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YAYIMLAMA VE FiKRi MULKIYET HAKLARI BEYANI

Enstitii tarafindan onaylanan lisansiistii tezimin/raporumun tamamini veya herhangi bir kismini, basili (kagit) ve
elektronik formatta arsivleme ve asagida verilen kosullarla kullanima agma iznini Hacettepe Universitesine
verdigimi bildiririm. Bu izinle Universiteye verilen kullanim haklar1 disindaki tiim fikri miilkiyet haklarim bende
kalacak, tezimin tamaminin ya da bir boliimiiniin gelecekteki ¢alismalarda (makale, kitap, lisans ve patent vb.)
kullanim haklar1 bana ait olacaktir.

Tezin kendi orijinal ¢caligmam oldugunu, bagkalarinin haklarimi ihlal etmedigimi ve tezimin tek yetkili sahibi
oldugumu beyan ve taahhiit ederim. Tezimde yer alan telif hakki bulunan ve sahiplerinden yazili izin alinarak
kullanilmasi zorunlu metinlerin yazil izin alinarak kullandigimi ve istenildiginde suretlerini Universiteye teslim
etmeyi taahhiit ederim.

Yiiksekogretim Kurulu tarafindan yayinlanan “Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmasi,
Diizenlenmesi ve Erigsime A¢ilmasina iligkin Yonerge” kapsaminda tezim asagida belirtilen kosullar haricince
YOK Ulusal Tez Merkezi / H.U. Kiitiiphaneleri Acik Erisim Sisteminde erisime ac1lir.

o Enstitii / Fakiilte yonetim kurulu karari ile tezimin erisime agilmasi mezuniyet tarihimden
itibaren 2 yil ertelenmistir. ("

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

o Tezimle ilgili gizlilik karar1 verilmistir.

03/07/2023
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! ““Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmast, Diizenlenmesi ve Erisime A¢ilmasina Iliskin Yonerge”

(1) Madde 6. 1. Lisansiistii tezle ilgili patent basvurusu yapilmasi veya patent alma stirecinin devam etmesi durumunda, tez
damgmaninin onerisi ve enstitii anabilim dalimin uygun goriisii iizerine enstitii veya fakiilte yonetim kurulu iki yil siire ile tezin
erisime agilmasinin ertelenmesine karar verebilir.

(2) Madde 6. 2. Yeni teknik, materyal ve metotlarin kullanildigi, heniiz makaleye doniismemis veya patent gibi yontemlerle korunmamus
ve internetten paylasilmas: durumunda 3. sahislara veya kurumlara haksiz kazang imkani olusturabilecek bilgi ve bulgulart igeren
tezler hakkinda tez damismamnin onerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun goriisii iizerine enstitii veya fakiilte yonetim
kurulunun gerekgeli karari ile alti ayr asmamak iizere tezin erisime agilmasi engellenebilir.

(3) Madde 7. 1. Ulusal ¢ikarlar: veya giivenligi ilgilendiren, emniyet, istihbarat, savunma ve giivenlik, saglik vb. konulara iliskin
lisansiistii tezlerle ilgili gizlilik karar, tezin yapildigi kurum tarafindan verilir *. Kurum ve kuruluglarla yapilan isbirligi protokolii
cergevesinde hazirlanan lisansiistii tezlere iliskin gizlilik karart ise, ilgili kurum ve kurulusun énerisi ile enstitii veya fakiiltenin
uygun gortisii tizerine iiniversite yonetim kurulu tarafindan verilir. Gizlilik karart verilen tezler Yiiksekogretim Kuruluna bildirilir.

Madde 7.2. Gizlilik karari verilen tezler gizlilik siiresince enstitii veya fakiilte tarafindan gizlilik kurallar: ¢ercevesinde
muhafaza ediliv, gizlilik kararinin kaldirilmasi halinde Tez Otomasyon Sistemine yiiklenir

* Tez damismaninin onerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun goriisii iizerine enstitii veya fakiilte yonetim kurulu
tarafindan karar verilir.



ETiK BEYAN

Bu ¢aligmadaki biitiin bilgi ve belgeleri akademik kurallar ¢ergevesinde elde ettigimi, gorsel,
isitsel ve yazil tiim bilgi ve sonuglar bilimsel ahlak kurallarma uygun olarak sundugumu,
kullandigim verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigimi, yararlandigim kaynaklara bilimsel
normlara uygun olarak atifta bulundugumu, tezimin kaynak gosterilen durumlar disinda 6zgiin
oldugunu, Tez Danigmaninin Prof. Dr. Nursabah Elif Bagct AKDUMAN danismanliginda
tarafimdan iiretildigini ve Hacettepe Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Tez Yazim

Y Onergesine gore yazildigini beyan ederim.

Burak ARABACI



vi

TESEKKUR

Tez calismam boyunca degerli bilgi ve deneyimiyle bana rehberlik eden, bilimsel bakis
acimi gelistirmemde biiylik katkilar1 olan ve her asamada destegini esirgemeyen danigman

hocam Prof. Dr. Nursabah E. Basc1 Akduman’a,

Tez izleme komitesinde yer alarak bilgi ve Onerileriyle siirecime katki saglayan Prof.

Dr. ismail Murat Palabiyik ve Dog. Dr. Aysegiil Dogan’a,

Doktora egitimim boyunca teorik ve pratik bilgileriyle gelisimime katkida bulunan,
bilimsel bakis agimi sekillendirmemde onemli rol oynayan Analitik Kimya Anabilim

Dali’ndaki degerli hocalarima ve bu siireci benimle paylasan kiymetli arkadaglarima,

Arastirmalarimda ihtiya¢ duydugum kaynaklara ulasmamda yardimc1 olan, her zaman

desteklerini hissettiren Elixir ila¢ Arastirma ve Gelistirme AS’deki degerli is arkadaslarima,
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OZET

Arabaci, B., Karglumik Asit Tablet Uriinii icin Kromatografik Teknikler Kullanilarak
Bozunma Uriinleri Tayin Metodu Gelistirilmesi ve Validasyonu, Hacettepe Universitesi
Saghk Bilimleri Enstitiisii Analitik Kimya Programi Doktora Tezi, Ankara,
2025.Karglumik asit (N-karbamoil-L-glutamik asit), iire dongiisii bozukluklar1 ve organik
asidemilere bagli hiperamonyemi tedavisinde kullanilan 6nemli bir farmasétik ajandir. Bu
calismada, karglumik asit i¢eren tablet formiilasyonlarda miktar tayini, dissoliisyon analizi ve
safsizlik profillemesi i¢in yiiksek dogruluk ve duyarliliga sahip analitik yontemler gelistirilmis,
optimize edilmis ve ICH Q2(R2) kilavuzuna uygun sekilde valide edilmistir.

Dissoliisyon ve miktar tayini analizleri i¢in gelistirilen HPLC-DAD ydntemi, ters faz C18
kolon ve fosfat tamponu—asetonitril karisimini iceren hareketli faz ile uygulanmig, 205 nm
dedeksiyon dalga boyunda calisilmistir. Yontem, 0.5-60 pg/mL araliginda dogrusal yanit (R?
>0.999), %98-102 dogruluk ve %2 nin altinda kesinlik (BSS) saglamistir.

Safsizlik analizleri i¢in gelistirilen UHPLC-DAD yontemi, diisiik diizeydeki bozunma
iriinlerinin ayrimi ve tayini amaciyla optimize edilmistir. Kritik parametrelerin (pH, sicaklik,
akis hiz1) optimizasyonunda Box-Behnken deney tasarimi, saglamlik degerlendirmesinde ise
Plackett-Burman yaklagimi kullanilmigtir. Stres bozunma caligmalari, yontemin stabilite
gosteren niteligini dogrulamstir.

Dissoliisyon testleri, pH 1.2, 4.5 ve 6.8 ortamlarinda gerceklestirilmis ve 15 dakika i¢inde
%90’ lizerinde ¢Oziinme saglanmistir. Filtrasyon ve ¢ozelti stabilitesi testleri ile analiz
kosullarinin uygunlugu desteklenmistir.

Gelistirilen HPLC-DAD ve UHPLC-DAD yontemleri; yiiksek secicilik, tekrarlanabilirlik ve
duyarlilik 6zellikleriyle, farmasotik kalite kontrol ve stabilite degerlendirmelerinde giivenilir

analitik araglar olarak onerilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Karglumik asit, HPLC-DAD, UHPLC-DAD, dissoliisyon, safsizlik.
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ABSTRACT

Arabaci, B., Development and Validation of a Degradation Product Determination
Method Using Chromatographic Techniques for Carglumic Acid Tablet Product,
Hacettepe University Graduate School of Health Sciences, Analytical Chemistry Doctoral
Thesis, Ankara, 2025.Carglumic acid (N-carbamoyl-L-glutamic acid) is a critical
pharmaceutical agent used in the treatment of hyperammonaemia associated with urea cycle
disorders and organic acidemias. In this study, highly accurate and sensitive analytical methods
were developed, optimized, and validated in accordance with ICH Q2(R2) guidelines for the
quantification, dissolution testing, and impurity profiling of carglumic acid in tablet
formulations.

For dissolution and assay analyses, an HPLC-DAD method was developed using a reversed-
phase C18 column and a mobile phase composed of phosphate buffer and acetonitrile.
Detection was performed at 205 nm. The method exhibited linearity over the range of 0.5-60
pg/mL (R? > 0.999), with accuracy within 98-102% and precision with relative standard
deviations (RSD) below 2%.

A UHPLC-DAD method was developed for impurity profiling, enabling the reliable detection
and separation of low-level degradation products. The method was optimized using Box-
Behnken design for critical parameters such as pH, column temperature, and flow rate.
Robustness was evaluated using the Plackett-Burman design. Stress degradation studies
confirmed the method’s stability-indicating capability.

Dissolution tests were performed under physiologically relevant conditions (pH 1.2, 4.5, and
6.8), and over 90% drug release was observed within 15 minutes. Filtration and solution
stability studies supported the suitability of the analytical conditions.

The developed HPLC-DAD and UHPLC-DAD methods demonstrated high selectivity,
reproducibility, and sensitivity, making them reliable analytical tools for pharmaceutical

quality control and stability evaluation of carglumic acid formulations.

Keywords: Carglumic acid, HPLC-DAD, UHPLC-DAD, dissolution, impurity.
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pH 6.8 dissoliisyon ortami, (d) Karglumik asit standart ¢ozeltisi, (e)
Karglumik asit test ¢ozeltisi ve (f) Plasebo.
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ve bilinen safsizliklarinin ayrimai.
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1. GIRIS ve AMAC

1.1.  Giris

Giiniimiizde farmasotik iiriinlerin kalite giivencesi ve etkinliginin saglanmasi,
ilac endiistrisinin en temel hedeflerinden biridir. Ozellikle nadir hastaliklarin
tedavisinde kullanilan ila¢ bilesenlerinin stabilite ve saflik analizleri, {iriin giivenligi
ve hasta saglig1 acisindan biiylik 6nem tasimaktadir. Bu baglamda, karglumik asit (N-
karbamoil-L-glutamik asit), iire dongiisii bozukluklar1 ve organik asidemilere bagl
hiperamonyemi tedavisinde 6nemli bir ila¢ etken maddesi olarak 6ne ¢ikmaktadir.
Karglumik asit, 6zellikle karbamoil fosfat sentetaz I (CPS1) enziminin aktivasyonunu
saglayarak iire dongiisiiniin diizenlenmesine yardimci olur ve toksik amonyak

birikimini 6nleyerek metabolik dengenin korunmasina katkida bulunur (1-7).

Karglumik asit iceren farmasotik formiilasyonlarin analizinde, safsizlik
profillemesi, stabilite degerlendirmesi ve miktar tayini gibi analitik testlerin hassas,
giivenilir ve tekrarlanabilir sekilde gerceklestirilmesi gerekmektedir. ilag
formiilasyonlarinda safsizliklarin (safsizliklarin) varligi, {irlin stabilitesini ve
biyoyararlanimini dogrudan etkileyebilir. Bu nedenle, farmasoétik analizlerde, 6zellikle
yiiksek performansli s1vi kromatografi (HPLC-DAD) ve ultra yiiksek performansli sivi
kromatografi (UHPLC-DAD/UV) gibi ileri analitik teknikler kullanilmaktadir (8-10).

Karglumik asit igeren tablet formiilasyonlarinin analitik degerlendirmesinde en
biiylik zorluklardan biri, bozunma iiriinlerinin ve ilgili safsizliklarin hassas bir sekilde
ayrilmasi ve nicel olarak belirlenmesidir. Literatiirde, karglumik asit ve safsizliklarinin
analizi i¢in smirl sayida analitik yontem bulunmaktadir ve bu yontemlerin ¢ogu ya
uzun analiz silirelerine sahiptir ya da belirli safsizliklarin ayriminda yetersiz
kalmaktadir. Bu durum, Ozellikle stabilite testleri ve farmasotik kalite kontrol
stireclerinde daha giivenilir, hizli ve hassas yontemlere olan ihtiyac1 ortaya

koymaktadir (11,12).

Bu tez ¢alismasinda, karglumik asit tablet formiilasyonlarinin kalite kontrolii
icin HPLC-DAD ve UHPLC-DAD/UV teknikleri kullanilarak analitik yontem
gelistirilmesi, optimizasyon ve validasyonun gerceklestirilmesi hedeflenmistir. Bu

kapsamda, hem miktar tayini ve dissoliisyon analizleri hem de safsizlik profillemesi



ve bozunma iriinleri analizi i¢in detayli bir yontem gelistirme siireci yiiriitiilmiistiir.
Calismada, Box-Behnken deney tasarimi kullanilarak kritik kromatografik
parametrelerin optimizasyonu gergeklestirilmis ve gelistirilen yontemler, ICH Q2(R2)

kilavuzu dogrultusunda valide edilmistir (13—15).

1.2. Amag

Bu tez calismasinin temel amaci, karglumik asit iceren tablet
formiilasyonlarinin farmasotik kalite kontrol siireclerinde giivenilir bir analitik
yaklasim gelistirmek ve bu yoOntemin validasyonunu gerceklestirerek farmasotik
analizlerde kullanilabilirligini kanitlamaktir. Bu kapsamda, asagidaki spesifik hedefler

belirlenmistir:

1. Karglumik asit tabletlerinde miktar tayini ve dissoliisyon analizleri i¢in hassas

ve tekrarlanabilir bir HPLC-DAD yontemi gelistirmek ve valide etmek.

o Hareketli faz bilesimi, kolon tipi, akis hiz1 ve dedeksiyon dalga boyu

gibi kritik kromatografik parametreleri optimize etmek,

o Yontemin sistem uygunlugu, dogrusal c¢aligma araligi, kesinlik,
dogruluk, tespit ve tayin limitleri (LOD/LOQ) gibi validasyon

kriterlerine uygunlugunu degerlendirmek,

o Tablet formiilasyonlarmin biyoyararlanimini simiile eden dissoliisyon

analizlerini ger¢eklestirmek.

2. Karglumik asit ve safsizliklarinin ayrimi i¢cin UHPLC-DAD/UV yontemi

gelistirmek ve optimizasyonunu yapmak.

o [llgili safsizliklar arasinda yiiksek ¢oziiniirlik saglamak icin kolon
sicakligi, hareketli fazin pH degeri ve akis hiz1 gibi kritik parametreleri

optimize etmek,

o Box-Behnken deney tasarimini kullanarak en uygun ¢alisma kosullarin

belirlemek ve yontemin saglamligin1 degerlendirmek (16),

o Safsizliklarin profillemesi i¢in yontemin 6zgiilliiglinii test etmek.



3. Gelistirilen yontemlerin ICH Q2(R2) ve ICH Q3B(R2) kilavuzlarina uygun

olarak validasyonunu saglamak.

o Analitik ydntemin secicilik, dogrusallik, kesinlik, saglamlik,
cOziiniirlik ve sistem uygunlugu gibi performans parametrelerini

degerlendirmek,

o Bozunma {irlinlerini ve potansiyel safsizliklar1 belirleyerek yontem

giivenilirligini test etmek,

o Stabilite ¢aligmalarini gergeklestirerek yontemin uzun vadeli kullanim

icin uygunlugunu ortaya koymak.

4. Farmasotik kalite kontrol siireglerinde kullanilan geleneksel yontemlerle
karsilagtirmali  analizler yaparak gelistirilen yoOntemin istiinliiklerini

belirlemek.

o Literatiirde bulunan mevcut yontemler ile yeni gelistirilen metodun
analiz siiresi, hassasiyet ve ayrim giicii agisindan kiyaslanmasini

yapmak,

o Geleneksel HPLC yontemleri ile UHPLC yontemlerinin performans

farklarini istatistiksel olarak degerlendirmek.

Bu tez ¢aligmasi ile hizli, hassas ve giivenilir bir HPLC/DAD-UV ve UHPLC-
DAD/UV yontemleri  gelistirilerek  farmasdtik  analizlerde uygulanabilirligi
gosterilecek ve karglumik asit igeren ilaglarin kalite kontrol siireclerine katki

saglanacaktir.

Bu c¢aligmanin farmasétik bilimler ve ilag endiistrisi agisindan 6nemli bir
kaynak olusturmasi, analitik yontem gelistirme siireclerine yenilik¢i yaklasimlar
sunmasi ve yasal diizenleyici gerekliliklere uygun yeni yontemlerin olusturulmasina

Onciiliik etmesi hedeflenmektedir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Hiperamonyemi Nedir?

Hiperamonyemi, plazmada amonyak seviyesinin normal fizyolojik sinirlarin
lizerine ¢ikmasi durumudur.

2.1.1. Hiperamonyeminin Tanim ve Fizyopatolojisi

Amonyak, protein metabolizmasinin bir yan iiriinii olarak karaciger tarafindan
iire dongiisii araciligiyla detoksifiye edilir. Bu siiregte iireye doniistiiriilen amonyak,
idrar yoluyla viicuttan atilir. Ancak iire dongiisiindeki enzim eksiklikleri, karaciger
yetmezligi, genetik bozukluklar veya artmis protein katabolizmasi gibi nedenlerle
amonyak metabolizmasi bozulabilir. Bu durum hiperamonyemiye yol acarak sinir
sistemi {izerinde toksik etkiler olusturabilir. Ure dongiisii gdrsel olarak Sekil 2.1° de

verilmistir (17-26).
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Hiperamonyemide  amonyagin  beyinde  birikmesi, ndrotransmitter
dengesizliklerine ve hiicresel sismeye neden olur. Ozellikle astroglial hiicrelerde
goriilen sigsme, beyindeki intrakraniyal basincin artmasma ve ciddi norolojik
komplikasyonlara yol agabilir. Amonyak toksisitesi, beyin 6demi ve ensefalopati gibi

klinik sonugclarla iliskilendirilir (27-29).

2.1.2. Hiperamonyeminin Klinik Belirtileri

Hiperamonyemi, plazmadaki yiiksek amonyak seviyeleri nedeniyle merkezi
sinir sistemi (CNS) iizerinde toksik etkiler gdsterir ve c¢ok cesitli klinik belirtilerle
kendini gosterebilir. Belirtilerin siddeti ve ¢esitliligi, hastanin yasi, hiperamonyeminin
nedeni (genetik, metabolik veya karaciger kaynakli) ve plazma amonyak seviyelerinin

yiikselme hizina bagl olarak degisiklik gosterebilir (30-37).
Sinir Sistemi Uzerindeki Belirtiler

Merkezi sinir sistemi, hiperamonyemiden en ¢ok etkilenen bolgedir. Amonyak,
kan-beyin bariyerini kolayca gecerek beyin dokusunda toksik birikime neden olur ve

norolojik islevleri bozar. Sinir sistemi {izerindeki etkiler sunlar igerebilir (38,39):

Biling Degisiklikleri: Hafif kafa karigikligindan derin komaya kadar degisen
biling seviyelerinde bozulmalar gériilebilir. Ozellikle akut hiperamonyemide,

biling kaybi hizla gelisebilir (40).

o Davranigsal Degisiklikler: Ajitasyon, irritabilite, depresyon ve letarji gibi
davranigsal belirtiler siklikla goriiliir. Cocuklarda bu belirtiler, normal gelisim

siireglerini olumsuz etkileyebilir (41,42).

o Kas Koordinasyonu Bozukluklari: Amonyak birikimi, motor kontrolii
etkileyerek ataksi (denge kayb1), titreme (tremor) ve istemsiz kas hareketlerine

(diskinezi) neden olabilir (43,44).

o Nobetler: Yiiksek amonyak seviyeleri, epileptik ndbetlere yol acabilir. Bu
ndbetler genellikle inat¢1 ve tedaviye direnglidir (45-47).

Gastrointestinal ve Metabolik Belirtiler



Hiperamonyemi, sindirim sistemi ve metabolik siirecler {izerinde de etkiler

gosterebilir (48-50):

Istahsizlik: Hastalar siklikla istah kaybi yasar ve bu durum malniitrisyona yol
acabilir (51).

Bulanti ve Kusma: Amonyak seviyelerindeki artis, gastrointestinal

rahatsizliklara neden olabilir (52).

Metabolik Asidoz: Viicutta amonyak birikimi, metabolik dengeyi bozarak
asidoza neden olabilir (53—60).

Karaciger Kaynakl Belirtiler

Hiperamonyemi siklikla karaciger disfonksiyonu ile iliskilidir. Ozellikle

karaciger yetmezIligi olan hastalarda spesifik belirtiler gortilebilir (61-63):

Hepatik Ensefalopati: Karacigerin detoksifikasyon islevinin bozulmasi
sonucu, amonyak seviyelerindeki artig, hepatik ensefalopati olarak bilinen
ndrolojik bir tabloya yol agar. Bu durum biling kaybi, uyku bozukluklar ve
kognitif gerileme ile karakterizedir (64—67).

Asteriksis (Flapping Tremor): Hastalarda, 6zellikle ellerde kontrolsiiz kas
hareketleri goriilebilir. Bu bulgu, hiperamonyeminin karaciger kaynakli

olduguna isaret eden tipik bir belirtidir (68-75).
Yaga Bagli Klinik Farkliliklar

Hiperamonyeminin klinik belirtileri, hastanin yasina bagli olarak farklilik

gosterebilir (76):

Yenidogan Doénemi: Yenidoganlarda hiperamonyemi, genetik nedenlere (iire
dongiisii bozukluklan gibi) bagli olarak gelisir. Belirtiler genellikle dogumdan
sonraki ilk giinlerde beslenme giicliigii, letarji, hipotoni ve kusma seklinde

baglar. Tedavi edilmediginde koma ve 6liim riski yiiksektir (77—79).

Cocukluk ve Ergenlik Donemi: Davranig bozukluklari, dikkat eksikligi ve
hiperaktivite gibi norolojik belirtiler 6n plandadir. Ayrica bas agrisi, mide

bulantis1 ve okul basarisinda diisiis goriilebilir (80,81).



o Yetiskinler: Karaciger hastaliklarina bagli hiperamonyemi vakalarinda, yavas

gelisen ensefalopati ve norolojik gerileme sik goriiliir (82—84).
Diger Sistemik Belirtiler

Amonyak birikiminin diger sistemler iizerindeki etkileri daha az yaygin

olmakla birlikte 6nemlidir (85,86).

o Kalp ve Damar Sistemi: Hiperamonyemi, kardiyak ritim bozukluklar1 ve kan

basincinda degisikliklere neden olabilir (87-90).

o Solunum Sistemi: Ileri vakalarda, solunum yetmezligi ve hiperventilasyon gibi

komplikasyonlar ortaya ¢ikabilir (91-100).

2.1.3. Hiperamonyeminin Epidemiyolojisi

Hiperamonyemi, genetik veya edinsel nedenlerle ortaya ¢ikan ve ciddi saglik
sorunlarina yol agabilen bir metabolik bozukluktur. Ure déngiisii bozukluklart
kaynakli genetik hiperamonyemi prevalansi diinya genelinde yaklagik 1:35.000 ile
1:70.000 arasinda degismekte olup, karaciger hastaliklar1 veya ilag toksisitesi gibi
edinsel nedenlere bagl vakalar ise yetigkinlerde daha sik goriilmektedir (101,102).

Genetik hiperamonyemi vakalari, genellikle otozomal resesif veya X'e baglh
gecis gosteren lire dongiisii bozukluklar1 sonucu ortaya ¢ikar. Bu durum yenidogan
doneminin ilk giinlerinde ciddi metabolik krizlerle kendini gdsterebilir. Yenidogan
hiperamonyemisinin sikligi, uygulanan metabolik tarama programlarinin kapsamina
gore degiskenlik gostermekte olup, erken tani ve tedavi edilmediginde kalic1 nérolojik

hasar veya 6liim riski yiiksektir (103—-105).

Erken ¢ocukluk doneminde hiperamonyemi, siklikla hafif genetik
mutasyonlara bagl olarak veya ge¢ baslangicl iire dongiisii bozukluklarinin bir
sonucu olarak ortaya ¢ikar. Bu yas grubunda hiperamonyemi prevalansi, genetik
testlerin ve metabolik taramalarin yayginlagmasiyla daha iyi anlasilmistir. Cocukluk
caginda hiperamonyemiye bagli 6liim oranlari, erken tan1 ve etkin tedavi yaklagimlari
sayesinde dnemli 6l¢iide azalmis olsa da, 6zellikle gelismekte olan iilkelerde teshis ve
tedaviye erisim sinirli oldugundan, hala 6nemli bir saglik sorunu olarak varligim

stirdiirmektedir (106,107).



Yetiskinlerde gorillen hiperamonyemi vakalart c¢ogunlukla karaciger
yetmezligi, siroz, hepatik ensefalopati ve ila¢ toksisitesi gibi edinsel nedenlere
baghdir. Alkolik karaciger hastalig1 ve viral hepatit gibi karaciger rahatsizliklarinin
yaygin oldugu bdlgelerde hiperamonyemi insidansi artmaktadir. Ozellikle hepatit B ve
C enfeksiyonlarmin sik goriildiigii Giineydogu Asya gibi bolgelerde hiperamonyemi

daha yaygin olarak gézlemlenmektedir (108—111).

Cinsiyet farkliliklar1 da hiperamonyemi epidemiyolojisinde 6nemli bir rol
oynamaktadir. Ozellikle X’e bagli gecis gdsteren ornitin transkarbamilaz (OTC)
eksikligi gibi genetik bozukluklar, erkeklerde daha siddetli bir klinik seyir ile
iligskilendirilirken, kadinlarda genetik tasiyicilik nedeniyle genellikle daha hafif
semptomlar goriiliir. Bununla birlikte, karaciger hastaliklarina bagli hiperamonyemide

cinsiyet farki belirgin degildir (112).

Epidemiyolojik veriler, hiperamonyemi vakalarinin énemli bir kisminin tani
konulamadigini1 ve bu durumun yayginliginin aslinda rapor edilenden daha yiiksek
olabilecegini gdstermektedir. Ozellikle hafif semptomlarla seyreden ge¢ baslangich
genetik hiperamonyemi vakalarinin, diger norolojik ve metabolik bozukluklarla
karigtirilmasi oldukc¢a yaygindir. Bu durum, dogru tani konulmasini zorlastirmakta ve

engellemektedir (113,114).

Sonug olarak, hiperamonyemi epidemiyolojisi, hastaligin genetik ve edinsel
nedenleri ile bolgesel saglik altyapisi, tan1 olanaklar1 ve yasam tarzi gibi faktorlere
bagli olarak ©nemli farkliliklar gostermektedir. Hem genetik hem de edinsel
hiperamonyemi vakalarinin yonetiminde erken tani ve etkili tedavi yaklagimlari hem
hastaligin prevalansini azaltmada hem de hasta yasam kalitesini artirmada kritik bir

rol oynamaktadir (115,116).

2.2. Hiperamonyemi Tedavisi

2.2.1. Farmakolojik Yaklasimlar

Farmakolojik tedaviler, hiperamonyemiyi kontrol altina almay1 ve amonyagin
viicuttan hizla uzaklastirilmasini saglamayr hedefler. Tedavi yontemleri genellikle
amonyak iiretimini azaltmaya, bagirsakta amonyak emilimini engellemeye ve

amonyagin alternatif yollarla atilmasini desteklemeye odaklanir. Bu yaklasimlar,



hiperamonyeminin nedeni ve hastanin genel durumu goz Oniinde bulundurularak

bireysel olarak uyarlanir (117).

Karglumik asit, hiperamonyeminin farmakolojik tedavisinde "azot atilimin
artiran ilaglar" grubunda yer alir. Bu ilag, iire dongiisiindeki karbamoil fosfat sentetaz
I (CPS1) enziminin dogrudan aktivatoriidiir ve amonyagin iireye doniisiimiinii
hizlandirarak viicuttan uzaklastirilmasini saglar. Ozellikle iire dongiisii bozukluklari
veya organik asidemilere bagl hiperamonyemi vakalarinda tercih edilen karglumik
asit, amonyak seviyelerini etkin sekilde diisiirerek metabolik krizin 6nlenmesinde

onemli rol oynar (118).

Bagirsakta amonyak iiretiminin azaltilmas: i¢in laktuloz gibi osmotik
laksatifler kullanilir. Laktuloz, bagirsak florasini degistirerek amonyak iiretimini
azaltir ve amonyagin bagirsak limeninde tutulmasimi saglar. Bunun yani sira,
rifaksimin gibi bagirsak antibiyotikleri, amonyak iireten bakterilerin inhibisyonunu

saglayarak sistemik amonyak seviyelerini disiiriir (119-121).

Plazma amonyak seviyesini hizla diisiirmek i¢in sodyum benzoat ve fenilasetat
gibi azot baglayict ajanlar kullanilir. Bu ajanlar, amonyagi iire dongiistine girmeden
alternatif yollarla detoksifiye ederek idrarla atilimini saglar. Karaciger yetmezligi gibi
durumlarda plazmaferez veya karaciger nakli gibi daha invaziv yontemler de tedavi

planma dahil edilebilir (122,123).

Farmakolojik tedaviler, ¢ogunlukla diyet yonetimi ve diger destekleyici
tedavilerle kombine bir sekilde uygulanir. Bu biitiinciil yaklagim, amonyak
toksisitesinin neden oldugu semptomlarin hafifletilmesinde etkili bir strateji sunar

(124-126).

Karaciger Destek Tedavileri

Karaciger  yetmezligine  bagh hiperamonyemilerde, amonyagin
detoksifikasyonu i¢in karaciger destek sistemleri kullanilir. Bu yontemler arasinda

plazmaferez ve karaciger nakli 6ne ¢ikar (127,128).
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Azot Atthmim Artiran flaclar

Ure déngiisii bozukluklarinin tedavisinde, azot atilimin artiran ilaglar yaygin
olarak kullanilir. Ozellikle sodyum benzoat ve fenilasetat gibi maddeler, alternatif
yollarla azot eliminasyonunu saglar (129,130).

2.2.2. Diyet ve Beslenme Yonetimi

Hiperamonyemi tedavisinde diyet ve beslenme yOnetimi, viicuttaki amonyak
seviyesini azaltmak ve metabolik dengeyi saglamak icin temel bir yaklagim olarak
kabul edilir. Ozellikle iire dongiisii bozukluklari ve karaciger yetmezligi gibi

durumlarda diyet yonetimi, farmakolojik tedaviyi tamamlayici bir rol oynar.
Protein Aliminin Sinirlandirilmast (131-133).

Protein metabolizmasi, amonyak {iretiminin birincil kaynagidir. Bu nedenle,
hiperamonyemili hastalarda protein aliminin sinirlanmasi kritik bir dneme sahiptir

(134-136).
Kalori ve Enerji Dengesi

Protein alimi smirlandirildiginda, yeterli enerji saglamak igin diyetin
karbonhidrat ve yag igerigi artirilir. Bu yaklagim, protein katabolizmasini onleyerek

viicuttaki azot ylikiinii azaltir (137,138).
Amonyak Uretimini Azaltan Beslenme Modifikasyonlari

Hiperamonyemiye katkida bulunabilecek belirli gida bilesenlerinin azaltilmasi

veya tamamen diyetten ¢ikarilmasi onerilir (139-141).
Besin Takviyeleri ve Esansiyel Besinler

Hastaligin metabolik etkilerini dengelemek icin diyetle alinamayan veya

yetersiz olan besinlerin takviyesi yapilir (142,143).
Enteral ve Parenteral Beslenme

Ciddi hiperamonyemi vakalarinda, oral beslenmenin yeterli olmadigi

durumlarda enteral veya parenteral beslenme yontemleri kullanilir (144—146).
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2.2.3. Yeni Tedavi Yontemleri ve Arastirmalar

Hiperamonyeminin tedavisinde geleneksel yontemlere ek olarak, yenilik¢i
tedavi yaklagimlar1 ve ileri teknolojilere dayali arastirmalar, hastaligin yonetiminde
umut verici sonuglar sunmaktadir. Bu yontemler, genetik ve molekiiler diizeyde
hedeflere odaklanarak amonyak metabolizmasini optimize etmeyi amaglamaktadir

(147,148).
Gen Terapisi

Hiperamonyemiye neden olan genetik mutasyonlarin tedavisinde gen terapisi,
ileri bir yaklagim olarak degerlendirilmektedir. Ure dongiisiindeki enzim eksikliklerini
diizeltmek amaciyla yapilan arastirmalar, genlerin dogru bir sekilde hedeflenmesi ve

replasmaninin saglanmasi tizerinde yogunlagmaktadir (149,150).
Hiicre Tedavileri

Hiperamonyemide, karacigerin detoksifikasyon yetenegini desteklemek veya

artirmak i¢in kok hiicre tedavileri gelistirilmigtir (151-154).
Farmakolojik Yenilikler

Geleneksel farmakolojik yaklasimlar, hiperamonyeminin yonetiminde etkili
olsa da, yeni nesil ilaglar ve biyoteknolojik iiriinler tedavi sonuglarini iyilestirmeyi

hedeflemektedir (155).

2.3. Kargulimik asit

2.3.1. Kimyasal Yap1 ve Ozellikler

Karglumik asit, kapali formiilii CsH10N2Os olan amino asit tiirevli bir organik
bilesiktir. Kimyasal yapisi, bir karbamoil grubu (-CONH>) ve glutamik asit tiirevli bir
iskelet icerir. Bu yapi, karglumik asidin biyokimyasal olarak karbamoil fosfat sentetaz
I (CPS1) enzimine baglanmasini ve bu enzimi aktive etmesini saglar. CPS1’in
aktivasyonu, iire dongiisiiniin hizlanmasma ve plazmadaki amonyak seviyelerinin

diismesine neden olur (156—159).

Karglumik asit, genellikle beyaz veya neredeyse beyaz bir toz formunda

bulunur. Suda sinirh bir ¢6ziiniirliige sahiptir ve ¢oziiniirligii pH’a baglh olarak degisir.
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Notral veya hafif asidik kosullarda daha kararli oldugu gézlemlenmistir. Molekiiliin
logP (karglumik asit i¢in -2.2 ve -2.4 araligindadir) degeri (hidrofobiklik ve
hidrofiliklik dengesi), farmasotik formiilasyonda kullanilan yardimci maddelerin

seciminde dnemli bir rol oynar (160—-163).

Bu bilesigin fizikokimyasal oOzellikleri, farmasdtik formiilasyon gelistirme

siirecinde dikkatle ele alinir. Ornegin (156):

o Stabilite: Karglumik asit, yliksek nem ve sicaklik gibi c¢evresel faktorlere
duyarlidir. Bu nedenle, stabilite c¢alismalarinda uygun saklama kosullari

belirlenir (156).

o pKa Degerleri: Karglumik asidin asidik ve bazik gruplariin iyonlasma
davramglarmi ifade eden pKa degerleri, farmasotik formiilasyonlarda
cOziiniirliik, stabilite ve biyoyararlanimin optimize edilmesinde kritik bir
parametredir. Karglumik asit, karbamoil (-CONH:) ve glutamik asit tlirevli

yapisiyla birden fazla iyonizasyon bolgesine sahiptir.

o Karboksilik Asit Grubu (pKai): 2.3

o Glutamik Asit Yan Zincir Karboksil Grubu (pKaz): 4.1

o Amino Grubu (pKas): 9.1

o Bu degerler, karglumik asidin fizyolojik pH kosullarinda nasil iyonize
oldugunu ve hangi formda bulundugunu belirlemede 6nemlidir. Ozellikle pH
2-5 araliginda, molekiil kismen iyonize olurken, pH 7 ve iizeri kosullarda
tamamen iyonize halde bulunur. Bu iyonlagsma profili, ¢6ziiniirlik profili ve

farmasoétik formiilasyon tasariminda dikkate alinmalidir (164,165).

o Optik Aktivite: Molekiilin kiral bir merkez icerdigi bilinmektedir ve bu
ozellik, biyolojik etkinlik ve farmakokinetik davranislar etkileyebilir (166).

Karglumik asidin kimyasal yapisindaki bu 6zellikler (molekiil yapis1 gorsel
olarak Sekil 2.2.’de verilmistir), farmasotik gelisim siireglerinde hedeflenen terapétik
etkinlik ve biyoyararlanim icin optimize edilir. Ayrica, {iretim sirasinda kalite kontrol

testleriyle yapisal biitiinliigli ve saflig1 stirekli izlenir (156,165).
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Sekil 2.2. Karglumik asitin molekiil yapist
2.3.2. Karglumik Asit Safsizhiklar:

Karglumik asit dretim, formiilasyon ve depolama siireglerinde, kimyasal
yapidaki hassasiyet nedeniyle cesitli safsizliklarin olusumu goézlemlenebilir. Bu
safsizliklar, farmasdtik {iriiniin etkinligini, gilivenilirligini ve stabilitesini dogrudan
etkileyebilir. ICH Q3B (R2) kilavuzunda belirtildigi lizere, farmasotik iiriinlerde
olusabilecek bozunma tiriinleri ve diger safsizliklarin belirlenmesi, siniflandirilmasi ve
kontrolii kritik oneme sahiptir. Karglumik asit ve safsizliklarinin molekiil yapilar

Sekil 2.3.”de verilmistir (14,167-172).
ICH Q3B'nin Perspektifi:
Kilavuza gore, safsizliklarin kontrolii su ana unsurlara dayanir:

o Tanimli Safsizliklar: Yapisi belirlenmis ve toksikolojik olarak degerlendirilmis

bilesenler.

e Tamimlanmamis Safsizliklar: Yapisi heniiz belirlenememis, ancak belirli esik

degerlerin iizerinde miktarlarda tespit edilen bilesenler (14,15).

o Esik Degerleri: Klinik olarak test edilen iiriinlerde safsizliklar i¢in kabul
edilebilir limitler genellikle %0,2 ila %0,5 arasinda degismektedir. Bu limitler,

tirtiniin glinlik alim dozuna ve toksisite profiline gore belirlenir (14,172,173).

Karglumik asidin farmasoétik kalitesinin saglanmasi igin, tiretim siirecinden
itibaren biitiin asamalarda safsizliklar dikkatle izlenmeli ve yonetilmelidir. Uretim
sirasinda kullanilan hammadde ve proseslerin kontrolii, potansiyel safsizliklarin
olusumunu 6nlemek veya sinirlandirmak i¢in kritik 6neme sahiptir. Ayrica, iirtiniin
depolama kosullar1 ve stabilite ¢alismalar1 sirasinda safsizliklarin olusum egilimleri

detayl olarak izlenmelidir (37,174—179).



14

Bozunma Mekanizmalari ve Safsizliklarin Etkileri

Karglumik asit, kimyasal yapisindaki amid ve karbamoil gruplarinin ¢evresel
faktorlere duyarliligi nedeniyle, bozunma tirtinlerine kars1 oldukca hassastir. ICH Q3B

kilavuzunda belirtilen standartlara gore, bu bozunma iiriinlerinin karakterizasyonu ve

miktarlarinin belirlenmesi gereklidir (14,162,180,181).
Bozunma mekanizmalari arasinda sunlar yer alir:

e Hidroliz: Nemli kosullarda amid baglarinin pargalanmasiyla farmakolojik
etkisiz yan iiriinler olusabilir (182,183).

e Oksidasyon: Oksijenle temas sonucu reaktif ara iiriinler olusabilir ve bu {iriinler
toksik etkilere neden olabilir (184—186).

e Termal Bozunma: Yiiksek sicaklik, molekiiliin yapisinda degisikliklere neden
olarak bozunma iiriinlerinin artmasina yol acabilir (187,188).

o Isik Maruziyeti: UV 15181, kimyasal baglarda kirilmaya ve yeni safsizliklarin

olusumuna neden olabilir (189—-191).
Kontrol Stratejileri:

ICH Q3B kilavuzuna uygun olarak, karglumik asit {iriinlerinde bozunma

iiriinlerinin kontrolii i¢in asagidaki yaklagimlar uygulanir (14):

Stabilite Calismalart: Uriin, hizlandirilmis ve uzun siireli stabilite kosullarida

test edilerek bozunma {iriinlerinin olusum egilimleri izlenir (172,192,193).

Analitik Teknikler: HPLC, UHPLC ve LC-MS gibi tekniklerle safsizliklarin
tespiti ve miktar tayini yapilir (194-198).

Kabul Limitleri: Klinik giivenlik ve toksikolojik degerlendirmelere gore

safsizliklarin kabul limitleri belirlenir (14,172).

Safsizliklar, tirtiniin kalite ve giivenligini etkileyebilecegi icin dikkatle
izlenmeli ve yonetilmelidir. Asagida bu safsizliklarin 6zellikleri detayli sekilde

aciklanmigtir (183):
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Ilgili Bilesik A (HPA)

Bu bilesik, karglumik asidin {iretim siirecindeki ara tirlinlerinden biridir (199).
Karglumik asit ile benzer bir iskelete sahiptir ancak yan gruplarinda farkliliklar
gosterir.(200). Suda ¢oziiniirligli simirlhidir ve yiikksek nemli kosullarda hidrolize
olabilir. Yiiksek sicakliklara duyarlidir, bu nedenle iiretim sirasinda sicaklik kontrolii

kritik 6neme sahiptir. HPLC yontemleri ile izlenir ve ana bilesikten ayrilmasi saglanir

(201).

Pirokarglumik Asit

Karglumik asidin termal bozunmasiyla olusan bir safsizlikdir. Termal islem
sirasinda karglumik asidin karbamoil grubunun yeniden diizenlenmesiyle olusur.
Diisiik erime noktasma sahiptir ve yiiksek sicaklikta daha hizli olusur. Kiitle
spektrometrisi (LC/MS) ve HPLC teknikleri ile tespit edilir. Terapotik etkinlik
iizerinde minimal bir etkisi olabilir ancak yiiksek seviyelerde toksik etkiler gosterebilir

(202).

Piroglutamik Asit

Karglumik asidin oksidatif bozunma siire¢lerinde olusan bir bilesiktir.
Glutamik asit tiirevli bir yapiya sahiptir. Yiiksek sicaklik ve pH dalgalanmalarina
duyarlidir. Nemli kosullarda stabilitesi azalir ve {riin i¢inde birikim gosterebilir.
Farmakolojik aktiviteye etkisi simirhdir ancak kalite kontrol testleriyle seviyesi

izlenmelidir (203).

Dikarbamoil L-glutamik Asit

Bu bilesik, karglumik asidin kimyasal modifikasyonlar1 sirasinda olusur. iki
karbamoil grubunun glutamik asit iskeletine bagl oldugu bir yapi igerir. Diistik suda
¢oziiniirliik ve yiiksek pH duyarlilig1 gosterir. Uretim siireglerindeki pH degisiklikleri
sirasinda olugma egilimindedir. HPLC ve UV spektrofotometresi ile hassas tespit
saglanabilir (204-206).
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Sekil 2.3. Karglumik ve safsizliklarin molekiil sekilleri.

2.3.3. Karglumik Asit Tablet Formiilasyonu

Karglumik asidin stabilitesi, biyoyararlanimi ve etkinligi, tablet formiilasyonu

sirasinda dikkatle degerlendirilir (207,208).

Formiilasyondaki Yardimc1 Maddeler

Tablet formiilasyonunda, karglumik asidin stabilitesini artirmak ve
biyoyararlanimini optimize etmek amaciyla gesitli yardime1 maddeler kullanilir. Dolgu
maddeleri, baglayicilar, dagilma ajanlar1 ve kaplama maddeleri bu siirecte 6nemli bir
rol oynar. Yardimc1 maddeler, ilacin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine uygun olarak

secilir (209).

2.4. Hammadde Analizleri

Karglumik asit hammaddesi, farmasétik iirlinlerin iiretiminde kullanilan temel
bilegsenlerden biri olup, kalite kontrol siireclerinde kapsamli analizlere tabi

tutulmaktadir. Hammadde analizleri, iriiniin kimyasal ve fiziksel 6zelliklerini
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belirlemek, safligin1 dogrulamak ve olast safsizliklarin varligini degerlendirmek
amaciyla gergeklestirilir. Bu siire¢, hammaddenin farmasotik kalite standartlarina
uygunlugunu saglamak ve iriin giivenilirligini garanti altina almak igin kritik bir
adimdir (210-212). ICH kilavuzlar dogrultusunda yapilan bu analizler, karglumik
asidin goriiniis, ¢oziiniirliikk, kimyasal tanimlama, fiziksel 6zellikler, saflik ve safsizlik
profili gibi cesitli parametrelerini detayli bir sekilde incelemektedir. Bu bdliimde,
karglumik asit hammaddesine yo&nelik analizlerin yontemleri ve kapsami ele

alinacaktir (213,214).

2.4.1. Goriiniis ve Coziiniirliik Analizleri

Karglumik asit hammaddesinin goriiniis ve ¢oziiniirliik 6zellikleri, farmasotik
kalite kontrol siireclerinde temel parametreler arasinda yer almaktadir. Goriiniis
degerlendirmesi, hammaddenin fiziksel durumu hakkinda ilk izlenimi saglamakta ve
kalite standardina uygunlugunu dogrulamak i¢in gorsel bir kontrol araci olarak
kullanilmaktadir. Farmakope standartlarina gore, karglumik asidin kristal yapida,
beyaz ile beyazimsi renkte ve homojen bir goriiniime sahip olmasi beklenir. Bu fiziksel
ozelliklerin herhangi bir sapma gdstermesi, hammadde iiretim siirecindeki olasi
hatalara veya kontaminasyona isaret edebilir. Goriiniis degerlendirmesi genellikle
ciplak gozle yapilir, ancak 151tk mikroskobu gibi cihazlar, kristal yapinin detayli
analizinde kullanilabilir (215,216).

Coziintirliik 6zellikleri ise hammaddenin biyoyararlanimini ve formiilasyon
icerisindeki davranisini belirlemek agisindan kritik bir 6neme sahiptir. Karglumik asit,
farmasotik uygulamalarda genellikle suda ¢oziiniir bir bilesik olarak tanimlanir ve bu
ozelligi, aktif farmasotik bilesenin biyoyararlanimini etkileyen ana faktorlerden
biridir. Coziiniirliik analizleri sirasinda, belirli bir miktar hammadde, farmakope
standartlarinda belirtilen uygun ¢oziiciilerde ¢ozlindiiriiliir ve ¢ozliniirliigiin nicel
Olciimii yapilir. Bu testlerde kullanilan ¢oziiciiler genellikle saf su, asidik veya bazik
cozeltiler gibi ortamlardir. Coziiniirliik testi sirasinda elde edilen sonuglar, karglumik
asidin farmasotik formiilasyonlarda kullanilabilirligini dogrudan etkileyebilir

(217,218).

Karglumik asidin ¢oziiniirliik 6zellikleri, farkli pH seviyelerinde incelenerek

madde davraniginin degisen cevresel kosullara karsi nasil bir tepki verdigi analiz edilir.
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Ozellikle, mide asiditesine benzer pH seviyelerinde yapilan ¢oziiniirliik testleri,
karglumik asidin oral farmasotik formiilasyonlarda etkinligini degerlendirmek igin
kritik O6neme sahiptir. Bununla birlikte, ¢oziiniirlik degerlerinde sapma olmasi,
formiilasyon tasarimi sirasinda dikkate alinmasi gereken stabilite veya performans
sorunlarma isaret edebilir. Bu nedenle ¢oziiniirliikk analizleri, yalmizca mevcut
farmasotik standartlarla uyumu dogrulamakla kalmaz, ayn1 zamanda gelecekteki

iiretim siireglerinin iyilestirilmesine yonelik bilgi saglar (219,220).

Sonug olarak, karglumik asit hammaddesinin goriiniis ve ¢oziiniirliik analizleri,
farmasotik kalite kontrol siireclerinin temel unsurlaridir. Bu analizler, hammaddenin
fiziksel ve kimyasal Ozelliklerini degerlendirerek farmasotik kalite standartlarina
uygunlugunu dogrulamak icin kritik bir ara¢ saglar. Goriiniis degerlendirmesi,
hammaddenin homojenligini ve genel durumunu belirlerken, ¢oziiniirliik analizleri,
madde biyoyararlanimi ve farmasétik etkinlik agisindan 6nemli bilgiler sunar. Bu
stirecler, karglumik asidin farmasoétik {iretim ve klinik uygulamalar igin giivenilir bir

bilesen olarak kullanilmasini saglar (221).

2.4.2. Kimyasal Tanimlama ve Dogrulama

Karglumik asit hammaddesinin kimyasal tanimlama ve dogrulama siiregleri,
farmasotik  kalite kontroliin en Onemli asamalarindan biridir. Bu analizler,
hammaddenin kimlik dogrulamasini yaparak iiretim siirecinde olasi1 hatalar1 ve
safsizliklar1 tespit etmeyi amaglar. Farmakope standartlarina uygun olarak
gergeklestirilen kimyasal tanimlama testleri, karglumik asidin kimyasal yapisinin
hedef bilesikle uyumlu olup olmadigini dogrular. Bu dogrulama, genellikle kizilotesi
(IR) spektroskopisi, yliksek performansl sivi kromatografisi (HPLC) ve diger ileri
analitik yontemler kullanilarak yapilir (222-224).

Kizilotesi spektroskopisi (IR), karglumik asidin fonksiyonel gruplarim
tanimlamak ve molekiiliin 6zgiin kimyasal yapisin1 dogrulamak i¢in siklikla kullanilan
bir yontemdir. IR spektrumu, hammaddenin karakteristik piklerini gostererek,
molekiiliin kimyasal yapis1 hakkinda bilgi verir. Karglumik asidin farmakope referans
maddesi ile karsilagtirilmasi, IR spektroskopisi araciligiyla gerceklestirilir ve bu siireg,

hammadde kimliginin hizli ve giivenilir bir sekilde dogrulanmasini saglar (225).
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HPLC analizi ise, karglumik asidin alikonma zamanmi belirlemek ve
safsizliklar1 tespit etmek i¢in kullanilan bir diger kritik yontemdir. Bu yontem,
kromatografik ayrim yoluyla hammaddenin hedef bilesenle uyumlulugunu
degerlendirir. Analiz sirasinda, karglumik asit standardinin alikonma zamani ile
numunenin alikonma zamam karsilagtirilarak kimyasal dogrulama yapilir. Ay
zamanda, HPLC yontemi, hammaddede bulunan olas1 safsizliklarin nicel ve nitel

degerlendirilmesine de olanak tanir (226,227).

Kimyasal tanimlama ve dogrulama siire¢leri, yalnizca hammaddenin kimligini
dogrulamakla kalmaz, ayn1 zamanda iiretim siirecinde kaliteyi artirmak icin temel
bilgiler saglar. Ozellikle HPLC ve IR gibi ileri analitik ydntemlerin kullanilmast,
hammadde giivenilirligini artirir ve farmasotik iiretimde hata paymi en aza indirir. Bu
analizler, karglumik asidin farmasoétik kalite standartlarina uygun bir bilesen olarak

kullanilmasini saglar ve iiriiniin klinik etkinligini garanti altina alir (228,229).

Sonu¢ olarak, karglumik asit hammaddesinin kimyasal tanimlama ve
dogrulama siirecleri, farmasdtik kalite kontroliin vazgecilmez bir parcasidir. Bu
siiregler, hammaddenin kimyasal biitiinliigiinii ve farmasotik kullamim igin
uygunlugunu dogrulamak ig¢in kritik bir ara¢ saglar. Gelismis analitik teknikler, bu
asamada elde edilen sonuclarin dogrulugunu ve giivenilirligini artirir, boylece

karglumik asidin farmasotik tiretimde glivenle kullanilmasini destekler (230,231).

2.4.3. Fiziksel Ozelliklerin Analizi

Farmasotik hammaddelerin fiziksel o6zellikleri, {irlin gelistirme ve iiretim
stireclerinde kalite ve giivenilirlik saglamak i¢in dnemli bir degerlendirme asamasidir.
Karglumik asit igin gerceklestirilen fiziksel analizler, hammaddenin stabilitesini,
safligin1 ve farmasdtik formiilasyonlara uygunlugunu belirlemek amaciyla yapilir. Bu
testler, hammaddenin iretimden son kullanima kadar olan siireglerde Kkalite
standartlarini karsilamasini garanti altina alir ve olast iiretim sorunlarini 6nceden tespit

etmeye olanak tanir (232-234).

pH 06l¢iimii, karglumik asidin belirli bir ¢6zelti ortaminda nasil bir davranig
sergiledigini ve c¢ozeltinin asidik ya da bazik oOzelliklerini etkileyen faktorleri

degerlendirmek igin temel bir parametredir. Bu Olciimler, &zellikle oral
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formiilasyonlarda biyoyararlanimi etkileyen dnemli bir faktor olarak kabul edilir. pH
degerinin farmakope tarafindan belirlenen aralikta olmasi, hammaddenin hedeflenen
farmasotik {rtinle uyumlu oldugunu dogrular. Ayrica, pH analizi, hammaddenin

cevresel kosullara kars1 stabilitesini test etme amaciyla da kullanilir (235,236).

Spesifik optik rotasyon testi, karglumik asidin kiral 6zelliklerini ve molekiiler
yapisinin stereokimyasal dogrulugunu ortaya koyar. Bu analiz, hammaddenin
farmakope standartlarina uygunlugunu belirlemenin yani sira olasi safsizliklar1 ve
stereokimyasal bozulmalar tespit etmek icin 6nemlidir. Optik rotasyon oSlgiimleri,
karglumik asidin kimyasal yapisinin dogrulugunu teyit eden ve farmasotik kalitenin

giivence altina alinmasini saglayan temel bir yontemdir (236,237).

Kurutma kaybr testi, hammaddenin nem igerigini ve higroskopik davranigin
belirlemek i¢in kullanilan bir diger kritik analizdir. Farmasotik hammaddelerde nem
orani, kimyasal stabiliteyi dogrudan etkileyen bir faktordiir. Yiiksek nem igerigi,
bozunma {iriinlerinin olusumuna veya fiziksel formun bozulmasina yol acabilir.
Karglumik asit i¢in yapilan bu testler, hammaddenin uygun depolama kosullarinda
stabilitesini garanti etmek ve iiretim siire¢lerinde karsilasilabilecek riskleri en aza

indirmek icin gereklidir (238).

Fiziksel 6zelliklerin kapsamli bir sekilde degerlendirilmesi, karglumik asidin
farmasotik tiretimdeki performansint ve giivenilirligini artirir.  Bu  analizler,
hammaddenin farmasdtik kalite standartlarina uygunlugunu saglayarak, iirtiniin klinik
etkinligini ve giivenilirligini garanti eder. Fiziksel 6zelliklerin analizi, iiretim slirecinde
olas1 hatalar 6nceden belirlemenin yani sira, farmasotik tirlinlerin giivenli bir sekilde

gelistirilmesine de katkida bulunur (239).

Sonug olarak, karglumik asit hammaddesinin fiziksel analizleri hem {iriin
gelistirme siireclerinde hem de {iretim asamalarinda kilit bir rol oynar. Bu siireg,
hammaddenin stabilite ve kalite gerekliliklerini karsiladigin1 dogrulayarak, farmasotik

iiriinlerin giivenilirligini ve etkinligini destekleyen temel bir adimdir (240).

2.4.4. Saflik ve Kalite Kontrol Analizleri

Farmasotik hammaddelerde saflik ve kalite kontrol analizleri, {riiniin

giivenilirligini ve etkinligini saglamak adina gergeklestirilen temel testlerden biridir.
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Karglumik asit hammaddesi i¢in yapilan bu analizler, {iriiniin farmakope standartlarina
uygunlugunu dogrulamayr ve olast safsizliklarin tespit edilmesini amaglar.
Hammaddenin saflik diizeyi, farmasotik formiilasyonlarin klinik performansini
dogrudan etkiledigi i¢in bu testler, iiretim ve kalite kontrol siire¢lerinde kritik bir yere

sahiptir (14,241).

Saflik analizleri, karglumik asidin kimyasal biitiinliiglinii degerlendirmek i¢in
gelistirilmis kapsamli yontemler kullanilarak gerceklestirilir. Ozellikle HPLC, saf
bilesenin ayrintili bir sekilde incelenmesi ve olasi safsizliklarin belirlenmesi i¢in tercih
edilen bir yontemdir. Bu analiz, ana bilesenin safligin1 yiizdesel olarak 6lgerken, aynm
zamanda numunede bulunan diisiik seviyeli organik ve inorganik safsizliklar1 de tespit
eder. Bu siirecte elde edilen veriler, hammadde kalitesinin uluslararasi diizenlemelere

uygunlugunu dogrular (28,176,242).

Siilfat kiilii tayini gibi testler ise karglumik asitte bulunan inorganik kalintilarin
degerlendirilmesi i¢in uygulanir. Bu test, hammaddenin saf olmayan bilesenlerden
arindirilmis oldugunun bir gostergesidir. Siilfat kiilii miktarinin belirlenen limitlerin
altinda olmasi, hammaddenin yiiksek saflikta oldugunu kanitlar ve iiretim siirecinde

istenmeyen kirlilik kaynaklarinin kontrol altinda tutuldugunu gosterir (243).

Kalite kontrol siireglerinde miktar tayini de 6énemli bir parametre olarak yer
alir. Bu analiz, hammaddenin hedeflenen kimyasal bilesigin yeterli miktarin1 igerip
icermedigini dogrular. Karglumik asit i¢in gergeklestirilen miktar tayini testleri,
farmakope standartlarinda belirtilen kabul sinirlar1 i¢inde olup olmadigini belirler. Test
sonuglarinin tutarliligi, hammaddenin farmasétik {iriinlerde gilivenilir bir sekilde

kullanilabilmesi i¢in kritik bir gerekliliktir (13,14,241).

Saflik ve kalite kontrol analizleri, farmas6tik hammaddelerin iiretimden son
kullanictya kadar olan siireclerde kalite giivencesini saglamak icin temel olusturur.
Karglumik asit i¢in yapilan bu testler, {irliniin farmasoétik standartlara uygunlugunu
garanti ederek, glivenilir ve etkin farmasoétik formiilasyonlarin gelistirilmesine katkida
bulunur. Bu siiregler, yalnizca iiretim asamasinda degil, ayn1 zamanda uzun vadeli
depolama kosullarinda da {iriinlin stabilitesini ve gilivenilirligini korumay1 hedefler

(173).
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Sonug olarak, saflik ve kalite kontrol analizleri, farmasotik hammaddelerin
etkinligini ve giivenilirligini garanti altina alan en Onemli adimlardan biridir.
Karglumik asit gibi farmasotik hammaddelerde bu analizlerin dogru ve eksiksiz bir
sekilde gergeklestirilmesi, liriiniin klinik etkinligini destekleyen ve farmasotik kalite

standartlarini giivence altina alan bir siirectir (14).

2.4.5. Safsizlik Profili ve Kalinti Coziiciiler

Farmasotik triinlerde bulunan safsizliklar ve kalint1 ¢oziiciiler, iiriin kalitesini
ve giivenligini dogrudan etkileyen faktorler arasinda yer alir. Karglumik asit
hammaddesinin safsizlik profili ve kalint1 ¢oziiciilerinin analizi, bu bilesigin liretim
siireglerinin kontrol altinda tutuldugunu ve uluslararasi kalite standartlarina uygun
oldugunu dogrulamak igin gerceklestirilir. Bu analizler hem kimyasal hem de

toksikolojik ac¢idan kritik bir degerlendirme saglar (14,244).

Karglumik asit {iretiminde ortaya ¢ikabilecek organik safsizliklar, genellikle
baslangi¢ materyalleri, ara iiriinler veya yan reaksiyonlar sonucu olusur. Ilgili bilesik
A, piroglutamik asit, pirokarglumik asit ve dikarbamoil L-glutamik asit gibi
safsizliklar, bu siirecte en yaygin olarak tespit edilen bilesenler arasindadir. Analitik
yontemler, bu safsizliklarin her birinin miktarini hassas bir sekilde dlgerek farmakope
limitleri ile karsilastirilmasimi saglar. Ozellikle diisiik seviyelerde bulunan
safsizliklarin tespiti, farmasdtik {iriinlerin giivenilirligini garanti altina almak igin

kritik bir adimdir (14).

Karglumik asidin toplam safsizlik profili, HPLC gibi ileri analitik tekniklerle
degerlendirilebilir fakat literatiirde bunu inceleyen bir ¢aligma bu tez kapsaminda
iiretilen verilerin bir kismindan olusan yayinlardan 6nce bulunmamaktadir (162,242).
Bu yontem, safsizliklarin hem nicel hem de nitel analizi i¢in ideal bir platform sunar.
Toplam safsizliklarinin yani sira tanimlanamayan bilesenlerin de miktarlari belirlenir
ve kabul edilebilir siirlar i¢inde olup olmadigi kontrol edilir. Bu tiir analizler, yalnizca
iiriiniin kimyasal safligin1 dogrulamakla kalmaz, ayni zamanda olasi toksikolojik

risklerin 6nceden tespit edilmesine de olanak tanir (162,170,242).

Kalint1 ¢dziicliler, hammaddenin iiretimi sirasinda kullanilan organik

coziiciilerin iz miktarlarda kalmasiyla olusur. Karglumik asit i¢cin metanol, en yaygin
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olarak analiz edilen ¢6ziiciilerden biridir. Bu tiir kalint1 ¢6ziiciilerin miktarlari, ICH
Q3C kilavuzunda belirtilen siirlarla karsilagtinllir. Coziicii kalmtilarinin  kabul
edilebilir diizeylerde olmasi, iiriiniin klinik kullanim i¢in giivenli oldugunun bir
gostergesidir. Ayrica, ¢ozliciilerin iz miktarlarinin dogru bir sekilde 6lgiilmesi, tiretim

siirecinde kullanilan teknolojinin etkinligini ve kontrol diizeyini de yansitir (245).

Karglumik asit hammaddesi iizerindeki ¢oziicii kalintis1 veya organik safsizlik
analizleri farmasdtik iirlinlerin kalitesini ve gilivenilirligini artirmaya yonelik kritik
adimlardir. Her bir safsizlik ve ¢oziicii kalintisinin degerlendirilmesi, yalnizca iiriin
giivenligi acisindan degil, aym1 zamanda diizenleyici standartlara uyum agisindan da
onem tasir. Bu analizlerin dikkatle yiiriitiilmesi, farmasotik hammaddelerin global
standartlara uygun bir sekilde iiretilmesini saglar ve son kullaniciya giivenle

ulagmasini temin eder (14).

Her asamasi detayli bir sekilde kontrol edilen bu siire¢, yalnizca kaliteyi
dogrulamakla kalmaz; ayn1 zamanda iiretim teknolojisinin sagladigi verimliligi ve
siirdiiriilebilirligi de gozler Oniine serer. Boylece, karglumik asit hammaddesi hem
analitik basar1 hem de endistriyel yeterlilik acisindan en iist diizeyde

degerlendirilebilir (173).
2.5. Karglumik Asit Analizine Yonelik Literatiirdeki Yontemler

Farmasdtik analizlerde, ilag etkin maddeleri ve ilgili safsizliklarin belirlenmesi
icin kullanilan analitik yontemlerin dogrulugu, hassasiyeti ve giivenilirligi kritik 6nem
tagimaktadir. Literatiirde karglumik asidin miktar tayini ve genel farmasotik analizleri
iizerine smirli sayida c¢alisma mevcut olmakla birlikte, karglumik asit tablet
formiilasyonlarinda yer alan safsizliklarin ayrintili analizi ve nicel tayinine yonelik
gelistirilmis bir analitik yontem literatiirde ve farmakopede bulunmamaktadir. Bu
nedenle, karglumik aside 6zgii safsizliklarin hassas ve segici sekilde belirlenmesini
saglayan analitik yontem, ilk kez bu tez ¢caligmasi kapsaminda gelistirilmis ve valide

edilmistir.

Karglumik asit ile ilgili analitik yontemler literatiirde oldukca siirlidir ve
cogunlukla yalnizca ana bilesigin miktar tayinine odaklanilmistir. Ozellikle tanimli

safsizliklarin nicel ve ayrintili sekilde incelendigi ¢calismalarin sayisi son derece azdir.
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Bu baglamda, literatiirde yer alan bazi ¢aligmalarda karglumik asitin belirlenmesi

amaciyla HPLC-MS/MS teknikleri kullanilmistir (Tablo 2.1).

Bu calismalardan birinde, insan plazmasinda karglumik asitin tayini igin
yiiksek secicilige sahip bir HPLC-MS/MS yontemi gelistirilmigtir. Kromatografik
kosullar arasinda ACE 5 CN kolon (150 mm x 4.6 mm, 5 um), hareketli faz olarak
%80 oraninda organik faz (metanol:asetonitril, 50:50, h/h) ve %20 oraninda %0.1
asetik asit iceren sulu faz yer almaktadir. Eliisyon izokratik sekilde gergeklestirilmis
olup akig hizi 1.0 mL/dk olarak belirlenmistir. Dedeksiyon {i¢lii kuadrupol kiitle
spektrometresiyle negatif iyon modunda, ¢oklu tepkime izleme (MRM) modunda
yapimistir (m/z 189—146). Numune hazirlama asamasinda 100 pL plazma Ornegi
Oasis MAX anyon degisim SPE ile antilmistir. Yontem 6-6000 ng/mL araliginda
dogrusal yanit vermekte olup (1> > 0.9987), alt limit tayin diizeyi (LLOQ) 6 ng/mL
olarak hesaplanmistir. Matris etkisinin ihmal edilebilir diizeyde oldugu bildirilmis,
yontem dogruluk ve kesinlik kriterlerini karsilamistir. Ancak bu yontemde yalnizca
ana bilesik olan karglumik asit analiz edilmis, safsizliklar veya bozunma firiinlerine

yonelik herhangi bir degerlendirme yapilmamistir (181).

Baska bir caligmada ise karglumik asitin farkli hayvansal iiriinlerde (yem, siit,
serum) tayini i¢in bir HPLC-MS/MS yo6ntemi gelistirilmistir. Bu yontemde Waters
Atlantis T3 C18 kolon (250 mm x 4.6 mm, 5 pm) tercih edilmistir. Eliisyon gradiyent
modda gerceklestirilmis, hareketli fazlar %0.1 formik asit igeren su (faz A) ve metanol
(faz B) seklinde hazirlanmistir. Eliisyon programi 0-6.0 dakikalar arasinda %90 faz
A, 6.1-12.0 dakikalar arasinda %15 faz A’ya gecis ve ardindan tekrar baglangic
kosullarma doniilerek toplam 20 dakika olarak ayarlanmigtir. Akis hizi 0.8 mL/dk
olarak optimize edilmistir. Dedeksiyon pozitif iyon modunda MRM modunda
yapilmistir (m/z 191—84). Yem oOrneklerinde formik asitli su:metanol (80:20, h/h)
karigimi ile tiiketme uygulanmis, ardindan anyon degisimli SPE ile aritma yapilmistir.
Siit ve serum Orneklerinde ise metanol ile protein ¢oktiirme yontemi kullanilmistir. Bu
yontem, dogrusal yanit aralig1 ve yliksek geri kazanim (%95-110) ile valide edilmigtir.
Kat1 6rneklerde LOD degerleri 0.0035-0.022 mg/kg, siv1 6rneklerde ise 0.014-0.023

pg/mL arasinda bulunmustur. Ancak bu analizde de yalnizca ana bilesik olan
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karglumik asit Ol¢lilmiis, herhangi bir safsizlk veya bozunma riinii

degerlendirilmemistir (246).

Bu literatiir yontemlerinin ortak 6zelligi, yalnzca karglumik asitin tayinine
odaklanmalar1 ve farmasotik formiilasyonlarda bilinen safsizliklarin (ilgili bilesik A,
pirokarglumik asit, piroglutamik asit, dikarbamoil L-glutamik asit) ayrimina yer
vermemeleridir. Ayrica bu calismalar, stabilite gostergeli bir analiz ydntemi
sunmamaktadir. Dolayisiyla bu tez kapsaminda gelistirilen UHPLC-DAD temelli
yontem hem karglumik asitin hem de tanimli safsizliklarin ayn1 anda ve giivenilir

sekilde analiz edilmesine olanak taniyarak literatiirdeki 6nemli bir boslugu doldurmay1

hedeflemektedir (162).

Tablo 2.1. Literatiirde bulunan HPLC yontemlerinin parametreleri.

Parametre Yontem 1 Yontem 2

Kaynak Sharma ve ark., 2015 Ma ve ark., 2019

Kullanilan Teknik HPLC-MS/MS (ESI-, HPLC-MS/MS (ESI+,
MRM modu) MRM modu)

Kolon ACE 5 CN kolon, 150x4.6 Waters Atlantis T3 C18,
mm, 5 pm 250%4.6 mm, 5 pm

Mobil Faz %80 MeOH:ACN (50:50) Faz A: %0.1 formik asitli
/ %20 %0.1 asetik asit su, Faz B: metanol
iceren su

Eliisyon Tipi [zokratik Gradiyent

Eliisyon Programi

Akis Hiz1
Dedektor ve Dalga Boyu

Numune Hazirlama

Sabit oranli, izokratik
ellisyon

1.0 mL/dk

Uclii kuadrupol MS,
MRM gegisi: m/z
189—146

100 pL plazma, Oasis
MAX SPE (anyon
degisim) ile tiikketme

0-6 dk: %90 A — 6.1-12
dk: %15 A — sonra
baslangica doniis (toplam
20 dk)

0.8 mL/dk

Uclii kuadrupol MS,
MRM gegisi: m/z
191—84

Yem: formik asitli
su:MeOH (80:20)
tilkketme + SPE
Siit/serum: MeOH ile
protein ¢oktiirme



Dogrusallik Araligi

r? Degeri

LOD /LOQ

Geri Kazanim / BSS

Safsizlik Analizi

6-6000 ng/mL

>0.9987

LLOQ: 6 ng/mL

Geri kazanim: uygun
Matris etkisi: ihmal
edilebilir (0.95-1.01)

Sadece ana bilesik analiz
edilmis; safsizliklar
degerlendirilmemistir

2.5.1. Spektroskopik Yontemler

26

Matrise bagli; genis aralik
(6rnegin serumda 0.1-10
pg/mL)

Degerlendirilmis (deger
calismada bildiriliyor)

LOD: 0.0035-0.022
mg/kg (kat1), 0.014-0.023

pg/mL (s1vi)
LOQ: 0.012-0.073 mg/kg

Geri kazanim: %95-110
BSS <%5

Sadece ana bilesik analiz
edilmis; safsizliklar nicel
olarak incelenmemistir

Karglumik asidin kimyasal karakterizasyonu ve safsizlik profili icin UV-GB

spektrofotometri, Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR) ve Niikleer

Manyetik Rezonans Spektroskopisi (NMR) gibi tekniklerden yararlanilmigtir.

o UV-GB Spektrofotometri: Karglumik asidin ve safsizliklarinin absorbsiyon

ozelliklerini belirlemek i¢in kullanilan temel yontemlerden biridir. UV-GB

spektrofotometreler, 190-400 nm dalga boyu aralifinda ol¢iim yaparak

bilesiklerin maksimum absorbsiyon degerlerini belirlemeye olanak tanir (247).

o FTIR Spektroskopisi: Fonksiyonel gruplarin tanimlanmasi ve molekiiler yap1

karakterizasyonunda &nemli bir yontemdir. Ozellikle karbamoil ve amid

fonksiyonel gruplarimin tayininde kullanilmaktadir.

o NMR Spektroskopisi: Karglumik asidin proton (H'-NMR) ve karbon-13 (C'3-

NMR) spektroskopik analizleri, bilesigin yapisal dogrulamasi agisindan
kullanilmustir (248-252).
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2.6. Kromatografi

Kromatografik teknikler, bir karisim icerisindeki bilesenlerin ayrilmasi,
tanimlanmas1 ve miktar tayini amaciyla kullanilan temel analitik yontemlerdir. Bu
yontemler, bilesenlerin sabit faz ile hareketli faz arasindaki farkl dagilim ve ilgilerine
dayanarak calisir; sabit faz genellikle bir kolon i¢indeki duragan malzemeyi (6rnegin,
silika temelli tanecikler) temsil ederken hareketli faz, s1vi veya gaz formunda akigkan
bir ¢6ziicli karisimidan olusur. Kromatografi teknikleri arasinda gaz kromatografisi
(GC), ince tabaka kromatografisi (TLC), iyon kromatografisi (IC) ve kapiler
elektroforez (CE) gibi yontemler yer almaktadir. Ancak bu ¢alismada, 6zellikle yiiksek
duyarlilik, segicilik ve tekrarlanabilirlik 6zelliklerinden dolayr HPLC ve UHPLC
teknikleri tercih edilmistir. Bu teknikler, farmasétik triinlerde aktif bilesenlerin ve

safsizliklarin nicel ve nitel analizinde yaygin olarak kullanilmaktadir (253,254).
HPLC ve UHPLC’de Temel Kromatografik Parametreler

HPLC/UHPLC analizlerinde ayrimin kalitesini ve verimini belirleyen g¢esitli
operasyonel parametreler bulunmaktadir. Temel kromatografik parametrelerden

bazilar agagida kisaca agiklanmustir:

o Akis Hizi: Hareketli fazin kolondan gec¢is hizim1 (genellikle mL/dakika
cinsinden) ifade eder. Akis hizi, analitlerin alikonma siiresini dogrudan etkiler;
yiiksek akis hizlarinda bilesikler kolonu daha kisa siirede terk ederek daha
diisiik tR degerleri verir. Ancak asirt yliksek akis hizi, analitlerin sabit faz ile
yeterince etkilesemeden eliisyona ugramasina yol agabilir. Optimal akis hizi,

analiz siiresi ile ¢Oziiniirliik arasinda denge kurularak segilir.

o Kolon Sicakhigi: Kolon sicakligi, kromatografik ayirmada alikonma siirelerini
ve pik sekillerini etkiler. Genellikle sicaklik artigi, analitlerin sabit faz ile
etkilesimini azaltarak daha kisa alikonma siireleri saglar. Sabit sicaklik

kullanimi, tekrarlanabilir sonuglar agisindan 6nemlidir.

¢ Kolon Tipi ve Sabit Faz: Kullanilan kolonun tipi (boyut, i¢ cap, partikiil
boyutu) ve sabit fazin kimyasal yapisi (6rnegin C18, C8, fenil) ayrimin
temelini olusturur. Ters faz HPLC kolonlarinda sabit faz hidrofobik karakterde
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olup polar hareketli faz kullanilir. UHPLC sistemlerinde daha kiiciik partikiil
boyutlar1 kullanilarak daha yiiksek etkinlik saglanir.

o Hareketli Faz: Hareketli fazin bilesimi ve pH degeri, analitlerin kolondaki
davranigini etkiler. Genellikle su veya tampon + organik ¢oziicii (metanol,
asetonitril) kombinasyonlan tercih edilir. Hareketli fazin eliisyon giicii ve

pH’s1, bilesiklerin ayriminda kritik rol oynar.

e Kromatogram ve Pik Alanmi: Kromatogram, dedektor sinyalinin zamana kars1
grafigidir. Her bir pik, kolondan eliie olan bir bilesigi temsil eder. Piklerin yatay
eksendeki konumu alikonma siiresini, altinda kalan alan ise analit miktarini
gosterir. Pik alani, nicel analizde kullanilan temel parametrelerden biridir ve
analit derisimi ile dogru orantilidir. Standart c¢ozeltilerle olusturulan
kalibrasyon egrisi yardimiyla, bilinmeyen numunedeki analitin miktar pik
alanina gore hesaplanir. Pik alanlar ayrica karigimdaki bilesiklerin goreceli

yiizdelerini belirlemek icin de kullanilabilir (255,256).

A B

IleAuls Jopjapaqg

A

Zaman

Sekil 2.4. Bir kromatogram 6rnegi (W: pik genisligi, W/2: yan yiikseklikteki pik
geniligi, Rs: ayiricilik, £': kapasite faktor).
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e Alikonma Zamam (tr): Bilesigin dedektore ulastigi zamandir. Her analit i¢in
karakteristik bir degerdir. Analitlerin tanimlanmasinda ve tekrarlanabilirligin

degerlendirilmesinde kullanilir.

o Kapasite Faktorii (k'): Bir analitin sabit fazla etkilesme siiresini tanimlar. k’
= (tr —to) / to formiiliiyle hesaplanir. Genellikle 2’den biiyiik olmasi idealdir. k’
cok diisiikse bilesik tutulmadan eliie oluyordur; ¢ok yiiksekse analiz siiresi

uzar.

« Secicilik (a): iki analitin kolonda farkli tutulma derecesini tanimlar. o = k’> /
k’: seklinde hesaplanir. a > 1 ise iki analit ayrilabiliyor demektir. Ayrimin

kalitesini belirleyen 6nemli bir parametredir.

o Etkinlik (N): Kolonun ayirma kapasitesinin dl¢iisiidiir. Yiiksek N degeri daha
dar ve simetrik pikler ile sonuglanir. Tanecik boyutu kiiciildiikce etkinlik artar,

bu nedenle UHPLC kolonlar1 daha yiiksek N degerlerine sahiptir.
— tr\2
N = 16(W)

e tp:alikonma zamani (dk)
e JV: Pik genisligi (tam genislik, taban seviyesinde)

e Ayiricihk (Rs): ki pik arasindaki ayrimin nicel gdstergesidir. Rs > 1,5 ise iki
pik tamamen ayrilmis kabul edilir. Etkinlik (N), segicilik (o) ve kapasite
faktorii (k') ¢oziiniirliigii dogrudan etkiler. Ayiricilik sematik olarak yukaridaki
Sekil 2.4’ de gosterilmistir.

_ 2 (tgz — tg1)

R
s w; + W,

® tpy,tgy: Iki farkl bilesenin alikonma zamanlari
e W, W,: 1lgili piklerin genislikleri

e Dedeksiyon Dalga Boyu: UV-GB dedektor kullanildiginda analitin
maksimum absorbsiyon gosterdigi dalga boyu segilir (6rnegin 205 nm). Bu,

duyarlilig1 ve nicel dogrulugu artirir.
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2.6.1. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

HPLC, farmasoétik analizlerde kimyasal bilesiklerin ayrilmasi, tanimlanmasi ve
miktar tayini i¢in yaygin olarak kullanilan yiiksek hassasiyetli bir tekniktir. HPLC’nin
temel prensibi, analitin hareketli faz ile sabit faz arasindaki farkli etkilesimlerine
dayanir. Yontem, numunedeki bilesenlerin farkli hizlarla dedektére ulagmasini
saglayarak analitik ayrimla gerceklestiri. HPLC cihazinin sematik gosterimi Sekil

2.5.” te verilmistir (257).

HPLC yonteminde kromatografik aymrm icin yararlanilan baslica

mekanizmalar;
a. Adsopsiyon
b. Dagilma
c. Hidrofilik etkilesim (HILIC)
d. Iyon ¢ifti olusumu
Iyon degistirme
f. Boyut eleme
g. Afinite

olarak siralanabilir. Bu caligmada, dagilma mekanizmasindan yararlanilarak
kromatografik ayirim gerceklestirilmistir. Dagilma kromatografisi normal faz veya

ters faz s1vi kromatografisi olarak uygulanabilir.

Hareketlii

Numune

Sekil 2.5. HPLC diyagramu.
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HPLC sisteminde kullanilan sabit faz ve hareketli fazin 6zelliklerine gore
yontem, ters faz (RP-HPLC) veya normal faz (NP-HPLC) olarak siniflandirilir (258).

Bu ¢alismada, ters faz dagilma kromatografisi uygulanmstir.
Ters Faz Kromatografisi (RP-HPLC):

e Tammm: Sabit fazin hidrofobik, hareketli fazin ise polar oldugu bir

kromatografik tekniktir.

o Sabit Faz: Genellikle C18 (oktadesilsilan) veya C8 (oktansilan) gibi
hidrofobik kolonlar kullanilir.

o Hareketli Faz: Su, metanol veya asetonitril gibi polar c¢oziiciilerin
karigimindan olusur. Genellikle fosfat tamponu veya formik asit gibi tampon

sistemleri pH dengesini saglamak i¢in eklenir.

o Kullanim Alanlari: Polar veya yari-polar bilesiklerin analizi i¢in uygundur.
Farmasotik tdirtinlerde bozunma {riinleri, metabolitler ve ila¢ etken

maddelerinin analizinde yaygin olarak tercih edilir (259,260).
e Avantajlar:
1. Dabha yiiksek ¢oziiniirliik.
2. Genis bir polarite araliginda bilesiklerin analizi.
3. Dabha diisiik organik ¢6ziicii tiikketimi.
Normal Faz Kromatografisi (NP-HPLC):

e Tanim: Sabit fazin polar, hareketli fazin ise apolar oldugu bir kromatografik

tekniktir.

o Sabit Faz: Silika veya polar kapli kolonlar (6rnegin, amin veya diol kaph

kolonlar) kullanilir.

o Hareketli Faz: Apolar organik ¢oziiciiler (hekzan, toluen veya kloroform)

kullanilir.

o Kullanim Alanlart: Apolar veya lipofilik bilesiklerin ayrilmasi ve analizi igin

uygundur.
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Avantajlar:
1. Yaglar ve lipitler gibi apolar bilesiklerin analizi i¢in uygundur.
2. Polar sabit fazlar nedeniyle yiiksek duyarlilik saglar (261,262).
HPLC Sisteminin Temel Bilesenleri
HPLC sistemi asagidaki temel bilesenlerden olusur:

Pompa: Hareketli faz1 sabit faz boyunca yiiksek basing altinda zorlar. Pompa

basinci genellikle 100-400 bar araliginda c¢alisir.

Enjektor: Numuneyi hareketli faza dogru enjekte eder. Otomatik enjektorler

yiiksek tekrarlanabilirlik saglar.

Kolon: Numunedeki bilesenlerin ayrilmasinin gergeklestigi ana bilesendir.

Sabit fazin kimyasal 6zellikleri ayrilma verimliligini belirler.

Dedektor: Ayrilan bilesenlerin tespiti ve sinyallerin analizi i¢in kullanilir. UV-
Vis dedektorler, florimetrik dedektorler ve kiitle spektrometresi (MS)
dedektorleri HPLC’de yaygin olarak kullanilir (263).

HPLC Uygulamalari
HPLC, farmasétik analizlerde asagidaki alanlarda yaygin olarak kullanilir:

Bozunma Uriinleri Analizi: Ilag stabilite calismalari sirasinda olusan bozunma

driinlerinin tanimlanmasi.
Saflik Analizi: ilag etken maddesinin safliginin belirlenmesi.
Miktar Tayini: Etken maddelerin ve yardimci maddelerin miktarlarinin analizi.

Dissoliisyon Analizi i¢in Miktar Tayini: in-vitro analizlerden elde edilen

numunelerin tayin edilmesi.
HPLC Cihazinda Optimize Edilmis Kosullarin Belirlenmesi
Analizlerde verimliligi artirmak i¢in optimize edilen parametreler:

Hareketli Fazin Kompozisyonu: pH ve ¢oziicli oranlarinin analitin iyonlasma

durumuna uygun sekilde ayarlanmasi.
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e Kolon Sicakligi: Ayrilma hizini ve ¢6ziiniirliigli optimize etmek i¢in genellikle

25-40°C arasinda kontrol edilir.

o Akis Hizi: Genellikle 0.5-1.5 mL/dk arasinda segilir, bu hiz kolon performansi
ve analitik hassasiyet agisindan kritik bir parametredir (264,265).

HPLC'de Kullanilan Dedektorler

HPLC sistemlerinde, ayrilan bilesenlerin tespit edilmesi ve miktar tayini igin
cesitli dedektorler kullanilir. Dedektdr se¢imi, analiz edilen bilesigin fiziksel ve
kimyasal 6zelliklerine baglidir. Yaygin kullanilan dedektorler UV-GB Dedektorii, Dizi
Diyot Dedektor (DAD), Floresans Dedektorii, Kiitle Spektrometresi (MS), Refraktif
Indeks (RI) Dedektorii, Elektrokimyasal Dedektdr ve Isik Sacilma Dedektorii
(ELSD)’diir. Bu ¢alismada UV-GB dedektoriiniiniin gelismis bi¢imi olan Dizi Diyot
Dedektor kullanilmagtir:

UV-GB Dedektorii:

UV-GB dedektorleri, bilesiklerin ultraviyole (190-400 nm) ve goriiniir 151k

(400-700 nm) araliginda 15181 sogurma 6zelliklerini kullanarak tespit yapar.
o Avantajlar:

o Cogu organik ve inorganik bilesigin UV araliginda absorbsiyon

gostermesi nedeniyle genis bir uygulama alanina sahiptir.
o Yiiksek duyarlilik ve diisiik algilama sinir1 sunar.
o Kisitlamalar:
o UV-absorpsiyon 6zelligi gostermeyen bilesiklerde kullanilmaz.
o Yiksek derisime sahip ¢ozeltiler direk analiz edilemeyebilir.
Dizi Diyot Dedektor (DAD)

Dizi diyot dedektér (DAD, Diode-Array Detector), UV-GB dedektoriiniin
gelismis bir versiyonu olup, farkli dalga boylarinda es zamanli 6l¢iim yaparak daha
fazla spektral bilgi saglar. Birden fazla diyottan olusan bu sistem, her bilesigin

spektrumunu kaydedebilme avantajina sahiptir.
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e Avantajlart:

o Eszamanli ¢coklu dalga boyu 6l¢iimii yapabilir, boylece bilesiklerin UV
spektral 6zellikleri hakkinda daha fazla bilgi saglar.

o Bilesiklerin spektrumlarin1 karsilastirarak saflik analizi yapilmasina

olanak tanir.

o Ters faz HPLC ve HILIC gibi farkli kromatografik tekniklerle

uyumludur.
o Dezavantajlart:
o Daha biiylik veri setleri olusturdugu i¢in veri isleme siiresi artabilir.

o Geleneksel UV-GB dedektorlerine kiyasla daha yiiksek maliyetlidir
(266).

2.6.2. Ultra Performansh Sivi Kromatografisi (UHPLC)

UHPLC, HPLC'nin gelismis bir versiyonudur ve daha kiiglik partikiil
boyutlarina (genellikle <1.8 um) sahip kolonlar kullanilarak analitik verimliligi
artirmay1 hedefler. Bu teknoloji, 6zellikle hiz, duyarlilik ve yliksek ayiricilik gerektiren

analizler icin gelistirilmistir.
Temel Ozellikler:

UHPLC'nin en belirgin 6zelligi, daha yiiksek basing altinda (genellikle 15.000
psi'ye kadar) calisabilmesidir. Bu, kii¢ilik partikiillii kolonlarin kullanilmasi sayesinde

saglanir ve bilesenlerin daha hizli ve etkili ayrilmasina olanak tanir (267).
Avantajlan:

o Daha Hizli Analizz UHPLC, daha kisa kolonlar ve yiiksek akis hizlar

kullanarak analiz siirelerini 6nemli 6l¢iide kisaltir.

o Yiksek Aymricilik: Kiiglik partikiiller, daha dar pik genislikleri ve daha iyi

ayirma kapasitesi saglar.

o Diisiik Coziicli Tiiketimi: Daha kisa analiz siireleri nedeniyle, UHPLC'nin

coziicii tiiketimi HPLC'ye kiyasla daha diisiiktiir.
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Kullanim Alanlar::

UHPLC, farmasotik analizlerde, 6zellikle bozunma iiriinleri, metabolitler ve
karmagik biyolojik matrislerde diisiik derisimli bilegenlerin tespiti i¢in uygundur.

Ayrica, validasyon gerektiren yontemlerde hassas sonuglar sunar.

Simirlamalarn:
UHPLC'nin yiiksek basing gereksinimi nedeniyle, kullanilan ekipmanlarin
dayaniklilig1 ve maliyeti HPLC'ye kiyasla daha yiiksektir. Ayrica, kiiglik partikiillii
kolonlarin bakim ve stabilite ihtiyaglar dikkate alinmalidir (268,269).

2.7. Yontem Gelistirme Calismalari

Farmasotik analizlerde safsizliklarin giivenilir bigimde tespiti, iiriin kalitesinin
ve hasta giivenliginin saglanmasi agisindan biiylikk Onem tasir. Bu nedenle,
gelistirilecek analitik yontemlerin bilesikleri dogru, hassas ve tekrarlanabilir sekilde
belirleyebilmesi gerekir. Yontem gelistirme siireci, sistematik bir yaklasimla
yuritiilmeli; analiz edilecek bilesigin kimyasal yapisi, fizikokimyasal 6zellikleri ve

literatiirde daha 6nce uygulanmis yontemler dikkate alinmalidir.

Yontem se¢iminde, analiz edilecek maddenin polaritesi, ¢oziiniirliik 6zellikleri
ve UV-GB spektrum davranislari gibi faktorler degerlendirilerek uygun kromatografik
teknik belirlenmelidir. Ters faz kromatografi (RP-HPLC veya UHPLC) c¢ogu
farmasotik bilesik icin ilk tercih olarak degerlendirilir. Sabit faz olarak genellikle C18
tipi kolonlar kullanilirken, hareketli faz bilesimi su, tampon ¢ozeltileri ve organik
coziiciiler (6rnegin metanol veya asetonitril) icerecek sekilde hazirlanir. pH degeri,
ozellikle iyonik bilesiklerin ayriminda kritik rol oynar ve uygun tampon sistemleriyle

kontrol altina alinmalidir.

Dedektor se¢imi de yontemin hassasiyetini dogrudan etkiler. UV dedektorler,
UV absorpsiyon 6zelligi gosteren bilesikler i¢in yaygin olarak kullanilir. Uygun dalga

boyu, hedef bilesigin maksimum absorbans gosterdigi noktalara gore belirlenmelidir.

ik yontem denemelerinde, kromatografik ayrimin basaris1 pik sekli, alikonma
stiresi ve ayiricilik gibi kriterler dogrultusunda degerlendirilir. Parametrelerde gerekli

ayarlamalar yapilarak yontem optimize edilir. Optimizasyon siireci sirasinda akis hizi,
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hareketli faz bilesimi, kolon ve sicaklig1 gibi degiskenler adim adim diizenlenir. Bu
asamada deneysel yaklasim, gerektiginde istatistiksel optimizasyon teknikleri (6rnegin

faktoriyel tasarimlar veya yanit ylizey metodolojisi) ile desteklenebilir.

Bu genel cercevedeki sistematik denemeler ile analitik yontemin dogrulugu,

tekrarlanabilirligi ve seciciligi saglanmaya calisilir.

2.7.1. Deneme Yanilma Yontemiyle Gelistirilme Cahsmalari

Analitik bir HPLC yo6nteminin gelistirilmesi ve optimizasyonu, genellikle
cesitli kromatografik parametrelerin sistematik olarak ayarlanmasini gerektirir. Klasik
yaklasimlardan biri olan deneme-yanilma ydntemi, bu parametrelerin teker teker
degistirilerek istenen performans kriterleri saglanana kadar adim adim optimize
edilmesi esasina dayanir. Bu tek degiskenli optimizasyon yaklasiminda, 6rnegin
oncelikle uygun kolon tipi ve boyutu secilir, ardindan hareketli faz bilegimi ve oranlari,
pH, akis hizi, sicaklik gibi faktorler birer birer degistirilerek ayrim iizerinde etkileri
gozlemlenir. Her denemede, elde edilen kromatogram incelenerek piklerin alitkonma
zamanlari, ayiriciliklart ve sekilleri (asimetri, kuyruklanma faktorii vb.) gibi
performans gostergeleri degerlendirilir. Izlenen safsizliklarin ana pikten ayrilma
durumu veya kritik iki bilesigin birbirinden yeterli uzaklikta eliie olmasi gibi kriterler
saglanamadiginda, bir sonraki denemede ilgili parametrede yeni bir degisiklik yapilir.
Bu siireg, optimize edilmis bir yontem elde edilene dek devam eder ve analizcinin

deneyimi ile literatiirdeki bilgiler dogrultusunda yonlendirilir.

Analitik yontem gelistirme siirecinde, kolon se¢imi ve hareketli faz kogullari,
ayirim giiciinii dogrudan etkileyen kritik parametreler arasinda yer almaktadir. Ilk
asamada, farkli kolonlarin performansi degerlendirilerek en uygun ayrim kosullarinin
belirlenmesi amaglanmaktadir. Safsizliklarin tam ayrimimi saglayabilmek i¢in kolon
boyu ve sabit faz 6zellikleri, analiz edilen bilesiklerin fizikokimyasal yapis1 dikkate

almarak optimize edilir.

Benzer sekilde, hareketli fazin pH degeri, yontem gelistirme siirecinde dnemli
degiskenlerden biri olarak ele alinmaktadir. Bilesigin iyonlasma davranigini etkileyen
bu parametre, en uygun ayrim kosullarmin saglanabilmesi igin sistematik olarak

degerlendirilir. Bu siiregte, farkli tampon sistemleri denenerek optimum pH araligi
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belirlenir ve bilesiklerin ayrilmasini iyilestiren kosullar tercih edilir. Yapilan testler,
belirli kritik bilesiklerin ayrimi acisindan yontem performansinin nasil optimize

edilebilecegini gostererek, analitik dogrulugun artirilmasina katki saglamaktadir.

Elde edilen veriler sayesinde, hareketli faz pH’sinin belirli bilesiklerin
ayriminda kritik bir rol oynadigim gdriiliir, yontemin hassasiyetini artirmak amaciyla
gradient eliisyon ve pH optimizasyonu uygulanabilir. Bu siirecte, farkli pH
seviyelerinin bilesikler iizerindeki etkisi degerlendirilerek, en uygun ayirim kosullar

belirlenebilir.

Ayrica, dedektor dalga boyu optimizasyonu da yontem gelistirme siirecinin
Oonemli bir asamasi olarak ele alinmaktadir. Analiz edilen bilesiklerin spektral
ozellikleri dikkate alindiginda, sinyal siddeti agisindan en uygun Ol¢iim dalga boyu
belirlenebilir. Spektrum analizleri sonucunda hem hassasiyeti artiran hem de 6l¢iim
dogrulugunu koruyan ortak bir dalga boyunda O6l¢lim yapmanin en iyi sonucu
verebilecegi goriilmektedir. Bu yaklasimlar, yontemin genel performansini
iyilestirmeye yardimci olurken, analitik dogruluk ve tekrarlanabilirligin artirllmasina

da katki saglayabilir.

Bu sekilde her bir parametre tek tek ele alinarak metodun performansina etkisi
anlagilmig ve kademeli iyilestirmelerle optimum kosullar saptanmigtir. Deneme-
yanilma yontemi ile yontem gelistirme, pratikte yaygin olarak kullanilsa da bazi
sinirlamalar igerebilir. Ozellikle, birden fazla parametrenin birbirleriyle etkilesim
halinde oldugu durumlarda, her bir parametreyi bagimsiz olarak optimize etmek,
sistemin genel davranigini tam anlamiyla yansitmayabilir. Parametreler arasindaki
olas1 kombinasyonlar gbéz ardi edildiginde, optimum kosullarin belirlenmesi
gliclesebilir ve metodun performansi beklenen seviyeye ulasamayabilir. Bu nedenle,
sistematik yaklasimlar ve deney tasarimi teknikleri, daha kapsamli ve verimli bir

optimizasyon siireci saglamak i¢in tercih edilebilir.

Hareketli fazdaki organik ¢6ziicii oran1 ile pH degeri arasindaki etkilesim, her
bir parametre ayri ayri incelendiginde gozden kacabilir, ancak birlikte optimize
edildiginde ayrim kalitesinde belirgin bir iyilesme saglanabilir. Bu durum, deneme-
yanilma yonteminin bazi sinirlamalarini ortaya koyarak, siiregte karsilasilan zorluklar

vurgular. Parametrelerin bagimsiz olarak degerlendirilmesi, sistemde mevcut olan
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etkilesimlerin tam anlamiyla anlasilmasini engelleyebilir ve optimum ayrim

kosullarina ulagsmak i¢in daha fazla deneme yapilmasini gerektirebilir.

Bu nedenle, deneme-yanilma yaklagimi genellikle daha fazla zaman gerektiren
ve ¢ok sayida deney yapmay1 zorunlu kilan bir siire¢ olarak one ¢ikar. Nitekim, bu tez
calismast kapsamindaki yayinda da (162) karglumik asit safsizliklarin1 ayirmaya
yonelik gelistirdikleri yontemde de baslangigcta klasik optimizasyon yontemi
kullanilmis, ancak kritik pikler arasindaki ayrimin istenen diizeye ulagmasiin zaman
aldig1 ifade edilmistir. Bu gibi durumlarda, sistematik deney tasarimi yaklagimlarinin
kullanimi, optimizasyon siirecini daha verimli hale getirebilir ve hedeflenen analiz

kosullaria daha hizli ulagilmasini saglayabilir.

Bu arastirmacilar, yapilan 6n denemeler sonucunda analitik performansi
dogrudan etkileyen kritik metod parametrelerini belirleyerek, daha sistematik bir
optimizasyon siirecinin gerekliligine dikkat cekmektedir. Ozellikle, iki kritik safsizlik
arasindaki ayiricilik, son pikin alikonma siiresi ve ana bilesigin kuyruklanma faktorii
gibi parametreler, yontemin dogruluk, hassasiyet ve tekrarlanabilirligini saglamak
acisindan belirleyici unsurlar olarak 6ne ¢ikmaktadir. Bu tiir degiskenlerin geleneksel
deneme-yanilma yontemiyle optimize edilmesi, siirecte zaman kaybina ve gereksiz
tekrar deneylerine neden olabileceginden, daha sistematik ve istatistiksel optimizasyon

yaklagimlarimin kullanimi 6nemli hale gelmektedir.

Literatiirde de belirtildigi gibi, Design of Experiments (DoE) gibi istatistiksel
deney tasarimi yaklasimlari, geleneksel deneme-yanilma yontemine kiyasla hem
zaman hem de maliyet agisindan 6nemli avantajlar sunabilir. Bu yontemler, birden
fazla parametrenin es zamanli olarak optimize edilmesine olanak tanirken, degiskenler
arasindaki etkilesimleri de detayl1 bir sekilde analiz etmeye yardimci olabilir. Boylece,
analitik yontemin genel performansi artirilabilir ve optimizasyon siireci daha verimli

ve sistematik bir hale getirilebilir.

Gilincel ICH QIl4 kilavuzu, analitik yontem gelistirmede bilimsel risk
degerlendirmesine dayali ve tasarima odakli metodolojilerin benimsenmesini
onermektedir. Bu kapsamda, analitik “Quality by Design” (QbD) prensipleri,
yontemlerin sistematik bir sekilde gelistirilmesine ve kontrol altina alinmasina

yardimct olmaktadir. Son yillarda, Plackett-Burman ve Box—Behnken gibi deney
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tasarimlarinin uygulanmasi, kromatografik yontemlerin etkin bir sekilde optimize
edilmesine ve saglamliklarinin degerlendirilmesine yonelik g¢alismalarda yaygin
olarak kullanilmaktadir. Bu yaklasimlar, analitik siireclerde degiskenligin
azaltilmasini ve yontem giivenilirliginin artirtlmasini saglarken, ayn1 zamanda analitik

validasyon siirecini de daha sistematik hale getirmektedir.

Bu tiir yaklagimlar, yontem performansini etkileyen birden fazla degiskenin
eszamanli olarak degerlendirilmesine ve en uygun ¢alisma kosullarinin belirlenmesine
olanak tanir. Ancak, deneme-yanilma yontemi, 6zellikle laboratuvar imkanlarinin
kisith oldugu durumlarda veya optimize edilecek parametrelerin siirli oldugu

analizlerde hala gecerliligini koruyan bir yaklasimdir.

Onemli olan, hangi optimizasyon ydntemi kullanilirsa kullamlsin, analitik
metodun giivenilir, tekrarlanabilir ve hedeflenen analize uygun olacak sekilde
optimize edilmesidir. Bu tez kapsaminda, baslangi¢ asamasinda deneme-yanilma
yaklasimiyla temel kromatografik kosullar belirlenmis, daha sonra kademeli
iyilestirmelerle metodun performansi artirilmistir. Nihai yontemde, kolon, hareketli
faz ve dedeksiyon kosullar1 optimize edilerek, karglumik asit ve safsizliklarinin

basaril bir sekilde ayrimi saglanmustir.

Sonug olarak, optimize edilen metodun saglam (robust) bir karakter sergiledigi
ve kiigiik degisimlere karsi tutarli sonuglar verdigi teyit edilmistir. Bu sayede,
literatiirle uyumlu, kalite kontrol analizlerinde giivenle uygulanabilecek ve karglumik

asidin hassas degerlendirilmesine olanak taniyan bir HPLC yontemi gelistirilmistir.

2.7.2. Deney Tasariminin Temelleri ve Yontem Gelistirme

Deney tasarimi, analitik yontemlerin gelistirilmesi ve optimize edilmesi
stirecinde bilimsel bir ¢erceve sunar. Bu gergeve, yontem performansini etkileyen
parametrelerin sistematik bir sekilde incelenmesine olanak tanir. Temel olarak, deney
tasarimi, faktorler ve yanit degiskenleri arasindaki iligkileri anlamay1 ve bu iliskileri
matematiksel modellerle temsil etmeyi hedefler. Farmasotik analizlerde, deney
tasarim1 siireglerinin yapilandirilmasi genellikle yontem dogrulugu, kesinlik ve

saglamlik gibi parametrelerin optimize edilmesiyle baslar (270,271).
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Deney tasarimimin temelleri, geleneksel “tek degiskeni degistirme”
yaklasimina kiyasla, birden fazla faktoriin eszamanli olarak degerlendirilmesini
mimkiin kilar. Bu yaklasim, 06zellikle faktorler arasindaki etkilesimlerin
anlasilmasinda kritik rol oynar. Ornegin, HPLC y&ntemlerinde kolon sicakligi ve pH
diizeyleri gibi parametreler tek basina 6nemli olabilirken, bu iki faktoriin birlikte nasil
bir etki yarattigin1 anlamak, yontemin genel performansini artirmak i¢in gereklidir.

Deney tasarimi, bu tiir kompleks etkilesimleri anlamak ve kontrol etmek igin etkili bir

aractir (272,273).

Deney tasarimi, cesitli matematiksel ve istatistiksel modeller iizerine
kuruludur. Faktoriyel tasarimlar, Plackett-Burman gibi tarama yontemleri ve yanit
yiizey metodolojisi (RSM) gibi optimizasyon araglar1 bu modellerin temelini olusturur.
Deney tasariminin uygulanmasi sirasinda, model dogrulugu ve giivenilirligi, regresyon
analizi ve ANOVA gibi istatistiksel yontemlerle dogrulanir. Boylece, deney tasarimi
yalnizca parametrelerin etkilerini degerlendirmekle kalmaz, ayni zamanda bu etkilerin

analitik yontem iizerindeki sonuglarini 6ngérmeyi saglar.

Deney tasariminin temelleri, analitik yontemlerin gelistirilmesi ve
optimizasyonunda sistematik bir yaklasim sunar. Bu siireg, analitik dogrulugu artirir,
gereksiz denemeleri ortadan kaldirir ve bilimsel verimliligi destekler. Deney tasarimu,
farmasotik analizlerde 6zellikle zaman ve maliyet etkinligi saglama konusunda

vazgecilmez bir yontemdir (274-276).

Plackett-Burman Tasarimi Gelistirilmesi

Plackett-Burman tasarimi, deneysel ¢aligmalarda ¢ok sayida faktor arasindan
en 6nemli olanlar belirlemek icin kullanilan etkili bir tarama yontemidir. Bu tasarim,
ozellikle farmasdtik analizlerde yontem gelistirme siireclerinde kritik dneme sahiptir.
Analitik yontemlerinin gelistirilmesinde, bu tasarim faktorlerin 6nceliklendirilmesi ve
daha karmasik tasarimlara gegis icin temel bilgiler elde edilmesi agisindan 6nemli bir
adim olusturur. Plackett-Burman tasarimi, diisiik sayida deney ile birgok faktorii

inceleme firsat1 sundugu i¢in 6zellikle baslangi¢c asamalarinda tercih edilir.(277,278)

Bu tasarimin temel prensibi, her bir faktoriin etkisini pozitif ve negatif
diizeylerde karsilastirarak belirlemektir. Deney sayisi, test edilecek faktor sayisindan

iki fazla olan bir gekilde tasarlanir (6rnegin, 8 faktor icin 10 deney). Plackett-Burman
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tasarimi, faktorler arasindaki ana etkilerin hizli bir sekilde anlagilmasini saglarken,
faktorler arasindaki etkilesimleri incelemek igin yeterli bilgi saglamaz. Bu nedenle,
tarama asamasindan sonra daha kapsamli analizler i¢in yanit ylizey metodolojisi gibi

optimizasyon teknikleri uygulanir (279,280).

Farmasdtik analizlerde Plackett-Burman tasarimi, hareketli fazin bilesimi, pH,
akis hizi, kolon sicakligi ve dedektor dalga boyu gibi bircok parametrenin yontem
performanst iizerindeki etkisini degerlendirmek icin kullanilmistir. Ozellikle HPLC ve
UHPLC yo6ntemlerinde, bu tasarim kritik parametrelerin belirlenmesinde hizl1 ve etkili
bir ¢6ziim sunmustur. Analizlerde, validasyon asamasinda kullanilan bu tasarim,
gereksiz parametrelerin elimine edilmesini saglar ve optimizasyon galigmalarina temel

olusturur (281,282).

Bu calismada Plackett-Burman tasarimi, Minitab 19 yazilimi kullanilarak
gergeklestirilmistir. Minitab, istatistiksel analizler ve deney tasarimi igin yaygin olarak
kullanilan gii¢lii bir yazilimdir. Yazilim, kullanic1 dostu arayiizli sayesinde tasarimin
olusturulmasi, verilerin analizi ve sonuc¢larin yorumlanmasi siireclerini biiylik olciide
kolaylastirir. Minitab’in deney tasarimi modiilii, Plackett-Burman gibi ¢ok faktorlii
tasarimlar1 otomatik olarak olusturabilme yetenegine sahiptir. Kullanici, incelemek
istedigi faktor sayisim1 ve her faktor icin pozitif-negatif diizeyleri belirterek deney
matriksini kolaylikla olusturabilir. Ayrica, yazilim ¢iktilar sayesinde her bir faktoriin
ana etkisi ve istatistiksel anlamlilig1 grafiksel ve tablo formatinda analiz edilebilir

(283-285).

Minitab yazilminin en Onemli avantajlarindan biri, deney tasarimi
sonuglarinin hizli ve gorsel olarak yorumlanabilir bir sekilde sunulmasidir. Ornegin,
faktorlerin etkilerini karsilagtirmak i¢in kullanilan Pareto diyagramlar1 ve ana etki
grafiklerini otomatik olarak olusturur. Bu grafikler, hangi faktorlerin kritik oldugunu
kolayca belirlemeye yardimci olur. Ayrica, Minitab'in istatistiksel analiz araglari, her
faktoriin etkisinin giivenilirlik seviyesini ve hata kaynaklarini detayl bir sekilde ortaya

koyar. Bu, deney tasariminin dogrulugunu ve giivenilirligini artirir (286).

Plackett-Burman tasariminin Minitab ile uygulanmasi, HPLC yontemlerinde
faktorlerin optimize edilmesine yonelik 6nemli bulgular saglar. Ornegin, HPLC

analizinde, kolon sicaklig1 ve pH gibi bazi parametrelerin analiz performansi tizerinde
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onemli etkileri olacagi kabul edilir. Bu parametreler, Plackett-Burman tasarimi
sayesinde Onceliklendirildikten sonra optimizasyon asamasinda daha ayrintili bir
sekilde ele alinabilir. Bununla birlikte, deney tasariminda 6nemli olmayan faktorlerin

elenmesi, zamandan ve maliyetten tasarruf saglamistir (287).

Plackett-Burman tasarimi, farmasotik analizlerde 6zellikle tarama asamasinda
kullanilan etkili bir ara¢ olmasina ragmen, sinirlamalar1 da dikkate alinmalidir. Bu
tasarim, yalnizca ana etkileri inceler ve faktorler arasindaki etkilesimlere dair bilgi
saglamaz. Bu nedenle, kritik faktorler belirlendikten sonra yanit yiizey metodolojisi

gibi daha karmagik tasarimlar uygulanarak optimizasyon yapilmalidir (288).

Sonug¢ olarak, Plackett-Burman tasarimi, ¢ok sayida parametrenin hizli bir
sekilde incelenmesi ve kritik olanlarin belirlenmesi agisindan farmasotik yontem
gelistirme  siireglerinde Onemli bir yer tutmaktadir. Minitab yazilimi ile
birlestirildiginde, bu tasarim hem kullanici dostu bir deney planlama siireci sunmakta
hem de giivenilir analiz sonuglar1 elde edilmesine olanak tanimaktadir. Plackett-
Burman tasarimi, optimize edilmesi gereken parametreleri hizli bir sekilde
belirleyerek, daha sonraki asamalarda detayli optimizasyon caligmalarina zemin

hazirlamaktadir (289,290).

Box-Behnken Tasarimi Gelistirilmesi

Box-Behnken tasarimi, yanit ylizey metodolojisi kapsaminda kullanilan ve ¢ok
faktorlii optimizasyon calismalarinda etkili sonuglar saglayan bir deney tasarimi
yontemidir. Bu tasarim, Ozellikle farmasotik analizlerde, parametrelerin dogrusal
olmayan etkilerinin ve faktorler arasi etkilesimlerin incelenmesinde 6nemli bir rol
oynar. Safsizliklarin analitik yontemlerinin gelistirilmesinde Box-Behnken tasarimu,
metodun hassasiyetini ve dogrulugunu artirmak i¢in kullanilmistir. Karglumik asit ve
bozunma iirlinlerinin analizi, bu tasarimin sagladig1 avantajlarla optimize edilerek,

giivenilir ve tekrarlanabilir sonuglar elde edilmistir (291).

Box-Behnken tasarimu, ii¢ seviyeli (diisiik, orta, yiiksek) faktorlerle calisir ve
her faktoriin diger faktorlerle olan etkilesimini incelemek i¢in deneylerin stratejik bir
sekilde planlanmasini saglar. Bu tasarimda, deney noktalari, faktor diizeylerinin kose
noktalarindan ziyade, faktor diizeylerinin ortalarinda ve eksenel pozisyonlarda

yerlestirilir. Bu, deney sayisini azaltirken, yanit yilizeyinin daha hassas bir sekilde
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modellenmesine olanak tanir. Ayrica, Box-Behnken tasarimi simetrik bir yapiya sahip

oldugu icin istatistiksel analizlerde daha yiiksek giivenilirlik saglar (292).

Analitik yontemlerin gelistirilmesinde, deney tasarimi yaklasimi, bilesiklerin
ayrilma verimliligini artirmak ve analiz yonteminin performansini optimize etmek igin
onemli bir aractir. Bu siirecte, kolon sicakligi, hareketli fazin pH degeri ve akis hizi
gibi kritik parametreler, yontemin hassasiyetini ve tekrarlanabilirligini artiracak
sekilde degerlendirilir. Farkli degiskenlerin analitik performansa etkisini anlamak i¢in
sistematik bir yaklasim benimsenerek, yontem dogrulugu, kesinligi ve bilesiklerin
ayrilabilirligi detayli bir sekilde incelenir. Ozellikle diisiik seviyelerde bulunan
bilesiklerin giivenilir bir sekilde tespit edilmesi, analitik yontemin hassasiyetinin
yiiksek olmas1 gerektigini gdosterir. Bu nedenle, deney tasarimi kullanilarak
optimizasyon saglanmasi, analiz siirecinin daha verimli hale getirilmesine ve giivenilir

sonuglar elde edilmesine katkida bulunur.

Analitik yontem gelistirme siirecinde, deney tasarimi yaklagimi, farkl
parametrelerin yontemin performansina etkisini sistematik bir sekilde incelemek i¢in
kullanilmaktadir. Bu siiregte, belirlenen kritik degiskenlerin uygun sekilde optimize
edilmesi igin istatistiksel analizler ve veri gorsellestirme teknikleri uygulanmaktadir.
Calismada, deneysel matris olusturularak farkli degisken seviyeleri belirlenmis ve bu
parametreler arasindaki iligkiler degerlendirilmistir. Analiz sonucunda elde edilen
veriler, grafiksel ve istatistiksel yontemlerle yorumlanarak, yontemin dogrulugunu ve
tekrarlanabilirligini artirmaya yonelik iyilestirmeler yapilmistir. Kritik faktorlerin
belirlenmesi ve optimizasyon siireci, deney tasarimi ve veri analizi araglar ile

desteklenerek yontemin giivenilirliginin artirilmasina katki saglamistir (293).

Deney tasarimi yaklasimlari, analitik yoOntemlerin saglamhigim ve
giivenilirligini degerlendirmek i¢in 6nemli bir aractir. Analiz sirasinda cevresel ve
sistemsel degiskenlerin yoOntemin performansina etkisi, sistematik bir sekilde
incelenerek degerlendirilir. Kiigiik 6lcekli degisikliklerin sonuglar iizerindeki etkisini
anlamak, yontemin farkli kosullar altinda da tutarli ve giivenilir sonuglar vermesini
saglamak acisindan kritikti. Bu kapsamda, belirlenen kritik parametrelerdeki
degisimlerin analitik performansa etkisi detayli olarak incelenmis ve yontemin farkli

kosullara kars1 dayanikliligi ortaya konmustur. Bu tiir yaklasimlar, yontemin genis
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uygulama alanlarinda giivenilirligini artirmak ve analiz siire¢lerini daha kontrollii hale

getirmek i¢in 6nemli bir rol oynamaktadir (294).

Box-Behnken tasarimi, hem dogrusal hem de dogrusal olmayan etkilerin analiz
edilmesine olanak tanir. Bu, safsizlik yontem gelistirme c¢aligmalarinda yalnizca
bireysel faktorlerin etkilerini degil, aym1 zamanda faktorler arasi etkilesimlerin de
optimize edilmesini saglamistir. Ornegin, analizde kullanilan ¢dziicii bilesimi ve ortam
pH's1 gibi parametrelerin birlikte degerlendirilmesi, bilesiklerin ayrilma 6zellikleri
iizerinde belirleyici bir rol oynayabilir. Bu tiir karsilagtirmali analizler, yontemin farkli
kosullarda nasil davrandigimi anlamak ve optimum c¢alisma kosullarimi belirlemek
acisindan onemlidir. Ayrica, deney tasarimi ile elde edilen model, yalnizca mevcut
analiz yonteminin verimliligini artirmakla kalmayip, gelecekte benzer ¢alismalar igin
yol gosterici bir c¢erceve olusturabilir. Bu sayede, yontemin farkli uygulamalara
uyarlanabilirligi artirilir ve daha genis kullanim alanlari i¢in giivenilir bir referans

saglanir (295).

Box-Behnken tasarimi, farmasotik analizlerde Ozellikle safsizliklarin
metodolojik degerlendirmesi i¢in giiclii bir aragtir. Bu tasarim, deneysel parametrelerin
hassas bir sekilde optimize edilmesini saglar ve faktorler aras1 karmasik etkilesimleri
anlamaya yardimci olur. Analitik yontem gelistirme siireclerinde deney tasarimi
yaklasimlari, giivenilir sonuglar elde edilmesini saglayarak siirecin verimliligini
artirmada dnemli bir rol oynar. Bu tiir tasarimlar, analitik kosullarin sistematik bir
sekilde degerlendirilmesine ve optimize edilmesine yardimci olur. Ayn1 zamanda,
deney planlama ve veri analizi siireclerini kolaylastirarak yontemin dogrulugunu ve
tekrarlanabilirligini artirir. Farmasotik kalite kontrol siireclerinde bu yaklagimlar,
analitik yontemlerin siirekli iyilestirilmesine katkida bulunarak daha giivenilir ve

siirdiiriilebilir analiz prosediirlerinin olusturulmasina olanak tanimaktadir (296,297).

Deney Tasarumi ve Yanit Analizi

Deney tasarimi, yalnizca parametrelerin se¢imi ve deneylerin yiiriitiilmesi ile
sinirh degildir. Deneylerden elde edilen verilerin dogru bir sekilde analiz edilmesi ve
bu verilerin anlamli sonuclara doniistiiriilmesi, siirecin en O0nemli asamalarindan
biridir. Yanit analizi, faktorler ve yanit degiskenleri arasindaki iliskilerin belirlenmesi

ve matematiksel modellerle ifade edilmesi siirecini kapsar. Bu asama, analitik
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yontemlerin performansini iyilestirmek ve optimize etmek igin kritik bir rol oynar

(298).

Yanit analizi siirecinde, degiskenlerin bireysel etkileri ve olasi karsilikli
etkilesimleri detayl bir sekilde degerlendirilir. Ornegin, bir analitik yontemde sicaklik,
akis hiz1 veya ¢oziicii bilesimi gibi faktorlerin, 6l¢lim sonuglan iizerindeki etkileri
sistematik olarak incelenir. Bu tiir analizler, farkl1 degiskenler arasindaki iligkilerin
anlagilmasina ve analiz sonuclar iizerindeki etkilerinin tahmin edilmesine olanak
tanir. Ayrica, yanit analizi siireci, deney tasarimi ile elde edilen verilerin istatistiksel
anlamliligin1 degerlendirmek ve yontemin giivenilirligini artirmak i¢in kritik bir agama

olarak goriilmektedir (299).

Istatistiksel araclar, yanit analizi siirecinde kritik bir rol oynar. ANOVA, Pareto
diyagramlar1 ve yanit yiizey grafikleri gibi araclar, faktorlerin 6nem derecesini ve
bunlarin yamt iizerindeki etkilerini belirlemede kullanilir. Bu araglar, analitik
yontemlerin optimizasyonunda hangi faktorlerin kritik oldugunu anlamay1 ve gereksiz
parametreleri eleme kararlarim destekler. Ayrica, regresyon analizi ile olusturulan
matematiksel modeller, deney tasariminin tahmin edici giiciinii artirir ve modelin

dogrulugunu test eder (300).

Deney tasarimi ve yanit analizi, farmasotik analizlerde analitik yontemlerin
gelistirilmesinde ayrilmaz bir siiregtir. Yanit analizi, deneylerden elde edilen verilerin
anlamlandirilmasini saglar ve bu verilerin yontem gelistirme siirecine entegrasyonunu
kolaylagtirir. Bu siireg, 6zellikle karglumik asit gibi kompleks bilesiklerin analitik

yontemlerinin optimize edilmesinde kritik bir rol oynamistir (301).

Deney Tasarimi Sonuclarinin Uygulanmasi

Deney tasarimi sonuglarinin uygulanmasi, optimize edilen kosullarin gercek
analizlerde kullanilabilirliginin test edilmesi siirecini kapsar. Bu asama, deney
tasarimiyla elde edilen teorik bulgularin analitik yontemlere entegrasyonunu ve bu
yontemlerin pratikteki performansmi degerlendirir. Ozellikle farmasétik analizlerde,
deney tasarimi sonuglarmin uygulanmasi, metodun giivenilirligini artirmak ve analitik

dogrulugu saglamak i¢in kritik bir adimdir (302).
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Deney tasarimi sonuglarinin uygulanmasi sirasinda, belirlenen optimum
kosullarin gercek analizlerdeki performansi test edilir. Ornegin, HPLC analizinde
kolon sicaklig1, hareketli fazin pH degeri ve akis hiz1 gibi parametrelerin etkisi gercek
ornekler tizerinde degerlendirilir. Bu testler, deney tasarimi sirasinda elde edilen
modelin dogrulugunu ve tahmin edilebilirligini dogrulamak i¢in kullanilir. Ayrica,
deney tasarimi sonuglarinin farkli laboratuvar kosullarinda uygulanabilirligi de bu

siirecte test edilir (303).

Pratik uygulama asamasinda, deney tasarimi ile elde edilen sonuglarin
saglamlig1 ve tekrarlanabilirligi degerlendirilir. Kiiciik degisikliklerin analiz sonuglar
izerindeki etkileri incelenerek, yontemin farkli kosullar altinda da tutarli performans
gdsterip gdstermedigi belirlenir. Ornegin, analiz sirasinda gevresel veya operasyonel
faktorlerdeki kiigiik degisikliklerin sistem iizerindeki etkileri test edilerek, yontemin
dayaniklilig1 gézlemlenir. Bu tiir degerlendirmeler, analitik yontemlerin giivenilirligini

artirir ve validasyon stirecine saglam bir temel olusturur (304).

Deney tasarimi sonuglarimin uygulanmasi siirecinde, Minitab gibi yazilimlar
kritik bir rol oynar. Bu yazilimlar, deney tasarimiyla elde edilen tahminlerin ve gercek
analiz sonuglarmin karsilagtirilmasimi kolaylastirir. Ayrica, Pareto diyagramlan ve
yanit ylizey grafikleri gibi gorsellestirme araglari, sonuglarin gorsel olarak
anlagilmasini saglar. Bu araglar, herhangi bir sapmay1 veya model uyumsuzlugunu

tespit etmek icin etkili bir sekilde kullanilir (305).

Deney tasarimi sonuglarinin uygulanmasi, analitik yontemlerin giivenilirligini
ve dogrulugunu artiran bir siiregtir. Bu asama, deney tasariminin teorik bulgularini
pratik analizlere entegre eder ve farmasotik analizlerde yontem performansini
optimize eder. Karglumik asit ve bozunma iiriinleri analizlerinde, bu siire¢, analizlerin

tekrarlanabilirligini ve dogrulugunu saglamak icin kritik bir rol oynamustir.
2.7.3. Validasyon Parametreleri ve Gereklilikleri
Secicilik
Secicilik, analitik yontemlerin, bir bilesigi matris i¢indeki diger bilesenlerden

ayirt edebilme yetenegini ifade eder. Bu test sirasinda, ana bilesik ile bozunma
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irtinleri, safsizliklar veya yardimci maddeler (plasebo), ¢oziicii, hareketli faz arasinda

herhangi bir girisim olup olmadigi incelenir (306,307).
Bir yontem segici olarak kabul edilir, eger:
o Pik saflik indeksi> %99 bulunmas1 hedeflenir
o Ayiricilik (Rs): Yakin eliisyona ugrayan iki pik i¢in Rs > 1,5 olmasi beklenir.

¢ Bos Matris ve Plasebo Testleri: Yardimci maddeler iceren c¢ozeltiler analize

dahil edilir; hedef analit retansiyon siiresinde bagka pik olmamalidir.

o Impiirite Eklenmis Cozelti Denemeleri: Ana bilesige, potansiyel bozunma
iiriinleri veya safsizliklar eklenir. Her bilesik ayr1 pik olarak gozlenmeli ve Rs

> 1,5 olmalidir.

e Stres Bozunma Calismalart: Isik, 1s1, asit/baz gibi kosullarda bozundurulan
ornek analiz edilir. Ana bilesik piki, bozunma iiriinlerinden ayrilabilmelidir (Rs

>1,5)

Sistem Uygunluk

Sistem uygunlugu testleri, analitik yontemin tutarlilii ve giivenilirligini
dogrulamak i¢in gergeklestirilir. Bu testler, yontemin kullanim 6ncesinde belirtilen

kriterlere uygun calistigini dogrular (308,309).
Parametreler:

o Teorik Tabaka Sayisi: Kolon verimliliginin bir gostergesidir ve yeterince

yiiksek olmalidir (6rnegin, >2000).

o Kapasite Faktorii: Analitin sabit fazda ne kadar tutuldugunu gosterir. k> 2
olmas1 tercih edilir; ¢ok diisiik k’ degerleri analitin sabit fazla etkilesmeden

ciktigini gosterir.

e Alikonma Siiresi: Bilegiklerin tutarli bir sekilde ayni zamanda ¢ikmasi

saglanmalidir (n=6, BSS < %]1).

o Standart ¢ozeltinin ardigik alt1 enjeksiyonu i¢in tekrarlanabilir sonug elde

edilmelidir (n=6, BSS < %0.85).
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e Pik Simetrisi: Pikler simetrik olmali ve asimetri faktérii genellikle 0,8-1,5

arasinda olmalidir.

o Pik Kuyruklanma Faktorii (T): Pik seklinin simetrisini gosterir. Kabul edilebilir
simir genellikle T < 2 seklindedir. Asir1 kuyruklanma nicel hatalara neden

olabilir.

Uygulama:
Her analiz serisinden Once sistem uygunlugu kriterleri test edilir ve sonuglar kontrol
edilir. Kriterlere uymayan sistem, analiz Oncesi sorun giderilerek tekrar
hazirlanmalidir.

Dogrusallik ve Arahk

Dogrusallik, analitik yontemin belirli bir derisim araliginda dogrusal yanit
verebilme yetenegini ifade eder. Yontemin araligi, diisiik (QL) ve yiiksek derigim

seviyeleri arasinda kalan analitik bolgeleri kapsar (310,311).
Prosediir:

o Farkli derisim seviyelerinde (genellikle 5-7 farkli derisimde) standart ¢ozeltiler

hazirlanir.
e Pik alanlar1 ve derigimler arasinda bir dogrusal iligki olup olmadig1 incelenir.
o Korelasyon katsayisi (R?) genellikle >0,999 olmalidir.

Kalibrasyon egrisi, dogru bir sekilde olusturulmussa, yontemin dogrusal bir
aralikta calistigini gosterir. Bu, analitik yontemin tekrarlanabilirligini ve dogrulugunu

gliclendirir.

Kesinlik ve Dogruluk

Kesinlik, analitik yontemin, tekrar edilen 6lgiimlerde tutarli sonuglar verebilme
yetenegidir. Giin i¢i ve gilinler arasi tekrarlanabilirlik testleriyle degerlendirilir.

Kesinlik ve ara kesinlik i¢in alt1 tekrarli olarak numune analizi yapilir.
Test Ttirleri:

e Giin I¢i Kesinlik: Ayn1 giin iginde yapilan ¢oklu analizlerde varyasyonun

Olciilmesi.
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e Gilinler Arast Kesinlik: Farkli gilinlerde yapilan analizlerde sonuglarin

degiskenligi.

Sonuglar:

BSS %2’nin altinda olmalidir.

Dogruluk, analitik yontemin gercek derisimi ne kadar dogru Slgebildigini
gosterir. Genellikle bilinen miktarlarin analize eklenmesi ve geri kazanim yiizdelerinin

hesaplanmasiyla degerlendirilir.
Test Detaylart:

o Bilinen derisimlerdeki analit, numune matrisine eklenir (diisiik, orta ve yiiksek

seviyelerde).
o Her seviyede ii¢ tekrarli numune hazirlanarak analiz yapilir.
o Geri kazanmim yiizdesi hesaplanir:

o Geri Kazanim (Geri Kazanim (%) = (Tayin Edilen Derisim / Teorik Derisim)

x 100

e Dogruluk degerlendirmelerinde, teorik ve Olciilen degerler arasindaki fark
ayrica bagil hata (%) olarak ifade edilebilir. Bu deger, yontemin sistematik

sapma igerip igermedigini gosterir ve genellikle +%2 sinirlar icinde olmalidir.

e Ayrica dogruluk degerlendirmelerinde, teorik ve 6lgiilen degerler arasindaki
fark bagil hata (%) olarak hesaplanir. Bagil hata, yontemin sistematik sapma
icerip icermedigini belirlemek ic¢in kullanilir ve bu degerin %2 siirlar

icerisinde olmas1 beklenir.

Beklenen Sonuglar:

Geri kazanim oram1  her bir numune igin %98-102 arasinda
bulunmalidir.(312,313)
Saglamhk

Saglamlik, analitik yontemin, ¢alisma kosullarinda yapilan kiigiik

degisikliklere dayanikliligin1 ifade eder.
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Test Degiskenleri:
o pH: Hareketli faz pH'inda +0,2 birimlik degisiklikler.
o Sicaklik: Kolon sicakliginda +5°C degisiklikler.
e Akis Hizt: Akis hizinda +%10 degisiklikler.

Sonuglar:
Bu degisiklikler sonucunda pik alanlari, rezoliisyon ve diger parametrelerdeki

degisiklikler kabul edilebilir limitler i¢inde kalmalidir (314,315).

Saptama Sinir1 ve Tayin Sinir1 (LD/QL)

LD (Saptama Sinir1), bir bilesik sinyalinin algilanabilir en diigiik miktarini
ifade ederken, QL (Tayin Alt Sinir1), nicel analiz yapilabilir en diisiik miktar1 temsil

eder.
Belirleme Yontemleri:
o Sinyal/Giiriiltii Orani:
o LD: Sinyal/gliriiltii oran1 >3.

o QL: Sinyal/giiriiltii oran1 >10 (316-318).

2.8. ICH Q3B ve Q14 Gereksinimleri

Farmasétik {irlinlerin gelistirme ve kalite kontrol siireglerinde, Uluslararasi
Uyum Konseyi (ICH) tarafindan belirlenen kilavuzlar, standartlastirilmis bir gerceve
sunar. ICH Q3B (R2) ve ICH Q14, 6zellikle bozunma {iriinleri analizi ve analitik
yontem gelistirme siireglerinde kritik 6neme sahiptir. Bu kilavuzlar, farmasétik
irtinlerin glivenilirligini, etkinligini ve kalitesini saglamak i¢in bilimsel ve risk tabanl

yaklagimlar tesvik eder.
ICH Q3B (R2): Bozunma Uriinleri ve Kabul Kriterleri

ICH Q3B (R2) kilavuzu, bozunma iiriinlerinin siniflandirilmasi, tanimlanmasi
ve kontrolii i¢in detayl gereklilikler sunar. Farmasétik iiriinlerin stabilite ¢alismalari
sirasinda bozunma iriinlerinin olusumu dikkatle izlenir ve belirlenen esik degerlere

uygunlugu kontrol edilir.
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Bozunma Uriinlerinin Tanimlanmasi ve Siiflandirilmasi:

e Tammli Bozunma Uriinleri: Yapis1 belirlenmis ve toksikolojik olarak

degerlendirilmis bilegenler.

e Tanimlanmamis Bozunma Uriinleri: Yapis1 belirlenememis ancak miktar

acisindan raporlanmig bilesenler.
Kabul Edilebilir Limitler:

o Klinik olarak test edilen firiinlerde bozunma iiriinlerinin esik degerleri

genellikle %0,2 ile %0,5 arasinda degisir.

o Bu limitler, toksikolojik degerlendirmelere ve farmakolojik 6zelliklere gore

belirlenir.
Analitik Gereksinimler:

e Bozunma iirlinlerinin analizi i¢in yontemler hem 6zgiinliik hem de hassasiyet

acisindan optimize edilmelidir.

e HPLC ve UHPLC gibi kromatografik teknikler ile kiitle spektrometrisi,

tanimlama ve miktar tayini i¢in 6nerilir.
ICH Q14: Analitik Prosediir Gelistirme

ICH Q14 kilavuzu, analitik yontemlerin gelistirilmesi, validasyonu ve yasam
dongiisii boyunca kontrol edilmesine ydnelik bir yol haritasi sunar. Bu kilavuz,
Ozellikle analitik prosediirlerin bilimsel bir temelde gelistirilmesi ve siirekli

iyilestirilmesi icin kalite risk yonetimini (QRM) tesvik eder.
Temel Gereksinimler:

o Bilim ve Risk Temelli Yaklagim: Analitik yontem gelistirme siire¢lerinde kritik

parametrelerin belirlenmesi ve optimize edilmesi gerekir.

e Deney Tasarimi (DoE): Yamit yilizey metodolojisi (RSM) ve faktoriyel
tasarimlar gibi istatistiksel araglar kullanilarak, analitik prosediirlerin

performansi optimize edilir.
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e Yasam Donglisii Yonetimi: Analitik yontemlerin performansi, tiriiniin yasam

dongiisii boyunca izlenir ve gerekirse yenilenir.
Bozunma Uriinleri Analizinde ICH Q3B ve Q14'iin Birlikte Kullanim

ICH Q3B ve Q14, bozunma iiriinleri analizi i¢in entegre bir yaklagim sunar. Bu
iki kilavuzun bir arada kullanilmasi, analitik prosediirlerin giivenilirligini artirir ve

iiriiniin stabilite profili hakkinda daha kapsamli bilgi saglar.
Pratik Uygulama:

e Bozunma Uriinlerinin izlenmesi: ICH Q3B gerekliliklerine uygun olarak,
belirlenen esik degerlerde bozunma iiriinlerinin varligi diizenli olarak analiz

edilir.

o Yontem Gelistirme: HPLC veya UHPLC gibi kromatografik yontemler, Q14

cergevesinde optimize edilir ve siirekli izlenir.

o Risk Yonetimi: Kritik parametreler, deney tasarimi yaklagimlari ile belirlenir

ve optimize edilir.
ICH Kilavuzlarinin Farmasotik Uriinlere Katkilart

o Kabul Edilebilir Giivenlik Seviyeleri: Tiim analizler, klinik giivenlik agisindan

riskleri minimize edecek sekilde tasarlanir.

e Siirecte Standartlasma: Kilavuzlar, global uyumlu bir kalite kontrol standardi

olusturur.

o Daha Hizli ve Gilivenilir Gelistirme: Bilimsel ve risk bazl siirecler, yeni
analitik yontemlerin daha hizli ve giivenilir sekilde gelistirilmesine olanak

tanir.
Sonug

ICH Q3B ve Q14 kilavuzlari, farmasotik iiriinlerin analitik degerlendirme
siireglerinde bilimsel, giivenilir ve standart bir ¢erceve sunar. Bu kilavuzlarin entegre
sekilde kullanilmasi, bozunma fiiriinlerinin ydnetiminden analitik prosediirlerin
gelistirilmesine kadar her asamada farmasotik iiriinlerin kalite giivencesine katki

saglar (172,241).
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Malzemeler

Bu bolimde, gerceklestirilen analizlerin  giivenilirligi, dogrulugu ve
tekrarlanabilirligini saglamak amaciyla secilen kimyasal maddeler, reaktifler,
standartlar ve referans maddeler ile kullanilan cihaz ve ekipmanlar detayli sekilde
aciklanmistir. Kullanilan tiim materyaller, yontem validasyonlarmin etkinligini ve
dogrulugunu desteklemek iizere yiiksek saflik ve kalite standartlara uygun olarak

secilmistir.

3.1.1. Kimyasal Maddeler ve Reaktifler

Analizlerin giivenilirligi ve dogrulugu, kullanilan kimyasal maddelerin
safligina ve uygunluguna dogrudan baglhidir. Bu nedenle, analizlerde kullanilan
kimyasal bilesenler yiiksek saflik derecesine sahip iriinlerden secilmis ve belirli
kriterlere gore kullanilmistir. Analizlerde asetonitril (HPLC derece, LiChropur,
Darmstadt, Almanya), orto-fosforik Asit (%85 saflikta, LiChropur, Darmstadt,
Almanya), potasyum dihidrojen Fosfat (LiChropur, Darmstadt, Almanya) kullanilmis
ve ultra saf su saflagtirma sistemi Milli-Q Su, Millipore Milli-Q ile elde edilmistir.
Tim analizlerde ¢ozeltilerin hazirlanmasinda ve hareketli fazin seyreltilmesinde

kullanilmistir. Ek olarak kullanilan kimyasal maddeler asagida verilmistir.
e Sodyum Hidroksit (NaOH): LiChropur, Darmstadt, Almanya
e Metanol (HPLC Dereceli): LiChropur, Darmstadt, Almanya
o Hidroklorik Asit (HCI, %37LiChropur, Darmstadt, Almanya
Filtrasyon ve Numune Hazirlama I¢in Kullanilan Malzemeler:
o PVDF Membran Filtre (0,45 um, Millex)
o Hidrofobik PTFE Filtre (0,45 pm)

3.1.2. Standartlar ve Referans Maddeler

Kullanilan standart ve referans maddeler analizin dogrulugunu ve giivenirligini

saglamak i¢in yiiksek saflikta se¢ilmistir:



54

o Karglumik Asit (N-Karbanil-L-Glutamik asit): Etkin madde olarak %99,6
saflik derecesinde Nuray Chemicals firmasindan (Tamilnadu, Hindistan) temin

edilmisgtir.
« L-Hidantoin-5-propionik Asit (ilgili bilesik A veya HPA): Nuray Chemicals
o Pirokarglumik Asit: Nuray Chemicals'tan saglanmistir.
o Piroglutamik Asit: Nuray Chemicals'tan temin edilmistir.
o Dikarbamoil L-Glutamik Asit: Nuray Chemicals firmasindan saglanmistir.

Referans maddelerin ve standartlarin saflik derecelerini, analiz sonuglarinin
giivenilirligini ve yontem validasyon siireglerinin dogrulugunu tanimlayan sertifikalari
Ekler kisminda sunulmustur.

3.2. Cihaz ve Ekipmanlar

Kullanilan cihaz ve ekipmanlarin detayli aciklamalar1 asagida verilmistir:

A. Etken Madde ve Dissoliisyon Analiz Yontemi icin Kullanilan Cihaz

Agilent Infinity II HPLC (1260) Sistemi

e 1260 Quaternary Pump (G7111B) Pompa sistemi,

e 1260 Vial Sampler (G7129A) Otomatik 6rnekleyici

e 1260 MCT (G7116B) Kolon sicakligi kontrol iinitesi
e 1260 DAD WR (G7115A) Dizi diyot dedektdr (DAD)

o Kolon (Waters HSS T3; Xselect Peptide,100 A°, 250 mm X 4.6 mm, 5.0 pm
partikiil boyutu)

B. Safsizlik Analiz Yontemi icin Kullanilan Cihaz
Agilent 1290 Infinity I UHPLC Sistemi:

» 1290 Flexible Pump (G7104A) Pompa sistemi,

» 1290 Multisampler (G7167B) Otomatik drnekleyici

» 1290 MCT Kolon Firin1 (G7116B) Kolon sicaklig1 kontrol iinitesi
» 1290 DAD FS Dedektorii (G7117A Dizi diyot dedektér (DAD)
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Kolon (Waters BEH C18, 150 mm x 2.1 mm, 1.7 pm partikiil boyutu)

C. Ekipmanlar

alinur.

Analitik Terazi (Mettler Toledo XPR205)
pH Metre (Mettler Toledo SevenExcellence S475-K)

Manyetik Karistirict

3.3. Standart, Cozelti ve Numunelerin Hazirlanmasi

3.3.1. HPLC Miktar Tayini ve Dissoliisyon Analizi icin ¢ozelti
hazirlamislar:

Standart Cozelti: 20 mg karglumik asit referans standardi, 50 mL'lik balona

pH 6.8 tampon ile ¢oziiliip 50 mL'ye tamamlanir.

Bu ana stoktan alinan 2.0 mL ¢dzeltinin hacmi 20 mL’ye tamamlanarak

40 pg/mL’lik ¢aligma ¢ozeltisi elde edilir.
Hazirlanan ¢6zeltinin 5 °C'de en az 60 saat stabil oldugu gézlemlenmistir.

Dissoliisyon ¢alismalari i¢in, USP Tip II aparat kullanilarak pH 1.2, 4.5 ve

6.8 degerlerinde ti¢ farkli tampon ortami hazirlanmistir. En yaygin kullanilan pH 6.8

fosfat tamponu, asagidaki sekilde hazirlanir:

0.2 M KH2POs ¢ozeltisi: 27.22 g potasyum dihidrojen fosfat, saf suda

coziilerek 1000 mL’ye tamamlanir.

0.2 M NaOH ¢o6zeltisi: 8.4 g sodyum hidroksit, saf suda ¢oziilerek

1000 mL’ye tamamlanir.

pH 6.8 tampon: 250 mL KH2PO. ¢6zeltisi + 112 mL NaOH ¢dzeltisi
karigtirtlip 1000 mL’ye tamamlanir.

Test Cozelti: Tablet, 750 mL dissoliisyon ortami igeren behere eklenir. 37 °C

sicaklik ve 100 devir/dk hizda 15 dakika ¢aligtirilir. Alinan 6rnekler, pH 6.8 tamponu

ile seyreltilerek analiz edilir. Dissoliisyon ortamindan 1.5 mL alinir ve 10 mL’ye

seyreltilir. 40 pg/mL’lik ¢aligma ¢ozeltisi elde edilir.
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3.3.2. Safsizhik Analizi icin ¢ozelti hazirlamislar

Standart Cozelti:
e 40.0 mg karglumik asit referans standardi, 5.0 mL'lik balona alinir.
o Hareketli faz ile ¢6ziiliip 5.0 mL’ye tamamlanir (8000 pg/mL).
e Karnstirma siiresi: 30 dakika.
o Stabilite: 48 saat, 5 °C'de saklanmalidir.
Safsizlik Standart Cozeltileri:

o Her bir referans madde (ilgili bilesik A, pirokarglumik asit, piroglutamik asit,

dikarbamoil L-glutamik asit) i¢in 1.6 mg alinir.

e 20mL balona konularak diliient ile 20.0 mL’ye tamamlanir (80 pg/mL).

Safsizlik Limit Konsantrasyonda hazirlanmistir.
o Karnstirma siiresi: 30 dakika.
o Stabilite: 48 sat, 5 °C'de saklanmalidir
Test (Numune) Cozeltisi:
e On tablet tartilir, 6giitiliir.
o lginden alinan 100.0 mg toz (40 mg etken madde igerir), 5 mL balona eklenir.
o Hareketli faz ile ¢6ziiliip 5.0 mL’ye tamamlanir (8000 pg/mL).
o Karistirma siiresi: 5 dakika.
e Hazirlanan test ¢ozeltisi 5°C’de 48 saat stabildir.
Plasebo Toz Karisimi1 Hazirlanisi:

Etken madde haricinde karglumik asit tablet formiilasyonu ile birebir uyumlu
bilesenler igermelidir. Bir tablet icin sirasiyla silisifiye mikrokristalize seliilloz
(seyreltici), mannitol (seyreltici), kopovidon K28 (baglayici), krospovidon tip B
(dagitici) ve sodyum stearil fumarat (lubrikan) tartilmistir. Plasebo hazirlanisi igin

once silisifiye mikrokristalize seliiloz, mannitol, kopovidon ve krospovidon homojen
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bir karigim elde edilene kadar karigtirilir, ardindan son asamada sodyum stearil fumarat

eklenerek homojenizasyon saglanir.
Plasebo Cozeltisi:
e 60 mg toz plasebo alinir, 5 mL balona eklenir.
o Hareketli faz ile ¢6ziiliip 5.0 mL’ye tamamlanir (8000 pg/mL).

¢ Karnistirma siiresi: 5 dakika.

3.4. HPLC-UHPLC Cihazinda Veri Kayit ve Degerlendirilmesi

Analitik yontem gelistirme ve validasyon siire¢lerinde HPLC ve UHPLC
sistemleri, yiiksek hassasiyetli analizlerin gerceklestirilmesi i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir. Calismada, Agilent 1290 Infinity Il UHPLC ve Agilent 1260 Infinity
I HPLC sistemi kullanilarak, veriler OpenLab yazilimi ile kaydedilmis ve analiz

edilmisgtir.
e Veri Toplama Siireci:

o Numuneler, otomatik enjektor sistemi ile analiz edilerek kromatografik

pikler elde edilmistir.

o Detektor sinyalleri, HPLC metodu i¢in 205nm ve UHPLC metodu i¢in
214 nm dalga boyunda DAD (Dizi Diyot Dedektdr) ile olgiilerek
spektral veriler kaydedilmistir.

o Piklerin alikonma siireleri, ¢oziiniirliikleri, kuyruklanma faktorleri ve

pik alanlar1 sistem yazilimi tarafindan otomatik olarak hesaplanmstir.
e Veri Isleme ve Degerlendirme:

o Pik integrasyonu, manuel ve otomatik entegrasyon yontemleri

kullanilarak dogrulanmustir.

3.5. listatistiksel Analiz Yontemleri

Analitik verilerin giivenilirligi ve yontemin istatistiksel olarak dogrulanmasi

amaciyla, asagidaki analiz yontemleri uygulanmistir:
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e Dogrusallik ve Regresyon Analizi:

o Standart egrinin dogrusal olup olmadigi ANOVA analizi ile test

edilmisgtir.
e Tekrarlanabilirlik ve Ara Kesinlik:

o Aym giin ve farkli giinlerde yapilan analizler i¢in varyans analizi

(ANOVA) uygulanmis, limit BSS < %2 olarak belirlenmistir.
o Saglamlik Degerlendirmesi:

o Plackett-Burman Tasarimi ile yontemin kiiciik degisikliklere karsi

dayaniklilig1 test edilmistir.
o Degiskenlerin istatistiksel anlamlilig1 p < 0.05 olarak belirlenmelidir.
o Pareto Grafigi ve Yanit Yiizey Analizi:

o Kiritik metodolojik degiskenlerin yonteme etkisi Pareto grafikleri ile

gorsellestirilmistir.

o Yanityiizey metodolojisi (RSM) ile optimizasyon yapilmig ve en uygun

caligma kosullar1 belirlenmistir.

Bu istatistiksel analizler sonucunda, yontem degiskenlere kars1 duyarli

bulunmus ve validasyon kriterlerini sagladigi gosterilmistir.

3.6. Yontemler i¢cin Analitik Performans Kriterlerinin
Degerlendirilmesi

Analitik yontemin gelistirilmesi siirecinde Deneme-Yanilma Yontemi ile

asagidaki kromatografik parametreler degerlendirilmistir:

e Hareketli faz bilesimi: Metanol/su ve asetonitril/su karisimlar ¢esitli oranlarda
test edilmistir. Safsizhik degerlendirilen kisimda organik ¢ozelti
kullanilmamasi olarak karar verilmistir.

e Tampon sistemi: Farkli tampon tiirleri ve iyonik siddet araliklar1 (5-25 mM)
degerlendirilmis; ¢alismalarda 10 mM fosfat tamponu tercih edilmistir.

o Tampon pH araligi: pH 2.0-2.4 araliginda test edilmistir.
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o Akis hizi: 0.30-0.40 mL/dk araliginda denenmistir.
o Kolon sicakligi: 20-30 °C araliginda degerlendirme yapilmstir.

Gelistirilen UHPLC yontemi, farmasotik kalite kontrol siireglerinde giivenilir
bir analitik ara¢ olarak kullanilabilmesi amaciyla ICH Q2(R2) kilavuzuna uygun
sekilde validasyon parametrelerine gore degerlendirilmistir. Yontem optimizasyonu,
Box-Behnken Tasarimi (BBD) ve Plackett-Burman Tasarimi (PBD) kullanilarak
gergeklestirilmis; bu siiregte hareketli fazin pH degeri, kolon sicakligi ve akis hizi gibi
parametreler kritik degiskenler olarak ele alinmistir. Her bir parametreye ait ii¢ seviyeli
tasarim ile yanit yilizey metodolojisi uygulanmis, ¢alismalarda pH 2.0-2.4, sicaklik
20-30°C ve akis hiz1 0.30-0.40 mL/dk araliginda test edilmistir. Elde edilen sonuglara
gore optimum kosullar belirlenmis ve bu kosullarda yontem validasyonu

gergeklestirilmistir.
Tanimlanan safsizliklar:
o [llgili Bilesik A
e Piroglutamik asit

e Pirokarglumik asit

e Dikarbamoil L-glutamik asit

Yontem, bu safsizliklar karglumik asitten ve birbirlerinden etkili bir sekilde
ayirmaktadir. Bu, yontemin 6zgiinliigiinii ve ayrimciligim géstermektedir. Kor ¢ozelti,
plasebo, standart ve test ¢ozeltilerinin kromatogramlarn karsilastirilmis ve girisim

olmadigi dogrulanmalidir.

Bozunma firiinlerinin belirlenmesine yonelik analitik yontemler gelistirilirken,
ayrim giicii yiiksek, hassas ve tekrarlanabilir sonuglar veren tekniklerin kullanilmasi

gerekmektedir.
Bu siirecte asagidaki temel agsamalar dikkate alinmalidir:

o Dedektér Sec¢imi: Bozunma {irlinlerinin tespit edilebilmesi i¢in uygun
dedektorler belirlenir. Goriiniir ve ultraviyole 151k sogurma 6zellikleri bulunan

bilesikler i¢in uygun spektral araliklar kullanilir.
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e Stabilite Gosteren Y 6ntem: Bozunma iiriinlerinin olusumunu hizlandirmak igin
stres kosullart (1s1, 151k, oksidasyon ve asit/baz hidrolizi) uygulanmistir. Bu

stres testleri, yontemlerin stabilite siiresi boyunca kullanilabilecegini dogrular.

3.7. Analitik Yontem Validasyonu

HPLC ve UHPLC yo6nteminin karglumik asit ve safsizliklarinin analizi i¢in

ICH Q2(R2) kilavuzlarina uygun olarak dogrulandigini géstermektedir.

3.7.1. Dissoliisyon Metodu Analitik Yontem Validasyonu

HPLC y6ntemi validasyonu, Uluslararas1 Farmasotik Teknik Gereklilikler i¢in
Uyum Konseyi (ICH) Q2(R2) kilavuzlar1 ve Avrupa Farmakopesi (EP)
gerekliliklerine uygun olarak gerceklestirilmistir. Yontemin dogrulugunu, kesinligini
ve giivenilirligini degerlendirmek amaciyla c¢esitli validasyon parametreleri

incelenmistir.

Sistem Uygunluk: Analitik sistemin uygunlugu, alt1 ardisik enjeksiyonun

tekrarlanabilirligi, pik simetrisi ve kolon etkinligi temelinde degerlendirilir.

Ozgiinliik: Analitik yontemin ozgiilliigii, kor ¢ozelti (kor), plasebo ve
yardimci bilesenlerin, karglumik asit ile analitik sinyal agisindan herhangi bir girisim

olusturup olusturmadiginin belirlenmesiyle degerlendirilir.

Dogrusallik ve Arahk: Analitik yontemin dogrusal yanit verdigi derisim
araligmi belirlemek amaciyla, ¢oziinme testi sirasinda elde edilen 6rnekler farkli
derisim seviyelerinde analiz edilir. Bu kapsamda, en az bes ayr1 derisim seviyesi (0.5
ug/mL - 60ug/mL araliginda; %0.1, %1, %10, %50, %100 ve %120) i¢in standart
cozeltiler hazirlanarak kromatografik sistemde enjekte edilir. Elde edilen pik alanlari
ile nominal derisimler arasinda kalibrasyon egrisi olusturulur. Dogrusallik
degerlendirmesi, en kiiclik ve en yiiksek derisimleri de kapsayacak sekilde secilen
aralikta yapilir. Kalibrasyon egrisi dogrulugu ve uygunlugu, regresyon katsayisi (R?)
ve kalibrasyon denklemine gore degerlendirilir. Ayrica, her bir derisim seviyesi i¢in
hesaplanan geri kazanim degerleri ve bagil standart sapma (%BSS) oranlariyla

yontemin nicel 6l¢iim giicli incelenmistir.
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Dogrusallik ¢alismasi ile yontemin uygun ¢aligma araligi belirlenir ve bu aralik
icinde yontemin gecerliligi dogrulanir. Gerekli durumlarda alt ve {ist sinir degerleri

icin saptama sinir1 (DL) ve tayin alt sinir1 (QL) hesaplamalari da ayrica yapilabilir.

Dogruluk ve Kesinlik: HPLC yontemi, dogruluk agisindan %98-102 geri
kazanim araliginda dogrulanmis ve yontemin kesinligi, %BSS < 2 olacak sekilde
belirlenmistir. Bu sonuglar, yontemin tekrarlanabilirligini ve dl¢iim giivenilirligini

desteklemek amaciyla kullanilmstir.

Saglamhk: Yontemin degisken test kosullar1 altinda giivenilirligini
degerlendirmek amaciyla Plackett-Burman deney tasarimi uygulanmistir. Hareketli
faz pH’si1, kolon sicakligi, dalga boyu ve akis hizinda yapilan kiiciik degisikliklerin
analitik performans tizerindeki etkisi incelenmis ve yontemin bu degisikliklere karsi

dayanikli (robust) oldugu gosterilmistir.

Elde edilen bulgular, c¢oziinme yontemi validasyonunun uluslararasi
diizenleyici gerekliliklerle uyumlu oldugunu ve farmasdtik analizlerde giivenilir bir

Olciim sagladigin ortaya koymaktadir.

3.7.2. Bozunma Safsizliklar1 Analitik Yontem Validasyonu

Karglumik asit ve bozunma iriinlerinin analizinde kullanilan UHPLC
yonteminin validasyonunu kapsamaktadir. Yontem, farmasotik kalite kontrolde
giivenilirligi saglamak amaciyla ICH Q2(R2) kilavuzlarina uygun olarak

dogrulanmisgtir.

Sistem Uygunlugu: Alt1 ardisik enjeksiyonun tekrarlanabilirligi saglanmali
olup, pik alanlar1 i¢in %BSS < %0.85, kuyruk faktorii 0.8-2, teorik plaka sayisr> 2000

ve safsizliklar arasinda ¢oziiniirliikk> 2 olarak belirlenmistir.

Ozgiinliik ve Stres Bozunma: Kor ¢ozelti, plasebo ve numune
kromatogramlar1 incelenir, 214 nm’de girisim tespit edilmemelidir. Stres bozunma

caligmalari, ydntemin bozunma iirlinlerini ayirma yetenegini dogrulamalidir.
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Dogrusallik ve Aralik: Yontemin dogrusal ¢alisma araligi icinde sinyal siddeti
ile analit derisimi arasinda yiiksek korelasyon saglanmali, regresyon katsayis1 (R* >
0.999) olarak bulunmalidir. 4 — 800 pg/mL araliginda 7 nokta, %0.05, %0.10, %0.50,
%1.00, %2.00, %5.00 ve %10.00 olarak, 3 tekrar analiz edilerek alanlarin ortalamasi
almmigtir. Ayrica karglumik asit i¢in 4 — 9600 pg/mL araliginda dogrusallik

caligilmistir.

Saptama ve Tayin Limitleri (DL/QL): DL, analiz edilen bilesigin sinyal-
glirliltii oraninin (S/N > 3) oldugu en diigiik derigsimi ifade ederken, QL, S/N > 10

olacak sekilde nicel olarak dogruluk ve kesinlik saglanan en diisiik seviyedir.

Dogruluk ve Kesinlik: %98-102 geri kazanim araliginda dogrulanmalidir,
%BSS < 2 olarak belirlenmistir. Giinler arasi, cihazlar arasi ve kolon degisiklikleri test
edilmeli ve tutarl1 bir performans saglanmalidir. Dogruluk ¢ozeltileri i¢in 4, 8000 ve
9600 pg/mL kullanmilmis ve 3 tekrarli olarak analiz edilmistir. Kesinlik analizinde
spesifikasyon derisimindeki (8000 pg/mL) test c¢ozelti farkli gilinlerde 6’sar kez

hazirlanmis ve analiz edilmistir.

Saglamhk: Plackett-Burman tasarimi ile dalga boyu, sicaklik, akis hizi ve pH
degisimleri degerlendirilmeli, yontem safsizlik analizinde istatistiksel olarak saglam

bulunmalidir.

Cozelti Kararhh@i: Test ve standart cozeltilerin kag giin stabil oldugu
validasyon ¢ercevesinde analiz edilir. Limit derisimlerinde (%0.1, 8 pg/mL) safsizlik
eklenmis %100 derisimindeki (8000 pg/mL) test ¢ozeltisi ve standart ¢ozelti (8000
ug/mL) 48 saat boyunca cesitli araliklarda birer kez analiz edilerek sonuglari

kaydedilmistir ve baslangi¢ kosuluna gore degisimleri %98-102 araliginda olmalidir.

Filtre Secimi: Farkli siringa tipi filtreler deneme yapilarak, tutunma olmamasi

ve optimum kromatogram igin test edilmistir.

3.8. Stabilite Calismalar:

Farmasotik iirlinlerin  raf 6mrii boyunca kalite Ozniteliklerini koruyup

korumadigimi belirlemek ve iirliniin raf 6mriinii tespit etmek amaciyla gerceklestirilen
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testlerdir. Bu ¢aligmalar, fiziksel, kimyasal ve biyolojik stabiliteyi kapsar ve ilag

formiilasyonlarinin giivenilirligini saglamak i¢in kritik dneme sahiptir.

3.8.1. Hiuzlandirilmis Stabilite Testleri

Stres bozunma ¢alismalari, karglumik asidin bozunma profillerini belirlemek
ve yoOntemin stabilite gostergesi olup olmadigmi dogrulamak amaciyla
gerceklestirilmigtir. Calisma, ICH Q1A(R2) ve ICH Q2(R2) kilavuzlarina uygun
olarak tasarlanmig olup, ilacin ¢esitli stres kosullar1 altinda bozunma davranigini

degerlendirmek igin farkli bozunma kosullart uygulanmistir.

Asit ve Baz Hidrolizi: Asit hidrolizi i¢in numuneler %0.1 HCI ¢ozeltisi ile
25°C’de 2 saat inkiibe edilmistir. Baz hidrolizi i¢in ise aym sicaklik ve siire boyunca
%0.1 NaOH c¢ozeltisinde bekletilmistir. islem sonunda ¢ozeltiler notralize edilerek

analize uygun hale getirilmistir.

Oksidatif Bozunma: Numuneler, oksidatif stres degerlendirmesi i¢in %3 H20:

cozeltisi ile 25°C’de 24 saat boyunca inkiibe edilmistir.

Termal Bozunma: Termal stabilite degerlendirmesi i¢in numuneler 90°C’de 21

giin boyunca kontrollii ortamda tutulmustur.

Fotolitik Bozunma: ICH Q1B yo6nergelerine uygun olarak numuneler UV/Vis

1518a maruz birakilmigtir.

e UV 151k maruziyeti: 200 W/m? UV-A 151k kaynag altinda 1.2 milyon liiks saat
(120 saat) siireyle tutulmustur.

o  Gorliniir 151k maruziyeti: 1.2 milyon liikks saat (120 saat) boyunca beyaz 1518a
maruz birakilmistir.

o Karsilastirma amaciyla karanlikta saklanan kontrol numuneleri de aym

kosullarda muhafaza edilmistir.
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Hizlandirilmis Stabilite Kosullari: Stabilite degerlendirmesi i¢in numuneler
40°C/ %75 RH kosullarinda 6 ay boyunca saklanmis ve belirli araliklarla analiz

edilmigtir.

Biitiin bozunma kosullari tamamlandiktan sonra numuneler, UHPLC
sisteminde analiz edilerek bozunma {irlinlerinin ayrimi ve yontemin stabilite gostergesi

olup olmadig1 degerlendirilmistir.

3.8.2. Formiilasyon Stabilite Testi

Formiilasyon stabilite testi, Karglumik asit formiilasyonlarinin uzun siireli
depolama kosullarinda stabilite profilini belirlemek amaciyla gergeklestirilmistir.
“Hacettepe University Journal of the Faculty of Pharmacy” dergisinde yayinlanan,
yontemin stabilite testleri i¢in uygunlugu vurgulanmis, 6zellikle ¢éziinme testleri
ve pH 6.8 fosfat tamponu gibi bagirsak ortamini simiile eden kosullarda stabilite

degerlendirilmistir.

o Formiilasyonlar, ICH Q1A(R2) kilavuzlarina uygun olarak 25°C/ %60 RH (12
ay) ve 40°C/ %75 RH (6 ay) kosullarinda test edilmistir. Coziinme hizi, tim
zaman noktalarinda (0, 3, 6, 9, 12 ay; hizlandirilmis i¢in 0, 3, 6 ay) Q > %90

olarak oOl¢iilmiis, formiilasyonun stabilite profilini korudugu dogrulanmastir.
o Analizler, gelistirilen HPLC-DAD/UV yontemiyle gerceklestirilmistir.

o Sonuglar, formiilasyonun stabilite profilini gostermektedir, 6zellikle ¢6ziinme

hiz1 Q > %90 15 dakikada elde edilmistir.

Bu testler, formiilasyonun raf Oomrii boyunca etkinligi ve kalitesini

korudugunu dogrulamaktadir.



65

4. BULGULAR
4.1. Etken Madde ve Dissoliisyon Analizleri icin HPLC Yontemi
4.1.1. Yontem Gelistirme Calismalari

Karglumik asidin dissoliisyon analizi i¢gin HPLC-DAD yo6ntemi gelistirilirken,
hareketli faz bilesimi, pH ve akis hiz1 gibi kritik kromatografik parametreler adim adim
degistirilerek en uygun kosullar belirlenmeye ¢alisilmistir. Ik denemelerde bazi
kosullarin sistem uygunluk kriterlerini karsilamadig1 goriilmiistiir. Ornegin, tampon
kullanilmaksizin nétr pH’ya yakin bir hareketli faz ve yliksek organik ¢oziicii orani
(%20 ACN) uygulandiginda karglumik asidin piki 6lii zamana ¢ok yakin alikonma
zamaninda gelmis, kapasite faktorii k> <1 olarak hesaplanmistir. Bu kosullarda
karglumik asit molekiilii yeterince tutunmadigi i¢in keskin ve asimetrik bir pik profili
olugmus; kuyruklanma faktorii Tr> 2.0 olarak gozlenerek pik seklinin kabul edilemez
diizeyde bozuldugu tespit edilmistir. Ayrica, hareketli faz tampon giiciiniin ¢ok diisiik
oldugu bir kosulda (6rnegin, 50 mM tamponlu, pH ~2 hareketli faz) kolondan elde
edilen teorik plaka sayis1 (N) yalnizca ~1800 olarak hesaplanmistir. Bu deger, genel
kabul goren N > 2000 kriterinin altinda kalmakta ve kolon verimliliginin yetersiz
oldugunu gostermektedir. Bu baslangic verileri, yontemin optimize edilmesi igin
hareketli faz kosullarinda onemli ayarlamalar yapilmasi gerektigine isaret etmistir.
Baslangicta saptanan bu sorunlar1 gidermek amaciyla hareketli faz pH’s1, tampon

derisimi ve organik ¢dziicii orani sistematik olarak optimize edilmistir.

Caligma kapsaminda fosfat tamponu ve asetonitril karigimlar1 farkli pH ve
oranlarda test edilmis; ayrica karglumik asidin alikonmasini ve pik seklini iyilestirmek
i¢in yeterli asidik ortam ve iyonik giic saglanmasina 6zen gosterilmistir. Ornegin,
asetonitril yiizdesinin diigliriilmesiyle analitin kolon iizerinde tutunma siiresi artmis,

kapasite faktorii degerleri 2 nin {izerine ¢ikmustir (Sekil 4.1, Tablo 4.1).



(A)

Kapasite Faktori (k')
S

0 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Asetonitril (%)

(B)

2.00r

1.25¢
1.001

0.751

Pik Simetri Faktoru (Tf)

0.50

0.251

o 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Asetonitril (%)

Sekil 4.1. Hareketli fazdaki asetonitril oraninin degisimi ile (A) kapasite faktorii ve
(B) pik simetrisindeki degisim.
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Tablo 4.1 Hareketli fazdaki asetonitril miktarinin degisiminin kromatografik

parametrelere etkisi

é:::;“sz/gl Kapasite Faktori (k')  Plaka Sayist (N) g;lf( tillfune(t,flﬂ
2 7.5 6800 1.01
4 6.5 6600 1.05
6 5.0 6000 1.10
8 3.5 4000 1.20
10 2.5 2000 1.30

Tampon derisiminin artirilmast ve pH’nin uygun aralifa (=2.0-3.5)

ayarlanmasi sayesinde pik simetrisinde belirgin iyilesme saglanmistir: diisiik tampon

kapasitesinde 1.43 olan Tf degeri, yiiksek iyonik giiclii kosullarda ~1.0 seviyesine

inerek ideal simetrik pikler elde edilmistir. Buna paralel olarak, artan tampon derisimi

ve azalan organik ¢Oziicii oraniyla teorik plaka sayisi 1800’lerden 6650’ye kadar

yiikselmis; kolon etkinligi ve ayrim kabiliyeti belirgin o6l¢iide artmistir (Sekil 4.2,

Tablo 4.2).

Kapasite Faktora (k')
H

(A)

50

75

100

125 150 175
Tampon Derisimi (mM)

200

250
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(B)
2.007

L1751

1.50

1.001

Pik Simetri Faktora (Tf)

0.00

50 75 100 125 150 175 200 225 250
Tampon Derisimi (mM)

Sekil 4.2. Hareketli faz tampon derisimi degisimi ile (A) kapasite faktorii ve (B) pik

simetrisi degigimi.

Tablo 4.2 Hareketli faz tampon derisimi degisiminin kromatografik parametrelere
etkisi.

Tampon Plaka Sayis1

Derigimi Kapasite Faktorii (k') Y Pik Simetri Faktorii (Tf)
N)

(mM)

50 6.2 1800 1.43

100 6.4 2100 1.30

150 6.6 4400 1.18

200 6.8 6650 1.02

250 7.0 6850 1.02

Hareketli fazin pH degerinin kromatografik performans iizerindeki etkisi,
yontemin optimizasyon siirecinde sistematik olarak degerlendirilmistir. pH araligi
2.0—4.0 arasinda incelenmis ve bu degisimin kapasite faktorii, teorik plaka sayis1 ve
pik simetri faktorii {izerindeki etkileri analiz edilmistir. pH degerinin artmasiyla

birlikte kapasite faktoriinde hafif bir artig gézlenmis, pH 2.0°da 6.3 olan k’ degeri pH



69

4.0’te 7.0’a ulagmigtir. Bu artig, ayrim kapasitesinde kiiciik ama istikrarli bir iyilesme

oldugunu gostermektedir.

Plaka sayilar1 pH degisiminden anlaml sekilde etkilenmemis, 6200 ile 5800
arasinda sabit bir profil sergilemistir. Bu durum, kolon verimliliginin pH’a karst
oldukga stabil oldugunu ortaya koymaktadir. En dikkat ¢ekici degisim ise pik simetri
faktoriinde gozlemlenmistir. pH 4.0’ta 1.40 olan simetri faktorii, pH 2.0’da 1.02’ye
kadar diismiis ve bu da diisiik pH kosullarinda daha keskin ve simetrik piklerin elde

edildigini géstermistir.

Elde edilen veriler dogrultusunda, yontemin pH 2.0-2.5 araliginda
calistirilmasiyla hem yiiksek simetri hem de yeterli kapasite faktorii saglandigi
sonucuna varilmig ve bu pH araligi ileri analizlerde tercih edilmistir (Sekil 4.3 ve Tablo

43).

(A)

Kapasite Faktoru (k')
B

2.00 2.25 2.50 215 3.00 3.25 3.50 3,75 4.00
pH
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(B)

0.75¢

Pik Simetri Faktoru (Tf)
-
o
o

0.50

0.25

0.00

2.00 2:25 2.50 2:75 3.00 3.25 3.50 3.75 4.00
pH

Sekil 4.3. Hareketli faz pH degisimi ile (A) kapasite faktorii ve (B) pik simetrisinin
degisimi grafigi.

Tablo 4.3. Hareketli faz pH degisiminin kromatografik parametrelere etkisi.

pH Kapasite Faktori (k') f;%ka Say1si Pik Simetri Faktorii (Tt)
2.0 6.3 6200 1.02
2.5 6.5 6100 1.05
3.0 6.7 6000 1.10
3.5 6.9 5900 1.25
4.0 7.0 5800 1.40

Akis hizi da alikonma iizerinde etkili oldugu i¢in degerlendirilmistir: ¢ok
yiiksek akis hizlarinda piklerin yeterince etkilesemeden kolonu terk ettigi (daha diisiik
N) goriilmiis, buna karsin ¢ok diisiik akis hizlar1 analiz siiresini uzatmigtir. Bu nedenle
optimum dengeyi saglayan ~1.1 mL/dk akis hiz1 tercih edilmistir (Sekil 4.4 ve Tablo
4.4).
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Kapasite Faktoru (k')
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Sekil 4.4. Hareketli faz akis hizinin degisimi ile (A) kapasite faktorii ve (B) pik
simetrisinin degigimi grafigi.
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Tablo 4.4. Hareketli faz akis hiz1 degisiminin kromatografik parametrelere etkisi.

élll{is/(il)z ! Kapasite Faktorii (k') Plaka Sayis1 (N) Pik Simetri Faktorii (Tt)
0.8 7.8 6000 1.10
0.9 7.3 6400 1.06
1.0 7.0 6850 1.02
1.1 6.7 6300 1.08
1.2 6.3 5800 1.15

Karglumik asidin HPLC ile ayiriminin optimizasyonu i¢in uygulanan deneme-
yanilma c¢alismalarindan elde edilen se¢ili kosullar ve bunlarin sistem uygunluk

parametreleri asagidaki tabloda ayrica 6zetlenmektedir (Tablo 4.5).

Tablo 4.5. Deneme-yanilma yontemiyle optimize edilen kromatografi kosullar
birlikte degerlendirildiginde sistem uygunluk sonuglari.

Dene Tampo p AC Ak Teori Kuyruklan  Kapasit Uygunluk

y n H N Hiz1 k ma Faktori e (Sistem
(mM) (%) (mL/dk Plaka (Tf) Faktorii  Kriterleri)
) Say1s k)
1(N)
1 50 2. 10 1.0 1800 1.43 24 Uygun
degil (N
<2000)
2 100 2. 6 1.0 2100 1.30 3.1 Uygun
2

3 150 2. 4 1.0 4400 1.18 5.5 Uygun
8

4 200 2. 2 1.1 6650 1.02 6.9 Uygun
5 (Optimu

m)

5 250 3. 2 1.0 6850 1.02 7.0 Uygun

5

Her bir kosul i¢in elde edilen N, Tf ve k’ degerleri, ilgili kosulun belirlenen
kriterlere gore uygun olup olmadigm géstermektedir. ik kosullar istenen simirlart

karsilamazken, optimizasyona yonelik degisikliklerle sonuglar kademeli olarak
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iyilesmistir. Ozellikle Kosul 4, tiim sistem uygunluk kriterlerini karsiladigindan en
uygun degerleri saglamistir (N = 6650, Tf ~1, k” > 5). Bu nedenle Kosul 4 nihai
yontem kosulu olarak secilmis; 200 mM fosfat tamponu (pH 2.5) ve %2 ACN igeren
hareketli faz ile 1.0 mL/dk akis hizinda karglumik asit pikinin yeterli alikonma (t R
~5.9 dk, k’ =6.9), yiiksek kolon verimliligi (N = 6650) ve simetrik pik sekli (Tf=1.02)
sagladig1 goriilmiistiir. Diger alternatif kosullar iginde 5 no’lu kosul her ne kadar
benzer bir kolon etkinligi gosterse de (%2 ACN, pH 3.5, 250 mM tampon; N = 6850,
Tf = 1.02), daha yiiksek tuz derisiminin ileride olusturabilecegi olas1 sakincalar
nedeniyle 200 mM tampon igeren kosul tercih edilmistir. Tezin bu agsamasina kadar
elde edilen bulgulara dayanilarak dissoliisyon analizi i¢in HPLC ile miktar tayini
yonteminin optimize edilen parametreleri agsagida verilen bigimde bulunmustur (Tablo

4.6).

Tablo 4.6. Dissoliisyonda Karglumik Asit Miktar Tayini i¢cin HPLC yontemi
parametreleri.

Parametreler Detaylar

Kolon C18; HSS T3; Xselect Peptide; 250 x 4.6 mm, 3 pm
(Waters)

Dalga Boyu (nm) 205 nm

Hareketli Faz 200 mM, pH 2.5 fosfat tamponu: Asetonitril 98:2
(h/h)

Akis Hizi (mL/dk) 1.1 mL/dk

Kolon Sicakligi (°C) 30°C

Numune Sicakligi (°C) 5°C
Enjeksiyon Hacmi (uL) 100 pL
Analiz Siiresi (dk) 12 dk

4.1.2. Karglumik Asidin Miktar Tayini ve Dissoliisyon Analizi Bulgulari

Karglumik asidin farmasotik tablet formiilasyonlarinda dogru ve giivenilir
sekilde analiz edilmesi, {irliniin kalite kontroliinde kritik bir éneme sahiptir. Bu
calismada, karglumik asidin miktar tayini ve dissoliisyon analizleri i¢in yiiksek
performansl sivi kromatografisi ve diyot dizisi dedektorii (HPLC-DAD) kullanilarak

kapsamli bir analitik yontem gelistirilmistir. Y dntem, ters faz C18 kolon kullanilarak
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optimize edilmis olup, hareketli faz olarak fosfat tamponu ve asetonitril karigimi tercih
edilmistir. Karglumik asidin analizinde optimum dalga boyu olarak 205 nm sec¢ilmistir
(Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Karglumik asit, ilgili bilesik a (HPA), pirolglutamik asit, pirokarglumik
asit ve dikarbamoil L-glutamik asit'in UV spektrumlari.

Gelistirilen yontem, ICH Q2(R2) yonergelerine uygun olarak spesifiklik,
dogrusallik, kesinlik, dogruluk, limit tayini (DL) ve miktar tayini limiti (QL) gibi kritik
validasyon parametreleri agisindan basarili sekilde degerlendirilmistir. Yontemin
hassasiyet ve saglamligi hem rutin kalite kontrol analizlerinde hem de g¢esitli
biyofarmasotik uygulamalarda kullanima uygun oldugunu gostermistir. Bu in vitro
analiz yonteminin validasyonu, {iriiniin etkinligi ve regiilasyonlara uyumunu garanti

etmek amaciyla kapsamli olarak gergeklestirilmistir.
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4.1.3. Sistem Uygunluk Test Sonuclari

Analitik yontemlerin tutarliligi ve glivenilirligini dogrulamak igin sistem
uygunluk testleri gergeklestirilmistir. Bu testler, yontem gelistirme asamasinda elde
edilen kromatografik kosullarin, rutin kullanimda tekrarlanabilir sonuglar verdigini
kanitlamak amaciyla yapilmistir. Sistem uygunlugu testlerinde, karglumik asit standart
cozeltisi ardisik olarak alt1 kez enjekte edilmis ve her enjeksiyon sonucunda elde edilen
veriler karsilagtirilmistir. Bu degerlendirmelerde karglumik asit i¢in elde edilen pik
alani, alikonma zamani, teorik plaka sayist ve kuyruklanma faktorii degerleri
incelenmistir. Karglumik asidin pik alanlan i¢in hesaplanan bagil standart sapma
(BSS) degerleri, ardisik alt1 enjeksiyonda %0,85 sinirinin altinda kalmig ve bu kriter
saglanmigtir. Ayrica, kolon etkinliginin bir gostergesi olan teorik plaka sayisinin
2000'in tizerinde oldugu ve piklerin simetrisini gosteren kuyruklanma faktoriiniin ise
0,8-2 araliginda oldugu dogrulanmistir. Bu sonuglar, gelistirilen HPLC ydnteminin

sistematik ve analitik giivenilirliginin yiiksek oldugunu goéstermektedir (Tablo 4.7).

Sonug olarak, sistem uygunluk testleri, gelistirilen yontemin kromatografik
performansinin giinliik analiz kosullarinda tutarli oldugunu ve giivenilir sonuglar
iiretebildigini dogrulamistir. Bu bulgular yontemin kalite kontrol siireclerinde rutin

kullanima uygun oldugunu kanitlamistir.

Tablo 4.7. Sistem uygunluk caligmasi sonuglart.

Enjeksiyon Alan Kuyruklanma Kapasite Plaka Sayis1
No. Degeri Faktorii (Tf)  Faktorti (k) (N)

1 2506.5 1.03 7.1 6815

2 2499.0 1.03 7.0 6875

3 2499.0 1.01 7.0 6838

4 2501.5 1.02 7.1 6844

5 2502.11 1.02 6.9 6862

6 2499.41 1.02 6.9 6856
Ortalama 2501.5 1.02 7.0 6850

SS 2.95 0.01 0.09 21.04

BSS 0.12 0.76 1.27 0.31
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4.1.4. Yontemin Secicilik ve Spesifiklik Degerlendirmesi

Yontemin secicilik ve spesifiklik degerlendirmesi, analiz sirasinda hedef
bilesik olan karglumik asidin tablet formiilasyonlarinda bulunan yardimc1 maddeler ve
coziicti gibi diger bilesenlerden kromatografik olarak ayrilip ayrilmadigini belirlemek
amaciyla yapilmistir. Bu degerlendirme kapsaminda, kor ¢oziicii (hareketli faz ve
kullanilan ¢oziiciiler), plasebo formiilasyonu ve karglumik asit igeren standart
cozeltilerin kromatogramlari karsilastirilmistir (Sekil 4.6).

DAD1

H6.8| DADA Sig=2054 Ref=off

;7‘ - @
" (b)

, \ B—
| (d)
(e)
I~ - - W

Sekil 4.6. Karglumik asit analiz yonteminin spesifitesi i¢in 6rnek kromatogram: (a)
pH 1.2 dissoliisyon ortami, (b) pH 4.5 dissoliisyon ortamu, (c) pH 6.8 dissoliisyon
ortami, (d) Karglumik asit standart ¢ozeltisi, (¢) Karglumik asit test ¢ozeltisi ve (f)
Plasebo.

Bu incelemelerde, standart karglumik asit ¢dzeltisinin kromatograminda tek,
net ve simetrik bir pik elde edilmis olup, bu pik diger matris bilesenleri ile herhangi
bir Ortlisme gdstermemistir. Ayrica, kullanilan kor ¢oziicii ve plasebo ¢ozeltilerinin
kromatogramlarinda hedef pikin alikonma zamaninda herhangi bir girisim
gozlemlenmemistir. Bu sonuglar, gelistirilen yoOntemin karglumik asidi,
formiilasyonda bulunan yardimci maddelerden ve ¢6ziinme ortamidaki olasi
girisimlerden etkin bir sekilde ayirabildigini ve spesifik bir sekilde Slgebildigini

kanitlamistir.
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Sonug olarak, yontem hem formiilasyon ortaminda hem de ¢6ziinme ortaminda
yiiksek segicilik ve spesifiklik gostermistir. Bu 6zellik, yontemin farmasotik kalite
kontrol siireclerinde ve rutin analizlerde kullanilabilmesi i¢in 6nemli bir avantaj

saglamaktadir.

4.1.5. Cozelti Stabilitesi ve Filtre Secimi Sonuclari

Analitik yontemin gilivenilir ve tutarli sonuglar verebilmesi i¢in, hazirlanan
ornek ¢ozeltilerin stabilitesi ve analiz oncesi kullanilan filtre tipinin analit {izerine
etkisi detayli sekilde incelenmistir. Bu ¢alismalar kapsaminda, hazirlanan karglumik
asit cozeltilerinin belirli sicaklik kosullarinda (5°C) zamana bagh stabilitesi

degerlendirilmis ve farkl filtre tiplerinin etkinligi test edilmigtir.

Cozelti stabilitesi testleri, karglumik asit igeren standart ve numune
cozeltilerinin 5°C'de 74 saat boyunca saklanmasiyla gerceklestirilmistir. Bu siire
icerisinde belirli zaman araliklartyla (0, 24, 48 ve 74 saat) ornekler analiz edilerek
sonuglar karsilastirilmistir. Bu degerlendirme sonucunda, ¢ozeltilerin belirtilen siire
boyunca herhangi bir bozunma veya anlamli bir derisim degisimi olmaksizin kararli
kaldig1 saptanmistir. Bu sonuglar, analiz 6ncesi hazirlanan ¢ozeltilerin 74 saat siireyle
analiz dogrulugunu ve tekrarlanabilirligini olumsuz etkilemeden kullanilabilecegini

dogrulamistir (Tablo 4.8).



Tablo 4.8. Cozelti Stabilitesi analiz sonuglari.

Cozelti Zaman(saat) Alan Degeri Baslangica Gore Uyum (%)
Standart 0 2501.5 100.0
24 2498.0 99.9
48 2497.5 99.8
74 2495.0 99.7
pH 1.2 Test 0 2502.0 100.0
24 2500.0 99.9
48 2499.5 99.9
74 2498.0 99.8
pH 4.5 Test 0 2500.5 100.0
24 2499.0 99.9
48 2498.5 99.9
74 2497.5 99.9
pH 6.8 Test 0 2501.0 100.0
24 2500.0 99.9
48 2499.0 99.9
74 2498.5 99.9
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Filtre secim calismalar1 kapsaminda ise, numunelerin analize uygun hale

getirilmesi sirasinda kullanilabilecek filtrelerin etkinligi arastirllmistir. Numunelerde

bulunan partikiillerin giderilmesi ve aktif bilesenin adsorpsiyon kaybinin minimize

edilmesi acisindan, farklh filtre tipleri (0,45 um hidrofobik PTFE, 0,45 pm Nylon ve

0,45 um Seliiloz Asetat filtreler) test edilmistir. Filtrasyon sonrasi numuneler alti

ardisik enjeksiyon yapilarak HPLC sistemi ile analiz edilmis, elde edilen veriler filtre

edilmemis (santrifiij ile hazirlanan) numunelerle kargilastirilmigtir.

Test edilen filtreler arasinda, 0,45 pm hidrofobik PTFE filtrelerin, karglumik

asit ve safsizliklarin derisimlerini koruma agisindan {istiin performans gosterdigi
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belirlenmigtir. Bu filtrenin diger filtrelere gére daha az analit adsorpsiyonuna neden
oldugu ve dolayistyla miktar tayini sirasinda dogrulugu artirdigi goriilmiistiir. Sonug
olarak, 0,45 um hidrofobik PTFE filtrelerin karglumik asit ¢ozeltilerinin analize
hazirlanmasinda en uygun segenek oldugu ve yontemin bu filtre tipiyle kullaniminin

giivenilir ve tekrarlanabilir sonuglar sagladigi belirlenmistir (Tablo 4.9).



Tablo 4.9. Filtre Calismas1 Analiz Sonuglari.

Numune Hazirlama Yontemi Enjeksiyon  Alan Uyum (%)
Santrifiij Edilmis (Referans) 1 2501.0

2 2499.5

3 2500.0

4 2501.5

5 2499.0

6 2500.0 100.0

Ortalama 2500.2 100.0
0,45 pm Hidrofobik PTFE 1 2499.5

2 2498.0

3 2497.5

4 2499.0

5 2498.5

6 2498.5

Ortalama 2498.5 99.9
0,45 pm Nylon 1 2426.0

2 2424.0

3 24255

4 2424.5

5 2425.0

6 2425.0

Ortalama 2425.0 97.0
0,45 pm Seliiloz Asetat 1 2431.0

2 2430.5

3 2429.5

80
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4 2429.0
5 2430.5
6 2429.5

Ortalama 2430.0 97.2

Cozelti stabilitesi degerlendirmesi hem de filtre se¢im calismalari, gelistirilen
analitik yOntemin etkinligini ve tutarliligimi dogrulayan kritik unsurlardir. Bu
degerlendirmeler, yontemle elde edilen analitik sonuglarin giivenilirligini artirmakta

ve rutin kalite kontrol analizlerinde kullanimini desteklemektedir.

4.1.6. Dogrusallik Parametresi Sonuclari

Dogrusallik calismasi, karglumik asidin miktar tayini yOnteminin analitik
performansini  degerlendirmek amaciyla, %0.1 ile %120 derisim seviyelerini
kapsayacak sekilde gergeklestirilmistir. %100 seviye, 50 pg/mL derisime karsilik
gelecek sekilde belirlenmis ve bu referans noktasina gore 0.05, 0.5, 5.0, 25.0, 50.0 ve
60.0 pg/mL araliklarinda alti kalibrasyon noktasi kullanilmistir. Her bir derigim
seviyesi icin elde edilen pik alanlar1 dogrultusunda yapilan regresyon analizinde,
kalibrasyon egrisinin R? degeri 0.9997 olarak hesaplanmis ve yontemin genis bir

aralikta mitkemmel dogrusal yanit verdigi gosterilmistir (Sekil 4.7).

Kalibrasyon egrisi y=ax+b formunda tanimlanmis olup, egimin yiiksekligi ve
kesisim degerinin diigilk olmasi yontemin duyarlihigini ve diisiik seviyelerde bile
giivenilir 6l¢lim yapabilme kapasitesini ortaya koymustur, ilgili istatistiksel sonuglar
Sekil 4.8 de verilmigtir. Elde edilen bu sonuglar, gelistirilen HPLC-DAD yo6nteminin
nicel analizlerde yiiksek dogruluk ve tekrarlanabilirlik sagladigim1 ve ICH Q2(R2)
yonergelerinde tanimlanan validasyon kriterlerini eksiksiz olarak karsiladigini

gostermektedir.
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4000 Karglumik Asit
3500

y =60.1083x - 0.3671

3000 R?=1.0000
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Sekil 4.7. HPLC analizinde Karglumik Asit dogrusallik egrisi.

CokluR 1.0000 X Degiskeni 1 Kalint1
R-Kare 1.0000 Ciz“nl
Diizeltilmis R-Kare 1.0000 ~
Standart Hata 15957 = ° |,
Gozlem Sayist 6 £°% S .
- % _50.00 20.00 40.00 60.00 80.00
v X Degisimi 1
ANOVA
daf SS MS F Anlamlihik F
Regreson 1 12493308.96 ####### 490624523 0.00
Hata B 10.19 255
Toplam 5 12493319.15
Katsayilar Standart Hata  t Stat P-degeri Alt Stir 95%  Ust Sinir 95%
Kesisim -0.37 0.91 -0.40 0.71 -2.89 2.16
X Degisimi 1 60.11 0.03 2215.00 0.00 60.03 60.18

Sekil 4.8. Karglumik Asit dogrusallik analizi istatistiksel degerlendirme sonuglari.

4.1.7. Dogruluk Parametresi Sonuglari

Dogruluk  caligmasi, gelistirilen HPLC-DAD  ydnteminin analitik
performansin1 degerlendirmek amaciyla %0.1, %100 ile %120 arasinda degisen
derisim seviyelerinde gerceklestirilmistir. Kalibrasyon egrisi, 0.5-40-60 pg/mL
araliginda hazirlanmis alt1 kalibrasyon noktasi kullanilarak olusturulmusg ve elde edilen

regresyon analizinde yontem, miikemmel dogrusal yanit (R = 0.9997) vermistir. Bu
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sonuglar, yontemin genis bir aralikta gilivenilir nicel analiz yapabildigini

gostermektedir (Tablo 4.10).

Tablo 4.10. Dogruluk sonuglarinin detaylari.

Teorik Derisim  Olgiilen Derisim  Alan Geri Kazanim Ortalama (%)
(ng/mL) (ug/mL) Degeri (%) + SS

0.5 0.508 30.9 101.55%

0.5 0.508 30.9 101.51%

0.5 0.505 30.7 101.09% 101.38% +1.38
50 50.28 3015 100.71%

50 50.27 3014 100.67%

50 50.29 3015 100.72% 100.70% +0.70
60 60.39 3620 100.78%

60 60.58 3630 101.15%

60 60.20 3610 100.40% 100.78% +0.78

4.1.8. Kesinlik Parametresi Sonuclar:

Kesinlik ¢aligmalari, gelistirilen analitik yontemin tekrarlanabilirligini
degerlendirmek amaciyla ayni giin igerisinde ve farkli giinlerde, farkli kolon ve
cihazda gergeklestirilen analizlerle yiiriitiilmiistiir. Giin i¢i ve gilinler aras1 analizlerden
elde edilen, %BSS degeri acisindan ICH Q2(R2) yonergesinde belirtilen kabul sinirlart
icerisinde bulunmustur. Giin i¢i ve giinler aras1 %BSS degerleri 2°den kiigiik olarak
bulunmustur ve sonuclar uygundur. Elde edilen sonuglar, yontemin hem kisa vadeli
hem de zamana bagli uygulamalarda tutarli dl¢imler sagladigint gostermektedir.
Bireysel numune sonuclart ve hesaplamalara iliskin veriler ilgili Tablo 4.11°de
sunulmustur. Bu kapsamda gelistirilen HPLC-DAD yoOnteminin nicel analizlerde
yiiksek diizeyde tekrarlanabilirlik sagladigi dogrulanmistir. Kesinlik analiz sonucunda

elde edilen sonuglar Tablo 4.11°de detayl olarak verilmistir.



Tablo 4.11. Kesinlik, Ara Kesinlik ve giinler arasi kesinlik sonuglari.

Kesinlik Alan Degeri Euag/lrrrlﬂl?)d ilen Derisim % Miktar Tayini

1 2487 49.84 99.47

2 2480 49.60 99.19

3 2489 49.77 99.54

4 2499 49.97 99.94

5 2479 49.57 99.13

6 2479 49.57 99.15

Ortalama 2485.5 49.72 99.25

Giiven Araligi  +4.5 +0.09 +0.45

(%) BSS 0.18 0.18 0.18

Ara Kesinlik  Alan Degeri Euag/lrrrlﬂl?)d ilen Derisim % Miktar Tayini

1 2489 49.77 99.54

2 2481 49.62 99.23

3 2469 49.37 98.76

4 2479 49.57 99.15

5 2469 49.37 98.77

6 2468 49.35 98.75

Ortalama 2475.8 49.51 98.94

Giiven Araligi  £3.8 +0.08 +0.38

(%) BSS 0.15 0.15 0.15

Parametre Kesinlik (Giin igi) ;\r;e;l){esinlik (Giinler SClenrf;)(IZ
Ortalama Alan Degeri 2485.5 2475.8 2480.7
Ortalama Tayin Edilen Kons. 49 72 4951 49 61

(ng/mL)

Ortalama % Miktar Tayini 99.25% 98.94% 99.10%
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Kesinlik Alan Degeri Tayin Edilen Derigim % Miktar Tayini
(ug/mL)
(%) BSS 0.18 0.15 0.32

4.1.9. Saglamhik Cahsmasi Sonuclar:

Kromatografik parametrelerin degerlendirilmesi icin uygulanan Plackett-
Burman deney tasariminin istatistiksel analizi sonucunda, olusturulan modelin
istatistiksel olarak anlamli olmadig1 ve diisiik bir tanimlayicilik katsayisina sahip
oldugu belirlenmistir. Bu durum, deney sirasinda goézlemlenen varyasyonlarin,
olusturulan istatistiksel model tarafindan yeterince agiklanamadigini gostermektedir.
Buna ragmen, gelistirilen analitik yontemin kendi igerisinde saglam ve giivenilir
oldugu ortaya konmustur. Yontemin, kromatografik kosullarda yapilan kiigiik
degisimlerden etkilenmedigi ve analitik performansin istikrarl sekilde siirdiiriildiigi
belirlenmistir. Bu bulgu, yontemin saglamligini ve rutin analizler i¢in uygunlugunu

destekler niteliktedir.

Analitik yontemin saglamligi, kromatografik parametrelerdeki olas1 kiigiik
degisimlerin sonuglar iizerindeki etkilerinin minimize edilmesi amaciyla detayl
optimizasyon calismalariyla giiclendirilmistir. Bu optimizasyon kapsaminda, kolon
sicakligl, hareketli fazin pH degeri, akis hizi ve dalga boyu gibi kromatografik
parametreler sistematik olarak incelenmis ve yontemin performansini en {ist diizeye
cikaracak ideal kosullar belirlenmistir. Boylece, analitik yontemin rutin laboratuvar
uygulamalar1 i¢in dayanmikli ve giivenilir oldugu dogrulanmistir. Yapilan
degerlendirmeler, yontemin saglamligin1 destekleyerek, rutin analitik uygulamalarda
kullaniminin giivenilir oldugunu ortaya koymustur. Bu sonuglar tablo 4.12 ve 4.13° de

verilmigtir.

Plackett-Burman saglamlik analizi verileri, gelistirilen yonteme ait iki kritik
yanitin regresyon modelleri icin belirlenen R? katsayilarini ortaya koymaktadir. %
Karglumik asit miktar tayini modelinde R? = 0.4581 bulunmustur; yani hareketli faz
pH’s1, kolon sicakligi, akis hiz1 ve dedeksiyon dalga boyu varyansin yalnizca % 46’sin1
aciklayabilmistir. Bu durum, kantitatif sonucun s6z konusu dort parametrenin disinda
enjeksiyon hacmi, numune hazirlama veya dedektor duyarliligi gibi ek degiskenlere

de duyarli olabilecegini gosterir. Buna karsilik, pik kuyruklanma faktorii igin elde
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edilen R? = 0,8894 degeri, modelin varyansin yaklasik % 89’unu acikladigini ve
degerlendirilen kromatografik parametrelerin pik simetrisi iizerinde belirleyici rol
oynadigini ortaya koyar. Sonug olarak, yontem pik sekli bakimindan yiiksek saglamlik
sergilerken, dogru miktar tayini i¢in sistem dis1 kaynakli degiskenlerin de yakindan

izlenmesi gerekmektedir.

.Tablo 4.12. Saglamlik ¢alismasi sonuglarimin detaylar

Okutma Hareketli Faz Kolon Sicakhigi Akis Hizi Dalga Boyu
Sirasi pH (°O) (mL/min) (nm)
1 2.4 28 1.15 203
2 2.4 32 1.15 207
3 2.6 28 1.15 207
4 2.4 28 1.05 203
5 2.6 32 1.05 207
6 2.6 32 1.15 203
7 2.4 32 1.15 203
8 2.4 28 1.05 207
9 2.4 32 1.05 207
10 2.6 28 1.15 207
11 2.6 32 1.05 203

12 2.6 28 1.05 203
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Tablo 4.13. Placekett-Burman deney tasarimi analizi sonuglari.

R2
Hareketli  Kolon Degeri
Faz Sicakligt  AkisHizi Dalga Boyu
Sonuglar pH (°0O) (mL/min) (nm) Model Model
%Karglumik 0.112 0.226 0.762 0.412 0.305 0.4581
Asit
Kuyruklanma  0.485 0.811 0.655 0.354 0.581 0.889%4
Faktorii

4.1.10. Saptama Limiti (DL) ve Tayin Limiti (QL)

Saptama limiti (DL) ve tayin limiti (QL) calismalari, gelistirilen HPLC-DAD
yonteminin duyarliligin1 belirlemek amaciyla gergeklestirilmistir. Bu kapsamda,
diistik derisim diizeylerinde elde edilen sinyal/giiriiltii (S/N) oranlar1 degerlendirilmis
ve ICH Q2(R2) yonergesinde tanimlanan kriterlere gére LD ve QL degerleri
hesaplanmigtir. Elde edilen bulgular, yontemin oldukga diisiik derigsimlerde dahi analiti
tespit ve nicel olarak belirleme kapasitesine sahip oldugunu ortaya koymustur.
Bulunan degerler Tablo 4.14’de sunulmus olup, ydntemin yiiksek hassasiyet
gerektiren farmasotik analizlerde gilivenle kullanilabilecegini desteklemektedir. Bu
sonugclar tablo 4.14’de verilmistir. Buradaki sonuglarda yontemin QL degerinde diisiik

%BSS degerine sahip oldugu ve tekrarlanabilir sonuclar verdigi goriilmiistiir.

Tablo 4.14. Karglumik asit HPLC analizine ait Tespit ve Tayin Limiti sonuglar.

Parametre  Derisim (ug/mL) Alan Degeri Sinyal/Giirtilti (S/N)

QL-1 0.05 2.52 13.10
QL-2 0.05 2.48 12.84
QL-3 0.05 2.53 13.16
QL-4 0.05 2.56 13.51
QL-5 0.05 2.47 12.79
QL-6 0.05 2.48 12.82

QL Ortalama 0.05 2.5 12.9
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Parametre  Derisim (ug/mL) Alan Degeri Sinyal/Giirtilti (S/N)

(%) BSS - 3.2 -

DL-1 0.01 0.51 2.42
DL-2 0.01 0.52 2.58
DL Ortalama 0.01 0.52 2.50

4.1.11. Validasyon Parametreleri ve Sonuclari

Gelistirilen HPLC-DAD analitik yonteminin giivenilirligini ve tutarliligim
ortaya koymak amaciyla uluslararasi gegerliligi olan ICH Q2(R2) validasyon kriterleri
kullanilarak kapsamli bir validasyon calismasi gerceklestirilmistir. Bu caligmada,
sistem uygunlugu, secicilik ve spesifiklik, dogrusallik, dogruluk, kesinlik, saglamlik,
tespit limiti (DL) ve tayin limiti (QL) parametreleri ayr1 ayr1 degerlendirilmis ve her

parametre i¢in elde edilen sonuglar Tablo 4.14’de sunulmustur.

Sistem uygunlugu testlerinde, yontemin kabul kriterlerini karsiladigi
gOriilmiistiir. Bu parametre kapsaminda pik alani, alikonma zamani, teorik plaka sayisi
ve kuyruklanma faktorleri degerlendirilmis ve tiim sonuclar, yontem performansinin

tutarliligin1 desteklemistir (Tablo 4.7).

Secicilik ve spesifiklik testleri, kromatogramlarin karsilagtirmali analizleri ile
gergeklestirilmis, yontem bilesenler arasinda higbir girisim olmadigini ortaya
koymustur. Bu dogrultuda, placebo, kor ¢ozicii ve standart ¢ozelti
kromatogramlarinin karsilastirilmas1 yapilarak yontemin hedef bilesige yoOnelik

yiiksek 6zgiilligii dogrulanmistir (Sekil 4.6).

Dogrusallik testlerinde elde edilen kalibrasyon egrisi sonuglari, yontem igin
belirlenen ¢alisma araliginda miikemmel bir dogrusal iligski (R? > 0.999) gostermistir
(Sekil 4.7). Bu sonuglar, yontemin genis bir derisim araliginda hassas ve giivenilir

Olgtimler sagladigini gostermektedir.

Dogruluk ¢alismalan, diisiik, orta ve yiiksek derisimlerde gerceklestirilen geri
kazanim testleriyle degerlendirilmis ve tiim derisim seviyelerinde %98-102 arasinda

yiiksek geri kazanim oranlan elde edilmistir (Tablo 4.7).
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Kesinlik testleri ise giin i¢i ve glinler aras1 tekrarlanabilirlik degerlendirilerek
yapilmustir. Her iki degerlendirme sonucunda da BSS degerleri %2 sinirinin altinda
kalmistir. Bu da yontemin yiiksek hassasiyetini ve tutarliligini kanitlamaktadir (Tablo
4.11).

DL ve QL parametreleri, sinyal-giiriiltii oran1 yontemiyle belirlenmis ve diigiik

derisimlerde dahi yontemin hassas ve dogru sonuglar verebildigi kanitlanmistir.

Son olarak, yontem saglamligi Plackett-Burman deney tasarimi kullanilarak
incelenmigstir. Yapilan degerlendirmeler sonucu kii¢iik kromatografik degisimlerin
yontemin performansina etkisi minimal diizeyde kalmis, yontem saglamlig1 basariyla

dogrulanmistir (Tablo 4.12 ve 4.13).

Yukaridaki bulgular, yontemin farmasotik kalite kontrol siireclerinde giivenilir
bir sekilde uygulanabilir oldugunu kanitlamaktadir. Sunulan tablolar, validasyon

parametrelerine iliskin detayli sonuclar1 icermektedir.

Tiim validasyon sonuglar1 6zet bir tablo olarak Tablo 4.15°de verilmistir.



Tablo 4.15. Validasyon parametreleri genel sonuglari.

90

Validasyon
Parametreleri Kabul Kriterleri Sonuglar
Sistem Uygunluk % BSS <0.85 for N=6 % BSS=0.17
enjeksiyon N=6
Secicilik Kor ¢ozelti, plasebo ve karglumik  Girisim Gozlenmedi
asit arasinda girigim
gbzlenmemeli.
Dogrusallik ve R2>0.99 Uygun (R*>0.9997, 0.5
Aralik pg/mL ve 60 pg/mL
araliginda dogrusaldir.)
Dogruluk 0.5 pg/mL Her bir Uygunluk, tim dogruluk
(%1.0), numune sonuglar1 % 98-102
50 Lo/ml 98%—102% sinirlart iginde
pgrm araliginda bulunmustur (Tablo 4.2).
(%100), olmalidir.
60 pg/mL
(%120)
Kesinlik %BSS <2 N =6 analiz yapilan Kesinlik ve ara kesinlige
giin ve giinler arasi. ait % BSS degerleri
belirlenen limitler i¢cinde
bulunmustur.
Kesinlik = 99.25 + 0.45
%BSS =0.18 (N=6)
Ara Kesinlik = 98.94 +
0.38
%BSS =0.15 (N=6)
Giin i¢i kesinlik = 99.10
+0.12
%BSS =0.18 (N=12)
DL/QL QL X s/N=12.9 (BSS=3.2,

S/N>10 (% BSS <10) N=6

DL
2<s/N<3

N=6)

0.05 pg/mL

X s/N=2.5 (N=2)
0.01 pg/mL
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4.1.12. Dissoliisyon Profili Sonuclari

Dissoliisyon ¢aligmalari, karglumik asidin farmasotik formiilasyonlardan in
vitro kosullar altinda ¢6ziinme davraniginin incelenmesi amaciyla gerceklestirilmistir.
Bu testler, formiilasyonun biyoyararlanimmi &ngoérebilmek, {irliniin kalitesini
degerlendirmek ve farmasotik etkinligini saglamak acisindan biiyiikk Onem
tasimaktadir. Caligmada kullanilan yontem ve kosullar, {irliniin referans farmasotik
formiilasyonuyla uyumlu olarak secilmis olup, uluslararasi kabul géren standartlara

uygun bigimde gelistirilmis ve valide edilmistir.

Dissoliisyon testleri i¢in {i¢ farkli pH ortaminda (pH 1.2; pH 4.5 ve pH 6.8) ayr1
ayr1 calismalar yapilmustir. Ozellikle oral farmasotik formiilasyonlarin emilim bélgesi
olan ince bagirsak ortamini taklit etmek iizere, pH 6.8 fosfat tamponu tercih edilmistir.
Diger yandan mide ortamini simiile eden pH 1.2 ve gegis bdlgesini simiile eden pH 4.5
tamponlart da {riniin farkli fizyolojik kosullardaki davranisini degerlendirmek

amaciyla ¢alismaya dahil edilmistir.

Dissoliisyon testleri USP Aparat II (pedal yontemi) kullanilarak
gergeklestirilmis olup, tiim analizler 750 mL tampon c¢dzeltisi icerisinde, 37°C
sicaklikta ve 100 devir/dk kanstirma hizi ile yiiriitiilmiistiir. Alinan 6rnekler,
gelistirilen ve valide edilen HPLC-DAD yontemiyle analiz edilmistir. Analiz edilen
orneklerden elde edilen kromatogramlarda, karglumik asidin miktar1 net ve

tekrarlanabilir bir sekilde tespit edilmistir.

Analizler sonucunda, belirlenen spesifikasyon limitleri dogrultusunda (%90'n
iizerinde ¢oziinme oram1 15 dakikada saglanmalidir) hazirlanan tablet
formiilasyonlarinin tiim pH kosullarinda bu kriteri karsiladigi gézlemlenmistir.
Ozellikle pH 6.8 kosullarinda elde edilen veriler, formiilasyonun in vitro ¢dziinme
profilinin ideal oldugu ve gastrointestinal sistemin ince bagirsak ortaminda beklenen
biyoyararlanim i¢in gerekli olan ¢dziinme kinetigini sagladigint gdstermistir. Farkli
dissoliisyon ortamlarinda yapilan dissoliisyon analiz sonuglarina ait grafikler Sekil
4.9’da verilmistir. Bu grafiklerde ¢6ziinme egrileri, yontemin ii¢ fizyolojik pH
kosulunda gosterdigi performansi net bicimde ortaya koymaktadir. Egrilerin hepsinde

15 dakika iginde %90°1 agsan ¢6zlinme elde edilmis olup, en dik egim pH 6,8 ortaminda
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gbzlenmistir; bu, formulasyonun hedeflenen emilim bolgesinde hizli ve tam
cozlinmeyi garanti ettigini gosterir. pH 1,2 ve pH4,5 ortamlarindaki profiller ise
baslangicta daha yavas olsa da ayni siirede benzer ¢oziinme diizeyine ulasarak asidik
ortam varyasyonlarina karsi formiilasyonun dayanikliligmi kanitlamistir. Ug egri
arasindaki ¢6ziinme farkinin <%35 olmasi, yontemin tekrarlanabilirligini ve

formiilasyonun Q>9%90 kriterinin tiim pH’larda

saglamligim1  desteklerken,
saglanmasi bu analitik yontemin iirliniin biyoyararlanim hedeflerine uyumlu oldugunu

gostermek icin yardime1 oldugunu kanitlar.

Sonug¢ olarak, gerceklestirilen dissoliisyon testleri, karglumik asit igeren
tabletlerin farmasotik kalite kriterlerini karsiladigini, biyoyararlanim agisindan
ongoriillen hedeflere ulastigini ve yontemin stabil ve tekrarlanabilir oldugunu
gostermistir. Bu sonuglar, gelistirilen yontemlerin hem formiilasyon gelistirme

stireclerinde hem de rutin kalite kontrol analizlerinde gilivenle kullanilabilecegini

70
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Sekil 4.9. Karglumik asit tabletinin pH 1.2, pH 4.5 ve pH 6.8 ¢oziinme
ortamlarindaki ¢oziinme profilleri.
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4.2. Bozunma Uriinleri Analiz Yontemi

Safsizliklarin tespiti ve nicel analiz i¢in yontem optimizasyonu ¢alismalarinda
deney tasarimi (DoE) yaklasimi uygulanmistir. Box-Behnken ve Plackett-Burman
tasarimlari, kromatografik parametrelerin optimize edilmesinde kullanilmistir. Bu
kapsamda, Box-Behnken Tasarimi (BBD) ve Plackett-Burman Tasarimi (PBD) gibi
istatistiksel deney tasarimi yontemleri uygulanmistir. Safsizlik metodu gelistirilirken
optimize edilen kritik parametreler, pH, kolon sicakligi ve akis hizidir. Bu
parametreler, safsizliklarin ¢oziiniirliigiinii ve pik seklini iyilestirmek amaciyla
ayarlanmistir. DoE, yontemin saglamligin1 ve hassasiyetini artirmakta, ayrica analiz
stiresini kisaltmaktadir. Analitik yontem gelistirme ve optimizasyon siirecinde, Deney
Tasarim1 (Design of Experiment, DoE) yaklasimi kullanilarak yontemin kritik

degiskenleri sistematik sekilde degerlendirilmis ve optimize edilmistir.
Box-Behnken Tasarimi ile Parametrelerin incelenmesi

Box-Behnken Tasarimi, yontem gelistirme siirecinde segilen kritik metodolojik
parametrelerin (hareketli faz pH’1, kolon sicakligi, akis hizi gibi) optimizasyonunu
saglamak amaciyla kullanilmigtir. Bu tasarim, her faktor i¢in {i¢ farkli seviyede deney

kombinasyonlari olusturarak en uygun ¢aligma kosullarini belirlemistir.

o Bagimsiz Degiskenler: Hareketli faz pH’1, kolon sicakligi, akis hizi
o Bagimli Degiskenler: Pik ¢oziiniirliigli, alikonma zamani, pik kuyruklanma

faktori

Box-Behnken analizinden elde edilen veriler yanit yiizey metodolojisi
(Response Surface Methodology, RSM) kullanilarak degerlendirilmis ve optimum

kromatografik parametreler belirlenmistir.

Box-Behnken Tasarim ile Kritik Parametrelerin Optimizasyonu

Analitik yontem gelistirme siirecinde, Box-Behnken Tasarimi (BBD)
kullanilarak yontemin kritik parametreleri sistematik bir sekilde optimize edilmistir.
Bu deney tasarimi, minimum deney sayisi ile yontemin performansini etkileyen
faktorlerin etkilesimlerini belirlemeye ve en uygun kosullari se¢gmeye olanak

tanimaktadir.
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Optimizasyon ¢alismasinda, hareketli faz pH’1, kolon sicaklig1 ve akis hizi
bagimsiz degiskenler olarak belirlenmis ve bu faktorlerin pik ayiriciligl, alikonma

stiresi ve pik kuyruklanma faktorii gibi analitik yanitlar {izerindeki etkisi incelenmistir.

Box-Behnken Tasarimi kapsaminda, her degisken ii¢ seviyede (-1, 0, +1)
degerlendirilmis ve olusturulan deney matriksine gore toplam 17 farkli deney kosulu
uygulanmistir. Elde edilen veriler, Yanit Yiizey Metodolojisi (Response Surface
Methodology, RSM) kullanilarak analiz edilmis ve optimum c¢aligma kosullari

belirlenmistir. Bu deney tasarimi i¢in yontem parametreleri Tablo 4.16°da verilmistir.
Istatistiksel degerlendirme:

e Regresyon analizi ile bagimhi ve bagimsiz degiskenler arasindaki iliski
incelenmis, R? > 0.999 olarak hesaplanmaistir.

o ANOVA analizi ile faktorlerin etkisi istatistiksel olarak degerlendirilmis ve p
< 0.05 olan degiskenler anlamli kabul edilmistir.

e Yamt yiizey grafikleri olusturularak, degiskenlerin yonteme etkisi

gorsellestirilmistir.

Bu optimizasyon ¢alismasi sonucunda, UHPLC y6nteminin kritik degiskenleri
belirlenmis ve analitik performans agisindan en uygun kosullar segilerek yontem

validasyon asamasina hazir hale getirilmistir.
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Tablo 4.16. Kritik yontem parametreleri icin Box-Behnken deneyi ¢aligmalari ve
yanitlari.

Faktor 3 Sonug 2

Analiz Faktor 1 Eﬁ?ﬂr 2B C: Akis Sonug 1 Alikonma Is(?lr;l'ﬁlflanma
A: pH Sicaklig °C Hiz1 Ayiricilik Zamani Faktorii
(mL/dk) (dk)
1 2.2 20 0.40 2.99 6.91 1.26
2 2.0 30 0.35 1.47 6.31 1.18
3 2.0 25 0.40 1.91 6.09 1.20
4 2.2 25 0.35 2.59 6.99 1.29
5 2.0 25 0.30 2.47 8.55 1.29
6 22 20 0.30 3.86 7.60 1.21
7 2.2 25 0.35 2.76 7.22 1.29
8 2.2 30 0.40 1.87 5.55 1.19
9 2.4 25 0.30 3.99 7.61 1.27
10 2.0 20 0.35 3.13 6.77 1.25
11 24 20 0.35 4.57 7.26 1.19
12 2.4 30 0.35 2.86 5.67 1.30
13 2.2 30 0.30 2.17 7.46 1.23
14 2.2 25 0.35 2.65 7.11 1.20
15 2.2 25 0.35 2.62 7.10 1.26
16 2.2 25 0.35 2.64 7.14 1.19
17 2.4 25 0.40 3.17 5.42 1.27

Veri Analizi

Farmasotik analizlerde, elde edilen verilerin giivenilir ve dogru bir sekilde
degerlendirilmesi, yontemin analitik performansinin dogrulanmasi agisindan kritik bir
oneme sahiptir. Bu bdliimde, UHPLC cihazlarinda veri kayd: ve degerlendirilmesi,
kullanilan istatistiksel analiz yOntemleri ve analitik performans kriterlerinin

degerlendirilmesi detaylandirilmisgtir.

Analitik Performans Degerlendirme:
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o Ozgiinliik: Ana bilesik ve bozunma iiriinleri arasindaki ayricilik (Rs > 1,5)

olarak bulunmustur

e Dogruluk ve Kesinlik: Bozunma iiriinleri i¢in geri kazanim ytizdeleri %95-105

arasinda bulunmalidir. BSS degerleri %2'nin altindadir.

o Saglamlik: pH ve hareketli faz oranlarindaki kii¢iik degisiklikler, yontemin
performansini etkilememektedir.
UHPLC Bozunma Uriinleri Yontem Parametreleri

Karglumik asit ve bozunma iirlinlerinin analizinde kullanilan UHPLC
yonteminin temel parametreleri Tablo 4.17 ve 4.18°de UHPLC analizinin

parametreleri verilmistir.

Tablo 4.17. UHPLC analizi yontem parametreleri.

Parametreler Detaylar1

Kolon C18; BEH; 150 x 2.1 mm, 1.7 pm (Waters)

Dalga Boyu (nm) 214 nm

Hareketli Faz 10 mM, pH 2.4 fosfat tamponu: Asetonitril (Gradient)
Akis Hizi (mL/dk) 0.39 mL/dk

Kolon Sicakligi (°C) 22°C
Numune Sicakligi (°C) 5°C

Enjeksiyon Hacmi (uL) 2 pL
Analiz Siiresi (dk) 10 dk

Tablo 4.18. UHPLC metodu gradiyent kosullari.

Zaman (dk) Fofat Tamponu (%) Asetonitril (%)
0 100 0
7 100 0

10 80 20
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Bu gradient, analit ve bozunma tirlinlerinin farkli polaritelerine uyumlu sekilde
ayirmak amacindadir. Diisiik organik ¢o6ziicli kullanimi (asetonitril %5-30), ¢evre

dostu bir yaklasimi hedefler.

Analizde ters faz, yiiksek verimli bir C18 kolon tercih edilmistir. Ozellikle
Waters Acquity BEH C18 (150 x 2.1 mm, 1.7 um, 130 A) kolonunun kullanilmast,

kiiciik partikiil boyutu sayesinde yiiksek ayirma verimliligi ve ¢oziiniirliik saglayabilir

BEH tipi kolonlar genis bir pH arali§inda (yaklagik pH 1-12) kararlilik gosterip
diisiik pH kosullarinda da uzun 6miirliilik sundugundan, pH 2.4 gibi asidik hareketli
faz kosullarinda kolon giivenle kullanilabilmigtir. Kolon uzunlugunun 150 mm
secilmesi, analit ile olast bozunma firiinleri arasindaki ayirimi artirmak igin yeterli
etkilesim mesafesi saglarken; 2.1 mm’lik dar i¢ ¢ap ise daha az ¢oziicti kullanimriyla
yiiksek duyarlilik elde edilmesine katki yapmistir. Sonu¢ olarak, secilen kolon
parametreleri birden fazla bilesenin kisa siirede etkin sekilde ayrilmasina imkan

tanimistir.

Bozunma f{irlinlerinin analizi, stabilite c¢aligmalar1 sirasinda olusabilecek
potansiyel toksik bilegenlerin tanimlanmasini ve miktarlariin belirlenmesini igerir. Bu
analiz, farmasotik tirtinlerin uzun vadeli giivenilirligini saglamak i¢in 6nemlidir. Yeni
bir ilag¢ lirlinii i¢in verilmesi gereken safsizlik limitleri Tablo 4.19.’da gdsterilmistir
(319-321).
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Tablo 4.19. Yeni ilag iiriinlerinde bozunma firiinleri i¢in esik degerler(14,322,323).

Maksimum Giinliik Doz Esik Deger

Raporlama Esik Degerleri

<lg %0.1

>1g %0.05

Tanimlama Esik Degerleri

<1 mg %1.0 veya 5 ug TDI*, hangisi daha diisiikse
I mg-10 mg %0.5 veya 20 ng TDI, hangisi daha diislikse
>10mg-2¢g %0.2 veya 2 mg TDI, hangisi daha diigiikse
>2g %0.10

Nicelendirme Esik Degerleri

<10 mg %1.0 veya 50 ng TDI, hangisi daha diisiikse

10 mg - 100 mg %0.5 veya 200 pg TDI, hangisi daha
diisiikse

>100mg-2¢g %0.2 veya 3 mg TDI, hangisi daha diisiikse

>2g %0.15

*Toplam giinliik alim dozu

Sistematik denemeler sonucunda, en iyi pik sekli ve ayrimi saglayan
kromatografik kogullarin 200 mM fosfat tamponu ve %2 asetonitril i¢eren hareketli
faz karigimi oldugu, tampon pH degerinin ise 2.5 olarak belirlendigi gortilmiistiir.
Dedeksiyon dalga boyu se¢iminde, karglumik asidin UV spektrumundaki maksimum

absorbansina uygun olarak 205 nm dalga boyu tercih edilmistir (Sekil 4.5).

Optimizasyon agamasinda kolon sicakligi, hareketli faz akis hizi ve enjeksiyon
hacmi gibi diger onemli parametreler incelenmistir. Calismalar sonucunda kolon
sicaklig1 30°C, hareketli faz akis hiz1 1.1 mL/dk ve enjeksiyon hacmi ise 100 pL olarak
belirlenmistir. Bu parametreler ile karglumik asit pikinin net, simetrik ve
tekrarlanabilir sekilde elde edilmesi saglanmistir. Gelistirilen yontem, sistem
uygunluk testleri ile dogrulanarak analizlerin giivenilir ve tutarli sekilde

gergeklestirilmesine olanak tanimigtir.
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Bu optimize edilmis kosullar, tablet formiilasyonlarindan karglumik asidin
dogru ve hassas miktar tayini ile etkin dissoliisyon profili degerlendirmesi icin
uygulanabilir hale gelmistir. Geligtirilen yontemin giivenilirligi ve analitik
performansi, valide edilerek kalite kontrol siireclerinde kullanimina hazir hale

getirilmistir.

4.2.1. UHPLC ile Karglumik Asit Safsizliklari icin Yontem Gelistirme

Bu caligmada, karglumik asit ve ilgili safsizliklarinin analizine yonelik,
farmasotik kalite kontrol amaglarina uygun ve endiistriyel standartlarla uyumlu bir
UHPLC-DAD metodu gelistirilmistir. Analizler i¢in Agilent 1290 Infinity Il UHPLC
sistemi kullanilmis ve yontem optimizasyonu Box-Behnken deney tasarimiyla

gergeklestirilmistir.

Gelistirilen analitik yontem i¢in Waters BEH C18 kolon (150 % 2.1 mm, 1.7
um partikiil boyutu) tercih edilmistir. Hareketli faz olarak 10 mM potasyum dihidrojen
fosfat (pH 2.,4) ve asetonitril kullanilmistir. Optimum ayrim i¢in, hareketli faz akis hiz1
0,39 mL/dak ve kolon sicaklig1 22 °C olarak belirlenmistir. Dedeksiyon i¢in ideal

dalga boyu, yapilan 6n ¢alismalar sonucunda, 214 nm olarak secilmistir.

Yontem gelistirme silirecinde pH, akis hizi ve kolon sicakligi gibi kritik
parametrelerin safsizliklarin ayrimi iizerindeki etkileri degerlendirilmistir. Baslangic
caligmalari sirasinda farkli kolon tipleri denenmis ve Waters BEH C18 kolonunun (150
mm % 2,1 mm, 1,7 pum) safsizliklar arasinda yeterli ¢oziiniirlik ve uygun ayirimi
sagladig1 tespit edilmistir. Baslangigta, izokratik eliisyon kullanilarak yiiriitiilen
analizlerde bazi1 safsizliklar arasinda yeterli ¢oziiniirliiglin saglanamamasi iizerine,
Box-Behnken deney tasarimi kullanilarak pH, kolon sicaklig1 ve akis hizinin etkileri

sistematik olarak incelenmistir.

Karglumik asit ve safsizliklarmin dedeksiyon limitleri (LOD ve LOQ) sirasiyla
0,15 pg/mL ve 0,7 ug/mL olarak tespit edilmistir. Y6ntem validasyonu, ICH Q2 (R2)
rehberine uygun olarak oOzgiilliik, dogrusallik, kesinlik, dogruluk ve saglamlik
parametreleri i¢in yapilmis, ayrica Plackett-Burman deney tasarimiyla saglamlik

degerlendirilmistir. Metodun saglam oldugu, kolon sicakligi, hareketli faz akis hizi ve
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enjeksiyon dalga boyu gibi faktorlerde yapilan kiiglik degisimlere ragmen
performansinin etkilenmedigi belirlenmistir. Ancak hareketli faz pH degerindeki
degisimlerin bazi safsizliklarin ayiriciligini etkileyebilecegi gozlenmis ve analiz

sirasinda bu faktore dikkat edilmesi gerektigi sonucuna varilmstir.

Sonug olarak, gelistirilen yontem, karglumik asit ve safsizliklarmin hizli,
hassas ve ekonomik analizine olanak saglamaktadir. Bu yontem, farmasotik analiz
laboratuvarlarinda hem rutin analizler hem de stabilite ¢aligmalarinda kullanilabilecek
giivenilir ve tekrarlanabilir bir analiz teknigi sunmaktadir. Ayrica, yontem gelistirme
stirecinde deneysel tasarim (Box-Behnken ve Plackett-Burman) uygulamasi sayesinde
analitik yontemlerin optimizasyon siireci etkinlestirilmis ve 6nemli zaman tasarrufu
saglanmistir. Bu yoniiyle, ilag¢ kalite kontrol uygulamalarinda genis bir kullanim

potansiyeline sahiptir.

4.2.2. Yontem Gelistirme Calismalar: ve Baslangic Parametreleri

UHPLC-DAD ile karglumik asit ve safsizliklarmin analizi igin yOntem
gelistirme ¢aligmalarinin erken asamasinda, en uygun analitik kogullarin belirlenmesi
amacglanmistir. {1k olarak, karglumik asit ve safsizliklar1 icin en uygun UV dalga
boyunun belirlenmesi amaciyla diode array dedektér (DAD) kullanilarak analizler
yapilmistir. Karglumik asit ve safsizliklarin UV spektrumlart incelenerek, optimum
dedeksiyon i¢in dalga boyu secimi yapilmistir. Yapilan incelemeler sonucunda,
safsizliklarin biiyiik ¢ogunlugunun 230 nm altinda maksimum absorpsiyon gosterdigi
ve 214 nm dalga boyunun analiz i¢in optimum oldugu belirlenmistir. Daha diisiik dalga
boylarinda sinyal siddeti artmasina ragmen, temel giiriiltiiniin artmas1 nedeniyle ideal
dedeksiyon dalga boyu olarak 214 nm belirlenmistir. Bu ¢aligmaya ait sonuglar Sekil

4.5’ de verilmistir.

Yontem gelistirme siirecinin erken asamasinda, analitik yontem gelistirme ve
optimizasyon ¢alismalari hizl1 analiz siiresi, solvent tiikketiminin azaltilmasi ve yiiksek
ayirma performanst gibi hedeflerle baslatilmistir. Bu amagla UHPLC sistemi tercih
edilmistir. Ilk olarak kisa kolon uzunluguna sahip Waters Acquity Premier BEH C18
kolon (50 mm x 2.1 mm, 1.7 um) test edilmistir. Ancak, bu kolonun tiim safsizliklar1

yeterince ayiramadigi gézlemlenmistir. Bu nedenle, daha uzun ve ayirma giicii daha
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yiiksek olan 150 mm uzunlugunda Waters BEH C18 kolon (150 mm x 2.1 mm, 1.7
um) tercih edilmigtir. Yapilan denemeler sonucunda, bu kolonun safsizliklar ve ana

madde arasinda etkili bir ¢oziiniirliik sagladigi goriilmiistiir.

Yontem gelistirme asamasinda, karglumik asidin pKa degerleri (2.50, 3.55 ve
8.60) dikkate alinarak, hareketli faz pH aralig1 olarak 2.5-3.5 belirlenmis ve ilk testler
izokratik kosullarda fosfat tamponu (pH 2.8) kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu
kosullarda elde edilen kromatogramlarda 6zellikle piroglutamik asit ve ilgili bilesik A
(HPA) arasindaki ¢oziiniirliigiin yeterli olmadigi gozlenmistir. Bu durumun
giderilmesi amaciyla, hareketli faz pH'si, kolon sicakligi ve akis hizi gibi kritik
parametrelerin etkisi ayrintili olarak incelenmistir. Bu parametrelerin safsizliklar ve
karglumik asit ayrimi {izerindeki etkileri degerlendirilmis, pH degerinin safsizliklar

arasindaki ¢oziiniirligii belirgin sekilde etkiledigi saptanmistir.

Sonug olarak, erken agama yontem gelistirme ¢alismalari, temel kromatografik
parametrelerin belirlenmesine ve sonraki optimizasyon siire¢lerine yon vermistir. Box-
Behnken deney tasarimina temel teskil edecek kritik parametreler olarak kolon
sicakligi, akis hiz1 ve hareketli faz pH degeri belirlenmistir. Boylece yontem gelistirme
siirecinde daha etkin ve verimli sonuclarin elde edilmesi hedeflenmistir. Bu

denemelerde elde edilen yonteme ait kromatogram Sekil 4.10°da verilmistir.
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Sekil 4.10. Yontem gelistirme ¢aligmalarinin erken asamalarinda Karglumik Asit ve
bilinen safsizliklarinin ayrimi.



102

4.2.3. Box-Behnken Deney Tasarimi ile Optimizasyon Sonuglari

UHPLC-DAD metodu gelistirme siirecinde optimum kromatografik kosullarin
belirlenmesi i¢cin Box-Behnken deney tasarimi (Box-Behnken Design, BBD)
kullanilmistir. Bu optimizasyon ¢aligsmasi, ii¢ kritik parametre {izerine odaklanmigtir:
hareketli fazin pH degeri, kolon sicakligi ve akis hizi. Deney tasarimi i¢in hareketli faz
pH’s1 2,0-2,4 araliginda, kolon sicakligi 20-30 °C araliginda ve hareketli faz akis hizi
0,30-0,40 mL/dak araliginda belirlenmistir.

Box-Behnken tasarimi kullanilarak toplam 17 deney gergeklestirilmis, bu
deneylerin sonucunda elde edilen veriler kullanilarak kritik kalite parametreleri
acisindan analizler yapilmigtir. Bu parametreler; piroglutamik asit ile iliskili bilesen A
(HPA) arasindaki ¢oziiniirliik, toplam analiz siiresi ve karglumik asit pik kuyruklanma
faktorii olarak belirlenmistir. Tasarim sonucunda olusturulan regresyon modelleri,
parametreler arasi iligkileri ifade eden ikinci dereceden denklemlerle tanimlanmustir.
Analizler sonucunda elde edilen verilere gore olusturulan cevap ylizey grafikleri,

optimum kosullarin belirlenmesinde énemli rol oynamistir.

Optimizasyon g¢aligmalarinin sonucunda elde edilen nihai analitik kosullar su
sekildedir: hareketli faz pH degeri 2,4, kolon sicakligi 22 °C ve hareketli faz akis hiz1
0,39 mL/dak olarak belirlenmistir. Optimizasyon ¢aligmalari sonucunda safsizliklar ve
karglumik asit arasinda yeterli ve uygun ¢oOziiniirliikk saglanirken, analiz siiresi
mimkiin olan en kisa silireye indirilmistir. Bu sayede hem analizlerin verimliligi
artirllmig hem de laboratuvar maliyetleri ve gevresel etkileri azaltilmistir. Deneysel
tasarim yaklagimi, geleneksel yontem gelistirme siireglerine kiyasla 6nemli miktarda
zaman ve maliyet tasarrufu saglayarak, yontem gelistirme siirecinin etkinligini
artirmistir. Box-Behnken deney tasarimi ile elde edilen yiizey analizi sonuglar1 Sekil
4.11’te verilmistir ve devaminda bu analizlerin denklemleri goériinmektedir. Deney

tasarimina ait bagimsiz ve bagimli degiskenlerin tablosu Tablo 4.20°de verilmistir.
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Resoluson
Resolution

Retention Time (min)
Retention Time (min)
Retention Time (min)

Taiing factor
Taiing factor
Tailing factor

C: low Rate (mU/min)

Sekil 4.11. Ayiricilik (A), Alikonma Zamani (B) ve Kuyruklanma Faktorii (C) i¢in
Box-Behnken Tasarimi Yamit Yiizeyi grafikleri

Ayiricilik (Rs) = + 2.68 + 0.7013x A — 0.7725xB — 0.3188x C — 0.0125 x AB
—0.0650 x AC + 0.1425 x BC + 0.2629 x A?

(1)

Alikonma Zamani (RT)
= +6.87 — 0.2200x A —0.4438xB — 0.9063xC — 0.2825xAB
+ 0.0675 x BC + 0.3050 x BC

2)



Kuyruklanma Faktori (Tf)
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= +1.24+ 0.0138xA —0.0012xB — 0.0100x C — 0.0450 x AB

—0.0225xBC + 0.0225 x BC

3)
Tablo 4.20. Box-Behnken kisitlama ve 6nem belirleme tablosu

Bagimsiz degisken Aralik kisitlama Oonem
Hareketli faz pH’s1 20-24 Aralikta +++

Akis hizi (mL/min) 0.30-0.40 Aralikta ++
Kolon sicakligi (°C) 20-30 Aralikta ++
Bagimli Degiskenler kisitlama onem
Ayiricilik Maksimum R
Alikonma zamant Minimum -+
Kuyruklanma zamani hedef=1 +++

4.2.4. Sistem Uygunluk Testleri

Analitik yontemin giivenilirligini ve performansini degerlendirmek icin sistem

uygunluk testleri gergeklestirilmistir. Bu testler, yontemin dogruluk, hassasiyet ve

tekrarlanabilirlik acisindan yeterli olup olmadigimi belirlemek amaciyla yapilmstir.

Calismada, safsizlik seviyesi limit derisiminde safsizlik eklenmis ¢ozelti ve karglumik

asit standart ¢ozeltisi kullanilmistir. Bu ¢ozeltiler, ayni1 6rnek vialinden ardisik alti kez

enjekte edilerek sistemin uygunlugu test edilmistir.

Analizler sonucunda, tiim pik alanlar1 i¢in bagil standart sapma (BSS) degeri

<2% olarak hesaplanmistir. Bu diisiik varyasyon, yontemin yiiksek tekrarlanabilirlik

sundugunu gostermektedir. Ayrica, sistem uygunlugu degerlendirmesi kapsaminda su

kromatografik parametreler incelenmistir:

o Teorik Plak Sayist (N): Kolon verimliligini belirlemek igin hesaplanmis olup,

tiim pikler i¢in 2000’in {izerinde oldugu tespit edilmistir. Bu deger, kolon

performansinin yeterli oldugunu ve piklerin iyi ayrildigini1 gdstermektedir.
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o Pik Kuyruklanma Faktorii (T): Piklerin simetrikligini degerlendirmek igin
hesaplanmigtir. Tiim bilesenler i¢in kuyruklanma faktorii 2’nin altinda

bulunmus olup, ideal simetrik pikler elde edilmistir.

o Kapasite Faktorii (£): Bilesenlerin alikonma siiresini degerlendirmek amaciyla
hesaplanmis ve her bilesen igin kapasite faktoriiniin 2°nin iizerinde oldugu
belirlenmistir. Bu durum, bilesenlerin kolon iizerinde uygun ayrim sagladigini

ve birbirleriyle cakismadigini géstermektedir.

o Coziiniirlik (Rs): Her bir safsizligin ayrim giicii degerlendirilmis ve tiim
safsizliklar igin ¢Oziliniirliikk degerinin 2’nin iizerinde oldugu belirlenmistir. Bu
sonug, safsizliklarin karglumik asitten ve birbirlerinden yiiksek ¢oziintirliikle

ayrildigint dogrulamaktadir.

Sistem uygunlugu testlerinin daha ayrmtih sonuglart Tablo 4.21°de
sunulmustur. Tiim bu veriler, gelistirilen UHPLC-DAD y06nteminin hassas, giivenilir
ve tekrarlanabilir bir analitik ara¢ oldugunu gostermektedir. Boylece, yontemin

farmasotik kalite kontrol uygulamalarinda giivenle kullanilabilecegi dogrulanmistir.

Tablo 4.21. Validasyon sistem uygunluk sonuglari.

Alan
o Kapasite
icin%  Plaka Kuyruklanma
Pik Ad1 Ortalama Ayiricilik Faktorii
BSS (n Sayisi Faktorii
Alan (9]
Karglumik asit ~ 17.39 0.21 3578 - 1.21 2.11
Piroglutamik asit 48.60 0.15 5207 5.71 1.20 3.24
flgili Bilesik A 60.96 0.11 6418 7.74 1.27 3.76
Pirokarglumik
184.01  0.08 6140 7.41 1.24 6.05
asit
Dikarbamoil L-
34290 0.12 5879 12.33 1.10 7.67

glutamik asit
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4.2.5. Segicilik

Bu caligma, karglumik asit (9600 pg/mL) ve safsizliklarinin (40 pg/mL) pikleri
arasinda herhangi bir girisim olugmadigin1 gostermistir. Ayni zamanda, kor (blank)
¢ozelti, plasebo, standart ve test ¢ozeltilerinin kromatogramlar karsilagtirildiginda,
analiz edilen bilesenler arasinda herhangi bir girisim goézlenmemistir. Bu durum,
yontemin yiiksek segicilige ve 6zgiilliige sahip oldugunu dogrulamaktadir (Sekil 4.12

ve 4.13).

Bu caligmada, miktar tayini i¢in kullanilacak standart ¢ozeltiler ve limit
derisiminde zenginlestirilmis ¢ozeltiler hazirlanarak analiz edilmigtir. Y6ntemin
dogrulugunu ve stabiliteye duyarliligini degerlendirmek amactyla zorlanmig bozunma
caligmalar gerceklestirilmis ve karglumik asidin c¢esitli bozunma kosullar1 (asidik,
bazik, oksidatif, termal ve fotolitik) altinda stabilitesini belirlemek i¢in test edilmistir.
Bu analizler, yontemin stabilite-indikatdr (stability-indicating) 6zellik tagidigim ve
bozunma iiriinleri ile ana bilesik arasinda yeterli ¢oziiniirliik saglandigini kanitlamistir.
Sonuglar, yontemin farmasotik kalite kontrol siireclerinde giivenilir bir sekilde
uygulanabilecegini ve stabilite testleri i¢in uygun bir analitik yaklasim sundugunu

gostermektedir.

mA
g

Time (min)

Sekil 4.12. Karglumik asit ve safsizlik piklerinin konumlarin1 gésteren kromatogram.
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(d)
| ()

(a)

Sekil 4.13. Kor ¢ozelti (a), plasebo (d), standart ¢ozelti (c) ve test ¢ozeltisi (b)
kromatogramlarinin iist {iste ¢akistirilmig gériiniimii.

4.2.6. Dogrusallik, Dogruluk ve Kesinlik Sonuclari

Karglumik asit analizi, 4 - 9600 pg/mL (% 0.05 - %120) derisim araliginda
gerceklestirilmis olup, bu calisma araligi hem safsizlik analizi hem de miktar tayini
analizleri i¢in uygun bulunmustur. Bu genis dinamik aralik, yontemin hem diisiik
seviyedeki safsizliklar1 tespit edebilmesini hem de etkin madde miktar tayini igin
dogrusal bir yanit verebilmesini saglamaktadir. Elde edilen dogrusal regresyon
analizinde R? degeri 1.0000 olarak belirlenmis ve yontemin miikemmel bir dogrusal

iliskiye sahip oldugu dogrulanmstir.

Verilerin istatistiksel uygunlugunu degerlendirmek icin varyans analizi
(ANOVA) gergeklestirilmis ve ilgili sonuglar asagidaki tablo da paylasilmistir.
Dogrusallik modelinin istatistiksel olarak anlamli olup olmadigini1 degerlendirmek igin
P-degerleri incelenmis ve kesme noktasi ile x degiskeninin egimi igin istatistiksel

kontrol kriterleri belirlenmistir. Bu kriterler su sekilde olusturulmustur:

o Kesme Noktasi i¢in p > 0.05 olmasi: Modelin sifirdan sapmasinin istatistiksel
olarak anlamli olmadigim1 gosterir, yani dogrusal regresyonun kesme

noktasmin analiz dogrulugunu etkilemedigini ifade eder.

e X degiskeni (egim) i¢in p < 0.05 olmasi: Bagimsiz degisken olan derigimin
sinyal yanit1 iizerinde istatistiksel olarak anlamli bir etkisi oldugunu gosterir.

Regresyon analizini igeren bu sonuglar asagida Tablo 4.10° da verilmistir.
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Bu kriterler analiz edilen verilerde saglanmis olup, yontemin dogrusallik
(linearity) agisindan istatistiksel olarak gegerli ve giivenilir oldugu dogrulanmistir.
Elde edilen sonuglar, yontemin farmasétik kalite kontrol siireglerinde hem diisiik
seviyeli safsizlik tespiti hem de yiiksek hassasiyetli etkin madde miktar tayini i¢in

uygun oldugunu gostermektedir (Sekil 4.14).

Karglumik asit

400.000

350.000 y =0.4429x + 0.1501 @
R2=0.9999 ..
300.000

= 250.000
<
< 200.000
B
& 150.000
100.000
50.000 P

0.000 ©®
0.00 20000 40000  600.00  800.00  1000.00

Derigim (pg/mL)

Piroglutamik asit

1200.000

y=1.2426x - 1.6024

1000.000 .
R2=0.9999 .-

800.000
600.000

Pik Alani

400.000

200.000 .

@
0.000 ®®
0.00 200.00 400.00 600.00 800.00 1000.00

Derisim (pg/mL)
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Pirokarglumik asit

4000.000
3500.000 y=4.6072x + 62645 ®
3000.000 2= 0.9999
£ 2500000 | e
< 2000.000 o
o
= 1500.000
1000.000
500.000 o

0.000 ©®
0.00 100.00 200.00 300.00 400.00 500.00 600.00 700.00 800.00 900.00

Derisim (pg/mL)

ilgili bilesik A (HPA)

1400.000
1200.000 y = 1.5426x - 0.0726--®
1000.000 PEde
800.000
600.000 | .
400000 | e
200.000 o L

0000 ©®
0.00  100.00 200.00 300.00 400.00 500.00 600.00 700.00 800.00 900.00

Derigim (pg/mL)

.o
.o
.t
.o
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Dikarbamoil L-glutamik asit

8000.000
7000.000
6000.000
5000.000 .
000000 | e
3000000 | T
000000 |
1000.000 .
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Pik Alani

Sekil 4.14. Karglumik asit ve safsizliklarinin dogrusallik sonugclari.

Dogrusallik grafikleri, yontemin belirlenen derisim araliginda dogrusal yanit

verip vermedigini degerlendirmek igin olusturulmustur. Yukarida sunulan grafikler,
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analitik yontemin dogrusal olup olmadigini test etmek amaciyla regresyon analizine
dayanmaktadir. Elde edilen veriler incelendiginde, regresyon katsayisinin R?>0.999

oldugu goriilmiis, bu da yontemin dogrusal bir yanit verdigini gostermistir.

Istatistiksel analizlerde, regresyon dogrusunun egimi ve kesme noktasi
degerlendirilmis ve p-degerleri belirlenmistir. Kesim noktas1 i¢in p>0.05 bulunmasi,
modelin sifirdan anlamli bir sapma gdstermedigini ve dogrusal regresyonun giivenilir
oldugunu ortaya koymaktadir. Bagimsiz degiskenin egimi i¢in p<0.05 degeri ise, analit
derisiminin dedektor yanit1 {izerinde istatistiksel olarak anlamli bir etkisi oldugunu

dogrulamaktadir. Istatistiksel analiz sonuglar1 Tablo 4.22°de verilmistir.

Bu dogrusal iliski, yontemin farmasotik analizlerde yiliksek duyarlilik ve
hassasiyetle kullanilabilecegini  gostermektedir. Dogrusallik degerlendirmesi,
yontemin belirlenen derisim araliginda giivenilir ve tekrarlanabilir sonuglar
sagladigini kanitlamaktadir. Ayrica, calisma araliginin genisligi, yontemin hem diisiik
seviyeli safsizlik analizleri hem de etkin madde miktar tayini i¢in uygun oldugunu

desteklemektedir
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Tablo 4.22. Karglumik asit ve safsizliklar1 icin Regresyon Istatistikleri sonuglari.

Bilesik Gozlem Sayisi Egri Denklemi R? Egimk Kesisim b p (egim) Std. Hata
(n) (Alan=k-C+b) (%95 GA) (%95 GA)
Karglumik asit 7 0.4429 C+0.150 0.9999 0.4390-0.4468 —1.185-1.485 8.6x10" 1.08
Piroglutamik asit 7 1.2426 C—-1.602 0.9999 1.2286-1.2567 —6.455-3.250 3.1x10" 3.93
Pirokarglumik asit 7 4.6072 C+6.264 0.9999 4.5668 -4.6476 —7.688—-20.217 8.8x 107" 11.29
Igili Bilesik A 7 2.9867 C+6.476 0.9999 2.9644 -3.0089 -5.391-18.344 3.9x10"* 9.61

Dikarbamoil L-glutamik 7 5.6685 C—0.881 0.99997 5.6303 —5.7067 —21.211-19.448 2.3 x107'?2 16.46
asit
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Safsizliklarin yiiksek maliyeti nedeniyle, harici standart yontemi (external
standard method) yerine, safsizliklarin analizini bagil yanit faktorii (Relative Response
Factor, RRF) kullanarak degerlendirme karar1 alinmistir. Bu yaklagim, karglumik asit
pikine referansla safsizliklarin nicel tayinini saglamaktadir ve farmasdtik analizlerde
sik¢a tercih edilen, maliyet etkin bir yontemdir. RRF hesaplamalari, 4 - 800 pg/mL (%
0.05 - %10.00) derisim araliginda analiz edilen drneklerin egim degerleri kullanilarak

gergeklestirilmistir.

RRF yontemi, her bir safsizligin dedektore verdigi sinyalin karglumik asit ile
karsilastirilarak normalize edilmesini saglamaktadir. Bu sayede, saf safsizliklarin
standart c¢ozeltilerinin hazirlanmasina gerek kalmadan, karglumik asit ana bilesigi
referans almarak safsizlik miktarlarmin belirlenmesi miimkiin olmaktadir. Ayrica,
yontemin dogrulugunu artirmak ve sistematik hatalar1 en aza indirmek igin, analiz
edilen safsizliklarin pik egimlerinin karglumik asit pik egimine oranlanmasi

saglanmustir.

Elde edilen RRF degerleri, yontemin nicel dogrulugunu degerlendirmek ve
farmasotik kalite kontrol siireclerinde giivenilir bir safsizlik profillemesi saglamak
amactyla kullanmilmistir. Bu analizlerin sonuglarn detayli olarak Tablo 23'de
sunulmustur. Yapilan c¢aligmalar, RRF yaklagimmin tekrar iiretilebilir, hassas ve
maliyet acisindan verimli bir alternatif yontem oldugunu ve farmasotik analizlerde

safsizliklarin giivenilir bir sekilde belirlenmesine olanak tanidigini gostermistir.
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Tablo 4.23. Karglumik asit safsizliklar1 i¢in bagil yanit faktorii sonuglar.

Molekiil ad1 R? Egim Bagil Yanit Faktorii (RRF)
Karglumik asit 0.9999 0.4429 1.0

Piroglutamik asit 0.9999 1.2426 2.8

lgili bilesik A 1.0000 1.5426 3.5

Pirokarglumik asit 0.9999 4.6072 10.4

Dikararbamoil L-glutamik

. 0.9999 8.744 19.7
asit

Yontemin dogrulugunu gostermek amaciyla, 4 pg/mL (%0.05), 8000 pg/mL
(%100) ve 9600 pg/mL (%120) derisimlerinde ii¢ farkli karglumik asit Ornegi
hazirlanarak analiz edilmistir. Bu caligmalar, farmasétik formiilasyonda yer alan
yardimc1 maddelerin (plasebo) etkisini degerlendirmek amaciyla, plasebo ile etken

madde + plasebo igeren numuneler kullanilarak gerceklestirilmistir.

Dogruluk calismalari, yontemin analit geri kazanimini dogru ve giivenilir
sekilde Sl¢iip 6lgemedigini belirlemek igin kritik bir asamadir. Analiz edilen her
derisim seviyesi i¢in elde edilen geri kazanim yiizdeleri, %98 - %102 araliginda
bulunmus ve bu degerler, farmasotik kalite kontrol analizlerinde kabul edilen
kriterlerle uyumlu oldugu i¢in yontem dogrulugunun yiiksek oldugunu gostermistir.

Bu sonuglar Tablo 4.24° de verilmistir.

Bu degerlendirme sirasinda, geri kazanim oranlarinin plasebo bilesenlerinin
varligina ragmen herhangi bir sistematik hata veya matris etkisinden etkilenmedigi
dogrulanmistir. Ayn1 zamanda, tiim derisim seviyelerinde bagil standart sapma (BSS)
< %2 olacak sekilde diisiik varyasyon elde edilmistir. Bu sonuglar, yontemin farkli
analit seviyelerinde tutarli ve dogru dl¢iimler saglayabildigini ve farmasoétik iiriinlerin

kalite kontrol siireclerinde giivenle uygulanabilecegini gostermektedir.
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Tablo 4.24. Dogruluk analizi sonuglari

Karglumik Asit Hesaplanan Geri Ortalama BSS (%)

Miktar (ug/mL) Kazanim (%)

(%)

Dogruluk Cézeltisi (%0.05-1) 4.05 10128 10034  0.85
Dogruluk Cozeltisi (%0.05-2) 3.98 99.62 +0.34
Dogruluk Cézeltisi (%0.05-3) 4.00 100.11
Dogruluk Cézeltisi (%100-1) 8055.06 100.69  100.10  0.55
Dogruluk Cozeltisi (%100-2) 7967.96 99.60 +0.10
Dogruluk Cdzeltisi(%100-3)  8000.01 100.00
Dogruluk Cézeltisi (%120-1) 9630.01 10031 100.08  0.83
Dogruluk Cézeltisi (%120-2) 9674.06 100.77 ~ *0.08
Dogruluk Cézeltisi(%120-3)  9519.01 99.16

Kesinlik degerlendirilirken, yontemin tekrar iiretilebilirligini ve giivenilirligini
belirlemek amaciyla alti farkli 6rnek es zamanli olarak analiz edilmis ve elde edilen
sonuglar, bagil standart sapma (BSS) < %2 olacak sekilde hesaplanmistir. Bu diisiik
varyasyon, yontemin kisa vadeli tekrarlanabilirliginin yiiksek oldugunu ve Sl¢iim

sonuclarinin tutarli oldugunu gostermektedir.

Ara kesinlik ¢aligmalarinda ise, yontemin farkli laboratuvar kosullarinda ayni
dogrulukla c¢alisip  calismadigini  degerlendirmek  amaciyla ek  testler
gerceklestirilmistir. Bu kapsamda, analizler farkl bir analitik kolon (ayn1 marka, ancak
farkl iiretim serisine ait kullanilarak, bir giin sonra ve farkli bir HPLC cihazinda tekrar
edilmigtir. Tiim analizler sonucunda, farkli cihaz ve kolon kullanimlarina ragmen %
BSS degerinin 2’nin altinda kaldig tespit edilmistir. Bu sonuclar, yontemin cihazlar
ve analitik sistemler arasinda yiiksek derecede tekrarlanabilir oldugunu

gostermektedir. Kesinlik ve ara kesinlik sonuglar Tablo 4.25 - 4.28’de verilmistir.

Ayrica, yapilan analizler arasindaki istatistiksel farkliliklart degerlendirmek
amaciyla t-testi ve F-testi uygulanmistir. Bu testlerin sonuglari, 6lgiimler arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadigini gostermistir. Bu bulgular,
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yontemin farmasotik kalite kontrol siireglerinde giivenilir, tekrarlanabilir ve tutarli bir

analitik yaklasim sundugunu dogrulamaktadir.

Tablo 4.25. Safsizlik kesinlik sonuglari

Kesinlik Karglumik Piroglutamik Tlgili ~ Pirokarglumik  Dikarbamoil
asit (%) asit (%) Bilesik asit (%) L-glutamik asit

A (%)

(HPA)

(%)
Numune-1 99.78 0.13 0.16 0.15 0.13
Numune-2 100.57 0.13 0.16 0.15 0.13
Numune-3 100.59 0.13 0.16 0.15 0.13
Numune-4 98.19 0.12 0.17 0.15 0.13
Numune-5 98.62 0.13 0.17 0.15 0.13
Numune-6 99.77 0.13 0.17 0.14 0.14
Ortalama 99.59 0.13 0.16 0.15 0.13
(%) BSS 1.00 0.99 2.07 4.50 2.10
Mutlak Fark - 0.00 0.01 0.02 0.01

Tablo 4.26. Giinler-arasi kesinlik sonuglar (ara kesinlik).

Ara Kesinlik Karglumik Piroglutamik  Ilgili Pirokarglumik  Dikarbamoil
asit (%) asit (%) Bilesik asit (%) L-glutamik asit

A (%)

(HPA)

(%)
Numune-1 97.99 0.13 0.19 0.16 0.14
Numune-2 97.93 0.13 0.19 0.16 0.14
Numune-3 98.25 0.13 0.19 0.16 0.14
Numune-4 97.70 0.13 0.20 0.16 0.14
Numune-5 99.63 0.13 0.21 0.17 0.14
Numune-6 98.67 0.13 0.22 0.14 0.14
Ortalama 98.36 0.13 0.20 0.16 0.14
(%) BSS 0.71 1.31 5.68 5.97 1.26

Mutlak Fark 0.00 0.03 0.03 0.00
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Tablo 4.27. Giinler aras1 kesinlik kiyaslama tablosu.

Miktar ~ Piroglutamik Ilgili Bilesik Pirokarglumik asit Dikarbamoil L-glutar

Tayini  asit (%) A (HPA) (%) asit (%)
(%) (%)
Kesinlik 99.6 0.13 0.16 0.15 0.13
Ara Kesinlik 98.4 0.13 0.20 0.16 0.14
Ortalama (%) 98.98 0.13 0.18 0.15 0.14
(%) BSS 0.87 2.96 14.48 4.92 4.82
Mutlak Fark - 0.01 0.04 0.01 0.01

Tablo 4.28. Giinler aras1 farkin f-test ve t-test ile degerlendirilmesine dair sonuglar.

Degisken 1 Degisken 2

Ortalama 99.59 98.36
Variance 0.99 0.50
Gozlemler 6 6

df 5 5

F 1.99

P(F<=f) one-tail 0.23

F Critical one-tail 5.05

4.2.7. DL ve QL Degerlendirmeleri

Tayin Limiti (QL) ve Tespit Limiti (DL) degerleri, S/N oranlar1 dikkate
alinarak hesaplanmis olup, QL degeri 0.7 pg/mL, DL degeri ise 0.15 pg/mL olarak
belirlenmistir. Bu degerler, yontemin diisiik derisim seviyelerinde bile hassasiyetini

koruyarak analit sinyalini arka plan giiriiltiistinden ayirt edebildigini gostermektedir.

Y ontemin alt tayin limiti (QL) seviyesinde tekrarlanabilirligini degerlendirmek
amaciyla, QL seviyesinde hazirlanan ¢ozelti ardisik 6 kez enjekte edilmis ve elde
edilen pik alanlarinin bagil standart sapma (BSS) degeri hesaplanmistir. BSS degerinin

%?2’nin altinda bulunmasi, yontemin diisiik derisim seviyelerinde bile yiiksek



117

tekrarlanabilirlik sundugunu ve analit sinyalinin giivenilir bir sekilde 6lgiilebilecegini

dogrulamigtir.

Ayrica, DL seviyesinde hassasiyet degerlendirmesi yapmak amaciyla, DL
seviyesindeki ¢ozelti ardisik iki kez enjekte edilmis ve elde edilen S/N degerleri
kiyaslanmistir. Bu degerlendirme, yontemin tespit sinirinda bile analitin sinyalini baz
hat giiriiltiisiinden istikrarli bir sekilde ayirt edebildigini ve yontemin dedeksiyon

limitlerinin giivenilir oldugunu gostermistir.

Bu ¢alismalarin sonuglar1 detayli olarak Tablo 29°da sunulmustur. Elde edilen
bulgular, gelistirilen UHPLC-DAD yo6nteminin farmasotik analizlerde diigiik derigim
seviyelerinde dahi giivenilir tespit ve tayin sinirlar1 sundugunu, dolayisiyla safsizlik
analizleri ve safsizlik profillemesi gibi kritik kalite kontrol uygulamalarinda etkin bir

sekilde kullanilabilecegini gostermektedir.

Tablo 4.29. Tayin ve Tespit limiti sonuglari.

Tekrar Alan S/N
QL1 6.0 14.2
QL2 6.1 14.0
QL3 5.9 14.1
QL 4 6.0 14.1
QLS5 6.1 14.2
QL6 6.0 14.0
DL 1 1.5 2.1
DL 2 1.6 22

QL Ortalama + SS (%BSS) 6.02 + 0.08 (1.37%) 14.1 £0.1 (0.56%)
DL Ortalama + SS (%BSS) 1.55 £ 0.07 (4.71%) 2.2 £ 0.1 (3.23%)
4.2.8. Saglamhk Analizi (Plackett-Burman)

Istatistiksel ~deney tasarimi, yontemin  saglamlik  parametrelerini

degerlendirmek amaciyla uygulanmistir. Bu kapsamda, Plackett-Burman deney
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tasarimi kullanilarak, kromatografik kosullarda yapilan her bir degisikligin analitik
sonuglar iizerindeki istatistiksel Onemi incelenmistir. Plackett-Burman tasarimu,
yiiksek verimlilik sunan ve en az deney sayisiyla en fazla faktoriin etkisini
degerlendirmeye olanak taniyan bir deneysel yaklagimdir. Bu yontem sayesinde,
UHPLC-DAD analizlerinde kiigiik degisimlerin yontem performansina olan etkisi

sistematik bir sekilde incelenmistir.

Caligmada, her bir parametre i¢in ayr1 ayri standart ¢ozelti ve test ¢ozeltisi
hazirlanarak enjeksiyonlar gerceklestirilmistir. Bu analizler, yontemin saglamlik
acisindan giivenilir olup olmadigini degerlendirmek ve kiiciik degisikliklerin analitik
performansi nasil etkiledigini belirlemek amaciyla tasarlanmigtir. Kromatografik
kosullarda gerceklestirilen degisiklikler ve deney tasarimina iliskin bilgiler detayli
olarak Tablo 30'da sunulmustur. Ayrica, analiz sonuglarina iliskin veriler Tablo 31'de

yer almaktadir.

Plackett-Burman  saglamlik  degerlendirmesi, ¢aligilan  dort  kritik
kromatografik parametrenin (dedeksiyon dalga boyu, kolon sicakligi, akis hizi ve
hareketli faz pH’s1)) hem etken madde hem de secilen bes safsizlik iizerindeki

istatistiksel etkilerini ortaya koymaktadir.

o Karglumik asit miktar tayini icin tiim tekil faktorlerin p-degerleri 0.41-0.95
araliginda olup istatistiksel olarak anlamli degildir (p > 0.05). Buna ragmen
modelin R?=0.7812 degeri, varyansin % 78’inin aciklanabildigini, dolayisiyla
yontemin nicel dogrulugunda incelenen parametrelerin topluca 6l¢iilii bir etkisi
bulundugunu goéstermektedir.

o Ilgili bilesik A ve pirokarglumik asit safsizliklari, 6zellikle hareketli faz pH’ma
duyarli olup sirasiyla p=0.028 ve p = 0.008 degerleriyle istatistiksel anlamlilik
siirmin altindadir. Bu bulgu, diisiik derigimlerde dahi pH degisiminin bu iki
pik i¢in ayrim ve/veya yanit siddetini etkileyebilecegini, dolayisiyla tampon
pH’min siki kontroliiniin kritik oldugunu vurgular. Her iki modelin R?

degerleri (0.6102 ve 0.6951) orta-derecede agiklayicilik saglar.
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e Dikarbamoil L-glutamik asit i¢in faktorlerin tamami smirda (p=0.10) olup
model p-degeri 0.125°tir; R2=0.6000, parametrelerin birlesik etkisinin sinirl
ama goz ardi edilemeyecek diizeyde oldugunu gosterir.

o Piroglutamik asit ve toplam safsizliklar i¢in hem tekil faktorler hem de genel
model p-degerleri anlamlilik esiginin iizerindedir (p>0.37) ve Ozellikle
piroglutamik asitte R>=0.1869 gibi olduk¢a diisiik bir deger elde edilmistir.
Bu durum, s6z konusu yanitlarin biiylik oranda caligma dis1 degiskenlerden
etkilendigini veya mevcut varyasyon araliginin bu pikler iizerinde kayda deger

bir degisim olusturmadigini diisiindiiriir.

Genel olarak degerlendirildiginde, calisilan faktorler karglumik asit ana
pikinde ve ¢ogu safsizlikta istatistiksel agidan 6nemli bir degisime yol agmamis,
yalnizca pH’nin iki safsizlik {izerinde anlamli etkisi saptanmistir. Bu sonuglar,
gelistirilen UHPLC yontemi i¢in yiiksek diizeyde saglamlik saglandigini; ancak pH
kontroliiniin dzellikle ilgili bilesik A ve pirokarglumik asit piklerinin tayininde kritik

parametre olarak ele alinmasi gerektigini ortaya koymaktadir.



Tablo 4.30. Saglamlik ¢aligmasi kogullari.
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Parametreler Seviye
Diisiik (-) Gergek Yiiksek (+)
Dalgaboyu (nm) 212 214 216
Kolon sicakligi (°C)  24.2 25 25.8
Akis hiz (mL/min) 0.38 0.39 0.40
I;:g:fieﬂi faz pH 23 24 25
Kosullar
frsyon Dt Kol dhh kel
1 + + - +
2 + - - -
3 - + - +
4 - + + -
5 - - + -
6 + + - -
7 - + + +
8 + - + +
9 + + + -
10 - - - -
11 + - + +
12 - - - +




Tablo 4.31. Saglamlik ¢alismasi istatistiksel deney tasarimi sonuglari.
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R2
Elde edilen P Degerleri
Degeri
Results Hareketli
Dalgabo  Kolon
Akis Hizt  faz pH Model  Model
yu Sicaklig1 )
degeri
Karglumik asit
0.415 0.652 0.771 0.951 0.512 0.7812
miktar tayini (%)
llgili Bilesik A (%)  0.598 0.142 0.598 0.028 0.116 0.6102
Pirokarglumik asit 0.879 0.197 0.454 0.008 0.054 0.6951
Dikarbamoil L-
1.000 0.104 0.104 0.104 0.125 0.6000
glutamik asit
Piroglutamik asit 0.423 0.785 0.785 0.423 0.802 0.1869
Toplam Impiirteler 0.415 0.127 0.536 0.415 0.378 0.4134
4.2.9. Cozelti Stabilitesi ve Filtre Secimi Sonuclari
Analiz  ¢Ozeltilerinin  stabilitesini  degerlendirmek amaciyla, 4°C’de

otodrnekleyicide saklanan numuneler belirli zaman araliklarinda analiz edilmistir. Bu
caligmanin amaci hem 6rnek ¢ozeltilerinin hem de standart ¢6zeltilerin belirli bir siire
boyunca bozunmadan kalip kalmadigini belirlemektir. Yapilan analizler sonucunda,

numune ve standart c¢ozeltilerin 48 saat boyunca stabil kaldigi tespit edilmistir.

Caligmaya ait detayli sonuglar validasyon sonuglari Tablo 4.32’de sunulmustur.



Tablo 4.32. Test ve standart ¢ozeltiler igin ¢ozelti stabilitesi sonuglari.

Safsizlik eklenmis test ¢ozeltisi

Standart Cozelti
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Zaman Piroglutamik asit

(Saat)

lgili Bilesik A (HPA)

Pirokarglumik asit

Dikarbamoil L-

glutamik asit

Karglumik asit

Karglumik asit

Pik Alan1 % Degisim Pik Alan1 % Degisim Pik Alan1 % Degisim Pik Alan1 % Degisim Pik Alan1 % Degisim |Pik Alam1 % Degisim

0 49.11 - 62.15 - 182.14 - 33991 - 3488.05 - 3495.05 -

2 49.05 0.12 62.25 0.16 182.85 0.39 338.11 0.53 349141  0.10 3495.55 0.01
4 49.01 0.20 62.10 0.08 182.25 0.06 338.55 0.40 3490.62 0.07 3495.01 0.00
6 48.95 0.33 62.01 0.23 182.44 0.16 339.05 0.25 3487.05 0.03 3490.05 0.14
8 49.17 0.12 61.85 0.48 182.05 0.05 338.15 0.52 3486.02 0.06 3491.61 0.10
12 48.61 1.02 61.71 0.71 181.12 0.56 335.95 1.17 3481.09  0.20 3481.02 0.40
24 48.55 1.14 61.55 0.97 180.10 1.12 334.05 1.72 3475.11  0.37 3478.43 0.48
36 48.50 1.24 61.03 1.80 179.55 1.42 334.12 1.70 3469.02 0.55 3469.04 0.74
48 48.32 1.61 60.98 1.88 178.96 1.75 334.25 1.67 346197  0.75 3468.88 0.75
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Analiz oncesinde, formiilasyonda bulunan ¢éziinmeyen plasebo bilesenleri
nedeniyle numunenin filtre edilmesi gerekliligi ortaya c¢ikmistir. HPLC kolonu
izerinde olas1 bloke olusumunu 6nlemek ve analiz sonuglarinda dogrulugu saglamak
icin farkl filtre tiirleri test edilerek, etkin madde ve safsizlik agisindan herhangi bir
adsorpsiyon olup olmadigi incelenmistir Bu amagla, hidrofilik PTFE
(Politetrafloroetilen), Naylon (Nylon) ve Seliiloz Ester (CE) filtreler kullanilmis ve
filtreleme sirasinda herhangi bir bilesik kayb1 olup olmadigi degerlendirilmistir. Bu

sonuglar asagidaki Tablo 4.33” de verilmigtir

Tablo 4.33. Filtre secimi sonuglari.

Filtre Se¢cimi

Test Cozeltisi

Hidrofilik
Enjeksiyon Filtresiz PTFE CE Naylon
1 3495.0 3494.0 3489.1 3440.6

2 3494.1 3497.5 3484.0 3446.1
3 3498.0 3496.0 3481.7 3434.7
4 34914 3490.6 3482.3 34409
5 34919 34914 3480.9 34453
6 3494.8 3490.2 3480.1 3437.1
Ortalama 34942 34933 3483.0 3440.8

SS 239 3.03 326 446
RSS (%) 0.07  0.09 0.09 0.3
Uyum(%) - 99.97 9971  98.79

Filtre kargilagtirma ¢aligmalart sonucunda, 0.45 um hidrofilik PTFE filtresinin
numunede bulunan karglumik asit ve safsizliklar agisindan en uygun filtre oldugu
belirlenmis ve tiim analizlerde bu filtrenin kullanilmasi kararlastirilmistir. Hidrofilik
PTFE filtresi, yliksek kimyasal uyumlulugu, diisiik baglanma kapasitesi ve farmasotik
analizlerde giivenilir bir performans sunmasi nedeniyle tercih edilmistir. Filtrasyon
sonrasi elde edilen kromatogramlar degerlendirilmis ve herhangi bir adsorpsiyon veya

kayip gézlemlenmemistir.
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Incelemeler, gelistirilen yontemin numune stabilitesi agisindan giivenilir

oldugunu ve segilen filtrasyon yonteminin analitik dogruluk ve tekrarlanabilirlik

izerinde herhangi bir olumsuz etkisinin bulunmadigini ortaya koymustur. Bu nedenle,

tiim farmasoétik analiz siirecinde hidrofilik PTFE filtresi (0.45 um) kullanilmistir.

Tablo 4.34. Validasyon sonuglari.

Validasyon

Kabul Kriterleri Sonuglar
Parametreleri
Sistem Uygunluk BSS % < 0.85 alt1 ardisik enjeksiyon Uygun (Tablo 4)

Karglumik asit ile bilinen

safsizliklar arasinda, kor ¢ozelti

Girigim Gozlenmedi (Tablo 5 Sekil

Secicilik (blank), plasebo veya stres bozunma

Dogrusallik ve

Aralik

Dogruluk

Kesinlik

DL/QL

iiriinlerinden kaynakli herhangi bir

girisim gozlenmemistir.
R*>0.99

> (.05 kesim noktas1
Pdegeri i¢in
<0.05 x degeri i¢in
Her bir sonu¢

4 ng/mL (0.05%
hghnl (0.05%) - oo - 1025

8000 pg/mL

araliginda
(100%)

olmalidir.
9600 pg/mL )

her bir
(120%) o

enjeksiyon i¢in
BSS<2N=6

Hergiin ve giinler arasi

LOQ s/N > 10 (BSS % < 10N = 6)

LOD2<s/N<3

6)

Uygun

Uygun (Tablo S10)

Uygun (Tablo S7 ve Sekill1-12)

X s/N = 14.1 (BSS= 0.95)

sIN=2.1,2.2
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Tablo 4.32'de sunulan validasyon sonuglari, gelistirilen UHPLC-DAD
yonteminin farmasotik kalite kontrol siiregleri i¢in gilivenilirligini ve gegerliligini
dogrulayan kritik parametreleri kapsamaktadir. Sistem uygunluk testleri, alt1 ardigik
enjeksiyon i¢in BSS < %0.85 kriterini saglamis ve karglumik asit ile safsizliklar
arasinda herhangi bir girisim gdzlenmemistir. Ozgiilliik testleri, bos ¢dzelti (blank),
plasebo ve zorlanmis bozunma iiriinleri arasinda girisim olmadigimi ve yontemin segici

oldugunu ortaya koymustur.

Dogrusallik ve ¢alisma araligi analizlerinde, regresyon katsayisi (R? > 0.99)
kriterini saglamis olup, modelin istatistiksel olarak gecerli oldugu dogrulanmistir.
Ayrica, P-degerleri istatistiksel olarak anlamli sonuglar sunmus ve dogrusal modelin
uygunlugunu gdstermistir. Dogruluk testleri, ti¢ farkli derisim seviyesi (4 pg/mL, 8000
pug/mL ve 9600 pg/mL) icin gergeklestirilmis ve geri kazanim yiizdelerinin %98 -

%102 araliginda oldugu belirlenmistir.

Kesinlik degerlendirmelerinde hem giin i¢i hem de giinler arasi dl¢timlerde
BSS < 2% kriterinin saglandigi dogrulanmistir. Bu bulgu, ydntemin yiiksek
tekrarlanabilirlik sundugunu goéstermektedir. Tespit ve tayin limitleri (LOD/LOQ)
acisindan, LOQ i¢in S/N > 10 ve LOD igin 2 < S/N < 3 kriterleri saglanmis, LOQ
seviyesi i¢in ortalama S/N degeri 14.1 (% BSS = 0.95) olarak hesaplanmustir.

Genel olarak, elde edilen veriler yontemin hassas, dogrusal, secici ve saglam
oldugunu gostermekte olup, UHPLC-DAD yo6nteminin karglumik asit igeren
farmasotik formiilasyonlarin kalite kontrol siireglerinde giivenle kullanilabilecegini

dogrulamaktadir.

4.2.10. Stres Bozundurma Calismalari ve Stabilite Sonug¢lari

Yontem bolimiinde tanimlanan asidik, bazik, oksidatif, termal ve 151k
bozundurmasi kosullari, numunelere uygulanmig ve elde edilen bozunma oranlar
Tablo 4.35’'de sunulmustur. Bu analizlerde, OpenLab yazilimi kullanilarak karglumik
asit pikinin cesitli stres kosullar1 altindaki %Kiitle Dengesi (%Mass Balance) ve
%Saflik (%Purity) degerleri hesaplanmistir. Gergeklestirilen zorlanmis bozunma
caligmalari, karglumik asidin farkli bozunma mekanizmalarina karsi stabilitesini

degerlendirmeye yonelik olup, farmasoétik kalite kontrol siireclerinde bozunma
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iriinlerinin nicel olarak izlenmesini saglamaktadir. Elde edilen veriler, karglumik
asidin belirlenen stres faktorlerine karsi bozunma egilimlerini ve safsizlik profiline

etkilerini ortaya koymustur.

Tablo 4.35. Stres testi calismalariin sonugclari.

~ Karglumik
Kiitle Dengesi
Stres Bozundurmasi1 Kosullar Bozunma (%) %) Asit Pik
’ saflig1 (%)
Islem yapilmamis numune - - 99.50
Asit bozundurmasi (0.1 N HCI1 2 Sa) 11.6 98.1 99.08
Baz bozundurmasi (0.1 N NaOH 2 Sa) 5.2 98.9 98.51
Oksidatif bozundurma (3% H20: 1 Sa) 8.6 99.5 99.41
Termak bozundurma (90°C 21 giin) 7.6 98.3 99.35
Isik bozundurmasi (1200 lux) 1.2 99.9 99.47
Hizlandirilmis stabilite numunesi (6 ay 40°
0.33 98.5 99.04

75% Rh)
Kiitle dengesi denklemi; % stres uygulanmis numunenin miktar tayini + % safsizliklar x

100 / % stres uygulanmamis numunenin miktar tayini.
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5. TARTISMA

Bu tez calismasinda, karglumik asit iceren tablet formiilasyonlariin kalite
kontrolii ve {iriin stabilitesinin saglanmasi amaciyla iki asamali analitik yontem
gelistirme ve validasyon siirecleri gergeklestirilmistir. Ik asamada karglumik asidin
miktar tayini ve dissoliisyon analizi i¢in yiiksek performansh sivi kromatografisi
(HPLC-DAD), ikinci asamada ise safsizliklarin tayini i¢in ultra yiliksek performanslt
stvi kromatografisi (UHPLC-DAD) yontemleri gelistirilmis ve optimize edilmistir.
Elde edilen sonuglar ve gelistirilen yontemlerin etkinligi, literatiirle karsilastirilarak

tartisilmigtir.

Yontem gelistirme asamasinda, karglumik asidin miktar tayini i¢in HPLC-
DAD yo6nteminde farkli kolonlar, hareketli faz bilesimleri ve dedeksiyon dalga boylar1
test edilmis ve karglumik asidin kimyasal yapisi ve fizikokimyasal oOzellikleri
dogrultusunda ters faz kromatografi (Waters HSS T3 C18 kolon) secilmistir. Yapilan
sistematik optimizasyon sonucunda hareketli faz olarak fosfat tamponu ve asetonitrilin
diisiik derisimlerde (%2) kullanilmasi ile simetrik ve keskin piklerin elde edilmesi

saglanmisgtir.

Analitik yontemin validasyon siirecinde ICH Q2(R2) kilavuzlarina uygun
olarak sistem uygunluk testleri, dogruluk, kesinlik, dogrusallik, saglamlik, LOD ve
LOQ parametreleri degerlendirilmistir. Dogruluk testlerinde elde edilen %98-102 geri
kazanim oranlar1 ve sistem uygunluk testlerindeki %0,85'in altindaki bagil standart
sapma (BSS) degerleri yontemin giivenilir ve tekrarlanabilir oldugunu

dogrulamaktadir.

Dissoliisyon analizlerinde, tablet formiilasyonlarinin farkli fizyolojik pH
kosullarinda (pH 1,2; pH 4,5 ve pH 6,8) hizl1 ve tam ¢oziindiigii gdzlenmistir. Ozellikle
pH 6,8 ortaminda %90'in iizerindeki ¢Oziinme orani, formiilasyonun klinik

biyoyararlanimi a¢isindan olumlu bulunmustur.

Cozelti stabilitesi ¢alismalarinda orneklerin 5°C'de 74 saate kadar kararli
oldugu, filtre se¢iminde ise 0,45 um hidrofobik PTFE filtrelerin analit adsorpsiyonunu

minimize ederek analitik dogrulugu artirdig: tespit edilmistir.



128

Ikinci asamada gerceklestirilen UHPLC-DAD yontem gelistirme ¢alismalari,
safsizliklarin etkili ve hizli bir sekilde belirlenmesi amaciyla sistematik bir
optimizasyon siireciyle gerceklestirilmistir. Bu kapsamda kolon sicakligi, akis hizi ve
hareketli faz pH’1 gibi kritik kromatografik parametreler incelenmis, deneysel
tasarimlar aracilifiyla bu parametrelerin etkileri detayli olarak analiz edilmistir.
Yapilan ¢alismalar sonucunda, kolon sicakliginin artirilmastyla safsizliklarin ve ana
bilesigin ayrilmasinda belirgin iyilesmeler gozlenmis; ancak sicaklik artiginin belirli
bir diizeyden sonra pik sekilleri ve retansiyon siireleri iizerinde olumsuz etkiler
yaratabildigi belirlenmistir. Bu nedenle, optimal kolon sicaklig1 dikkatli bir sekilde

secilerek hem hizli analiz siiresi hem de yiiksek ¢oziiniirliik saglanmistir.

Kromatografik performansin optimizasyonu amaciyla Box-Behnken ve
Plackett-Burman deney tasarimlan kullanilarak kritik degiskenlerin birbirleriyle olan
etkilesimleri istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Box-Behnken deney tasariminin,
ozellikle yontem parametrelerinin optimizasyonunda iistiinliik sagladig1 ve daha az
deney ile daha giivenilir sonuglar elde edilmesini miimkiin kildig1 gézlenmistir. Buna
karsin, Plackett-Burman deney tasarimi ise faktorlerin tek bagina etkisini gostermekte
yeterli kalirken, faktorler arasindaki karmasik etkilesimleri tam olarak agiklamakta
sinirh kalmistir. Bu nedenle analitik yontemin gelistirilmesi siirecinde ¢ok degiskenli

optimizasyon yaklagimlarinin tercih edilmesi gerektigi sonucuna ulagilmistir.

Gelistirilen UHPLC-DAD yo6nteminin validasyon siirecinde sistem uygunluk,
ozgiillik, dogruluk, kesinlik, dogrusallik, saglamlik, LOD ve LOQ gibi temel
validasyon parametreleri detayli bir sekilde incelenmistir. Sistem uygunluk
parametrelerinde elde edilen yiiksek teorik plaka sayilart ve diisiik kuyruklanma
faktorleri, yontemin etkinligini ve piklerin kalitesini kanitlamaktadir. Ayrica dogruluk
ve kesinlik testlerinde safsizliklar i¢in elde edilen geri kazanim oranlarinin %95-105
araliginda olmasi, yontemin farmasotik analizlerde yeterli dogruluk ve hassasiyeti
sagladigini gostermektedir. Dogrusallik testlerinde safsizliklar icin belirlenen derigim
araligmin genis olmasi, yontemin farkli derisim seviyelerinde de tutarli sonuglar

verdigini ortaya koymustur.
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Bu UHPLC yonteminin en Onemli avantajlarindan biri, safsizliklarin
karglumik asitten ve birbirlerinden etkili bir sekilde ayrilmasini saglamasidir. Bu
yoOntem sayesinde, safsizlik profillerinin hizli ve giivenilir bir sekilde olusturulabilmesi
mimkiin olmustur. Yontemin yiiksek ¢oziiniirliik kapasitesi, safsizliklarin detaylt
olarak nitel ve nicel analizlerine olanak tanirken, analiz siirelerinin kisalmasi rutin
kalite kontrol siireglerinde uygulama kolayligi saglamistir. Bu 06zellikleriyle
gelistirilen yontem, farmasotik kalite kontrol siirecleri icin 6nemli bir yenilik ve

referans yontem olarak degerlendirilebilir.

Bu ¢alismadaki HPLC ve UHPLC ydntemleri hem rutin kalite kontrol hem de
uzun vadeli stabilite analizleri i¢in uygun, saglam ve tekrarlanabilir yontemler olarak
tanimlanmistir. Ozellikle UHPLC yontemi ile safsizlik analizlerinde saglanan yiiksek
¢Oziiniirliik, hizl1 analiz siiresi ve dogruluk gibi avantajlar, bu yontemin farmasotik
analiz laboratuvarlarinda giivenle kullanilabilecek standart bir ydntem haline
gelmesini desteklemektedir. Tez ¢alismasi kapsaminda elde edilen bu kritik sonuglar,
gelecekteki farmasdtik iiriinlerin kalite kontrol siireglerinde 6nemli bir temel teskil

edecektir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu tez ¢alismasinda, karglumik asidin tablet formiilasyonlarinda miktar tayini
ve dissoliisyon analizleri i¢in yiiksek performansh sivi kromatografisi-diyot dizisi
dedektorli (HPLC-DAD) yonteminin gelistirilmesi, optimizasyonu ve validasyonu
ayrmtili olarak gergeklestirilmistir. Calisma kapsaminda oOncelikle, kromatografik
kosullarin sistematik olarak optimize edilmesi saglanmis ve yontem gelistirme
agsamasinda elde edilen bulgular, literatiirdeki mevcut bilgilerle karsilastirilarak

yorumlanmugtir.

Calismanin ilk asamasinda HPLC-DAD yoOntemiyle miktar tayini ve
dissoliisyon analizleri yapilmis ve yontem basarili bir sekilde gelistirilmistir. Y dntemin
optimizasyon asamasinda; hareketli faz kompozisyonu olarak diisiik oranda asetonitril
iceren fosfat tamponlu ¢ozeltiler kullanilmistir. Bu hareketli faz sistemiyle elde edilen
kromatografik piklerin simetrik ve keskin oldugu goriilmiis, literatiirdeki ¢alismalarla
karsilastirildiginda, gelistirilen yontemlerin daha yiiksek segicilik ve duyarliliga sahip

oldugu belirlenmistir.

Analitik yontem gelistirme siirecinde sistem uygunluk testleri, validasyon
calismalarinin temelini olusturmustur. Yapilan sistem uygunluk testlerinde pik alani,
teorik plaka sayist ve kuyruklanma faktorleri incelenmis ve tiim parametrelerin
uluslararasi kabul edilen kriterleri sagladigi saptanmistir. Ayrica, yontemin seciciligi,
farklh ortamlarin (plasebo ve tablet formiilasyonlari) incelenmesi ile dogrulanmis ve

analiz sirasinda herhangi bir girisimin olmadigi belirlenmistir.

Caligmanin validasyon siirecinde, dogrusallik degerlendirmeleri yiiksek
korelasyon katsayilari ile basarili sonuglar vermistir. Dogruluk ve kesinlik testleri ise,
gelistirilen yOntemin rutin farmasotik kalite kontrol analizlerinde rahatlikla
kullanilabilecek derecede dogru ve tutarl oldugunu kanitlamustir. Ozellikle geri
kazanim oranlarmnin %98-102 araliginda olmasi, yontemin uluslararas1 gegerli
kriterleri karsiladigini ortaya koymaktadir. Saglamlik testlerinde ise, Plackett-Burman
deney tasarimindan elde edilen diisiik tanimlayicilik katsayisina ragmen, yontemin
performansinin kii¢iik degisikliklerden etkilenmedigi ve rutin analiz uygulamalarinda

kullanilmak iizere giivenilir oldugu dogrulanmistir.
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Dissoliisyon caligmalari, tablet formiilasyonlarmin gastrointestinal ortam
kosullarimi simiile eden {i¢ farkli pH degerinde (pH 1,2; 4,5 ve 6,8) gerceklestirilmistir.
Ozellikle pH 6,8 tampon ortaminda elde edilen sonuglar, tabletlerin %90"n iizerinde
¢coziinme oranina hizla ulastigini géstermistir. Bu sonug, gelistirilen formiilasyonun

klinik kullanima uygunlugunu destekleyen kritik bir bulgu olarak yorumlanmastir.

Cozelti stabilitesi ve filtre se¢cim calismalarinda, analitik ¢ozeltilerin 74 saate
kadar (5°C’de) kararli kaldigi belirlenmis ve filtre se¢ciminde hidrofobik PTFE
filtrelerin analit adsorpsiyonunu minimize ettigi ve yiiksek dogruluk sagladig
saptanmistir. Bu bulgular, 6rnek hazirlama basamaginin analitik sonuglar {izerindeki
olas1 olumsuz etkilerini ortadan kaldirmak adina onemli ve giivenilir bir yontem

sunmaktadir.

Caligmanin ikinci asamasinda gelistirilen UHPLC-DAD yo6nteminde, safsizli
analizleri i¢in optimizasyon Box-Behnken deney tasarimiyla gerceklestirilmistir. Elde
edilen sonuglar, hizli ve etkin kromatografik ayirimlarin yani sira analitik yontemin
saglamlig1 acisindan da iistiin performans sagladigini ortaya koymustur. Bu siirecte,
literatiirde benzer analizlere kiyasla kisa analiz siireleri, daha diisiik ¢oziicii tiiketimi

ve daha yiiksek duyarlilik elde edilmistir.

Sonu¢ olarak, gerceklestirilen bu tez c¢alismasi, karglumik asit
formiilasyonlariin miktar tayini, dissoliisyon analizi ve safsizlik tayini i¢in gelistirilen
HPLC ve UHPLC yontemlerinin, farmasoétik kalite kontrol siire¢lerinde kullanimina
uygun oldugunu gostermektedir. Literatiirle karsilagtinldiginda, gelistirilen
yontemlerin analitik performansinin daha iyi oldugu belirlenmis ve bu yontemlerin

rutin kalite kontrol analizlerinde tercih edilebilecegi sonucuna varilmistir.

Yukarida 6zetlenen sonuglar 1g181nda, bu ¢aligmada gelistirilen yontemlerin
daha genis kullanim alanina sahip olabilmesi ve gelecekteki ¢alismalarda daha ileri

seviyelere taginabilmesi adina agagidaki oneriler sunulmustur:

o Analitik Yontemlerin Diger Farmasotik Formiilasyonlara Uygulanmasi:
Gelistirilen yontemlerin kapsiil, siispansiyon ve diger farkli farmasdtik dozaj
formlarma  uygulanarak  yontemlerin  etkinligi ve  gecerliliginin

degerlendirilmesi 6nerilmektedir.
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o Alternatif Kromatografik Sistemlerin Kullamm: Saptama hassasiyetini
artirmak ve diisiik derisimlerde safsizliklarin daha net analiz edilmesini
saglamak amaciyla LC-MS/MS sistemleri gibi ileri saptama tekniklerinin

aragtirilmasi 6nerilmektedir.

o Uzun Siireli Stabilite Testleri: Raf 6mrii boyunca tablet formiilasyonlarinin
kararliligin1 degerlendirmek amaciyla uzun siireli stabilite calismalarinin
gergeklestirilmesi Onerilmektedir. Bu, iirlin kalitesi ve stabilitesinin siirekli

olarak kontrol edilmesine olanak saglayacaktir.

« Cevresel Kosullarin Etkisinin Incelenmesi: Gelistirilen analitik yontemlerin
farkli sicaklik, nem ve 1sik kosullar1 altinda incelenmesi ve bu cevresel
parametrelerin  analitik sonuglar lizerindeki etkilerinin degerlendirilmesi

Onerilmektedir.

e Yontemlerin Rutin Analizlerde Kullamminin Yayginlastirilmasi:
Endiistriyel kalite kontrol laboratuvarlarinda gelistirilen yontemlerin rutin
kullannrma gegmeden Once endiistriyel validasyon ¢aligmalarinin

gergeklestirilmesi gerekmektedir.

e Yesil Kimya Yaklasimlarinin Benimsenmesi: Gelistirilen yontemlerin
coOziici tliketimini azaltacak, ¢evre dostu ¢oziiciilerin kullanimiyla
desteklenecek alternatif yesil analitik tekniklere doniistiiriilmesi icin

arastirmalarin devam ettirilmesi Onerilmektedir.

Gergeklestirilen bu tez ¢aligmasiyla elde edilen analitik yontemler, farmasotik
kalite kontrol siirecleri igin giivenilir ve siirdiiriilebilir ¢6ziimler sunmakta, ayni
zamanda gelecek c¢alismalarda farkli farmasotik  {irlinlerin  analizlerinde

uygulanabilmesi i¢in degerli bir temel olusturmaktadir.
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8. EKLER

EK 1. HPLC/UHPLC Kromatografi ile ilgili Formiiller

. Kapasite Faktorii (k)

tr — to
to

k' =

e tp:alikonma zamani (dk)
e t,: Olii zaman (dk)

. Asimetri Faktorii (Tailing Factor, T')

W,
7 = Zoos
2f

o Wy os: Pik genisligi (pik yliksekliginin %5 seviyesinde)

e f: Pik merkezinden O6nde kalan kisim
Validasyon ile Ilgili Formiiller

. Bagil Standart Sapma (%BSS) — Kesinlik ve Tekrarlanabilirlik
SD
%BSS = =x100
X
e SD: Standart sapma
e X: Ortalama deger
. Dogrusallik I¢in Regresyon Denklemi
y=ax+b

e y: Pik alam

e a:Egim

e x: Konsanmtrasyon
e b: Kesi noktasi

LOD (Tespit Limiti) ve LOQ (Tayin Limiti) Icin Formiiller

LOD = 33x0
S
10x 0o
LOQ =

S
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e : Standart sapma
e S:Kalibrasyon egrisinin egimi

Dissoliisyon Analizi ve Cozlinme Profili Formiilleri

8. Cozinme Yiizdesi

_CxVxD
M

x 100

C: Ornek derisimi (ug/mL)

V: Coziinme ortami hacmi (mL)

D: Seyreltme faktorii
M: Tabletteki etkin madde miktar1 (pg)

9. f,Benzerlik Faktorii — Coziinme Profili Karsilagtirmasi

-0.5

n
1
fo» =50xlog <1 + EZ(Rf — Tt)2> x100

t=1

e R;: Referans iirlin ¢6ziinme yiizdesi
o T;: Test edilen iiriin ¢6ziinme yiizdesi
e n: Ornekleme noktas1 sayisi

10. Yar1 Omiir (¢, /2) Hesaplamasi — Kimyasal Bozunma

0.693

t12 = X

e k: Bozunma hizi sabiti



EK 2. Kullanilan Standartlarin Analiz Sertifikalar:

1.

Karglumik Asit
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NURAY CHEMICALS PRIVATE LIMITED,
PLOT No.111, SIDCO INDUSTRIAL ESTATE,
KAKKALUR, THIRUVALLUR DISTRICT - 602003

TAMILNADU. INDIA

-

CHEMICALS FVT. LTD QUALITY CONTROL DEPARTMENT
CERTIFICATE OF ANALYSIS
Type of Standard Working Reference Standard

Name of the material

Carglumic acid

Standard Batch No.

WRS/3052/02

Store at controlled room

. i temperature, 20°C t025°C;

Quantity 220g Storage Condition excursions permitted
between 15°C and 30°C.
Primary reference

Source Batch No. CARM190001 Qualified against standard
(B.No: PRS/CAR/045)

Evaluated on 18-12-2019 Use before 18-12-2020

Qualification Protocol No. | QC/RSQP/2019/052/00 | Qualification Report No. | QC/RSQR/2019/052/00

S.No. | TEST RESULTS

01 Assay (on as is basis) 100.0% wiw

2. Piroglutamik asit
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NURAY CHEMICALS PRIVATE LIMITED,
PLOT No.111, SIDCO INDUSTRIAL ESTATE,
KAKKALUR, THIRUVALLUR DISTRICT - 602003

1 | Potency (On as is basis)

RE AY

ESiiEiVvS TAMILNADU. INDIA

CHEMICALS -FVT. LT, ANALYTICAL DEVELOPMENT DEPARTMENT

CERTIFICATE OF ANALYSIS
Type of Standard Impurity Standard Project Name L-Glutamine
Name of the standard LGT Pyroglutamic acid Standard No. IRS/LGT/22/229
. Source B.No./

Quantity 175g Lot No. D300548

Storage Condition At contl;olled room tmmture. 20°C to 25°C; excursions permitted between 15°C
and 30°C.

Evaluated on 18-10-2022 Use before 18-10-2024
TEST RESULTS

99.0 % wiw

3. Pirokarglumik asit

LY )
= w
SR .

=t
e -
)

NURAY CHEMICALS PRIVATE LIMITED,

MpE T ATU PLOT No.111, SIDCO INDUSTRIAL ESTATE,

KAKKALUR, THIRUVALLUR DISTRICT — 602003
TAMILNADU. INDIA

ANALYTICAL DEVELOPMENT DEPARTMENT

ICALS FVT. LTD.
CERTIFICATE OF ANALYSIS
Type of Standard Impurity Standard Project Name Carglumic acid
Name of the standard CAR Pyro Carglumic acid Standard No. IRS/CAR/22/035
Quantity 3.52g pource BNo. /| cARMSP/RD381/026
Storage Condition At cont:olled room temperature, 20°C t025°C; excursions permitted between 15°C
and 30°C.

Evaluated on 14-02-2022 Use before 14-02-2024
S.No. TEST RESULTS

99.5 %w/w

1 | Potency (On as is basis)

CAR Pyro Carglumic acid: (S)-1-Carbonyl-5-oxopyrrolidine-2-carboxylicacid

4. flgili Bilesik A (HPA)
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NURAY CHEMICALS PVT. LTD. RE. co= 2
Plot No.111, SIDCO Industrial Estate, Kakkalur, Thiruvallur District - 602 003 E=E = ; ‘;-_ -:—--‘E.
Tel : 044 - 66616700 / 703 Fax : 044 - 2766 1020 — — A~ =
RIS NI INdlcon CHEMICALS PVT. LTD.
GST No:33AAECN0289P172
NURAY CHEMICALS PRIVATE LIMITED,
PLOT No.111, SIDCO INDUSTRIAL ESTATE,
KAKKALUR, THIRUVALLUR DISTRICT - 602003
TAMILNADU. INDIA
EHEMCALS F'VT LTD ANALYTICAL DEVELOPMENT DEPARTMENT
CERTIFICATE OF ANALYSIS
Type of Standard Impurity Standard ' | Project Name Carglumic acid
Name of the standard CAR HPA Impurity Standard No. IRS/CAR/21/361
. ) S .No.
Quantity 34g Lotne BNo- 7 carnLkNRDA 13122
Storage Condition :\rt‘ é;%rg:gled room temperature, 20°C to 25°C; excursions permitted between 15°C
Evaluated on 24-12-2021 Use before 24-12-2023
S.No. TEST RESULTS
1 | Potency (on as is basis) 99.8 %w/w

5. Dikarbamoil L-glutamik asit

NURAY CHEMICALS PRIVATE LIMITED,
PLOT No.111, SIDCO INDUSTRIAL ESTATE,
KAKKALUR, THIRUVALLUR DISTRICT - 602003
TAMILNADU. INDIA
ANALYTICAL DEVELOPMENT DEPARTMENT
CERTIFICATE OF ANALYSIS
Type of Standard Impurity Standard Project Name Carglumic acid
Name of the standard CAR Dicarbamoyl Impurity | Standard No. IRS/CAR/22/129
Quantity |289 pource BNo- 7| CARISAMIRD342/80/P
Storage Condition :‘:‘ :%rg:glled room temperature, 20°C to 25°C; excursions permitted between 15°C
Evaluated on 07-06-2022 Use before 07-06-2024
S.No. TEST : ; RESULTS
1 | Potency (on as is basis) 94.8 %wiw
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EK 3. Orjinallik Raporu Ornegi

Tezin Tam Adi: KARGLUMIK ASIT TABLET URUNU ICIN KROMATOGRAFIK TEKNIKLER KULLANILARAK BOZUNMA
URUNLERI TAYIN METODU GELISTIRILMESI VE VALIDASYONU

OGRENCININ ADI SOYADI: BURAK ARABACI

DOSYANIN TOPLAM SAYFA SAYISI: 134
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9. OZGECMIS





