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OZET

Cangrelor Tetrasodyum Etkeni iceren Farmasotik Ilac
Uriiniinde Kullamlan Primer Ambalaj Malzemesinden Sizan

Maddelerin Kesfedilmesi ve Ila¢ Impiiritesi Uzerindeki Etkisi

Meryem OZTURK

Kimya Anabilim Dali

Yiksek Lisans Tezi

Danigsman: Prof. Dr. Sevgi KOCAOBA

Parenteral ilaglar, genellikle sindirim sistemi disinda uygulanan, ampul veya flakon gibi
steril tek doz veya ¢oklu doz formunda bir siringa ile dogrudan veya dolayl olarak kan
dolasimina verilen ilaglardir. Ilaclar ve tibbi cihazlar hastaya zarar verebilecek safsizliklar
icermemelidir. Parenteral {iriinlerin kritik 6zelliklerini etkileyen kirlilik, birgok bigimde
ve birgok kaynaktan olusabilir. Ilacin temas ettigi tiim yiizeylerden gelebilecek
kirleticilerin uygun sekilde kontrol edilmesi, ila¢ gelistirme i¢in kritik 6neme sahiptir.
Son yillarda ¢ok dikkat ceken bir kirletici sinifi, sizabilir ve ekstrakte edilebilir
maddelerdir. Sizabilir maddeler; tasima, depolama, kullanim kosullar1 veya
hizlandirilmis stabilite calismalar1 sirasinda ambalaj malzemesinden bitmis ilaca
s1zabilen yabanci kimyasallar1 ifade eder. ilaca ait birincil ambalaj sistemi bilesenlerinin
laboratuvar testlerinde ortaya c¢ikartilan potansiyel sizintilara "ekstrakte edilebilir
sizintilar" denir. Ekstrakte edilebilir ve sizabilir maddeler c¢ogunlukla plastik ve
elastomerik flakon kapatma sistemi bilesenleri tizerindeki kimyasal kirletici maddeler
veya metal ve cam ylizeyler lizerindeki organik kalintilardir. Caligmanin amaci 25°C ve

50°C kosullan altinda, liyofilize toz olarak hazirlanan cangrelor tetrasodyum iceren



bitmis {irlinilin biitil kauguk ve etilen tetrafloroetilen (ETFE) kopolimer filmi kapl biitil
kauguk tipalar ile temasl olarak 30 giin bekletildikten sonra tekrar enjeksiyonluk su ile
¢Oziindiiriilerek alinan numunelerde LC/Q-TOF ve GC-MS cihazlari kullanilarak yapilan

sizint1 testlerinin karsilastirilmasidir.

Anahtar Kelimeler: Ekstrakte edilebilir ve sizabilir maddeler, cangrelor tetrasodyum,
liyofilize toz, LC/Q-TOF, GC-MS
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ABSTRACT

Discovery of Extractables and Leachables From Primary
Packaging Material Used in Pharmaceutical Drug Product
Containing Cangrelor Tetrasodium and Its Effect on Drug

Impurity

Meryem OZTURK

Department of Chemistry

MSc. Thesis

Supervisor: Prof. Dr. Sevgi KOCAOBA

Parenteral drugs are drugs that are administered directly or indirectly into the bloodstream
with a syringe, usually in sterile single-dose or multiple-dose form, such as ampoules or
vials, administered outside the digestive tract. Medicines and medical devices must not
contain impurities that can harm the patient. Contamination affecting critical properties
of parenteral products can occur in many forms and from many sources. Proper control
of contaminants from all surfaces that the drug comes into contact with is critical to drug
development. A class of pollutants that has received much attention in recent years are
leachable and extractables. Leakable substances; refers to foreign chemicals that may
leach from the packaging material into the finished drug during transport, storage, use
conditions or elastomeric vial closure system components or organic residues on metal
and glass surfaces. The aim of the study was to keep the butyl rubber and ethylene
tetrafluoroethylene film (ETFE) of the finished product containing cangrelor tetrasodium

prepared as lyophilized powder under 25°C and 50°C conditions for 30 days in contact

Wl



with copolimer-coated butyl rubber stoppers, and in the samples taken by dissolving it
again with water for injection is a comparison of leak tests using LC/Q-TOF and GC-MS.

Keywords: Extractables and leachables, cangrelor tetrasodium, lyophilized powder,
LC/Q-TOF, GC-MS
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GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Tarihsel olarak, parenteral olarak uygulanan ila¢ {iriinlerinin ¢ogu sulu bir sivi olarak
saklanmistir ve bu nedenle iiriin ile paket arasindaki etkilesimin tipik olarak solvent
araciligi ile oldugu diisiiniiliir. Bu nedenle, bu etkilesim {izerine yayimnlanan ¢ogu ¢alisma
bu varsayima dayali olarak gerceklestirilmigtir [1-2]. Halihazirda pazarlanan
biyofarmasatiklerin yaklasik %50' si, en yaygin formiilasyon stratejisini temsil edecek
sekilde liyofilize edilmistir. Dondurarak kurutma olarak da bilinen liyofilizasyon,
kararsiz ilaglarin, 6zellikle terapdtik proteinlerin uzun vadeli stabilitesini iyilestirmek igin
onemli ve kokli bir siirectir [3-4]. Bu islemin amaci, bir soliisyonda kimyasal veya
biyolojik olarak kararsiz olan ilaglarin stabilitesini ve dolayisiyla raf dmriinii arttirmaktir
[5-6]. Liyofilize ilag, birincil paketleme sisteminde sulu bir ortamda yeniden
¢Oziindiiriilir ve uygulamalarda genellikle bir karigtirma adimi olarak kullanilir. Bu
asamada elde edilen soliisyonun tipa ile temas siiresi yaklasik 5 dakika ile 30 dakika
arasinda degismektedir. Aslinda birgok ticari iirlin, ilacin yeniden ¢oziindiiriildiikten

sonra uygun saklama kosullarinda 24 saate kadar stabil kaldigin1 bildirmektedir.

Kisacasi, ekstrakte edilebilir maddeler, laboratuvar kosullar1 altinda kap kapagindan
ve/veya cihaz bilesenlerinden tiiretilen kimyasal varliklardir. Hastalar, ila¢ iirliniiniin
normal kullanimi yoluyla sizintilara maruz kalabilir [7]. 1970'lerin ¢evresel hareketinden
bu yana, analitik kimya ve analitik teknikler hem organik hem de inorganik kimyasal
maddeleri tespit etme, tanimlama ve 6lgme yetenekleri bakimindan giderek daha gelismis

ve hassas hale gelmistir [8].

Analiz yontemlerindeki bu gelismeler, son yillarda farmasétik tirlinlerde E&L kontroliine
yapilan vurguyu arttirmigtir. 1999'da FDA, kap kapatma sistemleri i¢in ve ardindan
2002'de burun spreyleri, inhalasyon soliisyonlar1 / slispansiyonlar1 ve spreyle kurutulmus
tirinler igin bir kilavuz yayinlamistir [9-10]. Daha sonra 2005'te EMA, plastik ambalaj
malzemeleri hakkinda bir kilavuz yaymlamistir [11]. 2014'te Amerika Birlesik Devletleri

Farmakopesi (USP), E&L safsizliklarinin uygun kontroliinii dogrulamak i¢in



degerlendirmelerin tasarimi ve yiiriitiilmesine iligkin iki boliim (<1663> ve <1664>)

yayinlamistir [12-13].
1.2 Tezin Amaci

Sizabilir ve ekstrakte edilebilir maddeler tiim ila¢ formlar1 i¢in endise kaynagidir. FDA
tarafindan dozaj formlar1 ve ilacin uygulama yolu g6z 6niinde bulundurularak olusturulan
risk degerlendirme tablosunda parenteral liyofilize toz formlari orta riskli olarak
tanimlanmaktadir. Artan sayida veri incelendiginde SM’ler viicutta birikerek toksik etki
olusturmaya, kanser riskini arttirmaya, bagisiklik sistemini zayiflatmaya ve/veya
hormonal bozulma gibi riskler olusturabilecegini gosterilmektedir. Teknoloji ve
endistrinin gelismesi ile birlikte parenteral ilaglardaki ¢ozelti olusturma sistemlerinin
cesitleri artmaktadir. Bu ¢ozeltiler agirlikli olarak su igerisinde ¢oziniirligi diisiik
organik molekiillerin benzer-benzerde ¢oziiniir ilkesi ile organik ¢oziiciiler kullanilarak
olusturulurlar. Daha hizli etkiye ve biyoyararliliga sahip olan enjeksiyonluk iiriinler ilk
tercih edilen farmasotik formudur. Cozelti sisteminin uzun raf dmrii boyunca stabil
kalmasini saglamak i¢in liyofilizasyon islemi ile kurutularak toz formuna donistiirecek
calismalar yapilmakta ve tiriinlerin bu yonde gelistirilmesi tercih edilmektedir. Liyofilize
tirtinlerde saklamak i¢in kullanilan kap-kapak sistemleri Tip-1 cam flakon ve elastomerik
biitil kauguk tipadan olusmaktadir. Ekstrakte edilebilir maddeler ve sizabilir maddeler
acisindan en biiyiik risk kaynagi kullanilan tipa materyalleri olmaktadir. Tezin amaci
gelistirilecek olan Cangrelor tetrasodyum etkin maddesi igeren liyofilize toz formundaki
ila¢ iirlinliniin birincil ambalaj malzemesini belirlenmesi icin ticari olarak piyasada
bulunan iki farkli (biitil kauguk ve etilen tetrafloro etilen filmi (ETFE) copolimer kapl
biitil kauguk tipalar) 6zellikteki tipalarin EEM ve SM bakimindan karsilastirmalarini
yapmak, kullanilacak ambala; malzemesine karar vermek ve sizabilir maddeler

bakimindan ilacin giivenli oldugunu gostermektir.
1.3  Hipotez

Calismada eser miktarda ekstrakte edilebilir ve sizabilir maddelerin tespiti i¢in ugucu ve
yar1 ucucu bilesenlerin tespiti i¢in USP ve FDA yonetmelikleri dogrultusunda uygun
analitik yontemler belirlenmistir. Bu yontemler arasinda EEM i¢i standart hale gelmis
GC-MS kullanilmigtir. Tamamlayici test olarak LC/Q-TOF kullanilmistir. Caligmadaki
en Onemli basamak EEM’lerin karakterizasyonunun gerceklestirilmesidir. Sizabilir

maddeler ve ilacin giivenlik acisindan tiim kararlar1 ve testleri bu sonuclara



dayanmaktadir. Sisteme verilecek ¢ozeltiler ve {irlinliin hazirlanmasi stres ve miimkiin
olan en zorlama kosullar belirlenerek yapilmistir. Yontemlerin gergek numunelere
uygulanabilirligini saglamak amaciyla Cangrelor tetrasodyum igeren ilag {iriini
gelistirilmistir. Kullanilan birincil ambalaj malzemeleri ticari olarak tedarik edilecek
malzemelerden secilmistir. Hazirlanan iiriinler ge¢imlilik ¢aligmasina uygun olarak 25°C

ve 50°C stres kosullarinda bekletilerek calismalar gerceklestirilmistir.



2

GENEL BiLGILER

2.1 Parenteral flaclar

Parenteral miistahzarlar, tedavinin uygulanacagi canliya enjeksiyon, infiizyon veya
implantasyon yoluyla uygulanmaya yonelik steril miistahzarlardir. Parenteral olarak
verilen ilag, enjeksiyon ignesinin ucundaki bosluktan viicudun farkli bélgelerine ve farkl
derinliklere enjekte edilir. Gastrointestinal sistemden kag¢inmanin ve cilt ve mukoza
zarlarin1 atlamanin tek yolu ilact dogrudan viicuda enjekte etmektir. Bu uygulama
seklinin se¢ilmesinin birka¢ nedeni bulunmaktadir. Bu nedenlerden en 6nemlisi ilag etkin
maddesinden en yiiksek oranda faydalanmaktir. Sindirim sistemi {izerinden kan
dolagimina ila¢ etken madde salinimini yiiksek verimde gerceklestirmek; midede bulunan
asit ortam1 ve bagirsakta bulunan bazik ortam nedeni ile zordur. Enjeksiyon yolu ile
verilen ilaglarin tercih edilmesinin nedenleri Tablo 2.1 de Ozetlenmistir. Parenteral
sollisyonlar; enjekte edilebilir ila¢ etkin maddeleri ile ¢dziicii olarak enjeksiyonluk su
veya bitkisel yaglar kullanilarak hazirlanir. Bu ¢6zeltiler; tam ¢6ziinmenin gergeklestigi
¢ozelti seklinde, siispansiyon seklinde veya emiilsiyon seklindedirler. Yeni parenteral
formiilasyonlar, yerinde bir parenteral ila¢ dagitim sistemi olusturan nanopartikiiller,
niozomlar, lipozomlar, polimerik miseller gibi koloidal ilaglarin parenteral uygulama

yolunu igerir [14-15].



Tablo 2. 1 Enjeksiyon yolu ile verilen ilaglarin tercih edilmesinin nedenleri

Madde Enjeksiyon Yolu Ile Verilen Ilaclarin Tercih Edilmesinin Nedenleri

1. Hizl etki istendiginde kullanilir

) Hasta ilac1 oral (ag1z yolu) olarak alamadiginda (bilinci yerinde olmayan
- hastalarda)kullanilir

3 Ilag etkin maddesinin gastrointestinal sivilar tarafindan bozunma durumu
. oldugunda kullanilir

A Istenen etkinin yalnizca belli bir bolgede olmasi istendigi durumlarda
- kullanilir

. Biyolojik faydalanmanin en yiiksek seviyede istendigi durumlarda

kullanilir

Cozeltiler s1v1 icerisinde dagilmis kat1 iceren ¢ozeltilere gore daha hizli galsir. Tlacin

emilimi sadece ilag ¢oziindiiglinde baglar. Sulu tasiyicilar daha hizli emilim saglarken,

siispansiyonlar veya yag tasiyicilar rezervuar gorevi gorerek uzun vadeli etkiler saglar.

Avrupa Farmakopesi (EP), parenteral ilaglari asagidaki sekilde siniflandirir [16]:

e Enjeksiyonlar: steril soliisyonlar, emiilsiyonlar ve siispansiyonlar. Aktif bilesen

veya eksipiyanlarin su veya susuz bir sivi i¢cinde ¢oziilmesi, emiilsifiye edilmesi

veya siispanse edilmesiyle hazirlanirlar.

e Infiizyonlar: Siirekli faz olarak su igeren steril sulu ¢ozeltiler veya

emiilsiyonlardir.

e Enjeksiyon veya inflizyon i¢in konsantreler: Seyreltmeden sonra enjeksiyon veya

inflizyon yoluyla uygulanan steril soliisyonlardir

e Enjeksiyon veya inflizyon i¢in tozlar: Bunlar, son ambalajda agiklandig1 gibi steril

bir s1v1 i¢inde sulandirildiktan sonra uygulanan steril kati maddelerdir.




e Enjekte edilebilir jeller: bunlar, enjeksiyon bolgesinde aktif igerigin modifiye
edilmis bir salinimini saglayan uygun viskoziteye sahip steril jellerdir.
e Implantlar: Parenteral implantasyon icin uygun boyut ve sekilde olan ve aktif

maddeyi uzun siire salan kat1 preparasyonlar [17].

Parenteral ilaglar canli viicuduna farkli bolgelerden enjekte edilebilir. Enjeksiyonun

yapildig1 bolgeler Tablo 2.2 ve enjeksiyonun uygulama yollar1 Sekil 2.1°de 6zetlenmistir.

Tablo 2.2 Enjeksiyonun yapildig1 bolgeler

Enjeksiyonun Yapildigi Bolgeler Enjeksiyon Yolu
Bu enjeksiyon, ilaci/¢ozeltiyi dermisin hemen altindaki gevsek

bag dokusuna yerlestirir. Deri Alti (SC)
Bu enjeksiyon, ilact epidermisin hemen altindaki dermise .
yerlestirir. Deri I¢i (ID)
Bu enjeksiyon, ilac1 bir kasin govdesine yerlestirir. Kas ici (IM)

Bu enjeksiyon, ilaci/¢ozeltiyi mevcut bir IV hatt1 veya kisa IV
cihaz1 (salin kilidi) yoluyla bir damara verir. Intravendz ilaglar, '
intravendz bolus, aralikli bir ila¢ olarak veya biiyiik siirekli 2 venoz (V)

inflizyon olarak verilebilir.

[lacin daha hizli sorunun yasandig: bélgede tedaviyi saglamak igin

g0z icine yapilan enjeksiyon yapilmaktadir. Intravitreal




Intramuskdiler
Subkutan intradermal

Intravendz

|- Epidermis {Ust deri)
|- Dermis {Alt deri)

I~ Subkutan doku

| Subkutan yag
| [ dokusu

4 Kas

Sekil 2.1 Enjeksiyonun uygulama yollari
Tedavi amaci ile uygulanan parenteral ilaglarin sahip olmasi gereken yedi temel 6zellik

Tablo 2.3 verilmistir [17].

Tablo 2. 3 Parenteral ilaglarin sahip olmasi gereken yedi temel 6zellik

1. | Giivenlik (olumsuz toksikolojik kaygilardan arinmislik)

2. | Sterilite (mikrobiyolojik kontaminasyondan armmislik)

3. Pirojenik olmayan (pirojenik — endotoksin — kontaminasyondan arinmis)

4. Parcaciksiz (goriiniir pargacik kontaminasyonundan arinmis)

5. Stabilite (kimyasal, fiziksel, mikrobiyolojik)

6. Uyumluluk (formiilasyon, paket, diger seyrelticiler)

7. | Tonisite (biyolojik sivilarla izotonik)




2.2 Liyofilize Ila¢ Formu

Organik maddeden suyun uzaklastirilmasi siirecini tanimlayan liyofilizasyon, artik diinya
capinda hem saglik hem de gida endiistrilerinde yaygin olarak kullanilan bir tekniktir.
"Liyofilizasyon" terimi, "kuru hali seven" bir iiriin {iretme siirecini tanimlar. Ancak bu
terime dondurma islemi dahil degildir. Bu nedenle, Liyofilizasyon ve dondurarak
kurutma birbirinin yerine kullanilsada, dondurarak kurutma daha agiklayici bir terimdir.
Prensip olarak siiblimasyon faz degisimi kullanilir. Siiblimlesme, kat1 bir maddenin (buz)
stv1 fazdan (su) gegmeden dogrudan buhara doniismesidir. Siiblimasyon, asagidaki Sekil

2.2°de su faz1 diyagraminda gosterildigi gibi diisiik basing gerektirir.

erime E
—  Su(Sm-Likit)

buharlagtirma

kritik nokta

Basing

Buz (Kati)

yogunlagtirma

Triple Point
(Ogla Nokta)

Su Buhan (Gaz)

sublimasyon

deposizyon

Sicakhk

Sekil 2.2 Faz diyagrami

Uriinleri dondurarak kurutmak igin kullanilan ekipmanlara dondurarak kurutucular veya
liyofilizatorler denir [18]. Liyofilizator bolimlerinin sematik ¢izimi ve kurutma siireci

Sekil 2.3’de gosterilmistir [19].



Katiun (buz) liyofilizasyon
boliimiinde buhara °
déniigmesi (siblimlegme) %4 .
° \
°

Vakum pompast

Kutletranderi

Kurumus kek N
_ Soblimlesme iz 4> Sﬁblim!.esme },M ile liyofilizasyon
bolmesi arasindaki basing farks
t T T D s solusyon
Termal sivi Raf

Ist transferi

Termal s, bélmedaki sicaklidy kontrol etmek
icin raflar icerisinde dolagsr

Sekil 2.3 Liyofilizator boliimlerinin sematik ¢izimi ve kurutma siireci

Liyofilizator 6zet olarak 3 ana boliimden olusmaktadir; raf boliimii, buz kondansator ve
vakum pompasi. Uriinler flakon veya ampullere doldurulmus olarak raf iizerine esit
olarak yerlestirilir. Bir raf igerisinde 1s1 transferini saglayan ve diisiik sicakliklarda
akiskan halini koruyan sivi dolagmaktadir. Buz kondansator, sogutma teknolojisi
sayesinde yaklagik 80 °C dereceye kadar soguma gergeklestirerek diistik basing olusturur
ve siiblimlesen su buharinin raf bélimiinden kondansator boliimiine akisini saglar.
Vakum pompast, birinci ve ikinci kurutma agamasinda iiriin iizerindeki basincin atmosfer

bancinin altina diistirmek i¢in kullanilir.

Pek ¢ok parenteral ilag, 6zellikle biyofarmasétikler, ¢cozelti iginde, kullanima hazir sivi
dozaj formlarda hastaya sunulmayacak kadar kararsizdir. Bu tiir ilaglar ¢6zeltiler halinde
doldurulabilir veya dondurma ve diisiik basin¢l ortamda kurutma eylemi ile, ¢oziiciiyii
ve ¢0zlinmiis bilesenlerde kalan kristal nemi uzaklastirdigi ve bunun sonucunda yeterince
uzun vadede stabiliteye sahip kuru bir toz elde edilen bir flakona yerlestirilebilir.
Rekombinant DNA teknolojisinin ortaya ¢ikmasiyla, dondurma islemi parenteral
endiistrisinde daha fazla ilgi goriir hale gelmistir. Proteinler, peptitler ve diger aktif
biyolojik bilesiklerin genellikle klinik ve ticari kullanim i¢in liyofilize edilmesi

gereklidir.

Halihazirda pazarlanan biyofarmasotiklerin yaklasik % 50'si, en yaygin formiilasyon
stratejisini temsil eden liyofilize edilmistir [20]. Dondurularak kurutmak kati halde,

kimyasal veya fiziksel bozunma reaksiyonlar1 inhibe eder veya yeterince yavaslatir, bu



da uzun vadeli bir kararliligin iyilestirilmesiyle sonuglanir [21]. Daha iyi stabilite
avantajinin yani sira, liyofilize formiilasyonlar ayrica nakliye ve depolama sirasinda

kolay kullanim saglar [22].

2.2.1 Liyofilizasyon Adimlari

Steril panteral ila¢ iiretim prosesine uygun olacak sekilde; iiretim ekipmanlarina ve
hammadde miktarina gore belirlenen proses validasyon boyutunda veya ticari boyutta
¢ozelti hazirlanir. Sirasi ile hazirlanan karistm uygun birincil ambalaj malzemesine
(flakon, ampul, v.s.) doldurulur, atmosferik basingta dondurma yapilir, vakum altinda
birincil kurutma (siiblimasyon) yapilir, vakum altinda ikincil kurutma yapilir, kismi
vakum altinda tipalama yapilir ve kurutulmus iiriin liyofilizatérden c¢ikarilir. Flakon

dolumundan kapama asamasina kadar gerceklesen siire¢ Sekil 2.4’te gosterilmistir.

Ej — = =
) (b)

(c) (d) (e)

(a) Dolum, (b) Yarim tipalama, (c) Tipalama, (d)Flakon iizerine aliiminyum kap
yerlestirme, (e) Aliiminyum kapagin sivama islemi

(a

Sekil 2.4 Flakon dolumundan kapama asamasina kadar gerceklesen siireg
a) Dondurma Basamagi

Liyofilizatore yiiklenen iirlinlin su kisminin ve ¢oziinmiis veya disperse halindeki
hammaddelerin dondurulma isleminin gergeklestigi asamadir. Cozelti, siispansiyon veya
emiilsiyon halindeki soliisyon otektik noktanin veya camsi gecis sicakliginmin altindaki
sicaklikta sivi formdan kati forma geger. Bu noktada {iriin tamamen dondurulmus
olmalidir. Dondurma basamag: {riiniin liyafilize toz yapisinin (literatiirde liyofilize

iriinler i¢in kek terimi kullanilmaktadir) kalitesini etkileyen dnemli bir basamaktir.
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b) Birincil Kurutma Basamagi

Bu adimda, donma asamasinda olusan buz kristallerinin siiblimlesmesini baglatmak i¢in
cihazin haznesindeki basing diisiiriiliir ve 1s1 uygulanir [7,23]. Cihazin f{iriinlerin
yiiklendigi raf haznesindeki basinci bir vakum pompasi ile diisiiriiliir. Bu basamakta kritik
nokta kurumanim gerceklesecegi sicakligin tespitidir. Sicaklik, ¢okme sicakliginin
(“collapse temperature”) birka¢c derece altinda olmalidir. Bu sicakligin dogru
belirlenmemesi, {riiniin kek yapisinda erimeler meydana gelmesine neden olabilir. Bu
durum {iriin kalitesini etkileyerek, bitmis liriiniin kalite kabul kriterlerinin disinda kalarak
iirtiniin imhasina kadar giden bir siirece neden olabilir. Kurumanin en fazla saglandig:

basamak birincil kurutma basamagidir.

¢) Ikincil Kurutma Basamag

Buz kristali yapisindaki su molekiillerinden arinmis olarak elde edilen toz formundaki
tiriinde bulunan bagli nemin uzaklastirildigi basamaktir. Bu asamada sicaklik genellikle
0°C derecenin iizerindedir. Uriin vakum uygulanarak kurutmaya devam edilir.
Belirlenecek sicakligin elde edilen liyofilize tozun (kek) stabilitesini etkileyecek ve

bozulmasina neden olacak seviyelerin iizerine ¢ikarilmamasi gereklidir.

2.3 Cangrelor (Kangrelor) Tetrasodyum

Kardiyovaskiiler ve koroner rahatsizliklar diinya genelinde halk sagligini olumsuz yonde
etkileyen oliimciil hastaliklardandir. Amerika Birlesik Devletleri'nde her 40 saniyede bir
kisi ve her yil yaklasik 805.000 kisi kalp krizi gegiriyor [24]. Klinik gostergeler,
tiyenopiridin olmayan purinerjik reseptor antagonistlerinin aspirin veya klopidogrel

direnci olan hastalarda alternatif bir tedavi yaklagimi olabilecegini gostermektedir [25].

Cangrelor (AR-C6993 1MX), parenteral, geri donlisiimlii bir ADP reseptor antagonisttir.
Oldukga selektif olan bu ilag kisa siireli uygulanmaktadir [25]. Cangrelor, tikagrelor
benzeri P2Y'12 reseptoriinii geri doniisiimlii olarak inhibe eden ve metabolik aktivasyon
gerektirmeyen parenteral bir ilactir. 3 ila 4 dakikalik kisa bir yar1 dmre sahiptir [26].
Trombositler, kanda bulunan ve kiimeleserek kanin pihtilasmasina yardimer olan ¢ok
kiictik hiicrelerdir. Pihtilar bazen, kalpteki atardamar gibi hasar gérmiis bir kan damarinin
icinde olusabilir. Piht1, kan akisini1 engelleyebileceginden (trombotik olay) ve kalp krizine

yol acabileceginden (miyokard enfarktiisii) olduk¢a tehlikelidir [27]. Kalp hastalig1 olan
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bir kisinin atardamarlarinda plak biriktiginde kan akisinin bloke olmasi Sekil 2.5°te

gosterilmistir

Sekil 2.5 Kalp hastalig1 olan bir kisinin atardamarlarinda plak biriktiginde kan akisinin
bloke olmasi

Cangrelor trombositlerin kiimelesmesini azaltir ve kan pihtisi olusumunu onler.
Cangrelor'da ayrica hizli bir geri doniigiim vardir ve 60 dakika sonra normal seviyelerde
trombosit agregasyonu geri doner [26]. Bu 0Ozellik ameliyat gerektiren durumlarda
operasyon esnasinda kanama riskini azaltir. Hastaya cerrahi olarak daha hizli miidahale

edilebilir.

2.3.1 Cangrelor (Kangrelor) Tetrasodyum Ozellikleri

Molekiil Adi: Cangrelor Tetrasodyum

IUPAC ismi: Cangrelor Tetrasodyum; [dichloro(phosphonato)methyl]-[[(2R,3S,4R,5R)-
3,4-dihydroxy-5-[6-(2-methylsulfanylethylamino)-2-(3,3,3-
trifluoropropylsulfanyl)purin-9-ylJoxolan-2-yl]methoxy-
oxidophosphoryl]oxyphosphinate

Molekiil Yapist:

Sekil 2.6 Molekiil yapis1
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Molekiiler Formiil: C17H21CI2F3N5Na4012P3S2
Molekiiler Agirlik: 864,27 g/mol

CAS Numarasi: 16370-636-3

Diger Bilgiler: Beyaz veya beyazimsi toz.

Coziniirliik: Cangrelor Tetrasodyum suda ¢ok ¢oziiniir, etanol ve asetonda pratik olarak

¢Ozlinmez ve metanolde ¢ozlinmez [28].

2.4 Kap Kapak Sistemi

Steril tiriinlerin depolandig1 paketler; birincil ve ikincil paketleme bilesenlerinden olusur.
Ikincil ambalaj, steril ¢ozelti ile dogrudan temas etmez ve iiriiniin tanimlanmasina ve
nakliyesine yardimci olur. Birincil ambalaj, steril iirlinii ile direkt temas halinde olup
iiriniin sterilitesini korumakta ve ayni zamanda fiziksel ve kimyasal olarak dis etkenlerin
tiriini etkilemesini engelleyen bir ortam olusturmaktadir. Ampuller, siseler, siringalar,
flakonlar, enjeksiyon kartuslari, kauguk ve plastik kapaklar birincil ambalaj malzemesi
olarak kabul edilebilir. Birincil ambalaj malzemesi steril olmali ve GMP gerekliliklerine
gore tahrip olmamis partikiil iceren 6geler icermemelidir. Steril iiriin paketleme

sistemleri, formiilasyonla yakin temas halinde olan cam, kaucuk ve plastik

malzemelerden olusur. Sekil 2.6’da paketleme sistemleri 6rnekleri gosterilmistir.

Sekil 2.7 Steril farmasotik tirtinlerin paketleme sistemleri

Bu malzemeler, formiilasyonun stabilitesini énemli olglide etkileyebilir [29]. Birincil
ambalaj seciminde kimyasal etkilesimlerin olmasinin istenmemesinin yaninda
mikrobiyolojik olarak ta iiriinii korumasi beklenmektedir. Paketleme sistemi segimlerinde

g6z Onilinde bulundurulmasi gereken en 6nemli konulardan biridir. Birincil ambalajin
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iiriiniic mikrobiyal anlamda korudugu, iirlin stabilitesi boyunca belirlenen araliklarla

yapilan Bioburden (Biyolojik Yiik Testi) testinin sonuglari sunularak gosterilir.

Uzun vadeli kimyasal gecimlilik, nihai olarak, genellikle ilag iirlinti stabilite testinin bir
parcas1 olarak gerceklestirilen ekstrakte edilebilir/sizabilir maddelerin tespiti

calismalarini igerir [30].

2.5 Ekstrakte Edilebilir ve Sizabilir Maddeler

Ekstrakte edilebilir maddeler, genellikle kuvvetli solventlerin veya yiiksek sicakliklarin
varligin1 gerektiren bir ambalaj malzemesinden ekstrakte edilebilen bilesiklerdir. [31].
Ekstrakte edilebilir maddeler depolama sartlarinda sizabilir madde olusturma
potansiyeline sahiptir. Sizalebilir maddeler, normal kosullar altinda malzeme ile iiriin
formiilasyonu arasindaki etkilesim nedeniyle ambalaj malzemesinden ilag {irlinii
formiilasyonuna sizan bilesiklerdir. Sizabilir maddeler (SM), ekstrakte edilebilir
maddelerin (EEM) bir alt kiimesidir. Bu bilesiklerin kaynaklari arasinda plastik
bilesenler, elastomerler, kaplamalar, hizlandiricilar, antioksidanlar, miirekkepler ve
sertlestirici maddeler bulunur [31]. Dogru tasarlanmis bir ¢alismada Sekil 2.8 de
gosterildigi sizabilir maddelerin ekstrakte edilebilir maddelerin alt kiimesi olacak sekilde

kapsamalidir.

Ekstralkte Edilebilir Maddeler

Sekil 2.8 Sizabilir maddelerin ekstrakte edilebilir maddelerin alt kiimesi oldugunun
gosterimi
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Kap-kapagindan veya herhangi bir iirlin temas yiizeyinden iiriine gecebilen bilesikler, her
zaman Urlin gelistirme arastirmacilart ve paketleme miihendislerinin endise kaynagi
olmustur. Iyi Uretim Uygulamalari (GMP) diizenlemeleri, "ilag¢ paketleme ve
kapaklariin, ilacin giivenligini, kimligini, giiciinii, kalitesini veya safligin1 resmi veya
yerlesik gerekliliklerin otesinde degistiren reaktifler, katki maddeleri veya emiciler
icermemesini" gerektirir [32].

EEM kontrolii, farmasotik ve biyoteknoloji/biyolojik {iriinlerin ireticileri ve
diizenleyicileri i¢in 6nemlidir, ¢iinkii belirli bir konsantrasyonun iizerindeki sizabilen
safsizliklar hasta giivenligi ve/veya ila¢ uyumlulugu sorunlarina neden olabilir.
1980'lerde, ABD Gida ve ilag Idaresi (FDA), hastalarin sizabilir madde duyarliligini ve
sizabilir madde ilgili diger potansiyel giivenlik endiselerini fark ettikten sonra farmasotik
iirtinlerdeki sizabilir maddeleri resmi ve kapsamli bir sekilde ele almaya baglamistir [32-
33].

Orijinal iiriin ve jenerik iiriin ruhsat basvurularinda istenilen bilgilerin kapsami etkin
maddenin canli viicuduna alim yoluna gore degisiklik gostermektedir. Parenteral ilaglar
ve solunum yolu ile alinan ilaglarin paketleme sistemi ile ilgili istenecek bilgiler kat1 ve
oral yol ile alinan ilaclarin paketleme sistemi hakkinda istenecek bilgiler ile ayn1 detaya
sahip olmasi beklenmeyecektir. Tablo 2.4’te paket bilesenleri ve dozaj formlari
arasindaki etkilesim olasilig1 ile farkli ilag¢ siniflart i¢in uygulama yolu endiseleri

arasindaki iliskiyi gostermektedir [8].

Tablo 2.4 Yaygn ilag tiriinleri siniflar1 i¢in paketleme endiselerine 6rnekler

Uygulama Yoluyla Ambalaj Bileseni-Dozaj Formu Etkilesim Olasihig
Nliskili Endise
_ Yiiksek Orta Diisiik
Derecesi
Inhalasyon Steril Tozlar ve
Aerosolleri ve Enjeksiyonluk
Cozeltiler; Tozlar; Inhalasyon
En Yiksek o
Enjeksiyonlar ve Tozlar
Enjekte Edilebilir
Stispansiyonlar
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Tablo 2.4 Yaygn ilag tirtinleri siniflar1 i¢in paketleme endiselerine 6rnekler(devami)

Oftalmik
Soliisyonlar ve
Stispansiyonlar;
Transdermal
Yiksek
Merhemler ve
Yamalar; Nazal
Aerosoller ve

Spreyler

Topikal Coziimler | Topikal Tozlar; Oral Oral Tabletler ve
ve Siispansiyonlar; | Tozlar Oral (Sert ve
Topikal ve Dilsel Yumusak Jelatin)
Diisiik
Aerosoller; Oral Kapsiiller;
Soliisyonlar ve

Stispansiyonlar

Parenteral ilag sinifinda olan liyofilize tozlar kati toz formunda ve flakon tipasi ile
liyofilize kek arasinda mesafe olmasi nedeni ile temas olasilig1 diisiiktiir. Bu nedenle
endise verme durumu orta derecedir.

Butiller ve halobutiller, parenteral farmasdtik kapaklar i¢in en yaygin olarak kullanilan
elastomerlerdir ve gesitli gazlarin elastomerik matris boyunca diisiik difiizyonu nedeniyle
uzun siireli parenteral saklama i¢in miikemmeldir [30]. Bu polimerler, uzun raf ¢eperi ile
bosluk birakmadan sikisabilir oldugu i¢in uygundur. Bu sayede ilacin iizerinde, flakon
icerisinde bulunan inert gazlarin (Azot vb.) alanini muhafaza edebilirler ve ilaci
oksitleyebilen ve etkisiz hale getirebilen atmosferik oksijenin girisini Onleyebilirler.
Biitiller/halobiitiller, iyi oksijen korumasi saglamanin yani sira su buhar1 gecisine karsi da
1yl bir bariyer saglar. Son yillarda biyobenzer/biyoteknolojik ilaglarin gelistirilmesi ile
beraber etilen tetrafloroetilen (ETFE) copolimer kapli biitil kauguk tipalarin kullanimi
yayginlagsmistir. ETFE bariyer filmli bir tipa kullanmak, aktif bilesenler, koruyucular ve
tampon sistemlerinin elastomerden EEM’leri ¢ikarmasi sonucunda proteinin agilmasina
neden olabilecek agregasyonu ve ila¢ bozunma riskini azaltabilir. Bu durum ytiksek

etkili/diisiik konsantrasyonlu biyoteknolojik ila¢ liriinlerinin tam giiciinii ve raf dmriinii

16



korumak i¢in 6nemli bir fayda saglar [34].

Ugucu, yar1 ugucu, ugucu olmayan ve elementel E&L maddelerini tanimlamak ve 6lgmek
icin kullanilan baslica analitik teknikler, Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (GC-
MS), Sivi Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (LC-MS) ve Indiiktif Eslesmis Plazma
Kiitle Spektrometresidir (ICP-MS) [35]. Ekstrakte edilebilir bilesikleri kesfetmeye,
tanimlamaya ve miktarin1 belirlemeye yonelik analitik yontemler Tablo 2.5'da

gosterilmektedir [36].

Tablo 2. 5 Ekstrakte edilebilir bilesikleri kesfetmeye, tanimlamaya ve miktarini
belirlemeye yonelik analitik yontemler

Analitik _ Olciim
Analitler —
Yontem Hassasliyeti
GS/FID Ugucu organik molekiiller (kaynama noktast <300 °C) | ppm
GC/MS Ugucu organik molekiiller (kaynama noktas1 <300 °C) | ppb-ppm
Organik/inorganik molekiiller (polar, hetero igeren
LC-MS ppm-ppb
atomlar1 O, N, vb.)
HPLC UV absorbansina sahip molekiiller ppm
ICP-MS Element safsizliklar1 (W, Al Si, vb.) ppb
SEC-ELSD | Silikon yag (kantitasyon/viskozite) ppm
Ugucu olmayan ekstrakte edilebilir maddelerin toplam
LC-ELSD ppm
miktarini tahmin etmek i¢in dedektor
NMR Organik molekiil >>ppm

Bir¢ok farmasétik {iriin, polar ve apolar bilesenler igerir. Birim formiilde kullanilanlar
arasinda stabilizatorler, ¢ozlindiiriici maddeler, selatlayici maddeler, tamponlar, lipid
igeren triinler, proteinler, peptidler ve kandan tiiretilen iriinler igeren biyoteknoloji
tirtinleri "sulu" ilag {irtinleri olarak yer alirlar. Bu tiir {irlinler, "ekstrakte etme giiglerini"
belirleyen karakteristik bir polariteye sahiptir. Bu nedenle, uygun simule edici solvent,
ilag {iriinii ile eslesen bir polariteye sahip olmalidir. Karisabilen ¢oziiciilerin (alkol/su
gibi) ikili karisimlari, bu tiir ilag {iriinlerini taklit etmek igin kullanilmistir. Iyi bir
ekstraksiyon caligsmasi, polimer matrisini yumusatabilen, sisirebilen veya ¢ozebilen ve

nicel seviyelerde katki maddeleri ve diger kimyasal varliklar1 serbest birakabilen nispeten
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giiclii organik solvent sistemleri ile elde edilir. Tablo 2.6'de belirli paketleme

bilesenlerine gore olasi ekstraksiyon ortamlari gosterilmistir [11].

Tablo 2. 6 Belirli paketleme bilesenlerine gore olasi ekstraksiyon ortamlari

Ambalaj Bileseni Ekstraksiyon Ortamm

Doz solunum cihazi contas1 (MDI
formiilasyonu 1,1,1,2-tetrafloroetan ve
etanol igerir)

Sulu olmayan ¢oziiciiler (6rn.
Diklorometan Izopropanol Heksan)

Su (t 1
Kuru toz inhaler agizlik u (tamponlanmannis)

Izopropanol
Kiigiik hacimli parenteral flakon kaucuk | Su (pH 5,2)
tipa (pH 6,5'te tamponlanmis sulu Su (pH 9,5)
formiilasyon) Izopropanol: su (50:50)
Biiyilik hacimli parenteral plastik torba Su (pH 5,2)
(pH 7.2'de tamponlanmis sulu Su (pH 9,5)
formiilasyon) Izopropanol: su (50:50)

2.6 Literatiirde Ekstrakte Edilebilir Maddeler ve Sizabilir Maddeler
ile Ilgili Yapilan Cahsmalar

M. Gotardo ve M. Monteiro (2005) yaptiklar1 ¢alismada; dietilheksil fitalatin (DEHP)
yaygin kullnima sahip olan biiylik hacimli parenteral inflizyonluk ¢ozeltilerin taginmasi
ve saklanmasinda birincil ambalaj olarak kullanilan polivinil kloriir (PVC) polimerinden
olusan serum torbasindan, % 0,9 sodyum kloriir iceren ¢ozeltiye ve 2,5 mg/ml ve 0,5
mg/ml konsantrasyonda siklosporin igeren % 0,9 sodyum kloriir igeren ¢ozeltiye
DEHP nin sizabilir madde olarak bulunup bulunmadig: aragtirmislardir. PVC torbalar 1
gr olarak kesilmistir ve 20 mL aseton kullanilarak 12 dk ultrasonik banyoda ekstrakte
edilmistir. Coziicii buharlastirilmis ve kalan tortular 50 ml heksan ile ¢ozeltiye alinarak
GC-FID’de analiz edilmistir. Analiz sonucu olusan pik DEHP olarak tanimlanmistir. 5
mL % 0,9 NaCl ¢ozeltisi ve siklosporin iceren % 0,9 NaCl ¢ozeltisi hekzan ile ekstrakte
edilmistir. GC-FID’de analiz edilmistir. 0,20-0,25 gr PVC torba pargalar1 kesilmistir ve
tizerine 20 mL % 0,9 sodyum kloriir igeren ¢ozelti ve % 0,9 sodyum kloriir ¢ozeltisinde
2,5 mg/ml ve 0,5 mg/ml konsantrasyonda hazirlanan siklosporin ¢ozeltileri eklenmistir.
Bu ¢ozeltilerden 6 saate kadar yarim saatte bir, 12 saate kadar olan siirede saatte bir
numune alinmistir. Ayni kosullar altinda bekletilen su kor numune olarak kullanilmistir.

Analizler GC ve FID, 60 m uzunluk x 0,25 mm ¢ap., 0,25 m film kalinliginda bir DB-5
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(J&W Scientific, Folsom, ABD) kapiler kolonu kullanilmistir. Kolon sicakligi 100°C ve
10°C/dk sicaklik artis1 ile 280°C son sicakliga programlanmistir. Sonuglar, DEHP'nin
suya ve serum fizyolojik c¢ozeltisine sizmadigi bulunmustur. Ayrica, PVC torba ile
seyreltilmis siklosporin ¢ozeltisinden 3 saatlik temas sonrasinda Olciilebilir miktarda
DEHP ge¢medigi gosterilmistir. Bununla birlikte, sizan DEHP miktar1 4 saat sonra
Ol¢iilebilir bir diizeye ulagmistir, 6 saate artmig ve stabil olmustur ve 9-10 saat sonra tekrar
artarak 12 saatlik siire sonunda, her iki siklosporin konsantrasyonu i¢in en yiiksek DEHP
seviyelerini gosterilmistir. Sizan DEHP miktari, cantada bulunanin DEHP miktarinin %

0,02-0,08'1 oldugu bulunmustur [37].

D. Jenke ve arkadaslar1 (2013) elastomerik ve polimerik tasima sistemtemlerinden
ekstrakte edilebilir maddeleri karakterize etmek ve uygunlugunu belirlemek i¢in ¢alisma
yapmiglardir. Calismada kullanilacak birincil paket sistemleri oftalmik ve parenteral
ilaglarda kullanilan malzemelerden segilmistir. Kullanilan 5 malzeme; diisiikk yogunluklu
polietilen (LDPE), polivinil kloriir (PVC), bromlu izobiitilen-izopren kauguk,
polikarbonat (PC) ve bir siklik olefin kopolimeri (COC) olarak belirlenmistir. Bu
malzemelere ek olarak sterilizasyon islemi uygulanmamistir. Ekstraksiyon isleminde
kullanilmak tizere ¢ozeltiler hazirlanmistir. Bu ¢ozeltiler hem oftalmik iiriinlerde hem de
enjeksiyonluk ¢ozeltilerde kullanilan pH degerlerinin en u¢ 6rneklerini temsil etmektedir.
Bu c¢ozeltilere ek olarak kullanilacak ¢oziiciiler, organik maddeleri ¢ozebilecek organik
coziiciilerden se¢ilmistir. Diisiik pH degerindeki {irtinleri temsil etmek i¢in su ¢ozeltisi,
0,01 M KCI ve 0,003 M HCI kullanilarak pH degeri 2.5’e ayarlanmistir. Yiiksek pH
degerine sahip farmasatik tirtinleri temsil etmek i¢in pH degeri 9,5 olan fosfat tamponu
kullanilmistir. Diger sulu bir ¢ozelti olarak su/izopropil (1:1) karisimi kullanilmaistir.
Organik ¢oziicli olarak hekzan ve izopropil alkol secilmistir. Her bir birincil ambalaj
malzemesi 5 gr olarak tartilmis ve her bir ¢ozelti ile sokslet ekstraksiyonu (2-3 saat), sifon
iceren sokslet ekstraksiyonu (16-24 saat), sonikasyon ile ekstraksiyon (0°-2 saat), kapali
tastyict igerisinde (121°C otoklav-1 saat), kapali tiip icerisinde (55°C-3 giin) ve 1 gr
numune ile headspace (80°C-2 saat) olarak ekstraksiyon calismalar1 yapilmistir. Elde
edilen analiz 6rnekleri GC/FID, GC/S ve LC/UV/MS analitik yontemlerle analiz
edilmistir. Sonikasyon yontemi ve kapatilmis kapta ekstraksiyon islemi yapilan
numuneler ICP/MS cihazi ile de analiz edilmistir. Su ile hazirlanan test numunelerinde
kullanilan sistem: Folsom GC DB-5HT kolon; 30 mx 0,25 mm, 0,1 pm, Agilent 6890
MS-dedektor, GC firin sicakligi: 40°C/1dk, GC rampa sicakligi: 10°C/dk final Sicakligi:
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280°C, final bekletme sicaklig1:3100C/3dk, gaz akist: 1,0 ml/dk, FID sicaklik: 350°C’dir.
Seyreltme yapilmamistir. Oganik solvent ile hazirlanan test numunelerinde kullanilan
sistem: Folsom GC DB-5HT kolon; 30 mx 0,25 mm, 0,25 um, Agilent 6890 MS-
dedektor, GC firin sicakligi: 50°C/1dk, GC rampa sicakligr: 12°C/dk, final Sicakligr:
315°C, final bekletme sicakligi: 3100C/16dk, gaz akisi: 1,2 ml/dk, 1:5 seyreltme
yapilmistir. Elde edilen veriler degerlendirildiginde kullanilan solvent ve kullanilan
birincil ambalaj malzemesine gore potansiyel sizabilecek ekstrakte edilebilir maddeler
tanimlanmistir. Uriin gelistirme siireclerinde segilecek birincil ambalaj malzemesine
karar vermeyi kolaylastirici bilgiler elde edilmistir [38].

Steven A. Zdravkovic (2017) Sivi formda karariz olduklar ig¢in liyofilize formda
tiretilerek uzun raf 6mriine sahip parenteral ilag {iriinlerinin hazirlanmasinda kullanilan
farmas6tik ambalaj malzemesinden gelecek ekstrakte edilebilir ve sizabilir maddelerin
kalitatif ve kantitatif karakterize edilmesindeki belirsizlik alaninda ¢alisma yapmustir.
Farkl1 polariteye sahip izopropanol/su ¢ozeltileri (v/v) izopropanol oranlart %10, %25,
%40, %55 ve %70 bilesen varliginda biitil kauguk tipa ile kat1 faz ekstraksiyonu sonucu
elde edilen ¢ozeltideki EEM ve antibiyotik igeren liyofilize toz formundaki ilagtan
¢ozeltiye gecen EEM tayinleri yapilmistir. Kullanilan flakon ve tipalar liyofilize formdaki
ilagta kullanilan kaynaktan temin edilmistir. Tipalardan ve tekrar sulandirilmis farmasotik
iriinden potansiyel ekstrakte edilebilir maddelerin belirlenmesi i¢in hedeflenen
oligomerlerin kalitatif ve kantitatif analizlerine uygun bir yontem olan tek iyon izleme
gaz kromatografisi/kiitle spektrometresi (SIM-GC/MS) valide etmistir. Kat1 test
numuneleri 0,5 gr tartilarak 5 ml daha 6nce farkli oranlarda hazirlanan izopropil/su
cozeltileri, potasyum kloriir ¢ozeltisi ve aktif karbon igeren ¢ozeltiler ile karigtirilmistir.
Saf su ile tekrar sulandirilan ilag¢ iiriinii tipa ile temas etmesi i¢in ters olarak ve diger
numuneler 16 hafta 40°C de bekletilmistir. Belirli zaman periyotlari ile test numuneleri
alimarak analiz edilmistir. Hazirlanan test numunelerinde kullanilan Sistem: Agilent
7890A GC, 5975C MS-dedektor, kolon: HP-5MS 30 m x 0,25 mm, 0,25 pum, GC firin
sicakligi: 40°C/1dk, GC rampa sicakligi: 10°C/dk, final sicakligi:280°C, final bekletme
sicakl1g1:320C/1dk, gaz akisi: 1.0 ml/dk. Yapilan calismalar sonucunda kat1 ve sivi
ekstraksiyonlarinda kullanilan c¢ozeltinin polaritesinin 6nemli oldugu bilgisi elde
edilmistir. Liyofilize ila¢ iirlinlinde kullanilan birincil paketleme {iriiniinden, farkl
polaritedeki ¢ozeltiler kullanilarak kalitatif ve kantitatif elde edile EEM goriiliirken, saf

su ile ¢oziindiiriilerek 16 hafta 40°C’de bekletilen iiriinlerde, liriine sizan SM maddeler
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tespit edilmemistir. Matematiksel bir iliski kullanilarak liyofilize ilag {irlinliniin

ekstraksiyon giicliniin 50/50 izopropil /su soliisyonuna esdeger oldugu belirlenmistir [39].

S.A. Zdravkovic (2020), depolama sirasinda ilaca safsizlik ekleme potansiyeli olan
kauguk tipalarin ve liyofilizasyon siirecinin SM egilimini nasil etkiledigi arastirilmistir.
Bu caligmada 12 adet liyofilize formda {iriin ve 12 adet ¢ozelti formda {iriin iizerinde
calismalar yapilmistir. Satis1 en ¢ok yapilan ve kolay ulasilabilen iiriinler secilmistir. ilag
iirlindi ile tipa arasindaki dengenin saglanmasi i¢in farkli zaman noktalarindan numune
almmustir. Uriinler 40°C sicaklikta bekletilmistir. Ilk numuneler 46. giin, ikinci
numuneler ilerleyen 28. giinde alinmstir. {1k 48 giin liyofilize iiriinler diiz bekletilirken
son 28 giinde ters ¢evrilmistir. Likit iirlinler her zaman ters bekletilmistir. EEM tayini i¢in
her bir tipa malzemesi etil asetat kullanilarak geri ekstraksiyon yontemi ile ekstrakte
edilmistir. Analizler icin GC-MS kullanilmistir. Tipa ekstraktlar1 dogrudan kullanilirken
tekrar sulandirilan liyofilize ilag¢ iiriinleri ve siv1 ilag {iriinlerinde kullanilan tipalar igin
kat1 faz ekstraksiyonu yapilarak analiz edilmistir. Kat1 faz ekstraksiyonu i¢in saf su, % 40
izopropil alkol ¢ozeltisi, diisiik ve yiiksek pH degerine sahip ¢ozeltiler kullanilmistir.
Calismanin hedefi ayn1 kaplarda saklanan liyofilize iiriinler ile sivi formdaki tirlinlerin
EEM ve SM agisindan potansiyellerinin karsilastirilmasi olmustur. Tespit edilen sizabilir
maddeler niceliksel degerlere ulasmamaistir. Niteliksel olarak SM’ler ilag iriiniin i¢cerdigi
maddelere bagli olmaksizin biitil kauguk tipa matriksine bagli oldugu gézlemlenmistir.
Sivi formdaki ve toz formdaki {irtinlerin igerisindeki SM’lerin kantitatif tayinin
yapilabilecegi seviyeden az oldugu icin kalitatif olarak degerlendirilmis ve liyofilize
formundaki ilag {irlinlin oligomerik maddeler agisindan ilgisinin daha fazla oldugu
gozlemlenmistir. Bunun nedenin ¢ozelti formdaki preparatin igerdigi suyun tipadaki
hidrofobik uzun zincirli karbon yapilarina karsi itici bir gii¢ olugturmasi ve su igermeyen
liyofilize toz iriiniin hidrofobik yapilara karsi bariyer olusturmamasi g¢ikariminda
bulunulmustur. Bu veriler USP <1664> tarafindan verilen paketleme sekilleri ve dozaj
formlar1 arasindaki etkilesim olasiligi ile farkli ilag siniflart i¢in uygulama yolu endiseleri
arasindaki iligkiyi gosteren tablonun tekrar tartigmaya agilmasi onerisinde bulunulmustur

[40].
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3

MATERYAL VE METOT

3.1 Kimyasallar

Deneysel ¢alismalarda kullanilan tiim hammaddeler Avrupa Farmakopesi hammadde
monograflarina uygun derecede kullanilmaktadir. Etkin madde Cangrelor tetrasodyum
(OLON S.P.A, Italya), yardimc1 madde mannitol (Roquette, Fransa), sorbitol (Roquette,
Fransa) ve pH ayarlayici olarak sodyum hidroksit (Merck, Almanya), ¢oziicii ve solvent
olarak enjeksiyonluk su (sirket icinde hazirlanmistir), izopropanol, amonyum format,

formik asit ve pH 9,5 tampon ¢ozeltisi Merck'ten temin edilmistir.

3.2 Cihazlar

Cangrelor tetrasodyum igeren liyofilize kek formundaki ilag friinii gelistirme
caligmalarinda liyofilizatér (Tofflon/ LYO-0.5 L) ve Freeze-drying microscopy
(LINKAM 14102-0106 ) kullanilmigtir. Analitik ¢alismalarda GC/MS (Agilent 7697A
GC - 5977B MS-dedektor-kolon: HP-5SMS 30 m x 0,25 mm, 0,25 um) ve LC/Q-TOF
(Agilent 6546 ), kolon X Terra MS - C18, 150 mm x 3.0 mm, 3.5 pm kullanilmistir.

3.3 Prosediir

3.3.1 Liyofilize Uriin Cahsmalar:

Cangrelor Tetrasodyum'un ¢Oziiniirligii, ardisik ekleme yontemi ile farkli pH
degerlerinde suda belirlenmistir. Elde edilen sonuglar asagidaki Tablo 3.1°te rapor
edilmistir. Cangrelor tetrasodyum, arastirilan herhangi bir pH degerinde suda serbestce

¢ozuntr.
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Tablo 3.1 Cangrelor tetrasodyum'un ardisik ekleme yontemi ile farkli pH degerlerindeki

¢cOziiniirligi
Coziicii Cozuniurliuk
Su Serbest Coziiniir
Su (pH 1) Serbest Coziniir
Su (pH 4) Serbest Coziiniir
Su (pH 7) Serbest Coziiniir
Su (pH 8) Serbest Coziniir
Su (pH 10) Serbest Coziiniir

Cangrelor tetrasodium etkin maddesi iceren liyofilize toz, orijinal iiriin olan KENGREAL

(Cangrelor) for Injection//Chiesi-USA ile esdeger olacak sekilde tasarlanmustir.

Kullanilan yardime1 maddeler Avrupa Farmakopesi monografinda yer almaktadir. Etkin

maddeler ile ilgili herhangi bir gecimsizlik bildirilmemistir. Literatiir arastirmalari,

internet arastirmalari, {iriin kullanma talimati bilgileri neticesinde, etkin madde ve

yardimct madde oranlari (Etkin madde: mannitol: sorbitol (1:3:1)) belirlenerek,

miistahzarimizin hazirlanma siireci baslatilmistir. flag ¢ozeltisi inert gaz altinda etkin ve

yardimc1 hammaddelerin enjeksiyonluk suda ¢ozeltisi olusturulduktan sonra pH kontrolii

ve pH ayarlama islemlerini hacim tamamlama takip ederek bitmis {irlin prosesi

gergeklestirilmistir.

Tablo 3.2 Ilag¢ formiilasyonunda kullanilan hammaddeler

Cangrelor Tetrasodium Etkin Madde
Iceren Liyofilize Toz

KENGREAL (Cangrelor) Enjeksiyon
icin Liyofilize Toz

Cangrelor tetrasodyum (1)

Mannitol (1:3)

Mannitol

Sorbitol (1:1)

Sorbitol

Sodyum Hidroksit

Sodyum Hidroksit

Birincil ambalaj malzemesinin belirlenmesi i¢in kullanilacak biitil kauguk ve ETFE kaph

biitil kaucuk tipa ile yapilacak EEM ve SM analizlerinin yapilacagi numuneler bitmis

iirlin ile aynm1 kosullarda iretiminin yapilmasi gerekmektedir. Bu dogrultuda o6ncelikli
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olarak bitmis iiriine uygulanacak kurutma basamaklar1 belirlenmistir. EEM ve SM
analizlerinin yapilacagi numuneler liyofilizatore (Tofflon/ LYO-0,5 L) yiiklenerek
liyofilizasyon yapilacaktir. Bu islem i¢in dncelikle liyofilizasyon isleminde uygulanacak
sicaklik degerleri belirlenmistir. Uygun kek yapisinin olusabilmesi i¢in KENGREAL
referans {iirline ait bilgilerden faydalanilarak formiilasyon tasarimi yapilmis seriye ait
numuneler (Cangrelor 50 mg Infiizyonluk/ Enjeksiyonluk Cozelti icin Konsantre
Liyofilize Toz (Uretim parti numarasi: CAN-LYO1) LINKAM 14102-0106 Freeze-
drying microscopy ile On liyofilizasyon denemesi yapilmistir ve uygun regete
belirlenmistir. Kullanilan Freeze-drying mikroskop cihazina ait gorsel Sekil 3.1 de

sunulmustur.

Sekil 3.1 Freeze-drying mikroskop

Cokme (collapse) sicakliginin belirlenmesi igin Tablo 3.3’deki sicaklik degerleri ile 6n
Liyofilizasyon cihazinda komut olusturulmustur. Cozelti damlacigt mikroskopta
gozlenmistir. Degisen sicaklik ve vakum degerlerine karst gostermis oldugu faz
degisimleri bu kritik sicakligi belirlememize ve liyofilizasyon recetesinin olusmasina
yardimet olmustur. Mikroskop ile yapilan gozlemleme c¢alismalart video ile kayit altina

alinmistir. Gorseller Tablo 3.4 te verilmistir.
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Tablo 3.3 Freeze-drying mikroskop cihazinda uygulanan recete

Islem Sicaklik °C Sil?f;:i‘/)jk Bekc:f(mE/ Vakum/ mbar
Baslangi¢ 25 - - -
Dondurma -50 5 5 -

1. Kurutma 0 2 3 0,01 mbar
2. Kurutma 30 2 3 0,01 mbar

Tablo 3.4 Cokme (collapse) sicakliginin tayinine ait gorseller

Freeze-Drying Microscopy Gorselleri

Aciklama

Cozeltinin dondugu gorsel (-50°C)

1.Kurumanin basladigi gorsel (-29°C)

1. Kurutmanin ¢okme sicakligina

yaklastig1 gorsel (-20°C)
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Tablo 3.4 Cokme (collapse) sicakliginin tayinine ait gorseller (devami)

Cokme noktasindan sonraki gorsel

(-19°C)

133249 15 2021, Tomp 1187 Vac 1 36e-0208 Same Fow 2 fate 2°Cimin Limit 5°C
S AnGAOR AR 01215000 5

Freeze-drying mikroskop kullanilarak Cangrelor Tetrasodyum igeren ¢ozeltinin ¢okme
noktas1 ~-19°C derece olarak gozlemlenmistir. -19°C derecede ve onun altinda 1.
Kurutmanin yapilmasi bozuk kek yapis1 elde edilmesi ile sonuglanacaktir. Bu bilgilerden
faydalanilarak ge¢imlilik numunelerine uygulanacak regetede; iiriin dondurma sicaklig -
50°C, 1. Kurutma asamasi -20°C derecede ve 2. Kurutma asamasi 30°C derece olarak

belirlenmistir. Elde edilen tiriin Sekil 3.2 de gosterilmistir.

Sekil 3.2 Liyofilizasyon sonrasi elde edilen bitmis {iriin

3.3.2 Ekstrakte Edilebilir ve Sizabilir Maddelerin Ekstraksiyonu

Bitmis iirlin ve primer ambalaj malzemeleri i¢in gerceklestirilen ¢alismalar 3 kisimdan

olusmaktadir:

a. Primer ambalaj malzemelerinden termal bozundurma ile elde edilen maddelerin tespiti,

b. Primer ambalaj malzemelerinden solvent ekstraksiyonu ile elde edilen maddelerin

tespiti,
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c. Iki farkli sicaklikta ters konumda bekletilen kapak ile temasli numunelerden elde edilen
maddelerin tespiti,

d. Solvent ekstraksiyonlarina ait LC/Q-TOF analizleri.

Coziicliler, birincil ambalaj sistemi ile ila¢ formiilasyonu arasindaki potansiyel
etkilesimlerle ilgili ekstrakte edilebilir maddeleri kapsayacak bir dizi polarite saglayan
USP <1664> ve USP <1663> yonergelerine uygun olarak secilmistir. Se¢ilen ¢oziiciiler,
sulu ila¢ formiilasyonuyla (en k&tii durum simiilasyonu) karsilastirildiginda daha yiiksek
¢oziicii giiciine sahiptir. Birincil ambalajin bu kat1 kosullarla islenmesi, her ¢oziicii ile 4
saat boyunca soxhlet ekstraksiyonu ile gerceklestirilmistir. Ik olarak birincil ambalaj
malzemeleri herhangi bir ¢6ziicii ile islem gormeden Headspace GC-MS ile yliksek
sicakliga maruz birakilarak ugucu ve yar1 ugucu bilesenleri incelenmistir. IPA (% 50) ve
pH 9,5 tampon kullanilarak belirtilen zamanlarda soxhlet ekstraksiyonu yapilmis ve
ugucu ve yari ugucu bilesenler GC-MS ile, ugucu olmayan bilesenler ise LC/Q-TOF ile

incelenmistir. Her calisma i¢in uygun olan kor ¢oziiciilerle ayni kosullarda calisilmistir.

a) Primer Ambalaj Malzemelerinden Termal Bozundurma ile Elde Edilen

Maddelerin Tespiti

Ik olarak birincil ambalaj malzemeleri (biitil kaucuk ve ETFE kapl biitil kaucuk tipa)
herhangi bir ¢oziicii ile islem gérmeden Headspace GC-MS ile 80°C sicakliga maruz
birakilarak ugucu ve yart ugucu bilesenler incelenmistir. MS spektrumlarinin MS

kitapliklar eslestirilmesi ile tanimlamalart yapilmastir.

GC Firm sicakhg: 5 dk. 40°C/1dk

GC Rampa Sicakhg: 10°C/dk

Final Sicakhg: 320°C

Final Bekletme Sicakhgi:  32°C/1dk

Gaz Akist: 1,5 ml/dk (12000 psi)

Split: 5:1

MS parametreleri: Full Scan, m/z: 15 - m/z: 400

Bilesiklerin tanimlanmasi, NIST veri tabanindan alman kiitle spektrumlari ile
karsilagtirilarak saglanmistir. Birincil ambalaj malzemelerine ait ilgili kromatogramlar

Sekil 3.3-Sekil 3.4 ve NIST kiitiiphanesi eslestirme sonuglar1 Tablo 3.5 ve Tablo 3.6 ‘de
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verilmistir. Tablo 3.7°da NIST veri tabanindan alinan elde edilen molekiil yapilar

gosterilmistir.
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Sekil 3.3 Butil kauguk tipa termal bozunma headspace gc-ms kromatogrami (kirmizi),
bos kromatogram (siyah) ve NIST tarama sonuglar1

Tablo 3.5 Butil kauguk tipa termal bozunma headspace gc-ms kromatogrami (kirmizi),
bos kromatogram (siyah) ve NIST tarama sonuglar1

Zaman Bilesik Ismi 1;;[3::)::51 Nl? r':‘ asra
9.66 2-bromo-oktan CgH17Br 557-35-7
11.09 2-oktanon CsH160 111-13-7
12.28 2-Norbornantion, 1,3,3-trimetil C1oH16S 875-06-9
13.69 Benzen, 1-metil-3-(1-metiletenil) CioH12 1124-20-5
16.05 1H-Naftalen-2 onéiﬁ,ifﬁiglﬁ hekzahidro-4a, CoH2oO
20.46 Siklododekanon, 2-metilen CisH20 | 3045-76-9
21 57 4-t-Biitil-2-(1-metil-2-nitroetil) sikloheksanon | C13H23NO

3
22.99 1-Bromo-3-(2-bromoetil) heptan CoH1sBr2
933 Hamlle-4-en-1,20(-j(i:ir|;):t,i|12-h|drok5|16,17- Cp3H24O3
23.78 Biitillenmis Hidroksitoluen C15H240 128-37-0
27.38 Dekan, 5,6-bis(2,2-dimetilpropiliden), (E, Z) CooHss 55712-56-6
31.37 2-Dodesen-1-i | (-) siiksinik anhidrit CisH2603 | 19780-11-1
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Sekil 3.4 Florotec kaplama kapak termal bozundurma Headspace GC-MS
kromatogrami (yesil), blank kromatogrami (siyah) ve NIST tarama sonuglari

Tablo 3.6 Florotec kaplama kapak termal bozundurma Headspace GC-MS
kromatogrami (yesil), blank kromatogramu (siyah) ve NIST tarama sonuglari

Zaman Bilesik ismi MOIek.l:il CAS
Formiil Numara
9.66 2-bromo-oktan C8H17Br 557-35-7
11.09 2-oktanon C8H160 111-13-7
12.28 2-Norbornantion, 1,3,3-trimetil C10H16S 875-06-9
13.69 Benzen, 1-metil-3-(1-metiletenil) C10H12 1124-20-5
16.05 1H-Naftalen-2-on,3,4,_':'>,6,7_,8-hekzah|dro- C12H200
43, 8a-dimetil
20.46 Siklododekanon, 2-metilen- C13H220 3045-76-9
9157 4-t-Bﬁtil-_2-(1-met|I-2-n|troet|I) C13H23NO3
sikloheksanon
22.99 1-Bromo-3-(2-bromoetil) heptan C9H18Br2
Hamile-4-en-1,20-dion, 12-hidroksi-
23.3 16 17-dimetil C23H3403
23.78 Biitillenmis Hidroksitoluen C15H240 128-37-0
97 38 Dekan, 5,6-b|s(2,2-(¥)metllprop|I|den), (E, C20H38 55712-56-6
31.37 2-Dodesen-1-i | (-) siiksinik anhidrit C16H2603 19780-11-1
3198 1-Bromo-4-bromometildekan C11H22Br2 61639-11-0

29




Tablo 3.7 Ekstrakte edilebilir maddelerin molekiil yapilari

Bilesik ismi Molekiil Yapisi

Oktan, 2-bromo-

I
2-oktanon
2-Norbornantion, 1,3,3-trimetil- \, \ T~
| .f’"f."l “"“ﬂ-,__q__.."
7
/~\
)
i ol N/
Benzen, 1-metil-3-(1-metiletenil)-
|
/
| \ _OH
1H-Naftalen-2-on,3,4,5,6,7,8- ;ffffxxf,mﬂ )\
A
hekzahidro-4a,8a-dimetil- T

Siklododekanon, 2-metilen- { F—0
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Tablo 3.7 Ekstrakte edilebilir maddelerin molekiil yapilar1 (devami)

4-t-Biitil-2-(1-metil- | —\
o \ N
2-nitroetil) f’h'-.. \ /=0

sikloheksanon

1-Bromo-3-(2- NN
bromoetil) heptan T
-

Pregn-4-en-1,20- o
dion,  12-hidroksi-

16,17-dimetil-
e 1
Biitillenmis - H‘[ ;j, ““::“*‘" i o
I 1 1
Hidroksitoluen . ;{

Dekan, 5,6-bis(2,2-
dimetilpropiliden)-,
(E1 Z)_

H
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Tablo 3.7 Ekstrakte edilebilir maddelerin molekiil yapilar1 (devami)

2-Dodesen-1-i | (-)

stiksinik anhidrit

1-Bromo-4-
bromometildekan

b) Birincil Ambalaj Malzemesinden Solvent Ekstraksiyonu ile Elde Edilen

Maddelerin Tespiti

Bir birincil ambalaj malzemelerinde kullanilan tipalar ufak parcalara ayrilarak 250 ml’lik
balon igerisine alinmustir. Literatiir taramalarindan elde edilen bilgiler ve gelistirilen
liyofilize {iriiniin fiziko kimyasal o6zellikleri degerlendirilerek belirlenen 200 mL
izopropil alkol: su ¢ozeltisi ilave edilmistir. 4 saat geri sogutucu altinda 100°C derecede
soxhlet ekstraksiyonu yapilmistir. Siire sonunda solvent sogutulmaya birakilmistir.
Soguyan solventten 1 ml headspace vialine alinarak asagidaki kosullar altinda dogrudan
GC-MS ile analiz edilmistir. Ekstraksiyon calismasi sonrast GC ‘ye enjekte edilen

numunelere ait kromatogramlar Sekil 3.5’ ten Sekil 3.8’e kadar verilmistir.

GC Firmn Sicakhgr: 5 dk. 40°C/1dk

GC Rampa Sicakhg: 10°C/dk

Final Sicakhg: 320°C

Final Bekletme Sicakhg::  32°C/1dk

Gaz Akisr: 1,5 ml/dk (12000 psi)

Split: 5:1

MS Parametreleri: Full Scan, m/z: 15 - m/z: 400

32



X102 |+EI TIC Scan Florateck Kaplama IPA-SU.D
1.1

01
0.05
s L_ J

1 2 3 4 [ 6 7 8 9 0 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 3 31 32 33
Counts (%) vs. Acquisition Time (min)

Sekil 3.5 Florotec tipanin IPA-su ile ekstraksiyonu (yesil) ve IPA-su blank (siyah)
cakistirilmis kromatogram

X102 |+EI TIC Scan Butil Kaucuk IPA-SU.D

1 2 3 4 5 6 7 8 § 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 3 31 32 3B
Counts (%) vs. Acquisition Time (min)

Sekil 3.6 Biitil tipanin IPA-su ile ekstraksiyonu (kirmizi) ve IPA-su blank (siyah)
cakistirilmis kromatogram
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Sekil 3.7 Florotec tipanin ph=9.5 ile ekstraksiyonu (yesil) ve ph=9.5 blank (siyah)
cakistirilmig kromatogram
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Sekil 3.8 Biitil tipanin ph=9.5 ile ekstraksiyonu (kirmizi) ve ph=9.5 blank (siyah)
cakistirilmis kromatogram
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¢) Birincil Ambalaj Malzemesinden Solvent Ekstraksiyonu ile Elde Edilen

Maddelerin Tespiti

Cangrelor tetrasodyum igeren liyofilize toz ila¢ iirlinleri iki gruba ayrilmistir. Biitil
kauguk ve ETFE kopolimer kapli biitil kauguk tipa ile kapatilmig ila¢ tirlinii i¢eren
flakonlar, yaklasik 30 giin siireyle 25°C ve 50°C'de inkiibe edilmistir. Bu siire boyunca,
liyofilize edilmis formiilasyonlar ters c¢evrilmis bir pozisyonda tutulmustur.
Hizlandirilmis stabilite sartlarinda bekleyen numuneler sizabilir maddelerin tayini i¢in
hazirlanmustir. ik 30 giinliik bekleme siiresinin tamamlanmasindan sonra liyofilize ilag
tiriind su kullanilarak tekrar ¢6zlindiiriilmiis ve ekstrakte edilebilir maddelerin tayininde
kullanilan analiz yontemi uygulanarak GC-MS sonuclar1 karsilastirilmistir. Es zamanlh
olarak blank ¢ozelti olarak taze hazirlanmig ve birincil ambalaj tipasi ile temas

ettirilmemis cangrelor tetrasodyum igeren liyofilize toz tirlinii kullanilmstir.

% 25°C'de 30 giin bekletilen biitil kauguk tipa ile temas ettirilen iirlin sulandirilarak
24 saat oda kosullarinda ters ¢evrilmistir. (Numune A)

% 50°C'de 30 giin bekletilen biitil kauguk tipa ile temas ettirilen tiriin sulandirilarak
24 saat oda kosullarinda ters ¢evrilmistir. (Numune B)

% 25°C'de 30 giin bekletilen ETFE kapli stoper temas liriinii oda kosullarinda 24
saat sulandirilarak ters ¢evrilmistir. (Numune C)

s 50°C'de 30 giin bekletilen ETFE kapli stoper temas {iriinii oda kosullarinda 24
saat sulandirilarak ters ¢evrilmistir. (Numune D)

% Birincil ambalaj ile temasli ¢ozeltilerin GC-MS ‘e enjekte edilen numunelere ait

kromatogramlar Sekil 3.9 ve Sekil 3.12 arasinda gosterilmistir.
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Sekil 3.9 Numune A (yesil) ve blank ¢ozelti (siyah)
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Sekil 3.10 Numune B (pembe) ve blank ¢6zelti (Siyah)
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Sekil 3.11 Numune C (kirmiz1) ve blank ¢ozelti (siyah)
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Sekil 3.12 Numune D (mor) ve blank ¢ozelti (Siyah)

d) Solvent Ekstraksiyonuna Ait LC/Q-TOF Analizleri

Cihaz parametrelerinde de belirtildigi iizere, daha oOnce belirtilen her solvent
ekstraksiyonu hem pozitif hem de negatif MS tarama ile kontrol edilmistir. Elde edilen
tarama sonuglar1t LC/QTOF i¢in MS Kitapliklar1 ve Kisisel Bilesik Veritabanlar1 (PCDL)
ile kontrol edilmistir. Farkli kiitiiphane kaynaklari olmakla birlikte mevcut veri tabaninda
1000°den fazla ekstrakte edilebilir ve sizabilir molekiile ait kiitle spektrumlari
bulunmaktadir. GC-MS analizleri sonucunda elde edilen sizabilir maddelerin bitmis iirlin
icerisinde bulunmadigi goriilmiistiir. Fakat daha hassas oOl¢lime sahip LC/Q-TOF
analizleri ile bu sonuglarin dogrulanmasi yapilmistir. Yapilan ekstraksiyonlarla ilgili
blank spektrumlar1 ile c¢akistirildiginda cangrelor tetrasodyum enjeksiyonluk
¢ozelti/infiizyon igin konsantre liyofilize toz firiiniimiiziin Dbirincil ambalaj
malzemelerinden LC/Q-TOF ile tespit edilen ekstrakte edilebilir hi¢bir madde tespit
edilmemistir. Calismanin amaci iki farkli 6zellikteki biitil kauguk tipanin karsilagtirmasi
oldugu icin bu ¢alisma Numune B ve Numune D’ye ait ¢ozeltiler kullanilmistir. Elde

edilen kromatogramlar Sekil 3.13 ve Sekil 3.14’te gosterilmistir.
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Cihaz Parametreleri:

Iyon Kaynag : Dual AJS ESI

MS/MS Min Range (m/z) : 50

MS/MS Max Range (m/z) : 1000

MS/MS Scan Rate (spectra/sec)  :4.00

Iyon Modu : Pozitif ve Negatif

Gaz Sicakhg : 280°C

Gaz Akisi 11,5 mL/dk.

Nebulizer Basinci : 35 psig

Sheath Gaz Sicakhg : 200°C

Mobil Faz-A (Pozitif Mod) : 10mM Amonyum Format - % 0,2 Formik Asit
Mobil Faz-A (Negatif Mod) : 10mM Amonyum Asetat - % 0,2 Formik Asit
Mobil Faz-B . Asetonitril

Akis : 0,5 ml/dk.

Tablo 3.8 Gradient Program1

Zaman (dk) Mobil Faz-A (%) Mobil Faz-B (%)
05:00 20 80
10:00 20 80
20:00 0 100
25:00 0 100
25:10 100 0
30:00 100 0
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A

SONUC VE ONERILER

Cangrelor Tetrasodyum 50 mg Enjeksiyonluk C6zelti/ infiizyon igin Konsantre Liyofilize
Toz {iriiniimiiziin takdiminde kullanilan ambalaj bilesenlerinde bulunabilecek ekstrakte
edilebilirler maddeler kapsaminda ugucu, yar1 ugucu ve ucucu olmayan analitlerin {iriin
icerisine sizabilirliginin tespiti amagli yapilan analitik ¢aligmalarin sonuglar1 Uluslararasi
Insan Kullanimina Yénelik Ilaglar i¢in Teknik Gereksinimlerin Uyumlulastiriimasi
Konseyi (ICH), U.S. Food and Drug Administration Guidance (FDA) ve European
Medicines Agency Evaluation of Medicines for Human Use Guideline (EMEA)
kilavuzlart goz 6niinde bulundurularak degerlendirilmistir.

ICH (Uluslararas1 Insan Kullanimma Yénelik Ilaclar i¢in Teknik Gereksinimlerin
Uyumlulastiriimas: Konseyi), Q3A Yeni Ilagc Maddelerinde Safsizliklar, Q3B Yeni Ilag
Uriinlerinde Safsizliklar, Q3C Safsizliklar: Kalinti ¢dziiciiler icin Kilavuz, Q3D
Elementel safsizliklar ve M7 mutajenik safsizliklar konularini kapsayan birgok kilavuz
gelistirmistir. 10 Temmuz 2020'de yonetim komitesi tarafindan onaylanan ICH Q3E:
Ekstrakte Edilebilir ve Sizabilirler (E&L) Kilavuzu uyarinca ekstrakte edilebilirler ve
sizabilirlerin ~ degerlendirilmesine ve kontroliine iliskin  uluslararas1  olarak
uyumlastirilmis bir kilavuz bulunmamaktadir. Bu nedenle E&L i¢in tanimlama, niteleme,
raporlama esikleri, giivenlik degerlendirmesi gibi konular agik ug¢lu konulardir. Bu
mevcut bosluk, diizenleyici beklentileri karsilamak i¢cin E&L ile ilgili netlik eksikligi
nedeniyle endiistri ve diizenleyiciler icin belirsizlik yaratmaktadir. Mevcut olan bazi

ambalajlama kilavuzlari [6r. EC, Avrupa, FDA, Amerika Birlesik Devletleri] ve Uriin
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Kalitesi Arastirma Enstitiisii (PQRI) gibi baz1 gruplar belirli dozaj formlar1 igin 6neriler
liretmistir.

ICH M7(R1) potansiyel karsinojenik riski sinirlamak i¢in farmasotiginde DNA reaktif
(mutajenik) zorunluklarinin degerlendirilmesi ve kontrolii kapsamindaki kilavuzu, ilag
iriinii ambalaju ile iligkili sizint1 yapan maddelere uygulanmasini amaglamadigini, ancak
bu kilavuzda potansiyel kanserojen riski sinirlamak igin belirtilen giivenlik riski
degerlendirme ilkelerinin gerektiginde kullanilabilecegini yazmistir. Bu aciklamaya gore
Uriinimiiz, Urinimiize sizan ve ekstrakte edilebilir analitlerin Uriiniimiize sizmasi
nedeniyle iirlin giivenligi ve insan sagligini tehdit etme riski kapsaminda olas1 kanserojen
riski smirlandirmak icin belirtilen giivenlik riski degerlendirme ilkelerine gore
incelenmistir. Bu kapsamda, ambalaj bileseni plastik kisimlarina ait sertifikalara goére
belirlenen ve iiriine sizan analit miktarinin belirlenmesi i¢in yapilan analiz sonuglar1 ICH
M7 (R1) kilavuzuna gore degerlendirilmistir.

Uluslararas1 Insan Kullanimma Yénelik Ilaglar igin  Teknik Gereksinimlerin
Uyumlulastirilmas: Konseyi (ICH), U.S. Food and Drug Administration Guidance (FDA)
ve European Medicines Agency Evaluation of Medicines for Human Use Guideline
(EMEA) kilavuzlari ekstrakte edilebilirler ve sizabilirlerin ilag igerisine sizdiginda
bulunabilme sinirlar1 tiim bu kilavuzlarda belirtilmis olan sinirlara gore yapilan
degerlendirmeler g6z oOniinde bulunduruldugunda firiin giivenligine olumsuz etki
olusturacak herhangi bir durum olmadig: yapilan bu detayli caligmalar ile kanitlanmistir.
Cangrelor tetrasodyum igeren liyofilize toz iriiniimiiz referans iriin ile aymi fiziko-
kimyasal &zelliklere sahip olacak sekilde gelistirilmistir. Uriiniin yasam dongiisii boyunca
kalite degerlerinin korunmasi i¢in birincil paketleme sisteminin en dnemli etkenlerden
biri olarak degerlendirilmistir. Birincil paketleme sisteminin ve kullanilacak tipanin iiriin
tizerindeki etkisinin incelenmesi i¢in Oncelik ile potansiyel risk olusturan ugucu, yari
ucucu maddeler tespit edilmistir. Bu degerlendirmeler bir birinin alternatifi olabilecek
olan tipa malzemeleri kullanilarak karsilastirmali olarak ytiriitiilmiistiir. Daha sonra ilag
tirtiniine bu tespit edilen maddelerin s1zip sizmadig1 kontrol edilmistir. Bu kontrollerin
gercek sonuclar1 yansitmasi i¢in iirliniin, kendi saklama kosullarinda ve stres kosullarinda
bekletilmistir. Liyofilize toz formunda gelistirilen farmasotik ilag {irliniin hastaya
uygulama sekline uygun olarak iiriin tekrar sulandirilmis Birincil ambalaj malzemesi ile
temasi saglanarak GS-MS sisteminde ve LC/QTOF-MS sisteminde ekstrakte edilebilir

maddelerin sizip sizmadigi aragtirilmistir. Eldedilen veriler incelendiginde sizabilir
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madde tespit dilmemistir. Bu sonuglar, bitmis iiriin olarak ilag otoritelerinden alinacak

ruhsat sonrasi hastalarin kullanimina sunulacak iiriin glivenli oldugunu gostermistir.
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