon plasebo Isi ve nem
bozundurmasina ait kromatogram.

Dogrusal regresyon analizi sonucunda betametazon sodyum fosfat igin
elde edilen kalibrasyon egrisi.

Dogrusal regresyon analizi sonucunda betametazon dipropiyonat igin
elde edilen kalibrasyon egrisi.

Dogrusal regresyon analizi sonucunda benzil alkol icin elde edilen
kalibrasyon egrisi.

Dogrusal regresyon analizi sonucunda metil paraben icin elde edilen
kalibrasyon egrisi.

Dogrusal regresyon analizi sonucunda propil paraben icin elde edilen
kalibrasyon egrisi.

Betametazon sodyum fosfat icin dogrusallik kontroll grafigi.
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Betametazon dipropiyonat icin dogrusallik kontrolu grafigi.
Benzil alkol icin dogrusallik kontrolii grafigi.

Metil paraben igin dogrusallik kontrolii grafigi.

Propil paraben igin dogrusallik kontrolii grafigi.

Diprospan® adh farmasétik GrGnin analizi sonucu elde edilen
kromatogram.
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1. GiRiS VE AMAC

Kortikosteroidler anti-inflamatuvar etkilerinden dolay tim diinyada yaygin olarak
kullanilmaktadirlar. Kortikosteroidler, adrenal korteksten salgilanan steroid yapida
hormonlardir. Steroidlerin insan viicudunda énemli gorevleri olup bunlardan en énemlisi,
hiicrelerde iltihabi arttirmada etkili olan proteinleri baskilamalaridir ve bu etkilerinden dolayi
¢ok sayida hastaligin tedavisinde kullanilmaktadirlar. Kortikosteroid grubu ilaglar, anti-
inflamatuvar, anti-alerjik, immuinosupresif ve hemen hemen her organda etkileri oldugu icin
cok kullanilirlar. Anti-inflamatuvar ve immiinosupresif 6zellikleri nedeniyle romatoid artrit,
inflamatuvar bagirsak hastalig, astim, artrit, alerjik hastaliklar, anaflaktik sok, ndrolojik
hastaliklar, cesitli enfeksiyonlar, crohn hastaligi, Glseratif kolit, hepatik nekroz, kronik aktif
hepatit, lenfoma, [6semi, multipl skleroz, psoriyazis ve egzama gibi hastaliklarin tedavisinde

kullanilirlar (1-6).

Betametazon, esas olarak glukokortikoid gorevi géren bir kortikosteroiddir. Enjekte
edilebilir stispansiyon halinde bulunan ticari formiilasyonu; betametazonun, iki ester bilesigi
olan betametazon sodyum fosfat ve betametazon dipropiyonat esterlerinin
kombinasyonunu igeren su bazindaki steril bir farmasotik formdur. Betametazondaki hemen
etki, hizla ¢ozlinen sekli olan betametazon sodyum fosfat tarafindan saglanir. Suda ¢ok az
¢6zlinen betametazon dipropiyonat enjeksiyon yerinden ¢ok yavas emilir ve uzun siire etki

gostererek semptomlari kontrol eder (7).

Metil paraben ve propil paraben, kozmetik, gida drinleri ve farmasotik
formiuilasyonlarda antimikrobiyal koruyucu olarak yaygin olarak kullanilirlar. Tek basina,

parabenlerle veya diger antimikrobiyal ajanlarla kombinasyon halinde kullanilabilir (8).

ilag sekillerinin tasariminda ve gelistirilmesinde en &nemli noktalardan biri etkin
maddenin ve Urlinln stabilitesidir. Stabilite en 6nemli bir gdstergesi olup bir ilacin dayanikli
olmasi, Uretimi, depolamasi, nakli, hastane veya eczanede saklama ve kullanim siresince
Uretildigi tarihteki 6zelliklerinin 6nceden belirlenmis sinirlar icinde kalmasi olarak tanimlanir.
Stabilite testlerinde amag; etkin maddenin veya bitmis Grtinlin kalitesinin sicaklik, 1sik ve nem

v

gibi bircok cevresel faktorin etkisinde zamanla nasil degistigine dair kanit sunmak, etkin



madde icin tekrar test stiresini, bitmis Grlin icin raf dmriini ve 6nerilen saklama kosullarini

belirlemektir.

Bozunma Urinleri, bir molekilde zamanla olusan kimyasal degisimden, isi, 151k, pH ve
nem gibi bircok faktoriin etkisiyle, yardimc madde veya birincil ambalaj malzemesiyle
reaksiyonu ile olusan molekiillerdir. ilac Griinlerinin Giretimi, tasinmasi, depolanmasi sirasinda
gelisebilen ve farmasétik Griinlerin etkinligini etkileyebilecek istenmeyen kimyasallardir. ilag
maddelerinin Uretimi ve depolanmasi sirasinda olusan bozunma maddelerinin belirlenmesi
amaciyla stres calismalar yapilmaktadir. ilagtaki olasi safsizlik ve bozunmalarin belirlenmesi
hastanin sagligi ve ilag etkinligi icin 6nemlidir. Kiicik miktarlarda olsalar bile safsizliklarin
bulunmasi, ilacin hem etkinligini hem de glivenirliligini etkileyebilmektedir ve istenmeyen
farmakolojik ve toksikolojik etkilere neden olabilmektedirler. Bu nedenle ilaglarda bulunan
safsizliklarin tanimlanmasi, tayini ve miktarlarinin bulunmasi oldukca 6nemlidir. Stres testleri,
olasi bozunma Urunlerini ortaya ¢ikarmak icin yapilan analizlerdir ve ilacin stabilitesinin yani
kararlliginin ortaya konulmasi icin 6nemlidirler. Stres testleri, etkin maddelerin farkli
kosullardaki pargalanma Urinleri ve parcalanma mekanizmalari hakkinda bilgi verir. Etkin
maddenin, bozunma Urinlerinin, Gretimden gelen safsizliklarin, yardimcr maddelerin veya
diger potansiyel safsizliklarin varliginda, girisim olmadan dogru olarak analizi 5nemlidir (8-10).
Etkin madde, bitmis Urlin ve plaseboda olusabilen olasi bozunma Uriinlerinin tayininde

kullanilacak kosullar kilavuzlarda (ICH Q1A ve ICH Q1B) belirtilmistir (10-15).

Bir yontemin validasyonu yani gecerliligi; gelistirilen analitik yontemin kullaniminin
uygun olup olmadigini gdstermek icin yapilir. ilag tretimi ve kalite kontrolii asamalarinda,
uygulanan tiim islemlerin dogru ve glivenilir oldugunu gosterir. Yontem validasyonu,
gelistirilen bir analiz yonteminin o andaki ve sonraki kullanimlarinda gecerli oldugunu
gostermektedir. Yontem validasyonu parametreleri; kararlilik, segicilik, dogrusallik, aralik,
duyarhlik, dogruluk, kesinlik, saglamlik ve tutarhhktir (16-18). Gelistirilen bir analitik yontemin
uygun oldugunu belirleyen parametreler Uluslararasi Uyum Konseyi (ICH)'de tanimlanmistir

(12).

Literatlr arastirmasina gore, bozunma Uriinlerinin varliginda, betametazon sodyum

fosfat, betametazon dipropiyonat ve koruyucularin bir arada analiz edildigi analitik bir



yonteme rastlanmamistir. Bu amacla, bozunma triinlerinin varliginda, betametazon sodyum
fosfat, betametazon dipropiyonat, benzil alkol, metil paraben ve propil paraben’in yiiksek
basingh sivi kromatografisi (HPLC) yontemi ile ayni anda analizi igin optimum kosullar
belirlenerek miktar tayini ¢alismalarinin yapilmasi planlanmistir. Bu iki etkin maddenin,
plasebo ve farmasotik preparatin, kilavuzlarda verilen kosullarda stres testlerine tabi
tutularak (asit, baz, I1si, nem ve oksidasyon islemi uygulanarak) bozundurma calismalari

gerceklestirilecektir.

Gelistirilen analitik yontemin, kilavuzlar dogrultusunda validasyon calismalarinin
yapilmasi ve validasyon parametrelerinden elde edilen sonuglar dogrultusunda yontemin
segici, dogru, kesin, tutarli ve saglam bir yontem oldugunun gosterilmesi planlanmigtir. Elde

edilen bulgular her asamada uygun istatistiksel testlerle degerlendirilecektir.

Son olarak da gelistirilen ve valide edilen yontemin, betametazon sodyum fosfat ve
betametazon dipropiyonat etkin maddelerini iceren farmasoétik preparatlara uygulanmasi

hedeflenmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kortikosteroitler

Kortikosteroidler, adrenal korteksten salgilanan steroid yapida hormonlardir.
Steroidlerin viicudumuzda 6nemli gérevleri olup bunlardan en 6nemlisi, hiicrelerde iltihabi
arttirmada etkili olan proteinleri baskilarlar ve bundan dolayi ¢ok sayida hastaligin
tedavisinde kullanilmaktadirlar. Esas olarak karbonhidrat ve protein yikimini uyarirlar, immiin
ve inflamatuvar cevaplarda diizenleyici rolleri vardir. Kan basincini yikseltirler ve bagirsaktan
kalsiyum emilimini azaltirlar (1-4). Anti-inflamatuvar, antialerjik, imminsupresif ve hemen

hemen her organdaki etkilerinden dolayi kortikosteroidler, siklikla kullanilirlar.

Kortikosteroidlerin bilinen bircok etkisi bulunmaktadir (5, 6). Anti-inflamatuvar ve
imminosupresif 6zelliklerinden dolayl romatoid artrit, inflamatuvar bagirsak hastalig), astim,
artrit, alerjik hastaliklar (Urtiker, anjioddem, kontakt dermatit, alerjik rinit), sistemik lupus
eritromatozus, anaflaktik sok, norolojik hastaliklar ( akut omurilik zedelenmesi, intrakranial
basing artisi, beyin 6demi ve ensefalit), enfeksiyonlar (Hemofilus influenza tip B menenijiti,
tlberkiiloz menenijiti), crohn hastalig), Ulseratif kolit, kronik aktif hepatit, subakut hepatik
nekroz, lenfoma, |6semi, multipl skleroz, pstriyazis ve egzama gibi birgok hastaligin
tedavisinde kullanilirlar (1, 2, 5, 6). Siklikla kullanilan kortikosteroid ilaglar; beklometazon,
kortizon, fludrokortizon, betametazon, tirleri; hidrokortizon, kortizon asetat, prednizon,
prednizolon, metilprednizolon, triamsinolon, betametazon, deksametazon, mometazon
furoat, fludrokortizon, beklometazon dipropiyonat, flusinolon asetonid, prednikarbat,
diflukortolon valerat, deflazakort, flumetazon pivalat, flunisolid, flutikazon propiyonat ve

budesoniddir (3).

Kortikosteroitler birkac sekilde ve genel olarak iki amaca yonelik uygulanirlar. Bir
yildan az olmak Uzere kisa slre kullanildiginda, amac¢ hastali§in baslangicta alevli
semptomlarini kontrol etmek ve steroidle birlikte alinan ilacin etkisinin baslamasina kadar
olan siirede hastayi rahatlatmaktir. Ayrica kullanilan diger ilaglarin beklenen stirelerde etkisiz

olmasi ya da yan etkilerin olusmasi durumunda kullanilirlar (19).



Kortikosteroit tedavisinde yasami tehdit eden boyutlara ulasabilen ciddi yan etkiler
gozlenebilir. Bu nedenle, kortikosteroid tedavisine baslarken, her bir hasta icin ilaglarin risk

ve yararlari degerlendirilmelidir (19).

Kortikosteroitler, hastalik belirtileri kontrol altina alindiginda hizla azaltilmalidir. Doz
azaltma islemi hastaliga bagl olarak degisir. Uzun donem, orta dénem veya kisa donem
kortikosteroit kullananlarda, doz kontrolsliz olarak azaltilirsa gekilme sendromu, bitkinlik,
halsizlik, istahsizlik, bulanti ve kilo kaybi olusabilir. Bu nedenle kortikosteroit dozu uygun

zamanda ve kontrolll olarak azaltilmalidir (20).

Cocuklarda kortikosteroitler kemik bliylimesini inhibe eder ve blylime geriligine
neden olurlar. Kortikosterotler kisa stire icerisinde yiksek dozlarda iv inflizyonla verilerek de
kullanilabilirler. Bu uygulamanin risk-yarar orani bakimindan olumlu oldugu ve yan etkisinin
oldukga az oldugu gosterilmistir (21, 22). Kortikosteroid ilaclar topikal ya da inhalasyon yolu
ile uygulandiginda nadiren yan etkiler gézlenir; uzun stire yliksek dozlarda oral kullanildiginda
ise hipertansiyon, seker hastaligl, 6dem, osteoporoz, peptik Ulser, Cushing sendromu ve
ozellikle cocuklarda biiylimeyi durdurma ve nadiren katarakt ve psikoza neden olur. Yiksek
dozda kullanimlari immiin sistemini de bozar, ciddi enfeksiyon (tlberkiloz ve septisemi)
riskini arttirir. immdin sistemi baskilayic 6zellikleri de vardir. Uzun dénemli tedavide adrenal
bezlerde kortikosteroid Uretimini baskilayabilir ve ilaci aniden birakmak yasami olumsuz

olarak tehdit eden adrenal yetmezlige yol acabilir.
2.2. Tezde Kullanilan Etkin Maddeler

Tez kapsaminda kortikosteroit grubu ilaclardan betametazon sodyum fosfat ve
betamatazon dipropiyonatin farmasotik preparatlardan ayni anda koruyucu maddeler ve

bozunma Urinlerinin varliginda analizleri gerceklestirilecektir.
2.2.1. Betametazon Sodyum Fosfat

Betametazon sodyum fosfat, metabolik, immdiinosupresif ve anti-inflamatuar
etkilere sahip sentetik bir glukokortikoid olan betametazon'un 21-fosfat esterinin disodyum

tuzudur. Betametazon sodyum fosfat, spesifik hiicre ici glukokortikoid reseptorlerine



baglanir ve ardindan gen ekspresyonunu degistirmek icin DNA'ya baglanir. Belirli iltihap
Onleyici proteinlerin sentezi indlklenirken, belirli iltihap aracilarinin sentezi engellenir. Sonug

olarak, kronik inflamasyon ve otoimmiin reaksiyonlarda genel bir azalma olur (23).

Betametazon sodyum fosfat, disodyum 9-floro-11B,17-dihidroksi-163-metil-3,20-
dioksopregna-1,4-dien-21-il fosfat yapisindadir. Co2H2sFNa;OgP molekiil formiiliine sahiptir.
Kimyasal formalu Sekil 2.1’de verilmistir. Betametazon sodyum fosfat 516.4 g/mol molekdil
agirhgina sahiptir. Beyaz veya neredeyse beyaz, cok higroskopik bir tozdur. Suda serbestce

¢6zlinlir, % 96’lik etanolde kismen ¢éziiniir, metilen kloriirde ise pratik olarak ¢dziinmez (24).

Betametazon sodyum fosfat sulu ¢ozeltide 1.18 ve -3.4 olmak izere iki pKa degerine

sahiptir (25).

Sekil 2.1. Betametazon sodyum fosfatin kimyasal yapisi (24).

2.2.2. Betametazon Dipropiyonat

Betametazon dipropiyonat, metabolik, immiinosupresif ve anti-inflamatuar etkilere
sahip sentetik bir glukokortikoid olan betametazon'un 17,21-dipropiyonat esteridir.
Betametazon dipropiyonat, spesifik hicre ici glukokortikoid reseptorlerine baglanir ve
ardindan gen ekspresyonunu degistirmek icin DNA'ya baglanir. Belirli iltihap 6nleyici
proteinlerin sentezi indlklenirken, belirli iltihap aracilarinin sentezi engellenir. Sonug olarak,

kronik inflamasyon ve otoimmiin reaksiyonlarda genel bir azalma vardir (26).

Betametazon dipropiyonat etkin maddesi, 9-floro-11B-hidroksi-16B-metil-3,20-
dioksopregna-1,4-dien-17,21-diyl dipropanoat yapisindadir. CxsHs7FO7 molekiil formiliine

sahiptir. Kimyasal formalu Sekil 2.2’de verilmistir. 504.6 g/mol molekil agirligina sahiptir.



Beyaz veya neredeyse beyaz, kristal tozdur. Suda pratik olarak ¢6ziinmez, aseton ve metilen

klorlirde serbestge ¢ozliniir, % 96’lik etanolde az ¢oziinir (27).

Betametazon dipropiyonat molekuliiniin pKa degeri 13.64’dlr (28).

Sekil 2.2. Betametazon dipropiyonatin kimyasal yapisi (27).

Betametazon sodyum fosfat ve betametazon dipropiyonat’in farmakolojik,

farmakokinetik ve farmakodinamik 6zellikleri agagidaki bolimlerde verilmistir (23, 26, 29).

Betametazon, esas olarak bir glukokortikoid gorevi goren bir kortikosteroiddir.
Enjekte edilebilir stispansiyon halinde bulunan ticari formilasyonu; betametazonun, iki ester
bilesigi olan betametazon sodyum fosfat ve betametazon dipropiyonat esterlerinin
kombinasyonunu igeren su bazindaki steril bir farmasotik formdur. Betametazondaki hemen
etki, hizla ¢ozlinen sekli olan betametazon sodyum fosfat tarafindan saglanir. Suda ¢ok az
¢6zlinen betametazon dipropiyonat, enjeksiyon yapilan yerden ¢ok yavas emilir ve uzun stire

etki gostererek semptomlari kontrol eder (7).

Betametazon sodyum fosfat ve betametazon dipropiyonat; kas veya eklem icine,
eklem cevresine, lezyon veya doku icine enjeksiyon ile uygulanir; fakat damar icine veya cilt
altina enjekte edilmemelidir. ilacin uygulama dozu; hastaligin tiiriine ve alinan cevaba gére

hastalar arasinda farkli olabilir.

Aniden siddetli semptomlarla baslayip kisa veya uzun siiren asagidaki hastaliklarda

kullanihrlar:

e Cesitli eklem hastaliklari (romatoid artrit, osteoartrit) ve romatizmal hastaliklarda,



e |ltihap ile gdzlenen diger bazi kas ve iskelet sistemi hastaliklari (bursit, tendinit),
e Baz alerjik durumlarda (anjiyo6dem, astim),

o Alerjik cilt hastaliklarinda (ekzema, sedef, Urtiker),

e Bazi hormonal hastaliklarda,

o Bagisiklik sistemiile ilgili bazi hastaliklarda (kolajen doku hastaliklari).

Asagidaki belirtilen durumlarda ise ilaglarin dikkatli kullaniimasi gerekir;

Ciddi enfeksiyon, yaralanma veya ameliyat gibi durumlarda,

Siroz, hipotiroidizm, gézde uguk varsa,

Duygusal bozukluk varsa,

Kan pihtilasmasi problemi olan hipoprotrombinemili hastalarda asetil salisilik asit
iceren ilaglar ile birlikte kullaniminda,

e Mide-bagirsak hastaliklar (Ulseratif kolit, divertikdlit), aktif veya aktif olmayan
peptik Ulser, apse ya da cerahi enfeksiyon, yeni gecirilmis bagirsak ameliyati, yiksek tansiyon,
bobrek yetmezligi, kemik erimesi olan hastalarda kortikosteroid kullanimina dikkat

edilmelidir.

Kortikosteroidler, enfeksiyonlarin belirtilerini de maskeleyebilir. Uzun sire
kullanildiklarinda, katarakt olusumu veya goz ici basinci artisina (glokom) neden olabilirler;

ayrica mantar ve virlslere bagli goz enfeksiyonlarini kolaylastirabilirler.

Sentetik kortikosteroidler yliksek dozlarda alindiginda; hipertansiyona, viicutta tuz ve

sivi tutulmasina veya potasyum kaybina yol acabilirler.

Betametazon sodyum fosfat ve betametazon dipropionat iceren ilaglar, enjeksiyon
yerinden absorbe edilerek lokal ve sistemik terapotik etkiler olustururlar. Oral veya
parenteral olarak uygulanan betametazonun plazma yarilanma stiresi, 300 dk veya daha
fazladir. Karaciger hastaligi olanlarda betametazon klirensi normal kisilere gore ise daha

yavastir.

Betametazon esas olarak alblimin olmak tizere 6nemli diizeyde plazma proteinlerine

baglanir (konsantrasyon araliginin ortalamasi: % 62.5) ve esas olarak albumine baglanir.



Diger glukokortikosteroidler gibi betametazon da karacigerde metabolize olur.

Kortikosteroidlerin ~ farmakodinamik etkileri, Olgllebilir plazma duzeyleri
periyodundan da uzun stirdiiglinden, total veya baglanmamis kortikosteroid kan diizeyleri

ile terapotik etkileri arasinda herhangi bir spesifik iliski gdsterilmemistir.

Bu etkin maddeleri igeren ilaglarin yiyecek ve igeceklerle etkilesimi

bulunmamaktadir.

Hamilelerde tibbi zorunluluk disinda kullaniimamalidir. Emzirme déneminde
glivenirliligi bilinmediginden; ilacin hasta igin 6nemi, risk/yarar degerlendirilmesi yapilarak
kullanilmali, hamilelik déneminde kortikosteroidlerle tedavi uygulanmasi halinde dogum
sirasinda ve sonrasinda hem anne hem de gocuk dikkatle izlenmelidir. Gebeliginde yiksek
dozlarda kortikosteroid kullanmis annelerin bebekleri, bébrek Ustl bezinin yetersiz calismasi
bakimindan degerlendirilmelidir. Dogum ©ncesi doneminde annelere betametazon
enjeksiyon uygulandiginda, fetlisiin adrenal bezlerinde Uretilen kortikosteroidi diizenleyen
hipofiz hormonlari ve fetal bliyime hormonu gegici olarak baskilanir. Kortikosteroidlerin
plasentaya gegisi s6z konusu oldugu icin gebeliginde kortikosteroid kullanan annelerin yeni
dogan bebekleri veya kiiciik cocuklari, ender olarak gorilen konjenital (dogumsal) katarakt

olasiligl agisindan degerlendirilmelidir.

Kortikosteroid tiri ilaglar, bebeklerde ve 3 yasina kadar olan ¢ocuklarda toksik ve
alerjik reaksiyonlara neden olabilecek benzil alkol igerir. Bu nedenle erken dogan bebeklere
ve yeni doganlara uygulanmamalidir. Kortikosteroidler, bebeklerin ve cocuklarin biiylimesini

yavaslatabilir, uzun streli tedavide bliyiime ve gelismeleri izlenmelidir.

Rifampin, fenobarbital, efedrin veya fenitoin ile birlikte kullanildiginda
kortikosteroidlerin etkileri azalabilir. Kortikosteroid ile birlikte 6strojen hormonu alanlardaise

kortikosteroid etkisi artabilir.

Kortikosteroidler, potasyum kaybina neden olan idrar soktirtci ilaglar ile birlikte

kullanildiginda, vicutta potasyum azligi olusabilir. Kalp yetersizliginde, kalp glikozidleri ile
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birlikte kullanildiklarinda ise potasyum azligina bagl olarak da ritim bozuklugu gorilme riski

artar.
Amfoterisin B adli ilacin neden oldugu potasyum kaybini arttirirlar.

Kortikosteroidler, pihtilasmayr azaltan kumarin  grubu ilaglarla  birlikte

kullanildiklarinda, artis veya azalma seklinde etkilerini degistirebilirler.

Kortikosteroidler, non-steroid anti-inflamatuvar ilaglar ile birlikte kullanildiginda,
sindirim sistemi Ulserlerinin olusma riski artar. Kanda aspirin ve benzeri ilaglarin miktarini

dusurebilir ve boylece etkisini degistirebilirler.

Seker hastalarinda, ilag dozunun yeniden ayarlanmasi gerekebilir. Kortikosteroidler

ile birlikte alindiginda, somatotropin adli ilacin etkisinde azalma gorilebilir.

Yumusak dokuya veya hasta olan bolgeye uygulanan kortikosteroidler, lokal etki ile
birlikte sistemik etkilere de neden olabilir. Yan etkiler, doz ve tedavi suresi ile ilgilidir. Yan

etkileri azaltmak amaciyla, tedaviyi kesmek yerine, ilag dozu dustrilmelidir.

ilag kullanimina bagh olarak gorillen yan etkiler, diger kortikosteroidler
kullanildiginda gorulenlere benzerdir. Yiz, dil veya bogazin sismesi, korlik, tansiyon
dasiklGgh, solunum ve yutma zorlugu, bas agrisi, bas donmesi ve sok benzeri reaksiyonlar

ciddi yan etkiler olup ¢ok seyrek gozlenir. Bu durumlarda acil tibbi miidahale gerekebilir.

Cilde rengini veren pigmentlerde artma veya azalma, deri ve deri alti dokularda
incelme (atrofi), eklem icine uygulamalarda enjeksiyon sonrasi ates ve eklemde agri

enjeksiyon bolgesinde ender olarak gorilen yan etkilerdir.

Uzun siireli veya yiiksek doz kortikosteroid tedavisinden sonra ilag kesildiginde hasta
en az bir yil takip edilmelidir. Riski en aza indirebilmek icin ilacin dozu yavas yavas azaltiimali

ve hastaligi kontrol altina alabilmek icin en disik doz uygulanmalidir.
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Betametazon sodyum fosfat, enjeksiyon yerinden hizlica emilir ve etkisi hemen
gorilir, bu nedenleilacin kullaniminda yliksek ¢ozlinurlige sahip betametazon bilesiginin bu

ozelligi dikkate almalidir.

Kortikosteroidlerin komplikasyonlar, ilacin dozu ve tedavinin siresi ile iligkili

oldugundan, tim hastalarda 6zellikle risk ve yarar agisindan degerlendirmesi yapiimalidir.

2.3. Betametazon Sodyum Fosfat ve Betametazon Dipropiyonat’in Analiz

Yontemleri

Man-Yun Chen ve arkadaslari, insan plazmasinda betametazon sodyum fosfat,
betametazon dipropiyonat ve metabolitlerinin belirlenebilmesi igin ultra-yliksek basingli sivi
kromatografisinde MS/MS dedektor kullanarak yontem gelistirmis ve valide etmislerdir.
Yontem, betametazon sodyum fosfat, betametazon dipropiyonat ve bu iki molekiliin
metabolitleri betametazon, betametazon 17-monodipropiyonat (B17P) ve betametazon 21-
monodipropiyonat (B21P) icin valide edilmistir. Eter ve n-hekzan (4:1, h/h) karisimi
kullanilarak ekstraksiyon yapmislardir. Kromatografik ayirmada betametazon, betametazon
dipropiyonat, B21P ve B17P icin Hypurity C18 (150 x 2.1 mm, 5 um) kolon, betametazon
sodyum fosfat icin Luna C18 (2) (150 x 2.0 mm, 5 um) kolon kullaniimistir. Betametazon
sodyum fosfat ve betametazon dipropiyonat iceren ilag, 23 saglkli bireye uygulanmis ve
yapilan biyoesdegerlik calismasinda valide etmis olduklari yontemi basarili bir sekilde

uygulamislardir (30).

Kedor Hackmann ve arkadaslari, krem ve topikal ¢ozeltideki salisilik asit ve
betametazon dipropiyonatin tayini icin HPLC yontemi gelistirmislerdir. LiChrospher 100 RP-
18 (125 x4 mm, 5 um) kolon, hareketli faz olarak asetonitril : tetrahidrofuran : asetik asit % 1
(25:20:55, h/h/h) pH 3.3 ¢ozeltisi ve UV dedektor ile 254 nm dalga boyunda yontemi optimize
edilmistir. Dogrusallik araliklari, betametazon dipropiyonat icin 5.0 - 50.0 pg/mL ve salisilik
asit icin 20.0 - 200.0 pg/mL olarak bulunmustur. Bagil standart hata betametazon
dipropiyonat igin % 1.38 ve salisilik asit igin ise % 3.27’dir. Varyasyon katsayisi ve ortalama
geri kazanim degerleri sirasiyla betametazon dipropiyonat icin % 0.41-1.15 ve % 100.09,
salisilik asit icin ise % 0.57-0.95 ve % 99.79 olarak bulunmustur (31).
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Khattak SUR ve arkadaslari pH, ortam, fosfat derisimi ve iyonik siddetin betametazon
valerat ve betametazon dipropiyonatin sicaklik bozunma kinetigi Uzerine etkisini
arastirmiglardir. ilgili etkin maddelerin tayini icin valide edilmis HPLC ydntemi kullanilmistir ve
sicaklk etkisiyle bozunma drilnlerini tanimlamiglardir. Calismada farkli ortamlarda
betametazon-17-valerat, betametazon-21-valerat ve betametazon alkol olarak
isimlendirilen iki buylk Grin olustugu belirlenmistir. Betametazon dipropiyonatin,
betametazon-17-valerat, betametazon-21-valerat ve betametazon alkol isimlerinde {i¢ ana
Urtine bozundugunu belirlemislerdir. Betametazon valeratin pH 4-5 araliginda maksimum
stabilite, betametazon dipropiyonatin ise pH 3.5-4.5 araliginda maksimum stabilite
gosterdigini  belirlemiglerdir. Betametazon valerat ve betametazon dipropiyonatin
bozunmasi, farkli ortamlardaki sicaklik ile bozunma igin birinci derece kinetikleri ve birinci
derece hiz sabitleri tespit edilmistir. Cozliciinlin polaritesinin, fosfat derisiminin ve iyonik

siddetin artmasiyla hiz sabiti degerinin dustiguni belirlemislerdir (32).

Diger bir galismada, Alice Simon ve arkadaslari, betametazon sodyum fosfat ve
betametazon dipropiyonat iceren enjeksiyonluk slispansiyonun kas ici uygulamasinda,
betametazon sodyum fosfat nedeni ile hizli terapétik etkiye ve betametazon dipropiyonatin
yavas ¢oziinmesi nedeni ile uzun salimli terapétik etkiye sahip oldugunu belirtmislerdir. HPLC
yontemi kullanilarak kas ici uygulanan enjeksiyonluk stspansiyondaki betametazon
dipropiyonatin ¢éziinme hizi calismalari gerceklestirilmistir. Partikil blyGklGga lazer kirinimi
ile Olgllen ve partikil blydklGgh dagiimi 7.43 - 40.25 pm olan bes ticari preparat
kullanmislardir. Farkli Grinleri pedal aparati kullanarak, pedali 300 mL fosfat tamponu
icerisinde 25 ve 50 rpm’lik donls hizlarinda dondiirerek analiz etmislerdir. Biyolojik
dissollisyon ortami olarak 37 + 0.5 °C viicut sivisi, kas sivisi ve sinoviyal sivi kullanilmistir.
Ortalama partikl buyUkliglinin sadece ¢6ziinme hizini degil ayni zamanda partikullerin
polidispersite indeksini etkiledigi bulunmustur. % 0.1 sodyum lauril siilfat iceren 0.1 M pH 7.4
fosfat tamponu ve 50 rpm donits hizi kullanilmistir. Coziinme hizi profil testindeki
betametazon sodyum fosfat ve betametazon dipropiyonatin tayini icin dogrusal, kesin, segici
ve dogru bir HPLC yontemi gelistirilmistir. Coziinme hizi yonteminin bu enjeksiyonluk

sispansiyonun kalite kontrol analizlerinde kullanilabilecegi belirtilmistir (33).
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Liljana Bogdanovska ve arkadaslar, dis dolgusu sivisi icerisindeki betametazon
dipropiyonatin tayini igin basit bir HPLC yontemi gelistirmis ve valide etmislerdir. Dis dolgusu
sivisinin periodontal hastaligin tedavisinde kullanilan ilaglarin terapétik izlenmesi igin
kullanilabilecegi belirtilmistir. Onerilen yéntemde numune hazirlama icin tek basamakl
tiketme islemi kullanilmistir. Betametazon dipropiyonatin 0.10 - 2.00 pg/mL derisim
araliginda dogrusal oldugu belirtilmistir. Gln ici ve glinler arasi kesinlik icin sirasiyla % BSS
degerleri % 2.2 - 4.5 ve 1.6 - 5.7 arasinda degisirken, dogruluk degerleri sirasiyla % 96.6 ve %
97.0’den yiiksek bulunmustur. Onerilen yéntemin, 0.5 mg/g betametazon dipropiyonat
krem ile lokal tedaviden sonra kronik periodontitisli hastalardan elde edilen dis dolgusu
sivisindaki betametazon miktarlarinin  belirlenmesi icin basariyla uygulanabilecegi

belirtilmistir (34).

Suryakant Bhosale ve arkadaslari tarafindan 1 mL/dk akis hizinda, su ve metanolden
olusan hareketli faz gradyani kullanarak Inertsil C18 (250 x 4.6 mm) kolonda ve 254 nm’de,
butenafin hidrokloriir ve betametazon dipropiyonatin ayni anda tayini igin yontem
gelistirilmistir. Betametazon dipropiyonat ve butenafin hidrokloririn sirasiyla allkonma
zamanlar 4.82 + 0.80 ve 16.18 + 0.17 dk bulunmustur. Yontem segicilik, dogrusallik, kesinlik,
tutarlilik ve saglamlik parametreleri ile valide edilmistir. Yontemin basit, kesin, hassas ve es
zamanh olarak krem formilasyonunda butenafin hidrokloriir ve betametazon

dipropiyonatin tayini igin uygulanabilir oldugu belirtilmistir (35).

Minshan Shou ve arkadaslari, Diprosalic losyon igerisindeki salisilik asit, betametazon
dipropiyonat ve safsizliklarinin ayni anda tayini igin ters faz HPLC yontemi gelistirmislerdir.
35°C'de YMC J'sphere ODS-H80 150 x 4.6 mm kolon kullanilarak 240 nm dalga boyunda
analiz gerceklestirilmistir. Gradient ayirim, hareketli faz olarak % 0.05 (h/h) metansulfonik asit
¢Ozeltisi ve asetonitril kullanilarak yapilmistir. Diprosalic losyon numunelerinden 38 dk
icerisinde toplamda otuz (¢ bilesen ayriimistir. Yontemin stabilite gostergeli yontem oldugu,
stabilite stiresi dolmus Diprosalic losyon numunelerindeki tim safsizliklarin ve bozunma

Urunlerinin yeterli sekilde ayrilmasiyla kanitlanmistir (36).
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2.4.Kromatografi

Kromatografi, bir karisimdaki bilesenlerin, bir kolonun i¢ ylzeyine veya diiz bir
yluizeye kaplanmis olan sabit fazda, bir hareketli faz ile farkh hizlarla siiriklenmeleri ya da
hareket etmeleri sonucunda farkl bantlar veya bolgeler olusturarak birbirlerinden ayrilmasi
islemidir (37). Kromatografide hareketli faz sivi, gaz ya da stiperkritik bir akiskan olabilirken;
sabit faz ise kati veya kati bir destek materyaline emdirilmis sivi olabilir. Kromatografi
yontemi, bir numunedeki bilesenlerin nitel/nicel olarak tayin edilmesinde, ayriimasinda ve

saflastirlmasinda siklikla kullanilan bir analitik tekniktir (38).

Kromatografide sabit faz olarak kullanilan dolgu maddeleri yiizey alanini arttirir.
Yiizeyi asidik 6zellik gosteren silikajel en ¢ok kullanilan sabit fazdir ve ayrica yizeyi bazik olan
aliimina da gok kullanilir (38). Kalsiyum karbonat, kalsiyum oksit, florisil, magnezyum oksit,
magnezyum karbonat, diatome topragi, poliamitler, nisasta ve talk sabit faza 6rnek olarak
verilebilir. Sivi hareketli faz olarak baslica su olmak Uzere bitin organik ¢oziculer ve

¢ozuculerin farkli oranlardaki karisimlari ile gaz ve stiperkritik ¢oziictler kullanilabilir.

Rus botanikgi bilim adami olan Mikhail Tswett, kromatografi yontemini ilk bulan
isimdir (Sekil 2.3). Bu yontemi bitki pigmentlerinin renkli bilesenlerini ayirmak amaciyla
kullanmis ve kalsiyum karbonat iceren cam kolonda renkli bant olusumlarini gérmustdr.
Olusan renkli bantlardan esinlenerek renk anlaminda olan “chroma” ve yazma anlaminda

olan “graphein” kelimelerini kullanarak yonteme kromatografi ismini vermistir (39).

Hareketli faz karisimi ilavesi

Karigim halindeki =
\numunc / i =
> .
==
_ Sabit
T faz )
L —— e - —
Analitik -
" Kolon
Bilesenlerin
kolonda ayrilmasi —9

Sekil 2.3. Kolon kromatografisinde kromatografik ayirnmin sematik gosterimi (40).
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Kromatogramlar

Kolon cikisina, bileseni tanimaya uygun bir dedektor yerlestiridiginde dedektor
sinyali elde edilir. Bu sinyalin, zamana karsi grafige gegirilmesi ile pikler elde edilir ve olusan
bu grafige kromatogram adi verilir (Sekil 2.4). Karisimda bulunan her bir bilesen icin farkl bir
pik bulunur. Pikin alikonma zamani nitel degerlendirmeyi saglarken, pikin alani ise nicel

degerlendirme yapilabilmesini saglar.

Y N

Dedektor sinyali s

Zaman g
Sekil 2.4. Tek bilesenli bir numune icin 6rnek kromatogram.
Sivi kromatografisi, birbiri ile karismayan iki faz arasindaki bilesenlerin dagilimindaki
farkhliga dayanan ayirma yontemidir. Hareketli faz olarak sivi, sabit faz (kolon) olarak ise
katilar kullanilir. Bir karisimda bulunan iki veya daha fazla bilesenin, hareketli faz yardimi ile

sabit faz iginden veya Ustlinden farkl hizlarda hareket etmeleri esasina dayanir (41).

Sabit faz ve hareketli faz arasindaki fiziksel etkilesim agisindan kromatografik

yontemler; uygulama bicimine, ayrilma mekanizmasina ve hareketli faz tipine gore (g farkh

sekilde siniflandinlir (Tablo 2.1) (42).



Tablo 2.1. Kromatografinin siniflandiriimasi.

16

KROMATOGRAFi TURLERI

Uygulama

Bicimine Goére

Ayrilma

Mekanizmasina Gére

Hareketli Faz

Tipine Gére

Kolon Diizlemsel
Kromatografisi Kromatografi
Yiksek Basingli Sivi ince Tabaka

Kromatografisi

Gaz Kromatografisi

Superkritik Akiskan

Kromatografisi

Kromatografisi

Kagit

Kromatografisi

Partisyon (Dagiima)

Kromatografisi

Adsorpsiyon (Tutunma)

Kromatografisi

iyon Degistirme

Kromatografisi

lyon Cifti

Kromatografisi
Afinite Kromatografisi

Molekiler Eleme
(Jel Filtrasyon)

Kromatografisi

Sivi

Kromatografisi

Gaz

Kromatografisi

Superkritik
Akiskan

Kromatografisi

2.4.1. Kromatografi Tiirleri

Adsorpsiyon Kromatografisi

ilk gelistirilen ayirim teknigidir. Adsorpsiyon, bir karisimdaki sivi ya da gaz halindeki

bilesenlerin kati faz tizerinde tutunmasidir. Adsorpsiyon kromatografisi ise bir karisimdaki

bilesenlerin dolgu maddesinin yiizeyinde farkl olarak tutunmalar sonucu olusan ayirma

islemidir.

Analitlerin sabit faz zerinde tersinir olarak adsorblanmalari esasina dayanir. Sivi

hareketli faz kati adsorban Uzerinde hareket eder. Denge sabiti bliylik olan bilesen ylizeyde
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daha uzun siire tutunur. Hi¢ adsorplanmayan bilesen hareketli fazile birlikte kolonu terkeder.
Yiizeye adsorplanan bilesenler yiizeyle etkilesimlerine bagli olarak farkli stirelerde kolondan
cikarlar. Bilesenlerin sabit fazla etkilesmesi; dipol-dipol etkilesimleri, Van der Waals kuvvetleri

veya hidrojen baglari ile gerceklesir.
Dagilma Kromatografisi

Sabit faz dolgu maddesi lizerine yayilan bir sivi film s6z konusu ise bu yonteme sivi-
sivi kromatografisi denir. Bu yontemde, bilesenler sabit faz ve hareketli faz arasinda dagilirlar.
Dagilma egilimlerine goére bilesenlerin ayirimi saglanir. Dagllma egilimi polarite farkina
dayanir. Sabit faz ile benzer polariteye sahip bilesenler benzer benzeri ¢ozer ilkesine
dayanarak kolonda daha fazla tutunurlar. Hareketli fazla benzer polariteye sahip molekiiller
ise hareketli faz ile birlikte hareket ederek kolonu daha hizli terk ederler. Dagilma
kromatografisi hareketli fazin ve sabit fazin polaritesine gére normal faz ve ters faz olmak
Uzere iki gruba ayrilir. Normal fazda hareketli faz apolar olup sabit faz polardir. Ters fazda ise

hareketli faz polar olup sabit faz apolardir (42, 43).
Iyon Cifti Kromatografisi

lyonlasabilen asidik ya da bazik maddelerin ayrilmasinda kullanilan bir kromatografi
teknigidir. Bu ayirma yonteminde hareketli faza iyon cifti eklenir. Hareketli faz icerisindeki
iyon cifti sabit faz tarafindan adsorplanir ve iyonize olan bilesenler iyon ciftleri ile iyonik
etkilesime girerek birbirinden ayrilir. Alikonma, iyon giftinin polaritesine bagl olup iyon gifti
reaktifi uzun zincirli bir alkil ise iyon cifti daha apolar yapida olusur ve alkkonma zamani artar.
Hareketli faza ilave edilen iyon ciftleri polaritesi diisiik olan sabit faz tarafindan alikonulur.
lyonik maddeler bu iyon ciftleri ile iyonik etkilesime girerek apolar karakter kazanirlar ve bu

sekilde kolonda alikonma siireleri de artar (44).
iyon Degistirme Kromatografisi

iyonik yapidaki bilesikleri ayirmak icin kullanilan kromatografi teknigidir. inorganik
iyonlarin ve amino asitlerin analizlerinde siklikla kullanilir. Sabit faz zayif veya glicli katyon ya

da anyon degistiricilerdir. iyon degistiricinin sabit yiikii negatif ise buna katyon degistirici,
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pozitif ise anyon degistiricidir. Analiz sirasinda iyon degistiricinin tamamen iyonlasmis
durumda olmasi gerekmektedir. Hareketli faz genellikle belli bir pH degerindeki
tamponlanmig sulu ¢ozeltidir ve sabit fazin tersi yik igerir. YUk, hareketli fazin zit iyonlari ile
ayni olan érnek bilesenleri sabit faza baglanmak icin zit iyonlarla yarisirlar. Sabit faza kuvvetle
baglanan uygun yikte bilesenler kolonda uzun sire kalirken; zayif baglanan, uygun yikte

olmayan veya yuksuz olan bilesenler kolonu daha ¢abuk terk ederler.

lyon degistirme mekanizmasinda bilesenin alikonma zamaninda, hareketli fazin pH’si

ve iyonik glicl, hareketli fazin organik ¢ozlicli icerigine oranla daha fazla etkilidir.
Jel Filtrasyon (Molekiiler Eleme) Kromatografisi

Bir karisimdaki bilesenlerin molekul buyukliklerine gore ayrilmasi esasina dayanir.
inert yapidaki sabit faz jel veya gdzenekli organik bir bilesiktir. Hareketli faz sabit fazin
gozeneklerini doldurur. Molekil biyGklGgi kiclk olan bilesenler en icteki gbzeneklere
ulasarak kolonda daha uzun sure tutunurlar. Blyik molekiller ise kolonu kisa strede terk

ederler.
Afinite Kromatografisi

Hedef biyomolekiiliin, ¢cdziinmeyen bir destek materyali izerine immobilize edilen
ve hedef molekulii tamamlayici baglanma uglari iceren ligandlar tarafindan spesifik ve geri

donistmli olarak adsorbe edilmesine dayanan bir tekniktir.
2.5. Yiiksek Basingh Sivi Kromatografisi (HPLC)

Yiksek Basingh Sivi Kromatografisi (HPLC), sivi haldeki hareketli fazin basing

yardimiyla kolondan gegirildigi sistemlerdir.

HPLC yontemi, bir karisimdaki bilesenlerin, bir kolon icindeki sabit faz ile birbirinden
farkh etkilesimlere girerek, kolonda farkli hizlarda ilerleyerek bilesenlerin birbirinden
ayrilmasi temeline dayanir. HPLC, ayirma amaci ile en ¢ok kullanilan kromatografik tekniktir.
Kantitatif, kalitatif tayin yapilabilmesi, kolay uygulanabilir olmasi, ugucu olmayan ve sicaklikla

bozunabilen maddelerin analiz edilebilir olmasi, dedektér segimine bagh olarak birgok
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molekilin analiz edilebilir olmasi ve tekrarlanabilirligin yiiksek olmasi nedeni ile yaygin

olarak kullaniimaktadir.

HPLC cihazi; hareketli faz rezervuari, pompa, 6rnekleyici, kolon firini, dedektor ve
analizleri degerlendirebilmek icin yazilimdan olusur. HPLC cihazinin genel dizilimi Sekil 2.5'de

verilmistir (45).

Kolon

Enjektor

Hareketli Faz Pompa Dedektor

Sekil 2.5. HPLC cihazinin genel olarak sematik gosterimi (46).

2.5.1. Hareketli Faz Rezervuari

Hareketli faz olarak kullanilacak olan ¢ozelti siseleri bu alana yerlestirilir. Genellikle
HPLC sistemlerinin en Ustlinde yer alirlar. Bu tasarimin nedeni, sivilarin yer ¢ekimi altinda

asagl yani degazer ve pompa yoniinde hareket edecek olmalaridir (47).

Hareketli faz rezervuari marka ve modele bagh olarak sayica degiskenlik
gosterebilmektedir. Genel olarak 2 veya 4 hattan olusmaktadir. Burada kullanilan siseler,
temizlenmesi kolay inert materyallerden yapilmakta olup genellikle 200 - 5000 mL araliginda
hacme sahiptir. Analizlerde ¢ogunlukla 1000 - 2500 mL hacme sahip hareketli faz siseleri
kullanilmaktadir. Siseler icerisinde 6rnegin cihaz icerisinde siriiklenmesini saglayan ve en
onemlisi ayirima etkisi olan hareketli fazlar bulunmaktadir. Hareketli faz icerisine daldirilan

cihaza ait hatlarin ucunda 0.45 um capinda cam veya teflon filtreler kullanilmaktadir.
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Kromatogramlarda bozucu etkiye sahip hareketli fazdaki hava kabarciklarinin sisteme

tasinmasini 6nlemek amaciyla cihazda degaser bulunmaktadir.

Hareketli faz bilesimi, bilesenlerin alikonmasini ve segiciligi etkileyen en 6nemli

faktorlerden biridir.

Normal faz sivi kromatografisinde, hareketli faz olarak apolar organik c¢oziiciler
kullanilir. Tekrarlanabilirligin saglanabilmesi icin kullanilan ¢ozlcllerin su igerigi kontrol

edilmelidir.
Ters faz sivi kromatografisinde, hareketli faz polar olup sulu ¢ozeltiler kullanilir.

Analizlerde kullanilan hareketli fazlardaki 0.45 pm’dan biyik partikilleri
uzaklastirabilmek icin hareketli fazlar filtrelenir. Hareketli fazdaki hava kabarciklarini
uzaklastirmak icin hareketli fazlar degaze edilebilir, icerisinden helyum gegirilebilir, vakumlu

stizme duzenegi kullanilarak sizilebilir.
2.5.2. Pompa

Hareketli fazin kontrollii bir akis hizi ile sistemden ge¢cmesini saglar. izokratik (sabit)
veya gradyan (degisken bilesimli) akis saglanabilir. izokratik ayinmda tek hattan hareketli faz
akisi saglanirken, gradyan ayinmlarda farkli hatlardan degisen oranlarda hareketli faz akisi

saglanir.

Pompalar marka modele bagli olarak en fazla 400-600 bar basinca dayanabilen
sistemlerdir. Analitik yontemde belirtilen akis hizi bilgileri yazilm yardimiyla pompa
modiuiliine yazilarak akis verilir. Verilen akis sayesinde hareketli fazin ve 6rnegin cihaz
icerisinde striklenmesi saglanir. En az 0.1 mL/dk en fazla 5.0 mL/dk akis hiz

verilebilmektedir.
2.5.3. Ornekleyici

Genel olarak 5 - 100 pL araligindaki hacimlerde enjeksiyon yapilir. Cihazdaki loop

hacmi arttirilarak enjeksiyon hacmi arttirilabilmektedir. Hazirlanan ¢ozeltilerden yontemde
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belirtilen hacimlerde enjeksiyon yapilir. Enjeksiyon portlari marka/modele bagli olarak
sogutma ve Isitma Ozelligine sahip olabilir. Enjeksiyon portunda ¢ogunlukla igne yikama
ozelligi bulunmaktadir. igne yikama vialden veya siirekli akis ile yapilabilmektedir. Analizlerde
tekrarlanabilirligi etkileyen moduildir. Ayni ¢dzeltiden ardisik enjeksiyonlar yapilarak cihazin

tekrarlanabilirligi kontrol edilebilmektedir.
2.5.4. Kolon ve Kolon Firini

Kolon firini 1sitma ve sogutma 6zelligine sahip olabilmektedir. Cihazin marka ve
modeline bagh olmakla birlikte genellikle 10 - 85°C araliginda sicaklik ayarlamasi
yapilabilmektedir. Analizde kullanilacak olan kolon, Uzerinde belirtilen akis yoni

dogrultusunda takilmaktadir.

HPLC'de, genellikle 50 - 250 mm uzunlukta, 4.0 - 4.6 mm i¢ ¢apa sahip, 3 - 5 um
partikdl buyikligine sahip kolonlar kullaniimaktadir. Kolon partikiil blyukligi azaldik¢a
ornek ile ylizey etkilesimi artmaktadir. Yiizey etkilesimin artmasi, daha simetrik pikler elde
edilmesini, ayiricihgin artmasini saglamaktadir. Kolon uzunlugu arttikca ve partikil bayuklugu

azaldikga sistemde gozlenen basing da artmaktadir.

Kolonlar genellikle paslanmaz celik dis ylizeye sahiptir ve iclerinde fonksiyonel grup
eklenmis silika veya polimer bazl dolgu maddesi bulunmaktadir. Silikalara veya polimerlere
eklenmis fonksiyonel gruplara bagli olarak kolonlar polar-apolar 6zellige sahip olmaktadirlar.
Kolona baglh fonksiyonel grup apolar 6zellikte oldugunda ters faz sivi kromatografisi, kolon

polar 6zellikte oldugunda ise normal faz sivi kromatografisi olarak adlandiriimaktadir.

Normal faz sivi kromatografisinde genellikle silika veya aliimina kullanilir. Burada
ayinm, sabit faz Uzerindeki adsorpsiyon ve/veya hareketli faz ile sabit faz arasindaki kiitle

dagilimi farkina dayanur.

Polimerler, silika veya gozenekli grafitlerden hazirlanan kimyasallarla modifiye
edilerek normal veya ters faz sivi kromatografisinde kullanilirlar. Burada ayirim molekdillerin

partisyonuna dayanir.
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Gozenekli silika veya polimerler, boyut dagilimi kromatografisinde kullanilir. Burada

ayinm, molekdllerin hacimleri arasindaki farkliiga dayanir.

Asidik veya bazik gruplu recineler veya polimerler, iyon degisim kromatografisinde

kullanilir. Burada ayirim, molekiildeki iyonlar ile hareketli fazdaki iyonlarin yarisina dayanir.

Ozellikle modifiye edilmis sabit fazlar, 6rnek olarak seliiloz ya da amiloz tiirevleri,

proteinler ya da peptidler ve enantiyomerlerin ayirimiigin kullanilir.

Cogu ayirm, kimyasal olarak yapisi degistirilmis silikalar ile doldurulan sabit fazlarin
kullanildig1 ters faz sivi kromatografisine dayanir. Silikanin silanol gruplari, partikllerin
yuzeyinde degisen sayida aktif bolgeyi kapsayan kovalent olarak bagli silil tiirevlerini elde

etmek icin cesitli silan reaktifleri ile reaksiyona sokulur.

Uretici tarafindan aksi bir durum belirtilmedikge, silika bazli ters fazl kolonlar, pH’si
2.0 - 8.0 araligindaki hareketli fazlarda kararlidir. Gozenekli grafit veya stiren-divinilbenzen
kopolimeri gibi polimerik malzeme pargaciklari iceren kolonlar ise daha genis bir pH

araliklarinda kararhdir.

Analitik ayirimlarda siklikla kullanilan sabit fazlarin partikil boyutu 2 - 10 um arasinda
degisir. Parcaciklar kiiresel veya diizensiz olabilir ve degisen gozeneklilige ve spesifik yizey
alanina sahip olabilir. Bu 6zellikler, belirli bir sabit fazin kromatografik davranisina katkida
bulunur. Artik silanol gruplari var ise 6zellikle bazik maddelerde pik kuyruklanmasi meydana

gelebilir.
2.5.5. Dedektor

Analiz edilecek molekiile bagl olarak dedektor secimi yapilmaktadir. Cogunlukla UV-
GB dedektorleri kullanilir. Floresans, diferansiyel refraktometreler, iletkenlik dedektorleri,
elektrokimyasal dedektorler, 1sik saciim dedektorleri, kiitle spektrometreleri, radyoaktif

dedektorler, cok-acih 1sik sacihm dedektorleri de analizlerde kullanilmaktadir.
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2.6.Yazilm

Kromatografik sartlarin yazildig, enjeksiyon sirasinin belirtildigi ve analiz sonrasi

kromatogramlarin degerlendirildigi cihaza ait programlardir (Chemstation, OpenLab CDS).
2.7. Kromatografik Parametreler (48, 49)
Pik

Dedektorin kaydettigi kromatogramda gézlemlenen bir veya birden fazla bilesen

icin ayri ayri gorlilen tepelerdir.
Alikonma Zamani (tg)

Bilesenlerin ayrilmasi icin gereken siiredir. Ornegin enjeksiyonundan sonra

dedektore ulasmasi icin gecen zaman olarak tanimlanir (Sekil 2.6).
Alikonma Hacmi (Vr)

Bilesenlerin ayrilmasi icin gereken hareketli faz hacmidir. Alikonma zamanina ve akis

hizina (F) bagli olarak hesaplanabilir (Sekil 2.6).
VR=trXxF (2.1)
Kapasite Faktorii (k’)

Bilesenin alikonma hacmi ve sistemin 6lG hacmi g6z 6nlinde bulundurularak

hesaplanir.
k' = (VR —Vm)/Vm (2.2)

Ayirm sirasinda akis hizinin sabit olmasi halinde kapasite faktorii alikkonma

zamanlarina gore hesaplanabilir.

K = (tr = tm)/tm (2.3)
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Segicilik (a)

iki bilesene ait kapasite faktérii orani, secicilik (a) veya ayinm faktorii olarak ifade

edilir.
a =K'/ k'1 veya a = (trz — tm) /(tr1 — tm) (2.4)
Alikonma Siiresi (tm)
Sabit fazda tutunmayan bilesenin ayirimi icin gereken stredir.
Alikonma Hacmi (V)

Sabit fazda tutunmayan bilesenin ayirimi icin gereken hareketli faz hacmidir.

Tutunma stiresine ve akis hizina bagli olarak hesaplanabilir.
Vm=tmxF (2.5)
Plaka Sayisi (N)

Kolon performansi teorik plaka sayisi olarak 6lglebilir. Alkonma stiresi (tr) ve pikin
yari yiksekligi (Wh) kullanilarak hesaplanabilir. Teorik plaka sayisi kolon etkinliginin

Olgustdur. Kolon etkinligi, pik genisligi ile ilgilidir.

Teorik plaka sayisi analitin yani sira akis hizi, hareketli faz, kolon, kolonun uzunlugu

ve kolonun i¢ capi gibi kromatografik sartlara da baghdir (49).

tr 2
N =5.54 (W_h) (2.6)
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Yanit

hi2

Hacim (v)
Zaman (f)

Sekil 2.6. Kromatografik ayirim tekniklere iliskin gorsel.

Bekleme Hacmi

Kolonun basi ile hareketli fazin birlestigi nokta arasindaki hacme bekleme hacmi

(gecikme hacmi) denir. Bekleme hacmi Tablo 2.2.’deki prosediir kullanilarak belirlenebilir.
Akis hizi: 2 mL/dk (Geri basinca bagli olarak degistirilebilir)
Tayin: 265 nm

Tablo 2.2. Bekleme hacminin belirlenmesine iliskin gradiyent programi.

Zaman (dk) Su (%) % 0.1’lik Aseton Cozeltisi
0-20 100> 0 0 - 100
20-30 0 100

Simetri Faktorii (A)

Pik ylksekliginin 20’de birinin pikin baslangi¢ noktasindan pikin tepesine kadar olan
mesafenin 2 katina bolliinmesi ile hesaplanir. Hesaplama sonucunda elde edilen simetri
faktori (A) degeri 1.0 ise pik simetriktir. A degeri 1.0’den biyuk ise pikte kuyruklanma vardir.

A degeri 1.0'den kiiclik ise pikte 6n kuyruklanma s6z konusudur (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. Simetri faktoriine iliskin gorsel (48).

A= Joos (2.7)
2d

Ayiricilik (Rs)

Ayni ¢ozelti icerisinde birden fazla bilesenin bulunmasi halinde, her bir bileseni dogru
ve kesin bir sekilde analiz edebilmek igin bilesenlere ait piklerin ayiriminin saglanmasi
gerekmektedir. Ayiricilik, bu amacin ne derecede gergeklestiginin bir 6l¢tistidir. Bu amagla,
iki bilesene ait pikler arasindaki ayirm asagidaki formil kullanilarak hesaplanabilir. iki bileseni
ait pikin birbirinden ne kadar ayrildiginin élgtsudr.

1.18 (tgo- tr1 )
Whit Wha

Rs (2.8)

tra: Ikinci pikin alikonma siiresi
tra: Ilk pikin alikonma siiresi

Whi ve Wh; her bir pikin yari ylksekligindeki pik genisligi.

Formiilde pikin yari yiksekligindeki pik genisligi yerine dogrudan pik genisliginin

kullanilmasi halinde 1.18 yerine 2 ile carpilir.
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Pikin Vadiye Orani (p/v)

iki pik arasinda rezoliisyon saglanamadiginda, ilgili bilesikler analizinde sistem

uygunluk kriteri olarak ¢ahsilir (Sekil 2.8). Asagidaki forml kullanilarak hesaplanir.

p/v= 2 (2.9)

P
Hy
Hp: Kiiglik pikin ekstrapole edilmis zeminden ylksekligi
Hyv: Kiglk ve blyik pikleri ayiran egrinin en alt noktanin ekstrapole edilmis zeminden

yuksekligi.

Sekil 2.8. Pikin vadiye oraninin sematize edilmesi (48).

Sinyal/Giiriiltii Orani (5/G)

Bir molekdile ait pikin yliksekliginin baseline giirllttsiine oranidir (Sekil 2.9). Asagidaki

formul kullanilarak hesaplanir.

H

S/G = Zh (2.10)

H: Pik ylksekligi

h: Enjeksiyon sonrasi elde edilen kromatogramda kor ¢ozelti enjeksiyonundan elde edilen
kromatogramda guriltiintin orani, girtilt orani sinyal/guirtilti (S/G) orani hesaplanacak olan
pikin yar ylksekligindeki pik genisliginin 5 kati mesafede incelenir ve miimkiinse bu pikin

bulunacag yerin etrafina esit olarak yerlestirilir.
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Sekil 2.9. Sinyal/gurilti oraninin sematize edilmesi (48).

Sistem Tekrarlanabilirligi

Analiz edilen molekiilden alinan cevabin tekrarlanabilirligi, % bagil standart sapma
olarak hesaplanir. Tekrarlanabilirligin hesaplanabilmesi icin en az 3 enjeksiyon yapilmasi

gerekir (Tablo 2.3). Sistem tekrarlanabilirligi asagidaki forml kullanilarak hesaplanabilir.

100 [5ly;-9)°
s (%)== % (2.11)

yi: Pik alani, pik ylksekligi veya i¢ standardizasyon yontemi ile alanlarin orani olarak her bir
deger
y: Tim degerlerin ortalamasi

n: Olgcim sayisi (enjeksiyon sayisi)

Tablo 2.3. Avrupa farmakopesinde yer alan sistem tekrarlanabilirligi kriterleri.

Her bir enjeksiyon sayisi
3 4 5 6
*B (%) izin verilen en yiiksek bagil standart sapma
2.0 0.41 0.59 0.73 0.85
2.5 0.52 0.74 0.92 1.06
3.0 0.62 0.89 1.1 1.27

*B: Test yontemlerinde verilen Gst limit eksi ylizde 100.
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2.8. Farmasotik Safsizliklar

Etkin maddenin, bozunma Urilnlerinin, Gretimden gelen safsizliklarin, yardimci
maddelerin veya diger potansiyel safsizliklarin varliginda, herhangi bir girisim olmadan dogru
sekilde analizi olduk¢a ©nemlidir (8-10). ilag formiilasyonlarinin tasariminda ve
gelistiriimesinde dikkat edilmesi gerekli en 6nemli noktalardan biri de etkin maddenin ve
bitmis Urlnin stabilitesidir. Stabilite en 6nemli kalite gdstergesi olup bir ilacin dayanikli
olmasi ve ayrica Uretimi, depolanmasi, nakli, hastane veya eczanede saklama ve kullanimi
stresince Uretildigi tarihteki 6zelliklerinin 6nceden belirlenmis sinirlar icinde kalmasi olarak
tanimlanir. Stabilite testleri; bir etkin maddenin ya da bitmis Grlnin kalitesinin ¢evresel
faktorlerin (isi, 151k ve nem gibi) etkisi ile zaman iginde nasil degistigine dair kanit sunmak,

etkin madde icin tekrar test siresini veya bitmis Griinin raf dmriini ve onerilen saklama

kosullarini belirlemek amaciyla yapilmaktadir.

Farmasotik  preparatlardaki  safsizliklar  (impdrite), etkin  madde (active
pharmaceutical ingredient, API) icindeki veya formilasyon gelistirme asamasinda olusabilen
istenmeyen kimyasal maddelerdir. Bu olasi kimyasal maddelerin ¢ok az bir kismi bile bazen
ilacin etkinligini ve/veya guvenilirligini etkileyebilir. Bir ilacin safsizliklari, ilacin hem
farmakolojik hem de toksikolojik yapisini degistirerek ilacin hasta Uzerindeki etkilerini
degistirebilir. Bu nedenle, ilaglardaki safsizlik ve bozunmalarin belirlenmesi hastanin sagligi ve

ilag etkinligi igin oldukga 6nemlidir.

ICH Q3B(R2) kilavuzunda yer alan gtinliik maksimum alim dozuna gore bozunma
Urtnlerinin ya da safsizliklarin ihmal edilme yiizdeleri giinlik maksimum alim dozu 1 g’a esit
veya 1 g’'dan az olan ilag Urtnleri igin % 0.1, guinliik maksimum alim dozu 1 g’dan fazla olan
ilag Urlnleri icin % 0.05’tir. Ayni kilavuzda ilag Griinindin glinliik maksimum alim dozuna bagli
olarak tanimli impdriteler ve tanimlanmamis impdriteler icin maksimum yizde limitler
hesaplanmaktadir. ilag Griini icerisinde bulunan bozunma triinleri/safsizliklar hesaplanan
maksimum ylzdelerden fazla olmamalidir. Herhangi bir safsizlik ya da bozunma Grlinii varsa
ve bu safsizliklarin belirtilen yizdelerden daha biyiik miktarlarda alinmasi halinde, ilacin

hasta Uizerine zararli veya olumsuz etkisi olacagi dustinilmektedir (50, 51).
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Safsizlik profillerinin nitel ve nicel olarak belirlenmesi, son yillarda resmi otoriteler
tarafindan (zerinde dikkatle durulmakta ve ilag gelistirme calismalarinda kritik noktalar
arasinda yer almaktadir. Avrupa Farmakopesi (EP)inde etkin madde bilesimine ait
safsizliklarin limitleri, ingiliz Farmakopesi (BP) ve Amerikan Farmakopesi (USP) gibi
farmakopelerde ise, ilag formilasyonlarinda ve/veya etkin madde bilesimindeki kabul
edilebilir safsizlik limitleri belirtiimektedir. ICH; yeni ila¢ molekdlleri, Grinler ve ¢oziicl
safsizliklari ile ilgili kilavuzlar yayinlamistir. Bu kilavuzlar dogrultusunda gerekli hesaplamalar
yapilarak limitler belirlenebilmektedir. Genel olarak, yeni ilag Griinlerindeki safsizliklar ile ilgili
olarak ICH kilavuzlarina gore; nadir gorilen bir yan etkiye veya zehirli bir etkiye sahip oldugu
bilinen ya da tahmin edilen Urinler disinda % 0.1 seviyesinin altindaki safsizliklarin

belirlenmesine gerek yoktur (50, 52).

Farmakopelerde her ilag icin belirli standartlar belirlenmesine ragmen tiim diinyada
gecerli ortak standartlar heniz her ilag icin belirlenmemistir. Ayni etkin madde igin farkh

safsizlik tanimlan gdzlenmektedir.

Safsizlik standartlarinin temin edilmesinde, resmi otoriteler ve ila¢ firmalarinin
talepleri olmasina ragmen; ilaglarda bulunan safsizlik referans standartlarini Gretmek veya

izole ederek elde edilmesi oldukea zordur.

Uretim sirasinda olusan safsizliklar ve bozunma Uriinlerinin karakterizasyonunda ve
yapilarinin aydinlatiimasinda; HPLC, nikleer manyetik rezonans (NMR) spektroskopisi, kiitle
spektrometrisi, fourier transform iyon siklotron rezonans kiitle spektrometrisi (FTICR-MS) ve

tandem kditle spektrometrisi yontemleri kullanilmaktadir (53-56).
2.8.1. Safsizlik Kaynaklari
ilaglarda bulunabilecek olasi safsizliklar ikiye ayrilmaktadir;
1. Etkin madde ile ilgili safsizliklar

2. Formiilasyon gelistirme calismalari, Gretim asamasi veya zamanla formuilasyonda

olusan safsizliklar (57-61).
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Etkin Madde ile ilgili Safsizliklar
ICH kilavuzlarina gore, etkin madde de bulunabilecek ilgili safsizliklar;

a) Organik safsizliklar
b) inorganik safsizliklar

c) Kalinti ¢oziicl safsizliklaridir.

a) Organik Safsizliklar: Etkin maddede organik safsizliklar, Uretim siireglerinde
ve/veya saklama kosullarina bagl olarak olusabilir. Etkin maddede tanimlanabilen ve/veya

tanimlanamayan, ugucu ve/veya ucucu olmayan gesitli safsizliklar bulunabilir.

Baslangic maddeleri veya ara Urlinler; etkin maddelerde en ¢ok gozlenen

safsizliklardir. Etkin maddenin her bir sentez basamaginda olusabilirler.

Yan Urlnler; etkin maddenin sentezi sirasinda olusan Urtinlerdir. Organik kimyada
etkin madde sentezi sonunda % 100 verimle tek bir (riin elde etmek olduk¢a zordur. Her

zaman i¢in yan Urlnlerin olusma olasiligi bulunmaktadir.

Bozunma (degradation) driinleri; organik bilesiklerin kimyasal yapilarina ve
stabilitelerine bagll olarak bozunmasiyla olusan ve tayin edilen driinlerdir. Uretim
asamasinda uygulanan proseslere bagl olarak triinde bozunma s6z konusu olabilmekte ve
safsizliklar olusabilmektedir. Ayni formilasyona ve proses asamasina sahip ilag Urlnlerinin

farkl dozlarinda stabilite stiresince tayin edilen safsizliklar genel olarak ayni olmaktadir.

Reaktifler, ligandlar ve katalizorler; organik kimyada etkin maddenin sentezlenmesi

asamalarinda kullanilmaktadir. Cok nadiren safsizlik olarak problem teskil etmektedirler.

Enantiyomerik safsizliklar; kiral bir molekiliin, enantiyomerlerinden sadece biri
farmakolojik aktivite gosterip, terapotik indeks ve yan etki bakimindan olumlu degerlendirilip
ilag molekiili olarak degerlendiriimektedir. ilac molekiilii olarak degerlendirilen
enantiyomerlerin formilasyonlari gelistirilmektedir. Enantiyomerlerden digeri ise safsizlik

olarak degerlendirilmektedir. Bu nedenle enantiyomerik safsizlik takibi yapilmaktadir (62).
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b) inorganik Safsizliklar: Etkin maddenin iretimi sirasinda inorganik safsizliklar da

olusabilmektedir. Bu safsizliklarin genellikle yapisi tayin edilebilir.

inroganik safsizliklar; kullanilan reaktifler, ligandlar ve katalizérler kaynakli olabilir ve
bulunma olasiliklari distktir. Agir metaller, etkin maddelerin 6zellikle Gretimleri sirasinda,
asit hidrolizinin gerceklestigi paslanmaz celik reaktorler ve kullanilan sudan olusabilmektedir.
Filtreler, santriflj cihazlarn gibi yardimci ekipmanlardan kaynakli olarak da safsizlik

gorilebilmektedir.

c) Kalinti Coziicii Safsizliklari; Uretim sirasinda kullanilan ugucu organik ¢oziiciilerin
olusturdugu safsizliklardir. Etkin madde sentezleme basamaklarina organik ¢oziculeri
uzaklastirmak amaciyla ek islemler eklenmektedir. Ancak organik ¢ozlclleri tamamen
uzaklastirmak ¢ok zordur. Bu nedenle sentezleme sirasinda kullanilan organik ¢ozictilerin
etkin maddede takibinin yapilmasi gerekmektedir. Organik ¢ozlcller, zararlari géz 6niinde
bulundurularak 3 sinifa ayrilmistir. 1.sinifta yer alan organik ¢oziictler toksik oldugu bilinen
safsizliklar olup bu organik c¢oziicllerin sentezlerde kullaniimasindan kaginiimasi

gerekmektedir (63). Siniflandirmalarina gore organik ¢oziciler su sekildedir.

L.sinif gdziicliler; benzen kanserojen etkisi bulunmaktadir. Farmakopelere gore etkin
maddede en fazla 2 ppm kadar bulunabilir. Karbon tetraklorir toksik ve cevreye zararli etkisi
vardir. Farmakopelere gore bulunma limiti 4 ppm’dir. 1,2-dikloroetan ve 1,1-dikloroetan

¢Ozuculerinin toksik etkisi vardir ve limitleri sirasiyla 5 ppm ve 8 ppm’dir.

2.sinif  ¢ozlcller arasinda farmakopelere gore 21 adet organik ¢ozlicu
bulunmaktadir. Bunlardan en sik kullanilanlari; asetonitril, kloroform, diklorometan, 1,4-
dioksan, formamide, hekzan, metanol, tetrahidrofuran ve toluendir. Limitleri sirasiyla, 410

ppm, 60 ppm, 600 ppm, 380 ppm, 220 ppm, 290 ppm, 3000 ppm, 720 ppm ve 890 ppm’dir.

3.sinif  ¢ozlcller arasinda farmakopelere gore 27 adet organik ¢ozicl
bulunmaktadir. Bunlardan en sik kullanilanlari; asetik asit, aseton, 1-biitanol, 2-bitanol,
dimetilsiilfoksit, etanol, etil asetat, formik asit, heptan, 1-propanol, 2-propanol ve
trietilamindir. 3. sinif organik ¢ozliciilerin farmakopelere gore etkin maddede bulunma limiti

5000 ppm’dir.
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Formiilasyonla ilgili Safsizliklar

Farmasotik preparatlarda, etkin madde ve yardimci maddeler disindaki bittin
istenmeyen maddeler safsizlik olarak degerlendirilebilir. Bunlarin terapoétik etkisi olmadigi
gibi belli limitlerin Ustlinde olmasi halinde toksik etki gosterebilirler. Bu nedenle ilag
Urtnlinde takip edilmesi gerekmektedir. Safsizliklarin ilag Urtndnde
bulunmamasi/olusmamasi tercih edilmekle birlikte olusan safsizliklarin kilavuzlarda glinliik

maksimum alim dozuna bagli olarak belirlenen limitlerin altinda olmasi gerekmektedir.
Formiilasyon gelistirme asamasinda meydana gelen safsizliklar;

a) Yonteme bagli safsizliklar
b) Cevresel faktorlere bagli safsizliklar (sicaklik, 1stk, nem)

c) Dozajformuna baglh safsizliklar (sivi dozaj formlari) olarak tige ayrilir.
2.8.2. Bozunma Uriinleri

Bozunma Urnleri, bir molekulde belli bir siire ile olusan kimyasal degisimden, ¢esitli
cevresel faktorlerden (isi, 151k ve nem), ya da yardimci madde ve/veya birincil ambalaj
malzemesiyle reaksiyonu ile olusan molekiillerdir. ilag Griinlerinin Uretimi, tasinmasi,
depolanmasi sirasinda gelisebilen ve farmasotik Griinlerin etkinligini olumsuz yonde
etkileyebilecek istenmeyen kimyasallardir. ilag Griinlerinin tretimi ve depolanmasi sirasinda
olusabilecek bozunma (rinlerinin  dnceden belirlenebilmesi amaciyla stres testleri

yapilmaktadir.

Bozunma (Uriinlerinin belirlenmesinde; ince tabaka kromatografisi, HPLC, Gaz
kromatografisi, Stper kritik akiskan kromatografisi, Kapiler elektroforez ve Kditle

spektroskopisi yontemlerinin biri veya bir kagi kullanilabilmektedir.
Bozunma Urinlerinin olusumu asagida verilen nedenlerden dolayi olabilir:

1. Farmasotik preparatin icindeki maddelerin birbiri ile etkilesimi nedeniyle bozunma
uriinleri olusabilir. Saklama kosuluna bagl olarak bozunma séz konusu olabilir. Uriin

gelistirme asamasinda maddelerin birbiri ile etkilesimi olup olmadigl ve saklama kosulu
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kontrol edilmelidir. Koruyucu icermeyen sivi dozaj formlarinda bozunma daha hizli
gozlemlenebilir. Ornek olarak vitaminler, dzellikle de sivi dozaj formlarinda zamanla

bozunmaktadirlar (64).
2. Fonksiyonel gruplara bagl bozunma Grinleridir.

Ester Hidrolizi: Hidroliz, 6zellikle ester tipi ilaglarin baslica bozunma reaksiyonudur
ve genelde sivi dozaj formlarinda gorulir. Ester bagi kolayca agilir ve bundan dolayi, ester
grubu tastyan ilaglarin ana metabolitleri, hidroliz tiriinleri veya bunlarin konjiigatlaridir. On-

ilaglarin blyuk kismi da ester yapisindadir (65).

Oksidatif Bozunma: Aromatik halkaya dogrudan bagl olan hidroksil grubu,
heterosiklik aromatik halka, konjuge dien, nitrit ve nitrozo tiirevleri, aldehit grubu iceren

ilaclar oksidatif bozunmaya ugrayabilirler (66).

Fotolitik Par¢calanma: Farmasétik preparatlar; tretim ve ambalajlama sirasinda,
raf omrl siresince 1siga maruz kalabilmekte ve bozunma Urinleri olusabilmektedir.

Florokinolon grubu antibiyotikler fotolitik parcalanmaya yatkin molekdllerdir (66, 67).

Dekarboksilasyon: Bazi karboksilik asitlerde sicaklikla karboksil grubundan

karbondioksit cikar ve bunun sonucunda bozunma Urinleri olusur (68).
2.8.3. Stres Testleri

Zorlanmis bozundurma testleri olarak da gecen stres testleri, ilaclarin kararliliginin
belirlenebilmesi ve ilaglarin gesitli kosullarda bozunma davranislarini incelemek amaciyla ilag
gelistirme c¢alismalarinda kullanilan bir yontemdir. Etkin maddeye uygulanan stres testleri;
bozunma Uriinlerinin olusma kosullarinin belirlenmesine, molekiiliin stabilitesi hakkinda bilgi
sahibi olunmasina ve kullanilan analitik yontemin uygunlugunun gosterilmesine yardimci

olur.

Stres testleri, zorlu saklama kosullari uygulanarak kimyasal bozunmayi ve fiziksel
degisim hizini artirmak icin yapilan calismalardir. Bu testler ile ilaglarda olusabilecek olasi

bozunma urlnleri tanimlanmakta ve ilaglarin kararliliklari belirlenmektedir. Stres gcalismalari,
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pH’si farkli cozeltiler icinde, oksijen ve isik varliginda, farkli sicakliklarda ve nem seviyelerinde

gerceklestirilmektedir (69).

Stres testleri; etkin maddeyi tamamen bozundurmadan, etkin maddedeki kaybi ve
buna bagli olarak olusan bozunma drinleri arasindaki kiitle dengesini goz oniinde
bulundurarak gerceklestirilir. Stres testlerinde etkin maddeyi bozundurma ytizdesinin
yaklasik olarak % 5-20 araliginda olmasi tercih edilir. Stres testinin niteligi, etkin maddeye ve
ilgili bitmis Grlniin yapisina bagli olabilir. Etkin madde, bitmis trlin ve plaseboda olusabilecek
bozunma Urinlerinin saptanmasinda kullanilan kosullar kilavuzlarda (ICH Q1A ve ICH Q1B)

belirtilmistir (10-15).

Asagida farkli ortam kosullarinda yapilan bozundurma islemleri siralanmistir (Sekil

2.10) (12-15, 69-75).

Stres Testleri

Yari Kati Cozelti/Stspansiyon

| I I b

Fotolitik

Fotolitik

Fotolitik

Asit/Baz Fotolitik

o Termal
Termal Hidroliz Termal Termal
Termal/Nem o
Termal/Nem Oksidatif L Termal/Nem Oksidatif
Oksidatif

Sekil 2.10. ilag etkin maddesi ve formiilasyonuna uygulanan stres testleri (75).

Hidrolitik Bozundurma: Maddelerin asidik, bazik ve notral ortamdaki
bozunmalarinin belirlenebilmesi amaciyla maddeler asidik ve bazik kosullara maruz
birakilmaktadir. Hidroliz, genis pH araliginda gerceklestirilebilen en yaygin bozundurma
kosullarindan biridir. Asidik ve bazik kosularda hidrolitik calisma, molekilde bulunan

iyonlasabilen fonksiyonel gruplarin katalizlenmesini igerir. Etkin maddenin ve/veya bitmis
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Urtndn hidrolitik bozundurmasi, 1 N HCl ve 1 N NaOH ile muamele edilmesiyle
gerceklestirilir. Bu kosullarda elde edilen bozunma miktarina bagh olarak stres kosullari
gozden gecirilir. Bozunma miktari %5’ten az ise g¢ozeltilerin derisimleri, maruz birakma
stireleri ve maruz birakma sicakligi arttirilarak ¢alisma tekrar edilir. Bozunma miktari %20’den
fazla ise kullanilan asit/baz ¢ozeltilerinin derisimleri, maruziyet siresi ve sicaklig) azaltilarak

¢alisma tekrar edilir.

Oksidatif Bozundurma: Oksidasyon, etkin maddenin ve bitmis Griiniin depolama
kosullarinda ortamda bulunan elementel oksijen ile girdigi reaksiyon tiridur ve énemli bir
bozundurma kosuludur. Galisma genellikle %3-30 derisim aralgindaki hidrojen peroksit
cozeltileri kullanilarak gergeklestiriimektedir. Etkin madde veya bitmis Griin, belirli bir stire
hidrojen peroksite maruz birakilarak bekletilmektedir. Calismada, bozunmayi hizlandirmak

veya bozunma miktarini arttirmak igin 1s1 uygulanabilmektedir.

Is1 ile Bozundurma: Etkin madde veya bitmis Urlnler, tasinma ve saklama
stireclerinde istya maruz kalabilmektedirler. Bu maruziyet siiresince etkin maddede ve bitmis
Urtinde olusabilecek olasi bozunma Urinlerinin belirlenmesi amaciyla termal bozundurma
calismalar yapilmaktadir. Termal stres testleri, etkin madde veya bitmis triin belirli sicakhk
degerlerinde belirli stire bekletilerek gerceklestiriimektedir. Termal bozundurma galismalari,
genellikle 40 - 80 °C araliginda su banyosunda veya kati haldeki maddeler icin 90 — 110 °C

araliginda etliv icerisinde gerceklestirilir.

Fotolitik Bozundurma: Fotolitik bozundurma calismalari ICH Q1B kilavuzuna
gerceklestirilmektedir. Fotolitik bozundurmada, etkin madde ve bitmis Griin UV ve gorinir
isiga  belirli bir siire dogrudan maruz birakiimakta ve bozunma olup olmadig
degerlendirilmektedir. Etkin madde veya bitmis iriin, toplam maruziyet 200 W s/m? olacak
sekilde UV 1si8ina, toplam maruziyet 1.2 milyon luks saat olacak sekilde de goriindr 1si1ga
maruz birakilmaktadir (11). Farkl dalga boylarinda isiga maruz birakilmasi sonucunda,
bozunma Urinlerinin olusmasi, 1siga olan duyarliliga ve maddenin absorpladigi isik miktarina

bagldir.
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Nem ile Bozundurma: Nem kosullarinda bozundurma calismalarinda ise,
numunelerin % 75 ve lzerinde nemli ortamda 7 glin tutulmasi 6nerilmektedir. Birden fazla
etkin madde iceren Urlnler icin yapilan bozundurma galismalarinda ise etkin maddeler ayri
ayri calisiimali ve degerlendirilmelidir. Bitmis Urline uygulanan bozundurma calismalarinda,

ayni kosullarin plasebo numunelerine de uygulanmasi dnerilmektedir.

2.9. Analitik Yontem Validasyonu

Gelistirilen analitik yontemin rutin analizlerde kullanilmasi igin uygunlugunun
belirlemek amaciyla yapilan ¢alismalardir. Bir analitik yontemin uygulanabilirliginin ve
gecerliliginin, laboratuvar calismalari ile cesitli parametrelerin degerlendirilmesi analitik

yontem validasyonudur.

Bir laboratuvarda kullanilacak yeni gelistirilen veya standart olmayan bir yontemin

analiz 6ncesinde laboratuvar kosullarinda valide edilmesi gerekmektedir.

Gelistirilen yontemin kullanilacagi analizlerde kesin, dogru ve tekrarlanabilir sonuglar
alinabildiginin  bilimsel olarak kanitlanmasi amaciyla analitik yontem validasyonu
yapilmaktadir. Yontem validasyonu, gelistirilen bir analiz yonteminin o andaki ve daha
sonraki kullanimlarina ait gegerliliklerini ve uygunlugunu goéstermektedir. Analitik yontem
validasyonu; kilavuzlar, monograflar dogrultusunda yapilmalidir. Bu amagla analitik yontem
validasyonu protokolli olusturularak calisilacak parametreler ve kabul kriterleri

belirlenmelidir.

Bazi durumlarda; gelistirilen bir yontemde degisiklikler yapildiginda ya da bir
parametre calisma araliginin disinda oldugunda yeniden validasyon yapilmasi gereklidir.
Safsizliklarin miktar tayini yontemleri s6z konusu oldugunda, yontemin seciciligi acisindan
yeni bir safsizlik bulunursa, yontem yeniden valide edilmelidir. Ekipman veya kimyasal

maddelerin kalitelerindeki degisiklikler oldugunda yontem yeniden valide edilmelidir.

Miktar tayini ve bozunma Uriinleri miktar tayini analizlerinde kullaniimak Uzere
gelistirilen analitik yontemlerinin validasyon calismalarinda uygulanmasi gereken

parametreler asagida listelenmistir (11, 12, 17, 18, 76-81).
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= Sistem Tekrarlanabilirligi
»  Secicilik (Ozgiinliik)
= Dogrusallik ve aralik
=  Dogruluk (Geri Kazanim)
= Kesinlik
o Tekrarlanabilirlik
o Ara Kesinlik
= Kararlihk
= Saglamlik
= Alt Tayin Sinin (LOQ)
= Tespit Sinir (LOD)

2.9.1. Sistem Tekrarlanabilirligi

Ayni ¢alisma kosullari altinda kisa bir zaman araliginda analitik degiskenligi ifade
etmektedir. Referans standart kullanilarak standart ¢ozelti hazirlanir. Hazirlanan standart
¢ozeltiden ardisik enjeksiyonlar yapilarak sistem tekrarlanabilirligi degerlendirilir. Yontemin
dogrusal oldugu araliktaki bir derisimde hazirlanan standart cozeltisinin ardisik 10
enjeksiyonunun yapilmasiyla elde edilen sonuglarin % bagil standart sapma (BSS) degerleri

hesaplanir.
2.9.2. Segicilik (Ozgiinliik)

Bir yontemin seciciligi; matriks ortaminda, analiz edilecek maddeyi diger
maddelerden ayirabilme 6zelligidir ve matriksdeki analitin tam ve dogru olarak tayin
edilebilmesidir. Gelistirilen analitik yontemde, olasi fiziksel/kimyasal girisimler varliginda,
analiz edilmesi amaclanan bilesen veya bilesenlerin dogru sekilde tayin edilebilmesi
hedeflenmektedir. Bu amagla, analitik yonteme validasyon parametrelerinden segicilik
parametresi uygulanir. Gelistirilen analitik yontemde analiz edilecek bilesenlere ait pikler
birbiriyle ve matriste bulunan diger bilesenlere ait piklerle girisim yapmamalidir. Segicilik

parametresi hem analitin hem de numunenin 0Ozellikleri dikkate alinarak, yontem
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gelistirmenin baslangicindan itibaren dikkate alinmalidir. Herhangi bir yontemde yeterli bir

segicilik saglanamazsa diger parametreler anlamsiz kalmaktadir.

Secicilik parametresi kapsaminda, seyreltme c¢ozeltisi, plasebo cozeltisi, referans
standart kullanilarak hazirlanan standart ¢ozelti, bozundurma uygulanmis stres ¢ozeltileri
analiz edilir. Kromatogramlarda hicbir pikin birbiri ile girisim yapmadigi kontrol edilir ve pik

safliklarina bakilir.
2.9.3. Dogrusallik ve Arahk

Dogrusallik, yontemin numunedeki madde derisimi ile dogru orantili olan analiz
sonuglarini elde etme yetenegidir. Uygulamada dogrusallik calismasi, analitik yonteme uygun
olacak sekilde planlanmalidir. Bir analitik yontemin dogrusalligi, belirli bir derisim aralig
icerisinde referans standart kullanilarak farkli derisimlerde hazirlanan ¢ozeltilerdeki analitin
derisimine bagl olarak dogru orantili bir sekilde alinan yanitlarin degismesidir. Dogrusallik
parametresinde en az 5 farkl derisimde ¢ozelti hazirlanmalidir. Referans standart kullanilarak

hazirlanan dogrusallik ¢ozeltilerinin her birinden elde edilen yanitlar derisime grafige gegirilir

Gelistirilen analitik metodun kullanilacagi analize bagli olarak galisma aralig belirlenir.
Analitik metotlar icin ICH Q2(R1) kilavuzunda belirtilen ¢calisma araliklari asagida listelenmistir

(13):

* Miktar tayini test yontemi: % 80 - 120

* Dozaj birimlerinin tekdizeligi test yontemi: % 70 - 130

* Cozlinme testlerinde: % 80 - 120

* Safsizlik tayini test yontemi: Alt tayin siniri (LOQ) - spesifikasyonun % 120’si

* Miktar tayini ve safsizlik tayininin birlikte degerlendirildigi test yontemi: LOQ - Test
cOzeltisi derisiminin % 120’si

Dogrusallik calismasina ait kalibrasyon egrisinden elde edilen regresyon katsayisi,
egimin ve kesisimin p degerleri hesaplanir. Regresyon katsayisi (R?) > 0.999, egimin p degeri

>0.05, kesisimin p degeri < 0.05 olmalidir.
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Aralik ise, temel olarak bilesenin Ust ve alt seviyeleri arasindaki uzakliktir. Ayni
yontem kullanilarak yapilan kesinlik, dogruluk ve dogrusallik analizleri ile belirlenmektedir. Bir
safsizlik testi icin minimum aralik, her bir safsizigin raporlama seviyesinden spesifikasyonun
% 120'sine kadardir. igerik tekdiizelik testi icin minimum aralik, testin veya hedef derisimin %

70 - 130'u ve ¢ozlinme testi icin belirlenen test araliginin % + 20'sidir.
2.9.4. Tespit Sinir (LOD)

Analiz edilecek maddenin sinyalinin gozlenebildigi ancak kabul edilebilir diizeyde
kesin ve dogru olarak miktarinin hesaplanamadigi en kiiciik derisimdir. istatistiksel kesinlikte
kabul edilebilir ve gozlenebilen en dusik degerdir. Dogrusallik parametresine gore

hesaplama yoluyla veya dogrudan analiz edilerek S/G oranina gore belirlenebilir.

Dogrusallik parametresine gore asagidaki formil kullanilarak da hesaplanabilir.

3.3xSS

m

Tespit Sinir1 (LOD)= (2.12)

m: Egim

SS: Kesisimin standart sapmasi

Dogrudan analiz edilerek belirlenmesi halinde bilesenin pik ylksekliginin
baseline’daki glirtiltiiye orani hesaplanir. Hesaplama sonucunda elde edilen S/G orani 2 ila 3

araliginda olmalidir.

2.9.5. AltTayin Sinin (LOQ)

Analiz edilecek maddenin kabul edilebilir diizeyde kesin ve dogru olarak miktarinin
tayin edilebildigi en kiiclik derisimdir. Dogrusallik parametresine gore hesaplama yoluyla

veya dogrudan analiz edilerek sinyal/guirilti oranina gore belirlenebilir.

GUrdlttndn olgtlemedigi durumlarda, dogrusallik parametresine gore asagidaki

formil kullanilarak hesaplanabilir.

10 x SS

m

Alt Tayin Siniri (LOQ)=

(2.13)
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m: Egim

SS: Kesisimin standart sapmasi

Dogrudan analiz edilerek belirlenmesi halinde bilesenin pik ylksekliginin
baseline’daki girlltiiye orani hesaplanir. Hesaplama sonucunda elde edilen S/G orani 10°dan

kiglk olmamali ve 10’a yakin bir deger olmalidir.

2.9.6. Dogruluk

Dogruluk, analiz islemi sonunda hesaplanan degerlerin gercek degere olan yakinligi
olarak ifade edilmektedir. Analizler sonucunda elde edilen ortalama 6l¢im sonuglarinin
bilesenin gercek degerine olan yakinhg olarak tanimlanir. Bilinen derisimde madde
eklenerek hazirlanan ¢ozeltilerin tekrarlanan analizleri sonucunda tespit edilir. Dogruluk, LOQ
seviyesinde dogruluk % 20’den fazla sapmamalidir. Pratik olarak hesaplanan ortalama deger

teorik yani gercek degerin + %15’i olmalidir.

Dogruluk parametresinde ¢ozeltiler, plasebo lzerine madde eklenerek hazirlanir. En
az g farkh derisimde ve her bir derisimde en az U¢ ¢ozelti hazirlanarak analiz edilir. Dogruluk
parametresinde ¢alisilan en alt nokta ile en Ust nokta, dogrusallik parametresinde calisilan en

alt nokta ve en Ust nokta ile ayni olmalidir.

Dogruluk parametresinde her bir ¢ozelti icin asagidaki formil kullanilarak geri

kazanim hesaplanir. Bagil hata (BH) ve mutlak hata tizerinden degerlendirilir.

Hesaplanan derigim

x 100 (2.14)

Teorik (bilinen)derisim
2.9.7. Kesinlik ve Ara Kesinlik

Olgciim sonuglarinin birbirine yakinliginin kontrol edildigi parametredir. Optimum
analiz kosular altinda elde edilen sonuglar arasindaki uyumu gosterir. Kesinlik rastgele
hatalarin dagilimiile iliskili olup gercek deger ile iliskisi yoktur. Kesinlik sonuglari; analizci, cihaz
ve cihazin kalibrasyonu, sicaklik ve nem gibi ¢cevre kosullari, 6lcimler arasindaki zaman gibi

parametrelerden etkilenebilir.
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Kesinlik kontrol parametreleri olarak SS, BSS ve gliven araligi her kesinlik dizeyi igin

hesaplanmalidir.

GUn-igi ve glinler arasi kesinlikte, dogrusallik araligindan segilen 3 derisim seviyesinde

hazirlanan g¢ozeltilerin ayni glin ve farkli glinlerde analizleri yapilir ve % BSS hesaplanir.

Ara kesinlik (tutarlik), farkh cihaz ve kolon kullanilarak farkli glinlerde ve farklh
analizciler tarafindan % 100’lik derisimde alti ayri ¢ozelti hazirlanir. Hazirlanan ¢ozeltilerden
elde edilen sonuclar ile giin-ici tekrarlanabilirlik calismasindan elde edilen sonuglarin SS ve
BSS degerleri hesaplanir. Degistirilen her kosulda elde edilen sonuglar istatistiksel

degerlendirilir.
2.9.8.Saglamhik

Yontem saglamliginin kontrol edildigi parametredir. Yontemde kasitl olarak kiglik
ama belirgin degisiklikler yapilarak gerceklestirilir ve yontemin bu degisikliklerden etkilenip
etkilenmedigini gosteren parametredir. Saglamligin degerlendiriimesinde, cihaz ayarlari gibi
kullanilan  analitik ekipmanla dogrudan baglantii olan yontem parametreleri
degistiriimektedir. Ornegin HPLC ile yapilan analizlerde; hareketli fazdaki organik ¢oziicii
oranl, hareketli fazin pH’si, hareketli fazda kullanilan tamponun derisimi, kolon sicakligi, dalga
boyu ve akis hizi gibi parametrelerde degisiklik yapilir. Hazirlanan ¢ozeltiler yontemde kasitli
olarak degisiklik yapilarak analiz edilir. Elde edilen pikler sistem uygunluk kriterlerine gore
degerlendirilir. Allkonma zamani, pik simetrisi, teorik plaka sayisi (N) ve yapilan ardisik

enjeksiyonlarin BSS’si hesaplanir.

ICH Q2A'ya gore; analitik bir prosediiriin saglamhig, analitik yontemin glivenilirliginin
bir gostergesidir ve analitik yontem validasyonlarinda mutlaka verilmesi gerekir. FDA ise,
saglamlik calismasindan elde edilen verilerin, genellikle sunulmasa da yontem

dogrulamasinin bir pargasi olarak dahil edilmesini tavsiye etmektedir.
2.9.9. Kararhlik

Bir analizde tekrarlanabilir ve glivenilir sonuglar elde edebilmek igin standart ve

numune ¢ozeltilerinin ne kadar siire kararli oldugunun bilinmesi gerekir.
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Taze hazirlanan ¢ozeltiler ile belli strelerde bekletilen standart ve numunelerin
kararliliklari, analiz sonuglari ve istatistiksel hesaplamalar kullanilarak karsilastirilir. Aralarinda
% 2’den fazla fark bulunmamasiistenir. Cozelti stabilitesi parametresinde, cozeltiler hazirlanir
hazirlanmaz ve belirli sicaklikta bekletilerek ayni cihaz, ayni kolon ve ayni hareketli faz
kullanilarak farkl zamanlarda analiz edilir. Yiizde fark hesaplanarak degerlendirilir.

An' AO
Ao

% Fark=

x 100 (2.15)

An: n. zamanda yapilan 6lgiimden elde edilen yanit

Ao: Cozelti hazirlanir hazirlanmaz yapilan 6lgimden elde edilen yanit.

2.9.10. Sistem Uygunluk Testleri (SUT)

Sistem uygunluk testleri (SUT), bir analitik ydntemin ayrilmaz bir parcasini temsil eder
ve kromatografik sistemin performansini degerlendirmek igin kullanilir. Analize baslamadan
once referans standardiile analiz sisteminin performansini belirlemek icin yapilan ¢alismalara
sistem uygunluk testleri denir. Bu amacla kromatografik sistemlerde, enjeksiyon
tekrarlanabilirligi, kapasite faktori (k’), teorik plaka sayisi (N), ayiricilik (Rs) ve kuyruklanma

faktoru (T) parametreleri incelenir (Tablo 2.4) (81).

Tablo 2.4. Sistem Uygunluk Testlerine ait kabul kriterleri (48, 80).

Parametre Kabul kriteri
Enjeksiyon tekrarlanabilirligi % BSS<2.0,n=5
Kapasite faktori k'>2.0

Teorik Plaka sayisi N > 2000

Ayiricihk Rs>2
Kuyruklanma faktori T<2
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3. GEREG VE YONTEM

Tez calismasi kapsaminda kullanilan etkin maddeler ve koruyucu maddeler (Tablo
3.1), farmasotik preparatlar (Tablo 3.2), kimyasal maddeler (Tablo 3.3), cihaz ve ekipmanlar

(Tablo 3.4) ve kullanilan cam malzemeler (Tablo 3.5) asagida verilmistir.

Tablo 3.1. Tez calismasinda kullanilan etkin maddeler ve koruyucu maddeler.

Betametazon Dipropiyonat Symbiotica
Betametazon sodyum fosfat Symbiotica
Benzil alkol Merck
Metil paraben Merck
Propil paraben Merck

Tablo 3.2. Tez galismasinda kullanilan farmasétik preparatlar.

Diprospan® Merck Sharp Dohme ilaglari Ltd. Sti.

Tablo 3.3. Tez calismasinda kullanilan kimyasal maddeler.

Hekzilamin Merck, 804326
Potasyum dihidrojen fosfat Merck, 104873
Asetonitril Merck, 100030
Sodyum hidroksit Merck, 106498
Fosforik asit Merck, 100573
Hidrojen peroksit Merck, 107210
Hidroklorik asit Merck, 100317

Tablo 3.4. Tez galismasinda kullanilan cihaz ve ekipmanlar.

HPLC Agilent, 1260 Infinity Il

C18; 250 x4.6 mm, 5 um Agilent, Zorbax XDB C18

pH metre Mettler Toledo, SevenExcellence
Hassas terazi Mettler Toledo, XS105

Karistirici IKA

Vorteks IKA
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Tablo 3.4. (Devam) Tez calismasinda kullanilan cihaz ve ekipmanlar.

Ultrasonik banyo Bandelin

Siringa ucu naylon filtre Millipore

Siringa ucu hidrofilik PTFE filtre Millipore

Puar Brand

Membran filtre Millipore, 0.45 um hidrofilik PTFE

Tablo 3.5. Tez calismasinda kullanilan cam malzemeler.

Dereceli cam pipet Isolab
Balon joje Isolab
Vial Agilent
Beher Isolab

3.1. Cozeltilerin Hazirlanmasi

Hareketli Faz A: 6.8 g potasyum dihidrojen fosfat tartilmistir, izerine 3.0 mL
hekzilamin eklenmistir ve 10 dk bekletilmistir. Karisima 1000.0 mL su eklenerek
¢oztndurilmustlr. Hazirlanan g¢ozeltinin pH’si fosforik asit ile 4.0 £ 0.05’e ayarlanmigtir.

Cozelti 0.45 um hidrofilik PTFE filtreden stizlillip degaze edilmistir.
Hareketli Faz B: Asetonitril hareketli faz B ¢ozeltisi olarak kullanilmistir.

1.0 N Sodyum Hidroksit Cozeltisi: 42.0 g sodyum hidroksit tartilmistir, Gzerine bir
miktar karbondioksit icermeyen su eklenerek ¢cozlindurilmistir ve karbondioksit icermeyen

su ile 1000.0 mL’ye seyreltilmistir.

pH 6.8 Fosfat Tamponu Cozeltisi: 1000.0 mL su Uzerine 1.0 mL fosforik asit
eklenmistir ve karistirlmistir. Hazirlanan ¢ozeltinin pH’si 1.0 N sodyum hidroksit ¢ozeltisi ile

6.8 £ 0.05’e ayarlanmustir.
Seyreltme Cozeltisi: pH 6.8 fosfat tamponu : asetonitril (65 : 35, h/h).

Kor Cozelti: Kor ¢ozelti olarak seyreltme gozeltisi kullanilmistir.
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Paraben Stok Standart Cozeltisi: 20.0 mg propil paraben ve 130.0 mg metil
paraben referans standardi tartiimistir, Gzerine 30.0 mL seyreltme ¢ozeltisi eklenerek
¢o6zlindurtlmustur ve seyreltme ¢ozeltisi ile 100.0 mL’ye seyreltilmistir (200.0 pg/mL propil

paraben, 1300.0 pg/mL metil paraben).

Standart Cozelti: 45.0 mg benzil alkol, 13.2 mg betametazon sodyum fosfat
referans standardi ve 32.2 mg betametazon dipropiyonat referans standardi tartiimistir, 30.0
mL seyreltme c¢ozeltisi ve 5.0 mL metil ve propil paraben stok standart ¢cozeltisi eklenerek
¢ozlindUrtlmustir. Seyreltme cozeltisi ile 50.0 mL'ye seyreltilmistir (20.0 pug/mL propil
paraben, 130.0 pug/mL metil paraben, 900.0 ug/mL benzil alkol, 264.0 ug/mL betametazon

sodyum fosfat, 644.0 ug/mL betametazon dipropiyonat).

Farmasétik Preparat Cozeltisi: 20 adet ampul agilarak karistirilmistir. Karisimdan
5.0 g 6rnek tartilip Gzerine 30.0 mL seyreltme ¢ozeltisi eklenerek ultrasonik banyo yardimiyla
¢ozlindurtlmustur. Cozelti seyreltme cozeltisi ile 50.0 mL'ye seyreltilmistir (263.0 pg/mL

betametazon sodyum fosfat, 643.0 ug/mL betametazon dipropiyonat).

Plasebo (ozeltisi: 5.0 g plasebo tartimistir, Gzerine 30 mL seyreltme ¢ozeltisi
eklenerek ultrasonik banyo yardimiyla ¢éziindlrtlmustir. Cozelti seyreltme ¢ozeltisi ile 50.0

mL’ye seyreltilmistir.

Betametazon Sodyum Fosfat Plasebo Cozeltisi: 1.0 mL betametazon sodyum

fosfat plasebosu alinmistir ve seyreltme ¢ozeltisi ile 10.0 mL'ye seyreltilmistir.

Betametazon Dipropiyonat Plasebo Cozeltisi: 1.0 mL betametazon dipropiyonat

plasebosu alinmistir ve seyreltme ¢ozeltisi ile 10.0 mL'ye seyreltilmistir.

Paraben Dogrusallik Stok Cézeltisi: 130.0 mg metil paraben ve 20.0 mg propil
parabent standartlari 100.0 mL’lik balon jojeye tartiimistir, lizerine bir miktar seyreltme

¢ozeltisi eklenerek ¢oziindlrilmistir ve seyreltme ¢ozeltisi ile hacmine tamamlanmistir.

Dogrusallik Stok Standart Cozeltisi: 90 mg benzil alkol, 26.8 mg betametazon
sodyum fosfat ve 64.9 mg betametazon dipropiyonat referans standartlari, 50 mL’lik balon

jojeye tartip Uzerine bir miktar seyreltme ¢ozeltisi eklenerek ¢oziindirilmustir. Cozelti
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Uzerine 10.0 mL paraben dogrusallik stok gozeltisinden eklenip seyreltme ¢ozeltisi ile

hacmine tamamlanmistir.

% 50°lik Dogrusallik Cozeltisi: Dogrusallik stok standart ¢ozeltisinden 2.5 mL

alinmistir ve seyreltme ¢ozeltisi ile 10 .0mL’ye tamamlanmistir.

% 70’lik Dogrusallik Coézeltisi: Dogrusallik stok standart g¢ozeltisinden 3.5 mL

alinmistir ve seyreltme ¢ozeltisi ile 10.0 mL'ye tamamlanmistir.

% 80°lik Dogrusallik Cozeltisi: Dogrusallik stok standart ¢ozeltisinden 4.0 mL

alinmistir ve seyreltme ¢ozeltisi ile 10 mL'ye tamamlanmistir.

% 100’liik Dogrusallik Cozeltisi: Dogrusallik stok standart ¢ozeltisinden 5.0 mL

alinmistir ve seyreltme ¢ozeltisi ile 10.0 mL'ye tamamlanmistir.

% 120’lik Dogrusallik Cozeltisi: Dogrusallik stok standart ¢ozeltisinden 6.0 mL

alinmistir ve seyreltme ¢ozeltisi ile 10.0 mL'ye tamamlanmistir.

% 130’luk Dogrusallik Cozeltisi: Dogrusallik stok standart ¢ozeltisinden 6.5 mL

alinmistir ve seyreltme ¢ozeltisi ile 10.0 mL’ye tamamlanmistir.

Stres Testleri icin Hazirlanan Cozeltiler

Betametazon Sodyum Fosfat Asit Bozundurmasi: 13.2 mg betametazon
sodyum fosfat 50.0 mL’lik balon jojeye tartiimis, tzerine 1.0 mL 12.0 N HCl eklenip 20 saat
bekletilmistir. 20 saat siire sonunda (zerine 1.0 mL 12.0 N NaOH eklenerek nétralize
edilmistir ve seyreltme ¢ozeltisi ile hacmine tamamlanmistir (264.0 pg/mL betametazon

sodyum fosfat).

Betametazon Dipropiyonat Asit Bozundurmasi: 32.2 mg betametazon
dipropiyonat 50.0 mL’lik balon jojeye tartilmis, tzerine 1.0 mL 1.0 N HCl eklenip oda
sicakliginda 1 saat bekletilmistir. 1 saat stire sonunda lizerine 1.0 mL 1.0 N NaOH eklenerek
notralize edilmistir ve seyreltme c¢ozeltisi ile hacmine tamamlanmistir (644 .Oug/mL

betametazon dipropiyonat).
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Betametazon Enjeksiyonluk Siispansiyon Plasebo Asit Bozundurmasi: 5.0 g
betametazon enjeksiyonluk stispansiyon plasebosu, 50.0 mL’lik balon jojeye tartiimis,
Uzerine 12.0 N HCI ¢ozeltisinden 1.0 mL eklenerek oda sicakliginda 1 saat bekletilmistir.
Bekleme stiresi sonunda, 1.0 mL 12.0 N NaOH c¢ozeltisi eklenerek nétralize edilmistir ve

seyreltme ¢oOzeltisi ile hacmine tamamlanmistir.

Betametazon Sodyum Fosfat Baz Bozundurmasi: 13.2 mg betametazon sodyum
fosfat 50.0 mL’lik balon jojeye tartilmis, tizerine 1.0 mL 1.0 N NaOH eklenip oda sicakliginda
30 dakika bekletilmistir. Bekleme siresi sonunda, lizerine 1.0 mL 1.0 N HCl eklenerek
notralize edilmistir ve seyreltme ¢ozeltisi ile hacmine tamamlanmistir (264.0 pg/mL

betametazon sodyum fosfat).

Betametazon Dipropiyonat Baz Bozundurmasi: 32.2 mg betametazon
dipropiyonat 50.0 mL’lik balon jojeye tartiimis, tizerine 1.0 mL 2.0 N NaOH eklenip 40 °C'deki
su banyosunda 16 saat bekletilmistir. Bekleme siiresi sonunda, tzerine 1.0 mL 2.0 N HCI
eklenerek notralize edilmistir ve seyreltme ¢ozeltisi ile hacmine tamamlanmistir (644.0

pg/mL betametazon dipropiyonat).

Betametazon Enjeksiyonluk Siispansiyon Plasebo Baz Bozundurmasi: 5.0 g
betametazon enjeksiyonluk slispansiyon plasebosu, 50.0 mL’lik balon jojeye tartiimis,
Uzerine 1.0 N NaOH cozeltisinden 1.0 mL eklenip oda sicakliginda 16 saat bekletilmistir.
Bekleme siiresi sonunda, 1.0 mL 1.0 N HCl ¢ozeltisi eklenerek noétralize edilmis ve seyreltme

¢Ozeltisi ile hacmine tamamlanmustir.

Betametazon Sodyum Fosfat Hidrojen Peroksit Bozundurmasi: 13.2 mg
betametazon sodyum fosfat 50.0 mL’lik balon jojeye tartiimig, Gizerine 1.0 mL % 10 H202
eklenerek 40 °C'deki su banyosunda 5 saat bekletilmistir. Bekleme sliresi sonunda, tizerine
seyreltme c¢Ozeltisi eklenerek ¢ozindlrlilmistir. Seyreltme c¢ozeltisi ile hacmine

tamamlanmistir (264.0 pg/mL betametazon sodyum fosfat).

Betametazon Dipropiyonat Hidrojen Peroksit Bozundurmasi: 32.2 mg
betametazon dipropiyonat 50.0 mL’lik balon jojeye tartilir, Gzerine 1.0 mL % 30 H202

eklenerek oda sicakliginda 20 saat bekletilmistir. Bekleme stiresi sonunda, lizerine seyreltme
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cozeltisi eklenerek ¢ozlindurilmustir. Seyreltme ¢ozeltisi ile hacmine tamamlanmistir (644.0

pg/mL betametazon dipropiyonat).

Betametazon Enjeksiyonluk Siispansiyon Plasebo Hidrojen Peroksit
Bozundurmasi: 5.0 g betametazon enjeksiyonluk slispansiyon plasebosu, 50.0 mL’lik balon
jojeye tartilmig, tizerine 1.0 mL % 10 H20; eklenerek oda sicakliginda 5 saat bekletilmistir.
Bekleme siiresi sonunda, seyreltme ¢ozeltisi ile ¢dzindiridlmistir. Seyreltme ¢ozeltisi ile

hacmine tamamlanmistir.

Betametazon Sodyum Fosfat Isi Bozundurmasi: 13.2 mg betametazon sodyum
fosfat 50.0 mL’lik balon jojeye tartilarak balon joje 105 °C'deki etlivde 16 saat bekletilmistir.
16 saatlik stire sonunda, etiivden gikartilip oda sicakligina gelmesi igin beklenmis, tzerine
seyreltme c¢Ozeltisi eklenerek ¢ozindlrilmustir. Seyreltme c¢ozeltisi ile hacmine

tamamlanmistir (264.0 pg/mL betametazon sodyum fosfat).

Betametazon Dipropiyonat Isi Bozundurmasi: 32.2 mg betametazon
dipropiyonat 50.0 mL’lik balon jojeye tartilarak balon joje 170 °C'deki etiivde 24 saat
bekletilmistir. 24 saatlik slire sonunda, etiivden cikartilip oda sicakligina gelmesi icin
bekletilmis, Gzerine seyreltme ¢ozeltisi eklenerek ¢ozlindirllmistir. Seyreltme ¢ozeltisi ile

hacmine tamamlanmistir (644.0 ug/mL betametazon dipropiyonat).

Betametazon Enjeksiyonluk Siispansiyon Plasebo Isi Bozundurmasi: 5.0 g
betametazon enjeksiyonluk slspansiyon plasebosu 50.0 ml’lik balon jojeye alinarak
105 °C'de 6 saat bekletilmistir. Bekleme siiresi sonunda, oda sicakligina gelmesi igin
bekletilmis, Gzerine seyreltme ¢ozeltisi eklenerek ¢ozlindirilmistir. Seyreltme ¢ozeltisi ile

hacmine tamamlanmustir.

Betametazon Sodyum Fosfat Isi ve Nem Bozundurmasi: 13.2 mg betametazon
sodyum fosfat 50.0 mL’lik balon jojeye tartilarak 40 °C % 75 RH stabilite kabininde 7 glin
bekletilmistir. Bekleme siiresi sonunda, kabinden alinarak seyreltme ¢ozeltisi ile hacmine

tamamlanmistir (264.0 pg/mL betametazon sodyum fosfat).
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Betametazon Dipropiyonat Isi ve Nem Bozundurmasi: 32.2 mg betametazon
dipropiyonat 50.0 mL’lik balon jojeye tartilarak 40 °C % 75 RH stabilite 7 giin bekletilmistir.
Bekleme siiresi sonunda, kabinden alinarak seyreltme ¢ozeltisi ile hacmine tamamlanmigtir

(644.0 pg/mL betametazon dipropiyonat).

Betametazon Enjeksiyonluk Siispansiyon Plasebo Isi ve Nem Bozundurmasi:
5.0 g betametazon enjeksiyonluk slispansiyon plasebosu, 50.0 mL’lik balon jojeye tartilarak
40 °C % 75 RH stabilite 7 glin bekletilmistir. Bekleme siiresi sonunda, kabinden alinarak

seyreltme ¢ozeltisi ile hacmine tamamlanmistir.

3.2. Kromatografik Kosullar

Gelistirilen HPLC yonteminde; analiz Zorbax Eclipse XDB C18, 250 x 4.6 mm, 5 um
kolonda, iyon cifti olarak hekzilamin iceren pH: 4.0 fosfat tamponu (hareketli faz A) :
asetonitril (hareketli faz B) hareketli fazi kullanilarak gradient program (Tablo 3.6)

uygulanarak 1 mL/dk akis hizinda ve 254 nm’de gergeklestirilmistir.

Tablo 3.6. Analizde kullanilan gradient programi.

Zaman (dk) Hareketli Faz A (%) Hareketli Faz B (%)
0 80 20
5 80 20
35 50 50
55 50 50
55.1 80 20
65 80 20

3.3. Analiz Yonteminin Validasyon Galismalari

Gelistirilen analitik yontemin gecerliligini kanitlamak icin validasyon calismalari
yapilmistir. Yontemin secici, dogru ve kesin oldugunu gostermek amaciyla ICH Q2(R1)
kilavuzu dogrultusunda validasyon parametreleri belirlenmistir. Bu kapsamda;
tekrarlanabilirlik, secicilik, dogrusallik, duyarllik (LOD ve LOQ), dogruluk ve geri kazanim,

saglamlik ve ¢ozelti kararlihigl parametreleri calisiimistir.
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Sistem Tekrarlanabilirligi

Sistem tekrarlanabilirligi, sistem uygunluk kriterlerinden biri olup ayni ¢ozeltiden

yapilan ardisik enjeksiyonlarda sistemin kesinligi degerlendirilmistir.

Etkin madde ve koruyucu maddelere ait referans standartlar kullanilarak % 100’luk
derisimde standart ¢ozelti hazirlanarak ardigik 10 enjeksiyon yapilmistir. Enjeksiyonlardan

elde edilen her bir pik icin % BSS degeri hesaplanmistir.

Secicilik

Secicilik, analitlerin dogru bir sekilde analiz edilebildiginin, matrikste bulunan

maddelerin analitlerle girisim yapmadiginin gosterildigi validasyon parametresidir.

Secicilik parametresinde, etkin maddelere ve yardimci maddelere ait standart
¢ozeltiler, stres testi ¢Ozeltileri, plasebo ¢ozeltisi ve seyreltme ¢ozeltisi sisteme verilmistir.
Elde edilen kromatogramlar karsilastinlmistir ve herhangi bir girisim olup olmadig

degerlendirilmistir.

Secicilik parametresi kapsaminda yapilan stres testi calismasinda ise betametazon
dipropiyonat, betametazon sodyum fosfat referans standartlarina ve koruyucu maddeleri
iceren plaseboya ayri ayri stres testleri uygulanmistir. Betametazon dipropiyonat,
betametazon sodyum fosfat referans standartlari ve koruyucu maddeleri iceren plasebo asit,

baz, peroksit ve Istya maruz birakilmistir.

Dogrusallik ve Arahk

Etkin maddelerin ve koruyucu maddelerin referans standartlari kullanilarak
% 50 - 130 derisim araliginda 6 farkl artan derisimde dogrusallik ¢dzeltileri hazirlanmistir ve
kromatogramlari kaydedilmistir. Her bir ¢dzeltiden elde edilen alan degerleri derisime karsi
grafige gecirilmistir ve kalibrasyon egrileri elde edilmistir. Regresyon analizi yapilarak
istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Kalibrasyon egrilerine ait regresyon denklemleri ile
korelasyon katsayilari hesaplanmistir. ANOVA analizleri ile kalibrasyon egrilerinin egim

degerlerinin sifirdan farklh (p < 0.05), kesisim degerlerinin sifira esit (anlamsiz) (p > 0.05) ve
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korelasyon katsayisinin tesadifi degerler olup olmadigi F degerleri ile istatistiksel olarak
belirlenmistir. Olmasi gereken derisimlere karsi, kalibrasyon grafiginden elde edilen verilerle
bulunan derisimlerin grafige gegirilmesiyle gelistirilen HPLC yonteminin dogrusalligi kontrol

edilmistir.

Tespit Sinirn (LOD)

Etkin maddelere ait referans standartlar kullanilarak S/G oraninin 2 - 3 araliginda
oldugu % 0.01’lik derisimde gozeltiler hazirlanmustir. Ardisik alti enjeksiyon yapilmistir ve alan

degerlerinin % BSS degerleri hesaplanmistir ve S/G oranlari kontrol edilmistir.

Alt Tayin Sinin (LOQ)

Etkin maddelere ait referans standartlar kullanilarak S/G oraninin yaklasik olarak 10
oldugu % 0.04’ltk derisimde ¢ozeltiler hazirlanmistir. Ardisik 6 enjeksiyon yapilmigtir. Ardisik
enjeksiyonlardan elde edilen alan degerlerinin % BSS degerleri hesaplanmistir ve S/G oranlari

kontrol edilmistir.

Dogruluk

Etkin maddeler ve koruyucu maddeler igin glin ici ve glinler arasi dogruluk calismalari
yapilmistir. Ayni glin icinde % 50, % 100 ve % 120 derisimlerde hazirlanan standart ¢ozeltilere
(n = 6) ait analiz sonuglari ile elde edilen verilerin % BH degerleri hesaplanarak giin igi
dogruluk; ayni derisimlerdeki standart ¢ozeltilerin 6 glin art arda analiz edilmesi ile elde

edilen verilerin % BH degerleri hesaplanarak ise glinler arasi dogruluk degerlendirilmistir.

Etkin madde ve koruyucu maddelerin % 50, % 100 ve % 120’si olacak sekilde 3 farkli
derisimde, betametazon sodyum fosfat, betametazon dipropiyonat, benzil alkol, metil
paraben ve propil paraben standart ¢ozeltileri plaseboya eklenerek geri kazanim ¢ozeltileri
hazirlanmistir. Her bir derisim seviyesinde 3 ayn c¢ozelti hazirlanmistir ve % geri kazanim

degerleri hesaplanmistir.

Dogruluk parametresi icin ayrica standart ekleme yontemi calismalari da yapilmistir.

Bu amagla, numune ¢ozeltisi Gzerine % 20, 70, 80, 90, 100 ve 120 derisim seviyelerinde etkin
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madde ve koruyucu madde standart ¢ozeltileri eklenmistir ve kalibrasyon dogrulari gizilerek

regresyon denklemleri hesaplanmistir.

Kesinlik ve Ara Kesinlik (Tutarlihk)

Etkin maddelere ve koruyucu maddelere ait referans standartlar kullanilarak % 50, %
100 ve % 120’lik olmak Uzere 3 farkh derisimde kesinlik ¢ozeltileri hazirlanmistir. Kesinlik
parametresi 6 farkl glinde calisiimistir. Her bir derisim dizeyi icin ilk glin 6 ayr ¢ozelti, farkli
guinlerde ise her bir derisim duzeyi i¢in 3’er ¢ozelti hazirlanip analizleri yapilmigstir. Elde edilen
analiz sonuglarinin % BSS degerleri hesaplanarak giin i¢i ve gunler arasi kesinlik

degerlendirilmistir.

Ara kesinlik parametresinin degerlendirilmesi icin farkl bir analizci tarafindan etkin
maddelere ve koruyucu maddelere ait referans standartlar kullanilarak % 100’liik derisimde
6 ayri ¢ozelti hazirlanmistir. Farkl bir cihaz, farkli bir kolon kullanilarak farkl bir giinde analiz
gergeklestirilmistir. Analizde her bir ¢ozeltiden ardisik 3 enjeksiyon yapilmistir. Elde edilen
sonuclarin % BSS degerleri hesaplanmistir. Sonuclar arasinda istatistiksel olarak anlaml bir

fark olup olmadigi ise F ve t-testleri kullanilarak degerlendirilmistir.

Saglamhik

Etkin maddelere ve koruyucu maddelere ait referans standartlar kullanilarak
% 100’ltk derisimde standart ¢ozeltiler hazirlanmistir. Kromatografik sartlarda (akis hizi,
dalga boyu ve kolon firini sicakligl) ve hareketli fazin pH’sinda degisiklikler yapilarak hazirlanan
¢ozeltiden ardisik 6 enjeksiyon yapilmistir. Her bir degisiklikte elde edilen piklerin alikonma
zamanlari, alan degerleri, N sayilari ve T faktorleri degerlendirilmis ve % BSS degeri

hesaplanmistir.

Kararhhk

Etkin maddelere ve koruyucu maddelere ait referans standartlar kullanilarak
% 100’luk derisimde standart ¢ozelti hazirlanmistir. Ticari farmasotik preparat kullanilarak

% 100’lik derisimde numune ¢ozeltileri hazirflanmistir. Hazirlanan standart ¢ozelti ve
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numune ¢ozeltisinden belirli zamanlarda enjeksiyon yapilmistir ve elde edilen alan degerleri

karsilastirilarak % uyum degerleri hesaplanmistir.
Sistem Uygunluk Testleri

Etkin madde ve koruyucu maddelere ait referans standartlar kullanilarak % 100’ Itk
derisimde standart ¢ozelti hazirlanmistir. Ardigik 10 enjeksiyon yapilmigtir. Enjeksiyonlardan
elde edilen her bir pik icin alan degerleri, allkonma zamanlari, N sayilari ve T faktorleri

incelenmistir.
3.4. Analiz Yonteminin Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi

Gelistirilen ve valide edilen HPLC yontemi, Tirkiye piyasasindaki tek bir muadili
bulunan Diprospan® ampul adl iriine uygulanmistir. Numune ¢ozeltileri 6 kez ayri ayri

hazirlanmis ve analiz sonuglarina gore etkin madde miktarlari hesaplanmistir.
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4. BULGULAR

Bu tez ¢alismasi kapsaminda, bozunma Urinlerinin varliginda, betametazon sodyum
fosfat, betametazon dipropiyonat, benzil alkol, metil paraben ve propil parabenin HPLC
yontemi ile ayni anda analizi igin optimum kosullar belirlenerek miktar tayini ¢alismalarinin
yapilmasi planlanmistir. Bu iki etkin madde ve ticari (riin plasebosu kilavuzlarda verilen
kosullarda stres testlerine tabi tutularak (asidik, bazik kosullarda, 1si, nem ve oksidasyon
islemi uygulanarak) bozundurma galismalari gergeklestirilmistir. Gelistirilen analitik yontemin
kilavuzlar dogrultusunda validasyon c¢alismalari yapilarak elde edilen bulgular her asamada
uygun istatistiksel testlerle degerlendirilmistir. Son olarak gelistirilen ve valide edilen yontem,
betametazon sodyum fosfat ve betametazon dipropiyonat iceren farmasotik preparatlara

uygulanmistir.

4.1. Analiz Yonteminin Optimizasyonu

Benzil alkol, metil paraben ve propil paraben koruyuculari ve stres testleri sonucu
olasi bozunma {rinlerinin varliginda; betametazon sodyum fosfat ve betametazon
dipropiyonat etkin maddelerinin miktar tayini icin yontem gelistirme ¢alismalari yapilmistir.
En uygun kromatografik kosullarin belirlenebilmesi amaciyla farkli sabit fazlar kullanilarak,
hareketli faz bilesiminde ve hareketli fazin pH’sinda degisiklikler yapilarak elde edilen

kromatogramlar degerlendirilmis ve pikler arasindaki ayiricilik incelenmistir.

4.1.1. Dalga Boyu Segimi

Betametazon sodyum fosfat, betametazon dipropiyonat, benzil alkol, metil paraben
ve propil paraben diyot dizi dedektorii (DAD) kullanilarak sisteme ayri ayri enjekte edilmistir.
Her bir molekuliin enjeksiyonundan elde edilen spektrumlar incelenmistir (Sekil 4.1 - 4.5).

254 nm dalga boyunun tim molekiillerin miktar tayini icin uygun oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.1. Betametazon sodyum fosfata ait spektrum.
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Sekil 4.2. Betametazon dipropiyonata ait spektrum.

“DADT, 2.691 (2332 mAL, - JRef=2.711 & 3338 of 003-D1F-AZ-KORUYUCULL PLASEBOLD

2000 -|

1500-|

1000-|

500-|

Sekil 4.3. Benzil alkole ait spektrum.
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DADA. 6 865 (1523 mAU, - YRef-6.731 &7 185 of 003-D1F-A2 KORUYUCULU FLASERDLD
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Sekil 4.4. Metil parabene ait spektrum.

05 (166 AL, - ) Ref=16.246 & 17 366 of 00 DF-AZ KORUYUC UL FLASEBO.D

100

Sekil 4.5. Propil parabene ait spektrum.

4.1.2. Sabit Fazin Belirlenmesi

Betametazon sodyum fosfat ve betametazon dipropiyonat etkin maddeleri, benzil
alkol, metil paraben, propil paraben koruyucularinin tayini icin C8 ve C18 kolonlar
kullanilmistir. C8 ve C18 kolonlar kullanilarak elde edilen kromatogramlar, Sekil 4.6 ve Sekil
4.7'de verilmistir. En iyi ayinmin C18 kolonda oldugu goézlenmis olup ¢alismalar C18 (Zorbax

Eclipse XDB C18, 250 x 4.6 mm, 5 um) kolon ile gerceklestirilmistir.
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Sekil 4.6. C8 (250 x 4.6 mm, 5 um) kolon ile yapilan standart ¢ozelti enjeksiyonuna ait
kromatogram (Hareketli Faz A: Hekzilamin iceren pH: 4.0 tamponu, Hareketli faz B:
Asetonitril).

Betametazor

Yanit (mAU)

it impiit
27.977
Propil Parab

F————"bropil Paraben

8.207
Benzil Alkol

Metil Parabene ait impirite

=
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Alikonma zamani (dk)

Sekil 4.7. C18 (250 x 4.6 mm, 5 um) kolon ile yapilan standart ¢ozelti enjeksiyonuna ait
kromatogram (Hareketli Faz A: Hekzilamin iceren pH: 4.0 tamponu, Hareketli faz B:
Asetonitril).

4.1.3. Hareketli Faz A’nin Belirlenmesi

Hareketli faz bilesimine eklenen iyon cifti ajaninin etkisi ve hareketli fazin pH’sinin

etkisi incelenmistir. Hareketli faz A'nin (fosfat tamponu) pH’si 3.0, pH 4.0 ve 7.0’ye
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ayarlanmistir. Hareketli faz A iyon cifti ajani eklenmeden ve eklenerek hazirlanmistir. Iyon cifti
olarak trietilamin ve hekzilamin kullaniimistir. Elde edilen kromatogramlar Sekil 4.8 - 4.12'de
rezollsyon degerleri Tablo 4.1’de verilmistir. Elde edilen sonuglara gore iyon cifti ajani olarak

hareketli faza hekzilamin eklenmesine karar verilmistir.

[ AL i (CRDAT 8012018-03-02 10-35-57\000-P2F 2 Test com i1 (mrbax CI8)D)
mAU

12537- Meil Paraben

Yanit (mAU)

g

2
4
g
)
§
3
i
g

e —

P 25000 - Piopi|Paraben

A

Alikonma zamani (dk)

T T T T T T
10 20 £ 40 50 60 mi

Sekil 4.8. pH: 7.0 olan hareketli faza iyon ¢ifti eklenmediginde standart ¢ozelti enjeksiyonu ile
elde edilen kromatogram.

[ AL M (CRDAT B0 TB0302 1430 FPOFTTest G T@rbax CTE)D)
mAU

g
12.302-

Yanit (mAU)

g

11.384-

L

R,

=——o-—8.251 - Benzi Akol

[ 24.423 - Propi Paraben
st 5. sxamermon prryons

Alikonma zamani (dk)

T T T T T T
10 20 0 40 50 60 mi

Sekil 4.9. pH: 3.0 olan hareketli faza iyon ifti eklenmediginde standart ¢ozelti enjeksiyonuile
elde edilen kromatogram.
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Sekil 4.10. pH: 4.0 olan hareketli faza iyon cifti eklenmediginde standart ¢ozelti enjeksiyonu
ile elde edilen kromatogram.

Tablo 4.1. Farkli pH’larda hareketli faz A kullanildiginda elde edilen ayiricilik degerleri.

Benzil Alkol ile Betametazon | Betametazon Sodyum Fosfat

Sodyum Fosfat Arasindaki Rs | ile Metil Paraben Arasindaki Rs

Degeri Degeri
pH 3.0 tampon ¢ozelti 12.61 3.37
pH 7.0 tampon gozelti 2.24 11.99

pH 4.0 tampon c¢ozelti 8.50 6.81
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Sekil 4.11. pH: 4.0 olan hareketli faza trietilamin eklendiginde elde edilen kromatogram.

Yanit (mAU)

Sekil 4.12. pH: 4.0 olan hareketli faza hekzilamin eklendiginde elde edilen kromatogram.

4.14. Seyreltme Cozeltisi Secimi

Farkl oranlarda su - asetonitril karisimi ve pH 6.8 fosfat tamponu - asetonitril karisimi
kullanilarak seyreltme ¢ozeltisi calismasi yapiimistir. Calismalarda su : asetonitril (50 : 50, h/h),
su : asetonitril (70 : 30, h/h), su : asetonitril (65 : 35, h/h) ve pH 6.8 fosfat tamponu : asetonitril
(65 : 35, h/h) karnisimlari kullaniimistir. Elde edilen kromatogramlar Sekil 4.13 - 4.16'da
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verilmistir. En iyi ¢gdzinmenin ve ¢Ozelti stabilitesinin pH 6.8 fosfat tamponu : asetonitril

(65 : 35, h/h) ¢ozeltisi ile saglandigl belirlenmistir.

55057

13564
Metl Paraben

Betamatazon Sodyum Fosfat

19781

Yanit (mAU)

g19.49

Fosfata ait Impiite

aitmpiite

16.5¢
Melil Parabene

24.008

Betametazon Sodyum

4»
=

6 8 1o 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 02 34 A a8 40 42 44 46 48 50 52 54 56 58 60 62 64 66 68 70

Sekil 4.13. Su : asetonitril (50 : 50, h/h) seyreltme ¢ozeltisi kullanilarak hazirlanan standart

¢ozeltiye ait kromatogram.
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015
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0.00 (——A
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005

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 2 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52 54 56 58 60 62 64 66 68 70

Allkonma zamani (dk)

Sekil 4.14. Su : asetonitril (70 : 30, h/h) seyreltme ¢ozeltisi kullanilarak hazirlanan standart
¢ozeltiye ait kromatogram.
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Sekil 4.15. Su : asetonitril (65 : 35, h/h) kullanilarak hazirlanan standart ¢ozeltiye ait
kromatogram.
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Sekil 4.16. pH 6.8 fosfat tamponu : asetonitril (65 : 35, h/h) kullanilarak hazirlanan standart
¢ozeltiye ait kromatogram.

4.1.5. Filtre Secimi

Hazirlanan % 100 derisimde standart ¢ozeltiler stiziilmeden, 0.45 um hidrofilik PTFE
filtreden ve 0.45 um naylon filtreden sizilerek viallere alinmistir. Stzilmeden sisteme
verilen standart ¢ozelti kromatogramindan elde edilen ana pik alanlarti ile siiziilerek sisteme

verilen standart ¢Ozelti kromatogramlarindan elde edilen ana piklerin alanlari
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karsilastiniimistir. Alan degerleri arasindaki ylizde % uyum hesaplanmigtir (Tablo 4.2 ve Tablo
4.3). Yapilan filtre secimi calismasinda benzil alkollin, metil parabenin, betametazon sodyum
fosfatin ve betametazon dipropiyonatin naylon filtrede tutundugu belirlenmistir. Yapilacak

calismalarda 0.45 um hidrofilik PTFE filtre kullanilmasina karar verilmistir.

Tablo 4.2. Etkin maddeler igin filtre segimi sonuglari.

Cozeltiler Betametazon Uyum Betametazon Uyum

Sodyum Fosfat Alani (%) Dipropiyonat Alani (%)

Sazilmeden sisteme 10936.4 - 36150.1

verilen standart ¢cozelti

0.45 pum hidrofilik PTFE 10898.9 99.7 36016.0 99.6
filtreden stiziilen

standart ¢ozelti

0.45 pm naylon 10744.8 98.3 32499.2 89.9
filtreden siziilen

standart ¢ozelti

Tablo 4.3. Koruyucu maddeler igin filtre segimi sonuglari.

Cozeltiler Benzil | Uyum Metil Uyum | Propil Uyum
Alkol (%) Paraben (%) Paraben (%)
Alani Alani Alani

Stizlilmeden sisteme verilen 816.1 10872.1 1449.7

standart ¢ozelti

0.45 pm hidrofilik PTFE 813.3 99.7 | 10825.7 | 99.6 1448.4 99.9

filtreden sizilen standart

cozelti

0.45 pum naylon filtreden 795.3 97.5 | 10064.5 | 92.6 1265.9 87.3

sliziilen standart ¢ozelti
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4.2. Validasyon Calismalari
4.2.1. Sistem Tekrarlanabilirligi

Sistem tekrarlanabilirliginde, % 100 derisimde betametazon sodyum fosfat,
betametazon dipropiyonat, benzil alkol, metil paraben ve propil paraben standart

¢ozeltilerinin ardisik 10 enjeksiyonundan elde edilen alan degerleri ve alikkonma zamanlari

incelenmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 4.4 ve 4.5’de verilmistir.

Tablo 4.4. Standart ¢ozeltinin ardisik 10 enjeksiyonundan elde edilen alan degerleri.

Betametazon Betametazon Benzil Alkol Metil Propil Paraben
Sodyum Fosfat Dipropiyonat Paraben
X+ SH 10845.2 +9.67 29261.0+28.79 | 841.2+0.21 | 8693.1+6.54 | 1484.8+1.20
SS 30.57 91.03 0.67 20.68 3.80
% BSS 0.28 0.31 0.08 0.24 0.26

X: Ortalama, SH: Standart hata, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma.

Tablo 4.5. Standart ¢ozeltinin ardisik 10 enjeksiyonundan elde edilen alikonma zamanlari.

Betametazon Betametazon Benzil Alkol | Metil Paraben | Propil Paraben
Sodyum Fosfat Dipropiyonat
X +SH 18.70+0.01 53.12 £0.05 8.33+0.01 13.35+0.02 27.36 £0.02
SS 0.04 0.17 0.02 0.05 0.05
BSS 0.21 0.33 0.30 0.37 0.18

X: Ortalama, SH: Standart hata, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma.

4.2.2. Secicilik

Betametazon sodyum fosfat, betametazon dipropiyonat ve betametazon
enjeksiyonluk stispansiyon plasebosu ile Boliim 3.1.’de anlatildigi sekilde hazirlanan stres

¢ozeltilerine ait kromatogramlar Sekil 4.17 - 4.32’de verilmistir.
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Sekil 4.17. Cozicliye ait kromatogram.
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Sekil 4.18. Betametazon dipropiyonat asit bozundurmasina ait kromatogram.




67

D DADT A, Sig=254,4 Ref=ofT (FADAT ~02E 1 STRES 2018-10-03 -F2-BSP 12N HCID)
AU
1000 4
B
3
e
:
800 4 &
@
2
2
_ oo ]
5
2
E
2
a0
0 |
H € g H
2 8 - &
5 ©° a8 5 &
N £ £z g g 8
0 "y =P T h, S un il
Alikonma zaman (dk)
10 20 30 40 50 60 mir

Sekil 4.19. Betametazon sodyum fosfat asit bozundurmasina ait kromatogram.
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Sekil 4.20. Betametazon enjeksiyonluk siispansiyon plasebo asit bozundurmasina ait
kromatogram.
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Sekil 4.21. Betametazon dipropiyonat baz bozundurmasina ait kromatogram.
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Sekil 4.22. Betametazon sodyum fosfat baz bozundurmasina ait kromatogram.
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Sekil 4.23. Betametazon enjeksiyonluk slispansiyon plasebo baz bozundurmasina ait
kromatogram.
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Sekil 4.24. Betametazon dipropiyonat peroksit bozundurmasina ait kromatogram.
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Sekil 4.25. Betametazon sodyum fosfat peroksit bozundurmasina ait kromatogram.
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Sekil 4.26. Betametazon enjeksiyonluk slispansiyon plasebo peroksit bozundurmasina ait
kromatogram.
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Sekil 4.27. Betametazon dipropiyonat isi bozundurmasina ait kromatogram.
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Sekil 4.28. Betametazon sodyum fosfat isi bozundurmasina ait kromatogram.
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Sekil 4.29. Betametazon enjeksiyonluk sispansiyon plasebo isi bozundurmasina ait
kromatogram.
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Sekil 4.30. Betametazon dipropiyonat isi ve nem bozundurmasina ait kromatogram.
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Sekil 4.31. Betametazon sodyum fosfat isi ve nem bozundurmasina ait kromatogram.
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Sekil 4.32. Betametazon enjeksiyonluk stispansiyon plasebo 1si ve nem bozundurmasina ait
kromatogram.

4.2.3. Dogrusallik ve Aralik

% 50-130 (Tablo 4.6) derisim araliginda hazirlanan betametazon sodyum fosfat,
betametazon dipropiyonat, benzil alkol, metil paraben ve propil paraben standart
¢ozeltilerinin analizleri sonucu elde edilen kalibrasyon egrileri Sekil 4.33 - 4.37’de verilmistir.
Kalibrasyon egrilerine ait regresyon denklemleri ile korelasyon katsayilari hesaplanmistir.

Gelistirilen HPLC yonteminin dogrusalliginin kontroli igin olusturulan grafikler ise Sekil 4.38 -



4.42'de gosterilmistir. Elde edilen

verilmistir.
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kalibrasyon egrileri ve ANOVA analiz sonuglari Tablo 4.7'de

Tablo 4.6. Etkin madde ve koruyucu maddelere ait pug/mL cinsinden derisim araliklari.

% 50 - 130 Derigim Arahig

Betametazon Sodyum Fosfat

134.40-349.44

Betametazon Dipropiyonat

324.90-844.74

Benzil Alkol

453.40-1178.84

Metil Paraben

65.275-169.715

Propil Paraben

10.16 - 26.416

16000.0

14000.0

12000.0

10000.0

8000.0

Alan

6000.0 | .
4000.0
2000.0

0.0
100.0 150.0

Sekil 4.33. Dogrusal regresyon
edilen kalibrasyon egrisi.

y = 37.8868x + 103.9891 )
R?=0.9999 Y
..... o
..... o
o
200.0 250.0 300.0 350.0 400.0

Derisim (ug/mL)

analizi sonucunda betametazon sodyum fosfat icin elde
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Sekil 4.34. Dogrusal regresyon analizi sonucunda betametazon dipropiyonat igin elde edilen
kalibrasyon egrisi.

1200.0

1000.0 y =0.8382x + 3.3223 .
R? = 0.9998 o

.
.
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eee’
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200.0
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400.0 500.0 600.0 700.0 800.0 900.0 1000.0 1100.0 1200.0 1300.0

Derisim (ug/mL)

Sekil 4.35. Dogrusal regresyon analizi sonucunda benzil alkol i¢in elde edilen kalibrasyon
egrisi.
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Sekil 4.36. Dogrusal regresyon analizi sonucunda metil paraben igin elde edilen kalibrasyon
egrisi.

1900.0

1700.0 y=68.0560x-1.5920 @

R? = 1.0000
1500.0

.'...
1300.0 ’

Alan

1100.0 K
900.0
700.0 P

500.0
5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0 22.5 25.0 27.5 30.0

Derisim (pg/mL)

Sekil 4.37. Dogrusal regresyon analizi sonucunda propil paraben igin elde edilen kalibrasyon
egrisi.
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y=1.0221x e
R? = 1.0000 r
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Olmasi Gereken Derisim, uM

Sekil 4.38. Betametazon sodyum fosfat icin dogrusallik kontroli grafigi.

1000.0
900.0
800.0
700.0
600.0
500.0
400.0
300.0
200.0
100.0
0.0

Hesaplanan Derisim, uM

0.0

y = 1.0106x @
R? = 1.0000
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Olmasi Gereken Derisim, uM

Sekil 4.39. Betametazon dipropiyonat igin dogrusallik kontroli grafigi.
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Sekil 4.40. Benzil alkol icin dogrusallik kontroli grafigi.
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Sekil 4.41. Metil paraben igin dogrusallik kontroli grafigi.
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Sekil 4.42. Propil paraben igin dogrusallik kontroll grafigi.

Tablo 4.7. Etkin madde ve koruyucu maddelerin kalibrasyon egrilerine ait veriler.

Molekiil b a R *p **p F
Betametazon Sodyum 37.8868 | 103.9891 | 0.9999 | 0.0653 | 0.0000 | 55980.0485
Fosfat
Betametazon 53.2507 | 379.3486 | 0.9999 | 0.0522 | 0.0000 | 57152.1808
Dipropiyonat
Benzil Alkol 0.8382 3.3223 0.9999 | 0.2454 | 0.0000 | 20822.7815
Metil Paraben 77.5850 | 153.3612 | 0.9999 | 0.0583 | 0.0000 | 27495.4836
Propil Paraben 68.0560 -1.5920 1.0000 | 0.7448 | 0.0000 | 84324.3332

b: Egim, a: Kesisim, R: Korelasyon katsayisi, *p: Egimin olasilik degeri, **p: Kesisimin olasilik degeri,
F: Korelasyon katsayisinin F degeri.

4.2.4. Tespit Siniri (LOD)

Betametazon sodyum fosfat ve betametazon dipropiyonat standartlari kullanilarak

hazirlanan tespit limiti calismalarina ait sonuglar Tablo 4.8 ve 4.9'da verilmistir.



Tablo 4.8. Betametazon sodyum fosfata ait tespit siniri sonuglari (n = 6).

Enjeksiyon No S/G Orani
1 2.02
2 2.07
3 2.05
4 2.10
5 2.01
6 2.06
X 2.05
SS 0.03
BSS 1.62

X: Ortalama, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma.

Tablo 4.9. Betametazon dipropiyonata ait tespit siniri sonuglari (n = 6).

Enjeksiyon No S/G Orani
1 2.60
2 2.90
3 2.80
4 2.50
5 2.70
6 2.40
X 2.64
SS 0.18
BSS 6.82

X: Ortalama, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma.

4.2.5. Alt Tayin Sinir (LOQ)
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Betametazon sodyum fosfat ve betametazon dipropiyonat standartlari kullanilarak

hazirlanan tayin limiti calismasina ait sonuglar Tablo 4.10 ve 4.11’de verilmistir.



Tablo 4.10. Betametazon sodyum fosfata ait alt tayin siniri sonuglari (n = 6).

Enjeksiyon No S/G Orani

1 10.30

2 10.90

3 10.20

4 12.10

5 11.50

6 15.70

X 11.78
SS 2.05
BSS 17.40

X: Ortalama, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma.

Tablo 4.11. Betametazon dipropiyonata ait alt tayin siniri sonuglari (n = 6).

Enjeksiyon No S/G Orani

1 14.50

2 15.00

3 13.20

4 15.10

5 15.00

6 19.30

X 15.35
SS 2.06
BSS 1343

X: Ortalama, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma.

4.2.6. Dogruluk
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Betametazon sodyum fosfat, betametazon dipropiyonat, benzil alkol, metil paraben

ve propil paraben icin 3 farkl derisimde (% 50, % 100 ve % 120) hazirlanan 6 farkl standart

¢Ozeltinin analizine iliskin glin ici ve glinler arasi dogruluk calismalarindan elde edilen veriler

kalibrasyon egrilerine gore degerlendirilmis ve % BH degerleri hesaplanmistir (Tablo 4.12 -

4.21).



82

Tablo 4.12. Betametazon sodyum fosfat icin giin i¢i dogruluk ve kesinlik sonuglari (n = 6).

Derisim Alan % Bulunan % BH X + SH SS % BSS
5068.81 100.73 0.73
5062.07 99.07 0.93
5067.14 100.92 0.92
% 50 99.68+0.38 | 0.93 0.93
5049.59 99.19 0.81
5013.216 99.52 0.48
5004.18 98.66 1.34
10244.45 101.73 1.73
10251.06 101.91 1.91
10242.04 101.51 1.51
% 100 101.56 £ 0.11 | 0.26 0.26
10231.22 101.14 1.14
10211.76 101.56 1.56
10239.68 101.53 1.53
12187.10 101.18 1.18
12200.16 101.16 1.16
12195.99 101.35 1.35
% 120 101.22+£0.04 | 0.11 0.11
12228.85 101.24 1.24
12195.08 101.06 1.06
12195.52 101.32 1.32

X: Ortalama, SH: Standart hata, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma.

Tablo 4.13. Betametazon dipropiyonat igin giin ici dogruluk ve kesinlik sonuglari (n = 6).

Derigim Alan % Bulunan | % BH X * SH SS % BSS
16973.22 97.99 2.01
16965.78 100.15 0.15
16972.06 100.19 0.19
% 50 99.24+0.60 | 1.48 1.49
16927.05 96.81 3.19
17579.26 100.31 0.31
16776.91 99.98 0.02

X: Ortalama, SH: Standart hata, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma.
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Tablo 4.13. (Devam) Betametazon dipropiyonat igin giin ici dogruluk ve kesinlik sonuglari

(n=6).
Derisim Alan % Bulunan | % BH X * SH SS % BSS
34251.47 99.39 0.61
34274.74 98.99 1.01
34252.22 99.70 0.30
% 100 99.36+0.11 | 0.27 0.28
34206.19 99.10 0.90
34107.65 99.59 0.41
34207.56 99.42 0.58
40936.86 98.66 1.34
41052.05 99.45 0.55
41003.10 98.69 1.31
% 120 99.16 £0.22 | 0.54 0.54
41137.23 100.05 0.05
41023.29 98.87 -0.01
41007.37 99.21 -0.01
X: Ortalama, SH: Standart hata, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma.
Tablo 4.14. Benzil alkol igin glin igi dogruluk ve kesinlik sonuglari (n =6).
Derisim Alan % Bulunan | % BH x +SH SS % BSS
387.39 101.36 1.36
390.59 102.89 2.89
389.69 100.43 0.43
% 50 100.94 £0.59 | 1.44 1.43
388.94 101.33 1.33
387.25 98.51 1.49
385.75 101.14 1.14
774.09 101.83 1.83
774.21 100.42 0.42
773.32 99.55 0.45
% 100 101.19+0.49 | 1.21 1.19
773.21 103.07 3.07
772.46 101.28 1.28
775.21 100.98 0.98

X: Ortalama, SH: Standart hata, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma.
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Tablo 4.14. (Devam) Benzil alkol icin glin ici dogruluk ve kesinlik sonuglari (n = 6).

Derisim Alan % Bulunan | % BH X +SH SS % BSS

910.68 100.85 0.85
913.96 100.75 0.75
915.97 101.72 1.72

% 120 101.32+0.26 | 0.62 0.62
919.37 101.63 1.63
917.11 102.22 2.22
917.23 100.74 0.74

Tablo 4.15. Metil paraben icin giin ici dogruluk ve kesinlik sonuclari (n = 6).
Derisim Alan % Bulunan | % BH x +SH SS % BSS

5160.04 99.23 0.77
5145.17 99.29 0.71
5147.53 98.88 1.12

% 50 98.65 + 0.36 0.87 0.89
5131.90 99.33 0.67
5100.10 97.92 2.08
5066.32 97.23 2.77
10307.10 98.77 1.23
10315.53 99.61 0.39
10301.04 99.77 0.23

% 100 99.79+0.24 0.59 0.59
10292.51 100.14 0.14
10276.37 100.52 0.52
10308.46 99.92 0.08
12254.10 99.98 0.02
12288.49 100.59 0.59
12289.64 100.08 0.08

% 120 100.33+0.16 | 0.39 0.39
12338.39 100.80 0.80
12292.40 99.91 0.09
12303.55 100.65 0.65

X: Ortalama, SH: Standart hata, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma.



Tablo 4.16. Propil paraben icin giin ici dogruluk ve kesinlik sonuclari (n = 6).
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Derisim Alan % Bulunan | % BH X +SH SS % BSS

680.40 99.02 0.98
682.52 100.42 0.42
685.28 100.13 0.13

% 50 99.95 +0.27 0.65 0.65
683.38 100.85 0.85
678.11 99.58 0.42
676.94 99.70 0.30
1380.47 100.78 0.78
1382.32 101.47 1.47
1380.74 99.91 0.09

% 100 101.04 +£0.25 | 0.62 0.61
1380.01 101.20 1.20
1380.27 101.47 1.47
1377.56 101.43 1.43
1637.90 99.75 0.25
1644.02 100.67 0.67
1645.03 100.98 0.98

% 120 100.52+£0.20 | 0.49 0.49
1654.86 101.08 1.08
1646.50 100.40 0.40
1646.90 100.26 0.26

X: Ortalama, SH: Standart hata, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma.

Tablo 4.17. Betametazon sodyum fosfat icin giinler arasi dogruluk ve kesinlik sonuclari (n =3).

Derisim | 1.Giin | 2.Gin | 3.Giin | 4.Giin | 5.Giin | 6.Giin | X + SH %BH | %BSS
% 50 99.68 100.64 | 100.11 | 99.80 100.76 | 99.38 | 100.11+0.41 | 1.43 | 1.86
% 100 101.56 | 99.64 100.04 | 100.35 | 99.23 99.77 | 99.91+0.28 1.24 | 1.27
% 120 101.22 | 99.36 99.72 | 99.99 99.40 | 99.81 | 99.75%0.25 1.05 | 1.15

X: Ortalama, SH: Standart hata, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma.

Tablo 4.18. Betametazon dipropiyonat icin giinler arasi dogruluk ve kesinlik sonuglari (n =3).

Derisim | 1.Giin | 2.Giin | 3.Giin | 4.Giin | 5.Giin | 6.Giin | x+SH % BH | % BSS
% 50 99.23 | 99.57 | 99.05 | 98.68 |99.98 |99.91 |99.43+0.28 | 1.16 | 1.29
% 100 99.36 |99.91 |99.83 |99.31 |99.67 |99.35 | 99.60£0.20 | 0.74 | 0.91
% 120 99.16 | 99.46 | 99.54 | 99.81 | 99.28 |99.59 |99.51+0.20 | 0.92 | 0.93

X: Ortalama, SH: Standart hata, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma.
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Tablo 4.19. Benzil alkol igin glinler arasi dogruluk ve kesinlik sonuglari (n = 3).

Derisim | 1.Giin | 2.Giin | 3.Giin | 4.Giin | 5.Giin | 6.Giin | X+ SH % BH | % BSS

% 50 100.94 | 100.80 | 98.48 | 99.93 | 99.41 | 99.32 | 99.67+0.33 | 1.37 1.50

% 100 101.19 | 100.84 | 100.11 | 100.12 | 101.91 | 98.76 | 100.40+0.29 | 1.15 1.32

% 120 101.32 | 99.59 | 98.87 | 99.43 | 99.43 | 99.12 | 99.41+0.20 | 0.99 0.91

X: Ortalama, SH: Standart hata, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma.

Tablo 4.20. Metil paraben igin glinler arasi dogruluk ve kesinlik sonuglari (n = 3).

Derisim | 1.Giin | 2.Giin | 3.Giin | 4.Giin | 5.Giin | 6.Giin X SH % BH | % BSS

% 50 98.65 | 98.52 | 99.68 | 99.03 | 99.15 | 98.73 99.00+£0.13 | 1.13 0.62

% 100 99.79 |99.78 | 99.71 | 99.91 | 99.76 | 99.44 99.73+0.07 | 0.40 0.33

% 120 100.33 | 100.00 | 99.68 | 99.79 | 99.85 | 99.75 99.85+0.07 | 0.34 0.34

X: Ortalama, SH: Standart hata, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma.

Tablo 4.21. Propil paraben icin glinler arasi dogruluk ve kesinlik sonuglari (n = 3).

Derisim | 1.Giin | 2.Giin | 3.Giin | 4.Giin | 5.Glin | 6.Glin | x*SH % BH | % BSS

% 50 99.95 | 99.82 | 99.64 | 99.82 | 99.84 | 99.83 | 99.80+0.08 0.43 0.37

% 100 101.04 | 99.99 | 100.04 | 99.92 | 99.92 | 100.00 | 100.04 +£0.07 | 0.44 0.34

% 120 100.52 | 99.98 | 100.09 | 99.93 | 99.94 | 99.94 | 100.01+0.05 | 0.32 0.25

X: Ortalama, SH: Standart hata, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma.

Dogruluk parametresi icin geri kazanim ¢alismalari da gergeklestirilmistir. Bunun igin
3 farkli derisimde (% 50, % 100 ve % 120) betametazon sodyum fosfat, betametazon
dipropiyonat, benzil alkol, metil paraben ve propil paraben standart c¢ozeltilerinden

plaseboya eklenmis ve elde edilen sonuglar Tablo 4.22 - 4.26’da verilmistir.

Tablo 4.22. Betametazon sodyum fosfata ait geri kazanim ¢alisma sonuglari (n = 6).

Derigim Alan % Bulunan | % BH x £ SH SS | BSS (%)
4896.70 98.06 1.94
% 50 4892.83 97.23 277 ]98.12+0.53 | 0.92 0.94
4908.19 99.07 0.93
9659.94 95.90 4.10
% 100 9651.10 95.45 455 |96.01+0.36| 0.63 0.65
9664.78 96.69 3.31

X: Ortalama, SH: Standart hata, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma.
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Tablo 4.22. (Devam) Betametazon sodyum fosfata ait geri kazanim galisma sonuglari

(n=6).
Derisim Alan % Bulunan | % BH X + SH SS | BSS (%)
11633.83 97.23 2.77
% 120 11620.75 96.50 350 |96.64+0.31 | 0.53 0.55
11621.00 96.20 3.80

X: Ortalama, SH: Standart hata, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma.

Tablo 4.23. Betametazon dipropiyonata ait geri kazanim calismalari sonuglari (n = 6).

Derigim Alan % Bulunan | % BH x £ SH SS | BSS (%)

16878.35 96.82 3.18

% 50 16872.97 98.33 1.67 97.58+0.43 | 0.75 0.77
16905.90 97.60 2.40
33178.40 95.79 4.21

% 100 33132.04 96.41 359 |96.17+0.19 | 0.33 0.34
33201.33 96.31 3.69
39937.77 96.48 3.52

% 120 39918.85 97.32 2.68 | 96.60+0.38 | 0.66 0.68
39850.23 96.01 3.99

X: Ortalama, SH: Standart hata, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma.
Tablo 4.24. Benzil alkole ait geri kazanim calismalari sonuglari (n = 3).
Derigim Alan % Bulunan | % BH x £ SH SS | BSS (%)

379.32 98.56 1.44

% 50 379.35 97.93 2.07 |9895+0.73 | 1.26 1.28
379.49 100.36 0.36
735.11 97.95 2.05

% 100 734.27 97.19 281 |97.60+0.22 | 0.38 0.39
734.66 97.67 2.33
882.06 98.29 1.71

% 120 881.77 98.07 193 |98.10+0.10 | 0.18 0.18
882.10 97.93 2.07

X: Ortalama, SH: Standart hata, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma.



Tablo 4.25. Metil parabene ait geri kazanim ¢alismalari sonuglari (n = 3).
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Derigim Alan % Bulunan | % BH X + SH SS | BSS (%)

5018.26 96.32 3.68

% 50 5018.20 95.88 412 | 96.25+0.20 | 0.34 0.35
5025.93 96.55 3.45
9750.00 94.89 5.11

% 100 9728.12 94.64 536 |94.85+0.11 | 0.20 0.21
9748.79 95.03 4.97
11673.98 95.13 4.87

% 120 11658.67 95.15 4.85 95.18 £ 0.04 0.08 0.08
11657.86 95.27 4.73

X: Ortalama, SH: Standart hata, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma.
Tablo 4.26. Propil parabene ait geri kazanim calismalari sonuglari (n = 3).
Derigim Alan % Bulunan | % BH X + SH SS | BSS (%)

666.73 97.81 2.19

% 50 666.61 98.14 1.86 98.02+0.11 | 0.18 0.19
667.19 98.12 1.88
1310.48 96.28 3.72

% 100 1308.49 96.06 394 |96.22+0.08 | 0.14 0.15
1310.42 96.32 3.68
1584.11 96.98 3.02

% 120 1583.62 96.91 3.09 |96.99+0.05| 0.09 0.09
1584.45 97.08 2.92

X: Ortalama, SH: Standart hata, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma.

Dogruluk parametresi icin ayrica standart ekleme yontemi calismalari da yapilmistir.
Bu amacla, numune ¢ozeltisi tzerine % 20, 70, 80, 90, 100 ve 120 derisim seviyelerinde
betametazon sodyum fosfat, betametazon dipropiyonat, benzil alkol, metil paraben ve propil
paraben standart c¢ozeltileri eklenmistir ve kalibrasyon dogrulari cizilerek regresyon

denklemleri hesaplanmistir (Tablo 4.27).
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Tablo 4.27. Etkin maddelere ve koruyucu maddelere ait standart ekleme yonteminden elde

edilen sonuglar (n = 6).

Kalibrasyon Egrisinden
Elde Edilen Regresyin

Denklemi

Standart Ekleme
Yonteminden Elde Edilen

Regresyon Denklemi

Betametazon sodyum fosfat

y =37.8868 x+103.9891
R?=0.9999

y=39.4574x-11.1629
R?=0.9997

Betametazon dipropiyonat

y =53.2507 x + 379.3486
R?=0.9998

y =55.5407 x - 373.9589
R?=0.9994

Benzil alkol

y=0.8382x+3.3223
R?=0.9998

y=0.8419x-0.1511
R?=0.9997

Metil paraben

y=77.5850x+153.3612
R?=0.9999

y =80.1550 x - 23.4724
R?=0.9996

Propil paraben

y =68.0560 x - 1.5920

y =69.5439 x - 6.6158

R?=1.0000 R?=0.9996

y = bx £ a; b: Egim, a: Kesisim, R%: Tanimlayicilik katsayisi.

4.2.7. Kesinlik ve Ara Kesinlik

Betametazon sodyum fosfat, betametazon dipropiyonat, benzil alkol, metil paraben
ve propil paraben icin 3 farkli derisimde (% 50, % 100 ve % 120) hazirlanan 6 farkl standart
¢Ozeltinin analizine iliskin glin ici ve glinler arasi kesinlik galismalarindan elde edilen veriler
kalibrasyon egrilerine gore degerlendirilmis ve % BSS degerleri hesaplanmistir (Tablo 4.12 -

4.21).

Ara kesinlik parametresinin degerlendirilmesinde; farkl analizci tarafindan % 100’1tk
derisim seviyesinde hazirlanan betametazon sodyum fosfat, betametazon dipropiyonat,
benzil alkol, metil paraben ve propil paraben standart ¢ozeltileri; farkl giinde, farkl kolon ve
farkh cihaz kullanilarak ve farkl analizci tarafindan optimum deney kosullarinda analiz
edilmistir ve farkin anlamliligy, istatistiksel olarak t- testi ve F-testi ile gosterilmistir. Sonuclar

Tablo 4.28 - 4.32’de verilmistir.



Tablo 4.28. Betametazon sodyum fosfata ait ara kesinlik calismalari sonuclari (n = 6).

1. Analizci

2. Analizci

X+ SH=97.59 £ 0.04
$$=0.17
% BSS =0.18

X+ SH=97.71+0.07
$5=0.28
% BSS =0.29

t = 0.90, tr= 2.23 (p > 0.05)
Fu=2.71, Fr=5.05 (p > 0.05)

X: Ortalama, SH: Standart hata, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma, tu : Hesaplanan t,
t: :Tablo t, Fu: Hesaplanan F, Ft :Tablo F degerleri).

Tablo 4.29. Betametazon dipropiyonata ait ara kesinlik calismalari sonuglari (n = 6).

1. Analizci

2. Analizci

X+ SH=99.06 +£0.15
S$$=0.62
% BSS = 0.63

X+ SH=99.45+0.13
S$=0.57
% BSS = 0.57

ty = 1.13, tr= 2.23 (p > 0.05)
Fu = 0.85, Fr=5.05 (p > 0.05)

X: Ortalama, SH: Standart hata, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma, tx : Hesaplanan t,
t: :Tablo t, Fu: Hesaplanan F, F :Tablo F degerleri).

Tablo 4.30. Benzil alkole ait ara kesinlik galismalari sonuglari (n = 6).

1. Analizci

2. Analizci

Xx+SH=101.79+0.10
S$=0.44
% BSS =0.43

X+ SH=102.04 +0.03
S$=0.15
% BSS =0.14

tw=1.32, tr=2.23 (p > 0.05)

Fu=0.12, Fr=5.05 (p > 0.05)

X: Ortalama, SH: Standart hata, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma, tx : Hesaplanan t,
ty :Tablo t, Fu: Hesaplanan F, F :Tablo F degerleri).




Tablo 4.31. Metil parabene ait ara kesinlik ¢calismalari sonuglari (n = 6).

1. Analizci

2. Analizci

X+ SH=99.89+0.11
S$=0.45
% BSS = 0.45

X+ SH=100.18 £ 0.06
S$=0.27
% BSS =0.27
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ty = 1.36, tr=2.23 (p > 0.05)
Fu = 0.36, Fr=5.05 (p > 0.05)

X: Ortalama, SH: Standart hata, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma, tx : Hesaplanan t,
t: :Tablo t, Fu: Hesaplanan F, F :Tablo F degerleri).

Tablo 4.32. Propil parabene ait ara kesinlik calismalari sonuglari (n = 6).

1. Analizci

2. Analizci

X+ SH=98.13 £ 0.04
$$=0.17
% BSS =0.17

X +SH=98.32 £ 0.06
S$$=0.27
% BSS =0.27

ty = 1.43, tr=2.23 (p > 0.05)
Fu =2.52, Fr=5.05 (p > 0.05)

X: Ortalama, SH: Standart hata, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma, tu : Hesaplanan t,
t: :Tablo t, Fx: Hesaplanan F, F :Tablo F degerleri).

4.2.8. Saglamhk

Optimum deney kosullarinda kiictik degisiklikler yapilarak farkl analizci tarafindan
analiz yonteminin saglamligi degerlendirilmistir. Bunun igin % 100 derisim seviyesinde
hazirlanan betametazon sodyum fosfat, betametazon dipropiyonat, benzil alkol, metil
paraben ve propil paraben standart ¢ozeltileri hazirlanmistir. Hazirlanan standart ¢ozeltiler
degistirilen hareketli faz pH’sinda, kolon sicakliginda, akis hizinda ve dalga boyunda analiz
edilmistir. Her bir degisiklikte elde edilen piklerin alikonma zamanlari, alan degerleri, N
sayllari ve pik simetrileri degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar ve istatistiksel

degerlendirmeler Tablo 4.33 - 4.37’de verilmistir.
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Tablo 4.33. Betametazon sodyum fosfata ait saglamlik galismalari sonuglari (n = 6).

tr Alan N T Faktorii
pH 3.90 18.47+0.00 | 9613.62+32.28 | 66752+766.36 | 0.98+0.01
% BSS=0.03 % BSS=0.82 %BSS=2.81 | %BSS=2.13
pH4.10 18.68 £ 0.00 9609 + 0.56 69527 +713.32 | 0.9910.01
% BSS =0.05 % BSS=0.01 %BSS=251 | %BSS=1.49
Akis hizi (0.95 mL/dk) 18.16+0.01 | 10124.58+2.08 | 79875+1429.2 | 1.01+0.01
% BSS=0.10 % BSS =0.05 %BSS=4.38 | %BSS=2.29
Akis hizi (1.05 mL/dk) 17.48+0.00 | 9147.38+9.42 | 85968+431.99 | 1.08+0.00
% BSS =0.06 % BSS=0.25 %BSS=1.23 | %BSS=0.92
Dalga boyu (252 nm) 17.81+0.01 | 9437.34+8.10 | 92737457395 | 1.15+0.01
% BSS=0.07 % BSS=0.21 %BSS=151 | %BSS=1.86
Dalga boyu (256 nm) 17.81+0.01 | 9623.94+9.84 | 92948+568.24 | 1.17+0.01
% BSS=0.03 % BSS=0.25 %BSS=150 | %BSS=2.01
Kolon firini sicakhg (39 °C) 17.85+0.02 9527.00+9.75 90230 +1007. 1.16 +£0.02
% BSS=0.10 % BSS=0.10 32 % BSS=1.54
% BSS=1.12
Kolon firini sicakhgi (41 °C) 17.76 £0.01 | 9491.46+17.30 88294 + 1.17+0.03
% BSS=0.07 % BSS=0.18 1127.50 % BSS =2.56
% BSS=1.28

tr: Alikonma zamani, N: Teorik plaka sayisi, X: Ortalama + standart hata, BSS: Bagil standart sapma.

Tablo 4.34. Betametazon dipropiyonata ait saglamlik calismalari sonuglari (n = 6).

tr Alan N T Faktorii

pH 3.90 53.05+0.01 33079.75+4.43 80201 +107.84 1.33+£0.00

% BSS=0.04 % BSS=0.03 % BSS=0.33 % BSS=0.48
pH 4.10 53.44+0.01 33015.91 +6.09 76181 + 653.02 1.33+£0.00

% BSS=0.03 % BSS =0.05 % BSS=2.10 % BSS=0.00
Akis hizi (0.95 mL/dk) | 53.01+0.01 | 34706.50+10.34 80980 + 633.40 1.34+£0.00

% BSS=0.03 % BSS=0.07 % BSS=1.75 % BSS=0.33
Akis hizi (1.05 mL/dk) | 50.76 +0.01 31427.58 +8.31 86766 +221.85 1.33+£0.00

S
% BSS =0.03 % BSS =0.06 % BSS =0.63 % BSS =0.83

tr: Alikonma zamani, N: Teorik plaka sayisi, X: Ortalama + standart hata, BSS: Bagil standart sapma.
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Tablo 4.34. (Devam) Betametazon dipropiyonata ait saglamlik ¢alismalari sonuglari (n = 6).

tr Alan N T Faktorii

Dalga boyu (252 nm) | 51.92+0.01 | 32630.18+3.09 81194 +734.36 1.35+0.00

% BSS=0.04 % BSS=0.02 % BSS=2.22 % BSS=0.77
Dalga boyu (256 nm) | 51.94+0.01 | 32803.26+11.65 78680 +398.11 1.35+0.00

% BSS=0.03 % BSS=0.09 %BSS=1.24 % BSS =0.56
Kolon firini sicaklig 52.20+0.01 | 32809.74+21.73 73943 +915.05 1.36+0.01
(39°C) % BSS =0.02 % BSS =0.07 % BSS=1.24 % BSS=0.38
Kolon firini sicaklig 51.72+0.02 | 32773.05+34.43 | 75428+1247.43 1.36+0.01
(41°C) % BSS =0.05 % BSS=0.11 % BSS = 1.65 % BSS=0.90

tr: Alikonma zamani, N: Teorik plaka sayisi, X: Ortalama + standart hata, BSS: Bagil standart sapma.

Tablo 4.35. Benzil alkole ait saglamlik galismalari sonuglari (n = 6).

tr Alan N T Faktorii
pH 3.90 7.95+0.00 737.50+0.19 13057+1394 | 1.27+0.01
% BSS=0.02 % BSS=0.06 %BSS=0.26 | %BSS=1.56
pH4.10 7.99+0.00 734.66 +0.91 12992 +16.16 | 1.28+0.01
% BSS=0.04 % BSS=0.30 %BSS=030 | %BSS=1.78
Akis hizi (0.95 mL/dk) 8.04+£0.00 771.15+0.37 13191+41.66 | 1.27+0.01
% BSS=0.09 % BSS=0.12 %BSS=0.77 | %BSS=1.38
Akis hizi (1.05 mL/dk) 7.27 £0.00 698.91 +£0.22 13258+12.49 | 1.24+0.01
% BSS =0.09 % BSS =0.08 %BSS=0.23 | %BSS=1.58
Dalga boyu (252 nm) 7.61+0.00 622.60+0.26 13106+32.85 | 1.25+0.01
% BSS=0.07 % BSS=0.10 %BSS=0.61 | %BSS=1.34
Dalga boyu (256 nm) 7.60+0.00 890.78 +0.58 13085+26.25 | 1.25+0.01
% BSS=0.04 % BSS=0.16 %BSS=0.49 | %BSS=1.66
Kolon firini sicakligi (39 °C) 7.62+0.01 730.18 +1.43 12408+94.74 | 1.25+0.02
% BSS=0.18 % BSS=0.20 %BSS=0.76 | %BSS=1.78
Kolon firini sicakligi (41 °C) 7.51+0.01 729.54 +0.88 12176+69.72 | 1.24+0.01
% BSS=0.07 % BSS=0.12 %BSS=0.57 | %BSS=1.10

tr: Alkonma zamani, N: Teorik plaka sayisi, x: Ortalama + standart hata, BSS: Bagil standart sapma.




Tablo 4.36. Metil parabene ait saglamlik ¢alismalari sonuglari (n = 6).
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tr Alan N T Faktorii
pH 3.90 12.75+0.00 | 9752.52+2.73 | 29634+66.97 1.16+0.01
% BSS=0.04 % BSS =0.07 % BSS =0.55 % BSS=1.48
pH4.10 12.87+0.00 | 9719.19+4.54 | 30353+79.78 1.16+0.01
% BSS=0.07 % BSS=0.11 %BSS=0.64 | %BSS=1.19
Akis hizi (0.95 mL/dk) 12.78+0.01 | 10201.35+3.85 | 28903+112.17 | 1.15+0.00
% BSS=0.13 % BSS =0.09 % BSS =0.95 % BSS =0.90
Akis hizi (1.05 mL/dk) 11.73+0.01 | 9285.04+2.84 | 24480+56.71 1.17+0.01
% BSS=0.16 % BSS =0.08 % BSS=0.57 % BSS =1.50
Dalga boyu (252 nm) 1220+0.01 | 8434.85+4.34 | 25544+201.01 | 1.16+0.00
% BSS=0.13 % BSS=0.13 % BSS=1.93 % BSS =1.05
Dalga boyu (256 nm) 12.17+0.00 | 11422.36+9.32 | 24505+91.28 1.16 £0.00
% BSS =0.05 % BSS=0.20 % BSS=0.91 % BSS=0.85
Kolon firini sicakhg (39 °C) 12.26£0.02 | 9653.92+11.09 | 23605 +465.87 1.16 +£0.02
% BSS=0.18 % BSS=0.11 % BSS=1.97 % BSS=1.42
Kolon firini sicakhgi (41 °C) 11.99+0.02 9655.74+8.64 | 21842+278.71 1.16+0.01
% BSS=0.16 % BSS=0.09 % BSS=1.28 % BSS=0.89

tr: Alikonma zamani, N: Teorik plaka sayisi, X: Ortalama + standart hata, BSS: Bagil standart sapma.

Tablo 4.37. Propil parabene ait saglamlik calismalari sonuglari (n = 6).

tr Alan N T Faktorii
pH 3.90 26.82+0.00 1322.53+0.51 132179 +353.92 1.09+0.01
% BSS=0.01 % BSS =0.09 % BSS =0.66 % BSS=1.19
pH4.10 26.97 +0.00 1317.53+0.28 129383 +628.23 1.10+0.00
% BSS=0.02 % BSS =0.05 % BSS=1.19 % BSS=0.57
Akis hiz1 (0.95mL/dk) | 26.87 £0.00 1384.00+0.33 130147 £759.43 1.10+0.01
% BSS=0.03 % BSS =0.06 % BSS=1.43 % BSS=1.25
Akis hiz1 (1.05 mL/dk) | 25.66 +0.00 1259.09 + 0.85 126125+217.80 1.09+0.01
% BSS=0.03 % BSS=0.17 % BSS=0.42 % BSS=1.69
Dalga boyu (252 nm) | 26.22+0.01 1139.43+1.04 126515 + 755.46 1.10+0.01
% BSS =0.05 % BSS=0.22 % BSS=1.46 % BSS=1.15

tr: Alikonma zamani, N: Teorik plaka sayisi, X: Ortalama + standart hata, BSS: Bagil standart sapma.
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Tablo 4.37. (Devam) Propil parabene ait saglamlik calismalari sonuglari (n = 6).

tr Alan N T Faktorii
Dalga boyu (256 nm) | 26.22+0.00 1558.90+1.77 120617 £ 716.66 1.10+0.01
% BSS=0.01 % BSS=0.28 % BSS =1.46 % BSS=1.15
Kolon firini sicakhgr | 26.32+0.01 1306.99+1.28 115384 +1707.70 | 1.09+0.01
(39°C) % BSS=0.04 % BSS=0.10 % BSS=1.48 % BSS=1.25
Kolon firini sicakhg | 26.04 +0.01 1309.68 +1.40 111003 + 818.57 1.10+£0.02
(41°Q) % BSS=0.03 % BSS=0.11 % BSS=0.74 % BSS=1.72

tr: Alikonma zamani, N: Teorik plaka sayisi, X: Ortalama + standart hata, BSS: Bagil standart sapma.

4.2.9. Kararliik

Standart ve numune gozeltilerinin kararlilik takibi de yapilmistir. Bu amagla, baslangig

noktasinda elde edilen alan degerleriile farkl zaman noktalarindan elde edilen alan degerleri

karsilastiriimis ve % uyum degerleri hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 4.38 - 4.41'de

sunulmustur.

Tablo 4.38. Standart ¢ozeltideki etkin maddelere ait ¢ozelti kararlilik verileri.

Zaman (saat) Betametazon Uyum Betametazon Uyum
Sodyum Fosfat Alani (%) Dipropiyonat Alani (%)
0 9669.17 - 33116.04 -
34 9680.63 100.12 33260.65 100.44
56 9696.69 100.28 33246.62 100.39
Tablo 4.39. Standart ¢ozeltideki koruyucu maddelere ait ¢ozelti kararlilik verileri.
Zaman Benzil Uyum Metil Uyum Propil Uyum
(saat) | Alkol Alani (%) | Paraben Alani | (%) | Paraben Alani | (%)
0 735.09 - 9759.74 - 1320.08 -
34 738.10 100.41 9790.46 100.31 1319.53 99.96
56 738.30 100.44 9802.63 100.44 1328.50 100.64
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Tablo 4.40. Numune ¢ozeltisindeki etkin maddelere ait ¢ozelti kararlilik verileri.

Zaman | Betametazon Sodyum | Uyum (%) Betametazon Uyum
(saat) Fosfat Alani Dipropiyonat Alani (%)
0 9682.46 - 33197.90 -
34 9697.30 100.15 33311.17 100.34
56 9713.64 100.32 33325.52 100.38
Tablo 4.41. Numune ¢ozeltisindeki koruyucu maddelere ait kararlilik verileri.

Zaman Benzil Uyum Metil Uyum Propil Uyum
(saat) | Alkol Alani (%) Paraben Alani (%) Paraben Alani | (%)
0 737.93 - 9775.87 - 1321.78 -

34 740.14 100.30 9816.10 100.41 1321.72 100.00
56 740.40 100.34 9822.61 100.48 1330.24 100.64

4.2.10. Sistem Uygunluk Testleri

% 100 derisim seviyesinde hazirlanan betametazon sodyum fosfat, betametazon
dipropiyonat, benzil alkol, metil paraben ve propil paraben standart ¢ozeltisinin ardisik 10
enjeksiyonundan elde edilen sistem uygunlugu kriterlerinden olan alan degerleri, alikonma
zamanlari, N ve T faktorleri degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 4.4, 4.5, 4.42 ve

4.43'de verilmistir.

Tablo 4.42. Standart ¢ozeltilerin ardisik 10 enjeksiyonundan elde edilen N sayilari.

Betametazon Betametazon Benazil Metil Paraben Propil
Sodyum Fosfat | Dipropiyonat Alkol Paraben
X + SH 86376.55 67869.74 + | 12548.25 % 28201.95 + 109334.64 +
2941.43 179.92 115.17 106.18 188.13
SS 9301.61 568.97 364.21 335.77 594.91
% BSS 10.77 0.84 2.90 1.19 0.54

X: Ortalama, SH: Standart hata, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma.
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Tablo 4.43. Standart ¢ozeltilerin ardisik 10 enjeksiyonundan elde edilen T faktorleri.

Betametazon Betametazon Benazil Metil Propil
Sodyum Fosfat | Dipropiyonat Alkol Paraben Paraben
X+ SH 1.19+0.02 1.36 +0.00 1.30+0.01 | 1.24+0.01 1.22 +0.00
SS 0.07 0.01 0.03 0.02 0.01
BSS 6.12 0.81 1.98 1.71 1.12

X: Ortalama, SH: Standart hata, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma.

4.3. Farmasotik Preparat Analizlerine iliskin Bulgular

Diprospan® adli farmasétik Griinden 6 ayn ¢ozelti hazirlanmistir ve hazirlanan

cozeltilerden ardisik 3 enjeksiyon yapilmistir (Sekil 4.43). Elde edilen sonuglar Tablo 4.44’de

verilmistir.

Urun -1 | DAD1 254.0:4 Ref off

Yanit (mAU)

7.914
| qﬁeuu\A\ko\

Sekil 4.43.

0 42 M4 4%

48 50 52 54 56 5 60 62 64 66 68 70

Diprospan® adl farmasétik trlintin analizi sonucu elde edilen kromatogram.

Tablo 4.44. Referans Urline (Diprospan®) ait analiz sonugclari (n = 6).

Betametazon | Betametazon | Benzil Alkol Metil Propil
Sodyum Fosfat | Dipropiyonat Miktari (%) Paraben Paraben
Miktan (%) Miktan (%) Miktan (%) Miktan (%)
X + SH 96.99 +0.03 96.20 £ 0.04 99.81+0.04 | 96.37+0.02 | 97.61+0.06
SS 0.12 0.16 0.17 0.07 0.26
BSS 0.12 0.17 0.17 0.08 0.26

X: Ortalama, SH: Standart hata, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma.
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5. TARTISMA

ilaclarin giivenligi ve etkinligi, hastaliklarin tedavisinde nemli olan iki temel konudur.
Bir ilacin glivenligi, farmakolojik-toksikolojik profilinin yaninda, etkin madde ve farkli dozaj
formlarindaki bozunma Urinlerinin veya safsizliklarin neden oldugu yan etkilere gore de
belirlenir. Bir ilacin kalitesi ve glivenirliligi, hem etkin madde hem de bu etkin maddeleri
iceren farmasotik preparatlarin ve ayrica bu Urinlerdeki olasi safsizliklarin etkin bir sekilde
izlenmesi ve kontrol edilmesi ile saglanir. Ayni sekilde etkin maddeden, ilacin liretilmesine
kadar her asamada olusan bozunma Urinlerinin veya safsizliklarin saptanmasi, tanimlanmasi
ve miktarlarinin tayin edilmesi, ilaglarin kalitesini ve kararlihigini karakterize etmenin en

guvenilir yoludur (82).

lag etkin maddelerinin kimyasal kararliligi, farmasétik preparatinin giivenligini ve
etkinligini etkiledigi icin ¢ok 6nemlidir. Dizenleyici otoriteler, ilag etkin maddesi ve ilgili dozaj
formunun farkl gevresel faktorlerin etkisiyle zamanla nasil degistigini gbzlemleyebilmek igin
stres testlerini zorunlu tutar. Elde edilen veriler, uygun formilasyon ve ambalajinin
secilmesine ve raf omrinin belirlenmesine yardimci olur. Stres testlerinde, etkin maddenin
kararlihgini belirlemek ve olasi bozunma trlinleri olusturmak igin etkin madde ve ilag triinleri;
hidrolitik, oksidatif, fotolitik ve termal kosullara maruz birakilir ve bu kisa siire araliginda
ilaclarda depolama kosullarinda bozunma Urinlerinin olusup olusmadigl arastirilir. Elde
edilen bilgiler; etkin madde ve dozaj formunun Uretim slrecinin iyilestiriimesine ve uygun
depolama kosullarinin belirlenmesine yardimci olur. Genel olarak ilag maddelerinin % 5 - 20

arasinda bozulmasi yeterli kabul edilmektedir (69, 71-74).

Farmasotik preparatlarda koruyucu maddelerin varliginda etkin madde/maddelerin
ayni anda tayini, hem analiz zamani hem de maliyet acisindan avantaj saglamaktadir. Fakat,
farmasotik preparatlarda bulunan koruyucu ve safsizliklarin  miktarlari genelde az
oldugundan; HPLC ile ayni dalga boyunda ve ayni anda etkin madde, koruyucu, safsizlik ve
bozunma Urlnlerinin tayinleri genelde zordur ve bu analizler ilag endustrisinde oldukga

onemlidir.
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Bu tez calismasinda, enjeksiyonluk sispansiyon dozaj formunda bulunan
betametazon sodyum fosfat, betametazon dipropiyonat etkin maddelerinin; benzil alkol,
metil paraben, propil paraben koruyucu maddelerin varliginda analizleri igin kromatografik
bir yontem gelistirilmistir. Gelistirilen HPLC analiz ydnteminin, rutin analiz igin uygunluk ve
glvenirliginin kanitlanmasi amaciyla valide edilmistir. Elde edilen sonuglar kabul kriterlerine
gore degerlendirilmis ve istatistiksel testler uygulanmistir. Son olarak gelistirilen ve valide

edilen analiz yontemi, farmasotik preparatlara da uygulanmustir.

5.1. Kromatografik Yontemin Optimizasyonu

Tez calismasinda ilk olarak; benzil alkol, metil paraben ve propil paraben koruyuculari
ve stres testleri sonucu olasi bozunma Uriinlerinin varliginda; betametazon sodyum fosfat ve
betametazon dipropiyonat etkin maddelerinin miktar tayini icin yontem gelistirme
¢ahigmalari yapilmistir. En uygun kromatografik kosullarin belirlenebilmesi amaciyla sabit faz,
hareketli faz icerigi, hareketli fazin pH’sinda degisiklikler yapilmis ve elde edilen

kromatogramlar ve pikler arasindaki ayiricilik incelenmistir.

Betametazon sodyum fosfat ve betametazon dipropiyonat etkin madde standart
cozeltileri ile benzil alkol, metil paraben, propil paraben koruyucu maddelerine ait standart
¢ozeltileri DAD dedektorl kullanilarak sisteme ayri ayri verilmistir ve piklerin spektrumlari
incelenmistir. Tim maddelerin 254 nm’de maksimum absorbans verdigi gbzlenmis ve bu

dalga boyunun tiim molekiillerin miktar tayiniigin uygun oldugu belirlenmistir (Sekil 4.1 - 4.5).

Yontem optimizasyonunda uygun sabit fazin belirlenmesi amaciyla C8 ve C18
kolonlar kullaniimistir ve elde edilen kromatogramlar Sekil 4.6 ve 4.7'de verilmistir. En iyi
ayinmin C18 kolonda oldugu gozlenmis olup calismalar C18 kolon ile gerceklestirilmistir.
C8 kolon kullanilarak yapilan enjeksiyonda, metil paraben ile metil paraben safsizligi
arasindaki ayiricilik 4.4, propil paraben piki ile betametazon sodyum fosfata ait safsizlik piki
arasindaki ayiricilik 6.0 olmustur. C18 kolon kullanilarak yapilan enjeksiyonda, metil paraben
ile metil paraben safsizigi arasindaki ayiricilik 8.4, propil paraben piki ile betametazon
sodyum fosfata ait safsizlik piki arasindaki ayiricihk 13.5 olmustur. Yapilan kolon segimi

calismasindan elde edilen sonuglar g6z oniinde bulunduruldugunda, C18 kolon ile pikler arasi
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ayiriciligin arttigr belirlenmistir. Calismanin bundan sonraki asamasinda, C18 (Zorbax Eclipse

XDB C18 250 x 4.6 mm, 5 um) kolon kullanilmasina karar verilmistir.

Daha sonra hareketli faz A igerigindeki iyon cifti ajaninin etkisi incelenmistir. Hareketli
faz A igerisine iyon cifti eklenmeden ve iyon cifti ajani eklenerek enjeksiyonlar yapilmistir.
lyon cifti eklenmeden hazirlanan hareketli faz A ile yapilan standart ¢ozelti enjeksiyonunda,
betametazon sodyum fosfatin kolonda tutunma stiresinin azaldigi ve metil paraben pikinden
once ciktigl gdriilmistir. iyon cifti ajani kullaniimadiginda, betametazon sodyum fosfat ile
metil paraben pikleri arasindaki ayiriciligin azaldigi belirlenmistir. Hekzilamin eklenerek
hazirlanan hareketli faz A ile yapilan standart ¢ozelti enjeksiyonunda ise betametazon
sodyum fosfatin alikonma siresinin arttigl ve metil paraben pikinden sonra gikarak metil
paraben ile arasindaki ayiricihigin arttigi belirlenmistir. Ayirnmin artmasi nedeni ile hareketli

faz A’da iyon cifti ajani olarak hekzilamin kullanilmasina karar verilmistir (Sekil 4.8 - 4.12).

Seyreltme ¢ozeltisi calismasinda, farkl oranlarda su - asetonitril karisimi ve pH 6.8
fosfat tamponu - asetonitril karisimi kullanilmistir. Yapilan ¢alismalarda su : asetonitril
(50 : 50, h/h), su : asetonitril (70 : 30, h/h), su : asetonitril (65 : 35, h/h) ve pH 6.8 fosfat
tamponu : asetonitril (65 : 35, h/h) karisimlari kullanilmistir. Su : asetonitril (50 : 50, h/h)
karisimi seyreltme ¢ozeltisi olarak kullanildiginda, berrak bir standart ¢ozelti elde edilmistir.
Ancak bu seyreltme c¢ozeltisi kullanilarak hazirlanan standart ¢ozelti enjeksiyonunda
betametazon sodyum fosfat pikinin yarildigi gorilmustiir (Sekil 4.13). Su : asetonitril (70 : 30,
h/h) karisimi seyreltme cozeltisi olarak kullanildiginda ise hazirlanan standart ¢ozeltinin
bulanik oldugu gorilmistir. Hazirlanan ¢ozelti 0.45 um PTFE filtreden siiziilerek sisteme
verilmistir (Sekil 4.14.). Elde edilen kromatogramda pik sekilleri diizglin olmakla birlikte
betametazon dipropiyonatin kullanilan seyreltme c¢ozeltisinde ¢oziinmedigi gorilmustar.
Su : asetonitril (65 : 35, h/h) karisimi seyreltme ¢ozeltisi olarak kullanildiginda, hazirlanan
standart ¢ozeltinin berrak oldugu goriilmustir. Elde edilen kromatogramda pik sekillerinin
simetrik oldugu (Sekil 4.15) ve betametazon dipropiyonatin kullanilan seyreltme ¢ozeltisinde
¢OzUndigl gorilmistir. Ancak hazirlanan standart ¢ozeltide ikinci giinde ¢okme oldugu
gozlenmistir. Cokme gozlenen ¢ozelti 0.45 um PTFE filtreden slzllerek sisteme verildiginde,

¢coken maddenin betametazon dipropiyonat oldugu belirlenmistir. pH 6.8 fosfat tamponu :
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asetonitril (65 : 35, h/h) karisimi seyreltme ¢ozeltisi olarak kullanildiginda ise elde edilen
kromatogramda pik sekillerinin diizgiin oldugu ve betametazon dipropiyonatin kullanilan
seyreltme ¢ozeltisinde ¢ozindigl gorilmistir. Hazirlanan ¢ozelti bekletildiginde ¢cokme
olmamistir. Uygun kosullar saglandigi icin pH 6.8 fosfat tamponu : asetonitril (65 : 35, h/h)

karisimi seyreltme ¢ozeltisi olarak segilmistir (Sekil 4.16).

Gelistirilen HPLC yonteminde; analiz Zorbax Eclipse XDB C18, (250 x 4.6 mm, 5 um)
kolonda, iyon cifti olarak hekzilamin iceren pH: 4.0 fosfat tamponu (hareketli faz A) :
asetonitrilden olusan hareketli faz kullanilarak gradient program (Tablo 3.6) uygulanarak

1mL/dk akis hizinda ve 254 nm’de gerceklestirilmistir.

Uygun filtre secimi icin hazirlanan % 100 derisimde standart ¢ozeltiler stizilmeden,
0.45 um hidrofilik PTFE filtreden ve 0.45 um naylon filtreden stzllerek viallere alinmistir.
Stiziilmeden sisteme verilen standart ¢ozelti kromatogramindan elde edilen ana pik alanlari
ile slizlilerek sisteme verilen standart ¢ozelti kromatogramlarindan elde edilen ana piklerin
alanlan karsilastirilmistir. Alan degerleri arasindaki ylizde % uyum hesaplanmustir (Tablo 4.2
ve Tablo 4.3). Elde edilen sonuglara gore; benzil alkoliin, metil parabenin, betametazon
sodyum fosfatin ve betametazon dipropiyonatin naylon filtrede tutundugu alan degerlerinin
stizlilmeden sisteme verilen ¢ozeltiden diistk oldugu belirlenmistir. 0.45 um hidrofilik PTFE
filtreden stzulerek sisteme verilen ¢ozeltiden elde edilen alanlar ile stzilmeden sisteme
verilen ¢ozeltiden elde edilen alanlarin uyumlu oldugu gorilmistir. Calismalarda 0.45 um

hidrofilik PTFE filtrenin kullanilmasina karar verilmistir.

Onerilen HPLC ydénteminin uygunlugu SUT calismalari yapilarak degerlendirilmistir.
Elde edilen degerlerin kabul kriterleri icinde olmasi (Enjeksiyon tekrarlanabilirligi % BSS < 2.0,
k’>2,Rs>2.0,N>2000 ve T < 2) gelistirilen HPLC yonteminin sz konusu etkin ve koruyucu

maddelerin analizi igin uygun oldugunu gostermektedir (Tablo 4.4, 4.5, 4.42 ve 4.43).
5.2. Kromatografik Yontemin Validasyonu

Tez calismasinda, benzil alkol, metil paraben ve propil paraben koruyuculari ve stres
testleri sonucu olasi bozunma Urlnlerinin varliginda; betametazon sodyum fosfat ve

betametazon dipropiyonat etkin maddelerinin miktar tayini icin 6nerilen HPLC yonteminde
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optimum c¢alisma kosullari belirlendikten sonra gelistirilen yontemin; kararlihk, 6zgunlik,
dogrusallik, duyarlik, dogruluk, kesinlik ve saglamlik parametreleri ile sistem uygunlugu

incelenerek validasyonu gergeklestirilmistir.

Sistem tekrarlanabilirliginde, % 100 derisimde hazirlanan betametazon sodyum
fosfat, betametazon dipropiyonat, benzil alkol, metil paraben ve propil paraben standart
¢ozeltilerinin ardisik 10 enjeksiyonundan elde edilen alan degerleri ve alikonma zamanlari
incelenmistir (Tablo 4.4 ve 4.5). Betametazon sodyum fosfat, betametazon dipropiyonat,
benzil alkol, metil paraben ve propil parabene ait pik alanlari igin % BSS degerleri sirasiyla
0.28, 0.31, 0.08, 0.24 ve 0.26 bulunmustur. % BSS degerlerinin % 2.0’nin altinda olmasi

gelistirilen HPLC sisteminin tekrarlanabilir oldugunu gostermektedir.

Gelistirilen analitik yontemde olasi bozunma Urinlerinin varligi stres ¢alismalari ile
gerceklestirilmistir. Asidik, bazik, oksidasyon, i1si ve nem kosullarinda etkin madde ve
betametazon enjeksiyonluk slispansiyon plasebosuna stres testleri uygulanarak elde edilen

sonuglar degerlendirilmistir.

Betametazon dipropiyonat etkin maddesine yapilan asit bozundurmasi sonucunda;
bagil alikonma zamani (RRT) 0.37, RRT 0.40, RRT 0.44, RRT 0.45, RRT 0.57, RRT 0.63, RRT 0.67,
RRT 0.68, RRT 0.69 ve RRT 0.74'de bulunan safsizliklarda artis oldugu goriimistdr.
Betametazon sodyum fosfat etkin maddesine yapilan asit bozundurmasi sonucunda ise
betametazon dipropiyonatin alikonma zamanina goére RRT 0.20, RRT 0.21, RRT 0.28, RRT
0.31, RRT 0.34 ve RRT 0.56’da bulunan safsizliklarda artis oldugu gorilmustar
(Sekil 4.18 - 4.19).

Betametazon dipropiyonat etkin maddesine yapilan baz bozundurmasi sonucunda;
RRT 0.37, RRT 0.38, RRT 0.40, RRT 0.45, RRT 0.46, RRT 0.47 ve RRT 0.69'da bulunan
safsizliklarda artis oldugu gorilmistir. Betametazon sodyum fosfat etkin maddesine yapilan
baz bozundurmasi sonucunda ise betametazon dipropiyonatin allkonma zamanina gére RRT

0.28 ve RRT 0.31'de bulunan safsizliklarda artis oldugu gorilmustr (Sekil 4.21 - 4.22).

Betametazon dipropiyonat etkin maddesine vyapilan peroksit bozundurmasi

sonucunda RRT 0.63 ve RRT 0.69°da bulunan safsizliklarda artis oldugu gortlmistir.
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Betametazon sodyum fosfat etkin maddesine yapilan peroksit bozundurmasi sonucunda
betametazon dipropiyonatin alikonma zamanina goére RRT 0.26, RRT 0.27 ve RRT 0.57’de
bulunan safsizliklarda artis oldugu gorilmustir (Sekil 4.24 - 4.25).

Betametazon dipropiyonat etkin maddesine yapilan i1si bozundurmasi sonucunda
RRT 0.64, RRT 0.69, RRT 0.75, RRT 0.80 ve RRT 0.87’'de bulunan safsizliklarda artis oldugu
gorilmustir. Betametazon sodyum fosfat etkin maddesine yapilan 1si bozundurmasi
sonucunda ise betametazon dipropiyonatin alikonma zamanina gére RRT0.28, RRT 0.31, RRT
0.43, RRT 0.57 ve RRT 0.59da bulunan safsizliklarda artis oldugu gorilmustar
(Sekil 4.27 - 4.28).

Betametazon dipropiyonat etkin maddesine yapilan isi ve nem bozundurmasi
sonucunda; RRT 0.65, RRT 0.69, RRT 0.70, RRT 0.72, RRT 0.76, RRT 0.82 ve RRT 0.85’de
bulunan safsizliklarda artis oldugu gorilmistir. Betametazon sodyum fosfat etkin
maddesine yapilan 1s1 ve nem bozundurmasi sonucunda ise bozunma goézlenmemistir

(Sekil 4.30 - 4.31).

Asidik, bazik, oksidasyon ve sicaklik kosullarinda betametazon enjeksiyonluk
stspansiyon plasebosuna da stres testleri uygulanarak elde edilen sonuclar
degerlendirilmistir ve herhangi bir degisiklik gozlenmemistir (Sekil 4.20, 4.23, 4.26, 4.29 ve
4.32).

% 50-130 (Tablo 4.6) derisim araliginda hazirlanan betametazon sodyum fosfat,
betametazon dipropiyonat, benzil alkol, metil paraben ve propil paraben standart
cozeltilerinin analizleri sonucu elde edilen kalibrasyon egrileri Sekil 4.33 - 4.37'de
sunulmustur ve kalibrasyon egrileri, gelistirilen yontemin dogrusal oldugunu goéstermistir.
Betametazon sodyum fosfat ve betametazon dipropiyonat, benzil alkol, metil paraben
korelasyon katsayisi degerleri 0.9999 ve propil paraben igin ise 1.000 olarak bulunmustur.
ANOVA analizleri yapilarak kalibrasyon egrilerinin egim degerlerinin sifirdan farkl (p < 0.05),
kesisim degerlerinin sifira esit (anlamsiz) (p > 0.05) ve korelasyon katsayisinin tesadufi
degerler olmadig F degerleri ile (Fhesap > Frablo) istatistiksel olarak belirlenmistir (Tablo 4.7).

Ayrica olmasi gereken derisimlere karsi, kalibrasyon grafiginden elde edilen verilerle
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hesaplanan derisimler grafige gecirilerek dogrusallik kontrolii yapilmistir. Elde edilen
dogrularin egimlerinin bir olmasi ile onerilen HPLC yonteminin dogrusal oldugunu

gostermistir (Sekil 4.38 - 4.42).

Yontemin duyarliligini géstermek amaciyla betametazon sodyum fosfat ve
betametazon dipropiyonat icin LOD ve LOQ degerleri tespit edilmistir. Bu amacla etkin
maddelere ait referans standartlar kullanilarak; LOD degerleri i¢in S/G oraninin 2-3 araliginda
ve LOQ degerleri icin ise S/G oraninin yaklasik olarak 10 oldugu degerler secilmistir. LOD ve
LOQ degerleri, her iki etkin madde igin sirasiyla % 0.01 ve % 0.04 olarak bulunmustur.
Betametazon sodyum fosfat ve betametazon dipropiyonat icin LOD degerlerinin
saptanmasinda S/G oranlari sirasiyla 2.05 ve 2.64 ve LOQ degerlerinin saptanmasinda S/G
orani yaklasik olarak 11.78 ve 15.35 olarak belirlenmistir (Tablo 4.8 - 4.11). Tespit edilen LOD
ve LOQ degerlerinin, betametazon sodyum fosfat ve betametazon dipropiyonatin koruyucu
maddeler ve bozunma dUrinleri varliginda; s6z konusu etkin maddelerin farmasotik
preparatlardan analizi icin gelistirilen HPLC yonteminin yeterli duyarllikta oldugunu

gostermektedir.

Gelistirilen HPLC yontemi ile betametazon sodyum fosfat, betametazon
dipropiyonat, benzil alkol, metil paraben ve propil parabenin kesinlik ve dogruluk calismalari
icin dogrusallik araligindan segilen 3 farkl derisimde (% 50, % 100 ve % 120) 6 farkl ¢ozelti
hazirlanarak ayni glinde (gtin ici) ve 6 farkl giinde (glinler arasi) analizler yapilmistir ve glin igi
ve glnler arasi dogruluk igin % BH ve kesinlik igin % BSS degerleri hesaplanmistir (Tablo 4.12
-4.21). Gelistirilen yontemin glin ici ve giinler arasi analizleri sonucunda elde edilen ortalama
% BH ve % BSS degerlerinin % 2'nin altinda olmasi betametazon sodyum fosfat ve
betametazon dipropiyonatin koruyucu maddeler ve bozunma Grtnleri varliginda; ayni anda
analizleri icin gelistirilen HPLC yonteminin yiksek dogruluk ve kesinlikte oldugunu

gostermektedir.

Dogruluk parametresinin degerlendirilmesi icin ayrica geri kazanim calismalari da
gerceklestirilmistir. Bunun icin 3 farkl derisimde (% 50, % 100 ve % 120) betametazon
sodyum fosfat, betametazon dipropiyonat, benzil alkol, metil paraben ve propil paraben

standart ¢ozeltilerinden plaseboya eklenmis ve geri kazanim degerleri hesaplanmistir (Tablo
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4.22 - 4.26). Betametazon sodyum fosfat ve betametazon dipropiyonat etkin maddeleri igin
% geri kazanim degerleri % 96.01 - 98.12 araliginda bulunmustur ve bu sonuglar yontemin

dogrulugunu desteklemektedir.

Dogruluk parametresi icin ayrica standart ekleme yontemi calismalari da yapilmistir.
Bu amacla, numune ¢ozeltisi tGzerine % 20, 70, 80, 90, 100 ve 120 derisim seviyelerinde
betametazon sodyum fosfat, betametazon dipropiyonat, benzil alkol, metil paraben ve propil
paraben standart c¢ozeltileri eklenmistir ve kalibrasyon dogrulari cizilerek regresyon
denklemleri hesaplanmistir (Tablo 4.27). Kalibrasyon egrisinden elde edilen ve standart
ekleme yonteminden elde edilen regresyon denklemlerinin egimlerinin yaklasik olarak
birbirlerine yakin olmasi nedeniyle yontemin dogrulugu ve dolayisiyla farmasotik

preparattan gelen herhangi bir girisim olmadigi kanitlanmustir.

Ara kesinlik parametresinin degerlendirilmesinde; farkli analizci tarafindan % 100’1ik
derisim seviyesinde hazirlanan 6 ayri betametazon sodyum fosfat, betametazon
dipropiyonat, benzil alkol, metil paraben ve propil paraben standart ¢ozeltileri; farkli giinde,
farkh kolon ve farkl cihaz kullanilarak farkli analizci tarafindan optimum deney kosullarinda
analiz edilmistir ve farkin anlamlilig, istatistiksel olarak t- testi ve F-testi ile gosterilmistir
(Tablo 4.28 - 4.32). Etkin maddeler ve koruyucu maddeler icin hesaplanan t ve F degerleri,
tablo t ve F degerlerinden kiiciik oldugundan; farkh giinde, farkli kolon ve farkl cihaz
kullanilarak farkl analizci tarafindan yapilan calismalardan elde edilen sonuclar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi ve gelistirilen yontemin farkli cihaz, gtin, kolon ve

analizci degisimine karsin tutarli ve kesin oldugu belirlenmistir.

Saglamlik parametresinin degerlendirilmesi icin etkin maddelere ve koruyucu
maddelere ait referans standartlar kullanilarak % 100’lik derisimde standart c¢ozeltiler
hazirlanmistir. Kromatografik sartlarda (hareketli fazin pH’si, akis hizi, dalga boyu ve kolon
firni sicakligi) degisiklikler yapilarak hazirlanan ¢ézeltiden ardisik 6 enjeksiyon yapilmistir. Her
bir degisiklikte elde edilen piklerin alikonma zamanlari, alan degerleri, N sayilari ve pik
simetrileri yani SUT parametreleri degerlendirilmis ve % BSS degeri hesaplanmistir (Tablo
4.33 -4.37). Elde edilen sonuglarin kabul kriterleri icinde olmasi (Enjeksiyon tekrarlanabilirligi

% BSS <2.0,k'>2,Rs>2.0,N>2000 ve T < 2) ve her bir kosulda, allkonma zamanlari, alan
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degerleri, N sayilari ve pik simetrilerine ait % BSS degerlerinin % 2’den kiiclik olmasi

gelistirilen HPLC yonteminin tekrarlanabilir oldugunu géstermektedir.

Etkin madde ve koruyucu maddelere ait standart ve numune ¢ozeltilerinin kararhlik
calismalari da yapilmistir. Bu amagla, baslangi¢ noktasinda elde edilen alan degerleri ile farkl
zaman noktalarindan elde edilen alan degerleri karsilastirilmis ve % uyum degerleri
hesaplanmistir (Tablo 4.38 - 4.41). % uyum degerlerinin % 100.0 £ 2.0 araliginda olmasi
nedeniyle etkin madde ve koruyucu maddelerin standart ve numune ¢ozeltilerinin 56 saat

kararl oldugu tespit edilmistir.

Gelistirilen HPLC yonteminin SUT testleri icin % 100 derisim seviyesinde hazirlanan
betametazon sodyum fosfat, betametazon dipropiyonat, benzil alkol, metil paraben ve propil
paraben standart cozeltisinin ardisik 10 enjeksiyonundan elde edilen sistem uygunlugu
kriterlerinden olan alan degerleri, alikonma zamanlari, N ve T faktorleri incelenmistir (Tablo
4.4, 4.5, 4.42 ve 4.43). Elde edilen degerlerin kabul kriterleri icinde olmasi (Enjeksiyon
tekrarlanabilirligi % BSS < 2.0, k' > 2, Rs > 2.0, N > 2000 ve T < 2) gelistirilen HPLC yonteminin

s0z konusu etkin ve koruyucu maddelerin analizi igin uygun oldugunu géstermektedir.
5.3. Yontemin Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi

Gelistirilen ve valide edilen HPLC yontemi, Tirkiye piyasasindaki tek bir muadili
bulunan Diprospan® ampul riiniine uygulanmistir. Numune cozeltileri 6 kez ayri ayri
hazirlanmis ve analiz sonuglarina gore etkin madde ve koruyucu madde miktarlari
hesaplanmistir ve elde edilen sonuglar Griinde belirtilen miktarlara uygun bulunmustur.

(Tablo 4.44).
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6. SONUC VE ONERILER

Betametazon, glukokortikoid gorevi goren bir kortikosteroiddir. Kortikosteroidler
anti-inflamatuvar etkilerinden dolayr tim diinyada yaygin olarak kullanilmaktadirlar.
Betametazonun enjekte edilebilir stispansiyon halinde bulunan ticari formilasyonu;
betametazonun, iki ester bilesigi olan betametazon sodyum fosfat ve betametazon

dipropiyonat esterlerinin kombinasyonunu igeren su bazindaki steril bir Griindir.

Yapilan kaynak arastirmasi sonucunda bozunma Urinleri varliginda betametazon
sodyum fosfat, betametazon dipropiyonat etkin maddeleri ile benzil alkol, metil paraben ve
propil paraben koruyucu maddelerinin es zamanli olarak miktar tayini analizlerinin
yapildigina dair bir calismaya rastlanmamistir. Bu nedenle, bu tez kapsaminda Griinde
bulunan betametazonun esterleri ve koruyucu maddelerin, bozunma UGrinleri varliginda

miktar tayinlerinin yapilabilmesi i¢in gerekli alismalar yiritilmastir.

Calisma kapsaminda, betametazon sodyum fosfat ve betametazon dipropiyonat
iceren farmasotik preparatlarin etkin madde ve koruyucu maddelerin analizleri icin HPLC

yontemi gelistirilmis ve valide edilmistir.

Gelistirilen HPLC yonteminde bozunma Urinleri varliginda; betametazon sodyum
fosfat, betametazon dipropiyonat, benzil alkol, metil paraben ve propil paraben miktar tayini
icin en iyi kosullar; Zorbax XDB-C18 (250 x 4.6 mm 5 um) kolonda, 22.0 mM hekzilamin iceren
pH’s1 4.0 olan 50 mM fosfat tamponu ve asetonitrilden olusan hareketli faz ile 1.0 mL/dk akis
hizinda, 40°C kolon sicakligl ve 254 nm dalga boyu ile elde edilmistir. Standart ve numune
hazirlama asamasinda seyreltme ¢ozeltisi olarak pH 6.8 fosfat tamponu ile asetonitril karisimi

kullanildiginda uygun pik sekilleri elde edilmistir.

Onerilen analitik ydbnteme validasyon parametreleri uygulanmistir. Yontemin kararli,
secici, duyarl, dogru, kesin, saglam ve tutarll oldugu sonucuna varilmistir. Uygulanan
validasyon parametrelerinden elde edilen sonuclarin, kilavuzlarda belirtilen kriterlere uygun
oldugu sonucuna variimistir. Valide edilen analitik yontem, ticari farmasétik preparata da

uygulanmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda uygun ve tekrarlanabilir sonuclar alinmistir.
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Gelistirilen analitik yontemde betametazon sodyum fosfat, betametazon
dipropiyonat, benzil alkol, metil paraben ve propil paraben olmak lizere bes molekuliin
bozunma Urlinleri varliginda es zamanli olarak miktar tayini analizlerinin yapilabiliyor olmasi,
yontemin segici ve tekrarlanabilir olmasi nedeniyle; gelistirilen bu kromatografik yontemin,
kalite kontrol ve arastirma-gelistirme laboratuvarlarinda ve ayrica stabilite calismalarinda

kullanilabilecegi 6nerilmektedir.
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8. EKLER

Ek 1. istatistiksel Katsayilarin Hesaplanmasi

Bagil Hata Degerinin Hesaplanmasi

y |(Teorik Deger - Hesaplanan Deger) |
Bagil Hata (BH) (%) = - - x 100
Teorik Deger

Standart Hata Degerinin Hesaplanmasi

Standart Sapma

/Olciim Sayisi

Standart Hata (SH) =

Bagil Standart Sapma Degerinin Hesaplanmasi

. Standart Sapma
Bagil standart sapma (BSS) (%) = — - x 100
Aritmetik Ortalama

Geri Kazanim (%) Hesaplamasi

) Hesaplanan Miktar
Geri Kazanim (%)= — x 100
Teorik Miktar
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t- Testi
iki ortalama arasinda fark olup olmadigini test eder.
s?=[(n1-1)s%+(n-1)s?/(n1+n2-2)

t=(%1- X2)/sV(1/n1+1/ny)

n1: 1. yontemin Olglim sayisi nz: 2. yontemin Olglim sayisi
s1: 1. ydntemin standart sapmasi s2: 2. yontemin standart sapmasi
X1 : 1. yontemin ortalamasi X2 : 2. yontemin ortalamasi

Serbestlik derecesi=ni +n; -2

1. Ho = iki ortalama arasinda fark yoktur.

2. a=0.05 yanilma diizeyinde ve n1 + n; -2 serbestlik derecesindeki tablo t degerine
bakilir.

3. Karsilastirma: Hesapla bulunan t degeri tablo t degerinden bliylikse Ho hipotezi

reddedilir, kiigtikse kabul edilir.

4. Karar:
a) Ortalamalar arasinda fark yoktur (t = Hesaplanan deger, p > 0.05).

b) Ortalamalar arasinda fark vardir (t = Hesaplanan deger, p < 0.05).
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F - Testi

iki standart sapma arasinda fark olup olmadigini test eder.

1= 1. ydntemin varyansi

0g,= 2.ydntemin varyansi

Serbestlik derecesi =ni-1ve nz-1

1. Ho=ikivaryans arasinda fark yoktur.

2. a=0.05yanilma diizeyinde ve n1-1 ve n, -1 serbestlik derecesindeki tablo F degerine

bakilir.

3. Karsilastirma: Hesapla bulunan F degeri tablo F degerinden bliylkse Ho hipotezi
reddedilir, kliclikse kabul edilir.

4. Karar:

a) Varyanslar arasinda fark yoktur (F = Hesaplanan deger, p > 0.05).

b) Varyanslar arasinda fark vardir (F = Hesaplanan deger, p < 0.05).
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Ek 2. Orjinallik Raporu

BETAMETAZON SODYUM FOSFAT VE BETAMETAZON
DIPROPIYONATIN BOZUNMA URUNLERININ VARLIGINDA
YUKSEK BASINCLI SIVI KROMATOGRAFISI ILE AYNI ANDA
ANALIZLERI

ORIJINALLIK RAPORU

15 w14 W2 %2

BENZERLIK ENDEKSI INTERNET KAYNAKLARI ~ YAYINLAR OGRENCI ODEVLERI

BIRINCIL KAYNAKLAR

acikbilim.yok.gov.tr o 5
0

internet Kaynagi

H

openaccess.hacettepe.edu.tr:8080 y 3
0

internet Kaynag)

5]

www.ilachakkinda.com 2
%

internet Kaynag

[]

n www.openaccess.hacettepe.edu.tr:8080 2
internet Kaynagi %
nek.istanbul.edu.tr:4444 4
internet Kaynagi %
n Submitted to Anadolu University 1
Ogrenci Odevi %
docplayer.biz.tr '
interngKa%agl <%
www.titck.saglik.gov.tr 4
H internet Kaynag) glik-8 <%




118

EK 3. Dijital Makbuz

turnitinJ)
Dijital Makbuz

Bu makbuz 6devinizin Turnitin'e ulastigini bildirmektedir. Gonderiminize dair bilgiler
soyledir:

Gonderinizin ilk sayfasi asagida gonderilmektedir.

Gonderen:  Pelin Genger
Odev basligi:  BETAMETAZON SODYUM FOSFAT VE BETAMETAZON DiPROPI...
Génderi Basligi:  BETAMETAZON SODYUM FOSFAT VE BETAMETAZON DiPROPI...
Dosya adi:  Pelin_Gen_er_31.01.2023_Bas_m_Turnitin.pdf
Dosya boyutu: 4.1M
Sayfa sayisi: 111
Kelime sayisi: 23,301
Karakter sayisi: 139,592
Gonderim Tarihi:  31-Oca-2023 08:020S (UTC+0300)
Gonderim Numarasi: 2003415114

Te
MACETTEPE ONIVERSITES!
SAGUIK BILIMLER] ENSTITUSU

ILE AYNI ANDA ANALIZLER]

Kim. Mih. Pelin GENGER

Copyright 2023 Turnitin. T4m haklari saklidir.



