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OZET
TIMOLOL MIKTAR TAYINI iCIN HIZLI, SPESIFiK VE HASSAS
UPLC YONTEMININ GELISTIRILMESI VE VALIDASYONU

Timolol Maleate bir beta-adrenerjik antagonisttir ve levo izomeri daha aktif izomerdir.
Antihipertansif, antiaritmik, antianginal ve antiglokom ajani olarak kullanilabilir. Timolol
Maleat, gozlerdeki basinci veya goz i¢i basincimi azaltmak i¢in géz damlasi soliisyonlarinda
kullanilan segici olmayan bir beta-adrenerjik antagonisttir. Ayrica hipertansiyon tedavisinde ilag
olarak tablet formunda da kullanilir. Acik acili glokom ve hipertansiyon gibi durumlarin
yOnetimi i¢in etkili bir ajandir.

Timolol ilag aktif maddesinin, kantitatif tayini i¢in kromatografik yontemler kullanilmaktadir.
Bu yontemlerin ¢ogunda gelistirilen metot, Yiiksek Basinghi Sivi Kromatografi (HPLC)
cihazinda kullanilmak tizere tasarlanmistir. Bu ¢alismada, bu metotlara alternatif olarak Ultra
Performansli S1vi Kromatografisi (UPLC) cihazina uygun bir analitik metot gelistirilmis ve bu
metodun validasyonu yapilmistir. HPLC cihazinda kullanilmak tizere gelistirilen metotlar UPLC
cihazinda kullanilmak iizere gelistirilen metotlara oranla daha fazla organik ¢oziici
kullanilmasina ihtiya¢ duyduklar i¢in gevreye birakilan organik atik miktarinin artmasina yol

acarak, ¢evre ve insan sagligi tizerindeki olumsuz etkiyi de arttirmaktadir.



Mevcut olumsuzluklarin azaltilmasi i¢in UPLC cihazinda gelistirilen yontem, HPLC cihazinda
gelistirilen yontemlere kiyasla daha hassas, daha secici, daha hizli, daha giivenilir, daha
ekonomik ve ¢evreye daha duyarli olmasinin yani sira daha az 6rnek numune ile ¢caligmay1 da
mimkiin kilmistir. Calismamizda Timolol Maleat ilag aktif maddesinin miktarinin tayin edilmesi
icin UPLC cihazlarinda kullanilmak iizere, Timolol molekiiliiniin kromatografik olarak yeterli
bir ayrim gosterdigi, kesin ve tekrarlanabilir analitik bir metot gelistirilmistir. Gelistirilen bu
metodun dogrulugunun ispatlanmasi icin, “ICH Q2(R2) Validation of analytical procedures”
rehberi incelendi ve bu rehber dogrultusunda; Kesinlik, Ara-Kesinlik, Saglamlik, Cozelti
Stabilitesi, Calisma Araligi, Secicilik, Dogruluk ve Dogrusallik parametrelerinin ¢alismalari
yapildi. Yapilan bu ¢aligmalar dogrultusunda gelistirilen ve validasyonu tamamlanan bu metot
ile Timolol ilag aktif maddesini igeren ve eczanelerden temin edilen ilaglarin Timolol miktar
tayini analizleri yapildi. Yapilan analizler dogrultusunda elde edilen sonuglarin, analizi yapilan

ilaclarin prospektiisiinde yazan etiket degerleri ile ayni oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: UPLC, Kromatografi, Timolol, fla¢, Optimizasyon, Validasyon
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SUMMARY
DEVELOPMENT AND VALIDATION OF RAPID, SPECIFIC AND
SENSITIVE UPLC METHOD FOR TIMOLOL QUANTIFICATION

Timolol Maleate is a beta-adrenergic antagonist and the levo isomer is the more active isomer. It
can be used as an antihypertensive, antiarrhythmic, antianginal and antiglaucoma agent. Timolol
Maleate is a non-selective beta-adrenergic antagonist used in eye drop solutions to reduce
pressure in the eyes or intraocular pressure. It is also used in tablet form as a medicine in the
treatment of hypertension. It is an effective agent for the management of conditions such as open-
angle glaucoma and hypertension.

Chromatographic methods are used for the quantitative determination of the active ingredient of
timolol. The method developed in most of these methods is designed for use in a High Pressure
Liquid Chromatography (HPLC) instrument. In this study, an analytical method suitable for Ultra
Pressure Liquid Chromatography (UPLC) device was developed as an alternative to these
methods and this method was validated. Since the methods developed for use in the HPLC device
require the use of more organic solvents than the methods developed for use in the UPLC device,
they increase the negative impact on the environment by causing an increase in the amount of

organic waste released to the environment. environment and human health.

Vii



The method developed in the UPLC device in order to reduce the existing problems is more
sensitive, more selective, faster, more reliable, more economical and more environmentally
friendly compared to the methods developed in the HPLC device, as well as making it possible
to work with less sample samples. A precise and reproducible analytical method has been
developed for the quantification of maleate API, for use in UPLC devices, in which the Timolol
molecule shows sufficient chromatographic separation. In order to prove the accuracy of this
developed method, the “ICH Q2(R2) Validation of analytical procedures” guide was reviewed
and in line with this guide; Precision, Intermediate Precision, Robustness, Solution Stability,
Working Range, Selectivity, Accuracy and Linearity parameters were studied. With this method,
which was developed and validated in line with these studies, Timolol quantification analyzes of
drugs containing Timolol active drug substance and obtained from pharmacies were performed.
It has been determined that the results obtained in the direction of the analyzes are the same as

the label values written in the package insert of the analyzed drugs.

Key Words: UPLC, Chromatography, Timolol, Pharmaceutical, Optimization, Validation

02.2023 Ulas CIFCIOGLU
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1.  GIRIS ve AMAC

Timolol, gozlerdeki basinci veya goz ici basincini azaltmak i¢in bir g6z damlasi soliisyonunda
verilen segici olmayan bir beta-adrenerjik antagonisttir. Ayrica hipertansiyon tedavisinde ilag
olarak tablet formunda da kullanilir. Beyaz ve kristal yapili toz halinde bulunan Timolol, FDA
tarafindan 1979 yilinda onaylanmistir. Bu ila¢ aktif maddesine sahip ilaglar bir¢ok firetici
tarafindan pazarda sunulmaktadir. A¢ik agili glokom ve hipertansiyon gibi durumlarin yonetimi
icin etkili bir ajandir.

Glinlimiizde Timolol ilag aktif maddesinin kullanildig: ilaglarin artmasi bu ilaglarin kantitatif
analizlerinin 6nemini de arttirmaktadir. Bu analizlerin en az numuneyle, en hizli ve en dogru bir
sekilde yapilmasi onem arz etmektedir. Sivi kromatografisi yontemi, Timolol ilag¢ aktif
maddesinin kantitatif analizinin dogru sekilde yapilmasinda kullanilan etkili yontemlerden
birisidir. Sivi kromatografisi cihazlar1 kullanilarak gelistirilecek bir metot; is yikiini ve
maliyetini azaltirken, elde edilen sonuglarin giivenilirligini arttirmaktadir.

Timolol ilag aktif maddesinin kantitatif tayini i¢in gelistirilmis metotlar genellikle Yiiksek
Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC) cihaziyla uygun olarak ¢alisan metotlardir. HPLC
yontemleri her ne kadar dogru ve tekrarlanabilir sonug verse de, Ultra Performansli Sivi
Kromatografisi (UPLC) cihaziyla uygun yontemler daha hizli, daha hassas, daha az numuneyle
calisilabilmesi gibi imkanlar sunmaktadir.

UPLC, s1vi kromatografisi i¢in gelismis ve modern bir yontemdir. UPLC, ii¢ alanda gelisen ultra
performansli s1v1 kromatografisini ifade eder; hiz, ¢oziiniirliik ve hassasiyet. UPLC, HPLC’ye
kiyasla daha 1yi ¢oziiniirliik, hiz ve hassasiyet elde etmek i¢in ¢ap1 2pum'den kiigiik parcaciklarin
analizinin yapilmasini miimkiin kilar. 21. ylizyilda ilag endiistrileri ekonomide yeni yollar
bulmaya ve ilag gelistirme siiresini kisaltmaya odaklanmistir. Bu ¢alisma kapsaminda UPLC
cihaziyla uygun sekilde ¢alisan bir metot gelistirmek, gelistirilen bu metodun optimizasyonunu
ve validasyonunu yapmak hedeflenmektedir. Validasyon isleminin ardindan, ila¢ endiistrisinde
kullanilmaya hazir bir metot olup olmadiginm1 sorgulamak amaciyla, piyasada ruhsatlandirilmis
ve ticari olarak elde edilebilen, igerisinde Timolol ilag aktif maddesini barindiran {iriinler temin
edilecek ve bu metot {izerinden icerdikleri Timolol aktif maddeleri analizlenecektir. Piyasada
satista olan ilaclarin Timolol miktarlar1 dogru bir sekilde analizlenebilirse, ilag endiistrisinde
kullanilmak tizere ekonomik, giivenli, hassas ve ¢evreci bir metot gelistirilmis olacaktir.
Timolol, oftalmik ilag {irtinlerinin i¢erisinde bulunan aktif ilag maddelerinden birisidir. Piyasada
bulunan ve ruhsat almis nihai ilaglar, Timolol ile birlikte farkli ilag aktif maddeleri de

icermektedir. Dorzolamid Hidroklorik Asit, Brimonidin Tartarat ve Brinzolamid gibi ilag aktif



maddeleri, piyasada Timolol Maleat ile birlikte bitmis iiriin i¢erisindeki formiilasyonda siklikla
kullanilan aktif maddelerdendir.

Bir analitik metot gelistirilirken tayin edilmesi gereken etken madde diginda yukarida bahsedilen
ve ila¢ formiilasyonunda ikili kombinasyon olarak Timolol aktif maddesinin yaninda yer alan
ikinci bir aktif madde de girisim yapabilir. Bahsedilen ilag aktif maddelerin, kantitatif tayinleri
icin baz1 kromatografik yontemler kullanilmaktadir. Bu yontemlerin ¢ogunda gelistirilen metot,
HPLC cihazinda kullanilmak tizere tasarlanmistir. Bu ¢alismada, bu metotlara alternatif olarak
UPLC cihazina uygun bir analitik metot gelistirilmis ve bu metodun validasyonu yapilmustir.
HPLC cihazinda kullanilmak iizere gelistirilen metotlar UPLC cihazinda kullanilmak {izere
gelistirilen metotlara oranla daha fazla organik ¢oziicii kullanilmasina ihtiya¢ duyarlar. Bu durum
cevreye birakilan organik atik miktarinin artmasina yol acarak, ¢evre ve insan sagligi tizerindeki
olumsuz etkiyi de arttirmaktadir. Mevcut olumsuzluklarin azaltilmasi i¢cin UPLC cihazinda
gelistirilen yontem, HPLC cihazinda gelistirilen yontemlere kiyasla daha hassas, daha segici,
daha hizli, daha giivenilir, daha ekonomik ve ¢evreye daha duyarli olmasinin yani sira daha az
ornek numune ile ¢alismay1 da miimkiin kilmistir.

Calisma kapsaminda gelistirilmis yontemde, ultra yiliksek basingli bir analitik ekipman
kullanimina uygun olacak sekilde hareketli fazin, ¢oziiciiniin, analitik kolonun ve ideal
konsantrasyonun belirlenmesine yonelik calismalar gergeklestirilmistir. Timolol molekiiliiniin
kesin ve tekrarlanabilir, kromatografik olarak yeterli bir ayrim gosterecek sekilde
analizlenebilmesine imkan saglayan analitik metot, UPLC cihazina uygun olarak gelistirilmis ve
validasyonu yapilmistir. Gelistirilen yontem ile piyasada ticari olarak satis1 yapilan ve iceriginde

Timolol ila¢ aktif maddesi bulunduran iiriinlerin nicel olarak analizi yapilmistir.

1.1.  Timolol Maleat ila¢ Aktif Maddesi

Timolol maleat, (S)-1-[(1,1-dimetil)amino]-3-[[4-(4-morfolinil9-1,2,5-tiadiazol-3-ilJoksi]-2-
propanol, nonspesifik bir adrenerjik blokerdir. Timolol ait 2 boyutlu molekiil yapist Sekil 1.1°de
ve 3 boyutlu molekiil yapis1 Sekil 1.2°de verilmistir. Timolol maleat, bir antiglokom ajani olarak
kullanilan ilk blokerdir. Glokom tedavisinde kullanilan B-adrenerjik blokdr ilag grubundadir.
Glukom hastalig1 baglica sebebi goz i¢ basincinin artmasina bagli olarak sinirlerin yipranmasidir.
Bu hastaliga sahip kisilerin zamanla gorme yetisini azalir (Y1lmaz, 2010).

Kristal yapida ve beyaz renkte olan Timolol; oda kosullarinda su igerisinde, metil alkol igerisinde
ve metil alkol igerisinde ¢6ziliniirken kloroform icerisinde ve propilen glikol igerisinde ¢oziinmesi
zordur, Siklohekzan igerisinde ve eter igerisinde ¢Oziinme gozlemlenmez. Timolol, su

icerisindeki pH degeri yaklasik olarak 4 gelmektedir. Saklama kosullart uygun oldugunda
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herhangi bir degredasyona ugramadan 60 ay siireyle stabil kalirken, sicaklik ve UV 1s1k altinda
yapisinda bozunma gozlenebilir (Yilmaz, 2010).

Timolol aktif maddesi ilaglarmn icerisinde Timolol Maleat formunda bulunur. Thtiya¢ duyulan
Timolol miktari, Timolol maleatin molekiil agirligina oranlanarak hesaplanir. Bu tez
calismasinda kullanilan ve igerisinde Timolol bulunan ilaglarin i¢cerdikleri timolol miktarinin mL
basma 5 mg oldugu belirtilmistir. Bu ilaglarin icerisinde Timolol miktar1 tayin edilirken
kullanilan Timolol Maleat standardi, Timolol molekiil agirligmin (316,42 g / mol) Timolol

Maleat molekiil agirligina (432,49 g / mol) boliinmesiyle hesaplanir.

Sekil 1.1: Timolol Maleat ilag aktif maddesinin 2 boyutlu molekiil yapisi

Sekil 1.2: Timolol Maleat aktif maddesinin 3 boyutlu molekiil yapisi

1.2.  Timolol Tayini i¢in Analitik Cahsmalar

Erk, dorzolamid hidrokloriir ve timolol etkenlerini ayn1 anda tek bir kromatografik kosulda hizli
ve hassas bir HPLC yontemi gelistirmistir. Tlaclar, iki sabit dalga boyunda (dorzolamid i¢in dalga
boyu 250 nm ve timolol i¢in 300 nm) bir diyot dizisi detektorii ile izlenmistir. HPLC’ daki
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metodu, 5 micron Cig kolonda 150 mm’ye 6 mm uzunlukta kolon kullanarak, dakikada 1,2 mL
akis hiziyla yapmistir. Metotlarinda sabit faz olarak ph:2,5 tampon: metil alkol :asetonitril
reaktiflerinin sirastyla (85:10:5) oranlarinda karistirilmasiyla elde edilen ¢ozelti kullanilmustir.
Yapilan ¢alismalar sonucunda dorzolamid hidrokloriir etkeninin dogrusal oldugu aralik 4 pg/mL
ile 45 pg/mL iken timolol etkeninin dogrusal oldugu aralik 2 ug/mL ile 20,6 ug/mL oldugu
gozlemlenmistir. Gelistirilen metodun ilag iiriinlerine basariyla uygulanabilecegi kanitlanmistur.
(Erk, 2003).

Nasir ve arkadaslari, timolol (TIM), rosuvastatinin (RST) ve diklofenak sodyumun (DS)
farmasotiklerde, insan plazmasinda ve dahili standart olarak naproksen sodyum (NS) i¢eren goz
stvisinda es zamanli tayini i¢in yeni bir HPLC-UV yontemi gelistirmistir. Hedef bilesikler,
Hypersil 250 mm uzunlugunda, 4,6 mm ¢apinda ve 5u c¢apa sahip C18 kolonda, hareketli faz
olarak izokratik modda %0,2 trietilamin (TEA) ve asetonitril (ACN) (40:60, h/h) uygulanmasi,
1 mL/dk'lik bir akis hizinda %85 fosforik asit ile pH’1n 2,75°e ayarlanmasi ile analiz edilmistir.
Kolon firin sicakligi 45°C’de tutulmus ve 50 pl numunenin HPLC sistemine enjekte edilmesinin
ardindan pik 284 nm’de gozlenmistir. Metanol ile deproteinasyon sonrasi, mobil fazi
ekstraksiyon sivisi olarak kullanan sivi-sivi ekstraksiyon prosediirii insan plazma ve sigir goz
stvist drneklerine uygulanmistir. Onerilen yéntemin insan plazmasindaki geri kazanimlari TIM,
RST ve DS i¢in %98,72, 96,04 ve %95,14 iken goz sivisinda TIM ve DS i¢in %94,99 ve %98,23
olarak belirtilmigtir. LOD degerleri TIM, RST ve DS s i¢in 0.8, 0.5 ve 0.25 ng/mL olarak
hesaplanirken, LOQ konsantrasyonu sirasiyla 2, 1,5 ve 1 ng/mL hesaplanmistir (Nasir vd.,
2011).

Boiero ve arkadaglari, timolol ve insan serum albiiminin (HSA) albiimin nanopartikiillerinde tek
kromatografik sistemde ayni anda tayini i¢in izokratik bir metot gelistirmistir. Yontem, 25°C de
termostat ile kontrol edilen bir ters faz C18 kolonu, 276 nm’de UV detektorii, dakikada 1 mL
akis hizinda ve hareketli faz igerisinde %0.,5 (h/h) suda TFA asetonitril (40:60) (h/h) i¢cinde TFA
solisyonu icermektedir. Alblimin ve timolol i¢in alikonma siireleri sirasiyla 1,84 + 0,05 dakika
ve 2,67 £ 0,04 dakika olarak belirtilmistir. Kalibrasyon egrilerinin HSA i¢in 0,2 ile 100 mg/ mL
ve timolol i¢in 0,01 ile 1 mg / mL arasinda dogrusal oldugu belirtilmistir. Miktar tayini sinirinin
HSA i¢in 0,2 mg / mL ve timolol i¢in 0,01 mg / mL oldugu belirtilmistir (Boiero vd., 2015).
Hassib S. T. ve arkadaglar1 bir anti-glokom B-blokeri, timolol maleat ile farkli siniflardaki diger
anti-glokom ilaglari olan dorzolamid hidrokloriir (DOR), brinzolamid (BRZ) ve bir i¢ standart
(IS) olarak eslikarbazepin igeren tavsan géz suyundaki brimonidin tartratin (BRM) es zamanli
tayini i¢in duyarli, segici, dogru ve kesin bir LC-MS/MS yo6ntemi gelistirmistir. Tavsan g6z

suyundan elde edilen analitlerin saflastirilmast ve 6n konsantresi i¢in sivi-sivi ekstraksiyonu
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kullanilmistir. Kromatografik ayirma, izokratik modda pH:7 tampon ¢ozeltisi: metanol:
asetonitril ¢ozeltileri hacimce (5:50:45) oranlarini i¢eren hareketli fazla INERTSIL C18 ODS-3
kolonunda (150mm % 4.6mm, 3,5um), 0,8 mL/min akis hizinda ger¢eklestirilmistir. Yontem,
asagidaki gecislerde coklu reaksiyon izleme (MRM) ile tespitten once pozitif iyonizasyon
modunda elektrosprey iyonizasyon kaynagi kullanilarak calistirilmis: TIM i¢in m/z 317,2 —
261,0, DOR i¢cin m/z 325,1 — 199.0, BRZ i¢in m/z 384,2 — 281,0 BRM i¢in m/z 292,1 — 212,0
ve IS i¢in m/z 255,0 — 237,0. Ayirma sadece 3 dakikada yapilmis ve belirtilen tiim ilaglar igin
miktar tayini alt sinir1 (LOQ) (50 ng/mL) olarak belirtilmis (Hassib vd., 2016).

Lotfy ve arkadaslar, iki akilli ve yeni spektrofotometrik yontem; absorbans ¢ikarma ve amplitiid
modiilasyonu, birlestirilmis regresyon denklemi kullanilarak, benzalkonyum kloriir varliginda 6n
ayrim islemi gerceklestirilmeden timolol maleat (TIM) ve dorzolamid hidrokloriir (DOR)
karigiminin belirlenmesi i¢in gelistirilmis ve dogrulanmistir. Ek olarak, oran spektrumlarim
maniplile eden basit, spesifik, dogru ve kesin spektrofotometrik yontemler gelistirilmis ve ikili
karisimin eszamanli belirlemesi i¢in dogrulanmistir. Metoda dogrusallik, dogruluk, kesinlik ve
secicilik parametleri uygulanmistir. Onerilen yontemler ilaglarin farmasétik formiilasyonlarina
uygulanmis ve elde edilen sonuclar, rapor edilen bir spektrofotometrik yontemle istatistiksel
olarak karsilastirilmistir. Istatistiksel karsilastirma, onerilen ydntemler ile bildirilen ydntemler
arasinda hem dogruluk hem de kesinlik acisindan 6nemli bir fark olmadigini géstermistir (Lotfy
vd., 2014).

Elshanawane ve arkadaslar1 brimonidin tartrat ve timolol maleat i¢in dogrulanmis bir HPLC
yontemi gelistirmistir. Yontem HYPERSIL Siyano kolonu (250x4.6 mm, 5 p) iizerinde ve
amonyum asetat (pH 5,0, 0.01 M)- metanol (40:60), (h/h) olan hareketli ortam sicakliginda 1.5
mL/dk'ya esit bir akis hizinda pompalanmasi ile gerceklestirilmis. 20 pl ilag numunesi ¢ozeltiler,
cift dalga boyunda (Brimonidin Tartrate i¢in 254 nm ve timolol maleat i¢in 300 nm) izlenmis.
Onerilen yontem, dogrusallik, dogruluk, kesinlik ve miktar tayini algilama sinirlari agisindan
ICH'ye gore dogrulanmistir (Elshanawane vd., 2014).

Ding¢ ve arkadaslari, bir goz damlas1 formiilasyonunda brimonidin tartrat (BRI) ve timolol
maleatin (TIM) es zamanl 6l¢iimii icin numunelerin UV spektral veri vektorlerinin iki farkli
stirekli dalgacik dontisimii (CWT) yaklasimiyla islendigi bir ¢alisma yapmistir. CWT
yontemlerinin brimonidin tartrat - timolol maleat karisiminin analizine uygulanmasi, bir 6n
kimyasal ayirmanin kullanilmasini gerektirmemistir. On deneylerden sonra, Symlet5 siirekli
dalgacik doniisiimleri ve Mexican Hat siirekli dalgacik doniisiimii, analiz edilen ilaglar1 ayn1 anda
Olemek icin ¢ok uygun bulunmustur. 5,0-25,0 pg/mL ve 8,0-72,0 pg/mL konsantrasyon

araliginda brimonidin tartrat ve timolol maleat i¢in kalibrasyon egrileri, dalgacik alanindaki
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CWT genliklerinin &lgiilmesiyle elde edilmistir. Onerilen yontemler dogrulanmis ve brimonidin
tartrat (BRI) ve timolol maleat (TIM) igeren ticari g6z damlasi numunelerinin kantitatif analizine
uygulanmistir (Ding vd., 2017).

Agarwal ve arkadaglari, bulk ilag olarak ve dozaj formlarinda ilacin koranilik asit ile
komplekslestirilmesi yoluyla atenolol ve timololiin belirlenmesi i¢in bir spektrofotometrik
yontem gelistirmistir. Yontem ilag ve koranilik asit arasindaki komplekslesmenin 1:1'1 oldugunu
gostermistir. Nicel geri kazanimlar ticari olarak temin edilebilen dozaj formlarindan elde
edilmistir (Agarwal vd., 1998).

Mohamed ve arkadaslari, timololii dozaj formunda yliksek performanslhi sivi kromatografisi
(HPLC) yontemini benimseyerek bununla birlikte, gaz sivi kromatografik (GLC) ve kiitle
fragmanografik yontemlerini kullanarak tayin etmistir (Mohamed vd., 1982).

Maguregui ve arkadaslari, timolol tayini icin amperometrik algilama ile yiiksek performansli sivi
kromatografik yontemi gelistirmislerdir. Kromatografik ayirma, bir C18 kolonu ve 5 mM
KH2P04/K2HPO4 igeren 1,3 mL/dk akis hiz1 ile pH 6.5 te pompalanan asetonitril: su (30:70) mobil
faz1 kullanilarak yapilmistir. Metotta ilag formiilasyon Blocadren 10 mg (timolol 10 mg) ile tibbi
tedavi altinda olan hipertansif bir hastadan elde edilen timolol tayinininde denenmistir. Basit bir
stvi-s1v1 ekstraksiyonu ile idrar matrisinden iyi bir kazanim (93,25 + 2,5) elde edilmistir. Iyi bir
tekrarlanabilirlik, dogrusallik ve dogruluk elde edilmis ve 10 ng/mL'lik tayin limiti, yontemin
insan idrarinda doping analizine ve farmakokinetik ¢alismalara uygulanmasina izin vermistir
(Maguregui vd., 2006).

Ankit ve arkadaslari, oftalmik soliisyonda Latanoprost, Timolol ve Benzalkonyum kloriiriin es
zamanli kantitatif tayini i¢in basit, hizl1 ve dogru bir HPLC yontemi gelistirmistir. Kromatografik
ayirma, Inertsil C18, 300 x 3.9mm, Sp ters fazli analitik kolon kullanilarak PDA dedektorii ile
saglanmistir. Hareketli faz asetonitril (40:60 h/h) tamponundan olusmus, 1,0 mL/dk akis hizinda
kolondan gecirilmistir. Yontem dalga boyu gradyaninda gerceklestirilmistir. Calisma 30°C'de
gerceklestirilmistir (Ankit vd., 2013).

Hendawy ve arkadaslar1 modifiye ¢ok duvarli karbon nanotiip elektrod kullanarak goz
damlalarinda dorzolamid ve timololiin elektrokimyasal ve kemometrik tayinini
gerceklestirmistir. Calisma, dorzolamid (DOR) ve timolol maleatin (TIM) kantitatif tayini i¢in
basit ve hassas elektrokimyasal sensOriin yapimina odaklanmistir. Bu ydntem, elektrotun
ozelliklerini iyilestiren ¢ok duvarli karbon nanotiiplerin karbon pasta elektroduna dahil
edilmesine dayanmaktadir (Hendawy vd., 2017).

Maguregui ve arkadaslari, oksprenolol ve timolol ilag aktif maddelerinin idrarda miktar

tayinlerine olanak saglayan, kapiler elektroforez ile calismiglardir. Ayirma iglemi 7,5 micron’a
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78 cm boyutuna sahip silika kapiler ile yapilmistir. Elektrolit olarak pH:9’a sahip 50 milimol
Boraks-Borik asit kullanilmistir. UV dedektor kullanilarak yapilmis bu ¢alismada dalga boylari
timolol ve oksprenolol i¢in sirayla 280 nm ile 299 nm segcilmistir. Bu kosullarda elde edilen
oksprenolol zamanii 4,76 dk iken timolol 4,97 dk oldugu belirlenmistir. Bu g¢alismadan
dogruluk parametresi altinda % geri kazanim degerleri oksprenolol i¢in %94 iken bu deger
timolol’de %73 olarak hesaplanmistir. Metodun en diisiik ¢aligilabildigi konstrasyon olarak
oksprenolol i¢in mL’de 0,20 pg iken bu deger timolol’de mL’de 0,19 pg oldugu belirlenmistir.
Bu metotla tayin edilen numuneler ayn1 analistler tarafindan HPLC yontemi ile tekrarlanmustir.
HPLC metodundan elde edilen verilerin elektroforetik ayirim ile elde edilen veriler ile benzer
oldugu belirlenmistir (Maguregui vd., 2002).

Laddha ve arkadaglari tarafindan yapilan ¢alismada; timolol i¢in basit, ekonomik, dogru ve kesin
bir stabilite gosteren yontem, ICH yonergeleri QlA'ya gore gelistirildi ve daha sonra ICH
yonergeleri Q2R'ye gore valide edilmistir. Bu ¢alisma Kromasil'in C18 kolonu (250 mm x 4,6
mm, 5 um pargacik boyutu) kullanilarak, fosfat tamponu: metanolden (60:40) olusan bir hareketli
faz ile gerceklestirilmistir. Tamponun pH'1l, O-fosforik asit kullanilarak 3,5'e ayarlanmis ve akis
hiz1 dakikada 1 mL olarak ayarlanmistir. Metot, dogrusallik, dogruluk, kesinlik, saglamlik, geri
kazanim ¢aligmasi gibi farkli parametreler i¢in dogrulanmistir. Optimize edilmis ve dogrulanmis
yontemin, Timolol etkeninin miktar tayininin bitmis iriinde belirlenmesinde kullanilabilir
oldugu belirtilmistir (Umesh vd., 2014).

Hafsa ve arkadaslarmin yaptigi fizikokimyasal karakterizasyon c¢aligmalarinda, TIM'nin
197°C'lik bir erime noktas1 gosterdigi goriilmiistiir. Timolol ilacinin ¢dziiniirliigii yiiksekten aza
dogru, pH 4 > damitilmis su > pH 7,4 > pH 8 > metanol sirasin takip etmistir. Toplu sivilarda
timolol maleatin tahmini i¢in gelistirilen analitik yontem, 200 nm ile 400 nm arasinda damitilmis
suda 295 nm'lik maksimum absorbans Amax gostermistir. Dogrusallik ¢aligmalari, 2.00 pg/mL
ila 10,00 pg/mL arasindaki timolol maleat tahmininin, y = 0.0258X -0,00076 regresyon denklemi
ile dogrusal oldugunu gdstermistir; ( R? = 0,9999). Gelistirilen yontem, giinler aras1 ve giin ici
varyasyon, kantitasyon limiti ¢alismalari i¢in valide edilmistir. Giinler aras1 ve Giin i¢i varyasyon
caligmalarinin SS degerleri, varyasyonun minimum oldugunu gdstermistir. Timololiin LOQ
limitinin 1,00 pg/mL oldugu bulunmustur. Yukaridaki analitik parametreler, timololiin
gelistirilmis UV Spektrofotometrik yonteminin basit, dogru ve tekrarlanabilir oldugunu
gostermistir (Hafsa vd.,2011).

Mazzo’nun yaptig1 bir miktar tayini ¢alismasini, maleik asit ve timolol etkenlerinin ayni
kromatografik sistem ile analizinde ters faz sistem ve gradient akis ile tamamlamistir. Gelistirilen

metodun caligma araliginda; ozgiil, kesin ve dogrusal oldugu araliktaki numunelerin
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analizlenmesiyle belirlenmistir. Gelistirilen bu metodun maleik asit ve timolol igeren ilaglarin
miktar tayinlerinde uygun sonug alinabilecegi ispatlanmistir (.Mazzo vd.,1984)

Lee ve arkadaslariin atik sular ile yaptiklar: bir caismada, timolol etkeninin miktar tayininin
belirlenmesi igin kati faz ekstraksiyon ile hibrit sistem LC-MS/MS uygun bir metot
gelistirilmistir. Yapilan ¢alismada katyon regine ilag aktif maddelerinin ekstraksiyon isleminde
adsorban olarak kullanilmigtir. Plasebodan kaynaklanabilecek negatif etkilerin  sonuca
yansimamasi i¢in elde edilen ekstrakttan bilesikler LC-MS/MS ile tayin edilmistir. Fakat
ekstraksiyon sebebiyle yiizde geri kazanim degerleri diisiik bulunmustur. Timolol etkeninin LC-
MS/MS sisteminde tutunma siiresi 17 dakika oldugu tespit edilmistir (Lee vd.,2007)

Rele ve arkadaslari, latanoprost ve timolol ilag aktif maddelerinin miktar tayininin belirlenmesi
icin bir HPLC metodu gelistirmeyi basarmuglardir. Gelistirdikleri analitik yontemde C18
karbonlu, 250 mm uzunlugunda, 4,6 mm ¢aginda ve 5u ¢apli kolon kullanilmistir. Hareketli fazi
%0,05 su icerisinde TFA ve %0,05 asetonitril igerisinde TFA ¢o6zeltisi kullanilmistir. Analitik
yontem dalga boyu 210 nm ve akis hiz1 1,0 mL/dakika se¢ilerek uygulanmistir. Gelistirdikleri
yontemin ¢aligma araligr Timolol icin mL’de 250 pg ile 750 pg araligindayken, latanoprost i¢in
mL’de 2,5 pgile 7,5 ug oldugunu belirlemislerdir (Rele vd., 2011)

Olah ve arkadaslarinin yaptiklari bir arastirmada, plazma igerisindeki timolol’{in miktar tayini
analizini LC-MS/MS ile tamamlamiglardir. Timolol’tin lazmadan 6n ayrimi igin ekstraksiyon
kullanilmigtir. Bu ayrimdan sonra C18 karbonlu, 250 mm uzunlugunda, 4,6 mm ¢aginda ve Su
capli kolon kullanilarak LC-MS/MS hibrit sisteminde analiz edilmistir. Gelistirilen analitik
metodun LOQ degeri 0,5 ng/mL olarak belirlenmistir (Olah vd., 1993)

Tracqui ve arkadaglar tarafindan HPLC cihazi ile, insan plazmasi ve idrarinda bulunan (-
adrenejik reseptor antagonistlerin miktar tayinlererinin yapilabildigi bir metot gelistirilmistir.
Gelistirilen metotta 10 um RSIL kolon kullanilmis olup betaxolol, carteolol, metil pranolol,
timolol etkenleri i¢in LOQ degeri 4 ng/mL ile 27 ng/mL araliginda oldugu belirlenmistir. Bu
caligmada elde edilen metodun kolay, hizli ve duyarli olmasinin yani sira diger 8 blokerin miktar
tayini analizlerinin de basariyla gerceklestirilebildigi belirtilmistir. (Tracqui vd., 1988).

Boiero ve arkadaglari tarafindan gelistirilen izokrotik HPLC metoduyla insan serum albiimininin
ve timolol etken maddelerinin ayn1 anda miktar tayinleri belirlenmistir. Gelistirilen metodun
kromatografik sartlarinin; 25 °C kolon sicakligi, ters faz C18 kolon, 1,0 mL/dakika akis hiz1, 276
nm dalga boyu ve sirasiyla (40:60) (h/h) oraninda %0,05 su igerisinde TFA ve %0,05 asetonitril
icerisinde TFA ¢ozeltisilerinin karistirilmasiyla elde edilen hareketli faz oldugu belirtilmistir.
Albiiminin alikonma zamaninin 1,84 dakika oldugu, ¢alisma araliginin LOQ degeri olan 0,2 mg

/ mL ile 100 mg / mL arasinda oldugu belirtilmistir. Timolol i¢in ise alikonma zamaninin 2,67
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dakika oldugu, ¢alisma araliginin LOQ degeri olan 0,01 mg / mL ile 1 mg / mL arasinda oldugu
belirtilmistir. Gelistirilen bu metodun albiiminin ve timolol i¢in kesin ve dogru oldugu
kanitlanmistir (Boiero vd., 2015).

1.3.  Sivi Kromatografisi

Ultra Performansli Sivi Kromatografisi (UPLC), sivi kromatografide zaman ve ¢0ziicii
tiiketiminin azaltilmasi ile ilgili yeni olanaklar saglayan bir tekniktir. UPLC kromatografik
sistemi, yiiksek geri basinglara dayanacak sekilde 6zel olarak tasarlanmistir (Novakova vd.,
2006).

UPLC sistemi, 5 mikron partikiil dolgulu analitik kolon kullanan HPLC sisteme kiyasla analiz
stiresinin dokuz kata kadar kisaltilmasina olanak tanir. 3 mikron partikiil dolgulu analitik
kolonlarla karsilagtirildiginda, analiz yaklasik iic kat kisalmaktadir. Pargacik azalmasinin
olumsuz etkisi geri basing artigidir. UPLC'de ayirma ¢ok yiiksek basinglar altinda yapilir (UPLC
sisteminde 15000 psi kadar miimkiindiir), ancak analitik kolon veya kromatografik sistemin diger
bilesenleri iizerinde olumsuz bir etkisi yoktur. Ayirma verimliligi korunur ve hatta iyilestirilir
(Novakova vd., 2006).

Parcacik boyutu ne kadar kiiciikse, HPLC sisteminde o kadar yiiksek kolon geri basinci olusur.
Bu, HPLC sistemlerinde bu tiir kolon cap1 kiigiik olan kolonlarin kullaniminda bir sinirlama
olusturur. HPLC'nin tarihi boyunca, daha kiiciik pargacikli dolgu malzemesi kullanma egilimi
olmustur (Novakova vd., 2006).

Siv1 karigimi igeren numune, enjekte edilerek hareketli faza aktarilir. Numune daha sonra
hareketli faz tarafindan bir yiiksek basingli pompa ile kromatografik kolonun basina taginir.
Hareketli faz ve enjekte edilen numune karisimi kolona girer, partikiil yatagindan geger ve
ayrilan karisimi bir detektore aktararak ¢ikar.

Klasik bir s1vi kromatografisine ait akim semas1 Sekil 1.3°de verilmistir.
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Sekil 1.3: S1vi Kromatografisi Sistemi I¢in Akim Semas1

1.3.1. UPLC Sistemi Bilesenleri
UPLC sistemi; hareketli faz, degazor, pompa, ornekleyici, kolon firmni, kolon, dedektor ve
kaydediciden olusur.
Hareketli Faz
Tayin edilecek numuneyi kolon igerisinde yiirliten bilesen hareketli fazdir. Hareketli faz
genellikle su ve sulu tampon ¢ozeltiler ve/veya bunlarin organik ¢oziictiler ile belirli oranlarda
karigimlarindan olusur. Hareketli fazin bilesimi ve pH degeri ayrimi dogrudan etkiler. Hareketli
faz, analizi yapilacak bilesenlerinin kimyasal 6zellikleri, tercih edilen sabit fazin 6zellikler ve
kullanilacak dedektoriin 6zellikleri gibi parametrelere gore segilir. Hareketli faz se¢iminde sulu
tampon c¢ozeltilerinden hidrokarbonlara kadar farkli polaritede ¢oziiciiler kullanilabilir.
Kullanilan bu ¢ozeltilern saf olmasi analiz kalitesini olumlu yonde etkileyecektir (Ozcan vd.,
2010; Skoog vd., 1998).
Degazor
Hareketli fazin kromatografik sisteme girmeden Once hava kabarciklarmm giderilmesini
saglayan cihaz bilesenidir. UPLC sistemi igerisinde sivi disindaki her bilesen sabit faza ve
detektore zarar vermektedir. Kolon icerisinde hava kabarciginin girmesi detektdre ulasan pikin
seklinin bozulmasina veya alikonma zamaninin normalden farkli olmasina sebep olabilir (Ozcan
vd., 2010; Skoog vd., 1998).
Pompa
Pompanin goérevi, hareketli fazin UPLC sistemi i¢inde yiiriimesini saglamaktir. Degazor

iinitesinden hareketli faz1 alip belirli bir akis hiziyla sabit faza yollar. Pompalar destekledikleri
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akis hizlarma gore siniflandirilabilirler. UPLC pompalar1 0,1 mL/dk akis hizindan 2,0 mL/dk
akis hiz aralifin1 desteklerler. Pompalar ayn1 anda birden fazla hareketli faz kullanimima da
olanak saglarlar. Tek kanalli olarak tasarlanan pompalar izokratik ve dort kanalli olarak
tasarlanan pompalar gradient olarak adlandirilirlar. Izokratik metotlarda hareketli faz icerigi
onceden karistirillarak hazirlanirken, gradient metotlar anlik degisim yaparak hareketli fazi sabit
faza aktaririrlar. Gradient pompa kullanimi analiz siirelerin kisalmasini saglar ve analiz kalitesini
arttirtr. Pompanin nihai gorevi hareketli fazin sistem igerisinde dolasirken yiiksek basinglara
kars1 dayanakli olmasi, akis hizin1 analiz siiresince dogru ayarlamasi, sabit fazda olusan geri
basingtan dogabilecek negatif etkileri azaltmasi olarak belirtilebilir (Ozcan vd., 2010; Skoog vd.,
1998).

Ornekleyici

Ornekleyici, tayin edilecek analiti sabit faza dogru hacimde enjekte edilmesinde goérev alir. iki
tip ornekleyici vardir; manuel ve otomatik-6rnekleyici. Manuel sistemlerde analit sabit faza vana
yardimiyla aktarilirken, auto-sampler sistemlerde kromatografik sistem bu islem otomatiktir.
Otomatik-ornekleyici sistemler, sogutma ve 1sitma islemlerini de desteklerken vial’ler
yardimiyla 100’lerce numune sabit faza sirayla analizlenmek iizere enjekte edilebilir. (Ozcan vd.,

2010; Skoog vd., 1998).
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Kolon Firm

Analiz esnasinda sabit faza 6rnekleyici yardimiyla enjekte edilen numunenin sabit bir sicaklikta
hareket etmesi, analizin kalitesini dogrudan etkiler. Kolon firini, sabit fazin istenilen sicakta
tutulmasini saglayan bir UPLC bilesenidir. Kolon firinlar1 ortam sicakligina bagl kalmadan
15°C’den 80°C’¢ kadar seg¢ilen bir sicaklikta stabil durabilirler. (Skoog vd., 1998).

Kolon

Kolonlar, igerigi bilinmeyen karmasik numunelerin igerisindeki bilesenlerin birbirinden uygun
rezoliisyon ile ayrilmasini olanak saglayan cihaz bilesenidir. Kolonlarin igerisinde kullanilan
dolgu malzemelerin 6zellikleri birbirlerinden farklilik gosterip, analiz edilecek molekiile,
hareketli faza gore en uygun kolon secilmesi analiz kalitesi acisindan biiyiik 6nem tagimaktadir
(Skoog vd., 1998).

Kolonlarm uzunluklart birbirinden farklilik géstermektedir. Klasik bir UPLC kolonu 100 mm
uzunlugundadir. Kolon uzunlugunun arttirilmasi, tayin edilecek molekiiliin kolonda daha fazla
tutunmasini saglar. Bu durum ilgili molekiiliin daha iyi ayrilmasina olanak saglar fakat kolonda
daha fazla tutunma gergeklestiginden analiz siiresini de arttirir. Kolon uzunlugunun dogru se¢imi,
analiz siiresinin belirlenmesinde ve bilesenlerin birbirinden ayrilmasinda dogrudan etkili
oldugundan dogru se¢im yapilmasi 6nem arz etmektedir (Skoog vd., 1998).

Bu bilgiler dogrultusunda kolonun; dolgu maddesi, partikiil biiyiikliigii, por ¢api, fonksiyonel
gruplariin o6zellikleri, sahip oldugu karbon miktari ve igerisindeki silika malzemesinin safligi
gibi parametreler tayin edilmek istenilen bilesenin ayriminda dogrudan etkili oldugu
goriilmektedir

Kolonlarin isimlendirilmesi uluslararasi standartlar ile belirlenmistir. Bu standartlara gore
oncelikle mm biriminden kolon uzunlugu ile kolon ¢api1 yazilir ve ardindan iiretici iretici firma
ad1 ile kolonun sahip oldugu karbon miktari yazilir. Bunlara ek olarak Angstrom biriminden
kolon yiizey ¢ap1 ve p biriminden partikil biyiikligii izlemektedir

Klasik bir kolon isimlendirme Sekil 1.4’te verilmistir.

Boy(mm) cap(mm) firma adi partikiil bityiikliigii(u)

~ Vo

250/ 4.6 Nucleosil ;18 100 -5

sabit faz tiirii poroz yiizey capi(A)

Sekil 1.4: Kolon Tanimlama Ornegi
Dedektor
UPLC sistemlerinde tercih edilecek dedektoriin; yiiksek duyarliliga, genis konsantrasyon

araligina, diislik giiriiltiiye sahip olmalidir. Ayrica segilen dedektdriin kolondan ¢ikan molekiile
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duyarli ve hassas olmasi gerckmektedir. Dedektorler sicakliktaki ve basingtaki anlik
degisimlerden etkilenmeyip, ayrim kalitesini diisiirmemelidir. UPLC’de en ¢ok kullanilan
dedektorler; ultraviyole, diyot dizisi, floresans, refraktif indeks ve elektrokimyasal
(amperometrik ve kulometrik) dedektorlerdir (Ozcan vd., 2010)

Kromatografide en ¢ok kullanilan dedektor UV dedektordiir. UV dedektor, 190 ile 440 nm dalga
boyu araliginda absorbans yapan bilesenlerin ayrilmasinda tercih edilirler. UV dedektorlerin
caligma aralif1 genistir ve gradient pompa ile kullanilma imkani da bulunmaktadir (Ozcan vd.,
2010).

Kaydedici

Alikonma zamanlarina bagli olarak belli bir sirayla dedektdre ulasan sinyaller kaydedici
yardimuiyla bir bilgisayara aktarilir. Aktarilan bu bilgi kromatogram olarak bizim anlayacagimiz

sekilde goriintiilenir.

1.3.2. LCile Ilgili Terimler

Pik

Enjekte edilen ¢ozelti igerisindeki bilesenlerin kolondan ayristirildiginda kaydedilen dedektor
yanitini gosteren kromatogramin bir bolimiidiir. Pik siddeti, pik alani veya pik yiiksekligi ile
temsil edilebilir (Dong, vd., 2005).

Alikkonma Zamani

Alikonma zamani (RT), bilesenin kolona girdikten sonra kag dakika siire kolonda tutundugunun
dakika biriminden tanimlanmasidir. Ayni kromatografik sistemde bilesenlerin RT dakikalari
birbirlerinden ayridir. RT, kromatografik pik tanimlamasi i¢in birincil aractir. Enjeksiyondan
tespite kadar gecen siire olarak hesaplanir. RT kaymalari, sizintilarin, kolon performansinin,
pompa arizalarinin ve kolon sicakligindaki veya hareketli fazlardaki degisikliklerin gostergesidir

(Burtis vd., 2007).

Bagil Alikkonma Zamani

Bilesigin kolondan gegmesi i¢in gecen siire alikonma zamanidir. Bagil alikonma zamani (RRT),
bir analitin RT'sinin bir baska analitin RT’sine oranlanmasidir. RRT, igerisinde birden fazla
bilesenin bulundugu numunelerin analizi yapilirken dedektorde islem goren bilesenlerin
tanimlanmasinda rol oynar. ilgili bilesenler RRT bilgilerine gore birbirinden ayrilir.
Kuyruklanma Faktorii

Kuyruklanma faktorii basitce tiim pik genisliginin, 6n yar1 genigligin iki katina boliinmesidir.

Kusursuz bir Gauss zirvesi i¢in; 6n yar1 genislik tam olarak tiim pik genisliginin yaris1 olacaktir,
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dolayisiyla kuyruk faktorii 1,0 olacaktir. Uygun bir pikin kuyruklanma faktorii en az 0,8 ve en
¢ok 1,8 olmalidir (Dong, vd., 2005).

Teorik Plaka Sayisi

Kolon performansin1 gosteren bir say1r (kolon verimliligi), teknige bagli olarak yalnizca
izotermal, izokratik veya izodens kosullar altinda elde edilen verilerden hesaplanabilir. Plaka
sayisi kolona, kolon sicakligina, hareketli faza ve alikonma siiresine gore degisir. Uygun bir pikin
teorik plaka sayisi en az 2000 olmalidir (Dong, vd., 2005).

Sinyal ve Giiriiltii

Kisa siireli giirtiltli, analizin kesinligini ve dogrulugunu etkiler. Giiriiltii, dedektérde beliren
kirlilik olarak tanimlanir. Sinyal ise bir pikin dedektdre ulastigindaki yiikseligi olarak tanimlanir.
Uygun bir pikin sahip oldugu sinyalin giiriiltiisiine oran1 en az 10 olmalidir (Dong, vd., 2005)
Vial ve Tray

Tayin edilmesi gereken karisimin, UPLC sisteminin 6rnekleyicisiyle uyumlu olan siselerin
icerisine aktarilmasi gerekir. Bu siseler vial olarak adlandirilir. Birden fazla vialin birlikte
bulundugu aparatin adina tray denir. Bir trayin igerisine 10’larca vial koyularak UPLC sisteminin
ornekleyicisinin belirtilen sirayla bu vialleri kolona enjeksiyon yapmasi saglanir.

Enjeksiyon Hacmi

Omnekleyici tarafindan enjektdr yardimiyla vial igerisindeki numunenin kolona tasindig miktar
pL biriminden temsil eder. Onerilen enjeksiyon hacmi, UPLC kolonunun toplam kolon hacminin
%11 1le %10’u araligindadir.

Akis hizi

Kolon igerisine enjekte edilen sivi karigim, hareketli faz yardimiyla kolon igerisinde etkilesime
baglar. Hareketli fazin dakikada ka¢ mL kolona girecegi bilgisi metodun akis hizi parametresini
tanimlar. Akis hizinin degeri, piklerin alikonma zamanu ile ters orantilidir.

Dalga Boyu

Numune igerisindeki bilesenler UPLC sisteminde kolon ile etkilesime girerek kolonu belli bir
sirayla terkeder ve dedektore ulasirlar. Dedektore ulasan bu bilesenlerin sinyal’e doniigsebilmeleri
icin uygun dalga boyunda UV 151811 absorplamalar1 gerekir. Biitiin bilesenlerin absorbans
yaptig1 ortak dalga boyunun se¢ilmesi, karisim igerisindeki bilesenlerin uygun bir sekilde tayin
edilmesine olanak saglar.

Pik Alam

Dedektore ulasan bilesenler kaydedici yardimiyla belirli bir siddette pik verir. Piklerin bu siddeti

alan olarak adlandirilir. Bir karisimin igerisindeki bilesen miktariyla, o bilesenin dedektorde
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verdigi siddet dogru orantilidir. Karistmin igerisindeki bilesenlerin miktarlar1 alanlar tizerinden
hesap yapilarak belirlenenir.

Kromatogram

Dedektorden gelen sinyal, Gauss egrisi seklinde bir konsantrasyon/ zaman grafigine
dontstiiriiliir. Bu grafige kromatogram denir. Kromatogram, ayrilan bilesenler detektérden
gecerken olusan piklerin gercek zamanli olarak grafiksel bir gdsterimidir. Kromatogram, UPLC
sisteminde kimyasal olarak meydana gelen ayrimin bir temsilidir. Bir taban ¢izgisinden yiikselen
bir dizi tepe, bir zaman ekseni {lizerinde ¢izilir. Her zirve, farkli bir bilesik i¢in dedektor yanitini

temsil eder.

1.4.  Metot Optimizasyonu ve Validasyonu
14.1. Segcicilik
Secicilik parametresinin validasyonu sirasinda, safsizliklarin belirlenmesi ve tahlil sirasinda
ozgiillik arastirmasi yapilmalidir. Bir analitik metodun belirli bir analite 6zgii oldugunu
gostermek her zaman miimkiin degildir. Bu durumda, gerekli ayrim diizeyine ulagmak i¢in iki
veya daha fazla analitik prosediiriin bir kombinasyonu 6nerilir. Uygun tanimlama testleri, mevcut
olmas1 muhtemel yakin iligkili yapilara sahip bilesikler arasinda ayrim yapabilmelidir. Bir
metodun ayrimi, analiti igeren numunelerden pozitif sonuglar ve analiti icermeyen numunelerden
negatif sonuglar elde edilerek dogrulanabilir. Ek olarak, pozitif bir yanitin elde edilmedigini
dogrulamak i¢in analite yapisal olarak benzer veya analite yakindan iliskili malzemelere
tanimlama testi uygulanabilir. Potansiyel olarak girisime neden olabilecek bu tiir malzemelerin
secimi, meydana gelebilecek etkilesimler g6z Oniinde bulundurularak saglam bilimsel
muhakemelere dayanmalidir. Secicilik parametresinin nihai amaci, nihai liriin kompozisyonu
(birim formiilii) igerisindeki bilesenlerden ve ¢oziiciiden analizi yapmaya calistigimiz
komponentin (etken madde) iyi bir rezoliisyon ve saflik ile ayrilmasidir. Bu parametre dahilinde
kromatografik sisteme ¢6ziicii, mobil faz, standart, hammadde, igerisinde analit olan ilaglara ait
belirli konstrasyonda hazirlanmig ¢ozeltiler ve temin edilebilen analite ait safsizlik ¢ozeltileri
enjekte edilerek herhangi bir girisim olup olmadigi belirlenir (ICH-Q2, 2005; USP-1225, 2015).
1.4.2. Dogrusallk

Analitin konsantrasyonu ile absorbansi arasinda, analitik metodun calisma aralifi boyunca
dogrusal bir iliski olup olmadig1 degerlendirilmelidir. Ilgili aktif madde ile stok standart ¢ozeltisi
hazirlanir ve bu stok standart ¢6zeltisi seyreltilerek dogrusallik parametresinin dogru bir sekilde
uygulanabilmesi i¢in en az 5 farkli seviyede c¢ozeltiler hazirlanir. LOQ seviyesinden standart

seviyesinin 2 katina ¢ikacak konsantrasyona kadar ve bunlarin arasinda orta seviye ¢ozeltiler
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hazirlanarak kromatografik sisteme enjekte edilirer. Enjekte edilen bu ¢ozeltilerden elde edilen
etken pikinin alanlarinin konstrasyonlariyla orantili olup olmadig1 kontrol edilir. lyi bir analitik
metodun en alt seviyeden en {ist seviyeye kadar dogrusal bir cevap vermesi beklenir. Bir analitik
metodun dogrusalligini kontrol etmek amaciyla hazirlanan g¢ozeltilerin konstrasyonuna karsi
ilgili ¢ozeltilerden elde edilen kromatografik pik alan grafigi cizilir. Cizilen grafik iizerinden

korelasyon katsayisi, y-kesme noktasi, regresyon dogrusunun egimi ve artik kareler toplami
sunulmalidir (ICH-Q2, 2005; USP-1225, 2015).

1.4.3.Ol¢me ve Gézlenebilirlik Siir

1.4.3.1. Olgme Simir1
Sinyal degerinin giiriiltii degerine oranini, bilinen diisiik analit konsantrasyonlarina sahip
orneklerden olgiilen sinyallerin bos 6rneklerinkilerle karsilastirilmasiyla ve analizin minimum
caligma konsantrasyonuyla belirlenir. Analitik bir metodun dogru ve kesin bir sonug verdigi en
diisiik konstrasyon degeri 6l¢me sinirt yani LOQ sinir1 olarak adlandirilir. LOQ seviyesindeki bir
¢ozeltideki etken pikinin sahip oldugu sinyalilin kromatografik sistemin giiriiltiisiine oran1 yani
S/N orani en az 10 olmalidir. S/N oranin 10’un altindaki piklerden elde edilen sonuglarin
giivenilirligi analitik metot tarafindan saglanmamaktadir.

1.4.3.2. Gozlenebilirlik Sinir1
Analitik bir metodun kromatografik sistemde sinyal verdigi fakat ilgili etkene ait hesaplamanin
yapilamadig1 ya da yapilan hesaplamanin giivenilirliginin olmadigi en diisiik konstrasyon degeri,
gozlenebilirlik sinirt yani LOD sinirt olarak adlandirilir. LOD seviyesindeki bir ¢ozeltideki etken
pikinin sahip oldugu sinyalin kromatografik sistemin giiriiltiisiine oran1 yani S/N orani en az 3
olmalidir.

1.4.4. Dogruluk
Analitik metodun dogrulugu, teorik degerin analitik yontemle elde edilen deneysel sonuca
yakinlig1 olarak ifade edilir. Etken maddenin miktar tayininde dogruluk, dogrusallik
caligmasindan elde edilen veriler kullanilarak metodun dogrusal oldugu en diisiik seviyede, orta
seviyede (standart seviyesi) ve en yiiksek seviyede ¢ozeltiler hazirlanarak belirlenir. Dogruluk
parametresi dahilinde, igerisine belirlenen seviyede stok standart ¢ozeltisi eklenerek numune
¢ozeltileri hazirlanir ve kromatografik sisteme enjekte edilir. Enjekte edilen bu ¢ozeltilerden elde
edilen deneysel miktar tayini sonucu teorik miktar tayini sonucuna oranlanarak metodun % geri
kazanimi hesaplanir. Dogruluk ¢alismasinin basarili sayilabilmesi i¢in her bir seviyeden 3 paralel

test ¢ozeltisi hazirlanir ve her ¢6zeltinin % geri kazanimlarinin belirlenen limit araliklarinda

olmasi gerekir (ICH-Q2, 2005; USP-1225, 2015).
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1.4.5. Cahisma Arahg
Belirtilen aralik normalde dogrusallik calismalarindan elde edilir ve prosediiriin amaglanan
uygulamasina baglidir. Analitik prosediiriin belirtilen aralifi i¢inde veya bu araligin ug
noktalarinda analit miktarlar1 igeren numunelere uygulandiginda, analitik prosediiriin kabul
edilebilir bir dogrusallik, dogruluk ve kesinlik derecesi sagladigi teyit edilerek belirlenir. Caligma
aralig1, dogrusallik ve dogruluk parametrelerinin basarili bir sekilde uygulandigi en diisiik ve en
yiiksek konstrasyon araligi olarak tanimlanabilir (ICH-Q2, 2005; USP-1225, 2015).

1.4.6. Kesinlik
Gelistirilen UPLC metodunun kromatografik kosullar altinda tekrarlanabilirliginin
degerlendirilmesidir. Ayni yontem ile tekrar edilen analizlere ait sonug¢larinin ayni geldiginin bir
kanitidir. Kesinlik parametresi 3 ana baglik altinda incelenir. Bu basliklar;

- Sistem kesinligi

- Tekrarlanabilirlik

- Ara Kesinlik

1.4.6.1. Sistem Kesinligi
Bir analitik metodun sistem kesinligi, anatilik metotta belirtildigi gibi hazirlanan standart
cozeltisinin ardisik enjeksiyonlarindan elde edilen veriler kullanilarak belirlenir. Etken madde
miktar tayini i¢in belirlenen standart seviyesinde hazirlanan standart ¢ozeltisi kromatografik
sisteme 6 kez enjekte edilir. Bu enjeksiyonlardan elde edilen etken maddenin pik alanlarinin
%RSD degeri, ortalama kuyruklanma faktorii, ortalama teorik plaka sayisi ve ortalama
rezoliisyon gibi sistem uygunluk parametreleri kontrol edilir (ICH-Q2, 2005; USP-1225, 2015).

1.4.6.2. Tekrarlanabilirlik
Bir analitik metodun tekrarlanabilirligi, analitik metotta belirtildigi gibi hazirlanan standart ve
numune ¢ozeltilerinden elde edilen veriler kullanilarak belirlenenir. Metotta belirtilen numune
hazirhigr ile 6 farkli test ¢ozeltisi hazirlanarak kromatografik sisteme enjekte edilir. Her bir
cozeltinin miktar tayini standart ¢ozeltisi enjeksiyonlart kullanilarak hesaplanir. Elde edilen 6
farkl test numunesinin sonucu kullanilarak %RSD degeri hesaplanir. Giivenilir bir miktar tayini
metodu i¢in elde edilen %RSD degerinin %2,0’dan az olmalidir (ICH-Q2, 2005; USP-1225,
2015).

1.4.6.3.Ara Kesinlik
Bir analitik metodun ara kesinligi, tekrarlanabilirlik parametresinde hazirlanan ve kromatografik
sisteme enjekte edilen ¢ozeltilere es deger ¢ozeltiler analiz giinli ve analist degistirilerek ayni
ozelliklere sahip farkli kolon ve sisteme enjekte edilerek belirlenir. Giivenilir bir miktar tayini

metodu i¢in, enjekte edilen 6 test numunenin ortalama sonucu ile tekrarlanabilirlik calismasindan
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elde edilen 6 test numunesinin ortalama sonucu arasinda ki fark %2,0’dan fazla olmamalidir
(ICH-Q2, 2005; USP-1225, 2015).

1.4.7. Cozelti Stabilitesi
Bir ¢6zeltinin stabilitesi, matriks igerisindeki bir bilesenin, metotta belirtilen tray sicakliginda ne
kadar siire ile bozunmadan kaldiginin gostergesidir. Bir ¢ozeltinin igerisindeki bilesenlerin
kararlilig1, saklama kosullari, maddenin kimyasal 6zellikleri, matriks ve kap sistemine baglidir.
Bir ¢ozeltibin stabilitesi, cihaz tepkisinin taze hazirlanmis ¢ozeltilere tepkisi ile karsilastirilarak
hesaplanmalidir.
Bu parametre dahilinde analitik metotta belirtildigi gibi standart ve numune ¢ozeltileri hazirlanir.
Taze hazirlanan bu ¢ozeltiler kromatografik sisteme enjekte edilerek baslangictaki pik alanlari
kaydedilir. Daha sonra belirli periyotlarla ayn1 ¢ozeltiler kromatografik sisteme enjekte edilerek
cozeltilerdeki pik alan degisim %/’leri hesaplanir. Elde edilen degisim %2 degerini astig1 zaman
periyodu, ¢dzeltinin stabilitesinin bittii zaman olarak belirlenir ve ¢dzelti stabilitesi %2 degerini
ge¢medigi en son aralik kadar belirlenir. Stabilitesi takip edilen bir diger ¢ozelti ise hareketli
fazdir. Taze hazirlanan hareketli faz ile sisteme standart ve numune ¢ozeltileri enjekte edilerek
sonuclar kaydedilir. Daha sonra oda sicakliginda beklemis bu mobil faz kullanilarak
kromatografik sisteme c¢ozeltiler enjekte edilerek, elde edilen veriler kullanilarak sistem
uygunluk parametreleri degerlendirilir ve mobil fazin stabil kaldig: siire belirlenir.

1.4.8. Saglamhk
Saglamlik, analitik yontemin belli parametreleri degistirilerek ilgili analitin tayinine cevap
verebilme yetenegidir. Analitik yOntemin esneklik saglayabilecegi sinirlar asagidaki bazi
degiskenlerin etkisi ile belirlenir;

- Hareketli fazin akis hizinin degistirilmesi

- Hareketli fazin pH degerinin degistirilmesi

- Ayni 6zelliklere sahip farkli kolon kullanilmasi

- Hareketli fazin bilesenlerinin oranlarinin degistirilmesi

- Dedektore girilen dalga boyunun degistirilmesi

- Kolon firin sicakliginin degistirilmesi
Yukarida belirtilen degisikliklerin sonucunda analitik yontem ile tayini yapilan analit i¢in elde
edilen analiz sonuglarinin, kesinlik parametresinde elde edilen sonuglarla karsilastirilmasi
sonucunda saglamlik icin metot sinirlart belirlenir. Analitik metodun yukarida belirtilen her
degisikligi tolere etme zorunlulugu bulunmamaktadir. Tolore etmedigi durumlarda, yapilan
degisiklik daraltilarak tolere edildigi degerler belirlenir ve ilgili analitik metotun sistem uygunluk
parametrelerinde belirtilir (ICH-Q2, 2005; USP-1225, 2015).
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1.4.9. Sistem Uygunluk
Sistem uygunluk testi, bircok analitik prosediiriin ayrilmaz bir par¢asidir. Testler, analiz edilecek
ekipman, elektronik, analitik islemler ve numunelerin bu sekilde degerlendirilebilecek entegre
bir sistem olusturdugu kavramina dayanmaktadir. Belirli bir prosediir i¢in olusturulacak sistem
uygunluk testi parametreleri, dogrulanan prosediiriin tiirtine baghidir. Metot ile yapilacak olan her
caligma Oncesinde sistemin analizi dogru sekilde yapabildiginin gdsterilmesi i¢in metoda 6zgii
sistem uygunluk parametrelerinin kontrol edilmesi gereklidir. Bu parametreler genellikle;
standart veya metoda 6zgili sistem uygunluk c¢ozeltilerinden elde edilen verilerden olusur. Bu
cozeltilerden elde edilen ortalama rezoliisyon, %RSD, kuyruklanma faktorii, teorik plaka sayist
gibi parametrelerin miktar tayini analizi i¢in yeterli olup olmadig1 kontrol edilerek analize

baglanir (ICH-Q2, 2005; USP-1225, 2015).
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Kullanilan Reaktif ve Cozeltiler
Tablo 2-1: Kullanilan Reaktif Tablosu

Adi Markasi
Asetonitril Panreac Applichem
Sodyum Asetat Trihidrat Merck
Fosforik Asit Merck

Tablo 2-2: Kullanilan Standart ve Tlag Numuneleri Tablosu

Adi Markas1
Timolol Maleat Referans Standart USP
Timolol Maleat Hammadde FDC Limited
Xolatim Deva lag
Combigan Allergan
Azarga Alcon

2.2. Kullamilan Cihazlar
Tablo 2-3: Kullanilan Cihazlar Tablosu

Adi Markasi Model
Hassas Terazi Mettler Toledo XPR6UD5
Vorteks Karistiric Thermo Scientific 88882010
pH metre Mettler Toledo B531240120
UPLC Waters Corporation CHA-H16CHAS8G
Saf Su Elga Pure Lab PF2XXXXM1

2.3.  Deneysel Yontemler

2.3.1. Kromatografik Kosullar

Kolon : ACQUITY UPLC BEH Cgg, 100 mm, 2,1 mm, 1,7 p
Kolon Sicakhig: :35°C

Akis Hiza : dakikada 0,4 mL

Dalga Boyu : 295 nm

Enjeksiyon Hacmi 12,0 ul

Analiz Siiresi 1 4,5 dakika

Sampling Rate 10

Cihaz : UPLC Sistemi
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Sistem : Gradient Pompa
Sogutuculu Otomatik Ornekleyici
Empower Yazilimi

UV Dedektor

Tablo 2-4: Gradient Calisma Programi

Zaman (dk) % Mobil Faz A % Mobil Faz B
0.00 97 3
2.50 97 3
2.51 5 95
3.00 5 95
3.01 97 3
4.50 97 3

2.3.2. Cozelti HazairhKklar

2.3.2.1. Mobil Faz Hazirhg:

Tampon Cozelti Hazirhgi

Yaklasik 1,0 g Sodyum Asetat Trihidrat tartildi ve 1000 mL’lik balonjoje igerisine alind1 ve 500
mL saf su eklenerek ¢oziinmesi saglandi. Coziinme isleminden sonra hacmine saf su ile
tamamlanda.

Mobil Faz A Hazirhg:

Tampon Cozelti: Asetonitril (850: 150) (h/ h) ¢6zeltiler belirtilen oranda karistirildi ve fosforik
asit ile pH: 3,0’a ayarlanarak, 0.45 microndan siiziildii ve 3 dakika siireyle degaze yapildi.
Mobil Faz B Hazirhg:

Asetonitril reaktifi 3 dakika stireyle degaze edildikten sonra Mobil Faz B olarak kullanildi.
Coziicii Hazirhg:

Mobil Faz A ¢ozeltisi ¢oziicli olarak kullanilmistir.

2.3.2.2. Standart Cozeltisi Hazirh@:

Yaklasik 8,5 mg Timolol Maleat referans standardi tartilarak, 25 mL’lik balon joje igerisine
alindi. 15 mL mobil faz A eklendi ve ultrasonik banyoda 3 dakika tutularak ¢oziinmesi sagland.
Coziinme isleminden sonra mobil faz A ile seyreltildi. Bu ¢ozeltinin 1,0 mL’si 10 mL’ye mobil

faz A ile seyreltildi ve UPLC sistemine enjekte edildi.
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2.3.2.3.  Bitmis Uriin Numune Cozeltisi Hazirhg

Yaklasik 1,0 mL Timolol ilag aktif maddesini iceren numune 50 mL’lik balon joje igerisine
alindi. 25 mL mobil faz A eklendi ve ultrasonik banyoda 3 dakika tutularak ¢oziinmesi saglandi.
Coziinme isleminden sonra hacmine mobil faz A ile tamamlandi. Bu ¢6zeltinin 2,5 mL’si 10
mL’ye mobil faz A ile seyreltildi ve UPLC sistemine enjekte edildi.

2.3.24. Hammadde Numune Cozeltisi Hazirhg

Yaklasik 8,5 mg Timolol Maleat referans standardi tartilarak, 25 mL’lik balon joje igerisine
alindi. 15 mL mobil faz A eklendi ve ultrasonik banyoda 3 dakika tutularak ¢oziinmesi saglandi.
Coziinme isleminden sonra hacmine mobil faz A ile tamamlandi. Bu ¢6zeltinin 1,0 mL’si 10

mL’ye mobil faz A ile seyreltildi ve UPLC sistemine enjekte edildi

Not-1: Hazirlanan standart ve numune c¢ozeltilerinin dogrulugunu teyit etmek amaci ile iki
paralel ¢6zelti hazirlig1 yapilir.

Not-2: Timolol Maleat, Timolol ve Maleik Asitten olusmaktadir. Standart ve numune
cozeltilerini UPLC sistemine enjekte etti§imizde bu iki pik tespit edilir. Yalnizca Timolol’iin
miktar tayini hesaplandigindan dolay1 ¢6zeltilerin konsantrasyonu hesaplanirken ¢evirme faktorii

hesaba katilir.

Timolol Maleat’tan Timolol’e Cevirme Faktorii:

Timolol Molekil Agirligt __ 31642 gmol-1
Timolol Maleat Molekiil Agirligt T 432.49 gmol-1

2.3.2.5. Yontem

=0,73

e ilk hazirlanan standart ¢dzeltisi 6 kez, ikinci hazirlanan standart ¢dzeltisi 2 kez enjekte edilir.
e Numune ¢ozeltisinden 2’ser enjeksiyon yapilir.

e Hazirlanan ¢ozeltiler Tablo-2-5’te belirtilen enjeksiyon sirasi ile sisteme enjekte edilir.
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Tablo 2-5: Enjeksiyon Semas1 Tablosu

Cozelti Ad1 Enjeksiyon Sayisi
1.Standart ¢ozeltisi 6
2.standart ¢ozelti 2
Numune ¢ozeltisi-1 2
Numune ¢Ozeltisi-2 2

2.3.2.6.  Sistem Uygunluk Parametreleri
ICH Q14 Analitik Metot Gelistirme kilavuzunda yonlendirildigi sekilde asagidaki sistem
uygunluk parametreleri belirlenmis ve metodumuzun uygunlugu analize baglamadan 6nce bu

parametrelerin lgiilmesi ile kanitlanmustir.

e [k hazirlanan standart ¢dzeltisinin 6 enjeksiyonundan elde edilen Timolol pik alanlarinin %
rolatif standart sapmasi (% RSD) <% 2,0 olmalidir.

e Ilk hazirlanan standart ¢dzeltisinin 6 enjeksiyonundan elde edilen Timolol pikinin ortalama
alani ile ikinci hazirlanan standart ¢ozeltisinden elde edilen Timolol pikinin ortalama alani
arasindaki uyum % 98,0 - % 102,0 olmalidir.

e Enjekte edilen ¢ozeltilerden elde edilen Timolol pikine ait ortalama kuyruklanma faktorii
2,0’den kii¢iik olmalidir.

e Enjekte edilen ¢ozeltilerden elde edilen Timolol pikinin teorik plaka sayis1 2000°den kiigiik
olmamalidir.

2.3.2.7. Hesaplama

Bitmis Uriin I¢in Hesaplama

Timolol Miktar1 (mg/ mL)

Ay Tsrp. 1 P _50_ 10

X—X—X—X—XC.F.
Asrp Y25 107100 Hy 255

An = Numune enjeksiyonundaki Timolol etkenine ait alan
Astd = {lk hazirlanan Standart ¢dzeltisinin 6 enjeksiyonundan elde edilen ortalama

Timolol pik alan1

Tstd = Timolol Maleat referans standart tartimi (mg)

Hn = Kullanilan numune hacmi

P = Timolol Maleat referans standardinin as is aktivitesi (100)
CF = Cevirme Faktorii (0,73)

23



Hammadde i¢in Hesaplama

Timolol Maleat Miktar1 (%)

An XTSTDX L X P xzsxloxmox F
Astp 25 10100 Ty 1 G F

An = Numune enjeksiyonundaki Timolol etkenine ait alan
Astd = [lk hazirlanan Standart ¢dzeltisinin 6 enjeksiyonundan elde edilen ortalama

Timolol pik alanm

Tstd = Timolol Maleat referans standart tartimi (mg)

TN = Kullanilan Timolol Maleat hammadde tartimi (mg)

P = Timolol Maleat referans standardinin as is aktivitesi (100)
CF = Cevirme Faktorii (0,73)
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3.  METOT OPTIMIZASYONU

Timolol ilag aktif maddesinin kantitaitf tayini i¢in gelistirilen metodun optimizasyon ¢aligsmalari
i¢cin enjeksiyon hacminin optimizasyonu, dalga boyu optimizasyonu, mobil faz A pH degerinin
optimizasyonu, akis hizi optimizasyonu ve kolon firmi sicaklifi optimizasyonu ¢aligmalari
yapilmis ve metot icin en uygun kromatografik sartlar belirlenmistir. Tiim bu caligsmalarin

detaylarini alt bagliklarda bulabilirsiniz.

3.1.  Enjeksiyon Hacminin Belirlenmes
Metoda en uygun enjeksiyon hacminin belirlenmesi i¢in farkli konsantrasyonlarda c¢ozeltiler
hazirland1 ve bu ¢ozeltiler farkli enjeksiyon hacimlerinde UPLC sistemine enjekte edilerek

konsantrasyona karsi elde edilen pik alanina ait kalibrasyon grafikleri ¢izildi.

3.1.1. Cozelti Hazirhklari

Stok Timolol Maleat Cozelti Hazirh@:

Yaklasik 683,4 mg (500 mg Timolol’e esdeger) Timolol Maleat hammaddesi tartildi ve 50
mL’lik balon joje igerisine alindi. 25 mL mobil faz A eklendi ve ultrasonik banyoda 3 dakika
tutularak ¢6ziinmesi saglandi. Coziinme isleminden sonra hacmine mobil faz A ile tamamlandi.
3,0 mg / mL Cozelti Hazirhg

3,0 mL Stok Timolol Maleat ¢6zeltisi 10 mL’ye mobil faz A ile seyreltildi.

2,5 mg / mL Cozelti Hazirhg

2,5 mL Stok Timolol Maleat ¢6zeltisi 10 mL’ye mobil faz A ile seyreltildi.

2,0 mg / mL Cozelti Hazirhg:

2,0 mL Stok Timolol Maleat ¢6zeltisi 10 mL’ye mobil faz A ile seyreltildi.

1,5 mg / mL Cozelti Hazirhg:

1,5 mL Stok Timolol Maleat ¢dzeltisi 10 mL’ye mobil faz A ile seyreltildi.

1,0 mg / mL Cozelti Hazirhg

10,0 mL Stok Timolol Maleat ¢6zeltisi 100 mL’ye mobil faz A ile seyreltildi.

0,5 mg / mL Cozelti Hazirhig

5,0 mL 1 mg/ mL Timolol Maleat ¢6zeltisi 10 mL’ye mobil faz A ile seyreltildi.

0,25 mg / mL Cozelti Hazirhg

2,5mL 1 mg/ mL Timolol Maleat ¢ozeltisi 10 mL’ye mobil faz A ile seyreltildi.
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0,15 mg / mL Cozelti Hazirhg

1,5mL 1 mg/ mL Timolol Maleat ¢ozeltisi 10 mL’ye mobil faz A ile seyreltildi.
0,10 mg / mL Cozelti Hazirhg:

2,0 mL 1 mg/ mL Timolol Maleat ¢6zeltisi 10 mL’ye mobil faz A ile seyreltildi.
0,05 mg / mL Cozelti Hazirhg

5,0 mL 0,10 mg / mL Timolol Maleat ¢ozeltisi 10 mL’ye mobil faz A ile seyreltildi.
0,025 mg / mL Cozelti Hazirhgi

2,5 mL 0,10 mg / mL Timolol Maleat ¢ozeltisi 10 mL’ye mobil faz A ile seyreltildi.
0.015 mg / mL Cozelti Hazirhg:

1,5 mL 0,10 mg / mL Timolol Maleat ¢ozeltisi 10 mL’ye mobil faz A ile seyreltildi.
0.010 mg / mL Cozelti Hazirhgi

1,0 mL 0,10 mg / mL Timolol Maleat ¢ozeltisi 10 mL’ye mobil faz A ile seyreltildi.

3.1.2.Belirlenen Enjeksiyon Hacimleri
3.1.1.de hazirhig1 gosterilen ¢ozeltiler farkli enjeksiyon hacimlerinde UPLC sistemine enjekte
edilmistir.

Tablo 3-1: Enjeksiyon Hacmi Optimizasyonu Enjeksiyon Semast

Cozelti o
Enjeksiyon
Konsantrasyonu Enjeksiyon Hacmi (nL)

(mg / mL) Sayisi
3,0 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 4,5 50 6
2,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 4,5 50 6
2,0 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 4,5 50 6
1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 4,5 50 6
1,0 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 4,5 50 6
0,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 4,5 50 6
0,25 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 4,5 50 6
0,15 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 4,5 50 6
0,10 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 4,5 50 6

0,050 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 4,5 50 6
0,025 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 4,5 50 6
0,015 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 4,5 50 6
0,010 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 4,5 50 6
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3.2. Dalga Boyu Optimizasyonu

Enjeksiyon hacmi belirlendikten sonra, degisik dalga boylarinda denemeler planlanarak, ideal
dalga boyu belirlenmistir. Bu ¢alisma kapsaminda Tablo-3.2’de verilen dalga boylarinda boliim
2.4.2.1’de hazirlanmis1 verilen ¢ozeltiler, bolim 2.3’te yer alan deneysel yontemde belirtilen
kromatografik kosul, ¢6ziicii ve mobil fazlar kullanilarak UPLC sistemine enjekte edilerek elde
edilen sonuclar degerlendirilmistir.

3.2.1. Cozelti Hazirlamisi

Standart-1 Cozelti Hazirhg

Yaklasik 8,5 mg Timolol Maleat referans standard: tartildi ve 25 mL’lik balon joje icerisine
alindi. 15 mL mobil faz A eklendi ve ultrasonik banyoda 3 dakika tutularak ¢oziinmesi saglandi.
Cozlinme isleminden sonra hacmine mobil faz A ile tamamlandi. Bu ¢6zeltinin 1,0 mL’si 10
mL’ye mobil faz A ile seyreltildi ve UPLC sistemine enjekte edildi.

Standart-2 Cozelti Hazirhgi

Yaklasik 8,5 mg Timolol Maleat referans standardi tartildi ve 25 mL’lik balon joje igerisine
alindi. 15 mL mobil faz A eklendi ve ultrasonik banyoda 3 dakika tutularak ¢oziinmesi saglandi.
Coziinme isleminden sonra hacmine mobil faz A ile tamamlandi. Bu ¢6zeltinin 1,0 mL’si 10

mL’ye mobil faz A ile seyreltildi ve UPLC sistemine enjekte edildi.

Bitmis Uriin Numune Cozelti Hazirhig

Combigan Bitmis Uriin Numune Cozelti Hazirh@

1,0 mL Timolol ilag aktif maddesini i¢geren Combigan ilag numunesi 50 mL’lik balon joje
igerisine alindi. 25 mL mobil faz A eklendi ve ultrasonik banyoda 3 dakika tutularak ¢oziinmesi
saglandi. Coziinme isleminden sonra hacmine mobil faz A ile tamamlandi. Bu ¢ozeltinin 2,5
mL’si 10 mL’ye mobil faz A ile seyreltildi ve UPLC sistemine enjekte edildi.

Azarga Bitmis Uriin Numune Cézelti Hazirhg

1,0 mL Timolol ila¢ aktif maddesini iceren Azarga ilag numunesi 50 mL’lik balon joje igerisine
alindi. 25 mL mobil faz A eklendi ve ultrasonik banyoda 3 dakika tutularak ¢6ziinmesi saglandi.
Cozlinme isleminden sonra hacmine mobil faz A ile tamamlandi. Bu ¢6zeltinin 2,5 mL’si 10
mL’ye mobil faz A ile seyreltildi ve UPLC sistemine enjekte edildi.

Xolatim Bitmis Uriin Numune Cozelti Hazirh@

1,0 mL Timolol ilag aktif maddesini igeren Xolatim ilag numunesi 50 mL’lik balon joje icerisine
alindi. 25 mL mobil faz A eklendi ve ultrasonik banyoda 3 dakika tutularak ¢oziinmesi saglandi.
Coziinme isleminden sonra hacmine mobil faz A ile tamamlandi. Bu ¢6zeltinin 2,5 mL’si 10

mL’ye mobil faz A ile seyreltildi ve UPLC sistemine enjekte edildi.
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Tablo 3-2: Dalga Boyu Optimizasyonu i¢in Enjeksiyon Semasi Tablosu

Dalga Boyu (nm) Cozelti Ad1 Enjeksiyon Sayisi

Standart-1 6

Standart-2

292 Combigan
Azarga

Xolatim

Standart-1

Standart-2

295* Combigan
Azarga

Xolatim

Standart-1
Standart-2
298 Combigan

Azarga

N N N O N N N DN O NN NN DN

N

Xolatim

*: Bu dalga boyundaki ol¢iimler tekrarlanabilirlik (kesinlik) ¢alismasindan alinmistir
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3.3.  Mobil Faz A pH optimizasyonu

UPLC sisteminde kullanilan Mobil Faz A ¢ozeltisi i¢in uygun pH degerini belirlemek amaci ile
Tablo 3.3’te verilen degisik pH araliklarindaki Mobil Faz A’lar hazirlanmis ve bolim 3.2.1° de
hazirhig1 verilen ¢ozeltilerin seyreltilmesinde kullanilmistir. Hazirlanan ¢ozeltiler boliim 2.3°te
yer alan deneysel yontemde belirtilen kromatografik kosullar ile Tablo 3-4’teki enjeksiyon
prosediiriine uygun olarak UPLC sistemine enjekte edilerek elde edilen sonuglar

degerlendirilmistir.

Tablo 3-3: Mobil Faz A pH Degerleri Tablosu

Maobil Faz A pH

Mobil Faz Ad1 (Coziicii) Mobil Faz A pH Hazirlanisi
Degeri
Mobil Faz-A 1 Tampon Cozelti: Asetonitril (850: pH 2,5
150) (h / h) c¢ozeltiler belirtilen
Mobil P2 oranda karistirildi ve fosforik asit ile pH 3,0%
pH ayarlandi. 0.45 pm filtreden
Mobil Faz-A 3 siiziildii ve 3 dakika siireyle degaze pH 3,5

edildi

*: Bu Mobil Faza ait olciimler tekrarlanabilirlik (kesinlik) ¢caliymasindan alinmigtir

29



Tablo 3-4: Mobil Faz A pH Optimizasyonu i¢in Enjeksiyon Prosediir Tablosu

Coziicii Adr
(Mobil Faz A Ady)

Cozelti Adx

Enjeksiyon Sayisi

Mobil Faz-1

Standart-1
Standart-2
Combigan
Azarga

Xolatim

Mobil Faz-2

Standart-1
Standart-2
Combigan
Azarga

Xolatim

Mobil Faz-3

Standart-1
Standart-2
Combigan
Azarga

Xolatim

N N NN NN O NN DN N DN O DN NN DD DD O

3.3.1. Cozelti Hazirhg:

Standart-1 Cozelti Hazirhg

Yaklagik 8,5 mg Timolol Maleat referans standardi tartildi ve 25 mL’lik balon joje igerisine
alindi. 15 mL Tablo 3.3’de belirtilen mobil faz-A eklendi ve ultrasonik banyoda 3 dakika
tutularak ¢oziinmesi saglandi. Coziinme isleminden sonra hacmine mobil faz A ile seyreltildi. Bu

¢ozeltinin 1,0 mL’si 3 farkli 10 mL’lik balon jojelere alind1 ve Tablo 3.3’de belirtilen mobil faz

A ile seyreltilerek UPLC sistemine enjekte edildi.

Standart-2 Cozelti Hazirhg:

Yaklasik 8,5 mg Timolol Maleat referans standard: tartildi ve 25 mL’lik balon joje icerisine
alindi. 15 mL Tablo 3.3’de belirtilen mobil faz-A eklendi ve ultrasonik banyoda 3 dakika
tutularak ¢oziinmesi saglandi. Coziinme isleminden sonra hacmine mobil faz A ile seyreltildi. Bu

¢ozeltinin 1,0 mL’si 3 farkli 10 mL’lik balon jojelere alindi ve Tablo 3.3’de belirtilen mobil faz

A ile seyreltilerek UPLC sistemine enjekte edildi.
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Bitmis Uriin Numune Cézelti Hazirhg

Combigan Bitmis Uriin Numune Cozelti Hazirhig

1,0 mL Timolol ila¢ aktif maddesini iceren Combigan ilag numunesi 50 mL’lik balon joje
icerisine alindi. 25 mL mobil faz-A eklendi ve ultrasonik banyoda 3 dakika tutularak ¢oziinmesi
saglandi. C6ziinme isleminden sonra hacmine mobil faz A ile seyreltildi. Bu ¢6zeltinin 2,5 mL’si
3 farkli 10 mL’lik balon jojelere alind1 ve Tablo 3.3’de belirtilen mobil faz A ile seyreltilerek
UPLC sistemine enjekte edildi.

Azarga Bitmis Uriin Numune Cozelti Hazirhg

1,0 mL Timolol ilag aktif maddesini igeren Azarga ila¢ numunesi 50 mL’lik balon joje igerisine
alindi. 25 mL mobil faz-A eklendi ve ultrasonik banyoda 3 dakika tutularak ¢6ziinmesi saglandi.
Coziinme isleminden sonra hacmine mobil faz A ile seyreltildi. Bu ¢6zeltinin 2,5 mL’si 3 farkli
10 mL’lik balon jojelere alindi ve Tablo 3.3’de belirtilen mobil faz A ile seyreltilerek UPLC
sistemine enjekte edildi.

Xolatim Bitmis Uriin Numune Cézelti Hazirhg

1,0 mL Timolol ilag aktif maddesini igeren Xolatim ilag numunesi 50 mL’lik balon joje igerisine
alind1. 25 mL mobil faz-A eklendi ve ultrasonik banyoda 3 dakika tutularak ¢6ziinmesi saglandi.
Coziinme isleminden sonra hacmine mobil faz A ile seyreltildi. Bu ¢6zeltinin 2,5 mL’si 3 farkli
10 mL’lik balon jojelere alind1 ve Tablo 3.3’de belirtilen mobil faz A ile seyreltilerek UPLC
sistemine enjekte edildi.

3.4.  Akis Hiz1 Optimizasyonu

UPLC sisteminde kullanilan en uygun akis hizin1 belirlemek amaci ile Tablo 3.5’te verilen akis
hizlarindaki denemeler planlanmistir. Boliim 2.4.2°de hazirlanis1 verilen ¢ozeltiler, bolim 2.3°te
yer alan deneysel yontemde belirtilen kromatografik kosul, ¢oziicii ve mobil fazlar kullanilarak

UPLC sistemine enjekte edilerek elde edilen sonuclar degerlendirilmistir.
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Tablo 3-5: Akig Hiz1 Optimizasyonu i¢in Enjeksiyon Prosediirii

Akis Hiz1 (ml/dakika)

Cozelti Adr

Enjeksiyon Sayisi

0.37

Standart-1

Standart-2

Combigan
Azarga

Xolatim

6

0.38

Standart-1

Standart-2

Combigan
Azarga

Xolatim

0.39

Standart-1

Standart-2

Combigan
Azarga

Xolatim

0.40

Standart-1

Standart-2

Combigan
Azarga

Xolatim

0.41

Standart-1

Standart-2

Combigan
Azarga

Xolatim

0.42

Standart-1

Standart-2

Combigan
Azarga

Xolatim

0.43

Standart-1

Standart-2

Combigan
Azarga

Xolatim

N NN N O N NN N DN DN N DN O N DN DN O N DN DN OGN DN DN DN OGN DD
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3.5.  Kolon Firin Sicakhgi Optimizasyonu
UPLC sisteminde kullanilan en uygun kolon firin sicakligr belirlemek amaci ile, Tablo 3.3’de
verilen degisik kolon sicakliklarinda denemeler planlanmigtir. Boliim 2.4.2°de hazirlanisi verilen
cozeltiler, boliim 2.3’te yer alan deneysel yontemde belirtilen kromatografik kosul, ¢oziicii ve
mobil fazlar kullanilarak UPLC sistemine enjekte edilerek elde edilen sonuglar
degerlendirilmistir.
Tablo 3-6: Kolon Firin Sicakligi Optimizasyonu i¢in Enjeksiyon Prosediirii
Kolon Firin Sicakhig (°C) Cozelti Adx Enjeksiyon Sayisi
Standart-1 6
Standart-2

30 Combigan
Azarga
Xolatim

Standart-1

Standart-2

35 Combigan
Azarga
Xolatim

Standart-1

Standart-2

40 Combigan

Azarga

N N NN N O N NN N N O DN DN

Xolatim
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4.  METOT VALIDASYONU

Timolol ila¢ aktif maddesinin kantitaitf tayini i¢in gelistirilen metodun validasyon caligsmalari
icin segicilik, kesinlik, dogrusallik, dogruluk, caligma araligt ve c¢ozeltilerin stabilitesi
parametreleri ICH Q2R analitik metotlarin validasyonu kilavuzuna uygun sekilde yapilmistir.
Tiim bu ¢alismalarin detaylarini alt basliklarda bulabilirsiniz.

4.1. Secicilik

Secicilik parametresi dahilinde mobil faz A (¢oziicii), mobil faz B, standart ¢6zeltisi, Combigan
bitmis {irlin numune ¢ozeltisi, Azarga bitmis {irliin numune ¢ozeltisi ve Xolatim bitmis iirlin
numune ¢ozeltisi bolim 2.3’te yer alan deneysel yontemde belirtilen kromatografik kosullar ve
Tablo 4.1°de gosterilen enjeksiyon prosediirii kullanilarak UPLC sistemine enjekte edilerek elde
edilen sonuclar degerlendirilmis ve tayin edilmek istenen ana pik altinda herhangi bir girisim
olmadigi kanitlanmistir

Segicilik parametresinde, timolol etkenine ait olan impiirite-B ve impiirite-C temin edilmis ve
kromatografik sisteme enjekte edilerek alikonma zamani timolol etkeniyle ayni olup olmadigi
belirlenmistir.

Tablo 4-1: Segicilik Enjeksiyon Prosediirii

Cozelti Ad1 Enjeksiyon Sayis1
Mobil Faz A (Coziicii) 1
Mobil Faz B
Standart-1
Standart-2

Timolol Impiirite B Cézeltisi
Timolol Impiirite C Cdzeltisi
Timolol Impiirite Karigim Cozeltisi
Combigan Bitmis Uriin Numune Céozeltisi

Azarga Bitmis Uriin Cumune Cozeltisi

N DN PR RN OO

Xolatim bitmis iirlin numune ¢ozeltisi
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4.2. Kesinlik Calismasi

4.2.1. Sistem Kesinligi Calismasi

Sistem Kesinligi calismasinin amaci kromatografik sistemin uygun calistiginin ve tekrarlanabilir
Ol¢timler elde edildiginin ispatlanmasidir. Bu ¢alisma kapsaminda Tablo 4.2°deki enjeksiyon
prosediirii uygulanmis, béliim 2.3’te yer alan deneysel yontemde belirtilen kromatografik kosul,
¢ozlicii ve mobil fazlar kullanilarak UPLC sistemine enjekte edilerek elde edilen sonuglar

degerlendirilmistir.

Tablo 4-2: Sistem Kesinligi i¢in Enjeksiyon Prosediirii

Cozelti Ad1 Enjeksiyon Sayisi
Standart-1 6
Standart-2 2

4.2.2. Tekrarlanabilirlik Calismasi

Tekrarlanabilirlik ¢alismasinin amaci gelistirilen metodun 6 ayri1 bitmis iirlin numunesi
Olciildiiginde tayin edilmek istenen madde i¢in tekrarlanabilir sonuclar elde edildiginin
ispatlanmasidir. Bu ¢alisma kapsaminda Tablo 4.3’deki enjeksiyon prosediirii uygulanmis,
boliim 2.3’te yer alan deneysel yontemde belirtilen kromatografik kosul, ¢oziicii ve mobil fazlar

kullanilarak UPLC sistemine enjekte edilerek elde edilen sonuglar degerlendirilmistir.

Tablo 4-3: Tekrarlanabilirlik Calismasi i¢in Enjeksiyon Prosediirii

Cozelti Ad1 Enjeksiyon Sayisi
Standart-1 6
Standart-2 2
Combigan bitmis iirlin numune ¢ozeltisi 6
Azarga bitmis lirlin numune ¢ozeltisi 6
Xolatim bitmis lirtin numune ¢ozeltisi 6

4.2.3. Ara Kesinlik Calismasi

Ara Kesinlik ¢alismasinin amaci gelistirilen metodun 6 ayr1 bitmis {iriin numunesi 6l¢iildiiglinde
tayin edilmek istenen madde icin farkli kolon, farkli UPLC sistemi ve farkli giin analizlerinde
tekrarlanabilir sonuglar elde edildiginin ispatlanmasidir. Bu ¢alisma kapsaminda Tablo 4.4’deki
enjeksiyon prosediirii uygulanmig, bolim 2.3’te yer alan deneysel yontemde belirtilen
kromatografik kosul, ¢6ziicii ve mobil fazlar kullanilarak UPLC sistemine enjekte edilerek elde

edilen sonuclar degerlendirilmistir.
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Tablo 4-4: Ara Kesinlik Caligmasi igin Enjeksiyon Prosediirii

Cozelti Ad1 Enjeksiyon Sayisi
Standart-1 6
Standart-2 2
Combigan bitmis iriin numune ¢ozeltisi 6
Azarga bitmis iirlin numune ¢ozeltisi 6
Xolatim bitmis {iriin numune ¢ozeltisi 6

4.3. Dogrusallik Calismasi

Dogrusallik ¢aligsmasi kapsaminda 0,0002 mg / mL ile 0,05 mg / mL konsantrasyonu araliginda
cozeltiler hazirlanmis ve bolim 2.3’te yer alan deneysel yontem igerisinde belirtilen
kromatografik kosul, ¢dziicii ve mobil fazlar kullanilarak, UPLC sistemine enjekte edilmistir.
Elde edilen sonuglar ile kalibrasyon grafikleri ¢izilmis, R? ve % bagil standart sapma (%RSD)

hesaplanmastir.

4.3.1. Cozelti Hazirhklar:

Stok Standart Cozelti Hazirhg:

Yaklasik 8,5 mg Timolol Maleat referans standardi tartildi ve 25 mL’lik balon joje igerisine
alindi. 15 mL mobil faz A eklendi ve ultrasonik banyoda 3 dakika tutularak ¢oziinmesi saglandi.
Coziinme isleminden sonra hacmine mobil faz A ile tamamlandi.

0,0002 mg / mL Cozelti Hazirhig

1,0 mL stok standart ¢6zeltisi 100 mL’ye mobil faz A ile seyreltildi. Bu ¢6zeltinin 0,8 mL’si 10
mL’ye mobil faz A ile seyreltildi.

0,010 mg / mL Cozelti Hazirhg:

1, mL stok Standart ¢ozeltisi 25 mL’ye mobil faz A ile seyreltildi.

0,0150 mg / mL Cozelti Hazirhg:

1,5 mL stok standart ¢6zeltisi 25 mL’ye mobil faz A ile seyreltildi

0.025 mg / mL Cozelti Hazirh@

2,5 mL stok standart ¢ozeltisi 25 mL’ye mobil faz A ile seyreltildi

0,050 mg / mL Cozelti Hazirhg:

5,0 mL stok standart ¢6zeltisi 25 mL’ye mobil faz A ile seyreltildi
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Tablo 4-5: Dogrusallik Caligmasi i¢in Enjeksiyon Prosediirii

Cozelti Konstrasyonu (ml/mL) Enjeksiyon Sayisi
0,0002 6
0,010 2
0,015 2
0,025 6
0,050 6

4.4.  Dogruluk Calismasi

Gelistirilen analitik metodun ¢alisma aralig1 sinirlarinda yontemin dogrulugunu sinamak i¢in; en
diisiik, orta ve en yiiksek konsantrasyonlarda ¢ozeltiler hazirlanip standart ¢ozeltisine karsi
analizlenir. Analiz sonucunda elde edilen deneysel veriler teorik veriler ile kiyaslanarak % geri

kazanim hesaplanir.

4.4.1. Dogruluk Cozelti Hazirhklar

0,0002 mg / mL Cozelti Hazirhg:

Yaklagik 1,5 mg Timolol Maleat USP refererans standard: tartildi ve 100 mL’lik balon joje
icerisine alinarak mobil faz A seyreltildi. Bu ¢ozeltiden 2,0 mL alinarak 100 mL’ye mobil faz A
ile seyreltildi

0,025 mg / mL Cozelti Hazirhgi

Yaklagik 8,5 mg Timolol Maleat USP refererans standard: tartildi ve 25 mL’lik balon joje
icerisine alinarak mobil faz A seyreltildi. Bu ¢6zeltiden 2,5 mL alinarak 25 mL’ye mobil faz A
ile seyreltildi

0,050 mg / mL Cozelti Hazirhgi

Yaklagik 8,5 mg Timolol Maleat USP refererans standard: tartildi ve 25 mL’lik balon joje

icerisine alinarak mobil faz A seyreltildi. Bu ¢ozeltiden 5,0 mL alinarak mL’ye mobil faz A ile

seyreltildi.
Tablo 4-6: Dogruluk Calismast igin Enjeksiyon Prosediirii
Cozelti Ad1 ve Konstrasyonu (ml/mL) Enjeksiyon Sayis1
Standart-1(0,025 mg / mL) 6

Standart-2 (0,025 mg / mL)
En Diisiik Seviye (0,0002 mg / mL)
Standart Seviye (0,025 mg/ mL)

2
2
2
En Diisiik Seviye (0,050 mg/ mL) 2
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4,5. Cahsma Arahgi

Bir analitik yontemin ¢alisma araligi dogruluk ve dogrusallik ¢caligmalarindan belirlenir. Caligma
araligin, uygun bir yontem ile tayin edilen bilesenin alt ve iist konsantrasyonlar1 arasindaki aralik
olarak adlandirlir. Dogrusallik ¢alismasinda minimum (0,0002 mg / mL) ve maksimum (0,050
mg / mL) derisimde hazirlanan standart ¢o6zeltiler kullanilir. Cozeltilerin  hazirlanis
“Dogrusallik” bagligi altinda verilmistir. Bu calisma kapsaminda uygulanan enjeksiyon

prosediirii Tablo 4.7 deki gosterilmistir.

Tablo 4-7: Calisma Aralig1 igin Enjeksiyon Prosediirii

Standart Cozelti Konsantrasyonu (mg/
Enjeksiyon Sayisi

mL)
0,0002 6
0,050 6

4.5.1. Cozeltilerin Stabilitesi

45.1.1. Standart ve Numune Cozeltisi Stabilitesi

Standart ¢ozelti stabilitesi ¢caligmasinin amaci, hazirlanan ¢ozeltinin uygulanan kromatografik
sistem igerisinde ne kadar siire ile tekrarlanabilir ve oOl¢iimlerde kullanilabilir oldugunun
ispatlanmasidir. Bu g¢alismacinin diger bir amaci da hazirlanan ¢ozeltinin kromatografik sisteme
enjekte edilmeden vial (hazirlanan ¢ozeltilerin UPLC sistemine enjekte edilmesini saglayan
malzeme) ya da balon joje icerisinde 25°C oda sicakliginda ne kadar siire ile bekletilebildiginin
Ol¢iilmesidir. Bu ¢alisma kapsaminda hazirlanan ¢ozeltiler 48 saat siire ile boliim 2.3’te yer alan
deneysel yontemde belirtilen kromatografik kosul, ¢oziicii ve mobil fazlar kullanilarak UPLC
sistemine enjekte edilerek elde edilen sonuglar degerlendirilmistir.

451.1.1. Cozeltilerin Hazirlanmasi

Standart Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Yaklagik 8,5 mg Timolol Maleat referans standardi tartildi ve 25 mL’lik balon joje igerisine
alindi. 15 mL mobil faz-A eklendi ve ultrasonik banyoda 3 dakika tutularak ¢oziinmesi
saglanarak mobil faz A ile seyreltildi. Bu ¢ozeltinin 1,0 mL’si 10 mL’ye mobil faz A ile

seyreltildi.
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Standart-2 Cozelti Hazirhg

Yaklasik 8,5 mg Timolol Maleat referans standardi tartildi ve 25 mL’lik balon joje igerisine
alindi. 15 mL mobil faz-A eklendi ve ultrasonik banyoda 3 dakika tutularak ¢oziinmesi
saglanarak mobil faz A ile seyreltildi. Bu ¢ozeltinin 1,0 mL’si 10 mL’ye mobil faz A ile
seyreltildi.

Numune Cozelti Hazirh@

Azarga Bitmis Uriin Numune Cézelti Hazirhg

1,0 mL Timolol ilag¢ aktif maddesini igeren Azarga ila¢ numunesi 50 mL’lik balon joje igerisine
alindi. 25 mL mobil faz-A eklendi ve ultrasonik banyoda 3 dakika tutularak ¢6ziinmesi saglandi.
Coziinme isleminden sonra hacmine mobil faz A ile seyreltildi. Bu ¢6zeltinin 2,5 mL’si 10 mL’ye
mobil faz A ile seyreltilerek UPLC sistemine enjekte edildi.

Combigan Bitmis Uriin Numune Cozelti Hazirhg

1,0 mL Timolol ila¢ aktif maddesini iceren Combigan ilag numunesi 50 mL’lik balon joje
igerisine alindi. 25 mL mobil faz-A eklendi ve ultrasonik banyoda 3 dakika tutularak ¢oziinmesi
saglandi. Coziinme isleminden sonra hacmine mobil faz A ile seyreltildi. Bu ¢6zeltinin 2,5 mL’si
10 mL’ye mobil faz A ile seyreltilerek UPLC sistemine enjekte edildi.

Xolatim Bitmis Uriin Numune Cozelti Hazirh@

1,0 mL Timolol ilag aktif maddesini igeren Xolatim ilag numunesi 50 mL’lik balon joje igerisine
alindi. 25 mL mobil faz-A eklendi ve ultrasonik banyoda 3 dakika tutularak ¢6ziinmesi saglandi.
Coziinme isleminden sonra hacmine mobil faz A ile seyreltildi. Bu ¢6zeltinin 2,5 mL’si 10 mL’ye
mobil faz A ile seyreltilerek UPLC sistemine enjekte edildi.

4.5.1.2. Mobil Faz Stabilitesi

Standart ve numune ¢ozeltileri UPLC sisteminde taze hazirlanmig ve 12 giin bekletilmis mobil
faz A ¢ozeltileri kullanilarak enjekte edilir ve bu enjeksiyonlardan elede edilen veriler
kullanilarak sistem uygunluk parametrelerinde herhangi bir degisiklik olup olmadig
degerlendirilmistir. Bu ¢alisma kapsaminda Tablo 4.8’deki enjeksiyon prosediirii uygulanmis ve

Mobil faz A ¢ozeltisi boliim 2.3’te belirtildigi sekilde hazirlanmastir.
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Tablo 4-8: Mobil Faz Stabilitesi Caligmasi i¢in Enjeksiyon Prosediirii

Mobil Faz Cozelti Ad1 Enjeksiyon Sayisi

Standart-1 6
Standart-2 2

Taze Hazirlanmis Mobil
Combigan bitmis liriin numune ¢ozeltisi 6
i Azarga bitmis iiriin numune ¢ozeltisi 6
Xolatim bitmis tiriin numune ¢ozeltisi 6
Standart-1 6
12 Giin Oda Standart-2 2
Sicakliginda Bekletilmis Combigan bitmis iiriin numune ¢ozeltisi 6
Mobil Faz Azarga bitmis lirlin numune ¢6zeltisi 6
Xolatim bitmis lirlin numune ¢ozeltisi 6
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d. SONUC
5.1. Metot Optimizasyonu Sonuglari

5.1.1. Enjeksiyon Hacminin Belirlenmesi

Tablo 3.1°de belirtildigi gibi farkli konsantrasyonlarda hazirlanan ¢ozeltiler farkli enjeksiyon
hacimlerinde UPLC sistemine enjekte edildi ve konsantrasyona karsi elde edilen pik alanina ait
kalibrasyon grafikleri ¢izildi.

Note: Tablo 5.1 ile Tablo 5.14 araligindaki tablolardaki ¢6zeltilerin konsantrasyonu mg/mL
biriminde verilmistir.

Tablo 5-1: 2,0 uL Enjeksiyon Hacmi Sistem Uygunluk Sonuglari

3 2,5 2 15 1 0,5

Ortalama Alan 22737776 18989030 15642283 12000423 7847020 3938116

SD 117995,70 139978,00 79227,40 104347,50 69932,80 18753,00

RSD 0,52 0,74 0,51 0,87 0,89 0,48
Kuyruklanma 6,7 6,1 5,7 51 4,4 3,4
Plaka Sayisi 250 300 400 500 700 1200

Tablo 5-2: 2,0 uL Enjeksiyon Hacmi Sistem Uygunluk Sonuglart Devami

0,25 0,15 0,1 0,05 0,025 0,015 0,01

Ortalama Alan 1953412 1177068 782833 383443 197188 113850 78560

SD 4466,60 5281,40 2976,60 1042,70 33550 289,00 178,70
RSD 0,23 0,45 0,38 0,27 0,17 0,25 0,23
Kuyruklanma 2,8 2,4 2,2 1,9 1,7 1,6 1,5
Plaka Say1si 2100 3000 4050 6600 9000 10500 11500
25000000,0 - Timolol (2,0 pL Enjeksiyon Hacmi)
20000000,0 - y = 7648306,5040x + 72784,7805

15000000,0 - R?=0,9994
10000000,0 -
5000000,0 -

0,0 . T T T T T T 1

0,0000 0,50000 1,00000 1,50000 2,00000 2,50000 3,00000 3,50000
Konsantrasyon, mg/mL

Alan

Sekil 5.1: 2.0 uL Enjeksiyon Hacmi i¢in Kalibrasyon Grafigi
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Tablo 5-3: 2,5 pL Enjeksiyon Hacmi Sistem Uygunluk Sonuglari

3 2,5 2 15 1 0,5

Ortalama Alan 27574140 23811794 19307177 14761991 9825516 5008746

SD 229572,20 145429,40 93016,00 102590,50 27721,40 5047,70

RSD 0,83 0,61 0,48 0,69 0,28 0,10
Kuyruklanma 7,3 6,8 6,3 5,6 4.8 3,8
Plaka Sayisi 190 240 300 400 600 1000

Tablo 5-4: 2,5 pL Enjeksiyon Hacmi Sistem Uygunluk Sonuglart Devami

0,25 0,15 0,1 0,05 0,025 0,015 0,01

Ortalama Alan 2478279 1506186 986905 484064 249284 143612 99343
SD 1565 11989 11783 380,3 430,3 284,1 289,6

RSD 0,06 0,08 0,12 0,08 0,17 0,2 0,29
Kuyruklanma 3 2,6 2,3 2 1,8 1,7 1,6

Plaka Sayis1 1800 2500 3500 5700 8000 10000 11000

30000000,0 - Timolol (2,5 pL. Enjeksiyon Hacmi)
25000000,0 - y =9394298,9513x + 150926,2396
20000000,0 - R*=0,9990
15000000,0 -
10000000,0 -
5000000,0 -
£ 00 - ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
< 0,00000 0,50000 1,00000 1,50000 2,00000 2,50000 3,00000 3,50000
Konsantrasyon, mg/mL

Sekil 5.2: 2.5 pL Enjeksiyon Hacmi i¢in Kalibrasyon Grafigi
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Tablo 5-5: 3,0 uL Enjeksiyon Hacmi Sistem Uygunluk Sonuglari

3 2,5 2 1,5 1 0,5

Ortalama Alan 32775428 28307760 23240772 17688859 11895505 6109028

SD 2764478  222760,3  26977,4 93194,4 31052,1 13136

RSD 0,84 0,79 0,12 0,53 0,26 0,22
Kuyruklanma 7,9 7,4 6,8 6,1 52 4,1
Plaka Sayisi 150 190 240 325 490 850

Tablo 5-6: 3,0 uL Enjeksiyon Hacmi Sistem Uygunluk Sonuglart Devami

0,25 0,15 0,1 0,05 0,025 0,015

Ortalama Alan 3009304 1831583 1184921 583197 303520 175447

SD 6281,8 4407 1503,5 501,2 565,8 330,6

RSD 0,21 0,24 0,13 0,09 0,19 0,19
Kuyruklanma 3,2 2,8 2,5 2,1 1,9 1,7
Plaka Sayis1 1500 2200 3000 5000 7500 9500

40000000,0 - Timolol (3,0 nL. Enjeksiyon Hacmi)

35000000,0 - y = 11189878,3329x + 232390,2464
30000000,0 - R% =0,9985
25000000,0 -
20000000,0 -
15000000,0 -
10000000,0 -
5000000,0 -
0,0 & ‘ ‘ ‘ | | | |

0,0000 0,50000 1,00000 1,50000 2,00000 2,50000 3,00000 3,50000
Konsantrasyon, mg/mL

Alan

Sekil 5.3: 3.0 uL Enjeksiyon Hacmi i¢in Kalibrasyon Grafigi
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Tablo 5-7: 3,5 pL Enjeksiyon Hacmi Sistem Uygunluk Sonuglari

3 2,5 2 15 1 0,5
Ortalama Alan 37862095 32929053 26689329 20616946 13972212 7265604
SD 151119,7  25174,3  140450,8  55225,7 13760,3  18649,8
RSD 0,4 0,08 0,53 0,27 0,1 0,26
Kuyruklanma 8,7 8,1 7,2 6,5 5,5 4,3
Plaka Sayis1 130 150 200 270 410 740
Tablo 5-8: 3,5 uL Enjeksiyon Hacmi Sistem Uygunluk Sonuglart Devami
0,25 0,15 0,1 0,05 0,025 0,015
Ortalama Alan 3602189 2183219 1395380 685878 360282 207635
SD 2520,2 1250,3 1785,5 409,5 480,4 371,2
RSD 0,07 0,06 0,13 0,06 0,13 0,18
Kuyruklanma 3,4 2,9 2,6 2,2 2 1,8
Plaka Sayisi 1300 2000 2700 4400 7000 9000
50000000,0 - Timolol (3,5 pL Enjeksiyon Hacmi)
40000000,0 - y = 12934228,7881x + 334345,6141
30000000,0 - Ri-09983 5
<
20000000,0 -
10000000,0 -
0,0 : : : : : : ‘
0,00000  0,50000  1,00000  1,50000  2,00000  2,50000  3,00000  3,50000

Konsantrasyon, mg/mL

Sekil 5.4: 3.5 pL Enjeksiyon Hacmi i¢in Kalibrasyon Grafigi
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Tablo 5-9: 4,0 uL Enjeksiyon Hacmi Sistem Uygunluk Sonuglari

3 2,5 2 1,5 1 0,5
Ortalama Alan 41892794 37151207 29906381 23631063 16123420 8420378
SD 162932,9 43123,3 178893,7 36330,1 9660,4 8792,1
RSD 0,39 0,12 0,6 0,15 0,06 0,1
Kuyruklanma 9,2 8,7 7,7 6,9 5,9 4,6
Plaka Sayisi 110 130 170 230 350 650
Tablo 5-10: 4,0 uL Enjeksiyon Hacmi Sistem Uygunluk Sonuglari Devami
0,25 0,15 0,1 0,05 0,025 0,015
Ortalama Alan 4162199 2514543 1580742 778677 417155 242182
SD 5991,1 2542,4 830 1214,6 510,7 214.6
RSD 0,14 0,1 0,05 0,16 0,12 0,09
Kuyruklanma 3,6 3,1 2,7 2,3 2 1,9
Plaka Sayis1 1200 1800 2500 4000 6350 8700
50000000,0 Timolol (4,0 pL. Enjeksiyon Hacmi)
400000000 - y = 14449466,1031x + 507873,5085
R?=0,9967
30000000,0 - §
<
20000000,0 -
10000000,0 -
0,0 < \ \ \ \ \ \ \
0,00000 0,50000 1,00000 1,50000 2,00000 2,50000 3,00000 3,50000

Konsantrasyon, mg/mL

Sekil 5.5: 4.0 uL Enjeksiyon Hacmi igin Kalibrasyon Grafigi
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Tablo 5-11: 4,5 uL Enjeksiyon Hacmi Sistem Uygunluk Sonuglari

3 2,5 2 1,5 1 0,5
Ortalama Alan 46272462 41020756 33076925 26586362 18264164 9610237
SD 52575,5 23303,9 71633,1 7943 11344,9 4688,7
RSD 0,11 0,06 0,22 0,03 0,06 0,05
Kuyruklanma 10 9,7 8,1 7,3 6,3 4,9
Plaka Sayis1 93 111 152 200 300 575
Tablo 5-12: 4,5 pL Enjeksiyon Hacmi Sistem Uygunluk Sonuglart Devami
0,25 0,15 0,1 0,05 0,025 0,015
Ortalama Alan 4752830 2883312 1787139 875397 474095 276716
SD 1533,8 1291,3 31838,7 654,7 504,7 381,1
RSD 0,03 0,04 0,18 0,07 0,11 0,14
Kuyruklanma 3,8 3,2 2,8 2,4 2,1 1,9
Plaka Sayisi 1050 1600 2200 3500 6000 8000
60000000,0 Timolol (4,5 pL Enjeksiyon Hacmi)
50000000,0 - y = 15964660,5911x + 682102,3546
40000000,0 - R*=0,9956 c
30000000,0 - <
20000000,0 -
10000000,0 -
0,0 1 T T T T T T 1
0,00000  0,50000  1,00000  1,50000  2,00000  2,50000  3,00000  3,50000

Konsantrasyon, mg/mL

Sekil 5.6: 4.5 pL Enjeksiyon Hacmi i¢in Kalibrasyon Grafigi
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Tablo 5-13: 5,0 uL Enjeksiyon Hacmi Sistem Uygunluk Sonuglari

3 2,5 2 1,5 1 0,5
Ortalama Alan 50473631 45089793 36278659 29533614 20490409 10838430
SD 49338,09 17468,46 94280,86 36717,612 19935,69  5870,48
RSD 0,09775 0,038741  0,25988  0,1243248 0,097293 0,054164
Kuyruklanma 11 10,5 8,5 7,7 6,6 51
Plaka Sayis1 80 98 133 175 275 525
Tablo 5-14: 5,0 uL Enjeksiyon Hacmi Sistem Uygunluk Sonuglari Devami
0,25 0,15 0,1 0,05 0,025 0,015
Ortalama Alan 5369406 3263312 1991653,2 978749,2 538073,2 314864,7
SD 4268,506  2741,268 870,88493 539,2897 247,8576 196,5112
RSD 0,079497  0,084003 0,0437267 0,0551 0,046064 0,062411
Kuyruklanma 4 3,4 3 2,5 2,1 2
Plaka Sayis1 950 1411 2050 3500 5500 7700
60000000,0 Timolol (5,0 pL Enjeksiyon Hacmi)
50000000,0 - y =17475169,9999x + 877394,3176
40000000,0 - R®=0,9943 c
o
30000000,0 - <
20000000,0 -
10000000,0 -
0,0 -« \ \ \ \ \ \ \
0,00000 0,50000 1,00000 1,50000 2,00000 2,50000 3,00000 3,50000
Konsantrasyon, mg/mL

Sekil 5.7: 5.0 uL Enjeksiyon Hacmi i¢in Kalibrasyon Grafigi
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Tablo 5-15: Enjeksiyon Hacmi Belirlenmesi Analiz Sonuglart

Konsantrasyon Enjeksiyon Hacmi / Alan
(mg/ mL)
2,0 nLb 2,5 nLb 3,0 uL 3,5 ulL 4,0 nL. 4,5 nLL 5,0 pL
3 22737776 27574140 32775428 37862095 41892794 46272462 50473631
2,5 18989030 23811794 28307760 32929053 37151207 41020756 45089793
2 15642283 19307177 23240772 26689329 29906381 33076925 36278659
15 12000423 14761991 17688859 20616946 23631063 26586362 29533614
1 7847020 9825516 11895505 13972212 16123420 18264164 20490409
0,5 3938116 5008746 6109028 7265604 8420378 9610237 10838430
0,25 1953412 2478279 3009304 3602189 4162199 4752830 5369406
0,15 1177068 1506186 1831583 2183219 2514543 2883312 3263312
0,1 782833 986905 1184921 1395380 1580742 1787139 1991653
0,05 383443 484064 583197 685878 778677 875397 978749
0,025 197188 249284 303520 360282 417155 474095 538073
0,015 113850 143612 175447 207635 242182 276716 314865
0,01 78560 99343 121347 144239 168039 191741 216716
R? 0,999 0,999 0,999 0,998 0,997 0,996 0,994
Egim 7648306,5 9394299,0 11189878,3 12934228,8 14449466,1 15964660,6 17475170,0
Kesim 72784.,8 150926,2  232390,2 334345,6 507873,5 682102,4 877394,3
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Kuyruklanma faktorii, teorik plaka sayisi, % bagil standart sapma ve dogrusallik ¢alismasindan
elde edilen R2 gibi sistem uygunluk parametreleri Timolol ila¢ aktif maddesinin miktar tayini
icin gelistirilen analitik metodun ideal olup olmadigmin degerlendirilmesinde rol oynar. Bu
degerlendirme i¢in olusturulan kromatogramlardan Timolol pikine ait tiim sonuglar Tablo 5.1 ve
Tablo 5.15 arasinda verilmistir.

Sisteme 6 kez ardisik olarak enjekte edilen standart ¢ozeltilerinden elde edilen Timolol pikine ait
sonuclara gore ¢izilen kalibrasyon grafikleri ve sistem uygunluk degerleri incelendiginde;
-kuyruklanma faktoriiniin 2,0’1n altinda,

-teorik plaka sayisinin miimkiin olan en yliksek degerde,

-% bagil standart sapmanin miimkiin olan en kii¢iik degerde ve

-R2’nin miimkiin olan en yiiksek degerde

oldugu enjeksiyon hacminin 2 pL ve konsantrasyonun da 0,015mg / mL oldugu tespit edilmistir.
Analitik metot optimizasyonu ve validasyonunda belirlenen bu enjeksiyon hacmi ve

konsantrasyonu kullanilmistir.

5.1.2. Dalga Boyu Optimizasyonu Sonuclari

Enjeksiyon hacmi belirlendikten sonra, degisik dalga boylarinda denemeler planlanmis, ideal
dalga boyu belirlenmistir. Bu ¢alisma kapsaminda Tablo 3.2°de verilen dalga boylarinda ve
metotta belirtilen ¢oziicii ve mobil fazlar kullanilarak UPLC sistemine enjekte edildi ve elde
edilen sonuclar degerlendirildi.

Literatiir aragtirmalarinda Timolol pikinin maksimum absorbans verdigi dalga boyunun 295nm
oldugu goriilmistir (Hafsa vd.,2011). UPLC sistemlerinde kullanilan UV veya PDA
dedektorlerinde sapma olugmas1 muhtemeldir. Bu sebep ile ideal dalga boyu olarak literatiirde
yaymlanmis olan 295nm’den +3nm alt ve iist degerlerde l¢iimler alinmis ve sistem uygunluk

parametreleri kontrol edilerek Tablo 5.16’da verilmistir.
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Tablo 5-16: Dalga Boyu Optimizasyonu i¢in Sistem Uygunluk ve Numune Sonuglari

iki
Dalga Teorik . ) Azarga
% Alikkonma  Kuyruklanma Standart  Combigan  Xolatim
Boyu Plaka mg /
RSD Zamam Faktorii Cozeltinin mg / mL mg / mL
(nm) Sayisi mL
% Uyumu
292 0,4 9618 1,9 1,6 %98,6 51 4,9 5,2
295* 0,1 9578 1,9 1,6 %99,9 5,0 5,0 5,2
298 0,1 9782 1,9 1,7 %97,8 5,1 4,9 5,2

*: Olgiimler tekrarlanabilirlik (kesinlik) calismasindan alinmigtir

Tablo 5.16’da verilen sonuglar incelendiginde, bilingli bir sekilde dalga boyunda yapilan
degisikliklerin, % RSD, teorik plaka sayisi, alikonma zamani, kuyruklanma faktorii ve iki
standart ¢ozeltisi arasindaki uyumun ve numune ¢ozeltilerinin sonuglart {izerinde herhangi bir
olumsuz etkisi olmadigi ispatlanmistir. Bu sonuglara gore, gelistirilen analitik metodun
uygulandigt UPLC sisteminin dedektoriinde olusabilecek sapmalar1 tolere edebildigi
goriilmistiir. Analitik metot optimizasyonunda ve validasyonunda belirlenen 295nm dalga boyu

kullanilarak 6l¢iimler yapilmistir.

5.1.3. Mobil Faz pH Optimizasyon Sonuclari

Tablo 5.17°deki veriler incelendiginde, mobil faz A’nin pH degeri ayarlanirken olusabilecek
analitik hatalar1 £ 0.5 birim kadar basarili bir sekilde tolere ettigi gdzlemlenmistir. £0.5 birim
degisiklik disiiniildiigiinde hedef seviye olan pH 3.0 degeri mobil faz A i¢in tiim metot

optimizasyonunda ve validasyonunda kullanilan pH olarak se¢ilmistir.
Tablo 5-17: Mobil Faz pH Optimizasyonu i¢in Sistem Uygunluk Sonuglar1
Iki

Teorik . Xolatim Azarga
Ahkonma Kuyruklanma  Standart Combigan
%RSD  Plaka mg / mg /
Degeri Zamani Faktorii Cozeltinin mg / mL
Sayisi mL mL
% Uyumu
2,5 0,2 10977 2,1 1,6 %99,3 5,0 4,8 5,0
30 01 9578 19 1,6 %999 5,0 50 52
3,5 0,3 10170 2,1 1,6 %98,8 4,9 5,0 4,8

*: Olciimler tekrarlanabilirlik (kesinlik) calismasindan alinmistir
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5.1.4. Akis Hiz1 Optimizasyon Sonuclari

Tablo 5.18°teki veriler incelendiginde, 0,37 mL/dk ve 0,42mL/dk araliginda ki akis hizlarinda
yapilan c¢alismada sistem uygunluk kriterlerinde ve numune sonuglarinda sonucu dogrudan
olumsuz etkileyen bir durum tespit edilmemistir. 0,43 mL/dk akis hizinda iki standart arasindaki
uyumun hedef degerden diisiik kalmasi sebebi ile bu akis hiz1 uygun bulunmamistir. Tiim bu
veriler 1g18inda orta deger olan 0.40 mL/dk degeri tim metot optimizasyonunda ve

validasyonunda kullanilan akis hizi olarak se¢ilmistir.

Tablo 5-18: Akis Hiz1 Optimizasyonu i¢in Sistem Uygunluk Sonuglari

Iki
Akas Teorik ) ) Azarga
Alkonma Kuyruklanma  Standart Combigan Xolatim
Hizx %RSD Plaka mg /
Zamani Faktorii Cozeltinin  mg/mL mg/mL
(mL/dk) Sayisi mL
% Uyumu
0,37 0,1 9754 2,0 1,6 %98,6 5,0 5,0 5.2
0,38 0,3 9845 2,0 1,6 %99,2 51 5,0 52
0,39 0,1 9704 2,0 1,6 %98,3 50 50 5,2
0,40* 0,1 9578 19 1,6 9099,9 5,0 50 5,2
0,41 0,2 9566 1,9 1,6 %98,6 51 4,9 52
0,42 0,4 9434 19 1,6 %98,2 5,1 50 5,2
0,43 0,1 9307 1,9 1,6 %97,6 51 4,9 52

*: Olciimler tekrarlanabilirlik (kesinlik) calismasindan alinmistir

5.1.5. Kolon Firin Sicakhig1 Optimizasyon Sonuclar:

Tablo 5.19°daki veriler incelendiginde, sistem uygunluk parametreleri agisindan kolon firin
sicakliinda + 5 birim kadar degisikligin sistemde basarili bir sekilde tolere edildigi
gbzlemlenmis olsa da bitmis iiriin numunelerindeki sonuglarin hedeflenen degerde oldugu 35°C

ideal kolon firin sicakligi olarak belirlenmistir.
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Tablo 5-19: Kolon Firin Sicaklik Optimizasyonu i¢in Sistem Uygunluk Sonuglari

Kolon Teorik iki
ri
Firmn % Allkonma Kuyruklanma  Standart Combigan Xolatim  Azarga
%RSD  Plaka
Sicaklgi Zamam Faktorii Cozeltinin  mg/mL  mg/mL mg/mL
Sayis1
°C % Uyumu
30°C 0,2 9576 2,0 1,6 %99,4 53 51 54
35°C* 0,1 9578 1,9 1,6 %99,9 5,0 5,0 5,2
40°C 0,1 9883 1,9 1,7 %98,7 53 51 54

*: Olgiimler tekrarlanabilirlik (kesinlik) calismasindan alimmigtir

5.2.  Metot Validasyonu Sonuclari

5.2.1. Secicilik Validasyon Parametresi Sonuclari

Secicilik ¢aligmast verileri incelendiginde enjekte edilen higbir soliisyondan Timolol etken
madde pikinin alikonma zamaninda denk gelen bir girisim olmadig1 gézlemlenmistir. Bu veriler

dogrultusunda segicilik parametresi metoda basarili bir sekilde uygulanmistir.

Tablo 5-20: Secicilik Validayon Parametresi i¢in Sistem Uygunluk Sonuglari

Cozelti Adx Timolol Piki Alinkonma Zamani

Mobil Faz A (Coziicii) Herhangi bir pik tespit edilmemistir.

Mobil Faz B Herhangi bir pik tespit edilmemistir.

Timolol Impiirite B Herhangi bir pik tespit edilmemistir.

Timolol Impiirite C Herhangi bir pik tespit edilmemistir.
Standart-1 1,9
Standart-2 1,9
Combigan bitmis iirlin numune ¢ozeltisi 19
Xolatim bitmis iirlin numune ¢ozeltisi 1,9
Azarga bitmis liriin numune ¢ozeltisi 1,9
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Sekil 5.9: Mobil Faz B Kromatogrami
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Purity! | Purityt
Peak Name RT | Area |% Area|Height Angle | Threshold
1 | Timolol Impirite B | 1.149
2 | Timolol Impurite_F | 1.522
3 | Timolol Etken 1.813 | 183951 | 100.00 | 60682 0.375 4.853
4 | Timolol impurite C |3.175
5 | Timolol Impurite F | 3.399
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Sekil 5.10: Standard Cozeltisi Kromatogrami
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Purity1 | Purity1
Peak Name RT | Area |% Area| Height Angle | Threshold
1| Timolol Implrite B | 1.142 | 568135 | 100.00 | 240782 0.100 3.570
2 | Timolol Impurite_F | 1.522
3 | Timolol Etken 1.821
4 | Timolol Impurite C | 3.175
5 | Timolol impurite F | 3.399
Sekil 5.11: Timolol Impiirite B Cozeltisi Kromatogrami
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Purity1 Purity1
Peak Name RT | Area |% Area| Height Angle | Threshold
1| Timolol Implirite B | 1.149
2 | Timelol Impurite_F | 1.522
3 | Timolol Etken 1.921
4 | Timolol Impurite C | 3,175 | 501808 | 100.00 | 136433 0.936 4.1
5 | Timolol Impurite F | 3,399

Sekil 5.12: Timolol Impiirite C Cozeltisi Kromatogrami
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2 | Timelol Impurite_F | 1.522
3 | Timelol Etken 1.921 (113140 | 50.31 |39791 0.547 5.827
4 | Timolol Impurite C | 3,175 66511 | 29.57 | 17802 8.277 9.121
5 | Timolol Impurite F | 3,389
Sekil 5.13: Timolol impiirite Karisim Cozeltisi Cozeltisi Kromatogrami
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Peak Name RT | Area |% Area|Helght Angle | Threshold
1| Timelol Imptirite B | 1,149
2 | Timolol Impurite_F | 1.522
3 | Timolol Etken 1.915| 170984 | 100.00 | 56911 2.990 22.216
4 | Timolol Impurite C |3.175
5 | Timolol Impurite F | 3,399

Sekil 5.14: Combigan Numune Cozeltisi Kromatogrami
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Sekil 5.16: Xolatim Numune Cozeltisi Kromatogrami
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5.2.2. Kesinlik Validasyon Parametresi Sonuclari

5.2.2.1. Sistem Kesinligi Sonuclari

Hedef standart konsantrasyonda yapilan sistem kesinligi ¢alisma sonuglari incelendiginde, %
rolatif standart sapma, kuyruklanma faktori, teorik plaka sayisi ve standart ¢ozeltileri arasinda

ki uyumun kabul kriterleri igerisinde oldugu kanitlanmastir.

Tablo 5-21: Sistem Kesinligi Sonuglari

Enjeksiyon Numarasi Alan
1.Enjeksiyon Timolol Piki Alani 194697
2.Enjeksiyon Timolol Piki Alani 194663
3.Enjeksiyon Timolol Piki Alan 194553
4.Enjeksiyon Timolol Piki Alan1 194297
5.Enjeksiyon Timolol Piki Alani 194610
6.Enjeksiyon Timolol Piki Alani 195048

Timolol Piki Ortalama Alan1 194645
Standart Sapma 2434
% RSD 0,1
Ortalama Kuyruklanma Faktorii 1,6
Ortalama Teorik Plaka Sayisi 9578
Standart-1 ve Standart-2 Uyumu 99,99

5.2.2.2. Tekrarlanabilirlik Sonuc¢lari

Hedef konsantrasyonda hazirlanan numune ¢ozeltileri referans standart ¢ozeltisi enjeksiyonlari
kullanilarak, igerdikleri Timolol miktarlart mg / mL biriminde hesaplanmistir. Hesaplanan
Timolol miktar tayini sonuclar1 arasindaki % rolatif standart sapma degerinin {ist limit olan
%2,0’dan az oldugu goriilmistiir. ICH QI1E stabilite sonuglarinin degerlendirilmesi kilavuzu
incelendiginde son kullanma tarihi dolmamus tirlinlerin igerdikleri etken madde miktarlar etiket
degerinden %5’den fazla sapmamasi gerektigi belirtilmistir. Timolol ilag aktif maddesini iceren
Combigan, Xolatin ve Azarga ilaglarmin prospektiisleri incelendiginde igerdikleri Timolol
miktarlarmim mL basina Smg oldugu gozlemlenmistir. ICH kilavuzunun izin verdigi limit
degerler 5mg tlizerinden hesaplandiginda; ilaglarin igerdikleri Timolol miktarlarinin 475 mg /
mL’den az ve 525 mg / mL’den fazla olmamasi gerektigi belirlenmistir. Tablo 5.22 ve Tablo 524
arasindaki sonuglar incelendiginde, numune miktar tayini ortalama sonuglarinin 4,75 mg / mL

ile 5,25 mg / mL arasinda oldugu kanitlanmstir.
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Tablo 5-22: Combigan Numusune Ait Tekrarlanabilirlik Sonuglari

Numune Cozeltisi Timolol Miktar1 (mg/ mL)
1.Numune 5,06
2.Numune 5,03
3.Numune 5,02
4.Numune 5,04
5.Numune 5,04
6.Numune 5,06
Ortalama Numune 5,04
Standart Sapma 0,016

% RSD 0,3

Tablo 5-23: Xolatin Numusune Ait Tekrarlanabilirlik Sonuglar

Numune Cozeltisi Timolol Miktar1 (mg/ mL)
1.Numune 4,98
2.Numune 4,98
3.Numune 4,97
4.Numune 4,97
5.Numune 4,97
6.Numune 4,96
Ortalama Numune 4,97
Standart Sapma 0,01
% RSD 0,2
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Tablo 5-24: Azarga Numusune Ait Tekrarlanabilirlik Sonuglari

Numune Cozeltisi Timolol Miktar1 (mg/ mL)
1.Numune 5,16
2.Numune 5,16
3.Numune 5,16
4.Numune 5,19
5.Numune 5,20
6.Numune 5,20
Ortalama Numune 5,18
Standart Sapma 0,02
% RSD 0,4

5.2.2.3. Ara Kesinlik Sonuc¢lari

Farkli giinde, farkli kolon ve farkli UPLC sistemi kullanilarak, hedef konsantrasyonda hazirlanan
numune ¢ozeltileri referans standart ¢ozeltisi enjeksiyonlar1 kullanilarak, icerdikleri Timolol
miktarlart mg / mL biriminde hesaplanmistir. Hesaplanan Timolol miktar tayini sonuglari
arasindaki % rolatif standart sapma degerinin st limit olan %2,0’dan az oldugu goriilmustiir.
ICH kilavuzunun izin verdigi limit degerler Smg tizerinden hesaplandiginda; ilaglarin igerdikleri
Timolol miktarlarinin 4,75 mg / mL’den az ve 5,25 mg / mL’den fazla olmamas1 gerektigi
belirlenmistir. Tablo 5,25 ve Tablo 5,27 arasindaki sonuglar incelendiginde, numune miktar
tayini ortalama sonuglarinin 4,75 mg / mL ile 5,25 mg / mL arasinda oldugu kanitlanmustir.
Ayrica tekrarlanabilirlik sonuglarindan elde edilen ortalama Timolol miktar tayini sonuglari ile
ara kesinlik sonuclarindan elde edilen ortalama Timolol maiktar tayini sonuglar1 arasinda ki

farkin iist limit olan iist limit olan %2,0’dan az oldugu kanitlanmistir.
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Tablo 5-25: Combigan Numusune Ait Ara Kesinlik Sonuglari

Numune Cozeltisi Timolol Miktar1 (mg/ mL)
1.Numune 5,05
2.Numune 5,09
3.Numune 5,07
4.Numune 5,08
5.Numune 5,06
6.Numune 5,05
Ortalama Numune 5,07
Standart Sapma 0,02
% RSD 0,3

Tablo 5-26: Xolatin Numusune Ait Ara Kesinlik Sonuglari

Numune Cozeltisi Timolol Miktar1 (mg/ mL)
1.Numune 491
2.Numune 4,89
3.Numune 4,91
4.Numune 4,88
5.Numune 4,87
6.Numune 4,83
Ortalama Numune 4,88
Standart Sapma 0,03
% RSD 0,6
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Tablo 5-27: Azarga Numusune Ait Ara Kesinlik Sonuglari

Numune Cozeltisi Timolol Miktar1 (mg/ mL)
1.Numune 5,17
2.Numune 5,17
3.Numune 5,05
4.Numune 5,25
5.Numune 5,21
6.Numune 5,19
Ortalama Numune 5,17
Standart Sapma 0,07
% RSD 1,3

Kesinlik parametresi dahilinde elde edilen verilerin tamaminin kabul edilebilir degerlerde oldugu
kanitlanmistir. Bu bilgiler dahilinde kesinlik parametresi metoda basarili bir sekilde

uygulanmistir.

Tablo 5-28: Combigan Numunesine ait Karsilastirma Tablosu

Tekrarlanabilirlik Ara-Kesinlik Calismasina

Numune Cozeltisi Calismasina Ait Timolol Ait Timolol Miktar1 (mg /
Miktar: (mg/ mL) mL)
1.Numune 5,06 5,05
2.Numune 5,03 5,09
3.Numune 5,02 5,07
4.Numune 5,04 5,08
5.Numune 5,04 5,06
6.Numune 5,06 5,05
Ortalama Numune 5,04 5,07
Standart Sapma 0,016 0,02
% RSD 0,3 0,3

% Mutlak Fark 0,6
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Tablo 5-29: Xolatim Numunesine ait Kargilagtirma Tablosu

Tekrarlanabilirlik Ara-Kesinlik Calismasina

Numune Cozeltisi Calismasina Ait Timolol Ait Timolol Miktar1 (mg /
Miktar1 (mg/ mL) mL)
1.Numune 4,98 4,91
2.Numune 4,98 4,89
3.Numune 4,97 4,91
4.Numune 4,97 4,88
5.Numune 4,97 4,87
6.Numune 4,96 4,83
Ortalama Numune 4,97 4,88
Standart Sapma 0,01 0,03
% RSD 0,2 0,6

% Mutlak Fark 1,8

Tablo 5-30: Azarga Numunesine ait Karsilagtirma Tablosu

Tekrarlanabilirlik Ara-Kesinlik Calismasina

Numune Cozeltisi Cahismasina Ait Timolol Ait Timolol Miktar1 (mg /
Miktar: (mg/ mL) mL)
1.Numune 5,16 5,17
2.Numune 5,16 5,17
3.Numune 5,16 5,05
4.Numune 5,19 5,25
5.Numune 5,20 521
6.Numune 5,20 5,19
Ortalama Numune 5,18 5,17
Standart Sapma 0,02 0,07
% RSD 0,4 1,3

% Mutlak Fark 0,2
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5.2.3. Dogrusallik Parametresi Sonuglari

Dogrusallik parametresi dahilinde, 0,0002 mg / mL ile 0,050 mg / mL konstrasyon araliginda

standart ¢ozeltileri hazirlandi ve boliim 2.5. bashigi altinda belirtilen prosediire uygun sekilde

sisteme enjekte edilmistir. lyi bir analitik metodun; en diisiik seviye olan 0,0002 mg / mL elde

edilen alanlarin % rolatif standart sapma degerinin %10°dan az, orta deger olan 0,025 mg / mL

ve en yiiksek deger olan 0,050 mg / mL elde edilen alanlarin % rolatif standart sapma degerlerinin

%?2.0 dan az olmas1 gerekmektedir. Sisteme enjekte edilen cozeltilerin verileri kullanilarak

konstrasyona karsilik alan grafigi cizilmistir. Iyi bir analitik metodun, ¢izilen bu grafikten elde

edilen R? degerinin 0.997°den diisiik olmamas1 gerekmektedir. Elde edilen veriler ile bahsedilen

bu kabul kriterlerinin karsilandigi kanitlanmistir.

Tablo 5-31: Dogrusallik Parametresi Sonuglari

Enjeksiyon Timolol Konsantrasyonu mg / mL
Numarasi 0,0002 0,010 0,0150 0,0250 0,050
1 1144 85167 125617 204900 401379
2 1385 86097 126488 203867 403048
3 1115 - - 204147 403420
4 1117 - - 203478 403577
5 1222 - - 203193 404840
6 1241 - - 204183 403967
Ortalama 1204 85632 126053 203961 403372
Standart Sapma 103,48 657,61 615,89 599,59 1151,56
%RSD 8,59 0,77 0,49 0,29 0,29
500000,0 Timolol
400000,0 y = 8028762,1357x + 3148,0068
€ 300000, R?=0,9997
<
200000,0
100000,0
0,0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0,000 0,010 0,020 0,030 0,040 0,050 0,060
Konsantrasyon, mg/mL

Sekil 5.17: Dogrusallik ¢alismasi kalibrasyon grafigi
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5.2.4. Dogruluk Parametresi Sonuglari

Dogruluk parametresi dahilinde her bir seviyeden 3 paralel olacak sekilde; en diisiik seviyede
(0,0002 mg / mL), standart seviyede (0,025 mg / mL) ve en yiiksek seviyede (0,05 mg / mL)
numune c¢ozeltileri hazirlanmig ve UPLC sistemine enjekte edilmistir. Elde edilen veriler
kullanilarak numunelerin deneysel konsantrasyonu hesaplanmis ve teorik konstrasyonuna karsi
% geri kazanim asagidaki formiil ile hesaplanmustir. Iyi bir analitik metodun geri kazanimi miktar
tayini analizi i¢in en diislik seviyede %100£10 ve diger seviyelerde %100+2 araliginda olmasi
gerekmektedir. Dogruluk calismasi sonuglar1 incelendiginde, metodumuz i¢in % geri kazanim
sonuglarin kabul kriterleri dahilinde oldugu kanitlanmustir.

. Deneysel Konsantrasyon
% Geri Kazanum = - x 100
Teorik Konsantrasyon

Tablo 5-32: Dogruluk Calismasi Sonuglar

Geri Ortalama
Cozelti Hazirlanan Bulunan
o Kazamim Geri Kazamim
Seviyesi mg/ mL mg/ mL
% %
0,000245826 0,00024483 99,6
En Diisiik
) 0,000197538 0,00019514 98,8 99,3
Seviye
0,000182906 0,000182235 99,6
0,025021536 0,024941399 99,7
Standart
o 0,024611826 0,024567642 99,8 99,5
Seviyesi
0,025314185 0,025046929 98,9
0,048989533 0,048679273 99,4
En Yiiksek
) 0,050043072 0,049942377 99,8 99,6
Seviye
0,049516302 0,049370826 99,7

5.2.5. Calisma Arahg

Analitik yontemin ¢alisma araligi dogruluk ve dogrusallik ¢alismalarindan olusturulur. Calisma
aralif1 gelistirilen metot ile uygun sonuclarin tayin edilebildigi en diisiik ve en yiiksek
konsantrasyon araligi olarak belirlenir. Dogrusallik ¢aligmasinda minumum ve maksimum
derisimde hazirlanan standart ¢ozeltiler kullanilir. Iyi bir analitik metodun, en diisiik seviyede
elde edilen alanlarin % rolatif standart sapmanin %10°dan az ve en yiiksek seviyede elde edilen
alanlarin % rolatif standart sapmanin %2.0°dan az olmasi gerekmektedir. Bu bilgi dogrultusunda
sonuglar incelendiginde, metodumuz igin ¢alisma araligini 0,0002 mg / mL ile 0,050 mg / mL

oldugu belirlenmistir.
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Tablo 5-33: Calisma Araligi Sonuglari

Enjeksiyon Timolol Pik Alan Olciimleri

Numarasi 0,0002 (mg / mL Timolol) 0,050 (mg/ mL Timolol)

1 1144 401379

2 1385 403048

3 1115 403420

4 1117 403577

5 1222 404840

6 1241 403967

Ortalama 1204 403372

Standart Sapma 103,48 1151,56

%RSD 8,59 0,29

5.2.6. Cozeltilerin Stabilitesi Sonuclar:

(Cozelti stabilitesi parametresi dahilinde boliim 2.8.”de belirtildigi gibi ¢ozeltiler hazirlanmis ve
belirli zaman diliminde UPLC sistemine enjekte edilmistir. UPLC sistemine enjekte edilen
cozeltilerden elde edilen alanlar baslangi¢ alanina karsi oranlanarak % degisim asagidaki formiil
ile hesaplanmigtir. Miktar tayini analizlerinde, cozeltilerin alanlarindaki degisimlerden
hesaplanan degisimin mutlak degerinin % 2.0’1n altinda kaldig: siire boyunca ¢dzeltiler stabil
kabul edilir. Bu ¢alismaya ait sonuglar incelendiginde; standart ¢ozeltisi en az 48 saat, Combigan
numune ¢Ozeltisi en az 47 saat, Xolatim numune ¢6zeltisi en az 46 saat, Azarga numune ¢ozeltisi

en az 46 saat ve mobil fazin en az 12 giin siireyle stabil kaldig1 goziikmektedir.

A
% Degisim = % x 100
T

Bu denklemde;

A:: T zamanda 0lgiilen alan ve A : Baslangicta dlciilen alan degerini gostermektedir.
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Tablo 5-34: Standart ve Numune Cozeltilerinin Stabilite Sonug Tablosu

Cozelti Adx Siire Alan % Degisim

o Baslangic 194645

Standart Cozeltisi 0,50
48.saat 195613
Baslangi¢ 198465

Combigan Cozeltisi 0,88
47 saat 200208
Baslangic 195700

Xolatim Cozeltisi 1,23
46.saat 198114
Baslangi¢ 203951

Azarga Cozeltisi 0,88
46.saat 205755

Tablo 5-35: Mobil Fazin Stabilite Sonu¢ Tablosu

Cozelti Taze Mobil Faz 12 Giinliik Mobil Faz %
Adi Sonu¢ (Mg / mL) Sonu¢ (Mg / mL) Degisim
Combigan
5,0 51 2,0
Cozeltisi
Xolatim
50 4,9 2,0
Cozeltisi
Azarga
5,2 51 1,9
Cozeltisi

5.3.  Sonuclarin Yorumlanmasi

Calismamizda Timolol ilag aktif maddesinin miktarinin tayin edilmesi i¢in UPLC sistemiyle
uyumlu analitik bir metot gelistirilmistir. Gelistirilen bu metodun dogrulugunun ispatlanmasi
icin, “ICH Q2(R2) Validation of analytical procedures” rehberi incelenmis ve bu rehber
dogrultusunda; Kesinlik, Ara-Kesinlik, Saglamlik, Cozelti Stabilitesi, Calisma Araligi, Secicilik,
Dogruluk ve Dogrusallik parametrelerinin ¢alismalar1 yapilmistir. Gelistirilen metot ile Timolol
ilag aktif maddesini igeren ve eczanelerden temin edilen ilaglarin Timolol miktar tayini analizleri
yapilmistir. Yapilan analizler dogrultusunda elde edilen sonuglarin, analizi yapilan ilaglarin
prospektiisiinde yazan etiket degerleri ile ayn1 oldugu tespit edilmistir.

Elde edilen biitiin veriler dogrultusunda, gelistirilen UPLC metodunun ilag hammaddesinin ve

ilag nihai {rilinlerinin igerisindeki Timolol miktarlarint dogru olarak tayin edilebildigi
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gbézlemlenmistir. Yapilan optimizasyon ve validasyon ¢alismalariyla gelistirilmis olan metodun
ila¢ sanayilerinde hammadde ve bitmis tiriinde kullanima hazir oldugu kanitlanmistir.

Gelistirilen analitik metodun ¢alisma araliginin 0,0002 mg / mL ile 0,050 mg / mL oldugu
belirlenmistir. Tespit edilen en diisiik ¢alisma konsantrasyon degeri mevcut HPLC metodlarina
kiyasla ¢ok daha diisiik seviyededir, bu da UPLC’de gelistirilen metodun daha duyarli oldugunu
ortaya gOstermistir. Litaretiirdeki ¢alismalarda belirtilen timolol miktar tayini metotlariyla bu
caligmada gelistirilen UPLC metodunun karsilastirilmas: Tablo 5-36° da verilmistir. Gelistirilen
metodun bir diger avantaj1 ise metodun analiz siiresidir. 4.5 dakika gibi kisa bir siire igerisinde
analizin tamamlanmasi, hem ila¢ nihai {iriinlin hem de ilag hammaddesinin daha hizli tayin
edilebilmesi olanak saglamaktadir. Bu durum, analiz yapilirken kullanilan kimyasallarin israfin
azaltirken zamanda tasarruf etmemizde olanak sagliyor. Tiim bunlara ek olarak UPLC sisteminde
gelistirilen metodun enjeksiyon hacmi 2 pL olarak belirlenmis, bu durum kolona giren madde
miktarmin diisiik seviyede imkan saglayarak HPLC metotlarina kiyasla kullanilan kolonlarin

(sabit fazin) daha uzun 6miirlii olmasini miimkiin kilmustir.

Tablo 5-36: Timolol Miktar Tayini Metotlarinin Karsilagtirilmasi

Kullanilan LOQ Konsantrasyonu Alikonma
Kaynakca ]
Ekipman mg/mL Zamani

USP Farmakope UPLC 0,0001 3.0
Boiero vd., 2015 HPLC 0,01 2,7
Rele vd., 2011 HPLC 0,0025 2,0
Mazzo vd., 1984 HPLC 0,0009 12,7
Bu Calisma UPLC 0,0002 1,9

Yukarida bahsedilen biitiin veriler dogrultusunda, UPLC cihazinda gelistirilen, optimizasyonu
ve validasyonu yapilan yontemimiz, diger kromatografik yontemlere kiyasla daha hassas, daha
secici, daha hizli, daha giivenilir, daha ekonomik ve ¢evreye daha duyarli olmasinin yani sira

daha az 6rnek numune ile ¢alismay1 da miimkiin kilmistir.
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Timolol Miktar Tayini icin Hizli, Spesifik ve Hassas
UPLC Yénteminin Gelistirilmesi ve Validasyonu
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Ozet: TurkiyeTimolol Maleate bir beta-adrenerjik antagonisttir ve levo izomeri daha aktif izomerdir.
Antihipertansif, antiaritmik, antianginal ve antiglokom ajani olarak kullanilabilir [1]. Timolol Maleat,
gbzlerdeki basinci veya gbz ici basincini azaltmak icin gbz damlasi sollsyonlarinda kullanilan secici
olmayan bir beta-adrenerjik antagonisttir. Ayrica hipertansiyon tedavisinde ilac olarak tablet formunda da
kullanilir. Acik acili glokom ve hipertansiyon gibi durumlarin yénetimi igin etkili bir ajandir [2]. Timolol ilag
aktif maddesinin, kantitatif tayini icin kromatografik yontemler kullanilmaktadir. Bu yontemlerin cogunda
gelistirilen metot, Yuksek Basingli Sivi Kromatografi (HPLC) cihazinda kullanilmak tzere tasarlanmistir.
Bu calismada, bu metotlara alternatif olarak Ultra Basincli Sivi Kromatografisi (UPLC} cihazina uygun bir
analitik metot gelistirilmis ve bu metodun validasyonu yapilmistir [3,4]. HPLC cihazinda kullanilmak tizere
gelistirilen metotlar UPLC cihazinda kullanilmak Gzere gelistirilen metotlara oranla daha fazla organik
¢ozuic kullanilmasina ihtiya¢ duyduklari icin cevreye birakilan organik atik miktarinin artmasina yol acarak,
cevre ve insan sagligl tizerindeki olumsuz etkiyi de arttirmaktadir. Mevcut olumsuzluklarin azaltilmasi icin
UPLC cihazinda gelistirilmesi planlanan yéntem, HPLC cihazinda gelistirilen ydntemlere kiyasla daha hassas,
daha secici, daha hizli, daha glvenilir, daha ekonomik ve cevreye daha duyarli olmasinin yani sira daha az
drnek numune ile calismayr da mumkan kilmistir [5].Calismamizda Timolol Maleat ila¢ aktif maddesinin
miktarinin tayin edilmesi icin UPLC cihazlarinda kullanilmak Uzere, Timolol molekulinin kromatografik
olarak yeterli bir ayrim gosterdigi, kesin ve tekrarlanabilir analitik bir metot gelistirilmistir. Gelistirilen
bu metodun dogrulugunun ispatlanmasi icin, “ICH Q2(R2} Validation of analytical procedures” rehberi
incelendi ve bu rehber dogrultusunda; Kesinlik, Ara-Kesinlik, Saglamlik, Cozelti Stabilitesi, Calisma Araligl,
Secicilik, Dogruluk ve Dogrusallik parametrelerinin calismalari yapildi. Yapilan bu calismalar dogrultusunda
gelistirilen ve validasyonu tamamlanan bu metot ile, Timolol ila¢ aktif maddesini iceren ve eczanelerden
temin edilen ilaglarin Timolol miktar tayini analizleri yapildi. Yapilan analizler dogrultusunda elde edilen
sonuclarin, analizi yapilanilaclarin prospektisiinde yazan etiket degerleri ile benzer oldugu tespit edilmistir.

Tesekkiirler: Lisansiisti Ogretim Programi'na basladigimdan bu yana her konuda yanimda olan ve destegini
esirgemeyen degerli Sayin Prof. Dr. Ece Kok Yetimoglu'na, laboratuvarlarinda calisma imkani sunan Deva
Holding A.S.'ye ve degerli mudurim Sayin Dr. Rifat Emre Burmaoglu'na tesekkurlerimi sunarim.
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