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Beseri Ilaclarda Genotoksik Safsizliklar

Genotoxic Impurities in Drugs for Human:
Review

OZET Uretim esnasinda veya saklama sirasinda olusan her safsizlik, farmasétik tiriiniin kalite ve gii-
venliliginde risk olusturur. Aktif farmasotik bilesendeki ve dozaj formundaki safsizliklarin yone-
tilmesi, 6zellikle beseri ila¢ gelistirilmesinde 6nemli bir tartisma konusudur. Hasta glivenligi soz
konusu oldugu i¢in, safsizligin tamamen giderilmesi veya azaltilmas: ve yikim tirtinlerinin en aza
indirilmesine ila¢ endiistrisinde biiyiik ¢aba sarf edilmektedir. Bu safsizliklardan en 6nemlisi, var-
liklar1 nedeni ile ilag endiistrisinin ve diizenleyici mekanizmalarin endise duydugu ve tartigmalara
neden olan genotoksik safsizliklardir. Diizenleyici mekanizmalarin bu safsizliklara ilgisi, genetik
mutasyon ile kromozomal kiriklar: inditkleme ve sonug olarak kansere neden olma olasiliklar: ne-
deni ile son donemlerde artmistir. Pek ¢ok uluslararasi kilavuz ve ulusal rehber, ilag gelistiricilerine
ve diizenleyici kuruluslara ilag¢ maddesindeki ve ilag tirtiniindeki safsizliklarin kontrolii ve deger-
lendirilmesi konusunda bilgi saglar. Ayrica, bu kilavuzlar safsizliklarin genotoksik olup olmadigin
belirlemek i¢in kullanilmas: gereken testler hakkinda da bilgi verir. Bununla birlikte, mevcut kila-
vuzlar genotoksik safsizliklarin diizeylerinin nasil kontrol edilecegi konusunda yeterli degildir. Bir
ilag molekiiliintin gelistirilmesi igin 8-12 y1l ve hatta daha uzun siirelere ihtiya¢ duyulmas: nedeni
ile, ilag gelistiren sirketlerin yeni bir ilag iin, diizenleyicilerin ileride ne gibi beklentileri olacagini
ongormeleri oldukga 6nemlidir. Bu ¢aligmada, bu konuya agiklik getirilmeye ¢aligilarak ilag mad-
delerinde ve beseri ilaglarda genotoksik safsizliklarin diizeylerinin kontroliinde kullanilabilecek
uygulamali ve teorik yontemler tartigilmigtir.

Anahtar Kelimeler: ilac; genotoksisite; safsizlik

ABSTRACT Any impurities that occur during storage or production pose a risk to the safety and
quality of pharmaceutical products. Managing the impurities in active pharmaceutical ingredient
and dosage form is an important challenge in the drug development, especially in human medi-
cines. For the safety of the patient concerned, pharmaceutical industry are making great effort to
eliminate completely or reduce the impurities and minimizing the degradation products. The
most important of these impurities are genotoxic impurities which the pharmaceutical industry
and the regulatory mechanisms concerned about and make challenges against its presence. In re-
cent years, the regulatory mechanisms are focused on these impurities due to its induction of ge-
netic mutations and chromosomal breaks and as a result potential to cause cancer. Several
international and regional guidance are informed drug developers and regulatory mechanisms
about controlling and evaluating of drug substances and drug products. Additionally, guidelines
give information about the tests that needs to use whether substances are genotoxic or not. How-
ever, these guidelines are not sufficient to give information about how to control the levels of
these genotoxic impurities. Discover and develop a drug takes more than 8-12 years and even
more years for drug molecule development, it is important for innovator companies to know the
regulatory mechanisms are expected what in the future. With trying to clarify this issue this re-
view discussed the practical and theoretical methods that controls genotoxic impurities in drug
substance and human medicines.

Key Words: Drug; genotoxicity; impurity
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j:lgili yasal kurumlar ve ila¢ endiistrisi i¢in, ilag

ham maddelerinde veya son iiriin olan ilagtaki

olas1 safsizliklar son yillarda 6nemli bir konu
haline gelmeye baslamistir.! [laglarda bulunan saf-
sizliklar herhangi bir yarar saglamadig: gibi riske
de neden olmaktadir. Bu safsizliklar kalint1 bas-
langi¢c maddelerinden, ara iiriinlerden, yan reak-
siyonlardan, yikim triinlerinden ve paketlemeden
kaynaklanabilir. Ayni zamanda eksipiyanlar da saf-
sizlik kaynag olabilir.? S6z konusu yikim iriinleri
151k, sicaklik, pH, nem, eksipiyan maddelerle reak-
siyon veya primer paket ile temasa baglh olarak sak-
lama sirasinda olusan kimyasal degisiklikler sonucu
meydana gelir. Genellikle yikim tirtind ve safsizlik
terimleri birbirlerinin yerine kullanmilir, ancak ara-
larinda bazi kavramsal farkliliklar vardir. Ila¢ mad-
desi veya iiriintinde bulunan safsizliklar, organik
(ham madde, alt iirtin “sub-product”, ara tiriinler,
yikim iirtinleri, reaktifler ve katalizorler gibi) veya
inorganik (reaktifler ve katalizorler, agir metaller
veya diger metal kalintilari, inorganik tuzlar ve
sentezde kullanilan diger maddeler gibi) kaynakh
maddelerdir. Yikim tirtinleri ise ila¢c maddesinin
ve/veya eksipiyanlarin yikimi sonucu olusan orga-
nik safsizliklardir.? Penisilinler ve sefalosporinler,
yikim dritinlerinin iyi bilinen 6rnekleridir.* Aktif
farmasotik etken maddelerin iiretimi sirasinda pek
¢ok baslangi¢c maddesi, sentez ara iiriinleri ve reak-
tifler kullanilmaktadir. Bu maddeler, hem toksik
olabilir hem de aktif etken maddede veya son ilag
irtintinde diisiik konsantrasyonlarda safsizlik ola-
rak bulunabilir. Bununla beraber, toksik safsizliklar
insanlarda advers etkilere neden olabilecek kadar
yiiksek konsantrasyonlara da ulagabilir.> Genel olarak
safsizliklar, 1) ilag etken maddesinin yikimu ile (ilag
kaynakli), 2) ila¢ etken maddesinin {iretimi sirasinda
(tiretim kaynakli) ve 3) ilacin {iretimi ve saklanmasi
sirasinda (tiretim kaynakli) olugabilir.®®

Uluslararas1 Uyum Konferans: [International
Conference on Harmonisation (ICH)] tarafindan
yayinlanan S2 (R1) kilavuzunda genotoksisite
“olusum mekanizmasina bakilmaksizin, genetik
materyaldeki herhangi bir istenmeyen degisiklik”
seklinde genis anlamda tanimlanmaktadir.” Muta-

* ICH, Guidance on genotoxicity testing and data interpretation for pharma-
ceuticals intended for human use, Current Step 4 version, 9 Kasim 2011.

jenite ise “kalitim yoluyla aktarilabilecek, hiicre
veya organizmadaki genetik materyalin yapisinda
veya miktarinda kalic1 degisiklikler” olarak ifade
edilmektedir. Her iki terim birbiri yerine kullani-
labilse de, diizenleyici kilavuzlarda “genotoksik saf-
(GS) ifade edilmektedir.t
Kilavuzlarda kullanilan diger kavramlar karsinojen

sizliklar” olarak
ve karsinojenitedir. Karsinojen (kanserojen); hiic-
relerdeki diizensiz ¢ogalmayi, genom veya hiicre-
deki metabolik etkilere hasar vererek indiikleyen
ve sonunda kansere neden olan maddelerdir. Kar-
sinojenite (kanserojenite, kanser) ise “timor gelisi-
mine neden olan siireci” ifade eder.’

Safsizliklardan genetik mutasyonlari, kromo-
zom hasarlar1 ve/veya kromozomal degisiklikleri
indiikleyebilenler ile insanlarda kanser olusturma
potansiyeli olanlar GS olarak isimlendirilirler.*!%!!
Bu safsizliklarin genotoksik aktivitesi in vivo me-
meli hiicre testleri (6rnegin; mikroniikleus testi) ve
in vitro testler (6rnegin; Ames mutasyon testi, in
vitro kromozomal aberasyon testi, fare lenfoma tk
mutasyon testi) ile gosterilmistir.’? Hidroperoksit-
ler ve epoksitler gibi oksidatif bozunma tiriinleri ve
anilinler gibi hidroliz iiriinleri olas1 GS’lere 6rnek
olarak verilebilir. Ayni zamanda, eksipiyan bile-
senler aktif farmasoétik triinle reaksiyona girebilir
veya iyon aligverisi ile genotoksik olabilecek yeni
bir safsizlik olusturabilirler (6rnegin; halojenli fu-
ranonlar)."

Safsizliklarin belirlenmesi i¢in daha gegerli ve
duyarli yontemlerin gelistirilmesi, diizeylerinin en
aza indirilmesi veya tamamen 6nlenmesi i¢in tire-
tim asamalarinin diizenlenmesi ve degistirilmesi
icin biiyiik ¢caba harcanmaktadir. Ancak bu durum
iretim maliyetini artirmakta ve iiretim siirecini
uzatmaktadir. Yeni ilag gelistirme arastirmalarinin
stirekliligini saglamak i¢in, bu safsizliklarin kabul
edilebilir sinirlarinin ne olabilecegi konusu tarti-
silmaktadir.!* Kanser tedavilerinde kullanilan sito-
toksik bazi aktif farmasotik maddelerin genotoksik
ve karsinojenik oOzellikleri kabul edilebilirken,
diger ila¢ maddelerinde ve iirtinlerinde bunlarin si-
nirlandirilmalar: zorunludur. Ozellikle yenilikgi

* Snodin DJ, Elder DP. Genotoxic Impurities Part 1: General Overview. |
Pharm&Biopharm Cont Serv May 2012.
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ilag tireticileri, olas1 riskleri en diisiik diizeyde tut-
mak ve hatta tamamen ortadan kaldirmak icin ¢a-
balamaktadirlar.’

MNaglarda ¢ok diisiik diizeylerde bulunan, ancak
bu dozlarda bile kansere ve genetik mutasyonlara
neden olabilen GS’lerin belirlenmesi ve kontroli,
ila¢ enddistrisinin ve diizenleyici kuruluslarin gide-
rek artan ilgisini cekmektedir.!” GS’nin belirlen-
mesi ve kontrolii ise diizenleyici mekanizmalarin
kilavuzlar ile saglanmaktadir.! Bu safsizliklar ilag-
lardan tamamen uzaklagtirilamadigindan “giivenli
konsantrasyonlarda sinirlamak” i¢in ¢aligmalar ya-
pilmaktadir.’ Ilag giivenliligi konusunda asil endise,
bu safsizliklara maruziyetin uzun siire devam et-
mesiyle, bu bilesiklerin DNA’y1 alkillemesi ve so-
nugcta karsinojenik bir yanit olusturabilmesidir."
Bir bagka sorun ise, ilag iiriinlerine uygulanan mev-
cut karsinojenite ve mutajenite/genotoksisite test
yontemlerinin, genellikle milyonda bir kisim
(ppm) diizeylerinde bulunan DNA-reaktif safsiz-
Liklar ile iligkili olas: ters etkileri degerlendirmek
icin yeterli duyarlilikta olmamasidir.” Bunun ya-
ninda, ila¢ etken maddesinin sentezi siirecindeki
reaktifler, baglangic maddesi ve/veya sentetik ara
iirtinlerde ortaya ¢ikan genotoksik maddelerden ta-
mamen kaginmak pratik olarak miimkiin degildir.
Bu durumlarda, giivenirlilik i¢in uygun sinirlama-
lar ile giiclii kontrol stratejisi gerekmektedir.® Bu
strateji, liretim kapasitesinin degerlendirilmesi ve
kontrolii, aktif farmasétik maddenin/bilesigin ve
ila¢ tirtiniiniin stabilitesinin ve safsizligin belirlen-
mesi ve kontrol i¢in kullanilacak analitik teknikle-
rin gelistirilmesini kapsamalidir.®
I GENOTOKSIK SAFSIZLIKLAR

LE ILGILi DUZENLEMELER
flag ham maddelerinde ve ilag iiriinlerinde safsiz-
liklarin giivenirliligini belirlemek 6nemlidir. Saf-
sizliklarin genotoksik etkisinin degerlendirilmesi
ve GS’lerin kabul edilebilir diizeylerinin belirlen-
mesi bazi kilavuzlarda zor bir konu olarak yerini
almigtir.! Pek ¢ok uluslararasi yonetmelik ve ulu-
sal kilavuz, ilag arastirmacilarim ve diizenleyici ku-

¥ Snodin DJ, Elder DP. Genotoxic Impurities Part 1: General Overview. J
Pharm&Biopharm Cont Serv May 2012.

rumlar1 ila¢c ham maddeleri ve ilag¢ tirtinlerindeki
safsizliklarin kontrolii ve degerlendirilmesi konu-
larinda bilgilendirmektedir. Ila¢ kullanimindaki
risk ve yarar arasindaki denge, ilaglardaki safsiz-
Iiklar i¢in gecerli degildir; safsizliklar sadece risk
tagimaktadar.'® Safsizliklar tamamen giderilemez ol-
dugundan ve pratik olarak ¢ok diisiik diizeylerde
bulunmalar1 ancak kabul edilebilir oldugundan,
safsizliklar i¢in spesifikasyonlar belirlenmelidir.’
Genotoksik olmayan safsizliklar icin belirlenen li-
mitler, olas: advers etkiler ve insan saglig1 i¢in daha
fazla dikkat gerektirdiginden GS’ler i¢in uygulana-

maz.!!

[lag ham maddeleri ve ilag iiriinlerindeki saf-
sizliklarin kontroli konusunda gelistirilen ICH
Q3A(R2), Q3B(R2), Q3C(R4) ve Q3D kilavuzlarini
da iceren pek ¢ok diizenleyici kilavuz, safsizligin
tamimlanmasi, toksikolojik niteligi ve bu safsizlik-
larin, ilag iirtinlerindeki yikim iiriinlerinin ve ¢o-
ziiciilerin kabul edilebilir diizeyleri konusunda
oneriler saglamaktadir.>'® Q3A kilavuzunda ilag
maddesindeki safsizliklar,8 Q3B’de ilag tirtinlerin-
deki safsizliklar (yikim drtnleri),™ Q3C kilavu-
zunda ise kalint1 ¢oziiciilerin safsizliklar ile ilgili
simirlamalar bulunmaktadir.' Q3C’nin baz1 karsi-
nojenik ¢oziiciilerle ilgili kontrol 6nerileri diginda,
GS’lerin ¢ok daha siki bir sekilde kontrol edilmesi
Onerilmesine ragmen, bu kilavuzlarda belirgin
olarak GS’ler irdelenmemigtir.'”** Q3D ise heniiz
gelistirme asamasindadir ve bu kilavuzda agir
metal kaynakli safsizliklarin diizeylerinin belirlen-
mesine c¢aligitlmaktadir.¥ Organik safsizliklarin
kabul edilme 6lgiitii Q3A’da verilmistir. Buna gore,
eger bir ilag maddesinin dozu 2 g/giin’e kadar ¢iki-
yorsa safsizligin esik limit degeri ya %0,15 (1.500
ppm) veya 1 mg/giin’diir.">'88 Ancak, 6nerilen tim
safsizlik limitleri genotoksik veya karsinojenik po-
tansiyele dayanarak belirlenmemistir. Kilavuz sa-
dece karsinojenite ile iligkili bir veri oldugunda,
matematiksel modeller uygulanarak ekstrapolas-

8 ICH, Guidance for Impurities in New Drug Subtances Q3A (R2), Current Step
4 version, 25 October 2006

**ICH, Guidance for Impurities in New Drug Products Q3B (R2), Current Step
version 4, 2 June 2006

 ICH, Impurities: Guideline for residiual solvents, ICH Q3C (R5), Current
Step version 4, 4 February 2011

#ICH, Guideline for Elemental Impurities, Q3D, Current Step 2b version, 26
July 2013
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yona dayali maruziyet limitlerinin belirlenmesi ile
ilgili 6nerilerde bulunmaktadir.” Mevcut ICHQ3
kilavuzlar: GS’lerin nasil degerlendirilmesi gerek-
tigi konusuna agiklik getirmemistir ve GS’lere 6zgii
onerilerde bulunmamaktadir. ICHQ3 kilavuzunda
sadece siklikla gozlenmeyen toksik safsizliklar icin
uygun olabilecek diisiik esik degerlerden bahsedil-
migtir.!"1® Kilavuzun toksikolojik aragtirmalar bo-
limiinde ise bakteriyel ters mutasyon testi (Ames
testi) ve kromozom aberasyon testi genotoksisite
testleri olarak yer almaktadir, ancak GS’ler eser
miktarlarda bile kansere neden olabileceginden ilag
iiriinlerinde arastirilmalidir ve gerekiyorsa tedavi-
nin risk/yarar oranin1 bozmayacak sekilde diizey-
lerinin simirlandirilmas: 6nerilmektedir.” ICH Q3C
kilavuzunda genotoksik olmayan safsizliklar i¢in
izin verilen giinlik maruziyet diizeyi [permitted
daily exposure (PDE)] ile ¢oziiciilerin kabul edile-
bilir alim diizeyi hesaplanmaktadir. Ancak, bazi
karsinojenik maddeler, 6zellikle de DNA ile reak-
siyona girenler, herhangi bir konsantrasyonda ha-
sara neden olabileceginden herhangi bir maruziyet
sinir1 belirlemek miimkiin olmayabilir. Bu nedenle
bazi GS’lerin PDE diizeyleri hesaplanamayacagin-
dan, ilacin giivenirliligi i¢in yeni bir yaklagim ge-
rekmektedir.”

Avrupa Ilag Ajansi (European Medicines
Agency (EMEA) biinyesindeki “Insan Kullanimi
Icin Tibbi Uriinler Komitesi” (Committee for Me-
dicinal Products for Human Use (CHMP) tarafin-
dan 2002 yilinda GS’lerin limiti igin taslak bir
metin ¢ikarilmigtir. 2003 yilinda Londra’da yapi-
lan EMEA toplantisinda, bu taslak kilavuzdaki
kabul edilebilir safsizlik limitleri tartisilmigtir.?®
Taslakta bahsedilmeyen, klinik gelistirme asama-
sinda GS’lerin kontroliinii konu alan bir makale ise
2006 y1linda Farmasétik Arastirma ve Uretim Der-
negi (Pharmaceutical Research & Manufacturing
Association (PhRMA) tarafindan yayinlanmigtir.?
Bu caligmalarin ardindan, ocak 2007 tarihinde
GS’ler i¢in limitlerin belirlendigi EMEA kilavuzu
(EMEA/CHMP/QWP/251344/2006) yurtrlige gir-
mistir.>®!1? Bu kilavuz, yeni aktif maddelerdeki
GS’ler konusunda pratik yaklagimlar ve mevcut
aktif maddeler ile ilgili yeni uygulamalar hakkinda
genel bir cerceve sunmaktadir."! EMEA kilavuza

uyum calismalar1 kapsaminda 2008 yilinda Soru-
lar ve Cevaplar Belgesi (Question & Answer Do-
cument)’'ni ¢ikarmigtir. Mart 2008 tarihinde
Avrupa Ilag ve Saglik Hizmeti Kalite Miidiirliigii
[European Directorate for the Quality of Medici-
nes & HealthCare (EDQM)] olas1 GS’ler i¢in mo-
nograflarin yenilenmesi ve ayrintilanmasini konu
alan bir belge yayinlamistir. Aralik 2008 tarihinde
ise, ila¢ Degerlendirme ve Arastirma Merkezi
[Center for Drug Evaluation and Research
(CDER)] endiistri icin “Ilac Maddelerinde ve
Uriinlerinde Genotoksik ve Karsinojenik Safsizlik-
lar: Onerilen Yaklasimlar” isimli 6zet bir kilavuz
cikarmistir. Bu kilavuz, GS’lere Gida ve Ilag¢ Dai-
resi [Food and Drug Administration (FDA)]'nin
yaklasimi konusunda ilag iireticileri i¢in bilgilen-
dirmeyi ve ICH kilavuzlarinda genotoksik ve kar-
sinojenik  safsizliklar ile ilgili boliimleri
birlestirmeyi hedeflemistir.” 2008 yilinda FDA,
EMEA ile biiyiik dl¢iide ortiisen taslak bir rehber
yayinlamigtir.>® Bu ¢aligmalara ek olarak, karsino-
jenik risk olasiligimi sinirlamak i¢in 2013 yilinda
ICH tarafindan yayinlanan “Farmasétiklerde DNA
Reaktif (Mutajenik) Safsizliklarin Kontroli ve De-
gerlendirilmesi” isimli M7 Kilavuzunda (5. Taslak,
Yayin tarihi: 28 Mayis 2015), mutajenik safsizlik-
larin karsinojenite riskine karsi degerlendirmele-
rini ve  kontrollerini  iceren  Oneriler
bulunmaktadir.®?! DNA-reaktif mutajenik safsiz-
Iiklarin tanimlanmasi, siniflandirilmasi, niteligi ve
kontroliinii iceren bu kilavuzda, benzer yapida ve
benzer etki mekanizmalar: olan birden fazla GS
bulundugunda yapilmasi gereken toksikolojik de-
gerlendirme icin esik deger [threshold for toxico-
logical concern (TTC)] hesaplamalar1 konusunda
da bilgi sunmaktadir.’ Taslak kilavuz, GS’lerin risk
yonetiminin 6nemini de vurgulamaktadir.? 2014
yilinda, EMEA tarafindan ortak 6zellikteki farkh
tibbi dirtinlerin imalatinda risk tanimlamalar i¢in
kullanilacak maruziyet diizeylerini tanimlayan ki-
lavuzda, tibbi farmasoétik iirtinlerde oldugu gibi ve-
teriner ilaclar i¢cin de PDE ve TTC kavramlar:
hakkinda bilgiler verilmistir.%

% EMEA, Guideline on setting health based exposure limits for use in risk iden-
tification in the manufacture of different medicinal products in shared facili-
ties, 20 November 2014.

Turkiye Klinikleri ] Pharm Sci 2016;5(1)

55



Saziye Sezin PALABIYIK ve ark.

BESERI ILACLARDA GENOTOKSIK SAFSIZLIKLAR

I DUZENLEYICI KURULUSLARIN
GENOTOKSIK SAFSIZLIKLARA
GUNCEL YAKLASIMLARI

Pek cok diizenleyici kilavuz, rehber ve belge GS’le-
rin sinirlamalar1 ve kontroliine odaklanmistir.

AVRUPA iLAC AJANSI YAKLASIMI

Bu kilavuzlardan ilki olan EMEA kilavuzu (CPMP/
SWP/5199/02, EMEA/CHMP/QWP/251344/2006)
degerlendirildiginde, GS’ler ile nasil basa ¢ikilacag:
konusuna genel bir yaklasimin sunuldugu goril-
mektedir. Ancak bu kilavuz, piyasada mevcut olan
iiriinler icin yeni bagvuru yapildiginda veya tiretim
asamasinda degisiklik yapilacak ilaglar i¢in uygula-
nabilirdir. Bu kilavuzun olagan bir durum diginda,
geriye doniik olarak ruhsat almis bir {iriine uygu-
lanmas: gerekmez.” Genel olarak genotoksik
maruziyetin herhangi bir dozda DNA’ya hasar ve-
rebilecegi diisiiniilse de genotoksik olaylarin da
esik deger iligkili bir mekanizmasi olabilecegi ve
belli diizeylerde giivenli kabul edilebilecegi bildi-
rilmektedir. Ayni zamanda, bazi pozitif genotoksi-
site test sonuglarinin insan maruziyeti ile iligkili
olmayabilecegi de diigiiniilmektedir.”> Genotoksik
karsinojenlerin kabul edilebilir maruziyet diizey-
lerinin belirlenebilmesi i¢in olas: etki mekanizmasi
ve doz-yanit iligkisi nemli bilegenlerdir. EMEA ta-
rafindan yayinlanan kilavuzda, GS’lerin esik deger
mekanizmasi “bilinen ve hakkinda yeterli deney-
sel veri olan” ve “bilinmeyen ve hakkinda yeterli
deneysel veri olmayan” seklinde siniflanmigtir.'
Bu kilavuzda ayrica “dogrudan DNA ile reaksi-
yona giren GS’ler” ile “diger mekanizmalarla etki
gosteren safsizliklar”in ayrilmasi énerilmistir. Ik
grupta yer alan safsizliklar herhangi bir konsant-
rasyonda hasar verebileceklerinden, asil endise du-
iligkili

mekanizmasi bilinen safsizliklar i¢in, advers etki

yulan  safsizhiklardir” Esik  deger
gortilmeyen diizey (no-observed-adverse-effect-
level (NOAEL) veya etki goriilen en diisiik diizey
(lowest—observed-adverse-effect-level (LOAEL)
degeri ve glivenlik faktorii ile PDE degerlerinin
hesaplanarak, kabul edilebilir maruziyet diizey-
lerinin belirlenmesi 6nerilmektedir.>"'2?2 Bu ki-
lavuz, esik deger iliskili mekanizmasi bilinmeyen
safsizliklar i¢in, uygulanabilir en diigitk miktar (as

low as reasonably practicable (ALARP) olarak da
bilinen, pratik olarak miimkiin olabilecek en az dii-
zeye indirilme prensibinin uygulanarak GS’lerin
kontrol edilmesini onerir.'®!"!> Temel yaklagim,
ilag¢ maddelerinin sentezi sirasinda bu tiir safsizlik-
larin olugmamasi i¢in biitiin ¢abanin sarf edilmesi,
ancak miimkiin olmuyorsa teknik ugrasilarla (6r-
negin; saflastirma basamaklari) azaltilmaya gali-
silmasidir. Bu siniftaki bilesikler DNA ile dogrudan
veya dolayli olarak etkilesen alkilleyici, katim
yapan veya serbest radikal olusturan ajanlardir.”®

Risk degerlendirme agsamasinda reaktifler, ara
irtinler ve yan trtinler dikkate alinarak tiretim es-
nasindaki olas1 GS’ler yapisal alarm sistemleri kul-
lanilarak, diger GS’ler ise toksikolojik veriye
dayanarak belirlenir. Olasi GS’lerin GS olup olma-
d1g1 Ames mutasyon testi veya in vitro kromozo-
mal aberasyon testi ile belirlenir.?’ Ancak bu
testlerin sonuglar pozitif/negatif oldugundan, ma-
ruziyet limitlerini belirlemek icin kullanilamaz.
Test sonucuna gore safsizligin genotoksik olmasi
durumunda alternatif sentez yollari ile bu safsizlik-
tan kacinilmaya ¢alisilsa da bu tirtinlerin kullanil-
mast ve olusumlarindan kaginilmasi pek de
miimkiin degildir. Risk degerlendirmenin bir par-
cas1 olan tehlikenin belirlenmesinde, mevcut olan
kimyasal maddeye 6zgii bilgi ile giivenirlilik de-
gerlendirmesi yapilir. Belirlenen tehlike (doz-yanit
iligkisi) ve ters etki olusturmayacak tahmini alim
diizeyinin belirlenmesi ile glivenirlilik degerlen-
dirmesi tamamlanir.’

Toksikolojik degerlendirme i¢in esik deger de
bu kilavuzda tartisilmigtir. Gidalarla temas eden
materyaller i¢in kullanilan bir yaklasimdan uyar-
lanan TTC kavrami, sinirh veri oldugunda giivenli
maruziyeti belirlemek ve desteklemek i¢in denet-
leme mekanizmas: olarak gelistirilmigtir. Bu deger,
olas1 genotoksik bir karsinojen i¢in genotoksik olsa
bile bu sinirlarin altinda kanser riskini artirmasi-
nin goz ardi edilebilir oldugu sinir1 ifade eder.>?
1,5 pg/birey/giin olan TTC sinir1, hayat boyunca
(ortalama 70 yas kabul edildiginde) kanser riskini
10 kat artirabilen tahmini glinliik maruziyet dii-
zeyi olarak tanimlanmigtir.’®" TTC kavrami giin-
lik maruziyet dozu tahminen 1,5 pg/giin olan,
genotoksik ve genotoksik olmayan 700’den fazla
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karsinojenin kemiricilerde karsinojenik etki anali-
zine dayanan ve ortanca toksik doz (median toxic
dose (TD50) degerlerinden yararlanilarak hesapla-
nan bir kavramdir. Bu 6ngoriiye gore, pek ¢cok ge-
notoksik karsinojen i¢in karsinojenite riski hayat
boyu milyonda biri ge¢mez.>1823 GS, aflatoksin-
ler veya N-nitrdz veya azo bilesikleri gibi geno-
toksik etki giici yiiksek bilesikler sinifindan
herhangi birine dahil ise TTC sinir1 olarak en
diistik sinir olan 0,5 pg/birey/gtin uygulanmalidir.
Bu duruma alternatif olarak, yiiksek giiclii geno-
toksik karsinojenler i¢in bilesige 6zgii risk deger-
lendirmesi yapilabilecegi de kilavuzda belirtil-
migtir.”!!

Birden fazla GS olmasi, risk analizini daha da
karmagik hale getirir. TTC kavrami genellikle tek
GS’de maruziyet i¢in kabul edilmektedir.”> EMEA
Q&A kilavuzu ayni iirtinde birden fazla GS oldugu
durumlar i¢in, eger bir ila¢ maddesinde birden fazla
safsizlik varsa ve bunlar yapisal olarak benzer de-
gilse her biri i¢in TTC sinirinin uygulanmasini,
eger yapisal olarak benzerse safsizligin toplami i¢in
1,5 pg/giin/birey olarak uygulanmasini 6nermekte-

dir 11,***

FARMASGTIK ARASTIRMA VE URETIM DERNEGi YAKLASIMI

EMEA yaklasiminda TTC kavrami hayat boyu ma-
ruziyet diistiniilerek ortaya ¢ikarilmis, ancak ge-
listirme asamasinda ilaca maruziyetin daha kisa
stireli oldugu durumlarda GS ile nasil basa ¢ikila-
cagr kilavuzda yer almamistir.’”® TTC kavrami
yasam sliresi olarak 70 yil ile hesaplandigindan,
daha kisa siireli maruziyetler icin PhRMA’nin Ge-
notoksik Safsizlik Gorev Birimi (Genotoxic Impu-
rities Task Force) tarafindan 2006 yilinda
yayinlanan ¢aligmada, klinik ¢aligma sirasinda GS
limitini belirlemek i¢in “evrelendirilmis TTC” kav-
ramini degerlendirmek 6nerilmektedir.>'>2*% Bu
kavram ile yasam boyu tedaviden daha kisa siire-
bilecek durumlar i¢in farkli sinirlamalar hesapla-
nabilmektedir. Evrelendirilmis TTC sinirlari, 0,15
pg/birey/giin olan TTC degerinden elde edilen li-
neer ekstrapolasyon kullanilarak hesaplanir. Bu

*** Questions and answers on the “Guideline on the limits of genotoxic impu-
rities”, EMEA/CHMP/SWP/431994/2007, Rev.3, 23 September 2010.

ylizden evrelendirilmis TTC sinir1 28 giinliik kli-
nik denemeler i¢in 120 pg/giin olarak belirlenir-
ken, bir-ii¢ aylik ¢aligmalar icin 40 pg/giin ve 12
aya kadar olan klinik ¢aligmalarda ise 20 pg/giin
olarak belirlenmistir. Tedavi sirasinda herhangi bir
yarar beklentisi olmayan saglikli goniilliler i¢in
0,15 pg/birey/glin sinirinin uygulanmasina devam
edilebilecegi belirtilmistir."® Bu 6nerilen sinirlar
kisa dénem maruziyet (<12 ay) i¢in 10 kat kan-
ser riski 6ngoriiliirken, 12 aydan uzun siiren kli-
nik caligmalarda bireylerde endikasyon amag-
landigindan ve tedaviden yarar goriilebileceginden
EMEA kilavuzlar ile de uyumlu bir sekilde 10°
kat riske dayanarak hesaplanmigtir.”® Bu Oneri
EMEA’nin 2010 yilinda yayinladigi Q&A dokii-
maninda da kabul edilmis ve lineer sapmalar i¢in
diizeltme faktorii olarak 2 sayis1 belirlenmistir. Bu
ylizden 120 pg tek doz uygulamada kabul edilir-
ken bir, ii¢ ve alt1 ay uygulama i¢in maruz kalina-
cak safsizlik simirlar: 60, 20 ve 10 pg/birey/giin
olarak kabul edilmistir. Bir yil stiren klinik calis-
malar i¢in, 5 pug/birey/giin, daha uzun siiren klinik
caligmalar icin ise sinir 1,5 pg/birey/giin olarak kal-
magtar. T

Bu yaklagimda DNA ile reaksiyona girdigi bi-
linen bazi alarm veren yapisal fonksiyonel gruplar-
dan da bahsedilmis ve bu yapilar #i¢ gruba
ayrilmistir. Grup 1: Aromatik gruplar (6rnegin; N-
hidroksilariller, piirin ve pirimidinler), Grup 2:
Alkil ve aril gruplar: (6rnegin; aldehitler, N-nitr6-
zamin, nitro bilesikleri, karbamatlar, epoksitler,
hidrazinler ve azo bilesikleri), Grup 3: Heteroaro-
matik gruplar (6rnegin; Michael-reaktif akseptor-
ler, fosfonatlar veya stilfonatlarin alkil esterleri,
haloalkenler, alkil ve aril-CH2 gibi primer halojen
tuzlar1).*! PhRMA, mevcut bilgiler 1s131nda safsiz-
Iiklarn risk diizeylerine gore degerlendirerek bese

ayirmistir.>” 1013

= Kategori 1: Bilimsel yayinlarda en az bir
hayvan modelinde karsinojenitesi ile ilgili veri
bulunanlar; hem genotoksik (mutajenik) hem
karsinojenik oldugu bilinenler en riskli safsizlik-
lardr.

' Questions and answers on the “Guideline on the limits of genotoxic impu-
rities”, EMEA/CHMP/SWP/431994/2007, Rev.3, 23 September 2010.
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= Kategori 2: Karsinojenik potansiyeli bilin-
meyen mutajenler (Ames testi pozitif, ancak in vivo
karsinojenite verisi bulunmayanlar).

= Kategori 3: Ames testi ile dogrulanmayan
ancak yapisal alarm veren bilesikler (ilag maddesi
ile yapisal farkliligi olanlar).

= Kategori 4: [lagc maddesi ile paylasilan, yapi-
sal alarm veren bilesikler. Ilag maddesinin geno-
toksisite 6zelligi tanimlanabildiginden safsizlik
nitel olarak kabul edilir.

= Kategori 5: Yapisal alarmi olmayan bilesikler
veya genotoksik olmadig: ile ilgili yeterli veri bu-
lunanlar.

Kategori 1’deki bilesiklerin genotoksisite riskleri
yiiksektir. Bu safsizliklarin iiretimden uzaklastiril-
mas1 miimkiin olmuyorsa bulunduklar1 miktarlar
i¢in giivenlik simirlar1 (TTC simir1) uygulanmalidir.
Kategori 2’deki safsizliklar i¢in TTC sinir1 uygula-
nabilir veya spesifik toksikolojik risk degerlendir-
mesi yapilabilir. Eger esik deger iligkili mekanizma
belirlenebilirse PDE hesaplanabilir. Kategori 1 ve
2’deki safsizliklar reaksiyon kosullar1 ve sentez ba-
samaklar1 bakimindan degerlendirilir ve eger ¢ika-
rilabilirse daha ileri arastirmalara gereksinim
duyulmaz. Kategori 3’teki safsizliklar i¢in de iki se-
¢enek vardir; ya TTC sinir1 belirlenir ya da Ames
testi ile olas1 genotoksik etki degerlendirilir. Eger
test pozitif ise safsizlik TTC sinirlarina indirilmeye
calisilir veya daha fazla toksikolojik degerlendirme
yapilabilir. Ames testinin negatif olmasi ise safsizl1-
gin GS risk simiflandirmasindan ¢ikarilmasi ve boy-
lece normal iiretim ile iligkili safsizlik olarak kontrol
edilmesi ve tanimlanmasini gerektirir. Q3A kilavu-
zundaki genotoksik olmayan safsizliklar i¢in yapila-
caklar uygulanir ve Kategori 2’deki gibi eger esik
deger iligkili mekanizma belirlenebilirse PDE he-
saplanabilir. Kategori 4 ve 5’de bulunan bilesikler
Q3A kistaslarina gore genotoksik olmayan safsizlik
olarak degerlendirilir. Bu kategorilerdeki safsizlik-
lar kontrol ve giivenlik kalitesi bakimindan uygun
goriilebilen safsizliklardir.®>7

GIDA VE iLAC DAIRESi YAKLASIMI

FDA tarafindan ICH Q3 kilavuzuna ek olarak ya-
yinlanan “flag Maddeleri ve Uriinlerinde Genotok-

sik ve Karsinojenik Safsizliklar: Onerilen Yakla-
simlar” kilavuzunda, genotoksik veya karsinojenik
potansiyeli oldugundan siiphe edilen safsizliklar
icin de oneriler bulunmaktadir. Bu kilavuzda kli-
nik gelistirme ve pazarlama sirasinda, lisans ve yeni
ila¢ bagvurularinda genotoksik ve karsinojenik saf-
sizliklar ile ilgili 6neriler de yer almaktadir." Ure-
tim agsamasinda veya formiilasyonda bir degisiklik
yapilan piyasadaki ilaglar, ilacta karsinojenik riski
arttirabilecek degisiklikler olmasi durumunda (61-
negin; yeni endikasyon, doz rejiminin degismesi
veya daha uzun dénem kullanim) ve 6zel bir en-
dise olusan onaylanmis ilaglar i¢in kilavuzun uy-
gulanabilecegi belirtilmigtir.” Bu kilavuzda 6nerilen
yaklagimlar: 1) GS olusumundan korunmak, 2) GS
sinirlarinin diistiriilmesi (1,5 pg/giin), 3) Genotok-
sik ve karsinojenik riskin ek karakterizasyonu ve
4) Safsizhigin ozelliklerinin karakterizasyonunu
destekleyecek yeni yaklasimlar i¢in esnek olunabi-
lecegidir.*1°

FDA kilavuzuna gore, bir safsizligin genotok-
sik oldugu onaylanirsa veya mevcut veriler bu saf-
sizligin karsinojenite potansiyelini isaret ediyorsa,
bu GS’nin varliginin sinirlanmasi igin tiim olanak-
lar kullanilmalidir. 1lgili kilavuz, bu ¢abalara rag-
men klinik gelisim agamasinda uygun sinirlara
disiiriilememesi durumunda, spesifik riskle sinir-
landirma yapabilmek i¢in s6z konusu safsizligin ge-
notoksik ve karsinojenik o6zelliklerini karakterize
etmeye devam etmeyi O6nermektedir. Ayni za-
manda safsizligin belirlenebilmesi i¢in yeni analitik
yontemlerin gelistirilmesi gerektigine de kilavuzda
vurgu yapilmigtir.” FDA kilavuzunda karsinojenik
ve GS’ler i¢in sinirlar degerlendirildiginde, piyasa-
daki tirtin i¢in TTC (1,5 pg/birey/giin) sinirinin
kabul edildigi goriilmektedir. Bunun yaninda, kan-
sere duyarliliklar1 daha yiiksek olan iki yasa kadar
olan pediatrik grupta diizeltme faktorii 10 ve 2-16
yas arasi ¢gocuklarda diizeltme faktorii 3 olarak be-
lirlenmigtir.!""® Dermal veya oftalmik gibi oral ol-
mayan uygulamalar i¢cin de TTC simirinin
kullanilabilecegi ya da ilgili kurumlar ile iletisime
gecilerek daha spesifik bir yaklasimda bulunulabi-
lecegi bildirilmistir. Birden fazla safsizlik bulun-
mas1 durumunda, her safsizligin TTC diizeyinde
sinirlandirilmasinin kanser riskini azaltabilecegini
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garanti edemeyecegi ve 6zellikle sinerji olasilig: ne-
deni ile safsizliklarin tiimiiniin bir biitiin maruziyet
olarak degerlendirilmesi gerektigi belirtilmistir.
Klinik gelistirme agsamasinda evrelendirilmis TTC
yaklasiminin GS’lerin kontroliinde uygun oldugu
ifade edilmektedir. EMEA kilavuzunda bulunan
ayn1 sinirlarin bu kilavuzda da onerildigi goriil-
mektedir.”

TTC sinirlar1 onkoloji tirtinlerindeki GS’ler
i¢in esneklestirilmigtir.!® FDA nin taslak kilavuzuna
gore; 1) Maruziyet 30 giinden az ise, 2) Daha gii-
venli alternatifin olmadigi, hayati tehdit eden bir
durum varliginda, 3) Yasam beklentisi bes yi1ldan
az ise, 4) Bu GS’ye gidalar gibi diger kaynaklarla
daha fazla miktarlarda maruz kaliniyorsa, 5) GS
6nemli bir metabolit ise ve 6) Baz1 yetim ilaglar
kullanan gruplarda oldugu gibi, eger hasta popu-
lasyonu kiigiikse, TTC diizeylerinin iistiinde sinir-
lar uygulanabilir.”!'®##* Antikanser ilaglarla ilgili
diizenleme yapan ICHS9 kilavuzu, ileri evre kanser
tedavisinde uygulanan ajanlar i¢in bu sinirlarin
uygun olmadigini, daha yiiksek sinirlar i¢in bu du-
rumun diisiiniilmesi gerektigini ve GS sinirlarinin
yiiksek olmasinin bu tedavi alaninda uygun olabi-
lecegini belirtmigtir.>'088%

2015 yilinda yeni sekli yayinlanan ICH M7
taslak kilavuzu, piyasadaki bir iiriin ile ilgili ilag
maddesinin kimyasal yapisinda, {iretiminde ve
kontroliinde (sentez yollari, reaktifler gibi) degi-
siklikler yapilacaksa, yikim driinleri bakimindan
yeniden analiz edilmesi gerektigini vurgulamakta-
dir. Bunun amaci, yapilacak degisikliklerle yeni bir
mutajenik safsizlik olusmas: veya kabul edilebilir
en yliksek diizeyin asilma durumlarinin olup ol-
mamasini belirlemektir. ilac {iriiniinde ruhsat son-
ras1 (bilesiminde, dozaj formunda degisiklik gibi)
degisiklikler ile yeni olusabilecek mutajenik yikim
irlind riskinin degisip degismedigi veya daha 6nce
orijinal iiriindeki mutajenik yikim diriiniiniin di-
zeylerinin olas: artis1 degerlendirilmektedir.> ICH
M7 kilavuzu, risk yonetiminde tehlikenin belir-

#* Center for Drug Evaluation and Research, Food and Drug Administration. Gui-
dance (Draft) for Industry Genotoxic and Carcinogenic Impurities in Drug
Substances and Products: Recommended Approaches, December 2008.
$8]CH, Guideline for Nonclinical Evaluation for Anticancer Pharmaceuticals,
S9, Current Step 4 version, 29 September 2009.

lenmesi agamasinda, bilgisayar yéntemlerinin (in
silico) ve yapisal mutajenik aktivitenin degerlen-
dirilmesinde bilgisayar algoritmalarinin kullanil-
mas1 i¢in ¢agr1 yapmaktadir. Yapisal alarmlarin
taranmasinda uzman bir sistemin ve tamamlayici
bir istatistiksel modelin birlikte kullanilmasini

6nermektedir.>

I GENOTOKSIK SAFSIZLIKLARA ORNEKLER

Bazi olas1 genotoksik yapilara 6rnek olarak alkil ha-
lidler, alkil stilfonatlar gibi alkilleyici ajanlar veri-
lebilir. Bu molekiiller genellikle reaktif olarak
kullanilir veya kimyasal sentez sirasinda olusabilir.
Buna ek olarak aromatik aminler ve nitro bilesik-
leri DNA bazlarina dogrudan baglanmazlar, ancak
metabolik aktivasyon ile DNA bazlarina baglanip
genotoksik etki gosteren aril nitrenyum iyonlar
olustururlar (6rnegin; 2-naftilamin). Akrilatlar
Michael akseptorleridir ve niikleofilik katimlara
duyarlhdir, ancak son veriler, etil akrilatin insan-
larda genotoksik olmadig: yoniindedir. Epoksitler
ve aziridinler halka ac¢ilma reaksiyonlar: ile DNA’y1
alkilleyebilirler. Bazi hidroperoksitler DNA da ok-
sidatif hasara neden olabilir ve yikim iiriinleri DNA
ile reaksiyona girebilirler. Hidrazinler ayni za-
manda GS ve insanlarda olas1 karsinojen olarak bi-
linir.* Aktif farmasotik {iriinlerin bilesiminde
kullanilan reaktiflerin digerleri de pek ¢ok katim
reaksiyonunda kullanilan epoksitler, giiclii azot re-
diikleyici hidrazinler, siklik amin oksit radikali
TEMPO, bloklayici olarak kullanilan aromatik
aminler ve karbon-karbon esleme reaksiyonlarinda
kullanilan boronik asittir.’

Siibstitiiye anilinler pek ¢ok ilacin sentezinde
kullanilan molekiillerdir. Yaygin kullanimi nedeni
ile muhtemel genotoksik etkisi {izerine oldukea
fazla arastirma yapilmaktadir. Anilin tek basina
Ames negatif sonug verirken, pek ¢ok siibstitiiye
anilin pozitif sonug verdigi i¢in mutajenik olarak
nitelendirilir. Yapilan ¢aligmalar, mutajenitenin
aromatik halkanin sekli ve bitytikliigii ile nitren-
yum iyonunun dayanikliligindan etkilendigini gos-
termistir. Hidrazin yine rediikleyici ajan olarak ve
hidrazidlerin olusumunda kullanilan bir molekiil-
diir. Tiberkiiloz tedavisinde kullanilan izonia-
zid/hidralazin ve iproniazid gibi pek cok ilacin

Turkiye Klinikleri ] Pharm Sci 2016;5(1)

59



Saziye Sezin PALABIYIK ve ark.

BESERI ILACLARDA GENOTOKSIK SAFSIZLIKLAR

sentezinde kullanilir. Ames testinde pozitif sonug
veren hidrazin, Uluslararasi Kanser Arastirma
Ajansi (International Agency for Research on Can-
cer (IARC) tarafindan Grup 2B karsinojen olarak
siniflandirlmigstir. Etilen oksit ise polietilen glikol
ve iyonik olmayan siirfaktanlarin tiretiminde kul-
lanilan molekiildiir. Ames ve sican mikroniikleus
testinde pozitif sonug verdiginden hem mutajenik
hem de klastojenik olarak nitelendirilmelidir. Bir
diger 6rnek; resinlerin ve farmasoétiklerin iireti-
minde sentez hareket maddesi olarak kullanilan
formaldehittir. Ames testinde mutajenik oldugunu
gosteren calismalar mevcuttur. In vivo ve in vitro
kromozomal hasara neden oldugu gosterilmistir.
Alkil halidler, sentetik kimyada siklikla kullanilan
bilesiklerdir. Elektrofilik dogalar1 geregi niikleofi-
lik ataga olduk¢a duyarhidirlar ve DNA gibi dogal
bazlara atak yapabilirler. Metil iyodiir ve benzil
kloriir Ames testinde pozitif, n-biitil kloriir ise
Ames ve in vitro kromozom aberasyon testlerinde
negatif sonug veren ve siklikla kullanilan alkil ha-
lidlere 6rnektir.”

Siklikla organik ¢oziiciilerin pek ¢ogu ilag tire-
tim agamalarinda kullanilmaktadir. Bilindigi izere
endiistride yaygin olarak kullanilan benzen, karsi-
nojenitesi nedeni ile pek ¢cok alanda “toluen” ile yer
degistirmistir. “Toluen”in genotoksisitesi i¢in ¢alis-
malar devam etmektedir. Klorobenzene ait in vitro
ve in vivo ¢aligmalar pozitif genotoksisite sonugla-
rina ragmen, gen mutasyonu, kromozomal aberas-
yon, DNA hasar1 ve in vivo kardes kromozom
degisimi [sister chromosome exchange (SCE)] test-
lerinde negatif sonug vermekte ve bu nedenle klo-
robenzen genotoksik olarak degerlendirilme-
mektedir. Dimetilformamit kromozomal aberasyon
sikligini artirsa da in vitro ve in vivo genotoksisite
caligmalarinin ¢cogunda negatif sonug¢ vermesinden
dolay1 genotoksik kabul edilmemektedir.’

I SAFSIZLIKLARIN GENOTOKSISITELERININ
BELIRLENMESINDE KULLANILABILECEK
VERI TABANLARI

Olas1 GS ve bilinen GS’ler, erken klinik gelistirme
asamasinda kamuya agik veri veya 6zel yazilimlarla
belirlenebilir. Pek ¢ok maddenin genotoksik ve
karsinojenik potansiyelleri “Uluslararasi Kanser

Enstitiisii” tarafindan yayinlanan teknik raporlarda
ve cesitli veri tabanlarinda belirtilmistir. Baslangic¢
maddeleri ve ara iiriinlerin genotoksisitesi ve kar-
sinojenitesi ile ilgili bilgiler TOXNET (http://tox-
net.nlm.nih.gov), NIOSH (National Institute for
Occupational Safety & Health; http:/www.
GESTIS  (http://www.dguv.de/
NTP
nih.gov), ExPub (http://www.expub.com), Potency
Database Vitic
(Lhasa Ltd., http://www.lhasalimited.org) gibi veri

cdc.gov.niosh),
bgia/en/gestis), (http://ntp-server.niehs.
(http://potency.berkeley.edu),

tabanlarinda bulunmaktadir.>”%

Safsizliklarin genotoksisiteleri ve karsinojeni-
teleri, yapi-aktivite iligkisi analizi [structure-acti-
vity relationship (SAR)] ve nicel yapi-aktivite
iligkisi [quantitative- SAR (QSAR)] modelleri kul-
lanilarak “in silico” denilen yontemlerden elde edi-
len yapisal alarmlar ile degerlendirilebilir.?! Bu
degerlendirme mevcut veriler ile yiiriitiilebilir veya
say1sal toksikolojik degerlendirmeler ile yapilabi-
lir.’> DEREK (Deductive Estimation of Risk from
Existing Knowledge, LHASA Ltd., Leeds, Ingiltere;
http://www.chem. leeds. ac.uk/luk/derek), MCASE
(Multi-Computer Automated Structure Evaluation,
MultiCASE Beachwood, Ohio, ABD;
http://www.multicase. com), ToxTree (Ideaconsult
Ltd, Sofia, Bulgaristan) ve TOPKAT (http://acce-
lerys.com/products/topkat) gibi bilgisayar model-

Inc.,

leme programlar1 ise deneysel veri olmadan
bilesiklerin karsinojenik ve mutajenik potansiyel-
lerini aragtiran ve yapiya dayali aragtirmalarda yay-

gin olarak kullanilan bilgisayar modelleme
10,13,15,21

programlaridir.
I SAFSIZLIKLARIN GENOTOKSIK
POTANSIYELLERININ DEGERLENDIRILMESI
Eger bir safsizlik yapisal olarak alarm veriyorsa, bu
safsizlik biyolojik veya “in silico” testlerde DNA re-
aktif olup olmadig: kanitlanana kadar “olas1 GS”
olarak isimlendirilir.”™" Safsizliin mevcut veya olasi
olarak tamimlanmasinin ardindan bir degerlen-
dirme siireci baglar. “In silico” modellerle alarm
veren yapi, cesitli yazilim sistemleri aracilig: ile

***Snodin DJ, Elder DP. Genotoxic Impurities Part 2: Toxicological Overview.
J Pharm&Biopharm Cont Serv September 2012.
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veri tabanlarinda taranir. Bu veri tabanlarinda her-
hangi bir bilesigin ya da bu bilesige yapisal olarak
benzeyen bir bilegigin daha 6nce belirlenmis geno-
toksisite verisi aragtirilir.®?! Yapisal olarak alarm
veren bilesigin genotoksisitesi bakteriyel mutasyon
testleri ve kromozomal hasar i¢in in vitro memeli
hiicre testleri (metafaz test veya fare lenfoma testi)
ile belirlenir. izole edilen safsizliklar kullanilarak
yapilan ¢aligmalar bazen yeterli olsa da bu ¢aligma-
larin safsizlik iceren yeni ilag¢ ham maddesi i¢in de
yapilabilecegi kilavuzlarda bildirilmistir. Ancak
bu yaklagim, genotoksisite testlerinin, olas1 GS’leri
tespit edebilecek duyarlilikta olup olmadig: soru-
sunu akla getirmigtir.?

I GENOTOKSISITENIN BELIRLENMESINDE
KULLANILAN TESTLER

Ames testi, mutajenitenin degerlendirilmesinde
kullanilan, yapisal alarm sonucu olasi1 GS’lerin ge-
notoksik potansiyelini dogrulamak i¢in yapilan ve
anahtar rolii olan bir testtir. EMEA Q&A’ya gore,
pozitif Ames test sonucu, TTC sinirlarinin uygu-
lanmasini gerektirir. Bu test, genellikle cogu geno-
toksik madde i¢in dogru sonug verir. Ancak
Ornegin; karbamatlar gibi bu test ile hatali sonug
verebilecek maddelerin, memeli hiicresi mutajenite
testi ile degerlendirilmesi gerekir.” Ames testinde
kullanilan en bilinen pozitif kontroller 2-amino-
antrasen, sodyum azid, 2-nitrofluoren, 9-aminoak-
ridin ve metil metansilfonattir.? Ames testi de
dahil in vitro genotoksik testleri ICHS2(R1) kila-
vuzunda bulunmaktadar.

Ames testinin pozitif sonug vermesi, s6z ko-
nusu safsizligin insanlarda mutajen oldugu anla-
mina gelmez. ICH S2 (R1) kilavuzunda belirtildigi
tizere, belirsizlik durumunda mutajenite i¢in asa-
gidaki standart uygulama yapilir:' 777

Birinci segenek olarak;

= Bakteriyel ters mutasyon testi ile mutajeni-

tenin degerlendirilmesi,

11t Center for Drug Evaluation and Research, Food and Drug Administration.
Guidance (Draft) for Industry Genotoxic and Carcinogenic Impurities in Drug
Substances and Products: Recommended Approaches, December 2008, p. 13.

= Kromozomal hasar i¢in sitogenik test yapil-
masl (in vitro metafaz kromozom aberasyon testi
veya in vitro mikroniikleus testi) veya in vitro fare
lenfoma L51178Y hiicre Tk (timidin kinaz) gen
mutasyon deneyi (MLA),

® In vivo genotoksisite testi; genellikle kemi-
rici hematopoietik hiicrelerin kullanildigi kromo-
zom hasar testleri (metafazdaki hiicrelerde ya
mikroniikleus ya da kromozomal aberasyonlar
icin),

Ikinci secenek olarak;

= Bakteriyel ters mutasyon testi ile mutajeni-
tenin degerlendirilmesi,

® iki farkli doku ile genotoksisitenin in vivo
degerlendirilmesi, genellikle biri kemirici hemato-
poietik hiicreleri kullanarak mikroniikleus testi ve
ikinci bir in vivo test; eger bagka bir doku dneril-
mediyse genellikle karacigerde DNA sarmal kirik
belirleme deneyi olabilir. 't

Kilavuzlar, in vitro bakteriyel gen mutasyon
testi ve in vitro kromozom aberasyon testini mini-
mum goriintiileme teknigi olarak 6nermislerdir. Bu
genotoksisite testlerine ek olarak, tek tiirde ve 14-
90 giin (genellikle 28 giin ve siganlarda yapilan
caligmalar) tekrarlanan doz ¢aligmalar: da tasar-
lanmalidir. Safsizligin sinifina gére ek testler de ge-
rekebilir."

Memeli kromozomal hasarinin degerlendiril-
mesinde yaygin olarak MLA kullanilir. Ancak
Ames testine kiyasla, bu testin kemirici karsinoje-
nitesi ile korelasyonunun zayif oldugu gosterilmis-
tir. MLA testi, DNA hasarindan kiiltiir ortaminin
pH ve/veya ozmolalite degisimlerinin neden ol-
dugu apoptoza kadar pek ¢cok nedenden dolay: ya-
lanc1 pozitif sonug verebilir. ###

Ozellikle yikim sirasinda olusan GS'ler, in-
sanda metabolizma sonucu olugan 6nemli bir me-
tabolit olabilir. Bu durumda risk degerlendirmesi
metabolizma sonucu olusan diizeyler dikkate ali-
narak yapilmalidir. Eger iiretim veya stabilite kay-
nakli olusan safsizligin miktar1 in vivo olusan

## Snodin DJ, Elder DP. Genotoxic Impurities Part 2: Toxicological Overview.
J Pharm&Biopharm Cont Serv September 2012.

Turkiye Klinikleri ] Pharm Sci 2016;5(1)

61



Saziye Sezin PALABIYIK ve ark.

BESERI ILACLARDA GENOTOKSIK SAFSIZLIKLAR

miktarindan az ise ila¢ etken maddesi veya ilag
iriind ile ilgili belirlenen TTC sinirlarindan daha
az siki kontrol stratejilerinin gelistirilmesi kabul
edilmektedir. Ancak, safsizlik bilinen bir metabo-
lit degilse ve pH 1-8 gibi enzimatik olmayan hid-
rolitik ortamlarda olusuyorsa, fizyolojik kosullarda
gastrointestinal sistemde olusma olasilig1 da diisii-
niilmelidir.®

Safsizliklarla ilgili son 10 yildir ilag¢ endiistri-
sinde yaganan endigeler, ila¢ yardimci madde tire-
ticilerini de etkilemigtir. Mevcut kilavuzlarin
yardimci maddelere uygulanmasinin da olas1 ol-
dugu bildirilse bile, pek ¢ok ilacin iiretiminde
sorun c¢ikabilecegi diistintilmektedir. Amerika
Uluslararasi flag Yardimc1 Maddeler Konseyi [The
International Pharmaceutical Excipients Council of
the Americas (IPEC)] bu kilavuzlarin neden yar-
dimc1 maddelere uygulanmamas: gerektigini agik-
layan bir makale yayinlamistir.'®

Ters etkilerin zaman zaman goriilmesine ve bu
konudaki istenmeyen klinik deneyimlere ragmen,
genis bir populasyon tarafindan kullanilan bitkisel
ilag trtinlerindeki olas: safsizliklar konusunda da
tartigmalar  bulunmaktadir.’® 2006 yilinda
EMEAnin Bitkisel Ila¢ Uriinleri Komitesi [Com-
mittee on Herbal Medicinal Products (HMPC),
EMEA], bitkisel maddeler ve bunlarin hazirlanig-
larinda genotoksik bilesenlerin degerlendirilmesi
i¢in kilavuz gelistirilmesini 6neren bir makale ya-
yinlamigtir. 8888

GENOTOKSIK SAFSIZLIKLARIN
FARMASOTIK URUNLERDE ANALIZi VE
KULLANILAN YONTEMLER

TTC simir1 géz 6niinde bulunduruldugunda ve
ginliik dozu 100 mg’dan 1 g’a kadar olan ilaglar
icin GS’nin sinir1 1,5-15 ppm arasinda degisir. Bu
deger ICHnin belirledigi safsizlik sinirlarindan
neredeyse 500 kat daha disiiktiir ve belirlenme-
leri i¢in analitik yontem gelistirilmesinde sorun
olusturmaktadir.”® FDA’nin pediatrik iriinlerde

8585 Concept paper on the development of a guideline on the assessment of ge-
notoxic constituents in herbal substances/preparations,
EMEA/HMPC/413271/2006, 26 October 2006,

artirdig1 giivenlik faktdrleri, zaten ¢ok diisiik olan
sinirlar1 daha da azaltarak analitik ek sorunlara
neden olmaktadir.”® Mevcut konvansiyonel sivi
kromatografilerinin 1-10 ppm aras: duyarhilikta
6lciim yapabildigi de goz 6niinde bulunduruldu-
gunda, nicel olarak belirlemelerin zorlugu daha
artmaktadir. Bu diizeylerde analitik dl¢iimler ya-
pabilmek i¢cin sadece hassas cihazlar degil ayni za-
manda segicilik de 6nemlidir. Aktif farmasotik
bilesigin biiyiik bir kismi diisiik diizey safsizliklar
ile etkilesebilir. Ustelik tiim olas1 GS’leri tek bir
analitik yontem ile belirlemek de miimkiin degil-
dir; ¢linkii bu maddeler farkli fonksiyonel grup-
lar1 yapilarinda bulundurmaktadir. Ek olarak, bu
safsizliklarin kendi dogalar geregi oldukea reaktif
olmalar: ekstraksiyon, 6rnek hazirlama veya ana-
liz sirasinda reaksiyona girmelerine ve yanlis so-
nuclara neden olabilir. Ayni zamanda bazi GS’ler
hafif u¢ucudur ve bu nedenle 6rnek hazirlama s1-
rasinda kaybolabilirler. Mutlaka GS’nin dogasi ve
niceligi arastirilarak uygun analitik yontemler se-
¢ilmelidir.* Farmasotiklerde disiik diizeylerdeki
GS’lerin belirlenmelerinde karsilagilan sorunlar:
ii¢ baglik altinda toplamak miimkiindiir; farkh ya-
pilarda olmalari ve farkh analitik yaklagim gerek-
tirmeleri, pek ¢ok analitin dayanikli olmamasi
veya dogada kimyasal olarak aktif olmasi nedeni
ile 6zel elde etme teknikleri gerektirmesi ve GS
analitleri ile birlikte yiiksek diizeylerde aktif far-
mas6tik driin bulunmasinin analizlerde girigim-
lere neden olmasi, ayni zamanda bazi bilinen veya
bilinmeyen safsizliklarin neden oldugu girisim-

ler.B3

Yiiksek duyarlilik nedeni ile bu alanda ppb dii-
zeyinde 6l¢iim yapabilen kiitle spektrofotometri
tekniklerine gereksinim artmigstir. Kiitle spektrofo-
tometrelerinde girisim oldukca azdir. Ancak, insan
maruziyetinin ¢ok diisitk oldugu durumlarda, ma-
liyet/yarar acisindan degerlendirildiginde bu ci-
hazlarin rutin olarak kullanimi uygun degildir. Esik
deger mekanizmasi bilinmeyen GS’lerin kontrolii

bu nedenle daha zordur.*!?

Safsizligin ugucu olup olmamasina gore farkh
analitik teknikler 6nerilmektedir. UV dedektorlii
yliksek performansl sivi kromatografisi (HPLC-
UV) ugucu olmayan safsizliklar icin ilk olarak ter-

Turkiye Klinikleri ] Pharm Sci 2016;5(1)

62



Saziye Sezin PALABIYIK ve ark.

BESERI ILACLARDA GENOTOKSIK SAFSIZLIKLAR

cih edilebilecek tekniktir. Ancak, eser diizeylerdeki
safsizliklar i¢in yeterince hassas degildir. Eger saf-
sizlik yetersiz UV yanit veriyorsa, UV-dedektor
duyarlilig1 daha iyi oldugundan ultra yiiksek per-
formansl sivi kromatografisi (UHPLC) veya ultra-
hizli sivi kromatografisi (ultrafast-LC) tercih
edilebilir. Eger safsizligin kromofor gruplar yok ise
refraktif (kirilma) indeks detektorleri veya floresan
detektorler kullanilabilir. Son yillarda, safsizlikla-
rin belirlenmesi i¢in birlestirilmis tekniklerin kul-
lanim1 &nerilmektedir. Olgiimlerde hassasiyetin
artmasi ve Ol¢iim siirelerinin kisalmasi nedeni ile
kiitle spektrometresi-gaz kromatografisi (MS-GC)
ve HPLC/UHPLC ile birlegtirilmesi safsizliklarin
belirlenmesi ve karakterizasyonu igin tercih edil-
mektedir.* Tim bunlara ragmen, ppm diizeyinde
GS’lerin saptanmasi i¢in, duyarlilig: yiiksek ana-
litik yontemlerin gelistirilmesi konusunda yeterli
calisma bulunmamaktadir. Uygun analitik y6n-
temler sadece hastalarin giivenligini saglamak
icin degil ayn1 zamanda gii¢lii tiretim siirecinin
gelistirilmesi i¢in de 6nemlidir. LC/MS ve GC/MS
gibi daha geligsmis analitik sistemler kullanilarak
daha hizli veri elde edilmeye ve 6rnek matriksi
ile etkilesmelerden kaynaklanan sorunlar en aza
indirilerek hassasiyet artirilmaya ¢alisilmaktadir.
Ayni zamanda klinik ¢alismalarla hizla degisen doz
ve siire nedeni ile sinirlarin hizla degisebilmesi bu
tekniklerin tercih nedenidir."

P-nitrofenoliin bir safsizlik olarak genotoksik
ve karsinojenik etkisi, alkil ve benzil halidelerin
aktif farmasoétik tiriinde belirlenmesi, tiretim aga-
masinda olusan pazopanib hidrokloriiriin analizi,
pantoprazolde bulunabilen genotoksik bir safsizlik
olan 2-klorometil-3,4-dimetoksipiridin i¢in yon-
tem gelistirmelerine iligkin ¢aligmalar bulunmak-
tadir.27%0

I SONUG

Yeni bir ilacin piyasaya siiriilmesinin amaci; belirli
bir hastaligi onlemek, teshis etmek veya tedavi
etmek ve boylece hastanin yasam siirecini uzatmak
veya yasam kalitesini iyilestirmektir. Bu nedenle
ilag gelistirme siirecinde etkinlik ve giivenlik hedef
alinan esas noktalardir. Aktif farmasotik bilesen-
deki GS’lerin 6ngoriilmesinde, kontroliinde ve be-
lirlenmelerinde toksikologlar, farmasétik kimya ve
analitik kimya alaninda uzmanlar ¢ok-merkezli ig
birlikleri yapmalidir. Bu igbirligi ile risk 6ngoriil-
meli, genotoksisite ile ilgili yapilar tanimlanmals,
aktif farmasotik bilesenlerdeki safsizliklar ile ilgili
bilgiler ortaya konmali ve insan maruziyet deger-
lendirmesinin yonetilmesi i¢in gerekli veri saglan-
malidir. Mevcut kilavuzlarla diizenleyici mekaniz-
malarin tiim ¢abalarina ragmen, yeni ilag ireti-
minde GS’ler hilen tartisma konusudur. GS’ler ile
ilgili bagarili arastirmalar, giivenli ve yararh ilag
driinleri ile sonu¢lanmasinda 6nemlidir.
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