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OZET

Isil Evcil (2022), COVID-19 Tedavisinde Kullanilan Favipiravir’in Tabletlerden
Tayini i¢in Ultraviyole (UV) Spektrometrik ve Spektrofluorimetrik Y&ntemler, Istanbul

Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Analitik Kimya, Yiiksek Lisans Tezi, Istanbul.

Favipiravir (FAV), son ylizyilin en 6énemli salginlarindan biri olan COVID-19’un
tedavisinde kullanilan bir antiviral ilagtir. Salginda cesitli iilkelerde tedavide kullanilan
bu ilacin hassas ve pratik analizlerinin hem halk sagligi hem de bilimsel literatiire
katkilart diisiiniilerek bu tez c¢aligmasi planlanmistir. Calisma kapsaminda FAV’in
tabletlerden tayini i¢in bir UV-spektrofotometrik, bir de spektrofluorimetrik (FL) metot
gelistirilmis ve valide edilmistir. Her iki yontemde de yesil bir analiz yapilmis ve
¢oziicii olarak su kullanilmistir. Olgiimlerde UV  spektrofotometrik ydntem icin
maksimum absorpsiyon dalgaboyu olarak 230 nm, FL yontemde ise 370/452 nm
eksitasyon/emisyon dalga boylar1 saptanmistir. < 0,99 korelasyon katsayilarina sahip
yontemler i¢in dogrusallik araliklari, UV i¢in 5,0-30,0 pg/mL ve FL igin 0,5-9,0 ng/mL
olarak belirlenmistir. LOD; LOQ degerleri UV ve FL metot icin sirasiyla, 1,20; 3,70
pg/mL ve 0,10; 0,30 ng/mL olarak hesaplanmistir. UV metoda ait geri kazanim ve
kesinlik % RSD degerleri sirasiyla, % 100,18 -%100,47 ve 0,26-0,80araliklarinda
bulunmustur. FL  Olgiimlerde  FAV  c¢ozeltilerinin -~ bagil  fliloresanslarinin
hesaplanmasinda Kinin ¢dzeltisinin fliioresans degerleri kullanilmistir. Yonteme ait
dogruluk ve kesinlik % RSD sonuglart % 99,67- %100,00 ile 0,6-0,9 arasindadir.
Cozeltilerin bir haftaya kadar6l¢iilmiis ve stabil olduklar1 goriilmiistiir. Gelistirilen UV
metot sonuglari, iiretici firma tayin metodu olan HPLC metodu ile, gelistirilen FL metot
ile elde edilen sonuglar da UV metot ile kiyaslanmis metotlar arasinda anlamli bir fark
bulunmamistir. Sonu¢ olarak son dénem COVID-19 tedavisinde kullanilan
Favipiravir’in tabletlerden tayini icin gelistirilen UV ve FL metotlar sirasiyla
mikromolar ve pikomolar seviyesindeki hassasiyetleri ve kullanilan cihazlarin
uygulama kolaylig itibariyle kalite kontrol ve rutin analizlerde kullanilabilir.

Anahtar Kelimeler: Favipiravir, UV spektrofotometre, Spektrofluorimetre, validasyon,

COVID-19

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: TYL-2021-37985
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ABSTRACT

Isil Evcil (2022), Determination of COVID-19 DRUG Favipiravir Tablets by
UV Spectrophotometric and Spectrofluorometric methods, Istanbul University Institute

of Health Sciences, Analytical Chemistry, Master Thesis, Istanbul.

Favipiravir (FAV) is an antiviral drug used in the treatment of COVID-19, one
of the most important pandemics of the last century. This thesis was planned by
considering the contributions of sensitive and practical analyzes of this drug, which is
used in treatment in various countries during the pandemic, to both public health and
scientific literature. Within the scope of the study, a UV-spectrophotometric and a
spectrofluorimetric (FL) method were developed and validated for the determination of
FAV from tablets. In both methods, a green analysis was performed and water was used
as the solvent. In the measurements, the maximum absorption wavelength was 230 nm
for the UV spectrophotometric method, and the excitation/emission wavelengths of
370/452 nm for the FL method. Linearity ranges for methods with correlation
coefficients < 0.99 were determined as 5.0-30.0 ug/mL for UV and 0.5-9.0 ng/mL for
FL. LOD; LOQ values for the UV and FL method were Calculated as 1.20; 3.70 pg/mL
and 0.10; 0.30 ng/mL.The recovery and precision % RSD values of the UV method
were found to be between 100,18% -100.47% and 0.26-0.80%, respectively. The
fluorescence values of the quinine solution were used to calculate the relative
fluorescence of FAV solutions in FL measurements. The accuracy and % RSD precision
results of the method are between 99.67%-100.00% and 0.6-0.9%. The stability of the
solutions up to one week was measured and found to be stable. There was no significant
difference between the developed UV method results, the HPLC method, which is the
manufacturer's determination method, and the results obtained with the developed FL
method and the UV method and the methods compared. As a result, UV and FL
methods developed for the determination of Favipiravir from tablets, which are used in
the treatment of recent COVID-19, can be used in quality control and routine analyzes
due to their micromolar and picomolar sensitivity, respectively, and the ease of
application of the devices used.

Keywords: Favipiravir, UV Spectrophotometer, Fluorescence Spectrometer, validation,

COVID-19

This study was funded by Scientific Research Projects Coordination Unit of Istanbul
University. Project number: TYL-2021-37985.



1. GIRIS VE AMAC

Diinya’da ilk kez Cin’in Wuhan kentindeki hastanelerde, 12 Aralik 2019 tarihinde
basladigini varsaydigimiz COVID-19 salgini, yiizyilin en yaygin halk saghigi krizi
haline gelmistir ve etkileri halen devam etmektedir [1]. SARS-CoV2 bir RNA viriisiidiir
ve Ozellikle RNA polimeraz inhibitorii olan antiviriisler koranaviriis tedavisinde
kullanilmaya baslanmistir [2]. Bu virlise karsi yeni ve spesifik bir antiviral ajanin
sifirdan kesfi, uzun ve zorlu bir zaman c¢izelgesi gerektirecegi i¢in diger viral
enfeksiyonlara karsi halihazirda kullanimda olan ilaglar bu hastaligin tedavisinde de
denenmeye baslanmistir. Favipiravir (FAV), Japonya'da Toyama Chemical Co., Ltd.
firmas1 tarafindan kesfedilmis bir anti-influenza ajani iken COVID-19 tedavisinde de

kullanilmaya baslanmistir [3].

FAV, COVID-19 tedavisinde ilk olarak Cin’de kullanilmaya baglanmistir.
Pandeminin Avrupa'ya yayilmasiyla Italya'da sonrasinda Japonya, Rusya, Ukrayna,
Ozbekistan, Moldova ve Kazakistan, Suudi Arabistan, BAE, Tiirkiye, Banglades ve son
olarak Misir’da tedavide kullanilmistir [3]. Hafif ve orta dereceli COVID-19 vakalarinin
tedavisinde cesitli faydalar gosterdigi ¢esitli raporlarda gosterilmistir [2,3]. 26 Kasim
2022 tarihi itibariyle; bu ilacin COVID-19 tedavisindeki faydasini degerlendirmek i¢in
Clinicaltrials.gov'da kayith 58 calisma bulunmaktadir [4].

Pandeminin etkisinin artarak devam ettigi ve tez Onerisinin verildigi déonemde
tabletlerden FAV tayini i¢in gelistirilecek analitik yontemlerin hem literatiire katki hem
de halk sagligina olabilecek olumlu etkisi diisiiniilerek, az sayidaki mevcut metotlardan
[18, 20, 21] daha diisiik hassasiyetlere sahip ve giivenilir metotlarin gelistirilmesine
dayanan bu tez Onerisi verilmistir. Tez kapsaminda FAV ila¢ etken maddesinin
tabletlerden analizlerinde, UV spektrofotometrik ve spektrofluorimetrik olmak tizere iki
farkli analitik yonteme dayanan, iki farkli dogrusallik aralifinda tayin metodu
gelistirilmis ve gelistirilen yontemler ICH kilavuzuna gore valide edilerek 200 mg FAV
iceren film kapl tablet formuna basariyla uygulanmistir. Literatiirde halen bu tez
kapsaminda gelistirilen UV spektrofotometrik ve spektrofluorimetrik metotlarin

hassasiyetine sahip bir analitik metot bulunmamaktadir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Favipiravir Klinik Farmakolojisi

2.1.1. Etki Mekanizmasi

FAV, RNA bagimli RNA polimeraz (RdRp) tarafindan bir substrat olarak taninan
favipiravir-RTP (favipiravir ribofuranosil-5B-trifosfat) aktif formu olmak {izere hiicre
ici bir fosforibosilasyona ugrar ve RNA polimeraz aktivitesini inhibe eder. RdRp'in
katalitik alani, ¢esitli RNA viriisleri arasinda korundugundan, bu etki mekanizmasi,
FAV’nin daha genis bir anti-viral aktivite spektrumunun temelini olusturur. FAV,
mevcut anti-influenza ilaclarima direngli suslar da dahil olmak iizere, influenza
virlislerinin ¢ok cesitli tip ve alt tiplerine karsi1 etkilidir. FAV’nin tiimii 6liimciil
hemorajik atese neden oldugu bilinen arenaviriisler, bunyaviriisler ve filoviriisler gibi
diger RNA virlislerine kars1 anti-viral aktiviteler gostermesi dikkat gekicidir. Bu
benzersiz anti-viral profiller, favipiraviri spesifik olarak tedavi edilemeyen RNA viral

enfeksiyonlari i¢in potansiyel olarak timit verici bir ila¢ haline getirmistir [5].

FAV, antiviral etkinlik periyodunu belirleme testinde, en ¢ok viral proliferasyon
dongiisiinlin ortasinda ortaya c¢ikan, viral genom replikasyonunu inhibe etmistir.
FAV’nin anti-viral aktivitesi, piirin niikleositlerinin varliginda zayiflamistir veya piirin
bazlari, FAV’nin pirimidin niikleozitlerinden ziyade piirin niikleositleriyle rekabet
ettigini gosterir. Madin Darby Canine Kidney (MDCK) hiicreleri, influenza viriisiiniin
bir in vitro tahlili olarak 1yi bir sekilde kullanilmaktadir. MDCK hiicreleri favipiravir ile
tedavi edilip, hiicresel metabolitler yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC) ile
analiz edildiginde favipiravir-RTP, favipiravir ribofuranoz (favipiravir-R) ve favipiravir
ribofuranosil-5B-monofosfat (favipiravir- RMP) saptanmistir. Bu sonucglar, FAV’nin

aktivasyonunun, hiicrelere dahil edildikten sonra gerceklestigini gostermektedir.
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Sekil 2-1. Favipiravir’in Etki Mekanizmasi [5]

2.1.2. Farmakokinetik ozellikler
Japonya Ilag ve Tibbi Cihaz Ajaninin Mart 2014 tarihli raporuna gére,'*C isaretli

veya isaretsiz FAV, farelere, sicanlara, kopeklere ve maymunlara oral veya intravendz
olarak uygulanmis ve ilacin farmakokinetigi arastirilmistir. Bu amagla FAV ile tedavi
edilen hayvanlardan alinan biyolojik numunelerdeki ila¢ konsantrasyonlari, yiiksek
performansli s1ivi kromatografisi (HPLC) -UV yéntemiyle ve '*C etiketli FAV ile tedavi
edilen hayvanlardan alinan biyolojik numunelerdeki radyoaktivite seviyeleri, sivi
sintilasyon sayaci ve radyoaktivite detektdrli HPLC ile belirlenmis, radyoaktivitenin
doku dagilimi, otoradyoluminografi ile goriintiilenmis ve asagidaki sonuglar elde

edilmistir [6].

2.1.2.1. Emilim
8 mg/kg FAV'nin tek bir oral veya tek intravendz dozu uygulanana disi farelerde

FAV ve favipiravir hidroksitin plazma konsantrasyonlari, oral ve intravendz uygulama
arasinda benzer sekilde zamanla degismistir. 0 zamanindan sonsuza kadar plazma
konsantrasyonu-zaman egrisi altindaki alan, oral olarak tedavi edilen farelerde 37,3
pg.sa/mL ve intravendz olarak tedavi edilen farelerde 38,3 pg.sa/mL olarak bulunmusg

ve biyoyararlanim %97,6 olarak hesaplanmistir [6].



2.1.2.2. Dagilhm

14C isaretli FAV nin pigmentli (Long-Evans) farelerde 20 mg/kg'lik tek bir oral
dozu takiben doku dagilimi, tiim viicut otoradyoluminografisi ile dl¢iildiiglinde, albino
farelerdekine benzer oldugu ve FAV’nin pigmentli dokusuna (gozler, deri, kiirk) 6zgii

dagilimi veya kaliciliginin olmadig1 gozlenmistir [6].

2.1.2.3. Atitlm

Ag erkek siganlara 20 mg/kg '“C isaretli FAV nin tek bir oral dozunun ardindan,
96 saate kadar idrarda, digkida ve solunan havadaki kiimiilatif radyoaktivite atilim orani,
dozlanan radyoaktivitesi sirasiyla (ortalama) % 83,06, % 19,97 ve % 0,04 olmustur.
Erkek maymunlara 20 mg/kg '“C isaretli FAV’nin tek bir oral dozunun ardindan
kiimiilatif radyoaktivite atilimi 24 saate kadar idrar ve diskidaki orani, dozlanan

radyoaktivitenin sirasiyla %91,14 ve %4,32'si olmustur [6].

2.1.3.Favipiravir’in Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

O

A NH

—
N OH

2

Sekil 2-2. Favipiravir’in Kimyasal Formiilii [5]
FAV, CsH4FN3O2 kapali kimyasal formiiliine sahip olan, molekiil agirlig
157,104 g/mol olan bir pirazin analogudur. I[UPAC'a gore adi 5-floro-2-okso-1H-
pirazin-3-karboksamid’dir. CAS numarast 259793-96-9 olan Favipiravir etken

maddesinin ila¢ dozaj formu tablettir [5].

FAV ilag etkin maddesi beyazdan agik sariya kadar renk araliginda tozdur.
Asetonitril ve netanolde biraz ¢oziiniir, suda ve etanolde az ¢6ziiniir. pH 2-5 arasinda az
¢cOziinlir ve pH 5,5-6,1 arasinda biraz ¢oziiniir. Erime noktas1t 187 °C ile 193°C
arasindadir, hidroksil grubu nedeniyle asitlik sabiti (pKa) 5,1 ‘dir. 25°C'de su/oktanol
icinde favipiravirin partisyon orani, pH 2 ila 4'te 1-oktanol fazinda ve pH 5 ila 13'te su

fazinda dagilma egilimindedir [6].

FAV’nin '"H NMR spektrumu Sekil 2-3’te goriilmektedir.
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Sekil 2-3. Favipiravir’in '"H NMR Spektrumu [7]

2.2. Favipiravir’e Ait Gelistirilmis Analitik Yontemler

FAYV icin literatiirde farkl tiirden 25 adet analitik metoda [8-32] rastlanmistir. Bu
metotlardan 2 tanesi spektrofluorimetri 2 tanesi de UV spektrometri ile caligilmistir.
Literatiirdeki mevcut metotlar hakkindaki detayli bilgiler Tablo 2-1’de verilmistir. Bu
yaymlardan 13 tanesi HPLC-UV [8-20], 3 tanesi LC-MS/MS [22-24], 2 tanesi TLC
[25,26], 6 tanesi elektrokimyasal [27-32], 2 tanesi UV spektrofotometrik [16,17], 2
tanesi spektrofluorimetrik metottur. HPLC metotlar1 genellikle C18 analitik kolonlarin
ve polar mobil fazlarin kullanildig1 ters faz ayrilmaya dayanmaktadir. HPLC-UV
kullanilan iki ¢alismada sonuglar gelistirilen UV spektrofotometrik metot [18,19], bir
HPLC ¢alismasinda da spektrofluorimetrik [20] metot ile kiyaslanmaistir.

Tablo 2-1. Favipiravir’in Literatiirdeki Analitik Metot Yayinlar1 (11.2022)

. Analiz Dogrusallik Yaymn
Analit Yontemi v Cahsanlar /kurum/Yer Tarihi Kaynak
insan 2580000 liot.ouh R Mansour vd./ Tanta
Plazmasinda | HPLC-UV - Universitesi Eczacilik 06.2022 | [8]
Favipiravir ng/mL | gakiiltesi /Misir
Insan 25100000 ébflallah, IA vd./ Tanta
Plazmasinda HPLC-UV no/mL Universitesi, Eczacilik 06.2022 [9]
Favipiravir £ Fakiiltesi /Misir
Insan 0232 Duse, PV vd. /YB Chavan
Plazmasinda HPLC-UV ’ /m,L H& | Coll Pharm/Hindistan 11.2021 [10]
Favipiravir
Favipiravir 0,1-200,0 pg | Aguilar Carrasco, JC vd. /

HPLC-UV 11.2021 11

Sican /mL Meksika Saglik [H]




Serumunda Bakanligi/Meksika
Insan 0.1-100,0 g Abdallah, IA vd. / Sadat City
Plazmasinda HPLC-UV ’ /mI: Universitesi, Eczacilik 01.2022 [12]
Favipiravir Fakiiltesi/Misir
0,062 — | Nishanth, V. V. G. Vd./ JSS
Favipiravir HPLC-UV 4,000 mu | Academy of Higher Education | 06.2022 [13]
g/mL and Research/ Hindistan
D Marzouk HM vd. / Cario
;:;;;rawr HPLC-DAD 625;; OL’OO Universitesi, Eczacihik 062022 | [14]
Fakiiltesi/ Misir
. Taskin, D / Saglik Bilimleri
izzllgra“r HpLC-DAD | - /ln(l)g M8 | Universitesi, Hamidiye 09.2022 | [15]
Eczacilik Fakiiltesi/Tiirkiye
Hailat, M vd. / Al Zaytoonah
Favipiravir HPLC-DAD | Ulasilamad: | Universitesi, Eczacilik 10.2022 [16]
Fakiiltesi/ Urdiin
D 10-60 pg | Nadendla,R vd. / Chalapathi
Favipiravir HPLC-PDA L Enstitiisi/Hindistan 03.2021 [17]
HPLC-UV + Bulduk, I/ Usak Universitesi,
Favipiravir uv 10— 60 Kimya Boliimii/ Tiirkiye
Tablet Spektrofotomet ug/mL 10-2020 [18]
rik
HPLC-UV + Sharaf YA vd. / Zagazig
Favipirayir . uv 6,0-22,0 pug UniYersi.tesi, Eczacilik 04.2022 [19]
Molnupiravir | Spektrofotomet /mL Fakiiltesi / Misir
rik
fnsan HPLC.UV+ 10- 1‘\./Iil.<hailf IE.Vd. / Mansoura
Plazmasinda Spektro- | 100 He/mL | Universitesi, Eczacihik 062021 | [20]
D . . 20-350 Fakiiltesi / Misir
Favipiravir fluorimetrik
ng/mL
Insan Megahed, SM vd. / Tanta
Plazmasinda ﬂil: reilr(litra(:r-ik 1‘1‘:/_;112 Universitesi, Eczacilik 03.2021 [21]
Favipiravir Fakiiltesi /Misir
Insan 50-10000 ébd allah, FI vd. /Al Azhar
Plazmasinda | UPLC-MS/MS Universitesi, Eczacilik 09.2022 [22]
.. ng/mL .
Favipiravir Fakiiltesi/ Misir
Insan 0.25-16.00 I}ezk, MR vd. / Cairo
Plazmasinda | UPLC-MS/MS ’ ’ Universitesi, Eczacilik 07.2021 [23]
Favipiravir hg /mL Fakiiltesi /Misir
Insan 100,0- |Morsy, MIvd./ Zi Diligence
Plazmasinda LC-MS/MS 20000,0 |Kalite Kontrol Servisleri/Misir | 05.2021 [24]
Favipiravir ng/mL




Insan Noureldeen, Deena A. M. vd. /
Plaz.m.asm.da T.LC- . 0,08 — 5,00 Nanfia Qniversitesi, Eczacilik 032022 (25]
Favipiravir ve | Densiyometri pug/band | Fakiiltesi/ Misir
Remdesivir
Favipiravir 3.75-100.00 Saraya, RE vd. /Port Said
Molnupiravir HPTLC ’ / L’ Universitesi, Eczacilik 07.2022 [26]
Ritonavir He/m Fakiiltesi/Misir
Favipiravir Elektro Dindar, CK vd. / Ankara
Tablet ve Kimyasal Ulasilamad: | Universitesi, Eczacilik 12.2021 [27]
Serumda Sensor Fakiiltesi/ Tiirkiye
Insan Elektro 1,0 x 10%- | Mohammed, MA vd./ Ilag
Plazmasinda Kimyasal 5,5x 10 |Kontrol ve Arastirmas1 Ulusal | 08.2021 [28]
Favipiravir Sensor Molar Birligi/ Misir
Favipiravir Elektro Galal,A vd./ Cairo
kan Kimyasal Ulasilamadi | Universitesi, Kimya Boliimii/ | 11.2021 [29]
Serumunda Sensor Misir
C. 0,01- Allahverdiyeva, S vd./ Van
Favipiravir . A . . L
. Elektrokimyasa | 0,10mg/mL | Yiiziincti Y1l Universitesi,
Insan . . . wh . 05.2021 [30]
. 1 Sensor 0,1-20,0 Biyoimya Boliimii/ Tiirkiye
idrarinda
mg/mL
insan idrar ve 0,005 to Mehmandoust, M vd. / Ankara
Plazmasin d: Voltametrik 0,009 Universitesi, Eczacilik 122001 31]
Faviniravir Sensor 0,009 to Fakiiltesi / Tiirkiye '
P 1,950 mu M
fnsan Grafen Hazarika, I vd. / Gauhati
Kuantum Uygulama | Universitesi, Eczacilik
Plazimiasn'lda noktasi/Hemin | Yok Fakiiltesi/ Hindistan 122021 [32]
Favipiravir

Konjuge Sensor




3. GEREC VE YONTEM

Yiiksek Lisans tezine ait deneysel calismalar Istanbul Universitesi, Eczacilik
Fakiiltesi, Analitik Kimya Arastirma Laboratuvari ve Mcg Pharma Ila¢ San. ve Tic. Ltd.
Sti. Arge Laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir. Spektrofluorimetrik metot i¢in yapilan

analizler Istinye Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi Merkez Laboratuvarinda yapilmustir.

3.1 Kimyasal Maddeler ve Coziiciiler
Calisma sirasinda kullanilan kimyasal maddeler ve ¢oziiciiler her iki metot i¢in

ayr1 ayr1 asagida verilmistir.
3.1.1. UV Spektrofotometrik Metot icin Kimyasal Maddeler ve Coziiciiler
Favipiravir Calisma standard1 !
Favipiravir Ilag Etkin Maddesi 2
Favimol 200 mg/tablet Film kapli Tablet *
Favipiravir Tablet Plasebosu *
Metanol °
Asetonitril
Sodyum Hidroksit
Hidroklorik Asit (%37) 8
Hidrojen Peroksit (%3) °
Saf Su 1
3.1.2. Spektrofluorimetrik Metot icin Kimyasal Maddeler ve Coziiciiler
Favipiravir Calisma standard1 !
Favipiravir Ilag Etkin Maddesi 2
Favimol 200 mg/tablet Film kapl1 Tablet 3
Favipiravir Tablet Plasebosu *
Kinin Calisma Standardi °

0.05 M Siilfirik Asit ¢



Saf Su '°

! Biophore India Pharmaceuticals Private Limited Company (Telangana, India)
2 Biophore India Pharmaceuticals Private Limited Company (Telangana, India)
3Neutec Ilag San. ve Tic. A.S.

“Mcg Pharma flag San. ve Tic. Ltd. Sti

5 Sigma

¢ Sigma

7 Fisher Chemical

8 VWR Chemicals

9 Merck

10 Elga Purelab Flex-4 water sistemi ile iiretilmistir.

3.2 Cozeltiler
3.1.1 UV Spektrofotometrik Metot icin Cozeltiler

Stok Standart Cozeltisi Hazirhg:

“20 mg FAV calisma standardi” 100 mL “balon jojeye hassas tartilarak
aktarilir”. “Uzerine 50 mL saf su” “ilave edilerek karistirilir ve 10” “dakika ultrasonik
banyoda sonike edilir”. Daha sonra saf su ile hacmine tamamlanan ¢ozelti karistirilir.
Tablet Cozeltisi Hazirhg:

29 ¢¢

“10 adet tablet havanda toz” “haline getirilir. Ortalama 1 tablete” “es deger
miktarda tablet tozu” “100 mL balon jojeye aktarilir.” “50 mL saf su
eklenerek™karistirilir ve 10 dakika ultrasonik” “banyoda sonike edilir. Daha sonra”
“100 mL hacmine su ile” tamamlanarak karigtirilir. Bu ¢ozeltinin 1 mL’si “100 mL

balon jojeye aktarilir.” “Su ile hacmine tamamlandiktan sonra” karistirilir ve filtrelenir.
3.1.2 Spektrofluorimetik Yontem icin Cozeltiler

Stok Standart Cozeltisi Hazirhg:

“20 mg FAV c¢alisma standardi” 100 mL “balon jojeye hassas tartilarak
aktarilir”. “Uzerine 50 mL saf su” “ilave edilerek karistirilir ve 10” “dakika ultrasonik
banyoda sonike edilir”. Bu ¢ozeltinin 0,5 mL’si 100 mL balon jojeye aktarilir. “Su ile
hacmine tamamlandiktan sonra” karistirilir. Bu ¢ozeltinin 1 mL’si 100 mL balon jojeye
aktarilir. “Su ile hacmine tamamlandiktan sonra” karistirilir.

Tablet Cozeltisi Hazirhgi

29 ¢¢

“10 adet tablet havanda toz” “haline getirilir. Ortalama 1 tablete” “es deger
miktarda tablet tozu” “100 mL balon jojeye aktarilir.” “50 mL saf su eklenerek”

“karigtirilir ve 10 dakika ultrasonik” “banyoda sonike edilir. Daha sonra” “100 mL
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hacmine su ile” tamamlanarak karistirilir. Bu ¢ozeltinin 0,5 mL’si “100 mL balon jojeye
aktarilir.” “Su ile hacmine tamamlandiktan sonra” karistirilir. Bu ¢6zeltinin 1 mL’si
“100 mL balon jojeye aktarilir.” “Su ile hacmine tamamlandiktan sonra” karigtirilir. Bu
cozeltinin 1 mL’si 10 mL balon jojeye aktarilir. “Su ile hacmine tamamlandiktan
sonra” karistirilir ve filtrelenir.
I¢ standart (Kinin Cozeltisi) Hazirhg
1 ng/mL konsantrasyonunda kinin, 0,05 M siilfiirik asit ¢oziicli olarak kullanilarak

hazirlanir.
3.2 Kullamlan Cihazlar ve Diger Gerecler

1.Spektrofotometre (Shimadzu UV-160 A)

2. Spektrofluorimetre (JASCO FP — 8300)

3. Teraziler (Mettler H 20, Mettler Toledo AB-204)

4. Girdap karistirici (Stuart Scientific Autovortex SA6)

5. Santrifiij (Janetzki T5 ve Hettich EBA 8S)

6. Ultrasonik banyo (Ultrasonic LC 30H)

7. 1 cm lik kuvars kiivetler (OS 1000) (10x10x45 mm)

8. Ultra saf su cihazi (Younglin Instrument)

9. Ornek siizme filtresi (Anotec, 0,20 pum)

10. Otomatik pipetler (Microlit, 10-100 pL, 100-1000 uL)

11. Reaksiyon tiipleri (Vidali, kapakli, 12 mL lik)

12. Dereceli ve transfer pipetler

13. Balonjojeler (5, 10, 25, 50 mL lik)

3.3 Analiz Yonteminin Gelistirilmesi ile ilgili Calismalar

FAV’nin metanol, asetonitril ve su gibi ¢esitli ¢oziiciilerde hazirlanan ¢6zeltileri
kullanilarak UV spektrumlar1 alinmig, ¢oziicliniin su sec¢ildigi durumlarda istenilen
hassasiyetlere ulasilabilecegi gézlenmis ve g¢evreye dost yesil bir UV spektrofotometrik
analiz gerceklestirilmistir. YOntemin hassasiyetinin daha da artirilarak biyolojik
sivilardaki hassas analizlere de uygulanabilirliginin gosterilmesi i¢in FAV’nin dogal
floresansinin Olgiimiine dayanan bir spektrofluorimetrik yontem de gelistirilmis ve her

iki yontem de tablet analizlerine uygulanmis ve valide edilmistir.

FAV 20 pg/mL sulu ¢ozeltisinin, UV spektrofotometre ile 190 — 400 nm
arasinda dalga boyu taramasi yapilmistir ve sekil 3-1 ‘deki spektrum elde edilmistir. 230
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nm ve 323 nm’de olmak tizere iki farkli maksimum absorpsiyon gozlenmis ve linearite

caligmasinda her iki dalga boyu da kullanilarak iki farkli aralik belirlenmistir.

Spektrofluorimetrik metotla yapilan ¢alismada, bagil fluoresans hesaplanmasi ve
tekrarlanabilir sonuglar alinabilmesi i¢in Glglimler kinin ¢ozeltisine karst yapilmistir.
Favipiravir sulu ¢ozeltisi ve Kinin Cozeltisi i¢in EX/EM dalgaboylari sirasiyla 370/452

nm ve 249/457 nm olarak belirlenmistir.

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

Q2 (R1)’ye gore yapilmistir” [33].

3.4.1 Secicilik

Spesifiklik, analiz edilecek maddenin matris etkisi ve katki maddelerinin varliinda,
iirlin icinde tartismaya yer vermeksizin kesin olarak tayin edilebilirligidir. Secicilik testi
icin Blank ¢6zeltisi olarak saf su, tablet i¢in plasebo ¢ozeltisi, standart ¢ozeltisi ve test
cozeltisi spektrum taramasi gergeklestirildi.

34.1.1. UV Spektrofotometrik icin Cozelti Hazirhg:
Blank Cozeltisi Hazirhgi
Saf su blank olarak okutulur.
Standart Cozeltisi Hazirhg:
Stok standart ¢ozelitinin 1 mL’si 10 mL balon jojeye aktarilir. Hacmine saf su
ile tamamlanarak karistirilir ve filtrelenir.

Calisma sonunda elde edilen spektrumlar boliim 4.2°de verilmistir.

3.4.1.2. Spektrofluorimetrik icin Cozelti Hazirhg:

Blank Cozeltisi Hazirhgi

Saf su blank olarak okutulur.

Standart Cozeltisi Hazirhig
Stok standart ¢ozelitinin 1 mL’si 10 mL balon jojeye aktarilir. Hacmine saf su
ile tamamlanarak karistirilir ve filtrelenir.

(Calisma sonunda elde edilen spektrumlar boliim 4.2°de verilmistir.
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3.4.2 Dogrusallik

Analitik metodun dogrusalligi, numunedeki etken maddenin belirlenen
konsantrasyon araliginda, ¢ikan sonuclarin dogrusal olmasi anlamima gelmektedir.
Dogrusallik ¢alismasi belirlenen konsantrasyonlarda minimum 5 farkli konsantrasyonu

igermelidir.
3.4.2.1. UV Spektrofotometrik Dogrusallik Calismasi

FAYV dogrusal cevap iliskisini kanitlamak i¢in 323 ve 230 nm i¢in sirastyla 5,0-
30,0 and 5,0-20,0 pg/mL konsantrasyon araliklarinda, 6 farkli konsantrasyonda

hazirlanan ¢6zeltilerin absorbanslar1 6l¢iilmiistiir.

Boliim 3.4.1.1’de hazilanis1 anlatilan Stok standart ¢ozeltileri Tablo 3-1’de

belirtilen oranlarda seyreltme yapilarak FAV dogrusallik ¢ozeltileri hazirlanmstir.

Tablo 3-1. UV Spektrofotometrik Metot ile Dogrusallik Calismas1 Hazirligi

Cotiag  Seyreltme Konsantrasyon
Linearite-1 0,250/10 5,0
Linearite-2 0,375/10 7.5
Linearite-3 0,500/10 10,0
Linearite-4 0,750/10 15,0
Linearite-5 1,000/10 20,0
Linearite-6 1,500/10 30,0

Her bir standart ¢ozeltinin derisiminden ardisik 1’er spektrum alinmis ve elde
edilen absorbanslar ile en kiigiik kareler yontemine goére dogrusallik denklemleri
hesaplanmustir.

Sonuglar ve dogrusallik grafikleri boliim 4.2.2.1°de verilmistir.
3.4.2.2. Spektrofluorimetrik Dogrusallik Calismasi
FAV dogrusal cevap iliskisini kanitlamak i¢in 370/452 nm eksitasyon

(EX)/Emisyon (EM) dalga boylarinda 0,5-9,0 ng/mL konsantrasyon araliklarinda, 6

farkli konsantrasyonda hazirlanan ¢ozeltilerin absorbanslar1 6l¢tiilmiistiir.
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Bolim 3.4.1.2°de hazilanis1 anlatilan Stok standart ¢ozeltileri Tablo 3-2°de

belirtilen oranlarda seyreltme yapilarak FAV dogrusallik ¢ozeltirleri hazirlanmistir.

Tablo 3-2. Spektrofluorimetrik Yontem ile Dogrusallik Calismas1 Hazirligi

onnian Sl Kowanson
Linearite-1 0,5/10 0,5
Linearite-2 1,0/10 1,0
Linearite-3 2,5/10 2,5
Linearite-4 5,0/10 5,0
Linearite-5 7,5/10 7.5
Linearite-6 9,0/10 9,0

Her bir standart ¢ozeltinin derisiminden ardisik 1’er spektrum alindi ve elde
edilen intansiteler ile en kiiciik kareler yOntemine gdre dogrusallik denklemleri

hesaplandi. Sonuglar ve dogrusallik grafikleri boliim 4.2.2.2°de verilmistir.

3.4.3 Kesinlik
Analitik  yontemin kesinligi, ayni homojen Ornekten yapilan ardisik
orneklemelerden elde edilen Olglim serileri arasindaki saginimin derecesi olarak tarif

edilir.

3.4.3.1 UV Spektrofotometrik Kesinlik Calismasi

Kesinlik ¢aligmasi ayn1 giin ve farkli giinler olmak iizere, 3 farkli konsantrasyon
(5,0 pg/mL , 10,0 pg/mL , 15,0 ng/mL) FAV ile gerceklestirilmistir. Her konsantrasyon
icin 3’er kere spektrum alindi. Cozelti hazirlaniglart boliim 3.4.2.1°deki dogrusallik

cozeltilerindeki sekildedir.
Sonuglar boliim 4.2.3.1°de verilmistir.
3.4.3.2 Spektrofluorimetrik Kesinlik Calismasi

Kesinlik ¢alismasi ayni giin ve farkli glinler olmak tizere, 3 farkli konsantrasyon

( 0,5 ng/mL , 1,0 ng/mL , 9,0 ng/mL ) FAV’nin ile ger¢eklestirilmistir. Her
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konsantrasyon ig¢in 6’sar kere spektrum alinmistir. Cozelti hazirlanislart bolim

3.4.2.2°deki dogrusallik ¢ozeltilerindeki sekildedir.

Sonuglar boliim 4.2.3.2°de verilmistir.

3.4.4 Dogruluk ve Geri Kazanim
Bir analitik metodun dogrulugu, belirlenen bir konsantrasyona gére, numune
cozeltisindeki analiz edilen maddenin alt ve st konsantrasyonlarinda geri

kazanimlarinin belli bir aralikta olmasidir [33].
3.4.4.1 UV Spektrofotometrik Geri Kazanim

Yeni elde edilen yontemin dogrulugu, standart ekleme ile ¢alisildi. Bu yontemde
aktif farmasotik bilesen, 5,0 pg/mL baz konsantrasyonuna, ii¢ ayri konsantrasyonda (
5,0ug/mL , 10,0 pg/mL , 15,0 pg/mL ) daha eklenme yapilarak calisilmistir. Sonug
olarak 10,0 ug/mL , 15,0 pg/mL ve 20,0 pg/mL konsantrasyonlarindaki ¢ozeltilerin 3’er

defa spektrumu alimastir.
Sonuglar boliim 4.2.4.1°de verilmistir.

3.4.4.2 Spektrofluorimetrik Geri Kazanim

Yeni elde edilen yontemin dogrulugu, standart ekleme ile c¢alisilmistir. Bu
yontemde aktif farmasotik bilesen, 1,0 ng/mL baz konsantrasyonuna, ii¢ ayri
konsantrasyonda ( 0,5 ng/mL , 1,0 ng/mL , 9,0 ng/mL ) daha eklenme yapilarak
caligtlmigtir.  Sonu¢ olarak 1,5 ng/mL , 2,0 ng/mL ve 10,0 ng/mL

konsantrasyonlarindaki ¢ozeltilerin 3’er defa spektrumu alinmustir.
Sonuglar boliim 4.2.4.2°de verilmistir.

3.4.5 Cozelti Stabilitesi
Numune ve standart ¢ozeltilerinin belirlenen kosullarda ne kadar siire ile stabil

kaldiginin ve ne kadar siire kullanilabilir oldugunun 6l¢tildiigii ¢alismalardir.

Boliim 3.4.1°de anlatildig1 sekilde standart ve test ¢ozeltisi hazirlanmistir. 1 hafta
boyunca belirli zaman araliklarinda saklama sartlar1 sabit tutularak spektrum alinmastir.

Elde edilen sonuglar boliim 4.2.5°te verilmistir.
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3.4.6 Metot Karsilastirma

UV Spektrofotometrik metot ile karsilastirma c¢aligmasinda, tez ¢aligmasinda
kullanilan FAV etkin maddesi {ireticisi Biophore India Pharmaceuticals sirketi
tarafindan daha once gelistirilen HPLC-UV metodu kullanilmistir.

20 pg/mL FAV tablet test ¢ozeltisi Boliim 3.1.1°de anlatildigi gibi hazirlanmistir.
Kolon olarak Poroshell 120 EC-C18 (150 x 4.6mm, 4.0pm) kullaniimistir.
Trifloroasetik asit/Su (A) ve asetonitril (B) gradient programda mobil faz olarak
kullanilmigtir. Gradient program tablo 3-3’te goriildiigii gibi 31 dakikadir. 1 mL/dakika
akis ile 230 nm dalga boyunda ¢alisiimistir.

Tablo 3-3. HPLC Metot i¢cin Gradient Programi

Zaman

(dakika) Mobil Faz A % Mobil Faz B %
0.0 95 5
8.0 80 20
13.0 50 50
23.0 5 95
26.0 5 95
26.1 95 5
31.0 95 5

Spektroflurometrik metot ile karsilastirma metodu olarak, bu tez caligmamizda
gelistirme ve validasyon parametrelerini sundugumuz UV spektrofotometrik metot ile

gerceklestirilmistir.

Sonuglar boliim 4.2.6’da verilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Analiz yonteminin Gelistirilmesi ile Tlgili Bulgular

UV Spektrofotometrik ile gelistirilen yOntemin dalga boyu se¢imi olarak
Favipiravir’in maksimum absorbans verdigi 230 nm ve 323 nm olarak iki dalga boyu
secilmistir. 20 pg/mL konsantrasyonunda FAV’nin sulu ¢6zeltisinin spektrumu Sekil 4-

1 ‘de verilmistir.

1,672,

1,500 —

1,000 —

Abs,

0,500 —

0,000 1 1 ! 1
190,00 250,00 300,00 350,00 400,00
nm.

Sekil 4-1. 20 pg/mL Favipiravir Sulu Cozeltisine Ait UV Spektrumu

Spektrofluorimetrik ile gelistirilen yontemin dalga boyu sec¢imi olarak
Favipiravir’in maksimum floresans siddeti verdigi 370/452 nm EX/ EM dalga boylar
olarak gergeklestirilmistir. 2,5 ng/mL konsantrasyonunda FAV’nin sulu ¢dzeltisinin

spektrumu Sekil 4-2 ‘de verilmistir.
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Sekil 4-2. 2,5 ng/mL Favipiravir’in sulu ¢zeltisinin Floresans Spektrumu

4.2 Gelistirilen Yontemin Validasyonu fle Tlgili Bulgular

4.2.1 Secicilik

UV Spektrofotometrik analiz

i¢in

secicilik okumalarindan elde edilen

spektrumlarda, plasebo ¢ozeltisinden 230 nm ya da 323 nm’de herhangi bir absorbans

elde edilmemistir. Cozeltilere ait spektrumlar Sekil 4-3 ile Sekil 4-4 arasinda yer

almaktadir.
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. Plasebo Cozeltisine Ait UV Spektrumu
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Sekil 4-4. Standart Cozeltisine Ait UV Spektrumu

Spektrofluorimetrik  analiz  i¢in  segicilik  okumalarindan elde edilen
spektrumlarda, plasebo ¢ozeltisinden 370/452 nm EX/ EM dalga boylarinda herhangi

bir intensite elde edilmemistir. Cozeltilere ait spektrumlar Sekil 4-5 ile Sekil 4-6

arasinda yer almaktadir.
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Sekil 4-5. Standart Cozeltisine Ait Floresans Siddeti Spektrumu
4.2.2 Dogrusallik
4.2.2.1 UV Spektrofotometrik Metot ile Dogrusallik

FAV tayini yonteminde lineer cevap iligkisini kanitlamak i¢in Boliim 3.5.2° de

“belirtilen ¢ozeltiler hazirlanmis her bir” konsantrasyondan 1’er okuma yapilip,
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29 ¢¢

absorbanslar 230 nm ve 323 nm’de “belirlenerek en kii¢iik kareler yontemine” “gore
dogrusallik denklemleri elde edilmistir.” Elde edilen dogrusallik grafikleri Sekil 4-6 ile

4-7 arasinda, sonuglar Tablo 4-1 ve Tablo 4-2’de verilmistir.

Tablo 4-1. UV Spektrofotometrik Yontem Dogrusallik Caligmasi Verileri

Konsantrasyon Absorbans Absorbans
(ng/mL) (323 nm) (230 nm)
5 0,20700 0,29100
7,5 0,27000 0,39920
10 0,33400 0,51000
15 0,47000 0,74500
20 0,60800 0,97300
30 0,84500 -

Tablo 4-2. UV Spektrofotometrik Yontem Dogrusallik Calismasi Sonuglari

Dalga Boyu 323 nm 230 nm
Egim 0,0258 0,0457
Kesim 0,0798 0,0582
Korelasyon Katsayisi 0,9991 0,9998
Beers Yasasi Geregi Aralik 5,0-30,0 pg/mL 5,0-20,0 pg/mL
Regresyon Esitligi y =0,0258x + 0,0798 | y=0,0457x + 0,0582
LOD 1,20 pg/mL 0,27 pg/mL
LOQ 3,70 pg/mL 0,80 pg/mL
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Sekil 4-6. UV Spektrofotometrik Yontem ile Favipiravir 323 nm’de Dogrusallik Grafigi
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Sekil 4-7. UV Spektrofotometrik Yontem ile Favipiravir 230 nm’de Dogrusallik Grafigi

Dogrusallik c¢alismast sonucunda elde edilen verilerden ve gergeklestirilen

regrasyon analizinden dogrusallik denklemi egimi, y-kesim noktasi, korelasyon

katsayist (R), korelasyon katsayisinin karesi (R?) hesaplatilmistir. Konsantrasyon ve

alanlar arasindaki korelasyon katsayisi 0,99’dan biiyiiktiir. Favipiravir i¢in 323 nm’de

5,0-30,0 pg/mL, 230 nm’de 5,0-20,0 pg/mL konsantrasyonlar1 aralifinda dedektor

yanit1 ile konsantrasyonlar arasinda dogrusal bir iligki oldugu kanitlanmistir.

y

a

b

X

: Alan

: egim

: kesme noktasi

: Konsantrasyon, mg/mL
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Dogrusallik c¢alismasinda 323 nm’de daha genis bir konsantrasyon araliginda
(5,0-30,0 pg/mL) dogrusal oldugu ortaya ¢ikmistir. Bu nedenle, bu asamadan sonra
calismamizda kalan validasyon parametreleri i¢in, yalnizca 323 nm dalga boyundaki

sonuclar tartigilmistir.
4.2.2.2 Spektrofluorimetrik Metot ile Dogrusallik

FAV tayini yonteminde lineer cevap iligkisini kanitlamak i¢in Boéliim 3.4.2.2° de
“belirtilen ¢ozeltiler hazirlanmis her bir” konsantrasyondan 1’er okuma yapilip,
intensiteler 370/452 nm eksitasyon (EX)/Emisyon (EM) dalga boylarinda “belirlenerek

99 ¢¢

en kiiclik kareler yontemine” “gore dogrusallik denklemleri elde edilmistir.” Elde edilen

dogrusallik grafigi , sonuglar Tablo 4-3 ve Tablo 4-4’de verilmistir.

Tablo 4-3. Spektrofluorimetrik Yontem Dogrusallik Caligmasi Verileri

Cozelti Ad1 Konsantrasyon (ng/mL) Bagil Floresans Siddeti
Linearite-1 0,5 1,370
Linearite-2 1,0 2,551
Linearite-3 2,5 6,436
Linearite-4 5,0 12,550
Linearite-5 7.5 19,153
Linearite-6 9,0 22,980

Tablo 4-4. Spektrofluorimetrik Yontem Dogrusallik Calismasi Sonuglart

Dalga Boyu 370 nm (EX)/452 nm (EM)
Egim 2,5438
Kesim 0,0287
Korelasyon Katsayisi 0,99987

Dogrusallik Arahg: 0,5-9,0 ng/mL
Regresyon Esitligi y =2,5438x + 0,0287

LOD 0,101ng/mL

LOQ 0,304 ng/mL
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Bagil Floresans Siddeti
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Sekil 4-8. Spektrofluorimetrik Yontem ile Dogrusallik Grafigi

4.2.3 Kesinlik

4.2.3.1 UV Spektrofotometrik Kesinlik

“Farkli konsantrasyon seviyelerinde farkli giinlerde

gerceklestirilen kesinlik

caligmamiza ait sonuglar” Tablo 4-5 ve 4-6’da verilmistir. RSD degerlerinin en fazla %

0.9 ve %0.8 olmasi numunelerimizin sa¢inim derecesinin olduk¢a yakin oldugunun da

gostergesidir. “Ayni glin ya da farkl

deger bir farklilik gézlemlenmemistir.”

Tablo 4-5. UV Spektrofotometrik “Yontem Ayni/Farkli Giin Kesinlik Sonuglar1”

giinlerde elde edilen sonuglar arasinda” “kayda

Okuma Ayni Giin Sonuclar1 (ug/mL) Farkh Giin Sonuc¢lari (ug/mL)
Sayisi 5,0 pg/mL 10,0 pg/mL 15,0 pg/mL 5,0 pg/mL 10,0 pg/mL 15,0 pg/mL

1 5,05 10,01 15,11 4,98 9,93 15,00

2 5,03 9,97 15,13 4,95 10,05 14,99

3 4,95 10,03 14,99 5,00 9,97 15,09

4 4,97 9,98 15,15 5,03 9,98 15,04

5 5,04 10,03 15,04 4,93 10,04 15,03

Ortalama 5,01 10,00 15,08 4,98 9,99 15,03

SD 0,04 0,03 0,07 0,04 0,05 0,04

% RSD 0,90 0,28 0,44 0,80 0,50 0,26
Tablo 4-6. UV Spektrofotometrik “Yontem Ayni/Farkli Giin Kesinlik Sonuglar1 Ozet”
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Ayni Giin Farkli1 Giin
Gergek Bulunan RSD (%) Bulunan RSD (%)
Konsantrasyon = Konsantrasyon Konsantrasyon
(ng mL™) (ng mL™) (ng mL™)
5,0 5,01 0,90 4,98 0,80
10,0 10,02 0,28 9,99 0,50
15,0 15,08 0,44 15,03 0,26

(n=5)

4.2.3.2 Spektrofluorimetrik Yontem Kesinlik

29 ¢6

“Farkli konsantrasyon seviyelerinde farkli giinlerde” “gerceklestirilen kesinlik
caligmamiza ait sonuglar” Tablo 4-7 ve Tablo 4-8’de verilmistir. RSD degerleri % 1,9
ve %1,8 ‘dir. % 2,0 ‘dan “kiiciik kalarak kabul kriterlerine uygundur.” “Ayni1 giin ya da
farkl1” “giinlerde elde edilen sonuglar arasinda” “kayda deger bir farklilik
gozlemlenmemistir.”

Tablo 4-7. Spektrofluorimetrik “Yontem ile Ayni/Farkli Giin Kesinlik” Sonuglari

Okuma Aym Giin Sonuclar1 (ng/mL) Farkh Giin Sonug¢lar1 (ng/mL)
Sayisi 0,5ng/mL 1,0 ng/mL 9,0 ng/mL 0,5ng/mL 1,0 ng/mL 9,0 ng/mL

1 0,502 1,02 8,90 0,504 1,03 8,97

2 0,512 1,00 8,74 0,507 0,98 9,12

3 0,498 0,99 8,99 0,490 1,01 9,05

4 0,495 0,98 9,00 0,499 0,99 9,10

5 0,500 1,02 9,05 0,500 1,02 9,05
Ortalama 0,494 1,02 9,03 0,503 1 9,08
SD 0,500 1,005 8,952 0,501 1,005 9,062

% RSD 0,007 0,02 0,12 0,006 0,02 0,05




24

Tablo 4-8. Spektrofluorimetrik “Yéntem ile Ayni/Farkli Giin Kesinlik” Sonuglar1 Ozet

Ayni Giin Farkli1 Giin
Gercek Bulunan RSD (%) Bulunan RSD (%)
Konsantrasyon Konsantrasyon Konsantrasyon
(ng mL) (ng mL™) (ng mL1)
0,5 0,500 1,3 0,501 1,2
1,0 1,005 1,8 1,005 1,9
9,0 8,952 1,3 9,052 0,6

4.2.4 Dogruluk ve Geri Kazanim
4.2.4.1 UV Spektrofotometrik Yontem ile Geri Kazanim

Bolim 3.4.4.1’de “anlatildigi gibi c¢alisilan geri kazanim” parametresine ait
sonuglar Tablo 4-9 ve Tablo 4-10 ’da verilmistir. Geri kazanim % 100,18 -%100,47
araliginda oldukc¢a verimli bulunmustur.

Table 4-9. UV Spektrofotometrik Yontem Geri Kazanim Sonuglari (323 nm)

Alinan Eklenen Bulunan Gerc¢ek
% Geri Ortalama
Miktar Miktar Miktar Miktar SD
Kazamim (ng/ml)
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
5,0 5,0 10,02 5,02 100,40
5,0 5,0 10,09 5,09 101,80 5,02 0,07
5,0 5,0 9,96 4,96 99,20
5,0 10,0 15,04 10,04 100,40
5,0 10,0 15,15 10,15 101,50 10,04 0,11
5,0 10,0 14,93 9,93 99,30
5,0 15,0 20,11 15,11 100,73
5,0 15,0 19,96 14,96 99,73 15,03 0,08

5,0 15,0 20,01 15,01 100,07
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Table 4-10. UV Spektrofotometrik “Y®dntem Geri Kazanim Sonuglar1 Ozet”

Baslangic  Eklenen ToplamBulunan Gerg¢ek Bulunan Geri
Miktari Miktar Miktar Miktar Kazanim
(ngmL"') (ugmL") (ng mL") (ng mL") (Meant SD)* (%)
5 10,06 5,0240,07 100,47
> 10 15,04 10,04+0,11 100,40
15 20,03 20,03+0,08 100,18

RSD
(%0)

1,30

1,10
0,51

4.2.4.2 Spektrofluorimetrik Yontem ile Geri Kazanim

Bolim 3.4.4.1°de “anlatildigi gibi ¢alisilan geri kazanim” parametresine ait
sonuglar Tablo 4-11 ve Tablo 4-12’de verilmistir. Geri kazanim % 100,00 -%99,67
araliginda oldukc¢a verimli bulunmustur.

Tablo 4-11. Spektrofluorimetrik Yontem Geri Kazanim Sonuglari

Alinan Eklenen Bulunan Gerc¢ek
% Geri Ortalama
Miktar Miktar Miktar Miktar SD
Kazanim (ng/ml)

(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
1,00 0,50 1,504 0,50 100,80
1,00 0,50 1,505 0,51 101,00 0,50 0,01
1,00 0,50 1,491 0,49 98,20
1,00 1,00 2,010 1,01 101,00
1,00 1,00 2,000 1,00 100,00 1,00 0,02
1,00 1,00 1,980 0,98 98,00
1,00 9,00 10,030 9,03 100,33
1,00 9,00 9,960 8,96 99,56 8,98 0,04

1,00 9,00 9,950 8,95 99,44
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Table 4-12. Spektrofluorimetrik “Yontem Geri Kazanim Ozet Sonuglar”

Baslangic  Eklenen ToplamBulunan Gerg¢ek Bulunan Geri RSD
Miktari Miktar Miktar Miktar Kazanim (%)
(ngmL') (ngmL™") (ng mL™1) (ng mL™!') (Meant+ SD)* (%)
0,5 1,500 0,500+0,01 100,00 1,56
: 1,0 1,997 0,997+0,02 99,67 1,53
9,0 9,980 8,980+0,04 99,78 0,49

4.2.5 Cozelti Stabilitesi

Belirli zaman araliklarinda saklama sartlar1 (25 °C) sabit tutularak standart ve
numune ¢ozeltileri okumalarinda elde edilen sonuglar Tablo 4-13 ve Tablo 4-16

arasinda verilmistir.

Tablo 4-13. Favipiravir Standart “Cézeltisi Icin Cozelti Stabilitesi (UV-323 nm)”

Giin Abs. % Degisim
Baslangic 0,608 -
1.Giin 0,608 0
3. Giin 0,605 0,5
5. Giin 0,600 1,3
7. Giin 0,610 0,3

Tablo 4-14. Favipiravir Test “Cozeltisi i¢in Cozelti Stabilitesi (UV-323 nm)”

Giin Abs. % Degisim
Baslangic 0,600 -
1.Giin 0,601 0,2
3. Giin 0,615 1,8
5. Giin 0,612 1,5

7. Giin 0,555 0,8
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Tablo 4-15. Spektrofluorimetrik Yontem Favipiravir Standart Cozelti Stabilitesi

Giin Fls‘i;;s;':s % Degisim
Baslangic 3976 -
1.Giin 3999 0,6
3. Giin 4012 0,9
5. Giin 3956 0,5
7. Giin 3967 0,2

Tablo 4-16: Spektrofluorimetrik Yontem Favipiravir Test Cozelti Stabilitesi

Giin FIS‘:;?;':S % Degisim
Baslangic 4067
1.Giin 4123 1,4
3. Giin 4095 0,7
5. Giin 4012 1,4
7. Giin 3989 1,9

Standart cozeltileri ve numune c¢ozeltirleri bir hafta boyunca stabil oldugu

belirlenmistir.
4.2.6 Metot Karsilastirma
4.2.6.1 UV Spektrofotometrik Metot ile HPLC-UV Metot Karsilastirmasi

Her bir metot i¢in 5’er numune iizerinden elde edilen sonuclarla“ortalama sonug,
SD, RSD degerleri” hesaplanmistir. Elde edilen SD ve ortalama degerler iizerinden T-

test ve F-test uygulanmistir. Sonugclar tablo 4-17’de bulabilirsiniz.

Tablo 4-17’deki “sonuglar incelendiginde, F ve t” “degerlerinin % 95 giiven araliginda
tablodaki” degerlerden diisiik olmasi, HPLC metodu ile gelistirilen UV

spektrofotometrik “metot arasinda anlamli bir fark™ olmadigini gostermistir.
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Tablo 4-17. UV Spektrofotometrik ile HPLC Metodun Karsilastirmali Istatiksel

Degerlendirmesi
Numune UV Spektrofotometrik (%) HPLC (%)
1 100,10 99,93
2 99,70 99,88
3 100,30 99,72
4 99,80 99,97
5 100,30 99,66
Mean 100,04 99,832
SD 0,28 0,14
RSD 0,28 0,13
t: 1,499 ni=n=>5 ttablo:2,306
F: 4,269 P:0,05 Fablo:6,388

4.2.6.2 Spektrofluorimetrik Metot ile UV Spektrofotometrik Metot Karsilastirmasi

Her bir metot i¢in beser numune ileelde edilen sonuglar ile SD, RSD ortalama
sonug, , degerleri” hesaplandi. Elde edilen ortalama degerler ve SD {iizerinden F-test ve

T-test uygulandi, Sonuglar tablo 4-18’de bulabilirsiniz.

Tablo 4-18’deki “sonuclar incelendiginde, F ve t” “degerlerinin % 95 giiven
araliginda tablodaki” degerlerden diisiikk olmasi, UV spektrofotometrik metodu ile
gelistirilen  spektrofluorimetrik  “metot arasinda anlamli  bir fark” olmadigim

gostermistir.



Tablo 4-18. Spektrofluorimetrik ile UV Spektrofotometrik Metotlarin

Karsilastirmali Istatiksel Degerlendirmesi

Numune Spektrofluorimetrik (%) UV Spektrofotometrik (%)
1 99,9 100,10
2 99,5 99,70
3 100,1 100,30
4 100,3 99,80
5 100,5 100,30
Mean 100,06 100,04
SD 0,38 0,28
RSD 0,38 0,28
t: 0,28 ni=n=5 tiablo: 2,45
F: 1,82 P:0,05 Ftab10:9,27

29
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5. TARTISMA

FAV influenza tedavisinde kullanilan, RNA polimeraz inhibitorii bir antiviral ilagtir.
Bir RNA viriisii olan SARS-CoV?2 viriisii ile baglayan COVID-19 pandemisi siiresince
de, hafif ve orta siddetli koronaviriis tedavisinde etkili oldugu goriilmiistiir.

Literatiirde FAV tablet tayini i¢in genel bilgiler kisminda detaylari verilen
kromatografik, elektrokimyasal ve spektrofotometrik metotlar bulunmaktadir. Bu
metotlar arasinda Ozellikle kromatografik ve elektrokimyasal analizler zaman alici
metot gelistirme asamalarina ve nispeten komplike cihazlara gereksinim duymaktadir.
Tez kapsaminda gelistirilen analitik metotlarda en temel 6l¢tim tekniklerinden olan UV-
spektrometri  ve segiciligi ve hassasiyeti dolayisiyla kiitle spektrofotometrik
detektorlerle zaman zaman yarisan spektrofluorimetri kullanilmistir. Gelistirilen
metotlara ait sonuglar kiyas metotlar1 ile karsilastirilmis ve metotlar arasinda anlamli bir
fark saptanmamagtir.

FAV, yapisinda bir benzen halkasi ve fliioriir grubu igeren, 157 g/mol gibi
oldukgca diisiik molekiil agirligina sahip kiigiik bir molekiildiir. Dogal fliioresansa ve UV
absorpsiyonuna sahip olmasi, maddenin tabletlerden analizleri i¢in ilk basvurulan
yontemlerin spektrofotometrik yontemler olmasina neden olmustur. Her iki metotta da
¢oziicii olarak suyun kullanilmasi ile ¢evre dostu bir analiz gerceklestirilmistir.

Literatiirde FAV tabletlerde UV-spektrofotometrik metot ile gelistirilmis olan iki
metottan biri olan en hassas metot 6-22 ug/mL konsantrasyon araliginda olup, LOD ve
LOQ parametreleri incelenmemistir. Tez calismast kapsaminda gelistirilen UV-
spektrofotometrik metot, 0,9991 korelasyon katsayisina sahip, 5-30 pg/mL
konsantrasyon araliginda 1,2 pg/mL LOD ve 3,7 pg/mL LOQ konsantrasyonlarina
sahiptir. Gelistirilen UV spektrofotometrik yontem secicilik, kesinlik, ¢ozelti stabilitesi,
dogrusallik ve dogruluk parametreleri agisindan valide edilmistir. Ug ayr1 konsantrasyon
(5, 10, 15 pg/mL) icin giin i¢i ve giinler-aras1 analizlerin standart sapmalar sirasiyla
0,04/0,04, 0,03/0,05 ve 0,07/0,04; RSD degerleri ise %0,9/0,8, %0,3/%0,5 ve %0,4-0,3
olarak bulunmustur. 3 farkli konsantrasyon i¢in elde edilen geri kazanim degerleri %
100,18-%100,47 arasinda bulunmustur. Tabletler ayrica etken madde iireticisi firma
tarafindan gelistirilen HPLC-UV metodu ile de analiz edilmis, her iki yontemle bulunan

sonuglar t ve F testleri uygulanarak istatistiksel olarak kiyaslandiginda aralarinda
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ortalamalar ve standart sapmalar agisindan % 95 olasilik diizeyinde anlamli bir fark
olmadig1 goriilmiistiir.

Literatiirde FAV tabletlerde spektrofluorimetrik metot ile gelistirilmis olan en
hassas metot 20-350 ng/mL konsantrasyon araliginda olup, bu tez ¢alismasinda 0,5-9
ng/mL konsantrasyon araliginda bir metot gelistirilmis, LOD seviyesi 0,1 ng/mL ve
LOQ seviyesi 0,3 ng/mL konsantrasyonlarinda bulunmustur. Yontemin 0,5-9 ng/mL
konsantrasyon araligindaki dogrusallik c¢alismasinda korelasyon katsayisi 0,99987 dir.
Gelistirilen spektrofluorimetrik yontem segicilik, kesinlik, ¢ozelti stabilitesi, dogrusallik
ve dogruluk yoniinden valide edilmistir. Ug¢ ayr1 konsantrasyon (0,5, 1,0, 9,0 ng/mL)
icin giin i¢i ve giinler-aras1 analizlerin standart sapmalari sirasiyla 0,50/0,50, 1,00/1,00
ve 8,95/9,06 ve RSD degerleri sirasiyla %1,3/1,2 %1,8/%1,9 ve %1,3-0,6 olarak
bulunmugtur. 3 farkli konsantrasyon i¢in geri kazanim degerleri ise % 100,00 -%99,67
arasinda elde edilmistir. Her iki yontemin de ¢ozelti stabilitesi 7 giin boyunca 6l¢iilmiis
ve elde edilen sonuglara gore ¢ozeltilerin bir hafta dayanikli oldugu goriilmiistiir. Kiyas
metodu olarak tabletler tez kapsaminda gelistirilen UV-spektrofotometrik yontem ile de
analiz edilmistir. Her iki yOntemle bulunan sonuglar t ve F testleri uygulanarak
istatistiksel olarak kiyaslandiginda aralarinda % 95 olasilik diizeyinde ortalamalar ve
standart sapmalar agisindan anlamli bir fark olmadig1 goriilmistiir.

Bu tez calismasinda, toplam 58 klinik ¢aligmasi olan ve birgogu giincel olarak
devam eden, literatiirde mevcut favipiravir tablet tayinine ait UV spektrofotometrik ve
spektrofluorimetrik yontemler gelistirilmis, sonuglar kiyas metotlar1 ile karsilastirilmis
ve ICH kilavuzuna goére valide edilmistir. Tez kapsaminda gelistirilen, Favipiravirin
tabletlerde rutin analizlerinde kullanilabilecek ve biyolojik sivi analizlerinde de
uygulanabilirligi olabilecek metotlarla elde edilen sonuglar iki farkli uluslararasi

kongrede sozlii olarak sunulmustur.
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