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ONSOZ

Yeni ilag iiretiminin olduk¢a zahmetli, zaman alic1 ve maliyetli olmasina karsin
esdeger ilag¢ tiretimi maliyet ve zaman agisindan daha ekonomiktir. Bu nedenle
tilkemizde esdeger ilag ile ilgili atilan her adim ¢ok 6nemlidir. Bu tez kapsaminda da
DEVA Holding A.S$’de sentezlenen Selexipag ve Vismodegib ilag etken maddelerinin
spektroskopik olatak karakterizasyonu yapilarak; hem ilgili maddeler hem de miktar
tayini yontemleri gelistirilmis ve valide edilmistir. Ayrica stres calismalari ile
kararliliklari, bozunma yollar1 ve bozunma iiriinleri tespit edilmistir. Boylece rutin
kalite kontrol laboratuarlarinda tiretim sonrasi analizler igin hizli, kesin, dogru, kararli,

saglam yontemler elde edilmistir.

Akademik hayatimin doktora egitimimde tamistigim, ilk giinden itibaren
bilgisine, ¢aliskanligina, insanligina, sabrina hayran kaldigim bir Cumhuriyet kadini
olan saygideger ve sevgili hocam Prof. Dr. Sibel A. OZKAN’a ictenlikle siikranlarim1

sunarim.

Proje kapsaminda es danismanim olan; ¢aliskanligi, zekasi, hosgoriisii ve her
daim arkamizda olan ¢ok degerli Dog. Dr. Esen BELLUR ATICI hocama da
tesekkiirii bir borg bilirim. Her iki danismanim da hayatimda unutamayacagim giiclii

kadinlar arasindadir.

Bu c¢alismam sirasinda DEVA Holding A.S API sentez ve analitik
boliimiindeki tiim ¢alisma arkadaslarima, seflerime ve miidiirlerime sonsuz tesekkiir
ederim. Ozellikle Selexipag ¢alismam da bana biiyiik yardimlar1 olan Kidemli
Uzman Damla YALDIZ’a, tez ¢caligmamda beni hep destekleyen ve destegini hig
esirgemeyen 2244 doktora bursiyeri Merve UGUR’a, bana hayvan sevgisini
asilayan arkadasim Uzman Gamze YIGIT e ve Proje Grup Lideri Halil YILMAZ’a
sonsuz tesekkiir ederim. Ayrica Ogr.Gor.Goksu OZCELIKAY AKYILDIZ’a ve
doktora ogrencisi Ahmet CETINKAYA’ya bize verdikleri desteklerden otiirii

tesekkiiri bir borg bilirim.
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Beni her daim destekleyen, sonsuz sevgi besledigim, canim ve biricik ailem;
annem Fatma MISER’e; babam Muharrem MISER’e, ablam Ece MISER
SALIHOGLU’na, enistem Ve aslinda abim gibi olan Berkay SALIHOGLU’na ve en

kiymetlim canimin i¢i yegenim Deniz SALIHOGLU’na sonsuz tesekkiir ederim.

Bu tez calismast TUBITAK tarafindan desteklenen 2244 Sanayi-Doktora
programi dahilinde, 118C088 no’lu *’Ilag Etken Maddeleri, Hammaddeler ve Ara
Uriinler i¢in Analitik Metot Gelistirme ve Validasyon’ adli proje ile
gerceklesmistir. TUBITAK ’a biz 6grencilere doktora yapabilmemiz igin sagladig

tiim destekler i¢in tesekkiir ederiz.
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1. GIRIS

1.1. Giris ve Amac¢

Insanoglunun hayatta kalma i¢giidiisii, hem hastaliklara ¢are bulmasina hem de
nedenini arastirmasina yonlendirmistir. Ozellikle DNA nin kesfi sayesinde de birgok
hastaligin gercek nedeni bulunmaya ve buna yonelik ¢caligmalarin yapilmasina neden
olmustur. Giiniimiizde DNA {izerine ¢alismalarin daha fazla olmasi, DNA’nin daha
cok ozelliginin kesfedilmesiyle; hedefe yonelik, daha iyilestirici tedaviler ve ilaglar
gelistirilmeye baslanmstir. Ozellikle; baz ilaglarm yan etkisine bakildiginda, hedefe
yonelik, sadece hastalikli bolgeye etki edecek birgok ilag i¢in arastirma gelistirme (Ar-
Ge) galismasi yapilmaya baglanmistir.

Canli organizmalarda meydana gelen herhangi bir hastaligin tanisinda,
tyilestirilmesinde, Onlenmesinde veya geriletilmesinde kullanilan; biyolojik olarak
aktif bir ilacin bileseni olan ve kimyasal yapisi, 6zellikleri belirlenmis maddelere ilag
etken maddesi (API) denir. Yeni gelistirilen ilag etken madde ile piyasaya siiriilen
ilaglara da orijinal ilag denir. Bulunan bu yeni ila¢ etken maddeleri ile yapilan orijinal
ilaglar sayesinde, tedavi yontemleri degismekte ve yenilenmektedir. Yeni ilag
caligmalarinin Ar-Ge siireci uzun, mesakkatli ve olduk¢a maliyetlidir. Bu nedenle
orijinal ilaclar belli bir patent siiresi altinda korunmaktadir. Patent siiresi biten ve
orijinal ilag ile ayn1 etken madde ve etkiye sahip ilaglarin piyasaya ¢ikmasiyla iiretilen

ilaglara ise esdeger (jenerik) ilag denmektedir (Konca ve ark., 2015).

Patent, her ne kadar fikri miilkiyet hakk: da olsa; 6zellikle saglik alaninda, bir
ilacin patentinin bir kurulus veya kisi/kisilerin tekelinde olmasi, 0 ilacin piyasa
degerini arttirmaktadir. Sonug olarak hastalarin ilaglara ulagsmasi zorlasmaktadir. Bu
nedenle; patent siirelerinin dolmasi ile esdeger ilag {iretimine ve dolayisiyla ilag etken
madde tiretimine gecilmesi, hem Ar-Ge maliyetlerini azaltir hem de rekabet ortami
saglar. Ilag fiyatlarinin piyasa degeri azalirken, dncelikli olarak hastalarm ilaca ulasimi

kolaylasir ve de o iilkenin ekonomisine katki saglanmis olur. lag¢ etken maddesini ve

1



bunun esdeger ilacini, en iyi sekilde tiretebilmek igin ise uluslararasi kabul gérmiis
kriterler gozetilerek; sentezi, saflastirilmasi, analitik yontem gelistirilmesi ve

validasyon c¢alismalar1 yapilmalidir.

Tez kapsaminda, esdeger ilag tiretiminde kullanilmak tizere iiretilen Selexipag
ve Vismodegib ilag etken maddelerinin spektroskopik olarak tanimlanmasi, ilgili
maddeler ve miktar tayini analitik yontemlerinin gelistirilmesi ve valide edilmesi

amagclanmustir.

1.2.Tez Kapsaminda Calisilan ila¢ Etken Maddeleri

¢ Vismodegib

Gecmisten beri insanoglunun en biiyiik saglik sorunu olan kanser, hiicrelerin
kontrolsiiz bir sekilde boliinmesi ile ortaya ¢ikan, mortalite orani yiiksek bir hastaliktir.
Nedeni; hem gevresel hem de genetik olabilmektedir. Su an bilinen 100’den fazla
kanser tiiri vardir. Kanser belli bir standarda gore tedavi de edilse; bu durum kanser
tirlerine ve kisiden kisiye degisiklik gostermektedir. En sik karsilasilan kanser
tirlerinden birisi, viicudumuzun iskelet sisteminden sonraki en genis organi olan
cilttir. Kronik giines maruziyeti, acik tenli olmak, ileri yasa sahip olmak, kisisel veya
ailesel kanser Oykiisiine sahip olmak, bagisiklig1 baskilayan ilaglar kullanmak ve
kalitsal sendromlar gibi etkenler cilt kanserine sebep olmaktadir. Bazal hiicreli
karsinomu (BCC), skuamoz hiicreli karsinom ve melanom olarak ti¢ farkli cilt kanseri

tirti bulunmaktadir (Fellner, 2012).

Vismodegib (GDC-0449; Erivedge®, Genentech), 30 Ocak 2012’de Birlesik
Devletler Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan onaylanan lokal ve metastatik BCC
tedavisinde, ameliyattan sonra, cerrahi islem veya radyasyona uygun olmayan
ilerlemis BCC tedavisinde kullanilan ilk Hedgehod (Hh) inhibitériidiir (Cirrone ve
Harris, 2012). Ayrica diger kemoterapi ajanlariyla kombinasyonlarinda

medulloblastoma, kii¢iik akciger kanseri, metastatik pankreas kanseri, metastatik


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S014929181200522X?via%3Dihub&!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S014929181200522X?via%3Dihub&!

prostat kanseri, akut miyoloid l6semi kanser tiirleri i¢in klinik caligmalar

yiriitiilmektedir (Sar1 ve ark., 2018).

Hh sinyal yolagi, embriyonik gelisim sirasinda organ olusumunda 6nemli bir rol
oynar. Evrimsel olarak yetigskinlerde bu sinyal yolagi korunmustur ancak; anlamli
derecede aktivasyonu azalmistir. Hh sinyal yolagindaki anormallikler sonucunda
kansere yatkinik meydana gelir. Ornegin; deri, meme, prostat, beyin, akciger,
pankreas gibi organlardaki kanser olusumunda diizensiz Hh sinyal aktivitesinin rol

oynadigi belirlenmistir (Avci, 2012).

Hh sinyal yolagi ve kanser arasindaki iliski, sinyal yolaginda bulunan genlerin
mutasyonundan kaynakli olarak ortaya ¢ikar. Omurgalilarda ti¢ tane bilinen Hh ligand1
vardir: Sonik Hh (Shh), Indian Hh (lhh) ve Desert Hh (Dhh). Bu ligantlar hedef
hiicrede bulunan bir transmebran proteini (reseptorii) olan Patched1’e (Ptch) baglanir.
Bu ligantlarin yoklugunda Ptch proteini, reseptor benzeri baska bir protein olan
Smoothened’e (SMO) baglanarak, SMO aktivasyonunu engeller ve bu molekiilii hiicre
disina tagir. Ancak; Hh ligantlarinin baglanmasiyla Ptch aktivitesi yok olur ve Ptch’nin
SMO iizerindeki inhibisyon fonksiyonu baskilanir. SMO aktifleserek Hh sinyalini
stoplazmaya iletir. 1996 yilinda yapilan g¢alismalarda Ptch’in tiimor baskilayici
ozellikte oldugu (Johnson ve ark., 1996); 1998’de yapilan diger bir ¢aligmada ise
SMO’nun onkogen oldugu Hh’un kanser ile olan baglantisin1 géstermistir (Carpenter
ve ark., 1998). Yani Ptch veya SMO’de meydana gelen mutasyon sonucu sinyal
iletiminin kesilmemesi sonucu hiicre kontrolsiiz biiyiimeye baslar ve tiimore neden
olur. Vismodegib, bu SMO aktivasyonunu engeller ve bdylece sinyal iletimini
baskilayarak tiimor hiicrelerinin ¢ogalmasini inhibe eder. Bunun yaninda normal
hiicrelerin ¢ogalmasini engellemez (Kartal ve Bayramgiirler, 2016; Pazarbasi ve ark.,
2011; Avci, 2012; An ve ark., 2013).



Sekil 1.1. Hedgehod (Hh) sinyal yolagi.

Vismodegib’in  kimyasal adi  2-Kloro-N-(4-kloro-3-piridin-2-ilfenil)-4-
metilstilfonilbenzamid’tir. Molekiil formiilii C10H1.C2N2OsS, molekiil agirligr 421,30
g/mol’diir. FDA verilerine gore ten renginde toz olarak bulunmakta ve pH’ya bagl
¢ozinirligi degismektedir. pH 7°de 0,1 pg/mL ¢oziiniirliige sahipken; pH 1°de 0,99
mg/mL ¢Oziiniirliige sahiptir. Biyofarmasdtik siniflandirma sistemi kapsaminda sinif
iki molekiil olarak smiflandirilmigtir. Giinliik 6nerilen doz 150 mg kapsiil halinde bir

kez oral olarak alinmasidir (Erivedge® Prescribing Information, 2020).

Cl

Sekil 1.2. Vismodegib molekiil sekli.

Literatiirde Vismodegib i¢in yapilan ¢alismalarin ¢ogu klinik ¢alismalarda, rutin

kontrol analizlerinde kullanilabilecek biyoanalitik yontemlerdir.

Vismodegib’in kandaki miktarinin belirlenmesi onun; plazmada bulunan
proteine baglanip baglanmamasina dayanir. Kandaki yani; plazmada bulunan alfa-1-
asit glikoproteinine (AAG) Vismodegib ilag etken maddesi yiiksek oranda
baglandigindan ve hastalarda dogrusal olmayan farmakokinetige uydugundan;
AAG’ye baglanma, toplam Vismodegib plazma derigimlerinin 6nemli bir belirleyicisi

olarak goriiliir ve ol¢iiliir.



Bir ¢aligmada, faz | ve faz Il klinik ¢aligmalarda insan plazmasindaki
Vismodegib derisiminini belirleyebilmek icin bir biyoanalitik yontem gelistirilmistir.
Numuneler kati-sivi ekstraksiyonu (SPE) ile hazirlanmis ve yiiksek performansli sivi
kromatografisi ile birlestirilen kiitle spektrometresi (SK-KS/KS) cihazi ile 6l¢iilmiis,
ardindan yontem valide edilmistir. Bu yontem ile faz I ¢alismalar1 basariyla yapilmas.
Ayrica diisiik ve yiiksek derisimde kalite kontrol numuneleriyle, Vismodegib’in insan
plazmasindaki kararliligi incelenmistir. Bu amagla, donma-¢oziinme, oda sicakligi,
reenjeksiyon ve uzun donem kararlilik ¢alismalar1 yapilmistir. Vismodegib’in insan
plazmasindaki derisiminin bes donma-¢oziinme dongiisiinden sonra kararli oldugu;
ekstraksiyondan once de alt1 saat boyunca oda sicakliginda saklandiktan sonra kararl
kaldig1 belirlenmistir. Daha sonra ekstrakte edilen bu Vismodegib numuneleri, oto-
ornekleyicide 117 saat oda sicakliginda saklanmis ve yapilan 6l¢iimlere gore tekrar
kararli bulunmustur. Uzun siireli kararlilik ¢calismalarinda ise numune dondurucuda -
60 °C ile -80 °C’de, 315 giin saklanmistir. Taze hazirlanan numunelerden elde edilen
kalibrasyon egrilerine gore, bekletilen numuneler degerlendirilmistir. Buna gore;
Vismodegib derisimi, bu saklama kosullar1 altinda 315 giin boyunca insan
plazmasinda kararli kalmistir. Bu biyoanalitik ¢alismalar; yeterli bir siire boyunca
farmakokinetik c¢alismalarda kullanilmak tizere klinik dozlarda insan plazmasindaki
Vismodegib derisiminin belirlenmesine olanak saglamistir. Bu amagla; molekiiliin
farmakokinetik davraniginin belirlenmesi i¢in, ilk kez saglikli ve goniilli ¢ocuk
dogurma potansiyeli olmayan ii¢ saghikli kadinda agik etiketli, tek dozlu faz I

caligmalarina baslanmistir (Ding ve ark., 2010).

Insan plazmasinda baglanmamis Vismodegib miktarinmn 8l¢iimii icin yapilan
baska bir calismada; ornekler diyaliz ve ardindan protein ¢oktiirme yontemleri ile
kiyaslandiginda; daha iyi, temiz ve ucuz bir yontem olan SPE yontemi yapilarak
hazirlanmistir.  Calisma; kiiciik plazma hacimlerinde, diyaliz testinin glinliik
islemlerde tekrarlanabilir bir yontem oldugunu kanitlamistir. Kati faz ekstraksiyonu
ile saflagtirilan numuneler i¢in ise SK-KS/KS cihazi kullanarak bir analitik yontem
gelistirilip, valide edilerek; dogrusal olmayan farmakokinetik ¢alismalarda basarili bir
sekilde uygulanmistir. Valide her iki yontem, ¢oklu klinik ¢alismalardan elde edilen

insan plazma orneklerinin analizinde kullanilmistir (Deng ve ark., 2011).



Bagka bir caligmada benzer sekilde, diyaliz ve kat1 faz ekstraksiyon yontemi
kullanilmis. Analitik yontem SK-KS/KS cihazi kullanilarak gelistirilmis ve valide
edilmistir. Bu analitik yontem, goniillii ve saglikli farmakokinetik ¢calismalar1 da dahil
olmak tizere, kanser hastalar1 i¢in doz artis1 ve Vismodegib dozlama rejimi optimize
calismalar1 gibi ¢ok sayida klinik ¢alismalar da kullanilmigtir. Sonug olarak; hizls,
basit, kesin ve dogru bir ters faz yiiksek performansli sivi kromatogrami (YPSK)
yontemi gelistirilmistir ve bu yontemin tablet dozaj formlarinda ve dokme/y1gin (bulk)

ilag rutin analizlerinde kullanilabilecegi de 6ngoriilmiistiir (Lakshmi ve Reddy, 2012).

Yeni tirozin kinaz inhibitorii olan dokuz ilag etken maddesinin, Alektinib,
Kobimetinib, Lenvatinib, Nintedanib, Osimertinib, Palbociclib, Ribociclib,
Vismodegib ve Vorinostat’in, es zamanli ilag diizey izlemi igin, pozitif iyon modunda
ters faz SK-KS/KS kullanilarak bir biyoanalitik yontem gelistirilmistir. Bu yontem,
FDA ve Avrupa Ilag Ajansi (EMA) tarafindan biyoanalitik yontemlere iligkin
rehberlere gore valide edilmistir. Calismada kullanilmak {izere rutin yatan hastalarin
K:EDTA’li tam kan oOrnekleri kullanilmistir. Yapilan c¢alismalar sonucunda;
Osimertinib disinda tiim analitlerin K.EDTA’1 plazmasinda ve oda sicakliginda, dort
saatten daha uzun siire kararli kaldigir bulunmustur. Bu da yontemin terapotik ilag
diizey izlemini kolaylagtirmak i¢in uygun oldugunu gdstermistir (Janssena ve ark.,
2019).

Diger bir analitik ¢alismada, y1gin veya farmasotik dozaj formunda Vismodegib
miktarinin  belirlenmesine yonelik ters faz ultra yiiksek performanslt sivi
kromatogrami1 (UYPSK) yontemi gelistirilerek, valide edilmistir. Valide yontem ile
stres caligmalar1 yapilmis ve geri kazanim sonucglart %92 ile %97 araliginda
bulunmustur. Bozunma sonrasi olusan piklerin, kromatografik olarak girisim
yapmadig1 yani; yontemin secici oldugu goriilmiistiir. Sonucta; yontemin endiistride
kalite kontrol laboratuvarlarinda rutin analizlerde kullanilabilecegi 6ngoriilmiis (Goud
ve ark., 2021).

Kanser hastalarinin tedavisi icin verilen kemoterapi kiirleri, birden fazla ilag

igerebilmektedir. Ancak; bu tiir tedaviler sirasinda, 6liimle bile sonuglanabilecek ilag-
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ilag etkilesimleri meydana gelmektedir. Bu nedenle; hasta plazmasinda her bir ilag
etken maddesinin derisiminin bilinmesi ¢ok 6nemlidir. Es zamanli her bir ila¢ etken
maddesinin plazmada belirlenmesine terapétik ilag izleme denir. ilk kez Vismodegib,
Ruksolitinib, Olaparib ve Pazopanib ile tedavi goren hastalarda terapéotik ilag izleme
caligmalar1 yapilmistir. Bunun igin SK-KS/KS cihazi kullanilarak basit, hizli bir
biyoanalitik yontem gelistirilip, valide edilmis ve bu ilaglart alan hastalarin takibinde
Klinik olarak kullanilmistir (Pressiat ve ark., 2018).

2019 yilinda Pulusu ve Kommarajula tarafindan, Uluslararas1 Harmonizasyon
Toplulugu (ICH) ve FDA yonergelerine gore diisiik maliyetli analitik yontem ile kisa
analiz siiresine sahip miktar tayini yontemi gelistirilmis ve valide edilmistir. Bu saglam
ve dogru ters faz YPSK yontemlerinin, yigin ve farmasotik dozaj formunda
Vismodegib miktarinin belirlenmesinde kullanilabilecegi 6ngdriilmiistiir. Validasyon
parametreleri olarak; sistem uygunlugu, yontem kesinligi, ara kesinlik, dogrusallik,
dogruluk, saglamlik parametreleri ve stres calismalari ile segicilik parametresi
caligilmistir. Gelistirilen miktar tayini yontemi hassas ve kesin olarak bulunmustur.
Stres ¢alismalar1 asidik, bazik, termal, fotolitik, peroksit ve hidroliz kosullar1 altinda
gerceklestirilmistir. Bozundurma ile olusan ve girisim yapabilecek safsizliklar, valide

bu yontem ile ayrilarak, tespit edilebilmistir (Pulusu ve Kommarajula, 2019).

2021 yilinda Dorababu ve Abdulmueed tarafindan yapilan bir analitik ¢alismada;
y1gin dozaj formlarinda Vismodegib miktar tayini analizinde kullanilabilecek, hassas
ve saglam bir ters faz YPSK yontemi gelistirilerek, FDA ve ICH rehberine gore valide
edilmistir. Ayrica Vismodegib ilag etken maddesi asidik, alkali, oksidasyon, termal,
UV-GB (mor 6tesi-goriiniir bolge) ve ndtr bozunma kosullarina maruz birakilarak stres
calismalar1 yapilmis. Her kosulda saflik esigi, saflik ac¢isindan daha yiiksek ve kabul
edilebilir aralik i¢inde bulunmustur (Dorababu ve Abdulmueed, 2021).

e Selexipag

Nadir hastaliklar niifusun kiigiik bir boliimiinii etkileyen ve daha ¢ok genetik

olan, ilerleyici ve bazilarmin oliimciil olabilecegi hastaliklardir. Bunlardan biri de
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pulmoner hipertansiyon (PH) hastaligidir. PH, akcigerler ve kalp arasindaki kan
damarlarinda kan akisini azaltan ve anormal derecede yiiksek basinca neden olan nadir
goriilen, ciddi bir hastaliktir (Xie ve ark., 2020). Akciger yiiksek tansiyonu anlamina
da gelir. 1975 yilinda Diinya Saglhk Orgiitii (DSO) tarafindan diizenlenen ilk PH
toplantisinda; hastalik tanimlanmis, nedenlerin ve risk faktorlerinin varligina gore de
iki bashk altinda toplamistir: 1) primer PH veya 2) sekonder PH. 1998 yilinda DSO
tarafindan ikincisi yapilan PH toplantisinda ise nedenlerine ve tedavi yaklasimlarina
gore, pulmoner hipertansiyon klinik olarak bes grup altinda toplanmistir (Simonneau
ve ark., 2014).

Pulmoner arteriyel hipertansiyon (PAH), bilinen hipertansiyon rahatsizligindan
farklidir. Normal pulmoner arter basing ortalama 14 mmHg civaridir. PH, dinlenme
sirasinda 25 mmHg veya egzersiz sirasinda 30 mmHQg’ye esit veya daha yiiksek
ortalama basing olarak tanimlanir. Normal yapilan nabiz 6l¢iimii ile teshis konulamaz.

PAH tedavi edilmezse kalp yetmezligine ve 6liime neden olabilir (PAHSSc, 2018).

PAH tedavisindeki ilaglar ii¢ yolaktan birisine etki etmek iizere gelistirilmistir.
Bunlar; prostasiklin, endotelin-1 ve nitrik oksit yoludur (Oztiirk ve Akkaya, 2008). 22
Aralik 2015 tarihinde FDA tarafindan onaylanan Selexipag da; PAH tedavisinde ilk
defa uzun etkili, secici, ilk oral olarak aktif ve prosanoid olmayan, prostasiklin (IP)

reseptOr agonisti olarak prostasiklin yolagini hedefler (Gali¢ ve ark., 2014).
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Sekil 1.3. Selexipag molekiil sekli.

Selexipag, karboksilesteraz tarafindan hidrolize edilerek, yaklasik 37 kat daha
kuvvetli aktif metaboliti olan ACT-333679’a doniisiir. Selexipag ve metaboliti

dogrudan IP reseptoriine baglanirken, diger prostasiklin reseptorlerine baglanmaz.
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Yani IP reseptorlerine karst segicidir (Uptravi European Medicines Agency, 2016).
PAH hastalar lizerinde yapilan bir randomize kontrollii ¢alismada Selexipag tedavisi

ile 17 hafta sonra pulmoner vaskiiler direngte diisiis oldugu gézlenmistir (Gali¢ ve ark.,
2016).

O
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Sekil 1.4. ACT-333679 molekiil sekli.

Selexipag’in  kimyasal adi  2-[4-[(5,6-Difenilpirazin-2-il)-propan-2-il-
amino|biitoksi]-N-metilsiilfonilasetamit’tir. CH3N:sOsS molekiiler formiiliine ve
496,62 g/mol molekiil agirligina sahiptir. Suda pratik olarak ¢oziinmeyen, sar1 kristal
tozdur. Kat1 halde ¢ok kararlhidir. Higroskopik degildir ve 1s18a kars1 duyarh degildir
(UPTRAVI® Prescribing Information, 2017).

Cesitli  biyolojik matrislerdeki analitlerin tanimlanmasi1 ve derisimi igin
biyoanalitik yontemler gerceklestirilir. Literatiirde Selexipag ile ilgili analitik
caligmalarin ¢ogu, bu yontemlerin giivenilirligini ve dogrulugunu kanitlayan, hasta
takip ve validasyon ¢aligmalarinda kullanilabilecek biyoanalitik yontemlerdir. 2019
yilinda Bhadrua ve arkadaslari tarafindan yapilan bir biyoanalitik ¢alismada, SK-
KS/KS yonteminde ilk kez Selexipag’in doéteryumlu izotopu (Selexsipag-d6)
kullanilmigtir. Etken madde, sivi-sivi ekstraksiyon yontemi ile insan plazmasindan
izole edilmis ve gelistirilen yontemle valide edilmistir. Arastirmaya gore; gelistirilen
SK-KS/KS yontemi ile hem numune hazirlama siiresi kisa siirmiis hem de insan
plazmasindaki Selexipag miktari kisa ve hizli bir sekilde belirlenebilmistir (Bhadrua
ve ark., 2019).

Literatiirde ilk kez, UYPSK-KS/KS yontemine dayali segici, hassas ve hizli bir
biyoanalitik yontem gelistirilmis ve fare plazmasinda hem Selexipag hem de
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metaboliti ACT-333679’un derisimini, ayni anda 6lgmek i¢in valide edilmistir. Valide
edilen bu analitik yontemle yapilan farmakokinetik ¢calismalarin sonucunda, 6,0 mg/kg
Selexipag ile tedavi edilen si¢anlarin plazmasindaki Selexipag ve metabolit ACT-

333679 derisim seviyeleri basartyla 6l¢iilmiistiir (Xie ve ark., 2020).

2020 yilinda yapilan baska bir ¢alismada; SK-KS/KS kullanilarak; sican, tavsan
ve insan plazmast ile bunlarin idrarlarindaki yilizde Selexipag miktarlarinin
karsilagtirmali Ol¢limii i¢in yontem gelistirilmistir. Arastirmada en iyi numune
hazirlig1 protein ¢oktiirme ile ve en iyi geri kazanim si¢an plazmasinda bulunmus. Bu
dogrultuda bir biyoanalitik yontem gelistirilmis ve valide edilmistir. Valide yontem
kullanilarak yapilan farmakokinetik calismalarda; si¢an viicuduna a¢ karnina 800 pg
Selexipag enjekte edilmis ve belirli araliklarla 6rnekler alinmistir. Bu drnekler protein
¢coktirme numune teknigi ile hazirlanmis ve gelistirilen SK-KS/KS yontemi
uygulanmistir. Sonug olarak; Selexipag’in diisiik derisimlerde tespiti ve viicutta takibi

i¢in hizli, duyarl ve segici bir SK-KS/KS yontemi gelistirilmistir (Babu ve ark., 2020).

Yine baska biyoanalitik bir ¢calismada sican plazmasi kullanilarak SK-KS/KS
yontemi gelistirilmistir. Valide edilen bu yontemin farmakokinetik g¢alismalarda
kullanilabilecegini; viicut sivilarinda Selexipag ve safsizlik derisimlarinin tayini igin

hizli, saglam ve tekrarlanabilir bir yontem oldugu goriilmiistiir (Rao ve ark., 2021).

I¢ standart olarak Selexipag-D7 kullanilan bir ¢alismada, biyolojik materyal
olarak insan plazmasi kullanilmigtir. Selexipag miktar1 6l¢timii i¢in; basit, dogru ve
saglam bir YPSK-KS yontemi gelistirilmis ve valide edilmistir. Bu yontemin
farmakokinetik ve terapdtik ilag diizeyi izleme calismalarinda kullanilabilecegi

ongorilmistiir (Satheshkumar ve Muruganantham, 2021).

Ilag etken maddesi olarak ve farmasétik dozaj formunda, sadece aktif madde
Selexipag’in tespit edildigi az sayida kromatografik ¢alisma vardir. Bu amagla 2017
yilinda Damireddy ve arkadaslar tarafindan, Selexipag analizi i¢in ters fazli YPSK
yontemi ile bir yontem gelistirilmis ve optimize edilmistir. ICH yonergeleri Q2(R1)’e
gore validasyon ve stres ¢alismalart sonucunda yontemin basit, hizli, dogru, verimli ve
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tekrarlanabilir oldugu kanitlanmistir. Boylece ilag etken madde ve farmasdtik dozaj
formunda sadece etken maddenin tespit edilebildigi bir yontem gelistirilmistir
(Damireddy ve ark., 2017). Baska bir ters fazli YPSK c¢alismasinda, bir farmasotik
tablet dozaj formundaki Selexipag miktarinin rutin analizi i¢in tekrarlanabilir, saglam
ve ekonomik bir yontem gelistirilmis ve valide edilmistir (Santosh ve Devi, 2021). Bir
calismada da farmasotik dozaj formunda Selexipag i¢in basit, ekonomik, hizli, hassas,
saglam ve kararl bir ters faz YPSK tahlil yontemi gelistirilmis ve yontemin segiciligi
stres testi ile ortaya konmustur. Yo6ntem, ICH yonergelerine gore valide edilmis, rutin
analizler ve yigin ile farmasdétik formiilasyon kalite kontrolii i¢in uygun bulunmustur
(Joshil ve Patel, 2020).

Literatirde YPSK ve SK-KS/KS gibi kromatografik yontemlere ek olarak
spektrofotometrik yontemler de gelistirilmistir. Yapilan bir ¢aligmada, Selexipag’in
ilag etken maddesi ve yigin dozaj formunda nicel olarak belirlenmesi i¢cin UV-GB
spektrofotometrik bir yontem gelistirilmistir. Valide edilen bu yontemin basit, dogru,
kesin, tekrarlanabilir, kesin, kullanishh ve uygun maliyetli oldugu gosterilmistir
(Kotwal ve ark., 2017). Baska bir calismada, yigin ve tablet formdaki ilaglarda
Selexipag’in nicel tayini ve rutin kalite kontrol analizleri i¢in; GB spektrofotometrik
yontem gelistirilmistir. Bu yontemde kullanilmak iizere; alkali ortamda p-nitroanilin
ile diazolama kenetleme reaksiyonuna sokulan Selexipag’in, suda ¢oziinen yesil renkli
bir azo boyar maddesi olusturulmustur. Ayrica bu spektrofotmetrik yontem ICH
kilavuzlarina gore valide edilmistir. Bu ¢alisma; tehlikeli, toksik ve pahali organik
coziiciiler kullanmadan; basit, dogru, hizli, tekrarlanabilir ve ucuz bir yontem ile
Selexipag’in nicel belirlenebilecegini gostermistir (Gorumutchu ve Ratnakaram,
2018a). Y1gin ilag ve farmasotik dozaj formunda Selexipag’in tayini i¢in yapilan bagka
bir GB spektrofotometrik ¢alismasinda, MBTH (3-Metil-2-benzotiazolinon hidrazon
hidrokloriir hidrat) ve FeCl; ile Selexipag’in asidik ortamda oksidasyon kenetlenme
reaksiyonu sonucunda mavimsi yesil bir kompleks olusturulmustur. Selexipag tayini
icin olusturulan bu kompleks, 600 nm’de karakteristik maksimum absorpsiyonu
vermis ve yontem valide edilmistir. Sonu¢ olarak Selexipag icin kalite kontrol
laboratuvarlarinda rutin tayinlerde YPSK ve SK-KS/KS yontemlerine alternatif olarak

kullanilabilecek basit bir yontem daha gelistirilmistir (Gorumutchu ve Ratnakaram,
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2018b).

Spektrofotometrik baska bir ¢aligmada, Selexipag miktarinin belirlenmesi igin
UV spektrofotometrik yontem gelistirilip, ICH kilavuzlarina gére valide edilmistir. Bu
calismada dort farkli tampon ¢ozeltisi kullanilmis, UV spektrumlar1 alinmis ve yazilim
yardimiyla 6l¢timler birinci dereceden tiirevine doniistiiriilmistiir. Bu yontem, her bir
tampon ¢ozeltisi i¢in tablet calismalarinda Selexipag tayininde uygulanmistir. Tim
calismalardan olduk¢a iyi geri kazanimlar elde edilmis. Boylece farkli tampon
cozeltiler i¢in farmasotik dozaj formlarinda Selexipag tayininde uygulanabilecek basit,

dogru ve kesin bir yontem elde edilmistir (Prathyusha ve ark., 2020).

1.3.Kolon Kromatografisi

Kromatografi, renkli bitki pigmentlerini ayirmak amaciyla ilk kez 1903’te bir
Rus botanikgi olan Michael Tsvett tarafindan icat edilmistir. Yunanca renk anlaminda
‘chroma’ ile yazmak anlaminda ‘graphein’ kelimelerinin bir araya getirilmesiyle
olusturulmustur. Giiniimiizde bir¢ok alanda kullanilmaktadir. Bu aletli analiz yontemi
sayesinde bir karisimda bulunan her bir bileseni nitel olarak ayirip, tanimlayabilmek

miimkiin kilinmstir (Ettre, 2003).

Kromatografi; sabit bir faz iizerinden hareketli bir faz gecirilerek, numune
icerisinde bulunan maddelerin dagilma veya adsorpsiyon yoluyla birbirlerinden belirli
bir siirede ayrilmasini saglar. Bu yaklasima gore kromatografi tekniginin temelini sabit
faz, hareketli faz ve ayrilan maddenin 6zelligi olusturur. Kromatik yonetmeler sabit
faza gore kolon ve diizlemsel kromatografi olarak; hareketli fazin gesidine gore sivi,
gaz ve stiperkritik akigkanli kromatografi olarak; ayrilan maddenin sabit ve hareketli
faz ile olan etkilesimi sonucundaki ayrilma mekanizmasina goére de adsorpsiyon,
dagilma, iyon degistirme, afinite gibi kromatografi olarak gruplandirilir (Coskun,
2016).
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1.3.1. Adsorpsiyon Kromatografisi

Bu kromatografide sabit faz kati; hareketli faz sivi veya gaz halindedir. Ayrimda
fiziksel adsorbsiyon kuvveti etkilidir. Maddenin sabit faza yani kolona tutunmasi zayif
Van Der Waals kuvvetleriyle, elektrostatik ¢cekimlerle veya dipol—dipol etkilesimler

ile gerceklesir ve tersinir adsorbsiyon meydana gelir (Ahuja ve Alsante, 2004).

- = = Sahit fazin vizeyinde adsorbe
- = " olan ¢ézinmiis numune

Sekil 1.5. Adsorpsiyon kromatografisi.

Hareketli faz ve ayrilacak madde, sabit fazin ylizeyine tutunmak icin yaris
halindedir. Iyi bir ayrim isteniyorsa bu yarista maddenin sabit fazda daha fazla
tutunmast gerekir. Bu nedenle; benzer benzeri c¢eker ilkesine gore ayrimi istenen
maddenin polaritesi veya apolaritesi, sabit fazla benzer olmalidir. Bunun yaninda,
hareketli fazin da aksi 6zellikte olmast gerekir ki; sabit faza ilgi gdsteremesin ve
kolondan kolaylikla ayrilabilsin. Notr organik maddelerin ayrimi igin genellikle YPSK
i¢in bu kati-s1ivi kromatografisi kullanilir. Sabit faz olarak silikajel (SiO,), talk veya
alimina (AL,O;) kullanilir (Skoog ve ark., 2017).

1.3.2. Dagilma Kromatografisi

Sivi-sivi kromatografisi olarak da adlandirilir. Madde, sivi sabit faz ve sivi
hareketli faz arasinda dagilma egilimine gére ayrilir. Sabit faz da dolgu maddesi olarak
silikajel ve polimerler kullanilir. Bu dolgu maddeleri su veya ¢esitli uygun organik
¢oziciiler ile kaplanir. Hareketli faz olarak ¢oziicii veya ¢oziicii sistemi kullanilir.

Burada da benzer benzeri ¢eker ilkesi gegerlidir. Ciinkii ayrilacak maddenin kolonda
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yani; sabit fazda daha ¢ok dagilmasi i¢in benzer polaritede olmasi1 gerekir. Sabit fazin
ve hareketli fazin polarite tiirtine gére normal faz ve ters faz kromatografi olarak ikiye
ayrilir. Normal fazda sabit faz polar 6zellikte, hareketli faz apolar 6zelliktekidir. Sabit
faz dolgu maddesi olan silikajel veya aliiminanin tizeri; fonksiyonel grup olan -CN, -
NO, veya -NH; ile kaplanarak polar 6zellik katilir. Hareketli faz olarak da hekzan,
kloroform gibi ¢oziicii veya ¢oziicii sistemleri kullanilir. Bu kromatografi yiiksek polar
ozellikteki maddelerin ayrimi igin kullanilir. Polar bilesikler kolonda daha g¢ok

tutunacagi i¢in daha geg ¢ikar (Ahuja ve Alsante, 2004).

Ters faz da ise tam tersi; sabit faz yani kolon apolar; hareketli faz polar
ozelliktedir. Bu kromatografi ¢esitinde; apolar maddelerin, zayif polar maddelerin ve
iyonik yapidaki maddelerin ayrimi yapilir. Kolon dolgu maddesi silikajel {izerine
kovalent bagl polar olmayan ¢ogunlukla alkil grubu veya fenil grubu baglanir. Bu
gruplarin baglanmasindan sonra sabit fazin kararliligini daha da arttirmak icin, silika
tizerindeki serbest silanol gruplar1 da kapatilir. Bdylece kolonun polaritesi azaltilmig

olur (Skoog ve ark., 2017).

kolomm enine kesiti

kolon viizevine bagh stvi fazda numune

Sekil 1.6. Dagilma kromatografisi.

Alkil grubu olarak karbon sayist bir ile otuz arasindaki grupla
kullanilabilmektedir. Giiniimiizde en yaygmn olarak C8 ve C18 kullanilmaktadir.
Bunun yaninda fenil tiirevlerinin dolgu maddesine baglanmasiyla olusan fenil
kolonlar1 da ¢ogunlukla kullanilmaktadir. Buradaki ayrim hidrofobik etkilesime yani
Van Der Waals kuvvetlerine dayanir. Burada da apolar maddeler kolonda daha ¢ok

tutunacagi igin daha geg ¢ikar (Ahuja ve Alsante, 2004).
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1.3.3.1yon Cifti Kromatografisi

Iyonik o6zellikteki maddelerin  ayrilabilmesi icin gelistirilen ters faz
kromatografisidir. Coziicii sisteminde su kullanildigi i¢in bu maddelerin suda
¢oziinmesi gerekir. Hareketli faz olarak; asetonitril (ACN) gibi bir organik ¢oziicii
igeren sulu tampon ¢oziiciiler ve ayrimi saglayacak olan, iyonik maddenin zit yiikiinde
bir iyon ¢ifti reaktifi eklenerek elde edilir. Kuaterner veya tersiyer aminler,
trifloroasetik asit (TFA) ile alkil siilfonik asitler iyon ¢ifti reaktifi olarak

kullanilmaktadir.
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Sekil 1.7. Iyon cifti kromatografisi.

Hareketli fazdaki bu reaktifin hidrofobik yeri, ayn1 6zellikteki hidrofobik sabit
faza adsorplanir. Maddeler de bu yiiksiiz hale gelmis reaktif ile iyonik etkilesime
girerek birbirinden ayrilirlar. Yani; buradaki ayrim iyon ¢ifti reaktifinin polaritesine
baglidir. Uzun zincirli bir reaktifin polaritesi daha az olacagi i¢in kolonda tutunmasi
artar ve maddelerin de dolayisiyla alikonma zamani artar. Ayrica kolon iizerindeki

serbest silanol gruplarin kapatilmasi sayesinde pik kuyruklanmasinin 6niine gegilir ve

daha dar, keskin pikler elde edilir (Skoog ve ark., 2017).
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1.4.11a¢ Etken Maddelerindeki Safsizhiklar

Ilag, hiicreler iizerinde etki gdsteren, tedavi ve teshis i¢in kullanilan maddelerdir.
Dogal, yar1 sentetik veya tamamen sentetik ila¢ etken maddesi/maddeleri igerir ve
hastaliga goére giinlik alim dozu ayarlanarak formiilize edilir. DSO’e gore ise
“fizyolojik sistemleri veya patolojik durumlari, alanin faydasi i¢in degistirmek veya
incelemek amaciyla kullanilan veya kullanilmasi 6ngoriilen bir madde ya da {iriin”

olarak tanimlar.

Ilaglarin sadece sentez ve iiretiminde degil; en son kullanildig1 yere kadar ilag
giivenliginin saglanmasi gerekir. Bunun igin ilag giivenligini tehlikeye sokacak

durumlar 6ngoriiliip, 6nlemler alinmalidir.

ICH’e gore yeni ilag maddelerindeki safsizliklar “Yeni ila¢ maddesi olarak
tamimlanan kimyasal madde disinda, yeni ilag maddesinin i¢inde yer alan herhangi bir
bilesen” olarak tanimlanmistir [ICH Q3A(R2), 2006]. Yeni ilag¢ iriinlerindeki
safsizliklar icin ise “Yeni ilag tiriinii i¢inde yer alan ilag maddesi ve yardimci madde
disinda kalan herhangi bir bilesen” seklinde tanimlanmistir [ICH Q3B(R2), 2006]. Bu
safsizliklarin herhangi bir yarar1 yoktur aksine; ¢ogu zaman kiigiik miktarlarda bile
risk yaratmaktadirlar (Kram ve Mcgovern, 2007). Bu nedenle; ila¢ etken maddesinin
ve onun viicutta atil veya yararli 6zellikte bile olsa; tiim safsizlik profillerinin
yapilmasi, toksikolijik ozellikler dahil tiim o6zelliklerin incelenmesi ve kontroli
yapilmasi gerekir [ICH Q3A(R2), 2006]. Bu nedenle; uluslararasi ortak bir kilavuz
cercevesinde ilerlemek igin “Insanda Kullanilan Ilaglarm Ruhsatlandirilmas: Igin
ICH” kurulmustur. ICH’in kurulma maksati; yeni ila¢ ruhsatlandirmasinda gecikmeyi
ve testlerde, arastirmalarda gereksiz goniillii insan, deney hayvani ya da test materyali
kullantmim1 ve tekrarlar1 azaltmak amaciyla ABD, Avrupa Birligi ve Japonya’nin
diizenleyici makamlar1 ve ilag Endiistrisi Federasyonlarinin katilimi ile kurulmustur.
Bu ii¢ iilkenin ICH kurmasi rastlanti degildir; c¢ilinkii diinyada ruhsatlandirma
basvurusu yapilan yeni ilaglarin hemen hemen tamami bu iilkelerde kesfedilmistir.
ICH yapisimin diger bir 6zelligi, diizenleyici makamlarin ve ilag endiistrisinin esit

oranda temsil edilmesidir.
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ICH kilavuzlar dort ana baslik altinda toplanir: Kalite (Q), kalite ile ilgili
kilavuzlar farmasotik ve kimyasal kalite giivencesine ait olup baslica; safsizliklar,
spesifikasyonlar ve kararlilik testleri ile ilgilidir. Emniyet(S), karsinojenisite,
genoksisite, akut ve kronik toksisite ¢calismalarina iligkin, yani in vitro ve in vivo klinik
oncesi ¢alismalara ait kilavuzlar sayilabilir. Etkinlik (E), insanlarda yapilan klinik
arastirmalarla ilgili kilavuzlardir. Multidisipliner (M), bu ii¢ basliktan birine tam
olarak oturmayan, ya da birden fazla baslhiga girebilen konular1 kapsar (Topaloglu,
2014).

Giintimiizde ICH’e gore safsizliklar ise soyledir: Q3A(R2), yeni ilag etken
maddelerinde safsizliklar; Q3B(R2), yeni ilag iiriinlerinde safsizliklar; Q3C(R4),
safsizliklar: kalint1 ¢oziiciiler i¢in rehber; Q3D, safsizliklar: metal safsizliklar igin
rehber; M7, potansiyel karsinojenik riskin sinirlandirilmasi igin ilaglarda DNA reaktif
(mutajenik) safsizliklarin degerlendirilmesi ve kontrolii ICH Q3A(R2), yeni ilag etken
maddelerindeki safsizliklarin igerigi, nitelikleri ve giivenligi ile ilgili rehberlik saglar.
Bu ICH rehberi 6ncesinde hi¢ ruhsat almamais, kimyasal olarak sentezlenen ve tiretilen
yeni ilag etken maddeleri i¢in gegerlidir. ICH Q3B(R2) rehberi; yeni ilag {iriinlerinde
bulunan; bozundurma iriinleri, ila¢ etken maddesinden kaynakli olabilecek
safsizliklar, formiilasyonda kullanilan yardimci madde veya saklama sirasinda
kullanilan materyallerden gelebilecek safsizliklar i¢in rehberlik yapar. Bu rehberler;
klinik caligmalarda ilag gelistirmeye yonelik degil; safsizliklarin raporlanmasi,
tanimlanmasi ve Kalifikasyonu i¢in toksikolojik esik degerlerini tanimlamasi amaciyla
olusturulmustur. Buna gore; giinlik doz alimi iki gramdan az olan yeni ilag etken
maddelerinde, %0,05 {izerindeki tiim safsizliklar raporlanmali, %0,05 {izerindekiler
tanimlanmali, %0,15’ten fazlaysa Kkalifikasyonu (nitelendirme) yapilmalidir. Eger
ginlik alim dozu iki gramdan fazlaysa %0,03 iizerindeki tiim safsizliklar
raporlanmali, %0,05 {izerindekiler tanimlanmali, %0,05 tizerindekiler kalifikasyonu
yapilmalidir (Pokar ve ark., 2020) . Ayni sekilde, giinliik alim dozlarina gore yeni ilag

tirtinlerinde de safsizlik limit degerleri belirtilmektedir.

ICH rehberlerinin yaninda EMA, FDA, USP gibi bir¢cok kurulus ve literatiir

caligmalarinda da; ilag etken maddesi veya ilag iiriinlerinde bulunan safsizliklar i¢in
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esik degerler bildirilmektedir. Ancak ¢ogu zaman bu kuruluslar ICH kurallarini

benimsemektedir.

Ilag etken maddelerinden gelen safsizliklarin bircok kaynag: olabilir. Sentezin
ilk basamaginda kullanilan baslangi¢ maddeleri ve safsizliklari, sentezde olusan ara
tirtinler ile tamamlanmamis tepkimelere bagli olusan iiriinler, tepkimelerin uzun siire
devam etmesi, kullanilan ¢oziiciiler ve tiim kimyasal maddeler, enantiyometrik
safsizliklar, saflastirmada Kristalizasyon, damitma, kurutma kosullari, saklama
kosullari, ¢oziicti kalintilari, polimorfizm, farkli sentez yollarinin izlenmesi gibi pek
cok kaynak sayilabilir. Ilag iiriinlerindeki ise; ila¢ etken maddesinin bozunma
tiriinlerinden, yardimci maddelerden, saklama sisteminde kullanilan materyaller ile

olan etkilesmelerden kaynakli safsizliklar gelebilir (Acartiirk, 2004).

ICH’e gore genel olarak ilagta safsizliklar {i¢ baslik altinda siiflandirmistir:

Organik safsizliklar, inorganik safsizliklar ve kalint1 ¢oziiciiler.

Organik safsizliklar ilag etken madde sentezi, formiilasyon ve ilag depolanmasi
sirasinda olusabilir. Kimyasal yapilari her zaman kolaylikla belirlenemez. Organik
safsizliklarin kaynagi; sentez baglangic maddeleri, tepkime sonunda kalan maddeler,
asir1 tepkime {iriinleri, yan iiriinler sayilabilir. Inorganik safsizliklarin kaynag: olarak
da kullanilan ligandlar, katalizorler, agir metaller, saflastirma sirasinda kullanilan
filtre, absorbans gibi malzemeler sayilabilir. Sentez basamaklarinda ve saflagtirma
asamasinda ¢Oziiciiler kullanildig1 igin kalint1 ¢6ziiciiler her zaman safsizlik olarak
gozlenir (Ahuja ve Alsante, 2004).

Bunun disinda olusabilecek diger bir safsizlik genotoksik safsizliklardir. Bu
safsizliklarin disiik dozlar1 bile DNA’da kalici hasara neden olarak; insanlarda
mutajenik ve karsinojenik etkilere yol acabilme potansiyeline sahiptir. Bu nedenle bu
safsizliklar, glivenlik risklerinin olduk¢a yiiksek olmasi nedeni ile safsizlik konusu
igerisinde 6zel bir yer tutmaktadir. Bu amagla; ICH, FDA, EMA gibi diizenleyici
kuruluslar bu safsizliklar ile ilgili rehberler hazirlayarak ilag endistrisine yonelik 6zel
diizenlemeler getirmektedirler. Bu diizenlemelerde, ilag etken madde ve ilag
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tirtinlerinde safsizlik profillerinin belirlenmesi ile birlikte, basta genotoksisite olmak
tizere toksikolojik degerlendirmelerin yapilmasit gerektigi belirtilmektedir (Kleinman
ve ark., 2015).

1.5. X-Istm1 Kirimmm Yontemi (XRD), Polimorfizm

Polimorfizm, ilag gelistirme ve kalite kontrol analizlerinde kullanilan oldukga
onemli ve temel bir tekniktir. ilag etken maddelerinin ¢ogu kat1 haldedir. Amorf, Kkristal
veya her iki kat1 halde de olabilmektedir. Kristal halde olan ilag¢ etken maddelerinin de
birden fazla kristal formu bulunabilmektedir. Sentez veya iiretim sirasinda kullanilan
herhangi bir kimyasal veya farkli ortamin (1stnma, soguma gibi) meydana gelmesi, asil
kullanilacak kristal formda degisiklige neden olabilmektedir. Bu nedenle; ila¢ etken
maddesinin kristal form takibi olduk¢a ©nemlidir. Eger ila¢ etken maddesinde
polimorfizm degisikligi varsa; ila¢ dozaj formlarmin {iretiminde, Kalitesinde,
biyoyararlanimda ve ilag kararliliginda dolayisiyla raf dmriinde dogrudan etki gosterir.

Bu nedenle; ilag etken maddesinin kristal yapisinin takibi XRD ile yapilmaktadir.

Cihazin temel ¢alisma ilkesi X-iginlart kirmimidir (Bragg yasasi). Kisa dalga
boyundaki elektromanyetik dalgalardan olusan X-151n1 demeti, Ornek {izerine
gonderilir. Ornege carpan X-1s1n1 demeti, farkli acilarda ve siddette yansir. Kristal
fazlarin kendine has atomik dizilimi nedeniyle; her maddenin XRD difraktogrami
kendine has olmaktadir. Ek olarak da bu yontem 6rneklere zarar vermez ve az miktarda

bile analize olanak saglar (Chauhan ve Chauhan, 2014).

1.6. Diferansiyel Tarama Kalorimetrisi (DSC)

Diferansiyel tarama kalorimetrisi (DSC), en popiiler termal analiz teknigidir.
Nispeten yeni bir teknik olan DSC; ilk kez 1963 yilinda Perkin-Elmer tarafindan DSC-
1 adi altinda pazara strilmistiir. Bu tekniginin ana uygulamalari polimer ve

farmasoétik alanlardadir, ancak inorganik ve organik kimyada da DSC bigilerinden
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onemli 6l¢iide yararlanmaktadir.

DSC; bir maddenin hem fiziksel hem de termodinamik 6zellikleri hakkinda
ayrintili bilgi verir. Bu sayede; kati, s1v1 veya jel 6zellikte bir maddelerin camsi gegis
sicakligi (T,), erime sicakligi (Tr), kristallesme sicakligr (T.), bozunma sicakligr (Tq),

entalpi (H) ve 1s1 kapasitesi (C,) gibi termodinamik bilgiler nicel olarak belirlenebilir.

Cihaz, iki bolmeli bir konfiglirasyondan yani; 6rnek ve referans boliimiinden
olusur. Numune ve referans malzeme iizerine, dnceden programlanmis dogrusal ve
kontrollii bir 1s1 verilir. Numune ile referans arasinda, numunedeki faz degisikliginden
dolay1 bir sicaklik farki tespit edilirse, bu fark bir esik degerinin altina diisene kadar
enerji verilir. Sistem, birim zaman basina enerji girisi, sicakligin veya zamanin bir

fonksiyonu olarak kaydedilir.

Farmasotik alanda hem ilag etken maddelerinin hem de ila¢ {riiniiniin
gelistirilmesinde; termal olarak yapilan stres ¢aligmalarinda, nasil tepki verdigi DSC
cihazi ile takip edilebilmektedir. Bu sayede ilag¢ gelistirme asamalarinda olusan yeni
bir kimyasal maddenin kolay tespiti yapilabilmektedir. Bunun yaninda diisiik miktarda
numune kullanimu, istenilen sicaklik programlar ile dakikalar veya saatler igerisinde
analiz yapilabilmesi, analiz sonuglarinin dogru ve kesin olmasi ve de edinilen bilgilerin
spektroskopik yontemlerle elde edilen bilgiler ile harmanlanabilmesi oldukca

onemlidir (Menczel ve Prime, 2009).

1.7. Niikleer Manyetik Rezonans (NMR) Spektroskopisi ve Kirmizi Otesi
Spektroskopisi (FTIR)

Niikleer manyetik rezonans spektroskopisi, molekiildeki atomlarin giiclii bir
manyetik alanda radyofrekans aralifindaki elektromanyetik 15181 sogurmasi olayina

dayanir.

Spin kuantum sayisi sifirdan farkli tiim atom c¢ekirdeklerinin bir manyetik
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momenti vardir. Bu nedenle miknatis gibi davranirlar ve manyetik momentleri her
yone yonlenir. Bu atom cekirdekleri giiclii bir manyetik alana konursa manyetik alan
ile aym1 yonde yonlenerek diisilk enerji seviyesini; manyetik alanla zit yonde
yonlenerek yiiksek enerji seviyesini olustururlar. Ayrica bu atomlar hem manyetik alan
etrafinda hem de yercekimi etkisiyle kendi etrafinda salinim yaparak presesyon
hareketi yaparlar. Iste bu presesyon frekansima esit bir radyofrekans 1simasi atom
tarafindan sogurulursa diistik enerji seviyesinden yiiksek enerji seviyesine gecer. Bu
sogurmaya niikleer manyetik rezonans denir. Bu sogurmaya karsilik sinyal ise bir pik

olarak gozlenir.

'H ve ®C NMR’ye gore standart olarak tetrametilsilan (TMS) kullanilir. Bu
bilesik keskin bir pik verir ve kimyasal kaymasi sifir ppm kabul edilerek diger

bilesiklerin kimyasal kaymas1 buna gore hesaplanir.

Her zaman dogru olmasa da genel olarak bir proton komsu karbondaki proton
sayisinin (n) bir fazlasi seklinde spin yarilmasina ugrar. Eger cevresinde farkli
karbonlara bagli protonlar varsa; (nx+1)x(ny+1) sayida spin yarilmasi gosterir. Ama
bu yarilmalarin ¢ogu, protonlarin esdeger olmasindan dolayz, {ist iiste ¢akisir ve olmasi

gerektiginden daha az sayida coklu pik verebilir.

FTIR, kirmiz1 6tesi 1s51ma molekiillerin titresme ve donme diizeylerini etkiler. Bu
titresimler, molekiilerdeki baglarin dipol momentlerini degistirdiklerinde kirmizi 6tesi
band1 olarak g6zlenir. Bu molekiil titresimleri gerilme ve egilme titresimleri olarak iki
tirdedir. FTIR analizinde maddelerin yapisinda bir degisiklik olmaz. Bu analiz
sayesinde organik bilesiklerin yapisindaki fonksiyonlu gruplarin varligi veya yoklugu

belirlenir.

FTIR spektrumlar1 kirmizi 6tesi 15181n yogunluguna karsi birimi cm* olan dalga
sayisina kars1 grafik olarak elde edilir. Bu grafikler, 4000-400 cm™ araliginda yani;
kirmizi Gtesi 151k bolgesindedir. Burada 4000-1500 cm aras1 fonksiyonlu grup bolgesi;
1500-400 cm-araligi ise parmak izi bolgesidir. Parmak izi bolgesi molekiiliin tiimiiniin
titresmesi ile ilgilidir (Erdik, 2007).
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Bu tez kapsaminda; Deva Holding A.S Cerkezkdy-2 tesislerinde iiretilen ve
esdeger ila¢ tretiminde kullanilabilecek Vismodegib ile Selexipag ilag etken
maddeleri ¢alisilmistir. Literatiirde bu ilag etken maddeleri igin gelistirilen analitik
yontemler, biyolojik matrislerde sadece ila¢ etken maddesinin tanimlanmasi ve
miktarmin belirlenmesine yonelik biyoanalitik yontemlerdir. Bu analitik yontemler,
daha cok rutin hasta takibi icin gelistirilmis ve ICH yoOnergelerine gore valide
edilmistir. Klinik ¢alismalar i¢in kullanilan bu biyoanalitik ¢alismalarin bazilarinin
endiistride kullanilabilecegi ongoriilmiis ama uygulanmamistir. Ayrica; ilag etken
maddelerinin safsizlik profillerinin belirlendigi herhangi bir ilgili maddeler yontemi
de literatiirde detayli olarak gelistirilmemistir. Dolayisiyla; endiistriye yonelik, tiretim
sirasinda ve sonrasinda yapilan rutin kalite kontrol analizlerinde kullanilanacak uygun
yontemler bulunmamaktadir. Bu nedenle; tez kapsaminda bu amaca yoénelik her iki
ilag etken maddesi i¢in hem ilgili maddeler hem de miktar tayini yontemi gelistirilmesi

amaclanmstir.

Ik olarak her iki ilag etken madde igin safsizlik profil ¢alismasi yapilarak, *H-
NMR, BC-NMR, FTIR, XRD gibi spektroskopik yontemler ile hem ila¢ etken
maddeleri hem de safsizliklar1 karakterize edilecektir. Ardindan UYPSK ve YPSK
cihazlar ile ilgili maddeler ve miktar tayini analitik yontemleri gelistirilip, ICH
yonergelerine gore validasyon calismalar1 yapilacaktir. Stres testi calismalari ile de
hem yontem kararlilig: test edilecek hem de ilag etken maddeleri igin olasi bozunma
yollar1 belirlenecektir. Bu sayede iiretim sonrasi stabilite ¢caligmalar1 ve raf 6mrii igin
bilgi edinilmis olacaktir. Tiim bu ¢aligmalar hem Selexipag hem de Vismodegib ilag
etken maddeleri i¢in ayr1 ayr1 yapilacagindan, toplamda dort analitik yontem

gelistirilip, valide edilecektir.

Bu g¢alismalar sonucunda iiretimi yapilacak bu ila¢ etken maddelerinin rutin
kalite kontrol analizlerinde kullanilabilecek; uluslararasi standartlara uygun segici,
tekrarlanabilen, dogru, kesin, kararli ve saglam ilgili maddeler ve miktar tayini
yontemleri gelistirilmis olacaktir. Bunun yaninda, esdeger ila¢ iiretiminde
kullanilabilecek analitik yontemler i¢in dnemli bir ¢alisma olacaktir. Uretime yonelik

yapilan bu analitik ¢alismalardan dolayi, bu tez ¢alismasi 6zgiin olacaktir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg

2.1.1. Kullamlan Kimyasallar

Tez calismasinda kullanilan tiim Kimyasallar, reaktifler ve ¢oziiciiler analitik

saflikta ve farkli kimya sirketlerinden saglanmistir. Cizelge 2.1°de verilmistir.

Cizelge 2.1. Cozeltilerin hazirlanmasinda kullanilan kimyasal maddeler.

Kimyasal Madde Firma
Etil asetat Scharlau
izopropil alkol Merck
n-Butil asetat Merck
Asetik asit Merck
Hidroklorik asit (%37) J.T Baker
Stilfiirik asit J.T Baker
o-Fosforik asit (%85) Merck
Sodyum hidroksit Merck
Potasyum dihidrojen fosfat Merck
Asetonitril J.T Baker
N,N-Dimetilformamit Scharlau
Metanol J.T Baker
Susuz metanol J.T Baker
Trifloroasetik asit Riedel-de Haen
Aquagent complet 5 Scharlau
Dipotasyum hidrojen fosfat Merck
%30’ luk peroksit J.T Baker
n-Hekzan Merck
Tetrahidrofuran SRL
Trifloroasetik asit Merck
Toluen BDH
Benzen Merck
Diklormetan Merck
Etanol Merck
Trietilamin Sigma Aldrich
Dimetil stilfoksit SRL
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2.1.2. Kullamlan Cihaz ve Araclar

Tez kapsaminda kullanilan cihaz ve araglar ¢izelge 2.2 ve gizelge 2.3’te

verilmistir.

Cizelge 2.2. Tez kapsaminda kullanilan cihazlar.

Cihazlar Marka
Hassas terazi Sartorius ME 235S
pH-metre Meltler Toledo
Manyetik karigtirict Heidolph MR 3001 K
Etiiv Thermo Electron Corporation Heraeus Vacutherm
YPSK Shimadzu LC-2030C Plus
UYPSK Waters ACQUITY UYPSK H-Class PLUS PDA Dedektor
GC Agilent G1888 ve Shimadzu AOC-5000
'HNMR NMR Spectrometer JEOL-400 MHz
3CNMR NMR Spectrometer JEOL-400 MHz
FTIR Shimadzu FTIR Spectrometer IR Spirit
XRD Labx XRD 6100 Shimadzu
DSC Waters, TA enstrimanlar DSC 2500
TGA Waters, TA enstriimanlar TGA 550
PSD Malvern Mastersizer 3000
Kiitle spektrometresi Waters ACQUITY UYPSK H-Class PLUS QDa Dedektor
SK-KS Shimadzu Nexis GC 2030
Saf su cihaz1 Miili Q-Millipone
Ultrasonik su banyosu Elma-transsonic digital
Karl Fischer Meltler Toledo V30
Kiil Firim
UV ve VIS Kabini

Cizelge 2.3. Tez kapsaminda kullanilan arag ve geregler.

Aracg ve Geregler
Cesitli hacimli otomatik pipetler (Eppendorf®, Tirkiye)
Cesitli hacimli cam pipetler
Farkli hacimlerde balon jojeler (kapakli), cam beherler, ¢ozelti ve saklama cam siseleri
Vial
Mezur (farkli 6lgiilerde)
Vezin kabi (platin ve seramik)
Platin kroze
Desikator
YPSK, UYPSK ve SK kolonlar1
Pipet puarlari
Pastor pipeti
Diger sarf malzemeler
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2.1.3. Tez Cahismasinda Arastirilan Kolonlar

Yontem gelistirilmesinde ¢alisilan tiim kolonlar Cizelge 2.4°te verilmistir.

Cizelge 2.4. Calisilan kolon listesi.

Kolon Tiirii Uzunlugu (mm) i¢ Cap1 (mm) Partikiil Cap1 (nm) Firma
Acquity BEH C8 100 2,1 1,7 Waters
Acquity BEH C8 150 4,6 35 Waters

Acquity BEH C18 150 2,1 1,7 Waters
XBridge C8 150 3,0 3,5 Waters

XBridge C18 150 46 35 Waters

Symmetry C18 150 4,6 5,0 Waters

Symmetry C18 250 4,6 5,0 Waters

BDS Hypersil C18 250 46 3,0 Thermo Scientifi
BDS Hypersil C18 250 4,6 5,0 Thermo Scientifi
Zorbax SB-Phenyl 250 4,6 50 Agilent

Zorbax NH2 250 46 5,0 Agilent

2.1.4.Kullanilan Sertifikah Standartlar ve Ila¢ Etken Maddeleri

Selexipag ve Vismodegib ilag etken maddeleri Deva Holding A.S API Ar-Ge

sentez laboratuvarinda veya ticari olarak Deva Holding A.S’de sentezlenen serilerden

elde edilmistir.

Analitik yontem gelistirme ve validasyon ¢alismalarinda kullanilacak Selexipag,

Vismodegib standartlari ile bu ila¢ etken maddelerin safsizlik standartlarimin bir kismi

Deva Holding A.S API Ar-Ge sentez laboratuvarinda sentezlenmistir. Bir kism1 da

tedarik¢i firmalardan temin edilmistir.

Her iki durumda da tiim maddeler, Deva Holding A.S API Ar-Ge analitik

laboratuvarinda standardize edilmistir.
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2.1.5. Tez Caliymasinda Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

2.1.5.1. Selexipag Ilgili Maddeler Yontem Optimizasyonu I¢in Hazirlanan

Cozeltiler

2.1.5.2. Hareketli Faz Olarak Arastirilan Cozeltiler

o Hareketli Faz 4 Cozeltisi-1

Bir litrelik hareketli faz ¢ozeltisi igin; 1,36 g potasyum dihidrojen fosfat
(KH.PO,) tuzu, 1000 mL saf suda ¢Oziinmiistiir. Tamamen ¢oziinme sonrasinda
hareketli fazin pH’1 7,5 = 0,05’e seyreltik orta fosforik asit (0-HsPO.) ¢ozeltisi ile

ayarlanmistir.

o Hareketli Faz 4 Cozeltisi-2

Bir litrelik hareketli faz ¢6zeltisi i¢in; 1,74 g dipotasyum hidrojen fosfat
(K.HPO,) tuzu ve 1,0 g tetra-n-biitil amonyum hidrojen siilfat (C.sHssNO,S) tuzu, 1000

mL saf suda ¢6zinmiistiir.

Tuzlarin tamamen ¢oziinmesinden sonra hareketli fazin pH’1 7,5 = 0,05’e

seyreltik sodyum hidroksit (NaOH) ¢6zeltisi ile ayarlanmastir.

o Hareketli Faz 4 Cozeltisi-3

Bir litrelik hareketli faz ¢ozeltisi i¢in; 1,38 g sodyum dihidrojen fosfat dihidrat
(NaH;PQO,.2H,0) tuzu ve 1,0 g CisHysNO,S tuzu 1000 mL saf suda ¢oziinmiistiir.
Tuzlarin tamamen ¢oziinmesinden sonra hareketli fazin pH’1 7,5 + 0,05’e seyreltik

NaOH c¢ozeltisi ile ayarlanmustir.
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o Hareketli Faz 4 Cozeltisi-4

Bir litrelik hareketli faz ¢ozeltisi i¢in; 2,76 g NaH,PO,.2H,0 tuzu ve 1,0 g
CisH37NO,S tuzu 1000 mL saf suda ¢oziinmiistiir. Tuzlarin tamamen ¢6ziinmesinden

sonra hareketli fazin pH’1 7,5 + 0,05’e seyreltik NaOH ¢6zeltisi ile ayarlanmistir.

o Hareketli Faz A Cozeltisi-5

Bir litrelik hareketli faz ¢ozeltisi icin; 1,74 g K;HPO, tuzu ve 1,0 g CisHssNO,LS
tuzu 1000 mL saf suda ¢oziinmiistir. Tuzlarin tamamen ¢6ziinmesinden sonra

hareketli fazin pH’1 4,0 = 0,05’e seyreltik 0-HsPO, ¢ozeltisi ile ayarlanmistir.

e Hareketli Faz 4 Cozeltisi-6

Bir litrelik hareketli faz ¢ozeltisi i¢in; 1,74 g K;HPO, tuzu 1000 mL saf suda
¢Oziinmistiir. Tuzun tamamen ¢6ziinmesinden sonra hareketli fazin pH’1 6,0 + 0,05’e

seyreltik 0-H;PO, ¢ozeltisi ile ayarlanmastir.

e Hareketli Faz A Cozeltisi-7

Bir litrelik hareketli faz ¢ozeltisi i¢in; 1,74 g K;HPO, tuzu 1000 mL saf suda
¢ozlinmistiir. Tuzun tamamen ¢oziinmesinden sonra hareketli fazin pH’1 7,5 = 0,05°e
seyreltik 0-HsPO, ¢ozeltisi ile ayarlanmistir. Bu tampon ¢ozeltiden 900 mL alinarak

baska bir hareketli faz sisesine aktarilmis ve tizerine 100 mL asetonitril eklenmistir.

e Hareketli Faz A Cozeltisi-8

Bir litrelik hareketli faz ¢6zeltisi i¢in; 1000 mL’lik saf su igerisine 1,0 mL TFA

eklenmistir.
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o Hareketli Faz B Cozeltisi

Tim yontem gelistirme c¢alismalarinda hareketli faz B olarak asetonitril

kullanilmistir.

2.1.5.2.1. Numune Cozeltisi Hazirh@

e 0,25 mg/mL Derisimde Numune Hazirlig

25,0 mg Selexipag numunesi, 100 mL’lik balon jojeye tartilmistir. 40,0 mL
asetonitril ilave edilmis ve ultrasonik su banyosunda ¢oziinmistiir. Numunenin

tamamen ¢o6ziinmesinden sonra, hacmi saf su ile tamamlanmistir.

e 0,50 mg/mL Derisimde Numune Hazirligi

50,0 mg Selexipag numunesi, 100 mL’lik balon jojeye tartilmistir. 40,0 mL
asetonitril ilave edilmis ve ultrasonik su banyosunda ¢oziinmiistiir. Numunenin

tamamen ¢oziinmesinden sonra, hacmi saf su ile tamamlanmastir.

2.1.5.2.2. Eklenilmis Numune Cozeltisinin Hazirhg:

e 0,25 mg/mL fla¢ Etken Derigsimine Gére Eklenilmis Numune Hazirlig:

25,0 mg Selexipag numunesi, 100 mL’lik balon jojeye tartilmistir. 40,0 mL
asetonitril ilave edilmis ve ultrasonik su banyosunda ¢oziinmistiir. Numunenin
tamamen ¢oziinmesinden sonra iizerine safsizlik stok karisim ¢ozeltisinden 1,0 mL

eklenmis ve iyice karistirilmistir. Ardindan saf su ile hacmine tamamlanmustir.
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e 0,50 mg/mL fla¢ Etken Derisimine Gére Eklenilmis Numune Hazirlig:

50,0 mg Selexipag numunesi, 100 mL’lik balon jojeye tartilmistir. 40,0 mL
asetonitril ilave edilmis ve ultrasonik su banyosunda ¢oziinmistiir. Numunenin
tamamen ¢oziinmesinden sonra iizerine safsizlik stok karisim ¢ozeltisinden 2,0 mL

eklenmis ve iyice karistirilmistir. Ardindan saf su ile hacmine tamamlanmustir.

2.1.5.2.3. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

Coziici olarak asetonitril ve su karisimi (40:60, h/h) kullanilmistir.

e 0,25 mg/mL fla¢ Etken Derisimine Gére Standart Hazirligi

20 mL’lik balon jojeye, 10,0 mg Selexipag standardi tartilmigtir. 8,0 mL
asetonitril eklenmis ve ultrasonik su banyosunda ¢oztinmiistiir. Ardindan saf su ile
hacmine tamamlanmistir. Daha sonra bu ¢ozeltiden 1,0 mL alinarak 20 mL’lik balon
jojeye aktarilmis ve hacmi ¢oziicii ile tamamlanmistir. Bu ¢ozeltiden de 1,0 mL

alinarak 100 mL’lik balon jojeye aktarilmis ve hacmi yine ¢6ziicii ile tamamlanmistir.

e 0,50 mg/mL fla¢ Etken Derisimine Gére Standart Hazirligi

20 mL’lik balon jojeye, 20,0 mg Selexipag standardi tartilmistir. 8,0 mL
asetonitril eklenmis ve ultrasonik su banyosunda ¢oéztinmiistiir. Ardindan saf su ile
hacmine tamamlanmistir. Daha sonra bu ¢ozeltiden 1,0 mL alinarak 20 mL’lik balon
jojeye aktarilmis ve hacmi ¢oziicii ile tamamlanmigstir. Bu ¢ozeltiden de 1,0 mL

alinarak 100 mL’lik balon jojeye aktarilmis ve hacmi yine ¢6ziicii ile tamamlanmastir.
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2.1.5.2.4. Sistem Uygunluk Cozeltisinin Hazirlanmasi

Sistem uygunluk ¢ozeltisi igin 100 mL’lik balon jojeye 25,0 mg Selexipag
numunesi tartilmistir. Uzerine 1,0 mL 1 N HCI ilave edilerek 70 °C’de 15 dakika
bekletilmistir. 15 dakika sonra 1siticidan alinarak 1,0 mL 1 N NaOH ile nétralize
edilmistir. Ultrasonik su banyosunda bir miktar asetonitril ile ¢6ziinmiis ve yine
asetonitril ile hacmine tamamlanmistir. Bu ¢ozeltiden 1,25 mL alinarak 50 mL’lik
balon jojeye aktarilmis ve ¢oziicli [asetonitril ve su karigimi (40:60, h/h)] ile hacmine

tamamlanmstir..

2.1.5.2.5. Selex-1, Selex-Asit ve Selex-Asetil Safsizhiklarmin Stok Standart

Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Validasyon calismalari ICH rehberlerine gore yapilmustir. Ilgili maddeler
yontem gelistirilmesinde ilag etken maddeleri ve safsizliklarinin limitleri ICH
Q3A(R2) rehberine gore belirlenmistir. Literatiir boliimiinde bahsedildigi gibi, ICH
Q3A(R2) rehberine gore giinliikk alim dozu iki gram ve alt1 olan ilaglar igin bilinen
safsizliklarin limiti %0,15 ve bilinmeyen safsizliklarin limiti %0,10°dur. Selexipag

icin de belirlenen giinliik doz; giinde iki kez olmak tizere 200-1600 pg araligindadir.

Ilgili maddeler validasyon ¢alismasinda kullanilmak iizere taniml tiim safsizlik
standartlar1 kullanilacak etken madde derisime gore hazirlanmistir. Her safsizlik i¢in

ayni sekilde numune hazirlig1 yapilmastir.

Kullanilan referans standartlarin safliklari su sekildedir: Selex-1 %98,6; Selex-
asit %97,4; Selexipag %99,7dir.
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e 0,25 mg/mL fla¢ Etken Derisimine Gore Safsiziik Standartlarimin Stok
Hazirlig

Her bir safsizlik standardindan 15,0 mg 20 mL’lik balon jojelere tartilmistir.
Uzerlerine 8,0 mL asetonitril eklenmis ve ultrasonik su banyosunda her biri homojen

bir sekilde ¢6ziinmiis ve hacimleri saf su ile tamamlanmistir.

Bu ¢ozeltilerden de 1,0 mL alinarak 20 mL’lik balon jojelere aktarilmis ve

hacimleri ¢6ziicii ile tamamlanmistir.

e 0,50 mg/mL Ila¢ Etken Derisimine Gore Safsizlik Standartlarinin Ana Stok
Hazirlig

Her bir safsizlik standardindan 30,0 mg 20 mL’lik balon jojelere tartilmistir.
Uzerlerine 8,0 mL asetonitril eklenmis ve ultrasonik su banyosunda her biri homojen
bir sekilde ¢6ziinmus ve hacimleri saf su ile tamamlanmistir. Bu ¢ozeltilerden de 1,0
mL alinarak 20 mL’lik balon jojelere aktarilmis ve hacimleri ¢oziicii ile

tamamlanmastir.

2.1.5.2.6. Selex-1, Selex-asit, Selex-asetil Safsizhiklarimin Spesifikasyon

Limit Derisiminde Standart Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Safsizlik stok standartlarindan 1,0 mL alinarak 100 mL’lik balon jojelere ¢oziicii

ile seyreltilmis ve hacimlerine tamamlanmustir.

2.1.5.2.7. Spesifikasyon Limit Derisiminde Safsizhk Stok Karisim

Cozeltisinin Hazirlanmasi

Bo6liim 2.1.5.2.5.’de hazirlanan her bir stok safsizlik standardin ilk stogundan
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(15,0 mg/20 mL) 1,0 mL alinarak tek bir 20 mL’ lik balon jojeye ¢oziici ile

seyreltilmistir. Her iki derisim i¢in bu sekilde hazirlanmistir.

2.1.5.2.8. Spesifikasyon Limit Derisiminde Safsizhk Karisim Cozeltisinin

Hazirlanmasi

Spesifikasyon limit derisiminde safsizlik stok karisim ¢ozeltisinden 1,0 mL

aliarak 100 mL’lik balon jojeye ¢oziicii ile seyreltilmistir.

2.1.5.3. Selexipag Miktar Tayini Yontem Optimizasyonu Icin Hazirlanan

Cozeltiler

Numune, eklenilmis numune, standart, sistem uygunluk ve safsizliklar

hazirlanirken ¢6ziicti olarak asetonitril ve su karisimi (40:60, h/h) kullanilmistir.

2.1.5.3.1. Hareketli Faz Cozeltileri

o Hareketli Faz 4 Cozeltisi-1

Bir litrelik hareketli faz ¢6zeltisi igin; 1,74 g Ko;HPO, tuzu ve 1,0 g Ci16Hs;NO.S
tuzu, 1000 mL saf suda ¢Oziinmiistiir. Tuzlarin tamamen ¢6ziinmesinden sonra

hareketli fazin pH’1 7,5 = 0,05’ seyreltik NaOH ¢ozeltisi ile ayarlanmistir.

o Hareketli Faz 4 Cozeltisi-2

Bir litrelik hareketli faz ¢ozeltisi igin; 1,74 g K;HPO, tuzu ve 1 g CisHyi;NO,S
tuzu, 1000 mL saf suda ¢ozinmiistiir. Tuzlarin tamamen ¢oéziinmesinden sonra

hareketli fazin pH’1 7,5 + 0,05’ seyreltik NaOH ¢ozeltisi ile ayarlanmistir. Bu tampon
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¢ozeltiden 900 mL alinarak baska bir hareketli faz sisesine aktarilmig ve tizerine 100

mL asetonitril eklenmistir.

o Hareketli Faz A Cozeltisi-3

Bir litrelik hareketli faz ¢ozeltisi i¢in; 1000 mL’lik saf su igerisine 1,0 mL TFA

eklenmistir.

o Hareketli Faz 4 Cozeltisi-4

Bir litrelik hareketli faz ¢ozeltisi i¢in; 1,74 g K,HPO, tuzu, 1000 mL saf suda
¢Oziinmiistiir Tamamen ¢oziinme sonrasinda hareketli fazin pH’1 7,5 + 0,05’e seyreltik
orta fosforik asit (0-Hs;PO.) ¢ozeltisi ile ayarlanmistir. Bu tampon ¢6zeltiden 900 mL
alinarak bagka bir hareketli faz sisesine aktarilmis ve tizerine 100 mL asetonitril

eklenmistir.

2.1.5.3.2. Numune Cozeltisi Hazirhg:

25,0 mg Selexipag numunesi, 100 mL’lik balon jojeye tartilmistir. 40,0 mL
asetonitril ilave edilmis ve ultrasonik su banyosunda ¢oziinmistiir. Numunenin
tamamen ¢oziinmesinden sonra, hacmi saf su ile tamamlanmistir. Bu ¢ozeltiden 1,0

mL alinarak 10 mL’lik balon jojeye aktarilmig ve hacmi ¢oziicii ile tamamlanmstir.

2.1.5.3.3. Eklenilmis Numune Cozeltisinin Hazirlanmasi

25,0 mg Selexipag numunesi, 100 mL’lik balon jojeye tartilmistir. 40,0 mL
asetonitril ilave edilmis ve ultrasonik su banyosunda ¢oziinmiistiir. Uzerine boélim
2.1.5.2.5.°deki, her bir safsizligin ilk stogundan (15 mg/20 mL) 3,3 mL eklenmistir.
Ardindan saf su ile hacmine tamamlanmustir.
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Bu ¢ozeltiden de 1,0 mL alinarak 10 mL’lik balon jojeye c¢oziicii ile

seyreltilmistir.

2.1.5.3.4. Standart Cozeltisinin Hazirlanmasi

25,0 mg Selexipag standardi 100 mL’lik balon jojeye tartilmistir. 40,0 mL
asetonitril ilave edilmis ve ultrasonik su banyosunda ¢6ziinmiistir. Maddenin

tamamen ¢oziinmesinden sonra, hacmi saf su ile tamamlanmastir.

Bu ¢ozeltiden 1,0 mL alinarak 10 mL’lik balon jojeye aktarilmis ve hacmi

¢oziicl ile tamamlanmgtir.

2.1.5.3.5. Stok Sistem Uygunluk Cozeltisinin Hazirlanmasi

Stok sistem uygunluk ¢ozeltisi i¢in 25,0 mg Selexipag numunesi 100 mL’lik
balon jojeye tartilmistir. Uzerine 1,0 mL 5 N HCI ilave edilerek, 70 °C’de 30 dakika
bekletilmistir. 30 dakika sonunda 1siticidan alinarak 1,0 mL 5 N NaOH ile nétralize
edilmistir. Uzerine 40,0 mL asetonitril eklenerek ultrasonik su banyosunda ¢oziinmiis
ve saf su ile hacmine tamamlanmistir. Bu ¢6zeltiden 1,0 mL alinarak da 10 mL’lik

balon jojeye ¢oziicii ile seyreltilmistir.

2.1.5.3.6. Sistem Uygunluk Cozeltisinin Hazirlanmasi

100 mL’lik balon jojeye 25,0 mg Selexipag standardi tekrardan tartilmustir.
Uzerine 40,0 mL asetonitril eklenerek ultrasonik su banyosunda ¢dziinmiis ve saf su

ile hacmine tamamlanmistir.

Bu ¢ozeltiden de 1,0 mL alinarak 10 mL’lik balon jojeye aktarilmis ve iizerine

2.1.5.3.5teki sistem uygunluk stok ¢ozeltisinden 0,5 mL eklenmistir.Coziicii ile de
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hacmine tamamlanmistir.

2.1.5.3.7. Selexipag Icerisinde Selex-2 Belirlenmesi

Genotoksik ozellikteki kimyasallar DNA ve genomlarda hasara ve mutasyona
sebep olur. Bu nedenle; ilag etken maddeleri igerisinde sentez prosesinden gelen veya
bozunma sonucunda olusabilecek genotoksik safsizliklarmin limiti, diger safsizlik

limitlerinden daha diisiik tutulur.

Selexipag baslangic maddelerinden Selex-2 de genotoksik bir safsizliktir. Bu
nedenle Selexipag igerisinde olup olmadiginin kesin olarak ispat edilmesi gerekir. Bu

amagla; Selex-2 i¢in ayri bir yontem olusturulmustur.

Belirtilen en diisiik derisimin altinda olup olmadigina bakilmak iizere limit test

yapilmistir.

Sonug olarak; Selexipag igerisinde genotoksik Selex-2’nin bulunmadig
kanitlanmistir. Bu ¢alisma tez kapsaminda bulunmadigindan, yontem parametreleri

verilmemistir.

2.15.4. Vismodegib 1lgili Maddeler Yéntem Optimizasyonu I¢in

Hazirlanan Cozeltiler

2.1.5.4.1. Hareketli Faz Cozeltileri

o Hareketli Faz 4 Cozeltisi-1

1,0 mL 0-HsPO, (%85) 1000 mL saf suya eklenmistir.
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o Hareketli Faz 4 Cozeltisi-2

Bir litrelik hareketli faz ¢ozeltisi igin; 1,74 g K,HPO, tuzu, 1000 mL saf suda
¢Oziinmiistiir Tamamen ¢oziinme sonrasinda hareketli fazin pH’1 6,5 = 0,05’e seyreltik

0-HsPO, ¢ozeltisi ile ayarlanmistir.

o Hareketli Faz 4 Cozeltisi-3

Bir litrelik hareketli faz ¢ozeltisi i¢in; 1,74 g K,HPO, tuzu, 1000 mL saf suda
¢oziinmiistiir Tamamen ¢6ziinme sonrasinda hareketli fazin pH’1 7,5+ 0,05’e seyreltik

NaOH c¢ozeltisi ile ayarlanmistir.

e Hareketli Faz A Cozeltisi-4

Bir litrelik hareketli faz ¢ozeltisi igin; 1,36 g KH,PO, tuzu, 1000 mL saf suda
¢Oziinmiistiir. Tamamen ¢6ziinme sonrasinda hareketli fazin pH’1 4,5 £ 0,05%¢
seyreltik 0-HsPO, ¢ozeltisi ile ayarlanmistir. Ayni sekilde pH’14,0 ve 3,0 olan KH,PO,

tampon ¢ozeltileri de hazirlanmistir.

e Hareketli Faz 4 Cozeltisi-5

Bir litrelik hareketli faz ¢6zeltisi i¢in; 1000 mL’lik saf su igerisine 1,0 mL TFA

eklenmistir.

e Hareketli Faz 4 Cozeltisi-6

Bir litrelik hareketli faz ¢ozeltisi igin; 1,36 g KH,PO, tuzu, 1000 mL saf suda

¢OzUnmustlr.
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Tamamen ¢oziinme sonrasinda tizerine 2,0 mL trietilamin (TEA) eklenmistir.

Ardindan hareketli fazin pH’12,2 £ 0,05’e seyreltik 0-H;PO, ¢6zeltisi ile ayarlanmstir.

o Hareketli Faz 4 Cozeltisi-7

Bir litrelik hareketli faz ¢6zeltisi igin; 2 gram amonyum format (NH.HCQO,) tuzu,

1000 mL saf suda ¢6zinmiistiir.

Tamamen ¢oziinme sonrasinda tizerine 2,0 mL TEA eklenmistir. Ardindan

hareketli fazin pH’1 4,5 + 0,05’e seyreltik 0-HsPO, ¢ozeltisi ile ayarlanmistir.

2.1.5.4.2. Numune Cozeltisinin Hazirlanmasi

50,0 mg Vismodegib numunesi, 50 mL’lik balon jojeye tartilmistir. 25,0 mL
metanol ilave edilmis ve ultrasonik su banyosunda ¢6ziinmiistiir. Numunenin tamamen

¢oziinmesinden sonra, hacmi saf su ile tamamlanmistir.

2.1.5.4.3. Eklenilmis Numune Cozeltisinin Hazirlanmasi

50,0 mg Vismodegib numunesi, 50 mL’lik balon jojeye tartilmistir. 25,0 mL
metanol ilave edilmis ve ultrasonik su banyosunda ¢6ziinmiistiir. Numunenin tamamen
¢oziinmesinden sonra, iizerine 2.1.5.4.6.’daki safsizlik stok karisim ¢ozeltisinden (20

mg/mL) 1,0 mL eklenmis ve hacmi saf su ile tamamlanmistir.

2.1.5.4.4. Standart Cozeltisinin Hazirlanmasi

20,0 mg Vismodegib standardi 20 mL’lik balon jojeye tartilmistir. 10,0 mL

metanol ilave edilmis ve ultrasonik su banyosunda ¢6ziinmiistiir. Maddenin tamamen
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¢oziinmesinden sonra, hacmi saf su ile tamamlanmistir. Bu ¢6zeltiden 1,0 mL alinarak
20 mL’lik balon jojeye aktarilmis ve hacmi ¢oziicli [metanol ve su karisimi (50:50,
h/h)] ile tamamlanmistir. Bu ¢ozeltiden de 1,0 mL alinarak 50 mL’lik balon jojeye

¢oziicii ile seyreltilmistir.

2.1.5.4.5. Sistem Uygunlugu Cozeltisinin Hazirlanmasi

Sistem uygunlugu ¢ozeltisi olarak Vismodegib standart ¢ozeltisi kullanilmustir.

2.1.5.4.6. Vismo-1 ve Vismo-2 Safsizliklarimin Stok Standart Cozeltilerinin

Hazirlanmasi

Her bir safsizlik standardindan 20,0 mg, 20 mL’lik balon jojelere tartilmistur.
Uzerine 10,0 mL metanol eklenmis ve ultrasonik su banyosunda her biri homojen bir
sekilde ¢oziinmiis ve hacimleri saf su ile tamamlanmistir. Bu ¢6zeltilerden de 1,5 mL

alinarak 20 mL’lik balon jojelere aktarilmis ve hacimleri ¢oziicti ile tamamlanmustir.

Kullanilan referans standartlarin safliklar1 su sekildedir: Vismo-1 %99,8;
Vismo-2 %97,9°dur.

2.1.5.4.7. Spesifikasyon Limit Derisiminde Vismo-1 ve Vismo-2

Safsizhiklarimin Standart Cozeltilerinin Hazirlanmasi

2.1.5.4.6.’daki safsizlik stok standartlarindan 1,0 mL alinarak 50 mL’lik balon

jojelere ¢oziicii ile seyreltilmistir.

2.1.5.4.8. HBTU Safsizhik Standart Cozeltisinin Hazirlanmasi

20,0 mg N,N,N’,N’-Tetramethyl-O-(1H-benzotriazol-1-yl) uronium hekzafloro
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fosfat (HBTU) standard1 20 mL’lik balon jojeye tartilmistir. Uzerine 10,0 mL metanol
eklenmis ve ultrasonik su banyosunda her biri homojen bir sekilde ¢oziinmiis ve
hacimi saf su ile tamamlanmistir. Bu ¢6zeltiden de 1,5 mL alinarak 20 mL’lik balon
jojelere aktarilmis ve hacmi ¢oziicii ile tamamlanmistir. Ardindan bu ¢ozeltiden de

10,0 mL alinarak 50 mL’lik balon jojeye ¢oziicii ile seyreltilmistir.

2.1.5.4.9. Spesifikasyon Limit Derisiminde Safsizhk Stok Karisim

Cozeltisinin Hazirlanmasi

Bolim 2.1.5.4.6°daki 20 mL’lik balon jojelere 20,0 mg tartilan her bir safsizlik
standardindan 1,5 mL alinarak tek bir 20 mL’lik balon jojeye ¢oziicii ile seyreltildi.

2.1.5.4.10.Spesifikasyon Limit Derisiminde Safsizhk Karisim Cozeltisinin

Hazirlanmasi

2.1.5.4.6.”daki safsizlik stok standartlarindan 1,0 mL alinarak 50 mL’lik balon

jojeye ¢oziicii ile seyreltilmistir.

2.15.5. Vismodegib Miktar Tayini Yéntem Optimizasyonu I¢in

Hazirlanan Cozeltiler

2.1.5.5.1. Hareketli Faz Cozeltileri

e Hareketli Faz A Cozeltisi-1

Bir litrelik hareketli faz ¢ozeltisi i¢in; 1,36 g KH,PO,, 1000 mL saf suda
¢oziinmiistiir. Tamamen ¢6ziinme sonrasinda hareketli fazin pH’1 3,0 £ 0,05’e
seyreltik 0-HsPO, ¢ozeltisi ile ayarlanmistir. Ayni sekilde pH’14,0; 4,5; 6,5 ve 7,5 olan
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KH,PO, tampon ¢ozeltileri de hazirlanmstir.

o Hareketli Faz 4 Cozeltisi-2

Bir litrelik hareketli faz ¢ozeltisi i¢in; 1000 mL’lik saf su igerisine 1,0 mL TFA

eklenmistir.

o Hareketli Faz 4 Cozeltisi-3

1,0 mL 0-HsPO, (%85) 1000 mL saf suya eklenmistir.

o Hareketli Faz 4 Cozeltisi-4

Bir litrelik hareketli faz ¢ozeltisi i¢in; 1,74 g K;HPO, tuzu, 1000 mL saf suda
¢oziinmistiir. Tamamen ¢6ziinme sonrasinda hareketli fazin pH’1 4,5 £ 0.05%e

seyreltik 0-H;PO, ¢ozeltisi ile ayarlandi.

Ayni sekilde seyreltik NaOH ¢ozeltisi ile pH’1 6,5 olan K;HPO, tampon ¢ozeltisi

de hazirlanmistir.

o Hareketli Faz 4 Cozeltisi-5

Bir litrelik hareketli faz ¢ozeltisi i¢in; 1,74 g K,HPO, tuzu, 1000 mL saf suda
¢Oziinmiistiir. Tamamen ¢6ziinme sonrasinda tizerine 2,0 mL TEA eklenerek, pH’1 2,2

+ 0,05’e ayarlanmustir.
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e Hareketli Faz A Cozeltisi-6

Bir litrelik hareketli faz ¢6zeltisi i¢in; 2 gram NH,HCO, tuzu, 1000 mL saf suda

¢Ozlinmiistiir. Tamamen ¢0ziinme sonrasinda tizerine 1,0 mL TEA eklenmistir.

2.1.5.5.2. Numune Cozeltisi Hazirhg:

25,0 mg Vismodegib numunesi 100 mL’lik balon jojeye tartilmistir. 50,0 mL
asetonitril ilave edilmis ve ultrasonik su banyosunda ¢oziinmiistiir. Numunenin
tamamen ¢oziinmesinden sonra, hacmi saf su ile tamamlanmistir. Bu ¢ozeltiden 2,0
mL alinarak 20 mL’lik balon jojeye c¢oziicii [asetonitril:su (50:50, h/h)] ile

seyreltilmistir.

2.1.5.5.3. Eklenilmis Numune Cozeltisinin Hazirlanmasi

25,0 mg Vismodegib numunesi, 100 mL’lik balon jojeye tartilmistir. 50,0 mL
asetonitril ilave edilmis ve ultrasonik su banyosunda ¢oziinmiistiir. Numunenin
tamamen c¢Oziinmesinden sonra, uzerine 2.1.5.4.6.’daki safsizlik stok karisim
¢ozeltisinden (20 mg/20 mL) 1,0 mL eklenmis ve hacmi saf su ile tamamlanmistir. Bu

¢ozeltiden de 2,0 mL alinarak 20 mL’lik balon jojeye ¢oziicii ile seyreltilmistir.

2.1.5.5.4. Standart Cozeltisinin Hazirlanmasi

25,0 mg Vismodegib standardi 100 mL’lik balon jojeye tartilmistir. 50,0 mL
asetonitril ilave edilmis ve ultrasonik su banyosunda ¢oziinmiistiir. Maddenin
tamamen ¢oziinmesinden sonra, hacmi saf su ile tamamlanmistir. Bu ¢ozeltiden 2,0

mL alinarak 20 mL’lik balon jojeye ¢oziicii ile seyreltilmistir.
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2.1.5.5.5. Sistem Uygunluk Cozeltisinin Hazirlanmasi

Sistem uygunluk ¢ozeltisi olarak Vismodegib standart ¢ozeltisi kullanilmistir.

2.2. Yontem

2.2.1. YPSK ile Yapilan Miktar Tayini Yontemleri

YPSK ile hem Selexipag hem de Vismodegib i¢in miktar tayini yontemleri

gelistirilmistir.

2.2.1.1. Selexipag Miktar Tayini Yontemi

Selexipagin kromatografik miktar tayini yontemi, Shimadzu Prominence-i LC-
2030 C Plus-SPD-40 cihazinda yapilmis ve LabSolution sirim 6.108 ile
kaydedilmistir. Sabit faz olarak, Waters Symmetry C8 kolonu (4,6 mm x 150 mm; 3,5
um) kullanilmistir. Oto-6rnekleyici ve kolon sicakligi sirasiyla 25 °C ve 40 °C; dalga
boyu 300 nm, 20,0 uL enjeksiyon hacmi, akis hiz1 1,2 mL/dk olarak belirlenmistir.
Hareketli faz A i¢in 10 mM K,HPO, (pH 7,5):asetonitril (90:10, h/h) ¢ozelti karigima,
hareketli faz B igin ise asetonitril kullanilmistir. Toplam alikonma zamani 12 dakika
olan bir gradient sistemi diizenlenmistir. Gradient programi su sekildedir: 0-4 dk.,
%40-40 B; 4-5 dk., %40-70 B; 5-8 dk., %70-70 B; 8-8,5 dk., %70-40 B ve 8-12 dk.,
%40-40 B.

2.2.1.2. Vismodegib Miktar Tayini Yontemi

Vismodegib’in kromatografik miktar tayini yontemi, Shimadzu Prominence-i
LC-2030 C Plus-SPD-40 cihazinda yapilmis ve LabSolution siiriim 6.108 ile
kaydedilmistir. Sabit faz olarak, Waters Symmetry C18 kolonu (4,6 mm x 150 mm;
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5,0 pm) kullanilmistir. Oto-6rnekleyici ve kolon sicakligi sirasiyla 15 °C ve 30 °C;
dalga boyu 254 nm, enjeksiyon hacmi 20,0 uL, akis hizi 1,0 mL/dk olarak
belirlenmistir. Hareketli faz A i¢in %0,1’lik 0-H3;PO, ¢ozeltisi, hareketli faz B igin ise
asetonitril kullanilmistir. Toplam alikonma zamani sekiz dakika olan bir izokratik
sistem diizenlenmistir. izokratik program; %60 hareketli faz A ve %40 hareketli faz B

olarak belirlenmistir.

2.2.2.UYPSK ile Yapilan Yontemler

UYPSK ile hem Selexipag hem de Vismodegib i¢in ilgili maddeler yontemi

gelistirilmistir.

2.2.2.1. Selexipag Ilgili Maddeler Yontemi

Selexipag ilgili maddeler kromatografik yontemi, Waters TUV detektorii ve
Empower-pro veri isleme sistemi (UYPSK Waters Corporation, Milford, MA, ABD)
ile birlestirilmis Waters Acquity sisteminde gergeklestirilmistir. Sabit faz olarak
Acquity BEH C18 kolonu (2,1 mm x 150 mm; 1,7 um) kullanilmistir. Oto-6rnekleyici
ve kolon sicakligi sirasiyla 15 °C ve 30 °C; dalga boyu 300 nm, enjeksiyon hacmi 2,0
uL, akis hiz1 0,33 mL/dk olarak belirlenmistir. Hareketli faz A i¢in %0,1 TFA asit,
hareketli faz B igin ise asetonitril kullanilmistir. Toplam alikonma zamani 17 dakika
olan bir gradient sistemi diizenlenmistir. Gradient programi su sekildedir: 0-5 dk.,
%40-65 B; 5-12 dk., %65-65 B; 12-13 dk., %6540 B; ve 13-17 dk., %40-40 B.

2.2.2.2. Vismodegib Tlgili Maddeler Yéntemi

Vismodegib ilgili maddeler kromatografik yontemi, Waters TUV detektorii ve
Empower-pro veri isleme sistemi (UYPSK Waters Corporation, Milford, MA, ABD)
ile birlestirilmis Waters Acquity sisteminde gergeklestirilmistir. Sabit faz olarak
Waters Acquity BEH Phenyl (2,1 mm x 100 mm; 1,7 um) kullanilmigtir. Oto-
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ornekleyici ve kolon sicakligi sirasiyla 15 °C ve 30 °C; dalga boyu 230 nm, enjeksiyon
hacmi 3,0 uL, akis hiz1 0,3 mL/dk olarak belirlenmistir. Hareketli faz A i¢in %0,1 TFA
asit, hareketli faz B i¢in ise asetonitril kullanilmigtir. Toplam alikonma zamani 18
dakika olan bir gradient sistemi diizenlenmistir. Gradient programi su sekildedir: 0-12
dk., %15-70 B; 12-14 dk., %70-70 B; 14-14,5 dk., %70-15 B; ve 14,5-18 dk., %15-
15 B.

2.2.3.FTIR Spektroskopisi

Numuneler, Shimadzu FTIR Spektrometre IR Prestige-21 (Shimadzu
Corporation, Kyoto, Japonya) tizerinde ATR (Atenuated Total Reflectance) ile 600 —

4000 cm* araliginda, 20 tarama ve 45 tarama ile iki cm ¢6ziiniirlikkle 6l¢iilmiistiir.

2.2.4.NMR Spektroskopisi

300 MHz ve 400 MHz NMR spektrometreleri (Varian NMR Cihazlari, Oxford,
UK ve JEOL Ltd., Tokyo, Japonya) ile ¢oziicii olarak doteryumlu su (D,0),
doteryumlu dimetilsiilfoksit (DMSO-d6) ve doteryumlu kloroform (CDCls) ile i¢
standart olarak tetrametilsilan (TMS) kullanilarak *H ve #C NMR analizleri

yapilmistir.

2.2.5. Kiitle Spektrometrisi

Tez kapsaminda c¢alisilan ilag etken maddelerinin ve safsizliklarinin
tanimlanmasi i¢in ACQUITY PDA (fotodiyot dizisi) ve QDa (kuadrupol Dalton)
dedektorii ile birlestirilmis Waters ACQUITY UYPSK H-Class PLUS Core System

kiitle spektrometresi kullanilmis ve tiim veriler Empower 3 yazilimina kaydedilmistir.
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2.2.5.1. Selexipag Kiitle Spektrometrisi Yontemi

Selexipag i¢in, 50-1000 Da araliginda 0,5 mL/dk akis hizinda, 10,0 pL
enjeksiyon hacminde bir gradiyent akis kullanilmistir. Hareketli faz A olarak %0,1
formik asit ve hareketli faz B olarak da asetonitril belirlenmistir. Oto-6rnekleyici ve
kolonun sicakligr sirasiyla 25 °C ve 30 °C’ye ayarlanmistir. Kolon olarak Waters
XBridge C8 (3,0 mm x 150 mm; 3,5 pum) kullanilmistir. Gradient programi ise
sOyledir: 0-2 dk, %80-80 B; 2-8 dk., %8040 B; 8-15,0 dk., %40-40 B; 15-16 dk.,
%40-80 B ve 16-20 dk., %80-80 B. Toplam galisma siiresi 20 dakikadir.

2.2.5.2. Vismodegib Kiitle Spektrometrisi Yontemi

Vismodegib igin, 50-1000 Da araliginda 0,5 mL/dk akis hizinda, 10,0 pL
enjeksiyon hacminde bir gradiyent akis kullanilmistir. Hareketli faz A olarak %0,1
formik asit ve hareketli faz B olarak da asetonitril belirlenmistir. Oto-ornekleyici ve
kolonun sicakligi sirasiyla 25 °C ve 30 °C’ye ayarlanmistir. Kolon olarak Waters
XBridge C8 (3,0 mm x 150 mm; 3,5 um) kullanilmistir. Gradient programi ise
soyledir: 0-2 dk., %80-80 B; 2-8 dk., %8040 B; 8-15 dk., %40-40 B; 15-16 dk.,
%40-80 B ve 16-20 dk., %80-80 B. Toplam g¢alisma siiresi 20 dakikadir.

2.2.6. Diferansiyel Tarama Kalorimetrisi (DSC)

Tez kapsaminda tiim &rneklerin DSC 6l¢timii TA marka DSC 250 model cihaz
ile yapilmistir Numuneler hermetik kaplara 3-5 mg arasi tartilarak preslenmistir. Oda
sicakligindan 350 °C’ye kadar 10 °C/dakika hizla gikilacak sekilde bir programla, azot

ortaminda ¢alisilmistir.
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2.2.7.Polimorfizm- XRD Difraktogram

Tez kapsaminda Selexipag ve Vismodegib ilag etken maddelerinin kristal
yapilarinin analizi i¢in, yiiksek hassasiyetli 6-26 (theta/2theta) gonyometreli XRD-
6100 Shimadzu X-Ism Difraktometresi kullanilmistir. Tiim veriler Windows isletim

sistemine kaydedilmistir.

Ornekler oda sicakliginda hazirlanmigtir. XRD difraktogramlari, X- 1sin1 tiipii
(bakir radyasyonu) Cu (1,54060 A), 40,0 kV ve 30,0 mA ile alinmistir. Tarama islemi
3,00-40,00° araliginda, 0,02°’lik adimlarla, 2,0°/dk tarama hizinda yapilmaistir.

Y Ontemin tiim parametreleri Cizelge 2.5’te verilmistir.

Cizelge 2.5. XRD cihaz parametreleri.

Cihaz XRD-6100 Shimadzu X-Isin1 Difraktometresi

X-151m1 tiipii Cu (1,54060 A) Divergence slit: 1,0°
Voltaj 40,0 kV Scatter slit: 1,0°
Akim 30,0 mA Receiving slit: 0,30 mm
Tarama arahgi 3,00 —40,00° Drive axis: Theta-2Theta
Adim Boyutu: 0,02° Tarama modu: Continuous scan
Olciim Siiresi: 0,60s Tarama hizi: 2,0°/min
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3. BULGULAR

3.1. Tla¢ Etken Maddelerinin Safsizhk Profilinin Belirlenmesi

Selexipag ve Vismodegib ilag etken maddelerin sentezi ve analitik yontemleri
gelistirilmeden Once safsizlik profilinin  yapilmasi1 gereklidir. Bu amagla;
farmakopelerde yer alan bilgiler ve tasarlanan sentez basamaklar1 goz Oniine alinarak,
olusabilecek safsizliklar belirlenmistir. Bu amagla; 6n goriilen safsizliklarin bir kismi
temin edilmis bir kismu Deva Holding A.S APl Ar-Ge sentez laboratuvarinda

sentezlenmistir.

Selexipag ve Vismodegib ila¢ etken maddeleri ile bunlarin 6n goriilen
safsizliklar1 i¢in ilk olarak kiitle spektrometrisi g¢alismasi yapilmistir. Bulunan
kiitle/yiik (m/z) degerlerine gore maddeler teyit edilmistir. Diger spektroskopik
yontemlerle de yapilarin taninmalart desteklenmistir. Ardindan Selexipag ve
Vismodegib ilag etken maddeleri ve bilinen tim safsizliklari, Deva Holding A.S API
Ar-Ge analitik laboratuvarinda standardize edilmistir ve maddelerin yiizde safliklar

(potensleri) bulunmustur.

N o O o
Cl 's”
N“ N O oH A N0
H
Selex-1 Selex-2

Selex-asit Selex-asetil

Sekil 3.1. Selexipag i¢in tanimlanan safsizliklar.
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OH
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S cl LN |
N~
Vismo-1 Vismo-2

Sekil 3.2. Vismodegib i¢in tamimlanan safsizliklar.

3.2. ila¢ Etken Maddelerin ve Safsizhiklarimin Spektroskopik incelenmesi

Spektroskopik olarak maddelerin taninmasi i¢in *H-NMR, “C-NMR, FTIR,
DSC, XRD analizleri yapilmustir.

3.2.1. Selexipag

e HNMR ve #C NMR

Selexipag’in yapisi, *H ve *C NMR caligsmalar1 ile dogrulanmistir. Sekil 3.3’te
verilen Selexipag yapisi lizerinde verilen etiketlere gore *H-NMR ve *C-NMR tablosu
Cizelge 3.1°de gosterilmistir. Sekil 3.4’te *H-NMR spektrumu ve Sekil 3.5’te *C-

NMR spektrumu verilmistir.

Sekil 3.3. Selexipag ilag etken maddesinin kimyasal yapisi.
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Cizelge 3.1. Selexipag etken maddesinin *H-NMR ve 1*C-NMR gizelgesi.

Pozisyon CDClzigerisinde *H-NMR, & ppm CDCI13 icerisinde *C-NMR , 8 ppm
14,15 1,22 (ikili, J = 8,0 Hz, 6 H) 19,5 (2xCH3)
17 24,9 (CH2
5 1,62 — 1,68 (coklu, 4 H) 255 ECHZ;
23 3,22 (tekli, 3 H) 40,6 (CH3)
19 3,38 (ug¢lii, J = 8,0 Hz, 2 H) 68,8 (CH2)
16 3,52 (iiclii, J = 8,0 Hz, 2 H) 41,1 (CH2)
20 3,89 (tekli, 2 H) 70,9 (CH2)
13 4,67 (yedili, = 6,0 Hz, 1 H) 45,6 (CH)
6 128,4 (CH)
8 125,9 (CH
0 7,16 — 7,21 (oklu, 6 H) 1955 ECH;
12 126,2 (CH)
7 7,28 (ikili, J=4,0 Hz, 2 H) 127,0 (CH)
11 7,37 (ikili, J = 4,0 Hz, 2 H) 127,1 (CH)
4 7,95 (tekli, 1H) 127,3 (CH)
5 1382 (C)
9 138,4 (C)
1 138,6 (C)
2 i 148,2 (C)
3 150,7 (C)
21 167,8 (C=0)
<] (¢
) |
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e
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150 140 130 120 10 100 o0 80 10 60 50 40 30 20 10 0 10
X:Milyonda bir:Proton

Sekil 3.4. Selexipag *H-NMR spektrumu.
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Sekil 3.5. Selexipag *C-NMR spektrumu.

Selex-1’in kimyasal yapist ve *H-NMR spektrumu Sekil 3.6’da; *C-NMR
spektrumu Sekil 3.7°de ve sonuglar Cizelge 3.2°de verilmistir.
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Sekil 3.6. Selex-1’in kimyasal yapis1 ve *H-NMR spektrumu.
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Sekil 3.7. Selex-1’in 13C-NMR spektrumu.

Cizelge 3.2. Selex-1 safsizliginin *H-NMR ve 3C-NMR gizelgesi.

Pozisyon CDCls igerisinde 'H-NMR, & ppm CDCls igerisinde 1*C-NMR , 4 ppm
14, 15 1,19 (ikili, 6 H) 20,5 (2xCH3)
17 25,8 (CH2)
5 1,53 - 1,68 (¢oklu, 4 H) 301 (CH2)
19 3,34 (iiclii, 2 H) 62,4 (CH2)
16 3,59 (iiclii, 2 H) 42,3 (CH2)
13 4,71 (yedili, 1 H) 46,3 (CH)

6 1295 (CH)
8 127,1 (CH)
5 7,26 — 7,14 (coklu, 6 H) 1585 (CF)
12 127,2 (CH)
7 7,27 (ikili, 2 H) 128,0 (CH)
11 7,36 (ikili, 2 H) 128,1 (CH)
4 7,94 (tekli, LH) 1295 (CH)
5 139,1 (C)
9 1395 (C)
1 - 139,7 (C)
2 1492 (C)
3 1518 (C)

Selex-2’in kimyasal yapis1 ve *H-NMR spektrumu Sekil 3.8’de; *C-NMR

spektrumu Sekil 3.9’da ve sonuglar Cizelge 3.3’te verilmistir.
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Sekil 3.8. Selex-2’nin kimyasal yapisi ve *H-NMR spektrumu.

200
1

100
i

Bolluk

\
= A ﬂ

T Y T Y T Y Y T Y Y T Y T Y Y T T T T T Y T T Y Y
2200 2100 200.0 1900 180.0 1700 160.0 1500 1400 1300 1200 1100 1000 %00 800 700 600 500 400 300 200 100 0 -100 -200

X:Milyonda bir: Karbon13

166 54

Sekil 3.9. Selex-2nin 3C-NMR spektrumu.

Cizelge 3.3. Selex-2 safsizliginin *H-NMR ve 3C-NMR cizelgesi.

Pozisyon CDCls i¢erisinde 'H-NMR, & ppm CDCls icerisinde *C-NMR , 8 ppm
4 3,23 (tekli, 3 H) 40,1 (CH3)
1 4,23 (tekli, 2 H) 238 (CH2)
2 - 1665 (C=0)
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Selex-asit’in kimyasal yapisi ve *H-NMR spektrumu Sekil 3.10’da; *C-NMR
spektrumu Sekil 3.11°de ve ve sonuglar Cizelge 3.4°te verilmistir.
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Sekil 3.10. Selex-asit’in kimyasal yapisi ve *H-NMR spektrumu.
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Sekil 3.11. Selex-asit’in 13C-NMR spektrumu.
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Cizelge 3.4. Selex-asit safsizhginm *H-NMR ve 1*C-NMR gizelgesi.

Pozisyon CDCls igerisinde 'H-NMR, & ppm CDCls igerisinde 1*C-NMR , 4 ppm

14,15 1,18 (ikili, 6 H) 19,3 (2xCH3)
17 25,96 (CH2)
s 1,64-1,66 (coklu, 4 H) 3598 (CH2)
19 3,36 (icld, 2 H) 67,0 (CH2)
16 3,51 (iiglii, 2 H) 41,3 (CH2)
20 3,99 (tekli, 2 H) 70,3 (CH2)
13 4,77 (yedili, 1 H) 45,2 (CH)
6 128,5 (CH)
8 125,3 (CH)
0 7,14 — 7,18 (coklu, 6 H) 1368 (CH)
12 126,2 (CH)
7 7,23 (ikili, 2 H) 126,9 (CH)
11 7,32 (ikili, 2 H) 127,0 (CH)
4 8,17 (tekli, 1H) 127,2 (CH)
5 - 137,0 (C)
9 1375 (C)
1 138,3 (C)
2 - 148,8 (C)
3 151,0 (C)
21 172,4 (C=0)

Bolluk

X:Milyonda bir:Proton

Sekil 3.12. Selex-asetil’in kimyasal yapist ve *H-NMR spektrumu.

Selex-asetil’in kimyasal yapist ve *H-NMR spektrumu Sekil 3.12’de; 2C-NMR

spektrumu Sekil 3.13’te ve sonuglar Cizelge 3.5°te verilmistir.

54




Baolluk

et " iy

| ]lTiJ.L“ A t o

2200 2100 2000 1500 1800 1700 1600 1500 1400 1300 1200 1100 1000 90.0
| I

X:Milyonda bir: Karbonl3

Sekil 3.13. Selex-asetil’in 13*C-NMR spektrumu.

Cizelge 3.5. Selex-asetil safsizliginin *H-NMR ve C-NMR gizelgesi.

Pozisyon CDCls igerisinde 'H-NMR, & ppm CDCls igerisinde 1*C-NMR , 4 ppm
14,15 1,27 (ikili, 6 H) 20,45 ve 21,11 (2xCH3)

17 26,1 (CH2
s 1,75 — 1,76 (coklu, 4 H) 262 ECHZ;
19 3,47 (iclis, 2 H) 64,3 (CH2)
16 4,12 (iicld, 2 H) 42,3 (CH2)
20 3,89 (tekli, 2 H) 77,1 (CH2)
13 4.8 (yedili, 1 H) 46,4 (CH)
6 129,4 (CH)
8 127,0 (CH
n 7,22~ 7,27 (¢oklu, 6 H) 1300 ECH;
12 127,1 (CH)
7 7,35 (ikili, 2 H) 128,0 (CH)
11 7,43 (ikili, 2 H) 128,1 (CH)
4 8,0 (tekli, 1H) 128,2 (CH)
5 139,2 (C)

9 1395 (C)

1 139,7 (C)

2 B 149,2 (C)

3 151,7 (C)
21 171,27 (C=0)

e FTIR Spektrum:

Selexipag fonksiyonlu gruplarin gerilme titresimi beklenilen dalga sayilarinda

gozlenmistir.
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Cizelge 3.6. Selexipag FTIR spekturum tablosu.

v (cm™) Bag
3376 N-—H gerilme titregimi
3061, 3027, 2966, 2879 C—H gerilme titregimi
1723 C=0 gerilme titresimi
1560 Aromatik C—C gerilme titregimi
1471 C—H biikme
1340 S=0 gerilme titregimi
1142 C—N gerilme titregimi
1109 C-O gerilme titresimi
972, 869 C=C biikme
768, 755, 698 Aromatik C—H biikme
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Sekil 3.14. Selexipag FTIR spekturumu.

Selex-1 fonksiyonlu gruplarin gerilme titresimi beklenilen dalga sayilarinda

gozlenmistir.

Cizelge 3.7. Selex-1 FTIR spekturum tablosu.

v (cm™) Bag

3054, 3023, 2978, 2867 C—H gerilme titresimi

1554 Aromatik C—C gerilme titresimi
1464 C—H biikme

1165 C—N gerilme titresimi

1058 C—O gerilme titregimi

1058, 1007 C=C biikme

777,752, 695 Aromatik C—H biikme
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Sekil 3.15. Selex-1 FTIR spekturumu.

Selex-2 fonksiyonlu gruplarin gerilme titresimi beklenilen dalga sayilarinda

gbzlenmistir.

Cizelge 3.8. Selex-2 FTIR spekturum tablosu.

v (cmh) Bag
3221 N-H gerilme titresimi
3022, 2959, 2938 C—H gerilme titresimi
1746 C=0 gerilme titresimi
1443 C—H biikme
1339 S=0 gerilme titregimi
1143 C-N gerilme titresimi
1120 C-0 gerilme titresimi
868 C—Cl gerilme titresimi
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Sekil 3.16. Selex-2 FTIR spekturumu.
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Selex-asit fonksiyonlu gruplarin gerilme titresimi beklenilen dalga sayilarinda

gozlenmistir.

Cizelge 3.9. Selex-asit FTIR spekturum tablosu.

v (cm™?) Bag

2972, 2934, 2867 C—H gerilme titresimi

1746 C=0 gerilme titresimi

1568 Aromatik C—C gerilme titresimi
1479 C—H biikme

1170 C-N gerilme titregimi

1129 C—0 gerilme titresimi

1000, 1070 C=C biikkme

774, 756, 700 Aromatik C—H biikme
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Sekil 3.17. Selex-asit FTIR spekturumu.

Selex-asetil fonksiyonlu gruplarin gerilme titresimi beklenilen dalga sayilarinda

gozlenmistir.

Cizelge 3.10. Selex-asetil FTIR spekturum tablosu.

v(cm?) Bag

2968 O-H gerilme titresimi

1738 C=0 gerilme titregimi

1553 Aromatik C—C gerilme titregimi
1464 C—H biikme

1232 C—N gerilme titregimi

1126 C—O gerilme titregimi

1028, 1007 C=C biikme

760, 754, 696 Aromatik C—H biikme
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Sekil 3.18. Selex-asetil FTIR spekturumu.

3.2.2. Vismodegib

e H NMR ve $3C NMR

Vismodegib’in yapisi, *H ve #C NMR c¢alismalar ile dogrulanmistir. Sekil
3.19°de verilen Vismodegib yapisi lizerinde verilen etiketlere gore *H-NMR ve *C-
NMR tablosu Cizelge 3.11°de gosterilmistir. Sekil 3.20’de H-NMR spektrumu ve
Sekil 3.21°de #¥C-NMR spektrumu verilmistir.

Sekil 3.19. Vismodegib kimyasal yapisi.
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Cizelge 3.11.Vismodegib etken maddesinin 'H-NMR ve 3C-NMR tablosu.

Pozisyon CDCls igerisinde ‘H NMR, 8 ppm CDCI3 icerisinde 1°C NMR , 6 ppm
1 _ 155,6 (C)
2 7,57 (ikili, 1= 7,6 Hz, 1 H) 121,9 (CH)
3 7,69 (iiclii, J = 9,0 Hz, 1 H) 136,9 (CH)
4 7,21 (iiglii, J = 6,4 Hz, 1 H) 123.1 (CH)
5 8,38 (ikili, J=4,8 Hz, 1 H) 148,6 (CH)
7 - 137,3 (C)
8 - 127,3 (C)
9 7,69 (iklinin ikilisi, J = 9,2; 8,8 Hz, 1 H) 130,0 (CH)
10 7,53 (iklinin ikilisi, J = 8,0; 7,6 Hz, 1 H) 125,7 (CH)
11 - 1382 (C)
12 7,86 (tekli, 1 H) 122,8 (CH)
13 9,66 (tekli, NH) _
15 _ 164,0 (C=0)
16 _ 140,8 (C)
17 F 132,3(C)
18 7,69 (tekli, 1 H) 128,9 (CH)
19 - 1426 (C)
20 7,47 (ikili, J = 8,8 Hz, 1 H) 125,8 (CH)
21 8,01 (ikili, J = 8,8 Hz, 1 H) 131,1 (CH)
26 2,99 (tekli, 3 H) 44,4 (CH3)
|
1,_
B} NN T
& 1 J.I 1 ih I |
- A WU N
11.0 100 o0 80 7.0 6.0 o 40 30 20 1.0
X:Milyonda bir: Proton L = L

Sekil 3.20. Vismodegib *H-NMR spektrumu.

60



7.0

6.0

5.0

4.0
I

3.0

1.0

Bolluk

I

_ Lo

77.45 -

77.14
76.82
4.4

Sekil 3.21. Vismodegib *C-NMR spektrumu.

Vismo-1’in kimyasal yapis1 ve *H-NMR spektrumu Sekil 3.22’de; ®*C-NMR

spektrumu Sekil 3.23’te ve sonuglar Cizelge 3.12’de verilmistir.

Sekil 3.22. Vismo-1’in kimyasal yapis1 ve *H-NMR spektrumu.
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Sekil 3.23. Vismo-1 *C-NMR spektrumu.

Cizelge 3.12. Vismo-1 *H-NMR ve *C-NMR tablosu.

Pozisyon CDClsigerisinde *H NMR, & ppm CDClzigerisinde *C NMR , & ppm
12 2,46 (tekli, 3H) 435 (CHa)
7 7,91-7,95 (goklu, 4H) 126,3(CH)
8 8,38 (ikili, 1H) 131,9 (CH)
5 7,97 (tekli, H) 129,4 (CH)
4 1325 (C)
3 137,0 ()
6 1443 (C)
2 7,86 (tekli, H) 1665 (C=0)

Vismo-2’nin kimyasal yapist ve *H-NMR spektrumu Sekil 3.24’te; *C-NMR

spektrumu Sekil 3.25°te ve sonuglar Cizelge 3.13’te verilmistir.
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Sekil 3.24. Vismo-2’in kimyasal yapisi ve *H-NMR spektrumu.
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Sekil 3.25. Vismo-2 3C-NMR spektrumu.

Cizelge 3.13. Vismo-2 *H-NMR ve *C-NMR tablosu.

Pozisyon CDClzigerisinde 'H NMR, & ppm CDClzigerisinde *C NMR , & ppm
2 5,34 (ikili, 1H) 115,7 (CH)
12 8,61 (ikili, 1H) 117,0 (CH)
4 7,81 (ikili, 1H) 117,2 (CH)
10 123,0 (CH)
9 7,53-7,55 (¢oklu, 4H) 124,9 (CH)
8 _ 1306 (C)
7 r 136,6 (C)
11 _ 137,3(C)
3 7,11 (iklinin ikilisi, LH) 139,6 (CH)
5 6,59 (iicli, 1H) 1497 (CH)
1 - 157,4 (C)

e FTIR Spektrumu

Vismodegib fonksiyonlu gruplarin gerilme titresimi beklenilen dalga sayilarinda

gozlenmistir.

Cizelge 3.14. Vismodegib FTIR spekturum tablosu.

v (cm) Bag

3089, 3008 Aromatik C—H gerilme titregimi
2924 Alifatik C—H gerilme titresimi
1673 C=0 gerilme titresimi

1538 C=N gerilme titregimi

1461 Aromatik C—C gerilme titregimi
1308 C—N gerilme titregimi

795, 758 C—Cl gerilme titresimi
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Sekil 3.26. Vismodegib FTIR spekturumu.

Vismo-1 fonksiyonlu gruplarin gerilme titresimi beklenilen dalga sayilarinda

Cizelge 3.15. Vismo-1 FTIR spekturum tablosu.

gozlenmistir.
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Sekil 3.27. Vismo-1 FTIR spekturumu.
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Vismo-2 fonksiyonlu gruplarin gerilme titresimi beklenilen dalga sayilarinda

gozlenmistir.

Cizelge 3.16. Vismo-2 FTIR spekturum tablosu.

v (cm™) Bag
3446 N-H gerilme titresimi
1637 C=0 gerilme titresimi
1563 C=N gerilme titresimi
1461 Aromatik C—C gerilme titresimi
1307 C—N gerilme titresimi
784, 744 C—ClI gerilme titresimi
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Sekil 3.28. Vismo-2 FTIR spekturumu.

3.3. Yontem Gelistirme ve Optimizasyon

Selexipag ve Vismodegib ila¢ etken maddeleri i¢in ayr1 ayri ilgili maddeler ve

miktar tayini olmak tizere toplamda dort farkli yontem gelistirilmis ve optimizasyonu

yapilmustir. Tiim yontem gelistirilmesi sirasinda ayn1 ¢alisma yol haritasi izlenmistir.

3.3.1. Tiim Yontemler Icin Genel Ozellikler

Tiim yontemler igin ters faz kromatografisi ¢alisilmistir. Bu kromatografide sabit

faz apolar, hareketli faz polar 6zelliktedir.
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Standardizasyon ve kromatografik yontem analizlerinin optimizasyonunda
¢Oziicli se¢imi ¢ok Onemlidir. Segilen ¢Oziiciiniin, hareketli faza benzer 6zellikte
olmasi ve analizi yapilan tiim maddeler igin iyi bir ¢6zen olmasi gerekir. Bu dogrultuda
etken madde ve safsizliklari i¢in ortak en iyi absorpsiyonu verecek ve piklerin geldigi

yerde girisim yapmayacak bir ¢oziicii sistemi segilmistir.

Yontem gelistirmede en uygun ¢aligma derigimin se¢ilmesi 6nemli bir noktadir.
Burada kullanilan cihazlarin algilama simirlar1 belirleyici rol oynamaktadir. Calisma
ortami ¢ozelti oldugu i¢in cihazin sogurma (absorbans) miktar1 (AU), 1s1ma yolu ve
sisteme verilen ¢ozeltinin derisimine baglidir. Cihaz dedektor yanitinin, degisen
derisimlerle dogrusal olarak cevap vermesi (sogurma) gerekir ki; bilinmeyen
numunelerin derigimleri giivenilir bir sekilde 6l¢iilebilsin. Eger cihazin algilama sinir1
tizerindeki yiliksek derisimlerde c¢alisilirsa, sogurma siddeti ile derisim arasindaki
dogrusalliktan sapma baslar. Bu nedenle analizi yapilan ¢o6zeltilerin sogurma

biriminin, AU’nun, en fazla 1,5 ve alt1 oldugu derisimler ¢alisiimalidir.

Ayrica minimum goézlenebilecek sogurma siddeti icin ilag etken madde
raporlama limit derisiminde (%0,05) sisteme verilerek, siyal/giiriiltii oranlar1 bulunur.
Bu sayede numunenin nitel olarak tespit edilebildigi en diisiik derisimde, tanimli ve

tanimsiz safsizliklarin da nitel olarak gozlenip gozlenmeyecegi arastirilir.

Bu galismaya ek olarak; derigsimi belirlenen ilag etken maddenin, ICH limitlerine
gore hazirlanan safsizliklar ile olan karisim ¢ozeltisi de sisteme verilerek en uygun

derigim tespit edilmelidri.

Calisma derisimi belirlenen etken maddeye gore safsizliklarin calisma
derisimleri ise ICH Q3A(R2) Yonergesi esas alinarak hesaplanir. Bu yonergeye gore,
tanimlanan organik safsizliklar (potansiyel prosesle ilgili ve/veya bozunma
safsizliklar1) i¢in limit en fazla etken madde derisiminin %0,15’i kadar; diger
tanimlanmamis herhangi bir bireysel safsizlik i¢in ise en fazla etken madde derisiminin

900,10’u kadar olmalidir.
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Standardizasyon ve yontem gelistirilmesi sirasinda yapilmasi gereken onemli
diger bir parametre ise en uygun c¢alisma dalga boyunun belirlenmesidir. Bu amagla
once UV-GB bolgesinde tarama yapilmistir ve en uygun calisma dalga boyu

secilmistir.

3.3.2. Selexipag ilgili Maddeler Yontem Gelistirme ve Optimizasyonu

3.3.2.1. Cahsma Derisimi Se¢cimi

Selexipag etken maddesi igin belirtilen kosullara gére 0,5 ve 0,25 mg/mL’de
denemeler yapilmistir. Deneme analizlerinin sonuglarina gére 0,25 mg/mL derisim
daha uygun bulunmustur. Buna gore bilinen safsizliklar, Selex-1, Selex-asit ve Selex-
asetil igin spesifikasyon limit derigimi 0,0375 mg/mL olarak hesaplanmistir. Tek tek
safsizlik, safsizlik karisimi ve eklenilmis numune olarak bu derisimde analiz
sonuclarinin alanlar1 yakin gelmistir. Standart derisimi ise etken madde derisiminin

1/1000 kat1, 0,00025 mg/mL, olarak ¢alisiimistir.

3.3.2.2. Coziicii Sisteminin Se¢imi

Selexipag ilgili maddeler yontemi i¢in ters faz kromatografide en ¢ok tercih
edilen; orta polarlikta, diisiik viskozitede ve suyla ¢ok iyi karisabilecek bir organik
¢oziicii olan asetonitril se¢ilmistir.Selexipag ilag etken maddesi ve safsizliklar1 %100
asetonitril igerisinde ¢6zlinebilmistir. Coziicii sistemi olarak asetonitril ve su
karisimlart kullanilmistir. Caligilan tiim maddelerin en iyi sekilde ¢oziinmesini
saglamak icin, ¢oziicii sisteminde belirlenen asetonitril miktar1 oncelikle tartimi
almmis maddeler ile muamele edilmis, ultrasonik su banyosunda iyice ¢oziinmeleri
saglanmistir. Ardindan su ile hacimleri tamamlanmistir. Ortak en 1y1 ¢oziicii sistemi

asetonitril ve su karigimi (40:60, h/h) olarak bulunmustur.

67



3.3.2.3. Cahsma Dalga Boyu Se¢imi ve m/z Degerlerinin Bulunmasi

Waters ACQUITY UYPSK H-Class PLUS marka PDA dedektorlii cihaz ile UV-
Goriintir bolgede 210-400 nm dalga boyu araliginda, her madde sisteme ayr1 ayri
verilerek bir tarama yapilmistir. Bu marka UYPSK cihazi aym1 zamanda QDa
dedektorii ile birlestirildiginde, es zamanl olarak kiitle calismast yapilmistir ve m/z
degerleri belirlenmistir. Buradaki ¢alismalar i¢in kullanilan kolon, hareketli fazlar,
¢oziiciiler, yontem parametreleri gibi tiim ¢alisma kosullar1 bolim 2.2.5 ve 2.2.5.1°de

verilmistir.

Calisma dalga boyu icin yapilan 200-400 nm aralifindaki UV taramasi
sonucunda; Selex-2 hari¢ tiim maddeler i¢in ortak en iyi absorpsiyon 300 nm dalga
boyunda gozlenmistir. Selex-2 bu kosullarda ve bu dalga boyunda absorpsiyon
gostermemistir.  Bu nedenle, Selexipag igerisinde Selex-2 safsizliginin

belirlenebilmesi i¢in ayri ¢alisma yapilmistir. Bu ¢alisma tez kapsami disindadir.

Kiitle spektroskopisi ¢alismalarinda, 50—-1000 Da arasindaki kiitle taramasi
sonucunda bulunan kiitle/yiik (m/z) degerleri ise su sekildedir: Selex-1 m/z (M+H)+
362,37 (Sekil 3.30); Selex-asit m/z (M+H)+ 420,32 (Sekil 3.31); Selex-asetil m/z
(M+H)+ 404 (Sekil 3.32); Selexipag m/z (M+H)+ 497,27 (Sekil 3.29) yapilarina gore
bir protonu kolaylikla baglayabildigi i¢in pozitif modda; Selex-2 (M-H)- m/z 170
(Sekil 3.33) negatif modda iyonize olmustur.
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Sekil 3.29. Selexipag kiitle spektrumu.
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Sekil 3.30. Selex-1 kiitle spektrumu.
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Sekil 3.32. Selex-asetil kiitle spektrumu.
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Sekil 3.33. Selex-2 kiitle spektrumu.

3.3.2.4. Yontem Optimizasyonu

Yontem gelistirilmesi sirasinda piklerin birbirinden ayrimi ve pik sekillerinin
daha 1iyi olmasi i¢in farkli kolonlar, farkli pH’larda tampon ¢ozeltileri ve iyon ¢ifti
reaktifi igeren hareketli fazlar, kolon ve oto-6rnekleyici sicakliklari, enjeksiyon hacmi,
akis hiz1 ve dalga boylar1 da denenmistir. Bu amagla Cizelge 3.17’deki kolonlar,
Cizelge 3.18°deki hareketli faz A ¢ozeltileri kullanilmistir.

Tiim denemelerde hareketli faz B olarak asetonitril kullanilmastir.
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Cizelge 3.17. Selexipag ilgili maddeler yonteminda kullanilan kolonlar.

Kolon Tiirii Uzunlugu, mm | I¢ Capi, mm | Partikiil Capi, pm Firma
Acquity BEH C18 100 2,1 1,7 Waters
Acquity BEH C8 100 2,1 1,7 Waters
Acquity BEH C18 150 2,1 1,7 Waters
XBridge C8 150 3,0 3,5 Waters
Symmetry C8 150 4.6 35 Waters
BDS Hypersil C18 250 4,6 3,0 Thermo Scientific
BDS Hypersil C18 250 4,6 5,0 Thermo Scientific

Cizelge 3.18. Selexipag ilgili maddeler yonteminda kullanilan hareketli faz A’lar.

Hareketli faz A

10 mM KHzPO4 (pH 7,5)

10 mM Kz2HPO4 ve 1,0 g C16H37NO4S karisimi (pH 7,5)

10 mM NaH2P04.2H20 ve 1,0 g C16H37NO4S karigim (pH 7,5)
20 mM NaH2P04.2H20 ve 1,0 g C16H37NO4S karigimi (pH 7,5)
10 mM Kz2HPO4 ve 1,0 g C16H37NO4S karisimu (pH 4,0)

10 mM K2HPO4 (pH 6,0)

10 mM K2HPOu4 (pH 7,5) : asetonitril (90:10, h/h)

%0,1’lik trifloroasetik asit

O INO(GAB(WIN| -

En uygun yontem kosullarini bulabilmek i¢in hem YPSK hem de UYPSK
cihazlarinda denemeler yapilmistir. Her iki cihaz i¢in 25 °C, 30 °C ve 40 °C’de kolon
sicakligl denemeleri yapilmigtir. Bunun yaninda YPSK c¢aligmalarinda 25 °C oto-
ornekleyici sicakligl, 235 nm ve 300 nm dalga boylari; 10,0 uL enjeksiyon hacmi; 0,7
mL/dk, 0,8 mL/dk, 1,0 mL/dk ve 2,0 mL/dk akis hizlar1 ¢calisilmustir.

Waters TUV detektoric ve Empower-pro veri isleme sistemi (Waters
Corporation, Milford, MA, ABD) ile birlestirilmis Waters Acquity UYPSK cihazinda
ise 15 °C ve 25 °C oto-0rnekleyici sicakliklari, 300 nm dalga boyu; 2,0 puL; 3,0 pL;
5,0 pL enjeksiyon hacimleri; 0,3 mL/dk ve 0,33 mL/dk akis hizlar1 ¢alisiimistir.
Yapilan deneme calismalarinda en 1yi ve kisa stireli ayrim bu cihazda bulunmustur.
Hareketli faz A olarak iyon cifti reaktifi %0,1 TFA ¢ozeltisi; hareketli faz B olarak
asetonitril kullanilmigtir. Kolon sicakligi Selex-1 ve sagindaki safsizlik pikinin
ayrimina gore yapilmistir. Ciinkii diger pikler kolon sicakligindan ¢ok etkilenmezken;
Selex-1 ve safsizlik piki ayrimi etkilenmektedir. Denemeler sonucu en iyi sonug¢ 30
°C’de ¢ikmistir. Bunun yaninda en iyi sonuglar su parametreler ile elde edilmistir: Oto-
ornekleyici sicakligr 15 °C, dalga boyu 300 nm, 2,0 uL enjeksiyon hacmi, akis hiz1
0,33 mL/dk. Gradient programi ise su sekildedir: 0-5 dk., %40-65 B; 5-12 dk., %65—
65 B; 12-13 dk., %65-40 B; 13-17 dk., %40-40 B. Calisma sonucunda tiim pik sekilleri
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oldukga giizel gelmistir ve birbirinden iyi bir sekilde ayrilmistir.

Cizelge 3.19. Selexipag ilgili maddeler en uygun yontem parametreleri.

Kromatografik Sartlar

Kolon Markasi

Waters Acquity

Kolon Tipi BEH C18

Kolon Uzunlugu, Capi, Partikiil Boyutu 150 x 2,1 mm; 1,7 um
Akis Hizi 0,33 mL /dk

Kolon Sicakligt 30°C

Numune Sicaklig 15°C

Calisma Dalga Boyu 300 nm

Enjeksiyon Hacmi 2 ulL

Analiz Siiresi 17 dk

Cihaz UYPSK

Hareketli faz A 0,1% trifloroasetik asit
Hareketli faz B Asetonitril

Coziicii

Asetonitril ve su karigimi (40:60, h/h)

Eliisyon

Gradient

Cizelge 3.20. Selexipag ilgili maddeler gradient programu.

Zaman, dk Hareketli faz A, % Hareketli faz B, %
0 60 40
5 35 65
12 35 65
13 60 40
17 60 40

3.3.3.Selexipag Miktar Tayini Yontem Gelistirme ve Optimizasyonu

3.3.3.1. Cahsma Derisimi Se¢cimi

Selexipag miktar tayini yontemi igin ilk olarak 0,05 mg/mL ¢alisma derisiminde

analiz denemeleri yapilmistir. Bu derisimdeki etken madde pik alani cihaz smnirlart

igerisinde ¢ikmistir. Ancak daha diisiik derisim ig¢in de denemeler yapilmistir. Bu

amagla 0,025 mg/mL derisimde de ayni analizler yapilmistir. Bu derisimdeki pik

alanlar1 ve yiikseklikler de cihazin algilama sinirina girdigi ve daha az madde

kullanildigr i¢in ¢alisma derisimi olarak seg¢ilmistir.

3.3.3.2. Coziicii Sisteminin Se¢imi

Ilgili maddeler yontem gelistirmesi sirasinda bulunan en iyi ¢dziicii sistemi
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asetonitril ve su karisimi (40:60, h/h), bu yontem parametrelerinde de denenmistir ve

iyi sonug verdigi i¢in bu ¢oziicii karisimi kullanilarak analizler yapilmistir.

3.3.3.3. Cahsma Dalga Boyu Se¢imi

Ayni sekilde 300 nm dalga boyunda denemeler yapilmistir. Sonuglara gore,
miktar tayini yontem parametreleri ile calisildiginda bu dalga boyu uygun

bulunmustur.

3.3.3.4. Yontem Optimizasyonu

Miktar tayini yontemi igin hem UYPSK hem de YPSK cihaz denemeleri
yapilmustir. ilk olarak ilgili maddeler yontemina dayanarak UYPSK cihazinda
denmelere baslanmistir. Bu amagla hareketli faz A olarak; pH’1 7,5 olan K;HPO, ve
CisH7NO,S karisimi bir tampon ¢ozeltisi ile bu tampon ¢ozeltinin 90:10 oraninda
asetonitril karisimi, %0,1’lik TFA ¢ozeltisi, K,HPO, ve asetonitril karisimi ¢ozeltiler
denenmistir. Sabit faz olarak Waters Acquity BEH C8 (100 x 2,1 mm; 1,7 um) ve
Waters Acquity BEH, C18 (100 x 2,1 mm; 1,7 um) kolonlar1 ¢alisilmistir.

[lk olarak pH’1 7,5 olan K,HPO, ve CisH»NO,S karigimi bir tampon ¢dzeltisi ve
Waters Acquity BEH C8 (100 x 2,1 mm; 1,7 um) kolonu ile yapilan 0,05 mg/mL
caligma derisiminde analiz denemeleri yapilmistir. Bu derisimdeki etken madde pik
alanm1 yaklasik olarak bir milyon olarak gdzlenmistir. Standart ve kontrol standart
arasindaki benzerlik faktorii de %97,6-%100,4 araliginda bulunmustur. Pik alani
yiiksek geldigi i¢in derisim azaltilarak, 0,025 mg/mL, derisimde numuneler analiz
edilmistir. Bu derisimde cihazin algilama sinirina girdigi ve daha az madde kullanildig:
icin ¢alisma derisimi olarak secilmistir. UYPSK ile yapilan denemelerde eliisyon
programlari, hareketli fazlar ve kolon degisikligi de yapilsa ayrim iyi gelmemistir ve
tasima piki gozlenmistir. Bu nedenle YPSK cihazina gegilmistir. Bu cihazda da

hareketli faz olarak K,HPQO, ve asetonitril karisimi ¢dzelti kullanilmistir. Kolon olarak
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Waters Symmetry, C8 (150 x 4,6 mm; 3,5 um) kullanilmis ve denemeler yapilmaistir.
Tiim UYPSK denemelerinde akis hizi 0,3 mL/dk ve enjeksiyon hacmi 2,0 pL
alimmustir. YPSK yonteminda ise akis hizlar1 her zaman 1,2 mL/dk olarak ¢alisilmistir.
Enjeksiyon hacmi, cihazin algilama smiria gore 10 pL ve 20 uL olarak denenmis ve

en uygun olarak 20 pL se¢ilmistir.

YPSK ve UYPSK cihaz denemeleri i¢in ¢alisma dalga boyu, kolon sicakligi,

oto-ornekleyici, hareketli faz B ve ¢oziicii ortaktir.

Tim denemelere gére Shimadzu Prominence-i LC-2030 C Plus-SPD-40 marka
YPSK cihazi igin en uygun miktar tayini yontemi olusturulmus ve LabSolution siirim
6.108 ile kaydedilmistir. Tim parametreler Cizelge 3.21 ve Cizelge 3.22°de

verilmistir.

Cizelge 3.21. Selexipag miktar tayini en uygun yontem parametreleri.

Kromatografik Sartlar

Kolon Markas1 Waters

Kolon Tipi Symmetry, C8

Kolon Uzunlugu, Cap1, Partikiil Boyutu 150 x 4,6 mm; 3,5um

Akis hizi 1,2 mL/dk

Kolon sicaklig 40°C

Numune sicaklig 25°C

Caligma dalga boyu 300 nm

Enjeksiyon Hacmi 20 uL

Analiz siiresi 12 dk

Cihaz YPSK

Hareketli faz A 10 mM K;HPO4:asetonitril (90:10, h/h).
Hareketli faz B Asetonitril

Coziicii Asetonitril ve su karigim (40:60, h/h)
Eliisyon Gradient

Cizelge 3.22. Selexipag miktar tayini gradient programu.

Zaman, dk Hareketli faz A, % Hareketli faz B, %
0 60 40
4 60 40
5 30 70
8 30 70
8,5 60 40
12 60 40
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3.3.4.Vismodegib Tlgili Maddeler Yéntem Gelistirme ve Optimizasyonu

3.3.4.1. Cahsma Derisimi Se¢cimi

Vismodegib ilgili maddeler i¢in 0,1 mg/mL, 0,5 mg/mL ve 1,0 mg/mL’dekKi
derisimler denenmistir. YPSK ve UYPSK cihazlarinda yapilan denemelerde ilk olarak
YPSK cihazina gore 0,1 mg/mL’de ¢alismalar yapilmistir. Tiim safsizlik piklerinin
daha iyi goriilebilmesi icin sonradan etken madde derisimi arttirilarak 0,5 mg/mL
olarak devam edilmistir. Calisma sonucunda cihazin detektoriinden kaynakli bir zemin
giirtiltiisti oldugu ve bertaraf edilemedigi igin UYPSK cihazi denemelerine gecilmistir.
Cihaz algilama sinirina gore ve girisim yapan herhangi bir pikin varligin1 daha iyi

gormek i¢in 1,0 mg/mL derisimde denemeler yapilmustir.

Neticede 1,0 mg/mL, Vismodegib etken maddesi ¢alisma derisimi olarak uygun

bulunmustur.

Bilinen safsizliklarin spesifikasyon limiti %0,15 i¢in Vismo-1 ve Vismo-2
safsizliklarinin derigimleri 0,0015 mg/mL olarak hesaplanmistir ve sonuglar uygun
bulunmustur. Ancak HBTU bilinen safsizligi 0,0015 mg/mL’de iyi bir absorpsiyon
gostermemistir. Bu nedenle; bu en uygun yontem parametrelerinde en iyi absorpsiyon
gosterdigi derisiminde, spesifikasyon limitinin 10 kat1 0,015 mg/mL’de HBTU
calisilmistir.

3.3.4.2. Coziicii Sisteminin Se¢imi

Ilk olarak asetonitril ve su karisimi (20:80, h/h) ¢oziicii sistemi olarak
denenmistir. Denemelerde safsizliklar igin iyi bir ¢dziicli olmasina karsin, Vismodegib
etken maddesi bu organik ¢oziicii ve su oranlarinda ¢Okmiistiir. Organik orani
arttirildiginda ise ¢oziinme artmistir. Bir de ikinci en ¢ok kullanilan organik ¢oziicii

metanolde denenmistir. Coziicii sistemi olarak tiim maddeler i¢in en iyi metanol ve su
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karisimi orani (50:50, h/h) olarak bulunmustur.

Y Ontem parametrelerine gore; metanol ve su karisimi orani (50:50, h/h) ¢oziicti
sistemi olarak belirlenmistir. Numuneler hazirlanirken tartilan maddeler {izerine
belirtilen metanol oranmi eklenerek, ultrasonik su banyosunda c¢oziindiiriilmiistiir.

Ardindan hacmine su ile tamamlanmustir.

3.3.4.3. Cahsma Dalga Boyu Se¢imi ve m/z Degerlerinin Bulunmasi

Waters ACQUITY UYPSK H-Class PLUS marka PDA dedektorlii cihaz ile UV-
Gortiiniir bolgede 210-400 nm dalga boyu araliginda, her madde sisteme ayr1 ayri
verilerek bir tarama yapilmistir. QDa dedektorii ile de es zamanli olarak kiitle ¢aligmasi
yapilmistir ve m/z degerleri belirlenmistir. Calismaya gore tiim maddeler igin en uygun

absorpsiyon 230 nm olarak belirlenmistir.

Kiitle spektroskopisi ¢alismalarinda, 400-900 Da arasindaki kiitle taramasi
sonucunda bulunan kiitle/yiik (m/z) degerleri ise su sekildedir: Vismodegib m/z (M-
H)- 419,18 (%100) ve 421,14 (%68,6) (Sekil 3.34) ve Vismo-1 (M-H)- m/z 233,09
(Sekil 3.35) negatif modda iyonize olmustur. Vismo-2 m/z (M+H)+ 205,08 (Sekil
3.36) yapisina gore bir protonu kolaylikla baglayabildigi i¢in pozitif modda iyonize

olmustur.
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Sekil 3.36. Vismo-2 kiitle spektrumu.

3.3.4.4. Yontem Optimizasyonu

Vismodegib ilgili maddeler yontem gelistirilmesinde de hem YPSK hem de

UYPSK cihazlarinda deneme yapilmigtir. Bu ¢aligmalarda Cizelge 3.23’teki kolonlar

ve Cizelge 3.24°teki hareketli faz A ¢ozeltileri kullanilmigtir.

Cizelge 3.23. Vismodegib ilgili maddeler yonteminda kullanilan kolonlar.

Kolon Tiirii Uzunlugu, mm | f¢ Capr, mm | Partikiil Capi, pm Firma
Acquity BEH Phenyl 100 2,1 1,7 Waters
XBridge C8 150 3,0 35 Waters
Symmetry C8 150 4,6 3,5 Waters
Symmetry C18 250 46 3,5 Waters
Symmetry C18 250 4,6 5 Waters
Zorbax SB Phenyl 250 4,6 5 Agilent
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Cizelge 3.24. Vismodegib ilgili maddeler yonteminda kullanilan hareketli faz A.

Hareketli faz A (YPSK) Hareketli faz A(UYPSK)
%0,1 0-H3PO4 10 mM K3;HPO4 + 2,0 mL trietilamin (pH=2,2)
10 mM Kz2HPO4 (pH=6,5) 2 g amonyum format (NH4HCOy) +1,0 mL trietilamin (pH=4,5)
10 mM KzHPO4 (pH=7,5) 10 mM KH,PO4 (pH=3,0)
10 mM KH2POs (pH=4,5)
10 mM KH2POs (pH=4,0)
10 mM KH2PO4 (pH=3,0)

Hem YPSK hem de UYPSK cihazinda belli pH’larda fosfat tamponlari ve farkli
cozeltiler hareketli faz A olarak calisilmigtir. Vismodegib, Vismo-1 ve Vismo-2 pK,
degerlerine gore tampon c¢dozeltilerin pH’s1 3,0; 4,0 ve 4,5 olarak hazirlanmistir.
Hareketli faz B olarak hem asetonitril hem de metanol denenmistir. Kolon se¢iminde
hidrofobik etkilesimin yaninda, maddelerin 6zellikleri de g6z 6niine alinmistir. Kolon
sicakligi olarak 25 °C, 30 °C ve 40 °C; oto-Ornekleyici olarak da 10 °C ve 15 °C
sicakliklart denenmistir. 200-400 nm arasindaki taramalarda 230 nm ve 254 nm dalga
boylarindaki absorpsiyonlar en uygun gézlenmistir. Etken madde derisimi 0,1 mg/mL;

0,5 mg/mL ve 1,0 mg/mL olarak denenmistir.

Deneme calismalarinda C8 ve C18 kolonlarina gére en iyi ayrim fenil kolon ile
gozlenmstir. pH’1 3,0 olan 10 mM KH,PO, tampon ¢ozeltisi ile %0,1 0-H;PO, ¢ozeltisi
en uygun hareketli faz A bulunmustur. Ancak hazirlanma kolayligi ve tampon
¢ozeltinin ignede ¢okme ihtimaline karsin hareketli faz A olarak %0,1 0-HsPO,

secilmistir.

Hareketli faz B igin asetonitril ve metanol ¢alisilmig; zeminin daha iyi geldigi
asetonitril segilmistir. Kolon ve oto-0rnekleyici sicakliklarindan etkilenmedigi igin

cithazin en sabit kalabilecegi 30 °C ve 15 °C secilmistir.

YPSK cihazindaki analiz siiresi uzun siirdiigii icin UYPSK cihazinda daha kisa
bir gradient ile 0,3 mL/dk akis hiz1 ve 3,0 puL enjeksiyon hacmi ile parametreler

optimize edilmistir.

Tim piklerin en iyi gorildiigii ve cihaz algilama smirinda 1,0 mg/mL
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derisiminde Vismodegib etken maddesi ve 0,0015 mg/mL derisiminde Vismo-1 ile

Vimo-2 ile ¢alisilmistir. Yontem parametreleri Cizelge 3.25 ve Cizelge 3.26’dadur.

Cizelge 3.25. Vismodegib ilgili maddeler en uygun yontem parametreleri.

Kromatografik Sartlar

Kolon Markasi Waters Acquity
Kolon Tipi BEH Phenyl

Kolon Uzunlugu, Capi, Partikiil Boyutu 100x 2,1 mm; 1,7um
Akis hizi 0,3 mL/dk

Kolon sicakligi 30°C

Numune sicakligi 15°C

Calisma dalga boyu 230 nm

Enjeksiyon Hacmi 3,0 uL

Analiz siiresi 18 dk

Cihaz UYPSK

Hareketli faz A 90,1 0-H3PO4
Hareketli faz B Asetonitril

Coziicl Metanol ve su karisimi (50:50, h/h)
Eliisyon Gradient

Cizelge 3.26. Vismodegib ilgili maddeler gradient programu.

Zaman, dk Hareketli faz A, % Hareketli faz B, %
0 85 15
12 30 70
14 30 70
14.50 85 15
18 85 15

3.3.5.Vismodegib Miktar Tayini Yontem Gelistirme ve Optimizasyonu

3.3.5.1. Cahsma Derisimi Se¢cimi

Vismodegib ilgili maddeler yontem gelistirilmesi sirasinda elde edilen verilen
1s1g¢inda hareket edilmistir. Miktar tayininde amag¢ sadece etken maddenin saf olarak
diger piklerden ayrilmasidir. Bu nedenle; 0,025 mg/mL derisimdeki sonuglar miktar

tayini yontemi igin yeterli olmustur.

3.3.5.2. Coziicii Sisteminin Sec¢imi

(Coziicli sistemi olarak yontem parametrelerine gore asetonitril ve su karisimi
(50:50, h/h) se¢ilmistir.
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3.3.5.3. Cahsma Dalga Boyu Se¢imi

Daha 6nceki yapilan 200-400 nm arasi ¢aligmalarina gére 254 nm ve 230 nm en

uygun dalga boyu olarak gézlenmisti. Miktar tayini yonteminda 254 nm daha iyi

sonuglar verdigi i¢in ¢alisma dalga boyu olarak segilmistir.

3.3.5.4. Yontem Optimizasyonu

Vismodegib miktar tayini Waters Symmetry C18 (150 x 4.6 mm; Sum) kolonu

ile gergeklestirilmistir. Vismodegib ilgili maddeler yonteminda kullanilan %0,1 o-

HsPO, hareketli faz A; asetonitril de hareketli faz B olarak segilmistir. Kolon ve oto-

ornekleyici sicakliklar: da ayn1 seklide sirasiyla 30 °C ve 15 °C secilmistir. Eliisyon

programi denemelerinde izokratik program ile ayrim saglanabilmistir. Buna gore

yontem parametreleri Cizelge 3.27°deki gibi bulunmustur.

Cizelge 3.27. Vismodegib miktar tayini yontemi.

Kromatografik Sartlar

Kolon Markas1 Waters Symmetry

Kolon Tipi C18

Kolon Uzunlugu, Capi, Partikiil Boyutu | 150 X 4,6 mm, 5,0um

Akis hizi 1,0 mL/dk

Kolon sicakligi 30°C

Numune sicaklig1 15°C

Calisma dalga boyu 254 nm

Enjeksiyon Hacmi 20,0 mL

Analiz siiresi 8 dk

Cihaz YPSK

Hareketli faz A %0,1 0-H3PO4

Hareketli faz B Asetonitril

Coziicii Asetonitril ve su karigimi (50:50, h/h)
Eliisyon Izokratik ; %60 hareketli faz A ve %40 hareketli faz B

3.4.Validasyon Calismalari

Optimize edilen tim yontemler igin validasyon calismalari, ICH Q2(R1)

kilavuzu rehber alinarak yapilmistir.
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3.4.1. Selexipag Ilgili Maddeler Validasyon Calismalar

3.4.1.1. Sistem Uygunluk Testi

Sistem uygunluk testi (SUT), kullanimdan once kromatografik sistemin
uygunlugunu ve gegerliligini belirlemek i¢in yapilan bir testtir. Bu amagla; 0,25
mg/mL derisimde hazirlanan sistem uygunluk ¢ozeltisi bir kez enjekte edilmistir.
Tasima ihtimaline karsin sistem uygunluk ¢6zeltisinden sonra iki kor ¢ozeltisi daha
enjekte edilmistir. Daha sonra 0,25 mg/mL derisiminde Selexipag standart
¢ozeltisinden alt1 enjensiyon verilmistir. Kabul Kriteleri ise su sekilde belirlenmistir.
Sistem uygunluk ¢ozeltisi kromatograminda Selexipag ve Selex-asit pikleri arasindaki
ayiricilik faktorti en az 2,5 olmalidir ve alti tekrarli standart ¢ozeltisi enjeksiyonundan
elde edilen Selexipag pik alanlarinin yiizde bagil standart sapmasi1 %2,0’e esit veya

kiictik olmalidir.

Calisma sonucunda sistem uygunluk c¢ozeltisinde; Selex-asit ile Selexipag
arasindaki ayiricilik faktorii 4,3 (>2,5) bulunmustur (Sekil 3.37).
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Sekil 3.37. Selexipag ilgili maddeler sistem uygunluk kromatogrami

Alt1 tekrarl standart ¢ozeltisi enjeksiyonundan elde edilen Selexipag yiizde bagil
standart sapma (BSS) 1,1 (< 2,0) olarak bulunmustur (Cizelge 3.28).
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Cizelge 3.28. Selexipag ilgili maddeler sistem uygunluk sonuglart.

Enjeksiyon No Alanlar Ayiriciik Faktorii
1 3636
2 3515
3 3555
4 3555
5 3567 4.3
6 3561
Ortalama 3565
Standart Sapma 39,4
%BSS 1,1

3.4.1.2. Secicilik

Bir yontemin segcici olmasi i¢in sistem uygunluk parametreleri saglanmali; ilag
etken maddesinin ve safsizliklarin pikleri kromatografik olarak birbirinden ayrilmali
ve de alikonma zamanlarinda kor ¢ozeltiden herhangi bir pik gelmemelidir. Ek olarak,

ilag etken maddesi ve safsizliklarin pikleri spektral olarak da saf olmalidir.

Deneyde yontemin segiciligi igin kor ¢ozeltisi, sistem uygunluk ¢ozeltisi, 0,375
ug/mL spesifikasyon limit derisiminde tek tek safsizliklar, spesifikasyon limit
derisiminde safsizlik karisim ¢6zeltisi, 0,25 pg/mL standart ¢ozeltisi ve 0,25 mg/mL

derisiminde numune ¢ozeltisi verilmistir.

Segicilik validasyon parametresi sonuglarmna gore; kor ¢ozeltisinden gelen
herhangi bir pik, Selexipag ve safsizlik piklerinin alikonma zamaninda
gozlenmemistir. Selexipag ve safsizlik pikleri birbirinden kromatografik olarak

tamamen ayrilmistir.

Ayrica Selexipag, Selex-1, Selex-asit ve Selex-asetil piklerinin saflik agilari, pik
saflik esiginden diisiik gézlendigi igin spektral olarak da saf bulunmustur. Bu nedenle

gelistirilen Selexipag ilgili maddeler yontemi seg¢ici bulunmustur.
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Cizelge 3.29. Selexipag ilgili maddeler segicilik sonuglar.

Bilesik Limit, mak. %| RT, dk | RRT | Rs N k | a i?g;:( Saflik Esigi
Selex-1 0,15 5,96 091 | - |174261|4,96| - 1,875 2,617
Selex-asit 0,15 6,16 | 0,95 | 3,6 | 186778 [5,16|1,04| 2,293 3,199
Selexipag - 6,52 1,00 | 5,9 | 168899 |5,52|1,07| 3,419 4,915
Selex-asetil 0,15 10,10 | 1,69 [36,2| 89679 |9,09|1,65| 0,520 1,138
Bilinmeyen Safsizliklar 0,10 - - - - - | - - -
Toplam Safsizlik 0,5 - - - - - | - - -
RT: Alikonma zaman
RRT: Bagil Alikonma Zamani
Rs: Ayiricilik faktori
N: Teorik Tabaka Sayis1
k: Kapasite Faktorii
a : Secicilik Faktori
w
o o
] o e
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= F
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Sekil 3.38. Selexipag ilgili maddeler Selexipag ve safsizlik standartlarinin limit derisimdeki karigim ¢ozeltisinin

kromatogramu.
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Sekil 3.39. Kor ¢ozelti kromatogrami.

3.4.1.3. Dogrusallik ve Calisma Arahg:

Dogrusallik, dedektoriin analit derisimine verdigi tepkinin, dogru orantili olarak
artmast ve cizilen grafik tizerinde noktalarin ¢izgi lizerinde veya cizgiye yakin
konumlanmasidir. Egim (m), kesisim noktasi (n), korelasyon katsayist (r) ve artik

kareler toplami1 (RSS) dogrusalligi veren parametrelerdir.

Bu parametreler, o6lgiilen degerlere karst analit derisiminin regresyon

analizleriyle matematiksel olarak hesaplanir ve y= mx + n denkleminde yerine yazilir.

Ilgili maddeler yénteminda hem ilag etken maddesinin ve hem de safsizliklar
icin hesaplanan korelasyon katsayist 0,99 ve fiizerinde olmalidir. Bbylece cevap

degerleri ¢izilen dogru tizerindedir ve dogrusallik saglanmis olur.

Dogrusalligi belirlemek igin stok ¢ozeltiden en az bes farkli derisim hazirlanmali
ve analiz edilmelidir. Bu 5 deger ile dogrusalligi belirleme islemi en az ii¢ kez
tekrarlanmalidir. Ayrica, regresyon cizgisinin Kesim noktasi, standart derisiminin

%100 seviyesinden elde edilen alanin %5’inden fazla olmamalidir.

Selexipag, Selex-1, Selex-asit ve Selex-asetil referans standartlarmnin
kalibrasyon egrisini ¢izmek icin; TAS ile spesifikasyon limitinin %50, %75, %100,
%150, %200’{ine karsilik gelen alt1 farkli derisimde standart ¢ozeltiler hazirlanmastir.
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Her bir standart ¢ozeltiden tiger enjeksiyon, minimum (TAS) ve maksimum (%200)

seviyelerde altigar enjeksiyon verilmistir.

Diger bir validasyon parametresi c¢alisma araligi, kalibrasyon egrisinde
belirlenebilen en diisiik derisimden, dogrusalliktan saptig1 derisima kadar olan derisim
araligin1 kapsar. Calisma araliginin kabul kriterlerine gore; minimum seviyedeki
alanlarin bagil standart sapmasi %10,0’dan fazla olmamali; maksimum seviyedeki
alanlarin bagil standart sapmasi %5,0’den fazla olmamalidir. Selexipag ¢alisma araligi

icin dogrusallik ¢alismasinin minimum ve maksimum derisim alanlar1 kullanilmistur.

Dogrusallik i¢in Microsoft Excel programi kullanilarak her derisime karsilik
ortalama pik alan1 ve Kalibrasyon egrisi ¢izilmistir, korelasyon katsayisi
hesaplanmistir. Calismaya gore; ila¢ etken maddesi ve safsizliklar i¢in, derisime kars1
dedektdr yanitinin dogrusal oldugu bulunmustur. Calisma aralig1 sonuglari; ilac etken
maddesi ve safsizliklar igin minimum derisim seviyelerindeki alanlarin bagil standart
sapmasi (BSS) %10,0’dan az; maksimum derisim seviyelerindeki alanlarin bagil
standart sapmasi (BSS) %5,0’den az bulunmustur (Cizelge 3.30)

Cizelge 3.30. Selexipag ilgili maddeler dogrusallik ve ¢aligma araligi sonuglari.

[(y-kesim noktasi x Alan BSS, %
- Derisim Korelasyon Regresyon | 100 / % seviyedeki -
Bilesik Katsayisi (r) . Min. Mak.
(ng/mL) Limit: Denklemi alan] (%) .. ..
imit: > 0,99 Limit: <5,0% derisim derisim
Selexipag | 0,058-0508 | 10000 |Y7 1fg’ggx ¥ 31 5,9 0.6
Selex-1 | 0,040 - 0,744 0,9996 y= 117 ffzx * 21 5,0 0.2
Selex-asit | 0,047 - 0,736 0,9999 y= 1%‘;55" * 0,6 6,5 0.2
Selex-asetil] 0,109-0764 | 09998 |V :1556606" * 0,9 5,9 0,7
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Sekil 3.40. Selex-1 standardi dogrusallik grafigi.
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Sekil 3.41. Selex-asit standardi dogrusallik grafigi.
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Sekil 3.42. Selexipag standardi dogrusallik grafigi.

Alanlar

14000
12000
10000

8000
6000
4000
2000

0
0,000 0,100

0,200

SELEX-ASETIL
R2=0,9997

0,300 0,400 0,500 0,600 0,700 0,800

Hazirlanan Standart Derigimi, pg/mL

y = 15606x + 55,612

0,900

Sekil 3.43. Selex-asetil standardi dogrusallik grafigi.
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Sekil 3.44. Selexipag ilgili maddeler cakistirilmig dogrusallik grafikleri.
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Sekil 3.45. Selexipag ilgili maddeler cakistirilmis dogrusallik kromatogramlari-a.
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Sekil 3.46. Selexipag ilgili maddeler ¢akigtirilmig dogrusallik kromatogramlari-b.

3.4.1.4. Teshis Stmir1 (TS/TS) ve Tayin Alt Smir1 (TAS/TAS)

TAS, dogrusallik sinirlar iginde kalmayan veya analiz edilen numunenin kabul
edilebilir bir kesinlik ve dogruluk diizeyiyle Olgiilebildigi en diisiik dogrusallik
derisimini Olusturan seviyedir. Dogrudan deneylerden veya hesaplama yoluyla
bulunabilir. TS, analiz edilen numunenin goriindiigii; ancak nicel limitler dahilinde
olmadigi en disiik derisimdir. Dogrudan deneylerden veya hesaplama yoluyla
bulunabilir.

Tez kapsaminda TAS ve TS i¢in kabul kriterleri su sekildedir: TAS tiim
safsizliklar i¢in raporlama seviyesinden biiyiik olmamalidir. TAS derisiminde alt1
tekrarli enjeksiyon icin alanlarin %BSS’si 10 ve altinda olmalidir. TAS derisimde
sinyal/gliriiltii oran1 da 10 ve lizerinde; TS derisimde sinyal/giiriiltii orani ise ti¢ ve

uzerinde olmalidir.

Bu c¢alismada, TAS ve TS derisimindeki standart ¢ozeltileri, dogrudan
deneylerden gozlemlenip, hesaplanmistir. ICH Q2(R1)’e gore TAS i¢in sinyal/giiriilti
oraninin 10:1 olmas1 gerekir. Bunun igin; spesifikasyon derisiminde Selexipag ilag
etken maddesi standardi ve spesifikasyon limit derisiminde Selex-1, Selex-asit ve
Selex-asetil safsizliklarinin standartlarini igeren karisim ¢ozeltisi hazirlanmig ve alti

kez enjekte edilmistir. Boylece bilinen bir derisimdeki sinyal/giiriiltii oranindan TAS
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igin gerekli 10:1 oranindaki derisim hesaplanmistir [ICH Q2(R1)].

Hesaplamalar sonrasinda TAS ¢6zeltisini hazirlamak igin 20 mL’lik balon jojeye
460,0 pnL stok Selexipag standart ¢ozeltisi, 215,0 uL stok Selex-1 standart ¢ozeltisi,
255,0 uL stok Selex-asit standart ¢ozeltisi, 570,0 uL stok Selex-asetil standart ¢6zeltisi
eklenmistir. Ardindan hacmine ¢6ziicii ile tamamlanmistir. Bu ¢dzeltisiden 0,5 mL
aliarak 100 mL’lik baon jojeye seyreltilmis ve ¢oziicii ile hacmine tamamlanmistir.
TS ¢ozeltisi i¢in de TAS ¢ozeltisi 3,0 mL alinarak 10 mL’lik balon jojeye ¢oziicli ile
seyreltilmistir. Cinkii ICH Q2(R1) rechberine gore TS c¢ozeltisi derisimindeki

sinyal/giiriiltii oran1 3:1 olmalidir.

Tespit sinir1 (TS) ve nicelik sinir1 (TAS) sonuglart Cizelge 3.31°de verilmistir.

Cizelge 3.31. Tespit sinir1 (TS) ve nicelik sinir1 (TAS) sonuglar.

TS derisimleri | TAS derisimleri SIN < -
Bilesik S S SLimit] TASLimit | RRF | Bal Alan Fakiori
pg/mL % pg/mL % >3 >10 CRF
Selexipag | 0,0174 | 0,0048 | 0,058 | 0,0232 4 10 1,0 1,0
Selex-1 0,0120 | 0,0056 | 0,040 | 0,0160 4 10 15 0,68
Selex-asit | 0,0141 | 0,0070 | 0,047 | 0,0188 5 11 11 0,92
Selex-asetil| 0,0327 | 0,0131 | 0,109 | 0,0436 4 10 11 0,88

gt / S

" aaicica

Sekil 3.47. Selexipag ilgili maddeler TS ve kor ¢ozeltilerin gakigtirilmig kromatogrami-a.
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Sekil 3.49. Selexipag ilgili maddeler TAS ve kor ¢ozeltilerin ¢akigtirilmig kromatogrami-a.
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Sekil 3.51. Selexipag ilgili maddeler TAS, TS ve kor ¢ozeltilerin ¢akistirilmig kromatogrami-a.
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Sekil 3.52. Selexipag ilgili maddeler TAS, TS ve kor ¢ozeltilerin ¢akistirilmis yakin kromatogrami-b.

3.4.1.5. Dogruluk

Analitik bir yontemin dogrulugu, Olciilen degerin gergek degere yakinligini
gosterir. Dogruluk yiizde geri kazanim olarak ifade edilir. Diger bir deyisle, ortama
eklenen analitin analiz edilen ortamdan ne 6lcilide geri kazanilabilecegini gosterir. Bu
dogrulama igin kabul kriteri, ilag etken maddenin ve her bir safsizligin geri kazanimin
%90,0 ile %110,0 arasinda; TAS diizeyinde ise %70,0 ile %130,0 arasinda olmasidir.

Dogruluk caligmasi i¢in 2 numune ¢ozeltisi ve spesifikasyon limit derisiminde
hazirlanan safsizlik karisim ¢ozeltisi alt1 kez enjekte edilmistir. Spesifikasyon limit
derigsimine gore %50, %100 ve %150 derisimlerinde olacak sekilde, safsizliklar
numuneye ilave edilmistir. Her seviye i¢in 3 numune hazirlanmig ve her birinden birer
kez enjeksiyon verilmistir. Numune TAS seviyesinden daha fazla Selex-1 ve Selex-

asit igerdiginden, bu safsizliklar numuneye TAS derigiminde ekilmemistir.

Dogruluk sonuglarina gore geri kazanimlarin hepsi %90,0 ile %110,0 arasinda

bulunmustur (Cizelge 3.32).
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Cizelge 3.32. Dogruluk sonuglart gizelgesi.

Dogruluk (n=3)

Bilesik Seviyeler, %| Derisim, % (](3):::11:1 amﬂa]iglgﬁl;; ) BSS, % Geri Kazammm, %
50 0,71 0,068=0,0006 0,88 96,3
Selex-1 100 0,146 0,14320,0006 0,42 98,1
150 0,219 0,216=0,0006 0,28 98,8
_ 100 0,142 0,139+0,0000 0,00 97,9
Selex-asit 150 0,215 0,211+0,0006 0,28 98,1
TAS 0,057 0,057+0,0010 1,75 100,0
_ 50 0,074 0,074=0,0020 2,70 100,0
Selex-asetil 100 0,152 0,15220,0006 0,39 100,0
150 0,226 0,225+0,0006 0,27 99,87

0.0020-]

o001

o.0ore]

|
/

=

‘SELEXIPAG - 6.563

= SELEX-ACETYL - 10.1%

dakika

L A ﬂ::;;_t;,;ﬁ

alea T1ioa

120

13'o0

1300

15’00 1600

17oq

e

e

SEHENL 18

Sekil 3.54. Selexipag ilgili maddeler dogrusallik ve kor ¢ozeltilerin gakistirilmig yakin kromatogrami-b.
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3.4.1.6. Kesinlik

Kesinlik, belirli kosullar altinda ayn1 homojen numuneden birden fazla alinan ve
gergeklestirilen bir dizi 6lglim sonucunun arasindaki tutarliliktir. Tez ¢alismasinda

yontem kesinligi ve tekrar tiretilebilirlik ¢alismalar1 yapilmustir.

3.4.1.6.1. Yontem Kesinligi

Yontem kesinligi i¢in kabul kriterleri su sekildedir: Numunedeki safsizlik orani
%0,1’den az ise %BSS’ si degerlendirilmez. Safsizlik oran1 %0,1 veya daha yiiksek
ise %BSS degeri 10°dan kiigiik olmalidir. Ikinci kabul kriteri i¢in ise %95 giiven aralig

hesaplanir.

Yontem kesinligi calismasinda numunede, Selex-1 ve Selex-asit miktari
yaklasik %0,1 olarak bulunmustur ve %BSS degerleri 10’un altinda hesaplanmistir.
Numunede Selex-asetil miktart %0,1’den (>%0,015) az oldugu i¢in %BSS degeri
hesaplanmamustir. Kabul kriterlerine gore degerlendirilmemistir. Selex-1 ve Selex-asit
icin %BSS sirasiyla 1,79 (<%10) ve 2,86 (<%10) olarak hesaplanmistir (Cizelge 3.34).

3.4.1.6.2. Tekrar Uretilebilirlik (Laboratuvarlar Aras)

Tekrar tiretilebilirlik, ayn1 yontemde, farkli bir laboratuvarda, farkli bir cihazda, farkli
bir kolonda ve farkli giinlerde yapilan bir kesinlik caligmasidir. Bu parametre i¢in
yontem kesinliginde kullanilan ayni Selexipag sarjindan alti farkli numune
hazirlanmistir. Yontem kesinligi kabul kriterlerini karsilamalidir ve iki kesinlik
caligmasinin ortalama sonuglar arasindaki fark raporlanmalidir (Cizelge 3.33). Kabul
kriterleri ICH Q2(R1) yonergesi esas alinarak, Deva Holging A.S. Ar-Ge tarafindan

diizenlenen SOP (Standart Operasyon Prosediirii)’ den alinmustir.
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Cizelge 3.33. Selexipag ilgili maddeler kesinlik sonuglari.

iki kesinlik ¢cahsmasinin ortalama arasi fark %BSS
0,1< Degerlendirilmez

0,10-0,20 <+0,05

0,20-0,50 <+0,10

0,50-1,0 <+0,20

Tekrar tretilebilirlik sonuglar1 kabul kriterlerine uygun bulunmustur (Cizelge
3.34).

Cizelge 3.34. Selexipag ilgili maddeler kesinlik sonuglari.

Yontem Kesinligi (n=6) Tekrar Uretilebilirlik (n=6)
Bilesik Bulunan Derisim o Bulunan Derisim o Fark %
(Ortalama=SS, %) By (Ortalama=SS, %) BS3E
Selex-1 0,060,001 1,79 0,05+0,020 3,70 0,002
Selex-asit 0,07+0,002 2,86 0,06+0,001 1,67 0,010

3.4.1.7. Saglamhk

Bu validasyon parametresinde; yontem parametrelerinde planli, kiigiik ve 6nemli
degisiklikler yapilir. Boylece yontemin bu degisikliklere duyarliligi test edilir. Bu
sayede analiz sonucunu etkileyebilecek parametreler ve en uygun yoéntem kosullar
belirlenir. Bunun igin farkli kolon kullanimi, akis hizinin £10 degisimi, kolon
sicakliginda £10 °C degisim ve hareketli fazda pH ayarlama varsa 10 pH degisimi

gibi degisiklikler yapilabilir.

Bu calismadaki kabul kriteri; sistem uygunluk kabul kriterleridir. Saglamlik
validasyon parametresi i¢in sisteme; sistem uygunluk ¢ozeltisi, yine tasima ihtimaline
karsilik iKi kor ¢ozeltisi, standart ¢ozeltisi ve spesifikasyon limit derisiminde safsizlik
igeren numune ¢ozeltisi enjekte edilmistir. Her degisiklik parametresi i¢in ayni batch

olusturulmus ve analiz edilmistir.

Saglamlik ¢alismalarina gore yontem kiiciik degisikliklerden etkilenmemistir

(Cizelge 3.35).
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Cizelge 3.35. Selexipag ilgili maddeler saglamlik analizi sonuglari.

Sartlar Ayiricilik Faktorii %BSS
Normal Sartlar 55 2,07
Kolon Akisi : 0,31 mL/dk 5,7 1,67
Kolon Akisi : 0,35 mL/dk 5,3 1,14
Kolon Sicaklig1:27 °C 5,6 2,07
Kolon Sicakligr: 33°C 55 1,8

3.4.1.8. Cozelti Kararhh@

Dogru, giivenilir ve tekrarlanabilir sonuglar elde etmek i¢in numunelerin ve

standartlarin kararliliginin belirli bir siire muhafaza edilmesi gerekir. Bunun igin

optimize edilmis bir yontemle farkli zaman dilimlerinde kararlilik galismalari

yapilmalidir. Kararlilik calismasi igin Kkabul kriterleri su sekildedir: Baslangig

kosullarindaki alanlara gore, standart alanin degisimi %5’ten; numunedeki safsizlik

pik alanlarmdaki degisiklik %10’dan fazla olmamalidur.

Sisteme; spesifikasyon limit derisiminde safsizlik iceren standart ¢ozeltisi ve

numune ¢ozeltisi verildi. 48 saat boyunca farkli zaman araliklarinda analiz edilmistir.

Kararlilik ¢aligmas1 sonucu standart ¢ozeltisi 48 saat kararlidir ve pik alanlar

arasindaki fark %0,2-9.9 (< %5,0) araliginda bulunmustur. Numune ¢dzeltisi de 48

saat kararl1 ve numune i¢indeki safsizliklarin pik alanlar1 arasindaki fark < %10.0

olarak bulunmustur (Cizelge 3.36).

Cizelge 3.36. Selexipag ilgili maddeler ¢ozelti kararliligi sonuglari.

Selex-1 Selex-asit Selex-asetil Selexipag Std.
Zaman [ Alanlar | Fark, % | Alanlar Fark, % | Alanlar Fark, % | Alanlar Fark, %
Baslangic | 9506 - 8855 - 6688 - 3615 -
2. Saat 9493 0,1 8889 0,4 6803 1,3 3732 3,2
4. Saat 9469 0,4 8854 0,0 6838 1,7 3731 3,2
6. Saat 9435 0,7 8888 0,4 6868 2,0 3653 1,1
8. Saat 9448 0,6 8923 0,8 6785 11 3624 0,2
10. Saat 9415 1,0 8921 0,7 6838 1,7 3593 0,6
14. Saat 9477 0,3 8912 0,6 6666 0,2 3475 3,9
18. Saat 9447 0,6 8949 11 6789 11 3366 6,9
20. Saat 9446 0,6 8920 0,7 6826 1,6 3434 5,0
24. Saat 9434 0,8 8932 0,9 6687 0,0 3431 51
30. Saat 9377 14 8883 0,3 6710 0,2 3401 59
36. Saat 9436 0,7 8996 1,6 6718 0,3 3325 8,0
40. Saat 9494 0,1 8997 1,6 6861 2,0 3257 9,9
48. Saat 9494 0,1 9103 2,8 6742 0,6 3297 8,8

97



3.4.2. Selexipag Miktar Tayini Validasyon Calismalar:

3.4.2.1. Sistem Uygunluk Testi

Miktar tayini i¢in sistem uygunluk validasyon caligmasinin kabul kriterleri su
sekildedir: Sistem uygunluk ¢ozeltisi kromatogramindaki Selexipag ve Selex-asite
bagli pikler arasindaki ayiricilik faktorii en az 2,5 olmalidir. Alt1 enjeksiyon tekrarl

standart ¢ozeltisinden elde edilen Selexipag pik alanlarinin %BSS’ si <0,85 olmalidir.

Sisteme belirlenen 0,25 mg/mL derisiminde sistem uygunluk ¢6zeltisi bir kez
enjekte edilmistir. Tasima ihtimaline karsin sonrasinda sisteme iki kor ¢6zeltisi
verilmistir. Ardindan 0,25 ug/mL derisiminde Selexipag standart ¢ozeltisi alt1 tekrarl
sekilde enjekte edilmistir.

Sistem uygunluk sonucunda, ¢ozeltisinin kromatograminda Selex-1 piki ile
Selexipag piki arasindaki ayiricilik faktorii 3,8 (>2,5) bulunmustur. Alti tekrarl
standart ¢ozeltisi enjeksiyonundan elde edilen Selexipag pik alanlarinin yiizde bagil
standart sapmasi (%BSS) 0,01 (<0,85) olarak bulunmustur.

§ Detector A 300nmy
o
10000 §
7500
5000-
2500 \\
c. S A kx —— A
0.0 - 2.5 - so 75 10.0

Sekil 3.55. Selexipag miktar tayini sistem uygunluk kromatogramu.
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3.4.2.2. Secicilik

Bir yontemin segici olmasi i¢in ilgili maddelerde de belirtildigi gibi hem
kromatografik hem spektral ac¢idan saf olmasi gerekir. Bu nedenle; ilag etken
maddenin kromatografik olarak ayrilmasi ve alikonma zaman1 boyunca kor ¢ozeltiden
veya herhangi bir safsizliktan altinda pik gelmemesi gerekir. Ayrica; ilag etken
maddesi spektral olarak da saf olmalidir.

Yontemin segiciligi icin kor ¢ozeltisi, sistem uygunluk ¢ozeltisi, spesifikasyon
limit derisiminde safsizlik karisim ¢ozeltisi, standart ¢ozeltisi, spesifikasyon limit
derisiminde safsizlik igeren numune ¢ozeltisi enjekte edilmistir. Spektral safsizlik i¢in

PDA dedektoriinde 200-400 nm arasinda ¢alisma yapilmustir.

Segicilikte, Selexipag’in alikonma zamaninda, kor ¢ozeltiden ve safsizliklardan
herhangi bir pik etken pikinin altinda gézlenmemistir. Saflik acis1 degeri, saflik esigi
degerinden daha kii¢iikk bulunmustur. Bu nedenle; Selexipag miktar tayini yontemi

spektral olarak da segici bulunmustur.

50000 E g E 1 Detector A 300nmy
4 g 2 =
o »
] < = 3
o] 3 5 4
40000 = =<
- =l >0
=1 [£2]
=
- )
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30000+
20000 : Dakika
- 1L Lo~
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T " T T T
0.0 - 2.5 50 75 10.0

Sekil 3.56. Selexipag miktar tayini limit derisimde safsizlik standartlarinin karisim ¢ozeltisi.

Cizelge 3.37. Selexipag miktar tayini pik saflig1 sonuglar1.

Bilesik RT,dk | RRT Rs Saflik Agisi Saflik Esigi
Selex-asit 2,71 0,85 — — —
Selexipag 3,19 1,00 34 0,999998 0,993733
Selex-asetil 7,04 2,21 25,2 — —
Selex-1 8,26 2,59 75 - -
Diger safsizliklar - — — — -
Toplam bilinmeyen safsizliklar - — — — -
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3.4.2.3. Dogrusallik ve Calisma Arahg:

Miktar tayini yonteminda eger korelasyon katsayisi (r) 0,999 ve iizerinde ise
cevap degerleri ¢izilen dogru iizerindedir ve dogrusallik saglanmistir. Ayrica
regresyon ¢izgisinin kesisimi (n), %100 seviyedeki standart derisiminden elde edilen
alanin %?2’den fazla olmamalidir. Dogrusallik validasyon parametresi i¢in, 0,025
mg/mL numune ¢ozeltisi derisiminde standart ¢ozeltisi hazirlanmigtir. Bu standart
¢ozeltiden %80 seviyesi i¢in 16,0 uL, %90 seviyesi i¢in 18,0 uL, %100 seviyesi i¢in
20,0 uL, %110 seviyesi i¢in 22,0 puL, %120 seviyesi i¢in 24,0 uL sisteme enjeksiyon
verilmistir. Her seviyeden {iger enjeksiyon, minimum (%80) ve maksimum (%2120)

seviyelerden de altisar enjeksiyon yapilmustir.

Dogrusallik ¢alismasinin sonucuna gore Selexipag derisimleri ile dedektor
sinyalleri arasinda dogrusal bir iliski vardir. Calisma araliginin kabul kriterleri ve
minimum ve maksimum derigim seviyelerinde alanlarin yiizde bagil standart sapmasi
(%BSS) 2,0’den az bulunmustur. Calisma araligi i¢in, dogrusallik c¢alismasinda
kullanilan minimum ve maksimum derisimlere sahip standart ¢ozeltileri kullanilmustir.
Dogrusallik ¢alismasindan elde edilen verilere goére, numune derisiminin %80 ile

%120 aralig1, Selexipag i¢in nicel ¢aligsma aralig1 olarak uygun bulunmustur.

Cizelge 3.38. Selexipag miktar tayini dogrusallik sonuglari.

Korelasyon [(y-kesim n(_)ktasu_( Alan BSS (%)
Seviye Derisim Katsayisi (r) Regresyon | 100 | % seviyedeki Min
(ng/mL) Limit: > 0.999 Denklemi alan] (%) derisir.ni Mak. derisimi
= Limit: <2,0%
%80 0,02018
%90 0,02270
%100 0,02522 1,0000 ly=36385091x| 0,26 0,034 0,015
%110 0,02774 —2395,3
%120 0,03026
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Datal:LEVEL 1 %80 LNEARTY 0101d Detector 4300m —— SELEXIPAG y = 36385091x - 2395,3

DataZ;LEVEL_2_%S0_LINEARIY _016.Icd Detector A:200nm
Data%LEVEL 3 %100 LINEARTY 019.Icd Detector A:300nm 2=1,0000
DataLEVEL_4_%110_LINEARTY_022 iod Detector A:300nm

Datad:LEVEL_5_%120_LINEARTY_025 lcd Detector A:300nm
1050000
1000000
950000
900000
850000
800000
750000

700000
0,0190 0,0210 0,0230 0,0250 0,0270 0,0290 0,0310

Hazirlanan standart derisimi, mg/mL

Alanlar

Sekil 3.57. Selexipag miktar tayini Selexipag standardinin dogrusallik grafigi.

Time 2022 Infen.

Sekil 3.58. Selexipag miktar tayini ¢akistirilmis dogrusallik kromatogramlari.

3.4.2.4. Dogruluk

Dogruluk ¢aligmasi i¢in numune derisimine karsilik gelen %80, %100 ve %120
seviyelerinde Selexipag ¢ozeltisileri hazirlanmigtir. Her seviye igin ii¢ ayr1 numune
hazirlanmisg ve her birinden ikiser kez enjeksiyon verilmistir. Kabul kriteri; her bir geri

kazanimin %98,0 - %102,0 arasinda olmasidir.

Dogruluk ¢alismalarinda her bir geri kazanim, istenilen %98,0 ve %102,0 geri

kazanim araliginda bulunmustur.
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Cizelge 3.39. Selexipag miktar tayini dogruluk sonuglar1.

Seviye, % [Derisim, mg/mL|Hesaplanan Derisim, mg/mL | BSS, % | Geri Kazanmim, % Bagil Hata
0,01994 0,01988 99,7 0,3
80 0,01984 0,01981 99,8 0,2
0,01994 0,01986 99,6 04
0,02493 0,02478 99,4 0,6
100 0,02483 0,02469 014 99,5 0,5
0,02483 0,02466 99,3 0,7
0,02971 0,02983 100,4 0,4
120 0,03001 0,02982 99,4 0,6
0,02991 0,02979 99,6 0,4

3.4.2.5. Kaesinlik

3.4.2.5.1. Sistem Kesinligi

Bu Kkesinlik parametresinde, Selexipag standart c¢ozeltisinin alt1 tekrarl
enjeksiyonundan elde edilen pik alanlarmin yiizde bagil standart sapmas1 (%BSS) <
2,0 olmalidir. Bu nedenle; %100 derisimindeki standart ¢ozeltisinden alt1 tekrarli

enjeksiyon verilmistir.

3.4.2.5.2. Yontem Kesinligi

Yontem kesinliginin  Kabul kriterleri igin; numunelerin alt1  tekrarli
enjeksiyonundan elde edilen sonuglarin yiizde bagil standart sapmasi da (%BSS) < 2,0

olmalidir ve %95 giiven aralig1 hesaplanmalidir.

Yontem kesinligi i¢in system kesinliginde kullanilan ayni1 Selexipag sarjindan

alt1 farkli numune hazirlanmistir. Her birinden de ikiser enjeksiyon yapilmustir.
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3.4.2.5.3. Tekrar Uretilebilirlik

Bu kesinlik parametresi i¢in kabul kriterleri su sekilde olmalidir: Alt1 tekrarl
enjeksiyon numunesi sonucunun yiizde bagil standart sapmasi (%BSS) < 2,0 olmalidir
ve %95 giiven araligi hesaplanmalidir. Ayrica, iki kesinlik ¢aligmasinin ortalama

sonuglari arasindaki farkin da 2,0’den az olmasi gerekir.

Tiim kesinlik sonuglart istenilen kabul kriterlerine uygun bulunmustur (Cizelge
3.40).

Cizelge 3.40. Selexipag miktar tayini kesinlik sonuglari.

Selexipag miktari,%
Bilesik @ ikonn@iggamam, g8 Kromatografik Susuz ve solventsiz
Selexipag 3,300 102,9 103,3
BSS (%) 0.9 0,9
%95 Giiven Araligi 101,2-103,1 101,5-103,4

3.4.2.6. Saglamhk

Bu parametre igin sisteme; sistem uygunluk ¢ozeltisi ve yine tasima ihtimaline
karsin iki tekrarli kor ¢ozeltisi enjekte edilmistir. Ardindan standart ¢ozeltisinden alt1
tekrarli enjeksiyon verilmistir. Kabul Kriteri olarak sistem uygunluk sartlart

saglanmalidir.

Saglamlik ¢aligmalarina gore, yontem kiiciik degisikliklerden etkilenmemistir.

Cizelge 3.41. Selexipag miktar tayini saglamlik sonuglari.

SARTLAR RT %BSS Ayiricilik faktorii
Normal Sartlar 2,968 0,69 2,7
Kolon sicakligi 44 °C 2,944 0,09 2,5
Kolon sicakligi 36 °C 2,924 0,11 2,5
Kolon akis1 1,3 mL/dk 3,210 0,39 2,5
Kolon akis1 1,1 mL/dk 2,727 0,67 2,7
pH 7,4 3,293 0,07 2,9
pH 7,6 3,171 0,13 2,9
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3.4.2.7. Cozelti Kararhih@

Cozelti kararliligr i¢in numune ¢ozeltisi hazirlandi ve 25 °C’de 48 saat analiz
edilmistir. Bu validasyon parametresi igin ilk numune alanmi ile farkli zaman
periyotlardaki numune alanlari arasindaki farkin %2’den fazla olmamasi1 kabul
Kriteridir.

Kararlilik sonucuna gore de standart ve numune ¢ozeltileri 48 saat kararlidir.

Cizelge 3.42. Selexipag miktar tayini ¢ozelti kararliligi sonuglari.

SELEXIPAG
T Alanlar Fark (%0)
Bagslangig 934582 -
2. Saat 937086 0,3
4. Saat 934966 0,0
6. Saat 936828 0,2
8.Saat 936830 0,2
10.Saat 938220 0,4
12.Saat 939651 0,5
20.Saat 942053 0,8
28.Saat 944474 1,1
36.Saat 952192 1,9
44.Saat 949893 1,6
48.Saat 951300 1,8

3.4.3.Vismodegib Tlgili Maddeler Validasyon Calismalari

3.4.3.1. Sistem Uygunluk Testi

Alt1 tekrarli standart ¢ozeltisi enjeksiyonundan elde edilen Vismodegib pik
alanlarinin yiizde bagil standart sapmas1 %2,0’e esit veya kiigiik olmalidir. Bunun
yaninda iyi bir ayrim i¢in ve kolon verimliliginin 6lgiisii i¢in teorik tabaka sayisinin

(N)’nin en az 2000 olmas1 gereKir.

Sistem uygunluk c¢alismasi igin verilen alti tekrarli standart ¢o6zeltisi

enjeksiyonundan elde edilen Vismodegib yiizde bagil standart sapma (BSS) 0,44 (<
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2,0) olarak bulunmustur (Cizelge 3.43).

Cizelge 3.43. Vismodegib ilgili maddeler sistem uygunluk %BSS sonucu.

Enjeksiyon No Alanlar
1 32127
2 31937
3 31884
4 32005
5 31798
6 32157
Ortalama 31985
Standart Sapma 139,73

%BSS 0,44

Cizelge 3.44. Vismodegib ilgili maddeler sistem uygunluk sonuglari.

Bilesik Limit, mak. % RT, dk RRT Rs N o
Vismodegib - 6,377 - 2,36 57662 1,051
Vismo-2 0,15 1,604 0,25 - 14286 -
Vismo-1 0,15 2,960 0,46 20,14 23036 3,242
Vismo-3 0,15 11,26 1,77 43,79 310347 1,913
Vismo-4 0,15 12,61 1,98 16,32 314220 1,133
Bilinmeyen Safsizliklar 0,10 6,095 0,959 | 40,33 106526 2,596
Toplam Safsizlik 0,5 — — — —

3.4.3.2. Secicilik

Y ontemin seciciligi icin kor ¢ozeltisi, 1,5 pg/mL spesifikasyon limit derigsiminde
Vismo-1 ve Vismo-2, 15 pg/mL HBTU; bu derisimlerde safsizlik karigim ¢ozeltisi,
1,0 pg/mL standart ¢ozeltisi, 1,0 pg/mL derisiminde numune ¢ozeltisi, spesifikasyon
limitinde safsizlik karigimi ilaveli standart ¢6zeltisi ve spesifikasyon limitinde safsizlik

karisimi ilaveli numune ¢6zeltisi enjekte edilmistir.

Secicilik validasyon parametresi sonuglarina gore; kor ¢ozeltisinden gelen
herhangi bir pik, Vismodegib ve safsizlik piklerinin alikonma zamaninda
gozlenmemistir. Vismodegib ve safsizlik pikleri birbirinden kromatografik olarak
tamamen ayrilmistir. Ayrica Vismodegib, Vismo-1 ve Vismo-2 piklerinin saflik
acilari, pik saflik esiginden diisiik gozlendigi i¢in spektral olarak da saf bulunmustur.

Bu nedenle gelistirilen Vismodegib ilgili maddeler yontemi segici bulunmustur.

Kromatogramin sonunda bilinmeyen iki pik gelmistir. Bu pikleri tanimlamak
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i¢in tekrardan kiitle spektroskopisi ¢alismasi yapilmistir. Piklerin alikonma zamaninda
gelen m/z degerlerine bakildiginda (Sekil 3.60 ve Sekil 3.61) etken maddenin

dimerlesmesi sonucu olusan safsizliklar oldugu gériilmiistiir. Bu safsizliklara Vismo-

3 ve Vismo-4 ismi verilmistir (Sekil 3.59). Bu piklerde hem kromatografik hem de

spektral olarak saf bulunmustur.
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Sekil 3.59. Vismo-3 ve Vismo-4 molekiil sekli.
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Sekil 3.60. Vismo-3 kiitle spektrumu.
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VISMO-4 - 12.436 - QDa 1: MS Scan
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Sekil 3.61. Vismo-4 kiitle spektrumu.

Cizelge 3.45. Vismodegib ilgili maddeler segicilik ¢aligmasi sonuglari.

Bilesik Limit, mak. % RT, dk RRT Saflik Agisi Saflik Esigi
Vismodegib - 6,377 - 0,247 0,747
Vismo-2 0,15 1,604 0,25 1,385 2,284
Vismo-1 0,15 2,960 0,46 4,736 6,680
Vismo-3 0,15 11,26 1,77 2,434 3,653
Vismo-4 0,15 12,61 1,98 2,451 2,848
Bilinmeyen Safsizliklar 0,10 6,095 0,959 - —
Toplam Safsizlik 0,5 - - - -
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Sekil 3.63. Vismodegib ilgili maddeler limit derisiminde Vismodegib ve safsizliklarinin karigim standart ¢ozeltisi
kromatogramu.
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Sekil 3.64. Vismodegib ilgli maddeler segicilik kor ¢ozeltisi.
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Sekil 3.65. Vismodegib ilgli maddeler pik safligi kromatografi.

3.4.3.3. Dogrusallik ve Calisma Arahig

Dogrusalligi belirlemek igin stok ¢ozeltiden en az bes farkli derisim hazirlanmali
ve analiz edilmelidir. Bu bes deger ile dogrusalligi belirleme islemi en az ii¢ kez
tekrarlanmalidir. Ayrica, regresyon cizgisinin kesim noktasi, standart derisiminin

%100 seviyesinden elde edilen alanin %5’inden fazla olmamalidir.

Vismodegip, Vismo-1 ve Vismo-2 referans standartlarinin kalibrasyon egrisini
¢izmek i¢in; TAS ile spesifikasyon limitinin %50, %75, %100, %150, %200’tine
karsilik gelen alt1 farkli derisimde standart ¢ozeltiler hazirlanmistir. Her bir standart
cozeltiden ticer enjeksiyon, minimum (TAS) ve maksimum (%200) seviyelerde altisar

enjeksiyon verilmistir.

Calisma arali@inin kabul kriterlerine gore de minimum seviyedeki alanlari bagil
standart sapmas1 %10,0’dan fazla olmamali; maksimum seviyedeki alanlarin bagil
standart sapmasi %5,0’den fazla olmamalidir. Vismodegib c¢alisma aralii icin
dogrusallik ¢alismasinin minimum ve maksimum derisim alanlar1 kullanilmistir. Buna
gore; ilag etken maddesi ve safsizliklar igin minimum derisim seviyelerindeki alanlarin
bagil standart sapmasi (BSS) %10,0’dan az; maksimum derisim seviyelerindeki

alanlarin bagil standart sapmasi (BSS) %5,0’den az bulunmustur.
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Cizelge 3.46. Vismodegib ilgili maddeler dogrusallik sonuglari.

[(y-kesim noktasi x Alan BSS (%)
Bilesik Derisim I?;';zlal?:cz?) Regresyon | 100/ % seviyedeki
? (ng/mL) Li ‘t'y> 0.99 Denklemi alan] (%) Min. derisimi |[Mak. derisimi
tmigs =5 Limit: <5,0%
. . ) y = 31851x
Vismodegib |0,153-1,994 0,9998 +1260.9 3,9 1,48 0,37
e ) y = 18542x
Vismo-1 0,328-3,018 0,9997 +588.55 2,1 1,02 0,42
S } y = 33959x
Vismo-2 0,125-2,960 0,9998 +924.49 1,8 19 0,3
_ y = 18542x + 588,55
VISMO-1 R2=0,9994
60000
50000
40000
3
& 30000
<
20000
10000
0
0,000 0,500 1,000 1,500 2,000 2,500 3,000 3,500
Hazirlanan Standart derigimi, pg/mL

Sekil 3.66. Vismodegib ilgili maddeler VVismo-1 standardinin dogrusallik grafigi.

VISMO-2 y = 33959x + 924,49
R?=0,9995
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60000

Alanlar

40000

20000

0
0,000 0,500 1,000 1,500 2,000 2,500 3,000 3,500

Hazirlanan standart derigimi, pg/mL

Sekil 3.67. Vismodegib ilgili maddeler VVismo-2 standardinin dogrusallik grafigi.
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VISMODEGIB y = 31851x + 1260,9
R? =0,9995
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Hazirlanan standart derisimi, pg/mL

Sekil 3.68. Vismodegib ilgili maddeler Vismodegib standardinin dogrusallik grafigi.
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Sekil 3.69. Vismodegib ilgili maddeler ¢akistirilmis dogrusallik grafikleri.
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Sekil 3.70. Vismodegib ilgili maddeler ¢akistirilmis dogrusallik kromatogramlari.

i

Sekil 3.71. Vismodegib ilgili maddeler ¢akistirilmis dogrusallik yakin kromatogramlari.

3.4.3.4. Tespit Sinir1 (TS) ve Nicelik Sinir: (TAS)

TAS ve TS i¢in kabul kriterleri su sekildedir: TAS tiim safsizliklar igin
raporlama seviyesinden biiyiik olmamalidir. TAS derisiminde alt1 tekrarli enjeksiyon
icin alanlarin %BSS’si 10 ve altinda olmalidir. TAS derisimde sinyal/giiriiltii oran1 da

10 ve iizerinde; TS derisimde sinyal/giiriiltii orani ise {i¢ ve iizerinde olmalidir.

TAS ve TS derisimindeki standart ¢ozeltileri, Selexipag’ta oldugu gibi dogrudan
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deneylerden go6zlemlenip, hesaplanmigtir. Bunun igin; spesifikasyon derisiminde
Vismodegib ilag etken maddesi standard: ve spesifikasyon limit derisiminde Vismo-1
ve Vismo-2 safsizliklarinin standartlarini iceren karisim ¢ozeltisi hazirlanmis ve alti
kez enjekte edilmistir. Sonuglara gore standart derisimindeki sinyal/giiriilti

oranlarindan her bir safsizlik ve etken madde i¢in TAS derisimleri hesaplanmistir.

Hesaplamalar sonrasinda TAS ¢ozeltisini hazirlamak igin 50 mL’ lik balon
jojeye 384,0 uL stok Vismodegib standart ¢ozeltisi, 815,0 uL stok Vismo-1 standart
¢ozeltisi, 317,0 uL stok Vismo-2 standart ¢ozeltisi eklenmistir. Ardindan hacmine
¢oziict ile tamamlanmistir. Bu ¢ozeltisiden 1,0 mL alinarak 50 mL’lik baon jojeye
seyreltilmis ve ¢oziicii ile hacmine tamamlanmistir. TS ¢ozeltisi igin de TAS ¢ozeltisi

3,0 mL alinarak 10 mL’lik balon jojeye ¢oziicii ile seyreltilmistir.

Tespit sinir1 (TS) ve nicelik sinir1 (TAS) sonuglart Cizelge 3.47°de verilmistir.

Cizelge 3.47. Vismodegib ilgili maddeler TS ve TAS sonuglari.

TS derisimleri TAS derisimleri SIN 5 o
- — — Bagil Alan Faktorii
Bilesik ng/mL % ng/mL. 0w |TS I>_|3m|t. TAS>|1_(|)m|t. RRF CRE
'Vismo-1 0,0984 | 0,0098 0,328 0,0328 4 10 0,6 1,8
Vismo-2 0,0375 | 0,0038 0,125 0,0125 5 11 1,0 1,0
'Vismodegib | 0,0459 | 0,0046 0,153 0,0153 5 11 - -

Sekil 3.72. Vismodegib ilgili maddeler TS kromatogrami.
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Sekil 3.74. Vismodegib ilgili maddeler ¢akistirilmig TS ve TAS kromatogramlart.

3.4.3.5. Dogruluk

Dogruluk kabul kriteri, ilag etken maddenin ve her bir safsizligin geri kazanimin
%90,0 ile %110,0 arasinda olmasidir. TAS diizeyinde ise %70,0 ile %130,0 arasinda

olmasidir.

Dogruluk ¢aligmasi i¢in iki numune ¢ozeltisi ve spesifikasyon limit derisiminde
hazirlanan safsizlik karisim ¢ozeltisi alt1 kez enjekte edilmistir. Spesifikasyon limit

derisimine gore %50, %100 ve %150 derisimlerinde olacak sekilde, safsizliklar
114



numuneye ilave edilmistir. Her seviye i¢in ii¢ numune hazirlanmis ve her birinden birer

kez enjeksiyon verilmistir. Numune, TAS seviyesinde Vismo-2 safsizlig1 icerdiginden

dolay1 TAS seviyesinde bu safsizliktan ekleme yapilmamustir.

Dogruluk sonuglarma gore geri kazanimlarin hepsi %90,0 ile %110,0 arasinda

bulunmustur (Cizelge 3.48 ve Cizelge 3.49).

Cizelge 3.48. Vismodegib ilgili maddeler Vismo-1 i¢in dogruluk sonuglar.

Ngmune Eklenen Derisim [Numune| Numune Agirhig [Teorik|Deneysel g:gtg Geri Kazamim
Vismo-1 (mg/mL) Alam (mg) (%) (%) (%) (%)
8202 50,0 0,042 | 0,044 4,8 104,8
TAS 0,000330 8092 50,1 0,042 | 0,043 2,4 102,4
8281 50,1 0,042 | 0,044 4,8 104,8
15965 49,9 0,085 | 0,085 0,0 100,0
50% 0,000756 15942 49,9 0,085 | 0,085 0,0 100,0
16091 49,9 0,085 | 0,086 1,2 101,2
30094 50,2 0,160 | 0,159 0,6 99,4
100% 0,001512 30059 50,2 0,160 | 0,159 0,6 99,4
30308 50,0 0,160 | 0,161 0,6 100,6
44413 50,0 0,236 | 0,236 0,0 100,0
150% 0,002268 44038 50,0 0,236 | 0,234 0,8 99,2
43950 50,1 0,235 | 0,233 0,9 99,1
Standart derisimi, mg/mL| 0,001512
Standart alam, AU 28483
Numunedeki miktar, % 0,009
Cizelge 3.49. Vismodegib ilgili maddeler Vismo-2 i¢in dogruluk sonuglari.
Numune| Eklenen Derisim |[Numune| Numune Agirhig: | Teorik|Deneysel Bagil Geri
Vismo-2 (mg/mL) Alam (mg) (%) (%) Hata Kazanim
(%) (%)
29836 49,9 0,087 | 0,086 1,1 98,9
50% 0,000738 30100 49,9 0,087 | 0,087 0,0 100,0
30325 49,9 0,087 | 0,088 1,1 101,1
56028 50,2 0,160 | 0,161 0,6 100,6
100% 0,001476 56103 50,2 0,160 | 0,161 0,6 100,6
56071 50,0 0,161 | 0,162 0,6 100,6
82432 50,0 0,234 | 0,238 1,7 101,7
150% 0,002214 82396 50,0 0,234 | 0,238 1,7 101,7
82157 50,1 0,234 | 0,237 1,3 101,3
Standart derigimi, mg/mL 0,001476
Standart alam, AU 51147
Numunedeki miktar, % 0,013
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Sekil 3.75. Vismodegib ilgili maddeler ¢akistirilmis dogruluk kromatogramlari.

3.4.3.6. Kaesinlik

3.4.3.6.1. Yontem Kesinligi

Yontem kesinligi i¢in kabul kriterleri su sekildedir: Numunedeki safsizlik orani
%0,1’den az ise %BSS’si degerlendirilmez. Safsizlik oran1 %0,1 veya daha yiiksek ise
%BSS degeri 10°dan kiigiik olmalidir. kinci kabul kriteri igin ise %95 giiven araligi

hesaplanir.

Yontem kesinligi c¢alismasinda numunede, Vismo-1 ve Vismo-2 miktari
yaklasik %0,1 olarak bulunmustur. Vismo-1 ve Vismo-2 igin %BSS sirasiyla 10,00 ve
0,00 olarak hesaplanmistir (Cizelge 3.50).

3.4.3.6.2. Tekrar Uretilebilirlik (Laboratuvarlar Aras)

Kabul kriteri su sekildedir: Iki kesinlik calismasinin ortalama sonuglari
arasindaki fark raporlanmalidir. Bu fark her safsizligin her iki kesinlik ¢alismalari
sonucu 0,1°’den azsa %BSS degerlendirilmez. Eger fark 0,10 ile 0,20 arasinda ise
%BSS < +0,05; 0,20 ile 0,50 arasinda ise %BSS < +0,10; 0,50 ile 1,0 arasinda ise
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%BSS <+0,20 olmalidir. Bu parametre i¢in yontem kesinliginde kullanilan ayni

Vismodegib sarjindan alt1 farkli numune hazirlandi.

Tekrar tretilebilirlik i¢in de sonuglar kabul kriterlerine uygun bulunmustur

(Cizelge 3.50).

Cizelge 3.50. Vismodegib ilgili maddeler kesinlik sonuglari.

Yontem Kesinligi (n=6) Tekrar Uretilebilirlik (n=6)
Bilesik Bulunan Derisim o Bulunan Derisim Fark, %
(Ortalama=SS, %) BSS, % (Ortalama=SS, %) BSS, %
Vismo-1 0,010+0,001 10,00 0,009+0,001 11,111 0,001
Vismo-2 0,014+0,000 0,00 0,012+0,00 0,00 0,002

3.4.3.7. Saglamhk

Kabul kriteri; sistem uygunluk kabul kriterleridir. Saglamlik validasyon
parametresi icin sisteme; kor ¢ozeltisi, standart c¢ozeltisi ve spesifikasyon limit
derisiminde safsizlik igeren numune c¢ozeltisi enjekte edilmistir. Her degisiklik

parametresi i¢in ayni batch olusturulmus ve analiz edilmistir.

Saglamlik ¢alismalarina gore yontem kiigiik degisikliklerden etkilenmemistir.

Cizelge 3.51. Vismodegib ilgili maddeler saglamlik sonuglari-1.

. . . . Vismo-3 Vismo-4
SARTLAR Vismodegib Vismo-1 Vismo-2 (RRT 1.77) (RRT 1.98)
RT RT |RRT| RT |RRT | RT | RRT | RT | RRT
Normal sartlar 6,375 2,961 | 0,464 | 2,961 | 0,464 | 11,261| 1,766 | 12,620 | 1,980
Kolon akist: 0,27 mL/dk 6,805 3,281 | 0,482 | 3,281 | 0,482 | 11,659| 1,713 [13,025| 1,913
Kolon akist: 0,33 mL/dk 6,039 2,693 | 0,446 | 2,693 | 0,446 | 10,908| 1,806 | 12,263 | 2,031
Kolon sicakligi: 27 °C 6,383 2,954 | 0,463 | 2,954 | 0,463 | 11,266| 1,765 12,624 | 1,978

3.4.3.8. Cozelti Kararhih@

Kararlilik ¢alismasi i¢in kabul Kriterleri su sekildedir: Baslangi¢ kosullarindaki

alanlara gore, standart alanin degisimi %5°ten; numunedeki safsizlik pik alanlarindaki

117



degisiklik %10’dan fazla olmamalidir.

Sisteme; kor cozeltisi, standart ¢ozeltisi ve spesifikasyon limit derigiminde

safsizlik igeren numune ¢ozeltisi verilmistir. 48 saat boyunca farkli zaman

araliklarinda analiz edilmistir.

Kararlilik ¢alismasi sonucu standart ¢ozeltisi 48 saat kararlidir ve pik alanlari

arasindaki fark %0,0-1,7 (< %5,0) araliginda bulunmustur.

Cizelge 3.52. Vismodegib ilgili maddeler saglamlik sonuglari-2.

7 VISMODEGIB
" Alanlar Fark (%)

Baglangic 34832 -

4. Saat 35379 1,6

8. Saat 34969 0,4
12. Saat 34838 0,0
16. Saat 34956 0,4
20. Saat 34871 0,1
24. Saat 34975 0,4
32. Saat 35202 1,1
40. Saat 35172 1,0
48. Saat 35419 1,7

Numune ¢ozeltisi de 40 saat kararli ve numune igindeki safsizliklarin pik alanlar

arasindaki fark <%10.0 olarak bulunmustur.

Cizelge 3.53. Vismodegib ilgili maddeler ¢6zelti kararliligi sonuglari.

Vismo-1 Vismo-2 Vismo-3 Vismo-4
Zaman (RRT 1.77) (RRT 1.98)
Alanlar |Fark, % | Alanlar |Fark, % | Alanlar |[Fark, % | Alanlar |Fark, %

Baglangic 31575 - 58508 - 27769 - 34157 -
4, Saat 31571 0,0 58178 0,6 27178 2,1 33882 0,8
8. Saat 31711 0,4 58332 0,3 29120 4,9 34669 15
12. Saat 31698 0,4 58620 0,2 29899 7,7 34030 0,4
16. Saat 31643 0,2 58862 0,6 29941 7,8 33449 2,1
20. Saat 31822 0,8 58647 0,2 27188 2,1 33536 1,8
24. Saat 31980 1,3 58468 0,1 26338 5,2 32879 3,7
32. Saat 32628 3,3 58669 0,3 28353 2,1 30977 9,3
40. Saat 32044 1,5 58634 0,2 24661 11,2 30005 12,2
48. Saat 32346 2,4 58698 0,3 24823 10,6 29118 14,8
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3.4.4.Vismodegib Miktar Tayini Validasyon Cahsmalari

3.4.4.1. Sistem Uygunluk Testi

Alt1 enjeksiyon tekrarli standart ¢Ozeltisinden elde edilen Vismodegib pik
alanlarinin %BSS’si <0,85 olmalidir. Sisteme kor ¢ozeltisi 0,025 pg/mL derisiminde

Vismodegib standart ¢ozeltisi alt1 tekrarl sekilde enjekte edilmistir.

Alt1 tekrarli standart ¢ozeltisi enjeksiyonundan elde edilen Vismodegib pik
alanlariin yiizde bagil standart sapmasi (%BSS) 0,05 (<0,85) olarak bulunmustur.

Cizelge 3.54. Vismodegib miktar tayini sistem uygunluk sonuglari.

Enjeksiyon No Alanlar

1 1440840

2 1439636

3 1438922

4 1440156

5 1440919

6 1439637

Ortalama 1440018
Standart Sapma 774,4
%BSS 0,05

3.4.4.2. Secicilik

Secicilik kabul kriterleri su sekildedir: Etken madde pikinin kromatografik ve

spektral agidan saf olmas1 gerekir.

Yontemin Segiciligi icin kor ¢ozeltisi, spesifikasyon limit derisiminde safsizlik
karisim ¢ozeltisi, standart ¢ozeltisi, spesifikasyon limit derisiminde safsizlik iceren
numune ¢ozeltisi enjekte edilmistir. Spektral safsizlik i¢in PDA dedektoriinde 200-400

nm arasinda ¢alisma yapilmistir.

Secicilikte, Vismodegib’in alikonma zamaninda, kor ¢ozeltiden Ve

safsizliklardan herhangi bir pik etken pikinin altinda gézlenmemistir. Saflik agis
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degeri, saflik esigi degerinden daha kii¢iik bulunmustur. Bu nedenle; Vismodegib

miktar tayini yontemi spektral olarak da se¢ici bulunmustur.
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Sekil 3.76. Vismodegib miktar tayini Vismodegib ve safsizliklarinin karisim kromatogrami.
Cizelge 3.55. Vismodegib miktar tayini pik safligi sonuglari.
Bilesik RT, dk SaflikAgisi Saflik Esigi
Vismo-1 2,68 e -
Vismo-2 1,40 - -
Vismodegib 4,45 0,999896 4,45
Diger Safsizliklar - - -
Toplam Bilinmeyen Safsizliklar - -

3.4.4.3. Dogrusallik ve Calisma Arahg:

Selexipag miktar tayini yonteminda gegerli olan kabul kriterleri, Vismodegib

miktar tayini dogrusallik ¢alismasi i¢in de gegerlidir.

Dogrusallik validasyon parametresi i¢in, 0,025 mg/mL numune ¢dozeltisi
derisiminde standart ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu standart ¢ozeltiden %80 seviyesi igin
16,0 uL, %90 seviyesi i¢in 18,0 uL, %100 seviyesi i¢in 20,0 puL, %110 seviyesi igin
22,0 uL, %120 seviyesi igin 24,0 uL sisteme enjeksiyon verilmistir. Her seviyeden
ticer enjeksiyon, minimum (%80) ve maksimum (%2120) seviyelerden de altisar
enjeksiyon yapilmistir.
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Dogrusallik ¢aligmasinin sonucuna goére Vismodegib derigimleri ile dedektor

sinyalleri arasinda dogrusal bir iligski vardir. Calisma araliginin kabul kriterleri ve

minimum ve maksimum derisim seviyelerinde alanlarin ylizde bagil standart sapmasi

(%BSS) 2,0’den az bulunmustur. Calisma araligi i¢in, dogrusallik g¢alismasinda

kullanilan minimum ve maksimum derisimlere sahip standart ¢ozeltileri kullanilmistir.

Dogrusallik ¢aligmasindan elde edilen verilere gore, numune derisiminin %80 ile

%120 aralig1, Vismodegib i¢in nicel ¢alisma aralig1 olarak uygun bulunmustur.

Cizelge 3.56. Vismodegib miktar tayini dogrusallik sonuglari.

- Korelasyon [(y-kesim noktas1 x100/ | Alan BSS (%)

seviye | DO | Katsays ) | RR9VON | o6 seviyedekialan] (%) | Min. | Mak

(rg/mL) | it >0,099 enklem Limit: < 2,0% derigimi | derigimi
%80 | 0,02008
%90 | 0,02259 B
%100 | 002510 1,0000 y= 32382%91" 0,16 0185 | 0,066
%110 | 002761 - 2395,
%120 | 003012

3.4.4.4. Dogruluk

Dogruluk ¢aligmasi i¢in numune derisimine karsilik gelen %80, %100 ve %120

seviyelerinde Selexipag ¢ozeltisileri hazirlanmistir. Her seviye i¢in liger ayr1 numune

hazirlanmis ve her birinden ikiser kez enjeksiyon verilmistir. Kabul Kriteri; her bir geri

kazanimin %98,0 - %102,0 arasinda olmasidir.

Dogruluk ¢alismalarinda her bir geri kazanim, istenilen %98,0 ve %102,0 geri

kazanim araliginda bulunmustur.
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Cizelge 3.57. Vismodegib miktar tayini dogruluk sonuglari.

Seviye Numune| Numune [Teorik miktar|Deneysel miktar| Geri kazanim Bagil Hata
Alam [tartimi (mg)| (mg/mL) (mg/mL) (%) (%)
1133465 19,8 0,01962 0,0198 100,9 0,9
80% |1134286 19,9 0,01972 0,0198 100,5 0,5
1137849 20,0 0,01982 0,0199 100,3 0,3
1437879 25,0 0,02478 0,0251 101,4 14
100% |1429645 24,9 0,02468 0,0250 101,2 1,2
1436223 24,9 0,02468 0,0251 101,7 1,7
1697897 29,8 0,02953 0,0297 100,5 0,5
120% 1694030 29,7 0,02943 0,0296 100,6 0,6
1696754 29,9 0,02963 0,0297 100,1 0,1
Ortalamal 100,8 0,8
SS 0,55 0,54
%BSS 0,06 68,10
Ortalama Standart Alanlari] 1423444 1423444
Standart Derisimi mg/mL| 0,0249 0,024874

3.4.4.5. Kesinlik

3.4.45.1. Sistem Kesinligi

Bu kesinlik parametresinde, Vismodegib standart ¢ozeltisinin alt1 tekrarli
enjeksiyonundan elde edilen pik alanlarmin yiizde bagil standart sapmas1 (%BSS) <
2,0 olmalidir. Bu nedenle; %100 derisimindeki standart ¢ozeltisinden alt1 tekrarl

enjeksiyon verilmistir.

3.4.4.5.2. Yontem Kesinligi

Yontem kesinliginin  kabul ~kriterleri i¢in; numunelerin  alt1  tekrarlh
enjeksiyonundan elde edilen sonuglarin yiizde bagil standart sapmasi da (%BSS) < 2,0
olmalidir ve %95 giiven aralifi hesaplanmalidir. Bu amagla, yontem kesinliginde
kullanilan ayn1 Selexipag sarjindan alt1 farkli numune hazirlanmistir. Her biri igin de

ikiger enjeksiyon yapilmistir.
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3.4.4.5.3. Tekrar Uretilebilirlik

Bu kesinlik parametresi i¢in kabul kriterleri su sekilde olmalidir: Alt1 tekrarli
enjeksiyon numunesi sonucunun yiizde bagil standart sapmasi (%BSS) < 2,0 olmalidir
ve %95 giiven araligi hesaplanmalidir. Ayrica, iki kesinlik ¢aligmasinin ortalama

sonuglari arasindaki farkin da 2,0°den az olmasi gerekir.

Tiim kesinlik sonuglari istenilen kabul kriterlerine uygun bulunmustur (Cizelge
3.58).

Cizelge 3.58. Vismodegib miktar tayini kesinlik sonuglari.

Vismodegib miktar1,%
Bilesik Alikonma Zamani (dK) - -
Kromatografik Susuz ve solventsiz
Vismodegib 4,45 100,4 100,8
BSS (%) 0,2 0,2
95% Confidence intervall 100.1 - 100.6 100.5-101.0

3.4.4.6. Saglamhk

Bu parametre i¢in sisteme; kor ¢ozeltisi ve standart ¢ozeltisinden alt1 tekrarl

enjeksiyon verilmistir. Kabul kriteri olarak sistem uygunluk sartlar1 saglanmalidir.

Saglamlik ¢aligmalarina gore, yontem kiiciik degisikliklerden etkilenmemistir.

Cizelge 3.59. Vismodegib miktar tayini saglamlik sonuglari.

SARTLAR RT %BSS
Normal Sartlar 4,839 0,24
Kolon sicakligi 33 C° 4,349 0,17
Kolon sicaklig1 27 C° 4,354 0,20
Kolon sicakligi 1,1 mL/dk 3,961 0,03
Kolon akist 0,9 mL/dk 4,839 0,15
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3.4.4.7. Cozelti Kararhh@

Cozelti kararliligr i¢in numune ¢ozeltisi hazirlandi ve 15 °C’de 48 saat analiz

edilmistir. Bu validasyon parametresi igin ilk numune alanmi ile farkli zaman

periyotlardaki numune alanlari arasindaki farkin %2’den fazla olmamasi1 kabul

kriteridir.

Kararlilik sonucuna gore de standart ve numune ¢ozeltileri 48 saat kararlidir.

Cizelge 3.60. Vismodegib miktar tayini ¢ozelti kararliligi sonuglari.

7 5 VISMODEGIB
Alanlar Fark (%0)
Baglangic 1440034 -
1. Saat 1445317 0,4
2. Saat 1448451 0,6
4. Saat 1451124 0,8
8.Saat 1453237 0,9
12.Saat 1453869 1,0
16.Saat 1447651 0,5
20.Saat 1447334 0,5
24.Saat 1448193 0,6
30.Saat 1449882 0,7
36.Saat 1450202 0,7
40.Saat 1447212 0,5
44 Saat 1447237 0,5
48.Saat 1447705 0,5
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4. TARTISMA

e Yontem Optimizasyonu

Kromatografik yontem gelistirmeye baslanmadan o6nce analizi yapilan

maddelerin hem kimyasal hem de fiziksel 6zelliklerinin bilinmesi gerekir.

Organik olan bir¢ok ila¢ etken maddesi ve ilag iiriinleri ya zayif asidik ya da
zayif bazik 6zelliktedir. Bu 6zellikleri dolayisiyla suda ¢6ziinmeleri daha ¢ok sistemin
pH’na baghdir ki pH degeri de analizi yapilan maddenin pK. degeriyle dogrudan
iliskilidir. Ornegin; zayif asidik bir madde icin, pK. degerinin iizerindeki pH

degerlerinde ¢oziiniirliigii daha fazladir.

Genel olarak kromatografik sistemlerde hareketli fazlar ve ¢6ziiciiler su-organik
karisimi olarak hazirlanir. Hareketli fazin pK. degeri, icerisindeki organik miktarina
gore degismektedir. Dolayisiyla pH ayarlamalarinda organik miktart oldukga
onemlidir. Bir hareketli fazda organik orani arttikca pKa. degerleri de artar. Ornegin;
asetonitiril-su karisimi olan bir ¢oziicii sisteminde asetonitril orani arttik¢a pK. degeri
artar. Ciinkii asetonitrilin dielektrik sabiti sudan daha diisiiktiir ve buna dogru orantilt

olarak da pK, degeri degisir.

Calisma derisimi belirlenirken 6zellikle cihaza verilen maddelerden en yiiksek
ve en disiik yiikseklikteki veya alandaki pikler goz oOniine alinir. Belirlenen
derisimdeki etken maddenin ve yonergeye gore hesaplanan derisimdeki safsizliklarin
absorpsiyonu sonucu olusan pik yiikseklikleri, cihazin algilama sinir1 {izerindeyse
nicel, altindaysa hem nicel hem nitel analizi yapilamaz. Bu nedenle tiim pikler i¢in

calisilabilecek uygun bir derisimin bulunmasi elzemdir.

Ilag etken maddelerinin geneli apolar dzellikte oldugundan ve ters faz ile ayrim
saglandigindan, sabit fazin da apolar 6zellikte olmas1 beklenir. Bu nedenle C8, C18,

fenil gibi hidrofobilitesi yiiksek kolonlarla ayrim daha iyi olmaktadir. Bunun yaninda
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kolon ve oto-6rnekleyici sicakligi da ayrimda 6nemli rol oynamaktadir.

Bir yontem gelistirmede her zaman en kolay ve hizli degistirilebilen
parametreden baslanmalidir. Bunun i¢in en kolay degisiklik eliisyon programlarinda

ve oranlarinda olmaktadir.

e Selexipag /lgili Maddeler

Selexipag i¢in ¢oziicii sistemi se¢iminde ilk olarak asetonitril:su (20:80, h/h)
karigimi ¢ozici sistemi kullanilmustir. Tim maddelere %20 oraninda asetonitril
eklenmistir ve ultrasonik su banyosunda iyice ¢oziinmeleri saglanmistir. Ardindan su
ile hacimleri tamamlandiginda, Selex-1 hari¢ tiim maddeler igin berrak bir ¢ozelti elde
edilebilmistir. Selex-1 de ise su ilavesiyle bulanma yani; ¢okme olmustur. Yani bu
orandaki ¢Oziicii sistemi, Selex-1’in ¢oziinmesine yeterli pH’a sahip degildir. Bu

nedenle organik ¢oziicii miktar1 arttirilmistir.

Ikinci olarak ¢oziicii sistemi asetonitril:su (40:60, h/h) olarak belirlenmis ve bir
onceki denemede oldugu gibi numune hazirligi yollari izlenmistir. Selex-1 de dahil,

asetonitril:su (40:60, h/h) ¢6ziicii sisteminde maddeler iyi bir sekilde ¢6ziinmiistiir.
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Cizelge 4.1. Selexipag ilgili maddeler deneme ¢aligmast tablosu.

Oto- :
Kolon | Dalga | Enj. | Akis
Deneme MFA MFB Kolon sic. | 9™k Bovy [Hacmi| Hia
Cahismasi oC Ste. by pL  |mL/dk
°C
Waters Acquity BEH
1 LomMERPO: 1 acn c18 30 | 25 |30 | 30 | 03
pR=s, (100 x 2,1 mm, 1,7 pm)
10 mM K2HPO4 ve Waters Acquity BEH
2 1,0 g C16H37NO4S | ACN C8 40 25 300 5 0,3
karisimi (pH 7,5) (100 x 2,1 mm, 1,7 um)
10 mM .
Waters Acquity BEH,
3 NaH2P04.2H20 ve ACN cs 40 25 300 5 3,0
1,0 g C16H37NO4S (100 x 2,1 mm, 1,7 um)
karigimi (pH 7,5) ' ”
20mM .
Waters Acquity BEH,
g | NeHPOZEOVE | acn c8 20 | 25 |30 | 5 | 30
. g L16Fis7NDa (100 x 2.1 mm, 1.7um)
arigimi (pH 7,5)
BDS Hypersil

5 10 MM KHzPOs |y cis 40 | 25 | 300 | 10 | 10

(PH7,5) (250 x 4,6 mm, 3,0 um)
Thermo Scientific BDS

10 mM KH2PO4

6 ACN Hypersil C18 40 | 25 | 300 | 10 | 10
(PH7.5) (250 x 4,6 mm, 5,0 pm)
Thermo Scientific BDS
7 10 n(]MH}ZF(;;Pm ACN Hypersil C18 4 | 25 | 300 | 10 | 20
PR 4, (250 x 4,6 mm, 5,0 um)
Waters Symmetry
8 12 ”(‘MH*;ZSPO“ ACN cs 25 | 25 | 235 | 10 | 1,0
PR o, (150x 4,6 mm, 3,5 pm)
Waters XBridge
9 10 ”(‘MH’EZSPO“ ACN cs 4 | 25 | 235 | 10 | 08
PHRS, (150 x 4,6 mm, 3,5 pwm)
Thermo Scientific BDS
10 10 Tﬂéﬁpm ACN Hypersil C18 30 25 | 300 10 | 08
PR o, (250 x 4,6 mm, 3,0 um)
Waters XBridge
11 10 ”(‘MH';ZSPO“ ACN cs 30 | 25 | 300 | 10 | 08
P, (150 x 3,0 mm, 3,5 pm)
Waters XBridge C8
12 %0,1 TFA ACN (150 x 3,0 mm, 40 | 25 [00-400| 10 | 07
3,5 um)
Waters Acquity BEH
13 10 ”("\"H'ézypo“ ACN cs 4 | 25 |30 | 3 | 03
PH7.5) (2,1 x 100 mm, 1,7 pm)
10 mM K2HPO4 Waters Acquity BEH
14 | (pH 7,5):asetonitril | ACN Cc18 25 | 25 | 300 2 | 033
(90:10, h/h) (2,1 x 150 mm, 1,7 um)
Waters Acquity BEH
15 %0,1 TFA ACN Cc18 30 | 15 | 300 2 | 033

(2,1 x 150 mm, 1,7 um)

Yontem parametrelerinin optimizasyonu i¢in UYPSK cihazinda yapilan deneme
calismasi-1’de Selexipag ve Selex-1 arasindaki aymricilik faktori 1,3 olarak
bulunmustur yani; tam bir ayrim gézlenmemistir. Bir sonraki deneme ¢alismasi-2’de,

Selex-1 pikinin, Selexipag pikinden iyi bir sekilde ayirilmasi i¢in iyon ¢ifti reaktifi
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kullanilmasina karar verilmistir. Bu amagla bir litre saf su i¢cinde 1,74 g (10 mM)
K.HPO, ve 1,0 g pozitif yiiklii iyon g¢ifti reaktifi CiHs7NO,S iceren hareketli faz A
hazirlanmistir. pH’1 seyreltik NaOH ile 7,5’e ayarlanmistir. Bu pozitif yiikli iyon ¢ifti
reaktifinin bu pH’ta kullanilmasinin amaci; Selex-1 safsizligindan bir protonun
koparilarak negatif iyon haline gelmesidir. Bu durumda, hareketli fazda bulunan
pozitif yiiklii iyon ¢ifti reaktifi ile etkilesime girebilecek ve polar olmayan sabit fazda
ayrilabilen, daha fazla tutunabilen, n6tr kompleks haline gelebilecektir. Kisaca iyon
cifti reaktifi iceren bir hareketli faz kullanmak, iyonik numunelerin kolona tutulmasini
arttirir, neticede alikonma siiresini arttirarak ayrimin daha iyi olmasini saglayabilir.
Bunun yaninda pik sekillerini de iyilestirir. Dahasi numuneden kaynakli olarak igneye
tutunan asidik, bazik veya iyonik bilesenlerin de tutunmasini engelleyerek, tasima
pikinin olusmasin1 da engeller. Nitekim deneme ¢alismasi-2 sonucunda Selex-1 ile
Selexipag arasindaki ayiricilik faktorii 2,5 olarak bulunmustur; ancak zemin giriiltili
gelmistir. Pik ayriminin daha olabilmesi i¢in deneme g¢alismasi-3 de farkli bir tuz,
NaH;PO..2H0, ile tampon ¢o6zeltisi denenerek ayiricilik faktoriiniin daha da iyi
¢ikmasi hedeflenmistir; ancak piklerde yarilma gézlenmistir. Bu pik yarilmalarinin
Oniline gegilmesi amaciyla deneme ¢alismasi-4’te farkli bir kolonla ve deneme
calismasi-2’deki tampon ¢ozeltisine gecilmistir. Buradaki tuz orani arttirilarak da pik
sekillerinin daha dik ve dar hale gelmesi amaglanmistir. Fakat etken madde piki
disindaki piklerde tekrardan yarilma goriilmistiir. Deneme ¢alismasi-5’de YPSK
cihazi i¢in denemelere gecilmistir. Pik sekli ve ayiricilik faktorii olarak daha iyi sonug
veren deneme ¢alismasi-2’deki hareketli fazlar ve oranlar kullanildi. Ayrimin daha iyi
olmasi i¢in C18 6zellikte daha uzun bir kolona ge¢ilmistir. Boylece analitler sabit
fazda daha c¢ok tutunacak ve birbirlerinden ayrimlar1 daha iyi olacaktir. Ancak bu
caligmada etken madde pikinde yarilma gozlenmistir. Deneme ¢alismasi-6’da ayni
Ozellikte; ama partikiil boyutu daha yiiksek bir kolon kullanilarak deneme yapildi.
Sonugta, Selex-1 ile Selexipag arasindaki ayiricilik faktorii 2,5 {izerinde olmasina
ragmen, pik sekilleri gene kotii gelmistir. Deneme c¢aligmasi-7’de pik seklinin
diizelmesi igin hareketli faz A’nin pH’s1t 4,0 yapilmistir. pH i disiiriilmesiyle
kolondaki silanol gruplariin iyonlagmasi inhibe edilir. Silanollerin bu sekilde
protonlu halde tutulmasi da polar bilesikler ile etkilesimini en aza indirger. Bu sayede

de pik sekilleri daha iyi ¢ikabilir. Denemede de pik sekilleri bir dnceki ¢alismaya gore
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daha iyi gelmistir; ama Selex-asit ile Selexipag arasindaki ayiricilik faktorii istenilen

gibi bulunmamustir ve Selex-1 piki gézlenmemistir.

Deneme ¢alismasi-8 ve Deneme calismasi-9’da ise ikinci en iyi ¢alisma dalga
boyu 235 nm’de ¢alisilmistir. Deneme ¢alismasi-8’de Selex-asit piki, Selexipag pikine
girisim yapmustir. Deneme ¢alismasi-9’da ise tiim pikler iyi bir sekilde ayrilmistir;
ancak sistemde tasima piki olabilecek bir pik goriilmiistiir. Zemin de giiriiltiili geldigi
icin bunun ger¢ekten tasima piki olup olmadigi konusunda kesin yargiya
vartlamamistir. Bu nedenle deneme g¢alismasi-10’da tekrardan 300 nm ¢alisma dalga
boyuna gecilmistir. Baska bir kolon denenerek pik sekillerinin diizelmesi
hedeflenmistir. Zemin giiriiltiisii bu dalga boyunda daha az gelmistir. Birkag
enjeksiyonda bir gradient programindan veya detektor kaynakli olabilecek bir tagima
piki gézlenmistir. Bunun yaninda Selex-asit pikine, hemen solunda gelen bilinmeyen
bir safsizlik piki girisim yapmistir. Raporlama limitinde olabilecegi diisiiniilen
bilinmeyen bir safsizlik pikinde ise omuz gozlenmistir. Deneme calismasi-11’de de
ayiricilik faktorleri iyi gelmemistir. Kolon degisikligi piklerin ayrilmasina etki
etmedigi i¢in deneme c¢alismasi-12 i¢in kolon sicakligi arttirilip, akis hizi
distiriilmiistiir. Boylece kolonda tutunma siiresi artirilarak analitteki bilesik piklerinin
daha iyi ayrilacagi disiiniilmiistiir. Bunun yaninda ge¢cmis denemelerin sonuglarina
bakildiginda, iyon cifti reaktifi ile pik ayriminin ve sekillerinin cogu denemelere gore
daha iyi oldugu ve tasima piki olusumunun Onlenebilecegi disiilmiistiir. Bu
parametrelerde de en iyi ¢aligma dalga boyu 300 nm olarak gozlenmistir. Sonuglarda
bu dalga boyunda degerlendirilmistir. Tek tek verilen safsizliklar ve etken madde pik
sekilleri incelendiginde gercekten daha keskin ve dar pikler gelmistir. Ancak tiim
safsizliklarin ve etken maddenin karigim halindeki ¢ozeltisi sisteme verildiginde;
Selex-1 pikinin solunda bilinmeyen ve ayrimi iyi olmayan bir safsizlik piki gelmistir.
Tek tek safsizlik ve etken madde kromatogramiyla karsilastirildiginda bu pikin
herhangi bir maddenin safsizligi olmadigs; karisim halinde maddelerin etkilesiminden
kaynakli olabilecegi diislindiirmiistiir. Bunun yaninda iyon ¢ifti reaktifi kullanilmas1
tasima pikini engellemistir. Deneme calismalari-5 ile 12°de dahil arasindaki ¢aligmalar
YPSK cihazinda yapilmistir. Pik ayriminin optimizasyonu igin tekrardan cihaz

degistirilmistir ve UYPSK cihazinda denemelere devam edilmistir. Deneme ¢alismasi-
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13’te kolon olarak Waters Acquity BEH, C8 (100 x 2,1 mm, 1,7 um); hareketli faz A
olarak pH=7,5’de 10 mM K,HPO;, ¢ozeltisi (o-HsPO, ile ayarlanarak) kullanilmistir.
Ultra yiiksek basingta calisildigi i¢in de enjeksiyon hacmi 3,0 uL, akis hiz1 0,3 mL/dk
olarak ayarlanmistir. Gradient programi degistirilmistir. Bu ¢alisma sonucunda etken
madde pikinin altinda bir safsizlik piki ve ayrica tekrardan bir tasima piki gozlenmistir.
Bunun {izerine C18 ozellikte bir emniyet kolonu kullanilmigtir. Boylece etken
maddenin altinda gelen safsizligin bertaraf edilmesi amac¢lanmistir ki gergekten, pikler
daha ¢ok kolonda tutundugu i¢in bu safsizlik piki ile etken piki arasindaki ayiricilik
faktorli daha iyi gelmistir. Yalniz tasima piki tekrardan gozlenmis ve tiim piklerin
alikonma zamani artt1g1 igin pikler daha sagda ¢ikmistir. Bu ¢calismada C18 kolonunun
daha iyi ayrim gostermesinden kaynakli deneme c¢alismasi-14 i¢in C18 kolonu
kullanilmistir. Enjeksiyon hacmi 2,0 pL ve akis hizi 0,33 mL/dk olarak ayarlanmustir.
Hareketli faz A olarak organik orani arttirilmis ve 10 mM K,HPO, pH=7,5: ACN
kartisim (90:10, h/h) c¢ozeltisi tercih edilmistir. Boylece numune igerisindeki
hidrofobisitesi yiiksek olan bilesenler kolonda daha ¢ok tutunacak ve daha iyi bir ayrim
saglanabilecektir. Ayrica; kolon sicakligi 25 °C’ye diisiiriilerek de alikonma zamanin
artirtlmas1 amacglanmigtir. Gradient programi tekrar diizenlenmistir. Bu degisen
parametrelere gore de pik sekilleri iyi olmasina ragmen; Selex-1 ve solunda gelen
safsizlik pikinin ayrimi iyi degildir. Bu nedenle deneme ¢alismasi-15’te hareketli faz
A olarak tekrardan iyon ¢ifti reaktifi, %0,1 TFA ¢o6zeltisine doniilmiistiir. Kolon
sicakligi Selex-1 ve sagindaki safsizlik pikinin ayrimina gore yapilmstir. Ciinkii diger
pikler kolon sicakligindan ¢ok etkilenmezken; Selex-1 ve safsizlik piki ayrimi
etkilenmektedir. Bu nedenle kolon sicakligi 30 °C olarak belirlenmistir. Dalga boyu
300 nm, oto-6rnekleyici sicakligr 15 °C, enjeksiyon hacmi 2,0 pL ve akis hiz1 0,33
mL/dk en uygun kosullara ulagilmistir. Calisma sonucunda tiim pik sekilleri oldukca

glizel gelmistir ve birbirinden iyi bir sekilde ayrilmistir.

e Selexipag Miktar Tayini

Miktar tayini caligmalarinda, Selexipag ilgili maddeler ¢aligsmalari {izerinden
yapildig1 icin daha kolay ydntem optimizasyonu gergeklesmistir. Ilgili maddelerde

deneme caligsmasi-14’deki parametrelerle denemelere baslanmistir. Calismalar 0,025
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mg/mL derisimde yapilmistir.

[k olarak UYPSK cihazinda; hareketli faz A 10 mM K,HPO, pH=7,5 ve ACN
karisim (90:10, h/h) ¢ozeltisi, hareketli faz B asetonitril ¢oziiciisii ve C18 kolonu ile
300 nm’de, kolon ve oto-6rnekleyici sicakliklari sirasiyla 40 °C ve 25 °C oldugu, 0,3
mL/dk akis hizinda ve 2,0 uL enjeksiyon hacminde calisilmistir. Yiiksek organik
oraninda bir gradient programlari ile ayrim saglanmaya calisilmistir. Sonugcta; etken
maddenin altinda pik gozlenmistir. Ayrica bu gradient programlarinda etken piki erken
gelmistir. Bu nedenle hareketli faz A olarak %0,1’lik TFA ¢ozeltisi denenmistir. Bu
hareketli faz ile C8 ve C18 kolonunda 0,3 mL/dk ile 0,35 mL/dk akis hizinda farkli
gradient programlar1 denemeleri yapilsa da istenilen sonuca varilamamustir. Bir de bu
son hareketli fazlarla, C8 kolonu ile 0,3 mL/dk akis hizinda bir izokratik program

denemesi yapilmistir; ancak bu denemede de istenilen ayrim olmamustir.

Denemelere YPSK cihazinda devam edilmistir. Yontem parametresi olarak
sadece cihaz 6zelliklerinden dolayi akis hizi ve enjeksiyon hacmi degistirilip, hareketli
faz A tekrardan 10 mM K,HPO, pH=7,5 ve ACN karisim (90:10, h/h) ¢o6zeltisi
segilerek yeni bir gradient programi diizenlenmistir. Buna gore akis hiz1 1,2 mL/dk ve
enjeksiyon hacmi 10,0 uL olarak belirlenmistir. Bu denemelerde etken piki diger
safsizlik piklerinden ayrilmistir. Tek tek verildiginde de safsizliklar gozlenebilmistir.
Etken pik alaninin daha iyi gézlenebilmesi i¢in daha sonra enjeksiyon hacmi 20,0 uL

yapilmistir. Bu galigma sonucu nicel analiz igin en uygun olarak gézlenmistir.

e Vismodegib Ilgili Maddeler

Denemelere YPSK cihazinda baslanmstir. Ik denemede hareketli faz A olarak
%0,1 0-H;PO, ¢ozeltisi ve Waters Symmetry C8 (150 X 4,6 mm 3,5 um) kolonu
kullanildi. En uygun ¢alisma dalga boyunu bulmak i¢in 200-400 nm arasinda tarama
yapildi. Tiim safsikliklar asetonitril ve su karisiminda (20:80, h/h) ve 0,1 mg/mL
olarak sisteme verildi. Ancak C8 kolonda calisildiginda pik kuyruklanmasi
g6zlenmistir. Bunun nedeni; yanlis kolon se¢iminden, enjeksiyonun yetersizliginden,
ortam pH’nin uygun olmamasindan, ters faz c¢alismalarda ¢oziiciinlin fazla polar
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olmasindan dolayr apolar kolon iizerinde bir tabaka gibi analitin tutunmasi gibi
nedenlerden kaynaklanabilir. Bu nedenle 6nce kolon degisikligine ardindan hareketli
faz degisikligine gidilmistir. Degisiklik yapilirken her zaman ¢6ziim odakli ve en kolay
degistirilebilen parametrelerden baslanmistir. Bir sonraki denemede de tiim
parametreler ayni olacak sekilde Waters Symmetry, C18 (250 X 4,6 mm; 5,0 um)
kolonu ile analiz yapilmistir. Ancak pik sekilleri istenilen sekilde gelmemistir. Bu
nedenle pik sekillerinin daha dar ve keskin gelmesi i¢in hareketli faz A 10 mM K,HPO,
(pH=6,5) tampon ¢o6zeltisi ile degistirilmistir. Nitekim pik sekilleri biraz daha iyi
gelmigtir. Fakat piklerin erken gelmesi nedeniyle ve bundan dolay1 kor ¢oziiciiden
gelen piklerle girisim olmamasi i¢in gradient programinda degisiklige gidilmistir. Bu
sayede pikler biraz saga kaymistir. Kromatogrami daha da iyilestirmek igin hareketli
faz A olarak pH 3,0; 4,0 ve 4,5’te 10 mM KH,PO, tampon ¢ozeltileri de denenmistir.
Farkli pH’larin denenme nedeni her madde i¢in uygun pH’da ortak tampon ¢ozeltisi
bulabilmektir.

Vismodegib, Vismo-1 ve Vismo-2 pK, degerleri sirasiyla 3,8; 2,09 ve 4,24°tiir.
pK, degerlerine gore bakildiginda maddeler zay1f asidik 6zelliktedirler. Dolayisiyla en
ufak pH degisikliklerinden etkilenmektedir. Bunun oniine ge¢mek ve iyi bir
kromatografik ayrim yapmak igin hareketli faz olarak tampon ¢ozeltiler kullanilmistir.
Tampon ¢ozeltilerin se¢iminde de ayrimi yapilacak maddelerin pK. degeri 6nemlidir.
Tampon kapasitesini en {ist diizeyde kullanilmasi igin de ayrilacak analitin pK. ile
tampon ¢ozeltisinin pH’1 yakin olmalidir. Handerson-Hasselbalch denklemine gore;
ortamin pH degeri maddenin pK. degerinin + 2 araliginda olmalidir. Bu aralikta
maddenin ¢ogu ya iyonlasir ya da non-iyonize halde olur. Bu da kullanilacak kolona
gore ayrimi dolayisiyla; geri kazanimi etkiler. Denemelerde pH 3,0°teki 10 mM
KH:PO, tampon ¢ozeltisinde daha iyi kromatogram elde edilmistir.

Pik sekillerinin ve ayrimin daha iyi oldugu pH 3,0’teki 10 mM KH,PO, tampon
cozeltisi ve %0,1 0-H:PO, ¢ozeltisi icin denemeler, kolon degisikligi yapilarak devam

edilmisitir.

Hareketli faz A i¢in kullanilan diger %0,1 trifloroasetik asit, amonyum format
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ve trietilamin (pH=4,5) karigimi ile 10 mM KH,PO, ve trietilamin (pH=2,2) karisim

caligmalarinda kromatogram sekilleri kotii gelmistir.

Coziicii olarak ilk kullanilan asetonitril ve su karisiminda (20:80, h/h)
Vismodegib etken maddesinde ¢okmiistiir. Asetonitril orami arttikga ¢oziinme
artmistir. 50:50 oraninda bir karisimda tiim madddeler de ¢oziinme ger¢eklesmistir.
Yine de farkli bir ¢6ziicii sistemi galigsmalar1 devam etmistir. Bu amagla metanol ve su
karisimlar1 denenmistir. Tiim maddeler i¢in en uygun metanol ve su karisimi (50:50,
h/h) bulunmustur. Yoéntem parametrelerine gore bu ¢6ziicti sisteminde sonuglar daha

1yi gbzlenmistir.

Hareketli faz B se¢iminde ilk olarak asetonitril tercih edilmistir. Bunun yaninda
¢oziicti olarak metanol ve su karigimi (50:50, h/h) kullanildigi ve hareketli fazin da
benzer Ozellikte olmasi gerektiginden metanol de denenmistir. Ancak metanol
kaynakli zemin guriltiisii daha ¢ok geldigi ve ileride validasyonda TAS ve TS
caligmalarinda yaniltict sonuglarin ¢ikmamasi igin; asetonitril hareketli faz B olarak
belirlenmistir. Dahasi asetonitril ile metanol benzer polaritede bulunan organik

¢oziiciiler oldugu i¢in pik ayrimi tizerinde biiyiik bir degisiklik olmamustir.

Denemelerde 6nce 0,1 mg/mL derisimde baslanilan ¢alismalarda bilinmeyen
safsizliklarin daha iyi gozlenebilmesi i¢in de etken madde derisimi 0,5 mg/mL ve
safsizliklar da 0,00075 mg/mL olarak devam edilmistir. Kromatogramin sonuna
bilinmeyen iki pik gelmistir. Bu piklerin tanimlamak igin tekrardan kiitle
spektroskopisi ¢aligmas1 yapilmistir. Piklerin alikonma zamaninda gelen m/z
degerlerine bakildiginda etken maddenin dimerlesmesi sonucu olusan safsizliklar

oldugu goriilmiistiir. Bu safsizliklara Vismo-3 ve Vismo-4 ismi verilmistir.

C8 yerine C18 kolonu ile calisildiginda piklerin alikonma zamani uzamastir.
Ciinkii, C18 kolonun alkil zincir sayis1 daha fazladir dolayisiyla ¢ok giiclii
hidrofibiktir. Bu da cogunlukla apolar o6zellikte olan ilag maddelerinin kolonda
tutunmasini arttirmigtir. Ayrimin daha iyi olmasi igin fenil kolon denemeleri de
yapilmistir. Bu kolonlar C8 kolonlarina benzer giiclii hidrofobik 6zelliktedir ama; C18
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ve C8 kolonlarindan daha iyi ayrim gosterir. Bunun nedeni, fenil kolonu ile aromatik
gruplar veya doymamis baglar igeren bilesikler arasindaki m — ©* etkilesimin de
devreye girmesidir. Hidrofobik etkilesim yaninda, elektronegatif grup veya bir atom
igeren aromatik bir gruptaki bu etkilesim ile kolonda tutunma artacak ve ayrim daha
Iyi olacaktir. Goriildiigii gibi analitin ayrilmasinda sadece hidrofobik etkilesimler

degil, farkl etkilesimler de gorev almaktadir.

Tim bu caligmalar 200-400 nm UV-GB bolgesi araliginda yapilmistir. Bu
aralikta 254 nm ve 230 nm dalga boylar1 tiim maddeler i¢in en uygun olarak
goriilmiistiir. Bu nedenle kolon ve hareketli faz belirlerken her iki dalga boyunda da
sonuglara bakilmistir. Ikisi arasinda zemin sekli ve giiriiltiisii en iyi 254 nm’de
gozlenmistir; ancak bu dalga boyunda Vismo-1 alani diisiik gelmistir. Bu nedenle

enjeksiyon hacmi iki katina ¢ikarilmastir.

Kolon ve hareketli faz seciminden sonra yontemin en iyi hale gelmesi igin farkli
gradient programlari, akis hizlari, enjeksiyon hacimleri, kolon ve oto-ornekleyici
sicakliklart denenmistir. Akis hizi ve enjeksiyon hacmi tim pikler i¢in zemin
giiriiltiisiinden ayrimi1 yapilabilecek, etken ve bilinen sasfsizliklar i¢in ek olarak nicel
olarak tayin edilecek ve cithazin algilama sinirin1 gegmeyecek sekilde belirlenmistir.
Ancak yapilan tiim optimizasyon ¢aligsmalar1 neticesinde en iyi ayrim uzun bir gradient
programu ile elde edilebilmistir. Vismodegib ilgili maddeler yonteminun tiretimde ve
kalite kontrol laboratuvarlarinda kullanilacagi g6z oniinde tutularak, analiz siiresinin
azaltilmasina yonelik calismalara gegilmistir. Bu amagla UYPSK cihazinda denemeler
yapilmistir. Belirlenen hareketli fazlar ve fenil kolonu ile yontem parametrelerinde
degisiklikler yapilarak ilerlenmistir. Hareketli faz A olarak hazirlaniginin daha rahat
olmast ve cihazda tuz gibi bir birikme yapmamasindan dolay1 %0,1 o-Hs;PO,; hareketli
faz B olarak da asetonitril kesin olarak belirlenmistir. Daha 6nce Vismo-1 alani igin
enjeksiyon hacminin arttirilmasi yerine 230 nm dalga boyunda denemeler yapilmistir.
Ciinkii enjeksiyon hacminin arttirllmasindan kaynakli kolonda fazla madde
yiiklenebilir ve pik kuyruklanmasi olusabilmektedir. Tiim analiz edilecek piklerin daha
Iyl gézlenmesi i¢in de Vismodegib etken maddesi 1,0 mg/mL derisimde ¢alisilmistir.
Calismalarda kolon sicakligi 25 °C, 30 °C, 40 °C ve oto-6rnekleyicinin 10 °C ve 15
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°C oldugu sartlar c¢alisilmistir. Benzer sonuglar oldugu igin cihazin en rahat sabit

kaldig1 30 °C ve 15 °C se¢ilmistir.

Vismo-1, Vismo-2 ve Vismodegib pKa degerlerine gore %0,1 o-Hs;PO,
¢oOzeltisinin pH degeri (pH=2) uygun goziikmeyebilir; ancak gradient programinda
organik miktarmin arttirilmasiyla uygun pH degerine gelinebilir. Bu nedenle de
gradient programindaki organik oraninda ve akis hizinda degisiklikler yapilarak

yontem optimize edilmistir.

¢ Vismodegib Miktar Tayini

Vismodegib ilgili maddeler igin yapilan yontem optimizasyonunda fenil
kolondan sonra en iyi C18 kolonunda ayrim ger¢eklesmisti. Burada sadece etkenin saf
olarak ayrilmasi gerektiginden Waters Symmetry C18 (150 x 4,6 mm; 5,0 um) kolonu
ile tercih edilmistir. Ayrica Vismodegib ilgili maddeler yonteminda kullanilan
hareketli fazlar ve sicakliklar segilmistir. Eliisyon programi denemelerinde gradient

yerine izokratik program ile ayrim kisa siirede istenilen sekilde saglanabilmistir.

e Stres ve Kararlilik Calismalart

Stres galigmalari, ila¢ etken maddesinin olasi bozunma yollarinin ve potansiyel
bozunma iriinlerinin bulunmasi, molekiiler kararliligin belirlenmesi ve kullanilan
analitik yontemlerin uygunlugunu belirlemek amaciyla yapilir. Bu maksatla; ilag etken
maddesinin hidroliz, oksidasyon, fotoliz, termoliz gibi en zor kosullarda bozunmasi
saglanir. Bu calismanin amaci ila¢ etken maddeyi tamamen parcalamak degil,
genellikle ila¢ etken maddenin %5-15 oraninda bozunmasina neden olmaktir. Yani
bozundurmanin ana fikri bozundurma firiinlerinin ortaya ¢ikabilecegi; ancak ikincil

tirlinlerin olusamayacagi sekilde yeterli ortamin saglanmasidir.

Selexipag ve Vismodegib numuneleri asit, alkali, peroksit, termal, hidroliz, UV

ve GB ile muamele edildi ve ilgili maddeler ve miktar tayini analitik yontemlerine gére
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es zamanli olarak analiz edildi.

Termal kosullarda Selexipag’in I, II (Sekil 4.1), 11l ve P (Sekil 4.2) formlar1
polimorfik olarak kararli bulundu. Ancak, form IV’in kimyasal olarak kararh

olmasina ragmen polimorfik olarak kararli olmadig: ve bir miktar Form I’ e doniistiigii

ooriildii (Sekil 4.3).

S A— - -Form 11 Normal
-GB
-VIS
5000 —
"I

1 j 15 T 20 i 25 ’ E i 5 4
Thets-ITheta (c2g)

= \__J_j\ijm\M L'V\N U‘\J\’\Ww

Sekil 4.1. Selexipag form-I1’nin 151k bozundurmasi ve normal sartlardaki ¢akistirilmig XRD difragtogramu.
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Sekil 4.2. Selexipag form-P’nin 151k bozundurmasi ve normal sartlardaki ¢akistirilmis XRD difragtogramu.
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Sekil 4.3. Selexipag form-1V XRD difragtogramu.

XRD ve DSC ¢aligmalari incelendiginde form 1V, 105 °C’de 14 giin, 125 °C’de

16 saat tutuldugunda tamamen form I’e dontismistiir (Sekil 4.4). Ayrica P formunun

DSC grafiginde, erime noktasindan sonra form I’in erime noktasiyla Ortiisen bir

endotermik pik gozlendi. Bu da P formunun erime noktasi sicakligindan sonra termal

etki nedeniyle | formuna doniistigiinii diistindiirmektedir (Sekil 4.5).

>

Ist akist (normallestirilmis) ¢ (W/g)

-Rampa 10,00 °C/dk 350,00 °C’ye
~Isotermal 10,00 dk

Entalpi (nommallegtirilmis): 71,238 J/g
Baslangig x: 137,63 °C
Tepe sicaklhigi: 139,45 °C
Bitis x:142,06 °C

DSC250, 6/23/2022
1:38:06 PM

3,470 mg

Tzere Aluminum Hermetic

"

Ekzo vukar,

Sicakhik T (°C)

Sekil 4.4. Seleksipag form-IV igin termal ¢alismadan sonraki DSC grafigi.
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Sekil 4.5. Selexipag form-P DSC grafigi.

Tim formlar, 151k kosullarinda, hem UV hem de VIS’de degerlendirildi. I, 11, 111
ve P formlar1 benzer kararlilik gosterdi. Bu yilizden; form P, form IV ile
karsilastirmalarda 6rnek olarak kullanildi. Form P ve digerleri, her kosulda hem
kimyasal hem de polimorfik olarak bozunmazken, Form IV, 151k kosullarinda hem
kimyasal hem de polimorfik olarak bozunma egilimindedir. Ek olarak; LDPE, HDPE
ve PE-ALU ambalajlarin sirasiyla icten disa dogru sikica kapatildigi ve LDPE ile
HDPE posetler arasina silika jel konulan paketleme sistemi ile Form 1V’iin polimorfik
olarak 180 giin kararli kaldig1 gozlendi (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Selexipag form-P 180 giin XRD difragtogrami.

P formunun; asit, alkali ve oksidasyon bozundurma ¢alismalar1 sonucu Selex-
asit safsizligi artti; ayrica oksidasyon ¢alismasinda bilinmeyen safsizliklar da ortaya
cikti. Asit ve alkali bozundurma caligmalarin nicel sonuclarina gére onemli bir

bozunma oldugu goriilmektedir. Oksidasyon i¢in de nicel uygun bulundu.

Tiim galigmalarda kiitle dengesi saglandi (Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.2. Selexipag stres test sonuglar1.

Oksidasyon Hidroliz Isik ile bozundurma
= o
1%} 7 —
i k- = os |os| = o
” E S |8Q| E| 5| R | 2|83
ST ST 2 < m = o )
g
-2
Selex-1 0,06 | 0,06 0,10 0,07 | 0,07 | 0,09 | 0,09 | 0,04 | 0,04 | 0,04
Selex-asit 0,08 | 0,16 0,80 0,74 | 3,44 | 1551 | 14,89 | 0,06 0,06 | 0,06
Bilinmeyen
safsizlik TE TE TE 0,08 TE TE TE |<%0,05|<%0,05(<%0,05
(RRT 0,438)
Bilinmeyen
safsizlik / TE TE TE 0,08 TE TE TE TE 0,07 0,06
(RRT 0,579)
"y Bilinmeyen
< safsizlik / TE TE TE TE TE TE TE TE TE TE
< | (RRT 0,585)
S X
£ L.
= Bilinmeyen
& safsizlik / TE TE 0,07 TE TE TE TE TE TE TE
- (RRT 0,741)
Bilinmeyen
safsizlik /' |<%0,05| TE 0,09 0,14 [<%0,05| TE TE |<%0,05(<%0,05|<%0,05
(RRT 0,788)
Bilinmeyen
safsizlik / 0,07 |<%0,05/ 0,09 0,11 | 0,07 |<%0,05| TE |<%0,05(<%0,05[<%0,05
(RRT 0,893)
Bilinmeyen
safsizlik TE |<%0,05| <%0,05 | 0,05 0,05 TE TE |<%0,05(<%0,05|<%0,05
(RRT 0,962)
Toplam 021 | 022 | 1,15 | 1,27 | 363 | 1560 | 1498 | 0,0 | 0,17 | 0,16
safsizlik

Miktar tayini, % 99,33 |100,97| 98,22 | 98,94 | 94,81 | 82,27 | 86,35 | 99,86 | 99,48 | 99,03

Kiitle dengesi 99,5 | 101,2 99,4 100,2 | 984 | 97,9 | 101,3 | 100,0 | 99,6 | 99,2

Vismodegib icin stres sonucunda form degiskligi gozlenmemistir. Tim

calismalarda kiitle denkligi saglanmistir (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.3. Vismodegib stres test sonuglari.

Oksidasyon Hidroliz Isik ile
- o bozundurma
- 5 :
wn 7.} - N
e = 2 = o) Q _ 3
2 T I £ E 5 SoBb | >0
= & 2 < m oz Oz
S S
Vismo-1 TE TE  |<%0,05 |<%005| TE | 492 | 040 | TE TE
< | Vismo-2 TE TE TE TE TE | 408 | 032 | TE TE
1
£ | Vismo-3
=
T | RR1-177) | 008 | 008 0,08 0,08 008 | 007 | 008 | 008 | 008
£
E‘) Vismo-4
(RRT-108) | 008 | 008 0,08 0,08 008 | 006 | 007 | 007 | 007
ToigR 016 | 0,16 0,16 0,16 016 | 913 | 087 | 015 | 0,15
safsizlik
Miktar tayini,%  [100,50 | 100,25 | 99,86 | 99,71 | 100,72 | 91,01 | 99,60 |100,15 | 100,71
Kiitle dengesi 100,7 | 1004 | 100,0 99,9 | 1009 [100,1 | 1005 [1003 | 100,9

Vismodegib ve Selexipag sonuglarina igin; ila¢ etken madde pikinin, tiim
safsizlik ve bozundurma piklerinden 1yi bir sekilde ayrildigr yani ilag¢ etken madde
pikinin saf oldugu bulundu. Dolayisiyla; Selexipag’in ve Vismodegib’in ilgili
maddeler ve miktar tayini yontemleri, ila¢ etken maddeleri i¢in kararlilik gdsteren

yontemlerdir.

Selexipag form P’nin ve Vismodegib’in kisa siireli hizlandirilmig kararliligini
belirlemek i¢in oda sicakliginda (25 °C / %60 sicaklik / bagil nem) ve 40 + 2 °C / %75
+ 5 sicaklik / bagil nem ortaminda stabilite kabinlerinde 6 ay boyunca saklandi.
Calisma araliklar 0, 3 ve 6 ay olarak belirlendi. Numunelerin kimyasal bozundurma
ve fiziksel ozelliklerindeki degisimler alt1 ay boyunca kontrol edildi. Stabilite
calismalarinda ilag etken maddelerinin miktar tayinine gore; Selexipag ve Vismodegib
miktarlarinin zaman iginde fazla degismedigi ve fiziksel bir degisim olmadigi
gozlenmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Orijinal ilag iiretimi zaman alic1, zor ve maaliyetli oldugu i¢in; iiretilen bir ilacin
ilag pazarinda yerinin biiyiik olmasi istenir. Kanser ilaglarinda ve pazar orani diisiik
oldugu nadir hastaliklarinda ilag fiyatlar1 ¢ok yiiksektir. Bu nedenle ilag etken madde
tiretimi ve akabinde esdeger ilag iiretimi, hem hastalarin ilaca kolay ve ekonomik

ulagmasi, hem de iilke ekonomisine olan katkis1 nedeniyle biiylik 6nem tagimaktadir.

Tez kapsaminda ¢alisilan ve DEVA Holding A.S’de esdeger ilag iiretiminde
kullanilmak {izere iiretilen Selexipag ve Vismodegib ilag etken maddeleri ilag
pazarinda O6nemli yere sahiptir. Selexipag ila¢ etken maddesi PAH gibi nadir
hastaliklarin tedavisinde; Vismodegib ila¢ etken maddesi BCC tedavisinde

kullanilmaktadir.

Ilk olarak, sentezlenen ilag etken maddelerinin farmakopelerde yer alan bilgilere
ve sentez basamaklarina gore safsizlik profili ¢ikarilmistir. Ardindan hem ilag etken
maddeleri hem de safsziliklar *H-NMR, *C-NMR ve FTIR spektroskopik yontemler
ile karakterize edilmistir. Kiitle spektroskopisiyle elde edilen m/z degerlerine gore de
maddeler kesin olarak belirlenmistir. Tanimlamalardan sonra maddeler standardize
edilmistir. Ardindan her iki ilag etken maddesi i¢in hem ilgili maddeler hem de miktar
tayini olmak tlizere toplamda dort tane yontem gelistirilmistir ve optimize edilmistir.

Her bir optimize yontem ICH yonergelerine gore valide edilmistir.

Selexipag ve Vismodegib ilag etken maddeleri apolar yapida olduklarindan ters
faz kromatografisi calisilmistir. Bu kromatografide sabit faz, kolon, apolar 6zelliktedir
ve ayrim bu fazin ylizeyinde gerceklesir. Kolon boyunca c¢odziinmiis maddenin
stiriklenmesini saglayan hareketli faz da polar 6zelliktedir. Benzer benzeri ¢eker
ilkesine gore bir madde ne kadar apolarsa kolona ilgisi artar ve kolona daha ¢ok
tutunacag icin farkli polar yapidaki diger maddelerden ayrilmis olur. Bu nedenle;
analitik yontem gelistirirken kullanilan ¢oziiciilerin, sabit ve hareketli fazin, ilag etken

maddelerinin polarite 6zellikleri bilinmelidir.
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Bu yontemler, kalite kontrol laboratuvarlarinda rutin analizlerde kullanilacagi
icin; yontemin kisa, hizli, kesin ve dogru olmasi ¢ok 6nemlidir. Bu amagla, en uygun
olacak sekilde cihaz se¢imleri yapilmistir. Hem YPSK hem de UYPSK cihazlarinda

en uygun yontem i¢in denemeler yapilmuistir.

Her iki etken madde i¢in yontem gelistirilirken oncelikle ¢oziinme testleri
yapilmistir. Bu amagla orta polarlikta ve diisiik vizkosite de asetonitril, metanol gibi
organik c¢oziicliler ve bunlarin suyla belli oranda karismis ¢oziicii sistemleri
kullanilmistir. Her iki madde, belirlenen tartim ve hacimde %100 metanol ve

asetonitril ile ¢oziinmiistiir.

Organik ila¢ etken maddelerinin elektronik gegisleri, n—n* ve n—n*, UV
bolgesine denk gelmektedir. Bu nedenle 200-400 nm arasi ¢alisilmaktadir. Bu aralikta,
yontemin segici olmasi i¢in ¢oziiciiniin bu bolgede az absorpsiyon yapmasi ya da hig
absorpsiyon yapmamasi gerekir. Bu nedenle bu kromatografik ¢alismalarda organik

¢oziiciiler ve su hem ¢oziicii olarak hem de hareketli faz olarak kullanilir.

Maddelerin ayrimmin en iyi olmasi i¢in; hidrofobilitesi ¢ok yiiksek kolonlar
kullanmilmigtir. Hareketli faz se¢iminde maddelerin pK. degerleri dikkate alinarak,
hareketli faz pH’1 hesaplanmistir. Bunun i¢in tampon c¢ozeltiler kullanilmis veya

eliisyon programinda organik miktariyla oynanmistir.

Limitler ICH Q3B(R2) rehberine gore belirlenir; bu limitlere gore derisimler de
kullanilan cihazin algilama smirina gére hesaplanir. Buna gore; ilag etken madde
icerisinde bilinen bir safsizlik en fazla %0,15; bilinmeyen bir safsizlik ise en fazla

900,10 oraninda olmalidir.

Selexipag ilgili maddeler yontemi i¢in en uygun ¢oziicii sistemi asetonitril ve su
karisimi (40:60, h/h) olarak bulunmustur. UYPSK cihazi ile yapilan ¢aligsmalarda etken
madde ve safsizliklar i¢in en uygun absorpsiyon 300 nm olarak gézlenmistir. Buna

gore etken madde derisimi 0,25 mg/mL olarak; bilinen safsizlik derisimleri de 0,375
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ug/mL olarak hesaplanmistir. Selex-2 ise bud alga boyunda goézlenmemistir.
Genotoksik oldugu i¢in ayr1 bir yontemle takip edilmistir. Selexipag ilag¢ etken

maddesi i¢inde bulunmamustir.

Vismodegib ilgili maddeler validasyon yontemi optimizasyonu i¢in de ayni
caligmalar yapilmistir. Etken madde derisimi 1,0 mg/mL olarak ve bilinen safsizlik
derisimi buna gore 1,5 pg/mL olarak belirlenmistir. En iyi absorpsiyon 230 nm’de
gbzlenmistir. En iyi ayrim fenil kolonda bulunmustur. Her iki ilgili maddeler

validasyon yontemi; safsizliklari ve etkeni tek tek ayirabilmistir.

Miktar tayini validasyon yontemi ic¢in safsizlik piklerinin spektral ve
kromatografik olarak diger piklerden ayrilmasina gerek yoktur. Onemli olan etken
maddenin diger piklerden hem spektral hem de kromatografik ayrilmasidir. Dogru bir

nicel analiz igin ¢ok hassas Gl¢timler yapilarak ¢alisilmalidir.

Sistem sicakliklarindaki veya akis hizindaki artis veya azalis maddelerin
alikonma zamaninda etkilidir. Sicaklik ayn1 zamanda maddenin bozunmasina da neden
olabilmektedir. Bu nedenle tiim yontemlerda; maddelerin bozulmadigi, en iyi ayrimin
oldugu kolon ve oto-6rnekleyici sicakliklar: se¢ilmistir. Pik alan1 ve yiiksekliklere gore

de enjeksiyon hacmi belirlenmistir.

Tiim validasyon yoéntemleri ICH Q2(R1) rehberine gore dogrulanmistir. Ilag
etken maddelerinin stres calismalar1 da bu yontemler ile yapilmistir. Maddeler asit,
alkali, 1s1, 151k, peroksit gibi ortamda zorla bozundurularak, olas1 bozunma yollar1 ve
potansiyel bozunma iiriinleri ile molekiiler kararliligi belirlenmistir. Selexipag ilag
etken maddesinin formlar1 arasinda form IV’{in 1s1 ve 1s1ktan etkilendigi goriilmiistir.
Sentezlenen Selexipag formu ise bozundurma kosullarina karsi kararhidir. Ayni sekilde
Vismodegib de stres testlerine gore kararlidir. Her iki etken maddenin alt1 aylik

hizlandirilmis stabilite sonuglarina gore de fiziksel ve kimyasal degisiklik olmamustir.

Literatiirde bu ilag etken maddeleri i¢in yapilan ¢ogu analitik caligsma

144



biyoanalitiktir. Daha ¢ok klinik ¢alismalar ve rutin hasta takibi igin, sadece etken
maddenin biyolojik drneklerdeki takibi ve miktar Slciimii amaglanmistir. ilag etken
maddelerin tiretim sirasinda ve sonrasindaki rutin kalite kontrol analizlerine yonelik
bu sekilde kapsamli bir ¢alisma bulunmamaktadir. Ayrica raf Omrii i¢in tiim
safsizliklarin i¢inde bulundugu bir stabilite ¢calismasi da literatiirde yapilmamustir. Bu
calismada ise her iki ilag etken madde i¢in hem ilgili maddeler hem de miktar tayini
yontemleri gelistirilmistir. Stres ¢alismalariyla da olasi bozunma yollar1 gésterilmistir
ve yontem kararliligi ispatlanmistir. Uretim sonras1 Selexipag ve Vismodegib igin
yapilan hizlandirilms alt1 aylik stabilite sonuglar1 da gosteriyor ki hem ilgili maddeler

hem de miktar tayini yontemleri segici, kesin, dogru, kararli ve saglamdir.
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OZET

Selexipag ve Vismodegib Ilac Etken Maddeleri ve Impiiritelerinin
Spektroskopik Olarak Karakterizasyonu ve Kromatografik Yontemlerle
Analitik Yontem Gelistirilmesi ve Validasyonu

Selexipag ilag¢ etken maddesi, nadir bir hastalik olan pulmoner arteriyel
hipertansiyon (PAH) tedavisinde kullanilmaktadir. Vismodegib ise bir cilt kanseri
tiirii olan bazal hiicreli karsinom tedavisinde kullanilmaktadir.

Bu amagla tez kapsaminda esdeger olarak iiretilen Selexipag ve Vismodegib
ila¢ etken maddeleri icin ICH rehberi baz alinarak, ilgili maddeler ve miktar tayini
yontemi gelistirilmis ve validasyonu yapilmaistir.

Ilag etken maddelerinin apolar 6zellikte olmasindan kaynakli ters faz
kromatografisi ¢aligilmistir. ICH rehberine gore etken madde ve safsizliklarin
limitleri belirlendikten sonra, maddeler spektroskopik olarak; :H-NMR, #C-NMR,
FTIR, kiitle spektrometreleri ile tanimlanmustir.

Tanimlanan maddelerin standardizasyonlar1 yapilmis ve iiretim sarjlarindan
alinan ila¢ etken maddeleri igin ilgili maddeler ve miktar tayinleri yapilmstir.
Yontemler ICH Q2(R1) rehberine gore basartyla valide edilmistir. Boylece; kalite
kontrol laboratuvarlarinda rutin analizler i¢in kullanilabilecek kesin, dogru, kararli,
secici yontemler elde edilmistir. Ardindan ilag etken maddelerinin stabilite ve raf
omrii ¢alismalari i¢in zorlu bozundurma kosullarina tabi tutularak, valide edilen
ilgili maddeler ve miktar tayini yontemleri ile es zamanli analiz edilmistir. Calisma
sonucunda iki ila¢ etken maddenin bu kosullarda kararli oldugunu gostermistir.
Hizlandirilmis alti aylik stabilite sonuglar1 arasinda da Onemli bir fark
gdzlenmemistir.

Anahtar Sozciikler Selexipag, UYPSK, Validasyon, Vismodegib, YPSK
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SUMMARY

Spectroscopic Characterization of Selexipag and Vismodegib Active
Pharmaceutical Ingredients and Impurities, and Analytical Method
Development and Validation by Chromatographic Methods

Selexipag drug active ingredient is used in the treatment of pulmonary arterial
hypertension (PAH), a rare disease. Vismodegib is used in the treatment of basal
cell carcinoma, a type of skin cancer.

For this purpose, based on the ICH guideline for the generically produced
Selexipag and Vismodegib pharmaceutical active ingredients, the relevant
substances and the quantification method were developed and validated.

Reverse-phase chromatography was studied due to the apolar nature of drug
active ingredients. After determining the limits of active substances and impurities
according to the ICH guide, the substances are spectroscopically; It was identified
by *H-NMR, #C-NMR, FTIR, mass spectrometers.

Standardization of the defined substances has been made and related
compounds and quantifications have been made for the active pharmaceutical
ingredients taken from the production batches. The methods have been successfully
validated according to the ICH Q2(R1) guidelines. Thus; precise, accurate, stable
and selective methods that can be used for routine analyzes in quality control
laboratories have been obtained. Active pharmaceutical ingredients were subjected
to harsh degradation conditions for stability and shelf life studies and analyzed
simultaneously with validated related compounds and quantification methods. As a
result of the study, two drugs showed that the active substance was stable under
these conditions. No significant difference was observed between the accelerated
six-month stability results either.

Keywords HPLC, Selexipag, UPLC, Validation, Vismodegib
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