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SEMBOLLER / KISALTMALAR LISTESI

NAC: N-Asetilsistein

BP: ingiliz Farmakopesi

EP: Avrupa Farmakopesi

FDA: Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi

FT-IR: Fourier Déniisiimlii Infrared

ICH: Uluslararas1t Harmonizasyon Konferansi
ug : mikrogram
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UV: Ultraviyole
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OZET

Ayse Zehra Ozdemir (2023), Asetilsistein safsizliklarinin stabilite gdstergeli
UPLC yéntemi ile tayini, Istanbul Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Analitik
Kimya ABD, Yiiksek Lisans Tezi, Istanbul.

Bu tez caligmasi kapsaminda Asetilsistein ile ilgili safsizlik tayini i¢in ultra
performansli sivi kromatografisi yontemi kullanilarak bir yontem gelistirilmis ve
gelistirilen metodun validasyonu basari ile tamamlanmistir. Kromatografik ayirmalar,
gradient elusyonla, C8 kolonda, mobil faz A: pH 2,5 tampon ve mobil faz B: Metanol
kullanimiyla, 0,5 mL/dak akis hizinda, PDA ve UV dedektor kullanilarak 205 nm dalga
boyunda gerceklestirilmistir. Dogrusallik ve aralik Asetilsistein i¢in 2,3-49,0 pg/mL
araliginda,. safsizlik A icin 3,2 pg/mL ve 47,6 ug/mL araliginda, safsizlik B i¢in 3,2
pg/mL ve 46,7 pg/mL aralifinda, safsizlik C i¢in 5,7 pg/mL ve 240,1 pg/mL araliginda,
safsizlik D icin 4,6 pg/mL ve 48,6 pg/mL araliginda bulunmustur. Dogruluk ¢alismalari
sinir degeri LOQ seviyesi, %100, %120 (Safsizlik C i¢in %300) arasinda yapilmstir.
Gelistirilen bu yontem ilag etken maddesinin ve sase formunun safsizliklarinin stres

calismasi sonucunda olusan bozunma iirlinlerinin analizinde basari ile uygulanmistir.

Anahtar Kelimeler: Asetilsistein, safsizlik, UPLC, validasyon.



ABSTRACT

Ayse Zehra Ozdemir (2023), Determination of Acetylcysteine impurities by
stability UPLC method, Istanbul University Institute of Health Sciences, Analytical
Chemistry USA, Master Thesis, Istanbul.

An ultra performance liquid chromatograhic method was developed for the
determination of Acetylcysteine impurities. The validation of the developed method has
been successfully completed. Chromatographic separations were performed by gradient
elution with C8 column using mobile phase A: pH 2.5 buffer and: mobile phase B:
Methanol using 0,5 mL/min flow rate. It was carried out at 205 nm wavelength using
PDA and UV detector. The linear range of Acetylcysteine is between 2.3— 49
ug/mL,impurity A as 3.2 ug/mL ve 47.6 pg/mL, impurity B as 3.2 pug/mL ve 46.7
pug/mL, impurity C as 5.7 pg/mL ve 240.1 pg/mL, impurity D as 4.6 ug/mL ve 48.6
pug/mL. Accuracy studies were carried out between LOQ level, 100%, 120% (for
impurity C, the upper level is 300%). This developed method has also been successfully
applied to drug substance and its impurities in the pharmeceutical formulation and the

analysis of the degradation products formed as a result of the stress study.

Keywords: Acetylcysteine, impurity, UPLC, validation.



1. GIRIS VE AMAC

Asetilsistein L-sistein'in N-asetil tiirevidir. Kapali kimyasal formiilii; CsHgNO3S,
molekiil agirhigt 163,19 g/mol, agik kimyasal adi [[(2R)-2-(asetilamino)-3-
stilfanilpropanoik asit olan ve CAS Reg.No. 616-91-1 kodu ile tanimlanan, beyaz ya da
hemen hemen beyaz renkli kristal toz ya da renksiz kristal goriiniimiinde bir
maddedir.[1]

Asetilsistein 14 Eyliil 1963'te FDA onayini almustir. [2]

Baslangicta mukolitik bir ilag olarak bronsiyal salgilarin temizlenmesi igin
tretilmis olmasina karsin, bugiin daha ¢ok akut asetaminofen (parasetamol)
zehirlenmesinin tedavisi i¢in kullanilmaktadir. Asetilsistein son zamanlarda kronik
nitrat tedavisi goren hastalarda nitrat reseptorlerinin aktivitesini rejenere etmek i¢in bir

stifhidril susbstrati olarak arastirilmustir. [3]

Kronik obstriiktif akciger hastaliginda (KOAH) altta yatan lokal ve sistemik
oksidatif stres ve inflamasyonun Onemi uzun zamandir bilinmektedir. Hastaligin
ilerlemesini engelleyebilecek tedavi eksikligi géz oniine alindiginda, patolojik siirecleri
etkileyerek akciger fonksiyonu, hava yolu temizligi gibi KOAH tedavisinde sonraki
sorunlart etkileyecek basarili bir terapotik yaklasima acil bir ihtiyag vardir. N-
asetilsistein (NAC), ¢esitli enflamatuar yollar1 da etkileyebilen mukolitik ve antioksidan
bir ilagtir. [4]

Molekiil ~ yapisindaki  stilthidril  gruplart  brons salgilarinda  bulunan
mukoproteinlerin disiilfid baglariyla reaksiyona girer. Boylece akcigerlerdeki mukus
salgilarinin yogunlugunu azaltir; salgilarin 6ksiiriik, mekaniksel mekanizmalar ve
postiiral drenaj ile uzaklastirilmasini kolaylagtirir. [3] Siilfhidril gruplart hem
indirgenmis glutatyonun oOnciisii hem de dogrudan reaktif oksijen tiirleri (ROS)
temizleyicisi olarak hareket eder, dolayisiyla hiicrelerdeki redoks durumunu diizenler.
Degisen redoks durumu, enflamasyonu kontrol eden yollart etkileyebilir. Ayrica
mukolitik bir ilag olarak balgamin viskozitesini azaltarak bronslar1 temizleyerek
dispnede azalmaya ve akciger fonksiyonlarinda iyilesmeye yol agabilir. Bununla birlikte
in vitro ¢aligmalarda ve yiiksek dozda in vivo ¢alismalarda basarili oldugu kadar KOAH
tedavisinde kullanilan dozlardaki etkileri tartismalidir. Alevlenme oranini azaltarak

hastanede yatis giinlerini sinirliyor gibi goriinsede akciger fonksiyon parametreleri



tizerinde ¢ok az etkisi oldugu veya hi¢ etkisi olmadigi da diisiiniilmektedir. Bu
diistincelere ragmen ve KOAH'ta hastaligin ilerlemesini dnleyecek etkili terapilerin
mevcut eksikligi gbz oniine alindiginda, NAC ve tiirevleri ¢oklu molekiiler etki modlar1
ile dozlar ve uygulama yolu optimize edildikten sonra timit verici ilaglar olmaya devam
etmektedir. [4]

Bu yiiksek lisans tezi kapsaminda Asetilsistein safsizliklarinin stabilite gostergeli
UPLC yontemi ile UV/PDA dedeksiyonuna dayanan bir safsizlik tayini yOntemi
geligtirilmistir.  Bu  yontemin  Uluslararas1 Harmonizasyon Konferanst (ICH,
International Conference Harmonization Q2(R1)) klavuzuna gore validasyonu yapilmis ve

gelistirilen yontem asetilsistein safsizliklarinin analizine basariyla uygulanmustir. [5]



2.  GENEL BILGILER

2.1. Klinik Farmakolojisi

2.1.1. Etki Mekanizmasi

Asetilsistein mukolitik bir ilagtir. Molekiil yapisindaki siilthidril gruplari brong
salgilarinda bulunan mukoproteinlerin disiilfid baglartyla reaksiyona girer. Boylece
akcigerlerdeki mukus salgilarinin yogunlugunu azaltir; salgilarin 6ksiiriik, mekaniksel
mekanizmalar ve postiiral drenaj ile uzaklastirilmasimi kolaylastirir. Asetilsistein
proteinleri depolimerize etmedigi gibi fibrin ve diger canli hiicreler iizerinde de
herhangi bir etkisi yoktur. [3]

Asetilsistein akut asetaminofen zehirlenmesi sonrasi goriilen hepatotoksisitenin
tedavisinde antidot olarak da kullanilir. Yapisinda bulunan siilthidril gruplar1 toksik
asetaminofen metabolitleri i¢in, karacigerde bulunan glutatiyon'un yerine substrat
gorevi yapar. Asetaminofen'in glutatiyon'da bulunan siilthidril gruplarinmi tiiketerek
hepatotoksisite ~ olusturduguna  inanilmaktadir.  Asetilsistein'in  asetaminofen
zehirlenmesinde etkili olabilmesi i¢in akut zehirlenmeden hemen sonraki birkag saat

icinde verilmesi gerekir. [6]

2.1.2. Emilim

Asetilsistein oral alimi takiben hizla ve c¢ogunlukla tamamen absorbe olur.
Yiiksek ilk gecis etkisine bagli olarak oral asetilsisteinin biyoyararlanimi ¢ok diistiktiir.
[6] 60 dakika sonra 4.6 uM'lik bir zirve ile 600 mg'lik bir oral dozu takiben hizla emilir
ve uygulamadan 10-12 saat sonra tamamen atilmis olur. Bozulmamigs NAC
molekiiliiniin oral biyoyararlanimmin yaklagik %10 oldugu tahmin edilmektedir. [4]

Ek olarak sisteinin asetillenmis formu olarak, biyoyararhdir.[7]

2.1.3.Dagilim

Asetilsistein 1-3 saat sonra doruk plazma konsantrasyonuna ulagir, aktif
metabolit sisteinin doruk plazma konsantrasyonu yaklasik 2 mmol/l civarindadir.
Asetilsistein proteinlere yaklasik % 50 oraninda baglanir. Asetilsistein ve metabolitleri

organizmada kismen serbest olarak, kismen kararsiz disiilfidler yoluyla proteinlere



baglanarak ve kismen de aminoasitlere baglanmis halde olmak tizere {i¢ farkli formda
bulunur. Siganlarda asetilsisteinin plasentayr gectigi ve amniyotik sivida bulundugu
saptanmustir. 100 mg/kg asetilsisteinin oral uygulamadan 0.5, 1, 2 ve 8 saat sonra L-
sistein  metabolitinin  konsantrasyonu plasenta ve fetusta maternal plazma
konsantrasyonundan daha yiiksektir. Asetilsisteinin insan kan-beyin bariyerini gegip

gecmedigine dair bir bilgi bulunmamaktadir. [6]

2.1.4. Biyotranformasyon ve Eliminasyon
Karacigerde, farmakolojik olarak aktif metaboliti olan sisteine, ayrica
diasetilsistine ve diger karigik disiilfidlere metabolize olur. Asetilsistteinin plazma
yarilanma omrii yaklasik 2.27 saattir. Karaciger fonksiyonlarindaki bir bozukluk plazma

Oomriiniin 8 saate kadar uzamasina yol acar. [6]

2.1.5. Atilm
Asetilsistein, ¢ogunlukla inaktif metabolitler halinde bobrekler yoluyla viicuttan

atilir. [6]

2.2.Asetilsistein’in Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

A

HE OH

HM CH

\H/# 3 N-acetylcysteine

o

Sekil 2-1: Asetilsistein’in Kimyasal Formiilii
Asetilsistein beyaz renkte ve kristalize bir tozdur. Asidik kokulu yada c¢iirik
yumurta kokuludur. Agik adi; (R)-2-Asetamido-3-sulfanilpropionik asit, kapali formiilii
ise; CsHo03NS seklinde (Sekil 2-1) olup molekiiler agirligi 163,19°dir. BP’ye gore suda
ve alkolde serbestce ¢Oziinilir, metilen kloriirde pratik olarak ¢oziinmez. USP’ye gore

suda 1:5 ve alkolde 1:4 oraninda ¢6ziiniir; kloroform ve eterde pratik olarak ¢éziinmez.

[1]
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Sekil 2-2: Asetilsisein’in IR Spektrumu

2.2.1. Asetilsistein’in Safsizhiklari
Asetilsistein ~ monografi, The European Pharmacopoela (EP  10.3)
monograflarinda yer almaktadir. Bu monograflarda yer alan safsizliklar, gelistirilecek

analitik metodun validasyon parametrelerindeki ¢alismalarinda kullanilmistir.

2.2.1.1.Safsizlik A (L-sistin)
Kimyasal adi (L-sistin) 3,3'-disulfanediylbis[(2R)-2-aminopropanoik asit] (Sekil
2-3) ve kapali formiilii CeH12N204S>’dir. Molekiil agirligi 240,29 g/mol’diir. Baglangic

materyali olarak kabul edilir. [1]

H NH,

HOZC\,(\S’S\)\cogH

HoN H

Sekil 2-3: Safsizlik A (L-sistin) kimyasal formiilii


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query=C5H6N2

2.2.1.2. Safsizhk B (L-sistein)
Kimyasal adi1 (2R)-2-amino-3-sulfanilpropanoik asit (L-cysteine) (Sekil 2-4). Ve
kapal1 formiilii C3H7NO2S’dir. Molekiil agirligi 121,15 g/mol’diir. Baslangi¢ materyali
olarak kabul edilir. [1]

H NH,

i \)\COQH

Sekil 2-4: Safsizhik B (L-sistein) kimyasal formiilii

2.2.1.3. Safsizhik C (N,N’-diasetil-L-sistin)

Kimyasal ad1 (2R,2'R)-3,3'- disulfanediylbis[2-(acetilamino) propanoik asit] tir.

(Sekil 2-5). Kapali formiilii C10H16N206S2’dir. Molekiil agirligi 324,37 g/mol’diir.
Uretim ¢iktis1 olarak kabul edilir.[1]

Safsizlik C, tiol gruplarinin oksidasyonu ile olusan bir asetilsistein metabolitidir ve yap1
API'nin dimeridir. Safsizlik C ve Asetilsisteinin yapist ayni kimyasal yapiy1 paylasir ve
her iki safsizlik i¢in de genotoksik yapisal uyarilar yoktur. Safsizliklar i¢in EMEA
yonergeleri, hayvan ve insan ¢alismalarinda bulunan énemli metabolitler olan bozunma
tiriinlerinin genellikle nitelikli ve giivenli oldugunu kabul edildigini belirtir. [8]

N-Asetilsisteinin onerilen metabolik yolu asagidaki tablodaki gibidir. [9]


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query=C5H6N2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query=C5H6N2

N-Acetyicysteine
v v | ‘\
N-Acetylcystine N.N-Diacetylcystine Cysteine |« —| Labile disulphide
complexes with tissue
and plasma proteins
v v v v
Glutathione Inorganic sulphites Cystine Cysteic acid
v v
Inorganic sulphates Taurine
v
Incorporation Bile acid
into protein s 4
chains Bile acid
conjugate

Tablo 2-1: N-Asetilsisteinin 6nerilen metabolik yolu

CH;
0

H NH

\.(\s CO,H

Sekil 2-5: Safsizhik C (N,N’-diasetil-L-sistin) kimyasal formiilii



2.2.1.4.Safsizhik D (N,S-diasetil-L-sistein)

Kimyasal adi. 1- metiletil propil (5RS)-5-{[(1R)-2-(6-amino-9H-purin-9-il)-1-
metiletoksi]metil}-5-okso-2,4,6,8- tetraoksa -5-A 5 — fosfanonandioat’tir (Sekil 2-6).
Kapali formiilii C7H11NO4S ve molekiil agirligr 205,23 g/mol’diir. Reaksiyon sonug
ciktist olarak kabul edilir. [1]

CHs

0=

H NH

HC. 8.
Y CO-H
O

Sekil 2-6: Safsizhik D (N,S-diasetil-L-sistein) kimyasal formiilii

2.3. Asetilsisteine ait Gelistirilmis Analitik Yontemler

Asetilsistein safsizlik tayini igin literatiirde standart yiiksek performasli sivi
kromatografik (HPLC) [1, 10, 11, 13, 15, 16] ve Kiitle dedektorlii sivi kromatografisi
(LC/MS) [12, 14] yontemleri mevcuttur. Tablo 2-2 gelistirilen bu yontemlere ait

ayrintilar verilmistir.


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query=C5H6N2

Tablo 2-2: RP-HPLC /UPLC/MS Analiz Yontemleri

- Akis Hizx -
Etken Maddeler Kolon Mobil faz (mL/dk ) Dedeksiyon | Kaynak
_ _ UV dad 210
N-asetils-L-sistein | Cadenza C18 szﬁgeiol\:ﬁ:ﬁnOI ' 1.0 nm [10]
Efervesan Tablet colon (90:8:2)
pH2.0 : Mfaz B
N-asetils-L-sistein C18(250 x | (Metanol,100ml:A 11
Efervesan Tablet 4.6mm, 5u) | setonitril, 900 ml ) 10 UV 205 nm [t
0.25 m x4,0 ) -
N-asetils-L-sistein mm, PH3.0: A§eton|trll 1,0 UV 220 nm [1]
(97:3)
5 um
C Platinyum
catilell cictai EPS kolon Asetonitril : pH 12
N-asetils-L-sistein (5mm, 150 mm 3.0 (2:98) 0,3 Uv-MS [12]
321 mm1.D.)
250 x 4.6mm, pH2.5: MFaz B
N-asetils-L-sistein |  5p; Inertsil | (Asetonitril 870ml 1.0 225nm [13]
ODS-3V : Metanol 130 ml)
C Platinyum - uv
N-asetils-L-sistein EPS kolon anégslto;llt;gr\r;eik deteksiyon—
200 mg effervesan | (5um, 150 mony 0.3 kiitle [14]
asit (7/12mM) pH
tablet mm32.1 mm ] spektrometre
1.D)) 3.0 tampon (2:98) si
N-asetils-L-sistein
igin cesitli Erimis silika
farmasotik .
formlarda (tabletler kapiler kolon
cansiiller. ofervesar | 60 €M (63 cm pH 8.40 - uv-214nm| [19]
pSuet, SIETVes detektor)375cm
tabletler,
. . um 1.D
enjeksiyonlar,
graniiller, suruplar)
0.01M Oktan- 1-
siilfonik asit
N-asetils-L-sistein C18 kolon [150 monohidrat UV-DAD [16]
mm X 4.6 mm, 1.0 ;
Efervesan Tablet 3] sodyum tuzu / detektor
" Metanol :

Asetonitril [80:20]




3. GEREC VE YONTEM

Tez Calismas1 Abdi ibrahim Ilag Sanayi ve A.S. Esenyurt Ar-Ge merkezinde

yapilmustir.

3.1 Kimyasal Maddeler ve Coziiciiler
Calisma sirasinda kullanilan kimyasal maddeler ve ¢oziiciiler asagidaki gibidir:
Asetilsistein
Safsizlik-A?
Safsizlik-B?
Safs1zlik-C 2
Safsizlik-D3
Asetilsistein 200 mg & 600 mg Oral Cézelti Hazirlamak igin Sase®

Asetilsistein 200 mg & 600 mg Oral Cozelti Hazirlamak Igin Sase Ortak

Graniilii Plasebo®
Heptan-1-siilfonik asit sodyum tuzu®
Hidroklorik Asit®
Monobazik Potasyum Fosfat®
Metanol’
Orto Fosforik Asit %858

Yiiksek saflikta su (HPLC safliginda)

“Wuhan

2V/SK

SEP

4Abdi Ibrahim ilag Sanayi
SFischer

5Merck

Sigma

8lsolab
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3.2 Cozeltiler
3.1.1 Mobil faz

Mobil faz A: 3.2 gram Heptan-1-siilfonik asit sodyum tuzu ve 2.72 gram monobazik
potasyum fosfat 1000 ml’ lik balona alindi. Bir miktar saf su ilave edilip ¢oziildiikten
sonra lizerine 4 ml seyreltik fosforik asit ¢ozeltisi ilave edildi. Su ile hacmine
tamamlandi. Hazirlandiktan sonra pH kontrol edildi ve pH degeri 2.5+0.05’¢ seyreltik

fosforik asit ile ayarlandi. 0.45 mikron membran filtre ile siiztild.
Mobil faz B: Metanol

3.1.2 Coziicii

Coziicii -1 Karisimi

1000 ml’lik balon jojeye 83 ml HCI (%37.’lik) ilave edildikten sonra hacmine deiyonize

su ile tamamlanda.
Coziicii -2 Karisimi

5 ml 1 N HCI ¢ozeltisinden pipetle ¢ekilerek 100 ml’lik balon jojeye alindi. Su ile

hacmine tamamlandi.
3.1.3 Asetilsistein Safsizlik Analizi icin Hazirlanan Cozeltiler

Asetilsistein Stok Standart Cozeltisinin Hazirlanmasi

Yaklasik 4 mg asetilsistein ¢alisma standardi 10 ml’lik bir balon jojeye tartildi. 0.5 ml 1
N HCI eklenerek ¢oziilmesi saglandi. Su ile hacmine tamamlandi. Cozelti 0.45 pm
PVDF filtreden stiziildii. (Casetitsistein : 0.4 mg/ml).

Asetilsistein Standart Cozeltisinin Hazirlanmasi

Asetilsistein stok standart ¢ozeltisinden 1 ml alinarak 10 ml’lik bir balon jojeye tartildu.
0.05 N HCL ¢ozeltisi ile hacmine tamamlandi. Cozeltiler 0.45 pm PVDF filtreden
stiziilerek viale aktarildi. (Casetilsistein : 0.04 mg/ml).

Sistem Uygunluk Cozeltisinin Hazirlanmasi

Yaklagik 3500 mg Asetilsistein 600 mg Sase numunesi 25 ml balon jojeye tartildi. 5 ml
1 N HCI eklenerek 2-3 dakika ultrasonik banyoda tutularak ¢dziinmesi saglandi.
Hacmine su ile tamamlandi. Cozelti 1 saat bekletildi ve sonra 0.45um PVDF filtreden

stiziilerek viale aktarildi.
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Not: Numune hazirlandiktan 1 saat sonra tekrar enjekte edildi. Numunede alani artan
pik 2-metil-2-tiazolin karboksilik asit olarak tanimlandi ve bu alikonma zamanindaki
pik safsizlik olarak kabul edilmedi.

Asetilsistein 200 mg Sase icin Safsizhik Tayini Numune Cozeltisi Hazirhgi

Yaklasik 3500 mg numune (200 mg Asetilsistein’e esdeger) tartilarak 25 ml’lik balon
jojeye aktarildi. 5 ml 1 N HCI ilave edildi. C6ziinme igin 3-4 ml su eklenerek 2-3 dakika
sicak olmamasina dikkat edilen bir ultrasonik banyoda tutuldu. Hacmine su ile
tamamlandi. Cozelti 0.45um PVDF filtreden siiziilerek viale aktarildi. (Casetilsistein : 8.0
mg/ml).

Asetilsistein 600 mg Sase icin Safsizlik Tayini Numune Cozeltisi Hazirhg:

Yaklasik 3500 mg numune (200 mg Asetilsistein’ e esdeger) tartilarak 25 ml’lik balon
jojeye aktarildi. 5 ml 1 N HCl ilave edildi. Coziinme igin 3-4 ml su eklenerek 2-3 dakika
sicak olmayan bir ultrasonik banyoda tutuldu. Hacmine su ile tamamlandi. Cozelti
0.45um PVDF filtreden siiziilerek viale aktarildi.

Plasebo Cozeltisi Hazirlanmasi

200 mg asetilsisteine karsilik gelen plasebo 25 ml’lik balon jojeye aktarildi. 5 ml 1 N
HCI eklenerek 2-3 dakika ultraultrasonik banyoda tutuldu ve ¢6ziinmesi saglandi.
Hacmine su ile tamamlandi. Cozelti 0.45um PVDF filtreden siiziilerek viale aktarildu.
Safsizhik A (L-cystine) Stok Standart Cozeltisi Hazirlanisi

4.0 mg Safsizlik A (L-cystine) standardi 10 m1’lik amber renkli balon jojeye aktarildu.
Uzerine 0.5 ml 1 N HCI eklendi ve hacmine distile su ile tamamlandi.

Safsizhik A (L-cystine) Standart Cozeltisi Hazirlanisi

Safsizlik A (L-cystine) stok standardi ¢ozeltisinden 1.0 ml alinarak 10 ml’lik amber
renkli balon jojeye hassas olarak aktarildi, ¢6ziicii ile hacmine tamamlanarak karistirildi.
0.45 um’lik PVDF filtreden siiziilerek viale aktarildi.. (Csafsizik a1 0.04 mg/ml).

Safsizlik B (L-cysteine) Stok Standart Cozeltisi Hazirlanisi

4.0 mg Safsizlik B (L-cysteine) standardi 10 ml’lik amber renkli balon jojeye aktarildi.
Uzerine 0.5 ml 1 N HCI eklendi ve hacmine distile su ile tamamlandi.

Safsizhik B (L-cysteine) Standart Cozeltisi Hazirlanisi

Safsizlik B (L-cysteine) stok standardi ¢ozeltisinden 1.0 ml alinarak 10 ml’lik amber
renkli balon jojeye hassas olarak aktarildi, ¢oziicii ile hacmine tamamlanarak karistirildi.

0.45 um’lik PVDF filtreden siiziilerek viale aktarildi. (Csassizik B: 0.04 mg/ml).
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Safsizhik C (N, N'-diacetyl-L-cystine) Stok -1 Standart Cozeltisi Hazirlanisi

8.0 mg Safsizlik C (N, N'-diacetyl-L-cystine) standardi 20 ml’lik amber renkli balon
jojeye aktarildi. Uzerine 0.1 ml 5 N HCI eklendi ve hacmine distile su ile tamamlandi.
Bu ¢6zeltiden 12.0 ml alinarak 20 ml’lik amber renkli balon jojeye hassas olarak
aktarildi, ¢oziicii ile hacmine tamamlanarak karistirildi.

Safsizhik C (N, N'-diacetyl-L-cystine) Standart Cozeltisi Hazirlanisi

Safsizlik C (N, N'-diacetyl-L-cystine) stok standardi ¢ozeltisinden 5 ml alinarak 15
ml’lik amber renkli balon jojeye hassas olarak aktarildi, c¢oziicii ile hacmine
tamamlanarak karistirildi. 0.45 um’lik PVDF filtreden siiziilerek viale aktarildi.
(Csafsiztik ¢: 0.08 mg/ml).

Safsizlik D (N, S-diacetyl-L-cysteine) Stok Standart Cozeltisi Hazirlanisi

4.0 mg Safsizlik D (N, S-diacetyl-L-cysteine) standardi 10 ml’lik amber renkli balon
jojeye aktarildi. Uzerine 0.5 ml 1 N HCI eklendi ve hacmine distile su ile tamamlandh.
Safsizhik D (N, S-diacetyl-L-cysteine) Standart Cozeltisi Hazirlanis

Safsizlik D (N, S-diacetyl-L-cysteine) stok standardi ¢ozeltisinden 1.0 ml alinarak 10
ml’lik amber renkli balon jojeye hassas olarak aktarildi, ¢oziicii ile hacmine
tamamlanarak karistirildi. 0.45 pum’lik PVDF filtreden siiziilerek viale aktarildi.
(Csafsiziik 2 0.04 mg/ml).

Safsizhik ilave Edilmis Numune Hazirhg

10 adet Asetilsistein 200 mg ve 600 mg Sase Hazirlamak i¢in Graniil tartilarak ortalama
sase agirhigr belirlendi. Bu karisimdan yaklasik 3500.0 mg toz (200 mg Asetilsisteine
esdeger) tartilarak 25 ml’ lik balon jojeye aktarildi. Uzerine 5 ml 1 N HCl ilave edildi.
Coziinme ic¢in 3-4 ml su eklenerek 2-3 dakika sicak olmamasina dikkat edilen bir
ultrasonik banyoda tutuldu. Uzerine Safsizlik A (L-cystine), Safsizlik B (L-cysteine),
Safsizlik C (N, N'-diacetyl-L-cystine), Safsizlik D (N, S-diacetyl-L-cysteine) stok
¢ozeltilerinden 2.5’er ml eklendi. Hacmine distile su ile tamamlanarak karistirildi. 0.45

um’lik PVDF filtreden siiziilerek viale aktarildu.

(Casetitsistein : 8.0 mg/ml, Csafsiziik A (L-Cystine) - 0.04 mg/ml, Csafsizuk B (L-Cysteine) - 0.04 mg/ml,

Csafsizik ¢ - 0.08 mg/ml |, Csataiztik o : 0.04 mg/ml)
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3.2 Aletler ve Diger Gerecler

Tez calismasinda kullanilan cihazlar ve gerecler asagida siralanmustir.

1. UPLC Cihaz1: Agilent - Alliance UPLC Sistemi UV ve PDA dedektor), |,
Dedektor UV/Visible, Dedektor PDA (Photodiode Arracy Dedector) 2996 Empower

Yazilimi (versiyon 3)
2. UPLC Kolonu: UPLC Acquity C8, 1.7 um, 100 x 2.1mm
3. Analitik Teraziler
Mettler Toledo AX204 Terazi (Goettingen, Almanya)
Mettler Toledo UMX-2 Terazi (Goettingen, Almanya)
4. Transonic 890 ultrasonik Banyo
5. Waters Vida kapakli UPLC Vialleri 2 mL (Massachusetts, ABD)
6. Elga Purelab Flex 2 Su Saflastirma Sistemi (Saint-Maurice, Fransa)
7. Cam Malzemeler:
Isolab Balonjoje (10, 25, 100, 200 mL) (Wertheim, Almanya)
Isolab Meziir (50, 100, 2000 mL) (Wertheim, Almanya)

Isolab Meziir (2000 mL) (Wertheim, Almanya)

3.3 Analiz Yénteminin Gelistirilmesi ile Tlgili Cahsmalar
Literatiir calgsmalar1 incelendikten sonra UPLC sisteminde Asetilsistein ve
safsizliklarinin yan yana analizlerinin yapilmasina karar verilmistir. Analiz yonteminin

gelistirilmesi asamasinda asagidaki ¢aligmalar yapilmistir.

3.3.1 Dedektor ve Dalga Boyu Secimi

Asetilsisteinin etken madde kapsaminda yapilan ¢alismada PDA dedektérde 3
boyutlu tarama yaparak en uygun dalga boyu sec¢imi yapilmistir. Kimyasal yapilari
dolayisiyla sahip olduklar1t UV absorpsiyonlarmma dayanarak metot gelistirme
caligmalarinda Ultraviyole Visible (UV/VIS) veya PDA dedektorlerin kullanilmasina
karar verilmistir. Ayn1 anda ¢oklu dalga boyu 6lgme avantajina sahip oldugu i¢in PDA

dedektor kullanilmigtir. Sonuglar boliim 4.2.1°de verilmistir.
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3.3.2 Kromatografik Kosullarin Belirlenmesi

Metot gelistirme c¢alismalar1 boyunca stasyoner faz olarak Acquity C8, 1.7 um, 100
x 2.1mm ve Inertsil ODS4, 250 x 4.6 mm, 3 um analitik kolonu, mobil faz karigimlari
olarak da Tampon: Metanol (92:8) ile metanoliin gradient uygulamalar1 (Deneme-1) ve
pH 2.5 Fosfat Tamponu ve metanol kombinasyonlart (Deneme 2) denenmistir. Elde

edilen sonuglar boliim 3.1.2° de verilmistir.

Kromatografik Sartlar

Deneme -1
Kullanilacak Cihaz : HPLC, Waters UV veya PDA
Kolon > Inertsil ODS4, 250 x 4.6 mm, 3 um
Mobil Faz A : Tampon: Metanol (92:8)
Mobil Faz B : Metanol
Dalga Boyu : 215 nm
Akis Hizi : Gradient
Enjeksiyon Hacmi 220 pl
Enjeksiyon Siiresi - 35 dakika (standart i¢in)
75 dakika (¢oziicii, plasebo, numune igin)
Kolon Sicakhig: :25°C
Numune Sicakhg :10°C
Céoziicii: 1.0 ml, 1 N HCI 100 ml’ lik amber renkli balon jojeye

aktarildi ve hacmine saf su ile tamamlanip, karistirildi.

Tampon Cozeltisi Hazirhg:

2.800 g Potasyum Dihidrojen Fosfat, 1.750 g Heptan-1-Siilfonik Asit Sodyum
tuzu ve 2.200 g 1- Hekzan Siilfonik Asit Sodyum tuzu 1000 ml saf su ile
coziildi. pH 2.5 + 0.05’e Fosforik Asit ile ayarlandi. 0.45 pm membran filtre

ile siiziilerek degaze edildi.

1 N HCI Cozeltisinin Hazirlanmasi
100 mI’lik balon jojeye 50 ml saf su konuldu. Uzerine 8.3 ml konsantre

HCI1 (% 37°1ik) ilave edildikten sonra hacmine saf su ile tamamlandi.
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Zaman (dk.) Akas Mobil faz A Mobil faz B

0 1.0 100 0
10 1.0 100 0
12 1.3 100 0
27 1.3 100 0
30 1.0 100 0
35 1.0 100 0
50 1.0 20 80
55 1.0 20 80
60 1.0 100 0
75 1.0 100 0

Deneme -2

Kullanilacak Cihaz : UPLC; UV ve PDA dedektor

Kolon : UPLC Acquity C8, 1.7 um, 100x2.1mm

Mobil faz A : pH 2.5 Fosfat Tamponu

Mobil faz B : Metanol

Akis iz : 0.5 ml/dk

Dalga Boyu : 205 nm

Dedektor Numunelerndirme Orani: 20

Zayif Yikama

Zayif Yikama Hacmi

Giicli Yikama

Giiclii Yikama Hacmi
Numuneleme dongii secenegi

22 ul
2 60 ul /dk

140°C

:10°C

: IN HCI (%5)- Su (%95)

Enjeksiyon hacmi
Siringa Cekis Hizx
Kolon Sicakhig:

Numune Sicakhgi

Coziicii

Gradient Programi:

> %95 Su, %5 Metanol

2 600 pl

: Metanol

: 200 pl

: Parcali dongiiLoop Hacmi 25l
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Zaman (dk.) Mobil faz A Mobil faz B
0 95 5
5 95 5
5.01 90 10
14 90 10
14.01 95 5
16 95 5

3.4 Gelistirilen Yontemin Validasyonu
Metot gelistirilmesi tamamlandiktan sonra metodun validasyonu ICH Kilavuzu

Q2 (R1)’ye gore yapilmustir. [5]
3.4.1 Segicilik

Secicilik testi i¢in ¢Oziicli, Asetilsistein Sase hazirlamak igin Graniil plasebosu,
Asetilsistein standardi, Asetilsistein 200 mg ve 600 mg Sase hazirlamak i¢in Graniil
numune, Asetilsistein safsizlik standartlar1 ve safsizlik eklenmis Asetilsistein 200 mg ve
600 mg Sase hazirlamak i¢in Graniil numune ¢6zeltileri sisteme enjekte edildi. Enjekte
edilen ¢ozeltilerin spektrumlari alindi ve ilgili kromatogramlar Sekil 4-6 ve Sekil 4.33

arasinda yer almaktadir.

Calisma sonunda elde edilen kromatogramlar ve pik saflik degerleri boliim 4.2.1°de

verilmistir.
3.4.1.1 Cozelti Hazirhg:

Coziicii, Asetilsistein Sase hazirlamak i¢in Graniil plasebosu, Asetilsistein 200 mg ve
600 mg Sase hazirlamak i¢in Graniil numune, Asetilsistein Standardi ve

AsetilsisteinSafsizlik Standardlar1 B6lim 3.1.3” de anlatildigi gibi hazirlanmustir.

Kabul Kriteri
- Standart, numune ve safsizlik ilave edilmis numune ¢dzeltisi kromatogramlarinda
Asetilsistein ve Safsizlik A, Safsizlik B, Safsizlik C ve Safsizlik D piklerinin alikonma

zamaninda ¢oziicii ve plasebodan gelen herhangi bir pik olmamalidir.
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- Standart, numune ve safsizlik ilave edilmis numune ¢ozeltisi kromatogramlarinda
Asetilsistein ve Safsizlik A, Safsizlik B, Safsizlik C ve Safsizlik D piklerinin

spektrumlari diger pikler ile girisim yapmadigini gostermelidir.

- Standart, numune ve safsizlik ilave edilmis numune ¢ozeltisi kromatogramlarinda
Safsizlik A, Safsizlik B, Safsizlik C ve Safsizlik D piki igin purity angle < purity
threshold olmalidir.

3.4.2 Dogrusallik

Asetilsistein standardi ve Asetilsistein safsizlik standartlar1 A, B, C ve D igin
lineer cevap iliski calisilmalarinda LOQ seviyesi ile spesifikasyonun %2120 si
arasindaki 8 farkli konsantrasyonda, Safsizlik C igin ise LOQ seviyesi ile
spesifikasyonun %300’ i arasindaki 9 farkli konsantrasyonda hazirlanan ¢ozeltilerin

konsantrasyon araliginda pik alanlar: 6lgtildii.

Asetilsisteinin dogrusalllik ¢alismast i¢in Bolim 3.1.3” de hazirlanisi anlatilan
Asetilsistein standart ¢ozeltisi Tablo 3-1°de belirtilen oranlarda seyreltilerek dogrusallik

¢oOzeltileri hazirlandi.

Tablo 3-1 Dogrusallik Calismasi icin Asetilsistein Cozelti Hazirhg

Conuiag Dl Semtne  Konon
Linearite-1 LOQ * *
Linearite-2 % 10 0.25/25 4,00
Linearite-3 % 20 0.5/25 8,00
Linearite-4 % 30 0.75/25 16,0
Linearite-5 % 60 1.5/25 24,0
Linearite-6 % 75 1.875/25 30,0
Linearite-7 % 100 2.5/25 40,0

Linearite-8 % 120 3/25 48.0
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Safsizlik A i¢in dogrusallik ¢ozeltileri Bolim 3.1.3°de hazirlanist anlatilan Asetilsistein

Safsizlik A standart ¢ozeltisi Tablo 3-2’de belirtilen oranlarda seyreltilerek hazirlandi.

Tablo 3-2 Dogrusallik Calismasi i¢in Asetilsistein Safsizlik A Cozelti Hazirhg

Connia Dt Somtne  Kopntaon
Linearite-1 LOQ * *
Linearite-2 % 10 0.25/25 4,00
Linearite-3 % 20 0.5/25 8,00
Linearite-4 % 30 0.75/25 16,0
Linearite-5 % 60 1.5/25 24,04
Linearite-6 % 75 1.875/25 30,0
Linearite-7 % 100 2.5/25 40,0
Linearite-8 % 120 3/25 48,0

Safsizlik B i¢in dogrusallik ¢ozeltileri Boliim 3.1.3’de hazirlanis1 anlatilan Asetilsistein

Safsizlik B standart ¢ozeltisi Tablo 3-3’de belirtilen oranlarda seyreltilerek hazirlandi.

Tablo 3-3 Dogrusallik Calismasi i¢in Asetilsistein Safsizhk B Cozelti Hazirhg

Comirn Vel Sortme  Konseniresyon
Linearite-1 LOQ * *
Linearite-2 % 10 0.25/25 4,00
Linearite-3 % 20 0.5/25 8,00
Linearite-4 % 40 0.75/25 16,0
Linearite-5 % 80 1.5/25 24,0
Linearite-6 % 75 1.875/25 30,0
Linearite-7 % 100 2.5/25 40,0

Linearite-8 % 120 3/25 48,0
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Safsizlik C i¢in dogrusallik ¢ozeltileri Bolim 3.1.3’de hazilanisi anlatilan Asetilsistein
Safsizlik C stok standart ve Asetilsistein Safsizlik C stok-2 standart ¢ozeltileri ile Tablo

3-4°de belirtilen oranlarda seyreltme yapilarak hazirlandi.

Tablo 3-4 Dogrusallik Calismasi igin Asetilsistein Safsizlik C Cozelti Hazirhg

Coirg gk S Komanaon
Linearite-1 LOQ * *
Linearite-2 % 10 0.5/15 8,00
Linearite-3 % 20 1.0/15 16,0
Linearite-4 % 30 1.0/10 32,0
Linearite-5 % 60 5/25 48,0
Linearite-6 % 75 5/20 64,0
Linearite-7 % 100 5/15 80,0
Linearite-8 % 120 4/10 96,0
Linearite-9 % 300 Stok 240,0

Safsizlik D i¢in dogrusallik ¢ozeltileri Boliim 3.1.3’de hazirlanis1 anlatilan Asetilsistein

Safsizlik D standart ¢ozeltisi Tablo 3-5’de belirtilen oranlarda seyreltilerek hazirlandu.

Tablo 3-5 Dogrusallik Calismasi icin Asetilsistein Safsizlik D Cozelti Hazirhg

Conuia Dt Somtne  Korsnaon
Linearite-1 LOQ * *
Linearite-2 % 10 0.25/25 4,00
Linearite-3 % 20 0.5/25 8,00
Linearite-4 % 40 0.75/25 16,0
Linearite-5 % 80 1.5/25 24,0
Linearite-6 % 75 1.875/25 30,0
Linearite-7 % 100 2.5/25 40,0

Linearite-8 % 120 3/25 48,0
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Her bir standart ¢zeltinin derisiminden ardisik 6 sar enjeksiyon yapildi ve elde edilen
pik alanlar1 ile en kiigiik kareler yontemine gore dogrusallik denklemleri

hesaplanmistdi.
Sonuglar ve dogrusallik grafikleri boliim 4.2.2°de verilmistir.

3.4.3 Kesinlik

3.5.3.1 Sistem Kesinligi
Asetilsistein  Standart ¢ozeltisinden ardisik 6 enjeksiyon yapildi. Elde edilen pik
alanlarinin relatif standart sapma degeri (% RSD) hesaplandi. Standart sapma (SD),

giiven aralig1 (GA %95) ve pik performans parametreleri raporlandi.

Kabul Kriteri

- Standart ¢ozeltisi 6 ardisik enjeksiyonundan elde edilen alanlar arasindaki % RSD
degeri % 4.0’dan fazla olmamalidir.
SD, GA (%95) ve sistem uygunluk parametrelerini (Alikonma Zamani, Simetri Faktorti,

Teorik Plaka Sayis1) igeren sonuglar boliim 4.2.3.1° de verilmistir.

3.5.3.2 Tekrarlanabilirlik

Boliim 3.1.3” de anlatildig: sekilde 1 adet ¢oziicii, 1 adet plasebo, 2 adet standart, 2 adet
Asetilsistein 200 mg Sase hazirlamak i¢in Graniil numunesi, 2 adet Asetilsistein 600 mg
Sase hazirlamak i¢in Graniil numunesi, 6 adet %100 konsantrasyonda olacak sekilde
safsizlik eklenmis Asetilsistein 200 mg Sase Hazirlamak i¢in Graniil numunesi ve 6 adet
%100 konsantrasyonda olacak sekilde safsizlik eklenmis Asetilsistein 600 mg Sase

Hazirlamak i¢in Graniil numunesi hazirlanarak analiz edildi.
Kabul Kriteri

- Safsizlik eklenmemis numunelerin her birinin sonucu spesifikasyon limitleri i¢inde
olmalidir.

- 6 adet %100 konsantrasyonda olacak sekilde safsizlik eklenmis numunenin % safsizlik
sonuclar1 arasindaki % RSD 9% 4.0’dan biiyiik olmamalidir.

Elde edilen sonuglar boliim 4.2.3.2° de verilmistir.
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3.5.3.3 Ara Kesinlik

Farkl1 bir giinde, farkli UHPLC cihaz1 kullanarak, farkli bir analist tarafindan, farkli seri
numaral1 kolon ile boliim 3.1.3’de anlatildig1 sekilde 1 adet ¢oziicli, 1 adet plasebo, 2
adet standart, 2 adet Asetilsistein 200 mg Sase hazirlamak i¢in Graniil numunesi, 2 adet
Asetilsistein 600 mg Sase hazirlamak i¢in Granil numunesi, 6 adet %100
konsantrasyonda olacak sekilde safsizlik eklenmis Asetilsistein 200 mg Sase
Hazirlamak i¢in Graniil numunesi ve 6 adet %100 konsantrasyonda olacak sekilde
safsizlik eklenmis Asetilsistein 600 mg Sase Hazirlamak i¢in Graniil numunesi

hazirlanarak analiz edildi.

Kabul Kriteri

- Safsizlik eklenmemis numunelerin her birinin sonucu spesifikasyon limitleri i¢inde
olmalidir.

- 6 adet numunenin % safsizlik sonuglar1 arasindaki % RSD % 4.0’dan biiyiik
olmamalidir.

- Tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik analizlerine ait 12 numunenin % safsizlik sonuglari
arasindaki % RSD % 4.0’dan biiyiik olmamalidir.

Elde edilen sonuglar boliim 4.2.3.3” de verilmistir.

3.4.4 Dogruluk ve Geri Kazanim
Bir analitik metodun dogrulugu, numune ¢ozeltisindeki analiz edilen maddenin
konsantrasyonuna karst elde edilen test sonucunun her seviye icin belirli bir aralik

icinde olmas1 olarak agiklanir.

Asetilsistein 200mg ve 600 mg Bilinen safsizlik icin Numune Cozeltisi Hazirhgi:

Boliim 3.1.3° de anlatildigi sekilde Asetilsistein safsizlik A, Safsizlik B, Safsizlik ve
Safsizlik D stok standart ¢ozeltilerii hazirlandi. Asetilsistein 200 mg ve 600 mg Sase
Hazirlamak icin Graniil Plasebo’dan yaklasik 3200 mg 25 ml’lik amber renkli balon
jojeye tartildi ve tizerilerine her bir seviye i¢in Tablo 3-1, 3-2, 3-3, 3-4 ve 3-5’de
belirtilen hacim ve miktarda safsizlik standart stok ¢ozeltisinden eklenir. Daha sonra
tizerine 5 ml 1 N HCI ilave edildi. Coziinme igin 3-4 ml su eklenerek 2-3 dakika
ultrasonik banyoda tutuldu, ancak ultrasonik banyonun sicak olmamasina dikkat edildi.

Uzerine asagidaki tabloda belirtilen miktarlarda bilinmeyen safsizliklar icin stok
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standart ¢ozeltisi ilave edildi. Hacmine saf su ile tamamlandi. Cozelti 0.45 pm’ lik
PVDF filtreden siiziilerek viale aktarildi. Her bir seviye i¢in 3’er adet olmak {izere

toplam 9 adet numune hazirlandi.

Tablo 3-6 Asetilsistein 200 mg ve 600 mg Oral Cozelti Hazirlamak icin Sase -

Safsizlik A, Safsizhik B, ve Safsizhik D Geri Kazanim numuneleri hazirlama tablosu

N Seyreltme Konsantrasyon
Cozelti Adx (mL/mL ) (ng /mL)
LOQ * *
% 100 2.5/25 40,0
% 120 3/25 48,0

Tablo 3-7 Asetilsistein 200 mg ve 600 mg Oral Cozelti Hazirlamak i¢in Sase -

Safsizlik C Geri Kazanim numuneleri hazirlama tablosu

A Seyreltme Konsantrasyon
Cozelti Adx (mL/mL ) (ng /mL)
LOQ * *
% 100 7.5/25 80,0
% 300 Stok 240,0

Asetilsistein 200mg ve 600 mg Bilinmeyen safsizhk i¢in Numune Cozeltisi

Hazirhg:

Boliim 3.1.3° de anlatildig: sekilde her bir seviye i¢in Asetilsistein 200 mg ve 600 mg
Sase Hazirlamak i¢in Graniil Plasebo’dan yaklasik 3200 mg 25 ml’lik amber renkli
balon jojeye tartildi. 5 ml 1 N HCI ilave edildi. Coziinme igin 3-4 ml su eklenerek sicak
olmamasina dzen gosterilerek 2-3 dakika ultrasonik banyoda tutuldu. Uzerine asagidaki
tabloda belirtilen miktarlarda bilinmeyen safsizliklar i¢in stok standart ¢ozeltisi ilave
edildi. Hacmine saf su ile tamamlandi. Cozelti 0.45 pm’ lik PVDF filtreden siiziilerek
viale aktarildi. Her bir seviye i¢in 3’er adet olmak {iizere toplam 9 adet numune

hazirland.
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Bilinmeyen Safsizhiklar Icin Stok Standart Cézeltisi Hazirhig
4.0 mg Asetilsistein ¢alisma standardi 10 ml’lik amber renkli balon jojeye hassas olarak
tartild1. Uzerine 5 ml 1 N HCI ve yaklasik 3 ml saf su eklenerek ¢oziilmesi saglandi. Saf

su ile hacmine tamamlandi. (Catomoksetin :0.4 mg/ml)

Tablo 3-8 Asetilsistein 200 mg ve 600 mg Oral Cozelti Hazirlamak icin Sase -

Bilinmeyen Safsizlik Geri Kazanim numuneleri hazirlama tablosu

. Seyreltme Konsantrasyon
Cozelti Adx (mL/mL ) (ng /mL)
LOQ * *
% 100 2.5/25 40,0
% 120 3/25 48,0
Kabul Kriteri

- Calisilan LOQ seviyesi numunlerinin % geri kazanimi1 % 85.0 ile % 115.0 arasinda
olmalidir.

- Caligilan % 100 ve % 120 seviyeleri numunelerinin % geri kazanimi % 95.0 ile %
105.0 arasinda olmalidir.

Elde edilen sonuglar boliim 4.2.4° de verilmistir.

3.4.5 Saglamhk

Saglamlik yontem parametrelerindeki kasithi varyasyonlara karst bir analizin
glivenilirliginin  gosterilmesidir. Saglamligin  degerlendirilmesi metot gelistirme
asamasinda yapilmalidir ve g¢alisilan prosediiriin tiirtine bagh olarak farklilik
gosterebilir. Olgiimler kosullardaki degisikliklere duyarliysa, analitik kosullar kontrol

edilmeli veya prosediire bir 6nlem ifadesi dahil edilmelidir.

Boliim 3.1.3’de anlatildig: sekilde 1 adet ¢6ziicii, 1 adet plasebo, 2 adet standart
cozeltisi, 2 adet Asetilsistein 200 mg Sase Hazirlamak i¢in Graniil numunesi, 2 adet
Asetilsistein 600 mg Sase Hazirlamak i¢in Graniil numunesi, 2 adet %2100
konsantrasyonda olacak sekilde safsizlik eklenmis Asetilsistein 200 mg Sase
Hazirlamak i¢in Graniil numunesi ve 2 adet %100 konsantrasyonda olacak sekilde

safsizlik eklenmis Asetilsistein 600 mg Sase Hazirlamak igin Graniil numunesi
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hazirlanarak analiz edildi. % Safsizlik sonuglari hesaplandi. Elde edilen sonuglar

tekrarlanabilirlik sonuglar ile karsilastirildi.

Uygulanacak degisiklikler asagidaki gibidir:
- Dalga Boyu : 200 nm & 210 nm
- Akis hizi : 0.4ml/dk & 0.6ml/dk

Elde edilen sonuglar bolim 4.2.5°de verilmistir.

3.4.6 Cozelti Stabilitesi

Stabilite caligmalart numune ve standart ¢ozeltilerinin belirlenen kosullarda ne
kadar siire ile stabil kaldiginin ve ne kadar siire kullanilabilir oldugunun ol¢iildiigii
caligmalardir. Standart, numune ve safsizlik eklenmis numune ¢ozeltileri hazirlanir.

Belirli zaman araliklar1 boyunca saklama sartlar1 (10°C) sabit tutularak analiz edilir.

Boliim 3.1.3’de anlatildig: sekilde Asetilsistein standardi, Asetilsistein Safsizlik
Standartlari, Asetilsistein 600 mg Sase Hazirlamak i¢in Graniil numunesi ve Safsizlik
eklenmis Asetilsistein 600 mg Sase Hazirlamak i¢in Graniill numunesi ¢o6zeltisi
hazirlandi. En az 36 saat boyunca belirli zaman araliklarinda saklama sartlar1 sabit

tutularak analiz edildi. Elde edilen sonuglar boliim 4.2.6’da verilmistir.
Kabul Kriteri:
Calisma sonucunda % 95,0 - %105,0 olan degerler igin ¢6zelti stabil sayilmalidir.

Tablo 3-9: LOD&LOQ Ozet Tablosu

Numune Adi LOD (%) LOQ (%)
Asetilsistein 0.010 0.031
Safsizhk-A 0.013 0.040
Safsizhik-B 0.013 0.041
Safsizhk-C 0.024 0.072

Safsizhk-D 0.019 0.057
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4. BULGULAR

4.1 Analiz Yonteminin Gelistirilmesi ile ilgili Bulgular

4.1.1 Dedektor ve Dalga Boyu Secimi Calismalarina ait Bulgular

Gelistirilen yontemin dalga boyu se¢iminde Asetilsistein’nin maksimum absorbans
verdigi dalgaboyuna yakin olan 205 nm dalga boyu se¢ilmistir. Asetilsistein, Safsizlik
A, Safsizlik B, Safsizlik C, ve Safsizlik D standart Cozeltilerinin spektrum Sonuglari
Sekil 4-1 ve Sekil 4-5 arasinda yer almaktadir.
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Sekil 4-1: Asetilsistein standart Cozeltisinin spektrumu
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Sekil 4-2: Asetilsistein Safsizlik A standart Cozeltisinin spektrumu
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Sekil 4-3: Asetilsistein Safsizlik B standart Cozeltisinin spektrumu
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Sekil 4-4: Asetilsistein Safsizhik C standart Cozeltisinin spektrumu
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4.1.2 Kromatografik Kosullarin Belirlenmesi
Gelistirilen yonteme ait kromatografik sartlar ve gradient eliisyon programi

asagida verilmistir.

Kromatografik Sartlar

UPLC

Kullanilacak Cihaz : UPLC; UV ve PDA dedektor

Kolon : UPLC Acquity C8, 1.7 um, 100x2.1mm

Mobil faz A : pH 2.5 Fosfat Tamponu

Mobil faz B : Metanol / ( Methanol)

AKis hizi : 0.5 ml/dk

Dalga Boyu : 205 nm

Dedektor Numunelendirme Orani : 20

Zayif Yikama 2 % 95 Su, %5 Metanol

Zayif Yikama : 600 pul

Giiclii Yikama : Metanol

Giiclii Yikama Hacmi 2200 pl

Numuneleme dongii secenegi : Parcali dongii

Loop Hacmi 25l

Enjeksiyon hacmi 22wl

Siringa Cekis Hizi 60 ul /dk

Kolon Sicakhig: :40°C

Numune Sicakhg: :10°C

Coziicii : IN HCI (%5)-Su (%95)

Gradient Programa:

Zaman (dk.) Mobil faz A Mobil faz B
0 95 5
5 95 5
5.01 90 10
14 90 10
14.01 95 5

16 95 5
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4.2 Gelistirilen Yontemin Validasyonu ile Tlgili Bulgular

4.2.1 Segicilik

Secicilik enjeksiyonlarindan elde edilen kromatogramlarda, ana pik ile herhangi bir
pikin girisiminin olmadig1 belirlenmistir. Cozeltilere ait kromatogramlar Sekil 4-6 ile
Sekil 4-33 arasinda yer almaktadir. Segicilik parametrelerine ait sonuglar Tablo 4-1 ile

4-11 arasinda verilmistir.

010
2 0.051
O‘OO\I\‘|\\\\\I\I\\\I‘\\\\\I‘I\\\\\\\I\I\l‘\l\—l‘*‘.\.\\\I‘II
000 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 20.00 2200 2400 26.00 28.00 30 00 32 00
Minutes
Sekil 4-6: Mobil Faz A ait kromatogram-1
Auto-Scaled Chromatogram
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4] |
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0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 1400 16.00 18.00 2000 22.00 24.00 26.00 2800 30.00 320
Minutes
Sekil 4-7: Mobil Faz A ait kromatogram-2
01074
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I
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0'00_II\‘III‘\II‘III'\\I‘I\\\I\‘I\I\III\\II\III‘\IIlI\I\\IlI\\
000 200 400 600 800 1000 1200 1400 16.00 1800 20.00 2200 2400 2600 28.00 30.00 32.00
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Sekil 4-8: Mobil faz B ait kromatogram -1
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Auto-Scaled Chromatogram
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Sekil 4-9: Mobil faz B ait kromatogram -2
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Sekil 4-10: Coziiciiye ait kromatogram-1

Auto-Scaled Chromatogram

.NW_____._
J e ]

"800 1000 12000 1400 1600 1800 2000 2200 24.00 2600 2800 3000 320
Minutes

Sekil 4-11: Coziiciiye ait kromatogram-2



34

2 0058

6.00 8.00 1000 1200 1400 1600 1800 2000 22.00 2400 26.00 2800 30.00 32.00
Minutes

Sekil 4-12: Asetilsistein 200 mg & 600 mg Oral Cozelti Hazirlamak i¢n Sase

plasebosuna ait kromatogram-1

Auto-Scaled Chromatogram
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Sekil 4-13: Asetilsistein 200 mg & 600 mg Oral Cozelti Hazirlamak i¢n Sase
plasebosuna ait kromatogram-2
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Sekil 4-14: Asetilsistein Standardina ait kromatogram-1
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Auto-Scaled Chromatogram
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Sekil 4-15: Asetilsistein Standardina ait kromatogram-2
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Sekil 4-16: Asetilsistein Safsizhik A Standardina ait kromatogram-1
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Sekil 4-17: Asetilsistein Safsizhik A Standardina ait kromatogram-2



36

0.10

B - 1.054

3 005
<
:
000 T 1T T \'-\ 1T 1T 1T L | 1T 1T 1T | L T | 1T T T 1T | T T
000 200 400 6.00 800 10 00 1200 14.00 1600 1800 20.00 2200 24.00 2600 2800 30.00 3200
Minutes
Sekil 4-18: Asetilsistein Safsizlik B Standardina ait kromatogram-1
Auto-Scaled Chromatogram
o.oacé
o_oacé
Eo.ozcé ¢
o.owf . ) N
1 5 :_ | Te——
o.oocgmmjliw, VT
000 ' 200 ' 4bo | 6b0 | b0 | 1000 | 1200 ' 14'00 1600 | 1800 ' 20000 | 3200 2400 ' 26100 2800  30'00 | 320

Minutes

Sekil 4-19: Asetilsistein Safsizlik B Standardina ait kromatogram-2
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Sekil 4-20: Asetilsistein Safsizhik C Standardina ait kromatogram-1
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Auto-Scaled Chromatogram
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Sekil 4-21: Asetilsistein Safsizhk C Standardina ait kromatogram-2
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Sekil 4-22: Asetilsistein Safsizhik D Standardina ait kromatogram-1
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Sekil 4-23: Asetilsistein Safsizhk D Standardina ait kromatogram-2
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Sekil 4-24: Asetilsistein Sistem Uygunluk Cozeltisine ait kromatogram-1
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Sekil 4-25: Asetilsistein Sistem Uygunluk Cozeltisine ait kromatogram-2
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Sekil 4-26: Asetilsistein 200 mg Oral Cozelti Hazirlamak i¢in Sase numunesine ait

kromatogram-1
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Auto-Scaled Chromatogram

N Nz
] GE) ¥
b @]
200 & B
19 ¢
150002 Z
8,3
j -
< o —
ol 0% S
] T
] o«
0502 5 =2
:Etr =
000 bk & , ,
0.00 200 4bo 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800 3000 320

Minutes

Sekil 4-27: Asetilsistein 200 mg Oral Cozelti Hazirlamak i¢in Sase numunesine ait

kromatogram-2
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Sekil 4-28: Asetilsistein 600 mg Oral Cozelti Hazirlamak icin Sase numunesine ait

kromatogram-1

Auto-Scaled Chromatogram
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Sekil 4-29: Asetilsistein 600 mg Oral Cozelti Hazirlamak i¢in Sase numunesine ait

kromatogram-2
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Sekil 4-30: Asetilsistein 200 mg Oral Cozelti Hazirlamak icin Sase- Safsizhik

Eklenmis numunesine ait kromatogram-1
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Sekil 4-31: Asetilsistein 200 mg Oral Cozelti Hazirlamak icin Sase- Safsizhik

Eklenmis numunesine ait kromatogram-2
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Sekil 4-32: Asetilsistein 600 mg Oral Cozelti Hazirlamak i¢in Sase- Safsizhk

Eklenmis numunesine ait kromatogram-1
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Auto-Scaled Chromatogram
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Sekil 4-33: Asetilsistein 600 mg Oral Cozelti Hazirlamak i¢in Sase- Safsizhik

Eklenmis numunesine ait kromatogram-2

Tablo 4-1: Mobil Faz A Secicilik sonuglar:

Alikonma Piirite  Simetri Teorik  Ayirim
Cozelti Ad1 Zamani Pik Alam Kriteri  Faktorii Plaka  Faktorii
(dakika) Sayis1 (N) (Rs)
Mobil Faz A T.E - - - - -

Tablo 4-2: Mobil Faz B Segicilik sonuclari

Alikonma Piirite  Simetri Teorik  Ayirim
Cozelti Adx Zamani Pik Alam Kriteri  Faktorii Plaka  Faktorii
(dakika) Sayis1 (N) (Rs)
Mobil Faz B 0.579 33687 - - - -

Tablo 4-3: Coziicii Secicilik sonuglari

Alikonma Piirite  Simetri Teorik  Ayirim
Cozelti Adx Zam_anl Pik Alam Kriteri  Faktorii Plaka  Faktorii
(dakika) Sayis1 (N) (Rs)
Coziicii-1 0.417 57463 - - - -
Mobil faz B 0.586 1431 - - - -
Coziicii-2 0.448 833
Coziicii-3 0.789 2566

Coziicii-4 0.993 1750 - - - -




Tablo 4-4: Plasebo Cozeltisi Segicilik sonuclar:
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Alikonma Piirite  Simetri Teorik  Ayirim
Cozelti Ad1 Zam_anl Pik Alam Kriteri  Faktorii Plaka  Faktorii
(dakika) Sayis1 (N) (Rs)
Coziicii-1 0.430 131283 - - - -
Coziicii-2 0.457 3475
Plasebo-1 0.504 1160756 - - - -

Tablo 4-5: Sistem Uygunluk Caozeltisi Segicilik sonuclari

Teorik
o Alikonma b piirite  Simetri  Plaka  AY™™
Cozelti Adx Zamam . . Faktorii
. Alani Kriteri  Faktorii  Sayisi
(dakika) (Rs)
(N)
Asetilsistein 0.827 18577615 - - - -
2-metil-2-
tiazolin 2.133 59984 - - - -
karboksilik asit
Tablo 4-6: Asetilsistein Standart Cozeltisi Secicilik sonuglar:
Alikonma Piirite ~ Simetri EZIT: Ayirim
Cozelti Adx Zamanm Pik Alan1 . o Faktorii
) Kriteri  Faktorii Sayis1
(dakika) (Rs)
(N)
Asetilsistein 0.892 179245 Uygun 1.3 3913 -

Tablo 4-7: Asetilsistein Safsizhik A, B, C, D Standart Cozeltisi Secicilik sonuclari

Alikonma Piirite ~ Simetri EZIT: Ayrim
Cozelti Adx Zamam  Pik Alam u_ . . Faktorii
) Kriteri  Faktorii Sayisi
(dakika) (Rs)
(N)

Safsizhik A 1.137 87131 Uygun 0.71 14514 -
Safsizhk B 1.054 51885 Uygun 0.72 15595 -
Safsizhik C 1.430 418973 Uygun 0.91 13062 -
Safsizhk D 1.680 105284 Uygun 0.86 19016 -
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Tablo 4-8: Asetilsistein 200 mg Sase Hazirlamak i¢cin Oral Soliisyon Numune

Cozeltisi Secicilik sonuclar:

Alikonma Piirite  Simetri L?er(l: Ayirim
Cozelti Adx Zamanm Pik Alam . o Faktorii
(dakika) Kriteri  Faktorii Sayisi (Rs)
(N)
Coziicii-1 0.423 90344 - - - -
Plasebo-1 0.500 241799 - - - -
Asetilsistein 0.849 19117567  Uygun - - -
Coziicii-4 1.029 172251 - - - -
Safsizhik C 1.418 117674 Uygun 1.05 - 12.04
2-metil-2-
tiazolin
karboksilik N 92288 ) ) ) )
asit

Tablo 4-9: Asetilsistein 600 mg Sase Hazirlamak i¢in Oral

Cozeltisi Secicilik sonuclar:

Soliisyon Numune

Alikonma Piirit Simetri EZE: Ayirim
Cozelti Adx Zamanm Pik Alam u_ e_ o Faktorii
) Kriteri  Faktorii Sayis1
(dakika) (Rs)
(N)
Coziicii-1 0.423 91169 - - - -
Plasebo-1 0.499 249914 - - - -
Asetilsistein 0.816 19044675  Uygun - - -
Coziicii-4 1.029 183830 - - - -
Safsizhk C 1.418 110742 Uygun 1.04 - 12.11
2-metil-2-
tiazolin
karboksilik 2.145 104966 ) ) ) )

asit
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Tablo 4-10: Asetilsistein 200 mg Sase Hazirlamak i¢in Oral Soliisyon Safsizhk

Eklenmis Numune Cozeltisi Secicilik sonuc¢lari

Teorik
Alikonma Piirite ~ Simetri PﬁZka Ayirim
Cozelti Adx Zaman Pik Alam . o Faktorii
. Kriteri  Faktorii Sayis1
(dakika) (Rs)
(N)
Asetilsistein 0.911 17452067  Uygun - - -
Safsi1zhk-B 1.070 45954 Uygun 0.82 14808 1.28
Safsizhk-A 1.159 81257 Uygun 0.76 19259 2.59
Safsizhk C 1.418 551111 Uygun 1.04 12199 6.14
Safsizhk D 1.678 129754 Uygun 0.86 16510 5.02

Tablo 4-11: Asetilsistein 600 mg Sase Hazirlamak i¢in Oral Soliisyon Safsizhik

Eklenmis Numune Cozeltisi Secicilik sonug¢lari

Teorik
ponpg Piirite ~ Simetri P?Zka Ayirim
Cozelti Adx Zamam  Pik Alam F o Faktorii
) Kriteri  Faktorii Sayis1
(dakika) (Rs)
(N)
Asetilsistein 0.845 17511321  Uygun - - -
Safsizhk-B 1.068 45754 Uygun 0.84 15387 1.79
Safsizhk-A 1.157 83890 Uygun 0.72 19268 2.62
Safsizhk C 1.415 520697 Uygun 1.05 12936 6.23
Safsizhk D 1.675 112951  Uygun 0.87 17273 5.17

4.2.2 Dogrusallik

Lineer cevap iliskisini kanitlamak i¢in Bolim 3.4.2°de anlatildig1 sekilde hazirlanan

cozeltilerin pik alanlar1 6l¢iildii. Dogrusallik ¢aligsmasi sonucunda elde edilen verilerden

ve gergeklestirilen regresyon analizinden dogrusallik denklemi egimi, y-kesim noktast,

korelasyon katsayisinin karesi (R?) hesaplatilmistir. Lineerlik parametresinin tayininde

yapilan lineer regresyon hesabinda "x=0" degeri, b degerinin (ordinat kesim araligi,

intercept) giiven aralig1 (lower 95% ve upper 95% degerleri) “0” degerini igermektedir.

(y : Alan; a : egim; b : kesme noktasi; x : Konsantrasyon, ug /mL)
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Elde edilen sonuglara ait veriler Tablo 4-12 ile Tablo 4-16 arasinda ve bu

sonuglarla hesaplanmis dogrusallik grafikleri Sekil : 4-20 ile 4-24 arasinda verilmistir.

Tablo 4-12: Asetilsistein dogrusallik ¢calismasinin verileri

Seviye Konsant. Ortalama
(%) (ug /mL) Alan
LOQ (% 6.0) 2,30 9396
% 10 3,90 11567
% 20 7,80 27751
% 30 12,0 44118
% 60 23,0 92271
% 75 31,0 120018
% 100 41,0 161739
% 120 49,0 192348
Egim : 3986
y-kesim noktasi : -2069
R?:1.000
Asetilsistein / Acetylcysteine
250000
200000 -
N
& 150000 -
<
100000 -
=
=
< 50000 + y = 3986x - 2069
0 I I I I I
0,00000 1000000  20.00000  30.00000  40,00000  50,00000  60,00000
Konsantrasyon / Concerntration , 1g/ml

Sekil 4-34: Asetilsistein dogrusallik grafigi




Tablo 4-13: Asetilsistein Safsizlik A dogrusallik ¢alismasinin verileri
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Seviye Konsant. Ortalama
(%) (ug /mL) Alan
LOQ (% 8.0) 3,20 7929
% 10 4,00 8462
% 20 7,90 17312
% 30 12,0 25404
% 60 24,0 49587
% 75 30,0 62884
% 100 40,0 83218
% 120 48,0 97690

Egim : 2050785
y-kesim noktasi : 997
R?:0.9998

120000

Safsizhk A/ Impurity A

100000 -
80000 -
60000 -
40000 -
20000 -

Alan / Area

0

y =2050785x + 997

0.00000

Konsantrasyon / Concerntration , png/ml

10.00000  20.00000 30,00000 40,00000 50,00000 60.00000

Sekil 4-35: Asetilsistein Safsizlik A dogrusallik grafigi
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Tablo 4-14: Asetilsistein Safsizlik B dogrusallik ¢alismasinin verileri

Seviye Konsant. Ortalama
(%) (ug /mL) Alan
LOQ (% 8.4) 3,30 4008
% 10 3,90 5160
% 20 7,80 10591
% 30 12,0 15490
% 60 23,0 30786
% 75 29,0 39591
% 100 39,0 51174
9 120 47,0 61338
Egim: 1319
y-kesim noktasi : 105
R?:0.9998
Safsizhk B/ Impurity B
70000
60000 -
50000 -
S e
<
= 20000 - y=1319x + 105
= 10000 -
2 0 : : : :
0.00000 1000000  20.00000  30.00000 4000000  50.00000
Konsantrasyon / Concerntration , png/ml

Sekil 4-36: Asetilsistein Safsizhik B dogrusallik grafigi



Tablo 4-15: Asetilsistein Safsizlik C dogrusallik ¢alismasimin verileri

Seviye Konsant. Ortalama
(%) (ug /mL) Alan
LOQ (% 7.2) 5,80 23797
% 10 8,00 36820
% 20 16,0 67531
% 30 24,0 96253
% 60 48,0 190382
% 75 60,0 242833
% 100 80,0 323298
% 120 96,0 386998
% 300 240,0 961549

Egim : 3997331
y-kesim noktasi : 2138
R?:1.000

Safsizhk_C / Impurity C

1200000

1000000
800000 -

00000 +

00000 - y=3997331x + 2138

Alan / Area

00000 ~

0 1 T T T T T
0.00000  50.00000 100,00000 150,00000 200.00000 250,00000 300,00000

Konsantrasyon / Concerntration , png/ml

Sekil 4-37: Asetilsistein Safsizlik C dogrusallik grafigi



Tablo 4-16: Asetilsistein Safsizlik D dogrusallik ¢alismasimin verileri
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Seviye Konsant. Ortalama
(%) (ug /mL) Alan
LOQ (% 11.3) 4,60 14597
% 20 8,10 26397
% 30 12,2 39648
% 60 24,3 77761
% 75 30,4 99956
% 100 40,5 130949
% 120 48,6 153076
Egim : 3179
y-kesim noktasi : 926
R?:0.9996
Safsizhk_D / Impurity D
180000
160000 -
140000 -
s 120000 -
S 100000 -
& 80000 -
= X
60000 - y=3179x + 926
“E 40000
= 20003 .
< 0,00000  10,00000 20.00000 30.00000  40.00000 50.00000  60.00000
Konsantrasyon / Concerntration , png/ml

Sekil 4-38: Asetilsistein Safsizhik D dogrusallik grafigi
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Dogrusallik i¢in yapilan tiim ¢aligmalarda konsantrasyon ve alanlar arasindaki
korelasyon katsayisi 0,99°dan biiyiik bulunmustur. Se¢ilen konsantrasyon araliklarinda

dedektor yaniti ile konsantrasyonlar arasinda dogrusal bir iliski oldugu kanitlanmustir.

4.2.3 Kesinlik

4.2.3.1 Sistem Kesinligi
Sitem kesinligi i¢in Bolim 3.1°de anlatildig1 sekilde hazirlanan Asetilsistein standart
¢ozeltisi enjeksiyonlardan elde edilen pik alanlar1 ve aralarindaki bagil standart sapma

degeri hesaplanmis ve Tablo 4-17 ‘de verilmistir.

Tablo 4-17: Asetilsistein Sistem Kesinligi Parametre sonuclari

criksyont AUMIRRZIIN gy ST T
1 0.981 156590 1.6 6533
2 0.981 157796 1.6 6590
3 0.980 161731 1.6 6541
4 0.980 157265 1.6 6584
5 0.980 159412 1.6 6564
6 0.982 162840 1.6 6704

ORTALAMA 0.981 159272 1.6 34341
SD 0,001 2537.49 - -

% RSD 0.06 1.59 - -

Sonug¢

- Standart ¢ozeltisi 6 ardigik enjeksiyonundan elde edilen pik alanlarimin % RSD degeri
1.59 olarak hesaplanmis ve limitimiz olan % 4.0’ten kii¢lik bulunmustur.

- Yonteme ait sistem kesinligi kanitlanmigtir.
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4.2.3.2 Tekrarlanabilirlik
Tekrarlanabilirlik i¢in Bolim 3.1.3° de anlatildigi sekilde hazirlanan ¢ozeltilerin
safsizlik tayini analizleri yapildi, sonuglar Tablo 4-18 ile Tablo 4-19 arasinda

verilmistir.

Tablo 4-18: Aym giin icerisinde yapilan Asetilsistein 200 mg Oral Cozelti

Hazirlamak Icin Sase Safsizhk Eklenmis Numune Sonuglar

Safsizhik A Safsizlik B Safsizhik C Safsizhik D

Numune No (%) (%) (%) (%)
1 0.533 0.484 1.052 0.495
2 0.535 0.483 1.060 0.487
3 0.512 0.463 1.008 0.468
4 0.531 0.483 1.065 0.490
5 0.536 0.499 1.094 0.483
6 0.531 0.488 1.097 0.484
Ortalama 0.530 0.483 1.063 0.485
SD 0.01 0.012 0.03 0.009

% RSD 1.68 2.415 3.06 1.895
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Tablo 4-19: Aym giin icerisinde yapilan Asetilsistein 600 mg Oral Cozelti

Hazirlamak I¢in Sase Safsizhk Eklenmis Numune Sonuglar

Safsizhik A Safsizhik B Safsizhik C Safsizhik D

Numune No (%) (%) (%) (%)

1 0.523 0.469 1.095 0.461

2 0.514 0.460 1.087 0.450

3 0.522 0.471 1.092 0.458

4 0.521 0.452 1.083 0.454

5 0.525 0.461 1.100 0.462

6 0.516 0.460 1.090 0.460

Ortalama 0.52 0.462 1.091 0.458

SD 0.004 0.007 0.006 0.005

% RSD 0.779 1.495 0.548 1.014
Sonug¢

- Calisilan numunelerin her birinin sonucu spesifikasyon limitleri i¢indedir.
- 6 adet %100 konsantrasyonda olacak sekilde safsizlik eklenmis numunenin % safsizlik
sonuglar1 arasindaki % RSD degeri % 4.0’dan kiigiiktiir.

- Metodun tekrarlanabilirligi kanitlanmstir.

4.2.3.3 Ara Kesinlik

Ara kesinlik igin farkli bir analist tarafindan farkli bir giinde, farkli UPLC cihazi
kullanarak, farkli lot numarali kolon ile Boliim 3.1.3° de anlatildig1 sekilde hazirlanan
cozeltilerin safsizlik tayini analizleri yapildi. Sonuglar Tablo 4-20 ile Tablo 4-21°de

verilmistir.

Tablo 4-20: Farkh bir giinde yapilan yapilan Asetilsistein 200 mg Oral Cozelti

Hazirlamak I¢in Sase Safsizhk Eklenmis Numune Sonuclar

Safsizlik A Safsizlik B Safsizlik C Safsizhk D
Numune No

(%) (%) (%) (%)
1 0.500 0.477 1.049 0.454
2 0.504 0.470 1.097 0.452
3 0.502 0.478 1.077 0.454
4 0.503 0.482 1.091 0.455
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5 0.506 0.485 1.097 0.460
6 0.489 0.461 1.095 0.450
Ortalama 0.501 0.476 1.084 0.454
Sh 0.006 0.009 0.019 0.003

% RSD 1.209 1.837 1.741 0.742

Tablo 4-21: Farkh bir giinde yapilan yapilan Asetilsistein 600 mg Oral Cozelti

Hazirlamak i¢in Sase Safsizhk Eklenmis Numune Sonuclar

Numune No Safsizhik A Safsizhik B Safsizhik C Safsizhik D
(%) (%) (%) (%)
1 0.505 0.479 1.092 0.450
2 0.494 0.477 1.094 0.452
2 0.488 0.464 1.079 0.450
4 0.496 0.479 1.095 0.453
5 0.502 0.487 1.089 0.458
6 0.488 0.486 1.094 0.454
Ortalama 0,496 0,479 1,266 0,453
SD 0,007 0,008 0,006 0,003
% RSD 1,420 1,726 0,476 0,661

Tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik sonuglarinin karsilastirilmasi i¢in her iki ¢aligmadan

elde edilen verilerin ortalamasi alinarak, SD ve % RSD degerleri hesaplanmistir. Elde

edilen sonuglar Tablo 4-22 ile Tablo 4-23’te goriilmektedir.

Tablo 4-22: Asetilsistein 200 mg Oral Cozelti Hazirlamak I¢in Safsizhk Eklenmis

Sase Numunesi Tekrarlanabilirlik ve Ara Kesinlik sonu¢larinin karsilastirilmasi

Numune No Safsizhik A Safsizhik B Safsizhik C Safsizhik D
(%) (%) (%) (%)
1 0.533 0.484 1.052 0.495
2 0.535 0.483 1.060 0.487
3 0.512 0.463 1.008 0.468
4 0.531 0.483 1.065 0.490
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5 0.536 0.499 1.094 0.483

6 0.531 0.488 1.097 0.484

7 0.500 0.477 1.049 0.454

8 0.504 0.470 1.097 0.452

9 0.502 0.478 1.077 0.454

10 0.503 0.482 1.091 0.455
11 0.506 0.485 1.097 0.460
12 0.489 0.461 1.095 0.450
Ortalama 0.515 0.479 1.073 0.469
SD 0.02 0.01 0.03 0.02
% RSD 3.26 2.22 2.56 3.66

Tablo 4-23: Asetilsistein 600 mg Oral Cozelti Hazirlamak I¢in Safsizhk Eklenmis

Sase Numunesi tekrarlanabilirlik ve Ara Kesinlik sonu¢larinin karsilastirilmasi

Numune No Safsizhk A Safsizhk B Safsizhik C Safsizhk D

(%) (%) (%) (%)
1 0.523 0.469 1.095 0.461
2 0.514 0.460 1.087 0.450
3 0.522 0471 1.092 0.458
4 0.521 0.452 1.083 0.454
5 0.525 0.461 1.100 0.462
6 0.516 0.460 1.090 0.460
7 0.505 0.479 1.092 0.450
8 0.494 0.477 1.094 0.452
9 0.488 0.464 1.079 0.450
10 0.496 0.479 1.095 0.453
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11 0.502 0.487 1.089 0.458

12 0.488 0.486 1.094 0.454
Ortalama 0.508 0.470 1.091 0.455
SD 0.01 0.01 0.06 0.004

% RSD 2.76 2.40 0.53 0.98

Sonug¢

- Calisilan numunelerin her birinin sonucu spesifikasyon limitleri i¢inde bulunmustur.

- 6 adet %100 konsantrasyonda olacak sekilde safsizlik eklenmis numunenin % safsizlik

sonuglar1 arasindaki % RSD % 4.0’dan kiigtiktiir.

- Tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik analizlerine ait 12 numunenin % safsizlik sonuglari

arasindaki % RSD % 4.0’dan kiigtiktiir.

4.2.4 Dogruluk ve Geri Kazanim

Bolim 3.5.4’de anlatildign sekilde hazirlanan dogruluk miktar tayini numunelerinin

enjeksiyonlari yapildi. Sonuglar Tablo 4-24 ile Tablo 4-28 arasinda verilmistir.

Tablo 4-24: Asetilsistein 600 mg Oral Cozelti Hazirlamak Icin Sase Bilinmeyen

Safsizlik Geri Kazanim Sonuclari

Seviye

Asetilsistein % Geri Kazanim

0Q

99.6
101.3
97.3

%100

101.3
101.3
99.3

N RPIW DN RFRPIWODN P

%0120
3

102.7
101.5
95.8

ORTALAMA

SD

100.0
2.24
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% RSD 2.24

Tablo 4-25: Asetilsistein 600 mg Oral Cozelti Hazirlamak Icin Sase Safsizhk A

Geri Kazanim Sonuclar

Seviye Safsizhik A % Geri Kazanim

104.5
103.6
104.0

%LOQ

103.4
100.8
97.3

%100

100.3
103.9
3 103.8

N RPIWODN RFRPIWDN PR

%0120

ORTALAMA 102.4

SD 241

% RSD 2.36

Tablo 4-26: Asetilsistein 600 mg Oral Cozelti Hazirlamak icin Sase Safsizhk B

Geri Kazanim Sonuglar

Seviye Safsizhik B % Geri Kazamim

100.4
98.2
100.7

LOQ

100.8
102.0
98.6

%0100

102.9
104.5
104.8

%120

W N P [WwW N P W DN
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ORTALAMA 101.4
SD 2.34
% RSD 2.30

Tablo 4-27: Asetilsistein 600 mg Oral Cozelti Hazirlamak Icin Sase Safsizhk C

Geri Kazanim Sonuclar

Seviye Safsizhik C % Geri Kazanim

95.5
955
96.1

%LOQ

104.0
103.6
98.7

%100

97.1
98.3
3 100.2

N RPIWODN PFPIWODN PP

%0120

ORTALAMA 98.8

SD 3.25

% RSD 3.28

Tablo 4-28: Asetilsistein 600 mg Oral Cézelti Hazirlamak I¢in Sase Safsizhk D

Geri Kazanmim Sonuc¢lar

Seviye Safsizlik D % Geri Kazanim

103.2
101.4
102.8

%LOQ

100.2
100.6
98.6

%100

104.6
95.0
3 100.6

N RPIW DN RFRPIWODN P

%0120

ORTALAMA 100.8

SD 2.82

% RSD 2.79
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Sonug¢

-Dogruluk Calismasi sonucunda elde edilen her bir safsizliga ait dogruluk sonuglart %
95,0 -105,0 limitleri dahilinde bulunmustur.

- % Geri kazanim degerleri arasindaki % RSD % 4.0’dan kiigtiktiir.

4.2.5 Saglamhk

Her bir degistirilen parametre i¢in Boliim 3.4.5°de anlatilan numuneler hazirlanarak
analiz edildi. % Safsizlik sonuglar1 hesaplandi. Elde edilen sonuglar tekrarlanabilirlik
sonuglari ile karsilastirarak metodun analiz sartlarina karsi dayanikliligi test edildi.

Sonuglar Tablo 4-29 ile Tablo 4-32 arasinda verilmistir.

Tablo 4-29: Asetilsistein 600 mg Oral Cozelti Hazirlamak icin Sase Standart Cozeltisi icin
Analiz Sartlarinda Degisiklik

Alilkonma Teorik

Analiz Sartlar Zamam Plaka E:Et?.t :I
(dk) Sayisi ort
Normal Sartlar 0.981 6586 1.6
Akis Hizi : 0.4 ml/dk 1.270 3781 1.6
Akis Hizi : 0.6 ml/dk 0.831 4486 1.3
Dalga Boyu : 200 nm 1.073 1148 1.1
Dalga Boyu : 210 nm 1.066 1148 1.2

Tablo 4-30 Asetilsistein 600 mg Oral Cozelti Hazirlamak icin Sase icin Analiz Sartlarinda
Degisiklik - Numune Cozeltisi -1

Safsizhk A Safsizhk B Safsizhk C Safsizhik D

Analiz Sartlan (%) (%) (%) (%)
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Normal Sartlar <LOQ TE 0.224 T.E
Akis Hizi : 0.4 ml/dk TE TE 0.362 <LOQ
Akis Hizi : 0.6 ml/dk TE TE 0.300 <LOQ
Dalga Boyu : 200 nm TE T.E 0.451 <LOQ
Dalga Boyu : 210 nm TE TE 0.628 <LOQ

Tablo 4-31 Asetilsistein 600 mg Oral Cozelti Hazirlamak icin Sase icin Analiz Sartlarinda
Degisiklik - Numune Cozeltisi -2

Maks. Bilinmeyen

0

Analiz Sartlarn Safsizhik /é);'zlel?lin

(%)

Normal Sartlar <LOQ 0.224
Akis Hizi : 0.4 ml/dk <LOQ 0.362
Akis Hiz1 : 0.6 ml/dk <LOQ 0.300
Dalga Boyu : 200 nm <LOQ 0.451
Dalga Boyu : 210 nm TE 0.628

Tablo 4-32 Asetilsistein 600 mg Oral Cozelti Hazirlamak icin Sase icin Analiz Sartlarinda
Degisiklik — Safsizlik Eklenmis Numune Cozeltisi

. Safsizhk A Safsizhk B Safsizhik C Safsizhk D
Analiz Sartlar:

(%) (%) (%) (%)
Normal Sartlar 0.521 0.462 1.091 0.458
Akis Hizi : 0.4 ml/dk 0.671 0.811 1.636 0.456
Akis Hizi : 0.6 ml/dk 0.651 0.748 1.720 0.438
Dalga Boyu : 200 nm 0.351 0.543 0.431 0.372
Dalga Boyu : 210 nm 0.779 0.310 1.443 0.618

Sonuglar yontemin dalga boyu ve akis hizi degisikligine karsi hassas oldugunu

gostermistir.

4.2.6 Cozelti Stabilitesi
Belirli zaman araliklarinda hazirlanan standart, numune ve safsizlik eklenmis

numune ¢ozeltileri, belirli zaman araliklar1 boyunca az 48 saat, saklama sartlar1 (10°C)
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sabit tutularak enjekte edildi. Elde edilen sonuglar Tablo 4-33 ve Tablo 4-38 arasinda

verilmistir.

Tablo 4-33: Asetilsistein Standart Cozelti Stabilitesi

Pik (%)  Alkonma (%) Simetri oMk
Saat e Plaka
Alam Uyum Zamam Uyum Faktorii

Sayisi

Baslangic 156590 - 0.981 - 1.6 6533
89. Saat 160423 102.4 0.974 99.3 1.6 6869
188. Saat 160413 102.4 0.974 99.3 2.0 5865
194. Saat 184484 117.8 0.973 99.2 2.1 5678

Tablo 4-34: Asetilsistein 600 mg Oral Cozelti Hazirlamak i¢in Sase Numunesi
Cozelti Stabilitesi -1

Saat Safsizhk A Safsizhk A Safsizhk B Safsizhk B
Alan % Uyum Alam % Uyum
Baslangic 2608 - ND -
6. Saat 3307 126.8 ND -

Tablo 4-35: Asetilsistein 600 mg Oral Cozelti Hazirlamak icin Sase Numunesi
Cozelti Stabilitesi -2

Saat Safsizhk C Safsizhk C Safsizhik D Safsizhik D
Alam % Uyum Alam % Uyum
Baslangic 88845 - ND -
6. Saat 1162130 520.0 ND -

Tablo 4-36: Asetilsistein 600 mg Oral Cozelti Hazirlamak icin Sase Numunesi
Cozelti Stabilitesi -3

Maks. Bilinmeyen Maks. Bilinmeyen Safsizhik

Saat
Safsizhk Alam % Uyum

Baslangic 3948 -
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6. Saat 3303 83.7

Tablo 4-37: Asetilsistein 600 mg Oral Cozelti Hazirlamak icin Sase — Safsizlik
Eklenmis Numune Cozelti Stabilitesi -1

Saat Safsizhk A Safsizhk A Safsizhik B Safsizhk B
Alam % Uyum Alani % Uyum
Baslangic 85114 - 47907 -
6. Saat 82870 97.4 48083 100.4

Tablo 4-38: Asetilsistein 600 mg Oral Cozelti Hazirlamak icin Sase — Safsizlik
Eklenmis Numune Cozelti Stabilitesi -2

Saat Safsizhk C Safsizhk C Safsizhk D Safsizhik D
Alam % Uyum Alam % Uyum
Baslangic 487491 - 107004 -
6. Saat 605044 124.1 105711 98.8

Elde edilen sonuglar 10°C’de standart ¢ozeltisinin 185 saat stabil kaldigini Asetilsistein
600 mg Oral Cozelti Hazirlamak igin Sase Cozelti numune ¢ozeltileri ve Asetilsistein
600 mg Oral Cozelti Hazirlamak i¢in Sase Cozelti safsizlik eklenmis numune

cozeltisinin iser her analizden dnce taze hazirlanmasi gerektigini gostermistir.

4.3 Stres Cahismasi

Stres testi i¢in asagida belirtilen stres kosullarina maruz birakilmis numune,
belirtilen siirelerde sisteme enjekte edildi. Sonuglar Tablo 4-39 ile Tablo 4-44 arasinda
yer almaktadir. Bozundurma numunelerine ait kromatogramlar Sekil 4-25 ve Sekil 4-33

arasinda verilmistir.

- Asit Ortam (1IN HCI) : 2 saat
- Asit Ortam (10N HCI) : 24 saat
- Baz Ortam (10N NaOH) : 24 saat
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- Oksidasyon Ortami1 (1% H205) : 2 saat
- Oksidasyon Ortami (30% H205) : 2 saat
- Is1 Bozundurmasi (80°C) :2 giin
- Isik (fotostabilite kabini) Bozundurmasi Goriiniir Bolge (1.2 milyon liiks):3.2 giin
- Is1ik (fotostabilite kabini) Bozundurmas: UV Bdlge (200 W / m?) : 2.8 giin
- Is1 ve Nem Bozundurmasi (40 °C % 75 RH) : 7 giin

Tablo 4-39: Stres Sonuglari- Asetilsistein 600 mg Oral Cozelti Hazirlamak igin

Sase

Stres Kosullari Asetilsistein % Saflik
Baslangic 94.5 Uygun
Asidik Bozundurma 1IN HCI - 2 saat 96.3 Uygun
Asidik Bozundurma 10N HCI - 24 saat 928 Uygun
Bazik Bozundurma 10N NaOH - 24 saat 94.0 Uygun
Oksidatif Bozundurma % 1 H202 - 2 saat 93.5 Uygun
Oksidatif Bozundurma % 30 H202 - 2 saat 87.9 Uygun

Isik Bozundurmasi Goriiniir Bolge
(1.2 milyon liiks) o2 Uygun
Isik Bozundurmasi1 UV Bolge (200 W / m2) 93.6 Uygun
Is1 ve Nem Bozundurmasi 40 °C 75 RH 7 giin 95.7 Uygun
Is1 Bozundurmasi (80°C) 2 giin 93.9 Uygun

Tablo 4-40: Safsizhk Tayini Stres Sonugclari- Asetilsistein 600 mg Oral Cozelti

Hazirlamak icin Sase
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Sonuc¢ %
Stres Safsizhik | Safsizhk | Safsizhk | Safsizhk | Maksimum
Kosullan Bilinmeyen Toplam
0, o) 0, 0, A i s
A (%) B (%) C (%) D (%) impiirite Impiirite
Baslangic <LOQ TE 0.17 <LOQ <LOQ 0.17
Asidik
Bozundurma <LOQ 0.13 0.34 <LOQ 0.30 0.84
IN HCI - 2 saat
Asidik
Bozundurma
10N HCI - 24 <LOQ 0.27 0.85 <LOQ 0.89 2.21
saat
Bazik
Bozundurma
10N NaOH - 24 0.31 0.62 0.98 <LOQ 0.49 2.86
saat

Tablo 4-41: Safsizhik Tayini Stres Sonuglar1 Asetilsistein 600 mg Oral Cozelti

Hazirlamak icin Sase

Sonu¢ %
Stres 5
Kosullar Safsizhik | Safsizhk | Safsizhk = Safsizhk = Maksimum Toolam
A®%) | B(%) C(%) D) | Blinmeyen im[?iirite
Impiirite
Baslangi¢ <LOQ TE 0.17 <LOQ <LOQ 0.17
Oksidatif
Bozundurma <LOQ TE 1.07 <LOQ <LOQ 1.07
% 1 H>0,- 2 saat
Oksidatif
Bozundurma <LOQ TE 10.70 <LOQ <LOQ 10.7
% 30 H,0O> - 2 saat
Is1 Bozundurmasi
<LOQ TE 0.64 0.16 0.12 0.96

(80°C) 2 giin

Tablo 4-42 : Safsizhk Tayini Stres Sonuglari- Asetilsistein 600 mg Oral Cozelti

Hazirlamak icin Sase
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Sonuc¢ %
Stres Kosullari Safsizlik = Safsizk | Safsizhk | Safsizhk | Maksimum Toplam
A®%) | B®) @ C(%) | D(%) BI'L'I';::?’;” impiirite
Baslangic <LOQ TE 0.17 <LOQ <LOQ 0.17
Isik
Bozundurmasi
Gériiniir Bolge <LOQ TE 0.37 <LOQ <LOQ 0.37
(1.2 milyon liiks)
Isik
Bozundurmasi UV
Bilge <LOQ TE 0.32 <LOQ <LOQ 0.32
(200 W / m2)
Is1 ve Nem
Bozundurmasi
40°C 75 RH - 7 <LOQ TE 0.40 <LOQ <LOQ 0.40
giin

Tablo 4-43 : Asetilsistein 600 mg Oral Cozelti Hazirlamak icin Sase icin Bagil

Kiitle Dengesi
0 o 5 i
Stres Kosullar: % Asetilsistein 4) T(?.pl.am 7o Bagil K_u tle
Impiirite Dengesi
Baslangic 94.5 0.17 -
Asidik Bozundurma
IN HCI - 2 saat 96.3 0.84 102.6
Asidik Bozundurma
10N HCI - 24 saat 92.8 2.21 100.4
Bazik Bozundurma
10N NaOH - 24 saat 94.0 2.86 102.3
Oksidatif Bozundurma
935 1.07 99.9
% 1 H,0,- 2 saat ' '
Oksidatif Bozundurma
87.9 10.7 104.2

% 30 H,0, - 2 saat

Tablo 4-44 : Asetilsistein 600 mg Oral Cozelti Hazirlamak i¢in Sase icin Bagil
Kiitle Dengesi



65

Stres Kosullar: o e % Toplam % Bagil Kiitle
% Asetilsistein impiirite Dengesi
Baslangic 94.5 0.17 -
Isik Bozundurmasi Goriiniir
Bolge 94.2 0.37 99.8
(1.2 milyon liiks)
Isik Bozundurmasi UV Bolge
(200 W/ m2) 93.6 0.32 99.2
Is1 ve Nem Bozundurmasi
40°C 75 RH - 7 giin 95.7 0.40 101.5
Is1 Bozundurmasi (80°C) 2 giin 93.9 0.96 100.2
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Sekil 4-39: Isik Bozundurmasi UV Bolge (200 W / m2) Numune Kromatogrami
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Minutes

Sekil 4-43: Asidik Bozundurma 1N HCI 2. saat Numune Kromatogrami
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Minutes

Sekil 4-44: Asidik Bozundurma 10N HCI 24. saat Numune Kromatogrami
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Sekil 4-45: Bazik Bozundurma 10N NaOH 24. saat Numune Kromatogrami
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Sekil 4-46: Oksidatif Bozundurma % 1 H202 2. saat Numune Kromatogrami
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Sekil 4-47: Oksidatif Bozundurma % 30 H202- 2. saat Numune Kromatogrami

Yapilan stres ¢aligmalarinda elde edilen sonuglar numunelerin Isi-nem (40 °C 75 RH - 7
giin), Isik Bozundurmas1 UV Bolge, Goriiniir Bolge, yiiksek 1s1 (80°C 2giin), asidik ve
bazik stres kosullarinda stabil oldugunu bilinen ve bilinmeyen impiiritelerde artis
olmadigin1 gostermistir. Ancak Asetilsistein 200 mg ve 600 mg Oral Cozelti
Hazirlamak igin Sagse numunesi oksidasyona maruz birakildiginda stres kosulunda
Safsizlik C sonuglarinda artis oldugu, miktar tayini sonuglarinda ise bu artis

karsilayacak sekilde azalma oldugu tespit edilmistir.



5. TARTISMA

L-sistein'in N-asetil tiirevi olan Asetilsistein mukolitik bir ilag olarak bronsiyal
salgilarin temizlenmesi igin 14 Eyliil 1963'te FDA onayini almis bir ilag maddesidir.
Bugiin hem mukolitik Ozellikleri hem de akut asetaminofen (parasetamol)

zehirlenmesinin tedavisi igin kullanilmaktadir. [3]

Molekiil yapisindaki siilfhidril gruplari brons salgilarinda bulunan mukoproteinlerin
disiilfid baglariyla reaksiyona girerek akcigerlerdeki mukus salgilarinin yogunlugunu
azaltir; salgilarin  Oksiirlik, mekaniksel mekanizmalar ve postiiral drenaj ile
uzaklastirilmasini kolaylastirir. Ayrica mukolitik bir ilag olarak balgamin viskozitesini
azaltarak brongslar1 temizleyerek dispnede azalmaya ve akciger fonksiyonlarinda
iyilesmeye yol agabilir. KOAH tedavisinde kullanilan dozlardaki etkileri tartigmali
olmakla beraber KOAH'ta hastaligin ilerlemesini 6nleyecek etkili terapilerin mevcut
eksikligi g6z ontine alindiginda, NAC ve tiirevleri ¢oklu molekiiler etki modlari ile
dozlar ve uygulama yolu optimize edildikten sonra timit verici ilaglar olmaya devam

etmektedir. [4]

Bu yiiksek lisans tezi kapsaminda Asetilsistein safsizliklarinin stabilite gostergeli UPLC
yontemi ile UV/PDA dedeksiyonuna dayanan bir safsizlik tayini yontemi
gelistirilmistir. Asetilsistein 200 mg ve 600 mg Oral Cozelti Hazirlamak i¢in Sase i¢in
safsizlik tayini metoduna spesifiklik, lineerlik ve aralik, LOD&LOQ, kesinlik, dogruluk
ve geri kazanim, dayaniklilik parametreleri uygulanarak validasyonu basariyla
tamamlanmistir. Metodun dalga boyu ve akis degisimine karsi dayanikli olmadigi

goriilmiistiir. Tiim validasyon sonuglar1 limitlere uygun bulunmustur.

Yontemin validasyonundan sonra Asetilsistein 200 mg ve 600 mg Oral Cozelti
Hazirlamak icin Sase igin safsizlik stres calismalari da basariyla tamamlanmistir.
Yapilan stres caligmalarinda elde edilen kromatogramlarda yabanci piklerle, birincil
pikler arasinda bir girisim gézlenmemistir.

Asetilsistein 200 mg ve 600 mg Oral Cozelti Hazirlamak igin Sase numunesi ile
yapilan stres ¢alismalarinda Isi-nem (40 °C 75 RH - 7 giin), Isik Bozundurmasi UV
Bolge, Goriintir Bolge, yiiksek 1s1 (80°C 2giin), asidik ve bazik stres kosullarinda stabil

oldugu bilinen ve bilinmeyen impiiritelerde artis olmadig1 goriilmiistiir.
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Asetilsistein 200 mg ve 600 mg Oral Cozelti Hazirlamak igin Sase numunesi
oksidasyona maruz birakildiginda stres kosulunda Safsizlik C sonuglarinda artis oldugu,
miktar tayini sonuglarinda ise bu artis1 karsilayacak sekilde azalma oldugu tespit

edilmistir.

Elde edilen stres galismalarin sonuglarina gore miktar tayinindeki azalmaya
karsilik toplam safsizlik sonuglarinda artis goriilmiistiir ve kiitle denkligi saglanmistir.
Boylece gelistirilen miktar tayini ve safsizlik yOnteminin stres kosullarindaki

degisimleri yansittig1 ve stabilitede ayirt edici 6zellige sahip oldugu ispatlanmistir.
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