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I11. KISALTMALAR VE SIMGELER

ACN . Asetonitril

ECL : Enterochromaffin-like

EP : (European Pharmacopoeia) Avrupa Farmakopesi

FDA : (Food and Drug Administration) Amerikan Gida ve ilag Dairesi

GORH : Gastrodzofageal reflii hastalig
H,RA : Hidrojen reseptor antagonistleri
HPLC : (High Pressure Liquid Chromatography) Yiiksek Basinglt S1vi

Kromatografisi

GC : (Gas Chromatography) Gaz Kromatografisi

ICH . (International Committee of Harmonization) Uluslararasi Harmonizasyon
Komitesi

K : Kapasite faktorii

LOD : (Limit of Detection) Tayin alt sinir1

LOQ . (Limit of Quantification) Kantitatif alt sinir

N : Teorik plaka sayis1

N : Normalite

Hp : Helicobacter pylori

R : Rezoliisyon

| : Korelasyon katsayisinin karesi
RSD . (Relative Standard Deviation) Bagil standart sapma

RT : (Retention Time) Tutulma zamani
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T : (Tailing) Kuyruklanma

PPI : Proton pompa inhibitorii

uv - Ultraviyole

NSAIQl  : (Non-steroid antiinflamatuvar ilag) Steroid olmayan 6dem giderici ilaglar
GIS : Gastrointestinal sistem

DMF : (Drug Master File) Tlag Ana Dosyas1

WHO  : (World Health Organization) Diinya Saglik Orgiitii

PGE2 . (Prostaglandin E2) Diiz kas gevsemesine yardimc1 hormon

H*/K*-ATPaz : (Hydrogen potassium ATPase) Mide asidi HCI’i olusturan enzim

TKP : Toplum Kaynakli Pnomoni

IF . Bl-intrinsik faktor

DMSO : Dimetil Siilfoksit

DAD : (Diode array detector) Diyot Dizi Dedektori

USP - (United States Pharmacopeia) Birlesik Devletler Farmakopesi

GC-MS : (Gas Chromatography Mass Spectrometry) Gaz Kromatografi-Kiitle
Spektrometresi

LC-MS : (Liquid Chromatography Mass Spectrometry) Likit Kromatografi-Kiitle
Spektrometresi

Ar-Ge : Arastirma Gelistirme

m-CPBA : (Meta-Chloroperoxybenzoic acid) Meta-Kloroperoksibenzoik asit
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1. OZET

Pantoprazol Sodyum Safsizliklarinin Tayini
Yiiksek Lisans Ogrencisi: Engin Oztiirk
Damisman: Yrd. Dog. Dr. Aysen Kurt Ciicii

Anabilim Dali: Analitik Kimya

Amag: Calismada, Pantoprazol Sodyum aktif ilag bilesenine ait safsizlik tayini metotlari
gelistirilmesi ve bu metotlarin EP (European Pharmacopoeia) metodundan daha kisa

siirede sonu¢ vermesi amaglandi.

Gereg ve yontem: HPLC cihazinda Agilent Zorbax SB Phenyl Cig (4,6 x 250 mm 5,0
um) kolon UPLC cihazinda ise Restek Ultra Biphenyl C;g (2,1 x 100 mm 3,0 pm) kolon
kullanildi. Bu ¢alisma sirasinda potasyum dihidrojen fosfat ve dipotasyum hidrojen
fosfat ile hazirlanan tampon ile asetonitrilin 65:35(v:v) karisimi mobil faz ve ¢oziicii
olarak kullanildi. Akis hizlart HPLC i¢in 1,0 mL dk™ ve UPLC i¢in 0,25 mL dk™ olan
metotlarda 290 nm ve 305 nm dalga boylarinda analizler yapildi.

Bulgular: Metot gelistirme denemelerinde kullanilan silica C1gve Cgkolonlar ile saglikli

bir ayrim saglanamamis veya bazi safsizliklar kromatogramlarda saptanamamustir.

Sonug: Safsizlik tayini i¢in gelistirilen analitik metodlarin analiz stireleri, EP (European
Pharmacopoeia) metoduna gore daha iyidir. EP (European Pharmacopoeia) metoduna
gore; gelistirilen HPLC metodu 15 dk, UPLC metodu ise 30 dk daha kisadir. Gelistirilen

bu metodlarin validasyonu kabul kriterleri saglanarak gergeklestirilmistir.

Anahtar sozciikler: Phenyl kolon, Analiz siiresi, Metot, Validasyon, EP (European

Pharmacopoeia)



2. SUMMARY

Determination of Pantoprazole Sodium Impurities
Msc Student: Engin Oztiirk
Supervisor: Asst. Assoc. Dr. Aysen Kurt Ciicti

Department: Analytical Chemistry

Objective: In this study, the method for determination of impurities were developed for
the active pharmaceutical ingredient of Pantoprazole Sodium and these methods was
intended to give the results in less time than Ph. Eur. (European Pharmacopoeia)

method.

Material and Methods: HPLC and UPLC studies were performed by Agilent Zorbax
SB Phenyl Cis (4,6 x 250 mm 5 um) and Restek Ultra Biphenyl Cyg (2,1 x 100 mm 3,0
um) columns and buffer (potassium dihydrogen phosphate and dipotassium hydrogen
phosphate) and acetonitrile in 65:35 (v/v) ratio was used as mobile phase and dilution
solution. The flow ratios were 1,0 mL min™ for HPLC and 0,25 mL min™ for UPLC and
the elution was monitored at 290 nm and 305 nm.

Results: During the method development studies, good separation (resolution) could
not be achieved or some impurities could not be detected in the chromatogram obtained

with silica C1g and silica Cg columns.

Conclusion: The analysis times of developed methods for determination of impurities
are better than Ph. Eur. (European Pharmacopoeia) method. HPLC method was less 15
min. than Ph. Eur. (European Pharmacopoeia) method and UPLC method was less 30
min. than Ph. Eur. (European Pharmacopoeia) method. Analytical method validation

was performed for these developed method by meeting the acceptance criterias.

Key words: Phenyl column, analysis time, Method, Validation, EP (European

Pharmacopoeia)



3. GIRIS VE AMAC

Pantoprazol, bir siibstitiiye benzimidazol olup, selektif proton pompasi
inhibitoriidiir. Pariyetal hiicrelerin proton pompalarma spesifik etkisi ile midede
hidroklorik asit salgilanmasini inhibe eder. Ilaglarda pantoprazol sodyum halinde

kullanilir.

Pantoprazol sodyum safsizliklarinin tayini, ilag safliginin {iretim proseslerinde
yiiksek diizeylere ulasmasi ve insan sagligini tehdit edebilecek safsizliklarinin diisiik

limitlerde tutulmasi i¢in 6nemli bir analizdir.

Giintimiizde kullanilan EP (European Pharmacopoeia) metodunda 5 safsizlik tayini
yapilabilmektedir. Bu metotla 45 dakikada analiz tamamlanmaktadir. Biz bu ¢alismada
daha fazla safsizligt daha kisa siirede analiz edebilmek amaciyla farkli metotlar

gelistirmeyi ve bu metotlar valide etmeyi amagliyoruz.

Bu calismalar ayni1 zamanda iki farkli analitik teknolojinin performans maliyet
kiyaslamas1 temeline de oturtulacaktir. Yeni teknoloji iiriinii UPLC cihazlariin HPLC
cithazlaria olan tstiinliikleri bu metot gelistirme ve validasyon caligmalar1 esnasinda

deginilecek unsurlardan biri olarak caligmada yerini alacaktir.



4. GENEL BILGILER

4.1. Proton Pompa Inhibitorleri (PPI)

Proton pompa inhibitdrleri (PPI) diinyada ve ABD’de oldugu gibi, Tiirkiye’de de en
cok recetelenen ilaglarin basinda gelmektedir. 2012 yili igerisinde, Tiirkiye’de 1 yilda
toplam 31 342 307 adet, 1 ayda 2 576 080 adet, 1 giinde 85 869 adet, PPI regetesi
yazilmigtir (IMS Dataview, 2012).

Mide fizyolojisi ile ilgili ¢alismalar yaklasik olarak 2 asir 6nce baglamis ve midede
asidin varlig1 bulunmustur. Bunu takiben mide asidi ve bunun yaptig1 peptik aktivite ile
ilgili olan asitpeptik hastaliklar dedigimiz, peptik {iilser, gastrodzofageal reflii hastalig
(GORH) gibi hastaliklarin olusmasi igin asit varligmin gerekli oldugu anlasilmis ve
takiben mide boslugundaki asidin noétralize edilmesi ile bu hastaliklar tedavi edilmeye
calisiimastar.

1972 yilinda mide dokusundaki hiicrelerde bulunan histamin-2 reseptérlerine karsi
antagonist (H,RA) gelistirilmesi asit-peptik hastaliklarin tedavisinde ilk devrim olmustur
(Black ve ark., 1972). Bu devrimi takiben 1980’lerin baslarinda proton pompasinin kesfi
ve 1988’de ilk PPI olan omeprazoliin kullanilmasi ile asit-peptik hastaliklarin
tedavisinde ikinci devrim yasanmistir. Giinimiize kadar lansoprazol, rabeprazol,

pantoprazol, esomeprazol ve dekslansoprazol gelistirilmis ve kullanima sunulmustur.

PPT’lerinin klinik kullanima sunulmasi, gercekten mide asidinin {retiminin
baskilanmasinda en biiyiik ilerlemedir. PPI’lerinin hasta tedavisinde ¢ok iyi sonuglar

vermesinin yaninda, tehlikeli ve istenmeyen etkilerde yapabilir.



Kullanim siiresi kisa oldugunda pantoprazole ve rabeprazol’iin birkag istiinligi
disinda hepsi ayni etkiyi gosterir. Bu kisa siireli kullanimda, digerlerine nazaran

pantoprazol ve rabeprazol hizli ve gii¢lii etki gosterir.

PPI’leri gilinlimiizde tiim diinyada, basta yemek borusunun mide asidi tarafindan
tahribati sonucu olusan reflii hastaligt olmak {izere mide asidiyle iligkili tiim
hastaliklarda yaygin olarak tedavi amagli kullanilmaktadir. Kullanim alanlar1 arasinda
reflii, peptik iilser, yemek borusu iltihab1 , Helikobakter pilori (Hp) tedavisinde, steroid
olmayan 6dem giderici ilaglara bagli gastrik {ilser riskinin azaltilmasi, ilser disi
siskinlik, yogun bakim hastalarinda mide kanama riskinin azaltilmasi ve Zollinger-

Ellison sendromu sayilabilir.

4.1.1.Mide asidinin salgilanmasinin fizyolojisi ve PPI’lerinin farmakolojisi

Mide asidi; hem istirahatte hem de gida alinmas: ile, mide dokusuna ait hiicrelerin
ylizeyindeki, asetilkolin, gastrin ve histaminlerin, kendi spesifik reseptorlerine
baglanmas1 sonucu, sinirsel, hiicresel ve hormonal uyariy:r takiben salinirlar. Asit
salimiminda asetilkolin, gastrin ve histamin salgilamayr aktive ederken, PGE, ve
somatostatin inhibitor etkilidir.

Sirasiyla hiicre igi ileti sistemi, asit iiretimindeki paryetal hiicrelerin, protein kinaz
olusum ve aktivasyonuna yol agarak aktive olur. Boylece hiicre i¢i hidrojen iyonlari ile
hiicre digindaki potasyum iyonlar1 yer degistirir (Metz ve Yang, 2010; Schubert ve
Peura, 2008).

Daha diisiik pH, asit salinimi1 uygun bir dengede idame ettirmek igin karsilikli bir
etki mekanizmasim aktive eder. Ozet olarak, antral G hiicrelerinden salgilanan gastrin,
mide asit salgisin1 uyarir, gastrin bunu paryetal hiicreleri direkt olarak etkileyerek ya da

ECL hiicrelerinden histamin a¢iga c¢ikmasina yol agarak gerceklestirir. Gastrin, ECL



hiicreleri ve paryetal hiicreler iizerinde etki yapar. Gastrin asit salinimina yol acarken
midede asidite arttigi zaman negatif feedback mekanizma ile gastrin salinimi1 inhibe olur.
Artan asidite D hiicrelerinden somatostatin salinimina yol agar. Somatostatin de salgisal
etki ile G hiicrelerini inhibe eder. PPI’leri ile asit salinimi bloke edilince negatif
feedback mekanizmast yikilir ve gastrin salinimi inhibe edilemez sonugta
hipergastrinemi meydana gelir.

Tim PPI’leri genelde benzer ozelliklere sahiptirler. PPI’leri paryetal hiicredeki
proton pompasinda bulunan H'/K*-ATPaz’1 inhibe ederek mide asidini inhibe ederler.
Dolayistyla parietal hiicredeki reseptorlerden (asetilkolin, gastrin ve histamin) hangisi
uyarilirsa uyarilsin etkili olur ve bazal ya da gida alimi ile salinan asidi inhibe
etmektedirler. Ilag kisa dmiirlii olmasina ragmen, H+/K+-ATPaz’1 doniisiimsiiz olarak
inhibe ettikleri igin etkisi uzun siire devam eder. Bu nedenle hastalarda giinde tek doz
yeterli olmaktadir. Tekrarlanan c¢ift dozlar asit inhibisyonunu daha fazla artirmaktadir.
Bir hafta boyunca ¢ift doz verilen PPI mide asidini %99 oraninda azaltmaktadir.
PPI’leri proton pompalart aktif olduklar1 zaman dilimi icerisinde etkileri daha fazla
olmaktadir. Bu sebeple proton pompalarinin %5’inin aktif oldugu aglik dénemi yerine,
%70’ aktif hale geldigi yemek sonrast1 donem dikkate alinmalidir. Bu nedenle
PPI’lerinin yemekten 20 dakika 6nce alinmalari klinik olarak tavsiye edilir. Giinde tek
doz kullanilacaksa, sabah kahvalti oncesi alinmasi etkili bir sekilde tesir etmesini
saglayacaktir (Sharma ve ark., 1984; Wolfe ve Sachs, 2000; Heidelbaugh ve ark.,2012).

Tiim PPI’lerinin etkileri genelde benzer olmalarina karsin, ilk kesfedilen PPI’lerinin
(omeprazol, lansoprazol) bazi kisitlayici 6zellikleri vardir. Hastalarda farkli etkinlik
derecelerine sahip olup diger ilaglarla istenilmeyen etkiler gosterebilirler. Yeni
gelistirilen PPI’leri (pantoprazol, esomeprazol ve rabeprazol, dekslansoprazol) birgok
onemli farmakokinetik tstiinliige sahiptirler. Diisiik oksidatif karaciger yiikii, pariyetal
hiicrelerde homojen dagilim gibi 6zellikler pantoprazol ve o6zellikle rabeprazolde 6ne
cikmaktadir. Rabeprazol ve pantoprazol’iin ilag etkilesimleri agisindan ¢ok daha diisiik
risk tasimaktadirlar. Rabeprazoliin viicuttan atilimi, bu smiftaki diger ilaglara gore
CYP2C19 enzim sistemine daha az bagimhidir. Ayrica rabeprazol ve pantoprazol diger

PPI’lerine gore, daha hizli mide asit inhibisyonu yaparlar. En giigliisii rabeprazol’diir



(De Korwin ve ark., 2004). PPI’lerinin yarilanma Omiirleri kisadir. Ortalama 1-1,5
saattir. Fakat asit salimimi i¢in yeni proton pompa sentezinin gerekliliginden dolay1
etkileri 24 saat siirebilir. Biitiin PPI’leri hepatik P-450 CYP2C19, CYP3A4 enzimatik
sistemlerinin etkisi ile karacigerden elimine edilirler.

Proton pompa inhibitérlerinin uzun dénem kullanilmalart iyi etkilerinin yanisira

kotii yan etkilerininde oldugu gergegi unutulmamalidir.

4.1.2. Proton pompa inhibitorlerinin kullanimim tesvik eden olumlu yanlari

1. 20. ylizyilda tiptaki en 6nemli kesiflerden birisidir.

2. Diinyada en sik regete edilen ilaglar siralamasinda antibiyotik ve statinlerden sonra
ticlincii siradaki ilaglardir.

3. Etkili ve secici sekilde gastrik asit inhibisyonu yaparlar.

4. Peptik tlser tedavisinde semptomlarin ve yaranin iyilesmesini saglarlar.

5. Kanamalarda pihtt olusmasinda, hiicrenin kendini koruma mekanizmasinin
saglanmasinda ve idamesinde etkili bir sekilde rol alirlar.

6. Gastrik asidin degdigi mukozal bolgelerde meydana gelen, reflii, peptik {ilser, eroziv
0zofajit, Hp enfeksiyonunda, non-steroid antiinflamatuvar ilaglara bagh gastrik iilser
tedavisinde, iilser dis1 siskinlik sendromunda, yogun bakim hastalarinda mide kanama
riskinin azaltilmasinda ve Zollinger-Ellison sendromunda ¢ok gii¢lii ve etkili sekilde asit
inhibisyonu yaparak semptom ve mukozal iyilesmede ¢ok Onemli 1iyi roller
oynamaktadirlar.

7. Hiicrenin kendini koruma sistemlerinin idamesinde ve tekrarlayan semptomlarin
ortaya ¢ikmasinda etkilidirler.

8. PPI’lerinin uzun siireli kullanilmalarinin etkinligi ve glivenligi ispatlanmigtir.



4.1.3. Proton pompa inhibitorlerinin kullanim siiresine bagh yan etkileri

PPl kullaniminin uzun siireye yayilmasi bazi kotii sonuglar dogurur . Birincil olarak
PPI kullananlarin %1-5’inde basagrisi, ishal, kabizlik, mide bulantisi ve deri dokiintiisii
gibi yan etkiler ortaya c¢ikmaktadirlar. Hangi PPI’t, hangi primer yan etkiye neden
olmaktadir, bu konuda yapilmis karsilastirmali bir arastirma yoktur. Uzun siire PPI
kullanilmas: ile bazi1 potansiyel ikincil yan etkiler ortaya ¢ikmaktadir. Bu yan etkilerin,
kontrol altinda tutulabilmesi i¢in uzun siire PPI kullanan hastalarin belli araliklarla takip

edilmesi ve gerekli tedbirlerin alinmas1 gerekmektedir.

4.1.3.1. Tiimor olusumuna etkileri

PPl kullanilmasi asit salgilanmasinin azalmasina yol agar. Bu da somatostatin
salinimini azaltir. Gastrinin G-hiicrelerinden salinimi artar ve hipergastrinemi meydana
gelir. Bu fizyolojik olay, midede bulunan G hiicreleri, besinler ya da gerilmeye karsi
cevap olarak, gastrin hormonu salgilanir. Gastrin, midede bulunan paryetal hiicreleri
uyararak asit salinimina neden olur. Salinan asit antrumdaki D hiicrelerini uyarir ve bu
da somatostatin salinimina neden olur. Somatostatin ise G hiicrelerinde salinimi negatif
yonde etkiler. Asidin yoklugunda G hiicrelerinin inhibisyonu ortadan kalkar. Bu nedenle
serum gastrini yiikselir. PPT’ler asit inhibisyonu da asit salinimindaki negatif feedback
mekanizmasini ortadan kaldirdig: i¢in hipergastrinemi gelismesine neden olabilir. PPI
ile 2 haftalik tedavide serum gastrin seviyesi normalin 2-4 katina ¢ikabilir. Yiikselen
gastrin seviyeleri tedavinin kesilmesini takip eden 4 haftada normale donmektedir. Bu
durum PPI tedavisine 6zgii degildir. H,RA kullaniminda da goriilebilmekte ancak

yiikselis daha az olmaktadir.



Normal sartlarda midede pH 1-1,5 olup yiyecek iceceklerle alinan bakterilerin, mide
ve ince bagirsakta kolonize olmalarina imkan vermez. Mide asit bariyeri, PPI’leri ile
yapilan tedavilerden sonra bozulur. Midede bakteri kolonizasyonu ve enfeksiyon
gelisimi kolaylasir. Bakteriler nitratlar1 nitritlere indirger, onlar da aminlerle birleserek
nitrozaminleri olusturur. N-nitrozamin kanserojen olarak kabul edilmektedir. Uzun siire
PPI kullanimina bagl olarak, gerek bakteriyel asir1 gelisim riski sonucu nitrozaminlerin
artis1, gerekse de hipergastrineminin gastrointestinal etkisinin kanser gelisimine neden
olabilecegi akla gelmektedir. Bu nedenle PPI’'nin uzun siireli kullanimi stirekli
endiselere neden olmaktadir. Uzun siire PPI kullanan bazi hastalarda mide fundusunda
kansere meyilli dokularin gelisebilecegi bilinmektedir. Gegmise doniik bir calismada
yaklasik 3 yi1l PPI kullanmis hastalarin %7-10’unda bu kansere meyilli dokularin varlig
gosterilmistir. Bu dokular iyi huyludur ve PPI kesilince gerilerler (Blanchi ve ark., 2008;
Choudry ve ark., 1998).

Uzun siire PPI kullanilmasinin, ECL hiicre biiyiimesine yol acarak, insanlarda
karsinoid timor gelisebilecegine dair siipheler uzun zamandir vardir. Gergekte uzun
stireli PPI kullanilmasi, ECL hiicrelerinde biiylime ve hipergastrinemi ile sonuglanabilir.
Hipergastrinemi, uzun siireli PPI kullanilmasi ile olusan néroendokrin tiimor gelisimi ile
olusan kaygilarin artmasina sebep olmaktadir. Uzun siire PPI kullanimi ile gastrik
karsinoid tiimor gelistigi goriilmiistiir (Modlin ve ark., 2004). Uzun siire PPI kullanan
hastalarin toplumsal c¢alismalarinda bu nadir goriilen tiimorlerin oraninda bir artis
olmasina ragmen, PPD’lerinin insanlarda bodyle bir etkisinin olup olmadigim
degerlendirecek bir arastirma yoktur. Gastrik karsinoidler son derece nadir tiimoérlerdir.
Bu artisa paralel olarak bu tiimorde artis oldugunu gosteren arastirmalar da vardir
(Hodgson ve ark., 2005; Chubineh ve Birk, 2012). Bu iliskinin olup olmadigini ortaya
koyacak c¢ok genis arastirmaya ihtiyag vardir. Son yapilan arastirmalarda, refli
nedeniyle 12-15 yil boyunca PPI kullanan hastalarda, hipergastrineminin diger
nedenlerinde oldugu gibi, PPI kullanimina bagli olusan hipergastrinemide de, insanlarda

ve kemirgenlerde ECL hiicre karsinoidlerinde ve gastrik kanserde artis oldugu tespit



edilmistir (Jianu ve ark., 2012). Burada olusan kanser riskinin, asit inhibisyonu igin
gereken etki ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir. PPI kullanilmasini gerektiren
0zofagustaki endikasyonlar, 6zofagus kanser riskini; peptik iilser endikasyonlar1 ise,
kardiya dis1 gastrik kanser riskini artirmaktadirlar. Burada olusan kanser iliskisinde, bu
ajanlarin harap edici ya da zarar verici etkisinden ziyade, altta yatan tedavi etkisi ile
iliskili oldugu diisiiniilmektedir. Diger yandan, bes yil siire ile GORH’nin idame
tedavisinde, 10 ve 20 mg rabeprazol ve 20 mg omeprazol kullanan hastalar
karsilastirilmis, 5 yil boyunca 6zellikle rabeprazol giivenli ve tolere edilebilir olarak
degerlendirilmistir. Teorik olarak, PPI kullanimina sekonder gelisen hipergastrinemili
hastalarda, bu tiimorlerin artmis olacagi kabul edilmesine ragmen, yukaridaki yaymlarin
aksine, 5 y1l boyunca ECL hiicrelerde, mide biyopsi kontrollerinde herhangi bir artis
olmadig1 gozlenmistir(Thjobleifsson ve ark., 2003).

Uzun stire PPI kullanilmasi ile kanser iligkisinin tartisildig1 diger bir konu Hp’dir.
Hp’ye bagh kronik gastritli hastalarin yaklasik %1’inde mide kanseri gelisir. Hp
enfeksiyonu mide mukozasi iltihabi (atrofik gastrik) gelisimine neden olan baslica
faktordiir. Atrofik gastrit ise adenokansere neden olabilmektedir. Uzun siire PPI
kullanilmasi, asit dengesinin degismesine ve gastritin baska bolgelere gdgmesine neden
olmaktadir (Solcia ve ark., 1994). Bu gog¢iis asit inhibisyonunun oldugu bélgedir. Bu
bolgedeki inflamasyon atrofiye neden olabilir. Bir calismada PPI kullanan hastalarda Hp
infeksiyonu var ise bu hastalarda atrofi gelistigi gosterilmistir (Kupier ve ark., 1995). Bu
calisma ile Hp infeksiyonu olanlarda uzun siire asid inhibisyonun sakincali olabilecegi,
bu nedenle uzun siire PPI tedavisi oncesi Hp varliginin ortadan kaldirilmas: gerektigi
diisiincesini ortaya c¢ikarmistir. Ancak daha sonra yapilan iki c¢alismada bu durum
dogrulanmamig, uzun siireli PPI kullannommin Hp pozitif vakalarda atrofiyi
hizlandirmadig1 goriilmiistiir (Kuipers ve ark., 1996; Lundell ve ark., 1999). Bu konu
halen tartisilmaktadir ve bu konuda fikir birligi olmamakla birlikte uzun siire PPI
tedavisi almak zorunda olanlarda Hp riskinin ortadan kaldirilmasi akilci bir yaklasim

olarak onerilmektedir (Malfertheiner ve ark., 2012).
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Bazi hayvan calismalarinda, gastrinin kolon mukozasinda yipratict etkiye sahip
oldugu gosterilmistir. Buna dayanilarak, uzun siireli PPI kullanimimin insanda kolon
kanseri gelisimine neden olabilecegi diistiniilmiistiir. Hiper gastrinemi-kolon kanser
iliskisi konusunda c¢eligkili yayinlar mevcuttur. Ancak uzun siire PPI kullananlarda kolon

kanseri riskinin arttigini gésteren yayin yoktur (Creutzfeldt ve ark., 1991).

4.1.3.2. Enfeksiyonlar

4.1.3.2.1. Clostridium difficile enfeksiyonu ve enterik enfeksiyon riskindeki artis

Ag1z yoluyla alinan bakterilere karsi ilk engel mide asididir. Bu nedenle mide
asidinin, PPI kullanilmasi ile pH’sinin 4’{in {istiine yiikselmesi ile ortadan kalkan asit
koruyucu engel, Clostridium difficile ile iligkili diyare ve enterik enfeksiyonlarin
olugsmasina neden olabilir. Aklorhidri vibrio kolera, Shigella, Campylobacter, Listeria ve
Salmonella gibi enfeksiyonlara karsi risk olusturabilir (Heidelbaugh ve ark., 2012;
Wingate ve ark., 1990; Leonard ve ark.,2007).

Mide asidi mikroorganizmalarin vejetatif formunu 6ldiiriir, sporlar1 6ldiiremez, ama
enfeksiyon yapma sanslarini azaltir. pH 4’lin {izerine ¢ikinca vejetatif form 6lmez. PPI
ayrica gastrointestinal (GI) florada degisiklikler yaparak Clostridium difficile ve diger
enterik enfeksiyon ajanlarinin kolonizasyonunu kolaylastirir. Normalde gastrik asit ve
intestinal peristaltizm, iist gastrointestinal trakti bakteriyel kolonizasyondan koruyan
esas faktordiir. Bakteriler aslinda aside ¢ok duyarlidirlar. pH’4’iin altinda ise bakteriler
10 dakikadan daha uzun siire yasayamazlar. Normalde mL’de 10 000’den daha az koloni

tinitesi vardir. Hem H,RA hem de PPI ile gastrik asit inhibe olunca, sagliklilarda ve
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peptik {ilser nedeniyle tedavi goren hastalarda bakteriyel asir1 ¢ogalma olusmaktadir.
Mide ve ince bagirsakta oral yollardan kolonizasyonla H,RA hem de PPI ile gastrik asit
inhibe olunca, sagliklilarda ve peptik iilser nedeniyle tedavi goren hastalarda bakteriyel
asir1 ¢ogalma olusmaktadir. Kolonizasyonun sikligi ve tipi gastrik asit inhibisyonunun
stiresine ve derecesine baglidir. Derin ve uzun siire gastrik asit inhibe edilirse st
gastrointestinal traktta fekal tip bakteri asir1 ¢ogalmasi olacaktir. Ince bagirsakta fekal
tip asir1 bakteri ¢ogalmasi, farkli mekanizmalarla, vitamin, mineral ve makrobesin
maddelerinin absorbsiyonunu bozmaktadir. Bakteriler direkt olarak ince bagirsak
mukozasin1 harap ederek, absorsiyonu bozabilirler. Ayrica bakteriler safra tuzlarini
dekonjuge ederek, bagirsak mukozasi ile emilim igin gegen siireyi hizlandirarak
lipidlerin emilimini bozabilirler ve emilim i¢in gereken esik degerin altinda kalarak
yavas emilime yol agabilirler. Bu konuda omeprazol ile yapilmig aragtirmada ince
bagirsakta bakteri asir1 gogalmasi tespit edilmistir (Sarkar ve ark., 2008).

Clostridium difficile ile iliskili diyarenin hastanede yatan hastalarda olusmasi
halinde, beraberinde PPI kullaniliyorsa kesilmesi ya da doz azaltilmas1 yoniinde telkinler
mevcuttur. Ancak Clostridium difficile ile iligkili diyarenin hastane digindaki ayaktan
tedavi goren hastalarda da goriilmesi iizerine, uygun endikasyonunda en diisiik dozda
PPI kullanilmasi Onerilmektedir. Sayet acil etki yok ise kesilmesi Onerilmektedir
(Thachil ve ark.,2008; Metzi ve ark., 2008). Maalesef bu konuda, hastanede yatan
hastalarda olusan Clostridium difficile ile iliskili diyarenin tedavisinde, PPI’niin
azaltilmasi ya da kesilmesi noktasinda karar vermek icin yeterli veri yoktur. Bu konuda
1yi tasarlanmis ve takip edilmis aragtirma yoktur.

Ingiltere’de yapilan, 170 hastaneyi kapsayan bir calismada, hastanede yatan
hastalarda PPI kullanilmasinin, Clostridium difficile ile iliskili diyareyi 2,5 kat artirdigi,
beraberinde sayet degisik antibiyotikler kullaniliyorsa o zaman Clostridium difficile ile
iliskili diyarenin 5,5 kat arttig1 tespit edilmistir (Cunningham ve ark., 2003). Kanada’da
ise 6 hastanede 15 ay siiren prospektif bir ¢alismada, 8 hafta siire ile hastanede yatan ve
beraberinde antibiyotik ve PPI alan hastalarda, Clostridium difficile ile iligkili diyarenin
5,25 kat arttig1 gozlenmistir. Ancak HoRA alan hastalarda kolonizasyon artmus, fakat

boyle enfeksiyon goériilmemistir (Loo ve ark., 2011).
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Son zamanlarda yapilan baska bir arastirmada, gastrik asidin sindirim sistemi
patojenlerine kars1 major bir savunma mekanizmasi oldugu ve azalmis mide asidinin
yani artmis mide asit pH’mm normalde steril olan iist gastrointestinal sistem (GIS)’de
kolonizasyona yol agabilecegi ve bu bariyerin bozulacagi savunulmustur. Burada PPI ve
H,RA gibi tedavi sonucunda gastrik pH’nin artmasi ile lokosit fonksiyonlarinin
etkilendigi ileri siiriilmektedir. Bunun sonucunda, gerek enterik enfeksiyonlarda, gerek
Clostridium difficile ile iliskili diyarede, gerekse solunum sistemi enfeksiyonlarinda artig
oldugu ve bu enfeksiyonlarin daha virus kaynakli seyrettigi tespit edilmistir. Ozellikle
65 yas Ustii hastalarda, tedavi ve beraberinde antibiyotik kullaniliyorsa ve bu hastalarda
inflamatuvar bagirsak hastaligi ve renal yetmezlik varsa Clostridium difficile ile iligkili
diyare olusma riskinin % 2,9-% 3,7 oraninda arttig1 tespit edilmistir (Dial ve ark., 2005).
Birlesik Devletler’de bir sehir hastanesindeki arastirmada, 5 yildan fazla PPI kullanan
hastalarda aymi siirede, % 60’dan daha fazla oranda Clostridium difficile ile iligkili
diyare gozlenmistir. Bu arastirmada doz, siire ve cevap iliskisi yoktur (Jayatilaka ve ark.,
2007). Bir baska arastirmada, PPI kullanan hastalarda, Clostridium difficile ile iliskili
diyare olusma oran1 3 kat, H,RA kullanan hastalar ile Clostridium difficile ile iliskili
diyare olusma olasilig1 2 kat, bobrek yetmezligi olan hastalarda PPI kullanimi ile
Clostridium difficile ile iligkili diyare olusma olasilig1 6 kat fazla bulunmustur (Aseeri ve
ark., 2008). Biitiin yukarida bahsedilen yayinlarda vurgulanan, uzun siire PPI kullanim1
ile Clostridium difficile’nin yol ag¢tigt diyare arasindaki iligkinin aksine, bati
Avusturalya’da yapilan ve 2012°de yayinlanan bir arastirmada; hastanede yatan
hastalarda, anilan diyarenin baslangicindan 6nce 3 aylik siirede antibiyotige maruz
kalinmasi ile diyare olusmasi arasinda kuvvetli bir iliskinin oldugu, ayn1 zamanda tim
yukarida bahsedilen bilgilere aykir1 olarak, hem PPI’linlin uzun siire kullanilmasi, hem
de kisa siirede yiiksek doza maruz kalinmasiyla, Clostridium difficile ile iligkili diyare
arasinda anlamli bir iligkinin olmadigi tespit edilmistir (Leonard ve ark., 2012). Bu

bulguyu destekleyen yayinlar da az degildir.
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Hastanede yatan hastalarda, antibiyotik ve beraberinde PPI kullanilmasi ile gerek
Clostridium difficile ile iligkili diyare gerekse akut viral gastroenterit ve Campylobacter
enteriti dahil, enterik enfeksiyonlarda artig goriildiigii vurgulanmistir (Ament ve ark.,
2012; Howell ve ark., 2010; Linksy ve ark., 2010 ).

2012°’de yaymlanan 101 796 hastayr kapsayan, hastanede yatig siiresinde 665
Clostridium difficile ile iligkili diyarenin meydana geldigi arastirmada; asit inhibisyonu
ile doz cevap iliskisi asagidaki gibidir; HoRA kullananlarda % 53, giinde 1 doz PPI
kullananlarda % 74, giinde 2 doz PPI kullananlarda % 40 oraninda Clostridium difficile
ile iligkili diyare goriilmiistiir. Bu hastalarda antibiyotik kullanilmasi ve siirenin
uzatilmasi riski sirasiyla % 0,2 ve % 1,1 artirmistir (Kwok ve ark., 2012; Goel ve ark.,
2012).

Sonug olarak, PPI iliskili asir1 bakteriyel ¢ogalma sik olusur. PPI, 6zellikle uzun
donem kullanim sonrasinda, hastanede yatan, inflamatuvar bagirsak hastaligi, renal
yetmezligi olan hastalarda, biiyiik ihtimalle dozla iliskili olarak klinik 6nemi olan ishal
ile seyreden hastaliklara neden olur. Sirf bu siiphe bile PPI tedavisinin, endikasyonu
olmadan yapilmamas1 gerektigini, gereken en az dozun uygulanmasi gerektigini
gostermistir. Eger ishal gelismis ise ve acil kullanim zorunlulugu yoksa PPI kesilmeli

veya en diisiik dozda kullanilmalidir.

4.1.3.2.2. Toplumsal kaynakh zatiirreler

PPI kullanilmasi1 ile pH artar, bu asir1 bakteriyel cogalmaya ve akcigerlerde
kolonizasyona neden olarak, toplum kokenli zatiirre (TKP) riskini arttirabilir.
Hollanda’da yapilan bir arastirmada; son 6 ayda PPI kullanmayan hastalarla, halen PPI
kullanmakta olan hastalar karsilagtiritlmis, TKP gelisim riski agisindan anlamli fark
bulunmustur. PPI almayanlarda % 0,6; PPI alanlarda ise % 2,45 oldugu tespit edilmistir.
(Sarkar ve ark., 2008). Yapilan baska bir arastimada ise, PPI kullaniliyor olmas1 genel

olarak pndmoni riskini arttirmazken; son 30 giin i¢inde yeni baglanan kullanimla
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beraber, zatlirre riskini arttirdigi goriilmiistiir (Sarkar ve ark., 2008). Baska bir
metaanalizde, 6 zatiirre vakasi degerlendirilmistir. Bu analizde PPI kullanimi ile TKP
riskinin arttig1 saptanmis; alt grup analizinde ise kisa stireli PPI kullaniminin TKP riskini
daha ¢ok arttirdig, siirekli PPI kullaniminda ise riskin daha diisiik oldugu goriilmiistiir

(Johnstone ve ark., 2010). Bunun aksine sonug bildiren ¢alismalarda mevcuttur.

Esomeprazol kullanan 28 000 hasta igerisinden 31 adet rastgele yapilan kontrollii
calismadan olusan bir metaanalizde ise esomeprazol kullanimi ile zatiirre dahil herhangi
bir solunum yolu enfeksiyonu gelisim riski arasinda anlamli iliski tespit edilememistir
(Estborn ve Joelsen, 2008). Dublin ve ark.’min ¢alismalarinda; 2000-2003 yillart
arasinda TKP tanis1 almis 65-94 yas arasi, 1125 hasta 2235 kontrol vakasi ile
karsilastiritlmis, PPI kullanimi zatiirre grubunda % 21, kontrol grubunda % 16 olarak
bulunmustur (Dublin ve ark., 2010). Aym sekilde Sultan ve ark.’nin yaptiklar1 70
rastgele kontrollii ¢alismadan olusan metaanalizde ise PPI’lerinin pnémoni riskini
arttirdigina dair bir veri bulunmamistir (Sultan ve ark., 2008). Sonugta PPI kullanimi ile
TKP arasinda ¢ok kesin bir bag bulunmamakla birlikte, hastanede yatan hastalarda PPI
kullanilmasi ile zatiirre riski artmaktadir. PPI yakin zamanli, 1 aydan daha az siirede
Ozellikle zatiirre tanisindan 2-14 giin 6nce PPI kullanilmasi ile zatiirre iligkisini
gostermektedir. Ozellikle hastanede yatan hastalarda ve/veya zatiirre nedeniyle tedavi
goren hastalarda, PPI tedavisi planlaniyorsa yukarida bahsi gegen verilere dayanilarak

kar zarar hesabi iyi yapilmalidir.

4.1.3.2.3. Mikroskobik kalin bagirsak iltihabi (mikroskobik kolit)

Mikroskobik kolit; kronik sulu ishal, kramp tarzi karin agrisi, endoskopik olarak
normal kolon mukozasi goriiniimii olmasina ragmen biyopside kronik iltihapli diski

olmast ile tanimlanir (Veress ve ark., 1995).
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Iki tipi vardir. Birincisi kollajendz kolit, ikincisi lenfositik kolittir (Lindstrom,
1976). Kolitin sebebi agik degildir, Onceleri immiinolojik anormalliklerle
iliskilendirilmesine ragmen, daha sonra yersinia gibi enfeksiyonlar ve non-steroid
antiinflamatuvar ilag (NSAII)’lar, antibiyotikler, tiklopidin, simetidin ve ranitidin gibi
cesitli ilaglarla iligkisi tespit edilmistir (Cappell, 2004). Son zamanlarda, omeprazol,
esomeprazol ve yogunlukla lansoprazol kullananlarda kollajendz kolit ve lenfositik kolit
olgular1 vaka ve vakalar seklinde ¢ok sayida bildirilmistir (Wilcox ve Mattia, 2009;
Ghilain ve ark, 2000; Wilcox ve Mattia, 2002; Thomson ve ark., 2002; Mukherjee,
2003; Rammer ve ark., 2005; Hilmer ve ark., 2006; Chande ve Driman, 2007).

4.1.3.3. Besin maddelerinin sindiriminin ve emiliminin bozulmasi

Besin maddelerinin sindirim ve emilinde yasanacak problemleri su maddeler

altinda toplanabilir.

Vitamin-B12
Demir
Kalsiyum
Cinko eksikligi

Hipofosfatemi

© o k& w D oE

Hipomagnezemi

Yogun ve uzun siire PPI veya H,RA’leri ile gastrik asit inhibe edilirse, digk1 kokenli
bakterilerde asir1 ¢ogalma olacaktir. Ince bagirsakta diski kokenli asirt bakteri
cogalmasi, farkli mekanizmalarla, vitamin, mineral ve makrobesin maddelerinin
emilimini bozmaktadir. Bakteriler direkt olarak ince bagirsak dokusunu harap ederek,
emilimi bozabilirler. Ayrica bakteriler safra tuzlarin1 bozar, bagirsak mukozasi ile

emilim igin gereken temas siiresini hizlandirarak, lipitlerin emilimini aksatabilirler.
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Emilim igin gereken esik siirenin altinda kalan bagirsaklarda emilim bozuklugu
meydana gelebilir. Ayrica vitamin B12, demir, kalsiyum, fosfor, magnezyum, ¢inko
emiliminde de bozukluga neden olabilirler. Asit inhibisyonu ile kalsiyum emiliminin
azalmasi arasinda iligski tespit edilmis ve bunun kemik kiriklarininda sebebi oldugu

distintilmistiir (Recjer, 1985; O’Connell ve ark., 2005).

Uzun siire PPI kullanimi sonucundaki olusabilecek diger bir durum ise
hipomagnezemidir. 2011°de Amerikan Gida ve ilag Dairesi (FDA) kurumu, uzun siire
PPI kullanimi sonucunda 30 ciddi hipomagnezemi bulgusu nedeniyle, doktorlarin bu
konuda dikkatini ¢cekmistir. Ozellikle idrar soktiiriicii ve kalp ritmi diizenleyen ilaglar
kullanan hastalarda dikkat edilmesi gerekir. PPI alimi durdurulunca hipomagnezemi

suratle diizelmektedir.

Uzun siire PPI ile tedavi sonucunda, vitamin B12 emiliminin bozuldugunu gésteren
caligmalarda vardir. B12 vitaminini yiyeceklerden proteine bagli halde aliriz. B12’nin
serbest hale gelmesi i¢in midedeki asit ve pepsin enzimine ihtiyag vardir. Vitamin B12
midedeki asidik ortamda, proteinlerden ayrildiktan sonra, dzellikle tiikriik kaynakli R-
proteinlerine, duodenuma gegmeden midede baglanir. Duodenumda R proteini ile B12
kompleksi pankreas kaynakli enzimlerle ¢oziiliir, daha sonra Bl-intrinsik faktor (IF)
kompleksi olugur. Bu kompleks ise bagirsagin ileum kisminda absorbe olur. Midede asit
salinimi1 yapan paryetal hiicrelerden, ayn1 zamanda intrinsik faktor de salgilanmaktadir.
PPI’lerinin uzun siire kullanilmasi ile intrinsik faktor salinimi da bozulacaktir. PPI’leri
uzun siire yiiksek dozda kullanildiginda, B12 emilim bozuklugu gelistigini gosteren
aragtirmalarin karsisinda, serum B12 seviyesini normal bulan karsit goriisteki ¢aligmalar
da mevcuttur. Genel inanis uzun siire PPI kullananlarda serum B12 seviyesinin takibinin
gerektigi yoniindedir (Heidelbaugh ve ark., 2012; Suter ve ark., 1991; Andres ve ark.,
2004; Valuck ve ark., 2004). PPI kullanimi ile ortaya ¢ikan hipomagnezemi oldukca
nadirdir. Fakat hayati tehdit eden bir yan etkidir. Derhal PPI kesilmelidir (Hutchinson ve
ark., 2007; Broeren ve ark., 2009; Regolisti ve ark., 2010; Cundy ve Mackay., 2011 ).

Tim diinyada en sik kullanilan ilaglardan birisi olan PPI’lerinin kullanilmasi ile

midenin  stlinde yer alan bariyer bolimiinin  fonksiyonunun etkilendigi
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diistiniilmektedir. PPT’lerinin transmukozal olarak, peptid ve proteinlerin bariyeri asip
kagaklara sebep olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu amagla esomeprazolun, midenin iist
tarafinda bariyer fonksiyonunu etkileyip etkilemedigini anlamak igin bazi ¢alismalar
yapilmistir. Esomeprazolun etkisini degerlendirmek igin, sakkaroz emilim testi
kullanilmig, esomeprazolun ilk alindig1 giinler iginde hizli bir sekilde, transmukozal
kacaga neden oldugu tespit edilmis, ila¢ birakildiktan sonra, gilinler i¢inde kacak

diizelmistir (Mullin ve ark., 2008).

4.1.3.4. Tlag etkilesimi ve kullanilan esas ilacin etkisinin azalmasi

PPTI’leri mide igerisinde alkaliye neden olarak ila¢ absorpsiyonunu etkileyebilirler.
Bazen doz ayarlanmasi gereken durumlar olabilir. PPI’leri sitokrom P450 (CYP)
sistemini ¢okerterek ilaclarin etkisini bozabilirler. Ornegin, ketokonazol ve demir
preparatlarinin emilimini azaltirlar, fenitoin, diazepam, varfarin ve digoksin emilimini
artirirlar. Klopidogrel (Plavix) kuvvetli bir antiplatelet ilagtir. Aterosklerotik olaylarda,
aspirinle beraber kullanilmalar1 tavsiye edilir. GIS kanamalarindan dolay1 trombosit
inhibisyonu tedavisi ile beraber kanamayi durdurma amacglh kullanilirlar. Klopidogrel;
karacigerde sitokrom P450 2C19 (CYP2C19 ve CYP3A4) enzim sistemiyle aktif tiyol
metabolitine donilisen bir Oncii ilagtir ve aktif metabolite doniistiikten sonra trombosit
yiizeyindeki P2Y12 ADP reseptorii ile inaktif disiilfit bag olusturarak trombosit
inhibisyonu etkinligini gosterir. Akut koroner sendrom ya da bobrek tasi operasyonlari
sonras1 uzun donem tedavide klopidogrel ve aspirin kombinasyon tedavisinin kullanimi
tek basina aspirin kullanimindan daha iistiin trombosit inhibisyonu istiinliigiine sahiptir
(Sabatine ve ark., 2005). Bu ikili tedavinin en biiyiikk yan etkisi gastrointestinal sistem
kanama riskidir.

Tionopridinler sindirim sisteminde erozyon veya iilserlere sebep olmazlar, Hp,
NSAIl’lar ve aspirine bagli olusan lezyonlarin kanamasina yardimer olur. Klopidogre

kullanan hastalarda beraberinde aspirin kullanimi da varsa ve/veya daha &nce GIS
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kanama gecirdiyse, kortikosteroid kullanimi, 60 yasindan biiyiik, birlikte antikoagiilan
kullanimi, dispepsi ya da reflii semptomlarindan en az biri varsa PPI ile gastrointestinal
sistemin kanama riskine karsi korunmasi onerilmektedir (Chen ve ark., 2005). PPI’leri
sitokrom CYP2C19 enzimi iizerinden Klopidogrelin aktif metabolitine doniisiimiiniinde
mekanizmay1 inhibe eder. PPI’leri klopidogrel gibi karacigerde ayni izoenzimler ile
metabolize olmalari nedeniyle, bu ilaglarin muhtemelen CYP2C19 enzim sistemi
diizeyindeki ortak metabolik etkileri sonucu klopidogrelin etkinligini azaltir. Boylelikle
dolasim sistemi rahatsizliklar1 ihtimalini riskini arttirirlar. Basta omeprazol olmak {izere
PPIl’lerinin, klopidogrelin etkinligini azaltiklarinin saptanmasma karsin  birkag
karsilagtirmali ¢alismada da bu yonde bir sonu¢ goriilmemistir. Pantoprazol ve
klopidogrelin etkinlik azalmasi arasinda bir iligki tespit edilememistir. Ayni sekilde
rabeprazol ve pantoprazol bu konuda segilecek PPI olabilir. Bir baska goriisde PPI’leri
ile mide asidinin baskilanmasi sonucu klopidogrelin emiliminin azalmasidir (Gilard ve
ark., 2008).

Karacigerde sitokrom P450 izoenzimlerinin aktivitelerini degistirebilen ilag
etkilesimleri klopidogrelin etkinligini azalttig1 bilinen bir gergektir. Bu konuda 6zellikle
lipofilik statinler, kalsiyum antagonistleri ve PPI'leri suglanmaktadir. Invitro
calismalarda sirasiyla ¢oktan aza dogru omeprazol, lansoprazol, esomoprazol, rabeprazol
ve pantoprazolle CYP2C19 enzim inhibisyonu yaptig1 tespit edilmistir. Klopidogrelle
etkilesen en 6onemli PPI omeprazol olarak bulunmustur; lansoprazol en gii¢lit CYP2C19
enzim inhibitoriidiir. Fakat bu konudaki ¢alismalar net bir sekilde sonuca varamamaistir.
FDA klopidogrelle birlikte omeprazol ve esomeprazol kullanimini konusunda olumsuz
goriis bildirmistir (Food and Drug Administration, 2011). Klopidogrel idame tedavisi
alan hastalarda PPI tedavisi konusunda degerlendirme ¢ok dikkat edilmesi gereken bir
durumdur. Pantoprazol ve rabeprazol tercih edilmelidir. Rabeprazol CYP2C19 enzim
sistemini ¢ok diisiik oranda inhibe eder. PPI kullannominda bu bir avantaj olabilir.
Klopidogrele etkisini azaltmamasi i¢in, PPI’lerinin sabah, klopidogrelin ise gece

kullanilmas: birbirlerine olan etkiyi azaltacaktir. Klopidogrel ile etkilesen tek H,RA
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simetidindir (Heidelbaugh ve ark., 2012; Abraham ve ark., 2010; Angiolillo ve ark.,
2011; Hsu ve ark., 2011; Bhatt ve ark., 2010).

4.1.3.5. Uzun siireli PPI’ii kullaniminin kemik kiriklarina etkisi

Son zamanlarda, uzun siire PPI’lerinin kullanilmasinin kalsiyum metabolizmasini
etkileyerek, kemik mineral metabolizmasini bozdugu ve osteoporoza neden olup
vertebra ve kalga kiriklarina sebep oldugu kaygilar giderek artmistir. Uzun donem PPI
kullaniminin  kirik riskini arttirmast konusunda c¢ok sayida calisma yapilmistir.
Gastrointestinal sistemdeki asidik ortam iyonize kalsiyumun, kalsiyum tuzlarindan
ayrilmasini saglayarak emilmesi i¢in kalsiyumu hazirlar. Invitro ortamda kalsiyumun
¢oziinmesi pH’a direk baglidir. Ortamdaki pH arttik¢a ¢oziinmeside ters orantili olarak
azalmaktadir. Ozellikle yiiksek yasa sahip hastalarda mide igindeki diisiik klor seviyesi
kalsiyum emilim bozukluguna yol acabilir. Uzun siireli PPI kullanimi1 vitamin B12
diizeyininde azalmasina yol agabilmektedir. Vitamin B12, folik asit, riboflavin
absorbsiyonu azalinca homosistein diizeyinde azalma goriilmektedir. Bu durumun da
kirik riski ile iligkili oldugu distniilmektedir. Gastrik paryetal hiicrelerin, Gstrojen
saliniminda potansiyel hormon rolii mevcuttur, gastrik atrofide salinimda azalmaktadir.
Gastrik Ostrojenler ghrelin iiretimi ve ekspresyonunda potansiyel rolleri vardir. Ghrelin
salmmmininda kemik formasyonunda o©nemi oldugu yadsinamaz bir gercektir.
Ingiltere’de yapilan bir ¢alismada 13 556 kalga kirigi vakasi, 135 386 kontrolle
karsilastirilmis, lojistik regresyon analizinde 1 yildan uzun siire (maksimum 15 yil) PPI
kullaniminin kalga kirig: riskini 1,44 kat arttirdigi ve PPI dozu 1,75 kat arttik¢a kirik
riskinin 2,65°e ¢iktig1 tespit edilmistir (Yang ve ark., 2006). Bunun yani sira kalca kirig
riski ile PPI kullanimi arasinda herhangi bir iliski olmadigin1 gdsteren genis capl
calismalar da yapilmistir (Kaye ve Jick, 2008). Sonugta toplumda en sik kullanilan ilag

grubu olan PPI kullanimi sadece gerekli endikasyonlarda kullanilmali ve gereksiz
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kullanimindan kagilmalidir. Ozellikle osteoporozlu hastalarin uzun siireli PPI kullanmasi
gerekiyorsa; Ca, Mg ve D vitamin diizeyleri takip edilmeli, takviye ilaglarla eksikligin
ortadan kaldirilmasi gerekir (Targownik ve ark., 2010; Gray ve ark., 2010).

4.1.3.6. Kronik bobrek fonksiyon bozukluguna etkileri

Kronik bobrek fonksiyon bozukluklart nadirdir fakat, biitin PPI’leri ile
olusabilmektedir (Ray ve ark., 2010). PPI’leri ¢ok sayida yemek borusu rahatsizliginda
kullanilmaktadir. PPI tedavisinin yan etkisi yoktur denilemez. Uzun siire PPI tedavisi
yapilacaksa bu tedavi ¢ok 1yi programlanmalidir. PPI ile yan etkileri arasindaki etki ve

yan etkileri i¢in genis, rastgele, prospektif bir aragtirmaya ihtiyac vardir.

4.2. Pantoprazol Yapisal Ozellikleri ve Sentez Yolu

Pantoprazol bir siibstitliye benzimidazol olup molekiil agirligt 383,371 g/mol’ diir.
Spesifikasyonunda beyaz veya hemen hemen beyaz toz olarak tanimlanmistir.
Numunenin KBr dispersiyonundan elde edilen IR absorpsiyon spektrumu ayni sekilde
hazirlanan referans ile ayn1 dalga boylarinda maksimum verir. 1027, 1180, 1244, 1264
ve 1385 cm™ de maksimumlar gostermektedir. Agz1 sikica kapatilmis kaplarda nemden

ve 1s1ktan korunarak 2-8°C sicaklikta saklanmalidir.

HC—O O—CHg

T =
F N\
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N
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H
N, O
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F o N - N
H3C_O O_CH3

Sekil 4. 1. Pantoprazol
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4.2.1. Pantoprazol sentezi

4.2.1.1. Piridin HCI sentezi

OCH OCH
OH \ 3 \ 3
N CH;1 H,0,
— —
_ KOH P Asetik Asit P
N CH, N CHs N CHs

0
NO, OCH,
X OCH, X OCH,

1) HNO; | 1) MeONa 3 |

2) NaOH (pH 6) — 2) H,SO4 (pH 7) —
| CH, T CH,
O O
OCH;
OCH;,
1) Asetik Anhidrit IS NaOH
_— —
2) Pd _
N CH,OC——CHg3;
OCH, OCH,
OCH
OCH; X 3
X 1) SOCl, | HCl1
2) HC1 = _
/
N CH,OH N OCH;

2-klorometil-3,4-dimetoksipiridinyum hidroklorit
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4.2.1.2. Merkapto sentezi

I |
H H
FzHC—O—-@’N—C—Cﬂs %Fzﬂc—o N—C—CH;

NO,
Sodyum Metilat > F,HC—O NH,
pH 8
® S}
NH;Cl
@ o
1) Pd
- F,HC— NH;Cl1
2)HCI 2 o ?
H
SH
N—
Il
1) O-Etilditiyokarbonat/NaOH N
¥ F,HC—
2) HCI (pH 3.5) LHC—O

(5-diflorometoksi-2-merkapto-1-H benzimidazol)

4.2.1.3. Pantoprazol sentezi
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Pantoprazol
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4.3. Pantoprazolun Etki Mekanizmasi ve Farmakokinetik Ozellikleri

4.3.1. Pantoprazolun etki mekanizmasi

Pariyetal hiicrelerin asidik ortaminda aktif formuna doniisiir ve midede hidroklorik
asit iiretiminin son asamasi olan H', K* - ATPaz enziminin inhibisyonunu saglar.
Inhibisyon doza bagli olup, bazal ve stimule asit salgilanmasini etkiler. Diger proton
pompast veya Hy reseptdr inhibitorleri gibi, pantoprazol tedavisi mide asiditesinin
azalmasina ve asiditenin azalmasiyla orantili tersinir bir gastrin artisina neden olur.
Pantoprazol hiicre reseptor diizeyinde enzim distaline baglandigindan, hidroklorik asit
salgilanmasini asetilkolin, histamin, gastrin gibi diger maddelerin uyarisindan bagimsiz
olarak etkiler. Oral veya intravenéz uygulamada ayni etki goriiliir (Fitlon ve Wiseman,
1996).

4.3.2. Pantoprazolun farmakokinetik 6zellikleri

Pantoprazol hizla absorbe edilir ve 40 mg oral tek dozdan sonra bile maksimum
plazma diizeyine ulasir. Tek veya tekrarlanan dozlardan sonra farmakokinetik degismez.
Doz siirt 10-80 mg olup, hem oral hem intravendz uygulamadan sonra plazma kinetigi
hemen hemen dogrusaldir. Dagilim hacmi yaklagik 0,15 L/kg'dir, esas itibariyle
ekstraseliiler sivida dagilir. Serum proteinlerine, baslica albumine olmak iizere, % 98
oraninda baglanir. Total serum klerensi yaklasik 0,1 L/saat/kg'dir. Terminal yar1 dmrii
yaklasik 1 saat olarak bulunmustur (Fitlon ve Wiseman, 1996; Huber ve ark., 1996;
Anderson, 1996).
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Pantoprazoliin hemen tamami karacigerde sitokrom P450 (CYP) enzim sistemi
aracilig1 ile metabolize olur. Metabolizmasi, uygulama yolundan (oral ya da intravendz)
bagimsizdir. Pantoprazol metabolitlerinin anlamli farmakolojik aktivitesi olduguna dair

hi¢bir kanit yoktur (Anderson, 1996).

Pantoprazol metabolitleri baslica renal yolla, kalani feges yolu ile atilir. C** ile
isaretlenmis, tek doz, intravendz pantoprazol dozunun saglikli, normal metabolize edici
deneklere uygulanmasindan sonra, dozun yaklasik %71'" idrar ile ve yaklasik %18'i safra

yoluyla fegeste atilmistir. Degismemis pantoprazoliin renal yolla atilimi yoktur

(Anderson, 1996).

4.4. Pantoprazol Na

4.4.1. Yapisal formiilii

o N

F,HC N \
\ \/C |S! Ha 74 3/2 H,O
e} N NP —_—
)
H;CO OCH,

Pantoprazol Na

44.2. Kimyasal adi

6-(Diflorometoksi)-2-[(3,4-dimetoksipiridin-2-yl)metilsiilfinil]-1,2-
dihidrobenzimidazol-3-ide Sodyum tuzu 3/2 H,O
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4.4.3. Molekiiler formiil

C16H14F2N3N3.O4S. 3/2 Hzo

444, Molekiiler agirh@

432,37 g/mol

4.4.5. Goriiniis

Beyaz veya beyazimsi toz

4.4.6. Coziiniirliik

Suda, etanol (%96) ve metanolde serbest¢e ¢Oziiniir, pratik olarak hekzanda

¢Ozlinmez. Asagida Tablo 4.1.” de ¢oziiniirliik ¢calismasi sonuglar1 paylasiimistir.

Tablo 4. 1. Pantoprazol Na ¢éziiniirliik verileri

25°C Sicakhikta Coziinen Miktar

Coziicii (mg/mL)
Su >1000
Metanol >2000
Etanol >1000
Aseton 270
Kloroform 0,022
Diklormetan 0,018
Dietil Eter 0,001
n-Hekzan 0,001
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4.4.7. Cozelti goriiniisii

Cozelti berrak ve renk siddeti referans ¢ozeltisi B6’dan daha yogun degildir.

4.4.8. Pantoprazol Na sentezi

o N
HQ N\ || Ho / \ NaOH

\ c—s c —

(@] NH

H,CO OCH,
Pantoprazol
© N
F,HC N \

\ \/C Q Ha / 3/2 H,O

O N NP —:

S
H;CO OCH;

Pantoprazol Na

4.5. Pantoprazol Na Tammmlama Testleri

45.1. IR absorbsiyon spektrumu

Numunenin KBr dispersiyonundan elde edilen IR absorpsiyon spektrumu ayni

sekilde hazirlanan referans ile ayn1 dalga boylarinda maksimum verir.
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45.2. Tyon veiyon gruplarimn tanimlama reaksiyonu

Sodyum i¢in EP 2.3.1 boliimiinde yer alan iyon ve fonksiyonel grup tanimlama

reaksiyonlarinda pozitif sonug verir.

45.3. UV spektrum

Numunenin metanoldeki %0,001 (a/h)’lik ¢6zeltisinin spektrumu 210-360 nm’de

incelenir. Numunenin maksimum 289 nm de cevap vermesi beklenir.

45.4. Avrupa Farmakopesi Ek 6.1’ de yer alan polimorfizm (kristal yapi)

XR diffraktogram incelenir ve polimorf standardi ile ayn1 karakteristikleri gosterir.

45.5. Niikleer Manyetik Rezonans Spektrometri

455.1. 'H-NMR Spektrum

DMSO i¢inde ¢dziilmiis pantoprazol sodyum tek boyutlu bir *H-NMR spektrumu
Jeol 500 Lambda NMR spektrometresi kullanilarak elde edildi. Elde edilen spektrum
sekil 4.2.’de gosterilmistir (Badwan ve ark, 2002).
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Sekil 4. 2. Pantoprazol Na *H-NMR Spektrumu

455.2. ®*C-NMR Spektrum

DMSO ig¢inde ¢dziilmiis pantoprazol sodyum tek boyutlu **C -NMR spektrumu, Jeol
500 Lambda NMR spektrometresi kullanilarak elde edilmistir. Sekil 4.3.'de gdsterilen
spektrumu 24°C'de kaydedildi ve dahili olarak tetrametilsilana basvuruldu. Cesitli

rezonans bantlari i¢in atamalar1 Tablo 4.2. 'de bulunur (Badwan ve ark, 2002).
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Tablo 4. 2. *C-NMR spektrum rezonans bantlari

Kimyasal Kayma (ppm)

60,0

64,5

64,8

107,0

122,0

122,5

123,1

124,8

148,0

150,9

154,1

161,3
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454 Kiitle Spektrometresi

Pantoprazol sodyum kiitle spektrumu Sekil 4.4.” de, tanimlari ile kiitle fraksiyonlari
Tablo 4.3." te gosterilmistir. Pantoprazol sodyum molekiiler agirligi pozitif iyonizasyon
modunda c¢alisan bir Finnigan AQA LC / MS sistemi (Thermoquest) kullanilarak
belirlenmistir (probe 4.00 kV, Cone 200 V) (Badwan ve ark, 2002).

1 9
g
' <
80
0 9
]
, P
7
2 ¥
]
§u
£

788.65
832.5

) ' 400 800 1000

Sekil 4. 4. Pantoprazol Kiitle Spektrumu
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Tablo 4. 3. Pantoprazol Na **C-NMR Spektrumu

m/z Tanim Bagil Yogunluk (%)
832,5 (Pantoprazole), Na 5 12%
7885 [(Pantoprazole),Na]™* 8%
427,5 [Pantoprazole Na,]" 70%
405,5 [Pantoprazole Na,]" 90%

C14H1oN30,5Na/
N ﬁ N \
307,5 Ned g 6%
NH —_—
OCH,
C13H,N;0,5Na/
N ﬁ N \
292,5 \C—S—EZ / 2%
i —
0
C14H10N;0,5Na/
N ﬁ N \
275,5 Nt / 10%
NH —
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4.6. Pantoprazol Na icin Yapilmis Hizlandirilmis Bozunma Cahsmalari

Hizlandirilmis bozunma ¢alismalart asit, alkali, peroksit, 1s1 ve fotolitik etki
uygulanarak yapilmaktadir. Bunlara ek olarak ayni etkiler ¢oziicii iginde uygulanarak
¢oziiciiye ait piklerin ortadan kaldirilmasi saglanmaktadir. Asit, alkali, peroksit, 1s1 ve
fotolitik etki uygulanan ornekler daha sonra DAD dedektorde 180-900 nm arasinda
taramaya tutularak iiriiniin rafta yasadigi stres kosullar1 simiile edilir. Bu uygulama ayni
zamanda gelistirilen veya yiiriirliikte olan HPLC metotlarininda bozunma iirtinlerinin,
tespiti  konusunda segici olup olmadigin1 gostermektedir. Segicilik (Selectivity)
parametresi altinda yapilan bu calisma pik safligi bakilarak metodun ayrim giicii
konusundada yeterliligini sorgular. Hizlandirilmis bozunma galismalar1 sonucunda elde
edilen sonuglar ¢esitli uygunluk kriterlerine tabi tutulur. Kabul kriterleri asagidaki
gibidir.

1. Stres uygulanmamis numune ve diger stres uygulanan numunelere ait
kromatogramlarda piklerin tepe noktalar1 {ist iiste oturtularak eslestirilir. Bu eslesme

sonunda pikler en az %98 oraninda eslesmelidir.

2. Safsizliklara ait pik saflig1 verisi 990°dan az olamaz. Tablolarda 990’dan az olan pik
safligt sonuglar1 basarisiz, 990°dan fazla olan sonuclar ise basarili olarak ifade

edilmektedir.

Yapilan hizlandirilmis bozundurma c¢alismalar1 sonucunda impiiritelerde artis
oldugu gozlendi. Sicaklik altinda yapilan bozundurma calismasinda bir safsizligin
safsizlik C ile aymi alikonma zamanina sahip oldugu saptandi. Asidik bozundurma
ortaminda ise bozunma {irlinlerinin safsizlik B ve safsizlik C igine girisim yaptigi
saptandi. Bazik bozundurma kosullarinda ise bozunma iiriinleri safsizlik B, safsizlik C,
safsizlik D+F ve Pantoprazol piklerine girerek girisim yapmustir. Likit UV
bozundurmada ise safsizlik C ile aymi alikonma zamaninda bozunma iriiniine
rastlanmistir. Pantoprazol’e asidik bozundurma ortaminda girisim saptanmamistir. Bazik

ve oksidatif bozundurma kosullarinda bozundurulmamis numuneye gore Pantoprazol
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yiizdesinin daha diisiikk oldugu saptanmistir. Asidik bozunmada da ayni durum soz

konusudur. Bu sonuglar asagidaki tablolarda mevcuttur.

Tablo 4. 4. Avrupa Farmakopesi metodunda stres altinda pik safligi sonuglart™®

Bozunma Sartlari Pik Saflig1

Saf. A Saf. B Saf. C Saf. D+F Saf. E Pantoprazol
Bozundurulmamis Numune Bagarihi - - - - Basarili
Sicaklik (105°C) Bagarili  Basarili Basarisiz Basarili Basarili  Basarili
Kati Numune 360 nm UV

Bagarili  Basarili Basarili - - Basarili
151k altinda
Numune ¢ozeltisi 360 nm

Bagarili - Basarisiz - - Basarili
UV 151k altinda
1,0N HCI - Bagarisiz  Basarisiz Basarili Basarii -
1,0N KOH - Basarisiz Basarisiz - - Basarisiz
% 6’ hk H,0, Bagarili - Bagarili - - Basarili

Tablo 4.5. Avrupa Farmakopesi metodunda stres altinda safsizlik sonuglari*

Bozunma Sartlart Safsizliklar
saf. A saf. B saf. C Saf. D+F Saf. . rammlanma o
mus saf.

Bozundurulmams <0,15% Saptanmadi  Saptanmadi  Saptanmadi  Saptanmadi Saptanmadi <0,5%
Sicaklik (105°C) >0,15% >0,15% <0,10% <0,15% >0,10 % >0,10 % >0,5%
Kat1 UV <0,15% <0,15% > 0,10 % Saptanmadi  Saptanmadi <0,10% <0,5%
Likit UV >0,15% Saptanmadi > 0,10 % Saptanmadi  Saptanmadi <0,10 % <05%
1.0N HCI Saptanmadi >0,15% >0,10 % >0,15% >0,10 % >0,10 % >0,5%
1.0N KOH Saptanmadi >0,15% > 0,10 % Saptanmadi  Saptanmadi > 0,10 % >05%
% 6’ hk H,0O, >0,15% Saptanmadi > 0,10 % Saptanmadi  Saptanmadi > 0,10 % >0,5%

*2008 yilinda Avrupa Farmakopesi 7.0 boliimiinde yeralan analitik metotlarin Sandoz Syntek Proje&TLCM
boliimii Analitik Laboratuvarinda yapilan verifikasyon ¢alismasindan aliman verilerdir.
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4.7. Avrupa Farmakopesi 7.0 Pantoprazol Na Safsizhik Tayin Yoéntemi Kabul
Kriterleri

Halen EP (European Pharmacopoeia) tarafindan kullanilan Pantoprazol Na ilgili

maddeleri metoduna ait kabul kriterleri ve safsizlik limitleri asagidaki gibidir.

4.7.1. Safsizhk metodu i¢in sistem uygunlugu

1. Numune ¢ozeltisinden 1000 defa seyreltilerek hazirlanan Referans ¢ozeltisi (a)
ardisik 6 enjeksiyonunda Pantoprazol Sodyum igin piklerin alanlarinin bagil standart

sapmasi 20,0°den kii¢iik olmalidir.

2. Pantoprazol Na sistem uygunlugu c¢ozeltisinde Safsizlik E ve Safsizlik D+F

arasindaki ayrim 1,5 olmalidir.

3. Numune kromatogrami Pantoprazol Na sistem uygunlugu ¢ozeltisi kromatogrami

ile benzer olmalidir.

4.7.2. Safsizhik limitleri

1. Numune kromatograminda elde edilen Safsizlik A’ya ait pikin alani referans
cozeltisi (a) ile elde edilen kromatogramdaki ana pikin alaninin 1,5 katindan fazla
olmamalidir (maks. %0,15).

2. Numune kromatograminda elde edilen Safsizlik B’ye ait pikin alani referans
¢ozeltisi (a) ile elde edilen kromatogramdaki ana pikin alaninin 1,5 katindan fazla

olmamalidir (maks. %0,15).
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3. Numune kromatograminda elde edilen safsizlik C’ye ait pikin alam1 0,3 ile
carpilarak diizeltme faktorii uygulanir ve elde edilen deger referans ¢ozeltisi (a) ile elde

edilen kromatogramdaki ana pikin alanindan fazla olmamalidir (maks. %0,10).

4. Numune kromatograminda elde edilen Safsizlik D+F’ye ait pikin alani referans
cozeltisi (a) ile elde edilen kromatogramdaki ana pikin alaninin 1,5 katindan fazla
olmamalidir (maks. %0,15).

5. Numune kromatograminda elde edilen Safsizlik E’ye ait piklerin alani referans
cozeltisi (a) ile elde edilen kromatogramdaki ana pikin alanindan fazla olmamalidir

(maks. %0,10).

6. Numune kromatograminda elde edilen herhangi bir (spesifik olmayan) safsizliga ait
piklerin alanmi referans ¢6zeltisi (a) ile elde edilen kromatogramdaki ana pikin alanindan
fazla olmamalidir (maks. %0,10).

7.  Numune kromatograminda elde edilen toplam safsizlik alani referans ¢ozeltisi (a)

ile elde edilen kromatogramdaki ana pikin alaninin 5 katindan fazla olmamalidir (maks.

%0,5).

8. Referans ¢ozeltisi (a) ile elde edilen kromatogramdaki ana pikin alanin 0,5 katindan
kiiciik olan alanlar numune kromatograminda ihmal edilir ve hesaplama yapilmaz (maks.

%0,05).

4.8. Safsizliklar ve Siiflandirilmasi

llag, insanlik tarihi ile ayn1 yasta ¢ok eski bir kavramdir. Canlilarin hastaliklardan
korunmasi, teshis ve tedavi etmek amaciyla baglangicta dogal kaynaklar en ¢ok
yararlanilan kaynaklar olmustur. Kimya sanayinin son yiizyilda ilerlemesi eskiden dogal
kaynaklardan elde edilen ilaglarin giinlimiizde sentez yoluyla iiretilmesine olanak
saglamaktadir. Bu ilaglarin sayilari dogal kaynaklardan elde edilenlere gore cok daha

fazladir. Knorr tarafindan 1883°de Antipirin’in sentez edilmesi sentetik ilaclar alaninda
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cok Onemli bir kesiftir. Sentez yoluyla elde edilen ilaglarin sayisi arttikca sentetik
ilaglarin etkinlik, yan etkiler, kalite yoniinden kontrollerinin 6nemi anlagilmis ve
standartlarin olusturulabilmesi amaciyla Amerika’da 1906 yilinda FDA kurulmustur.
1930’ lu yillarda ABD de bir ¢ocuk surubu formiilasyonunda yapilan yanlislik, 1960’
larda Avrupa’da birgok sakat doguma neden olan “thalidomide” trajedisi, ilaglarin
tiretimin her agamasinda kalite ve safsizlik yoniinden siki kontrol edilmesi gerektigini
gostermistir. Farmasotik tirlinlerde safsizliklar, sentez, formiilasyon veya zamanla olusan
istenmeyen kimyasallardir. Miktarlari ¢ok az olsa bile farmasétik tiriiniin kalitesini bozar
ve giivenligini tehdit edebilirler. Bu nedenle saglik otoriteleri giderek safsizlik konusuna
daha kat1 6nlemler almaktadir. ingiliz Farmakopesi (BP), Amerika Birlesik Devletleri
Farmakopesi (USP) ve Avrupa Farmakopesinin (EP) son baskilarinda farmasotik
tirtinlerdeki safsizliklarin kontrolii igin gerekli analizler konusuna daha fazla yer
verilmigtir. Farmakopelerde her ilag i¢in belirli standartlar belirlenmekle birlikte tiim
diinyada gecerli ortak standartlar heniiz her ilag i¢in belirlenmemistir. Ayni etken madde
icin farkli safsizlik tamimlar1 gdzlenmektedir. Ornegin, ampisilin, amoksisilin,
sefuroksim aksetil, raniditin, siprofloksazin safsizliklari Avrupa Farmakopesi’'nde daha
genis olarak ele alinmakta, agik formiilleri, limitleri ayrintili anlatilmakta ancak, USP’de
safsizliklarin tanimlart ¢ok kisa verilmektedir. Tiim diinyada farmakopeler arasindaki
farkliliklarin giderilmesi amaciyla WHO (Diinya Saglik Orgiitii) tarafindan 1989 yil
Paris konferansinda planlanan ve ilki FDA (Amerika Gida ve ilag Idaresi) Avrupa ve
Japon Saglik otoritelerinin katilimi ve destegi ile 1990 yilinda diizenlenen ICH’de
(Uluslararast Harmonizasyon Konferansi) safsizliklar, kaynaklar1 ve limitleri tizerinde
tiim taraflarca kabul edilecek standartlar belirlenmesi kararlastirilmistir. Harmonizasyon
ile ilag ruhsatlandirmasinin tiim iilkelerde benzer standartlar ¢ergevesinde yapilmasi ¢cok
onem kazanmistir. ICH rehberlerindeki safsizlik kavraminin tanimi ve ilag etken madde

iretiminin 6nemi konusunu tezimizde detaylandiracagiz.
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4.8.1. Tlac etken maddelerinde safsizliklar

flag etken maddelerinde proses veya etken maddeden kaynaklanan safsizliklar ile

ilgili standartlar ICH’1n ve FDA’nin rehberlerinde ti¢ boliimde incelenmektedir:

1. Organik safsizliklar
2. Anorganik safsizliklar

3. Kalint1 ugucu ¢oziiciiler

4.8.1.1. Organik safsizhiklar

Ilag etken maddesinin sentezi, depolanmasi veya baska bozunmaya zorlayici
kosullarla olusabilirler. Kimyasal yapilarinin aydinlatilmasi zor olabilir. Bu safsizliklar

asagidaki bagliklar altinda incelenebilir:

1. Baslangi¢ kimyasallari: Cok kademeli sentezlerde pantoprazolde oldugu gibi her
kademede gerekli 6zen gosterilse bile son iirlinde reaksiyona girmemis baslangic
maddesi kalabilir. Pantoprazol hammaddesi iiretiminde EP farmakopesinde safsizlik C

olarak tanimlanan Merkapto safsizlig1 bu tip safsizlik i¢in bir rnektir.

2. Yan iriinler: Organik sentezlerde %100 verimle iiriin elde etmek ¢ok zordur. Her
bilesik belirli oranlarda yan tiriinler igerebilir. Yine Pantoprazol hammaddesi iiretiminde

Pantoprazol-N-Oksit safsizlig1 bu tip safsizlik i¢in bir drnektir.
3. Bozunma iirlinleri: Organik bilesikler kimyasal yapilar1 nedeniyle veya beklemeyle

bozunabilirler. Pantoprazol sentezinde asir1 oksidasyondan kaynakli Pantoprazol Siilfon

bu tip safsizliga 6rnek gosterilebilir.
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4.8.1.2. Anorganik safsizhiklar

Uretim islemlerinden kaynaklanabilirler. Bu safsizliklar arasinda;

1. Reaktif, ligand ve katalizorler

2. Agir metaller (agir metallerin en 6nemli kaynagi su ve kullanilan reaktoér ve
cihazlardir. Saf veya demineralize su ile paslanmaz veya emaye reaktdér ve cihazlar
kullanilarak kolayca bertaraf edilirler)

3. Anorganik tuzlar

4. Diger materyaller (aktif kdmiir, filtre artiklar1 v.b) sayilabilir

4.8.1.3. Kalint1 ugucu coziiciiler

Uretim proseslerinde kullanilan organik ve anorganik sivilardir, uygun ydntemlerle
kolayca bertaraf edilebilirler. Pantoprazol tiretiminde reaktif olarak kullanilan etanol son
tirtinde sinir degerlerden daha fazla miktarda kalirsa tirlinlin bozunmasini kolaylastirir ve
belirli limitlerden sonra toksik etki gosterir. Ureticiler etanol icermeyen iiriin elde
edebilmek amaciyla pantoprazol iiretiminde kurutma isleminde dikkatli olarak bertaraf
etmislerdir. Ila¢ iiriinlerinde ayrica enantiomerik safsizliklar da bulunabilir. Kiral
bilesiklerin enantiomerleri farkli farmakolojik 6zellik gdsterebilirler. Ornegin
esomeprazole (s-omeprazole) saf enantiomer halinde kullanilan ilagtir. Sentez esnasinda
olusan r-omeprazol s-omeprazol igin safsizlik olarak kabul edilmektedir. Sentezde
kullanilan yontemde her ne kadar sicaklik, siire, miktar, pH, ortam ve kullanilan

malzemeler defalarca valide edilmis olsa da, siire¢ kontrolleri her seride tekrarlanir ve
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kayitlart tutulur. Kimyasal reaksiyon esnasinda olusan {iriin, yan lriinler ile baslangi¢
madde ve safsizliklar1 sik periyotlarda HPLC, GC ve diger cihazlarda valide edilmis
yontemlerle takip edilir. Bu kontroller ayrica atik reaksiyon solventleri ve yikama

solventlerine de uygulanir.

4.8.2. Etken maddelerin safsizliklardan arindirilmasi

Saflagtirma islemleri distilasyon, katki maddeleri (aktif karbon v.b.) ilavesi, ¢ozme,
yikama, faz ayrimi (dekantasyon), istenmeyen solventin distilasyon/stripping yoluyla
uzaklastirilmasi, kolon kromatografisi, ultrafiltrasyon ve filtre iizerinde yikama ve
kurutma islemlerinin bir kismin1 veya hepsini kapsar. Saflastirma isleminin
tekrarlanamadigr bazi {rlinlerde ara iirlin (intermedier) saflagtirilarak istenmeyen
safsizliklar bertaraf edilir. Ornegin, pantoprazol iiretiminde ara iiriin olarak kullanilan
pantoprazol siilfit gerekirse birkag defa saflagtirilarak son tiriindeki safsizliklarin 6niine
gecilir. Renk verici safsizliklar ve bazilari {iriin ¢6zeltilerinde uygun aktif karbonla
kanistirip siiziilerek veya direkt aktif karbonlu filtre elemani i¢inden gegirmek suretiyle

yapilir.

4.8.3. Formiilasyondan kaynaklanan safsizhiklar

Formiilasyon sirasindaki safsizliklar yontemden, g¢evreden ve dozaj seklinden

kaynaklanabilir.

1. Yontemden kaynaklananlar:

Diklofenak sodyumun parenteral dozaj formu hazirlanirken son iiriiniin

sterilizasyonu sirasinda diklofenak sodyum, indolinon tiirevine doniisiir ve bozulur.
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2. Cevreden kaynaklananlar:

A. Ist: Bircok ilag iiriinii 1s1ya karsi dayaniksizdir. Ornegin vitaminler 6zellikle sivi

formiilasyonlarda 1s1 ile kolayca bozunurlar.

B. Isik (Ozellikle UV Isik): Bircok ilag formiilasyonu 1sik ile hizla bozunur ve etkin
dozun ¢ok altina diiserler. Bu durum, formiilasyonu isiktan koruyan ambalaj ile

Onlenebilir.

C. Nem: Higroskopik iiriinler nem ile gerek hammadde gerekse tabletlerde bozunurlar.

D. Dozaj seklinden kaynaklananlar: Genellikle sivi dozaj sekilleri, bozunma ve
mikrobiyolojik kontaminasyona daha duyarlidir. Mikrobiyolojik bozunma ile oral sivi

formiilasyonlari sagliga zararli hale dontistiiriir.

E. Bekleme (Yaslanma) ile olusan safsizliklar:

Iki grupta incelenebilirler:

e Ilac bilesenlerinin etkilesmesi: Vitaminler genellikle ¢ok labildir ve dzellikle sivi
dozaj formlarinda bekleme ile bozunur, etkilerini kaybederler. Vitamin B kompleks

enjeksiyonluk formiilasyonunda tiamin kolaylikla bozunur.

e Fonksiyonel grup ile ilgili bozunmalar: Ilacin kimyasal yapis1 bozunmas iizerinde
onemli rol oynar. Ornegin esterler dzellikle sivi dozaj formlarda kolayca bozunur.
Kimyasal yapiya bagli bozunmalar arasinda oksidasyon, fotolitik ayrigma,

karboksilasyon sayilabilir.

Farmakopelerde verilen safsizlik limitleri gerek kullanima hazir ilaglarda ve gerekse
ila¢ etken maddelerinde ICH 1n rehberinin belirttigi gibi stabilite ¢caligmalar1 sonucunda

olgiilen miktarlar olarak belirlenmistir. Ilag formiilasyonlarinda son kullanma tarihleri
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ilag hammaddelerinin stabilite verileri hazirlandiktan sonra belirlenir. Gerek USP’de
gerekse Avrupa farmakopesinde farmasotik forma getirilmis ilaglardaki toplam
safsizliklar c¢ogunlukla etken maddelerindeki toplam safsizlik limitlerinden daha
yiiksektir (Roy, 2002). Elektronik ve bilhassa bilgisayar teknolojilerinin son yirmi yil
icinde olaganiistii gelismeleri laboratuvar cihazlar1 ve bu cihazlarla yapilan arastirmalar
ayni oranda gelistirmis, ilaglardaki safsizliklarin nitelik ve nicelik yoniinden kontroliinii
kolaylastirmistir  (GC-MS/LC-MS/HPLC yontemleri). Yeni Ar-Ge teknolojileri,
ilaglardan safsizliklarin uzaklastirilmasi ve tanima imkanlarinin artirilmasi ile, ayni
zamanda gen toksisitesi gibi ¢esitli alanlardan yeni sorunlarin artmasi, daha giivenilir
ilaglarin  gelismelerini miimkiin kilmaktadir. Bu yeniliklerin timii yeni ilag
hammaddeleri Ar-Ge calismalarinda denenip ve uygulanmaktadir. Uretimi devam
etmekte olan ilag etken maddelerinin analizleri, yontemleri, tanimlari ve limitlerini
farmakopeler belirlemektedir. Firmalar ila¢ etken madde triinleri i¢in farmakopelere
uyum sertifikalarin1 uluslararasi bir organizasyondan almak zorundadirlar. Fiyat
rekabetinden daha onemli olarak kalite rekabetinin s6z konusu oldugu bu {irlinlerin
akredite/sertifikali olmasi gerekmektedir. Ayrica ilag etken madde alicilart “Stabilite
Data”lar1 ile birlikte farmakope ve ICH limitlerinin disinda, kendi firma safsizlik
limitlerini iretici firmaya gondererek istedikleri spesifikasyonlara uygun {iriin talep
etmektedirler (Impurities in New Drug Substances ICH:Q3A(R1), 2006).
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4.9. Pantoprazol Na Safsizliklar: ve Safsizhik Olusturma Sekilleri

4.9.1. Pantoprazol Siilfon (EP/USP: Safsizhk A)

4.9.1.1. Yapisi

N n N
F>HC
: Nedw 7 N
5 G |l —
(@)
H,CO OCH,;

Pantoprazol Siilfon

4.9.1.2. Kimyasal ad1

5-(diflorometoksi)-2-[[(3,4-dimetoksipiridin-2-il)metil]siilfonil]-1H-benzimidazol

4.9.1.3. Tayin metodu

Pantoprazol siilfon yiiksek basingli sivi kromatografisi ile tayin edilir.

4.9.1.4. Safsizhik olusturma sekli

Pantoprazol siilfon sentez reaksiyonlar1 sirasinda ortaya ¢ikan bir safsizlik olup,

kritik safsizlik olarak nitelendirilebilir. Diger safsizliklara nazaran etken maddenin

siilffondan temizlenmesi oldukc¢a zordur. Bu sebeple oksidasyon reaksiyonu dogru

zamanda bitirilip siilfon artigina izin verilmemelidir. Asagida goriilecegi lizere olusan

ara {irlin asir1 oksidasyona maruz kalarak kiikiirt atomu {lizerinden oksitlenmektedir.
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F,HC N ﬁ N

\c—s 22 / \ m-CPBA -
/

Pantoprazol Oksidasyonu

(0] NH —
H;CO OCH;
Pantoprazol
O N
F,HC N\C_Q Hy / \
b | —

H,CO OCH;,

Pantoprazol Siilfon

4.9.2. Pantoprazol Siilfon-N-Oksit

4.9.2.1. Yapisi

o
: |
F,HC N\C L| H, // \
b ol —

H,CO OCH,

Pantoprazol Siilfon-N-oksit

4.9.2.2. Kimyasal ad1

6-(difloroMetoksi)-2-[[(3,4-dimetoksi-1-oksido-2-piridinil)metil]siilfonil]-1H-

benzimidazol
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4.9.2.3. Tayin metodu
Pantoprazol siilfon-N-oksit yiiksek basingli s1vi kromatografisi ile tayin edilir.
4.9.2.4. Safsizlik olusturma sekli

Pantoprazol siilfon-N-oksit sentez reaksiyonlari sirasinda ortaya ¢ikan bir
safsizliktir. Bu safsizlikta asir1 oksidasyon lirlinlidiir. Pantoprazol Siilfon yine m-CPBA
ile okside olarak Pantoprazol siilfon-N-oksit safsizligini olusturur. Asagida Pantoprazol

stilfon-N-oksit olusumu verilmistir.

F,HC N

| H \ m-CPBA
\C—s———cz /

|| Pantoprazol Siilfon Oksidasyonu
(@) NH o)

Pantoprazol Siilfon

|
O N
FzHC\ N\C_!___EZ / \
b G —
0]
H,CO OCH,4

Pantoprazol Siilfon-N-oksit
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49.3. Pantoprazol-N-OKksit

4.9.3.1. Yapisi

o
: \
F,HC N\C S| H, // \
) NH —
H;CO OCH;

Pantoprazol-N-Oksit

4.9.3.2. Kimyasal ad1

6-(Diflorometoksi)-2-[[(3,4-dimetoksi-1-oxido-2-piridinil)metil siilfinil]-1H-

benzimidazol

4.9.3.3. Tayin metodu

Pantoprazol-N-oksit yiiksek basingli sivi kromatografisi ile tayin edilir.

4.9.3.4. Safsizhik olusturma sekli

Pantoprazol-N-oksit sentez reaksiyonlari sirasinda ortaya ¢ikan bir safsizliktir. Bu
safsizlikta asir1 oksidasyon iriiniidiir. Pantoprazol yine m-CPBA ile okside olarak
Pantoprazol-N-oksit safsizligin1 olusturur. Asagida Pantoprazol-N-oksit olusumu

verilmistir.
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N ]
F,HC \C_!_gz / \ m-CPBA -

/ Pantoprazol Oksidasyonu
0) NH
H;CO OCH;4
Pantoprazol
T
Q N
F,HC N || \
H
\/H—CZ 4
0 NH
H;CO OCH;4

Pantoprazol-N-Oksit

4.9.3.5. Pantoprazol Siilfit (EP/USP: Safsizhk B)

4.9.3.6. Yapisi

N
FZHC\ N\C_ S___(H:2 / \
} i —

H;CO OCH;4
Pantoprazol Siilfit
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4.9.3.7. Kimyasal adi

5-(diflorometoksi)-2-[[(3,4-dimetoksipiridin-2-yl)metil |siilfanil]-1H-benzimidazol

4.9.3.8. Tayin metodu

Pantoprazol siilfit yiiksek basingli sivi kromatografisi ile tayin edilir.

4.9.3.9. Safsizlik olusturma sekli

Pantoprazol siilfit pantoprazol sentezinde bir ara basamak {riiniidiir. Sentez

esnasinda saflastirma islemleri iyi yapilamazsa bu safsizlik son iiriine kadar tagiabilir.

4.9.4. Pantoprazol merkapto (EP/USP: Safsizlik C)

4.9.4.1. Yapisi

SH

2
/
\

Z

Pantoprazol Merkapto

4.9.4.2. Kimyasal ad1

5-(diflorometoksi)-1H-benzimidazol-2-tiol
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4.9.4.3. Tayin metodu

Pantoprazol merkapto yiiksek basingl s1vi kromatografisi ile tayin edilir.

4.9.4.4. Safsizlik olusturma sekli

Pantoprazol merkapto pantoprazol sentezinde bir baslangi¢ triiniidiir. Sentez

esnasinda saflastirma islemleri 1yi yapilamazsa bu safsizlik son iiriine kadar tagiabilir.

4.9.5. Safsizhik D+F (EP/USP: Safsizlik D+F enantiyomer karisim)

4.9.5.1. Yapisi

N i N
F,_HC
: Ne w7 N\
/
O N
C|;H3 H,CO OCH,

Pantoprazol D+F Enantiyomer

4.9.5.2. Kimyasal ad1

Safsizlik D: 5-(diflorometoksi)-2-[(RS)-[(3,4-dimetoksiypiridin-2-il)metil]siilfinil]-

1-metil-1H benzimidazol

Safsizlik F: 6-(diflorometoksi)-2-[(RS)-[(3,4-dimetoksipiridin-2-il)metil]siilfinil]-1-

metil-1H benzimidazol
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4.9.5.3. Tayin metodu

Pantoprazol D+F safsizliklari yiiksek basingli sivi kromatografisi ile tayin edilir.

4.9.5.4. Safsizlik olusturma sekli

Safsizlik D+F sentez reaksiyonlar1 sirasinda ortaya ¢ikan bir safsizliktir. Bu

safsizlikta azotun metillenmesi sonucu olusur.

4.9.6. Pantoprazol Dimer safsizhik E (EP/USP: Safsizhik E dimer yapisi)

4.9.6.1. Yapisi

H,CO OCH,

H;CO OCH;4
Pantoprazol F — H™~ =

4.9.6.2. Kimyasal ad1

6,6'-bis(Diflorometoksi)-2,2"-bis[[(3,4-dimetoksipiridin-2-il)metil]siilfinil]-1H,1'H-

5,5’-bibenzimidazolil
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4.9.6.3. Tayin metodu

Pantoprazol safsizlik E yiiksek basingli s1vi kromatografisi ile tayin edilir.

4.9.6.4. Safsizlik olusturma sekli

Safsizlik E sentez reaksiyonlar sirasinda ortaya ¢ikan bir safsizliktir. Bu safsizlikta

iki pantoprazol molekiilii birleserek dimer denilen yapiy1 olusturur.

4.10. Validasyon Tanim ve Safsizlik Validasyon Parametreleri

4.10.1. Validasyon

Bir metodun, siirecin, cihazin veya sistemin beklendigi gibi ¢alistigini ve istenen
sonuglar1 verdiginin ispatlanmasi islemlerinin tamamina validasyon denir (James ve
Gale, 2001). Disiiniilen kabul kriterleri yontemin cinsine gore (miktar tayini analizi,
safsizlik analizi) degistirilebilir. Validasyonda amag¢ yontemi iyilestirmek yada yeterli
hale getirmek degil, yontemin yeterlilik ve giivenilirlik anlaminda sartlar1 sagladigini
tespit etmektir. Bunun i¢in validasyonda 6nemli iki kriter vardir bunlar dogruluk ve
kesinliktir. ICH tarafindan farmasétiklerle ilgili olan her yontemin valide edilmesi ¢ok

onemli bir gerekliliktir.

Validasyon icin Oncelikle laboratuvar kosullar1 ve ekipmanin yeterli olmasi
gereklidir. Bu kosullar; validasyonun yapilmasina imkan saglayacak ekipman, iizerinde
son kullanma tarihi belirtilmis etiketleri bulunan reaktifler ve kullanilan aletlerde
analizci ad1, yontem adi ve hareketli faz bilesenleri seklinde siralanabilir (James ve Gale,
2001).
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4.10.2. Valide edilmesi gereken analitik prosediirler

Valide edilmesi gereken analitik prosediirler dort kisim testten olusur. Bunlar; test
numunesinin tutulma zamanini belirleyerek, analiti tanimlamada kullanilan taninma
testleri, safsizlik miktarim1 hesaplayarak safsizlik seviyesini belirlemek i¢in kullanilan
safsizlik iceriginin kantitatif olarak ol¢iildigli testler, safsizliklarin ya da kalici
¢oziiclilerin ve agir metallerin sinirlarin1 belirlemek icin kullanilan testler ve bitmis
iriinde etken maddenin miktarini belirlemede kullanilan testlerdir (Roger, 2001; James
ve Gale, 2001; ICH Q2A Text, 1995).

4.10.3. Validasyonun tekrarlanmasini gerektiren durumlar

Etken maddenin sentez metodunda, bitmis {iriiniin igeriginde ve analitik yontemde
yapilan degisiklik EP, USP ve yerel ilag otoritesi tarafindan 6nemli degisiklik kabul

edilir ve sonucunda validasyon parametreleri tekrar edilir (ICH Q2A Text, 1995).

4.10.4. Validasyon dokiimantasyonu

Dokiimantasyon islemi protokol, rapor ve test datalari icerir. Validasyona oncelikle
protokol hazirlanarak baslanilir (Ghulam, 2003). Protokol; test yontemlerini, valide
edilecek parametreleri, test drneklerinin nasil hazirlanacagini, kromatografik kosullari,

validasyon sonuglarini kabul kriterlerini icermelidir.
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Safsizlik yontemi validasyon raporu ; kullanilan aletlerin listesi, modeli, kullanilan
malzemelere ait bilgileri, kullanilan reaktif ve c¢oziciileri, numune, blank, sistem
uygunlugu ¢ozeltilerinin hazirlanisini, kromatografik kosullar1 igermelidir (James ve

Gale, 2001).

4.10.5. Validasyonun temel parametreleri

Validasyonun gergeklestirilebilmesi i¢in uygulanan parametreler; dogruluk,
dogrusallik, kesinlik (tekrarlanabilirlik, tekrar elde edebilirlik, ara kesinlik), se¢icilik,
tayin alt smiri, kantitatif alt sinir, konsantrasyon araligi, sistem uygunlugu ve

saglamliktir (James ve Gale, 2001).

4.10.5.1.Dogruluk (Accuracy)

Dogruluk gercekligi kabul edilen referans deger ile bulunan deger arasindaki
yakinligi ve uyumu ifade eder. Analitik prosediiriin belirlenen konsantrasyon araligi
iistinden yapilir (Roger, 2001). Dogrulugun tayin edilebilmesi i¢in en az 3 farkh
konsantrasyonda 3 enjeksiyon tekrari ile elde edilen 9 dataya ihtiyag¢ duyulur (ICH Q2A
Text, 1995). Analizin yapilmasi i¢in tavsiye edilen konsantrasyon degerleri LOQ diizeyi,
%100’ Lik ve %120’lik diizeyler kullanilip geri kazanim hesaplanir (Roger, 2001).
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4.10.5.2.Kesinlik (Precision)

Kesinlik ayni kosullar altinda, aynt homojenlikte hazirlanmis olan birden fazla
ornekten elde edilen Olgiim degerlerinin birbirine yakinligini ifade eder. 3 boliimden

olusur(Roger, 2001). Bunlar;

4.10.5.3. Tekrarlanabilirlik (Repeatability)

Tekrarlanabilirlik zamanin ¢ok kisa bir miiddetinde ayn1 islem sartlart (ayn1 giin,
analizci ve cihaz) altindaki kesinligi ifade eder (James ve Gale, 2001).
Tekrarlanabilirligin saglanabilmesi i¢in analitik prosediirde belirlenen konsantrasyon
araliginda en az 3 farkli konsantrasyonda 3 enjeksiyon tekrari ile elde edilen 9 dataya ya
da %100’liik test konsantrasyonundan elde edilen 6 enjeksiyon verisine ihtiya¢ duyulur

(ICH Q2A Text, 1995). Elde edilen RSD degerleri %5.0’den kiigiik olmalidir.

4.10.5.3.1. Ara Kesinlik (Intermediate precision)

Laboratuvar degisiklikleri ile ifade edilir. Farkli laboratuvar, farkli analizci, farkli
giin, farkli cihaz ile yapilan kesinlik analizidir. Cevre kosullarinda olusan degisikliklerin
analitik prosediirii nasil etkiledigini tayin eder. Tiim bu degisiklikler ayr1 degil, ayni

zamanda yapilarak degisimler tayin edilir (Roger, 2001; ICH Q2A Text, 1995).
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4.10.5.3.2. Tekrar elde edebilirlik (Reproducibility)

Calismalar arasindaki kesinligi belirlemek i¢in yapilir. Ayni anda yapilan igslemler

esnasinda yontemi standardize etmek i¢in bagvurulan bir yontemdir (Roger, 2001).

Standart sapma, bagil standart sapma, giiven araligi her kesinlik parametresi icin
hesaplanmalidir (ICH Q2A Text, 1995). Elde edilen RSD degerleri %5.0’den kiigiik

olmalidir.

4.10.5.4.Secicilik (Selectivity)

Etken madde ile yardimc1 maddeler arasinda herhangi bir etkilesim olup olmadigini

tespit etmek icin yapilir (ICH Q2A Text, 1995).

4.10.5.5.Tayin alt simir1

Etken madde ya da safsizligin dedekte edilebilecegi en diisiik konsantrasyon
degeridir (Ruperez ve ark, 2002; Roger, 2001 ). Birgok yontem ile tespit edilebilir (ICH
Q2B, 1997, ICH Validation, 1998).
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4.10.5.5.1. Gorsel degerlendirmeye dayanan yontem

Enstriimental olmayan yontemlerde kullanildigi gibi enstriimental olan yontemlerde
de kullanilir. Tayin alt smiri, etken maddenin bilinen konsantrasyonunda hazirlanan
numunesinin analizi ile giivenilir olarak tespit edilebilecegi en diisiik seviyenin

bulunmast ile belirlenir.

4.10.5.5.2. Sinyal / Giiriiltii (Signal / Noise) oranina dayanan yontem

Bu yontem baseline giiriiltlisii ile ilgilidir. Etken maddenin bilinen en disiik
konsantrasyonunda hazirlanan numunesinin 6lgiimii ile elde edilir. Sinyal / Giirilti

oraninin 3 ya da 2:1 olmasi kabul edilebilir tayin alt siniridir.

4.10.5.5.3. Elde edilen dedektor cevaplarimin standart sapmasina ve kalibrasyon

egrisinin egimine dayanan yontem

Tayin alt sinir1 bu yontemde su sekilde ifade edilir:
TAS=3306/S
o: elde edilen dedektor cevaplarinin standart sapmasi

S: kalibrasyon egrisinin egimi (slope)
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Egim etken maddenin kalibrasyon egrisinden elde edilir. Sigmanin bulunabilmesi
icin iki yol vardir; bunlardan ilki etken maddenin belirli konsantrasyonlarda hazirlanan
numunelerinin dedektor cevaplar1 arasindaki bagil standart sapma hesabi ile sigmanin
bulunmasidir. Ikincisi kalibrasyon egrisinde regresyon ¢izgisinin bagil standart sapmasi
ya da regresyon ¢izgisinin y eksenini olusturan noktalarinin standart sapmasinin sigma

olarak kullanilabildigi yontemdir

4.10.5.6. Kantitatif alt sinir

Uygun kesinlik ve dogrulukta etken maddenin kantitatif olarak tayin edilebilecegi
en diisiik sinirdir. Safsizliklarin ya da bozunma iirlinlerinin tayininde kullanilir (ICH
Q2B, 1997; ICH Validation, 1998). Bir ¢ok sekilde tespit edilebilir (Roger, 2001; ICH
Q2B, 1997)

4.10.5.6.1. Gorsel degerlendirmeye dayanan yontem

Enstriimental olmayan yontemlerde kullanilir. Kantitatif alt sinir, etken maddenin
bilinen konsantrasyonunda hazirlanan numunesinin analizi ile giivenilir olarak tespit

edilebilecegi en diisiik seviye belirlenir.

4.10.5.6.2. Sinyal / Giiriiltii (Signal / Noise) oranina dayanan yontem

Bu yontem baseline giiriiltiisii ile ilgilidir. Etken maddenin bilinen en diisiik
konsantrasyonunda hazirlanan numunesinin 6l¢iimii ile elde edilir. Sinyal / Giirilti

oraninin 10:1 olmasi kabul edilebilir kantitatif alt sinirdir.
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4.10.5.6.3. Elde edilen dedektor cevaplarimin standart sapmasi ve kalibrasyon

egrisinin egimine dayanan yontem

Kantitatif alt sinir bu yontemde su sekilde ifade edilir:

KAS=106/S
o: elde edilen dedektor cevaplarinin standart sapmasi

S : kalibrasyon egrisinin egimi (slope)

Egim etken maddenin kalibrasyon egrisinden elde edilir. Sigmanin bulunabilmesi
icin iki yol vardir; bunlardan ilki etken maddenin belirli konsantrasyonlarda hazirlanan
numunelerinin dedektor cevaplari arasindaki bagil standart sapma hesabi ile sigmanin
bulunmasidir. Ikincisi kalibrasyon egrisinde regresyon ¢izgisinin bagil standart sapmasi
ya da regresyon ¢izgisinin y eksenini olusturan noktalarin standart sapmasinin sigma

olarak kullanilabildigi yontemdir.

4.10.5.7.Dogrusallik (Linearity)

Belirlenen konsantrasyon araligi ic¢inde hazirlanan numunelerin igindeki etken
madde miktarinin konsantrasyon ile orantili olarak artmasi ile elde edilir (Roger, 2001).
Dogrusallik parametresinin incelenebilmesi i¢in en az 5 konsantrasyonda c¢alismak

gerekir (ICH Validation, 1998). Dogrusallik en kiigiik kareler yOntemine gore
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olusturulan dogrunun regresyon katsayisi ile degerlendirilir (Ruperez ve ark., 2002;
Roger, 2001). Regresyon katsayisinin karesi > 0,99 olmalidir.

4.10.5.8. Konsantrasyon arahgi (Range)

Uygun kesinlik, dogruluk ve dogrusallik seviyesini saglayan numune i¢inde bulunan
etken madde veya safsizligin {ist ve alt konsantrasyon siniridir (Roger, 2001). Etken
madde ya da bitmis {irlinde yontem validasyonunda %80 - %120 konsantrasyon araligi
olarak kabul edilir (ICH Validation, 1998). Etken madde ve safsizlik tayini tek bir
yontem ile yalmizca %100 standart kullanilarak yapiliyor ise konsantrasyon araligi
safsizligin detekte edildigi en kiigiik deger ile %120 konsantrasyon arasi olarak kabul
edilir (ICH Q2A Text, 1995).

4.10.5.9.Sistem uygunlugu ( System suitability)

Sistem uygunlugu bilinmeyenlerin analizi 6ncesinde sistemin performansini kontrol
etme islemidir. Teorik plaka sayisi, kuyruklanma faktorii, aymrim giici ve
tekrarlanabilirlik (6 kez tekrarlanan enjeksiyonlarin bagil standart sapmasi ile elde edilir)

sistemin performansini 6lgen kriterlerdir (Ghulam, 2003).
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4.10.5.10. Saglamhik (Robustness)

Yontem parametrelerinde yapilan kiiciik ama anlamli degisikliklerin yonteme olan
etkisini incelemek ve yontemin normal kosullarinda giivenilirlik sinirlarini belirlemek

amaciyla yapilir (Roger, 2001).

Yontemde yapilan degisikler arasinda ornek c¢ozeltilerini ultrasonik banyoda
bekletme siiresi ya da karistirma zamani, hareketli faz orani, hareketli faz pH’1, kolon
1s1s1, enjeksiyon hacmi, akis hizi, farkli kolon kullanimi sayilabilir (Center for Drug
Evaluation and Research, 1994; ICH Validation, 1998).

4.11. Validasyonun Kabul Kriterleri

4.11.1. Dogrusallik parametresi

Regresyon katsayisinin karesi (rz) 0,98’den az olmamalidir. Tercih edilen r? degeri
0,99°dur. Yontemde gercek degerler ile bulunan degerler arasinda farklar goriilmeye
baslandig1 zaman r* degeri 0,99°dan daha asag1 ¢ekilebilir. Eger egri dogrusal ¢ikmaz ise
elde edilen degerler dogrusal bir egri olusturacak sekilde konsantrasyon araligini
azaltmak gerekir (James ve Gale, 2001). Dogrusallik parametresinin incelenebilmesi igin

en az 5 konsantrasyonda c¢alismak gerekir (ICH Validation, 1998).
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4.11.2. Kesinlik parametresi

Etken madde ile hazirlanan ¢ozeltilerin sonuglart < =+ %10 ise ¢ok iyi, = %11 -%20
yeterli, £%21- %30 sinira yakin ama kabul edilebilir, £%30’dan fazlas1 kabul edilemez
olarak belirlenmistir. Ayrica sonuglar arasindaki bagil standart sapma %2,0’den biiyiik
olmamalidir (James ve Gale, 2001).

4.11.3. Dogruluk parametresi

Safsizlik tayini analizleri igin % 90 - % 110 smurlar iginde olmalidir (James ve
Gale, 2001).

4.11.4. Secicilik parametresi

Etken madde ile yardimci maddeler arasinda bir etkilesim olmamalidir (James ve Gale,
2001).

4.11.5. Tayin alt sinir1

Ust sinir baseline giiriiltii seviyesinin 3 kati, Sinyal/Giiriiltii oran1 2 ya da 3:1

olmalidir (James ve Gale, 2001).
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4.11.6. Kantitatif alt sinir1

Tayin alt sinirin 3 kati, Sinyal / Giiriiltii oran1 10:1 olmalidir (Ghulam., 2003).

4.11.7. Sistem uygunlugu

Etken maddenin % 100 konsantrasyonda hazirlanan ¢ozeltisinden 6 enjeksiyon
yapilarak bagil standart sapma hesaplanir bu deger % 5’den kiiciik olmalidir. Ayrica
sistem uygunlugu kromatograminda pikin kuyruklanma faktorii ve teorik plaka sayisi
degerlendirilir (James ve Gale, 2001). Kuyruklanma faktorii 2 ya da daha kiigiik, teorik
plaka sayis1 2 000°den biiyiik, ayirim giicli ve kapasite faktorii 2’den biiylik olmalidir
(Ghulam, 2003).

4.11.8. Hizlandirilmis bozundurma ¢alismalari

Stabilite testleri ilacin son kullanma tarihinden 6nce bozulmaya ugramadigindan
emin olmak igin yapilir (Barbas ve ark., 2000). Analitik yontem stabilite analizi
esnasinda, bozunma iriiniinii aktif iiriinden ayirabilmelidir (Barbas ve ark., 2000). Bu
yiizden segilen analitik yontem ile bilinmeyen safsizliklar1 tespit etmek ve etken madde
ya da bilinen safsizliklarin bozulmasini tespit edebilmek i¢in hizlandirilmis bozundurma
caligmalar1 yapilir. Boylece hizlandirilmis bozundurma ¢aligmalari ile molekiiliin gercek

stabilitesi belirlenmis ve kullanilan analitik yontemin stabilite analizi performansi valide

edilmis olur (ICH QIA (R2), 1998).
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4.11.9. Literatiirlerde yapilmis hizlandirilmis bozundurma ¢alismalarn

uygulamalar

Asidik ortam pH 3,0 ve bazik ortam pH 8,0 gibi farkli pH ortamlarinda bekletmek,
%0,3 H,0, ile okside etmek, 1 saat kadar 120°C’de bekletmek (Lambropoulos ve
Bergholdt, 2000; Mitakos ve Panderi , 2002; Barbas ve ark., 2000) hizlandirilmis
stabilite sartlar1 i¢in kullanilan sicakliklarin £10°C sicaginda bekletmek, UV lamba
15181na  24-48 saat maruz birakmak, nemli ortamda ve etkili goriintir 151k altinda

bekletmek olarak siralanabilir (ICH QIA(R2), 2003).

4.12. Kromatogram Uygunluk Terimleri ve A¢iklamalari

4.12.1. Kapasite Faktorii (k")

Alikonma faktorii’de denir ve k' ile sembolize edilir. Kolonda ¢6ziinen 6rnegin gog
hizin1 agiklamada sik¢a kullanilan 6nemli bir terimdir. Kapasite faktoriiniin sayisal
degeri 1’den ¢ok kiiglik olursa eliisyon ¢ok hizli olacagindan alikonma zamaninin tayini
zorlagir (Center for Drug Evaluation and Research., 1994). Tersi durumda, Kapasite
faktoriiniin 20-30°dan biiyiik olmasi durumundaysa elliisyon zamani asirt uzun olur.
Idealde, kromatografik analizler kapasite faktdriiniin 2 < k' < 10 oldugu durumlarda
gerceklestirilir.(Ergeng ve ark., 1999)

K'= (t-t0) / to
k' : Kapasite faktorii
to : Olii zaman (dk)

t; : Tutulma zamani (dk)
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4.12.2. Teorik Plaka Sayisi (N)

N ile sembolize edilir. Kolonun doldurma materyalinin ozellikleri ve kiitle
transferinin basarisi ile ilgili bir 6lgtidiir. N ne kadar biiyiik olursa, 0 kadar komplike
ornekler, 0 kolon ile basariyla ayristirilabilir (Center for Drug Evaluation and Research,
1994).

tr : Etken maddenin tutulma zamani ( dk)

tw : Pikin baseline iizerindeki iki kenarinin arasindaki genislik

4.12.3. Ayirma Faktorii (a)

Ayirma faktori birbiri ile iligkili iki pikin bagil tutulmalarina denir. Mobil ve sabit
fazin dzellikleri ile sicakliktan etkilenir. Iki pikin kapasite faktorleri oranidir (Ergeng ve

ark., 1999).

a = ki/k;

Ko: Sonraki pikin kapasite faktorii

ki: Onceki pikin kapasite faktorii
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4.12.4. Kuyruklanma Faktorii (T)

Kuyruklanma faktorii kromatografik yontemde pikin asimetrisini 6lgmek icin

kullanilan degerdir (James ve Gale, 2001).
T=W/2f
W : Pik yiiksekliginin karesinin %5°1 kadar olan pik genisligi

f : Pikin 6n kenarindan maksimum dikeyine olan uzakligi

4.12 5. Pik simetrisi

Pikin simetrisi yiliksekliginin %10’lik kismindan Olgiiliir (James ve Gale,

2001).1deal simetrinin degeri 1 olup, eger;
<l ise pik saga dogru yatik (fronting)
>1 ise pik sola dogru yatik (tailing)

sekilde asimetrik olur.

65



4.12.6. Ayirma Giicii (R)

R ile sembolize edilir. Birbirini takip eden iki adet bilesene ait piklerin birbirinden
aymrimlarinin basarisini gosterir. Takip eden piklere ait maksimumlar aras1 mesafenin iki

pik’e ait genisliklerin toplamina boéliinmesiyle hesaplanir (James ve Gale, 2001).
R=(Vro-Vro)/[(W1tW,)/2]

Vg, : Ikinci pikin tepe noktasindan baslangi¢ noktasina olan uzaklik

VR; : Birinci pikin tepe noktasi baslangi¢ noktasina olan uzaklik

w; : Birinci pikin baseline tizerindeki genisligi

w,: Ikinci pikin baseline iizerindeki genisligi

4.12.7. Tutulma zamani (tg)

Mobil faz igerisinde gelen, analizi yapilacak maddeye ait bilesenlerin sabit faz ile
etkilesime girerek belirli oranda tutulmasi daha dogrusu yavaslatilmasi ve bdylece daha
ge¢ olarak sabit fazi terketmesi olayidir . Bu o6zellikten yola ¢ikilarak, belirli sabit
analitik kosullar altinda, her kimyasal madde i¢in parmakizi niteligi tastyan alikonma
zamani (retentiontime-tg) tanimi tiliretilmistir. Bu kavram belirli sabit deneysel
kosullarda analizi yapilan maddenin sabit fazi terketmesi ve dedektdre ulagsmasi igin

gecen siireyi gostermektedir.
tr= Vr/F
Vr : Cozeltiyi elue etmek icin kolondan gegen ¢dziicli hacmi

F : Akis hiz1
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4.13. istatistiksel Terimlerin Tanimlari
4.13.1. Standart Sapma (SD)

Standart sapma analizle ilgili sistematik hatanin Olgiisiidiir. Her bir degerin
ortalamadan sapmasinin karelerinin toplaminin serbestlik derecesine boliimiiniin kare
koki ile ifade edilir. Serbestlik derecesi sayisi, bir standart sapma hesaplamasinda

kullanilan bagimsiz veri sayisini gosterir (Skoog, 1996; Gennaro, 1985).

N
/12 _
o = N (Xi—X)Z
i=1

Standart sapma genel olarak niceliksel dlgekli sayilar i¢in en ¢ok kullanilan verilerin
ortalamaya gore yayilmasini gosteren bir istatiksel ol¢iidiir. Eger birgok veri ortalamaya
yakin ise, standart sapma degeri kiicliktiir; eger bircok veri ortalamadan uzakta
yayilmislarsa standart sapma degeri biiyiik olur. Eger biitiin veri degerleri tipatip ayni ise

standart sapma degeri sifirdir.
4.13.2. Bagil Standart Sapma (RSD)

Bagil standart sapma, standart sapmanin numunelerin ortalamasina boliimii olarak

ifade edilir (James ve Gale, 2001).
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100.SD
RSD = ——=
X

SD: Standart sapma

X: Numune degerlerinin ortalamasi

4.13.3. Ortalamanmin Giiven Arahg (p)

Omegin yeterince biiyiilk olmamasi veya bir ornekten elde edilen istatistigin bir
baska drnekten saglanan istatistikle ayni olmayis1 yliziinden anakiitle parametresini bir
noktada tahmin etmek yanlis sonuglar dogurabilir. Bu ylizden anakiitle parametresi
belirli bir hata seviyesi goz Oniine alinarak belirli bir aralikta aranir. Hata terimini a ile
gosterirsek, 1-a  gliven seviyesinde aralik tahmini yapabiliriz. Hata terimi normal
egrinin her iki ucunda esit olarak yer alir. Bu a/2’ lik hata terimine karsilik gelen + Z
degerleri belirlenerek 6rnek dagiliminin standart hatasi ile ¢arpildiginda hata pay: elde
edilir. Hata paymin 6rnek istatistigine eklenip ¢ikarilmasi ile aralik tahmini yapilir. Bu
sekilde, anakiitle parametresinin belirli aralikta yer aldigini, 1-a giiven seviyesinde
sOyleyebiliriz. Gliven sinirlarindan kiiciik olanina alt gliven siniri, biiyiigiine ise iist
giiven sinir1 denir. Hata terimi kiiglildiik¢e giiven araligi genisler. Giiven siirlarinin

belirlenecegi olasilik seviyesine gore Z degeri degisir (Skoog, 1996; Gennaro, 1985).

z.SD
Vn

X: Numune degerlerinin ortalamasi

n=3x+

SD: Standart sapma

n: Deger sayisi
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4.13.4. Standart Hata (STH)

Her bir ortalamanin standart sapmasi ortalamanin standart hatasi olarak bilinir.
Standart sapma degerinin veri sayisinin karekokiine boliinmesi ile elde edilen degerdir

(Gennaro, 1985; Kayaalp, 1998).

STH =

BliS

4.13.5. En Kiiciik Kareler Yontemi

Bir grafikteki noktalarin ¢izilen dogrudan olan diisey sapmasi artik olarak
adlandirilir. En kiigiik kareler yontemi ile elde edilen dogru, biitlin noktalarinin
karelerinin toplamini en aza indiren bir dogrudur. En kiiciik kareler yontemi, birbirine
bagl olarak degisen iki fiziksel biiylikliik arasindaki matematiksel baglantiyr, miimkiin
oldugunca gercege uygun bir denklem olarak yazmak icin kullanilan, standart bir
regresyon yontemidir. Bir baska deyisle bu yontem, 6l¢lim sonucu elde edilmis veri
noktalarina "miimkiin oldugu kadar yakin" gegecek bir fonksiyon egrisi bulmaya yarar.
En kiigiik kareler yontemi, bir dogru denkleminin verdigi (teorik) y degerleri ile
Olctimlerin verdigi (gercek) y degerleri arasindaki farklarin karelerinin toplamin
kiiciiltme fikrine dayanir. Bu yontem, denklemdeki a ve b sayilarini, bahsedilen kareler
toplamini en kii¢iik yapacak sekilde seger ve adini1 da buradan alir. (Skoog, 1996; Ergeng
ve ark., 1999)
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4.13.6. Dogrunun egimi

Dogrunun egimi ya da gradyani o dogrunun dikligini, egimliligini belirtir. Daha
bliyiik egim, daha egimli bir dogru demektir. Egim, bir dogrunun herhangi iki noktasi
arasindaki dikey degisimin yatay degisime orani olarak tanimlanabilir. Bir dogru

tizerinde (X1,Y1) Ve (X2,Y2) koordinatlarinda iki nokta verildiginde dogrunun egimi

_ 2 —y1)
(x2 — x1)

formiilii ile bulunabilir.

4.13.7. Dogrunun kesme noktasi

y = ax + b denkleminde hesaplanan a ve b degerleri yerine konularak dogru
denklemi bulunur. y = ax + b denkleminde a egimi ve b de y eksenini kesim noktasini

gosterir. Cilinkii x = 0 oldugunda y = b olur.

4.13.8. Korelasyon katsayisi

Korelasyon katsayis1 iki degisken arasindaki birlesimin Ol¢iimiiniin derecesidir.
Korelasyon, olasilik kurami ve istatistikte iki rassal degisken arasindaki dogrusal

iliskinin yoniinii ve giliciinii belirtir. Genel istatistiksel kullanimda korelasyon,
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bagimsizlik durumundan ne kadar uzaklasildigini gosterir. Farkli durumlar i¢in farkli
korelasyon katsayilar1 gelistirilmistir. Bunlardan en iyi bilineni Pearson ¢arpim-moment
korelasyon katsayisidir. Iki degiskenin kovaryansinin, yine bu degiskenlerin standart
sapmalarinin ¢arpimina boliinmesiyle elde edilir. Pearson ismiyle bilinmesine ragmen

ilk olarak Francis Galton tarafindan bulunmustur.

X XiYi _ 2l =) (i — )]
Jz 2y V=D EI0: - 972

4.13.9. Tayin alt sinir1

Tayin smiri; analitin - analitik bir islemle tayin edilebilecek en diisiik
konsantrasyonudur (Zhang ve Haemers, 1991; Vega ve Sola, 2001). Tayin siirinin
belirlenmesi aletli ve aletsiz olmak iizere yonteme gore degisir. Aletli islemlerde bilinen
en diisilk konsantrasyonda analit igeren Ornek sonuglarinin koér sonuglariyla
karsilagtirilmasiyla yani sinyal/giiriiltii oran1 ile belirlenir. Genelde sinyal/giiriiltii orani

2:1 veya 3:1 olarak kabul edilir (Mitakos ve Panderi, 2002; Ergeng ve ark., 1999 ).

Elde edilen dedektor cevaplarinin standart sapmasina ve kalibrasyon egrisinin

egimine dayanan yontemdir.
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Tayin alt sinirt bu yontemde su sekilde ifade edilir:

TAS—33G
=333

o: elde edilen dedektor cevaplarinin standart sapmasi

S : kalibrasyon egrisinin egimi (slope)

4.13.10. Kantitatif alt simir

Kantitatif alt sinir; analitik bir yontemle analitin, uygun dogruluk ve kesinlikle tayin
edilebilecek en diisiik konsantrasyonudur. (Zhang ve Haemers A., 1991; ). Analitin
bilinen miktarlarda azaltilmasiyla hazirlanan 6rnekler dlgiiliir ve kabul edilebilir kesinlik
ve dogruluga sahip en diisiik miktar tespit edilir. Kantitatif tayin alt sinir1 genelde
varyasyon katsayisi ile varyasyon katsayisinin %15-20 yi asan konsantrasyonlariyla
ifade edilir. Pek ¢ok durumda kantitatif tayin simiri, tayin smirinin iki, ¢ katidir
(Cinquina ve ark., 2003). Elde edilen dedektor cevaplarinin standart sapmasina ve

kalibrasyon egrisinin egimine dayanan yontemdir.

Kantitatif alt sinir bu yontemde su sekilde ifade edilir:

o : elde edilen dedektor cevaplarinin standart sapmasi
S : kalibrasyon egrisinin egimi (slope)
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4.13.11. iki ortalamanin karsilastirilmasi

Iki ortalamanin karsilastirilmasi ayni analizin iki takimimnin ortalamasi arasindaki bir
farkin gercek olup olmadigini ve numunelerin farkli olup olmadiginin veya farkliligin
rastgele hatalarin basit bir sonucu olup olmadignin anlasilmasi i¢in kullanilan bir
yontemdir (Skoog, 1996).

L E@-®)
1 1

[(ny — Ds? + (n, — Ds3]
(ny +ny —2)

2
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5. GEREC VE YONTEM

5.1. Kimyasal Maddeler

Pantoprazol Na Sesquihydrate ¢alisma standarti, Pantoprazol D+F ¢alisma standarti,
Pantoprazol Siilfon ¢alisgma standarti, Pantoprazol-N-Oksit c¢alisma standarti,
Pantoprazol Merkapto c¢alisma standart1 ve Pantoprazol Siilfit Calisma standarti Sandoz
Synthek ilag Hammaddeleri Proje & TLCM boliimii sentez laboratuvari tarafindan

sentezlenmistir.

Potasyum dihidrogen fosfat (JT Baker)
Dipotasyum hidrogen fosfat (Merck)
Potasyum hidroksit (Merck)
Kromatografik saflikta Asetonitril (Merck)
HCI (Merck)

Hidrojen peroksit (Merck)

Validasyonda  kullanilan kromatografik safliktaki su Merck Milipore su sistemi
tarafindan saglanmaktadir. Kullanilacak Pantoprazol Na bitmis iiriinii Sandoz Synthek

llagc Hammaddeleri tarafindan saglanmustir.

5.2. Gerecler

HPLC sisteminde Agilent G1311A QuatPump HPLC pompa G1379A Degasser gaz
uzaklastirici, G1329A ALS Autosampler , G1315B DAD dedektor, G1316A Colcom
kolon firin1, 100 pL’lik loop kullanilmistir. UPLC sisteminde Dionex Ultimate 3000
model pompa, Ultimate 3000 model Autosampler, Ultimate 3000 model DAD dedektor,
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Ultimate 3000 model gaz uzaklastirict ve 100 pL’lik loop kullanilmigtir. Metod
gelistirme denemeleri ve validasyonda ise Waters X-Terra RP Cyg (4,6 X 150 mm 5um),
Zorbax SB Cig (4,6 x 100mm 3,5um), Agilent Rapid Resolution Cig (4,6 x 150mm
1,8um), Hypersil Gold Thermo Seperation Cig (4,6 X 150mm 3um), Agilent Rapid
Resolution Cig (4,6 x 250mm 5um), Thermo Seperation Hypersil Cig (4,6 x 250 mm
S5um, Phonemenex Cg (4,6 x 250mm 5um), Agilent SB-Phenyl Cig (4,6 X 250 mm 5
um) Ozelliklerinde kolonlar kullanilmistir. UPLC metot gelistirmeleri ¢alismasinda ise
Acquity UPLC Beh Phenyl Column, (2,1 x 100mm 1,7um 130A) kolon ile Restek Ultra
Biphenyl Cig (2,1 x 100mm 3,0 pm) kullanilmistir. Orneklerin siiziilmesi icin 0,45 um
naylon filtreler kullanilmistir. Tartimlar i¢in Metler Toledo terazi, pH Ol¢timleri igin
Metrohm 780 pH metre ve elektrodu kullanilmistir. pH metre kalibrasyonu igin pH=1,
pH=7 ve pH=12 ¢ozeltileri kullanilmustir. Isolab A tipi pipetler, Bandelin Sonorex
model ultrasonik banyo kullanilmistir. Cozeltilerin hazirlanmasinda Labor magnetik
karistiricr kullanilmustir. Tiim analizler Sandoz Synthek Ilac Hammaddeleri Sanayi ve

Ticaret A.S Proje & TLCM Boliimii Analitik Laboratuvarinda yapilmistir.

5.3. Safsizlik Tayini Analitik Metod Validasyonunda incelenecek Parametreler

Asagidaki parametreler Pantoprazol Na’un ilgili maddeler yontemi icin analitik

metod validasyonunda incelenecektir:

e  Spesifiklik (Selectivity)
e  Dogrusallik (Linearity)
e  Dedeksiyon Limiti (Limit of detection)
e Kantitasyon Limiti (Limit of quantitation)
e Aralik (Range)
e  Dogruluk (Accuracy)
e Kaesinlik (Precision)
1. Tekrarlanabilirlik (Repeatability)
2. Ara Kesinlik (Intermediate precision)

3. Tekrar Uygulanabilirlik (Reproducibility)
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e Saglamlik
1. Cozelti Stabilitesi (Solution stability)
2. Metot Parametreleri Degisiklikleri (Influence of variation of test parameters)

5.4. Validasyon Kromatografik Kosullar:

5.4.1. HPLC Kromatografik kosullar:

Kolon : Agilent Zorbax SB Phenyl Cyg (4,6 x 250 mm 5,0 um)
Dalga Boyu (nm) : 290nm ve 305nm (DAD veya MWD veya VWR dedektor)
Sicaklik :25,0°C

Tray Sicakligi :4,0°C

Akis Hizi 1,0 mL/dak

Enjeksiyon Hacmi : 20 pLL

Enjeksiyon Siiresi : 30 dakika

5.4.2. UPLC Kromatografik kosullar:

Kolon : Restek Ultra Biphenyl Column Cig (2,1 x 100 mm 3,0 um)
Dalga Boyu (nm) : 290nm ve 305nm (DAD veya MWD veya VWR dedektor)
Sicaklik :25,0°C

Tray Sicaklig1 :4,0°C

Akis Hiz 10,25 mL/dak

Enjeksiyon Hacmi : 3,5 uL

Enjeksiyon Siiresi : 15 dakika
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5.5. Mobil Fazin Hazirlanmasi

5.5.1. Tampon c¢ozeltisinin hazirlanmasi

1,495 g Potasyum dihidrojen fosfat ve 0,2625 g Dipotasyum hidrojen fosfat
hassas olarak tartilir, 500,0 mL’lik balon jojeye aktarilir. Destile su ile ¢oziilerek

hacmine tamamlanir, karistirilir. pH 7,4’¢ 0,1 N Potasyum hidroksit ile ayarlanir.

5.5.2. Mobil fazin hazirlanmasi

65:35(v/v) tampon ¢ozeltisi/Asetonitril karistirilir, degaze edilir.

5.6. Validasyonda Kullamlacak Cozeltilerin Hazirlanmalari ve Hesaplamalar

5.6.1. Blank cozeltisinin hazirlanmasi

Mobil faz HPLC vialine aktarilir.

5.6.2. Standart ¢ozeltisinin hazirlanmasi

5,00 mg Pantoprazol Na, 5,00 mg Pantoprazol Merkapto, 7,50 mg Pantoprazol D+F,
5,00 mg Pantoprazol Sulfit 7,50 mg Pantoprazol Sulfon ve 5,00 mg Pantoprazol-N-Oksit
standard1 hassas olarak tartilarak 100,0 mL’lik balon jojeye transfer edilir. Ultrasonik
banyoda 2 dakika tutularak ¢oziinmesi saglanir. Hacme mobil faz ile tamamlanir,
karistirtlir (Stok standard ¢ozeltisi). Bu ¢ozeltinin 2,0 mL’si 100,0 mL’ye mobil faz ile

tamamlanir, karistirilir. 0,45 pm filtreden siiziilerek HPLC vialine alinir.
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5.6.3. Numune ¢ozeltisinin hazirlanmasi

50,00 mg Pantoprazol Na numunesi hassas tartilarak 50,0 mL’lik balon jojeye
transfer edilir. 10,0 mL mobil faz ilave edilir, ultrasonik banyoda tutularak ¢oziinmesi

saglanir. Hacme mobil faz ile tamamlanir ve karistirilir. HPLC vialine aktarilir.

5.6.4. Hesaplamalar

AN CSaf51zhk std.
X X Px100 % Spesifik bilinmeyen/ bilinen safsizlik
ASaf51zhk std. CN
An CPantoprazoI Na % SpESiﬁk olmayan herbir bilinmeyen
X X P x100
APantoprazoI Na CN safsizlik
An : Numune ¢6zeltisinde safsizliga ait alan

Asarsta - Standart ¢ozeltisinde safsizlik standardi/Pantoprazol Na’a ait alan
Csafsta  :Standart ¢ozeltisinde safsizlik standardi/Pantoprazol Na’a ait konsantrasyon
Cn : Numune ¢o6zeltisinin konsantrasyonu

P . Potens degeri ondalik say1 olarak as-is lizerinden yuvarlama yapilmadan

alinir. (Ornegin Potens= % 99,8 ise hesaplamalarda 0,998 kullanilir).
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5.7. Spesifiklik

Etken maddeye ait biitiin mevcut safsizlik/bozunma iiriinleri spike yapilarak
spesifiklik, impiiriteler ve aktif madde arasindaki elde edilebilen ayrim gosterilir. Blank,
herhangi bir girisimin olmadigimi gostermek i¢in kullanilir. Tiim safsizliklar ve test
edilen madde ayr1 ayr1 analiz edilip tanimlanmali ve ayrimlart gosterilmelidir. Blank,
mobil faz, safsizlik ¢ozeltileri, standart ¢ozeltisi, numune ¢ozeltisi, ilaveli (spike)

numune ¢ozeltisi, stres sartlarindaki numune ¢ozeltileri sisteme enjekte edilmelidir.

5.7.1. Safsizlik ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

5.7.1.1. Blank cozeltisinin hazirlanmasi

Mobil faz HPLC vialine aktarilir.

5.7.1.2. Pantoprazol Siilfon (Safsizlik A) safsizhik standardinin hazirlanmasi

5,00 mg Pantoprazol Siilfon (safsizlik A) standarti hassas olarak tartilarak 200,0
mL’lik balon jojeye transfer edilir. 50,0 mL seyreltme ¢6zeltisi ilave edilir ve ultrasonik
banyoda 3 dakika tutularak c¢oziinmesi saglanir. Hacme seyreltme c¢ozeltisi ile
tamamlanir, kanstirilir (stok standart c¢ozeltisi). Bu ¢ozeltinin 3,0 mL’si 50,0 mL’ye
seyreltme ¢ozeltisi ile tamamlanir, karistirilir. 0,45 pum filtreden siiziilerek HPLC vialine
alinir (C: 0,0015mg/mL).
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5.7.1.3. Pantoprazol-N-Oksit safsizlik standardinin hazirlanmasi

5,00 mg Pantoprazol-N-Oksit standard: hassas olarak tartilarak 200,0 mL’lik balon
jojeye transfer edilir. 50,0 mL seyreltme ¢ozeltisi ilave edilir ve ultrasonik banyoda 3
dakika tutularak ¢oziinmesi saglanir. Hacme seyreltme c¢ozeltisi ile tamamlanir,
karigtirilir (stok standart ¢ozeltisi). Bu ¢ozeltinin 2,0 mL’si 50,0 mL’ye seyreltme
cozeltisi ile tamamlanir, karstirtlir. 0,45 pm filtreden siiziilerek HPLC vialine alinir

(C:0,0010 mg/mL).

5.7.1.4. Pantoprazol D+F safsizlik standardinin hazirlanmasi

5,00 mg Pantoprazol D+F safsizlik standardi hassas olarak tartilarak 200,0 mL’lik
balon jojeye transfer edilir. 50,0 mL seyreltme ¢o6zeltisi ilave edilir ve ultrasonik
banyoda 3 dakika tutularak ¢oziinmesi saglanir. Hacme seyreltme ¢ozeltisi ile
tamamlanir, kanstirilir (stok standart c¢ozeltisi). Bu ¢ozeltinin 3,0 mL’si 50,0 mL’ye
seyreltme ¢ozeltisi ile tamamlanir, karistirilir. 0,45 pm filtreden siiziilerek HPLC vialine
alinir (C: 0,0015mg/mL).

5.7.1.5. Pantoprazol Siilfit (Safsizlik B) safsizlik standardinin hazirlanmasi

5,00 mg Pantoprazol Siilfit standardi hassas olarak tartilarak 200,0 mL’lik balon
jojeye transfer edilir. 50,0 mL seyreltme ¢ozeltisi ilave edilir ve ultrasonik banyoda 3
dakika tutularak c¢Ozlinmesi saglanir. Hacme seyreltme c¢ozeltisi ile tamamlanir,
karigtirtlir (stok standart ¢ozeltisi). Bu ¢ozeltinin 2,0 mL’si 50,0 mL’ye seyreltme

¢oOzeltisi ile tamamlanir, karistirilir. 0,45 um filtreden siiziilerek HPLC vialine alinir

(C:0,0010mg/mL ).
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5.7.1.6. Pantoprazol Merkapto (Safsizlik C) safsizlik standardinin hazirlanmasi

5,00 mg Pantoprazol Merkapto standardi hassas olarak tartilarak 200,0 mL’lik
balon jojeye transfer edilir. 50,0 mL seyreltme ¢ozeltisi ilave edilir ve ultrasonik
banyoda 3 dakika tutularak c¢oziinmesi saglanir. Hacme seyreltme c¢ozeltisi ile
tamamlanir, kanstirilir (stok standart ¢ozeltisi). Bu ¢ozeltinin 2,0 mL’si 50,0 mL’ye
seyreltme ¢ozeltisi ile tamamlanir, karistirilir. 0,45 um filtreden siiziilerek HPLC vialine
alinir (C: 0,0010mg/mL ).

5.7.1.7. Standart ¢ozeltisinin hazirlanmasi

5,00 mg Pantoprazol Na, 5,00 mg Pantoprazol Merkapto, 7,50 mg Pantoprazol D+F,
5,00 mg Pantoprazol Sulfit 7,50 mg Pantoprazol Sulfon ve 5,00 mg Pantoprazol-N-Oksit
standard1 hassas olarak tartilarak 100,0 mL’lik balon jojeye transfer edilir. Ultrasonik
banyoda 2 dakika tutularak ¢oziinmesi saglanir. Hacme mobil faz ile tamamlanr,
karistirilir (stok standard ¢ozeltisi). Bu ¢6zeltinin 2,0 mL’si 100,0 mL’ye mobil faz ile

tamamlanir, karistirilir. 0,45 um filtreden stiziilerek HPLC vialine alinir.

5.7.1.8. Numune ¢ozeltisinin hazirlanmasi

50,00 mg Pantoprazol Na numunesi hassas tartilarak 50,0 mL’lik balon jojeye
transfer edilir. 10,0 mL mobil faz ilave edilir, ultrasonik banyoda tutularak ¢oziinmesi

saglanir. Hacme mobil faz ile tamamlanir ve karistirilir. HPLC vialine aktarilir.
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5.7.1.9. Tlaveli numune ¢6zeltisinin hazirlanmasi

50,00 mg Pantoprazol Na numunesi hassas tartilarak 50,0 mL’lik balon jojeye
transfer edilir. 10,0 mL mobil faz ilave edilir, ultrasonik banyoda tutularak ¢oziinmesi
saglanir. Bu numune icerisine daha 6nce hazirlanan stok standart ¢ozeltisinden 1,0 mL

ilave edilir. Hacme mobil faz ile tamamlanir ve karistirilir. HPLC vialine aktarilir.

5.7.1.10. Hizlandirilmis bozunma ¢alismalari

Stok ¢oOzeltisi numune analiz konsantrasyonunun ¢alisma c¢dzeltisindeki etken
maddenin yaklasik 10 kati konsantrasyonu olacak sekilde hazirlanir. Cozeltilerin

hazirlanis1 agagidaki gibidir:

5.7.1.10.1. Stok ¢ozeltisinin hazirlanmasi

500,00 mg numune 50,0 mL’lik balon jojeye transfer edilir.Coziicii ilave edilir ve
tamamen ¢6ziinene kadar ultrasonik banyoda tutulur. Hacme mobil faz ile tamamlanir ve

karigtirilir.

5.7.1.10.2. Bozundurmaya maruz birakilmayan numunenin hazirlanmasi

5,0 mL stok ¢ozeltisi 50,0 mL’lik balon jojeye aktarilir ve ¢oziicii ile hacme

tamamlanir.
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5.7.1.10.3. Bozundurmaya maruz birakilan numunelerin hazirlanmasi

5.7.1.10.3.1. UV 15181 altinda bozundurma

Yeterli miktarda stok numune ¢ozeltisi ve kat1 numune 360 nm’de 16-20 saat UV
151g1na maruz birakilir. Daha sonra numune hazirlama prosediiriine uygun numuneler

hazirlanir.

5.7.1.10.3.2. Termal bozundurma

5,0 mL stok ¢ozelti 50,0 mL’lik balona aktarilir ve su banyosunda geri sogutuculu
sistemde 2 saat kaynatilir. Oda sicakligina getirilerek 50,0 mL’lik balon jojeye ¢oziicii

ile yikanarak aktarilir ve ¢oziicii ile hacme tamamlanir.

5.7.1.10.3.3. Asidik bozundurma

5,0 mL stok ¢ozelti ve 5,0 mL 1,0 N HCI ¢ozeltisi 50,0 mL’lik balona aktarilir ve su
banyosunda geri sogutuculu sistemde 1-2 saat kaynatilir. Oda sicakligina getirilir ve 5,0
mL 1,0N KOH ile nétralize edilir. Bu ¢ozelti 50,0 mL’lik balon jojeye ¢oziicii ile

yikanarak aktarilir ve ¢oziicii ile hacme tamamlanir.

5.7.1.10.3.4. Bazik bozundurma

5,0 mL stok ¢ozelti ve 5,0 mL 1,0 N KOH ¢6zeltisi 50,0 mL’lik balona aktarilir ve

su banyosunda geri sogutuculu sistemde 1-2 saat kaynatilir. Oda sicakligina getirilir ve
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5,0 mL 1,0 N HCI ile nétralize edilir. Bu ¢ozelti 50,0 mL’lik balon jojeye ¢oziicii ile

yikanarak aktarilir ve ¢6ziicii ile hacme tamamlanir.

5.7.1.10.3.5. Oksidatif bozundurma

5,0 mL stok ¢ozelti ve % 6’lik H,0, (Hidrojen peroksit) 50,0 mL’lik balon jojeye
aktarilir. 4 saat oda sicakliginda bekletilir ya da 30 dakika 75 °C’de sitilir. Coziicii ile

hacme tamamlanir.

5.7.1.10.4. Bozundurmaya maruz birakilan numunelerin blank ¢o6zeltilerinin

hazirlanmasi

5.7.1.10.4.1. UV 15181 altinda bozundurma

Blank (¢oziicli) ¢cozeltisi 360 nm’de 16-20 saat UV 15181na maruz birakilir.

5.7.1.10.4.2. Termal bozundurma

5,0 mL blank (¢oziicii) ¢ozeltisi 50,0 mL’lik balona aktarilir ve su banyosunda geri
sogutuculu sistemde 2 saat kaynatilir. Oda sicakligina getirilerek 50,0 mL’lik balon

jojeye ¢oziicl ile yikanarak aktarilir ve ¢oziicii ile hacme tamamlanir.
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5.7.1.10.4.3. Asidik bozundurma

5,0 mL blank (¢oziicii) ¢ozeltisi ve 5,0 mL 1,0 N HCI ¢ozeltisi 50,0 mL’lik balona
aktarilir ve su banyosunda geri sogutuculu sistemde 1-2 saat kaynatilir. Oda sicakligina
getirilir ve 5,0 mL 1,0 N KOH ile nétralize edilerek 50,0 mL’lik balon jojeye ¢oziicii ile

yikanarak aktarilir ve ¢oziicii ile hacme tamamlanir.

5.7.1.10.4.4. Bazik bozundurma

5,0 mL blank (¢oziicii) ¢ozeltisi ve 5,0 mL 1,0 N KOH ¢ozeltisi 50,0 mL’lik balona
aktarilir ve su banyosunda geri sogutuculu sistemde 1-2 saat kaynatilir. Oda sicakligina
getirilir ve 5,0 mL 1,0 N HCI ile nétralize edilerek 50,0 mL’lik balon jojeye ¢oziicii ile

yikanarak aktarilir ve ¢oziicii ile hacme tamamlanir.

5.7.1.10.4.5. Oksidatif bozundurma

5,0 mL blank (¢oziicii) ¢ozeltisi ve % 6’lik H,O, (Hidrojen peroksit) 50,0 mL’lik
balon jojeye aktarilir. 4 saat oda sicakliginda bekletilir ya da 30 dakika 75 °C’de 1sitilir.

Coziicii ile hacme tamamlanir.
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5.7.2. Enjeksiyon sirasi

Standart ¢ozeltisi (sistem ugunlugu)

6 enjeksiyon

Blank

1 enjeksiyon

Mobil faz

1 enjeksiyon

Safsizlik ¢ozeltileri

I’er enjeksiyon

Numune ¢6zeltisi

1 enjeksiyon

Spike numune ¢ozeltisi

1 enjeksiyon

Standart Cozeltisi (sistem ugunlugu)

6 enjeksiyon*

Blank

1 enjeksiyon

Unspiked Numune Cozeltisi

1 enjeksiyon

UV Is181 i¢in blank ¢ozeltisi

1 enjeksiyon

UV Is181 i¢in (s1v1) numune ¢dzeltisi

1 enjeksiyon

UV Is181 i¢in (kat1) numune ¢ozeltisi

1 enjeksiyon

Termal bozundurma i¢in blank ¢ozeltisi 1 enjeksiyon
Termal bozundurma i¢in numune ¢ozeltisi 1 enjeksiyon
Oksidatif bozundurma i¢in blank ¢ozeltisi 1 enjeksiyon
Oksidatif bozundurma i¢in numune ¢6zeltisi 1 enjeksiyon
Bazik bozundurma igin blank ¢ozeltisi 1 enjeksiyon
Bazik bozundurma igin numune ¢ozeltisi 1 enjeksiyon
Asidik bozundurma i¢in blank ¢6zeltisi 1 enjeksiyon
Asidik bozundurma i¢in numune ¢ozeltisi 1 enjeksiyon
Blank 1 enjeksiyon
Standart Cozeltisi 1 enjeksiyon

* Tki ¢aligma birlestirildigi zaman sistem uygunlugu igin 6 enjeksiyon yapmaya gerek yoktur.
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5.7.3. Kromatografik prosediir

Hazirlanan ¢ozeltiler 1’er kez enjekte edilir. Pik purity testi, DAD (Diode Array
Dedector) veya mass spektrofotometresi kullanilarak spektrumlari alinir. Mobil faz,
blank, numune ¢06zeltisi ve bozundurma ¢alismasi ic¢in hazirlanan numuneler

karsilastirilarak bozunma tirlinleri tespit edilir.

5.7.4. Data degerlendirme

1. Standart ¢ozeltinin ardisik 6 enjeksiyonunda Pantoprazol Na, Merkapto,Pantoprazol
Siilfit, Pantoprazol-N-Oksit, Pantoprazol D+F ve Pantoprazol Siilfon’a ait piklerin
alanlarinin % RSD’si 5,0’den kiigiik olmalidir.

2. Tim piklerin RT ve RRT’leri belirlenir. Pantoprazol Na, Merkapto,Pantoprazol
Siilfit, Pantoprazol-N-OKksit, Pantoprazol D+F ve Pantoprazol Siilfon ¢ikis
zamaninda herhangi bir pik ¢itkmadig1 gosterilmelidir.

3. Biitiin mevcut safsizliklarin varliginda aktif maddenin ve bilinen safsizliklarin ilaveli

numune igerisinde rezoliisyonu gostermek i¢in datalar degerlendirilmelidir.

4. Biitiin mevcut safsizliklarin varliginda aktif maddenin ve bilinen safsizliklarin ilaveli
numune icerisinde pik safligina (peak purity) bakilir. Saflik degerleri 990’dan az

olmamalidir.
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5.8. Dogrusallik (Linearity)

5.8.1. Stok standart c¢ozeltisinin hazirlanmasi

5,00 mg Pantoprazol Na, 5,00 mg Pantoprazol Merkapto, 7,50 mg Pantoprazol D+F,
5,00 mg Pantoprazol Siilfit 7,50 mg Pantoprazol Siilfon ve 5,00 mg Pantoprazol-N-Oksit
standard1 hassas olarak tartilarak 100,0 mL’lik balon jojeye transfer edilir, mobil faz
ilave edilir. Ultrasonik banyoda 2 dakika tutularak ¢dzlinmesi saglanir. Hacme mobil faz

ile tamamlanir, karistirilir.

5.8.2. %150’lik Standart ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Stok standart ¢6zeltinin 3,0 mL’si 100,0 mL’ye mobil faz ile tamamlanir, karistirilir.

0,45 pm filtreden siiziilerek HPLC vialine alinir.

5.8.3. %120’lik Standart ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Stok standart ¢ozeltinin 2,4 mL’si 100,0 mL’ye mobil faz ile tamamlanir, karistirlir.

0,45 pm filtreden siiziilerek HPLC vialine alinir.

5.8.4. %110’luk Standart c¢ozeltisinin hazirlanmasi

Stok standart ¢ozeltinin 2,2 mL’si 100,0 mL’ye mobil faz ile tamamlanir, karistirilir.

0,45 pm filtreden siiziilerek HPLC vialine alinir.
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5.8.5. %100’liik Standart ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Stok standart ¢ézeltinin 2,0 mL’si 100,0 mL’ye mobil faz ile tamamlanir, karistirilir.

0,45 um filtreden siiziilerek HPLC vialine alinir.

5.8.6. %90’k Standart ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Stok standart ¢6zeltinin 1,8 mL’si 100,0 mL’ye mobil faz ile tamamlanir, karistirilir.

0,45 pm filtreden siiziilerek HPLC vialine alinir.

5.8.7. %80’lik Standart ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Stok standart ¢ozeltinin 1,6 mL’si 100,0 mL’ye mobil faz ile tamamlanir,

karistirtlir. 0,45 um filtreden siiziilerek HPLC vialine alinir.

5.8.8. LOQ Cozeltilerin hazirlanmasi

5.8.8.1. %50’lik Cozeltinin hazirlanmasi

Stok standart ¢6zeltinin 1,0 mL’si 100,0 mL’ye mobil faz ile tamamlanir, karistirilir.

0,45 pm filtreden siiziilerek HPLC vialine alinir.
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5.8.8.2. %45,0’lik Cozeltinin hazirlanmasi

%50’lik standart ¢ozeltinin 9,0 mL’si 10,0 mL’ye mobil faz ile tamamlanir,

kangtirilir. 0,45 um filtreden siiziilerek HPLC vialine alinir.

5.8.8.3. %40,0’hk Cozeltinin hazirlanmasi

%50’lik standart ¢ozeltinin 8,0 mL’si 10,0 mL’ye mobil faz ile tamamlanir,

karistirilir. 0,45 pm filtreden siiziilerek HPLC vialine alinir.

5.8.8.4. %35,0’lik Cozeltinin hazirlanmasi

%50’lik standart ¢ozeltinin 7,0 mL’si 10,0 mL’ye mobil faz ile tamamlanir,

karistirilir. 0,45 pm filtreden siiziilerek HPLC vialine alinir.

5.8.8.5. %30,0’luk Cozeltinin hazirlanmasi

%50’lik standart ¢ozeltinin 6,0 mL’si 10,0 mL’ye mobil faz ile tamamlanir,

karistirilir. 0,45 pm filtreden stiziilerek HPLC vialine alinir.

5.8.8.6. %25,0’lik Cozeltinin hazirlanmasi

%50’lik standart ¢ozeltinin 5,0 mL’si 10,0 mL’ye mobil faz ile tamamlanir,

karistirilir. 0,45 pm filtreden siiziilerek HPLC vialine alinir.
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5.8.8.7. %20,0’lik Cozeltinin hazirlanmasi

%350’1ik standart ¢ozeltinin 4,0 mL’si 10,0 mL’ye mobil faz

kangtirilir. 0,45 um filtreden siiziilerek HPLC vialine alinir.

5.8.8.8. %018,0’lik Cozeltinin hazirlanmasi

%50’lik standart ¢ozeltinin 3,6 mL’si 10,0 mL’ye mobil faz

karistirilir. 0,45 pm filtreden siiziilerek HPLC vialine alinir.

5.8.8.9. %15,0’lik Cozeltinin hazirlanmasi

%350’lik standart ¢ozeltinin 3,0 mL’si 10,0 mL’ye mobil faz

karistirtlir. 0,45 um filtreden siiziilerek HPLC vialine alinir.

5.8.8.10.9%012,0’lik Cozeltinin hazirlanmasi

%50’lik standart ¢ozeltinin 2,4 mL’si 10,0 mL’ye mobil faz

karistirilir. 0,45 pum filtreden stiziilerek HPLC vialine alinir.

5.8.8.11.9%10,0’luk Cozeltinin hazirlanmasi

ile

ile

ile

ile

tamamlanir,

tamamlanir,

tamamlanir,

tamamlanuir,

% 50’lik standart ¢ozeltinin 2,0 mL’si 10,0 mL’ye mobil faz ile tamamlanir, karistirilir.

0,45 pm filtreden siiziilerek HPLC vialine alinir.
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5.8.8.12.9%08,0’lik Cozeltinin hazirlanmasi

%50’lik standart ¢ozeltinin 1,6 mL’si 10,0 mL’ye

kanigtirilir. 0,45 um filtreden siiziilerek HPLC vialine alinir.

5.8.8.13.9%05,0’lik Cozeltinin hazirlanmasi

%50’lik standart ¢ozeltinin 1,0 mL’si 10,0 mL’ye

karistirilir. 0,45 pm filtreden siiziilerek HPLC vialine alinir.

5.8.8.14.9%1,0’lik Cozeltinin hazirlanmasi

%50’lik standart ¢ozeltinin 1,0 mL’si 50,0 mL’ye

karistirilir. 0,45 pm filtreden siiziilerek HPLC vialine alinir.

5.8.8.15.900,5’lik Cozeltinin hazirlanmasi

%50’lik standart ¢ozeltinin 0,5 mL’si 50,0 mL’ye

karistirilir. 0,45 pum filtreden stiziilerek HPLC vialine alinir.
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5.8.9. LOD Cozeltilerinin hazirlanmasi

5.8.9.1. %10,0’luk Cozeltinin hazirlanmasi

%100’lik standart ¢ozeltinin 10,0 mL’si 100,0 mL’ye mobil faz ile tamamlanir,

kanigtirilir. 0,45 um filtreden siiziilerek HPLC vialine alinir.

5.8.9.2. %9,0’luk Cozeltinin hazirlanmasi

%100’liik standart ¢ozeltinin 9,0 mL’si 100,0 mL’ye mobil faz ile tamamlanir,

karistirilir. 0,45 pm filtreden siiziilerek HPLC vialine alinir.

5.8.9.3. %8,0’lik Cozeltinin hazirlanmasi

%100’liik standart ¢ozeltinin 8,0 mL’si 100,0 mL’ye mobil faz ile tamamlanir,

karistirilir. 0,45 pum filtreden stiziilerek HPLC vialine alinir.

5.8.9.4. %7,0’lik Cozeltinin hazirlanmasi

%100’lik standart ¢ozeltinin 7,0 mL’si 100,0 mL’ye mobil faz ile tamamlanir,

karistirtlir. 0,45 pm filtreden siiziilerek HPLC vialine alinir.
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5.8.9.5. %6,0’lik Cozeltinin hazirlanmasi

%100’lik standart ¢ozeltinin 6,0 mL’si 100,0 mL’ye mobil faz

kanigtirilir. 0,45 um filtreden siiziilerek HPLC vialine alinir.

5.8.9.6. %5,0’lik Cozeltinin hazirlanmasi

%100’lik standart ¢ozeltinin 5,0 mL’si 100,0 mL’ye mobil faz

karistirilir. 0,45 pm filtreden siiziilerek HPLC vialine alinir.

5.8.9.7. %4,0’liik Cozeltinin hazirlanmasi

%100’lik standart ¢ozeltinin 4,0 mL’si 100,0 mL’ye mobil faz

karistirilir. 0,45 pm filtreden siiziilerek HPLC vialine alinir.

5.8.9.8. %3,0’liik Cozeltinin hazirlanmasi

%100’lik standart ¢ozeltinin 3,0 mL’si 100,0 mL’ye mobil faz

karistirilir. 0,45 pum filtreden stiziilerek HPLC vialine alinir.

5.8.9.9. %2,0’lik Cozeltinin hazirlanmasi

%100’lik standart ¢ozeltinin 2,0 mL’si 100,0 mL’ye mobil faz

karistirilir. 0,45 pm filtreden siiziilerek HPLC vialine alinir.
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5.8.9.10.9%01,0’lik Cozeltinin hazirlanmasi

%100’lik standart ¢ozeltinin 1,0 mL’si 100,0 mL’ye mobil faz ile tamamlanir,

kangtirilir. 0,45 um filtreden siiziilerek HPLC vialine alinir.

5.8.9.11.9%00,05’lik Cozeltinin hazirlanmasi

%100’likk standart ¢ozeltinin 1,0 mL’si 200,0 mL’ye mobil faz ile tamamlanir,

karistirilir. 0,45 pm filtreden siiziilerek HPLC vialine alinir.

5.9. Dedeksiyon Limiti (LOD)

LOQ i¢in hazirlanan ¢ozeltilerden dedekte edilebilen en diisiik konsantrasyonda
standart ¢ozeltileri hazirlanarak enjekte edilir. 3’er enjeksiyon yapilir. LOD
seviyesindeki ¢ozeltide pikler dedekte edilebilir olmalidir. S/N orani hesaplanir. S/N 3:1
ile 2:1 arasinda olmalidir. Hazirlanan ¢6zeltiler dogrusallik ¢aligmasi ile birlikte enjekte
edilebilir.

5.10. Kantitasyon Limiti (LOQ)

Dogrusallik i¢in hazirlanan ¢ozeltilerden en diisilk konsantrasyona sahip olan
seviyedeki ¢ozelti kullanilir ve ¢ozelti konsantrasyonundan daha diisiik konsantrasyonda
seyreltmeler yapilir. Herbir ¢ozeltiden 3’er enjeksiyon yapilir. S/N orani hesaplanir. S/N
>10:1 olmalidir. Hazirlanan ¢ozeltiler dogrusallik ¢aligmasi ile birlikte enjekte edilebilir.
Bu seviyede 1 adet standart ¢ozeltisi hazirlanir ve 6 kez enjekte edilir. % RSD’si

10,0’dan kii¢iik olmalidir.
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5.11.  Aralik (Range)

LOQ, %100 ve %120 konsantrasyonundaki standart ¢ozeltilerinin % RSD’si
5,0’den kiigiik olmalidir. Sonuglar, dogrusallik, LOD ve LOQ diizeylerini belirlemek

i¢cin hazirlanan ve enjekte edilen ¢ozeltilerden elde edilebilir.

5.12.  Enjeksiyon Sirasi

Standart Cozeltisi (sistem uygunlugu) 6 enjeksiyon
Blank 3 enjeksiyon
LOD i¢in Hazirlanan Cozeltiler* 3’er enjeksiyon
LOQ i¢in Hazirlanan Cozeltiler* 3’er enjeksiyon
% 80’lik Standart Cozeltisi 3 enjeksiyon
% 90’11k Standart Cozeltisi 3 enjeksiyon
% 100,0’liik Standart Cozeltisi 3 enjeksiyon
% 110,0’luk Standart Cozeltisi 3 enjeksiyon
% 120,0’1ik Standart Cozeltisi 3 enjeksiyon
% 150,0’1ik Standart Cozeltisi 3 enjeksiyon

*LOD ve LOQ i¢in hazirlanan ¢ozeltiler ayri enjeksiyon olarak verilebilir ya da dogrusallik igin
hazirlanan ¢ozeltiler ile birlikte enjekte edilebilir.
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5.13. Dogrusallik, LOD, LOQ ve Aralik icin Kromatografik Prosediir

Hazirlanan ¢ozeltiler 3’er kez enjekte edilir. LOD ve LOQ parametresi incelenirken,

analiz sirasinda konsantrasyon seviyeleri azaltilabilir veya ¢ogaltilabilir.

5.14.  Dogrusallik, LOD, LOQ ve Aralik icin Data Degerlendirme

Standart ¢ozeltinin  ardisik 6 enjeksiyonunda Pantoprazol Na, Merkapto,
Pantoprazol-N-Oksit, Pantoprazol Siilfit, Pantoprazol D+F ve Pantoprazol Siilfon’a ait

piklerin alanlarinin % RSD’ si 5,0’den kii¢iik olmalidir.

Her seviyede Pantoprazol Na, Merkapto, Pantoprazol-N-Oksit, Pantoprazol Siilfit,
Pantoprazol D+F ve Pantoprazol Siilfon’a ait piklerinin alanlarinin %RSD’si %5,0’den

kiictik olmalidir.

Pantoprazol Na, Merkapto, Pantoprazol-N-Oksit, Pantoprazol Siilfit ve Pantoprazol
Siilfon, Pantoprazol D+F i¢in konsantrasyon ile elde edilen piklerin alanlari arasinda
dogrusallik grafigi ¢izilir, regrasyon ve kesme noktasi (Y-intersept) ve korelasyon

katsayis1 belirlenir.

Tablo 5. 1. Dogrusallik raporlama limitleri

Korelasyon katsayisi >0,99
%Y intersept <+25
Regresyon ¢izgisinin egimi Sadece raporlanacak
Artik karelerin toplami Sadece raporlanacak
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5.15.  Dogruluk (Accuracy)

Metodun dogrulugunun kanitlanmasi amaci ile geri kazanim ¢aligmasi igin 9 tayin
yapilarak incelenir. Her bir safsizligin limit konsantrasyonun LOQ, %100°lik ve
%150’lik 3 konsantrasyon seviyesinde yapilan 3’er tayinlerinin verileri toparlanir.
Bilinen konsantrasyonda safsizliklar numuneye ilave edilir ve ayni prosediir ile analiz
edilir. Geri kazanilan safsizlik miktar1 hesaplanir ve sonuglar % geri kazanim olarak

raporlanir.

5.15.1. %L OQ Seviyesinde standart ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Boliim baglhigr 5.8.8. LOQ standartlarinin hazirlanmasi kisminda bu bilgilere yer

verilmistir.

5.15.2. %100’liik Standart ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Boliim bagligr 5.8.5. %100 standart ¢ozeltisinin hazirlanmasi kisminda bu bilgilere

yer verilmistir.
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5.15.3. %150’lik Standart ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Boliim basligi 5.8.2. %150 standart ¢ozeltisinin hazirlanmasi kisminda bu bilgilere yer

verilmistir.

5.15.4. %LOQ Seviyesinde safsizlik ilaveli numune ¢ozeltisinin hazirlanmasi

50,00 mg numune 50,0 mL’lik balon jojeye transfer edilir. LOQ seviyesine denk
gelecek impiirite miktarlart ilave edilir, ¢ozilir, karistirilir ve hacme mobil faz ile

tamamlanir. 0,45 pum filtreden siiziilerek HPLC vialine alinir.

5.15.5. %100°liik Safsizhik ilaveli numune ¢ozeltisinin hazirlanmasi

50,00 mg numune 50,0 mL’lik balon jojeye transfer edilir. Stok standart (bkz. 5.8.1.)
¢ozeltisinin 1,0 mL’si ilave edilir, ¢6zulir, kanstirihir ve hacme mobil faz ile

tamamlanir. 0,45 um filtreden siiziilerek HPLC vialine alinir.

5.15.6. %150’lik Safsizlik ilaveli numune ¢6zeltisinin hazirlanmasi

50,00 mg numune 50,0 mL’lik balon jojeye transfer edilir. Stok standart (bkz.
5.8.1.) ¢ozeltisinin 1,50 mL’si ilave edilir,karistirilir, ¢oziiliir ve hacme mobil faz ile

tamamlanir. 0,45 pm filtreden siiziilerek HPLC vialine alinir.

99



5.15.7. Enjeksiyon Sirasi

LOQ Standart Cozeltisi

3 enjeksiyon

%100’lik Standart Cozeltisi

3 enjeksiyon

%150’1lik Standart Cozeltisi

3 enjeksiyon

Blank

1 enjeksiyon

LOQ ilaveli Numune 1

1 enjeksiyon

LOQ Ilaveli Numune 2

1 enjeksiyon

LOQ Ilaveli Numune 3

1 enjeksiyon

%100’liik Ilaveli Numune 1

1 enjeksiyon

%100’liik [laveli Numune 2

1 enjeksiyon

%100’liik Ilaveli Numune 3

1 enjeksiyon

%150°lik Tlaveli Numune 1

1 enjeksiyon

%150’1ik Ilaveli Numune 2

1 enjeksiyon

%150°lik Tlaveli Numune 3

5.15.8. Kromatografik Prosediir

1 enjeksiyon

%100°’lik ve %150’lik Standart ¢dzeltinin ardigik 3’er enjeksiyonunda Pantoprazol
Na, Merkapto, Pantoprazol-N-Oksit, Pantoprazol Siilfit ve Pantoprazol Siilfon,
Pantoprazol D+F’e ait piklerinin alanlarmin % RSD 5,0’den kiigiik olmalidir.

LOQ seviyesindeki Standart ¢ozeltinin ardisik 3’er enjeksiyonunda Pantoprazol Na,
Merkapto, Pantoprazol Siilfon-N-Oksit, Pantoprazol Siilfit ve Pantoprazol Siilfon,

Pantoprazol D+F’e ait piklerinin alanlarmin % RSD 10,0’den kiigiik olmalidir.

Biitiin mevcut safsizliklarin varliginda aktif maddenin ve bilinen safsizliklarin
ilaveli numune igerisinde ayrimini gostermek i¢in datalar degerlendirilmelidir. Sistem

uygunluk parametreleri kontrol edilmelidir.
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5.15.9. Data Degerlendirme

Her bir seviye i¢in geri kazanim hesaplanir. Safsizlik limitine gore geri kazanim

sonuglarmin kabul kriterleri asagida verilmistir:

Tablo 5. 2. Geri kazanim kabul limitleri

Limit < %0,5 %80-120
Limit %0,5-5 %90-110
Limit > %5 %95-115
Her biri i¢in %80-120

5.16.  Kesinlik (Precision)

5.16.1. Tekrarlanabilirlik (Repeatability)

Metodun tekrarlanabilirligi, hazirlanan kontrol prosediiriinde tanimlanan kosullar

altinda homojen numunenin 6 tayini yapilarak hesaplanir.

5.16.2. Ara kesinlik (Intermediate Precision)

Metodun tekrarlanabilirligi, hazirlanan kontrol prosediiriinde tanimlanan kosullar

altinda homojen numunenin 6 tayini farkli bir analist tarafindan farkl bir giin, farkl bir
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cihaz, farkli bir kolon kullanilarak tayin edilir. Tekrar uygulanabilirlik yapiliyor ise bu

parametreyi incelemeye gerek yoktur.

5.16.3. Tekrar uygulanabilirlik (Reproducibility)

Metodun tekrarlanabilirligi, hazirlanan kontrol prosediiriinde tanimlanan kosullar
altinda homojen numunenin 6 tayini farkli bir analist tarafindan fakli bir giin, farkli bir

cihaz, farkli bir kolon kullanilarak farkli bir laboratuvarda tayin edilir.

5.16.3.1.Blank c¢ozeltisinin hazirlanmasi

Mobil faz 0,45 um’lik filtreden siiziiliir ve HPLC vialine aktarilir.

5.16.3.2.Standart c¢ozeltisinin hazirlanmasi

5,00 mg Pantoprazol Na, 5,00 mg Pantoprazol Merkapto, 7,50 mg Pantoprazol D+F,
5,00 mg Pantoprazol Siilfit 7,50 mg Pantoprazol Siilfon ve 5,00 mg Pantoprazol-N-Oksit
standard1 hassas olarak tartilarak 100,0 mL’lik balon jojeye transfer edilir. Ultrasonik
banyoda 2 dakika tutularak ¢ozlinmesi saglanir. Hacme mobil faz ile tamamlanir,
karistirtlir (stok standard ¢ozeltisi). Bu ¢ozeltinin 2,0 mL’si 100,0 mL’ye mobil faz ile

tamamlanir, karistirilir. 0,45 pm filtreden siiziilerek HPLC vialine alinir.

5.16.3.3.Numune ¢ozeltisinin hazirlanmasi

50,00 mg Pantoprazol Na numunesi hassas tartilarak 50,0 mL’lik balon jojeye
transfer edilir. 10,0 mL mobil faz ilave edilir, ultrasonik banyoda tutularak ¢ézlinmesi

saglanir. Hacme mobil faz ile tamamlanir ve karistirilir. HPLC vialine aktarilir
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5.16.3.4.Enjeksiyon sirasi

Standart Cozeltisi (sistem uygunlugu) 6 enjeksiyon
Blank 1 enjeksiyon
Numune Cozeltisi 1 1 enjeksiyon
Numune Cozeltisi 2 1 enjeksiyon
Numune Cozeltisi 3 1 enjeksiyon
Numune Cozeltisi 4 1 enjeksiyon
Numune Cozeltisi 5 1 enjeksiyon
Numune Cozeltisi 6 1 enjeksiyon
Blank 1 enjeksiyon
Standart Cozeltisi 1 enjeksiyon

5.16.3.5. Kromatografik Prosediir

Standart ¢ozeltinin ardisik 6’sar enjeksiyonunda Pantoprazol Na, Merkapto,
Pantoprazol-N-Oksit, Pantoprazol Siilfit ve Pantoprazol Siilfon, Pantoprazol D+F’e ait
piklerinin alanlariin % RSD 5,0’den kiigiik olmalidir. Sistem uygunluk parametreleri

incelenir.

5.16.3.6.Data Degerlendirme

Tekrarlanabilirlik i¢in hazirlanan %100’liik konsantrasyondaki 6 homojen numune
analiz edilir. Herbir impiirite sonucu i¢in % RSD hesaplanir ve impiirite limitlerine gore

asagidaki tabloya gore degerlendirme yapilir.
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Tablo 5. 3. Tekrarlanabilirlik i¢in bagil standart sapma limitleri

<%0,2 %RSD < %20, n>6
o %0,2-0,5 %RSD < %10, n>6
Tekrarlanabilirlik
%0,5- 5 %RSD < %5 , n>6
> 055 %RSD <%2,5, n>6

Arakesinlik i¢in hazirlanan % 100°lik konsantrasyonda hazirlanan 6 homojen
numune analiz edilir. Herbir safsizlik sonucu i¢in %RSD hesaplanir ve arakesinlik
parametresi incelenirken herbir safsizlik i¢in % RSD limiti tekrarlanabilirlik ile aynidir.
Tekrarlanabilirlik ile arakesinlik degerleri arasindaki farklar asagidaki tabloya gore

degerlendirilecektir:

Tablo 5. 4. Arakesinlik parametresi kabul limitleri

Gozlenen seviye %0,1'den fazla degil ise A< %0,05

Gozlenen seviye %0,2-0,3 A< %0,10
~ oA 5
Arakesinlik Gozlenen sev¥ye %0,4-0,5 A< %0,15
Gozlenen seviye %0,6-0,8 A< %0,20
Gozlenen seviye %0,9-3,0 A< %0,3
Gozlenen seviye > 3,0% A< %10 bagil

5.17.  Saglamhk

5.17.1. Cozelti stabilitesi

5.17.1.1.Standart ¢ozelti stabilitesi

Hazirlanan standart ¢ozeltisi farkli zaman araliklarinda 1’er kez enjekte edilir.

Zaman araliklar1 0-72 saatlerdir. Standart ¢ozeltisinin stabilitesine gore bu siire
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degisebilir. (Validasyon testlerinin herhangi birinde hazirlanan %100’liikk standart

cozeltisi kullanilabilir ya da yeni hazirlanir).

5.17.1.2.Numune cozeltisi stabilitesi

Hazirlanan ilavesiz numune ¢o6zeltisi farkli zaman araliklarinda 1’er kez enjekte
edilir. Zaman araliklar1 0-24 saatlerdir. Tavsiye edilen zamanlar analiz sartlarina gére
degisebilir (Tekrarlanabilirlik testinde hazirlanan numune ¢ozeltilerinden biri

kullanilabilir ya da yeni hazirlanir).

5.17.1.3.Standart ¢ozeltisinin hazirlanmasi

5,00 mg Pantoprazol Na, 5,00 mg Pantoprazol Merkapto, 7,50 mg Pantoprazol D+F,
5,00 mg Pantoprazol Sulfit 7,50 mg Pantoprazol Sulfon ve 5,00 mg Pantoprazol-N-Oksit
standard1 hassas olarak tartilarak 100,0 mL’lik balon jojeye transfer edilir. Ultrasonik
banyoda 2 dakika tutularak ¢ozlinmesi saglanir. Hacme mobil faz ile tamamlanir,
karistirilir (stok standart ¢ozeltisi). Bu ¢ozeltinin 2,0 mL’si 100,0 mL’ye mobil faz ile

tamamlanir, karistirilir. 0,45 pm filtreden siiziilerek HPLC vialine alinir.

5.17.1.4.Numune ¢ozeltisinin hazirlanmasi

50,00 mg Pantoprazol Na numunesi hassas tartilarak 50,0 mL’lik balon jojeye
transfer edilir. 10,0 mL mobil faz ilave edilir, ultrasonik banyoda tutularak ¢oziinmesi

saglanir. Hacme mobil faz ile tamamlanir ve karistirilir. HPLC vialine aktarilir.
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5.17.1.5.Enjeksiyon sirasi

Standart Cozeltisi lenjeksiyon

Numune Cozeltisi 1 enjeksiyon

5.17.1.6.Data degerlendirme

Standart ¢ozeltisinden elde edilen pik alanlarinin %RSD’si hesaplanir ve asagidaki
tabloya gore % RSD degerlendirilir.

Tablo 5. 5. Saglamlik parametresi standart kabul kriterleri

Gozlenen seviye <%0,2 <%30 bagil
Gozlenen seviye %0,2-0,5 <%20 bagil
Gozlenen seviye %0,5-5,0 <% 10 bagil
Gozlenen seviye > %5,0 < %5 bagil

Numune ¢6zeltisindeki impiiritelerin yiizdeleri hesaplanir ve asagidaki tabloya gore
%RSD’leri degerlendirilir. Numune ¢6zeltisinde raporlama seviyesi lizerinde ilave bir

pik gézlenmemelidir.

Tablo 5. 6. Saglamlik parametresi numune kabul kriterleri

Gozlenen seviye < %0,5 +%0,1 mutlak
Gozlenen seviye %0,5-5,0 <%10 bagil
Gozlenen seviye > %5,0 < %5 bagil
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5.17.2. Metot parametrelerinde yapilan degisiklikler (Influence of variation of test

parameters)

Analiz parametreleri (akis hizi, dalga boyu ve kolon sicakligy, ....vb ) degistirilir. 1

adet standart ¢o6zeltisi hazirlanir.

Standart ¢ozeltisi enjekte edilir. Degistirilen

parametreler i¢in yeni degerler asagidaki tabloya yazilir.

Tablo 5. 7. Analiz sartlarindaki degisiklik i¢in kosul tablosu

Akis Hiz1 M(;bg’faz Mobil Faz Orani SIKCZL??QI Dalga Boyu Dalga Boyu

=% 10 +%5 +%5 +5°C +5 +5

Normal 10 74 35:65 (ACN:Tampon) 25 290 305

Al 74 35:65 (ACN:Tampon) 25 290 305

A2 74 35:65 (ACN:Tampon) 25 290 305

B1 35:65 (ACN:Tampon) 25 290 305

B2 1,0 35:65 (ACN:Tampon) 290 305

C1 1,0 290 305

c2 1,0 290 305

D1 1,0 35:65 (ACN:Tampon) 290 305
D2 10 74 35:65 (ACN:Tampon)
E1 10 74 35:65 (ACN:Tampon)
E2 10 74 35:65 (ACN:Tampon)
F1 10 74 35:65 (ACN:Tampon)
F2 10 74 35:65 (ACN:Tampon)
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6. BULGULAR

6.1. HPLC Metot Gelistirme Denemeleri 1

6.1.1. Kromatografik kosullar

Kolon : Waters X-Terra RP Cyg, (4,6 X 150 mm x 5 pm)
Dalga Boyu (1) : 290 nm ve 305 nm
Sicaklik:
Kolon Sicakligi :25,0°C
Tray Sicakligi :4,0°C
Akis Hizi : 1,5 mL/dak
Enjeksiyon Hacmi :25.0 uL
Enjeksiyon Siiresi : 60 dakika
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6.1.2. Mobil Faz Cozeltilerinin Hazirlanmasi

6.1.2.1. Mobil Faz A’nin Hazirlanmasi

80 hacim distile su, 15 hacim asetonitril, 5 hacim metanol ve 0,2 hacim trietilamin

kanstirilir. Cozeltinin pH’1 fosforik asit ile 6,50 + 0.05’e ayarlanir.

6.1.2.2. Mobil Faz B’nin Hazirlanmasi

80 hacim asetonitril ile 20 hacim su karistirilir, degaze edilir.

6.1.2.3. Coziiciiniin hazirlanmasi

80 hacim su, 15 hacim asetonitril, 5 hacim metanol ve 0,2 hacim trietilamin ile
karigtirthir, filtreden stiziiliir ve degaze edilir. Cozeltinin pH’1 ortofosforik asit ile 10,00

+ 0,05’e ayarlanir.

6.1.2.4. Sonuglar

Bu gelistirme denemelerinde pikler arasindaki rezoliisyonun ko6ti ve analiz
siiresinin ¢ok uzun oldugu goriildii. Ayrica bazi1 piklerin kromatogramda ¢ikmadigi
saptandi. Bu mobil faz ve c¢oziicii varliginda farkli akis denemeleri ile yapilan

calismalara ait 6rnek kromatogramlar asagidadir.
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Tablo 6. 1. Metot denemeleri akis degisim programi 1

Siire (dak.) Mobil Faz A Mobil Faz B

0 100

5 100

0
0
10 95 5
20 95 5

25 60 40

35 60 40

40 100 0
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Resim 6. 1. Metot denemesi 6rnek kromatogram 1
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Kromatografik kosullar sabit tutularak sadece gradient programin degistirilmesi

sonucu asagidaki kromatogramlar elde edilmistir.

Retention | Flow %B %C %D Curve
[min] [mlfmin]
1 0,000 1,500 5.0 0.0 oo
2 o.aoo 1.500 5.0 0.0 0.0
3 L.aoo 1.500 15.0 0.0 0.0
4 10,000 1.500 15.0 0.0 0.0
5 20,000 1.500 40,0 0.0 0.0
B 35,000 1.500 40,0 0.0 0.0
[ 40,000 1.500 5.0 0.0 0.0
Resim 6. 2. Metot denemeleri akis degisim programi 2
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Resim 6. 3. Metot denemesi 6rnek kromatogram 2
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] %B %C %D Curve
[min] [ml/min]
1 1.500 0.0 0.0 0.0
2 0.000 1.500 0.0 0.0 0.0
3 5.000 1.500 E.0 0.0 0.0
4 10,000 1.500 5.0 0.0 0.0
5 20,000 1.500 10.0 0.0 0.0
6 35.000 1.500 15.0 0.0 0.0
7 40,000 1.500 5.0 0.0 0.0

Resim 6. 4. Metot denemeleri akis degisim programi 3
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Resim 6. 5. Metot denemesi 6rnek kromatogram 3
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Retention Flow

. . HWB W %D Curve
[min] [milfmin]
1 1,200 0.0 0,0 o0 B
2 0.aao 1.200 0.0 0.0 0.0
3 10.000 1.200 0.0 0.0 0.0
4 z0.oano 1.200 5.0 0.0 0.0
5 40,000 1.200 40,0 0.0 0.o
B 45.000 1.200 0.0 0.0 0.0

Resim 6. 6. Metot denemeleri akis degisim programi 4
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Resim 6. 7. Metot denemesi 6rnek kromatogram 4
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Retention Flows

. o B Wi %D Curve
[min] [mlfmin]
1 1.200 0.0 0.0 0.0 S
2 0.ooo 1.200 0.0 0.0 0.0
3 G000 1.200 0.0 0.0 0.0
4 10,000 1.200 5.0 0.0 0.0
5 20,000 1.200 5.0 0.0 0.0
[ 25,000 1.200 30.0 0.0 0.0
T E&.000 1.200 30.0 0.0 0.0
8 BO.000 1.200 0.0 0.0 0.0

Resim 6. 8. Metot denemeleri akis degisim programi 5

O34 129 Far iz ST WS 1

] N2 o

i ]
00 n =
1
g
LR
]
"y
0
1z
i
4l i
it
[
: T
23
3
A
¥
!
b o
on
to "
rg
g
n [
T e EE 9
] . | z
'] Y] ;m' c
. io N $
; ol :
100+ c F:
} :-
C
F
c
3

URkAown NS.S -

W= Unknown Mo
T Uk &
e

=

[T Nk ovren Mo T
P ——

=

Resim 6. 9. Metot denemesi 6rnek kromatogram 5
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€8 | =l || | L | I =

Retention Flow
[min] [milfmin]
1.200
0.a0o0 1.200
L.000 1.200
10,000 1.200
20,000 1.200
25,000 1.200
50,000 1.200
G0.000 1.200

B % C YD Curve

0.0 0.0 0.0 S
0.0 0.0 0.0
0.0 0.0 0.0
5.0 0.0 0.0
5.0 0.0 0.0

25.0 0.0 0.0

Z25.0 0.0 0.0
0.0 0.0 0.0

Resim 6. 10. Metot denemeleri akis degisim programi 6
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Resim 6. 11. Metot denemesi 6rnek kromatogram 6
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Retention | Flow %B %C %D Curve
[min] [mlfmin]
1 0.000 1.200 0.0 0.0 oo e
2 0.000 1.200 n.o 0.o 0.0
3 L.00o 1.200 n.o 0.0 0.0
4 10,000 1.200 5.0 0.0 0.0
5 20,000 1.200 b.0 0.0 .o
B ch. 000 1.200 20,0 0.0 0.0
T L0000 1.200 20,0 0.0 .o
8 GO.000 1.200 0.0 0.0 .o
Resim 6. 12. Metot denemeleri akis degisim programi 7
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Resim 6. 13. Metot denemesi 6rnek kromatogram 7
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Ayn1 kromatografik kosullar sabit tutularak yalnizca c¢oziicliniin asetonitril:su

(50:50) karigim1 kullanilmasiyla elde edilen kromatogramlar asagidaki gibidir.

JaElE i LI %B %C %D Curve
[min] [mlfmin]
1 1.500 0.0 0.0 oo B
2 0.000 1.500 0.0 0.0 0.0
3 5.000 1.500 0.0 0.0 0.0
4 10,000 1.500 5.0 0.0 0.0
5 20,000 1.500 5.0 0.0 0.0
6 26,000 1.500 40,0 0.0 0.0
7 55,000 1.500 40,0 0.0 0,0
8 60,000 1.500 0.0 0.0 0.0

Resim 6. 14. Metot denemeleri akis degisim programi 8
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Resim 6. 15. Metot denemesi 6rnek kromatogram 8
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6.2. HPLC Metot Gelistirme Denemeleri 2

6.2.1. Kromatografik kosullar

Kolon :Agilent Rapid Resolution Cyg (4,6 x 150 mm 1,8 pm)
Dalga Boyu (1) : 290 nm ve 305 nm
Sicaklik:
Kolon Sicakligi :30°C
Tray Sicakligi :10°C
Akis Hizi 11,5 mL/dak
Enjeksiyon Hacmi 30,0 uL
Enjeksiyon Siiresi : 25 dakika

6.2.2. Mobil fazin hazirlanmasi

6.2.2.1. 0,01 M Na;HPO, Cozeltisinin hazirlanmasi

2,8 g susuz disodyumhidrojenfosfat hassas olarak tartilir, 2000 mL’lik balon jojeye
aktarilir. Destile su ile ¢oziilerek hacmine destile su ile tamamlanir, karigtirilir. pH 6,5’a

ortofosforik asit (HsPO,) ile ayarlanir.

6.2.2.2. Mobil faz A hazirlanmasi

90 hacim 0,01 M NayHPO,4 pH 6,5 ¢6zeltisi 10 hacim asetonitril ile karistirilir. 15

dk ultrasonik banyoda tutulur.
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6.2.2.3. Mobil faz B hazirlanmasi

30 hacim 0,01 M NayHPO,4 pH 6,5 ¢ozeltisi 70 hacim asetonitril ile karistirilir. 15

dk ultrasonik banyoda tutulur.

6.2.3. Coziiciilerin hazirlanmasi

6.2.3.1. 0,01 M Na;HPO, Cozeltisinin hazirlanmasi

2,8 g susuz disodyumhidrojenfosfat hassas olarak tartilir, 2000 mL’lik balon jojeye
aktarilir. Destile su ile ¢oziilerek hacmine destile su ile tamamlanir, karistirilir. pH 8,1°¢

ortofosforik asit (H3PO,) ile ayarlanir.

6.2.3.2. Seyreltme ¢ozeltisi 1 hazirlanmasi

50 hacim 0,01 M Na;HPO, pH 8,1 ¢ozeltisi 50 hacim asetonitril ile karistirilir.15 dk
ultrasonik banyoda tutulur.

6.2.3.3. Seyreltme cozeltisi 2 hazirlanmasi

90 hacim 0,01 M Na;HPO, pH 8,1 ¢ozeltisi 10 hacim asetonitril ile karistirilir.15

dk ultrasonik banyoda tutulur.
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6.2.3.4. Sonuglar

Bu gelistirme denemelerinde pikler arasindaki ayrimin kétii oldugu goriildii. Ayrica
baz1 piklerin kromatogramda g¢ikmadigi saptandi. Bu mobil faz ve ¢oziicli varliginda

farkli akis denemeleri ve kolonlar ile yapilan ¢alismalara ait 6rnek kromatogramlar

asagidadir.

Retention Flow =
fmin] |[mimin]| *B Sk =L i

1 0.000 1.00 15.0 0.0 0.0

2 n.000 1.00 15.0 0.0 0.0

3 10.000 1.00 15.0 0.0 0.0

4 0,000 1.00 1000 0.o8 0.0

5 55,000 1.00 0.0 0.0 0.0

-

Resim 6.16. 4,6 x 150mm 1,8u Agilent Rapid Resolution kolon denemesi akis degisim
programi.
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Resim 6.17. 4,6 x 150mm 1,8u Agilent Rapid Resolution kolon deneme kromatograma.
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Retention Flowr

[min] [mlfmin] Toi = oL
1 g.ooot 1.00 0.0 0.0 0.0
2 0.000 1.00 0.0 0.0 0.o
3 10.000 0.0
4 50.000 100.0
5 55.000 1.00 0.0 0.0 0.0

Resim 6.18. 4,6 x 150mm 3,0n Hypersil Gold Thermo Seperation kolon denemesi akis
degisim programi.
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Resim 6.19. 4,6 x 150mm 3,0n Hypersil Gold Thermo Seperation kolon deneme
kromatograma.
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Retention Flowr -

[min] [Mlfmin] = = L .
1 0.000 1.00 0.0 0.0 0.0
2 0.000 1.00 0.0 0.0 0.0
3 10,000 0.0 1
4 50.000 100.0
5 55.000 1.00 0.o 0.0 0o

-

Resim 6.20. 4,6 x 250mm 5,0p Agilent Rapid Resolution kolon denemesi akis degisim
programi.
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Resim 6.21. 4,6 x 250mm 5,0n Agilent Rapid Resolution kolon deneme kromatogrami.
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Hetm:ltmn FIDv:r %R 9% C %D =
[min] [ml/min]
1 0.000 1.00 0.0 0.0 0.0
2 0,000 1.00 0.0 0.0 0.0
3 10,000 0.0 1
4 50,000 1000
5 55.000 1.00 0.0 0.0 0.0

-

Resim 6. 22. 4,6 x 250mm 5,0p Agilent Rapid Resolution kolon denemesi standart
enjeksiyonu akis degisim programi
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Resim 6. 23. 4,6 x 250mm 5,0p Agilent Rapid Resolution kolon deneme kromatogrami
standart enjeksiyonu
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Retention Flow

[min] |[mlUmin]| *B £ L
] 0,000l 1.00 15,0 0.0 0.0
2 o000 1.00 1E.0 0.0 0.0
3 10,000 1E.0
4 50,0010 100.0
5 56,000 1.00 0.0 0.0 0.0

Resim 6.24. 4,6 x 250mm 5,0n Agilent Rapid Resolution seyreltme ¢ozeltisi 1 ile
¢ozililmiis Pantoprazol Na sistem uygunluguna ait kolon denemesi akis degisim programi
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Resim 6. 25. 4,6 x 250mm 5,0pn Agilent Rapid Resolution seyreltme ¢ozeltisi 1 ile
¢oziilmiis Pantoprazol Na sistem uygunluk kromatogrami
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Retention Flow

. . %WB 2iC %D
[min] [ml/min]
1 | III,EIEIEI_l 1.00 15.0 0.0 0.0
2 0.0ao 1.00 15.0 0.0 0.0
3 10,000 15.0
4 RO.00o0 1000
5 RE_O0OO 1.00 0.0 0.0 0.0

Resim 6. 26. 4,6 x 250mm 5,0n Agilent Rapid Resolution seyreltme ¢ozeltisi 1 ile
¢ozlilmiis Pantoprazol Na karigim standardina ait kolon denemesi akis degisim programi
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Resim 6. 27. 4,6 x 250mm 5,0pn Agilent Rapid Resolution seyreltme ¢ozeltisi 1 ile
¢oziilmiis Pantoprazol Na karisim standardina ait ktomatogram
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Resim 6. 28. 4,6 x 250mm 5,0n Agilent Rapid Resolution seyreltme ¢ozeltisi 1 ile
¢ozililmis Piridin HCI kromatogrami
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Resim 6. 29. 4,6 x 250mm 5,0n Agilent Rapid Resolution seyreltme ¢ozeltisi 1 ile
¢Oziilmiis Merkapto kromatogrami
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Resim 6. 30. 4,6 x 250mm 5,0n Agilent Rapid Resolution seyreltme ¢ozeltisi 1 ile
¢oziilmiis Pantoprazol Na kromatogrami
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2015025517 [modifed by OZTURENT] Sulghone N Gride DAD 1
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Resim 6. 31. 4,6 x 250mm 5,0n Agilent Rapid Resolution seyreltme ¢ozeltisi 1 ile
¢Oziilmiis Siilfon-N-Oksit kromatogrami
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Resim 6. 32. 4,6 x 250mm 5,0p Agilent Rapid Resolution seyreltme ¢ozeltisi 1 ile
¢oOziilmiis Pantoprazol Siilfon kromatogrami
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Resim 6. 33. 4,6 x 250mm 5,0pn Agilent Rapid Resolution seyreltme ¢ozeltisi 1 ile
¢Oziilmiis D+F kromatogrami
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Resim 6. 34. 4,6 x 250mm 5,0p Thermo Seperation Hypersil akis degisim programi
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Resim 6. 35. 4,6 x 250 5,0u Thermo Seperation Hypersil
¢Oziilmiis karisim standardi kromatogrami

seyreltme ¢ozeltisi 1 ile
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Resim 6. 36. 4,6 x 250mm 5,0p Phonemenex Cg akis degisim programi

S P g
iy
w . MZm
]
n
]
N
i
104 g E
. ]
0
. i ;
i 1 p
H 0
B ; n
: !
i L 0
3 E ]
’ ) :
- c
5 if i
1]
- 1 B :
W I 1
' ] 3 4
[lg G I 3
i 1
L
Q
C
3
3
3

B L B I I I Ny R I N I I I I I IR IR I I I I I I B
0@ 4 0 0 ow oW oW w w2 AW MW OH X A W W OB OB A A 4 4 &8 W R &

Resim 6. 37. 4,6 x 250mm 5,0n Phonemenex Cg kolonu seyreltme ¢ozeltisi 1 ile
¢oziilmiis karisim standart kromatogrami
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6.3. Validasyon

6.3.1. HPLC Validasyon

6.3.1.1. Secicilik (Selectivity)

Validasyonun HPLC tarafinda yapilan segicilik parametresine ait sonuglar
uygunluk kriterlerini saglamistir. Etken maddenin varliginda bilinen safsizliklarin
rezolisyonu uygunluk kriterleri sinirlari igerisinde bulunmustur. Etken maddeye
herhangi bir girisim olmadigi saptanmistir. Caligmaya ait veriler ve kromatogramlar

asagidaki gibidir.

Tablo 6. 2. Segicilik parametresi standart tekrarlanabilirligi

Standart Cozelti

Pantoprazol
N-Oksit Siilfon Merkapto Na D+F 1 D+F 2 Siilfit
C(mg/mL) 0,00101 0,001516 0,001016 0,001002 0,001512  0,001512 0,001004
RT 3,517 5,343 6,633 8,688 14,059 14,757 24,936
RRT 0,4048 0,6150 0,7635 1,0000 1,6182 1,6985 2,8702
Alan Alan Alan Alan Alan Alan Alan
1 1,33962 2,23378 4,06891 1,34536 0,63019 0,98848 1,53596
2 1,31994 2,26408 4,0415 1,34848 0,62368 0,97831 1,49714
3 1,31486 2,24844 4,04371 1,35454 0,61972 0,95827 1,56295
4 1,33835 2,25925 4,04319 1,35611 0,62909 0,96522 1,58569
5 1,32406 2,23834 4,03371 1,32092 0,61973 0,94264 1,57231
6 1,33087 2,23149 4,04474 1,32502 0,62356 0,97774 1,56374
Ort. 1,32795 2,24590 4,04596 1,34174 0,62433 0,96844 1,55297
SD 0,01004 0,01362 0,01192 0,01511 0,00448 0,01652 0,03183
RSD 0,756 0,606 0,295 1,126 0,718 1,706 2,050
RSD < 9%5,0 < 9%5,0 < %5,0 < %5,0 < %5,0 < %50 < 9%5,0
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Tablo 6. 3. Pantoprazol Na HPLC safsizlik tayini sonuglari

Bilinmeyen  Toplam

Numune N-Oksit  Siilfon Merkapto D+F 1 D+F 2 Siilfit Maks. Safsizhk
Saptanma  Saptanma

B319845 0,002 0,049 0,001 di di Saptanmadi 0,015 0.086
Maks. Maks. Maks. Maks. Maks. Maks.

Limitler %0,1 % 0,15 %0,10 %0,15 %0,15 Maks. 90,10  Maks. %0,1 %0,5

LOQ=
Kantitasyon <LOQ= % <LOQ= LOQ= LOQ= LOQ=% LOQ=%
Limitleri % 0,008 0,009 % 0,003 %0,036 % 0,036 0,036 0,015
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Resim 6. 3. 1. Pantoprazol Na HPLC segicilik standardi
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Resim 6. 3. 2. HPLC metodu Pantoprazol-N-Oksit kromatogrami1
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Resim 6. 3. 4. HPLC metodu Pantoprazol Siilfon kromatogrami
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Resim 6. 3. 5. HPLC metodu Pantoprazol Na kromatogrami
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Resim 6. 3. 7. HPLC metodu Siilfit kromatogrami

28 #15 [modified by OZTUREN Pantoprazsl_Unspite (AL
WVL250 am

Pantoprozol_Na - 8,761

ane - 5,201

Resim 6. 3. 8. HPLC Pantoprazol unspike numune kromatogrami
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. 20150820 #18 [modiied by OZTURENT] Panioprazol st WS 1

Resim 6. 3. 9. HPLC Pantoprazol spike numune kromatogrami

6.3.1.1.1. HPLC Bozundurma ¢alismalari

Stres c¢alismasi asit, alkali, peroksit, 1s1 ve fotolitik etki sartlar1 altinda numuneye
uygulanmistir. Numuneler DAD dedektor kullanilarak kromatografik sistem {izerinde
analiz edilmistir. Bozulmus Orneklerin analiz igerigi ve pik saflik dereceleri referans
cozeltisi kullanilarak kontrol edildi. Bu caligmaya ait stres kosullar1 ve sonuglar
asagidaki tablolarda paylasilmistir. Sonuglar uygunluk kriterlerini karsilamis, pik saflig
sonuglart stres kosullar1 altinda 990 degerini saglamistir. Yapilan bozundurma
caligmalarinda sicaklik uygulandiginda biitiin safsizliklarda artis oldugu tespit edildi.
UV 151k altindaki caligmalarda ise merkapto safsizliginda ciddi artis oldugu goriildii.
Bununla beraber, UV 15181n1n biitiin safsizliklar ve dolayisi ile toplam safsizligr arttirdigy
gozlemlendi. HCI etkisi ile bozundurmada ise aktif ilag hammaddesinin baslangi¢
materyali olan siilfit molekiiliine parcalandigi goriildii. KOH etkisi ise HCI ile benzer
etkilere sahip olup, yine baslangi¢c materyallerine pargalamistir. % 6 H,O; etkisi kuvvetli
oksitleyici ozelligi dolayisi ile fazla oksidasyon ile ortaya ¢ikan Siilfon ve N-oksit

safsizliklarini arttirmistir. Pik saflig1 sonuglari ise uygunluk kriterlerini karsilamistir.
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Tablo 6. 3. 1. Bozundurma sartlari

Sartlar Siire
Asidik stres (1,0 N HCI) 1-2 saat
Bazik stres (1,0 N KOH) 1-2 saat
Oksidatif stress (%6 Hidrojen Peroksit) 4 saat
Sicaklik 1-2 saat
UV 1s1k altinda stress 24 saat
Tablo 6. 3. 2. Stres numuneleri analiz sonuglari
Numune Sartlari Bilinmeyen
Bilinen Safsizliklar Safsizhiklar
Toplam
N-Oksit Siilfon Merkapto Maksimum  safsizhik
(%) (%) (%) D+F1(%) D+F2(%) Siilfit (%) (%) (%)
Bozundurulmamig  0,002<LOQ 0,049  0,001<LOQ <LOD <LOD <LOD 0,015 0.086
Sicaklik (105°C) 0,175 0,191 0,719 0,915 0,611 4,048 1,382 12,012
UV 1131 (Kat) <LOD 0,056 0,358 <LOD <LOD 0,065 0,114 0,747
UV 15181 (S1v) 0,018 0,038 0,257 <LOD <LOD 0,005<LOQ 0,134 0,648
1,0N HCI 0,100 1,373 1,861 14,320 <LOD 18,357 4,591 53,586
1,0N KOH 0,670 0,609 4,495 <LOD <LOD 2,819 7,375 18,121
%6 H,0, 29,638 24,504 <LOD <LOD <LOD <LOD 0,323 62,333
Tablo 6. 3. 3. Stres numuneleri pik safligi sonuglari
Numune sartlart
Pik safliklar1
Pantoprazol
N-Oksit Siilfon Merkapto Na D+F 1 D+F 2 Siilfit
Bozundurulmamis 923 995 <LOD 995 <LOD <LOD <LOD
Sicaklik (105°C) 999 1000 1000 997 999 999 1000
UV is181 (Kat) <LOD 997 1000 997 <LOD <LOD 931
UV 15181 (S1iv1) 972 - 1000 997 <LOD <LOD 725
1,0N HCI 1000 1000 1000 1000 1000 <LOD 1000
1,0N KOH 1000 1000 1000 1000 <LOD <LOD 1000
%6 H ,0, 1000 1000 <LOD 989 <LOD <LOD <LOD
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6.3.1.2. Kantitasyon limitleri

Yapilan ¢aligmalar sonunda kantitasyon limitleri belirlenen kriterler 15181inda tespit
edilmistir. S/N >10 kosulunu saglayacak sekilde konsantrasyonlar ayarlanmistir. Bu
seviyede hazirlanan karisim standardi tekrarlanabilirligi RSD<%10 kosulunu
saglamigtir. Kantitasyon limitleri calismasima ait sonuglar asagidaki tablolarda

paylasilmistir.

Tablo 6. 3. 4. Kantitasyon limiti standardi tekrarlanabilirligi

LOQ Standart Cozeltisi
N-Oksit Siilfon Merkapto Pantoprazol Na D+F 1 D+F 2 Siilfit
C(mg/mL)  0,00008  0,00009 0,00003 0,00015 0,000541  0,000541  0,00036
Alan Alan Alan Alan Alan Alan Alan
1 0,11305 0,14616 0,09617 0,21300 0,22074 0,31365 0,49235
2 0,10780  0,14027 0,09683 0,21201 0,24451 0,35625 0,52369
3 0,10891 0,15606 0,08829 0,20817 0,21649 0,36321 0,55444
4 0,09884 0,13972 0,10232 0,21701 0,23541 0,37256 0,50264
5 0,12117  0,14946 0,10436 0,21495 0,23351 0,36803 0,48333
6 0,11167 0,13362 0,10362 0,21372 0.22018 0,36379 0,48922
ORT 0,11024 0,14422 0,09860 0,21314 0,23013 0,35625 0,50761
SD 0,00277  0,00798 0,00475 0,00255 0,01510 0,02683 0,03105
RSD 2,510 5,533 4,819 1,197 6,562 7,532 6,116
RSD Limit <%10 <9%010 <%010 <%10 <9%010 <%10 <%10
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Tablo 6. 3. 5. Kantitasyon standard1 S/N degerleri

LOQ Standart ¢ozeltisi
N-Oksit Siilfon  Merkapto Pantoprazol Na  D+F 1 D+F 2 Siilfit
C(mg/mL) 0,00008  0,00009  0,00003 0,00015 0,000541 0,000541  0,00036
SIN SIN SIN SIN SIN SIN SIN
1 10,4 10,4 9,2 10,6 8,6 12,3 9,7
2 10,0 10,7 9,1 10,1 9,2 12,8 10,3
3 9,8 10,7 9,4 10,1 8,4 12,5 10,7
4 9,5 104 9,4 11,1 9,0 12,8 9,8
5 10,3 10,4 9,3 10,7 9,0 13,0 9,6
6 10,4 10,1 10,0 10,1 8,6 12,7 10,1
ORT 10,06667 10,45000  9,40000 10,45000 8,80000 12,50000 10,03333
SD 0,30551  0,17321  0,15275 0,28868 0,41633 0,25166  0,50332
RSD 3,035 1,657 1,625 2,762 4,731 2,013 5,017

6.3.1.3. Dedeksiyon limitleri

Yapilan caligmalar sonunda dedeksiyon limitleri belirlenen kriterler 1s1ginda tespit

edilmistir. 2< S/N <3 kosulunu saglayacak sekilde konsantrasyonlar ayarlanmistir.

Dedeksiyon limitleri ¢alismasina ait sonuglar agagidaki tablolarda paylasilmistir.

Tablo 6. 3. 6. Dedeksiyon limiti standart: tekrarlanabilirligi

LOD Standart ¢ozeltisi

N-Oksit  Siilffon  Merkapto PantoprazolNa D+F1 D+F2 Siilfit
C(mg/mL) 0,00002 0,00003  0,00001 0,00005 0,00011 0,00011 0,00011
Alan Alan Alan Alan Alan Alan Alan
1 0,02632  0,04440 0,01714 0,06188 0,05983 0,05411 0,07033
2 0,02690 0,04344  0,02942 0,05720 0,05283 0,05271 0,08563
3 0,02687 0,03811  0,02341 0,05239 0,06666 0,06040 0,08622
ORT 0,02670 0,04198  0,02332 0,05716 0,05977 0,05574 0,08073
SD 0,00033  0,00339  0,00614 0,00475 0,00692 0,00410 0,00901
RSD 1,223 8,071 26,328 8,302 11,569 7,348 11,159
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Tablo 6. 3. 7. Dedeksiyon standardi S/N degerleri

LOD Standard ¢ozeltisi

N-Oksit Siilfon Merkapto Pantoprazol Na D+F 1 D+F 2 Siilfit

C(mg/mL) 0,00002 0,00003 0,00001 0,00005 0,00011 0,00011 0,00011
S/N SIN S/N S/N S/N SIN SIN
1 29 3,0 2,0 31 2,2 2,7 29
2 2,7 31 2,3 31 2,2 2,2 35
3 3,2 2,9 1,9 2,7 2,6 2,8 3,1
ORT 29 3,0 2,1 3,0 2,3 2,6 3,2
SD 03 0,1 0,2 0,2 0,2 0,3 0,3
RSD 8,6 33 10,1 78 9,9 12,5 9,6

6.3.1.4. Linearite ve aralik (Linearity and Range)

Metodun dogrusalligt LOQ ve %150 standart konsantrasyonlar1 araliginda
hazirlanan ¢ozeltilerin sonuglariyla dogrulanmistir. Her bir safsizlik ve etken maddeye
ait konsantrasyon degerleri x eksenine, dedektor cevaplari ise y eksenine girilerek
linearite grafikleri elde edilmistir. Linearite ve aralik ¢alismalarinda hazirlanan ¢ozeltiler
3’er kez enjekte edilmistir. Yapilan bu enjeksiyonlarin RSD degerleri uygunluk
kriterlerini saglamistir. Linearite ve aralik parametresine ait degerler asagidaki

tablolarda paylasilmistir.
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Tablo 6. 3. 8. LOQ Standart tekrarlanabilirligi

LOQ Standart ¢ozeltisi

N-Oksit Siilfon Merkapto Pantoprazol Na D+F 1 D+F 2 Siilfit

C(mg/mL) 0,00008 0,00009 0,00003 0,00015 0,00054 0,00054 0,00036
Alan Alan Alan Alan Alan Alan Alan

1 0,11305 0,14616 0,09617 0,21300 0,22074 0,31365 0,49235

2 0,10780 0,14027 0,09683 0,21201 0,24451 0,35625 0,52369

3 0,10891 0,15606 0,08829 0,20817 0,21649 0,36321 0,55444

4 0,09884 0,13972 0,10232 0,21701 0,23541 0,37256 0,50264

5 0,12117 0,14946 0,10436 0,21495 0,23351 0,36803 0,48333

6 0,11167 0,13362 0,10362 0,21372 0,22018 0,36379 0,48922

ORT 0,11024 0,14422 0,09860 0,21314 0,23013 0,35625 0,50761

SD 0,00277 0,00798 0,00475 0,00255 0,01510 0,02683 0,03105
RSD 2,510 5,533 4,819 1,197 6,562 7,532 6,116
RSD Limit <%10 <%10 <%10 <%10 <%10 <%10 <%10

Tablo 6. 3. 9. %50 Standart tekrarlanabilirligi

%50 Standart ¢ozeltisi

N-Oksit Siilfon Merkapto Pantoprazol Na D+F 1 D+F 2 Siilfit

C(mg/mL)  0,00051 0,00076 0,00051 0,00050 0,00076  0,00076  0,00050
Alan Alan Alan Alan Alan Alan Alan

0,65941 1,14317 2,00320 0,69192 0,31035 0,50548  0,72749

0,66218 1,14013 2,03772 0,66186 0,32265  0,50251  0,72502

0,66975 1,14262 2,01078 0,67874 0,30299  0,49125  0,72267

ORT 0,66378 1,14197 2,01723 0,67751 0,31200  0,49975  0,72506

SD 0,00535 0,00162 0,01814 0,01507 0,00993  0,00751  0,00241
RSD 0,806 0,142 0,899 2,224 3,184 1,502 0,332
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Tablo 6. 3. 10. %80 Standart tekrarlanabilirligi

%380 Standart ¢ozeltisi

N-Oksit Siilfon Merkapto  Pantoprazol Na  D+F 1 D+F 2 Siilfit
C(mg/mL) 0,00081 0,00121 0,00081 0,00080 0,00121  0,00121 0,00080
Alan Alan Alan Alan Alan Alan Alan
1 1,0694 1,79853 3,23334 1,08155 0,49819 0,81116 1,21341
2 1,09079 1,82981 3,22291 1,09613 0,50151 0,78435 1,20551
3 1,05706 1,80816 3,22481 1,05139 0,51866  0,79998 1,20813
ORT 1,07242 1,81217 3,22702 1,07636 0,50612  0,79850 1,20902
SD 0,01707 0,01602 0,00556 0,02282 0,01099 0,01347 0,00402
RSD 1,591 0,884 0,172 2,120 2,171 1,686 0,333
Tablo 6. 3. 11. %90 Standart tekrarlanabilirligi
%90 Standart ¢ozeltisi
N-Oksit Sulfone Merkapto PantoprazolNa D+F1 D+F2 Siilfit
C(mg/mL) 0,00091 0,00136 0,00091 0,00090 0,00136 0,00136  0,00090
Alan Alan Alan Alan Alan Alan Alan
1 1,17861 1,99134 3,58010 1,16240 0,56945 0,87570 1,39268
2 1,19761 1,99933 3,59793 1,17285 0,56388 0,86962 1,35041
3 1,18638 1,98935 3,58328 1,17870 0,56124 0,89237 1,32875
ORT 1,18753 1,99334 3,58710 1,17132 0,56486 0,87923 1,35728
SD 0,00955 0,00528 0,00951 0,00826 0,00419 0,01178 0,03251
RSD 0,804 0,265 0,265 0,705 0,742 1,340 2,396
Tablo 6. 3. 12. %100 Standart tekrarlanabilirligi
%100 Standart ¢ozeltisi
N-Oksit Siilfon Merkapto  Pantoprazol Na  D+F 1 D+F 2 Siilfit
C(mg/mL) 0,00101 0,00152 0,00102 0,00100 0,00151  0,00151 0,00100
Alan Alan Alan Alan Alan Alan Alan
1 1,32011 2,23758 4,03184 1,35521 0,64881  1,00409 1,49945
2 1,31952 2,23295 4,01983 1,30498 0,61335  0,96037 1,48522
3 1,32812 2,2393 4,02507 1,32880 0,62841  0,99567 1,58093
ORT 1,32258 2,23661 4,02558 1,32966 0,63019  0,98671 1,52187
SD 0,00480 0,00328 0,00602 0,02513 0,01780  0,02320 0,05164
RSD 0,363 0,147 0,150 1,890 2,824 2,351 3,393
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Tablo 6. 3. 13. %110 Standart tekrarlanabilirligi

%110 Standart ¢ozeltisi

N-Oksit Siilfon Merkapto  Pantoprazol Na  D+F 1 D+F 2 Siilfit
C(mg/mL) 0,00111 0,00167 0,00112 0,00110 0,00166 0,00166 0,00110
Alan Alan Alan Alan Alan Alan Alan
1 1,46015 2,46717 4,41590 1,45446 0,71928  1,08467 1,67997
2 1,45980 2,46813 4,42176 1,45029 0,69118 1,06180 1,68758
3 1,45542 2,46306 4,41508 1,45093 0,69520 1,06989 1,64630
ORT 1,45846 2,46612 4,41758 1,45189 0,70189 1,07212 1,67128
SD 0,00264 0,00269 0,00364 0,00225 0,01520  0,01160 0,02197
RSD 0,181 0,109 0,082 0,155 2,165 1,082 1,314
Tablo 6. 3. 14. %120 Standart tekrarlanabilirligi
%120 Standart ¢ozeltisi
N-Oksit Siilfon Merkapto PantoprazolNa D+F1 D+F 2 Siilfit
C(mg/mL) 0,00121 0,00182 0,00122 0,00120 0,00181 0,00181  0,00120
Alan Alan Alan Alan Alan Alan Alan
1 1,59749 2,702120 4,83094 1,60881 0,73979 1,21153 1,88643
2 1,57872 2,688380 4,82400 1,58286 0,76381 1,21853 1,81736
3 1,57415 2,676200 4,83627 1,59659 0,77038 1,19294  1,79289
ORT 1,58345 2,68890 4,83040 1,59609 0,75799 1,20767  1,83223
SD 0,01237 0,01297 0,00615 0,01298 0,01610 0,01323  0,04851
RSD 0,781 0,482 0,127 0,813 2,124 1,095 2,648
Tablo 6. 3. 15. %150 Standart tekrarlanabilirligi
%150 Standart ¢ozeltisi
N-Oksit Siilfon Merkapto PantoprazolNa D+F1 D+F2 Siilfit
C(mg/mL) 0,00152 0,00227 0,00152 0,00150 0,00227 0,00227  0,00151
Alan Alan Alan Alan Alan Alan Alan
1 1,96745 3,355540 6,01565 2,00265 0,94546  1,47058 2,32586
2 1,98013 3,326110 6,02794 1,97175 0,95178 147719 2,26403
3 1,96333 3,337990 6,01945 1,99954 0,93441 1,46269 2,27744
ORT 1,97030 3,33988 6,02101 1,99131 0,94388 1,47015 2,28911
SD 0,00876 0,01481 0,00629 0,01701 0,00879 0,00726  0,03253
RSD 0,444 0,443 0,105 0,854 0,931 0,494 1,421
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6.3.1.4.1.  Pantoprazol-N-Oksit grafigi
SUMMARY OUTPUT 25000 -

Regression Statistics 20000 1 HPLC Pantop razol-N-Oksit
Multiple R 0,999936555 g 1,5000 -
RS_quare 0,999873114 < 10000 -
Adjusted R Square 0,999851966 05000 y = 1.298,9284x + 0,0100
Standard Error 0,006984958 R2 = 0,9999
Observations 8 0,0000 ‘ ‘ ‘ ‘ : : : ‘

0,0000 0,0002 0,0004 0,0006 0,0008 0,0010 0,0012 0,0014 0,0016
ANOVA Conc. (mg/mL)
df SS MS F Significance F
Regression 1 2,306795532 2,306795532 47280,44223  6,38432E-13
Residual 6 0,000292738 4,87896E-05
Total 7 2,30708827
Coefficients Standard Error t Stat P-value Lower 95% Upper 95% Lower 95,0% Upper 95,0%

Intercept 0,010016215 0,005883169 1,702520387 0,13955321 -0,004379381 0,02441181 -0,004379381  0,02441181
X Variable 1 1298,928394 5,973714264 217,4406637 6,38432E-13 1284,311242 1313,545547 1284,311242 1313,545547

RESIDUAL OUTPUT

Observation

Predicted Y

Residuals

0,115229415
0,665975054
1,059550357
1,190742125
1,321933893
1,453125661
1,584317429
1,977892732

0O~NOULA WDN P

-0,004989415
-0,002195054
0,012866309
-0,003208792
0,00064944
0,005331006
-0,000864095
-0,007589399
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%-intercept:

y=1298,9284x+0,01
y=(1298,9284*0,00101)+0,01
y=1,321917684

1,32258 100
1,32192 X

x= 99,950

%-intercept= 100-99,95= 0,050



6.3.1.4.2.

SUMMARY OUTPUT

Pantoprazol Siilfon grafigi

Regression Statistics

Multiple R
R Square

0,999911593
0,999823193

4,0000

HPLC Pantoprazol Siilfon

3,0000

2,0000

Area

y =1.462,1353x + 0,0220

j 1,0000
Adjusted R Square 0,999793726 R? - 0.9998
Standard Error 0,014108341 0.0000 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
Observations 8 0,0000 0,0005 0,0010 0,0015 0,0020 0,0025
Conc. (mg/mL)
ANOVA
df SS MS F Significance F
Regression 1 6,753485884 6,753485884 33929,39472 1,72732E-12
Residual 6 0,001194272 0,000199045
Total 7 6,754680156
Coefficients Standard Error t Stat P-value Lower 95% Upper 95% Lower 95,0%  Upper 95,0%
Intercept 0,021986204 0,011731687 1,87408708 0,110053487 -0,006720201 0,050692608 -0,006720201 0,050692608
X Variable 1 1462,13526 7,937787977 184,1993342 1,72732E-12  1442,712193 1481,558328 1442,712193 1481,558328
RESIDUAL OUTPUT %-intercept:
Observation Predicted Y Residuals y=1462,1353%+0,0220
0,153122191  -0,008907191 y=(1462,1353*0,001516)+0,0220
1,130284731 0,011688602 y= 2,238597115

0O ~NO O WNEPE

1,795263847
2,016923553
2,238583258
2,460242964
2,681902669
3,346881786

0,016902819
-0,023583553
-0,001973258

2,23661
2,23860

100

0,005877036 x= 100,0888
0,006997331
-0,007001786 %-intercept= 100-100,0888= -0,089
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6.3.1.4.3.

Pantoprazol Merkapto grafigi

SUMMARY OUTPUT
7,0000
Regression Statistics 6,0000 HPLC Pantoprazol Merkapto
Multiple R 0,999971625 | 28888
R Square 0,99994325 £ 3,0000
Adjusted R Square 0,999933791 2,0000 y = 3.956,1656x - 0,0024
Standard Error 0,014777381 1,0000 R*=10,9999
Observations 8 0,0000 % ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0,00E+00 2,00E-04 4,00E-04 6,00E-04 8,00E-04 1,00E-03 1,20E-03 1,40E-03 1,60E-03 1,80E-03
Conc. (mg/mL)
ANOVA
df SS MS F Significance F
Regression 1 23,08629197 23,08629197 105720,5101 5,71165E-14
Residual 6 0,001310226 0,000218371
Total 7 23,0876022
Coefficients Standard Error t Stat P-value Lower 95% Upper 95% Lower 95,0%  Upper 95,0%
Intercept -0,00236378 0,012049545 -0,19617208 0,850951035 -0,03184796 0,027120391 -0,031848 0,027120391
X Variable 1 3956,165562 12,16731728 325,1469054 5,71165E-14 3926,393209 3985,937915 3926,39321 3985,937915

RESIDUAL OUTPUT

Observation

Predicted Y

Residuals

oO~NO O WNEPE

0,10482868
2,007368321
3,213207584
3,615154006
4,017100427
4,419046848
4,820993269
6,026832532

-0,006230346
0,009865012
0,013812416

-0,028050672
0,008479573

-0,001466848
0,009410064

-0,005819199
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y:

%-intercept:

y=3.956,1656x-0,0024
y=(3956,1656*0,001016)-0,0024

4,01706425

4,02558 100

4,01706 X
x= 99,7885

%-intercept= 100-99,7885= 0,212




6.3.1.4.4.

SUMMARY OUTPUT

Pantoprazol Na grafigi

2,5000
20000 1 HPLC Pantoprazol Na
Regression Statistics © 1,5000
Multiple R 0,999780396 :{ 1,0000
R Square 0,999560841 y =1.311,1823x + 0,0140
i 0,5000 S
Adjusted R Square 0,999487648 0.0000 4 ‘ | | | | | R2= 0,?996 |
Standard Error 0,01247211 0,0000 0,0002 0,0004 0,0006 0,0008 0,0010 0,0012 0,0014 0,0016
Observations 8 Conc. (mg/mL)
ANOVA

df MS F Significance F
Regression 1 2,124312096 2,124312096 13656,46917 2,64721E-11
Residual 6 0,000933321 0,000155554
Total 7 2,125245417

Coefficients ~ Standard Error  t Stat P-value Lower 95% Upper 95%  Lower 95,0% Upper 95,0%
Intercept 0,014034129 0,010974224 1,278826547 0,248190744 -0,01281883 0,040887088 -0,01281883 0,040887088
X Variable 1 1311,182342 11,22002637 116,8608966 2,64721E-11  1283,727926 1338,636757 1283,727926 1338,636757

RESIDUAL OUTPUT

%-intercept:

y=1.311,1823x + 0,0140

Observation

Predicted Y

0,21240815
0,670936482
1,065077894
1,196458365
1,327838836
1,459219306
1,590599777
1,984741189

Residuals

0,000735183
0,006570184
0,011278772
-0,025141698
0,001824498
-0,007325973
0,00548689
0,006572144

y= (1.311,1823*0,001002) + 0,0140
y= 1,327804665

1,329663 100
1,327805 X

x= 99,8602

%- intercept= 100-99,8602= 0,140
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6.3.1.4.5.

Pantoprazol D+F 1 grafigi

SUMMARY OUTPUT 1,0000
- — oso00 { HPLC Pantoprazol D+F 1
Regression Statistics
Muiltiple R 0,999031136 | § 26900
R Square 0,998063212 | < 0.4000 y = 416,5931x + 0,0016
Adjusted R Square 0,997740414 0,2000 R?=0,9997
Standard Error 0,012030045 0.0000 - : : : : ‘
Observations 8 " 10,0000 0,0005 0,0010 0,0015 0,0020 0,0025
Conc. (mg/mL)
ANOVA
df SS MS F Significance F

Regression 1 0,447467682 0,447467682 3091,912094 2,27202E-09
Residual 6 0,000868332 0,000144722
Total 7 0,448336014

Coefficients Standard Error t Stat P-value Lower 95% Upper 95% Lower 95,0% Upper 95,0%
Intercept -0,008296973 0,011183789 -0,741874939 0,486177627 -0,035662718 0,019068773 -0,035662718 0,019068773
X Variable 1 420,4071774 7,560605064 55,60496466 2,27202E-09 401,9070433 438,9073115 401,9070433 438,9073115

RESIDUAL OUTPUT

Observation Predicted Y

Residuals

0,143289243
0,309530853
0,500227549
0,563793114

0,62735868
0,690924245

0,75448981
0,945186506

0o~NO A WNPR

0,001767423
0,002465813
0,005892451
-0,026119781
0,00283132
0,010962422
0,003503523
-0,001303172
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%-intercept:

y= 416,5931x +0,0016
y= (416,5931*0,001512) + 0,0016
y= 0,631489

0,630190 100
0,631489 X
x= 100,2061

%-intercept= 100-100,261= -0,206



6.3.1.4.6.

Pantoprazol D+F 2 grafigi

SUMMARY OUTPUT
2,0000
Regression Statistics 1.5000 HPLC Pantoprazol D+F 2
Multiple R 0,999012173 «
R Square 0,098025322 | % 1,0000
Adjusted R Square 0,99769621 0,5000 y= ?:fjsx +0,008
Standard Error 0,019266108 00000 - ‘ ‘ s 0,9989 ‘
Observations 8 0,0000 0,0005 0,0010 0,0015 0,0020 0,0025
Conc. (mg/mL)
ANOVA
df SS MS F Significance F
Regression 1 1,125601343 1,125601343 3032,470835  2,40802E-09
Residual 6 0,002227097 0,000371183
Total 7 1,12782844
Coefficients Standard Error t Stat P-value Lower 95% Upper 95% Lower 95,0% Upper 95,0%
Intercept -0,023921743 0,017910829 -1,33560224 0,230110073 -0,067747961 0,019904476 -0,067747961 0,019904476
X Variable 1 666,7784976 12,10830271 55,0678748 2,40802E-09 637,1505482 696,406447 637,1505482 696,406447

RESIDUAL OUTPUT

Observation Predicted Y Residuals
0,21649858 -0,024391914
0,480162801 0,019583865

0,782613528
0,883430437
0,984247346
1,085064255
1,185881163

1,48833189

0,015883139
-0,004200437
0,002462654
-0,012944255
0,021785503
-0,018178557

%-intercept:

y= 647,78x +0,008
y= (647,78*0,001512) + 0,008
y= 0,08744336

0,986710 100
0,987443 X

x= 100,0743

%-intercept= 100-100,0743= -0,074
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6.3.1.4.7.

SUMMARY OUTPUT

Pantoprazol Siilfit grafigi

2,5000
Regression Statistics .o
Mok R 05098570 igggg HPLC Pantoprazol Siilfit
R S_quare 0,99979499 < 1,0000 y = 1564,1x - 0,0562
Adjusted R Square 0,999765703 0,5000 R2 = 0,9999
Standard Error 0,008372121 0,0000 - : : : : ‘ ‘ ‘ ‘
Observations 9 0,0000 0,0002 0,0004 0,0006 0,0008 0,0010 0,0012 0,0014 0,0016
Conc. (mg/mL)
ANOVA
df SS MS F Significance F
Regression 1 2,392797615 2,392797615 34137,75685  3,59067E-14
Residual 7 0,000490647 7,00924E-05
Total 8 2,393288262
Coefficients Standard Error t Stat P-value Lower 95% Upper 95% Lower 95,0% Upper 95,0%
Intercept -0,057647192 0,008208052 -7,023249126 0,000207235 -0,07705615 -0,038238234 -0,07705615 -0,038238234
X Variable 1 1566,151329 8,476493494 184,7640573 3,59067E-14  1546,107607 1586,195051 1546,107607 1586,195051
%-intercept:
RESIDUAL OUTPUT
y= 1564,1x - 0,0562
Observation Predicted Y Residuals y= (1564,1*0,001004) - 0,0562

O©C 0O ~NOUDSWDNLER

0,513371582
0,728560775
1,200285555
1,200285555
1,357527149
1,514768742
1,672010336
1,829251929
2,300976709

-0,011193249
-0,003500775
0,008731111
0,008731111
-0,000247149
0,007097924
-0,000727002
0,002974738
-0,011866709
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y=1,5141564
1,5218667 100
1,5141564 X
x= 99,4934

%-intercept= 100-99,4934= 0,507



6.3.1.5. Dogruluk (Accuracy)

Metodun dogrulugu 9 adet numuneye ii¢ farkli konsantrasyonda standart spike
yapilarak ispatlanmistir. Bu ¢ farkli konsantrasyon LOQ, %100 ve %150
standartlaridir. Yapilan bu spike isleminden sonra numuneler analiz edilmistir. Spike
yapilmadan Onceki numune sonuglarida goz onilinde bulundurularak geri kazanim
hesaplamalar1 yapilmistir. Bu hesaplamalar sonucunda sonuglarin uygunluk kriterlerini
karsiladig1 tespit edilmistir. Tiim sonuglar %80-%120 araliginda bulunmustur. Sonuglar

asagidaki tablolarda paylasilmigtir.

Resim 6. 3. 10. LOQ Spike geri kazanim tablosu

LOQ Spike cozeltisi % geri kazanim

Pantoprazol
N-Oksit Siilfon Merkapto Na D+F 1 D+F 2 Siilfit
% Geri % Geri % Geri % Geri % Geri % Geri % Geri
kazanim kazanim kazanim kazanim kazanim kazanim kazanim
95,62509 97,01936 104,22706 107,48614 93,78009 97,97056
100,80538 95,95979 101,06062 99,25173 92,21096 103,56539
3 98,23700 98,01683 95,23474 101,08546 108,24191 99,84601
ORT 98,22249 96,99866 100,17414 102,60778 98,07765 100,46065
SD 2,59018 1,02868 4,56123 4,32313 8,83740 2,84761
RSD 2,637 1,061 4,553 4,213 9,011 2,835

Resim 6. 3. 11. %100 Spike geri kazanim tablosu

%100 Spike cozeltisi % geri kazanim

Pantoprazol
N-Oksit Siilfon Merkapto Na D+F 1 D+F 2 Siilfit
% Geri % Geri % Geri % Geri % Geri % Geri % Geri
kazanim kazanim kazanim kazanim kazanim kazanim kazanim
1 101,02537 103,55282 102,40189 102,44529 104,65385 102,47547
2 101,31744 103,37342 102,52212 106,00930 101,58405 100,69673
3 100,24923 102,31517 101,93090 101,17108 100,10945 104,29429
ORT 100,86402 103,08047 102,28497 103,20856 102,11579 102,48883
SD 0,55208 0,66881 0,31247 2,50779 2,31839 1,79882
RSD 0,547 0,649 0,305 2,430 2,270 1,755
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Resim 6. 3. 12. %150 Spike geri kazanim tablosu

%150 Spike cozeltisi % geri kazanim

Pantoprazol
N-Oksit Siilfon Merkapto Na D+F 1 D+F 2 Siilfit
% Geri % Geri % Geri % Geri % Geri % Geri % Geri
kazanim kazanim kazanim kazanim kazanim kazanim kazanim
1 101,71629 102,63701 102,82011 106,68691 105,12713 112,07075
2 100,28929 102,45847 101,80961 105,06701 102,51584 104,87486
3 102,06270 102,71510 102,15508 103,03392 104,88770 106,73584
ORT 101,35610 102,60353 102,26160 104,92928 104,17689 107,89382
SD 0,93997 0,13155 0,51360 1,83039 1,44349 3,73509
RSD 0,927 0,128 0,502 1,744 1,386 3,462

6.3.1.6. Kesinlik (Precision)

6.3.1.6.1.  Tekrarlanabilirlik (Repeatability)

Metodun tekrarlanabilirlig§i homojen numuneden alinan 6 Ornegin analiz edilmesi
sonucu tespit edilmistir. Yapilan c¢aligsmalar sonucunda elde edilen veriler uygunluk

kriterlerini karsilamistir. Saptanan safsizlik degerleri RSD < %20 kosulunu saglamistir.

Resim 6. 3. 13. Numune tekrarlanabilirligi

Bilinmeyen  Toplam
N-Oksit Siilfon Merkapto D+F 1 D+F 2 Siilfit safsizlik safsizlik
Maks. (%) (%)

No.

1 0,005<LOQ 0,051 0,001<LOQ <LOD <LOD <LOD 0,014 0,098

2 0,004<LOQ 0,051 0,001<LOQ <LOD <LOD <LOD 0,016 0,092

3 0,005<LOQ 0,051 0,001<LOQ <LOD <LOD <LOD 0,016 0,099

4 0,004<LOQ 0,051 0,001<LOQ <LOD <LOD <LOD 0,014 0,093

5 0,005<LOQ 0,052 0,001<LOQ <LOD <LOD <LOD 0,016 0,098

6 0,004<LOQ 0,053 0,001<LOQ <LOD <LOD <LOD 0,016 0,099
Ort. 0,00450 0,05150 0,00100 0,01533 0,09650
SD 0,00055 0,00084 0,00000 0,00103 0,00315

%RSD 12,172 1,625 0,000 6,736 3,261

RSD Limit <%:20 <%20 <%:20 <%20 <%20
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6.3.1.6.2.  Tekrar uygulanabilirlik (Reproducibility)

Yapilan ¢aligmalar sonunda kesinlik parametresi basligi altinda bulunan yeniden

tiretilebilirlik sonuglar1 uygunluk kriterlerini saglamistir. Sonuglarin kesinlik parametresi

ile ortak tablosu asagida paylasilmistir.

Tablo 6. 3. 16. Tekrar uygulanabilirlik standart tekrarlanabilirligi

Standart ¢ozeltisi
N-Oksit Siilfon Merkapto  PantoprazolNa  D+F 1 D+F 2 Siilfit
C(mg/mL) 0,001008 0,0015 0,00101 0,001012 0,0015  0,0015 0,00101
RT 3,509 5,294 6,621 8,683 14,106 14,791 24,755
RRT 0,4041 0,6097 0,7625 1,0000 16246  1,7034 2,8510
Alan Alan Alan Alan Alan Alan Alan
1 1,33338 2,24279 4,093870 1,3214 0,60708  0,96323 1,47337
2 1,32459 2,22202 4,082160 1,38477 0,64357  1,0094 1,58034
3 1,30834 2,26139 4,076670 1,33149 0,63718  0,99721 1,58117
4 1,29638 2,22302 4,123160 1,32389 0,64585  0,99145 1,45889
5 1,31929 2,25623 4,105280 1,31767 0,64907  1,01072 1,43934
6 1,33301 2,27238 4,100760 1,36488 0,58988  0,98597 1,52867
Ort. 1,31917 2,24631 4,09698 1,34068 0,62877  0,99300 1,51030
SD 0,01456 0,02074 0,01680 0,02756 0,02440  0,01754 0,06214
%RSD 1,104 0,923 0,410 2,055 3,880 1,767 4,115
RSD Limit < %5 <%>5 <%>5 <%>5 <%>5 <%>5 <%>5
Tablo 6. 3. 17. Tekrar uygulanabilirlik safsizlik sonuglari
Bilinmeyen  Toplam
N-Oksit Siilfon Merkapto D+F 1 D+F 2 Siilfit safsizhik safsizhik
No. Maks. (%) (%)
1 <LOD 0,050 <LOD <LOD <LOD <LOD 0,015 0,092
2 <LOD 0,052 <LOD <LOD <LOD <LOD 0,013 0,088
3 <LOD 0,051 <LOD <LOD <LOD <LOD 0,014 0,097
4 <LOD 0,049 <LOD <LOD <LOD <LOD 0,016 0,093
5 <LOD 0,051 <LOD <LOD <LOD <LOD 0,012 0,098
6 <LOD 0,051 <LOD <LOD <LOD <LOD 0,014 0,095
0,01400 0,09383
0,00141 0,00366
10,102 3,896
RSD Limit <%20 <%20
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Tablo 6. 3. 18. Tekrar uygulanabilirlik ve kesinlik karsilastirma tablosu

Yeniden -
uygulana Bilinmeyen Toplam
A N-Oksit Siilfon Merkapto D+F 1 D+F 2 Siilfit safsizhik Maks. safsizhik
bilirlik
— e (%) (%)
No.
1 <LOD 0,050 <LOD <LOD <LOD <LOD 0,015 0,092
2 <LOD 0,052 <LOD <LOD <LOD <LOD 0,013 0,088
3 <LOD 0,051 <LOD <LOD <LOD <LOD 0,014 0,097
4 <LOD 0,049 <LOD <LOD <LOD <LOD 0,016 0,093
5 <LOD 0,051 <LOD <LOD <LOD <LOD 0,012 0,098
6 <LOD 0,051 <LOD <LOD <LOD <LOD 0,014 0,095
Ort. 0,051 0,014 0,094
SD 0,0014 0,0037
9%RSD 10,102 3,896
Kesinlik Bilinmeyen Toplam
N-Oksit Siilfon Merkapto D+F 1 D+F 2 Siilfit safsizlik Maks. safsizlik
No. (%) (%)
0,005 0,001
1 <LOQ 0,051 <L0Q <LOD <LOD <LOD 0,014 0,098
0,004 0,001
2 <LOQ 0,051 <L0Q <LOD <LOD <LOD 0,016 0,092
0,005 0,001
3 <L0Q 0,051 <L0Q <LOD <LOD <LOD 0,016 0,099
0,004 0,001
4 <L0Q 0,051 <L0Q <LOD <LOD <LOD 0,014 0,093
0,005 0,001
5 <L0Q 0,052 <L0Q <LOD <LOD <LOD 0,016 0,098
0,004 0,001
6 <LOQ 0,053 <L0Q <LOD <LOD <LOD 0,016 0,099
0,005 0,001
SD 0,00055 0,001 0,000 0,001 0,003
%RSD 12,172 1,625 0,000 6,736 3,261
A Limit AL %0,05 A< %0,05 A< %0,05 A< 9%0,05 A< %0,05
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6.3.1.7. Saglamhlik (Robustness)

6.3.1.7.1.

Soliisyon stabilitesi

(Cozelti stabilitesi uygun araliklarla standart ¢ozeltisi ve numune ¢ozeltisinin analizi

ile gosterilmistir. Soliisyon stabilitesi degerlendirilmesi i¢in standart ¢ozeltisi ve numune

¢ozeltisi kontrol edilen prosediire gore hazirlandi. Bu ¢ozeltiler 2-8°C'de muhafaza

edildi ve diizenli araliklarla belirli bir siire boyunca analiz edildi. Ik sonuglar ile her

zaman noktasindaki sonuglar arasindaki yiizde degisim hem standart hem de test

cozeltisi icin hesaplandi. Ornek c¢ozeltisi safsizlik degerinin baslangic safsizlik

degerinden % degisimi < %1,0 olmalidir. RSD limitleri gozlenen safsizlik seviyesi <

%0,2 oldugu durumlarda < %30 gozlenen safsizlik seviyesi %0,2 ile %0,5 degerleri

arasinda oldugu durumlarda < %20 olmalidir. Asagidaki tablolarda bu ¢alismaya ait

veirler paylasilmstir.

Tablo 6. 3. 19. Standart alan degisim tablosu

Stabilte Zamani N-Oksit Siilfon Merkapto  Pantoprazol_Na D+F 1 D+F 2 Siilfit
28.08.15 13:50 1,33962 2,23378 4,06891 1,34536 0,63019 0,98848 1,53596
29.08.15 02:14

14 Saat 1,31952 2,23295 4,01983 1,30498 0,61335 0,96037 1,48522
30.08.15 15:31
50 Saat 1,31904 2,23310 4,04303 1,34049 0,63567 1,02220 1,52756
31.08.15 12:15
70 Saat 1,31803 2,23673 4,07186 1,36230 0,65570 0,99923 1,53984
31.08.15 15:33
73,5 Saat 1,33459 2,23375 4,09045 1,34548 0,64639 1,02173 1,49266
Tablo 6. 3. 20. Standart stabilite RSD tablosu
%RSD %RSD %RSD %RSD %RSD %RSD %RSD
N-Oksit Siilfon Merkapto Pantoprazol_Na D+F 1 D+F 2 Siilfit
1,069 0,026 0,858 2,155 1,915 2,040 2,375
1,095 0,022 0,451 0,256 0,612 2,372 0,388
1,149 0,093 0,051 0,885 2,806 0,765 0,178
0,266 0,001 0,373 0,006 1,795 2,339 2,022
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Tablo 6. 3. 21. Standart stabilite alan yiizde degisim tablosu

%Degisim %Degisim %Degisim %Degisim %Degisim  %Degisim %Degisim
N-Oksit Siilfon Merkapto Pantoprazol Na D+F 1 D+F 2 Siilfit
-1,50 -0,04 -1,21 -3,00 -2,67 -2,84 -3,30
-1,54 -0,03 -0,64 -0,36 0,87 341 -0,55
-1,61 0,13 0,07 1,26 4,05 1,09 0,25
-0,38 0,00 0,53 0,01 2,57 3,36 -2,82

Tablo 6. 3. 22. Numune stabilite % safsizlik sonuglari

Stabilte % % % Bilinmeyen %
Zamam % N-Oksit Siilfon Merkapto % D+F1  %D+F2 % Siilfit Maks. Toplam
28.08.2015
20:15 0,002<LOQ 0,049 0,001<LOQ <LOD <LOD <LOD 0,015 0,086
30.08.2015
16:03
44 Saat 0,015 0,051 0,002<LOQ <LOD <LOD <LOD 0,015 0,127
30.08.2015
23:44
51 Saat 0,016 0,052 0,001<LOQ <LOD <LOD <LOD 0,012 0,125
Tablo 6. 3. 23. Numune stabilite RSD sonuglari
%RSD %RSD %RSD %RSD %RSD %RSD %RSD %RSD
N-Oksit Siilfon Merkapto D+F 1 D+F 2 Siilfit Bilinmeyen Maks. Toplam
108,146 2,828 47,140 <LOD <LOD <LOD 0,000 27,222
109,994 4,201 0,000 <LOD <LOD <LOD 15,713 26,139
Tablo 6. 3. 24. Numune stabilite % degisim tablosu
%Degisim %Degisim %Degisim  %Degisim  %Degisim %Degisim %Degisim %Degisim
N-Oksit Siilfon Merkapto D+F 1 D+F 2 Siilfit Bilinmeyen Maks. Toplam
650,00 4,08 100,00 <LOD <LOD <LOD 0,00 47,67
700,00 6,12 0,00 <LOD <LOD <LOD -20,00 45,35
Yapilan soliisyon stabilitesi c¢aligmalarinda standardin stabil kaldigi, fakat

numunenin taze hazirlanmasi gerektigi sonucuna varilmistir.
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6.3.1.7.2.  Metot parametrelerinde yapilan degisiklikler (Influence of variation of

test parameters)

Kromatografik metot parametrelerinde, saglamlik ¢alismasi basligi altinda yapilan
caligmalar sonunda asagidaki sonuclar elde edilmistir. Sonuglar degerlendirildiginde,
degisiklik yapilan parametrelerin iginde yer alan 70:30 (Tampon:ACN) ve tamponda
yapilan pH degisikliklerini metodun tolere edemedigi ve bazi maddelerin kromatografik
zamanin disina ¢iktifi veya saptanamadigi gorilmustir. Tampon pH degisiklikleri
maddelerin ¢6ziiniirlik ve kolondaki eliisyonlarini degistirdigi igin yerlerinin degistigi
saptanmigtir. D+F 1, D+F 2, siilfit, siilfon safsizliklari pH degisikliklerinde
kromatogramda saptanamamistir. Bununla berababer siilfit, D+F 1 ve D+F 2 safsizliklari
70:30 (Tampon:ACN) degisikliginde de kromatogramda saptanamamistir. Metodun
mobil faz akis hizi, dalga boyu ve sicaklik degisikliklerinden Onemli Olcilide

etkilenmedigi sonucuna varilmistir. Bu sonuglar asagidaki tablolarda paylasilmistir.
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Tablo 6. 3. 25. N-Oksit parametre degisim etkisi tablosu

Kolon Dalga Plaka
Sartlar Akis pH Mobil Faz Oram Sicakhigi Boyu RT Alan Rezoliisyon  Asimetri sayis1 K’ Yiikseklik

35:65

Normal 1,0 74 (ACN:Tampon) 25 290 3,511 1,31803 10,84 1,25 9413 6,02 13,949
35:65

A 74 (ACN:Tampon) 25 290 3,194 1,20639 10,51 1,24 8832 5,39 13,561
35:65

(ACN:Tampon) 25 290 3,900 1,46136 9,87 1,25 9993 6,80 14,311
35:65

(ACN:Tampon) 25 290 4,869 0,79065 13,09 1,04 10409 8,74 6,644

35:65

(ACN:Tampon) 290 7,624 1,3176 6,88 1,17 5343 14,25 5,065

C; 290 4,679 1,33275 13,22 1,14 6925 8,36 9,251

C, 290 2,917 1,33574 7,80 1,22 10879 4,83 18,244
35:65

D; 1,0 7,4 (ACN:Tampon) 3,517 1,31514 10,68 1,22 9447 6,03 13,993
35:65

D, 1,0 7,4 (ACN:Tampon) 3,585 1,33646 11,23 1,23 9196 6,17 13,602
35:65

E: 1,0 74 (ACN:Tampon) 3,427 1,30390 10,41 1,24 9333 5,85 14,097
35:65

E, 1,0 74 (ACN:Tampon) 3,427 1,33543 10,41 1,26 9406 5,85 14,527
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Tablo 6. 3. 26. Siilfon parametre degisim etkisi tablosu

Kolon Dalga
Sartlar Akis pH Mobil Faz Oram Sicakhig Boyu RT Alan Rezoliisyon  Asimetri  Plaka sayisi K’ Yiikseklik

35:65

Normal 1,0 74 (ACN:Tampon) 25 290 5,302 2,23673 6,84 111 12909 9,60 18,620
35:65

74 (ACN:Tampon) 25 290 4,823 2,04714 6,63 1,10 12186 8,65 18,226
35:65

(ACN:Tampon) 25 290 5,890 2,50083 7,01 1,12 13648 10,78 19,151
35:65

B, 1,0 (ACN:Tampon) 25 290 7,899 2,24555 8,81 1,07 13389 14,80 12,875

35:65
B, 1,0 (ACN:Tampon) 290 - - - - - - -
Cy 1,0 290 8,042 2,23941 7,90 1,06 12720 15,08 12,239
C, 1,0 290 3,938 2,24917 3,36 1,14 10928 6,88 23,211

35:65

D, 1,0 7.4 (ACN:Tampon) 5,249 2,23457 6,68 1,12 13542 9,50 19,281
35:65

D, 1,0 74 (ACN:Tampon) 5,539 2,24732 6,49 1,08 12348 10,08 17,501
35:65

E; 1,0 74 (ACN:Tampon) 5,110 2,28350 7,32 1,11 12596 9,22 19,199

35:65

E, 1,0 74 (ACN:Tampon) 25 - 5110  1,99588 6,97 1,13 12516 9,22 16,747
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Tablo 6. 3. 27. Merkapto parametre degisim etkisi tablosu

Kolon Dalga . - - , . .
Sartlar Akas pH Mobil Faz Oram Sicakli Boyu RT Alan Rezoliisyon Asimetri Plaka sayisi K Yiikseklik

35:65

Normal 1,0 7,4 (ACN:Tampon) 25 305 6,625 4,07186 8,55 1,09 17221 12,25 31,517
35:65

74 (ACN:Tampon) 25 305 6,023 3,72587 6,09 1,09 16511 11,05 31,07

35:65

(ACN:Tampon) 25 305 7,366 4,51365 8,75 1,09 18017 13,73 32,080
35:65

B 1,0 (ACN:Tampon) 25 305 10,503 4,06913 15,00 1,05 17353 20,01 20,122
35:65

B, 1,0 (ACN:Tampon) 305 10,103 4,20827 12,08 1,05 17388 19,21 21,740

C: 1,0 305 8,776 4,03375 15,07 1,06 17346 16,55 23,748

C, 1,0 305 5,312 4,16517 4,21 1,11 16674 9,62 39,429
35:65

D, 1,0 74 (ACN:Tampon) 6,504 4,09591 6,4 111 17414 12,01 32,488
35:65

D, 1,0 74 (ACN:Tampon) 6,873 4,07464 8,58 1,06 16749 12,75 30,034
35:65

E; 1,0 74 (ACN:Tampon) 6,508 3,94611 791 1,08 16850 12,02 30,659

35:65

E 1,0 74 (ACN:Tampon) 25 - 6506 354328 5,99 1,08 16842 12,01 27,548
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Tablo 6. 3. 28. Pantoprazol Na parametre degisim etkisi tablosu

Kolon Dalga
Sartlar Akis pH Mobil Faz Orani Sicakhig Boyu RT Alan Rezoliisyon  Asimetri  Plaka sayisi K’ Yiikseklik

35:65

Normal 1,0 74 (ACN:Tampon) 25 290 8,694 1,3623 15,12 1,08 15195 16,39 7,451
35:65

74 (ACN:Tampon) 25 290 7,907 1,21855 15,21 1,09 14543 14,81 7,266
35:65

(ACN:Tampon) 25 290 9,655 1,47199 15,76 1,08 16029 18,31 7,567
35:65

B, 1,0 (ACN:Tampon) 25 290 16,773 1,27884 - 1,09 16253 32,55 3,825
35:65

B, 1,0 (ACN:Tampon) 290 20,407 1,23787 - 0,97 17492 39,81 3,244

Cy 1,0 290 14,124 1,27242 17,78 1,02 16306 27,25 4,55

C, 1,0 290 6,077 1,34482 14,05 1,11 14285 11,15 10,268

35:65
D, 1,0 74 (ACN:Tampon) 8,469 1,37299 16,11 1,09 15684 15,94 7,89

35:65

D, 1,0 74 (ACN:Tampon) 9,057 1,35802 15,03 1,05 14424 17,11 6,981
35:65

E; 1,0 74 (ACN:Tampon) 8,558 1,35287 15,97 1,05 14872 16,12 7,503
35:65

E, 1,0 74 (ACN:Tampon) 25 8,556 1,2428 15,81 1,04 15080 16,11 6,892
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Tablo 6. 3. 29. D+F 1 parametre degisim etkisi tablosu

Kolon Dalga
Sartlar Akis pH Mobil Faz Orani Sicakhig Boyu RT Alan Rezoliisyon  Asimetri  Plaka sayisi K’ Yiikseklik

35:65

Normal 1,0 74 (ACN:Tampon) 25 290 14,11 0,6557 1,56 1,0 16721 27,22 2,419
35:65

74 (ACN:Tampon) 25 290 12,843 0,54575 1,57 1,05 17500 24,69 2,307
35:65

(ACN:Tampon) 25 290 15,684 0,74282 1,57 0,93 18421 30,37 2,497
35:65

B, 1,0 (ACN:Tampon) 25 290 - - - - - - -

35:65
B, 1,0 (ACN:Tampon) 290 - - - - - - -
Cy 1,0 290 24,229 0,56312 1,71 0,91 19300 47,46 1,379
C, 1,0 290 9,402 0,57879 1,39 0,98 19249 17,8 3,41

35:65

D; 1,0 7.4 (ACN:Tampon) 13,753 0,62028 1,48 0,96 20188 26,51 2,51
35:65

D, 1,0 7.4 (ACN:Tampon) 14,578 0,6386 1,70 1,02 17988 28,16 2,326
35:65

E; 1,0 7.4 (ACN:Tampon) 14,039 0,60732 1,58 1,01 18982 27,08 2,395

35:65

E 1,0 74 (ACN:Tampon) 25 - 14040  0,61259 1,54 0,96 18167 27,08 2,376
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Tablo 6. 3. 30. D+F 2 parametre degisim etkisi tablosu

Kolon Dalga
Sartlar Akis pH Mobil Faz Orani Sicakhig Boyu RT Alan Rezoliisyon  Asimetri  Plaka sayisi K’ Yiikseklik

35:65

Normal 1,0 74 (ACN:Tampon) 25 290 14,794 0,99923 16,86 1,05 17983 28,59 3,586
35:65

74 (ACN:Tampon) 25 290 13,469 0,90655 16,74 1,03 16905 25,94 3,506
35:65

(ACN:Tampon) 25 290 16,436 1,10867 17,03 1,01 17276 31,87 3,58
35:65

B, 1,0 (ACN:Tampon) 25 290 - - - - - - -

35:65
B, 1,0 (ACN:Tampon) 290 - - - - - - -
Cy 1,0 290 25,462 1,01483 n.a. 1,19 18330 49,92 2,128
C, 1,0 290 9,796 0,94813 13,64 11 17391 18,59 5,126

35:65

D, 1,0 74 (ACN:Tampon) 14,345 0,95257 16,98 1,05 18940 27,69 3,66
35:65

D, 1,0 74 (ACN:Tampon) 15,354 1,0122 16,55 1,07 16174 29,71 3,353
35:65

E; 1,0 7,4 (ACN:Tampon) 14,705 0,97954 17,07 1,03 18021 28,41 3,527

35:65

E 1,0 74 (ACN:Tampon) 25 - 14,702 0,90106 16,75 1,06 17622 28,4 3,263
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Tablo 6. 3. 31. Siilfit parametre degisim etkisi tablosu

Kolon Dalga
Sartlar Akis pH Mobil Faz Oram Sicakhigi Boyu RT Alan Rezoliisyon  Asimetri  Plaka sayisi K Yiikseklik
35:65
Normal 1,0 74 (ACN:Tampon) 25 290 24,8 1,53984 - 1,12 17547 48,6 3,306
35:65
74 (ACN:Tampon) 25 290 22,565 1,349 - 1,07 17853 44,13 3,182
35:65
(ACN:Tampon) 25 290 27,578 1,71245 - 1,05 18453 54,16 3,416
35:65
B, 1,0 (ACN:Tampon) 25 290 - - - - - - -
35:65
B, 1,0 (ACN:Tampon) 290 - - - - - - -
C. 1,0 290 - - - - - - -
C, 1,0 290 14,785 1,59272 - 1,03 18383 28,57 5,736
35:65
D, 1,0 74 (ACN:Tampon) 23,629 0,70541 - 1,03 19300 46,26 1,665
35:65
D, 1,0 74 (ACN:Tampon) 26,162 1,49918 - 1,07 16021 51,32 2,931
35:65
E; 1,0 74 (ACN:Tampon) 24,677 1,5605 - 1,03 18105 48,35 3,442
35:65
E, 1,0 74 (ACN:Tampon) 25 24,654 1,32103 - 1,06 17341 48,31 2,817
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6.3.2. UPLC validasyon

6.3.2.1. Secicilik (Selectivity)

Validasyonun UPLC tarafinda yapilan segicilik parametresine ait sonuglar uygunluk

kriterlerini saglamistir. Etken maddenin varlifinda bilinen safsizliklarin rezoliisyonu

uygunluk kriterleri sinirlart igerisinde bulunmustur. Etken maddeye herhangi bir girisim

olmadig1 saptanmigtir. Calismaya ait veriler ve kromatogramlar asagidaki gibidir.

Tablo 6. 3. 32. UPLC Segicilik standart tekrarlanabilirligi

Standart Cozeltisi
N-Oksit Siilfon Merkapto  Pantoprazol Na D+F Siilfit
C(mg/mL) 0,00101 0,001516 0,001016 0,001002 0,001512 0,001004
RT 1,542 2,521 2,766 3,547 5,749 10,58
RRT 0,1775 0,2902 0,3184 0,4083 0,6617 1,2178
Alan Alan Alan Alan Alan Alan
1 0,33497 0,55213 0,93587 0,32839 0,42325 0,38867
2 0,33377 0,55006 0,93323 0,32518 0,42251 0,38296
3 0,33296 0,54849 0,9246 0,32657 0,42057 0,38971
4 0,33287 0,54321 0,92066 0,32566 0,41850 0,38283
5 0,32866 0,54108 0,91509 0,32347 0,41730 0,37875
6 0,32549 0,54099 0,91148 0,31916 0,41238 0,38002
Ort. 0,33442 0,54599 0,92349 0,32474 0,41909 0,38382
SD 0,00362 0,00484 0,00972 0,00318 0,00399 0,00447
RSD 1,081 0,887 1,052 0,978 0,953 1,166
RSD Limit < %S5 < %S5 < %S5 < %S5 < %S5 < %5
Tablo 6. 3. 33. UPLC Metodu safsizlik sonuglari
Numune N-Oksit Siilfon Merkapto D+F Siilfit I’?/:glr(\?eyen —sr:fr; IZ{P K
B319845 <LOD 0,049 0,001 0,003 0,008 0,011 0,094
Limitler Maks. % 0,1 (')\/ggkfs Maks. %0,1 (')\/ggkfs Maks. %01  Maks.%0,1  Maks.% 0,5
Kantitasyon <LOQ= LOQ= <LOQ= <LOQ= <LOQ= LOQ=
Limitleri %00,003 %0,004 %00,003 %0,007 %0,013 %00,006
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Resim 6. 3. 15. UPLC Pantoprazol-N-Oksit kromatogrami

Resim 6. 3. 16. UPLC Merkapto kromatogrami

164



20150823 UPLG £13 Pantoprezn,_Suffon WIS 1

{|mau WVL290 rm

S T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
08 05 i) 15 20 25 an a5 40 45 50 55 ep [:13 7 75 80 35 30 85 WE W5 10 15 120 125 130 135 140

Resim 6. 3. 17. UPLC Pantoprazol Siilfon kromatogrami
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Resim 6. 3. 18. UPLC Pantoprazol Na kromatogrami
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Resim 6. 3. 19. UPLC D+F kromatogrami
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Resim 6. 3. 20. UPLC Pantoprazol Siilfit Kromatogrami
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Resim 6. 3. 22. UPLC Pantoprazol spike numune kromatogrami
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6.3.2.1.1. UPLC Bozundurma calismalari

Stres caligmasi asit, alkali, peroksit, 1s1 ve fotolitik etki sartlar1 altinda numuneye
uygulanmistir. Numuneler DAD dedektor kullanilarak kromatografik sistem {izerinde
analiz edilmistir. Bozulmus 6rneklerin analiz igerigi ve pik saflik dereceleri referans
coOzeltisi kullanilarak kontrol edildi. Bu caligmaya ait stres kosullar1 ve sonuglar
asagidaki tablolarda paylasilmistir. Yapilan bozundurma ¢aligmalarinda sicaklik
uygulandiginda biitiin safsizliklarda artis oldugu tespit edildi. UV 1sik altindaki
caligmalarda ise merkapto safsizlifinda ciddi artis oldugu goriildii. Bununla beraber, UV
15181min biitiin safsizliklar ve dolayist ile toplam safsizligi arttirdigr gozlemlendi. HCI
etkisi ile bozundurmada ise aktif ilag hammaddesinin baslangi¢ materyali olan siilfit
molekiiliine parcalandigr goriildi. KOH etkisi ise HCI ile benzer etkilere sahip olup,
yine baglangi¢ materyallerine pargcalamistir. %6 H,0O, etkisi kuvvetli oksitleyici 6zelligi
dolayist ile fazla oksidasyon ile ortaya ¢ikan Siilfon ve N-oksit safsizliklarini arttirmistir.

Pik saflig1 sonuglar1 ise uygunluk kriterlerini karsilamistir.

Tablo 6. 3. 34. UPLC Segicilik bozundurma sartlari

Sartlar Siire
Asidik stres (1,0 N HCI) 1-2 saat
Bazik stres (1,0 N KOH) 1-2 saat
Oksidatif stres (%6 H,O,) 4 saat
Sicaklik 1-2 saat
UV 151k altinda stress 24 saat
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Tablo 6. 3. 35. UPLC Segicilik bozundurma safsizlik sonuglari

Toplam
Numune Sartlar Bilinen Safsizliklar Bilinmeyen safsizhk
(%)
N-Oksit  Siilfon Merkapto D+F (%) Siilfit (%) Maksimum
(%) (%) (%) (%)
0,002 0,001
Bozundurulmamis <LOQ 0,049 <LOQ <LOD <LOD 0,015 0,086
Sicaklik (105°C) 0,047 0,081 0,772 0,571 3,984 1,615 11,610
UV.sig1 (Kat) 0,027 0,053 0,415 0,002 0,060 0,110 0,767
0,003 0,012
UV 15181 (S1v1) 0,031 0,070 0,290 <LOQ <LOQ 0,308 0,894
1,0N HCI 0,014 0,267 3,677 8,082 25,573 1,813 46,315
1,0N KOH 0,333 0,086 5,405 <LOD 15,248 1,884 26,988
% 6 H,0, 29,069 23,219 0,047 0,024 <LOD 5,901 64,449
Tablo 6. 3. 36. UPLC Segicilik bozundurma pik safliklari
Numune sartlari Pik safliklar
N-Oksit Siilfon Merkapto Pamﬁf;razo' D+F siilfit
Bozundurulmamis 987 1000 996 1000 974 <LOD
Sicaklik (105°C) 1000 - 1000 1000 1000 1000
UV isig1 (Katr) 1000 1000 1000 1000 936 999
UV 1s181 (S1v) 1000 1000 1000 1000 981 -
1,0N HCI 1000 1000 1000 1000 1000 1000
1,0N KOH 1000 1000 1000 1000 - 1000
%06 H,0, 1000 1000 1000 - 990 -
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6.3.2.2. Kantitasyon limitleri

Yapilan ¢aligmalar sonunda kantitasyon limitleri belirlenen kriterler 15181inda tespit
edilmistir. S/N >10 kosulunu saglayacak sekilde konsantrasyonlar ayarlanmistir. Bu
seviyede hazirlanan karisim RSD<%10 kosulunu

saglamistir. Kantitasyon limitleri

paylasilmistir.

standard1

tekrarlanabilirligi

Tablo 6. 3. 37. UPLC Kantitasyon standardi tekrarlanabilirligi

calismasma ait sonuglar asagidaki tablolarda

% LOQ Standart ¢ozeltisi

N-Oksit Siilfon Merkapto  Pantoprazol Na D+F Siilfit

C(mg/mL) 0,00003 0,000038 0,00003 0,00006 0,00006868 0,00013
Alan Alan Alan Alan Alan Alan

1 0,01100 0,01414 0,01346 0,01877 0,02624 0,04183

2 0,01056 0,01389 0,01225 0,01924 0,02665 0,04049

3 0,00935 0,01397 0,01177 0,01882 0,02859 0,04083

4 0,01024 0,0141 0,01387 0,01828 0,02711 0,04143

5 0,01136 0,01433 0,01053 0,01774 0,02731 0,04314

6 0,01029 0,01436 0,01229 0,01813 0,0273 0,04495

ORT 0,01047 0,01413 0,01236 0,01850 0,02720 0,04211

SD 0,00085 0,00013 0,00087 0,00026 0,00126 0,00070
RSD 8,163 0,903 7,045 1,396 4,615 1,654
RSD < %10 < %10 < %10 < %10 < %10 < %10
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Tablo 6.3. 38. UPLC Kantitasyon standardi S/N tablosu

%LOQ Standart ¢ozeltisi

N-Oksit Siilfon Merkapto  Pantoprazol_Na D+F Siilfit
C(mg/mL) 0,00003 0,000038 0,00003 0,00006 0,000069 0,00013
SIN SIN S/N SIN SIN SIN
1 10,0 9,9 11,3 9,6 9,7 10,5
2 10,4 9,7 10,3 10,0 10,4 10,3
3 9,9 10,1 10,4 9,8 10,7 10,1
4 10,6 10,1 11,5 9,9 10,0 10,1
5 10,2 10,3 10,3 9,6 9,7 10,5
6 9,8 10,1 10,8 9,7 9,8 10,7
ORT 10,15000 10,03333 10,76667 9,76667 10,05000 10,36667
SD 0,26458 0,20000 0,55076 0,20000 0,51316 0,20000
RSD 2,607 1,993 5,115 2,048 5,106 1,929

6.3.2.3. Dedeksiyon limitleri

Yapilan ¢aligmalar sonunda dedeksiyon limitleri belirlenen kriterler 1s1ginda tespit
edilmistir. 2< S/N <3  kosulunu saglayacak sekilde konsantrasyonlar ayarlanmistir.

Dedeksiyon limitleri ¢aligmasina ait sonuclar asagidaki tablolarda paylagilmistir.

Tablo 6. 3. 39. UPLC Dedeksiyon standard: tekrarlanabilirligi

LOD Standart ¢ozeltisi

N-Oksit Siilfon Merkapto  Pantoprazol Na D+F Siilfit
C(mg/mL) 0,00001 0,000012 0,00001 0,00002 0,000021 0,00004
Alan Alan Alan Alan Alan Alan
1 0,00166 0,00409 0,00460 0,00497 0,00642 0,00947
2 0,00183 0,00377 0,00343 0,00420 0,00477 0,01146
3 0,00312 0,00246 0,00402 0,00417 0,00736 0,01183
ORT 0,00220 0,00344 0,00402 0,00445 0,00618 0,01092
SD 0,00080 0,00086 0,00059 0,00045 0,00131 0,00127
RSD 36,236 25,106 14,564 10,198 21,204 11,624
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Tablo 6. 3. 40. UPLC Dedeksiyon standardi S/N tablosu

LOD Standart ¢ozeltisi

N-Oksit Siilfon Merkapto Pantoprazol Na D+F Siilfit

C(mg/mL) 0,00001 0,000012 0,00001 0,00002 0,00002 0,00004
SIN SIN SIN S/IN S/IN S/IN
1 2,1 3,2 25 3,0 33 2,8
2 2,3 3,2 2,1 2,7 2,8 31
3 2,6 2,4 2,0 2,6 3,5 3,0
ORT 2,3 2,9 2,2 2,8 3,2 3,0
SD 0,3 0,5 0,3 0,2 0,4 0,2
RSD 10,8 15,7 12,0 7,5 11,3 5,1

6.3.2.4. Linearite ve aralik (Linearity and Range)

Metodun dogrusallit LOQ ve %150 standart konsantrasyonlar: aralifinda
hazirlanan ¢ozeltilerin sonuglariyla dogrulanmistir. Her bir safsizlik ve etken maddeye
ait konsantrasyon degerleri x eksenine, dedektor cevaplar ise y eksenine girilerek
linearite grafikleri elde edilmistir. Linearite ve aralik ¢alismalarinda hazirlanan ¢ozeltiler
3’er kez enjekte edilmistir. Yapilan bu enjeksiyonlarin RSD degerleri uygunluk
kriterlerini saglamistir. Linearite ve aralik parametresine ait degerler asagidaki

tablolarda paylasilmistir.
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Tablo 6. 3. 41. Kantitasyon standardi tekrarlanabilirligi

%LOQ Standart ¢ozeltisi

N-Oksit Siilfon Merkapto  Pantoprazol Na D+F Siilfit

C(mg/mL) 0,00003 0,00004 0,00003 0,00006 0,00007 0,00013
Alan Alan Alan Alan Alan Alan

1 0,01100 0,01414 0,01346 0,01877 0,02624 0,04183

2 0,01056 0,01389 0,01225 0,01924 0,02665 0,04049

3 0,00935 0,01397 0,01177 0,01882 0,02859 0,04083

4 0,01024 0,01410 0,01387 0,01828 0,02711 0,04143

5 0,01136 0,01433 0,01053 0,01774 0,02731 0,04314

6 0,01029 0,01436 0,01229 0,01813 0,02730 0,04495

ORT 0,01047 0,01413 0,01236 0,01850 0,02720 0,04211

SD 0,00085 0,00013 0,00087 0,00026 0,00126 0,00070
RSD 8,163 0,903 7,045 1,396 4,615 1,654
RSD Limit <10 <10 <10 <10 <10 <10

Tablo 6. 3. 42. %50 Standart tekrarlanabilirligi
%50 Standart ¢ozeltisi

N-Oksit Siilfon Merkapto  Pantoprazol Na D+F Siilfit

C(mg/mL) 0,00051 0,00076 0,00051 0,00050 0,00076 0,00050
Alan Alan Alan Alan Alan Alan

1 0,17148 0,28412 0,42756 0,16565 0,21529 0,19687

2 0,17086 0,28173 0,42903 0,16373 0,21764 0,19718

3 0,17212 0,28318 0,42841 0,16427 0,21332 0,19340
ORT 0,17149 0,28301 0,42833 0,16455 0,21542 0,19582
SD 0,00063 0,00120 0,00074 0,00099 0,00216 0,00210
RSD 0,367 0,425 0,172 0,602 1,004 1,072
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Tablo 6. 3. 43. %80 Standart tekrarlanabilirligi

%80 Standart ¢ozeltisi

N-Oksit Siilfon Merkapto  Pantoprazol Na D+F Siilfit

C(mg/mL) 0,00081 0,00121 0,00081 0,00080 0,00121 0,00080
Alan Alan Alan Alan Alan Alan

1 0,27288 0,44884 0,73462 0,26685 0,34180 0,31323

2 0,27413 0,44767 0,73311 0,26081 0,33980 0,29154

3 0,27196 0,44809 0,73369 0,26379 0,34411 0,30999

ORT 0,27299 0,44820 0,73381 0,26382 0,34190 0,30492

SD 0,00109 0,00059 0,00076 0,00302 0,00216 0,01170
RSD 0,399 0,132 0,104 1,145 0,631 3,837

Tablo 6. 3. 44. %90 Standart tekrarlanabilirligi

%90 Standart cozeltisi

N-Oksit Siilfon Merkapto  Pantoprazol Na D+F Siilfit

C(mg/mL) 0,00091 0,00136 0,00091 0,00090 0,00136 0,00090
Alan Alan Alan Alan Alan Alan

1 0,30976 0,4916 0,80994 0,28749 0,37670 0,34024

2 0,30351 0,49229 0,80647 0,28895 0,37843 0,34248

3 0,30177 0,49386 0,81408 0,29367 0,37477 0,34105

ORT 0,30501 0,49258 0,81016 0,29004 0,37663 0,34126

SD 0,00420 0,00116 0,00381 0,00323 0,00183 0,00113
RSD 1,378 0,235 0,470 1,114 0,486 0,332

Tablo 6.3. 45. %100 Standart tekrarlanabilirligi

%100 Standart ¢ozeltisi

N-Oksit Siilfon Merkapto  Pantoprazol Na D+F Siilfit

C(mg/mL) 0,00101 0,00152 0,00102 0,00100 0,00151 0,00100
Alan Alan Alan Alan Alan Alan

1 0,34081 0,56184 0,94566 0,33029 0,42791 0,38791

2 0,34313 0,55755 0,94079 0,32679 0,42136 0,38252

3 0,33735 0,55955 0,94262 0,33430 0,42752 0,38577

ORT 0,34043 0,55965 0,94302 0,33046 0,42560 0,38540

SD 0,00291 0,00215 0,00246 0,00376 0,00367 0,00271
RSD 0,854 0,384 0,261 1,137 0,863 0,704
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Tablo 6. 3. 46. %110 Standart tekrarlanabilirligi

%110 Standart ¢ozeltisi

N-Oksit Siilfon Merkapto  Pantoprazol Na D+F Siilfit

C(mg/mL) 0,00111 0,00167 0,00112 0,00110 0,00166 0,00110
Alan Alan Alan Alan Alan Alan

1 0,37457 0,6127 1,03658 0,36368 0,47236 0,43265

2 0,36968 0,60955 1,03675 0,36276 0,46549 0,42968

3 0,37252 0,60774 1,03126 0,35925 0,46339 0,42245

ORT 0,37226 0,61000 1,03486 0,36190 0,46708 0,42826

SD 0,00246 0,00251 0,00312 0,00234 0,00469 0,00525
RSD 0,660 0,411 0,302 0,646 1,004 1,225

Tablo 6. 3. 47. %120 Standart tekrarlanabilirligi

%120 Standart ¢ozeltisi

N-Oksit Siilfon Merkapto  Pantoprazol Na D+F Siilfit

C(mg/mL) 0,00121 0,00182 0,00122 0,00120 0,00181 0,00120
Alan Alan Alan Alan Alan Alan

1 0,40119 0,656490 1,13202 0,38684 0,50693 0,45408

2 0,39852 0,654750 1,12705 0,39606 0,50301 0,46507

3 0,4015 0,654510 1,12320 0,38810 0,49829 0,46228

ORT 0,40040 0,65525 1,12742 0,39033 0,50274 0,46048

SD 0,00164 0,00108 0,00442 0,00500 0,00433 0,00571
RSD 0,409 0,165 0,392 1,281 0,861 1,241

Tablo 6. 3. 48. %150 Standart tekrarlanabilirligi

%150 Standart ¢ozeltisi

N-Oksit Siilfon Merkapto  Pantoprazol Na D+F Siilfit

C(mg/mL) 0,00152 0,00227 0,00152 0,00150 0,00227 0,00151
Alan Alan Alan Alan Alan Alan

1 0,50342 0,824790 1,46106 0,49446 0,63618 0,58295

2 0,50135 0,823680 1,46043 0,49157 0,63016 0,58728

3 0,50066 0,823900 1,45251 0,48564 0,62904 0,58717

ORT 0,50181 0,82412 1,45800 0,49056 0,63179 0,58580

SD 0,00144 0,00059 0,00476 0,00450 0,00384 0,00247
RSD 0,286 0,071 0,327 0,917 0,608 0,421
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6.3.2.4.1.  Pantoprazol-N-Oksit grafigi
SUMMARY OUTPUT UPLC Pantoprazol-N-OKksit
2,5000
Regression Statistics 2,0000
Multiple R 0,9999366 © 1,5000
R S_.quare 0,9998731 <C 1,0000 y =1.298,9284x + 0,0100
Adjusted R Square 0,999852 0,5000 R2=0,9999
Standard Error 0,006985 0,0000 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
Observations 8 0,0000  0,0002  0,0004 0,0006 0,0008 0,0010 0,0012 0,0014  0,0016
Conc. (mg/mL)
ANOVA
df SS MS F Significance F
Regression 1 2,306795532 2,3067955 47280,442 6,38432E-13
Residual 6 0,000292738 4,879E-05
Total 7 2,30708827
Coefficients Standard Error t Stat P-value Lower 95% Upper 95% Lower 95,0% Upper 95,0%
Intercept 0,0100162 0,005883169 1,7025204 0,1395532 -0,00437938 0,0244118 -0,0043794 0,02441181
X Variable 1 1298,9284 5,973714264 217,44066 6,384E-13 1284,311242 1313,5455 1284,31124 1313,54555

RESIDUAL OUTPUT

Observation

Predicted Y

Residuals

O~NOOA~WNEPER

0,1152294 -0,004989415
0,6659751 -0,002195054
1,0595504 0,012866309

1,1907421 -0,003208792
1,3219339 0,00064944
1,4531257 0,005331006

1,5843174 -0,000864095
1,9778927 -0,007589399

%-intercept:

y= 1.298,9284x + 0,0100
y= (1.298,9284*0,001010) + 0,0100
y= 1,32191768

1,321918 100
1,322583 X
x= 100,050355

%-intercept= 100-100,05= -0,050
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6.3.2.4.2.

Pantoprazol Siilfon grafigi

SUMMARY OUTPUT
1,0000 UPLC Pantoprazol Siilfon
Regression Statistics 0,8000
Multiple R 0,999765606 5 0,6000
R S_quare 0,999531267 < 0,4000 y = 361,0253x + 0,0053
AdJUStEd R Square 0,999453144 0,2000 R2 = 0’9995
Standard Error 0,005789899 0,0000 - ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
Observations 8 0,0000 0,0005 0,0010 0,0015 0,0020 0,0025
Conc. (mg/mL)
ANOVA
df SS MS F Significance F
Regression 1 0,428907523 0,428907523 12794,45282  3,21888E-11
Residual 6 0,000201138 3,35229E-05
Total 7 0,42910866
Coefficients Standard Error t Stat P-value Lower 95% Upper 95% Lower 95,0% Upper 95,0%
Intercept 0,005258396 0,004716346 1,114930145 0,30753572 -0,006282086 0,016798878 -0,006282086 0,016798878
X Variable 1 361,025317 3,191734804 113,112567 3,21888E-11 353,2154233 368,8352107 353,2154233 368,8352107
RESIDUAL OUTPUT %-intercept:
Observation Predicted Y Residuals y= 361,0253x + 0,0053
1 0,01893223 -0,004800563 y= (361,0253*0,001516) + 0,0053
2 0,278915586 0,004094414 y= 0,552614355
3 0,443109901 0,005090099
4 0,497841339  -0,005258005 0,552614355 100
5 0,552572777 0,00707389 0,55964667 X
6 0,607304215 0,002692452 x= 101,2725532
7 0,662035653 -0,006785653
8 0,826229967 -0,002106634 %-intercept= 100-101,273= -1,273
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6.3.2.4.3.  Pantoprazol Merkapto grafigi

SUMMARY OUTPUT
2,0000
Regression Statistics 15000 . UPLC Pantoprazol Merkapto
Multiple R 0,99890385
R Square 099780891 & § 100 ¥ = 965, 7819x - 0,0436
Adjusted R Square  0,99744373 < 0,5000 R2 = 0,9978
Standard Error 0,02241666 0,0000 ¢ \ \ \ \ \ \ \ \ \
Observations 8 -0,5008‘0 00 0,0002 0,0004 0,0006 0,0008 0,0010 0,0012 0,0014 0,0016 0,0018
Conc. (mg/mL)
ANOVA
df SS MS F Significance F
Regression 1 1,373029491 1,37302949 2732,3618 3,28994E-09
Residual 6 0,003015039 0,00050251
Total 7 1,376044529
Coefficients Standard Error t Stat P-value Lower 95% Upper 95% Lower 95,0% Upper 95,0%
Intercept -0,0435635 0,018297362 -2,380864 0,0547036 -0,08833556 0,0012085 -0,0883356 0,001208501
X Variable 1 965,781905 18,47608533 52,2719985  3,29E-09 920,5725526 1010,9913 920,572553 1010,991257
RESIDUAL OUTPUT %-intercept:
Observation Predicted Y Residuals y= 965,7819x - 0,0436
1 -0,0157212 0,028082863 y= (965,7819*0,001016) - 0,0436
2 0,44705368 -0,018720344 y=0,93763441
3 0,741424 -0,007617336
4 0,83954744 -0,02938411 0,93763441 100
5 0,93767089 0,005352448 0,943023 X
6 1,03579433 -0,000930993 x= 100,575
7 1,13391777 -0,006494435
8 1,42828809 0,029711907 %-intercept= 100-100,575= -0,575
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6.3.2.4.4.

SUMMARY OUTPUT

Pantoprazol Na grafigi

2,5000 UPLC Pantoprazol Na
Regression Statistics 2,0000
Multiple R 0,9997804 s 1,5000
R Square 0,9995608 < 1,0000 y = 1.311,1823x + 0,0140
Adjusted R Square  0,9994876 0.5000 R2 = 0.9996
Standard Error 0,0124721 0.0000 1 ' ' ' ' ' ' - ‘
Observations 8 10,0000 0,0002 0,0004 0,0006 0,0008 0,0010 0,0012 0,0014 0,0016
Conc. (mg/mL)
ANOVA
df SS MS F Significance F
Regression 1 2,124312096 2,1243121 13656,469 2,64721E-11
Residual 6 0,000933321 0,0001556
Total 7 2,125245417
Coefficients Standard Error t Stat P-value Lower 95% Upper 95% Lower 95,0%Upper 95,0%
Intercept 0,0140341 0,010974224 1,2788265 0,2481907 -0,01281883 0,0408871 -0,0128188 0,04088709
X Variable 1 1311,1823 11,22002637 116,8609 2,647E-11 1283,727926 1338,6368 1283,72793 1338,63676

RESIDUAL OUTPUT

Observation Predicted Y Residuals
1 0,2124082 0,000735183
2 0,6709365 0,006570184
3 1,0650779 0,011278772
4 1,1964584 -0,025141698
5 1,3278388 0,001824498
6 1,4592193 -0,007325973
7 1,5905998 0,00548689
8 1,9847412 0,006572144

%-intercept:

y=1.311,1823x + 0,0140
y= (1.311,1823*0,001002) + 0,0140
y= 1,3278047

1,3278047 100
1,329663 X
x= 100,139981

%-intercept= 100-100,139981= -0,140
178




6.3.2.4.5.

Pantoprazol D+F grafigi

0,7000 -
SUMMARY OUTPUT oe000 - UPLC Pantoprazol D+F
0,5000 -
Regression Statistics < 0,4000 -
Multiple R 0,9998898 < 0,3000 - y = 274,5320x + 0,0080
R Square 0,9997796 0,2000 - Rz = 0,9998
Adjusted R Square  0,9997429 0,1000 -
Standard Error 0,002974 0,0000 : : : : ‘
Observations 8 0,0000 0,0005 0,0010 0,0015 0,0020 0,0025
Conc. (mg/mL)
ANOVA
df SS MS F Significance F
Regression 1 0,240759676 0,2407597 27220,6 3,34472E-12
Residual 6 5,30686E-05 8,845E-06
Total 7 0,240812745
Coefficients Standard Error t Stat P-value Lower 95% Upper 95% Lower 95,0% U pper 95,0%
Intercept 0,0079831 0,002452543 3,2550428 0,0173563 0,001981976 0,0139843 0,00198198 0,01398429
X Variable 1 274,53201 1,663964798 164,98667 3,345E-12 270,4604299 278,60358 270,46043 278,60358

RESIDUAL OUTPUT

Observation Predicted Y Residuals
1 0,026838 0,000362009
2 0,2155293 -0,000112663
3 0,340057 0,001846287
4 0,3815663 -0,004932953
5 0,4230755 0,002521142
6 0,4645848 0,002495236
7 0,506094 -0,00335067
8 0,6306217 0,001171612
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%-intercept:

y= 274,5320x + 0,0080
y= (274,5320*0,0015120) + 0,0080
y= 0,42309238

0,42309238 100
0,4255967 X
x= 100,5919

%-intercept= 100-100,592= -0,592




6.3.2.4.6.

Pantoprazol Siilfit grafigi

0,7000 -
SUMMARY OUTPUT 06000 1 UPLC Pantoprazol Siilfit
0,5000 -
Regression Statistics < 0,4000 -
Multiple R 0,9997033 | < 0,3000 -
R Square 0,99940669 0,2000 + y = 391,8489x - 0,0076
Adjusted R Square  0,99930781 0,1000 + R? = 0,9994
Standard Error 0,00439646 0,0000 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
Observations 8 0,0000 0,0002 0,0004 0,0006 0,0008 0,0010 0,0012 0,0014 0,0016
Conc. (mg/mL)
ANOVA
df SS MS F Significance F
Regression 1 0,19535351 0,19535351 10106,812 6,52807E-11
Residual 6 0,000115973 1,9329E-05
Total 7 0,195469483
Coefficients Standard Error t Stat P-value Lower 95% Upper 95% Lower 95,0%Upper 95,0%
Intercept -0,007631 0,003818475 -1,9984359 0,0926269 -0,01697445 0,0017125 -0,0169744 0,00171249
X Variable 1 391,848894 3,897728047 100,532641 6,528E-11 382,3114966 401,38629 382,311497 401,38629
RESIDUAL OUTPUT %-intercept:
Observation Predicted Y Residuals y= 391,8489x - 0,0076
1 0,04354449 -0,001432821 y= (391,8489*0,0010040) - 0,0076
2 0,18907717 0,0067395 y= 0,3858163
3 0,30710205 -0,002182053
4 0,34644368 -0,005187016 0,3858163 100
5 0,38578531 -0,000385311 0,3854000 X
6 0,42512694 0,00313306 x= 99,892
7 0,46446857 -0,003991902
8 0,58249346 0,003306544 %-intercept= 100-99,892= 0,108
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6.3.2.5. Dogruluk (Accuracy)

Metodun dogrulugu 9 adet numuneye ii¢ farkli konsantrasyonda standart spike
yapilarak ispatlanmistir. Bu ¢ farkli konsantrasyon LOQ, %100 ve %150
standartlaridir. Yapilan bu spike isleminden sonra numuneler analiz edilmistir. Spike
yapilmadan Onceki numune sonuglarida goz oniinde bulundurularak geri kazanim
hesaplamalar1 yapilmistir. Bu hesaplamalar sonucunda sonuglarin uygunluk kriterlerini
kargiladig1 tespit edilmistir. Tiim sonuglar %80-%120 araliginda bulunmustur. Sonuglar

asagidaki tablolarda paylasilmigtir.

Tablo 6. 3. 49. LOQ Spike % geri kazanim tablosu

LOQ Spike cozeltisi % geri kazanim

Pantoprazol
N-Oksit Siilfon Merkapto Na D+F Siilfit
% Geri % Geri % Geri % Geri % Geri % Geri
kazanim kazanim kazanim kazanim kazanim kazanim
1 103,28025 95,72630 104,44136 95,99220 101,65796
2 102,99363 95,77143 100,79557 95,59027 105,10077
3 105,85987 96,41083 100,33219 97,90161 103,01357
ORT 104,04459 95,96952 101,85637 96,49469 103,25743
SD 1,57860 0,38285 2,25062 1,23489 1,73431
RSD 1,517 0,399 2,210 1,280 1,680
% Geri kazamim
Limit %80-120 %080-120 %080-120 %80-120 %80-120
Tablo 6.3. 50. %100 Spike geri kazanim tablosu
%100 spike ¢ozeltisi % geri kazanim
Pantoprazol
N-Oksit Siilfon Merkapto Na D+F 1 Siilfit
% Geri % Geri % Geri % Geri % Geri % Geri
kazanim kazanim kazanim kazanim kazanim kazanim
1 97,40622 100,28323 98,97298 99,14531 95,29471
2 98,91314 101,21043 100,09543 99,18908 93,11151
3 96,99498 99,46734 98,51537 99,68243 93,69892
ORT 97,77145 100,32033 99,19459 99,33894 94,03505
SD 1,00989 0,87213 0,81301 0,29827 1,12975
RSD 1,033 0,869 0,820 0,300 1,201
% Geri kazamim
Limit %80-120 %80-120 %080-120 %80-120 %80-120
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Tablo 6. 3. 51. %150 Spike geri kazanim tablosu

%150 Spike cozeltisi % geri kazanim

Pantoprazol

N-Oksit Siilfon Merkapto Na D+F 1 Siilfit

% Geri % Geri % Geri % Geri % Geri % Geri
kazanim kazanim kazanim kazanim kazanim kazanim
1 99,35234 101,18727 100,29214 101,18887 93,83588
2 101,12792 101,92050 101,54954 101,20814 94,33203
3 99,56757 100,67240 100,08472 99,15903 93,37687
ORT 100,01594 101,26006 100,64214 100,51868 93,84826
SD 0,96899 0,62723 0,79265 1,17753 0,47770

RSD 0,969 0,619 0,788 1,171 0,509

% Geri kazamim

Limit %080-120 %080-120 %80-120 %80-120 %380-120

6.3.2.6. Kesinlik (Precision)

6.3.2.6.1.  Tekrarlanabilirlik (Repeatability)

Metodun tekrarlanabilirligi homojen numuneden alinan 6 Ornegin analiz edilmesi
sonucu tespit edilmistir. Yapilan calismalar sonucunda elde edilen veriler uygunluk

kriterlerini karsilamigtir. Saptanan safsizlik degerleri RSD < %20 kosulunu saglamustir.

Tablo 6. 3. 52. Numune tekrarlanabilirligi

Bilinmeyen  Toplam

safsizhk safsizhik
No. N-Oksit Siilfon Merkapto D+F Siilfit Maks. (%) (%)
0,001 0,003 0,006
1 <LOD 0,051 <L0Q <LOQ <LOQ 0,013 0,091
0,001 0,004 0,004
2 <LOD 0,051 <LOQ <LOQ <LOQ 0,013 0,091
0,001 0,003 0,005
3 <LOD 0,051 <LOQ <LOQ <LOQ 0,013 0,091
0,001 0,002 0,005
4 <LOD 0,051 <L0Q <L0Q <L0Q 0,011 0,089
0,001 0,003 0,004
5 <LOD 0,051 <LOQ <LOQ <L0Q 0,012 0,092
0,001 0,003 0,003
6 <LOD 0,052 <LOQ <LOQ <LOQ 0,012 0,088
Ort. 0,05117 0,00100 0,00300 0,00450 0,01233 0,0965
SD 0,00041 0,00000 0,00063 0,00105 0,00082 0,00315
%RSD 0,798 0,000 21,082 23,307 6,620 3,261
RSD limit < %20 < %20 < %20 < %20 < %20 < %20 < %20
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6.3.2.6.2.  Tekrar uygulanabilirlik (Reproducibility)

Yapilan ¢aligmalar sonunda kesinlik parametresi basligi altinda bulunan tekrar
uygulanabilirlik sonuglart uygunluk kriterlerini saglamigtir. Sonuglarin  kesinlik

parametresi ile ortak tablosu asagida paylasilmistir.

Tablo 6. 3. 53. Tekrar uygulanabilirlik standart tekrarlanabilirligi

Standart Cozeltisi

N-Oksit Siilfon Merkapto Pantoprazol_Na D+F Siilfit

C(mg/mL) 0,0010 0,0015 0,0010 0,0010 0,0015 0,0010
RT 1,531 2,494 2,765 3,563 5,823 10,643
RRT 0,43 0,70 0,78 1,00 1,64 2,99
Alan Alan Alan Alan Alan Alan

1 0,34503 0,56406 0,941200 0,33543 0,43070 0,39544

2 0,34094 0,56114 0,935770 0,33403 0,42557 0,38591

3 0,34153 0,56088 0,937460 0,33181 0,43180 0,39232

4 0,34789 0,55953 0,935370 0,32977 0,42634 0,38893

5 0,33977 0,5576 0,928630 0,32556 0,43065 0,3857

6 0,34144 0,55842 0,931740 0,32716 0,42899 0,39053

Ort. 0,34277 0,56027 0,93503 0,33063 0,42901 0,38981

SD 0,00307 0,00231 0,00439 0,00386 0,00254 0,00378
RSD 0,894 0,412 0,470 1,167 0,592 0,969
RSD limit < %S < %S5 < %S5 < %S5 < %S5 < %S5

Tablo 6. 3. 54. Tekrar uygulanabilirlik safsizlik sonuglari

Bilinmeyen Toplam

N-Oksit Siilfon Merkapto D+F Siilfit safsizlik safsizlik
No. Maks. (%) (%)
0,0004 0,004
1 <LOD 0,049 <L0Q <L0Q <LOD 0,015 0,092
0,0004 0,003
2 <LOD 0,050 <LOQ <L0Q <LOD 0,013 0,088
0,0004 0,003
3 <LOD 0,050 <L0Q <L0Q <LOD 0,014 0,097
0,0004 0,003
4 <LOD 0,049 <LOQ <L0Q <LOD 0,016 0,093
0,0004 0,002
5 <LOD 0,049 <L0Q <L0Q <LOD 0,012 0,098
0,0002 0,001
6 <LOD 0,049 <LOQ <L0Q <LOD 0,014 0,095
Ort. 0,049 0,0004 0,0029 0,012 0,081
SD 0,00052 0,00006 0,00088 0,00117 0,00250
%RSD 1,047 16,447 30,301 9,879 3,103
RSD limit < %20 < %20 < %20 < %20 < %20 < %20 < %20
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Tablo 6. 3. 55. Tekrar uygulanabilirlik ve kesinlik karsilastirma tablosu

Tekrar .
uygulana ) Bilinmeyen Toplam
g N-Oksit Siilfon Merkapto D+F Siilfit safsizhik Maks. safsizhik
bilirlik
— (%) (%)
No.
0,0004 0,004
1 LoD 0,049 <100 <L0Q <LOD 0,015 0,092
0,0004 0,003
2 <LoD 0,050 <100 <100 <LOD 0,013 0,088
0,0004 0,003
3 <LOD 0,050 <L0Q <L0Q <LOD 0,014 0,097
0,0004 0,003
4 <LOD 0049 <L0Q <L0Q <LOD 0,016 0,093
0,0004 0,002
5 LoD 0,049 <100 <109 <LOD 0,012 0,098
0,0002 0,001
6 <LoD 0,049 <L00 <100 0,014 0,095
Ort 0,049 0,0004 0,0029 0,014 0,09383
Sb 0,00052 0,00006 0,00088 0,00141 0,00366
%RSD 1,047 16,447 30,301 - 10,102 3,896
Kesinlik Bilinmeyen Toplam
—  N-Oksit Siilfon Merkapto D+F Siilfit safsizlik Maks. safsizlik
No. (%) (%)
0,001 0,003 0,006
1 <LoD 0,051 <100 <100 <L00 0,013 0,001
0,001 0,004 0,004
2 LoD 0,051 <100 <100 <00 0,013 0,091
0,001 0,003 0,005
3 LoD 0,051 <100 <100 <00 0,013 0,091
0,001 0,002 0,005
4 <LOD 0051 <L0Q <L0Q <LOQ 0,011 0,089
0,001 0,003 0,004
5 <LoD 0,051 <100 <L0Q <100 0,012 0,092
0,001 0,003 0,003
6 0,052 <100 <100 <00 0,012 0,088
ort. 0,051 0,0010 0,00300 0,00450 0,01233 0,0965
SD 0,00041 0,00000 0,00063 0,00105 0,00082 0,00315
%RSD 0,798 0,000 21,082 23,307 6,620 3,261
ALimit  A<9%005  A<%005 A<9%005  A<%005 A< %0,05 A< %0,05 A< %0,05
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6.3.2.7. Saglamhik (Robustness)

6.3.2.7.1.  Soliisyon stabilitesi

(Cozelti stabilitesi uygun araliklarla standart ¢ozeltisi ve numune ¢ozeltisinin analizi

ile gosterilmistir. Soliisyon stabilitesi degerlendirilmesi i¢in standart ¢ozeltisi ve numune

¢ozeltisi kontrol edilen prosediire gore hazirlandi. Bu ¢ozeltiler 2-8°C'de muhafaza

edildi ve diizenli araliklarla belirli bir siire boyunca analiz edildi. Ik sonuglar ile her

zaman noktasindaki sonuglar arasindaki yiizde degisim hem standart hem de test

cozeltisi icin hesaplandi. Ornek c¢ozeltisi safsizlik degerinin baslangic safsizlik

degerinden % degisimi < %1,0 olmalidir. RSD limitleri gozlenen safsizlik seviyesi <

%0,2 oldugu durumlarda < %30 gozlenen safsizlik seviyesi %0,2 ile %0,5 degerleri

arasinda oldugu durumlarda < % 20 olmalidir. Asagidaki tablolarda bu caligsmalara ait

veriler paylasilmistir.

Tablo 6. 3. 56. Standart alan degisim tablosu

Stabilite Zamam N-Oksit Siilfon Merkapto Pantoprazol Na D+F Siilfit
28.08.15 22:21 0,33497 0,55213 0,93587 0,32839 042325  0,38867
29.08.15 05:14_7 Saat 0,33735 0,55955 0,94262 0,3343 042752 0,38577
30.08.1503:12_31 Saat _ 0,33992 0,55579 0,94061 0,32918 0,42615  0,39133
30.08.1506:39_34 Saat __ 0,33406 0,55376 0,93597 0,3273 0,41893  0,38597
31.08.1511:48 51 Saat  0,34145 0,56253 0,94641 0,33122 043125  0,38575
Tablo 6. 3. 57. Standart stabilite RSD tablosu
%RSD %RSD %RSD %RSD %RSD
N-Oksit Siilfon Merkapto Pantoprazol _Na Siilfit
0,501 0,944 0,508 1,261 0,530
1,037 0,467 0,357 0,170 0,482
0,192 0,208 0,008 0,235 0,493
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1,355 1,319 0,792 0,607 1,324 0,533
Tablo 6. 3. 58. Standart stabilite alan yiizde degisim tablosu
% Degisim %Degisim %Degisim %Degisim %Degisim % Degisim
N-Oksit Siilfon Merkapto Pantoprazol_Na D+F Siilfit
0,71 1,34 0,72 1,80 1,01 -0,75
1,48 0,66 0,51 0,24 0,69 0,68
-0,27 0,30 0,01 -0,33 -1,02 -0,69
1,93 1,88 1,13 0,86 1,89 -0,75
Tablo 6. 3. 59. Numune stabilite safsizlik degisim tablosu
%
Bilinmeyen
Stabilte Zamani % N-Oksit % Siilfon % Merkapto % D+F % Siilfit Maks. % Toplam
B319845_29.08.15
01:48 <LOD 0,049 0,001<LOQ 0,003<LOQ 0,008<LOQ 0,011 0,094
B319845_30.08.15
06:56_28 Saat <LOD 0,050 0,003 0,004<LOQ 0,0014<LOQ 0,014 0,139
B319845_30.08.15
21:20_42 Saat <LOD 0,054 0,004 0,003<LOQ <LOD 0,014 0,157
Tablo 6. 3. 60. Numune stabilite % RSD tablosu
%RSD %RSD %RSD %RSD %RSD %RSD %RSD
N-Oksit Siilfon Merkapto D+F Siilfit Bilinmeyen Maks. Toplam
<LOD 1,428 70,711 <LOQ <LOQ 16,971 27,313
<LOD 6,865 84,853 <LOQ <LOD 16,971 35,496
Tablo 6. 3. 61. Numune stabilite % degisim tablosu
%Degisim %Degisim %Degisim %Degisim %Degisim %Degisim %Degisim
N-Oksit Siilfon Merkapto D+F Siilfit Bilinmeyen Maks. Toplam
<LOD 2,04 200 <LOQ <LOQ 27,27 47,87
<LOD 10,20 300 <LOQ <LOD 27,27 67,02

Yapilan soliisyon stabilitesi takibi

calismast sonucunda standart uygunluk

kriterlerini karsilamistir. Numunenin ise siilfon, merkapto, bilinmeyen safsizlik ve

toplam safsizlik artiglar1 dolayisiyla taze hazirlanmasi gerektigi saptanmustir.
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6.3.2.7.2.  Metot parametrelerinde yapilan degisiklikler (Influence of variation of

test parameters)

Kromatografik metot parametrelerinde, saglamlik ¢alismasi basligi altinda yapilan
caligmalar sonunda asagidaki sonuclar elde edilmistir. Sonuglar degerlendirildiginde,
degisiklik yapilan parametrelerin i¢inde yer alan 70:30 (Tampon:ACN) ve tamponda
yapilan pH degisikliklerini metodun HPLC metoduna nazaran daha iyi tolere ettigi
sadece siilfit safsizliginin kromatografik zamanin disina ¢iktigi veya saptanamadigi
goriilmiistiir. Metodun mobil faz akis hizi, dalga boyu ve sicaklik degisikliklerinden
onemli Olgiide etkilenmedigi sonucuna varilmistir. Asagidaki tablolarda bu veriler

paylasilmistir.
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Tablo 6. 3. 62. Pantoprazol-N-Oksit parametre degisim etkisi tablosu

Kolon Dalga
Sartlar Akis pH Mobil Faz Orani Sicakhig Boyu RT Alan Rezoliisyon  Asimetri  Plaka sayisi K’ Yiikseklik

35:65

Normal 74 (ACN:Tampon) 25 290 1,534 0,34145 7,76 1,13 3447 6,67 5,077
35:65

A 74 (ACN:Tampon) 25 290 1,397 0,31381 7,31 1,15 3125 5,99 4,885
35:65

(ACN:Tampon) 25 290 1,695 0,38166 7,51 1,13 3344 7,48 5,079
35:65

B, 0,25 (ACN:Tampon) 25 290 2,229 0,34072 8,38 1,04 2836 10,14 3,265
35:65

B, 0,25 (ACN:Tampon) 290 3,366 0,33047 4,47 0,98 4719 15,83 2,653

C, 0,25 290 2,001 0,33702 9,69 1,26 3226 9,46 3,504

C, 0,25 290 1,221 0,33939 5,34 1,26 3174 5,1 6,104
35:65

D, 0,25 74 (ACN:Tampon) 1,476 0,3446 6,91 1,15 3334 6,38 5,253
35:65

D, 0,25 74 (ACN:Tampon) 1,597 0,34402 8,44 1,12 3377 6,98 4,872
35:65

E; 0,25 74 (ACN:Tampon) 1,531 0,33323 7,35 1,14 3172 6,66 4,803
35:65

E, 0,25 74 (ACN:Tampon) 1,531 0,34355 7,38 1,14 3205 6,66 4,984
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Tablo 6. 3. 63. Pantoprazol Siilfon parametre degisim etkisi tablosu

Kolon Dalga
Sartlar Akis pH Mobil Faz Orani Sicakhig Boyu RT Alan Rezoliisyon  Asimetri  Plaka sayisi K’ Yiikseklik

35:65

Normal , 7,4 (ACN:Tampon) 25 290 2,501 0,56253 1,84 1,00 4739 11,5 6,117
35:65

74 (ACN:Tampon) 25 290 2,275 0,50941 1,71 1,06 4178 10,37 5,77
35:65

(ACN:Tampon) 25 290 2,761 0,62752 1,82 1,03 4367 12,8 5,993
35:65

B, 0,25 (ACN:Tampon) 25 290 3,983 0,5525 1,38 0,99 3986 18,92 3,561

35:65
B, 0,25 (ACN:Tampon) 290 7,205 0,5401 3,32 0,89 6379 35,03 2,37
Cy 0,25 290 3,847 0,54743 7,55 - 5289 18,23 3,856
C, 0,25 290 1,745 0,57404 3,91 1,24 4015 7,73 7,868

35:65

D; 0,25 7.4 (ACN:Tampon) 2,312 0,56979 2,11 1,05 4333 10,56 6,421
35:65

D, 0,25 7.4 (ACN:Tampon) 2,719 0,5368 1,47 0,98 4820 12,59 5,506
35:65

E; 0,25 7,4 (ACN:Tampon) 2,493 0,55293 1,76 1,06 4205 11,47 5,744

35:65

E, 025 74 (ACN:Tampon) 25 - 2494 050241 1,72 1,06 4223 11,47 5212
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Tablo 6. 3. 64. Pantoprazol Merkapto parametre degisim etkisi tablosu

Kolon Dalga
Sartlar Akis pH Mobil Faz Orani Sicakhig Boyu RT Alan Rezoliisyon  Asimetri  Plaka sayisi K’ Yiikseklik

35:65

Normal , 74 (ACN:Tampon) 25 290 2,769 0,94641 4,59 1,00 5974 12,85 10,57
35:65

74 (ACN:Tampon) 25 290 2,516 0,86686 4,32 1,08 5216 11,58 10,024
35:65

(ACN:Tampon) 25 290 3,065 1,02895 4,42 1,05 5626 14,32 10,142
35:65

B, 0,25 (ACN:Tampon) 25 290 4,329 0,73254 7,76 1,08 5360 20,64 5,1

35:65
B, 0,25 (ACN:Tampon) 290 4,263 0,93573 10,59 0,93 7209 20,31 7,436
Cy 0,25 290 3,639 0,77415 - - 7822 17,19 7,133
C, 0,25 290 2,187 0,93459 1,87 1,24 5934 9,94 12,368

35:65

D, 0,25 74 (ACN:Tampon) 2,612 0,95209 4,57 1,05 5487 12,06 10,845
35:65

D, 0,25 74 (ACN:Tampon) 2,948 0,91367 4,25 1,02 5944 13,74 9,671
35:65

E; 0,25 7,4 (ACN:Tampon) 2,763 0,85437 4,34 1,08 5358 12,81 9,117

35:65

E 025 74 (ACN:Tampon) 25 - 2763  0,84388 435 1,09 5358 12,81 8,981
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Tablo 6. 3. 65. Pantoprazol Na parametre degisim etkisi tablosu

Kolon Dalga
Sartlar Akis pH Mobil Faz Orani Sicakhig Boyu RT Alan Rezoliisyon  Asimetri  Plaka sayisi K’ Yiikseklik

35:65

Normal , 74 (ACN:Tampon) 25 290 3,565 0,33122 8,74 1,01 4770 16,83 2,531
35:65

74 (ACN:Tampon) 25 290 3,245 0,30307 8,26 1,09 4213 15,22 2,394
35:65

(ACN:Tampon) 25 290 3,941 0,36725 8,49 1,05 4485 18,7 2,48
35:65

B, 0,25 (ACN:Tampon) 25 290 6,915 0,18979 133 1,08 4100 33,57 0,736
35:65

B, 0,25 (ACN:Tampon) 290 8,529 0,3052 9,59 0,94 6085 41,64 1,122

C. 0,25 290 5,761 0,32291 11,37 1,31 6027 27,81 1,533

C, 0,25 290 2,425 0,3166 7,97 1,31 4747 11,12 3,374
35:65

D, 0,25 74 (ACN:Tampon) 3,392 0,33493 8,75 1,05 4464 15,96 2,626
35:65

D, 0,25 74 (ACN:Tampon) 3,741 0,3318 8,18 1,03 4540 17,7 2,341
35:65

E; 0,25 74 (ACN:Tampon) 3,557 0,31986 8,28 11 4300 16,78 2,338
35:65

E, 0,25 74 (ACN:Tampon) 25 3,556 0,30641 8,31 1,08 4309 16,78 2,238
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Tablo 6. 3. 66. Pantoprazol D+F parametre degisim etkisi tablosu

Kolon Dalga
Sartlar Akis pH Mobil Faz Orani Sicakhig Boyu RT Alan Rezoliisyon  Asimetri  Plaka sayisi K’ Yiikseklik

35:65

Normal , 74 (ACN:Tampon) 25 290 5,822 0,43125 11,39 0,98 5587 28,11 2,206
35:65

74 (ACN:Tampon) 25 290 5,297 0,38721 10,82 1,05 5047 25,49 2,083
35:65

(ACN:Tampon) 25 290 6,443 0,46995 11,13 1,05 5256 31,21 2,139
35:65

B, 0,25 (ACN:Tampon) 25 290 14,644 0,27069 - 0,92 6708 72,22 0,638

35:65
B, 0,25 (ACN:Tampon) 290 13,808 0,40654 - 0,91 6868 68,04 0,991
Cy 0,25 290 10,123 0,40037 - 1,27 7337 49,62 1,232
C, 0,25 290 3,747 0,43004 10,17 1,21 6108 17,73 3,254

35:65

D, 0,25 74 (ACN:Tampon) 5,649 0,42995 10,47 1,01 5166 27,25 2,202
35:65

D, 0,25 7.4 (ACN:Tampon) 5,993 0,43136 11,63 0,99 5286 28,96 2,084
35:65

E; 0,25 7.4 (ACN:Tampon) 5,808 0,42469 11 1,06 5017 28,04 2,057

35:65

E 025 74 (ACN:Tampon) 25 - 5807  0,40341 10,98 1,05 5068 28,04 1,976
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Tablo 6. 3. 67. Pantoprazol Siilfit parametre degisim etkisi tablosu

Kolon Dalga
Sartlar Akis pH Mobil Faz Orani Sicakhig Boyu RT Alan Rezoliisyon  Asimetri  Plaka sayisi K’ Yiikseklik
35:65
Normal , 7,4 (ACN:Tampon) 25 290 10,644 0,38575 - 0,98 6279 52,22 1,174
35:65
74 (ACN:Tampon) 25 290 9,689 0,14776 - 1,04 5721 47,44 0,471
35:65
(ACN:Tampon) 25 290 11,79 0,43332 - 1,05 6020 57,95 1,151
35:65
B, 0,25 (ACN:Tampon) 25 290 - - - - - - -
35:65
B, 0,25 (ACN:Tampon) 290 - - - - - - -
C, 0,25 290 - - - - - - -
C, 0,25 290 6,181 0,39156 - 1,22 7352 29,9 1,968
35:65
D, 0,25 74 (ACN:Tampon) 10,047 0,39705 - 1,05 5788 49,24 1,221
35:65
D, 0,25 74 (ACN:Tampon) 11,262 0,39016 - 0,99 6049 55,31 1,091
35:65
E, 0,25 74 (ACN:Tampon) 10,621 0,38428 - 1,08 5971 52,1 1,12
35:65
E, 0,25 74 (ACN:Tampon) 25 10,608 0,32988 - 1,08 5945 52,04 0,979
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6.4. Metotlarin Performans Maliyet Kiyaslamalari

Yaptigimiz ¢aligmalar sonunda amag¢ kisminda soziinii ettigimiz performans ve maliyet
verilerine iiretim numunelerine analiz yapan kalite kontrol laboratuvari perspektifinden

cevap verecegiz.

Yilda 300 adet farkli lot Pantoprazol Na iiretilen bir aktif hammadde fabrikasinda
zaman ve materyal anlaminda yeni teknolojilerin ve metotlarin daha kisa siirede cevap

vermesinin biiyiik avantajlar1 gérecegiz.

Bir adet Pantoprazol Na analizi i¢in EP (European Pharmacopoeia) metodunda:

ladet blank,

1 adet yer gdorme standardi (Ref.B),

6 adet standart tekrarlanabilirligi (Ref.A),
1 adet numune

1 adet son standart olmak tizere toplam 10 adet enjeksiyon yapilmaktadir.

Yeni gelistirdigimiz metotlarda ise:

1 adet blank,
6 adet safsizlik standard,
1 adet numune

1 adet safsizlik standardi olmak iizere toplam 9 enjeksiyon yapilmaktadir.
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Bu enjeksiyon sayilar1 ve iiretim yapilan batch sayisi goz oniine alindiginda asagida

tablodaki veriler elde edilmistir.

Tablo 6. 4. 1. Metot performans maliyet verileri

Potasyum Dipotasyum
Enjeksiyon Toplam analiz Asetonitril Tampon dihidrogen hidrogen
Metot sayis1 siiresi miktari miktar1 fosfat fosfat
EP (European 135 000 dk, 2250 68 100 mL, 66 900 mL,
Pharmacopoeia) 3000 saat, 93,75 giin 68,1 L 66,9 L 200,031 g 35,123 g
Yeni HPLC 81 000 dk, 1350 28350 mL, 52 650 mL,
metodu 2700 saat, 56, 25giin 28,35 L 52,65 L 157,424 g 27,6419
Yeni UPLC 40500 dk, 675 saat, 3543, 75 mL, 6581,25 mL,
metodu 2700 28, 125 giin 3,544 L 6,581 L 19,678 ¢ 34559

Bu kiyaslama sonunda UPLC metodunun rekabetci piyasa kosullar altinda firmalara
ciddi zaman ve maliyet tasarrufu saglayacagi saptanmistir. Cok kiiciik maliyetlerin dahi
sirketlerin varolma, karlilik, siirdiiriilebilirlik, istihdam, iiriin kalitesi gibi parametreleri
dramatik sekilde etkiledigi diistiniildiiglinde HPLC metotlarinin ve cihazlarinin yerini artik
yeni teknoloji UPLC cihazlarina birakmasi gerektigi bu calismada da giiglii bir sekilde
ispatlanmistir. Ayrica cihaz maliyetlerini diisiinen sirket yoneticilerinin sarf edilen madde
miktarlarindaki ciddi diisiis sebebiyle bu cihazlarin kendisini kisa siirede amorti ederek,

maliyetleri pozitif yonde ivmelendirecegini unutmamasi gerekir.
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7. SONUC VE TARTISMA

Pantoprazol sodyum giiniimiizde antibiyotiklerden sonra diinya iizerinde en ¢ok regete
edilen proton pompa inhibitorlerinden biridir. 1980’lerin basi itibariyle proton pompasi
inhibitorlerinin kesfi ve 1988 de ilk ilag olan Omeprazol’iin satisa sunulmasi sonrasinda en
cok kullanilan ilag gruplarindan biri olma kimligini giinimiizde de siirdirmektedir (IMS

Dataview, 2012).

Bu ¢alismada pantoprazol sodyum molekiilii safsizlik tayini metodu gelistirip, yiriiliikte
bulunan Avrupa Farmakopesi metoduna gore daha kisa siirelerde sonu¢ almayr ve
gelistirilmis bu metotlar1 valide etmeyi amagladik. Bu gelistirme ve validasyon calismalarini

iki farkli kromatografi teknolojisi olan HPLC ve UPLC cihazlarinda yaptik.

Bu ¢alismalarda HPLC cihazinda Agilent Zorbax SB Phenyl Ci5 (4,6 x 250 mm 5,0 pm)
kolon UPLC cihazinda ise Restek Ultra Biphenyl Column Cig (2,1 X 100 mm 3,0 pm) kolon
kullanilmistir. Potasyum dihidrojen fosfat ve dipotasyum hidrojen fosfat ile hazirlanan
tampon asetonitril ile 65:35 (Tampon:ACN) oraninda karistirilarak mobil faz hazirlanmistir.
Hazirlanan bu mobil faz aym1 zamanda ¢oziicii olarak da kullanilmistir. Analizlerin

olgtimleri 290 nm ve 305 nm dalgaboylarinda yapilmistir.

Bu yontemlerin validasyonu amaciyla yapilmis olan ¢alismalardan segicilik
parametresinde safsizlik yonteminde uygulanan kromatografik sartlarda ¢oziictiniin pik
vermedigi ayrica etken madde piki ile safsizlik piklerinin birbiri ile girisim yapmadigi
ayrimin 1yi oldugu saptanmistir. Bu bulgular kromatografik sartlarin pantoprazole sodyum

icin uygun oldugunu gostermektedir.

Pandey ve arkadaglar1 2013 yilinda yaptiklar1 caligmalarda Pantoprazol, safsizik A
(pantoprazol siilfon), safsizlik B (pantoprazol siilfit), safsizlik C (pantoprazol merkapto)
tayinleri yapmis olup HPLC metotunda sirasiyla 8,028; 6,637; 13,086; 4,684 alikonma
zamanlarinda dedekte etmislerdir. Yine bu ¢aligmada pantoprazol sodyuma dayali RRT
(Relative retention time) verileri safsizlik A igin 0,80 safsizlik B i¢in 1,66 ve safsizlik C igin

0,57 olarak bulunmustur (Pandey ve ark., 2013).
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Resim 7. 1. Pandey ve arkadaslarina ait metot kromatogrami

Bizim gelistirdigimiz yeni metotlarda ise safsizlik adedi daha fazla olup retensiyon

zamanlar1 ve kromatogramlar asagidaki tablolar ve resimlerde verilmistir.

Tablo 7. 1. HPLC Alikonma zamanlar

Standart Cozelti
Pantoprazol
N-OKksit Siilfon Merkapto Na D+F 1 D+F 2 Siilfit
RT 3,517 5,343 6,633 8,688 14,059 14,757 24,936
RRT 0,4048 0,6150 0,7635 1,0000 1,6182 1,6985 2,8702
Tablo 7. 2. UPLC Alikonma zamanlar1
Standart Cozeltisi
N-Oksit Siilfon Merkapto  Pantoprazol Na D+F Siilfit
RT 1,542 2,521 2,766 3,547 5,749 10,58
RRT 0,1775 0,2902 0,3184 0,4083 0,6617 1,2178

Ayrica yapilan kromatografik gelistirmeler sonucunda bulunan metotlarin yiirtirliikte
bulunan Avrupa Farmakope metodundan da HPLC metodunda 15 dakika UPLC metodunda
ise 30 dakika daha iyi analiz siireleri oldugu saptanmistir. Asagida her iic metoda ait

kromatogramlar paylasilmistir.
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Yapilan ¢aligmalar sonucunda metotlarin ayrim Kriterlerini sagladigi saptanmuistir.

Avrupa Farmakopesi ayrim parametresi i¢gin minumum 1,5 sartin1 aramaktadir.

Tablo 7. 3. HPLC metodu ayrim verileri

Rezoliisyon

N-Oksit Siilfon Merkapto Pantoprazol Na D+F 1 D+F 2 Siilfit

10,84 6,84 8,55 15,12 1,56 16,86 -

Tablo 7. 4. UPLC metodu ayrim verileri

Rezoliisyon

N-Oksit Siilfon Merkapto Pantoprazol Na D+F Siilfit

7,76 1,84 459 8,74 11,39 _

Pandey ve arkadaglarinin 2013 yilinda yaptigi c¢alismalar ve bizim gelistirdigimiz

metotlara ait LOD ve LOQ diizeyleri asagidaki tablolarda paylasilmistir (Pandey ve ark.,
2013).

Tablo 7. 5. Pandey ve arkadaslarina ait metodun LOD ve LOQ degerleri

LOD
Siilfon Merkapto Pantoprazol Na Siilfit
C(mg/mL) 0,000046 0,000045 0,000043 0,000047
LOQ
Siilfon Merkapto Pantoprazol Na Siilfit
C(mg/mL) 0,000138 0,000134 0,000129 0,000140

Tablo 7. 6. HPLC metodu LOD ve LOQ degerleri

LOD

N-Oksit  Siilfon Merkapto PantoprazolNa D+F1 D+F 2 Siilfit

C(mg/mL) 0,000020 0,000030  0,000010 0,000050 0,000110 0,000110 0,000110

LOQ

N-Oksit  Siilfon Merkapto PantoprazolNa  D+F1 D+F 2 Siilfit

C(mg/mL) 0,000080 0,000090 0,000030 0,000150 0,000541 0,000541 0,000360
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Tablo 7. 7. UPLC metodu LOD ve LOQ degerleri

LOD
N-Oksit Siilfon Merkapto  Pantoprazol Na D+F Siilfit
C(mg/mL) 0,000010 0,000012 0,000010 0,000020 0,000021 0,000040
LOQ
N-Oksit Siilfon Merkapto  Pantoprazol Na D+F Siilfit
C(mg/mL) 0,000030 0,000038 0,000030 0,000060 0,000069 0,000130

Bizim ¢alismalarimizin Pandey ve arkadaslarmin g¢alismalarina nazaran merkapto,
pantoprazol sodyum ve pantoprazol siilfon diizeyleri LOD ve LOQ konsantrasyonlarinda

daha diistik iken pantoprazol siilfite ait konsantrasyonlar daha yiiksek oldugu saptanmastir.

HPLC ve UPLC yontemlerinin Oncelikle safsizlik tayinleri igin islenebilirligi
incelenmis ve yontemde belirtilen kromatografik sartlar degistirilmeden uygun sabit fazin
tespit edilmesi i¢in pikler arast uygun ayirim giicii, teorik plaka sayis1 ve kuyruklanma

faktorii tayin edilmis ve safsizlik tayininde bu yontemin isledigi saptanmustir.

Metot validasyonlarinda elde edilen ayrimlarin hepsi 1,5'den biiyiik, kuyruklanma
faktorleri ise 2'den kiiciik bulunarak bu konuda yapilan calismalarda belirtilen simirlar

dahilinde kalmstir.

Safsizlik tayin yontemlerinde dogrusalligin saglanabilmesi ic¢in c¢alisilan 7
konsantrasyonda biitiin safsizliklar HPLC ve UPLC igin 0,00003mg/mL-0,00227mg/mL
konsantrasyon araliginda dogrusal bulunmustur. Biitiin safsizliklar ve etken madde icin r?
degerleri 0,99'dan biiyiik bulunmustur. Calisilan yontemin dogrusallik kriterine uygunluk
gosterdigi James ve arkadasinin yapmis oldugu ¢alismada dogrusallik icin belirtilen sinirlara

uydugu belirlenmistir (James ve Gale, 2001).

Dogruluk parametresi safsizlik tayin yontemi i¢in, safsizliklarin % LOQ, %2100,
%150'sini i¢eren ¢ozeltilerinden elde edilen geri kazanim sonuglarinin %95-%108 araliginda

bulundugu ve sinirlar i¢inde kaldig1 tespit edilmistir.
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Elde edilen sonuglar HPLC igin:

Pantoprazol-N-oksit’in % LOQ, %100, %150'sini igeren ¢ozeltileri igin sirasiyla geri
kazanim; %98,22, %100,86, %101,36

Pantoprazol siilffon’un %LOQ, %100, %150'sini igeren ¢ozeltileri igin sirasiyla geri
kazanim; %97,00, %103,08, %102,60

Pantoprazol merkapto’nun %LOQ, %100, %150'sini igeren  ¢ozeltileri igin sirasiyla geri
kazanim; %100,17, %102,26, %102,26

Pantoprazol D+F 1’in %LOQ, %100, %150'sini igeren ¢ozeltileri i¢in sirasiyla geri kazanim;
%102,61, %103,21, %104,93

Pantoprazol D+F 2’in %LOQ, %100, %150'sini igeren ¢ozeltileri i¢in sirasiyla geri kazanim,;
%98,08, %102,12, %104,93

Pantoprazol siilfit’in %LOQ, %100, %150'sini igeren ¢ozeltileri i¢in sirasiyla geri kazanim;
%100.46 %102,49, %107,90

Elde edilen sonuglar UPLC igin:

Pantoprazol-N-oksit’in %LOQ, %100, %150'sini igeren c¢ozeltileri igin sirasiyla geri
kazanim; %104,04, %97,77, %100,02

Pantoprazol siilfon’un %LOQ, %100, %150'sini igeren ¢ozeltileri igin sirasiyla geri
kazanim; %95,97, %100,32, %101,26

Pantoprazol merkapto’nun %LOQ, %100, %150'sini igeren  ¢ozeltileri igin sirasiyla geri
kazanim; %101,86, %99,19, %100,64

Pantoprazol D+F ’in % LOQ, %100, %150'sini igeren ¢6zeltileri igin sirasiyla geri kazanim;
%96,49, %99,34, %100,52

Pantoprazol siilfit’in %LOQ, %100, %150'sini i¢eren ¢ozeltileri i¢in sirasiyla geri kazanim;
%103,26, %94,04, %93,85 olarak bulunmustur. Safsizlik tayin yonteminin dogruluk kriteri
icin belirtilen sinirlar dahilinde kaldigi bulunmustur (James ve Gale, 2001).

Tekrar elde edilebilirlik parametresi i¢in safsizlik tayin yonteminde ise safsizliklari
%100 konsantrasyonda igeren standardin 6 enjeksiyonu sonucu elde edilen RSD degerleri
%5,0'den kiigiik ¢ikmistir. Yine ayn1 zamanda hazirlanan 6 homojen numunenin sonucu
A<0,05 kuralim saglayarak yontemlerin tekrar elde edilebilirlik kriterini sagladigi

ispatlanmigtir (James ve Gale, 2001).
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Tekrarlanabilirlik parametresi igin safsizlik metodunda tiim safsizliklann %100
konsantrasyonda hazirlanmis olan standardin 6 kez enjeksiyonu sonucu elde edilen RSD
degerlerleri %5.0'den kiiglik bulunmustur. Bununla birlikte 6 homojen numuneye ait
analizler RSD<%20 olup, yontemlerin tekrarlanabilirlik kriterini sagladigi ispatlanmustir.
(James ve Gale, 2001).

Yontemlerin saglamligini tespit etmek i¢in uygulanan degisiklikler sonucu elde edilen
piklerin kapasite faktorleri 1,5'tan biiyiik, kuyruklanma faktorleri 2'den kiiciik ve teorik
plaka sayilar1 2000'den biiylik oldugu icin degisimler sonucu yontemlerde anlamli

degisiklikler olmamis ve yontemlerin saglamliklar1 ispat edilmistir (James ve Gale, 2001).

Yontem validasyonu esnasinda saglamlik parametresi altinda bakilan ¢ozelti stabilitesi
caligmast sonucunda standardin 72 saat stabil kaldigi, numunenin ise artan toplam safsizlik

dolayist ile taze hazirlanmasi gerektigi sonucuna varilmistir.

Bozundurma c¢alismasi asit, alkali, peroksit, 1s1 ve fotolitik etki sartlar1 altinda
numuneye uygulanmistir. Numuneler DAD dedektoér kullanilarak kromatografik sistem
tizerinde analiz edilmistir. Bozulmus orneklerin analiz igerigi ve pik saflik dereceleri
referans ¢ozeltisi kullanilarak kontrol edilmistir. Bu ¢aligmaya ait stres kosullar1 ve sonuglar
asagidaki tablolarda paylasilmistir. Yapilan bozundurma c¢alismalarinda sicaklik
uygulandiginda biitiin safsizliklarda artis oldugu tespit edildi. UV 1s1k altindaki ¢aligmalarda
ise merkapto safsizliginda ciddi artis oldugu goriildii. Bununla beraber, UV 151gmin biitiin
safsizliklar ve dolayist ile toplam safsizligr arttirdigi gozlemlendi. HCI etkisi ile
bozundurmada ise aktif ilag hammaddesinin baslangic materyali olan siilfit molekiiliine
parcalandigr gorildii. KOH etkisi ise HCI ile benzer etkilere sahip olup, aktif ilag
hammaddesini baslangi¢ materyallerine parcalamistir. %6 H,O, etkisi kuvvetli oksitleyici
ozelligi dolayis1 ile fazla oksidasyon ile ortaya c¢ikan Siilfon ve N-oksit safsizliklarinm

arttirmistir. Pik saflig1 sonuglart ise uygunluk kriterlerini karsilamstir.

Bu calismalar sonunda gelistirilen her iki metotda valide edilip uygunluk kriterlerini
karsilamigtir. Bu iki metotda pantoprazol sodyumda safsizlik analizi yapacak yetkinlige
sahiptirler. Bu siirecten sonra bu iki metodun maliyet ve performans verilerinin Avrupa
Farmakope metodundan 1 yil boyunca yapilmasi muhtemel 300 batch analizi {izerinden

yarattig1 maliyet verilerine bakacagiz.
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Tablo 7. 8. Yillik metot sarfiyatlari

Potasyum Dipotasyum
Enjeksiyon Toplam analiz Asetonitril Tampon dihidrogen hidrogen
Metot sayis1 siiresi miktari miktari fosfat fosfat

EP (European 135 000 dk, 2250 68 100 mL, 66 900 mL,

Pharmacopoeia) 3000 saat, 93,75 giin 68,1 L 66,9 L 200,031 g 35,123 ¢
Yeni HPLC 81 000 dk, 1350 28350 mL, 52 650 mL,

metodu 2700 saat, 56, 25giin 28,35 L 52,65 L 157,424 g 27,6414
Yeni UPLC 40500 dk, 675 saat, 3543, 75 mL, 6581,25 mL,

metodu 2700 28, 125 giin 3,544 L 6,581 L 19,678 ¢ 3,455¢g

Sonug olarak caligmalar sonunda gelistirilen metotlar, validasyonu yapilarak uygunluk
kriterlerini karsilamistir. Bu validasyon siiresince uygun kolonlarin ve mobil fazlarin
bulunmasi amaciyla denemeler yapilarak metotlar gelistirilmistir. Gelistirilen bu metotlar
stire olarak Avrupa Farmakope metodundan daha kisa siirede sonu¢ vermektedir. Siirelerin

kisa olmasi sonucunda ¢ok ciddi bir maliyet diisiisiide sayisal verilerle desteklenerek

ispatlanmis.
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