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1. GIRiS

Lansoprazol, ulser tedavisinde kullanilan, proton pompasi
inhibitort gorevindeki bir etken maddedir. Turkiye ilag pazarinda, 15 ve 30
mg’lik dozaj formlari halinde, mikropellet kapsil olarak satisa
sunulmaktadir. Mikropellet seklindeki uretimi, bu ilaci mide asidine kargi
dayanikli hale getirir. ilag, bdylece pH 1.2 mide ortaminda ¢dziinmezken,

bagirsak ortaminda hizla emilir.

Lansoprazol etken maddesini iceren farmasaétik preparatlar
icin kalite kontrol laboratuvarlarinda hizl, kolay uygulanabilen, dogru ve
guvenilir tayin yontemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Yuksek basingl sivi
kromatografisi bu yéntemlerin basinda gelen isimlerden biridir. Ancak
etken madde ve safsizlik tayinleri icin HPLC, oldukga vakit alan ve
harcanan solvent miktari agisindan maliyeti daha ylksek olan bir

yontemdir.

Teknolojinin ilerlemesi ile birlikte sivi kromatografi teknikleri
de yeni bir boyut kazanmistir. Son yillarda ¢ok daha kugluk ¢apli kolon
dolgu maddeleri ile birlikte calisan, daha yUksek basin¢ uretebilen ve
kromatografik analiz i¢cin harcanan zamani olduk¢a azaltan UPLC

cihazlari, ila¢ endustrisindeki yerini almaya baglamigtir.

Kaynaklarda lansoprazol etken maddesine ait safsizliklarin
UPLC cihaziyla valide edilmig tayin yontemlerine rastlanmamasi nedeniyle
ve ilag endustrisinde meydana gelen yeniliklerin hayata gegiriimesini

saglayabilmek bu galismanin ana gerekgeleri olmustur.



2. GENEL BILGILER

2.1. Lansoprazol

2.1.1. Molekiler Formul

2.1.2. Kapali Formul
C16H14F3N302S

2.1.3. Molekuler Agirlik
369.4 g/mol

2.1.4. Kimyasal Ad
2-[(RS)-[[3-Metil-4-(2,2,2-trifloroetoksi)piridin-2-ylJmetil]silfinil]-1H-

benzimidazol

2.1.5. Cozunurluk

Pratikte suda ¢ozunmez, susuz etanolde ¢ozunur, asetonitrilde ¢ok az

¢ozundar.

2.1.6. Polimorfizm

Polimorfizm gosterir.




2.1.7. Diger Ozellikleri

Lansoprazol, mide asidi salgilanmasini inhibe eden proton
pompas! inhibitorleri grubundan antillser etkisine sahip bir etken
maddedir. Bu madde, duodenal ulser, gastrik Ulser, refli 6zofajit, patolojik
hipersekresyon ve Helicobacter pylori infeksiyonu ile birlikte gorulen

duodenal Ulser tedavisinde endikedir.

Proton pompasi inhibitori olan imidazol turevi lansoprazol,

asit salgilanmasini giiclii bir sekilde bloke eder.”

Lansoprazol, terapdtik etki mekanizmasi ve farmakolojik
Ozellikleri baglaminda bir diger proton pompasi inhibitori olan omeprazol
ile benzerlik gosterir. Lansoprazol molekulunde, benzol halkasina baglh bir

imidazol halkasi bulunmaktadir.

Gunumuzde sik kullanilan lansoprazol, paryetal hicrelerde
proton pompasi gorevi goren H'- K* ATPaz’1 inhibe ederek gastrik asit

olusumunu son asamasinda engeller.1

Lansoprazol, oral uygulamadan sonra bagirsaktan hizla
emilerek  midedeki paryetal hicrelere varir. Plazma  doruk
konsantrasyonuna 1.7 saatte (tnmax) ulasan lansoprazolun mutlak
biyoyararlanimi %80'in Uzerindedir. Lansoprazol %97 oraninda plazma
proteinlerine badlanir. Hepatik biyotransformasyondan sonra tamamen
elimine olur. Eliminasyonlari 6zellile safra yoluyladir.2 ilk doz alimi ile mide
asit salinimini %80 oraninda baskilar ve Ulserde ilk dozla birlikte

semptomatik dizelmeler goérular.

Lansoprazol, histamin ve asetilkolin reseptorleri Uzerine etki

etmez.



Lansoprazol ve aktif metabolitleri (AG-1812, AG-2000)
Helicobacter pylori'ye karsi invitro olarak antimikrobiyal etkinlik gosterirler.’
Peptik Ulser ve gastrik asit hastaliklarinin tedavisinde kullanimi gin
gectikge artan lansoprazolun yan etkileri ender gorullr. Lansoprazol
tedavisi sirasinda gorulen ve sikligi %1’den az olan yan etkiler sunlardir:
Anoreksi, konstipasyon, dispepsi, agizda kuruluk, artralji, kasinti, adet
duzensizligi, carpinti, miyalji, kulak ¢inlamasi, deri inflamasyonu, sag¢

dokilmesi, deride kuruma.*

Lansoprazolin diger etken maddelerle olan etkilesimi
hakkinda sunlar sdylenebilir: Lansoprazol, sitokrom P450 enzim sistemi
tarafindan metabolize edilir. Ancak bu sistem ile metabolize edilen
varfarin, antipirin, indometasin gibi etken maddeler ile etkilesmez, ¢lnki
her biri farkli izoenzimleri kullanirlar. Teofilin kullanan hastalarda ise
lansoprazol, teofilin klirensinde mindr (%10) bir artis olusturabileceginden
lansoprazol kullaniminin baslangicinda ve sonunda serum teofilin dizeyi
incelenmelidir. Sukralfat ile birlikte kullaniminda da lansoprazol emilimi ve
biyoyararlanimi %30 azalacagindan, 30 dak. ara ile alinmasi tavsiye edilir.
Antasitler ile birlikte kullaniminda ise lansoprazol’in aktivitesi etkilenmez.
Ayrica lansoprazol, gastrik asit sekresyonunu engellediginden,
biyoyararlanimlari agisindan gastrik pH'nin énemli oldugu ketokonazol,
ampisilin  esterleri, demir tuzlari, digoksin gibi ilaglarin emilimini

etkileyebilir.



2.2. Lansoprazol Etken Maddesine Ait Safsizliklar

2.2.1. Safsizlik A

QNH CH;
Ao o

B

DG‘,N =

2.2.1.1. Kimyasal Adi
2-[(RS)-[[3-metil-1-oksido-4-(2,2,2-trifloroetoksi)piridin-2-iljmetil]stlfinil]-1H-
benzimidazol

2.2.1.2. Ozel Adi

Lansoprazol N-Oksit

2.2.2. Safsizlik B

{E CHa

N an
Nﬁl\x

| = S
N._
2.2.2.1. Kimyasal Adi

X =80;,: 2-[[[3-metil-4-(2,2,2-trifloroetoksi)piridin-2-ilmetil]sulfonil]-1H-
benzimidazol

2.2.2.2. Ozel Adi

Lansoprazol Sulfon




2.2.3. Safsizlik C

N y | Ny DVGFE,
N. A~
2.2.3.1. Kimyasal Adi
X=8S: 2-[[[3-metil-4-(2,2,2-trifloroetoksi)piridin-2-iljmetil]sulfanil]-1H-
benzimidazol
2.2.3.2. Ozel Adi
Lansoprazol Sulfit
2.2.4. Safsizlik D
—NH
"jl"\
M R

2.2.4.1. Kimyasal Adi
R = OH: 1H-benzimidazol-2-ol

2.2.4.2. Ozel Adi
2-Hidroksi Benzimidazol




2.2.5. Safsizlik E

—MNH
F"';l‘\
N =
2.2.5.1. Kimyasal Adi
R = SH: 1H-benzimidazol-2-tiol
2.2.5.2. Ozel Adi
2-Merkapto Benzimidazol
2.2.6. Safsizlik F
NH CH,
I
= cl
I
0 N. =

2.2.6.1. Kimyasal Adi
2-[(RS)-[(4-kloro-3-metilpiridin-2-il)metil]sulfinil]-1H-benzimidazol

2.2.6.2. Ozel Adi

Bilinen bir 6zel adi bulunamamisgtir.




2.3. Lansoprazol Etken Maddesinin ilag Endiistrisindeki Analizleri

Lansoprazol etken maddesi ilag enduUstrisi icin dnemli bir
yere sahip olup, ulkemizdeki ilag kalite kontrol laboratuvarlarinda genellikle
Avrupa farmakopesi monografindaki spesifikasyonlara uygun olarak analiz
edilir. Avrupa farmakopesinin 7.2 monografinda bu etken madde igin
belirtilen testler sunlardir: Tanima testi (Identification), ¢odzelti gérunisu
(Appearance of solution), ilgili bilesikler (Related substances), nem tayini

(water), siilfatlanmis kil (sulphated ash), miktar tayini (Assay).’

Calismada, lansoprazol etken maddesi igin ilgili bilesikler
testi, farmakopede belirtilen yuksek performansli sivi kromatografisi
(HPLC) cihazi yerine, ginimuzde kullanimi giderek yayginlasan, ultra
performansli sivi kromatografisi (UPLC) cihazi ile gergeklestiriimigtir.
HPLC cihazi yerine UPLC cihazinin kullaniimasinin gerekgesi ise, ilgili
bilesik testlerinin HPLC cihazinda daha ¢ok vakit almasidir. Ayrica HPLC
cihazi kullanilarak yapilan analizlerde harcanan solvent miktarlari, UPLC

cihazina nazaran daha fazladir.

Bir sonraki bolimde sivi kromatografisi teknigi igin kullanilan
HPLC cihazi hakkinda bilgi verilecek ve UPLC cihazi ile karsilastirmasi
yapilacaktir.

2.4. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

Hareketli fazin, basing yardimiyla kolona verildigi sistemlere
yuksek performansh sivi kromatografisi adi verilir. Duyarhlidi, ugucu
olmayan veya sicaklikla kolayca bozulabilen maddelerin ayrilmasini
saglamasi, dogruluk dereceleri ve kesinlikleri yuksek sonuglar vermesi
nedeniyle, butun analitk ayirma teknikleri arasinda en yaygin

kullanilanidir. 7



Kromatografi, numune karisimi igersindeki bilesenlerin,
hareketli (tasiyici) bir faz yardimiyla, sabit (durgun) bir faz Uzerinden
gegirilirken, bilesenlerin goé¢c etme hizlarindaki farkhliklara dayanarak,
kalitatif ve/veya kantitatif olarak analiz yapilabilmesini saglayan bir ayirma
teknigidir. Kromatografik yodntemlerle, kimyasal ve fiziksel &zellikleri
birbirine ¢ok yakin bilesenlerden olusan karisimlari, timuyle, kolayca ve

kisa sUrede ayirmak olanaklidir.

Kromatografi, uygulama bi¢imine gore duzlemsel ve kolon
kromatografisi olmak Uzere ikiye ayrilir. Duzlemsel kromatografi de kagit
ve ince tabaka kromatografisi olmak Uzere iki alt bolume ayrilir. Yine kolon
kromatografisi de gaz ve yuksek performansli sivi kromatografisi olmak

uzere iki alt bolime ayrilr.

Calismada kullandigimiz UPLC cihazinin temelinde yuksek
performansli sivi kromatografisi yer alir. Bu sebeple temel karakteristikler
acisindan yuksek performansli sivi kromatografisi ile ayni alt yapiya
sahiptir. Yuksek performansli sivi kromatografisi, analitik ayirma teknikleri
amaci ile en yaygin kullanilan cihazdir. Duyarhliginin ylksek olmasi,
kolaylikla uygulanabilir olmasi, kullanici becerisine daha az bagimli olmasi
ve tekrarlanabilirliginin yuksek olmasi bu cihazin yaygin kullaniima

sebeplerinin basinda gelir.

Yuksek performansli sivi kromatografisi ugucu olmayan ve
sicaklikla bozunabilen maddelerin ayrilmasi igin uygundur. Aminoasitler,
karbonhidratlar, proteinler, nukleik asitler ve ilaglar bu yontem ile kolayca
ayrilabilirler. HPLC ve UPLC cihazlarini; kolon, dedektér, pompa ve
enjektor olmak Uzere 4 ana boliume ayirmak mumkundur. Ticari olarak
calisan laboratuvarlarda ise HPLC ve UPLC cihazlarinda bu 4 ana bolume

ek olarak otomatik 6rnekleyici de bulunmaktadir.



Cozucu igersinde ¢dzinmus bilesenler, kolon igerisinde
bulunan sabit faz ile farkh etkilesmelere girerek, degisik hizlarda
ilerleyerek, kolonu farkli zamanlarda terk ederler ve bdylece birbirlerinden
ayriimis olurlar. Burada tasiyici faz olan sivi, pompalarla kolona
basildigindan yuksek akis hizindadir. BOylece ayirma daha kisa surede ve
tam olarak gerceklesmektedir. Ayrilan bilesen, kolon ¢ikisina baglanan

uygun bir dedektorle tespit edilip, derisimiyle orantili olarak kaydedilir.

Yuksek performansli sivi kromatografisini, hareketli ve sabit
fazin polaritesine goére normal faz ve ters faz seklinde iki sinifa ayirmak
mumkuindur. Normal faz kromatografide sabit faz polar, hareketli faz
nispeten apolar iken; ters faz kromatografide hareketli faz polar, sabit faz
ise nispeten apolardir. Normal faz kromatografide ¢ozelti icersindeki en
polar bilesen, kolonu en geg terk ederken; ters faz kromatografide en polar
bilesen kolonu ilk terk edendir. Normal faz kromatografide hareketli fazin
akis kontroli c¢ok onemlidir. Burada meydana gelebilecek kuguk
degisiklikler bile kromatogramda belirgin farkhliklara sebebiyet verebilir.
Normal faz kromatografide dengeye ulagsma daha yavas iken, ters faz
kromatografide bu sire daha kisadir. Ayrica apolar ¢ozlculer, polar

¢ozuculere oranla daha pahalidir.

2.5. Yuksek Performanshi Sivi Kromatografisi ile Ultra Performansli

Sivi Kromatografisinin Karsilastiriimasi

Yuksek performansli sivi kromatografisinde, kolon dolgu
maddesinin tanecik boyutunun kuguk olmasi, hareketli faz ile etkilesen
sabit faz yuzey alaninin artmasini saglar ve bdylece kolon etkinligi de
arttirlmis olur. Ganuimuizde HPLC cihazlan igin kullanilan kolonlardaki
dolgu maddesinin tanecik boyutu genellikle 3 — 10 p arasinda degisirken,

bu rakam UPLC cihazlari igin 1.7 p’dur.
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Bununla birlikte HPLC cihazlari igin tasarlanan pompa
sistemleri genellikle 5000 psi'a kadar basing Uretebilirken, yine UPLC
cihazlari igin bu rakam 15000 psi'a kadar ulasmaktadir. Ayrica UPLC
cihazlarinin yapisinda bulunan boru sistemlerinin ¢aplari da, HPLC

cihazina goére oldukga kuguktar.

Bu sebeplerden dolayr UPLC cihazlarinin kullaniimasiyla
elde edilen pik alikonma sureleri, HPLC cihazlarina nazaran ¢ok daha
kisadir. Boylece istenen ayrigmadan taviz verilmeden, daha kisa surede

analiz yapmak mimkiindir.®

Sonu¢ olarak, yukarida belirttigimiz avantajlar dolayisiyla,
Ozellikle ticari kalite kontrol laboratuvarlari gun gectikge HPLC cihazlari
yerine, UPLC cihazlarini kullanmaktadirlar. Biz de c¢alismada, bu

gerekcelerden dolayr UPLC cihazini kullanmayi tercih ettik.
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3.1.

3.GEREG ve YONTEM

Kullanilan Kimyasallar

Calismada kullanilan kimyasallara ait Uretici firma, seri numarasi ve

son kullanma tarihi bilgileri agagidaki tabloda belirtilmistir.

Tablo 1: Kullanilan Kimyasallar Tablosu

Kimyasal Adi

Firma

Seri Numarasi

Son Kullanma

Tarihi

Sodyum Dihidrojen Fosfat Monohidrat Merck A993246 07/2013
Asetonitril J.T.Baker 1103320009 02/2013
Trietilamin Merck S6141852 04/2012
Fosforik Asit (%85) Merck K41258163 07/2015
Lansoprazol Ulkar Kimya 00110020 10/2011

Safsizlik A
. Ulkar Kimya 4000007619 04/2012

(Lansoprazol N-Oxide)

Safsizlik B

. Ulkar Kimya VB-02-172 03/2012
(Lansoprazol Silfon)

Safsizlik C

. Ulkar Kimya 7M005 03/2012
(Lansoprazol Siilfit)

Safsizlik D

Fluka 422882/1 05/2012
(2-Hidroksi Benzimidazol)

Safsizlik E

o Ulkar Kimya 4000009336 02/2012
(2-merkapto Benzimidazol)

Safsizlk F Ulkar Kimya 1009197 06/2012

3.2.

Kullanilan Geregler

o Metler Toledo Analitik Terazi

e Metler Toledo pH metre

e 1.0 ve 2.0 mL pipet

e 10.0, 50.0 ve 100.0 mL volumetrik balonjoje
e 0.45y PTFE Enjektor Filtresi

e Manyetik Karistirici

12



Lansoprazol Etken Maddesine Ait Safsizliklar igin Tayin

Yontemi

3.3.1. Cihaz

Waters H-CLASS UPLC

3.3.2. Kolon

Acquity UPLC BEH C18 1.7 um, 2.1 x 100 mm
3.3.3. Mobil Faz Akis Hizi

0.400 mL/dak.

3.3.4. Enjeksiyon Hacmi

3.0 L

3.3.5. Dalga Boyu

285 nm

3.3.6. Kolon Sicakhdi

25°C

3.3.7. Otomatik Ornekleyici Sicakhgi

10°C

3.3.8.Kromatografi Suresi

10 dak.

3.3.9. Safsizliklar icin Bagil Alikonma Zamanlari

Safsizlik A: 0.799
Safsizlik B: 1.085
Safsizlik C: 1.241
Safsizlik D: 0.400
Safsizlik E: 0.433
Safsizlik F: 0.866
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3.3. 10. Gradient Zaman Programi

Tablo 2: Gradient Zaman Programi Tablosu

Zaman Akis Hizi Hareketli Faz A Hareketli Faz B
(dak.) (mL/dak) (%) (%)
0 0.4 85 15
3.5 0.4 50 50
7 0.4 50 50
8 0.4 85 15
10 0.4 85 15

3.3.11. Sistem Uyqgunluk Kriterleri

e Test ¢Ozeltisinden elde edilen kromatogramda safsizlik B’ye ait
pik bulunuyor ise bu pik ile Lansoprazol piki arasindaki ayrigma
minimum 3.0 olmalidir.

e Referans ¢oOzeltinin 6 enjeksiyonu sonunda elde edilen
Lansoprazol piklerine ait alanlarin bagil standart sapmasi
maksimum 5.0 olmalidir.

e Her bir analit piki i¢in kuyruklanma faktéri 0.8 — 2.0 arasinda
olmahdir.

e Her bir analit igin teorik plaka sayisi minimum 2000 olmaldir.

3.3.12.Hareketli Faz A
0.010M Sodyum Dihidrojen Fosfat

3.3.13.Hareketli Faz B

Asetonitril
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3.3.14.Cozucu Karisimi

1 hacim Trietilamin ile 60 hacim saf su karigtirilir. pH, %85’lik fosforik
asit ile 10.5 = 0.05’e ayarlanir. Bu ¢o6zelti 40 hacim asetonitril ile

karistirilir.

3.3.15. Test Cozeltisi

50 mL’lik balonjoje icerisine 50.0 mg Lansoprazol referans standardi

tartiir. Bir miktar ¢o6zicu karisimi ile ¢ozulerek, hacmine ¢ozlcu
karisimi ile tamamlanir. Manyetik karistiricida karistirilir ve sonrasinda

0.45 ym PTFE filtreden suzulerek viallenir. (1.0 mg/mL)

3.3.16. Referans Cozelti

2.0 mL test ¢oOzeltisi 100.0 mL’'ye ¢ozucu karisimi ile seyreltilir. Bu

¢Ozeltinin de 1.0 mL’si 10.0 mL’ ye ¢ozicu karigimi ile seyreltilir. 0.45

um PTFE filtreden suzulerek viallenir. (0.002 mg/mL)

3.3.17. Duzeltme Faktoru
Safsizliklarin miktarlari hesaplanirken, Safsizlik B pikinin alani 1.229,
Safsizlik E pikinin alani 0.475, safsizlik F pikinin alani 0.778 ile

carpiimahdir.

3.3.18. Safsizlik Limitleri
Safsizlik A: %0.1

Safsizlik B: %0.4
Safsizlik C: %0.1

Safsizlik D: %0.1

Safsizlik E: %0.1

Safsizlik F: %0.1
Bilinmeyen Safsizlik: %0.1
Toplam Safsizlik: % 0.6
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3.3.19. Safsizlik Sonuclarinin Degerlendirmesi

3.3.19.1.Safsizlik B

Test ¢ozeltisinden elde edilen kromatogramda safsizlik B'ye ait pik

alani, referans ¢ozelti kromatogramindaki lansoprazol pik alaninin 2.0
katindan buyulk olamaz (%0.4).

3.3.19.2. Safsizhik A, D, E

Test c¢Ozeltisinden elde edilen kromatogramda safsizlik A, D, E

piklerinin  her biri icin elde edilen alan, referans c¢ozelti
kromatogramindaki lansoprazol pik alanin 0.5 katindan buylk olamaz
(%0.1).

3.3.19.3.Bilinmeyen Safsizlik

Test c¢ozeltisinden elde edilen kromatogramda bilinmeyen her bir

safsizliga ait pik alani, referans ¢ozelti kromatogramindaki lansoprazol

pik alanin 0.5 katindan buyuk olamaz (%0.1).

3.3.19.4. Toplam Safsizlik

Test c¢ozeltisinden elde edilen butin piklerin alanlarinin  toplami,

referans ¢ozelti kromatogramindaki lansoprazol pik alanin 3.0 katindan

buyluk olamaz (%0.6).

3.3.19.5. ihmal Limiti

Test c¢ozeltisinden elde edilen kromatogramda, referans c¢ozelti

kromatogramindaki lansoprazol pik alaninin 0.25 katindan kuguk pikler
ihmal edilir (% 0.05).
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41.

4. BULGULAR

Analitik Yontem Validasyonu

Bir analitik yontemin validasyonu; laboratuvar calismalari ile
belirlenen ve istenen analitik uygulamalar igin gerekli ydntem
performans parametrelerinin bulunmasidir. Bunlar analitik parametreler
cinsinden ifade edilir. Bu parametreler hem invivo hem de invitro

calismalarda kullanilan yéntemler icin gegerlidir.% 1% - 12

Bir analitik metod validasyonunun ana hedefi, metodun
planlanis amacina uygun oldugunu gdstermektir. Metod validasyonu,
kullanilan test yonteminin dogruluk ve guvenilirliginin  verilerle

desteklenmesi (kanitlanmasi) anlamina gelir.

Valide analitik yontemler, kalibre gere¢ ve cihazlarla
gerceklestirildigi zaman her defasinda dogru sonug¢ vermelidirler. Eger
analitik method ile elde edilen sonuglar, analistten analiste, gunden
glne veya cihazdan cihaza farkllik gOsteriyor ise, methodun
validasyonundan suphe duyulmalidir. Cunki methodun amaci,
yontemin bu tur varyasyonlara dayanikli; dogru ve tekrarlanabilir
olusunu ispatlamaktir. Analitik metod validasyonu gergeklestirebilmek
icin uygulanmasi gereken validasyon parametreleri ICH Q2(R1)

rehberinde belirtiimistir."®
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4.2. Safsizlk Tayin Yéntemi igin Uygulanan Validasyon

Parametreleri

e Segcicilik
e Sistem Uygunluk
e Duzeltme Faktoru
e Dogruluk ve Geri Kazanim
e Kesinlik
o Cihaz Kesinligi (Enjeksiyon Tekrarlanabilirligi)
0 Ara Kesinlik
e Dogrusallik ve Calisma Arahgi®
e Teshis Limiti/Tayin Limiti
e Saglamhk
0 Cozelti Stabilitesi

o0 Kromatografik Parametre Degisikligi

4.1.1. Secicilik

Segcicilik, numune matrisinde bulunmasi beklenen diger
bilegenlerin varliginda, tayin edilmek istenen analitlerin her birinin ayri
ayri belirlenebilmesi yetenegidir. Genellikle butin analitik yontemlerin
validasyonu sirasinda segicilik parametresinin uygun bir sekilde
saglanabilmesi esastir. HPLC ve UPLC ydntemleri icin segicilik
parametresinin uygunlugu, tayin edilmek istenen butun bilesenlerin ayri
allkonma zamanina sahip olmasi ve aralarindaki gerekli ayrisma ile

uygun kapasite faktorlerinin saglanabilmesi kosulu ile gecerlidir.

Segicilik parametresinde 6nemli bir yeri olan ve kolondaki

analitlerin go¢ hizlarini tespit etmek amaciyla kullanilan kapasite

* ICH’ te “Range” olarak ifade edilen terim “Calisma Aralig1” seklinde kullaniimistir.
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faktorinin belirlenmesinde, polaritesi oldukga yuksek olan ve kolon
icerisinde hemen hemen hi¢ tutunmadan dedektore ulagsan maleik asit
molekullu kullaniimistir. Asagidaki formul kullanilarak her bir analit igin

kapasite faktori hesaplanmistir.

Kapasite Faktoru (k') = (tr —to) / to
tr = Analitin Aiikonma Zamani

to = Maleik Asit’ in Ahkonma Zamani (Kolon 6li hacmi)

Segicilik faktoru ise, iki analite ait kapasite faktorlerinin
birbirlerine oranidir. Asagidaki formul kullanilarak her bir analit igin

secicilik faktort hesaplanmistir.

Segicilik Faktort (a) = k'2 / k'y = (tre — to) / (tr1 — to)

Calismada Waters H-CLASS UPLC cihazina ait Empower
bilgisayar yazilimi kullanilarak, analitlere ait allkkonma zamanlari ve
rezolisyonlari hesaplanmigtir. Elde edilen bulgular Tablo 2'de

verilmigtir.

Validasyondaki segicilik parametresi su sekilde caligiimistir:
e COzucl karisimi enjekte edildi.
o Maleik asit ¢ozeltisi enjekte edildi.
o Referans ¢ozelti enjekte edildi. (0.002 mg/ml)
e Limit derisiminde safsizliklari igeren test ¢ozeltisi enjekte edildi.
e Limit derisiminde safsizlik A enjekte edildi.
e Limit derisiminde safsizlik B enjekte edildi.
e Limit derisiminde safsizlik C enjekte edildi.
e Limit derisiminde safsizlik D enjekte edildi.
e Limit derisiminde safsizlik E enjekte edildi.

e Limit derisiminde safsizlik F enjekte edildi.
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Tablo 3: Segicilik Tablosu

Bagil
ad! . Kapasite | Secicilik
Allkonma Zamani Allkonma | Rezoliisyon
Bilesenler Faktorii Faktorii
(RT) Zamani (R)
(k) (o)
(RRT)
Cozicl - - - - -
Maleik Asit
0.595 0.163 - - -
Cozeltisi
Referans Cozelti 3.667 1.003 - - -
Lansoprazol | 3.655 1.000 6.740 5.143 1.191
Limit Safsizlik A 2.915 0.797 22.956 3.899 2.350
Konsantrasyonda Safsizlik B 3.963 1.084 4.337 5.661 1.101
igeren Test Safsizlik D 1.462 0.400 - 1.457 -
Cozeltisi Safsizlik E 1.582 0.433 1.863 1.659 1.139
Safsizlik F 3.165 0.866 4.640 4.319 1.108
Safsizlik A
. 2.922 0.799 - - -
Cozeltisi
Safsizlik B
. 3.964 1.085 - - -
Cozeltisi
Safsizlik C
. 4.536 1.241 - - -
Cozeltisi
Safsizlik D
1.462 0.400 - - -
Cozeltisi
Safsizlik E
L 1.580 0.433 - - -
Cozeltisi
Safsizlik F
3.167 0.866 - - -
Cozeltisi
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4.1.1.1. Secicilik Kriteri
Safsizliklara ve etken maddeye ait allkonma zamanlarinda

bagka bir pike rastlanmamalidir. Her bir analit arasindaki ayrisma en az

1.5 ve her bir analit i¢in kapasite faktért minimum 1.0 olmahidir.

4.1.1.2. Sonug
Safsizliklara ve etken maddeye ait allkonma zamanlarinda

bagka bir pike rastlanmamistir. Her bir analit arasindaki ayrisma en az 1.5

ve her bir analit igin kapasite faktéri minimum 1.0 kosulu saglanmaktadir.

0.0020
D.oos |

0010

All

00005
000003~ |Il.--"a. It -
- o o~

-1 0005
.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 .00 7.00 200 9,00 10,00
Iefinules
[ FPeak Name | RT
| 1 | Safsizlik D 1,456
|2 | Safsizk E | 1.575

3 | Safsizlik A 2.863 |
4|Safsizlk F | 3127

] Lananpraznl-.&ﬁﬁjl
6 | Safsidik B | 3.923
[7|safsizik C | 4.633 |

Sekil 1: Gozicii (1hacim Trietilamin ile 60 hacim saf su kanstirilir. pH, %85’lik
fosforik asit ile 10.5 £ 0.05’e ayarlanir. Bu ¢ozelti 40 hacim asetonitril ile karnistirilir.)

Kromatogrami

21



0018

0016

0.0~

0.012-

0.010-

2 "
= i

0.008—

0.004- ‘

0.002 |"|

0.000-

0.00 1.00 200 3.00 400 5.00
bAnutas
Peak Mame | RT  Area % Area | Height

1 Maleik asit | 0.585 28219 100.00 | 18436
2 Safsizlik D | 1,456
3| Safsizlik E | 1.575
4 Safsizlik A | 2.863
5 | Safsizik F 3127 |
6 | Lansoprazol | 3.653
T | Safsizlik B | 3.923
& | Safsizlik C | 4.633

Sekil 2: Maleik Asit Kromatogrami
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Sekil 3: Referans Gozelti Kromatogrami (0.002 mg/mL)
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Sekil 4: Limit Konsantrasyonda Safsizliklari igeren Test Goézeltisi Kromatogrami
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Sekil 5: Safsizlik A Cozeltisi Kromatogrami
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Sekil 6: Safsizlik B Cozeltisi Kromatogrami
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Sekil 7: Safsizlik C Cozeltisi Kromatogrami
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1 2 | Safsiik D | 1462 | 17230 | 137 650443
Mean 1.462 | 17230.0 137 66
Std. Dev. o
% RSD

Sekil 8: Safsizlik D Gozeltisi Kromatogrami
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Sekil 9: Safsizlik E Gozeltisi Kromatogrami

29



0010
0.0:08-

.05

ALl

QR4

Q-

soo 100 200 300 400 5.00 sl0  ra0 800 9,00
Minibes
Peak Name: Safsizlik F
Injaction | Paak Mame | RT Area EP zin
1 1| Safsizlik F | 3,167 | 22812 | 232058215
| Mean 3167 | 22812 .4 23208
| Std. Dev.
% RSD

Sekil 10: Safsizlik F GCozeltisi Kromatogrami
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4 .1.2. Sistem Uygunluk Testleri

Sistem uygunluk testleri birgok analitik yontemin ayrilmaz bir
parcasidir. Sistem uygunluk test parametreleri valide edilecek ydntem
tipine goére degisir."® Analiz dncesinde sistemin dogruluk ve performansini
olgmek amaciyla yapilir. Kromatografik analiz sirasinda sistem uygunluk
parametrelerinin saglanamadigi durumlarda, o yodntemle elde edilen

verilerin dogrulugundan suiphe edilmelidir.

Calismada verilen sistem uygunluk kriterleri asagida

belirtiimis olup, elde elden sonuglar kromatogramlarda gosterilmigtir.
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Minutas
Peak Mame | RT | Area Height  Symmetry Factor| Resolution | EP Plate Count |
1| Safsidik D | 1.462 | 17868 703 | 1.266382e+000 | | 8.182812e+003 |

|2|safsiZikE | 1582| s52332| 21031 1.430508e+000 | 1.863219e+000 | 9.675648e+003 |
|3 | Safsizik A | 2.915 25303 | 12619 1.509869¢+000 | 2.295577e+001 | 4.998317e+004 |
|4|SafsiZik F 3165 26321| 11304| 1518604e+000 |4 6397862+000 | 5.1492256-004 |
;5§Lan;oprazu| 3.655 | 10582953 3'19933_.25 1.400104e+000 | 6.739814e+000 | 2.644409+004
|6 Safsizik B 3963| 127870 E0541| 1526364e+000 4.337004e+000  8.0048282+004 |
7|samsizikC 4537 26853] 11223 | 1.6757570+000 | 1.054589e+001 | T 0292820+005 |

Sekil 11: Sistem Uygunluk Kromatogrami (1)
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3 3| Lansoprazol | 3.664 | 40559 | 412.864175
4 4| Lansoprazof | 3.662 | 40358 | 441407349
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g 6| Lansoprazol | 3,656 | 40515 5453.500?45
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| Std. Dev 0.004| 235
% RSD 0.1 0.1

Sekil 12: Sistem Uygunluk Kromatogrami (2)
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4.1.3. Dizeltme Faktoru

Duzeltme faktorl, dedektdr cevap faktoranin tersi olup (1/k),
safsizlik yontemlerinden elde edilen sonuglarin hesaplanmasinda énemli
bir rol oynar. Test c¢Ozeltisi icersindeki taniml safsizliklarin, referans
cOzeltideki etken madde alanina gore kiyaslandigi yontemlerde, duzeltme
faktora kullanmak gerekmektedir. CUnkl dogru oranti Uzerinden yapilan
bu tur hesaplamalarda, dogru oranti mantigini koruyabilmek i¢in dizeltme
faktort kullanilmasi zorunludur. Dizeltme faktoru, safsizlik alanini etken

madde alanina donusturmeyi saglar.

e Safsizhigin cevap faktoru 0.2’den az veya 5’den buylk ise, yontem
bu safsizlig1 6lgmek icin uygun dedgildir.

e Safsizhgin cevap faktora 0.9 ile 1.1 arasinda ise, safsizliklarin
tepkisi etken maddeye benzerdir. Duzeltme faktoru gerekli degildir
ve 1 kabul edilir.

e Safsizliklarin cevap faktori 0.9 — 1.1 arasinda degilse, duzeltme

faktord kullanmak zorunludur.

Cevap faktorii (k) = llgili safsizligin dogrusalliktaki egimi

Etken maddenin dogrusalliktaki egimi

Duzeltme faktora (1/k) = 1

Cevap faktoru
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Tablo 4: Diizeltme Faktorii Tablosu

Dogrusalhik Cevap Faktorii Diizeltme Faktori

Grafigine Ait Egim (k) (1/k)
Safsizlik A 20703293.6891 1.084 1
Safsizlik B 15552031.0204 0.814 1.229
Safsizlik C 19111729.6832 1.001 1
Safsizlik D 17843276.5917 0.934 1
Safsizlik E 40205101.7691 2.105 0.475
Safsizlik F 24568135.8791 1.286 0.778
Lansoprazol 19099725.8153 - -

4.1.4. Dogruluk ve Geri Kazanim

Dogruluk, bir analitik yontem ile elde edilen sonuglarla gergek
ya da bilinen analit derisimi arasindaki fark olarak tanimlanabilir.
Dogrulugun kabul edilebilirligi i¢in bu iki deger arasindaki farkin istatistiksel

olarak anlamli olmamas: gerekir.'* 1°

Dogruluk, ilgili yontemle elde edilen tayin sonuglarinin,
gercek degere olan yakinhginin odlgusudur. Cozelti icersindeki miktari
bilinen analitin, tayin sonucunda bulunan miktarla karsilagtiriimasi sonucu,

geri kazanim ylUzdesinin hesaplanmasiyla ifade edilir.

ICH rehberinin, analitik prosedurlerin validasyonu Q2(R1)
bdlimu, dogruluk testinin, analitik yontemin derisim araligini (range)
kapsayacak sekilde yapilmasini onermesinden dolayi, bu validasyon

parametresi icin asagida belirtilen derisim seviyeleri kullanilmistir.™

Dogruluk parametresi icin, Lansoprazol etken maddesine ait
safsizliklar, test ¢ozeltisi icerisine, her bir safsizligin LOQ, %80, %100 ve
%120 derigsim seviyelerine tekabul edecek sekilde ilave edildi. Her bir
derisim seviyesi (LOQ, %80, %100 ve %120) igin 3 adet safsizlik ilave
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edilmis test ¢Ozeltisi hazirlandi ve referans g¢ozeltiye kargi kiyaslanarak,

test ¢ozeltisi icersindeki safsizlik miktarlari hesaplandi.

Tablo 5: Safsizlik A icin Dogruluk ve Geri Kazanim Tablosu

ilave Edilen Hesaplanan Geri Kazanim
Test Safsizlik A Safsizlik A (%)
(%) (%)
0.0039 92.86
LOQ 0.0042 0.0038 90.48
0.0040 95.24
0.0775 96.88
%80 0.08 0.0816 102.00
0.0817 102.13
0.0976 97.60
%100 0.10 0.0997 99.70
0.1019 101.90
0.1189 99.08
%120 0.12 0.1200 100.00
0.1196 99.67
Ortalama Geri Kazanim (%) 98.13
%95 Guven Araligi Seviyesi (p=0.05): 95.78 — 100.48

Tablo 6: Safsizlik B i¢in Dogruluk ve Geri Kazanim Tablosu

ilave Edilen Hesaplanan Geri Kazanim
Test Safsizlik B Safsizlik B (%)
(%) (%)
0.0060 93.75
LOQ 0.0064 0.0058 90.63
0.0059 92.19
0.3054 95.44
%80 0.32 0.2849 89.03
0.2795 87.34
0.3672 91.80
%100 0.40 0.3763 94.08
0.4024 100.60
0.4767 99.31
%120 0.48 0.4224 88.00
0.4244 88.42
Ortalama Geri Kazanim (%) 92.55
%95 Guven Araligi Seviyesi (p=0.05): 89.81 — 95.29
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Tablo 7: Safsizlik C i¢in Dogruluk ve Geri Kazanim Tablosu

ilave Edilen Hesaplanan Geri Kazanim
Test Safsizlik C Safsizlik C (%)
(%) (%)
0.0061 92.42
LOQ 0.0066 0.0062 93.94
0.0060 90.91
0.0703 87.88
%80 0.08 0.0745 93.13
0.0739 92.38
0.0921 92.10
%100 0.10 0.0925 92.50
0.0970 97.00
0.1036 86.33
%120 0.12 0.1083 90.25
0.1081 90.08
Ortalama Geri Kazanim (%) 91.58
%95 Guven Araligi Seviyesi (p=0.05): 89.81 —93.35

Tablo 8: Safsizlik D i¢in Dogruluk ve Geri Kazanim Tablosu

ilave Edilen Hesaplanan Geri Kazamm
Test Safsizlik D Safsizlik D (%)
(%) (%)
0.0066 90.41
LOQ 0.0073 0.0069 94.52
0.0068 93.15
0.0683 85.38
%80 0.08 0.0693 86.63
0.0719 89.88
0.0880 88.00
%100 0.10 0.0887 88.70
0.0891 89.10
0.1072 89.33
%120 0.12 0.1059 88.25
0.1079 89.92
Ortalama Geri Kazanim (%) 89.44
%95 Guven Araligi Seviyesi (p=0.05): 87.85-91.03
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Tablo 9: Safsizlik E i¢cin Dogruluk ve Geri Kazanim Tablosu

ilave Edilen Hesaplanan Geri Kazanim
Test Safsizlik E Safsizlik E (%)
(%) (%)
0.0026 89.66
LOQ 0.0029 0.0025 86.21
0.0025 86.21
0.0786 98.25
%80 0.08 0.0798 99.75
0.0832 104.00
0.1066 106.60
%100 0.10 0.1018 101.80
0.1046 104.60
0.1149 95.75
%120 0.12 0.1240 103.33
0.1193 99.42
Ortalama Geri Kazanim (%) 97.97
%95 Guven Araligi Seviyesi (p=0.05): 93.46 — 102.48

Tablo 10: Safsizlik F i¢in Dogruluk ve Geri Kazanim Tablosu

ilave Edilen Hesaplanan Geri Kazanim
Test Safsizlik F Safsizlik F (%)
(%) (%)
0.0039 90.70
LOQ 0.0043 0.0040 93.02
0.0041 95.35
0.0811 101.38
%80 0.08 0.0814 101.75
0.0808 101.00
0.1005 100.50
%100 0.10 0.0994 99.40
0.1023 102.30
0.1232 102.67
%120 0.12 0.1218 101.50
0.1171 97.58
Ortalama Geri Kazanim (%) 98.93
%95 Guven Araligi Seviyesi (p=0.05): 96.43 —101.43
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4.1.4.1 Dogruluk ve Geri Kazanim Kriteri

Avustralya Pestisit & Veteriner ilaglar Otoritesi'nin “Etken
Maddeler, Zirai ve Veteriner Kimyasal Uriinler icin Analitik Metot
Validasyon Rehberi’nde belirttigi geri kazanim limitleri agsagidaki tabloda
gosterilmistir."®

Tablo 11: Geri Kazanim Kriteri Tablosu

%% Safsizlik igerigi Kabul Edl(l)er'::l:n?:;: Kazanim
>1 %90 - %110
0.1-1 % 80 - % 120
<0.1 % 75 -% 125

Yontemdeki safsizliklarin limitleri %0.1 - %0.4 arahdinda oldugundan
dolayl, kabul edilebilir geri kazanim ortalamasi %80 - %120 araligi
icerinde olmalidir.

4.1.4.2. Sonuc

Her bir safsizlik icin ortalama geri kazanim degeri %80 -
%120 arasindadir.
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Sekil 13: LOQ Seviyesinde Dogruluk ve Geri Kazanim Kromatogrami
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Sekil 14: %80 Seviyesinde Dogruluk ve Geri Kazanim Kromatogrami
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Sekil 16: %120 Seviyesinde Dogruluk ve Geri Kazanim Kromatogrami
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4.1.5. Kesinlik

Bir analitik yontemin kesinligi, homojen numunenin
tekrarlanan analizlerinden elde edilen sonuglarinin dagilma miktaridir.
Kesinlik, spesifik analiz kosullari altinda elde edilen bagimsiz analitik
sonuglar arasindaki uyumun derecesi olarak da nitelendirilebilir. Analiz
sonuglarindan elde edilen standart ve bagil standart sapma ile ifade edilen

kesinligi, iki kategori altinda incelemek mumkundur:

4.1.5.1. Cihaz Kesinligi (Enjeksiyon Tekrarlanabilirligi)

Ayni ¢dzeltiden, ayni analist, ayni ekipman ve kisa zaman
diliminde elde edilen veriler arasindaki uyumu tanimlar. Olgimiin

tekrarlanabilirliligini gosterir.
Calismada, cihaz kesinligi parametresi, limit derisiminde
safsizliklari igceren test ¢ozeltisi ile referans ¢dzeltinin 6 kez ardi ardina

enjeksiyonu ile gerceklestirilmistir.'®

Tablo 12: Safsizlik A i¢in Cihaz Kesinligi Tablosu

Enjeksiyon Sayisi Alan Allkkonma Zamani
1 25303 2.915
2 25275 2.916
3 25294 2.915
4 25330 2.915
5 25325 2.917
6 25354 2.916
Ortalama 25313.8 2.916
Standart sapma 28.5 0.001
Bagil standart sapma 0.1 0.02
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Tablo 13: Safsizlik B i¢in Cihaz Kesinligi Tablosu

Enjeksiyon Sayisi Alan Allkkonma Zamani
1 127870 3.963
2 128106 3.963
3 128044 3.962
4 128065 3.963
5 128185 3.692
6 128210 3.961
Ortalama 128080.1 3.962
Standart sapma 121.8 0.001
Bagil standart sapma 0.1 0.02

Tablo 14: Safsizlik C igin Cihaz Kesinligi Tablosu

Enjeksiyon Sayisi Alan Allkonma Zamani
1 26853 4.537
2 26919 4.535
3 26924 4.535
4 26883 4.535
5 26950 4.534
6 26907 4.533
Ortalama 26906.1 4.535
Standart sapma 33.8 0.001
Bagil standart sapma 0.1 0.03

Tablo 15: Safsizlik D i¢in Cihaz Kesinligi Tablosu

Enjeksiyon Sayisi Alan Allkkonma Zamani
1 17869 1.462
2 17923 1.463
3 17912 1.461
4 17892 1.464
5 17910 1.464
6 17903 1.465
Ortalama 17901.4 1.463
Standart sapma 18.9 0.001
Bagil standart sapma 0.1 0.09
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Tablo 16: Safsizlik E i¢in Cihaz Kesinligi Tablosu

Enjeksiyon Sayisi Alan Allkkonma Zamani
1 52332 1.582
2 52502 1.582
3 52412 1.581
4 52436 1.584
5 52475 1.584
6 52475 1.584
Ortalama 52438.7 1.583
Standart sapma 61.2 0.001
Bagil standart sapma 0.1 0.09

Tablo 17: Safsizlik F icin Cihaz Kesinligi Tablosu

Enjeksiyon Sayisi Alan Alilkonma Zamani
1 26321 3.165
2 26410 3.165
3 26330 3.165
4 26269 3.166
5 26241 3.167
6 26318 3.165
Ortalama 26314.7 3.166
Standart sapma 58.3 0.001
Bagil standart sapma 0.2 0.02

Tablo 18: Lansoprazol i¢cin Cihaz Kesinligi Tablosu

Enjeksiyon Sayisi Alan Allkkonma Zamani

1 40585 3.667

2 40559 3.666

3 40559 3.664

4 40559 3.662

5 40572 3.661

6 40515 3.656

Ortalama 40558.1 3.663
Standart sapma 235 0.004

Bagil standart sapma 0.1 0.1

4.1.5.1.1. Cihaz Kesinligi Kriteri

Her bir safsizlik ve Lansoprazol etken maddesi igin ardi
ardina yapilan 6 enjeksiyon alaninin ve allkonma zamanlarinin bagil
standart sapmasi %5.0’den fazla olmamalidir.
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4.1.5.1.2. Sonuc

Her bir safsizlik ve Lansoprazol etken maddesi icin ardi
ardina yapilan 6 enjeksiyon alaninin ve alikonma zamanlarinin bagil
standart sapmasi %5.0’den fazla degildir.
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Peak Name: Lansoprazol
' . | Height
Imjection | Peak Nama | RT Area (V)
1 1| Lansoprazol | 3.655 | 10582953 | 3100732
2 2| Lansoprazol | 3.654 | 10637618 | 3199801
3 3 | Lansoprazol | 3.658 | 10685346 | 3202065
4 4 | Lansoprazol | 3656 | 10710556 | 3200404
5 5| Lansoprazol 3659 | 10688519 | 3201980
& 6 | Lansoprazol | 3657 | 10779795 | 3201852
Mean 3.656 [ 106825144
Sid, Dew. 0.002| 670103
% RSD | 0.05 06 |
Peak Name: Safsizlik A
Injection  Peak Mame | RT Area H[Eu.'-!;';it
1 1| Safsizik A | 2.915| 25303 | 12619
2 2| Gafsizlik & | 28916 25275 | 12488
3 3| Safsizlk A | 2915 25294 | 12365
4 4 | Safsizlik A | 2.915| 25330 12355
5 5| Safsizlik & 2917 25325 | 12333
G 6| Safsizlik & | 2916 | 25354 | 12270
Mean 2916 | 253138
Std. Dev. 0.001 28.5
% RS0 | | 002 01
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Peaak Name: Safsizlik B

Injection | Peak Name | RT | Area |H{Z‘Er';“
1 1| Safsizlik B | 3.963 127870 | 60541
2 7| Safszlik B | 3963 128106 | 59940
3 3| Safsizlik 8 | 3.062 | 128044 | 50528
4 4 SafsiZkB | 3063 | 128065 | 59240
5 T 5 SafsidikB | 3062 | 128185 | 59306
6 & | Safsidik B | 3.961 | 128210 | 58029 |
Mean 3.962 | 128080 1
Std. Dev. 0001 1218
% RSD T Tooz oa
Peak Mame: Safsizlik C
Injection | Peak Name | RT | Area Hﬁ:ﬂ?t
1 1| Safsizlik C | 4537 | 26853 | 11223
2 2 | Safsidik C | 4.535| 26919 | 11162
3 3| Safsik C | 4.535| 26924 | 11072
4 4 | Safsizlk C | 4.535 | 26883 | 11036
| s 5| Safsizik C | 4.534| 26950 | 10978
6 6| Safsizik C | 4.533| 26007 | 10956
Mean 4.535  26906.1
Std. Dev. 0001| 338
| % RSD ; 003 0.4
Peak Name: Safsizlik D
Injection | Peak Name | RT | Area lH{Tja;“
1 1| safsizik D | 1.462| 17869 | 7303
Peak Name: Safsizlik D
Injection | Peak Mame | RT Aroa F:E:E;"lt
2 2 SafsizZikD |1.463| 17923 | 7318
3 3 SafsizikD | 1461 | 17812 | 7320
4 4 Safsizik D |1464| 17892 | 7309
5 5| Safsizik D | 1464 | 17910 | 7334
& 6 | Safsizik D | 1.465| 17903 | 7339
Mean 1463179014
Std. Dev. 0001 188
% RSD 008 0.1
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Peak Name: Safsizlik E

Injection | Peak Name | RT I Area H:Ji,f,?t
1 1| Safsiziik E | 1,582 52332 | 21031
2 2| Safsizlk E | 1.582 | 52502 | 21055
3 3| Safsizik E | 1581 52412 | 21060
4 4| Safszik E | 1.584 | 52436 | 21039
N 5| Safsizlik E 1584 52475 | 21082
6 6| Safsizik E | 1584 | 52475 | 21112
Mean 1583 | 52438.7
Std. Dev. 0001| 612
% RSD 009, 01
Peak Name: Safsizlik F
Injection ' Peak Mame | RT Area ﬂiig;“
1 1| Safsizik F | 3.165 | 26321 | 11304 |
2 2 | Safsiik F | 3.165| 26410 | 11215
3 3| Safeizlk F | 3.165| 26330 | 11142
4 4| Safsidik F | 3.166| 26260 | 11116
5 5| Safsizlk F | 3.167 | 26241 | 11094
6 6| Safsiziik F | 3.165| 26318 | 11067
Mean 3166 | 263147
Std. Dev. 0.001| 583
% RSD oz 02

Sekil 17: Cihaz Kesinligi Kromatogrami (1)
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Peak Name: Lansoprazol
Injection | Peak Mame | RT Araa EP s'n
1 1| Lansoprazol | 3.667 | 40585 | 375.504817
2 2| Lansoprazol | 3.666 | 405589 | 437.198066
3 3 Lansoprazol | 3.664 | 405589 @ 412.8564175
4 4| Lansoprazof | 3.662 | 40358 | 441407349
5 5| Lansoprazol | 3.661 | 40872 | 468 676619
g 6| Lansoprazol | 3,656 | 40515 5453.50(]?45
| Mean 3.663 | 405581 431.53
| Std. Dev. | 0.004| 235
% RSD | 01| 0.

Sekil 18: Cihaz Kesinligi Kromatogrami (2)

LR

49



4.1.5.2. Ara Kesinlik

Metodun ayni laboratuvarda farkl kigiler tarafindan, farkl

cihazlarda ve farkh gunlerde uygulanmasi ile elde edilen sonuglarin uyumu

ve Olcim isleminin uzun zaman dilimi igersindeki degiskenligi olarak

tanimlanabilir.™

Calismada ara kesinlik parametresi, farkh gunlerde, farkl

cihazlarda ve farkli analistler tarafindan, test ¢ozeltisi igerisine, her bir

safsizlik kendi limit derisiminde ilave edilerek, referans ¢ozeltiye karsi

kiyaslanmigtir. Elde edilen sonuglar agagidaki tablolarda gosterilmigtir:

Tablo 19: Safsizlik A i¢in Ara Kesinlik Tablosu

Ara Kesinlik Analist l/Cihaz | Analist ll/Cihaz Il
(%) (%)
Cozelti 1 0.0976 0.0987
Cozelti 2 0.0997 0.1012
Cozelti 3 0.1019 0.1039
Cozelti 4 0.0995 0.1003
Cozelti 5 0.0974 0.0979
Cozelti 6 0.0985 0.0996
Ortalama (%) 0.0991 0.1003
Bagil Star(n:/ioa)lrt Sapma 168 212
12 Analiz Sonucunun
Ortalamasi 0.0997
12 Analiz Sonucunun
Bagil standart sapmasi 1.93
(%)
%95 Guiven Araligi 0.0985 — 0.1009
Sinirlan
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Tablo 20: Safsizlik B i¢in Ara Kesinlik Tablosu

Ara Kesinlik Analist l/Cihaz | Analist ll/Cihaz Il
(%) (%)
Cozelti 1 0.3672 0.4011
Cozelti 2 0.3763 0.4119
Cozelti 3 0.4024 0.4475
Cozelti 4 0.3721 0.4022
Cozelti 5 0.3789 0.3983
Cozelti 6 0.3705 0.3962
Ortalama (%) 0.3779 0.4095
Bagil sta?(:/joz;wt sapma 3.36 473
12 Analiz Sonucunun
Ortalamasi 0.3937
12 analiz sonucunun
Bagil standart sapmasi 5.77
(%)
%95 giiven araligi 0.3793 — 0.4081
sinirlari
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Tablo 21: Safsizlik C i¢in Ara Kesinlik Tablosu

Ara Kesinlik Analist l/Cihaz | Analist ll/Cihaz Il
(%) (%)
Cozelti 1 0.0921 0.0957
Cozelti 2 0.0925 0.0965
Cozelti 3 0.0970 0.1017
Cozelti 4 0.0929 0.0948
Cozelti 5 0.0925 0.0951
Cozelti 6 0.0911 0.0941
Ortalama (%) 0.0930 0.0963
Bagil sta?(:/joz;wt sapma 220 287
12 Analiz Sonucunun
Ortalamasi 0.0947
12 analiz sonucunun
Bagil standart sapmasi 3.05
(%)
%95 giiven aralig 0.0929 — 0.0965
sinirlari
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Tablo 22: Safsizlik D i¢in Ara Kesinlik Tablosu

Ara Kesinlik Analist l/Cihaz | Analist ll/Cihaz Il
(%) (%)
Cozelti 1 0.0880 0.0868
Cozelti 2 0.0887 0.0872
Cozelti 3 0.0891 0.0876
Cozelti 4 0.0875 0.0850
Cozelti 5 0.0885 0.0863
Cozelti 6 0.0882 0.0861
Ortalama (%) 0.0883 0.0865
Bagil sta?(:/joz;wt sapma 0.64 1.06
12 Analiz Sonucunun
Ortalamasi 0.0874
12 analiz sonucunun
Bagil standart sapmasi 1.38
(%)
%95 giiven aralig 0.0866 — 0.0882
sinirlari
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Tablo 23: Safsizlik E igin Ara Kesinlik Tablosu

Ara Kesinlik Analist l/Cihaz | Analist ll/Cihaz Il
(%) (%)
Cozelti 1 0.1066 0.1060
Cozelti 2 0.1018 0.1016
Cozelti 3 0.1046 0.1044
Cozelti 4 0.1016 0.0996
Cozelti 5 0.1073 0.1052
Cozelti 6 0.1020 0.0999
Ortalama (%) 0.1040 0.1028
Bagil sta?(:/joz;wt sapma 2 46 270
12 Analiz Sonucunun
Ortalamasi 0.1034
12 analiz sonucunun
Bagil standart sapmasi 2.54
(%)
%95 giiven aralig 0.1017 — 0.1051
sinirlari
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Tablo 24: Safsizlik F i¢in Ara Kesinlik Tablosu

Ara Kesinlik Analist l/Cihaz | Analist ll/Cihaz Il
(%) (%)
Cozelti 1 0.1005 0.0928
Cozelti 2 0.0994 0.0912
Cozelti 3 0.1023 0.0931
Cozelti 4 0.1015 0.0911
Cozelti 5 0.1022 0.0912
Cozelti 6 0.1008 0.0889
Ortalama (%) 0.1011 0.0914
Bagil stan:jart sapma 1.10 164
(%)
12 Analiz Sonucunun 0.0963
Ortalamasi
12 analiz sonucunun
Bagil standart sapmasi 5.44
(%)
%95 giiven aralig 0.0930 — 0.0996
sinirlari

4.1.5.2.1. Ara Kesinlik Kriteri

1- Analist | ile Cihaz | ve Analist Il ile Cihaz II'den elde edilen

sonuglarin kendi igerisindeki bagil standart sapmasi %10.0’dan

fazla olmamalidir.

2- Toplam 12 adet analiz sonucunun bagil standart sapmasi

%10.0’dan fazla olmamalidir.

4.1.5.2.2.S0nu¢

1- Analist | ile Cihaz | ve Analist Il ile Cihaz II' den elde edilen

sonuglarin kendi igerisindeki bagil standart sapmasi %10.0’dan

fazla dedgildir.

2- Toplam 12 adet analiz sonucunun bagil standart sapmasi

%10.0’dan fazla degildir.
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Peak Mame | RT Area | % Area | Height
1) Safsizik D | 1.464 17840 0.16 7353
2 Safzizlk E | 1.584 51875 0.45 21124
3| Safsizlik A | 2915 25300 0.23| 12430
4 | Safsizlik F 3165 26196 0.23 11154
5| Lansoprazol | 3.658 | 10BBT848 | 07 56 | 3200809
G| Safsizik B | 3.863 124185 1141 57973
7| Safsizlik T | 4.536 26709 0.24 | 10044

Sekil 19: Analist I/Cihaz | Ara Kesinlik Kromatogrami

.00 B.00 8.00 10.00
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Peak Narne| RT | Area | Height
1|SafsizikD | 1.471| 17602 7855
2| Safsiik E | 1.597 | 51622 | 22104
3 Safsizlik A | 2930 25527 12183
4 Safsizik F | 3199 24201| 10558
5 | Lansoprazol | 3.682 | 11239657 | 3190806
6| Safsizik B |3.078 | 129784| S5a752
7|safsizikc |4645| 27rdzs| ooz

600 ] B.OD 9.00 10,00

Sekil 20: Analist ll/Cihaz Il Ara Kesinlik Kromatogrami
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4.1.6. Dogrusallik

Bir analitik yontemin dogrusalligi, bir derisim araligindaki
numunelerden elde edilen analit cevabinin, derisimle dogru orantili
oldugunun gosterilmesidir. Analitik yontem icin dogrusallik araligi Ust ve alt

tayin sinirlari arasindadir.’” '® 9

Dogrusalligin belirlenebilmesi igin en az 5 farkli derigim
Onerilir. Dogrusallik grafigi cizilir ve regresyon dogrusunun egimi, y-
kesisim noktasi, korelasyon katsayisi ve bakiye kareler toplami
hesaplanir. Kesisim, %100’lUk derisim seviyesindeki analit i¢in elde edilen
alanin %2.0’sinden az olmalidir. Bunun yani sira regresyon dogrusundan
elde edilen sonuglar ile bulunan sonuglar arasindaki sapmay! gosteren
verilerin eklenmesi de dogrusallik parametresinin agiklanmasinda faydal

olabilir.™

Calisma araligi, genel olarak dogrusallik calismasindan
cikarilir ve yontemin tasarlanan uygulamalarina baghdir. Calisma aralg,
analitik prosedurin uygun kesinlik, dogruluk ve dogrusallikla sonuglar

verdigi alt ve Ust derigim araligidir.

Safsizlik tayin yontemlerinin galigma araligi, ICH rehberinde
belirtildigi Uzere, safsizligin raporlama seviyesinden, spesifikasyon limitinin

%120’sine kadar olan derisim arahigidir.”
Calismada, her bir safsizlik ve Lansoprazol etken maddesi

icin kendi LOQ seviyelerinden, spesifikasyon limitinin %120’sine kadar

olan 8 farkli derisim seviyesinde dogrusallik ¢calismasi gergeklestirilmistir:
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Tablo 25: Safsizlik A i¢in Dogrusallik Tablosu

Derigsim Safsizlik A Derigimi 3 Enjeksiyon Denklemden
Seviyesi (mg/mL) Ortalamasi Hesaplanan Alan
1. LoQ 0.000042 819 877.45
2. %10 0.0001 2057 2078.24
3. %20 0.0002 4075 4148.57
4. %40 0.0004 8256 8289.23
5. %60 0.0006 12526 12429.89
6. %80 0.0008 16902 16570.55
7. %100 0.0010 20716 20711.21
8. %120 0.0012 24606 24851.86
Egim: | 20703293.6891
Kesisim: | 7.9124
Korelasyon katsayisi (rg: 0.9998
Determinasyon katsayisi R”: | 0.9997

y=mx+n:

20703293.6891x + 7.9124

Safsizlik A Dogrusallik Grafigi
30000 - y =20703293,6891x + 7,9124
R? =0,9997
25000 -
20000 -
c
©
< 15000 -
<
& 10000 -
5000 -
0 T T
0 0,0005 0,001
Konsantrasyon (mg/ml)

0,0015

Sekil 21: Safsizlik A i¢in Dogrusallik Grafigi
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Tablo 26: Safsizlik B i¢in Dogrusallik Tablosu

Derigsim Safsizlik B Derigimi 3 Enjeksiyon Denklemden
Seviyesi (mg/mL) Ortalamasi Hesaplanan Alan
1. LOQ 0.000064 949 998.30
2. %10 0.0004 6136 6223.78
3. %20 0.0008 12246 12444.59
4. %40 0.0016 24773 24886.22
5. %60 0.0024 37546 37327.84
6. %80 0.0032 50624 49769.47
7. %100 0.0040 62062 62211.09
8. %120 0.0048 74175 74652.72
Egim: | 15552031.0204
Kesisim: | 2.9671
Korelasyon katsayisi (rg: 0.9999
Determinasyon katsayisi R":|{0.9998
y =mx + n: | 15552031.0204% + 2.9671

Safsizlik B Dogrusallik Grafigi

y = 15552031,0204x + 2,9671
80000 R? = 0,9998

Pik Alani

0 T T T T T

0 0,001 0,002 0,008 0,004 0,005

Konsantrasyon (mg/ml)

0,006

Sekil 22: Safsizlik B i¢in Dogrusallik Grafigi
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Tablo 27: Safsizlik C i¢in Dogrusallik Tablosu

Derigsim Safsizlik C Derigimi 3 Enjeksiyon Denklemden
Seviyesi (mg/mL) Ortalamasi Hesaplanan Alan
1. LoQ 0.000066 1165 1282.77
2. %10 0.0001 1932 1932.57
3. %20 0.0002 3826 3843.74
4. %40 0.0004 7681 7666.09
5. %60 0.0006 11578 11488.44
6. %80 0.0008 15586 15310.78
7. %100 0.0010 19014 19133.13
8. %120 0.0012 22831 22955.47
Egim: | 19111729.6832
Kesisim: | 21.3985
Korelasyon katsayisi (rg: 0.9998
Determinasyon katsayisi R":|0.9997

y=mx+n:

19111729.6832x + 21.3985

25000 -

20000 -

15000 -

Pik Alani

10000 -

5000 -

0

Safsizlik C Dogrusallik Grafigi

y=19111729,6832x+ 21,3985

R?=0,9997

0

0,0002 0,0004 0,0006 0,0008 0,001

Konsantrasyon (mg/ml)

0,0012 0,0014

Sekil 23: Safsizlik C igin Dogrusallik Grafigi
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Tablo 28: Safsizlik D i¢in Dogrusallik Tablosu

Derisim Safsizlik D Derigimi 3 Enjeksiyon Denklemden
Seviyesi (mg/mL) Ortalamasi Hesaplanan Alan
1. LOQ 0.000073 1114 1292.10
2. %10 0.0001 1738 1773.87
3. %20 0.0002 3583 3558.20
4. %40 0.0004 7163 7126.85
5. %60 0.0006 10777 10695.51
6. %80 0.0008 14653 14264.17
7. %100 0.0010 17743 17832.82
8. %120 0.0012 21174 21401.48
Egim: | 17843276.5917
Kesisim: | 10.4561
Korelasyon katsayisi (rg: 0.9997
Determinasyon katsayisi R":|{0.999

y=mx+n:

17843276.5917% - 10.4561

Safsizlik D Dogrusallik Grafigi
25000 - y=17843276,5917x- 10,4561
R?=0,9994
20000 -
E 15000 -
<
=
= 10000 -
5000 -
0 T T T T T T 1
0 0,0002 0,0004 0,0006 0,0008 0,001 0,0012 0,0014
Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 24: Safsizlik D i¢in Dogrusallik Grafigi
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Tablo 29: Safsizlik E i¢cin Dogrusallik Tablosu

Derigsim Safsizlik E Derisimi 3 Enjeksiyon Denklemden
Seviyesi (mg/mL) Ortalamasi Hesaplanan Alan
1. LOQ 0.000029 1104 1317.09
2. %10 0.0001 4117 4171.65
3. %20 0.0002 7942 8192.16
4. %40 0.0004 16461 16233.18
5. %60 0.0006 25097 24274.20
6. %80 0.0008 32341 32315.22
7. %100 0.0010 39724 40356.24
8. %120 0.0012 48471 48397.26
Egim: | 40205101.7691
Kesisim: | 151.1393
Korelasyon katsayisi (rg: 0.9997
Determinasyon katsayisi R":|0.9994
y =mx + n:|40205101.7691x + 151.1393
Safsizlik E Dogrusallik Grafigi
60000 - y=40205101,7691x + 151,1393
50000 R*=0,9994
_ 40000 -
s
< 30000 -
X
& 20000
10000 -
O T T T T T T 1
0  0,0002 0,0004 0,0006 0,0008 0,001 0,0012 0,0014
Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 25: Safsizlik E i¢in Dogrusallik Grafigi
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Tablo 30: Safsizlik F igin Dogrusallik Tablosu

Derigim Safsizlik F Derigimi 3 Enjeksiyon Denklemden
Seviyesi (mg/mL) Ortalamasi Hesaplanan Alan
1. LOQ 0.000043 973 1046.00
2. %10 0.0001 2406 2446.39
3. %20 0.0002 4867 4903.20
4. %40 0.0004 9805 9816.83
5. %60 0.0006 14845 14730.45
6. %80 0.0008 19958 19644.08
7. %100 0.0010 24459 24557.71
8. %120 0.0012 29303 29471.34
Egim: | 24568135.8791
Kesisim: | 10.4268
Korelasyon katsayisi (rg: 0.9999
Determinasyon katsayisi R”: | 0.9998

y=mx+n:

24568135.8791x - 10.4268

Pik Alani

35000 -
30000 -
25000 -
20000 -
15000 -
10000 -

5000 -

Safsizlik F Dogrusallik Grafigi

y=24568135,8791x- 10,4268

R?=0,9998

0

Konsantrasyon (mg/ml)

0,0002 0,0004 0,0006 0,0008 0,001 0,0012 0,0014

Sekil 26: Safsizlik F i¢in Dogrusallik Grafigi
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Tablo 31: Lansoprazol i¢in Dogrusallik Tablosu

Derigim Lansoprazol 3 Enjeksiyon Denklemden
Seviyesi Derigimi_(mg/mL) Ortalamasi Hesaplanan Alan
1. LoQ 0.000046 1451 1595.56
2. %10 0.0002 4545 4536.92
3. %20 0.0004 8174 8356.86
4. %40 0.0008 16049 15996.75
5. %60 0.0012 23902 23636.64
6. %80 0.0016 31772 31276.53
7. %100 0.0020 38641 38916.42
8. %120 0.0024 46338 46556.31
Egim: | 19099725.8153
Kesisim: | 716.9713
Korelasyon katsayisi (rg: 0.9998
Determinasyon katsayisi R":|0.9997
y =mx +n:|19099725.8153% + 716.9713
Lansoprazol Dogrusallik Grafigi
50000 - y=19099725,8153x+716,9713
45000 | R?=0,9997
40000 -
_ 35000
£ 30000 1
< 25000 -
= 20000 -
15000 -
10000 -
5000 -
O T T T T T 1
0 0,0005 0,001 0,0015 0,002 0,0025 0,003
Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 27: Lansoprazol i¢in Dogrusallik Grafigi
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4.1.6.1. Kriter

Her bir safsizlik ve etken madde icin cizilen dogrusallik
grafiklerinde korelasyon katsayisi (r) minimum 0.995 olmalidir. Ayrica
kesisim degerleri, %100’lUk derisim seviyesindeki analit igin elde edilen

alanin %2.0’sinden fazla olmamalidir.

4.1.6.2. Sonuc

Her bir safsizlik ve etken madde icin cizilen dogrusallik
grafiklerinde korelasyon katsayilari 0.995 degerinden buyuktir. Ayrica
kesisim degerleri, %100’lUk derisim seviyesindeki analit igin elde edilen

alanin %2.0’sinden fazla degildir.
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Sekil 28: LOQ Seviyesinde Dogrusallik Kromatogrami
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Sekil 29: %10 Seviyesinde Dogrusallik Kromatogrami
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Sekil 32: %60 Seviyesinde Dogrusallik Kromatogrami
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Sekil 33: %80 Seviyesinde Dogrusallik Kromatogrami
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Sekil 34: %100 Seviyesinde Dogrusallik Kromatogrami
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Sekil 35: %120 Seviyesinde Dogrusallik Kromatogrami
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4.1.7. Teshis Limiti/Tayin Alt Limiti (LOD/LOQ)

Duyarhlik; analit miktari surekli olarak azaltilirken, yontemin
verdigi cevabin hassasiyetinin bir olgtisidir. Teshis limiti (LOD) ve tayin

alt siniri (LOQ) duyarlilik analizleri igin kullanilan terimlerdir.?% %" %2

Teshis limiti, ¢ozelti icersindeki analitin teshis edilebildigi en
az miktardir. Bir bagka deyisle, analitin, bos 6rnekten (blank) istatistiksel
olarak énemli dl¢ide farkli olan en diusuk derisim duzeyidir. Genellikle bu

seviyelerde guvenilir, kantitatif sonuglar elde edilmez.

Tayin alt limiti ise, c¢oOzelti icersindeki etken maddenin
kantitatif olarak tayin edilebildigi minimum miktardir. Bu miktar, analiz
kosullarinda, kabul edilebilir kesinlik ve dogruluk degerlerine sahip en

dusuUk derisimdeki madde miktaridir.

Teshis limiti ve tayin alt limitinin belilenmesi etken madde ve

bitmis Urun safsizlik tayini analizlerinde 6nemli rol oynar.

4.1.7.1. Sinyal/Girultd Orani

Bu wuygulama sadece zemin gurultusi olan analitik
yontemlerde uygulanabilir. incelenen maddenin bilinen disik derisimde
bir ¢ozeltisinin sinyali ile kor numunenin sinyalinin mukayese edilmesi
sonucunda, incelenen maddenin teshis edilebilecek en dusuk derigimi
hesaplanir. ilgili cihaz yazihmi kullanilarak sinyal/giriltii orani hesaplatilir.
Teshis limiti icin 2:1 veya 3:1 sinyal/gurultu orani kabul edilebilir orandir.

Tayin limiti icin ise 10:1 kabul edilebilir orandir."

Calismada her bir analit igin teshis ve tayin limiti asagidaki

formule gore hesaplanmigtir:
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Teshis Limiti (mg/mL) = 3 x Derisim

Sinyal/Guraltd Orani

Tayin Alt Limiti (mg/mL) = 10 x Derisim

Sinyal/Guraltd Orani

Tablo 32: Teghis Limiti/Tayin Limiti Tablosu

Teshis | Tayin Alt | Teshis TZ{,:" T?_)i/:rr:itii\lt
Derisim Sinyal/Gurilti Limiti Limiti Limiti Limiti Seviyesinde

(mg/mL) Orani (LOD) (LOQ) (LOD) (LOQ) | Sinyal/Giiriiltii
(mg/mL) (mg/mL) (%) (%) Orani
Safsizlik A 0.001 237.83 0.000013 | 0.000042 | 0.0013 | 0.0042 9.117
Safsizlik B 0.004 629.04 0.000019 | 0.000064 | 0.0019 | 0.0064 10.111
Safsizlik C 0.001 152.57 0.000020 | 0.000066 | 0.0020 | 0.0066 10.312
Safsizlik D 0.001 137.66 0.000022 | 0.000073 | 0.0022 | 0.0073 10.089
Safsizlik E 0.001 343.09 0.0000087 | 0.000029 | 0.00087 | 0.0029 8.296
Safsizlik F 0.001 232.06 0.000013 | 0.000043 | 0.0013 | 0.0043 10.433
Lansoprazol 0.002 437.20 0.000014 | 0.000046 | 0.0014 | 0.0046 15.735
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6| Safsizlk B |3.085 949 10.17093 |

|7 Safsizfk C | 4652 1165 10.311910

Sekil 36: LOQ Seviyesinde Sinyal/Giiriiltii Orani Kromatogrami
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4.1.8. Saglamlik

Saglamlik testinin amaci; analit veya analitlerle ilgili olarak
ornek toplama ve analiz islemleri suresince, depolama, ornek hazirlama
ve analiz esnasinda olusabilecek herhangi bir bozulmanin saptanmasidir.
Batin bu iglemler analitik yontemin validasyonu galismalari esnasinda

yapilir.2®

Diger bir ifadeyle; bir analitik yéntemin saglamligi, yontem
parametrelerinde planl kuguk degigiklikler yapildiginda, etkilenmeden
kalma kapasitesinin bir dlgisl ve normal kullanimi sirasindaki kararhligi
olarak ifade edilebilir. Saglamlik parametresi, bu ydntemle yapilan
analizlerin guvenilirligini gostermelidir. Eger yapilan olgumler, analitik
kosullardaki degisikliklere kargi duyarli ise, analitik kosullar uygun sekilde

kontrol altina alinmali ya da ydontem igersine uyarici bir ifade eklenmelidir.

Saglamligin degerlendiriimesi, bir seri sistem uygunluk
parametresinin saglandiginin gosterilmesiyle yapiimalidir. Boylece analitik

yontemin, her uygulanisi icin valide oldugu ifade edilmelidir.

Saglamlik testinde yapilabilecek tipik degisiklikler, kullanilan
cOzeltilerin stabilitesi veya sivi kromatografi teknikleri igin hareketli faz pH’
sinin degisikligi, hareketli faz kompozisyonunun degisikligi, farkli kolon

kullanimi, sicaklik ve hareketli fazin akis hizi gibi parametreler olabilir.™®
Calismada, analitik yontemin saglamhgini ispat etmek igin

cOzelti stabilitesi ve kromatografik parametre degisikligi c¢alismalari

yapilmis olup, elde edilen sonuglar ilgili tablolarda gdsterilmistir:
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4.1.8.1. Cozelti stabilitesi

Bu test icin, her bir safsizligin limit derisiminde ilave edildigi
test ¢ozeltisi ve referans ¢ozelti hazirlanarak, bu ¢ozeltiler, hazirlanisinin
hemen sonrasinda ayrica 6, 12 ve 36 saat sonra UPLC cihazina enjekte
edilmigtir. Cozeltler bu zaman surecinde buzdolabi kosullarinda
bekletilmistir. 6, 12 ve 36 saat sonra etken madde ve safsizliklardan elde
edilen pik alanlari ile baglangigta elde edilen pik alanlari arasindaki sapma
hesaplanmistir.™ Sapma degerlerinin hesaplanmasi icin asagidaki formiil

kullaniimigtir:
Sapma (%)= (Di=D;) x100
D

Dt: Herhangi bir t zamaninda bulunan pik alani
Di: Baglangigta bulunan pik alani

Tabloda goérilen pozitif sonucglar, sapmanin artis yoéninde oldugunu,
negatif sonuglar ise sapmanin azalis yénunde oldugunu ifade etmektedir.

Tablo 33: Cozelti Stabilitesi Tablosu

Sapma 12. Sapma 36. Sapma

Baslangi¢ | 6. Saat (%) saat (%) Saat (%)

Safsizllk A | 55097 | 25452 | 0.008 | 25804 | 1.483 | 25868 | 1.734
Pik Alani

safsizhk B 1 130433 | 130373 | -0.046 | 132661 | 1.708 | 137025 | 5.054
Pik Alani

Safsizlk C | 57317 | 27206 | -0.406 | 28054 | 2698 | 28170 | 3.123
Pik Alani

Safsizitk D 18042 | 17999 | -0.238 | 18013 | -0.161 | 17821 | -1.225
Pik Alani

Safsizlik E 52050 | 52960 | 0.019 | 51707 | -2.348 | 52407 | -1.026
Pik Alani

Safsizlk | 56846 | 26804 | 0.179 | 24896 | -7.264 | 24516 | -8.679
Pik Alani

Lansoprazol | yyg51 | 41771 | -0.191 | 41694 | -0.375 | 41872 | 0.050
Pik Alani
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4.1.8.1.1. Kriter

Bagslangi¢ pik alanlarindan sapma %10.0’dan fazla olmamalidir.

4.1.8.1.2. Sonuc

Baslangi¢ pik alanlarindan sapma %10.0’dan fazla degildir.

—kanrsoprazol - 3Eed

.00 1.00 2.00 3.00 4.0 LX)
Minutes
[ Peak Name | RT -fl.rea :% Area -}.-.I-GM_;T
1| safszlk D | 1.456 | i
2| SafsiZk E | 1475 . i
3| SafsiZik A | 2.663
4| Safsilk F | 3.427|

5 Lansoprazol | 3643 | 41851 | 100.00 17213

[6]safeinik B | 3.023 |

|7 safsiakC [4.633]

Sekil 37: Cozelti Stabilitesi Baglangic Kromatogrami (1)

10,00
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0.aa 1.00 2.00 300 400 5.00 6.00 7.00 B.0D .00 10.00

| Peak Name | RT | Area | % Ares | Height
Safsizlik D | 1.456
Safsizlik E | 1.575
Safzizliik A | 2.863
Safsizlik F | 3127
Lansoprazol | 3.639 [ 41771 | 100.00 | 17040
| Bafsizik B | 3.923
| Safsizlk C | 4.633

b B =< T I SN T B

Sekil 38: Cozelti Stabilitesi 6. Saat Kromatogrami (1)
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4| Safsizlik F 13127
5| Lansoprazol | 3.639 | 41684 | 100.00 16340
B | Safsizlik B | 3.923
7| Safsizlk C | 4.633

Sekil 39: Cozelti Stabilitesi 12. Saat Kromatogrami (1)
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1| Safsizlik D | 1.455 |
2| SafsizZik E | 1.575
3| Safeizlik A | 2,863
4| Safsizlik F | 3.127
5| Lansoprazol | 3,682 | 41872 | 100.00 | 23581
6 Safsizik B | 3.923 '
7| Safsizlk C | 4.633

Sekil 40: Cozelti Stabilitesi 36. Saat Kromatogrami (1)
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Sekil 41: Cozelti Stabilitesi Baglangig Kromatogrami (2)
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Sekil 42: Cozelti Stabilitesi 6. Saat Kromatogrami (2)

84



3.00- E
T
4 -
250- :
-
] i
2,00 _f
= -
= 150
] o - =
1.00- % 2 wa 3 §
: - o e T
] fatl] Egm = 0
- = = x = =
D.50- % £z i B
T 4o B o v
: & 28 |9 3
0.00 s =
oor 101 zod sao 400 so0 son o0 Taga @i
Minutas
Peak Name | RT Area | % Area | Height
1 | Safsizlik D | 1.4958 18013 0.19 9047
2 | Safsizlik E 1.620 51707 0.54 26699
3 | Safsizlik A 2 963 25804 0.27 14615
4 | Safsizlik F 327 24896 0.26 12752
5| Lansoprazol | 3,713 | 9359833 | 97 0B | 3174657
6 | Safsizlik B 4.019 | 132661 1.38 6747V
7| Safsizlik C | 4.656 | 28054 029 11796

Sekil 43: Cozelti Stabilitesi 12. Saat Kromatogrami (2)
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Safsizik D [1.470 17821 0.15 7950
Safsizlik E | 1.587 52407 045 22219
Safsizlik A | 2930 25868 | 022 12219
Safsidik F | 3,159 24518 021 10603
Lansoprazol | 3689 11258650 | 97.52 | 3180584
Safsizik B 3978 137025 1.19 0 59914
Salsizlik C | 4.645 28170 024 10183

e O A= = U L L

Sekil 44: Cozelti Stabilitesi 36. Saat Kromatogrami (2)
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4.1.8.2. Kromatografik Parametre Dedisikligi

Bu test icin, her bir safsizligin limit konsantrasyonda ilave
edildigi test c¢oOzeltisi hazirlanarak, bu c¢ozelti Oncelikle yonteme ait
kromatografik sartlarda, sonra sirasiyla hareketli fazin kompozisyonu,
kolon sicakligi ve akis hizi parametreleri degistirilerek enjekte edilmigtir.
Ayni anda sadece bir adet kromatografik parametre degistiriimis olup,

diger parametreler sabit birakiimistir.

4.1.8.2.1. Hareketli Fazin Kompozisyonu

0.010M NaH,;PO, iceren hareketli faz A’nin derisimi 0.0105M
olarak degigtirilerek, orijinal yontem kosullarina goére karsilastirma

yapilmistir.

4.1.8.2.2. Kolon Sicakligi

25°C olan kolon sicakhgi, 26°C’ye yukseltilerek, orijinal

yontem kosullarina gore karsilastirma yapilmistir.

4.1.8.2.3. Akis Hizi

0.400 mL/dk. olan hareketli faz akis hizi, 0.405 mL/dk.'ya

yukseltilerek, orijinal yontem kosullarina goére karsilastirma yapiimistir.
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Tablo 34: Kromatografik Parametre Degisikligi Tablosu (1)

(0.01B om Iﬁggllfpo,,) (o.o1o%ﬁﬁ;n|-1lzpo4) Sapma (%)
Pik Alam 26427 2087 ik
giakfiﬂ'r':lD 18042 17998 -0.244
Tablo 35: Kromatografik Parametre Degisikligi Tablosu (2)
| R s
Pik Alam 130433 2o s
Pik Alam 27317 20798 d
Pik Alam 18042 1795 il
Tablo 36: Kromatografik Parametre Degisikligi Tablosu (3)
(0_333'?35.(.) (0.4%e59rlfll_r;:lk.) Sapma (%)
Pik Alam 26427 s o
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4.1.8.2.4. Kriter

Baslangi¢ pik alanlarindan sapma %10.0’dan fazla olmamalidir.

4.1.8.2.5. Sonuc

Baslangi¢ pik alanlarindan sapma %10.0’dan fazla degildir.

Beawit g
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0.00 T e b -
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Peak Name = RT Area % Area | Height
1| Safsizlik » | 1.459 18042 0.7 Bd64
| 2| Safsizik E | 1.579 52950 0.51 24877
| 3| safsizik & | 2.921 25427 0.25 13449
4 | Safsidik F | 3.171 268546 0.26 12263
5 | Lansoprazol | 3.6680 [ 10096441 | 97.29 | 3196865
6 | Safsizik B | 3.066 130433 1.26| 64435
|7 Safsilik © [ 4.542 27317 0.26| 11529

Sekil 45: Kromatografik Parametre Degisikligi Kromatogrami (1)
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10040
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1| Safsizlik D 1.502 17998 0.19 9044
2| Safsizlk E | 1.624 51772 0.53 26718
3| Safsizlic A | 2,965 25877 027 14481
4 | Safsizlik F | 3.219 24916 0.26 12643
5| Lansoprazol | 3.716 | 9405008 | 9711 | 31748588
G| Safsizlik B | 4.018 | 132374 1.37 66928
T | Safsizlik C | 4.659 27437 0.28 11575

Sekil 46: Kromatografik Parametre Degisikligi Kromatogrami (2)

10,00
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Sekil 47: Kromatografik Parametre Degisikligi Kromatogrami (3)
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7| Safsizik C | 4.536  26736| 0.25| 10937
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1|Safsizik D | 1.463| 17772 047 8245
2 |Safsizlik E | 1.584 | 40895 049| 23633
3| Bafsizlik A | 2919 25451 D.25 14174
4 Safsigik F 3170 25966 0.25 12488
5| Lansoprazol | 3.658 | 9923046 | 97.35 (3205538
| Safsizik B | 3.967 | 124555 1.22 B4061
7| Safsidik C | 4.541 26437 0.26 11466

Sekil 48: Kromatografik Parametre Degisikligi Kromatogrami (4)

10.00
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5. TARTISMA

Lansoprazol igceren farmasoétik preparatlar, duodenal Ulser,
gastrik Ulser, reflu 6zofajit, patolojik hipersekresyon ve helicobacter pylori
infeksiyonu ile birlikte gorilen duodenal Ulser tedavisinde kullanilirlar. Bu
ilaglarin rutin analizleri Uretim ve kalite kontrol asamasinda yapilmaktadir.
Kalite kontrol laboratuarlarinda, hizli uygulanabilen, dogru ve
tekrarlanabilir sonuglar veren tayin yontemlerine ihtiya¢ vardir. “Avrupa
Farmakopesi” ve diger kaynaklarda lansoprazol etken maddesine ait
safsizliklarin HPLC cihaziyla tayin edildigi yontemlere rastlamak
muamkuindar. Ancak safsizlik tayin yodntemlerinin analiz surelerinin
uzunlugu ve analiz sirasinda harcanan solvan miktarlarinin yiksek oldugu
dusundldugunde, safsizliklarin tayini i¢cin daha kisa surede, dogru ve
tekrarlanabilir sonu¢ veren analitik ydntemlere ihtiya¢c duyulmaktadir.
Kaynaklarda lansoprazol etken maddesine ait ilgili bilegikler testinin,
HPLC’ye kiyasla daha kisa surede tayin yapilabilen UPLC cihaziyla
yapilmis ve valide edilmis analiz yontemine rastlanmamasi, bu ¢alismaya

yonelmede etkili olmustur.

UPLC cihazi kullanilarak valide edilmis olan bu yontem igin,
oncelikle “Avrupa Farmakopesi” 7.2 monografinda belirtilen lansoprazol
ilgili bilesikler ydntemine ait pH 6.2 trietilamin tampon c¢odzeltisi ile
asetonitril karisimi (60:40) seklinde hazirlanan hareketli faz, izokratik akis
kullanilarak denenmistir. Ancak allkonma surelerini ve ayrisma
optimizasyonunu daha iyi ayarlamak adina izokritik akig olan bu yontem,

gradient akiga donusturulmustar.

Gradient akigla yapilan denemelerde ise, pH 6.2 trietilamin
tampon c¢oOzeltisinin zemin sinyalini ciddi derecede etkiledigi ve tayin
edilecek analitler ile girisim yaptigl saptanarak, bu tampon ¢ozelti yerine,

cesitli denemelerin sonunda, daha dizgin zemin sinyali verdigini ve
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girisime sebep olmadigini belirledigimiz 0.010M NaH,PO, c¢ozeltisinin

kullaniminin uygun oldugu saptanmigtir.

“‘Avrupa Farmakopesi” ilgili bilesikler testinde, HPLC cihazi
icin belirtiimis olan 1.2 mL/dak.’lik hareketli faz akig hizi ile UPLC
cihazinda ¢alismak mumkun degildir. Cunkd HPLC cihazina gére daha dar
¢aph boru sistemine sahip olan ve kolon dolgu maddesi partikll ¢capi ¢ok
daha kuguk olan UPLC sistemlerinde bu derece yuksek akis hizlari,
cihazin limit basing seviyesi olan 15000 psi degerini agsmaktadir. Yapilan
optimizasyonlar sonucu uygun hareketli faz akis hizi 0.400 mL/dak. olarak

tespit edilmistir.

Oncelikle daha da kisa analiz slresi elde etmek igin Acquity
UPLC BEH C18 1.7 ym, 2.1 x 50 mm boyutunda kolon kullanilan
¢calismada, safsizlik D ve safsizlik E pikleri ile lansoprazol ve safsizlik B
pikleri arasindaki ayrisma yeteri Olgide saglanamadigindan dolayi, bu
kolona goére daha uzun olan Acquity UPLC BEH C18 1.7 ym, 2.1 x 100
mm  boyutundaki kolon kullaniimigtir. Sonrasinda elde edilen
kromatogramlarda gerekli ayrisma ve sistem uygunluk parametrelerinin

saglandigi goértulmastur.

Kapasite faktorunin minimum 1.0 olarak saglanabilmesi icin
yapilan optimizasyon iglemlerinde, gradient akis sisteminin baslangi¢
degeri olan 85:15 tampon- asetonitril orani uygun bulunmustur. Bu tampon
¢cOzelti yuzdesinden daha dugsuk oranlarda vyapilan enjeksiyonlarin

kapasite faktoru gerekliligini saglayamadigi tespit edilmistir.

Uygun kolon sicakhginin belirlenmesi igin 25°C - 40°C
sicakhk araliginda yapilan denemelerde, 25°C’lik kolon sicakliginin,
gerekli ayrismanin saglanabilmesi agisindan daha uygun oldugu

gorulmustar.
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HPLC cihazlarina nazaran, ¢ok daha dusuk miktarlarda
enjeksiyon yapabilen UPLC cihazinin enjeksiyon hacmini belirlemek igin,
daha iyi geri kazanim ve tekrarlanabilirlik elde edilen 3.0 pL’lik enjeksiyon

hacmi tercih edilmigtir.

Lansoprazol etken maddesine ait ¢ozeltilerin  oda
sicakhginda daha kisa surede bozunmasi ve igersindeki safsizlik
miktarlarinin artmasindan dolayi, UPLC cihazinin otomatik &6rnekleyici
sicakhgi 10°C’ye dugurulmustur. Boylece, hazirlanan ¢ozeltilerin UPLC ile
analizi sirasinda, bekleme suresince yasanabilecek bozulmanin 6nine

gecilmigtir.

Kromatografik yontemle yapilan safsizlik tayinlerinde tanimh
safsizliklarin yani sira, bilinmeyen (tanimsiz) safsizliklarin da tayin
edilebilmesi amaciyla, etken maddenin alikonma suresinin yaklasik 3 kati
kadar kromatografi suresi gereklidir. Bu sebeple, UPLC cihazi kullanilarak
valide edilen bu kromatografik yontemde yaklagik 5 dak. igerisinde toplam
7 adet tanimli safsizlik piki elde edilmesine ragmen, bu gereklilige uymak

acisindan kromatografisi stiresi 10 dak. olarak belirlenmistir.

Optimizasyonlar sonucunda gelistirdigimiz lansoprazol ilgili
bilesikler UPLC yontemi gerekli olan tum sistem uygunluk ve ICH
validasyon parametrelerinin gerekliliklerini yerine getirmektedir. Ayrica bu
yontem “Avrupa Farmakopesi” 7.2 monografinda énerilen HPLC ile ilgili
bilesikler analizi yontemine gore yaklagik 2 kat daha kisa surede safsizlik

tayinine imkan saglamaktadir.’
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6. SONUC

Calismada, lansoprazol etken maddesine ait safsizliklarin
tayini icin UPLC cihazi kullanilarak bir ilgili bilesikler yontemi gelistiriimis ve

valide edilmigtir.

Validasyonun segicilik parametresinde butun analitler igin
uygun pik simetri faktoru, teorik plaka sayisi, ayrisma, kapasite ve segicilik
faktorlerinin saglandigi ve analitlerin alikonma zamaninda ¢6zucu ve diger

bilesenlere ait herhangi bir girisimin olmadigi saptanmistir.

Dizeltme faktoru bolumunde, elde edilen dogrusallik
grafiklerinin egiminden yola cikilarak, her bir safsizlik i¢in duzeltme
faktorleri hesaplanmis ve bu faktorler kullanilarak, test ¢ozeltisi igerisindeki

safsizliklarin miktarlari hesaplanmistir.

Dogruluk ve geri kazanim testlerinde, ICH rehberinde
belirtildigi Uzere, yontemin ¢alisma aralidini kapsayan dort ayri derisimde
(LOQ, %80, %100 ve %120) geri kazanim calismasi yapilmistir.”> Her bir
safsizlik test cozeltisi igerisine kendi limit derisimi kadar eklenerek,
referans ¢oOzelti ile karsilastinldiginda, elde edilen geri kazanim

yuzdelerinin limitler icersinde oldugu gérulmustir.

Kesinlik parametresi igin, cihaz kesinligi (enjeksiyon
tekrarlanabilirligi) ve ara kesinlik testleri calisiimistir. Cihaz kesinligi
testinde her bir analit icin elde edilen pik alanlarinin ve alikkonma
zamanlarinin bagil standart sapmasi belirtilen kriterlere uygundur. Ara
kesinlik parametresinde ise analist | ile cihaz | ve analist Il ile cihaz II'den
elde edilen sonuglarin hem kendi igcerisinde hem de birbirleri arasinda
uyumlu oldugu, bagil standart sapma degerlerinin limitler igersinde

olusundan anlasiimistir.
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Dogrusalllk  calismasindan  elde  edilen  regresyon
dogrularinda, her bir safsizlik ve lansoprazol etken maddesi i¢in bulunan
korelasyon katsayilari (r) 0.995 degerinden buUyuktlir. Ayrica tim
dogrusallik grafiklerindeki kesisim degerleri, %100’lik derisim seviyesinde
elde edilen alanlarin %2.0’sinden buyuk degildir. Bu sonuclara dayanarak,
geligtirilen yontemin her bir analit icin LOQ - %120 derisim araligi

icerisinde dogrusal oldugunu soyleyebiliriz.

Tayin alt limiti ve teshis limiti sinyal/guraltu orani yaklagimina
gbre hesaplanmistir. Hesaplanan LOQ degerleri dogrusallik verileri
icerisinde degerlendirilmis ve uygunluklari ispatlanmistir. Elde edilen LOQ
degerlerinin olduk¢ca kuguk olmasi yontemin hassasiyetinin yuksek

oldugunu gostermektedir.

Validasyonun saglamlik parametresi, ¢ozelti stabilitesi ve
kromatografik parametre degisikligi testleriyle gergeklestiriimistir. Cozelti
stabilitesi testinde hazirlanan g¢ozeltiler test suresi boyunca buzdolabinda
bekletilmistir. Buzdolabi kosullarinda test cozeltilerin 36 saat stabil
kalabildigi gézlemlenmigstir. Kromatografik parametre degisikligi testinden
elde edilen verilere gore ise, analiz sirasinda meydana gelebilecek kuguk

degisikliklerin, sonugclara etki etmedigi tespit edilmigtir.

Elde edilen tim verilerden anlasildigi Uzere, UPLC cihazi
kullanilarak gelistirilen yontemin lansoprazol etken maddesine ait
safsizliklarin tayinini 10 dak. gibi oldukga kisa bir surede gerceklestirdigi
gorulmektedir. Bunun yani sira ICH validasyon rehberinin 6ngoérduagu
esaslara gore valide edilen bu yéntemin dogru, guvenilir ve tekrarlanabilir

sonuglar verdigi ispat edilmigtir.
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7. OZET

Lansoprazol etken maddesine ait safsizliklarin ultra performanslh sivi
kromatografisi teknigi ile tayini ve tayin yonteminin analitik

validasyonu

Bu calismada lansoprazol etken maddesinin safsizliklari igin
“‘Avrupa Farmakopesi” 7. baski referans alinmistir. Gerekli optimizasyonlar
yapilarak belirtilen safsizliklar igcin UPLC cihazi kullanilarak bir safsizlik

yontemi gelistirilmis ve valide edilmistir.

Hareketli faz olarak 0.010M NaH,PQO, c¢ozeltisi ve Asetonitril
ile bir gradient akis sistemi olusturulmustur. Waters H-CLASS UPLC cihazi
kullanilarak, sabit faz olarak Acquity UPLC BEH C18 1.7 ym, 2.1 x 100
mm kolon segilmistir. Software yardimi ile UV dedektorun dalga boyu 285
nm olarak ayarlanmigtir. Kolon sicakhdi 25°C, otomatik 6rnekleyici
sicakhgi ise 10°C’dir. Her ¢dzelti icin enjeksiyon hacmi 3.0 uL’dir. Cézlcu
olarak 1 hacim trietilamin ile 60 hacim saf su karistirlmig, pH degeri
%85’lik fosforik asit ile 10.5 + 0.05’e ayarlanmigtir. Daha sonra bu ¢ozelti

40 hacim asetonitril ile karistiriimistir.

Lansoprazol, safsizlik A, safsizlik B, safsizlik C, safsizlik D,
safsizlik E ve safsizlik F pikleri igin alikonma zamanlari sirasiyla 3.655,
2.915, 3.963, 4.537, 1.462, 1.582 ve 3.165 dak.'drr.

Tayin alt limiti safsizlik A igin 0.000042 mg/mL, safsizlik B
icin 0.000064 mg/mL, safsizlik C igin 0.000066 mg/mL, safsizlik D igin
0.000073 mg/mL, safsizlik E i¢in 0.000029 mg/mL, safsizlik F igin
0.000043 mg/mL’dir.
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Elde edilen validasyon sonuglarina dayanarak, lansoprazol
etken maddesinin safsizliklari i¢cin, UPLC cihazi kullanilarak, hizli, segici,

dogru, tekrarlanabilir ve duyarh bir tayin yontemi olusturulmustur.

Anahtar Kelimeler: Lansoprazol, safsizlik, ultra performansli sivi

kromatografisi, validasyon
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8. SUMMARY

Determination of impurities of lansoprazole active substance with
ultra performance liquid chromatography technique and analytical

validation of determination method

In this study, 7" edition of European Pharmacopoeia was
taken as a reference for the impurities of lansoprazole. Required
optimizations were done and an impurity method was developed and

validated for specified impurities by using UPLC device.

A gradient flow system was generated with 0.010M NaH;PO4
solution and acetonitrile as a mobile phase. Waters H-CLASS UPLC
device was used and Acquity UPLC BEH C18 1.7 ym, 2.1 x 100 mm
column was selected as a stationary phase. The wavelength was set at
285 nm by the help of software. The column temperature is 25°C,
autosampler temperature is 10°C. Injection volume for each solution is 3.0
uL. As a solvent, 1 volume of triethylamine and 60 volumes of purified
water was mixed and pH was adjusted to 10.5 £ 0.05 with 85% phosphoric

acid. Then this solution was mixed with 40 volumes of acetonitrile.

The retention times for lansoprazole, impurity A, impurity B,
impurity C, impurity D, impurity E, impurity F are 3.655, 2.915, 3.963,
4,537, 1.462, 1.582 ve 3.165 minutes respectively.

LOQ is 0.000042 mg/mL for impurity A, 0.000064 mg/mL for

impurity B, 0.000066 mg/mL for impurity C, 0.000073 mg/mL for impurity
D, 0.000029 mg/mL for impurity E, 0.000043 mg/mL for impurity F.
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Based on the obtained validation results, a fast, selective,
accurate, repeatable and sensitive determination method was generated

for the impurities of lansoprazole active substance by using UPLC device.

Key words: Lansoprazole, impurity, ultra performance liquid

chromatography, validation
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10. EKLER

“‘Avrupa Farmakopesi” 7.2 lansoprazol monografi

LANSOPRAZOLE

Lansoprazolum

<(\ NH CH,
J\“/\/ o._¢

and enantiomer
CisH1sF3N3;0,S
M, 369.4
[103577-45-3]
DEFINITION
2-[(RS)-[[3-Methyl-4-(2,2,2-trifluoroethoxy)pyridin-2-ylJmethyl]sulfinyl]-1H-
benzimidazole.

Content: 99.0 per cent to 101.0 per cent (anhydrous substance).

CHARACTERS

Appearance: white or brownish powder.

Solubility: practically insoluble in water, soluble in anhydrous ethanol, very
slightly soluble in acetonitrile.

It shows polymorphism (5.9).

IDENTIFICATION
Infrared absorption spectrophotometry (2.2.24).

Comparison: lansoprazole CRS.

If the spectra obtained in the solid state show differences, dissolve the

substance to be examined and the reference substance separately in
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anhydrous ethanol R, evaporate to dryness and record new spectra using

the residues.

TESTS

Appearance of solution. The solution is clear (2.2.1) and not more

intensely coloured than reference solution B, or BY, (2.2.2, Method II).

Dissolve 1.0 g in dimethylformamide R and dilute to 20 mL with the same

solvent.
Related substances. Liquid chromatography (2.2.29). Prepare the
solutions immediately before use and protect them from light.

Solvent mixture: mix 1 volume of triethylamine R and 60 volumes of

water R and adjust to pH 10.5 with phosphoric_acid R; mix this solution

with 40 volumes of acetonitrile R1.

Test solution. Dissolve 10 mg of the substance to be examined in the

solvent mixture and dilute to 10 mL with the solvent mixture.

Reference solution (a). Dissolve the contents of a vial of lansoprazole for

peak identification CRS (containing impurities A and B) in 1.0 mL of the

solvent mixture.
Reference solution (b). Dilute 2.0 mL of the test solution to 100.0 mL with
the solvent mixture. Dilute 1.0 mL of this solution to 10.0 mL with the

solvent mixture.

Reference solution (c). Dissolve 5 mg of 2-hydroxybenzimidazole R

(impurity D) and 5 mg of 2-mercaptobenzimidazole R (impurity E) in the

solvent mixture and dilute to 100 mL with the solvent mixture. Dilute 1 mL

of this solution to 10 mL with the solvent mixture.

106



Column:

— size:1=0.25m, @ =4.6 mm;

— stationary phase: amidohexadecylsilyl silica gel for chromatography R
(5 pm).

Mobile phase: mix 1 volume of triethylamine R and 60 volumes of water R

and adjust to pH 6.2 with phosphoric acid R; mix this solution with

40 volumes of acetonitrile R1.

Flow rate: 1.2 mL/min.

Detection: spectrophotometer at 285 nm.

Injection: 10 L.

Run time: 3 times the retention time of lansoprazole.

Identification of impurities: use the chromatogram supplied with

lansoprazole for peak identification CRS and the chromatogram obtained

with reference solution (a) to identify the peaks due to impurities A and B;
use the chromatogram obtained with reference solution (c) to identify the

peaks due to impurities D and E.

Relative retention with reference to lansoprazole (retention
time = about 7 min): impurity D = about 0.4, impurity A = about 0.5;
impurity E = about 0.6; impurity B = about 1.2.
System suitability: reference solution (a):

— resolution: minimum 3.0 between the peaks due to lansoprazole and

impurity B.

Limits:
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— correction factor: for the calculation of content, multiply the peak area of
impurity E by 0.4;

— impurity B: not more than twice the area of the principal peak in the
chromatogram obtained with reference solution (b) (0.4 per cent);

— impurities A, D, E: for each impurity, not more than 0.5 times the area of
the principal peak in the chromatogram obtained with reference
solution (b) (0.1 per cent);

— unspecified impurities: for each impurity, not more than 0.5 times the area
of the principal peak in the chromatogram obtained with reference
solution (b) (0.10 per cent);

— total: not more than 3times the area of the principal peak in the
chromatogram obtained with reference solution (b) (0.6 per cent);

— disregard limit: 0.25times the area of the principal peak in the

chromatogram obtained with reference solution (b) (0.05 per cent).

Water (2.5.32): maximum 0.1 per cent, determined on 0.150-0.200 g using
the evaporation technique:

— temperature: 50-70 °C;

— heating time: 15 min;

— flow rate: 150 mL/min.

Sulfated ash (2.4.14): maximum 0.1 per cent, determined on 1.0 g.

ASSAY

Dissolve 0.300 g in 40 mL of ethanol (96 per cent) R and dilute to 50 mL
with water R. Titrate with 0.1 M sodium hydroxide, determining the end-

point potentiometrically (2.2.20).

1mL of 0.1M sodium hydroxide is equivalent to 36.94 mg of
CieH14F3N;0,S.

STORAGE

In an airtight container, protected from light.
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IMPURITIES

Specified impurities: A, B, D, E.

Other detectable impurities (the following substances would, if present at a
sufficient level, be detected by one or other of the tests in the monograph.
They are limited by the general acceptance criterion for other/unspecified

impurities and/or by the general monograph Substances for

pharmaceutical use (2034). It is therefore not necessary to identify these

impurities for demonstration of compliance. See also 5.10. Control of

impurities in substances for pharmaceutical use): C, F.

A Ao en

Sy T
I

& O"' N~ and enantiomer

A. 2-[(RS)-[[3-methyl-1-oxido-4-(2,2,2-trifluoroethoxy)pyridin-2-

yllmethyl]sulfinyl]-1H-benzimidazole,

T\
(_/ ~NH CH;
L o
N

B. X =80, 2-[[3-methyl-4-(2,2,2-trifluoroethoxy)pyridin-2-yljmethyl]sulfonyl]-

1H-benzimidazole,

C.X=S: 2-[[[3-methyl-4-(2,2,2-trifluoroethoxy)pyridin-2-yllmethyl]sulfanyl]-

1H-benzimidazole,
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—MNH

N
D. R = OH: 1H-benzimidazol-2-ol,

E. R = SH: 1H-benzimidazole-2-thiol,

Qv o
P ¢

S |““-
]
O N

= and enantiomer

F. 2-[(RS)-[(4-chloro-3-methylpyridin-2-yl)methyl]sulfinyl]-1H-benzimidazole.
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