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OZET

Sapropterin Dihidrokloriir’iin Proses ve Bozunma
Safsizliklarimin Belirlenmesi icin Stabilite Gostergeli
Bir HPLC Yonteminin Gelistirilmesi ve Metot
Validasyonu

Nuriye ARSLAN

Kimya Miihendisligi Anabilim Dal1
Yiiksek Lisans Tezi

Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Burcu Didem CORBACIOGLU

Bu tez calismasinda, Sapropterin Dihidrokloriir aktif maddesinin degredasyon
bozunma ve proses safsizliklarinin birlikte analizi i¢in stabiliteyi gosteren HPLC
metodu gelistirilmistir. Bu metotta hareketli faz A olarak potasyum tamponu,
hareketli faz B olarak (90:10, h/h) oranlarinda asetonitril ile metanol karisimi
kullanilmigtir. Gradient eliisyon ile hareketli faz 0,6 ml/dk akis hizinda sisteme
verilmigtir ve safsizliklarin ayrilmasi saglanmigtir. Kolon olarak 150 mm x 4,6
mm, 3,0 um ve YMC-Pack ODS-AQ, markas1 kullanilmistir. Dedeksiyon ise dalga
boyu 220 nm’ye ayarlanmigtir. Askorbik asit, asetonitril i¢inde ¢oziinerek karigim
coziicii olarak kullanilmistir.  Gelistirilen metodun analitik metot validasyonu
yapilmistir. Metodun validasyon parametreleri secicilik, tasima etkisi, filtre etkisi,
kesinlik, dogruluk, dogrusallik, saglamlik, test ve standart ¢ozelti stabilitesi, tespit
limiti ile miktarlandirma tayin limiti parametreleri hesaplanmistir. Sapropterin
Dihidrokloriir aktif maddesi ve degredasyon bozunma safsizliklar1 i¢in yapilan
linerite dogrusallik calismasinda sonuglar 0,997°den biiyiik korelasyon katsayisi
elde edilmigstir. Metot kesinligi yapilan analizlerde 0,91 ile 1,52, laboratuvar ici
kesinlik analizinde 0,72 ile 2,22 arasinda degisen %RSD degerleri elde edilmistir.
Metot dogrulugu calismasinda Sapropterin Dihidrokloriir icin ortalama %geri
kazanim 101,10 ve degredasyon safsizliklar1 i¢cin sonuglar 96,38 ile 100,89 arasinda
bulunmustur. Miktarlandirma tayin limiti 7,0 — 10,0 ng/ml arasinda; tespit

limit 2,1 — 3,0 ng/ml degerleri arasinda bulunmugtur. Standart ¢ozeltisi 48 saat

XV



15°C’de bozulmadig1 ve stabil oldugu goriilmiistiir. Fakat test ¢ozeltisinin taze
hazirlanmasi gerektigi gozlenmistir. Metodun saglamligi i¢in bazi1 parametrelerde
degisikliler yapilmistir. Yapilan degisikliklerin metodun kromotografik sartlarini ve
metot performansini etkilemedigi gozlemlenmistir. Sapropterin Dihidrokloriir aktif
maddesini tableti iiriinii i¢in stress kosullarinda zorla bozundurma ¢alismalari (1s1k,
1s1, nem, oksidatif, bazik ve asit) yapilmistir. Kiitle denkligi yapilarak %95,00 -
9%105,00 arasinda degisen degerler elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Sapropterin Dihidrokloriiriin, validasyon, safsizliklar.

YILDIZ TEKNIK UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
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ABSTRACT

Development of Stability Indicating an HPLC Method
for Sapropterin Dihydrochloride for the
Determination and Validation of Process-Related and
Degradation Impurities

Nuriye ARSLAN

Department of Chemical Engineering

Master of Science Thesis

Supervisor: Asst. Prof. Dr. Burcu Didem CORBACIOGLU

In this thesis, an HPLC method indicating stability was developed for the combined
analysis of the degradation impurities and process impurities of the active substance
Sapropterin Dihydrochloride. In this method, potassium buffer was used as mobile
phase A, and a mixture of acetonitrile and methanol in a 90:10 (v/v) ratio was
used as mobile phase B. The mobile phase was delivered to the system at a flow
rate of 0.6 ml/min via gradient elution, ensuring the separation of impurities. A
YMC-Pack ODS-AQ column with dimensions of 150 mm x 4.6 mm, 3.0 ym was
used. Detection was set to a wavelength of 220 nm. Ascorbic acid was dissolved
in acetonitrile and used as the mixture solvent. Analytical method validation was
performed for the developed method. The validation parameters of the method
included selectivity, carry-over effect, filter effect, precision, accuracy, linearity,
robustness, stability of test and standard solutions, limit of detection (LOD),
and limit of quantitation (LOQ). In the linearity study for the active substance
Sapropterin Dihydrochloride and its degradation impurities, a correlation coefficient
greater than 0.997 was obtained. The method’s precision yielded RSD% values
ranging from 0.91 to 1.52 in the analyses, and from 0.72 to 2.22 in the intermediant
precision analysis. In the accuracy study, the average %recovery for Sapropterin
Dihydrochloride was found to be 101.10% and for degradation impurities,the result
between 96.38% and 100.89% for degradation impurities. The LOQ was found
to be between 7.0 and 10.0 ng/mL; the LOD was found to be between 2.1 and

Xvii



3.0 ng/mL. The standard solution was observed to be stable for 48 hours at 15°C,
whereas the test solution needed to be freshly prepared. For the robustness of the
method, some parameters were altered. It was observed that these changes did not
affect the chromatographic conditions or method performance. Forced degradation
studies under stress conditions (light, heat, humidity, oxidative, basic, and acidic)
were carried out for the tablet product containing the active substance Sapropterin
Dihydrochloride. Mass balance values between between 95.0% and 105.0% were

obtained.

Keywords: Saproterin dihydrochloride, validation, impurities.

YILDIZ TECHNICAL UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF SCIENCE AND ENGINEERING
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1

GIRIS

Nadir goriilen hastaliklarin cogu genetik metabolik hastaliklardir. Ancak, kalitsal
metabolik hastaliklarin sayis1 olduk¢a fazla oldugu icin, bu hastaliklarin hepsi
bir arada incelendiginde her yi1l dogan metabolik hastalikli cocuk sayis1 olduk¢a
yiiksektir.  Zihinsel engellilikle sonuclanan metabolik hastaliklarin biiyiik bir
cogunlugu otozomal resesif yolla aktarilir. Eger anne ve baba tasiyici ise, her
cocuguna bu genetik aktarim yoluyla gecen kalitsal hastaliklarin ortaya cikma

olasilig1 %25°tir.

Fenilketoniiri, genetik bir metabolik bozukluktur. Bu hastalifa sahip ¢ocuklar,
protein iceren gidalarda bulunan fenilalanin adli amino asidi metabolize edemezler.
Bu durum, fenilalanin ve onun yan iiriinlerinin kanda ve diger viicut sivilarinda
birikmesine yol agar, bu da ¢ocugun gelismekte olan beynine zarar verir. Yiiksek
fenilalanin seviyeleri, cocugun beyninde ciddi zihinsel engellere ve merkezi sinir

sistemini etkileyen cesitli semptomlarin ortaya ¢ikmasina neden olur.

Ulkemizde akraba evliliklerinin yaygin olmasi, otozomal ¢ekinik genetik metabolik
hastaliklarin daha yiiksek oranlarda goriilmesine neden olmaktadir.  Yapilan
aragtirmalara gore, bu hastaliklarin iilkemizdeki goriilme sikli§i1 1/4500 olarak
belirlenmis olup, fenilketoniiri oraninin diinya ortalamasinin iizerinde oldugu tespit

edilmistir.

Kalitsal bir metabolik hastalik olan fenilketoniiri, toplumumuzda hala yeterince
bilinmemekte ve bircok cocugun hayati boyunca Oziirlii kalmasina sebep
olmaktadir. Bu konuda saglik kuruluglarina ve hekimlere ailelerin bilinglenmesi
konusunda biiyiik gorev diisiiyor. Topuktan alinan bir damla kan ile bu hastaligin

Onlenmesi miimkiindiir [[1]].



1.1 Fenilketoniiri (PKU) Tanim

Klasik fenilketoniiri (PKU) dogustan gelen, diinyada en yaygin goriilen dogumsal
bir amino asit metabolizma bozuklugu hastaligidir [2H4]. Karacigerde fenilalanin
hidroksilaz (PAH) enzimini kodlayan gendeki mutasyon [2, [3] sonucunda,
fenilalanin (phe) metabolizmasindaki bozukluklar ile nadir goriilen, genetik olarak

karakterize, dogustan gelen otozomal resesif ge¢isli metabolik bir hastaliktir [5-8].

Sekil [I.TJde PKU’nun genetik gegisi (otozomal resesif gen aktarimi) sematik olarak
sunulmaktadir [3]].

Otozomal Resesil
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Sekil 1.1 PKU’nun bireylere kalitimsal gegisi

Fenilalanin, proteinlerde ve bazi yapay tatlandiricilarda bulunan ve gidalarla
viicuda alman bir amino asitti. ~PKU hastaligi, PAH enziminin kofaktorii
tetrahidrobiopterin (BH,), yani fenilalanin hidroksilaz (PAH) geninin rejenerasyonu
veya biyosentezindeki bozukluklara bagli da olabilir [9, [10]. Bu gen,
fenilalanini tirozine doniistiren PAH iretiminden sorumludur. — Sekil [I.2]de

gosterilmektedir [[11H13]].

Fenilalanin hidroksilaz enziminin normal islevi azaldifinda veya yok oldugunda,
plazmada Fenilalanin seviyesi normalin 20-30 katina kadar artar, protein sentezi
bastirilir, miyelin iiretimi azalir ve norotransmitterlerde belirgin diisiisler gozlenir
[4]. Fenilalanin artisinda, kan-beyin bariyerinden gecerek santral sinir sisteminde
proteine ve miyeline zarar verir [10]. Ayrica serotonin, dopamin ve norepinefrin

gibi nérotransmitterlerin sentezini baskilamaktadir 2, 9].



Enzim eksikligi sonucunda, fenilalanin amino asidi idrar, kan ve diger viicut
stvilarinda birikir.  Bu durum, alinmasi gereken diger onemli amino asitlerin
emilimini engelleyerek toksik seviyelere yiikselmesine neden olur [3}|14]. PKU’lu
cocuklar yasamin ilk giinlerinde normal goriiniirler [[15]. Fakat beyindeki
fenilalanine Ozellikle duyarli olan sinir hiicreleri, asir1 fenilalanin miktarindan
etkilenebilir ve bunun sonucunda beyin hasari yavas yavas ilerler. Birkag¢ ay icinde
belirgin hale gelir ve geri doniisii olmayan zihinsel gerilik, gelisimsel sorunlar,
anormal davraniglar ve psikiyatrik semptomlar goriilmektedir [S, 11} [15]]. Ayrica,
baglangicta 1y1 metabolik kontrolle tedavi edilen ancak daha sonraki ¢ocukluk
veya yetigkinlikte bu kontrolii kaybeden hastalar, geri doniisiimlii ve geri doniigsiiz
noropsikiyatrik sonuglar yasayabilirler [[10]].

Fenilketoniiri, dogum sonras1 tarama programlariyla belirlenir ve tedaviye ilk 3 ay
icinde baglanmazsa hastalik belirtilerinin ortaya ¢ikmasi ve kalici zihinsel engel
sorunlariin gelismesi kacinilmaz hale gelir [1, 16]. Semptomlarin 6nlenmesi
veya azaltilmasi i¢in erken tani ve tedavi Onemlidir. PKU teshisi koymak
neredeyse tiim diinyada, gelismis teshis yontemleri ve tarama programlari sayesinde
kolaylagsmigtir. PKU ile ilgili temel sorun, teshis koymak degil, tedavi etmektir
[9].Ulkemizde fenilketoniiri icin bebek tarama programi, 1994 yilindan beri iilke
capinda uygulanmaktadir [[17, 18]]. Bu sayede hastaligin en ciddi noropsikiyatrik
bulgular1 6nlenebilir [19]].
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Sekil 1.2 Fenilalanin hidroksilasyon sistemi



1.2 Fenilalanin ve Yapisi

L-fenilalanin, proteinlerin neredeyse tamaminda %4 ile %5 oranlarinda bulunan ve
besinlerle alinan onemli bir amino asittir. Saglikli bireylerde, viicudun geligimi
icin giinliik olarak 9,1 mg/kg fenilalanin alinmas1 yeterlidir [20]. Ozellikle tirozinle
birlikte bir¢ok proteinin yapitasini olusturur [3]]. Sekil [I.3te Fenilalaninin kimyasal
yapis1 gosterilmektedir [21} 22].
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Sekil 1.3 Fenilalaninin kimyasal yapisi

Fenilalanin, organizmada tirozin seklinde metabolize edilerek melani norepinefrin,
adrenalin, dopamin ve tiroksin gibi cesitli gorevleri olan bilesiklerin yapisinda
yer alir [3]]. Protein sentezi icin gerekli olmayan artik fenilalanin (%75 kadar),
karacigerde bulunan fenilalanin hidroksilaz enzimi tarafindan tirozine doniistiiriiliir.

Bu, tersinmez hidroksilasyon reaksiyonudur [22].

L-, D- ve DL- olmak iizere ii¢ ayr1 formda Fenilalanin mevcuttur. Viicut
proteinlerinde en yaygin bulunami L- formudur. Bu formun, hafiza ve 6grenme
kapasitesine katkida bulundugu ve depresyonu engelledigi bulunmustur [21].
D- formunun agr1 kesici Ozelliklere sahip oldugu bilinir ve DL- formu, bu
iki formun bir karistmidir. DL- formunun mental odaklanmayi artirdii ve
Parkinson hastaliginin tedavisinde kullanildig1 ifade edilir. Fenilalanin eksikliginde
zihinsel bozukluklar, depresyon, endise, kronik yorgunluk ve cinsel istekte azalma
goriilebilir [3][22].

1.3 Hastalhigin Tarihgesi
PKU ilk defa 1934 yilinda Norvegli hekim Dr. Asbjorn Folling tarafindan,

zihinsel gerilik gosteren, sarigin ve mavi gozlii iki kardeste tanimlandi [1, 9,
23]. Kanda artan fenilalanin seviyelerinin, norofizyolojik sorunlarin temel nedeni
oldugunu tespit etmistir [4]. Yeni tanimladigi bu rahatsizligin biligsel gelisim

tizerindeki etkisini vurgulamak icin "Imbecilitas phenylpyrouvica" adin1 vererek



teshis koymustur [[12, |19, 24]. Sonraki yillarsa Ingiltere’de Penrose ve Quastel,

1946’da bu duruma "fenilketoniiri" adin1 vermistir [24]].

1960’1arin baginda PKU ig¢in ilk tarama testi, Amerikali bilim insan1 Robert Guthrie
tarafindan gelistirilen ve Guthrie testi olarak adlandirilan yontemle yapilmistir.
Bu yontem, fenilketoniiri hastaligini teshis etmek icin Guthrie kagidi adi verilen
bir filtre kagidina az miktarda kan alinmasiyla gerceklestirilmistir [4} 9, |18].Bu
test, bakteriyel inhibisyon calisma prensibine dayanir. Bu prensipte, Bacillus
subtilis bakterisi beta-tiyenilalanin iceren ortamda fenilalanin olmadan ¢ogalamaz.
Topuktan alinan az miktardaki kan numunesi filtre kagidina damlatilarak daire
seklinde kesilen ornek, besiyerine yerlestirilir. Eger ortamda yeterli miktarda
fenilalanin varsa, bu bakteri kan numunesinin altinda ¢ogalmaya baslar ve test

pozitif sonuclu olarak degerlendirilir [20].

Bugiin, pek cok iilkede PKU ve HFA formlari, Guthrie testi veya kiitle
spektrometresi gibi daha gelismis teknolojilerle yenidogan tarama programlari

icinde hizli ve uygun maliyetli bir sekilde erken teshis edilebilir [3, 4, 19].

Yenidoganlar dogumdan sonraki ilk 24-48 saat i¢inde ilk beslenmelerini aldiktan
sonra Guthrie testi ile fenilketoniiri acgisindan taranir; kan fenilalanin diizeyleri 6
mg/dl (360 umol/l)’yi gecerse, hastalik diisiiniiliir [20, 25].

PAH geninin 1980’lerde klonlanmasi, PKU nun genetik temeli hakkindaki mevcut
bilgimizi 6nemli Ol¢iide ileri tasidi [19]. PKU hastalarinda BH4 kullaniminin
fenilalanin seviyelerini diisiirebilecegi ilk defa 1999°da bildirildi [[19]].

1.4 PKU’nun Diinyada Goriinme Sikhgi
PKU’nun insidansi iilkeden iilkeye degiskenlik gostermektedir [10, 22]. PKU’nun

diinya capinda taranan niifusta goriilme insidans1 1/12400 canli yenidogan,
Ongoriilen tagiyici orani ise 1/55°tir ve yaklagik olarak 0,45 milyon insan1 etkileyen
genetik bir hastaliktir [4, 26]. Avrupa’da, ortalama yayginlik yaklasik olarak
1:10.000 dogan bebekte goriiliir ve en yaygin olarak Irlanda ve Tiirkiye’de, daha
az yaygin olarak ise Finlandiya’da karsilagilir [27].

Cografi acidan bakildiginda, PKU genellikle Asya iilkelerinde en diisiik, ancak
Cin haric en yiiksek Avrupa ve Orta Dogu iilkelerinde goriiliir [26]. Beyaz veya
Dogu Asyali popiilasyonlarda en yiiksektir (10,000-15,000 canli dogumda bir) [26].
PKU’nun goriilme sikliginin etnik gruplara gore farklilik gosterdigi, beyazlar ve

yerli Amerikalilarda daha yaygin oldugu, Asyalilar ve Ispanyollarda ise daha nadir



Tablo 1.1 Diinya capinda bazi gentik metabolik hastaliklarin ortalama goriilme

oranlar1
Hastahik Sikhk Hastalik Sikhik
Fenilketoniiri** 1:10000 | Hipofostfatazya 1:100000
Histidnemi 1:12000 | Glisiniiri 1:100000
Sistiniiri*** 1:12000 | Hiperglisiniiri 1:3000
Cori Hastalig 1:125000 | Ure Siklusu Defektleri 1:30000
Akcaagac Surubu Hastalig1 | 1:175000 | Menkes hastalig1 1:35000
Wilson Hastalig: 1:200000 | Metakromatiklokodistrofi | 1:40000

Bazi hastaliklarin Tiirkiye’de goriilme sikliklart su sekildedir: Fenilketoniiri i¢in
1/4500, Sistiniiri i¢in ise 1/1000 oranindadir

oldugu tespit edilmistir [4].

PKU’nun goriilme sikligi, Avrupa ve Kuzey Amerika’daki beyaz irkta yaklasik
1/10,000 canli dogumdur; ancak bazi bolgelerde bu oranin daha yiiksek oldugu
belirtilmektedir [4].

Finlandiya, Avrupa’da en diisiik sikliga sahip olan iilke iken, ABD’de goriilme
sikligr 1/13000°diir.  Latin Amerika’da ise siklik 1/50000 ile 1/25000 arasinda
degisir ve genellikle giiney bolgelerinde daha yiiksektir. Tayland’da 1/200000,
Tayland’da 1/200000, Cin’de 1/100500, Japonya’da 1/70000 ve Asya’da ise siklik
1/15000 olarak rapor edilmektedir [10, 22, 28]]. PKU, Afrika’da siklig1 son derece
diisiik seviyelerdedir [4} 10]].

Orta Dogu’da, Misir, Iran ve Urdiin gibi bazi iilkelerde PKU’nun goriilme siklig1
oldukca yiiksektir, yaklasik olarak 1:5,000 canli dogumda bir. Diger yiiksek
PKU olan iilkeler arasinda Israil, Tiirkiye, Suudi Arabistan, Irak, Birlesik Arap
Emirlikleri ve Bahreyn bulunmaktadir [26, 29]. Fenilketoniiri, kalitsal bir metabolik
rahatsizliktir ve hala toplumumuzda yeterince taninmamaktadir, bu da bir¢ok
cocugun yasami boyunca engelli kalmasina sebep olmaktadir. Saglik kuruluglar
ve hekimler, aileleri bilgilendirme konusunda 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu

hastaligin onlenmesi i¢in bir damla kan testi yeterlidir [30]].

Tiirkiye’de sikca goriilen klasik fenilketoniiri vakalarimin sayisi, akraba
evliliklerinin sik olmasindan kaynaklanmaktadir, bu da diger iilkelere kiyasla
oldukca yiiksek bir seviyededir [22, 27, 29]. Ulkemizde PKU sikligiyla
ilgili yapilan ¢aligmalar arasinda farkliliklar olmasmna ragmen [24], PKU’nun
Tiirkiye’deki en yaygin amino asit metabolizma bozuklugu oldugu ve ortalama
olarak her 4500 hastadan birinde goriildiigii tespit edilmistir [3}, 4, |24].



Saglik Bakanlig: istatistiklerine gore, Tiirkiye’de her y1l yaklagik 1.500.000 bebek
diinyaya gelirken, fenilketoniiri hastaligiyla dogan ¢ocuklarin sayis1 yilda yaklasik
300-400 arasindadir [1, [7, |22]. Tiirkiye’de hastaligin bu kadar sik goriilmesinin
sebebi, akraba evliliklerinin yiiksek oranda gerceklesmesidir (%21 oraninda birinci
derece kuzen evlilikleri) ve her 20-25 kisiden birinin PKU tasiyicis1 sonucunu
olusturmaktadir. [ 1}, 3,4, 7]. Tiirkiye ile diger lilkelerde PKU hastaliginin goriilme
oranlar1 Tablo [I.2]de gosterilmistir [22]].

Tablo 1.2 Tiirkiye ile diger tilkelerde PKU hastaliginin goriilme oranlari

Ulke Ad1 Sikhik
Tiirkiye 1/4500
Irlanda 1/6110
Kuveyt 1/6500
Italya 1/7000
Almanya 179000
Ingiltere 1/10000
Amerika Birlesik Devletleri | 1/13000
Hollanda 1/18000
Fransa 1/18000
Cin 1/20000
Isvec 1/20000
Japonya 1/60000
Fillandiya <1/71000

Ulusal Cocuk Saglhig1 ve Gelisim Birligi verilerine gore, hastaligin en yiiksek
sikhigmin Tiirkiye’de oldugu vurgulanmaktadir [22]. Ulkemizde 2001 yilinda
goriilme siklik, canli dogum basina 1/4500 olarak rapor edilmistir [30, 31].
Ulkemizde 2007°de 246, 2008’de 217 ve 2010°da 182 yeni dogamn PKU
tanis1 aldig1 belirtilerek, siklifin 1/6228 oldugu saptanmistir [3, 4, 27]. 2016
verilerine gore, Tiirkiye’de kayitli ve kayitsiz olarak yaklasik 15 bin PKU hastasi
bulunmaktadir. Halk Saglig1 tarama programlarina gore ise her 6000 bebekten
biri PKU’lu olarak dogmaktadir. Avrupa genelindeki toplam PKU hasta sayisinin,
Tiirkiye’deki rakama ulagsmadig1 ifade edilmektedir 3, 4]].

1.5 Tedavi Yontemleri
Fenilketoniiri hastaligina sahip bebekler genellikle dogduklarinda saglikl bir bebek

gibi goriinmektedir. Ancak, hastalik belirtileri goz ardi edilerek beslenmeye
baglandiginda, viicutta biriken fenilalanin, klinik bulgularin ortaya c¢ikmasina
ve ilerlemesine neden olabilir [31]. Bircok iilkede yeni dogan taramalari
yapilmaktadir¢ Tarama yOntemleri degisse de, genellikle fenilketoniiri teshisi i¢in

dogumdan en az 24 saat sonra bebegin topugundan 6zel bir filtre kagidina (Guthrie
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testi) alinan kan numunesiyle konulmaktadir. [20, 32]. Bugiinlerde MS/MS
(kiitle spektrometrisi) yontemi, topuktan alinan kan ornegindeki Phe diizeyini FIA
(fluorometrik immiin analiz) yontemine kiyasla daha hassas bir sekilde 6l¢gmektedir

ve ayn1 zamanda tirozin seviyesi hakkinda da bilgi saglamaktadir [31]].

1.5.1 Diyet Programm

Protein alim1 diyetle kisitlanarak fenilalanin alimi azaltilir [21]]. PKU tedavisi
icin kasitli bir diyetin kullanilmasi ilk kez 1953 yilinda belirlenmigtir [19]. Phe
kisith diyet, dogal protein kaynaklarinin alimini azaltarak, hastalarin protein
ihtiyaclarim1 6zel beslenme iiriinleri ile karsilar. Et, baklagiller, yumurta, siit
ve siit iirlinleri gibi yiiksek protein iceren besinler, biyokimyasal bulgulara gore
diyetten c¢ikarilir.Karbonhidratlar ve yaglar viicudun temel enerji kaynaklaridir.
Ihtiya¢ duyulan protein ise fenilalanin icermeyen amino asit takviyeleriyle saglanir
[32]. PKU tedavisinde diyet olduk¢a etkilidir, ancak uzun siireli uyumda sorunlar
yasanabilir. Bu durum, metabolik kontroliin optimal olmamasina ve néropsikolojik
problemlere yol agabilir [16, 23]. Bu sebeple, PKU’lu bireyler i¢in, dogal protein
alimlarmm artirma, tibbi gidalarin kullanimimi azaltma veya birakma, zihinsel
sagliklarini iyilestirme ve kandaki Phe konsantrasyonunu azaltma imkani sunacak

yeni tedavilerin gelistirilmesi yoniinde ¢aligmalar yapilmaktadir [33]].

1.5.2  Ozel Tibbi Diyet

PKU’nun klasik tedavi yaklagimi, fenilalanin iceren gidalar1 siki bir sekilde
kisitlayan, ©0zel ve oldukca kisitlayici bir tibbi diyeti tibbi gozetim altinda
uygulamaktir [8]. PKU hastalari i¢in alternatif besinlerin gelistirilmesi bu noktada
onemli hale gelmektedir [32]. Ayrica, giin i¢inde birkag kez tiiketilen ve igerisinde
fenilalanin icermeyen 6zel tibbi formiillerdir [[8]. Yaratilan tarifler, bu bireylerin
sagligin1 korumada onemli rol oynamaktadir. Protein agisindan diisiik unlar veya
stitler kullanilarak yeni tarifler gelistirilmis ve ayni sofrada farkli malzemelerin
kullanilmasiyla PKU’lu ¢cocuklarin ayni tiirden yiyecekleri tiiketmeleri saglanmistir
[32]. Bu formiiller, esansiyel amino asit tirozin ve diger amino asitleri saglar.
PKU tedavisi, Tirozin seviyelerinin izlenmesini igerir ve diisiikse, tirozin takviyesi
yapilir [8]]. Fakat bu 6zel tibb1 diyette kalorileri saglamak i¢in 6zel tasarlanmig
diisiik proteinli gidalar oldukca pahalidir. Bu diyetin maliyeti yilda 20.000 ile
40.000 ABD dolar1 arasindadir [13]].



1.5.3 Biiyiik Notral Amino Asitler (LNAA)

PKU tedavisinde etkili bir diger yontem, biiyiik notr amino asitlerle yapilan diyet
destegidir [9]. Phe’nin yam sira treonin, triptofan, tirozin metionin, 16sin, histidin
ile izol6sin iceren bir karigimdir. Fenilalanin ve (LNAA) biiyiik ndtr amino
asitler kan-beyin zar1 gegiste ayni tasima sistemini kullanir ve bu siirecte rekabet
halinde olurlar [9].Kullanim amaci; beyin ve kandaki fenilalanin seviyelerini
diisiirmek, norotransmitterlerin beyindeki tiretimini artirmak ve beyinde fenilalanin
disindaki biiyiikk notral amino asitlerin miktarini yiikseltmektir [32]]. Biiyiik
ndtr amino asit takviyesinin, beyindeki norotransmitterleri diizelten ve fenilalanin
konsantrasyonlarini azaltan etkileri oldugu kanitlanmistir [19]. LNAA’nin, PKU
hastalarinda norotransmitter sentezini artirarak beyindeki fenilalanin miktarim

azalttig1 gosterilmistir [32].

LNAA’lar, PKU tedavisinde potansiyel bir secenek olabilir, ancak giivenlik ve
etkinliklerinin belirlenmesi icin daha kapsamli ¢alismalara ihtiyag vardir. LNAA’lar
cesitli formiilasyonlarda bulunur ve genellikle tibbi gidalar kategorisine girer [34].
Kisacasi, LNAA takviyesinin saglik sonuclarimi diisiik Phe diyeti ile birlikte
iyilestirdigi gosterilmistir [35]]. Ancak, bu iiriinler genellikle FDA tarafindan tibbi
gidalar olarak siniflandirilir ve geng hastalara 6nerilmez, ¢linkii LNAA takviyesinin
etkinligi ve giivenligi konusunda yeterli kanit bulunmamaktadir [35, 36]. Ayrica,
bu tedavi stratejisinin uzun vadeli etkileri hakkinda heniiz yeterli klinik veri
bulunmamaktadir [37]).

1.5.4 Polietilen Glikol - Fenilalanin Amonyum Liyaz (PEG-PAL) Pegvaliase
(PEG-PAL)

Fenilalanin, PAH’dan farkli bir enzim olan fenilalanin amonyak liyaz (PAL)
tarafindan parcalayan bir enzim tedavisi olarak sunulmaktadir [38]. PAL,
kofaktor gerektirmeyen bir bakteri tarafindan iiretilen enzimdir ve L-fenilalanin
ile reaksiyona girerek trans-sinamik asit ve amonyaga doniistiiriir. Bu yOntem,
PKU’daki fenilalanin diizeyini kontrol etmek i¢in diyet dis1 bir ila¢ tedavisi secenegi
olmustur [9, 35]. PKU’daki fenilalanin seviyesini kontrol etmek icin diyet dis1
bir yol olarak umut vermektedir [35]. PAL’a bagli immiin reaksiyonlar1 azaltmak
icin PEGilasyon yontemleri kullanilir [39]]. PEG, toksik olmayan uda ¢6ziinebilen
ve viicuttan kolayca atilabilen bir madde olarak bilinir [32]. PEG ile PAL’in
konjugasyonu, PAL’in biyofarmasotik ozelliklerini artirir ve immiinolojik yanitin
azalmasini saglar [9]. Dogal PAL’1n enjeksiyondan sonra yarilanma 6mrii 6 saatken,
PEG-PAL’in yarilanma omrii 20 saattir [32].

Fenilalanini zararli olmayan trans-sinamik asite ve serbest amonyaga doniistiiren bu



enzim, herhangi bir kofaktore gerek duymaz.u tedavi yontemi, subkutan enteral, ve
intraperitoneal yollarla uygulanmistir. Pegvaliase’in etki mekanizmasi Sekil [I.4]te
gosterilmektedir [19].

Phe seviyeleri (>600 pymol/l) olan >16 yasindaki yetiskin hastalarin tedavisinde
kullanilan Pegvaliase (PALYNZIQ) Biomarin tarafindan gelistirilen ilag, yeni bir
enzim tedavisi olarak, Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) ve Avrupa Ilag Ajansi
(EMA) tarafindan Mayis 2018’de onaylanmistir [26, 34} 40]. Giinliik 20-60 mg
standart dozda deri altina enjeksiyon olarak verilir [34]]. Pegvaliaz tedavisi géren
bireylerde, yalnizca diyetle veya diyet ve sapropterin kombinasyonuyla tedavi
edilen kisilere kiyasla Phe seviyesinde %30-40 oraninda azalma goriilmektedir [13,
41]).

&
(PEG-PAL) 2

Sekil 1.4 Pegvaliase’in etki mekanizmasi

1.5.5 Glikomakropeptid (GMP)
Glikomakropeptid, 64 amino asitten olusan dogal bir protein kaynagidir [32].

Fenilketeniirii tedavisinde kullanilan Glikomakropeptit, peynir alti suyundan
tiiretilen ve 6zel amino asitler bakimindan zengin olan, ancak fenilalanin, tirozin
veya tritofan icermeyen bir proteindir [9, 35]. Fenilalanin diizeyi diisiik bir
dogal proteindir [19]. Diisiik fenilalanin iceren amino asit kaynakli besinlerin
%80’1 sentetik amino asitlerden elde edilirken, %20’si dogal amino asitlerden
gelir. Glikomakropeptidli besin ve icecekler ise %70 dogal protein, %30 sentetik
amino asit igerir. Glikomakropeptid, phe icermedigi icin PKU’lu hastalarda giivenle
kullanilabilir [|32]].

1.5.6 Gen Tedavisi

Gen terapisi, karaciger hiicrelerine islevsel bir rekombinant PAH geninin
yerlestirildigi bir tedavi yOntemidir. Ciinkii PAH aktivitesi karacigerde
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gerceklesir [37].Gen terapisi, hiicrelerde genleri degistirerek tedavi etmeyi veya
terapotik bir etki saglamayi amaclayan bir tekniktir [26]. Klinik gen terapisi
calismalarindaki ilerlemeler, PKU gibi monogenik bozukluklardaki hastalikli
genlerin diizeltilmesinde umut vaat etmektedir [40]. Temel olarak, bozuk
olan enzimin islevinin geri kazanilmasi gen terapisi yaklagimiyla saglanabilir
[9]. Fenilketoniiri hastaliginin kokeninde, 500°den fazla farkli mutasyon oldugu
bildirilen fenilalanin hidroksilaz enzimi geni yer alir. Bu cok sayida mutasyon,
PKU hastaligin1 gen teknolojisi ile tedavi etmeyi zorlastirmaktadir [32]. PKU
fare modelinde, rekombinant adeno-associated viriis vektorii kullanilarak basarili
sonuglar elde edilmistir [19]. Mart 2021 itibariyla, birka¢ ila¢ sirketi, PKU
icin gen terapisi tedavileri iizerinde caligtiklarini duyurmustur. Devam eden
insan caligmalar1 Clinicaltrials.gov’da listelenmistir. ~ PKU i¢in gen terapisi
arastirmalarindaki ilerlemeler, hastaligin temel genetik nedenini hedefleyen daha

etkili ve hedeflenmis tedavilere yonelik umut vadetmektedir [40]].

1.5.7 Fenilalanin Amonyak Liyaz (PAL)

Bu tedavi, mantar, bitki ve siyanobakteriler de dahil olmak iizere ¢esitli tiirlerden
elde edilen PAL enzimini kullanarak bir hayvan olmayan metabolik yolak {izerine
dayanmaktadir [42]. Fenilalanin, Once transsinamik aside doniiserek, daha
sonra benzoik aside doniisiir ve boylece viicuttan uzaklagtirilir.  Bu siireci
gerceklestiren PAL adli dayanikli bir proteindir, ciinkii phe’i tolere edilebilir
seviyelere indirir. PAL’1in diyete eklenmesinin, alternatif bir tedavi yontemi

olabilecegi one siiriilmektedir [32, 42].

1.5.8 Sapropterin Tedavisi

Fenilalanin kisith diyetinin siirdiiriilmesiyle ilgili zorluklar, bu hastalar icin
cesitli tedavi seceneklerinin arastirilmasina neden olmustur [19]. Kofaktor olan
Tetrahidrobiopterin (BH4), kandaki fenilalanin seviyelerini azaltabilir ve PAH 1n
aktivitesini artirarak fenilalaninin tirozine doniismesini saglar [26, |32]]. Farmasotik
tedaviler arasinda, PAH enzimi i¢in dogal koenzim olan tetrahidrobiopterin (BH4)

sentetik formu olan Sapropterin Dihidrokloriiriin kullanimi bulunmaktadir [36].

Kandaki phe seviyesinin 400 pmol/l iizerinde olan hastalar BH4 (Sapropterin
Dihidroklorit) ile tedavi edilmektedir [5, |11, [(32]. PKU belirtilerini azaltmak
icin en yaygin kullanilan tedavi, fenilalanin igeren yiyecekleri sinirlayarak iyi
kontrol edilmis bir diyeti takip etmektir. Bu kontrol edilmis diyetin yami sira,
fenilketoniiri risklerini azaltmak i¢in receteli ila¢ tedavisi ortaya ¢cikmistir [40].

Giintimiizde fenilketoniiri PKU tedavisinde fenilalanin seviyelerini diisiirmek icin
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piyasada bulunan soliisyon dozajda olan yalnizca bir ilag bulunmaktadir ve bu
illag KUVAN®’dir [S, |10, |11, 32]. Saproterin, biyolojik olarak aktif olan
6R-diastereomer sentetik bir dihidrokloriir tuzudur [[13, [32]. FDA, 2007°de
ABD’de, EMA ise 2008’de Avrupa’da ve 2010’da Kanada’da PKU tedavisinde
kullanilmasini onaylad [} (14} 32, 40].

PKU, PAH, GCHI1, MAOB, ALB, IGF1, ASCLI gibi genlerdeki mutasyonlardan
kaynaklanir [26]].  Sapropterin ile tedavi edilen PKU hastalari, sinirli Phe
diyetlerine devam etmeli, diizenli olarak klinik degerlendirme ve kandaki Phe ve
Tyr konsantrasyonlarinin izlenmesi gerekmektedir [26]]. Amerikan Tibbi Genetik
ve Genomik Koleji’nin (ACMG) yeni tedavi kilavuzlari, PKU olan bireyler icin
klinik tedavi hedefinin tiim yas gruplari i¢in kan Phe’yi (120-360 pmol/l) araliginda
tutmak oldugunu ve tedavinin émiir boyu devam etmesi gerektigini belirtmektedir
[36].

Hafif veya orta derecede PKU’lu ¢ogu birey, sapropterine duyarl olabilirken, klasik
PKU’lu bireylerin yaklasik %?25-50’si sapropterine (BH4) dozuna yanit verebilir
[34, 36]. Klinik ¢alismalarda Sapropterin, kandaki fenilalani seviyesinde %30’luk
bir azalma oldugu tanimlanmistir [34-36|]. Sapropterin tedavisi Phe kisitli bir

diyetin gevsemesine yol acabilir, ancak kan Phe’nin siirekli izlenmesi 6nerilir [35]].

Klinik denemelerde, sapropterin ile tedavi edilen hastalar arasinda yaygin olarak
goriilen yaygin advers etkiler arasinda bag agrisi, rinore, faringolarengeal agri,
kusma, ishal, burun tikaniklig1 ve oksiiriik bulunur [26]. PKU’nun semptomlari
arasinda nobetler, titreme, gelismedee gerilik, asir1 aktivite, egzema gibi cilt
problemleri, agizdan kotii bir koku olusur. Klasik PKU’lu bebekler, genellikle
birkac aylik olana kadar normal goriiniirler ve tedavi olmadan bu ¢ocuklar da kalici
zihinsel hasarlar gelistirir. PKU’lu ¢ocuklar genellikle daha acik renkli cilt ve saca

sahip olabilirler ve egzema gibi cilt bozukluklarina daha yatkindirlar 1, [14].
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1.6 Sapropterin Dihidrokloriir ve Ozellikleri

Sapropterin Dihidrokloriir kimyasal olarak (R)-2-Amino-6-((1R,2S)-1,2-dihidroksipropil)
-5,6,7,8-tetrahidropteridin-(R)-2-Amino-6-((1R,2S)-1,2  dihidroksipropil)-5,6,7,8
tetrahidropteridin-4(3H)-on dihidrokloriir, molekiil formiili COCI2ZH17N503 olan

ve molekiil agirhigi 314,17 g/mol olan beyaz yada soluk sar1 toz bir tozdur [43, 44].

» 2 HCI

Sekil 1.5 Sapropterin Dihidrokloriir molekiil yapisi
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1.6.1 Sapropterin Dihidrokloriir Eldesi
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Sekil 1.6 Sapropterin Dihidrokloriir eldesi (a)
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Sekil 1.8 Sapropterin Dihidrokloriir eldesi (c)
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1.6.2 Sapropterin Dihidrokloriir Safsizliklar:
Safsizlik B (7,8-Dihidro-L-biopterin)

OH OH

A

HaNT N

[l

Sekil 1.9 Safsizlik B molekiil yapisi

Kimyasal Adi: 1-(2-Amino-4-hidroksi-7,8-dihidro-pteridin-6-yl)propan-1,2-diol

Proses ve degredasyon kaynakli safsizliktir. Bu safsizlik degradasyon safsizligi
oldugu icin bitmis iiriinde bilinen safsizlik kategorisinde degerlendirilecektir.
Sapropterin Dihidrokloriir etkin maddesinin giinlik maksimum dozu 20 mg/kg
(1400 mg)’dir. “ICH Q3B (R2) Impurities in New Drug Products” kilavuzu
gz Oniinde bulundurularak bilinen safsizlik limiti “en fazla %0,20” olarak

limitlendirilmistir.

Safsizhik C (Biopterin)

OH OH

_"-...E e H‘a.

,_.l.l‘_ -~ -
H,N" N N

Sekil 1.10 Safsizlik C molekiil yapist

OH

Kimyasal Adi: 1-(2-Amino-4-hidroksipteridin-6-yl)-propan-1,2-diol Proses ve
degredasyon kaynakli safsizliktir. Bu safsizlik degradasyon safsizligi oldugu i¢in
bitmis iiriinde bilinen safsizlik kategorisinde degerlendirilecektir. Sapropterin
Dihidrokloriir etkin maddesinin giinliikk maksimum dozu 20 mg/kg (1400 mg)’dir.
“ICH Q3B (R2) Impurities in New Drug Products” kilavuzu gz Oniinde

bulundurularak bilinen safsizlik limiti “en fazla %0,20” olarak limitlendirilmistir.
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Bilinmeyen en biiyiik safsizhik

Sapropterin Dihidrokloriir etkin maddesinin giinliik maksimum dozu 20 mg/kg
(1400 mg)’dir. “ICH Q3B (R2) Impurities in New Drug Products” kilavuzu goz
Oniinde bulundurularak bilinmeyen en biiyiik safsizlik limiti “en fazla %0,14”

olarak limitlendirilmistir.
Toplam safsizhik

Bilinen safsizlik limiti en fazla %0,20 ve bilinmeyen en biiyiik safsizlik limiti en
fazla %0,14°diir. Ilerleyen stabilite periyotlarinda bilinen safsizliklarin ve artis
gosteren birden fazla bilinmeyen safsizliklarin {ist limitte olmalar1 durumunda

toplam safsizlik limiti %1,0 olarak belirlenmisgtir.

Safsizhik A (Indirgenmis Pterin)

(OH H

| -
H:h"l“w N
H

Sekil 1.11 Safsizlik A molekiil yapisi
Kimyasal Adi: 2- Amino-5,6,7,8-tetrahidropteridin-4-ol

Proses kaynakli safsizliktir. Bu safsizlik degradasyon safsizlig1 olmadigr icin bitmis

tiriinde bilinmeyen safsizlik kategorisinde degerlendirilecektir.
Safsizhik D (Pterin)
Kimyasal Adi: 2-Amino-pteridin-4-ol

Proses kaynakli safsizliktir. Bu safsizlik degradasyon safsizlig1 olmadigi i¢in bitmis

iriinde bilinmeyen safsizlik kategorisinde degerlendirilecektir.

Safsizlik E (TAP Siilfat)

Kimyasal Adi: 2,4,5-Triamino-6-hidroksi pirimidin siilfat

Proses kaynakli safsizliktir. Bu safsizlik degradasyon safsizlig1 olmadigi i¢in bitmis
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Sekil 1.12 Safsizlik D molekiil yapisi

OH
NH,

..l\ H:50,

NH-
Sekil 1.13 Safsizlik E molekiil yapisi

iriinde bilinmeyen safsizlik kategorisinde degerlendirilecektir.

Safsizlik F (Diasetil biopterin)

N S

X
N

Sekil 1.14 Safsizlik F molekiil yapisi

Kimyasal Adi: Asetik asit 2-asetoksi-2-(2-amino-4-hidroksi-pteridin-6yl)-1-metil-etil

ester

Proses kaynakli safsizliktir. Bu safsizlik degradasyon safsizlig1 olmadigi i¢in bitmis
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iriinde bilinmeyen safsizlik kategorisinde degerlendirilecektir.

Safsizlik G

i!
H.N

Sekil 1.15 Safsizlik G molekiil yapisi

Kimyasal Adi: Fenil hidrazin

Proses kaynakli safsizliktir. Bu safsizlik degradasyon safsizligi olmadigi icin bitmis

iriinde bilinmeyen safsizlik kategorisinde degerlendirilecektir.

Safsizlik H

OH y ,, OF

PON
l -~
HWH’J\H N OH

' H 2HCI

Sekil 1.16 Safsizlik H molekiil yapist

Kimyasal Adi: (6S)-5, 6, 7, 8-tetrahidro-L-eritro-biopterin dihidroklorit

Proses kaynakli safsizliktir. Bu safsizlik degradasyon safsizlig1 olmadigi i¢in bitmis

irtinde bilinmeyen safsizlik kategorisinde degerlendirilecektir.

1.7 Tlac Etken Maddelerinde ve Uriinlerde Safsizhgin Tanimi

Uluslararas1 Uyumlastirma Konferanst (ICH) yonergelerine gore “Safsizliklar,
tiriinde bulunan ve Aktif Farmasotik Bilesenlerin (API) kendisi veya onu iiretmek

icin kullanilan yardimci maddedir”. Kisaca safsizlik, baslangic maddesi veya
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ara uriinler gibi orijinal ilagla bir arada bulunan veya herhangi bir yan reaksiyon
nedeniyle olusan herhangi bir madde olarak tanimlanabilir. Safsizlik profili, ilag

iriinlerinde bulunan tanimlanmig ve tanimlanamayan safsizliklarin bir tanimudir.

1.7.1 Safsizhgin Simiflandirilmasi

ICH safsizliklan su sekilde adlandirmstir:

* Organik safsizliklar
+ Inorganik safsizliklar

* Artik ¢oziiciiler

1.7.2 Safsizhk Kaynaklari

» Kristallesme ile ilgili safsizliklar

» Stereokimya ile ilgili safsizliklar

» Kalint1 solventler

* Sentetik ara iiriinler ve yan iriinler

* Formiilasyonla ilgili safsizliklar

* Depolama sirasinda ortaya ¢ikan safsizliklar
* Yontemle ilgili safsizlik

* Malzemeler arasinda karsilikl etkilesim

* Islevsel grupla ilgili tipik bozulma

Degredant: Yukaridaki safsizlik kaynaklari arasinda, farmasotik aktif kismin
kendisi, bozunma yoluyla ana kaynak olarak hareket eder, ayrisma, degredantlar
olarak adlandirilan safsizliklar tiretir. Bir degredant, farmasotik bir maddedeki en
basit istenmeyen bilesenlerdir; farmasotik ajanin kendisinin bozunmasiyla veya bir
formiilasyondaki aktif bilesenin bir dozaj formundaki diger bilesenlerden biriyle
etkilesimi veya reaksiyonu yoluyla olusturulabilir ve genellikle yapisal olarak
ila¢ molekiilii ile yakindan iligkilidir. Kargilasilan en yaygin bozunma yollari,
ila¢ molekiiliine yoOnelik termal stresle veya termal stres olmadan oksidasyon
veya hidrolizi igerir. Degredant, ila¢ tedavisi goren hastalarda farmakolojik veya

toksikolojik herhangi bir olumsuz tepkiye neden olabilir. Bu nedenle, hasta
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giivenligini saglamak i¢in, toplu ilaglar ve farmasotik formiilasyonlardaki bozunma
tiriinlerinin saptanmasi, tanimlanmasi veya yapisinin aydinlatmasi ve nicel olarak
belirlenmesini amaclayan bir grup analitik faaliyetler olarak tanimlanabilecek

bozunma profili olusturma ¢ok 6nemlidir.

1.8 Zorla Bozundurma Calismalari

Zorla bozunma calismalarinin, potansiyel bozunmus iiriinlerin tanimlanmasi,
bozunma yolu ve ila¢ molekiiliiniin i¢sel stabilitesi ile baglantili olarak biiyiik
miktarda veri iiretmesi beklenir [45]. Zorla bozunma caligmalar etken maddeyi
ve ilact hidrolitik, oksidasyon, fotolitik ve termal kosullara maruz birakarak
gerceklestirilir [45, 46]]. Hidrolitik ¢alisma asidik ve bazik kosullar altinda
gerceklestirilir. Oksidasyon kosullarinda, hidrojen peroksitler kapsamli bir sekilde
uygulanir. Ila¢c maddelerinin oksidatif bozunmasi, reaktif anyonlar ve katyonlar
olusturmak i¢in bir elektron transfer mekanizmasini icerir [47]]. Benzilik karbon,
alilik karbon ve tersiyer karbon veya hetero atoma gore a-konumlar1 gibi kararsiz
hidrojene sahip fonksiyonel grup, oksidasyonlara egilimlidir.  Foto stabilite
calismalari, UV veya floresan kosullarina maruz birakilarak ila¢ maddelerinin esas
olarak birincil degredantlarini olusturmak igin yapilir. Ila¢ maddeleri minimum 1, 2
milyon lux ve 200 w.s./m? 1518a maruz birakilir. Fonksiyonel gruplardan bazilari,
yani karboniller, nitro aromatik, N-oksit, alkenler, aril klortirler, zayif C-H ve O-H
baglar, siilfiirler ve polienler 1s18a duyarhidir. Termal bozulmalar, ilacin kuru 1s1ya
ve 1slak 1s1tya maruz birakilmasiyla incelenir. Sicaklig1 daha kisa siire i¢in artirarak
termal bozunma gerceklestirmek miimkiin olabilir. Kararlilik gosteren yontemde
yer alan adimlar arasinda ornek olusturma, yontem gelistirme ve optimizasyon,

yontem dogrulama yer alir [46].

1.9 Analitik Yontem Validasyonu

Yontem validasyonu, belirli bir test i¢in kullanilan analitik prosediiriin amag¢lanan

kullanima uygun oldugunu dogrulamak icin kullanilan siirectir.

1.9.1 Validasyon Tanimi ve Amaci

Analitik yontem gelistirildikten sonra, analitik yOntemin validasyonunun
gerceklestirilmesi onemlidir. ICH QI1B, analitik prosediirlerin dogrulanmasina
ilisgkin yonergeler saglar. Yontem validasyonu, gelistirilen analitik yontemin
amaglanan amaca uygun olmasmi saglar. Dogrulama birden fazla parametre

igerir [43].
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1.9.2 Analitik Yontem Validasyon Parametreleri
1.9.2.1 Segcicilik

ICH’e gore, tamimlama testlerin dogrulanmasi, safsizliklarin belirlenmesi sirasinda
ozgiilliik aragtirmas1 yapmak gerekir. Ozgiilliigii gostermek icin kullanilan metotlar,
analitik metodun amaglanan amacina bagli olmalidir. Etken piki ve safsizlik pikleri
birbirinden ayrilmalidir. Analit icermeyen numuneler ve analit iceren numunelerin
alikonma siireleri birbiriyle kiyaslanarak tanimlamalar yapilmalidir. Safsizlik testi
icin, ayrim, etkin maddeye veya ilag iirliniine uygun safsizlik seviyeleri eklenerek
ve bu safsizliklarin ayr1 ayr1 numune matrisindeki diger bilesenlerden ayrildiginin

gosterilmesiyle saglanabilir.

1.9.2.2 Sistem Uygunluk

Analitik metotlarin kesin ve dogru neticeler vermesine katkida bulunan spesifik
testler sistem uygunluk testleri olarak bilinmektedir. Bu testlere ait olan yontemler,
uygulanan testlerin metotlari, kullanilan ekipmanlar ve analizi yapilacak olan

maddelere bagli olarak hazirlanmak ve bu sekilde degerlendirilmek durumundadir.

1.9.2.3 Tespit Limiti

Tespit limit, arka plan giiriiltiisiine kars1 sinyal-giiriiltii oranina dayanarak belirlenir
ve genellikle istatistiksel yontemlerle hesaplanir.  LOD, analitik yOntemin
duyarliligimi belirlemek icin Onemlidir ve genellikle analitin varlifinin tespit
edilebilecegi en diisiik diizeyi gosterir. Genellikle sinyal-giiriiltii oran1 3 olarak,

tespit limitini tahmin etmek i¢in genellikle kabul edilir.

1.9.2.4 Hesaplanabilirlik Limiti

Sinyal-giiriiltii oraninin belirlenmesi, bir analitik yontemin en diisiik ol¢iilebilir
konsantrasyonunu ifade eder. LOQ, analitik yontemle oOlciilebilen ve belirli
bir giivenilirlik diizeyinde dogru bir sekilde ol¢iilebilen en diisiik konsantrasyon

seviyesidir. Sinyal-giiriiltii oran1 10:1 olmalidir.

1.9.2.5 Raporlama Seviyesi

ICH el kitabina gore iriindeki her bir safsizlik icin ve {irliniin giinliikk
alimina ait maksimum doz i¢in bir raporlama seviyesi hesaplanmaktadir. Bu
raporlama seviyesi degerinden fazla olan safsizliklar uygun analitik metoda gore

analizlenmelidir.
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Attachment 1: Thresholds for Degradation Products in New Drug Products
Reporting Thresholds

Maximum Daily Dose! Threshold??
<lg 0.1%
>lg 0.05%

Identification Thresholds

Maximum Daily Dose! Threshold™?
<lmg 1.0% or 5 pug TDI, whichever is lower
l mg- 10 mg 0.5% or 20 pg TDI, whichever is lower
>10mg-2¢g 0.2% or 2 mg TDI, whichever is lower
>2g 0.10%

Qualification Thresholds

Maximum Daily Dose! Threshold??
<10 mg 1.0% or 50 pg TDI, whichever is lower
10 mg - 100 mg 0.5% or 200 pg TDI, whichever is lower
>100mg-2¢g 0.2% or 3 mg TDI, whichever is lower
>2g 0.15%

Sekil 1.17 Safsizlik konsantrasyon hesaplama kriterleri

1.9.2.6 Dogrusallik

Dogrusallik parametresi, bir analitik yontemin ¢esitli konsantrasyon seviyelerindeki
yanitinin bir dogruya ne kadar yakin oldufunu belirten bir Olciittii. ~ Bu
parametre, yontemin belirli bir araliktaki konsantrasyonlarda dogru bir sekilde
yanit verip vermedigini degerlendirmeye yardimci olur. Dogrusallik, genellikle bir
grafik iizerinde konsantrasyonun yanita karg1 dagiliminin dogrusalligina bakilarak

degerlendirilir.

1.9.2.7 Uygulama Arahg

Analitik metoda ait belirtilen uygulama aralig1 genellikle dogrusallik ¢alismalariyla
belirlenir, ancak yontemin hedeflenen kullanimina gore de degisebilir. Analitik
metodun belirtilen aralig1 icinde veya bu araligin uc¢ noktalarinda bulunan analit
miktarlarini iceren numunelere uygulandiginda, analitik prosediiriin kabul edilebilir

bir dogruluk sagladigi teyit edilerek belirlenir.

1.9.2.8 Dogruluk

Dogruluk, bir analitik yontemin bulunan deger ile kabul edilen bir referans deger
arasindaki uyumunu ifade eder. Analitik yontemin performansinin bir dlgiistidiir ve

analitik sonuclarin gercek degerlere ne kadar yakin oldugunu gosterir. Dogruluk,
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ornegin bilinen miktarlarda safsizlik eklenen ila¢c maddesi veya ila¢ iiriinii gibi

ornekler tizerinde incelenmelidir.

1.9.2.9 Kesinlik

Analitik yonteme ait kesinlik, bir analitik yontemin tekrarlanabilirligi ve sonug¢larin
tutarliligr ile ilgili bir dl¢iidiir. Bu parametre, ayni numunedeki veya homojen
bir numune setindeki ardisik Ol¢iimler arasindaki degiskenligi degerlendirir.
Kesinlik; tekrarlanabilirlik, ara kesinlik ve yeniden tretilebilirlik olara 3 diizeyde

degerlendirilebilir.

1.9.2.10 Saglamhk

Bir analitik yontemin, bilinen degisikliklere karsit direncinin bir 6Olciisii olan
saglamlik, bir metoda ait degiskenlerin bilinen kiiciik degisikliklere ragmen
metodun giinliik laboratuvar kosullarinda ne kadar tutarli ve giivenilir oldugunu

belirlemeye yardimci olur.

1.10 Stabilite Gostergeli Analitik Yontem Gelistirme

Haglarm stabilite testi, bozunma iirtinlerinden, proses safsizliklarindan ve diger
potansiyel safsizliklardan etkilenmeden aktif farmasotik bilesenleri (API) dlgen
dogru bir analitik yontem gerektirir.  Stabilite gostergeli HPLC yodntemleri
ilaglar icin tasarlanmigtir. Stabilite gostergeli analitik yontem, API’yi, bozunma
tiriinlerini ve diger ilgili bilesenleri miidahale olmadan dogru bir sekilde test
edebilen dogrulanmus, spesifik ve kantitatif analitik yontemdir. Stabilite gostergeli
yontem, ila¢ maddesinin ve ilag¢ Uriiniiniin kimyasal, fiziksel veya mikrobiyolojik
ozelliklerinde zamanla meydana gelen degisiklikleri tespit etmek i¢in kullanilir.
Bir ila¢ iiriintiniin kalitesi API’nin kalitesine baghdir. API’nin kendisindeki
degisiklikler ve ilgili safsizliklar, ila¢ omrii boyunca incelenmelidir.  Ideal
durum, APDI'nin ve tiim safsizliklarin tek bir yontemle dogru bir sekilde
Olciilebilmesidir. Bununla birlikte, tiim bilegenleri aynm1 anda incelemek icin
tek bir yonteme ulasilamadiginda ikincil dogrulanmis tamamlayic1 yontem de
kullanilabilir. Hac;larm stabilite testi, bozunma iiriinleri, proses safsizliklari ve diger
potansiyel safsizliklardan etkilenmeden aktif farmasotik bilesenleri (API) dlgen
dogru bir analitik yontem gerektirir. Stabilite bilgileri, IND (Aragtirma Amach Yeni
Ilac Bagvurusu) ve NDA (Yeni Ila¢ Uygulamalari) gibi diizenleyici bagvurular icin

ve API veya ilag iiriinii i¢in son kullanma tarihlerini belirlemek icin gereklidir.
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1.11 Literatiirde Sapropterin Dihidrokloriir Analiz Yontem-
lerinin Yeri

Literatiirde Sapropterin Dihidrokloriir i¢in s1v1 kromatografi (LC), s1vi kromatografi
kiitle spektrometrisi (LC-MS), vb. cihazlarin kullanildig1 plazma, biyolojik sivilar,
toplu ve farmasotik dozaj formlarinda Sapropterin Dihidrokloriir belirlenmesi icin

mevcut analitik yontemler bulunmaktadir.

Steven S. ve arkadaglarinin yapti1 ¢calismada, elma piiresi, limonlu puding ve ii¢
farkli formiilasyona Sapropterin Dihidrokloriir iceren tablet tozu eklenerek pozitif
kontrol olarak kullanilmigtir.  Ayrica fenilalanin i¢cermeyen formiil de negatif
kontrol olarak kullanilmigtir. Sapropterin Dihidrokloriir bozunma iirtinleri, HPLC
yontemi ile Whatman Partisil 10 SCX 4,6 x 250 mm kolonu kullanilarak analiz
edilmigtir [44].

Prasad, U ve arkadaglari, 10-30 pg/ml konsantrasyon araliginda UV yontemi ile

tarama yaparak maksimum absorbsiyonu 534 nm’de tespit etmislerdir [48].

Khan, Aslam ve arkadaglari, insan plazmasinda BH4 konsantrasyonunun
belirlenmesi icin LC-MS/MS yontemi kullanmiglardir.  Kolon olarak Hypurity
Cyano 5 pum, 4,6 mm x 50 mm kullanilmis; hareketli faz ise izokratik hareketli
faz, Asetonitril ve 5 mM Amonyum asetat tampon c¢ozeltisi (65:35 hacim/hacim)

karisimi kullanilmigtir [49]].

Kim, Hak Rim ve arkadaslar1t BH4 ve dopaminin analizi i¢in LC-MS/MS y6ntemi
gelistirmistir. 10 mM amonyum formiat iceren asetonitril/su (75:25, hacim/hacim)
karigim kullanilarak Polar Sepax -Imidazol (100 mm x 2,1 mm 3 gm) kolonunda
300 pl/dk akis hizinda ayrilmistir. BH4 i¢in m/z 242,1 < 166,0, dopamin i¢in
m/z 154,1 <— 90,0 ve AACA (IS) i¢in m/z 174,1 <— 114,0. Toplam kromatografik
caligma siiresi 5,5 dakikadir. Yontemde Ornek tespit sinir1 10 ng/g’dir. Kalibrasyon
egrisi, BH4 icin 10-2000 ng/g (r? = 0,995) ve dopamin i¢in 10-5000 ng/g (r? =
0,997) araliginda lineerdir [50].

Winn, Shelley R ve arkadaglan fareler iizerinde yapilan ¢alismada biopterin tespiti
icin floresans dedektorlit HPLC kullanmistir. Hareketli faz olarak 0,1 M KCI, pH
7,5, 50 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, 1 mM ditiyotretiol, 0,2 mM fenilmetilsiilfonil
floriir, 1,0 pm liipeptin ve 1,0 pm pepstatin kullanilmigtir [S1J.

Scudellaro, Emanuela ve arkadaglari, orijinal ila¢ olan Kuvan® ile jenerik ilag
Dipharma (Diterin®) 40°C ve %75 bagil nemdeki stabilite numunelerindeki
sapropterin safsizliklarinin tespiti icin HPLC-UV ve LC-MS/MS kullanarak
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bir kromatografik yontem gelistirmiglerdir. HPLC-UV kromatografik yontem
parametreleri, iyon degisimli Partisil® kolon 10 SCX-250 A, 250 x 4,6 mm c¢api,
5 pm tanecik boyutu kullanilarak izokratik modda gergeklestirilmistir. Hareketli
faz, pH’s1 fosforik asit (H3PO,) ile 3,0’a ayarlanmis 0,03 M NaH,PO, cozeltisi
kullanilarak hazirlanmigtir. 1,2 ml/dak akis hizi olarak ayarlanmig ve ¢aligma siiresi

20 dakikadir. 20 pl enjeksiyon hacmi ve UV dedektorii 265 nm’de ayarlanmistir.

LC-MS/MS yontem parametreleri ise TSK-GEL® Amide-80, 3 ym, 150 mm x 2,0
mm ID kolon kullanilarak gergeklestirilmistir. Hareketli fazlar (A) su ve (B) %95
asetonitril ve %5 su (h/h) olup, her ikisi de 2,0 mM amonyum formiat ve 3,6 mM
formik asit (pH 3,55) icermektedir. Gradyan eliisyonu, akis hizim1 ve enjeksiyon
hacmini sirasiyla 0,2 ml/dak ve 5 pl olarak ayarlamis ve %90 B (t = 0) baslangicinda
ve 20 dakika boyunca (t = 20) sabit tutulmugtur. Ardindan, %90’dan %20’ye B bir
dakikada (t = 21) azaltilmis ve 10 dakika (t = 31) boyunca sabit tutulmustur. Sonra,
bir dakikada %90 B’ye (t = 32) yiikseltilmis ve dengelemesi i¢in 10 dakika (t = 42)
sabit tutulmustur. 6R-(BH,) standardi, askorbik asit iceren %0,2 w/v’de 10 pg/ml
olarak hazirlanmstir [[52]].

Heintz, Caroline ve arkadaglari, fenilalanin ve tirozinin Ol¢iimi igin
LC-ESI-MSMS yontemi gelistirdiler. ~ Amino asitlerin RP (ters faz)-HPLC
ayirimi i¢in 250 x 2 mm C18 kolon (Phenomenex EZ:faast™) kullanilmistir.
Tiiretilmig amino asitler icin izokratik akis, 6 dakika boyunca %75 c¢oziicii B;
%75 ten %95’e (hacim/hacim) lineer gradyan 9 dakika boyunca; %95’ten %100’e
(hacim/hacim) lineer gradyan 0,1 dakika boyunca; 3 dakika boyunca %100 ¢oziicii
B icin izokratik akig; %100’den %75’e (hacim/hacim) lineer gradyan 0,1 dakika
boyunca; 2 dakika boyunca %75 ¢oziicii B icin izokratik akis kullanilmistir.
Coziiciiler A ve B hareketli fazlar1 olarak su i¢inde 10 mmol/l amonyum formiat
ve metanol icinde 10 mmol/l amonyum formiat kullanilmistir. Akis hiz1 150 pl/dk

olarak ayarlanmis ve enjeksiyon hacmi 10 pl olarak belirlenmistir [S3].

P. Janaki Pathi ve arkadaslarinin gelistirdikleri kromatografik yontem gradient
sistemdir. Hareketli faz olarak, su i¢cinde 0,02 M amonyum asetat ve asetonitril
karigimi kullanilmis, kolon olarak XTerra(R) C18 (5 pm partikiil boyutu, 250 x
4,6 mm) kullanilmistir. 1,0 ml/dakika akis hiz1 olup, 238 nm’de dalga boyunda
analizi yapmistir. Alikonma siiresi 2,9 dakikadir. Dedektor yamti, 20-120 pg/ml

konsantrasyon araliginda dogrusal oldugunu saptamustir [[54]].
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2

MATERYAL VE YONTEM

2.1
2.1.1

Materyal

Kullanilan Reaktifler Standartlar ve Kimyasal Maddeler

Saproterin dihidrokloriir calisma standardi: Solara Active Pharma Sciences,
Lot: NF-WS-053/05 SKT: 03.2024

Saproterin dihidrokloriir etkin hammadde: Solara Active Pharma Sciences,
Lot: ASAP200003, SKT: 03.2024

Saproterin dihidrokloriir referans standardi: Solara Active Pharma Sciences,
Lot: 1282/IHS/006/20

Safsizlik B standardi(7,8-Dihidro-L-Biopterin):  Sigma Aldrich, Lot:
BCCD7332, SKT: 27.04.2022

Safsizlik C standardi(6-Biopterin):Sigma Aldrich, Lot: BCBZ8817, SKT:
27.04.2022

Sapropterin Impurity F: Synzeal, Lot: SRL-338-158, SKT:30.09.2023
Sapropterin Impurity A: Synzeal, Lot: SRL-464-118, SKT:07.05.2025

Sapropterin Impurity D: Biophore Indian Pharmaceutiacal, Lot:
BP/2210/IMP/19/001

Sapropterin Impurity H: Sigma Aldrich, Lot: BCCF0835, SKT: 01.10.2023
Su : HPLC kalitede
Askorbik Asit: DSM, Lot: NF-WS-055/01 SKT: 28.01.2023

Potasyum Dihidrojen Fosfat: Merck, Lot: AMI1206773 017, SKT:
31.08.2022

Orto Fosforik Asit: Merck, Lot: K50782473 843, SKT: 31.10.2023
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e Asetonitril: J.T. Baker, Lot: 2027601862, SKT: 02.10.2022
¢ Metanol: J.T. Baker, Lot: 2013201870, SKT: 05.2022

» Sapropterin Dihidrokloriir 100 mg Coziinebilir Tablet Tobio Novelfarma

formiilasyon laboratuvarinda iiretilmisgtir.

2.1.2 Kullamlan Gerecler
e Hassas Terazi, Mettler Toledo / MS205DU

* Manyetik Karistirici, Heidoplh / Mr Hei Standart
* pH metre, Mettler Toledo / S400-Bio

e Ultrasonik Banyo, Caliskan / LAB.ULT.4022

» Vortex Cihazi, Heidolph / Reaxtop

* Santrifiij Cihazi,

e Ultra Saf Su Cihazi, Merck/Millipore

e HPLC Sistemi, Waters / €2695

e HPLC UV Dedektor, Waters

e HPLC PDA Dedektor, Waters

* HPLC kolonu, YMC PACK ODS AQ, 3um, 250 X 4,6 mm
e UV-Visible, Shimadzu

¢ FTIR, Shimadzu

¢ DSC-60 Plus, Shimadzu

Analizlerin timii TOBIO Pharmaceuticals firmasi analitik laboratuvarinda

yapilmugtir.
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2.1.3 Kullanilan Cozeltiler

Hareketli Faz A Hazirh@1: 2,72 g potasyum dihidrojen fosfat, 1000 ml suda
coziilmiigtiir. Orto fosforik asit ile pH’1 3,0’e £ 0,05 ayarlanmistir. 0,45 pm NY
filtreden siiziiliip degaz edilmistir.

Hareketli Faz B Hazirhgi: Metanol ve asetonitril %90:10 (h/h) oraninda
kanistirilip degaz edilmistir.

Coziicii Hazirhgi: 2,72 g potasyum dihidrojen fosfat, 1000 ml suda ¢oziilmiistiir.
Orto fosforik asit ile pH’s1 3,0 £ 0,05’e ayarlanmistir. 10 mg askorbik asit eklenip

kanstirllmistir.

Plasebo Cozeltisi Hazirh@: 100 mg plasebo 100 ml’lik balon siseye icine
tartilmustir.  Ustiine ¢oziicii eklenip 5 dakika ultrasonikte bekletilmistir. Coziicii
ile hacmine tamamlanip karistirilmistir. 0,45 pm RC filtre kullanilarak siiziilmiis ve

viallenmistir.

Sapropterin Dihidrokloriir Stok Standart Cozeltisi Hazirhgi: Yaklasik 20,0
mg Sapropterin Dihidrokloriir ¢alisma standardi 200 ml’lik balon sise i¢ine hassas
bir sekilde tartilmistir. Bir miktar ¢oziicii eklendikten sonra 5 dakika ultrasonikte

tutularak ¢oziinmesi saglanmistir. Coziicii ile lizeri tamamlanip karigtirilmistir.

(CSapropterin Dihidrokloriir 07 1 mg/ 1'1’11)

Sapropterin Dihidrokloriir Standart Cozeltisi Hazirhg:: Sapropterin
Dihidrokloriir stok standart c¢ozeltisinden 0,7 ml almip 100 ml’lik balon
siseye aktarilmisgtir. Uzerine c¢oziicii eklenip hacmine tamamlanmis ve
karistinlmisti. 0,45 pm RC filtre kullanilarak siiziilmiis ve viallenmistir.

(OSapropterin Dihidrokloriir - 07 0007 mg/ ml)

Ilgili Bilesikler Numune Cozeltisi Hazirlanmasi: 10 adet Sapropterin
Dihidrokloriir 100 mg coziinebilir tablet havanda ezilerek toz haline getirilmistir.
Bu tozdan 150,0 mg (50,0 mg Sapropterin Dihidrokloriir igerir) alinip, 100 ml’lik
balon sise i¢ine hassas bir sekilde tartilmistir. Bir miktar ¢oziicii eklendikten sonra
5 dakika ultrasonikte tutularak ¢oziinmesi saglanmustir. Uzerine ¢oziicii eklenip
hacmine tamamlanmis ve karistirtlmigtir. 0,45 pm RC filtre kullanilarak siiziilmiis

ve Viallenmi§tir (CSapropterin Dihidrokloriir - 07 5 mg/ 1’1’11)

Stok Safsizhk B Standart Cozeltisi: 1,0 mg Safsizlik B caligma standardi 20
ml’lik balon jojeye hassas bir sekilde tartilmistir. Bir miktar ¢oziicii eklendikten
sonra 5 dakika ultrasonik banyoda tutularak ¢oziinmesi saglanmistir. Coziicii ile

hacmine tamamlanip karistirilmistir. (Csgazks : 0, 05 mg/ml)

28



Stok Safsizhik C Standart Cozeltisi: 1,0 mg Safsizlik C calisma standardi 20
ml’lik balon siseye hassas bir sekilde tartilmigtir. Bir miktar ¢oziicii eklendikten
sonra 5 dakika ultrasonikte tutularak ¢oziinmesi saglanmistir. Coziicii ile hacmine

tamamlanip karistirllmistir. (Csygsiznk ¢ @ 0, 05 mg/ml)

Limit Konsantrasyonda Safsizhik B Cozeltisi: Stok Safsizlik B ¢ozeltisinden
2 ml 100 ml’'lik balon siseye aktarilmistir. ~ Uzerine c¢oziicii eklenmis ve
hacmine tamamlanip karistirilmistir. 0,45 pm RC filtre kullanilarak siiziilmiis ve
viallenmistir. (Csygaznks : 0,001 mg/ml)

Limit Konsantrasyonda Safsizlik C Cozeltisi: Stok Safsizlik C ¢ozeltisinden
2 ml 100 ml'lik balon siseye aktarilmistir.  Uzerine c¢oziicii eklenmis ve
hacmine tamamlanip karistirnlmigtir. 0,45 pm RC filtre kullanilarak siiziilmiis ve

viallenmistir. (Csagznkc @ 0,001 mg/ml)

Spike Test Cozeltisi: 10 adet Sapropterin Dihidrokloriir 100 mg Coziinebilir Tablet
havanda ezilerek toz haline getirilmistir. Bu tozdan 150,0 mg (50,0 mg Sapropterin
Dihidrokloriir igerir) alinip 100 mI’lik balon siseye hassas bir sekilde tartilmistir.
Bir miktar coziicii eklendikten sonra 5 dakika ultrasonikte tutularak ¢oziinmesi
saglanmistir. Bu ¢ozeltiye Stok Safsizlik B ve Safsizlik C c¢ozeltilerinden 2’ser ml
ilave edilmistir. Uzerine ¢oziicii eklenmis ve hacmine tamamlanip karistirilmustir.
0,45 pm RC filtre kullanilarak siiziilmiis ve viallenmistir. (Csapropterin Dihidroklorir -

O, 5) mg/ml, Osafslzth : O, 001 mg/ml, Osafslzhkc : 0, 001 mg/ml)

Tespit Limiti Standart Hazirhg (LOD, Limit of Detection): Sapropterin
Dihidrokloriir stok standart ¢cozeltiden 0,7 ml ve Stok Safsizlik B ve Stok Safsizlik
C ¢ozeltilerinden 2’ser ml alinarak 100 mI’lik balon siseye aktarilmistir. Uzerine
coziicli eklenmis ve hacmine tamamlanip karstirilmistir. Bu cozeltiden 1,0 ml
alinarak 100 ml’lik balon siseye aktarilmistir. Uzerine ¢oziicii eklenmis ve hacmine
tamamlanip karistirnlmigtir. Bu ¢ozeltiden 3,0 ml alinarak 10 ml’lik balon siseye
aktarilmistir. Uzerine coziicii eklenmis ve hacmine tamamlanip karistirilmustir.
(Csapropterin Dihidroklorir © 0, 0000021 mg/ml, Csagyzi : 0, 000003 mg/ml, Csyponk ¢
0, 000003 mg/ml)

Hesaplanabilirlik Limiti Standart Cozelti 1 (LOQ, Limit of Quantitation):
Sapropterin Dihidrokloriir stok standart ¢ozeltiden 0,7 ml ve Stok Safsizlik B
ve Stok Safsizlik C cozeltilerinden 2’ser ml alinarak 100 ml’lik balon siseye
aktarilmigtir.  zerine ¢oziicii eklenmis ve hacmine tamamlanip karistirilmigtir.
Bu ¢ozeltiden 1,0 ml almarak 100 ml’lik balon siseye aktarilmigtir. Uzerine
¢oziicli eklenmis ve hacmine tamamlanip karigtirilmigtir.  (Csapropterin Dihidrokloriir -
0,000007 mg/ml, Csypgk s : 0,00001 mg/ml, Csypgiznk e : 0,00001 mg/ml)
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Standart Cozelti 2 (%10): Sapropterin Dihidrokloriir stok standart ¢ozeltiden
100 mI’lik balon siseye 0,07 ml ve 0,20 ser ml Safsizlik B ve Safsizlik C stok
standart ¢ozeltilerinden eklenip {izerine ¢oziicii eklenip ve hacmine tamamlanip
karistinlmisti. 0,45 pm RC filtre kullanilarak siiziilmiis ve viallenmistir.
(Csapropterin Dihidroklorar = 0, 00007 mg/ml, Csaqans : 0,0001 mg/ml, Csiganc :
0,0001 mg/ml)

Standart Cozelti 3 (%20): Sapropterin Dihidrokloriir stok standart ¢cozeltiden
100 ml’lik balon sise 0,14 ml ve 0,40 er ml Safsizlik B ve Safsizik C stok
standart ¢ozeltilerinden eklenip iizerine ¢oziicii eklenmis ve hacmine tamamlanip
karistinlmisti. 0,45 pm RC filtre kullanilarak siiziilmiis ve viallenmistir.
(Csapropterin Dihidroklorir 0, 00014 mg/ml, Csyrgaxs @ 0,0002 mg/ml, Csyrgmkc :
0,0002 mg/ml)

Raporlama Seviyesi Standart Cozelti 4: Sapropterin Dihidrokloriir stok standart
¢ozeltiden 1,0 ml almarak 10 ml’lik balon siseye aktarilmistir. Uzerine ¢oziicii
eklenmis ve hacmine tamamlanip karistinlmigtir.  Stok Safsizlik B ve Stok
Safsizlik C ¢ozeltilerinden 1,0 ml alinarak 10 ml’lik balon siseye aktarilmisgtir.
Uzerine ¢oziicii eklenmis ve hacmine tamamlanip karistirilmustir.  Hazirlanan
bu cozeltilerden sirayla 0,25 ml ve 0,5’ser ml alinarak 10 ml’lik balon siseye
aktarilmistir. Uzerine ¢oziicii eklenmis ve hacmine tamamlamp karistirilmistr.
(Csapropterin Dihidroklorar 0, 00025 mg/ml, Csagans : 0,00025 mg/ml, Csagakc :
0, 00025 mg/ml)

Standart Cozelti 5 (%40): Sapropterin Dihidrokloriir stok standart ¢cozeltiden
100 ml’lik balon siseye 0,28 ml ve 0,80’er ml Safsizlik B ve Safsizlik C stok
standart ¢ozeltilerinden eklenip iizerine ¢oziicii eklenmis ve hacmine tamamlanip
karistirlmisti. 0,45 pm RC filtre kullanilarak siiziilmiis ve viallenmistir.
(Csapropterin Dihidroklorir  © 0, 00028 mg/ml, Csaras : 0,0004 mg/ml, Csaomkc
0, 0004 mg/ml)

Standart Cozelti 6 (%80): Sapropterin Dihidrokloriir stok standart ¢cozeltiden
100 ml’lik balon siseye 0,56 ml ve 1,60’er ml Safsizlik B ve Safsizlik C stok
standart ¢ozeltilerinden eklenip iizerine ¢oziicii eklenmis ve hacmine tamamlanip
karistinlmisti. 0,45 pm RC filtre kullanilarak siiziilmiis ve viallenmistir.
(CSapropterin Dihidroklorir 0, 00056 mg/ml, Csyrgaip @ 0,0008 mg/ml, Csyramkc :
0, 0008 mg/ml)

Standart Cozelti 7 (%100): Sapropterin Dihidrokloriir stok standart ¢cozeltiden
100 ml’lik balonjojeye 0,7 ml ve 2’ser ml Safsizhk B ve Safsizhik C stok

standart ¢ozeltilerinden eklenip iizerine ¢oziicii eklenmis ve hacmine tamamlanip
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karistinlmisti. 0,45 pm RC filtre kullanilarak siiziilmiis ve viallenmistir.
(CSapropterin Dihidroklorar 0, 0007 mg/ml, Csaqaks 0,001 mg/ml, Csapoznkc
0,001 mg/ml)

Standart Cozelti 8 (%120): Sapropterin Dihidrokloriir stok standart ¢ozeltiden
100 ml’lik balonjojeye 0,84 ml ve 2,40’er ml Safsizlik B ve Safsizlik C stok
standart ¢ozeltilerinden eklenip iizerine ¢oziicii eklenmis ve hacmine tamamlanip
karistirlmisti. 0,45 pm RC filtre kullanilarak siiziilmiis ve viallenmistir.
(Csapropterin Dihidroklorir © 0, 00084 mg/ml, Csaoks : 0,0012 mg/ml, Csgpomkc
0, 0012 mg/ml)

Sapropterin Dihidrokloriir Stok Standart Cozeltisi: Yaklagitk 10,0 mg
Sapropterin Dihidrokloriir calisma standardi 100 ml’lik balon jojeye hassas bir
sekilde tartilmistir. Bir miktar ¢oziicii eklendikten sonra 5 dakika ultrasonik
banyoda tutularak c¢oziinmesi saglanmistir.  Coziicli ile hacmine tamamlanip

karl§tlrﬂml§tlr- (CSapropterin Dihidrokloriir - 07 1 mg/ ml)

Dogruluk Test Cozeltisi 1 (%L.OQ seviyesi): 100 ml’lik balon jojeye hassas
olarak 100,0 mg Sapropterin Dihidrokloriir 100 mg Coziinebilir Tablet plasebosu
tartilmistir, bir miktar ¢oziicii eklenerek karistirilmistir. Bu balon siseye 0,007
ml Sapropterin Dihidrokloriir stok standart ¢ézeltisinden ve 0,002’ser ml Safsizlik
B ve Safsizlik C stok standart ¢ozeltilerinden eklenipiizerine ¢oziicii eklenmis ve
hacmine tamamlanip karistirilmistir. 0,45 pm RC filtre kullanilarak siiziilmiis ve
viallenmistir. (Csapropterin Dinidroklorir : 0, 000007 mg/ml, Csygizies @ 0, 00001 mg/ml,
Csafsizik ¢ : 0,00001 mg/ml)

Dogruluk Test Cozeltisi 2 (%100’lik seviye): 100 ml’lik balon siseye hassas
olarak 100,0 mg Sapropterin Dihidrokloriir 100 mg Coziinebilir Tablet plasebosu
tartilmistir, bir miktar ¢oziicii eklenerek karistirilmistir.  Bu balon siseye 0,7
ml Sapropterin Dihidrokloriir stok standart ¢ozeltisinden ve 2’ser ml Safsizlik B
ve Safsizlik C stok standart ¢ozeltilerinden eklenip iizerine ¢oziicii eklenmis ve
hacmine tamamlanip karistirilmigtir. 0,45 pm RC filtre kullanilarak siiziilmiis ve
viallenmistir.  (Csapropterin Dihidroklorir © 0, 0007 mg/ml, Csagas : 0,001 mg/ml,
Csatsiznk ¢ : 0,001 mg/ml)

Dogruluk Test Cozeltisi 3 (%120’lik seviye): 100 ml’lik balon jojeye hassas
olarak 100,0 mg Sapropterin Dihidrokloriir 100 mg Coziinebilir Tablet plasebosu
tartilmistir, bir miktar c¢oziicii eklenerek karistirllmistir. Bu balon siseye 0,84
ml Sapropterin Dihidrokloriir stok standart ¢ozeltisinden ve 2,4’er ml Safsizlik B
ve Safsizlik C stok standart ¢ozeltilerinden eklenip iizerine ¢oziicii eklenmis ve

hacmine tamamlanmip kanstirilmistir. 0,45 pm RC filtre kullanilarak siiziilmiis ve
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Viallenmi§tir- (CSapropterin Dihidrokloriir - 0, 0007 mg/ml, Csafmth : O, 0012 mg/ml,
CSafsm]lk C: O, 0012 mg/ml)

2.2 Yontem

2.2.1 Yontem Gelistirme

Analitik yontem tamimi ve prensibi
Sapropterin  Dihidrokloriir 100 mg Coziinebilir Tablet icin Sapropterin

Dihidrokloriir Ilgili Bilesikler Tayini Analitik yontem validasyonunda incelenecek

parametreleri ve kabul kriterleri belirlenmistir.

Limitler

o Safsizlik B: En fazla %0,20

Safsizlik C: En fazla %0,20
* En Biiyiik Bilinmeyen Safsizlik: En fazla %0,14

* Toplam Safsizliklar: En fazla %1,0

2.2.2 Validasyon Calismasindaki Kromotogtafik Kosullar
* Kolon: YMC PACK ODS AQ, 3um, 250 X 4,6 mm

* Akis hiz1: 0,6 ml/dakika

¢ Dedektor: UV/Vis Dedektor, 220 nanometre

* Enjeksiyon hacim: 5 ul

* Kolon sicaklik: 30 °C

* Tray sicaklik: 5 °C

* Toplam analiz siiresi: 45 dakika

* Akis tiirli: Gradient

* Seal wash: Metanol — Su (10:90, h/h) (HPLC kalitede) karistirilir.

* Needle wash: Metanol — Su (80:20, h/h) (HPLC kalitede) karistirilir.
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Tablo 2.1 Gradient programi

Zaman (dakika) | Hareketli Faz A (%) | Hareketli Faz B (%)
0,00 98 2
5,00 90 10
10,00 50 50
15,00 20 80
25,00 20 80
30,00 98 2
45,00 98 2

Hesaplamalar
Ilgili bilesikler analizi ¢alismasinda bilinen safsizliklar % cinsinden asagidaki

formiille hesaplanmistir.

Aes W%ld X M X i Wor 1
%Bilinen Safsizlik = Atstdt x 200 ﬁ 100 5 100 x EDt X TRF

100
Apest = Test numune ¢ozeltisinde bilinen safsizligin pik alani

Agq = Standart numunesi ¢ozeltisinde aktif maddenin pik alanlari ortalamasi
Wi = Referans standart tartimi (mg)

P = Sapropterin Dihidrokloriir ¢alisma standardinin % saflig1

E D = Etiket degeri (100 mg)

W = Ortalama Coziinebilir Tablet agirligi (300 mg)

RRF = Bagil Cevap Faktorii

Sapropterin didhidroklortir ilgili bilesikler ¢alismasinda bilinmeyen her bir safsizlik

miktar1 % cinsinden asagidaki formiille hesaplanmistir.

W o 07 . P
. At . std X ) X W .
%Bilinmeyen Safsizlik = —— x 2000100 x 100 x —=

Apest = Test numune ¢ozeltisinde bilinmeyen safsizligin pik alani
Agq = Standart numune ¢ozeltisinde aktif madde pik alanlart ortalamasi

Wi = Referans standart tartimi (mg)
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Wiest = Test tartimi (mg)
Wor = Ortalama Coziinebilir Tablet agirlig1 (300 mg)
P = Sapropterin Dihidrokloriir standardinin % safl1g1

E'D = Etiket Degeri (100 mg)

2.2.3 Validasyon Parametreleri
2.23.1 Secicilik

Sapropterin Dihidrokloriir aktif maddesi ve degredasyon bozunma safsizliklarinin
HPLC yontemi ile birlikte analizi i¢in gelistirilen stabiliteyi gosteren analitik
yontemin uygunlugunu incelemek i¢in, Bolim [2.1.3[de hazirlanan sekilde
blank(¢oziicii), plasebo c¢ozeltisi, Sapropterin Dihidrokloriir ¢ozeltisi, ilgili
bilesikler numune ¢ozeltisi, limit seviyesinde Safsizlik B, Safsizlik C c¢ozeltileri,
spike numune ¢ozeltisi PDA dedektorlit HPLC cihazina enjekte edilmigtir. Tarama
190 nm-800 nm arasinda yapilmistir. Saflik agis1 ve safsizlik esik degerleri
hesaplanmustir. Sonuglar Boliim [3.3.1]de verilmistir.

2.2.3.2 Tasima Etkisi

Secicilik parametresi i¢in hazirlanan ilgili bilesikler numune ¢ozeltisinden 1 tane
vial hazirlanmistir. Numune ¢6zeltisi enjeksiyonu ve sonrasinda blank (¢oziicii)

cozeltisi enjekte edildikten sonra carry-over (tasinma) miktarina bakilmigtir.
Sonuglar Bolim [3.3.1.1]de verilmistir.

2.2.3.3 Filtre EtKisi

Secicilik parametresi icin hazirlanan ilgili bilesikler numune cozeltisi santrifiij
yapilarak filtesiz bir sekilde ve farkl filtre tipleri ile ilk akitma, 1 ml akitma
ve 2 mL akitma yapilarak viale alinmistir ve cihaza enjekte edilmistir. Alanlari
filtresiz ¢ozelti ile karsilastirlarak filtre uygunlugu degerlendirilmistir. Sonuclar
Bolim [3.3.1.2de verilmistir.

2.2.3.4 Sistem Uygunluk

Sapropterin Dihidrokloriir aktif maddesi ve degredasyon bozunma safsizliklarinin
HPLC yontemi ile birlikte analizi i¢in gelistirilen stabiliteyi gosteren analitik

yontemin uygunlugunu incelemek i¢in Boliim[2.1.3de hazirlandig1 gibi Sapropterin
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Dihidrokloriir maddesi 6 ardisik enjeksiyon yapilmistir. Sonuglar Boliim [3.3.2]de

verilmistir.

2.2.3.5 Tespit Limiti (LOD)
Sapropterin Dihidrokloriir, Safsizlik B ve Safsizlik C standart ¢ozeltilerinin tespit

limiti konsantrasyonu bulunduktan sonra sinyal / giiriiltii (S/N) bolim degeri
> 3,0 cozelti derisimi tespit limiti olarak belirlenmigtir.  Cozelti hazirliklari
Boliim de verilmistir. Sonuglar Boliim [3.3.3te verilmistir.

2.2.3.6 Hesaplanabilirlik Limiti (LOQ)

Farkli diisiik konsantrasyonlardaki Sapropterin Dihidrokloriir ¢ozeltisi, bozunma
safsizliklar1 olan Safsizlik B ve Safsizlik C standart ¢ozeltilerini de icerecek sekilde
hazirlanmistir.  Elde edilen cozeltiler cihaza enjekte edilmistir. S/N oram >
10,0 olan ¢o6zelti konsantrasyonuna hesaplanabilirlik limiti olarak karar verilmistir.
Cozelti hazirliklar1 Bolim[2.1.3de verilmistir. Sonuglar Boliim [3.3.4]te verilmistir.

2.2.3.7 Raporlama Seviyesi

Sapropterin Dihidrokloriir’iin maksimum giinliik alim dozu 1 g’in altindadir. ICH
Guideline’de 1 g’in altindaki giinliik alim dozlarinda safsizliklar icin Raporlama
seviyesi % 0,1, 1 g’ iistiindeki giinliik alim dozlarinda safsizliklar i¢in Raporlama
seviyesi % 0,05 olarak verilmistir. Sapropterin Dihidrokloriir i¢in giinliik alim
dozu 1 g’m istiinde oldugundan ve % 0,05 seviyesinde hazirlanan c¢ozeltiler 3
defa enjekte edilmistir. Cozelti hazirliklar1 Boliim [2.1.3]de verilmistir. Sonuglar
Boliim [3.3.5]te verilmistir.

2.2.3.8 Dogrusallik

Sapropterin Dihidrokloriir aktif maddesi ve degredasyon bozunma safsizliklarinin
HPLC yontemi ile birlikte analizi i¢in gelistirilen stabiliteyi gOsteren analitik
yontemin dogrusalligin1 incelemek ve bozunma safsizliklarinin  miktarim
hesaplamada gerekli olan RFF ve DF degerini bulmak icin, hesaplanabilirlik
limiti seviyesi standart cozeltisi 1 (LOQ), raporlama seviyesi standart ¢ozeltisi
2 (%4), standart ¢ozeltisi 3 (%10), standart ¢ozeltisi 4 (%20), standart cozeltisi
5 (%40), standart ¢ozeltisi 6 (%80), standart cozeltisi 7 (%100) ve standart
cozeltisi 8 (%120)’den HPLC cihazina enjekte edilmigtir. Pik alanlarina kars:
konsantrasyonlara gore dogrusallik grafikleri olusturulmustur. Regresyon veri

coziimleme analizi yapilmistir.  Safsizlik B ve Safsizlik C i¢cin RRF ve DF
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degerleri hesaplanmustir. Cozelti hazirliklar1 Boliim [2.1.3]de verilmistir. Sonuglar
Boliim [3.3.6[da verilmistir.

Safsizliklarin Rolatif Cevap Faktorleri (RRF) ve Diizeltme Faktoriiniin (DF)

asagidaki formiile gore hesaplanmustir.

Safsizliga ait uyum dogrusu egimi

RRF =
Etkin madde seyreltik std. ait uyum dogrusu egimi
DF = L
RRF

2.23.9 Uygulama Arahg

Dogrusallik c¢alismasinin {ist ve alt derisimindeki (%120 ile LOQ seviyesi)
cozeltilerden 3 defa enjeksiyon yapilmistir ve kabul kosullarinin uygunlugu tespit
edilmigtir. Cozelti hazirliklart Bolim 2.1.3]de verilmistir. Sonuglar Boliim [3.3.77de

verilmigtir.

2.2.3.10 Dogruluk

Sapropterin Dihidrokloriir aktif maddesi ve degredasyon bozunma safsizliklari
Safsizlik B ve Safsizlik C HPLC yontemi ile bir arada analizi icin gelistirilen
stabiliteyi gosteren analitik yontemin, dogrulugunu tetkik etmek amaci ile dogrusal
alan icinde olacak sekilde hesaplanabilirlik limiti (LOQ), %100 ve %120’si
seviyelerinde olacak sekilde iicer paralel numune hazirlanmistir. Cozelti hazirliklar
Bolim de verilmistir. Ilgili standart grafiklerinden yiizde geri kazanmimlar
hesaplanmustir. Sonugclar Boliim [3.3.8/de verilmistir.

2.2.3.11 Kesinlik

Sapropterin Dihidrokloriir aktif maddesi ve degredasyon bozunma safsizliklar
Safsizlik B ve Safsizlik C HPLC yontemi ile bir arada analizi icin gelistirilen
stabiliteyi gosteren analitik yontemin tekrarlanabilirligi i¢in Bolim [2.1.3]de
hazirlandig1 gibi Sapropterin Dihidrokloriir 100 mg Coziiniir Tablet farmasotik
triinii kullanilarak 6 farkli spike test ¢ozeltisi hazirlanmigtir. Ara kesinlik icin,
Sapropterin Dihidrokloriir 100 mg Coziiniir Tablet farmosotik {iriini kullanilarak
6 farkl spike test ¢ozeltisi hazirlanip aymi laboratuvarda, farkli bir cihazda, ayni
markaya ait olan ve farkli bir seri numaraya sahip kolon kullanilarak analiz
yapilmustir. Analiz sonucunda elde edilen degerlere ait ortalama, standart ve relatif

standart sapmalar (sirasiyla, SD ve RSD), giiven aralig1 (%95), yontem kesinligi
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ve laboratuvar ici kesinlik ortalamalar1 arasindaki fark hesaplanmigtir. Sonuclar
Boliim da verilmisgtir.

2.23.12 Saglamhk
Sapropterin Dihidrokloriir aktif maddesi saglamligin1 incelemek amaci ile
kromatografik kosullardaki bazi1 degisikliklerin yontem performansint nasil

etkiledigi aragtirilmasgtir.

Bolim [2.1.3/de hazirlandig1 sekilde standart Sapropterin Dihidrokloriir
hazirlanmigtir. Dalga Boyu, 220 4+ 2 nm olarak degistirilmistir. Dalga Boyu,
218 nm ve 222 nm olarak 3’er standart Sapropterin Dihidrokloriir ¢ozeltisi
enjeksiyonu yapilmistir. Kolon sicakligi, 30 + 5°C olarak degistirilmis olup
kolon firim1 sicakligi, 25°C ve 35°C olacak sekilde 3’er enjeksiyon yapilmistir.
Sonuglar normal parametrelere gore, kuyruklanma faktorii, teorik plaka sayisi ve

alikonma zamani olarak kiyaslanmistir ve uygunlugu degerlendirilmistir. Sonuglar

Bolim [3.3.10.1fde verilmistir.

2.2.3.13 Stabilite

Sapropterin Dihidrokloriir standart ¢ozeltisi ve ilgili bilesikler numune ¢ozeltisi
Boliim [2.1.3]de anlatilan yonteme gore hazirlanarak 48 saat boyunca belli siirelerde
analiz edilmistir. Belirtilen stabilite siiresinde etkin pikinin ve safsizlik piklerinin

ylizde degisimi incelenmistir. Sonuglar Boliim [3.3.10.2]de verilmistir.

2.2.4 Miktar Tayini Analitik Yontem

Analitik yontem tanmim ve prensibi Analitik Yontem Sapropterin Dihidrokloriir
100 mg Coziinebilir Tablet farmasotik iirtinti Sapropterin Dihidrokloriir miktar

tayinine yonelik izokratik HPLC yontemidir.

Limitler 100,0 mg £+ %35,0 Sapropterin Dihidrokloriir / Coziinebilir Tablet (95,0
mg — 105,0 mg Sapropterin Dihidrokloriir / Coziinebilir Tablet)

2.24.1 Kromatografik Kosullar
* Kolon: YMC Pack ODS-AQ, 3 pm, 250x4,6 mm,

* Akis hizi: 0,5 ml/dakika

* Tayin dalgaboyu: UV, 220 nm
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* Enjeksiyon hacmi: 5,0 pl
* Kolon sicakligi: 30°C
* Tray sicakligi: 5°C

o Analiz siiresi: 15 dakika

Akas tiirii: Izokratik

Seal wash: Metanol — Su (10:90, h/h) (HPLC kalitede) karistirilir.
Needle wash: Metanol — Su (90:10, h/h) (HPLC kalitede) karigtirilir.

2.2.4.2 Kullamlan Cozeltiler

Hareketli Faz Hazirhg:
Tampon Hazirligi: 2,72 g Potasyum Dihidrojen Fosfat, 1000 ml suda ¢oziilmiistiir.
Ortofosforik Asit ile pH’s1 2,5’a ayarlanmugtir.

Hareketli Faz Hazirligi: Tampon ve Metanol (90:10, h/h) oraninda karigtirilmistir.
0,45 pm NY filtreden siiziiliip, degaze edilmistir.

Coziicii Hazirh@
0,1 M HCI hazirhigi: 8,3 ml %37’lik Hidroklorik Asit, 1000 mI’lik saf su icerisinde

cOzlilmiistiir.

Miktar Tayini Standart Cozeltisi Hazirh@

Yaklasik 50,0 mg Sapropterin Dihidrokloriir ¢calisma standardi, 100 ml’lik balon
siseye hassas tartilmistir. Uzerine bir miktar ¢oziicii ilave edilmistir. 5 dakika
boyunca ultrasonikte ¢oziilmiisti.  Uzerine bir miktar coziicii eklenmis ve
hacmine tamamlanip karistirllmistir ve 0,45 pm’lik RC filtre kullanilmus, siiziilerek

viallanmustir. (Csgpropterin Dihidroklorir: 0,5 mg/ml)

Miktar Tayini Test Cozeltisi Hazirhg:

Sapropterin Dihidrokloriir 100 mg Coziinebilir Tablet numunesinden 10 adet
tartildiktan sonra havanda ezilmigstir. Bu tozdan 150,0 mg (50,0 mg Sapropterin
Dihidrokloriir icerir) alinarak 100 ml’lik balon jojeye hassas bir sekilde tartilmistir.
Bir miktar coziicii eklendikten sonra 5 dakika ultrasonik banyoda tutularak
coziinmesi saglanmistir. Coziicii ile hacmine tamamlanip karigtirlmistir. 0,45

pum’lik RC filtreden siiziilerek viallenmistir. (Csapropterin Dihidroklorir: 0,5 mg/ml)

Hesaplamalar

Miktar tayini ¢calismasinda Sapropterin Dihidrokloriir miktart mg/coziinebilir tablet
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cinsinden agagidaki formiille hesaplanmisgtir.

o Awst  Tos X 100
Sapropterin Dihidrokloriir mg/tablet = AteSt x 200100 5 Wy
std 100

Aest = Test ¢ozeltisindeki aktif madde pik alani
Agqq = Standart ¢ozeltisindeki aktif madde toplam pik alanlarin ortalamasi
W4 = Tartilan referans standart agirlig1 (mg)
Whum = Tartilan numune agirligi (mg)
P = Sapropterin Dihidrokloriir ¢alisma standardinin % safl1g1

Won = Ortalama ¢oziinebilir tablet agirlig1 (mg/¢oziinebilir tablet)

2.2.5 Bozundurma Calismalar:

Bozundurma c¢aligmalarinda belirlenen stres tiplerine gore ilgili bilesikler, miktar
tayini, blank coOzeltisi ve iriin i¢cin yapilan plasebo icin bozunma c¢ozeltileri
hazirlanmustir. HPLC sistemine verilerek bozunma oranlarina ve miktar
degisimlerine bakilmistir. Cikan sonuglar blank c¢ozeltileriyle kiyaslanmustir.
Piklerin safliklar1 degerlendirilmistir.

2.2.5.1 Isiga Maruz Birakma

Yeterli miktarda etken numune ICH kilavuzu Q1B’ye gore 2 dongii boyunca
giines 15181 kabininde bekletilmis ve 1,2 milyon likks saat aydinlatmaya maruz

birakilmigtir.

Tlgili bilesikler test hazirhg:: Sapropterin Dihidrokloriir 100 mg Coziinebilir
Tablet numunesinden 10 adet tartildiktan sonra havanda ezilmistir. Bu tozdan
150,0 mg (50,0 mg Sapropterin Dihidrokloriir icerir) alinmistir ve 100 ml’lik
balon siseye hassas bir sekilde tartilmistir. Bir miktar ¢oziicii eklendikten sonra
5 dakika ultrasonikte tutularak ¢oziinmesi saglanmistir. Uzerine Coziicii eklenmis
ve hacmine tamamlanmis karistinnlmistir. 0,45 pm’lik RC filtre kullanilmig ve

siziilerek viallenmistir. (Csapropterin Dihidroklorir: 0,5 mg/ml)

Miktar tayini test hazirh@i: Ilgili bilesikler test ¢ozeltisi ile aym sekilde
haerlanm1§tlr- (CSapropterin Dihidrokloriir - 0,5 mg/ ml) Sonuglal’ Boliim @de

verilmistir.
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2.2.5.2 UV Isig1 ile Bozundurma

Yeterli miktarda etken numune 200 watt/sm? UV 15181 alunda aydinlatmaya maruz
birakilmigstir. Sonuglar Bolim de verilmistir.

2.2.5.3 Sicaklik Ile Bozundurma
Belirli miktarda etken madde 72 saat 105°C sicaklikta bekletildi. 100 ml’lik

balon jojeye, 50,0 mg etken madde tartilmistir. Uzerine 10 ml ¢oziicii ilave edilip
ultrasonik banyoda ¢oOziinmesi saglanip c¢oziiciisii ile hacmine tamamlanmistir.

Bu ¢ozelti hem safsizlik icin hem de miktar tayini icin kullanilmigtir. Sonuglar
Boliim [3.4.1]de verilmistir.

Belirli miktarda etken madde 168 saat 105°C sicaklikta bekletilmistir. 100 ml’lik
balon jojeye, 50,0 mg etken madde tartilmistir. Uzerine 10 ml ¢oziicii ilave edilip
ultrasonik banyoda c¢oOziinmesi saglanip ¢oziiciisii ile hacmine tamamlanmistir.

Bu ¢ozelti hem safsizlik icin hem de miktar tayini i¢in kullanilmigtir. Sonuclar
Boéliim [3.4.1]de verilmistir.

2.2.5.4 Nem Ile Bozundurma
Belirli miktarda etken madde 72 saat %90 nem ortaminda bekletilmistir. 100 ml’lik

balon jojeye, 50,0 mg etken madde tartilmistir. Uzerine 10 ml ¢oziicii ilave edilip
ultrasonik banyoda c¢oOziinmesi saglanip c¢oziiciisii ile hacmine tamamlanmistir.
Bu ¢ozelti hem safsizlik icin hem de miktar tayini i¢in kullanilmigtir. Sonuclar
Bolim [3.4.2]de verilmistir.

Belirli miktarda etken madde 168 saat %90 nem ortaminda bekletilmistir.
100 mI'lik balon jojeye, 50,0 mg etken madde tartilmistir. Uzerine 10 ml
coziicii ilave edilip ultrasonik banyoda ¢oziinmesi saglanip ¢oziiciisii ile hacmine
tamamlanmugtir.  Bu ¢ozelti hem safsizlik icin hem de miktar tayini icin

kullanilmistir. Sonuglar Bolim [3.4.27de verilmistir.

2.2.5.5 Asit Ile Bozundurma

100 mI’lik balon jojeye, 50,0 mg etken madde tartilmigtir. Ustiine 5 ml 5 M HCIl
eklenip 5 saat boyunca 60°C’de bekletilmistir. Sonra notralize etmek icin iizerine
5 ml 5 M NaOH eklenerek ¢oziiciisii ile hacmine tamamlanmistir. Bu ¢ozelti hem
safsizlik icin hem de miktar tayini i¢in kullanilmigtir. Blank ¢6zeltisi hazirliginda,
100 mI’lik bos balon jojeye 5 mL 5 M HCI eklenerek 5 saat boyunca 60°C’de

bekletilmistir. Ayn1 sekilde iizerine 5 ml 5 M NaOH eklenerek ¢6ziicii ile hacmine
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tamamlanmigtir. Sonuglar Boliim [3.4.3te verilmistir.

2.2.5.6 Baz Ile Bozundurma

100 ml’lik balon jojeye, 50,0 mg etken madde tartilmistir. Ustiine 5 ml 5 M
NaOH eklenip 30 dakika boyunca 60°C’de bekletilmistir. Sonra nétralize etmek
icin iizerine 5 ml 5 M HCI eklenerek coziiciisii ile hacmine tamamlanmigtir. Bu
cozelti hem safsizlik icin hem de miktar tayini i¢in kullanilmistir. Blank ¢ozeltisi
hazirliginda, 100 ml’lik bos balon jojeye 5 ml 5 M NaOH eklenerek 30 dakika
boyunca 60°C’de bekletilmistir. Ayn1 sekilde tizerine 5 ml 5 M HCI eklenerek

¢oziicli ile hacmine tamamlanmustir. Sonuglar Boliim [3.4.3] te verilmistir.

2.2.5.7 Oksidasyon ile Bozundurma
100 mI’lik balon jojeye, 50,0 mg etken madde tartilmistir. Ustiine 5 ml %10’luk

H,0, eklenerek 1 saat boyunca oda sicakliginda bekletilmistir. Sonra ¢oziiciisii
ile hacmine tamamlanmistir. Bu ¢ozelti hem safsizlik icin hem de miktar tayini
icin kullanilmigtir. Blank ¢6zeltisi hazirlifinda, 100 ml’lik bos balon jojeye 5 ml
%10’luk H,O, eklendi ve 1 saat boyunca oda sicakliginda bekletilmistir. Ayni

sekilde ¢oziicii ile hacmine tamamlanmugtir. Sonuglar Bolim [3.4.3] te verilmistir.
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3

BULGULAR VE TARTISMA

3.1 Karakterizasyon Calismalar

3.1.1 UV Tanima

Sapropterin Dihidrokloriir standart, test ve blank icin karakterizasyon c¢aligmasi

UV spektrofotometrik olarak yapilmustir.

Sekil [3.3]te verilmistir.

Spectrum Peak Pick Report

0B/09/2023 042139 PM

Data Set: std. - RawData

0195 . .
0.100 -1
g
<
0.000
-0.081 L. ! .
100.00 400.00 500.00 800.00
nm.
[Measurement Froperfies] No. PN Wavelength Abs. Drescription
Wavelength Range (nm ) 180,00 to 800.00 ; ® eI o
Scan Speed: Fast
Sampling Infervai: s 2 ® 216.10 0118
Auto Sampling Interval: Disabled £l ® 19950 0.147
Sean Mode: Single E] [] 10600 0.140
5 [] 18520 0054
[instrument Propeartias] ] [] 191.00 0181
Instrument Type: UN-1900 Seres T O 240 40 0030
Meaasuring Mode: Absorbancs
o] i sl _@ | el ouw
ight Source C! & Wavelength: 364.0 nm Z =
Lo Exchmge:ha"g L 10 [:) 19580 0.088
1 D 18260 -0.002
[Attachmant Proparfies]
Attachment: Nana
[Oparation]
Threshold: 0.0100000
Points: 4
InterP olate: Enabled
Interval: 0.100000
Average: Enabled
[Sampla Preparation Properfies]
Weight
Volume:
Dilufion:
Path Length:

Additional Information:

Sekil 3.1 Sapropterin Dihidrokloriir standart ¢ozeltisi UV spektrumu
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Spectrum Peak Pick Report

08082023 04:2359 PM

Data Set: test - RawData

0268 T T
02200 | 1
0.100 \\/\ m
\’/\\—-_______
ooool- B
-0.015LL - L
160,00 400,00 600.00 800.00
nm.
[Measurement Properiies] No. PV Wavelength Abs. Description
Wavelength Range (nm.): 190.00 io £00.00 1 ® 6340 0104
Scan Spead: Fast ]
: ® 10060 0.251
Sampling Inierval: 1.0
Aut Sampling | merval: Disabled 3 ® 187.00 0.134
Scan Mode: Single 4 [ 104.50 0.131
5 [+] 230.10 0.065
[Instrument Properties] i (] [+] 10780 0.114
Ier:Hmm m E:;lﬁm Series T [+] 18550 0.088
o) : & 182,80 0.051
it Widith: 1.0nm o
Light Source Change Wavelength: 364.0 nm
SR Exchange: Nomal
[Attechment Properties]
Aftachment: Naon2
[Operation]
Threshold: 0.0100000
Points: 4
InterPolate: Enable d
Interval: 0.100000
Average: Enable d
|Sa_||ple Preparation Prope ries]
Wieight:
Violume:
DCilution:
Path Length:
Addiional Information:

Sekil 3.2 Test ¢ozeltisi UV spektrumu

Active Spectrum Graph Report

080072023 02:33:52PM

Data Set: blank- RawData

00781 L
180.00

nm

Sekil 3.3 Coziicii (blank) UV spektrumu
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3.1.2 FT-IR Tanima

Sapropterin Dihidrokloriir calisma standardi ve hammadde icin karakterizasyon

calismas1 FT-IR spektrofotometrik olarak yapilmistir.
Sekil [3.4] - Sekil [3.5]te verilmistir.

Elde edilen spektrumlar

‘8__ tana "‘m\-‘ o s~
4 LY L |
(=2 ‘\ IJ v
& \ b
1 \ # '
& \ [ r"‘.'f ’ I
£ 1 \/ ™~ “\ / i w .f‘ ”F w \ P
3 \ R Wi
&l | ﬂ \ HI ;L Tl
&q |} f Jlﬂr \i‘ ’“ | |1‘
')J I A
& d LI
T T T T 35]00 T T T T 30]05 T T T T 25]00 T T T T 20]00 T T T T 1500 T T 10]0 T T T

Wavenumber (cm-1)

Sekil 3.4 Sapropterin Dihidrokloriir ¢alisma standardi FT-IR spektrumu

| ot v
\ A
& \
\ e
/
Ny \"M\“." 1‘/
° \
o8- \/ A p
5 V A /
= \ S/
E \ b } !
73 % ‘;-4‘
£, \/ ‘ M !
T {
& LJ
T T T T T T T ] T T T T T T T T T T T T T T T T ] T T 7T
3500 3000 2500 2000 1500 1000

Wavenumber (cm-1)

Sekil 3.5 Sapropterin Dihidrokloriir hammadde FT-IR spekturumu
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Tablo 3.1 Sapropterin Dihidrokloriir i¢in karakteristik IR bantlarinin belirlenmesi

Bant/cm’! Belirleme

3400 - 3346 -N-H
3200 -O-H
2600 -C-H

1160 - 1666 | -C=C & -C=N

1341 - 1330 | 1°-C=N Amid 1

1230 - 1228 | 2°-C=N Amid 2
1071 -C=0

3.1.3 DSC Termal Analiz

Sapropterin Dihidrokloriir hammaddesinden 3,0 mg alinmistir ve DSC cihazina

10°C/dk hizla 30°C den 300°C tarama yapilmisgtir.
gozlenmistir. Elde edilen sonug Sekil [3.6/da gosterilmistir.

245°C de endoternik pik

150
Temperature (°C)

Sekil 3.6 Sapropterin Dihidrokloriir hammadde DSC tarama analizi

3.1.4 Coziiniirliik Calismasi
Bir miktar hammadde tartilmigtir ve farki ¢oziiciiler ve pH degerlerinde ¢6ziinmesi
saglanmustir. Cozeltilerin ¢oziiniirlik verileri Tablo ve Tablo te

gosterilmigtir.

Tablo 3.2 Coziiniirliik sonuclar

Coziicii | Sonu¢ (mg/ml)
Su 100,43
Matanol 1,038
Etanol 0,5015
Etil Asetat 0,1029
Aseton 0,1007
Hekzan Coziinmedi
N heptan Coziinmedi

45




Tablo 3.3 Farkli pH degerlerindeki ¢oziiniirliik sonuglar

pH | Coziiniirlikk (mg/ml)
1,2 953,20

4,1 973,409

6,0 980,145

8,0 1010,453

3.2 Yontem Gelistirme

Sapropterin  Dihidrokloriir 100 mg Coziinebilir Tablet i¢in Sapropterin
Dihidrokloriir 1lgili Bilesikler Tayinine yonelik gradient HPLC yontemi
Boliim [2.2.2]'ye gore sisteme standart, numune, blank ve plasebo c¢ozeltileri

sisteme verilerek gelistirilmistir.

3.3 Validasyon Parametreleri

3.3.1 Secicilik

Gelistirilen stabilite gostergeli HPLC yoOnteminin seciciligini ve sistem
uygunlugunu incelemek amaciyla Bolim [2.2.3.1] bahsedildigi sekilde yapilan

caligmalara ait sonuglar Tablo [3.4]te yer almaktadir. Kromotogramlar ise Sekil
ile Sekil arasi verilmistir.

Tablo 3.4 Pik tanimlamasi

Numune ad1 RT | Saflik Acis1 | Saflik Esik Degeri

Coziicti Cozeltisi - - -

S ) Plasebo Cozeltisi - - -
D?EFgPtE m Standart Cozeltisi | 6,770 1,645 2,161
thidroxiorur Test ¢ozeltisi 6,473 0,873 1,752
Spike Test Cozeltisi | 6,452 0,822 1,475
Limit Cozeltisi | 12,082 | 1,377 1,653
Safsizlik B Spike Test Cozeltisi | 12,082 | 0,798 1,261
Limit Cozeltisi | 12,437 | 1,156 1,857
Safsizhk € Spike Test Cozeltisi | 12,432 | 1,119 1,825

Kabul Kriterleri:

1. Aktif madde ve bilinen safsizlik alikonma zamaninda plasebo ve coziicii
kromatogramindarindan gelen herhangi bir pik girisimi gézlenmemelidir ve

birbirinden ayrilmis olamalidir..

2. Etkin madde ve bilinen safsizliklar icin saflik agis1 saflik esik degerinden

kiictik olmalidir.
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Sonuclarin Degerlendirilmesi:

Blank ve plasebo kromatogrami incelendiinde etkin maddeye ve bilinen
safsizliklara ait alikonma zamanlarinda herhangi bir pik girisimi gézlenmemistir.
Etkin madde ve bilinen safsizliklar icin saflik agis1 saflik esik degerinden kiigiik

bulunmustur. Safsizlik pikleri aktif maddeden ayrilmistir.

0.0504
0.040+
0.030
= |
2 |
0.0204 | L., "A,._/»'WW"‘
IV
v
0,010 4
[ 3 NG
- N
—— 8
0.000 e e ——————
0.0 550 1000 1500 20000 2500 3000 3500 40100 4
Minutes
Name RT [intType
1| SAPROFTERIN | 6.770 | Missing
2 [mpB 12082 | Missing
3 [mpC 12455 | Missing
. . . .
Sekil 3.7 Plasebo ¢ozeltisi kromatogrami
0.0z
0.06-
2
0.044
A .
0024 N R e -
] ] I
] e il S
0.004-- i Bp— e ————— i
o0bo” sbo 10000° "15%00" 2000 25000’ "30'00 2500 solon | 4t
Minutes
Name RT | IntType
1| SAPROPTERN | 6770 | Missing
2 [mp8 12.082 | Missing
3 (mp-C 12455 | Missing
. . ..
Sekil 3.8 Blank ¢ozeltisi kromatogrami
02s] |
Wl A
‘ _'-.'__,wu*_
00204 o | -, Y
~ | WV o \
© \
_, o018 z / \
= ;
J
oo10] % /
0.005] | | /’/ \
| | e N
guun__‘_.__,—._ﬁJ‘J',,_.u..—-’-—‘
0.bo sbo 1000 1500 20000 2500 30700 3500 40000 3
Minutes
- Symmetry . EP | Purity! | Purityt
Name RT |intType| Area | % Area | Height Factor K Prime g:::t Angle | Threshold
1 [sAPROPTERN 8770 | BB 24375 | 100.00] 4575 125 577 | 38254 | 1845 2181
2 [mpB 12082 | Missing
3| mp-C 12,455 | Missing

Sekil 3.9 Sapropterin Dihidrokloriir standart ¢ozeltisi kromatogrami
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200]
150
= i
2 1
1.00-
4 <
] P
=
0504 s
] £
0004 e —
0.00 10'00 150 20,00 25500 30'00 3500 40700 3
Minutes
. - | Bymmetry " EP | Purityt | _Purityt
Name RT |IntType| Area % Area| Height |Resolution Factor K Prime CP‘I:I::[ Angle |Threshold
1| SAPROPTERN | 6472 |tb 13072135 | 00.06 | 2262406 135 547 | 32100 | 0873 1762
2| mp-8 12114 | BB 5230 004 1131 4343 120 mn 173065 2545 3725
3|mpC 12455 | Missing
. T .qe. . . e . .
Sekil 3.10 Ilgili bilesikler numune ¢ozeltisi kromatogrami
2205
2005
1809
1809
1409
1.204
1.004
0803 3
0603 ]
0403 | o
020 ‘ g
E \
000 o — -
0o sho 10'00 1500 20'00 26100 30000 3500 40’00 [
inutes
N RT [T Area | % Area| Height |Resolution | SYMMEY |y p piate | Purityt | Puriyt
ame ype a eigl esolution | S rime Cwn:‘ Angle | Thieshold
1| SAPROPTERIN | 6452 | BB 12314092 | 9975 | 2163844 138 545 | 33428 | 082 1475
2[mp8 12.082 [ o0 18088 0.15| 3028 43.00 17 1108 [150400| 0.798 1261
3 [mpC 12432 | 5B 12708 0.10| 2083 302 115 1143 198238 | 1118 1825
. . . ..
Sekil 3.11 Spike numune ¢ozeltisi kromatogrami
0025 \
|
0020
0018
2 g
0.010 o \
@ \
E_ \
0005
|.
obo sho 10/00 1500 20000 25'00 30'00 3500 '40'00 4
inutes
Name RT |t Type | Ares | % area | Height| Symmely |y oo | oo, | Purtyt | purit
ype leig Factor L Count | Angle | Threshold
1| SAPROPTERN | 6.770 | Missing
2| imp-B 12082 | BB 14033 | 100.00 | 2862 123 11.08 142013 1.377 1.653
3 [mpc 12455 | Missng

Sekil 3.12 Safsizlik B ¢ozeltisi kromatogrami
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0.025] \
|
0.020] |
[ e
|1 | \
o0s] Ity
LU \
2 8 V \
| \
0.0104 o / \
I
N w/y/
0,000t
060 sho 1000 1500 20000 2500 30'00 3500 40'00
Minutes
N RT | intType| Area | % Area | Height | SYT™™etY | prime | pre | Fureyt | Puriyt
— ype | Area e Factor Teme Count | Angle | Threshold
1 | SAPROPTERIN | 6770 | Missing
2 [mpB 12082 | Missing
3 [imp-C 12437 |88 12202 | 10000 | 2821 118 1144 180621 1.156 1857

Sekil 3.13 Safsizlik C c¢ozeltisi kromatogrami
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3.3.1.1 Tasima Etkisi

Secicilik parametresi icin hazirlanan numune c¢ozeltisinden 1 adet vial
Bolim [2.2.3.2/de bahsedildigi sekilde hazirlanmistir.  Her numune cozeltisi
enjeksiyonundan sonra blank ¢ozeltisi cihaza verilmistir ve tasinma miktarina

kontrol edilmistir. Tablo [3.5]te bulunan sonuglar sunulmustur.

Tablo 3.5 Tasinma etkisi
Alan Alan % Fark
Etken Madde | Standart Cozeltisi | Blank Cozeltisi ¢
Sapropterin
37359 0 0,0
Dihidrokloriir

3.3.1.2 Filtre Etkisi

Standart ¢ozeltisi ve numune c¢ozeltisi yonteme uygun sekilde hazirlanmustir.
Bolim [2.2.3.3] te anlatilmistir. Bu ¢ozeltiler degisik filtre tipleri ile viale alinmugtir
ve analiz edilerek % fark hesaplanmistir. Bulunan sonuglar Tablo [3.6]da verilmistir.

AS — AF

Fark /% Difference = ‘ G

‘ x 100 (3.1)

AS: Filtre edilmemis ¢ozeltiden elde edilen etkin madde pikinin alan1

AF: Filtre edilmis ¢ozeltiden elde edilen etkin madde pikinin alani
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Tablo 3.6 Filtre etkisi sonuglar1

Filtre Etkisi Filtre Tipi Alan % Fark
Filtresiz 36613 -
0,45 pm RC 0 ml 36867 0,69
0,45 pm RC 1 ml 36630 0,05
0,45 pm RC 2 ml 36645 0,09
0,45 pm NY 0 ml 36856 0,66
Standart 0,45 pm NY 1 ml 36945 0,91
0,45 pm NY 2 ml 36990 1,03
0,45 pm PTFE 0 ml 36995 1,04
0,45 pm PTFE 1 ml 36998 1,05
0,45 pm PTFE 2 ml 36979 1,00
Filtresiz 18138946 -

0,45 ym RC Oml | 17974530 0,91
0,45 yum RC 1 ml | 18174765 0,20
0,45 yum RC 2 ml | 18274765 0,75
0,45 ym NY Oml | 18274530 0,75
Numune 0,45 yum NY 1 ml | 18674641 2,95
0,45 ym NY 2 ml | 18584331 2,46
0,45 pm PTFE O ml | 18284331 0,80
0,45 um PTFE 1 ml | 18384331 1,35
0,45 ym PTFE 2 ml | 18874331 4,05

Kabul Kriteri:
Filtrelenmis ve filtrelenmemis standart ve numune ¢ozeltilerinden elde edilen etkin

madde piklerinin alanlar1 arasindaki % fark < 5, 0 olmalidir.

Sonuclarin Degerlendirilmesi:
Filtre etkisi incelendiginde standart ve numune cozeltilerindeki etkin madde
piklerinin alanlar1 filtresiz ve filtreli orneklerin yiizde farkiiin < 5,0 oldugu

goriilmiistiir. 0,45 pm RC filtre kullanilmaya karar verilmistir.

3.3.2 Sistem Uygunluk

Boliim [2.2.3.4]de bahsedildigi gibi hazirlanan standart ¢ozeltisi analiz edilip kabul
kriterlerine uygunlugu test edilmistir. Bulunan sonuglar Tablo [3.7/de sunulmustur.
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Tablo 3.7 Sistem uygunluk sonuglari

Enjeksiyon Sayis1 | Standart Cozeltisi Alam | Ahilkonma Zamani

1 27619 6,317

2 27681 6,312

3 27171 6,312

4 27284 6,310

5 27041 6,313

6 27131 6,317
Ortalama 27321,17 6,314
SD 267,12 0,0029

% RSD 0,98 0,046

Kabul Kriterleri:

1. Alt ardigik standart ¢ozeltisi enjeksiyonu i¢cin RSD degeri %35,0’den biiyiik

olmamalidir.

2. Standart enjeksiyonu icin kuyruklanma (tailing) faktorii 2,0’den biiyiik

olmamalidir.

3. Referans standart enjeksiyonu i¢in teorik plaka sayist 2000°den Kkiiciik

olmamalidir.

Sonuclarin Degerlendirilmesi:
Altr ardisik enjeksiyon icin RSD degeri %0,98’dir.

1. %RSD = %0,98
2. Kuyruklanma faktorii = 1,4

3. Teorik plaka sayis1 = 42125

3.3.3 Tespit Limiti

Boliim de bahsedildigi gibi hazirlanmig, Sapropterin Dihidrokloriir
standardi, Safsizlik B ve Safsizlik C standardi iceren ¢ozelti karigimi enjekte

edilmigstir ve sinyal / giiriilti degeri > 3,0 olan cozelti derisimi tayin limiti
belirlenmistir. Tablo[3.8]ilgili sonuglar sunulmustur.
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Tablo 3.8 Tespit limiti sonuglar

Konsantrasyon | S/N | Test Konsantrasyonuna
(mg/ml) gore %

Sapropterin 0,0000021 5,1 | 0,00042

Dihidrokloriir

Safsizhk B 0,0000030 5,2 | 0,0006

Safsizhik C 0,0000030 3,7 | 0,0006

Sonuclarin Degerlendirilmesi: Sonuglarin uygunlugu kabul edilmistir.

3.3.4 Hesaplanabilirlik Limiti

Bolim[2.2.3.6]da bahsedilidgi gibi hazirlanan, Sapropterin Dihidrokloriir standardi,
Safsizlik B ve Safsizlik C standardi iceren ¢ozelti karisimi enjekte edildikten sonra

bulunan sonuglar Tablo [3.97da sunulmustur.

Tablo 3.9 Hesaplanabilirlik limiti

Konsantrasyon | S/N | Test Konsantrasyonuna
(mg/ml) gore %
Sapropterin 0,000007 14,5 0,0014
Dihidrokloriir
Safsizhik B 0,00001 10,6 0,002
Safsizhik C 0,00001 17,9 0,002

Sonuclarin Degerlendirilmesi: Sonuglarin uygunlugu kabul edilmistir.

3.3.5 Raporlama Seviyesi

Boliim [2.2.3.7]de bahsedildigi gibi hazirlanan Sapropterin Dihidroklorii standardi,
Safsizlik B ve Safsizlik C standardi iceren karisim 3 defa enjekte edilmistir.
Bulunan sonuglar Tablo da sunulmustur.

Tablo 3.10 Raporlama seviyesi sonuglari

Konsantrasyon | S/N | Test Konsantrasyonuna
(mg/ml) gore %
Sapropterin 0,00025 321,9 0,05
Dihidrokloriir
Safsizlik B 0,00025 285,4 0,05
Safsizhik C 0,00025 495,9 0,05
Kabul Kriteri:

Raporlama seviyesi konsantrasyonu > LOQ konsantrasyonu olmalidir.
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Sonuclarin Degerlendirilmesi:

Analiz sonuglarin kabul kosullarina uygun oldugu goriilmiistiir.

3.3.6 Dogrusallik

Boliim [2.2.3.8]de bahsedildigi gibi hazirlanan belirli seviyelerde Sapropterin
Dihidrokloriir standart, Safsizlik B ve Safsizlik C standartlar1 hesaplanabilirlik
limiti seviyesinde (LOQ) 3 kez, %10 seviyesinde 1 kez, %20 seviyesinde 1 kez,
%80 seviyesinde 1 kez, %100 Limit Seviyesinde 6 kez, %120 seviyesinde 3
kez enjeksiyon yapilmistir. Bulunan sonuglar Tablo [3.11] ve Tablo [3.13] arasinda

sunulmustur.

Tablo 3.11 Sapropterin Dihidrokloriir dogrusallik sonuglar1

Standart Sapropterin Sapropterin
Konsantrasyon Dihidrokloriir Dihidrokloriir Alan
Seviyesi (%) (mg/ml) (x) Ortalamasi (y)
LOQ(%1) 0,00000709 258,322
10% 0,00007092 2871,263
20% 0,00014184 5361,533
40% 0,00028369 10192,633
80% 0,00056738 20102,358
100% 0,00070922 25350,480
120% 0,00085106 31582,975
Sapropterin Dihidroklorir Dogrusallik Grafigi
15000 0—5
5000 O—E
-5000 D—é ............. . _ - - -

Adi

R"2: 0.988563;
36347696.2643729

. SAPROPTERIN; RT: 6.245%
Denklem :

Konsantrasyon (mg/ml)

k Kalibrsayon Egrisi ID :  15370; R: 0.999281,
Y = 3.63e+07 X - 2.78e+01; A -27.7504656837; B

Sekil 3.14 Sapropterin Dihidrokloriir I¢in dogrusallik grafigi

Kabul Kriterleri:
1. R> 0,995

2. Artik kareler toplami (RSS) raporlanir.

3

Ying

* %100’liik standart alan1

% 100 raporlanir.
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Sonuclarin Degerlendirilmesi:

1. R =0,999281
2. Artik kareler toplam1 (RSS) = 1,012118 x 10°

27,750 .
3. S2EI0 s % 100 = 0,11

Tablo 3.12 Safsizlik B i¢in dogrusallik sonuglari

Konsantrasyon Seviyesi Safsizhik B (mg/ml) Safsizhik B Alan

(%) (x) Ortalamasi (y)

LOQ(%1) 0,00000994 174,462
10% 0,00009938 2333,152
20% 0,00019877 4468,560
40% 0,00039754 8614,683
80% 0,00079507 16978,383
100% 0,00099384 21582,920
120% 0,00119261 24331,212

Safsizlik B Dogrusallik Grafigi

300000
25000.0—3
20000.0—3
15000.0—3
10000.0—2
Alan

5000.0

0.0

-5000.0-

Adi: Safsizik B RT: 11.062; Konsantrasyon (me/ml) iy asyonu Erisi 1D 16087, R: 0.999008; RA2:
0.999816; Denklem = 219e+07 X + 4.05e+01; A 40.5244373205. B
21932070.7147462

Sekil 3.15 Safsizlik B icin dogrusallik grafigi

Kabul Kriterleri:
1. R> 0,995

2. Artik kareler toplami (RSS) raporlanir.

Yine
3. ootk standarcaam < 100 raporlanr.
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Sonuclarin Degerlendirilmesi:

1. R=0,999908
2. Artik kareler toplam1 (RSS) = 9, 3762 x 10*

40,524 .

Tablo 3.13 Safsizlik C dogrusallik sonuclari

Konsantrasyon Seviyesi Safsizlik C (mg/ml) Safsizik C Alan
(%) (x) Ortalamasi (y)
LOQ(%1) 0,00001100 273,545

10% 0,00011000 3371,835
20% 0,00022000 6380,916
40% 0,00044000 8874,450
80% 0,00088000 12503,147
100% 0,00110000 24000,132
120% 0,00132000 28008,876

Safsizhik C Dogrusallik Grafigi

40000.0-
30000.04
20000.04
Alan

10000.0+

0.04

T T T T T T T T T T T T T T T T T r r T T T T T T T
0.0000 0.0002 0.0004 0.0006 0.0008 0.0010 0.0012

Konsantrasyon (mg/mil)

Adi:Safsizlk € RT: 12 284; " Kalibrasyon  EgrisiiD 16088; R: 0.999761; R/2:
—— 0.999523; . Dogrusallk Denklemi Y = 268e+07 X + 2 49e+02; A 249.1856882275; B
26849878 4467824

Sekil 3.16 Safsizlik C i¢in dogrusallik grafigi

Kabul Kriterleri:
1. R>0,995
2. Artik kareler toplami (RSS) raporlanir.

Yim
3. %100’liik standart alan1 x 100 raporlamr.

Sonuclarin Degerlendirilmesi:

1. R=0,999761
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2. Artik kareler toplami (RSS) = 4, 18370 x 10°

3 _249.186
* 24.000,182

x 100 = 1,04

Tablo 3.14 Sapropterin Dihidrokloriire gore Safsizlik B, Safsizlik C i¢in RRT, CF

Bagil Alikkonma Bagil Cevap Faktorii
Siiresi (RRT) (RRF)
Safsizlik B 1,92 0,60
Safsizlik C 1,97 0,74
Sapropterin 1,00 -

3.3.7 Uygulama Arahgi
(LOQ ve %120)
¢ozeltilerden 3 defa enjeksiyon yapilarak cihaza verilmis olup Tablo [3.15]te elde

Dogrusallik calismasinda alt ve iist konsantrasyondaki

edilen sonuclar verilmektedir.

Tablo 3.15 Uygulama aralig1 tablosu

Enj. Etken (Alan) Safsizlik B (Alan) Safsizlik C (Alan)
Min. Max. Min. Max. Min. Max.
(LOQ) (%120) (LOQ) (%120) (LOQ) (%120)
1 260,615 | 31799,388 | 183,827 | 25790,882| 275,707 | 35491,586
2 251,758 | 31578,469| 176,191 | 25701,761| 276,279 | 35518,866
3 262,594 | 31371,069| 163,367 | 25628,543 | 268,650 | 35141,802
Ortalama| 258 31583 174 25707 274 35384
SD 5,77 214,20 10,34 81,30 4,25 210,26
% RSD 2,23 0,68 5,93 0,32 1,55 0,59
Kabul Kriterleri:

1. En diisiik seviyede ii¢ ardisik enjeksiyon icin % RSD < %15,0 olmalidir.

2. En yiiksek seviyede ii¢ ardigik enjeksiyon icin % RSD < %35,0 olmalidir.

Sonuclarin Degerlendirilmesi:
Sonuglarin kabul edilebilir kriterlere uygun oldugu belirlenmistir. Aktif maddenin
calisma konsantrasyonu, LOQ seviyesinden %120’ye kadar olan aralikta uygun

bulunmustur.

3.3.8 Dogruluk

Bilinen safsizliklar; spesifikasyon limit seviyelerinde LOQ, %80, %100 ve

9%120’s1 seviyelerinde olacak sekilde test ¢cozeltisine eklenerek, ii¢ paralel numune
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hazirlanmig analiz edilmistir. Kabul kriterlerine uygunlugu kontrol edilmistir.

Her bir sonug i¢cin LOQ, standart sapma (SD) ve goreceli standart sapma (RSD)
hesaplanmugtir. Sonuglar Tablo [3.16 [3.17} [3.18/de sunulmustur.

Tablo 3.16 Sapropterin Dihidrokloriir geri kazanim sonuclari

Seviye Geri kazamim (%) Ortalama (%) SD RSD (%)
102,00
LOQ 100,76 101,18 0,71 0,70
100,77
107,51
%80 103,31 104,23 2,93 2,81
101,88
99,78
%100 102,09 100,66 1,25 1,24
100,11
98,45
%120 98,15 98,31 0,15 0,15
98,33
Ortalama (%) 101,10 - -
SD 2,43 - -
RSD (%) 2,41 - -
Tablo 3.17 Safsizlik B geri kazanim sonuglari
Seviye Geri kazamim (%) Ortalama (%) SD RSD (%)
100,00
LOQ 100,71 100,56 0,50 0,50
100,97
98,61
%80 99,25 98,48 0,84 0,86
97,58
96,71
%100 95,83 96,44 0,53 0,55
96,79
96,65
%120 96,47 96,38 0,32 0,33
96,03
Ortalama (%) 97,97 - -
SD 1,99 - -
RSD (%) 2,03 - -
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Tablo 3.18 Safsizlik C geri kazanim sonuglari

Seviye Geri kazanmim (%) Ortalama (%) SD RSD (%)
101,91
LOQ 100,52 100,89 0,89 0,89
100,24
96,97
%80 97,42 96,94 0,50 0,52
96,42
96,53
%100 96,18 96,64 0,53 0,55
97,22
96,91
%120 95,97 96,56 0,51 0,53
96,79
Ortalama (%) 97,76 - -
SD 2,09 - -
RSD (%) 2,14 - -
Kabul Kriterleri:

1. Tiim seviyeler icin %90-110, LOQ seviyesi i¢in %80-120, arasinda olmalidur.

2. Her seviye i¢cin SD ve RSD degerleri ve elde edilen geri kazanimlarin
ortalamasi raporlanir.

3. Her bir seviyede elde edilen SD ve RSD ve geri kazanim ortalamalarinin
ortalamasi raporlanir.

Sonuclarin Degerlendirilmesi:

Elde edilen sonuclar, hesaplanabilirlik seviyesinde %80-%120 ve diger seviyeler
icin %90-%110 arasinda olma kriterine sahiptir. Sonug olarak dogruluk parametresi
valide olmustur.

3.3.9 Kesinlik

3.3.9.1 Sistem Kesinligi (System Precision)

Analitik metot yoOnteminde bahsedildigi sekilde referans standart c¢ozeltisi
hazirlanmig ve arka arkaya 6 enjeksiyon yapilmistir. Her bir enjeksiyona ait alan
sonuglar kaydedilmistir. Analiz sonuglarinin ortalama degerleri, standart sapma

degeri (SD) ve (RSD) rolatif standart sapma degeri hesaplanmistir. Sonuclar
Tablo [3.197da sunulmustur.
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Tablo 3.19 Sistem Kesinligi Sonuglar1

Enjeksiyon Standart Cozeltisi Alinkonma
Sayis1 Alam Zamani
1 27619 6,317
2 27681 6,312
3 27171 6,312
4 27284 6,310
5 27041 6,313
6 27131 6,317
Ortalama 27321 6,314
SD 267,12 0,00
RSD 0,98 0,05
Kabul Kriteri:

Alt1 pes pese verilen enjeksiyon icin RSD sonucu %S5,0’dan biiyiik olmamasi

gerekiyor.

Sonuclarin Degerlendirilmesi:
Alt1 ardisik enjeksiyon i¢in RSD degeri %0,98dir.

3.3.9.2 Tekrarlanabilirlik

Sapropterin Dihidrokloriir 100 mg Coziinebilir Tablet farmasotik iiriinii yontemde

belirtildigi sekilde, 6 farkli spike test ¢ozeltisi hazirlanarak cihaza verilmistir.
Tablo [3.207de ilgili sonuglar1 icermektedir.

Tablo 3.20 Tekrarlanabilirlik sonuglari

Cihaz Kolon Enjeksiyon | Safsizhk B | Safsizhik C

Sayisi (%) (%)
1 0,216 0,207
2 0,218 0,205
YMC PACK ODS 3 0,220 0,210
Waters/e2695/6| AQ 250 X 4,6 mm, 3u 4 0,222 0,212
SN: 110FB00133 5 0,219 0,212
6 0,219 0,213
Ortalama 0,219 0,210
. SD 0,002 0,003

Analist 1 %RSD 091 1.5
%95 giiven 0,002 0,003

arahig
Kabul Kriterleri:

1. Elde edilen sonuglar kabul limitleri disinda olmamalidir.
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2. Rolatif standart sapma degeri, RSD < %35,0 olmalidir.

Sonuclarin Degerlendirilmesi:

Elde edilen sonuglarin kabul limitlerine uygun oldugu belirlenmistir.

3.3.9.3 Ara Kesinlik (Laboratuvar I¢i Kesinlik, Intermediate Precision)

Ayni laboratuvarda farkli bir giinde ve farkli bir analist tarafindan Sapropterin
Dihidrokloriir 100 mg Coziinebilir Tablet (Seri No: NF20_S08_D004) farmasotik
tiriinii kullanilarak yontemde belirtildigi sekilde 6 adet spike test ¢ozeltisi hazirlanip
farkl1 bir cihazda analiz edilmigtir ve kabul kriterine uygunlugu test edilmistir. Elde
edilen sonuglar Tablo [3.21] ve Tablo [3.22]de sunulmustur.

Tablo 3.21 Ara kesinlik sonuglari

Cihaz Kolon Enjeksiyon | Safsizhik| Safsizhik
Sayisi B (%) C (%)
1 0,211 0,196
YMC PACK 2 0,214 0,205
ODS AQ 250 X 3 0,210 0,208
Waters/e2695/2 4 0,213 0,207
4,6 mm, 3 5 0211 | 0,201
SN: 126FA80123 6 0211 0.206
Ortalama 0,212 0,204
. SD 0,002 0,005
Analist 2 %RSD 0,71 222
95 % giiven 0,002 0,005
arahigi

Tablo 3.22 Analist 1 ve 2’nin kesinlik ¢alismasi ortalama sonuclari

Analist Cihaz Safsizhk B Safsizhk C
(%) (%)
1 Waters / €2695/6 0,219 0,210
2 Waters / €2695/2 0,212 0,204
Ortalama Sonuclar Arasi Fark 0,007 0,006
Kabul Kriterleri:

1. % RSD < %5,0 olmalidir.

2. Ortalamalar arasindaki fark
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Tablo 3.23 Ortalamalar arasindaki fark

% Tek tek safsizlik ve Fark
Toplam safsizhik
<0,1 Degerlendirilmez
0,10 -0,20 < +0,05
>0,20 - 0,50 < #£0,10
>0,50-1,0 < +0,20
>1,0 < +20%

Sonuclarin Degerlendirilmesi:

Elde edilen sonuglarin kabul limitlerine uygun oldugu belirlenmistir.

3.3.10 Saglamhk
3.3.10.1 Yontemin Stabilitesi

Sonuglar Tablo[3.24] [3.25] [3.26]da verilmistir.

Dalga Boyu Degisikligi

Tablo 3.24 Dalga boyu degisikligi standart ¢ozeltisi analiz sonuglari

Dalga Boyu Degisikligi 218 nm 220 nm 222 nm
Kuyruklanma Faktorii 0,91 1,20 1,20
Teorik Plaka Sayis1 26201 25398 24640
Alikonma Zamani (dk) 6,238 6,237 6,238

Kolon Sicakh@ Degisikligi:

Tablo 3.25 Kolon Sicaklig1 degisikligi standart ¢cozeltisi analiz sonuglari

Kolon Sicakhg: Degisikligi 25 °C 30 °C 35°C
Kuyruklanma Faktorii 1,20 1,20 1,20
Teorik Plaka Sayis1 24669 25398 20897
Alikonma Zamamn (dk) 6,421 6,237 6,113
Alan 36422 36464 34499
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Akis Hizi Degisikligi:

Tablo 3.26 Akis hiz1 degisikligi standart ¢ozeltisi analiz sonuclari

Akis Hizi Degisikligi 0,5 ml/dk 0,6 ml/dk 0,7 ml/dk
Kuyruklanma Faktorii 1,18 1,20 1,16
Teorik Plaka Sayis1 26711 25398 22860
Alikonma Zamani (dk) 7,112 6,237 5,625
Alan 37580 36464 34587
Kabul Kriterleri:

1. Sistem uygunluk kriterleri saglanmalidir.

2. Alikonma (RT) zamanlarindaki farkliliklar raporlanir ve elde edilen sonuclar

degerlendirilir.

Sonuclarin Degerlendirilmesi:
Sonuglara gore metot dalga boyu degisikligine, akis hiz1 degisikligine ve kolon

sicaklig1 degisikligine dayanikli oldugu goriilmiistiir.

3.3.10.2 Cozelti Stabilitesi

Hazirlanmig olan standart ve numune c¢ozeltileri 15°C sicaklikta en az 48

saat siiresince bekletilip belli aralikla analizlenmistir. Sonuglar Tablo ve

Tablo de sunulmustur.

Tablo 3.27 Standart ¢ozeltisi stabilite sonuglari

Standart Cozeltisi
Siire (saat) Sapropterin Degisiklik (%)
Dihidrokloriir
0 36199 -
4 36613 1,14
8 36914 1,98
12 37122 2,55
16 37300 3,04
20 37181 2,71
24 36728 1,46
30 36551 0,97
36 36689 1,35
42 36493 0,81
48 36288 0,25
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Tablo 3.28 Numune ¢ozeltisi stabilite sonuclari

Siire (saat) Bilinmeyen En Degisiklik Toplam Degisiklik
Biiyiik Safsizhk (%) Safsizlik (%)
0 10003 - 21018 -
4 10501 4,98 25449 21,08
8 10597 5,94 31809 51,34
12 13251 32,47 41336 96,67
16 19175 91,69 46648 121,94
20 25937 159,29 58844 179,97
24 33998 239,88 69511 230,72
30 48446 384,31 83959 299.46
36 69050 590,29 109319 420,12
42 108117 980,85 157202 647,94
48 196663 1866,04 253737 1107,24
Kabul Kriteri:

Belirtilen stabilite siiresinde, standart ¢ozeltisindeki etkin piki % alan degisimi
en fazla 5, numune ¢ozeltisindeki safsizlik pikleri % alan degisimi en fazla 10

olmalidir.

Sonuc¢larin Degerlendirilmesi:
Analiz sonuglarina gore standart cozeltisi 48 saat ve 15°C’de stabil oldugu
gozlemlenmisgtir. Test cozeltisi stabil olmadig1 gozlemlenmistir ve taze

hazirlanmalidir.
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3.4 Bozundurma Cahismalar:

3.4.1 Kati Bozundurma Calismasi

Tablo 3.29 Kat1 bozundurma sonuglari

Bozundurma| Kontrol | Sicakhik ile Bozundurma | UV 200 | Fotolik
Kosullar: Test 72 saat 168 saat | Watt.s/m?| Bozundurma
105°C 105°C 1200 lux.s
Safsizhiklar % Kiitle % Kiitle % Kiitle % Kiitle % Kiitle
Safsizhk E T.E. 0,005 0,007 0,005 0,006
Safsizhik A T.E. 0,032 0,045 0,009 0,009
Safsizhik G T.E. T.E. T.E. T.E. T.E.
Safsizhk B T.E. T.E. T.E. T.E. T.E.
Safsizhik C T.E. 0,580 0,625 T.E T.E.
Safsizhk H TE. TE. TE. T.E. T.E.
Safsizhik D T.E. 0,110 0,171 T.E. T.E.
Safsizlik F TE. 0,428 0,589 TE. T.E.
En Yiiksek 0,04 0,197 0,250 0,03 0,004
Bilinmeyen
Safsizhk
Toplam 0,07 0,541 0,745 0,003 0,004
Bilinmeyen
Safsizliklar
Toplam 0,10 1,169 2,182 0,017 0,019
Safsizhk
Saf Kiitle % 99,90 99,83 97,82 99,98 99,98
(Alan)
% Bozunma - 0,07 2,08 0,08 0,08
Etken Saflign | 1,000000 | 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000

T.E.: Tespit Edilemedi
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3.4.2 Nem ile Bozundurma

Tablo 3.30 Nem numune sonuglari

Bozundurma Islemsiz %90 Nem | %90 Nem
Kosullar: Kontrol Test 72 saat 168 saat
Safsizliklar % Kiitle % Kiitle % Kiitle
Safsizlik E 0,030 0,160 0,140
Safsizhk A T.E. 0,180 0,200
Safsizhik G T.E. T.E. T.E.
Safsizhk H T.E. 0,200 0,350
Safsizlik B 0,030 0,240 0,550
Safsizhk C T.E. T.E. T.E.
Safsizhk D T.E. T.E. T.E.
Safsizhk F T.E. T.E. T.E.
En Yiiksek 0,040 0,440 1,020
Bilinmeyen
Safsizhk
Toplam 0,080 0,650 1,950
Bilinmeyen
Safsizliklar
Toplam 0,14 1,43 3,19
Safsizhk
Saf Kiitle % 99,91 98,59 96,83
(Alan)
% Bozunma - 1,02 3,08
Etken Saflig1 1,000000 1,000000 1,000000

T.E.: Tespit Edilemedi
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3.4.3 Si1vi Bozundurma Calismasi

Tablo 3.31 S1vi bozundurma sonuglari

Bozundurma i§lemsiz SMHCI | 5SMNaOH | %10 H,0,
Kosullar: Kontrol cozeltisi cozeltisi cozeltisi
Test 60°C 5 60°C 30
saat dakika
Safsizhklar % Kiitle % Kiitle % Kiitle % Kiitle
Safsizhk E T.E. T.E. TE. T.E.
Safsizhik A TE. TE. 0,181 0,02
Safsizhik G T.E. T.E. T.E. T.E.
Safsizhk B 0,02 T.E 0,729 11,791
Safsizhik C T.E. 0,189 T.E. 5,322
Safsizhk H T.E. T.E. 0,096 0,106
Safsizhik D T.E. 0,007 0,205 0,116
Safsizhik F TE. 0,300 TE. TE.
En Yiiksek 0,040 0,017 10,484 0,212
Bilinmeyen
Safsizhk
Toplam 0,080 0,022 10,840 0,713
Bilinmeyen
Safsizhiklar
Toplam Safsizlik 0,110 0,518 12,051 18,068
Saf Kiitle % 99,91 99,48 86,88 81,93
(Alan)
% Bozunma - 0,43 13,04 17,98
Etken Safligx 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000

T.E.: Tespit Edilemedi
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Tablo 3.32 Bozundurma sartlar1 kiitle denkligi sonuglari

Bozundurma Tipi | Bozundurma Toplam Miktar Kiitle
Ortam Safsizhk (%) | Tayini (%) | Denkligi
Verim (%)
Kontrol Test (S1vi - 0,11 100,35 -
Bozundurma)
Kontrol Test (Kati - 0,10 100,86 -
Bozundurma)
1200 lux.s 0,019 101,00 100,06
Isikla Bozundurma UV 200 0,017 99,83 98,90
Watt.s/m?
Is1 Bozundurma 72 saat 1,169 98,68 98,90
105°C
168 saat 2,182 97,68 98,91
105°C
Asit Bozundurma | 60°C 5 saat 0,518 98,02 98,08
5,0 M HC1
Baz Bozundurma 60°C 30 12,051 86,15 97,75
5,0 M NaOH dakika
Oksidasyon H,0, %10,0 18,068 81,91 99,52
%90 Nem 1,43 98,45 99,42
72 saat
Nem %90 Nem 3,19 96,56 99,29
168 saat
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SONUC

Bu calismada Sapropterin Dihidrokloriir, aktif maddesi, proses ve degredasyon
bozunma safsizliklarinin birlikte analizi i¢in stabiliteyi gosteren HPLC analitik
metodu gelistirilmistir. Analitik yontem validasyon ¢alismalarinda ICH tarafindan
belirlenen kabul araliklarinda degerler elde edilmis ve kromatografik analiz
performansini gosteren kuyruklanma faktorii, rolatif standart sapma ve teorik plaka
sayis1 gibi parametreler kabul kriterlerine uygun diizeyde bulunmustur. Analitik
metot validasyon parametreleri olan secicilik, dogruluk, dogrusallik, , saglamlik,
kesinlik, standart ve test cozeltisi kararliligi, tayin sinirt ve hesaplanabilirlik
sinirt  parametreleri acisindan degerlendirilmistir.  Sapropterin Dihidrokloriir
aktif maddesi ve degredasyon bozunma safsizliklar1 i¢in yapilan dogrusallik
analizinde korelasyon katsayis1 0,997’den biiyiik sonug¢ elde edilmistir. YOntem
kesinligi validasyon parametresinde ayni giinde yapilan analiz sonuglart 0,91
ile 1,52, farkli bir giinde yapilan analiz sonuglart ise 0,72 ile 2,22 arasinda
degisen %RSD sonuclarina ulagilmistir. Analitik metot dogrulugu parametresinde
Sapropterin Dihidrokloriir i¢in ortalama sonu¢ 101,10 ve degredasyon bozunma
safsizliklar1 i¢in ortalama dogruluk verileri ise 96,38 ile 100,89 arasinda degisen
9ogeri kazanmim verileri elde edilmistir. LOD Tespit limit seviyesi 2,1 — 3,0
ng/ml arasinda; LOQ hesaplanabilirlik seviyesi 7,0 — 10,0 ng/ml arasinda elde
edilmistir. Referans standart ¢ozeltisi 48 saatte 15°C’de stabil oldugu sonucu
elde edilmistir. Fakat test ¢ozeltisi taze hazirlanmasi gerektigi gozlenmistir.
Analitik metot validasyonu c¢alismasinda saglamlik parametresi i¢in yapilan
kromatografik kosullardaki degisikliklerin degisikliklerin metot performansini

etkilemedigi sonucuna varilmistir.

Plasebo c¢o6zeltisinin  kromatograminda Sapropterin Dihidrokloriir, proses ve
bozunma safsizliklarinin alikonma zamanlarinda herhangi bir pik gozlenmemistir.
Ornek ¢ozeltilerinde Sapropterin Dihidrokloriir, proses ve bozunma safsizlik pikleri
icin pik saflig1 degerinin, saflik esik degerinden biiyilk bulunmas1 piklerin saf

oldugunu ve ayni alikonma zamaninda bilinmeyen safsizlik, blank veya plasebo
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cozeltisine ait herhangi bir pikin olmadigimmi gostermistir ve bu da yOntemin
stabilite gostergeli oldugunu gosteren 6nemli bir Olgiit olmustur. Bozundurma
calismalarinda asit, baz ve peroksit ve nem miktarinin en onemli faktor oldugu
151 ve 151k faktorlerin bozundurma yiizdesine pek etkisinin olmadigi goriilmiistiir.
Tabletin zorla bozundurma ¢alismalarinda bilinen safsizliklardan Biopterin, Pterin,
S-izomer, Pteridin tespit edilebilmisti. ~ Ancak Neopterin safsizlig1 hicbir
bozundurma kosulunda tespit edilememistir ve bununla beraber bazi bilinmeyen

safsizliklar olugsmustur.

Bozundurma sonucu, bozunan Sapropterin Dihidrokloriir, olusan bilinen
safsizliklar ve bilinmeyen safsizliklar i¢in pik safligi bakilmig ve piklerin saf
oldugu tespit edilmistir. Bozundurulmus ve bozundurulmamis tablet icerigindeki
Sapropterin Dihidrokloriir miktar1 karsilastirilmigtir.  Sapropterin Dihidrokloriir
oksidatif bozundurma ¢alismasinda %17,98 safsizlik olusmus ve %99,52 verim elde
edilmistir. Baz ile bozundurma c¢alismasinda %13,04 safsizlik olusmus ve %97,75
verim elde edilmistir. Asit ile bozundurmada %0,43 safsizlik olugsmus ve %98,08
verim elde edilmistir. Nem ile bozundurmada %1,02 - %3,08 arasinda safsizlik
olugsmus ve %99,42 ile %99,28 arasinda verim elde edilmistir. Is1 ile bozundurmada
9%0,07 - %2,08 arasinda safsizlik olusmus ve %98,90 verim elde edilmigtir. Isik
ile bozundurmada safsizlik yiizdesinde anlamli bir artis gozlenmemistir. Bununla
birlikte kritik deger olan %85’in iizerinde elde edilen verimler gelistirilen yontemin

stabilite gostergeli oldugunun kanitidir.

Sonug olarak, bu tez kapsaminda Sapropterin Dihidrokloriir, proses ve bozunma
safsizliklarinin bir arada tayini icin gelistirilen ve gecerliligi kanitlanan stabilite
gostergeli HPLC yoOnteminin, kalite kontrol ve Ar-Ge laboratuvarlarinda duyarli,

hizli ve giivenilir bir yontem olarak kullanilabilecegi diistiniilmektedir.
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