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OZET

Saray, D. (2019). Ultra Performans Sivi Kromatografisinde (UPLC),
Deksmedetomidinin Miktar ve Safsizlik Tayini. istanbul Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitiisii, Analitik Kimya Anabilim Dal1. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

Bu ¢alismada deksmedetomidinin enjeksiyonluk ¢ozeltilerde miktar tayini ve safsizlik
tayini i¢in ultra performans sivi kromatografisi yontemi gelistirilmistir. Yontem, ters
fazli kolonda; metanol-5mM fosfat tamponu (pH:7, 60:40, h/h) hareketli faz1 ile 0,2
mL/dk akis hizinda ultraviyole dedektor ile gelistirilmistir. Deksmedetomidin igin
dedeksiyon dalgaboyu; 220 nm olarak tespit edilmistir. Maddenin dogrusal araligi
0,021-27,47 pg/mL olarak bulunmustur. Teshis ve tayin limitleri ise sirasiyla 6,3 ve
21,0 ng/mL olarak bulunmustur. Gelistirilen yontem valide edilerek maddenin
enjeksiyonluk c¢ozeltideki miktar ve safsizlik tayini analizlerine basariyla uygulanmistir.
Yontem ayni zamanda asit, baz, peroksit, 1s1 ve fotostabilite ¢alismalar1 gibi farkl: stres
kosullarina maruz birakilarak segiciligi ve kararlilig1 acisindan da kontrol edilmistir. Bu
yontem hizli, kolay ve tekrarlanabilir olup maddenin enjeksiyonluk ¢6zeltilerinin miktar
tayini ve safsizlik tayini analizlerinde giivenle kullanilabilir.

Anahtar Kelimeler: Deksmedetomidin, Ultra Performans Sivi Kromatografisi, analitik
metot validasyonu, enjeksiyonluk ¢6zelti, parenteral preperat.

Bu calisma Sanovel Ila¢ A.S. tarafindan desteklenmis olup, iiniversite ve sanayi isbirligi
ile ylritilmiistiir.
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ABSTRACT

Saray, D. (2019). Analytical Method Validation with UPLC for Assay and Related
Substances of Dexmedetomidine in Dexmedetomidine Hydrochloride Injection.
Istanbul University, Institute of Health Science, Department of Analytical Chemistry,
Master Thesis. Istanbul.

In this study, an ultra performance liquid chromatography method was developed for
determination of the dexmedetomidine and it’s related substances in injectable
solutions. Dexmedetomidine was seperated on the reverse phase column with the
mobile phase of methanol-5 mM phosphate buffer (pH: 7, 60:40, v/v) at 0.2 mL/min
flow rate. Detection wavelength for dexmedetomidine was determined to be 220 nm.
The linear range of the material was found to be 0.021-27.47 ug/mL. Detection and
quantitation limits were found to be 6.3 and 21.0 ng/mL, respectively. The method has
been validated and successfully applied to the analysis of the assay and related
substances of the material in the solution for injection. The method was also tested for
specificity, degradation and stability by exposure to different stress conditions such as
acid, base, peroxide, heat and photostability studies. This method is fast, easy and
reproducible and can be safely used in the analysis of assay and related substances of
the injectable solutions of the material.

Keywords: Dexmedetomidine, Ultra Performance Liquid Chromatography, analytical
method validation, injection solution, parenteral preparate.



1. GIRIS VE AMAC

Giliniimlizde diinya niifusunun artis1 ile birlikte, tliketimin artmasi ve
sanayilesmede hizlanma gorilmektedir. Son yillarda ilag endiistrileri, ilaglarin
gelistirilmesinde maliyeti diisiirmek ve daha az zaman harcanmasi i¢in yeni bir yola
odaklanmakta ve bununla birlikte iiriinlerinin kalitesinin korunmasini istemektedir. Hiz,
daha fazla sayida analizin daha kisa siirede yapilmasina izin verir, boylelikle numune
verimi ve laboratuvar verimliligini artirir. Bunlar daha hizli analizin ve dolayisiyla ultra
performansli sivi kromatografisinin (UPLC) faydalaridir. Calisma maliyeti ve ornek is

hacmi analizi, yiiksek performansl sivi kromatografisine (HPLC) gore avantajlidir.

UPLC, siv1 kromatografisine yeni bir yon veren modern bir tekniktir. UPLC,
esas olarak {i¢ alanda gelistirilmistir: “hiz, ¢oziintirlik ve duyarlilik”. HPLC ile
karsilastirildiginda daha iyi ¢oziiniirliik, hiz ve duyarlilik elde etmek i¢in ¢ap olarak 2
um'den kiigiik pargaciklarda UPLC yontemleri uygulanabilir. Yiiksek basing altinda,
analitik kolon tizerinde herhangi bir olumsuz etkinin olmadigi, zaman ve c¢oziici
tiketimi gibi diger bilesenlerin UPLC'de daha az oldugu goézlemlenmistir. UPLC
analizlerinde elde edilen kromatogramlar ile, daha hassas analiz gergeklestirme, ¢oziicii
tiiketimini azaltma ve yiiksek analiz hizina sahip olmakla birlikte, HPLC'ye kiyasla

daha iyi ¢0ziiniirlik ve ayrismanin bulundugu tespit edilmistir.

Ozellikle 20 yil1 askin bir siiredir, 02 adrenoseptdr agonistlerinin, anksiyolitik,
analjezik, sedatif etkileriyle, anestezik ila¢ dozlarmni azaltma, perioperatif hemodinamik
stabilitey1 saglama ve bunun gibi istenen pek ¢ok sayida etkilerine ragmen, anestezi
alaninda rutin olarak kullanima girememesinin sebebi, spesifik bir 02 adrenoseptor

agonistinin olmamasiyla agiklanabilir (4,21,22,23).

Deksmedetomidin hidrokloriir; imidazolinler subgrubu icinde yer alan, bir diger
a2 agonisti, klonidine oranla daha selektif oldugu ispatlanmis, siirekli intravenoz
sedasyon amaciyla yogun bakim ortaminda kullanilmak iizere piyasaya siiriilmiis, genis
bir farmakolojik o6zellik spektrumuna sahip, giiclii ve ileri derecede selektif, bir o2

adrenoseptor agonistidir (3,4,6,23).

Yogun bakim fiinitelerinde tedavi esnasinda baslangictan itibaren entiibe edilmis

ve mekanik olarak ventile edilen hastalarin sedasyonunda endikedir. 24 saati agsmayan



stirelerde stirekli infiizyon seklinde uygulanir (4). Anestezi ve cerrahi girisimler
sirasinda kan basincin diisiiriir, kalp hizinin azalmasini saglar, hemodinamik stabiliteye
yol agar. Anestezi sonrasi titremeyi ortadan kaldirir ve lokal anestezide bloka;j siiresini
uzatir (5). Solunum depresyonuna yol agmaksizin, hastalarin uyandirilabilir ve iletisim
kurabilecegi bir sedasyon ve analjezi saglar. ilave sempatolitik ozellikleri daha az

anksiyete, stres hormonu yanitinin kiintlesmesi ve intraokiiler basingta azalmadir (6).

Deksmedetomidin hidrokloriir uygulanan yogun bakim hastalarinda istenen
sedasyon diizeylerine erisilmis, daha az anksiyete goriilmiis ve analjezi gereksiniminde
anlamli bir azalma olmustur; hastalar kolayca uyandirilabilmis, koopere ve oryante

durumda kalmis ve sonug olarak hastalarin tedavi kolayliginda artis saglanmstir (20).

Dekmedetomidinin ~ farmasotik  preparatlardaki  analizleri incelendiginde
literatiirde HPLC-UV, UPLC-tandem kiitle spektrometresi (UPLC-MS/MS), HPLC-
MS/MS, HPLC-elektrosprey iyonizasyon-MS/MS yontemi (HPLC-ESI-MS/MS), sivi
kromatografisi-MS/MS (LC-MS/MS), ESI-MS/MS yontemlerine rastlanmistir. Bu

yontemler farmasotik preparatlardaki deksmedetomidinin miktar tayinine yoneliktir.
Farmakope analizi i¢in ise bir HPLC-UV tayini bildirilmistir (23).

Literatlir arastirmasi sirasinda, Deksmedetomidin miktar tayini ve safsizlik
tayini i¢in kullanilan HPLC-UV, HPLC-MS gibi yontemlerde, es zamanli analiz
edilebilecek bir analitik metoda rastlanmamustir.

Bu tez c¢alismasinda; mevcut olan c¢aligmalara alternatif olacak sekilde
enjeksiyonluk c¢ozeltilerdeki deksmedetomidinin miktar tayini ve safsizlik tayini
yontemlerini tek bir analitik yontemde birlestirip es zamanli analiz edebilmek, HPLC
yontemine gore analiz siiresini kisaltmak, ¢ok daha hizli, hassas, az maliyetli ve rutin
tayinlerde kullanilabilecek UPLC yontemi gelistirmek ve bu yontemi Uluslararasi
Harmonizasyon Konferansi (ICH, International Conference Harmonization Q2(R1))

kilavuzuna gore validasyon parametreleri dogrultusunda valide etmek amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Deksmedetomidin Hidrokloriir

2.1.1. Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

Deksmedetomidin hidrokloriiriin kimyasal ad1 4-[(S)-1-(2,3-dimetilfenil) etil]-
3H-imidazol hidrokloriir’diir (Sekil 2-1). Kapali formiilii C13H17CIN2. Baz haldeki
deksmedetomidinin kapali formiilii Ci3HisN2, molekiil agirligi 200,28 g/mol’diir (1)
olan deksmedetomidin hidrokloriiriin molekiil agirligi 236,74 g/mol’diir.

Deksmedetomidin hidrokloriir suda ve alkolde kolay, metilen kloriir ve asetonda
az ¢Ozlinen, kati, beyaz ya da beyaza yakin toz halinde bir bilesiktir. Kaynama noktasi

156,5-157,5 °C’dir ve pKa’s1 7,1°dir (2).

Deksmedetomidin hidrokloriiriin Fourier Déniisiimlii Infrared (FTIR) spektrumu
Sekil 2.2°de goriilmektedir.

A Cl

Sekil 2-1: Deksmedetomidin hidrokloriir molekiil yapisi
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Sekil 2-2: Deksmedetomidin hidrokloriiriin FTIR spektrumu

2.1.2. Farmakolojisi

Deksmedetomidin genis bir farmakolojik 6zellik spektrumuna sahip, giiclii ve
ileri derecede selektif, bir a2 adrenoseptor agonistidir (3,6). Sempatik sinir uglarindan
noradrenalin salinmasin1 azaltarak sempatolitik etki gosterir (18). o2 selektivitesi
hayvanlarda diisiik ve orta dozlarin (10-300 p/kg) yavas intravendz inflizyonu
sonrasinda gozlemlenirken; hem a1l hem de a2 aktivitesi, yliksek dozlarin (>1000 p/kg)
yavas intravendz inflizyonu sonrasinda veya hizli intravendz uygulama ile goézlenmistir

(18).

Deksmedetomidinin analjezik ve anestetik/analjezik koruyucu etkileri vardir,
kardiyovaskiiler etkiler doza baghdir; daha diisiik infiizyon oranlarinda santral etkiler
baskin olarak kalp atim hiz1 ve kan basincinda azalmaya neden olur (18). Daha yiiksek
dozlarda sistemik vaskiiler diren¢ ve kan basincinda artisa neden olur, ayrica
bradikardik etki de belirginlesir, Deksmedetomidin saglikli goniillilere monoterapi

seklinde verildiginde solunum depresyonuna neden olmaz (18).



Eriskin hastalar i¢in uygulamaya 10 dakika i¢inde 1 pg/kg'lik bir yiikleme dozu
ile baglanmas1 ve 0,2-0,7 pg/kg/saat smirlar1 arasinda kalan bir idame infiizyonu ile
devam edilmesi onerilir. idame infiizyonunun hizi, arzulanan klinik etkiye erisilecek
bicimde ayarlanabilir. Klinik c¢aligmalarda 0,05 pg/kg/saat gibi diistik dozlar
kullanilmistir. Klinik ¢alismalarda 24 saate kadar devam eden infiizyonlar iizerinde
calisilmigtir. Mekanik ventilasyon gereken hastalarin yani sira ekstilbbasyondan sonra
diizenli solunumu olan hastalara da uygulanmistir. Primer olarak karacigerde
metabolize edildiginden hepatik yetersizligin derecesine bagli olarak dozun azaltilmasi

gerekebilir. Uygulanmasinda kontrollii bir infiizyon cihazi kullanilmalidir.

Halihazirda entiibe edilmis ve sedasyon altindaki hastalar, 0,7 pg/kg/saat
seklindeki baslangi¢ inflizyon orani ile deksmedetomidine gegis yapabilirler; bu doz
daha sonra hastanin yanitina bagli olarak, istenilen sedasyon diizeyine ulasilacak sekilde
0,2-1,4 ng/kg/saat doz araliginda basamaklar halinde ayarlanabilir (18). Daha diisiik bir
baslangi¢ inflizyon orani, fiziksel olarak giigsiiz hastalarda g6z Oniinde
bulundurulmalidir, Deksmedetomidin ¢ok kuvvetlidir ve inflizyon orani saatte bir
seklinde verilir (18). Doz ayarlamasi sonrasinda bir saate kadar yeni bir kararli durum

sedasyon diizeyine ulagilamayabilir (18).

Bitmis tirtindeki gecgimlilik ¢aligmalari, flakon tipalarinda kullanilan bazi dogal
kaucuk tipleriyle adsorbsiyon potansiyeli oldugunu gostermistir. Sentetik veya iizeri
kaplanmis dogal kauguk araglar ile uygulanmalidir. Kan, serum veya plazma ile birlikte
verildigindeki gecimliligi bilinmemektedir (4). Amfoterisin B (mantar tedavisinde
kullanilan bir ilag) ve diazepam (kaygi giderilmesinde kullanilan bir ilag) ile
uygulandiginda gegimsiz oldugu belirlenmistir (18). Deksmedetomidin ile birlikte
uygulandiginda anestetikler, sedatifler, hipnotikler ve opioidlerin etkilerinde artisa yol
acabilmektedir (18). Deksmedetomidin ile izofluran, propofol, alfentanil ve midazolam
arasinda gosterilmis bir farmakokinetik etkilesim yoktur, ancak farmakodinamik etkiler
nedeniyle deksmedetomidin hidrokloriir ile birlikte uygulandiginda bu ajanlarin
dozajinin azaltilmas1 gerekebilir (4). Deksmedetomidin hidrokloriir ve rokiironyum
uygulamasinda ndromdiiskiiler blokajin miktarinda klinik olarak anlamli artiglar ve

farmakokinetik etkilesimler gdzlenmemistir (4).



Deksmedetomidin dagilim yart dmrii (t1/2) yaklasik olarak 6 dakikadir ve 2
saatlik bir eliminasyon yari omrii (t1/2) vardir. Deksmedetomidin hidrokloriiriin
radyoaktif isaretli dozunun %95°1 idrarda ve %4’i digkida metabolize edilmis olarak

elimine edilir (19).

Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA) 1999 yilinda yogun bakim, entiibe ve
mekanik ventilasyon altinda olan hastalar icin deksmedetomidin kullanimini

onaylamustir (7).

2.1.3. Yan Etkileri

Deksmedetomidin hidrokloriir infiizyonu uygulamasi ile en sik rastlanan advers
etkiler; hipotansiyon, hipertansiyon, bradikardi, bulanti, agiz kurulugu ve hipoksidir. En

sik goriilen yan etkileri ise (8);

Bir biitiin olarak viicutta: Ates, hiperpireksi, hipotermi, hipovolemi, hafif

anestezi, 6dem, agri,

Kardiyovaskiiler sistemde: Kan basinci dalgalanmasi, kalp yetersizligi, spesifik
anormal elektrokardiyogram, siddetlenen hipertansiyon, pulmoner hipertansiyon, ritim
bozukluklar: (atriyel aritmi, ventrikiiler aritmi, kardiyak arrest, ekstrasistoller, atriyel
fibrilasyon, ventrikiiler fibrilasyon, kalp bloku, siniis arresti, T dalgas1 inversiyonu,

tagikardi, supraventrikiiler tasikardi, ventrikiiler tasikardi),

Merkezi ve periferik sinir sisteminde: Demans, bas donmesi, bas agrisi,

hipertoni, istemsiz kas kontraksiyonlari, nevralji, norit, konugsma bozuklugu,

Endokrin ve gastrointestinal sistemde: Erkekte laktasyon, abdominal agr1,

diyare, kusma,
Karaciger ve biliyer sistemde: artmis GGT, artmis AST ve ALT,

Metabolik ve niitrisyonel bozukluklar: Asidoz, respiratuar asidoz, artmis

kreatinin, fosfokinaz, hiperglisemi, hiperkalemi, artmis alkali fosfataz, susama,

Trombosit, kanama, pihtilasma bozukluklar1 (bagka bir nedeni belirlenemeyen

hemoraji)



Psikiyatrik ~ bozukluklar:  Ajitasyon, anksiyete, konfiizyon, deliryum,

haliisinasyon, illiizyon, insomnia, sinirlilik, paranoya,
Eritrosit bozukluklari: Anemi,

Solunum sistemi: Apne, atelektazi, solunum seslerinde azalma, bronkospazm,
hiperkapni, hipoventilasyon, pulmoner konjesyon, solunum depresyonu, solunum

yetersizligi, rinit,

Dermatolojik bozukluklar ve gérme bozukluklari: Pruritus, dokiintii, lokalize
deri reaksiyonu, terlemede artis, fotopsi, anormal gérmenin yani sira, Giriner ve vaskiiler

sistemde; hematiiri, oligiiri, iiriner retansiyon, gecici iskemik atak gozlenebilir.

2.1.4. Analiz Yontemleri

Krishna M. ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada Deksmedetomidin enjeksiyonluk
¢ozeltilerinde miktar tayini i¢in HPLC yontemi gelistirmis ve metodu valide etmislerdir.
Bu yontemde photo diode array (PDA) dedektor kullanilmistir. 1,0 mL/dk akis hizinda,
LiChrosper 100 RP-18 kolon kullanilmistir. Konsantrasyon araligi 2-6 pg/mL arasinda
gozlenen korelasyon 0,999 olarak elde edilmistir. Deksmedetomidin geri kazanimi
%101,1 olarak bulunmustur (9).

Liu H. ve arkadaslari, UPLC-MS/MS kullanarak, ¢ocuk plazmasinda
deksmedetomidini belirlemek i¢in yontem gelistirmiglerdir. Plazma O6rneginde,
asetonitril ile protein c¢okertme yontemi kullanarak numuneler hazirlamislardir ve
UPLC’de gradient eliisyon ile Acquity UPLC BEH C18 kolonu kullanmislardir.
Dedeksiyon, coklu reaksiyon izleme modunda t¢li bir dort kutuplu tandem kiitle
spektrometresi lizerinde gerceklestirilmistir. Kalibrasyon egrisi, 0.05-10 ng/mL
araliginda dogrusal bulunmustur. Plazmadaki deksmedetomidinin geri kazanim orani
%86,7-89,1 araliginda hesaplanmstir (10).

Cui Z. ve arkadaslari, deksmedetomidinin farmakokinetik karakterizasyonu icin
plazma, idrar ve/veya amniyotik sividan tayinleri i¢in uygun bir HPLC-MS/MS
calismas1 yapmislardir. Maddenin ekstraksiyonu igin etil asetat kullanmiglardir. Ayirma
yontemi 0,5 mL/dk akis hizinda bir gradyen eliisyonu ile bir Agilent Zorbax SB-CN

kolonu tizerinde gergeklestirmislerdir. Dedeksiyon, pozitif elektrosprey iyonizasyonu ile



ticlii bir dort kutuplu tandem kiitle spektrometresi ile yapilmistir. Yontem hem preparat
hem de fetal plazma igin 25-5000 pg/mL konsantrasyon araliginda, idrar ve/veya
amniyotik sivi igin 50-5000 pg/mL konsantrasyon araliginda bulunmustur. Geri
kazanim, preparat, idrar, fetal plazma ve/veya amniyotik siv1 igin sirasiyla %82,9-87,2,
%85,7-88,4, %86,2-89,7 ve %83,7-88,1 olarak elde edilmsitir (11).

Li W. ve arkadaslari, insan plazmasinda deksmedetomidin tayini ve
farmakokinetik arastirmasi i¢in HPLC-ESI-MS/MS gelistirmistir. Hareketli faz olarak
asetonitril ve %0,5 formik asit ¢6zeltisi (30:70, h/h) karisimi kullanilmastir. 0,2 mL/dk
akis hizinda ve segilen reaksiyon izleme (SRM) modunda bir tiglii dort kutuplu tandem
kiitle spektrometresi iizerinde c¢alismalar gergeklestirilmistir.  5-5000 pg/mL

konsantrasyon araliginda korelasyon katsayisi 0,9995’in iizerinde bulunmustur (12).

Hui Y. ve arkadaslari, plazmadaki deksmedetomidin ve metabolitlerin kat1 faz
ekstraksiyonunu ve ardindan iki adimli bir tiirevlemeyi i¢eren yontem gelistirmislerdir.
Birinci adimda, metabolitlerde bulunan primer alkol ve karboksilik asidi ayn1 anda
maskelemek icin Boron triforid-Metanol (BFs-MeOH) kullanmislardir. ikinci adimda
ise, metabolitlerde bulunan imidazol halkasim tiirevlendirmek i¢in Pentafluorobenzoic
acid chloride (PFB-CIl) kullanmislardir. Ekstraksiyon ve tiirevlendirme islemleri
yapilarak, konsantrasyon araliklar1 0,1-40, 0,5-100, 0,5-100 ve 1,0-500 ng/mL olarak
tespit edilmistir (13).

Lee J. ve arkadaglari, HPLC-MS/MS kullanarak pediyatrik plazmada
deksmedetomidin i¢cin HPLC analiz yontemi gelistirmislerdir. Deksmedetomidin kati
faz ekstraksiyonu (SPE) ile 200 pL plazmadan ekstrakte edilmistir. HPLC cihazinda 0,3
mL/dk akis hizinda, metanol:asetonitril:su ¢oziicii karisiminda (20:20:60, h:h:h) 5 mM
amonyum asetat tamponu/formik asitten (%0,03) olusan bir hareketli faz kullanarak
calisma yapmuslardir. Plazmadaki toplam deksmedetomidin geri kazanimi %76,6—78,3

olarak bulunmustur (14).

Inoue K. ve arkadaslari, kiigiik bir miktar plazmada (10 pnL) deksmedetomidinin
belirlenmesi i¢in bir UPLC yoOntemi gelistirmislerdir. Segilen reaksiyon izleme
modunda ESI-MS/MS i¢in orijinal ve kararli bir izotop kullanilarak dekmedetomidin
Olctimii yapmuslardir. ESI-MS/MS  kullanilarak, 3 dakikalik bir UPLC yontemi ile



calismiglardir. Tayin limiti, plazmada (100 pL) 5 pg/mL olarak bulunmustur. Geri
kazanim degerleri ise %98,8 ile %100,3 arasinda degigmistir (15).

Amerika Birlesik Devletleri Farmakopesi (USP) analizinde, deksmedetomidinin
HPLC-UV tayini bildirilmistir. Hareketli faz olarak metanol ve fosfat tamponu (pH:7,8)
(60:40, h/h) karisimi kullanilmigtir. 1,0 mL/dk akis hizinda ve 50 pL enjeksiyon
hacminde miktar tayini analizi gerceklestirilmigtir. Miktar tayini analizi ile ayni
hareketli faz kullanilarak deksmedetomidin i¢in bir safsizlik tayini analizi de
bildirilmistir. 1,0 mL/dk akis hizinda ve 25 pL enjeksiyon hacminde safsizlik tayini
analizi gergeklestirilmistir (23).

Zheng Z. ve arkadaglari, insan plazmasinda deksmedetomidinin UHPLC-
MS/MS (Ultra Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi-MS/MS) ile tayini ve
deksmedetomidin  konsantrasyonunun propofoliin  hedef kontrolli infiizyon
konsantrasyonuna etkisinin degerlendirilmesi i¢in bir ¢alisma yapmislardir. Hareketli
faz olarak %0,1 formik asit ve 5 mM amonyum asetat i¢ceren asetonitril, metanol ve su
(30:70, h/h) karisimi kullanilmistir (70:10:20, h/h/h). 0,3 mL/dk akis hizinda ve segilen
reaksiyon izleme (SRM) modunda kiitle spektrometresi tizerinde c¢alismalar
gerceklestirilmistir. Konsantrasyon araligi 0,1-10 ng/mL olarak bulunmustur. Kalite
kontrol 6rneklerinin kesinlik sonuglart %10,05°den daha diisiik bulunmustur. Dogruluk

orani ise %6,25’ten diisiik olarak bulunmustur (27).

Szerkus O. ve arkadaglari, HPLC-MS/MS kullanarak insan plazmasinda
deksmedetomidini belirlemek icin yontem gelistirmislerdir. Deksmedetomidin kati faz
ekstraksiyonu (SPE) ile plazmadan ekstrakte edilmistir. 5-2500 pg/mL konsantrasyon

araliginda korelasyon katsayis1 0,98’in tlizerinde tespit edilmistir (28).

Nakanishi R. ve arkadaglari, anne siitiinde deksmedetomidinin tayini i¢in bir
HPLC-MS/MS yontemi gelistirmislerdir. Deksmedetomidin sivi faz ekstraksiyonu
kullanilarak 200 pL insan siitiinden dietil eter ile ekstrakte edilmistir. HPLC cihazinda
0,3 mL/dk akis hizinda, 5 mM amonyum format tamponu ve formik asit (%0,1) iceren
asetonitril karisimindan (60:40, h:h) olusan bir hareketli faz kullanarak ¢alisma
yapmislardir. Dedeksiyon pozitif elektrosprey iyonizasyonuna sahip bir kiitle
spektrometresi kullanilarak gergeklestirilmistir. Anne siitinden deksmedetomidin geri

kazanimi %82,4-87,9 olarak bulunmustur (29).
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2.2. Sivi Kromatografisi

Kromatografi, bir karisimda bulunan maddelerin, biri sabit digeri hareketli faz
olmak iizere birbirleriyle karismayan iki fazli bir sistemde ayrilmasi ve saflastirilmasi
yontemidir. Cesitli maddelerin hareketli faz yardimiyla, sabit faz {izerinde, degisik

hizlarla hareket etmeleri veya stiriiklenmeleri esasina dayanir.

Sivi  kromatografisi, diizlemsel yilizeylere ve kolonlara uygulanabilen bir
kromatografi tiirtidiir. HPLC, bir karisimdaki bilesenleri ayirmak, tanimlamak ve
6lgmek icin analitik bir tekniktir. Diinya capinda ¢ogu laboratuvar igin gerekli olan en

yaygin Kromatografi teknigidir.

Sivi kromatografisi yonteminin 6zel bir uygulamasi olan HPLC ydnteminde,
sabit faz olarak kullanilan dolgu maddelerinin tanecik boyutunun kiigiiltiilmesi sonucu
hareketli faz ile etkilesen sabit faz yilizey alani biiyiir ve bdylece kolonun etkinligi
arttirtlmis olur. Cok siki olarak doldurulmus kolondan hareketli fazin belirli bir hizla

gecebilmesi icin basing uygulanmasi gerekir.

Genel olarak, yontem s1v1 bir ¢oziicii akisi kullanilarak bir kolona doldurulmus
bir kat1 adsorban madde tlizerinden gegirilen bir sivi numuneyi igerir. Numunedeki her
analit, adsorban malzeme ile biraz farkl sekilde etkilesir, boylece analitlerin akisini
geciktirir. Eger etkilesim zayifsa, analitler kolondan kisa bir siire akarlar ve eger

etkilesim giiglii ise, eliisyon siiresi uzundur.

2.2.1. Ultra Performans Sivi Kromatografisi (UPLC)

Son kolon teknolojisindeki gelismeler farmasotik preparatlarin kalite kontrol ve
rutin analiz islemlerinde, daha az analiz siiresine ihtiyag duyan ve yiiksek ayirma
giiciine sahip kromatografik tekniklerin gelistirilmesine yol agmistir. Bu nedenle, UPLC

gelistirilmistir (16).

UPLC sistemleri ilk kez 2004 yilinda piyasaya siiriilmiistiir. Daha hizli akig
hizlar1 elde etmek i¢in genel ¢aligma basincini neredeyse ikiye katlayarak, UPLC
gelistiricileri ¢cok daha kisa siirede esit veya daha iyi ¢Oziinilirliikte LC ayirma elde

edebilmistir.

UPLC teknolojisinde 1000 Bar’in iizerinde basing liretebilen pompa sistemleri,

amaca gore en kiiclik 5 cm uzunlugunda, normal kolonlara gore daha kiigiik capli ve
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daha kiigiik tanecik boyutuna sahip kolonlar kullanilmaktadir. Analiz islemlerinde
diistik analiz maliyeti ile birlikte hizli, kolay, duyarli, secici, giivenilir ve kolay
uygulanabilir bir analitik yontemin gelistirilmesi ve uygulanmasi analitik kimyanin
temel problemidir. Bu kapsamda klasik HPLC analiz islemlerindeki dezavantajlarini
elimine etmek i¢in son derece uygun yontemlerden birisinin UPLC yonteminin oldugu

son uygulamalar ile agik¢a ortaya konmaktadir (16).

Burada UPLC genel yapisi verilecektir. Bir UPLC cihazina ait baslica bilesenler
Sekil 2-3’te verilmistir. Sekil 2-4’te ise laboratuvarda kullanilan bir UPLC sistemi

Ornegi verilmistir.

o®»%
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Sekil 2-3: Bir UPLC cihazimin sematik gosterimi (25)
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Sekil 2-4: Laboratuvarda kullamlan bir UPLC sistemi (26)

2.3. Yontem Validasyonu

Validasyon, bir testte gergeklestirilen prosediir, siire¢ veya aktivitenin daha
sonra Uretimin her asamasinda istenen uyum seviyesini korudugunu gdsteren belgesel
bir kanit olusturma siirecidir. Yontem validasyonu ise, bir veya birden fazla analitin,
belirli bir matriks igerisindeki miktarinin tayin edilmesinde kullanilan yontemin

giivenilirligini gdstermesi i¢in yapilan islemlerin biitiintidiir.

llag uygulamalar1 i¢in ICH Q2(R1) kilavuzunda yer alan validasyon

parametreleri ¢alisilacaktir (17).

2.3.1. Spesifiklik

Spesifiklik, analiz edilecek analitin matris etkisi ve katki maddelerinin

varliginda, matriks i¢inde tartismaya yer vermeksizin kesin olarak tayin edilebilirligidir.
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Etken pike ait pik saflig1 testi yapilarak, etken pikinin tamamen analite ait oldugunun

gosterilmesidir.

2.3.2. Dogrusallik

Dogrusallik, analitik yontem i¢in belirlenen aralikta elde edilen test sonuglarinin
numune i¢indeki ilgili madde ve/veya etken madde konsantrasyonuyla dogru orantiya
sahip olmasidir. Analitin farkli konsantrasyonlar1 ile elde edilen verilerden yola ¢ikarak
olusmus olan egrinin regresyon analizi yapilir. Egrinin egimi, korelasyon katsayisi, ve y

(ordinat) kesim noktast hesaplanarak egri denklemi elde edilir.

2.3.3. Teshis Limiti (LOD) ve Tayin Limiti (LOQ)

Teshis limiti, 6rnekteki bilesenin dogru ve giivenilir sekilde tespit edildigi en

diisiik konsantrasyonudur. Farkli yontemlerle belirlenebilir.

a) Gorsel degerlendirmeye dayanarak: enstriimental olmayan yontemler igin

kullanilabilir, ayn1 zamanda enstriimental yontemlerde de kullanilabilir.

Teshis limiti, bilinen analit konsantrasyonlarina sahip numunelerin analizi ve
analitin giivenilir bir sekilde tespit edilebildigi minimum seviyenin
belirlenmesi ile belirlenir.

b) Sinyal/Giiriiltii orani: teshis limiti igin sinyal/giiriiltii oran1 3’ten biiyiik

olmalidir.

Bu yaklasim sadece temel bir girilti (baseline) olusturan analitik
prosediirlere uygulanabilir. Sinyal/giiriiltii oraninin belirlenmesi, bilinen
diisiik konsantrasyonlu analit ile numunelerden oOlgiilen sinyallerin, bos
numunelerinkiyle karsilagtirilmasi ve analitin gilivenilir bir sekilde tespit

edilebildigi minimum konsantrasyonun olusturulmasiyla gergeklestirilir.
¢) Cevap ve egrinin standart sapmasina bagl olarak hesaplanabilir.
LOD=3.3x o/S
o: Kalibrasyon dogrusunun y kesisiminin standart sapmasi
S: Kalibrasyon dogrusunun egimi

Egim (S) analitin kalibrasyon egrisinden elde edilebilir. “c” tahmini ise ¢esitli

sekilde gerceklestirilebilir. Ornegin;
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Blank standart sapmasina bagli olarak: Analitik blank cevabmnin
biiyiikliigiiniin 6l¢iilmesi, uygun sayida bos numunenin (blank) analiz
edilmesi ve bu tepkilerin standart sapmasmin hesaplanmasiyla

gerceklestirilir.

Kalibrasyon egrisine dayali olarak: Teshis limiti araliginda bir analit
iceren numuneler kullanilarak spesifik bir kalibrasyon egrisi
calistlmalidir. Bir kalibrasyon egrisinin RSD’si veya regresyon
cizgilerinin y-interceptlerinin standart sapmasi, Standart sapma olarak

kullanilabilir.

Tayin limiti, ornekteki bilesenin dogru ve giivenilir sekilde hesaplanabilen en

diisiik konsantrasyonudur. Farkli yontemlerle belirlenebilir.

a) Gorsel degerlendirmeye dayanarak: enstriimental olmayan yontemler igin

b)

kullanilabilir, ayn1 zamanda enstriimental yontemlerde de kullanilabilir.

Kantitasyon limiti genel olarak, bilinen analit konsantrasyonlarina sahip

numunelerin analizi ve analitin kabul edilebilir dogruluk ve hassasiyetle

nicellestirilebildigi minimum seviyenin tespit edilmesi ile belirlenir.

Sinyal/Giriilti orani: tayin limiti i¢in sinyal/giiriiltii oran1 10°dan biiyiik

olmalidir.

Sinyal/giiriiltii oraninin belirlenmesi, bilinen diisiik konsantrasyonlu analit

ile numunelerden Olgiilen sinyallerin, bos numunelerinkilerle (blank)

karsilastirilmast ve analitin glivenilir bir sekilde olgiilebildigi minimum

konsantrasyonun olusturulmasiyla gerceklestirilir.

c) Cevap ve egrinin standart sapmasina bagl olarak hesaplanabilir.

LOQ=10x o/S

o: Kalibrasyon dogrusunun y kesisiminin standart sapmast

S: Kalibrasyon dogrusunun egimi

Egim (S) analitin kalibrasyon egrisinden elde edilebilir. “c” tahmini ise ¢esitli

sekilde gerceklestirilebilir. Ornegin;



15

e Blank standart sapmasina bagli olarak: Analitik arkaplan cevabinin
biiyiikliigiiniin 6l¢iilmesi, uygun sayida bos numunenin (blank) analiz
edilmesi ve bu tepkilerin standart sapmasimin hesaplanmasiyla

gerceklestirilir.

e Kalibrasyon egrisine dayali olarak: Belirli bir kalibrasyon egrisi, tayin
seviyesi araliginda bir analit igeren numuneler kullanilarak ¢alisilmalidir.
Bir kalibrasyon egrisinin RSD’si veya regresyon ¢izgilerinin y-

interceptlerinin standart sapmasi, standart sapma olarak kullanilabilir.

2.3.4. Dogruluk

Dogruluk, gercek deger ile analiz edilen degerin birbirine olan yakinligini
gosterir. Etken madde icermeyen ilag preparatina (plasebo) bilinen miktarlarda etken
madde eklenir. Analitin diisiik, orta ve yiiksek konsantrasyonlarindaki {iger numune

analiz edilerek tayin yapilir ve geri kazanim yiizdesi hesaplanir.

2.3.5. Kesinlik

Analitik yontemin kesinligi, ayn1 homojen Ornekten yapilan ardisik
orneklemelerden elde edilen 6l¢lim serileri arasindaki uyum yakinlig1 (saginim derecesi)
olarak tarif edilir. Belirlenen kosullar altinda aynmi Orneklerin analiz sonuglarinin

birbirine yakinliginin ifadesidir.

2.3.5.1. Sistem Kesinligi

Sistem kesinligi, ayn1 ¢aligma sartlarinda ve kisa zaman araliginda test edilir.
Ornek hazirlama safhasinda gelecek hatalardan bagimsiz olarak sistem performansimin

bir Olgiittidiir.

2.3.5.2. Yontem Kesinligi

Yontem kesinligi, ayn1 ¢aligma sartlarinda kisa zaman aralifinda tespit edilir.
Sistem performansinin numune hazirlama safhasindan gelecek hatalar dahilinde

degerlendirilmesidir.
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2.3.5.3. Giin I¢i ve Giinler Arasi Tekrarlanabilirlik

Giin ici ve gilinler arasi tekrarlanabilirlik ¢alismasi, laboratuvarda giin i¢indeki
ve farkli giinlerdeki rastgele degisimlerin analitik yontemin kesinligi {izerine etkisini
gormek amaciyla ayn1 homojen numunenin ayni/farkli giinde ve farkli bir cihazda test

edilmesidir.

2.3.6. Uygulama Arah@

Bir analitik yontemin uygulama araligi dogrusallik ¢alismalarindan olusturulur.
Uygun dogrusallik, dogruluk ve kesinlige sahip bir yontem ile tayin edilen bilesenin alt
ve list konsantrasyonlar1 arasindaki aralik olarak tarif edilir. Dogrusallik ¢alismasinin alt

ve Ust sinir ¢ozeltilerinin 6’sar enjeksiyonunun RSD’si hesaplanir.

2.3.7. Saglamhk

Bir analitik yontemin saglamligi, yontem parametrelerinin bilinerek yapilan
kiiciik degisimlerden (akis hizi, kolon sicakligi, tampon pH degisimi gibi) etkilenmeden
kaldiginin 6l¢iistidiir ve analitik yontemin normal kullanildigi stirede giivenilirliginin
gostergesidir.
2.3.7.1. Yontemin Stabilitesi

Yontem parametrelerinde asagida belirtilen degisiklikler yapilarak, yapilan bu
degisikliklerin sistem uygunluk parametresi ve numune sonucu iizerindeki etkisi

incelenir.
a) Kolon sicakligi degisimi (25°C-30°C)
b) Akis hizi degisimi (+0,02 mL/dk)

c) Tampon pH degisimi (+0,02)

2.3.7.2. Cozelti Stabilitesi

Analizi yapilacak maddenin stabil olarak analiz sartlarinda bekletilme siiresi
saptanir. Secilecek bekletilme siiresi analize 6zgiidiir. Eger etken madde bu siire ve

saklama sartlarinda bozulacak olursa bu sartlar limitlendirilir ve yontemde belirtilir.
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2.3.7.3. Hareketli Faz Stabilitesi

Analizde kullanilacak hareketli fazin stabil olarak analiz sartlarinda bekletilme
siiresi saptanir. Secilecek bekletilme siiresi analize 6zgiidiir. Eger hareketli faz bu siire

ve saklama sartlarinda bozulacak olursa bu sartlar limitlendirilir ve yontemde belirtilir.

2.3.8. Sistem Uygunluk

Sistem uygunlugu testleri, analitik yoOntemlerin dogru ve kesin sonuglar
vermesine katkida bulunan spesifik testlerdir. Sistem uygunluk testi, bir ¢cok analitik
metodun ana testlerinden birisidir. Bu testlerin prosediirleri, ekipmana, uygulanan test
prosediirlerine ve analiz edilecek maddeye bagli olarak hazirlanir ve degerlendirilir.
Sistem uygunluk test parametreleri, analiz edilecek maddenin yapisina, valide edilen

analitik yonteme bagli olarak ayarlanir.

2.3.9. Stres Testi Calismasi

Ilgili farmasétik iiriiniin ve plasebosunun hidroliz, oksidasyon, fotoliz ve
termoliz islemleri ile potansiyel bozunma iriinlerinin olusumunun tespit edilmesinde
incelenecek parametreler ve kriterler belirlenir. Kiitle denkligi hesab1 sonucu elde edilen

verim (%) rapor edilir. Ayn1 zamanda, Saflik agis1 < Saflik esigi olmalidir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu tez ¢alismasi 2017-2018 yillar1 arasinda Istanbul Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi Analitik Kimya Anabilim Dal1 arastirma laboratuvarinda ve Sanovel Ila¢ San.

ve Tic. A.S. Ar-Ge Merkezi enstriimental analiz laboratuvarinda yapilmstir.

3.1. Kimyasal Maddeler, Coziiciiler ve Cozeltiler

3.1.1. Kimyasal Maddeler ve Céziiciiler
Metot gelistirme ve validasyon c¢aligmalar1 sirasinda referans standart
kullanilmistir. Referans standart bilgileri Tablo 3-1’de, analiz sertifikas1 Ek-1’de

verilmistir.

Tablo 3-1: Referans standart

Standart Uretici-Lot No Kullanim Amaci

Deksmedetomidin Hidrokloriir USP — R01590 Analit

Metot gelistirme ve validasyon caligmalari sirasinda kullanilan kimyasallar

Tablo 3-2’de verilmistir.

Tablo 3-2: Kimyasallar

Kimyasallar Tedarikgi Bilgisi
Ultra saf su Elga Purelab Option
Metanol (HPLC safliginda) J.T.Baker
Sodyum fosfat dibazik dihidrat Merck
Sodyum fosfat monobazik dihidrat Merck
Sodyum Kloriir J.T.Baker
Filtre Sartorious
pH metre Mettler Toledo
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3.1.2. Cozeltiler
3.1.2.1. Hareketli Faz Cozeltisi

Hareketli faz olarak metanol ve degisik fosfat tamponu c¢ozeltileri farkli
oranlarda denenmistir. En uygun hareketli faz ¢ozeltisi metanol:5 mM fosfat tamponu
(pH:7) (60:40, h/h) karisimi olarak belirlenmistir. Hareketli faz, siizme sisteminden
stiziilerek (Millipor, 0,45 um filtre) analize hazir hale getirilmistir. Hareketli faz

¢ozeltisi ayn1 zamanda blank ¢ozeltisi olarak da kullanilmistir.

5 mM Fosfat tamponunun hazirlanmast

0,89 g sodyum fosfat dibazik dihidrat (Na2HPO4+2H2>0) 1000 mL’lik balona
aktarilip, 900 mL saf suda (Elga Purelab Option cihazi) ¢ozildi. pH 7,0 = 0,05’e pH

ayarlama ¢ozeltisi ile istenilen pH’a ayarlandiktan sonra hacmine saf su ile tamamlandi.

0,1 M pH ayarlama ¢ozeltisi hazirlanmasi

16,0 g sodyum fosfat monobazik dihidrat (NaH2PO4+2H>0) 1000 mL’lik balon

jojeye aktarilip saf suda ¢oziilerek, hacmine saf su ile tamamlandi

Etken madde icermeyen ila¢ preparati (plasebo) ¢ozeltisi hazirlanmast

9,0 g sodyum kloriir (NaCl) 1000 mL saf suda mL’lik balon jojeye aktarilip saf

suda c¢oziilerek, hacmine saf su ile tamamlandi.

3.1.2.2. Deksmedetomidin Cozeltileri

Stok Standart Cozeltisi:

2,00 mg Deksmedetomidin’e esdeger 2,36 mg Deksmedetomidin Hidrokloriir
referans standart tartilarak, 20 mL’lik balon jojeye aktarildi. Hareketli faz ¢ozeltisiyle
¢oziildii ve hacmine tamamlandr (Stok standart ¢ozelti 1). Bu ¢ozeltinin 8,0 mL’si 20
mL’lik balon jojeye aktarildi ve hacmine hareketli faz ¢ozeltisiyle tamamlanarak

karistirildi (Stok standart ¢ozelti 2) (0,04 mg/mL, Deksmedetomidin).

Stok standart 2 ¢ozeltisiden hareketli faz ¢ozeltisi ile 0,02 mg/mL’lik standart
¢ozeltisi hazirlandi. Daha sonra 0,02-26,0 pg/mL araliginda standart ¢6zeltiler hareketli
faz c¢ozeltisi ile hazirlandi. Kalibrasyon standartlarinin hazirlanist Tablo 3-3°te

verilmistir.
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Stok Numune Cozeltisi:

2,36 mg Deksmedetomidin Hidrokloriir maddesi 100 mL’lik balon jojeye

alinarak, hacmine plasebo ¢ozeltisi ile tamamlandi (0,02 mg/mL, Deksmedetomidin).
Tayin Limiti Cozeltisi:
Stok numune c¢ozeltisinin 0,1 mL’si 100 mL’lik balon jojeye aktarildi ve
hacmine hareketli faz ile tamamlanarak karistirildi (20,0 ng/mL, Deksmedetomidin).
Teshis Limiti Cozeltisi:
Tayin limiti ¢6zeltisi’nin 3,0 mL’si 10 mL’lik balon jojeye aktarildi ve hacmine
hareketli faz ile tamamlanarak karistirildi (6,0 ng/mL, Deksmedetomidin).

Numune Cozeltisi-1:

Stok numune ¢ozeltisinin 0,5 mL’si 100 mL’lik balon jojeye aktarildi ve

hacmine plasebo ile tamamlanarak karistirildi (0,1 pg/mL, Deksmedetomidin).
Numune Cozeltisi-2:

3,07 mg Deksmedetomidin Hidrokloriir maddesi 100 mL’lik balon jojeye
aktarildi ve hacmine plasebo ile tamamlanarak Karistirildi (26,0 pg/mL,

Deksmedetomidin).
Numune Cozeltisi-3:

Deksmedetomidin Hidrokloriir enjeksiyonluk ¢dozeltisi igeriginden 1,0 mL
alinarak 5 mL’lik balon jojeye aktarildi ve hacmine hareketli faz c¢ozeltisi ile

tamamlandi (0,02 mg/mL, Deksmedetomidin).
3.1.2.3. Stres Testi Cozeltileri

Standart Cozeltisi:

2,36 mg Deksmedetomidin Hidrokloriir referans standart 20 mL’lik balon jojeye
aktarildi. Hacmine hareketli faz ¢6zeltisi ile tamamlandi. Bu ¢ozeltinin 1,0 mL’si 5
mL’lik balon jojeye aktarildi ve hacmine hareketli faz ¢ozeltisi ile tamamlandi (0,02

mg/mL, Deksmedetomidin) ve UPLC’ye enjekte edildi.
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Numune Cozelltisi:

Deksmedetomidin Hidrokloriir enjeksiyonluk ¢ozeltisinden 1,0 mL alinip 5
mL’lik balon jojeye aktarildi ve hacmine hareketli faz ¢6zeltisiyle tamamlandi (0,02
mg/mL, Deksmedetomidin) ve UPLC’ye enjekte edildi.

a) Asitile Bozunma
Numune Cozeltisi:

Deksmedetomidin Hidrokloriir enjeksiyonluk c¢ozeltisinden 1,0 mL alinip 5
mL’lik balon jojeye aktarildi. Uzerine 1,0 mL 1IN HCI ilave edildi ve 80°C’lik su
banyosuna alindi. Analizden 6nce her bir numune ¢ozeltisi 1,0 mL 1IN NaOH ile
notralize edildi. Oda sicakligina gelen numune hacmine hareketli faz ¢ozeltisi ile

tamamlandi.

Bu c¢alisma, numune c¢ozeltileri ile es zamanli olarak, aynit kosulda ve ayni

sekilde hazirlanan plasebo ¢ozeltileri ile de yapilmistir.
b) Baz ile Bozunma
Numune Cozeltisi:

Deksmedetomidin Hidrokloriir enjeksiyonluk ¢ozeltisi igeriginden 1,0 mL alinip
5 mL’lik balon jojeye aktarildi. Uzerine 1,0 mL 1N NaOH ilave edildi ve 80°C’lik su
banyosuna alindi. Her bir numuneleme noktasinda ¢6zeltiyi nétrlemek i¢in 1,0 mL 1N
HCI ile noétralize edildi. Oda sicakligina gelen numune hacmine hareketli faz ¢ozeltisi

ile tamamlanda.

Bu c¢alisma, numune c¢ozeltileri ile es zamanli olarak, ayni kosulda ve ayni

sekilde hazirlanan plasebo ¢ozeltileri ile de yapilmistir.
c) Peroksit ile Bozunma (Ortam Sicakhgi)
Numune Cozeltisi:

Deksmedetomidin Hidrokloriir enjeksiyonluk ¢ozeltisi igeriginden 1,0 mL alinip
5 mL’lik balon jojeye aktarildi. Uzerine 1,0 mL hidrojen peroksit (%3) ilave edildi. Her
bir numunleme noktasinda oda sicakligina gelen numune, hacmine hareketli faz

¢Ozeltisi ile tamamlandi.
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Bu calisma, numune ¢ozeltileri ile es zamanli olarak, aym1 kosulda ve ayni

sekilde hazirlanan plasebo ¢ozeltileri ile de yapilmistir.
d) Isiile Bozunma
Numune Cozeltisi:

Deksmedetomidin Hidrokloriir enjeksiyonluk ¢ozeltisi igceriginden 1,0 mL alinip
5 mL’lik balon jojeye aktarildi. 80°C’lik su banyosuna alindi. Her bir numunleme
noktasinda oda sicakligina gelen numune, hacmine hareketli faz c¢ozeltisi ile

tamamlandi.

Bu c¢alisma, numune ¢ozeltileri ile es zamanli olarak, aym1 kosulda ve ayni

sekilde hazirlanan plasebo ¢ozeltileri ile de yapilmistir.
e) Fotostabilite
Numune Cozeltisi:

Deksmedetomidin Hidrokloriir enjeksiyonluk ¢ozeltisi igeriginden 1,0 mL alinip
5 mL’lik balon jojeye aktarilarak fotostabilite kabinine alindi. Kimyasal aktinometrik
sistem ile ¢ozeltinin aldig1 radyasyon takip edilerek yeterli radyasyona maruz kaldiktan

sonra HPLC vialine yeterli miktarda numuneleme yapilda.

Bu calisma, numune ¢ozeltileri ile es zamanl olarak, ayn1 kosulda ve ayni

sekilde hazirlanan plasebo ¢ozeltileri ile de yapilmistir.



Tablo 3-3: Kalibrasyon standartlarinin hazirlanisi
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(hg/mb) cozeltisi)
o o o0z ?8,’84%9%3 100 mL
S B
.
o » +0 (202?)4mnl;g?n)1(|1\;| 10 mL
S R %
o » o 230,,5021 :;]5?;:\_/; 5 mL
o ® 50 (1(5(,)021n ;5?;:\_/; 5mL
S S
S I R
o . 200 (Zcir,so;n ;5;(13 5 mL
ST11 110 22,0 2(07 g4mnl;g?n>1<L|\§| -
ST12 130 26,0 32102;4mn%g?n>1<L|\)/| -

DXM: StokStandart Cozeltisi (Deksmedetomidin)
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3.2. Aletler ve Gerecler
1. UPLC aleti (Waters, HClass)
Quaternary Solvent Manager, QSM Pompa Unitesi
SN-M10HLP326N Kolon Firini
Sample Manager SDI, FTN, Otomatik Numune Unitesi
C18 Analitik Kolon (Acquity UPLC BEH, 2,1 x 50 mm, 1,7 um)
2. Spektrofotometre (PDA Detector UPD, TUV Detector UPT)
3. Hassas Terazi (Mettler Toledo, XP56, AX205 ve AX504)
4. Manyetik Karistirict (Ika / RCT Standart Heidolph / MR Hei-end)
5. Ultra saf su cihazi (Elga Purelab Option)
6. pH metre (Mettler Toledo, Seven Excellence Multiparameter)
7. Otomatik pipetler (Eppendorf 10-100 pL ve 100-1000 pL)
8. Pipet uclar1 (Eppendorf 100 pL ve 1000 pL)
9. Hareketli faz filtresi (Millipor, 0,45 um)
10. HPLC vialleri (Isolab)
11. Vial kapaklar1 (Isolab)
12. Enjektor (Hamilton, diiz uglu, 50 pL)

13. FTIR (Perkin Elmer)

3.3. Analizin Gerg¢eklestirilmesi
Enstriimental Kosullar:

UPLC sisteminin bilgisayar1 gii¢ diigmesinden acilir. Cihazin iiniteleri sirasiyla
acilir. Ardindan masaiistinden Empower ikonuna basilarak yazilim acilir. 3.1.2.1%
uygun olarak hazirlanan hareketli faz c¢ozeltisi sistemin kanallarina yerlestirilir.
Kullanilan hatlar i¢in purge islemi yapilir. Purge islemi bittikten sonra, akis 0,2 mL/dk
olarak ayarlanir ve kolon baglantisina kadar hareketli faz gegmesi saglanir. Sonrasinda
kolon takilarak, cihaz ve kolonun sartlanmasi igin sistemden hareketli faz gegirilir.

Kromatografik kosullar Tablo 3-4’te verilmistir.
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Tablo 3-4: Kromatografik kosullar

Kolon

Akis hizi (mL/dK)

Dalga Boyu (nm)

Enjeksiyon hacmi (nL)

Kolon sicakhigr (°C)

Otomatik numuneleme

iinitesi sicakligi (°C)

Enjeksiyon siiresi (dk)

Acquity UPLC BEH, 2,1 x 50 mm, 1,7 um pargacik biiyiikligii

0,2

220

25

25

6 (Standart ¢ozeltisi enjeksiyonlar)

30 (Blank, plasebo ve numune ¢ozeltileri enjeksiyonlart)

Stres testi ¢aligma kosullar1 agagidaki tabloda verilmistir (Tablo 3-5).

Tablo 3-5: Stres testi ¢calisma kosullar:

Sira No Bozunma Tiirii Bozunma Ajani Sicakhk
1 Asit ile bozunma 1IN HCI 80°C
2 Baz ile bozunma 1N NaOH 80°C
3 Peroksit ile bozunma H20, (%3) Ortam sicakligi
4 Isiyla bozunma Is1 80°C
5 Fotostabilite UV 1511 Ortam sicakligi
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3.4. Deksmedetomidinin UPLC ile Analizi
3.4.1. Dedektor Dalga Boyu Secimi

Deksmedetomidinin gostermis oldugu maksimum absorbanstaki dalga boyu
spektrofotometri yontemi ile belirlenmistir. UPLC cihazinda PDA dedektor ile yapilan
dalga boyu taramasinda maksimum absorbans verdigi dalgaboyu 220 nm olarak
bulunmustur. Yine UV spektrofotometrisinde de yapilan calisma ile dalga boyu 220 nm
olarak tespit edilmistir. UV spektrometresinden elde edilen spektrum Sekil 3-1’de

verilmigtir.
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Sekil 3-1: Deksmedetomidin UV spektrometrede alinmis spektrumu

3.4.2. Kalibrasyon Egrisinin Hazirlanmasi

Stok standart 2 ¢ozeltisinden seyreltilerek Tablo 3-3’te  yer alan
konsantrasyonlarda hazirlanan deksmedetomidin ¢ozeltileri enjekte edilerek, standart

pik alanlar1 hesaplandi. Elde edilen pik alanlarindan kalibrasyon egrisi hazirlandu.
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3.5. Gelistirilen Yontemin Validasyonu

Ilag uygulamalar1 icin ICH Q2(R1) kilavuzuna gore validasyon parametreleri

calisildi (17).

3.5.1. Spesifiklik

Blank ¢ozeltisi, plasebo ¢ozeltisi, standart ¢ozeltisi ve numune ¢ozeltisi Bolim
3.1.2.1°de anlatildigi gibi hazirlanarak yontemde belirtilen kosullarda analiz edildi.
Blank ve plasebo kromatogramlarinda, etken madde alikonma zamaninda gelen
herhangi bir pik gozlenmemelidir. Standart ve numune enjeksiyonlarindan elde edilen
etken madde piki saf olmalidir (saflik acis1 < saflik esik degeri). Sonuglar Bolim

4.2.1°de verilmistir.

3.5.2. Dogrusallik

Tablo 3-3°te belirtilen 12 farkli konsantrasyondaki standart ¢ozeltisi analiz edildi
ve dedektor yanitina gore derisim/pik alan: grafigi cizilerek, sonuglarin pik alanlarinin
ortalamasi, standart sapma ve egim hesaplanarak grafiksel degerlendirilmesi yapildi.

Sonuglar B6liim 4.2.2°de verilmistir.

3.5.3. Teshis Limiti (LOD) ve Tayin Limiti (LOQ)

Diisiik konsantrasyonlarda Deksmedetomidin igeren ¢ozeltiler hazirlanip enjekte
edildi. Sinyal/giirtltii oran1 > 3 olan ¢ozelti konsantrasyonu teshis limiti olarak

belirlendi. Sonuglar Boliim 4.2.3’te verilmistir.

Diisiik konsantrasyonlarda Deksmedetomidin igeren ¢ozeltiler hazirlanip enjekte

edildi. Sinyal/giirilti oran1 > 10 olan ¢ozelti konsantrasyonu tayin limiti olarak

belirlendi. Sonuglar Boliim 4.2.3’te verilmistir.

3.5.4. Dogruluk

Etken madde igermeyen ilag preparatina (plasebo) etken madde eklenerek, %0,1,
%0,5, %100 ve %130 seviyelerinde etkin maddeden eklendi ve her bir seviye igin 3’er
paralel numune hazirlandi. Hazirlanan 6rnekler (Bakiniz boliim 3.1.2.2) ayni standarda
kars1 analizlendi. Her bir seviye icin elde edilen geri kazanim sonuglarinin ortalamasi,

SD ve RSD degerleri hesaplandi. Sonuglar Boliim 4.2.4’te verilmistir.
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3.5.5. Kesinlik
3.5.5.1. Sistem Kesinligi

Tablo 3-3’te belirtilen Deksmedetomidin standart ¢ozeltisi (0,02 mg/mL,
Deksmedetomidin) hazirlandi ve sisteme ardisik 6 kez enjekte edildi. Standart ¢ozeltinin
6 enjeksiyonunun pik alanlar1 ortalamasi, SD ve RSD degerleri hesaplandi. Sonuglar

Bo6lim 4.2.5.1°de verilmistir.

3.5.5.2. Yontem Kesinligi

Bolim 2.1.2.2°de belirtilen numune ¢ozeltisi-3 i¢in 6 farklt numune ¢ozeltisi

hazirland1 ve analiz edildi. Sonuglar Boliim 4.2.5.2°de verilmistir.

3.5.5.3. Giin I¢i ve Giinler Aras1 Tekrarlanabilirlik

Ayni1 laboratuvarda ayn1 ve farkli bir glinde Boliim 2.1.2.2°de belirtilen numune
¢Ozeltisi-3 i¢in 6 farkli numune ¢ozeltisi hazirlandi ve farkli bir cihaz ile analiz edildi.

Sonuglar Boliim 4.2.5.3’te verilmistir.

3.5.6. Uygulama Arah

Dogrusallik ¢alismasinin alt ve {ist derisiminlerinde (tayin limiti ile standart
¢oOzelti konsantrasyonun %130 seviyesi) Deksmedetomidin ¢dzeltileri hazirlandi ve her
bir ¢ozeltiden alt1 ardisik enjeksiyon yapilarak analiz edildi. Sonuglar Boliim 4.2.6°te
verilmistir.

3.5.7. Saglamhk

3.5.7.1. Yontemin Stabilitesi

Yontem parametrelerinde asagida belirtilen degisiklikler yapilarak, yapilan bu
degisikliklerin sistem uygunluk parametresi ve numune sonucu iizerindeki etkisi

incelendi. Sonuglar Boliim 4.2.7.1°de verilmistir.
a) Kolon sicakligi degisimi (25°C-30°C)
b) Akis hizi degisimi (£0,02 mL/dk)

c) Tampon pH degisimi (+0,02)
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3.5.7.2. Cozelti Stabilitesi

Bolim 3.1.2.1°de belirtilen standart ¢ozeltisi (0,02 mg/mL, Deksmedetomidin)
ve Bolim 3.1.2.2°de belirtilen numune ¢ozeltisi-3 (0,02 mg/mL, Deksmedetomidin)
hazirlandi. 64 saat boyunca 25°C sicaklikta bekletilip belli siirelerde analiz edildi.

Sonuglar Boliim 4.2.7.2°de verilmistir.

3.5.7.3. Hareketli Faz Stabilitesi

Boliim 3.1.2.1°de belirtilen standart ¢ozeltisi (0,02 mg/mL, Deksmedetomidin)
hazirland1 ve farkli giinlerde hazirlanmig olan hareketli faz ¢ozeltileri ile analiz edildi.

Sonuglar Boliim 4.2.7.3’te verilmistir.

3.5.8. Sistem Uygunluk

Bolim 3.1.2.1°de belirtilen standart ¢ozeltisi (0,02 mg/mL, Deksmedetomidin)

hazirland1 ve analiz edildi. Sonuglar Boliim 4.2.8’te verilmistir.

3.5.9. Stres Testi

Boliim 3.1.2.3’te belirtilen ¢ozeltiler hazirlandi ve Boliim 3.3°te yer alan stres

testi kosullarina goére analiz edildi. Sonuglar Boliim 4.2.9°da verilmistir.

3.6. Enjeksiyonluk Cozeltilerde Deksmedetomidin’in Analizi
3.6.1. Enjeksiyonluk Cozeltilerin Hazirlanmasi

Sanovel Ilag A.S. laboratuvarlarinda hazirlanan enjeksiyonluk ¢ozeltiler
kullanilmistir. Hazirlanan enjeksiyonluk ¢ozeltilerin dolumlar1 2 mL’lik flakonlara
yaptlmistir. Her bir flakon 200 pg Deksmedetomidin’e esdeger 236 pug
Deksmedetomidin Hidrokloriir icermektedir. Enjeksiyonluk ¢6zelti formiilasyonunda 18
mg NaCl ve enjeksiyonluk su (WFI) bulunmaktadir. Etkin ve yardimc1 maddeler tiretim
yonteminde verilen sira ile eklenerek, yontemde belirtilen kosullarda karigtirilmistir.
Deksmedetomidin Hidrokloriir enjeksiyonluk ¢ozeltisi i¢eriginden 1,0 mL alinarak 5
mL’lik balon jojeye aktarilmis ve hacmine hareketli faz ¢ozeltisi ile tamamlanmistir. 6

farkli numune ¢6zeltisi hazirlanarak analiz edilmistir.
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3.6.2. Gelistirilen UPLC Yontemi ile Analiz

Gelistirilen yonteme ait hareketli faz, analitik cihaz ve kolon hazir hale

getirilerek 6 farkli enjeksiyon yapilmistir. Sonuglar Boliim 4.2.10°da verilmistir.

Sonuglar farmakope (USP 41) yontemiyle elde edilen sonuglarla da t- ve F-
testleri kullanilarak istatistiksel olarak kiyaslanmistir. Kiyas yontemi sonuglar1 Bolim

4.2.10°da verilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Deksmedetomidinin UPLC ile Analiz Sonugclar:

Deksmedetomidinin enjeksiyonluk ¢ozeltilerde miktar ve safsizlik tayini igin
UPLC ile analizinde i¢in yontem, ters fazli kolonda; metanol-5mM fosfat tamponu
(pH:7, 60:40, h/h) hareketli faz1 ile 0,2 mL/dk akis hizinda analiz edildi. Dedeksiyon
UV dedektor ile 220 nm olarak tespit edilmistir.

4.2. Yontem Validasyonu Sonuclari

4.2.1. Spesifiklik

Yontem segiciliginin sinanmasi igin hareketli faz ¢ozeltisi, plasebo ¢ozeltisi,
standart (0,02 mg/mL, Deksmedetomidin) ve enjeksiyonluk preparat (0,02 mg/mL,
Deksmedetomidin) ¢ozeltilerine ait kromatogramlar Sekil 4-1 ve Sekil 4-6 arasinda

verilmigtir. Spesifiklik testi sonuglari ise Tablo 4-1’de verilmistir.
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Sekil 4-3: Standart ¢ozeltisi kromatogrami
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Purity Plot
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Purity Plot
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Sekil 4-6: Numune ¢ozeltisi icin pik safligi kromatogrami
Tablo 4-1: Spesifiklik testi sonuglari
Allkonma Zamam (RT
Numune Adi (dK) (RT) Saflik A¢is1 Saflik Esigi
Blank - - -
Plasebo - - -
Standart ¢ozeltisi 3,2 0,04 0,26
Numune ¢ozeltisi 3,2 0,04 0,25

Hareketli faz (blank) ve etken madde icermeyen ilag preparati (plasebo) ¢ozeltilerine ait

kromatogramlarda, etken madde pikinin alikonma zamaninda gelen herhangi bir pik

gbzlenmemistir. Etken madde piki, standart ve numune ¢ozeltisi enjeksiyonlarinda saf
bulunmustur (Sekil 4-4 ve Sekil 4-6).
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4.2.2. Dogrusallik

Tablo 3-3’te belirtilen 12 farkli konsantrasyondaki standart ¢ozeltisi analiz
edildikten sonra, dedektor yanitina gore derisim/pik alant grafigi ¢izildi. Sonuglar Tablo
4-2 ve Tablo 4-3’te, kalibrasyon egrisi Sekil 4-7°de verilmistir.

Tablo 4-2: Deksmedetomidin maddesi dogrusallik sonuclari

Delomeceamidin - OralamaPK AR oerasyon  Konsatraeyon
(ng/mL) (ng/mL)
0,1 1934 0,02 0,021
0,5 9815 0,1 0,11
1,0 19589 0,2 0,21
50 102424 1,0 1,06
10 204855 2,0 2,11
20 407361 4,0 4,23
40 802610 8,0 8,45
60 1200104 12,0 12,68
80 1614872 16,0 16,90
100 2018239 20,0 21,13
110 2206262 22,0 23,24
130 2617347 26,0 27,47

Tablo 4-3: Kalibrasyon egrisinden elde edilen dogru denklemi ve sonug¢lari

Dogru Denklemi Kalibrasyon Katsayisi (R?) Egim y-kesim noktasi

y =9,53*10"x + 518 0,999990 9,53*107 518
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Calibration Plot
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Name: Dexmedetomidine; Processing Method: MTIMP; Fit Type: Linear (1st Order); Cal Curve Id:
10630; A:5.179691e+002; B: 9.531355e+007; C:0.000000e+000; D: 0.000000e+000; R"2:
0.999990; Equation Y = 9.53e+007 X + 5.18e+002; RSS: 3.290929e+008; Standard Error
3.628184e+003

Sekil 4-7: Deksmedetomidin kalibrasyon egrisi

4.2.3. Teshis Limiti (LOD) ve Tayin Limiti (LOQ)

Teshis limiti ve tayin limiti sonuglar1 Tablo 4-4’te, ilgili kromatogramlar Sekil
4-8 ve Sekil 4-9°da verilmistir. Tayin limiti ¢alismasi i¢in 6 tekrar yapilmistir. Elde
edilen pik alanlar1, ortalama pik alani, SD ve RSD Tablo 4-5’de verilmistir. Tayin limiti

calismasi i¢in elde edilen RSD degeri %8,7 olarak bulunmustur.
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Tablo 4-4: Teshis ve tayin limiti sonuglari

Konsantrasyon Numune Cozeltisi

Cozelti Adu (ng/mL) Konsantrasyonuna Gore (%) Stnyal/Giirilti
Teshis Limiti
(LOD) 6,3 0,03 5
Tayin Limiti
21,0 [N=6 0,1 18
(LOQ) (N=0]
Tablo 4-5: Tayin limiti ¢ozeltisi enjeksiyonlarimin sonugclari
Enjeksiyon Sayisi Deksmedetomidin Piki Alanlar:
1 1815
2 1802
3 2071
4 1792
5 1921
6 2202
Ortalama 1934
SD 168,8

RSD (%6) 8,7
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Auto-Scaled Chromatogram
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Sekil 4-8: Teshis limiti ¢cozeltisi kromatogrami
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Sekil 4-9: Tayin limiti ¢ozeltisi kromatogram

4.2.4. Dogruluk

Bolim 3.5.4’te yer alan hazirliklar dogrultusunda enjeksiyonluk preparat
numuneleri analiz edildi. Her bir seviye i¢in elde edilen geri kazanim sonuglari,
ortalamalari, standart sapma ve RSD degerleri Tablo 4-6’da verilmistir. Standart
¢ozeltisi i¢in hazirlanan 6lgii egrisinden elde edilmis olan regresyon denkleminde yerine

konularak sonuclar hesaplanmistir.
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Tablo 4-6: Enjeksiyonluk preparat icindeki Deksmedetomidin i¢cin geri kazanim sonuglari

Deksmedetomidin ~ Konsantrasyon Geri Kazammm  Ortalama D RSD

Seviyesi (%0) (ng/mL) (%) [N=3] (%) (%)
99,9

0,1 (Tayin limiti) 0,02 95,1 99,6 4,4 4,4
103,9
96,9

0,5 0,1 96,6 96,4 0,7 0,7
95,6
99,0

100 20,0 98,8 99,1 0,4 0,4
99,6
99,0

130 26,0 99,1 99,0 0,2 0,2
98,8

4.2.5. Kesinlik

4.2.5.1. Sistem Kesinligi

Standart ¢ozeltinin 6 farkli enjeksiyonunun pik alanlari, pik alanlari ortalamast,
SD ve RSD degerleri hesaplandi. Sonuglar Tablo 4-7’de verilmistir. RSD degeri %0,1

olarak bulunmustur.
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Tablo 4-7: Sistem kesinligi sonuclari

Standart Cozeltisi (20 ng/mL)

Enjeksi
njeksiyon Sayist Deksmedetomidin Piki Alanlari [N=6]

1 2051038
2 2051796
3 2050517
4 2049087
5 2045737
6 2048753
Ortalama 2049488
SD 2170,7
RSD (%) 0,1

4.2.5.2. Yontem Kesinligi

Alt1 farkli numune c¢ozeltisi hazirlanarak analiz edildi. Numune sonuglari,
ortalamasi, SD ve RSD degerleri hesaplandi. Sonuglar Tablo 4-8’de verilmistir. RSD

degeri %0,1 olarak bulunmustur.
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Tablo 4-8: Yontem kesinligi deksmedetomidin miktar tayini ve safsizlik sonuclar:

oy S sy S
(o]

1 2051038 99,3 T.E*

2 2051796 100,1 T.E.

3 2050517 99,8 T.E.

4 2049087 99,3 T.E.

5 2045737 99,1 T.E.

6 2048753 99,7 T.E.

Ortalama 2049488 99,6 T.E.
SD 2170,7 0,4 T.E.

RSD (%) 0,1 0,4 TE.

*T.E: Bu ¢alisma kosullarinda safsizlik tespit edilmemistir.

4.2.5.3. Giin Ici ve Giinler Aras1 Tekrarlanabilirlik

Ayni laboratuvarda ayn1 ve farkl bir giinde hazirlanan 6 farkli numune ¢ozeltisi
farkli bir cihaz ile analiz edildi. Sonuglar Tablo 4-9 ve Tablo 4-10’da verilmistir. RSD
degeri %0,1 olarak bulunmustur. iki analist arasindaki ortalama miktar tayini sonuglar

arasi fark ise %1,9 olarak bulunmustur.



Tablo 4-9: Giin igi ve giinler arasi tekrarlanabilirlik calismas i¢in miktar tayini ve

safsizlik sonuglari
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Calismanin  Enjeksiyon  Standart Cozeltisi (20 ng/mL)  Sonuclar Bilinmeyen
Adi No Deksmedetomidin Piki Alanlar: (%) Safsizhik (%0)

1 1889171 101,3 TE*

2 1887214 101,2 TE.

= 3 1889485 101,7 TE.
o
E

§ 4 1886969 101,7 TE.

= 5 1887005 101,2 TE.
i
=z

£ 6 1888220 102,0 TE.
O

Ortalama 1888011 101,5 T.E.

SD 1122,0 0,3 TE.

RSD (%) 0,1 0,3 TE.

1 1856151 101,4 TE.

2 1861136 1016 TE
=

= 3 1855284 101,5 TE
2
g

5 4 1853536 101,2 TE.
g
o)

= 5 1863920 101,3 TE

< 6 1857185 101,2 TE.

O Ortalama 1857869 101,4 TE.

sD 3903,0 0,2 TE

RSD (%) 0,2 0,2 TE.

*T.E: Bu ¢alisma kosullarinda safsizlik tespit edilmemistir.
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Tablo 4-10: Giin ici ve giinler aras: tekrarlanabilirlik ¢calismasi icin karsilastirmali

sonuclar

. Ortalama Miktar Tayini
Giin I¢i Tekrarlanabilirlik y

Ortalama Safsizhik

Sonuglari (%) Sonuglari (%)
1 99,6 T.E*
2 101,5 T.E.
Ortalama Sonuclar Arasi
19 T.E.
Fark (%) ’
Giinler Arasi Ortalama Miktar Tayini Ortalama Safsizhk
Tekrarlanabilirlik Sonuclari (%) Sonuclari (%)
1 99,6 T.E.
2 1014 T.E.
Ortalama Sonuclar Arasi 18 TE

Fark (%)

*T.E: Bu caligma kosullarinda safsizlik tespit edilmemistir.

4.2.6. Uygulama Arah@

Uygulama aralig1 sonuglar1 Tablo 4-11°de verilmistir. RSD degeri %0,05

olarak bulunmustur. Kesin ve tekrarlanabilir sonuglar elde edilmistir.
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Tablo 4-11: Uygulama arahgi sonuglari

Enjeksiyon Tayin Limiti (0,02 pg/mL) Standart Cozeltisi (26 pg/mL)
No Deksmedetomidin Piki Alanlar: Deksmedetomidin Piki Alanlar:
1 1815 2618135
2 1802 2616283
3 2071 2615763
4 1792 2617110
5 1921 2618974
6 2202 2617816
Ortalama 1934 2617347
SD 168,8 1198,8
RSD (%) 8,7 0,05

4.2.7. Saglamhk
4.2.7.1. Yontemin Stabilitesi

Gelistirilen yontem stabilitesi ¢alismasi sonuglar1 asagida verilmistir. FDA
kilavuzunda yer alan sistem uygunluk parametrelerinden teorik plaka sayisi ve
kuyruklanma faktorii degerlerinin kabul kriterlerine uygunlugu da incelenmistir (Teorik

plaka sayis1 > 2000, Kuyruklanma faktorii < 2).

Kolon sicakligr degisimi Tablo 4-12’de, akis hiz1 degisimi Tablo 4-13’te ve
tampon pH degisimi Tablo 4-14’te belirtilmektedir. Testlerde yapilan degisiklikler
dogrultusunda, belirgin bir degisiklik gbézlenmemistir ve analiz sonuglarinda RSD
degerleri; kolon sicakligl degisiminde %0,1-%0,2 arasinda, akis hiz1 degisiminde %0,1,
tampon ¢ozeltisi pH degisiminde ise %0,04-%0,1 arasinda bulunmustur. Boylece

yontemin saglam oldugu gozlenmistir.



Tablo 4-12: Kolon sicakhig degisikligi ile elde edilen test sonuglari

45

Kolon .
Scakh N RSD Teorik Kuyruklanma
1cakh@l  Cozelti IK Alam
81 Cozelti Ad (%) Plaka Sayisi Faktorii
°0)
Standart 2,89 1936983 0,1[N=6] 3698 [N=6] 1,3 [N=6]
(0,02 mg/mL)
25°C
Numune 291 1902866 - 4390 1,2
(0,02 mg/mL)
Standart 2,86 1936821 02[N=6] 3715[N=6]  1,3[N=6]
(0,02 mg/mL)
30°C
Numune 2,87 1907366 - 4484 1,2
(0,02 mg/mL)
Tablo 4-13: Akis hiz1 degisimi sonuglari
Akis Hizi ) RSD Teorik  Kuyruklanma
Cﬁzelti Adi RT Pik Alan
(mL/dk) (%)  Plaka Sayis1  Faktorii
Standart 323 2152114 0,1[N=6] 4011[N=6] 1,3 [N=6]
(0,02 mg/mL)
0,18
Numune 3,25 2119002 - 4861 13
(0,02 mg/mL)
Standart 2,89 1936983 0,1[N=6] 3698 [N=6] 1,3 [N=6]
(0,02 mg/mL)
0,20
Numune 291 1902866 - 4390 1,2
(0,02 mg/mL)
Standart 2,62 1762115 0,1[N=6] 3442 [N=6] 1,2 [N=6]
(0,02 mg/mL)
0,22
Numune 2,63 1730020 - 4077 1,2

(0,02 mg/mL)
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Tablo 4-14: Tampon ¢ozeltisi pH degisimi sonuglar:

Tampon ] RSD Teorik  Kuyruklanma
Cozelti Adi RT Pik Alani
pH degeri (%) Plaka Sayis1  Faktorii
Standart 2,88 1939778 0,04 [N=6] 3612 [N=6] 1,3 [N=6]
(0,02 mg/mL)
6,8
Numune 2,88 1903001 - 4294 1,3
(0,02 mg/mL)
Standart 289 1936983 0,1[N=6] 3698 [N=6] 1,3 [N=6]
(0,02 mg/mL)
7,0
Numune 291 1902866 - 4390 1,2
(0,02 mg/mL)
Standart 2,80 1938998  0,1[N=6] 3633[N=6] 1.2 [N=6]
(0,02 mg/mL)
7,2
Numune 2,80 1904807 . 4312 1,2
(0,02 mg/mL)

4.2.7.2. Cozelti Stabilitesi

Cozelti stabilitesi sonuglari Sekil 4-10’da yer alan grafikte verilmistir. Oda
sicakliginda ve giin 1s181nda 64 saat boyunca yapilan analizde, pik alanlari arasi1 anlaml

bir degisiklik tespit edilmemistir.
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1950000

1930000

Alan

~ _ P — =g StAndart Cozeltisi (0,02 me/mlL,
W" """ . Deksmedetomidin)

g M UM une Cozeltisi (0,02 mg,/ml,
1820000 Deksmedetomidin)

1910000

1870000

1850000
01 2 3 4 & B 12 16 20 24 2B 32 35 40 44 48 52 56 60 &4

Saat

Sekil 4-10: Cozelti stabilitesi sonuclar:
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4.2.7.3. Hareketli Faz Stabilitesi

Toplam 8 giinde hazirlanmis olan hareketli faz ¢ozeltileri ile 25°C sicaklikta
analiz yapildi. Sonuglar Tablo 4-15’te verilmistir. RSD degerleri %0,1-%0,3 arasinda

bulunmustur.

Tablo 4-15: Hareketli faz stabilitesi sonuclar:

Standart Cozeltisi (20 ng/mL)
Siire (giin) RT Deksmedetomidin Piki Alanlar RSD (%)
Ortalamasi [N=6]

0 2,88 1934349 0,3
2 2,96 1934771 0,1
6 2,90 1936588 0,1
8 2,94 1935926 0,1

4.2.8. Sistem Uygunluk

Sistem kesinligi standart ¢ozeltisinin 6 farkli enjeksiyonundan elde edilen
Deksmedetomidin etken pikine ait alanlarin ortalamasi, SD ve RSD degerleri Tablo 4-
7°de verilmistir. Ayn1 zamanda, saglamlik parametreleri i¢in hazirlanmis olan standart
¢ozelti, ydntem kosullarma gore de analiz edilmistir. Ilgili ydntem kosullarima ait sistem

uygunluk parametreleri Tablo 4-12, Tablo 4-13 ve Tablo 4-14’te verilmistir.

4.2.9. Stres Testi

Tablo 3-4’te verilen stres testi c¢alisma kosullar1 dogrultusunda ilgili stres
analizleri (miktar tayini ve safsizlik) yapilmistir. Geri kazanim, asagida belirtilen kiitle
denkligi ve verim hesabi denkliginden hesaplandi. Geri kazanim degerleri Tablo 4-
16°da ve bu c¢alismaya ait pik saflik degerleri Tablo 4-17°de verilmistir. Ilgili
kromatogramlar ise Sekil 4-11 ve Sekil 4-17 arasinda verilmistir. Bu verilere gore pikler

saf olarak elde edilmistir.
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Kiitle Denkligi Hesabu:
Toplam kiitle miktar1 (%) = Etken madde miktar1 (%) + Toplam safsizlik miktari (%)

TOp Iam ku“e miktarl (%)Stres Edilmis Numune

- - x100
Verim (%) = Toplamkiitle miktart (%) syes egiimenmis numune
Tablo 4-16: Stres testi calismasi sonuglar:
Uygulanan Stres Numune Tioi Numuneleme Miktar Tayini Safsizhik
Kosulu P Periyodu (saat) Sonucu (%) Sonucu (%)
Islem gormemis - 2,84 101,8 TE*
numune
1 2,84 101,8 T.E.
3 2,85 102,0 T.E.
Asit
D d . 6 2,85 103,9 T.E.
egredasyonu Asit
(AN HCI, 80°C)
9 2,83 103,9 T.E.
15 2,82 102,3 T.E.
24 2,82 102,3 T.E.
Islem gormemis - 2,83 101,1 TE.
numune
1 2,82 101,0 T.E.
3 2,82 101,2 T.E.
Baz
Degredasyonu Baz 6 2,80 101,1 T.E.
(1IN NaOH,
80°C) 9 2,81 101,2 TE.
15 2,77 101,5 T.E.

24 2,77 102,5 T.E.




49

Uygulanan Stres Numune Tioi Numuneleme RT Miktar Tayini Safsizhik
Kosulu P Periyodu (saat) Sonucu (%) Sonucu (%)
Islem gormemis ] 2,79 1037 TE.
numune
1 2,81 102,6 T.E.
3 2,79 103,4 T.E.
peroksit 6 2,77 102,3 T.E
D . : : E.
egredasyonu Perokit
H.0- (%3)
2,77 102,8 T.E.
15 2,79 102,8 T.E.
24 2,80 103,7 T.E.
Islem gormemis - 2,87 98,5 TE.
numune
1 2,89 98,8 T.E.
3 2,87 98,4 T.E.
Is1 (80°C)
Degredasyonu 6 2,84 98,6 T.E.
Is1, 80 °C
9 2,83 98,1 T.E.
15 2,86 98,3 T.E.
24 2,87 98,5 T.E.
Islem gormemis - 2,80 104,6 TE.
numune
Fotostabilite 2,79 1.04’4 T.E.
Kimyasal (Paketsiz numune)
Fotostabilite aktinometrik
sistem
2,79 103.6 T.E.

(Paketli numune)

*T.E: Bu ¢alisma kosullarinda safsizlik tespit edilmemistir.
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Tablo 4-17: Saflik acis1 ve saflik esigi degerleri ile verim sonuglari

Uygulanan Stres Kosulu  Numuneleme

C 0 o
ve Numune tipi Periyodu (saat) Verim (%) Saflik Agisi Saflik Esigi

Asit Degradasyonu

(IN HCI, 80°C) 24 100,5 0,030 0,237

Baz Degradasyonu

(IN NaOH. 80°C) 24 101,4 0,027 0,236

Is1 Degradasyonu
(80°C) 24 100,0 0,030 0,237

Peroksit Degradasyonu
H202 (%3) 24 100,8 0,052 0,264
Paketli numune 99,8 0,033 0,241
Fotostabilite Degradasyonu

Paketsiz numune 99,0 0,032 0,238

.20
2 010l
.00 an
rrrr|prrrr|rrrrprrrrrrrrrprrrrrrrrr|rrrr|rrrrrrrr1r [ rr 111171
0 .00 5.00 oo 1500 000 2500 3000 3500 4000 4500 OO0 SO0 GOUC
fuinutes
Sekil 4-11: Stres edilmemis numune kromatogrami
0,00z
0.001
0000
—— T T T T T T T
0.o0 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 <0.00 45.00 a0.00 45.00 G0.00

hinutes

Sekil 4-12: Stres edilmemis plasebo kromatogram
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0.20-]
& 0.10]
0.00- -
0.oo 5.IIIID 1IZI.IIIIIII 15.IIIIIII ED.IIIIIII 25.IIIID 3IZI.IIIIIII 35.IIIID 4EI.IIIIIII 46.IIIIIII 5IZI.IIIIIII 55.IIIIIII G0.00
hfinutes
Sekil 4-13: Asit degradasyonu 24.saat numune ¢ozeltisi kromatogrami
0204
0.10]
] 5
0.00 .
0.o0 5.IIZID 1IZI.IIZIIZI 15.IIZIIZI EEI.IIZID 25.IIZID SEI.IIZID 35.IIZID 4EI.IIZIIZI 46.IIZIIZI SD.IIZIIZI 55.IIZIIZI G0.00
hinutes
Sekil 4-14: Baz degradasyonu 24.saat numune ¢ozeltisi kromatogrami
0.20-]
0.104
] &5
0.00 L
0.0oo 5.IIIIIII 1IZI.IIIIIII 15.IIIIIII ED.IIIIIII 25.IIIIIII 3IZI.IIIIIII 35.IDIII 4EI.IIIIIII 46.IIIIIII 5D.IIIIIII 55.IIIIIII G0.00
hfinutes
Sekil 4-15: Peroksit degradasyonu 24.saat numune ¢ozeltisi kromatogrami
030
020
= ]
0104
] <5
DIDD_‘::""‘:"’":|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
0.oo 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00 G0.00

hinutes

Sekil 4-16: Is1 degradasyonu 24.saat numune ¢ozeltisi kromatogram
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020
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Sekil 4-17: Fotostabilite degradasyonu numune ¢ozeltisi kromatogrami

4.3. Enjeksiyonluk Cozeltilerde Deksmedetomidin’in Analizi

4.3.1. Gelistirilen UPLC Yonteminin Enjeksiyonluk Cozelti Formiilasyonuna
Uygulanmasi

Gelistirilen UPLC-UV yontemi ile elde edilen sonuglar Tablo 4-18’de
verilmistir. B6lim 3.6.1’de anlatildigi gibi hazirlanarak analizlenen enjeksiyonluk
cozeltilerin sonuglari, 6l¢li egrisinden elde edilen regresyon denklemi kullanilarak
hesaplanmistir ve yiizde (%) sonug olarak verilmistir.

Tablo 4-18: Deksmedetomidin hidrokloriir iceren formiilasyonun gelistirilen yontemle
elde edilen miktar tayini ve safsizhik analizi sonuclar:

codsonto M CHE UML) gy TR
1 1863530 100,7 T.E*
2 1856128 100,3 T.E.
3 1857978 100,4 T.E.
4 1852427 100,1 T.E.
5 1859829 100,5 T.E.
6 1848725 99,9 T.E.
Ortalama 1856436 100,3 T.E.
SD 5288,5 0,3 T.E.
RSD (%) 03 03 TE.

*T.E: Bu ¢alisma kosullarinda safsizlik tespit edilmemistir.
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Deksmedetomidin’in tayini i¢in gelistirilen UPLC yonteminin sonuglarini
kiyaslamak i¢in farmakopede (USP 41) kayith olan HPLC-UV yontemi kullanildi.
Calisma Bolim 3.6’da belirtilen sekilde yapilmistir. Sonuglar, t- ve F- testleri
kullanilarak istatistiksel olarak kiyaslanmistir ve %95 olasilik diizeyinde anlamli bir
fark tespit edilmemistir. Kiyas yontemi sonuglart Tablo 4-19°da verilmistir.

Tablo 4-19: Deksmedetomidin iceren enjeksiyonluk c¢ozeltilerin analiz sonuclar1 ve
sonuclarin istatistiki olarak degerlendirilmesi

Numune No Gelistirilen Yontemin Sonug¢lar: Kiyas Yontemi Sonuclari
(n=6) (%) (%)
1 100,7 100,7
2 100,3 99,8
3 100,4 100,6
4 100,1 100,3
5 100,5 100,8
6 99,9 100,5
Ortalama 100,3 100,5
SD 0,3 04
RSD (%) 0,3 0,4
Giiven Arahg 100,3 + 0,315 100,5 + 0,420
Giiven Simirlar: 99,99 - 100,62 100,08 - 100,92
t=1,06
F=1,78

Giiven aralig1 (%95)= t wpio X SD/ V' 1 (t a10=2,57)

t tablo= 2,23 F tanio= 5,05
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5. TARTISMA

Deksmedetomidin, genis farmakolojik 6zelliklere sahip selektif bir a2 reseptor
agonistidir. Sempatik sinir uglarindan noradrenalin salinmasini azaltarak sempatolitik

etki gostermektedir.

Bu calismada deksmedetomidinin enjeksiyonluk ¢ozeltilerde miktar ve safsizlik

tayini icin UPLC yontemi gelistirilmistir.

Deksmedetomidinin maksimum absorbans yaptigi dalga boyu 220 nm olarak
belirlenmistir (Sekil 3-1).

Spesifiklik ~ parametresi  i¢in  hareketli faz  (blank) wve plasebo
kromatogramlarinda, etken madde pikinin alikonma zamaninda gelen herhangi bir pik
gbzlenmemistir. Standart ve numune enjeksiyonlarindan elde edilen etken madde piki

saf olarak elde edilmistir (saflik acis1 < saflik esik degeri).

Bu yontemle, Deksmedetomidin i¢in dogrusallik araliginin 0,021-27,47 pg/mL
oldugu tespit edilmistir. Hesaplanan teshis ve tayin limitleri ise sirasiyla 6,3 ve 21,0

ng/mL olarak bulunmustur.

Gelistirilen UPLC yontemi, Deksmedetomidinin enjeksiyonluk preparatina
uygulandi. Enjeksiyonluk preparattaki miktar tayini ¢alismasi geri kazanim miktarlari;
tayin limiti i¢in %80-%120, %0,5 seviyesi i¢in %90-%110 ve diger seviyeler i¢in %98-
%102 araliginda hesaplanmigtir. Bulunan geri kazanim degerlerinin hepsi kabul limitleri

igerisindedir.

Kesinlik i¢in yapilan ¢alismalarda, standart ¢ozeltisinden elde edilen alt1 ardisik
enjeksiyon i¢in Deksmedetomidin etken pikine ait alanlarin RSD degeri %0,1 olarak
bulunmustur. Numune c¢ozeltilerinde safsizlik tespit edilmemistir. Numunelere ait
miktar tayini sonuc¢larinin RSD degeri %0,4 olarak hesaplanmistir. Giin ici
tekrarlanabilirlik calismasinda, yapilan iki ¢alismanin arasindaki fark %1,9 olarak
bulunurken; giinler aras1 tekrarlanabilirlik calismasinda, yapilan iki c¢aligmanin
arasindaki fark %1,8 bulunmustur. Bu sonuclar 1s18inda yontemin kesinligi uygun

goriilmektedir.

Yontem saglamligi ¢alismalarindan elde edilen veriler, kolon sicakligi

degisikligi ile tampon pH degisikligi miktar tayini ve safsizlik tayini validasyonu amagli
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kullanilan metodun degisiklikten etkilenmedigini gostermektedir. Akis hizinin
azalmasiyla hem standart hem de numune c¢ozeltilerinde Deksmedetomidin pik
alanlarinda artis olup, bu artis normal kosullarda elde edilen pik alanlar1 oranini
degistirmemektedir. Aymi sekilde, akis hizinin arttirilmasiyla hem standart hem de
numune ¢ozeltilerinde Deksmedetomidin pik alanlarinda azalma olup, bu azalma
normal kosullarda elde edilen pik alanlar1 oranimi degistirmemektedir. Akis hizi

degisikligiyle alikonma zamanlarinda fark edilir degisiklikler gozlenmemistir.

25°C sicaklikta standart ve numune c¢ozeltilerinin 64 saat, hareketli faz

¢ozeltisinin ise 8 giin siire ile stabil oldugu tespit edilmistir.

Sistem uygunlugu testi yapildiginda tiim parametrelerin uygun oldugu

goriilmiistiir.

Stres testi c¢alismalarinda, Deksmedetomidin Hidrokloriir enjeksiyonluk
¢ozeltisinin ve plasebosunun ¢alismada uygulanan termoliz, asidik degradasyon, bazik
degredasyon, oksidatif degradasyon ve fotoliz stres kosullarina maruz birakildiginda
herhangi bir bozunmanin gézlenmedigi ve maddenin bu kosullarda saglam oldugu
goriilmistiir. Miktar tayini ve safsizlik testlerinden elde edilen kromatogramlarda yer

alan Deksmedetomidin pikinin safliklari incelenmis olup pikler saf olarak bulunmustur.

Elde edilen tim bu verilere dayanarak, UPLC ile deksmedetomidinin
enjeksiyonluk ¢ozeltilerde miktar ve safsizlik tayini i¢in gelistirilen yontemin stabilite

gostergeli oldugu sonucuna varilmistir.

Gelistirilen yontem enjeksiyonluk ¢ozelti formiilasyonuna uygulandi. Sonuglar
farmakope (USP 41) yontemiyle elde edilen sonuclarla t- ve F- testleri kullanilarak

istatistiksel olarak kiyaslanarak %95 olasilik diizeyinde anlamli bir fark tespit edilmedi.

Sonug olarak gelistirilen yontem ile, miktar tayini ve safsizlik tayini yontemleri
tek bir analitik yontemde birlestirilerek, es zamanli analiz edilebilmektedir. Bu
yontemle, bildirilen diger HPLC-UV yo6ntemlerine nazaran daha kisa siirede ve daha az
solvent harcanarak, daha kiiglik hacimlerde ¢alisilmis; daha hassas ve daha az maliyetli

bir ¢alisma gergeklestirilmistir.

Literatiirde yer alan LC-MS/MS gibi yontemler i¢in gerekli olan cihazlarin
yiiksek maailiyeti, calisma zorlugu ve her laboratuvarda bulunamamasi; UPLC cihazina

ulasim kolaylig1 ve diger cihazlara istinaden daha diisiik maliyeti, gelistirilen yontemin
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uygulanabilirligini arttiracaktir. Bu yontem rutin farmasétik analizlerde kullanim igin

rahatlikla Onerilebilir.
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