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OZET

Lenvatinib ve Lifitegrast Ila¢ Etken Maddeleri i¢cin Miktar Tayini ve Safsizhk Tayin

Yontemlerinin Incelenmesi ve Validasyonu

Tekrar eden veya viicuda yayilmis olan radyoaktif iyot tedavisine direngli diferansiye tiroid
kanseri tedavisinde kullanilan Lenvatinib ile T hiicre aktivasyonunu ardindan sitokin salinimini inhibe
ederek kuru goz sendromunda hem semptom giderici hem de tedavi edici olarak kullanilan Lifitegrast
ilac etken maddeleri bu tez kapsaminda incelenmek iizere belirlenmistir. Jenerik olarak tiretilen bu etken
maddeler i¢in safsizlik ve miktar tayini yontemlerinin incelenmesi ve uluslararasi standartlara gore
validasyonlarmin tamamlanmasi amaglanmistir. Bu sebeple incelenen molekiillerin dogasina ve
yapilacak analizin tiiriine goére uygun olan kromatografik yontemler belirlenmistir. Lenvatinib ilag etken
maddesinin ii¢ii genotoksik olmak iizere yedi adet safsizlig1 i¢in limit degerleri ICHQ3A(R2), ICH
Q3B(R2), ICHQ6A ve ICH M7(R1) kilavuzlarina gore hesaplanmistir. Genotoksik olarak belirlenen
limit degeri, 400 ppm, ICH kilavuzlarindan daha diisiik tutularak metodun daha hassas miktarlar1 tayin
edebilmesi miimkiin kilinmistir. Gelistirilen metot sayesinde genotoksik, sentez kaynakli ve bozunmaya
bagli olusan safsizliklar tek bir metot kullanilarak analiz edilebilmistir. Miktar tayini i¢in gelistirilen
metot ise yine ters faz kromatografisi kullanilarak tamamlanmustir. Lifitegrast ilag etken maddesi i¢in
safsizlik tayin metodu ve miktar tayini metodunun yaninda kiral saflik metodu gelistirilmistir. Safsizlik
limit degerleri yine uluslarasi degerlendirmelere uygun olmasi agisindan ICHQ3A(R2), ICH Q3B(R2),
ICHQG6A kilavuzlaria gore belirlenmistir. S enantiyomerinin tedavi etme 6zelligi bulunurken su ana
kadar yapilan caligmalarda R enantiyormerinin bir etkisinin olmadig1 rapor edilmistir. Ancak ICH
kurallarina goére biitiin enantiyomerler safsizlik olarak degerlendirilir ve ayri bir metotta kontrol
edilmesi gerekmektedir. Bu amagla kiral saflik metodu normal faz kullanilarak R-enantiyomerinin tayin
metodu geligtirilmis ve validasyonu saglanmistir. Lifitegrastin diger dort safsizligi igin ters faz
kromatografisi kullanilarak ayri bir metot gelistirilmis olup validasyonu saglanmigtir. Miktar tayini

metodu i¢in ise ters faz kromatografisi kullanilmistir.

Biitiin metotlar yiiksek performansh sivi kromatografisi kullanilarak optimize edilmistir.
Metotlarin validasyonlar1 ICH Q2(R1)’e gore belirlenen biitiin sistem uygunluk kriterlerini saglayarak
basari ile tamamlanmustir. Literatiirde ve farmakopelerde heniiz bulunmayan Lenvatinib ve Lifitegrast
ilag etken maddeleri i¢in ilk defa kararli, saglam, kesin, lineer, segici ve spesifik metotlar gelistirilmis

ve literatiire kazandirilmigtir.

Anahtar Soézciikler: Genotoksik, Kiral Lenvatinib, Lifitegrast, HPLC



SUMMARY

Investigation and Validation of Assay and Impurity Determination Methods for

Lenvatinib and Lifitegrast Active Pharmaceutical Ingredients

Lenvatinib, which is used in the treatment of differentiated thyroid cancer resistant to
radioactive iodine treatment that recurs or has spread throughout the body, and Lifitegrast, which is
used as both symptomatic and therapeutic in dry eye syndrome by inhibiting T cell activation followed
by cytokine release, were selected to be examined within the scope of this thesis. The purpose of this
study is to examine the impurity and assay methods and to complete their validation according to
international standards for these generically produced active pharmaceutical ingredients. For this
reason, appropriate chromatographic methods were determined according to the nature of the molecules
and the type of analysis to be performed. Limit values for seven impurities of the active substance
lenvatinib, three of which were genotoxic, were calculated according to ICHQ3A(R2), ICH Q3B(R2),
ICHQ6A and ICH M7(R1) guidelines. The limit value determined for genotoxic impurities, 400 ppm,
was kept lower than the ICH guidelines, enabling the method to determine more sensitive amounts.
Through the developed method, both genotoxic and degradation impurities can be analysed using a
single method. The method developed for assay was also completed using reverse phase
chromatography. A chiral purity method has been developed for the active substance Lifitegrast, in
addition to the impurity determination method and quantification method. Impurity limits have been
established according to ICH Q3A(R2), ICH Q3B(R2), ICH Q6A guidelines in order to comply with
international evaluations. While the S enantiomer has a therapeutic properties, studies so far have
reported that the R enantiomer has no effect. However, according to ICH rules, all enantiomers are
considered as impurities and should be controlled in a separate method. For this purpose, a method for
the determination of the R-enantiomer in the chiral purity method using normal phase was developed
and validated. For the other four impurities of Lifitegrast, an impurity method was developed and
validated using reverse phase chromatography. Reverse phase chromatography was also used for the

assay method.

All methods were optimised using high performance liquid chromatography. The validation of
the methods was successfully completed by fulfilling all system suitability criteria according to ICH
Q2(R1). For the first time, stable, robust, precise, linear, selective and specific methods have been
developed and introduced into the literature for the active ingredients Lenvatinib and Lifitegrast, which

are not yet available in the literature or pharmacopoeias.

Keywords: Genotoxic, Chiral, Lenvatinib, Lifitegrast, HPLC
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ONSOZ

Ilag gelistirme siirecindeki zorluklar, sadece bilimsel arastirma ve teknolojik yeniliklerle simrl
degildir; siki diizenlemeler, yiiksek maliyetler ve belirsizlikler de bu zorluklara dahildir.
Esdeger ilaglar, bu siiregte 6nemli bir role sahiptir, ¢linkii daha uygun fiyatlarla tedaviye
erisimi saglar ve orijinal ilaclarla aym standartlara sahiptir. lac iiriinleri ve etken maddeler
uretilirken ve sonrasinda yapilan analizler, ge¢miste yasanan ila¢ kaynakli facialarin
tekrarlanmamasi i¢in hayati énem tagir. Bu nedenle, analitik ¢aligsmalarin hassas, dogru,
saglam ve kararli olmasi gerekmektedir. Bu tez kapsaminda da DEVA Holding A.S’de
sentezlenen Lenvatinib ve Lifitegrast ilag etken maddelerinin hem ilgili maddeler hem de
miktar tayini yontemleri, uluslararasi kriterlere uygun olarak, genotoksik ve enantiyomerik
safsizliklar1 g6z oniinde bulundurularak, gelistirilmis ve valide edilmistir.
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tecriibeleriyle her zaman yanimda olan degerli danismanim Prof. Dr. Sibel Aysil Ozkan’a
sayg1 ve tesekkiirlerimi sunarim.

Her zaman yanimda olan, her alanda engin bilgi ve tecriibelerini higbir zaman esirgemeyen ve
destegini hem tezimde hem ¢aligmalarimda hem de yagsamda her zaman hissettigim, degerli es
danigmanim Dog. Dr. Esen Bellur Atici’ya sayg1 ve tesekkiirlerimi sunarim.

Her konuda sabirla, yardimini esirgemeyen ve tezimin bir kisminda biiyiik katkis1 olan ¢calisma
arkadasim, sefim Ozgiir Geng’e tesekkiir ederim. Bilgi ve deneyim birikimiyle yardimina
basvurdugum sefim Nurten Ridvanoglu’na destegi i¢in tesekkiir ederim. DEVA Holdig A.S
API sentez boliimii calisma arkadaslarimdan Ozgiir Kaya’ya, Dr. Oksan Soyer Can’a ve Merve
Canyurt’a sentezleri ile katkilarindan otiirii tesekkiir ederim. Tezim siiresince her tiirlii destegi
saglayan DEVA Holding A.S’ye, 2244 bursiyeri olarak destekleyen TUBITAK a tesekkiir
ederim. Doktora siirecimde yanimda olan DEVA Holding A.S API béliimiinde ¢alisgan miidiir
yardimcilarim, sentez ve analitik birimindeki biitiin calisma arkadaglarima tesekkiir ederim.

2244 projesini haber vererek siirecime vesile olan F. Gézde Aydin’a ayrica tesekkiir ederim.
Benimle ayn1 zamanda doktoraya baslayan ve ayni yolda her zaman destek olan arkadasim
Timur Demirhan’a tesekkiir ederim. 2244 doktora bursiyeri olan diger arkadaslarima da yol
arkadasliklari i¢in tesekkiir ederim. Doktora ve proje siirecim boyunca Ankara’dan yardimima
her zaman yetisen Dr. Ahmet Cetinkaya’ya ve Ogr. Gor. Dr. Goksu Ozgelikay Akyildiz’a
desteklerinden otiirii tesekkiir ederim.

Her zaman yanimda olan, yardiminu, bilgisini, destegini higbir zaman esirgemeyen ¢ok degerli
dostum Ar. Gor.Pinar Kape1’ya tesekkiir ederim.

Destegiyle ve bilgisiyle her zaman yanimda olan degerli arkadasim Kidemli Uzman Damla
Yaldiz’a ve beni hi¢ yalniz birakmayan degerli arkadagim Kimya Miihendisi Zeliha Y1lmaz’a
ve destegini esirgemeyen Berna Bas Yigit’e tesekkiir ederim.

Bugiine gelmemde biiyiik emegi olan sevgi ve desteklerini higbir zaman esirgemeyen aileme
tesekkiir ederim. Hayatimdaki en biiyiik sansim kardesim Av. Sefa Ugur’a ve varligini hicbir
seye degismeyecegim ikinci en biiylik sansim Av. Seyma Cansu Yesil Ugur’a tesekkiir ederim.



AP
BSS
dk
EMEA
FA
FDA
FTIR
ICH
KS
LOD
LOQ

SUT

Rs
RSS
SS
TFA
TDI
TTC
USP
YPSK
XRD

SIMGELER VE KISALTMALAR

Segicilik

Ilag etken maddesi

Bagil standart sapma

Dakika

Avrupa ilag Ajansi

Formik asit

Food and Drug Administration Birlesik Devletler Gida ve ilag Dairesi
Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi
Uluslararas1 Harmonizasyon Toplulugu
Kiitle spektrometri

Tespit sinir

Nicelik sinir1

Egim

Sistem Uygunluk Testi

Regresyon katsayisi

Korelasyon katsayist

Ayrigsma faktori

Artik kareler toplami1

Standart sapma

Trifloroasetik asit

Giinliik alim dozu

Toksikolojik kaygi esigi

United States Pharmacopeia (Amerikan Farmakopesi)
Yiiksek performansl sivi kromatogrami

X-151m1 kirmim yodntemi



SEKILLER

Sekil 1.1. Pik sekli 6rnegi

Sekil 1.2. Validasyon parametreleri

Sekil 1.3. Lenvatinib ilag etken maddesinin molekiil formiilii

Sekil 1.4. S-Lifitegrast ve R-Lifitegrast molekiil formiilii

Sekil.2.1. Kullanilan kimyasallar

Sekil 2.2. Kullanilan cihazlar

Sekil 3.1. Cizelge 3.1. deneme 21 ile analiz edilen safsizlik eklenmis numune kromatogrami
Sekil 3.2. Cizelge 3.1. deneme 23 ile analiz edilen standart (lenva-1) kromatogrami
Sekil 3.3. Cizelge 3.2 deneme 6 ‘da verilen metodun kromatogrami

Sekil 3.4. Cizelge 3.3. deneme 7 kromatogrami

Sekil 3.5. Lifitegrast spesifikasyon limitinde R-Lif eklenmis numune kromatogrami
Sekil 3.6 Deneme 5’te uygun goriilen metodun kromatogrami

Sekil 3.7. Spesifikasyon limitinde safsizlik eklenmis numune kromatogrami

Sekil 3.8. Kalibrasyon egrisi (Lenva-2- 0kso)

Sekil 3.9. Kalibrasyon egrisi (4-amino-3-klorofenol)

Sekil 3.10. Kalibrasyon egrisi (Lenva-1)

Sekil 3.111. Kalibrasyon egrisi (Lenva-2)

Sekil 3.12. Kalibrasyon egrisi (Lenva-dessiklopropil)

Sekil 3.13. Kalibrasyon egrisi (Lenva-dessiklopropilamid)

Sekil 3.14. Kalibrasyon egrisi (Lenva-dimer fire)

Sekil 3.15. Kalibrasyon egrisi (Lenva-karbamoil)

Sekil 3.16. Kalibrasyon egrisi (Lenvatinib)

Sekil 3.17. Kalibrasyon egrisi (Lifitegrast)

Sekil 3.18. Kalibrasyon egrisi (Lifitegrast-A)

Sekil 3.19. Kalibrasyon egrisi (Lifitegrast-B)

Sekil 3.20. Kalibrasyon egrisi (Lifitegrast-C)

Sekil 3.21. Kalibrasyon egrisi (Lifitegrast-D)

Sekil 3.22. Kalibrasyon egrisi (R-Lif)

Sekil 3.23. Kalibrasyon egrisi (Lifitegrast)

13
14
15
18
21
21
48
48
53
57
68
69
73
76
76
77
77
78
78
79
79
89
95
95
96
96
96

103

108

Xi



CIZELGELER

Cizelgel.1. Safsizliklarin siniflandirilmasi 3
Cizelgel.2. ilag etken maddelerinde safsizliklarin degerlendirilmesi 4
Cizelge 1.3. Yapisal degerlendirme sonucu safsizliklarin genotoksik siniflandirilmasi 7
Cizelge 1.4. Genotoksik bir safsizlik i¢in kabul edilebilir giinliik alim dozu 8
Cizelge 1.5. Genotoksik bir safsizliklar i¢in toplam kabul edilebilir giinliik alim dozu 8
Cizelgel.6. Kolon kromatografisinde kullanilan yontemlerin siniflandirilmasi 10
Cizelge 2.1. Lenvatinib ve safsizliklarinin 6zellikleri 22
Cizelge2.2. Lifitegrast ve safsizliklarin 6zellikleri 25
Cizelge 3.1. Lenvatinib ilgili bilesikler optimizasyon denemeleri 49
Cizelge 3.2. Lenvatinib miktar tayini metot denemeleri 54
Cizelge 3.3. Lifitegrast ilgili bilesikler optimizasyon denemeleri 56

Cizelge 3.4. Lifitegrast kiral saflik metot optimizasyonu i¢in Daicel Chiralpak OD-H

(4,6x250)mm 5,0um kolonu denemeleri 59
Cizelge 3.5. Lifitegrast kiral saflik metot optimizasyonu i¢in Daicel Chiralpak IB

(4,6x250)mm 5,0um kolonu denemeleri 61
Cizelge 3.6. Lifitegrast kiral saflik metot optimizasyonu i¢in Daicel Chiralpak IC

(4,6x250)mm 5,0um kolonu denemeleri 63

Cizelge 3.7. Lifitegrast kiral saflik metot optimizasyonu i¢in Daicel Chiralpak AD-H

(4,6x250)mm 5,0um kolonu denemeleri 65
Cizelge 3.8. Lifitegrast miktar tayini metot denemeleri 70
Cizelge 3.9. Numune gradient eliisyon programi 71
Cizelge 3.10. Standart gradient eliisyon programi 71
Cizelge 3.11. Bilinen, bilinmeyen ve genotoksik safsizliklar i¢in limit degerleri 72
Cizelge 3.12. Lenvatinib ilgili bilesikler metodu se¢icilik ve spesifiklik sonuglari 72
Cizelge 3.13. Sistem uygunluk sonuglari 73
Cizelge 3.14. Bagil yanit ve yanit diizeltme faktorii sonuglart 74
Cizelge 3.15. Lenvatinib ilgili bilesikler regresyon analizi sonuglari 75
Cizelge 3.16. Minimum ve maksimum derisimdeki ¢ozeltilerin analizlerinin %BSS degerleri 75
Cizelge 3.17. Tayin alt sinir1 (TAS) ve teshis sinirma (TS) ait sonuglar 80

Xii



Cizelge 3.18. Lenva- okso icin geri kazanim sonuglari

Cizelge 3.19. 4-amino-3-klorofenol igin geri kazanim sonuglari
Cizelge 3.20. Lenva-1 icin geri kazanim sonuglari

Cizelge 3.21. Lenva-2 icin geri kazanim sonuglari

Cizelge 3.22. Lenva-dessiklopropil igin geri kazanim sonuglart
Cizelge 3.23. Lenva-dessiklopropilamid i¢in geri kazanim sonuglari
Cizelge 3.24. Lenva-dimer fire i¢in geri kazanim sonuglari
Cizelge 3.25. Lenva-karbamoil i¢in geri kazanim sonuglari
Cizelge 3.26. Lenva dimer iire i¢in kesinlik sonuglari

Cizelge 3.27.Saglamlik parametresi sistem uygunluk sonuglari
Cizelge 3.28.Saglamlik parametresi sonuglari

Cizelge 3.29. Standardin kararlilik sonuglar1

Cizelge 3.30. Numunenin kararlilik sonuglar

Cizelge 3.31. Gradient eliisyon programi

Cizelge 3.32. Lenvatinib miktar tayini metodu segicilik sonuglari
Cizelge 3.33. Sistem uygunluk sonuglar1

Cizelge 3.34. Lenvatinib miktar tayini regresyon analizi sonuglari
Cizelge 3.35. Lenvatinib i¢in geri kazanim sonuglari

Cizelge 3.36. Lenvatinib i¢in kesinlik sonuglart

Cizelge 3.37.Saglamlik parametresi sistem uygunluk sonuglari

Cizelge 3.38. Numunenin kararlilik sonuglari

Cizelge 3.39. Gradient eliisyon programi

Cizelge 3.40. Bilinen, bilinmeyen ve genotoksik safsizliklar i¢in limit degerleri

Cizelge 3.41. Lifitegrast ilgili bilesikler metodu se¢icilik ve spesifiklik sonuglari

Cizelge 3.42. Sistem uygunluk sonuglar1
Cizelge 3.43. Bagil yanit ve yanit diizeltme faktdrii sonuglart

Cizelge 3.44. Lifitegrast ilgili bilesikler regresyon analizi sonuglari

Cizelge 3.45. Minimum ve maksimum derigsimdeki ¢ozeltilerin analizlerinin %BSS degerleri

Cizelge 3.46. Tayin alt sinir1 (TAS) ve teshis sinirina (TS) ait sonuglar

Cizelge 3.47. Lifitegrast-A i¢in geri kazanim sonuglari

80

80

81

81

81

81

81

81
82
83
84

85

86

87

87

88

88

89

90

90

91

92

92

93

93

94

94

97
97

xiii



Cizelge 3.48. Lifitegrast-B icin geri kazanim sonuglar1
Cizelge 3.49. Lifitegrast-C i¢in geri kazanim sonuglar1

Cizelge 3.50. Lifitegrast-D i¢in geri kazanim sonuglari
Cizelge 3.51. Lif- safsizlik A igin kesinlik sonuglari

Cizelge 3.52.Saglamlik parametresi sistem uygunluk sonuglari
Cizelge 3.53.Saglamlik parametresi sistem uygunluk sonuglari

Cizelge 3.54. Standardin kararlilik sonuglari

Cizelge 3.55. Standardin kararlilik sonuglari

Cizelge 3.56. Lifitegrast enantiyomerik saflik tayini metodu secicilik sonuglari

Cizelge 3.57. Sistem uygunluk sonuglar1

Cizelge 3.58. R-Lif miktar tayini regresyon analizi sonuglari
Cizelge 3.59. R-Lif i¢in geri kazanim sonuglari

Cizelge 3.60. Lenvatinib icin kesinlik sonuglar1

Cizelge 3.61.Saglamlik parametresi sistem uygunluk sonuglari
Cizelge 3.62. Kararlilik sonuglari

Cizelge 3.63. Lifitegrast miktar tayini metodu secicilik sonuglari
Cizelge 3.64. Sistem uygunluk sonuglari

Cizelge 3.65. Lifitegrast miktar tayini regresyon analizi sonuglari
Cizelge 3.66. Lifitegrast i¢in geri kazanim sonuglar1

Cizelge 3.67. Lifitegrast i¢cin kesinlik sonuglari

Cizelge 3.68.Saglamlik parametresi sistem uygunluk sonuglart

Cizelge 3.69. Numunenin kararlilik sonuglari

98

98

98
99
99

100

100

101

102

102

103

104

104

105

105

106

107

107

108

109

110

110

Xiv



1. GIRiS
1.1. Giris ve Amag

Tarihinin en eski zamanlarindan bu yana insanlar tedavi amacl yontemler bulmak i¢in
cesitli caligmalar gergeklestirmiglerdir. Diinyanin bilinen en eski tedavi regetelerine
Mezopotamya’da rastlanmustir. Ilerleyen dénemde Yunan, Misir, Arap, Hint ve Roma
medeniyetlerinde kiiltlirel etkilesimler ile farmasdtik biliminin gelisimi devam etmistir.
(Higby ve Urick, 2020) Sanayi devriminden sonra ancak 20. Yiizyila gelindiginde farmasotik

endistrisinden s6z edilebilmistir.

Sanayi devrimini takiben bilim insanlari canlilarda olugan ya da genetik olarak
aktarilan farkl hastaliklarin iyilestirilmesi, yavaslatilmasi ya da daha olugsmadan engellenmesi
icin atalarmin bitkilerden elde ettikleri ilaglar1 kimyasallar1 kullanarak daha yiiksek miktarda
yarar saglanabilir hale getirmek icin calismalar yapmistir. Elde ettikleri farkli molekiillerle

daha oncesinde tedavisi miimkiin olmayan bir¢cok hastaligin tedavisini miimkiin kilmislardir.

Kimyasal 6zellikleri, {iretim siirecleri, safsizlik analizleri, kontrol analizleri ile biitiin
ozellikleri belirlenen molekiiller, hayvan testleri, klinik ¢alismalar1 ve biyoyararlanimlar
incelenip, kanitlandiktan sonra ilag etken maddesi olarak adlandirilmaktadir. Biitiin
calismalar1 bittikten sonra bu molekiiller, ulusal ve uluslararasi patentler ile koruma altina
alinmaktadir. Patentlenen bu molekiillerin tedavi protokollerinde kullanilmalari ile ilag¢ etken
maddeleri olarak isimlendirilirler. Bu molekiillerin patent siireleri bittiginde patentlere uygun
sekilde veya farkli sentez yollar1 ile elde edilmesi sonucunda elde edilen molekiillere ise
jenerik iiriin ad1 verilmektedir. Jenerik iiriin tanimi ilag etken maddeleri ve formiilasyonlar i¢in
kullanilmaktadir. Jenerik triinler aym kimyasal 6zelliklere sahip olmakla birlikte kimyasal ve
iiretimsel biitiin siiregleri kontrol edilmektedir. Ancak hayvan testleri, klinik ¢aligmalar ya da
biyoyararlanim analizleri aranmamaktadir. Bunun yerine biyoesdegerlik ¢alismasi yapilir ve
bu caligma ile referans iriiniin hayvan testleri, klinik ve biyoyararlanim analizlerinin
karsilastirilmas1 yapilarak, uygun bulunmasi halinde piyasaya g¢ikmasi saglanir. Jenerik
ilaclarin, daha kisa siirede piyasada olmasi ve farkl sirketler tarafindan da iiretilebilmeleri
sebebiyle, piyasada daha fazla {iriin olmasma imkan saglamaktadir. Ulkeler, yeni ilag
calismalarinin yaninda jenerik ila¢ etken maddelerinin ve ilaglarinin {iretimlerine de yatirim

yaptiklarinda, yerli sermayenin kullanilmasi ile diga bagimliligi azalttiklarindan, iilke



ekonomisine de biiyiik katki saglamaktadirlar. Tekrarlanmayan biyolojik ¢aligsmalarin maliyeti
diisiirmesi, yerli sermaye kullanilarak iiretilen maddelerin disa bagimlilig1 azaltmast

ile iilke ekonomisine katkisi ve hastalarin ilaglara erisimini kolaylastirdigindan, jenerik
ilaglarin iiretimi 6nem arz eden bir konudur.( Hakonsen ve Toverud, 2006; Milne ve Cabanilla,
2006)

Saglik alaninda tedavi yontemleri, hastaya maksimum fayda saglarken, hi¢ zarar
vermemesi veya minimum zarar vermesi lizerine kuruludur. Bu ilkeden yola ¢ikarak ilaglarin
etken molekiillerinin saf olmasi ve istenmeyen iiriinlerin belirlenmesi ve giderilmesi,
giderilemeyen ya da raf siirecinde olugabilen iiriinlerin ise ayni ilkeye bagh kalarak giinliik
alim limitlerine gore analiz edilmesi ve raporlamasi insan sagligimin korunmasi agisindan

hayati 6neme sahiptir.

Gilinlimiizde, biitiin diinyada ilaglarin baslangic maddelerinden ticari forma geldigi
stirece ve sonrasina kadar her noktada ICH kurallarina, FDA ve EMEA ve iilkelerin saglik
bakanliklar1 gibi otoritelerce belirlenen kurallara gore analiz edilmesi gerekmektedir
(European Pharmacopeia, 2005; Hakonsen ve Toverud, 2006). Bu analizler analitik kimyanin
gelismeye basladigi ilk zamanlardan bu yana ilag endiistrisine en iyi sekilde uyumlanmasi ve
hatta rutin analizler haline gelebilmesiyle miimkiin olmustur. ila¢ analizlerinde kullanilan bu
yontemler titrimetrik, spektroskopik, elektrokimyasal yontemler olmakla birlikte, kinetik,
elektroforetik metotlar ile gelismis ve farkli ydntemlerin kombinasyonu olabilmektedir. Ilag
analizlerinde dogru, tekrarlanabilir, uygulanmasi kolay, kararli ve giivenilebilir olan
yontemlerden en 6nemlisi kromatografik yontemlerdir. Kromatografik yontemler giiniimiizde
diinya ¢apinda farmasotik endiistrisinde ilag analizleri konusunda bir temel yapitasidir (Fanali

ve ark., 2013; Siddiqui ve ark., 2017).

Bu tez kapsaminda, tekrar eden veya viicuda yayilmis olan radyoaktif iyot tedavisine
direncli diferansiye tiroid kanseri tedavisinde kullanilan Lenvatinib ile T hiicre aktivasyonunu
ardindan sitokin salinimini inhibe ederek kuru goz sendromunda hem semptom giderici hem
de tedavi edici olarak kullanilan Lifitegrast ilag etken maddeleri seg¢ilmistir. Lenvatinib ve
Lifitegrast ila¢ etken maddeleri igin literatiirde bulunan c¢aligmalar az olmakla birlikte biyo-
analitik ¢aligmalar biiylik bir kismmi kapsamaktadir. Lenvatinib ve Lifitegrast ila¢ etken
maddeleri i¢in kromatografik olarak gelistirilen miktar tayini ve ilgili bilesikler metotlar1 hem

literatiire hem de endiistriye katki saglamasi amaglanmustir.



1.2. Tla¢ Etken Maddelerinde Safsizhiklar

Ilag etken maddelerinde etken molekiil disinda farkli olarak bulunan her madde ICH’e

gore safsizlik olarak nitelendirilmektedir.

Safsizliklar, sentezin dogasindan kaynaklanabilecegi gibi baslangic maddelerinden ve

{iretim i¢in kullanilan malzemelerden de kaynaklanabilmektedir. ila¢ etken maddelerinin

sentezi sirasinda ve sonrasinda olusabilecek biitlin safsizliklarin haritalanmasi, kontrol

edilecek safsizliklarin belirlenmesi, tanimlanmasi ve tayininin yapilmasi gerekmektedir. Ayni

zamanda olusabilecek safsizliklar i¢cin insan sagligini tehlikeye sokmayacak limitlerin

belirlenmesi ve bu limitlerle kontrol edilmesi 6nem arz etmektedir. Olusabilecek safsizliklar

Cizelge 1.1°de belirtildigi gibi kategorilere ayrilmistir. Safsizliklar igin uygulanacak limitler
ise Cizelge 1.2 ‘de verilmistir (ICH Q3A (R2), 2006; ICH Q3B(R2), 2006):

Cizelgel.1. Safsizliklarin siniflandirilmasi

Safsizlik Tipi Ornek Kaynak
Baglangi¢ maddeleri
Ara triinler Sentez proses sirasinda olusabilir.
Reaktifler
. Bozunma tirlinleri hem ilag etken
Organik

Bozunma tiiriinleri

Yardimci madde
safsizliklari

maddesinden hem de son iiriinden
kaynakl1 olabilir.
Yardimc1 maddeden kaynakli safsizliklar
meydana gelebilir.

Reaktifler
Katalizorler
Kalint1 metaller
Inorganik tuzlar

Sentetik proses sirasinda kullanilan
ekipmanlardan, filtre gibi proses

Inorganik Filtreye yardimet yardimcilarindan kaynaklanabilir.
maddeler
Yardimc1 madde Yardimci maddeden kaynakli safsizliklar
safsizliklar meydana gelebilir.
Céziiciiler Reaksiyon ¢oziiciileri  Ilag sentezi ve iiretimi sirasinda kullanilan
izolasyon coziiciileri ¢oziiciilerden kalint1 olarak bulunabilir.
Yapssal Polimorfik formlar Ilag etken maddesi sentezi sirasinda
P Enantiyomerik formlar olusabilir.
Baslangi¢c maddeleri
Ara {irlinler Sentez proses sirasinda olusabilir.
Reaktifler
Genotoksik Bozunma iiriinleri hem ilag etken

Bozunma triinleri

Yardimci madde
safsizliklari

maddesinden hem de son iirtinden
kaynakl1 olabilir.
Yardimc1 maddeden kaynakli safsizliklar
meydana gelebilir.



Cizelgel.2. ilag etken maddelerinde safsizliklarin degerlendirilmesi

Raporlama Limitleri

Maksimum giinliik doz Limit

<lg % 0,1

>1g % 0,05
Tammlama Limitleri

Maksimum giinliik doz Limit

<lmg %1,0 ya da 5 pg TDI, hangisi daha diisiikse
1 mg- 10 mg %0,5 ya da 20 pg TDI, hangisi daha diisiikse
>10mg-2g % 0,2 ya da 2 mg TDI, hangisi daha diisiikse
>29 % 0,10
Hesaplama Limitleri
Maksimum giinliik doz Limit

<10 mg
10 mg- 100 mg
>100mg-2g
>249

% 1,0 ya da 50 pg TDI, hangisi daha diisiikse
% 0,5 ya da 200 pg TDI, hangisi daha diisiikse
% 0,2 ya da 3 mg TDI, hangisi daha diisiikse
% 0,15

1.2.1 Organik Safsizliklar

Sentez sirasinda reaksiyon ortaminda kalan ve reaksiyona girmeden kalan baslangi¢
maddeleri, saf olmayan baslangic maddelerinden gelen organik safsizliklar, kullanilan
¢oziiclilerin reaksiyona girmesiyle olusabilecek yan {iriinler, reaksiyon sirasinda olusabilecek
yan {irlinler, sentez ara {irlinlerinin ortamda kalmasi, olusan tiriinlerin sentez ortaminda kararli
kalamamalarindan kaynakli bozunma {irlinleri, saklanma kosullar1 altinda olusabilecek
bozunma iriinleri organik safsizliklar olarak incelenmektedir. Tanmimlanmis veya

tanimlanamayan, ugucu olan veya olmayan organik safsizliklar kisaca asagidaki bagliklarda
ifade edilebilir:

. Baslangic maddeleri

. Yan iiriinler

. Ara iirlinler

o Bozunma firiinleri

o Reaktifler, ligandlar ve katalizorler

Bu safsizliklar sivi, gaz kromatografisi, kiitle spektrometresi, indiiktif eslesmis plazma

spektroskopisi gibi tekniklerle tayin edilebilir.



1.2.2 1Inorganik Safsizhiklar

Inorganik safsizliklar ¢ogunlukla sentez/ iiretim siirecinden kaynaklanmaktadir.
Sentez sirasinda kullanilan katalizorler, metal iceren ligandlar sentez agsamalarinda karsilasilan
inorganik safsizliklara 6rnek olarak verilebilir. Bundan farkli olarak {iriinlerin eldesi sirasinda
kullanilan metal reaktorler gibi iiretim ekipmanlar da safsizliklara sebep olabilmektedir.
Istenmeyen bu gibi durumlar uygun iiretim ekipmanlari ve iiretim elemanlar1 ile

giderilmektedir. Bilinen ve tamimlanan safsizliklar olarak incelenen bu safsizliklar sunlarn

icermektedir:

. Reaktifler, ligandlar ve katalizorler

o Agir metaller veya diger artik metaller

o Inorganik tuzlar

o Diger malzemeler (6rn. filtre yardimecilari, aktif karbon)

1.2.3 Enantiyomerik Safsizhiklar

Enantiyomerler, kiral merkeze sahip bir bilesigin ayna goriintiisiiniin kendi goriintiisii
ile cakismamasi yoluyla belirlenen R ve S formuna sahip molekiillerdir. Enantiyomerlerden
birinin terdpatik etkisi varken diger enantiyomerin tam tersi canli dokulara zararli etkileri
olabilmektedir. Bu sebeple etken formlarin enantiyomerlerinden ayrilmasi gerekmektedir.
Literatiirde ¢arpici ornekleri bulunan kiral ilag etken maddelerinin ve iiriinlerinin saf olmasi
hayati 6nem arz etmektedir. Talidomit vakast bu durumun 6neminin anlasilmasi bakimindan
iyi bir 6rnektedir. Talidomit’in R formu gebeler icin sabahlar1 karsilagilan mide bulantisini
onleme Gzelligine sahipken, S formu teratojenik etkisi sebebi ile diinyada 10000°den fazla
bebegi etkileyen dogum kusuru krizine sebep olmustur (Vargesson, 2015). Bu olaydan sonra

kiral ilag hammaddelerinin incelenmesinin 6nemi fark edilmistir.

Enantiyomerik safsizliklar ve rasemik karisimlar mercek altina alinip limitler
belirlenmis ve uluslararasi otoritelerce degerlendirilmesi zorunlu kilinmistir. Etkin formun
disindaki kiral molekiiller, enantiyomerik safsizlik olarak isimlendirilmekte, biitiin analizleri
yapilmakta ve zararli olsun olmasin diger safsizliklar gibi degerlendirilmektedir (ICH

Q6A,2000)



1.2.4 Genotoksik Safsizliklar

Genotoksik safsizliklar, gen mutasyonlarina, kromozom kirilmalarina sebep olarak
veya yeniden diizenlenmelerine engel olarak, hiicresel genetik materyal lizerinde zararli etkiye

sebep olan safsizliklardir.

[lag hammadesi veya iiriiniinde, sentez siirecinde veya sonrasinda bozunma ile olusan
kimyasallar, dogrudan DNA ile etkilesime girerek (6rn. alkilleme ajanlar1) veya dolayl1 olarak
DNA dis1 hedeflere etki ederek (6rn. mitotik ig zehirleri, topoizomeraz inhibitérleri vb.) DNA
hasarina neden olabilir. Reaktif oksijen tiirleri, DNA igerisindeki bazlarin (6rn. adenin, timin,
guanin) oksitlenmesine sebep olarak mutasyona sebep olmaktadir. Alkilleme ve arilleme
ajanlariin DNA’da yer alan bazlara geri doniislimsiiz olarak baglanmasi, DNA’nin dogru bir
sekilde kopyalanmasi ve replikasyonunu onleyerek direkt ya da dolayli olarak mutasyon

olusturabilmektedir. (World Health Organization, 2020)

Ilag maddelerinin igerisinde %0,05 iizerinde olan safsizliklarin tanimlanmasi %0, 1
tizerinde olan safsizliklarin ise hem tanimlanmasi hem kontrol edilmesi gerekmektedir (ICH
Q3A (R2), 2006; ICH Q3B (R2), 2006; ICH M7 (R1), 2007). Kilavuzlara gére, tanimlama
limitinin altindaki veya ona esit seviyelerde safsizliklarin tanimlanmasinin gerekli olmamasina
ragmen, tanimlama limitinden yiiksek olmayan seviyede ancak toksik ve farmakolojik etkiler
iiretebilecek, timdr hiicresini iki katina ¢ikarma hiz1 yiiksek potansiyel safsizliklar i¢in analitik
prosediirlerin  gelistirilmesi gerektigini belirtmektedir. ICH kilavuzlar, safsizliklarin
potansiyel genotoksisitesi hakkinda daha dogru bilgi saglamak icin; reaktifleri, ara iiriinleri,
baslangic malzemelerini ve kolayca tahmin edilen yan maddeleri belirlemek amaciyla
kimyasal reaksiyonlar ve kosullarla birlikte sentetik yolun kapsamli bir sekilde
degerlendirmesinin yapilmasin1 6nermektedir. TTC ile kontrol edilebilecek tiim potansiyel
safsizliklar teorik olarak tanimlanip listelendikten sonra, genotoksisiteye iliskin ilk
degerlendirme, bilimsel bir uzman tarafindan (QSAR) ve bilgi taban1 uzman sistemleri gibi
bilgisayar araglar1 kullanilarak gerceklestirilir. Bir dizi ara trliin ve reaktif siklikla
genotoksisite veya karsinojenisite analizlerinde test edildiginden kapsamli bir literatiir ve
dahili arsiv (varsa) arasgtirmasinin da tamamlanmasi gerekir. Giivenilir deneysel verilerin
yazilimlar tarafindan verilen tahminleri gegersiz kildigimi séylemeye gerek yok. Bir API' de
mevcut olabilecek potansiyel genotoksik safsizliklar Cizelge 1.3 deki gibi bes sinifa ayrilir
ve burada amag, yiiksek risk olusturan ve ¢ok diisiilk konsantrasyonlarla sinirlandirilmasi

gereken safsizliklar agikga tanimlamaktir.



Cizelge 1.3. Yapisal degerlendirme sonucu safsizliklarin genotoksik siniflandirilmasi

Smif Aciklama Kontrol yontemi
- I L Bilesige 6zgii kabul edilebilir limitte veya
1 Bilinen mutajenik karsinojenler altinda kontrol edilir
Kanserojen potansiyeli bilinmeyen
mutajen oldugu bilinen yap1 (bakteriyel TTC’ye gore kabul edilebilir limitlerde veya
mutajenite pozitif, kemirgen karsinojenite  altinda kontrol edilir
verileri yok)
TTC’ye gore kabul edilebilir limitlerde veya
Ilag maddesinin yapisiyla ilgisi olmayan altinda kontrol. Bakteriyel mutajenite analizi
3 uyarici yapt; yapilir; Mutajenik degilse = Sinif 5,
mutajenite verisi olmayan yapi Mutajenikse = Smif 2’ye gore
degerlendirilir.
Uyarici yapt, test edilmis ve mutajenik
4 olmayan ilag maddesinde veya ilag Mutajenik olmayan safsizlik olarak

maddesiyle ilgili bilesiklerde (6rn. proses degerlendirilir
ara maddeleri) ayn1 uyar1 gecerli
Mutajenik veya kanserojenlik olmadigini

5 gosterecek yeterli veri igeren yapisal uyari
veya uyari yapisi olmayan maddeler

Mutajenik olmayan safsizlik olarak
degerlendirilir

DNA reaktif genotoksinlerin, genetik hasar1 tetikleme mekanizmasinin
degerlendirilebilmesi tek bir modelle miimkiin degildir. Bu sebeple dogrusal esiksiz model
(LNT) (Zakir, 1997; Teasdale, 2009) olarak adlandirilan bir model takip edilir ve kanser
olusum mekanizmasi icin bir esik deger olmadig1 varsayilmaktadir. Ote yandan, DNA ile
dogrudan etkilesime girmeyen molekiillerin, genetik hasar olusumunu tetiklemesi igin bir limit
konsantrasyonunun varligi genel olarak kabul edilmektedir (Giordani ve ark., 2011). Limitler
veya izin verilen giinliikk dozlar (PDE,), hayvan ¢aligsmalarinda elde edilen gézlenmeyen etki
seviyesi (NOEL) verilerinin yiiksek hassasiyetli doniistiirme faktorleri kullanilarak insan
kullanimi i¢in limitlerin belirlenmesi ile hesaplanir. Bu hesap sonucu elde edilen veriler i¢in
toksikolojik kaygi esigi (TTC) kavrami gelistirilmistir. Limitle ilgili bir etki mekanizmasina
dair yeterli kanita sahip olmayan genotoksik safsizliklara uygulanmasi gerektigini
onerilmektedir. (ICH M7(R2), 2023). Toksikolojik Kaygi Esigi (TTC) kavrami, ihmal
edilebilir kanserojenlik veya diger toksik etkiler riski tasiyan, incelenmemis herhangi bir
kimyasalin kabul edilebilir alimimi tanimlamak igin gelistirilmistir. Ortalama toksik etki
(TD*) veren dozdan 10%da 1'lik bir gériilme olasiligina kadar dogrusal bir ekstrapolasyon
igerir. En hassas tiirler ve en hassas tiimor indiiksiyon bolgesi igin TD® verileri kullamlir.
Belirlenen referans degerler, yapisinda ICH M7(R2) kilavuzunda bulunan ya da klinik
caligmalar sonucu mutajenik etki verebilecek molekiiller icin TTC 0,15 pg/giin olarak

belirlenmistir ve Cizelge 1.4 verileri uygulanmaktadir.



Cizelge 1.4. Genotoksik bir safsizlik i¢in kabul edilebilir giinliik alim dozu

Tedavi siiresi <lay >1-12ay >1-10yil >10yil- yasam boyu
Giinliik alim miktar1 (pg/giin) 120 20 10 15

[lag maddelerinin sentezi genellikle nihai ilag maddesi elde edilene kadar alkilasyon,
konjugasyon, oksidasyon ve indirgeme adimlarini igerir. Bu adimlarin, genotoksik potansiyele
sahip yalnizca bir degil birden fazla ara iiriin veya yan {iriiniin nihai iirline tasinmasi1 anlamina
gelebilecegi anlagilabilir bir durumdur. Bu nedenle, ila¢ maddeleri ve ilag¢ iiriinlerindeki
genotoksik safsizliklara iligkin herhangi bir risk degerlendirmesinin, cesitli genotoksik
safsizliklarin sinerjistik olarak hareket edip edemeyecegi sorununu ele almasi gerekebilir.
Boyle durumlarda ortamdaki biitiin genotoksik safsizliklar Cizelge 1.5teki miktarlara gore

degerlendirilir.

Cizelge 1.5. Genotoksik bir safsizliklar i¢in toplam kabul edilebilir giinlik alim dozu

Tedavi siiresi <lay >]1-12ay >1-10yil >10yil- yasam boyu
Giinliik alim miktar1 (pg/giin) 120 60 30 5

2018 yilinin ortalarinda ilaglarin pazardan sartan ilag etken maddesini igeren ilaglarin
cekilmesiyle sonuglanan nitrézamin krizi sonrasi nitrézamin olarak isimlerindirilen yapilara
dikkat cekmistir. Bu yapisal gruplarin, TTC' nin altindaki alimlarin bile 6nemli bir yiiksek
kanserojen risk potansiyeline sahip oldugu belirlenmistir. Bu yiiksek potansiyelli mutajenik
kanserojen grubu, aflatoksin benzeri, N-nitroso- ve alkil-azoksi bilesiklerini i¢ermektedir.
Yapilan incelemelerde daha hassas limitlerle kontrol edilmesine karar verilmistir. Bu yapilar
icin de diger safsizliklarda oldugu gibi degerlendirmelerin ve safsizlik profillerinin ¢ikarilmasi

6nemlidir (ICH M7(R2), 2023; Bercu ve ark., (2021).

1.3. Kromatografi

Kromatografi, bilesenlerin farkli fazlarin igerisinde, farkli etkilerle veya
etkilesimlerle, birbirlerinden farkli hizlarla ayrilmasi anlamina gelmektedir. Tswett, kalsiyum
karbonat dolu bir cam kolondan bitkilerden elde ettigi pigment ¢ozeltisini gegirerek klorofil
ve ksantrofili ayristirarak 1906 yilinda kromatografi bilimsel olarak kullanan ilk bilim insan
olarak tarihe ge¢mistir ve kromatografinin baslangici olarak kabul edilmektedir. Sonrasinda
farkli molekiillerin ayrimi1 ve farkli tekniklerin gelistirilmesi ile siire¢ devam etmistir. 1948

yilinda Boldingh ters-faz kromatografisini kesfetmistir. Bu kesif ile baslayan siireg, 1952



yilinda A.J.P Martin ve R.L. M Synge’nin calismalarinda dagilim kromatografisini kesifleri
icin Nobel 6diiliine layik goriilmiislerdir (Fanali ve ark., 2013).

Biitiin kromatografik yontemlerde ayrim yapilmasi planlanan numune gaz, sivi veya
bir siiperkritik akigkan olan hareketli fazda tasinir ve sistemde hareketli faz ile birbirine

karigmayan bir sabit faz i¢inden gegerek ayirima zorlanir.

Kromatografi temelde diizlemsel kromatografi ve kolon kromatografisi olarak ikiye
ayrilir. Diizlemsel kromatografi, sabit fazin bir plaka {izerine veya kagit iizerine tutturularak
hareketli faz yardimiyla kapiler etkisi sayesinde numunelerin birbirinden ayrilmasi esasina
dayanir. Kolon kromatografisinde ise sabit faz ince bir kolona tutturularak hareketli faz ile
orneklerin birinden ayrilmasidir. Hareketli faz ve sabit fazin tiiriine gore gaz, sivi ve
stiperkritik akigkan kromatografisi olarak Cizelge 1.6’daki gibi smiflandirilirlar. Sivi
kromatografisinde molekiiller sistem icerisinde adsorpsiyon, dagilma, molekiil biiyiikliigii ya
da iyonik yiik yogunlugu 6zelliklerindeki farkliliklar sebebiyle birbirlerinde ayrilirlar. (Skoog
ve ark., 2017)



Cizelgel.6. Kolon kromatografisinde kullanilan yontemlerin siniflandirilmasi

Hareketli )
Smiflandirma  Yoéntem F Sabit Faz Ayrim Tiirii
az
S1vi- s1v1 Kati iizerine Karigmayan sivilar
(Dagilma) adsorplanmis siv1 arasinda dagilma
Kat1 ylizeye
) S1v1 ve bagl yiizey
Sivi- kat1 (Bagh faz) baglanmig organik
arasinda dagilma
tiirler
S1vi
) S1vi- katt Sivi .
kromatografi ) Kati Adsorpsiyon
(Adsorpsiyon)
Iyon degisimi . T L
Iyon degistirici regine  Iyon degisimi
Polimer bir katinin
Boyut eleme ) , Dagilma/eleme
gozeneklerindeki sivi
Kat1 yiizeyine Gaz ve sivi
Gaz-sivi
adsorplanmis s1v1 arasinda dagilma
Gaz Kat1 ylizeye
) Gaz ) S1v1 ve bagl yiizey
kromatografi Gaz- kat1 (bagh faz) baglanmig organik
arasinda dagilma
tiirler
Gaz- kat1 Kat1 Adsorpsiyon
Stiperkritik Kat1 yiizeye Stiperkritik akiskan
-Sv1 (siiperkritik)- Stiperkritik )
akiskan baglanmis organik ve bagl yiizey
) kat1 (bagh faz) Stv1
kromatografi tiirler arasinda dagilma

Yiiksek performansh sivi kromatografisi

Sivi kromatografisinin gelisimi sirasmnda bilim insanlarinin tanecik boyutunun
kiigiiltiilmesi sayesinde kolon veriminin artacagini ve ayirimi da iyilestirebileceklerini
kesfetmeleri sonucu daha yiiksek basingta ¢aligilabilen sistemler gelistirilmistir.

Biitiin kromatografik ayirim tekniklerinin igerisinde YPSK en sik kullanilan analiz teknigidir

ve ilag analizlerinin de temel yapitasidir denilebilir.

Yiiksek performansli sivi kromatografisi,

o Amerika Farmakopesinde 1. (2004) ve Avrupa Farmakopesinde (2002) en ¢ok
kullanilan tekniktir.
o Secicilik, dogruluk, kesinlik parametrelerinde istiinliige sahiptir. Ancak sistem

uygunluk parametrelerinin saglanmasi gereklidir.
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° Farkli dedektorler, kolonlar, hareketli fazlar kullanilarak kii¢iik boyutlu molekiillerden
seker gibi bilyiik molekiillere ¢ok fazla {iriiniin analizi miimkiindjir.
o Bu teknikle tek madde analizi yapilabilecegi gibi birgok farkli iirliniin analizi de ayn1

anda gergeklestirilebilir.

YPSK ile karistimlarin hizli bir sekilde ayrilmasi saglanabilmektedir. Gelistirilen
kolonlar 4-10mm ¢apinda ve kullanilan dolgu materyalleri 2-25pum ¢apinda olmakla birlikte
150-300mm uzunlugundadir. Aynm1 zamanda 5000 psi basmci saglayabilen pompalar
gelistirilmigtir (Fanali ve ark., 2013).

YPSK’da kullanilan kolonlar kati ya da kati taneciklerin {izerine ince bir tabaka
halinde s1v1 yogunlugu yiiksek polimerlerin kimyasal olarak baglanmasi ile elde edilen bagh
faz kolonlaridir. Bagli faz kolonlarinda sivi yogunlugu yiiksek polimerler ile birbirine
karismayan bir hareketli faz arasinda ilerleyen molekiillerin ayirimi saglanmaktadir. Bu
ayirimda sivi-sivi ekstraksiyonu seklinde ayirim gerceklestirilir ve temeli dagilma (partisyon)

kromatografisidir. Segilen sabit faz ile hareketli faz arasinda polarite farki bulunmalidir.

Yiiksek performansli sivi kromatografisi hareketli ve sabit fazin polarite farkina gore,

ters faz ve normal faz kromatografisi olarak ikiye ayrilmaktadir.

Yiiksek performansh sivi kromatografisinin cesitleri

o Ters Faz Kromatografisi: Sabit faz apolar hareketli fazin polar oldugu ayirim

teknigidir. Kullanilan sabit fazlar uzun karbon zincirleri igermektedir (Cs ve Ciggibi).

o Bu yontemde kullanilan hareketli fazin polaritesi yiiksek olmalidir ve genellikle su,
metanol veya asetonitril ya da farkli pH degerlerinde hazirlanmis tampon ¢ozeltileri
kullanilmaktadir. Bu teknikle yapilan ayirimda daha polar molekiillerin daha once
apolar olanlarin ise daha sonra ayrilmalar saglanir. Bunun sebebi apolar molekiillerin
kolona daha fazla tutulmalaridir. Polar molekiiller ise hareketli faz ile ilerleyerek daha

erken kolonu terk etmektedirler.

o Normal Faz Kromatografisi: Sabit faz polar hareketli faz apolar oldugunda apolar

molekiiller hareketli fazla daha fazla kismen daha fazla dagildigi i¢in daha once
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kolonu terk ederler ve polar olan molekiiller onlara kiyasla kolonda daha ¢ok
tutulduklar1 i¢in daha geg terk ederler. Kullanilan kolonlar silikaya bagli siyano, diol,
amino gibi daha polar yapilardir. Hareketli faz olarak ise hekzan, heptan gibi daha
apolar yapilar tercih edilir, hareketli fazin polaritesini degistirebilmek i¢in fakli
alkoller ile kombinasyonlar1 gergeklestirilebilir ya da asit ve baz eklenebilmektedir
(Skoog ve ark., 2017)

1.3.1. Kromatografik yontemlerde sistem uygunluk parametreleri

YPSK’da ayirimin gerceklesmesi kinetik ve termodinamik modellerle ve esitliklerle
aciklanmaktadir. Kinetik ayirimin agiklanmasinin baginda ayirim faktoriiniin (Rs) agiklandigi
Purnell esitligi (1) gelmektedir. Burada N tabaka sayisini, k kapasite faktoriinii ve o ise

secicilik faktoriini gostermektedir.

= () () <1>

Burada tabaka sayisi kolon verimliligini gosteren bir parametre olmakla birlikte
asagidaki gibi hesaplanir (2). Burada tr bir molekiiliin alikonma zamanini, w ise bu pikin

genigligini ifade etmektedir. Daha basit bir formiille Rs (3),

_ [tr]?

N =[2] @
__ 2(tri—tgra)

Ry=="—" = 3)

Kapasite faktorii her bir bilesen i¢in ayr1 ayr1 hesaplanmaktadir (4). Hareketli fazin

kolondan ¢iktig1 ve dedektdre ulastigi ilk zamani gosteren ifade to’dir.

k= &=t ()

to

Segicilik faktorii (5) iki pikin birbirlerinden ayrilma derecelerini gosterir ve bagil

alikonma olarak da ifade edilir.
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a = tr2—to (5)

tri—to

Kuyruklanma faktorii pik simetrisi ile ilgili bir degerdir. Kromatografik sistemlerde
elde edilen piklerin Gaussian egrileri olmast beklendiginden piklerin simetrik olmasi
gerekmektedir. Kuyruklanma degeri Sekil 1.2” teki gibi pik yiiksekliginin %5,0’1 kullanilarak
hesaplanir (6).

Pik Yiiksekligi(%10) { } Pik Yiksekligi (%5)

Sekil 1.2. Pik sekli 6rnegi

_avB
T=2 (6)

1.4. Analitik Yontem Validasyon Parametreleri

Analitik yontem validasyonu, analitik olarak gelistirilen prosediirlerin amaglanan
kullanima uygun oldugunu gdsterme siirecidir. Daha spesifik olarak, bir analitik yontemin
validasyonu, gelistirilen yontemin, bir {iriinii tanimlanmig Ozelliklerine gore degerlendiren
dogru test sonuglarini tutarli bir sekilde saglayacagina dair yiiksek derecede glivence saglayan
belgelenmis bir kanit elde etme meselesidir. ilag iiriinleri icin gelistirilen ve Sekil 1.3’te
verilen analitik metotlarin validasyon parametreleri ICH Q2 kilavuzunda detayli bir sekilde
anlatilmistir (ICH Q2(R1), 1995).

Spesifiklik

Y 6ntemin ¢aligilan maddeye 6zgiir olmasim gerektirir. Yontemde, ortamda bulunan bagka
maddelerin ilgili madde veya maddelere girisim yapmadigmin ve birbirlerinden ayr1 olarak

tammmlamasinin  gergeklestirilebileceginin  gosterilmesi gerekmektedir. Bu maddenin
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tanimlanmasini, saflik testlerini ve eger miktar tayini metodu ise ilgilenilen maddenin saflik

miktarinin dogru olarak hesaplandiginin gosterilmesi gerekmektedir.

| Spesifiklik
Dogrusallik ‘ Dogruluk
- Calisma
Kesinlik i
Tasy LU Saglamlik
1nir1
- A
Tespit Cozelti

Sinirt — Kararlihig:

Sekil 1.3. Validasyon parametreleri

Dogruluk

llgilenilen madde ya da maddelerin yapilan analizlerin sonucunda dogru olarak kabul edilen

degere olan yakiligini ifade etmektedir.

Dogrusallik

Belirlenen ¢aligma araligi iginde elde edilen analiz sonuglarinin cihaz yaniti ile dogrusal bir

iligkide oldugunun gostergesidir.

Calisma Araligi

Gelistirilen yontemin gegerli oldugu en diisik ve en yiiksek derisim degerlerinin

belirlenmesini ifade etmektedir.
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Kesinlik

Analitik bir prosediiriin kesinligi, belirlenen kosullar altinda ayn1 homojen numunenin birden
fazla numunesinden elde edilen bir dizi 6l¢iim arasindaki uyumun yakimligint (dagilim

derecesi) ifade eder.

Kesinlik ii¢ diizeyde diisiiniilebilir: tekrarlanabilirlik, ara kesinlik ve tekrar iiretilebilirlik.

o Tekrarlanabilirlik: Aynmi kosullar altinda kisa siire igerisinde tekrar edilen

caligmalarin kesinligini ifade eder.

o Ara Kesinlik: Farkli giinler, farkli analistler, farkli ekipmanlar ve varyasyonlarinin

kesinligi olarak ifade edilir.

o Tekrar iiretilebilirlik: Laboratuvarlar arasindaki kesinligi ifade eder.

Tespit sinirt

Bir analitik prosediiriin tespit limiti, bir numunede tespit edilebilen ancak kesin bir deger

olarak Ol¢iilmesinin gerekmedigi en diisiik analit miktaridir.

Tayin Alt sinur

Bireysel bir analitik prosediiriin kantitasyon limiti, bir numunedeki uygun hassasiyet ve

dogrulukla kantitatif olarak belirlenebildigi en diisiik analit miktaridir.

Saglamhik

Bir analitik prosediiriin  saglamligi, yontem parametrelerindeki kiigik ama kasith
degisikliklerden etkilenmeden kalma kapasitesinin 6l¢iisiidiir ve normal kullanim sirasinda

giivenilirliginin bir gostergesidir.

Cozelti Stabilitesi

Numunenin kullanilan metot igerisinde kararliligini ifade eden parametredir.
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1.5. Tez Kapsaminda Incelenen ila¢ Etken Maddeleri

1.5.1. Lenvatinib

Bilim insanlari, kanser i¢in tedavi yontemlerine her gecen giin yenilerinin eklendigi
giliniimiizde ameliyatla ya da radyo terapi ile tedavi edilemeyen hastalar icin farkli tedavi
yontemleri aragtirmaktadir (Yildizhan ve ark., 2018). Bunlardan en dikkat ¢ekeni molekiiler
hedefli ajanlar, tirozin kinaz inhibitorleri olarak gorev alan kiigiik molekiillerdir (Kannaiyan

ve Mahadevan, 2018)

Tirozin kinazlar (TK), hiicre biyolojisinin regiilasyonunda déniisiimlii fosforilasyon
yoluyla metabolizmayi, hiicre siklusunu, hiicre proliferasyonunu, hiicre 6limiinii, farklilasma
ve onarim gibi pek c¢ok yasamsal faaliyeti kontrol eden sinyal yolaklarina etki eden
enzimlerdir. Bunlarla birlikte patojenik anjiyojenez, lenf anjiyojenezi, timor gelisimi ve
kanser ilerlemesinde de gorev alirlar. Kanser hiicrelerinde artmig fosforilasyon aktivitesini
inhibe ederek hiicre sag kalimini, proliferasyonu ve kanser gelisimiyle iliskili migrasyonu
engellemek icin tirozin kinaz inhibitorii (TKI) ilaglar gelistirilmistir. Yeni nesil olarak
simiflandirilan, TK1 ilaglarin cogu ise gesitli kanser tiplerinin tedavisinde kullanilmak amaciyla
se¢ici olmayan multikinaz (goklu) olarak tasarlanmiglardir (Roskoski, 2019). Coklu kinaz
inhibitorleri, kismen de olsa vaskiiler endetoryal biiyiime faktorii alicist VEGFR'nin TK
aktivitesini inhibe ederek anti-timor aktivitesi gostermektedirler. Yapilan galigmalarda,
VEGFR'ye karst monoklonal antikor, metastatik renal hiicreli karsinom hastalarinda
ilerlemeyen sag kalimi 6nemli 6lgiide uzattig1 gozlenmistir (Kannaiyan ve Mahadevan, 2018;
Gilinaydin A.A., 2020).

Lenvatinib, tekrar eden veya viicuda yayilmis olan ve radyoaktif iyot tedavisine
direngli diferansiye tiroid kanseri tedavisi i¢in 2015 yilinda FDA onay1 almistir. Hedefledigi
tirozin kinazlar ile anjiyojenez islemlerine miidahale ederek tedavi saglamaktadir (Scott, 2015)
Lenvatinib, vaskiiler endetoryal biiylime faktorii (VEGFR) inhibitorii olarak
smiflandirilmasiin yaninda fibroblast bitylime faktorii reseptorlerini ve onkogenlerini de
inhibe ederek tiimor hiicre proliferasyonunu kontrol edebilen bir ¢oklu tirozin kinaz
inhibitériidiir (TKI) (Schlumberger, 2015). Lenvatinib’in FDA tarafindan onaylanmis diger
endikasyonlari, ilerlemis renal hiicreli karsinoma, anrezektabl hepatoseliiler karsinoma ve

endometriyal karsinomadir. (U.S, FDA,2015; Schlumberger ve ark., 2015, Scott, 2015)
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Sekil 1.4. Lenvatinib ila¢ etken maddesinin molekiil formiilii

Lenvatinib, kinolin karboksamit ailesinden olmakla birlikte 4-(3-kloro-4- [(siklopropil
karbamoil) amino] fenoksi)-7-metoksikinolin-6-karboksamit olarak isimlendirilir. Literatiir
incelendiginde, ulusal ¢aligmalar iginde Lenvatinibin tedavi siirecinden sonra bilinen kardiyo
toksisite etkisi lizerine ¢alisilan bir tez bulunmustur (Giinaydin A.A., 2020) Ancak tayin

yontemleri ile ilgili hazirlanan bir teze rastlanmamugtir.

Lenvatinib ila¢ etken maddesi i¢in ilgili maddeler hakkinda uluslararasi literatiir
incelendiginde genellikle miktar tayini ve biyoanalitik ¢aligmalar goriilmektedir.
Farmakokinetik, klinik ve biyoanalitik arastirmalar1 i¢in yapilan ¢alismalarda LC-MS\ MS ile
kan serumunda ve idrar 6rneklerinde Lenvatinib tayini ger¢eklestirilmistir (Dubbelman ve
ark., 2012; Mano ve Kusano, 2015) Farkli anti-kanser ilaglarin LC-MS\ MS kullanilarak kan
plazmasinda ayni anda ayr1 ayri tayin edildigi bir calisma da mevcuttur (Janssen ve ark., 2019).
Biyoanalitik analiz amaciyla gerceklestirilen bir ¢aligmada kan serumu igerisinde Lenvatinib
tayini amaglanmistir. Bu calismada kolon olarak Zodiasil C18 (150 mm X 4,6 mm, Spum)
secilmistir. Geri kazamm %94,758 olarak tespit edilmistir. Yontemin 28-1120 ng/mL (r? =
0,999) konsantrasyon araligi arasinda dogrusal oldugu bulunmustur. Bu yontemle insan
plazmasinda bulunabilecek muhtemel en diisiik ilag diizeyi 28 ng/mL olarak saptanmigtir
(Veni, Ajitha ve Abbulu, 2020) Lenvatinib mesilatin bulk ve dozaj formu i¢inde Lenvatinib
tayini hedeflenen bir ¢alisma HPLC-DAD, Kromasil C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 um) kolonu
ile gergeklestirilmistir. Hareketli faz olarak 0,01 M amonyum asetat (NH4sOAC) ve Metanol
(MeOH) (30:70, h/h) kullanilarak, izokratik eliisyon ile 1,0 mL/dk. akis hizinda 309 nm dalga
boyunda g¢alisilmistir. Analiz siiresi 5,0 dk. olan metot ile Lenvatinib’in alikonma siiresi 3,73
dk. olarak tespit edilmistir. Lenvatinib i¢in dogrusallik 10-125pg/ml araliginda, korelasyon
katsayis1 (r*=0,999) ile kurulmustur. Geri kazanim yiizdesi ise %100,3 ile %100,6 arasindadur.
Lenvatinib i¢in LOD degeri 1,2pug/mL, LOQ degeri 3,8ug/mL bulunmustur (Panigrahy ve
Reddy, 2015). Farkli bozunma sartlar1 ile altinda Lenvatinib Mesilat bulk ve dozaj form
icerisinde Lenvatinib tayini igin yapilan bir metotta ise %0,1’lik sulu ortofosforik asit (o-
HsPO.) ¢ozeltisi ve asetonitril (ACN) (50:50, h/h) karigimi hareketli faz olarak kullanilmigtir.
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UPLC HSS C18 (100 mm % 2,1 mm, 1,8 um) kolonu ile 0,3 mL/dk. izokratik akista 240 nm
dalga boyunda analiz gergeklestirilerek, Lenvatinib i¢in alikonma siiresi 1,24 dk. olarak tespit
edilmistir. Yontem, 0,9996 korelasyon katsayist ile 2,5-15 pg/mL konsantrasyon araliginda
Beer yasasmna uydugu goriilmiistiir. Geri kazanim %99,66—-100,30 olarak belirlenmistir.
Gelistirilen yontemin dogru, kesin, spesifik, dogrusal ve saglam oldugu bulunmus. ilacin
asidik, bazik, peroksit, notr, fotolitik ve termal kosullar gibi ¢esitli stres kosullarina maruz
birakilmasiyla zorunlu bozunma g¢alismalar1 yapilmistir. Miktar tayini ile degerlendirilen net
bozunmanin limit i¢inde oldugu tespit edilmistir (Bandla ve Ganapaty, 2018). Ayni analiz i¢in
gergeklestirilen bagka bir UPLC c¢aligmasinda ise hareketli faz olarak %0,1’lik 0-H3PO4
¢ozeltisi ve ACN (60:40, h/h) ve Acquity BEH CI18 (50mm x 3,00mm., 1,7um) kolonu
kullanilmig ve 15 dakikalik metot i¢im Lenvatinib’in alikonma siiresi 1,19 olarak saptanmugtir.
Dogrusallik igin korelasyon katsayisi 0,994 ve geri kazanim yiizdesi %100,8 olarak
bulunmustur. Peroksit, fotolitik, asit, alkali ve termal bozunma ¢aligmalar1 da yapilmis ve elde
edilen sonu¢ kabul degerinin altinda olan %1,0 'den az olmustur (Prassana ve ark., 2019).
Lenvatinib’in bulk ve dozaj formu icerisindeki kantitatif tayini i¢in gergeklestirilen bir ¢aligma
icin ODS kolon (250mm x 4,6mm, Sum) ve 0,01 M NH4OAc ve ACN (90:10, h/h) ile 367 nm
dalga boyu segilmistir. Lenvatinib i¢in alikonma siiresi 1,15 dk. olarak tespit edilen bu
metodun dogrusallik ¢alismasi sonucu korelasyon katsayist 0,9998 olarak bulunmustur (Kanth
M ve Kamal B, 2019). Lenvatinibin siilfamerazin ve salisilik asit birlesik tuzlarinin
sentezlenmesine ve kristal yapilarinin incelenmesine odaklanilan bir bagka makalede ise
Lenvatinib tayini i¢in ters faz kromatografisi Shiseido CAPCELL PAK CI18 (250 mm X 4.6
mm) kolonu ve asetonitril ve su karigimi (60:40, h/h) kullanilarak 1.0 mL/dk’da kolon sicakligi
35°C’de 10 dakikalik bir metotta kullanilmistir (Hong ve ark., 2021). Lenvatinib stres testi
sonucunda olusan safsizliklarin tamimlanmasi i¢in UPLC/KS metodu kullanilan bir yayinda
40°C’de, 10 mM amonyum asetat igerisinde %0,1 formik asit hareketli faz A ve metanol
igerisinde %0,1 formik asit: asetonitril karigimi (80:20, h/h) hareketli faz B olarak belirlenmis.
0.3 mL/dk akis hizinda 18 dakikada 246 nm’de analiz edilmistir. Validasyonu yapilan bu
metotta ¢alisma araligit 80-120 ug/mL (80-120%) olarak belirlenmistir ve metot kabul
kriterlerini saglamaktadir. Stres testi olarak hidroliz, sicaklik ve giin 15181 ile UV 151k altinda
olusan safsizliklarin kiitleleri {izerinden karakterizasyonlar1 gergeklestirilmistir (Debasish ve
ark., 2023)
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1.5.2. Lifitegrast

Lifitegrast, hiicreler aras1 adezyon molekiili ve fonksiyonel lenfosit antijeni
arasindaki etkilesimi bloke eden, T hiicre adezyonunu, gdciinii, aktivasyonunu ardindan
sitokin salimimini inhibe eden ve bdylece T hiicre araciligiyla gelisen inflamasyonu azaltan
2016 yilinda FDA onay1 almis, %5,0 oftalmik ¢dzelti halinde uygulanan kii¢iik molekiilli bir
integrin antagonistidir. Yapilan klinik ¢alismalarda hem kuru goz tedavisinde hem semptom
giderici hem de tedavi edici olmasi ile imit verici oldugu gézlenmistir. Bununla birlikte kuru
g6z sendromuna bagl olarak gelisen kornea iilseri gibi kornea iizerindeki rahatsizliklar

tizerinde iyilesme gozlenmistir (Tauber ve ark., 2015).
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Sekil 1.5. S-Lifitegrast ve R-Lifitegrast molekiil formiili

Kuru g6z sendromu (KGS), gozlerde kuruluk, kasinti, yanma gibi rahatsizlik hissi ve
agr1 ile tespit edilen bir okiiler yiizey iltihab1 hastaligidir. Tedavi edilmeyen ya da ilerlemis
hastalarda gérme bozuklugu ve tedaviye direncli hale gelen bir hastaliktir. KGS’nin patolojisi
tam olarak agiklanmamuistir, ancak T hiicre aracili inflamasyonun hastalikta merkezi rol
oynadigmna dair kamtlar mevcuttur. Onerilen mekanizma kisaca, okiiler yiizeyde T
hiicrelerinin olusumu ve bu hiicrelerin konjonktival stromaya alinmasi sonras1 T hiicrelerinin
aktivasyonu sonrasi T hiicreleri iltihapli dokulara tutunmasi ve oto-reaktif T hiicrelerin kornea
epiteli ve konjonktival hiicrelerde hasara neden olmasidir. KGS’deki geleneksel tedavi
yaklagimlari gozyasi takviyeleri, kayganlastirici jeller ve merhemler, besin takviyeleri, topikal
siklosprin (sistemik immiinmodiilator), kortikosteroidler ve punktal tikaglart olarak

siralanabilmektedir (Tauber ve ark., 2015).

Fenilalanin tiirevi olan Lifitegrast, (S)- 2- (2 -( benzofuran- 6- karbonil)- 5, 7- dikloro-1,
2, 3, 4- tetrahidroizokinolin-6- karboksamido)- 3- (3- (metil siilfonil) fenil) propanoik asit
olarak isimlendirilir (U.S. FDA, 2016). Lifitegrast i¢in ilgili maddeler, kiral ayirim igin
calisma bulunamamistir. Bir adet etken ve dozaj form igerisinde Lifitegrast i¢cin miktar tayini

calismast mevcuttur. Bu c¢alismada MeOH: ACN: Su 20:60:20 (h/h) (pH:2,3, 0-H3PO4
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kullanilarak ayarlanmistir) hareketli faz olarak kullanilmis ve pik sekli i¢in %0,1 trietilamin
hareketli faza eklenmistir. WATERS Sunfire C18 kolonu (4,6 mm % 250 mm, 5 um) 0,8 mL/dk
izokratik eliisyon ile 260 nm’de analiz gerceklestirilmistir. Bu calismada UV-
spektrofotometresi ile de analiz gergeklestirilmistir. Dogrusallik, UV yénteminde (r=0,9995)
0,5-30,0 ug/mL, HPLC yonteminde (r?=0,999) 2,0-12,0 ug/mL konsantrasyon aralifinda
bulunmustur. UV yontemi ile LOD ve LOQ sirasiyla 0,77 pg/mL ve 2,33 pg/mL olarak
bulundu. HPLC ydntemi ile LOD ve LOQ sirasiyla 0,50 pg/mL ve 1,52 pg/mL olarak bulundu
(Pannu, Bhatia ve Kumar, 2022) Lifitegrastin sentez ¢aligmasini iyilestirmek iizerine yapilan
baska bir ¢aligmada ise Lifitegrast sentezi sirasinda karsilagilan rasemik karigimdan kurtulmak
lizere sentez yollar1 aragtirllmistir. Bu ¢aligma siiresince R-lifitegrastin artmasinin sebebinin
oligomer olusumu oldugu tespit edilmis ve istenmeyen bu safsizligi degil de bu safsizligi
olusturan ve baglangi¢c maddesi olarak kullanilan amino asit {izerinden tayin etmek i¢in YMC
Triart C18 (250x 4,6cm) 3pum kolon kullanilmistir. Burada hareketli faz olarak 0-H3PO4
¢ozeltisi (1:1000, h/h) ve asetonitril kullanilmistir. Yapilan denemelerde lifitegrast etken form
ve amino asit safsizligi ile izlenen diger safsizliklar degerlendirilmistir (Madarabonia ve ark.,
2023).
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Kullanilan Kimyasallar ve Standartlar

Kimyasal Marka
n-Hekzan, 2-propanol, o-Fosforik asit (%85) , Asetik asit, Formik asit,
Trifloroasetik asit ,Sodyum hidroksit, Potasyum hidroksit, Potasyum Merck
dihidrojen fosfat, Etanol, Dipotasyum hidrojen fosfat

Hidroklorik asit, asetonitril, metanol J.T Baker

N, N-Dimetilformam it Scharlau

Dimetil siilfoksit, tetrahidrofuran SRL
Trifloroasetik asit Riedel de Haen

Sekil 2.1. Kullanilan kimyasallar

2.2. Kullanilan Cihazlar

Sekil 2.2. Kullanilan cihazlar

. N N N
pH-metre Manyetik kanstirici . ) Saf sucihazi
(Mettler (Heidolph MR 3001 || YPSK(ShimadzuLC-2030C (Miili Q.
Plus) .
Toledo) K) Millipone)
“, o \- -} \ j . v,
r ~ ™ '/' ‘\‘ 'd N —
Hassas KF Ultrasonik
terazi (Mettler ) banyo (Elma- 3
(Sartorius Toledo YPSK-KS (Waters) transsonic KGl Firini
ME 2355) V30) digital)
\, J . AN
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2.3. Kullanilan Diger Gerecler

Tez caligmasi sirasinda ¢esitli hacimli pipetler, farkli hacimlerde balon jojeler, cam

beherler ve saklama siseleri, vialler, meziirler HPLC, pipet puarlar1 ve pastor pipetler ihtiyag

halinde kullanilmistir.

Yapilan denemelerde (4,6x250) mm 5,0um 6zelliklerinde Water Symmetry C18, Agilent
Zorbax C8, Thermo Scientific Hypersil BDS C18, Troyasil C8, Chiralpak AD-H, Chiralpak
OD-H, Chiralpak IB, Chiralpak IC kolonlart ve (4,6x150)mm 3,5 um Water Symmetry C18

kolonlar1 kullanilmastir.

2.4 Kullanilan Standartlar

Cizelge2.1. Lenvatinib ve safsizliklarinin 6zellikleri

Lenvatinib Lenva-1
Saflik, % 98,3 99,6
Kaynak DEVA DEVA
4-(3-kloro-4-(3- . -
1-(2-kloro-4-hidroksifenil)-3-
IUPAC Ada siklopropiliireido) fenoksi)-7- (2-kloro-4-hidroksifenil)-3

metoksikinolin-6-karboksamid

siklopropiliire

Kapal Formuiilii

C21H15CIN4O,

C10H11CIN2O;

Molekdl Agirhig: 426,11 g/mol 226,05 g/mol
(g9/mol)
0 Ng Cl OH
2
Molekiil yapisi o} o} Cly A N )J\ N
C[N)LNA H H
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Cizelge 2.1 Devam

Lenva-2-okso

4-amino-3-klorofenol

Saflik, % 98,0 79,3
Kaynak DEVA DEVA

7-metoksi-4-okso-1,4- 4-amino-3-klorofenol hidrokloriir
IUPAC Adr dihidrokinolin-6-karboksamid
Kapall Formiilii C11H10N203 C5H6C|NO
Molekill Agirhg: 218,07 g/mol 180,03 g/mol
(g/mol)
Molekiil yapisi

yap Hsz HO cl
o) o)

Lenva-2 Lenva-dessiklopropil
Saflik, % 99,6 94,0
Kaynak DEVA BEVA

- 4-(3-kloro-4-iireidofenoksi)-7-

4-kloro-7-metoksikinolin-6-

IUPAC Ad1 metoksikinolin- 6- karboksamid

karboksamid

Kapah Formiilii

C11HoCIN:0;

C18H15CIN4O4

Molekiil Agirhig 236,65 g/mol 386,79 g/mol
(g/mol)
_0 N
/O N\ HZij
Molekiil yapisi HoN _— 0 O\C[Cl o
O Cl HJ\NHZ
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Cizelge 2.1 Devam

Lenva-dessiklopropilamit

Lenva-dimer iire

Saflik, % 97,0 90,2
Kaynak DEVA DEVA

i o - 4,4'-(((karbonilbis(azanedil)) bis (3-
IUPAC Adi 4-(4-amino-3-Klorofenoksi)-7- .\ 0" 1 tenilen))bis(oksi))bis(7-

metoksikinolin- 6- karboksamid

metoksikinolin-6-karboksamid)

Kapah Formiilii Ci13H1sFN20; CasH26C12N6O7
Molekill Agirhg: 343,76 g/mol 712,12 g/mol
(g/mol)
/O N\ o N Os_NH,
. o O. Cl _Cl 0.
Molekiil yapisi 5 o cl \@[N iNjQ/ @
H H
: jNH2
Lenva-karbamoil Lenva-sistem uygunluk
= —— —
Saflik, % 84.0 ./02 .oranlnda lenva-dessiklopropilamit
igerir
Kaynak DEVA DEVA
4-(3-kloro-4-(3-
IUPAC Adi ciklopropiliireido) fenoksi)-N- i

(siklopropilkarbamoil)-7-
metoksikinolin-6-karboksamid

Kapah Formiilii

C25H24CIN5Os

Molekiil Agirhg
olekut Agirhigt 509,94 g/mol
(g9/mol)
_O N
Molekiil yapisi VT
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Cizelge2.2. Lifitegrast ve safsizliklarinin 6zellikleri

S-Lifitegrast

R-Lifitegrast

Saflik, % 97,2 98,7
Kaynak DEVA DEVA

(S)-2-(2-(benzofuran-6-

karbonil)-5,7-dikloro-1,2,3,4- (R)- 2-(2-(benzofuran-6-karbonil)-5,7-
IUPAC Adi tetrahidroizokinolin-6- dikloro-1,2,3,4-tetrahidroizokinolin

karboksamido)-3-(3-
(metilsiilfonil) fenil) propanoik
asit

-6-karboksamido)-3-(3-(metilsiilfonil)
fenil) propanoik asit

Kapah Formiilii C29H»4CI>N>0O+S Co9H24CIoN>0O,S
Molekiil Agirhig: 615,48 615,48
(g9/mol)
(o]
L2 c o (Ej\s\
cl o N B on0
QQ(N Cl " °© ° ¢
o o
Lif-safsizhk-A Lif-safsizhik-B
Saflik, % 89,3 89,9
Kaynak DEVA DEVA
(S)-2-((S)-2-(2-(benzofuran-6-
(S)-2-(benzofuran-6- karbonil)-5,7-dikloro-1,2,3,4-
IUPAC Adi karbgkfam|QO)—3—(3— ' tetrahldr0|?olf|nol{n—G-kgrboksamldo)
(metilsiilfonil) fenil) propanoik  -3-(3-(metilsiilfonil) fenil)
asit propanamido)-3-(3-(metilsiilfonil)
fenil) propanoik asit
Kapal Formiil C19H17NO6S Ca39H35CI2N3010S2
Molekiil Agirhig: 387,41 840,74
(g/mol)
S/
c o 0z
(o]
Molekiil yapisi 2 82 %N a Mo
[e] O

0 NI
\ o on
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Cizelge 2.2. Devam

Lif-safsizhk-C Lif-safsizhk-D
Saflik, % 99,8 97,8
Kaynak DEVA DEVA

2-(benzofuran-6-karbonil)-5,7-dikloro-
(S)-2-amino-3-(3-(metilsiilfonil)  1,2,3 4-tetrahidroizokinolin-6-

IUPAC Ad . S
! fenil) propanoik asit hidrokloriir  karboksilik asit
Kapall Formiil CloH14NO4SC| ClgH13C|2NO4
Molekiil Agirhig: 27974 390,22
(9/mol)
HoN Cl O
HCl / on
Molekiil yapisi 0% SOH o] N cl
0,58 ©

2.5.Kullanilan Cozeltiler

2.5.1. Hareketli Faz Cozeltileri

2.5.1.1. Lenvatinib ilgili bilesikler ve miktar tayini metotlarinda kullanilan

hareketli faz cozeltileri

Hareketli Faz A Cozeltisi-1: 1,0 litre 10 mM KH,PO, tamponu KH2PO, tuzu ile, pH degeri
4,5+ 0,05 olacak sekilde %10,0’luk 0-HsPOs ¢ozeltisi ile ayarlanarak hazirlanmugtir.

Hareketli Faz A Cozeltisi-2: 1,0 litre 10 mM KH,PO, tamponu KH2PO, tuzu ile, pH degeri
6,0+ 0,05 olacak sekilde %10,0’luk KOH ¢ozeltisi ile ayarlanarak hazirlanmistir.

Hareketli Faz A Cozeltisi-3: 1,0 litre 10 mM K>;HPO, tamponu K>HPO, tuzu ile, pH degeri
4,5+ 0,05 olacak sekilde %10,0°luk 0-H3sPO. ¢ozeltisi ile ayarlanarak hazirlanmustir.

Hareketli Faz A Cozeltisi-4: 1,0 L hareketli faz sisesi igerisine 1,0 L saf su eklendi ve {izerine

1,0 mL 0-H3PO4 eklenip karistirilarak ¢ozelti hazirlandi.
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Hareketli Faz B: Metot gelistirme denemelerinde %100,0 asetonitril ve %100,0 metanol
kullanildi.

2.5.1.2. Lifitegrast ilgili bilesikler ve miktar tayini metotlarinda kullamilan

hareketli faz ¢ozeltileri

Hareketli Faz A Cozeltisi-1: 1,0 litre 10 mM KH,PO, tamponu KH2PO, tuzu ile, pH degeri
4,5+ 0,05 olacak sekilde %10,0’luk o-HsPOs ¢ozeltisi ile ayarlanarak hazirlanmstir.

Hareketli Faz A Cozeltisi-2: 1,0 litre 10 mM KH,PO, tamponu KH2PO, tuzu ile, pH degeri
4,0+ 0,05 olacak sekilde %10,0°luk o-HsPO4 ¢ozeltisi ile ayarlanarak hazirlanmustir.

Hareketli Faz A Cozeltisi-3: 1,0 litre 10 mM KH,PO,4 tamponu KH2PO, tuzu ile, pH degeri
5,0+ 0,05 olacak sekilde %10,0’luk KOH ¢o6zeltisi ile ayarlanarak hazirlanmistir.

Hareketli Faz A Cozeltisi-4: 1,0 litre 10 mM KH,PO, tamponu KH2PO, tuzu ile, pH degeri
6,0+ 0,05 olacak sekilde %10,0’luk KOH ¢ozeltisi ile ayarlanarak hazirlanmustir.

Hareketli Faz B Cozeltisi-1: Tiim denemelerde asetonitril kullanilmustir.

2.5.1.3. Lifitegrast Enantiyomerik Saflik Metodu i¢in Kullanilan Hareketli Faz

Cozeltileri

Hareketli Faz Cozeltisi-1: 1,0 litre hareketli faz sisesi ig¢erisine 500,0 mL hekzan tizerine
500,0 mL 2-propanol eklenerek iyice karigmasi saglandi tizerine 1,0 mL formik asit eklenerek

tamamen karigtirildi.
Hareketli Faz Cozeltisi-2: 1,0 litre hareketli faz gisesi i¢erisine 500,0 mL hekzan iizerine
500,0 mL 2-propanol eklenerek iyice karigmasi saglandi iizerine 2,0 mL formik asit eklenerek

tamamen karigtirildi.

Hareketli Faz Cozeltisi-3: 1,0 litre hareketli faz gisesi igerisine 500,0 mL hekzan iizerine

500,0 mL 2-propanol eklenerek iyice karigmasi saglandi.
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Hareketli Faz Cozeltisi-4: 1,0 litre hareketli faz sisesi icerisine 600,0 mL hekzan {izerine

400,0 mL 2-propanol eklenerek iyice karismasi saglandi.

Hareketli Faz Cozeltisi-5: 1,0 litre hareketli faz sisesi icerisine 500,0 mL hekzan {izerine

500,0 mL etanol eklenerek iyice karigmasi saglandi.

Hareketli Faz Cozeltisi-6: 1,0 litre hareketli faz sisesi igerisine 500,0 mL hekzan iizerine

500,0 mL metanol eklenerek iyice karigmasi sagland.

Hareketli Faz Cozeltisi-7: 1,0 litre hareketli faz sisesi icerisine 600,0 mL heptan iizerine

400,0 mL 2-propanol eklenerek iyice karismasi saglandi.

Hareketli Faz Cozeltisi-8: 1,0 litre hareketli faz sisesi icerisine 500,0 mL heptan {izerine
500,0 mL 2-propanol eklenerek iyice karismasi saglandi.

2.5.2. Coziiciiler

2.5.2.1. Lenvatinib ilgili bilesikler ve miktar tayini metotlarinda kullanilan

¢oziiciiler

Coziicii-1: 1,0 mL o-fosforik asit (%85,0’1lik) 1,0 L saf suya eklenir ve karigtirlir.

Coziicii-2 (son ¢oziicii): Metanol & Coziicii-1 & N, N dimetilformamit (400:600:1, h/h/h)

Coziicii-3: Metanol & Coziicii-1 (40:60, h/h)

2.5.2.2. Lifitegrast ilgili bilesikler, kiral saflik ve miktar tayini metotlarinda

kullanilan ¢oziiciiler

Biitiin sistemlerde ¢oziicii olarak metanol kullanilmigtir.

2.5.3. Etken madde ve safsizlik ve validasyon cozeltileri
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2.5.3.1. Lenvatinib miktar tayini

Standart c¢ozeltisinin hazirlanmasi: 50,0 mL hacimli balon jojeye 10,0 mg lenvatinib
standardi tartildi, 6nce tizerine 20,0 mL metanol eklendi ve ultrasonik banyoda ¢6ziindii, daha
sonra hacmine ¢6ziicii-1 ile tamamlandi. Hazirlanan ¢6zeltiden 1,0 mL alinarak 20,0 mL’ye

¢oziicii-3 ile derisimi ayarlandi. (Cienvatinib = 0,01 mg/mL).

Stok Numune ¢ozeltisinin hazirlanmasi:50,0 mL hacimli balon jojeye 10,0 mg lenvatinib
numunesi tartildi, 6nce 20,0 mL metanol eklendi ve ultrasonik banyoda ¢6ziindii ve sonra

hacmine ¢oziicii-1 ile tamamlandi.

Numune ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 1,0 mL stok numune ¢ozeltisinden alindi ve 20,0 mL’ye

¢oziicii-3 ile derisimi ayarlandi. (Cienvatinib = 0,01 mg/mL).

2.5.3.1.1. Lenvatinib miktar tayini metot validasyonu dogrusallik cozeltilerinin

hazirlanmasi

Dogrusallik Seviye —1 (%80) Cozeltisi: 50,0 mL hacimli balon jojeye 0,80 mL stok numune

¢ozeltisinden alinarak ¢oziicii-3 ile seyreltilmesi saglandi. (Cienvatinib= 0,008 mg/mL).

Dogrusallik Seviye —2 (%90) Cozeltisi: 50,0 mL hacimli balon jojeye 0,90 mL stok numune

¢ozeltisinden alinarak ¢oziicii-3 ile seyreltilmesi saglandi. (Cienvatinib= 0,009 mg/mL).

Dogrusallik Seviye —3 (%100) Cozeltisi: 50,0 mL hacimli balon jojeye 1,0 mL stok numune

¢ozeltisinden alinarak ¢oziicti-3 ile seyreltilmesi saglandi. (Cpenvatinib= 0,01 mg/mL).

Dogrusallik Seviye —4 (%110) Cozeltisi: 50,0 mL hacimli balon jojeye 1,1 mL stok humune

¢ozeltisinden alinarak ¢oziicii-3 ile seyreltilmesi saglandi. (Cienvatinib= 0,011 mg/mL).

Dogrusallik Seviye -5 (%120) Cozeltisi: 50,0 mL hacimli balon jojeye 1,2 mL stok humune

¢ozeltisinden alarak ¢oziicti-3 ile seyreltilmesi sagland1. (Cienvatiniv= 0,012 mg/mL).
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2.5.3.1.2 Lenvatinib miktar tayini metot validasyonu dogruluk cdézeltilerinin

hazirlanmasi

%80’lik dogruluk c¢ozeltisinin hazirlanmasi: 50,0 mL hacimli balon jojeye 8,0 mg
lenvatinib numunesi tartildi, 6nce 20,0 mL metanol eklendi ve ultrasonik banyoda ¢6ziindii ve
sonra hacmine ¢oziicli-1 ile tamamlandi. Hazirlanan ¢6zeltiden ,0 mL alinarak 20,0 mL’ye

¢oziicii-3 ile derisimi ayarlandi. (Cpenvatinib= 0,008 mg/mL).

%100°liik dogruluk cozeltisinin hazirlanmasi: 50,0 mL hacimli balon jojeye 10,0 mg
lenvatinib numunesi tartildi, 6nce 20,0 mL metanol eklendi ve ultrasonik banyoda ¢oziindii ve
sonra hacmine ¢oziicii-1 ile tamamlandi. Hazirlanan ¢6zeltiden ,0 mL alinarak 20,0 mL’ye

¢oziicii-3 ile derisimi ayarlandi. (Cienvatinib = 0,01 mg/mL).

%120’lik dogruluk ¢oézeltisinin hazirlanmasi: 50,0 mL hacimli balon joje igine 12,0 mg
lenvatinib numunesi tartildi, énce 20,0 mL metanol eklendi ve ultrasonik banyoda ¢6ziindii ve
sonra hacmine ¢oziicti-1 ile tamamlandi. Hazirlanan ¢6zeltiden ,0 mL alinarak 20,0 mL’ye

¢oziicii-3 ile derisimi ayarland1. (Crenvatinib= 0,012 mg/mL).

2.5.3.2. Lenvatinib ilgili bilesikler

Sistem uygunluk ¢ozeltisi: 25,0 mL hacimli balon jojeye 5,0 mg lenvatinib numunesi tartildi,
10,0 mL metanol ve 25,0 uL. DMF eklendi ve ultrasonik banyoda iki dakika ¢6ziindii ve

hacmine ¢6ziicii-1 ile tamamlandi.

Numune c¢ozeltisinin hazirlanmasi: 50,0 mL hacimli balon jojeye 10,0 mg lenvatinib
numunesi tartildi, once tizerine 20,0 mL metanol ve 50,0 uL DMF eklendi ve ultrasonik

banyoda iki dakika ¢6ziindii sonra hacmine ¢oziicii-1 ile tamamlandi.
Lenva-1 Stok Cozeltisinin Hazirlanmasi: 20,0 mL hacimli balon jojeye 7,5 mg Lenva-1
standard: tartildi, metanol ile ¢oziindii ve hacmine tamamlandi. Hazirlanan ¢6zeltinin 1,0

mL’si 25,0 mL’ye ¢6ziicii-2 ile derisimi ayarlandi

Standart ¢ozeltisi: Lenva-1 stok ¢6zeltisinin 1,0 mL’si 50,0 mL’ye ¢oziicii-2 ile derigimi

ayarland (dienva1: 0,3 pg/mL).
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2.5.3.2.1 Lenvatinib ilgili bilesikler spesifiklik parametresinde kullamilan

coziiciiler

Stok Safsizlik Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Lenva-2-okso stok ¢ozeltisi: 5,0 mL hacimli balon joje i¢ine 2,58 mg Lenva-2-0kso, tartildi
metanol ile ¢oziindiiriiliip hacmine tamamlandi. Hazirlanan ¢ozeltinin 0,75 mL’si 25,0 mL’ye

¢oziicii-2 ile derisimi ayarlandi.

4-amino-3-klorofenol stok ¢ozeltisi: 10,0 mL hacimli balon joje igine 5,00 mg 4-amino-3-
klorofenol tartildi metanol ile ¢éziintip hacmine tamamlandi. Hazirlanan ¢ézeltinin 0,25 mL’si

25,0 mL’ye ¢oziicii-2 ile derisimi ayarlandi.

Lenva-2 stok ¢ozeltisi: 10,0 mL hacimli balon joje igerisine 4,16 mg Lenva-2 tartildi metanol
ile ¢6ziintip hacmine tamamlandi. Hazirlanan ¢ozeltinin 0,25 mL’si 25,0 mL’ye ¢oziici-2 ile

derigimi ayarlandi.

Lenva-dessiklopropil stok ¢ozeltisi: 10,0 mL hacimli balon joje igerisine 5,44 mg Lenva-
dessiklopropil tartild1 tizerine 5,0 mL DMF eklenerek ultrasonik banyoda ¢oziinmesi saglandi
ve sonra asetonitril ile hacmine tamamlandi. Hazirlanan ¢ozeltinin 0,75 mL’si 25,0 mL’ye

¢oziicli-2 ile derisimi ayarlandi.

Lenva-dessiklopropilamit stok cozeltisi: 10,0 mL hacimli balon joje icerisine 4,28 mg
Lenva-dessiklopropilamit tartildi metanol ile ¢6ziiniip hacmine tamamlandi. Hazirlanan

¢ozeltinin 0,25 mL’si 25,0 mL’ye ¢6ziicii-2 ile derisimi ayarlandi.

Lenva-dimer-iire stok ¢ozeltisi: 10,0 mL hacimli balon joje i¢ine 5,10 mg Lenva-dimer-iire
tartildi1 6nce tizerine 5,0 mL DMF eklenerek ultrasonik banyoda ¢dziinmesi sagland1 ve sonra
asetonitril ile hacmine tamamlandi. Hazirlanan ¢6zeltinin 0,75 mL’si 25,0 mL’ye ¢6ziicii-2 ile

derisimi ayarlandi.

Lenva-karbamoil stok ¢ozeltisi: 10,0 mL hacimli balon joje igerisine 5,70 mg Lenva-

karbamoil tartildi nce tizerine 5,0 mL DMF eklenerek ultrasonik banyoda ¢dziinmesi saglandi
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ve sonra asetonitril ile hacmine tamamlandi. Hazirlanan ¢6zeltinin 0,75 mL’si 25,0 mL’ye

¢oziicii-2 ile derisimi ayarlandi.

Lenva-1 stok ¢ozeltisi: 10,0 mL hacimli balon jojeye 5,02 mg Lenva-1 standard: tartildi
metanol ile ¢6ziiniip hacmine tamamlandi. Hazirlanan ¢ozeltinin 0,75 mL’si 25,0 mL’ye

¢oziicii-2 ile derisimi ayarlandi.

Lenvatinib stok ¢ozeltisi: 50,0 mL hacimli balon jojeye 10,0 mg lenvatinib numunesi tartildi,
once tizerine 20,0 mL metanol ve 50,0 uL DMF eklenerek ultrasonik banyoda iki dakika
¢oOziindiirildii ve hacmine ¢6ziicii-1 ile tamamlandi. Hazirlanan ¢ozeltinin 1,0 mL’si 20,0

mL’ye ¢oziicii-2 ile derisimi ayarlandi.

Spesifikasyon limitinde safsizhik cozeltilerinin hazirlanmasi: Her bir stok safsizlik
¢ozeltisinden (Lenva-2-0kso, 4-amino-3-klorofenol, Lenva-1, Lenva-2, Lenva-dessiklopropil,
Lenva-dessiklopropilamit, Lenva-dimer iire, Lenva-karbamoil) 1,0’er mL alindi ve her biri

ayr1 ayr1 50,0 mL’ye ¢oziicii-2 ile derigimi ayarlandi.

Spesifikasyon limitinde Lenva-1 icermeyen Lenvatinib safsizhk karisim ¢ozeltisinin
hazirlanmasi: Lenva-1 disindaki her bir safsizlik stok ¢6zeltisinden (Lenva-2-0kso, 4-amino-
3-klorofenol Lenvatinib, Lenva-2, Lenva-dessiklopropil, Lenva-dessiklopropilamit, Lenva-
dimer iire, Lenva-karbamoil) 1,0’er mL alind1 ve tek bir balon jojede 50,0 mL’ye derisimi

ayarlandi.

Spesifikasyon limitinde Lenvatinib safsizlik karisim ¢ozeltisinin hazirlanmasi: Her bir
stok safsizlik ¢ozeltisinden (Lenva-2-0kso, 4-amino-3-klorofenol, Lenva-1, Lenva-2, Lenva-
dessiklopropil, Lenva- dessiklopropilamit, Lenva-dimer iire, Lenva-karbamoil) 1,0’er mL

alind1 ve tek bir balon jojede 50,0 mL’ye ¢6ziicii-2 ile derisimi ayarlandi.

Spesifikasyon limitinde safsizhiklarin eklendigi Lenvatinib numune c¢ozeltisinin
hazirlanmasi: 50,0 mL hacimli balon jojeye 10,0 mg lenvatinib numunesi tartildi, 6nce
tizerine 20,0 mL metanol ve 50,0 uL DMF eklenerek ultrasonik banyoda iki dakika ¢6ziinmesi
saglandi, iizerine her bir safsizlik stok ¢ozeltisinden 1,0’er mL eklendi ve hacmine ¢6ziicii-1

ile tamamlandi.
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2.5.3.2.2 Lenvatinib ilgili bilesikler dogrusalhk parametresinde kullanilan

cozeltiler

Dogrusallik Stok Cozeltisinin Hazirlanmasi: 0,25 mL 4-amino-3-klorofenol, Lenva-2 ve
Lenva-dessiklopropilamit stok ¢ozeltilerinden ve 0,75 mL from Lenva-2-okso, Lenva-1,
Lenva-dessiklopropil, Lenva-dimer iire ve Lenva-karbamoil stok g¢ozeltilerinden ayri ayri

almarak tek bir balon jojede 25,0 mL’ye derisimi ayarlandi.

TAS Stok Cozeltisinin Hazirlanmasi: 50,0 pL Lenva-2-okso, 130,0 uL 4-amino-3-
klorophenol, 270,0 uL Lenva-1, 84,5 uL Lenva-2, 56,0 uL. Lenva-dessiklopropil, 130,0 pL
Lenva-dessiklopropilamit, 138,0 uL Lenva-dimer iire ve 125,0 uL Lenva-karbamoil stok

¢ozeltilerinden alinarak 100,0 mL’ye ¢6ziicii-2 ile derisimi ayarlandi.

Dogrusallik Seviye —1 (TAS) Cozeltisi: LOQ stok ¢6zeltisinin 1,0 mL’si 50,0 mL’ye ¢oziicii-

2 ile derisimi ayarlandi.

Dogrusallik Seviye-2 (50%) Cozeltisi: Dogrusallik stok ¢ozeltisinin 0,5 mL’si 50,0 mL’ye

¢oziicii-2 ile derisimi ayarlandi.

Dogrusallik Seviye-3 (80%) Cozeltisi: Dogrusallik stok ¢ozeltisinin 0,8 mL’si 50,0 mL’ye

¢oziicli-2 ile derisimi ayarlandi.

Dogrusallik Seviye-4 (100%) Cozeltisi: Dogrusallik stok ¢6zeltisinin 1,0 mL’si 50,0 mL’ye

¢oziicli-2 ile derisimi ayarlandi.

Dogrusallik Seviye-5 (120%) Cozeltisi: Dogrusallik stok ¢ozeltisinin 1,2 mL’si 50,0 mL’ye

¢oziicii-2 ile derisimi ayarlandi.

Dogrusallik Seviye-6 (150%) Cozeltisi: Dogrusallik stok ¢6zeltisinin 1,5 mL’si 50,0 mL’ye

¢oziicii-2 ile derisimi ayarlandi.

Dogrusalik Seviye-7 (200%) Cozeltisi: 2,0 mL dogrusallik stok ¢ozeltisi 50,0 mL’ye

¢oziicii-2 ile derisimi ayarlandi.
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2.5.3.2.3. Lenvatinib ilgili bilesikler dogruluk parametresinde kullanilan

cozeltiler

% 50,0’ lik dogruluk seviyesi icin stok karisim ¢ozeltisi: 0,375 mL from Lenva-2-okso ve
Lenva-1, 0,125 mL 4-amino-3-klorofenol ve Lenva-2, 181,0 uL Lenva-dessiklopropil, 49,0
uL Lenva- dessiklopropilamit, 70,0 uL Lenva-karbamoil stok ¢6zeltilerinden alind1 ve tek bir

balon jojede 25,0 mL’ye ¢oziici-2 ile tamamlandi.

%100,0’ liik dogruluk seviyesi i¢in stok karisim ¢ozeltisi: 0,750 mL from Lenva-2-0kso ve
Lenva-1, 0,250 mL 4-amino-3-klorofenol ve Lenva-2, 0,555 mL Lenva-dessiklopropil, 0,174
mL Lenva-dessiklopropilamit, 0,170 mL Lenva-dimer iire, 0,444 uL Lenva-karbamoil stok

¢ozeltilerinden alind1 ve tek bir balon jojede 25,0 mL’ye ¢6ziicii-2 ile tamamlandi.

%150,0° lik dogruluk seviyesi icin stok karisim ¢ozeltisi: 1,125 mL from Lenva-2-0kso ve
Lenva-1, 0,375 mL 4-amino-3- klorofenol ve Lenva-2, 0,931 mL Lenva-dessiklopropil, 0,299
mL Lenva-dessiklopropilamit, 0,546 mL Lenva-dimer iire, 0,820 pL Lenva-karbamoil stok

¢ozeltilerinden alindi ve tek bir balon jojede 25,0 mL’ye ¢oziicii-2 ile seyreltildi.

Dogruluk i¢in TAS c¢ozeltisi hazirh@: 130,0 pL 4-amino-3-klorofenol stok ¢ozeltisiden
alind1 ve tek bir balon jojede 25,0 mL’ye ¢oziicii-2 ile seyreltildi.

TAS dogruluk seviyesi cozeltisi: 50,0 mL hacimli balon joje igine 10,0 mg lenvatinib
numunesi tartildi, 20,0 mL metanol ve 50,0 uL. DMF eklenerek ultrasonik banyoda iki dakika
¢0ziindi, sonra lizerine dogruluk i¢in hazirlanan LOQ stok ¢6zeltisinden 1.0’er mL eklendi ve

hacmine ¢6ziicii-1 ile tamamlandi.

%50,0’ lik dogruluk ¢ozeltisi: 50,0 mL hacimli balon joje igerisine 10,0 mg lenvatinib
numunesi tartildi, 20,0 mL metanol ve 50,0 uL. DMF eklendi ve ultrasonik banyoda iki dakika
¢Oziindi, sonra tizerine %50’lik dogruluk stok karigim ¢ozeltisinden 1,0 mL eklendi ve

hacmine ¢6ziicii-1 ile tamamlandi.

%100,0’ liikk dogruluk cozeltisi: 50,0 mL hacimli balon joje igerisine 10,0 mg lenvatinib

numunesi tartildi, 6nce tizerine 20,0 mL metanol ve 50,0 uLL DMF eklendi ve ultrasonik
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banyoda iki dakika ¢6ziindii, sonra iizerine %100’lik dogruluk stok karigim ¢ozeltisinden 1,0

mL eklendi ve hacmine ¢6ziicii-1 ile tamamlandi.

%150,0’ lik dogruluk cozeltisi: 50,0 mL hacimli balon joje i¢ine 10,0 mg lenvatinib
numunesi tartildi, 20,0 mL metanol ve 50,0 uLL. DMF eklenerek ultrasonik banyoda iki dakika
¢oziindii, sonra tizerine %150°1lik dogruluk stok karisim ¢ozeltisinden 1,0 mL eklendi ve

hacmine ¢6ziicii-1 ile tamamlandi.

2.5.3.3 Lifitegrast enantiyomerik saflik metodu i¢in hazirlanan cozeltiler

Numune Cozeltisi: 20,0 mL hacimli balon joje i¢ine 10,0 mg S-Lifitegrast numunesi tartildi,

metanol ile ¢oziindii ve hacmine tamamlandi. (CLisitegrast = 0,5 mg/mL)

Standart Stok Cozeltisi: 10,0 mL hacimli balon joje icerisine 5,0 mg R-Lifitegrast standardi
tartildi, ¢Oziicii ile ¢oziindii ve hacmine tamamlandi. Hazirlanan ¢6zeltinin 0,75 mL’si 10,0
mL’ye ¢oziicii ile seyreltildi. Bu ¢ozeltiden 2,0 mL alind1 ve 10,0 mL’ye ¢6ziicii varliginda

seyreltildi.

Standart Cozeltisi: Standart stok ¢ozeltisinin 2,0 mL’si 20,0 mL’ye ¢6ziicii ile seyreltildi.
(CLifitegrast = 0,00075 mg/m L)

Spesifikasyon limitinde safsizlik eklenmis numune c¢o6zeltisi hazirlanmasi: 20,0 mL
hacimli balon joje igerisine 10,0 mg S- Lifitegrast numunesi tartildi 5,0 mL ¢oziicii ile ¢oztindi
ve R-Lifitegrast stok c¢ozeltisinden 2,0 mL iizerine eklenip sonra hacmine c¢oziicii ile

tamamlanda.

Sistem uygunluk ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 20,0 mL hacimli balon joje igerisine 10,0 mg S-
Lifitegrast standardi tartildi 3,0 mL ¢oziicii ile ¢dziindii ve iizerine R-Lifitegrast stok

¢Ozeltisinin 2,0 mL’si eklendi ve hacmine ¢6ziicii ile tamamlanda.
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2.5.3.3.1 Lifitegrast enantiyomerik saflik metodu secicilik parametresi icin

hazirlanan ¢ozeltiler

Safsizhik stok c¢ozeltilerinin hazirlanmasi: 10,0 mL’lik balon joje igerisine 5,0 mg S-
Lifitegrast standardi tartildi, ¢6ziindii ve hacmine c¢oziicii ile tamamlandi. Hazirlanan

¢ozeltinin 0,2 mL’si 10,0 mL’ye ¢oziicii ile seyreltildi.

R- Lifitegrast: 10,0 mL’lik balon joje igerisine 5,0 mg R-Lifitegrast standard tartildi, ¢oziici
ile ¢oztindii ve hacmine tamamlandi. Hazirlanan ¢ozeltinin 0,75 mL’si 10,0 mL’ye ¢oziicii ile

seyreltildi. Hazirlanan ¢6zeltinin 2,0 mL’si 10,0 mL’ye ¢dziicii ile seyreltildi.

Lifitegrast safsizhik- A: 10,0 mL’lik balon joje igine 10,0 mg Lifitegrast safsizlik-A standardi
tartild1, ¢oziindii ve hacmine tamamlandi. Hazirlanan ¢6zeltinin 0,75 mL’si 10,0 mL’ye

¢oziicii ile seyreltildi. Hazirlanan ¢6zeltinin 1,0 mL’si 10,0 mL’ye ¢6ziicii ile seyreltildi.

Lifitegrast safsizhk- B: 10,0 mL’lik balon joje icerisine 10,0 mg Lifitegrast safsizlik B
standard: tartildi, ¢oziindii ve hacmine tamamlandi. Hazilanan ¢6zeltinin 0,75 mL’si 10,0

mL’ye seyreltildi. Hazirlanan ¢6zeltinin 1,0 mL’si 10,0 mL’ye seyreltilir.
Lifitegrast safsizhk- C: 10,0 mL’lik balon joje icerisine 10,0 mg Lifitegrast safsizlik C
standard: tartildi, ¢6ziindii ve hacmine tamamlandi. Hazilanan ¢ozeltinin 0,75 mL’si 10,0
mL’ye seyreltildi. Hazirlanan ¢6zeltinin 1,0 mL’si 10,0 mL’ye seyreltilir.
Lifitegrast safsizhik- D: 10,0 mL’lik balon joje igerisine 10,0 mg Lifitegrast safsizlik D
standard: tartildi, ¢6ziindii ve hacmine tamamlandi. Hazilanan ¢ozeltinin 0,75 mL’si 10,0

mL’ye seyreltildi. Hazirlanan ¢6zeltinin 1,0 mL’si 10,0 mL’ye seyreltilir.

Stok safsizlik karisim ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 10,0 mL’lik balon joje igine, Lifitegrast

safsizlik A, B, C ve D stok ¢ozeltilerinden 1,0 mL eklendi ve hacmine ¢6ziicii ile tamamlandi.

Spesifikasyon limitinde safsizlik ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

R-Lifitegrast: R-Lifitegrast ¢6zeltisinin 2,0 mL’si 20,0 mL’ye ¢6ziicii ile seyreltildi. (Cifitegrast
=0,00075 mg/mL)
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Spesifikasyon limitinde safsizlik karisim ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 20,0 mL’lik balon joje
i¢cine, stok safsizlik karisim ¢ozeltisinden 2,0 mL eklendi, hacmine ¢6ziicii ile tamamlandi.

Spesifikasyon limitinde standart ve safsizhk karisim cozeltisinin hazirlanmasi: 20,0
mL’lik balon joje i¢ine, stok safsizlik ¢ozeltisinden 2,0 mL ve S-Lifitegrast stok ¢ozeltisinden

1,0 mL eklendi, hacmine ¢6ziicii ile tamamlandi.

Spesifikasyon limitinde standard ve safsizlik ilaveli numune cozeltisinin hazirlanmasi:
10,0 mg numune 20,0 mL’lik balon joje igine tartildi, 3,0 mL ¢oziicii ile ¢6ziildi, {izerine R-
Lifitegrast ve safsizlik stok cozeltilerinden 2,0’ser mL eklendi ve hacmine ¢oziicii ile

tamamlanda.

2.5.3.3.2 Lifitegrast enantiyomerik safik metodu dogrusallik parametresinde
kullanilan c¢ozeltiler

Dogrusallik Stok Cozeltisinin Hazirlanmasi: R-Lifitegrast stok standart ¢ozeltisi kullanilir.

TAS Stok Cozeltisinin Hazirlanmasi: R-Lifitegrast stok ¢ozeltisinden 366,0 pL alinarak

100,0 mL’ye seyreltildi. Hazirlanan ¢6zeltinin 2,0 mL’si 10.0 mL’ye ¢6ziicii ile tamamlandi.

Dogrusallik Seviye —1 (TAS) Cozeltisi: LOQ stok ¢ozeltisinden 2,0 mL’si 20,0 mL’ye
seyreltildi.

Dogrusallik Seviye-2 (50%) Cozeltisi: Dogrusallik stok ¢ozeltisinin 1,0 mL’si 20,0 mL’ye
seyreltildi.

Dogrusallik Seviye-3 (80%) Cozeltisi: Dogrusallik stok ¢ozeltisinin 1,6 mL’si 20,0 mL’ye
seyreltildi.

Dogrusallik Seviye-4 (100%) Cozeltisi: Dogrusallik stok ¢6zeltisinin 2,0 mL’si 20,0 mL’ye
seyreltildi.

Dogrusallik Seviye-5 (120%) Cozeltisi: Dogrusallik stok ¢6zeltisinin 2,4 mL’si 20,0 mL’ye
seyreltildi.
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Dogrusallik Seviye-6 (150%) Cozeltisi: Dogrusallik stok ¢ozeltisinin 3,0 mL’si 20,0 mL’ye
seyreltildi.
Dogrusallik Seviye-7 (200%) Cozeltisi: Dogrusallik stok ¢ozeltisinin 4,0 mL’si 20,0 mL’ye
seyreltildi.

2.5.3.3.3 Lifitegrast enantiyomerik saflik dogruluk ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Dogruluk TAS c¢ozeltisi: 20,0 mLhacimli balon joje igerisine 10,0 mg numune
tartildi, 3,0 mL ¢oziicii ile ¢oziildi, iizerine R-Lifitegrast LOQ stok ¢ozeltisinden 2,0

mL eklendi ve hacmine ¢oziicii ile tamamlandi.

%50,0’ lik dogruluk ¢ozeltisi: 20,0 mL hacimli balon joje i¢ine 10,0 mg numune tartildi, 3,0
mL ¢oziict ile ¢6ziildii, lizerine R-Lifitegrast stok ¢ozeltisinden 1,0 mL eklendi ve hacmine

¢Oziicii ile tamamlandi.

%100,0’ liikk dogruluk ¢ozeltisi: 20,0 mL hacimli balon joje i¢ine 10,0 mg numune tartildi,
3,0 mL ¢oziicii ile ¢6ziildi, tizerine R-Lifitegrast ve safsizlik stok ¢6zeltisinden 2,0 mL eklendi

ve hacmine ¢oziicii ile tamamlandi.
%150,0’ lik dogruluk ¢ozeltisi: 20,0 mL hacimli balon joje igerisine 10,0 mg numune tartildi,
3,0 mL ¢oziicii ile ¢6ziildi, tizerine R-Lifitegrast ve safsizlik stok ¢6zeltisinden 3,0 mL eklendi
ve hacmine ¢oziicii ile tamamlandi.

2.5.3.4 Lifitegrast ilgili bilesikler ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Numune Cozeltisi: 50,0 mL hacimli balon jojeye 13,00 mg S-Lifitegrast numunesi tartildi,

metanol ile ¢6ziildii ve hacmine tamamlandi. (Clifitegrast = 0,25 mg/mL)
Standart Stok Cozeltisi: 50,0 mL hacimli balon joje i¢ine 13,01 mg S-Lifitegrast standardi
tartildi, metanol ile ¢6ziildii ve hacmine tamamlandi. Hazirlanan ¢6zeltinin 0,5 mL’si 20,00

mL’ye metanol ile seyreltildi. (Clifitegrast = 0,25 mg/mL)

Standart Cozeltisi: Standart stok ¢ozeltisinin 1,0 mL’si 50,0 mL’ye seyreltildi. (Cuifitegrast =
0,000375 mg/mL)
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Lifitegrast safsizhik- A: 10,0 mL’lik balon joje igine 10,0 mg Lifitegrast safsizlik-A standardi

tartildi, ¢6ziindii ve hacmine tamamlanda.

Lifitegrast safsizhik- B: 10,0 mL’lik balon joje igine 9,95 mg Lifitegrast safsizlik-B standardi

tartildi, ¢6ziindii ve hacmine tamamlandi.

Lifitegrast safsizhik- C: 10,0 mL’lik balon joje i¢ine 10,0 mg Lifitegrast safsizlik-C standardi

tartildi, ¢6ziindii ve hacmine tamamlandi.

Lifitegrast safsizlik- D: 10,0 mL’lik balon joje i¢ine 10,0 mg Lifitegrast safsizlik-D standardi

tartildi, ¢6ziindii ve hacmine tamamlandi.

Stok safsizhik karisim c¢ozeltisinin hazirlanmasi: 10,0 mL’lik balon jojeye, Lifitegrast

safsizlik A, B, C ve D stok ¢ozeltilerinden 0,21 mL eklendi, hacmine metanol ile tamamlandi.

Spesifikasyon limitinde safsizlik eklenmis standart ¢ozeltisi hazirlanmasi: Stok standart
ve stok safsizlik ¢ozeltisinden 50,0 mL’lik balon jojeye 1,0’er mL eklendi ve hacmine metanol

ile tamamlandi.

Spesifikasyon limitinde safsizlik eklenmis numune ¢o6zeltisi hazirlanmasi: 50.0 mL
hacimli balon jojeye 13,0 mg S- Lifitegrast numunesi tartilir 20,0 mL ¢6ziicii ile ¢Oziiniir

tizerine stok safsizlik ¢ozeltisinden 1,0 mL eklenir ve hacmine ¢6ziicii ile tamamlanir.

Safsizlik Standart c¢ozeltilerinin hazirlanmasi: Her bir safsizliktan 6nce ayri ayr1 0,21 mL
almarak 10,0 mL’ye metanol ile seyreltildi. Sonra her bir safsizliga 6zel hazirlanan

cozeltilerden 1,0’er mL alinarak 50,0 mL’ye metanol ile seyreltildi.

2.5.3.4.1 Lifitegrast ilgili bilesikler dogrusallik ¢6zeltilerinin hazirlanmasi

Lifitegrast safsizhk- A: 10,0 mL’lik balon joje icerisine 10,0 mg Lifitegrast safsizlik-A

standard tartildi, ¢oziindii ve hacmine tamamland.

Lifitegrast safsizhik- B: 10,0 mL’lik balon joje igerisine 9,95 mg Lifitegrast safsizlik-B

standardi tartildi, ¢6ziindii ve hacmine tamamlandi.
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Lifitegrast safsizhk- C: 10,0 mL’lik balon joje igerisine 10,0 mg Lifitegrast safsizlik-C

standardi tartildi, ¢oziindii ve hacmine tamamlandi.

Lifitegrast safsizhk- D: 10,0 mL’lik balon joje icerisine 10,0 mg Lifitegrast safsizlik-D

standard1 tartildi, ¢oziindii ve hacmine tamamland.

Stok safsizhik karisim c¢ozeltisinin hazirlanmasi: 10,0 mL hacimli balon joje igine,
Lifitegrast safsizlik A, B, C ve D stok ¢6zeltilerinden 0,21 mL eklendi, hacmine metanol ile

tamamlandi.

TAS Stok Cozeltisinin Hazirlanmasi: Lifitegrast stok standart c¢ozeltisinden 65,0 pL,
lifitegrast-A ¢ozeltisinden 60,0 uL, lifitegrast B stok ¢ozeltisinden 65 uL, lifitegrast C stok
cozeltsinden 175 pL ve lifitegrast D stok ¢ozeltisinden 30 pL alinarak 100,0 mL’ye metanol

ile seyreltildi.

Dogrusallik Seviye —1 (TAS) Cozeltisi: LOQ stok c¢ozeltisinin 1,0 mL’si 50,0 mL’ye
seyreltildi.

Dogrusallik Seviye-2 (50%) Cozeltisi: Dogrusallik stok ¢ozeltisinin 0,5 mL’si 50,0 mL’ye
seyreltildi.

Dogrusallik Seviye-3 (80%) Cozeltisi: Dogrusallik stok ¢ozeltisinin 0,8 mL’si 50,0 mL’ye
seyreltildi.

Dogrusallik Seviye-4 (100%) Cozeltisi: Dogrusallik stok ¢6zeltisinin 1,0 mL’si 50,0 mL’ye
seyreltildi.

Dogrusallik Seviye-5 (120%) Cozeltisi: Dogrusallik stok ¢6zeltisinin 1,2 mL’si 50,0 mL’ye
seyreltildi.

Dogrusallik Seviye-6 (150%) Cozeltisi: Dogrusallik stok ¢6zeltisinin 1,5 mL’si 50,0 mL’ye
seyreltildi.
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Dogrusallik Seviye-7 (200%) Cozeltisi: Dogrusallik stok ¢ozeltisinin 2,0 mL’si 50,0 mL’ye
seyreltildi.

2.5.3.4.2. Lifitegrast ilgili bilesikler dogruluk ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

TAS Stok Cozeltisi: Stok lifitegrast C ¢ozeltisinden 175,0 pL, lifitegrast D stok ¢ozeltisinden
30,0 pL alinarak ¢oziicii ile 100,0 mL’ye seyreltildi.

Dogruluk TAS Seviyesi: 50.0 mL hacimli balon joje i¢ine 13,0 mg S- Lifitegrast numunesi
tartildi ve 6nce 20,0 mL ¢oziicii ile ¢6ziindii lizerine stok LOQ ¢ozeltisinden 1,0 mL eklendi

ve sonra hacmine ¢oziicii ile tamamlandi.

%50,0° lik dogruluk ¢ozeltisi: 50.0 mL hacimli balon joje i¢ine 13,0 mg S- Lifitegrast
numunesi tartildi ve 6nce 20,0 mL ¢oziicii ile ¢6ziindii izerine stok safsizlik ¢6zeltisinden 0,5

mL eklendi ve {izeri ¢oziicii ile tamamlandi.

%100,0’ liikk dogruluk ¢ozeltisi: 50.0 mL hacimli balon joje i¢ine 13,0 mg S- Lifitegrast
numunesi tartildi ve once 20,0 mL ¢6zlicii ile ¢oziindii lizerine stok safsizlik ¢ozeltisinden 1,0

mL eklendi ve {izeri ¢oziicii ile tamamlandi.
%150,0° lik dogruluk ¢ozeltisi: 50.0 mL hacimli balon joje igine 13,0 mg S- Lifitegrast
numunesi tartildi ve dnce 20,0 mL ¢6ziicii ile ¢dziindii lizerine stok safsizlik ¢ozeltisinden 1,5
mL eklendi ve {izeri ¢oziicii ile tamamlandi.

2.5.3.5 Lifitegrast miktar tayini ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Standart ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 10,0 mL hacimli balon jojeye 5,15 mg lifitegrast
standardi1 tartildi, tlizerine 5,0 mL metanol eklendi ¢6ziindii ve hacmine tamamlandi.

Hazirlanan ¢6zeltinin 1,0 mL’si 10,0 mL’ye ¢6ziicii ile seyreltildi. (Ciifitegrast = 0,05 mg/mL).

Stok Numune ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 10,0 mL hacimli balon jojeye 5,15 mg lifitegrast

standardi tartildi, iizerine 5,0 mL metanol eklendi ¢6ziindii ve hacmine tamamlandi.
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Numune ¢ozeltisinin hazirlanmasi: Hazirlanan stok ¢ozeltinin 1,0 mL’si 10,0 mL’ye ¢oziicii

ile seyreltildi. (Ciifitegrast = 0,05 mg/mL).

2.5.3.5.1 Lifitegrast miktar tayini metodu dogrusallik ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Dogrusallik Seviye —1 (%80) Cozeltisi: Stok numune ¢ozeltisinin 0,80 mL’si alinarak 50,0
mL’ye ¢oziicii ile seyreltildi. (C= 0,008 mg/mL).

Dogrusallik Seviye —2 (%90) Cozeltisi: Stok numune ¢ozeltisinin 0,90 mL’si alinarak 50,0
mL’ye ¢oziicii ile seyreltildi. (C= 0,009 mg/mL).

Dogrusallik Seviye —3 (%100) Cozeltisi: Stok numune ¢6zeltisinin 1,0 mL’si alinarak 50,0
mL’ye ¢oziicii ile seyreltildi. (C= 0,01 mg/mL).

Dogrusallik Seviye —4 (%110) Cozeltisi: Stok numune ¢ozeltisinin 1,1 mL’si alinarak 50,0
mL’ye ¢oziicii ile seyreltildi. (C= 0,011 mg/mL).

Dogrusallik Seviye -5 (%120) Cozeltisi: Stok numune ¢ozeltisinin 1,2 mL’si aliarak 50,0
mL’ye ¢oziicii ile seyreltildi. (C= 0,012 mg/mL).

2.5.3.5.2 Lifitegrast miktar tayini metodu dogruluk ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

%380,0’ lik Dogruluk Cozeltisinin Hazirlanmasi: 10,0 mL hacimli balon jojeye 4,12 mg
lifitegrast standardi tartildi, iizerine 5,0 mL metanol eklendi ¢6ziindii ve hacmine tamamlandi.

Hazirlanan ¢ozeltinin 1,0 mL’si 10,0 mL’ye seyreltildi. (Clifitegrast = 0,04 mg/mL).

%100,0° liik Dogruluk Cozeltisinin Hazirlanmasi: 10,0 mL hacimli balon jojeye 5,15 mg
lifitegrast standardi tartildi, tizerine 5,0 mL metanol eklendi ¢6ziindii ve hacmine tamamlandi.

Hazirlanan ¢6zeltinin 1,0 mL’si 10,0 mL’ye seyreltildi. (CLisitegrast = 0,05 mg/mL).

%120,0° lik Dogruluk Cozeltisinin Hazirlanmasi: 10,0 mL hacimli balon jojeye 6,18 mg
lifitegrast standardi tartilds, lizerine 5,0 mL metanol eklendi ¢6ziindii ve hacmine tamamlandi.

Hazirlanan ¢6zeltinin 1,0 mL’si 10,0 mL’ye seyreltildi. (CLifitegrast = 0,06 mg/mL).
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3. BULGULAR

3.1. Kullanilan Standartlarin ve Etken Maddelerin Safligi

[lag etken maddeleri gelistirilirken safsizlik profillerinin sentez ¢alismasinin baslamast ile
paralel olarak yiiriitiilmesi gerekmektedir. Sentez ve analiz birlikte ilerleyen siireclerdir. Bu
sebeple bu tez calismasinda da kullanilan etken maddeler sentez siireclerinin bagindan itibaren
detayli bir safsizlik profili incelemesinden gegirildi. Oncelikle sentez sirasinda olusabilecek,
ortamda kalabilecek ve baslangi¢ maddelerinin igerisinden ortamda var olabilecek safsizliklar
belirlendi. Sonrasinda hizli bozundurma testleri uygulanarak saklama kosullarinda ve zor
kosullarda ortamda olusabilecek safsizliklar belirlendi. Bir molekiiliin standart olarak
kullanilabilmesi i¢in kimyasal olarak yapisinin karakterize edilmesi ve kantitatif olarak
analizlerinin tamamlanarak tam bir saflik degerinin elde edilmesi gerekmektedir. Bu sebeple
YPSK-KS, GC, FT-IR, C-NMR, H-NMR, DSC, XRD, voltametrik nem tayini cihazi ve
inorganik madde tayini yontemleri kullanildi. Bu caligmalar sonunda onaylanan yapilarin
oncelikle karakterizasyonlar1 ve sonrasinda analizleri tamamlanarak % saflik degerleri elde
edildi. Standartlar 2. Boliim Cizelge 2.1 ve Cizelge 2.2°de verilmistir. Etken maddeler ve
belirlenen safsizliklar DEVA Holding A.S API Ar-Ge sentez bolimiinde sentezlendi ve
analizleri DEVA Holding A.S API Ar-Ge analitik boliimii tarafindan tamamlandi ve standart

olarak onaylandi.

3.2. Lenvatinib icin gelistirilen metotlarin optimizasyonlari

3.2.1. Lenvatinib illgili bilesikler

3.2.1.1. Coziicii secimi

Coziicii secimi i¢in gerekli literatiir arastirilmasi yapildiktan sonra, lenvatinib
molekiiliiniin farkl1 organik ¢oziiciiler igerisindeki karigsmalar1 gézlendi ve dimetil siilfoksit ve
metanolde iyi ¢dziinme gozlenirken asetonitril varliginda daha ¢ok bir dagilma go6zlendi. Polar
bir molekiil olan lenvatinib i¢in dimetil siilfoksit, metanol, asetonitril ve ile su karigimlari
denendi ancak suyun polaritesinin yeterli olmadig1 goriildi. Bu sebeple asidik bir katkiya
ihtiya¢ oldugu tespit edildi. Bunun i¢in su yerine o-fosforik asit ¢ozeltisi (1:1000, h/h)

kullanildi. Hem lenvatinib molekiiliiniin daha iyi ¢6ziinmesi hem de hareketli faza uyumunun
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olmas1 i¢in diisiik organik yiiksek su karisimi amag olacak sekilde farkli oranlarda (80:20,
70:30, 60:40, 50:50, 40:60, 30:70, 20:80) metanol ve 0-HsPO, ¢6zeltisi karisimlar: denendi.
Bu denemelerin sonunda metanol ve 0-HsPOs ¢ozeltisi karigimi (40:60, h/h) en uygun ¢oziicii
olarak tespit edildi. Lenvatinib molekiiliiniin yaninda diger safsizliklarin c¢oziinmeleri de
incelendi. Biitliin safsizliklarin stok c¢ozeltilerinde metanol kullanildi. Ancak lenva-
dessiklopropil, lenva- dimer iire ve lenva- karbamoil safsizliklarinin ¢6ziinmesi i¢in DMF ve
asetonitril karisimlarinin gerekliligi tespit edildi. Bu safsizliklarin lenvatinib igerisinde
bulunma ihtimallerine ve standart ¢ozeltisine uyumlu olmasi igin ¢oziicli ortamina diisiik
oranda olmas1 amag olacak sekilde ¢oziicii karigimi igin denemeler yapildi. Bu denemelerde
DMF ve uygun bulunan ¢o6ziicti karigimi (0,5:100, 1:100 ve 2:1000, h/h) olarak denendi. Bu
denemelerin sonucunda ise hem 0,5:1000 oraninda eklemenin yetersiz oldugu gozlendiginden
1:1000 oraninda kullanildiginda kromatografik olarak yeterli geldiginden tercih edildi. 2:1000
orani daha fazla YPSK sistemini kirletmemesi agisindan tercih edilmedi. Bu denemeler ile
sonugta metanol, 0-HsPO4 ¢6zeltisi ve DMF karisiminin (400:600:1, h/h/h) ¢oziicli olarak

kullanilmasina karar verildi.

3.2.1.2. Hareketli faz secimi

Lenvatinib ilgili bilesikler sistemi igin Cizelge 3.1’ de verilidgi gibi ilk olarak o-HsPQO4
¢ozeltisi ve metanol hareketli faz olarak kullanildi (deneme 1-8). Bu denemelerde lenvatinibin
biitiin safsizliklarinin gbzlenmesi i¢in yeterli bulunmadigindan farkli hareketli fazlarla
denemeler gergeklestirildi. Bu denemeler fosfat tamponlar1 kullanilarak yapildi. Hareketli
fazlarin pH degerleri incelenecek molekiillerin pKa degerlerinden +1 farkla hazirlandiginda
daha iyi ayrimlar gozlenmektedir. Cizelge 3.1 deneme 9-22’de goriildiigii gibi farkli pH’larda
(3,5-6,0) ve derisimlerde (10mM, 20mM) ve farkli tuzlarla KH;PO4, K;HPO., Na;HPO,4
hazirlanan ¢ozeltiler hareketli faz A olarak denendi. Hareketli faz B olarak metanol yerine
asetonitril kullanildi. Cizelge 3.1 deneme 1-2’de verilen metotlar incelendiginde ¢oziicii
sisteminde metanol tercih edilmesinden dolay1 hareketli faz olarak asetonitrilin kullanilmasi
piklerin seklini diizelttigi gdzlenmistir. Tampon derisiminin degigmesinin ¢ok biiyiik bir fark
yaratmamasindan 10 mM tercih edildi. Aym ¢izelgede deneme 22 de tuz degisikliginin etkisi
incelendiginde KH.PO, kullaniminin safsizliklar arasinda daha iyi ayirimi sagladigi gézlendi.
Aym ¢izelgede pH 4,5 iizeri oldugunda polar bolgedeki safsizliklarin tamamen ayrilmadigi
goriildiigiinden deneme 22’de goriildigii gibi pH 4,5 degerine sabitlenen 10 mM KH>PO,

tamponu hareketli faz A olarak belirlendi.
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3.2.1.3. Kolon se¢imi

YPSK sistemi kullanilarak yapilan metotta ters faz YPSK kolonlar1 denemelerde
kullanilmigtir. Cizelge 3.1’ de verilen denemelerde kullanilan kolonlar (4,6x250)mm 5,0um
ve 3,0 um Ozelliklerinde farkli dolgu materyalleri ve dolgu yontemleri ile hazirlanmig, Waters
Symmetry C18 (deneme 1), Thermo scientific Hypersil BDS C18 (deneme 2-17) ve Agilent
Zorbax SB-C8 (deneme 18-22) kolon ile denemeler yapildi. Waters symmetry C18 kolonu
biitlin safsizliklar1 ayirmada yeterli olmadigindan 3,0 um tanecik boyutlu C18 kolonu olarak
Thermo scientific Hypersil BDS C18 kolonu ile denemeler yapildi. Ancak uzun siireli
denemelerde kimyasal dayaniminin iyi olmadigi goértldiigiinden farkli marka ve daha polar
olan 4-amino-3-klorofenol molekiiliiniin ayirilmasi igin de C8 kolonu denendi. Son olarak

Agilent Zorbax SB-C8 kullanilmasina karar verildi.

3.2.1.4. Numune derisimi secimi

Lenvatinib etken madde derisimi igin 2,0 mg/ mL, 0,5 mg/ mL ve 0,2 mg/ mL’ de
denemeler Cizelge 3.1 de sunulmustur. Bu derisimlere gore safsizliklarin spesifikasyon
limitlerinde standart ve safsizlik eklenmis numuneler ile denemeler yapildi. 2,0mg/ mL
(deneme 1-10)- 0,5 mg/mL (deneme 11-16) genotoksik safsizliklarin pik yiiksekliklerinin
Kontrol edilmesi i¢in denendi. Ancak 0,2 mg/ mL’de yeterli yiikseklige ve S/N oranina ulastigi
goriildiigiinden 0,2 mg/ mL ¢alisma derisimi olarak belirlendi (deneme 17-22). Ilgili bilesikler
metodunda safsizliklarin limit degerleri ICH Q3A kilavuzunda agik¢a belirtilmistir ((ICH
Q3A, 2006)) . <2 g/ giin maksimum giinlitk alim dozu bulunan molekiiller igin bilinen safsizlik
(%0,15) bilinmeyen safsizlik i¢in (%0,1) uygulanan limitlerdir. Bu kilavuza goére %0,05
iizerindeki biitiin  pikler raporlanmali ve 9%0.1 iizerinde olan biitiin pikler
tanimlanmalidir((ICH Q3A, 2006; ICH Q3B, 2006)). Safsizliklarin derigimleri 0,2 mg/mL
numune derisimine gore, 0,3pg/mL (%0,15), genotoksik safsizliklar i¢in 0,08pug/mL (400
ppm), lenvatinib standart derisimi ise 0,2pug/mL olarak belirlendi.

Genotoksik safsizlikliklar i¢in uygulanacak limit degerleri ICH M7 kilavuzunda
acikga belirtilmistir ((ICH, 2017)) . Genotoksik bir safsizlik i¢in ve birden fazla genotoksik
safsizlik varligindaki limit degerleri farklidir. Bu metotta lenvatinib igerisindeki genotoksik
safsizliklar i¢in lenvatinibin giinliik alim dozu (24mg/giin) iizerinden 1-10 yillik kullanim i¢in
10 pg/giin lizerinden hesaplandiginda (Mano ve Kusano, 2015) ve 416,7 ppm bulunmustur.
Bu limitin yerine daha diigiik bir limit olarak 400 ppm kullanilmasi kararlagtiriimigtir (EMA,
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2015). Biitiin genotoksikler ayr1 ayr1 400 ppm limit degeri ile kontol edildi. Birden fazla
genotoksik safsizlik varliginda hepsinin toplam olarak bulunma limiti kullanim siiresine ve
miktarina gore hesaplanir ve degerlendirilir. Bu hesap i¢in 1-10 yillik kullanim siiresine gore
30 pg/ giin degeri kullanilarak hesaplandiginda 1250 ppm bulunur. Bu deger ise toplam
genotoksik safsizlik limiti olarak kullanilir. Ancak burada belirlenen genotoksik safsizlik
limiti 1200 ppm’dir Bu metotta belirlenen genotoksik safsizlik limitleri ayri ayr1 ve toplamda

ICH M7 kilavuzunda belirlenen limit degerlerinden daha diistiktiir.

3.2.1.5. Dalga boyu secimi

Shimadzu SK' sisteminde gelistirilen yontemde Cizelge 3.1’de gorildiigi gibi
oncelikle biitiin safsizliklarin ve lenvatinibin ve diger safsizliklarin dalga boyu taramasi PDA
ile gergeklestirilmistir (deneme 1-2). 4-amino-3-klorofenol i¢in 210 nm, diger safsizliklar ve
lenvatinib igin 244 nm’de maksimum absorbanslar gozlendi. 4-amino-3-klorofenol
safsizliginin 244 nm’de absorbansi bulunmadigindan metodun c¢ift dalga boyu ile valide
edilmesi ve 210 nm’nin sadece 4-amino-3-klorofenol i¢in kullanilmasi uygun bulundu

(deneme 3-22).

3.2.1.6. Yontem Optimizasyonu

Lenvatinib ilgili bilesikler yontemi ters faz kromatografisi ve gradient ayirim yontemi
ile gelistirilmistir. Burada ii¢ genotoksik olmak iizere yedi adet safsizlik ve ana molekiiliin
ayrilmast igin tek bir metot kullanilmasi amaglandi. Ana molekiilin pKa degeri metot
gelistirme igin yol gosterici olsa da yeterli degildir. Bunun sebebi ilgili bilesikler metodunda
sadece ana molekill ile ilgilenmiyor olusumuzdur. Gradient programlar genis bir aralikta
hareketli faz A ve B karisimlar ile biitiin molekiillerin ayrilmasina imkan veren karisimlarla
kolon ve mobil faz etkilesimlerini degistirebildigimizden uygun bir yontem olarak karsimiza
¢ikmaktadir. Sadece gradient program da iyi bir ayirim elde edilmesi i¢in de tek basina yeterli
degildir. Ayirima biitiin diger parametrelerin (sicaklik, akis hiz1 vb.) etkisi bulunmaktadir. Bu
molekiillerin hem ayrilmasi hem de tayin edilmesi i¢in hassas bir gradient program
olusturulmasi gereklidir. Bunun i¢in farkli sicakliklarda farkli mobil fazlarda ve farkli gradient
programlar uygulanarak hem spesifikasyon limitinde safsizlik karigim ¢ozeltisi hem de
spesifikasyon limitinde safsizlik eklenmis numune ve numune c¢ozeltileri kullanilarak
denemeler gerceklestirildi. Cizelge 3.1°de goriildiigii gibi 25°C ile 50° C kolon sicakligi
araliginda ve 0,8 mL/dk ile 2,0 mL/dak araliginda akis hizlar1 denendi.
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Lenavatinib 6ncesi bolgede hareketli faz B olarak kullanilan asetonitrilin her bir pik
icin optimize degeri hesaplanarak kontrollii bir gradient programi olusturuldu. Cizelge 3.1°de
deneme 21°de lenvatinib molekiiliinden ¢ok sonra gelen lenva-dimer iire ve lenva karbamoil
safsizliklarmin goriilebilmesi igin organik miktarinin arttilmasindan sonra bu molekiillerin de
dahil edildigi gradient programi optimize edilmis oldu. Kolon sicaklarinin degisimi pH ve
organik karigimlarinin etkisiyle hareket eden piklerin ayirimini yani lenvatinib oncesi gelen
piklerin aymrimmini ¢ok etkilemedigi ancak lenva-dimer iire ve lenva karbamoil piklerinin
ayirimini olumlu yonde etkiledigi goriildiiglinden yiiksek sicaklik yerine daha diisiik sicaklik

(30°C) tercih edildi (Cizelge 3.1, deneme 1,2,17,18,21,22).

Hayalet pik sistemlerde bir¢ok farkli sebepten karsilasilabilen bir durumdur. Bu
pikleri tanimlamak kolay olmamakla birlikte sistemsel tagima, mobil faz karigimi ve metot
parametreleri ilk akla gelen sebeplerdir. Bunlardan farkli olarak sistemsel parcalardan
kullanilan ¢oziiciilerden sistemsel pargalarin materyallerinden bile kaynaklanabilmektedir. Bu
sistemde ana pikin (lenvatinib) altinda gelen bir pik gézlendi. Bu pik hem kor ¢ozeltisinde
hem de sadece hareketli faz enjeksiyonu analiz edildiginde de gozlendi. Bu piki hem
tanimlayabilmek hem de temizlemek igin farkli kolonlar, farkli tuzlarla hazirlanan farkli pH
degerlerindeki hareketli faz A ve hareketli faz B karigimlar farkli gradientlerde denenmistir.
Farkli cihazlar kullanilarak denemeler tekrar edilmistir. Sadece kor ¢ozeltisi ve numune degil
ayni zamanda sadece gradient karisiminin analizleri de yapilmistir. Cizelge 3.1 deneme 22°de
incelenen bu durum yapilan degisimlerle de kaybolmadigi gozlendiginden sistemsel bir pik
olduguna kanaat getirildi. Bu sebeple lenvatinib standardinin standart olarak kulanilmasindan
vazgecildi ve yerine CRF degeri (lenvatinibe gore) 1,00’den farkli olan ve ayni sorunun
yasanmadigi lenva-1 standardinin ilgili bilesikler metodu i¢in standart olarak kullanilmasina
karar verildi. Bu standart degisikligi ile metodun kisaltilmasi miimkiin oldu ve standart
analizleri i¢in daha kisa 22 dakikalik bir metot uygun bulundu (Cizelge 3.1, deneme 23). Bu
kullanim sonrasi yapilan hesaplamalarda lenvatinib ve lenva-1 arasinda bir doniisiim faktorii
(RRFienva-1) hesaplamaya eklenerek lenva-1 standardi iizerinden dogru bir hesaplama yapilmasi
saglandi. Yapilan optimizasyon denemeleri Cizelge 3.1 ‘de 6zetlenmistir. Burada yapilan
calismalar sonucunda deneme 21 ve 23 metotlarn1 validasyon caligmalari i¢in uygun
bulunmustur. Optimize edilen parametrelerin numune igin kullanilacak olan deneme 21
kromatogrami Sekil 3.1°de standart olarak belirlenen Lenva-1 i¢in uygun bulunan metot

deneme 23’ilin kromatogrami Sekil 3.2’de verilmistir.
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Sekil 3.1. Cizelge 3.1. deneme 21 ile analiz edilen safsizlik eklenmis numune kromatogrami

Chromatogram
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Sekil 3.2. Cizelge 3.1. deneme 23 ile analiz edilen standart (lenva-1) kromatogrami
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Cizelge 3.1. Lenvatinib ilgili bilesikler optimizasyon denemeleri

. | Oto- | . Analiz
; Hareketli Kolon Ornek Dalga Enj.  AkisHizz  Derisim
Deneme Hareketli Faz A Kolon Sic. " Boyu Hacmi Siiresi,
FazB oC Sic. A ul mL/dk mg/mL
°C dak
. Waters Symmetry C18
1 %0,1 H3PO4 ¢ozeltisi Metanol 30 15 200-400 20 0,8-1,2 2,0 31
(4,6x250)mm 5,0um
) Thermo Scientific Hypersil BDS
2 %0,1 H3PO4 ¢ozeltisi ACN 30 15 200-400 20 0,8 2,0 31
C18 (4,6x250)mm 5,0um
Thermo Scientific Hypersil BDS
3 %0,1 H3PO4 ¢ozeltisi ACN C18 Hypersil BDS C18 40 15 244-210 20 0,8 2,0 35
(4,6x250)mm 5,0um
Thermo Scientific Hypersil BDS
4 %0,1 H3PO4 ¢ozeltisi ACN 40 15 244-210 20 1,0 2,0 35
C18 (4,6x250)mm 5,0um
Thermo Scientific Hypersil BDS
5 %0,1 H3PO4 ¢ozeltisi ACN 40 15 244-210 20 1,0 2,0 35
C18 (4,6x250)mm 5,0pum
Thermo Scientific Hypersil BDS
6 %0,1 H3PO4 ¢ozeltisi ACN 40 15 244-210 20 1,0 2,0 35

61

C18 (4,6x250)mm 5,0um



Cizelge 3.1. Devam

. | Oto- | . Analiz
; Hareketli Kolon Ornek Dalga Enj.  AkisHizz  Derisim
Deneme Hareketli Faz A Kolon Sic. " Boyu Hacmi Siiresi,
FazB oC Sic. A ul mL/dk mg/mL
°C dak
Thermo Scientific Hypersil BDS
7 %0,1 H3PO4 ¢ozeltisi ACN 40 15 244-210 20 1,0 2,0 35
C18 (4,6x250)mm 5,0um
Thermo Scientific Hypersil BDS
8 %0,1 H3PO4 ¢ozeltisi ACN 40 15 244-210 20 1,0 2,0 35
C18 (4,6x250)mm 5,0um
Thermo Scientific Hypersil BDS
9 %0,1 H3PO4 ¢ozeltisi ACN 40 15 244-210 20 1,0 2,0 35-50
C18 (4,6x250)mm 5,0um
Thermo Scientific Hypersil BDS
10 10 mM KH2PO4 pH 3,5 ACN 40 15 244-210 20 1,0 2,0 51
C18 (4,6x250)mm 5,0pum
Thermo Scientific Hypersil BDS
11 10 mM KH2PO4 pH 3,5 ACN 40 15 244-210 20 0,8 0,5 45
C18 (4,6x250)mm 5,0um
Thermo Scientific Hypersil BDS
12 10 mM KH2PO4 pH 3,5 ACN 40 15 244-210 20 1,2 0,5 45

0s

C18 (4,6x250)mm 5,0um



Cizelge 3.1. Devam

. | Oto- | . Analiz
; Hareketli Kolon Ornek Dalga Enj.  AkisHizz  Derisim
Deneme Hareketli Faz A Kolon Sic. " Boyu Hacmi Siiresi,
FazB oC Sic. A ul mL/dk mg/mL
°C dak
Thermo Scientific Hypersil BDS
13 10 mM KH2PO4 pH 3,5 ACN 40 15 244-210 20 0,7 0,5 45-55
C18 (4,6x250)mm 5,0um
Thermo Scientific Hypersil BDS
14 10 mM KHzPO, pH 6,0 ACN 40 15 244-210 20 0,7 0,5 45-55
C18 (4,6x250)mm 5,0um
Thermo Scientific Hypersil BDS
15 10 mM KH2PO4 pH 6,0 ACN 40 15 244-210 20 0,8 0,5 45-55
C18 (4,6x250)mm 5,0pm
Thermo Scientific Hypersil BDS
16 10 mM KHPO, pH 6,0 ACN 40 15 244-210 20 1,0 0,5 45-55
C18 (4,6x250)mm 5,0um
Thermo Scientific Hypersil BDS
17 10 mM KH2PO4 pH 6,0 ACN 40 5 244-210 20 0,8 0,2 65
C18 (4,6x250)mm 5,0um
Agilent Zorbax SB-C8
18 10 mM KH2PO4 pH 6,0 ACN 30 5 244-210 20 0,8 0,2 65

1S

(4,6x250)mm 5,0um



Cizelge 3.1. Devam

. | Oto- | . Analiz
; Hareketli Kolon Ornek Dalga Enj.  AkisHizz  Derisim
Deneme Hareketli Faz A Kolon Sic. * Boyu Hacmi Siiresi,
FazB oC Sic. A ul mL/dk mg/mL
°C dak

Agilent Zorbax SB-C8

19 10 mM KH2PO4 pH 4,5 ACN 40 5 244-210 20 0,8-1,2 0,2 65
(4,6x250)mm 5,0um
Agilent Zorbax SB-C8

20 10 mM KH2PO4 pH 4,5 ACN 40 5 244-210 20 1,2 0,2 65
(4,6x250)mm 5,0pm
Agilent Zorbax SB-C8

21 10 MM KH2PO4 pH 4,5 ACN 30 5 244-210 20 1,2 0,2 65
(4,6x250)mm 5,0pm

10 mM-20 mM KH,PO.- _

Agilent Zorbax SB-C8

22 K2HPO4, Na;HPO4, pH ACN 30-50 5 244-210 20 0,8 0,2 65
(4,6x250)mm 5,0pm

3,5-6,0,

Agilent Zorbax SB-C8

23 10 MM KH:PO4pH 45  ACN 30 5 244-210 20 1,2 0,2 22

(4,6x250)mm 5,0pm

[4S]




3.2.2. Lenvatinib Miktar Tayini
3.2.2.1. Yontem Optimizasyonu

Lenvatinib miktar tayini metodunun gelistirilme ¢alismalarina ilgili bilesikler metodu
baz alinarak baglanmistir. Yapilan denemeler Cizelge 3.2’de acik¢a verilmistir. Burada
lenvatinib ilgili bilesikler metodunda yapilan denemeler sonucunda elde edilen ilk karisim
metanol ve 0-HsPOs ¢ozeltisi karigimi (40:60, h/h) en uygun ¢oziicii olarak kullanilmustir.
Cizelge 3.2°deki deneme 1 ve 2’de goriildigi gibi lenvatinib etken madde derisimi i¢in 0,02
mg/ mL ve 0,01 mg/ mL’ de ¢alismalar yapilmistir. Bu derisimlerde yapilan incelemelerde
diisiik derisimde elde edilen alanlarin ve pik yiiksekliklerinin yeterli goriilmesi sebebi ile 0,01
mg/ mL ile ¢alisilmasi uygun bulundu. Lenvatinib etken maddesi i¢in yapilan dalga boyu
taramasi sonucu 244 nm dalga boyunda maksimum UV absorbansinin oldugu ilgili bilesikler
metodunda tespit edilmisti (Cizelge 3.2, deneme 1-2). Bu sebeple 244 nm dalga boyu bu metot
icin tercih edilmistir. Burada gradient eliisyon programi ve akis hiz1 degistirilerek lenvatinib
pikinin kuyruklanma faktorii incelendiginde akis hiz1 2,0 oldugunda en iyi sonuglarin alindigt
goriildgiinden deneme 6’ daki metodun kullanilmasi uygun bulunmustur. Ayni ¢izelgede
verilen deneme 7 ve 8‘de akis hiz1 arttifinda lenvatinib pikinin eliisyonun ilk zamanlarinda
¢ikmasi ve diisiik akis hizinda oldugu gibi pikin seklinin bozulmasi sebebiyle 2.0 mL/dak olan
akis hizinin optimum olduguna karar verilmistir. Belirlenen metodun kromatogrami Sekil 3.3’
de verilmistir.

40000

1 PDA Multi 1 244nm,4nm)|

30000+

ENVATINIB /10.107,

20000

10000

T —TTr i ==
0.0 25 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0 225

Sekil 3.3. Cizelge 3.2 deneme 6 ‘da verilen metodun kromatogrami
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Cizelge 3.2. Lenvatinib miktar tayini metot denemeleri

Kolon

Oto-Ornek.

] Hareketli Dalga Enj.  AkisHim Derisim  Analiz
Deneme Hareketli Faz A Kolon Sic. Sic. Boyu Hacmi
FazB oC oC A pL mL/dk mg/mL  Siiresi, dak

Agilent Zorbax SB-C8

1 10 mM KH;PO4pH 4,5 ACN 40 5 244 20 1,2 0,02 23
(4,6x250)mm 5,0pm
Agilent Zorbax SB-C8

2 10 mM KH2PO4pH 4,5 ACN 40 5 244 20 1,3 0,01 23
(4,6x250)mm 5,0pm
Agilent Zorbax SB-C8

3 10 mM KH2PO4pH 4,5 ACN 40 5 244 20 1,4 0,01 23
(4,6x250)mm 5,0um
Agilent Zorbax SB-C8

4 10 mM KH2PO4pH 4,5 ACN 40 5 244 20 15 0,01 23
(4,6x250)mm 5,0um
Agilent Zorbax SB-C8

5 10 mM KH;PO4pH 4,5 ACN 40 5 244 20 1,8 0,01 23
(4,6x250)mm 5,0pm

10 mM KH2PO4 pH Agilent Zorbax SB-C8
6 ACN 40 5 244 20 2,0 0,01 23
45 (4,6x250)mm 5,0pm

Agilent Zorbax SB-C8

7 10 mM KH;PO4 pH 4,5 ACN 40 5 244 20 2,1 0,01 23
(4,6x250)mm 5,0pm
Agilent Zorbax SB-C8

8 10 mM KH2PO4pH 4,5 ACN 40 5 244 20 2,0 0,01 23

S

(4,6x250)mm 5,0um




3.3. Lifitegrast icin gelistirilen metotlarin optimizasyonu

3.3.1.Lifitegrast ilgili bilesikler

3.3.1.1.Coziicii Secimi

Yapilan denemelerde Lifitegrastin metanol, asetonitril ve sulu karisgimlari ile yapilan
¢oziliniirlik denemelerinde metanolde daha iyi ¢oziindiigii goriildiigiinden bu metot i¢in de

kullanilmaya devam edilmistir.

3.3.1.2.Yontem optimizasyonu

Lifitegrast ilgili bilesikler metodu i¢in Cizelge 3.3 deneme 1- 3’ de goriildiigii gibi o-
H3PO4 ¢ozeltisi denenmis ancak safsizlik C goriilemediginden ve diger piklerin ayirimi tam
olmadigindan tampon ¢o6zelti kullanimina karar verilmistir. Cizelge 3.3’te goriildiigli gibi
deneme 4-8’de 10 mM KH>PO,4 tamponu farkli pH araliklarinda denenmistir. Ayni ¢gizelgede
deneme 1 ‘de goriildigii gibi Waters symmetry C18 kolonu ile denemeler baglasa da
sonrasinda polar bir molekiil olan safsizlik C’nin goriilebilmesi igin deneme 2’de goriildiigii
gibi C8 kolonu denendi. Biitiin piklerin ayrildig1 ve safsizlik C’nin gozlenebildigi en uygun
kolon Troyasil C8 kolonu oldu. Cizelge 3.3 deneme 1-3° de yapilan galismalarla dalga
boyunun belirlenmesi de saglanmistir. Hem lifitegrast erken maddesi hem de diger dort adet
safsizlig1 icin yapilan dalga boyu taramasinda safsizlik C’nin UV maksimum absorbansina
yakin degerde diger molekiillerin de absorbanslarinin yeterli oldugu goriildiigiinden 215 nm
dalga boyu secilmistir. Ters faz kromatografisi kullanilarak yapilan bu analizde gradient
ellisyon tercih edildi. Yapilan gradient programlarinda hem safsizik C’nin gézlenmesi hem de
safsizliklarin birbirlerinden uygun uzakliklarda ayrilmalar1 ve gerekli pik yiiksekliklerine ve
alanlaria sahip olmalar1 amaglandi. Bu dogrultuda secilen hareketli fazlar ve kolon ile farkli
programlar olusturularak biitlin piklerin tayin edilebilecegi bir metot olusturulmustur.
Lifitegrast safsizliklar i¢in Cizelge 3.3’te deneme 6’da belirtildigi gibi 0,25 -1,0 mg/mL
araliginda yapilan g¢alismalarda en uygun pik yiksekligine ve sinyal/giiriilti degerine
ulagildigindan, 0,25 mg/ mL numune derigimi olarak belirlendi. Bu metotta kontrol edilecek
safsizliklarin derisimleri ICH Q3A’da belirtildigi gibi %0,15 limit degeri ile 0,75ug/ mL
olarak belirlendi. Optimize edilen metodun parametreleri Cizelge 3.3’te deneme 7 de ve

kromatogrami ise Sekil 3.4’te verilmistir.
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Cizelge 3.3. Lifitegrast ilgili bilesikler optimizasyon denemeleri

. | Oto- | . Analiz
; Hareketli Kolon Ornek Dalga Enj.  AkisHizz  Derisim
Deneme Hareketli Faz A Kolon Sic. " Boyu Hacmi Siiresi,
FazB oC Sic. A ul mL/dk mg/mL
°C dak
] Waters Symmetry C18
1 %0,1 H3PO4 ¢ozeltisi Metanol 30 5 200-400 20 0,8-1,2 0,5 40
(4,6x250)mm 5,0pm
] Waters Symmetry C18
2 %0,1 H3PO4 ¢ozeltisi ACN 30 5 200-400 20 1,0 0,5 40
(4,6x250)mm 5,0um
Troyasil 100 C8 (4,6x250)mm
3 90,1 H3PO4 gozeltisi ACN 30 5 200-400 20 1,0 0,5-1,0 35
5,0um
Troyasil 100 C8 (4,6x250)mm
4 10 mM KH2PO4 pH 4,5 ACN 30 5 215 20 1,0 0,5 35
5,0um
Troyasil 100 C8 (4,6x250)mm
5 10 mM KH2PO4 pH 4,5 ACN 35 5 215 20 1,0 0,5 33
5,0um
Troyasil 100 C8 (4,6x250)mm
6 10 mM KH2PO4 pH 5,5 ACN 35 5 215 20 0,8-1,2 0,25-1,0 33
5,0um
Troyasil 100 C8 (4,6x250)mm
7 10 mM KH2POs4 pH 5,5 ACN 35 5 215 20 1,0 0,25 33
5,0pm
Troyasil 100 C8 (4,6x250)mm
8 10 mM KH2PO4 pH 6,0 ACN 35 5 215 20 1,0 0,25 33

9§

5,0um
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Sekil 3.4. Cizelge 3.3. deneme 7 kromatogrami

3.3.2.Lifitegrast enantiyomerik saflik

3.3.2.1.Céziicii Secimi

Lifitegrast etken maddesi i¢in metanol, asetonitril gibi organik ¢oziiciilerle denemeler

yapildi. Bu denemelerde metanoliin lifitegrast i¢in en iyi ¢oziicii olduguna karar verildi.

3.3.2.2. Yontem optimizasyonu

Tim kiral HPLC yontemi gelistirme deneyleri normal faz kosullar1 altinda
gerceklestirildi. Polisakkarit kolonlarin enantiyomerleri ayirma yetenekleri genis oldugundan
burada tercih edilmistir. Bu nedenle Daicel Chiralpak OD-H, IB, IC ve AD-H kolonlar1 gibi
amiloz ve seliilloz bazli kolonlar arastirildi. Izokratik normal faz sistemlerinde apolar ya da
polaritesi yine bagka bir organik ¢oziicii ile degistirilen hareketli fazlar kullanilmaktadir.
Hareketli faz i¢in, metanol, etanol ve 2-propanol polar ¢oziiciiler olarak ve n-hekzan polar
olmayan ¢dziicii olarak kullanilan hareketli faz karisimlarinin incelemeleri Cizelge 3.4, 3.5,
3,6 ve 3.7’de paylagilmigtir. Farkli kolonlarin farkli hareketli faz karigimlari ve sicaklik etkisi
25-40 °C arasinda incelenmis ve ¢izelgelerde paylagilmistir. Lifitegrast etken maddesi i¢in
yapilan dalga boyu taramasinda maximum UV absorbansmmin 260 nm oldugu tespit
edildiginden bu dalga boyunda validasyon yapilmasina karar verildi. Cizelge 3.4’ de sunulan

Chiralpak OD-H kolonu ile yapilan ¢alismalarda deneme 33 ve 34 harig¢ pik gézlenmemistir.
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Deneme 33 ve 34 umut vaadedici olsa da pik sekilleri diizgiin olmadigindan farkli kolon
denemeleri yapilmistir. Cizelge 3.5’ te paylagilan Chiralpak IB ve Cizelge 3.6’da paylasilan
Chiralpak IC kolonlari ile yapilan ¢alismalarda hi¢ pik gozlenmemistir. Buna karsin Cizelge
3.7’de sunulan Chiralpak AD-H kolonu ile yapilan denemelerde hareketli faz karigiminda
hekzan/ etanol ve hekzan/ metanol kullanildiginda hi¢ pik gozlenemistir. Ancak 2- propanol
kullanildiginda bir ayrim elde edildiginden (Cizelge 3.7 deneme 21-28) ilerleyen denemelerde
n-hekzan/ 2-propanol karigimlart ile devam edilmistir. Ancak yine de bu karisgimin yeterli
olmadigi goriilmiistiir. Bunu iyilestirmek amaciyla mobil faz katki maddeleri arastirildi. Mobil
faz katki maddeleri, iyonlasabilen kiral analitlerin iyonizasyon durumunu kontrol etmek i¢in
enantiyomerik ayirmada yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu amagla Cizelge 3.7’de deneme
32’de formik asit, deneme 34’te asetik asit ve deneme 33’te trifloroasetik asit etkisi aragtirildi.
En iyi pik ayrim ve sekli formik asit kullanildiginda elde edildi ve bu nedenle ileri yontem
optimizasyonu igin se¢ildi. Formik asit miktar1 i¢in yapilan aragtirmalar Cizelge 3.7’ dekKi
deneme 32 ve deneme 35°te verilmistir. Chiralpak AD-H kolonu, mobil faz olarak n-heksan/2-
propanol/formik asit (500/500/2) kullanildiginda iyi bir pik ayrimi gosterdiginden hareketli
faz karigimi olarak tercih edildi. Cizelge 3.7 deneme 35-38’de sicaklik etkisi incelendiginde
ise yiiksek sicaklikta daha iyi bir ayirimin gozlenmesi sebebiyle ideal sicaklik 40 °C olarak
belirlenmistir. Akis hiz1 Cizelge 3.7 deneme 38-46’da paylasildigi gibi denenmis olup 1,0
mL/dk. olarak belirlenmistir. Ayirimin kontrol edilmesi amaci ile enjeksiyon hacmi
incelemeleri Cizelge 3.7°de deneme 48,50,51°‘de sunulmus olup optimum ayirim 20 pL

kullanildiginda gozlenmistir.

Lifitegrast etken maddesi ve enantiyomerik safligi R-Lifitegrast i¢in 2,0 mg/ mL ile
0,5 mg/mL araliginda numune derisimlerinde Cizelge 3.7°de deneme 47-49’da verilen
denemeler yapildi. Numune derisimi daha az madde harcanmasi ve ayirimin saglanmasi
sebebiyle 0,5 mg/mL olarak belirlendi. Giinliik maksimum alim dozun 5’er mg her bir géze
olmak {izere 10 mg/giin lifitegrastin ICH Q3A ‘ya gore safsizlik limitleri %0,15 olarak
belirlendi. Spesifikasyon limiti %0,15 olan R-Lifitegrastin gozlenebilmesi ve ana pikin
gbzlenme sinirinin istiine ¢gtkmadigi goriildii ve daha az numuneye ihtiyag duyulan 0,5 mg/mL

derigsimi kullanilmaya uygun bulundu.

n-Heptanin daha az toksik olmasi sebebiyle n-hekzana alternatif olarak
diistiniilmistiir. Belirlenen optimum parametreler n-heptan kullanilarak denenmistir. Ancak n-
heptanin daha viskoz olmasi sebebiyle kolon verimini diislirdigi diistiniilmektedir.

Dolayisiyla ¢alismalarda n-heptan tercih edilmemistir.
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Cizelge 3.4. Lifitegrast kiral saflik metot optimizasyonu i¢in Daicel Chiralpak OD-H (4,6x250)mm 5,0um kolonu denemeleri

Kolon  Oto-Ornek. Sic.  Dalga Boyu Enj. Akis Hizi Derisim Analiz
Deneme Hareketli Faz
Sic.°C  °C A Hacmi, pL mL/dk mg/mL Siiresi, dak

1 25
2 30
3 n-hekzan/ metanol (80:20, h/h) - 5 200-400 20 1,0 2,0 30
4 40
5 25
6 30
. n-hekzan/ metanol (50:50, h/h) - 5 200-400 20 1,0 2,0 30
8 40
9 25
10 30

n-hekzan/ etanol (80:20, h/h) 5 200-400 20 1,0 2,0 30
11 35
12 40
13 25
14 30

n-hekzan/ etanol (50:50, h/h) 5 200-400 20 1,0 2,0 30
15 35
16 40
17 25

n-hekzan/ 2-propanol (80:20, h/h)
18 30 5 200-400 20 1,0 2,0 30
19 35
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20 40
Cizelge 3.4. Devam
) Kolon  Oto-Ornek. Sic.  Dalga Boyu Enj. Akis Hiza Derisim Analiz
Deneme Hareketli Faz .
Sic.°C  °C by Hacmi, pLL mL/dk mg/mL Siiresi, dak
21 25
22 30
’3 n-hekzan/ 2-propanol (50:50, h/h) - 5 200-400 20 1,0 2,0 30
24 40
25 25
26 n-hekzan/ 2-propanol/ formik asit 30
5 200-400 20 1,0 2,0 30
27 (500:500:1, h/h/) 35
28 40
29 25
30 n-hekzan/ 2-propanol/ formik asit 30
5 200-400 20 1,0 2,0 30

31 (500:500:2, h/h/) 35
32 40

n-hekzan/ 2-propanol/ formik asit
33 40 5 200-400 20 1,0 2,0 45

(500:500:2, h/h/)

n-hekzan/ 2-propanol/ formik asit
34 40 5 200-400 20 2,0 2,0 45

09

(500:500:2, h/h/)



Cizelge 3.5. Lifitegrast kiral saflik metot optimizasyonu i¢in Daicel Chiralpak IB (4,6x250)mm 5,0pm kolonu denemeleri

Sic. °C Sic. °C Boyu A Hacmi, p.  mL/dk mg/mL Siiresi, dak
1 25
2 30
3 n-hekzan/ metanol (80:20, h/h) - 5 200-400 20 1,0 2,0 30
4 40
5 25
6 30
. n-hekzan/ metanol (50:50, h/h) .- 5 200-400 20 1,0 2,0 30
8 40
9 25
10 30
n-hekzan/ etanol (80:20, h/h) 5 200-400 20 1,0 2,0 30
11 35
12 40
13 25
14 30
n-hekzan/ etanol (50:50, h/h) 5 200-400 20 1,0 2,0 30
15 35
16 40
17 25
18 n-hekzan/ 2-propanol (80:20, h/h) 30
5 200-400 20 1,0 2,0 30
19 35
20 40

19



Cizelge 3.5. Devam

) Kolon Oto-Ornek.  Dalga Enj. Akis Hizi Derisim Analiz
Deneme Hareketli Faz o .
Sic. °C Sic. °C Boyu A Hacmi, p. - m/dk mg/mL Siiresi, dak

21 25
22 30
’3 n-hekzan/ 2-propanol (50:50, h/h) - 5 200-400 20 1,0 2,0 30
24 40
25 25
26 n-hekzan/ 2-propanol/ formik asit 30

5 200-400 20 1,0 2,0 30
27 (500:500:1, h/h/) 35
28 40

n-hekzan/ 2-propanol/ formik asit
29 25 5 200-400 20 1,0 2,0 30
(500:500:2, h/h/h)

9



Cizelge 3.6. Lifitegrast kiral saflik metot optimizasyonu i¢in Daicel Chiralpak IC (4,6x250)mm 5,0pm kolonu denemeleri

Sic. °C Sic. °C Boyu A HacmipL.  mL/dk mg/mL Siiresi, dak
1 25
2 30
3 n-hekzan/ metanol (80:20, h/h) - 5 200-400 20 1,0 2,0 30
4 40
5 25
6 30
. n-hekzan/ metanol (50:50, h/h) - 5 200-400 20 1,0 2,0 30
8 40
9 25
10 30
n-hekzan/ etanol (80:20, h/h) 5 200-400 20 1,0 2,0 30
11 35
12 40
13 25
14 30
n-hekzan/ etanol (50:50, h/h) 5 200-400 20 1,0 2,0 30
15 35
16 40
17 25
18 n-hekzan/ 2-propanol (80:20, h/h) 30
5 200-400 20 1,0 2,0 30
19 35
20 40

€9



Cizelge 3.6. Devam

. Kolon Oto-Ornek.  Dalga Enj Akis Hizi Derisim Analiz
Deneme Hareketli Faz o -
Sic. °C Sic. °C Boyu A Haemi pL.  m) /dk mg/mL Siiresi, dak

21 25
22 30
’3 n-hekzan/ 2-propanol (50:50, h/h) - 5 200-400 20 1,0 2,0 30
24 40
25 25
26 n-hekzan/ 2-propanol/ formik asit 30

5 200-400 20 1,0 2,0 30
27 (500:500:1, h/h/) 35
28 40

n-hekzan/ 2-propanol/ formik asit

29 25 5 200-400 20 1,0 2,0 30

9

(500:500:2, h/h/)



Cizelge 3.7. Lifitegrast kiral saflik metot optimizasyonu i¢gin Daicel Chiralpak AD-H (4,6x250)mm 5,0um kolonu denemeleri

_ Kolon Oto-Ornek.  Dalga Enj. Akis Hiza Derisim Analiz
Deneme Hareketli Faz
Sic. °C Sic. °C Boyu A Hacmi pL.  mL/dk mg/mL Siiresi, dak

1 25
2 30
3 n-hekzan/ metanol (80:20, h/h) - 5 200-400 20 1,0 2,0 30
4 40
5 25
6 30
. n-hekzan/ metanol (50:50, h/h) .- 5 200-400 20 1,0 2,0 30
8 40
9 25
10 30

n-hekzan/ etanol (80:20, h/h) 5 200-400 20 1,0 2,0 30
11 35
12 40
13 25
14 30

n-hekzan/ etanol (50:50, h/h) 5 200-400 20 1,0 2,0 30
15 35
16 40
17 25

n-hekzan/ 2-propanol (80:20, h/h)
18 30 5 200-400 20 1,0 2,0 30
19 35
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Cizelge 3.7. Devam

Sic. °C Sic. °C Boyu A Hacmipl.  mL/dk mg/mL Siiresi, dak
20 n-hekzan/ 2-propanol (80:20, h/h) 40 5 200-400 20 1,0 2,0 30
21 n-hekzan/ 2-propanol (60:40, h/h) 40 5 200-400 20 1,0 2,0 30
22 25
23 30
5 200-400 20 1,0 2,0 30
24 35
25 n-hekzan/ 2-propanol (50:50, h/h) 40
26 1,2
27 40 5 260 20 0,8 2,0 30
28 15
29 25
30 n-hekzan/ 2-propanol/ formik asit 30
5 260 20 1,0 2,0 30

31 (500:500:1, h/h/) 35
32 40

n-hekzan/ 2-propanol/ TFA (500:500:1,
33 40 5 260 20 1,0 2,0 30

h/h/)

n-hekzan/ 2-propanol/ asetik asit
34 40 5 260 20 1,0 2,0 30

(500:500:1, h/h/)
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Cizelge 3.7. Devam

. Kolon Oto-Ornek.  Dalga Enj Akis Hizi Derisim Analiz

Deneme Hareketli Faz o -

Sic. °C Sic. °C Boyu A Haemi pL.  m) /dk mg/mL Siiresi, dak
35 25
36 30

5 260 20 1,0 2,0 30

37 35
38 40
39 0,5
40 0,6

40 5 260 20 2,0 45
41 0,7
42 o 08

n-hekzan/ 2-propanol/ formik asit
43 11
(500:500:2, h/h/)

44 1,2

40 5 260 20 2,0 20
45 13
46 15
47 15
48 40 5 260 20 1,0 0,5 30
49 1,0
50 10

40 5 260 1,0 0,5 20
51 30

L9



Chromatogram
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Sekil 3.5. Lifitegrast spesifikasyon limitinde R-Lif eklenmis numune kromatogrami

3.3.3.Lifitegrast miktar tayini

3.3.3.1.Céziicii Secimi

Ilgili bilesikler metodunda yapilan denemelerden yola ¢ikilarak metanol ¢dziicii olarak

kullanilmustir.

3.3.3.2.Yontem optimizasyonu

Miktar tayini metodu i¢in ilgili bilesikler metodundan yola c¢ikilmistir. Lifitegrast
etken maddesinin miktar tayini i¢in gelistirilen bu metotta maksimum UV absorbansina 260
nm’de ulasildigindan calisma dalga boyu olarak kullanilmistir. Burada tercih edilen pH 4,5
tamponu ile Cizelge 3.8 deneme-1’ de goriildiigii gibi ayni1 kolonda daha kisa analiz siiresinde
denendi. Ancak burada lifitegrast pikinin simetrisinin bozuldugu 6nden kuyruklanma yaptigi
goriildii. Bu sebeple sabit faz ve hareketli fazin degistirilmesine karar verildi. Burada Waters
symmetry kolonu denenmesi diisiiniildii. Cizelge 3.8 deneme 3’ de goriildiigli gibi Waters
symmetry C8 (150x4,6) 5,0um ozelligindeki daha kisa bir kolon kullanilmasi metodun
kisaltildiginda lifitegrast pikinin seklini bozmadigindan Tryoasil C8 kolonu yerine tercih
edildi. Tlgili bilesikler metodunda kararlastirilan tampon ¢ozeltisi Cizelge 3.8 deneme 1-2°de
goriildiigii gibi metot kisaltma denemelerinde kullanildiginda, Lifitegrast pikinin pik seklinin

yayildig1 goriildii. Daha oncesinde gergeklestirilen denemelerden yola ¢ikilarak o-HzPO.
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cozeltisi Cizelge 3.8 deneme 3 de hareketli faz A olarak denenmistir ve hem baseline
diizeldigi hem de lifitegrast pikinin simetrisinin diizeldigi gozlenmistir. Cizelge 3.8 deneme
1-3’de incelendigi gibi ilgili bilesikler derisimi kullanildiginda pik yiiksekliginin ¢ok yiiksek
olmasi sebebiyle daha diisiik derisimler denendi. Burada 0,25-0,05 mg/mL araliginda numune
derigsimleri denendikten sonra diisiik derisimde sistem uygunluk kistasini sagladigi goriilen ve
daha az numune harcanan 0,05 mg/mL tercih edilmistir. Cizelge 3.8 deneme 3-6’da sicaklik
akis hiz1 ve enjeksiyon hacminin etkisi incelenmistir. Lifitegrast pik simetrisinin, kuyruklanma

faktoriiniin en uygun oldugu deneme-5 Cizelge 3.8 ve Sekil 3.6’da verilmistir.

Chromatogram
SAMPLE 1 1 018led
wALT
50000 T ﬁ T PDA Mult: 1 2600m. 4o
400004 ‘ E
30000 ‘ F
20000-] | ‘
10000} | |
||
| i
| |
0 ———— e —— — — A
— — : — A : T —— : :
1 3 3 4 5 6 g 9

Sekil 3.6 Cizelge 3.8 deneme 5’te uygun goriilen metodun kromatogrami
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Cizelge 3.8. Lifitegrast miktar tayini metot denemeleri

. Oto- Enj. .. Analiz
Deneme Hareketli Faz A E;ZrEKEtII Kolon ;2'2% Ornek. Ejliak Hacmi 21(5 dl:lZl 2“/:11:_11 Siiresi,
) Sic. °C y pL g dak
Troyasil 100 C8 (4,6x250)mm 0,05-
1 10 MM KH2PO4pH 55  ACN 35 5 260 20 1,2 15
5,0um 0,25
Troyasil 100 C8 (4,6x250)mm 0,05-
2 10 MM KH2PO4pH 55  ACN 35 5 260 20 15 12
5,0um 0,25
) Waters symmetry C8 0,05-
3 %0,1 H3PO4 ¢ozeltisi ACN 35 5 260 20 15 15
(4,6x150)mm 5,0um 0,25
o Waters symmetry C8
4 %0,1 H3PO4 ¢6zeltisi ACN 30-35 5 260 20 1,0 0,05 15
(4,6x150)mm 5,0um
Waters symmetry C8
5 90,1 HsPO4 ¢ozeltisi ACN 35 5 260 20 1,2 0,05 10
(4,6x150)mm 5,0pm
Waters symmetry C8
6 90,1 H3PO4 gozeltisi ACN 35 5 260 30-10 15 0,05 10

0L

(4,6x150)mm 5,0um




3.4. Analitik Yontemlere ait Validasyon Calismalari

3.4.1.Lenvatinib Ilgili Bilesikler

Validasyon i¢in Béliim 3.2.1°de kullanilacak metot belirlenmistir. Segilen bu metot
YPSK metodu olmakla birlikte, metodun 244 ve 210 nm olmak iizere ¢ift dalga boyu
bulunmaktadir. Metot Agilent marka Zorbax SB-C8 (250 mm x 4,6 mm) 5 um kolon
kullanilarak akis hiz1 1,2 mL/ dk, kolon sicakligi 30 °C 6rneklem bolmesi sicakligr ise 5°C
parametre degerleri ile gerceklestirilmistir. Hareketli faz A olarak pH degeri 4,5+ 0,05 olarak
ayarlanmis 10 mM KH:POs kullanilmistir. Hareketli faz B olarak %2100 asetonitril
kullanilmistir. Standart ¢ozeltilerinin analizleri Cizelge 3.10° daki standart gradient eliisyon
programi kullanilarak analiz edilmistir. Standart ¢6zeltisi disindaki biitiin analizler Cizelge

3.9’daki numune gradient metodu ile analiz edilmistir.

Cizelge 3.9. Numune gradient eliisyon programi

Siire (dk) Hareketli Faz A (%0) Hareketli Faz B (%)
0 90 10
10 80 20
16 76 24
22 65 35
29 65 35
49 30 70
54 30 70
55 90 10
60 90 10

Cizelge 3.10. Standart gradient eliisyon programi

Siire (dk) Hareketli Faz A (%) Hareketli Faz B (%)
0 90 10
10 80 20
16 76 24
17 90 10
22 90 10

Metot igerisinde kullanilacak olan safsizliklarin giinliik alim dozlar {izerinden ICH Q3 A, B

ve ICH M7 kilavuzlarina hesaplanan spesifikasyon limitleri Cizelge 3.11° de verilmistir.
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Cizelge 3.11. Bilinen, bilinmeyen ve genotoksik safsizliklar i¢in limit degerleri

Lenva-2-okso

4-amino-3-klorofenol

Lenva-1

Lenva-2
Lenva-dessiklopropil
Lenva- dessiklopropilamit
Lenva-dimer iire
Lenva-karbamoil

Bilinmeyen safsizliklarin her biri

En fazla 0.15%

En fazla 400 ppm

En fazla 0.15%
En fazla 400 ppm
En fazla 0.15%
En fazla 400 ppm
En fazla 0.15%
En fazla 0.15%
En fazla 0.10%

Toplam genotoksik safsizlik
Toplam safsizhik

3.4.1.1.Segcicilik ve Spesifiklik

En fazla 1200 ppm
En fazla 1.0%

Metodun segicilik ve spesifiklik kontrolii i¢in kor ¢6zeltisi, standart ¢6zeltisi, her bir

safsizligin spesifikasyon limitinde hazirlanan standart ¢6zeltileri, spesifikasyon limitinde

safsizliklarin karisim c¢ozeltisi, spesifikasyon limitinde Lenva-1 igermeyen safsizliklarin

karisim ¢ozeltisi, numune ¢ozeltisi ve spesifikasyon limitinde safsizlik eklenmis numune

¢ozeltisi analiz edilmistir. Bu analizde PDA dedekt6rii kullanilarak 200-400 nm arasinda dalga

boyu taramasi yapilmistir. Secicilik ve spesifiklik parametresinde kor c¢ozeltisinden

safsizliklarin altinda pik gelmemesi birbirlerinden ve ana pikten ayrilmis olmalar1 ayni

zamanda saflik esiginin pik saflik endeksinden kiigiik olmasi gerekmektedir. Bunun saglandig:

Cizelge 3.12° de goriilmektedir. Yapilan analizler sonucunda Sekil 3.7’da 6rnek olarak verilen

kromatogramda piklerin birbirlerinden ve ana pikten ayrildigi goriilmektedir. 210 nm’de

sadece 4-amino-3-klorofenol, Lenva-1 ve Lenvatinib kontrol edilmistir.

Cizelge 3.12. Lenvatinib ilgili bilesikler metodu seg¢icilik ve spesifiklik sonuglari

Bagil

Safsizhk Alikonma Alikonma Pik saﬂ_lk Safhik
Zamam (AK) Zamam endeksi Esigi

(BAK)
Lenvatinib (244nm) 30,69 - 1,000000  0,995263
Lenva-2-okso 6,55 0,21 1,000000  0,999612
Lenva-1 16,04 0,52 1,000000  0,997795
Lenva-2 21,92 0,71 0,999999  0,987648
Lenva-dessiklopropil 22,99 0,75 1,000000  0,999306
Lenva- dessiklopropilamit 22,52 0,73 0,99999 0,967583
Lenva-dimer iire 43,45 1,42 1,000000 0,997543
Lenva-karbamoil 46,27 1,51 1,000000 0,996290
Lenvatinib (210nm) 30,69 1,00 0,999999  0,995181
4-amino-3-klorofenol (210nm) 9,58 0,31 0,999997 0,966042
Lenva-1 (210nm) 16,04 1,67 1,000000  0,997801
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Chromatogram
SP_SAMPLE 1 0081cd

uAlU
30000 3 > = ¢ PDAMmI 1 2%nm dn
] ey = -z
] < = < =
i - - - = 25 =
20000 S z 33 = 8
T 3 © gl - -
B < = a5 = 3
s SR 2
10000+ < b == = =
B = = > I
] | - z 1= < =
{ 2 Mg
i 1 ; il . = — =1 — ]
10 30 40 50
min
uAl
30000 p2 DA Mult 2 210nm nm
B =
20000 Z 2
4 E —
] ‘ o D
10000 &
] | 2 z
b \ = = o —
P TV B T oo e AAN
T — T T T F — T T T [ T T T T [ T T T T T T T T | T T T T
0 10 20 30 40 50

Sekil 3.7. Spesifikasyon limitinde safsizlik eklenmis numune kromatogrami

3.4.1.2. Sistem Uygunluk

Sistem uygunluk parametresi olarak kontrol edilmesine karar verilen (1) ardisik alti
Lenva-1 standart enjeksiyonundan elde edilen alanlarin ortalamasinin %BSS degeri 1.1<%5,0
2

dessiklopropilamid ile Lenvatinib arasindaki kolon ayiricilik giicii 2,4> 1,5 elde edilmistir. Bu

bulunmustur.  Ayrica sistem uygunluk ¢0zeltisi kromatograminda Lenva-

degerlerin kabul kriterlerini (1 ve 2) sagladigi goriilmiistiir.

Cizelge 3.13. Sistem uygunluk sonuglar1

Standart Alanlar: (Lenva-1)
12012
12010
12002
11943

Enjeksiyon Sirasi Lenvatinib Ayirim Faktorii

o0k WN

Ortalama
SS
%BSS

11770
11710
11908
133,8
11

2,4
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3.4.1.3. Bagil Yamit (RRF)ve Yanit Diizeltme Faktorii (CRF)

Bagil yanit faktorii ve yanit diizeltme faktoriiniin hesaplanmasi igin spesifikasyon
limitinde Lenva-2-okso, 4-amino-3-klorofenol, Lenva-1, Lenva-2, Lenva-dessiklopropil,
Lenva-dessiklopropilamid, Lenva-dimer iire, Lenva-karbamoil karigim ¢dzeltisi 6 kere enjekte
edilmigtir. Elde edilen RRF ve CRF degerleri Cizelge 3.14°te verilmis olup hesaplamalarda

kullanilmagtir.

Cizelge 3.14. Bagil yanit ve yanit diizeltme faktorii sonuglari

Safsizlik Derisim, pg/mL Ortalama pik RRF CRF
alanlari
Lenvatinib (244nm) 0.206 27974 - -
Lenva-2-okso 0.303 41233 1.00 1.00
Lenva-1 0.300 10730 0.26 3.80
Lenva-2 0.083 11458 1.02 0.98
Lenva-dessiklopropil 0.307 42869 1.03 0.97
Lenva-dessiklopropilamit 0.083 12605 1.12 0.89
Lenva-dimer iire 0.276 36049 0.96 1.04
Lenva-karbamoil 0.287 38227 0.98 1.02
Lenvatinib (210nm) 0.206 17439 - -
4-amino-3-klorofenol (210nm) 0.079 7065 1.05 0.95
Lenva-1 (210 nm) 0.300 30577 1.20 0.83

3.4.1.4. Dogrusallik ve Calisma Arahg

Cihaz yanmiti ile cihaz derisiminin dogrusallifi regresyon analizi kullanilarak
degerlendirilmistir. Bu amagla yedi farkli derisim araliginda (TAS, 50%, 80%, 100%, 120%,
150% ve 200%) ¢ozeltiler en az tiger kere analiz edilmistir. Minimum (TAS) ve maksimum
seviyelerdeki ¢ozeltiler ise altisar kez analiz edilmistir. Elde edilen Regresyon egrisinin kesim
noktasi, standart derisiminin %100 seviyesinden elde edilen alanin %5’inden fazla olmamasi
burada 6nemli bir kriterdir. Korelasyon katsayisinin ise 0,99’dan az olmamasi gerekmektedir.
Bununla birlikte minimum alanlarin (TAS) % BSS degerleri <%10 bulunmugtur. Maksimum
alanlarin %BSS degerleri ise <%5,0 bulunmustur. Kabul kriterlerinin saglandigi bu sonuglar
Cizelge 3.15 ve 3.16’te verilmistir. Sekil 3.8-15 araliginda verilen grafiklerde safsizliklar igin

elde edilen regresyon grafikleri gériilmektedir.
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Cizelge 3.15. Lenvatinib ilgili bilesikler regresyon analizi sonuglari

Korelasyo [(y-kesim noktasi x
Safsizhk Derisim n katsayis1  Regresyon 100 / % seviyedeki
(ng/mL) r, Limit: > Denklemi alan] (%)
0,99 Limit: < 5,0%
Lenva-2-0kso 0,0051- 0,606  1,0000 340:21939828" * 0,5
4-amino-3-klorofenol 0,0103-0,158 009994 Y= 70592x- 0.1
0,4192
Lenva-1 0,0270-0,600  0,9999 3£6:73f673x * 2,6
Lenva-2 0,0070-0.166  0,9994 3521525707)‘ * 2.3
Lenva-dessiklopropil 0,0057- 0,614 1,0000 ?r; ;6134951)( * 0,1
Lenva-dessiklopropilamit 00108-0,166 09999 Y 31149521" - 07
h. ) y = 128823 -
Lenva-dimer iire 00131-0572 10000 Y or 01
) . d y = 120947 -
Lenva-karbamoil 0,0120- 0,574 0,9998 734.39 2,2

Cizelge 3.16. Minimum ve maksimum derigimdeki ¢ozeltilerin analizlerinin %BSS degerleri

Safsizhik alanlarinin %BSS degerleri

Safsizhik
Minimum Maksimum

Lenva-2-o0kso 4,3 0,1
4-amino-3-klorofenol 4,0 1,2
Lenva-1 4,0 0,1
Lenva-2 4,4 0,5
Lenva-dessiklopropil 3,8 0,1
Lenva-dessiklopropilamit 6,7 0,3
Lenva-dimer iire 49 0,2
Lenva-karbamoil 6,9 0,1
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9,0

x 10000

8,0

7,0

6,0
y =139828x + 202,93

R?Z=1
5,0

4,0
3,0
2,0
1,0
0,0
0,000 0,100 0,200 0,300 0,400 0,500 0,600 0,700
Sekil 3.8. Kalibrasyon egrisi (Lenva-2-0kso)

1,2

1,0

x 10000

0,8

y =70592x - 0,4192

R?=0,9989
0,6

0,4

0,2

0,0
-0,010 0,010 0,030 0,050 0,070 0,090 0,110 0,130 0,150 0,170

Sekil 3.9. Kalibrasyon egrisi (4-amino-3-klorofenol)
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2,5

x 10000

2,0

1,5

1,0

0,5

6,0
-0,050

y =33673x + 267,41
R*=0,9997

0,050 0,150 0,250 0,350 0,450 0,550 0,650

Sekil 3.10. Kalibrasyon egrisi (Lenva-1)

2,5

x 10000

2,0

1,5

1,0

0,5

0,0

0,000

y =125707x + 242,5
R*=0,9989

0,020 0,040 0,060 0,080 0,100 0,120 0,140 0,160 0,180

Sekil 3.11. Kalibrasyon egrisi (Lenva-2)
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9,0

x 10000

8,0

7,0

6,0

>0 y = 134951x + 5,56

R?=1
4,0

3,0
2,0
1,0
6,0
-0,050 0,050 0,150 0,250 0,350 0,450 0,550 0,650

Sekil 3.12. Kalibrasyon egrisi (Lenva-dessiklopropil)

3,0

x 10000

2,5

2,0

15 y = 149521x - 89,309

R*=0,9998
1,0

0,5

0,0
0,000 0,020 0,040 0,060 0,080 0,100 0,120 0,140 0,160 0,180

Sekil 3.13. Kalibrasyon egrisi (Lenva-dessiklopropilamid)
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8,0
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Sekil 3.14. Kalibrasyon egrisi (Lenva-dimer tire)
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Sekil 3.15. Kalibrasyon egrisi (Lenva-karbamoil)

3.4.1.5. Tayin Alt Simir1 ve Teshis Sinir1

Bir metot igerisinde tayin edilebilecek en diisiik derisim olan tayin alt sinirinin sinyal/
giir{iltii oran1 ondan, tespit edilebilecek en diisiin derisim olan teshis sinirmin ise tigten biiytik
olmasi gerekmektedir. TAS’nin ve teshis sinirindaki derisimlerin ise raporlama limitlerinden
biiyiilk olmamasi gerekmektedir. Cizelge 3.17°da paylasilan sonuglar biitiin safsizliklar igin

kriterlerin saglandigin1 géstermektedir.
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Cizelge 3.17. Tayin alt sinir1 (TAS) ve teshis sinirina (TS) ait sonuglar

Teshis Sinir1 Tayin Alt Sinin S/N
Standart
pg/mL %, ppm pg/mL %, ppm TS TAS

Lenva-2-okso 0,002 %0,0008 0,0051 %0,0026 6 15
4-amino-3-klorofenol 0,003 15,4ppm 0,0103 51,5ppm 8 18
Lenva-1 0,008 %0,0041 0,0270 %0,0135 3 11
Lenva-2 0,002 10,5ppm 0,0070 35,0 ppm 8 17
Lenva-dessiklopropil 0,002 90,0009 0,0057 90,0029 9 19
Lenva-dessiklopropilamid 0,003 16,2ppm 0,0108 54,0 ppm 6 12
Lenva-dimer iire 0,004 %0,0020 0,0131 %0,0066 6 15
Lenva-karbamoil 0,004 %0,0018 0,0120 %0,0060 4 11

3.4.1.6. Dogruluk

Dogruluk ¢aligmasi i¢in safsizliklarin geri kazanim analizleri yapilmistir. Bu amagla
safsizliklarin spesifikasyon limitlerinin TAS, %50, %100 ve %150’sine karsilik gelecek
sekilde eklenmis numuneler hazirlanmis ve iicer enjeksiyonundan elde edilen verilere gore
geri kazanimlari hesaplanmistir. Her bir enjeksiyon taze hazirlanmistir. Numune TAS
seviyesinin lizerinde Lenva-2-0kso, Lenva-1, Lenva-2, Lenva-dessiklopropil, Lenva-
dessiklopropilamid ve Lenva-karbamoil igerdiginden TAS seviyesinde eklenmemistir. Ek
olarak numune %50 seviyesinin iizerinde Lenva-dimer iire igerdiginden TAS veya %50
seviyesinde eklenmemistir. Cizelge 3.19°de geri kazanim degerinin TAS seviyesi i¢in 113,3
(limit: %70-%130) bulundugu gorilmiistir. Cizelge 3.18-25te ise diger seviyeler igin geri

kazanimlarin kabul sinirlar (%90-%110) araliginda bulundugu goriilmektedir.

Cizelge 3.18. Lenva- okso igin geri kazanim sonuglari

Eklenen miktar, %  Derisim, %  Bulunan derisim +SS Geri Kazanim, % % BSS

50 0,080 0,081+0,06 101,3 1,2
100 0,153 0,152+0,00 99,3 0,0
150 0,219 0,217+0,252 99,1 0,5

Cizelge 3.19. 4-amino-3-klorofenol igin geri kazanim sonuglari

Eklenen miktar, %  Derisim, %  Bulunan derisim +SS Geri Kazanim, % % BSS

TAS 0,005 0,006+0,06 113,3 10,2
50 0,02 0,019+0,06 96,7 3,0
100 0,039 0,041+0,10 104,2 1,4
150 0,057 0,061+0,15 105,8 1,9
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Cizelge 3.20. Lenva-1 i¢in geri kazanim sonuglari

Eklenen miktar, %  Derisim, %  Bulunan derisim +SS Geri Kazanim, % % BSS

50 0,088 0,092+0,35 104,2 3,8
100 0,163 0,167+0,27 102,4 1,6
150 0,23 0,236+0,35 102,8 1,9

Cizelge 3.21. Lenva-2 icin geri kazanim sonuglari

Eklenen miktar, %  Derisim, %  Bulunan derisim +SS Geri Kazanim, % % BSS

50 0,024 0,024+0,00 100,0 0,0
100 0,044 0,044+0,00 99,3 1,3
150 0,063 0,063+0,10 99,5 0,9

Cizelge 3.22. Lenva-dessiklopropil i¢in geri kazanim sonuclar1

Eklenen miktar, %  Derisim, %  Bulunan derisim +SS Geri Kazanim, % % BSS

50 0,076 0,071+0,06 93,8 0,8
100 0,152 0,149+0,10 97,8 0,8
150 0,223 0,217+0,36 97,5 0,3

Cizelge 3.23. Lenva-dessiklopropilamid i¢in geri kazanim sonuglari

Eklenen miktar, %  Derisim, %  Bulunan derisim £SS Geri Kazanim, % % BSS

50 0,021 0,021+0,00 100,0 0,0
100 0,042 0,042+0,00 100,0 0,0
150 0,061 0,06+0,15 98,4 1,7

Cizelge 3.24. Lenva-dimer fire i¢in geri kazanim sonuglari

Eklenen miktar, %  Derisim, %  Bulunan derisim +SS Geri Kazanim, % % BSS

100 0,149 0,154+0,21 103,1 14
150 0,217 0,233+0,35 107,1 0,9

Cizelge 3.25. Lenva-karbamoil i¢in geri kazanim sonuglari

Eklenen miktar, %  Derisim, %  Bulunan derisim +SS Geri Kazanim, % % BSS

50 0,075 0,069+0,06 92,4 0,8

100 0,152 0,151+0,15 99,1 1,0

150 0,223 0,228+0,23 102,1 0,2
3.4.1.7. Kesinlik

Numune igerisinde raporlama limitinin iizerinde safsizlik bulundugu durumlarda

yontem kesinligi su sekilde kontrol edilir: Numunedeki safsizlik oran1 %0,1’den az ise
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%BSS’si degerlendirilmez. Eger safsizlik oran1 >%0,1 ise %BSS <10 olmalidir. Diger bir
kabul kriteri olarak %95 giiven araligi hesaplanir ve bulunan sonuglar degerlendirilir. Cizelge
3.26’da goriildiigii gibi hem %BSS degerleri kabul kriterlerini saglamaktadir. Bulunan

derisimler ise %95 giiven aralig1 igerisindedir.

Cizelge 3.26. Lenva dimer lire i¢in kesinlik sonuglari

Bulunan Derisim

o o o . -
Parametre (Ortalamaz SS, %) BSS, % Fark, % %95 Giiven Arahg:
Yontem kesinligi 0,111+0,004 3,6 - 0,107 0,115
Tekrar edilebilirlik 0,107+0,009 0,9 0,004 0,106 0,108

3.4.1.8. Tekrar Edilebilirlik ve Tekrar Uretilebilirlik

Bu islemlerin saglanabilmesi icin belirlenen metot hem laboratuvar i¢i farkli giin,
farklr analist, farkli cihaz ve farkli kolon ile gerceklestirildi. Tekrar iiretilebilirlik caligmasi
icin de iki farkli laboratuvarda ayn1 degisen sartlar altinda analizler tekrarlanmistir. Analizler
aynt Lenvatinib sarjindan hazirlanip yine taze enjeksiyon verilerek yiiriitiilmiistiir.
Karsilastirilan bu denemelerde kabul kriteri su sekildedir: iki kesinlik calismasinin ortalama
sonuglar1 arasindaki fark raporlanmalidir. Bu fark her safsizligin her iki kesinlik ¢alismalari
sonucu 0,1<%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 %BSS <+0,20 olmalidir. Cizelge
3.26’te sonuglar goriildiigii gibi kabul kriterlerine uygundur.

3.4.1.9. Saglamhk

Saglamlik ¢alismasinda metodun ufak degisimlerden etkilenmediginin gostergesi
olarak sistem uygunluk parametreleri Cizelge 3.27°da kontrol edilmis ve Cizelge 3.28’de ise
safsizliklarin alikonma zamanlari (AZ) ile bagil alikonma zamanlart (BAZ) incelenmistir.

Sonugta metodun kiigiik degisimlerden etkilenmedigi ispatlanmuistir.
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Cizelge 3.27.Saglamlik parametresi sistem uygunluk sonuglari

Lenva-1 -
Kosullar Lenvzil‘tllin‘l.) ziymm
Ortalama Alanlar %BSS aktoru
Normal kosullar 11772 1,71 2,8
Akis mz1 1,1 mL/dk 13181 0,66 2,6
Akis mz1 1,3 mL/dk 11192 0,89 2,8
Kolon sicakhig 27 °C 11410 3,17 2,3
Kolon sicakhig 33 °C 11858 0,70 3,1
Hareketli Faz A pH: 4,4 12382 0,83 4,1
Hareketli Faz A pH: 4,6 11940 2,95 1,6
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Cizelge 3.28.Saglamlik parametresi sonuglari

Lenva-2-  4-amino-3- Lenva- Lenva: Lenva-dimer- Lenva-
Lenva-1 Lenva-2 dessiklopropil-
okso klorofenol dessiklopropil iire karbamoil

Kosullar amid

AZ BA AZ BA AZ BA AZ BAZ AZ BAZ AZ BAZ AZ BAZ AZ BAZ
Normal kosullar 65 0,22 955 032 160 053 2188 0,73 22,83 0,76 29,28 0,98 43,36 1,45 46,24 1,54
Akis hizi 1,1 70 022 108 0,34 169 054 2264 0,72 23,38 0,74 30,38 0,96 44,05 1,39 47,11 1,49
mL/dk
Akis hiz1 1,3 6,1 021 971 033 152 052 2122 0,72 2234 0,76 28,38 0,96 42,74 1,45 45,47 1,54
mL/dk
Kolon sicakhig 6,7 022 975 032 16,2 053 2220 0,72 23,06 0,75 29,72 0,96 43,71 1,42 46,84 1,52
27 °C
Kolon sicakhig 62 021 930 031 157 052 2157 0,72 22,64 0,75 28,83 0,98 43,00 1,43 45,67 1,52
33°C
HareketliFazA 6,7 0,22 9,11 030 163 054 2214 0,73 2262 0,75 28,62 0,94 43,38 1,43 46,52 1,53
pH: 4,4
HareketliFazA 64 021 962 031 158 051 219 0,71 2330 0,75 30,45 0,98 43,57 1,41 46,25 1,49

pH: 4,6
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3.4.1.10. Kararhhik

Bu parametrede numunenin ¢ézelti igerisindeki kararliligi aragtirilmistir. Baglangig
kosullarinda elde edilen alanlara goére, standart alaninin degisimi %S5’ten; numunedeki
safsizlik pik alanlarindaki degisiklik ise %10’dan fazla olmadiginda ¢ozelti kararliligindan s6z
edilebilmektedir. Bu amagla standart ve spesifikasyon limitinde safsizlik eklenmis iki paralel
numune 48 saat boyunca 5 °C’de analiz edilmistir. Cizelge 3.29°de goriildiigi gibi standart 48

saat kararli bulunurken Cizelge 3.30’da goriildiigii gibi numune 4 saat kararli bulunmustur.

Cizelge 3.29. Standardin kararlilik sonuglart

Gecgen Siire Alanlar Fark, %
Baslangic 12079 uYy
4.saat 12465 3,2
8.saat 12235 1,3
12.saat 12174 0,8
16.saat 12186 0.9
20.saat 12079 0,0
24 saat 12079 0,0
28.saat 12168 0,7
32.saat 12123 0,4
40.saat 12160 0,7
48.saat 12156 0,6
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Cizelge 3.30. Numunenin kararlilik sonuglari

Gegen Siire Lenva-2-okso 4-amino-3- Lenva-1 Lenva-2 Lenva- Lenva- Lenva-dimer- Lenva-
klorofenol dessiklopropil dessiklo- iire karbamoil
propilamit
Alan Fark, Alan Fark, Alan Fark, Alan Fark, Alan Fark, Alan Fark, Alan Fark, Alan Fark,
% % % % % % % %
Baslangic 40052 - 5915 - 1322 - 1313 - 4426 - 1266 - 43282 - 3973 -

4, saat 41348 3,2 5534 6,4 1426 7,4 1315 0,1 4466 0,9 1263 0,2 42822 1,1 3946 0,7

8. saat 42733 6,7 5929 0,2 1516 14,7 1317 0,3 4492 1,5 1288 1,7 42594 1,6 3894 2,0
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3.4.2.Lenvatinib Miktar Tayini

Validasyon i¢in Boliim 3.2.2°de kullanilacak metot belirlenmistir. Secilen bu metot
YPSK metodu olmakla birlikte, metodun 244 nm’de Agilent marka Zorbax SB-C8 (250 mm
x 4,6 mm) 5 pm kolon kullanilarak akig hizi 2,0 mL/ dk, kolon sicakligi 40 °C 6rneklem
bolmesi sicakligi ise 5°C parametre degerleri ile gergeklestirilmistir. Hareketli faz A olarak
pH degeri 4,5+ 0,05 olarak ayarlanmig 10 mM KH>PO4 kullanilmistir. Hareketli faz B olarak
%100 asetonitril kullanilmistir. Cizelge 3.31° daki gradient eliisyon programi kullanilarak

analiz edilmistir.

Cizelge 3.31. Gradient eliisyon programi

Siire (dk) Hareketli Faz A (%) Hareketli Faz B (%0)
0 68 32
13 68 32
14 30 70
17 30 70
18 68 32
23 68 32

3.4.2.1.Secicilik ve Spesifiklik

Metodun segicilik ve spesifiklik kontrolii i¢in kor ¢ozeltisi, standart ¢ozeltisi ve
numune c¢ozeltisi ve spesifikasyon limitinde safsizlik eklenmis numune ¢ozeltisi analiz
edilmistir. Bu analizde PDA dedektorii kullanilarak 200-400 nm arasinda dalga boyu taramasi
yapilmistir. Secicilik ve spesifiklik parametresinde kor ¢ozeltisinden ve safsizliklardan pik
gelmemesi ana pikten ayrilmig olmalar1 ayni zamanda saflik esiginin pik saflik endeksinden

kiigiik olmasi gerekmektedir. Bunun saglandigi Cizelge 3.32” de goriillmektedir.

Cizelge 3.32. Lenvatinib miktar tayini metodu se¢icilik sonuglari

Alikenma zamam (dk) Pik Saflig1 indeksi Pik saflig1 esigi

10.1 1,000000 0,999966

3.4.2.2. Sistem Uygunluk

Sistem uygunluk parametresi olarak kontrol edilmesine karar verilen (1) Lenvatinib
standardinin ardigik alt1 enjeksiyonundan elde edilen alanlarin ortalamasinin %BSS degeri

0,1< %0,85 bulunmustur. Ayrica (2) Lenvatinib numune ¢o6zeltisi kromatograminda
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Lenvatinib alaninin kuyruklanma faktorii 1,2< 1,8 elde edilmistir. Bu degerlerin kabul

kriterlerini (1 ve 2) sagladigi gortilmiistiir.

Cizelge 3.33. Sistem uygunluk sonuclar1

Enjeksiyon sirasi Alanlar Kuyruklanma Faktorii
1 952006 1,20
2 950889 1,20
3 951301 1,20
4 950028 1,20
5 950655 1,19
6 949435 1,19
Ortalama 950719 1,20
SS 911,5 0,0
%BSS 0.10 0,00

3.4.2.3. Dogrusallik ve Calisma Arahgi

Cihaz yanmiti ile cihaz derisiminin dogrusalligi regresyon analizi kullanilarak

degerlendirilmistir. Bu amagla bes farkli derisim araliginda (%80, %90, %100, %110, %110)

¢ozeltiler en az liger kere analiz edilmistir. Minimum ve maksimum seviyelerdeki ¢ozeltiler

ise altisar kez analiz edilmistir. Elde edilen Regresyon egrisinin kesim noktasi, standart

derisiminin %100 seviyesinden elde edilen alanin %2’siinden fazla olmamasi burada 6nemli

bir kriterdir. Korelasyon katsayisinin ise 0,999°dan az olmamasi gerekmektedir. Bununla

birlikte minimum ve maksimum alanlarin % BSS degerleri (0,10- 0,17) <%0,85 kabul

kriterlerini saglamistir. Sonuglar Cizelge 3.34° te verilmistir. Sekil 3.16’te elde edilen

regresyon grafigi gortilmektedir.

Cizelge 3.34. Lenvatinib miktar tayini regresyon analizi sonuglari

En diisiik ve en yiiksek

Korel [(yl'(keSim 100/ alanlarimm % BSS
- orelasyon noktasi x degerleri Limit:
]()er/lls]:;;] katsayisi r, [R):g.l‘(i}r/r?in % seviyedeki <9%0.85
s Limit: > 0,999 alan] (%) ’
Limit: <2,0% Min. Maks.
0,0080- 0,0120  1,0000 y =84533600x 4 ;) 0,17 0,10

+9545,6
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1050000

1000000

950000

900000

y = 84533600x + 9545,6

850000 R? =1,0000

800000
750000
700000

650000
0,0077 0,0082 0,0087 0,0092 0,0097 0,0102 0,0107 0,0112 0,0117

Sekil 3.16. Kalibrasyon egrisi (Lenvatinib)

3.4.2.4. Dogruluk

Dogruluk caligmasi i¢in safsizliklarin geri kazanim analizleri yapilmigtir. Bu amagla
%50, %100 ve %150°lik numuneler hazirlanmis iiger enjeksiyonundan elde edilen verilere
gore geri kazamimlar1 hesaplanmistir. Cizelge 3.35°te geri kazanimlarin kabul siirlar1 (%98-
%102) araliginda bulundugu goriilmektedir. Giiven araligr ise 99,5 ve 100,1 olarak

hesaplanmistir.

Cizelge 3.35. Lenvatinib i¢in geri kazanim sonuglari

Eklenen miktar, % Derisim, %  Bulunan derisim £SS,% Geri Kazanim, % % BSS

80 0,00794 0,00793+0,004 99,8 0,12

100 0,01006 0,01003+0,003 99,7 0,31

120 0,01191 0,01187+0,013 99,7 0,69
3.4.2.5. Kesinlik

Sistem Kesinligi i¢in lenvatinib standart ¢ozeltisinin ardisik alti enjeksiyonundan elde
edilen standart alanlarmin %BSS degeri 2’den kiigiik olmalidir. Bu sistemde bu deger 0,1

olarak bulunmustur.

Metot kesinligi icin ardisik altt numune enjeksiyonunun analizinden elde edilen

alanlarin % BSS degeri de yine aym sekilde 2°den kiiciik olmahidir. Cizelge 3.36’te sonuglar
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paylasilmistir. Metot kesinliginde %95 giiven arali§1 kromatografik lenvatinib i¢in 99,5-100,1

ve susuz solventsiz miktar i¢in ise 100,1-100,7 olarak hesaplanmustir.

Cizelge 3.36. Lenvatinib igin kesinlik sonuglari

Lenvatinib Miktari

Kromatografik Susuz ve solventsiz
Yontem Kesinligi

99,8 100,4
Tekrar iiretilebilirlik 99,7 100,3
Fark 0,1 0,1

3.4.2.6. Tekrar Edilebilirlik ve Tekrar Uretilebilirlik

Bu islemlerin saglanabilmesi i¢in belirlenen metot hem laboratuvar i¢i farkli giin,
farkli analist, farkli cihaz ve farkli kolon ile gerceklestirildi. Analizler ayn1 Lenvatinib
sarjindan hazirlanarak gergeklestirilmigtir. Yapilan c¢alismada %95 giiven araligi
kromatografik miktar i¢in 99,2-100,2 ve susuz solventsiz miktar i¢in 99,8-100,8 bulunmustur.
Iki galismanin arasinda fark olmadiginin gstergesi farkin en az 2 olmasidir. Cizelge 3.36°te

paylasildigi gibi kabul kriterleri saglanmugtir.

3.4.2.7. Saglamhk

Saglamlik ¢alismasinda metodun ufak degisimlerden etkilenmediginin gostergesi
olarak sistem uygunluk parametreleri ve safsizliklarin alikonma zamanlar1 (AZ) Cizelge

3.37°da incelenmistir. Sonugta metodun kii¢iik degisimlerden etkilenmedigi ispatlanmistir.

Cizelge 3.37.Saglamlik parametresi sistem uygunluk sonuglari

Kosullar Alikkonma zamani %BSS Kuyruklanma faktorii
Normal sartlar 10,1 0,08 1,26
Akis hizi 1,8 mL/dk 11,0 0,08 1,26
Akis hizi 2,2 mL/dk 9,1 0,27 1,29
Kolon sicakhgi 36 °C 10,2 0,18 1,26
Kolon sicakhgi 44 °C 9,5 0,08 1,26
Hareketli faz A pH 4,05 8,5 0,08 1,17
Hareketli faz A pH 4,95 4,2 0,08 1,22
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3.4.2.8. Kararhlik

Bu parametrede numunenin ¢ozelti igerisindeki kararliligi aragtirilmistir. Baglangig
kosullarinda elde edilen alanlara gére, numune alanlarinin degisimi %2°den fazla olmadiginda
¢ozelti kararliligindan soz edilebilmektedir. Bu amagla iki paralel numune 48 saat boyunca 5

°C’de analiz edilmistir. Cizelge 3.38’de goriildiigii gibi standart 44 saat kararli bulunmusgtur.

Cizelge 3.38. Numunenin kararlilik sonuglari

Gecgen Siire Alanlar Fark (%0)
Baslangic 908448 -
4. saat 907032 0.16
8. saat 905828 0.29
12. saat 905413 0.37
16. saat 904555 0.43
20. saat 903765 0.52
24. saat 903643 0.53
28. saat 903632 0.53
32. saat 902589 0.65
36. saat 903105 0.59
40. saat 902192 0.69
44, saat 900686 0.85

3.4.3.Lifitegrast ilgili Bilesikler

Validasyon i¢in Béliim 3.3.1°de kullanilacak metot belirlenmistir. Secilen bu metot
YPSK metodu olmakla birlikte, metodun 215 nm’de Troyasil C8 (250 mm X 4,6 mm) 5 pm
kolon kullanilarak akis hiz1 1,0 mL/ dk, kolon sicakligi 30 °C 6rneklem bolmesi sicakligi ise
5°C parametre degerleri ile gerceklestirilmistir. Hareketli faz A olarak pH degeri 5,5+ 0,05
olarak ayarlanmis 10 mM KH>PO4 kullanilmistir. Hareketli faz B olarak %100 asetonitril
kullanilmistir. Standart ¢ozeltilerinin analizleri Cizelge 3.39° deki gradient eliisyon programi

ile analiz edilmistir.
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Cizelge 3.39. Gradient eliisyon programi

Siire (dk) Hareketli Faz A (%) Hareketli Faz B (%)
0 95 5

10 60 40

25 30 70

27 30 70

28 95 5

33 95 5

Metot icerisinde kullanilacak olan safsizliklarin giinliik alim dozlari tizerinden ICH Q3 A, B

kilavuzlarina hesaplanan spesifikasyon limitleri Cizelge 3.40° de verilmistir.

Cizelge 3.40. Bilinen, bilinmeyen ve genotoksik safsizliklar i¢in limit degerleri

Safsizhik Limit Degeri

Lif-safsizhik-A %En fazla 0.15
Lif-safsizhik-B %En fazla 0.15
Lif-safsizhik-C %En fazla 0.15
Lif-safsizhik-D %En fazla 0.15
Bilinmeyen safsizliklarin her biri %En fazla 0.10
Toplam safsizhik %En fazla 1.0

3.4.3.1.Secicilik ve Spesifiklik

Metodun segicilik ve spesifiklik kontrolii i¢in kor ¢6zeltisi, standart ¢6zeltisi, her bir
safsizligin spesifikasyon limitinde hazirlanan standart ¢6zeltileri, spesifikasyon limitinde
safsizliklarin karigim ¢ozeltisi, numune ¢ozeltisi ve spesifikasyon limitinde safsizlik eklenmis
numune ¢ozeltisi analiz edilmistir. Bu analizde PDA dedektorii kullanilarak 200-400 nm
arasinda dalga boyu taramasi yapilmistir. Segicilik ve spesifiklik parametresinde kor
cozeltisinden safsizliklarin altinda pik gelmemesi birbirlerinden ve ana pikten ayrilmis
olmalar1 ayn1 zamanda saflik esiginin pik saflik endeksinden kiigiik olmas1 gerekmektedir.

Bunun saglandigi Cizelge 3.41° da goriilmektedir.
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Cizelge 3.41. Lifitegrast ilgili bilesikler metodu segicilik ve spesifiklik sonuglart

Bagil
Safsizhk Alkonma Alhkonma Pik saf!lk Safhk
Zamam (AK) Zamam endeksi Esigi
(BAK)
Lifitegrast 13,2 - 1,0000000 0,962518
Lif-safsizhk-A 10,79 0,817 1,0000000 0,987753
Lif-safsizhk-B 14,21 1,077 1,000000 0,982900
Lif-safsizhk-C 5,35 0,405 1,000000 0,919250
Lif-safsizhk-D 11,18 0,847 1,000000 0,995137

3.4.3.2. Sistem Uygunluk

Sistem uygunluk parametresi olarak kontrol edilmesine karar verilen (1) ardisik alt1

standart enjeksiyonundan elde edilen alanlarin ortalamasmin %BSS degeri 0,24< %5,0

bulunmustur. Ayrica (2) spesifikasyon limitinde safsizlik eklenmis numune kromatograminda

Lif- safsizlik D’nin kolon ayiricilik giicti 2,8 > 1,5 elde edilmistir. Cizelge 3.42’de verilen bu

degerlerin kabul kriterlerini (1 ve 2) sagladigi gortilmiistiir.

Cizelge 3.42. Sistem uygunluk sonuglari

Enjeksiyon Sirasi Standart Alanlari Lif-safsizhk-D Kolon ayiricik giicii

1 30720
2 30672
3 30771
4 30636
5 30583 2,8
6 30753

Ortalama 30689
SS 72,27

%BSS 0,24

3.4.3.3. Bagil Yamit (RRF)ve Yanit Diizeltme Faktorii (CRF)

Bagil yanit faktorii ve yanit diizeltme faktoriiniin hesaplanmasi igin spesifikasyon

limitinde karisim ¢6zeltisi 6 kere enjekte edilmistir. Elde edilen RRF ve CRF degerleri Cizelge

3.43’te verilmis olup hesaplamalarda kullanilmistir.
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Cizelge 3.43. Bagil yanit ve yanit diizeltme faktorii sonuglari

Safsizhk Derisim, pg/mL Ortalama pik RRF CRF
alanlari

Lifitegrast 0,243 31961 - -

Lif-safsizhk-A 0,375 42156 0,9 1,17

Lif-safsizhk-B 0,378 50749 1,0 0,98

Lif-safsizhk-C 0,375 17974 0,4 2,74

Lif-safsizhk-D 0,376 80369 1,6 0,62

3.4.3.4. Dogrusallik ve Calisma Arahg

Cihaz yamiti ile cihaz derisiminin dogrusalligi regresyon analizi kullanilarak
degerlendirilmistir. Bu amagla yedi farkli derisim araliginda (TAS, 50%, 80%, 100%, 120%,
150% ve 200%) ¢ozeltiler en az iiger kere analiz edilmistir. Minimum (TAS) ve maksimum
seviyelerdeki ¢ozeltiler ise altisar kez analiz edilmistir. Elde edilen Regresyon egrisinin kesim
noktasi, standart derisiminin %100 seviyesinden elde edilen alanin %5’inden fazla olmamasi
burada 6nemli bir kriterdir. Korelasyon katsayisinin ise 0,99’dan az olmamasi gerekmektedir.
Bununla birlikte minimum alanlarin (TAS) % BSS degerleri <%10 bulunmustur. Maksimum
alanlarin %BSS degerleri ise <%5,0 bulunmustur. Kabul kriterlerinin saglandig1 bu sonuglar
Cizelge 3.44 ve 3.45’te verilmistir. Sekil 3.17-21 aralifinda verilen grafiklerde safsizliklar

icin elde edilen regresyon grafikleri goriillmektedir.

Cizelge 3.44. Lifitegrast ilgili bilesikler regresyon analizi sonuglar1

[(y-kesim noktas1 x

. . Korelasyon o - .
Safsizlik Derisim Katsaysi r, Limit: Regresyon 100 / % seviyedeki
(ng/ml) > 0.99 Denklemi alan] (%)
= Limit: <5,0%

e i y = 122800x +
Lifitegrast 0,013-0,500 0,9998 15,695 0,1
Lif-safsizlk-A  0,011-0,750 0,966 Y adaa 27

o i i y = 123664x +
Lif-safsizlik-B 0,012-0,756 0,9945 302,68 15

e i i y = 48084x +
Lif-safsizlik-C 0,035-0,690 0,9967 118,36 4,2

o i i y = 196039x +
Lif-safsizlik-D 0,006-0,752 0,9995 1205 5 1,6

94



Cizelge 3.45. Minimum ve maksimum derigimdeki ¢ozeltilerin analizlerinin %BSS degerleri

Safsizlik alanlarinin %BSS degerleri

Safsizhk

Minimum Maksimum
Lifitegrast 15 0,1
Lif-safsizhk-A 59 0,1
Lif-safsizlik-B 5,2 0,2
Lif-safsizhik-C 51 0,2
Lif-safsizlik-D 34 0,1
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3.4.3.5. Tayin Alt Sinir1 ve Teshis Sinir1

Bir metot igerisinde tayin edilebilecek en diisiik derigim olan tayin alt sinirinin sinyal/
giiriiltii oran1 ondan, tespit edilebilecek en diisiik derisim olan teshis siirmnin ise ligten biiytik
olmasi gerekmektedir. TAS nin ve teshis sinirindaki derisimlerin ise raporlama limitlerinden
biiylik olmamas1 gerekmektedir. Cizelge 3.46°te paylasilan sonuglar biitiin safsizliklar i¢in

kriterlerin saglandigin1 gostermektedir.

Cizelge 3.46. Tayin alt sinir1 (TAS) ve teshis sinirina (TS) ait sonuglar

Teshis Sinir1 Tayin Alt Sinir1 SIN
Standart
pg/mL %, ppm pg/mL %, ppm TS TAS

Lifitegrast 0,0039 0,0016 0,013 0,0053 6 17
Lif-safsizhk-A 0,0033 0,0013 0,011 0,0044 7 15
Lif-safsizhk-B 0,0036 0,0014 0,012 0,0048 4 27
Lif-safsizhk-C 0,0105 0,0042 0,035 0,0140 8 16
Lif-safsizhk-D 0,0018 0,0007 0,006 0,0024 8 17

3.4.3.6. Dogruluk

Dogruluk ¢alismasi icin safsizliklarin geri kazanim analizleri yapilmistir. Bu amagla
safsizliklarm spesifikasyon limitlerinin TAS, %50, %100 ve %150’sine karsilik gelecek
sekilde eklenmis numuneler hazirlanmis iicer enjeksiyonundan elde edilen verilere gore geri
kazanimlar1 hesaplanmigtir. Numune TAS seviyesinin tizerinde Lif-safsizlik-A ve Lif-safsizlik
B icerdiginden TAS seviyesinde eklenmemistir. Cizelge 3.47 ve 3.48°da geri kazanim
degerleinin TAS seviyesi igin Lif-safsizlik C i¢in 110,3 Lif safsizlik D i¢in ise 99,5 (limit:
%70-%130) bulundugu goriilmiistiir. Cizelge 3.47-50 da ise diger seviyeler igin geri

kazanimlarin kabul sinirlar1 (%90-%110) araliginda bulundugu goériilmektedir.

Cizelge 3.47. Lifitegrast-A i¢in geri kazanim sonuglari

Eklenen miktar, %  Derisim, % Bulunan derisim £SS, % Geri Kazamm, % % BSS

50 0,148 0,145+0,26 97,8 0,8
100 0,218 0,204+0,35 93,6 0,5
150 0,300 0,280+0,21 93,4 0,4
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Cizelge 3.48. Lifitegrast-B icin geri kazanim sonuglar1

Eklenen miktar, %  Derisim, %  Bulunan derisim £SS, % Geri Kazanmim, % % BSS
50 0,111 0,100+0,17 90,1 0,2
100 0,182 0,165+0,31 91,0 0,7
150 0,263 0,237+0,15 90,0 0,5
Cizelge 3.49. Lifitegrast-C i¢in geri kazanim sonuglar1
Eklenen miktar, %  Derisim, % Bulunan derisim £SS, % Geri Kazamim, % % BSS
TAS 0,013 0,014-+0,06 110,3 4,0
50 0,076 0,081+0,23 106,6 1,1
100 0,146 0,137+0,96 93,6 4,8
150 0,228 0,215+0,26 94,3 1,2
Cizelge 3.50. Lifitegrast-D igin geri kazanim sonuglari
Eklenen miktar, %  Derisim, %  Bulunan derisim £SS, % Geri Kazamim, % % BSS
TAS 0,006 0,006+0,01 99,5 0,9
50 0,077 0,071%0,12 91,8 0,6
100 0,152 0,152+0,62 100,2 2,6
150 0,221 0,201+0,23 90,8 0,2
3.4.3.7. Kesinlik

Numune igerisinde raporlama limitinin iizerinde safsizlik bulundugu durumlarda

yontem kesinligi su sekilde kontrol edilir: Numunedeki safsizlik oran1 %0,1’den az ise

%BSS’si degerlendirilmez. Eger safsizlik oran1 >%0,1 ise %BSS <10 olmalidir. Diger bir

kabul kriteri olarak %95 giiven araligi hesaplanir ve bulunan sonuglar degerlendirilir. Cizelge

3.51°de goriildiigli gibi hem %BSS degerleri kabul kriterlerini saglamaktadir. Bulunan

derisimler ise %95 giiven aralig1 igerisindedir.
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Cizelge 3.51. Lif- safsizlik A i¢in kesinlik sonuglar1

Bulunan Derisim

o o o . o
Parametre (Ortalamaz SS, %) BSS, % Fark, % %95 Giiven Arahgi
Yontem kesinligi 0,080+0,05 0,6 - 0,079 0,081
Tekrar edilebilirlik 0,076+0,15 1,9 0,004 0,074 0,078

3.4.3.8. Tekrar Edilebilirlik ve Tekrar Uretilebilirlik

Bu islemlerin saglanabilmesi i¢in belirlenen metot hem laboratuvar i¢i farkli giin,
farkli analist, farkli cihaz ve farkli kolon ile gerceklestirildi. Tekrar iiretilebilirlik caligmasi
icin de iki farkli laboratuvarda ayni degisen sartlar altinda analizler tekrarlanmistir. Analizler
ayn1 Lifitegrast sarjindan hazirlanip yine taze enjeksiyon verilerek yiiriitilmiistiir.
Karsilastirilan bu denemelerde kabul kriteri su sekildedir: Iki kesinlik ¢alismasinin ortalama
sonuclar1 arasindaki fark raporlanmalidir. Bu fark her safsizligin her iki kesinlik ¢aligmalari
sonucu 0,1<%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 %BSS <+0,20 olmalidir. Cizelge
3.51’de sonuglar goriildiigii gibi kabul kriterlerine uygundur.

3.4.3.9. Saglamhk

Saglamlik c¢alismasinda metodun ufak degisimlerden etkilenmediginin gdstergesi
olarak sistem uygunluk parametreleri Cizelge 3.52’de kontrol edilmis ve Cizelge 3.53’te ise
safsizliklarin alikonma zamanlar1 (AZ) ile bagil alikonma zamanlar1 (BAZ) incelenmistir.

Sonugta metodun kiigiik degisimlerden etkilenmedigi ispatlanmistir.

Cizelge 3.52.Saglamlik parametresi sistem uygunluk sonuglari

Standart Lif-safsizlik D kolon

Kosullar .o

Ortalama Alanlar %BSS ayricilik giicii
Normal kosullar 30604 0,35 1,8
Akis hiz1 0,9 mL/dk 32031 0,81 1,6
Akis hiz1 1,1 mL/dk 28796 0,90 1,6
Kolon sicakligi 33 °C 31361 0,31 2,3
Kolon sicaklig1 38 °C 32646 0,78 2,6
Hareketli Faz A pH: 5,3 33964 0,42 1,6
Hareketli Faz A pH: 5,7 31776 0,86 2,7
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Cizelge 3.53.Saglamlik parametresi sistem uygunluk sonuglari

Lif-safsizhk-

Lif-safsizhk-B

Lif-safsizhk-C

Lif-safsizhk-D

Kosullar A

AZ BAZ AZ BAZ AZ BAZ AZ BAZ
Normal kosullar 10,79 0,82 14,21 1,08 5,35 0,41 11,18 0,85
Akis hiz1 0,9 mL/dk 11,40 083 1480 1,07 5,90 0,43 11,79 0,86
Akis iz 1,1 mL/dk 10,28 081 13,71 1,07 4,87 0,38 10,68 0,84
Kolon sicakhigi 33 °C 11,00 083 1420 1,08 5,77 0,44 11,39 0,86
Kolon sicakhig 38 °C 10,83 0,83 14,08 1,08 5,62 0,43 11,26 0,86
Hareketli Faz ApH:53 11,33 0,82 1493 1,07 5,44 0,39 11,56 0,83
Hareketli Faz ApH: 5,7 1094 083 14,06 1,07 5,79 0,44 11,36 0,87

3.4.3.10. Kararhhik

Bu parametrede numunenin ¢ozelti igerisindeki kararlilig1 arastirilmigtir. Baglangic

kosullarinda elde edilen alanlara gore, standart alanmin degisimi %5’ten; numunedeki

safsizlik pik alanlarindaki degisiklik ise %10’dan fazla olmadiginda ¢6zelti kararliligindan s6z

edilebilmektedir. Bu amagcla standart ve spesifikasyon limitinde safsizlik eklenmis iki paralel

numune 48 saat boyunca 5 °C’de analiz edilmistir. Cizelge 3.54 ve 3.55’de goriildiigii gibi

standart ve numune ¢6zeltisi 48 saat kararli bulunmustur.

Cizelge 3.54. Standardin kararlilik sonuglari

Gegen Siire Alanlar Fark, %
Baslangic 33138 -
4 .saat 33402 0,8
8.saat 33384 0,7
12.saat 33360 0,7
16.saat 33633 15
20.saat 33419 0,8
24 saat 33365 0,7
28.saat 33439 0,9
32.saat 33397 0,8
40.saat 33502 1,1
44 saat 33573 1,3
48.saat 33523 1,2
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Cizelge 3.55. Standardin kararlilik sonuglari

Lif-Safsizhk-A Lif-Safsizhk-B  Lif-Safsizhk-C  Lif-Safsizhk-D

Gegen Siire Alan Fark, Alan Fark, Alan Fark, Alan Fark,
% % % %
Baglangi¢ 63013 - 63297 - 16840 - 83075 -

4.saat 62847 0,3 62987 05 17874 6,1 82696 0,5
8.saat 62828 0,3 62774 08 17807 57 82531 0,7
12.saat 62592 0,7 62459 1,3 18138 7,7 82167 1,11
16.saat 62464 0,9 62201 1,7 17928 65 81908 14
20.saat 62236 1.2 61860 2,3 17750 54 81385 2,0
24.saat 61920 1,7 61481 2,9 17481 38 81024 25
28.saat 61953 1,7 61273 32 17102 16 80860 2,7
32.saat 61988 16 60886 3,8 17010 10 80436 3,2
40.saat 61579 23 60529 4,4 17103 16 801388 3,5
44 saat 61560 23 60132 50 16883 03 79662 4,1
48 saat 61628 2,2 59797 55 16782 03 79662 4,1

3.4.4.Lifitegrast Enantiyomerik Saflik Tayini

Validasyon i¢in Boliim 3.3.2°de kullanilacak metot belirlenmistir. Secilen bu metot
YPSK metodu olmakla birlikte, metodun 260 nm’de Chiralpak AD-H, 250 mm x 4.6 mm, 5
um kolon kullanilarak akis hiz1 1,0 mL/ dk, kolon sicaklig1 40 °C &rneklem bdlmesi sicakligi
ise 15°C parametre degerleri ile gergeklestirilmistir. Hareketli faz olarak n-Hekzan, 2-
propanol ve formik asit karigimi (500:500:1, h/h/h) kullanilarak izokratik eliisyon programu ile

20 dakika analiz siiresiyle validasyon analizleri yapilmistir.

3.4.4.1.Secicilik ve Spesifiklik

Metodun segicilik ve spesifiklik kontroli i¢in kor ¢ozeltisi, standart ¢ozeltisi ve
numune c¢ozeltisi ve spesifikasyon limitinde safsizlik eklenmis numune ¢ozeltisi analiz
edilmistir. Bu analizde PDA dedektorii kullanilarak 200-400 nm arasinda dalga boyu taramasi
yapilmistir. Segicilik ve spesifiklik parametresinde kor ¢ozeltisinden ve safsizliklardan pik
gelmemesi ana pikten ayrilmis olmalar1 ayn1 zamanda saflik esiginin pik saflik endeksinden

kiiclik olmas1 gerekmektedir. Bunun saglandig1 Cizelge 3.56’ te goriilmektedir.
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Cizelge 3.56. Lifitegrast enantiyomerik saflik tayini metodu se¢icilik sonuglari

Molekiil A"k"“z‘;i)zama“‘ Pik Safligi indeksi Pik saflig esigi
R-Lif 10,97 0,999985 0,999086
S-Lif 7.72 0,999913 0,996417

3.4.4.2. Sistem Uygunluk

Sistem uygunluk parametresi olarak kontrol edilmesine karar verilen (1) ardisik alt1
Lifitegrast standart enjeksiyonundan elde edilen alanlarin ortalamasinin %BSS degeri 0,1<
%5,0 bulunmustur. Ayrica (2) Sistem uygunluk ¢ozeltisi kromatograminda kolon ayiricilik
giicii (> 4.0), kapasite faktorii (k, > 2.0), secicilik faktorii (o, > 1.0),, kuyruklanma faktorii (<
2.0), teorik plaka sayisinin (> 2000) kontrol edilmesi saglanmistir. Bu degerlerin kabul
kriterlerini (1 ve 2) sagladigi goriilmiistiir. Cizelge 3.57°de sistem uygunluk kriterlerinin

saglandig1 goriilmektedir.

Cizelge 3.57. Sistem uygunluk sonuglari

S-Lif R-Lif
Kolon ayiricilik giicii - 4.2
Teorik plaka sayist 3509 4353
Kapasite faktorii (k) 1.78 3.0
Secicilik faktori (o) - 1.7
Kuyruklanma faktorii 1.4 1.0

3.4.4.3. Tayin Alt Sinir1 ve Teshis Sinir1

Bir metot igerisinde tayin edilebilecek en diisiik derisim olan tayin alt sinirinin sinyal/
giiriiltii oran1 ondan, tespit edilebilecek en diisiik derisim olan teshis sinirmnin ise {igten biiytik
olmasi gerekmektedir. TAS nin ve teshis sinirindaki derigimlerin ise raporlama limitlerinden
biiyiik olmamasi gerekmektedir. R-Lifi¢in TAS 0,0369 pg/mL ve %0,024 ve TS 0,011 pg/mL

ile %0,0072°dir. Sinyal/giiriiltii degerleri ise siraasiyla 11 ve ii¢ bulunmustur.
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3.4.4.4. Dogrusallik ve Calisma Arahg

Cihaz yamiti ile cihaz derisiminin dogrusalligi regresyon analizi kullanilarak
degerlendirilmistir. Bu amagla alt1 farkli derisim araliginda (TAS, %50, %80, %100, %120,
%150 ve %200) cozeltiler en az tger kere analiz edilmigtir. Minimum ve maksimum
seviyelerdeki ¢ozeltiler ise altisar kez analiz edilmistir. Elde edilen regresyon egrisinin kesim
noktasi, standart derigsiminin %100 seviyesinden elde edilen alanin %5’inden fazla olmamasi
burada 6nemli bir kriterdir. Korelasyon katsayisinin ise 0,99’dan az olmamasi gerekmektedir.
Bununla birlikte minimum % BSS degerleri <%10,0 ve maksimum alanlarin % BSS degerleri
<%05,0 kabul kriterlerini saglamistir. Sonuglar Cizelge 3.58 te verilmistir. Sekil 3.22te elde

edilen regresyon grafigi goriilmektedir.

Cizelge 3.58. R-Lif miktar tayini regresyon analizi sonuglari

) Minimum ve
[(y-kesim Maksimum alanlarin %
Derisim Eotrelasyon Regresyon g/olgxly :dleﬂk(: /" BSS degerleri Limit:
atsayisi r, : (] <9%00,85
(ng/ml) Limit: >0,99  Denklemi alan] (%)
Limit: <2,0% Min. Maks.
) y =29693x -
0,0369- 1,816 1,000 78.643 0,4 4,38 1,57
40000,0
35000,0
30000,0
25000,0
20000,0
y =29693x - 78,643
R2=1
15000,0
10000,0
5000,0
0,0
0,0000 0,2000 0,4000 0,6000 0,8000 1,0000 1,2000

Sekil 3.22. Kalibrasyon egrisi (R-Lif)
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3.4.4.5. Dogruluk

Dogruluk ¢alismasi i¢in safsizliklarin geri kazanim analizleri yapilmigtir. Bu amagla
%50, %100 ve %150°lik numuneler hazirlanmis {iger enjeksiyonundan elde edilen verilere
gore geri kazanimlar1 hesaplanmigtir. Cizelge 3.59°da TAS seviyesinde (%70-%130) ve diger
seviyelerde (%90-%110) geri kazamimlarin kabul smirlar1  araliginda bulundugu

goriilmektedir. Gliven aralig1 ise 95,6 ve 102,8 olarak hesaplanmaistir.

Cizelge 3.59. R-Lif i¢in geri kazanim sonuglar1

Eklenen miktar, %  Derisim, %  Bulunan derisim £SS,% Geri Kazamim, % % BSS

TAS 0,007 0,007 + 0,000 100,0 0,00
50 0,075 0,071 + 0,0012 96,0 1,69
100 0,151 0,152 + 0,0026 100,9 1,71
150 0,226 0,229 + 0,0015 101,5 0,66
3.4.4.6. Kesinlik

Sistem Kesinligi icin R-Lif standart ¢6zeltisinin ardisik alti enjeksiyonundan elde
edilen standart alanlarinin %BSS degeri 5,0’den kii¢lik olmalidir. Bu sistemde bu deger 0,3

olarak bulunmustur.

Metot kesinligi icin ardisik alt1 spesifikasyon limitinde standart eklenmis numune
enjeksiyonunun analizinden elde edilen R-Lif alanlarin % BSS degeri de yine ayn1 sekilde

5’ten kiigiik olmalidir. Cizelge 3.60°da sonuglar paylasilmistir.

Cizelge 3.60. R-Lif i¢in kesinlik sonuglari

Bulunan Derisim

o on o . -
Parametre (Ortalamaz SS, %) BSS, % Fark, % %95 Giiven Arahgi
Yontem Kesinligi 0.152+0.001 0,4 - 0,151 0,152
Tekrar Edilebilirlik 0.151 +£0.005 3,1 0,001 0,146 0,156

3.4.4.7. Tekrar Edilebilirlik ve Tekrar Uretilebilirlik

Bu islemlerin saglanabilmesi icin belirlenen metot hem laboratuvar i¢i farkli giin,
farkli analist, farkli cihaz ve farkli kolon ile gergeklestirildi. Analizler aymi1 Lifitegrast
sarjindan hazirlanarak gerceklestirilmistir. iki calismanin arasinda fark olmadiginin gostergesi

farkin en az 5 olmasidir. Cizelge 3.59’te paylasildigi gibi kabul kriterleri saglanmustir.

104



3.4.4.8. Saglamhk

Saglamlik c¢alismasinda metodun ufak degisimlerden etkilenmediginin gostergesi

olarak sistem uygunluk parametreleri ve safsizliklarin alikonma zamanlari (AZ) Cizelge

3.61°de incelenmistir. Sonugta metodun kiiciik degisimlerden etkilenmedigi ispatlanmistir.

Cizelge 3.61.Saglamlik parametresi sistem uygunluk sonuglari

Kosullar Alikonma zamam %BSS Kuyruklanma faktorii
Normal Sartlar 10,97 0,3 4.2
Akis hiz1 0,9 ml/dk 12,40 3,84 4.4
Akis hiz1 1,1 ml/dk 10,10 2,91 4,0
Kolon sicakhgi 36 C° 12,10 2,85 4,0
Kolon sicakhgi 44 C° 10,20 3,12 4.5

3.4.4.9. Kararhhik

Bu parametrede numunenin ¢ozelti igerisindeki kararliligi arastirilmistir. Baglangig

kosullarinda elde edilen alanlara gére, standart alanlarinin degisimi %5,0’den fazla ve numune

alanlariin degisimi % !0’dan fazla olmadiginda ¢6zelti kararliligindan s6z edilebilmektedir.

Bu amagla iki paralel numune 48 saat boyunca 5 °C’de analiz edilmistir. Cizelge 3.62’de

goriildiigi gibi standart 48 saat kararli bulunmustur.

Cizelge 3.62. Kararlilik sonuglari

Gegen Siire Standart Numune
Alanlar Fark (%) Alanlar Fark (%)
Baslangig 22077 - 22000 -
8. saat 21932 0,7 21859 0,6
16. saat 21918 0,7 21415 2,7
20. saat 21941 0,0 21690 14
24. saat 22012 0,3 21389 2,8
32. saat 21948 0,1 21295 3,2
40. saat 21958 0,5 21006 4,5
48. saat 22072 0,6 21095 41
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3.4.5.Lifitegrast Miktar Tayini

Validasyon i¢in Boliim 3.3.3’te kullanilacak metot belirlenmistir. Secilen bu metot
YPSK metodu olmakla birlikte, metodun 260 nm’de Waters symmetry C8 (150 mm x 4.6 mm)
5 um kolon kullanilarak akis 1,2 mL/ dk, kolon sicakligi 35 °C 6rneklem bdlmesi sicakligi ise
5°C parametre degerleri ile gerceklestirilmistir. Hareketli faz fosforik asit Ozeltisi ve
asetonitril karigimi (60:40, h/h) olarak kullanilmistir. Metot izokratik eliisyonla 10 dakikada
gergeklestirilmistir.

3.4.5.1.Secicilik ve Spesifiklik

Metodun segicilik ve spesifiklik kontrolii igin kor ¢oOzeltisi, standart ¢Ozeltisi ve
numune c¢ozeltisi ve spesifikasyon limitinde safsizlik eklenmis numune ¢ozeltisi analiz
edilmistir. Bu analizde PDA dedektori kullanilarak 200-400 nm arasinda dalga boyu taramast
yapilmistir. Segicilik ve spesifiklik parametresinde kor ¢ozeltisinden ve safsizliklardan pik
gelmemesi ana pikten ayrilmig olmalar1 ayni zamanda saflik esiginin pik saflik endeksinden

kiigiik olmasi gerekmektedir. Bunun saglandigi Cizelge 3.63’ de goriilmektedir.

Cizelge 3.63. Lifitegrast miktar tayini metodu segicilik sonuglari

Alikonma zamam (dk) Pik Safligi indeksi Pik saflig esigi

54 1,000000 0,999971

3.4.5.2. Sistem Uygunluk

Sistem uygunluk parametresi olarak kontrol edilmesine karar verilen (1) ardisik alt1
Lifitegrast standart enjeksiyonundan elde edilen alanlarin ortalamasinin %BSS degeri 0,23<
90,85 bulunmustur. Ayrica (2) Lifitegrast numune ¢ozeltisi kromatograminda Lifitegrast
alaninin kuyruklanma faktort 1,0< 1,8 elde edilmistir. Bu degerlerin kabul kriterlerini (1 ve 2)

sagladig1 gortilmistiir. Sonuclar Cizelge 3.64’de verilmistir.
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Cizelge 3.64. Sistem uygunluk sonuclar1

Enjeksiyon sirasi Alanlar Kuyruklanma Faktorii
1 1164778 1,00
2 1167537 1,00
3 1167465 1,00
4 1167533 1,00
5 1165360 1,00
6 1172256 1,00
Ortalama 1167488 1,00
SS 2631,0 0,0
%BSS 0,23 0,00

3.4.5.3. Dogrusallik ve Calisma Arahgi

Cihaz yanmiti ile cihaz derisiminin dogrusalligi regresyon analizi kullanilarak

degerlendirilmistir. Bu amagla bes farkli derisim araliginda (%80, %90, %100, %110, %120)

¢ozeltiler en az tiger kere analiz edilmistir. Minimum ve maksimum seviyelerdeki ¢ozeltiler

ise altisar kez analiz edilmistir. Elde edilen regresyon egrisinin kesim noktasi, standart

derisiminin %100 seviyesinden elde edilen alanin %2’sinden fazla olmamasi burada 6nemli

bir kriterdir. Korelasyon katsayisinin ise 0,999’dan az olmamasi gerekmektedir. Bununla

birlikte minimum ve maksimum alanlarin % BSS degerleri %0,85 ten kii¢iik bulunmustur ve

kabul kriterlerini saglamistir. Sonuglar Cizelge 3.65° te verilmistir. Sekil 3.23te elde edilen

regresyon grafigi goriilmektedir.

Cizelge 3.65. Lifitegrast miktar tayini regresyon analizi sonuglar

[(y-kesim

Minimum ve

Maksimum alanlarm %

Derisim Korelasyon Regresyon goktasl x 100/  BSS degerleri Limit:
(ng/ml) katsayisi r, Denklemi Y0 seviyedeki <9%0,85
e Limit: > 0,999 alan] (%)
Limit: <2,0% Min. Maks.
0,0401- 0,0601  1,0000 y =23314660x 4 45 0,11 0,14

+ 17243
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Sekil 3.23. Kalibrasyon egrisi (Lifitegrast)

3.4.5.4. Dogruluk

Dogruluk ¢alismasi i¢in safsizliklarin geri kazanim analizleri yapilmigtir. Bu amagla
%350, %100 ve %150°lik numuneler hazirlanmis iiger enjeksiyonundan elde edilen verilere
gore geri kazanimlar1 hesaplanmistir. Cizelge 3.66° da geri kazanimlarin kabul sinirlari (%98-
%102) araliginda bulundugu goriilmektedir. Giiven araligi ise 99,3 ve 101,1 olarak

hesaplanmustir.

Cizelge 3.66. Lifitegrast i¢in geri kazanim sonuglar

Eklenen miktar, %  Derisim, %  Bulunan derisim £SS, % Geri Kazammm, % % BSS

50 0,0400 0,0398+0,03 99,4 0,50

100 0,0500 0,0498+0,04 99,7 0,60

150 0,0603 0,0612+0,03 101,6 0,30
3.4.2.5. Kesinlik

Sistem kesinligi icin lifitegrast standart ¢ozeltisinin ardigik alt1 enjeksiyonundan elde
edilen standart alanlarinin %BSS degeri 2’den kii¢lik olmalidir. Bu sistemde bu deger 0,15

olarak bulunmustur.
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Metot Kesinligi icin ardisik alti numune enjeksiyonunun analizinden elde edilen
alanlarin % BSS degeri de yine ayni sekilde 2’den kiigiik olmalidir. Cizelge 3.67°de sonuglar
paylasilmigtir. Metot kesinliginde %95,0 giiven araligi kromatografik lifitegrast i¢in %96,4-

97,0 ve susuz solventsiz miktar i¢in ise %98,9-99,5 olarak hesaplanmugtir.

Cizelge 3.67. Lifitegrast i¢in kesinlik sonuglari

Lifitegrast Miktar:

Kromatografik Susuz ve solventsiz
Yontem Kesinligi

96,7 99,2
Tekrar iiretilebilirlik 96,6 99,1
Fark 0,1 0,1

3.4.2.6. Tekrar Edilebilirlik ve Tekrar Uretilebilirlik

Bu islemlerin saglanabilmesi i¢in belirlenen metot hem laboratuvar i¢i farkli giin,
farkli analist, farkli cihaz ve farkli kolon ile gerceklestirildi. Analizler ayn1 Lenvatinib
sarjindan hazirlanarak gergeklestirilmistir. Yapilan c¢alismada %95 giiven araligi
kromatografik miktar icin 96,0-97,2ve susuz solventsiz miktar icin 98,5-99,7 bulunmustur. ki
caligmanin arasinda fark olmadiginin gostergesi farkin en az 2 olmasidir. Cizelge 3.67°de

paylasildigi gibi kabul kriterleri saglanmugtir.

3.4.2.7. Saglamhk

Saglamlik ¢alismasinda metodun ufak degisimlerden etkilenmediginin gostergesi
olarak sistem uygunluk parametreleri ve lifitegrastin alikonma zamanlar1 (AZ) Cizelge

3.68°da incelenmistir. Sonugta metodun kii¢iik degisimlerden etkilenmedigi ispatlanmustir.
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Cizelge 3.68.Saglamlik parametresi sistem uygunluk sonuglari

Kosullar Alkonma zamani %BSS Kuyruklanma faktorii
Normal sartlar 5,4 0,23 1,00
Kolon akis1 1,1 mL/dk 5,0 0,29 1,00
Kolon akis1 1,3 mL/dk 5,9 0,30 0,99
Kolon sicakhgi 32 °C 5,2 0,28 1,00
Kolon sicakhigi 38 °C 5,6 0,29 0,98
Hareketli faz (64:36, h/h) 8,2 0,38 0,97
Hareketli faz (56:44, h/h) 39 0,35 1,04

3.4.2.8. Kararhhik

Bu parametrede numunenin ¢ozelti igerisindeki kararliligi aragtirilmistir. Baglangig

kosullarinda elde edilen alanlara gére, numune alanlarinin degisimi %2,0’den fazla

olmadiginda ¢ozelti kararliligindan s6z edilebilmektedir. Bu amagla iki paralel numune 48 saat

boyunca 5 °C’de analiz edilmistir. Cizelge 3.69’de gorildiig gibi standart 32 saat kararli

bulunmustur.

Cizelge 3.69. Numunenin kararlilik sonuglar

Gegen Siire Alanlar Fark (%)
0.saat 1195425 u..
1.saat 1192459 0,25
2.saat 1190016 0,46
3.saat 1187652 0,65
4.saat 1186902 0,72
6.saat 1185577 0,83
8.saat 1185174 0,86

10.saat 1183733 0,98
12.saat 1182594 1,07
16.saat 1180814 1,22
20.saat 1179735 1,32
24 .saat 1178309 1,43
28.saat 1176488 1,59
32.saat 1174021 1,79
40.saat 1169188 2,19
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4. TARTISMA

Bu tez ¢alismasinda Lenvatinib ve Lifitegrast ila¢ etken maddeleri igin safsizlik ve miktar
tayini metotlarinin gelistirilmesi hedeflenmistir. Gelistirilen metotlarin validasyonlar1 ICH

Q2A kilavuzuna gore tamamlanmustir.

Lenvatinib molekiilii i¢in literatiirde yapilan calismalar Béliim 1.5.1°de verilmistir.
Yapilan calismalar biyoanalitik, farmakokinetik calismalar olmakla birlikte ¢ogunlukla
Lenvatinib miktar tayini metotlarinin bulundugu dikkat ¢ekmektedir. Calismalarin iginde
safsizliklarin analizi i¢in validasyonu gerceklestirilen bir metot bulunmaktadir. Lenvatinib
molekiiliiniin bozunma ve sentez kaynakli safsizliklarinin i¢inde genotoksik safsizliklarin
varligr diisiik limitlerde analiz metotlarina gereksinim dogurmaktadir. Bu amagla
optimizasyon calismalart Boliim 3.2.1, Cizelge 3.1°de detayli olarak incelenmistir. Belirlenen
metodun validasyonu ise basariyla tamamlanmis ve biitiin parametre analizleri Boliim
3.4.1°de paylasiimustir. Tlgili bilesikler metodu tek bir metot icerisinde ii¢ adet genotoksik
olmak iizere yedi adet safsizlik i¢in Cizelge 3.15’te verildigi gibi 0,0051-0,614 png/mL derisim
araliginda analizi miimkiin kilan; saglam dogru ve kararli bir validasyon metodu oldugu
gosterilmistir. Miktar tayini analizlerinin optimizasyonu ise Béliim 3.2.2, Cizelge 3.2°de
detayli olarak incelenmistir. Validasyonu tamamlanan bu metodun biitiin parametreleri
sagladigr Boliim 3.4.2°de goriilmektedir. Bu metot ise 0,0080- 0,0120 pg/mL’de analize
imkan tanimaktadir. Diisiik diizeylerde bile analize imkan veren bu valide metotlarin YPSK
gibi daha kolay erisilebilen bir sistemde gerceklestirilmesi literatiire ve endiistriye katki

saglamaktadir.

Lifitegrast molekiilii icin literatir Boéliim 1.5.2’de incelendiginde Lenvatinib
molekiilinden daha az analitik ¢alismaya rastlandigi goriilmektedir. Bulunan galigsmalar
Lifitegrast’in biyolojik sivilar igerisinde tayinine odaklanmakla birlikte enantiyomerik
safsizliginin tespiti i¢in metotlar olsa da hem enantiyomerik hem de ilgili bilesikleri igin
gelistirilen metotlarin validasyonlarina rastlanmamistir. Bu amagla optimizasyon c¢alismalari
Boliim 3.3.1’de detayli olarak incelenmistir. Belirlenen metodun validasyonu ise basariyla
tamamlanmis ve biitiin parametre analizleri Boliim 3.4.3’te paylasilmustir. ilgili bilesikler
metodu Cizelge 3.44’te verildigi gibi 0,006-0,752 pg/mL derisim araliginda analizi miimkiin
kilan; saglam dogru ve kararli bir validasyon metodu oldugu gdsterilmistir. Enantiyomerik
safsizlik icin ayr1 bir metot gelistirilmis ve optimizasyonu Boliim 3.3.2° de detayl olarak

incelenmistir. Enantiyomerik saflik metodunun validasyon sonuglari ise Bolim 3.4.4’de
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detayli olarak paylagilmistir. Miktar tayini analizlerinin optimizasyonu ise Béliim 3.3.3,
Cizelge 3.8’de detayli olarak incelenmistir. Validasyonu tamamlanan bu metodun biitiin
parametreleri sagladigi Boliim 3.4.5’te goriilmektedir. Bu metot ise 0,0401- 0,06 pg/mL’de
analize imkan tanimaktadir. Diisiik diizeylerde bile analize imkan veren bu valide metotlarin
YPSK gibi daha kolay erisilebilen bir sistemde ger¢eklestirilmesi literatiire ve endiistriye katki

saglamaktadir.
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5. SONUC VE ONERILER

Esdeger ilag iiretimlerinin maliyeti diislirmesi, piyasada hastalarin erisebilecegi ilag
miktarini arttirmast sebebiyle Onemlidir. Hem halk sagligina katkisi hem de iilke
ekonomilerine katkis1 yadsinamaz bir gergektir. Ilag etken maddelerinin {iretimi ise maliyeti
diisiirdiigiinden yine erisimi kolaylastirmasi ve iilke ekonomilerine katkilar1 bakimindan
6nemlidir. Hem ilag tiriinii hem de etken maddeler iiretilirken ve sonrasinda biitiin analizlerinin
tamamlanmasi ge¢cmiste yasanan ila¢ kaynakli facialarin tekrarlanmamasi icin onemlidir.

Analitik calismalarin hassas, dogru, saglam ve kararli olarak belirlenmesi gerekmektedir.

Bu tez ¢alismasinda esdeger ilag iiretiminde kullanilmak tizere DEVA Holding A.S’ de
sentezlenen Lenvatinib ve Lifitegrast ilag etken maddeleri igin safsizlik ve miktar tayini
metotlarinin gelistirilmesi hedeflenmistir. Bu amagla oncelikle molekiiller incelenmis ve
safsizliklar1 belirlenmistir. Safsizliklar da yine aynmi sekilde DEVA Holding A.S tarafindan
sentezlenerek karakterizasyonlari literatiire uygun oldugu kanitlandiktan sonra analizleri
tamamlanarak tez c¢alismasinda kullanilmak {izere saglanmistir. Belirlenen molekiiller igin
uygun olan ayirma yontemleri degerlendirilmistir. Safsizliklar ve etken madde analizleri i¢in
YPSK tekniginin kullanilmasi uygun bulunmustur. Bunun sebebi YPSK ile kararli, dogru,
saglam metotlarin gelistirilmesine ve genis bir yelpazede molekiillerin hem ayr1 ayr1 hem de
ayni anda ayirimima imkan vermesidir. Bununla birlikte YPSK ulagilabilir bir analiz teknigi
olmasi sebebiyle hem literatiire katki saglamasi hem de endiistriye kolay uygulanabilmesi
agisindan tercih edilmistir. flag etken maddeleri ve belirlenen safsizliklar literatiir, ICH Q3A,
ICH Q3B ve ICH M7’ye gore degerlendirilmis ve safsizlik limitleri belirlenmistir. Gelistirilen

metotlarin validasyonlar1 ICH Q2A kilavuzuna gore tamamlanmaigtir.

Lenvatinib ila¢ etken maddesi i¢in; belirlenen ii¢ii genotoksik olmak iizere yedi safsizlik
i¢in bir YPSK metodu, etken madde miktar tayini i¢in bir adet olmak {izere toplamda iki adet
metot gelistirilmistir. Lifitegrast maddesi i¢in bir enantiyomerik, bir miktar tayini belirlenen
dort safsizligi igin de bir adet metot olmak iizere tli¢ adet metot gelistirilmistir. Farmakopelerde
bulunmayan ve literatiirde az bir ¢alismaya sahip olan bu iki ilag etken maddesi i¢in hassas,
dogru saglam ve kararli validasyon metotlar1 hem literatiire hem de endiistriye katki

saglamaktadir.
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