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1.GIRIS

ilaclar, insanlari hastaliklardan korumak, tedavi etmek, teshis
koymak, bir fizyolojik fonksiyonu dizeltmek veya insan yararina
degistirmek amaci ile kullanilan, genellikle bir veya kombinasyon seklinde
dogal ve sentetik kaynakli maddelerden formule edilmis etkin maddeler
iceren, uygulanacagl doza gore hazirlanmis Grinlerdir’. Gunumiizde
ilaglar icin yeni etken maddelerin gelistiriimesi ve tedavi uygulama
alternatiflerinin gesitlenip gelismesi, ila¢ guvenligini daha da 6nemli bir
konuma getirmistir. Clnkd ilacin veya farmasaétik Grlnlerin glvenilirligini
belirlemek etkinlikleri kadar énemlidir. Farmasaétik Urdnlere ait guvenilirlik
uygulamalari, ila¢ etkin maddesinin sentezinden baslayip en son ulastigi
eczane, servis, klinik, hatta ev ortamina kadar gegen slre¢ iginde
olugsabilecek tehlikeleri ortadan kaldirmaya yonelik olarak ele
alinmaktadir'. ilac maddelerinde etkin maddeler, ilac lriinlerinde ise etkin
madde ve yardimci maddeler diginda kalan herhangi bir bilesen olarak
tanimlanan safsizliklar®3, ilaglarin giivenirliligi konusunda problem yaratan
istenmeyen kimyasallardir. Safsizliklar higbir yarar saglamadan sadece
saglik riski olusturan, kiigik miktarlarda dahi farmasétik Grindn etkinligi ve
guvenilirligini etkileyebilen bilesiklerdir*. Gilinimiizde ilaclarin buaylk bir
kismi sentetik olarak (retiimektedir. ilag maddesinin sentezlenmesi ve
ilacin dozaj formunun olusturulmasi sirasinda cok sayida baslangic
maddesi, ara UrUnler, reajanlar, Kkatalizorler ve c¢o6zUuculerden
yararlaniimaktadir. Bu sUreglerde, sentez yontemi, yetersiz saflastirma,
formilasyon, bozunma, baslangi¢ maddelerinin kalitesi ve bilesenler
arasinda ortak etkilesim gibi birgok farkli kaynaktan safsizliklar
oIU§abiImektedir5. flagla tedavilerde, énemle iizerinde durulan iki temel
unsur, guvenilirlik ve etkinlik olup, safsizliklar konusu hem kalitenin hem

de giivenligin birlikte degerlendiriimesini gerektiren bir konudur®.



Farmasotik drunleri  kullanan bireylerde fazladan saglk
riskleri olusturmasina neden olan genotoksik safsizliklar, genetik
mutasyonlar, kromozom kiriklari ve/veya kromozomlarin yeniden
dizenlenmesine neden olabilmektedir. Bu yonu ile genotoksik safsizliklar,
insanlarda kanser olusturma potansiyeline sahip olmalari agisindan konu
icinde 6zel bir yer tutmaktadir’. Ozellikle ilaclarda genotoksik potansiyele
sahip safsizliklarin mutajenez ve karsinojenezde rol oynayabilecegi g6z
onunde bulundurularak, son vyillarda ICH, FDA, EMA gibi duzenleyici
kuruluglar tarafindan safsizliklar ile ilgili rehberler hazirlanarak ilag

endustrisine yonelik 6zel diizenlemeler getiriimektedir?38219,

S6z konusu duzenlemelerde, etkin maddeler ve ilag
arinlerinde safsizhk  profillerinin  belirlenmesi ile birlikte, basta
genotoksisite olmak Uzere toksikolojik degerlendirmelerin yapilmasi
gerektigi belirtiimektedir. Safsizliklarda karsinojenitenin tahmininde, uzun
sureli ve pahall kanser caligmalari yerine yapi-aktivite iligkisi veya
genotoksisite testlerine odaklaniimakta ve degerlendirmeler sonunda
safsizliklarin siniflandirimasina gore kontrollerin yapilmasi énerilmektedir.
Konu ile ilgili tim cabalar, ilag madde ve Urunlerinden safsizliklari ortadan
kaldirmak icin olsa da, teknik olarak bu durum olanaksiz olup ayni
zamanda maliyeti de artirmaktadir. Bu nedenle safsizlik kontrolinde,
onemli bir toksikolojik etkinin gorulmedigi sinir degerler veya kabul
edilebilir risk duzeyi yaklasiminin uygulanmasi gerektigi Uzerinde

durulmaktadir'®'’

. Safsizlik degerlendirmeleri baslica yeni ilag maddeleri
ve Urunlerinde ruhsat bagvurularinda istenmektedir. Ayrica jenerik ilaglarin
uretimleri sirasinda da orijinal ilagtan farkh yapida ve miktarda safsizlik
meydana gelebilmekte ve degisen safsizlik profillerinin belirlenmesi
gerekmektedir'?'3. Bununla birlikte, giniimiizde piyasadaki Uriinler icin de
bazi kosullarda safsizlik degerlendirmelerinin yapilmasi gerektigi Gzerinde

durulmaktadir'®. Karar verici kuruluglar ve konunun uzmanlari tarafindan



safsizliklar ile ilgili calismalar ve tartismalar hala devam etmekte olup

duzenleyici yaklagimlar dinamik bir suregte ilerlemektedir.

Duzenleyici kuruluglarin buyuk onem verdigi, rehberlerin
hazirlandigi ve bilimsel yaklagimlarin sunuldugu safsizliklar konusunda
calismalarin her gegen gun artmasina karsilik, tim dinyada konu Uzerine
mevcut calisma ve literatlir oldukga kisithdir. Calismalar safsizliklarin
belirlenebilmesi igin gerekli analitik yaklagimlar Gzerine yogunlasmistir.
“Kalifikasyon” olarak adlandirilan, safsizliklarin biyolojik olarak guvenli
oldugunu gdsteren verilerin elde edilmesi ve degerlendirimesine® ydnelik
galismalar ise c¢ok sinirhdir. Ulkemiz agisindan bakildiginda ise,
safsizliklarin  toksikolojik  degerlendirmelerine  yonelik  dizenleme
(regllasyon) ve calisma bulunmamaktadir. Bu nedenle gercgeklestirilen
calisma ile toplum saghgini yakindan ilgilendiren, kaliteli ve guvenligi
toksikolojik olarak kanitlanmis ilag Uretimi saglamak amaci ile ilag
sanayinin ve saglikla ilgili kamu kurumlarinin safsizliklar konusundaki

farkindaliginin artirilmasina yonelik bir adim atmak amaclanmistir.

Cocukluk dbéneminden baslayarak yasamin &6nemli bir
kisminda mevcut bir hastalik nedeniyle ilag kullanimi, diger bir deyisle
ilaglarin kronik olarak kullanilmasi durumu, kullanilan ilag igindeki
safsizliklara da kronik maruziyeti beraberinde getirmektedir. Bu sekilde ele
alinmasi gereken hastaliklardan biri de astim hastaligidir. Astim,
etiyolojisinde genetik ve c¢evresel faktorlerin rol aldigi bilinen, patojenezi
ise henlz tam olarak agikliga kavusturulamayan, yetiskinlerin yani sira
Ozellikle ¢ocukluk c¢aginin en yaygin kronik solunum hastaligr olup tim
toplumlarda gorulme sikligi giderek artan en onemli hastaliklarin basinda
gelmektedir’®. Astim tedavisinde kullanilan ilaglarin biyiik bir kismi,
semptomlari dnleme ve kontrol altina almak, yagsam kalitesini iyilestirmek,

astim ataklarinin siklik ve siddetini azaltmak ve havayolu tikanmalarini
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duzeltmek igin, hastaligin basindan itibaren kronik olarak kullaniimaktadir.
Astim tedavisinde, son yillarda |6kotrien aktivitesinin selektif olarak
engellenmesi Uzerinde durulmakta ve |Okotrien reseptor antagonisti olan
montelukast etkin maddesini iceren ilaglar, profilaktik ve kronik tedavide
siklikla tercih edilmektedir'®. Astimda ilag kullanimi, hastaligin yasamin
erken doneminde baslamasi ve tedavinin kronik olmasi nedeni ile dikkat
gerektirmektedir. Konuya hassasiyeti artiran onemli bir nokta ise,
montelukast etkin maddesini igeren ilaglarin kronik kullaniminin,
icerebilecedi safsizliklara da kronik maruziyeti bir arada getirmesidir.
Ozellikle gocuklarda, ilaca ve dolayisiyla safsizliklara hayatlarinin blyiik
bir kisminda maruz kalmalari s6z konusudur. Bununla birlikte ¢ocuklarda
kimyasallarin absorbsiyon, dagihm, metabolizma ve atilimlarinda gorulen
yasa bagh farklhliklar goz onine alindiginda, kimyasallara duyarliligin
yetiskinlerden daha fazla olmasi, beklenilmeyen etkilerin ortaya ¢gikmasina
neden olabilmektedir'”. Bu etkiler arasinda genotoksisite, ileriye déniik
basta kanser olmak Uzere, olumsuz sonuglarin meydana gelmesine zemin
hazirlayabilmektedir. Bu ¢ergcevede, herhangi toksikolojik degerlendirme
verisinin  bulunmadigi montelukastin safsizliklari Gzerine bir c¢alisma
yapmanin, safsizliklarin hastalara getirecedi fazladan toksisite yukinu

belirlemek agisindan degerli olacagi kanaatine variimistir.

Bu ¢alisma, piyasada montelukast etkin maddesi iceren farkli
firmalara ait ilaglarda, belirlenen safsizliklar icin miktar tayini analizlerinden
yola cikarak, sinir degerleri asan safsizliklarda, rehberlerde belirtilen
mutajenite ve genotoksisite analiz ve degderlendirmelerinin yapilmasi ve

kontrolline yonelik dnerilerin veriimesi amaci ile planlanmistir.



Bu kapsamda belirlenen amaca ulagsmak igin sistematik bir

yaklagimla,

1)

Tarkiye piyasasindaki farkh firmalara ait montelukast etkin maddesini
iceren yetiskin ve ¢ocuk ilaglarinda, Amerikan Farmakopesi’nde etkin
madde icin bildirilen alti adet safsizligin (sulfoksit, cis izomer, michael
katimlari | ve Il, metilketon, metilstiren) bulunup bulunmadiginin

belirlenmesi ve miktar tayinlerinin yapilmasi,

Duzenleyici kuruluglarin yayimladig: rehberlere gore, her bir ilag igin
safsizliklarinin raporlama, tanimlama ve kalifikasyon analizi sinir

deg@erlerine gore degerlendiriimesi,

Farkli firmalarda duretilen ilaglarin safsizlik miktarlarinin  farkhlik

gOsterip gostermediginin belirlenmesi,

Rehberlere gobre, kalifikasyon sinir degerlerini asan safsizligin
mutajenite/genotoksisite verilerine ulasmak amaciyla toksikolojik

degerlendirmelerin yapilmasi;

+ In silico yapi-aktivite iligkisi analizinin yapilmasi,

+ Bakteride geri mutasyon testi ile gen mutasyon analizinin
gerceklestiriimesi,

+ In vitro kromozomal aberasyon ydntemi ile sitotoksisitenin (mitotik
indeksin belirlenmesi) ve genotoksisitenin degerlendirilmesi,

Elde edilen toksisite verilerine dayanarak ilgili rehberlere gore

safsizligin degerlendiriimesi ve siniflandiriimasi

planlanlanarak gergeklestiriimistir.



3. GENEL BILGILER

3.1.Safsizliklar Ve ilag Giivenligine Etkileri

Multidisipliner bir yaklagsimla 6zgun, etkin ve guvenli bir ilag
Uretiminin amagclandid ilag kesfi, pahali, karmasik ve uzun bir suregtir. ilag
gelistirme surecinde arastirmalar, klinik oncesi c¢aligmalar ve Klinik
calismalar olarak iki asamada gergeklestirilmektedir18. Klinik oncesi
asamada aday ilag maddeleri, in silico, in vitro ve in vivo testler ile
farmakokinetik, etkinlik ve toksisiteleri agisindan degerlendiriimektedir.
Elde edilen 6n degerlendirmeler dogrultusunda tedavi potansiyeline sahip
test molekullerinde arastirma ve gelistirmeye devam etme karari
verilmektedir. Klinik oncesi testlerde, toksikolojik calismalar ile kisa ve
uzun donemli toksik yan etkiler, karsinojenite, mutajenite, teratojenite
bilgileri ve insan calismalarinda kullanilacak izleme parametrelerinin
tanimlanmasi saglanmaktadir. Calismalarda potansiyel olarak insanlarda
etkin ve guvenli olabilecek ila¢g adaylari icin, arastirilan yeni ilag (IND)
basvurusu ile otoriteden onay alindiktan sonra klinik c¢aligmalara
gecilmektedir. Klinik ¢aligmalar dort fazdan (faz 1-4) olusmaktadir ve
fazlarda giderek artan sayida insan uygulamalari gergeklestiriimektedir.
llag glvenligi konusu 6zellikle faz 1 asamasinda 6ncelikli arastirma
konusu olsa da, diger tum faz calismalarinda da konuya ilgi devam
etmektedir. Klinik c¢alismalarda insanlarda farmakokinetik, terapoétik
etkinlik, doz ve yan etkiler Uzerine arastirmalar gergeklestirilerek basarili
sonuglar otoriteye yeni ilag basvurusu (NDA) olarak sunulmaktadir. Onay
alinmasinin ardindan ilacin uretimi yapilmakta ve piyasaya girmektedir.
llacin pazara girmesinden sonraki izleme c¢alismalar ise faz 4

olusturmakta advers etkiler raporlanmaya devam edilmektedir'®.



Klinik ¢aligmalar icin yeni ila¢g gelistirme ve bu ilaglarin
onaylanmasi sirasinda farmasoétik ajanlarin guvenliginin  belirlenmesi,
saglik uzmanlari ve duzenleyici kuruluslarin iginde bulundugu bir risk/yarar
degerlendirmesini kapsamaktadir. Terapotik ilaglarla iligkili olarak “guvenli”
terimi, higbir sekilde “toksisite olusturmayan” anlaminda
degerlendirimemelidir.  “Gavenli” goéreceli bir kavram olup doz,
konsantrasyon, tdr, saglik durumu, uygulama sekli vb. bircok faktore
baglidir®®. Farmasétik Griinin  glivenligi, etkin maddenin toksikolojik
Ozellikleri kadar gesitli kimyasal donusumler sirasinda olusan safsizliklarin
karakteri ile de iligkilidir. Kelime anlami olarak “safsizlik” ele alindigi yere
gore farkli fakat benzer tanimlamalarn icermektedir. Yeni ilag
maddelerindeki safsizliklar igin “yeni ilag maddesi olarak tanimlanan
kimyasal madde diginda, yeni ilag maddesinin i¢inde yer alan herhangi bir
bilesen”®, tanimi kullanilirken, yeni ilag Uriinlerindeki safsizliklar icin ise
“yeni ilag Urlnu icinde yer alan ilag maddesi ve yardimci madde disinda
kalan herhangi bir bilesen”® tanimi kullaniimaktadir. llag tamamen inert
veya Ustun farmakolojik 6zellikli yabanci bir madde igerse dahi bu safsizlik
olarak nitelendiriimekte ve kig¢uk miktarlarda dahi ilag Grinindn etkinligi
ve glvenligini etkileyebilmektedir?'. Safsizliklarin hicbir yarar saglamadan
sadece risk olusturmasi nedeni ile uygulanan tedavinin riski bu
safsizliklarin sayisi, tipi ve konsantrasyonlarina bagl olarak da
artmaktadir. Bu kapsamda, ilag safsizliklari eczacilik dinyasinda “kirletici”’

olarak da isimlendirilebilmektedir?.

Genel olarak safsizliklar, ilag maddesinin bozunmasi ile
(ilagla ilgili safsizliklar), ilag maddesinin Uretim surecinde (suregle iligkili
safsizliklar) ve ilag Urundnun dretimi ve saklanmasi sirasinda
olusabilmektedir?®. Etkin maddenin sentezlenmesi siirecinde, gesitli
baslangi¢c maddeleri, ara trlnler ve reajanlar kullaniimaktadir. Cogunlukla

sentetik organik kimyada tek bir son Urun elde etmek mumkuin olmamakta,



kuvvetle muhtemel hedef Urunle birlikte yan Grianler de elde edilmektedir.
Bu maddeler toksik 6zellikler tagiyabilmekte, etkin madde veya nihai ilag

Griiniinde safsizlik olarak diisiik miktarlarda bulunabilmektedirler®.

Beseri ilaglarin Ruhsatlandiriimasinda Teknik Gerekliliklerin
Uyumlastiriimasi Konusunda Uluslar Arasi Kurul (ICH) rehberlerinde,

safsizliklar G¢ baslik altinda siniflandirmistir:

Organik Safsizliklar: llag maddesinin Uretimi ve/veya saklanmasi sirasinda
olugabilen, baslangi¢ Urunleri, yan urunler, ara Urunler, bozunma urunleri,

reajanlar, ligandlar ve katalizérler gibi maddelerdir.

inorganik safsizliklar: Agir metaller, diger kalinti metaller, inorganik tuzlar,
cesitli maddeler (reajanlar, ligandlar, katalizorler) ve diger materyalleri
(siizme yardimcilari, aktif kémir vb.) kapsamaktadir. ilag Griinlerinde
bircok kaynaktan gelebilen inorganik safsizliklar, sentez sirasinda kasten

eklenebilecegi gibi kontaminant olarak da bulunabilmektedir.

Kalinti Céziiciiler: lilaclardaki kalinti ¢oziicller ilac maddeleri veya
yardimci maddelerin Uretiminde veya ila¢g Urunlerinin hazirlanmasinda
kullanilan veya meydana gelen organik ugucu ¢ozuculerden

kaynaklanmaktadir.

llaglarin giivenlik ve Kkalitesini degistiren bu safsizliklarin
yapisl ve miktari, ilag maddesinin sentetik yolagi, reaksiyon kosullari, ilag
maddesi baslangic maddesinin kalitesi, reajanlar, ¢ézlculer, saflagtirma
basamaklari, yardimci maddeler, ilag Grinu Uretim slreci, ambalajlama ve
son Uriiniin saklanmasi gibi bircok faktdrden etkilenebilmektedir®*. Bundan
dolay! ilaglardaki safsizliklarin olugumunu &nlemek, saflastirmak ve
safsizlik kontrolinli saglamak igin Uretim sirasinda yogun c¢alismalar ve

deneyim gerekmektedir.



2.6.Safsizliklar ile ilgili Diizenlemeler (Regiilasyonlar)

Duzenlemelerin en ¢ok bulundugu endustrilerden biri olan
ila¢ endustrisi, arastirma, gelistirme, Uretim ve pazarlama konularinin her
asamasinda bir¢cok rehbere ve sinirlamaya tabidir®®. Giinlimiizde ilaglarda
bulunan safsizliklarla ilgili de duzenleyici kuruluslar tarafindan yayimlanan

bircok rehber bulunmaktadir.

Avrupa, Amerika ve Japonya tarafindan kabul edilen ICH’in
ilk kez 1995 yilinda safsizliklar konusunda taslak rehber yayimlamasinin
ardindan, gunumuze dek konuyla ilgili beg temel rehber ortaya ¢ikarmigtir:
“Q3A(R2), Yeni llag Maddelerinde Safsizliklar’, “Q3B(R2), Yeni llag
Uriinlerinde Safsizliklar’, “Q3C(R4), Safsizliklar: Kalinti Cdézlcller igin
Rehber”, “Q3D, Safsizliklar: Metal Safsizliklar icin Rehber’” ve “M7,
Potansiyel Karsinojenik Riskin Sinirlandiriimasi igin ilaglarda DNA Reaktif
(Mutajenik) Safsizliklarin Degerlendiriimesi ve Kontrol(i”381425  |CH
Q3A(R2), kimyasal sentez ile Uretilmis ve daha dnce ruhsat almamis yeni
ilagc maddelerindeki safsizliklari kapsamaktayken ICH Q3B(R2) rehberi,
yeni ilag maddelerinden Uuretilen yeni ilag Granlerindeki safsizliklari (ilag
maddesinin bozunma Urunleri veya yardimci madde ve/veya kap-kapak
sistemi ile ilag maddesinin reaksiyon urunleri) ele almaktadir. Her iki
rehber de ilag gelistirmenin klinik arastirma fazindaki yeni ilag
maddelerine/urtnlerine uygulanmamaktadir. Bu rehberler, safsizliklarin
raporlanmasi, tanimlanmasi, miktar tayinleri, ilag madde ve urunlerinde
toksikolojik sorunlar ortaya gikarmayacak egik degerlerin tanimlanmasina
iliskin bilgileri saglamaktadir. ICH rehberlerine gére, ginde 2 g’dan az
dozda alinan yeni ilag maddelerinde; safsizlik %0.05'ten daha fazlaysa
raporlanmali, %0.1’den fazlaysa tanimlanmali ve %0.15ten fazlaysa
kalifikasyonu yapilmalidir. Maksimum gunliuk dozu 2 g’dan daha yuksek
olan ilag maddelerinde ise safsizlik raporlama, tanimlama ve kalifikasyon
limitleri sirasiyla %0.03, %0.05 ve %0.05 olarak belirtiimektedir. Yeni ilag
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urunlerinde de safsizlik limit degerleri gunluk alinan ilag madde miktar
acisindan belirtiimektedir (Tablo: 1). Bununla birlikte, sinir degerler
verilmesine ragmen bazi 6zel durumlarda daha disuk veya ylksek esik
degerlerin uygun olabilecegine de dikkat cekilmektedir. Safsizliklarin
olagan disi etkin, toksik veya farmakolojik etki gosterdigi durumlara bagh
olarak duguk sinir degerler ele alinirken, bazi durumlara goére bilimsel
gerekceler saglanarak yiiksek degerler de kullanilabilmektedir. ilgili
rehberlerde kalifikasyon sinirini asan safsizliklarda minimum taramanin
yapiimasi tavsiye edilmektedir. Minimum tarama; gen mutasyon analizini
(bakteride geri mutasyon testi) ve in vitro kromozomal aberasyon testini
icermektedir. ihtiya¢ duyulmasi halinde genel toksisite calismalar (tek
turde, genellikle 14 veya 90 gin) ve diger 6zel toksisite son nokta
calismalarinin da yapilabilecegi belirtiimektedir (Sekil: 1). Rehberlerde
ruhsat basvurularinda ilgili safsizliklarin belgelenmesinde gerekli bilgilerin
icerikleri, analitik yaklasimlar, karar surecleri ve kalifikasyonlar hakkinda

bilgiler sunulmaktadir?S.
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Tablo 1: Yeni ilag iiriinlerinde bozunma iiriinleri igin esik degerler3

RAPORLAMA ESIK DEGERLERI

Maksimum giinliik doz'~ Esik deger
<1g %0.1
>1g %0.05

TANIMLAMA ESIK DEGERLERI

Maksimum gunlik doz Esik deger
<1 mg %1 veya 5 ug toplam giinliik ahm®
1mg-10mg %0.5 veya 20 pg toplam ginluk alim
>10mg-2g %0.2 veya 2 mg toplam gunlik alim
>2¢ %0.1

KALIFIKASYON ESIK DEGERLERI

Maksimum gunlik doz Esik deger
<10 mg %1 veya 50 ug toplam ginlik alim
10 mg — 100 mg %0.5 veya 200 pg toplam gunlik alim
>100mg-2g %0.2 veya 3 mg toplam gunlik alim
>2¢g %0.15

1*: gunlik alinan ilag etkin maddesi miktari, 2*: bozunma Griininin toplam gunlik alim

miktari
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Bozunma triinii tanimlama
esik degerini gegiyor mu?

Y > Karar sonu
evet hayir
A 4
] {
evet i i el evet
[ Yapi tanimlanmig mi? J > Insandvaalr)lll‘[l::n riski Giivenli diizeye indir
\

A

hayir
A 4
Tamimlama esik
L evet
degerinin altina Karar sonu hayir
azaltildi mi?
4
hayir evet
A 4
( hayir
Kalifikasyon esik degerinin evet Kalifikasyon esik
altina azaltildimi? degerini gegiyor mu?
\
hayir
A\ 4
(Hasta populasyonu ve kullanim siiresi dikkate alinarak;
-Genotoksisite ¢alismalan (nokta mutasyon, kromozomal
aberasyon)
-Genel toksisite galismalar (tek tiir, genellikle 14-90 giin)
\-Gerektiginde. diger spesifik toksisite son noktalan
Klinik olarak Kalifikasyon
Giivenli diizeye indir advers etki fkasy
o saglandi
gorildi mia?

Sekil 1: ICH Q3A/B rehberlerine gore kalifikasyon testleri karar agaci

Sunulan calismanin  konusunu olusturmamakla birlikte,
organik safsizliklarin digsinda yer alan kalintt ¢oziculer ve metal
safsizliklar ile ilgili de ginimuzde cesitli dizenlemeler bulunmaktadir.
Safsizliklar konusuna genel yaklasimi géz 6nune sermek amaciyla bu
rehberler ve duzenleyici dokUmanlar hakkinda da asagida kisaca
kapsamlari belirtilmistir.
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ICH Q8C(R5) rehberi, hastalarin guvenligi icin ilaclarda
bulunabilen bazi kalinti gézuculerde toksikolojik olarak kabul edilebilir sinir
degerleri tanimlamakta ve toksik c¢ozuculerin daha az kullaniimasini
tavsiye etmektedir. ilgili rehbere gére, kalinti goziciler insan saghgina
olasi riskleri acgisindan d¢ gruba ayrimaktadir. “Sinif 1 ¢dzuculer:
kaginilmasi gereken c¢ozuculer” risk/yarar degerlendirmesinde kullanimlari
icin guglu nedenler olmadikga, ilag etkin maddeleri, yardimci maddeleri
veya ilag Urlnlerinin Gretiminde kaginilmasi gereken cozicllerdir. insan
karsinojeni oldugu bilinen, insan karsinojeni olduguna yonelik gugli suphe
uyandiran veya gevresel tehlikeler bu grupta yer almaktadir (6r: benzen).
Daha az siddette toksisite gosteren “sinif 2 ¢dziculer: sinirl bulunmasi
gereken c¢oOzuculer” ise potansiyel advers etkilerden hastalari korumak
amaciyla sinirli kullaniimahdir. Genotoksik olmayan hayvan karsinojenleri
veya norotoksisite/teratojenite gibi diger geri donlisumsuiz toksisiteler igin
muhtemel neden olusturan ajanlar bu grupta yer almaktadir (6r: metanol).
Uygulamalarda “sinif 3: toksik potansiyeli disuk olan ¢ézuculer’in
kullanilmasi tavsiye edilmektedir (or: dimetilsulfoksit). Rehberde ilaclarda
kalinti ¢ozuculerin kabul edilebilir alim miktarlari olarak “izin verilen gunluk
maruziyet” (PDE) kavrami tanimlanmaktadir. PDE organizmada etkinin
gOrulmedigi doz (NOEL) veya en dusuk etkinin gézlendigi doz (LOEL)‘den
turetilmekte, ekstrapolasyon igin cesitli belirsizlik faktorleri hesaba
katiimaktadir. Sinif 2 ¢oéziculer icin glnlik doz ve PDE degeri kullanilarak
ppm cinsinden kabul edilebilir konsantrasyon degerine ulasiimaktadir.
Sinif 2 ¢bzucllerde hesaplanan konsantrasyon limitinin tGzerinde bulunan
ve sinif 3 ¢ozucllerde %0.5’in Uzerinde bulunan durumlar i¢in tanimlama

ve kalifikasyon galismalarinin yapilmasi gerektigi bildirimektedir®.

Avrupa ila¢g Ajansi (EMA) tarafindan yayimlanan “Metal
Katalizdr veya Metal Reajan Kalintilari igin Spesifikasyon Limitleri” baghkli
rehberde, etkin madde, yardimci madde veya ilag Urlinlerinde bulunabilen

metal katalizér veya metal reajan kalintilari igin maksimum kabul edilebilir
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konsantrasyon limitleri Gzerine Oneriler sunulmaktadir. Rehberde metal
kalintilari, glvenlik seviyelerine bagli olarak siniflandiriimakta ve
konsantrasyon limitleri dUzenlenmektedir. Siniflandirma G¢ grupta
yapiimaktadir: “Sinif 1- onemli guvenlik sorunu olan metaller” (0r:
platinum), “sinif 2- disuk guvenlik sorunu olan metaller” (6r: bakir) ve
“sinif 3- asgari guvenlik sorunu olan metaller” (ér: demir). Sinir degerler
maksimum gunlik doz, tedavinin slresi, ilag Grininin uygulama yolu ve
metal kalintinin PDE degerine bagl olarak hesaplanmaktadir. Rehberde
ayrica test stratejileri, analitik prosedurler, ilag madde ve UrlUnlerindeki
metal kalintilari icin raporlama seviyeleri Uzerinde durulmaktadir®®. ICH
Q3D rehberinde ise, ilag UrlUnleri ve igeriklerinde metal safsizliklarin
kalitatif ve kantitatif limit degerleri igin kuresel politika olusturmayi
hedefleyen bir rehber gelistiriimektedir. 2013 yilinda ikinci basamak
calismalari baslayan rehberde, potansiyel elementel safsizliklarin toksisite
verilerinin degerlendiriimesi, toksikolojik sorun olugturacak her element igin
PDE degerinin hesaplanmasi ve ila¢ Urunlerindeki elementel safsizliklarin
PDE degeri veya altindaki duzeylerde sinirlandiriimasi icin tasarlanan

kontrollerin gelistirimesi tizerinde durulmaktadir®.

Diger taraftan farmasétik maddelerde bulunan metal
safsizliklarinin  kontrolunde, Amerikan Farmakopesi'nde (USP) Agir
Metaller <231> bolimunde belirtilen limit test uygulamasi bir asiri agkin
siredir uygulanmaktadir?’. Bununla birlikte, <231> kisminda yer alan
yontemin dnemli eksiklikler tagsimasi nedeni ile 2012 yilinda farmasétik
drinlerde elementel safsizliklarin tanimlanmasi igin yeni teknolojiler g6z
oninde bulundurularak yeni yoéntemler olusturulmustur. USP <232>
(Elementel safsizliklar-Limitler) ve USP <233> (Elementel Safsizliklar-
Prosedurler) uzun siredir devam eden USP ybdntem <231>’in yerine
gecerek 1 Mayis 2014 tarihinden itibaren yurarlige girecektir. USP <231>
agir metaller igin limit teste benzer olarak, Uluslararasi Farmakope 4.0.

Ek-2 Bélim 2.2.3'te yer alan “Agir Metaller igin Limit Test”, Avrupa
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Farmakopesi 7.0. Bolum 2.4.8 “Agir Metaller”, Japon Farmakopesi XV
Bolim 1.07 “Agdir Metaller Limit Test” ve Hint Farmakopesi 6.0. Bolim
2.3.13 “Agir Metaller igin Limit Test” gibi farmakopeler de ayni

yaklasimlarla kontrollere rehberlik etmektedir.

Gida ve llag idaresi (FDA), ilag Arastirma ve Degerlendirme
Merkezi'nin (CDER) “Endustri igin Rehber, Kisaltlmis Yeni llag
Bagvurulari: ilag Maddelerinde Safsizliklar’ ve “Endistri igin Rehber,
Kisaltilmis Yeni ilag Basvurulari: ilag Uriinlerinde Safsizliklar” baglikli
rehberleri de ilag endustrisine safsizliklar konusunda yol gosterici nitelikte

belgelerdir'®13,

Kisaltimis vyeni ilag basvurulari, etkin madde ana
dosyalari, ilag maddesinin sentez veya proseslerindeki degisikliklerde
veya bozunma Urunu tip ve miktarini etkileyebilecek degisikliklerde
sunulan kisaltiimis yeni ilag basvurusu eklerinde, ilag maddesinin ve
artnlerinin  saflik  bilgilerini de igeren spesifikasyonlarin ibrazi
gerekmektedir. Rehberlerde, safsizliklarin listelenmesi ve bu safsizliklarin
kabul kriterlerinin  belilenmesi  6nerilmektedir.  Safsizliklarin  kabul
kriterlerinin ~ dizenlenmesinde, USP’de belirtiimis safsizliklar igin
Farmakope’deki degerlerin esas alinabilecegi bildirilmigtir. Sinir degerlerin
asildigi durumlarda kalifikasyonlarinin yapilmasi 6nerilmektedir. USP’de
sinir degerlerin belirlenmedigi safsizliklar icin, referans ilagtaki safsizlik
miktarlar ile karsilastirarak kalifikasyon yapilmasi 6nerilmektedir. llag
urunlerinde ICH Q3B’deki kalifikasyon limitlerinin dikkate alinabilecegdi ve
bu degerlerin asilmasi durumunda Q3B’de belirtilen toksisite ¢alismalari
onerilmektedir. Diger bir segenek ise, bilimsel literatlir, metabolit verisi
veya toksisite calismalarindan elde edilen kalifikasyon duzeyleri temel

alinarak kabul kriterlerinin dizenlenmesidir.
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2.7.Genotoksik Safsizliklar

Diguk dozlarda dahi genetik mutasyonlara, kromozom
kiriklarina ve/veya kromozomlarin yeniden dizenlenmesini indukleyebilen
ve bu sekilde insanlarda kanser olusturma potansiyeline sahip olabilen
safsizliklar “genotoksik safsizliklar” (GTI) olarak adlandiriimaktadir’.
Genotoksisite ve karsinojenite gibi istenmeyen toksik etkilere sahip
GTTl’lar, guvenlik risklerinin oldukga yuksek olmasi nedeni ile safsizlik
konusu igerisinde 6zel bir yer tutmaktadir. Genotoksik safsizliklar etki
mekanizmalarina gore “egik etkili mekanizma ile etki ettigine dair yeterli
(deneysel) veri bulunan genotoksik maddeler” ve “esik etkili mekanizma ile
etki ettigine dair yeterli (deneysel) veri bulunmayan genotoksik maddeler”
olarak iki gruba ayrilmakta ve risklerinin degerlendiriimesinde farkli
yaklagimlar uygulanmaktadir. Esik etkili mekanizma, agik¢a gorulebilir bir
sinir seviyesinin belirlendigi ve bu seviyenin altinda énemli bir toksikolojik

etkinin gériilmedigi mekanizma olarak bilinmektedir'°.

llaglarda olusturabilecegi saglik riskleri nedeni ile GTI'larin
hic bulunmamasi arzu edilse de, gunumuizde farmasaétiklerin sentetik
uretim sureclerinde kullanilan tim ara maddelerin %20-25’inin mutajenik
oldugu tahmin edilebilmektedir. Bir etkin madde sentez sureci, nadiren 10
kimyasal adimdan daha az basamakta tamamlanmakta ve pratiklik
agisindan sureg iginde bir veya daha fazla mutajenik araci maddenin
kullanilmasi siklikla gerceklesmektedir?®. Bu nedenle arzu edilenin aksine
pratikte GTl'lardan tamamen kaginmak mumkin olmamakta ginumuizde
kabul edilebilir risk olusturacak duzeylerin belirlenerek, siki kontrollerle ilag

guvenligi icin caba sarfedilmektedir.

Genotoksik safsizliklar Gzerine kamuoyunda dikkatleri ceken

en Onemli vaka, 1997 yiinda FDA'den onay alarak Roche firmasi
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tarafindan Viracept ismi ile piyasaya sunulmusg, HIV tedavisinde kullanilan
proteaz inhibitdri nelfinavir mesilat ile gerceklesmistir. Firmanin Fransa
ve ispanya’dan 2007 yilinda nelfinavir sisesinden gelen tuhaf kokuyu ve
bir hastanin mide bulantisi ve kusma sikayetlerini bildiren raporlari
almasinin Uzerine, arastirmalarinda belirli partilerde alkilleyici ajan olan
etiimetansilfonat duzeylerinde artis oldugu tespit edilmistir. Bu
kontaminasyonun uretim sirasinda etanolle yikamay! takiben saklama
tankinin  kurutulmasindaki eksiklikler nedeniyle meydana geldigi
bulunmustur. ilacin pazardan geri ¢ekilmesinin ardindan gerekli calismalar
yapilarak kontaminasyon problemi ¢ozulmus ve tekrar 2007 sonlarinda

ilac pazara stirtilmist(ir®®.

2.8.Genotoksik Safsizliklar ile ilgili Diizenlemeler

GTTl'larin toksik etkiler olusturmalar ve hastalara fazladan
guvenlik sorunlari getirmeleri nedeni ile genotoksik olmayan safsizliklarda
diizenlenen sinir degerler GTI'lar igin kabul edilememektedir®®. GTl'lara
iligkin duzenleme kaygilari konusunda halka agik ilk bulgu, 2000 ylinda
PharmEuropa’da yayimlanan ve tuz olusumu surecinin bir pargasi olarak,
alkol ¢ozeltisinde sulfonik asit bulunmasi ile ortaya cikan sulfonat ester
olusumu riskine dikkat ¢eken bir makaledir. Yayimlanan zamanda, makale
sadece “daha fazla bilgi” cagrisi yapmakta ve ilgili riskleri daha iyi
anlamaya yonelik bir girisim olarak ele alinmaktaydi. Bu vyayin
glnimuzde, genotoksik safsizliklarda risk degerlendirmesi ve kontroll
konusuna odaklanan, yeni bir ¢aga isaret eden bir kilometre tasi olarak

gorilmektedir®’.

ICH Q83 rehberlerinde “olagan disi toksik safsizliklarda daha
dusuk esik dederler uygun olabilir” ifadesiyle genotoksik safsizliklara atifta

bulunuldugu dusundlmesine ragmen, bazi karsinojenik ¢ozlculerin
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kontroline yonelik tavsiyelerin yer almasi diginda, onemli bir sorun
olusturan genotoksik safsizliklar Gzerinde durulmamaktadir. EMA,
Guvenlik Calisma Grubu (SWP) adina Tescilli ilag Uriinleri Komitesi
(CPMP) tarafindan 2002 yilinda genotoksik safsizliklara yonelik taslak bir
rapor (gbris yazisi) yayimlanmistir. Daha sonra Beseri Ilag Urlnleri
Komitesi (CHMP) tarafindan c¢aligsmalarin gincellenmesinin ardindan yeni
etkin maddeler ve mevcut etkin maddelerin yeni uygulamalarinda
genotoksik safsizliklarin ele alinmasi i¢in genel cergeveyi ve uygulama
yaklasimlarini konu alan “Genotoksik Safsizliklarda Limitler Rehberi”
yayimlanmigtir. Rehberde, sinirlamalarin 6zel durumlar disinda hali
hazirda pazarda bulunan ticari UrGnlere uygulanmasinin gerekmedigi
belirtimektedir. Uretim sirasinda son Griinde genotoksik kalintiya neden

olmayacak potansiyel alternatif yollarin arastiriimasi tavsiye edilmektedir.

GTr'larin kontrolinde genotoksisite mekanizmalarina gore
farkh yaklasimlarin kullaniimasi o6nerilmektedir. Esik etkili genotoksik
maddelerde kabul edilebilir maruziyet seviyeleri daha énce kalinti ¢dzucul
safsizliklarinda tanimlanan PDE deg@eri hesaplanarak duzenlenmektedir.
DNA reaktif kimyasallarin esik degere sahip olmadidi gorusu genel kabul
goérmekte ve esiksiz etkili genotoksik maddeler igin ise kaginilamayan
genotoksik safsizliklarin kontrolinin “uygulanabildigi olcide en dusuk”
prensibine (as low as reasonably practicable - ALARP prensibi) gore ele
alinmasi gerektigi onerilmektedir'®. ALARP prensibinin temeli, teknik
yapilabilirlik gdéz 6nunde tutularak safsizlik konsantrasyonunu olabilecek
en dusuk seviyeye dusurmeye dayanmaktadir. Bahsedilen teknik
yapilabilirligin arastirlmasinda; safsizligi ortadan kaldirma isleminin
yeterliligi ve bu miktarin belirlenmesi icin uygun analitik ydntemin

gelistirilmesi de degerlendiriimektedir?®.
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EMA rehberinde, karsinojenik potansiyeli veya gucu
bilinmeyen genotoksik safsizliklarin degerlendiriimesi igcin toksikolojik
sorun esigi (TTC) yaklasimindan bahsedilmektedir. Risk degerlendirme
araci olarak TTC, kimyasallarin maruziyetlerinde kabul edilebilir risk
diuzeylerinin saptanmasi prensibine dayanmaktadir. Kimyasalin bu dozun
altindaki maruziyetinde, insan sagligina kayda deger risk olusturabilecek
etkiye sahip olmadigi kabul edilmektedir. Bu kavram, kimyasal yapisi
bilinen fakat hi¢ veya sinirli toksisite verisine sahip kimyasal maddelerin
bir veya daha fazla mevcut veri tabanindan benzer 0&zellikteki
kimyasallarin toksisite verilerinin uyarlanmasi ile saglanmaktadir. Bu
yaklagim; insanlarin esik degerin altinda maddeye maruz kalmasi
durumunda, gereksiz kapsamli toksisite testleri ve glvenlik
degerlendirmelerinden kaginarak; zaman, deney hayvani kullanimi, para
ve bu maddelerin test edilmesi ve degerlendiriimesinde gerekli uzmanhgin
sinirll - kaynaklarinin, insan saghdgina daha buyuk potansiyel risk
olusturabilecek maddeler icin kullaniimasina katki saglamaktadir®®>. Genel
olarak in vitro genotoksisite ¢alismalarinda pozitif sonug veren, in vivo
genotoksisite veya karsinojenite verilerinin bulunmadigi durumlarda,
safsizhigin genotoksik olarak ele alinmasi ve ilacin kronik kullaniminda
TTC degerinin 1.5 pg/gun olarak belirlenerek kontrolinin saglanmasi
gerektigi belirtiimektedir. TTC yaklagiminda belirlenen degderler maddenin
kullanildigi sureye bagli olarak degismektedir. Bu degerlerin altindaki
gunlik maruziyetlerin kabul edilebilir risk dizeylerinde kaldigi (yasam
boyu 1/100000 fazladan kanser riski) distinilmektedir. Bu risk seviyesinin,
ayni kavramin kullanildigi diger alanlarla kiyaslandiginda ilagtan saglanan
yarar nedeniyle artinildigi goérilmektedir. Guglli etkili yapisal grup tasiyan
maddeler (N-nitrozo-, azoksi-, aflotoksin benzeri bilegsikler) TTC esik
degerinin altindaki dozlarda bile risk olusturabilecekleri icin maddeye 6zgu
risk degerlendirmesi 6nerilmektedir. Bununla birlikte, bazi 6zel durumlarda
daha yuksek degerlerin kullaniimasinin mdmkin oldugu Gzerinde de

durulmaktadir'®. 2006 yilinda yayimlanan rehberin acikliga kavusturulmasi
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ve uyumlandiriimasini saglamak amaciyla, 2008 yilinda “CHMP,
Genotoksik Safsizliklarda Limitler Rehberi Uzerine Soru ve Cevaplar”
baglkli dokiUman yayimlanmis ve gunumuzde 2010 yilinda yayimlanan

liclincii revizyonu gecerlidir®33*.

L. Mieller dnderliginde Amerika ilag Arastirma ve Ureticileri
(PhRMA) uzmanlar grubu, genotoksik safsizlik aliminin farklh surelerdeki
maruziyetleri icin “basamakh TTC” yaklagimi Uzerinde durmuslardir. Bu
yaklasimda, kabul edilebilir ginlik doz, >12 ay kullanimda 1.5 pg/gun, 6-
12 ay, 3-6 ay, 1-3 ay ve 1 aydan kisa maruziyetler i¢in sirasiyla 10, 20, 40
ve 120 pg/gun olarak tanlmlanm|§t|r3°. Bu Oneri, doz orani duzeltme
faktori “2” seklinde ele alinarak EMA tarafindan da kabul edilmistir. Bu
sekilde, genotoksik safsizliklarin gunlik ahmlari igin kabul edilebilir
degerler; 6-12 ay, 3-6 ay, 1-3 ay ve 1 aydan kisa maruziyetler icin sirasiyla
5, 10, 20 ve 60 pg/gundur. Tek doz kullanim igin ise 120 pg sinir deger

kabul edilmistir®®.

PhRMA grubu safsizliklari genotoksisite potansiyellerine gore

siniflandirmaktadir:
Sinif 1: Genotoksik ve karsinojenik safsizliklar

Sinif 2: Genotoksik safsizliklar fakat karsinojenik potansiyeli bilinmeyen

safsizliklar

Sinif 3: Yapisinda uyarici grup igeren, etkin madde yapisindan farkh ve

genotoksik potansiyeli bilinmeyen safsizliklar
Sinif 4: Yapisinda uyarici grup igeren, etkin madde ile iligkili safsizliklar

Sinif 5: Yapisinda uyarici grup icermeyen veya genotoksik olmadigina dair

yeterli kanit bulunan safsizliklar
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Safsizliklarla ilgili caligmalarda Oncelikle etkin maddeki
yapisal uyarici gruplarin ve beklenen safsizliklarin tanimlanmasi, ardindan
maddelere ait literatir bilgisi ve elde edilmis testlerden yararlanarak
safsizlik siniflandirmasi onerilmektedir. DNA ile etkilesime girebilecek
kimyasal fonksiyonel gruplar hakkinda bilgi edinmek amaci ile bilgisayar
tabanli yapi-aktivite programlarindan yararlanilabilecegi bildirilmigtir.
Safsizliklarin  siniflandirmasi  temel alinarak, kalifikasyon stratejisi
belirlenmektedir. Uygun yaklasim kullanilarak etkin maddede safsizliklarin
kabul edilebilir limitleri, izin verilen gunlik alim miktarlari veya TTC

kavramina gore kontrol semasi belirtiimektedir®®.

2008 yilinda FDA—-CDER tarafindan yayimlanan “ila¢ Madde
ve Uriinlerinde Genotoksik ve Karsinojenik Safsizliklar: Tavsiye Edilen
Yaklasimlar” bagslikli taslak rehber de klinik gelistirme (IND basvurusu) ve
ruhsatlandirma (NDA, ANDA basvurusu) sirasinda ilag maddeleri ve
urdnlerinde bulunan genotoksik ve karsinojenik safsizliklarin glivenliginin
nasil degerlendirilecegine yonelik tavsiyeler vermektedir. Rehber daha
once ruhsat almig Urlnlerde, safsizliklarinin  karsinojenik  risk
olusturabileceg@ine dair belirti verdigi ve Urunlerin uygulamalarinda farkhlik
oldugu durumlarnt da kapsamaktadir. GT/llarin degerlendiriimesi icin
mimimum tarama (Ames testi ve in vitro kromozomal aberasyon testi) ve
yapi-aktivite iligkisi analizlerinin yapilmasi onerilmektedir. FDA'in taslak
rehberi ile EMA’nin rehberi arasinda blyuk olgude benzerlikler
bulunmaktadir. Bununla birlikte EMA’dan farkli olarak FDA rehberi,
basamakli TTC yaklasiminda 120 pg/gun limitini 14 ginden daha kisa
maruziyetler igin de ele almig, 14 ginden 1 aya kadar maruziyetler i¢in 60
Mg/guin sinir degerini kabul etmistir. FDA rehberi genotoksik veya
karsinojenik  safsizliklarin  olusumlarinin  6nlenmesi, seviyelerinin

azaltimasi, bu safsizliklarin ilave karakterizasyonlarinin yapilmasi ve
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yaklasimlarda esneklikler icin dikkate alinacak noktalari da igceren

tavsiyelerde bulunmaktadir®.

Buraya kadar ele alinan rehberler ve yaklagimlarin ardindan
glnimuzde genotoksik safsizliklar ile ilgili son rehber, 2013 yilinda
yayimlanan ICH M7 “Potansiyel Karsinojenik Risklerin Sinirlandiriimasi
Amaci lle llaglarda DNA  Reaktif (mutajenik) Safsizliklarin
Degerlendiriimesi ve Kontroli” baslikli rehberdir'*. Gériis ve yorumlar igin
kamuya sunulan rehber igin Uglncli basamakta calismalara devam
edilmektedir. ICH M7, klinik gelistirme ve sonraki basvurular sirasinda yeni
ilagc maddeleri ve urunlerini kapsamaktadir. Ayrica piyasadaki ilaclarda
etkin madde sentezi, formulasyon, icerik veya Uretim surecinin degismesi,
endikasyon ve dozun degismesi durumlarinda yeni pazar basvurulari ve
onay sonrasi ibrazlar da rehbere tabi tutulmaktadir. ilag maddeleri ve
urunlerinde ICH Q3A ve Q3B’ye gore tanimlama esik degerini asan
safsizliklarin yapisinin belirlenmesi gerekmektedir. Kimyasal yapisi bilinen
safsizliklar icin mutajenik potansiyellerinin degerlendirilmesi 6ncelikle veri
tabani ve literatir arastirmasi ile yapimakta safsizlik mutajenik
potansiyeline gore siniflandiriimaktadir. Herhangi bir verinin bulunmamasi
durumunda yapi-aktivite temelli ((Q)SAR) bilgisayar destekli toksikoloji
degerlendirmesi  ile  bakteriyel mutajenitenin  tahmin  edilmesi
saglanmaktadir. Gerekli durumlarda, bakteride mutajenite testi
uygulanarak elde edilen verilerden karar surecinde yararlaniimaktadir
(Tablo: 2).

22



Tablo 2: Mutajenik ve karsinojenik potansiyellerine gore safsizliklarin

siniflandiriimasi ve kontrolleri

Sinif Tanimlama Kontrol
1 Mutajenik karsinojen Bilesige 6zgi kabul ed|Ieb|-I-|r I|rvn|t degerde
veya altinda kontrolii saglanir.
) Mutajenik oldugu bilinen fakat Kabul edilebilir limit degerde veya altinda
karsinojenik potansiyeli bilinmeyen kontroli saglanir. (TTC)
Kabul edilebilir limit degerde veya altinda
Yapisinda uyarici grup iceren, etkin kontroll saglanir (TTC) veya bakteride
3 madde yapisindan farkl ve mutajenite testi yapilir.
mutajenite verisi yok Mutajenik degilse: Sinif 5
Mutajenik ise: Sinif 2
Yapisinda uyarici grup iceren, test
4 edilmis ve mutajenik olmadigi Mutajenik olmayan safsizlik olarak kontrol
dogrulanmis etkin madde ile edilir.
benzer yapidaki safsizliklar
Yapisinda uyarici grup icermeyen
5 veya yapinin mutajenik olmadigina | Mutajenik olmayan safsizlik olarak kontrol
dair yeterli kanit bulunan edilir.
safsizliklar

M7 rehberinde de safsizliklarin kontrolinde TTC yaklagimi
on planda tutulmaktadir. Ancak ilacin uygulama surelerine gore
safsizliklarin izin verilen miktarlari 6nceki rehberlerden farkllik
goOstermektedir. Klinik ¢calismalarda ve kisa sureli tedavilerde Tablo 3’te

belirtilen miktarlarin kullanilabilecegdi belirtiimektedir.

Tablo 3: ICH M7’ye gore kabul edilebilir maruziyet miktarlan

Tedavi suresi <lay | >1-12ay | >1-10yil | >10 il

Gunlik maruziyet
(ug/glin) 120 20 10 1.5
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Yukarida belirtilen temel rehberler ve destekleyici belgelerin
yani sira safsizliklar ile ilgili diger yol gosterici kaynaklar da bulunmaktadir.
Bu kapsamda bitkisel ilaglar, tibbi Grunlerde yardimci maddeler ve
antikanser ilaglar Uzerine rehberlerde de safsizlik sorununa onemli

yorumlar getirilerek katki saglanmaktad|r35’36’37.

Turkiye'de ilaglar, T.C. Saglik Bakanligi Turkiye Tibbi ilag ve
Cihaz Kurumu blnyesinde ruhsatlandiriimaktadir. Avrupa Birligi’nin begeri
tibbi Grlnler ile ilgili mevzuatina uyum saglanmasi amaciyla, 2001/83/EC
saylili beseri tibbi Urlnler hakkindaki direktifine paralel olarak hazirlanmis
“Beseri Tibbi Urlinler Ruhsatlandirma Yénetmeligi” hiikiimleri gegerlidir.
Bu ydnetmelik kapsaminda, basvurusu yapilan ilaca ait safsizliklar
hakkinda bilgi verilmesi istenmektedir. Ancak Avrupa Birligi ve Amerika
Birlesik Devletleri'nde ilaglardaki safsizliklar konusunda yogun c¢abalar
gosteriimesine karsin, Ulkemizde sagligi tehdit edici safsizliklar
konusunda, gerekli ilag madde ve Urunlerindeki safsizliklarin belirlenmesi,
taninmasi ve miktar tayinine yénelik analizler yapilsa da toksikolojik analiz
ve kontrole yonelik toksikolojik risk degerlendirmesi Uzerinde

durulmamaktadir.

2.4.1.Genotoksik Safsizliklarda ileri Diizeyde Zorlayici Faktodrler

ilac maddelerinin sentezlenmesi genellikle nihai ilag maddesi
elde edilinceye kadar alkilasyon, konjugasyon, oksidasyon ve reduiksiyon
basamaklarini icermektedir. Bu basamaklar iginde genotoksik potansiyele
sahip birden fazla ara UrGn veya yan urUnlerin bulunabilecegi ve bunlarin
nihai Urune aktarilabilecegi dusunulebilir. Bu nedenle, ilag maddeleri ve
ilag Urdnleri icindeki genotoksik safsizliklar igin yapilacak risk
degerlendirmesi birkag genotoksik safsizligin sinerjik bigimde etkili olup

olmayacagini da degerlendiriimesini gerektirebilir’®. Giniimiizde gecerli
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rehberler, mutajenik oldugu bilinen fakat karsinojenite bilgisi bulunmayan
tek safsizlik icin TTC yaklasiminin kullanilmasini tavsiye etmektedir.
Bununla birlikte, birden ¢ok safsizligin bulunmasi durumunda risk
degerlendirmesi daha karmagik hale gelmektedir. Bercu ve ark.lar
olasiliksal risk analizi kullanarak yeni ilag maddesinde TTC ile kontrol
edilen birden fazla genotoksik safsizligin bulunmasi durumunda, TTC
yaklagiminin tutucu varsayimlari nedeni ile kanser riskindeki artisin
nispeten kiiglik oldugunu degerlendirmistir'’. EMA Soru ve Cevaplar
belgesinde, ilag maddesinde birden ¢ok GTI'nin bulunmasi ve yapilari
bakimindan birbirinden farkh olmasi durumunda her bir safsizlik icin 1.5
Mg/gin TTC sinir degerinin  uygulanabilecegi, yapilari bakimindan
birbirleriyle ilgili olduklarinda ise maruziyetlerin toplaminin 1.5 pg/gun sinir
degerini asmamasi gerektigi tavsiye edilmektedir®>. ICH M7 rehberinde ise
ilagc etkin maddelerinde ¢ok sayida mutajenik safsizligin bulunmasi
durumunda, toplam mutajenik safsizlik icin TTC temelli yaklasimda, 1
aydan kisa uygulamalarda 20, 1-12 ay arasinda 60, 1-10 yil arasinda 10
(3 yil icin 30) ve 10 yildan fazla uygulamalarda 5 ug/gun kabul edilebilir
miktarlar olarak verilmektedir. ilag Uriinlerindeki bozunma Uriinleri igin ise

toplam limit degerleri yerine bireysel kontroliin yapilmasi belirtiimektedir'®.

Sabit doz kombinasyonlu Urinlerde (tek doz formunda bir
veya daha fazla etken maddeyi iceren durlnler) genotoksik safsizlik
degerlendirmesi, bir veya birden fazla etken maddenin dis kaynaklardan
saglanmis olmasi, bunlara ait genotoksik safsizlik verilerinin yetersiz
olmasi vel/lveya bu etken maddelerin sentez yollariyla ilgili bilgilerinin
azhgindan dolayr daha karmasik ve potansiyel riski daha fazladir. . Bu
nedenle ila¢ firmalari pazardaki etken madde veya jenerikleri iceren sabit
doz kombinasyonlu Urlnleri gelistirmeden o6nce ayrintih  bir risk
deg@erlendirmesi yapmak durumundadir. Safsizlik degerlendirmesi tek

etken maddeli Urtnlere ait rehberlerdeki temel yaklagsimlarla ayni olmakla
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birlikte analizler hem eski ilag maddesine ilave edilen yeni ilag maddesi

hem de yeni ilag Griini icin gerceklestiriimelidir™.

2.9. Cocuklarda Safsizlik Maruziyetlerinin Toksikolojik Agidan

Degerlendirilmesi

Gittikge artan bilgiler 1siginda dinya niGfusunun Ugte birini
olusturan c¢ocuklarin, populasyonun en duyarli grubu oldugu ve farkli
Ozellikteki birgcok maruziyet ajaninin gocuk sagligi Uzerinde yetiskinlerden
farkh etkilerinin bulundugu bilinmektedir. Cocuklarda gelisimin veya
maruziyetin  kritikk penceresi olarak adlandirilan yasam donemleri,
molekuler, hlcresel, organ sistemi ve organizma diuzeyinde gergeklesen
dinamik suregclerle ilgilidir. Cocuklar buyume ve gelisim evrelerindeki farkh
yasam doénemleri ve fizyolojik, metabolik, davranis &zelliklerindeki
farklilklar nedeni ile cgesitli maruziyetlere duyarliik gostermektedir.
Ozellikle toksikokinetik ve toksikodinamik 6zelliklerin yetigkinlere goére
farkli olmasi, ayni kimyasal maddeye cogunlukla daha ciddi olmak Uzere

farkll cevaplar vermesine neden olmaktadir®®*%4

. Cocuklar konusu ele
alindiginda toksikolojik 6nem goOsteren bir diger durum ise, gelecekteki
yasam surelerinin daha uzun olmasi dolayisiyla kronik hastaliklarin
tetiklenmesi, gelisimi ve ortaya ¢ikmasinin daha muhtemel olmasidir. TUm
bu bilgiler dogrultusunda, ¢ocuk sagligini yeterince korumak amaci ile yeni
risk degerlendirme yaklagimlari olusturulmakta ve gunumuzde duyarli

gruplar icin ek glvenlik faktorleri devreye sokulmaktadir®.

Konu safsizliklar agisindan ele alindiginda, 6zellikle kronik
ila¢c kullanimlarinda, ilacin igerebilecedi safsizliklarin maruziyetleri de
kronik olmaktadir. Cocukluk ¢aginda ortaya cikan ve bir 6mur boyu veya
omrun buyuk bir kismini kapsayacak surede ilag kullanimini gerektiren

tedavilerde, safsizlik maruziyetleri hastalarda ek toksikolojik yukler
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getirebilmektedir. Bu durum, ozellikle genotoksik safsizliklarin bulunmasi
halinde istenmeyen sonuclara ve kanser olugsma riskinde artisa neden
olabilmektedir. Bu nedenle, toksikolojik degerlendirmeler acisindan,
duyarl alt gruplar her zaman Onemle dikkate alinmalidir. Genotoksik
safsizliklara iligkin taslak FDA rehberinde, gocuklardaki yuksek kanser
duyarlligi nedeniyle, 6zellikle ¢gocuk populasyonunun daha dusik esik
degerleri olmasi gerektigi tavsiye edilmektedir. Cocuklardaki kanser
duyarhligina iligkin, EPA - Hayatin Erken Evrelelerinde Karsinojenlere
Maruziyetten Kaynakli Duyarliigin Degerlendiriimesi Igin  Yardimci
Rehber, 0 - 16 yas arasinda mutajenik karsinojenlere maruz kalan
cocuklarda yetiskinlere kiyasla 70 yillik yasam donemi i¢cinde daha yuksek
kanser riski bulundugunu gostermektedir. EPA Rehberinde riskin
hesaplanmasinda, 2 yas oncesi maruziyetlerde ek guvenlik faktord 10
olarak verilmektedir. 2-16 yas arasi igin spesifik dizeltme faktdru
hesabinin  bulunmadigi durumlarda ise guvenlik faktéri 3 olarak
verilmektedir®®. Bu yaklasim, FDA tarafindan ilag safsizliklarinda kabul

edilebilir safsizlik limitlerinin belilenmesinde de kabul gérmektedir®.

2.6. Safsizliklarda Analitik Yaklagimlar

Duzenleyici  kuruluglarin  tavsiyeleri dogrultusunda, son
yilllarda safsizliklar konusu ¢ok sayida arastirmaya konu olmaya
baglamistir***®. Safsizliklar ile ilgili literatUrlere ulasildiginda, agikga fark
edilir duzeyde bu calismalarin toksikolojik analizlerden daha ¢ok, ilaglarin
icerdigi  safsizliklarin  profillerinin  belirlenmesine  yénelik  oldugu
g6zlenmektedir. ilag Uriininde bulunan tanimlanmis ve tanimlanmamis
safsizliklar “safsizlik profili” olarak betimlenmektedir. “Safsizlik profilinin
belirlenmesi” ise ilag formilasyonlarinda ve bulk Urlnlerde organik ve
inorganik safsizliklar ve kalinti ¢dzlcllerin saptanmasi, tanimlanmasi,
yapilarinin aydinlatiimasi ve miktar tayinlerini amaglayan analitik iglemlerin

timune verilen yaygin tanimdir®.  Safsizlik profilinin  belirlenmesi
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farmakolojik  taramalar igin  yeni  bilesigin gram  Olgeginde
hazirlanmasindan, oOlgeklendirme proseduriune kadar sentetik ilag
arastirmalarinin tim fazlarinda yer almaktadir. Yeni bilesigin buylk
Olcekte Uretimi sirasinda yeni safsizliklarin olusmadigindan ve daha 6nce
tanimlanan safsizliklarin miktarlarinin ise bulunmasi gereken sinir
degerleri agmadigindan emin olmak gerekmektedir. Bu nedenle analitik
kontroller Uretim asamasinda anahtar rol oynamaktadir. Safsizliklarin
profillerinin belirlenmesinde ilk adim safsizliklarin saptanmasidir. Daha

sonra bilinen potansiyel safsizliklar tanimlanmaya calisiimaktadir®®.

Cok duguk diuzeylerde ve zorlayici sartlarda analizleri de
gerektiren bu c¢alismalarda, birgok farkli analitik yaklagimdan
yararlanilmaktadir ve uygun analitik ydontemi segmek hedefe ulagsmak igin
en Onemli noktalardan biridir. Safsizliklar arasinda organik safsizliklarin
profillerinin elde edilmesi daha zorlayici olmaktadir. Bunun yani sira ilag
urtnlerinde safsizliklarin analizi, matriksin daha karmasik olmasi ve daha
hassas limitlere ihtiya¢g duyulmasi nedeniyle ilag maddelerindekinden daha

zordur®.

Safsizlik analizlerinde kullanilan  araglar  ¢ogunlukla
spektroskopik ve kromatografik yontemleri veya her ikisini icermektedir®'.
Ultraviyole spektroskopisi (UV), fourier donlistumlui-kizilétesi spektroskopisi
(FT-IR), nudkleer manyetik rezonans spektroskopisi (NMR), kutle
spektroskopisi (MS) safsizlik ve bozunma drunlerinin belirlenmesinde
kullanilan ydntemlerdendir. ince tabaka kromatografisi (TLC), ylksek
performansli ince tabaka kromatografisi (HPTLC), ylksek basingli sivi
kromatografisi (HPLC), gaz kromatografisi (GC), kapiler elektroforez (CP)
gibi kromatografik teknikler ilaglardaki safsizliklarin saptanmasi ve miktar
tayinlerinde siklikla kullaniimaktadir. Bunlara ek olarak, LC-MS, GC-MS,
LC-NMR, CE-MS ve induktif olarak eslestiriimis plazma-kutle
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spektrometresi (ICP-MS) gibi teknikler ilag endulstrisinde c¢esitli karmagik
analitik problemleri ¢ozmek amaciyla geligtiriimistir. Bu yontemlerin en
onemli avantajlarindan biri de geleneksel yontemlere gore daha az 6rnek

miktarina ihtiyag duyulmasidir®.

Metal safsizliklarin segici olarak saptanmasi ve miktarlarinin
tayininde genellikle ICP optik emisyon spektroskopisi (ICP-OES), ICP-MS,
atomik absorbsiyon spektrometresi (AAS) ve atomik emisyon
spektroskopisi (AES) en uygun analitik yontemlerdir®®. Kalinti ¢éziiciler ve
organik ucucu safsizliklarda genellikle gaz kromatografisi gibi

kromatografik teknikler kullanilarak saptanmaktadir.

GUnumuzde ilag  safsizliklarinin  analizine  ydnelik
calismalarda kromatografik ydntemlerin  %53’GniG  HPLC teknigi
olusturmaktadir’®. HPLC tekniginin tercih edilmesinin nedeni hassas
olmasi, sicaklikla bozulabilen maddelere dahi uygulanabilmesi, dogruluk
dereceleri ve kesinlikleri yuksek sonuglar vermesidir. HPLC’nin ¢alisma
prensibi, 6rnek ¢ozeltisinin hareketli faza eklenerek bu karigimin ylksek
basing altinda sabit fazdan gecirilmesi sirasinda, maddelerin hareketli ve
sabit faz arasinda farkh dagilim gostermeleri ile kolonda alikonma
oranlarinin farkh olmasi sonucu ayrimin saglanmasidir. HPLC cihazinin
dedektorine farkli zamanlarda gelen maddeler konsantrasyona bagli
olarak pik olusturmakta ve kantitatif analize imkan vermektedir. ilac

analizlerinde cogunlukla ters faz kromatografiden yararlanilimaktadir®.
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2.7.Safsizliklarda Toksikolojik Yaklagimlar

Etkin madde veya ilag Urunlerinde bulunabilecek
safsizliklarin etkileyebilecedi en 6nemli hedeflerden birisi olan DNA'da
meydana gelebilecek hasarlar, insanlarda kanser olusumuna ydnelik
zemin hazirlayabilmektedirler. Bu nedenle belirlenen safsizhigin potansiyel
mutajenik, karsinojenik olup olmadiginin degerlendiriimesi ele alinmasi
gereken hayati 6neme sahip bir toksikolojik sorundur. Bu kapsamda, ilgili
rehberlerde safsizliklarin toksikolojik agidan degerlendiriimesi sirasinda
izlenecek yol, kullanilacak ara¢ ve yontemler hakkinda kisaca bilgiler

sunulmaktadir.

Kanser epigenetik degisimler ve genetik bozukluklarin
birikmesi sonucu ortaya cikan kompleks bir hastaliktir. Neoplastik
hdcrelerin  kromozomlarda sayisal hasarlar, kromozom degismeleri,
delesyonlar gibi c¢esitli genetik anormallikleri igermesi, hicrelerde
kontrolsliz bliyume, temas inhibisyonunda bozulma, genomik instabilite ve
metastaz egilimi gosterme gibi normal olmayan davranislara neden
olmaktadir™. Genotoksisite testleri, cesiti mekanizmalarla genetik
hasarlara (mutasyon veya kromozom hasarlarina) neden olan maddeleri
belirlemek i¢in in vitro veya in vivo test sistemlerde uygulanmaktadir.
Genotoksisite testleri ile bilesigin potansiyel mutajenite veya karsinojenite
gelistirmesi erken dénemde belirlenmektedir’®. Genotoksisite testlerinden
elde edilen sonuglarin uzun yillar yorumlanmasinin ardindan, tek bir testin
tum genotoksisite mekanizmalarini belirleme yetenegdine sahip olmamasi
nedeni ile gunumuizde genotoksisite degerlendirmelerinde standart bir
basamaklandiriimis test sistemi 6neriimektedir’’. Genotoksisite, toksik
ajana maruz birakilmis kultur hucrelerinde, deney hayvanlarinda ve maruz
kalmis insanlardan saglanan hucrelerde, kromozomlarin fiziksel butlnlak
ve saglamligini arastirarak degerlendirilebilir. Spesifik gen ekspresyonuyla

genetik degdisimlerin tanimlanabildigi veya molekuler biyoloji teknikleri

30



kullanilarak spesifik DNA baz mutasyonlarinin belirlendigi mutajenite
testlerine karsin c¢esitli kromozom testlerinin uygulanmasi genomun

yapisal butunlugunun dogrudan gozlenmesine izin vermektedir®®.

llaglarda bulunan safsizliklarda kimyasal yapinin bilindigi
durumlarda, oncelikle mevcut literatur ve c¢esitli veri tabanlarindan
yararlanilarak safsizliga ait teknik bilgilere, mutajenite veya genotoksisite
verilerine ulasiimaya calisiimaktadir. Herhangi bir sonuca ulagtiracak
verinin bulunmamasi durumunda, safsizliklar uyarici fonksiyonel gruplar

agisindan deg@erlendiriimektedir.

2.7.1.8afsizliklarin  Mutajenitesinin  Degerlendirimesinde Yapi-Aktivite
lliskisinin (SAR) Kullanimi

James ve Elisabeth Miller tarafindan gelistirilen kimyasal
karsinojenezde elektrofilisite teorisi ile ge¢misten beri bilinen hayvan
karsinojenlerinin blyuk bir bélimdndn aktivitesi hakkinda akilci yorumlar
yapilabilmistir. GUnUmUzde karsinojenitede 6énemli rol oynayan kimyasal
karsinojenlerin buylk bir kisminin nikleik asit ve proteinler gibi
makromolekullerin nukleofilik gruplari ile etkilesen reaktif elektrofilik
turevler oldugu veya metabolizma sonucu bunlara dénustiglu sonucuna
ulasiimistir®®®®. Bunun yani sira, kimyasallarin yapisal ézellikleri ile cesitli
genotoksisite testlerinin sonugclari arasindaki iligkinin degerlendirildigi
arastirmalar, yapi-aktivite iligkisi ¢calismalarina blyuk katki saglam|§t|r61'65.
Karsinojeniteye neden olan uyarici fonksiyonel gruplarin (toksikoforlar)
belirlenmesi ile (Sekil: 2) ginimuzde standart toksisite test sistemlerine
alternatif yaklagimlar sunulmaktadir.
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Grup 1: Aromatik Gruplar
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Grup 2: Alkilve Aril Gruplar
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Grup 3: Heteroatomik gruplar
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Sekil 2: Toksikofor gruplara bazi ornekler®

SAR, kimyasal yapi ile belirli biyolojik aktivite arasindaki iligki
olup kimyasallarin olasi toksikolojik profilini tahmin etmek amaciyla
uygulanabilmektedir. Safsizliklarin analizinde rehberlerde belirtildigi gibi
genotoksisiteye yonelik yapisal uyarici grup olup olmadigini belirlemek
gerekmektedir. Literatur taramasiyla da yapilabilen bu degerlendirme igin

gunumuzde bilgisayarli toksikoloji analizlerinden yararlaniimaktadir.
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Genotoksisitenin tahmini icin gelistirilmig bilgisayar tabanli in
silico uzman sistemler, bilegiklerin potansiyel kimyasal aktivitelerini
biyolojik testlerden once taramak icin kullaniimaktadir. Bu sistemler
temelde iki kategoride ele alinmaktadir. Ilki, istatistiksel algoritmalar
kullanarak kimyasal yapi ve biyolojik aktivite arasindaki iligkinin tahmin
edilmesinde vyararlanilan “matematiksel model’ler, ikincisi ise geg¢mis
verilerde tanimlanan kurallarin listelerde var olan bilgilerine dayanilan
‘tahmin  modeli” (uzman sistemi)dir. Yapisal uyarici gruplar tasiyan
kimyasallarin belirlenmesinde bilgisayar destekli QSAR yaklagimlarinin
kullanimi &zellikle kolaylikla bulunamayan 6zgun test maddelerinin (ilag
safsizliklari gibi) degerlendiriimesi ve/veya kisith zaman ve kaynak
problemlerinin olmasi durumlarinda ortaya ¢ikmaktadir. Uyarici yapilarin
belirlenmesi, en yuksek potansiyel genotoksik etkiye sahip test
maddelerinin éncelikli degerlendiriimesine yardimci olabilmektedir. in silico
teknolojiler ginumuzde genetik toksikolojide onemli rol oynayan araclar
olup gelecekte deneysel testlerin yerini alabilecegi tartisilsa da var olan in
vitro ve in vivo genotoksisite testleriyle kargilastirildiginda gelismis
performans bir yana heniiz kabul edilebilir tek sistem bulunmamaktadir®®.
Gunumuzde ¢ok sayida bilgisayar tabanl yapi-aktivite iliskisi yazilimlari
mevcutur; Derek for Windows, Leadscope, MC4PC, SciQSAR gibi.
Bununla birlikte, basta ICH M7 rehberi olmak Uzere mutajenik etkinin
belirenmesinde  (Q)SAR sistemleri ile analiz  dnerilirken, bu
degerlendirmeler sirasinda birden fazla sistemin kullanilmasinin yani sira,
basta kimya, genetik toksikoloji ve literatur bilgisine sahip uzmanlarin da
degerlendirmeye katilarak son karara ulasiimasi gerektigi Uzerinde

durulmaktadir®’.
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2.7.2. Mutajenik Etkinin Degerlendirilmesi: Bakteride Geri Mutasyon Testi

Bakteride ters mutasyon testi, kisa zamanh test sistemleri
icerisinde gen mutasyonlarina neden olan kimyasallarin saptanmasinda

68-71  Bakteride ters

otuz yili askin suredir siklhikla kullanilan bir testtir
mutasyon testi Salmonella typhimurium ve Escherichia coli mutant
suslarinda uygulanmaktadir. Salmonella suslarinin Dr. B. Ames tarafindan
gelistiriimesi nedeni ile genellikle Ames Testi olarak adlandirilsa da, E.coli
suslari bagimsiz olarak Green ve Muriel tarafindan geligtirilmis ve
bakteride triptofan ters mutasyon testi olarak anilmaktadir’®’3. OECD,
ICH, EPA gibi duzenleyici kuruluslar E.colfde mutasyon testinin
Salmonella suslarinda uygulanan Ames Testi ile birlikte kullaniimasini

tavsiye etmektedir®”"*7°.

S. typhimurium bakterilerinde histidin, E. coli bakterilerinde
triptofan operonlarinda olusturulmus nokta mutasyonlar ile sirasiyla his
veya trp organizmalar olusturulmaktadir. Bu mutasyonlar sonucu ilgili
amino asitin  bulunmadigi ortamda bakterinin Ureme yetenegi
kaybolmaktadir. Test edilen kimyasalin mutajenik etkisi sonucu degismis
genlerde mutasyon olusumu oksotrof bakterinin prototrof hale donmesine
neden olabilmektedir. Mutasyonun geri donmesi, bakterinin esansiyel
amino asiti sentezlemesi icin fonksiyonel yeteneginin yeniden
dizenlenmesine ve bodylece bakterilerin histidin veya triptofan icermeyen

ortamlarda iireyebilmesine neden olmaktadir’®.

Farkli mekanizmalar yoluyla etki eden mutajenleri tespit
etmek amaci ile testte kullanilan S.typhimurium suslar, histidin
operonlarindaki cesitli genlerde farkli mutasyonlari igerecek sekilde
tasarlanmistir. E.coli suglari ise tek bir gen mutasyonu (trpE) ile triptofan

belirtegi olarak kullaniimaktadir. Mutant suglara his™ veya trp
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mutasyonlarin yani sira hassasliklarinin artirimasi amaci ile farkli
mutasyonlar da eklenmistir. Bunlar arasinda uvrB/uvrA delesyon
mutasyonu ile hatasiz kesme onarim mekanizmasi bertaraf edilerek
hataya meyilli DNA onarim mekanizmasi ile onarilabilen, boylece daha
fazla DNA lezyonu olugsumuna izin veren mutasyon gelmektedir. rfa
mutasyonu ise bakteri yuzeyini kaplayan lipopolisakkarit tabakasini
bozarak bakterinin buyuk molekullere gegirgenliginin artmasina neden
olmaktadir. Diger yandan pKM101, R faktor plazmidi iceren bakteriler,
hataya meyilli rekombinasyonel DNA onarim yolag! yoluyla kimyasal ve

UV’nin indtikledigi mutajenezi artirmaktadir’”8.

Bakteride ters mutasyon testinin hassasiyetini artirmak ve
glvenilir sonuglar almak amaci ile duzenleyici kuruluslar tarafindan
Onerilen bir sus dizini bulunmaktadir. Salmonella bakterilerinde; TA98,
TA100, TA1535, TA1537 / TA97 / TA97a, TA102 / E.coli WP2 uvrA / E.coli
WP2 uvrA (pKM101) olmak Uzere bes susta, 5000 pg/plak doza kadar

yapilan deneylerde mutajenik etki arastiriimaktadir’®.

Yapilan ¢alismalarda Ames testinden elde edilen mutajenite
sonuglarinin kemiricilerdeki karsinojeniteyi 6ngérme performansinin %60-

90 araliginda oldugu gdsterilmigtir®®”®®’

. Bu nedenle toksikofor grup
iceren safsizliklarin genotoksik potansiyellerini belirlemede 6nemli rol
oynayan Ames testinden elde edilen sonuglarin negatif ¢gikmasi, safsizligin
rutin safsizlik olarak kontrol edilebilecegini gostermektedir. Ames testinde
mutajenik oldugu belirlenen safsizliklar igin ise, TTC sinir degerlerin
kullanilmasi karari verilebilmektedir. Safsizlik calismalarinda az miktarda
kimyasala sahip olmak veya izole edilmis safsizligin olmamasi nedeniyle
standart Ames testlerinin yurutilmesi kimi zaman mumkun olmamaktadir.

Bu durumlarda standart Ames testinden gelistirilen ve daha az miktarda
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madde kullanimina olanak saglayan yontemlerden yararlanma secgenekleri

g6z 6niinde tutulmaktadir®®°,

2.7.3. Sitotoksik Etkinin Belirlenmesi: Mitotik indeks Degderlendirmesi

Insan lenfositlerinde kromozomal aberasyon analizi igin
dozlar sitotoksisite parametresi olan mitotik indeksin degerlendirmesinden
elde edilen veriler temel alinarak secilmektedir. Duzenleyici ajanslar
tarafindan sunulan rehberlerde yer alan test protokolleri, test edilen
kimyasalin ¢ozunurlik kisitlamasinin olmadigr durumlarda limit doza kadar
(1 mM veya 0.5 mg/ml) veya kontrole gére mitotik indeksinin en ¢ok %50
azaldig1 doza kadar genig bir aralikta test edilmesini gerektirmektedir. Ml
verisinin yorumlanmasi insan lenfositlerinde kromozom aberasyon testinde
kimyasallarin basarili bir gekilde degerlendiriimesinde kritik 6neme

sahiptir®®.

Mitotik indeks ile hlcre populasyonunun proliferasyon
durumu olgulmektedir. Hucre sayisinin artmasina dogrudan yardimci olan
mitotik hucreler kultirun buylme oranindaki herhangi bir degisimin
gOstergesi olarak dusunulmektedir. Mitotik indeks, toplam hulcre sayisi ve
mitozdaki hlicre sayisi arasindaki oran olarak belirtimektedir. Sitotoksisite,

mitotik indeks oranindaki azalmayla belirlenebilir®’.

Gecmisten gunumuze, sitogenetik preparatlarda mitotik
indeks degerlendirmesi mikroskop altinda mitotik hidcre sikhidinin
belirlenmesiyle yapiimaktadir. Gunumuzde mitotik indeksin
degerlendiriimesinde flow sitometri temelli uygulamalar ile ek sitotoksik
parametrelerin ayni anda oOlgcumu saglanarak test kimyasalinin tehlike
karakterizasyonu ve test sistemindeki etkileriyle ilgili énemli toksisite

bilgilerine ulasildigi tartisiimakta ve bazi calismalarda bu yontem de
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uygulanmaktad|r88’89. Ek toksisite parametrelerinin mitotik indeks sikliklari
ile karsilastinildiginda, doz secgimlerinin daha gergekgi ve gerekgeli olarak
yapilabilecegi dustinilmektedir®. Tim bu tartismalarla birlikte, mitotik
indeks temel ve yaygin yontem olarak halen mikroskopik inceleme ile

yapilmaktadir.

2.7.4. in vitro Kromozomal Aberasyon Yontemi

Safsizlik c¢alismalarinda in vitro kromozomal aberasyon
yontemi ICH Q3A ve Q3B rehberlerinde safsizliklarin kalifikasyonlari igin
istenen minimum tarama testleri icerisinde gegmektedir. Safsizliklara ait in
vitro kromozomal aberasyon verisinin bulunmasi genotoksisitenin

degerlendiriimesi i¢in degerli bir kaynaktir.

in vitro kromozomal aberasyon testi, kiltir memeli
hlcrelerinde yapisal kromozom hasarlara neden olan kimyasallar tespit
etmek amaci ile kullaniimaktadir. Yapisal kromozomal aberasyonlar,
kromozom ve kromatid tipi hasarlar olmak Uzere ikiye ayriimaktadir.
Kimyasallarin blyUk bir kismi kromatid tipi hasarlara neden olmaktadir. in
vitro kromozomal aberasyon testi yapisal hasarlar icin uygulansa da

kromozomlardaki sayisal degisiklikler de belirlenebilmektedir®®.

Kromozomlarda meydana gelen degisikliklerin
belirlenmesinde genellikle insan periferal lenfosit hiicreleri kullaniimaktadir
in vitro kromozomal aberasyon testinde, kiiltiir hiicreleri test maddesine
belirli bir siire maruz kaldiktan sonra ortama mitoz bélinmeyi metafazda
durduran bir madde eklenmektedir. Hlcreler preparat haline getirildikten
sonra boyanarak metafazlar kromozomal anormallikler agisindan 1gik
mikroskobu ile degerlendiriimektedir. Bu yontem ile metafaz hucrelerinin
dogrudan incelenmesi sayesinde aberasyon tipleri agikga belilenmekte ve
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hasarin mekanizmasi agisindan bilgilere sahip olunmaktadir. Yontem,
metabolik aktivasyon sistemi (S-9) ile birlestirildiginde, klastojenez ile
genetik hasarlara neden olan potansiyel kimyasallara hassas bir indikator
olarak karsimiza glkmaktad|r56. Periferal kan lenfositlerinde artmig
kromozom hasari, kanseri 6ngérmede etkin bir biyogdsterge olarak kabul

edilmektedir®.

2.7.5. In Vitro Test Sistemlerinde Metabolik Aktivasyon

Lipofilik maddelerin hidrofilik maddelere doénusuimuinde
biyotransformasyon karacigerin baslica fizyolojik gorevi olup faz | ve faz Il
biyotransformasyon kapasitesi oldukca yuksektir. Metabolizmada asil
ama¢  detoksifikasyon olmasina karsin, bazi kimyasallarin
biyotransformasyon ile olusan metabolitleri genellikle elektrofilik hale
donustugunden makromolekullere baglanma egilimi géstermektedirler91.
Birgok kimyasal karsinojen, enzimatik donisumler sayesinde DNA'ya
kovalent baglanma yapana kadar inaktif durumdadir. Bu nedenle

mutasyonlarda metabolik aktivasyon kritik bir basamaktir®.

Genetik toksikolojide kullanilan yontemlerin ¢ogu, metabolik
aktivasyon potansiyeli icermeyen in vitro yontemlerdir. Bu test
sistemlerindeki eksikligi gidermek amaciyla yaygin olarak memeli
metabolizmasinin dnemli elementleri disaridan saglanmaktadir. Karaciger
homojenatinin 9000 x g’de santrifijlenmesiyle elde edilen supernatan S-9
fraksiyonu olarak tanimlanmaktadir. Bu postmitokondriyal karigim,
promutajen ve prokarsinojenleri hepatik metabolizma (aktivasyon) ile
reaktif UrUnlerine donustiren mikrozomal ve sitozolik enzimleri
icermektedir. S-9 fraksiyonu elde edilmesinde, hayvanlar 6ncelikle bu
aktivasyon sureclerine katilan hepatik mikrozomal enzimlerin seviyesini

artiran Aroclor 1254 (poliklorlu bifenil karisimi) veya fenobarbital ve 5,6-
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benzoflavon karigimi gibi enzim indukleyicilerine maruz birakilmaktadirlar.
Karaciger homojenatlari sigan, fare veya hamsterlardan elde edilebilmekle
birlikte, sican tavsiye edilen tiirdir. indiiklenmis karaciger S-9 fraksiyonu
uygun kofaktorlerle (glukoz-6-fosfat, NADP vb.) birlikte “S-9 karigimi”

olarak testlerde kullaniimaktadir®.

2.8.Astim

2.8.1. Tanim Ve Etiyoloji

Astim tanimi, astimla ilgili uluslar arasi rehberlerde daha ¢ok
hastallk 6zelliklerini tarif edici nitelikte yapilmaktadir®™: “Astim
organizmadaki birgok hiicre ve hicre elemaninin rol oynadigi hava
yollarinin kronik inflamatuar bir hastaligidir. Bu kronik inflamasyon,
Ozellikle gece veya sabaha Kkarsi, tekrarlayici hiriltili solunum, gbégliste
sikisma hissi, 6kslriik ve nefes darligina neden olan hava yolunun degisik
uyarillara kargi agiri duyarlihgi ile iliskilidir. Bu ataklara genellikle
kendiliginden veya tedavi ile geri dénusli degisik derecelerde hava yolu

obstriiksiyonu eglik etmektedir”.

Astimin ortaya ¢ilkmasi ve gelismesini etkileyen faktorler
birbirleri ile iligkili ve karmasik bir yapidadir. Bireysel faktorlerin basinda
genetik ozellikler yer almaktadir. Genetik arastirmalarda genellikle atopi,
hava yolu asiri duyarlihgi, inflamatuvar mediyatorlerin olusumu ve
Th1/Th2 immun cevap oraninin belirlenmesi ile iligkili genler Gzerinde
durulmaktadir. Bunlara ek olarak, obezite ve cinsiyet de astim
etiyolojisinde yer alan bireysel faktorlerdir. Cevresel faktorler arasinda
alerjenler (i¢ ortam; akarlar, tiyli hayvanlar, hamambdcekleri, kufler,
mayalar, mantarlar veya dis ortam; polenler, mantarlar, kufler, mayalar),
basta virisler olmak lzere enfeksiyonlar, mesleki duyarlastiricilar, sigara

dumani, ev ici/dig mekan hava kirliligi ve beslenme yer almaktadir®,
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Astim hastaligi her yasta gorulebilirken gogunlukla kokleri
erken gocukluk donemine varmaktadir. Astim ¢ocukluk ¢aginda en yaygin
gorulen hastalik olup c¢ocuk hastalarin %80’inde bes yasindan &6nce
baslamaktadir. Bu hastalarin %40-60"1 ergenlik donemine ulastiklarinda
hastalik iyilesmekte fakat bunlarin yarisinda vyetigkinlikte tekrar astim
sikayetleri ortaya Qlkmaktad|r94. Astimin akciger gelisiminde olumsuz
etkiler olusturmasi nedeni ile gocuklarda bozulmus akciger fonksiyonuna
badli olarak ileride kronik obstruktif akciger hastaligi gelisimi s6z konusu

olabilmektedir®.

2.8.2. Astim Hastaliginin Diinya Ve Tirkiye’deki Durumu

Resmi kayitlarda, tum dlunyada astim nedeniyle yilda
250.000 o6lim oldugu bildirilirken, bu 6limlerin daha c¢ok, hastalikta
kullanilmasi zorunlu ilaglara ulagsimin dustk oldugu ulkelerde yogunluk
goOsterdigi belirlenmistir. GUnUmuzde tum yaslar ve etnik gruplar ele
alindiginda halen 300 milyon astim hastasinin bulundugu tahmin
edilmektedir. Ulkeler arasinda astim prevalansinda farkhliklar olmasina
karsin (Sekil: 3), tim dinyada modern yasama bigiminin ve sehirlesmenin
benimsenmesi ile prevalansin giderek artacadi dusunulmekte ve 2025

yilina dek 100 milyon kisinin daha astim olacagi dngériilmektedir®.

Ulkemizde ise, kayit sisteminin diizenli olmamasi nedeniyle
cesitli calismalardan elde edilen verilere dayanarak yaklagik 3 — 4 milyon
astim hastasi oldugu tahmin edilmektedir. Turkiye’de de Dunya’'daki
gozlemlere paralel olarak prevalanslar bdlgelere gore degisiklik
gOstermekte, erigkinlerde %2-6, ¢ocuklarda %5-10 aralijinda sonuglar
elde edilmektedir®®. Saglik Bakanligrnin 2011 Saglk Istatistikleri
Yilligrnda yer alan 2010 yili TUIK Saglik Arastirmasi verilerinde, on bes
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yas ve Uzeri bireylerde hekim tarafindan teshis edilen hastalik/saglik
sorunlari dagihmlarinda, alerjik astim dahil, astim hastaliginin kadinlarda
daha ¢ok olmak Uzere populasyonun %4.8’inde goruldugu bildiriimektedir.
2002-2004 yillarinda gercgeklestirilen Turkiye Hastalik YUkd Calismasi
verilerinde ise astimin yuk olusturan ilk 20 hastalik i¢inde oldugu

gorilmektedir®®.

Il =101 I 2550
7.6-10.0 0-2.5
5.1-7.5 ] Gegerli standart veri yok

Sekil 3: Diinya astim prevalans haritas1”’

Astimin ekonomik maliyeti ele alindiginda, hem dogrudan
tedavi giderleri (tibbi ve tibbi olmayan giderler) hem de dolayli maliyetler
(kayip okul ve galisma gunleri, is verimi dususune bagli Ucret kayiplari)
g6z oninde tutulmaldir. Ozellikle siddetli astim vakalari ve kontrol
edilemeyen olgularda maliyetler daha yuksektir. Astim kontrolinun iyi
yapllmasi bu giderlerin azalmasinda en onemli etken olarak kabul

edilmektedir'®

. Tlrkiye’de astim hastaligina ait dogrudan tibbi gider
analizlerinin yapildidi bir calismada, giderlerin %871’ini ilaglarin olusturdugu
ve dogrudan tibbi giderlerin kisi basina yilda yaklasik 1500$ oldugu tespit

edilmistir'®’.
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2.8.3. Astim Olusum Mekanizmalari

Astim birgok inflamatuvar hicre ve ¢ok sayida mediyatoru
iceren, coklu biyolojik mekanizmalarin rol aldigi sendromlar butunudur.
Astim patojenezinden sorumlu tutulan mekanizmalar; kronik inflamasyon
ve buna bagli hava yolu akiminin kisittanmasi ve hava yolu asiri duyarlihgi
olarak ele alinabilir.

a. Kronik inflamasyon: Astimin farkli fenotipleri olsa da inflamasyon
olgusu tim tipler icin gegerli ve astim patojenezinin temelini olusturan
mekanizma olarak dusunulmektedir. Astimda semptomlar ataklar
halinde gorilse de hava yolu inflamasyonu sureklidir. Astim
inflamasyonunda mast hucreleri, eozindfiller, T lenfositler, dendritik
hdcreler, makrofajlar, notrofiller ve epitel hicreler anahtar rol oynayan
hucrelerdir. Kemokinler, sitokinler, sisteinil-lokotrienler, nitrik oksit ve
lg-E ise astim patojenezinde 6nemli mediyatorlerdir'®.

b. Astimda I6kosit ve epitel hicrelerden salinan mediyatorler, hastaligin
kroniklesmesine neden olan inflamasyon déngusunu yaratmakta, bu
durum bronkospazm, o6dem, epitel hasari, hava yolu hucrelerinin
stimulasyonu ve ek Iokositlerin olusumuna neden olmaktadir. Zaman
icinde, organizma olusan hasari onarmak amaci ile hava yolunda
kalici yapisal degisiklikler meydana getiren yeniden yapilanma
(remodeling) slrecine girer. Yeniden yapilanma sonucu, subepitelyal
fibrozis, mukus asiri sekresyonu, goblet hicrelerin hiperplazisi, epitel
hicre hasari, diz kaslarda hipertrofi ve anjiogenez goértlmektedir.
(sekil: 4) Tum bu hava yolunda meydana gelen etkiler hava yolunun
daralmasina ve akimin kisitlanmasina yol acmaktadir'®.

c. Hava yolunun asirt duyarhligi ise, saglikli insanda zararsiz olan bir
uyarana, astimli hastanin hava yolunda daralma ile cevap vermesidir.
Hava yollarindaki bu asiri duyarhliga, hava yolu diz kasinin asiri
konstraksiyonunun, ddem ve yapisal degisikliklerle ortaya ¢ikan hava

yolu duvari kalinlasmasinin, inflamasyon nedeniyle duyarli hale
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gelebilen duyusal sinirlerin neden oldugu gibi hipotezler 6ne surilmus

olsa da henliiz tam olarak anlasilamamistir'®?,

Cevresel faktorler

Th2/Th1 sitokinler
[IL-13, TNF-a gibi)

,

Cevresel faktorler ve
inflamatuvar Urlinler

Dendritik hiicreler

3

| mukus \ [&é
B lenfosit ‘ T lenfosit > r  Baglama
AAL
IL-3,1L-5
- 4 GM-CSF

Cogalma

inflamasyon

1WeI00.] W NjoA eARH

IL-3, IL- /
IL-13,1L-9 \
Mast hiicresi l'. Eozinofil - ﬁ’ ’ Yayilma
{ \ Sitokinler P Q
Histamin O Kemokinter Diiz kas Q

Lokotrienter 2 RN,
3 Sitotoksik tirtinler
ProstaglandinD 2 Lipid mediyatérler Damarlar

Sitokinter Notrofil

Kalici inflamasyon ve yeniden

Akut inflamasyon . o
yapilanma (remodeling) gelisimi

Proinflamatuvar mediyatorier

Sekil 4: Astim patojenezinde inflamasyon ve yeniden yapilanma etkile§imi102

2.8.4. Astimda Tedavi

Astim tedavisinde mUmkin olan en az ila¢g kullanilarak
hastaligin  kontrold amaclanmaktadir. Tedavide kullanilan ilaglar
kullanimlarina goére kontrol ediciler ve semptom gidericiler olarak iki sinifa
ayrilmaktadir. Kontrol edici ilaglar, gunlik, dizenli alinan ve kronik
kullanimi bulunan, esas olarak antenflamatuvar etkilerinden yararlanilarak
astimi kontrol altinda tutmayi saglayan terapoétik ajanlardir. Semptom
gidericiler ise, astim semptomlarini ortadan kaldirmak amaciyla, akut
kullanimi olan, hizli bir etki ile genellikle bronkodilatasyon amagli, “ihtiyag

halinde kullaniimasi” temeline dayanan tedavi ajanlardir.
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Astim tedavisinde yaygin olarak kortikosteroidler, I0kotrien
reseptdr antagonistleri ve R, adrenerjik agonistlerden yararlaniimakla
birlikte, farkli tedavi mekanizmalarina ve ilag formlarina sahip bilesiklerden

ve cesitli kombinasyonlari da kullanilabilmektedir (Tablo: 4).

Tablo 4: Yetigkinler ve ¢ocuklar i¢in astim tedavisinde yararlanilan ilag gruplarl93

Yetigkinler Cocuklar
Kontrol ediciler S_emp_:tc_:m Kontrol ediciler S_emp_)tfam
gidericiler gidericiler
= inhale = hizli etkili inhale 3, = inhale = hizl etkili inhale
glukokortikosteroidler agonistler glukokortikosteroidler Rz agonistler
= |6kotrien dlUzenleyiciler | = sistemik = [Gkotrien = kisa etkili oral

= uzun etkili inhale

glukokortikosteroidler

dizenleyiciler

2 agonistler

bronkodilatérler = antikolinerjikler = teofilin = antikolinerjikler
= teofilin = teofilin = anti-IgE
= kromonlar = kisa etkili oral Rz = kromonlar
= uzun etkili oral agonistler = uzun etkili oral 3,
agonistler agonistler
= anti-IgE = sistemik
» sistemik glukokortikosteroidler

glukokortikosteroidler
= oral antialerjik bilesikler
= alerjen-spesifik
immunoterapiler
= diger bilesikler

Astim kronik inflamatuvar bir hastalik oldugu igin tedavinin
esasl, bu inflamasyonu kontrol altinda tutan ilaglarla olusturulmaktadir.
hastalik

kontrolinin dizeyine gdre basamakli bir yaklagim uygulanmasi tavsiye

Uluslar arasi rehberlerde tedavi semasi duzenlenirken,
edilmektedir (Sekil: 5 ve 6). Sistematik bir yaklagimla uygulanan tedavi,
hastada inflamasyonun baskilanmasina ve bu sayede semptomlarin
dizelmesine veya yok olmasina neden olmaktadir. Ancak tedavinin
kesilmesi ile semptomlarin tekrar ortaya c¢ikma olasiligi géz onunde
bulundurularak hastanin izlenilmesi, hekim tarafindan aksi belirtiimedikge,
akilcr ilag kullanimi ile hastanin semptomlari yasamasa da dizenli ilag

kullanimina devam etmesi onerilmektedir.
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Kontrol diizeyi

Tedavi Semasi

Kontrol altinda

Kontroll saglayan en dusuk basamagi* bul ve

kontrolu surddr.

Kismen kontrol altinda 2"\ Kontrolii saglamak igin basamak* artirmay diistin.

Kontrol altinda degil

Kontrol saglanincaya kadar basamak* artir.

Atak

Atak tedavisi uygula.

N

_

V

AZALT I:H] *Tedavi Basamaklari |]|:| ARTIR
Basamak 1 | Basamak 2 | Basamak 3 | Basamak 4 | Basamak 5
astim egitimi, gevresel kontrol
intiyag durumunda hizli etkili R2 agonist
Tavsiye edilen tedavi**
Diisiik doz IKS + | Orta veya yiiksek
Diisiik doz IKS | uzun etkili B2 doz IKS + uzun B?:gg/?ski 4
agonist etkili 32 agonist
Alternatif . . . i
tedavi Alternatif tedavi | Alternatif tedavi | llave olarak
Lokotr/?n Orta veya yiiksek Lokotrl?n en dusuk doz
reseptér doz IKS reseptér oral
antagonisti antagonisti kortikosteroid
veya ve/veya ve/veya
Diisiik doz IKS +
Lékotrien uzatiimig salimli Anti-IgE
reseptor teofilin tedavisi
antagonisti
veya

Diisiik doz IKS +
uzatilmig salimh
teofilin

IKS: Inhale kortikosteroid, ** Tavsiye edilmis tedaviler bulunsa da, hastalarin bireysel

ihtiyaci, tercihleri ve sartlari dikkate alinmalidir.
Sekil 5: Bes yasindan biiyiik ¢ocuklar, ergenler ve yetigkinler i¢in astimda kontrole

dayali tedavi yakla§|m|93
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Astim egitimi
) Cevresel kontrol
Ihtiyag durumunda hizli etkili B2 agonist

ihtiyag durumunda hizli ihtiyag durumunda hizli kontrol altinda degil veya
etkili B2 agonist ile kontrol etkili B2 agonist ile kismen diisiik doz IKS ile sadece
altinda kontrol altinda kismen kontrol altinda
Secenekler
ihtiyag durumunda hizli . . L. .
- ) Duisuk doz IKS 2x duslk doz IKS
etkili B2 agoniste devam
Lékotrien reseptér Diisiik doz IKS + Lékotrien
antagonisti reseptdr antagonisti

Golgeli kutular ilk tercih tedavilerdir.
Sekil 6: Bes yasindan kiigiik cocuklar i¢in astimda kontrole dayali tedavi

yakla§|m|104

2.9. Montelukast Etkin Maddesinin Astim Tedavisindeki Yeri

Baglica mast hacreleri, eozinofiller, bazofiller ve
makrofajlarda Uretilen I6kotrienler, arasidonik asidin 5-lipoksijenaz yolagi
uzerinden sentezlenen lipid urtnlerdir. Farkh tipteki I0kotrienler arasinda,
I6kotrien C4 (LTC4), LTD4 ve LTE4 “sisteinil l16kotrienler” (cys-LT) olarak
adlandirilmaktadir. Sisteinil I6kotrienler glgli etkiye sahip inflamasyon
mediyatorleri olup mukus sekresyonu, bronkokonstriksiyon ve vaskuler
gecirgenlikte artisa neden olmaktadirlar. Sisteinil I6kotrienlerin astimin
karakteristik 6zellikleri olan hava yolu obstriksiyonu, brons asiri cevaplilgi
ve eozinofil infiltrasyonu Uzerine dogrudan etkili oldugu bildiriimektedir.
Lokotrienlerin  spesifik etkilerini gosterdigi reseptorler de farkh olup,

sisteinil I16kotrienler icin cys-LT1 ve cys-LT2 reseptérleri tanimlanmistir'®.

Astim tedavisinde en énemli segenek olan kortikosteroidlerin

cesitli sorunlar tagimasi ve bazi yetersizliklerinin gértilmesi nedeniyle yeni
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ilag arayislari hiz kazanmig ve astim patojenezinde guglu biyolojik etkileri
nedeniyle, I0kotrien aktivitesinin selektif olarak engellenmesi icin ilag
geligtiriimesi hedeflenmistir. Lokotrien dlzenleyiciler, ginimuizde astim
tedavisinde giderek 6nemi artan, kronik olarak, gunluk ve oral alinan
kontrol edici ilaglardir. Gelistirilen |0kotrien diuzenleyiciler iki grupta ele

alinmaktadir'®:

a. 5-lipoksijenaz enzim inhibitoru: Lokotrien biyosentezini inhibe ederek
etki gostermektedir. Zileuton etkin maddesi ile piyasaya c¢ikmistir.
Amerika Birlesik Devletleri’nde kullaniimakta olup Turkiye’de ruhsatli
ilac kapsaminda degildir.

b. Lokotrien reseptdr antagonistleri: Montelukast, zafirlukast ve pranlukast
etkin maddeleri, I6kotrienlerin cys-LT1 reseptorlerine baglanmalarini
bloke ederek etki gdstermektedirler. Pranlukast Japonya’da
kullaniimakta olup  Turkiye’de  zafirlukast ve  montelukast
bulunmaktadir. Zafirlukast 5 yas Uzerindeki bireylerde, gunde iki kez
kullaniimasi tavsiye edilen ve hepatotoksisite olusturmasi nedeniyle

FDA tarafindan kullanimi sinirlandiriimis bir bilesiktir'%.

Montelukast tim dinyada yaygin olarak kullanilan l6kotrien
reseptor antagonistidir. Merck firmasinin 1998 yilinda FDA’den onayini
aldigi ilag Grln0, ginimuzde astimin profilaksisinde ve kronik tedavisinde
yetigskinler ve 1 vyasindan buyUk c¢ocuklarda, egzersizle induklenen
bronkokonstriksiyonda 6 yas ve Uzerinde, mevsimsel alerjik rinitte 2 yas ve
uzerinde, uzun sureli alerjik rinitte ise 6. aydan itibaren endikedir. Ayrica
klinikte aspirine bagli astimin tedavisinde de kaydadeger etki gosterdigine
dair kanitlar yer almaktadir'®. 15 yas ve (izeri hastalarda 10 mg tablet, 6-
14 yas arasi 5 mg gigneme tableti, 2-5 yas arasi 4 mg ¢igneme tableti /
oral granul ve 6-23 ay arasi 4 mg oral granul olarak doz ayarlamasi

yapiimaktadir.
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Ayrica son yillarda yapilan pek c¢ok deneysel ve Kklinik
calismada, montelukastin daha yuksek dozlarinda atopik dermatitte,
kronik Urtikerde, inflamatuar deri hastaliklarinda, iskemi-reperfuzyon
hasarini onlemede, gastrik mukozayi koruma ve pulmoner fibrozisi

engellemede etkileri oldugu gdsterilmistir'®®.

Montelukastin  cys-LT
reseptorine antagonist etkisinden bagimsiz olarak ikincil antienflamatuvar
Ozellige sahip oldugu ve bu etkinin eozinofil, monosit ve 0&zellikle
kortikosteroidlerin duyarli olmadigi noétrofilleri hedef alarak gercekte
dusundldugunden daha genis bir spektrumda etki gosterebilecegi
tartisiimaktadir. Bu nedenle montelukastin, astimin yani sira kronik
obstruktif akciger hastaligi, kistik fibrozis ve viral bronsiyolitte de
potansiyel tedavi ajani olarak kullanilabilecegi tizerinde durulmaktadir'®.
Bu calismalar degerlendirildiginde, montelukastin gelecekte, klinikte uzun
sureli ve yuksek dozlarda kullaniima olasiliginin yuksek oldugu sonucu

sOz konusudur.

Montelukastin agiz yoluyla kolaylikla alinmasi, etkinliginin
genis olmasi ve yan etkilerinin az olmasi nedeniyle hem yetigkinler hem de
cocuklar icin  kullanimi  genislemektedir. Kronik astimda, inhale
kortikosteroidlerin yani sira ilave tedavi ajani olarak montelukast verilmesi
steroid dozunu azaltma ve B, agonist gereksinimini de azaltmakta bu

durum montelukastin tercih edilmesinde onemli bir faktor olmaktadir.

Kimyasaladi:
1-[[[(1 R)-1-[3-[(1 E)-2-(7-kloro-2-qjinolinil)etenil]fenil-3-[2-(1-hidroksi-1-metil etil)

fenillpropilltiyo]metillsiklopropanasetik asit- monosodyumtuzu

Formiilii: C,.H,.CINO,S - Na a S
CAS#: 158966-92-8, Natuzu: 151767-02-1 /K\

Molekiil agirhgi: 586.184 g/mol, Na tuzu: 608.18 g/mol

Fiziksel 6zellikleri: Beyaz-kirli beyazrenkte, nem cekici, optik aktif HC

Coziiniirliik: Etanol, metanol, su

Sekil 7: Montelukastin genel 6zellikleri
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Montelukast, preparatlarda sodyum tuzu halinde bulunmakta
oral olarak alindiktan sonra hizla absorbe olmaktadir. Yetiskinlerde ac¢
karnina 10 mg doz alindiginda ortalama doruk plazma konsantrasyonuna
3-4 saatte ulagsmakta ve oral biyoyararlanimi %64 olmaktadir. 2-5 yas
cocuklarda 4 mg cigneme tableti alindiginda ise, ortalama doruk plazma
konsantrasyonuna 2 saatte ulagsmaktadir. Montelukast >%99 plazma
proteinlere baglanmaktadir''®. Viicutta cok iyi metabolize olmakta, in vitro
calismalarda, metabolizasyonunda basta CYP2C8 olmak Uzere (%80),
CYP3A4 ve CYP2C9 enzimlerinin gdérev aldigi saptanmistir''.
Montelukastin minér metabolitleri olarak, acil glukuronid (M1), sulfoksit
(M2), 25-hidroksi (fenol, M3), 21-hidroksi analogunun iki diasteromeri
(benzilik alkol, 21S- M5a ve 21R- M5b) ve 36-hidroksi analogunun ki
diasteromeri (metil alkol, 36S- M6a ve 36R- M6b) tespit edilmistir. Ana
metabolit ise, M6 metabolitinin okside olmasi ile olugan dikarboksilik asit
olup iki diastereomeri bulunmaktadir (M4a ve M4b). Montelukastin
yarilanma omru 2.7-5.5 saat arasinda degismekte, %86’si fecesle, cok az
bir kismi (<%0.2) ise idrar ile atilmaktadir''? (sekil: 9).
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Sekil 8: Montelukastin metabolik yolaklar|"2’ 113 den uyarlanmistr.
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2.10. Literaturde Safsizliklara Yonelik Analitik Calismalar:

Montelukast Safsizliklari

Gunumuze kadar, ilag maddelerinde ve UrUnlerinde bulunan
cesitli tipteki safsizliklarin saptanmasi, yapilarinin aydinlatiimasi ve miktar
tayinleri icin yeni ydntem gelistirme ve validasyonlari (gecerlilik onaylari)

uzun siredir arastirimaktadir' '8,

Bununla birlikte, bu g¢aligmalarin
arastinlan ilag maddeleri ve UrlUnlerindeki safsizliklara 6zgl olmalari
nedeni ile bu kisimda montelukast safsizliklarina yonelik 6rnek teskil eden

yayinlar ele alinmigtir.

Literatirde montelukast safsizliklari Uzerine yayimlanmis
calisma oldukga azdir. Bu galismalarin bir kismini, belirtilen farkh sentez
ve Uretimler sirasinda olusabilen farkli safsizliklarin izolasyon ve
tanimlamalari  zerine yayimlanmis calismalar olusturmaktadir''®'2",
Merck firmasinin montelukast etkin maddesini gelistirmesinden sonra
glunumuze dek montelukast Uretimi igin ¢ok sayida farkli sentetik yaklagim
bildirilmistir. Dolayisiyla Uretim surecindeki farkliliklara bagh olarak
olusmasi muhtemel montelukasta ait ¢ok sayida farkl tipte safsizlik da s6z
konusu olmaktadir. ilag piyasasina bakildiginda da, birgok ilag firmasinin
montelukast etkin maddesi iceren jenerik ilag Urettigi gortimektedir. ilag
urindnan meydana gelmesi sirasinda, degisik kokenlerden temin edilen
etkin maddenin yani sira yardimci maddeler ve sentez sirasinda olusan
ara Urdnlerin ve bozunma urUnlerinin gesitli safsizliklara neden olabilecegi
ortadadir.

Urdin’de bir ilag firmasinin montelukastin ¢dzeltide ve kati
formda 1s1 ve 1sik etkisi ile bozunma UrUnlerini arastirdigi ¢alismada,
¢Ozelti igerisinde ana foto Urln olarak cis isomer olusumu tespit edilmis,

kati formlarinin 1s1ga daha direngli oldugu gdézlenmistir. Paketlenmemis
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montelukast ¢igneme tabletlerinde sulfoksit major foto Urin olarak
belirlenmis, film kapl tabletlerin ise ayni sartlarda oldukg¢a kararl oldugu
ortaya cikmistir. Termal stres testinde montelukastin asidik ve oksidan
¢Ozeltilerde hizla bozundugu, hem ¢ozeltide hem de tablet formda isinin
esas degredasyon (yikim) Uranu olarak sulfoksit safsizligina neden oldugu
bulunmustur. Al Omari ve ark.larinin bu bulgulari, montelukastin

safsizliklarina yonelik dnemli bilgiler saglamistir'??,

Montelukastin jenerik urlnlerini sunan firma kaynakli bir
calismada, Saravanan ve ark.lari montelukastin potansiyel safsizliklarinin
saptanmasi ve tanimlanmalari Uzerinde yogunlagsmislardir. Montelukast
sodyumun Uretimi sirasinda %0.05-0.15 miktarda bulunan montelukasta
ait dort safsizligin sentezi, ayrilmasi ve spektral analizlerle (HPLC, LC—
MS, FT-IR ve NMR) kimyasal yapilari saptanmistir'®.  Ulkemizde
yurutulmas bir tez calismasinda, ila¢g ana dosyasinda montelukast sodyum
etkin maddesinin safsizlik tayini icin belirtilen ylksek basingh sivi
kromatografisi yontemi, montelukast sodyum iceren tablet formuna
uygulanmis ve bu yontem ile montelukast sodyum ve safsizliklarin kalitatif
ve kantitatif tayininin yapilabilecegi gosterilmistir. Bu ¢alismada dort adet

bozunma kaynakli safsizlik (Safsizlik A,B,C,D) lizerinde calisiimistir'?*.

USP monografinda (Pharmacopeial Forum, 36(1), 2010)
montelukast sodyum etkin maddesine ait bilgi 2010 yilinda yer almis,
analiz yontemlerinin validasyonu (zerinde durulmustur. Montelukast
sodyum, Amerika ve Avrupa Farmakopelerinde ilag maddeleri
monograflarinin ileriye yonelik uyumlandiriimasi pilot projesi igin ele
alinmis sayih maddelerden olup monograf hem Amerika hem de Avrupa
Farmakopesi isbirligi ile taslak halde yayimlanmigtir. Ginumuizde 2010
USP’de montelukasta ait 6 adet organik safsizlik tanimlanmaktadir.

Sulfoksit safsizligi, cis izomer, Michael katimlari | ve IlI, metilketon
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safsizhigr ve metilstiren safsizligi olarak belirtilen safsizliklarin ila¢ etkin
maddesinde bulunabilme sinirlari ve analiz yontemi hakkinda bilgiler
verilmektedir. Monografta etkin maddede her bir safsizliin agsmamasi
gereken degerlerinin yani sira (Tablo: 5) toplam safsizlik miktarinin
%0.6’y1 gecmemesi ve miktari %0.05’i gecen safsizliklarin raporlanmasi

gerektigi belirtiimektedir.

Tablo 5: USP monografinda (2010) montelukast sodyumun organik safsizliklari ve

izin verilen miktarlari

Safsizlik adi izin verilen safsizlik limiti (%)
Silfoksit safsizligi 0.2
Cis-izomeri 0.1
Michael katimlari | & I 0.15
Metilketon safsizhigi 0.1
Metilstiren safsizlig 0.3
Diger safsizliklar 0.1

Haidar ve ark.larinin 2012 yihinda yayimlanmig ¢calismasinda
ise, farkli Asya firmalarindan saglanan bes montelukast sodyum érneginde
LC-UV-MS teknidi kullanilarak saflik analizi yapilmistir. Arastirilan
montelukast orneklerinde, rehberlerde kabul edilen safsizlik sinir
degerlerinin Uzerinde (bazilarinda %1.25 civarinda) safsizlik tespit edilmis
ancak bu safsizliklarin toksikolojik degerlendirmesi yapilmamistir'®. Bir
diger galismada ise, montelukast sodyumun oral granil formlarinda ultra
performans sivi kromatografisi ile montelukast ve ilgili safsizliklarinin
saptanmasi igin yontem gelistiriimis ve validasyonu yapiimistir. Calismada
sulfoksit, metilstiren, QUID-8, MOK-3 keto, MOK-1 nitril ve montelukastin

doymus analogu ele alinmistir'?®.
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Benzer olarak, montelukast etkin maddesi ile ayni grupta
bulunan zafirlukastin safsizliklari Uzerine bir calismada, zafirluklastin
uretimi sirasinda araligi % 0.05-0.15 araliginda degisen bilinmeyen bes
adet safsizlk HPLC yoéntemi ile belirlenmistir. ileri galismalarla bu

safsizliklarin kimyasal yapilari da ortaya cikariimistir'®’.

2.11. Literatiirde Safsizliklara Yonelik Toksikolojik Galigmalar

GUnumuzde literaturde safsizliklarin toksisite profillerinin
degerlendirildigi ¢alisma 6rneklerinden biri olarak, Agarwal ve ark.larinin
sefotaksimin Uretimi ve saklanmasi sirasinda olusan farkli safsizliklardan
biri olan, dimerik safsizhdinin akut toksisite ve genotoksisitesinin
degerlendirildigi calisma gelmektedir. Bu galismada, safsizlik icin Ames
testi, S. typhimurium TA97, TA98, TA100, TA102 ve TA1535 suslarinda,
metabolik aktivasyon varligi ve yoklugunda gerceklestiriimistir. 50 pg/plak
doza kadar caligilan safsizlikta sitotoksisite ve mutajenite gézlenmemisgtir.
CHO hdcrelerinde kromozomal aberasyon yodnteminde de metabolik
aktivasyon varligi ve yoklugunda genotoksisite goézlenmemistir. Bunun
yani sira, sefotaksimin dimerik safsizligi siganlara akut i.m. uygulama ile
2000 mg/kg doza kadar verilmig, safsizligin akut toksisitesinin olmadigi

belirlenmistir'?2.

Vijayan ve ark.larinin yaptigi bir ¢alismada ise, piperasilin
safsizliklarina yonelik herhangi bir genotoksisite verisi bulunmamasi
dolayisiyla, piperasiline ait safsizlik-A bilesiginin in vitro genotoksisite
testlerinde genotoksik etkisi incelenmistir. Calismada Ames testinde TA97,
TA98, TA100, TA102 ve TA1535 suslarinda metabolik aktivasyon varligi
ve yoklugunda 5 mg/plak doza kadar calisildiginda sitotoksisite ve
mutajenite gdzlenmedigi bildirilmistir. CHO hcrelerinde kromozomal

aberasyon testinde de metabolik aktivasyon varligi ve yoklugunda 5
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mg/kultir konsantrasyona kadar klastojenik etkinin bulunmadigi sonucuna

variimistir'?.

Eichenbaum ve arkadaslarinca gergeklestirilen  bir
calismada, ilag Urlnlerinde ve boyalarda baslangi¢c maddesi olarak ve ayni
zamanda fungisit 6zellikte olan p-nitrofenoltin, safsizlik olarak varligi ele
alinmis olup, p-nitrofenoliin  genotoksisite ve karsinojenite riski
arastinlmistir. Daha once yapiimis caligmalarda toksisite ve guvenlik
profilinin  degerlendiriimesine  kargin, safsizlik olarak bulunmasi
durumunda risk analizi icin verilerin tamamlanmasi amaci ile in vivo
mikrogekirdek testi ve dermal farmakokinetik ¢alismalari da yapilmistir.
Yapilan degerlendirme sonrasi p-nitrofenoliin genotoksik olmayan bir
safsizlik oldugu ve esik degerinin ICH Q3C(R4)e gbére 64 mg/gin olarak

diizenlenebilecedi sonucuna variimistir'°.

Gemifloksasin mesilata ait fotodegredasyon Urlinlu ve
sentetik safsizligin sitometrik yontemle sitotoksisitesinin degerlendirildigi
diger bir ¢calismada ise, bozunma UrlinUnun sitotoksisiteye neden oldugu
sonucuna varilmis ancak safsizliklara herhangi bir genotoksisite testi

uygulanmamistir'®',

Levofloksasinin n-oksit safsizliginin  genotoksik etkisini
degerlendirmek amaciyla Derek yazilimi ile n-oksit safsizliginda yapisal
uyarict  bir grubun (kinolon-3-karboksilik asit) oldugu belirlenmigtir.
Safsizligin fare lenfoma yontemi (MLA) ve CHL hucrelerinde kromozomal
aberasyon testi ile kendisi ve metabolitlerinde genotoksisite
degerlendirmesi yapiimigtir. MLA testinde mutajenik olmadigi belirlenen
safsizlik, sadece 1mg/ml dozda S9 varliginda kromozomlarda artan

yapisal hasarlara neden olmustur. Bu veriler esas alinarak, Derek’ten elde
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edilen sonuca ragmen levofloksasin n-oksit safsizhiginin rutin safsizlik

olarak kontrol edilebilecedi sonucuna varilmistir'®,

ikinci jenerasyon antidepresan ve sigara birakmaya yardimci
ajan bupropionun 2-bromo-3'-kloropropiofenon (BCP) safsizliginin USP’de
%0.1 seviyesini gecmemesi Dbildiriimektedir. BCP safsizligina ait
genotoksisite verisinin bulunmamasi dolayisiyla, SAR ¢alismasinda Ames
pozitif bulunan safsizlik igin, Ames testi ve TK6 hucrelerinde in vitro
mikrogekirdek yontemi uygulanmigtir. Metabolik aktivasyon varliginda
TA100 ve TA1535 suglarinda mutajenik oldugu go6zlenmigtir. Ayrica
metabolik aktivasyon varligi ve yoklugunda mikrocekirdek sikliginda artig
oldugu bulunmustur. ileri analizlerde her iki testte de, ortama N-
asetilsistein  eklenerek genotoksik etkinin azaldi§i  belirlenmistir.
Calismalarda safsizligin mutajenik, klastojenik ve anojenik oldugu tespit
edilmis ve bu etkilerin reaktif metabolitlerin olusumu yoluyla gerceklestigi

sonucuna ulasilmistir'?,

Safsizliklarin  kontroline yodnelik olarak ilag sentezinde
kullanilan aralarinda hidrazin, p-nitrotoluen, hidrokinon gibi kimyasallarin
bulundugu 11 madde igin mevcut genotoksisite ve karsinojenite verisinin
degerlendiriimesi  yapilmistir.  Arastirmada kimyasallarin, mutajenik
karsinojen veya non-genotoksik karsinojen olarak belirlenmesi, doz-cevap
egrileri, esik etkili veya esiksiz etkili olmalarina gbére mekanizmalari
belirlenmeye ¢alisiimistir. Karsinojenite bilgisi bulunan kimyasallar igin
bilesige 06zgl Ilimit degerlerin hesaplamasi yapilmistir. Calisma
safsizliklarin toksikolojik verilerinin detayli olarak degerlendirildigi 6rnek bir

calisma olarak dikkat cekmektedir'®*.
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Bu c¢alismanin  konusunu olusturan  montelukastin
safsizliklarinin toksisitelerinin degerlendirildigi herhangi bir calismaya
literatirde ulasilamamistir. Calismadan elde edilen montelukast
safsizliginin toksisitesine yonelik sonuglarin bu yonu ile literatire katki

yapmasi s6z konusudur.
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3. GEREG VE YONTEM

3.1. Montelukast Etkin Maddesini iceren Miistahzarlarda Yiiksek
Basingh Sivi Kromatografisi (HPLC) ile Safsizliklarin Miktar Tayini Ve
Yontem Validasyonu (Gecerlilik Onayi)

Tarkiye piyasasinda montelukast etkin maddesini igceren
mustahzarlarda safsizlik analizini gergeklestirmek igin eczanelerden son
kullanma tarihleri dolmamis 11 farkh firmaya ait gocuk ve yetiskin ilaglari
temin edilmistir. Cocuk ilaglari olarak, 8 firmanin 4 mg dozdaki 8 ¢igneme
tableti ve 1 adet oral granul preparati ¢alisma kapsamina alinmigtir.
Yetigkinler i¢cin montelukast etkin maddesini iceren 11 firmanin 10 mg
dozdaki 11 tablet seklindeki UGrlnu ile calisiimistir. Cocuk ve yetiskin
dozlarinda toplam 20 UrUn icin farkh parti numaralarina sahip ikiser 6rnek
alinarak analizler yapilmigtir. Calismada ilaglarin ve firmalarin isimleri
belirtiimemis, parti numaralari da gizlenmistir. ilag isimleri harflerle

kodlanmig, doz ve ilag sekillerindeki farkliliklar belirtilmistir.

Montelukast safsizliklarinin analizlerinde gradient ters faz
HPLC yonteminden yararlaniimistir. Mevcut literaturdeki yontemler esas
alinarak safsizlik tayini icin yontem gelistiriimis ve validasyon c¢alismalari
yapilmigtir. Calismada olasi kayip ve hatalarin 6nline gegmek amaciyla i
standart yontemi tercih edilmis ve i¢ standart olarak 5-metil-2-nitrofenol

kullaniimistir.
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3.1.1. Kullanilan Ekipman, Alet Ve Malzemeler

HPLC sistemi (Shimadzu Prominence LC-20A)

Konfigurasyon: LC-20AD pompa
DGU-20A3 gaz uzaklastirici
SPD-M20A Fotodiode Array Dedektor (PDA)

¢ Bilgisayar (HP Compaq)

e Kolon 150/4.6, Kromasil, C18,100-5
e Vakum pompasi (Roccer)

e Suzme aparati

o Filtre 0.22um

e Amber vial (Agilent)

e Hassas Terazi (Shimadzu AW320)
¢ Vorteks (Boeco)

e pH metre (Sartorius)

¢ Ultrasonik banyo (Kudos)

3.1.2. Kullanilan Kimyasallar

e Montelukast sodyum, sulfoksit, cis izomer, metilketon, metilstiren,
michael katimlari | ve Il standartlari (Molcan Corp., Kanada)

e 5-metil-2-nitrofenol (Sigma)

o Asetonitril (HPLC grade) (Merck)

e Metanol (HPLC grade) (Merck)

o Ortofosforik asit (Analitik grade) (Merck)

e Sodyum dihidrojen fosfat (HPLC grade) (Merck)

e Su (HPLC grade) (Merck)
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3.1.3. Analizi Yapilan Safsizlik Bilesiklerinin Ozellikleri

3.1.3.1. Sulfoksit Safsizligi

Kimyasal adi: [1-[[[1-[3-[(E)-2-(7-klorokinolin-2-il)etenil]fenil]-3-[2-(2-
hidroksi propan-2-il)fenil]propil]sulfinillmetil]siklopropil]asetik asit

CAS numarasi: 909849-96-3

Kimyasal formili: C3sH3sCINO4S

Molekul agirhigr: 602.18 g/mol

Gorunus: Kirli beyaz veya sarimsi, toz halde

Cozundrluk: Metanol, DMSO ve kloroformda ¢6zundr, suda ¢ézinmez.

Sekil 9: Sulfoksit safsizhiginin kimyasal yapisi

3.1.3.2. Cis izomer Safsizlig!

Kimyasal adi: [1-[[[(1S)-1-[3-[(£)-2-(7-klorokinolin-2-il)etenil]fenil]-3-[2-(2-
hidroksipropan-2-il)fenil]propil]sulfaniljmetil]siklopropil]asetik asit

CAS numarasi: 774538-96-4
Kimyasal formull: C3sHssCINO3S

Molekul agirhigi: 586.18 g/mol
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Gorunus: Kirli beyaz veya sarimsi, nem ¢ekici, yari-kati halde

Cozunarluk: Metanol ve kloroformda ¢o6zinur, suda ¢ozunmez.

§/X\COOH

Sekil 10: Cis izomer safsizhiginin kimyasal yapisi

3.1.3.3. Michael Katimlari | ve |l Safsizliklari

Kimyasal adi: 1-[[[(1R)-2-[3-[(1R)-1-[[[1-(karboksimetil)siklopropil]metil]
sulfanil]-3-[2-(2-hidroksipropan-2-il)fenil]propil]fenil]-1-(7-klorokinolin-2-il)
etil]sulfanillmetil]siklopropan karboksilik asit ve 1-[[[(1S)-2-[3-[(1R)-1-[[[1-
(karboksimetil)siklopropillmetil]sulfanil]-3-[2-(2-hidroksipropan-2-il)fenil]
propillfenil]-1-(7-klorokinolin-2-il)etil]sulfanillmetil]siklopropan  karboksilik

asit

CAS numarasi: 1187586-61-3

Kimyasal formuli: C41H46CINO5S,

Molekul agirhgr: 732.39 g/mol

Gorunus: Kirli beyaz veya sarimsi nem gekici kati halde

Cozunurluk: Metanol ve DMSO’da ¢o6zunur, suda ¢éziinmez.

60



(R,S)

Sekil 11: Michael katimlan I ve Il safsizliklarinin kimyasal yapilan

Arastirilan safsizliklardan Michael katimlari | ve Il birbirlerinin
diastereomerleridir. Calismada kullanilan standart madde diastereomer
karigimi olarak temin edilmistir. Bu karisimin birbirinden ayrilmasi igin 6zel
kolon ve ayirma sistemi ile ileri analizler gerekmektedir. USP’de de bu
safsizliklar igin izin verilen limit deger, karisim Gzerinden belirtiimektedir.
Dolayisiyla calismada onemli olan diastereomer halde bulunan bu
maddeleri birbirinden ayirmak degil karisim halde bu safsizliklardan ilag
numunelerinde ne duzeyde bulundugunun saptanmasidir. Uygulanan
HPLC yontemi ve sartlari ile Michael katimlari | ve || kromatogramda birbiri
ile girisim yapan iki pik vermekte ve bu piklerin hangi safsizliga ait oldugu
kesin bilinmemektedir. Bu nedenle calismada her tarld analizin bu iki
safsizligin olusturdugu toplam alanlar Uzerinden yapilmasina karar

verilmigtir.
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3.1.3.4. Metilketon Safsizligi

Kimyasal adi: [1-[[[(1R)-3-(2-asetilfenil)-1-[3-[(E)-2-(7-klorokinolin-2-
iletenillfenil]propil]sulfanilimetil]siklopropil]asetik asit

CAS numarasi: 937275-23-5

Kimyasal formill: Cs4H32CINO3S

Molekul agirligi: 570.14 g/mol

Gorunus: Beyaz veya kirli beyaz, kati halde

Cozunurlik: Metanolde ¢ézinr.

Sekil 12: Metilketon safsizliginin kimyasal yapisi

3.1.3.5. Metilstiren Safsizligi

Kimyasal adi:  [1-[[[(1R)-1-[3-[(E)-2-(7-klorokinolin-2-il)etenil]fenil]-3-[2-
(prop-1-en-2-ilfenil]propil]sulfaniljmetil]siklopropil]asetik asit

CAS numarasi: 918972-54-0
Kimyasal formUli: C3sH34CINOLS
Molekul agirhigr: 568.17 g/mol

Gorunus: Kirli beyaz veya sarimsi, kati halde
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Cozunarluk: Metanol, DMSO ve kloroformda ¢6zinur, suda ¢cozinmez.

Sekil 13: Metilstiren safsizhiginin kimyasal yapisi

3.1.4. Safsizliklarin HPLC ile Tayini Test Sartlari

Yapilan calismalarla safsizliklarin analizleri i¢in en uygun
kromatografik kosullar belirlenmigtir. Bu kosullara ait sartlar asagida

sunulmustur.

Kolon : 150/4.6, Kromasil, C18,100-5

Kolon sicakligi . 27°C

Numune sicakligi - 4°C

Akis hizi :1.1ml/dk

Dalga boyu :225nm

Enjeksiyon hacmi : 20l

Enjeksiyon suresi : 27dk

Cozucu : Metanol

Mobil fazlar : Mobil faz A — Asetonitril : Fosfat Tampon

karigimi (63:37)
Mobil faz B — Asetonitril : Su (90:10)
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Gradient

Zaman (dk) Mobil Faz A Mobil Faz B
0 50 50
2 50 50
15 10 90
23 10 90
26 50 50
27 50 50

3.1.5. Cozeltilerin hazirlanmasi

e Mobil faz A (Asetonitril : Fosfat Tampon karigsimi (63:37)): 12.5mM
fosfat tamponu sodyum dihidrojen fosfat dihidrat ile hazirlanarak
seyreltik fosforik asit ile pH=3.7’ye ayarlanir ve filtreden suzulur.
Belirtilen oranda asetonitril ile karistirilarak degaze edilir.

e Mobil faz B (Asetonitril : Su (90:10)): Belirtilen oranda asetonitril ve su
karistirilarak degaze edilir.

e ¢ standart ¢ozeltisi: 5-metil-2-nitrofenol 2mg/ml konsantrasyonda
olacak sekilde metanol ile ultrasonik banyoda c¢ozulerek hazirlanir.
Hazirlanan stok c¢ozelti 0.2um PTFE filtreden suzllerek viale alinir.
Calismalarda i¢ standart ilavesi 25ug/ml konsantrasyonda yapilir.

e Safsizlik ve etken madde standart ¢ozeltilerinin hazirlanmasi: Analizi
yapilacak safsizliklar ve etken madde 2mg/ml veya 1mg/ml
konsantrasyonda olacak sekilde ultrasonik banyoda metanol ile
¢Ozullr. Hazirlanan stok c¢ozeltiler 0.2 ym PTFE filtreden suzllerek
viale alinir. Bu stok c¢ozeltilerden hareketle gerekli dilisyonlar
yapilarak validasyon ¢alismalari gerceklestirilir.
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3.1.6. Analitik Yontemin Validasyonu (Gecerlilik Onay1)

Analitik yontem validasyonu, analitik yontemlerin belirlenen
amagclarn dogrultusunda kullanilabilmeleri igin uygun oldugunun ve

185 jlag analizlerinde

sonuglarin gergerliliginin gosterilmesi prosedurudur
kullanilan analitik yontem gecerliliginin saglanmasi ile bilimsel butlinluk ve
uygunlugun saglanmasi, istenen amag¢ icin guvenilir ve tekrarlanabilir
sonuclarin alinmasi saglanir'*®'*”. Bu amacla ICH ve FDA'in rehberleri ve
USP gibi uluslar arasi kaynaklarda, deg@erlendiriimesi gerekli
parametrelerin ve kabul kriterlerine uygunlugunun onaylanmasi i¢in bilgiler
bulunmaktadir’™®'*° Calismada ICH Q2(R1) rehberi referans alinarak
analitik ydontemin validasyonu gerceklestirilmistir. Ozgunlik, dogrusallik,
dogruluk ve geri kazanim, gun igi-gunler arasi kesinlik, teshis siniri ve

miktar tayini alt siniri galismalari yapilmistir.

3.1.6.1. Ozqlinliik (Specificity)

Uygulanan analitik yontemin amacglanan bilesen veya

bilesenleri tayin edebilme yeteneginin gosterilmesidir.

Mobil faz A  (Asetonitril:Fosfat Tampon) , mobil faz B
(Asetonitril:Su), metanol (¢dzlcu), i¢ standart (5-metil-2-nitrofenol), 50
Mg/ml konsantrasyonda hazirlanan her bir safsizlik ve montelukast
sodyuma ait standart c¢ozeltiler belirlenen kromatografik kosullarda
HPLC’ye enjekte edilerek bireysel ve karisim halinde kromatogramlardan
her bir maddenin alikonma zamanlarina ulagiimistir. Ayrica analitlerin

tablet numune ¢ozeltisinde dogru sekilde dlgulebildigi kontrol edilmigstir.
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3.1.6.2. Dogrusallik (Linearity)

Farkli konsantrasyonlarda analit iceren bir seri ¢ozeltide,
konsantrasyona bagl olarak cihazin verdigi cevabin orantili olarak
arttigininin  belirlenmesidir. Dogrusallik, derisime karsi olgulen cevabin
regresyon analizi ile matematiksel olarak hesaplanmasiyla bulunur.
Sonuglardan kalibrasyon grafigi elde edilerek dogru denklemine ulasilir.

([l 2”

Korelasyon katsayisi “r’ ve tanimlayicilik katsayisi “r<” de@erleri 1’e yakin

olmalidir.

Analizlerin yapilacagi safsizliklar (sulfoksit, Michael katimlari
| ve Il, cis izomer, metilketon, metilstiren) ve montelukast etkin maddesine
ait kalibrasyon egrilerinin olusturulabilmesi ve kalibrasyon denkleminin
bulunabilmesi amaciyla stok standart c¢ozeltilerinden belirlenen
konsantrasyonlarda dilisyonlar hazirlanmistir. Analizi yapilan safsizlik
maddeleri igin 1.56; 3.125; 6.25; 12.5; 25; 50; 75 ve 100 pg/ml,
montelukast etkin maddesi i¢in ise 5; 10; 100; 250; 500 ve 700 ug/ml
konsantrasyonlari belirlenerek her bir nokta icin ikiser kez enjeksiyon

yapilarak dogrusallik parametrelerine ulagiimigtir.

3.1.6.3. Dogruluk Ve Geri Kazanim (Accuracy / Recovery)

Olglilen degerin dogru ya da dogru kabul edilen degere
yakinligini gdésteren parametredir. Geri kazanim c¢alismalari yapilarak

sonuglar % geri kazanim ve % BSS (bagil standart sapma) olarak verilir.

Calismada tablet numune ¢ozeltisi enjekte edilerek dlguimler
yapilmistir. Daha sonra 12.5 pg/ml konsantrasyonda her bir safsizlik ve
montelukast ¢ozeltisi, tablet numune ¢ozeltisine ilave (spike) edilirek alti
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kez olgum yapilmigtir. Elde edilen 6lgim dederlerinden % geri kazanim

hesaplanmigtir.

3.1.6.4. Kesinlik (Precision)

Analitik yontemin calisilan sartlarda tekrarlanabilirliginin

Olcumudur. % BSS olarak verilir.

3.1.6.4.1. Giin ici Kesinlik (Tekrarlanabilirlik)

Calismada her bir safsizlik ve montelukast etkin maddesi igin
6.25 pg/ml konsantrasyonda ¢ozelti hazirlanarak ayni gln igerisinde

ardisik alti kez 6lgum yapilmistir.

3.1.6.4.2. Gunler Arasi Kesinlik (Orta Kesinlik)

Calismada gunler arasi kesinligin degerlendiriimesi amaciyla
safsizliklar ve montelukast etkin maddesi 6.25, 125 ve 25 ug/ml
konsantrasyonlarda hazirlanmig, her bir derisim igin ardigik G¢ gun

ardarda ¢ Olcim yapilmigtir.

3.1.6.5. Teshis Ve Miktar Tayini Alt Sinir (Limit of Detection - LOD: Limit
of Quantification - LOQ)

Analitin ornek iginde saptanabilen en dusuk konsantrasyonu
teshis sinirini, dlgllebilen en disuk konsantrasyonu ise miktar tayini alt
sinirini vermektedir. Calismada teshis sinirt ve miktar tayini alt sinirinin
belirlenmesi igin kalibrasyon egrilerinin  edimi ve alan standart

sapmalarindan yola gikarak hesap yapilmistir.
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LOD=(3.3*9)/S
LOQ=(10*d)/S
O : Kalibrasyon araligindaki en dusuk derigimin standart sapmasi

S: Kalibrasyon egrisinin egimi

3.1.7. Montelukast iceren Miistahzarlarda Safsizliklarin Miktar Tayini

Montelukast etkin maddesini iceren mustahzarlarda
Amerikan Farmakopesi’nde montelukast sodyum igin tanimlanmis 6 adet
safsizligin tayini icin validasyonu yapilmis gradient ters faz HPLC metodu
kullaniimistir. Her mustahzar icin farkli parti numarasina sahip iki 6rnek
calisiimistir. Orneklerde 10 adet tablet/gigneme tableti/granil numunesi
tartilarak ortalama agirlik alinmigtir. Toz edilen 6rneklerde 4mg veya 10mg
montelukasta esdeger numune, 0.5mg/ml konsantrasyonda metanol ile
¢cOzulmustlr. 25ug/ml son konsantrasyonda i¢ standart ilavesinin ardindan
hazirlanan ¢ozelti 0.2um PTFE filtreden suzllerek viallere alinmistir.
Belirtilen HPLC sartlarinda her 6rnek igin Gg dlgum yapilmistir. Elde edilen

kromatogramlardan miktarlari belirlenmistir.

Calismada, miktar tayini sonuglarindan safsizliklarin
rehberlerde belirtilen kalifikasyon sinir degerlerini asip asmadigi
belirlenmistir. Arastirilan safsizliklar arasinda kalifikasyon limitlerini asan

sulfoksit safsizligi icin ileri analizlere gereksinim duyulmustur.
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3.2. Safsizlikta Yapi-Aktivite iligkisinin (QSAR) Degerlendirilmesi

Toksikolojik 6zelliklerinin  belirlenmesine ihtiya¢ duyulan
sulfoksit safsizliginda, ilk adim olarak Leadscope QSAR vyazilimi
kullanilarak  mutajenite  degerlendirmesi  yapiimigtir. Bu amagla;
“Leadscope Model Applier Suites, Genetic Toxicity, The Gene Mutation-
Microbial In Vitro models - Salmonella Mut (v3) and E Coli — Sal 102 A-T

”

Mut (v1.), Model Applier Version: 1.7.3, Leadscope, Inc.” modellemesi

kullaniimistir.

3.3. Ames Testi ile Mutajenitenin Degerlendirilmesi

Safsizligin mutajenik etkisinin degerlendiriimesinde, OECD
Test Rehberinde yer alan 471 numarah “bakteride geri mutasyon testi’nin
(Ames testi) mikroplak bigiminin gelistirildigi “Ames MPF™ Penta |

Mutajenite Testi” kullaniimistir.

3.3.1. Kullanilan Cihaz, Alet Ve Sarf Malzemeler

e inkibatdr (Nuaire)

e Calkalayici (Stuart)

e Hassas terazi (Shimadzu)

e Otoklav (Hirayama)

e Buzdolabi (Ugur)

e -20 °C’lik dondurucu (Ugur)

e -80 °C’lik dondurucu (Daihan Scientific)
e Spektrofotometre (Shimadzu UV-160A)
e 24,96 ve 384 kuyucuklu plak

e Reajan rezarvuari
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3.3.2. Kullanilan Kit icerikleri Ve Kimyasallar

e Ames MPF™ Penta | Mutajenite Testi kiti (Xenometrix)
e Ampisilin (50mg/ml)

e S9 fraksiyonu (Aroclor 1254 ile indiklenmis, karaciger)
e Buylme ortami

e Salmonella maruziyet ortami

e E.coli maruziyet ortami

e Salmonella indikator ortam

e E.coli indikator ortam

e S9 100/1537 destek ¢ozeltisi

e Glukoz-6-fosfat

¢ Nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

e Tampon tuzlar (Magnezyum klorur, Potasyum klortr, Monosodyum
fosfat)

e N*-aminositidin (N*-ACT)

o 2-nitrofloren (2-NF) (Moltox)

e 9-aminoakridin (9-AA) (Moltox)

e 4-nitrokinolin-N-oksit (4-NQO) (Moltox)
e 2-aminoantrasen (2-AA) (Moltox)

e Silfoksit safsizligi (Molcan Co.)

e DMSO (Merck)
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3.3.3. Kullanilan Suslar Ve Ozellikleri

Calisma; uluslar arasi rehberlerde onerildigi sekilde, farkl

mutajenik etkilerin gdzlemlenebilmesi amaci ile bes sus (S. typhimurium
TA98, TA100, TA1535 ve TA1537 ve E. coli wp2 [pKM101] + wp2 uvrA)

kullanilarak gergeklestrilmistir. Calismada E.coli suslari ayri olarak kultire

alindiktan sonra sisteme karisim halinde eklenmistir. Kullanilan dort S.

typhimurium susunda Oncelikli geri donen bdlge olarak GC baz ciftleri

bulunmaktadir. E.coli suslarinda ise AT baz ciftleri hedef olmakta ayni

zamanda bazi okside edici mutajenler, gapraz baglanmaya neden olan

ajanlar saptanmaktadir. TA100, TA1535 ve E.coli suglari baz ¢ifti degisimi

mutasyonlarinin, TA98 ve TA1537 ise gergceve kaymasi mutasyonlarinin

teshisine olanak saglamaktadir.

Tablo 6: Ames testinde kullanilan suslarin genotipleri

Ek mutasyonlar

Suglar Mutasyon Hedef Mutasyon tipi
DNA
rfa | pKM101
onarimi
TA98 hisD3052 uvrB + +R GCGCGCGC| Cerceve kaymasi

El  Tat00 hisG46 uvrB " +R
= GGG Baz cifti degisimi
E
c .
% TA1535 hisG46 uvrB + -R GGG Baz cifti degisimi
w

TA1537 | hisC3076 uvrB ' ‘R CCO.C | Gergove kaymas:
| uvA trpE6S uvrA -R AT Baz cifti degisimi
@]
(&)
Wi [pKM101] | trpE6S +R AT Baz cifti degisimi
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3.3.4. Calismanin Tasarimi

Sulfoksit safsizhgr Ames testi ile bes sus kullanilarak
metabolik aktivasyon varhdr ve yoklugunda alti farkli konsantrasyonda
degerlendirilmigtir. TUm test sistemleri negatif kontrol ve susa 6zgu pozitif
kontrol icermektedir. Ames testinde On inkibasyon teknidi kullanilarak,
yaklasik 107 bakteri eser miktarda histidin (S.typhimurium) veya triptofan
(E.coli) iceren ortamda yaklagik iki hiicre déngusi boyunca test maddesi
ile maruz birakilmaktadir. Metabolik aktivasyon iceren test sistemlerinde
ortama S9 karisimi da eklenmektedir. On inkiibasyon sonrasinda,
maruziyet kultarlerine histidin/triptofan icermeyen pH indikator ortami
eklenir. Her doz igin G¢ ayri plakta kuyucuklara dagitilan karisimlarda, 48
saat inklUbasyon sirasinda, amino asit prototrofisi gosteren hticreler koloni
olusturmaktadirlar. Bakteriyal metabolizma, ortamin pH’sinin dismesine
ve kuyucuklardaki ortam renginin degismesine neden olmaktadir. Test
maddesinin her dozu ve c¢o6zucu kontrolde geri donen Kkoloni iceren

kuyucuklar sayilarak istatistiksel analiz gergeklestiriimektedir.

3.3.5. Deneyin Uygulanmasi

Mutajenite testi, “Ames MPF™ Penta | Mutajenite Testi” kit
prosedurune gore gercgeklestirimis, deney asamalari asagida
Ozetlenmigtir. Calismanin tamami hucre kultirine ve mikrobiyolojik

¢alismalara olanak saglayacak sekilde steril sartlar altinda yurttalmastar.

3.3.5.1. Suslarin gecelik kultirlerinin hazirlanmasi

Bakteri suglari homojenize edildikten sonra genotiplerine
uygun olarak hazirlanan besi ortamlarina ekimleri yapilarak 37°C’de 250
rom hizda, 14-16 saat inkubasyon gergeklestiriimigtir. Ayni zamanda besi

ortami da inkibe edilerek negatif kontrol olarak kullaniimistir. Gecelik
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kalturan icerdigi hacre yogunlugunu bulmak amaci ile spektrofotometre ile

ODeoo degeri elde edilmigtir.

3.3.5.2. Test maddesinin Ve Pozitif Kontrollerin Hazirlanisi

Calismada stoklar 25x hazirlanmis olup, sulfoksit safsizligi
son konsantrasyonlari 5000, 1581, 500, 158, 50, 15.8 pg/ml olacak sekilde
olarak DMSO

pozitif kontroller ve son

DMSO’da c¢ozilerek kullaniimigtir.  Negatif kontrol

kullaniimistir.  Her sus igin kullanilan

konsantrasyonlari Tablo 7’de gosterilmistir.

Tablo 7: Suslara 6zgi pozitif kontroller ve deneyde kullanilan son
konsantrasyonlari

S9 icermeyen sistemde S9 iceren sistemde
Suslar Kimyasal Son kons. Kimyasal Son kons.
TA98 2-nitrofloren 2 pg/ml 2-aminoantrasen | 1 pg/ml
TA100 4-nitrokinolin-N-oksit | 0.1 ug/ml | 2-aminoantrasen | 2.5 pug/ml
TA1535 N*-aminositidin 100 pug/ml | 2-aminoantrasen | 5 ug/ml
TA1537 9-aminoakridin 15 pg/ml 2-aminoantrasen | 5 pug/ml
E.coli karigimi | 4-nitrokinolin-N-oksit | 2 ug/ml 2-aminoantrasen | 50 ug/ml

3.3.5.3. S9 Karisimi icerigi

S9 karisimi %30 S9 fraksiyonu icerecek sekilde, 1 M KCI,

0.25 M MgCl,.6H20, 0.2 M glukoz-6-fosfat Na tuzu, 0.04 M NADP Na tuzu,
0.2 M NaH2PO4 tamponu ile hazirlanir.
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3.3.5.4. Sitotoksik Etkinin Belirlenmesi

TA98 susu, test maddesinin 5000 ug/ml’'ye kadar yedi farkli
konsantrasyonu maruziyet ortaminda 90 dakika inkibe edilmigtir. Kitin
onerdigi on-tarama testi, sitotoksisitenin gortulmedigi dozlarda bulanikligin
olusmasi, sitotoksisite varliginda ise bakteri pargalanmasina bagl olarak
berrak gorintinin gozlenmesi esasina dayanmaktadir. Sure sonunda her
doz noktasi igin bulaniklik spektrofotometrede 600nm dalga boyunda

Olculerek sitotoksisite degerlendirilmistir.

3.3.5.5. Mutajenite Deneyi

Her sus icin, metabolik aktivasyon igceren ve igermeyen
sistemlerde, sulfoksit safsizliginin 6 konsantrasyonu, negatif ve pozitif
kontrollerin bulundugu seriler Uglu tekrarlar seklinde c¢alisiimistir. Bu
kapsamda metabolik aktivasyon saglanmayan serilerde; her kuyucuga
muamele edilen madde stodu ve suglara 6zglu maruziyet ortami+bakteri
karisimi konulmustur. Metabolik aktivasyon saglanan serilerde ise; her
kuyucuga muamele edilen madde stogu ve suslara 6zglu maruziyet
ortami+bakteri+%30’luk S9 karisimi konulmustur. Salmonella suglarini S9
karisiminin toksik etkilerinden korumak amaciyla maruziyet ortamlarina S9
destek ¢oOzeltisi de eklenmigtir. Plaklar Salmonella suslarinda S9 varligi ve
yoklugunda 90 dakika, E.coli suglarinda S9 yoklugunda 90 dakika,
variginda 20 dakika 250 rpm, 37°C’de inkiibe edilmistir. inkiibasyon
isleminin ardindan maruziyetin gercgeklestirildigi plaklara her bir kuyucuga
Salmonella/E.coli indikatér ortam eklenmistir. Daha sonra yukarida
belirtilen Gglu serilerin her biri 384 kuyucuklu plaklara dagitilarak, her doz
grubu i¢in sonug olarak 48 kuyucuklu Gger alan elde edilmistir. Plaklardaki
cozeltiler uygun sekilde dagitildiktan sonra 384 kuyucuklu plaklar
inkiibasyon posetlerine koyularak 48 saat 37°C’de inkiibe edilmistir.
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3.3.6. Mutajenik Etkinin Degerlendirilmesi

Inklibasyonun tamamlanmasinin  ardindan Ggli  tekrar
plaklarda, her bir 48 kuyucuklu alanda geri donen kolonileri igeren
kuyucuklar sayilarak kaydedilmistir. Her nokta igin Ug¢ plagin sonuglarinin
ortalamasi ve standart sapma degeri hesaplandiktan sonra, ¢ozucu
kontrolin pozitif kuyucuklarinin ortalamasina standart sapmasi eklenerek
bir referans deger elde edilmistir. Test maddesinin her bir dozu igin pozitif
kuyucuk sayilarinin ortalamasinin referans degere gore ka¢ kat artis

gOsterdigi hesaplanmigtir.

Elde edilen sonuglarda agikca doz-yanit etkisi gorulen
ve/veya referans deg@erin iki ve daha fazla kati artisa neden olan dozlarda
test maddesi mutajen olarak adlandirilabilir’®. Bununla birlikte, student t-
test (tek yonll, eslestiriimemis) kullanilarak a=0.05 degerinde anlamhlik da

belirlenebilir.

Kit prosedurinde belirtildigi sekilde, negatif kontrollerde geri
donen koloni igeren kuyucuk sayisi ortalamasi TA98, TA1535 ve TA1537
icin <8, TA100 ve E.coli igin ise <12 olmalidir. Pozitif kontroller icin,
Salmonella suslarinda S9 iceren ve igermeyen deneylerde pozitif kuyucuk
sayisi 225, E.coli suglarinda ise S9 icermeyen deneyde 225, S9 iceren
deneyde referans degerin 22 kati olmasi deney sisteminin dogrulugunu

gOstermektedir.
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3.4. Safsizhgin Mitotik indeks ile Sitotoksisitesinin Belirlenmesi Ve in
Vitro Kromozomal Aberasyon Testi ile Genotoksisitenin
Degerlendirilmesi

Calismada sulfoksit safsizliginin  genotoksik  etkisini
degerlendirmek amaciyla uygulanan in vitro kromozomal aberasyon testi
OECD Test Rehberi No0:473’'e goére uygulanmigtir. Safsizligin
sitotoksisitesinin belirlenmesi amaciyla, hicrelerin mitoza giris hizini
belirleyerek indirekt sitotoksik etkiyi gdsteren mitotik indeks sonuglarindan
yararlaniimigtir. Sitotoksisite verileri in vitro kromozomal aberasyon
yontemi igin uygun doz araliginin secilmesine de yardimci olup yol

gostermistir®®.

3.4.1. Kullanilan Cihaz, Alet Ve Sarf Malzemeler

inkiibatér (Nuaire)

Biyolojik guvenlik kabini (Trans)
e Santrifuj (NUve)

e Vorteks (Boeco)

e Hassas terazi (Shimadzu)

e Buzdolabi (Ugur)

e Buz makinesi (Scotsman AF100)
e Sogutucu (-20°C) (Ugur)

e Sogutucu (-80°C) (Daihan Scientific)
e Isik mikroskobu (Leica DM 1000)
e Trash lam

e Dikey cam sale

e 15 ml'lik tip

o Steril filtre
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3.4.2 Kullanilan Kimyasallar

Kromozom besi yeri-B (Biochrom)

e Giemsa’s azur eosin methylene blue solution (Merck)
e Kolsemid (Biochrom)

e Potasyum klortr (Merck)

e Metanol (Merck)

o Glasiyel asetik asit (Merck)

e Immersiyon yagi (Merck)

e Sodyum fosfat dibazik (Sigma)

e Sodyum fosfat monobazik monohidrat (Sigma)

e Magnezyum klorlr hegzahidrat (Sigma)

¢ D-Glukoz-6-fosfat sodyum (Sigma)

¢ [R-nikotinamid adenin dintkleotid fosfat sodyum (Sigma)
¢ Siklofosfamid monohidrat (Sigma)

¢ Mitomisin-C (Sigma)

o Silfoksit safsizligi (Molcan Corp., Kanada)

3.4.3. Kullanilan Cozeltiler

KCI ¢ozeltisi: Potasyum klorar 0.075 M konsantrasyonda suda g¢ozulerek
taze olarak hazirlanmistir.

Fiksatif Cozeltisi: Glasiyel asetik asit : metanol (1:3) kanstirilarak taze

olarak hazirlanmigtir.
Giemsa Cozeltisi: Boyamada %4’luk giemsa ¢ozeltisi kullaniimistir.

Mitomisin-C ¢ozeltisi: Mitomisin-C stok ¢ozeltisi steril sartlarda distile su ile

200 pg/ml konsantrasyonda hazirlanmigtir.
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Siklofosfamid ¢ozeltisi: Siklofosfamid stok ¢ozeltisi steril sartlarda distile su

ile 10 mg/ml konsantrasyonda hazirlanmistir.

S9 karnigimi: %10(v/v) S9 fraksiyonu, 1 M KCI, 0.25 M MgCl,.6H20, 0.2 M
G-6-P, 0.04 M NADP, 0.2 M fosfat tamponu (pH=7.4) ile steril sartlarda

taze olarak hazirlanmistir.

Sulfoksit safsizhdr stok c¢ozeltisi:  Silfoksit safsizhgr 50 mg/ml
konsantrasyonda metanolde c¢ozulerek taze olarak hazirlanmis, isiktan

korunmustur.

3.4.4. Biyolojik materyal ve deneyin tasarimi

Calismada sulfoksit  safsizhdinin  genotoksik  etkisinin
degerlendiriimesi amaci ile Gazi Universitesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu (13.04.2011 tarihli karar no:90) izni ile (Ek:1) saglikli iki bireyden
heparinli tuplere alinan periferal kan o6rneklerinden biyolojik materyal
olarak yararlaniimistir. Calismaya katilan bireyler sigara icmeyen, saglikli
ve 28 yasinda bir kadin ve bir erkek bireyden olugsmaktadir. Calismamizda
dondrlere goéndlli olur formu imzalatilimig, anket uygulanmis ve temin
edilen kanlar vakit kaybetmeden laboratuvara getirilerek deneylere

bagslanmigtir.

Calisma; sulfoksit safsizliginin = sitotoksik ve genotoksik
etkilerinin degerlendiriimesi amaci ile lenfositlerin metabolik aktivasyon
iceren ve icermeyen ortamda 3 saat ve metabolik aktivasyon igcermeyen
ortamda 24 saat safsizliga maruz birakilmasi seklinde U¢ basamakh
olarak tasarlanmistir. Her ¢alisma basamagina negatif kontrollin yani sira
metabolik aktivasyon yoklugunda pozitif kontrol olarak mitomisin-C,
metabolik aktivasyon varliginda ise siklofosfamid dahil edilmigtir.
Metanolden ¢ozlici kontrol olarak yararlaniimistir. Sitotoksisite ¢alismasi

icin sulfoksit safsizliginin en yuksek dozu 500 ug/ml son konsantrasyonda
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olacak sekilde alti konsantrasyon (15.7-500 pg/ml) icin %mitotik indeks

degerine ulasilarak sitotoksisite belirlenmistir.

in vitro kromozomal aberasyon testinde uygulanan
konsantrasyon araligi sitotoksisite verilerinden yararlanarak secilmigtir.
Kontrole gore mitotik indeksin %50 azaldigi dozdan daha yuksek dozlarda
U¢ konsantrasyon belirlenmistir. Bu dozlar, 3 saat (S9-/+) maruziyetler igin
15.7, 31.3, 62.5 pyg/ml; 24 saat maruziyet igin 20, 30 40 ug/ml’dir. in vitro
kromozomal aberasyon testinde her deney ikiser kez calisiimis, her doz

grubundan 200 metafaz degerlendirilmistir.

3.4.5. Deneyin Uygulanmasi

3.4.5.1. Cozunurlik Testi

Calisma oncesi yapilan ¢ozinurlik calismasinda, sulfoksit
safsizhginin  metanolde ¢o6zinmesi incelenerek, 500 pg/ml dozda

calisilabilirligi onaylanmistir.

3.4.5.2. Kultirin Hazirlanmasi

Heparinli tipe alinan periferik kan érneklerinden 200 ul, 2.5
ml kromozom besi yerini igeren tuplere steril sartlarda eklenmis ve tlpler

etiivde 45%lik aclyla 48 saat inkiibe edilmistir.

3.4.5.3. Test Maddelerinin Kiiltire Eklenmesi

48. saat sonunda test maddeleri her tipe gereken
miktarlarda eklenmistir. Mitomisin-C 24 saat maruziyetlerde 0.2 pg/ml, 3
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saat maruziyetlerde 0.6 pg/ml, siklofosfamid ise 15 pg/ml son
konsantrasyonda eklenmistir. S9 iceren deneyde tlpler santriflijlenerek
supernatandan 500 pl atilmig ve %10’ luk S9 karisimindan 500 pl
konulmustur. Maddelerin eklenmesinin ardindan tupler 3 veya 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Ug saat maruz birakilan tipler siire sonunda
yikama iglemine tabi tutularak besi yeri tazelenmis ve inkibasyona devam
edilmistir. inkiibasyonun sonlandiriimasina 3 saat kala kiiltire metafazi
durdurucu kolsemid ¢ozeltisi (0.2 ug/ml) eklenmis ve inkibasyona devam

edilmigtir.

3.4.5.4. Hicrelerin Eldesi Ve Kromozom Preparatlarinin Hazirlanisi

72. saatte inkibasyon durdurulmus, 10 dk 1000 rpm’de
santrifijlenmis ve ust kisim uzaklastinimistir. 5 ml potasyum klorlr
cOzeltisi ile hicreler 20 dk inklbe edilmis, santrifijlenerek Ust kisim
uzaklastinlmigtir. Cokelti Uzerine 5 ml fiksatif ¢ozeltisi eklenmesi-
santrifijlenerek uzaklastirimasi iglemi dort kez tekrarlanmig ve son
fiksasyondan sonra kalan pellet karistrilarak elde edilen hicre

suspansiyonu her kaltar tapu icin iki lama yayiimigtir.

3.4.5.5. Kromozom Preparatlarinin Boyanmasi

%4’lik giemsa c¢ozeltisinde 15 dk bekletilen lamlar

cikarildiktan sonra distile su ile yikanmis ve kurutulmustur.

3.4.6. Metafazlarin Degerlendiriimesi

Mitotik  indeksin  degerlendiriimesi  40x, kromozomal

hasarlarin degerlendiriimesi 100x objektifle 151k mikroskobunda yapilimistir.
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Sitotoksisite deneyinde, her doz i¢in 1000 hicre sayilmis metafaza giren
hicre sayisina oranlama yaparak % mitotik indeks degerine variimistir.
Kromozomal aberasyon degerlendirmesinde her doz icin 46+2 sayida
kromozom igeren toplam 200 metafaz degerlendirilmigtir. Calismada esas
olarak kromatid ve kromozom tipi yapisal hasarlar degerlendiriimigse de
poliploidi ve endoreduplikasyon verileri de kayit altina alinmistir. Yapisal
hasarlarda, kromatid gap, kromatid kirik, kromatid degisimi (U¢li radyal,
dortlt radyal gibi kromozomlar arasi degisimler, kromatid tipi halka, sister
union, non-union distal, non-union proksimal), kromozom gap, kromozom
kirnk ve kromozom degisimleri (disentrik ve sentrik halka)
degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar kromozomal aberasyon igeren
hicrelerin  yuzdesi ve hilcre basina dusen vyapisal kromozom

anormalliklerinin (ka/hlcre) sayisi seklinde gosterilerek degerlendirilmigtir.

3.5. istatistiksel Analiz

Elde edilen verilerde istatistiksel analizler Graphpad Prism
surim 5.00 programi (demo) kullanilarak yapilmigtir. Arastirma verilerine
Kolmogorov-Smirnov testi uygulanarak normal dagilima uyup uymadiklari
incelenmigtir. Parametrik olmayan veri setlerinde, gruplar arasindaki
ortalamalarin karsilastirimasi Kruskal Wallis yontemi ile belirlenmis,
anlamli dizeydeki (p<0.05) farkhlklarda, Dunn’s ¢oklu karsilastirma testi
kullanilarak anlamli farkliliklar ortaya ¢ikariimistir. Degiskenler arasindaki
iliski duzeylerinin tespiti icin korelasyon analizi yapilmistir. Parametrik
dagihm gosteren veriler icin Pearson korelasyon analizi, nonparametrik
dagilim goOsteren veriler igin ise, Spearman korelasyon analizi
uygulanmigtir. Gruplar arasindaki karsilastirmalarda student t-test (tek
yonll, eslestiriimemig) kullanilarak a=0.05 degerinde anlamllik
belirlenmistir. Olgiimler arasindaki farkhliklar igin % bagil standart sapma

degerleri hesaplanmigtir.
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4. BULGULAR

4.1. Montelukast Etkin Maddesini iceren Miistahzarlarda HPLC ile
Safsizlik Miktar Tayini Ve Yontem Validasyonu

4.1.1. Analitik Yontemin Validasyonu

Calismada elde edilen bulgular USP validasyon kabul

kriterlerine gore degerlendirilmis olup validasyon saglanmistir'®.

4.1.1.1. Ozglinlik

Ozglinliik calismasindan elde edilen her bir maddeye ait
allkonma zamanlari Tablo 8'de sunulmus, analiz edilen maddelerin,
bunlarin karisimlarinin ve miktar tayini yapilan ticari UrGnin numune
cOzeltisindeki safsizliklarin ayrilmasina ait kromatogramlar asagida
verilmigtir (Sekil: 14-22).

Tablo 8: Analiz edilen maddelerin ve i¢ standartin alikonma zamanlari

Rolatif Allkonma

Madde Alikonma Zamani (RT) Zamani (dk) (RRT)
5-metil-2-nitrofenol (i¢ standart) 2.452 0.31
Silfoksit safsizligi 3.655 0.47

Michael katimlari | ve Il 4.601/4.817 0.59/0.61
Cis izomer safsizligi 6.305 0.80
Montelukast Na 7.853 1

Metilketon safsizlig 8.321 1.06
Metilstiren safsizlig 15.322 1.84
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Sekil 16: Michael katimlari | ve Il safsizliklarina ait kromatogram
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Sekil 17: Cis izomer safsizligina ait kromatogram
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Sekil 18: Metilketon safsizligina ait kromatogram
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Sekil 19: Metilstiren safsizligina ait kromatogram

84



mAU
[225nmdnm (1.00)

175 o
150
125 4
100

754

S

0.0 25 50 75 10.0 125 15.0 175 200 25 250 min

Sekil 20: Montelukast etkin maddesine ait kromatogram
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Sekil 21: Safsizliklar ve montelukast etkin maddesinin karigimina ait kromatogram
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Sekil 22: Montelukast iceren iiriin numunesi matriksinde safsizliklarin teshisi 6rnek
kromatogrami (G ¢ig. tab. 4 mg)

4.1.1.2. Dogrusallik

Dogrusallik galismasi 3.1.7.2. boélimunde belirtilen sekilde
yapilarak, kalibrasyon egrileri ve denklemlerinin olusturulmasinda
maddelere ait kromatogramlarda alanlar Uzerinden hesaplamalar
yapilmistir. Bu hesaplamalarda, safsizlik maddesi pik alani i¢ standart pik
alanina oranlanarak elde edilen alan oranlar, konsantrasyon oranlarina
kargi grafige gecirilmistir. Analizi yapilan maddelere ait standart dogru

denklemleri bulunarak dogrusalliklar kanitlanmigtir (Grafik: 1-6).

y =0.881x —0.047 , R = 0.9996 , r* = 0.9991

Grafik 1: Sulfoksit safsizligina ait kalibrasyon grafigi ve denklemi
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y = 0.790x + 0.036 , R = 0.9995 , r* = 0.9990

Grafik 2: Michael katimlari | ve Il safsizliklarina ait kalibrasyon grafigi ve denklemi

5.0

4.59

3.09

2.59

2.0

0.59
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Grafik 3: Cis izomer safsizligina ait kalibrasyon grafigi ve denklemi
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y =1.155x —0.065 , R = 0.9990 , r* = 0.9980

Grafik 4: Metilketon safsizligina ait kalibrasyon grafigi ve denklemi
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Grafik 5: Metilstiren safsizligina ait kalibrasyon grafigi ve denklemi
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y=1.315x+0.195, R = 0.9995 , r? = 0.9990

Grafik 6: Montelukast etkin maddesine ait kalibrasyon grafigi ve denklemi

4.1.1.3. Dogruluk Ve Geri Kazanim

Bolum 3.1.6.3’te belirtildigi sekilde yapilan deneylerde tablet
numune ¢oOzeltisinde bulunan degerler madde ilavesi ile elde edilen
degerlerden gikarilarak deneysel (saptanan) miktar sonucuna ulasiimistir.
Geri kazanilan miktarlar deneysel ve teorik miktarlarin kullanildigi
asagidaki esitlikten hareketle hesaplanmis, safsizliklar ve montelukast

etkin maddesine ait geri kazanim sonuglari Tablo: 9-14’te sunulmustur.
Deneysel (saptanan miktar)
%Geri Kazanim = ------mmmmmmmm oo x 100

Teorik (ilave edilen miktar)
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Tablo 9: Siilfoksit safsizligina ait dogruluk ve geri kazanim galismasi sonuglari

Teorik Kons.

Deneysel Kons.

Geri kazanim

Ort. Geri

o,
(ng/ml) (ng/ml) (%) Kazanim % % BSS
12.5 12.08 96.64
12.5 12.11 96.88
12.5 12.82 102.56 99 68 2 40
12.5 12.63 101.04
12.5 12.52 100.16
12.5 12.60 100.80

Tablo 10: Michael katimlan I ve Il safsizliklarina ait dogruluk ve geri kazanim
calismasi sonuglari

Teorik Kons. | Deneysel Kons. | Geri Kazanim | Ort. Geri % BSS
(ng/ml) (ug/ml) (%) Kazanm % |
12.5 12.67 101.36
12.5 12.64 101.12
12.5 12.65 101.20
101.31 0.33
12.5 12.62 100.96
12.5 12.66 101.28
12.5 12.74 101.92

Tablo 11: Cis izomer safsizligina ait dogruluk ve geri kazanim galigmasi sonuglari

Teorik Kons. | Deneysel Kons. | Geri Kazanim | Ort. Geri
(ng/ml) (ng/ml) (%) Kazanim % | % BSS
12.5 13.58 108.64
12.5 13.34 106.72
12.5 12.69 101.52
106.23 2.69
12.5 13.56 108.48
12.5 13.01 104.08
12.5 13.49 107.92
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Tablo 12: Metilketon safsizligina ait dogruluk ve geri kazanim g¢aligsmasi sonuglari

Teorik Kons. | Deneysel Kons. | Geri Kazanim | Ort. Geri
(ug/ml) (ng/ml) (%) Kazanim % | % BSS
12.5 13.20 105.60
12.5 13.45 107.60
12.5 13.59 108.72
12.5 13.16 105.28 106:96 199
12.5 13.16 105.28
12.5 13.36 106.88

Tablo 13: Metilstiren safsizligina ait dogruluk ve geri kazanim ¢alismasi sonuglari

Teorik Kons. | Deneysel Kons. | Geri Kazanim | Ort. Geri
(ng/ml) (ng/ml) (%) Kazanim % | % BSS
12.5 12.56 100.48
12.5 12.08 96.64
12.5 13.05 104.40
12.5 12.50 100.00 10127 282
12.5 12.97 103.76
12.5 12.79 102.32

Tablo 14: Montelukast etkin maddesine ait dogruluk ve geri kazanim ¢alismasi

sonuglari
Teorik Kons. | Deneysel Kons. | Geri Kazanim | Ort. Geri
(ng/ml) (ng/ml) (%) Kazanim % | % BSS
12.5 13.65 109.20
12.5 13.53 108.24
12.5 12.80 102.40
12.5 13.15 105.20 10699 299
12.5 13.72 109.76
12.5 13.35 106.80
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4.1.1.4 Kesinlik

4.1.1.4.1. Gin ici Kesinlik (Tekrarlanabilirlik)

6.25

pug/mi

konsantrasyonda

ardisik

alti

Olcimle

gergeklestirilen gun igi kesinlik ¢alismasindan elde edilen sonuglar ve

istatistiksel hesaplamalar Tablo 15’te gosterilmigtir.

Tablo 15: Siilfoksit, michael katimlari | ve I, cis izomer, metilketon, metilstiren

safsizliklari ve montelukast etkin maddesi igin giin ici kesinlik gcalismasi sonuglari

.. | Michael Cis
. Sulfoksit | ¢ mian | izomer | Metilketon | Metilstiren | Montelukast
Olgiim no Kons. Kons. Kons. Kons.
(ugim) | 1ve2 | Kons. 1 pmy | (ugmi) | (ugimi)
Kons. | (ug/ml)
(ng/mi)
1 6.42 6.20 6.67 6.72 6.71 6.45
2 6.17 6.49 6.31 6.40 6.34 6.42
3 6.62 6.63 6.57 6.98 6.76 6.33
4 6.39 6.43 6.18 6.31 6.24 6.31
5 6.53 6.83 6.77 6.51 6.59 6.14
6 6.46 6.30 6.21 6.34 6.29 6.26
Ort. kons. 6.43 6.48 6.45 6.54 6.49 6.32
SS 0.15 0.22 0.25 0.26 0.23 0.11
%BSS 2.36 3.46 3.92 4.00 3.52 1.77

4.1.1.4.2. Gunler Arasi Kesinlik (Orta Kesinlik)

6.25, 12.5 ve 25 pg/ml konsantrasyonda ardisik t¢ dlgimle
Uuc gun gergeklestirilen gunler arasi kesinlik ¢alismasindan elde edilen

sonuglar ve istatistiksel hesaplamalar Tablo 16 - 21’de sunulmustur.
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Tablo 16: Siilfoksit safsizliginin giinler arasi kesinlik galismasi sonuglari

Kons. Giinler Kons. Ort. Kons. | Ort. Kons. ss |% BSS
(hg/mi) (ngimi) (n=3) | (wa/mb) | (ng/mi)
1. glin 6.19/6.42/6.15 6.25
6.25 | 2.gun 6.51/6.48/6.62 6.54 6.38 0.14 | 2.23
3. glin 6.33/6.29/6.47 6.36
1.gun | 12.51/13.01/12.89 12.80
12.50 [ 2.glin| 12.72/13.03/12.70 12.81 12.86 0.10 | 0.74
3.giin| 12.92/12.89/13.10 12.97
1. gun | 25.88/25.05/25.73 25.55
25.00 | 2. gun | 25.55/24.76 / 25.95 25.42 25.70 0.37 | 1.45
3.glin | 25.88/25.91/26.56 26.12
Tablo 17: Michael katimlari | ve Il safsizliklarinin giinler arasi kesinlik galismasi
sonugclari
Kons. Giinler Kons. Ort. Kons. | Ort. Kons. ss | BSS
(ug/mi) (gimi) (n=3) | (Ma/mD) | (hg/mi)
1. glin 6.25/6.28/6.13 6.22
6.25 | 2. gun 6.42/6.29/6.15 6.28 6.25 0.03 | 0.54
3.glin| 6.09/6.37/6.26 6.24
1.glin | 12.89/12.50/12.71 12.70
12.50 | 2.gun | 12.80/12.31/12.71 12.61 12.66 0.05 | 0.37
3.gln| 12.71/12.26 / 13.07 12.68
1. giin | 29.48/26.51/29.80 28.59
25.00 | 2. gun | 25.37/29.65/26.35 27.12 27.60 0.86 [ 3.10
3.gun| 25.76/28.46 / 27.09 27.10
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Tablo 18: Cis izomer safsizliginin giinler arasi kesinlik calismasi sonuglari

Kons.

Kons.

Giinler Ort. Kons. | Ort. Kons. ss | Bss

(ug/mi) (ug/ml) (n=3) (ug/mi) | (ug/mi)
1. giin 6.49/6.29/6.42 6.40

6.25 2. gilin 6.40/6.53/6.54 6.49 6.43 0.05 0.78

3. giln 6.36/6.46 / 6.39 6.41
1. giin 13.01/12.71/12.42 12.71

12.50 | 2. giin 13.01/12.98/12.85 12.95 12.80 0.13 1.00
3. giln 12.68/12.53/13.03 12.75
1. giin 24.45/26.30/24.88 25.21

25.00 | 2. giin 25.15/25.21/25.38 25.25 25.13 0.18 0.72
3. gin 24.57 /1 25.93 / 24.27 24.92

Tablo 19: Metilketon safsizliginin giinler arasi kesinlik galismasi sonugclari

Kons. Giinler Kons. Ort. Kons. | Ort. Kons. ss |° BSS
(ug/ml) (ugiml) (n=3) (ugiml) 1~ (ug/mi)
1.gin| 6.37/6.36/6.34 6.35
6.25 |2.giin| 6.44/6.52/6.12 6.36 6.38 | 0.04| 055
3.gin| 6.49/6.39/6.38 6.42
1.9in | 12.62/12.86/12.83 | 12.77
12.50 |2.giin | 12.35/12.96/12.43 | 12.58 12,79 | 022 | 1.69
3.gin| 13.16/13.03/12.86 | 13.01
1.giin | 26.51/2552/23.72 | 25.25
25.00 | 2. giin | 25.32/26.13/2652 | 25.99 2593 | 0.65 | 2.50
3.giin| 24.65/27.76/27.22 | 26.54
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Tablo 20: Metilstiren safsizhginin giinler arasi kesinlik galismasi sonuglari

Kons.

Kons.

Giinler Ort. Kons. | Ort. Kons. ss |° BSS
(ug/ml) (ug/ml) (n=3) (ug/mi) | (ng/mi)
1. giin 6.42/6.35/6.23 6.33
6.25 | 2.giin 6.35/6.34/6.34 6.34 6.40 0.11 1.72
3. gin 6.54/6.59/6.46 6.53
1.glin | 12.66/12.68/ 12.94 12.76
12.50 [ 2.glin | 12.62/12.25/11.81 12.23 12.56 0.29 | 2.31
3.glin| 12.79/12.58 /12.73 12.70
1.gln | 25.54/26.54 / 24.05 25.38
25.00 | 2.gilin| 27.35/27.12/26.95 27.14 26.17 0.89 3.41
3.glin| 25.97 / 25.55/ 26.45 25.99

Tablo 21: Montelukast etkin maddesinin giinler arasi kesinlik galismasi sonuglari

Kons.

Kons.

Giinler Ort. Kons. | Ort. Kons. ss |% BsS
(ug/ml) (ug/ml) (n=3) (ug/mi) | (ug/ml)
1. glin 6.20/6.73/6.37 6.43
6.25 | 2.gln 6.18/6.27/6.32 6.26 6.34 0.09 1.40
3. gun 6.29/6.56/6.18 6.34
1.gin | 12.57/12.69/ 12.64 12.63
12.50 | 2. glin | 12.36/12.64/ 12.95 12.65 12.63 0.03 0.20
3.glin| 1257/12.70/12.54 12.60
1. gin | 25.64 / 24.49 / 27.01 25.71
25.00 | 2. glin | 26.38/26.53 / 24.41 25.77 25.68 0.10 [ 0.40
3.glin| 24.50/25.75/ 26.46 25.57
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4 .1.1.5. Teshis ve Miktar Tayini Alt Sinir1 (LOD, LOQ)

Dogrusallik  galismalarindan elde edilen kalibrasyon
egrilerinin egimleri ve kullanilan en kiguk konsantrasyonun standart
sapmalari kullanilarak hesap edilen teghis siniri ve miktar tayini alt siniri

degerleri asagidaki Tablo 22'de verilmigtir.

Tablo 22: Montelukast safsizliklarinin ve montelukastin teghis siniri ve miktar tayini
alt sinir sonuglari

Kimyasal Madde LOD (ug/ml) LOQ (pg/ml)
Silfoksit safsizligi 0.041 0.125
Michael katimlari | ve Il safsizliklar 0.075 0.228
Cis izomer safsizligi 0.058 0.175
Metilketon safsizligi 0.086 0.260
Metilstiren safsizligi 0.068 0.207
Montelukast etkin maddesi 0.030 0.090

4.1.2. Ornek Kromatogramlarinda Pik Safliklarinin Kontrol{i

flag Uriinlerinde safsizliklarin analizlerinin gerceklestiriimesi
sirasinda urtin matriksinin pik safligi Gzerine olusturabilecegi etkiler HPLC

cihazinin yazihmi kullanilarak kontrol edilmigstir (Sekil 23).

mAU
+Purity Cur Peakr
0.&.)iZero Line s
00 ’ T ‘ T T ‘ T T ‘ ”V\w 1 00
3.6 3.7 3.8 min

Pik saflik indeksi: 0.999999, Safsizlik: saptanmadi

Sekil 23: ilag iiriiniinde siilfoksit safsizhgina ait pikin saflik kontrolii 6rnegi
(G ¢ig. tab. 4 mg)
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4.1.3. Montelukast Etkin Maddesini iceren Miistahzarlarda HPLC ile
Safsizlik Miktar Tayini

Piyasadan temin edilerek analizleri yapilan montelukast etkin
maddesi iceren ilag Urlnlerine ait safsizlik miktarlari Tablo 23 ve 24’te
sunulmustur. 4 mg montelukast etkin maddesi igeren 8 firmaya ait 8
cigneme tableti ve 1 granul formdaki UrUnler igin farkli parti numarasina
sahip ikigser ornek temin edilmigtir. Bununla birlikte, F kodlu c¢igneme
tabletinin bir numunesi, analiz gercgeklestirilinceye kadar son kullanma
tarihinin gegmesi nedeniyle calismaya alinmamigtir. Piyasadan analiz
edilen F numunesinden farkli parti numarasina sahip numune aranmasina
karsin, ilgili firmanin bu ilacin Gretimini belirli bir dénem aksatmasindan
dolayl yeni numune elde edilememistir. Bu nedenden dolayl F ¢igneme
tabletinde tek seri calisma gergeklestirilmigtir. Ayrica ¢alismada numune
¢Ozeltisi icinde yapilan 6lgimlerde cis izomer safsizliginin miktarinin
enjeksiyonlar sirasinda hizla artmasi nedeniyle sadece ilk 6lgim sonuglari

hesaba katiimigtir.

ICH Q3B(R2)de ila¢ UrUnlerinde safsizliklarin belirtilen sinir
degerlere gore ele alinmasi gerektigi Uzerinde durulmaktadir. Buna gore,
cocuklarda kullanilan 4 mg montelukast etkin maddesi igeren ilag
drinlerinde, safsizliklarin %0.1 (4 pg)1 asan miktarlarda bulunmasi
durumunda raporlanmasi, %0.5 (20 pg)1 asan miktarlarinda bu
safsizliklarin tanimlanmasi ve %1 (40 pg)1 asan miktarlarinda ise
toksisitelerinin belirlenmesi gerekmektedir. Yetigkinler icin kullanilan 10 mg
montelukast etkin maddesi iceren ilag UrUnlerinde ise, safsizliklarin %0.1
(10 pg)1 asan miktarlarinda raporlanmasi, %0.5 (50 pjg)'1 asan
miktarlarinda bu safsizliklarin tanimlanmasi ve %0.5 (50 upg)1 asan

miktarlarinda ise toksisitelerinin belirlenmesi gerekmektedir.
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Calismada montelukast etkin maddesini igeren ¢ocuk
ilaglarinda analizi yapilan sulfoksit, Michael katimlari | ve Il, cis izomer,
metilketon ve metilstiren safsizliklarinin miktarlarina bakildiginda, sulfoksit
disinda diger safsizliklar toksikolojik testleri gerektirecek sinir degeri (%1)
asmamaktadir. Salfoksit safsizligi miktar ise, iki farkl firmaya ait G ve J
cigneme tabletlerinde, analizlerinin yapildidi her iki seride de kalifikasyon

sinirinin Uzerinde gikmistir.

Tablo 24’te sunulan yetiskin ilaglarindaki safsizlik miktar
sonuglari, on bir firmanin yetiskin ilaglarinin, sulfoksit disindaki diger
safsizliklari toksikolojik testleri gerektirecek sinir degerin (%0.5) altinda
icerdigini gostermigtir. Sulfoksit safsizliginin ise, bes firmanin Grunlerinin
(D, F, H, 1, J tab.) her iki serisinde, iki firmanin Urdnlerinin (A ve G tab.) ise

bir serisinde sinir degerlerin Uzerinde oldugu saptanmistir.

Calisilan iki serinin ortalamalari alinarak elde edilen safsizlik
miktarlari, raporlama ve tanimlama sinirlari agisindan da degerlendirilmis
(Grafik 7 ve 8), cocuk ilaglarinda H ¢igneme tableti disinda diger trinlerde
Michael katimlari | ve II'nin raporlama sinirinin altinda oldugu gozlenmistir.
Diger tum safsizliklar (%82) raporlama esik degerini asmistir. Cocuk
ilaglarinda dokuz ilag Grana igin, arastinlan safsizliklarin yaklasik yarisi
(%49) tanimlama sinir deg@erinin Uzerinde bulunmustur. Yukarida daha
once de konu edildigi gibi, analiz edilen safsizliklarda sadece %4.4’G (n=2)

kalifikasyon testleri gerektirecek duzeyde ilag Urinlinde bulunmaktadir.

Yetigkinlerde kullanilan 10 mg’lik tabletlerde ise, Michael
katimlari | ve Il ¢ogunlukla yontemde teshis sinirinin altinda bulunmus,
higbir Grinde raporlama sinirinin Gzerine ¢ikmamigtir. Arastirilan tim

safsizliklara bakildiginda, safsizliklarin %80’i raporlama sinirini gegen
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miktarlarda UrUnlerde bulunurken, %11’i (n=6) tanimlama ve kalifikasyon
esik degerini asmistir. Bununla birlikte sonuglarda, metilstiren ve
metilketon safsizliklarinin kalifikasyon sinir degere yakin miktarlarda

bulundugu da dikkat ¢cekmigtir.

Elde edilen miktar tayini sonuglarinda, ilgili rehberlerde
dizenlenen limit  seviyelerin  Uzerindeki  sulfoksit  safsizliginin
siniflandirmasinin yapilabilmesi icin toksikolojik agidan degerlendiriimesi

gerektigi sonucuna varilmistir.
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Tablo 23: Montelukast etkin maddesini iceren ¢ocuk ilaglarinda safsizliklarin

miktarlan (ug) (ort £ SS; n=3)

_ Michael
llag Siilfoksit Katimlari Cis izomer Metilketon Metilstiren
(4 mg) (¢ Ivell (ug) ((¢) (ng) (ng)

A Cig. Tab. | 34.53+£1.07 | 5.06+2.86 36.43 14.82+3.62 | 23.74+2.66
24.94+0.78 <LOD 34.82 17.17£1.70 | 18.7612.44

B Cig. Tab. | 18.33+0.69 <LOD 17.91 14.74+0.80 | 18.20+2.62
21.83+1.12 <LOD 9.86 11.66+0.07 | 20.67+3.08

E Cig. Tab. | 20.46+1.32 <LOD 13.56 11.67+0.18 | 11.55+2.58
34.84+0.72 <LOD 38.64 17.59+1.21 | 15.24+2.49

F Cig. Tab. | 35.52+1.15 <LOD 27.42 14.44+2.54 | 27.9615.48
G Cig. Tab. | 43.10%+2.65* <LOD 23.89 16.69+1.70 | 30.82+4.53
42.06%1.03* | 8.07+3.15 23.65 12.73+£1.25 | 28.02+4.41

H Cig. Tab. | 27.36+0.09 <LOD 6.23 12.14+0.42 | 24.14+3.11
27.73+0.44 | 14.0242.00 19.26 18.23+0.51 | 20.17+4.43

J Cig. Tab. [ 43.39%0.27* <LOD 32.70 11.61+£0.16 | 18.78+1.60
45.43+3.84* <LOD 9.78 11.47+0.15 | 21.03+3.79

J Granll 26.71+2.45 <LOD 12.06 16.01£1.41 | 19.51+3.09
24.93+1.19 <LOD 38.12 13.52+1.58 | 21.82+0.62

K Cig. Tab. | 25.62+0.57 <LOD 11.28 13.32+1.47 | 24.70+3.22
14.74+0.87 <LOD 33.0 13.35+0.60 | 20.31+£1.25

*toksikolojik testleri gerektiren esik siniri asan degerler
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Tablo 24: Montelukast etkin maddesini i¢eren yetigkin ilaglarinda safsizliklarin

miktarlan (ug) (ort £ SS; n=3)

_ Michael
llag Siilfoksit Katimlari Cis izomer | Metilketon | Metilstiren
(4 mg) (¢ Ivell (ug) (1)) (1)) (1))

A Tab. 54.85%13.89* <LOD 24.36 36.26+2.53 | 39.35+1.85
39.13+6.38 <LOD 45.19 42.69+2.77 | 47.2915.64

B Tab. 37.94+0.26 <LOD 42.50 43.13+1.07 | 49.86+0.94
33.53+2.77 <LOD 29.13 45.34+2.47 | 46.38+5.48

C Tab. 48.86+2.45 <LOD 26.98 34.89+1.62 | 40.59+3.45
45.70+1.10 <LOD 29.45 40.61+1.20 | 30.2645.29

D Tab. 59.88+5.34* <LOD 45.70 38.81+4.29 | 48.87+8.49
64.48+0.83* <LOD 30.23 46.93+0.48 | 48.44+3.25

E Tab. 49.86+1.91 <LOD 45.20 42.19+2.35| 45.311+4.07
39.48+2.56 <LOD 23.65 43.99+2.74 | 33.72+1.28

F Tab. 99.01+4.20* <LOD 40.62 32.49+1.58 | 49.20+0.24
63.05+9.46* <LOQ 16.84 47.37+3.50 | 49.96+1.26

G Tab. 53.02+6.71* <LOD 49.03 38.66+2.87 | 49.26+1.94
49.18 £5.42 <LOD 35.72 44.23+1.88 | 47.21+7.78

H Tab. 73.03+3.35* <LOD 26.67 35.71+6.10 | 48.84+7.50
58.41+2.77*| 5.03+1.38 48.74 35.51+1.69 | 48.64+1.84

| Tab. 78.85%+2.46* <LOD 48.41 48.64+5.68 | 49.94+1.55
73.49+7.88* <LOD 47.39 36.28+1.23 | 40.99+0.07

J Tab. 55.99+3.03* <LOD 35.11 40.29+4.14 | 42.85+3.17
52.17+2.27* <LOD 25.50 49.60+5.79 | 45.36+9.75

K Tab. 45.43+2.45 <LOD 47.32 50.59+1.11 | 45.93+5.39
45.96+3.99 <LOD 49.60 42.76+3.67 | 42.0516.51

*toksikolojik testleri gerektiren esik siniri asan degerler
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Grafik 7: 4 mg montelukast igeren ilag liriinlerinde safsizlik miktarlarinin rehberdeki

sinir degerlere gére durumu
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Grafik 8: 10 mg montelukast igeren ilag iriinlerinde safsizlik miktarlarinin

rehberdeki sinir degerlere gére durumu
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4.2. Safsizlikta Yapi-Aktivite iliskisi (QSAR) Sonuglari

Leadscope QSAR yaziliminda “Gen Mutasyonu-Mikrobiyal In
Vitro Modeller - Salmonella Mut and E Coli — Sal 102 A-T Mut’
modellemesi ile E.coli — Sal 102 A-T mut analizinde tahmin sonucu
alinamamig fakat Salmonella Mut analizinde mutajenite tahmini negatif

(0.131) sonug vermisgtir.

4.3. Siilfoksit Safsizliginda Bakteride Geri Mutasyon Testi ile

Mutajenitenin Degerlendirilmesi

Sulfoksit safsizliginin mutajenik etkisini belirlemek amaciyla
S.typhimurium TA98, TA100, TA1535, TA1537 ve E.coli wp2 [pKM101] +
wp2 uvrA suslarinda bakteride geri mutasyon testi uygulanmigtir.
Mutajenite testi dncesinde safsizlidin bakteride toksik etki olusturup
olusturmadigini belirleyici ve elde edilen sonuglarla mutajenite deneyinin
doz araligi igin yol gdsterici olan sitotoksisite ¢alismasi yapilimigtir. TA98
susu ile yapilan toksisite ¢alismasinda, 5000 pug/ml konsantrasyona kadar
calisilan dozlarda sitotoksik etki gdzlenmemistir. Bu durumdan hareketle
mutajenite deneyinde, sulfoksit safsizligi i¢in alti farkli dozla 5000 pg/ml’ye

kadar degerlendirme yapilmistir.

Calismada test maddesinin mutajenik oldugu yargisi, agikca
doz-yanit etkisi goérilen ve/veya geri donen koloni iceren kuyucuk
sayisinda referans degderin iki ve daha fazla kat artisina neden olan dozlar
icin verilmektedir. Gruplarin kontrole gére geri donen koloni igeren
kuyucuk sayilarinin t test (eslestiriimemis, tek yonla) ile karsilastiriimasi ile
olusan degisimlerin anlamlilik duzeyi de sonuglarin yorumlanmasinda
yardimci olmaktadir. Ames testinde her susun kontrol ve pozitif

kontrollerindeki geri donen koloni iceren kuyucuk sayilari, protokolin
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gerektigi degerleri saglamig, deney sisteminin guvenilir sonuglar verdigi

sonucuna ulasiimistir.

TA98 susunda metabolik aktivasyon varligi ve yoklugunda
5000 pg/ml konsantrasyona kadar geri donen koloni igeren kuyucuk sayisi
ortalamalarinda kontrole gore anlamli bir degisim gozlenmemigtir (Tablo:
25 ve 26). Elde edilen bulgular sonucunda sulfoksit safsizliginin metabolik
aktivasyon varligi ve yoklugunda TA98 susunda cergeve kaymasi

mutasyonuna neden olmadigi sonucuna ulagiimistir.

Tablo 25: Siilfoksit safsizliginin metabolik aktivasyon yoklugunda S. typhimurium

TA98 susunda geri donen koloni sonuglari

geri dénen koloni iceren kuyucuk
sayisi
Doz Referans | Artis
(ug/ml) |[Plak #1 Plak #2 Plak #3 ort. SS deger kati p degeri
0 5 3 4 400 1.00
15,8 4 1 4 3.00 1.73 0.60 0.218
50 4 2 4 3.33 1.15 0.67 0.246
158 8 6 1 5.00 3.61 5.00 1.00 0.334
500 5 3 3 3.67 1.15 0.73 0.362
1581 2 5 4 3.67 153 0.73 0.384
5000 3 3 2 2.67 0.58 0.53 0.060
2-NF: 2 26 26 25 25.67 0.58

2-NF: 2-nitrofloren
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Tablo 26: Siilfoksit safsizliginin metabolik aktivasyon varliginda S. typhimurium

TA98 susunda geri donen koloni sonuglari

geri donen koloni igeren kuyucuk sayisi
Doz Referans | Artis
(ug/ml) Plak #1 Plak #2 Plak #3 ort. SS deger kati p degeri
0 3 4 3 3.33 0.58
15,8 3 3 4 3.33 0.58 0.85 0.500
50 2 0 4 200 2.00 0.51 0.165
158 2 6 1 3.00 265 3.91 0.77 0.421
500 4 6 2 400 2.00 1.02 0.304
1581 2 2 4 267 1.15 0.68 0.211
5000 2 4 1 2.33 1.53 0.60 0.170
2-AA: 1 44 48 46 46.00 2.00

2-AA: 2-aminoantrasen

Sulfoksit safsizliginin TA100 susunda metabolik aktivasyon
yoklugunda toksik olmayan 15.8 ve 50 pg/ml dozlarda mutajenik etkili
olmadigi gozlenmigtir. Diger dozlarda kontrole gore koloni sayilarindaki
istatistiksel olarak anlamli dlizeydeki dusus, sulfoksit safsizhiginin
metabolik aktivasyon yoklugunda TA100 susunda sitotoksik etkileri
olabilecegini gostermigtir. Bununla birlikte, 158 ve 500 ug/ml dozlarda az
sayida olmasina ragmen canli bakterilerin bulundugu ve 06zellikle 500
Mg/ml dozda p dederinin anlamlilik sinirina ¢ok yakin oldugu gézlenmistir
(Tablo: 27). Metabolik aktivasyon varliginda ise, sulfoksit safsizliginin
5000 pg/ml dozda istatistiksel olarak anlamh duzeyde sitotoksik etkili
olabilece@i bulunurken, 1581 ug/ml dozda kontrole gére bakteri iceren
kuyucuk sayisindaki disustn anlamh olmadigi gézlenmistir. Toksisisitenin
acikga gozlenmedigi doért  konsantrasyon (15.8-500 pg/ml)
degerlendirildiginde, sulfoksit safsizligi ile muamele edilmis TA100
susunun metabolik aktivasyon varliginda baz ¢ifti degisimi mutasyonuna
neden olmadigi belirlenmistir (Tablo: 28).
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Tablo 27: Siilfoksit safsizliginin metabolik aktivasyon yoklugunda S. typhimurium

TA100 susunda geri donen koloni sonuglari

geri donen koloni igeren kuyucuk sayisi
Doz Referans| Artis p
(ug/ml) Plak #1 Plak #2 Plak #3 ort. SS deger kati  degeri
0 6 7 3 533 2.08
15,8 6 2 10 6.00 4.00 0.81 0.405
50 6 2 5 433 2.08 0.58 0.294
158 3 1 1 1.67 1.15 7.41 0.22 0.028*
500 0 4 0 1.33 2.31 0.18 0.045*
1581 1 0 1 0.67 0.58 0.09 0.010*
5000 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.006*
4-NQO: 0.1 47 48 48 47.67 0.58

4-NQO: 4- nitrokinolin-N-oksit

Tablo 28: Siilfoksit safsizliginin metabolik aktivasyon varliginda S. typhimurium

TA100 susunda geri donen koloni sonuglari

geri donen koloni iceren kuyucuk sayisi
Doz Referans | Artis
(ng/ml) Plak #1 Plak #2 Plak #3 ort. SS deger kati p degeri
0 9 4 3 533 3.21
15,8 5 8 1 467 3.51 0.55 0.410
50 9 5 7 7.00 2.00 0.82 0.244
158 2 8 3 433 3.21 8.55 0.51 0.361
500 2 9 4 5.00 3.61 0.58 0.455
1581 0 5 1 200 265 0.23 0.119
5000 0 0 1 0.33 0.58 0.04  0.028*
2-AA: 2.5 48 48 48 48.00 0.00

2-AA: 2-aminoantrasen

TA1535 susunda metabolik aktivasyon yoklugunda 5000
pMg/ml konsantrasyona kadar geri dénen Kkoloni igeren kuyucuk sayisi
ortalamalarinda kontrole gére anlamh bir degisim gobzlenmemigtir.
Metabolik aktivasyon varliginda elde edilen kuyucuk sayilan
karsilastinldiginda, her ne kadar 1581 ve 5000 pg/ml dozlarda sayilarda
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dusus goézlenmis olsa da, degerlendirilen alti doz i¢in kontrole gére anlamli

bir degisim gdstermedigi ortaya ¢ikmistir (Tablo: 29 ve 30). Elde edilen bu

bulgular, silfoksit safsizliginin metabolik aktivasyon varligi ve yoklugunda

TA1535 susunda baz ifti

degisimi

sonucuna ulagiimasina neden olmustur.

mutasyonuna neden olmadigi

Tablo 29: Siilfoksit safsizliginin metabolik aktivasyon yoklugunda S. typhimurium

TA1535 susunda geri donen koloni sonuglari

N*-ACT: N*-aminositidin

geri donen koloni igceren kuyucuk
sayisl
Referans | Artis
Doz (ug/ml) | Plak #1 Plak #2 Plak #3 ort. SS deger kati  p degeri
0 3 2 2 233 0.58
15,8 1 2 1 1.33 0.58 0.46 0.051
50 6 1 2 3.00 265 1.03 0.346
158 4 2 2 267 1.15 2.91 0.92 0.339
500 2 1 0 1.00 1.00 0.34 0.058
1581 1 0 3 1.33 1.53 0.46 0.174
5000 0 2 2 1.33  1.15 0.46 0.125
N*-ACT: 100 48 48 48 48.00 0.00

Tablo 30: Siilfoksit safsizliginin metabolik aktivasyon varliginda S. typhimurium

TA1535 susunda geri donen koloni sonuglari

2-AA: 2-aminoantrasen

geri donen koloni igceren kuyucuk sayisi
Doz Referans | Artis
(ng/ml) Plak #1 Plak #2 Plak #3 ort. SS deger kati p degeri
0 2 5 2 3.00 1.73
15,8 5 5 1 3.67 2.31 0.77 0.355
50 2 2 2 2.00 0.00 0.42 0.187
158 4 1 3 267 1.53 4.73 0.56 0.408
500 1 3 2 2.00 1.00 0.42 0.218
1581 1 1 1 1.00 0.00 0.21 0.058
5000 3 0 0 1.00 1.73 0.21 0.115
2-AA: 5 25 34 30 29.67 4.51
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TA1537 susunda metabolik aktivasyon varligi ve yoklugunda
1581 ve 5000 pg/ml konsantrasyonlarda bakteri Gzerinde sitotoksik etkinin
olustugu  godzlenmistir.  Toksisitenin  gdzlenmedigi 500  pg/ml
konsantrasyona kadar mutajenik etkinin belirtisi olan kontrole goére geri
donen koloni sayilarindaki artis goézlenmemis, sulfoksit safsizliginin
metabolik aktivasyon varlidi ve yoklugunda TA1537 susunda cergeve

kaymasi mutasyonuna neden olmadigi bulunmustur (Tablo: 31, 32).

Tablo 31: Siilfoksit safsizliginin metabolik aktivasyon yoklugunda S. typhimurium

TA1537 susunda geri donen koloni sonuglari

geri donen koloni iceren kuyucuk sayisi
Doz Referans | Artis
(ng/ml) Plak #1 Plak#2 Plak#3 ort. SS deger kati p degeri
0 2 4 1 233 1.3
15,8 1 3 3 233 1.15 0.60 0.500
50 2 1 2 1.67 0.58 0.43 0.259
158 1 0 1 0.67 0.58 3.86 0.17 0.076
500 2 0 0 0.67 1.15 0.17 0.103
1581 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.029*
5000 0 0 0 0.00 0.00 0.00  0.029*
9-AA: 15 48 48 48 48.00 0.00

9-AA: 9-aminoakridin

Tablo 32: Siilfoksit safsizliginin metabolik aktivasyon varliginda S. typhimurium

TA1537 susunda geri donen koloni sonuglari

geri donen koloni igceren kuyucuk sayisi
Doz Referans | Artis
| (ug/ml) Plak #1 Plak#2 Plak#3 ort. SS | deder | kati p degeri
0 2 1 2 1.67 0.58
15,8 2 4 3 3.00 1.00 1.34 0.058
50 2 0 2 1.33 1.15 0.59 0.339
158 0 4 2 2.00 2.00 2.24 0.89 0.398
500 2 3 0 1.67 1.53 0.74 0.500
1581 1 0 0 0.33 0.58 0.15  0.024*
5000 1 0 0 0.33 0.58 0.15  0.024*
2-AA: 5 42 43 47 44.00 2.65

2-AA: 2-aminoantrasen
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Sulfoksit safsizliginin E.coli wp2 [pKM101] ve wp2 uvrA
suslarinin karisimini olusturan E.coli combo ile metabolik aktivasyon
varligi ve yoklugunda 5000 pg/ml konsantrasyona kadar mutajenik
aktivitesinin ~ degerlendirilmesi  sonucunda, metabolik  aktivasyon
yoklugunda geri donen koloni igeren kuyucuk sayisi ortalamalarinda
kontrole gére anlaml bir dedisim elde edilmemistir (Tablo: 33). Bunun yani
sira metabolik aktivasyon varliginda da, 158 ug/ml konsantrasyonda geri
donen koloni igeren kuyucuk sayisi ortalamasinda kontrole gore 1.44 kat
artis istatistiki anlamlilk dizeyinde goériimesine karsin mutajenik etkiye
ulagilamamistir (Tablo: 34). Elde edilen bu bulgular géz &6ninde
bulundurularak, sulfoksit safsizliginin metabolik aktivasyon varhgr ve
yoklugunda E.coli combo suslarinda A:T hedeflerinde baz cifti degisimi

mutasyonuna neden olmadigi sonucuna ulagiimigtir.

Tablo 33: Siilfoksit safsizliginin metabolik aktivasyon yoklugunda E.coli combo

suslarinda geri donen koloni sonuglari

geri donen koloni igceren kuyucuk sayisi
Doz Referans | Artis
(ng/ml) Plak #1 Plak #2 Plak #3 ort. SS deger kati p degeri
0 3 4 7 467 2.08
15.8 4 1 6 3.67 252 0.54 0.312
50 2 2 3 2.33 0.58 0.35 0.067
158 1 5 6 4.00 2.65 6.75 0.59 0.374
500 2 4 1 233 1.583 0.35 0.096
1581 6 0 1 2.33 3.21 0.35 0.175
5000 4 3 7 4.67 2.08 0.69 0.500
4-NQO: 2 42 40 42 41.33 1.15

4-NQO: 4- nitrokinolin-N-oksit
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Tablo 34: Siilfoksit safsizliginin metabolik aktivasyon varliginda E.coli combo

suslarinda geri dénen koloni sonuglari

geri donen koloni igceren kuyucuk sayisi

2-AA: 2-aminoantrasen

Doz Referans | Artig
(ug/ml) Plak #1 Plak#2 Plak#3 ort. SS deger kati p degeri
0 1 2 3 2.00 1.00
15.8 5 2 0 233 252 0.78 0.421
50 1 4 4 3.00 1.73 1.00 0.217
158 3 6 4 433 153 3.00 1.44  0.046*
500 0 2 1 1.00 1.00 0.33 0.144
1581 2 2 4 2.67 1.15 0.89 0.246
5000 2 2 3 2.33 0.58 0.78 0.322
2-AA: 50 15 19 21 18.33 3.06

Sulfoksit safsizligl icin Ames testinde degerlendirilen tum

suslar ve metabolik aktivasyon varligi ve yoklugundaki sartlar géz énunde

tutuldugunda,

sulfoksit safsizliginin  mutajenik etkisinin bulunmadigi

sonucuna ulagiimistir.
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Grafik 9: Siilfoksit safsizliginin metabolik aktivasyon varligi ve yoklugunda S.
typhimurium TA98, TA100, TA1535, TA1537 ve E.coli combo suslarinda mutajenite

degerlendirme sonuglari
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4.4. Siilfoksit Safsizhginin Mitotik indeks ile Sitotoksik Etkilerinin
Belirlenmesi ve in Vitro Kromozomal Aberasyon Testi ile Genotoksik
Etkilerinin Degerlendirmesi

4.4.1. Sulfoksit Safsizliginin Sitotoksik Etkisinin Dederlendiriimesi

Calismamizda yapilan uygulamalardan elde edilen %MI
sonuglarinda, kontrole gére mitotik indekste %50 azalmaya neden olan
dozlarin sitotoksik etki gosterdigi kabul edilmistir. Calismada tam kan
kUltarinun sulfoksit safsizligina 24 saat maruz birakilmasi ile 62.5< pg/ml
dozlarda sitotoksik etkinin olustugu gézlenmistir. Ug saatlik maruziyetlerde
ise, hem metabolik aktivasyon yoklugunda hem de varliginda 125< pg/ml
doz uygulamalarinda sitotoksik etkiye sahip oldugu belirlenmistir (Tablo:
35). Istatistiksel degerlendirmeler sonucu, S9 yoklugunda 3 saat, S9
varliginda 3 saat ve 24 saat maruziyet gruplarinda, %MlI'teki dusus ile
konsantrasyonlar arasinda iligki oldugu saptanmistir (sirasiyla r=-0.893,
=-0.826, r=-0.762, p<0.05). Bu verilerden yola c¢ikarak kromozomal
aberasyon testinin 24 saatlik uygulamalarda 40, 30 ve 20 ug/ml dozlarda,
3 saatlik uygulamalarda ise 62.5, 31.3 ve 15.7 ug/ml dozlarda

gerceklestirimesine karar verilmistir.

111



Tablo 35: Siilfoksit safsizligina 3 saat ve 24 saatlik maruziyetlerde hiicrelerde

%mitotik indeks diizeyleri

Dozlar Siire Siire Siire
(ng/ml) (saat) S9 %Ml |(saat) S9 %Ml |(saat) S9 %MI
Kontrol 3 () 16 3 (+) 15| 24 () 132
Coziicii kontrol 3 () 134 3  (+) 82 24 () 118
15.7 3 () 122 3 (+) 108 | 24 () 12
31.3 3 () 105 3 (+) 106 | 24 () 84
62.5 3 () 114 3 (+) 68 24 () 33
125 3 () 56 3  (+) 22 24 () 19
250 3 () 3 ) 24 ()
500 3 () 1] 3 () 24 () @
Pozitif kontrol 3 (-) 8.9 3 (+) 7.8 24 (-) 7.5

J: toksisite nedeniyle hiicre bulunmamakta veya ¢ok az sayida gdzlenmektedir.

%MI
(=]

CK

157

31,3 62,5

Konsantrasyon (pg/ml)

125

2

5

(=}

-
S * k¥

g 3h S9(-)
egpes3hS9(+)
= 24h S9{-)

*: Sitotoksik dozlar (¢6zlici kontrole gore %mitotik indekste %50 ve Uzeri dusis)

Grafik 10: Siilfoksit safsizliginin hiicrelerde mitotik indeks iizerine etkisi
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4.4.2. Sulfoksit Safsizliginin Genotoksik Etkisinin Degerlendiriimesi

Sulfoksit safsizliginin  kromozomlar Uzerine etkisinin
degerlendiriimesi sonucu elde edilen yapisal ve sayisal hasarlarin ylizde
degerleri Tablo 36, 37 ve 38'de gosterilmigtir. Arastirmada kromatid tipi ve
kromozom tipi hasarlar gap, kirik ve degisimler olarak alt gruplara
ayrilarak kaydedilmistir. Toplam vyapisal hasarlar, kromatid tipi ve
kromozom tipi hasarlar, gap tipi hasarlar dahil ve gap tipi hasarlar harig
olmak uUzere gruplandiriimigtir. Sunulan ¢alismada sulfoksit safsizliginin

sayisal hasarlara yol agmadigi gozlenmistir.

Tablo 36: S9 yoklugunda siilfoksit safsizligi ile indiiklenmis (3 saat

maruziyet) insan lenfositlerinde kromozomal aberasyon yiizdeleri

KROMATID TiPI KROMOZOM TOPLAM
dozlar HASAR TIPI HASAR HASAR SAYISAL HASAR

(mg/ml)| ctg ctb cte [csg csb cse | gap- gap+| PP ER Toplam| %MI

NK 4 2 21 1 1 0 24 29 0 0 0 16
CK 2.5 5 155175 0.5 0 21 31 0 0 0 11.95
15.7 | 25 9 225 13 1 0 325 48 0 0 0 11.85
31.3 25 10 205 13 05 0 31 46.5 0 0 0 9.75
62.5 3 155 17 6 4 0 36.5 455 0 0 0 9.2
PK 225 585 505|155 45 0 154 192 | 0.5 0 0.5 8.45

CK: Metanol, PK: Mitomisin-C (0.6 pg/ml), n=200, ctg: kromatid gap, ctb: kromatid kirik,
cte: kromatid dedisimi, csg: kromozom gap, csb: kromozom kirik, cse: kromozom

degisimi, pp: poliploidi, er endoreduplikasyon
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Tablo 37: S9 varliginda siilfoksit safsizligi ile indiiklenmis (3 saat maruziyet)

insan lenfositlerinde kromozomal aberasyon yiizdeleri

KROMATID TiPI KROMOZOM TOPLAM
dozlar HASAR TIPI HASAR HASAR SAYISAL HASAR
(ng/ml)| ctg ctb cte | csg csb cse| gap- gap+| PP ER Toplam| %Ml
NK 1 2 19 9 3 0 24 34 0 0 0 11.4
CK 5 125 23 [ 105 1 0 [ 365 52 0 0 0 8.25
15.7 1 155 215| 75 3 0 40 485| O 0 0 9.6
31.3 [ 55 175 33 | 95 2 0 [ 525 675| 0 0 0 9.3
625 (75 155 335 135 2 0 51 72 0 0 0 7.75
PK 55 25 48 16 8 0 81 1025 0 0 0 8.15

CK: Metanol, PK: Siklofosfamid (15 pg/ml), n=200, ctg: kromatid gap, ctb: kromatid kirik,

cte: kromatid degisimi, csg: kromozom gap, csb: kromozom kirik, cse: kromozom

degisimi, pp: poliploidi, er: endoreduplikasyon

Tablo 38: S9 yoklugunda siilfoksit safsizligi ile indiiklenmig (24 saat

maruziyet) insan lenfositlerinde kromozomal aberasyon yiizdeleri

KROMATID TIPI KROMOZOM TOPLAM

dozlar HASAR TIPI HASAR HASAR SAYISAL HASAR

(ng/ml)| ctg ctb cte [ csg csb cse | gap- gap+| PP ER Toplam| %MI
NK 1 4 24 2 0 0 28 31 0 0 0 8.3
CK 25 55 24| 35 1 0 305 365| O 0 0 6.15
20 2 10 33 2 05 O 435 475 0 0 0 5.9
30 15 10 29 4 3 0 42 4751 O 0 0 4.7
40 25 10 20| 15 0 0 30 34 0 0 0 5.45
PK 25 54 675|115 20 05| 142 1785| O 0 0 5.4

CK: Metanol, PK: Mitomisin-C (0.2 pg/ml), n=200, ctg: kromatid gap, ctb: kromatid kirik,

cte: kromatid degdisimi, csg: kromozom gap, csb: kromozom Kkirik, cse: kromozom

degisimi, pp: poliploidi, er: endoreduplikasyon

arasindaki

Hlcre basina kromozomal aberasyon degerlerinin gruplar

farkhliklarinin

Kruskal-Wallis

testi

ve Dunn’s

¢oklu

karsilastirma testi ile degerlendiriimesi sonucu, ¢ézucunin kromozomlar

uzerinde etkisinin olmadigi belirlenmistir (p>0.05). Pozitif kontrollerin
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¢Ozucu kontrollere gore karsilastiriimasi ile hasarlarda istatistiksel olarak

anlamli artig oldugu gozlenmistir (p<0.05).

Safsizlikla farkli dozlarda Ug¢ saat ve 24 saat muamele edilen
hucrelerde, kromatid tipi ve kromozom tipi her bir gap, kirik ve degisim
gruplarindaki hasarlar igin yapilan istatistiksel analizlerde, ¢6zucu kontrole
gore hasarin anlaml bir degisim goéstermedigi bulunmustur (p>0.05).
Bunun yani sira, insan periferal lenfositlerinin sulfoksit safsizligi ile farkl
dozlarda muamele edilmesi sonucu, kromatid tipi, kromozom tipi ve toplam
hasarlarda da ¢6zlcU kontrole gore hucre basina dusen kromozomal
aberasyon sayilarinda anlamh bir artis gézlenmemistir (p>0.05) (Tablo:
39).

Silfoksit safsizligina maruz birakilmis hcrelerde, tim
¢calisma gruplarinda kromatid tipi ve kromozom tipi hasarlarin gap tipi
hasarlarin dahil edildigi sonuglarinda, hiucre bagina kromozomal
aberasyon ortalamalari ile konsantrasyonlar arasinda iligki olmadigi
belirlenmistir (p>0.05). Ayni sekilde, metabolik aktivasyon varliginda ve
yoklugunda sulfoksit safsizligina 3 saat maruz birakilmig hucrelerde,
hicre basina gap dahil toplam yapisal kromozomal aberasyon
ortalamalari ile galisilan dozlar arasinda korelasyon olmadigi bulunmustur
(sirasiyla r=0.800, r=0.200, p>0.05). Metabolik aktivasyon yoklugunda
safsizliga 24 saat maruz birakilmig hicrelerde de, hicre basina gap harig
toplam yapisal kromozomal aberasyon ortalamalari ile c¢alisilan dozlar

arasinda iligki olmadigi bulunmustur (r=-0.3162, p>0.05).

Sulfoksit safsizliginin insan periferal lenfositlerinde in vitro
kromozomal aberasyon testi ile degerlendiriimesi sonucu, safsizligin
metabolik aktivasyon varligi ve yoklugunda genotoksik etkili olmadigi

sonucuna varilmigtir.
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Tablo 39: Siilfoksit safsizligi ile indiiklenmis insan lenfositlerinde hiicre

basina kromozomal aberasyon ortalamalan (yapisal ka/hiicre; ort+SH)

Doz KROMATID TiPI KROMOZOM TiPI TOPLAM HASAR
ug/mi gap- gap+ gap- gap+ gap- gap+
CK | 0.205:0.033 | 0.230%0.035 | 0.005:0.005 | 0.080£0.022 | 0.2100.034 | 0.310£0.039
T | 157 | 0.31520.045 | 0.340£0.048 | 0.010:0.007 | 0.140£0.028 | 0.325:0.046 | 0.4800.058
= | 31.3 | 030520046 | 0.3300.050 | 0.005:0.005 | 0.135:0.027 | 0.3100.046 | 0.465+0.060
® | g2.5 | 0.325£0.046 | 0.355:0.048 | 0.040£0.014 | 0.100£0.022 | 0.365:0.048 | 0.455+0.054
® | PK, | 1.090£0.091* | 1.315:0.108" | 0.45040.062* | 0.605+0.068* | 1.540£0.119* | 1.92040.138*
CK | 0.355:0.051 | 0.405%0.055 | 0.010£0.007 | 0.11520.027 | 0.365£0.052 | 0.520£0.061
% | 157 | 0.370£0.047 | 0.380£0.047 | 0.030£0.014 | 0.105:0.024 | 0.400+0.048 | 0.4850.053
3 31.3 | 0.505£0.054 | 0.560+0.058 | 0.020+0.010 | 0.115:0.025 | 0.525:0.056 | 0.675£0.063
8 62.5 | 0.490£0.054 | 0.565:0.057 | 0.020£0.010 | 0.155:0.027 | 0.510£0.054 | 0.720£0.062
® | PK, | 0.725:0.066* | 0.780£0.069* | 0.080+0.019* | 0.240+0.037* | 0.8100.069* | 1.020£0.079*
GK | 0.295:0.041 | 0.320£0.044 | 0.010:0.007 | 0.045:0.016 | 0.305:0.043 | 0.3650.048
= | 20 | 0.430£0.055 | 0.450+0.056 | 0.005+0.005 | 0.025+0.011 | 0.435+0.055 | 0.475+0.057
2| 30 | 0390:0.051 | 0.405:0.053 | 0.030£0.012 | 0.070£0.019 | 0.420+0.053 | 0.475:0.057
§ 40 | 0.30040.048 | 0.325:0.051 | 0.000+0.000 | 0.015:0.009 | 0.300£0.048 | 0.340+0.052
| PKg | 1.215£0.106% | 1.465:0.123* | 0.205:0.040* | 0.320£0.051* | 1.420£0.119% | 1.785:0.143*

CK: Metanol, PK;: Mitomisin-C (0.6 pg/ml), PK,: Siklofosfamid (15 ug/ml), PK3: Mitomisin-
C (0.2 pyg/ml), *: Cozucl kontrole gére anlamli (p<0.05; Kruskal-Wallis test, Dunn’s ¢oklu

karsilastirma testi)
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5. TARTISMA

Yeni ilag gelistirme ve Uretim sureglerinin oldukga pahali ve
zaman alici oldugu ginumuz kosullarinda ilag guvenligi énemli bir yer
tutmaktadir. Beklenen Klinik etkiler ile olusabilecek risklerin dengesi, hem
klinik dncesi ve hem de klinik testlerin birincil amacini olugturmaktadir.
llaca bagl toksisite, giivenlik sorununun yani sira ayni zamanda ilag
gelistirme sirasinda bilesigin elenmesindeki ana nedendir. Hangi
molekulin guvenli ve daha az soruna neden olacagini dogru olarak
belirlemek hem hastalarin korunmasini hem de uretimin verimliligini
artirmaktadir. insanlarda ilag kullanimi nedeni ile olusabilecek riski en aza
indirmek temel istek olmakla birlikte bu riski ortadan kaldirmak muamkuin
olmamakta veya pratik olarak yapilamamaktadir. Bu nedenle tahmin
edilen risk ve yarar dengesini saglamak icin klinik dncesi ve klinik testler

hayati dneme sahiptir'*'

. Bu kapsamda, ilag maddelerinin guvenligi ve
etkinligi, iyi planlanan ve uygulanan toksikolojik ve Kklinik testler basta
olmak uzere, hammaddeler, ila¢ maddeleri ve imalatin Gzerinde uygun
kontrollerin yapilmasiyla saglanabilmektedir. Safsizlik maruziyetine bagl
riskler, tehlikeli kimyasal maddelerin tanimlanmasi, mumkin oldugu
durumlarda doz-cevap iligkisinin belirlenmesi ve insanlarin safsizliga
maruz kalmasi durumlarinda goz ardi edilebilir risk tagiyan sinir degerlerin
olusturulmasi ile kontrol edilmektedir. Safsizlik sorunlarinin ne sekilde ele
alinacagi bilgisine, duzenleyici kuruluslarin analitik ve toksikolojik
yaklagimlarin genel c¢ercevesini sunduklari rehberler aracihdi ile

ula§|lmaktad|r3’9’1°.

Rehberlerin  gelisim sureci degerlendirildiginde,
safsizliklar konusuna 1990’li vyillarin ortalarinda dikkat ¢ekildigi
gorulmektedir. Bununla birlikte gelismis Ulkelerde safsizlik guvenligine ait
calismalar, kalinti ¢ézuculer igin 1998, genotoksik olmayan safsizliklar igin
2002/2003 ve genotoksik safsizliklar igin 2007 yilinda yurdrlige

girmistir*®'° Giinimiizde hala tartismalarin sirdigi  safsizliklar
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konusunda, duzenleyici yaklasimlar da oldukga dinamik bir suregte
ilerlemektedir. FDA tarafindan yayimlanan genotoksik safsizliklar ile ilgili
rehber hala taslak rehber niteligindedirg. Bunun yani sira, ICHin M7
rehberi de kisa bir sire dnce degerlendiriimek Uzere eczacilik dinyasinin
dikkatine sunulmus olup son deneyimleri yansitmasindan dolayr 6nem
taslmaktadlrm. Konunun yeni olmasi nedeni ile birgok agiklayici ve

tamamlayici makale de konuya katki saglamigtir®®142143,

Tarkiye'de  Saglik  Bakanhdi  tarafindan  uygulanan
yururlukteki yonetmelikler arastirildiginda, ilaglarin ruhsatlandiriimasi
surecinde, safsizliklarin toksikolojik degerlendirmeleri ele alinarak
kontrollerine yonelik bir dizenlemenin bulunmadigi gorulmagstir. Avrupa
Birligi uyum sireci c¢alismalari dogrultusunda o6zellikle genotoksik
safsizliklar igin ilgili rehberlerin takip edilmesi oldukgca 6nemli olmakla
birlikte henlz bu konuda Bakanlik tarafindan bir c¢alisma
bulunmamaktadir. Ancak ¢ok uzak olmayan bir gelecekte, bu rehberlerin
ulkemize uyumlandiriimasina yonelik calismalarin baglamasi
kacinilmazdir. Son yillarda ulkemizde endustri ve Universiteler AR-GE
calismalarina gittikce daha ¢ok dnem vermektedirler. Buna paralel olarak
ilag endulstrisi de yeni molekillerin ve teknolojilerin kesfi ve
geligtiriimesinde yogun ¢abalar gostermektedir. Yeni ilag Uretimi ve jenerik
ilag Uretimlerinde, kuresel kalite standartlarinda ve guvenilir Grunlerin
ortaya cikariimasi icin safsizliklarin mercek altina alinarak bilimsel
potansiyelden yararlanmak gerekmektedir. Bu slrecin hizlandiriimasi ve
daha guvenli ve kaliteli ilag Uretimi ile toplum saghginin korunmasi amaci
ile konu Uzerine ulkemizde yapilacak bilimsel bir ¢alismanin deneyim
kazandiracagl ve konuya ilginin ¢ekeceg@i gorusu dogmustur. Bu amagla
safsizliklarda toksikolojik yaklasimlarin tartisildigi ve uygulandigi tez
calismasi gergeklestirilmistir.
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Calismada arastirilan safsizliklar, ait oldugu ilacin klinik
onemi, hedef kitlesi ve kullanim sartlari g6z 6ndnde bulundurularak
secilmigtir. Kronik inflamasyon, hava yolu akiminin kisittanmasi ve hava
yolu agirt duyarlihginin rol oynadigi bir solunum yolu hastaligi olan
astimda, hastaligin kronik 6zellik gostermesi, tedavisinin de kronik olarak
uygulanmasini gerektirmektedir. Hastaligi kontrol edici tedaviler, gunlik
olarak duzenli alinan kontrol edici ajanlarla saglanmakta olup bu amacla
IOkotrien reseptdor antagonisti olan montelukast, tedavide siklikla
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kullaniimaktadir'®>. Ozellikle inhale steroidlerin hastalarda yan etkileri

nedeni ile kullanilamamasi veya kortikofobi nedenli kullanmama
durumlarinda da alternatif olarak montelukasttan yararlaniimaktadir'®*.
Montelukastin secilmesindeki en dnemli faktorlerden biri de, astimin tim
yas gruplarinda goérilmesine ragmen c¢ocukluk ¢agi kronik hastaliklarinin
basinda gelmesidir. Buna baglh olarak, c¢ocuklarda montelukast
kullaniminin yasamin erken donemlerinde baslayarak hayatlarinin bayuk
bir kismini kapsamasi s6z konusudur. Cocuklarin maruziyet kaynaklarina
yetigkinlerden daha duyarli oldugunun bilinmesi ve verdikleri cevaplarin
farkh olabilmesi toksikolojik acgidan o6nemlidir. GUnimuizde pediyatrik
toksikoloji alaninda bircok calisma gerceklestirilerek yasa bagli
farmakokinetik, toksikokinetik farkliliklar ortaya konulmaktadir®®'4%:146,
Toksikolojik risklerin degerlendiriimesi sirasinda da bu farkhlklar dikkate

alinarak risk hesaplamalarina dahil edilmektedir'*"'*®.

Dolayisiyla
safsizliklarin  olasi  genotoksik etkilerinin  bulunmasi  durumunda
gerektiginde c¢ocuk populasyonuna yonelik de risk degerlendirmesi

yapiimaktadir.

Montelukast ile ilgili bir diger 6nemli nokta ise, montelukastin
ilk kez 1998 yilinda onay alarak piyasaya sunulmus olmasidir. Safsizlik ile
ilgili rehberlerin henliz yudrurlige girmedigi bu tarihte, Uretici firma

tarafindan ilagta olugabilecek safsizliklarin genotoksisite degerlendirmeleri
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de yapilmamaktadir. Literatirde de montelukasta ait safsizliklara yonelik
toksikolojik calisma ve bilginin olmamasi, safsizliklardan
kaynaklanabilecek olasi  risklerin  belirlenmesi ihtiyacini  ortaya

koymaktadir.

Gunumuzde montelukast etkin maddesini iceren orijinal ilacin
yani sira Tuark firmalar da dahil olmak Uzere birgok farkh firma jenerik ilag
uretimi yapmaktadir. Jenerik ilaglarin etkin maddeyi aldigi kaynagin farkl
olmasi veya farkli sentez ydntemi kullanmasi, ilag Uretimi sirasinda
kullanilan yardimci maddelerin degistiriimesi, Uretim kosullari ve kalite
kontroline bagl olarak farkli yapida ve miktarda safsizliklarin olugsmasina
neden olmaktadir'*®. Montelukast etkin maddesini sentezleyen veya ilag
dretimini  yapan firmalarin montelukastta olusabilecek bir¢cok farkh
safsizhgin  izolasyon ve tanimlanmalarini gdsteren g¢alismalari

bulunmaktadir' %%

. Sunulan c¢alismada, USP’de belirlenen montelukast
etkin  maddesinde bozunma drini veya proses ile iligkili olarak
bulunabilecek alti adet safsizli§in (sulfoksit, cis izomer, Michael katimlari |

ve ll, metilketon, metilstiren) analizleri Uzerinde durulmustur.

Bu kapsamda Turkiye piyasasinda bulunan orijinal ilag ve
jenerik ilaclar temin edilerek, ilgili safsizliklarin PDA dedektor kullanarak
gradient RP-HPLC ile saptanmasi ve miktar tayinleri gerceklestiriimigstir.
Analizlerde uygun teknigin secilmesi analiz edilecek 6rnegdin yapisina,
mevcut safsizliklarin tipi ve stabilitesine baglidir. Hassaslik ve segicilik
Ozellikleri g6z o6nunde bulundurularak uygun teknigin secilmesi
gerekmektedir’. HPLC, siklikla kullanilan ve hassas bir ydntem olup ilag
arastirmalarinda genellikle RP-HPLC’den yararlanilmaktadir.
Calismamizda da uyguladigimiz teknik olan RP-HPLC, sabit fazin
nonpolar, hareketli fazin polar oldugu kromatografi érnegidir. Bu sartlarda

daha polar maddeler kolondan daha once ayrilmaktadir. Bununla birlikte,
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hareketli fazin tek bir ¢ozicuden olustugu ayrim isokratik ayrim olarak
adlandirilirken, hareketli fazin farkli polaritede birden fazla ¢o6ztclden
olugmasi ve ¢ozucu bilesiminin basamakli olarak degistiriimesi ise dereceli
(gradient) ayrim olarak adlandirilmaktadir. Modern cihazlarda ve gunumuz
analizlerinde genellikle dereceli ayrimdan yararlanilarak daha iyi sonuglar
elde edilmektedir®™. HPLC tekniginin temel bilesenlerinden olan
dedektorlerin  birgok c¢esidi bulunmaktadir. Safsizliklarin izlenmesinde
HPLC ile en yaygin kullanilan dedektor, absorbansin olglilmesi esasina
dayanan UV dedektorlerdir. Bununla birlikte, foto diode array dedektorler
(PDA, DAD) pahali olmasina karsin istenilen dalga boyu aralidinda
calisilabilmesi ve her maddenin ayri dalga boylarindaki absorbanslari es
zamanli olarak 6lgebilmesi nedeniyle daha Ustiin 6zelliklere sahiptir’'. Bu
Ozellikleri nedeni ile sunulan galismada montelukast safsizlik analizlerinde

PDA dedektorden yararlaniimistir.

Calismada yurdumuzdaki 11 ayr firmanin piyasada bulunan
4 mg ve 10 mg dozdaki toplam 20 farkli ilag GrinUnde, ikiser partide
dlcimler yapimistir. Olglim sirasinda kullanilan yontem, literatiirde
montelukast safsizliklarina yonelik c¢alismalardan yola c¢ikarak cesitli

modifikasyonlar ile olusturulmustur'®124127,

Calismada uygulanan
yontemin validasyonu yani belirlenen amaglara uygunlugunun test edilerek
objektif kanitlarla belgelendiriimesi'™®, ICH Q2(R1) rehberine gore,
O0zgunluk, dogrusallik, dogruluk ve geri kazanim, gun igi-gunler arasi
kesinlik, teshis siniri ve miktar tayini alt siniri ¢alismalari yapilarak

saglanmistir'®®.

Cocuk ilaglari olarak, 8 firmanin 4 mg dozdaki sekiz ¢cigneme
tableti ve bir adet oral granll preparatinda gercgeklestirilen analizlerde,
michael katimlari | ve Il, cis izomer, metilketon ve metilstiren safsizliklari

kalifikasyon limitinin (%1) altinda bulunmusgtur. Sulfoksit safsizligi ise G ve
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J firmalarina ait iki gcigneme tabletinde kalifikasyon analizini gerektirecek
dizeylerde (G ¢ig. tab. 43.10+2.65 / 42.06+1.03; J ¢ig. tab. 43.39+0.27 /
45.431£3.84 pg) bulunmustur. Michael katimlari | ve Il duzeyleri, bir firma
diginda raporlama sinirinin altinda seyretmektedir. Diger safsizliklarin
miktarlari ise, tUmunin raporlanmasini gerektirmektedir. Toplam dokuz
ilag Ur0n0 icin, arastirilan safsizliklarin yaklagik yarisi tanimlama sinir

degerinin Uzerinde bulunmaktadir.

Yetigkin ilaclarina bakildiginda ise, gocuk ilaclarina benzer
sekilde michael katimlari | ve Il, cis izomer, metilketon ve metilstiren
safsizliklari kalifikasyon limitinin (%0.5) altinda bulunmustur. Sulfoksit
safsizligr ise yedi firmada (A tab. 54.85+3.89 / 39.13+6.38; D tab.
59.8845.34 / 64.48+0.83; F tab. 99.01+4.20 / 63.0519.46; G tab.
53.0246.71 / 49.18+5.42; H tab. 73.0313.35 / 58.41£2.77; | tab.
78.85+2.46 / 73.49+7.88; J tab. 55.99+3.03 / 52.17+2.27 pg) tanimlama ve
kalifikasyon sinir degerinin Uzerinde saptanmigtir. Michael katimlari | ve Il
dizeyleri, tim ilaglarda raporlama sinirinin altinda seyretmektedir. Diger
tum safsizliklar ise, raporlama sinir degerinin Uzerindedir. Kalifikasyon ve
tanimlama sinir degerinin ayni olmasi nedeni ile sadece ileri analizlere
ihtiyac duyulan sulfoksit safsizliklarinda dogal olarak tanimlama da

gerekmekte, diger safsizliklar sinirt asmamaktadir.

Analizlerde, yetigkin ila¢ Urtnlerinde ¢ocuk UrUnlerine gore,
sulfoksit safsizliginin daha siklikla ve daha ylksek duzeylerde bulundugu
g6zlenmistir. Montelukastin termal stres testlerinde isi ile bozunma artnu

122 Uretim ve

olarak sulfoksit safsizligina neden oldugu bilinmektedir
saklama sirasinda olusabilen sulfoksit safsizhidinin, farmakolojik olarak
inaktif bir bilesik olmasi nedeni ile hastanin aldi§i montelukastin etkin
dozunun azaldigi bildirilmektedir'®'. Yetigkin ilaglarinda daha ¢ok sulfoksit

olusumu, formilasyonunun c¢ocuk ilaclarina goére daha fazla yardimci

122



madde icermesini ve tablet c¢esidinin farkliligi kaynakli olabilecegini akla
getirse de safsizlik olusumunda birgok faktor rol almakta oldugu icin kesin
olarak bir c¢ikarim yapilamamaktadir. Bununla birlikte, literatlrde
montelukast igeren ila¢ formulasyonlarinin dayanikliligina yonelik sulfoksit
safsizhiginin olusum nedenleri ve duzeyini dusurmek igin ¢dzumleri

¥ Calismada formilasyonda kullanilan

uzerinde bir galisma yapilmigtir
mikrokristalin sellloz yardimci maddesinin peroksit icerebilecedi ve bu
nedenle montelukastin oksidasyonuna neden olabilecegi belirtiimistir.
Bunun disinda tatlandirici olarak kullanilan aspartamin da sulfoksit

safsizhigi miktarinda artisa neden oldugu bildirilmistir.

Sunulan c¢alisma ile benzer olarak, literatirde farkh ilag
artnlerinin  safsizlik profillerinin  kargilastirimasina yonelik galismalar
bulunmaktadir. Bunlardan biri olan orlistat etkin maddesini iceren orijinal
ilag Xenical® ile Hindistan ve Rusya’da Uretilmis jenerik ilaglar sirasiyla
Cobese ve Orsoten’in, safsizliklar acgisindan kalite karsilastirmasinin
yapildidi bir calismada, safsizlik profilleri HPLC (UV ve MS/MS) ile ortaya
cikarilmigtir. Elde edilen bulgular sonucunda jenerik ilaglarin safsizlik
profilleri birbirine benzer olmalarina karsin orijinal ilagtan farkl spektrum
gOsterdigi bulunmustur. Jenerik ilaglarin orijinal ilaca gore daha yuksek
seviyelerde ve daha c¢ok sayida (Cobese: 14 safsizlik, Orsoten: 13

52 Yine

safsizlik, Xenical®: 3 safsizlik) safsizlik icerdigi gozlenmistir
orlistat etkin maddesine yonelik bir calismada, orijinal ilagla (Xenical,
isvigre) dokuz jenerik Uriinin (Hindistan, Malezya, Arjantin, Filipinler,
Uruguay, Tayvan) renk, erime derecesi, kristal form, partikil blyUkliga,
etkin madde miktar tayini, kapsul dolgu miktari, ¢cézinme ve safsizlik
miktar tayinleri karsilastiriimigtir. Tim jenerik Urlnler dort veya daha fazla
testte Xenical'in spesifikasyonlarini saglayamamigtir. Bununla birlikte, tim
jenerik Urtunlerde ortak sorun Xenicalde bulunmayan safsizlik
miktarlarinda olmus, guvenilirligi etkileyen en 6nemli unsur olarak ele

alinmistir™3,
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Benzer bir diger c¢alismada ise, levadopa/benserazid
hidroklorit (100mg/25mg) etkin madde kombinasyonunu igeren orijinal ilag
(Madopar / Prolopa 125, isvigre) ile Almanya piyasasinda bulunan yedi
jenerik ilacin kalite karsilastirmasi yapilmistir. Dizenli olarak uygulanan
kalite parametrelerinin ve HPLC yontemi ile safsizlik miktarlarinin
Olguldugu gcalismada, jenerik ilaglarin tumu bir veya iki parametrede orijinal
ilacin  spesifikasyonlarini  saglamamigtir. Ek olarak, tum ilaglarin
safsizliklari igermesinin yani sira bir kapsul formulasyonunun limitin

lizerinde (+%26.5) bozunma Uriini verdigi gdzlenmistir'>*.

TUum bu caligsmalar degerlendirildiginde, orijinal ilag ve jenerik
ilaglar arasinda kalite farkinin degistigi gézlenmektedir. Basta Cin ve
Hindistan olmak Uzere Asya firmalarinin ilag hammaddelerini Bati
ulkelerindeki ilag firmalarina gore daha ucuz Uretmeleri, piyasada bu
ardnlerin kullaniilmasini neden olmakta ancak kalite konusu zaman zaman
sorun olmaktadir'® Bununla birlikte Tirkiye piyasasinda Uretilen jenerik
ilacglarda, arastirilan safsizliklar agisindan, orijinal ilag ile benzer 6zellikler
bulunmustur. Bu durum Turkiye'deki ilag endustrisi i¢in olumlu bir durum
olusturmaktadir. Ancak c¢alismada, sadece belirli safsizliklarin analizleri
Uzerinde duruldudu, ilaclarda safsizlik profili arastirilmadigi icin, ilaglarin
icerebilecegi farkh safsizliklar ve miktarlari konusunda yorum
yapilamamaktadir. Bu tip bir galismanin kitle spektoskopisi gibi daha ileri
analizleri igermesi gerektigi ve ¢alisma kapsaminin daha ¢ok analitik ve
farmasotik kimya bilgi ve becerilerini gerektirdigi bilinmektedir. Bu amacla
calisma, toksikolojik  yaklasimlarin amag¢ edinildigi  dogrultuda

yuratilmastar.

Calismada miktar tayini sonuglarindan yola c¢ikarak, ICH
Q3B(R2) rehberine gobre prosesle iligskili michael katimlari | ve II,

metilketon, metilstiren safsizliklari ve bozunma Urind cis izomer
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safsizliginin kalifikasyon gerektirmedigi anlasilmigtir. Bununla birlikte,
go6ris icin kamuya sunulan ICH M7 taslak rehberinde, yapisi bilinen
safsizliklarda literatlr taramasi veya uyarici grup icerip icermemelerine
goOre arastiriimasi da onerilmektedir. Arastirilan tUm safsizliklarin benzer
yapilari icermesi nedeni ile yururlige girmis ICH Q3B(R2) rehberi esas

alinarak, sulfoksit safsizligi Gzerinde ileri analizler gerceklestiriimistir.

Sulfoksit safsizliginin montelukastin bozunma UGrind olarak
karsimiza g¢ikmasinin yani sira ayni zamanda bu safsizligin, metabolit
safsizlik olarak da yer aldigi bilinmektedir''®. Safsizlikla ilgili rehberlere
bakildiginda, ICH Q3A, Q3B, EMA ve ICH M7 rehberlerinde metabolit
safsizliklarina ufak farkliliklarla yer verilirken, FDA taslak rehberinin bu
konuya deginmedigi gorulmektedir. Bununla birlikte genel olarak, ilag
maddesinin klinik olmayan ¢alismalarda maruz kalinan metabolit miktari,
uygulanan ilag maddesinin safsizliklarindan daha yuksekse safsizlik igin
kalifikasyona ihtiyac duyulmayacagi onerilmektedir. ilaglarin giivenlik
degerlendirmelerinde, ilacin plazmadaki en yuksek kararli durumunda
(steady state), metabolitlerin ana ilacin sistemik maruziyetinin %10’undan
fazla dizeyde olusmasinin bir givenlik sorunu olabilecedi géz onunde

bulundurularak toksisite testleri yapilmaktadir'®®.

Dolayisiyla bdyle bir
safsizlik igin tekrar kalifikasyon slrecine gerek gorulmemektedir. Ancak
montelukastin metabolizmasi sirasinda ~%1 oraninda meydana gelen
siilfoksit metaboliti''®, kaydadeger seviyelerde olusmadig igin bu testlerin
gerceklesmedigi aciktir. Bu nedenle siulfoksit, bir metabolit olsa da

safsizlik degerlendirmesine ihtiya¢ duyulmustur.

Sulfoksit safsizhdinin kalifikasyon sinir degerini asmasi,
safsizhgin biyolojik olarak guvenli oldugunu gdsteren verilerin elde
edilmesi ve degerlendiriimesini gerektirmektedir. Bu nedenle ilgili
rehberlerde belirtildigi sekilde, ik asama olarak safsizliga ait toksikolojik
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verilerin varligi arastinimistir. Birgok veri tabaninin gézden gegiriimesi
sonucu sulfoksit safsizligina ait herhangi bir toksisite verisi
bulunamamigtir. Bununla birlikte, yapisinda genotoksisiteye yonelik
uyarict grup olup olmadigini belirlemek amaci ile literatirden
yararlanmakla birlikte temel olarak bilgisayar tabanl sayisal toksikoloji
analizi saglayan in silico yéntem kullanilmistir. ilk olarak FDA taslak
rehberinde safsizliklarda yapi-aktivite iliskisi degerlendirmesi Uzerinde
durulsa da, ozellikle ICH M7 taslak rehberinden sonra, ilaglardaki
safsizliklarin kalifikasyonlarinda, bu tip tahmin edici modern toksikoloji

yontemleri ile bakteride mutajenitenin degerlendirilebilecegi dnerilmektedir.

Calismada kullanilan  FDA'’in igbirligi ile olusturulan
Leadscope yazilimi, istatistiksel yaklasim kullanarak mutajenite tahmini
yapmaktadir. FDA'in llag Guvenligi Arastirmalari Bolim{ tarafindan
derlenmis veriler esas alinarak ve Leadscope vyazilimi kullanilarak
olusturulan QSAR modelinde, cesitli hesaplanan o6zellikler ve yapisal
durumlar kullanilarak toksisite igin tahminde bulunulmaktadir. Sulfoksit
safsizhigina yonelik QSAR degerlendirmesinde, mutajen pozitif tahmin
olasihgr Salmonella suslarinda negatif ¢ikmistir (0.131). E.coli suslari ve
Salmonella TA102 susunda A:T hedef bdlgeleri ile ilgili olarak yazilim
tahmin sonucu vermemigtir. Elde edilen veriler ile sulfoksit safsizliginin

mutajenik olmadigl sonucu ¢ikarilabilmektedir.

GUnumuzde rehberler, QSAR calismalarinda mutajenik
olmadigir belirlenen safsizliklar icin ileri analizlerin gerekmedigini
belirtmektedirler®*. Bununla birlikte, yapi-aktivite iliskisi
degerlendirmelerinde, birinin istatistiksel tabanl digerinin uzman tahmin
sistemi tabanl iki yontemle tamamlanmasi gerektigi de vurgulanmakta
olup yapilan ¢alismada sadece istatistiksel tabanli QSAR sistemi ile analiz

gerceklestiriimigtir. Ancak ginimuizde mutajenite tahmininde bulunan
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bircok yazim arasinda, Leadscope, Derek ve Multicase sistemlerinin
tahmin etme gucinin karsilastiriimasi ile Leadscope sisteminin en yuksek
mutajen pozitif tahmini (%76-78) ve en ylksek mutajen negatif tahminini

(%73-81) sagladigi sonucuna variimistir'®

. SAR sistemleri ile genis
tarama yapmaya olanak saglayan hizli bir analiz yapiimakta, zamandan
kazanilmakta, malzeme kullanilmamakta, sadece kimyasal yapinin
bilinmesi ile islem gergeklestiriiebilmektedir. Ek olarak, QSAR
yontemlerinin gelistirilerek riske 6zgu doz (RSD) gibi TTC limitinden daha
yuksek limitlere imkan veren vyaklasimlar icin de kullanilabilecegi

157 Toksik etkilerin belirlenmesinde SAR sistemlerinin

gOsterilmigtir
bilgisayar yazilimlari araciligi ile toksikoloji alaninda yeni bir sayfa agtigi
ortadir. Ancak bu analizlerde halen alaninda uzman insanlarin goérusleri,

deneyimleri ve literatlr verileri dikkate alinarak sonuca ulasiimaktadir.

ICH Q3B ve EMA rehberine gore kalifikasyon sinir degerini
asan safsizliklarda gercgeklestirilen minimum tarama testlerinden 6énemle
uzerinde durulan toksisite testi, bakteride gen mutasyonudur. ICH M7
taslak rehberinde ise, genotoksisite testlerinde daha tutucu bir yaklagim
gorulmekte, arastirmaciyt mimkin oldugunca SAR analiz sonuglari ile
karar vermeye yonlendirmektedir. Ayrica SAR degerlendirmesinde yapisal
uyarici grup bulunan ve mutajenik oldugu gdsterilen safsizliklar igin

bakteride mutajenite testinin de uygulanabilecegi belirtiimektedir.

Safsizliklarin  genotoksisite potansiyellerini onaylamada
anahtar ydntem olarak kullanilan Ames testinde (bakteride ters mutasyon
testi) mutajen olan ¢ok sayida kimyasalin ayni zamanda kemiricilerde
karsinojenik oldugu bulunmustur'®®. Bakteride ters mutasyon yontemi
duzenleyici kuruluslarca validasyonu saglanmis ve uzun yillardir birgok
farkli alanda mutajenitenin degerlendirilmesi igin kullanilan hizli bir

yontemdir®®’!. Bununla birlikte, siklikla bir 6n tarama testi olarak kullanilan
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yontemin, yuksek verimli tarama saglamasi igin standart bakteride ters
mutasyon testinin yeni versiyonlari gelistiriimigtir. Safsizlik calsmalarinin
en blyuk problemi madde yetersizligidir. Ozel olarak sentezlenmesi veya
ilactan izole edilerek kullanilmasi gereken safsizlik igin, testlerde
kullanilacak miktarlari saglamak oldukga pahali ve sikintihdir. OECD ve
ICH S2R rehberlerinde bildirildigi sekli ile standart bakteride gen
mutasyonu ydnteminde, sitotoksisite goérilmemesi halinde 5000 pg/plak
doza kadar, belirli bes susta, metabolik aktivasyon varligi ve yoklugunda
degerlendirme gerceklestiriimelidir. Bu sistem gram dizeyinde safsizlik
gerektirmektedir. Ozellikle ilag endlstrisinde erken dénemde yapilan gok
saylda analize olanak saglanmasi ve az miktarda maddeye ihtiyag
duyulmasi ig¢in safsizlik c¢alismalarinda alternatif yodntemler tercih
edilmektedir. Kullanilabilecek ydntemler arasinda, mini-Ames test®,
Amesll test®, kiicik olcekli degisme testi®'*°
sunulan ¢alismada kullanilan Ames MPF Penta |, OECD Test Rehberi 471
no’lu standart bakteride gen mutasyonu testine uyumlu olarak S.
typhimurium TA98, TA100, TA1537, TA1535 ve E.coli WP2 uvrA + E.coli

WP2 [pKM101] suslarinda g¢alisma imkani saglamistir. Bu yontem, Ames

gibi testler yer alsa da,

testinin agar plaklari yerine sivi kultur ortaminda uygulanmasi iglemidir.
Uretici firmanin yaptigi c¢alismada, 17 mutajenik referans bilesik icin
cogunlukla Ulusal Toksikoloji Programi (NTP) veri tabaninda yayimlanmig
standart bakteride gen mutasyonu testi sonuglari ile Penta | kitinden elde
edilen sonuglar karsilastinimistir. Mutajenitenin var/yok analizinde testler
arasindaki uyumun %100 (17/17) oldugu bulunmustur. S9 varligi ve
yoklugunda suslara 6zgu uyuma bakildiginda ise, TA98 icin %86, TA1535
icin %93 ve TA100, TA1537, E.coli Combo i¢in %100 oldugu sonucuna

variimistir'®.

Calismada sulfoksit safsizligi metabolik aktivasyon varhgi ve
yoklugunda yukarida Dbelirtlen bes susta mutajenite agisindan
degerlendirilmigtir. Kit iceriginde belirtildigi sekilde, TA98 susunda 06n
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sitotoksisite tarama testi yapilmis, sulfoksit safsizliginin sitotoksik etkisinin
olmadigl gozlenmistir. Bu testin yeterince hassas olmadidi ve kisa sureli
maruziyet nedeni ile etkilerin acgikgca gdzlenebilmesinde sorunlar
olabileceg@i tahmin edilse de, alinan sonuca gore belirtilen tim suglar igin
sulfoksit 15.8 — 5000 pg/ml doz araliginda mutajenite deneyine
uygulanmigtir. Calismada S. typhimurium TA98, TA1535 ve E. Coli combo
suslarinda S9 varligi ve yoklugunda safsizigin 5000 pg/ml doza kadar
mutajenik olmadigi bulunmustur. TA1537 susunda ise, 500 pg/ml doza
kadar S9 varhdr ve yoklugunda safsizhigin mutajenik olmadigi
saptanmistir.  TA100 susunda S9 varliginda, 5000 pg/ml dozda
sitotoksisite gozlenebilirken, 1581 ug/ml doza kadar mutajenite varligi s6z
konusu degildir. TA100 susunda ise, S9 yoklugunda 50 pg/ml doza kadar
mutajenik etki gozlenmemistir. 1581 ve 5000 pug/ml (sirasiyla p=0.010 ve
p=0.006) dozlarda sitotoksik etkili oldugu disundlen sulfoksit safsizliginda,
158 ve 500 ug/ml dozlarda azalmis bakteri sayisi agik¢a farkedilmis ancak
500 pg/ml dozda anlamlilik derecesinin sinira oldukg¢a yakin (p=0.045)
oldugu goérulmastir. TA100 susunun diger suslara gore daha hassas

oldugu bilinmekte'®"

ve standart Ames testinde sitotoksisite calismasi
TA100 susunda gerceklestirimektedir’®. Bu durum dikkate alindiginda,
TA100 susunda yuksek dozlarda bakteri sayisinin  dusmesi
aciklanabilmektedir. Kenyon ve arkadaslarinin safsizliklarda yaptigi
calismalarda Ames testinde mutajenlerin %85’inin 250 ug/plak veya
altindaki dozlarda saptanabildigi bulunmustur'®®. Bu durum sitotoksik
olmayan duglik dozlarda da mutajenlerin  blyuk bir kisminin
saptanabilecegini gostermektedir. Safsizlik degerlendirmesinin  bu
kisminda, bakteride gen mutasyon testi ile farkli hedef bdlgeler igin baz
cifti degismesi ve gergeve kaymasi mutasyonlari degerlendirilmisg, sulfoksit

safsizliginin mutajenik olmadigr bulunmustur.

ICH Q3BR2 rehberine gére minimum tarama testlerinden
ikincisi olan in vitro kromozomal aberasyonu testi i¢in insan periferal kan
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kalturinde sulfoksit uygulamasi yapilmistir. Kromozomal aberasyon
testinde uygulanacak doz araliginin segimi ve sitotoksisitenin belirlenmesi
amaci ile oncelikle duzenleyici kilavuzlarda onerilen mitotik indeks
degerlendirmesi yap|Im|§t|r86. in vitro memeli hicresinde genotoksisite
testlerine yonelik geriye donuk degerlendirmeler, ginumuzde kullanilan
testlerin hassashginin ylksek fakat 6zgunligunin kemiricilerde karsinojen
veya in vivo genotoksik olmayan kimyasallar i¢in pozitif sonug vermesi
nedeniyle disik oldugunu gostermektedir. in vitro testlerin dogrulugunu
artirmanin dolayisiyla in vivo ileri testlerin ihtiyacini azaltmanin bir yolu
olarak in vitro memeli hicresinde genotoksisite yontemlerinde arastirilacak
en yuksek dozun tekrar ele alinmasi i¢in uzman c¢alisma gruplari
tarafindan gesitli dneriler sunulmustur. Uzun yillar boyunca in vitro memeli
hucrelerinde genotoksisite testlerinde arastiriimasi tavsiye edilen en
yuksek konsantrasyon toksisite ve ¢Ozunurlik sorunlarinin olmadigi
durumlarda 10 mM olarak verilmekteydi. Ancak son yillarda konu uzerine
gcalisma gruplari, 10 mM’in altindaki dozlarda ydntemin hassasliliginda
anlamli bir kaybin olmadigina yonelik destekleyici kanitlarla, arastirilacak
en yuksek dozun azaltimasi hakkinda fikir birliine varmislardir. Bu
kapsamda bazi durumlar hari¢c kimyasallarin buyuk kisminda limit doz
olarak 1 mM veya 500 pg/ml tavsiye edilmektedir'®®. Bu yeni diizenlemeler
dogrultusunda, sulfoksit safsizligi en yiuksek doz olarak 500 ug/ml'a kadar

calisiimistir.

Calismada, periferal lenfositlerin sulfoksit safsizligina
metabolik aktivasyon varliginda ve yoklugunda 3 saat maruz birakiimasi
ile 125 pg/ml ve Ustl dozlarda sitotoksik etki gdzlenmistir. Sulfoksit
safsizligina 24 saat maruziyetlerde ise metabolik aktivasyon yoklugunda
62.5 pg/ml ve Ustl dozlarda sitotoksisite gorilmustir. Ug saatlik
maruziyetlerde, maruziyet siresinin kisa olmasi ve tam kan kultirinde
¢aligsilmasi dolayisiyla onarim sansinin bulunmasi, sitotoksik hasarin daha

yuksek dozlarda goériulmesini aciklayabilmektedir. Calismada mitotik
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indeks degerlendirmeleri ile sulfoksit safsizliginin doz ve zamanin artigina

bagli olarak hucre bolunmesini 6nemli derecede baskiladigi bulunmusgtur.

Sitotoksisite c¢alismasindan elde edilen veriler 1si§inda in
vitro kromozomal aberasyon testi, U¢ saatlik uygulamalarda 15.7, 31.3 ve
62.5 pg/ml dozlarda, 24 saatlik uygulamada ise 20, 30 ve 40 pg/ml
dozlarda caligiimistir. Degerlendirmelerde, her iki donor icin de kontrol
gruplarinda kromatid degisimi hasarlarinin sayisal olarak yuksek oldugu
gOzlenmigstir. Benzer sekilde, doz gruplar igin de ayni durum so0z
konusudur. Bununla birlikte, istatistiki analizler doz gruplarinin kontrole
gore karsilagtiriimasi ile yapildigi igin kontrole gore olusabilecek anlamli
hasar artisinin  belirlenmesinde bir problem olmamaktadir. Bazi
calismalarda kromozomal aberasyon testi sonuglarinda gap hasarlarinin

diglandigi gér[]lmektedir164'166.

Bircok c¢alismada ise hem gap tipi
hasarlarin dahil edilmesi hem de hari¢ tutulmasi ile degerlendirme s6z
konusudur'®”'®® Ancak Paz-y-Mino ve ark.larinin galismasinda gapler
dahil edilerek olusturulan verilerin hasari daha dogru yansittig
gosterilmistir’*. OECD test rehberinde de gaplerin dahil edilerek
sonuglarin gosterilmesi tavsiye edilmektedir. Bu nedenle sonuglarda gap
hari¢ veriler ayri olarak gosterilse de, degerlendirmelerde gap dahil veriler

dikkate alinmistir.

Yapilan degerlendirmelerde, sulfoksit safsizliginin
kromozomlarda sayisal bir hasara neden olmadigi bulunmustur.
Kromozomlarda meydana gelen hasarlar ¢ogunlukla kromatid tipi
olusmustur. Ug saatlik metabolik aktivasyon yoklugunda safsizlik
uygulamasinda, hucre basina kromozomal aberasyon ortalamalari, 15.7,
31.3 ve 62.5 pg/ml dozlarda sirasiyla 0.480; 0.465 ve 0.455 olup ¢bzlcu
ve pozitif kontroller icin ise 0.310 ve 1.920°dir. Metabolik aktivasyon
varliginda ise, doz gruplari igin sirasiyla 0.485, 0.675 ve 0.720, kontroller
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icin sirasiyla 0.520 ve 1.020°dir. Metabolik aktivasyon yoklugunda 24
saatlik uygulamalarda ise, doz gruplar icin sirasiyla 0.475, 0.475 ve
0.340, kontroller igin 0.365 ve 1.785 olarak bulunmustur. Safsizligin
olusturdugu vyapisal hasarlarda, istatistiksel degerlendirmeler sonucu
kontrole goére anlamli bir fark olmadigi goértlmustir (p>0.05). Pozitif
kontrollerin, ¢dzlicl kontrole gdére anlamh dizeyde artmig kromozom
hasari gdstermesi test sistemlerinin dogrulugunu onaylamistir (p<0.05).
Degerlendirmeler sonucunda, sulfoksit safsizliginin in vitro kromozomal
aberasyon testinde metabolik aktivasyon varligi ve yoklugunda genotoksik

olmadigi sonucuna ulagiimigtir.

Genetik toksikoloji calismalarindan elde edilen bulgularin
anlamh bir cevap olusturdugunu belirlemek igin bilimsel muhakeme
yapillmasi gerekmektedir. Bu amagcla, doz-cevap iliskisi, cevabin tekrar
edilebilirligi, pozitif kontrol cevabinin test sistemi ve/veya metabolik
aktivasyon sistemini dogrulamasi, negatif kontrol verilerinin laboratuvarda
elde edilen daha dnceki verilerle uyumlu olup olmadigi, sonuglarin yeterli
yuksek doz / konsantrasyon dedgerlendirmelerini gdstermesi mutlaka
gbdzden geciriimelidir®. Calismamizda elde edilen sonuclara, bu sartlar
g6z onlunde bulundurularak ve saglanarak ulagiimistir. Yapilan ¢alismada
QSAR analizi, bakteride gen mutasyon testi ve in vitro kromozomal
aberasyon testinden elde edilen sonuglar arasinda da iyi bir uyum oldugu

gOrulmustar.

Yapilan degerlendirmeler sonucunda sulfoksit safsizliginin
ilgili rehberlere gére mutajenik/genotoksik olmayan rutin safsizlik olarak
ele alinmasi gerektigi sonucuna variimistir. Calismada safsizligin yuksek
dozlarda sitotoksisiteye neden oldugu belirlenmigtir. Bununla birlikte,
safsizlik ile ilgili rehberlerde genotoksik etkiler Uzerine birgok bilgi

bulunmasina ragmen, sitotoksisite Uzerinde durulmamaktadir. Safsizlik
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calismalarinda degerlendirmelerde, in vivo c¢alismalardan elde edilen
sitotoksisite sonuclarindan yararlaniimakla birlikte in vitro testlerde gorulen
sitotoksik etkiler g6z ardi edilmektedir. Bununla birlikte, temel toksik etkiler
arasinda yer alan sitotoksisitenin, in vitro calismalarda, sadece olagan
ustU sitotoksik etkiler olusturdugu durumlarda dikkate alinabilecegi ve bu
durumda safsizliklarda daha dusuk sinir degerlerin  kullanilabilecegi
uzerinde tartigilabilinir (kaynak: L.MUeller ve A. Teasdale ile kisisel
iletisim). Calismada genotoksik etkisi bulunmayan sulfoksit safsizlig igin,
in vitro sitotoksisite bulgularindan yola ¢ikarak, gelecekte safsizhigin in
vivo akut toksisite acgisindan degerlendiriimesinin 6nemli olabilecegi

dusunulmektedir.

in vitro calismalardan elde edilen sonuglarin insanlara
uyarlanarak kantitatif risk degerlendirmesinde kullaniimasi hentz
yapilamamaktadir. Son yillarda bu alanda cabalar baslamistir'', belki
gelecekte yaygin olarak in vitro testlerden elde edilen verilerle kantitatif
risk degerlendirmeleri yapilabilecektir. Gunumuzde genotoksik safsizliklar
icin in vivo ¢aligmalar araciligi ile hesaplamalar yapilarak veya TTC gibi

yaklagimlar kullanilarak risk kontrol altinda tutulmaktadir.

Yapilan ¢alismada sadece kalifikasyon sinir degerlerini astigi
icin sulfoksit safsizhidr arastirimigtir. Bununla birlikte, gercek hayatta ilacin
icerebilecedi tum safsizliklar karisim halinde organizmaya etki etmektedir.
Birden fazla safsizlidin bir arada bulunmasi durumunda, rehberler kontrole
yonelik 6nerileri genotoksik safsizliklar icin vermektedir'"'*3%. Bununla
birlikte, organizmada kuguk dozlardaki herhangi tipteki safsizliklarin
birbirleri ile etkilesimleri durumunda olusabilecek tehlike bilinmemektedir.
Ayrica, montelukast etkin maddesinin piyasada desloratadin, levosetrizin
gibi etkin maddelerle kombinasyonlari da bulunmaktadir. Dolayisiyla
kombinasyonda diger ilagtan gelen safsizliklarla da etkilesimlerin
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olabilecegi dusunulerek, ila¢ Ureticilerinin bu duruma da dikkat etmesi

gerekmektedir.

Gelismis Ulkelerdeki duzenlemeler esas alinarak gelistirilen
calismada, arastirilan safsizligin rutin safsizlik oldugunun belirlenmesi,
ilaglar kronik olarak kullanan yetigkinler ve ¢ocuklarin saghgi i¢in olumlu
bir sonugtur. Hastalarin yarar bekledikleri ilagtan, safsizliklar nedeni ile
beklenmeyen toksisitelerin goérilmesi ve muhtemel kanser risklerinin
artmasi halk sagligi icin ciddi bir tehdit olusturmakta ve saglik ekonomisini
etkileyebilmektedir. Literaturde sulfoksit safsizligina ait herhangi bir
toksikolojik verinin bulunmayisi nedeni ile c¢alismadan elde edilen

sonuglar, genis ve karmasik safsizlik konusuna bir katki saglamistir.

llag firmalari, halka sunulan ilaglarin giivenli ve etkili
olmalarini saglama yukumlultklerinin farkindadir. Yeni ilag maddeleri ve
Grinleri gelistirmede dizenleyici kurumlarla etkilesim icindedirler'”2.
Tarkiye ilag endustrisinde Ar-Ge uygulamalarinin gelistiriimesi ve gelismis
ulke standartlarinda ila¢g Uretilebilmesi igin Universiteler ve ilag
endustrisinin isgbirligi yapmasi buylk oOnem tasimaktadir. Akademik
kurumlarin sahip oldugu bilgi, tecrube ve arastirma imkanlari dunyadaki
gelismelerin takip edilebilmesi ve yeni yaklasimlarin geligtirilebilmesi igin
gerekli ve wuygun ortama sahiptir ancak bu avantajlarin sanayi
kuruluslaniyla paylasilmasi ve gelistiriimesi gerekmektedir. Yapilan
calismada ulkemizde Avrupa Birligi uyum c¢alismalari g¢ergevesinde,
gelecekte ilag safsizliklarina ait dizenlenmesi muhtemel yodnetmelik
kapsaminin dnceden éngorulerek basta ilag tretimi olmak Uizere, ilaca ait
ithalat-ihracat ve ruhsatlandirma proseslerinde gereken kontrollere ilgi
cekilmeye calisiimigtir.

134



6. SONUG

Gunumuzde ilag guvenligi ve kalitesinde énemli unsurlardan
biri olan safsizliklar konusunda, dizenleyici kuruluglarin sunduklari
rehberler, ila¢g endustrisi ve ulusal saglik kurumlarina yon vermektedir.
Safsizliklarin genotoksik etkiler de gdsterebilecegi ve bu tip etkilerin esik
mekanizmasi  gOstermeksizin saglik etkilerine neden olabilecegi
bilinmektedir. Her ne kadar ilaglarda safsizliklarin bulunmamasi yénunde
beklentiler olugssa da ¢b6zim, mutajeniteden sorumlu tutulan, Uretimde
reaktif 6zelliginden yararlanilan maddelerden tamamen kaginmak degildir
ve bu tutum gercekgi olmamaktadir?®. ilaclarda safsizlik profillerinin ortaya
konmasi, toksikolojik degerlendirmeler ile siniflandirmasinin yapilmasi ve
biyolojik olarak kabul edilebilir risk olusturan duzeylerin belirlenmesi ile

kontrolin saglanmasi ¢ozume bilimsel bir yaklasim getirmektedir.

Safsizlik kontroline yonelik g¢alismalar halen dinamik bir
surecte ilerlemektedir. GUinumuzde belirlenen yaklasimlar dogrultusunda,
planlanan safsizlik ¢calismasi, astim tedavisinde kronik kullanim gerektiren
siklikla yararlanilan montelukast etkin maddesi igeren ilaglarda
gerceklestirilmistir. Tarkiye piyasasinda yer alan c¢ocuk ve yetiskin
ilaclarinda, 20 farkh Grtndn farkli partilerinde USP’de belirtilen safsizlik
analizleri RP-HPLC yontemi ile yapiimig, Ulke c¢apinda ilag kalitesi
hakkinda fikir saglanmistir. Calismada arastirilan alti adet safsizliktan
sadece biri kalifikasyon testlerini gerektirecek dizeylerde bulunmustur.
Jenerik ilaglar ve orijinal ilag arasinda, arastirilan safsizlik dizeyleri ¢ok

farkli géralmemistir.

Toksikolojik degerlendirmeler gerektiren sulfoksit
safsizliginda kantitatif yapi-etki iliskisinden yararlanilarak mutajenite

tahmin verileri elde edilmistir. DUzenleyici kuruluslarin 6nerdigi c¢alisma
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tasarimlari gz 6nunde bulundurularak, metabolik aktivasyon varligi ve
yoklugunda sulfoksit safsizliginin, bakteride gen mutasyon testinde
mutajenik olmadigi, in vitro kromozomal aberasyon testinde genotoksik

olmadigi sonucuna variimigtir.

Tehlikenin belirlenmesine yonelik gerceklestirilen
calismalarda, safsizligin rutin safsizlik olarak ele alinabilecedi sonucuna
ulasilmistir. Calisma hedeflenen dogrultuda gerceklestirilerek, Ulkemizde
henlz yurGrlige girmemis genotoksik safsizlik dizenlemeleri igin, ilag
endustrisine yonelik toksikolojik yaklasimlarin sunuldugu ilk c¢alisma
olmustur.  Toksisite  verisi  bulunmayan  sullfoksit  safsizliginin
genotoksikolojik calisma sonuglarinin sunulmasi literature ve endustrideki
uygulamalara katki saglayacaktir. Bununla birlikte, calismanin ilag
endustrisi ve ulusal saglik kurumlarinin konu ile ilgili farkindaliklarinin

artirlmasina yardimci olmasi beklenmektedir.
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7. OZET

Astim tedavisinde kullanilan montelukastin safsizliklarinin tayini ve

olasi genotoksik etkilerinin in vitro degerlendirilmesi

Astim tedavisinde kronik olarak kullanilan montelukast iceren
ilaclarin  Gretimi ve saklanmasi sirasinda cesitli  safsizliklar
olusabilmektedir. Bu safsizliklar ilacin guvenligi, etkinligi ve kalitesini
etkilemekte 6zellikle genotoksik etki gostermeleri durumunda ciddi
sorunlara neden olmaktadirlar. Calismada, son yillarda duzenleyici
kuruluslarin safsizliklarin  kontroll igin gelistirdigi yaklasimlar dikkate
alinarak montelukast safsizliklarinin analizi ve toksikolojik degerlendirmesi

amagclanmistir.

Piyasadaki ¢ocuk ve yetigkin montelukast ilag Urlnlerinde,
USP’de belirtilen safsizliklar igin (sulfoksit, cis izomer, michael katimlari |
ve I, metilketon, metilstiren) RP-HPLC yontemiyle miktar tayini yapilmigtir.
Analitik yéntemin validasyonu ICH rehberine goére gerceklestiriimistir.
Safsizlik rehberlerine goére Kkalifikasyon sinir degerini asan sulfoksit
safsizliginin literatirde toksikolojik verisinin bulunmamasi nedeni ile in
silico QSAR yontemi ile mutajenite tahmin analizi, S.typhimurium TA98,
TA100, TA1535, TA1537, E.coli wp2[pKM101] ve wp2uvrA suslarinda
bakteride gen mutasyon testi, sitotoksisite ve genotoksisite
degerlendirmesi icin mitotik indeks analizi ve in vitro kromozomal

aberasyon yontemi uygulanmistir.

On bir ayri firmanin 4 mg ve 10 mg dozdaki 20 ilag GrininUn
farkh partilerdeki analizlerinde, michael katimlari | ve Il, cis izomer,
metilketon ve metilstiren safsizliklari kalifikasyon limitlerin altinda
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bulunmustur. Sulfoksit safsizligi, ¢ocuk ilaglarinda 2, yetigkin ilaglarinda
ise 7 firmada limitlerin Gzerinde bulunmustur. Silfoksit safsizhdinin
Leadscope QSAR analizinde ve metabolik aktivasyon varligi/yoklugunda
bakteride gen mutasyon analizinde (Ames MPF Penta |) mutajenik
olmadigi gorulmustar. Safsizhdin insan periferal lenfositlerinde metabolik
aktivasyon varligi/'yoklugunda doz artigsina badl olarak sitotoksik oldugu
fakat in vitro kromozomal aberasyon testinde genotoksik olmadigi
bulunmustur. Degerlendirmeler, sulfoksit safsizliginin gunumuzdeki ilgili
rehberlere gore genotoksik olmayan safsizlik olarak siniflandirilabilecegini

gOstermektedir.

Anahtar Kelimeler: genotoksik safsizliklar, QSAR analizi, Ames testi,

kromozomal aberasyon test, hplc, regulasyonlar
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8. SUMMARY

Determination of impurities of montelukast which is used in asthma
therapy and in vitro evaluation of their probable genotoxic effects

During manufacturing and storage of drugs that include
montelukast used chronically in asthma theraphy, various impurities can
form. Impurities affect safety, efficacy, quality of drugs, particularly when
they pose genotoxic effects, causing serious health problems. Current
study aims analysis of montelukast impurities and toxicological
assessment via considering the regulatory approaches regarding control

of impurities.

Quantitation of impurities (sulfoxide, cis-isomer, Michael
adducts I&ll, methylketone, methylstyrene), already indicated in USP was
conducted using RP-HPLC analysis on pediatric and adult drug products
on market. Validation of analytical method was conducted according to
ICH guideline. For sulfoxide impurity that was above qualification limits,
having no report of toxicity data, prediction analysis in in silico QSAR
method, bacterial gene mutation test in S.typhimurium TA98, TA100,
TA1535, TA1537, E.coli wp2[pKM101] and wp2uvrA were performed. The
cytotoxicity and genotoxicity assessment was investigated respectively by
determining mitotic index and using in vitro chromosomal aberration (CA)

test.

Impurities except sulfoxide were under qualification limits in
the analysis of different batches of 20 products at 4 mg/10 mg doses for
11 companies. The sulfoxide exceeds limits in 2 companies for pediatric

chewable tablets and in 7 companies for adult tablets. Sulfoxide impurity
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was not mutagenic in Leadscope QSAR analysis and bacterial gene
mutation assay (Ames MPF Penta |) w/wo metabolic activation system.
Sulfoxide impurity was dose-dependent cytotoxic in human peripheral
lymphocytes w/wo metabolic activation system, however, it was
nongenotoxic in CA test. Results have shown sulfoxide impurity as
nonmutagenic/nongenotoxic and to be classified as an ordinary impurity
according to guidelines.

Keywords: genotoxic impurities, QSAR analysis, Ames test,

chromosomal aberration test, hplc, regulations
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