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ONSOZ

Giiniimiizde hastaliklara neden olan organizmalarin direng kazanmalari, iki veya
daha fazla etkin maddeli ilaclarin iiretimlerinin artmasina neden olmustur. Ilac {iretiminde
ham madde analizi, tiretimi tamamlanan numunlerin rutin analizleri ve yeni gelistirilen
veya jenerigi uretilecek ilaglarin Ar-Ge denemelerinde kullanilan analiz yontemlerinin
giivenilir, dogru, kesin ve hizli sonuclar verebilen yontemlere dayanmasi ila¢ endiistrisi
acisindan 6nem arz etmektedir. Bu kombine preparatlarda yardimci maddeler ile birlikte
birden fazla etkin madde bulunmasi girisimlere neden oldugu i¢in analizislemlerinde
pahali analitik tekniklerin kullanilmasi veya ilave kimyasal ayirma tekniklerinin analiz
islemlerinde kesinligin ve dogrulugun diismesine, analiz maliyetinin ve siiresinin
uzamasina neden olmaktadir. Kimyasal analizlerde bu olumsuz sartlarin ortadan
kaldirilabilmesi i¢cin kemometrik yontemler ve klasik aletli analiz teknikleri birlikte

kullanilmaktadir.

Kemometri ad1 verilen yeni bir disiplinin olusumuna; bilgisayar, yazilim, istatistik
ve uygulamali matematik alanlarindaki gelismeler neden olmustur. Ozellikle analitik
kimya alaninda kompleks sistemlerin aydinlatilmast i¢in kemometri uygulamalarinin
kullanim alan1 artmaya devam etmektedir. Kimyasal ve farmasotik analizlerde
kemometrik yontemlerin kullanimi ile pahali analiz teknikleri veya ilave ayirma
yontemlerine gerek kalmaksizin hizli ve giivenilir sonuglar elde edilebilmektedir.
Kromatografik, spektrofotmetrik, spektroflorimetri ve benzeri yontemlerin kimyasal ve
farmasotik analiz islemlerindeki uygulamalarinda, kimyasal yapilarinin benzerligi veya

benzer kimyasal davranislar nedeniyle kromatografik ve spektral bandlar1 girisim yapan
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sistemlerin analizinden istenen sonuglari alinamayabilir veya boyle kompleks bir sistemin
analizi uzun ve yorucu kimyasal deneyler gerektirebilir. Boyle durumlarda; kisa analiz
siiresi ile istenen kromatografik ayrimi saglamak icin kemometrik denysel tasrim
optimizasyon teknileri veya spektrofotometrik girisim yapan bilesiklerin analizi igin
hicbir ayirma islemine gerek olmadan iki boyutlu PLS ve PCR gibi yoOntemler
kullanilabilir. Bu tez ¢alismasinda yukarida bahsedilen her iki durumun uygulamasi tez

konusu ila¢ kombinasyonlarinin analizi igin basar1 ile gergeklestirilmistir.

Literatiirde yapilan arastirmalara bakildiginda Timolol Maleat (TIM), Dorzolamid
Hidrokloriir (DOR) ve Brimonidin Tartarat (BRI) bilesiklerinin kromatografik veya UV-
spektrofotometri ile es zamanli kantitatif analizi yapilirken kemometrik yontemlerin
uygulanmdig1 goriilmiistiir. Tirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu
(TUBITAK) tarafindan desteklenen bu tez kapsaminda TIM-DOR ve TIM-BRI
karigimlarinin kantitatif analizleri i¢in kromatografik ve spektrofotometrik yeni, hizli ve
valide edilmis kemometrik analiz yontemleri gelistirilmistir. Kromatografik analizlerde
kemometrik deneysel tasarim ve optimizasyon yontemleri kullanilmistir. UV
spektrofotometresi analizlerine de ise kemometrik kalibrasyon yontemleri uygulanarak es
zamanl kantitatif analizler gerceklestirilmistir. Analiz sonuglarina bakildiginda, daha
once literatiirde uygulanan kromatografik analizlere gore ¢ok daha ekonomik ve hizli
analiz yontemlerinin gelistirildigi anlagilmaktadir. Tez ¢alismasi sonucunda yeni
gelistirilen bu yontemler ila¢ endiistrisinde rutin analiz ve Ar-Ge denemelerinde giivenilir

sekilde kullanilabilir.
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1. GIRIS

Ilag endiistrisinde ilaglarin gelistirilmesinde ve iiretilmesinde formiilasyon dncesi
ve sonrasi, kalite kontrol ve rutin analiz islemleri, ila¢ liretiminde kalite ve Kkalite
giivenligi agisindan son derece hayati 6neme sahiptir. Bir ilacin kantitatif analizi ve kalite
kontrolii i¢in optimize ve valide edilmis giivenilir analitik yontemlere ihtiya¢ vardir.
Genel olarak ilag analizlerinde spektrofotometrik, voltametrik, kapiler elektroforez ve
yiiksek basingli sivi kromatografisi (High Performance Liquid Chromatography —
HPLC) gibi yontemler kullanilmaktadir. Ozellikle bu yéntemlerden HPLC teknigi ilag
analizlerinde referans ve karsilastirma yontemi olarak kullanilmaktadir. HPLC
yonteminin ilag¢ analizlerinde tercih edilmesinin nedeni, formiilasyonda yer alan yardimci
maddeler ve aktif bilesiklerin ayrimindan sonra analizin gergeklestirilmesinden dolay1
yontemin se¢iciliginin ve duyarliliginin yiiksek olmasindan kaynaklanmaktadir. Yeni ilag
gelistirilmesi c¢aligmalarinda yeni aday ila¢ maddelerinin gelistirilmemesi nedeniyle,
direnci artan hastaliklar ve ¢esitleri icin tek aktif bilesigin tedavide kullanilmasi yerine,
iki veya daha fazla aktif bilesigin ayn1 formiilasyon igerisinde kullanimiyla farmakolojik
aktivitenin artiritlmasi yoluna gidilmektedir. Bu durum, ¢ok sayida bilesen iceren ticari
farmasotik preparatlarin iiretimini azimsanamayacak Ol¢iide artmasina neden olmustur.
Dolayisiyla ilag iiretiminde formiilasyon oncesi ve sonrasi analiz islemleri daha karmagik
hale gelmistir. Kombine farmasétik preparatlarin, aktif bilesenlerin girisim yapan spektral
bantlar vermesi nedeniyle dogrudan spektrofotometrik analizleri olanakli degildir.
Spektral girisimlerin varhiginda tiirev spektrofotometri ve spektrum oranlar tiirev
spektrofotometri, ikili ve ii¢lii bilesen iceren kombine preparatlarin kantitatif analizleri
icin kullanilmaktadir. Ancak farmasotik preparatlarin aktif bilesikler disinda icerdigi
yardimct maddelerin de spektral girisim verdigi kosullarda &zellikle tiirev
spektrofotometri ve spektrum oranlari tiirev spektrofotometri basarisiz analiz sonuglar

vermektedir. Iki veya daha fazla bilesen igeren farmasétik dozaj formlarin analizinde



temel bilesen regresyon (principal component regression — PCR) ve kismi en kiiciik
kareler (partial least square — PLS) gibi kemometrik kalibrasyonlar kullanilmaktadir. Bu
kemometrik kalibrasyon yontemleri, farmasdtik formiilasyonlarda yardimc1 maddelerin
analiz iizerine etkisinin oldugu durumlarda basarili sonuglar vermedigi pratik

uygulamalarda goriilmektedir.

Her zaman kombine ticari formiilasyonlarin klasik HPLC ile analizlerinde basarili
sonuglar alinmas1 miimkiin olmamaktadir veya istenen kromatografik ayrimin sartlarini
bulmak, uzun ve biktirict g¢alismalar gerektirmektedir. Bu da analiz maliyetini
arttirmaktadir.Diger taraftan, HPLC yontemi, farmasotik ve diger Orneklerdeki
bilesiklerin analizi i¢in standart veya karsilastirma yontemi olarak kullanilmaktadir
ilaveten karmasik ve pahali bilesenlere sahip olan kromatografik yontemler ve onlarin
cizgili teknikleri olan s1vi kromatografisi kiitle spektrofotometrisi (LC-MS) ve kalliper
elektroforez kiitle spektrofotometrisi (CE-MS) versiyonlari, analiz igin yiiksek maliyet ve

uygun ayirma sartlarini aragtirmak i¢in sikici ve uzun siirecler gerektirmektedir.

Analitik  kimyacilar, yukarida bahsedilen yOntemlerin dezavantajlar1 ve
zorluklartyla basa ¢ikabilmek ve analitik problemlerinin etkili kantitatif ¢6ziimii i¢in yeni
analitik tekniklere veya yontemler gelistirmeye ihtiya¢c duymaktadirlar. Bu nedenlerle,
analiz islemlerinde yukaridaki problemlerin ¢6ziimii i¢in klasik analitik yontemler, bir¢cok

matematiksel algoritma ile kombine olarak kullanilmaktadir.

Son yillarda, klasik HPLC yonteminin dezavantajlar1 nedeniyle, kromatografi
cthaz1 {lreten firmalar bu cihaz yerine yeni kolon teknolojisine dayanan asiri

yiiksekbasingli sivi kromatografisi (Ultra Pressure Liquid Chromatography — UPLC)



cihazim1 piyasaya siirdiiler. Bu UPLC yontemi ilaclarin kromatografik analizlerinde
kismen hizli ve maliyeti diisiik analizlere olanak sagladi. Ancak biitiin bu gelismeler, ilag
analizlerinde uygun hareketli faz bilesiminin ve sabit faz kosullarinin bulunmasina bir
katk1 saglamadi. ila¢ analizinde ydntem gelistirilmesi i¢in kromatografik analiz
islemleriyle ugrasan arastirmacilar, klasik tek degiskenli optimizasyon stratejisiyle
optimal kromatografik kosullari bulmak igin ¢alismaktadir. Bu tek degiskenli
optimizasyon yaklasimi, kromatografik yontem gelistirilmesinde bir c¢ok sakinca
yaratmaktadir. Ornegin bu tek degiskenli optimizasyon isleminde hareketli faz akis1 ve
kolon sicakligi sabit tutulurken hareketli faz bilesimi degistirilmektadir. Oysa burada
optimal hareketli faz bilesiminin orani saptanirken, hareketli faz bilesimi ile hareketli faz
akis1 ve kolon sicakligi arasindaki faktor etkilesimlerinin kromatografik cevap iizerine
etkileri goz ardi edilmektedir. Bu durum, optimal kromatografik kosullarin bulunmasinda
yanlis yorumlara neden oldugu gibi dogru optimal kromatografik kosullarinda
bulunmasinda dogru kararlar verilmesini 6nlemektedir. Bu nedenle ilag analizlerinde yeni
kromatografik yontem gelistirilmesinde dogru ve giivenilir optimal kromatografik sartlar
saptamak i¢in kromatografik cevap lizerine etki eden biitiin faktorler ve faktor
etkilesimlerinide dikkate alan deneysel tasarim ve optimizasyon tekniklerinin
kullanilmas1 vazgegilmez kemometrik optimizasyon teknikleridir (Ding ve ark., 2015).
Deneysel tasarim ve optimizasyon yaklasgiminin optimal kromatografik kosullarin
bulunmasinda genellikle akis hizi, kolon sicakligr ve yiiriitiicii faz bilesimindeki %
tampon miktar1 gibi faktorlere karsilik cevap faktorii olarak ayirma faktorii (Rs), alikonma
zamani, kapasite faktorii, pik asimetrisi, kuyruklanma faktoérii ve benzeri
kullanilmaktadir. Bu yaklasim, analiz edilen bilesiklerin bir kromatogram iizerinde
maksimum ayirma saglayacak sekilde kromatografik kosullarin  bulunmasini
saglamaktadir. Ancak bu durum analiz siiresini uzatmaktadir. Kromatografik yontem
optimizasyon islemlerinde yukarida bahsedilen sakincay1 ortadan kaldirmak ic¢in cevap
faktorii olarak ayirma faktorii yerine kromatografik cevap faktorii (Improved
Chromatographic Response Function — ICRF) veya Derringer’in istenebilirlik
fonksiyonu (Derringer’s desirability function) kullanilmasidir (Carle, 1972). Bu ICRF

degiskeninin kullanilmas1 optimal kromatografik sartlarin bulunmasinda minumum



alikonma zamani igerisinde maksimum ayirmayir dengeleyen sartlarin bulunmasina

olanak saglamaktadir.

Bu doktora tezinin amaci; timolol maleat igeren ticari farmasotik preparatlardaki
etkin maddelerin spektrofotometrik ve kromatografik Olclimlere dayali kemometrik
yontemlerle miktar tayinleri i¢in yeni yontemlerin gelistirilmesidir. Bu doktora tezi
cergevesinde deneysel tasarim ve optimizasyon yonteminin temeli ve bazi cevap

faktorlerinin matematiksel esaslar1 ayrintili olarak incelendi ve sunuldu.

Tiirkiye ila¢ piyasasinda timolol maleat iceren 30 adet farmasotik preparat
bulunmaktadir. Bunda da ii¢ adeti timolol maleat igeren kombine ticari formiilasyondur.
Doktora tez ¢alismasinda Timolol maleat-Brimonidin Tartarat (TIM-BRI), Timolol
maleat-Dorzolamid Hidrokloriir (TIM-DOR) kombinasyonlarini igeren oftalmik ticari
preparatlardaki aktif bilesenlerin kantitatif analizleri i¢in analitik yontemlerin
gelistirilmesi hedeflendi. Bu kapsamda TIM-BRI ve TIM-DOR karisimlarini igeren
kombine farmasotik preparatlarin kantitatif analizleri i¢in spektrofotometrik ve

kromatografik dl¢timlere dayali yeni yontemler gelistirildi.

Bu c¢alismada spektrofotometrik Ol¢iimlere dayali kemometrik PLS ve PCR
kalibrasyon yontemleriyle TIM-BRI ve TIM-DOR ikili karigimlarindaki aktif bilesiklerin
kantitatif analizlerini hicbir ayirma islemi yapmaksizin gerceklestirildi. Kemometrik
spektral analiz yontemlerinin uygulamalarindan sonra, TIM-BRI ve TIM-DOR

kombinasyonlarini1 igeren g6z damlasi formundaki preparatlardan etkin maddelerin



analizi i¢in yeni ters faz UPLC yontemleri gelistirildi. Bu ¢alisma kapsaminda TIM-BRI,
TIM-DOR karisimlarini igeren oftalmik ticari preparatlarin kantitatif analizi i¢in yeni
gelistirilen UPLC yontemlerinin optimal kromatografik kosullarinin bulunmasinda ICRF

fonksiyonunu kullanan 32 Tam faktoriyel ve Box-Behnken tasarim modelleri kullanildi.

Gelistirilen yontemler, dogruluk, giin i¢i ve giinler arasi caligmalar, standart
ekleme ve bagimsiz test numunelerinni analizleriyle valide edildi (Biiker ve Ding, 2016).
Yontemlerin ticari numunelere uygulanmasiyla elde edilen sonuglar varyans analizi
(Analysis of variance—ANOVA) kullanilarak karsilastirildi. Sonuglar arasinda anlamli
bir fark olmadig1 sonucuna varildi. Ayrica gelistirilen yontemler literatiir yontemleri ile

de karsilastirildi.

Sonug olarak iki farkl: ticari oftalmik formiilasyon igerisindeki aktif bilesiklerin
es zamanl miktar tayinleri yeni, hizli, ekonomik, giivenilir ve valide edilmis kemometrik
optimizasyona dayali ters faz UPLC, c¢ok degiskenli spektral PLS ve PCR kalibrasyon
yontemleri gelistirildi. Tez ¢alismasinda gelistirilen analitik yOntemler arastirma-
gelistirme (Ar-Ge) laboratuvarlarinda ve ilag endiistrisinde TIM-BRI ve TIM-DOR

preparatlarinin analizleri i¢in alternatif yontemler olarak kullanilacaktir.

Ayrica bu doktora tezi, TIM, BRI ve DOR bilesikleri iizerinde yapilacak
calismalara kaynak olacaktir.



1.1 Dorzolamid Hidrokloriir

1.1.1 Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

e, N\
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SO,NH, _ HCl

NHCH,CH

Sekil 1.1. Dorzolamid Hidrokloriir'iin agik kimyasal yapisi.

C10H16N204S3. HCI

Molekiil agirligi: 360.91 g/mol

Kimyasal Adi: (4S-6S)-4-Etilamino-5,6-dihidro-6-metil-4H-tiyeno-[2,3-b]-
tiyopiran-2-sulfonamid 7,7 dioksit monohidrokloriir

Dorzolamid Hidrokloriir, beyaz/kirli beyaz renkte kristal tozdur. Suda,metanolde
kolay coziiniir. Eter, etil asetat, dimetilformamit vediklorometanda ¢oziinmez. Sudaki
¢oziinlirliik profili ortamin pH’s1 ile yakindan ilgilidir. En uygun ¢6ziiniirlik pH 5-5.8,
en diisiik ¢oziiniirliik pH 7-8 araligindadir. Bu husus 6zellikle goze dogrudan uygulanan
oftalmik¢dzelti formlari i¢in ¢ok 6nemlidir. % 2’°lik Dorzolamid Hidrokloriir ¢6zeltisinin
pH 5-6 araliginda tutulmalidir. Ortamin pH’s1 7-8 araliginda oldugunda etkin maddenin

(bazin) ¢okmesi s6z konusudur.
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Sekil 1.2. Dorzolamid Hidrokloriir’iin metanol igerisindeki 20 ppm’lik ¢dzeltisinin UV Spektrumu.

1.1.2 Farmakolojik Ozellikleri

Dorzolamid Hidrokloriir karbonikanhidraz enzim inhibit6riidiir. Daha onceleri
karbonik anhidraz inhibitérii olarak oral yoldan kullanilan ilaglar (asetozolamid,
etaksozolamid, metazolamid) intraokiiler basinci diisiirmelerine ragmen enzimin ekstra
okiiler inhibisyonuna bagl olarak tolere edilmeyen ciddi yan etkilere neden olmuslardir.
Bu nedenle yapilan lokal etkili yeni molekiillerinin sentezi gergeklestirilmistir. Bunlarin
cogu etkili olmakla beraber ¢oziiniirliikleri uygun degildir. 1987 yilinda tedaviye giren
Dorzolamid Hidrokloriir hem ¢oziiniirliigi hem de intraokiiler basincin diigmesinde
gosterdigi etkinlik acisindan kullanilan diger sulfamid karbonik anhidraz enzim
inhibitorlerine dstiinliik saglamistir. Karbonik anhidraz enzimi 4 adet izoenzim igerir.
Dorzolamid Hidrokloriir giiglii bir izoenzim II ve IV ve zayif izoenzim | inhibitoriidiir.

Izoenzim II’nin hiimdr akdz sekresyonunda dnemli bir rol oynadigi bilinmektedir.



Orzalesi ve ark.’lar1 tarafindan 2000 yilinda, glokom tedavisinde Timolol Maleat-
Dorzolamid Hidrokloriir kombinasyonunun topikal ¢ozeltileri yaygin bigimde
kullanilmakta oldugu ve her iki bilesigin de ak6éz hiimér salgilanmasini azaltarak
yiikselmis olan intraokiiler basinci dislirdiigii ifade edilmistir. Bu etki farkli
mekanizmalarla olusmaktadir. Timolol Maleat belirgin intrinsik sempatomimetik etkisi
ile dogrudan miyokardi deprese etmeyen non-selektif bir [-adrenerjik reseptor
blokoriidiir. Dorzolamid Hidrokloriir daha 6nce de ifade edildigi gibi, insan karbonik
anhidraz enziminin gii¢lii bir inhibit6riidiir. Goziin siliyer prosesindeki karbonik anhidraz
[I’nin inhibisyonu, sodyum ve sivi transportunda bir azalmaya neden olarak bikarbonat
iyonu olusmasini yavaslatir ve akéz hiimor salgilanmasini azaltir. Bu iki etkin maddenin
kombine etkileri, her bilesigin tek basina ayri ayr1 uygulandigi durumlarla
karsilastirildiginda intraokiiler basingta ek bir azalmaya neden olmaktadir (Orzalesi ve

ark. 2000).

Topikal olarak uygulanan bu ikili kombinasyonda etkin maddeler sistemik olarak
absorbe olabildigi, ozellikle timolol maleata bagli olarak B-blokorlerin sistemik
uygulamalari sirasinda olumsuzluklar yasanabildigi ve bu nedenle kalp yetmezligi olan
hastalarda dikkatli kullanilmalis1 gerektigi prospektiislerde yer almaktadir. Dorzolamid
Hidrokloriir’de topikal uygulamada, karbonik anhidraz enzim-II’ye selektif olarak
baglanarak eritrositlerde birikirken, plazmada son derece diisiik serbest ilag
konsantrasyonlarinda bulundugundan bahsedilmistir. Dorzolamid Hidrokloriir’iin ana
metaboliti dezetil dorzolamittir. Bu metabolit de eritrositlerde birikmekte, 6zellikle

karbonik anhidraz-I’e baglanmaktadir.



1.2 Timolol Maleat

1.2.1. Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri
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Sekil 1.3. Timolol Maleat’1in agik kimyasal yapist.

C13H24N403S.C4H404
Molekiil agirligi: 432.5 g/mol
Kimyasal ~ Adi:  (-)-1-(tert-biitilamino)-3-[(4-morfolin-1,2,5-tiyadiazol-3-il)oksi]-2-

propanol maleate (1:1) (tuzu)

Timolol maleat beyaz, kristal yapili tozdur. Oda sisinda suda, etanolde ve
metanolde kolay; kloroform, propilen glikolde olduk¢a zor ¢oziinir. Eter ve
siklohekzanda pratik olarak ¢oziinmez. Timolol Maleat’in sulu ¢ozeltisinin pH’1 4
civarindadir; sulu c¢ozeltileri oda 1sisinda olduk¢a dayaniklhidir. Uygun kosullarda
saklandiginda, oda 1sisinda bes yil herhangi bir bozunmaya ugramaz. Timolol maleat
yiiksek 1sida ve yogun UV i1ginlarina maruz birakilirsa degredasyona ugrar. Yapisinda bir

asimetrik karbon igerir. Levo izomeri tedavide kullanilmaktadir.
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Sekil 1.4. Timolol Maleat’in metanol icerisindeki 24 ppm’lik ¢6zeltisinin UV Spektrumu.
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1.2.2. Farmakolojik Ozellikleri

Singh ve Zimmerman’nin 1995 yilinda yaptig1 bir ¢alismada, timolol maleat’in
selektif beta bloker oldugu, % 0.25- 0.50 aras1 konsantrasyonlarda kullanildigi, etkisinin
2 saatte maksimuma ulastigi ve 12-24 saat devam edecegi belirtilmistir. Yine ayni
calismada, giinde iki kez veya tek doz kullanilan formlarinin bulundugu, tedaviye
baslandiginda ise timolol 6n kamera sivis1 yapimini % 40 azalttigina deginilmistir. Daha
sonra bu etkisinin bir miktar azalabilecegi belirtilmistir (Singh ve Zimmerman, 1995).
Orzalesi ve ark.’larinin 2000 yilinda yaptiklari bir ¢alismada, Timolol monoterapisi ya da
2. ilag olarak timolol verildiginde noktiirnal GIB’ 11 diisiirmedigi, oOkiiler ve sistemik bazi
yan etkilerinin oldugu belirtilmisitir (Orzalesi ve ark., 2000). Kitazawa ve ark.’nin 1996
yilinda yaptig1 bir ¢alismada, 6zellikle yasli, kardiyovaskiiler problemi olan olgularda

dikkatli kullanilmasi1 gerektiginden bahsedilmistir (Kitazawa ve ark., 1996).

Singh ve Zimmerman’nin 1995 yilinda yaptig1 bir ¢aligmada, Timolol Maleat oral
yoldan kullanildiginda 1-2 saat i¢inde plazma konsantrasyonu en yiiksek diizeye ¢iktigi,
[lacin ortalama yar1 6mrii 2.5 saat civarinda oldugu, yar1 dmiir siiresi verilen ilacin
konsantrasyonu ile bagimli degildirolmadigi, egzersizle indiiklenmis tasikardinin
maksimum siipresyonu timolol maleatin plazmada 27-30 ng/mL ulastigi diizeyde
saglandigi, ilacin besinlerle beraber oral yoldan kullanilmasi ilacin aktivitesini
etkilemedigi, timolol maleat’in oftalmik ¢ozelti olarak uygulandiginda absorbsiyonu
olduk¢a hizli oldugu, uygulandiktan sonra yaklasik 3 saat iginde intraokiiler basinci
diisiirdiigii belirtilmistir. Iki géze % 0.5°lik timolol maleat ¢dzeltisinden ikiser damla
tatbik edildiginde sistemik absorbsiyon nedeni ile plazmada 0.5-1.5 saat iginde timolol
konsantrasyonu 2-5 ng/ml diizeyine ulastigi ve 6nemli olmayan ama istatistiksel olarak

dikkate deger kardiyolojik degisikliklere neden oldugu ifade edilmistir.
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Orzalesi ve ark.’lar1 tarafindan 2000 yilinda, anlamli intrensek sempatomimetik,
direkt miyokard depresan ve membran stabilizan (lokal anestezik) etkisi olmadigi, timolol
maleat topikal uygulanimla glokom eslik etsin veya etmesin hem yiiksek hem de normal
g0z i¢i basincini diisiirerek, boylece gérme sinirinin zedelenmesini ve dolayisiyla gérme
alan1 kaybmi onledigi belirtilmistir. Yiiksek intraokiiler basingli hastalarda goz ici
basinct’ni yaklasik %25-33 oraninda diisilirdiigii, timolol maleat’in etkisi yarim saatte
goriildiigii, doruk diizeyine 1-2 saatte ulastigi ve 24 saat kadar devam edebildigi
belirtilmistir. Devamli kullanimin g6z i¢i basincini stirekli diistik tuttugu, Yapilan aym
calismada timolol maleat’in asil etkisini géz i¢i sivisinin olusumunu azaltarak
gostermekle beraber, géz i¢i sivismmin disart akisini da bir miktar kolaylastirdig
bildirilmistir. Miyotiklerin aksine goziin akomodasyonuna ve pupillanin biiyiikliigline
etkisi olmadigindan, gorme keskinliginde degisiklik yapmaz, gérme bulanikligi ve gece
korligiine neden olmadig belirtilmistir. Pupillay1 daraltmadigindan kataraktli kisilerde,
merkezinde kesiflesmis olan g6z mercegine bagli ¢evresel gorme alan1 daralmasina neden
olmadig siirdiiriilen ¢ok merkezli kontrollii ¢alismalarda, Timolol maleat damlanin goz
ici basincin pilokarpin ve epinefrin ¢ozeltilerinden daha giiglii bir sekilde diistirdigii

saptanmistir.

Farmakokinetik

Kitazawa ve ark.’nin 1996 yilindaki ¢calismasinda, % 0.50 timolol maleat’in goze
giinde iki kez topikal olarak uygulanmasini takiben ortalama pik plazma konsantrasyonu

sabah ve 6gleden sonra sirasiyla 0.46 veya 0.35 ng/mL oldugunu belirtmislerdir.
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1.3. Brimonidin Tartarat

1.3.1. Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

N AN
q ﬂ\N N/j
H
H Br

Sekil 1.5. Brimonidin Tartarat’in agik kimyasal yapist.

C15H16BrNsOs
Molekiil Agirligi: 442.22 g/mol
Kimyasal adi: 5-bromo-6-(2-imidazolidinylideneamino) kuinoksalin L-tartrat

Brimonidin tartarat suda ¢6ziinebilen kirli beyazdan mat sar1 renge dogru degisen

toz yapidadir.
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Sekil 1.6. Brimonidin tartarat’in metanol igerisindeki 15 ppm’lik ¢6zeltisinin UV Spektrumu.
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1.3.2. Farmakolojik Ozellikleri

Tracqui ve ark.’lar1 1988 yilinda, brimonidin tartarat’in, kismen selektif alfa-2
agonist oldugu, uzun siire kullanimda daha aztasiflaksiye neden oldugu. acik acili glokom
veya okiiler hipertansiyonu olan hastalarda artmis intraokiiler basincin diisiiriilmesinde

endike oldugu belirtilmistir.

Singh ve zimmerman’nin 1995 yilindaki bir ¢alismasinda, damlatildiktan iki saat
sonra etkisi ortaya ¢iktigi, vazokonstriksiyon etkisi nedeniyle iris sfinkter iskemisine
neden olarak miyotik ilaglarin etkisini azaltabileceginden bahsedilmistir. (Singh ve
zimmerman, 1995). Farmakoterapétik grup: Oftalmik - glokom tedavisinde kullanilan
sempatomimetikler ATC kodu: SO1LEAQ5

Etki mekanizmasi: Leskea ve ark.’nmin 2004 yilindaki bir calismasinda,
brimonidin tartarat, uygulamadan 2 saat sonra beliren pik okiiler hipotansif etkili olduk¢a
selektif bir alfa-2 adrenerjik reseptor agonist oldugu, hayvanlarda ve insanlarda yapilan
florofotometrik ¢aligmalarda, brimonidin tartaratin hiimor akdz yapimim azaltip,
uveoskleral yoldan atilimimi artirarak ¢ift etki mekanizmasi oldugunuileri stirmekte
oldugu, brimonidin tartaratin kardiyovaskiiler veya pulmoner parametreleri
minimalsekilde etkileyerek goézi¢i basincini diisiirme etkisi oldugu ve Brimonidinin
insanda metabolizasyonu baslica karacigerde gergeklestigi belirtilmistir (Leskea ve
ark.’nin 2004)

Eliminasvon; Leskea ve ark.’min 2004 yilindaki bir g¢alismasinda, triner
bosaltim, brimonidin ve metabolitlerinin baglica eliminasyon yolu oldugu, Oral
uygulanan radyoaktif brimonidin dozunun yaklasik % 87°si 120 saat i¢inde elimine

edilmistir, ve %741 idrarda bulundugu belirtilmistir (Leskea ve ark.’nin 2004)
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Prospektiis bilgileri arasinda brimonidinin  6zellikleri asagidaki gibi
belirtilmistir. Brimonidin, alfa-1 adrenoseptorle karsilastirildiginda alfa-2-adrenoseptor
icin 1000 kat daha selektif olan bir alfa-2 adrenerjik reseptor agonisti oldugu, nu
selektivite, midriazis olmamasma ve insan retinal ksenogreftler ile iliskili olarak
mikrodamarlarda vazokonstriiksiyon yokluguna neden oldugu, Brimonidin tartaratin
topikal olarak uygulanmasi, insanda goz ici basincin1 (GIB) diisiiriir ve kardiyovaskiiler
veya pulmoner parametreler tizerinde etkisi minimal diizeyde oldugu ve Advers etki

gostermeyen brongiyal astimli hastalar i¢in sinirli sayida veri oldugu belirtilmektedir.

Brimonidin’in etkisi hizli baslar ve pik okiiler hipotansif etki doz
uygulamasindan 2 saat sonra goriiliir. Bir yil siireli iki ¢alismada, Brimonidin g6z ici
basincini yaklasik olarak ortalama 4-6 mmHg diisiirmiistiir. Insanlarda ve hayvanlarda
yapilan florofotometrik ¢alismalar, brimonidin tartaratin ikili bir etki mekanizmasi
oldugunu diisiindiirmektedir. Brimonidin’in g6z i¢i basincint akéz humor olusumunu

azaltarak ve uveoskleral akis1 kolaylastirarak diisiirebilecegi diisiiniilmektedir.

Klinik ¢aligmalar, Brimonidin’in topikal beta-blokerlerle birlikte etkili oldugunu
gostermektedir. Daha kisa siireli ¢aligmalar da Brimonidin’in travoprost (6 hafta) ve
latanoprost (3 ay) ile kombine edildiginde klinik olarak dnemli bir aditif etkiye sahip

oldugunu diisiindiirmektedir.

Farmakokinetik 6zellikler

Emilim:

9%0.2’lik sollisyonun giinde iki kere 10 giin siire ile goze uygulanmasindan sonra
plazma konsantrasyonlar1 diisiik saptanmistir (ortalama Cmax 0.06 ng/ml). Coklu
uygulama (gilinde 2 kere 10 giin siire ile) sonrasinda kanda hafif bir birikme olmustur.

Kararli hal plazma konsantrasyonu-zaman egrisinin altinda kalan alan 12 saat sonra
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(EEAO0-12 saat) 0.31 ng. saat/ml olarak saptanmustir (ilk dozdan sonra 0.23 ng.saat /ml).
Insanda topikal doz uygulamasindan sonra sistemik dolasimda ortalama yar1 Omiir
yaklasik 3 saat olarak saptanmaistir.

Dagilim:

Insanda topikal doz uygulamasindan sonra brimonidin plazma proteinlerine
yaklagik olarak %29 oraninda baglanir. Brimonidin g6z dokularinda melanine reversibl
olarak baglanir (in vitro ve in vivo olarak). G6ze uygulanmasindan 2 hafta sonra
brimonidinin iris, silier cisim ve koroid-retinadaki konsantrasyonlari, tek doz sonrasi ile
karsilastirildiginda 3-17 kat daha yiiksek olarak bulunmustur. Melanin yoklugunda
birikme olusmaz. Insanda melanine baglanmanin 6nemi belirsizdir. Ancak, 1 yila kadar
Brimonidin’le tedavi edilen hastalarda, gézlerin biyomikroskopik muayenesinde anlaml
okiiler advers reaksiyon saptanmamistir. Ayrica, 6nerilen brimonidin tartarat dozunun
yaklasik olarak 4 katinin verildigi maymunlarda yapilan 1 yillik bir okiiler giivenlilik

calismasinda, anlamli okiiler toksisite saptanmamustir.

Biyotransformasyon:

Brimonidinin insanda metabolizasyonu baslica karacigerde gergeklesir.

Eliminasyon:

Insanda oral uygulamayi takiben brimonidin iyi emilir ve hizla elimine edilir.
Dozun biiyiik boliimii (yaklasik olarak %75°1) 5 giin icinde idrarla metabolit olarak
atilmistir. idrarda degismemis ilag saptanmamustir. Hayvan ve insan karacigeri kullanan
in vitro ¢aligmalar, metabolizmanin biiyiik 6l¢iide aldehid oksidaz ve sitokrom P450’e
bagli oldugunu gostermektedir. Bu nedenle, sistemik eliminasyon primer olarak karaciger

metabolizmasidir.
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Glokom ve Tedavisinde Kullanilan Ilaclar;

Leskea ve ark.’nin 2004 yilindaki bir calismasinda, Glokom, ilerleyici gérme alani
kayiplarina sebep olan, optik sinir basindailerleyici hasar ve retina gangliyon hiicrelerinde
dejenerasyona sebep olan kronik bir optik ndropatidir olarak tanimlanmistir. G6z igi
basing (GIB) yiiksekligi, glokom igin bilinen ve kontrol edilebilen en &nemli risk
faktoridiir (Leskea ve ark., 2004).

Yanoff ve Duker, 2008; Bengisu, 1998; Hoskins ve Kass, 1989 c¢alismalarinda,
Glokomun, yelpazesi ¢ok genis bir hastalik grubu oldugu ve bu konu hakkinda pek ¢ok
farkli siflandirmalar bulundugu belirtilmistir. Iridokorneal aginin durumuna gére agik
ac1l1 ya da kapali ac1l1, GIB yiiksekliginin sebeplerine bagl olarak primer ya da sekonder,
glokomun baslangi¢ zamanina goére de konjenital, cocukluk cagi ya da erigskin glokomu
olarak simiflandirilabilecegi vurgulanmistir (Yanoff ve Duker, 2008; Bengisu, 1998;
Hoskins ve Kass, 1989).
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Glokomda Tibbi Tedavi;

Fechtner ve Weinreb’in 1994 yilinda yapmis oldugu bir ¢alismada, glokom
tedavisinin amac1 GiB’i diisiirerek, gorme alan1 kayb1 ve optik sinir basi hasarinin dniine
gecmekte oldugu belirtilmistir. Tibbi tedavi ile ilerleyici hasar biiylik oranda 6nlense de
baz1 olgularda gorme alani kaybi ve optik sinir basi hasar1 progresyon gosterdiginden
bahsedilmistir (Fechtner ve Weinreb, 1994).

Mao ve ark.’lar1 tarafindan1991 yilindaki bir ¢alismasinda, yetersiz tedavi goéren
hastalarda yillik gorme alani kaybi yiiksekken, bu kayip goz i¢i basinci iyi kontrol edilen
hastalarda daha diisiik oldugu fark edilmistir. Shields ve ark., GIB 16 mmHg’ nin altinda
olan hastalarda gorme alaminda kotillesme saptamadiklarini, GIB 22 mmHg nin
iizerindeki hastalarda gérme alaninda kétiilesme oldugunu ve GIB 17- 21 mmHg arasinda
olan olgularda ise %50 oraninda kétiilesme oldugunu bildirmislerdir (Gupta, 2012). Tibbi
tedaviyle okiiler hipertansiyonda %20’lik, normal basingliglokomda %40’lik bir GIB
diisiisti kabul edilebilirdir (Mao ve ark., 1991)

Glokom tedavisinde kullanilan ilaglar:

-Parasempatomimetik ilaglar (Kolinerjik ilaglar)
-Beta blokerler

-Adrenerjik reseptor agonistleri

-Prostaglandin analoglari

-Karbonik anhidraz inhibitorleri

-Hiperozmotik ilaglar
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Parasempatomimetik Ilaglar;

Gunalp’in 1992 yilinda yaptig1 ¢alismada, parasempatomimetik ilaglar glokom
tedavisinde kullanilan en eski ilaglardan oldugu, asetilkolin benzeri etki gosterdikleri
(kolinerjik ilaglar), etki mekanizmasinin, siliyer kastaki muskarinik reseptorleri uyararak
miyozis yapmak, skleral mahmuzun arkaya c¢ekilmesi ve trabekiiler agin agilmasin
saglayarak trabekiiler disa akim artirdirklarindan bahsetmistir. Bu ilaglar, direkt ve
indirekt etkili olmak iizere iki gruba ayrilirlar (Gunalp, 1992; Nardin ve Zimmerman,

1996, s. 1399-1408).

1-Direkt etkili parasempatomimetik ilaglar:

Muskarinik reseptorleri direkt uyarirlar. Pilokarpin, karbakol, aseklidin ve
asetilkolin bu grupta yer alir. En ¢ok kullanilan parasempatomimetik ilag pilokarpindir.
Pilokarpinin, jel, membran salimim formlar1 ve %2-4’lik damla formlar1 piyasada

bulunmaktadir.

2-Indirekt etkili parasempatomimetikler:

Kolin esteraz enzimini inhibe ederek asetilkolin miktarini artirirlar dolayisiyla
kolinerjik etkiyi artirirlar. Eserin, echotiopate bu gruba 6rnek ilaglardir. Uzun etkili ve
giiclii ilaglardir. Yan etkilerinin fazla olmasindan dolay1 glokom tedavisinde fazla

kullanilmazlar.
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Beta Blokerler;

Glokom tedavisinde, 1967 yilindan beri kullanilan ilaglardir. Kayaalp, 1985
tarafindan, siliyer cismin pigmentsiz epitelindeki beta-2 reseptorlerini bloke ederek etki
ettikleri diisiiniilmektedir. Beta blokerler GIB 11 %18-35 diisiirdiikleri, Beta blokerlerin
cocuklarda kullanilabilecegi ve kesildikten 4 hafta sonraya kadar etkilerinin siirdiigii
belirtilmistir.

(Kayaalp, 1985).

1- Nonselektif Beta Blokerler:

Genellikle Beta-1 ve beta-2 reseptorlerini bloke ederler. Ornek olarak; timolol,

levabunolol, metipranolol verilebilir.

2- Selektif Beta Blokerler:

Sadece beta-1 reseptorleri bloke ederler. Betaksolol drnek olarak verilebilir.
3- Intrinsik Sempatomimetik Aktiviteli Beta Blokerler:
Bu ilaglar reseptorleri bloke ederken minimal uyariya yol acarlar. Yan etkileri

daha azdir. Carteolol bu gruba ornektir.
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Adrenerjik Reseptor Agonistleri;

Fechtner ve Weinreb, 1994 yilindaki bir c¢alismada, epinefrin, apraklonidin,
dipivefrine gibi ilaglar bu grupta bulunmakta oldugu, aproklonidin ve brimonidin, en ¢ok
kullanilan madeler oldugu, alfa ve beta adrenerjik reseptorleri uyararak etki ettikleri ve
hem 6n kamera sivismin yapimini azaltarak hemde disa akimi artirarak GIB’mm

diistirdiiklerinden bahsetmislerdir (Fechtner ve Weinreb, 1994).

Prostaglandin Analoglari;

Cracknell ve Grierson, 2009; Lindsey ve ark., 1997 yilinda, prostaglandinlerin
(PG), gozde konjonktiva, silier cisim, iris ve trabekiiler dokuda iiretilirler ve hiicre dist
lokal hormonlar olarak gorev yaptiklari, yiiksek konsantrasyonlarda PG’ler GiB’mi
yiikseltebilir ve gozde inflamasyona neden olabilecekleri, tam ters etki olarak da diisiik
dozlarda akéziin uveoskleral disa akimini arttirdiklart ve GIB’mni diisiirdiiklerinden
bahsetmislerdir. Bu disa akimin mekanizmasi heniiz tam olarak anlagilamamis olmakla
beraber, silier kas gevsemesi ve silier kas ekstraselliiler matriksindeki yeniden
diizenlenme (remodelizasyon) iizerinde durulmaktadir (Cracknell ve Grierson, 2009;

Lindsey ve ark., 1997).

Hylton ve Robin’nin 2003 yilindaki ¢alismasinda, kullanim kolaylig1 ve tek doz
kullanilmasi, yasam kalitesini ¢ok fazla etkilememeleri nedeniyle PG’ler monoterapide
en cok kullanilan ajanlar oldugu, GIB’1inda %25-35 oraninda diisiis sagladiklari, diurnal
GIB degerlerini daha etkin kontrol altinda tuttuklar1 ve monoterapide etkinliklerinin
yiiksek oldugu belirtilmistir. Prostaglandinlerle tedavide basarisizlik, GIB’nda %20’den
daha az azalma olarak kabul edildigi ve bu basarisizlik da %15-20 oraninda goriildiigii,
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yeterli GIB diisiisii saglanamazsa diger gruptaki ajanlar tedaviye eklenmeden dnce diger

prostaglandinler denenmesi gerektigi belirtilmistir (Hylton ve Robin, 2003).

Turagli, 2003 ve Bito, 1989 yilindaki ¢alismada, klinik kullanimda olan
prostaglandinler arasinda latanoprost (1992), unoprostone (1993), bimatoprost (1997) ve
travoprost (1999) ve tafluprostun yer aldigi belirtilmistir (Turagli, 2003; Bito, 1989).

Karbonik Anhidraz Inhibitorleri (KAI);

Bito’nun 1989 yilinda yaptigi caligmada, karbonik anhidraz inhibitorlerinin
GIB’mi diisiiriicii etkisi oldugu, bu etkinin akoéz hiimér yapimini azaltmasi yoluyla
oldugu, sistemik verildiginde yan etkilerinin fazla olmasi bu ilaglarin kullanimin
sinirladigindan, KAI’lerin lokal olarak da kullanilabilecegi belirtilerek Dorzolamid ve

brinzolamid lokal kullanilan KATI’lere 6rnek olarak verilmistir.

Hiperozmotikler;

Khosla ve ark.’larinin 1981 yilindaki ¢alismasinda, hiperozmotikler, plazma
ozmolaritesini yiikselterek retina ve iiveada damar yataginda ve vitreusta bulunan suyun
sistemik dolasima ge¢mesini sagladiklarini, bu islemin ozmotik denge saglanana kadar
devam ettigini ayrica hipotalamustaki ozmoreseptorlerin uyarilmasi ile 6n kamera sivisi
yapimi da azaldigi belirtilmistir. Yine ayni ¢alismada, hiperozmotiklerin intravendz
kullaniminda kan-akéz bariyerinde ve siliyercismin pigmentsiz epitelinde harabiyete
neden oldugu sanilmaktadir. Gliserol % 50°lik soliisyonlar seklinde 1,5-5 ml/kg/giin
dozunda per oral kullanilacagi, otuz dakikada etkisi baslayip, 2-3 saat kadar etkisi devam
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edecegi, diabetiklerde kullaniminin sakincali oldugu belirtilmistir. Isosorbide % 45°lik
sollisyonlar1 1.5-4 mg/kg dozunda per oral kullanilir. Diabetiklerde kullanilabilir. %
20’lik Mannitol, bu grup igerisinde en ¢ok tercih edilen ilagtir. 7,5-10 mL/kg veya 1.5-2
gr/kg dozunda intravendz infiizyon seklinde uygulanir. Etkisi 15-30 dakikada baslar, 60
dakikada maksimuma ulasir ve 6 saatte sona erer. Metabolize edilmeden idrarla atilir. En

onemli yan etkisi dehidratasyondur (Khosla ve ark., 1981).
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1.4. Timolol Maleat, Dorzolamid Hidrokloriir ve Brimonidin Tartarat’in
Kantitatif Analizi icin Uygulanan Analitik Yontemler

1.4.1. Timolol Maleat Miktar Tayini icin Uygulanan Analiz Yontemleri

1.4.1.1. Spektrofotometrik Yontem

Abdel-Hay ve ark.’lar1 yaptiklar1 ¢alismada Amilorid hidrokloriir (AML),
hidroklorotiyazid (HCT) ve timolol maleat (TIM) igeren tiglii bilesenli bir karisimin
kantitatif analizi i¢in iki farkli spektrofotometrik yontem uygulamislardir. Ancak AML’in
karisimdaki miktarint bulmak i¢in 365 nm’deki dogrudan absorbans 6l¢iimii yontemini
de kullanmiglardir. Calismada iki farkli spektrofotometrik yoOntemler; tlirev
spektrofotometri ve spektrum oranlar tiirev spektrofotometridir. Farmasotik preparat
icerisindeki bilesenlerin tayinleri i¢in uygulanan tiirev spektrofotometri (D) ve spektrum
oranlar tiirev spektrofotometri (DD) yontemleri ile AA ve ¢aligma araliklar1 degerleri

asagidaki cizelgede yerden kazanmak icin 6zetlenmistir.

Analit Yontem Dalga Boyu (nm) AL (nm) Caligma Araligi (ug/mL)
D! 385.0 6
AMD 4
DD! 299.4 1-15
DD? 311.0 6
D! 265.0
HCT 6
DD! 264.2 295
DD? 290.0
D! 315.4 8 3-20
TIM 1
DD 289.8 6 1-20
DD? 314.8
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Calismada sifir kesim tiirev yOntemlerinin ve spektrum oranlart tiirev
yontemlerinin analitik validasyon u i¢in yapay karisimlarin analizi ile yiizde geri kazanim
ile kesinlik ve dogruluk c¢alismalar1 yapildigr gozlenmistir. Yontemler validasyon
isleminden sonra ticari farmasotik preparattaki aktif bilesenlerin (AML, HCT ve TIM)
analizine uygulandiginda sonuglar AML i¢in % 99.6-100.8, HCT i¢in % 99.3-100.5 ve
TIM i¢in % 99.8-101.3 arasinda bulunmustur. Sonuglar1 karsilastirmak icin ANOVA testi
uygulanmistir. Test isleminde sonucglar arasinda anlamli bir fark olmadigi ortaya

konmustur. (Abdel-Hay ve ark., 2008).

Mohammedi ve ark.’nin 2011 yilinda yaptiklar1 calismada, timolol maleatin
miktar tayinini UV-spektrofotometresini kullanarak gergeklestirmislerdir. Ayrica
fizikokimyasal karakterizasyonunu da yapmislardir. Fizikokimyasal karakterizasyon
caligmasi sonucunda erime noktasinin 197 C°, ¢6ziiniirliigiiniin en fazla pH 4> ultra saf
su > pH 7.4 > pH 8 > metanol oldugunu bulmuslardir. Timolol maleatin saf sudaki
¢ozeltisinin UV-spektrofotometresindeki en yliksek absorbans degerini 295 nm’de alarak
miktar tayinini gerceklestirmislerdir. Timolol maleat’in konsantrasyon araligii 2.00-
10.00 pg/mL araliginda hazirlamislardir. Kalibrasyon denklemine gore korelasyon
katsayist 0.9999 olarak bulunmustu. LOQ degeri 1.00 pg/mL olarak hesaplanmuistir.
Yontem giinici, glinler aras1 ve LOQ degerlerine gore valide edilmistir. Timolol’tin UV
spektrofotometrik analiz yontemindekianalitik parametreler yontemin kolay, kesin ve

tekraredilebilir oldugunu gostermistir (Mohammedi ve ark., 2011)
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1.4.1.2. Kromatografik Yontem

Mazzo’nun 1984 yilinda yaptigr calismada, maleik asit ve timolol maleatin es
zamanli HPLC ile tayininde her iki maddenin de tayinini ters faz kolon kullanarak ve
gradient sistemiyle gerceklestirilmistir. Kullandiklar1 yontemin konsantrasyon araliginda
secici, kesin, dogrusal oldugu bilinen derisimlerdeki numunelerin kontrol edilmesiyle
dogrulamiglardir.  Kullandiklar1 bu  yOntemin timolol maleat iceren ilag
formiilasyonlarinin in-vivo ve in-vitro degerlendirme sonuglarina maleik asit ve timolol

maleatin miktar tayinlerine uygulanabileceginden bahsetmislerdir (Mazzo, 1984).

Lee ve ark.’lari, yaptiklar1 bir arastirmada atik sulardaki B-bloker ve [2-
agonistlerin miktar tayini i¢in kat1 faz ekstraksiyon ile LC-MS/MS kullanimina dayanan
bir yontem gelistirmislerdir. ilag maddelerinin ekstraksiyon isleminde adsorban olarak
katyon regine kullanmislardir. Kullanmis olduklar1 12 B-blokerlerin iginde timolol maleat
da bulunmaktadir. Matris etkisinden kurtulabilmek igin 6n ayirma islemi kullandiktan
sonra elde ettikleri ekstrakttan bilesikleri LC-MS/MS ile tayin etmislerdir. Ancak kati faz
ekstraksiyonuna dayali 6n ayirma isleminden dolayr geri kazanim degerleri diisiik
cikmistir. 12 B-blokerin 500 ve 50 ng/L seviyesindeki geri kazanim degerelerinin %
85’ten iyi ¢iktigini, standart sapmanin % 3 ve % 7 oldugunu hesaplamiglardir. Yontemin
LOD degeri 6 ile 11 ng/L arasinda degismektedir. Timolol’iin LC-MS/MS yontemindeki
alitkonma zamam 17.02 dak. olarak bulunmustur. Atik numunelerdeki B-bloker ve B2-
agonistlerin miktar tayini icin LC-MS/MS yonteminin hassas oldugunu belirtmislerdir

(Lee ve ark., 2007).
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Rele ve ark.’lari, bir farmasotik dozaj formdaki latanoprost (LAT) ve timolol
maleat (TIM) 1n kantitatif analizi i¢in metil paraben’i internal standart olarak kullanarak
basit, hizli ve kesinligi yiiksek bir ters faz HPLC yontemi gelistirmislerdir. Bu ilag
maddelerinin kromatografik ayrimi, su igerisinde % 0.05 (v/v) trifloroasetik asit ve
asetonitril icerisinde % 0.05 trifloroasetik asit’in 40:60 (v/v) karisimini igeren mobil faz
ve Waters Symmetry Cigkolon (250 mm x 4.6 mm, 5 um) sabit faz olarak kullanildiginda
ve 1 mL/dak. Akis hiz1 ve 210 nm’deki UV absorbans 6l¢limiiyle gergeklestirilmistir.
Yontemin uygulanmasinda ¢alisma araligi TIM i¢in 250-750 pg/mL ve LAT igin 2.5-7.5
ug/mL olarak verilmistir (Rele ve ark., 2011).

Nasir ve ark.’nin 2011 yilinda yaptiklar1 bir ¢calismada, géz sivist 6rneklerinde,
insan plazma 6rnekleri ve ticari preparatlardaki timolol maleat, rosuvastatin ve diklofenak
sodyumun es zamanl analizini naproksen sodyum internal standart kullanilarak HPLC
ile yapmislardir. Calismada BDS C1g (250mm X 4.6 mm, 5 um) kolon, yiiriitiicii faz olarak
% 0,2 trietil amin ve asetonitril (40:60, v/v) pH’1 2.75’¢ % 85’lik fosforik asit ile
ayarlayarak kullanmiglardir. Kolon sicakligi 45 C° ve akis hizi 1 mL/dak. Olarak
ayarlanmistir. GOz s1visi ve insan plazma Ornekleri i¢in proteinler metanolle giderildikten
sonra sivi-sivi ekstraksiyon islemi uygulamislardir. Insan plazma &rneklerindeki geri
kazanim degerleri timolol, rsovastatin ve diklofenak sodyum i¢in sirastyla % 98.72, 96.04
ve 95.14 olarak, goz sivist 6rneklerinde ise timolol ve diklofenak sodyum i¢in sirasiyla
% 94.99 ve 98.23 olarak hesaplanmistir. Timolol maleat, rosuvastatin ve diklofenak
sodyum i¢in LOD degerleri sirastyla 0.800, 0.500 ve 0.250 ng/mL, LOQ degerleri yine
sirastyla 2.00, 1.50 ve 1.00 ng/mL olarak hesaplanmistir. Giin i¢i ve giinler arasi
caligmalar1 igin varyasyon katsayilart sirasiyla 0.1492-1.1729 ve 1.0516-4.0104 olarak
hesaplanmistir. Analiz siiresi 14 dakikada sonlanmistir. Gelistirdikleri yontemin yeni,
dayanikli ve kolay oldugunu insan plazmasindaki timolol maleat, rosuvastatin ve
diklofenak sodyum igin ve hayvan goz sivisindaki timolol maleat ve diklofenak sodyum

icin miktar tayininde uygulanabilir oldugunu agiklamislardir (Nasir ve ark., 2011).

28



Chiang ve ark., yaptiklar1 bir ¢alismada HPLC ile g6z ilaglarinda timolol maleat
ve betaxolol’iin analizini 15 dakikada yapmislardir. Ayrica her iki géz damlasi madde
i¢in stabilite ¢alismasini da yapmuslardir. Iki beta bloker, nadolol internal standart olarak
kullanilarak ters faz Cigkolonu ile HPLC sisteminde tayin edilmistir. Bilesiklerin
alikonma zamanlar1 nadolol, timolol ve betaxolol igin sirasiyla 4.3, 6.2 ve 14.8 dakika
olarak belirlenmistir. Dahasi analitik yontemin uygulanmasinda photodiode array (PDA)
dedektor kullanilmistir. HPLC analizleri, oftalmik preparatlardaki polimerler veya
tamponlar gibi yardimci maddelerden etkilenmedigi ortaya konmustur. Benzalkonyum
kloriir goz damlalarindaki ana antiseptik ajandir. Bu ¢aligmada oftalmik ¢ozeltilerdeki
Benzalkonyum kloriir’iin igeriginin tayini i¢cin de HPLC yontemi gelistirmislerdir.
Antiseptik ajan, setilpridinyum kloriir’tin internal standart olarak kullanimiyla CN ters
faz kolonu igerisinde tayin etmislerdir. Benzalkonyum kloriir’ii 11.2 dakikada ve 16.0
dakikada iki ayr1 pik olarak tayin etmislerdir. Benzalkonyum kloriire ait ilk pik Ci2Hzs,
ikinci pik ise C14Hg alkil gruplarina ait oldugu bulunmustur. Stabilite ¢aligsmasini sadece
pH 8’de yapmuslardir bu yiizden yeterli olmadigin1 séylemektedirler(Chiang ve ark.,
1991).

Olah ve ark.’nin 1993 yilinda yaptiklari bir ¢alismada, plazmadaki timolol
maleatin LC-MS/MS ile tayinini gerseklestirmiglerdir. Timolol Maleat’1t plazmadan
ayirmak ic¢in 6n ayirma islemi olarak kati1 faz ekstraksiyonu kullanilmis ve daha LC-
MS/MS ile analiz yapmislardir. LC-MS/MS’de Cig (50mm x 4.6 mm, 5um) kolon
kullanmiglardir. Timolol maleat’t 2 dakikadan daha kisa siirede tayin etmislerdir.
Yontemin LOQ degeri 0.5 ng/mL olarak hesaplanmistir. Giin i¢i ve glinler arasi bagil

standart sapmasi % 10’dan daha diistik ¢cikmistir. (Olah ve ark., 1993).
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Tracqui ve ark.’lar1 tarafindan genellikle oftalmolojide recetelere yazilan f-
adrenejik reseptor antagonistlerin (betaxolol, carteolol, metil pranolol, timolol maleat)’in
insan plazmast ve idrarindan teshisi ve miktar tayinleri i¢in HPLC yontemi
gelistirilmistir. Pindolol internal standart olarak kullanilarak bir ekstraksiyon yontemi
ortaya konmustur. RSIL 10 pm kolon kullanilmistir. Betaxolol, carteolol, metil pranolol,
timolol maleat i¢in en diisiik yakalama smir 4-27 ng/mL araliginda bulunmustur.
Yontemin kolay, hizli, duyarli oldugu belirtilmektedir. Bu ¢alisma B-blokerler i¢in son
derece duyarlidir ancak yontem diger 8 blokerlerin tayinine olanak sagladigi ortaya

konulmustur. (Tracqui ve ark., 1988).

Kubota ve ark.’nin 1990 yilinda yaptig1 bir ¢alismada, insan plazmasindaki
timolol maleatin HPLC ile tayini yapilmistir. Bu ¢alismada plazmadaki timolol maleat 6n
ayirma iglemine tabi tutulduktan sonar HPLC ile analizi yapilabilmistir (Kubota ve ark.,
1990).

Boiero ve ark.’lari, ¢alismada albumin nanopartikiillerindeki insan serum
alblimininin ve timolol maleatin es zamanli miktar tayinleri i¢in HPLC yontemi
gelistirmislerdir. Calismada kromatografik ayrim, 25 °C sabit kolon sicakliginda ters faz
C1s kolonunda su igerisinde % 0.05 (v/v) trifloroasetik asit / asetonitril igerisinde % 0.05
(v/v) trifloroasetik asit ¢ozeltilerinin 40:60 (v/v) oraninda karisimi ile olusan bir mobil
faz ve 1.0 mL/dak. Akis hiz1 ile 276 nm’deki UV dedeksiyonu ile gergeklestirilmistir.
Insan serum albiimini ve timolol maleat i¢in alikonma zamanlar1 siasiyla 1.84 ve 2.67
dak. Kalibrasyon aralig1 insan serum albiimini i¢in 0.2-100 mg/mL, timolol i¢in 0.01-1
mg/mL olacak sekilde hazirlamislardir. Insan serum albiimini ve timolol icin LOQ
degerleri sirasiyla 0.2 mg/mL ve 0.01 mg/mL olarak hesaplamislardir. Giin i¢i ve glinler
arast c¢alismalarinin dogruluk ve kesinlik degerleri amerikan gida ve ilag idaresi

yonetmeligine gore kabul edilebilir limitlerde oldugu ve gelistirdikleri yontemin albumin
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nanopartikiillerinden timolol ve insan serum alblimininin kesin Ol¢limil i¢in uygun

oldugunu belirtmislerdir (Boiero ve ark., 2015).

Marley ve ark.’nin 2014 yilinda yaptiklar1 bir ¢aligmada, timolol maleat ilag
maddesindeki S-timolol maleat enantiyomerik safliginin tayini i¢in Avrupa Farmakopesi
testi i¢in enetiyo segici stiperkritik akiskan kromatografi yontemi gelistirilmistir ve valide
edilmistir. Gelistirilen bu yontem Avrupa Farmakopesinde agiklanan normal faz HPLC
yontemine alternatif olarak sunulmustur. Normal faz HPLC yonteminin uygulanmasinda
CO2/MeOH igerisinde % 0.1 trietil amin (93:7, v/v) igeren bir mobil faz, OD-H kolon, 40
°C sicaklik, 297 nm’de, 5 dakika analiz siiresi ve enetiyomerler arasinda 2.01°lik ayrim
ile sonuclanan sartlar optimal olarak sec¢ilmistir. Siiperkritik akiskan kromatografisindeki
ayrim sartlar1 HPLC yonteminde 250 mm x 45mm OD-H kolon, yiiriitiicii faz olaark
hekzan, 2-propanol ve dietilamin (960:40:2) karisimini kullanarak 297 nm olarak
belirlenmistir. Bu ¢alismada akis hizi 1 mL/dak.’dir. Gelistirilen siiperkritik akiskan
kromatografisi yoteminde Marini ve ark. Tarafindan agiklanan normal faz HPLC

yontemine gore 3 kat daha hizli oldugu belirlenmistir.(Marley ve ark., 2014).

Marini ve ark.’lar1 tarafindan yapilan bu c¢alismada sunulan LC ydntemi ayni
konsantrasyonda R-timolol safsizligini igeren S-timolol maleat’in analizi ile ilgilidir. (R)
ve (S) timolol maleat numunelerindeki R-timolol’iin kantitatif analizi i¢in daha Gnce
gelistirilen kiral sivi kromatografisi yonteminin validasyon sonuglar1 bu caligmada
sunulmustur. Dogruluk profillerine dayanan yeni bir validasyon stratejisini en uygun
regresyon modelini segmek i¢in iyi tanimlanmis, kabul edilebilir limitler igerisinde
yontemin dogrulugunu degerlendirmek i¢in kullanmiglardir. HPLC ile analizini OD kolon
kullanarak, 22 °C’de, yiiriitiicii faz sisteminde n-hekzan, 2-propanol ve dietilamin
(965:35:1, v/viv) ile 297 nm’de 20 dakikada yapmislardir. R-timolol i¢in LOD ve LOQ
degerleri sirasiyla 0.27 ve 1.51 olarak hesaplanmistir (Marini ve ark., 2006).
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Laddha ve ark.’nin 2014 yilinda taptiklar1 bir ¢alismada, timolol maleat igin
stabiliteyi gosteren bir tayin yontemi gelistirilmistir. Kromatografik ayrim kosullar
olarak Cig kolonda (250 mm x 4.6 mm, 5Sum), yiriitiicii faz sistemi olarak fosfat
tamponu:metanol (60:40, v/v) pH degeri 3.5’e orto fosforik asit ile ayarlanarak varliginda
belirlenmistir. Akis hizi 1 mL/dak. Olarak ayarlanmistir. LOD ve LOQ degerleri sirasiyla
0.724 ve 2.19 pg/mL olarak hesaplamiglardir. Calismada kullandiklar1 ¢ozeltilerin
tamamini metanol igerisinde hazirlamiglardir. 295.3 nm dalga boyunda Olglimleri
almiglardir. Sistem uygunluk ¢alismasi sonucu alikonma zamam 8,025 dakika, teorik
plaka sayist 5669, kuyruklanma faktorii 1.00 asimetri faktorii 1.19 olarak dlgiilmiistiir.
Timolol maleat alkali sartlar disinda tiim kosullarda stabil bulunmustur. Alkali sartlarda
2 bozunma iirlinli gézlemlenmistir. Yontem dogrusallik, dogruluk, kesinlik, saglamlik ve
geri kazanim galigmalar1 gibi farkli parametreler i¢in valide edilmistir (Laddha ve ark.,
2014)

Maguregui ve ark.’nin 2002 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada, B adrenoreseptor
antagonistleri (- blokerler) olan oxprenolol ve timolol maleat’in insan idrarindan kat1 faz
ekstraksiyonu kullanilarak miktar tayinleri icin UV dedeksiyonuna dayanan basit bir
kapiler elektroforotik yontem gelistirmislerdir. Elektrolit olarak pH 9 Na;BsO7-H3BO3
(50 mM) kullanmislardir. Elektroforetik ayirma 78 x 75 um L.D. silika kapiler iizerinde
gerceklestirilmistir. Numune girisi 20 saniye hidrostatik olarak ve kapilerin sonundaki
enlektrota 25 kV’luk voltaj uygulanmistir. Farmasotik formiilasyonlarda ve bir tedavi
dozunun alinmasindan sonra yiiksek goz tansiyonu hastalarindan elde edilen idrar
numunelerindeki her iki B-blokerin miktar tayini i¢in gelistirilen yontem uygulanmistir.
Elde edilen sonuglar daha 6nce uygulanan HPLC yontemi ile karsilastirilmistir ve iyi bir
uyum gozlenmistir. Fotometrik dedeksiyonu, Oxprenolol i¢in 229 nm timolol maleat i¢in
280 nm dalga boyunda ¢alismislardir. Bu kosullarda oxprenolol 4.76 dakika timolol
maleat 4.97 dakikada tayin etmislerdir. Kat1 faz ekstraksiyon yontemleri her B-bloker i¢in

optimize edilmistir ve elde edilen geri kazanim degerleri timolol maleat i¢in % 72.8,
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oxprenolol i¢in % 94.52 olarak bulmuslardir. Timolol ve oxprenolol i¢cin LOQ degerleri

sirastyla 0.19 pg/mL ve 0.20 pg/mL olarak hesaplamislardir (Maguregui ve ark., 2002).

Kulkarni ve Amin’nin 2000 yilinda yaptig1 bir ¢alismada, timolol maleatin miktar
tayini i¢in yliksek basingli ince tabaka kromatografisi yontemi gelistirilmistir. Yiiriitiicii
faz olarak etil asetat-metanol-izopropil alkol-amonyak (% 25) (80:20:2:1, v/viviv)
kullanmislardir. ilacin kalibrasyon grafigi araligi 100-600 ng arasinda dogrusaldir.
Spektrodensitometrik analiz 294 nm’de gergeklestirilmistir. Egimin RSD degeri,
korelasyon katsayis1 ve kesim noktasi degerleri sirasiyla 2487.5, 0.996 ve 90463 olarak
hesaplanmistir. Sistem ve yontem kesinligi i¢in bagil standart sapma degerleri sirasi ile
2.8 ve 1.004 olarak hesaplanmistir. LOD 10 ng ve LOQ 40 ng olarak bulunmustur. Geri
kazanim degeri % 98.6 bagil standart sapma degeri ile basarili bulunmustur. Timolol
maleat sicaklik, asidik ve bazik stres deneyleri ile bozunmustur. Bozunma {iriinleri,
farmasétik preparatlarda ve ilag hammaddesinde timolol maleatin miktar tayini i¢in
gelistirilen yontem ile son derece farkli Rf degeri ile saf ilagtan iyi bir sekilde
ayrilmislardir. Konvensiyonel goz damlalarinda, yeni uzun salinimli kati polimerik
mercek eklemeli ve oral preparatlardan timolol maleat’in analizi i¢in gelistirilen yontem

kullanilmistir (Kulkarni ve Amin, 2000).

Maguregui ve ark.’larinin 1996 yilinda yaptig bir ¢calismada, timolol maleat’in
miktar tayini i¢in amperometrik dedektor kullanarak HPLC yontemi gelistirilmistir.
HPLC’de kromatografik ayrim, Cig kolon ve yiiriiticli faz olarak 5 mM pH 6.5
KH2PO4/K>HPOy4 igeren asetonitril, su (30:70, v/v) ile gerceklestirilmisgtir. Cam karbon
elektrot ile kombine edilen amperometrik dedektor + 1000 mV diizeyinde ¢alismislardir.
Calismada yontem, farmasotik formiilasyon ile tedavi sartlari altindaki yiiksek g6z
tansiyonu hastasindan elde edilen idrar numunelerindeki timolol’iin miktar tayinine
uygulanmistir. Sivi sivi ekstraksiyon islemi kullanilarak iyi bir geri kazanim ve ayrim

saglanmistir. lyi bir tekraredilebilirlik, dogrusallik ve kesinlik elde etmislerdir ve LOQ
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degerini 10 ng/mL, geri kazanim degerini % 93.25 olarak hesaplamiglardir. Gelistirilen
yontem insan idrarindaki doping analizlerine ve farmakokinetik ¢caligmalara uygulanabilir

oldugu ortaya konmustur (Maguregui ve ark., 1996).

Lacroix ve ark.’larinin 1994 yilinda yaptig1 bir ¢caligmada, timolol maleat’in ( R)
ve (S) enantiyomerlerinin tayini i¢gin HPLC ve *H-NMR’da yontem gelistirmislerdir ve
valide etmislerdir. HPLC i¢in OD-H (25 cm x 4.6 mm 5 pum) kolonda yiiriitiicii faz olarak
hekzan i¢inde % 0.2 (v/v) dietilamin ve % 4 (v/v) izopropanol kullanmiglardir. 297 nm
dalga boyunda calismislardir. Diger ila¢ ve ilgili safsizliklardan timolol’iin R ve S-
enantiyomerlerinin ayriminit dogrulamak igin sistem uygunluk testleri uygulanmustir.
NMR yonteminde 360 MHz’den biiyiik manyetik alanda ve kiral ajant R-TFAE ile
calismiglardir. HPLC ve NMR i¢in LOQ degerleri sirasi ile % 0.05 ve % 0.2 olarak
hesaplamiglardir. Spesifik rotasyon i¢in USP yontem S-timolol maleattaki R-
enantiyomerinin diisiik seviyelerdeki varliginin bulunmasi i¢in uygun olmadig

bulunmustur (Lacroix ve ark., 1994)

Avrupa farmakopesine gore; sivi kromatografisi yontemi ile timolol maleat’in
miktar tayini i¢in 297 nm’de, 25 cm x 4.6 mm Cig kolon kullanarak yiiriitiicii faz karigimi
2 mL dietilamin, 40 mL 2-propanol ve 960 mL hekzan’dan olusan sistem ile 6ncelikle
referans ¢ozelti olarak 15.0 mg (R)-timolol 1:3 oraninda metilen kloriir ve 2-propanol
karisgitminda 10 mL’de ¢oziilerek sisteme verilir. 30 mg timolol maleat 1:3 oraninda
metilen kloriir ve 2-propanol karisiminda 10 mL’de ¢oziiliir. Bu ¢ozeltiden 1 mL alinip
100 mL de yine ayn1 ¢oziicii sistemi ile seyreltilir. 15 mg (R)-timolol 1:3 oraninda metilen
kloriir ve 2-propanol karisiminda 10 mL’de ¢6ziiliir. Bu ¢6zeltiden 1 mL alinip 50 mL’ye
ayni ¢oziicli sistemi ile c¢oziildiikkten sonra her iki ¢ozeltiden de 1’er mL alinarak

karistirtlir ve 5 pl’lik hacimle sisteme verilir (Avrupa farmakopesi, s:3080)
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Avrupa farmakopesine gore; ince tabaka kromatografisi yontemiyle timolol
maleat’in miktar tayini i¢in silikajel tabaka kullanilir. Dort adet ¢ozelti hazirlanir.
Bunlardan iki tanesi referans ¢ozelti diger ikisi 6l¢iimii yapilacak ¢ozeltilerdir. Referans
¢oOzelti olarak 10 mg timolol metanol ile 10 mL’de ¢oziiliir. Diger referans ¢ozelti ise
dlgiimii yapilacak c¢ozeltiden 10 mL almip 50 mL’ye metanol ile seyreltilir. Olgiimii
yapilacak cozeltilerden ilki 0.50 g timolol 10 mL’de metanol ile ¢ziiliir. Olgiimii
yapilacak ikinci ¢ozelti ise ilk hazirlanan ¢ozeltiden 1 mL alinip 50 mL’ye metanolle
seyreltilerek elde edilir. Hazirlanan bu dort ¢ozeltinin her birinden 10 pl’lik ¢ozeltiler 1
mL amonyum, 20 mL metanol ve 80 mL metilen kloriir karisim ile tabaka {izerinde 2 saat
yuritiiliirler ve 105 °C’de kurutulup 254 nm dalga boyunda 6l¢iim yapilir ( Avrupa
farmakopesi, s:3081)

Amerikan farmakopesine gore timolol maleat’in miktar tayinini sivi
kromatografisi ile yapmak icin; 5 mg timolol asetonitril ve pH 2.8 fosfat tamponu (2:1,
v/v) karisimi ile 15 mL’de ¢oziiliir. Yiirttiicii faz olarak pH 2.8 fosfat tamponu ve metanol
(65:35, v/v) karisimi kullanilir. 295 nm dalga boyunda, C1s 25 cm X 4.6 mm kolonu 40 °C
sicaklikta kullanilir. Akis hizi dakikada 1.2 mL olacak sekilde ayarlanir (Amerikan
farmakopesi, $:2153)
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1.5.2. Dorzolamid Hidrokloriir i¢in Uygulanan Analitik Yontemler

1.5.2.1. Kromatografik Yontem

Shamsipur ve ark.’larinin 2010 yilinda yaptigi bir c¢alismada, Dorzolamid
hidrokloriir (4S,6S) ve enantiyomerine(4R,6R) ait kiral ayrimi i¢in dogrudan HPLC
yontemi gelistirmislerdir. Dorzolamid (4S,6S) ve enantiyomeri,kiral-a1-asit glikoprotein
kolonunda (150 x 4.0mm, 5 um) 10 dakikada analizi ger¢eklestirmislerdir. Alikonma
zamanit ve enantiyo secicideki mobil faza ait pH, sicaklik, akis hizi, tampon
konsantrasyonu ve organik degistiricilerin etkisi degerlendirilmistir. Mobil faz, pH 7.0
amonyum asetat tamponuyla hazirlanmistir. Yontem, dogrusallik, tekrarlanabilirlik,
dogruluk, LOD ve LOQ degerlerine gore valide edilmistir. Kalibrasyon egrileri,
dorzolamid (4S,6S) igin 0.5-10 pg/mL araliginda, enantiyomeri (4R,6R) igin 0.5-5
pg/mL araliginda hazirlanmistir. Tekrarlanabilirlik (n=6), %2'den az bagil standart
sapma(RSD) gostermistir. Iki enantiyomere ait LOD ve LOQ degerleri sirasiyla;
dorzolamid (4S,6S) igin 0.2 ve 0.5, enantiyomeri(4R,6R) i¢in 0.05 ve 0.2 olarak
bulunmustur. Onerilen metod, ham madde ve 2 farkli géz damlasinda dorzolamid

enantiyomerinin (4R,6R)tayininde kullanilmistir (Shamsipur ve ark., 2010).

Shamsipur ve ark.’larinin 2011 yilinda yaptigi bir calismada, ticari goz
damlalarindaki dorzolamid hidroKloriir’iin 4S, 6S ve 4R, 6R enantiyomerlerinin ayrimi
icin HPLC yontemini kullanmiglardir. Ticari g6z damlalarinda bulunan dorzolamid
hidrokloriir (4S,6S) ve enantiyomerinin (4R,6R) ayirimi igin kapl (coated) seliiloz
fenilkarbamat kiral yatiskinlik fazi kullanarak basit, dogru, kesin ve hassas bir metod
olusturmuslardir. Mobil faz, n-hekzan ve % 0.1 dietilamin igeren 2-propanol (50:50 v/v)
karigimiyla hazirlanmistir ve 1 mL/dakika akis hizinda ¢alismiglardir. Sicakligin, akis

hizinin, organik bilesenlerin tipi ve konsantrasyonlar1 ve mobil fazdaki dietilamin
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konsantrasyonun, alikonma zamani ve enantiyosegicideki etkisi ¢alisilmistir. Yontem,
dogrusallik, tekrarlanabilirlik, hassaslik, LOD ve LOQ degerleri ile valide edildi.
Dorzolamid(4S,6S) ve enantiyomerinin(4R,6R) kalibrasyon 6l¢iim aralig: sirasiyla; 0.5-
10 pg/mL ve 0.5-5 pug/ mL olarak hazirlanmistir. LOD ve LOQ degerleri sirasiyla;
dorzolamid hidrokloriir(4S,6S) i¢in 0.2 ve 0.5 pg/mL olarak, enantiyomeri(4R,6R) icin
ise 0.1 ve 0.2 pg /mL olarak bulunmustur. Tekrarlanabilirlik (n=6), % 0.5'den az bagil
standart sapma (RSD) gostermistir (Shamsipur ve ark., 2011).

Avrupa farmakopesine gore dorzolamid hidrokloriir’iin miktar tayinini sivi
kromatografisi ile yapabilmek i¢in 30 mg dorzolamid hidrokloriir yiiriitiicii faz A
karisimi olan 65 mL asetonitril ve 935 mL potasyum dihidrojen fosfat (3.7 g/L)
karisiminda ¢oziiliir. Iki adet referans ¢ozelti hazirlanir bunlardan birincisi; hazirlanan bu
¢ozeltiden 1 mL alinip 100 mL’ye yiiriitiicii faz A ile seyreltilir. Bu ¢ozeltiden de tekrar
1 mL almip 10 mL’ye yiiriitiicii faz A ile tekrar seyreltilir. ikinci referans ¢ozelti igin 2
mg dorzolamid hidrokloriir yiiriitiicii faz A ile 2 mL’de ¢oziiliir. C1g (25 cm x 4.6 mm)’lik
kolon kullanilarak kolon sicakligi 35 °C’de ¢alisilir. Ydiriitiicii faz B ise asetonitril’den
olusur. Yiritiicii faz A ve B gradient sistemi ile 0-15 dakika araliginda yiiriitiicii faz
A’dan %100 verilir. 15-30 dakika araliginda her iki yiiriitiicii fazdan da % 50 verilir. 30-
37 dakika araliginda yiriiticti faz A’dan %100 verilir. 37-44 dakika araliginda yiirtitiicii

faz A’dan % 100 verilerek analiz tamamlanir ( Avrupa farmakopesi, s:1752)

Amerikan farmakopesine gore dorzolamid hidrokloriir’lin s1vi kromatografisi ile
miktar tayinini yapmak i¢in yiiriitiicli faz olarak terbiitil metil eter, n-heptan, asetonitril
ve su (63:35:2:0.2, v/v) karistmi kullanilir. 20 mg dorzolamid hidrokloriir 4 mL etil asetat
ve 4 mL 0,5 N amonyum hidroksit karisiminda ¢oziiliir. Bu ¢ozelti 50 C®de evapore
edilir. Evaporasyon sonrasi 3 mL asetonitril 50 °C’lik su banyosunda ilave edilir. Tekrar
50 C”de evapore edilir. Kuruduktan sonra 10 mL ter-biitil metil eter, glasiyel asetik asit

ve asetonitril (87:10:3, v/v) karisimi ilave edilir. Kromatografik kosul olarak 254 nm
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dalga boyunda Cig (25 cm x 4,6 mm) kolon kullanilarak hareketli faz akis hiz1 dakikada

2 mL olarak ayarlanir (Amerikan farmakopesi, s: 756).

1.5.2.2. Spektrofotometrik Yontem

Noela Dias ve ark.’larinin 2013 yilinda yaptig1 bir ¢alismada, asidik ortamda
dorzolamid hidrokloriir potasyum bromit-bromat ile asir1 reaksiyona girmektedir.
Dorzolamid hidrokloriir i¢in UV-Spektrofotometresinde miktar tayinini potasyum
bromit-bromat ve safranin varliginda (pembe renk)yapmslardir. Son stok ¢6zeltinin en
yiiksek absorbansi 540 nm olarak hesaplamislardir. Dogrusalligin araligr 10-50 ug/mL
olarak bulunmustur. Korelasyon katsayis1 0.999 olarak hesaplamislardir. ICH klavuzuna
gore yontemi valide etmislerdir. Calismada regresyon denklemi y=0.0192x + 0.0062

olarak bulunmustur (Noela Dias ve ark., 2013).

38



1.6.3. Timolol Maleat ve Dorzolamid Hidrokloriir Karisiminin Es Zamanh Miktar
Tayini icin Uygulanan Analitik Yoéntemler

1.6.3.1. Kromatografik Yontem

Shadoul ve ark.’larinin 2011 yilinda yaptig1 bir ¢alismada, géz damlalarinda
bulunan dorzolamid hidrokloriirve timolol maleatin es zamanli tayini igin basit bir HPLC
yontemi sunmuslardir. HPLC ayrimi, Eurospher 100 Cig (25 mm x 4.6 mm, Sum)
kolonda, asetonitril, tetrahidrofuran (THF) ve % 1 fosforik asit sulu ¢ozeltisindeki
(15:3:82 v/v) mobil fazda yapilmistir. Sistem uygunlugu, pik simetrisi, kapasite faktori
ve ayrigtirma gibi kolon verimliligini etkileyen faktorlerin dl¢ctimlenmesi kanaliyla
degerlendirilmistir. Analit konsantrasyonlari, pik alani ve pik yiiksekligi kullanilarak
hesaplanmistir. Dogrusallik araligi (r degeri < 0.99), sirasiyla timolol maleat i¢in 120-480
pug/mL, dorzolamid hidroklorid i¢in360-1440 pg/mL olarak hesaplanmistir. LOD ve LOQ
degerleri, timolol maleat igin 5.95 pg/mL ve 18.03 ug/mL olarak, dorzolamid hidroklorid
icin 25.18 pg/mL ve 76.31 pg/mL bulunmustur (Shadoul ve ark., 2011).

Mohamed ve ark.’larinin 2014 yilinda yaptig1 bir ¢alismada, tuzla ¢okeltme ile
desteklenmis sivi-sivi  mikroekstraksiyonu (SALLME) ile kombine HPLC-UV
kullanilarak gelistirilen géz sivist ornekleri (AH) igerisindeki dorzolamid hidrokloriir
(DOR) ve timolol maleat (TIM) isimli iki antiglokomatdz ilacin eszamanli ayrimi ve
tayini i¢in HPLC yontemi kullanmiglardir. Box-Behnken deney tasarimindan
yararlanarak, bu tasarim tuz konsantrasyonu, 6rnek ¢ozelti pHi ve karistirma siiresi gibi
degisken kosullarin optimizasyonu i¢in kullanilmigtir. Optimum ekstraksiyon kosullari,
50 uL AH 6rnegi, 100 pL fosfat tampon (100 mMol/L , pH 11.9), 90 uL asetonitril (ASN)
ve 0.11g (NH4)2SO4 tuzunun Eppendorf viyaline (ImL) konulmasi ve 1.1 dakika

karigtilmas1 olarak bulunmustur. SALLE sisteminin minyatiirize edilmesi i¢in; kapilarite
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tiibii ile adapte edilmis ImL enjektor, faz ayrim cihazi olarak kullanilmistir. Faz ayrimi
meydana geldiginde; iist katman, daralarak ve pistonu ittirerek kapilarite tiibiiniin i¢ine
girmeliydi: boylece; {ist katman solventinin toplanmasi, basit ve kullanigh
idi.Minyatiirlestirme, organik solvent tiiketimini miimkiin oldugu kadar azaltmistir.
Kromatografik ayrim, Cig kolonunda ACN: % 0.1 trietilamin igeren 30 mMol/L
potasyum dihidrojen fosfat tamponu, pH 3,5 (20:80, v/v), 1 mL/dakika akis hizindaki
mobil faz, DOR i¢in 254 nm, TIM i¢in 295 nm UV dalga boyu kullanilarak
gerceklestirilmistir. Mepivakain hidrokloriir, internal standart olarak kullanilmistir.
Agiklanan yontem, daha once raporlanan yontemlere gore artirilmis hassasiyetle daha iyi
ayrim gostermistir; LOD degeri DOR ve TIM i¢in sirasiyla; sulu ¢ozeltide 8.75 ve 10.32
ng/mL, AH igerisinde 15.97 ve 23.53 ng/mL olarak hesaplanmistir. Analiz 10 dakikada
tamamlanmistir. Basit, hizli ve ¢evre dostu SALLME-HPLC metodu,tavsan, AH
icerisindeki DOR ve TIM e ait eszamanli farmakokinetik calismalarina basariyla

uygulanmistir (Mohamed ve ark., 2014).

Nagori ve ark.’nin 2011 yilinda yaptig1 bir calismada, géz damlast numunesindeki
dorzolamid hidrokloriir ve timolol maleatin miktar tayini igin HPLC yOntemi
kullanmislardir. Yiiriitiicii faz sisteminde metanol ve pH’1 glasiyel asetik asit ile 3.0’e
ayarlanmig tampon (60:40, v/v), C1g (150 mm x 4.6 mm, 5 pm) kolon kullanarak oda
sicakliginda dorzolamid hidrokloriir i¢in 254.0 nm, timolol maleat i¢in 295.0 nm dalga
boyunda ve 10 dakikadan kisa siirede tamamlamislardir. Dorzolamid hidrokloriir ve
timolol maleat i¢in konsantrasyon araligi sirasiyla 10-30 ug/mL ve 40-120 pg/mL olarak
hazirlanmistir. Gelistirdikleri yontemin dorzolamid hidrokloriir ve timolol maleat’in

tayini i¢in uygulanabilir oldugu belirtilmektedir (Nagori ve ark., 2011).
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Diaz ve ark.’nin 2013 yilinda yaptig1 bir ¢caligmada, % 2 dorzolamid ve % 0.5
timolol igeren goz damlalarinin kalite kontrol ve stabilite ¢aligmalarina uygulanabilir
analitik HPLC metodunun gelistirilmesi ve validasyonunu gergeklestirmislerdir.
Dorzolamid ve timolol’iin es zamanli miktar tayinlerini C1g (250 mm X 4 mm)’lik kolon
kullanarak gradient sistemle ger¢eklestirmislerdir. Dorzolamid i¢in 254.0 nm ve timolol
icin 295.0 nm dalga boylarin1 kullanmiglardir. Gradient sistemdeki A fazi bilesenleri;
asetonitril, pH 2.5 fosfat tamponu ve metanol (5:85:10), B faz1 metanolden olusmaktadir.
Dogrusallik ¢alismasinda; korelasyon ve bulma katsayilar1 sirasiyla 0.99 ve 0.98 in
tizerinde olarak hesaplanmistir. Geri kazanim yiizdeleri, dorzolamid i¢in % 99.57, timolol
icin % 99.93, varyasyon katsayisi ise her iki 6rnek i¢in % 2 nin altinda bulunmustur.
Tekrarlanabilirlik ¢aligmasinda; ortalamalar, dorzolamid i¢in % 99.1, timolol i¢in %
100.4 oldugu ve varyasyon katsayist ayarlanan limitler igerisinde oldugu ortaya
konmustur. p degerleri, her ¢alisilan kademe i¢in 0.05 ten fazla idi. Gelistirilen analitik
yontem,c¢aligilan konsantrasyon araliginda dogrusal, kesin, segici ve hassas olarak
belirtilmistir. Bitmis tirtinde kalite kontrol ve stabilite ¢calismasi i¢in bu amaclar i¢in daha

once analitik bir yontem olusturulmustur (Diaz ve ark., 2013).

Sharma ve ark.’nin 2012 yilinda yaptig1 bir ¢alismada, yeni stabilite belirten
gradyan ters fazli UPLC (RP-UPLC) yontemi, dorzolamid hidrokloriir ve timolol
maleatin kirlilik bulunmasi, hizlandirilmis degradasyon fiirtinleri ve plasebo durumunda
saflik tayini i¢in gelistirilmistir. Yontem, Waters UPLC BEH Czg, (100 mm x 2.1mm, 1.7
um) kolon, ¢oziicii A ve ¢6ziicii B nin gradient karigimini igeren mobil faz kullanilarak
gelistirilmistir. Tampon olarak; fosfat tampon (0.04M), pH 2.6 kullanildi. Tampon pH 2.6
Coziicl A olarak, Milli-Q su, metanol, asetonitril (200:300:600 v/v/v) karisimi ¢oziicii B
olarak kullanilmistir. Gradyan programi olarak 0/5, 8/8, 10/15, 16/45, 20/55, 24/80, 25/5
ve 30/5 kullanilmistir. Yiriitiicli faz ile birbirinden ayrilmis dorzolamid hidrokloriir ve
kirlilikleri 254 nm de, timolol maleat ve kirlilikleri 295 nm de 6l¢iilmiistiir. Calisma

zamani i¢in, dorzolamid hidrokloriir ve ona ait 5 kirliligi ile timolol maleat ve ona ait 3
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kirliligin iyice ayristigi, kararliligin 2.0'den yiksek oldugu 30 dakikada analiz
sonuglandirilmistir. Dorzolamid hidrokloriir ve timolol maleat,oxidatif, asit, baz, fotoliz
Ozelliginde ve termal stabilite sartlarina tabi tutulmustur. Dorzolamid hidroklortir, timolol
maleat ve ilgili bilesiklerine ait pik safliklar,herhangi bir dalgalanma gostermemistir,
yontemin stabilite belirtme giicli kanitlanmistir.Gelistirilen yontem, Uluslararasi
Harmonizasyon Konferansinca (ICH) o6zellik, dogrusallik, LOD, LOQ, hassasiyet,

kesinlik ve saglamlik agisindan valide edilmistir (Sharma ve ark., 2012).
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1.6.3.2. Spektrofotometrik Yontem

Palabiyik ve ark.’nin 2013 yilinda yaptig1 bir ¢alismada, UV spektrofotometresi
verilerini kullanarak g6z ilacindaki DOR ve TIM karisimi icin sadece kismi en kiiclik
kareler-1 yontemi kullanarak es zamanli miktar tayini yapmislardir. Cok degiskenli
kalibrasyon teknigini kullanarak girisimleri en aza indirgeyerek, kisa analiz siiresinde, 6n
islem yapmaksizin analizi ger¢eklestirmislerdir. Optimize ve valide ettikleri yontemin
literatiir yontemleri ile kiyasladiklarinda belirgin bir fark gézlemlememislerdir (Palabiyik
ve ark., 2013).

Lotfy ve ark.’nin 2014 yilinda yaptigi bir ¢alismada, UV spektrofotometresi
verilerini kullanarak DOR ve TIM’1n es zamanli miktar tayinini benzalkonyum klorid
varliginda absorbans eksiltme ve ampliliid modiilasyonu ile ger¢eklestirmislerdir.
Kullandiklart spektrofotometrik yontemler; oran ¢ikarma (SRS), oran farki (RD), oran
cikarma (RS) ile genisletilmis oran ¢ikarma (EXRS), siirekli carpim (CM) ve oran
spektrumlariin ortalamas1 (MCR) gibi basit, 6zel, hassas ve kesin spektrofotometrik
metodlar gelistirilmistir ve valide edilmistir. Onerilen spektrofotometrik ydntemler,
herhangi bir ayrim asamasi gerektirmemektedir. Onerilen yontemlerin hassaslik, kesinlik
ve dogrusallik araliklar1 ve ozgiilliikleri, iki ilacin sentetik ¢ozeltilerinin analizi ile tayin
edildi. Yontemler, farmasotik formiillere uygulanmistir ve elde edilen sonuglar,
raporlanan spektrofotometrik yontem ile istatistiki olarak karsilastirilmistir. Istatistiki
karsilagtirma sonucunda; Onerilen yontem ile raporlanan yontem arasinda hassasiyet ve
kesinlik agisindan kayda deger, belirgin bir fark bulunamadig1 gosterilmistir (Lotfy ve
ark., 2014).
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1.6.4. Brimonidin Tartarat icin Uygulanan Analitik Yontemler

1.6.4.1. Spektrofotometrik Yontem

Mathrusri ve ark.’nin 2015 yilinda yaptig1 bir ¢caligmada, brimonidin Tartarat’in
dort yeni spektrofotometrik analizini gergeklestirmislerdir. Ilk yontemde fosfat tamponu
pH= 6.0’da 247 nm’de maksimum dalga boyu elde etmislerdir. Ikinci yontemde borat
tamponu pH=9.0’da 257 nm’de 6l¢iim yapmuslardir. Konsantrasyon araligi 0.1-50 ug/mL
her iki ydntem igin kullanilmgtir. Uglincii ve dérdiincii ydntemlerde sirastyla fosfat pH=
5.0 ve sodyum asetat pH= 4.0 tamponlart kullanarak birinci derece tlirev yontemi
kullanarak gerceklestirmislerdir. Ugiincii ve dordiincii yontemlerin konsantrasyon
araliklar1 sirasiyla 1-40 pg/mL ve 0.2-30 pg/mL olarak hazirlanmistir. Kullanilan
spektrofotometrik yontemler valide edilmis ve g6z damlast numunelerindeki brimonidin
tartarat’in miktar tayini i¢in uygulanabilir oldugu belirtilmektedir (Mathrusri ve ark.,

2015).

Iorahim ve ark.’nin 2015 yilinda yaptifi bir calismada, gdz damlas
numunelerindeki BRI’nin miktar tayinini spektrofotometrik ve spektroflorimetrik yontem
olmak tizere iki farkli yontemle gergeklestirmislerdir. Her iki yontemde de 70 C°’de pH
8.5 borat tamponundaki 4-kloro-7-nitro-2,1,3-benzoksadiazol ¢6zeltisi kullanmiglardir.
Spektrofotometrik yontemde 407 nm’de, spektroflorimetrik yontemde ise 528 nm’nin
tizerinde ve 460 nm eksitasyonda Ol¢lim yapmislardir. Spektrofotometrik yontemde
kalibrasyon araligim1 1.0-16.0 pg/mL, spektroflorimetrik ydntem ic¢in kalibrasyon
araligini 0.1-4.0 pg/mL olarak hazirlamislardir. Spektrofotometrik yontemin LOD degeri
0.21 pg/mL, LOQ degeri 0.65 ug/mL, spektroflorimetrik yontemin LOD degeri 0.03
ug/mL, LOQ degeri ise 0.09 ug/mL olarak hesaplanmistir. Her iki yontemi de basarili bir

sekilde ticari goz damlast numunelerine uygulamislardir ve spektrofotometrik yontem
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icin ortalama geri kazanim degeri % 99.50, spektroflorimetrik yontem i¢in % 100.1 olarak
hesaplamiglardir. Spektroflorimetrik yontemde alkalin, asidik, oksidatif ve fotolitik
tiirevlendirme kosullarinda stabilite ¢alismasi da yapilmistir. Her iki yontemin de
brimonidin tartarat’in kalite kontrol laboratuvarlarinda rutin uygulamalar i¢in pratik

oldugunu belirtmektedirler (ibrahim ve ark., 2015).
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1.6.4.2. Kromatografik Yontem

Hafez ve ark.’nin 2015 yilinda yaptig1 bir ¢alismada, Brimonidin tartarat ve
timolol maleat karigiminin miktar tayinini benzalkonyum kloriir varliginda deneysel
tasarim (DOE) yaparak UPLC ile gerceklestirmislerdir. C1g (50%4.6 mm, 2.6 um) kolonda
yiiriitiicii faz sistemi olarak metanol ve 1- Dekan sulfonik asit sodyum (pH 3.0, 0.01M)
ile gradient sistemi uygulayarak, 50 C®de 320 nm’de brimonidin tartarat1 1,52 dakikada
timolol maleat1 2.53 dakikada tayin etmislerdir . Deneysel tasarim teknigi kullanmalarinin
faydasinin yeni metodun system uygunlugu i¢in farkli faktor etkilesimleri hakkinda daha
fazla bilgi saglamasi oldugunu belirtmiglerdir. Deneysel tasarimin tasarim uzay1
olusturmasi vasitastyla saglam bir metot bulunmasina sebep oldugunu séylemektedirler.
Kalibrasyon aralig1 brimonidin tartarat i¢in 1-100 pg/mL, Timolol i¢in 2.25-225 pg/mL
ve benzalkonyum kloriir i¢in 1-10 pg/mL araliginda hazirlamislardir. LOD degerleri
brimonidin tartarat i¢in 0.1 pg/mL, Timolol i¢in 0.17 ve benzalkonyum kloriir i¢in 0.28
ug/mL, LOQ degerleri brimonidin tartarat i¢in 0.3 pg/mL, timolol maleat i¢in 0.51 pg/mL
ve benzalkonyum kloriir i¢in 0.85 pg/mL olarak hesaplanmistir. Bu ¢aligmada, timolol
maleat ve brimonidin tartarat i¢in stabilite ¢alismasinda asidik, alkalin, oksidasyon ve

sicaklik ile parcalanmalari da incelenmistir (Hafez ve ark., 2015).

Sonanis ve ark.’nin 2011 yilinda yaptigi bir ¢alismada, BRI’'nin impiirite
(safsizlik) tayinini UPLC ile Cis kolonu kullanarak gradient sistem ile
gerceklestirmislerdir. Asetik asit ile pH’1 6.0’ya ayarlanmis amonyum asetat, metanol ve
asetonitril yiiriitiicii faz sisteminde ve 247 nm’de ki dalga boyunu kullanmislardir.
Brimonidin tartarat ile impiiriteleri arasindaki kromatografik ayrim 2’den fazla olarak
bulunmustur. Tiim bilesenler i¢in korelasyon katsayis1 0.998’dan yliksek hesaplanmaistir.
Brimonidin tartarat numuneleri sicaklik, asidik, bazik ve oksidatif stres kosullarinda
satbilite calismalar1 gerceklestirilmistir. Tlacin oksidatif sters altinda bozundugu diger

kosullar altinda stabil kaldigini belirtmislerdir (Sonanis ve ark., 2011).
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Acheampong ve Tang-Liu'nin 1995 yilinda yaptigt bir c¢aligmasinda, insan
plazmasindaki BRI’'nin miktar tayinini GC/MS ile yapmislardir. 1 mL’lik plazmadan
BRI’'nin ekstraksiyonu sonrasi elde edilen ¢ozeltiyi GC/MS ile tayin etmislerdir.
Ekstraksiyon sirasinda tetradeurated brimonidini (brimonidin-ds) ve klonidini birlikte
ekstrakte etmislerdir. tetradeurated brimonidini internal standart olarak kullanmislardir.
Coziicii uzaklastirildiktan sonra 3,5-bis(triflorometil)benzoil ile tiirevlendirildikten sonra
numuneyi GC/MS’e enjekte etmislerdir. Kalibrasyon araligin1 2-1000 pg/mL araliginda
hazirlamislardir. Giinler aras1 bagil standar sapma % 12 veya daha az hesaplanmistir.
Yontemin dogrulugu ve kesinligi iyi ¢ikmigtir ve minumum 0l¢iilebilen konsantrasyon

degeri 2 pg/mL olarak hesaplanmistir (Acheampong ve Tang-Liu, 1995).

Madhavi ve ark.’nin 2008 yilinda yaptig1 bir ¢alismasinda, brimonidin tartaratin
impirite tayinini Cg (250 mm X 4.6 mm, 5 pm) kolon kullanarak HPLC’de tayin
etmislerdir. 27 °C, 248.0 nm dalga boyu ve gradient sistemle 40 dakikada analizi
tamamlamislardir. Gradient sistemde A fazinda pH’1 3.0’e fosforik asitle ayarlanmis 0.02
M n-hekzan sulfonik asit sodyum tuzu ve 0,01 M sodyum dihidrojen fosfat monohidrat
(50:50, v/v), B fazinda asetonitril ve meatnol (50:50, v/v) kullanmislardir. Brimonidin
tartarat ve li¢ implritesi arasindaki ayrilmasi 3.0’ten biiylik ¢ikmistir. Regresyon analizi
sonuglarinda korelasyon katsayis1 0.999’dan biiyiik ¢ikmistir. Kullanilan yontemle
brimonidin tartarat’in test konsantrasyonu olan 1.0 mg/mL derisiminde brimonidin
tartaratin tiim ii¢ impiiriteleri 0.07 pg’in altinda hesaplanmistir. Asetonitril, su (2:8, v/v)
¢oziiciisiindeki brimonidin tartarat 48 saat bozunmadan kalabilmistir. Brimonidin
tartarat’in stabilite calismasi i¢in oksidatif, sulu, asidik, bazik, fotolitik ve sicaklik
altindaki bozunmasina bakmislardir. Sonugta brimonidin tartarat’in oksidatif stres altinda

bozundugu ancak diger kosullarda satbil kaldig1 goriilmiistiir (Madhavi ve ark., 2008).

Ali ve ark.’nin 2009 yilinda yaptig1 bir ¢alismada, Brimonidin tartarat’in miktar

tayinini hidrofilik etkilesimli sivi kromatografisi ile 20 dakikada 254 nm’de
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gerceklestirmislerdir. Yapilan calismada brimonidin tartarat’in farkli stras kosullari
altindaki davranisi incelenmistir. Bu stres kosullar1 oksidatif, hidrolitik, fotolitik ve
sicaklik olarak belirlenmistir. Hidrofilik etkilesimli s1vi kromatografisinde miktar tayini
yapilirken yiiriitiicii faz olarak asetonitril-tampon (92:8, v/v) pH 7.1 karisimi ve silika
kolon (250 x 4.6 mm, 5 um) kullanmislardir. Geri kazanim degeri % 100.1 olarak
hesaplanmistir. Valide edilen yontemin LOD degeri 0.005 pg/mL ve LOQ degeri 0.02
ug/mL olarak hesaplanmistir (Ali ve ark., 2009).

Narendra ve ark.’nin 2012 yilinda yaptig1 bir ¢alismada, Brimonidin tartarat’in
g6z damlasindaki miktar tayinini HPLC ile 4.636 dakikada Cis kolon kullanarak
gerceklestirmislerdir. Yiiriitiicii faz olarak 0.02 M oktan 1- siilfonik asit sodyum tuzu (pH
3.5) ve asetonitril (64:36, v/v) kullanmiglardir. 254.0 nm’deki dalga boyuna gore tayin
yapmiglardir. Konsantrasyon araligi 0,4-72 pg/mL olarak hazirlanmistir. Yontemin LOD
degeri 0.0561 pg/mL ve LOQ degeri 0.1848 ug/mL olarak hesaplanmistir. Tiim
¢ozeltileri asetonitrilde hazirlamiglardir. Alphagan (2 mg/mL, 5mL) ve Brimopress (%
0.2, SmL) olmak iizere iki farkli ticari preparatta yontem denenmistir. Alphagan i¢in geri
kazanim degeri % 99.48, brimopress igin geri kazanim degeri % 99.85 olarak
bulunmustur (Narendra ve ark., 2012)

Karamanos ve ark.’nin 1999 yilinda yaptig1 bir ¢alismada, Brimonidin tartarat’in
kan serumunda ve siv1 goz salgisindaki miktar tayinini HPLC ile C1g (250 mm x 4.6 mm,
5 um) kolon kullanarak 10 dakikada ger¢eklestirmislerdir. Yiiriitiicli faz olarak 10 mM
trietilamin tamponuna % 10 asetonitril ilave ederek kullanmislardir. Yapilan analizi 248.0
nm dalga boyunda ve oda sicakliginda gerceklestirmislerdir. Kalibrasyon araligr 30.0
pg/mL-100.0 pg/mL olarak ayarlanmistir. Korelasyon katsayist 0.9997 olarak
hesaplanmistir. LOD degeri 30 pg/mL olarak bulunmustur. Geri kazanim degeri % 98

olarak bulunmustur (Karamanos ve ark., 1999)
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Jain ve ark.’nin 2011 yilinda yaptig1 bir ¢calismada, Brimonidin tartart’in miktar
tayinini yiikksek basingl ince tabaka kromatografisi ile yapmislardir. 60 F 254 tabaka
varliginda ve ylritiicii faz sistemi olarak metanol-toluen-trietilamin (1:3.5:0.2, v/v)
karisimi ile 247 nm’de gerceklestirmislerdir. Konsantrasyon araligini 100-600 ng/mL
araliginda hazirlamiglardir. Korelasyon katsayisini 0,9965, LOD ve LOQ degerlerini
9.40 ve 28.51 ng/mL olarak hesaplamislardir. Egimin ve kesim noktasinin standart
sapmasini sirasiyla 9.047 ve 553.0 olarak bulmuslardir. Ayrica asitte, alkalide ve dogal
¢Oziiciide hidrolizine, oksidsyonuna ve foto degradasyonunada bakmislardir. Y6ntemin
istatistiksel sonuglarina gére brimonidin tartarat’in miktar tayininde segiciligi, kesinligi

ve dogruluguiyi oldugu tespit edilmistir (Jain ve ark., 2011)

Mohit ve Ravi’nin 2011 yilinda yaptig1 bir calismada, Brimonidin tartarat’in
miktar tayini i¢gin HPLC yontemi gelistirmislerdir. Yontemde Cig kolon kullanarak
gradien sistemle analizi gergeklestirmislerdir. Yiiriitiicii faz olarak methanol ve 10 mM
potasyum dihidrojen fosfat (pH 3.0) kullanmislardir. Akis hizi1 1 mL/dak., dalga boyu 246
nm olarak ayarlanmistir. Brimonidin tartarat’in alikonma zamani1 10.51 dakika olarak
tespit edilmistir. Gelistirdikleri yontemi dogrusallik, kesinlik, system uygunluk
parametreleri, LOD ve LOQ degerlerine gore valide etmislerdir (Mohit ve Ravi, 2011).

Shirke ve Pai’nin 2002 yilinda yaptig1 bir calismada, Brimonidin tartarat igeren
g6z damlast numunelerindeki brimonidin tartarat miktarint HPLC yontemi ile
gerceklestirmislerdir. Yontemde C1g ( 25 cm X 4.0 mm, 5p) kolonu, yiiriitiicii faz olarak
asetonitril, tampon (10:90, v/v) ve akis hizi olarak 1.0 mL/dak. kullanmislardir.
Brimonidin tartart’1 254 nm dalga boyunda tayin etmislerdir. Bu sartlardaki yontemle
brimonidin tartarat’in alikonma zamani 6.61 dakika olarak tespit edilmistir. Calismada

gelistirilen bu yontem valide edilmistir (Shirke ve Pai, 2002)
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1.6.4.3. Florimetrik Yontem

Sunitha ve ark.’nin 2013 yilinda yaptig1 caligmada, géz damlasindaki brimonidin
tartart’in miktar tayinin spektroflorimetrik yontemle gergeklestirmislerdir. Coziicii olarak
dimetil formamit kullanmislardir. Konsantrasyon araligi 20.0-80 ng/mL olarak
hazirlamislardir. Emisyon dalga boyunu 530 nm’de eksitasyon dalga boyunu ise 389
nm’de Olgmiislerdir. Korelasyon katsayist 0.998 olarak bulunmustur. LOD ve LOQ
degerleri 22.0 ve 72.0 ng/mL olarak hesaplamiglardir. Yontemi ICH klavuzuna gore
valide etmislerdir. Yontemin yilizde geri kazanim degeri 98.8-102.4, % bagil standart
sapma degeri 2’den kiicilik olarak bulunmustur. Brimonidin tartarat’in rutin kalite kontrol
analizlerinde ve miktar tayininde uygulanabilir oldugu belirtilmektedir. (Sunitha ve ark.,
2013)
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1.6.5. Timolol Maleat ve Brimonidin TartaratKarisiminin Es Zamanh Miktar
Tayini icin Uygulanan Analitik Yoéntemler

1.6.5.1. Spektrofotometrik Yontem

Mohamed ve ark.’nin 2014 yilinda yaptig1 bir calismada, COMBIGAN goz
damlasindaki BRI ve TIM’1in es zamanli miktar tayini i¢cin UV spektrofotometresini ve
HPLC kullanarak yapmiglardir. UV spektrofotometresinde BRI-TIM karisimini birinci
tirev  yontemiyle, BRI-TIM  karisitmmi  benzalkonyum  kloriir  varlifinda
gerceklestirmislerdir. Bu yontem igin timolol 313 nm’de brimonidin tartarat 386 nm’de
dlciilmiistiir. Ikinci yontem olarak oran spektrumlarinin birinci tiirevi ile tayin
yapmiglardir. Bu yontemde timolol maleat 313 nm’de brimonidin tartarat 391 nm’de,
tayin edilmistir. Timolol i¢in konsantrasyon araligi 5-85 pg/mL, brimonidin tartarat
konsantrasyonu 2-35 pug/mL ve benzalkonyum kloriir’iin konsantrasyonu 0.25 pg/mL
olarak hazirlanmistir. Ugiincii yontem olarak HPLC de fenil kolon (150 mm x 1.0 mm,
5um), 0.035 M orto fosforik asit igerisinde 0.1 M SDS, % 10 1-propanol ve % 0.1 TEA
karisimindan olusan yiiriitiicli faz sistemi, TIM i¢in 298 nm ve BRI i¢in 250 nm dalga
boyunda 4.08 dakikada BRI ve 5.8 dakikada TIM piki elde ederek gergeklestirmislerdir.
Her ii¢ metodun da yiizde geri kazanim degerleri, dogrulugu ve kesinligi yiiksek ¢ikmistir

(Mohamed ve ark., 2014)
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1.6.5.2. Kromatografik Yontem

Biiker ve Ding’in 2016 yilinda yaptig1 bir calismada, g6z damlas1 numunesindeki
BRI ve TIM 1n kantitatif tayini i¢in deneysel tasarim ve optimizasyon teknigi kullanilarak
yeni bir UPLC yontemi gelistirmislerdir. UPLC y6nteminin gelistirilmesindeki deneysel
kosullarin optimizasyonu i¢in kromatografik cevap fonksiyonundaki segilen faktorler ve
etkilesimlerinin etkisi i¢in 3° tam faktoriyel tasarim kullanmislardir. Sonug olarak iyi
ayirim ve kisa analiz siiresi saglayan optimal kromatografik kosul olarak 49.2 °C kolon
sicakligl; 0.38 mL/dakakis hiz1 ve % 56.7 0.1 M CH3COOH mobil faz olarak bulundu.
1.5 dakikalik analiz siiresinde BRI 0.508 dakikada TIM 0.652 dakikada ayrimi
gerceklestirildi. BRI ve TIM ig¢in kalibrasyon grafikleri BRI i¢in 246.0 nm ve TIM i¢in
298.0 nm’deki pik alanlar1 ile konsantrasyon arasindaki regresyonu ile elde edildi.
Gelistirilen yontemin validasyonu, sentetik karigim, giin i¢i ve glinler arasi ve standart
ilave teknigi ile hazirlanan numuneler ile gergeklestirmislerdir. Yapilan bu ¢alisma, goz
damlas1 formiilasyonlarindaki BRI ve TIM’in kantitatif tayini i¢in optimize ve valide
edilen UPLC yonteminin ucuzi kolay uygulanabilir ve giivenilir oldugu ortaya konmustur

(Biiker ve Ding, 2016).
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2.  GEREC VE YONTEM

Bu doktora tez ¢alismasinda yeni kromatografik yontemlerin gelistirilmesi i¢in
optimal kromatografik sartlarin belirlenmesinde kemometrik deneysel tasarim ve
optimizasyon teknikleri kullanildi. Bu optimizasyon tekniginin kullanilmas1 Matlab
programinda 0zel olarak yazilan algoritma ve Microsoft Excell programlar1 kullanilarak
gerceklestirildi. Optimal kromatografik sartlar altinda asir1 yiiksek basingli sivi
kromatografisi yontemi ile tez konusu aktif bilesiklerin (etken maddelerin) analizleri

gerceklestirildi.

Ayrica doktora tez kapsaminda DOR-TIM ve BRI-TIM kombinasyonlari, UV-
VIS spektrofotometrik verilerin kullanimina dayali olarak kismi en kiigiik kareler (partial
least square—PLS) ve temel bilesen regresyon (principal component regression — PCR)
yontemleri ve siirekli dalgacik doniisiim (SDD) analizleri gerceklestirildi. Bu doktora tezi
caligmalarinin basarilmasinda asagida listesi verilen kimyasallar, preparatlar, geregler,

cihazlar, malzemeler, bilgisayar programlar1 ve 6zel yazilan algoritmalar kullanilmstir.
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2.1. Gerecler

2.1.1. Kullanilan Cihaz ve Gerecler

-Waters Acquity Series UPLC Sistemi (Waters Corporation 34 Maple Street Milford,
MA 01757 USA) (PDA sistemi ile birlikte).

-Waters BEH® Cig (2.1 x 50 mm, 1.7 p) UPLC Kolonu.

Waters BEH® Cig (2.1 X 100 mm, 1.7 u) UPLC Kolonu

Waters BEH® Fenil (2.1 x 50 mm, 1.7 p) UPLC Kolonu

-Empower UPLC Software programi.

-Waters Vial

-Spektrofotometre (UV/ VIS): Shimadzu UV- 2550

-pH-metre (WTW Model)

-Kuvartz kiivet

-Hassas terazi: Sartorius Entris 224-1S

-Manyetik karistirici: Ikamak RH Jonke & Kunkel IKA (Labortechnik)
-Magnet

-Pipet (1-10 mL)

-Sartorius Minisart membran filtre (Gézenek cap1 = 0,20 um)

-Balon joje (5-250 mL)

-Beher
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2.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Metanol (Sigma)

CH3COOH (Sigma)
CCI3COOH (Sigma)

Asetonitril (Sigma)

Ultra Saf su (Millipore)
Timolol Maleat (MSD)
Dorzolamid Hidrokloriir (MSD)
Brimonidin Tartarat (MSD)

2.1.3. Analiz Edilen Bilesikleri Iceren Ticari Preparatlar

TOMEC® (Goz Damlas1) MSD:

Dorzolamid Hidrokloriir:........ 20 mg/mL

COMBIGAN® (Goz Damlas1) MSD:

Timolol Maleat: 5 mg/mL
Brimonidin Tartarat: 2 mg/mL
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2.2. Analitik Yontemler ve Teorik Esaslar1

Bu boliimde bu doktora tez ¢calismasinda kullanilan teknik ve yontemler ve teorik

esaslar1 hakkinda temel bilgiler anlatilmaktadir.

Bu doktora c¢alismasi kapsaminda c¢alismalarin yiiriitilmesinde UV-VIS
spektrofotometrik verilerin kullanimina dayanan PCR ve PLS yontemleri uygulanmigtir.

Bu nedenle UV-VIS spektrpfotometri hakkinda bilgi sunulmaktadir.

Doktora tezinin konusu olan ilaglarin kromatografik analizinde optimal
kromatografik kosullarin bulunmasinda deneysel tasarim ve optimizasyon metodolojisi
kullanildi. Bu bolimde yiiksek basingli sivi kromatografisi ve kemometrik optimizasyon
teknikleri hakkinda da ayrintili teorik bilgiler ve uygulamaya yonelik genis bilgiler

sunulmaktadir.

56



2.2.1 UV-VIS Spektrofotometri

Spektroskopik yontemler 1518 kullanildigi ve 1s18in kullanilmadigi yontemler
olarak ikiye ayrilir. Bu 1518 kullanildigr yontemler ise atomik ve molekiiler
spektrofotometri olarak siniflandirmak miimkiindiir.Caligmalarimda 1s181in kullanildig:
molekiiler spektrofotometrik yani UV-VIS spektrofotometrik dlgiimler i¢in UV_VIS
spektrofotometreden faydalandim. Dolayisiyla bu béliimde UV-VIS spektrofotometri ve

esaslarindan bahsedecegim.

NN A VVIWWWW

X Gama
Radyo Mikrodalga Kizil6tesi Ultraviyole  Isinlart  Isinlar
e —1 % — | —t
(matrel 103 102 105 106 108 10°10 10712
Gorunar
Isik
700 nm 400 nm
Sekil 2.1. Elektromanyetik spektrum.
E=hy

Spektroskopi, bir numunedeki atom, molekiil veya iyonlarin, bir enerji
diizeyinden diger enerji diizeyine gecisleri esnasinda absorplanan veya yayilan
elektromanyetik 1s1manin 6l¢lilmesi ve yorumlanmasidir. Elektromanyetik 151ma, uzayda
biiyiikk hizla hareket eden bir enerji tiridir. Gozle algiladigimiz goriiniir 151k ve 1s1
seklinde algiladigimiz infrared isinlar, elektromanyetik 1simanin en ¢ok karsilasilan

tirleridir.
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Elektromanyetik 1s1ma, hem dalga hem tanecik 6zelliginin her ikisine de sahiptir.
Elektromanyetik is1manin interferans (girisim) ve difraksiyon (kirinim) davranislar: dalga
Ozelligi geregidir. Isimanin tanecik ozelligi (foton) ile, metal yiizeyinden yansima ile
elektronlarin koparilmasi (fotoelektrik olay), 1stma enerjisinin bir madde tarafindan

absorpsiyonu (sogurulmasi) ve emisyonu (yayilmasi) olaylar1 agiklanir.

Ultraviyole ve goriiniir absorbsiyon spektroskopisinde molar absorbtiviteler
genellikle 0-105 araliginda degisir. Herhangi bir pikin € degerinin biyikligi,
taneciklerin yakalama kesitine ve bir enerji absorbsiyon gecisi olasilig: ile ilgilidir. € ve

bu parametreler arasindaki iliski asagidaki esitlikle verilir.

£=8.7x 10° PA (1)

P gecis olasiligmi, A kesit hedef alanin1 (cm? olarak) gosterir. Tipik organik
molekiiller i¢in alan elektron sac¢ilmasi ve X-isin1 calismalart ile yaklasik olarak bu-
lunabilir; yaklasik degeri 10°%° cm? civarindadir. Gegis olasilig1 degeri ise sifir ile bir
arasindadir. Kuantum mekaniginin izin verdigi gecisler de P degeri 0.1-1 arasindadir ve
kuvvetli absorbsiyon bandlari elde edilir. Molar absorbtiviteleri 10*'den kiigiik olan pikler
diisiik siddetli pikler olarak siniflandirilir. Bunlar, olusum olasiliklart 0.01°den daha
kiigiik olan yasaklanmis gecislerden kaynaklanir.

Ultraviyole veya goriiniir 1gmin absorbsiyonu, genellikle bag elektronlarinin
uyarilmasiyla gergeklesir; bunun sonucu olarak da, analiz edilen maddede bulunan
baglarin tiirleri ile iliskili dalga boylarinda absorbsiyon pikleri elde edilir. Absorbsiyon
spektroskopisi bu yoniiyle bir molekiildeki fonksiyonel gruplarin teshisinde ve
absorbsiyon bandlart bilinen bilesiklerin kantitatif analizlerinde de yaygin bir sekilde

kullanilir.
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Elektronik gecisleri ilic grupta siniflayabilir ve analiz edilecek maddenin

durumunu bu temele gore incelemek uygun olabilir. Ug elektronik gegis;

» 1.7, o, ve n elektronlari,
= 2. d ve felektronlari,

» 3. yiik-transfer elektronlar1 olarak siniflandirilabilir.

n (pi) elektronlar: Pi elektronlar ¢ift baglarda veya tUglii baglarda bulunur; o

(sigma) baglardan daha zayiftir.

o (sigma) elektronlar: Bu elektronlar tek veya o baglarda ve ¢oklu baglarda (gift

veya li¢lii baglar) bulunur, bir ¢oklu bagin en kuvvetli elemanidir.

n (non-bonding, baglanmamis) elektronlar: Bu tiirdeki elektronlar bag
olusturmaya meyilli degildir; bu yiizden bunlara serbest elektronlar denir.

Daha yiiksek enerji seviyesine uyarilabilen valens (degerlik) elektronlar igeren
biitiin organik bilesikler elektromagnetik 151n1 absorblarlar. Tek bag yapan elektronlarin
uyarilma enerjileri oldukga yiiksektir bu nedenle elektronlarin 1gin1 absorblamasi,
atmosferdeki bilesiklerin de kuvvetli absorbsiyon yaptiklart A < 185 nm'nin altindaki
vakum ultraviyole bolgede gerceklesir. Vakum ultraviyole bolgede calismalarin
gerceklestirilmesi oldukga ¢ok zordur; bu sebeple, organik bilesiklerin spektrofotometrik
analizlerinin ¢ogu 185 nm’den yiiksek dalga boylarinda yapilir. Yiiksek dalga
boylarindaki ultraviyole ve goriiniir 1ginla ¢calismalar, "kromoforlar" denilen, ve uyarilma

enerjileri oldukea diisiik olan fonksiyonel gruplarla sinirlandirilmistir.
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Organik molekiillerdeki kromoforlarin elektronik spektrumlart genellikle
karmagiktir. Bu gibi durumlarda titresim gecisleri elektronik gegislere gore daha
baskindir ve bazi bandlarin ist tiste diismesine neden olurlar; boylece, genis ve siirekli

absorbsiyon bandlar1 elde edilir.

Bir organik molekiildeki 1s1n1 absorblayabilmesine olanak saglayan elektronlar iki

grupta siiflandirilabilir:

» 1. Atomlar arasinda bag olusturan ve bu nedenle birden fazla atoma bagli olan
elektronlar.
= 2. Oksijen, halojenler, S ve N gibi atomlar etrafinda yerlesmis (lokalize) ve baska

bir atomla paylagilmamis veya bag yapmamis olan elektronlar.

Kovalent bag olusturan elektronlar, iki atomik merkezin bulundugu bir alanda
hareket ederler ve bu merkezler arasindaki coulomb itme kuvvetini diisik diizeye
distirtirler; bunu sonucu kovalent bag olusur. Bag elektronlu atomlarin arasinda bulunan
(non-lokalize) alana "molekiiler orbitaller" denir ve bu orbitaller atomik orbitallerin ist
liste gelmeleriyle olustugu kabul edilir. Iki atomik orbitalin birlesmesiyle diisiik-enerjili
bir "bag molekiiler orbitali" veya yiiksekenerjili bir "anti-bag mo-lekiiler orbitali"

meydana gelir.

Organik molekiillerdeki ¢ift bag bolgeleri gift bagl elektronu gosteren bir sigma
(o) orbitali ve diger bir ¢ifti gosteren bir pi (m) orbitali olmak iizere iki tip molekiiler
orbital igerir: Pi orbitalleri atomik p orbitallerinin paralel olarak {iist {iste gelmesiyle

olusurlar. Bu orbitallerin yiik dagilimlari, bagin bulundugu eksenden gegen "hareketsiz
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diizlem (diisiik-yiikk yogunlugu bolgesi) ile bu diizlemin iistiinde ve altindaki bolgelerdeki

maksimum yogunlukla agiklanir.

o ve 7 elektronlarindan farkli oarak birgok organik bilesik serbest elektronlar

icerirler. Bu bag yapmamis elektronlar n sembolii ile gosterilir.

Bazi molekiiler orbital tipleri i¢cin gerekli olan enerjileri birbirinden 6nemli
derecede farklidir. Serbest bir elektronun enerji seviyesi, bag ve anti-bag n ve ¢ orbitalleri

arasindadir.

Bazi 6 — o*, n —»c *, n —»n* ve 1 — wn* enerji seviyeleri arasindaki elektronik

gecisler, 151n1n absorbsiyonu ile gerceklesir.

Analiz edilen 6rnek iizerine 151k demetinin bir kismini filtreler kullanarak ayiran
ve gonderen aletler kolorimetre veya fotometre olarak adlandirilirken, yariklar ya da
prizmalar araciligi ile bu seciciligi yapan aletler spektrofotometre olarak adlandirilirlar.
Bir spektrofotometre diizenegi, genel olarak 1sik kaynagi, dalga boyu segicisi
(monokromator), dedektdrden olusur; dedektorde elektrik sinyaline ¢evrilen optik sinyal
bir kaydedici veya bir galvanometre ile Ol¢iiliir. Bu ana kisimlara ek olarak bir

spektrofotometrede 15181 toplamak, odaklamak, yansitmak, iki demete bolmek, ve drnek
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tizerine belli bir siddette gonderebilmek i¢in mercekler, aynalar, 151k boliiciileri, giris ve
cikis araliklari kullanilir. Analiz edilecek ¢o6zelti, kullanilan dalga boyu bdlgesinin
ozelligine gore 15181 gegirebilecek maddeden yapilan 6rnek kaplarina (kiivet) konularak
151k yoluna yerlestirilir. UV-goriiniir bélgede yapilan bir analiz i¢in D2, W, Ha, Xe, civa
buhar lambasi gibi stirekli 151k kaynaklar1 kullanilir.

Cift1s1k yollu spektrofotometrelerde (Sekil 2.2), monokromatoérden ¢ikan 11k, esit
siddette iki demete boliiniir ve biri 6rnege digeri ise i¢inde sadece ¢oziicliniin bulundugu
numune kiivetine gonderilir. Ikiye ayrilan 151k, iki ayr1 dedektdrle ayni zamanda algilanir
ve dedektorlerde olusan sinyaller bir biriyle oranlanir. Bu oran sonucu ornekteki
gecirgenlik degeri siirekli olarak ¢oziicilinilinki ile karsilastirilmis olur. Buradaki 6nemli
nokta, her iki dedektoriin tam uyumlu olmasi, yani esit siddetteki 1s1k ile ayni sinyali
dedekte edebilmesi gerekir.
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Sekil 2.2. Cift 151n yollu spektrofotometrenin sematik gosterimi.

Spektrofotometre ile bir maddenin nicel analizinin yapilacagi dalga boyuna karar
verebilmek i¢in, 6rnegin absorpsiyon spektrumu bilinmesi gerekir. Bunun igin, maddenin
1 molar ¢ozeltisinin belirli bir dalga boyu araligindaki spektrumu ¢izdirilir. Coziictiniin
ve ¢Ozeltide bulunan bagka tiirlerin 15181 absorplamadigi, Lambert-Beer esitligine
uyuldugu ve nicel analizin en duyarli bir big¢imde yapilabilecegi dalga boyu degeri
saptandiktan sonra analizi yapilacak maddeyi igeren ve derigimleri bilinen standart
cozeltiler ile bu dalga boyundaki absorbans (A) degerleri 6l¢iiliir. A degerlerine karsi,
standart ¢Ozeltilerin bilinen derisimleri grafige gecirilir. Elde edilen bu dogruya
kalibrasyon egrisi denir. Kalibrasyon egrisinin dogrusal oldugu bélgede nicel analiz
hesab1 yapilir. Derisimi hesaplanamk istenen 6rnegin A degeri Olgiiliir ve kalibrasyon
egrisinde bu degere karsilik gelen derisim interpolasyonla saptanir. Lambert-Beer
esitliginin analizde dogrudan kullanilmast molar absorpsiyon katsayisinin degerinin

bilindigi durumlarda miimkiindiir.

Absorbans (A)=€ x Cx 1 (2
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Bu esitlige gore, bir ortamdan gegen 15181n absorpsiyonu, konsantrasyon ve 1518in
gectigi yol ile dogru orantilidir. Lambert Beer Kanunu’na uyan maddeler igin
spektrofotometride Ol¢liim yapilabilir. Bir ¢ozeltiden gegen 151k miktari, 15181n ¢ozelti
icinde kat ettigi yol ve ¢ozelti konsantrasyonu ile logaritmik olarak ters orantili iken

absorplanan 1gik miktari ile de dogru orantilidir.

Sekil 2.3. Numune iizerine gonderilen (Io) ve ¢ikan (I) 1181 siddeti (I =15181n numune
icinde aldig1 yol)

Beer’e gore ayni derinlikte bir ¢ozeltiden gegen ve ¢ozelti tarafindan absorbe
edilen monokromatik bir 151n demetinin siddeti ¢ozeltinin konsantrasyonuyla logaritmik,

iistel veya geometrik olarak azalir.

Lambert’e gore, bir ¢ozeltiden gecen monokromatik bir 151 demetinin siddeti,

¢oOzelti i¢inde aldig1 yolla logaritmik, iistel veya geometrik olarak azalir.
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2.2.2. Asin Yiiksek Basin¢h Sivi Kromatografisi

Asir yiiksek basingl s1vi kromatografisi (AYBSK) bir kromatografik yontemdir.
Kromatografinin temeli genel bir tanimla, karistmda bulunan maddelerin, biri sabit digeri
hareketli faz olmak iizere birbirleriyle karismayan iki fazli bir sistemde ayrilmasi ve

saflastirilmasi olarak ifade edilebilir.

Kromatografi, ilk kez Rus botanik¢i Mikhail Tsvet (1903) tarafindan gelistirilen
bir ayirma yontemidir. Tsvett bu yontemi bitki pigmentlerinin renkli bilesenlerini
ayirmakta kullanmistir. Kullandigi kolonda renkli bandlar olustugundan, bu ayirma
yontemine kromatografi adini vermistir. Analiz edilecek maddelerin hareketli faz
yardimiyla, sabit faz iizerinde, molekiil agirlig1 veya polaritesinin farkli olmasi sebebiyle

degisik hizlarla hareket etmeleri veya siiriiklenmeleri esasina dayanir.

Kromatografi {i¢ sinifa ayrilabilir. Bunlar;
*  Ayrilma Mekanizmalarina Gore
* Uygulama Bi¢imine Gore

* Faz Tiplerine Gore

Avrilma Mekanizmalarina Gore Kromatografik Yontemler:

= Adsorpsiyon kromatografisi

= Partisyon kromatografisi

» Iyon degistirme kromatografisi
»  Boyut eleme kromatografisi

= Iyon ¢ifti kromatografisi

= Afinite kromatografisi
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Uvygulama Bicimine Gore Kromatografik Yontemler:

Diizlemsel kromatografi

Kagit kromatografisi

Ince tabaka kromatografisi (TLC)

Kolon kromatografisi

Gaz kromatografisi (GC)

Yiiksek basingli s1vi kromatografisi (HPLC)

Faz Tiplerine Gore Kromatografik Yontemler:

S1vi kromatografisi
Sivi-Kat1 kromatografisi
S1vi-S1v1 kromatografisi

Gaz kromatografisi
Gaz-Kat1 kromatografisi

Gaz-S1v1 kromatografisi
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Ayrilma Mekanizmalarina Gore Kromatografi :

Adsorpsiyon Kromatografisi

Analiz isleminde ayrimi yapilacak bilesenlerin sabit kati faz {izerinde tersinir
olarak adsorblanmalar1 esasina dayanir. Burada hareketli faz, sabit faz olan adsorban
tizerinde sivi olarak hareket eder. Bilesenler birbirlerinden kati yiizeye olan farkli
derecede ilgileri nedeniyle ayrilirlar. Adsorpsiyon denge sabiti biiylik olan bilesen
yiizeyde daha uzun kalirken, kiigiik olan daha kisa stirede kalmakta, hi¢ adsorplanmayan
bilesen ise dogrudan kolondan hareketli faz ile taginarak disar1 ¢ikmaktadir. Yiizeye
adsorplanan bilesenler ise yiizeyle etkilesmelerine bagli olarak farkli alikonma

stirelerinde kolonu terk ederek detektore ulasirlar.

Adsorpsiyon kromatografisinde sabit faz olarak adsorplama yapabilecek bir kati

kullanilir. En ¢ok kullanilan ytizeyleri polar sabit fazlar aliimina ve silikajeldir.

Iyi bir sabit faz;

1. Ayrilmas1 gereken maddeleri par¢calamamali,

2. Ayrilmasi beklenen maddeler ile kimyasal reaksiyon vermemeli,
3. Adsorpsiyon kapasitesi yiliksek olmali,

4. Adsorpladiklar1 maddeleri kolaylikla geri vermelidir.

67



Adsorpsiyon kromatografisinde sabit faz olarak genellikle polar katilar
kullanildigindan, hareketli faz olarak apolar veya ¢ok az polar sivilar kullanilir; benzen,
oktan, kloroform gibi. Ayrilacak bilesenin sabit fazla etkilesmesi dipol-dipol
etkilesimleri, Van Der Waals kuvvetleri veya hidrojen baglar1 sonucunda gergeklesir.
Adsorpsiyon kromatografisi, polaritesi farkli bilesenlerden olusan karisimlarin

ayrilmasinda son derece iyi sonug verir.

Iyi bir hareketli faz;

1. Sabit fazin 6zelliklerini degistirmemeli,
2. Omekteki bilesenlerin hepsini ¢ozmeli,
3. Diisiik viskozitede olmali,

4. Ekonomik ve istenen saflikta kolayca bulunabilir olmalidir.
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Partisyon (Dagilma) Kromatografisi

Kromatografinin bu tiiriinde ayrilacak bilesenin, kat1 {izerindeki durgun sivi
ile ¢oziicli arasindaki dagilma orani ayrilmanin miktarini belirler. Bu durumdan dolay1
dagilma kromatografisi olarak da adlandirilir. Destek katis1 iizerine kaplanan bir s1vi sabit
fazi1 olustururken, diger s1vi da hareketli fazi olusturur: Bu Kromatografi, bu iki siv1 fazda
¢ozinirligl farkli olan tiim bilesenlerin ayrimi gerceklestirilir. Kromatografik ayirma,
bilesenin iki fazdaki dagilma oranina gore gergeklesir. Burada sabit faz ve hareketli faz
kartsmamali ve birbirlerini ¢ézmemelidir. Durgun fazda yani sabit fazda ¢oziintirligi
yiiksek olan bilesenler kolonda uzun siire alikonulurken, ¢6ziintirliigii diisiik olanlar daha
kisa siire alikonulur. Sabit faz, ayrilacak bilesen igin iyi bir ¢oziicii, fakat hareketli faz
icin kotii bir ¢oziliciidiir; yani iki fazin polarliklar: farkli olmalidir. Hareketli fazin durgun
fazdan daha az polar oldugu sistemlere normal faz kromatografisi; tersi duruma ters faz

kromatografisi olarak adlandirilir.

Fiziksel olarak destek katisi ilizerine tutturulmus durgun sivi, tasiyici sivi
tarafindan kolayca siiriiklenip gotiiriilebilir (kolon kanamasi) ve destek katisi iizerindeki
durgun fazin miktart zamanla degisir. Bunun sonucu olarak kolonlarla yapilan
ayirmalarin, tekrarlanabilirliligi az olmakta, kolon kisa zamanda kullanilamaz duruma
gelmektedir. Bunu Onlemek i¢in sabit faz kati destek iizerine kimyasal olarak
baglanmaktadir. Boylece kolonlarin dmrii uzun olmakta ve tekrarlanabilir ayirmalar

gerceklesmektedir.
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Iyon Degistirme Kromatografisi

Numunedeki bilesenlerin ayrimi, maddelerin iyonik gruplar1 ile iyon
degistiricideki iyonik gruplarin esdeger miktarlarinin karsilikli yer degistirmesi esasina

dayanur.

Bu kromatografi tiirii, ¢6zeltide bulunan iyonlarin, ters yiikli destek katisi
iyonlari ile etkilesimlerini baz alan bir ayirmaya dayanir. Durgun fazin 6zelligi zayif ya
da kuvvetli, katyon ya da anyon degistirici bir re¢ine olmasidir. Reginenin sabit yiikii (-)
oldugu durumlarda ‘katyon degistirici regine’, (+) oldugu durumlarad ise ‘anyon
degistirici regine’ adi1 verilir. Reginenin analiz sirasinda tamamen iyonlasmis olmasi
gerekmektedir. Hareketli faz ise genellikle tamponlanmus: istenen iyonlarin olugmasina
olanak saglayan belli bir pH degerinde olanve yiikii katinin sabit yiikiiniin tersi olan ‘zit
iyonu’ igeren sulu ¢ozeltilerdir. Yiikii, hareketli fazin zit iyonlar: ile ayni olan iyonik
yapidaki ornek bilesenleri katiya baglanmak icin hareketli faz ile yarisir. Zit iyonu
yerinden ederek katiya kuvvetle baglanan —uygun yiikteki- bilesenler kolonda uzun siire
kalirken, katiya zayifca baglanan, uygun yiikte olmayan veya yiiksiiz olan bilesenler ise

kolonu ¢abuk terk eder.

Iyon degistirme kromatografisi, kullanilan iyon degistiricinin anyon veya katyon
aktarmasina gore sirasiyla anyon degistirme kromatografisi veya katyon degistirme

kromatografisi olarak adlandirilir.
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Boyut Eleme Kromatografisi

Kromatografinin bu tiiriinde, molekiil agirliklarina gére proteinleri birbirinden
ayirmada en yaygin kullanilan ve en etkili yontem, jel filtrasyon kromatografisidir. Bu
kromotografinin temelinde duran faz, polimer yuvalarina su emdirilip olusturan bir jel,
yiiriiyen faz sividir. Bu yontemde bir kolona kuvvetli hidratize olmus polimer materyal
konulur. Bu materyal polisakkarit veya poliakrilamid tiirevi olabilir. Bu jel partikiilleri

degisik biyiikliikkte gézeneklere sahip olacak sekilde hazirlanabilir.

Polimer materyal yikanir, tamponla dengelenir ve sonra ayni tampon iginde
¢cozlinmiis olan protein karigimi kolondan gegirilir. Biiyilk molekiillii proteinler jel
partikiillerinin porlarmna giremeyecekleri i¢in hizlica yiirtirler. Kiiciik molekiilli
proteinler, porlara girerler ve akislar1 engellenir. Boylece toplama kabinda once biiyiik
molekiillii proteinler, daha sonra da kiigiilen molekiil biiyiikliigline gore proteinler

toplanirlar.

Bu islem slizme isleminin tersidir. Elde edilen ayrilmis maddeler kiigiik

fraksiyonlar halinde toplanarak, gerekli analizler yapilir.

Kat1 faz, kimyasal olarak inert olmasi gerekir ve bir jel ya da gozenekli bir
organik bilesiktir. Hareketli faz ile kati gozenekleri doldurulmustur. Ayirma, 6rnek
bilesenlerinin molekiil agirliklarina gore olur. En igteki gozeneklere ulasabilen kiiciik
molekiillii bilesenler, kolonda uzun siire kalirken, biiyiik molekiilliiler ise daha kisa siire

kalirlar.
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Afinite Kromatografisi

Bir gesit adsorbsiyon kromatografisi olan afinite kromatografisi saflastirilmasi
istenen molekiiliin matriks adi verilen bir kolon maddesine kovalent olarak immobilize
edilmis bir komplementer baglanma bilesigine (ligant) spesifik ve tersinir baglandig: bir
tekniktir. Diger tekniklerle, saflastirilmasi birgok basamak ile miimkiin olan, daha fazla
ugras gerektiren hatta ayrilmasi miimkiin olmayan bir¢ok materyal, afinite Kromatografisi
teknigi ile tek bir basmakta daha yiiksek bir saflastirma kat sayisi ile saflastirilabilecek
giictedir.

Afinite kromatografisinde basarili bir aymrim yapabilmek igin, Oncelikle
biyospesifik ve matrikse kovalent baglanabilecek bir liganda ihtiya¢ duyulmakta ve bu
islem icin immobilize edilen ligandin numune i¢in spesifik baglama afinitesi olmali ve
safsizliklardan sonra, bagli numunenin aktif bir sekilde se¢imli desorpsiyonu icin

kullanilabilir bir metot bulunmasi basta gelen gerekliliklerdir.

Afinite kromatogrofisinin giicii spesifik etkilesmelere bagli olmasindan dolay:
kullanilan jelin (matriks) oldukga yiiksek ve spesifik bir adsorbsiyon gostermesi gerekir.
Ayrica jelin; yiiksek ve diisiikk pH gibi degisik sartlara dayanikli olmas1 gerekmektedir.
Afinite kromatografisi i¢in secilecek ligandin iki onemli 6zellige sahip olmasit beklenir.
Birincisi, ligand saflastirilacak madde igin spesifik ve tersinir baglama afinitesi
gostermelidir. Ikincisi ise, ligandin baglama afinitesini bozmadan matrikse tutunmasini
saglayan kimyasal olarak modifiye edilebilen gruplari olmalidir. Afinite kromatografisi
icin kullanilacak ligand cesitli fonksiyonel gruplara sahip ise bu ligandin matrikse

baglandig1 bolgede dnemlidir. Bu baglanma ligandin saflastirilacak molekiille en diistik
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ihtimalle spesifik etkilesme verecek grup ile matriks arasinda yapilmalidir (Cuatrecasas
ve ark., 1968).

AYBSK sabit fazin polaritesine gore iki’ye ayrilir;

1- Normal Faz Sivi Kromatografisi: Polar sabit faz ve apolar veya diisiik polariteye
sahip hareketli faz.

2- Ters Faz Sivi Kromatografisi: Sabit fazin apolar, hareketli fazin ise polar oldugu
kromatografidir.

Ters faz kromatografisinin avantajlari;

1- Normal faz kromatografide, siv1 fazin kontrolii ¢ok dnemli ve kritiktir. Hareketli faz
bilesimindeki kii¢iik degisiklikler kromatogramda belirgin farkliliklara neden olabilir.
2- Dengeye ulagsma normal faz kromatografide daha yavastir.
3- Normal faz kromatografide polar maddelerin ayrimi ¢ok yavastir ve yayvan piklere
sebep olur.

4- Apolar ¢oziiciilerin maliyeti yiiksektir, ayrica nemden uzak tutmak zordur.
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Otamatik

Enjeksiyon

Detektér cevabi

Sekil 2.4. Asirt yiiksek basingli sivi kromatografisi (UPLC) cihaznin sematik gosterimi.

Sematik olarak gosterilen bir UPLC cihazi temel olarak, hareketli faz haznesi,

pompa, enjektor, kolon, dedektdr ve kaydediciden olusur.
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2.2.3. Kromatografide Temel Parametreler

Altkonma zamani ve Kapasite Faktorii

Numune enjeksiyonundan sonra analitin dedektdre ulagmasi i¢in gegen zamana
alikonma zamani (tr) denir. Alikonma zamani terimi yerine alikonma hacmi de (VR)
kullanilmaktadir. Bir maddenin alikonma hacmi, alikonma zamani ve hacimsel akis
hizindan (F) hesaplanabilir. Alikonma hacminin genel tanimi bir bilesenin sabit fazdan

ayrilmasi igin gerekli olan hareketli faz hacmi olarak yapilabilir (3).

VrR=tr F (3)

Alikonma hacmi, temel kromatografik parametre olan dagilim katsayisi K ile

dogru orantili olup asagidaki gibi formuliize edilir;.
VR =Vwm + KVs 4
Bu esitlikte kolondaki hareketli faz hacmi Vi, kolondaki sabit faz hacmi ise Vs
‘dir. Cozlinenin sabit fazdaki molar derisiminin (Cs),hareketli fazdaki molar derisimine
(Cwm) oranlani dagilma katsayist (K) “y1 verir (5).
K=Cs/Cwm 5)
Kapasite faktorii (k) olarak da tanimlanabilen bir maddenin alikonma hacmi, 6lii
hacim (Vo) terimini i¢erecek bigimde tanimlanabilir. ve kapasite faktorii esitlik (6)’da

verilmistir.

k'=(Vr- Vo) / Vo (6)
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Eliisyon sirasinda hacimsel akis hizi (F) sabitse formdil,

k' = (tr —to) / to (7

biciminde yazilabilir. Kolon ile herhangi bir etkilesmeye girmeyen maddeler 6lii hacim
veya bos hacimde (Vo) eliie edilirler. Esitlik(6) ve (7)’de Vo Ve to sirastyla 6li hacim ve

6lii zaman olarak tanimlanmustir (Sekil 2.5).

Kapasite faktorii, maddenin hareketli ve sabit faz arasindaki dagilim katsayisina

baglidir.

'=K Vs/Vm (8)

Kapasite faktorii her maddenin kendine 6zgiidiir ve kromatografik parametrelerin
optimizasyonunda dikkat edilmesi gereken en Onemli parametrelerden biridir. Bir
kromatografik ayirimda hesaplanan kapasite faktorii degerinden faydalanarak ayirim
hakkinda bilgi sahibi olunabilir. Iyi bir ayirim igin kapasite faktériiniin 1 ile 10 arasinda

olmasi1 gerekmektedir.

[
!

|
— Vrveyaty — : ||

| I
- I, veya oy | |

Detektor cevabi

L 2

Zaman (dakika)

Sekil 2.5. Kromatogram iizerinden kapasite faktoriiniin hesaplanmasi.
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Secicilik

Bir karigimdaki iki maddenin ayirimini degerlendirmek i¢in kullanilir. A ve B
bilesenli bir karisimda se¢icilik faktori (o), her iki bilesenin kapasite faktorii oranina
esittir.

a=k'B/k'A (9)

k'B : Alikonma zamani uzun olan maddenin kapasite faktorii

k'A : Alikonma zamani kisa olan maddenin kapasite faktori

Bu tanima gore, a daima 1’den biiyliktiir. Seciciligi etkileyen ana faktor sabit

fazdir. Hareketli fazin bilesimi ve az da olsa sicaklik da segiciligi etkiler.

Kolon Etkinligi

Kolon etkinliginin tanimlanmasinda, teorik tabaka ytiksekligi H ve teorik tabaka
sayist N terimleri kullanilmaktadir. Bu iki terim arasindaki iliski asagidaki (10) numarali
esitlikte verilmistir

N=L/H (10)

L : Kolon dolgu uzunlugu

Teorik tabaka sayisi arttikga ve teorik tabaka yiiksekligi azaldik¢a kromatografik

kolonun etkinligi artar. Kolon etkinligi; Kolon tipi ve boyutu, hareketli faz bilesimi ve
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akis hizina bagl olarak degismektedir. Teorik tabaka sayisim1 elde edebilmek igin

asagidaki formiil kullanilabilir:

N= 16 (tr/W)? (11)
tr : Alikonma zaman

W: Pik zemininin genisligi

Eger pik genisliginin 6lgiilmesinde W12, yani yart yiikseklikteki pik genisligi
kullanilirsa N degeri hesabinda olusabilecek hatalar en aza indirilmis olur. Bu durumdaki

teorik tabaka sayis1 asagidaki formiilden hesaplanir.

N= 5.54 (tr/ W12)? (12)

1950°1i yillarda Hollandali kimya miihendisi olan Van Deemter’in kromatografik
kolondaki ayirma prensibine matematiksel yaklasim igin asagidaki esitligi bulmas: ile

baslamistir esitlik (13).

H=A+B/u+Cu (13)

H: Teorik tabaka yiiksekligi (cm)

A: Coklu akis yollar1 ve Eddy diflizyonu
B: Boyuna difiizyon

C: Fazlar arasindaki kiitle aktarimi1

u: Cizgisel hiz
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Bir kromatografi kolonunun verimli ¢aligsmasi i¢in dnce bu kolon i¢in kullanilacak
optimum akis hizinin belirlenemsi gereklidir. H degerinin kiigiiltiilmesi igin bir dizi 6nlem
alimarak kolonun etkinligi arttirilabilir. Esitlik 13’teki akis hizindan bagimsiz olan A
degeri, madde molekiillerinin kolonda ilerlerken farkli yollar izlemesi nedeniyle artar.
Madde molekiillerinin farkli uzunluktaki yollari izlemeleri kolondaki ilerleme hizlarinin
farklilagsmalarina neden olur. Biitiin molekiillerin kolonun sonuna ulagmasi sonucu bantta
genisleme meydana gelir ve eddy difiizyonu olarak adlandirilir. Kolon dolgu maddesi
tanecik ¢ap1 azaldik¢a A’nin degerinde kii¢lilme gozlenir. Formiildeki boyuna difiizyon
terimi (B), genellikle diisiik akis hizlarinda 6nem kazanir. Bu terimin 6nemi, bilesenlerin
hareketli faz i¢indeki difiizyon katsayilarinin degerleri arttik¢a artar. Kolon sicakliginin
azaldik¢a B’nin degeri de kiigiiliir. B’nin degeri, kolona basing uygulayarak da
azaltilabilir. Formiiliin {i¢ilincii terimi yiiksek akis hizlarinda 6nemli olan kiitle aktarimi
terimidir. Akig hiz1 arttikga bilesenlerin iki faz arasinda dagilma dengelerine
ulasabilmeleri i¢in gereken siire azalir ve dolayist ile dagilma dengesine tam olarak
ulagilamaz. Bu terimdeki C degerinin hareketli sivi fazin viskozitesi ile dogru, kolon
sicakliginin ile ters orantilidir. C degeri, sabit faz ince bir siv1 film ile kapliysa bu filmin

kalinligi ile de ters orantilidir (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6. Van Deemter egrisi.

Aywriciltk

Kromatografide amag¢ karisim i¢indeki maddeleri ayirmaktir. Ayiricilik terimi
(Rs) bu amacin ne derecede gergeklestiginin bir 6l¢iitiidiir. Ayiricilik teorik tanim olarak,

alikonma zamanlar1 arasindaki farkin ortalama pik genisligine oranidir (14).
Rs =2 (tr2 — tr1) / (W1 + W2) (14)

Rs = 1.5 olmas1 halinde iki pik birbirinden tamamen ayrilmis sayilir. Nicel

analizler igin pikler arasindaki ayiriciligin 1.5’den biiyiik (Rs >1.5) olmasi 6nerilir.
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Esitlik 15’e gore ayiricilign etkileyen ti¢ faktor; segicilik (o), tabaka sayisi
(N) ve kapasite faktori (k') diir.

Rs = (1/4) [(a-1) / a] [k'/ (k'+1)] N2 (15)

Seciciligin Ayiricilik  Uzerine Etkisi: Esitlik 15’e gore, segicilik arttikca
ayiriciligin  artmasit beklenir. Ancak seciciligin belli bir degerden sonra artmasi
ayiricilikta ¢cok fazla bir degisme yaratmaz (Sekil 2.7). Segicilik 1°e esit oldugu zaman
iki madde arasinda termodinamik olarak bir fark yoktur (K1 = K2) ve dolayisiyla ayrim
da ger¢eklesmez. Bu nedenle kromatografik bir ayirimin basarilabilmesi igin segiciligin

1’den biiyiik olmas1 gerekir.

Kapasite Faktoriinin Ayiriciik Uzerine Etkisi: Kapasite faktoriiniin  (k'),
ayiriciliga etkisi Sekil 2.5°te verilmistir. Grafikten de anlagilacag: gibi k’ = 0 oldugunda
ayrim yoktur, ayrica k' degeri arttikga k' / (k'+1) — 1’e yaklasir ve kapasite faktoriindeki
artisin ayiriciliga etkisi kalmaz. k' degerini daha fazla arttirmak sadece alikonma

zamanni arttirir. Optimum k' degerleri 1-10 arasindadir.

Etkinligin Ayiricilik Uzerine Etkisi: Etkinlik faktorii; akis hizi, kolon uzunlugu
veya dolgu maddesinin tanecik boyutu ile degisir. Ayiricilik, N'nin karekokiiniin bir
fonksiyonu oldugu i¢in N’deki biiylik artiglar ayiricilikta kiigiik degisiklikler meydana
getirir. Etkinlik arttik¢a ayiricilik artar ve dar pikler elde edilir.

Sekil 2.7, kapasite faktori, etkinlik ve seciciligin degistirilmesinin kromatograma

etkilerini gostermektedir.
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Sekil 2.7. Kapasite faktoriiniin, etkinligin ve segiciligin kromatogramiizerine etkisi.
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Pik Simetri Orani

Analiz edilen maddenin sabit fazdaki denge derisimi (Cs), hareketli fazdaki denge
derisimine (Cm) kars1 grafige gegirilirse izoterm egrileri elde edilir. Sekil 2.8 a’daki
izoterm dogrusal olup egimi dagilim katsayisini (K) verir. Biitiin Cm degerlerinde K sabit
oldugu i¢in kromatografik bant biitiin derisimlerde ayn1 hizda hareket eder ve simetrik bir

eliisyon piki elde edilir.

(a) ) (c)
Dogrusal Anti-langmuir Langmuir
B
]
a
<
:
<
@
Hareketli Fazda Derigim
Gauss {in Kuyruklanma Euyruklanma

L]
g
=
-
=]

tn Zaman 'R iR

Sekil 2.8. Temel ii¢ izoterm sekilleri ile alikonma zamani ve pik sekline etkileri.

Digbiikey izoterm (Sekil 2.8 b), kolonda fazla miktarda madde oldugunu gosterir.
Bu durumda sabit fazdaki madde-madde etkilesmeleri madde-¢oziicii etkilesmelerinden
daha baskindir. Bu durum K degerinin artmasina ve dogrusal olmayan izoterm elde
edilmesine neden olur. Eliisyon egrisinin oniinde bir alan olusur. Bu duruma 6n

kuyruklanma denir ve ayrilan maddenin alikonma siiresi derisimle artar.
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Eger molekiiller arasi kuvvetler maddeyi sabit faz yiizeyinde bir katman
olusturacak bi¢cimde tutuyorsa izoterm i¢biikey olur (Sekil 2.8 c¢) ve eliisyon egrisinde pik
kuyruklanmasi goriiliir, boylece artan madde derisimiyle alikonma zamanm azalir.
Dogrusalliktan sapma nicel analizi gii¢lestirdigi ve alikonma siirelerinin nitel analizde
kullanimin1 engelledigi icin kromatografik kosullar simetrik eliisyon piki saglanacak
sekilde diizenlenir. Pik simetrisinin belirlenmesi i¢in pik asimetri oraninin hesaplanmasi,
madde eliisyon pikinin ¢an (Gauss) egrisi olup olmadiginin denetlenmesi agisindan

onemlidir. Pik asimetri orani (As);

As = (CB/ AC) (16)

olarak verilir. CB ve AC uzunluklar1 Sekil 2.9’de tanimlanmistir. Tam simetrik bir pik

icin As = 1’dir. Pratikte 0.9-1.4 arasinda As degerleri kabul edilmektedir (Hamilton ve
Sewell, 1982; Snyder ve ark., 1988; Krstulovic ve Brown, 1982).

Pik yiiksekliginin
%10 u

l

Dedektir Cevabi

Zaman

Sekil 2.9. Pik asimetri oraninin hesaplanmasi.
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Genel olarak bir kromatogramda ge¢ gelen pikler dnce gelen piklere gére daha
yayvan ve genis olurlar. Alikonma zamaninin artmasi pik seklinin bozulmasina neden
olabileceginden, bir pikin ge¢ gelmesi istenen bir durum degildir. Béyle durumlarda pik
seklinde kuyruklanma da go6zlenebilir. Alikonma zamaninin 6ne alinmasinda hareketli

faz bilesimi ve akis hiz1 degistirilebilir ya da gradient eliisyon islemi uygulanabilir.
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2.2.4. Temel Bilesen Regresyonu (Principal Component Regression, PCR)

Temel bilesen regresyon kalibrasyonu, temel bilesen analizine (principal
component analysis—>PCR) dayanan ¢ok degiskenli kalibrasyon yontemidir. Temel
bilesen regresyonu, Olciilen “X” degiskeninden segilen temel bilesenler lizerinden “Y™’nin

regresyonu ile elde edilir.

PCR kalibrasyonu birden fazla bilesenin bulundugu ¢ok bilesenli karigimlarin
analizinde giiriiltiiniin ve diger belirsiz hatalarin etkilerini elimine ederek basarili sonuglar

vermesi nedeniyle son derece etkili bir yontemdir.

PCR algoritmasinda genel lineer regresyon denklemi asagidaki bigimde

yazilabilir:

C=a+b.A (17)

Burada C analiz edilecek maddenin konsantrasyonudur, a sabit say1, b ise temel

bilesenlerin ve C—loading matrisinin (q) ¢arpimindan elde edilir:

b=P.q (18)

Burada P 6z vektorlerin matrisidir. Oz vektdrler kolon matriksi en uygun 6z
degere (faktore) ya da 6z degerlere (faktorlere) karsilik gelmektedir. Burada q vektorii C—
loadings olarak adlandirilir ve T (sayr matriksi) {izerinden C’nin regresyonu ile tayin
edilir:

q=D.T".Y, (19)
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Burada D diagonal matriks olup herbir 6z degerin tersine esittir. t1 say1 matriksi

asagidaki esitlilkten elde edilebilir :

t1 = Ao.P:1 (20)

Ortalanmis absorbans ve konsantrasyon, Ao ve Co ile gosterilebilir. Burada a

sabiti genel lineer regresyon denklemi kullanilarak asagidaki esitlikten hesaplanabilir :

a= Co—ATo b (21)

Herbir asamada elde edilen degerler

Csample =P kxp A pxq (22)

denklemde yerine konarak numunede bilinmeyen konsantrasyonu hesaplanabilir.
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2.2.5. Kismi En Kii¢iik Kareler (Partial Least Squares, PLS)

Kemometrik kalibrasyonlardan en yaygin ve popiiler olani kismi en kiigiik kareler
(Partial Least Squares —PLS) yontemidir. PLS yonteminde kalibrasyonun kurulmasi i¢in
kullanilan PLS algoritmalarina gore, ortogonalize edilmis PLS algoritmasi
(orthogonalized PLS algorithm) ve ortogonalize olmayan PLS algoritmas:t (non-
orthogonalized PLS algorithm) gibi sekilleri vardir. Ortogonalize PLS ve ortogonalize
olmayan PLS algoritmasi arasindaki temel fark X den faktorlerin ¢ikarilmasindadir. PLS
kalibrasyonunun PLS1 ve PLS2 seklinde iki tipi s6z konusudur. PLS1 de 1 bilesik model
igerisinde iken; PLS2 de biitiin bilesikler modele dahil edilmektedir.

Wold ve Martens tarafindan verilen PLS algoritmasi en genel olanlardandir. PLS1
regresyon, tek y-degiskeni i¢in uygulanmasi farkli yazarlar tarafindan degisik esdeger
yollarla ifade edilmektedir. Bu PLS1 kalibrasyon algoritmasi, iki veya daha fazla y-
degisken i¢in dogrusal olmayan durumlarda diizlestirilmis ilave gereksinimler ile
modifiye edilmektedir. Eger PLS say1 vektorlerinin ortogonal olmasi istenirse, bu
durumda PLS i¢in PCR ile karsilastirilmasini yorumlamak son derece zordur. Ayrica PLS
kalibrasyon algoritmasinda ilave ile gosterilen agirlik yiikleme vektorlerinin kullanimini

icermektedir.

PCR algoritmasinda oldugu gibi PLS algoritmasinda da X’ den islemiyle ve y ‘den

islemiyle elde edilmesiyle PLS kalibrasyonunun hesaplanmasina baslanir.

PLS kalibrasyon algoritmasi, ilk defa Svante Wold trafindan gelistirildi ve ¢alisma
arkadaslar1 tarafindan bilim diinyasina sunuldu. PLS algoritmasinda faktor sayilari

ortogonal olmasi nedeniyle ortogonal PLS olarak adlandirilmaktadir. Diger taraftan
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alternatif PLS algoritma Harald Martens tarafindan gelistirildi (Martens ve Naes,
1989).Bu algoritma Martens ve Nas tafindan agiklandi. Bu yeni ortogonalize olmayan
PLS algoritmasinda hemen hemen yakin formiiller kullanilsa da, matrisi kalibrasyon i¢in
kullanilmamustir. Bu iki PLS algoritmasi arasindaki temel farklardan birisi de faktorlerin
elde edilmesinden kaynaklanmaktadir. Ortogonalize PLS’ de &=v,,-t,p,1ken

ortogonalize olmayan PLS’de & = x,_, - i, W, seklinde faktor ¢ikarma islemleridir.

X=TPT+E (23)
Y=UQ"+F (24)
Y=XB+F (25)
B=W (PTW)Q" (26)

Burada X= bagimli degisken (6rnegin absorbans verileri), Y = bagimsiz degisken
( 0rnegin konsantrasyon), T = X i¢in say1 matrisi, U=Y i¢in say1 matrisi, P = X i¢in yiik
matrisi Q= Y igin yik matrisi, E = X-kalintt matrisi, F=Y-kalinti matrisi, W=
max(kovaryans( E, F))

PCR algoritmasinda oldugu gibi bu katsayilar linear regresyon denkleminde
yerine konursa analiz edilecek numunenin absorbans degerleri bu esitlikte yerine

yazilarak hesaplanir .
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2.2.6. Deneysel Tasarim ve Optimizasyon

Deneysel tasarimlar, bilimsel bir aragtirmaya yada endiistriyel incelemeye eslik
eden daha iyi deneylerin organize edilmesine olanak saglar. Deneysel tasarimlar,
bagimsiz (x) ve bagimh (y) degiskenler arasinda biiyiik bir iliski oldugu durumlarda
bir¢ok disiplin ve biitlin endiistriyel alanlarda kullanilmaktadir. Asagidaki bigimde bir

fonksiyon dikkate alinirsa deneysel tasarimlar1 diistinmek gerekir.

y= f(xi) (27)

Deneysel tasarimlarin kullanimiyla maksimum bilgi minumum deneylerle elde
edilir. Bunun i¢in matematiksel kurallar1 izlemek gerekir ve titiz bir yaklagimi
benimsemek gerekir. Bir arastirmaci tarafindan karsilagilan biitiin durumlar i¢in uygun
tam faktoriyel rasarim, Box-Behnken, merkezi bilesenli tasarim ve kesirli tasarim gibi

bir¢ok deneysel tasarim vardir.

Deneysel tasarim planlarinin  yontemlerinin uygulamast iki temel esasa
dayanilir. Bunlardan birisi deneysel uzayin belirlenmesi ikinci ise incelenen degiskenlerin

matematiksel modellemesidir.
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2.2.6.1. Deneysel Uzay Kavrami

Bir aragtimay1 gerceklestiren arastirmacit her deneyi Olgen bir degiskenle
ilgilenir. Bu degisken (biiytikliik) cevap olarak adlandirilir. Bu cevabin degeri bir ¢ok
degiskene baglidir. Deneysel tasarim ve optimizasyon terminolojisinde, degisken terimi
yerine faktor kelimesi kullanilir. Bu cevap degiskeni, bir veya bir ¢ok faktore bagh

olacaktir. Bir faktor ol¢iilii bir eksen ile temsil edilebilir (Sekil 2.10).

Faktor Uzay1

I | .

| | o
Faktor 1
1 1N
Yiiksek Seviye

Diisiik Seviye

Sekil 2.10. Faktoriin alt seviyesi -1 ile {ist seviyesi +1 ile gosterilir. Faktoriin degisim alani
diistik ve yiiksek seviyeler arasini kapsayan biitiin degerlerden olusur.

Diisiik seviye ve yliksek seviye arasindaki faktorii kapsayabilen biitiin
faktorlerin hepsi faktoriin degisim alani veya basit olarak faktor alani olarak adlandirilir.

Sonra her zaman diisiik seviye -1 ile yliksek seviye +1 ile gosterilir.

Eger ikinci bir faktor varsa o da ol¢iilii ve yonlendirilmis bir eksen ile temsil
edilebilir. Birinci faktérde oldugu gibi ikinci faktoriin de diislik seviyesi, yiiksek seviyesi
ve onun degisim alan1 aym sekilde tarif edilir. Ikinci eksen birinci eksene dik olarak
diizenlenmistir. Boylece iki boyutlu o6klidyen “euclidean” uzay1 olarak tarif edilen

koordinat sistemi elde edilir. Bu uzay, deneysel uzay (alan) olarak adlandirilir (Sekil 2.11)
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Faktor 2

Deneysel Uzay

Faktar 1

Sekil 2.11. Her faktor olgiilii ve yonlendirilmis bir eksenle temsil edilir. Bu faktérlerin eksenleri kendi
aralarinda birbirine diktir.

Faktor 1’in seviyesi xi1 ve faktdr 2’nin seviyesi x2 , deneysel uzayin bir

noktasmin koordinatlar1 gibi dikkate almir (Sekil 2.11). Oyleyse verilen deney eksenleri

bu sistem ic¢inde bir noktayla temsil edilebilir. Ayrica deneylerin bir plan1 veri

noktalarinin kiimesiyle temsil edilebilir.

F 3
&
_':.: Deneysel Nokta
e 7
Faktor 1 (x;)

Sekil 2.12 Deneysel uzayda faktorlerin seviyeleri deneysel noktalar ile tarif edilir.

Faktorlerin alanlarinin gruplandirilmasi ¢alisma alani ile tanimlanir. Bu ¢alisma
alani, deneyleri gergeklestirmek i¢in aragtirmaci tarafindan secilen deneysel uzayin
bolgesidir. Bir arastirma, deneysel alanindaki hareket noktalar1 ile temsil edilir (Sekil
2.12). Uzay koordinat sisteminde noktalar ile bir deneyin temsili, deneyin geometrik

gosterimidir. Arastirmanin diger bir gosterimi sonraki boliimde agiklanmaktadir.
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Sekil 2.13. Deneysel noktalar bir arastirmaci tarafindan tanimlanan inceleme alaninda diizenlenir.

Daha oOnce yapilan tanimlar siirekli degiskenlere de uygulanabilir. Fakat

degiskenlerin diger ¢esitleri de mevcuttur.
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2.2.6.2. Cevap Yiizeyi Kavram

Deneysel tasarim ve optimizasyon metodolojisinde, X; seviyeleri deneysel bir
noktanin koordinatlari ile temsil edilir ve y degeri bu noktadaki cevabin degeridir. Bu
nokta, deneysel uzaya dik olan bir eksen ile tanimlanir ve cevapla iliskilidir. Deneysel
tasarim ve cevabin geometrik sunumu deneysel uzaydan ziyade birden fazla boyuta sahip
olan bir uzay gerektirir. Iki faktorlii bir deneysel tasarim ii¢ boyutlu bir uzayr kullanr.

Soyleki, cevap icin bir boyut, iki faktor icin de iki boyut kullanilir.

Calisma alaninin tiim noktalarinin bir dizisi cevap yiizeyi adi verilen bir ylizey

tizerinde lokalize olan cevaplarin tamamidir (Sekil 2.14).

Deneysel noktalarin sayist ve konumu deneysel tasarimin temelini
olusturmaktadir. Deneylerin sayisinin smirlandirilmasi ise cevap yilizeyinin en iyi

dogrulukla elde edilmek isteniyor olmasidir.
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Sekil 2.14. Caligma alaninin noktalari ile ilgili cevaplar cevap yiizeyini olusturur.

Deneysel tasarimin noktalarinda Olglilen bazi cevaplar, yilizey cevabinin

denkleminin hesaplanmasina olanak tanir.
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2.2.6.3. Matematiksel Modelleme Kavrami

Once, faktorlerin cevabr ile ilgili bir matematiksel fonksiyon segilir. Ornegin

ikinci dereceden polinomiyal bir fonksiyon agagidaki gibi sunulabilir.

y=bo + Z biXi+Z bijXiXj + ... + T biixi? + bij..2 Xi Xj..Xz (28)

Bu denklemde y, cevap veya ilgili biiyiikliiktiir. Bu y degeri deney esnasinda
Olciiliir ve belirli bir dogruluk ile elde edilir. Xj bir deneyi gerceklestirmek icin
aragtirmaci tarafindan bir i faktord ile ilgili seviyeyi temsil eder. Bu deger tamamen
bilinen bir degerdir. Ayni sekilde bu seviyenin hatasiz bir sekilde tayin edildigi kabul
edilir. bo, bi, bij, bii bunlar katsayilardir. Onceden kabul edilen matematiksel modelin
katsayilardir. Bunlarin degeri bilinmez ve deney sonuclarindan hareketle degerleri

hesaplanir.

Bir tasarim ve optimizasyon isleminde faktorler ile cevabi modellemenin
faydasi, deneyleri yapmak zorunda kalmadan c¢alismanin biitiin cevaplarini

hesaplayabilmektir.
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2.2.6.4. Modelleme

Yukarida agiklanan modele iki ekleme yapmak gerekir. Bunlardan birincisi
uyum eksikligidir. Bu ifadenin anlami, incelenen olaya etki eden ger¢ek modelin daha
once Onerilen bir modelden farkli oldugu gergegini yansitmasidir. Bu iki model arasinda
bir fark vardir. Bu fark uyum eksikligidir. Ikinci ekleme, cevabin rastgele yapisinin
dikkate alinmasidir. Gergekte ayni deneysel noktada cevabin birgok kez dl¢giilmesinde
tamamiyla ayn1 sonuglar elde edilememktedir. Sonuglar bir degere etrafinda sagilir. Bu

sacilmalar deneysel hatalar olarak adlandirilir.

Bu iki gozlenen fark yani uyum eksikligi ve deneysel hata, cogu zaman e ile

ifade edilen model hatasi i¢erisinde birlestirilir.

y =bo+ Z biXi+Z bijXiXj + ... + Z biixi? + bij.2 Xi Xj. Xz + € (29)
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2.2.6.5. Denklemlerin Sistemi

Her bir deneysel nokta, bir cevap degerinin elde edilmesine imkan tanir. Bu

cevap, katsayilarinin bilinmedigi ancak tayin edilmesi gereken bir polinom ile modellenir.

Deneysel tasarimin sonunda p pilinmeyenli n sayida denklem sistemi elde edilir.
Burada n deney sayisi, p modeldeki katsayilar1 gosterir. Bu sistem matris notasyonunda

basit bir bicimde asagidaki gibi yazilir;

y=Xp+e (30)

y cevap vektorii, x ise tasarimi ve 6n modeli i¢in se¢ilen deneysel noktalara bagli

matris, b katsayilarin vektord, e ise hatalarin vektoriidiir.

Bu sistem denklem sayisindan daha ¢ok bilinmeyen sayisina sahiptir. Yani n
denklem sayis1 iken p+n kadar bilinmeyen s6z konusudur. Bu denlem sistemini ¢6zmek
icin en kiigiik karelere dayanan regresyon yontemi kullanilir. Boylece katsayilarin

degerlendirilmesi yapilir. Bu hesabin sonucu;
b= (xx)*! x'y (31)
X matrisi x’in traspozudur. Bircok yazilim bu hesaplamay1 gerceklestirmede
kullanilabilir ve katsayilarin degerleri dogrudan bulunur. Asagidaki iki matris deneysel
tasarim teorisine siirekli olarak katilir;

bilgi matrisi xx
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sacilma matrisi (xX)*

Daha once klasik deneysel tasarimlardaki notasyon ve oOzellikleri simdi

uygulayabiliriz.
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2.2.6.6. iki Seviyeli Tam Faktoriyel Tasarim

Bu planlar (tasarimlar) her bir faktor i¢in iki seviye ile simirlidir. Seviyelerin
biitiin kombinasyonlar1 deney sirasinda gerceklestirilir. Bu tasarimlar siirekli degiskenler

ve ayrik degiskenler i¢in birbirinin yerine kullanilabilir.

Iki Faktorlii Tasarim

Bu tasarimlar her faktor icin iki seviye ile sinirhidirlar. Seviyelerin biitiin
kombinasyonlar1 deney esnasinda gerceklestirilir. Yukarida da ifade edildigi gibi bu
tasarimlar, siirekli degiskenler ve kesikli ayrisik degiskeler igin birbirlerinin yerine

kullanilabilirler.

Iki faktorlii tasarimlar igin calisma alan1 bir karedir. Ornegin Sekil 2.15te iki
seviyeli bir tasarim sunulmaktadir. Uygulanan matematiksel model her faktore gore

birinci dereceden bir modeldir.

y == bo + blx, + bzXz + bllexZ +e (32)

Bu denklemde y cevap, X1 ve X2 faktorler, bo ¢alisma alaninin merkezindeki

cevabin degeri, b1 faktor 1’in etkisi (yada temel etkisi), bz faktor 2 nin etkisi (yada temel

[P

etkisi), b1o faktor 1 ve 2’ler arasindaki etkilesim ve “e” ise model hatasini gostermektedir.
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Deney noktalarinin en iyi bolgeleri, ¢alisma alaninin doruklarinda yer aldigi

goriilmektedir.

£
=l !
< Z Cc ! 1 D
10gr. +1 |----- 9---------- @®-
i i
] ]
1 L}
] L}
] [
] L
i [
i [
s o
sgr. .q |-~~~ ==
A { B
i [
[] [
-1 +1 Sicaklik
20*C 80 *C

Sekil 2.15. Uygulanan model birinci dereceden oldugu zaman deneysel noktalarin en iyi oldugu bdlgeler
(yerler) ¢aligma alaninin doruklaridir.
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Cizelge Seklinde Bir Calismanin Sunulmasi

Geometrik sunumlar, son derece uygun ve kullanishidir. Ancak faktor sayisi
3’ten fazla oldugu durumlarda kullanisli degildir. Cok boyutlu uzay igin ¢izelge
seklindeki bir sunum kabul edilebilir. Geometrik ve g¢izelge seklindeki iki sunum
arasindaki iliskiyi gostermek i¢in Sekil 2.14°te iki seviyeli iki faktorlii bir tasarimin
cizelgesinin olusturulmasi sunulmaktadir. Bu c¢izelge iki kolondan olusmaktadir. Bu
kolonlardan birincisi deneyi tanimlamakta, ikincisi ve i¢iinciisii deney noktalarinin
koordinatlarini gostermektedir. Birinci deney incelenen iki faktoriin 20 °C (yada kodlama
ile -1) ve 5 gram (yada kodlama ile -1) ile diisiik seviyeleridir. Bu birinci deney Sekil
2.14’teki A noktasina karsilik gelir. Deney 2 ise birinci faktor 80 °C (yada kodlama ile
+1) yiiksek seviye ve ikinci faktor 5 gram (yada kodlama ile -1) diisiik seviyedir. ikinci
deney B noktasina karsilik gelir. Eger alisilmis fiziksel birimler ile olusturuluyor ise
(Cizelge 2.1) bu cizelgeye deney c¢izelgesi adi verilir ve eger kodlamasinda birimler
kullaniliyorsa (Cizelge 2.2) deneysel tasarim adi verilir. Bu durumda, ¢izelgenin en

altinda aligilmis fiziksel birimlerde her faktor i¢in kodlanmis birimlerin anlami hatirlatilir.

Cizelge 2.1. Deney ¢izelgesi (genel birimlerde).

Deney No Sicaklik (1) (°C) Agirlik (2) (9)
1(A) 20 5
2(B) 80 5
3(©C) 20 10
4 (D) 80 10
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Kodlanmig birimleri kullanan sunum, alisilmis fiziksel birimleri kullanan

sunumdan daha geneldir. Bu kodlanmis ¢izelge asagidaki bigimdedir.

Cizelge 2.2. Deneysel tasarim (kodlanmig birimlerle).

Deney No Faktor 1 Faktor 2
1(A) -1 -1

2 (B) +1 -1
3(C) -1 +1

4 (D) +1 +1
Seviye -1 20 5¢9r
Seviye +1 80 10 gr

Geometrik sunumlar ve Cizelge ile sunumlar birbirine esdegerdir. Cizelgeler

(yada matrisler), faktorlerin sayisi ne olursa olsun yani deneysel uzayin boyutlarinin

say1s1 ne olursa olsun kullanilabilme avantaj1 sunarlar.

Deneysel tasarimlarin sonuglarini iyi yorumlayabilmek i¢in bir sunumdan

digerine geg¢isi 1yi bilmek faydalidir.
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Deney Sonuclarinin Sunumu

Her deneyde arastirmaci, segilen cevabi dlger. Ornegin, birinci deneyin cevabi
y1’dir. ikinci deneyin cevabi y2 ve bdyle devam eder. Bu cevaplar her deneyin karsisinda

gosterilir ve sonug siitununda toplanir (Cizelge 2.3).

Cizelge 2.3. Deneysel tasarim ve deneysel sonuglar.

Deney No Faktor 1 Faktor 2 Cevap
1 -1 -1 Y1
2 +1 -1 V2
3 -1 +1 Vs
4 +1 +1 Ya
Seviye -1 20 5gr
Seviye +1 80 10 gr
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Katsayllarin Hesaplanmasi

Dort noktali bir deney dort denklem gerektirir.

Y1 = b+ b1Xyq + byXs 1 + b1pXy1X3 -1 + €4 (33)
Y2 = bo+ b1Xq 1+ baXs 1 + D12X1 _1X5 1 + €3 (34)
Y3 =Dbo+ biXy_1+ byXy_1 +Db1pXy 1%, 1 + €3 (35)
Yo =Dbo+ bixy 1+ byXp 1+ b1pX1 X2 1+ €4 (36)

Bu sistemin ¢6ziimii katsayilarin degerlerini verir.

B(O) = i[+ Vi+ Yo+ y3+ vl (36a)
B(1) ==[—y1+ y2— ¥3 + yil (36b)
B(2) ==[-y1 = Y2+ y3 + ¥4l (360)
b(12) = [+ y1— y2 = ¥3 + ¥4l (360)

Katsayilarin bilinmesi ile tahminler yapabilen regresyon modeli yazilabilir.

9 =b(0) + b(1)x, + b(2)x, + b(12)x;x, (37)
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b(0)’tn Anlam

Eger x,ve x,’ye sifir degeri verilirse, calisma alaninin merkezi tanimlanir.

Boylece 6 numarali denklem asagidaki gibi olur;

9 = +b(0) (38)

b(0) katsayis1 ¢aligma alaninin merkezindeki cevabin hesaplanan degeridir.

b(1)’in Anlam

Simdi ikinci faktoriin ortalama seviyesini ele alalim, bunun i¢in x, ’ye sifir degeri
verelim ve 26 numarali denklem asagidaki sekle doniisiir;
9 =+b(0) + b(1)x, (39)
Bu baginti x, = 0’in kesme diizleminde tahmin edilen cevabin degisimini

izlemeye olanak tanir (Sekil 2.16).

Faktor 1’in etkisi, Faktor 1 sifir seviyesinden yiiksek seviyesine gectigi zaman

cevabin degisimi gibi goriiniir.
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Cevap 4

]'+

1 0 H Falktsr 1

Sekil 2.16. Faktor 2’ nin ortalama diizleminde, Faktor 1’in etkisi ¢alisma alaninin merkezi ve faktor 1’in
yiiksek seviyesi arasindaki cevabin degisimidir.

b(12)’nin Anlan

6d’de ki denklem asagidaki bi¢cimde yazilabilir;
b(12) = 2|5 u—y3) = O —y)| =5 [+ef* —ef ] (40)

Faktor etkilesimi, faktor 2’nin yiiksek seviyesinde (ef™* ile gosterilen etki),
faktor 1’in etkisi ve faktor 2 nin diisiik seviyesinde (ef ~ ile gosterilen etki) faktdr 1’in

etkisi arasindaki yari fark olarak gerceklesir.

Bir faktoriin etkisinin degisimi diger bir faktoriin fonksiyonunu yansitir. 1 ve 2

faktorler arasindaki b(12) etkilesimi 2. dereceden bir etkilesimdir.

107



Ornek 1: Performans lyilestirme

Calismanin Aciklanmasti

Uretimin verimliligini artirmak isteyen bir iiretici, dogal bitkilerden hareket
ederek bir ila¢g hazirlamakta ve aktif bilesigin ekstraksiyon verimini artirmaya
calismaktadir. Ekstraksiyon konsantrasyonu 50 g/L olan NaCl varliginda ve 70 °C
sicaklikta gerceklestirilir. Calismada, normal caligsmalar civarinda seviyelerde bu iki

faktOrin incelenmesine karar verilir.

Faktor 1: 40 ve 50 g arasinda NaCl konsantrasyonu
Faktor 2: 60 ve 80 °C arasinda sicaklik

Calismada, cevap faktorii, fabrikada iiretilen iiriiniin kalitesidir. Uretici 22 olan

bir faktoriyel tasarim gergeklestirir. Bu tasarim Cizelge 2.4’te verilmektedir.

Cizelge 2.4. Deneysel tasarim ve deneysel sonuglar.

Deney No Faktor 1 Faktor 2 Cevap (gram)
1 -1 -1 y=115
2 1 -1 y=185
3 -1 1 y= 104
4 1 1 y=156
Seviye -1 40 60
Seviye +1 60 80
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Hesaplar, 4 nolu denklem kullanilarak gerceklestirlir.

Cizelge 2.5. Etkilerin cizelgesi.

Ortalama 140 ¢
Faktor 1'in etkisi 3059
Faktor 2'nin etkisi -10g
Etkilesim -4.5¢

Bu deneyin yorumunda, konsantrasyonun etkisi, NaCl de 10 gramlik bir degisim
icin 30.5 gramdir (Sekil 2.17). Boylece NaCl'nin konsantrasyonunu artirarak tretim
arttirilabilir. Sicakligin etkisi, sicakliktaki 10 °C’lik bir degisim igin -10 dur. Bunun

sonucu sudur ki liretimi arttirmak i¢in sicakligr diisiirmek gerekir.

E 11\\1 $ 10

L L] 1 1 <] * i
0% 50% 40°C e0"C
NaCl Konsantrasyonu Sicakhk

Sekil 2.17. Etkin {iriin verimi tizerine NaCl ve sicakligin etkileri.

Sonuglarin genel goriinlimiinii elde etmek ic¢in ¢aligma alanindaki izoverimlilik

egrileri cizilir (Sekil 2.18).

109



Sicakhk

Hl
////é

40 80

NaCl konsantrasyonu

Sekil 2.18. Uriiniin verimi {izerine NaCl konsantrasyonu ve sicakligin etkilerini gdsteren izocevap egrileri.
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Iki Seviyeli k Faktirlii Faktoriyel Tasarimlar

Faktorlerin sayis1 arttirilabilir. Deneysel uzay, faktorlerin boyutlar1 kadardir ve

matematiksel model 2 numarali baginttya karsilik gelir.

iki seviyeli k faktorii kapsayan bir tasarim 2K ile gosterilir.

k, faktorlerin sayisini gosterir

2 ise faktoriin seviyesini gosterir

Bu notasyon ayni1 zamanda gerceklestirilecek deneyin sayisinida belirtmektedir.
Bu say1 son derece 6nemlidir. 2 seviyeli bir tasarimda 7 faktorlii bir deney igin 2’
oldugndan 128 deney gerceklestirmek gerekir. Deney sayisimi diisiirmek icin kesirli

faktoriyel tasarimlar kullanmak gerekir.

Uc Seviyeli Tasarimlar: Cevap Yiizey Tasarimlart

Cevaplar ve faktorler arasindaki iliskiyi kantitatif olarak agiklayabilmek i¢in
asagida mekanik (fizikokimyasal) yada deneysel modeller 6rnegin polinomiyal modelleri

kullanacagiz.

Bu matematiksel modeller hem dogrusal ve hem kavisli cevap yiizeyleri
tanimlamak i¢in esit olmalidir. Eger faktor seviyeleri en az ii¢ seviyede olursa, kavisli

bagimlilik modellenebilir.

999

Ug seviyeli faktoriyel tasarimlar “cevap yiizey tasarimlar1 olarak bilinir. Tam

faktoriyel tig seviyeli tasarimlar, iki seviyeli tasarimlarda oldugu gibi formalize edilebilir,
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ornegin bir 3% tasarimu, ii¢ faktor seviyeli k faktorlii bir tasarim anlamma gelir. Sekil

2.19°de bir 3? tasarimina 6rnek verilmektedir.

1@ O O

X1

Sekil 2.19. Iki faktdr i¢in tam faktdr icin tam faktoriyel 32 tasarim.

Tam faktoriyel {i¢ seviyeli tasarimlarin, parametrelerin degerlendirilmesindeki
istatiksel ozellikleri iki seviyeli tasarimlarinkinden daha az tercih edilmesine ragmen, bu
tam faktoriyel {ic seviyeli tasarimlar bazen iki, bazen de ili¢ faktorii arastirmak igin
kullanilmaktadir. Ayn1 sorun iki faktorlii tasarimlarda da olabilir. Ornegin, deneylerin
sayisinin fazla olmasidir. Bu tasarimlarin dezavantajlart ¢ok 6nemli olan “merkezi
bilesenli tasarim” ve “Box-Behnken” tasarimi olarak adlandirilan optimal tasarimlarin

gelistirilmesine neden olmustur.
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2.2.6.7. Merkezi Bilesenli Tasarim

Bilesenli tasarimlar, tam veya kesirli faktoriyel tasarimlar ve bir yildiz tasarim
ad1 verilen bir ilave tasarimin kombinasyonundan olugmaktadir. Her iki tasarimin
merkezleri iist iiste ¢cakisirsa, bu ¢esit tasarimlar “merkezi bilesenli tasarim’’lar olarak
adlandirilirlar. Bir yildiz tasarim ile birlestirilmis bir tam faktoriyel iki seviyeli
tasarimdan ibaret olan bir tasarim dikkate alinirsa, deney sayisi (r) asagidaki esitlikten

hesaplanir;

r= 2KP -2k +n, (41)

Bu esitlikte;
k = faktor sayisi,
p = tam tasarimin indirgenme sayis,

No = tasarimin merkezindeki deneylerin sayisi.

Ornek: Bir merkezi bilesenli tasarimdaki deney sayust ii¢ faktorlii bir tasarim igin

deneylerin sayisi (r) esitlik (10)’a gore elde edilir.

r=23-2x3+1=1 (42)
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Cizelge 2.6. Tam faktoriyel iki seviyeli tasarim ve bir yildiz tasarimdan ibaret ii¢ faktor igin
merkezi bilesenli tasarim.

Deney No Faktor Cevap
X1 X2 X3

23-kernel tasarim

1 -1 -1 -1 Y1
2 +1 -1 -1 Y2
3 +1 +1 -1 V3
4 -1 +1 -1 Ya
5 -1 -1 +1 Ys
6 +1 -1 +1 Y6
7 +1 +1 +1 y7
8 -1 +1 +1 Ys

2k-y1ldiz noktalar
9 - 0 0 Yo
10 +a. 0 0 Y10
11 0 -a 0 Y11
12 0 +a 0 Y12
13 0 0 - Y13
14 0 0 +a

merkez noktalar

15, 16, 17 0 0 0 Y14, Y15, Y16

Sekil 2.20. Uc faktor icin merkezi bilesenli tasarim.
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Bir ii¢ faktorlii merkezi bilesenli tasarim ¢izelge 2.6 ve Sekil 2.20°de
goriilmektedir. Merkezden yildiz noktalarin (o) uzaklig farkli olabilir.

Homojen donebilen her tasarim igin;

a = 20-p)/4 (43)

Ornegin 3 faktor igin;

a= 26-9/4 = 1682 olur.

Deneysel hatalar1 degerlendirmek icin faktér kombinasyonlarmin tekrarlari
gereklidir. Genellikle merkez noktasi ii¢ kez tekrar edilir. Ug faktorlii bir merkezi
bilesenli tasarimdaki deneylerin sayis1 17’dir. Merkezi bilesenli tasarimin iyi istatiksel
ozelliklerinden bir kismi bir deneyselavantaj olusturabilir. Yildiz noktalar1 hiperkiip
disinda oldugu i¢in her faktoriin ayarlanmasi gereken seviyelerin sayisi, klasik ii¢ seviyeli
tasarimlardaki 3 yerine 5’tir. Eger seviyeleri ayarlamak zor olacak ise, bir alternatif cevap

yiizey tasarimi Box ve Behnken tarafindan 6nerilen tasarim olacaktir.
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2.2.6.8. Box-Behnken Tasarim

Bir box-behnken tasariminda, Sekil 2.21 ve Cizelge 2.7’de bir ii¢ faktorlii
tasarim i¢in verilen ornekte oldugu gibi deneysel noktalar merkez noktasindan esit
uzaklikta hiperkiip boyunca uzanir. Merkezi bilesenli tasarimin aksine, faktor seviyeleri
yalmzca 3 seviyede ayarlanmis olmasi gerekir. Ilave olarak, eger iki tekrarli deneysel
nokta deneyleri tli¢ faktorlii tasarimin merkezinde gerceklestirilirse, deneylerin toplam
sayist 15°tir. Merkezi bilesenli tasarimla bu sayr 17°dir. Box-Behnken tasariminda,
deneysel noktalar1 bir kiireden ziyade bir kiip lizerinde yer alir. Genellikle Box-Behnken

tasarimlar1 Cizelge 2.8’de verildigi gibi birkag¢ faktoriin kombinasyonunu gerektirir.
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Cizelge 2.7. Ug faktor i¢in box-behnken tasarimi.

Deney No Faktor Cevap
X1 X2 X3

1 +1 +1 0 Y1
2 +1 -1 0 Y2
3 -1 +1 0 Y3
4 -1 -1 0 Ya
5 +1 -1 +1 Ys
6 -1 0 +1 Y6
7 -1 0 -1 y7
8 -1 0 -1 Ys
9 0 +1 +1 Yo
10 0 +1 -1 Y10
11 0 -1 +1 Y1
12 0 -1 -1 Y12
13,14, 15 0 0 0 Vi3, Y1415

Sekil 2.21. Ug faktor igin merkezi kompozit tasarim.
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Cizelge 2.8. Her tasarimin merkezinde ii¢ tekrarli Box-Behnken tasarimi i¢in faktor sayilari ve
deneysel noktalar.

Faktor Sayist Deneylerin sayisi
3 15
4 27
5 46
6 54
7 62

Bu tasarimin kullanimi cevap yiizey yontemleri boliimiinde ayrintili olarak

acgiklanacaktir.

Box-Behnken tasarimlarimin bir dezavantaji tek bir faktore bagli olarak
cevaplarin bagimliliginin temsil edilebilmesidir. Bu kiipiin kdse noktalarinin
Olciilememesi nedeniyledir. Ancak bu kose noktalar uygun bir cevap yiizey modeli

kullanilarak hesaplanabilir.
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2.2.7. Cevap Faktoriiniin hesaplanmasi

Ilag analizinde, aktif bilesiklerin kromatografik ayrimi, analiz edilen bilesiklerin
kimyasal ve fiziksel 6zelliklerinin benzerligi ve diger kromatografik operasyonel kosullar
nedeniyle zayif kromatografik performans ve bir kromatogramda piklerin “koeliisyonu”
ile sonuglanabilir. Bu durumda arastirma ve gelistirme caligsmalarinda kullanilabilir
kromatografik performans veren deneysel operasyonel sartlarin optimizasyonu igin

kemometrik optimizasyon metodolojilerinin kullanimi gerekebilir.

Analitik kimyada kromatografik yontem gelistirilmesinde deneysel sartlarin
optimizasyonu i¢in tam faktoriyel tasarimlar, kesirli faktoriyel tasarimlar, Doehlert
tasarim, Box-Behnken tasarimi gibi tasarim c¢esitleri kullanilirken, kromatografik cevap
olarak ayirma faktorii (R), alikonma faktorii, segicilik faktorii ve pik simetrisi gibi
cevaplar kullanilmakla birlikte, baz1 6zel kromatografik faktorler de kullanilmaktadir.
Bunlar genellikle kromatografik cevap fonksiyonu olarak adlandirilirlar. Bu 6zel
kromatografik cevap faktoriinde matematiksel denklemlere dayanan kromatografik cevap
fonksiyonlari en kisa alitkonma siiresinde maksimum (ya da istenen) kromatografik ayrimi
(ya da eliisyonu) saglayan kosullar1 verebilecek ikinci dereceden kuadratik polinimiyal

model fonksiyonlarin modellenmesinde kullanilir.

Optimizasyon siirecinde gilinlimiize kadar kullanilan bircok farkli cevap
fonksiyonlar1 vardir. Bunlar; Beridge tarafindan kromatografik cevap fonksiyonu,
Schlabach ve Excoffier tarafindan kromatografik ayrim istatistigi, Morris ve ark.
tarafindan kromatografik {iistel fonksiyon gibi daha bir¢ok kromatografik cevap
fonksiyonu Onerilmistir. Degisik cevap fonksiyonlarinin gelistirilmesinin baglica nedeni
her birinin istenen cevabi1 vermekte yetersiz olmasi ve optimizasyon siirecine

uygulanamamasidir. Farkli optimizasyon prosediirlerinde uygun kromatografik
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kosullarin saglanmasinda ve Onceki fonksiyonlardaki eksiklikleri gidermek igin
gelistirilmis kromatografik cevap fonksiyonu (improved chromatographic response

function — ICRF) kullanilir.

ty

H,

s

Tradi s

Sekil 2.22. UPLCkromatogramlarindan ICRF hesaplamasinda kullanilan parametreler.

Deneysel tasarim ve optimizasyonun uygulamasinda ICRF (improved
chromatographic  response function) degerleri UPLC kromatogramlarindan
hesaplanmugtir (Tijanave ark. 2012). ICRF kromatografik cevap fonksiyonu asagidaki

denklem ile verilir;

— 2" s &\’ Twi\©
ICRF = (a (1 — T) + 1) <1 + (tom) (1 + T) (44)

Bu esitlikte; N, beklenen pik sayisi, tf son pikin ayrilma zamani, topt segilen
optimal ayrilma zamani, a katsayi, wi baselineda ki pik genisligi, 0s) Ortlisen pikin

fonksiyonu olarak Carle tarafindan asagidaki esitlige gore hesaplanmistir (Carle, 1972).

9 — 1 HV|tR,l_tR,S| (45)

" |tro—trs|(Hi=H9)+Hs(tr1~trys)
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Hs ve H pik yiikseklikleri, Hy piklerin birlestigi noktanin (vadinin) yiiksekligi, tr;s
ve tr) piklerin alikonma zamanlari, try vadinin zamani. ICRF fonksiyonunun
hesaplanmasinda kullanilan kromatogram {iizerindeki parametrelerin Slgiimii  Sekil

2.22’de verilmektedir.
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2.2.8. Siirekli dalgacik doniisiimii (SDD) (wavelet transform)

Dalgaciklar (wavelets), skala (genisleme) parametresi (D(x) —D(2x)) ve kayma
parametresi (D(x)—D(x+1) kullanilarak temel bir fonksiyondan iiretilen matematiksel

fonksiyonlardir.

SDDab (X)= |1a| ¥(Xzh],  abeRr az0  (4)

Dalgacik temelli fonksiyonlar i¢inde bir sinyalin projeksiyonu, dalgacik
dontligimii (wavelet transform) olarak adlandirilir. Siirekli doniisiimde ise skala (a) ve
kaymaya (b) karsilik gelen dalgacik, ana dalgacik (mother wavelet) olarak adlandirilir ve
elde edilen dalgacik fonksiyonu ile sinyal fonksiyonunun i¢ ¢arpimlari, stirekli dalgacik

doniisiim (continuous wavelet transform) yontemidir.
Bir f (x) fonksiyonunun siirekli dalgacik doniisiimii (SDD) asagidaki esitlik ile
verilebilir:

(47)
SDD {f (X); a.bj= [ F QW (X) = (F0), )

Vektorlerin doniisiimiinde, vektorlerin 2" sayida 6lglim verisini igermesi sart olup,

analitik uygulamalarda bu gozetilmeyebilir. (Ding, 2009; Ding ve ark., 2007).
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Wavelets (dalgaciklar) doniisiim yontemleri asagidaki gibi 6zetlenebilir:

Cizelge 2.9. Wavelets (dalgaciklar) doniisiim yontemleri.

Dalgaciklar ailesi Dalgacik sekilleri ve kodlar:
Haar ‘haar’
Mexican Hat Function ‘mexh’
Daubechies ‘dbl ve ‘db2’...,’db10
Coiflets ‘coifl’, ..., coif5’
Symlets sym2°, ..., 'sym8’
Discrete Meyer ‘dmey’

‘biorl.1’, ‘biorl.3’, ‘biorl.5’, ‘bior2.2.’, ‘bior2.4°, ‘bior2.6’, ‘bior2.8’, ‘bior3.1’,
‘bior3.3’, ‘bior3.5’, ‘bior3.7’, ‘bior3.9’°, ‘biord.4’, ‘bior5.5’, ‘bior6.8’

‘rbiol.1’, rbiol.3’, ‘rbiol.5’, ‘rbio2.2’°, rbio2.4’, ‘rbio2.6°, ‘rbio2.8’, rbio3.1’,
rhio3.3°, ‘rbio3.5’, Tbio3.7°, ‘rbio3.9°, rbio4.4’°, rbio5.5’, rbio6.8’

Biorthogonal

Reverse Biorthogonal

Gauss ‘gausl’, ..., ‘gaus8’
Meyer ‘meyr’
Morlet ‘morl’
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3. BULGULAR

3.1. BRI ve TIM Karisiminin Analizi

3.1.1. UPLC yonteminin gelistirilmesinde kemometrik optimizasyon

Bu tez c¢alismasinda Timolol Maleat (TIM)-Brimonidin Tartarat (BRI)
karisiminin - asir1 - yiikksek basingli  sivi - kromatografisi  (Ultra Pressure Liquid
Chromatography — UPLC) yontemi ile analizi isleminde kromatografik cevap tizerine
etki eden faktorlerin optimizasyonu gercgeklestirildi. Deneysel tasarim ve optimizasyon
teknigi ile saptanan kromatografik kosullarda UPLC yontemi gelistirildi, valide edildi ve
ticari formiilasyonun analizine uygulandi. UPLC yonteminin gelistirilmesinde kullanilan
kemometrik optimizasyon yaklasimi, kisa alikonma zamani ve en iyi kromatografik

ayrimi saglayan deneysel sartlarin bulunmasinda dogru karar verilmesine imkan sagladi.
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Doktora tez calismasinda TIM-BRI karigiminin analizi i¢in yeni bir UPLC
yonteminin gelistirilmesinde deneysel tasarim ve optimizasyon metodolojisi kullanildi.
Kromatografik optimizasyon isleminde, yapilan 6n deneylerden sonra cevap faktori
lizerine etkili faktorlerin, kolon sicaklign (°C), akis hizi (mL/dak) ve hareketli fazdaki 0.1
M CH3COOH ytizdesi (%) oldugu saptandi. Optimizasyon isleminde bagimli degiskenler
olarak % 0.1 M CHsCOOH, akis hizi ve kolon sicakligi sirastyla X1, X2 ve Xs ile
gosterildi. Bu faktorlerin diisiik (-1), orta (0) ve yiiksek (+1) olmak lizere ii¢ farkl
seviyeleri kapsayan tasarim uzayi olusturuldu. Faktorler ve karsilik gelen seviyeler
Cizelge 3.1°de verildi. UPLC yénteminin optimizasyonunda 3% tam faktoriyel tasarmmi
Cizelge 3.2°de gosterildigi gibi 27 farkli seviye kombinasyonda 20 ug/mL TIM ve 20
ng/mL BRI igeren numune UPLC sistemine enjekte edilerek 298.0 nm de PDA
dedeksiyonu ile kromatogramlari alindi. Optimizasyon islemindeki 33 tam faktériyel
tasarimin 27 adet kromatogramlart Sekil 3.1°de sunulmaktadir. Bu kromatogramlar
tizerinden Boliim 2.2.7°de agiklanan ICRF Gl¢tim parametreleri ve denklemi kullanilarak
ICRF degerleri hesaplanarak Cizelge 3.2’de tasarim matrisinde Slgiilen kolonu olarak

verildi.

Bu ICRF’nin 06zelligi minimum alikonma siiresinde analiz edilen etken
maddelerin maksimum ayrimini saglayan matematiksel bir fonksiyondur (Carle, 1972).

Bu fonksiyonla ilgili gerekli agiklamalar bolim 2.2.7 de yapildi.
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Cizelge 3.1. Tam Faktoriyel tasarimda kullanilan faktorlerin ¢aligsma araligi ve seviyeleri.

Seviye 0.1 M CH3COOH (% v/v, x1) Akis Hizi (mL/dak., x2) Kolon Sicakligi (°C, X3)
-1 35 0.2 35
0 55 0.3 50
1 75 0.4 65
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Sekil 3.1. BRI (a) ve TIM (b)’1n Tam faktoriyel tasarimi igin 298.0 nm dalga boyundaki UPLC kromatogramlari.
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Cizelge 3.2. Tam faktoriyel tasarim ve ICRF degerleri.

0,1M Hareketli Faz
CH3COOH Akis Hizi Kolon Sicakligi ICRF
Deney No X1 X X3 Olgiilen Tahmin Edilen
1 -1 -1 -1 7.7910 7.2499
2 -1 0 -1 2.9334 3.3233
3 -1 1 -1 1.8358 1.8725
4 0 -1 -1 2.3727 3.1460
5 0 0 -1 1.3733 0.9279
6 0 1 -1 1.2341 0.5767
7 1 -1 -1 3.8838 3.3996
8 1 0 -1 1.8646 1.8658
9 1 1 -1 1.4223 2.3493
10 -1 -1 0 7.4782 7.7706
11 -1 0 0 3.4176 3.7958
12 -1 1 0 1.9860 2.0593
13 0 -1 0 2.4452 3.4080
14 0 0 0 1.4662 0.9787
15 0 1 0 1.2398 0.3937
16 1 -1 0 3.7727 3.2835
17 1 0 0 1.8633 1.5572
18 1 1 0 1.3982 1.8204
19 -1 -1 1 11.4599 9.5580
20 -1 0 1 3.7880 4.6094
21 -1 1 1 2.1663 2.6175
22 0 -1 1 2.5348 4.0386
23 0 0 1 1.5072 1.3836
24 0 1 1 1.2583 0.5783
25 1 -1 1 3.6448 3.5289
26 1 0 1 1.8361 1.6082
27 1 1 1 1.3861 1.6591
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Kemometrik yontem optimizasyonu ile kromatografik yontem ic¢in optimal
deneysel kosullarin bulunmasi i¢in bagimsiz degiskenler; hareketli faz igerisindeki 0.1
M CH3COOH yiizdesi (X1), hareketli faz akis hizi (X2), kolon sicakligi (X3) ve faktor
etkilesimleri ile bagimli degisken ICRF arasindaki matematiksel iliskiden dogrusal
regresyon analizi ile ikinci dereceden polinomiyal bir fonksiyon (ya da model)

asagidaki bigimde elde edildi.

y = 0.8491 — 1.2102x, — 1.7476x, + 0.2706x; + 1.8369x2 + 1.0672x2 + 0.2310x2 — 1.1372x,x, — 0.4298x, x5 —

0.2728x,x; 1)

Bu model fonksiyonda X1, Xz ve Xz faktorler, y ise ICRF’dir. X1X2, X1X3 ve
XoXs faktor etkilesimlerini gosterir, X12, X22 ve X3? ise faktorlerin karesidir.
Fonksiyondaki sayilar, kesim ve model katsayilarini gostermektedir. YukaridaKi
esitlikte verilen fonksiyonun katsayilarinin anlamli olup olmadigini ortaya koymak
i¢in istatiksel test yapildi. Test sonuclarindan elde edilen % 95 olasilik diizeyinde t- ve
F- degerleri Cizelge 3.3 te 6zetlendi. Biiyiik t- ve p- degeri < 0.05 oldugu i¢in secilen

faktorlerin ve faktor etkilesimlerinin cevap tizerinde etkin oldugu sonucuna varildi.
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Cizelge 3.3. ikinci dereceden polinomiyal model icin istatistik t- ve F- testlerinin sonuglari.

Katsayilar t testi P-degeri

Kesim noktasi 0.8491 7.2388 0.0000
X1 -1.2102 -22.2881 0.0000

X2 -1.7476 -32.1842 0.0000

X3 0.2706 4.9832 0.0001

X12 1.8369 19.5318 0.0000

X2? 1.0672 11.3478 0.0000

Xa? 0.2310 2.4562 0.0251
X1*X2 1.1372 17.0997 0.0000
X1*X3 -0.4298 -6.4631 0.0000
Xo*Xs -0.2728 -4.1021 0.0007

UPLC yonteminin gelistirilmesinde kromatografik kosullarin

optimizasyonunda faktorlerin etkilesimini ve ICRF arasindaki iligkiyi gosteren {i¢

boyutlu yiizey grafikleri ¢izdirildi ve bu cevap yiizey grafikleri Sekil 3.2°de sunuldu.
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Sekil 3.2. a) Hareketli faz akis hizi-% 0.1 M CH3COOH ile ICRF, b) kolon sicakligi-% 0.1 M
CH3COOH ile ICRF, c)Hareketli faz akis hizi-kolon sicaklig: ile ICRF arasindaki iligkiyi
gosteren ti¢ boyutlu ylizey cevap grafikleri ve es yiikselti egri haritalar
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Hareketli faz akis hiz1-% 0.1 M CH3COOH ile ICRF, kolon sicakligi-% 0.1 M
CH3COOH ile ICRF, akis hizi-kolon sicaklig ile ICRF arasindaki iligkiyi gosteren ii¢
boyutlu yiizey cevap grafikleri Sekil 3.2a-c’de verildi. Bu yiizey-cevap grafiklerinden
secilen faktorlerin faktor etkilesimlerinin kromatografik cevap (ICRF) iizerine
etkilerinin oldugu goriilmektedir. Sekil 3.2a’da hareketli faz akis hiz1 diistiikce ve %
0.1 M CH3COOH yiizdesi azaldik¢a ICRF degerinin arttig1 goriilmekle birlikte tersi
durumda da azda olsa ICRF degerinde bir artig gozlenmektedir. Ayni sonuglar yandaki
es yikselti egrileri haritasindan da goriilebilir. Sekil 3.2b’de kolon sicaklig arttikca ve
% 0.1 M CH3COOH yiizdesi azaldik¢a ICRF degerinin arttig1 goriilmekle birlikte
kolon sicakliginin azaldigt durumda da azda olsa ICRF degerinde bir artis
gozlenmektedir. Sekil 3.2c’de hareketli faz akis hiz1 diistiikge ve kolon sicakligi
arttikca ICRF degerinin arttig1 goriilmekle birlikte kolon sicaklig: diistiik¢e de ICRF
degerinde az da olsa ICRF degerinde bir artis oldugu gozlenmektedir.

Bu deneysel tasarim ve optimizasyon metodolojisi ile BRI ve TIM karisiminin
analizi i¢in optimal kromatografik sartlar; kolon sicakligi 49.2 °C, hareketli faz akis
hiz1 0.38 mL/dak. ve hareketli fazda % 56.7 0.1 M CH3COOH ve % 43.3 asetonitril

olarak bulundu.
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3.1.2. BRI ve TIM karisiminin optimize edilen UPLC yontemiyle kantitatif
Analizi

3.1.2.1. Standart Cozeltiler

a) Metanol iginde TIM’1n, BRI’nin 10 mg/100 mL olan stok ¢6zeltileri hazirlandi.

b) BRI i¢in 5.0-25.0 pg/mL konsantrasyon araliginda 5 farkli konsantrasyonda 25 adet
¢ozeltisinden olusan kalibrasyon ¢ozeltileri hazirlandi. TIM i¢in 8.0-72.0 pg/mL
konsantrasyon araligindaki 5 farkli konsantrasyonda 25 adet ¢ozelti ile kalibrasyon

cozeltileri hazirlandi. Cozeltiler ayni balon jojeler igerisinde hazirlandi.

¢) BRI igin 5.0-25.0 ug/mL ve TIM igin 8.0-72.0 pg/mL ¢alisma araliginda bu iki
bilesigi iceren 11 degisik konsantrasyonlarda olacak sekilde validasyon test

cozeltileri hazirland.

d) Standart ekleme teknigi; Ticari formiilasyon (goz damlasi) ¢ozeltisi varliginda BRI
icin 6.0-16.0 pg/mL ve TIM igin 8.0-40.0 pg/mL c¢alisma araliginda ii¢ farkl
konsantrasyon; BRI i¢in diigiikk: 6.0 pg/mL, orta: 12.0 pg/mL ve yiiksek 16.0
ug/mL, TIM igin diisiik: 8.0 ug/mL, orta: 30.0 ug/mL ve 40.0 ug/mL olarak standart

ekleme ¢oziiltileri hazirlandi.

e) BRI i¢in 6.0-24.0 pg/mL ve TIM i¢in 10.0-70.0 pg/mL calisma araliklar i¢inde bu
iki bilesigi i¢eren 3 farkli konsantrasyonda BRI igin diisiik: 6.0 ug/mL, orta: 15.0
ug/mL ve yiiksek: 24.0 ug/mL ve TIM i¢in disiik: 10.0 ug/mL, orta: 40.0 pg/mL

ve yiiksek: 70.0 ug/mL giin igi ve giinler arasi ¢ozeltileri hazirlandi.
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3.1.2.2. UPLC Yonteminde Kromatografik Sartlar

- Hareketli Faz : Analiz isleminde, BRI ve TIM’1in kromatografik ayirimi i¢in
0.1 M CH3COOH ve asetonitril (56.7:43.3, h/h) sisteminden olusan bir ¢dzelti
kullanildi.

- Kolon Cinsi : Waters Acquity ® BEH Cigs kolonu (50mm x 2.1 mm i.d., 1.7
um) kullanildi.

- Kolon Sicakhgr : Kolon igerisinde BRI ve TIM ayirimi (49.2°C)’de
gerceklestirildi.

- Basing : Kolon basinci analiz sirasinda yaklagik 310 bar civarindadir.

- Akis Hiza : Deneyde akis hiz1 0.38 mL/dak. olarak ayarlandi.

- Enjeksiyon Hacmi : Her vial’den 1 pL alinacak sekilde enjeksiyon hacmi
ayarlandi.

- Dedeksiyon Dalga Boyu : BRI ve TIM analizi i¢in dalga boyu sirasi ile 246.0

nm ve 298.0 nm olarak segcildi.
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3.1.2.3. Dogrusal Regresyon Denkleminin Hesaplanmasi

UPLC yonteminde kalibrasyon i¢in 5.0-25.0 pg/mL konsantrasyon araliginda
BRI ve 8.0-72.0 ug/mL konsantrasyon araliginda TIM karigimini i¢ceren 25 adet ¢ozelti
hazirlandi. Bu kalibrasyon ¢ozeltilerinin BRI i¢in 246.0 nm’de ve TIM i¢in 298.0
nm’de PDA dedeksiyonu ile UPLC kromatogramlar1 kaydi yapilarak bilgisayar
hafizasina alindi. Bu UPLC kromatogramlarindan BRI ve TIM i¢in sirasiyla alikonma
zamanlart 0.508 dakika ve 0.652 dakika olarak tespit edildi. Kromatografik analizde
BRI ve TIM bilesiklerinin kromatogramlarindan integrasyonla bulunan dogru
denklemi elde edildi. Dogrusal regresyon analizi ve istatistiksel sonuglar Cizelge 3.4.

te sunulmustur.
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Cizelge 3.4. Dogrusal regresyon analizi ve istatistik sonuglari.

BRI TIM
m 0.8096 0.3591
n -0.6122 -0.3440
r 0.9993 0.9993
SD(m) 0.0065 0.0029
SD(n) 0.1073 0.1333
SD(r) 0.0017 0.0017
LOD 0.3976 1.1138
LOQ 1.3254 3.7125
m = Dogrusal regresyon esitliginin egimi
n= Dogrusal regresyon esitliginin kesim noktasi
r = Dogrusal regresyon esitliginin korelasyon katsayisi
SD (m) = Egimin standart sapmasi
SD (n) = Kesim noktasinin standart sapmasi
SD(r) = Korelasyon katsayisinin standart sapmast
LOD = Yakalama sinir1 (ug/mL)
LOQ = Tayin sinir1 (pg/mL)
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Kalibrasyon set ¢ozeltilerindeki BRI ve TIM analizi i¢in UPLC yOnteminin
gelistirilmesinde deneysel tasarim ve optimizasyon yonteminden faydalanilarak
bulunan optimal kromatografik sartlara gore ¢izdirilen kalibrasyon numunelerine ait

kromatogramlar Sekil 3.3 te ve Sekil 3.4 te gosterildi.

Kalibrasyon setinde BRI ve TIM bilesiklerini igeren ¢ozeltilerin
kromatogramlarinin  verileri UPLC-H-Class Empower2 programi vasitasiyla
Microsoft Excell olarak transferi gerceklestirildi. Sonra Matlab 7.0 programinda “m-
file” yazilimi kullanilarak BRI i¢in 246.0 nm’de TIM i¢in 298.0 nm’de pik alanlari ile
konsantrasyon arasindaki matematiksel iliskiye dayali dogrusal regesyon analizi ile
dogrunun egimi, kesimi, korelasyon katsayilar1 ve istatistiksel sonuclar1 hesaplandi ve

Cizelge 3.4 te sunuldu.
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uygulanmasi ile elde edilen kromatogramlar Al (246 nm) ve B1 (298 nm).
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3.1.2.4. UPLC analitik yontem validasyonu

Bu doktora tez ¢alismasinda kemometrik optimizasyon teknigi ile gelistririlen UPLC
yonteminin analitik validasyonu i¢in metanol igerisinde BRI i¢in 5.0-25.0 ug/mL ve TIM igin
8.0-72.0 ug/mL calisma araliginda farkli konsantrasyonlar igeren 11 adet karisim ¢6zeltisini
iceren validasyon seti hazirlandi. UPLC yo6nteminin kesinlik ve dogrulugunu test etmek i¢in
bu validasyon setindeki kullanildi. Geri kazanim degerleri BRI i¢in % 99.9, TIM i¢in % 99.5
olarak bulundu. Bagil standart sapma degerleri BRI i¢in % 2.50 ve TIM igin % 2.15 olarak
bulundu. Validasyon set c¢ozeltilerinin analizi i¢in optimize edilen UPLC yonteminin

validasyon setine uygulanmasi ile elde edilen sonuglar Cizelge 3.5te verildi.

Deneysel tasarim ve optimizasyon metodolojisiyle gelistirilen UPLC yodnteminin
kesinligi ve dogrulugunu kontrol etmek i¢in diger bir validasyon islemi olarak giin i¢i ve giinler
arasi Ol¢timler i¢in BRI igin ii¢ farkli konsantrasyonda (6.0, 15.0 ve 24.0pg/mL) ve TIM igin
ti¢ farkli konsantrasyonda (10.0, 40.0 ve 70.0 pg/mL) Cizelge 3.6’da gosterildigi bigimde
cozeltiler hazirlandi. Giin i¢i ve giinler arasi numunelerin ayni giin 1’er saat araliklar ile ve
giinler arasinda birbirini izleyen 6 giinde olmak iizere 3’er tekrarli kromatogramlar1 alinarak
yapilan alan okumalar1 kullanilarak analiz edildi. Analiz sonuglan yiizde geri kazanim (%),

bagil standart sapma (%) ve bagil standart hata (%) Cizelge 3.6’da sunuldu.
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Cizelge 3.5. BRI ve TIM yapay karigim ¢ozeltilerinin optimize ve valide edilen UPLC yonteminden elde
edilen analiz sonuglari.

Konulan (pg/mL) Bulunan (pg/mL) Geri kazanim (%)

Deney
No. BRI TIM BRI TIM BRI TIM
! 5.0 40.0 51 40.4 101.5 101.1
2 10.0 40.0 10.4 40.0 103.7 100.1
3 15.0 40.0 149 39.2 99.2 98.0
: 20.0 40.0 19.7 40.1 98.7 100.2
> 25.0 40.0 25.0 38.7 100.0 96.7
6 16.0 8.0 15.2 8.0 95.3 99.7
! 16.0 240 16.6 24.9 104.0 103.9
g 16.0 40.0 15.7 39.2 98.1 97.9
9 16.0 56.0 15.9 55.1 994 98.3
10 16.0 72.0 16.0 73.0 99.8 101.3
11 20.0 50.0 19.7 48.5 98.7 97.0
X 99.9 99.5
SS 2.50 2.14
BSS 2.50 2.15

X= Aritmetik ortalama
SS = Standart sapma
BSS = Bagil standart sapma
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Cizelge 3.6. Giin i¢i ve giinler aras1 numunelerinin analiz sonuglari.

Konulan (pg/mL) Bulunan (pg/mL) Geri kazanim (%) BSS (%) BSH (%)
BRI TIM BRI TIM BRI TIM BRI TIM BRI TIM
6 10 5.7 9.5 95.1 94.7 6.42 9.68 -4.86 -5.34
2
=
3 15 40 14.8 40.1 98.9 100.2 093 088 -113 024
24 70 24.1 715 100.6 102.1 0.57 1.24 0.56 2.11
6 10 5.8 10.5 96.8 105.1 6.38 8.05 -3.17 5.11
z
<
5
E 15 40 14,5 39.9 97.0 99.7 095 044 -3.02 -0.34
o
24 70 24.1 71.4 100.4 101.9 072 085 0.39 1.94

BSS = Bagil standart sapma
BSH = Bagil standart hata
n= 3 (her bir konsantrasyon seviyesi i¢in)
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Kemometrik optimizasyon ile bulunan kromatografik kosullarda BRI ve TIM
bilesiklerini iceren ticari farmasotik goz damlasinda yardimer maddelerin aktif bilesiklerin
analizi lizerine etkisini degerlendirmek i¢in standart ekleme teknigi uygulandi. Bu deneysel
islemde mL’sinde 2 mg BRI ve 5.0 mg TIM igeren ticari goz damlasindan 1 mL alinarak 10
mL’lik balon jojeye transfer edildi ve hacim metanol ile tamamlandi. Ug farkli konsantrasyon
icin bu ¢ozeltilerden 2.mL’lik kistm 10 mL’lik balon jojeye aktarildi ve numune igeriginin
tizerine 6.0, 12.0 ve 16.0png/mL BRI ve 8.0, 30.0 ve 40.0ug/mL TIM olacak sekilde stok
¢oOzeltilerden ilave edilerek standart eklemeli ¢ozeltiler hazirlandi. Bu ¢ozeltilerin kemometrik
optimizasyon kosullarinda BRI i¢in 246.0 nm’de ve TIM i¢in 298.0 nm’de PDA dedeksiyon
ile kromatogramlar elde edildi. Bu kromatogramlardan okunan pik alanlar1 kalibrasyon

denklemlerinde yerine konularak numune igerigindeki BRI ve TIM igerikleri hesaplandi.

Standart eklemeli numuneleri iceren ¢dzeltilerin analiz sinuglar1 Cizelge 3.7’de gosterildi.

Standart eklemeli ¢o6zeltilerden bulunan toplam BRI ve TIM miktarlarindan
formiilasyon ilavesi ¢ikarilarak eklenen BRI ve TIM miktarlar1 hesaplandi. Buna gore ilave
edilen standart miktalar icin BRI ve TIM i¢in bulunan ortalama % geri kazanim ve bagil
standart sapma degerleri hesaplanarak sunuldu (Cizelge 3.7). Bu standart eklemeli deneylerde

tic farkli konsantrasyon seviyesi i¢in ii¢ tekrar yapilarak ortalama sonuglara ulasildi.
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Cizelge 3.7. Standart ekleme numunelerinden elde edilen analiz sonuglar.

Konulan (pg/mL) Bulunan (pg/mL) Geri kazanim (%) BSS (%)

BRI TIM BRI TIM BRI TIM BRI TIM
Formiilasyon 6 8 6.2 7.7 103.0 95.8 0.17 1.30
Formiilasyon 12 30 11.7 29.0 97.5 96.8 0.15 0.74
Formiilasyon 16 40 16.3 41.2 101.7 103.0 0.24 1.12

BSS =Bagil standart sapma
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3.1.2.5. UPLC Analizinde Sistem Uygunluk Parametreleri

Analiz islemlerinde kromatografik sistemin, dedeksiyon duyarliligi, ayirma faktorii,
secicilik, teorik tabaka sayisi, kuyruklanma faktorii gibi parametrelerin sayisal degerlerine
dayali olarak dogrulanmasi kromatografik analizin gereklerindendir. Bu doktora tez
calismasinda secicilik, rezoliisyon, pik asimetri, kuyruklanma faktorii ve teorik tabaka sayisi
parametrelerinin BRI ve TIM bilesiklerini i¢eren bir numunenin UPLC kromatograminda
hesaplanan degerleri Cizelge 3.8’de listelendi. BRI ve TIM karigiminin UPLC ydntemiyle

analizinde bu degerlerin istenen limitler i¢erisinde oldugu goézlendi.

Cizelge 3.8. Sistem uygunluk parametreleri.

Sistem Uygunluk parametresi Bulunan Deger Referans Deger
Segicilik 2,04 >2

Rezoliisyon 2,85 >2

Pik asimetri 1,37 0.9-1.4
Kuyruklanma Faktorii 1,64 <2

Teorik Tabaka Sayisi 2145 >2000
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3.1.2.6. UPLC Yonteminin Farmasotik Preparatlara Uygulamasi

Optimize edilen UPLC yo6nteminin ticari oftalmik preparatlara uygulanmasinda, 1 mL
COMBIGAN g6z damlast 50 mL’lik balonjojeye aktarildiktan sonra hacmi metanolle
tamamlandi. Balonjojede hazirlanan stok karisim manyetik karistirici ile 35 dakika karigtirildi
ve membran filtre (Sartorius Minisart = 0,20 wm)’den siiziildii. Bu stok ¢ozeltiden 4 mL alinip
10 mL’lik balon jojeye aktarildiktan sonra hacmi metanolle tamamlandi. Hazirlanan goz
damlasi ¢ozeltileri vial’lere konuldu ve optimal kromatografik sartlardaki kromatogramlari
elde edildi. BRI ve TIM kromatogramlarindan hesaplanarak elde edilen kalibrasyon grafikleri
ile gz damlasi numunesinin igerisindeki BRI ve TIM miktarlar1 hesaplandi. Elde edilen

kromatogram Sekil 3.4 te sunulmustur.
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Sekil 3.4. BRI (a) ve TIM (b) bilesikleri i¢in ticari g6z damlasi numulerine optimal kromatografik sartin

uygulanmasi ile elde edilen kromatogramlar A2 (246 nm) ve B2 (298 nm).
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Yukarida agiklanan kromatografik g6z damlasi analiz islemi COMBIGAN®goz
damlas1 preparatina uygulanmigtir. COMBIGAN®g6z damlasi sonuglar1 Cizelge 3.9. da

sunuldu.

Cizelge 3.9. Ticari g6z damlasindaki BRI ve TIM’in UPLC ile yapilan deney sonuglart (Etiket
degeri: BRI 2.0 mg/mL ve TIM 5.0 mg/mL).

mg/mL
Deney No. BRI TIM
1 1.94 5.06
2 1.94 5.01
3 1.98 4.97
4 1.94 4.93
5 2.00 5.15
6 2.03 5.08
7 2.05 5.29
8 2.06 5.17
9 1.99 5.01
10 1.96 4.96
X 1.99 5.06
SS 0.05 0.11
BSS 2.37 2.23
GA X £0.04 (1.95-2.03) X +0.08 (4.98-5.14)

X= Avritmetik ortalama
SS = Standart sapma
BSS =Bagil standart sapma

GA= Glven arahgi (p= 0.05 i¢in)
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3.1.3. BRI-TIM karisimimin PCR yo6ntemi ile kantitatif analizi

Doktora tez ¢aligmasinin bu boliimiinde UV-Spektrofotometrik 6l¢iimlere dayali olarak
BRI-TIM karisiminin temel bilesen regresyon (principal component analysis regression—

PCR) yontemi kullanilarak kantitatif analizleri ve deneysel sonuglari agiklanmaktadir.

Boliim 2.2.4’te teorik esas1 agiklanan PCR yontemi; bagimli degiskenlerin maksimum
varyansina dayanan bu yontem, kemometrik kalibrasyon yontemlerinden en popiiler
olanlarindan biridir. Girisim yapan spektral bandlarin varliginda karigim analizlerinde hi¢ bir
ayirma islemi yapilmaksizin son derece basarili sonuglar veren bir yontemdir. Ydntemin

uygulamasi izleyen basliklarda sunulmaktadir.
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3.1.3.1. Stok, standart ve validasyon cozeltileri

d)

Analiz islemleri i¢cin metanol igerisinde 100 mL’lik hacim igerisinde 10 mg BRI ve
10 mg TIM coziilerek her iki bilesigin stok ¢ozeltileri hazirlandi.

BRI bilesigini 5.0-25.0 pg/mL ve TIM bilesigini 8.0-72.0 ug/mL konsantrasyon
araliginda iki bilesik i¢in 5 farkli konsantrasyon seviyesinde 25 adet farkl
kombinasyonda kalibrasyon ¢ozeltileri konsantrasyon (derisim) seti olarak hazirlandi.
Analiz edilen bilesiklerin kalibrasyon konsantrasyon araliklari igerisinde olacak
sekilde BRI ve TIM bilesiklerini iceren yapay karisimlardan olusan validasyon test
¢oOzeltileri hazirlandi.

Glin i¢i ve giinler arasi1 deneylerde n=6 deneme i¢in ii¢ farkli konsantrasyon
seviyesinde BRI (diisiik= 6.0 ug/mL, orta= 15.0 ug/mL ve yiiksek= 24.0 ug/mL) ve
TIM (diisiik= 10.0 pg/mL, orta= 40.0 pg/mL ve yiikksek= 70.0 pg/mL) igeren
cozeltiler taze ve giinliik hazirlandi.

Standart ekleme tekniginde ticari formiilasyondan 0.04 mL alinarak 10 mL’lik balon
jojeye aktarilarak iizerine bilesiklerin standart ¢ozeltilerinden ti¢ farkli konsantrasyon
seviyesinde (BRI i¢in diigiik= 6.0 pg/mL, orta= 12.0 pg/mL ve yiliksek= 16.0 pg/mL
ve TIM igin diisiik= 8.0 pg/mL, orta= 30.0 pg/mL ve yiiksek= 40.0 ng/mL) ilaveler

ile standart ekleme ¢ozeltileri hazirland.
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3.1.3.2. Kemometrik PCR kalibrasyonu

Bu PCR yonteminin uygulanmasinda, bes seviyeli ve 2 faktorlii (5%) olan bir
kalibrasyon seti Cizelge 3.10’da gosterildigi gibi metanol icerisindeki BRI ve TIM stok
cozltilerinden hareket ederek hazirlandi. Kalibrasyon setinin her bir numunesinin 220.0-340.0
nm dalga boyu araliginda AL = 0.1 nm araliklar ile UV spektrumlan ¢izdirildi ve bilgisayara
kodlanarak kaydedildi. Sekil 3.5.B’de kalibrasyon set ¢ozeltilerinin UV spektrumlari sunuldu.
Sekil 3.5.A’dan da goriilecegi gibi BRI ve TIM ayni1 spektral dalga boyu aralifinda girisim
yapmaktadir ve ayni sekil tizerinde BRI ve TIM karisiminin UV spektrumu sunulmaktadir.
Sonug olarak spektral girisimden dolay1 klasik spektrofotometrik yontemler ile BRI-TIM
karisiminin  dogrudan kantitatif analizleri miimkiin degildir. Bu bakimdan BRI-TIM
karistminin  analizi i¢in hicbir 6n aywma islemi gerektirmedigi icin PCR yoOntemi

uygulanmigtir.

PCR kalibrasyonunun matematiksel insasit i¢in 25 x 2 y-blok (konsantrasyon set,
bagimsiz degisken) ve bilgisayar hafizasindan ¢agirilan 1151 x 25 x-blok (absorbans set,
bagimsiz degisken) arasindaki dogrusal iliskiye PCR kalibrasyon algoritmasi uygulandi.
Kemometrik PCR kalibrasyon islemlerinde bu islem 10 faktor icgin test edildi. Ancak PCR
kalibrasyonunda model i¢in minumum hata faktori ilk iki faktor kalibrasyona alindiginda
gozlendi. Sekil 3.6’da PCR kalibrasyon modelinde ilk 1ki faktor kullanildiginda minimal hata
ile kalibrasyon gerceklestirilebilecegi goriilmektedir. PCR kalibrasyonuna ait {i¢ boyutlu
projeksiyon Sekil 3.7 ‘de goriilmektedir.
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Cizelge 3.10. BRI ve TIM karigimini igeren kemometrik kalibrasyon seti.

pg/mL pg/mL
Deney No BRI TIM Deney No BRI TIM

1 5 72 15 25 56
2 10 56 16 5 24
3 15 40 17 20 56
4 20 24 18 5 40
5 25 8 19 10 72
6 5 56 20 15 56
7 10 40 21 20 40
8 5 8 22 25 24
9 15 24 23 10 8
10 25 72 24 15 72
11 20 8 25 25 40
12 10 24

13 20 72

14 15 8
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A)

3 BRI
TIM i
25l Eye drop formulation |

Abs.

| | |
280 300 320 340
Wavelength (nm)

| | |
220 240 260

o, |

360 o

Sekil 3.5. A) BRI (20.0 pg/mL), TIM (40.0 ug/mL) ve ticari g6z damlasinin UV spektrumlari, B) Kalibrasyon
numunelerinin UV spektrumlari.
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Sekil 3.6. BRI ve TIM i¢in PCR kalibrasyonunda tahmin edilen hatalarin karesinin ortalamasi (estimated mean
squared prediction error).
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Sekil 3.7. PCR kalibrasyonunun {i¢ boyutlu projeksiyonu.
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3.1.3.3. PCR yénteminin analitik validasyonu

Calismada PCR yonteminin validasyonu i¢in metanol igerisinde BRI i¢in 5.0-25.0
pg/mL ve TIM ig¢in 8.0-72.0 pg/mL calisma araligi icinde olacak sekilde farkhi
konsantrasyonlarda 11 adet yapay karisim ¢ozeltisinden ibaret olan bir validasyon seti
hazirlandi. Hazirlanan bu validasyon seti kullanilarak hesaplanan PCR yonteminin kesinlik ve
dogrulugu test edildi. PCR yonteminin validasyon seti olarak hazirlanan yapay karigimlara
uygulanmas ile elde edilen sonuglar Cizelge 3.11. de sunuldu. Geri kazanim degerleri, BRI
icin % 100.0, TIM i¢in % 100.9 olarak bulundu. Bagil standart sapma degerleri, BRI i¢in
0.93ve TIM i¢in 0.27 olarak hesaplandi (Cizelge 3.11).
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Cizelge 3.11. BRI ve TIM sentetik karisim ¢ozeltilerinin analiz sonuglari.

Konulan(pg/mL) Bulunan (pg/mL) Geri kazanim (%)
Dﬁl”oey BRI TIM BRI TIM BRI TIM
1 5 40.0 5.0 40.4 100.4 100.9
2 10 40.0 10.1 40.4 100.9 101.1
3 15 40.0 14.9 40.2 99.5 100.5
4 20 40.0 19.8 40.1 99.2 100.3
5 25 40.0 24.7 40.4 98.9 100.9
6 16 8 16.3 8.1 101.8 100.8
7 16 24 16.1 24.3 100.6 101.2
8 16 40 16.1 40.5 100.4 101.2
9 16 56 15.8 56.6 98.9 101.0
10 16 72 16.0 72.8 100.0 101.1
11 20 50 19.8 50.4 99.1 100.8
X 100.0 100.9
SS 0.93 0.28
BSS 0.93 0.27

X= Aritmetik ortalama
SS= Standart sapma

BSS= Bagil standart sapma
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Geri kazanim calismasinin ardindan, PCR yodnteminin tekrar edilebilirligini kontrol
etmek i¢in gilin i¢i ve gilinler aras1 analizleri yapildi. Bu analizin ¢6zeltileri, BRI ve TIM 1
kalibrasyon araligi iginde ii¢ farkli konsantrasyonda (BRI i¢in 6.0, 15.0 ve 24.0 ve TIM i¢in
10.0, 40.0 ve 70.0 pg/mL) her derisim igin 6 farkli ¢6zelti kullanilarak ayni giin icinde ve
giinler arasinda taze olarak hazirlandi. Bu ¢ozeltilerin analizinden elde edilen sonuglar Cizelge

3.12°de verildi.
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Cizelge 3.12. Giin i¢i ve giinler arast numuneleri i¢in analiz sonuglari.

Konulan (pg/mL) Bulunan (pg/mL)
BRI TIM BRI TIM
‘5. 6 10 6.07 10.04
=§ 15 40 14.99 40.56
24 70 23.30 70.92
g 6 10 5.65 10.61
g 15 40 15.07 40.98
5 24 70 23.44 71.62
Geri kazanim (%)
BRI TIM
! 101.2 100.4
=§ 100.0 101.4
97.1 101.3
g 94.2 106.1
LE 100.5 102.5
5 97.6 102.3
BSS (%)
BRI TIM
'3, 2.13 2.34
=§ 0.14 0.41
0.15 0.34
g 4.55 0.54
<
B 0.16 0.28
5
O 0.20 0.30
BSH (%)
BRI TIM
‘3. 1.23 0.35
:5 -0.04 1.41
2,91 1.31
g -5.83 6.13
<
ig 0.46 2.46
5 -2.35 232

BSS= Bagil standart sapma, BSH= Bagil standar hata n= 3 (her bir konsantrasyon seviyesi i¢in)
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Analiz isleminde PCR yontemini gergek ticari goz damlasi preparatlarin analizinden
once, BRI ve TIM igeren farmasétik preparattaki diger bilesenlerin analiz {izerine bir etkisi
olup olmadigr test edildi. Bu test i¢in de standart ilave yontemi uygulandi. Ticari farmasotik
g6z damlas1 preparatindan 1 mL numune 50 mL metanol i¢inde ¢oziildi. Bu stok ¢ozeltisinden
gerekli seyreltmelerin yapilmasiyla preparatta belirtilen etiket miktarlarina gére numune
igeriginin lizerine standart ilavesi sonugta 6.0, 12.0 ve 16.0 ug/mL BRI ve 8.0, 30.0 ve 40.0
ug/mL TIM olacak sekilde stok ¢ozeltilerden ilave edildi. Hazirlanan bu ¢6zeltilerin % geri

kazanim ve % bagil standart sapma degerleri Cizelge 3.13 de sunuldu.
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Cizelge 3.13. Standart ekleme numunelerinden elde edilen analiz sonuglari.

Konulan Bulunan (png/mL)
(ng/mL)
BRI TIM BRI TIM
Formiilasyon 6 8 6.14 8.15
Formiilasyon 12 30 11.86 31.13
Formiilasyon 16 40 16.24 40.79

Geri kazanim (%)

BRI TIM
102.30 101.82
98.86 103.76
101.50 101.99
BSS (%)
BRI TIM
0.17 0.06
0.18 0.26
0.10 0.19

BSS= Bagil standart sapma
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3.1.3.4. PCR yonteminin farmasétik preparata uygulanmasi

PCR yonteminin ticari preparata uygulanmasinda 1 mL g6z damlasi numunesi 50
mL’lik balonjojeye aktarildi ve hacmi metanolle tamamlandi. Balon joje manyetik karistirici
ile 40 dakika karistirild1 sonrasinda membran filtre (Sartorius Minisart ¢= 0,20 um) ile siiziildii.
Bu stok cozeltiden 4.0 mL alinip 10 mL’lik balon jojeye aktarildi ve hacmi metanolle
tamamlandi. Bu analiz ¢6zeltilerinin 220.0-340.0 nm dalga boyu bdlgesinde AL = 0.1 nm
araliklarla cizdirilen spektrumlarindan goéz damlasi igerigindeki BRI ve TIM miktarlar

hesaplandi. Bu islem 10 kez tekrar edildi.

Yukarida agiklanan tablet analiz islemi COMBIGAN® gz damlasi preparatina
uygulandi. COMBIGAN® goz damlasi sonuglar1 Cizelge 3.14. te sunuldu.
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Cizelge 3.14. PCR yonteminin ticari géz damlasina uygulanmasi ile elde edilen sonuglari. (Etiket
degeri BRI 2.0 mg/mL TIM 5.0 mg/mL).

mg/mL
PCR
Deney No. BRI TIM
1 2.07 4.95
2 2.09 4.95
3 2.07 5.02
4 2.05 4.98
5 2.06 4.98
6 2.05 4.98
7 2.02 5.01
8 2.02 4.98
9 2.01 4.97
10 2.00 4.97
X 2.04 4.98
SS 0.03 0.02
BSS 147 0.42
GA X+0.02(2.02-2.06) X+0.01(4.97-4.99)

X= Aritmetik ortalama

SS= Standart sapma

BSS= Bagil standart sapma
GA= Giiven aralig1
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3.1.4. BRI ve TIM karisiminin kemometrik PLS yontemi ile kantitatif analizi

Doktora tez ¢aligmasinin bu boliimiinde UV-Spektrofotometrik 6l¢iimlere dayali olarak
BRI-TIM karisiminin kismi en kiiglik kareler (partial least squares — PLS) yontemi

kullanilarak kantitatif analizleri ve deneysel sonuglar1 agiklanmaktadir.

Doktora tezinin bu kisminda boliim 2.2.5’te teorik temeli anlatilan PLS ydntemi;
bagimli degisken ile bagimsiz degiskenin maksimum ko-varyansina dayanan ¢ok degiskenli
kalibrasyon yontemleri arasinda yaygin olarak kullanilanlarindan birisidir. PLS yoOntemi
kompleks karigimlarin kantitatif analizlerinde son derece basarili sonuglar verdigi literatiirlerde

belirtilmektedir. Bu kapsamda PLS yontemi BRI-TIM kombinasyonunun analizine uygulandi.
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3.1.4.1. Stok, standart ve validasyon cozeltileri

d)

Analiz iglemleri i¢in metanol icerisinde 100 mL’lik hacim igerisinde 10 mg BRI ve 10
mg TIM c¢oziilerek her iki bilesigin stok ¢ozeltileri hazirlandi.

BRI bilesigini 5.0-25.0 pg/mL ve TIM bilesigini 8.0-72.0 pg/mL konsantrasyon
araliginda iki bilesik i¢in 5 farkli konsantrasyon seviyesinde 25 adet farkl
kombinasyonda kalibrasyon ¢ozeltileri konsantrasyon (derisim) seti olarak hazirlandi.
Analiz edilen bilesiklerin kalibrasyon konsantrasyon araliklari igerisinde olacak sekilde
BRI ve TIM bilesiklerini igeren yapay karisimlardan olusan validasyon test ¢ozeltileri
hazirlandi.

Giin i¢i ve giinler aras1 deneylerde n=6 deneme igin {i¢ farkli konsantrasyon seviyesinde
BRI (diisiik= 6.0 pg/mL, orta= 15.0 pg/mL ve yliksek= 24.0 ng/mL) ve TIM (diisiik=
10.0 pg/mL, orta= 40.0 pg/mL ve yiiksek= 70.0 pg/mL) i¢eren ¢ozeltiler taze ve giinliik
hazirland1.

Standart ekleme tekniginde ticari formiilasyondan 0.04 mL alinarak 10 mL’lik balon
jojeye aktarilarak lizerine bilesiklerin standart ¢ozeltilerinden {i¢ farkli konsantrasyon
seviyesinde (BRI i¢in diisiik= 6.0 pg/mL, orta= 12.0 ng/mL ve yiiksek= 16.0 ng/mL
ve TIM igin diisiik= 8.0 ng/mL, orta= 30.0 pg/mL ve yiiksek= 40.0 ng/mL) ilaveler ile

standart ekleme ¢ozeltileri hazirlandi.
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3.1.4.2. Kemometrik PLS Kalibrasyonu

PLS yonteminin uygulanmasinda metanol igerisindeki BRI ve TIM stok ¢ozeltileri
kullanilarak bes seviyeli ve iki faktorlii (52) olan kalibrasyon seti Cizelge 3.15°te sunuldugu
gibi hazirlandi. Kalibrasyon setindeki herbir ¢ozeltinin 220.0-340.0 nm dalga boyu araliginda
AN = 0.1 nm araliklarla orjinal absorbsiyon spektrumlari ¢izdirildi ve kodlanarak bilgisayar
hafizasina kaydedildi. Sekil 3.8.B’de kalibrasyon set ¢ozeltilerinin UV spektrumlar1 yer
almaktadir. Sekil 3.8.A’dan da anlasilacagi gibi BRI ve TIM ayni spektral dalga boyu
araliginda girisim yapmaktadir ve ayni sekil {izerinde BRI ve TIM karigiminin UV spektrumu
da sunulmaktadir. Spektral girisim yapmalar1 sebebiyle klasik spektrofotometrik yontemler ile
BRI-TIM karisiminin dogrudan kantitatif analizleri miimkiin degildir. Bu agidan BRI-TIM
karisiminin analizi i¢in herhangi bir 6n ayirma islemine ihtiya¢ duyulmadigi i¢in PLS yontemi

uygulanmgtir.

PLS kalibrasyonunun matematiksel insas1 i¢in 25 x 2 y-blok (konsantrasyon set,
bagimsiz degisken) ve 1151 x 25 x-blok (absorbans set, bagimli degisken) arasindaki dogrusal
iliskiye PLS kalibrasyon algoritmasi uygulandi. Kemometrik PLS kalibrasyon islemlerinde bu
islem 10 faktor icin test edildi. Ancak PLS kalibrasyonunda model i¢in minimum hata faktorii
ilk iki faktor kalibrasyona alindiginda gozlendi. Sekil 3.9’dan PLS kalibrasyon modelinde ilk
iki faktor kullanildiginda minimal hata ile kalibrasyonu gerceklestirebilecegi anlasilmaktadir.

PLS kalibrasyonuna ait ti¢ boyutlu projeksiyon Sekil 3.10’da sunulmustur.
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Cizelge 3.15. BRI ve TIM karigimini igeren kemometrik kalibrasyon seti.

pug/mL pg/mL
Deney No BRI TIM Deney No BRI TIM

1 5 72 15 25 56
2 10 56 16 5 24
3 15 40 17 20 56
4 20 24 18 5 40
5 25 8 19 10 72
6 5 56 20 15 56
7 10 40 21 20 40
8 5 8 22 25 24
9 15 24 23 10 8
10 25 72 24 15 72
11 20 8 25 25 40
12 10 24

13 20 72

14 15 8
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Sekil 3.8. A) BRI (20.0 pg/mL), TIM (40.0 ug/mL) ve ticari g6z damlasinin UV spektrumlari, B) Kalibrasyon
numunelerinin UV spektrumlari.
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Sekil 3.9. BRI ve TIM i¢in PLS kalibrasyonunda tahmin edilen hatalarin karesinin ortalamas: (estimated mean
squared prediction error).
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Sekil 3.10. PLS kalibrasyonunun ii¢ boyutlu projeksiyonlari.
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3.1.4.3. PLS yonteminin analitik validasyonu

Calismada PLS yonteminin validasyonu i¢in metanol igerisindeBRI i¢in 5.0-25.0
pg/mL ve TIM ig¢in 8.0-72.0 pg/mL calisma araligi icinde olacak sekilde farkli
konsantrasyonlarda 11 adet yapay karisim ¢ozeltisinden ibaret olan bir validasyon seti
hazirlandi. Hazirlanan bu validasyon seti kullanilarak hesaplanan PLS yonteminin kesinlik ve
dogrulugu test edildi. PLS yonteminin validasyon seti olarak hazirlanan yapay karigimlara
uygulanmas ile elde edilen sonuglar Cizelge 3.16. da sunuldu. Geri kazanim degerleri, BRI
icin % 99.9, TIM i¢in % 101.1 olarak bulundu. Bagil standart sapma degerleri, BRI i¢cin 0.71ve
TIM i¢in 0.42 olarak hesaplandi (Cizelge 3.16).
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Cizelge 3.16. BRI ve TIM sentetik karisim ¢ozeltilerinin analiz sonuglari.

Konulan(pg/mL) Bulunan (pg/mL) Geri kazanim (%)
Deney No BRI TIM BRI TIM BRI TIM
1 5 40.0 5.0 40.5 100.9 101.2
2 10 40.0 10.0 40.5 100.2 101.2
3 15 40.0 15.0 40.2 99.8 100.6
4 20 40.0 19.9 40.2 99.4 100.6
5 25 40.0 24.7 40.4 98.9 101.0
6 16 8 16.1 8.2 100.9 102.1
7 16 24 15.9 24.3 99.5 101.4
8 16 40 16.0 40.5 99.9 101.3
9 16 56 15.9 56.5 99.5 100.8
10 16 72 16.2 72.7 101.0 101.0
11 20 50 19.8 50.5 99.2 101.0
X 99.9 101.1
SS 0.71 0.42
BSS 0.71 0.42

X= Aritmetik ortalama
SS= Standart sapma
BSS= Bagil standart sapma
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Geri kazanim calismasinin ardindan, PLS yonteminin tekrar edilebilirligini test etmek
icin giin i¢i ve giinler arasi c¢alismalar1 yapildi. Bu ¢aligmalar, ayni1 giin iginde ve giinler
arasinda taze hazirlanan, kalibrasyon konsantrasyon araligi i¢inde ii¢ farkli konsantrasyonda
(BRI i¢in 6.0, 15.0 ve 24.0 ve TIM ig¢in 10.0, 40.0 ve 70.0 pg/mL) her derisim i¢in 6 farklh

¢ozelti kullanilarak gergeklestirildi. Hesaplanan sonuglar Cizelge 3.17°de verilmektedir.
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Cizelge 3.17. Giin i¢i ve giinler arast numunelerinin analiz sonuglart.

Konulan (ug/mL) Bulunan (pg/mL)
BRI TIM BRI TIM
5 6 10 5.86 9.97
£ 15 40 15.03 40.56
O
24 70 24.09 70.74
§ 6 10 5.85 10.33
LZ 15 40 15.13 40.91
5 24 70 24.24 71.38
Geri kazanim (%)
BRI TIM
5 97.7 99.7
g 100.2 101.4
6]
100.4 101.1
§ 97.6 103.3
g 100.9 102.3
5 101.0 102.0
BSS (%)
BRI TIM
5 1.54 2.77
5 0.15 0.33
6]
0.11 0.31
§ 0.83 0.80
ig 0.27 0.25
5 0.26 0.26
BSH (%)
BRI TIM
5 -2.35 -0.27
= 0.17 1.39
6]
0.36 1.06
§ 2.42 3.34
ig 0.88 2.28
5 0.98 1.97

BSS= Bagil standart sapma, BSH= Bagil standart hata n= 3 (her bir konsantrasyon seviyesi i¢in)
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Analiz isleminde PLS yontemini gergek ticari oftalmik preparatlarin analizinden 6nce,
BRI ve TIM igeren farmasoétik preparattaki diger bilesenlerin analiz iizerine bir etkisi olup
olmadig1 test edildi. Bu test icin de standart ilavesi tekniginden faydalanildi. Farmasotik
preparatlardaki 1 mL g6z damlasinin 50 mL metanol i¢inde ¢ozeltisi hazirlandi. Bu stok
cozeltisinden gerekli seyreltmelerin yapilmasiyla preparatin igerigindeki etiket miktarlarina
gore stok ¢ozeltilerden numune igeriginin {izerine 6.0, 12.0 ve 16.0 ug/mL BRI ve 8.0, 30.0 ve
40.0 pg/mL TIM olacak sekilde standart ilavesi yapildi. Bu islem COMBIGAN® goz
damlasina uygulandi. Analiz sonunda hesaplamalarda ticari gz damlasindan gelen BRI ve
TIM miktarlar diigiilerek ilave edilen standartlar i¢indeki BRI ve TIM i¢in geri kazanim ve
diger hesaplamalar yapildi. Ug farkli konsantrasyon seviyesinde bes tekrar ile bu analizler
gerceklestirildi. PLS yonteminin uygulamasinda % ortalama geri kazanim ve % bagil standart

sapma degerleri Cizelge 3.18 de sunulmustur.
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Cizelge 3.18. Standart ekleme numunelerinden elde edilen analiz sonuglar.

Konulan (ng/mL)

Formiilasyon
Formiilasyon

Fprmiilasyon

Bulunan (pg/mL)

BRI TIM
6.21 7.93
12.05 30.32
15.82 40.66

Geri kazanim (%)

BRI TIM
103.5 99.1
100.4 101.1
98.8 101.7
BSS (%)
BRI TIM
0.15 0.28
0.11 0.71
0.22 0.31

BSS= Bagil standart sapma
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3.1.4.4. PLS yonteminin farmasétik preparata uygulanmasi

Calismada PLS yOnteminin ticari preparata uygulanmasinda 1 mL g6z damlasi
numunesi 50 mL’lik balonjojeye aktarildi ve hacmi metanolle tamamlandi. Manyetik
karistirict ile balon joje igerigi 40 dakika karistirildiktan sonra siringa ucu membran filtre
(Sartorius Minisart ¢= 0,20 um) ile siiziildii. Bu analiz ¢ozeltilerinin 220.0-340.0 nm dalga
boyu bolgesinde AL = 0.1 nm araliklarla ¢izdirilen spektrumlarindan géz damlasi igerigindeki

BRI ve TIM miktarlar1 hesaplandi. Bu islem 10 kez tekrar edildi.

Yukarida agiklanan goz damlasi analiz islemi COMBIGAN® g6z damlasi preparatina
uygulandi. COMBIGAN® goz damlas1 sonuglar1 Cizelge 3.19. da sunuldu.
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Cizelge 3.19. PLS yontemlerinin ticari goz damlasina uygulanmasi ile elde edilen sonuclar. (Etiket degeri:
BRI 2.0 mg/mL TIM 5.0 mg/mL).

mg/mL
Deney No. BRI TIM
1 1.99 5.06
2 1.99 5.05
3 2.01 5.12
4 2.06 5.11
5 2.06 5.13
6 1.99 5.10
7 1.96 5.09
8 2.05 5.09
9 2.05 5.06
10 2.05 5.05
X 2.02 5.09
SS 0.04 0.03
BSS 1.87 0.59
GA X+0.03(1.99-2.05) X+0.02(5.07-6.01)

X= Aritmetik ortalama

SS= Standart sapma

BSS= Bagil standart sapma
GA= Giiven aralig1
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3.1.5. BRI-TIM Karisiminin Mexh-SDD ve Sym5-SDD Sinyal isleme Yéntemleri ile
Kantitatif Analizi

Stirekli dalgacik doniisiim (SDD) (countinuous wavelets transform — CWT) sinyal
isleme yontemleri karisim analizlerine algoritmalar1 geregi sinyal/giiriiltii oranini diisiirmeleri
ve girisim yapan spektral bantlari basariyla ayirdigr i¢in karisim analizlerinde yaygin bir
sekilde uygulanmaktadir. Dolayisiyla SDD yaklagimi spektrofotometrik yontemler ile birlikte
kullanildiginda, spektrofotometrik yontemlerin kompleks karigimlarin analizlerindeki giicii

artmaktadir.

Doktora tez ¢alismasinin bu boliimiinde SDD yontemlerinden olan Symlet5 (Symb)-
SDD ve Mexican Hat (mexh)-SDD yo6ntemleri BRI ve TIM’1n kantitatif analizi i¢in 220.0-
340.0 nm dalga boyu araliginda AL = 0.1 nm araliklarla orjinal absorbsiyon spektrumlarina

uygulandi.
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3.1.5.1. Stok, standart ve validasyon cozeltileri

d)

Analiz iglemleri i¢in metanol icerisinde 100 mL’lik hacim igerisinde 10 mg BRI ve 10
mg TIM c¢oziilerek her iki bilesigin stok ¢ozeltileri hazirlandi.

BRI bilesigini 5.0-25.0 pg/mL ve TIM bilesigini 8.0-72.0 pg/mL konsantrasyon
araliginda iki bilesik i¢in 5 farkli konsantrasyon seviyesinde 25 adet farkl
kombinasyonda kalibrasyon ¢ozeltileri konsantrasyon (derisim) seti olarak hazirlandi.

Analiz edilen bilesiklerin kalibrasyon konsantrasyon araliklar1 i¢cerisinde olacak sekilde
BRI ve TIM bilesiklerini igeren yapay karisimlardan olusan validasyon test ¢ozeltileri
hazirlandi.

Glin i¢i ve glinler aras1 deneylerde n=6 deneme igin {i¢ farkli konsantrasyon seviyesinde
BRI (diisiik= 6.0 png/mL, orta= 15.0 pg/mL ve yliksek= 24.0 ug/mL) ve TIM (diisiik=
10.0 pg/mL, orta= 40.0 pg/mL ve yiiksek= 70.0 pg/mL) i¢eren ¢ozeltiler taze ve giinliik
hazirland1.

Standart ekleme tekniginde ticari formiilasyondan 0.04 mL alinarak 10 mL’lik balon
jojeye aktarilarak lizerine bilesiklerin standart ¢ozeltilerinden ti¢ farkli konsantrasyon
seviyesinde (BRI i¢in diisiik= 6.0 pg/mL, orta= 12.0 ng/mL ve yiiksek= 16.0 ng/mL
ve TIM igin diisiik= 8.0 ng/mL, orta= 30.0 pg/mL ve yiiksek= 40.0 ng/mL) ilaveler ile

standart ekleme ¢ozeltileri hazirlandi.
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Sekil. 3.11. a) BRI ve TIM’1n kalibrasyon setinin spektrumu, b) mexh-SDD y6ntemi ve ¢) sym5-SDD yodnteminin

kalibrasyon setinin UV spektrumlarina uygulanmasi
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Mexh-SDD ile sym5-SDD 220.0-340.0 nm dalga boyu bélgesinde kalibrasyon UV
spektrumlarina uygulandi ve elde edilen spektrumlari, genliklerine kars1 dalga boyu grafige
gegirilerek elde edildi (Sekil 3.11). Mexh-SDD yonteminde kalibrasyon grafigi; BRI
kalibrasyon ¢ozeltileri i¢in 277.1 nm dalga boyunda ve TIM kalibrasyon ¢ozeltileri i¢in i¢in
295.2 nm dalga boyundaki genlikleri Olgiilerek hesaplandi. Sym5-SDD yo6nteminde
kalibrasyon grafigi; BRI kalibrasyon c¢ozeltileri i¢in 233.2 nm dalga boyunda ve TIM
kalibrasyon ¢ozeltileri i¢in i¢in 288.1 nm dalga boyundaki genlikleri dlciilerek hesaplandi.

Bu iki dalga boyundaki dogrusal regresyon analizi ile elde edilen sonuglar, Cizelge 3.20

de goriilmektedir.
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Cizelge 3.20. BRI ve TIM kalibrasyonu i¢in mexh-CWT ve sym5-CWT ydntemlerinin regresyon analizi

sonuglari
mexh-CWT sym5-CWT
BRI TIM BRI TIM
m 0.2228 0.2231 0.1924 0.2815
n 0.5745 -0.0348 -0.4097 0.1067
r 0.9997 1.0000 0.9998 1.0000
SD (m) 3.35x10°% 3.50 x10* 2.23x103 4.23 x10*
SD (n) 5.56 X102 5.56 x1072 3.69 X102 3.69 x102
SD(r) 5.30 x107 1.77 x10°2 3.52 x107? 2.14 x10
LOD 0.29 1.39 0.27 0.55
LOQ 0.97 4.62 0.90 1.82

m = Dogrusal regresyon esitliginin egimi
n= Dogrusal regresyon esitliginin kesim noktasi
r= Dogrusal regresyon esitliginin korelasyon katsayisi
SD (m) = Egimin standart sapmasi
SD (n) = Kesim noktasinin standart sapmasi
SD(r) = Korelasyon katsayisinin standart sapmast
LOD = Yakalama sinirt (pg/mL)

LOQ = Tayin smir1 (ug/mL)

Cizelge 3.20. deki lineer regresyon analizine gore kalibrasyon denklemleri kullanilarak
numunelerin i¢indeki BRI ve TIM miktarlar1 hesaplandi.

180



3.1.5.2. Sinyal isleme yontemlerinin validasyonu

Bu bolimdeki validasyon ¢alismasinda gelistirilen yoOntemlerin gegerliligini
dogrulamak icin % geri kazanim g¢alismasi, giin i¢i ve giinler arasi analiz islemi ve standart

ilave teknigi analizleri yapildi.

Mexh-SDD ve Sym5-SDD yontemlerinin validasyonu i¢in metanol igerisindeki stok
cozeltilerden BRI i¢in 5.0-25.0 pg/mL ve TIM igin 8.0-72.0 pg/mL ¢alisma araliginda i¢inde
olacak sekilde her biri farkli konsantrasyonlarda BRI ve TIM igeren 11 adet farkli karisim
¢ozeltisini iceren validasyon seti hazirlandi ve Cizelge 3.21°de sunuldu. Mexh-SDD yontemi
icin yiizde geri kazanim ile bagil standart sapma degerleri BRI i¢in sirasiyla % 102.5 ve 1.73,
TIM i¢in %98.9 ve 0.65 olarak, Sym5-SDD yo6ntemi i¢in yiizde geri kazanim ile bagil standart
sapma degerleri BRI i¢in sirasiyla % 99.8 ve 1.77, TIM i¢in % 100.6 ve 1.05 olarak hesaplandi.
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Cizelge 3.21. Mexh-SDD ve Sym5-SDD yontemlerinin BRI-TIM ikili yapay karigimlarina uygulanmasiyla elde
edilen analiz sonuglar

Mexh-SDD Sym5-SDD

Konulan (ug/mL)  Bulunan (pg/mL)  Geri Kazanim (%)  Bulunan (ng/uL)  Geri Kazanim (%)

Kod BRI TIM BRI TIM BRI TIM BRI TIM BRI TIM
M1 5 40.0 5.1 39.7 101.9 99.2 4.9 39.8 97.9 99.4
M2 10 40.0 10.6 39.5 105.6 98.8 10.1 39.9 101.4 99.8
M3 15 40.0 15.4 39.4 102.5 98.5 14.9 39.8 99.6 99.5
M4 20 40.0 20.4 39.6 101.9 99.0 19.9 40.1 99.5 100.2
M5 25 40.0 24.9 39.7 99.7 99.3 245 40.5 98.1 101.1
M6 16 8 16.7 7.8 104.3 97.3 16.6 8.2 103.5 102.4
M7 16 24 16.4 23.6 102.4 98.5 16.1 24.4 100.9 101.8
M8 16 40 16.4 39.6 102.6 99.1 16.0 40.2 100.1 100.4
M9 16 56 16.0 55.3 100.0 98.8 15.6 55.8 97.4 99.7
M10 16 72 16.7 71.8 104.5 99.7 16.1 735 100.8 102.0
M11 20 50 20.4 49.8 102.2 99.6 19.8 50.3 99.2 100.6
X 102.5 98.9 X 99.8 100.6

SS 1.78 0.64 SS 1.76 1.06

BSS 1.73 0.65 BSS 1.77 1.05

X = Aritmetik ortalama
SS = Standart sapma
BSS = Bagil standart sapma
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Diger validasyon isleminde Mexh-SDD ve Sym5-SDD yontemlerinin tekrar
edilebilirligini 6lgmek i¢in gilin i¢i ve giinler aras1 Ol¢iimleri yapildiktan sonra sonuglari
validasyon parametreleri ile degerlendirildi. Bu islem, kalibrasyon konsantrasyon aralig1 iginde
ti¢ farkli konsantrasyonda BRI i¢in diisiik 6.0 pg/mL, orta 15.0 pg/mL ve yiiksek 24.0 pg/mL
ve TIM ig¢in diisiik 10.0 pg/mL, orta 40.0 pg/mL ve yiiksek 70.0 pg/mL olmak iizere 6 farkli
¢ozelti giinliikk hazirlanarak ayni giin i¢inde ve giinler arasinda Slgtimleri gergeklestirildi.
Alman 6lgiimlere Mexh-SDD ve Sym5-SDD yontemleri uygulandiginda elde edilen sonuglar
Cizelge 3.22 de sunuldu.
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Cizelge 3.22. Mexh-SDD ve Sym5-SDD yontemlerinin giin igi ve giinler arasi analiz sonuglari.

Bulumam (pg/mL)

Konulan (ug/mL) mexh-CWT sym5-CWT
BRI TIM BRI TIM BRI TIM
g 6 10 6.10 9.55 6.06 10.46
ig 15 40 15.26 39.60 14.91 40.06
5 24 70 24,12 70.20 23.53 71.95
- 6 10 5.56 9.55 5.94 10.44
é 15 40 15.12 39.82 14.87 40.30
3 24 70 24.10 70.72 23.57 72.52

Geri Kazanim (%)

mexh-CWT sym5-CWT
BRI TIM BRI TIM
§ 101.6 95.5 101.1 104.6
igﬁ 101.7 99.0 99.4 100.2
5 100.5 100.3 98.0 102.8
- 92.6 95.5 99.0 104.4
£ 100.8 99.5 99.1 100.8
© 100.4 101.0 98.2 103.6

BSS (%)

mexh-CWT sym5-CWT
BRI TIM BRI TIM
§ 0.96 0.21 0.68 0.30
?g 0.68 0.13 0.36 0.20
B 0.24 0.21 0.10 0.32
5 5.52 0.11 0.21 0.07
é 0.09 0.20 0.04 0.20
© 0.11 0.26 0.23 0.41

BSH (%)

mexh-CWT sym5-CWT
BRI TIM BRI TIM
g 1.63 -4.51 1.06 4.61
B 1.72 -1.00 -0.57 0.15
’5 0.52 0.28 -1.97 2.79
5 -7.36 -4.47 -0.98 4.39
é 0.82 -0.46 -0.87 0.75
© 0.42 1.03 -1.78 3.60

BSS= Bagil standart sapma, BSH= Bagil standart hata n= 3 (her bir konsantrasyon seviyesi i¢in)
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Standart ilave teknigi kullanilarak BRI ve TIM bilesiklerini i¢eren farmasdtik goz
damlasi1 preparatindaki yardimci maddelerin Mexh-SDD ve Sym5-SDD yontemlerinin analiz
tizerine bir etkisi olup olmadigi incelendi. Ticari géz damlasi numunesinden 1 mL alinip 50
mL’lik balon jojede metanolle Sstok ¢o6zeltisi hazirlandi. Preparatin iizerindeki etiket
miktarlarina gore bu stok ¢ozeltisinden gerekli seyreltmelerin yapilmasiyla numune igeriginin
tizerine stok ¢ozeltilerden 6.0, 12.0 ve 16.0 ug/mL BRI ve 8.0, 30.0 ve 40.0 ug/mL TIM olacak
sekilde standart ilavesi yapildi. Bu islem COMBIGAN® goz damlasina uygulandi. Analiz
sonuglarinda ticari géz damalsindan gelen BRI ve TIM miktarlar1 diisiilerek ilave edilen
standartlar icindeki BRI ve TIM i¢in geri kazanim ve diger hesaplamalar yapildi ve Cizelge
3.23’te sunuldu. Uc farkli konsantrasyon seviyesinde bu denemeler bes tekrar ile

gerceklestirildi.
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Cizelge 3.23. Standart ekleme numunelerinden elde edilen analiz sonuglari.

Konulan (ng/mL) Bulunan (png/mL)
mexh-CWT sym5-CWT
BRI TIM BRI TIM BRI TIM
Formiilasyon 6 8 5.87 8.03 5.95 8.17
Formiilasyon 12 30 12.04 30.16 12.12 30.76
Formiilasyon 16 40 16.07 41.03 16.41 41.63
Geri Kazanim(%)
mexh-CWT sym5-CWT
BRI TIM BRI TIM
97.9 100.4 99.2 102.1
100.3 100.5 101.0 102.5
100.4 102.6 102.6 104.1
BSS (%)
mexh-CWT sym5-CWT
BRI TIM BRI TIM
0.18 0.23 0.15 0.20
0.23 0.83 0.10 1.60
0.21 0.28 0.68 0.90

BSS= Bagil Standart Sapma
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3.1.5.3. Mexh-SDD ve Sym5-SDD yontemlerinin farmasétik preparata uygulanmasi

Calismada Mexh-SDD ve Sym5-SDD yontemlerinin ticari preparata uygulanmasinda
1 mL gbéz damlasi numunesi 50 mL’lik balonjojeye aktarildiktan sonra hacmi metanol
tamamlandi. Balon joje manyetik karistiricida 40 dakika karistirildiktan sonra siringa ucu
Sartorius Minisart ¢= 0,20 um’lik membran filtre ile siiziildii. Bu analiz ¢6zeltilerinin 220.0-
340.0 nm dalga boyu bolgesinde AXL = 0.1 nm araliklarla ¢izdirilen spektrumlarindan goz
damlasi icerigindeki BRI ve TIM miktarlar1 hesaplandi. Bu igslem 10 kez tekrar edildi.

Yukarida agiklanan goz damlasi analiz islemi COMBIGAN® goz damlasi preparatina
uygulandi. COMBIGAN® goz damlasi sonuglar Cizelge 3.24° te sunuldu.
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Cizelge 3.24. Mexh-CWT ve Sym5-CWT yontemlerinin ticari géz damlasina uygulanmasi ile elde edilen
sonuglar. (Etiket degeri: BRI 2.0 mg/mL TIM 5.0 mg/mL).

mg/mL
mexh-CWT sym5-CWT
Deney No. BRI TIM BRI TIM
1 2.01 4.98 1.99 5.02
2 1.99 5.02 2.02 5.01
3 1.94 5.06 1.94 5.08
4 2.01 5.04 1.96 4.98
5 1.97 5.12 2.03 4.99
6 2.00 5.03 2.01 4.97
7 2.04 5.05 2.04 4.98
8 1.95 5.03 1.98 4.96
9 1.96 4.92 1.97 4.95
10 1.98 5.01 1.98 491
X 1.98 5.03 1.99 4.99
SS 0.03 0.05 0.03 0.05
BSS 1.51 1.05 1.71 0.91
GA X+0.02(1.96-2.00)  X+0.04(4.99-5.07)  X+0.02(1.97-2.01)  X+0.04(4.95-5.03)

X= Aritmetik ortalama

SS= Standart sapma

BSS= Bagil standart sapma
GA= Giiven aralig1
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3.1.6. BRI-TIM Karisim i¢in uygulanan yontemlerin istatistiksel karsilastirilmasi

Doktora tezinin BRI-TIM karisimindaki miktar tayini i¢in gelistirilen yontemlerin ticari
preparatlara uygulamasiyla elde edilen sonuglari karsilastirmak icin p=0.05 olasilik diizeyinde
ni=4 ve ny= 45 serbestlik derecesinde ANOVA (Analysis of Variance) testi uygulandi. Bu
istatistiksel test isleminde, BRI-TIM karisimini iceren formiilasyondan yontemler ile BRI ve
TIM etken maddelerinin kantitatif analiz sonuglarina ANOVA testi uygulamasiyla elde edilen
sonuclar Cizelge 3.25 te listelendi. ANOVA testi sonuglarindaki F ve p degerlerine gére UPLC,
PCR, PLS, Mexh-SDD ve Sym5-SDD yontemlerinin analiz sonuglari arasinda anlamli bir fark

olmadig1 gozlendi.
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Cizelge 3.25. Gelistirilen yontemlerin BRI-TIM karigimini igeren ticart preparatlar uygulamasiyla elde edilen kantitatif analizi sonuglarina istatistiksel
analizi i¢in ANOVA test sonuglar1

Deney Sayisi Toplam Ortalama Varyans
Y ontemler BRI TIM BRI TIM BRI TIM BRI TIM
UPLC 10 10 19.89 50.63 1.99 5.06 0.0021 0.0126
PLS 10 10 20.1 50.58 2.01 5.06 0.0016 0.0060
PCR 10 10 20.31 49.91 2.03 4.99 0.0024 0.0020
Mexh-SDD 10 10 19.9 50.03 1.99 5.00 0.0014 0.0078
Sym5-SDD 10 10 19.92 49.85 1.99 4.99 0.0010 0.0021
KT SD KO F-hesap P-degeri F-tablo
Varyasyon BRI TIM BRI TIM BRI TIM BRI TIM BRI TIM BRI TIM
Yontemler Arasi 0.0132 0.0565 4 4 0.0033 0.0141 1.93 2.32 0.12 0.07 2.58 2.58
Yontemler I¢i 0.0767 0.2737 45 45 0.0017 0.0061
Toplam 0.0899 0.3302 49 49

KT =karelerin toplami
SD = serbestlik derecesi
KO = karelerin ortalamasi
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3.2. DOR ve TIM Karistminin Analizi

3.2.1. UPLC yonteminin gelistirilmesinde kemometrik optimizasyon

Bu tez calismasinda Timolol Maleat (TIM)-Dorzolamid Hidroklorir (DOR)
karisimininAsirt yiiksek basingl sivi kromatografisi (Ultra Pressure Liquid Chromatography
— UPLC) yontemi ile analizi isleminde kromatografik cevap iizerine etki eden faktorlerin
optimizasyonu gerceklestirildi. Deneysel tasarim ve optimizasyon teknigi ile saptanan
kromatografik kosullarda UPLC yontemi gelistirildi, valide edildi ve ticari formiilasyonun
analizine uygulandi. UPLC yonteminin gelistirilmesinde kemometrik optimizasyon yaklasimu,
kisa alikonma zamani ve istenen en iyi kromatografik ayrimi saglayan deneysel sartlarin

bulunmasinda dogru karar verilmesini sagladi.
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Doktora tez ¢alismasinda TIM-DOR karisiminin analizi i¢in yeni bir UPLC yonteminin
gelistirilmesinde deneysel tasarim ve optimizasyon metodolojisi kullanildi. Kromatografik
optimizasyon isleminde, yapilan 6n c¢alismalardan sonra cevap faktorii iizerine etkili
faktorlerin, kolon sicakligi (°C), akis hizi (mL/dak) ve hareketli fazdaki 4.0x10* M
CIzCCOOH yiizdesi (%) oldugu saptandi. Optimizasyon isleminde bagimli degiskenler olarak
% 4.0x10* M ClsCCOOH, kolon sicaklig1 ve akis hiz1 sirastyla X1, X2 ve X3 olarak gosterildi.
Etkili bu faktorlerin diisiik (-1), orta (0) ve yiiksek (+1) olmak flizere {i¢ farkli seviyesini
kapsayan tasarim uzayr olusturuldu. Faktorler ve karsilik gelen seviyeler Cizelge 3.26’da
sunuldu. UPLC yonteminin optimizasyonunda Box-Behnken tasarimi Cizelge 3.27’de
gosterildigi gibi planlanarak 17 farkli seviye kombinasyonunda 20 pg/mL TIM ve 20 pg/mL
DOR igeren numunelerin otomatik enjeksiyon islemiyle UPLC sisteminde 275 nm dalga
boyunda kromatogramlar ¢izdirildi ve kromatogramlar Sekil 3.12’de sunuldu. Elde edilen bu
kromatogramlar iizerinden Bo6liim 2.2.7°de agiklanan ICRF 6lgiim parametreleri ve denklemi
kullanilarak ICRF degerleri hesaplandi ve Cizelge 3.27°de tasarim uzayinda olgiilen kolonu

olarak verildi.

Bolim 2.2.7 de teorik agiklamasi yapilan ICRF’nin 6zelligi, minimum alikonma
stiresinde analiz edilen etken maddelerin maksimum ayrimini saglayan matematiksel bir

fonksiyondur (Carle, 1972).
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Cizelge 3.26. Box-Behnken tasariminda kullanilan faktorlerin ¢aligma araligt ve seviyeleri.

4.0x10* M CI;CCOOH Kolon Sicaklig1 Akis Hizx
Seviye % VIV (X1) °C (x2) mL/dak (xzs)
-1 12.0 30.0 0.20
0 38.0 45.0 0.30
1 64.0 60.0 0.40
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Sekil 3.12. DOR (a) ve TIM (b) i¢in 275.0 nm’de Box-Behnken Tasarimi i¢in UPLC kromatogrami.
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Cizelge 3.27. Box-Behnken tasarim ve ICRF degerleri.

4.0x10“ M
ClsCCOOH Kolon Sicaklig1 Akis Hizt ICRF
Deney No. X1 X2 X3 R Rtahmin
1 -1 0 -1 11.6165 11.5095
2 0 0 0 1.5560 1.5547
3 1 -1 0 1.5874 1.5707
4 0 -1 -1 4.1937 4.2310
5 -1 -1 0 5.3232 5.3719
6 1 0 -1 2.5443 2.5028
7 0 0 -1 4.5346 4.6020
8 0 1 0 0.9576 0.9362
9 -1 1 0 5.5375 5.5779
10 0 1 1 0.2173 0.1793
11 1 1 0 1.1277 1.1028
12 -1 0 1 2.7023 2.7201
13 0 1 -1 3.8233 3.8671
14 0 0 1 0.6999 0.6812
15 0 -1 1 0.1216 0.0772
16 0 -1 0 1.0920 1.0672
17 1 0 1 3.3672 3.4505
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Kromatografik yontemin kemometrik yontem optimizasyonu ile optimak kromatografik
deney kosullarinin bulunmasi i¢in bagimsiz degiskenler; olarak % 4.0x10* M ClsCCOOH (X7,
kolon sicaklig1 (X2)ve akis hizi sirasiyla (X3) ve faktor etkilesimleri ile bagimli degisken olan
ICRF arasindaki matematiksel bagintidan dogrusal regresyon analizi ile ikinci dereceden
polinomiyal bir fnksiyon (model) bulundu. Bu model icin karsilik gelen matematiksel ifade

asagida sunulmaktadir.

y = 1.5547 — 2.0691x; — 0.0655x, — 1.9604x; + 2.4041x? — 0.5529x% + 1.0869x2 — 0.1685x,x, + 2.4343x; x5 +

0.1165x,%5 (2)

Bu model fonksiyonda X1, X> ve Xz faktorler, y ise ICRF’dir. X1X2, X1X3 ve XoX3
faktor etkilesimlerini gdsterir, X12, X2? ve X3? ise faktorlerin karesidir. Fonksiyondaki sayilar,
kesim ve model katsayilarin1 gostermektedir. Yukaridaki esitlikte verilen fonksiyonun
katsayilarinin anlamli olup olmadigmi ortaya koymak i¢in istatiksel test yapildi. Test
sonuglarindan elde edilen % 95 olasilik diizeyinde t- ve F- degerleri Cizelge 3.28’de 6zetlendi.
Biiyiik t- ve p- degeri < 0.05 oldugu i¢in segilen faktorlerin cevap lizerinde etkin oldugu

sonucuna varildi.
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Cizelge 3.28. Ikinci dereceden polinomiyal model iginistatistik t- ve F- testlerinin sonuglari.

Katsay: t- degeri P-degeri

Kesim noktasi 1.5547 28.30 0.0000
X1 -2.0691 -79.41 0.0000
X2 -0.0655 -2.81 0.0262
X3 -1.9604 -84.12 0.0000
X12 2.4041 63.50 0.0000
X2 -0.5529 -13.00 0.0000
X3? 1.0869 25.54 0.0000
X1*X2 -0.1685 -4.57 0.0026
Xi1*X3 2.4343 66.06 0.0000
X2*X3 0.1165 3.16 0.0159
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UPLC yonteminin optimizasyonunda faktorlerin etkilesimini ve ICRF arasindaki

iliskiyi gosteren ii¢ boyutlu ylizey grafikleri ¢izdirildi ve Sekil 3.13’de sunuldu.
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Sekil 3.13. a) Kolon sicakli§i-% 4.0x10* M CCl;COOH ile ICRF, b)akis hiz1-% 4x10* M CCIsCOOH ile ICRF,
¢) kolon sicakligi—akis hiz1 ile ICRF arasindaki iligskiyi gdsteren iic boyutlu yiizey grafikleri ve es

yiikselti egri haritalar1 (countour plots). (Response: Cevap — ICRF)
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Kolon sicakligi-% 4.0x10* M CCIsCOOH ile ICRF, b) akis hiz1-% 4.0x10* M
CCI3COOH ile ICRF, c) kolon sicakligi—akis hizi ile ICRF arasindaki iliskiyi gosteren ti¢
boyutlu yilizey grafikleri Sekil 3.13a-c’de verildi. Bu yiizey-cevap grafiklerine gore segilen
faktorlerin faktor etkilesimlerinin kromatografik cevap (ICRF) iizerine etkilerinin oldugu

goriilmektedir.

Sekil 3.13a’da kolon sicaklig1 orta seviyedeyken ve 4.0x10* M CCI;COOH yiizdesi
azaldikca ICRF degerinin arttigi gozlenmektedir.Ayn1 sonuglar yandaki es yiikselti eri
haritasindan da gériilebilir. Sekil 3.13b’de akis hiz1 azaldik¢a ve 4.0x10“% M CCI;COOH
yiizdesi azaldik¢a ICRF degerinin arttig1 gozlenmektedir. Sekil 3.13c’de kolon sicakligi orta
seviyedeyken ve akis hiz1 azaldik¢a ICRF degerinin arttig1 gozlenmektedir.

Bu deneysel tasarim ve optimizasyon metodolojisi ile BRI ve TIM karisiminin analizi
icin optimal kromatografik sart olarak; kolon sicakligi 45.0 °C, akis hiz1 0.32 mL/min ve
yiiriitiicii faz olarak % 60asetonitril ve % 40 4.0x10* M CCI3COOH olarak tespit edildi
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3.2.2. DOR ve TIM karisiminin optimize edilen UPLC yontemiyle Kkalitatif Analizi

3.2.2.1. Standart ¢ozeltiler

a) Metanol i¢ginde TIM 1, DOR’un 10.0 mg/100 mL olan stok ¢6zeltileri hazirlandi.

b) DOR ve TIM i. igin 5.0-40.0 pg/mL konsantrasyon araliginda 25 adet ¢6zeltilerinden olusan

kalibrasyon ¢ozeltileri hazirlandi.

c¢) Validasyon test ¢ozeltileri DOR ve TIM i¢in 5.0-40.0 ug/mL ¢alisma araliginda bu iki bilesigi

iceren 10 farkli konsantrasyonda hazirlandu.

d) Standart ekleme teknigi; Ticari formiilasyon (g6z damlasi) ¢ozeltisi varliginda DOR ve TIM
icin 5.0-32.0 ug/mL ¢alisma araliklar1 i¢inde li¢ farkli konsantrasyon; DOR ve TIM igin
distiik: 5.0 pg/mL, orta: 20.0 ug/mL ve yiikksek 32.0 ug/mL, olarak standart ekleme

¢Oziiltileri hazirlandi.

e) DOR ve TIM i¢in 5.0-35.0 ug/mL ¢alisma araliklar1 iginde bu iki bilesigi iceren 3 farkli
konsantrasyon DOR ve TIM igin diisiik: 5.0 pg/mL, orta: 20.0 pg/mL ve yiiksek: 35.0 ng/mL

giin i¢1 igeren gilin i¢i ve giinler aras1 ¢ozeltileri hazirlandi.
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3.2.2.2. UPLC yonteminin kromatografik sartlar:

Hareketli Faz : Analiz isleminde, DOR ve TIM’in kromatografik ayirimi igin
asetonitril ve 4.0x10* M CCIsCOOH (60:40, h/h) sisteminden olusan bir ¢ozelti
kullanild1.

Kolon Cinsi : Waters Acquity ® BEH Cag kolonu (100mm x 2.1 mm i.d., 1.7 pm)
kullanildi.

Kolon Sicakhg : Kolon igerisinde DOR ve TIM ayirimi (45°C)’de gergeklestirildi.
Basing : Kolon basinci analiz sirasinda yaklasik 340 bar civarindadir.

Akis Hizi : 1 dakikada 0.32 mL akis hiz1 ile analiz gerceklestirildi.

Enjeksiyon Hacmi : Her vial’den 1 pL alinacak sekilde enjeksiyon hacmi ayarlandi.

Dedeksiyon Dalga Boyu : DOR ve TIM analizi i¢in dalga boyu 275.0 nm olarak segildi.
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3.2.2.3. Dogrusal regresyon denklemlerinin hesaplanmasi

UPLC yontemininin kalibrasyonu ig¢in, DOR ve TIM ig¢in 5.0-40.0 pg/mL calisma
araliginda hazirlanan 25 adet kalibrasyon ¢ozeltilerinin DOR ve TIM i¢in 275.0 nm’de PDA
dedektort kullanilarak kromatogramlarin kayitlar: bilgisayar hafizasina alindi. Elde edilen bu
kromatogramlarda DOR’un alikonma zamani 1.62 dakika, TIM’1n alikonma zamani 1.86 olarak
rapor edildi (Sekil 3.14). Kromatografik analizde DOR ve TIM bilesiklerinin
kromatogramlarindan integrasyonla bulunan bir dogru denklemi elde edildi. Dogrusal

regresyon analizi ve istatistiksel sonuglar Cizelge 3.29. da sunulmustur.

202



Cizelge 3.29. Dogrusal regresyon analizi ve istatistik sonuglar.

DOR TIM
m 1.0619 17773
n
0.1681 0.9884
' 0.9994 0.9992
SD
(m) 7.35x10°% 1.46x10
Sbm 1.81x10° 3.60x10°*
Sb () 1.44x10°3 1.72x10°3
LR 0.51 0.61
LO
Q 1.70 2.02
m = Dogrusal regresyon esitliginin egimi
n= Dogrusal regresyon esitliginin kesim noktasi

r = Dogrusal regresyon esitliginin korelasyon katsayisi

SD (m) = Egimin standart sapmasi

SD (n) = Kesim noktasinin standart sapmasi

SD(r) = Korelasyon katsayisinin standart sapmast

LOD = Yakalama sinir1 (ng/mL)
LOQ = Tayin sinir1 (pg/mL)
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DOR ve TIM analizi i¢cin UPLC ydnteminin gelistirilmesinde deneysel tasarim ve
optimizasyon yonteminden faydalanilarak bulunan optimal kromatografik sartlara gore

cizdirilen kalibrasyon numunelerine ait kromatogramlar Sekil 3.14°te gosterildi.

Kalibrasyon setinde DOR ve TIM bilesiklerini igeren ¢ozeltilerin kromatogramlarinin
verileri UPLC-H-Class Empower2 programi vasitasiyla Microsoft EXxcel’e transferi
gerceklestirildi. Daha sonra Matlab 7.0 programinda “m-file” yazilimi kullanilarak DOR ve
TIM igin 275.0 nm’de pik alanlari ile konsantrasyon arasindaki matematiksel iliskiye dayali
dogrusal regesyon analizi ile dogrunun egimi, kesimi, korelasyon katsayilar1 ve istatistiksel

sonuglar1 hesaplandi ve Cizelge 3.29 da sunuldu.
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Sekil 3.14. Kalibrasyon numuneleri i¢in 275.0 nm’de elde edilen kromatogramlar. Kromatogramlar tizerindeki (a)
ve (b), sirastyla DOR ve TIM bilesiklerinin alikonma zamanlarini gostermektedir.
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3.2.2.4. UPLC analitik yontem validasyonu

Bu tez kapsaminda metanol igerisinde DOR ve TIM igin 5.0-40.0 ug/mL ¢alisma
araliginda kalacak sekilde farkli konsantrasyonlarda 10 adet karisim ¢ozeltisini igeren bir
validasyon seti, gelistirilen UPLC yoOnteminin analitik validasyonunu test etmek fiizere
hazirlandi. Bu validasyon setinin analizi ile UPLC yonteminin kesinlik ve dogrulugu kontrol
edildi, Geri kazanim degerleri DOR i¢in % 99.9, TIM igin % 99.5 olarak bulundu. Bagil
standart sapma degerleri DOR i¢in % 2.50ve TIM icin % 2.15 olarak hesaplandi. UPLC
yonteminin hazirlanan bu karisimlara uygulanmasi ile elde edilen geri kazanim ¢aligmasindaki

sonuclar Cizelge 3.30’da gosterildi.

DOR ve TIM karisiminin analizi i¢in Deneysel tasarim ve optimizasyon yontemiyle
gelistirilen UPLC yonteminin kesinligi ve dogrulugunu ¢ek etmek amaciyla giin i¢i ve gilinler
aras1 analizleri i¢in ti¢ farkli konsantrasyonda DOR ve TIM igeren (5.0, 20.0 ve 35.0 pg/mL)
cozeltiler hazirlandi. Giin i¢1 ve giinler aras1 numunelerin ayn1 giin 1’er saat araliklar ile ve
giinler arasinda birbirini izleyen 6 giinde olmak iizere 3’er tekrarli kromatogramlari alinarak
yapilan alan okumalar1 kullanilarak analiz edildi. Analiz sonuglar yiizde geri kazanim (%),

bagil standart sapma (%) ve bagil standart hata (%) ile Cizelge 3.31. de verildi.
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Cizelge 3.30. DOR ve TIM yapay karigim ¢ozeltilerinin analiz sonuglari.

Geri kazanim

Konulan (pg/mL) Bulunan (pg/mL) Geri kazanim (%)

KarigimNo. DOR TIM DOR TIM DOR TIM
1 32.0 5.0 32.80 4.96 102.5 99.1
2 320 10.0 32.95 10.20 103.0 102.0
3 32.0 20.0 32.93 20.65 102.9 103.3
4 32.0 30.0 32.40 30.53 101.3 101.8
5 320 40.0 32.40 40.35 101.2 100.9
6 5.0 8.0 4.94 8.01 98.7 100.1
7 10.0 8.0 10.16 7.89 101.6 98.6
8 20.0 8.0 20.73 8.06 103.6 100.7
9 30.0 8.0 30.30 7.85 101.0 98.1
10 40.0 8.0 40.56 7.77 101.4 97.1
X 99.9 99.5

SS 2.50 2.14

BSS 2.50 2.15

X= Avritmetik ortalama
SS= Standart sapma
BSS= Bagil standart sapma
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Cizelge 3.31. Giin igi ve giinler aras1 numunelerinin analiz sonuglari.

Konulan
(ng/mL) Bulunan (ung/mL)  Geri kazanim (%) BSS (%) BSH (%)
DOR TIM DOR TIM DOR TIM DOR TIM DOR TIM
Giin igi 5.0 5.0 5.10 5.05 101.9 101.1 2.33 1.62 1.95 1.08
20.0 20.0 20.49 20.73 102.5 103.7 0.71 4.93 2.47 3.65
35.0 35.0 35.15 36.03 100.4 102.9 1.37 2.19 0.44 2.94
Giinler
arasi 5.0 5.0 5.12 5.12 102.4 102.4 3.91 2.36 2.36 2.42
20.0 20.0 20.45 20.03 102.3 100.1 1.45 1.50 2.27 0.13
35.0 35.0 34.89 34.81 99.7 99.4 0.60 0.63 -0.33 -0.56

BSS = Bagil standart sapma
BSH = Bagil standart hata

n= 3 (her bir konsantrasyon seviyesi i¢in)
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Standart ilavesi teknigi ile, DOR ve TIM analizi i¢in optimal kromatografik sartlari
bulunan UPLC yo6nteminde ticari farmasotik goz damlasinda bulunan yardimci maddelerin
analiz iizerine girisiminin olup olmadig test edildi. Bu test isleminde, farmasdtik goz
damlasindan 1.2 mL alinarak 100 mL’lik balon jojede hacmi metanol ile tamamlandi. Bu
preparat ¢ozeltisinden 1.0 mL alinip 10 mL’lik balon jojede hacmi metanol ile tamamlandi.
Preparatin lizerindeki etiket miktarlarina gore sirasiyla numune igeriginin tizerine 5.0, 20.0 ve
32.0 pg/mL DOR ve TIM stok ¢ozeltilerinden standart ilavesi yapilarak hazirlandi. Bu
cozeltilerin kemometrik optimizasyon kosullarinda DOR ve TIM i¢in 275.0 nm’de PDA
dedeksiyon ile kromatogramlar elde edildi. Bu kromatogramlardan okunan pik alanlari
kalibrasyon denklemlerinde yerine konularak numune igerigindeki DOR ve TIM igerikleri
hesaplandi. Standart eklemeli numuneleri igeren ¢ozeltilerin analiz sinuglar1 Cizelge 3.32°de

sunuldu.

Standart eklemeli c¢ozeltilerden bulunan toplam DOR ve TIM miktarlarindan
formiilasyon ilavesi ¢ikarilarak eklenen DOR ve TIM miktarlar1 hesaplandi. Buna gore ilave
edilen standart miktalar icin DOR ve TIM i¢in bulunan ortalama % geri kazanim ve bagil
standart sapma degerleri hesaplanarak sunuldu (Cizelge 3.32). Bu standart eklemeli deneylerde

ti¢ farkli konsantrasyon seviyesi i¢in ii¢ tekrar yapilarak ortalama sonuclar hesaplandi.
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Cizelge 3.32. Standart ekleme numunelerinin analiz sonuglari.

Konulan (ug/mL)  Bulunan (ng/mL) Geri kazanim (%) BSS (%)

DOR TIM DOR TIM DOR TIM DOR TIM

Formiilasyon 5 5 5.12 5.05 102.4 101.0 0.12 0.05
Formiilasyon 20 20 19.86 20.68 99.3 103.4 0.78 0.23
Formiilasyon 32 32 32.19 32.93 100.6 102.9 0.60 0.52

BSS =Bagil standart sapma
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3.2.2.5. UPLC analizinde sistem uygunluk parametreleri

Analiz islemlerinde kromatografik sistemin, dedeksiyon duyarlilifi, ayirma faktor,
secicilik, teorik tabaka sayisi, kuyruklanma faktorii gibi parametrelerin sayisal degerlerine
dayali olarak dogrulanmasi kromatografik analizin gereklerindendir. Bu doktora tez
calismasinda secicilik, rezoliisyon, pik asimetri, kuyruklanma faktorii ve teorik tabaka sayisi
parametrelerinin DOR ve TIM bilesiklerini iceren bir numunenin UPLC kromatograminda
hesaplanan degerleri Cizelge 3.33’de listelendi. DOR ve TIM karigiminin UPLC yontemiyle

analizinde bu degerlerin istenen limitler i¢erisinde oldugu goézlendi.

Cizelge 3.33. Sistem uygunluk parametreleri.

Sistem Uygunluk parametresi Bulunan Deger Referans Deger
Segcicilik 2,12 >2
Rezoliisyon 3,17 >2
Pik asimetri 1,26 0.9-1.4
Kuyruklanma Faktori 1,66 <2
Teorik Tabaka Sayisi 7755 >2000
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3.2.2.6. UPLC yonteminin farmasotik preparatlara uygulamasi

Optimize edilen UPLC yonteminin ticari oftalmik g6z damlasina uygulanmasinda, 1.2
mL TOMEC g6z damlas1 100 mL’lik balonjojeye aktarildi ve hacmi metanolle tamamlandi.
Hazirlanan bu ¢ozelti manyetik karistirict ile 40 dakika karigtirildiktan sonra siringa ucu
Sartorius Minisart ¢= 0,20 um membran filtre ile siiziildii. Bu ¢ozeltiden tekrar 1.0 mL alinip
10 mL’lik balon jojede hacmi metanolle tamamlandi. Hazirlanan g6z damlasi ¢ozeltilerinin
optimal kromatografik sartlar altinda kromatogramlari ¢izdirildi. Kalibrasyon grafiginde
yerine konarak g6z damlas1t numunesinin igerisindeki DOR ve TIM miktarlar1 hesaplandi. Elde
edilen kromatogram Sekil 3.15’te sunuldu.
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Sekil 3.15. DOR (a) ve TIM (b) bilesikleri i¢in ticari goz damlast numulerine optimal kromatografik sartin uygulanmasi ile 275.0 nm’de elde edilen
kromatogramlar.
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Yukarida agiklanan kromatografik goz damlasi analiz islemi TOMEC® goz
damlas1 preparatina uygulanmistir. TOMEC® g6z damlasi sonuglart Cizelge 3.34.°te

sunuldu.

Cizelge 3.34. Ticari gz damlasindaki DOR ve TIM’m UPLC ile yapilan deney sonuglari. (Etiket degeri:
DOR 20.0 mg/mL TIM 5.0 mg/mL).

mg/mL
Deney No. DOR TIM
1 19.84 5.20
2 20.43 5.24
3 20.50 5.09
4 20.26 5.00
5 19.66 4.96
6 19.48 5.22
7 19.64 4.93
8 20.60 531
9 20.28 5.06
10 20.62 5.12
X 20.13 511
SS 0.43 0.13
BSS 2.15 2.49
GA X+0.31(19.82-20.44) X+0.09(5.02-5.20)

X= Aritmetik ortalama
SS= Standart sapma

BSS=Bagil standart sapma
GA= Giiven aralig1
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3.2.3. DOR-TIM Karisiminin PCR yoéntemi ile kantitatif analizi

Doktora tez caligmasinin bu asamasinda temel bilesen regresyon (principal
component analysis regression— PCR) yonteminin DOR-TIM karisiminin  UV-
Spektrofotometrik  verilerine uygulanmasit ile elde edilen deneysel sonuglar

acgiklanmaktadir.

Bagimli degiskenlerin maksimum varyansina dayanan PCR yOntemi, kemometrik
kalibrasyon yontemlerinden en popiiler olanlarindan biridir. Boliim 2.2.4’te teorik temeli
aciklanan PCR yontemi, karisim analizlerinde girisim yapan spektral bandlarin varliginda
hi¢ bir ayirma islemi uygulanmaksizin son derece basarili sonuglar veren bir yontemdir.

Yontemin uygulamasi agagidaki basliklarda sunulmaktadar.
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3.2.3.1. Stok, standart ve validasyon cozeltileri

a) Analiz islemlerinde kullanmak i¢in DORve TIM stok ¢6zeltileri, metanol igerisinde 100
mL’lik hacimde 10.0 mg DOR ve 10.0 mg TIM bilesikleri ¢oziilerek ayr1 ayr1 hazirlandi.

b) DOR ve TIM ig¢in 5.0-40.0 pg/mL konsantrasyon araliginda iki bilesik i¢in 5 farkli
konsantrasyon seviyesinde 25 adet farkli kombinasyonda kalibrasyon c¢ozeltileri
konsantrasyon (derisim) seti olarak hazirlandi. konsantrasyon araliginda kalibrasyon

¢oOzeltileri hazirlandi.

€) Validasyon test ¢ozeltileri; kalibrasyon konsantrasyon araliklarinda DOR ve TIM
bilesiklerini i¢eren yapay karigimlar i¢in 10 farkli konsantrasyondan olusan bagimsiz

validasyon seti hazirlandi.

d) Giin igi ve giinler aras1 deneylerde n=6 deneme i¢in ti¢ farkli konsantrasyon seviyesinde
DOR ve TIM igin (diisiik= 5.0 pg/mL, orta= 20.0 pg/mL ve yliksek= 35.0 pg/mL) i¢eren

cozeltiler taze ve giinliik hazirlandu.

e) Standart ekleme tekniginde ticari formiilasyondan 1.2 mL alinarak 100 mL’lik balon
jojeye aktarilarak {izerine bilesiklerin standart ¢cozeltilerinden ti¢ farkli konsantrasyon
seviyesinde (DOR ve TIM igin diisiikk= 5.0 pg/mL, orta= 20.0 ug/mL ve yiiksek= 32.0

ug/mL) ilaveler ile standart ekleme ¢6zeltileri hazirlandi.
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3.2.3.2. Kemometrik PCR Kalibrasyonu

Doktora tez c¢alismasindaki DOR-TIM karisimmin PCR  yonteminin UV-
spektrofotometrik verilerine uygulanarak kantitatif analizi gergeklestirilmesinde, bes
seviyeli ve 2 faktorlii (52) olan bir kalibrasyon seti Cizelge 3.35’te gosterildigi gibi metanol
icerisindeki DORve TIM stok ¢ozltilerinden hareket ederek hazirlandi. Kalibrasyon setinin
her bir numunesinin 200.0-350.0 nm dalga boyu araliginda AA = 0.1 nm araliklar ile UV
spektrumlar ¢izdirildi ve bilgisayara kodlanarak kaydedildi. Sekil 3.16.B’de kalibrasyon
set ¢ozeltilerinin UV spektrumlari sunuldu. Sekil 3.16.A’dan da goriilecegi gibi DOR ve
TIM ayni spektral dalga boyu aralifinda girisim yapmaktadir ve ayni sekil iizerinde DOR
ve TIM karigiminin UV spektrumu sunulmaktadir. Sonug olarak spektral girisimden dolay1
klasik spektrofotometrik yontemler ile DOR-TIM karigiminin dogrudan kantitatif analizleri
miimkiin degildir. Bu bakimdan DOR-TIM karisiminin analizi i¢in hi¢bir 6n ayirma islemi

gerektirmedigi icin PCR yontemi uygulanmaigtir.

PCR kalibrasyonunun matematiksel modeli i¢in 25 x 2 y-blok (konsantrasyon set,
bagimsiz degisken) ve bilgisayar hafizasindan ¢agirilan 1151 x 25 x-blok (absorbans set,
bagimsiz degisken) arasindaki dogrusal iliskiye PCR kalibrasyon algoritmasi uygulandi.
Kemometrik PCR kalibrasyon islemlerinde bu islem 10 faktor i¢in test edildi. Ancak PCR
kalibrasyonunda model i¢in minumum hata faktori ilk iki faktor kalibrasyona alindiginda
gozlendi. Sekil 3.17°ye gore, PCR kalibrasyon modelinde ilk iki faktor kullanildiginda
minimal hata ile kalibrasyon gerceklestirilebilecegi anlagilmaktadir. PCR kalibrasyonuna

ait lic boyutlu projeksiyon Sekil 3.18°de goriilmektedir.
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Cizelge 3.35. DOR ve TIM karigimini igeren kemometrik kalibrasyon seti.

pg/mL pg/mL
Deney No DOR TIM Deney No DOR TIM

1 5 5 15 40 20
2 10 5 16 5 30
3 20 5 17 10 30
4 30 5 18 20 30
5 40 5 19 30 30
6 5 10 20 40 30
7 10 10 21 5 40
8 20 10 22 10 40
9 30 10 23 20 40
10 40 10 24 30 40
11 5 20 25 40 40
12 10 20

13 20 20

14 30 20
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Sekil 3.16. A) DOR (20 ug/mL), TIM (20 pg/mL) ve ticari géz damlasinin UV spektrumlari, B) Kalibrasyon
numunelerinin UV spektrumlart.
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PCR method
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Sekil 3.17. DOR ve TIM i¢in PCR kalibrasyonunda tahmin edilen hatalarin karesinin ortalamas1 (estimated

mean squared prediction error).
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Sekil 3.18. PCR kalibrasyonunun ii¢ boyutlu projeksiyonlari.
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3.2.3.3 PCR yonteminin analitik validasyonu

Calismada PCR yonteminin validasyonu i¢in metanol i¢erisinde DOR ve TIM igin
5.0-40.0 pg/mL ¢alisma aralig1 iginde olacak sekilde farkli konsantrasyonlarda 11 adet
yapay karisim ¢ozeltisinden olusan bir validasyon seti hazirlandi. Hazirlanan bu validasyon
seti kullanilarak PCR yonteminin kesinlik ve dogrulugu test edildi. PCR yonteminin
validasyon seti olarak hazirlanan yapay karisimlara uygulanmasi ile elde edilen sonuglar
Cizelge 3.36. da sunuldu. Geri kazanim degerleri, DOR igin % 101.8, TIM ig¢in % 103.2
olarak bulundu. Bagil standart sapma degerleri, DOR i¢in 1.76 ve TIM igin 1.55 olarak
hesaplandi (Cizelge 3.36).
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Cizelge 3.36. DOR ve TIM sentetik karisim ¢ozeltilerinin analiz sonuglari.

Konulan (ug/mL) Bulunan (ug/mL) Geri kazanim (%)

Deney No DOR TIM DOR TIM DOR TIM
1 32 5 33.0 5.2 103.1 103.4
2 32 10 325 10.5 101.7 104.8
3 32 20 33.0 20.8 103.0 104.1
4 32 30 324 31.0 101.4 103.2
5 32 40 315 40.0 98.3 100.0
6 5 8 5.0 8.3 99.9 103.6
7 10 8 10.2 8.2 101.5 102.4
8 20 8 20.9 8.0 104.4 100.5
9 30 8 31.2 8.3 104.0 104.2
10 40 8 40.2 8.4 100.6 104.8
11 32 8 32.7 8.3 102.3 103.8

X 101.8 103.2

SS 1.80 1.60

BSS 1.76 1.55

X= Aritmetik ortalama

SS= Standart sapma

BSS= Bagil standart sapma
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Geri kazanim ¢aligsmasinin ardindan, PCR yonteminin tekrar edilebilirligini kontrol
etmek i¢in giin i¢i ve giinler aras1 ¢aligmalari, kalibrasyon konsantrasyon araligi iginde
DOR ve TIM igin (disiik: 5.0 pg/mL, orta:20.0 pg/mL ve yiiksek: 35.0 pg/mL) ti¢ farkh
konsantrasyonda ayni giin iginde ve giinler arasinda taze hazirlanan ¢ozeltiler ile

gerceklestirildi. Elde edilen sonuglar Cizelge 3.37°de verilmektedir

223



Cizelge 3.37. Giin i¢i ve gilinler aras1 numunelerinin analiz sonuglari.

Konulan (ug/mL) Bulunan (pg/mL)

DOR TIM DOR TIM

- 5 5 5.12 5.04

5 20 20 19.98 20.28
G

35 35 35.31 34.98

g 5 5 5.11 5.10

g 20 20 19.89 20.23

3 35 35 35.22 35.02

Geri kazanim (%)

DOR TIM

5 102.3 100.9

g 99.9 101.4
G}

100.9 99.9

§ 102.1 101.9

g 99.4 101.1

3 100.6 100.1

BSS (%)

DOR TIM

5 1.95 2.78

5 2.89 4.52
G}

1.56 1.63

8 0.00 0.69
2]

ks 2.66 0.51
5

G 1.34 0.63

BSH (%)

DOR TIM

— 2.31 0.85
k>

5 -0.08 1.39
G}

0.89 -0.05

s 2.14 1.90

ig -0.56 1.13

3 0.62 0.06

SS= Standart sapma
BSS= Bagil standart sapma
n= 3 (her bir konsantrasyon seviyesi igin)
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Standart ilavesi teknigi ile DOR ve TIM igeren ticari farmasotik goz preparatindaki
yardimct maddelerin  UV-Spekrofotometrik verilere PCR yonteminin uygulanmasi
analizinde etkisinin olup olmadig: test edildi. Farmasoétik ticari géz damlasindan 1.2 mL
g6z damlas1 numunesinin 100 mL’lik balonjojede metanolle ¢6zeltisi hazirlandi. Bu stok
cozeltisinden 0.4 mL alinip 10 mL’lik balon jojeye aktarildi ve preparatin iizerindeki etiket
miktarlarina gére numune igeriginin tizerine 5.0, 20.0 ve 32.0 ug/mL DOR ve TIM olacak
sekilde stok ¢ozeltilerden standart ilavesi yapildi. Elde edilen % geri kazanim degerleri ve

% bagil standart sapma degerleri Cizelge 3.38’de sunuldu.
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Cizelge 3.38. Standart ekleme numunelerinden elde edilen analiz sonuglari.

Formiilasyon
Formiilasyon

Formiilasyon

Konulan (pg/mL)

DOR
5
20

32

TIM

5

20

32

Bulunan (pg/mL)
DOR TIM
4.99 5.13
19.54 20.91
32.63 32.43

Geri kazanim (%)

DOR TIM
99.8 102.6
97.7 104.6
102.0 101.3
BSS (%)
DOR TIM
0.05 0.29
0.55 0.12
0.82 0.47

BSS= Bagil standart sapma
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3.2.3.4. PCR yonteminin farmasétik preparata uygulanmasi

PCR yonteminin ticari preparata uygulanmasi kisminda 1.2 mL gbéz damlasi
numunesi 100 mL’lik balonjojeye aktarildi ve hacmi metanolle tamamlandi. Balon joje
manyetik karistiric1 ile 40 dakika karistirildiktan sonra Sartorius Minisart ¢= 0,20 pum
siringa ucu membran filtre ile siiziildii. Bu ¢6zeltiden 1.0 mL alinip 10 mL’lik balon jojeye
aktarildi ve hacmi metanolle tamamlandi. Bu analiz ¢6zeltilerinin 200.0-350.0 nm dalga
boyu bolgesinde AL = 0.1 nm araliklarla ¢izdirilen spektrumlarindan tablet igerigindeki
DORve TIM miktarlar1 hesaplandi. Bu islem 10 kez tekrar edildi.

Yukarida agiklanan ticari farmasétik goz damlasi analiz islemi TOMEC® goz

damlasi preparatina uyguland. TOMEC® goz damlas1 sonuglar Cizelge 3.39°da sunuldu.
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Cizelge 3.39. PCR yonteminin ticari géz damlasina uygulanmasi ile elde edilen sonuglar. (Etiket degeri:
DOR 20.0 mg/mL TIM 5.0 mg/mL).

mg/mL
Deney No. DOR TIM
1 20.64 5.17
2 20.36 5.01
3 20.88 5.24
4 20.83 4.95
5 20.80 4.84
6 21.13 5.04
7 20.32 5.04
8 20.19 4.94
9 20.36 4.93
10 20.80 4.99
X 20.63 5.02
SS 0.31 0.12
BSS 1.49 2.34
GA X+0.22(20.41-20.85) X+0.09(4.93-5.11)

X= Aritmetik ortalama

SS= Standart sapma

BSS= Bagil standart sapma
GA = Giiven aralig1
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3.2.4. DOR ve TIM karistmimin kemometrik PLS yontemi ile kantitatif analizi

Doktora tez ¢alismasinin bu asamasinda kismi en kiiciik kareler (partial least
squares — PLS) yonteminin DOR-TIM karisimmin UV-Spektrofotometrik verilerine

uygulanmasi ile elde edilen deneysel sonuglar agiklanmaktadir.

PLS yonteminin kompleks karisimlarin kantitatif analizlerinde son derece basarili
sonuclar verdigi literatiirlerde belirtilmektedir. Daha 6nce boliim 2.2.5’te teorik temeli
anlatilan bu yontem; bagiml degisken ile bagimsiz degiskenin maksimum ko-varyansina
dayanan ¢ok degiskenli kalibrasyon yontemleri arasinda yaygin olarak kullanilanlarindan
birisidir. Doktota tezinin bu boliimii PLS yonteminin DOR-TIM Kkarigimi1 analizine

uygulanmasini igermektedir.
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3.2.4.1. Stok, standart ve validasyon cozeltileri

a) Analiz islemlerinde kullanmak i¢cin DORve TIM stok ¢6zeltileri, metanol igerisinde 100
mL’lik hacimde 10.0 mg DOR ve 10.0 mg TIM bilesikleri ¢oziilerek ayri ayr1 hazirlandi.

b) DOR ve TIM igin 5.0-40.0 ug/mL konsantrasyon araliginda iki bilesik i¢in 5 farkli
konsantrasyon seviyesinde 25 adet farkli kombinasyonda kalibrasyon c¢ozeltileri
konsantrasyon (derigim) seti olarak hazirlandi. konsantrasyon araliginda kalibrasyon

¢Ozeltileri hazirlandi.

c) Validasyon test ¢ozeltileri; kalibrasyon konsantrasyon araliklarinda DOR ve TIM
bilesiklerini iceren yapay karigimlar i¢in 10 farkli konsantrasyondan olusan bagimsiz

validasyon seti hazirlandi.

d) Giin igi ve giinler aras1 deneylerde n=6 deneme i¢in ii¢ farkli konsantrasyon seviyesinde
DOR ve TIM igin (diisiik= 5.0 pg/mL, orta= 20.0 pg/mL ve yliksek= 35.0 pg/mL) i¢eren

cozeltiler taze ve giinliik hazirlandu.

e) Standart ekleme tekniginde ticari formiilasyondan 1.2 mL alinarak 100 mL’lik balon
jojeye aktarilarak {izerine bilesiklerin standart ¢cozeltilerinden {i¢ farkli konsantrasyon
seviyesinde (DOR ve TIM igin diisiik= 5.0 pg/mL, orta= 20.0 pg/mL ve yliksek= 32.0

ng/mL) ilaveler ile standart ekleme ¢ozeltileri hazirlandi.
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3.2.4.2. Kemometrik PLS kalibrasyonu

PLS yonteminin uygulanmasinda metanol igerisindeki DOR ve TIM stok ¢ozeltileri
kullanilarak bes seviyeli ve iki faktorlii (5%) olan kalibrasyon seti Cizelge 3.40°da
sunuldugu gibi hazirlandi. Kalibrasyon setindeki herbir ¢ozeltinin 200.0-350.0 nm dalga
boyu araliginda AA = 0.1 nm araliklarla orjinal absorbsiyon spektrumlari gizdirildi ve
kodlanarak bilgisayar hafizasina kaydedildi. Sekil 3.19.B’de kalibrasyon set ¢ozeltilerinin
UV spektrumlart yer almaktadir. Sekil 3.19.A’dan da anlagilacagi gibi DOR ve TIM ayni1
spektral dalga boyu araliginda girisim yapmaktadir ve ayni sekil tizerinde DOR ve TIM
karistminin UV spektrumu da sunulmaktadir. Spektral girisim yapmalar1 sebebiyle klasik
spektrofotometrik yontemler ile DOR-TIM karisiminin dogrudan kantitatif analizleri
miimkiin degildir. Bu agidan DOR-TIM karigiminin analizi i¢in herhangi bir 6n ayirma

islemine ihtiya¢ duyulmadigi i¢in PLS yontemi uygulanmistir.

PLS kalibrasyonunun matematiksel insasi i¢in 25 x 2 y-blok (konsantrasyon set,
bagimsiz degisken) ve 1151 x 25 x-blok (absorbans set, bagimli degisken) arasindaki
dogrusal iliskiye PLS kalibrasyon algoritmasi uygulandi. Kemometrik PLS kalibrasyon
islemlerinde bu islem 10 faktor i¢in test edildi. Ancak PLS kalibrasyonunda model i¢in
minimum hata faktorii ilk iki faktor kalibrasyona alindiginda gézlendi. Sekil 3.20°den PLS
kalibrasyon modelinde ilk iki faktor kullanildiginda minimal hata ile kalibrasyonu
gerceklestirebilecegi anlasilmaktadir. PLS kalibrasyonuna ait {i¢ boyutlu projeksiyon Sekil

3.21’de sunulmustur.
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Cizelge 3.40. DOR ve TIM karigimini igeren kemometrik kalibrasyon seti.

pg/mL pg/mL
Deney No DOR TIM Deney No DOR TIM

1 5 5 15 40 20
2 10 5 16 5 30
3 20 5 17 10 30
4 30 5 18 20 30
5 40 5 19 30 30
6 5 10 20 40 30
7 10 10 21 5 40
8 20 10 22 10 40
9 30 10 23 20 40
10 40 10 24 30 40
11 5 20 25 40 40
12 10 20

13 20 20

14 30 20
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Sekil 3.19. A) DOR (20 pg/mL), TIM (20 pg/mL) ve ticari géz damlasinin UV spektrumlari, B) Kalibrasyon
numunelerinin UV spektrumlari.
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PLS method
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Sekil 3.20. DOR ve TIM i¢in PLS kalibrasyonunda kalibrasyonunda tahmin edilen hatalarin karesinin
ortalamasi (estimated mean squared prediction error).
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Sekil 3.21. PLS kalibrasyonunun kalibrasyonunun ii¢ boyutlu projeksiyonu.

234



3.2.4.3. PLS yonteminin analitik validasyonu

Doktora tezinin bu ¢alismasinda metanol igerisinde DOR ve TIM i¢in 5.0-40.0
ug/mL aralik igerisinde olacak sekilde farkli konsantrasyonlardan 11 adet karisim
¢ozeltisinden olusan validasyon seti, PLS yonteminin Vvalidasyonu i¢in hazirlandi.
Hazirlanan bu validasyon seti kullanilarak hesaplanan PLS yonteminin kesinlik ve
dogrulugu test edildi ve elde edilen sonuglar Cizelge 3.41°de sunuldu. Geri kazanim
degerleri, DOR i¢in % 101.3, TIM i¢in % 100.8 olarak bulundu. Bagil standart sapma
degerleri, DOR i¢in 1.79 ve TIM ig¢in 0.89 olarak hesaplandi (Cizelge 3.41).
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Cizelge 3.41. DOR ve TIM yapay karisim ¢ozeltilerinin analiz sonuglart.

Konulan (pg/mL) Bulunan (pg/mL) Geri kazanim (%)

Deney No DOR TIM DOR TIM DOR TIM
1 32 5 32.9 51 102.7 101.9
2 32 10 32.4 10.2 101.3 102.1
3 32 20 32.8 20.3 102.6 101.7
4 32 30 321 30.4 100.4 101.4
5 32 40 315 40.4 98.4 100.9
6 5 8 4.9 8.0 98.4 100.5

7 10 8 10.0 8.0 100.4 99.6

8 20 8 20.6 8.0 103.1 99.9

9 30 8 311 8.0 103.8 99.6
10 40 8 40.2 8.1 100.6 101.4
11 32 8 32.7 8.0 102.3 100.4
X 101.3 100.8

SS 1.81 0.90

BSS 1.79 0.89

X= Aritmetik ortalama

SS= Standart sapma

BSS= Bagil standart sapma
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PLS yonteminin tekrar edilebilirligini kontrol etmek i¢in giin i¢i ve gilinler arasi
¢ozeltilerinin analizi yapildi. Bu deney seti DOR’un ve TIM’1n kalibrasyon konsantrasyon
aralig1 icinde olacak sekilde ii¢ farkli konsantrasyonda (5.0, 20.0 ve 35.0 pg/mL) ayn1 giin

iginde ve giinler arasinda hazirlandi. Elde edilen sonuglar Cizelge 3.42°de sunuldu.
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Cizelge 3.42. Giin i¢i ve gilinler aras1 numunelerinin analiz sonuglari.

Konulan (ug/mL) Bulunan (pg/mL)

DOR TIM DOR TIM

‘5 5 5 4.93 4.99

= 20 20 20.46 20.01

35 35 35.11 35.27

z 5 5 5.10 4.89
o]

% 20 20 19.81 20.61
5

@ 35 35 34.86 36.02

Geri kazanim (%)

DOR TIM

5 98.5 99.7
o

3 102.3 100.0

100.3 100.8

E 102.1 97.9
5

g 99.1 103.1
=]

© 99.6 102.9

BSS (%)

DOR TIM

5 2.03 2.09
=

= 1.23 2.50

1.15 2.84

g 2.83 0.00

5 3.54 3.85
5

@ 1.87 2.94

BSH (%)

DOR TIM

'3, -1.49 -0.29
=

2 2.32 0.04

0.32 0.76

g 2.07 212

5 -0.93 3.06
5

S -0.40 2.92

BSS= Bagil standart sapma, BSH= Bagil standart hata n=3 (her bir konsantrasyon seviyesi igin)
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Standart ilavesi teknigi ile DOR ve TIM igeren ticari farmasotik preparattaki
yardimcit maddelerin analiz {lizerine bir etkisi olup olmadigi test edildi. Farmasotik
preparattaki 1.2 mL g6z damlasina 100 mL metanol i¢inde ¢6zeltisi hazirlandi. Bu stok
¢ozeltiden 0.4 mL alimip 10 mL’lik balon jojeye aktarild1 ve iizerine 5.0, 20.0 ve 32.0
ug/mL DOR ve TIM stok ¢ozeltilerden standart ilavesi yapildi. Hazirlanan bu ¢6zeltilerin

analiz sonuglarindaki % ortalama geri kazanim ve % bagil standart sapma degerleri Cizelge
3.43°de verildi.
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Cizelge 3.43. Standart ekleme numunelerinden elde edilen analiz sonuglari.

Konulan (pg/mL) Bulunan (pg/mL)
DOR TIM DOR TIM
Formiilasyon 5 5 512 5.08
Formiilasyon 20 20 19.54 20.48
Formiilasyon 32 32 33.22 33.42

Geri kazanim (%)

DOR TIM
102.34 101.53
97.68 102.38
103.83 104.45
BSS (%)

DOR TIM

0.08 0.24

0.42 0.30

0.35 0.44

BSS= Bagil standart sapma
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3.2.4.4. PLS yonteminin farmasétik preparata uygulanmasi

Calismada PLS yonteminin ticari preparata uygulanmasinda 1.2 mL g6z damlast
numunesi 100 mL’lik balonjojeye aktarildi ve hacmi metanolle tamamlandi. Balon joje
manyetik karistiric1 ile 40 dakika karistirildiktan sonra Sartorius Minisart ¢= 0,20 pum
siringa ucu membran filtre ile siiziildii. Bu stok ¢dzeltiden 1.0 mL alinip 10 mL’lik balon
jojede hacmi metanolle tamamlandi. Bu analiz ¢ozeltilerinin 200.0-350.0 nm dalga boyu
bolgesinde AL = 0.1 nm araliklarla ¢izdirilen spektrumlarindan tablet icerigindeki DORve
TIM miktarlar1 hesaplandi. Bu islem 10 kez tekrar edildi.

Yukarida agiklanan tablet analiz islemi TOMEC® goz damlasi preparatina
uygulandi. TOMEC® g6z damlasi sonuglar1 Cizelge 3.44’te sunuldu.
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Cizelge 3.44. PLS yonteminin ticari g6z damlasina uygulanmast ile elde edilen sonuglar. (Etiket degeri:
DOR 20.0 mg/mL TIM 5.0 mg/mL).

mg/mL
PLS
Deney No. DOR TIM
1 20.31 5.01
2 20.19 4.92
3 20.55 5.00
4 20.44 5.04
5 20.53 5.08
6 20.71 5.03
7 20.02 5.01
8 19.99 491
9 20.19 4.84
10 20.53 5.08
X 20.35 4.99
SS 0.24 0.08
BSS 1.20 154
GA X+0.17(20.18-20.52) X+0.06(4.93-5.05)

X= Aritmetik ortalama

SS= Standart sapma

BSS= Bagil standart sapma
GA= Giiven aralig1
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3.2.5. DOR-TIM karistmiin db10-SDD ve bior6.8-SDD Sinyal isleme Yontemleri ile
kantitatif analizi

Stirekli dalgacik doniisiim (SDD) (countinuous wavelets transform — CWT) sinyal
isleme yoOntemleri karisim analizlerine algoritmalari geregi sinyal/giiriiltli oranini
diisiirmeleri ve girisim yapan spektral bantlar1 basariyla ayirdigi i¢in karigim analizlerinde
yaygin bir sekilde uygulanmaktadir. Dolayisiyla SDD yaklasimi spektrofotometrik
yontemler ile birlikte kullanildiginda, spektrofotometrik yontemlerin  kompleks

karigimlarin analizlerindeki giicii artmaktadir.

Doktora tez ¢alismasinin bu boliimiinde SDD ydntemlerinden olan Daubechies10
(db10)-SDD ve bior6.8-SDD yontemleri DOR ve TIM’1n kantitatif analizi i¢in 200.0-340.0
nm dalga boyu araliginda AL = 0.1 nm araliklarla orjinal absorbsiyon spektrumlarina

uygulanda.
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3.2.5.1. Stok, standart ve validasyon cozeltileri

a) Analiz islemlerinde kullanmak i¢in DORve TIM stok ¢6zeltileri, metanol igerisinde 100
mL’lik hacimde 10.0 mg DOR ve 10.0 mg TIM bilesikleri ¢oziilerek ayr1 ayr1 hazirlandi.

b) DOR ve TIM ig¢in 5.0-40.0 pg/mL konsantrasyon araliginda iki bilesik i¢in 5 farkli
konsantrasyon seviyesinde 25 adet farkli kombinasyonda kalibrasyon c¢ozeltileri
konsantrasyon (derisim) seti olarak hazirlandi. konsantrasyon araliginda kalibrasyon

¢oOzeltileri hazirlandi.

€) Validasyon test ¢ozeltileri; kalibrasyon konsantrasyon araliklarinda DOR ve TIM
bilesiklerini i¢eren yapay karisimlar i¢in 10 farkli konsantrasyondan olusan bagimsiz

validasyon seti hazirlandi.

d) Giin igi ve giinler arasi deneylerde n=6 deneme i¢in ii¢ farkli konsantrasyon seviyesinde
DOR ve TIM ig¢in (diisiikk= 5.0 pg/mL, orta= 20.0 pg/mL ve yliksek= 35.0 pg/mL) i¢eren

cozeltiler taze ve glinliik hazirlandu.

e)Standart ekleme tekniginde ticari formiilasyondan 1.2 mL alinarak 100 mL’lik balon
jojeye aktarilarak iizerine bilesiklerin standart ¢ozeltilerinden ii¢ farkli konsantrasyon
seviyesinde (DOR ve TIM i¢in diisiik= 5.0 pg/mL, orta= 20.0 ug/mL ve yiiksek= 32.0

ng/mL) ilaveler ile standart ekleme ¢ozeltileri hazirlandi.
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Spectra of Calibration Samples

’ E 3 ——— 5 ug/mL DOR
—— 10 pg/mL DOR
= 20 ug/mL DOR
———— 30 ug/mL DOR
~——— 40 pg/mL DOR
= § pg/mL TIM
e 10 pg/mL TIM
——— 20 pg/mL TIM
= 30 ug/mL TIM
e 40 pg/mL TIM

200 220 24;0 260 2&0 300 320 340
Wavelength (nm)
db10-CWT (a=420)

282.1 nm

a8 N O N & O @

2746 nm

db10-CWT Amplitudes

ol i | ) | 1 L L 1 |
gzo 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320
Wavelength (nm)
bior6.8-CWT (a=600)

bior6.8-CWT Amplitudes

1 1 1 1 1
220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320
Wavelength (nm)

Sekil. 3.22. DOR ve TIM’n kalibrasyon setinin UV spektrumu (a), db10-SDD spektrumu (b) ve bior6.8-
SDD spektrumu (c).

Db10-SDD ile bior6.8-SDD 200.0-340.0 nm dalga boyu bélgesinde kalibrasyon UV
spektrumlarina uygulandi ve elde edilen spektrumlari, genliklerine kars1 dalga boyu grafige
gecirilerek elde edildi (Sekil 3.22). Db10-SDD yonteminde kalibrasyon grafigi; DOR
kalibrasyon ¢6zeltileri i¢in 282.1 nm dalga boyunda ve TIM kalibrasyon ¢ozeltileri igin i¢in
274.6 nm dalga boyundaki genlikleri olgiilerek hesaplandi. Bior6.8-SDD ydnteminde
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kalibrasyon grafigi; DOR kalibrasyon ¢ozeltileri i¢in 283.0 nm dalga boyunda ve TIM
kalibrasyon ¢ozeltileri igin i¢in 293.6 nm dalga boyundaki genlikleri 6l¢iilerek hesaplandi.

Bu iki dalga boyundaki dogrusal regresyon analizi ile elde edilen sonuglar, Cizelge

3.45’te goriilmektedir.
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Cizelge 3.45. DOR ve TIM kalibrasyonu i¢in db10-CWT ve bior6.8-CWT yontemlerinin regresyon analizi

sonuglari
db10-CWT bior6.8-CWT
Parametre DOR TIM DOR TIM
A 282.1 274.6 283.0 293.6
m 6.54 x 102 1.01 x 101 1.47 x 101 8.25 x 102
n -1.25 x 102 -6.47 x 102 1.07 x 101 -3.20 x 102
r 0.9999 0.9990 0.9999 0.9999
SD (m) 3.47 x 10* 2.72x 103 6.64 x 10 8.95 x 10*
SD (n) 8.53x 10 4.81 x 10 1.63 x 107 1.59 x 107
SD(r) 9.93x 10 7.78 x 1072 1.90 x 107 2.56 x 102
LOD 0.39 1.42 0.33 0.58
LOQ 1.30 4.75 1.11 1.92

m = Dogrusal regresyon esitliginin egimi
n= Dogrusal regresyon esitliginin kesim noktasi
r = Dogrusal regresyon esitliginin korelasyon katsayisi
SD (m) = Egimin standart sapmasi
SD (n) = Kesim noktasinin standart sapmasi
SD(r) = Korelasyon katsayisinin standart sapmast
LOD = Yakalama sinirt (pg/mL)
LOQ = Tayin smiri(pg/mL)

Cizelge 3.45°deki lineer regresyon analizine gore kalibrasyon denklemleri
kullanilarak numunelerin i¢indeki DOR ve TIM miktarlar1 hesaplandi.
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3.2.5.2. Sinyal Isleme Yontemlerinin Validasyonu

Bu boliimdeki validasyon c¢alismasinda gelistirilen yoOntemlerin gegerliligini
dogrulamak i¢in % geri kazanim c¢aligsmasi, giin i¢i ve giinler arasi analiz islemi ve standart
ilave teknigi uygulandi.

Db10-SDD ve bior6.8-SDD yontemlerinin validasyonu i¢in metanol igerisindeki
stok ¢ozeltilerden DOR ve TIM ig¢in 5.0-40.0 pg/mL calisma aralifinda i¢inde olacak
sekilde her biri farkli konsantrasyonlarda DOR ve TIM igeren 10 adet karisim ¢ozeltisi
hazirlandi ve Cizelge 3.46’da sunuldu. Db10-SDD yo6ntemi i¢in yiizde geri kazanim ile
bagil standart sapma degerleri DOR i¢in sirasiyla % 99.8 ve 1.46, TIM ig¢in % 100.3 ve
1.82 olarak, bior6.8-SDD yontemi igin yiizde geri kazanim ile bagil standart sapma
degerleri DOR ig¢in sirasiyla % 101.5 ve 1.55, TIM i¢in % 99.6 ve 2.34 olarak hesaplandi.
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Cizelge 3.46. Db10-SDD ve bior6.8-SDD yontemlerinin DOR-TIM ikili yapay karigimlarina uygulanmasiyla
elde edilen analiz sonuglar

db10-CWT bior6.8-CWT

Konulan Bulunan Geri Kazanim Bulunan Geri Kazanim

(ug/mL) (ug/mL) (%) (ng/mL) (%)
Kod DOR TIM DOR TIM DOR TIM DOR TIM DOR TIM
M1 32 5 32.16 51 1005 102.1 321 4.9 100.3 98.7
M2 32 10 3161 1005 988 1005 315 101 984 101.1
M3 32 20 31.1 2035 972 101.8 332 204 103.6 1019
M4 32 30 31.2 3025 975 1008 327 314 1023 1045
M5 32 40 32.22 39.21 100.7 98 32.8 405 1024 1013
M6 5 8 5.05 8.1 101 101.3 5 7.82 101 97.7
M7 10 8 10.19 8.15 1019 1019 102 791 1023 98.9
M8 20 8 20.26  7.73 99.3 96.6 20.7 777 1034 972
M9 30 8 3048 789 996 986 306 7.86 1021 98.2
M10 40 8 40.16 8.14 1004 1018 40.1 7.78 1003 97.2
M11 32 8 3216 796 1005 995 32.1 7.88 1004 985
X 99.8 100.3 X 1015 99.6
SS 1.46 1.82 SS 1.57 2.33
BSS 1.46 1.82 BSS 1.55 2.34

X = Aritmetik ortalama

SS = Standart sapma
BSS = Bagil standart sapma
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Diger validasyon isleminde Db10-SDD ve bior6.8-SDD yontemlerinin tekrar
edilebilirligini 6lgmek icin giin i¢i ve gilinler aras1 6l¢timleri yapildi ve sonuglar1 validasyon
parametreleri ile degerlendirildi. Bu islem, kalibrasyon konsantrasyon araligi iginde ii¢
farkli konsantrasyonda DOR ve TIM ig¢in diisiik 5.0 pg/mL, orta 20.0 ug/mL ve yiiksek
35.0 pg/mL olmak tizere 6 farkli ¢ozelti giinliikk hazirlanarak ayni giin iginde ve giinler
arasinda Ol¢limleri gergeklestirildi. Alinan o6l¢iimlere Db10-SDD ve bior6.8-SDD

yontemleri uygulandiginda elde edilen sonuglar Cizelge 3.47°de sunuldu.
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Cizelge 3.47. Db10-SDD ve bior6.8-SDD yontemlerinin giin i¢i ve giinler arasi analiz sonuglari.

Bulunan (pg/mL)

Konulan (pg/mL) db10-SDD bior6.8-SDD
DOR TIM DOR TIM DOR TIM
§ 5 5 5.04 4.98 4.98 4.90
5 20 20 19.74 19.72 20.39 20.50
3 35 35 34.94 34.76 35.06 35.59
5 5 5 5.16 5.05 4.87 4.95
£ 20 20 21.03 19.32 20.71 20.78
© 35 35 34.60 35.04 34.77 35.22

Geri Kazanim (%)

db10-SDD bior6.8-SDD
DOR TIM DOR TIM
2 100.8 99.5 99.6 98.0
5 98.7 98.6 102.0 102.5
5 99.8 99.3 100.2 101.7
- 103.2 101.0 975 99.1
£ 105.1 96.6 103.6 103.9
© 98.9 100.1 99.3 100.6

BSS (%)

db10-SDD bior6.8-SDD
DOR TIM DOR TIM
§ 0.52 1.00 1.98 2.47
i;» 1.74 2.11 2.26 1.22
5 0.33 3.28 1.43 2.21
- 4.88 1.49 2.58 3.73
£ 7.61 0.00 241 5.00
© 1.44 0.82 2.20 2.99

BSH (%)

db10-SDD bior6.8-SDD
DOR TIM DOR TIM
Z 0.82 -0.50 043 -1.98
5 -1.30 -1.40 1.97 2.48
’5 -0.16 -0.68 0.16 1.68
5 3.17 0.97 -2.51 -0.93
g 5.15 -3.42 3.55 3.92
© -1.14 0.12 -0.66 0.63

BSS= Bagil standart sapma,
BSH= Bagil standart hata
n=3 (her bir konsantrasyon seviyesi i¢in)
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Standart ilave teknigi kullanilarak DOR ve TIM bilesiklerini igeren farmasotik goz
damlas1 preparatindaki yardimcit maddelerin Db10-SDD ve Bior6.8-SDD ydntemlerinin
analiz tizerine bir etkisi olup olmadig1 incelendi. Ticari farmasotik goz preparatindan 1 mL
g6z damlasiin 100 mL metanol iginde ¢6zeltisi hazirlandi. Bu stok c¢ozeltisinden
seyreltmeler yapilarak preparatin {izerindeki etiket miktarlarina gére numune igeriginin
tizerine 5.0, 20.0 ve 35.0 ug/mL DOR ve TIM olacak sekilde stok ¢ozeltilerden standart
ilavesi yapildi. Bu islem COMBIGAN® gz damlasina uygulandi. Analiz sonuglari
hesaplanirken preparattan gelen DOR ve TIM miktarlar diisiilerek ilave edilen standartlar
icindeki DOR ve TIM ig¢in geri kazanim ve diger hesaplamalar yapildi ve Cizelge 3.48°de

sunuldu. Ug farkli konsantrasyon seviyesinde bu denemeler bes tekrar ile gergeklestirildi.
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Cizelge 3.48. Standart ekleme numunelerinden elde edilen analiz sonuglari.

Konulan (ng/mL) Bulunan (png/mL)
db10-SDD bior6.8- SDD
DOR TIM DOR TIM DOR TIM
Formiilasyon 5 5 5.08 5.01 5.04 5.11
Formiilasyon 20 20 20.56 20.23 20.38 19.70
Formiilasyon 32 32 33.10 31.06 33.16 31.36

Geri Kazanim (%)

db10- SDD bior6.8- SDD
DOR TIM DOR TIM
101.5 100.1 100.8 102.1
102.8 101.2 101.9 98.5
103.5 97.1 103.6 98.0

BSS (%)

db10- SDD bior6.8- SDD
DOR TIM DOR TIM
0.12 0.26 0.17 0.06
0.29 0.24 0.17 0.93
0.70 0.70 0.42 0.10

BSS= Bagil Standart Sapma
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3.2.5.3. Db10-SDD ve bior6.8-SDD yontemlerinin farmasétik preparata uygulanmasi

Calismada dbl19-SDD ve bior6.8-SDD  yontemlerinin  ticari  preparata
uygulanmasinda 1 mL g6z damlast numunesi 100 mL’lik balonjojeye aktarildiktan sonra
hacmi metanolle tamamlandi. Balon joje manyetik karistirici ile 35 dakika karistirildiktan
sonra membran filtre (Sartorius Minisart ¢= 0,20 pum) ile siiziildi. Bu ¢ozeltiden 1.0 mL
almip 10 mL’lik balon jojeye transfer edilip hacmi metanolle tamamlandi. Bu analiz
¢ozeltilerinin 200.0-340.0 nm dalga boyu bolgesinde AL = 0.1 nm araliklarla ¢izdirilen
spektrumlarindan g6z damlasi igerigindeki DOR ve TIM miktarlar1 hesaplandi. Bu islem
10 kez tekrar edildi.

Yukarida agiklanan goz damlasi analiz islemi TOMEC® goz damlasi preparatina

uygulandi. TOMEC® goz damlasi sonuglar1 Cizelge 3.49” da sunuldu.
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Cizelge 3.49. Db10-SDD ve bior6.8-SDD yontemlerinin ticari goz damlasina uygulanmasi ile elde edilen
sonuglar. (Etiket degeri: DOR 20.0 mg/mL TIM 5.0 mg/mL).

mg/mL
db10-SDD bior6.8-SDD

Deney No. DOR TIM DOR TIM
1.0 20.30 5.10 19.68 5.07
2.0 20.31 4.78 19.81 5.11
3.0 20.38 5.08 19.80 5.28
4.0 20.22 5.12 19.67 5.09
5.0 20.51 4.98 19.87 4.97
6.0 18.84 4.98 20.05 5.21
7.0 20.00 4.99 19.40 4.97
8.0 20.17 5.08 20.06 5.23
9.0 20.31 4.88 19.54 5.04
10.0 20.93 5.08 20.11 5.19
X 20.20 5.01 19.80 5.14
SS 0.54 0.11 0.23 0.11
BSS 2.66 2.20 1.19 2.17
GA X+0.39(19.81-20.59)  X+0.08(4.93-5.09)  X+0.16(19.64-19.96)  X+0.08(5.06-5.22)

X= Aritmetik ortalama
SS= Standart sapma

BSS= Bagil standart sapma

GA= Giiven aralig1
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3.2.6. DOR-TIM karisimu icin uygulanan yontemlerin istatistiksel karsilastirilmasi

Doktora tezinin DOR-TIM karisimindaki miktar tayini i¢in gelistirilen yontemlerin
ticari preparatlara uygulamasiyla elde edilen sonuglar1 karsilagtirmak i¢in p=0.05 olasilik
diizeyinde n1=4 ve np= 45 serbestlik derecesinde ANOVA (Analysis of Variance) testi
uygulandi. Bu istatistiksel test isleminde, DOR-TIM karigtmini igeren formiilasyondan
yontemler ile DOR ve TIM etken maddelerinin kantitatif analiz sonuglarina ANOVA testi
uygulamasiyla elde edilen sonuglar Cizelge 3.25 te listelendi. ANOVA testi sonuglarindaki
F ve p degerlerine gére UPLC, PCR, PLS, Db10-SDD ve Bior6.8-SDD ydntemlerinin

analiz sonuglar1 arasinda anlamli bir fark olmadig1 gozlendi.
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Cizelge 3.50. Gelistirilen yontemlerin DOR-TIM karisimini igere ticart preparatlar uygulamasiyla elde edilen kantitatif analizi sonuglarina istatistiksel analizi igin

ANOVA test sonuglari
Deney Sayisi Toplam Ortalama Varyans
Yontemler DOR TIM DOR TIM DOR TIM DOR TIM
UPLC 10 10 201.31 51.13 20.13 511 0.1883 0.0163
PLS 10 10 202.77 50.04 20.28 5.00 0.1615 0.0099
PCR 10 10 205.31 50.15 20.53 5.02 0.2920 0.0138
Db10-SDD 10 10 202.33 50.31 20.23 5.03 0.1918 0.0162
Bior6.8-SDD 10 10 199.79 51.16 19.98 5.12 0.3309 0.0117
KT SD KO F-hesap P-degeri F-tablo
Varyasyon DOR TIM DOR TIM DOR TIM DOR TIM DOR TIM DOR TIM
Yontemler Arast 1.6562 0.1186 4 4 0.4141 0.0296 1.78 2.18 0.15 0.09 2.58 2.58
Yontemler I¢i 10.4799 0.6114 45 45 0.2329 0.0136
Toplam 12.1361 0.7300 49 49

KT =karelerin toplami
SD = serbestlik derecesi
KO = karelerin ortalamasi
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4.  TARTISMA

Bu doktora tez calismasinin temel amact BRI-TIM ve DOR-TIM karigimlarini
igeren ticari farmasotik preparatlardaki aktif bilesiklerin miktar tayinleri ile kalite kontrol
ve rutin analizleri i¢in yeni analitik yontemlerin gelistirilmesi ve uygulanmasidir. Bu
amagla, BRI-TIM ve DOR-TIM kombinasyonlarinin analizleri i¢in kemometrik
optimizasyon dayali yeni UPLC yontemleri gelistirildi ve UV spektrofotometrik 6l¢timlere
dayali PCR, PLS ve SDD kalibrasyon algoritmalarini yeni uygulamalar1 gergeklestrildi.

BRI-TIM ve DOR-TIM igeren preparatlardaki etken maddelerin kantitasyonu ile
ilgili bugiine kadar uygulanal analitik yontemler hakkinda yapilan literatiir
arastirmalarinda, doktora tez caligsmasi kapsaminda gelistirilen yeni analitik yontemlerin

uygulanmadigini (veya kullanilmadigini) saptadik.

Bu nedenle, BRI-TIM ve DOR-TIM kombinasyonlarini igeren iki farkli ticari

farmasotik preparat doktora tezinin konusu olarak seg¢ildi.

Calismalarimizda, deneysel tasarim ve optimizasyona dayali yeni iki UPLC
yontemi gelistirilmesi ile ve spektral olarak farkli yeni kemometrik PCR ve PLS
kalibrasyon yonteminin kullanilmasi ile ve spektral siirekli dalgacik doniisiim (SDD)
yonteminin dort farkli yeni uygulamasi ile BRI-TIM ve DOR-TIM igeren ticari goz
preparatlarinin kalite kontrol rutin analizleri i¢in hizli, daha kolay, daha ucuz, daha dogru
daha kesin ve daha giivenilir analiz sonuglar1 elde edildi ve bu sonuglar bu doktora tezi

kapsaminda ¢izelgelerde sunuldu.
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BRI-TIM ve DOR-TIM karisimlarinin kantitasyonu i¢in bu gelistirilen ve
uygulanan yontemler sirasiyla; kemometrik optimizasyon ile gelistirilen UPLC, spektral
cok dgiskenli PCR ve PLS kalibrasyon, mexh-SDD ve Sym5-SDD ile db10-SDD ve
bior6.8-SDD’dur.

Uygulanan yontemler ile ticari preparatlarin kantitatif analiz sonuglart ANOVA
testi ile degerlendirildiginde, yontemlerin sonuglar1 arasinda anlamli bir fark olmadig:

gozlendi.

Doktora tezi kapsaminda gelistirilen yontemler (UPLC, spektral ¢ok dgiskenli
PCR ve PLS kalibrasyon, mexh-SDD ve Sym5-SDD ile db10-SDD ve bior6.8-SDD) BRI-
TIM ve DOR-TIM kombinasyonlarinin analizleri i¢in yeni optimize ve valide edilmis

analitik yontemlerdir.
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4.1. UPLC Yontemi ile BRI-TIM ve DOR-TIM Karisimlarinin Analizi

Doktora tez ¢calismasi ¢ergevesinde BRI-TIM ve DOR-TIM karisimlarinin kantitatif
analizlei i¢in deneysel tasarim ve optimizasyon metodolojisi kullanilirak yeni UPLC
yontemleri gelistirildi. BRI-TIM kombinasyonunun analizini ger¢eklestirmek igin
gelistirilen UPLC yonteminde optimal kromatografik kosullar1 saptamak icin 3% tam
faktoriyel tasarim ve DOR-TIM kombinasyonunun analizi i¢in gelistirilen UPLC
yonteminde ise Box-Behnken tasarim uygulandi. Her iki tasarimda da Bolim 2.2.7.’de
teorik ayrintilar1 agiklanan kromatografik cevap faktorii (improved chromatograpic

response function — ICRF, Carle 1972) optimizasyon islemlerindeki modellemeler i¢in

kullanildi.

Deneysel tasarim ve optimizasyon tekniklerine dayali olarak yeni kromatografik
yontem gelistirilmesinde, bu ICRF fonksiyonunun 6zelligi minimum alikonma zaman
araliginda maksimum kromatografik ayirma (R) saglayan optimal kromatografik deneysel

sartlarin bulunmasinda etkin bir cevaptir.

BRI-TIM karisiminin analizi i¢in gelistirilen UPLC yonteminin kemometrik
optimizasyon kosullari; akis hizi= 0.38 mL/dak., kolon sicakligi= 49.2 °C ve hareketli faz
bilesimindeki 0.1 M CH3COOH yiizdesi= 56.7 olarak bulundu. Bu sartlarda kalibrasyon
seti ve numunelerin 246.0 (BRI i¢in) ve 298.0 (TIM igin) dalga boyunda dedeksiyonu ile
kromatogramlar c¢izdirildi. Bolim 3.1.1.3’te Cizelge 3.4’te dogrusal regresyon analiz
sonuglart sunuldu. Cizelgeden de goriilecegi gibi ¢alisma araliginda her iki bilesik i¢in

yiiksek korelasyon katsayis1 ve uygun LOD ve LOQ degerleri elde edildi.
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BRI-TIM analizinde yontem validasyonu i¢in yapay karisimlarin analizi ile % geri
kazanim ¢alismalari ile yontemin dogrulugu ve kesinligi degerlendirildi. Sonuglar Cizelge
3.5’te verildi. Giin i¢i ve giinler aras1 tekrar edilebilirlik sonuglar1 Cizelge 3.6’da 6zetlendi.
Yontemin seciciligini degerlendirmek icin standart ekleme deneyleri yapildi. Cizelge
3.7°den gorildiigii lizere ticari géz damlasindaki yardimer maddelerin analiz iizerine bir
etkisinin olmadig1r gozlendi. Calismada, BRI ve TIM kombinasyonunu igeren ticari
formiilasyonun analizi i¢in gelistirilen UPLC uygulamasindan elde edilen sonugalr Cizelge
3.9’da sunuldu. Bu sonuglar, gelistirilen UPLC yonteminin ticari formiilasyondan aktif

bilesiklerin rutin analiz ve kalite kontrolii i¢in kulanilabilecegini gosterdi.
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4.2. PCR ve PLS Yontemleri ile BRI-TIM ve DOR-TIM Karisiminin Analizi

Doktora tezinin bu c¢alismasinda BRI-TIM ve DOR-TIM karisimlarinin miktar
tayinleri, UV-Spektrofotometre verilerine, Bolim 2.2.4’te teorik bilgisi sunulan temel
bilesen regresyon (principal component analysis regression— PCR) ve Bolim 2.2.5’te
teorik temeli sunulan kismi en kii¢iik kareler ( partial least squares — PLS) yontemlerinin

uygulanmasi ile gerceklestirildi.

PCR yontemi uygulanmasinda BRI-TIM karigimi i¢in 220.0-340.0 nm ve DOR-
TIM.karigimi i¢in 200.0-350.0 nm dalga boyu araliginda AA = 0.1 nm araliklarla ¢izdirilen
orjinal absorpsiyon spektrum verileri kullanildi. Yontemin analitik validasyonu igin
hazirlanan yapay karisim ¢ozeltilerine PCR yonteminin uygulanmas ile % Geri kazanim
ve bagil standart sapma degerleri hesaplandi, BRI-TIM karisimi i¢in Cizelge 3.11°de ve
DOR-TIM karisimi i¢in Cizelge 3.36’da sunuldu. Yoéntemin dogrulugunu ve kesinligini
kontrol etmek i¢in giin i¢i ve giinler aras1 analizleri yapildi , BRI-TIM karisimi i¢in Cizelge
3.12°de ve DOR-TIM karisimi i¢in Cizelge 3.37°de gosterildi. PCR yonteminin ticari
farmasotik goz damlast numunelerine uygulamadan Once formiilasyon igerisindeki
yardimcr maddelerin analiz lizerinde etkisinin olup olmadigr standart ekleme teknigi ile
kontrol edildi. Standart ekleme tekniginin sonuglart BRI-TIM karigimi i¢in Cizelge 3.13°te
ve DOR-TIM karigimi i¢in Cizelge 3.38’de verildi. Sonuglar incelendiginde her iki ticari
g6z damlast numunesi igerisindeki yardimci maddelerin herhangi bir etkisi olmadigi
anlasildi. Gelistirilen ve valide edilen PCR ydnteminin COMBIGAN ve TOMEC goz
damlas1 numunelerine uygulanmasi ile elde edilen sonuglar sirasiyla Cizelge 3.14’te ve

Cizelge 3.39°da sunuldu.

PLS yontemi uygulanmasinda BRI-TIM karisimi i¢in 220.0-340.0 nm ve DOR-
TIM.karisimi i¢in 200.0-350.0 nm dalga boyu araliginda AL = 0.1 nm araliklarla ¢izdirilen

orjinal absorpsiyon spektrum verileri kullanildi. Yontemin analitik validasyonu igin
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hazirlanan yapay karisim ¢ozeltilerine PLS yOnteminin uygulanmasi ile % Geri kazanim
ve bagil standart sapma degerleri hesaplandi, BRI-TIM karisimi igin Cizelge 3.16’da ve
DOR-TIM karisimi i¢in Cizelge 3.41°de sunuldu. Yontemin dogrulugunu ve kesinligini
kontrol etmek i¢in giin i¢i ve giinler aras1 analizleri yapildi , BRI-TIM karisimi i¢in Cizelge
3.17°de ve DOR-TIM karisimi i¢in Cizelge 3.42°de gosterildi. PLS yonteminin ticari
farmasotik g6z damlasi numunelerine uygulamadan oOnce formiilasyon igerisindeki
yardimc1 maddelerin analiz {izerinde etkisinin olup olmadig1 standart ekleme teknigi ile
kontrol edildi. Standart ekleme tekniginin sonuglar1t BRI-TIM karisimi i¢in Cizelge 3.18’de
ve DOR-TIM karigimi igin Cizelge 3.43’de verildi. Sonuglar incelendiginde her iki ticari
g6z damlast numunesi icerisindeki yardimci maddelerin herhangi bir etkisi olmadigi
anlasildi. Gelistirilen ve valide edilen PCR ydnteminin COMBIGAN ve TOMEC goz
damlas1 numunelerine uygulanmasi ile elde edilen sonuglar sirasiyla Cizelge 3.19°da ve

Cizelge 3.44’te sunuldu.

BRI-TIM ve DOR-TIM karisimlarinin ticari g6z damlasi sonuglarindan, gelistirilen
ve valide edilen PCR ve PLS yontemlerinin kalite kontrol ve rutin analizi i¢in basit, ucuz,

uygulanabilir bir yontem oldugu sonucuna varildi.
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4.3 SDD Yontemleri ile BRI-TIM ve DOR-TIM Karisiminin Analizi

Doktora tez ¢alismasinin BRI-TIM ve DOR-TIM karigsimlarinin miktar tayini igin
UV-Spektrofotometre verilerine siirekli dalgacik donlisim (SDD) yontemlerinin
uygulandi. BRI-TIM karigimi igin dalgaciklar ailesinden Mexh-SDD ve Sym5-SDD sinyal
isleme yontemi kullanildi. DOR-TIM karisimi i¢in dalgaciklar ailesinden db10-SDD ve
bior6.8-SDD sinyal isleme yontemi kullanildi.

Mexh-SDD ve Sym5-SDD yontemleri BRI-TIM karisimi igin 220.0-340.0 nm dalga
boyu araliginda AL = 0.1 nm araliklarla orjinal absorbsiyon spektrumlarina uygulandi.
Mexh-SDD yonteminde kalibrasyon grafigi; BRI kalibrasyon g¢ozeltileri i¢in 277.1 nm
dalga boyunda ve TIM kalibrasyon ¢ozeltileri i¢in i¢in 295.2 nm dalga boyundaki genlikleri
Ol¢iilerek hesaplandi. Sym5-SDD yonteminde kalibrasyon grafigi; BRI kalibrasyon
cozeltileri i¢in 233.2 nm dalga boyunda ve TIM kalibrasyon ¢ozeltileri i¢in i¢in 288.1 nm
dalga boyundaki genlikleri Olgiilerek hesaplandi. Her iki yonteme ait regresyon analiz
sonuclar1 Cizelge 3.20°de sunuldu. Her iki yontemin de korelasyon katsayilarinin ytiksek
ciktigi ve LOD ve LOQ degerlerinin istenilen aralikta oldugu Cizelge 3.20’de yer

almaktadir.

Mexh-SDD ve Sym5-SDD yontemlerinin validasyonu igin, BRI-TIM igeren farkli
konsantrasyondaki yapay karigimlarin % geri kazanim ve bagil standart sapma sonuglari
Cizelge 3.21°de sunuldu. Yontemin dogruluk ve kesinligini test etmek i¢in giin i¢i ve giinler
aras1 hazirlanan ¢ozeltilerle analizler yapildi ve Cizelge 3.22°de % geri kazanim sonuglari
verildi. Standart ilave teknigi ile ticari farmasotik géz damlasi icerisindeki yardimci
maddelerin Mexh-SDD ve Sym5-SDD yontemlerinin analiz {izerine bir etkisi olup

olmadig1 arastirildi. Cizelge 3.23’te ki sonuglara bakildiginda yardimec1 maddeelrin her iki
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yontem tizerinde bir etkisinin olmadig1 goriildii. Her iki yontemin BRI-Tim karigimi iceren

ticari goz damlasi preparatina uygulanamsi ile elde edilen sonuclar Cizelge 3.24’te verildi.

Db10-SDD ve bior6.8-SDD yontemleri DOR ve TIM’in kantitatif analizi i¢in
200.0-340.0 nm dalga boyu araliginda AL = 0.1 nm araliklarla orjinal absorbsiyon
spektrumlaria uygulandi. Db10-SDD yonteminde kalibrasyon grafigi; DOR kalibrasyon
cozeltileri i¢in 282.1 nm dalga boyunda ve TIM kalibrasyon ¢ozeltileri i¢in i¢in 274.6 nm
dalga boyundaki genlikleri dlgiilerek hesaplandi. Bior6.8-SDD yonteminde kalibrasyon
grafigi; DOR kalibrasyon ¢ozeltileri i¢in 283.0 nm dalga boyunda ve TIM kalibrasyon
cozeltileri i¢in i¢in 293.6 nm dalga boyundaki genlikleri 6l¢iilerek hesaplandi.

Her iki yonteme ait regresyon analiz sonuglar1 Cizelge 3.45°te sunuldu. Her iki
yontemin de korelasyon katsayilarinin yiiksek ¢iktigi ve LOD ve LOQ degerlerinin
istenilen aralikta oldugu Cizelge 3.45’te yer almaktadir.

Db10-SDD ve bior6.8-SDD yontemlerinin validasyonu i¢in, DOR-TIM igeren
farkl1 konsantrasyondaki yapay karisimlarin % geri kazanim ve bagil standart sapma
sonuclar1 Cizelge 3.46’da sunuldu. Yontemin dogruluk ve kesinligini test etmek icin giin
ici ve gilinler arasi hazirlanan ¢ozeltilerle analizler yapildi ve Cizelge 3.47°de % geri
kazanim sonuglar1 verildi. Standart ilave teknigi ile ticari farmasotik goéz damlasi
icerisindeki yardimc1 maddelerin Db10-SDD ve bior6.8-SDD yontemlerinin analiz iizerine
bir etkisi olup olmadig: arastirildi. Cizelge 3.48°de ki sonuglara bakildiginda yardimci
maddeelrin her iki yontem tizerinde bir etkisinin olmadig1 goriildii. Her iki yontemin DOR-
TIM karigimi igeren ticari géz damlasi preparatina uygulanamsi ile elde edilen sonuclar

Cizelge 3.49°da verildi.
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BRI-TIM ve DOR-TIM karisimlarinin miktar tayinleri i¢in gelistirilen ve valide
edilen bu SDD yontemlerinin kalite kontrol ve rutin analizi i¢in basit, kolay ve

uygulanabilir oldugu anlasildi.

266



5.  SONUC ve ONERILER

Bu doktora tezindeki “Timolol Maleat Igeren Ticari Farmasétik Preparatlardaki Etkin
Maddelerin  Spektrofotometrik ve Kromatografik Olgiimlere Dayali Kemometrik
Yontemlerle Miktar Tayinleri” baslikli ¢aligmada elde edilen sonuglar istenen amaglara
basariyla ulasildigint  gostermektedir. Bu kapsamda TIM-BRI ve TIM-DOR
kombinasyonlarini igeren ticari farmasoétik preparatlardaki aktif bilesiklerin miktar tayinleri
icin yeni UV spektral verilerin kullanimina dayanan PCR ve PLS kalibrasyon yontemleri,
siirekli dalgacik doniisiim yontemleri ve kemometrik 33 tam faktoriyel ve Box-Behnken

tasarimlar1 kullanilarak yeni UPLC yontemleri gelistirildi.

Spektrofotometrik olarak kemometrik PCR ve PLS yontemleri ve SDD yontemleri ile
TIM-BRI ve TIM-DOR seklindeki iki farkli karigim sisteminin analizinde aktif bilesikler
ayni spektral dalga boyu araliginda girisim yapmalarina ragmen her iki kemometrik
kalibrasyon yontemi uygulanmasinda son derece basarili sonuglar elde edildi. Ayrica PCR,
PLS ve SDD yontemleri TIM-BRI ve TIM-DOR kombinasyonlarini iceren karigimlarin
analizinde herhangi bir kimyasal 6n ayirma gerekmeksizin bilesiklerin eszamanli hizli,

kolay ve ucuz analizine olanak saglamstir.

Calismalarda, TIM-BRI ve TIM-DOR ikili karigimlarimi igeren ticari goz
preparatlarinin  analizi i¢cin UPLC yontemlerinin  gelistirilmesinde kemometrik
optimizasyon yontemleriyle kisa analiz siiresinde en uygun kromatografik kosullar
bulundu. Optimal kromatografik kosullardaki UPLC yontemleri valide edildikten sonra
ticari farmasotik preparatlardaki aktif bilesiklerin (TIM, BRI ve DOR) analizine basariyla
uygulandi.

267



Sonug olarak doktora tezi kapsaminda TIM-BRI ve TIM-DOR seklindeki her bir
karisimin analizi i¢in iki yeni UV spektral PCR, PLS ve SDD yontemiyle ile yeni optimize
ve valide edilen birer UPLC yontem gelistirildi. Bu doktora tezi kapsaminda yeni
gelistirilen yontemler, literatiir yontemleriyle karsilastirildiginda son derece hizli, kolay,

daha kesin, daha dogru ve daha giivenilir sonuglar verdigi ortaya koymustur.

Ilag endiistrisinde ve Ar-Ge ¢alismalarinda yeni 6nerilen kemometrik PCR ve PLS
kalibrasyon teknikleri, SDD yontemleri ve yeni gelistirilen UPLC yontemleri TIM-BRI ve
TIM-DOR kombinasyonlarini iceren farmasotik goz preparatlarinin kantitatif analizinde ve

kalite kontrol ile rutin analizlerde basariyla uygulanabileceklerdir.

Ayrica doktora tezi ¢alismasinin konusu ikili karisimlar (TIM-BRI ve TIM-DOR)
tizerinde herhangi bir analiz ¢alismasi yapilmasi durumunda bu doktora tez ¢alismasinin

sonuclar1 kaynak olusturacaktir.
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OZET

Timolol Maleat Iceren Ticari Farmasotik Preparatlardaki Etkin Maddelerin
Spektrofotometrik ve Kromatografik Olgiimlere Dayali Kemometrik Yontemlerle
Miktar Tayinleri

Bu doktora tezinde, Timolol Maleat igeren ticari farmasotik preparatlardaki aktif
bilesiklerin miktar tayinleri i¢in spektrofotometrik ve kromatografik 6l¢iimlere dayanan
yeni metotlar gelistirildi.

Bu baglamda, Timolol maleat (TIM)-Brimonidin tartarat (BRI) ve TIM-Dorzolamid
hidrokloriir (DOR) iceren iki farkli ticari {irlin (géz damlasi) yeni Onerilen analitik
yontemlerin uygulamasi i¢in dikkate alindi.

[k olarak, TIM-BRI ve TIM-DOR karisimlarini igeren kalibrasyon seti ve sentetik
karisim numuneleri i¢in 210.0-360.0 ve 200.0-350.0 nm, sirasiyla, spektral bolgesindeki
UV absorbanslarmin 6l¢iimii ile spektrofotometrik veriler elde edildi ve bu verilere temel
bilesen regresyon (principal component regression—PCR) ve kismi en kiiciik kareler
regresyonu (partial least squares regression—PLS) algoritmalari uygulandi.

Yontem validasyon iglemlerinde, spektral PLS ve PCR yontemlerinin gegerlilik ve
uygulanabilirlilikleri sentetik karisimlar, giin i¢i ve giinler aras1 deneyleri ve standart ilave
numuneleri kullanilarak gergeklestirildi. Validasyon numunelerinin analiz sonuglari
istenilen aralikta ¢iktig1 belirlendi.

Ornegin; TIM-BRI karisiminin analizinde, % ortalama geri kazanim ve standart
sapma degerleri PCR modelde TIM icin % 100.9 ve % 0.28, BRI i¢in % 100.0 ve % 0.93,
PLS modelde TIM i¢in %101.1 ve % 0.42, BRI i¢in % 99.9 ve % 0.71 olarak bulundu. Ayni1
sekilde, TIM-DOR kombinasyonlarinin analizi i¢in % ortalama geri kazanim ve bagil
standart sapma degerleri PCR modelde TIM i¢in % 103.2 ve % 1.60, DOR i¢in % 101.8 ve
% 1.80, PLS modelde TIM i¢in % 100.8 ve % 0.90, DOR i¢in % 101.3 ve % 1.81 olarak
elde edildi.

Ikinci olarak, TIM-BRI ve TIM-DOR kombinasyonlarimin ticari farmasétik dozaj
formlarinin es zamanl miktar analizleri i¢in yeni UPLC (Ultra performance Liquid
Chromatography— UPLC) yontemleri gelistirildi. UPLC yontemlerinin gelistirlmesinde
33tam faktoriyel tasarrm ve Box-Behnken tasarimi optimal kromatografik kosullarin
bulunmasi i¢in kullanildi.

TIM-BRI karisiminin analizi i¢in UPLC yontem optimizasyonunda 3% tam
faktoriyel tasarimin uygulanmasinda mobil fazdaki 0.1 M CH3COOH (%, x1), kolon
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sicakligt  (°C, x2), akis hiz1 (mL/dakika, x3) faktor degiskenleri olarak secildi. Secilen
faktorlerin seviyeleri; x1: 35(-1), 55(0) ve75 (+1),x2: 35(-1), 50 (0) ve 65 (+1) ve x3: 0.2 (-
1), 0.3 (0) olarak belirlendi. Bu UPLC optimizasyon prosediiriinde, optimal kromatografik
kosullar; akis hiz1 0.38 mL/dakika, kolon sicaklig1 49.2 °C ve mobil fazdaki % 0.1 M
CH3COOH degeri 56.70 olarak hesaplandi. Bu optimal UPLC kosullar altinda, TIM ve
BRI i¢in kalibrasyon egrisi, sirastyla 8.0 — 72.0 pg/mL ve 5.0 — 25.0 pg/mL konsantrasyon
araliginda 298.0 nm ve 246.0 nm’de pik alanlarinda konsantrasyon regresyonu ile
hesaplandi. BRI ve TIM’ 1n analizi i¢in optimize edilen UPLC yontemi sentetik karigim,
giin i¢i ve giinler arasi numuneleri ve standart ekleme ¢ozeltileri ile valide edildi. Optimize
ve valide edilen bu UPLC yontemi TIM ve BRI igeren goz damlasi numunelerinin kantitatif
analizine basar ile uygulandi. Analiz sonuglar1 BRI i¢in 2 mg/mL ve TIM i¢in 5 mg/mL
olarak bulundu. Bu sonuglar yeni optimize ve valide edilen UPLC yonteminin TIM-BRI
ticari numunelerinin rutin analizi i¢in ¢ok uygun oldugunu gosterdi.

TIM-DOR karisiminin analizi i¢in UPLC ydntemi optimizasyonunda Box-
Behnken tasarimi uygulanmasinda, mobil fazdaki 4x10* M CCIsCOOH bileseni (%, x1),
kolon sicaklig1 (°C, X2) ve akis hiz1 (mL/min, X3) faktor degiskenleri olarak secildi. Secilen
faktorlerin seviyeleri sirasiyla; x1: 12 (-1), 38 (0) ve64 (+1), x2: 30(-1), 45 (0) ve 60 (+1),
x3: 0.2(-1), 0.3(0) ve0.4 (+1) olarak belirlendi. Bu UPLC optimizasyon prosediiriinde
optimal kromatografik kosul olarak akis hiz1 0.32 mL/dakika, kolon sicaklig1 45.0 °C ve
mobil fazdaki 4x10* M CCIsCOOH bileseni % 40.0 olarak bulundu. Bu optimal UPLC
kosullar1 altinda, TIM ve DOR i¢in kalibrasyon egrileri 5.0 — 40.0 ug/mL konsantrasyon
araliginda 275.0 nm’de pik alanlarindaki konsantrasyonun regresyonu ile hesaplandi. DOR
ve TIM 1 analizi i¢in optimize edilen UPLC yontemi sentetik karigimlar, giin i¢i ve giinler
aras1 numuneleri ve standart ekleme c¢ozeltilerinin analizi ile valide edildi. Optimize ve
valide edilen bu UPLC yontemi TIM ve DOR maddelerini igeren goz damalasi
numunelerinin miktar tayininde basar1 ile uygulandi. Analiz sonuglart DOR i¢in 20 mg/mL
ve TIM i¢in 5 mg/mL olarak bulundu. Bu sonuglar yeni optimize ve valide edilen UPLC
yonteminin TIM-DOR ticari numunelerinin rutin analizi i¢in ¢ok uygun oldugunu gosterdi.

Sonug olarak, bahsedilen PCR ve PLS yontemleri UV-spektral verilerine ilk
karisimda TIM ve BRI ve ikinci karisimda TIM ve DOR karisimlarinin miktar tayini igin
uygulandi. Bu spektral kemometrik analizde, Ar-Ge ¢alismalari ve ilag endiistrisi agisindan
basarili ve faydali sonuglar elde edildi.

Gilinlimiizde ila¢ maddelerinin analizi i¢in UPLC ydntemi en yaygin kullanilan
tekniktir. Bu yaklasima gore bu doktora tezinde iki farkli ticari g6z damlasi olan TIM-BRI
ve TIM-DOR kombinasyonlarinin miktarsal degerlendirmeleri i¢in optimize edilen ve
gelistirilen yeni bir UPLC yontemi elde edildi.

Anahtar kelimeler: Asir1 Yiiksek Basingli Sivi Kromatografisi (AYBSK), Brimonidin
Tartarat, Deneysel Tasarim ve Optimizasyon, Dorzolamid Hidrokloriir, Timolol Maleat.
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SUMMARY

Quantitative Analysis of Timolol Maleate and Active Compounds in Commercial
Pharmaceutical Preparations Based on Spectrophotometric and Chromatographic
Measurements with Chemometric Methods

In this doctorate thesis, new methods based on the spectrophotometric and
chromatographic measurments were developed for the quantitative analysis of active
compounds in commercial pharmaceutical preparations containing timolol maleate.

In this context, two different commercial products (eye drops) containing Timolol
Maleate (TIM)-Brimonidine Tartrate (BRI) and TIM-Dorzolamide hydrochloride (DOR)
combinations were considered for the application of the newly proposed analytical
methods.

Firstly, the spectrophotometric data obtained by measuring the UV absorbances in
the spectral region of 210-360 nm and 200-350 nm for the calibration set and samples
containing TIM-BRI and TIM-DOR mixtures were processed by the principal component
regression (PCR) and partial least squares regression (PLS) algorithms, respectively.

In the method validation treatments, the validity and applicability of the spectral
PLS and PCR methods were performed by using the synthetic mixtures, inter-day and intra-
day experiments and standard addition samples. A good agrement was reported for the
analysis results of the validation samples.

For example; in the analysis of the TIM-BRI mixture percent mean recovery results
and standard deviations were found as 100.9 % and 0.28 % for TIM and 100.0 % and 0.93
% for BRI using PCR model and as 101.1 % and 0.42 % for TIM and 99.9 % and 0.71 %
for BRI using PLS model for the analysis. In the same way, mean recoveries and
correspondind relative standard deviations for the analysis of TIM-DOR combinations
were obtained as as 103.2 % and 1.60 % for TIM and 101.8 % and 1.80 % for DOR using
PCR model and as 100.8 % and 0.90 % for TIM and 101.3 % and 1.81 % for DOR using
PLS model for the analysis.

Secondly, new UPLC methods were developed for the simultaneous quantitative
analysis of the combined pharmaceutical dosage forms of TIM-BRI and TIM-DOR
combinations. In the developmet of new UPLC methods, 32 full factorial design and Box-
Behnken design were used to find the optimal chromatographic conditions.

In the application of a 3%full factorial design to the UPLC method optimization for
the analysis of TIM-BRI, flow rate (mL/min, x1), column temperature (°C, x2) and 0.1 M
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CH3COOH (%, x3) in mobile phase were selected as factor variables with three levels; xi:
0.2 (-1), 0.3 (0) and 0.4 (+1), x2: 35(-1), 50 (0) and 65 (+1), x3: 35(-1), 55(0) and 75 (+1),
respectively. In this UPLC optimization procedure, optimal chromatographic conditions
were found to be 0.38 mL/min for the flow rate, 49.2 °C for column temperature and 56.70
% for 0.1 M CH3COOH in mobile phase. Under this optimal UPLC conditions, calibration
curves for TIM and BRI in the concentration range of 8.0 — 72.0 ug/mL and 5.0 — 25.0
ug/mL were computed by regressing the concentration on the peak areas measured at 298.0
nm and 246.0 nm, respectively. The optimized UPLC method for the analysis of BRI and
TIM were validated by analysing various synthetic mixture, intra-day and inter-day samples
and standard addition solutions. This optimized and validatedUPLC approach was
succesfully applied the quantitative analysis of eye drop samples containing TIM and BRI
substances. Assay results were found to be 2 mg/mL for BRI and 5 mg/mL for TIM. This
results indicated that the newly optimized and validated UPLC method was very suitable
for the routine analysis of TIM-BRI commercial samples.

In the application of a Box-Behnken design to the UPLC method optimization for
the analysis of TIM-DOR, 4x10* M CCIsCOOH(%, x1i) in mobile phase column
temperature (°C, x2) and flow rate (mL/min, x3) were selected as factor variables with three
levels; x1: 12 (-1), 38 (0) and 64 (+1), x2: 30(-1), 45 (0) and 60 (+1), x3: 0.2(-1), 0.3(0) and
0.4 (+1), respectively. In this UPLC optimization procedure, optimal chromatographic
conditions were found to be 0.32 mL/min for the flow rate, 45.0°C for column temperature
and 40.0 % for 4x10™* M CCIsCOOH in mobile phase. Under this optimal UPLC conditions,
calibration curves for TIM and DOR in the concentration range of 5.0 — 40.0 pg/mL were
computed by regressing the concentration on the peak areas measured at 275.0 nm. The
optimized UPLC method for the analysis of DOR and TIM were validated by analysing
various synthetic mixture, intra-day and inter-day samples and standard addition solutions.
This optimized and validatedUPLC approach was succesfully applied the quantitative
analysis of eye drop samples containing TIM and DOR substances. Assay results were
found to be 20 mg/mL for DOR and 5 mg/mL for TIM. This results indicated that the newly
optimized and validated UPLC method was very suitable for the routine analysis of TIM-
DOR commercial samples.

As a consequence, the newly proposed PCR and PLS were applied to the UV-
spectral data for the quantitations of TIM and BRI in first mixture and TIM and DOR in
second mixture. In this spectral chemometric analysis, succesful and useful results were
obtained in terms of pharmaceutical industry and R&D studies.

Nowadays UPLC method is the most commonly used technique for the analysis of
drug substances. According to this approach, this doctorate thesis was gained newly
optimized and developed UPLC methods for the quantitative estimation of TIM-BRI and
TIM-DOR combinations which were two different commercial eye drops.

Keywords: Brimonidine Tartrate, Dorzolamide Hydrochloride, Experimental Design and
Optimization, Timolol Maleate, Ultra Pressure Liquid Chromatography (UPLC).
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