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OZET Gegtigimiz yillarda beseri ilaglardaki N-nitrozamin safsizlik-
larmin tespiti kiiresel diizenleyici kurumlarin odak noktasi haline gel-
mistir. Bunun baslica nedeni, N-nitrozaminlerin gii¢li mutajenik
kanserojenler olarak bilinen bir bilesik sinifi olmasidir. Diizenleyici
kurumlar bu safsizliklarin hastalar iizerindeki etkileri ve olasi riskle-
rin tespit edilmesi {izerine bir seri onlem almistir. Alinan 6nlemler
cogu ilag iiriiniiniin piyasadan geri ¢agrilmastyla sonuglanmistir. Tlag
iiriinlerinde kanserojen safsizliklarin varlig iiriin geri ¢agirmanin en
endise verici nedenleri arasinda yer almaktadir. {1k olarak 2018 yilinda
bir aktif farmasotik bilesen iireticisinden alinan valsartanda N-nitro-
zodimetilamin safsizliginin tespitiyle diizenleyici kurumlar ilaglarda
N-nitrozaminlerin varligindan haberdar olmusglardir. Yapilan ¢aligma-
lar sonucunda, diizenleyici kurumlar incelemeyi sadece valsartan ilag-
larin1 degil diger anjiyotensin reseptor blokerlerini (sartanlar)
kapsayacak sekilde genisletmistir. Daha sonra baska ilag iiriinleri ra-
nitidin ve metforminde de esik limitin tizerinde N-nitrozamin safsiz-
l1g1 tespit edilmistir. N-nitrozamin safsizlig1 igeren ilaglarin yalnizca
valsartan ve tetrazol i¢eren anjiyotensin reseptor blokerleri ile sinirl
kalmay1p ayni zamanda ranitidin ve metformin ilag tiriinlerinin de bu
duruma dahil olmas1 piyasadaki diger ilaglarin kullanima yonelik gii-
venlik endiselerini artirmistir. Gegtigimiz yillarda meydana gelen bu
olaylar serisinin sonucunda ham madde ve ilag {irlinii tireticilerinin ye-
tersiz ve eksik denetlenmesinin nihai ilag tirtinii kalitesi, giivenilirligi
ve muhtemelen etkinliginde nasil bir olumsuz etkiye neden oldugu or-
taya ¢ikmistir. Bu derleme, N-nitrozaminlerin kimyasal ve toksikolo-
jik ozelliklerini, ilaglarda N-nitrozamin safsizliklarinin olusum
mekanizmasini ve diizenleyici kurumlarinin ilag ve ham madde tireti-
cilerine uyguladigi yaptirimlar ve olusturulan yonergelerin ilag ve ham
madde iretim prosediirlerini nasil etkiledigini anlatmay1 amaglamak-
tadr.

Anahtar Kelimeler: Nitrozaminler; ila¢ kontaminasyonu; toksisite

ABSTRACT In recent years, the determination of N-nitrosamine im-
purities in human pharmaceuticals have been the focal point of global
regulatory agencies. This is mainly because N-nitrosamines are a class
of compounds known as potent mutagenic carcinogens. A series of
precautions have been taken to identify the effects on patients and po-
tential risks of these impurities by regulatory agencies. These pre-
cautions ended up with recalling of most of the pharmaceutical
products from the markets. The presence of carcinogenic impurities
in pharmaceutical products is amongst the most worrying reasons for
product recalls. Regulatory authorities had become aware of the pres-
ence of N-nitrosamines in drugs with the determination of N-nitroso-
dimethylamine impurity in valsartan, which is purchased from an
active pharmaceutical ingredient manufacturer in 2018. Regulatory
agencies expanded the investigation to cover other angiotensin re-
ceptor blockers (sartans) not only valsartan. Afterwards, N-ni-
trosamine contamination was also determined above the threshold
limit in other drug products such as ranitidine and metformin. The
fact that determination of N-nitrosamine impurities in drugs are not
only limited to angiotensin receptor blockers containing valsartan and
tetrazole ring , but also includes ranitidine and metformin drug prod-
ucts , increased the safety concerns for the use of other drugs on the
market. As a result of this series of events in the past years, it has
been revealed that inadequate and incomplete inspection of raw ma-
terial and pharmaceutical product manufacturers has had a negative
impact on the quality, safety and possibly efficacy of the final drug
product. This review aims to explain the chemical and toxicological
properties of N-nitrosamines, the mechanism of formation of N-ni-
trosamine impurities in drugs, and how the sanctions and regulations
imposed by regulatory agencies on drug and raw material manufac-
turers affect drug and raw material production procedures.

Keywords: Nitrosamines; drug contamination; toxicity

[lag iiriinlerinin iiretimi ve depolanmas: siire-
cinde olusan safsizliklar ve bozunma iiriinleri, has-
taya hicbir fayda saglamamakla beraber hastanin
saglhigl agisindan potansiyel risk olusturabilirler.'

Uluslararas: diizenleyici otoriteler tarafindan olustu-
rulan kilavuz ilkeler safsizliklarin nasil kontrol edi-
lebilecegine dair elde edilen yeni bilgilerin dikkate
alinmasiyla yillar igerisinde giincellenmistir.> Boy-

Correspondence: Giiler Yagmur AKYUZ
Gazi Universitesi Eczacilik Fakiiltesi, Farmasotik Toksikoloji ABD, Ankara, Tiirkiye
E-mail: yagmur787@yahoo.com

Peer review under responsibility of Journal of Literature Pharmacy Sciences.

Received: 10 Nov 2022

Received in revised form: 18 Jan 2023

Accepted: 24 Mar 2023 Available online: 29 Mar 2023

2630-5569 / Copyright © 2023 by Tiirkiye Klinikleri. This is an open
access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

171


https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
https://orcid.org/0000-0002-2736-992X
https://orcid.org/0000-0002-1358-1479

Giiler Yagmur AKYUZ ve ark.

J Lit Pharm Sci. 2023;12(2):171-82

lece diizenleyici otoriteler tarafindan olusabilecek bir
saglik tehlikesini 6nlemek adina daha siki bir farma-
kovijilans uygulanmaktadir. Herhangi bir ilag tirlinii
ve o lrline ait aktif farmasotik bilesenin (AFB) sta-
bilitesi ve safsizlik seviyeleri, farmakovijilans ¢alis-
masinda degerlendirilen dnemli parametrelerdir.’ Ilag
ham madde sentezi veya ilag iiriin iiretimi ve depola-
masi sirasinda olusacak bozunma iiriinlerinin ve saf-
sizliklarin kontroliinde “riskin tolere edilebilirligi”
yaklagimi temel alinmaktadir. Bu yaklasim ile saf-
sizliklarin diisiik miktarda ve kontrol edilebilir sevi-
yede olmasi saglanmaktadir.* Avrupa otoriteleri,
bir¢ogu Uluslararas1t Harmonizasyon Toplulugunun
[International Council for Harmonisation (ICH)] hi-
mayesinde bulunan uluslararasi diizenleyici otorite-
lerle birlikte gelistirilmis, AFB’ler ilag tirlinlerdeki
mutajenik safsizliklari kontrol etmeyi amaglayan sag-
lam yonergelere sahiptir. Buna ek olarak Avrupa Far-
makopesi, ilaglarin ve igeriklerinin kalitesi i¢in yasal
olarak baglayici standartlar ortaya koymaktadir.? N-
nitrozamin bilesikleri gidalarda, havada ve suda eser
miktarda bulunmasina ragmen 2018 yilina kadar bu
bilesiklerin ila¢ irtinlerinde mevcut oldugu bilinmi-
yordu.’ Bu nedenle bu N-nitrozamin bilesikleri ilag
tirlinlerinin safs1zl181 olarak kabul edilmemisti. Hazi-
ran 2018 tarihinde Valsartan (Zhejiang Huahai Phar-
maceuticals, Cin Halk Cumhuriyeti) AFB fireticisi
irettigi valsartan AFB’sinde “genotoksik” potansi-
yele sahip olabilecek ve daha 6nce bilinmeyen bir
safsizligin bulundugu konusunda miisterisi olan ilag
tireticisini bilgilendirmistir.” Bu safsizlig1 N-nitro-
zodimetilamin (NDMA) olarak tanimlamis ve
AFB’deki varliginin ise tiretim prosesiyle ilgili oldu-
gunu bildirmistir. NDMA, hayvanlarda genotoksik
ve kanserojen bir ajan olup Uluslararas1 Kanser Aras-
tirmalar1 Ajansi tarafindan olasi insan kanserojeni
(Grup 2A kanserojen) olarak smiflandirilmigtir.® N-
nitrozaminler, ICH M7(R1) Potansiyel Kanserojen
Riski Smirlamak I¢in Ilaglardaki DNA Reaktif (Mu-
tajenik) Safsizliklarin Degerlendirmesi ve Kontrolii
kilavuzunda “endise grubu” [cohort of concern
(CoQ)] olarak adlandirilmistir.” Avrupa Komisyonu
[European Commission (EC)] valsartan iceren ilag
iiriinlerinde nitrozamin safsizliklarimin fayda-risk et-
kisinin degerlendirilmesi amaciyla 2001/83/EC sayili
direktifin 31. maddesi kapsaminda Beseri Tibbi
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Uriinler Komitesi [The Committee for Medicinal Pro-
ducts for Human Use (CHMP)] tarafindan yiiriitiilen
bir aragtirma baglatmistir ve bu tiriinlerle ilgili pazar-
lama izinlerinin siirdiiriilmesi, degistirilmesi, askiya
alinmasi veya iptal edilmesi konusunda bir 6neride
bulunmasini istemistir.® Ayrica 6nlem amaciyla bu
calisma yalnizca Zhejiang Huahai AFB’lerini degil,
Avrupa Birligindeki tiim valsartan ilaglarin1 kapsa-
mustir. Ardindan Avrupa flaclar ve Saglik Bakimi Ka-
lite Miidiirligli [The European Directorate for the
Quality of Medicines & HealthCare (EDQM)], Zhe-
jiang Huahai’nin tirettigi valsartana ait Avrupa Far-
makopesi monograflarina [A certificate of suitability
to the monographs of the European Pharmacopoeia
(CEP)] uygunluk sertifikasini1 askiya almistir. Boy-
lece bu sirkete ait valsartan ilag tiriinlerinin piyasaya
siiriilmesi etkin bir sekilde engellenmistir. CHMP,
31. madde arastirmasini N-nitrozaminlerin nasil mey-
dana geldiginin anlasilmasina yonelik olarak mole-
kiiler yapilarinda tetrazol grubu igeren tiim sartanlari
(kandesartan, irbesartan, losartan, olmesartan ve val-
sartan) kapsayacak sekilde genisletmistir.” Ortak mo-
lekiiler yap1 olan tetrazol halkasi sentezinin bu
sartanlarda nitrozamin olugumuna yol a¢tig1 belirlen-
mistir.'® Arastirmalar ilerlerken, N-nitrozaminlerin
sadece Zhejiang Huahai’den alinan valsartan AFB’si
ile sinirl olmadigi dogrulanmistir. Bagka AFB fireti-
cilerine ait farkli sartan {iriinlerinde N-nitrozaminle-
rin varlig1 tespit edilmistir. Daha sonra pioglitazon
AFB iireticisi bazi irlin serilerinde NDMA safsizli-
gina rastlandig1 konusunda EDQM’yi bilgilendir-
mistir fakat ilgili pioglitazon serilerindeki NDMA
seviyelerinin sartanlar i¢in belirlenen ara limitlerin
altinda oldugu goézlemlenmistir. Sartan olmayan bir
AFB’de de N-nitrozamin varlig1 tespit edilmesi en-
dise uyandirict durum olmustur.'® EC’nin talebi tize-
rine Eyliil 2019 tarihinde ranitidin igeren ilag {irtlinleri
icin 31. madde arastirmasi baslatilmis ve bu iiriinle-
rin hem AFB’sinde hem de ilag iiriinlerinde NDMA
safs1zlig1 icerdigi gosterilmistir. Bu sonuglar 15131nda
ranitidin iceren ila¢ trilinlerinin eczanelerden geri
cagrilmasi baslatilmistir.'” Amerika Bilesik Devleti
Gida ve Ilag Idaresi [U.S. Food and Drug Adminis-
tration (FDA)] tarafindan uygulanan stabilite testi so-
nucunda oda sicakliginda saklanan bazi ranitidin
tirlinlerinde NDMA seviyelerinin kabul edilemez se-
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viyelere ulagabilecegi gosterilmistir. Hizlandirilms
stabilite testi sonucunda ise iiriinlerde yliksek NDMA
seviyeleri tespit edilmistir. Bu testin sonucu, saklama
kosullara bagli olarak NDMA seviyelerinin artti-
gin1 géstermistir.!! Bu sonuglar egliginde tiim raniti-
din drilinleri diinya genelinde ilag pazarindan geri
cekilmistir. Singapur hitkimeti Kasim 2019 tarihinde
metformin ilag¢ iiriinlerinde NDMA safsizlig1 konta-
minasyonu nedeniyle bazi iirlinleri piyasadan geri
cekmigstir. Bu durum farkli cografyalardaki diizen-
leyici kurumlarin inceleme baslatmasina neden ol-
mustur. FDA bazi 6rneklerde safsizliklarin kabul
edilebilir alim siirimi agmadigini gozlemlemis fakat
bazi uzun salinimli tabletlerde bu siirmn asildigi be-
lirtilmigtir. FDA, 5 sirkete goniillii olarak metformin
ilag liriinlerini piyasadan ¢ekmesi i¢in ¢cagrida bulun-
mustur.'? Son olarak Agustos 2022 tarihinde FDA,
Tip 2 diyabet tedavisinde kullanilan sitagliptin ilag
orneklerinde Nitroso-STG-19
(NTTP olarak bilinen) olan bir N-nitrozamin safsiz-

drinlerinin  bazi

liginin farkina varmistir (Sekil 1).'

Halihazirda onaylanmis ve piyasada mevcut
olan ila¢ ham maddeleri ve ilag iirlinlerinin geriye
doniik yapilan aragtirmalariin disinda bu N-nitro-
zamin safsizliklar1 yeni onaylanacak ilaglar i¢in de
artan bir endise kaynag1 olmaktadir. NDMA, ilag
ham maddesi ve ilag iirlinlerinde en sik bildirilen N-
nitrozamin safsizliklarindan biridir. Gida, hava ve
sudan kaynaklanan N-nitrozamin maruziyetleri kont-
rol edilemezken ilag tirlinlerindeki N-nitrozamin saf-
sizliklarina olan maruz kalimin kontrol edilmesi
zorunlulugu vardir. Pazarlama ruhsati sahipleri [mar-
keting authorisation holder (MAH)] N-nitrozamin
safsizlig1 kontaminasyonuna iligkin AFB ve bitmis

tiriinlerde kontrol stratejisi uygulamalidir. Bu stra-
teji iretim/kontaminasyon riskini en aza indirecek
mevcut ve ileriye doniik 6nlemleri igermelidir. Ali-
nan Onlemler iiretim siirecinin degistirilmesi, uygun
spesifikasyonlarin tanimlanmasi ve uygun yontem-
lerin gelistirilmesi, tesis ve ekipmanlara yonelik 6n-
lemler, temizlik prosediirleri ve ¢evresel izlemeyi
icerebilir. Ayrica tedarik¢i degisikligi, tiretim siireci
degisikligi ve ambalaj degisikligi gibi faktorlerin riski
nasil etkiyebilecegi konusunda ¢alismalarin yapil-
masi gerekmektedir.'?

I N-NITROZAMINLERIN KiMYAS]

N-nitrozaminler, tiyelerinin ¢cogunun gii¢lii kansero-
jen oldugu, insanlarin ¢evre, gida ve ilaglardan maruz
kaldig1 bir bilesik sinifidir. N-nitrozaminlerin kim-
yasini anlamak, bu safsizliklarin ilag ham madde ve
iriinlerinde, 6nlenmesi ve kontrolii sirasinda karsila-
stlacak zorluklarin iistesinden gelinmesi agisindan
cok biiylik bir 6nem tagimaktadir. N-nitrozaminlerin
yapist ve reaktivitesinin incelenmesi ortaya ¢ikis yo-
laklarin1 anlamamaiza olanak saglayacaktir.

Alkil, alkilaril, aril veya siklik aminlerden tiire-
tilen N-nitrozaminler, N-nitrozo bilesikleri olarak bi-
linen daha biiyiik bir giicli kanserojen bilesik
grubuna aittir.? N-nitrozo bilesikleri bir aminin nitroz
asit, nitrosil tiirleri, nitrojen oksitler ve nitrit tuzlar
vb. gibi nitrozlayici bir ajanla reaksiyona girmesi so-
nucu olugmaktadir.'*!S Nitrozlayic1 maddeler sira-
styla aminler, amidler ve irelerle reaksiyona
girdiginde olusan 3 ana nitrozo bilesigi N-nitroza-
minler, N-nitrozamitler ve N-nitrozotreleri olustu-
rurlar (Sekil 2).'6

A Sitagliptin
Ranitidin 22
Metformin
Pioglitazon NDMA
NDMA
Sartan grubu 2019 2019
Valsartan IS
NDMA etz
2018

4

SEKIL 1: Nitrozamin safsizliklari zaman gizelgesi.
NDMA: N-nitrozodimetilamin.
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SEKIL 2: Nitrilerin aminler, amitler ve iireler ile reaksiyona girmesi sonucu olusan
N-nitrozo bilesikleri.
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SEKIL 3: N-nitrozaminlerin rezonans yapilari.

Fiziksel 6zellikleri agisindan, N-nitrozaminler,
damitilabilir sivilar veya kristal katilar olarak izole
edilebilen kararli organik bilesiklerdir.? Nitroza-
minler tipik olarak yapi-1 gibi gosterilse de gercek
yapilar1 ve kimyasal reaktiviteleri; zwitteriyonik re-
zonansi yapi-2’den biiyiik 6l¢iide etkilenir (Sekil 3)."”
N-Nitrozaminler esas olarak Lewis bazlari1 ve hidro-
jen bag alicilar olarak islev goriir.

Nitrozlayici ajanlar farkl reaktivitelere sahiptir,
reaksiyon ortaminin pH’sine ve ¢6ziiciiniin dogasina
bagli olarak aminlerle farkli sekilde reaksiyona gire-
bilir. Diisiik pH’lerde daha giiclii nitrozlayici reaktif-
ler bulunur fakat amin protonlanir yani daha az
reaktif hale gelir. Bu nedenle, etkili nitrozlanma ko-
sullar1, aminin hem pH’sine hem de bazikligine bag-
lidir. Mekanizmanin, tercihen asidik kosullar altinda
ilerledigi diigiiniilmektedir. Nitrozaminlerin {iretimi
icin sodyum nitrit ve ikincil aminler anahtar dnciiler-
dir."”

| N-NITROZAMINLERIN
METABOLIK AKTiVASYONU

N-nitrozaminlerin kendisi DNA ile reaksiyona gir-
mez, DNA-reaktif bir molekiil haline gelebilmesi i¢in
metabolik aktivasyona ugramasi gerekmektedir.
Buna ragmen N-nitrozaminler risk degerlendirme-
sinde DNA reaktif bir kanserojen olarak kabul edilir-
ler."®

Sekil 4’te gosterilen N-nitrozaminlerin oksi-
datif biyoaktivasyonu su sekildedir; N-nitrozami-
nin o-karbonunda meydana gelen a-hidroksilasyon
reaksiyonu sonucu bir aldehit a¢iga ¢ikar ve diazo-
hidroksit olusur. Diazohidroksitin, daha fazla
ayrismasi sonucu elektrofilik N-alkil veya N-aril-
diazonyum iyonlar1 meydana gelir. Olusan bu giiclii
alkilleyici diazonyum iyonlari, DNA ve proteinler
gibi makromolekiillerin niikleofilik bolgelerine atak
yaparak katilma iiriinleri olugtururlar.'®"

N-nitrozamin tiirevlerinde oksitlenebilir a-kar-
bonunun mevcudiyeti nitrozaminlerin metabolizmaya
bagli karsinojenisitesi i¢in kritik bir gerekliliktir. o-

O
Vi /7
i TJ
CYP ‘} o |
N H ——— N O
7 P
RT Ay NADPH, O, | R X‘H) Lo
R, R
N-nitrozamin R,
Aldehit

SEKIL 4: N-nitrozaminlerin biyoaktivasyon sonucu DNA ile reaksiyona girebilecek elektrofilik diazonyuma déniisiimi.
CYP: Sitokrom P450; NADPH: Nikotinamid adenin dinikleotit fosfat; O,: Oksijen; H,O: Su.
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Hidroksilasyon reaksiyon mekanizmasi sterik engel
(6rnegin dallanma yoluyla), zincir uzunlugu, atom
tipleri ve bag kuvvetlerinin yan1 sira elektrofiliklik
gibi kiigiik yap1 farkliliklart nedeniyle degisebilir.?’
a-Karbondaki substitiisyonlarin artmasiyla a-karbon
hidrojenlerinin sayis1 azalmakta bu da nitrozamin-
lerin karsinojenik potensinin azalmasina sebep ol-
maktadir.?!’ Hem elektronik hem de sterik etkiler,
metabolizma mekanizmasini kismen veya tamamen
engelleyebilir ve potansiyel olarak alternatif bir me-
tabolizma mekanizmasina neden olabilir, bu da kan-
serojen etkinin Oonemli Ol¢lide azalmasina veya
ortadan kaldirilmasina neden olabilir.

J ILAC HAM MADDE VE URUNLERINDE
N-NITROZAMINLERIN OLUSUM
MEKANIZMALARI

VALSARTAN VE SARTAN GRUBU ILAGLAR

Valsartan, nitrozamin safsizliklarinin aragtirtldigi ilk
ilagtir. Bu ¢aligmanin 1s181inda arastirmalar sartan si-
nifindaki diger ilaglar1 da kapsayacak sekilde ge-
nisgletilmistir. N-nitrozamin safsizliklari, 6zellikle
molekiil yapisinda tetrazol halkasi i¢eren sartanlarda
gozlenmistir (Sekil 5). 5-siibstitiie-1H-tetrazollerin
olusumu, organik nitrillerin, inorganik veya organo-
metalik azid reaktifleri ile 1,3-dipolar sikloadisyon
(siklizasyon) reaksiyonu sonucunda ger¢eklesmekte-
dir.??

Valsartan molekiiliiniin kesfini yapan Novartis,
tetrazol halkasiin sentezinde bir nitril ara {iriinii ve

tributiltin azid (n-Bu3SnNj3) kullanmistir.” 2011-
2012 yillarinda Novartis’in valsartan patentinin son-

lanmasiyla beraber yiiksek pazar talebi nedeniyle bu
ilacin jenerik versiyonlari iiretilmistir.?* Zhejiang
Huahai Pharmaceutical dahil olmak tizere birka¢ Cin
kokenli AFB iireticisi reaksiyon verimini artirmak
amagli (liretim Slgegini biiyiitmek icin) tetrazol hal-
kas1 tiretiminde kullanilan tributiltin azidi, sodyum
azidle degistirmistir (Sekil 6). Boylece Novartis’in
uyguladig1 sentez yontemini degistirmistir.>*2¢ Ure-
tim stirecindeki bu degisiklik, valsartandaki nitroza-
minlerin kaynagidir. Sartan {iretimine yonelik ¢ogu
islemde, azid reaktifleri fazla miktarda kullanilir ve
bu nedenle iireticiler, fazla azid miktarini uzaklastir-
mak amaciyla en az e molar miktarda sodyum nitrit
(NaNO,) kullanmay1 segerler.” Uretimde azidin so-
niimlenmesi i¢in kullanilan sodyum nitritin asidik ko-
sullar altinda nitr6z aside donlismesi, nitrozasyona
yiiksek oranda egilimli aminlerle reaksiyona girme-
sinin yolunu agmaktadir.

Sartan tiretiminde reaksiyonlar1 hizlandirmak
ve siklizasyon reaksiyonunun dengesini iiriine kay-
dirmak i¢in kullanilan, dimetilformamid (DMF), di-
metilsiilfoksit ve N-metilpirolidon gibi yiiksek
kaynama noktali polar aprotik ¢oziiciiler, trietilamin
(TEA) ve diizopropiletilamin gibi reaksiyon orta-
mina eklenen bazi yardimeir maddeler, trietilamon-
yum hidrokloriir (TEA HCI) ve tetrabutilamonyum
bromiir gibi reaksiyon hizini artirmak i¢in kullanilan
tipik katalizorler N-nitrozamin olugumunu tetikle-
yen muhtemel amin kaynaklaridir.?”-*® Ortak nitroz-
lama kaynagi sodyum nitritin bu farkl ikincil ve
tglinciil amin kaynaklariyla reaksiyona girmesi so-
nucu N-nitrozaminlerin olusumu meydana gelmek-
tedir.

Valsartan

o apdp

Irbesartan

SEKIL 5: Tetrazol halkas! ieren bazi sartan molekiilleri.
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Novartis Yaklasimi
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Zhejiang Huahai Pharmaceutical Yaklasimi

SEKIL 6: Novartis ve Zhejiang Huahai Pharmaceutical tarafindan kullanilan valsartan sentezi.
n-Bu;SnN3: Tributiltin azid; NaN5: Sodyum azid; NaNO,: Sodyum nitrit; DMF: Dimetilformamid.

Irbesartan ilag iiriinlerinde kok neden yine tetra-
zol halkasinin olusumuyla iliskilendirilmis fakat hal-
kanin sentezin hangi asamasinda olusturuldugu 6nem
kazanmustir. Irbesartan iiretiminde iki ana yaklasim
bulunmaktadir. Bu yaklasimlar tetrazol halkasinin
son asamada eklenmesi veya sentezin on agamala-
rinda olusturulmasi seklindedir. Tetrazol halkasinin,
sentezin On asamalarinda olusturulmastyla N-nitro-
zamin safsizig1 olusumunun 6niine gecilmesi miim-
kiin olmaktadir.?

Pioglitazon

Pioglitazon vakasinda N-nitrozamin olusumunda
muhtemel kok neden, sentezin erken agamalarinda
kullanilan sodyum nitritin ilerleyen sentetik asama-
larda kullanilan DMF ile reaksiyona girmesi olarak
nitelendirilmistir. Ayrica reaksiyonda NDMA saf-
s1izlig1 igeren DMF kullaniminin da olas1 bir kok
neden olabilecegi belirtilmigtir. Sartan vakalarinin
aksine pioglitazondaki N-nitrozamin safsizliginin
sentetik son agsamada degil 6nceki reaksiyon basa-
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maklarindan taginma ile meydana geldigi anlasil-
mustir. Diger bir deyisle farkli sentez basamaklarinda
kullanilan sodyum nitrit ve DMF nin safsizlik olu-
sumunun ana sebebi oldugu bilinmektedir. DMF ye-
rine nitrozlanmayan bir ¢oziiciiniin kullanilmasiyla
nitrozamin safsizlig1 olusumunun oniine gegilebilir.
Fakat bu tarz bir tiretim gelistirme kapsamli bir se-
kilde gerekg¢elendirilmelidir.?

Ranitidin

Ranitidin ilag iirlinlerinde ilk iiretim aninda NDMA
safsizligina rastlanmazken, zaman gegtikge yiiksek
sicaklik ve bagil neme bagl olarak safsizligin arttigi
gozlenmistir. Ranitidin ilag {iriinlerindeki N-nitroza-
min safsizliginin, proseste sentetik bir safsizlik olarak
meydana gelmemesi veya iiretimde kullanilan konta-

mine bir kimyasaldan kaynaklanmamasi ranitidin va-
kasin1 diger sartan grubu ilaglardan ayirmaktadir.

Atik sularin kloraminleme ile dezenfeksiyonu
sonucunda olusan yan iiriinlerden biri de NDMA saf-
sizligidir. Bu safsizligin atik suda nasil olustugunu
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arastirmak amaciyla yapilan ¢aligmalarda, ranitidin ilag
molekiiliiniin bu safsizligin olas1 6nciisii olabilecegine
dair sonuglar elde edilmistir.?’ Ranitidin molekiiliinde
yer alan C-S bagimin kopmasiyla meydana gelen bo-
zunma Uriiniiniin kloramin varliginda oksidasyona ug-
ramasit NDMA olusumunda en ¢ok tercih edilen yoldur
(Sekil 7). Bu kok neden analizinden yola ¢ikarak, ilag
iretimi sirasinda kullanilan suyun kloraminle konta-
mine oldugu diistintilmustiir.*! Fakat yeni {iretilmis ra-
nitidin {lirtinlinde NDMA safsizligina rastlanmamasi
temel nedenin bu olmadigini1 gostermistir.

Ranitidin ilag tirlinlerinde NDMA safsizliginin
temel nedenini belirlemek i¢in izotopik olarak eti-
ketlenmis etkin madde ile yapilan ¢aligmalar, mole-
kiiller aras1 bir reaksiyon sonucunda bu safsizligin
meydana geldigini gostermistir ve harici bir nitrozla-
yic1 ajana ihtiya¢ olmadan reaksiyonun gerceklesti-
gine dair giicli kanitlar saglamistir. Bozunma hizini
etkileyen faktorlerin 1s1, nem ve ranitidinin kristal
morfolojisi oldugu belirtilmistir. NDMA olugum hiz1
ve kristal morfolojisi degerlendirildiginde, ¢ubuk
(stitun) yapili kristallerin ylizey 6zellikleri nedeniyle
en yavas olusum oranina sahip oldugu belirtilmistir.*!

Metformin

Metformin hidrokloriir, dimetilamin (DMA) hidro-
kloriir ve 2-siyanoguanidinin reaksiyonu sonucu sen-
tezlenmektedir (Sekil 8).

Bitmis AFB’de eser miktarda bulunan DMA,
uygun kosullar altinda nitrozlayici ajanlarla reaksi-
yona girerek NDMA’y1 olusturabilir. AFB’deki ka-
linti DMA’nin sinirlandirilmast NDMA kontrolii igin
onemli bir faktordiir. Metformin ilag¢ iirlinlerinde
NDMA kontaminasyonun prekiirsorii olarak yalnizca
Metformin AFB diisiiniilse de yapilan aragtirmalar
bunun dyle olmadigini gostermektedir.’? Ozellikle
kontaminasyonun metforminin uzun salimli tirtinle-
rinde daha yiiksek seviyelerde gozlenmesi bu safsiz-
ligin kullanilan eksipiyanlar ve formiilasyondaki
aminlerden olusabilecegi fikrini gliglendirmistir. Be-
lirli kosullar altinda, DMA, povidon veya hidroksip-
ropil metil seliiloz (hipromelloz) gibi metformin
iriinlerinde kullanilan eksipiyanlardan gelen nitrit ile
reaksiyona giriyor gibi gériinmektedir.*

Metformin triinlerinde NDMA olusumu igin et-
kili kontrol stratejilerinin olusturulmasini saglamak
amaciyla yapilan bir arastirmada, AFB’nin ¢ift kris-
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SEKIL 7: Ranitidin molekilinin kloramin varliginda N-nitrozodimetilamin safsizligina déniisiimii.
NH,Cl: Kloramin; O,: Oksijen; H,O,: Hidrojen peroksit.
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SEKIL 8: Metformin sentezinde olasi N-nitrozodimetilamin olusum mekanizmasi.

talizasyon yoluyla saflagtirmasi ile metformin tirii-
niindeki NDMA olusumunun minimuma indirilebi-
lecegi gosterilmistir. Islak graniilasyon iglemi
sirasinda kullanilan eksipiyanlarda bulunan nitrit/nit-
rat igeriginin azaltilmasinin énemli oldugu belirtilmis
ve eksipiyan tedarik¢isinin degistirilmesi tavsiye edil-
mistir.** Eksipiyanlardaki degisen nitrit seviyeleri ile
NDMA konsantrasyonu arasinda bir iligki oldugu bil-
dirilirken, DMA’nin ise konsantrasyona etkisinin
kiiciik oldugu belirtilmistir.*

J ILAC HAM MADDE VE BITMI$ URUNLERINDE
N-NITROZAMINLERIN OLUSUMU
RISK FAKTORLERI

N-nitrozaminler, bir amin ve bir nitrozlayici ajanin
uygun kosullar altinda reaksiyona girmesi sonucunda
meydana gelmektedir. Bugiine kadar ilag iiriinlerinde
tespit edilen N-nitrozaminlerin olusum kaynaklari,
etkin maddenin {iretim siireci ve saklanmasi veya bit-
mis Urlin dretimi ve saklanmasiyla iliskili risk fak-
torleri olarak gruplandirilmaktadir. Bu risk faktorleri
ozellikle iyi tiretim uygulamalar1 [good manufactu-
ring practice (GMP)] ile baglantilidir.*> N-nitroza-
min safsizliklar1 i¢in halihazirda tanimlanmis risk
faktorleri Sekil 9°da 6zetlenmistir. Nitrozamin olu-
sum kaynaklar1 etkin madde ve bitmis iiriin bazinda
siniflandirilmistir.

N-nitrozaminlerin varhigi, aktif madde {iretici-
lerinin yeterli {irlin ve siireg bilgisine sahip olmamasi
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ve liretim ortaminin GMP’ye uyumlu olmamasindan
kaynaklanmaktadir. Yeterli proses bilgisine sahip ol-
mayan Ureticiler, liretim sirasinda bu safsizliklari ta-
nimlayamamakta ve f{riinlerini GMP’ye uygun
olarak iiretirken bu safsizliklar1 dikkate almamakta-
dir. Sikayetlerin arastirilmamasi, spesifikasyon dis1
sonuglar, ¢oziicli geri kazanim iglemlerinin hatali
yapilmasi, yetersiz temizlik prosediirleri gibi kotii
GMP uygulamalar1 N-nitrozamin safsizliklarinin
yayilmasina neden olmaktadir. Daha iyi GMP
uyumlulugu adina, kontamine geri doniistiirilmis
¢Ozicllerin kullanilmamasi, farkli Gretim serileri
arasinda uygun temizlik prosediirlerinin uygulan-
masi, operasyonel kayitlarin diizenli tutulmasi gibi
aksiyonlar N-nitrozamin kontaminasyonu riskini
azaltabilir. Baglangi¢c malzemeleri, ara maddeler, ¢6-
ziiciiler, reaktifler ve katalizorler arasindaki safsiz-
liklara yol agan potansiyel yan reaksiyonlarin tespit
edilmesi ve {iretim siirecinin bu yonde gelistirilmesi
safsizliklarin 6nlenmesi agisindan 6nem arz etmek-
tedir. 31. madde arastirmasinda AFB’de meydana
gelen kontaminasyonun temel nedenleri geri kaza-
nilmis ¢oziiciiler ve reaktifler olarak belirlenmistir.>
GMP kurallar1 kapsaminda {iretim proseslerinde ¢6-
ziiciilerin, geri kazanilmasi ve geri doniistiiriillmele-
rine yaygin olarak izin verilmektedir. Geri kazanilan
¢oziiclilerin uygun spesifikasyonlari saglamasi sar-
tiyla ayni proseste veya farkli bir proseste kullanil-
mas1 miimkiindiir. Fakat genellikle bu geri doniisiim
islemi isledikleri atigin igerigi hakkinda bilgi sahibi
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SEKIL 9: Aktif madde ve bitmis Giriinde nitrozamin olusum kaynaklari.

olmayan iigiincii taraf iireticilere yaptirilmaktadir.
Bu ylizden bu tiir uygulamalara sik1 kisitlamalar ge-
tirilmesi AFB’lerdeki bilinmeyen safsizliklarin
oniine gecilmesi acisindan énemlidir. EDQM tara-
findan askiya alinan sartan CEP’lerinde 6lcek bii-
ylitme faaliyetlerinin bir parcasi olarak {iretim
prosesine NaNO, eklenerek AFB iiretim siirecinin
degistirilmesi bu nitrit kaynaginin baslangi¢c malze-
meleri, ara maddeler, reaktifler, ¢oziciiler, katali-
zorler olarak kullanilan ikincil veya tgiinciil
aminlerle reaksiyonuna yol agmig bdylece safsizlik
olusumuna Onciiliik edilmistir. Nitratlar ve nitritler
bir¢ok yardimci maddede bulunmaktadir. Sodyum
nisasta glikolat, kroskarmeloz sodyum, énceden je-
latinlestirilmis nigasta, povidon, krospovidon ve lak-
toz, eser diizeyde nitrat veya nitrit safsizliklar
tastyan yardimci maddelerdir.*® Formiilasyon ve
saklama kosullarinda AFB’lerde veya safsizlik/bo-
zunma Uriinlerindeki aminlerin yardimc1 maddeler-
deki bu nitritlerle reaksiyona girme olasiligi
safsizliklar a¢isindan risk olusturmaktadir. Yardimci
maddelerdeki nitrit seviyeleri ¢ok diisiik olsa bile
MAH’lar bitmis tirtinde N-nitrozamin safsizliklari-
nin giinliik kabul edilebilir alim degerlerinin lizerine
¢ikmamasi igin gerekli onlemleri almahdir.’ Aktif
maddelerin dogal reaktivitesi sonucu veya ekzojen
bir nitrozlayict ajanin mevcudiyeti ile bozunma sii-
recine girmesi safsizliklarin olusumu agisindan 6nem
arz etmektedir. Kristal yapisi, kristal davranist ve
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saklama kosullaria (sicaklik, nem) bagl olarak
meydana gelen bu bozunma aktif {irlin ve bitmis iiriin
iiretim proses ve saklama kosullarinda meydana ge-
lebilir. Bu tarz bir bozunmaya 6rnek olarak ranitidin
molekiilii verilebilir.!® Birincil ambalaj malzemesi
bilesenleri, bitmis ilag tirlinlerinde nitrozamin kon-
taminasyonunun temel nedenlerinden biridir. Nitro-
selilloz igeren kapak folyolu blisterlerde 1siyla
kapatma islemi sirasinda, nitroseliilozdan termal ola-
rak nitrojen oksitler iiretilebilir. Bu nitrojen oksitle-
rin baski miirekkebinde veya bitmis iiriinde bulunan
diisitk molekiiler agirlikli aminlerle reaksiyonundan
nitrozaminlerin meydana geldigi belirlenmistir.*®
Kapak folyolarini nitroseliiloz icermeyen kapak fol-
yolari ile degistirerek bu temel nedeni ortadan kal-
dirilmasi onerilmistir.

I N-NITROZAMIN SAFSIZLIKLARININ
TOKSISITESI VE KONTROLU

Avrupa otoritesi, AFB’ler ve bitmis tiriinlerdeki mu-
tajenik safsizliklar1 kontrol etmeyi amaclayan, bir-
¢ogu ICH’nin himayesinde bulunan uluslararasi
diizenleyicilerle birlikte gelistirilmis saglam ydner-
gelere sahiptir. Buna ek olarak Avrupa Farmakopesi,
ilaglarin ve iceriklerinin kalitesi i¢in yasal olarak bag-
layic1 standartlar ortaya koyan ana kilavuzlardan bi-
risidir. Avrupa ile birlikte uluslararasi paydaslar
tarafindan ila¢g ham maddesi ve {irlinlerinin kalitesine
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iliskin yeni ve gelisen gerekliliklere uyulmasini sag-
layan kilavuzlar asagidaki gibidir (Tablo 1). Bu dii-
zenleyici kilavuz ilkeler, yillar iginde elde edilen
deneyim ile ve safsizliklarin nasil kontrol edilebile-
cegine iliskin yeni bilgiler dikkate alinarak giincel-
lenmistir.

[lag maddelerinin sentezi, reaktif kimyasallarin,
reaktiflerin, ¢oziiciilerin, katalizorlerin ve diger yar-
dimcilarin kullanimini igermektedir. Kimyasal sen-
tez veya sonraki bir bozunmanin bir sonucu olarak,
tiim ilag maddelerinde ve iliskili ilag iirinlerinde saf-
sizliklar bulunmaktadir: Yeni ilag maddelerindeki
safsizliklar [impurities in new drug substances (ICH
Q3A(R2))] ve yeni ilag tirlinlerindeki safsizliklar [im-
purities in new drug products (ICH Q3B (R2))] kalite
kilavuzlart safsizliklarin ¢ogu i¢in kalifikasyon ve
kontrolleri i¢in rehberlik saglarken, DNA reaktif olan
safsizliklar i¢in siirli rehberlik saglamaktadir.?

N-nitrozamin safsizliklari, ilag ham madde ve
iriinlerinde mutajenik safsizliklarin tanimlanmast, si-
niflandirilmasi, nitelendirilmesi ve kontroliine yonelik
hazirlanmis olan ICH M7(R1) kilavuzuna goére de-
gerlendirilmektedir. ICH M7(R1), yeni ilag maddeleri
ve yeni ilag iiriinlerinin klinik gelistirme ve sonraki
pazar uygulamalarinda kullanilan bir kilavuzdur.’” Bu
kilavuzun odak noktasi, dogrudan DNA hasarina
neden olma potansiyeline sahip, diisiik seviyelerde
mutasyona yol acarak kansere neden olan DNA reak-

TABLO 1: ilag ham maddesi ve iriinleri iiretiminde kullanilan
kilavuzlar.

Kilavuz Kapsami

Avrupa Farmakopesi Yasal olarak baglayici
(ilag Kullanimina Yénelik Maddeler)
EMA Aktif Maddelerin

Kimyas! Kilavuzu (2017)

ICH Q11 (2013)

ICH Q3A (R2) (2006)

genel kalite gereklilikleri
Kalite dosyalarinda gerekli bilgiler

AFBler igin tiretim streglerinin gelistirilmesi
AFB'lerdeki safsizliklar

ICH Q3B (R2) (2006) Bitmis Uriinlerdeki safsizliklar
ICH Q3C (R8) (2021) Kalinti solvanlar

ICH Q3D (R1) (2019) Elementel safsizliklar

ICH M7 (R1) (2018) Mutajenik safsizliklarin kontroll
ICH Q7 (2000) AFB'ler igin iyi tiretim uygulamasi
ICH Q9 (2006) Kalite risk yonetimi

ICH Q10 (2014) Farmasbtik kalite sistemi

Kalite Kilavuzlari [Quality Guidelines (Q)]; Multidisipliner Kilavuzlar [Multidisciplinary
Guidelines (M)]; Revizyon [Revision (R)]; AFB: Aktif farmasoétik bileseni.
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tif maddelerdir. Toksikolojik endise esigi [threshold
of toxicological concern (TTC)] kavrami, karsinojen-
lik ve diger toksik etkiler agisindan ihmal edilebilir
bir risk teskil eden ve iizerinde herhangi bir ¢alisma
yapilmamis bir kimyasal i¢in kabul edilebilir alim
miktarini [acceptable intake (Al)] tanimlamak i¢in ge-
listirilmistir. Fakat bazi yapisal gruplara sahip kimya-
sallarin TTC degerinin altinda bile alim1 6nemli bir
karsinojenik risk potansiyeli olusturmaktadir. Bu ya-
pisal gruplardan Aflatoksin benzeri, N-nitrozo ve
alkil-azoksi bilesikleri, yliksek potensli mutajenik kar-
sinojenler “CoC” olarak adlandirilmistir. Bu kimya-
sallar icin maddeye oOzgii risk degerlendirmesi
uygulanmaktadir. N-nitrozo bilesik grubuna ait
NDMA da “CoC” olarak tanimlanmistir. Bu tiir mu-
tajenik safsizliklar i¢in bilesige 6zgii karsinojenlik ve-
rilerinden yararlanilarak 6zel bir Al degerinin
tiiretilmesi gerekmektedir. ICH M7 (R1), TTC kon-
septinin CoC safsizliklari i¢in gecerli olmadigini be-
lirtir ve 1,5 pg/glinliikk jenerik TTC esik degerinin
uygulanmasii kabul etmez. ICH M7(R1)’e gore
ihmal edilebilir karsinojen risk olugturmasi beklenen
mutajenik safsizliklarin seviyelerini belirlemek i¢in
teorik olarak 100.000’de 1 asir1 onkogenez riski refe-
rans deger olarak belirlenmistir. 2001/83/EC say1l1 di-
rektifin 31. maddesi kapsaminda sartanlar i¢in yapilan
calismalarda deney hayvani toksikoloji verilerinin
ekstrapolasyonuna dayali olarak NDMA ig¢in gegici
limitlerin uygulanmasina karar verilmistir.'® Deney
hayvani verilerinden elde edilen tiim insan riski tah-
minleri daha yiiksek bir deney hayvani dozundan ¢cok
daha diisiik bir doza teorik dogrusal ekstrapolasyona
dayanmaktadir. Deney hayvani kanser ¢aligmalarin-
dan hesaplanan TD5 degerleri hareket noktasi olarak
kullanilmistir. Kanser ¢alismalarinda TDs, degerleri
icin Karsinojenik Potens Veritabani [Carcinogenic
Potency Database (CPDB)] iyi bilinen ve kabul edilen
bir kaynaktir. CPDB veritabaninda N-nitrozaminler
icin yapilmis tiim sican ¢aligmalari kullanilarak he-
saplanan harmonik ortalama TDsy, NDMA ig¢in 96
ug/kg/glin’diir. Kanser i¢in asiri risk diizeyine yonelik
ekstrapolasyon, teorik olarak TDsqyi 50.000’e (%50
veya 0,5x100.000) bolerek 1:100.000 riske neden olan
doza dogrusal geri ekstrapolasyon ile gerceklestirilir.
NDMA igin bu, 1,92 ng/kg/giin dozuna karsilik gelir.
Viicut agirligr 50 kg olan bir kisi i¢in bu Al seviyesi
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96 ng/glin (50x1,92 ng) ile sonuglanacaktir.!” Bu s1-
nirlar, yalnizea bir ilag iirlintinde tek bir N-nitrozamin
iceriyorsa gegerlidir. Belirli bir bitmis liriinde (veya
AFB’sinde) birden fazla N-nitrozamin tanimlanirsa,
tespit edilen tiim N-nitrozaminlerin toplaminin top-
lam risk seviyesinin 100.000 yasam siiresi riskinde 1’i
gecmemesi saglanmalidir.

Yeni nitrozaminlerin tespiti i¢in ise 2 senaryo
ongoriilmektedir.®

m N-nitrozaminler, maddeye 6zgii yeterli deney
hayvani karsinojenite verileriyle tanimlanirsa, TDs
hesaplanmali ve ICH M7(R1) kilavuzunda 6nerildigi
gibi dmiir boyu maruziyet i¢in maddeye 6zgii bir
limit elde etmek i¢in kullanilmalidir.

m N-nitrozaminler, ICH M7(R1) kilavuzunda
tavsiye edildigi gibi dmiir boyu maruziyet i¢in bir
maddeye 6zel limit tiiretmek i¢in yeterli veri yoksa:

-18 ng/giin nitrozaminler i¢in sinifa 6zel bir TTC
(Bu deger, karsinojenite veri tabani Lhasa’dan tiire-
tilmigtir) varsayilan secenek olarak kullanilabilir.

-Kabul edilebilir bir alim limiti elde etmek icin
yapi-aktivite iliskisi degerlendirmelerine dayali bir
yaklagim, uygun sekilde gerek¢elendirildigi takdirde
kabul edilebilir.

[l SONUG

N-nitrozaminler, insanlarin gida, igme suyu, tiitiin du-
mant ve kozmetik tlirlinler gibi bilinen ¢esitli kaynak-
lardan maruz kalabilecegi karsinojenlerdir. Ancak,
2018 yilina kadar beseri tibbi {irlinlerde bu safsizlik-
larin varliklar1 bilinmezken ilk olarak valsartan
AFB’sinde tespit edilmistir. Daha sonra yapisinda tet-
razol grubu igeren sartan grubu ilaglar1 ve farkl tera-

potik etkiye sahip ilaglarda bu safsizliklar tespit edil-
mis, arastirmalar genis bir alana yayilmistir. Top-
lum saglig1 acisindan bu konunun ciddiyetle ele
alinmas: 6nemlidir. Bu nedenle MAH’lar, aktif
maddeleri ve bitmis iirlinleri i¢in N-nitrozaminlere
iligkin, herhangi bir nitrozamin ile iiretim/kontami-
nasyon riskini en aza indirmek i¢in mevcut ve ileriye
dontik dnlemleri igermesi gereken bir kontrol strate-
jisi uygulamali ve kilavuz ICH M7(R1)’de tanimla-
nan ilkelere dayali olarak beseri tibbi iirlinlerde
N-nitrozaminlerin varligt miimkiin oldugu kadar
azaltmalidir.

Finansal Kaynak

Bu ¢alisma sirasinda, yapilan arastirma konusu ile ilgili dogru-
dan baglantist bulunan herhangi bir ilag¢ firmasindan, tibbi alet,
gere¢ ve malzeme saglayan ve/veya iireten bir firma veya herhangi
bir ticari firmadan, ¢alismanin degerlendirme siirecinde, ¢alisma
ile ilgili verilecek karari olumsuz etkileyebilecek maddi ve/veya

manevi herhangi bir destek alinmamigtir.

Cikar Catismast

Bu ¢aligma ile ilgili olarak yazarlarin ve/veya aile bireylerinin
¢tkar ¢atismasi potansiyeli olabilecek bilimsel ve tibbi komite iiye-
ligi veya iiyeleri ile iligkisi, danigsmanlik, bilirkisilik, herhangi bir

firmada ¢calisma durumu, hissedarlik ve benzer durumlart yoktur.
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