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OZET

BRINZOLAMID iLAC ETKEN MADDESININ IN VITRO SALIMI
INCELEMESI ICIN HPLC METODU OPTIMIZASYONU VE
VALIDASYONU

Brinzolamid, karbonik anhidraz II'ye 6zel afinitesi olan bir siilfonamid ve karbonik
anhidraz inhibitoriidiir. Bu ¢alismada, Brinzolamid i¢eren oftalmik formiilasyonlarin in
vitro salim profillerini belirlemek i¢in gelistirilen HPLC yontemi optimize edilmis ve
validasyonu tamamlanmistir. Franz difiizyon hiicresi ile yapilan deneyler, yontemin

yiiksek tekrarlanabilirlik, dogruluk ve secicilige sahip oldugunu gostermistir.

Metodun gelistirilmesi siirecinde membran se¢imi, alict ortamin bilesimi ve numuneleme
parametreleri kritik degiskenler olarak degerlendirilmistir. GH Polypro (Pall) membran
ile diisiik varyasyon katsayilar1 elde edilmistir. pH 7,4 fosfat tamponu ve asetonitril

(%70:30) alic1 ortam olarak secilmis ve sink kosullar1 saglanmistir.

ICH-Q2 (R1) ve USP-1225 kilavuzlarina uygun yapilan validasyon ¢aligsmalari, geri
kazanim oranlarmin %98-102 aralifinda oldugunu ve yontem dogrulugunun yiiksek
oldugunu gostermistir. Calisma araligr 0,0001-0,2 mg/mL olup dogrusallik saglanmistir
(R#>0,9997). LOD ve LOQ degerleri sirastyla 0,00003 mg/mL ve 0,0001 mg/mL olarak

hesaplanmuistir.

Tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik calismalari, yontemin farkli analist, cihaz ve kolon
kosullarinda tutarli sonuglar verdigini kanitlamistir. Gelistirilen yontem, ¢evre dostu olup
daha az kimyasal atik tiretmektedir. Franz diflizyon hiicresiyle uyumlulugu, farmasétik

test standartlara uygunlugunu desteklemektedir.

Onceki ydntemlere kiyasla, gelistirilmis metodoloji ile 45 dakikada %80'in iizerinde ilag
salimi elde edilmistir. Yontemin kombinasyon {iriinler ve diger oftalmik aktif maddeler

icin de uyarlanabilir oldugu diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Brinzolamid, Franz Diffiizyon, HPLC, Validasyon,
Optimizasyon



ABSTRACT

HPLC METHOD OPTIMIZATION AND VALIDATION FOR IN
VITRO RELEASE INVESTIGATION OF BRINZOLAMIDE
ACTIVE SUBSTANCE

Brimonidine is an alpha-2 adrenergic receptor agonist commonly used in ophthalmology
to reduce elevated intraocular pressure. In this study, a High-Performance Liquid
Chromatography (HPLC) method was optimized and validated to determine the in vitro
release profiles of ophthalmic formulations containing Brinzolamide. Experiments
conducted using Franz diffusion cells demonstrated that the method possesses high

repeatability, accuracy, and selectivity.

During the method development process, critical variables were identified, including
membrane selection, composition of the receptor medium, and sampling parameters. Low
coefficient of variation values were achieved using GH Polypro (Pall) membranes.
Phosphate buffer at pH 7.4 and acetonitrile (70:30) were selected as the receptor medium,

ensuring sink conditions were met.

Validation studies conducted in accordance with ICH-Q2 (R1) and USP-1225 guidelines
indicated that the recovery rates ranged from 98% to 102%, demonstrating high method
accuracy. The working range was established between 0.0001 and 0.2 mg/mL with
linearity achieved (R? > 0.9997). The limits of detection (LOD) and quantitation (LOQ)
were calculated to be 0.00003 mg/mL and 0.0001 mg/mL, respectively.

Repeatability and intermediate precision studies provided evidence that the method yields
consistent results across different analysts, instruments, and column conditions. The
developed method is environmentally friendly, producing less chemical waste. Its
compatibility with Franz diffusion cells supports its compliance with pharmaceutical

testing standards.

Compared to previous methods, the improved methodology achieved over 80% drug
release within 45 minutes. It is also believed that the method can be adapted for

combination products and other ophthalmic active ingredients.

Key Words: Brinzolamide, Franz, Diffusion, HPLC, Validation, Optimization



SEMBOLLER

C : Konsantrasyon

h:h : Hacim: hacim

kg : Kilogram

mOsm/kg : Miliosmol/kilogram

Q : Coziinme Miktar1

rpm : Dakika bagina dontis sayisidir (revolutions per minute)
mg > miligram

°C : Santigrat Derece
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1.  GIRIS VE AMAC

Glokom ve okiiler hipertansiyon, gérme kaybinin baslica nedenlerinden biri olan yiiksek
g0z i¢i basinci ile karakterize edilmektedir. Bu hastaliklarin tedavisinde kullanilan
Brinzolamid, karbonik anhidraz inhibitorleri grubuna ait etkili bir ajan olup, 6zellikle
sodyum ve bikarbonat iyonlarinin tagimmasini inhibe ederek g6z i¢i basincinm
distirmektedir. Literatiirde, Brinzolamid'in farmakokinetik 6zellikleri ve klinik etkileri
lizerine c¢ok sayida calisma bulunmakla birlikte, in vitro salim o6zelliklerinin
belirlenmesine yonelik validasyon ¢alismalar1 sinirlidir. Bu g¢aligmanin  amaci,
Brinzolamid igeren oftalmik formiilasyonlar i¢in Franz difiizyon hiicreleri ile uyumlu,
hassas ve c¢evreci bir HPLC metodunun gelistirilmesi ve validasyonudur.
Ruhsatlandirilmis bitmis trinler, Brinzolamid ile birlikte baska etkin maddeler de
icerebilir. Timolol Maleat ve Brimonidin Tartarat gibi etkin maddeler, Brinzolamid ile

kombinasyon halinde formiile edilen iiriinlerde yaygin olarak bulunmaktadir.

Bu caligmanin amaci, Brinzolamid iceren ilaglarin, Franz difiizyon hiicresi USP <1724>
Model B kullanilarak sentetik membrandan diskriminatif bir sekilde gecisini
incelemektir. Ayn1 zamanda, HPLC cihaziyla yeterli kromatografik ayrim saglanarak, bu
ilaglarin dogru ve kesin bir sekilde analiz edilebilmesi icin analitik bir metot

gelistirilmesi, optimize edilmesi ve valide edilmesi hedeflenmistir.

Franz difiizyon hiicresinde metot gelistirirken; membran tiirlinlin belirlenmesi, alict
ortamin seg¢ilmesi, ornekleme miktariin belirlenmesi, salim gosterdigi dakikalarin
belirlenip profil olusturulmasi ve salimm maksimuma geldigi dakikanin belirlenmesi
gerekmektedir. Bu calisma kapsaminda bahsedilen bu parametreler belirlenecek ve
optimizasyon asamalar1 gerceklestirilecektir. Bir HPLC metodu gelistirilirken ise
oncelikle enjekte edilecek ornekleme miktar1 ve analit konsantrasyonu, hareketli fazin
bilesenlerinin oranlari, pompanin akig hizi ve kolon firinin sicakligr belirlenerek

optimizasyon islemi yapilacaktir.

Gelistirilen Franz difiizyon ve HPLC yontemlerinin optimizasyon ¢aligmalar
tamamlandiktan sonra validasyon islemi yapilacaktir. Validasyon islemi dahilinde;
spesifiklik (segicilik), kesinlik (sistem kesinligi, tekrarlanabilirlik ve ara-kesinlik),

dogrusallik, dogruluk, caligma araligi, saglamlik, ¢ozelti stabilitesi, belirleme (LOD) ve



tayin (LOQ) sinir1 parametreleri galisilacaktir.

Franz diflizyon metodunun yani sira Brinzolamid ila¢ etken maddesinin kantitatif tayini
icin de literatiirde ¢esitli kromatografik analiz metotlar1 bulunmaktadir. Calismamizda,
literatiirde gegen bu metotlardan daha kisa zamanda, daha hassas, daha dogru ve daha
kesin bir analitik metot gelistirilmesi ve gelistirilen bu metodun validasyonunun basariyla

tamamlanmasi planlanmaktadir.
1.1.  Brinzolamid ila¢c Aktif Maddesi

Kimyasal Ismi: (R)-4-(Ethylamino)-3,4-dihydro-2-(3-methoxypropyl)-2H-thieno[3,2-
e]-1,2-thiazine-6 sulfonamide 1,1-dioxide
Chemical Abstracts Services (CAS) Numarasi: 138890-62-7
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Sekil 1.1. Brinzolamid Ilag Aktif Maddesinin 2D Yapisi

H,N

Brinzolamid, géz i¢i basmcmm (GIB) diisiirmek amaciyla ticari olarak %1 oftalmik
stispansiyon formunda sunulan, suda ¢oziiniirliigli diisiik bir beyaz tozdur. Etanol ve
metanol gibi organik c¢oziciilerde simirli ¢oziintirliik gosterir. Brinzolamid ampirik
formiilii C12H21N30O5S3'diir. Erime noktas1 yaklasik 131°C'dir. Brinzolamid'in ticari
olarak temin edilebilen miistahzari, yaklagik 7.5'lik bir pH ve 300 mOsm/kg ozmolaliteye
sahip Azopt®'dur (Alcon Laboratories, Inc, Ft. Worth, Texas, ABD). Farmakolojik olarak
brinzolamid, gézde akdz hiimér olusumunu baskilayabilen ve bdylece GiB'yi azaltabilen
oldukca spesifik, rekabet¢i olmayan, geri doniisiimlii ve etkili bir karbonik anhidraz 11
(CA-II) inhibitoridir. Brinzolamid, okiiler hipertansiyonu ve birincil agik ag¢ili glokomu
tedavi etmek icin piyasaya siiriilmiistiir. Baz1 klinik ¢alismalarda, brinzolamidin GiB'i
yaklagik %18 oraninda azalttigi tahmin edilmektedir. Brinzolamid, beta-blokerlere ve
prostaglandinlere eklenebilir. (Lester, 2008)

Karbonik anhidraz inhibitérleri (KAI), oftalmolojide goz i¢i basincini diisiirmede



kullanilan en etkili ajanlar arasinda yer alir. KAl'nin iki formu bulunmaktadir. Sistemik
bir form olan asetozolamid, 1954 yilindan bu yana kullanilmaktadir. Topikal KAl’lerden
biri olan brinzolamid, 1998 yilindan bu yana oftalmolojide kullanilmaktadir. Brinzolamid
gibi topikal KAl’lerin en biiyiik avantaji, oral ajanlarin neden oldugu sistemik yan
etkilerin belirgin sekilde azalmasidir. Ancak, bazi hastalarda ciddi yan etkiler ortaya
c¢ikabilir. Bu etken maddeyi igeren ilaglarin hasta kullaniminda tedaviye tam olarak cevap
verebilmesi yalnizca dogru bir formiilasyonun olusturulmasi ve laboratuvar teknikleri ile

dogrulanabiliyor olmasia baglidir. (DOGANAY, 2007)

1.2.  Franz Diffiizyon I¢cin Analitik Calismalar

1|28|
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Figure 2. Vertical diffusion cell-Model B (All dimensions are in mm. All diameters are 0.5 mm. All lengths are 2 mm)

Sekil 1.2. Dikey Difiizyon Hiicresi Temsili Cizimi (USP Monograph)



Sekil 1.4. Franz Diflizyon Hiicresi



Yillar gegtikce, in vitro Franz diflizyon deneyleri, transdermal ilag uygulamasin
arastirmak i¢in en Onemli yontemlerden biri haline geldi. Ne yazik ki, bu tiir testler
genellikle zayif tekrarlanabilirlikten muzdarip olan gegirgenlik verileri verir. Ayrica bu
Ozellik, sentetik membranlar bariyer olarak kullanildiginda siklikla ortaya c¢ikar, bu
durumda biyolojik dokuyla iligkili degiskenlik, toplam varyasyonun bir iriinii olarak
ortadan kaldirilir. Fern ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismanin amaci, tam dogrulama
protokoliiniin laboratuvarlarinda bulunan 6zel yapim bir Franz difiizyon hiicreleri
dizisinin  (GlaxoSmithKline, Harlow, BK) performansi {izerindeki etkisini
degerlendirmektir. Bu amagla hidrofobik ilag modeli olarak ibuprofen, bariyer olarak ise
sentetik membranlar kullanilmistir. Arastirilan parametreler arasinda Franz hiicre
boyutlari, karigtirma kosullari, membran tipi, membran islemi, sicaklik diizenlemesi ve
numune alma siklig1 yer almaktadir. Bir jel formiilasyonundan kararli durum ibuprofen
gecirgenligi icin varyasyon katsayisi %25,7'den %5,3'e (n = 6) distiriildiigiinden
dogrulamanin tiiretilmis veri degiskenligini 6nemli 6l¢iide azalttigi belirlenmistir. Bu
nedenle, gelistirilmis operator egitimi ile birlikte protokoliin dogrulanmasi ve
tyilestirilmesi, Franz hiicre deneyinde tekrar tiretilebilirligi biiyiik 6l¢iide artirabilir (Fern
ve ark., 2010).

Graham ve arkadaglarinin 1990 yilinda yaptigi bir ¢aligmada model bilesikler olarak
kafein ve testosteron kullanan in vitro gegirgenlik ¢alismalari i¢in statik Franz difiizyon
hiicre sistemini dogrulamayr amagcladi. Yazarlar, farkli Franz hiicreleri kullanarak
deneyler yaptilar ve kafein ve testosteronun insan derisinden geg¢isini test ettiler. Franz
hiicre sisteminin bu tiir ¢galigmalar i¢in uygun oldugunu ve giivenilir sonuglar verdigini
bulmuglardir. Yazarlar, onaylanmis yontemin gelecekte diger ilaglarin insan derisinden
gecisini arastirmak icin kullanilabilecegi sonucuna vardi (Graham ve ark, 1990).

Orlu ve arkadaslarinin 2017 yilinda yaptiklari ¢aligmada, insan derisi kullanilarak yapilan
in vitro gecirgenlik calismalari i¢in Franz difiizyon hiicre test kosullarinin optimizasyonu
tartisilir. Yazarlar, Franz hiicreleri i¢in en uygun sicakligi ve karistirma hizini belirlemek
i¢in deneyler yaptilar. 32°C'lik bir sicakligin ve 100 rpm'lik karistirma hizinin bu ¢alisma
i¢in en uygun oldugunu buldular. Yazarlar ayrica, membran kalinlig1 ve reseptdr bolmesi
hacmi gibi diger faktorlerin de sonuglart etkileyebilecegini belirtmislerdir (Orlu ve ark.,

2017).



Taha ve arkadaslar1 2012 yilinda yaptiklari bir ¢alisma ile, Franz difiizyon hiicrelerinin
kullanimi1 da dahil olmak {izere topikal formiilasyonlar i¢in in vitro salim ¢aligmalarinin
kapsaml1 bir incelemesini sunarlar. Yazarlar, formiilasyon kompozisyonu, membran tipi
ve deneysel tasarim gibi in vitro salim ¢alismalarinin sonuglarini etkileyebilecek cesitli
faktorleri tartismaktadir. Ayrica deneysel tasarim ve veri analizi i¢in Oneriler sunarlar.
Yazarlar, Franz difiizyon hiicrelerinin in vitro salim g¢aligmalar1 i¢in yaygin olarak
kullanilan bir yontem oldugunu ve topikal formiilasyonlarin salim kinetikleri hakkinda
degerli bilgiler saglayabilecegini belirtiyor (Taha vd., 2012).

Klein ve arkadaslarinin 2018 yilinda yaptig1 aragtirmaya gore dikey difiizyon hiicresi
kullanan in vitro salim testi (IVRT), bir topikal dozaj formunun performansin
degerlendirmek ve iirliniin fizikokimyasal 6zelliklerini daha iyi anlamak i¢in kokli bir
yontemdir. Dikey difilizyon hiicresi, yar1 kati iirlinlerden ila¢ salimini 6l¢gmek i¢in en sik
kullanilan aparattir ve elli yili agkin bir siiredir kullanilmaktadir; bununla birlikte, teknik
genellikle yiiksek degiskenlik ve yetersiz tekrarlanabilirlik nedeniyle engellenir. Cesitli
yontem parametreleri, ila¢ salimini ve salim profillerinin ilgili varyasyonunu etkiler. Bu
calismanin amaci, dikey diflizyon hiicresi aygitinin kritik parametrelerini ve onu
kullanarak gelistirilen yontemleri incelemek ve oldukga etkili dikey difilizyon hiicresi
yontemlerini gelistirmek, dogrulamak ve uygulamak icin iyi anlasilmasi gereken

potansiyel degiskenlik kaynaklarin1 vurgulamaktir (Klein ve ark., 2018).

Fern ve arkadaslar1 2010 yilinda franz diflizyon hiicresinde farkli membranlar ile
caligmalar yapmuslardir. Topikal formiilasyon kalite degerlendirmesi i¢in Franz diflizyon
hiicrelerinde kullanilan sentetik membranlar, ila¢ diflizyonuna karsi en az direnci
saglamalidir. Bu calismada ibuprofenin on {i¢ zardan difiizyon hizi Franz difiizyon
hiicreleri kullanilarak belirlendi. Membran kalinlig1, gézenek boyutu ve MWCO'nun ilag
akiglariyla korelasyonu da yapildi. lag difiizyon sonuglari, gdzenekli zarlarin yiiksek
akisli (8—18 mg/cm?/sa) ve diisiik akisli (0,1-3 mg/cm?/sa) membranlar olarak kategorize
edildigini gosterdi. Ilag akiglari membran parametreleri ile giiclii korelasyonlar
gostermedi (r 2< 0.99). Sentetik membranlar degisken ilag akislar1 verebilir, bu nedenle
aragtirmacilar, formiilasyon kalite degerlendirmesi i¢in membran secerken dikkatli
olmalidir (Fern ve ark., 2010).

Klein 2013 yilinda yar1 kat1 ilag preparatlarinin in vitro ila¢ salimi iizerine bir ¢alisma

yirlitmiistiir.  Son yillarda, dikey diflizyon hiicresi, topikal dozaj formlarinin ilag



saliminin test edilmesi i¢in yararli bir cihaz olarak ortaya ¢ikmistir. Mevcut ¢alismanin
amact, dikey bir difiizyon hiicre diizeninde farkli test parametrelerinin kutan6z uygulama
icin yar1 kati preparasyonlardan in vitro ilag salimi iizerindeki etkisini incelemektir.
Model bilesik olarak diklofenak secilmistir. Farkli test parametresi ayarlariyla elde edilen
sonugclar, hem ilag 6zelliklerinin hem de enstriimental ayrintilarin, dikey difiizyon hiicresi
ile in vitro difiizyon/ila¢ salim c¢aligmalarinin sonucu iizerinde biiyiik bir etkiye sahip
olabilecegini agik¢a gostermektedir. Bu nedenle, yeterli test parametrelerinin se¢imi,
serbest birakma deneylerinin basarisi i¢in ¢ok onemlidir ve mevcut calismada gosterildigi
gibi, optimum test parametrelerinin/kosullarinin olusturulmasi ve vaka bazinda bir vaka
incelemesinde dogrulanmasi gerekir (Klein ve ark., 2013).

Zsiko ve arkadaslarinin 2019 yilinda yaptig1 arastirmada goriilmiistiir ki ilag gelistirmede
dermal ve transdermal ilag tedavisinin Onemi giiniimiizde giderek artmaktadir. Bu
uygulama yolunun potansiyelinden tamamen yararlanmak igin, ilag salimi ve deri
penetrasyon Ol¢limlerini optimize etmek gerekir. Bu gézden gegirme, ilag gelistirmenin
erken asamasinda farmasotik aragtirma bilim adamlart icin destekleyici bir arag¢ olarak
ilaglarin deriye penetrasyonunu in vitro degerlendirmeye yonelik en iyi bilinen ve en
giincel yontemleri kapsar. Bu makalenin amaci, dermal/transdermal arastirmalarda
kullanilan c¢esitli deneysel modelleri sunmak ve deri penetrasyonunu incelemek igin
mevcut olan baglica in vitro yontemler hakkindaki yeni bilgileri 6zetlemektir. Bu
teknikler sunlardir: Difiizyon hiicresi, cilt-PAMPA, bant s1yirma, iki fotonlu mikroskopi,
konfokal lazer taramali mikroskopi ve konfokal Raman mikroskobik yontemi (Zsiko ve
ark., 2019).

Li ve arkadaslarinin 2016 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada, Brinzolamid i¢in oftalmik bir
dagitim sistemi olarak lipozomlarin yerel glokomtamaatéz terapotik etkiyi artirma
potansiyelini arastirmistir. Brinzolamid lipozomlari, 84.33+2.02 nm'lik bir parcacik
boyutu ve 9%98.32+1.61'lik bir yakalama verimliligi ile iretilmistir. Brinzolamid
lipozomlari, baslangicta ani salim ve ardindan siirekli salim ile in vitro iki fazli bir salim
modeli gostermistir. Brinzolamid lipozomlar1 ayrica beyaz Yeni Zelanda tavsanlarinda
goriinlir gegirgenlik katsayisinda 6.2 kat artis ve ticari olarak temin edilebilen
formiilasyondan Brinzolamid Siispansiyonu daha uzun stireli ve etkili goz i¢i basinci

diisiisti gostermistir (Lee ve ark., 2016).



PSD, oftalmik siispansiyonlarin kritik bir 6zelligidir ¢iinkii bu, yalnizca ilag¢ iirliniiniin
fiziksel stabilitesini (Ornegin, tortulama egilimi) degil, ayn1 zamanda in vivo
biyoyararlanimini ve hasta uyumunu (6rnegin, uygulama sonrasi goz yiizeyinde tahris)
da etkiler (Sinko, 2013). Hali hazirda piyasada bulunan oftalmik siispansiyonlarin
genellikle birka¢ mikron (6rnegin, 25 um'den daha az) boyut araliginda pargaciklara sahip
oldugu bildirilmistir (Gibson, 2016; Uddin, 2017). Ancak, son c¢alismalar
nanosiispansiyonlarla iirlin performansinda potansiyel bir iyilesme oldugunu
gostermektedir (Tuomela, 2014; Peters, 2019). Bu nedenle, daha genis bir PSD araligina
sahip siispansiyonlarin kalite iizerindeki etkisini degerlendirmek ilgi cekicidir. Ilag
¢Oziinmesi, slispansiyonlarin bir diger onemli 6zelligidir ve goz ilag iirlinleri igin test
edilmesi 6zellikle zordur. Ornegin, oftalmik siispansiyonlar goz iizerine topikal olarak
uygulandiktan sonra, ¢ézlinmenin muhtemelen "miikemmel bir ¢6ziici" kosulu altinda
degil (6rnegin, 30 pL siispansiyonun <7 pL gozyasi ile karsilastirilmasi) gerceklesecegi
diisiiniilmektedir. Ikincisi, hizli 6n korneal temizlenme nedeniyle, ¢dziinmenin goz
yiizeyinde ¢ok kisa bir siire icinde gerceklesmesi beklenmektedir. Bu zorluklar goz dniine
alindiginda, genellikle oral ilag {irlinlerinin ¢6ziinmesini test etmek i¢in uygun olan ¢ogu
¢coziinme yonteminin, PSD'de farklilik gosteren gesitli oftalmik siispansiyonlar arasinda
ayrim yapamayabilecegi ortaya ¢ikmaktadir. Bu nedenle, oftalmik siispansiyonlarin test
edilmesi i¢in uygun, hassas ve ayrimci bir in vitro ¢dziinme yontemi gelistirmek oldukca

onemlidir. (Vo ve ark., 2020).



Tablo 3.33 Ilag kalite kontrol testlerinde kullanilan gesitli mikro gézenekli membranlarin

temel Ozellikleri

Membran Uretim Avantajlar Dezavantajlar  G0zenek.
Yontemi Morfolojisi
Sulu ve organik
cozeltilerle uyumlu;
Hidrofilik Ist ve Diislik ekstrakte Diislikten ortaya
PTEE Genisleme edilebilir madde; kadar protein
3 Kiiciik molekiil baglanmasi
APT’lerine diisiik
baglanma
Hidrofobik  Is1 ve Genis organik ¢ozelti Coziinme testi igin
PTFE Genisleme araligi ile uyumlu uygun degil
Sulu ¢ozeltilerle
uyumlu; Diisiik . PR TS0
Hidrofilik  Daldrma  ekstrakte edilebilic O/ Rggaats
PVDF dokiim madde: Protein E umIlLIuk et
analitlerine ¢ok diisiik y AR
baglanma
Analitlere yiiksek
Navion Daldirma Sulu ve organik baglanma; Diisiik
y dokiim cozeltilerle uyumlu veya yiiksek pH'ta
hidrolize duyarlilik
Polieter Daldirma Sulu ¢ozeltilerle Organik
siilfon d5kiim uyumlu; Diisiik protein  ¢oziiclilerle simirli
(PES) baglanma uyumluluk
Sulu ¢ozeltilerle
. uyumlu; Diisiik Organik
szglnoezre ?g&glr;ma ekstrakte edilebilir ¢oziiciilerle sinirh
madde; Diisiik uyumluluk
baglanma
Karigik Or gam k
seliiloz .~ Sulucozeltilerle gozuculerle. sl
. Hava dokiimii uyumluluk;
esteri uyumlu . .
(MCE) Yiiksek protein
baglanmasi
Mutlak gézenek -
E 1511 boyutuna sahip Dflsuk .
bombardimani dindirik edzenekler: gozeneklilik;
Polikarbonat ardindan St gozenexier, Diistik akis hizi;
kimyasal Mikroskop i¢in uygun Sinirli mekanik
iirlizsiiz/cam gibi
asindirma ?fﬁzey dayaniklilik
S(;lezlllitlaeg{g imkmlu' Disiikten ortaya
Polipropilen  Eriyik dokiim ¢ yumi, kadar protein

Diisiik ekstrakte
edilebilir madde

baglanmas1




Sec¢ilen membran, test formiilasyonu i¢in inert bir tutma yiizeyi saglamalidir, bariyer
olusturmamalidir. Secilen membran, dozaj formundan "serbest kalan" aktif maddenin alic1
ortama kolayca yayilmasina izin vermelidir. Membran ve formiilasyon arasinda fiziksel
veya kimyasal etkilesim olmadigini dogrulamak da 6nemlidir. Formiilasyonda bulunan
eksipiyanlar membranin fiziksel biitiinliiglinii etkileyebilir veya ¢ogu durumda aktif
bilesen membrana baglanabilir. Buna ek olarak, membran aktif madde ile girisime sebep

olabilecek herhangi bir "siiziilebilir" madde icermemelidir.
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1.3.  Metot Validasyonu ve Metot Optimizasyonu
1.3.1. Spesifiklik

Validasyon c¢alismasinda spesifiklik (secicilik), analitin formiilasyondaki diger etken ve
yardimc1 maddelerden ayrilarak, dogru ve giivenilir bir sekilde tayin edilip

edilemeyecegini degerlendiren kritik bir parametredir. (ICH/Q2, 2024; USP/1225, 2017)
1.3.2. Dogrusallik

Analiz edilen maddenin derisimi ile HPLC cihazindan elde edilen cevap arasindaki
ilisgkinin calisma araligit boyunca dogrusal oldugunun kanitlandigi parametredir.
Kantitasyon seviyesini igerek sekilde en az 5 farkli konsantrasyonda hazirlanan
¢ozeltilerin cevaplarina karsi konsantrasyonlar kullanilarak Cizilen grafik analiz edilerek,

egim, kesme noktas1 ve korelasyon katsayisi verilir. (ICH/Q2, 2024; USP/1225, 2017)
1.3.3. Ol¢iim ve gézlem sinir
1.3.3.1.  Olciim Sinin

Kantitatif 6l¢iim yapilabilen en diisiik konsantrasyon &lgme smirt LOQ (Limit of
Quantitation) olarak belirlenir. Sinyal/giiriiltii oraninin en az 10 oldugu konsantrasyon

6lgme sinir1 olarak uygun noktadir. (ICH-Q2, 2024; USP-1225, 2017)
1.3.3.2. Gozlem Siiri

Kantitatif Ol¢lim ig¢in yeterli olmasa da goézlem yapilabilen en diisilk calisma
konsantrasyonu gozlenebilirlik simnirt LOD (Limit of Dedection) olarak belirlenir.
Sinyal/giiriiltii oraninin en az 3 oldugu konsantrasyon 6lgme sinir1 olarak uygun noktadir.

(ICH-Q2, 2024; USP-1225, 2017)
1.3.4. Dogruluk

Metodun dogrulugu teorik konsantrasyon degerlerinin deneysel sonuclara yakinlig ile
Olciiliir. Farkli seviyelerde Brinzolamid igeren numune ¢ozeltileri icin teorik ve deneysel
sonuglar kullanilarak % geri kazanim hesaplamasi yapilir. (ICH-Q2, 2024; USP-1225,
2017)

11



1.3.5. Calisma arahg

Uygulanan metot ile calisilabilecek en alt ve en iist noktanin ispatlandigi validasyon

parametresidir. (ICH-Q2, 2024; USP-1225, 2017)
1.3.6. Kesinlik

Kullanilan metot ile elde edilen sonuglarin birbirine yakinliginin 6l¢iisiidiir. Kesinlik
parametresi 3 baslikta ele alinir:

- Sistemin kesinligi

- Sonuglarin tekrarlanabilirligi

- Laboratuvar igi kesinlik (ara-kesinlik)

(ICH-Q2, 2024; USP-1225, 2017)
1.3.6.1. Sistemin kesinligi

Sistem kesinligi parametresinde kontrol edilen, kromatografik sistemin analize
uygunlugunun gosterilmesidir. Standart ¢ozeltisinin verileri incelenerek sistemin

calismaya uygun oldugunun kanitlanmasi amaglanir.
1.3.6.2. Tekrarlanabilirlik

Ayn1 anda, ayn1 kosullarda hazirlanmis numunelerin sonuglarinin birbirine yakinlig: ile
Olctliir. Tekrarlanabilirlik parametresinde ¢ozlinme testleri i¢in en fazla % 5,0 RSD

(bagil standart sapma) kabul edilebilir.
1.3.6.3. Ara kesinlik

Tekrarlanabilirlik ¢alismasindaki numune hazirliklarinin farkli bir analist tarafindan
farkli kolon ve farkli cihaz kullanilarak tekrar edilmesi ile elde edilen sonuglarin
tekrarlanabilirlik c¢aligmasisonuglart ile arasindaki benzerligin 6lciildiigii validasyon
parametresidir. Analitik metodun, kisi veya kullanilan cihazdan bagimsiz olarak
calistiginin ispatidir. Coziinme calismalari icin iki calisma arasindaki farkin % 5,0°1

gecmemesi beklenir.
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1.3.7. Cozelti stabilitesi

Analizde kullanilan ¢ozeltilerin bozulmadan ¢aligsmaya uygun olarak kalabildigi siirenin
tespiti i¢in yapilan ¢alismadir. Cozeltiler analitik sisteme taze hazirlandiklarinda ve
belirli zaman araliklarinda verilerek elde edilen pik alanlar1 arasindaki fark hesaplanir.

Farkin %2’yi gegmeden onceki son nokta ¢ozelti stabilite siiresi olarak belirlenir.
1.3.8. Saglamhk

Metodun saglamligi, sistem parametrelerinde yapilan kiiciik degisikliklerin analitik
performansa etkisini incelemek amaciyla ¢alisilmistir. Bu baglamda mobil fazin pH
degeri, akis hizi, kolon sicakligi gibi parametreler degerlendirilmistir. Calismamizda

uygulayacagimiz bazi metot parametresi degisiklikleri asagidaki gibidir;

- Mobil fazin akis hizinin ayarlanmasi

- Mobil fazin pH degerinin degisimi

- Benzer 6zelliklerde ayr1 bir kolonun kullanimi

- Kolon firin sicakliginin degistirilmesi

- Franz diffiizyon ortaminin degistirilmesi

- Franz diffiizyon karistirma hizinin degistirilmesi
- Franz diffiizyon ortam sicakliginin degistirilmesi

(ICH-Q2, 2024; USP-1225, 2017)
1.3.9. Sistem uygunluk

Metodun her kullanimindan 6nce sistemin analiz i¢in uygun olup olmadiginin kontrolii
amaciyla dikkat edilmesi gereken noktalarin belirlendigi parametredir. Eger metot
iceriyorsa sistem uygunluk ¢ozeltisi veya standart ¢ozeltisi kullanilarak sistem uygunluk
kontrolii yapilir. Standart ¢ozeltisine ait pik alanlar1 arasindaki kuyruklanma faktori,

rezollisyon, % RSD, plaka sayis1 ve benzeri parametreler kontrol edilir.
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2. YONTEM VE MATERYALLER

2.1, Cozelti ve Kimyasallar

Tablo 2.1. Calismada kullanilan reaktiflerin listesi

Reaktif Adi Markasi
Asetonitril JT Baker
Sodyum Kloriir Isolab
Disodyum Hidrojen Fosfat Merck
Potasyum Kloriir Merck
Potasyum Dihidrojen Fosfat Merck
Sodyum Dihidrojen Fosfat Dihidrat Merck
Sodyum Hidroksit JT Baker
Sodyum Lauril Siilfat Merck
Metanol JT Baker

Tablo 2.2. Standart maddeler ve ilaglar tablosu

Isim Uretici
Brinzolamid Primer Standardi USP

Azarga Alcon
Symbrinza Alcon
Azopt Alcon

2.2. Cihaz Listesi

Tablo 2.3. Kullanilan cihazlarm listesi

Isim Markasi
Analitik Terazi Mettler Toledo
Franz Difflizyon Hanson Research
HPLC Shimadzu

Ph Metre Mettler Toledo
Vorteks Thermoscientific
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2.3. Deneysel Yontem

Kromatografik Sart

Kolon

Tip : C18

Partikiil Boyutu 15 um

Uzunluk 100 mm

Cap 14,6 mm
Kolon Sicakhgi :30°C
Numune Boélmesi Sicakhgi: 25 °C
Dalgaboyu 1254 nm
Akis Hiza 1 1,0 mL/dakika
Enjeksiyon Hacmi :30 uL
Analiz Siiresi : 7 dakika
Cihaz : HPLC Sistemi
Sistem : Izokratik Pompa, Kolon termostat1, Otomatik Gaz

Giderici, UV veya PDA Dedektér, HPLC Yazilimi

Franz Difiizyon Sartlari

Alicr Ortam : pH 7,4 Fosfat Tamponu : Metanol (70:30)
Sicakhik :37°C+£0.5

Hiz (devir) : 600 rpm

Aparat - Hiicre (20mL)

Difiizyon siiresi 2 45 dk

pH 7.4 Fosfat Tamponu Hazirhgi: 8,06 g Sodyum Klortir, 1,22 g Disodyum Hidrojen
Fosfat ve 0,2 g Potasyum Kloriir, 0,1956 g Potasyum Dihidrojen fosfat tartilarak 1000
mL Su (Milli-Q) ¢6ziiliir ve karistirilir.

Alicr Ortam Hazirh@: Hacimce 70:30 oraninda pH 7,4 Fosfat Tamponu: Asetonitril
karistirilir (h/h).

Membran Hazirhg:

GH Polypro membran (Pall) 0,45 um gozenek ¢ap1 kullanilir. Membranlar Franz
difiizyon hiicrelerine yerlestirilmeden 6nce 1 saat siire ile alic1 ortam ig¢inde 1slatilir.

Mobil Faz icin Tampon Cézelti: 1 g Sodyum Asetat Trihidrat tartilip 1000 mL suda
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¢oziiliir. Asetik asit ile pH: 4,8’e ayarlanir. 0,45 filtreden siiziiliir.

Mobil Faz: 60:40 oraninda tampon ¢6zelti: metanol (h/h) karistirilir ve degaze edilir.

Sistem Uygunluk Parametreleri

e Standart ¢6zeltisi i¢in ardisik alt1 enjeksiyondan elde edilen bagil standart sapma RSD
<% 2,0 olmalidir.

¢ Kontrol standardindan iki enjeksiyon yapilir. Standart ¢ozeltisi ile uyumu % 98,0 - %
102,0 olmalidir.

e Standart enjeksiyonundan elde edilen kromatogramda Brinzolamid piki igin
kuyruklanma faktorii en fazla 2,0 olmalidir.

e Standart enjeksiyonundan elde edilen kromatogramda Brinzolamid piki i¢in Teorik

Plaka Sayis1 2000°den biiyiik olmalidir.

Standart Hazirhg:

Yaklasik 10,0 mg Brinzolamid tartilir ve 10 mL’lik hacme sahip balon jojeye igerisine
aktarilir. Mobil faz ile ¢oziiliir, 3 dakika sonike edilir. Bu ¢ozeltiden 1,0 mL alinir ve 10
mL’lik hacme sahip balonjojeye aktarilir, alic1 ortamu ile balon jojenin hacmi tamamlanir
ve iyice karistirilir. Sisteme direkt enjekte edilir. (Cerinzolamic= 0,20 mg/mL).

Kontrol Standard: Hazirhgx:

Kontrol standardi, yukaridaki ¢aligma standardi ile ayn1 olacak seklinde hazirlanir.
(Chrinzolamid = 0,10 mg/mL).

Numunelerin Hazirhg:

In Vitro icin Numune Hazirhg:

6 adet Franz hiicresinin her birinin alict kismma 20 mL alic1 ortamu transfer edilir ve
37°C£0.5°C’ye karigtirillarak 1sitilir. Calisma boyunca karigtirma hizi 600 rpm’dir. Her
bir hiicrenin verici kismina 1 saat alict ortam ile doyurulmus 0,45 um gozenek ¢apli GH
Polypro membran (Pall) membran yerlestirilir. Membran tiizerine 0,2 mL Brinzolamid
iceren goz damlasi, siispansiyonu eklenir. Her bir analiz noktasinda, mikropipet
kullanarak Franz hiicresinden 0,5 mL ¢ekilir ve taze 0,5 mL alic1 ortami eklenir. Cekilen
numuneler direkt viallenir ve HPLC’de analizlenir.

Not: Analiz noktalar profil ¢alismasi i¢in, 5, 10, 20, 30, 45 dakikadir. Tek nokta ¢ekim
45. dakikada yapilir.

Islem:

Brinzolamid i¢in analitik metot validasyonu In Vitro salim tayini yontemi i¢in belirtilen
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metot sartlarina uyulmalidir. Kolonun ve sistemin sartlanmasi i¢in mobil fazin kolondan
yeterli siire gecirilmesi gereklidir.

In vitro salim tayini i¢in hazirlanan standart ¢ozeltisinden 6 kez ve kontrol standart
¢ozeltisi’nden 2 kez enjeksiyon yapilarak sistem uygunluk parametreleri kontrol edilir. in
vitro ila¢ salim tayininde kullanilmak tizere 6 paralel numune ¢ozeltisi hazirligi yapilir;
tek nokta g¢aligmalart i¢in 45. Dakikada numune ¢ekimi yapilir. Her bir numune

¢oOzeltisinden 1’er enjeksiyon yapilir.
Hesaplama

Tek Nokta Salim Hesaplama

% Salim : %x%x%xﬁx%x%
Anumune : Numune ¢6zeltisindeki Brinzolamid pikinin alani
Astd : Standart ¢6zeltisindeki Brinzolamid pikinin alani
Wtd : Standart ait tartim (mg)
Vnumune : Numune ait hacim (mL)
L : Etiket degeri (10 mg)
P : Brinzolamid standardinin % aktivite degeri

In Vitro Profili Salim Hesaplama

% Kumulatif Salim:

5.dakika

Asge Weq 1 P 100 20
X X —X X X
Asg 10 71071007 L 7 Vipmune

Q1L(%) =
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10.dakika

10dk Wea 1 P 100>< 20

2(%) = X — X X
Q2(%) = ( AStd 10 10 100 L Vaumune

%))

20.dakika
w 1 P 100 20 0,5
o/ Apo.dx std L % ) o 2(0
W) = %70 10 %100 X T 7.+ G %) +Q2(%))
30.dakika
Q4(%) = ( Asoac  Wora (1 P 100 20 )+(%><(Q1(%)+Q2(%)
Asg 10 107100 L Veune 20
+ Q3(%))
45.dakika
— (Aasdk o  Wsta ,, 1 . P | 100 0.5
Q5(%) = (Asw1 X=X o X e X — anumune)+( x(Ql(%)+

Q2(%) + Q3(%) + Q4(%))

As,10,20,30,45 dakika : Numune ¢6zeltisindeki Brinzolamid pikinin alani
Astd : Standart ¢6zeltisindeki Brinzolamid pikinin alani
Witd : Standart ait tartim (mg)

L : Etiket degeri (10 mg)

P : Brinzolamid standardinin % aktivite degeri
Vnumune : Numune ait hacim (mL)
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3.  SONUCLAR

3.1. Metot Optimizasyonu

Brinzolamid ilag etken maddesi % salim miktar1 kantitatif tayini i¢in gelistirilen analitik
metodun optimizasyonu i¢in filtre ge¢imlilik ¢alismasi, ¢oziiniirliik ¢caligmasi, alici ortam
secimi caligsmasi, numuneleme miktart belirleme c¢aligsmasi, numuneleme zamani se¢imi
caligmasi, optimum akis hizi ¢alismasi, optimum kolon sicaklig1 ¢alismasi, enjeksiyon
hacmi belirleme ¢alismasi, membran se¢imi c¢aligmasi, membran doyurma siiresi

belirleme caligmalar1 yapilarak en uygun metot sartlart belirlenmistir.
3.1.1. HPLC Enjeksiyonu Hacmi Belirlenmesi

Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan Brinzolamid standardi ¢ozeltileri, uygun enjeksiyon
hacmini belirlemek i¢cin HPLC sisteminde analizlendi. Elde edilen pik alanlarina gore

konsantrasyona kars1 kalibrasyon grafikleri olusturuldu.

Brinzolamid ¢ozeltisi hazirlanmasi

Yaklasik 100,0 mg Brinzolamid hammaddesi tartilarak 100 mL’lik balon jojeye aktarildu.
Mobil faz eklendi ve ultrasonik banyo igerisinde 3 dakika bekletilerek ¢oziilmesi
saglandi. Coziindiirilmesinin ardindan, hacmine mobil faz kullanilarak seyreltildi.
(Cerinzolamid: 1,0 mg/mL)

1. Seviye: 0,5 mg/ 1 mL c¢ozeltisinin hazirlanmasi

Brinzolamid c¢ozeltisinden 5,0 mL alinmig ve 10 mL’lik balon joje igerisine transfer
edilerek, alic1 ortam ile hacmine seyreltilmistir.

2. Seviye: 0,2 mg/ 1 mL ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Brinzolamid ¢o6zeltisinden 2,0 mL alinmis ve 10 mL’lik balon joje icerisine transfer
edilerek, alic1 ortam ile hacmine seyreltilmistir.

3. Seviye: 0,1 mg/ 1 mL ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Brinzolamid ¢d6zeltisinden 1,0 mL alinmis ve 10 mL’lik balon joje icerisine transfer
edilerek, alict ortam ile hacmine seyreltilmistir.

4. Seviye: 0,06 mg/ 1 mL cozeltisinin hazirlanmasi

Brinzolamid ¢6zeltisinden 0,6 mL alinmis ve 10 mL’lik balon joje igerisine transfer

edilerek, alict ortam ile hacmine seyreltilmistir.
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5. Seviye: 0,04 mg/ 1 mL cozeltisinin hazirlanmasi

Brinzolamid ¢6zeltisinden 0,4 mL alinmis ve 10 mL’lik balon joje igerisine transfer
edilerek, alic1 ortam ile hacmine seyreltilmistir.

6. Seviye: 0,02 mg/ 1 mL ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Brinzolamid ¢ozeltisinden 2,0 mL alinmis ve 100 mL’lik balon joje igerisine transfer
edilerek, alict ortam ile hacmine seyreltilmistir.

7. Seviye: 0,01 mg/ 1 mL ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Brinzolamid ¢ozeltisinden 1,0 mL alinmis ve 100 mL’lik balon joje igerisine transfer
edilerek, alict ortam ile hacmine seyreltilmistir.

8. Seviye: 0,005 mg/ 1 mL ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Brinzolamid ¢ozeltisinden 0,5 mL alinmis ve 100 mL’lik balon joje icerisine transfer
edilerek, alic1 ortam ile hacmine seyreltilmistir.

9. Seviye: 0,001 mg/ 1 mL ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Brinzolamid ¢ozeltisinden 0,1 mL alinmis ve 100 mL’lik balon joje igerisine transfer
edilerek, alic1 ortam ile hacmine seyreltilmistir.

10. Seviye: 0,0001 mg/ 1 mL ¢ozeltisinin hazirlanmasi

0,001 mg/ 1 mL ¢ozeltisinden 1,0 mL alinmis ve 10 mL’ye alic1 ortam ile seyreltilmistir.
Hazirlanan ¢ozeltiler Tablo 3.1.”de verilmis olan enjeksiyon hacimlerinde HPLC’de

analizlenmistir.

Tablo 3.1 Enjeksiyon hacmi i¢in analiz programi

Enjeksiyon
Cozelti Konsantrasyonu (mg/mL) Enjeksiyon Hacmi (pnL)
Sayisi

0,5 10 20 30 6
0,2 10 20 30 6
0,1 10 20 30 6
0,06 10 20 30 6
0,04 10 20 30 6
0,02 10 20 30 6
0,01 10 20 30 6
0,005 10 20 30 6
0,001 10 20 30 6
0,0001 10 20 30 6
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Tablo 3.2 Enjeksiyon hacmi tablosu (%0, 1 ile %1 arasi ve 10 pL)

%0,1 %1
0,0001 mg/mL 0,001 mg/mL
Kuyruklanma Kuyruklanma
Alan (mAU) %/aktt')rii Alan (mAU) %/aktérii

1 1842 1,2 17586 1,2
2 1862 1,3 17668 1,1
3 1885 1,0 17143 1,2
4 1867 1,2 17270 1,2
5 1880 1,3 17570 1,2
6 1879 1,1 17618 1,2
Ortalama 1869 1,0 17476 1,2
SS 15,87 0,1 215,08 0,0

RSD 0,85 9,88 1,23 3,45
Tablo 3.3 Enjeksiyon hacmi tablosu (%5 ile %10 aras1 ve 10 uL)

%5 %10
0,005 mg/mL 0,01 mg/mL
Kuyruklanma Kuyruklanma
Alan(mAU) %laktérij Alan(mAU) %/aktérii

1 86540 1,2 174988 1,2
2 87236 1,2 175160 1,2
3 86462 1,2 174755 1,2
4 86713 1,2 174955 1,2
5 86295 1,2 174960 1,2
6 86239 1,2 174070 1,2
Ortalama 86581 1 174815 1
SS 426,14 0,0 386,83 0,0
RSD 0,49 0,00 0,22 0,00
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Tablo 3.4 Enjeksiyon hacmi tablosu (%20 ile %40 arasi ve 10 pL)

%20 %40
0,02 mg/mL 0,04 mg/mL
Kuyruklanma Kuyruklanma
Alan(mAU) %laktérii Alan(mAU) %aktérﬁ
1 343071 1,2 692765 1,2
2 343956 1,2 693223 1,2
3 343429 1,2 692701 1,2
4 343899 1,2 692983 1,2
5 343231 1,2 692677 1,2
6 343863 1,2 692382 1,2
Ortalama 343575 1 692789 1
SS 381,25 0,0 284,71 0,0
RSD 0,11 0,00 0,04 0,00
Tablo 3.5 Enjeksiyon hacmi tablosu (%60 ile %100 aras1 ve 10 pL)
%60 %100
0,06 mg/mL 0,1 mg/mL
Kuyruklanma Kuyruklanma
Alan(mAU) %/aktﬁn'j Alan(mAU) %akt()rii
1 1029503 1,2 1712483 1,2
2 1029629 1,2 1713596 1,2
3 1028944 1,2 1712920 1,2
4 1028144 1,2 1714855 1,2
5 1027154 1,2 1713043 12
6 1027171 1,2 1714420 12
Ortalama 1028424 1 1713553 1
SS 1108,87 0,0 922,43 0,0
RSD 0,11 0,00 0,05 0,00
Tablo 3.6 Enjeksiyon hacmi tablosu (%200 ve 10 pL)
%200 0,2 mg/m L
Alan (mAU) Kuyruklanma Faktorii
1 3171593 1,1
2 3170171 11
3 3172722 1,1
4 3174840 11
5 3174589 1,1
6 3173441 1,1
Ortalama 3172893 1
SS 1794,2 0,0
RSD 0,06 0,00
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Brinzolamid Dogrusallik Grafigi (10uL)
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Brinzolamid Konsantrasyonu mg/mL

Sekil 3.1 Enjeksiyon hacmi grafigi (10 uL)

Tablo 3.7 Enjeksiyon hacmi tablosu (%0,1 ile %1 arasi ve 20 uL)

%0,1 %1
0,0001 mg/mL 0,001 mg/mL
Kuyruklanma Kuyruklanma
Alan (mAU) %laktérii Alan (mAU) %aktél’ﬁ
1 3613 1,1 34977 1,2
2 3755 1,1 34992 1,2
3 3555 1,2 34942 1,2
4 3557 1,2 35118 1,2
5 3480 11 34791 1,2
6 3471 1,2 34747 1,2
Ortalama 3572 1,2 34928 1,2
SS 104,26 0,1 137,35 0,0
RSD 2,92 4,76 0,39 0,00
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Tablo 3.8 Enjeksiyon hacmi tablosu (%5 ile %10 arasi ve 20 uL)

%5 %10
0,005 mg/mL 0,01 mg/mL
Kuyruklanma Kuyruklanma
Alan (mAU) %aktérﬁ Alan (mAU) %aktt')rﬁ
1 174323 1,2 350602 1,2
2 173539 1,2 350365 1,2
3 173438 1,2 349128 1,2
4 172684 1,2 349804 1,2
5 172950 1,2 348685 1,2
6 172633 1,2 348089 1,2
Ortalama 173261 1,2 349446 1,2
SS 641,95 0,0 982,93 0,0
RSD 0,37 0,00 0,28 0,00
Tablo 3.9 Enjeksiyon hacmi tablosu (%20 ile %40 arasi ve 20 pL)
%20 %40
0,02 mg/mL 0,04 mg/mL
Kuyruklanma Kuyruklanma
Alan (mAU) %/aktén'j Alan (mAU) %akt()rii

1 687717 1,2 1381269 1,2
2 688680 1,2 1380490 1,2
3 687444 1,2 1378529 1,2
4 687405 1,2 1378674 1,2
5 687305 1,2 1378543 1,2
6 687111 1,2 1378002 1,2
Ortalama 687610 1,2 1379251 1,2
SS 560,0 0,0 1305,60 0,0
RSD 0,08 0,00 0,09 0,00
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Tablo 3.10 Enjeksiyon hacmi tablosu (%60 ile %100 aras1 ve 20 pL)

%60 %100
0,06 mg/mL 0,1 mg/mL
Kuyruklanma Kuyruklanma
Alan (mAU) %aktérﬁ Alan (mAU) %akt()rﬁ
1 2043861 1,2 3385501 1,2
2 2042064 1,2 3383059 1,2
3 2041276 1,2 3376665 1,2
4 2043655 1,2 3372179 1,2
5 2042448 1,2 3366139 1,2
6 2038802 1,2 3365343 1,2
Ortalama 2042018 1,2 3374814 1,2
SS 1852,39 0,0 8455,97 0,0
RSD 0,09 0,00 0,25 0,00

Tablo 3.11 Enjeksiyon hacmi tablosu (%200 ve 20 pL)

%200 0,2 mg/mL

Alan (mAU) Kuyruklanma

Faktori
1 6529516 1,2
2 6525925 11
3 6520375 11
4 6503292 11
5 6520347 1,1
6 6515908 11
Ortalama 6519227 1,1
Standart Sapma 9145,92 0,0
% RSD 0,14 3,66
Brinzolamid Dogrusallik Grafigi (20uL)
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Sekil 3.2 Enjeksiyon hacmi grafigi (20 pL)
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Tablo 3.12 Enjeksiyon hacmi tablosu (%0,1 ile %1 arasi ve 30 pL)

%0,1 %1
0,0001 mg/mL 0,001
Kuyruklanma Kuyruklanma
Alan (mAU) %aktérﬁ Alan (mAU) %/aktt')rii

1 5241 1,1 52644 1,2
2 5295 1,2 52608 1,2
3 5330 1,1 52593 1,2
4 5282 1,1 52433 1,2
5 5255 1,1 52522 1,2
6 5220 1,1 52565 1,2
Ortalama 5271 1,1 52561 1,2
SS 39,83 0,0 74,89 0,0
RSD 0,76 3,66 0,14 0,00

Tablo 3.13 Enjeksiyon hacmi tablosu (%5 ile %10 arast ve 30 pL)

%5 %10
0,005 0,01
Kuyruklanma Kuyruklanma
Alan (mAU) %/akté')rﬁ Alan (mAU) %/akté')rﬁ

1 262477 1,2 538071 1,2
2 262335 1,2 538433 1,2
3 262164 1,2 538106 1,2
4 262188 1,2 537905 1,2
5 262245 1,2 537821 1,2
6 262202 1,2 538073 1,2
Ortalama 262269 1,2 538068 1,2
SS 118,5 0,0 210,8 0,0
RSD 0,05 0,00 0,04 0,00
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Tablo 3.14 Enjeksiyon hacmi tablosu (%20 ile %40 arasi ve 30 uL)

% 20 %40
0,02 mg/mL 0,04 mg/mL
Kuyruklanma Kuyruklanma
Alan (mAU) %aktérﬁ Alan (mAU) %/aktbrii
1 1127568 1,2 2146857 1,2
2 1127499 1,2 2147389 1,2
3 1127493 1,2 2146915 1,2
4 1127329 1,2 2146848 1,2
5 1126761 1,2 2146757 1,2
6 1126877 1,2 2146679 1,2
Ortalama 1127255 1,2 2146908 1,2
SS 348,3 0,0 250,1 0,0
RSD 0,03 0,00 0,01 0,00
Tablo 3.15 Enjeksiyon hacmi tablosu (%60 ile %100 arasi ve 30 uL)
%60 %100
0,06 mg/mL 0,1 mg/mL
Kuyruklanma Kuyruklanma
Alan (mAU) %/aktén'i Alan (mAU) %/akté')rﬁ

1 3273188 1,2 5289224 1,2
2 3273590 1,2 5290128 1,2
3 3275396 1,2 5289461 1,2
4 3274449 1,2 5288607 1,2
5 3273657 1,2 5288256 1,2
6 3273952 1,2 5286396 1,2
Ortalama 3274039 1,2 5288679 1,2
SS 786,0 0,0 1296,5 0,0
RSD 0,02 0,00 0,02 0,00
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Tablo 3.16 Enjeksiyon hacmi tablosu (%200 ve 30 pL)

%200
0,2 mg/mL
Kuyruklanma
Alan(mAU) %/aktérii
1 10956822 1,2
2 10958636 1,2
3 10961086 1,2
4 10954860 1,2
5 10958077 1,2
6 10958673 1,2
Ortalama 10958026 1,2
SS 2079,9 0,0
RSD 0,02 0,00

Brinzolamid Dogrusallik Grafigi (30uL)
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Sekil 3.3 Enjeksiyon hacmi grafigi (30 pL)

R2 degerleri 10 uL, 20uL ve 30uL enjeksiyon hacimleri i¢in birbirine yakin olmakla
birlikte 30 uL calismasinda en iyi R? degeri elde edilmistir. Metotta kullanilmak iizere
enjeksiyon hacmi olarak, profil caligmalarinda ilk dakikalardaki en distlik

cozlintirliikleri dahi iyi gézlemleyebilmek adina 30puL se¢ilmistir.
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3.1.2. Alci ortam se¢imi

Birkag farkli alic1 ortamda ¢alismalar yapilarak en dogru ve uygun sonug veren alici ortam
secildi.
. pH 7,4’e tamponlanmis fosfat ¢ozeltisi

. pH 7,4’e tamponlanmis fosfat ¢ozeltisi : % 0,5 SLS

. pH 7,4’e tamponlanmis fosfat ¢ozeltisi : % 1 SLS

o pH 7,4’e tamponlanmis fosfat ¢ozeltisi : Asetonitril
. pH 7,4’e tamponlanmis fosfat ¢ozeltisi : Etanol

. pH 7,4’e tamponlanmis fosfat ¢ozeltisi : Metanol

Membran hazirhg:
GH Polypro membran (Pall) 0,45 pm goézenek ¢api kullanilir. Membranlar Franz

difiizyon hiicrelere yerlestirilmeden 6nce 1 saat stire ile alic1 ortam iginde 1slatilidi.
Alci ortam hazirhklari:

pH 7,4 fosfat tamponu hazirhgi: 8,06 g sodyum kloriir, 1,22 g disodyum hidrojen fosfat
ve 0,2 g potasyum kloriir, 0,1956 g potasyum dihidrojen fosfat tartilarak 1000 mL Su
(Milli-Q) ¢ozuldi ve karistirildi.

1 Numaral alic1 ortam hazirhgi: Alict ortam olarak sadece pH 7.4 fosfat tampon ¢ozelti

kullanildi.

2 Numarah alic1 ortam hazirhgi (%0,5 sodyum lauril siilfat (SLS) iceren pH 7,4’¢
tamponlanmus fosfat ¢ozeltisi): 8,06 g sodyum klortir, 1,22 g disodyum hidrojen fosfat
ve 0,2 g potasyum kloriir, 0,1956 g potasyum dihidrojen fosfat ve 5 g sodyum lauril siilfat
tartilarak 1000 mL Su (Milli-Q) ¢oziildi ve karistirildi.

3 Numarah ahc1 ortam hazirhgi (%1 SLS iceren pH 7,4’¢ tamponlanms fosfat
cozeltisi): 8,06 g sodyum kloriir, 1,22 g disodyum hidrojen fosfat ve 0,2 g potasyum
kloriir, 0,1956 g potasyum dihidrojen fosfat ve 10 g sodyum lauril siilfat tartilarak 1000
mL Su (Milli-Q) ¢6ziildii ve karigtirildi.

4 Numarah alict ortam hazirhgi: 70:30 oraninda pH 7,4’e tamponlanmis fosfat
cozeltisi: Asetonitril (h/h) karigtirildi.

5 Numarah ahc ortam hazirhgi: 70:30 oraninda pH 7,4’e tamponlanmis fosfat

29



¢ozeltisi: Etanol (h/h) karistirildi.
6 Numarah alict ortam hazirhgi: 70:30 oraninda pH 7,4’¢ tamponlanmis fosfat

cozeltisi: Metanol (h/h) karigtirildi.

Standardin hazirhg:

Yaklasik 10 mg Brinzolamid primer standart tartilarak 10 mL’lik hacme sahip balon joje
icerisine aktarildi. 5 mL ¢oziicii eklenerek 3 dk ultrasonikte ¢oziindiiriildiikten sonra hacmine
¢oziicli ile seyreltildi. Hazirlanan ¢ozeltinin 1,0 mL’si 10 mL’lik hacme sahip balon joje

igerisine aktarildi ve hacmine ¢oziinme ortami ile seyreltildi. (Cerinzotamia = 0,1 mg/mL).

Numunelerin Hazirh@
Brinzolamid % 0,05 oftalmik emiilsiyon in vitro salim analizi numunesi

hazirlanmasi

6 adet franz hiicresinin her birinin alict kismina 20 mL alict ortamu transfer edildi ve
37°C+0,5 °C’ye kanstirilarak 1sitildi. Her bir hiicrenin verici kismina 0,45 pm gézenek
capinda GH Polypro (Pall) membran yerlestirildi. Verici membran tizerine 200,0 uL
Brinzolamid %0,05 Oftalmik Emiilsiyon eklendi. 45 dakika sonunda Franz hiicrenin alic1

stvisindan (reseptor) siringa kullanilarak numune cekildi.

Uygun alict ortam, belirli bir zaman periyodu igerisinde yeterli miktarda etken maddenin
serbest birakilmasina olanak tanimasi agisindan secilmelidir. Brinzolamid %1 Oftalmik
Siispansiyon formiilasyonundan, pH 7,4 fosfat tamponu kullanilarak, Brinzolamid’in alici
ortama gecis hiz1 ¢alisilmistir.

Tablo 3.17 Brinzolamid’in pH: 7,4 fosfat tamponu ortaminda % salim hiz1 sonuglari

Siire dk-5 dk-10 dk-20 dk-30 dk-45
1. Hiicre 2,2 2,6 57 10,1 12,0
2. Hiicre 2,6 2,9 4,8 9,4 16,0
3. Hiicre 19 2,4 51 11,3 13,0
4. Hiicre 2,0 3,6 5,4 9,7 14,1
5. Hiicre 2,1 3,1 49 8,6 12,0
6. Hiicre 2,6 3,2 5,2 9,4 11,3
Hiicre 2,2 3,0 5,2 9,8 13,1
SS 0,30 0,43 0,33 0,90 1,74
% RSD 13,48 14,56 6,39 9,28 13,29
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Brinzolamid’in ¢6ziiniirliigiiniin sulu ortamda ¢ok az oldugu teyit edilmis olup,

¢oziinlirliiglini artirmak i¢in ilk olarak yiizey aktif madde eklenmesi denenmistir.

Tablo 3.18 Brinzolamid’in % salim hizina yiizey aktif madde oranlarinin etkisi

SLFpH 7,4 SLFpH 7,4
Kiivet
(%0,5 SLS) (%1,0 SLS)
1 62,7 67,7
2 61,5 68,5
3 61,2 69,2
4 62,6 65,6
5 61,3 65,3
6 63,9 64,9
Ortalama 62,2 66,9
SS 1,06 1,82
% RSD 1,71 2,73

Farkli konsantrasyonlarda yiizey aktif madde kullanilarak Brinzolamid’in in vitro salimi
saglanamadigi icin, Brinzolamid’in ¢oziinlirliigiinii arttirmak amaci ile alici ortama

organik ¢oziicii eklenmesi denenmistir.
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Tablo 3.19 Brinzolamid’in pH 7,4’e tamponlanmis fosfat ¢ozeltisi: asetonitril 70:30

(h/h) ortaminda % salim hiz1 sonuglar1

Siire 5 dakika 10 dakika 20 dakika 30 dakika 45 dakika
1. Kiivet 37,7 64,1 68,9 77,5 89,1
2. Kiivet 37,2 64,7 75,6 78,0 87,8
3. Kiivet 45,8 69,3 79,6 86,4 90,9
4. Kiivet 35,4 57,0 76,6 81,9 85,5
5. Kiivet 29,9 48,3 67,0 75,4 84,2
6. Kiivet 33,1 52,6 71,3 78,8 86,9
Ortalama 36,5 59,3 73,2 79,7 87,4
SS 5,37 8,03 4,87 3,95 2,42
% RSD 14,70 13,53 6,65 4,95 2,77

Tablo 3.20 Brinzolamid’in pH 7,4’e tamponlanmis fosfat ¢6zeltisi: etanol 70:30 (h/h)

ortaminda % salim hiz1 sonuglari

Siire 5 dakika 10 dakika 20 dakika 30 dakika 45 dakika
1. Kiivet 12,1 14,2 16,4 20,3 31,5
2. Kiivet 12,6 15,7 19,7 30,1 36,7
3. Kiivet 11,1 13,2 154 22,3 32,5
4. Kiivet 13,1 15,7 18,7 31,1 35,7
5. Kiivet 14,1 14,2 14,4 25,3 32,5
6. Kiivet 10,6 15,7 17,7 32,1 34,7
Ortalama 12,3 14,8 17,0 26,9 33,9
SS 1,29 1,08 2,02 4,93 2,05
% RSD 10,52 7,28 11,86 18,35 6,05
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Tablo 3.21 Brinzolamid’in pH 7,4’e tamponlanmig fosfat ¢ozeltisi: metanol 70:30 (h/h)

ortaminda % salim hizi sonuglari

Siire 5 dakika 10 dakika 20 dakika 30 dakika 45 dakika
1. Kiivet 13,1 12,2 20,2 28,6 36,6
2. Kiivet 13,6 13,7 25,8 31,8 36,4
3. Kiivet 12,1 13,2 20,8 24,3 38,2
4. Kiivet 14,1 15,7 17,7 30,4 37,3
5. Kiivet 12,1 14,2 21,8 25,3 35,3
6. Kiivet 13,6 15,7 20,1 30,8 34,3
Ortalama 13,1 14,1 21,1 28,5 36,4
SS 0,84 1,40 2,68 3,09 1,38
% RSD 6,43 9,92 12,74 10,81 3,80

Tablo 3.22 Alici ortam se¢imi ¢alismasi sonuglar1 dzet tablo

pH 7.4°e pH 7.4°e pH 7,4°e
pH 7,4°¢
tamponlanmis tamponlanmis tamponlanmis
tamponlanmig
Siire (Dakika) fosfat ¢ozeltisi: fosfat ¢ozeltisi:  fosfat ¢cozeltisi:
fosfat ¢ozeltisi % i
100 Asetonitril Etanol Metanol
70:30 (v:v) 70:30 (v:v) 70:30 (v:v)
0 0 0 0 0
5 2,2 36,5 12,3 131
10 3,0 59,3 14,8 141
20 52 73,2 17,0 211
30 9,8 79,7 26,9 28,5
45 131 87,4 33,9 36,4

e Brinzolamid'in asetonitril iceren tamponlu ortamdaki ¢oziiniirliigl, yukarida
belirtilen gereklilikleri karsiladig: igin,

e Ayrica, % 30 asetonitril iceren fosfat pH 7,4 tamponu, formiilasyondan
membran yoluyla yeterli miktarda Brinzolamid’i gecirebildigi i¢in,

e Erken salim gozlenebildigi ve ge¢ salim degerlerinin %80’nin iizerinde
bulundugu i¢in,

Alic1 ortami olarak pH 7,4’e tamponlanmis fosfat ¢ozeltisi : Asetonitril (70:30) (h:h)
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secilmistir.

Organik Solvent Se¢imi

100

% Salim

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Siire (dakika)

—@— % 30 ACN : %70 Tampon (h/h) —@— % 30 Etanol : % 70 Tampon (h/h)
% 30 Metanol : % 70 Tampon (h/h) —@=—pH:7,4 fosfat Tamponu

Sekil 3.4 Brinzolamid’in oftalmik emiilsiyon'dan GH Polypro (Pall) 0,45 pm yoluyla

farkli ortamlara salim hiz1 karsilastirma grafigi
3.1.3. Alc ortamdaki ¢oziiniirliigiin tespiti (sink kosulu)

Bir ¢0ziinme prosediiriinii gelistirirken amag, doymus bir ilag maddesi c¢ozeltisi
olusturmak i¢in gereken hacmin en az ii¢ kat1 bir hacme sahip olarak tanimlanan sink
kosullarina sahip olmaktir. Sink kosullart mevcut oldugunda, ¢6ziinme sonuglarinin dozaj

formunun 6zelliklerini yansitmasi1 daha muhtemeldir.

20.0 mL’lik bir balon joje igerisine 10 mL alic1 ortam1 (pH 7,4’e tamponlanmis fosfat
cozeltisi: Asetonitril 70 : 30 h/h) eklendi. Brinzolamid hammaddesinden ¢okme goriilene
kadar eklendi. 37°C’ye ayarlanmig calkalayicili su banyosuna konuldu, bekletildi. Belli
araliklarla vortekslendikten sonra bir miktar numune 0,45 pm filtreden siiziilerek alindi,
siizlintiiden 75uL alinarak 25,0 mL’ye alict ortami ile seyreltildi. Numune
konsantrasyonunun sabit kaldigi noktaya kadar numune alma islemlerine belirli

araliklarla devam edildi.
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Tablo 3.23 Brinzolamid’in alici ortamdaki ¢oziintirligiiniin tespiti igin enjeksiyon

prosediirii
Ornekleme Zamani L —
Noktas1 (dk) Cozelti Adi Enjeksiyon Sayisi

Standart 1 6

Standart 2 2

Numune 1 1

oSt Numune 2 1
Numune 1 1

. Numune 2 1
Numune 1 1

oSt Numune 2 1
Numune 1 1

72.Saat Numune 2 1

Calismalar sonunda elde edilen doygunluk konsantrasyonlar1 agsagida sunulan tablo ile
verilmistir.

Tablo 3.24 Alic1 ortamda Brinzolamid sink ¢alismasi sonuglari

pH: 7,4 Fosfat Tamponu : Asetonitril

(70:30) (h/h)
Numuneleme zamani
3 Saat 10,11
6 Saat 10,28
72 Saat 10,30

Calisma iirlinlimiiz 1 mL’sinde 10 mg Brinzolamid etkin maddesi icermektedir. Sink
kosulunun saglanabilmesi icin alici kompartimandaki ¢6ziinme ortaminin, verici
kompartimana uygulanan etkin maddenin en az 3 ila 10 katin1 ¢6zebiliyor olmasi
gerekmektedir. Calismada kullanilan alict kompartiman 20 mL hacme sahiptir. Analiz
yonteminde anlamli sonug elde edebilmek ve pozolojiye bagli olarak yaklasik 6 damlaya
karsilik gelen ve 2 mg Brinzolamid igeren 200 uL’lik hacme sahip 6rnegin verici
kompartimana yliklenmesine karar verilmistir.

pH: 7,4 Fosfat Tamponu : Asetonitril (70:30) (h/h) kullanilarak yapilan calismada
doygunluk konsantrasyonu 10,30 mg/mL olarak belirlenmistir. Verici kompartimana
yiiklenen 200 pL iirlin 2 mg Brinzolamid etkin maddesi igermektedir. Teorik olarak etkin
maddenin tamaminin alict kompartimana gectigi diisiintildii§iinde ¢6zlinme hizi
ortaminda 0,1 mg/mL’lik bir konsantrasyon olusacaktir. Calisma konsantrasyonumuz

olan 0,1 mg/mL, doygunluk degeri olan 10,30 mg/mL’nin ¢ok altinda oldugundan
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calisma konsantrasyonunun sink kosulunu sagladigi goriilmiistiir.

In vitro salim1 alict ortaminin pH degeri, formiilasyonun pH'"1 ve gézyasinin pH degeri
g6z onilinde bulunduruldugunda 7,4 olarak belirlenmistir. Ek olarak; Alict ortamin pH’1
in vitro salim ¢alismasi siiresince degismemistir.

Tablo 3.25 Calisma siiresince alic1 ortamin pH degerleri

pH
IVRT baglangicinda 7,4
IVRT sonunda 7,4
3.1.4. Aparat secimi
Apparat Denemesi 1
Aparat : Beher
Alict Ortamui : Fosfat Tamponu : Asetonitril (70:30) (h/h)
Sicaklik :37°C=+0.5
Hiz : 50 rpm

Difiizyon siiresi : 1 saat

Membran : Float A Lyzer G2 Dialysis Device
Gozenek Capt  : 3,5-5 kDa (MWCO)

Numune Hacmi : 1 mL

Beher Hacmi : 300 mL
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Sekil 3.5 Float A Lyzer G2 Dialysis Device

Aparat Denemesi 1

1 adet beherin icerisine 300 mL alic1 ortam transfer edildi ve 200 rpm karistirma hizinda
37°C=+0,5 °C’ye 1s1tici lizerine konularak 1sitils1. Dis ¢evre kosullarindan korunmak igin
beherin tistii kapakla kapatildi.

Ayri bir beherde Floating cell 10 dakika boyunca %10’luk asetonitril igerisinde, daha
sonra 20 dakika su igerisinde bekletildi. Son olarak da 20 dakika alici ortam ¢dzeltisi ile
doyuruldu. Bir adet floating cell icerisine 1 mL numune eklendi ve kapag1 kapatildi.
Floating cell 37°C+0,5 °C’ ye 1sitilan beherin igerisine konuldu ve 45 dakika sonunda
kapag agilarak her bir floating cell’den 1,0 mL numune ¢ekildi. Cekilen numuneler direk

viallendi ve HPLC’de analizlendi.
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Apparat Denemesi 2

Aparat: Franz Hiicre (Franz Cell)

Alict Ortamu : Fosfat Tamponu : Asetonitril (70:30) (h/h)
Sicaklik :37°C+05

Hiz : 600 rpm

Difiizyon siiresi : 45 dakika

Membran : GH Polypro (Pall)

Gozenek Capi 10,45 pm

Numune Hacmi :200 uL

Hiicre Hacmi : 20 mL

6 adet franz hiicresinin her bir hiicresine 20 mL alic1 ortam transfer edilsi ve 37°C+0,5
°C’ye karigtirilarak 1sitildi. Her bir hiicrenin verici kismma 0,45 um GH Polypro
membran (Pall) membran yerlestirildi. Membran ile temasin1 saglayacak kadar, hava
kabarcig1 kalmadan, alic1 ortam eklendi. Verici membran tizerine 200,0 uL. Brinzolamid
%1 Oftalmik siispansiyon yerlestirildi. 45 dakika sonunda Franz hiicrenin alic1 sivisindan
(reseptdr) mikropipet kullanilarak 0,5 mL numune c¢ekildi. Cekilen numuneler direk

viallendi ve HPLC’de analizlendi.

Yontem

In vitro ilag salim tayininde kullanilmak {izere yukarida aciklanan sekillerde 1’er adet
numune ¢ozeltisi hazirlii yapildi. % salim hesaplandi.

Tablo 3.26 Aparat deneme sonuglari

1 2 3 4 5 6
1. Aparat 23,5 213 25,6 22,7 21,5 23,8
2. Aparat 88,5 87,2 85,3 86,4 85,2 86,6

% 30 asetonitril iceren fosfat pH 7,4 tamponu, formiilasyondan membran yoluyla yeterli
miktarda Brinzolamid’i gegirebildigi icin, erken salim gozlenebildigi ve ge¢ salim
degerlerinin %85’¢ yakin bulundugu igin, alic1 ortami olarak pH: 7,4 Fosfat Tamponu:
Asetonitril (70:30) (v:v) segilmistir.
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3.1.5. Membran secimi ve doyurma siiresi belirleme

Cesitli Membran filtreler ile ¢aligmalar yapilarak Brinzolamid salimma en uygun
Membran filtre belirlenmistir. Membranlar alic1 ortamda 1 saat boyunca doyurularak ve

doyurulmadan ¢aligmalar yapilmistir.

Tablo 3.27 Membran se¢imi sonuglari

Seliiloz Asetat Membran GH Polypro Membran
0,45um 0,45 um
1 saat alict 1 saat alict
Doyurulmadan ortam ile Doyurulmadan ortam ile

doyurulmus doyurulmus
1 57,6 73,8 64,8 88,5
2 52,4 85,7 61,6 87,2
3 48,6 79,9 74,3 85,3
4 55,3 78,0 65,4 86,4
5 45,8 71,1 69,6 85,2
6 47,3 82,0 73,9 86,6
Ortalama 51,2 78,2 66,9 86,5
Standart Sapma 4,7 5,3 6,60 1,3
% RSD 9,18 6,80 9,87 1,45
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Tablo 3.28 Membran se¢imi sonuglari (devami)

Type Hulb Membran

Glass Mikrofiber Membran

0,45um 0,45 um
1 saat alic1 1 saat alic1
Doyurulmadan ortam ile Doyurulmadan ortam ile
doyurulmus doyurulmus
1 12,6 21,8 11,8 23,5
2 15,2 25,5 10,4 34,6
3 11,9 19,8 12,3 30,1
4 13,4 27,1 13,9 26,7
5 12,8 20,4 10,7 31,6
6 11,7 23,4 11,4 33,1
Ortalama 12,9 23,0 11,8 29,9
Standart Sapma 1,3 2,9 1,3 4,2
% RSD 9,82 12,62 10,75 13,95
Tablo 3.29 Membran se¢imi Ozet tablo
m)embran Membran Tipi Gozenek Capi Séﬁn?gasn&rg:i Sonuglar
>% 85 oraninda son
Doyurulmadan nokta salim orani
Type Hulb goriilmedi.
1 Membran 0.2850 | saat alict ort >% 85 oraninda son
ﬂS:ZO;iLfmS;n nokta salim orani
goriilmedi.
>% 85 oraninda son
Glass Doyurulmadan nokt? siahm oran
2 Mikrofiber 0,45um 0, SgSO mlmed&'
Membran 1 saat alic1 ortam 0 o> oraninda son
ile doyurulmus nokt? s:ahm orant
goriilmedi.
>% 85 oraninda son
Seliiloz Asetat Doyurulmadan nokt? siahm oran
3 membran 0,45 um 0, SgSO rilmedi.
1 saat alic1 ortam 85 oraninda son
ile doyurulmus nokta salim orant
goriilmedi.
>% 85 oraninda son
Doyurulmadan nokta salim orani
4 Gr:'efnogi’fnro 0,45 um goriilmedi.

1 saat alict ortam
ile doyurulmus

45 dakikada >% 85

oraninda salim gorildii

GH polypro Membran ile 1 saat doyurularak yapilan ¢aligmada en uygun sonuglar

gozlenmistir.
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3.1.6. Numuneleme miktari belirleme calismasi

Ayni sartlarda farklt miktarlarda numune kullanilarak ¢aligmalar yapilmis,

Tablo 3.30 Numune hacmi belirleme ¢alismasi sonuglari

Numune Hacmi

50 uL 100 puL 200 pL
1 112,5 85,7 88,5
2 112,3 85,6 87,2
3 98,7 79,6 85,3
4 112,5 79,7 86,4
5 98,7 83,5 85,2
6 98,5 79,7 86,6
Ortalama 105,5 82,3 86,53
Standart Sapma 7,574 2,991 1,3
% RSD 7,18 3,63 1,45

En diisiik %RSD’ye sahip oldugundan ve %85°1 gecen sonuglar elde edildiginden ¢alisma
miktar1 olarak 200 pL seg¢ilmistir.

3.1.7. Alc1 ortam ¢calisma sicakhigl belirleme

34°C ve 37°C sicakliklarda calismalar yapilmstir.

Tablo 3.31 Alict ortam sicakliginin franz difiizyon % salim sonuglarina etkisi

Sicaklik
Ornekleme Zamani 34°C 37°C
5 dakika 15,5 36,5
10 dakika 38,9 59,3
20 dakika 52,0 73,2
30 dakika 59,0 79,7
45 dakika 70,0 87,4
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3.1.8. Numuneleme miktari belirleme calismasi

Ornekleme noktasi, Brinzolamid'in erken asamadaki salim degerlerine ve salimin belirgin

artis gostermeyi biraktigi noktada bir platoya ulasmasina bagh olarak secildi.

Tablo 3.32 Ornekleme noktasi belirlenmesi

Ornekleme Zamani Brinzolamid% 0.05 Oftalmik Emiilsiyon
5 dakika 36,5
10 dakika 59,3
20 dakika 73,2
30 dakika 79,7
45 dakika 87,4
15 saat 87,7
25 saat 86,7

% Salim
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Coziinme Hizi Profili

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
Siire (dakika)

Sekil 3.6 Zamanla ¢6ziinme hiz1 degisimi grafigi
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Coziinme Hiz1 Profili
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% Salim
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Siire (dakika)

Sekil 3.7 Secilen 6rnekleme noktalarina ait ¢oziinme hiz1 grafigi
3.1.9. Siringa ucu filtre ¢alismasi

Filtrasyon, ilag ¢coziinme testinde kritik dneme sahiptir ¢iinkii filtrasyon ¢dziinme siirecini
durdurur ve ¢ozlinmiis ve ¢ziinmemis bilesenlerin ayrilmasi yoluyla dogru kantifikasyona

olanak tanir.
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Test edilen membran filtrelerinin ticari olarak temin edilebilen filtre kartuslari ile bu
calisma gergeklestirilmistir. Brinzolamid’in standart ¢ozeltileri asagidaki tabloda belirtilen
membran filtrelerden gecirilmis olup, "siiziilmiis" olan Standart ¢6zeltiler Brinzolamid’in
geri kazanimini belirlemek i¢in analiz edilmistir.

Hazirlanan standart ¢ozeltisi ve 45 dakika sonunda Franz Hiicreden alinan numuneler
0.45 pum filtrelerden siiziilerek ve de siiziilmeden direk olarak HPLC sistemine verilmistir.
Sonuglar, Tablo 3.33 - Tablo 3.39’da sunulmustur. Sonuglar degerlendirildiginde cam ve
PES filtrelerdede tutunma oldugu gézlenmistir. In vitro salim standart ve numunelerinin
hem filtrelenmeden hem de 3 mL ¢6zelti ile doyurulduktan sonra PVDF, seliiloz asetat,
RC rejenere sliiloz ve seliiloz miks filtreler kullanilarak hazirlanmasinin uygun oldugu
gOriilmiistiir.

Tablo 3.34 Enjektor ucu cam filtre ge¢imlilik ¢alismasi sonuglari

o . . ImLile 2mLile 3mLile
Cozelti Adi Filtrelenmemis doyurulmus doyurulmus doyurulmus
Standart 100,2 101,7 100,4 100,3
Numune 87,9 77,0 77,0 77,0

Tablo 3.35 Enjektor ucu naylon filtre gecimlilik ¢alismasi sonuglari

1 mLile 2mL ile 3mLile

Cozelti Adi Filtrelenmemis doyurulmus doyurulmus doyurulmus

Standart 100,2 100,2 100,4 100,4
Numune 87,9 80,0 85,0 87,4

44



Tablo 3.36 Enjektor ucu pvdf poliviniliden floriir filtre gegimlilik ¢alismasi sonuglari

1mLile i i
Cozelti Ad Filtrelenmemis doyurulmus dozylr?rtllrfus d(?lertllrIrfus
Standart 100,2 100,2 100,3 100,1
Numune 87,9 83,2 87,5 87,8

Tablo 3.37 Enjektor ucu seliiloz asetat filtre gecimlilik ¢aligmasi sonuglari

. . . ImLile 2mLile 3mlile
Cozelti Ad Filtrelenmemis doyurulmus doyurulmus doyurulmus
Standart 100,2 100,1 100,2 100,4
Numune 87,9 87,3 87,7 87,8

Tablo 3.38 Enjektor ucu RC rejenere seliiloz filtre gegimlilik ¢alismasi sonuglari

— . . ImLile 2mL ile 3mLile
Cozelti Ad Filtrelenmemis doyurulmus doyurulmus doyurulmus
Standart 100,2 100,1 100,3 100,2
Numune 87,9 87,5 87,8 87,9

Tablo 3.39 Enjektor ucu seliiloz miks filtre ge¢imlilik ¢alismasi sonuglari

N . : ImLile 2mL ile 3mLile
Cozelti Adi Filtrelenmemis doyurulmus doyurulmus doyurulmus
Standart 100,2 100,6 100,6 100,0
Numune 87,9 87,5 87,5 87,6

Tablo 3.40 Enjektor ucu pes filtre gegimlilik ¢alismasi sonuglari

N . : ImLile 2mL ile 3mLile
Cozelti Adi Filtrelenmemis doyurulmus doyurulmus doyurulmus
Standart 100,2 100,3 100,1 100,2
Numune 87,9 83,6 84,4 84,8
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3.1.10. Cahsma arahg

Analitik metodun 6l¢tim yapabildigi en diisiik (LOQ) ile en yliksek derisim araligi ¢alisma
araligr olarak tanimlanir. Dogrusallik calismasi, minimum ve maksimum derisimlerde
cozeltiler kullanilarak test edilir. Gilivenilir metotta, minumum derisimden temin edilen %
RSD en fazla %10 ve en yliksek derisimden temin edilen % RSD en fazla %2 olmasi
gerekmektedir. Yapilan incelemeler sonucunda calisma araligr, minumum derigimi olan

0,0001 mg/mL ile maksimum derisimi olan 0,2 mg/mL arasinda oldugu belirlenmistir.

Tablo 3.41 Calisma sinirlar1 sonuglari

Brinzolamid Pik Alan1 (mAU)

Enjeksiyon Sayisi 0,0001 mg/mL 0,2 mg/mL

Brinzolamid Brinzolamid
1 5241 10956822
2 5295 10958636
3 5330 10961086
4 5282 10954860
5 5255 10958077
6 5220 10958673
Ortalama 5271 10958026
Standart Sapma 39,83 2079,9
% RSD 0,76 0,02

3.1.11. Kesinlik Parametresi Sonuclari

Tablo 3.42 Sistemin Kesinligi Sonuglart

Enjeksiyon Sayisi Alan (mAU)
1 5015545
2 5017284
3 5014015
4 5020202
5 5019066
6 5014384
Ortalama Alan 5016749
SD 2533,60
RSD 0,05
Kuyruklanma 1,2
Plaka Sayis1 1786
Standart Uyumu %99,8
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Tekrarlanabilirlik Sonuclar:
Analitik Metot Kesinlik Calismasi

Tablo 3.43 Azopt numunesi tekrarlanabilirlik sonuglar

Numune Sayisi Azopt

% Brinzolamid
1 99,8
2 99,9
3 99,6
4 99,8
5 99,7
6 99,3
Ortalama 99,7
SD 0,19
RSD 0,19

Tablo 3.44 Azarga numunesi tekrarlanabilirlik sonuglari

Numune Sayis1 Azarga

% Brinzolamid
1 100,0
2 100,1
3 99,9
4 100,0
5 100,0
6 99,9
Ortalama 100,0
SS 0,08
RSD 0,08

Tablo 3.45 Simbrinza numunesi tekrarlanabilirlik sonuglari
Numune Sayisi Simbrinza
% Brinzolamid

1 99,9
2 100,0
3 99,8
4 99,9
5 99,8
6 100,0
Ortalama 99,9
SS 0,08
RSD 0,08
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Tablo 3.46 Franz diffiizyon tekrarlanabilirlik ¢aligmasi

% Brinzolamid Salimi

KivetSayst ¢ pakika  10.Dakika 20.Dakika  30.Dakika 45.Dakika

1 37,7 64,1 68,9 77,5 89,1
2 37,2 64,7 75,6 78,0 87,8
3 45,8 69,3 79,6 86,4 90,9
4 35,4 57,0 76,6 81,9 85,5
5 29,9 48,3 67,0 75,4 84,2
6 33,1 52,6 71,3 78,8 86,9
Ortalama 36,5 59,3 73,2 79,7 87,4
SS 5,4 8,0 4,9 3,9 2,4
RSD 14,70 13,53 6,65 4,95 2,77
Coziinme Hiz1 Profili
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Sekil 3.8 Franz diffiizyon tekrarlanabilirlik ¢aligmasi grafigi

Coziinme testleri i¢in yapilan tekrarlanabilirlik calismasinda, 6 paralel analiz sonucunda

elde edilen %RSD degeri kabul edilebilir sinirin (%5,0) altinda bulunmustur.
Ara Kesinlik sonuglari

Analitik metot ara kesinlik calismasi

Farkli kolonlar, farkli HPLC sistemleri ve farkli Franz cihazlar1 kullanilarak, hedef
konsantrasyonda hazirlanan numune ¢ozeltileri ve Franz difiizyon cihazinda profil
calismasiyla elde edilen numune cozeltileri ile referans standart ¢ozeltisi enjekte
edilmistir. Bu ¢ozeltilerdeki Brinzolamid miktarlari, % cinsinden hesaplanmustir.
Hesaplanan Brinzolamid miktarlar1 arasindaki % RSD 2,0’den az oldugu

gbozlemlenmistir. Ayrica, tekrarlanabilirlik c¢alismasindan hesaplanan Brinzolamid
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miktari ile ara kesinlik calismasindan elde hesaplanan Brinzolamid miktar1 arasindaki

farkin %2,0’den fazla olmadig1 gézlemlenmistir.

Tablo 3.47 Azopt numunesi ara kesinlik sonuglari

Numune Sayis1 Azopt
% Brinzolamid
1 100,0
2 99,5
3 98,6
4 100,0
5 98,9
6 99,8
Ortalama 99,5
SD 0,60
RSD 0,60

Tablo 3.48 Azarga numunesi ara kesinlik sonuglari

Numune Sayis1 Azarga
% Brinzolamid
1 99,8
2 99,2
3 100,0
4 99,7
5 99,9
6 99,7
Ortalama 99,7
SD 0,29
RSD 0,29

Tablo 3.49 Simbrinza numunesi ara kesinlik sonuglari

Numune Sayisi Simbrinza
% Brinzolamid
1 98,7
2 99,8
3 100,0
4 97,8
5 100,1
6 99,6
Ortalama Alan 99,3
SD 0,91
RSD 0,91
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Tablo 3.50 Franz diffiizyon ara kesinlik ¢aligmasi

% Brinzolamid salimi1 (Azarga)

Rivetsayst 5 gakika  10.dakika  20.dakika 30.dakika 45. dakika

1 33,4 59,7 68,7 79,4 86,8
2 35,0 60,3 75,4 77,8 85,5
3 28,5 47,3 67,8 76,5 85,1
4 33,2 54,8 76,5 81,8 87,6
5 42,9 66,0 78,5 87,2 92,0
6 30,9 54,7 69,1 74,4 84,6
Ortalama 34,0 57,1 72,7 79,5 86,9
SD 49 6,4 4,6 4,5 2,7
% RSD 14,50 11,17 6,40 5,69 3,13
Coziinme Hiz1 Profili
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Sekil 3.9 Franz diffiizyon ara kesinlik ¢aligmasi grafigi
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Tablo 3.51 Azopt numunesinin sonuglarinin karsilastiriimasi

) . ) % Brinzolami 1
-- % Brinzolamid salim miktar1 % rlnzq amid salim
Ornek sayisi miktari

(Tekrarlanabilirlik) (laboratuvar ici kesinlik)

1 99,8 100,0
2 99,9 99,5
3 99,6 98,6
4 99,8 100,0
5 99,7 98,9
6 99,3 99,8
Ortalama 99,7 99,5
SS 0,19 0,60
% RSD 0,19 0,60
% Fark 0,2 < %2,0

Tablo 3.52 Azarga numunesinin sonug¢larinin karsilastirilmasi

) ) ) % Brinzolami 1
-- % Brinzolamid salim miktari % fnzo amid salim
Ornek sayisi miktar1

(Tekraglgyeloilirlig (laboratuvar igi kesinlik)

1 100,0 99,8
2 100,1 99,2
3 99,9 100,0
4 100,0 99,7
5 100,0 99,9
6 99,9 99,7
Ortalama 100,0 99,7
SS 0,08 0,29
% RSD 0,08 0,29
% Fark 0,30 < %2,0

Tablo 3.53 Simbrinza numunesinin sonuglarinin karsilastirilmasi

) ) ) % Brinzolami 1
. % Brinzolamid salim miktari /o finzo amid salim
Ornek sayisi miktari

(Tekrarlanabilirlik) (laboratuvar ici kesinlik)

1 99,9 98,7
2 100,0 99,8
3 99,8 100,0
4 99,9 97,8
5 99,8 100,1
6 100,0 99,6
Ortalama 99,9 99,3
SD 0,08 0,91
% RSD 0,08 0,91
% Fark 0,6 < %2,0
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3.1.12. Dogruluk ¢calismasi

Tablo 3.54 Dogruluk galismasi sonuglari

Teorik Miktar  Deneysel Miktar ~ Geri Kazanim Ortalama

mg/mL mg/mL % %
0,0522 0,052 99,6

%50 0,0523 0,052 99,4 100,0
0,0515 0,052 101,0
0,1031 0,103 99,9

%100 0,1028 0,103 100,2 100,0
0,1030 0,103 100,0
0,1531 0,152 99,3

%150 0,1520 0,152 100,0 100,0
0,1510 0,152 100,7

%50, %100 ve %150 seviyelerde brinzolamid igeren numuneler ile franz difiizyon

calismasi yapilmis, teorik ve deneysel bulgular ile hesaplanan geri kazanim sonuglari %

95 - %105 arasinda oldugundan uygun bulunmustur.
3.1.13. Saglamlik sonuglar1

Tablo 3.55 Saglamlik ¢alismasi sonuglart mobil faz pH degisimi

Alikonma Plaka N Star.‘da.” )
pH % RSD Zamant Sayisi Kuyruklanma ¢ozeltilerinin
korelasyonu
4,7 0,06 2,1 5841 1,2 %99,9
4.8 0,05 2,1 5564 1,2 %99,7
4,9 0,11 2,1 5794 1,2 %99,5
Tablo 3.56 Saglamlik ¢aligmasi sonuglari akis hizi degisimi

Standart
Akig o pgp  Alkonma - Plaka o oanima cozeltilerinin
Hiz1 Zamani Sayis1 K

orelasyonu
0,8 0,07 2,5 5468 1,2 %99,2
1,0 0,05 2,1 5564 1,2 %99,7
1,2 0,05 1,9 5531 1,2 %99,0
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Tablo 3.57 Saglamlik ¢alismasi sonuglart kolon sicakligi degisimi

Kolon Alikonma Teorik Standart
. %RSD Plaka Kuyruklanma ¢ozeltilerinin
Sicakligi Zamani
Sayisi korelasyonu
30°C 0,07 2,0 5254 1,2 %99,2
35°C 0,05 2,1 5564 1.2 %99,7
40 °C 0,02 1,8 5523 1,2 %99,4

Saglamlik parametresi dahilinde yapilan degisikliklere ait sonuglarin tamaminin sistem
uygunluk parametrelerini karsiladigi gézlenmistir ve bu metodun saglam oldugunu ortaya
koymaktadir.

Tablo 3.58 Cozelti stabilitesi sonuglari

Standart ¢ozeltisi Numune ¢ozeltisi
Zaman Alan % Degisim Zaman Alan % Zaman
Baslangic 5063024 - 0 3842147 -
12. saat 5077443 0,3 12. saat 3869941 0,72
24. saat 5088681 0,5 24. saat 3880931 1,01
48. saat 5097346 0,7 48. saat 3880554 1,00

Analitik cozeltilerin stabilitesi 48 saat boyunca degerlendirilmis, bu siire zarfinda pik
alanlarindaki degisim %?2'nin altinda bulunmustur. Bu nedenle ¢ozeltiler oda kosulunda

en az 48 saat boyunca stabil kabul edilmistir.

Tablo 3.59 Mobil faz stabiltesi sonuglari

) 0.gin % 15. Giin % o
Stire Brinzolamid Brinzolamid % Degisim
Azopt 99,7 99,2 0,5
Azarga 100,0 99,8 0,2
Simbrinza 99,9 100,0 0,1

Taze ve 15 giin bekletilmis mobil fazlar ile yapilan analizler arasindaki farkin %2’den
kiiclik oldugu goriildiigiinden mobil fazin 15 giin dayanikli oldugu kanitlanmistir.

3.1.14. Spesifiklik calismasi

(Coziicli ve iriinlin diger bilesenlerinden kaynakli etken madde ile girisim yapan pik
olmamalidir.

Brinzolamid standart ¢ozeltisinden, Azarga, Simbrinza ve Azopt numunelerinden elde
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edilen HPLC kromatogramlarinda brinzolamid ile girisim yapan pik gozlenmemistir.
Pikler spektral olarak saf bulunmustur. Elde edilen kromatogramlar asagidaki sekillerde

goriilmektedir. Metot piyasada bulunan Brimzolamid i¢eren goz damlalar1 igin spesifiktir.

= 1 PDA Multi 1 254nm,4nm
i
] =
B
500 g
=]
7}
250+
4
0 T
T L B o T o o R A B e S e B B BRI e ae o o S
0.0 0.5 1.0 1.5 20 2.3 i0 is 4.0 4.5 5.0 53 6.0 6.5
min
0.50 _—500
0.25+ 250
0.00 4
T T T T T T T T T T T T l T T L T | T T T T T T T T T T T T T T T T =
20 2.1 2.2 23 24 25 2.6
min
Impurity : Not Detected
Peak purity index : 1000000
Single point threshold :0.999697

Minimum peak purity index 1302

Sekil 3.10 Brinzolamid standart kromatogrami
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0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25 3.0 3.3 4.0 45 50 55 6.0 6.5
min
0.50
1 ~500
0.25- [
] =250
0.0 o
————p— — T T T T T T T T
2.00 2.05 2,10 2.15 220 225 230 235 240
) min
Impurity : Not Detected
Peak purity index : 1.000000
Single point threshold : 0.999869
Minimum peak purity index 1130

Sekil 3.11 Azarga numune kromatogrami

55



-n 1 PDA Muklti 1 254nm,4nm
] &
_ ﬂw-
4 2
5
500 I's
: :
o
250+
0 T .
Trr o prrr | B B |I"'IIll_l_rllTrlll""]"l‘lllllllllll"ll‘|'ll|III|
0.0 0.5 1.0 15 20 15 3.0 3.5 4.0 45 50 55 6.0 6.5 )
min
0.75- I
] =500
0.50- [
] 250
0.25+
0.00 — i
' T T T T ] T T T T l T T T T ’ T T ] T T T T T T T T | T T T T T T T T T T L T T T T T -0
1.9 2.0 2.1 2.2 23 24 25 2.6 2.7 2.8
min
Impurity : Not Detected
Peak purity index : 1.000000
Single point threshold :0.997745

Minimum peak purity index 12254

Sekil 3.12 Azopt numune kromatogrami
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Impurity : Not Detected
Peak purity index : 1.000000
Single point threshold :0.999375
Minimum peak purity index 1625

Sekil 3.13 Simbrinza numune kromatogrami

3.1.15. LOQ- LOD belirleme ve nicelik sinir1

Dogrusallik ¢alismasindan elde edilen 0,0001 mg / mL konsantrasyonu metodumuzun nicelik
siirt LOQ olarak tespit edilmistir. Bu seviyedeki S/N sinyal / giiriiltii oran1 12 olarak tespit
edilmigtir. Belirleme smir1 0,00003 mg/mL olarak belirlenmis, S/N oram1 4 olarak

belirlenmistir.
3.1.16. Sonug¢larin yorumlanmasi

Bu ¢aligmada, Brinzolamid igeren oftalmik formiilasyonlarin in vitro salim profillerini
incelemek amaciyla gelistirilen HPLC yontemi, optimizasyon ve validasyon
siireclerinden basariyla gegmistir. Franz difiizyon hiicresi kullanilarak gerceklestirilen

deneyler, yontemin tekrarlanabilirlik, dogruluk ve segicilik ac¢isindan yiiksek performansa
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sahip oldugunu gostermistir.

Metot optimizasyonu sirasinda secilen membran tiirii, alici ortamin bilesimi ve
numuneleme parametreleri gibi kritik degiskenlerin titizlikle degerlendirilmesi, yontem
gelistirme siirecinin temel taslarini olusturmustur. Calismada kullanilan GH Polypro
(Pall) membran, diisiik varyasyon katsayilar1 ve tutarli salim verileri sunarak,
Brinzolamid salim profillerinin giivenilir bir sekilde belirlenmesine olanak saglamistir.
Ayrica, pH 7,4 fosfat tamponu ve asetonitril karisiminin (%70:30) alic1 ortam olarak
se¢ilmesi, Brinzolamid'in ¢Ozlniirliigiinii artirmis ve sink kosullarinin elde edilmesini

miimkiin kilmistir.

Gelistirilen yOntemin optimizasyon c¢alismalari sonucunda, sistem uygunluk
parametrelerinin timii farmakopelerde belirtilen kriterler dahilinde bulunmustur.
Enjeksiyon hacmi, kolon sicakligi, akis hiz1 ve hareketli faz bilesimi gibi parametreler
detayli bir sekilde incelenmis, optimize edilen sartlar altinda tiim analizlerde yiiksek
duyarlilik ve dogruluk elde edilmistir. Sistemin kesinligi calismalari sirasinda, ardisik
analizlerde RSD degerlerinin %]1'in altinda oldugu gézlemlenmistir. Bu durum, metodun

hem sistem uygunlugunu hem de 6lglim tekrarlanabilirligini agikca ortaya koymaktadir.

Yo6ntemin validasyon g¢aligmalari, ICH-Q2 (R1) ve USP-1225 kilavuzlar1 dogrultusunda
gercgeklestirilmistir. Dogruluk ¢alismalar1 sonucunda, teorik konsantrasyonlarla deneysel
veriler arasinda %98 ile %102 arasinda degisen geri kazanim oranlar1 elde edilmis, bu da
metodun yliksek dogruluk seviyesini dogrulamaktadir. Calisma araligi, 0,0001 mg/mL ile
0,2 mg/mL arasinda belirlenmis ve bu aralikta dogrusallik saglanmistir (korelasyon
katsayist R* > 0,9997). LOD degerinin 0,00003 mg/mL ve LOQ degerlerinin 0,0001
mg/mL olarak hesaplanmasi, metodun diisiik konsantrasyonlarda dahi giivenilir sonuglar

sundugunu gostermistir.

Kesinlik parametreleri kapsaminda yapilan tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik ¢aligmalari,
metodun farkli analist, cihaz ve kolon kosullarinda dahi tutarli sonuglar verdigini ortaya
koymustur. Iki analistin bagimsiz olarak gergeklestirdigi ara kesinlik ¢aligmalar1 arasinda

elde edilen sonuglarin %5'lik kabul sinirin1 asmamasi, metodun giivenilirligini artirmistir.

Elde edilen tiim veriler, gelistirilen HPLC yonteminin in vitro salim calismalarinda
Brinzolamid iceren oftalmik formiilasyonlarin kantitatif analizinde etkili bir arag

oldugunu gostermektedir. Cevre dostu bir yaklagimla tasarlanan bu metot, daha az
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kimyasal atik olusumuna yol agarak siirdiiriilebilir laboratuvar uygulamalarina katki
saglamaktadir. Franz difiizyon hiicresiyle uyumlu olmasi, yontemin tekrarlanabilirligini
artirirken, otoriteler tarafindan Onerilen farmasotik test standartlariyla da uyumlulugu

ortaya koymaktadir.

Bu c¢alisma, Brinzolamid igeren oftalmik {iriinlerin in vitro salim analizinde
kullanilabilecek validasyon asamalarini tamamlamis bir analitik yontem sunmaktadir.
Gelistirilen metodun, kombinasyon iiriinler ve diger oftalmik aktif maddelerin analizi i¢in
de uyarlanabilir oldugu diistiniilmektedir. Gelecekteki ¢alismalar i¢in, yontemin klinik
arastirmalarla desteklenerek biyoesdegerlik degerlendirmelerinde daha genis bir

uygulama alan1 bulabilecegi 6nerilmektedir.

Gelistirilen franz diffiizyon ve HPLC metotlar1 kombinasyonu diger metotlara oranla
daha genis konsantrasyon araliginda calisma, daha kisa HPLC ve dissoliisyon calisma
stireleri ile calisabilmeyi miimkiin kilmistir. Ako ve arkadaslarinin kullanmis oldugu in
vitro yonteminde diyaliz tiip kullanilmis 3 saatte % 54 ilag salimi gériimiislerdir. otimize
ve valide ettigimiz yontem ile 45 dakikada % 80 {izerinde ilag salimi elde

edilebilmektedir.
Karar Verilen Metot Sartlar:

Kromatografik Sart

Kolon

Tip : C18

Partikiil Boyutu 25 um

Uzunluk 100 mm

Cap 24,6 mm
Kolon Sicakhig1 :30°C
Numune Bélmesi Sicakhgr: 25 °C
Dalgaboyu 1254 nm
Akis Hiza : 1,0 mL/dakika
Enjeksiyon Hacmi 230 uL
Analiz Siiresi : 7 dakika
Cihaz : HPLC Sistemi
Sistem : [zokratik Pompa, Kolon termostat1, Otomatik Gaz
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Giderici, UV veya PDA Dedektér, HPLC Yazilimi

Franz Difiizyon Sartlari

Alict Ortami : pH 7.4 Fosfat Tamponu : Metanol (70:30)
Sicakhk :37°C+05

Hiz (devir) : 600 rpm

Aparat - Hiicre (20mL)

Difiizyon siiresi : 45 dk

pH 7.4 Fosfat Tamponu Hazirhgi: 8,06 g Sodyum Kloriir, 1,22 g Disodyum Hidrojen
Fosfat ve 0,2 g Potasyum Kloriir, 0,1956 g Potasyum Dihidrojen fosfat tartilarak 1000
mL Su (Milli-Q) ¢oziliir ve karistirilir.

Alicr Ortam Hazirhgi: Hacimce 70:30 oraninda pH 7,4 Fosfat Tamponu: Asetonitril
karigtirilir (h/h).

Membran Hazirhg:

GH Polypro membran (Pall) 0,45 pum gozenek g¢apt kullanilir. Membranlar Franz
difiizyon hiicrelerine yerlestirilmeden 6nce 1 saat siire ile alic1 ortam iginde 1slatilir.
Mobil Faz I¢in Tampon Cézelti: 1 g Sodyum Asetat Trihidrat tartilip 1000 mL suda
¢oziiliir. Asetik asit ile pH: 4,8’¢ ayarlanir. 0,45 filtreden siiziiliir.

Mobil Faz: 60:40 oraninda tampon ¢o6zelti: metanol (h/h) karistirilir ve degaze edilir.

Sistem Uygunluk Parametreleri

e Standart ¢6zeltisi i¢in ardisik alt1 enjeksiyondan elde edilen bagil standart sapma RSD
<% 2,0 olmaldr.

e Kontrol standardindan iki enjeksiyon yapilir. Standart ¢ozeltisi ile uyumu % 98,0 - %
102,0 olmalidir.

e Standart enjeksiyonundan elde edilen kromatogramda Brinzolamid piki igin
kuyruklanma faktorii en fazla 2,0 olmalidir.

e Standart enjeksiyonundan elde edilen kromatogramda Brinzolamid piki i¢in Teorik

Plaka Sayis1 2000°den biiyiik olmalidir.

Standart Hazirhg::
Yaklasik 10,0 mg Brinzolamid tartilir ve 10 mL’lik hacme sahip balon jojeye icerisine

aktarilir. Mobil faz ile ¢oziiliir, 3 dakika sonike edilir. Bu ¢ozeltiden 1,0 mL alinir ve 10
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mL’lik hacme sahip balonjojeye aktarilir, alic1 ortami ile balon jojenin hacmi tamamlanir
ve iyice karistirilir. Sisteme direkt enjekte edilir. (Cerinzolamic= 0,10 mg/mL).

Kontrol Standardi Hazirhgi:

Kontrol standardi, yukaridaki ¢alisma standardi ile ayn1 olacak seklinde hazirlanir.

(Cerinzolamid = 0,10 mg/mL).

Numunelerin Hazirhgi:

In Vitro icin Numune Hazirhg:

6 adet Franz hiicresinin her birinin alict kismina 20 mL alict ortamu transfer edilir ve
37°C+0.5°C’ye karistirilarak 1sitilir. Calisma boyunca karistirma hizi 600 rpm’dir. Her
bir hiicrenin verici kismina 1 saat alict ortam ile doyurulmus 0,45 pm gézenek ¢apli GH
Polypro membran (Pall) membran yerlestirilir. Membran iizerine 0,2 mL Brinzolamid
iceren goz damlasi, siispansiyonu eklenir. Her bir analiz noktasinda, mikropipet
kullanarak Franz hiicresinden 0,5 mL ¢ekilir ve taze 0,5 mL alict ortami eklenir. Cekilen
numuneler direkt viallenir ve HPLC’de analizlenir.

Not: Analiz noktalar1 profil ¢alismasi igin, 5, 10, 20, 30, 45 dakikadir. Tek nokta ¢ekim
45. dakikada yapilir.

islem:

Brinzolamid i¢in analitik metot validasyonu In Vitro salim tayini yontemi i¢in belirtilen
metot sartlarina uyulmalidir. Kolonun ve sistemin sartlanmasi i¢in mobil fazin kolondan
yeterli siire gecirilmesi gereklidir.

In vitro salim tayini i¢in hazirlanan standart ¢ozeltisinden 6 kez ve kontrol standart
¢ozeltisi’nden 2 kez enjeksiyon yapilarak sistem uygunluk parametreleri kontrol edilir. In
vitro ila¢ salim tayininde kullanilmak {izere 6 paralel numune ¢ozeltisi hazirhigi yapilir;
tek nokta c¢aligmalart i¢in 45. Dakikada numune ¢ekimi yapilir. Her bir numune

cozeltisinden 1’er enjeksiyon yapilir.
Hesaplama

Tek Nokta Salim Hesaplama

A Wea 1 20 P 100
% Salim : ey ==y —x———— X —X—
Agta 10 7107 Vyymune ~ 1007 L
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Anumune

Astd
Wstd
Vnumune
L

P

: Numune ¢6zeltisindeki Brinzolamid pikinin alan
: Standart ¢6zeltisindeki Brinzolamid pikinin alani
: Standart ait tartim (mg)

: Numune ait hacim (mL)

: Etiket degeri (10 mg)

: Brinzolamid standardinin % aktivite degeri

In Vitro Profili Sahm Hesaplama

% Kiimilatif Salim:

5.dakika

A W, 1 P 100 20
5.dk % std X — % % %
Asq ~ 10 T 1071007 L

Vnumune

Q1(%) =
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10.dakika

10dk Wea 1 P 100>< 20

2(%) = X — X X
Q2(%) = ( AStd 10 10 100 L Vaumune

%))

20.dakika
w 1 P 100 20 0,5
o/ Apo.dx std L % ) o 2(0
W) = %70 10 %100 X T 7.+ G %) +Q2(%))
30.dakika
Q4(%) = ( Asoac  Wora (1 P 100 20 )+(%><(Q1(%)+Q2(%)
Asg 10 107100 L Veune 20
+ Q3(%))
45.dakika
— (Aasdk o  Wsta ,, 1 . P | 100 0.5
Q5(%) = (Asw1 X=X o X e X — anumune)+( x(Ql(%)+

Q2(%) + Q3(%) + Q4(%))

As,10,20,30,45 dakika : Numune ¢6zeltisindeki Brinzolamid pikinin alani
Astd : Standart ¢6zeltisindeki Brinzolamid pikinin alani
Witd : Standart ait tartim (mg)

L : Etiket degeri (10 mg)

P : Brinzolamid standardinin % aktivite degeri
Vnumune : Numune ait hacim (mL)
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Tablo 3.60 Diger metotlar ile kiyaslama

Analiz Alikonma Calisma
Kaynak Ekipman Tiirii
Amaci Zamani Arahgi
Tiwari vd., 2020 Miktar 0,01-0,5
o HPLC 6,6 dk
Tayini mg/mL
Mandour vd., Miktar 0,02- 0,12
o HPLC 5,6 dk
2023 Tayini mg/mL
Ako-Adounvo Diyaliz Tiipii, HPLC 0,001- 0,12
Vd" 2024 hl Vitro (USP monograf 3,7 dk mg/mL
metodu uyarlamasi)
. Franz Diffiizyon 0,0001- 0,2
Bu Calisma In Vitro 2,1 dk
Hiicresi, HPLC mg/mL
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Tablo 3.61 Diger metotlar ile kiyaslama (devami)

Alikonma Calisma

Kaynak Mobil Faz Zamani Aralhig
Tiwari vd.. 2020 gg:tjgyum dihidrojen fosfat: Asetonitril 6.6 dk Orﬁél/'n?f
Mandour vd.,  Trietilamin tamponu pH:3,5 :Asetonitril 5.6 dk 0,02- 0,12
2023 20:80 ’ mo/mL
Ako-Adounvo  Trietilamin tamponu pH:3.0 : Asetonitril 374k 2:001-0,12
vd., 2024 80:20 (USP API ayni tampon 75:25) ’ mg/mL
19 Sodyum asetat trihidrat/1000 0.0001- 0.2
Bu Caligma mLpH:4,8 (asetik asit ile) Tampon: 2,1dk ,mg/mL’
Metanol (60:40)
USP - Bitmis 11.75g Amonyum asetat/1000 mL pH:5,2 0,2 mg/mL

irtin monografi  (asetik asit ile) tampon: Metanol (65:35)
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Brinzolamid ilag Etken Maddesinin in Vitro Salimi incelemesi
icin HPLC Metodu Optimizasyonu ve Validasyonu
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Marmara Universitesi, Fen Bilimleri Enstitisd, Kimya Ana Bilim Dali, Istanbul

Brinzolamid, karbonik anhidraz Il'ye &zel afinitesi olan bir silfonamid ve karbonik anhidraz
inhibitariadiir, Karbonik anhidraz inhibitérleri (KAD, oftalmolojide gdz igi basincini distirmek
icin kullamlan en glicl ajanlardandir, Orijinal olarak piyasaya ilk defa gikmak isteyen ilag firma-
lan klinik deney yapmak zorunda olsalar da jenerik ilag Gretecek ilag firmalanmin klinik deney
yapmadan Urettii ilacin orijinal ilaca benzedigini arastirma ve deneyler ile kanitlamalan otori-
te tarafindan kabul gérebilmektedir, Bu noktada jenerik ilag Gretecek firmamin klinik deneyin
ortaya cikardigi mali yokten kurtulmak icin, orijinal ilaca benzedigini ispatlayan raporu olus-
turmasi dnemlidir. Bu raporun elusturulmasindaki en dnemli deneysel kisim in-vitro olarak
adlandinlabilir,

In-vitro raporu parametrelerinin en dnemlilerinden birisi ilag salimimudir, llag salinimini incele-
mek icin kullanilan y&ntemlerin basbicalan; USP | Basket Aparati, USP Il Pedal Aparati, USP 111
Pistonlu Silindir, USP IV Flow Through Cell, dikey difizyon hiicresi (Franz difozyon)dir. Bunlann
arasindan Franz difiizyon hicresi cihazlannmin kullanimi digerlerine kiyasla daha az abic ortamin
kullanilmasina olanak saglarken, tekrarlanabilirligi daha yliksektir, Bu calisma kapsaminda Franz
diflizyon hicresi cihazinda, formiliinde brinzolamid etken maddesi iceren ilaclann igerisindeki
brinzolamid etkeninin salimimi élgmek amacryla Franz difiizyon hiicresi, membran ve HPLC
cihazlan kullanilarak bir analiz metodu gelistirilecek, optimize edilecek ve valide edilecektir.

Sekil 1. Franz difiizyon cihazi.

Anahtar Kelimeler: Brinzolamid, Franz difizyon, HPLC, validasyon.
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