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OZET

Alug, K. (2021). Ornidazol’iin FamasoOtik Preperatlarda Ultra Performansli Sivi
Kromatografisi ile Analizi, istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstittist, Analitik

Kimya Anabilim Dal1. Yiiksek Lisans Tezi, Istanbul.

Gelisen partikdl teknolojisi ile birlikte ultra performans sivi kromatografisi
(UPLC) yonteminin daha iyi rezoliisyon, daha secici ve hizli analiz suresiyle geleneksel
yuksek performansli sivi kromatografi (HPLC) metoduna goére daha ileri bir teknik
oldugu bilinmektedir. Ornidazol amebik enfeksiyon tedavisi i¢in kullanilan suda az
cozunebilen 5-nitroimdizaol turevi bir molekuldir. Bu tez calismasit kapsaminda,
Ornidazol ve Safsizlik A’nin farmas6tik preparatlarda analizi icin yerni bir UPLC
metodu gelistirmek ve gelistirilen bu metodu valide etmek amaglanmistir. Gelistirilen
yontemde; UPLC Cis kolonu (50 x 2.1 mm, 1.7 um) kullanildi. Kromatografik
ayirmalar, asetonitril ve asetat tamponunun gradient elisyonu ile 0.4 mL/dk'lik akis
hizinda gergeklestirilmistir. Dalga boyu olarak 312 nm dalga boyu segilmistir.
Uluslararas1 Uyum Konferansi (ICH) yoOnergelerine gore, farmasotik preperatlar,
oksidasyon, termal bozunma ve asidik ve bazik kosullar dahil olmak iizere ¢esitli
zorunlu bozunma kosullarina maruz birakildi. Dogrusallik, Ornidazol igin 0.02 ile 0.80
pug/mL ve Safsizlik A (1-( 2,3-dihiddroksipropil )-2-metil-5-nitroimidazol) igin 0.04 ile
1.58 pg/mL araliginda oldugu tayin edilmistir. Ornidazol igin dedeksiyon ve kantitasyon
limitlerinin araliklart sirastyla 0.014 ve 0.042 pg/mL ve Safszilik A i¢in dedeksiyon ve
kantitasyon limitlerinin araliklar1 sirastyla 0.010 ve 0.029 pg/mL olarak belirlendi.
Hesaplanan korelasyon katsayilarinin Ornidazol ve Safsizlik A igin 0.99'dan yuksek
oldugu gortilmiistiir. Ornidazol ve Safsizlik A igin ortalama geri kazanim degerleri %
95.00-% 105.00 araliginda belirlendi. Bu yeni gelistirilen analitik yontem igin elde
edilen sonuclar istatiksel olarak degerlendirildi. Gelistirilen yontem basit, secici ve
tekrarlanabilir olup; Ornidazoliin farmasotik preparatlar1 analizlerinde guvenle

kullanilabilir oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Ornidazol, UPLC, Safsizik Analizi, Validasyon,
Farmasotik Preperat.
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ABSTRACT

Alug, K. (2021). Analysis of Ornidazole in Pharmaceutical Preparations by Ultra
Performance Liquid Chromatography, Istanbul University, Institue of Health Science,
Department of Analytical Chemistry. Master Thesis. Istanbul.

Since the past years with the particle technology developed, Ultra performance
liquid chromatography (UPLC) has proven to be an advanced technique from traditional
high-performance chromatography (HPLC) with better separation, more selective and
faster analysis time. Ornidazole is a slightly soluble in water, 5-nitroimidazole-derived
molecule used for treat amebic infection. Within the scope of this thesis to develop and
validate a new method, using UPLC to perform a quantitative analysis of Ornidazole
and Impurity A in pharmaceutical preparations. In the developed method; a UPLC
BEH Cig (50 x 2.1 mm, 1.7 um) was used as a column. Chromatographic separations
were performed at a flow rate of 0.4 mL/min by gradient elution of acetonitrile and
acetate buffer. The wavelength of 312 nm was chosen for the detection. According to
The International Conference on Harmonization (ICH) guidelines, the pharmaceutical
preparation was exposed to various forced degradation conditions, including oxidation,
thermal degradation and under acidic and basic conditions. Linearity was carried out to
found from between 0.02 to 0.80 ug/mL for Ornidazole and between 0.04 to 1.58
pg/mL for Impurity A. The ranges of the detection and quantitation limits for
Ornidazole were found to 0.014 and 0.042 pg/mL respectively and the ranges of the
detection and quantitation limits for Impurity A were found to 0.010 and 0.029 ug/mL
respectively. The correlation coefficients calculated for Ornidazole and Impurity A were
found to be higher than 0.99. Average recovery values for Ornidazole and Impurity A
were determined in the range of 95.00%-105.00%. The results obtained for this newly
developed analytical method were evaluated statistically. It has been determined that the
developed method is simple, selective and reproducible and can be used safely in the
analysis of pharmaceutical preparations of Ornidazole.

Keywords: Ornidazole, UPLC, Impurity  Analysis, Validation,

Pharmaceutical Preparations



1. GIRIS VE AMAC

Entamoeba histolyica, amip tiiri olup; gelismekte olan iilkeler i¢in ortak olan;
insan kalin bagirsaklarinin enfeksiyonundan sorumlu enterik bir insan protozoan
parazitidir. Yilda yaklasik 100 milyon vaka, Entamoeba histolyica amebik dizanterisi
veya kolit ile sonuglanir ve tedavi edilmezse, karaciger olmak iizere bagirsak sisteminde
apse gelisebilir [1]. Hastalik genellikle kirli su kaynaklar1 ya da yikanmamis
sebzelerden insan bagirsagina yerlesir. Enfeksiyonlari ¢ogu asemptomatik olabilecegi
gibi; karm agrisi, kilo kayb1 hatta kanli ishal ile kendini gosterebilir [2].

Entamoeba histolyica, kirlenmis sulardan insana el yada oral yol ile bulastiktan
sonra bagirsak mukozasini istila eder. Portal yol ile karacigere veya beyine sigrayarak
burada apseye neden olur. Bu vakalarda hastaligin hizli ilerlemesi sonucu; hastalik 61um
ile sonuglanir [3]. Simdiye kadar Entamoeba histolytica bakterisinin sebep oldugu kalin
bagirsak hastaligi tedavisinde en 6nemli ilerleme 5-nitroimidazol tirevleri olmustur [4].

1950 yillarinda nitroimidazol tirevi bilesiklerinin {lizerinde yapilan klinik
caligmalar ile anaerobik bakteriler ve protozolarin neden oldugu enfeksiyonlarin
tedavisinde kullanilan metronidazol etken maddesinin kesfi duyuruldu. Yapilan bu
kesiften sonra daha kuvvetli antiprotozoller elde etmek i¢in arastirmalar yapildi.
Nitroimidazol bilesikleri lizerinde yiiksek sicaklik ve alkil fonksiyonel gruplar tizerinde
degisiklikler ile bir dizi bilesik elde edilmistir. Bu bilesiklerden bazilar
benzoilmetronidazol, tinidazol, ornidazol, bamnidazol, carnidazol ve dimetridazol
icerir [5].

5-nitroimidazol tlrevi olan metronidazol, ge¢mis yillarda protozoan
parazitlerinden biri olan Entamoeba histolytica da dahil olmak (izere bagirsak
enfeksiyonlart i¢in tedavi amagli kullanilan bir bilesiktir. Metronidazol tedavi igin
vucuda alindiktan sonra nitrozo tiirevleri olusturan redoks tepkimesi vererek galisir. Bu
redoks dongiisii sirasinda olusan oksidatif stres ile metronidazol tedavisinin glvenli
oldugu dusiiniilmekle birlikte potansiyel kansorojen etkisi nedeniyle halen siiphe
tagimaktadir [6].



Entamoeba histolytica tedavisinde kullanilan diger bir nitroimidazol tiirevi olan
Ornidazol aktif maddesi deneysel amebik enfeksiyonda metronidazole gore daha aktif
oldugu kanitlanmistir [7]. Molekll formilu 1-(3-kloro-2hidroksi-propil)-2-metil-5-
nitroimidazol olan Ornidazol molekill; 5-nitroimdizaol turevi olmakla birlikte,
lizerinde yer alan nitro gruplarinin redoks tepkimesiyle indirgenmesi sonucu
antimikrobiyolojik 0zellik kazandig: belirlenmistir [8,9].

Metronidazole gére alman doz ayarlamasinda hastaligin tedavisi icin
Ornidazolin daha etkili oldugu kanitlanmistir. Bunun yaninda hastalarda goriilen yan
etkilerin de Metranidazole kiyasla daha hafif oldugu tayin edilmistir[10].

Literattirde, Ornidazoliin farmasotik preparatlardaki analizleri incelendiginde bu
ilaca ait miktar tayini analizlerinde yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC),
ince tabaka sivi kromatografisi (TLC) ve spektrofotomerik yontemlerin kullanildig:
goriilmistiir. Ayrica Ornidazol’lin farmasotik preparatlardaki safsizlik tayini igin
literatiirde herhangi bir yonteme rastlanmamistir. Bu ¢alismamizda UPLC ydntemi ile
uygulamasi daha kolay, analiz suresi agisindan hizli, basit, secici ve guvenilir UV
dedeksiyona dayanan bir ultra performansli sivi kromatografisi yontemi gelistirilmesi ve
bu gelistirilen yOntemin ilag maddesinin farmasotik preparatlardaki analizine

uygulanmasi1 amacglanmastir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Ornidazol

2.1.1. Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

N
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Sekil-2-1: Ornidazol kimyasal formali

Ornidaozol kimyasal ad1 1-(3-kloro-2hidroksi-propil)-2-metil-5-nitroimidazol
olup kapali formiilii C7H10CIN3O3z dir. Molekiil agirligi, 219.5 g/mol’diir. Beyaz ya da
acik sarimsi kristal toz olan ornidazol suda az, alkolde serbestce ¢cozunir. Erime
derecesi yaklagik 77.5°C’dir [11]. Ornidazol’in kimyasal formulu Sekil 2-1°de

gorulmektedir.

Ornidaozol fourier dontisimli infrared (FT-IR) spektrumu Sekil 2-2’de
gorilmektedir. Tablo 2-1’de Ornidazol FT-IR spektrumu frekans degerleri

gosterilmistir.

omidazole_19012019

Sekil-2-2: Ornidazol FT-IR spektrumu



Tablo 2-1: Ornidazol i¢in FT-IR frekans degerleri verilmistir.

Frekans/cm Grup
331.55,3165.93 OH
3111.93, 3089.75 =CH
1538.12, 1363.58 NO;
1470.62 -C=N, CH
1271.97, 1192.89 C-N
1106.10 CHOH

2.1.2. Ornidazol’iin Safsizhiklar:

Ornidazol etken madde olarak Avupa Farmakopesinde ve Amerika
Farmakopesinde yer almamaktadir. Bununla birlikte Ornidazol ilag etken madde
ureticisi olan AARTI (India) firmasinin Drug Master File (DMF) igeriginde yer alan
Safsizhk A (1-(2,3,dihidroksipropil)-2metil-5nitroimidazol)  analitik  yontemin
gelistirme ¢alismalarinda kullanilacaktir. Segicilik ¢alismalarinda ve safsizliga ait limit
belirleme c¢alismalarinda ICH Q3B klavuzunda bulunan Ek-1 “Thresholds for
Degradation Products in New Drug Products” yonergelerinden yararlanilmistir.
Mitamadiyen kullanan hastalar i¢in limit % 0.1 olarak hesaplanmis ve tim galismalar

bu limite gOre yapilmustir.

2.1.2.1. Safsizhk A
Kimyasal adi 1-( 2,3-dihidroksipropil )-2-metil-5-nitroimidazol’dir (Sekil 2-3).
Molekdlin kapali formiilit C7H11N3O4 ve molekiil agirlig: 201.18 g/mol’ddir.

O
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Sekil-2-3 Safsizlik A kimyasal formuli
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2.1.3. Farmakolojik Ozellikleri

2.1.3.1. Etki Mekanizmasi

Trichomonas vaginalis, Entamoeba histolytica ve Giardia lamblia (Giardia
intestinalis) ve ayni1 zamanda Bacteroides ve Clostridium turleri, Fusobacterium turleri
gibi belirli anaerobik bakteriler ve anaerob koklara kars1 etkilidir [12].

Ornidazol, protozoan bakterilerinden kaynakli hastaliklarin  tedavisinde
kullanilan 5-nitroimizdazol tirevlerinden biridir. Nitroimidazol tirevi olan Ornidazol
ilag etken maddesi oral yollardan alindiktan sonra Entamoeba histolytica tedavisi igin
hicrelere difuzyon yoluyla giris yapar. Ornidazol’iin kimyasal yapisinda olan nitro
bilesikleri sayesinde bir redoks tepkimesi gerceklesir. Bu kimyasal reaksiyon sonucu
olusan yan iriinlerin sitotoksik etkisi ile DNA sarmalinda olugan hata ve
diizenlemesiminin engellenmesi sonucu hiicre 6lumu gergeklesir. Ornidazol’iin tzerinde

yer alan nitro gruplari ile hastaligin tedavisinde etkili oldugu kanitlanmistir [13,14,15].

2.1.3.2. Emilim

Oral uygulamadan sonra ornidazol hizla emilir. Ortalama absorpsiyonu %90'dir.
3 saat icinde pik plazma konsantrasyonlarina ulasilir[12]. Yapilan ¢alismalarda
Ornidazol hastaya uygulanmasindan sonra 1.54 + 0.81 saat sonra kandaki ortalama
konsantrasyon Cwmaks 32.67 + 4.45 pg/mL olarak tespit edilmis, referans Grln igin ise
1.79 + 0.89 saat sonra kandaki ortalama konsantrasyon Cmaks 31.55 + 5.04 pg/mL olarak
tespit edilmistir. Farkli formulasyona sahip ilaglar icin anlamli bir fark olmadigi
gorilmustir. Ornidazol’iin emilimi i¢in aglik tokluk farki olmamasina ragmen, tok

karma alinan Ornidazol’tin emilimi daha hizhidir [13,16].

2.1.3.3. Dagilim

Ornidazol ilag etken maddesi vucitta bir gok dokuda yaygin olarak gozlenebilir.
Bagirsak dokularinda 8.7 pg/g, karin duvarlarinda 3.6 ila 4.4 pg/g olarak tespit
edilmistir [17].

2.1.3.4. Eliminasyon ve Atihm

Ornidazol karacigerde baslica 2-hidroksimetil ve a-hidroksimetil metabolitlerine
metabolize olur [12]. Ornidazol’in alinan konsantrasyonun bir kismi idrarla
atilmaktadir. Degismeden kalan kisim ise digski yoluyla vucittan bertaraf edilir. Yari

omrii yaklagik 13 saattir. Alinan tek dozun, %85'i ilk 5 giin iginde ¢ogu metabolize



olarak atilirir. Idrarla atilan kistm %63 iken; yaklasik %22°lik bir kismi diski ile atilir.
Dozun %4'U ise degismeyen bilesik olarak idrarla atilmaktadir [16,18].

2.1.4. Gelistirilmis Analiz Yontemleri
2.1.4.1. Diger Yontemler ile Analizleri

Phatak ve  arkadaslari, farmasotik  preparatlarda  Ornidozol  ve
Mikonazolefrom’un yan vyana tayini icin Gaz kromatografisi (GC) yontemi
gelistirmislerdir. Bu yontemde, durgun faz olarak 60m x 0.25mm %5 fenil polisiloksan
ile %95 dimetil polisiloksan kolon ve dedektor olarak kitle dedektorl kullanarak yeni
bir yontem gelistirmislerdir. Dogrusal aralik, Ornidazol i¢in 50-150 pg/mL ve
Ofloksasin igin 50-150 pg/mL olarak belirlenmistir [19].

2.1.4.2. Spektrofotometrik Ydntem ile Analizleri

Puranik ve arkadaslari, Oflaksasin ve Ornidozol’iin yan yana  farmasotik
preparatlarda tayini icin bir ylksek performansli ince tabaka kromatografisi (HPTLC)
yontemi gelistirmislerdir. Bu yontemde mobil faz olarak diklorometan-metanol-
amonyak ¢ozeltisi ve durgun faz silika jel 60F2s4 plag: kullanilmistir. Dalga boyu olarak
318 nm dalga boyu segilmistir. Dogrusal aralik, Ornidazol igin 50-250 ng/spot ve
Ofloksasin igin 20-100 ng/spot olarak belirlenmistir [20].

Mazumder ve arkadaslari, farmasotik preparatlarda Ornidazol’in miktar tayini
icin bir spektrofotometrik yontem gelistirmislerdir. Bu yontem igin etanol ¢ozucu olarak
kullanilmistir. Dalga boyu olarak 310 nm segilmistir. Dogrusal aralik 5-25 ug/mL
olarak belirlenmistir. Ornidozol i¢in yapilan ¢alismada geri kazanim degerleri % 96.30 -
% 98.00 araliginda tayin edilmistir [21].

Venkateswarlu ve arkadaslari, hammadde ve farmasotik preparatlarda Ornidazol
uzerindeki  nitro(NO2) gruplarmin azaltilmasi iglemleri yapilarak iki ayr
spektrofotometrik yontem gelistirmislerdir. Ornidazol igin 5 - 55 pg/mL dogrusallik
calismasi yapilmistir. Yontemde iki ayri tirevlendirme belirtecinden biri Potasyum
Ferrisiyanid-Demir 3 iken, diger turevlendirme araci olarak 2,2-Bipridil-Demir 3

reaktifleri kullanilmistir. Yapilan ¢alismada 570 nm dalga boyu se¢ilmistir [22].



2.1.4.3. HPLC Yontemi ile Analizleri

Kothapalli ve arkadaslari, farmasotik preparatlarda Gatilfloksasin ve
Ornidozol’in yan yana analizi i¢in bir HPLC metodu gelistirmislerdir ve bu yontemi
dissolusyon analizlerlerine uygulamiglardir. Kromatografik ayirmalar, Cig kolon
kullanarak, asetonitril-trietilamin karisiminin pH 3.0’e ayarlandigi fosfat tamponunun
hareketli faz olarak kullunildigi; 1.0 mL/dakika akis hizinda, 300 nm dalga boyunda
gerceklestirilmistir. Dogrusal aralik, Ornidazol i¢in 2-24 ug/mL ve Gatilfloksasin i¢in 5-
60 pg/mL olarak belirlenmistir. Gatilfloksasin ve Ornidozol igin yapilan ¢alismadan
geri kazanim degerleri % 98.0 - % 102.0 araliginda tayin edilmistir [23].

Puranik ve arkadaslari, Oflaksasin ve Ornidozolin yan yana  farmasotik
preparatlarda tayini icin HPLC yontemi gelistirmislerdir. Gelistirilen yontem icin fosfat
tamponu-asetonitril-metanol igeren karisimm pH’mi 3.0’a ayarlayarak hareketli faz
olusturmus, durgun faz icin 250x4.6mm Cig kolon kullanmiglardir. Dalga boyu olarak
318 nm dalga boyu segilmistir. Dogrusal aralik, Ornidazol igin 5-100 pg/mL ve
Ofloksasin icin 2-400 ug/mL olarak belirlenmistir. Oflaksasin ve Ornidozol i¢in yapilan
calismadan geri kazanim degerleri % 100.47 - % 99.32 olarak tayin edilmistir [24].

Shelke ve arkadaslari, farmasotik preperatlarda Sefiksim ve Ornidazol’(in yan
yana olarak tayini icin 150x4.6mm Cg kolon ve su-asetonitril karigimi bir hareketli faz
yardimiyla 1.0 mL/dak akis hizinda 288 nm dalga boyu kullanilarak HPLC’de yeni bir
yontem gelistirmislerdir. Dogrusal aralik, Ornidazol igin 250-750 pg/mL ve Sefiksim
icin 100-300 pg/mL olarak belirlenmistir. Sefiksim ve Ornidozol igin yapilan
calismadan geri kazanim degerleri % 99.86 - % 100.28 olarak tayin edilmistir [25].

Du ve arkadaslari, ornidazoliin aktif metabolitlerini (M3, M6, M16-1, ve M16-
2) insan plazmasinda tayini icin elektrospray iyonizasyon kaynakli kiitle
spektrofotometresi kullanarak UPLC’de yeni bir yontem gelistirmislerdir. Gelistirilen
yontem ic¢in 100x4.6mm, 5u Cig kolon kullanmiglardir. Hareketli faz olarak metanol-
amonyum asetat ve formik asit karisimi ile yeni bir yontem gelistirmislerdir. Dogrusal
aralik, Ornidazol igin; 100-30000 pg/mL olarak belirlenmistir. Ornidazol i¢in yapilan
calismadan geri kazanim degerleri % 96.0 - % 99.9 araliginda tayin edilmistir [26].



3. GEREC VE YONTEM

Bu tez ¢alismasi Abdi Ibrahim Ilag¢ Sanayi ve A.S. Esenyurt ArGe merkezinde
2019-2021 yillar arasinda gerceklestirilmistir.
3.1. Kimyasal Maddeler, Cozuculer ve Cozeltiler

3.1.1. Kimyasal Maddeler ve Cézlculer
Calisma siiresince kullanilan kimyasal maddeler ve ¢oziciler asagidaki gibidir.

Ornidazol?,

Ornidazol Safsizlik A (1-(2,3-dihihydroksipropil)) 2 methyl-5 nitrpimidazole)?,
Ornisid 250 mg film kapli tablet®?,
Ornisid 500 mg film kapli tablet ®?,
Sodyum Asetat (HPLC safliginda)?,
Trietilamin (HPLC safliginda)?,
Ortofosforik Asit (HPLC safliginda)®,
Asetik Asit (HPLC safliginda)®,
Metanol (HPLC safliginda)*,
Hidroklorik Asit (%37°1ik)*,

Sodyum Hidroksit*,

Hidrojen Peroksit?,

Ultra saf su (HPLC safliginda),

L AARTI, India

2 Abdiibrahim llac, Istanbul, Tiirkiye
3|solab, Istanbul, Tiirkiye

4 Merck, E. Merck A.G. Darmstadt, Almanya



3.1.2. Cozeltiler

3.1.2.1. Hareketli Faz icin Kullanilan Cézeltilerin Hazirhg:

Tampon Cozeltisi

16.4 gram susuz sodyum asetat 900 mL saf su i¢eren balona alinir. Susuz asetik asit ile
pH 6.5’a ayarlanir. Uzerine saf su ilave edilerek son hacim 1000 mL’ye tamamlandi.
Hareketli Faz A

900 mL tampon (zerine 100 mL metanol ilave edilerek son hacim 1000 mL’ye
tamamlandi. (Tampon: asetonitril, 90:10, h/h)

Hareketli Faz B

Metanol

Cozuci
500 mL tampon ¢ozelti tizerine 500 mL metanol ilave edilerek son hacim 1000 mL’ye
tamamlandi. (Tampon : methanol, 50:50, h/h) Degaze edildikten sonra 0.45um mebran

filtreden suzilir.

3.1.2.2. Ornidazol Safsizhk Analizi icin Gereken Cozeltilerin Hazirhgy

Stok Ornidazol Standart Cozeltisi:

10 mg Ornidazol g¢alisma standardi 50 mL’lik balon jojeye hassas olarak tartilir.
Yaklasik 25 mL ¢ozici ilave edilerek 5 dakika ultrasonik banyoda ¢6ziliir ve hacmine
¢ozlcl ile tamamlanir. Bu ¢dzeltiden 2 mL alinarak 100 mL’lik balon jojeye aktarilir ve

hacmine ¢6zlict ile tamamlanir (Stok Standartoridazol : 4 pg/mL).

Ornidazol Standart Cozeltisi:
Stok standart ¢ozeltiden 1 mL alinarak 10 mL’lik balon jojeye aktarilir ve hacmine
¢ozlcl ile tamamlanir (Standart COzelti omidazol : 0.4 pg/mL). 0.45 pm PVDF filtreden

suzuldr.

Safsizlik A Stok Standart Cozeltisi
2.0 mg Safsizlik A ¢alisma standardi 250 mL’lik balon jojeye tartilir. Yaklagik 10 mL
cozuct ilave edilerek 5 dakika ultrasonik banyoda ¢ozilur, hacmine ¢ozucd ile

tamamlanir ve karistirilir (C safsizuk o1 8 pg/mL).
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Safsizlik A Safsizlik Standart COzeltisi
Safsizlik A safsizlik stok standart ¢ozeltisinin 1 mL’si alinarak 10 mL’lik balon jojeye
aktarilir, hacmine ¢6ziicii ile tamamlanir, karistirilir. 0.45 um PVDF filtre ile stizilur (C

Safsizik - 0.8 Ug/ml_)

Farmasotik Preparat-1 ( 250 mg Ornidazol igeren tablet):

20 adet Ornisid 250 mg Film Tablet numunelerinin ortalama tablet agirlig1 belirlenir ve
ezilerek toz haline getirilir. Bu toz karisimdan yaklasik 264 mg tablet tozu (200 mg
Ornidazol’e esdeger) 500 mL’lik balon jojeye hassas olarak tartilir. Yaklasik 100 mL
cozuct ilave edilerek 30 dakika mekanik ¢alkalayicida ¢Ozulir ve ¢ozucu ile
tamamlanir. 0.45 um PVDF filtreden stizultr (400 pg/mL Ornidazol).

Farmasotik Preparat-2 (500 mg Ornidazol iceren tablet):

20 adet Ornisid 500 mg Film Tablet numunelerinin ortalama tablet agirlig1 belirlenir ve
ezilerek toz haline getirilir. Bu toz karisimdan 264 mg tablet tozu (200 mg Ornidazol’e
esdeger) 500 mL’lik balon jojeye hassas olarak tartilir. Yaklagik 100 mL ¢oziicii ilave
edilerek 30 dakika mekanik galkalayicida ¢oziiliir ve ¢oziicii ile tamamlanir. 0.45 pm
PVDF filtreden suzulir (400 pg/mL Ornidazol).

Farmasotik Preparat-1 Plasebo ¢ozelti:

Yaklasik 64 mg Ornisid 500 mg Film Tablet plasebosu (Plasebo igerigi : Hidroksipropil
metil seltiloz E-15, Mikrokristalin seltloz (Tip 102), Kurutulmus nisasta, Magnezyum
stearate, Opadry White |1, Talk, PEG 4000, PVA, Titanyum dioksit) 500 mL’lik balon
jojeye hassas olarak tartilir. Yaklasik 100 mL ¢ozict ilave edilerek 30 dakika mekanik
calkalayicida ¢oziiliir ve hacmine ¢ozicl ile tamamlanir. 0.45 pm PVDF filtreden

suzulir.

Farmasotik Preparat-2 Plasebo ¢ozelti:

Yaklasik 64 mg Ornidazol 500 mg Film Tablet plasebosu (Plasebo igerigi
Hidroksipropil metil seliiloz E-15, Mikrokristalin seltiloz (Tip 102), Kurutulmus nisasta,
Magnezyum stearate, Opadry White 1I, Talk, PEG 4000, PVA, Titanyum dioksit) 500
mL’lik balon jojeye hassas olarak tartilir. Yaklasik 100 mL ¢ozlcu ilave edilerek 30
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dakika mekanik calkalayicida ¢ozullr ve hacmine ¢ozlcii ile tamamlanir. 0.45 um
PVDF filtreden stzilur.

Safsizlik Eklenmis Numune Cozeltileri Hazirligt

Farmasotik Preparat-1 ( 250 mg Ornidazol igeren tablet)

20 adet Ornisid 250 mg Film Tablet ezilerek toz haline getirilir. Bu toz karisimdan
yaklasik 256 mg tablet tozu (200 mg Ornidazol’e esdeger) 50 mL’lik balon jojeye
hassas olarak tartilir. Yaklastk 10 mL c¢06zicl ilave edilerek 30 dakika mekanik
calkalayicida ¢ozilur ve hacmine ¢ozicl ile tamamlanir ve karistirilir. 0.45 um PVDF
filtre ile stzdllr. Bu ¢ozeltiden 1 mL alinip 10 mL’lik balon jojeye aktarilir, izerine 1
mL Safsizlik A safsizlik stok ¢ozeltisi ilave edilip ¢Oziicu ile hacmine tamamlanir ve
karistirilir. 0.45 pm PVDF filtre ile stizilir (Cormidazol : 400 pg/mL, Csafsizik A : 0.8

pg/mL).

Farmasotik Preparat-2 ( 500 mg Ornidazol iceren tablet)

20 adet Ornisid 500 mg Film Tablet ezilerek toz haline getirilir. Bu toz karisimdan
yaklasik 256 mg tablet tozu (200 mg Ornidazol’e esdeger) 50 mL’lik balon jojeye
hassas olarak tartilir. Yaklasik 10 mL c¢o6zicl ilave edilerek 30 dakika mekanik
calkalayicida ¢oziiliir ve hacmine ¢ozicu ile tamamlanir ve karigtirilir. 0.45 um PVDF
filtre ile stzilur. Bu ¢dzeltiden 1 mL alinip 10 mL’lik balon jojeye aktarilir, Uzerine 1
mL Safsizlik A safsizlik stok ¢Ozeltisi ilave edilip ¢Oziicu ile hacmine tamamlanir ve
karistirilir. 0.45 pm PVDF filtre ile stzUlir (Comidazol : 400 pg/mL, Csapszik A : 0.8

pg/mL).
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3.2. Aletler ve Diger Geregler

1.

10.

11.

12.

13.

UPLC Cihaz1 (Waters ACQUITY UPLC System, Binary Pump)
¢ Binary Solvent Manager LC pompa sistemi

e PDA Detektor (Photo Diode Array)

e Empower 3 LC Sistem yazilimi

e Sample Manager Otomatik numune 6rnekleyicisi

e Kolon firini

e Analitik kolon: Acquity UPLC BEH Cis (2.1 x 50 mm, 1.7 um; Waters,
USA).

e Lenova dizistu bilgisayar

e Xerox C235 Yazici

Yazilimlar

e Empower 3 programi

e MS Office Word Programi

e MS Office Excel Programi

Mobil faz stizme Unitesi ( Millipor, 0,5 p)

pH Metre (Mettler Toledo)

Coklu Karistirict (Memmert)

Isolab Meziir (1000 mL, 2000 mL) (Wertheim, Almanya)
Teraziler (Mettler Toledo XPR36C)

Ultrasonik banyo (Sonorex Super)

Ultra saf su cihaz1 (Sartorius Arium® pro)

Otomatik pipetler (Adamas-Beta 10, 1000 pL ve 5000 pL lik)
Coklu karistirict (Prowhite)

Balonjojeler (5,10, 25, 50, 100 ve 500 mL‘lik)

Dereceli ve transfer pipetler
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3.3. Safsizhk Analizi Yonteminin Gelistirilmesi ile Tlgili Cahismalar

Ornidazol’tn ilgili safsizliklar igin literatiir taramalar1 yapildi. Yapilan
incelemeler sonrasinda UPLC sistemi ile Ornidazol ve safsizliklarinin yan yana
analizlerinin yapilmasina karar verilmistir. Analizin yapilabilmesi i¢in dalgaboyu, kolon
Ozelligi, mobil faz, akis hizi, Kolon sicaklig gibi kromatografik kosullar i¢in denemeler

yapilarak analize uygun sartlar belirlendi.

3.3.1. Dedektor ve Dalga Boyu Secimi

Ornidazol 15181 absorblayabilen bir kimyasal yapiya sahip olmasi sebebiyle;
secilecek yontemde kullanilacak dedektor icinde; 1s1g81n absorbasyonu dlgebilen teknige
uygun olarak PDA (Photo Diode Dedector) veya Ultraviyole Visible (UV/Vis) dedektor
secildi. PDA dedektor anlik olarak birden fazla dalga boyunda 6lcim yapabilen bir
dedektor oldugu igin; Ornidazol ve Safsizlik A igin spektrumlar alinarak; maksimum

dalga boyu seciminde faydalanildi. Sonuclar Béliim 4.1.1°de sunulmustur.

3.3.2. Hareketli Faz ve Gradient Program Secimi
Ornidazol ve en uygun gradient programinin tespiti igin, cesitli oranlarda
asetonitril, metanol ve tampon karigimi kullanilarak, hareketli faz sistemleri ile

denemeler yapildi. Yapilan ¢aligmalara ait sonuglar Bolum 4.1.2°de yer almaktadir.

3.3.3. Kolon Segimi

Literatirde HPLC icin kullanulan kolonlar incelendi. UPLC sisteminde
gelistirilen yontem igin; degisik uzunluklarda (5 cm- 10 cm) ve farkli 6zelliklerde (Cs
ve Cig) kolonlarla galismalar yapildi. Uygun gradient program ile birlikte, kolon ve
hareketli faz Ornidazol etken maddesi ve ilgili safsizliklarin ayrismast da kullanilarak

belirlendi. Sonuclar Bolim 4.1.3’de verilmistir.

3.3.4. Metot Gelistirme Calismalar:
Safsizlik metodunun gelistirilebilmesi i¢in belirli parametrelerde yapilan

degisikler asagida verilmistir.
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Deneme-1:

Kromatografik Sartlar

Kullanilan Cihaz : UPLC; UV ve PDA dedektor

Kolon : BEH Ci8 (50 mm x 2.1 mm), 1.7 um
Kolon Sicaklig1 . 25°C

Numune Sicaklign  : 25°C

Mobil Faz . pH 3.0 (Trietilamin-Ortofosforikasit tamponu) : Asetonitril (60:40)
Akis Hizi ;0.5 mL/dk

Dalga Boyu : 312 nm

Enjeksivon Hacmi  : 3uL

Loop Hacmi » 10uL

Analiz Suresi : 5 dakika

Deneme-2 :

Kromatografik Sartlar

Kullanilan Cihaz ~ : UPLC; UV ve PDA dedektor

Kolon . BEH Cg (50 mm x 2.1 mm), 1.7 um
Kolon Sicaklig1 . 40°C

Numune Sicakhigit : 25°C

Mobil Faz A : 0.2M pH 6.5 Sodyum Asetat Tamponu
Mobil Faz B . Asetonitril

Cozlcu : 0.2M pH 6.5 Sodyum Asetat Tamponu: Asetonitril (50:50,h/h)
Akis Hizi : 0.4 mL/dk

Dalga Boyu : 312 nm

Enjeksiyon Hacmi  : 5pL

Loop Hacmi : 10 uL

Analiz Siresi . 5dakika



Tablo 3-1 : Deneme-2 gradient eliisyon programi

Zaman (dk.) Hareketli Faz A (%) Hareketli Faz B (%)
0 90 10
2.0 55 45
3.0 55 45
4.0 90 10
5.0 90 10
Deneme-3 :

Kromatografik Sartlar

Kullanilan Cihaz ~ : UPLC; UV ve PDA dedektor

Kolon : BEH C1 (50 mm x 2.1 mm), 1.7 um
Kolon Sicaklig1 . 50°C

Numune Sicakligit  : 25°C

Mobil Faz A : 0.2M pH 6.5 Sodyum Asetat Tamponu
Mobil Faz B . Metanol

Cozucu : 0.2M pH 6.5 Sodyum Asetat Tamponu:Metanol (50:50,h/h)
Akis Hizi : 0.4 mL/dk

Dalga Boyu : 312nm

Enjeksiyon Hacmi  : 5pL

Loop Hacmi : 10uL

Analiz Suresi . 5 dakika

Tablo 3-2 : Deneme-3 gradient elisyon programi

Zaman (dk.) Hareketli Faz A (%) Hareketli Faz B (%)
0 90 10
2.0 55 45
3.0 55 45
4.0 90 10

5.0 90 10
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3.4. Gelistirilen Analiz Yontemin Validasyonu

On hazirlik ¢alismari sonucunda en iyi sonuclar Deneme 3 ile elde edilmistir. Bu
calismaya ait sonuclar Bolum 4.1°de verilmistir. Ornidazol‘iin farmasotik
preparatlarda safsizliklari igin gelistirilen yonteminin tamamlanmasiyla, gelistirilen

analitik yontem igin validasyon ICH kilavuzu Q2(R1)‘e g6re yapildi [27].

3.4.1. Secicilik

Yeni gelistirilen bu yodntem igin; metodun analiz edilen 6rnek igerisinde;
Ornidazol, olas1 bozunma urtinleri ve Ornidazol’e ait safsizliklarin birbirinden ayrilmasi
ve farkli seviyelerde Olgme yeteneginin belirlenmesi amaglanmistir.  Segilik
caligmasinda 0zgunliigiin kanitlanmasi igin; ¢Oziicu ve tablet plasebosundan gelecek
herhangi bir pikin; etkin madde, olas1 bozunma drinleri ve Safsizlik A ile herhangi bir

girisimin olmadigini gostererek kanitlanabilir.

Ayrica yapilan bu ¢alismada Ornidazol ve Safsizlik A pikleri igin pik saflig:
parametreleri de incelenmistir. Yapilan ¢calisma icin standart, ¢6zucd, tablet plasebolari,
Ornisid Fort 500 mg Film Tablet, Ornisid 250 mg Film Tablet numuneleri, Safsizlik A
ilave edilmis numune ¢Ozeltileri ve Safsizlik A galisma standardi enjekte edildi. Verilen
enjeksiyonlara ait kromatogramlar ve pik saflik indeks degerleri incelenmistir. Elde

edilen sonuclar Bolim 4.3.1°de sunulmustur.

3.4.1.1. Cozelti Hazirhg:
Standart, placebo, numune ve safsizlik eklenmis numune ¢ozeltileri hazirliklart Bolim
3.1.2.2.°de anlatildig: gibidir.

Kabul Olgutleri

- Ornidazol standart ve numune ¢ozeltileri kromatogramlarinda Ornidazol ve Safsizlik
A piklerinin alikonma zamaninda ¢Ozlici ve plasebolardan herhangi bir girisim
olmamalidir.

- Ornidazol standart, numune ¢ozeltileri ve Safsizlik A eklenmis numune ¢ozeltlerindeki
Ornidazol ve Safsizlik A piklerinin pik saflik endeksleri uygun olmalidir.

- Ornidazol standart, numune c¢Ozeltileri ve Safsizlik A eklenmis numune
cozeltlerindeki; Ornidazol ve Safsizlik A piklerinin arasindaki ayrisma minimum 4.0

olmaldr.
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3.4.2. Dogrusal Arahk

Dogrusal aralik, gelistirilen yontemin kabul edilebilir duyarlilik icinde cevap
iligskisini kanitlamak igin belirli bir konsantrasyonlar arasinda analiz edilerek dogrusal
bir iligki vermesiyle kanitlanabilir. ICH Q2 klavuzunda yer alan bilgiler 1s1ginda lineer
cevap iliskisini kanitlamak i¢in en az 5 farkli konsantrasyonda ¢ozelti hazirlanmasi
gerekir. Elde edilen konsantrasyona karsilik gelen pik alanlar1 i¢in korelasyon katsayisi
(r) 0.995’ten az olmamalidir.

Asagida belirtilen konsantrasyonlara denk gelecek sekilde BOlim 3.1.2.2°de yer
alan Stok Ornidazol Standart ¢Ozeltisi ve Safsizlik A Stok Standart ¢ozeltilerinden

uygun seyreltmeler yapilarak ¢ozeltiler hazirlanir.

Tablo 3-3 : Dogrusal Aralik seviye ve konsantrasyonlari

Dogrusal Ornidazol Safsizhik A
Cozelti Ada Arahk Konsantrasyon Konsantrasyon

Seviyesi (ng/mL) (ug/mL)
Seviye-1 %5 0.02 0.04
Seviye-2 % 10 0.04 0.08
Seviye-3 % 20 0.08 0.16
Seviye-4 % 40 0.16 0.32
Seviye-5 % 80 0.32 0.64
Seviye-6 % 100 0.40 0.80
Seviye-7 % 160 0.64 1.28
Seviye-8 % 200 0.80 1.60

8 farkli konsantrasyona karsilik gelen seviye cozeltilerinden 5’er enjeksiyon
yapilacaktir. Her bir seviye icin kaydedilen alanlar ile en kicuk kareler yontemi
kullanilarak dogrusal aralik denklemi ve grafigi hesaplanacaktir. Bu ¢aligma igin elde

edilen sonuglar Bolim 4.3.2°de sunulmustur.

3.4.3. Dedeksiyon Limiti ve Kantitatif Limit (LOD & LOQ)

ICH Q2 klavuzunda yer alan bilgiler 1s1ginda; numune igindeki analitin kabul
edilebilir bir dogruluk ve kesinlik ile belirlenebildigi (LOQ) ve dedekte edilebildigi
(LOD) en diistik miktarlar tayin edilir. LOD seviyesini iceren determinasyon egrisi



18

yardimiyla LOD ve LOQ degerleri hesaplanir. Hesaplama asagidaki formuller
yardimiyla yapilir.

_3.3xo0
Dedeksiyon Limiti (DL) S

o = Standart sapma (regresyon dogrusunun artiklarinin standart sapmasi veya y-kesim
noktasinin standart sapmasi)
S = Regresyon dogrusunun egimi
_10xo
Kantitatif Limit (QL) S

o = Standart sapma (regresyon dogrusunun artiklariin standart sapmasi veya y-kesim
noktasinin standart sapmasi)
S = Regresyon dogrusunun egimi

Belirlenen LOQ degerin i¢in hazirlanan ¢ozeltiden 6 ardigik enjeksiyon yapilir
ve % RSD degeri hesaplanir. Sonuglar Bolum 4.3.3°de verilmistir.

Kabul Olgiitleri

- LOQ seviyesine karsilik gelen seviyeden verilen 6 ardisik enjeksiyondan elde edilen
bagil standart sapma (% RSD) degeri maksimum % 5.0 olmalidir.

- LOD seviyesine karsilik gelen ¢ozeltiden verilen ardisik 2 enjeksiyon dedekte
edilmelidir.

3.4.4. Duzeltme Faktori

Dizeltme faktord, ilgili safsizlik i¢cin veya bozunma uruniiniin kromatograminda
verdigi alana karsilik etkin madde cinsinden hesaplanmasini saglamak igin gereklidir.
Dizeltme faktord, etkin madde ve bilinen safsizliklarin dogrusal aralik parametresinin
tayininde yapilan lineer regresyon analizi sonucu elde edilen egrilerin egimlerinin

oranindan elde edilir. Sonuglar B6ltim 4.3.4°de sunulmustur.

Hesaplama
m
RF =—2~
mg
RF : Dlzeltme faktorl
mS  : Safsizlik A ¢Ozeltisinin regresyon egrisinin egimi

mN  : Ornidaozol ¢ozeltisinin regresyon egrisinin egimi
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3.4.5. Kesinlik

3.4.5.1. Sistem Kesinligi
% 100 calisma konsantrasyonunda hazirlanan Ornidazol standart ¢6zeltisinden
ardisik 6 enjeksiyon yapilir. Enjeksiyonlardan elde edilen pik alanlari ve aralarindaki

relatif standart sapma degeri 6l¢iiliir. Sonuclar Bolim 4.3.5.1°de sunulmustur.

Kabul Olgitleri

- Ornidazol standart c¢ozeltisinden elde edilen 6 enjeksiyon igin bagil standart sapma
(%RSD) degeri 2.0°dan fazla olmamalidir.

- Elde edilen enjeksiyonlar icin sistem uygunluk parametreleri (Alikonma zamani,

simetri faktord, teorik plaka sayisi) raporlanir.

3.4.5.2. Tekrarlanabilirlik

B6lim 3.1.2°de anlatilan ¢oOzeltiler ile ¢ozucl, plasebo, standart, Ornisid 250
mg Film Tablet ve Ornisid 500 mg Film Tablet numunesi ve Bolim 3.4.1.1°de
anlatildig: sekilde 6 adet safsizlik eklenmis Ornisid 250 mg Film Tablet ve Ornisid 500
mg Film Tablet numuneleri hazirlanarak safsizlik tayini analizi yapilir. Sonuglar

Bolim 4.3.5.2°de sunulmustur.

Kabul Olgiitleri
- Safsizlik A eklenmis numunler igin elde edilen sonuglar arasinda bagil stadandart

sapma % 4.0’dan fazla olmamalidir.

3.4.5.3. Ara kesinlik

Ara kesinlik farkli kosullarin analtik yontem (zerindeki etkisini arastirmak
amagl olarak; farkli cihaz, farkli lot numarali kolon, farkli giin ya da farkli analist ile
Boliim 3.1.2°de anlatilan ¢Ozeltiler ile ¢ozucu, plasebo, standart, Ornisid 250 mg Film
Tablet ve Ornisid 500 mg Film Tablet numunesi ve Bolim 3.4.1.1°de anlatildig1 sekilde
6 adet safsizlik eklenmis Ornisid 250 mg Film Tablet ve Ornisid 500 mg Film Tablet
numuneleri hazirlanarak safsizlik tayini analizi yapilir. Bu parametre icin elde edilen

bulgular B6lum 4.3.5.3’de sunulmustur.
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Kabul Olgitleri
- Safsizlik A eklenmis numunler igin elde edilen sonuglar arasinda bagil stadandart

sapma % 4.0’dan fazla olmamalidir.

3.4.6. Dogruluk

Ornidazol’lin farmasotik preparatlarda safsizliklarinin tayini igin gelistirilen
yonteminin dogrulugunu belirleyebilmek icin standart katma yontemi uygulandi. Bunun
icin iki farkli formdaki (250 mg-500 mg) tablet tozundan ayr1 ayr1 264 mg tam olarak
tartildi ve 500 mL’lik balonjojeye aktarildi. % 100 Ornidazol konsantrasyonundaki
numune cozeltileri Gzerine linerlik seviyesine gore % LOQ, % 100, % 200 seviyelerine
denk gelecek sekilde 3 farkli konsantrasyonda Ornidazol Safsizlik A stok standart
cozeltisinden ilave edildi.

Herbir seviye icin 3’er adet olmak iizere toplam 9 adet numune hazirlanir.
Numuneden gelen safsizliklar1 tayin edebilmek i¢in safsizlik ilave edilmeden 2 adet
numune hazirlanir. Elde edilen alan degerleri ile geri kazanim degerleri hesaplandi. Bu

parametre icin sonuclar Bolum 4.3.6’de verilmistir.

Kabul Olgiitleri

- Safsizlik A eklenmis numunelerin her bir seviye i¢in geri kazanim sonuglart % 95.0 -
% 105.0 arasinda olmaldur.

- Tiim seviyeler i¢in elde edilen geri kazanim sonuclari arasindaki bagil standart sapma

% 4.0’den fazla olmamalidir.

3.4.7. Dayamkhhk

3.4.7.1. Analiz Sartlarinda Degisiklik

Gelistirilen yontemde yapilacak kromatografik sartlardaki kii¢iik degisiklikler ile
yontemin dayanikliligi olgiiliir. Yapilan degisiklikler sonucu analiz yonteminin
sonuglarmin giivenilirligi gosterilir. Her bir degistirilecek analiz parametresi igin
¢ozlcl, standart, numune enjeksiyonlar1 verilir. Calismada elde edilen sonuclar ve pik

performans parametreleri tekrarlanabilirlik sonuclar ile karsilagtirilir.
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Gelistirilen yontem icin yapuan degisiklikler :

-Kolon sicakligr degisikligi (+ 2 °C)

-Filtre etkisi (PTFE, RC)

-Akis hiz1 degisikligi (= 0.05 mL/dak )

Yapilan analizlerde elde edilen sonuglarla yontemin dayaniklilik parametresi
icin farkli sartlar uygulandiginda alinacak sonuglar test edilmistir. Yapilan analizlerden

elde edilen sonuclar Bolim 4.3.7.1° de verilmistir.

3.4.7.2. Cozelti Stabilitesi
En az 48 saat boyunca belirli zaman araliklarinda standart ve numune saklama
sartlar1 (25 °C) sabit tutularak analiz edilir. Elde edilen sonuclar Bolim 4.3.7.2°de

verilmistir.

Kabul Olgiitleri
- Calisilan numuneler igin belirli zaman araliklarinda ¢ozeltiler sonucu % 95.0 - %

105.0 arasinda ise ¢ozeltiler stabil sayilir.

3.4.8. Stres Calismasi

Safsizlik A disinda olusabilecek potansiyel bozunma uUrinlerinin tayini igin;
gelistirilen yontemin stres kosullar1 olan asit, baz, sicaklik, 151k, 1s1 ve nem, oksidasyon
kosullarina maruz birakilarak c¢alisma yapilmistir. Stres c¢alismasinda Ornidaozol,
Safsizlik A ve olusan degredasyon drunlerinin ayrimmin saglanmasi ve pik saflik

dereceleri incelenmistir. Stres ¢alismasina ait sonuclar Bolim 4.3.8°de sunulmustur.

Kabul Olctleri
- Calisma esnasinda olusacak ikincil pikler ile Oridazol ve Safsizlik A pikleri arasinda

herhangi bir girisim olmamalidir.
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4. BULGULAR

4.1. Yontemin Gelistirilmesiyle Ilgili Bulgular
Ornidazol icin farmasotik preperatlarda; analiz metodunun gelistirilmesi igin bir
dizi kromatografik ¢alismalar yapilmistir. Yapilan bu ¢alismalar ile alinan sonuglar bu

bolumde ayrintili olarak agiklanmustir.

4.1.1. Dalga Boyu Sec¢imi

Ornidazol ve Safsizlik A igin gelistirilen yonteme ait kromatografik sartlarla
maksimum absorbans verdigi dalga boyunun tespit edilebilmesi i¢in 200-400 nm dalga
boylar1 arasinda PDA dedektorti kullanarak tarama yaptirildi. Yapilan ¢alisma
sonucunda Ornidazol, Safsizlik A’ nin maksimum absorbans verdigi 312 nm dalga boyu
secildi. Yapilan ¢aligmada Ornidazol ve Safsizlik A standart ¢ozeltilerine ait spektrum
sonuclar1 Sekil 4-1 ve Sekil 4-2°de sunulmaktadir.

4.00

3.50
3.00
317.0
2.50
=2 2.00H
1.50—
230,3
1.00+4
0.50-
0.00 T T T T T T T T T
220.00 240.00 260.00 280.00 300.00 320.00 340.00 360.00 380.00 400.00
nm
. . - ) .
Sekil 4-1: Ornidazol’e ait spektrum
0.014-]
0.012]
0.010—]
0.008] 310,8
— ]
<<
0.006—]
0.004]
0.002]
0.000]
-——Y————¥¥———————F———————————————————————————
220,00 240,00 260,00 280,00 300,00 320.00 340.00 360.00 380,00 400,00
nm

Sekil 4-2 : Safsizlik A’ya ait spektrum
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4.1.2. Hareketli Faz ve Gradient Program Secimi

Hareketli faz icin literatiirde yer alan pH 3.0 (trietilamin-ortofosforik asit iceren)
fosfat tamponu-asetonitril karisimi izokratik akis ile denendi ve Ornidazol ve Safsizlik
A icin pik sekilleri bozuk ve iki pik arasinda iyi bir rezolusyon elde edilememistir.
Tampon denemeleri ile birlikte izokritik akis yerine gradient ellisyon programi
kullanilarak ve asetonitril yerine metonol secilerek yapilan denemelerde Ornidazol piki

ve Safsizik A pik sekli daha keskin elde edilirken; iki pik arasinda da belirgin

rezoliisyon elde edilmistir.

Asetonitril ve izokritik akis ile yapilan ¢alismaya ait kromatogram ve metanol

kullanilarak uygulanan gradient elstiyona ait kromatogram ornekleri sirasiyla Sekil 4-3
ve Sekil 4-4’de sunulmustur.

00054 |
00044 ‘ ‘

00034 I

AU

0,002+

0,001 | |

*" Ornidazol + Safsizlik A

0.000-7

050

— Safsizlik A

Sekil 4-4 : Gradient eliisyon akis ve pH : 6.5 Asetat Tamponu - Metanol igeren
mobil faz
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4.1.3. Kolon Segimi

Uygulanan gradient elisyonda rezolisyon ve pik sekilleri incelendi. Tablo
4.1°de sistem uygunluk Kriterleri yer almaktadir. Calismada en iyi sistem uygunluk
kriterlerini saglayan BEH Cig kolon segilmistir. Elde edilen veriler Tablo 4-1’de

sunulmustur.

Tablo 4- 1: Kolon se¢imi calismalarina ait sistem uygunluk Kriterleri bulgulari

Ornizadazol Safsizhk A

Teorik Teorik

Kuyruklanma Kuyruklanma

Alan Rezolusyon Eaktor Plaka Alan Faktor Plaka

Sayisi Sayisi

BEHC1s 11571 8.8 1.0 10032 31723 1.1 6056
BEHCs 9390 8.3 1.2 8245 29347 1.3 5152

4.2. Gelistirilen Yontem icin Kromatografik Kosullar
Yontemin gelistirilmesi ¢alismasindan elde edilen sonuglar dogrultusunda

asagida yer alana kromatografik kosullar belirlenmistir.
Deneme-3 :

Kromatografik Sartlar

Kullanilan Cihaz ~ : UPLC; UV ve PDA dedektor

Kolon : BEH C1 (50 mm x 2.1 mm), 1.7 um
Kolon Sicaklig . 50°C

Numune Sicakligi  : 25°C

Mobil Faz A : 0.2M pH 6.5 Sodyum Asetat Tamponu
Mobil Faz B . Metanol

Cozucu : 0.2M pH 6.5 Sodyum Asetat Tamponu:Metanol (50:50,h/h)
Akis Hizi . 0.4 mL/dk

Dalga Boyu : 312 nm

Enijeksivon Hacmi  : 5uL

Loop Hacmi » 10uL

Analiz Siiresi . 5 dakika
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Tablo 4- 2 : Gradient eltisyon programi

Zaman (dk.) Hareketli Faz A (%) Hareketli Faz B (%)
0 90 10
2.0 55 45
3.0 55 45
4.0 90 10
5.0 90 10

4.3. Gelistirilem YOntemin Validasyonu

4.3.1. Secicilik

Yontem igin yapilan segicilik galismasinda Bolim 3.4.1°de belirtilen ¢ozeltiler
enjekte edilmistir. Ornidazol ve Safsizlik A piklerinin birbirinden ayrildigi; ¢6zicl ve
tablet plasebosundan herhangi bir girisimin olmadigi tespit edilmistir. Bunun yani sira
Ornidazol ve Safsizlik A pikleri saflik dereceleri de incelenmis ve saf olduklar1 tespit
edilmistir. Segicilik ¢aligmasi igin verilen enjeksiyonlara ait kromatogramlar Sekil 4-5
ve Sekil 4-12 arasinda verilmistir.

0,050

00404

0,034

(7

Sekil 4-5: COzucu kromatogram
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Sekil 4-7: Ornidazol standart ¢ozeltisi kromatogrami
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Sekil 4-8: Safsizlik A standart ¢ozeltisi kromatogram
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0,050

0,045

00404
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Sekil 4-10: Ornisid 500 mg Film Tablet numune ¢6zeltisi kromatogrami
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Sekil 4-11: Safsizhk A eklenmis Ornisid 250 mg Film Tablet numune
kromatogram
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0,454

00404

0034

Ornidazol

—— Safsizhik A

Sekil 4-12: Safsizhk A eklenmis Ornisid 500 mg Film Tablet numune
kromatogrami

4.3.2. Dogrusal Arahk

Ornidazol igin 0.02— 0.80 pg/mL ve Safsizlik A icin 0.04— 1.58 pg/mL
konsantrasyonlar araliginda 8 farkli konsantrasyonda Ornidazol ve Safsizlik A igeren
cozeltiler hazirland1 ve ardisik 5’er enjeksiyon verilerek calisma yapildi. Belirlenen

konsantrasyonlarda hazirlanan ¢ozeltilerden elde edilen verileri Tablo 4-3 ile Tablo 4-4

arasinda Sunulmustur.

Analiz sonucunda elde edilen pik alanlar1 ortalamasi, konsatrasyon bilgileri ile
en kicuk kareler yontemini kullanarak egim, kesim noktas: belirlendi. Sekil 4-13 ve

Sekil 4-14 arasinda dogrusallik grafikleri olusturuldu.

T L e e T T T T LI e e e LN B B T L L T T
000 02 040 060 080 100 12 140 160 180 20 22 40 280 ] 300 30 34 160 380 40 i 44 450 40



Tablo 4- 3 : Safsizlik A dogrusal aralik ¢alismasi sonucunda alinan veriler

30

Safsizlik A

Seviye

Konsantrasyon

(ng/mL)

Alan

Ortalama
Alan

SD

% RSD

% 5

0.04

1672
1630
1617
1630
1591

1628

29.30

1.80

% 10

0.08

3195
3297
3223
3199
3306

3244

53.67

1.65

% 20

0.16

6502
6481
6411
6524
6505

5485

43.88

0.68

% 40

0.32

12940
13101
13098
12895
12755

12958

146.25

1.13

% 80

0.63

25326
25301
25372
25290
24890

25236

195.87

0.78
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Tablo 4-3 Devam : Safsizik A dogrusal aralik ¢calismasi sonucunda alinan veriler

Safsizhik A

Seviye

Konsantrasyon
(ng/mL)

Alan

Ortalama
Alan

SD

% RSD

% 100

0.79

31658
31690
31756
31885
31893

31776

108.73

0.34

% 160

1.27

50589
50788
50230
50432
50901

50588

269.48

0.53

% 200

1.58

63697
62486
63857
63729
63328

63419

557.67

0.88




Tablo 4- 4: Ornidazol dogrusal aralik ¢calismasi sonucunda alinan veriler
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Ornidazol

Seviye

Konsantrasyon

(ng/mL)

Alan

Ortalama
Alan

SD

% RSD

% 5

0.02

371
363
366
361
385

369

9.60

2.60

% 10

0.04

867
890
892
884
879

882

10.01

1.13

% 20

0.08

2045
2023
2041
2073
2030

2042

19.20

0.94

% 40

0.16

4401
4446
4419
4451
4399

4423

24.44

0.55

% 80

0.32

8766
8794
8842
8810
8787

8800

28.39

0.32




33

Tablo 4- 4 Devam: Ornidazol dogrusal aralik ¢alismasi sonucunda alinan veriler

Ornidazol

Seviye

Konsantrasyon
(ng/mL)

Alan

Ortalama
Alan

SD % RSD

% 100

0.40

1120
11315
11301
11208
11350

11283 57.69 0.51

% 160

0.64

18101
17990
18292
18199
18056

18128 119.26 0.66

% 200

0.80

23001
22995
23125
23164
23190

23085 91.55 0.40
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70000

60000
250000
40000
30000
20000
10000

Safsizlik-A

y=39909x + 118
R2=0.9999

0,50 1,00 1,50 2,00
Konsantrasyon, pg/ml

Sekil 4-13: Safsizhik A dogrusal aralik grafigi

Ornidazol

y=28855x - 290
R2=10.9999

0.20 0.40 0.60 0.80 1.00

Konsantrasyon, pg/ml

Sekil 4- 14: Ornidaozol dogrusal aralik grafigi

4.3.3. Dedeksiyon Limiti ve Kantitatif Limit (LOD & LOQ)

Kalibrasyon egrisinin dogru denklemi kullanilarak; Ornidazol ve Safsizlik A igin
LOD ve LOQ degerleri tespit edildi. Ornidazol igin LOD ve LOQ degerleri sirasiyla;
0.014 pg/ml ve 0.042 pg/ml olarak tespit edildi. Safsizlik A igin; LOD ve LOQ
degerleri sirasiyla; 0.010 pg/ml ve 0.029 pg/ml olarak tespit edildi. LOD dogrulamasi

icin 2 enjeksiyon ve LOQ dogrulamasi i¢in 6 enjeksiyon ile yapilan ¢alismaya ait veriler

Tablo 4-5 ve

seviyesini iceren dogrusallik grafikleri olusturuldu.

Tablo 4-6’de sunulmustur. Sekil 4-15 ve Sekil 4-16 arasinda LOQ



Tablo 4- 5 : Ornidazol i¢in LOD ve LOQ calismasindan aliman veriler
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Konsantrasyon rtalam
y Alan Ortalama SD

Gozelt (rg/mL) Alan

% RSD

0.014 390 396 7.78

-ob 401

1.97

1170
1135
1162
0.042 1181 1166
1156

1193

LOQ 20.23

1.73

Tablo 4- 6 : Safsizhik A i¢in LOD ve LOQ calismasindan alinan veriler

Konsantrasyon rtalam
y Alan Ortaldga SD

Gozelt (ng/mL) Alan

% RSD

0.010 >33 531 3.54

LOD 598

0.67

1240
1245
1301
0.029 1285 1264
1277

1236

LOQ 27.20

2.15
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Ornidazol
25000

& 20000 -
)
Z 15000 1
= y=28765x - 236
= 10000 ~ R?=0.9998
-

5000 -

0 T T T T
0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00
Konsantrasyon, pg/ml

Sekil 4- 15: LOQ seviyesini iceren Ornidaozol dogrusal aralik grafigi

Safsizhik-A

70000
60000 -
% 50000
5
§4oooo .
530000 1
= 20000 -

10000 +

y=39898x + 131
R2=10.9999

0,00 0,50 1,00 1,50 2,00
Konsantrasyon, pg/ml

Sekil 4- 16: LOQ seviyesini igeren Safsizhik A dogrusal arahk grafigi

4.3.4. Duizeltme Faktoru

Safsizlik A’nin  miktar olarak dogru hesaplanabilmesi icin regresyon
egrilerinden yararlanilmistir. Ornidazol igin hesaplanan egim degerinin (39898),
Safsizlik A i¢in hesaplanan egim degerine (29765) bollinmesi ile diizeltme faktori 0.72

olarak bulunmustur.

4.3.5. Kesinlik

4.3.5.1. Sistem Kesinligi

% 100 calisma konsantrasyonunda hazirlanan Ornidazol ¢alisma standart
cozeltisinden ardisik 6 enjeksiyon yapildi. Enjeksiyonlardan elde edilen pik alanlari ve
aralarindaki relatif standart sapma degeri 6l¢lldl. Yapilan galisama icin elde edilen

veriler Tablo 4-7’de sunulmustur.



Tablo 4- 7: Sistem Kkesinligi calisma sonuglari
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Ornidazol
. : Kolon Retensiyon
L Simetri .
Enjeksiyon o Plaka Rezolisyon*  Zamam Alan
Faktori .
Sayisi (dakika)
1 0.96 6226 10.11 1.940 11703
2 0.96 6228 10.14 1.940 11689
3 0.96 6170 10.07 1.940 11716
4 0.96 6133 10.12 1.940 11687
5 0.96 6222 10.05 1.942 11692
6 0.96 6106 10.03 1.939 11719
Ortalama 6181 10.09 1.940 11701
SD - - 0.001 13.96
%RSD - - 0.05 0.12

*Safsizlik A ile Ornidazol pikleri arasinda yer alan rezollisyon degerleridir.

4.3.5.2. Tekrarlanabilirlik
%100 konsantrasyonda olacak sekilde Safsizlik A eklenerek hazirlanan 250 mg

ve 500 mg tablet numune ¢ozeltileriden 6’sar adet hazirlandi. Ayn1 gln igerisinde

B6lim 3.1.2°de anlatilan ¢Ozeltiler ile c¢oziicl, plasebo, Ornidazol ¢alisma standardi

numuneleri hazirlanarak analiz yapildi. Analizden elde edilen sonuclar Tablo 4-8’da

sunulmustur.

Tablo 4- 8: Aymi guin igerisinde yapilan analizlerin tekrarlanabilirlik calismalar:

Ornidazol Safsizlik A
(ng/mL) (ng/mL)
250 mg | 500 mg 250 mg | 500 mg
Standart Tablet Tablet Standart Tablet Tablet
Alinan 0.40 400 401 | 081 08 081
Konsantrasyon
Bulunan 0.41 402 399 0.80 0.80 0.81
Konsantrasyon
Standart 0.04 021 012 0.03 0.02 0.01
Sapma
% RSD 1.25 1.19 1.44 1.35 1.22 0.70




38

4.3.5.3. Ara Kesinlik

Farkli giin, farkli cihaz, farkli 1ot numarali kolon ya da farkli analist ile BOlum
3.4.5.3°de anlatildig1 gibi; %100 konsantrasyonda olacak sekilde Safsizlik A eklenerek
hazirlanan 250 mg ve 500 mg tablet numune ¢ozeltileriden 6’sar adet hazirlandi. B61Um
3.1.2°de anlatilan ¢ozeltiler ile ¢ozlicu, plasebo, Ornidazol ¢alisma standardi numuneleri

hazirlanarak analiz yapildi. Analizden elde edilen sonuclar Tablo 4-9’da sunulmustur.

Tablo 4- 9: Ara kesinlik calisma sonuclar:

Ornidazol Safsizlik A
(ng/mL) (ng/mL)
250 mg | 500 mg 250 mg | 500 mg
Standart Tablet Tablet prendak Tablet Tablet
cor Sl 0.40 400 401 | 081 082 081
onsantrasyon
< Bulunan 0.41 402 399 | 080 080 081
onsantrasyon
Ssta”da“ 0.04 021 012 | 003 002 001
apma
% RSD 1.25 1.19 1.44 1.35 1.22 0.70

4.3.6. Dogruluk

Tablet numunelerinde safsizliklarimin  tayini igin gelistirilen ydnteminin
dogrulugunu belirleyebilmek amaciyla standart katma ydntemi uygulandi. Dogruluk
parametresi ¢alismalar1 Bolum 3.4.6°da anlatildigi gibi galisildi.

% LOQ, % 100 ve % 200 seviyelerine denk gelecek konsantrasyonda Ornidazol
ve Safsizlik A standart ¢Ozeltilerinden ilave edilerek herbir seviye igin 3’er adet ve 2’ser
enjeksiyon olmak (zere toplam 9 adet numune hazirlandi. Yapilan galisma igin geri

kazanimlar hesaplandi. Sonuglar Tablo 4-10 ve Tablo 4-11°de verilmistir.



Tablo 4- 10: Ornidazol dogruluk ¢alismasi sonuclari
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Konsantrasyon % Geri Ortalama
Seviye % Geri SD % RSD
(ng/mL) Kazanim
Kazanim
0.04 98.3
0.04 98.2
0.04 98.3
% LOQ 99.6 1.41 1.42
0.04 101.8
0.04 99.9
0.04 100.9
0.42 99.2
0.42 98.7
0.40 100.7
% 100 100.2 0.89 0.89
0.40 100.7
0.41 100.9
0.41 100.9
0.80 102.2
0.80 102.9
0.80 100.3
% 200 100.8 1.41 1.40
0.80 101.0
0.81 98.9
0.81 99.5




Tablo 4- 11: Safsizhik A dogruluk ¢calismasi sonuclar:
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Ortalama %

: Konsantrasyon % Geri . o
Seviye (ng/mL) Kazamm Geri SD Yo RSD
Kazanim
0.03 96.3
0.03 98.2
0.03 99.3
% LOQ 98.7 1.40 1.42
0.03 98.7
0.03 101.0
0.03 98.4
0.81 99.2
0.81 gy
0.80 100.0
% 100 99.6 0.38 0.39
0.80 100.2
0.80 99.4
0.80 99.2
1.61 101.1
1.61 101.5
1.58 100.0
% 200 100.3 0.89 0.89
1.58 99.2
1.60 99.3
1.60 100.9
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4.3.7. Dayamkhihk

4.3.7.1. Analiz Sartlarinda Degisilik

Gelistirilen yontemde kromatografik sarlarda yapilacak analiz sartlarinda kigik
degisiklikler Bolim 3.4.7.1°de anlatildig1 sekilde yapilmistir. Degisiklikler sonucu
metodun giivenilirligi test edilmistir. Burada kullanilan c¢ozeltiler Bolim 3.4.5.2
Tekrarlanabilirlik calismasinda belirtilen sekilde hazirlandi.

Yapilan ¢aligma sonucunda, Tablo 4-12’de degisen analiz sartlarinin Safsizlik A

sonuglarma ve Tablo 4-13’de sistem uygunluk parametlerine olan etkisi incelenmistir.

Tablo 4-12: Analiz sartlarinda degisiklik ¢alismasi safsizhik sonuclari

Maksimum Toplam
Analiz Sartlan Sk A Bilinggeyen Safsizhk
(%) Safsizhik (%)
(%) ’
NN 0.03 0.01 0.07
Akis Hizi
(0.35 dakika/mL) 0.04 0.02 0.07
Akis Hizi
(0.45 dakika/mL) 0.04 0.02 0.07
Kolon sicaklig
degisimi (48°C) 0.03 0.01 0.07
Kolon sicaklig1
degisimi (52°C) 0.03 0.01 0.07
Filtre Degisimi
(PTFE) 0.03 0.02 0.08

Filtre Degisimi
(RC) 0.03 0.01 0.07
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Tablo 4- 13: Analiz sartlarinda degisiklik cahismasi sistem uygunluk sonuclar:

Teorik Simetri Retensiyon
Analiz Sartlar Plaka ... Rezolusyon* Zamam Alan
Faktori .
Sayisi (dakika)
Normal sartlar 6181 0.96 10.09 1.940 11701
Akis Hizi
(0.35 dakika/mL) 6370 0.97 10.13 2.020 12451
Akis Hiz1
(0.45 dakika/mL) 5976 0.95 10.01 1.903 10339
Kolon sicakligi
degisimi (48°C) 6195 0.95 9.55 1.954 11042
Kolon sicaklig:
degisimi (52°C) 6058 0.93 9.85 1.924 11936
Filtre Degisimi
(PTFE) 6085 0.97 10.05 1.925 10987
Filtre Degisimi
(RC) 6181 0.96 10.09 1.945 11701

* Safsizlik A ile Ornidazol pikleri arasinda yer alan rezolusyon degerleridir.

4.3.7.2. Cozelti Stabilitesi

Cozelti stabilitesinin saptanmasi icin Bolim 3.4.7.2°de belirtilen sekilde oda
sicakligr (25 °C) kosullarinda bekletilen Ornidazol, Safsizlik A ¢alisma standarlar: ve
numune ¢Ozeltileri; 48 saat boyunca belirli zaman araliklarinda sisteme enjekte edildi.
Elde edilen alan degerleri kaydedildi. Pik alanlar1 arasinda anlamli bir fark tespit
edilemedi. Sonuglar Tablo 4-14 ve Tablo 4-15’de verilmistir.



Tablo 4- 14: Standart ¢ozeltisi stabilite tablosu
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Oda Kosullari (25 °C)
Ornidazol % Safsizhik A %
Saat
(Alan) Uyum (Alan) Uyum

0 11704 - 31885 -
2 11546 98.7 31767 99.6
6 11835 101.1 31605 99.1
12 11989 102.4 31499 98.8
18 12075 103.2 31335 98.3
24 12156 103.9 31205 97.9
48 12093 103.3 30973 97.1
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Tablo 4- 15 : 250 mg ve 500 mg Ornidazol igeren Ornisid Film Tablet numune
cozeltileri stabilite tablosu

Oda Kosullar1 (25 °C)
250 mg Tablet 500 mg Tablet
Numunesi % Numunesi %
Saat
Safsizhk A Uyum Safsizhik A Uyum
(Alan) (Alan)

0 33704 - 32798 -
2 33224 98.6 33021 100.7
6 33653 99.8 33196 100.5
12 33199 98.5 32721 99.8
18 33628 99.8 32691 99.7
24 33047 98.1 32903 100.3
48 33381 99.0 32305 98.5
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4.3.8. Stres Calismasi

Stres kosullar1 olarak secilen Bélim 3.4.8’de belirtilen kosullarda ¢alismalar igin
tablet numune hazirliklar: tekrarlanabilirlik parametresinde anlatildigi gibi yapilmustir.
Asagida belirtilen surelerde stres kosullarina maruz birakilmis numuneler sisteme
enjekte edildi. Tlm stres kosullar1 icin Ornidazol ve Safsizlik A igin piklerin saf oldugu

kanitlanmistir. Sonuglar Tablo 4-16’da sunulmustur.

- Asit Ortam (1 N HCI) . 2 saat

- Bazik Ortam (1 N NaOH) : Bekletmeden

- Oksidasyon Ortami1 (% 30’ luk H205) : 9 saat

- Sicaklik Bozundurmasi (80°C) :2 gun

- Is1 ve Nem Bozundurmasi (40°C, % 75 RH) 7 gln

- Isik (fotostabilite kabini) Bozundurmasi UV stk 200 W/m, 1.2

milyon luks (Giin 15181)

Tablo 4- 16: Stres ¢calismasi Sonuclar™

1 N HCl %30 40°C )

Saf 2 - INQPP Per(;Jksit ik % 75 80°C

afsizhk  Baslangig saat Bekletmeden "' =" 3Gin RH 2 gin

Adi (%) Bekletilerek (%) (%) (%) 7 giin (%)
(%) (%)
Safsizlik A 0.037 1.113 3.524 0.057 0.037 0.036 0.040
Maksimum

Bilinmeyen <LOQ 25.6 40.2 12.2 0.079 0.069 <LOQ
Safsizhik

Toplam 0.037 27.1 445 13.0 0145 0133  0.040
safsizhik

* N=2 numune
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Sekil 4- 29: Oksidasyon bozundurmasi numunesine ait kromatogrami
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Sekil 4- 31: Oksidasyon bozundurmasi numunesine ait Safsizhik A pik saflik egrisi
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Sekil 4- 32: Isik bozundurmasi1 numunesine ait kKromatogrami
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Sekil 4- 34: Isik bozundurmasi numunesine ait Safsizlik A pik saflik egrisi
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Sekil 4- 36: Is1 ve Nem bozundurmasi numunesine ait Ornidazol pik saflik egrisi
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Gelistirilen yontemin stres kosullar1 altinda; 1s1 ve nem, oksidasyon, asit, baz, is1
ve 1s1k stres kosullarina maruz birakilmistir. Bu kosullar altinda olusabilecek safsizliklar
tayin edilmistir. Stres kosullar1 altinda pik safligi; Ornidazol ve Safsizlik A pikleri igin
gosterilmistir. Stres kosullar1 altinda Ornidazol pikinin bozunmasina karsilik yeni
safsizliklar olusmus ve Safsizlik A pikinde de bozunma oldugu gdzlemlenmistir.
Yapilan ¢aligmayla gelistirilen yontemin stress kosullarinda da Ornidazol, Safsizlik A
ve potansiyel olusabilecek safsizliklar icin secici ve tayin edebilir 6zellikte oldugu

kanitlanmustir.
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5 TARTISMA

Entamoeba histolyica bir amip tiri olarak gelisen dinyada 6zellikle temiz su
kaynaklarina ulasilamamasinda kaynakli olarak; gelimek olan Ulkelerde hastaliga sebep
olabilmektedir. Bu amip tlrii temiz su kaynagi olmamasi ve meyve sebzelerin dogru
yikanmamasi sonucu insan vuciiduna yerlesmektedir. Hastaligi tagiyan kisilerde teshis
ve tedavi yapilmazsa; hastalik 6limcul songlar dogurabilmektedir.

Hastaliga sebebp olan bu amip tlrl insan bagirsagina yerlestikten sonra
asemptomatik olarak kisinin normal hayat standartlarini etkilemeyebilir. Baz1 hastalarda
kilo kayiplarina karin agrisina ve ishal gibi septomlarla da kendisini gosterebilmektedir.

1950 yillarda gelistirilen nitroimidazol tirevleri hastaligin tedavisinde
kullanilmistir. Nitroimidazol tlrevi olan Metranidazol ile hastaligin 6niine gecilmis
olsada; farkli yan etkiler ortaya kondigu i¢in bu molekul Uzerinde teknolojik olarak
gelistirme galismalar1 yapilmstir.

Metronidazol molekli tizerinde bulunan nitro gruplari; hastaligin 6nlenmesinde
onemli bir rolu vardi. Fakat olusan kimyasal tepkimeler sonucu Metronizol’n guvenli
oldugu diisiiniilsede; potansiyel kansorejen etkisi oldugu stiphesini korumaktadir.

Ornidazol nitroimidazollerin gelistirilmesi ¢alismasinda kesfedilmis, glinimiizde
Entamoeba histolyica amip bakterisinin sebep oldugu hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir. Yapilan ¢alismalardan Ornidazol’in bu hastalik i¢in Metranizdol’e
kiyasla daha giivenli ve etkili oldugu ortaya konmustur.

Oridazol Avrupa Farmakopesi ve Amerika Farmakopesinde yer almayan ilag
etken maddesi icin literatlr taramalarina bakildiginda; herhangi bir safsizlik tayini
caligmasinin bulunmadigr goriilmistiir. Ornidazol ile yapilan ilag etken tayini
yontemleri icin UV/VIS Spektrofotometre, HPLC gibi teknikler kullanilmistir.

Bu c¢alismada UPLC metodu kullanilarak; Ornidazol iceren farmasotik
preparatlarda; safsizlik tayini analizlerinin hizli, giivenli ve rutin ¢alismalarda gabuk
cevap veren rahatlikla kullanilabilen bir safsizlik tayini yontemi gelistirmek ve bu

yontemi valide etmek amacglanmustir.

Gelistirilen safszilik tayini yontemi i¢in; UPLC Acquity BEH Cis (50 mm x 2.1
mm) , 1.7 um kolon ile 0.4 mi/dakika akis hiz1 kullanilarak yapilmistir.. Hareketli faz A

olarak sodyum asetat iceren ve asetik asit ile pH 6.5’e ayarlanmis tampon ¢6zeltiden
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yararlanilmigtir. Hareketli faz B igin Asetonitril kullanilmistir. Analiz slresini
kisaltmak; Ornidazol ve Safsizlik A arasindaki ayrigmayi giiclii kilmak igin gradient
elisyon programi ile ¢alismalar yapilmistir. Calismalar UPLC cihaz ile; PDA ve UV
dedektor kullanilarak, 312 nm dalga boyunda yapilmustir.

Ornidazol ve ilgili safsizliklar igin gelistirilen yonteme; spesifiklik, dogrusal ve
aralik, duzeltme faktori, dedeksiyon limiti ve kantitatif limit, kesinlik, dogruluk,
dayaniklilik ve stres parametreleri uygulandi. Elde edilen tim sonuclar kabul él¢itlerine
gore degerlendirildi. Sonuglar; tablolar ve sekiller ile ayrintili olarak verilmistir.

Gelistirilen yontemin secicilik parametresinde, Ornidazol’iin ve Safsizlik A’nin
birbirleriyle girisim yapmadigi kanitlanmistir. Kullanilan ¢ozlcli ve farmasotik

preperatlara ait plasebolardan da herhangi bir pik g6zlemlenmemistir.

Belirlenen galisma kosullarinda dogrusal aralik; Ornidazol ve Safsizlik A igin

sirasiyla, 0.02— 0.80 pg/mL ve 0.04 ve 1.58 pug/mL olarak tespit edilmistir.

Yontemin dogrulugunu kanitlamak amaciyla; farmasotik preparat numune
cozeltileri Gzerine Safsizlik A ¢ozeltisi katilarak LOQ, %100 ve % 200 araliginda
numuneler hazirlanmig ve geri kazanim degerleri %96.3 - %101.5 arasinda
bulunmustur. Yine yontemin dogrulugunu kanitlmak igin farmasotik preparat plasebo
numune c¢ozeltileri Uzerine Ornidazol ¢oOzeltisi katilarak LOQ, %100 ve % 200
araliginda numuneler hazirlanmis ve geri kazanim degerleri %98.2 - %102.9 arasinda

bulunmustur.

Gelistirilen yontemin kesinligini kanitlamak icin, farmasotik preparat numune
cozeltileri tzerine %100 konsantrasyona denk gelecek sekilde Safsizlik A cozeltileri
ilave edilmistir. Farkli giinlerde, farkli UPLC cihazi, farkli kolon kullanilarak analizler
yapilmis ve Safsizlik A eklenmis numunler igin elde edilen sonuglar arasinda bagil

stadandart sapma % 4.0’den fazla olmadig1 kanitlanmistur.

Dayaniklilik parametresinde; analiz sartlarinda yapilan degisiklikler sonucu filtre
degisikligi, akis hiz1 ve kolon sicakliklar1 degisikligine karsi dayanikli oldugu tespit
edilmistir.

Gelistirilen yontemde ¢ozelti stabilitesinin belirlenebilmesi amaciyla Ornidazol
standart, Safsizlik A ve % 100 konsantrasyonda olacak sekilde Safsizlik A eklenmis

Ornisid 250 mg ve 500 mg tablet numune ¢6zeltilerinin alan degisimi gozlenmistir.
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Standart ve numune ¢ozeltilerinin oda kosullar1 (25 °C) altinda 48 saat boyunca stabil
kaldiklar1 tespit edilmistir.

Stres calismasinda Ornidazol iceren tablet numunesi; sicaklik, UV 15181, asit,
baz, oksidasyon, 1s1 ve nem zorlayict kosullar1 uygulanmistir. Tablet numunelerine 1N
NaOH stress kosulu altinda bekletilmeden uygulama yapildiginda bozunma
gerceklesmekte ve Safsizlik A ve bilinmeyen safsizliklarin arttigi gézlemlenmistir.
Numuneye 1IN HCI stress kosulu altinda 2 saat bekletilerek uygulama yapildiginda
Safsizlik A ile birlikte bilinmeyen safsizliklarn sonuglarinin arttigi gézlemlenmistir.
Asit ve baz stress kosullarinda; baslangic numunesi Safsizlik A sonuglarina gore artis,
diger stress kosullarinda gézlemlenmemistir.

Orniazol iceren tablet numune ¢ozeltilerine % 30’1uk H20: stres kosuluna 9 saat
boyunca maruz birakildiginda Safsizlik A sonucunda artis gézlemlenmezken;
bilinmeyen safsizlik sonucunda artislar gorilmistur. 3 gunlik (200 W/m, UV 1sik; 1.2
milyon luks,gin 1s181) 151k bozundurmasi; 7 giinliik 1s1 ve nem (40 °C % 75 RH)
bozundurmasi ve 2 ginlik (80 °C) sicaklik bozundurmasi sonucunda numunede
Safsizlik A dahil tim safsizliklarda bozunma miktarlarinda anlamli artiglar
gbzlemlenmemistir. TUm stres kosullar1 altinda Ornidazol icin olusan safsizliklara
karsilik madde kayiplari, asit bozundurmada % 27.1, baz bozundurmada % 44.5,
oksidatif bozundurma % 13.0, 1sik bozundurmada % 0,145, 40 °C % 75 1s1 ve nem
bozundurmada % 0.133 ve 80 °C sicaklik bozundurmada % 0.040 olarak tespit
edilmistir.

Gelistirilen Ornidazol safsizlik tayini metodu stress kosullar altinda test edilmis
ve stres kosullarindaki degisimleri yansittigi kanitlanmistir. Gelistirilen yodntemin
stabilite ayirt edici 6zelligi ispatlanmistir.

Sonug olarak; gelistirilen yontem ile Ornidazol iceren farmasétik preparatlarda;
guvenirliligi yuksek, hizli sonug¢ veren, uygulanabilirligi kolay ve tekrarlabilirligi
yuksek, literatirede yer almayan ICH yoénergelerine uygun UPLC yontemi gelistirilmis

ve validasyonu yapilmustir.
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