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OZET

Irbesartan Etkin Maddesinin Plazma ve Farmasotik Preparatlarda Miktar Tayini

Amag: Caligmada, tansiyon rahatsizligi tedavisinde kullanilan ilaglardan biri
olan irbesartan etkin maddesinin farmasotik preparatlarda ve insan plazmasinda miktar
tayinine yonelik spektroflorometrik ve kromatografik yontemlerin gelistirilip, gegerlilik
testlerinin yapilmasi amaclanmistir.

Materyal ve Metot: 1 mg/mL derisimde metanolde hazirlanan irbesartan stok
cozeltisi 0.01 M HCI ¢ozeltisi (pH:2) ile seyreltilerek 10-300 ng/mL derisim araliginda
standart calisma ¢oOzeltileri hazirlanarak spektrumlar1 alindi ve spektroflorometri
calisma parametreleri belirlendi. Ayni sekilde 5-2000 ng/mL derisim araliginda
irbesartan standart ¢alisma c¢ozeltileri hazirlandi. Bu ¢ozeltilerin  HPLC-FLD
kromatogramlart alinarak yontem c¢alisma parametreleri belirlendi. Daha sonra
gelistirilen yontemler valide edildi. Gelistirilip valide edilen yontemler ile farmasotik
preparatlarda ve eklenmis insan plazmasinda irbesartan miktar tayinleri gergeklestirildi.

Bulgular: Spektroflorometrik yontemin 10-300 ng/mL derisim araliginda
dogrusal, giini¢i ve giinler aras1 dogruluk (bagil hata) degeri 8.0’dan ve kesinlik (bagil
standart sapma) degerinin 2.0’dan diisiik, LOQ degeri 10 ng/mL, LOD degeri ise 3
ng/mL olarak belirlendi. HPLC-FD yonteminin ise 5-2000 ng/mL derisim araliginda
dogrusal, dogruluk (bagil hata) degeri %7.5’ten ve kesinlik (bagil standart sapma)
degerinin %4.5’ten diigiikk oldugu, LOQ degerinin 5 ng/mL ve LOD degerinin ise 2
ng/mL olarak tespit edildi. Her iki yontemin hem farmasétik preparat ve plazma igin
ortalama geri kazanim degeri yaklagik 98.55 olarak belirlendi. Gelistirilip gegerlilik
testleri yapilan yontemler iki farkli ilag miistahzarina (Karvezide ve Co-Irda) basariyla
uygulanda.

Sonug: Irbesartan etkin maddesinin plazma ve farmasdtik preparatlarda miktar
tayinine yonelik uygulanan kromatografik ve spektroflorometri yontemlerin basit, hizl,
hassas oldugu ve farmasotik preparatlarin kalite kontrol c¢aligmalarinda ve insan

plazmasinda in-vitro ¢alismalarda uygulanabilir oldugu gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: HPLC, irbesartan, spektroflorometri

VIl



ABSTRACT
Determination of Irbesartan in Plasma and Pharmaceutical Formulations

Aim: In this study, it is aimed to develop and validate spectrofluorometric and
chromatographic methods in order to determine Irbesartan which is pharmaceutical used
in treatment of hypertension, in spiked human plasma and pharmaceutical formulations.

Material and Method: 1 mg/mL of Irbesartan bulk solution which is prepared
in methanol is diluted by 0.01 M HCI (pH:2) in order to prepare working solutions in
between 10-300 ng/mL. After that prepared samples were measured by
spectrofuorometry and spectrum of each concentration were recorded. 5-2000 ng/mL of
Irbesartan standard samples were also prepared for HPLC-FD method and their
chromatograms were also received. Determination of irbesartan was performed in
pharmaceutical formulations and spiked human plasma by developed and validated
methods.

Results: In spectrofluorometric analysis, method is found to be linear in 10-300
ng/mL. Precision and accuracy of the method is lower than 8.00 and 2.00, respectively
and LOQ of the proposed method is 10 ng/mL while LOD value is 3 ng/mL. Lineer
range of the HPLC-FD method is measured to be 5-2000 ng/mL. Accuracy of the
method is lower than %7.5 and precision of the HPLC-FD method is lower than % 4.5
while LOQ and LOD value of the method is 5 ng/mL and 2 ng/mL, respectively.
Developed and validated methods was applied onto two different pharmaceutical
formulations (Karvezide and Co-irda). Average analytical recovery values of Karvezide
and Co-Irda for both methods was calculated as % 98.55. Developed and validated
methods were succesfully applied to two different pharmaceutical formulations
(Karvezide ve Co-irda).

Conclusion: It is noticed that accurate, simple, sensitive proposed
chromatographic and spectroscopic methods are applicable for determination of
Irbesartan in quality control studies of pharmaceutical preparation and in-vitro human
plasma samples.

Key Words: HPLC, irbesartan, spectrofluorometry
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

. Anjiyotensin doniistliriicii enzim
. Anjiyotensin reseptor blokdrleri
: Anjiyotensin tip 1

: Anjiyotensin tip 2

: Anjiyotensin tip 3

: Anjiyotensin tip 4

: Anjiyotensin 11

: Beden kitle indeksi

: Bagil standart sapma

- Yiiksek basing s1vi kromatografisi
: Gozlemlenebilme sinirt

- Miktar tayin sinir1

: Mikrogram

- Mililitre

- Nanogram

: Renin anjiyotensin sistemi
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1. GIRIS

Tansiyonu kisaca kan basinct olarak tanimlayabiliriz. Kan basinci; damar
icerisindeki kanin dolasim esnasinda damar duvarlarina yaptig1 basingtir. Bu basing kalp
tarafindan pompalanan kan miktar1 ve damarlarin bu akima karst olusturdugu dirence
baglidir. Her bir kalp atiminda kalp, kan1 6nce pompalar, sonra kanin yeniden kalbe
dolmast igin istirahat haline geger. Kalbin kasilmasi sirasinda Olgiilen kan basinci,
biiyiik tansiyon(sistolik kan basinci), kalbin gevsemesi esnasinda 6lgiilen kan basinci ise
kiigiik tansiyondur (diyastolik kan basinci).

Hipertansiyon damar kan basincinin normal kabul edilen degerlerin {izerinde
olmasi durumudur. Viicuda verdigi zararlar g6z oniine alindiginda ¢ok énemli bir saglik
problemidir.

Irbesartan, hipertansiyon tedavisinde kullanilan anjiyotensin II (AII) reseptdr
antagonistlerinden biridir. irbesartan anjiyotensin reseptdrlerinin AT; alt tipini selektif
olarak bloke ederek, anjiyotensin II isimli polipeptidin baglanmasin1 engeller ve
vazodilatasyona neden olur. Anjiyotensin II'nin adrenal bezlerdeki reseptorlere
baglanmas1 aldosteron salinimini azalttigindan kan basincinin azalmasma neden
olmaktadir.

Bir farmasotik preparat her tiirlii kalite kontroliinden gegmesine ragmen hastaya
verildigi zaman etki giicli yetersiz olabilir. Bu yiizden biyolojik ortamlarda ilag ya da
diger maddelerin miktar tayini, teshisi ve belirlenmesi, ila¢ imalat ve piyasa kontrolleri
sirasinda ila¢ etkin maddelerinin analizi bilimsel a¢idan ¢ok Onemlidir. Bu bilgiler
1s181inda, plazmada irbesartan derisiminin belirlenebilmesi, hipertansiyonun tedavisinde
yardimci bir faktor olabilir. Ayrica gerek imalat ve gerekse piyasa kontrolleri sirasinda
ilag etkin maddelerinin miktarlarinin dogru olarak belirlenmesi ilacin kullanimi

agisindan ¢ok dnemlidir.



Calismamizda, antihipertansif ilaglardan irbesertan etkin maddesinin standart
coOzeltilerde, farmasotik preparatlarda ve plazmada miktar diizeylerinin belirlenmesi i¢in
spektroflorometri ve HPLC-FD yontemlerinin gelistirilip gegerlilik testlerinin yapilmasi
amaclanmustir. Gelistirilip gecerlilik testleri yapilmis yontemlerin uygulama asamasinda
irbesertan etkin maddesini i¢eren farmasotik preparatlarda miktar tayinlerinin yapilmasi
diistiniilmiistiir. Bu ¢alismanin sonucunda elde edilen bilgiler 1s181nda ilk 6nce hayvan
calismas1 ve daha sonra da hipertansiyon hastalarinda irbesertan miktar analizleriyle

ilgili ¢alismalar planlanmaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Hipertansiyon

Farkli iki giinde en az iki kez yapilan Olgiimlerde sistolik kan basincinin 140
mmHg ve ilizerinde ya da diyastolik kan basimncinin 90 mmHg ve iizerinde olmasina
hipertansiyon (yiiksek tansiyon) adi verilmektedir. Hipertansiyon tanisi i¢in biiylik ve
kiiciik tansiyondan herhangi birisinin normalden yiiksek olmasi yeterlidir. Sistolik kan
basicinin (biiyiik tansiyon) 120 mmHg ve diyastolik kan basincinin (kiigiik tansiyon)
80 mmHg olmasi en uygun tansiyon degeridir. Kan basincinin 120-129/80-84 mmHg
arasinda olmasi normal, 130-139/85-89 mmHg degerleri arasinda olmasi yiiksek normal

tansiyon olarak adlandirilir.”

Kategori Sistolik Diastolik
Normal <130 <85
Yiiksek Normal 130-139 85-89
Hipertansiyon - 1. 140-159 90-99
derece
2. derece 160-179 100-109
3. derece = 180 =110

Sekil 2.1. Kan basincina gore tansiyonun siniflandirilmasi

Hipertansiyon uzun yillar belirtisiz veya komplikasyonsuz olarak seyredebilir.
Bu esnada tek somut bulgu kan basmcinin yiiksek saptanmasidir. Ciddi
komplikasyonlar uzun yillar sonra ortaya ¢ikmaktadir. Hipertansiyon hastalarinin pek
cogu hipertansif olduklarindan haberdar degillerdir. Hipertansiyonlu hastalarin ancak
yarisi tedavi almaktadir ve bu hastalarin 6nemli bir boliimii de ongoriilen tedavileri
diizenli bir sekilde uygulamamaktadir. Buna bagli olarak da tedavi alan hastalarin

yarisindan azinin kan basinglart kontrol altindadir. Bu durumda, hipertansiyon



hastalarmin biiyiik boliimii yiiksek kan basincinin getirebilecegi olumsuzluklarla karsi
karslyadlr.4

2.1.1. Epidemiyoloji

Hipertansiyon, diinyada onlenebilir 6liim nedenleri igerisinde bir numarali risk
faktoriidiir. 2000 y1l1 itibariyle diinyada eriskin niifusun % 26’sinin hipertansiyona sahip
oldugu ve bu oranin 2025 yilinda % 29.2’ye ¢ikacagi 6ngoriilmiistiir. Bir diger deyisle,
halen 972 milyon insanin hipertansiyonu bulunmaktadir ve 2025 yilinda bu rakamin 1.5
milyar1 asabilecegi 6ng6rﬁ1mektedir.5

Ulkemizde de hipertansiyon olduk¢a sik goriilen bir saglk problemidir.
Ortalama eriskin her 3 kisiden 1’inde hipertansiyon goriilmektedir. Tirkiye’deki
yetiskin niifusta hipertansiyon prevalanst % 31.8’dir. Kadinlarda goriilme siklig
erkeklere oranla biraz fazladir. Tirkiye’de hipertansif hastalarin 6nemli bolimii
ekonomik olarak iiretken ¢ag kabul edilen orta yas grubunda yer almaktadir. Ulkemizde
niifus yapisinin daha c¢ok genc¢ oldugu dikkate alindiginda, 30 yas altinda goriilen
hipertansiyon sikligt da ihmal edilmeyecek diizeydedir. Altmis yasin {zerinde
hipertansiyon goriilme siklig1 daha da artmaktadir. Ulkemizde, hipertansiyon goriilme

orani yiiksek olmasina ragmen hipertansif hastalarin sadece % 40’1 bu sinsi hastaligin

farkindadir.®



Tum grup(%40) Erkek (%28) kadin(%48)

Sekil 2.2. Tiirkiye’de hipertansiyon farkindaligi

2.1.2. Hipertansiyon Dagilimimi Belirleyen Faktorler

2.1.2.1. Cinsiyet

Hipertansiyon goriilme olasilig1 kadinlarda erkeklere oranla biraz daha fazladir.
Ulkemizde 18 yas iizeri yetiskin bireylerde hipertansiyon goriilme siklig1 erkeklerde %

27.5 kadinlarda ise % 36.1°dir.

TUm grup Erkek Kadin

Sekil 2.3. Tiirkiye’de cinsiyete gore hipertansiyon prevalansi



2.1.2.2. Yas

Yas gruplarina gore iilkemizde hipertansiyon goriilme sikligi 18-29 yas grubunda
%5.0, 30-39 yas grubunda %11.5, 40-49 yas grubunda %29.7, 50-59 yas grubunda
%53.6, 60-69 yas grubunda %85.2 ve 80 yas ve iizerinde %76.3 olarak saptanmustir.

Buradan kanaatle ililkemizde 50 yas ilizerinde hipertansiyon hastali§i goriilme sikligi

artmaktadir.
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Sekil 2.4. Tiirkiye’de yasa bagl olarak hipertansiyon prevalansi

2.1.2.3. Yerlesim Yeri

Yapilan arastirmalara gore iilkemizde kirsal kesimlerde yasayan insanlarda
hipertansiyon goriilme orani kentsel bolgede yasayanlara oranla daha fazla oldugu
saptanmistir.

Bu faktorlerin disinda kalitim, beslenme sekli, alkol, sigara kullanimi ve kisinin

aktivite durumlar da iilkemizde hipertansiyon prevalansini etkileyen diger faktorlerdir.’



2.1.3. Hipertansiyon Belirtileri

Yiiksek tansiyon, 180/110 mmHg diizeyine ulasmadig siirece normalde herhangi
bir belirti gostermez. Hipertansiyonun baslica belirtileri bas agrisi, bas donmesi, kalp
carpintisi, nefes darligi, yorgunluk, burun veya kulaktan kan gelmesi, yol yiirlime ve
merdiven ¢ikmada zorluk ¢ekme, bazen ¢ok sik idrara ¢ikma, gece uyurken uykudan
kalkip idrar yapma ve bacaklarda sislik goriilmesidir. Kan basincinin ¢ok yiikseldigi
durumlarda, ¢ift gorme, dilde pelteklesme, yiizde veya viicutta karincalanma gibi
belirtiler de bag gosterebilir.

2.1.4. Nedenleri

Hipertansiyonun nedeni, %90-95 hastada bilinmemektedir (primer hipertansiyon,
esansiyel hipertansiyon). Yani belirli bir hastaliga bagl olusmamaktadir. %5-10 hastada
ise hipertansiyon baska bir hastaliga baglhdir (sekonder hipertansiyon).

Primer Hipertansiyon; Heniiz tam olarak aciklanamamis nedenlerden dolay1
arteriyel kan basincinin siirekli normal kabul edilen degerlerden yiiksek seyretmesidir.
Hipertansif hastalarin % 90 — 95°1 primer hipertansiyon sinifinda yer almaktadir.

Sekonder Hipertansiyon; primer hipertansiyondan farkli olarak burada kan
basmcint yiikselten nedenler mevcuttur. Hipertansiyon baglangi¢ yasinin 20°den kiigiik
veya 50°den biiyiik olmasi, ilag tedavisine ragmen tansiyonun direng¢ gostermesi, daha
once kontrol altinda tutulan hipertansiyonun kontrolden ¢ikmasi, ciddi organ
hasarlarinin bulunmasi sekonder hipertansiyon olma olasiligin1 artiran durumlardir.
Ayrica bobrek parankimal hastaliklar, endokrin hastaliklar, norojenik hastaliklar,
renovaskiiler hastaliklar, gebelik ve ilag kullanimi gibi etkenler sekonder

hipertansiyonun olusmasinda birincil derecede rol oynamaktadir.®



2.1.5. Hipertansiyonun Olusmasinda Etkili Risk Faktorleri

Hipertansiyon; hem toplumda ¢ok sik goriilen bir saglik sorunu olmast hem de
koroner kalp hastalig1 ve serebrovaskiiler hastalik bakimindan belli bash risk faktori
olmasi ¢ok onemli bir saglik problemidir. Bu risk faktorler kendi aralarinda degismeyen
ve degisebilen olarak iki baslikta incelenmektedir. Hipertansiyonun olusumunda rol
oynadig1 ¢esitli arastirmalarla ortaya konan risk faktorlerini su sekilde swalatyabiliriz.8

2.1.5.1. Degistirilemez Faktorler

Genetik Yapi

Calismalar genetik faktdrlerin hipertansiyon etiyolojisinde énemli rol oynadigini
gostermektedir. Ailesinde yiiksek tansiyon hastast bulunan kisilerde hipertansiyon
gelisme riski oldukga yiiksektir. Esansiyel hipertansiyonlu hastalarin %70’inde aile
hikayesi oldugu ve hipertansif kisilerin birinci derece yakinlar1 arasinda hipertansiyonun
anlamli derecede yiiksek siklikta saptandigi goriilmiistiir. Ancak bu durum, yiiksek
tansiyonlu hasta yakinlarinda da mutlaka yiiksek tansiyon gelisecegi anlamina gelmez.
Ama bu kisilerin hipertansiyon risk grubunda olduklarini bilip daha dikkatli
davranmalar1 gerekmektedir.

Irk

Cok sayida epidemiyolojik ¢alismanin sonucunda, siyah irkta hipertansiyonun
daha sik goriildiigii, cinsiyete gore farklilik gostermedikleri ve daha erken yasta
bagladig1 saptanmistir. Beyaz irkta ise 50 yasina kadar erkeklerde, 50 yasindan sonra ise
kadinlarda goriilme diizeyi daha yiiksek seviyededir.

Yas ve Cinsiyet

Bebeklik ve cocukluk ¢agindan da baslayabilen hipertansiyon en ¢ok 35-60
yaslar1 arasinda goriilmektedir. Ilerleyen yasla birlikte hipertansiyon goriilme siklig

artmakta ve her yas grubunda kadinlarda erkeklerden daha sik goriilmektedir. Afrika,



Latin Amerika, Okyanusya ve Hindistan gibi pek ¢ok bolgede yapilan arastirmalara
gore kan basincinda kadinlarda ve erkeklerde yasla birlikte artis oldugu goriilmiistiir. Bu
artis kadinlarda 50 yasindan sonra daha belirgin bir hal almaktadir.

Seker Hastalhig:

Seker hastalarinda yiliksek tansiyonun ortaya c¢ikma riski, seker hastasi
olmayanlara gore daha fazladir. Seker hastalarinda hipertansiyonun kontrolii ¢ok daha
onemlidir. Seker hastalarinda tansiyonun normal kabul edilen sirlart 130/80
mmHg'dir.

2.1.5.2. Degistirilebilir Faktorler

Sigara

Sigara, yiiksek tansiyonun damarlar iizerindeki zararli etkilerini hizlandirir. Her
sigara i¢iminden sonra 15 — 30 dakika siiren akut kan basinci ylikselmesi goriilebilir.
Ancak sigaranin kan basinct lizerinde uzun siireli etkisi yoktur. Ayrica sigara
kardiyovaskiiler riski 2 — 3 kat artiran ve tromboza bagli inme acisindan ¢ok giiglii bir
risk faktoriidiir. Kardiyovaskiiler sistem iizerindeki olumlu etkiler tiitlin ig¢iminin
birakilmasindan sonraki bir yil iginde goriiliir. Nikotin bantlar1 kan basincim
yiikseltmedigi igin hipertansif hastalar sigaray1 birakmada bu bantlari kullanilabilir.?

Kafein

Kafein’in kan basinci tizerindeki etkisi doza ve alim zamanina baglhdir. Kafeinli
icecekler alindiginda kan basinci yiikselmekte, nabiz artmaktadir. Yalniz kafein alimi
tizerinden iki saat gectikten sonra her ikisi de normal diizeye geri donmektedir.

Alkol

Asirt miktarda alinan alkolin damar sagligi {izerinde olumsuz etkileri
bulunmaktadir. Alkol, hipertansiyon tedavisi i¢in kullanilan ilaglarin etkisini

azaltmaktadir. Giinliik alkol kullanimi; 60 ml viski, 300 ml sarap ve 720 ml bira ile



sinirlandirilmalidir.  Alkol  aliminin  smirhi  diizeyde tutulmasit  Onerilmektedir.
Hipertansiyon vakalarinin %30 kadarmin alkolle iligkili oldugu tahmin edilmektedir.

Fazla Tuz Tiketimi

Yapilan ¢alismalar, diyetle alinan sodyum ile kan basinci diizeyi arasinda pozitif
bir iliskinin varligin1 gostermektedir. Klinik ¢alismalarda hipertansif hastalarda sodyum
alimi giinde 80 — 100 mmol arasinda kisitlandiginda sistolik kan basincinda 1 mmHg,
diyastolik kan basincinda 0,7 mmHg diisme gorilmistiir. Tuz tiiketimi fazla olan
kisilerin kan basincinin degerlerinin de yiiksek oldugu ortaya ¢ikmustir.

Yag Tiiketimi

Hayvansal yaglar ve margarinler doymus yag asidi icerirler. Bu yaglar kanda
LDL kolesterolii yiikselterek koroner kalp hastaligi ve hipertansiyon riskini artirirlar.
Tekli doymamis yag asidi igeren zeytinyagi ve ¢oklu yag asidi iceren diger sivi yaglar
bu olumsuz etkiyi gostermezler. Yapilan arastirmalarda hayvansal yag kullanan
kisilerde hipertansiyon ve koroner arter hastaligi goriilme olasilig1 daha yl'iksektir.6

Stres

Asirt sikintili bir yasam bicimi, kisilik 6zellikleri ve stres yiiksek tansiyonun
ortaya ¢ikmasi igin zemin hazirlar. Yapilan c¢alismada bes yillik bir donemde
depresyonun hipertansiyon olusumuna neden oldugu goriilmiistiir. Baska bir ¢calismada
da, Dogu Finlandiya’da timitsizlik ile hipertansiyon olusumu arasindaki iliski 616
bireyde incelenmistir. Bireylerde hipertansiyon olusumunu etkileyecek tiim faktorlerin
benzer olmasina karsin dort yil sonrasinda iimitsizlik seviyesi yiiksek olan bireylerde
hipertansiyon goriilme orani iimitsiz olmayan bireylere gore ii¢ kati oraninda tespit

edilmistir.’
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Obezite

Obezite, viicutta asir1 yag depolanmasina bagli olarak ortaya ¢ikan ve hastalik
olarak kabul edilen bir durumdur. Genel olarak bir kimsenin ideal beden agirligindan %
20 fazla olmasi seklinde de tanimlanabilir.

Gliniimiizde kisinin obez olup olmadigini saptamanin iki yontemi vardir. Bunlar;
ideal kilo dlgiimleri ile beden kitle endeksi (BK1I) veya Quetelet indeksidir.

Beden kitle indeksi (BKI), obezitenin smiflandirilmasinda ve tedavi
yontemlerinin olusturulmasinda kullanilan pratik bir yontemdir. Viicut agirliginin boy

uzunlugunun karesine oran1 BKI’ni belirler.

BKI <18.5 KG/M? ..o Zayif

BKI 18.5 = 24.9 KG/M? ..o Normal kilolu
BKI 25 = 29.9 KG/MZ ..ot Fazla kilolu

BKI 30 = 34.9 KG/MZ ..o . Derece obez
BKI 35 —39.9 KG/MZ ..o 1. Derece obez
BKI >40 KZ/M? <..oooooeveeeeeeeeevees s ileri Derece obez

(WHO, 1997; National Institutes of Health, 1998).

Fazla kilolar, kan basinci iizerinde olumsuz rol oynayarak yiiksek tansiyona
zemin hazirlar. Erigkinlerde ve ¢ocuklarda diger potansiyel faktorlerden bagimsiz olarak
obezite ve hipertansiyon arasinda bir iliski ortaya konmustur. Kontrollii klinik
caligmalarda 1 kg zayiflamanin sistolik kan basincinda 1.6 mmHg, diyastolik kan
basincinda ise 1.3 mmHg diizeyinde diisiise neden oldugu kanitlanmistir. Obez kisilerde
hipertansiyon goriilme sikligt %50’lere yaklagsmaktadir. Bu yiizden fazla kilolarin
verilmesi, kan basincinin normal diizeye indirilmesine biiylik dl¢lide yardime1 olur.’

Fiziksel Aktivite

Hareketsiz yasam siiren kisilerde hipertansiyon goriilme sikligi, diizenli fiziksel
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aktivitesi olanlara gore % 20 — 50 daha fazladir. Diizenli yapilan egzersiz ve spor,
yiiksek tansiyonun kontrol altina alinmasina yardimci olur. Hipertansiyonlu hastalara
haftada en az 3 kez hafif tempoda yiiriiyiis, kosu, bisiklet ve yiizme gibi hafif diizeyde
aerobik egzersizlerden en az birkagini yapmalar1 6nerilmektedir. Bu tiir hafif egzersizler
sistolik kan basincinin yaklasik 4 — 8 mm/Hg diismesine yardimci olabilmektedir.®°

2.1.6. Hipertansiyonun Viicuda Etkileri

Yiiksek tansiyonun en ¢ok etkiledigi organlar; kalp, beyin, bobrekler, biiyiik
atardamarlar ve gozlerdir. Hipertansiyon bu organlar etkileyerek uzun siire igerisinde
kalic1 hasarlara ve dliimlere yol agabilir. Tansiyon yiiksekligi kalbin is yiikiinii artirir ve
atar damarlarda geri doniisii miimkiin olmayan harabiyetlere yol acar. Kalp, bobrek, goz
ve beyin damarlar1 bu yiliksek basinca uzun yillar boyunca sessizce direnebilir. Bu
nedenle kan basincindaki ylikselmenin yarattig1 harabiyeti fark etmek zordur. Ancak bu
hastalara zarar vermedigi anlamina gelmez. Hipertansiyonun viicuda verdigi baslica
zararlan su sekilde siralayabiliriz;

* Kalp yetmezligi, kalp biiylimesi, kalbi besleyen damarlarda daralma (koroner
arter darlig1), kalbi besleyen damarlarda tikanma (kalp krizi)

* Beyin kanamasi, felg, beyin damarlarinda daralma ve tikanma

* Bobrek yetmezligi, bobrek fonksiyonlarinda bozulma

* GOrme azalmasi ve korliik

* Biiyilk atardamarlarda genisleme, bu genislemelere bagli olarak damar
yirtilmast ve bu damarlarda tikanma. Bunlarin sonucu, kangren veya ani kanamalara
bagl oliim gelisebilir.

2.1.7. Hipertansiyon Tedavisi

Hipertansiyon tedavisinde temel amag, hedef organ hasarini dnleyerek sakatlik

ve oliimleri azaltmaktir. Oncelikle mevcut olan diger kardiyovaskiiler risk faktorleri ve
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hedef organ hasarlar1 tedavi edilmelidir. Sekonder hipertansiyon olan hastalarda yani
hipertansiyonu baska bir hastalia bagli olan hastalarda hipertansiyona yol agan
hastaligin tedavi edilmesi amaglanmalidir.™

Hipertansiyonun nedeni saptanamaz ise kan basinci, hastalarin yasam diizeni
degistirilerek veya ilagla diisiirilmelidir. Hastalarda yasam diizeninin degistirilmesi
(ilagsiz tedavi) kesinlikle ihmal edilmemelidir.*

[lacsiz tedavi:

Tansiyon yiiksekligi olan biitiin hastalara yasam tarzi ile ilgili tavsiyeler
sunlardir:

* Tuz tiikketimi azaltilmalidir.

* Hayvansal yag tiiketimi azaltilmalidir.

* Alkol tiikketiminden kaginilmalidir.

» Meyve ve sebze tiiketimi artirilmalidir.

» Sigara kullanimina son verilmelidir.

* Stresten uzak bir yagam tarzi benimsenmelidir.

* Diizenli fiziksel aktivite ve egzersiz yapllrnahdlr.10

2.2. Antihipertansif ilaglar

Hipertansiyon tedavisinde kullanilan ilaglar 5 ana grupta toplanabilir. Bunlar,
ditiretikler, adrenerjik sinir sistemi antagonistleri, renin anjiyotensin sistemini (RAS)
etkileyen ilaglar, damar diiz kasinda etkili ilaglar ve yeni gelistirilmekte olan
ilag:lardlr.lo’ 1
1. Ditiretikler
2. Adrenerjik Sinir Sistemi Antagonistleri
A. Merkezi Etkililer

B. Periferik Etkililer
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1. Adrenerjik Noron Blokorleri

2. Gangliyon Blokarleri

3. Adrenerjik Reseptor Blokorleri

3.1. a Reseptor Blokorleri

3.2. B Reseptor Blokorleri

3.3. a.ve  Reseptor Blokorleri

3. Damar Diiz Kasinda Etkili Ilaclar

A. Kalsiyum Kanal Blokérleri

B. Potasyum Kanal Agicilar

C. Dogrudan Damar Diiz Kasimi Gevsetici Ilaglar

4. Yeni Gelistirilmekte Olan ilaglar

5. Renin-Anjiyotensin Sistemini Etkileyen ilaglar

A. ACE Inhibitérleri

B. Anjiyotensin Il Tip ; Reseptor Antagonistleri

2.2.1. Diiiretikler

Antihipertansif etki mekanizmalari hala tam olarak bilinmeyen bu ilaglarin uzun
stirede vazodilatorler gibi davrandig1 ya da sempatolitik etki gosterdigi sanilmaktadir.

Farmakolojik  ozelliklerine  gore  diliretikler — giiniimiizde 4  grupta
toplanmaktadir.™*

2.2.1.1. Tiyazid Ailesi

Distal tiibiilus kivrimlarmin baslangic bolgesinde “Na’, CI>’ transportunu
inhibe ederek Na™ geri emilimini bozarlar. Siklotiyazid, hidroklorotiyazid, indapamid
tiyazid ailesi igerisinde Ornek olarak verilebilir. Baslangi¢ antihipertansif tedavisinde

kullanilirlar. Antihipertansif etki giicii yiiksek, etki siiresi ise uzundur. Buna karsin
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tiyazid ailesi yan etki profili en yiiksek ditiretiklerdir. Hiperiirisemi, kas kramplar1 bu
grup ilaglarin sik goriilen yan etkilerindendir.

2.2.1.2. Loop Diiiretikleri

Henle kulpunun kalin ¢ikan kolunda etkilidirler. Bu ilaglarin artan dozlar ilave
bir ditirez saglar. Etki giicii yiiksek olmasina karsin etki siiresi kisadir. Furosemid,
azosemid bu gruba Ornek olarak verilebilir. Baslangi¢ antihipertansif tedavide
kullanilmazlar. En sik goriilen yan etkileri dehidratasyondur.

2.2.1.3. Potasyum Tutucu Diiiretikler

Distal tiibiiluslarm son béliimii ve toplayici kanallarda dogrudan etki ile Na* ile
K" alis verisini duraklatirlar. Na* atilimini artirir, K™ reabsorsiyonunu cogaltirlar. Etki
glicii ve siiresi diger ditiretiklere nazaran disiiktiir. Amilorid, triamteren, bu grup
tiyelerindendir. Yan etki olasiliklar1 ¢ok diisiiktiir. Olas1 goriilebilecek yan etkileri
hiperkalsemi ve gastrointestinal irritasyondur.

2.2.1.4. Aldosteron Reseptor Antagonistleri

Primer etki yerleri distal tiibiiluslarin son bdliimii ve toplayici kanallar olup Na*
atiliminda artma, K* reabsorbsiyonunda fazlalasma meydana getirirler. Bu grup ilaglarin
da etki giicii ve siiresi diigiik olmakla birlikte yan etkileri azdir. Nadiren goriilebilen yan
etkileri jinekomastidir. Spirinolakton bu gruba érnek olarak verilebilir.*?

2.2.2. Adrenerjik Sistem Antagonistleri

Bu grup ilaglar, sempatik sinir sistemini etkileyerek, sempatolitik etki yaratarak
islev gosterirler. Merkezi ve periferik etkililer olmak iizere 2 ana grupta toplanirlar.

2.2.2.1. Merkezi Etkili Sempatikolitikler

Santral o, adrenerjik ya da imidazolin (l;) reseptor agonistleridir. Klonidin,
guanfacin, guanabenz ve a-metildopa santral o, adrenerjik agonist, rilmenidin ve

moxonidin I, reseptdr agonistleridir. Bu ilaglar, beyin sapinda postsinaptik oo
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adrenoreseptorleri ve I, reseptorleri uyararak vazomotor merkezi deprese ederler.
Ayrica, periferik presinaptik ap adrenoseptorleri selektif olarak uyararak noérepinefrin
salinimini inhibe ederler. Sonucta, sempatik tonusun ve buna paralel olarak periferik
damar direncinin diismesini satg:;’latrlar.ll'13

Kalp hiz1 ve debisi azalirken plazma hacmi artar. Bu grup ilaglarin en 6nemli
Ozelliklerinden biri de, renal kan akimini bozmamasidir. Diliretikler disinda diger
antihipertansif ilaglarla etkilesebildiginden ve yan etkilerinin fazlaligina bagli (%30)
olarak klinik kullanimlar1 oldukga kisith kalmustir. Imidazolin-2 (l;) agonistleri harig,
bu gruptaki ajanlarin belirgin sedatif etkileri ve rebound hipertansiyona neden olmalari
bu kisitlamadaki en 6nemli faktorler olmustur.**"*3

2.2.2.2. Periferik Etkili Sempatikolitikler

I-Adrenerjik Reseptor Blolorleri

Guanedrel, guanethidin, rauwolfia alkaloidleri (rauwolfia serpentina, reserpina),
debrisoquin ve betanidin gibi ilaglar periferik sinir uglarinda katekolamin depolarini
bosaltarak ya da katekolaminlerin buralardan salinimini inhibe ederek etki gosterirler.
Yarilanma zamanlar1 2-3 giinden 1-2 haftaya kadar degisen siirelerde uzun olan bu
ilaglarin, guanedrel disinda etkileri ge¢ ve yavas baslar. Bu sinif antihipertansifler tiim
diger antihipertansiflere yanit alinamayan siddetli refrakter hipertansiyon disinda
verilmemelidir. Sik olarak gelisen, ciddi ortostatik hipotansiyon nedeni ile hastalarin
cogu tarafindan iyi tolere edilmezler. ilag etkilesimleri ¢oktur. Periferik damar direncini
diistiriirken kalp atim sayisini ve debisini azaltirlar. Bunun yani sira plazma voliimii ve
plazma renin aktivitesini arttirirlar. Bobrek kan akimi diiser. Tuz ve su retansiyonuna

neden olduklar1 gibi aritmi ve konviilsiyon esiginde diisme, depresyon ve parkinson

tablosunda agirlasmaya neden olurlar."?
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I1- Gangliyon Bloke Ediciler

Hegzamethonium, mecamilamin, pentolinium ve trimethaptandan olusan bu
ilaglar sempatik ve parasempatik gangliyonlarda nikotinik reseptorleri kompetitif bir
mekanizma ile bloke ederek ganglioplejik etki meydana getirirler. Sempatik ve
parasempatik sistem inhibe olur. Arteriyel ve venéz dilatasyon, hipotansiyon, kalp
dakika atim hacminde azalma, tasikardi, idrar retansiyonu, konstipasyon, goérme
bozukluklar1 olusur. Siddetli ortostatik hipotansiyon, ileus gibi 6nemli yan etkilerin
goriilmesi nedeni ile pratik hekimlikte kullanilmayan bu ilaglar arasinda giliniimiizde
trimethaptan (iv) acil hipertansiyon tedavisinde yer alir.

I11- Adrenerjik Reseptor Antagonistleri

Adrenerjik sinir uglarinda reseptor diizeyinde blokaj etki gosterirler. Ug grupta
bulunurlar.

A. o Adrenerjik Reseptor Antagonistleri

Damar diiz kas hiicre membraninda yer alan post sinaptik o-adrenerjik
reseptorleri bloke ederler. Selektivitelerine gére 2 grupta toplanirlar.

a. Selektif a; Adrenoreseptor Blokorler

Prazosin, terazosin, doxazosin selektif olarak oy adrenoreseptorleri bloke ederek
etki gosterirler. Arteriyel ve venoz dilatasyona neden olur. En 6nemli yan etkisi ilk doz
senkobudur. Bu nedenle tedaviye diisiik dozlarda baslanir ve doz giderek artirilir.
Raynaud Sendromun’da ve benign prostat hipertrofisinde etkilidirler.

b. Nonselektif Adrenoreseptor Blokorler

Hem o; hem ay adrenerjik reseptorleri bloke ederler. Fentolamin,
fenoksibenzamin, tolazolin, dibenamin, ergot alkaloidleri 6rnek olarak verilebilir.
Sonugta damar diiz kaslarinda gevseme, vazodilatasyon ve periferik direncte diisme

saglarlar. Bu esnada, kalp hizint ve debisini arttirirlar. Plazma hacminde diisme
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meydana gelir. Plazma renin aktivitesi ve bobrek kan akimi degismez. Nonselektif o
adrenoseptor blokorler ay reseptoriinii de bloke ederler. Tasikardi, hipertansif atak gibi
sempatik aktiviteye ait semptomlara yol agabilirler. Bu grupta bulunan fentolamin,
fenoksibenzamin ve tolazalin feokromasitoma tedavisinde kullanilirlar. Selektif oy
adrenoseptdr blokdrlerin ayn1 zamanda lipit profili iizerine olumlu etkileri vardir. ilk
doz (“first dose”’) fenomenine neden olabilirler. Bu nedenle doz titrasyonu yapilmalidir.

B. p Adrenerjik Reseptor Antagonistleri (Beta Blokorler)

Periferik B -adrenerjik reseptorleri, katekolaminler ile kompetitif bir mekanizma
ile kapatarak bloke ederler. Boylece arteriyel damar direncini diisiirmek suretiyle
antihipertansif etki meydana getirirler. Ayrica, miyokard iizerinde yaptiklar1 (-) inotrop
etki sonucu kalp kontraktilitesini azaltarak kalp hizin1 ve debisini azaltirlar. Renal renin
salimimin1 inhibe ederler. Merkezi sinir sisteminden sempatik akisi azaltirlar. Bunlarin
yant sira vaskiiler dokuda prostaglandin diizeylerini yiikseltirler. Bobrek kan akimini ve
sempatik inhibisyon yaparak noradrenalin salinimini azaltirlar.

Bu ajanlar,

Yalniz B; reseptorleri bloke edenler (kardiyoselektif beta blokorler)

Hem B1 hem de B, reseptorleri bloke edenler (nonselektif beta blokorler) olarak 2
gruba ayrilir

C. a + p Adrenerjik Reseptor Antagonistleri (Mikst Reseptor Blokorleri)

Bu ajanlar kompetitif olarak hem selektif o;, hem de nonselektif, Bi+ P
adrenoreseptor blokaji yaparak vazodilator etki gosteren bir beta blokor grubudur. Bu
gruba drnek olarak karvediol ve labetalol verilebilir.*®

2.2.3. Damar Diiz Kasinda Etkili ilaclar

2.2.3.1. Kalsiyum Kanal Blokorleri

Bu ilaglar, damar diiz kas1 ve miyokard hiicre membraninda adrenerjik (a1, 1) ve
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anjiyotensin 11 tip; reseptorlerin uyarilmasi ile ¢alisan, voltaja bagimli L-tipi yavas
kalsiyum kanallarmni inhibe ederler. Damar diiz kas1 ve miyokard hiicresine Ca?" girisini
azaltir ve boylece sitosolik Ca?" diizeyini diisiirerek eksitasyon kontraksiyon ikili
iliskisini bozarlar. Sonugta vazodilatasyon meydana gelir. Kalsiyum kanal blokorlerinin
diiz kas hiicresindeki etkisi, vendz yataga gore arteriyel duvarda ¢ok daha fazladir.
Meydana gelen arteriyel dilatasyon sonucu periferik direncin azalmasi kalsiyum kanal
blokorlerinin baslica antihipertansif etki mekanizmalaridir. Bu ilaglardan fenilalkilamin
ve benzodiyazepin grubunda olanlar kalp hizim1 ve ritmini etkileyebilirler.
Dihidropiridin grubunda olanlar ise kalp debisini arttirabilirler

2.2.3.2. Potasyum Kanal Ac¢icilar

Damar diiz kas hiicre membraninda K" kanallarini agarak hiicre igine K" girisini
arttiran, sonugta hiper polarizasyon yapan ajanlardir. Ayni zamanda hiicreden Ca®*
cikisin1 da arttirirlar. Meydana gelen vazodilatasyon periferik direncin diismesine,
neden olur. Cogu heniiz faz IIl ve IV calismast halinde olan bu ilaglar arasinda
pinacidil, nicorandil, diazoxide ve minoxidil siilfat bulunur.

Bu grup ajanlar daha ¢ok, diger ilaglar ile yanit alinamayan refrakter ya da habis
hipertansiyon tedavisinde kullanilmaktadir. Diazoxid’in acil hipertansiyon tedavisinde
yeri vardir. Refleks tagikardi, su ve tuz tutucu etkileri tedavide sorunlar
yaratabilmektedir.

2.2.3.3. Dogrudan Damar Diiz Kas Gevseticileri

Sodyum nitroprussid, hidralazin ve dihidralazinden olusan bu grup ilaglar,
antihipertansif etkilerini dogrudan arteriyoler diiz kas gevsemesi yaparak periferik
damar direncini diigiirmek suretiyle gosterirler. Arteriyoler diiz kaslar1 gevsetme
mekanizmasi kesin olarak bilinmeyen bu ajanlarin endotelden nitrik oksit salgilanmasin

arttirarak ya da K* kanallarim acarak hiper polarizasyon meydana getirmek suretiyle
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etki gosterdigi sanilmaktadir. Bu ilaglar ayn1 zamanda baro reseptorleri uyararak kalp
hizin1 ve debisini arttirirlar, katekolamin salinimina yol agarlar. Plazma voliimii, plazma
renin aktivitesi ve bobrek kan akimini arttirirlar. Su ve tuz retansiyonuna neden olurlar.
Bu nedenle beta blokorler, ya da santral alfa agonistler ve diiiretikler ile kombinasyon
tedavisi bi¢ciminde kullanilabilirler. Diger antihipertansiflere direngli (refrakter)
hipertansiyonda, habis ve acil hipertansiyonda intravendz olarak kullaniimaktadir.™®

2.2.4. Yeni Gelistirilmekte Olan ilaclar

Neutral endopeptidaz (NEP) inhibitérleri (sinorphan, thiorphan, omapatrilat),
endotelin | reseptdr antagonistleri (bosentan, fosforamidon), renin inhibitorleri
(pepstatin, norstatin, diflorostatin, siklostatin), serotonin antagonistleri, vasopressin
antagonistleri, heniiz klinik tedaviye girmemis, gelistirilmekte olan antihipertansif
ajanlar olarak sayilabilir. Hipertansiyonda, 1990’1 yillara kadar ‘basamak tedavisi’
yaklasimi uygulanmistir. Onceleri ilk basamakta diiiretikler yer almis, daha sonra beta
blokorlere, kalsiyum kanal blokorlere ve ACE inhibitorlerine de birinci basamakta yer
verilmistir. Diger antihipertansif ilag gruplariyla yapilan ¢ok sayidaki g¢alismanin
sonuglart 1990’11 yillarda ’basamak tedavisi’ kavraminin terk edilmesine ve ’ilk
secenek’ kavraminin giindeme gelmesine yol agmustir. Yeni ila¢ gruplarinin iyi tolere
edilmeleri, yan etkilerinin azlig1 ve hipertansiyona eslik eden durumlar {izerindeki
olumlu etkileri alternatif ‘ilk secenek’ lerin olusmasmma neden olmustur.
Kardiyovaskiiler risk, bireysellestirilmis tedavi ve yasam kalitesi kavramlarinin giderek
Oonem kazanmasiyla birlikte giinlimiizde cesitli antihipertansif ilaglara ilk secenek olarak
yer verilmektedir.*

2.2.5. Renin Anjiyotensin Sistemini (RAS) Etkileyen flaclar

Kan basinci, birgok sayida karmasik ve i¢ ice gegmis biyolojik sistemlerin

kontrolii altindadir. Renin anjiyotensin sistemi (RAS), kan basinci diizenlenmesinde yer
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alan enzimler zinciridir. Anjiyotensin I, RAS'nin etkin hormonudur. Hipertansiyon
gelisiminde vaskiiler tonusunu, s1vi hacmini ve elektrolit dengesini diizenleyerek énemli
rol oynamaktadir. Anjiyotensin II sentezi, karacigerde bir alfa2 globulin olan
anjiyotensinojenin iiretimi ile baglar. Anjiyotensinojen, bobrekten salgilanan bir enzim
olan renin ile parcalanarak aktif olmayan dekapeptid yapisindaki anjiyotensin I'e
dontisiir. Anjiyotensin I ise karboksipeptidaz yapisindaki anjiyotensin doniistiiriicii
enzim (ACE) ile RAS'nin etkin molekiilii olan oktapeptid yapisindaki anjiyotensin I1'ye
cevrilir. Anjiyotensin II, AT; ve AT, olarak adlandirilan iki tip reseptére baglanarak
etki eder. Anjiyotensin II'nin fizyolojik etkileri ¢ogunlukla AT; iizerinden
gerceklesmektedir. Bu etkiler vazokonstriiksiyon, aldosteron salinimi, antidiiiretik
hormon sentezi, sempatik aktivasyon ve bobrek tiibiillerinden tuz emilimi olarak
sayilabilir. Tiim bu etkiler, hipertansiyon gelisimine neden olmaktadir. Hipertansiyon
gelisiminde en onemli etki, anjiyotensin II'nin arteriyel diiz kaslar iizerindeki direkt
kontraksiyon etkisidir. Bunlara ek olarak kalp iizerindeki pozitif inotropik etkisi, kan
basincin1 yiikseltmesinde az da olsa katkida bulunmaktadir. Anjiyotensin II aym
zamanda endotel hiicrelerinde diizensizlik, medial hipertrofi ve bag dokusunda artiga
sebep olarak ateroskleroza neden olur. Anjiyotensin II, kalp kasinda miyozitlerde
biiyiimeye, sol ventrikiil hipertrofisine ve kalp yetmezligi gelisimine sebep olur. Bobrek
yetmezligi gelisimi, glomeriiler dolasim bozukluklar1 ile anjiyotensin II iligkisi yapilan
caligmalarda bildirilmektedir. Yukarida saydigimiz nedenlerden de anlasilacagi gibi
anjiyotensin II'nin aktivasyonunun engellenmesi, kan basinci tedavisinin 6tesinde tiim
fizyolojik sistemlerin korunmasi i¢in anahtar hedeflerden biri olarak karsimiza
¢ikmaktadir.**

Anjiyotensin II'nin kan basmci kontroliindeki onemi RAS inhibitdrlerinin

kesfinden sonra daha iyi anlagilmigtir. RAS'ni bloke etmek i¢in kullanilan inhibitorler
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iki baslik altinda toplanmaktadir. Bunlar;

A. ACE inhibitorleri,

B. Anjiyotensin II resept6r antagonistleri olarak siralanabilir.

2.2.5.1. ACE Inhibitérleri

Bu grup ajanlar, bir dekapeptid olan anjiyotensin I’in bir oktapeptid olan
anjiyotensin 1l (All)’ ye doniisiimiinii katalize eden ACE’i inhibe ederek gii¢lii bir
vazokonstriktor olan AIl’nin olusumunu engellemek suretiyle etki ederler. ACE
inhibitorleri, anjiyotensin I'in anjiyotensin II'ye doniisiimiinii engeller. ACE aymi
zamanda bir kininaz olarak rol oynamakta ve bradikinin benzeri kininlerin yikimini
saglamaktadir. ACE inhibitorlerinin kullanimi ile kinin serum diizeyleri yiikselmektedir.
Kininler vazodilatasyon yaparak kan basimcinin diismesine yardimci olur. Fakat kinin
diizeylerinin artmasi, alerjik reaksiyonlarin olusumuna ve o6liimciil anjiyo 6dem
tablosunun gelisimine neden olabilir. Bu ilaglar, ayn1 zamanda bir kininaz olan ve
bradikinini pargalayarak inaktive eden bu enzimi ACE’ 1 inhibe ederek vazodilator bir
peptid olan bradikinin diizeylerini yiikseltirler. Boylece, vazokonstriksiyon onlenir ve
vazodilatasyon sonucu periferik damar direnci diiser. Antihipertansif etki meydana
gelir. ACE inhibitorleri bunun yani sira, kalp ve damar diiz kas hiicrelerinde
proliferasyonu azaltir. AIl’nin aldosteron salinimini uyarici etkisi dnlenir, natritiretik
etki meydana gelir, su ve tuz tutulmasi azalir. Kaptopril ve lisinopril diginda tim ACE
inhibitérlerinin aktif metabolitleri vardir.*

Kimyasal yapi 6zelliklerine gore ACE inhibitorleri

Siilfiir icerenler: (kaptopril, alacepril, phentiapril, pivalopril, zofenopril).

Karboksil grubu igerenler: (enalapril, perindopril, trandolapril, ramipril,
quinapril, delapril, cilazapril, benazepril, lisinopril, pentopril)

Fosforil grubu igerenler: (fosinopril)
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ACE inhibitorleri bilateral renal arter stenozu ve bobrek yetersizliginde azotemi
ve hiperpotasemi yapabilirler. Aldosteron ve asir1 miktarda nitrik oksit (NO) yapimina
neden olabilirler. Bu, serbest oksijen radikallerinin artmasina yol agarak endotel
harabiyeti meydana getirebilir. Tedavide bir diger sorun da Oksiirik ve alerjik
reaksiyonlardir.

Halen kullanimda bulunan ACE inhibitorleri sunlardir:

a. Birinci kusak ACE inhibitorleri - Kaptopril, enalapril

b. ikinci kusak ACE inhibitérleri - Fosinopril, benazepril, perindopril, lisinopril,
ramipril

2.2.5.2. Anjiyotensin Il (All) Reseptor Antagonistleri (Sartanlar)

AT, reseptor antagonistleri, AT, antagonistleri, sartanlar veya anjiyotensin 1l
reseptor  blokorleri (ARB) olarak adlandirilmaktadir. ARB’ler, anjiyotensin
reseptorlerinin  AT; alt tipini selektif olarak bloke ederek, anjiyotensin Il isimli
polipeptidin baglanmasini engeller ve vazodilatasyona neden olur. Anjiyotensin II’nin
adrenal bezlerdeki reseptorlere baglanmasi aldosteron salmimini azalttigindan kan
basincinin azalmasina neden olmaktadir. Anjiyotensin II'nin olusumunun engellenmesi
icin substrata yiiksek oranda spesifik bir aspartik proteaz olan reninin inhibisyonu ilk
akla  gelebilecek yoldur. Oral olarak kullanilan  renin  inhibitorlerinin
biyoyararlanimindaki dusiiklik ve Uretimindeki yliksek maliyet kullanimini
giiclestirmektedir.

Birgok klinik ¢aligsma, sol ventrikiil hipertrofisi, gecirilmis miyokard enfarktiisii,
kronik kalp yetmezligi, diyabet, renal hastalik gibi ek kardiyovaskiiler riski olan veya
olmayan hafif ve orta derecede hipertansif hastalarda ARB’lerin antihipertansif
etkinliklerini kanitlanmistir

Anjiyotensin II hipertansif ve diger olumsuz etkilerinin gogunu AT; reseptorleri
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araciligiyla gosterirler. Anjiyotensin II reseptor antagonistleri ATy reseptorlerini selektif
olarak bloke eden giiglii ve uzun etkili nonpeptid ajanlardir. Losartan, valsartan,
kandesartan, eprosartan, irbesartan, tasosartan, telmisartandan olusan ve sartan ailesi
olarak da anilan bu ilaglar etkilerini, ekstrensek AIl disinda, intrensek AIl’nin de
etkilerini bloke ederek gosterirler. RAS aktivitesini disiiriicii etkileri yani sira
sempatolitik ve antiproliferatif etkileri de vardir. Aldosteron iizerine dolayli etkileri
nedeniyle natriiirezis saglarlar.

Anjiyotensin II’'nin dort tip reseptorii vardir. Fakat temel olarak iki reseptor
tizerinden etkisini gosterir. AT; ve AT,’lin gorevleri kesin olarak bilinmemektedir.
All’nin ¢ogu etkileri yiiksek afiniteli plazma membrani ve G-protein iligkili reseptorii
olan AT; araciligiyla diizenlenir. Kardiyovaskiiler hipertrofi, hiperplazi ve arteroskleroz
gibi patolojik gelismelere ATy reseptorleri sebep olur. Uyarilmalari durumunda All,
aldosteron ve vazopressin salgilatict etkisi nedeniyle vazokonstriksiyon, sivi
retansiyonu, siiper oksit olusumlarinin artmasi ve miyokarda sitotoksik etki gibi
fonksiyonlar1 vardir.

AT, reseptorleri ise ATi’in etkilerini dengeleyicidir. AT, reseptorlerinin,
apoptozis, osmoregiilasyon, serebral kan akiminin otoregiilasyonu, anjiyogenez ve
vazokonstriksiyonu inhibe edici birgok o6zelligi bilinse de aydinlatilamamis yonleri de
bulunmaktadir.

Anjiyotensin, renal ve kardiyovaskiiler etkilerinin c¢ogunu AT; reseptorii
araciligiyla gerceklestirir. Anjiyotensin reseptdr blokorleri (ARB) AT; reseptoriini
bloke ederek sistemik ve lokal All’nin etkilerini azaltir. AT; reseptor blokaji All’nin
dolasimda artmasina ve AT ile diger reseptorlere baglanmasina neden olur.

ARB'ler, peptid ve peptid olmayan yapilari, metabolizmalar1 ve potansiyel

etkileri farklilik gosteren analoglardir. Giiniimiizde klinik kullanimda olan yedi tiir ARB

24



bulunmaktadir. Oral olarak biyoyararlanimi olan ilk ARB losartandir. Birgok diger
ARB losartandan iretilmistir. ARB'ler; yapisindaki molekiiler yapilarina goére bifenil
tetrazol tiirevleri (kandesartan sileksetil, eprosartan, irbesartan, losartan potasyum,
olmesartan medoksomil), nonbifenil tetrazol tiirevleri (telmisartan) ve nonheterosiklik
tiirevler (valsartan) olarak kategorize edilebilir. ARB'leri ayni zamanda All'yi
antagonize etme yeteneklerine gore kompetif (losartan, eprosartan) ve nonkompetif
(kandesartan  sileksetil, irbesartan, valsartan, telmisartan, olmesartan) olarak
siniflandirilir.

2.3. Irbesartan

Bir anjiyotensin II reseptér antagonisti olan irbesartan baslica hipertansiyon
tedavisinde kullanilir. irbesartan oral olarak aktif bir non peptid tetrazol tiirevidir ve
selektif olarak anjiyotensin Il tip; reseptoriinii inhibe eder. Anjiyotensin II tip; reseptor
antagonistleri hipertansiyon, kalp yetmezligi, miyokard enfarktiisii ve diyabetik
nefropati gibi hastaliklarin tedavisinde giiniimiize kadar yaygin bir sekilde
kullanilmistir.  Yiksek gecirgenlige ve diisiik c¢oziiniirliige sahip bir ilag olarak
smiflandirilan irbesartan alkol ve metilkloriirde az ¢oziiniir, suda ise hemen hemen

¢oziinmez. irbesartan lipofilik bir ilagtir ve hizli oral absorbsiyona sahiptir.™
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Sekil 2.5. Irbesartan’in molekiil yapisi
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Hipertansiyon, diinyadaki yetiskin niifusunun biiyiik boliimiinii etkileyen en
yaygin kardiyovaskiiler hastaliklardan biridir. Ayrica hipertansiyon kardiyovaskiiler
hastaliklar i¢in bagimsiz bir risk faktoriidiir ve artan sayida inme ve koroner kalp
hastaligiyla iliskilendirilir. Son oyuz yilda tedavide birgok ilerleme olmasina ragmen
tim hipertansif hastalarin % 25’den daha az1 uygun yontemlerle kan basinglarini
yeterince kontrol ettirirler. Anjiyotensin reseptor blokorleri (ARB) daha yeni bir
antihipertansif ajan smifin1 temsil ederler. Etki mekanizmalari, ayrica renin anjiyotensin
sistemini de etkileyen anjiyotensin dOniistiiriici enzim inhibitérlerinin  etki
mekanizmasindan farklidir. ARB’ler ACE inhibitorlerinin  ¢esitli  eksikliklerini
gidermek igin gelistirilmistir. ACE’ nin kompetitif inhibisyonu bloklama etkisini
ortadan kaldirilabilen renin de ve anjiyotensin I seviyelerinde reaktif bir artisa yol acar.
ACE bradikinin ve diger takininleri igeren anjiyotensin I’e ilaveten substratlara sahip
olan nispeten non spesifesik bir enzimdir. Bu ylizden ACE’ nin inhibisyonu bu
substratlarin birikimine yol agabilir. Anjiyotensin Il {iretimi 6ncelikli ACE yolunun yani
sira. ACE olmayan yollarla da meydana gelebilir ve bu alternatif yollar ACE
inhibisyonundan etkilenmezler. Cesitli olumsuz etkiler ACE inhibitor etkileriyle
iliskilendirilebilir ve ARB’ ler reseptor bolgesiyle segici sekilde etkileserek daha iyi bir
anjiyotensin Il inhibisyonu sunabilirler. Gida ve ilag dairesi tarafindan bu siniftaki tiim
7 sartan ya tek basna ya da diger ilaglarla kombine olarak hipertansiyon tedavisinde
kullanilmas1 uygun goriilmiistiir. Irbesartan'in hipertansiyon, diyabetik nefropati ve
konjestif kalp hastaligi tedavisinde de kullanilabilir. Ayrica irbesartan diyabetik
nefropatinin ilerlemesini geciktirir ve tip 1l diyabet, hipertansiyon, mikroalbuminiiri ve
proteiniiriye sahip olan hastalarda bobrek hastaliginin ilerleyisinin azaltilmasi i¢in de

onerilir.'®
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2.3.1. Tarih ve Gelistirme

[rbesartan ilk olarak giiniimiizde Sanofi Aventis’in bir parcasi olan Sanofi
Research tarafindan gelistirildi. APTOVEL, KARVEA ve AVAPRO ticari ismi altinda
Sanofi Aventis ve Bristol Myers Squibb tarafindan birlikte pazarlanmistir. irbesartan tek
basina ya da diger antihipertansif ilaclarla kombine olarak kullanilabilir. Bu ylizden
irbesartan, ek bir antihipertansif etki elde etmek i¢in daima hidroklorotiyazid olan diisiik
doz bir tiyazid bir diiiretikli bir kombinasyon formiilasyonu i¢inde mevcuttur. irbesartan
/ hidroklorotiyazid kombinasyon preparatlart Irda, Colda, Co-Aprovel, Karvezide,
Avalide ve Avapro’yu da iceren irbesartan preparatlarinin benzer ticari isimlerle
pazarlamas1 mevcuttur.

Renin-anjiyotensin aldosteron sistemi (RAAS) kan basincinin diizenlenmesinde
esas rol oynar. Bir proteinaz enzimi olan renin, renal kan akis1 kan basinci ya da
sodyum derisiminde bir azalma durumunda bobrek tarafindan salgilanir. Daha sonra
renin karaciger tarafindan salgilanan anjiyotensinojeni dekapeptid anjiyotensin I’e (Al)
dontistiirir. Al anjiyotensin  doniistiiriici  enzim (ACE) tarafindan oktapeptid
anjiyotensin 1I(All)’ye parcalanir. AIl vaskiiler anjiyotensin reseptorleriyle(AT
reseptorleri) etkileserek gliclii vazokonstriiksiyon meydana getirir. Al ayrica aldosteron
salgisin1 yiikseltir ve buna bagli olarak adrenal kortekste bulunan anjiyotensin
reseptOrlerinin  uyarilmasiyla sodyum tutulmasini da yiikseltir. Bu olaylar,
vazokonstriksiyona bagli olusan yliksek kan basincina ve sodyum tutulmasina baglh
olusan yiiksek kardiyak outputuna yol acar. Normal diizenleyici roliiniin yani sira
RAAS ayrica renovaskiiler hipertansiyon, esansiyel hipertansiyon ve konjestif kalp
yetmezligi gibi patolojik bulgulara katkida bulunur. Bdylece son otuz yilda yapilan
aragtirma c¢aligmalari, renin salimimii onleyerek, ACE inhibisyonu yoluyla AIl 'nin

olusumunu engelleyerek ya da AIIl' nin fizyolojik reseptorlerindeki antagonizm yoluyla
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RASS’1 bastirabilen ilaclar gelistirmeye yoneltildi. Ge¢miste, klinikle alakali ¢ogu
basar1 1981’ de kaptoprilin piyasaya girmesiyle baslayan daha sonra enalapril(Vasotec),
lisinopril (Privinil, Zestril), bezanepril (Lotensin), fosinopril (Monopril), quinapril
(Accupril) ve ramipril(Altace), takip edilen ACE inhibitorleri (ACEI)’lerin
gelistirilmesini  gerektirdi. ACED’ ler konjestif kalp yetmezliginin yani sira gesitli
hipertansiyon tiirlerinin tedavisinde basarili bir sekilde giliniimiize kadar kullanildi.
Fakat ACE bradikinin ve P maddesini igeren diger peptidlerin par¢alanmasini igeren
RAAS’ mn diizenlenmesiyle alakali olmayan bagka fizyolojik etkilere de sahiptir. Ayrica
bu ek etkiler ACETI’ler tarafindan inhibe edilirler ve bu olaylar kuru 6ksiirtigli de iceren
bu ilaglarin yan etkilerini agiklayabilir. Bu yiizden son yillarda renin inhibitorleri ve All
reseptOr antagonistleri RAAS’1n daha spesifik inhibitorleri ve All liretiminden bagimsiz
olan sistemi engelleyecek direkt bir yaklasim olarak gelistirildi. Bu c¢abalar,
losartan(Coozar) iceren daha sonra da valsartan (Diovan ) ve giiniimiizde de irbesartan
tarafindan takip edilen son yillardaki cesitli non peptid AIl antagonistlerinin
bulunmasina sebep oldu. Irbesartan oral olarak iyi absorbe edilen, giinliik tek doz
almabilecek uzun etkiye sahip bir ilagtir.™ 16

2.3.2. Fizikokimyasal Ozellikler

[rbesartan kimyasal formiilii Cos Hag Ngo ve molekiil agirligi 428,53 g/mol olan
bir bilesiktir. Beyaz kristal toz seklinde bulunur ve erime sicakligi 180-182 oC’ dir.
Alkollerde ve metilen kloriir icinde ¢oziiniirken suda ¢dziinmez. Irbesartan bir tetrazol
tirevidir. Asidik bir grup igerir bu grup sayesinde nétral pH aralifinda ¢oziiniir.
Partisyon katsayis1 apolar bir bilesik olarak pH 7.4 te 10.1 dir. Sitokrom P- 450
enzimlerle yapilan irbesartanin in- vitro c¢aligmalar1 gostermistir ki irbesartan 2C9
enzimi ile okside olurken 3A4 oksidasyonu ihmal edilecek diizeydedir. irbesartan bir

enzim tarafindan metabolize edilmez veya ilag metabolizmasiyla ilgili bir enzimi
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indiiklemez veya inhibe etmez.3A4 enzimi lizerinde herhangi bir indiikleme veya
inhibisyon tespit edilememistir. Irbesartan farkli impiiritelere sahiptir. Bu impiiriteler
USP tarafindan Nl1-tritil implritesi, laktam impiiritesi, bromo impiirite ve siyano
impiiriteleridir.l‘r"17

2.3.3. Farmakokinetik ve Farmakodinamik Ozellikleri

Irbesartan aktif formuna déniismek igin herhangi bir biyotransformasyona
ihtiya¢c duymayan bir ajandir. Oral emilimi hizlidir ve toplam ortalama biyoyararlanimi
%60 ile 80 arasindadir. En yiiksek plazma derisimine dozlamadan 1.5 -2 saat sonra
ulagir. Gidalar irbesartanin biyoyararlanimini etkilemez. Irbesartan gastrointestinal
sistemden diger AT; antagonistlere gore daha yliksek oranda emilir ve en yiiksek
plazma derisimine 2 saatte ulasir. Plazma proteinlerine baglanmaz ve aktif formuna
geemek icin metabolize olmaz. Sadece P4502C9 isimli inaktif bir metaboliti vardir.
Diger anjiyotensin antagonistlerine gore ¢cok daha uzun bir yarilanma siiresi vardir (11-
15 saat). Irbesartan'in farmakokinetik 6zellikleri hidroklorotiyazid gibi parametrelerden
onemli derecede etkilenmez. Irbesartan %90 diizeyinde serum proteinlerine baglanir ve
kandaki hiicre bilesenlerine baglanmasi ithmal edilebilir diizeydedir. Ortalama dagilimi
53-93 L arasindadir. Toplam plazma ve renal kleransi sirasiyla 157-176 ml /dk’ dur.
[rbesartan klinik olarak herhangi bir iliskili sorun icermez.™ 18

2.3.4. Terapotik Etkileri

Hafif ve ciddi hipertansiyon hastalarinda ¢ift kor plasebo kontrollii rastgele ve
cok merkezli yapilan ¢alismalarda sistolik ve diyastolik kan basincini irbesartanin 75
mg veya daha fazla dozlarinin istatiksel olarak anlamli bir sekilde diistirdiigii
gbzlenmistir. Doz arttik¢a diisiiste artmaktadir fakat bu durum 300 mg diizeyine

kadardir. Kan basincini diislirmesi ilk doz alimindan sonra gozlenebilir ve maksimum

etkiye 4-6 hafta icerisinde ulasir. Hastanin yasina, cinsiyetine bagli olmadan kan
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basincini diisiirmede etkili oldugu bulunmustur fakat siyah irklarda daha diistik bir etki
olusturdugu tespit edilmistir. Karsilagtirmali  testlerde irbesartanin en az
hidroklorotiyazit, atenelol, enalapril kadar etkili oldugu gorilmiistir. Kombine
denemelerde ditiretik bir ilag olan hidroklorotiyazid ile en iyi sonuglar1 verdigi tespit
edilmistir. Bu sonuglardan hareketle irbesartanin giinliik hipertansiyon tedavisinde tek
basina ya da kombine olarak kullamlabilecegi gdsterilmistir. Irbesartan’in
antihipertansif etkileri 7 major plasebo kontrollii hastada 8-12 hafta boyunca tespit
edilmistir. (1-900 mg) araligindaki dozlar irbesartan dozaj araligini tespit etmek iizere
calismaya dahil edilmistir. Bu ¢aligmalar cinsiyet, yas, irk giinde bir defa veya cift
kullanim gibi 6zelliklerin karsilagtirilmasina imkan taninmistir. Bu 7 ¢alismadan 2
tanesinde irbesartan ve hidroklorotiyazid birlikte kullanilmistir. Bu 7 c¢alismada 1925
hastaya irbesartan (1-900 mg ) uygulanmis ve 611 rastgele hasta ise plasebo
kullanmistir. Giinliik 150-300 mg irbesartan dozajlar1 istatistiksel ve klinik olarak
sistolik ve diyastolik kan basincini plasebolara oranla diisiirmiislerdir. 300 mg {izerinde
herhangi bir anlamli etki goriilmemistir. Giinliik terapdtik doz 3-6 saat igerisinde en
yiiksek etkiyi gosterir bu 6zellik hem tek hem de ¢ift giinliik doz ayarinda goriilmiistiir.
Giinlik 150 mg dozlamanin vermis oldugu etki ve giinde iki kere alimla benzer
ozellikler gostermistir. Kontrollii denemelerde irbesartana 6.25, 12.5 veya 25 mg
hidroklorotiyazid’ in eklenmesi sadece irbersartanla yapilan tedaviye oranla daha iyi
sonuglar vermistir. Yas cinsiyet irk alt gruplar1 incelendiginde kadin erkek ve 65 yasin
altindaki hastalarda benzer cevaplar alinmustir. irbesartan’in kan basincim diisiirmesinde
irksal farkliliklarin herhangi bir etkisi yoktur fakat siyah irklarda kiigiik bir diistis vardir.
[rbesartan’in etkisi hemen ilk dozdan gdzlenir ve gdzlenen biitiin etkilerine iki hafta
icerisinde yaklasir (haftalik bir uygulamada antihipertansif etkilerin {igte ikisi son

dozdan bir hafta sonra dahi vardir).*>*" 18
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2.3.5. irbesartan Sentezi ve Biyotransformasyon Yolag

Anjiyotensin II, Anjiyotensin doniistiiriici  enzimi (ACE kinaz 1)
katalizorliigiinde anjiyotensin I doniisiim reaksiyonuyla potansiyel vazokonstriiktor
olarak sentezlenmistir. Anjiyotensin II renin anjiyotensin sistemini(RAS) baskilayici
ajandir ve ayrica aldosteron sentezini sitimiile eder ve adrenal korteks renal olarak
sodyumun emilimi ve sempatik sinir sistemi aktivitelerini diizenler. Irbesartan
aldosteron salinimini ve vazokonstriiktiirleri bloke eder ve bunu AT; anjiyotensin Il
reseptorlerine selektif bir sekilde baglanarak yapar. Bunlardan ayr1 kardiyovaskiiler
hemostaziye katilmayan farkli bir AT, reseptorii de ¢ogu dokuda bulunmaktadir.
Irbesartan spesifik olarak AT; reseptorlerine baglanirken agonist aktivitesi olmayan AT
reseptorlerine baglanmaz. AT ; reseptorlerine baglanmasi anjiyotensin II reseptdrlerinin
negatif 6zelligi olan AT , reseptorlerini inhibe etme dezavantajim1 ortadan kaldirir. Bu
sayede renin aktivitesi artar ve kan basinci diiger. Sodyum hemostazina ve kan basincini
etki edebilecek herhangi bir hormon reseptdrii veya renin, irbesartan tarafindan
etkilenmez. ACE’ leri inhibe etmedigi icin bradikinin olusumunu etkilemez. irbesartan
hamilelerde giivenle kullanilabilecek bir ilagtir. Irbesartan safra kesesinde metabolize
olur ve atilir. Glukronit konjugasyonu ve oksidasyonu ile okside olur. Oral ya da intra
vendz uygulamay1 takiben %80 oraninda plazmada degigsmeden kaldig1 gozlenmistir. En
onemli metaboliti glukronit konjuge metabolitidir(%6). Geri kalan oksidatif
metabolitleri herhangi bir farmakolojik etki gdstermemektedir. Irbesartan ve
metabolitleri safrayla veya renal olarak atilir. In- vitro calismalarda P-450 enzimi ile
oksidasyonu isaret etmistir ki irbesartan 2C9 ile okside olur 3A4 enzimi ile okside
olmaz. Hidroklorotiyazid’in digoksin, varfarin ve nifedipin ile yapilan g¢aligmalarda

herhangi bir etkilesimi gozlenmemistir.™™’
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2.3.6. irbesartan ile Ilgili Yapilan Cahsmalar

Gupta ve ark.'® yapmus olduklar calismada irbesartan miktar tayini icin Britton-
Robinson tamponlu ortamda hassas bir voliimetrik yontem gelistirmislerdir. Irbesartan
pH 2.0-12.0 araliginda iyi tamimlanmis katodik pik sergilemistir. Rediiksiyon
mekanizmas1 kontrollii potansiyel elektroliz, kolorimetri ve spektral analiz esasina
dayanmaktadir. Optimal kosullar altinda irbesartan 3.0 x 10°, 5.7x10° ve 5.33 x 10~
mol/L derisim aralifinda dogrusal pik sergilemistir. Irbesartan’mn Britton -Robinson
tamponlu ortamda gosterdigi voliimetrik piklere katyonik surfaktanlarin da etkisini
arastirmiglardir.

Tutunjia ve ark.?° tarafindan insan plazmasinda irbesartan ve hidroklorotiyazidin
ayni anda tayini ig¢in sivi kromatografisi/kiitlespektroskopisi (LC-MS) yontemi
gelistirilmis ve valide edilmistir. Plazma ornekleri asetonitril kullanilarak protein
¢oktiirme yontemiyle hazirlandiktan sonra %2.5 formikasit, metanol, asetonitril
(40:45:15,h/h/h) den olusan hareketli faz, 0.70 mL/dk akis hizi, C1g (50mmx*4mm,3pum)
ters faz kolon ve i¢ standart olarak losartan kullanilarak ¢alisma gerceklestirilmistir.
[rbesartan ve hidroklorotiyazid negatif iyon modunda ESI kullanilarak tayin edilmis ve
yontem 300 mg irbesartan ve 12.5 mg hidroklorotiyazid iceren tabletlerin
biyoesdegerlik calismalarina basariyla uygulanmigstir.

Changa ve ark.?! yapmis olduklari calismada insan plazmasi ve idrar
orneklerinde bir anjiyotensin II antagonisti olan irbesartanin tayini igin yiiksek
performansh sivi kromatografi (HPLC) yontemini gelistirmis ve valide etmislerdir.
Caligmada, kat1 faz ekstraksiyon yontemiyle irbeseratn ekstraksiyon yapildiktan sonra
250 nm uyarilma dalga boyu, 371 nm emisyon dalga boyu, floresan detektor, ODS
analitik kolon, ve 0.8 mL/dk akis hizi, pH’1 3.5 olan %50 asetonitril ve %50 zayif fosfat

trietilaminden olusan hareketli faz c¢alisma parametrelerini kullanarak analizleri
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gerceklestirmiglerdir. 1-1000 ng/mL derisim araliginda hem plazma hem de idrar
orneklerinde yontemin dogrusal, her iki matrikste yontemin miktar tayin sinir1 (LOQ)
degerinin 1ng/mL ve giin i¢i ve giinler arasi varyasyon katsayist degerinin %8 oldugu,
kalite kontrol 6rneklerinde yontemin %95’°ten fazla bir dogruluk degerine sahip oldugu
tespit edilmis ve ayrica irbesartan etkin maddesinin hem plazma hem de idrarda en az
yedi ay boyunca 22 °C de stabil oldugu belirlenmistir.

Albero ve ark.?? yapmis olduklar1 calismada irbesartan ve hidroklorotiyazidin
farmasotik  preparatlarda miktar tayini icin  spektofotometrik bir  yontem
gelistirmislerdir. Irbesartan 263 nm dalga boyunda hidroklorotiyazid ise 317 nm dalga
boyunda spektrofotometrik analizleri gerceklestirilmisitir. Yontem irbesertan ve
hidroklorotiyazid i¢in sirasiyla 1.0-12.0 mg/L ve 2.0-50.0 mg/L derisim araliginda
dorusallik gostermis ve gozlenebilme sinir1 (LOD) ise sirastyla 0.15 mg/L ve 0.25 mg/L
olarak tespit edilmistir.

Lua, ve ark.? yapmis olduklar1 ¢aligmada insan plazmasinda irbesartan analizi
icin matriks destekli basit kiitle spektrometresi yontemi gelistirilmislerdir. Basit bir
mikro sivi-sivi ekstraksiyonundan sonra irbesartan hedef bir plaka lizerine uygulanmas,
matriksle kariglagtirthp daha sonra MS ile terapotik aralikta klinik olarak tespit
edilmistir. Ayrica bliylik proteinlerin tespiti i¢in ucuz kimyasal analoglar kullanilmistir.
Enzim sindiriminden sonra peptid karigimlart nano sivi kromatografisiyle (nanoLC)
tandem kiitle spektrometriye enjekte edilmistir. Protein kimligi ve peptid siralamasi veri
taban1 arama sayesinde ayni1 anda gerceklestirilmistir. Protein miktarindaki degisiklik
irbesartan ilavesinden &nce ve sonra bu ydntem ile tespit edilmistir. Insan plazmasina
uygulanan bu iki mikro 6l¢ekli MS yontemi klinik ila¢ izleme, protein miktarlarinin

belirlenmesi ve kimlik tespiti i¢in basariyla uygulanmistir.
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Erk?, yaptig1 ¢alismada antihipertansif ila¢ olarak tanimlananan irbesartan ve
hidroklorotiyazid miktar tayini i¢in plazmada yiiksek performansl sivi kromatografisi
(HPLC) yontemi gelistirmistir. Calismada Cyg (5 um, 15 cm 4.6 mm) supercocil kolon,
pH 2.5” de 10 mM potasyum dihidrojen fosfat, metanol, asetonitril (5:80:15 h/h/h) den
olusan hareketli faz, 1.0 mL/dk akis hizi, 275 nm dalga boyundan olusan g¢alisma
parametreleri kullanilmistir. Irbesartan ve hidroklorotiyazid ali konma siirleri sirasiyla
5.8 ve 7.8 dk olarak tespit edilmistir. Yontemin dogrusallik araligi irbesartan ve
hidroklorotiyazid i¢in sirastyla 10.0-60.0 upg/mL ve 4.0-20.0 pg/mL olarak
belirlenmistir. ~ Gelistirilen yontemin farmakokinetik ¢alismalarda hastalarin tedavi
ajanlarmi1 6lgmek ve terapétik olarak izlemek igin kullanilabilir oldugu c¢aligmada
belirtilmektedir.

Shakya ve ark.”® yapmis olduklar1 galismada irbesartan tespiti i¢in floresans
dedeksiyonlu bir s1vi kromatografi yontemi gelistirmislerdir. I¢ standart olarak losartan
kullanilmistir. Insan plazmasinda irbesartan ve losartan dietileter ve diklorometan (7:3
h/h) kullanilarak ekstre edilmis ve 0.05 M sodyum hidroksit ile geri ekstraksiyonu
saglanmigtir. Notralize 6rnekleri 0.01 M potasyum hidrojen fosfat ve asotonitril (66:34,
h/h) pik modifiye edici olarak %0.07 trietilamin ihtiva eden ortofosforik asit (pH 3.0’ da
ayarlanmig)tamponu kullanilarak analiz edilmistir. Kromatografik ayirma ODS-Cig
kolon (100mm,4.6mm i.d,5um partikiil boyutlu) kullanilarak 1.25 mL/dk akis hizinda
izokratik eliisyon ile 259 nm de uyarilma 385 nm de emisyon dalga boylarinda
gergeklestirilmigtir. Kullanilan yontemde kantitatif miktar araligi 15-4000ng/mL iken
degiskenlik katsayilar1 %0.75-12.53 arasinda belirlenmistir. Ornek numuneler 60 giin
boyunca -70 °C de derin dondurucuda depolanarak bozulmadigi tespit edilmistir.

Ferreir ve ark.?® kardiyovaskiiler tedavi altindaki hastalarda dort antihipertansif

anjiyotensin II reseptdr antagonisti ilacin insan idrar numunelerinde izlemi i¢in bir dizi
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fotodiyot algilama ile SPE-HPLC yontemi gelistirmislerdir. Yontemin miktar tayin
smirt (LOQ) degerleri eprosartan, telmisartan, irbesartan, valsartan igin sirasiyla 95,
113, 125 ve 85 pg/mL ve dort etkin maddenin giini¢i ve gilinler aras1 bagil standart
sapma degerleri (BSS) %]11°den kiiciik olarak belirlenmistir. Idrar ornekleri {ic
dondurma eritme dongiistinden sonra oda sicakliginda 4 saat ve -20 °C de 2 ay boyunca
stabil kalabildigi tespit edilmistir. Bu yontem irbesartan ve valsartanin 24 saat boyunca
renal atilimini izlemek i¢in basariyla uygulanmistir.

Bae ve ark.?’ insan plazmasinda irbesartan etkin maddesinin tespiti icin floresans
dedektorlic HPLC yontemi gelistirmislerdir. 0.4 mL asetonitril ve 800 ng/mL losartan
iceren 0.1 mL plazma Ornegi basit deproteinizasyon araciligiyla 6rnek hazirlama
islemini gerceklestirmislerdir. Calismada, 40°C sicaklik, Zorbax Xclipse XDB C35(150
x 4.6mm, i.d.5 mm) kolon, izokratik eliisyon, asetonitril ve %0.1 formik asitten (37:63,
h/h) olusan hareketli faz, 1.0 mL/dk akis hizi, 250 nm emisyon dalga boyu ve 370 nm
uyarilma dalga boyundan olusan calisma parametreleri kullanilmistir. Irbesartan ve
losartan i¢in ali konma zamanlari sirasiyla 4.4 ve 5.9 dk olarak tespit edilmistir.
Yontemin 10-500 ng/mL derisim araliginda dogrusal, hassasliginin %8.48’ den az,
dogrulugunun %94.4’ten fazla oldugu, irbesartan ve losartan etkin maddelerinin
plazmadan yiizde geri kazamim dgerleririnin sirasiyla %98.4 ve 9%99.1 oldugu
belirlenmistir. Bu yontem 300 mg irbesartan igeren tabletlerin oral yoldan 23 yetiskin
erkek goniillii Koreli bireylere verilerek farmakokinetik ¢alismalar i¢in de basariyla
uygulanmigtir.

Lia ve ark.?® insan idrar orneklerinde antihipertansif ilag olan irbesartan ve
valsartanin tespiti i¢in yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC) ile birlestirildiginde
cevre dostu bir iyonik sivi dagitici sivi—sivi mikro ekstraksiyon (IL-DLLME) yontemi

geligtirilmistir. 1.0 mL/dk akis hizinda %0.3 formik asit ve metanol (3:7,h/h) ihtiva eden
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hareketli faz ve ters fazli C1g kolon kullanilarak en az 10 dk i¢erisinde HPLC ile ayirim
gerceklestirmiglerdir. 236 nm dalga boyunda, 50 pg/mL derisim iizerinde dogrusallik
saglanmistir. Valsartan ve irbesartan i¢in gozlenebilme sinir1 (LOD) sirasiyla 3.3ug/L
ve 1.5ug/L olarak tespit edilmistir. IL-DLLME iizerindeki etkili parametreler: iyonik
s1v1 tipleri, miktarlar1 dagitict solvent tiirleri, solvent hacmi, numunenin pH’s1 ve ¢ikma
siiresi ¢alismalarda optimize edilmistir. Gelistirilen IL-DLLME- HPLC yontemi oral
kapsiil alimiyla idrardaki irbesartan ve valsartan takibi, degerlendirilmesi i¢in basariyla
uygulanmustir.

Gonzdlez ve ark.? anjiyotensin reseptor antagonistleri olan losartan, irbesartan,
valsartan, kandesartan silketil ve onun metaboliti kandesartan M;’in tespiti i¢in yiiksek
performansli bir sivi kromatografisi yontemi gelistirmislerdir. Kromatografik ayirim
oda sicakliginda Bundapak Cig kolon iizerinden asetonitril ve 0.1 M asetat iceren
tamponlu ¢ozelti kullanilarak pH 4.0’ da ve farkli akis hizlarinda 254 nm dalga boyunda
gerceklestirilmistir. Giin i¢i ve giinler arasi farliliklar %3 olarak bulunmus ve bu
yontemi anjiyotensin reseptor antagonistleri i¢in basariyla uygulanmisdir.

2.4. Spektroskopik Yontemler

Spektroskopik yontemler, atomik ve molekiiler spektroskopiye dayanan genis bir
analitik yontemler grubudur. Bu yontemler; inorganik ve organik bilesiklerin kalitatif ve
kantitatif tayinlerinde yaygin olarak kullanilir. Ayrica molekiill yapilarinin
aydinlatilmasi alaninda da en sik bagvurulan ytintemlelrdir.30

2.4.1. Spektroskopi

Spektroskopi, genel anlamda 1sinlarin madde ile etkilesimini inceleyen bilim dal
olarak tanimlanir. Bir 6rnekteki atom, molekiil veya iyonlarin bir enerji diizeyinden
digerine gegisleri sirasinda absorblanan veya yayilan elektromanyetik 1s1manin,

Ol¢iilmesi ve yorumlanmasia “spektroskopi” denir. Atom, molekiill veya iyonun
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elektromanyetik 1s1ma ile etkilesimi sonucu donme, titresim ve elektronik enerji
seviyelerinde degisiklikler spektroskopinin temelini olusturur.*

Spektroskopi calismalari, 1665 yilinda Newton’un iiggen bir cam prizma
kullanarak beyaz 15181n belirli bir aralik i¢inde ¢esitli renklere dagildigini gosteren {inlii
deneyi ile baslamistir. 1860 yilinda Bunsen ve Kirchhoff, analitik bir cihaz olarak
entegre bir birim olan prizma spektroskobunu gelistirmislerdir. Yapilan ilk ¢alismalar,
alev iizerinde ¢esitli numunelerin emisyon spektrumlarinin gézlenmesi, c¢esitli
elementler icin alev deneylerinin baglangic1 ve giines 1sinlar1 iizerine yapilan
deneylerdir. Giiniimiizde spektroskopik ¢alismalarda incelenen 1sin kaynaklari tanimi
degistirilmis, goriiniir bolge 1s1nlari, X 1sinlari, ultraviyole (mor &tesi), infrared (kizil
oOtesi), mikro dalgalar, radyo dalgalar1 ve ses dalgalarini da icine alacak sekilde kapsami
genisletilmistir.30

2.4.2. Elektromanyetik Istma (Radyasyon) ve Genel Ozellikleri

Isin veya elektromagnetik 1s1ma (radyasyon) uzayda ¢ok biiyiik bir hizla hareket
eden bir enerji seklidir. Isinin uzaydaki hareketi dalgalar halinde olur. Elektromanyetik
1s1ma dalga ve tanecik olarak davranmaktadir. Elektromanyetik 1smin, dalga boyu,
frekans, periyodu, hizi, dalga sayisi, kirmimi ve genlik gibi parametreleri de igeren
birgok 0Ozelligi 151min klasik siniis dalga modeliyle aciklanabilir. Isin enerjisinin
absorpsiyonu ve emisyonuyla ilgili olaylarin agiklanmasinda dalga modeli basarili
olamamistir. Bu olaylarin anlasilabilmesi i¢in, bir pargacik modeli gelistirilmistir. Bu
modelde elektromanyetik 151n, enerjileri 151n frekansiyla orantili ve foton adi verilen
parcaciklar veya dalga paketlerinden olusmus olarak goriiliir.

Elektromanyetik 1s1ma, hem elektrik alan vektorii hem de magnetik alan
vektoriine sahiptir. Bu iki alan siniisoidaldir ve 1s1nin yayilma yoniine ve birbirlerine

diktir. Bir 1s1n1in maddeyle iligkisi, bu iki alan vektorii ile olur.®
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Sekil 2.6. Elektromanyetik dalga

2.4.3. Elektromanyetik Spektrum

Elektromanyetik spektrum, ¢ok genis bir dalga boyu ve frekans (enerji) araligini
icine almaktadir. Ayni sekil lizerinde, baglica spektral bolgeler de gosterilmistir.
Spektral bolge ayrintilari, her bolgedeki isinlari elde etme ve bu ismlart belirleme

yontemlerini esas almaktadir.
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Sekil 2.7. Elektromanyetik spektrumun bélgeleri

2.4.4. Isimin Absorpsiyonu ve Absorpsiyon Spektrumu
Cesitli dalga boylarinda 1s1n iceren bir demet, saydam veya seffaf bir ortamdan
gecirilirse, i¢inden baz1 dalga boylarinin kayboldugu goriilir. Buna “isinin

absorplanmasi” denir.
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Kuantum teorisine gore atom, molekiil veya iyonlar yalniz belli deger ve sayida
enerji diizeyinde bulunabilir. Bu sartlarda, fotonun enerjisi ilgili atom, molekiil veya
iyona aktarilir, onu uyarilmis hal ad1 verilen daha yiiksek enerjili hale gegirilir. Kisa bir
siire sonra, uyarilmais tiir, fazla enerjisini ortamdaki bagka tiirlere aktararak temel haline
doner ki, buna “durulma” (relaksasyon) denir. Madde tarafindan absorplanan 1sin
enerjisinin geri verilmesi, genellikle 1s1 seklinde olur ve madde ¢ok az isimir. Bazi
maddeler ise absorpladigi 1s1n enerjisini kisa siireli olmak iizere, daha uzun dalga boylu
1sinlar halinde yayar. Buna “liiminesans” olay1 denir. Bu olayin ¢ok kisa siireli olmasina
floresans, daha uzun olmasina da fosforesans denir.*

Bir maddenin temel haliyle uyarilmis halleri arasindaki enerji farklari, bagka bir
maddeninkinden farkli oldugundan, her maddenin kendine 0zgii bir absorpsiyon
spekturumu vardir. Absorpsiyon spektrumlar1 atomik absorpsiyon ve molekiiler
absorpsiyon olmak iizere ikiye ayrlhr.31

2.4.4.1. Atomik Absorpsiyon

Atomik absorbsiyonda uyarilma, yalnizca atomda bir veya birden ¢ok elektronun
list enerji diizeylerine yiikseltildigi elektronik bir siiregle meydana gelir. Ornegin
sodyum buhar iizerinden beyaz 151n demeti gecirilirse, sodyum atomu sari 1sin1
absorblar. Sodyum atomlarinda 3s enerji seviyesinde bulunan bir elektronun sar1 151n1
absorblayarak 3p enerji seviyesine uyarilir ve bu bolgede sar1 151n 589 nm ve 589,6 nm
dalga boyunda olmak iizere iki adet keskin absorbsiyon piki gosterir.

2.4.4.2. Molekiiler Absorpsiyon

Molekiiliin diisiik enerjili atomik ve molekiiler orbitallerinin, UV, goriiniir bolge
ve infrared 1ginlar1 ile daha yliksek enerjili orbitallere ¢ikarilmasi sonucunda gerceklesir.
Molekiiler, 1sinla uyarildiklarinda gergeklesen kuantlasmis ii¢ tip gecis vardir. Bunlar

elektronik gegisler ve 1s1n ile olusturulabilen titresim ve donme gegisleridir.
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Etoplam = Eelektronik + Etitresim + Edonme

Burada “Eelektronik”, molekiilde bag yapan birka¢ elektrona ait enerji
diizeyinden kaynaklanan elektronik enerjidir (200-800 nm). “Etitresim” ise, molekiiler
tiirlerde cok sayida bulunan atomlar arasi titresimlerin toplam enerjisini gosterir. Genel
olarak bir molekiildeki kuvantlagmis titresim enerji diizeylerinin sayisi, elektronik
diizey sayisindan ¢ok daha fazladir (1000-15000nm IR). “donme” ise, molekiil i¢indeki
cesitli donme hallerinden olusan enerjidir; donem enerji diizeylerinin sayisi da titresim
enerji diizey sayisindan ¢ok daha fazladir. (10000 - 100000 nmIR).*

Bu enerjiler arasindaki biiytikliikk sirasi; E elektronik > Etitresim > Edonme

seklindedir.®

E =——_ — Elektronik enerji seviyesi
——- =E _ ~ Titregim enerji seviyesi
— Donme enerji seviyesi
52 | | Etektronik gegigler
Sl
S0

Sekil 2.8. Enerji seviyeleri arasindaki gecisler

2.4.5. Lambert - Beer Kanunu

Bir molekiil tarafindan absorbe edilen 1simanin cinsi ve miktari, molekiiliin
yapisina ve 1s1ma ile etkilesen molekiil sayisina baglidir. Isima ile molekiil arasindaki
bu etkilesim Lambert-Beer kanunu ile ifade edilir.*

Beer kanununa gore, bir ¢ozelti icinden gegen ve ¢ozelti tarafindan absorplanan
151n demetinin siddeti, ¢ozeltinin derisimi ile logaritmik olarak orantilidir. Lambert’e

gore ise bir ¢ozeltiden gecen 151n demetinin siddeti ¢ézeltinin derinligi yani 15181n aldig1
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yol ile logaritmik olarak orantilidir.

Yukarida izah edilen iki kanun birlestirilirse, bir ¢dzeltiden gecen monokromatik
1sinin- siddeti, ¢ozeltinin derinligi (1s1mnin ¢ozelti i¢inde aldig1 yol) ve derisimi ile
logaritmik ve iistel olarak azalir. Buna gore;

| = 1510

ifadesi yazilir. Bu esitlige Lambert-Beer kanunu denir. Esitlikte Iy gelen 1smn
demetinin siddeti, I ¢ozeltiden ¢ikan 1s1n demetinin siddeti, b ¢ozeltinin kalinligi, c ise
¢Ozeltinin derisimidir. Esitligin eksi logaritmasi alinirsa; 3%

Logly/l=a.b.c

Seklindedir. log lo/I’ye absorbans denir. A ile gosterilir.

Logle/l = A=a.b.c

A ile c arasinda bu basit dogrusal iliskiden analitik uygulamalarda yararlanilir.

Bu bagintidaki Absorbans (A) degeri derisime (C) ye karsi grafige gecirilirse
orijinden gecen ve egimi ab olan bir dogru elde edilir. Ancak her zaman muntazam bir
dogru elde edilemez. Bu durum Lambert-Beer kanunundan sapmalarla agiklanabilir.
Lambert-Beer kanunundan sapmalarin sebepleri i¢c madde altinda toplanabilir. Bunlar
gercek sapmalar, cihazdan kaynaklanan sapmalar ve kimyasal sapmalardir. Olgme
yapilirken Io ve I siddetleri ayri ayr1 6l¢iilmez. Onun yerine s6z konusu dalga
boyundaki ¢ozelti ve saf ¢oziiciiden gecen 151n demeti siddetleri ol¢iiliir. Saf ¢oziiciiden
gecen 151n demetinin siddeti Iy olarak kabul edilir. Buna gore;

A= logly/ 1= (lp ¢oziicii)/(1 ¢ozelti)
esitligi yazﬂlr.32

2.4.6. Liiminesans

Uyarilmig bir atom veya molekiil kararsizdir; fazla enerjisini atarak temel hale

donmek ister. Atom veya molekiil temel enerji diizeyine donerken fazla enerjisinin
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tiimiinii veya bir kismini 151k seklinde atabilir ve boylece sistemden bir 151k yayilmasi
(1s1k emisyonu) gozlenir. Bu 151k yayilmasi olayina genel olarak “liiminesans” denir.
Kisaca liiminesans bir atom ya da iyon elektronunun yiiksek (uyarilmis) enerji
diizeyinden daha diisiik bir enerji diizeyine gectigi zaman 1s1 olusturmadan yayilan
1s1maya denir.

Uyarilma enerjisi bir kimyasal tepkimeden saglaniyorsa, bunun sonucu gozlenen
luminesans olayina “kemiluminesans” adi verilir. Uyarilma enerjisi elektrot
tepkimesinden  saglaniyorsa, bunun sonucu gozlenen luminesans olayina
“elektroluminesans” veya ‘“elektrokemiluminesans” adi verilir. Biyolojik sistemlerde
gozlenen luminesansa “biyoluminesans” denir. Uyarilma olayr atom veya molekiiliin
fotonlar1  absorplamast  sonucu gerceklesiyorsa gozlenen 151k emisyonuna
“fotoluminesans” denir.>* *

2.4.7. Fotoliiminesansin Esaslar:

Floresans ve fosforesansin her ikisi de, 1sin enerjisini absorplayarak uyarilmig
hale gelen bir molekiil, iyon veya atom tarafindan absorplanan bu 151n enerjisinin 151
yayilmasi seklinde geri verilmesi anlamina gelen fotoliiminesans’in ¢esitleridir, bu da
basitce liiminesans olarak ifade edilir.>%%

Foto uyarilmis tiirlerde uyarilmis elektronun spini degismeksizin, uyarilmis
halden temel hale bir gecis oldugunda, fotoliiminesans “floresans” olarak adlandirilir.
Spinde bir degisim varsa, o zaman fotoliiminesansa “fosforesans” adi verilir. Genelde,
tirler uyarilmis hale eristikten sonra, floresans emisyonu g¢ok cabuk (10'9—10'6 S)
meydana gelir. Bunun i¢in ultraviyole 1s1masinin kaynagi uzaklastirildig: anda floresant
bir maddeyi gozle sezmek imkansizdir. Fosforesans emisyonu ¢ok daha yavastir (> 10™

s) ve fosforesans emisyonunun omriinde daha biiyiik bir degismeyle meydana gelir.

Boylece, bircok organik molekiil floresans ve fosforesans 6zellik gostermektedir. Isin
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kaynag1 uzaklastirildiginda 1s1n yaymasi kesiliyorsa floresans fakat hala 1sin yaymaya
devam ediyorsa fosforesans 6zellik gosteren molekiiller denir.®

2.4.8. Jablonski Diyagramm

Isinin madde tarafindan absorpsiyonu sonucunda molekiil orbitallerinde
meydana gelebilecek degisiklikler Jablonski diyagrami (Sekil 2.9) iizerinde
gt')sterilrnektedir.33‘34

Sekilde goriildiigi gibi bir molekiiliin Sy ile gosterilen temel hali, bunun iistiinde
S1, Sy ile gosterilen uyarilmis halleri vardir. Her halin en altinda bulunan kalin ¢izgiye,
o halin “elektronik seviyesi” iistiindeki ince ¢izgilere de o halin “titresim seviyeleri”
denir. Temel halin en alt elektronik seviyesinde bulunan bir molekiil {izerine, dalga
boylart A; ve Ay olan iki 1s1n gonderilecek olursa, A; grubu isinlarla uyarilan (eksite
edilen) molekiiliin bag elektronlarinda biri 1s1nin dalga boyuna bagli olarak S; uyarilma
seviyelerinden birine firlar. Uyarilan bu elektron, bulundugu halin elektronik
seviyesinden temel hale (Sp) dogrudan gegebilecegi gibi, 6teki titresim seviyelerinde
birine de gegebilir. Boyle bir gecis sonucu ortama 151 yayilir ve buna “S1-Sp gecisi”

veya “temel hale donme” denir.**
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Sekil 2.9. Jablonski diyagrami

Temel hale donme sirasinda elektron temel halin (Sp) herhangi bir titresim
seviyesine gecerse ortama farkli dalga boylarinda isinlar yayilir ve bunlara floresans
1sinlart (A3 1s1nlart) denir. Bu olay floresans 6zellik gosteren molekiiller i¢in gecerli bir
durumdur. Temel halin herhangi bir titresim seviyesine gecen elektron titresim
seviyelerinden, 151n yaymaksizin basamak basamak asagiya inebilir (dalgali oklar). Bu
sekilde elektro ya da elektronun sahibi olan molekiil, enerjisini ¢dziiciiye (ortama) 1s1
olarak verir.

Molekiil dalga boyu daha diisiik enerjisi daha yiiksek bir A, 1511 ile uyarilirsa S
uyarilma halindeki durum elde edilir. Ikinci uyarilma seviyesine (S;) gecen bir elektron
direkt olarak temel hale donemez. Once ikinci halin en alt titresim seviyesine, oradan
“i¢c gecis” denilen bir mekanizma ile birinci uyarilmis halin (S;) st titresim
seviyelerinden birine gecer. S, seviyesinde bile olsa elektronun geri doniisii S;-So

gecisiyle tamamlanir.
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S; uyarilmis halinin herhangi bir titresim seviyesinde bulunan bir elektronun
enerji seviyesi, Sekil 2.9 ’da gosterilen triplet halin enerji seviyelerinden birisi ile
cakisirsa, elektron fosforesans titresim seviyelerinden birine geger ve spini degisir.
Singlet halden triplet hale geger. Fosforesans hal basamagindan da temel halin bir enerji
basamagina iner ve bu esnada fosforesans 1sinlari yay111r.30’35

2.5. Floresans

Uyarilmis bir singlet sistemden temel haldeki bir sisteme gegis sirasinda yayilan
1518a floresans (hva) denir.

So + hvy — S*; (Uyarilma)

S*; — 1Sy + hva (Floresans)

Sekil 2.9°da gosterilen diyagramdaki agiklamalardan da goriildiigii gibi verilen
bir emisyon spektrumu, bir miktar enerjinin i¢ doniisimlerde harcanmasi veya 1s1masiz
dontisiimlerle harcanmasi nedeniyle daima uyarict olarak gdrev yapan absorpsiyon
spektrumlarindan daha diisiik frekans bolgesinde (veya daha uzun dalga boyu
bolgesinde) meydana gelir.®

2.5.1. Floresans’a Etki Eden Faktorler

Yayilan foton sayisinin, absorblanan foton sayisina orani o molekiiliin
fotoliiminesans kuantum verimi, @, olarak tanimlanir ve kuantum verimi hem maddenin
cevresi, hem de yapisi floresans 6zelligini (floresans verimi, emisyon dalga boyu ve 151n
siddetini) biiytik 6lciide etkiler.

Uyarilmis singlet molekiiliin enerjisi ile temel haldeki molekiiliin enerjisi
birbirinden ne kadar farkli ise, i¢ donilisim olaymin olasiligi o kadar azalir ve
dolayisiyla floresans verimi artar. Benzer bi¢cimde bir molekiiliin uyarilmis triplet
hallerinin enerjileri ne kadar farkli ise sistemler arasi gegis olasiligi o kadar azalir ve

floresans verimi artar. Uyarilmis singlet ve uyarilmig triplet hallerinin enerjileri
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birbirlerine yaklasirsa, sistemler arasi gecis olasilig1 o kadar artar ve fosforesans verimi
artar, %%
2.5.2. Maddenin Yapisinin Etkisi
Molekiillerde diizlemsellik, donmenin engellenmis olmasi, konjugasyon ve halka
sayisinin artmasi genellikle floresans verimini arttirir.
NANAL (N,N’-bis(2-hidroksinaftalin—1-karbaldehiden) ve PANAF ( N,N’ - bis

(2 - hidroksinaftalin - 1 - karbaldehiden) - 1,2 - bis -(p - aminofenoksi) etan) molekiilleri

yapilarindaki konjugasyon nedeniyle floresans 6zellik géstermektedirler.

OH HO
CH CH

NANAL PANAF

Sekil 2.10. Nanal ve Panaf’in kimyasal yapilari

Halkali bir organik molekiilde halkanin elektron yogunlugunu arttiran
stibstitlientler de molekiiliin floresans veriminin artmasini saglar. Liiminesent bir
bilesikteki, bilesigin pi (w) elektronlarini delokalize edebilen siibstitiientler genellikle,
uyarilmis singlet hal ve temel hal arasinda olusan muhtemel bir 151n gegisini arttirir. Bu
sonug floresansi da arttirir. Genellikle orto ve para pozisyondaki siibstitiientler halkaya
elektron verirler ve muhtemelen olusacak floresansi arttirirlar. Meta pozisyondaki
siibstitiientler halkadan elektron ¢ekerler ve muhtemel floresansi azaltirlar. Molekiiliin
biinyesinde veya molekiiliin ¢6ziindiigii ¢oziiclide bulunan agir bir atom (I veya Br gibi)
molekiiliin floresans verimini azaltir, triplet olusumu verimini arttirir ve bu nedenle

genellikle fosforesans verimi artar.*
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2.5.3. Maddenin Yapisal Rijiditesinin Etkisi
Bir molekiiliin yapisinin rijit olmasi onun floresans 6zelligini arttirir. Cilinkii rijit
yapilarda kuantum verimi yiiksektir ve i¢ doniisim hiz1 daha diisiiktiir. Ornegin,

Florenin floresans 6zelligi bis fenilden faha fazladir (Sekil 2.13).

Floren Bifenil
®=1.0 =02

Sekil 2.11. Fluoressin ve fenolftalein’in kimyasal yapisi

Floresans ozelligi gosteren boya, bir yiizeyde adsorbe edilince emisyon siddeti
daha da artar. Bunun nedeni boyanin tutuldugu yiizeyde rijiditesinin artmasidir.

Rijit olmayan molekiillerde i¢ donlisme daha kolay oldugundan, 1s1masiz enerji
kayb1 olasiligi ¢cok daha fazladir. Bu hal, bilindigi gibi, floresans siddetini azaltir.
Bundan bagka rijit olmayan bir molekiiliin bir tarafi, 6teki tarafina gore daha zayif
enerjiyle uyarilmis olabilir. Bu da floresans emisyonunu azaltan bir etkendir.**%

2.5.4. Coziicii ve Sicaklik Etkisi

Uyarilmis molekiil, temel haline oranla daha polar ise, ¢dziiciiniin polaritesinin
artmasi ile uyarilmis enerji diizeyi daha kararli hale gelecegi icin, uyarilmis ve temel
enerji diizeyleri arasindaki enerji farki azalir ve floresans dalga boyu artar. Bu durum,
uyarilma ve emisyon olaylar1 m ve ©* orbitalleri arasinda gercgeklestiginde ortaya ¢ikar.
n—n* tirll bir uyarilma i¢in ise, ¢dziicliniin polaritesinin artmasi ile n orbitalinin daha
kararli hale gelmesi, yani enerjisinin azalmasit s6z konusudur. Boylece, bu tiir
molekiillerde ¢oziicii polaritesi arttikca uyarilmis ve temel enerji diizeyleri arasindaki

enerji fark: artar ve floresans dalga boyu azalir. %
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Sicakligin artmasi ile uyarilmig molekiillerin ¢arpisma olasilig1 da artacagindan
i¢ doniisiim olaymin verimi artar ve floresans verimi azalir. Fosforesans verimi, sicaklik
azalmasi ile onemli Olcilide artar. Zn komplekslerinin farkli sicakliklardaki kinetikleri
Olctildiigiinde en diisiik sicaklikta (50°C) maksimum floresans gosterdigi gézlenmistir.36

2.5.5. pH EtkKisi

Ortamin pH’sindaki degismeler, hem temel hem de uyarilmis molekiilleri
etkileyecegi i¢in pH, bir molekiiliin floresans verimini etkileyen bir faktor olabilir. Asit
veya baz grubu igeren maddelerin iyonlasmis ve iyonlasmamis hallerinin floresans

1s1malarinin dalga boylar1 ve siddetleri birbirlerinden farklidir (Sekil 2. 12).37

~,

T |

Anilinin Rezonans halleri Anilinyum iyonu

Sekil 2.12. pH degisikliklerin molekiil yapisin1 degistirmesi

2.5.6. Coziinmiis Oksijen EtKisi

Coziicii ile hidrojen bagi yapabilen molekiillerde ¢oziinmiis oksijen ile
molekiiliin yaydigi 1sin1 absorplayabilecek bir baska madde, liiminesans verimini
onemli Olciide azaltir. Ozellikle fosforesans calismalarinda ¢dziinmiis oksijenin
ortamdan uzaklastirilmas1 gerekir. Coziinmiis oksijen genellikle floresans 1simasinin
siddetini azaltir. Molekiiler oksijen paramanyetik oldugundan, singlet halin triplet hale
déniismesini kolaylastirip floresansi azaltir.’

2.5.7. Derisimin Etkisi

Floresans 1s1masinin siddeti, maddenin derisimi ile orantilidir. Floresans, derisim

arttikga artar, ancak belli bir noktada derisim ¢ok fazla arttirildiginda artik derisimle
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orantili olarak artmaz ve hemen hemen sabit kalir (Sekil 2.13). Seyreltik ¢ozeltiler igin

asagidaki esitlik gecerlidir.

IF =2.303QIo &cl

komsantrasyon

Sekil 2.13. Derisimin floresans siddeti ile degisimi

2.5.8. Molekiildeki Siibstitiientlerin Etkisi

Siibstitiisyon, maddenin absorpsiyon dalga boyunu ve siddetini degistirir. Buna
bagl olarak maddenin floresans dalga boyu ve siddeti de degisir. Elektron dondrii olan
—NH;, —OH gibi gruplar floresansi arttirdig1 halde, elektron akseptorii olan —NO,, —X
(halojentirler), -COOH, —CHO, —N=N- gibi gruplar floresansi1 azaltir ve bazen de
ortadan kaldirir. Ornegin; benzen UV béolgede floresans yapar. Bu molekiile (-NH)
grubu siibstitiie edilirse floresansi artar ve yiiksek dalga boyuna kayar. (-NO,) ile
stibstitiie edilirse floresans 6zelligi tamamen kaybolur.37

2.5.9. Gelen Isimin Dalga Boyunun ve Siddetinin Etkisi

Gelen 1smin siddetinin (yogunlugunun) artmasi floresans: arttirir. Bu nedenle
emisyon dalga boyu daima uyarma dalga boyundan biiytiktiir.

Liiminesans verimi, sadece i¢ doniisiim, sistemler aras1 gegis ve enerji aktarimi
gibi fiziksel olaylarla degil, uyarilmis diizeylerde ortaya ¢ikabilecek bag kopmasi
(fotoayrisma) ve iriin olusmasi (fotokimyasal reaksiyon) gibi olaylar yiiziinden de

azalabilir.*°
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2.5.10. Fotoliiminesans Teorisi

Belirlenen deney sartlarinda belli bir maddenin kuantum verimi (¢) sabittir.
Yayilan 1sinin siddeti IL, kuantum veriminin ve absorplanan 1sinin siddeti Io cinsinden,
denklemde asagidaki gibi yazilabilir.

L= (1)

Absorplanan 1smnin siddeti, gelen 1smnin siddeti Ip, ve gecen 1smin siddeti I,
arasindaki farka esittir. Gegen 1511n siddeti Beer yasasindan hesaplanabilir;

A=¢g.l.c=-log (I/1p)

Gecen 151n1n siddetine gore Beer yasasinin ¢éziimii verilirse;

-gle -2,303. ¢ lc

I=1lpx 1y " = lge
seklinde diizenlenir. I’'nin degeri bastaki formiilde yerine konursa asagidaki esitlik elde
edilir;

L= ®(Ip-loe 3% £1) =plp(1- ©~ 2303 21y

Bu esitlikteki iistel ifadeler,

ex=1+x++ ..+
seklinde yazilarak, y yerine (-2,303) ifadesi konursa,

IL= ®@Ip[1- 1 +2,303 — €lC + -...] = D[ 2,303 £ IC — + -...]
elde edilir. Seyreltik ¢ozeltiler i¢in absorbans (glC) kiiciiktiir. €lC, 0,05’e esit ise, son
esitlikteki serilerin ikinci terimi, birinci terimin % 2,5’u kadardir ve bunu takip eden
terimler daha kiigiiktiir. Analitin derigimi diislik tutularak absorbans 0,05’den daha az
oldugunda, serilerdeki terimlerin tiimii, birinci terim hari¢ ihmal edilir ve esitlik soyle
basitlestirilebilir;

IL= ®102,303. ¢ IC

Esitlikte goriildiigii  gibi  seyreltik ¢ozeltiler igin (10%-10° M) yayilan

fotoliiminesansin siddeti, kuantum verimi, gelen veya absorplanan isinin siddeti ve
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analitin derigimiyle orantilidir. Cogu laboratuvar cihazlarinda yalnizca dedektore gelen
toplam liiminesansin sabit kesri, f, ol¢iiliir ve esitlige, dedektoriin cevabi igin de bir
degerin (R) ilave edilmesi gerekir. Bu iki faktoriin ilavesiyle esitlik su asagidaki sekle
doniisiir

IL=2,303.fRDI € Ic

Belirli bir analit, hiicre ve cihaz i¢in f, R, o, €, ve 1 sabit oldugundan;

IL= KI,C
yazilir veya burada, Ip 'da sabit yapilirsa, derisimden (C) baska hepsi sabit olacagindan
bunlar, K'sabitiyle gosterilebilir. Sonug olarak, floresans 151n siddetiyle derisim arasinda
esitlik;

IL=K'C
seklinde verilir. K’ sabiti, derisimi diisiik ve bir seri ¢ozeltinin IL floresans1 6l¢lilmek
suretiyle hesaplanir. Absorbansi kiigiikk (A < 0.05) cozeltilerde floresans siddeti
derisimle dogru orantilidir ve dogrunun egimi K’ degerini verir. Ancak derisim arttikca
egride sapma goriillir. Yani floresans derisimle orantili olarak artmaz. Bunun nedeni
self-sondiirme ve self-absorpsiyondur.

Self-sondiirme; fluoresant molekiillerin  birbirlerine ¢arparak enerjilerini
birbirlerinin enerjice daha diisiik olan taraflarina aktarmalar1 ve bdylece radyasyonsuz
bir enerji kaybi1 olmasidir. Bu fluoresant taneciklerle ¢oziicii molekiilleri arasinda
meydana gelen dis doniismeye benzer ve bu olay, derisimin artmasiyla artar.

Self-absorpsiyon; fluoresant molekiillerin yaydiklar1 1smin dalga boyu, bu
molekiillerin absorpladiklar1 1sinin dalga boyuyla ayniysa, fluoresant bir molekiiliin
yaydig1 1s1n ¢ozelti iginden gecerken 6teki fluoresant molekiiller tarafindan absorplanir.
Absorbans yaklasik 0.05’den ¢ok daha biiyiik oldugunda esitlik parantez igerisinde olan

ilk terim disindaki terimler bir anlam tasir ve liiminesans siddeti ile derisim arasinda
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dogrusal olmayan bir baginti s6z konusudur. Absorbans ¢ok biiyiik oldugu zaman
esitlik,

IL= ®Iy
seklinde verilir ve liiminesans siddeti boylece derisimden bagimsiz olmaktadir. Ondan
onceki esitligin esasi, gelen 1s1min siddetinin hiicrenin her yerinde ayni oldugunu kabul
eder. Seyreltik c¢oOzeltiler i¢in bu kabul uygundur, ancak yiliksek derisimlerde
absorpsiyon (absorbans 2’den daha biiyiik) hiicrenin igerisinden gecen 1sinin siddetini
bliyiik olgiide azaltir ve gdzlenen liiminesansta da bir azalmaya sebep olur.

Sonug¢ olarak, seyreltik c¢ozeltilerde kantitatif analiz, kalibrasyon egrisi
olusturularak veya standart ekleme yontemine gore gergeklestirilir. Cozeltide bulunan
bir madde, liminesant bir maddenin yaydigi 1sim1 sondiiriiyor yani azaltiyorsa,
liminesans1 Onleyen bu maddenin de kantitatif analizi yapilabilir. Liiminesansdaki
azalma genellikle, bu Onleyici maddenin miktar1 ile dogru orantilidir. Buna gore,
liminesans siddetinin azalmasinin, liiminesansi1 Onleyici madde derisimine karsi
Ol¢iilmesi ile bir kalibrasyon egrisi elde edilebilir veya standart ekleme yonteminden
yararlamlabililr.30’38

2.5.11. Stokes Kanunu

Enerjide meydana gelen kayip nedeniyle, floresansin dalga boyu, uyaran 1518
dalga boyundan daima daha biiyiiktiir. Cilinkii emisyonu saglayan gecis, bir kisim
titresim enerjisinin ¢evreye atilmasindan sonra meydana gelir. Absorpsiyona gore
emisyonda daima daha biiyiik dalga boylarina dogru bir kayma (Stokes Shift) izlenir.

2.5.12. Stern Volmer Esitligi

Floresans 6zellik gosteren bir madde {izerine fluoresent olmayan bir madde ilave

ettigimiz zaman fluoresent maddenin floresansinda sonme meydana gelir.

B+Q —BQ
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B, Q’ nun ortamda bulunmasiyla olusan fluoresent olmayan BQ kompleksine
cevrilen kismi, a ise fluoresent maddenin toplam derisimidir. Q, uyarilmis durumdaki
B’ yi tek basia sondiiremiyorsa veya Q ya da BQ ig¢ filtreler gibi gorev yapiyorsa
gozlenen floresans siddet (F) daima komplekslesmeyen B’ nin derisimi ile orantilidir.®

F=k(1-a)b

Fo= kb

(FO-F)/F=a /( 1-a)

2.5.13. Uyarilma ve Emisyon Spektrumlari

Floresans ozellige bagli olarak yapilan analizlerde Olgiimii yapilacak olan
maddenin belirli derisimlerde ¢ozeltileri hazirlanir ve absorpsiyon spektrumu alinir. Bu
spektrumdan maddenin en ¢ok absorpsiyon yaptigir dalga boyu tespit edilir. Bundan
sonra bu dalga boyundaki 1simmla (monokromatik) madde devamli olarak isinlanir.
Yayilan 1smlar bir florometrede (veya spektroflorometrede) kaydedilir. Bdylece
maddenin emisyon spektrumu elde edilir.

2.5.14. Floresans Spektroskopisi i¢in Cihazlar

Floresans Ol¢limlerinde iki tip cihaz kullanilir. Bunlar filtreli florometreler ve
spektroflorometrelerdir. Filtreli florometrelerde, gelen 1sinin ig¢inden floresans i1sinlari
izole etmek igin filtre kullanilir. Spektroflorometrelerde ise gelen 15 ve floresans
1s1nlart ayirmak i¢in optik kirnim agina sahip monokromatdrler kullanilir,®

2.5.15. Florometre ve Spektroflorometrelerin Bilesenleri

Floresans 6l¢iim cihazlarinda giic kaynagindaki dalgalanmalar1 6nlemek i¢in ¢ift
1sin  yollu spektroflorometreler kullanilir.  Sekil 2.14’de ¢ift 151n  yollu bir
spektroflorometrenin blok diyagrami gosterilmektedir. Isin kaynagindan ¢ikan 1sinlar,
uyart (eksitasyon) monokramatoriine gelir. Monokromatorden sadece numuneyi

uyarmada kullanilacak isinlar geger ve numuneye ulasir. Bu 1sinla uyarilan numune
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cesitli dalga boylarinda floresans 1sinlar yayar. Bir kismi emisyon filtresi
(monokromatoru) yoniinde ilerler. Monokromator bu 1sinlardan istenilen dalga boyunda
olanlar1 gegirecek sekilde ayarlanir. Emisyon filtresinden gegen tek dalga boyundaki
1sinlar numune fotoylikseltgeyiciye gelerek elektrik enerjisine doniistiiriiliir. Bu esnada
151n kaynagindan ¢ikan ve uyari filtresine giden 151n demetine dik yonde bir 151n demeti
de (referans 151n demeti) 151n siddeti ayarlayicisina gelir ve 1s1in siddeti yaklasik olarak
floresans 1s1n1n siddetine esit olacak sekilde ayarlanir. Bunun i¢in, referans 1smin siddeti
yaklasik 100 defa dustriiliir. Buradan referans 1sin yiikseltgeyiciye gelerek elektrik
enerjisine ¢evrilir. Fark yiikseltgeyici cihaz iki enerjinin farkinmi alip yiikselterek
kaydedici cihaza géinderir.38

Isin kaynag1 olarak lazerler, fotodiodlar, zenon ve civa buharli lambalar
kullanilmaktadir.

Monokromatérler ayarlanabilir bir hassasiyet ile ayarlanabilir dalga boyunda 151n
gondermek icin kullanilirlar. Paralel olarak gelen 1sinin, farkli agilarda ayarlanabilen bir
kirinim ag1 igerisinde istenilen dalga boyunda ¢ikmasini saglarlar.

Floresans 1sinlar1 uyarilma ydniine dik (90°) agiyla dlgiiliirler. Bunun sebebi 151
kaynagindan gelen interfere (parazit) 1smnlarmn iletimini  Onlemektir. Ciinki
monokromatorler bazen hedef dalga boyu disindaki dalga boylarina sahip 1sinlart da

iletebilirler. Dik ac1 kullanilarak o6rnek tarafindan yayilan interfere 1sinlar disindaki

parazit 1ginlar 6nlenmis olur.®
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Klsm, UyanFilresi | o Numune |, Farkh dalga boylarindaki
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T
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® Referans Numune »
./ Yiikseltgeyicisi Fotoyiikseltgeyici

Fark
Yukseltgeyicisi

Kaydedici

Sekil 2.14. Bir spektroflorometrenin baslica kisimlari

Spektroflorometrelerde, tek kanalli ve ¢ok kanalli olmak iizere iki tip dedektor
kullanilir. Tek kanalli dedektor bir kerede sadece bir dalga boyunun siddetini tespit
edebilirken, ¢ok kanalli dedektor ayni anda biitiin dalga boylarindaki siddeti lgebilir ve
monokromator kullanimini gereksiz kilar. Her iki tip dedektor i¢in gesitli avantaj ve
dezavantajlar vardir.

Floresans ol¢limil sirasinda, tercihen yiiksek bir absorpsiyon dalga boyu olmak
tizere, eksitasyon 1511 belli bir dalga boyunda sabit tutulur ve emisyon monokromatorii
spektrum taramasi yapar. Eksitasyon dalga boyu ol¢iilirken de emisyon dalga boyu
sabit tutularak, eksitasyon monokromatorii spektrum taramasi yapar. Floresans siddeti
absorpsiyon ile orantili oldugundan, eksitasyon spektrumu, absorpsiyon spektrumu ile

genellikle farksizdir.
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2.6. Kromatografik Yontemler

Kromatografi, karmasik karisimlarda bulunan birbirine yakin 6zellik gdsteren
bilesenlerin ayrilmasinda, taninmasinda ve tayininde yaygin olarak kullanilan bir¢ok
farkli yontemi igeren bir analitik yontemler toplulugudur. Kromatografi, bir karisimda
bulunan maddelerin, biri sabit digeri hareketli faz olmak iizere birbirleriyle karismayan
iki fazl1 bir sistemde ayrilmasi ve saflagtirilmasi yontemidir.

Kromatografi ilk olarak yirminci yiizyilin basinda Rus botanik¢i Mikhail Tswett
tarafindan bulunmus ve onun tarafindan isimlendirilmistir. Tswett bu teknigi, toz
kalsiyum karbonat doldurulmus bir cam kolondan bitki pigmentleri ¢ozeltisini gecirerek
klorofil ve ksantofil gibi bir¢ok bitki pigmentini ayirmada kullanmistir. Ayrilan
maddeler kolonda renkli bantlar seklinde goziiktiigiinden, yontem i¢in kromatografi adi
kullanilmustir.

Biitiin kromatografik ayirmalarda; numune gaz, sivi veya siiperkritik bir akigkan
olan hareketli faz yardimiyla ile sabit bir faz lizerinden tasinir. Tasinma esnasinda
bilesenlerin farkli go¢ hizlarina bagl olarak ayirma islemi gerceklesir. Kromatografik

ayirmada segilen sabit faz ile tasiyici fazin birbiri ile karigmamasi gerel<mektedir.38’39

Sekil 2.15. Kromatografik ayirimin sematik olarak gosterilmesi

Kromatografik bir sistemde,

1- Karigim kolona yiiklenir
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2- Ayrilma baglar

3- Ayrilan maddeler detektore gelerek orada taninip bilgisayar sisteminde veriler
elde edilir.

Kromatografik ayirmada ornek, gaz, sivi veya siiper kritik bir akiskan olan
hareketli faz ile sistemde tasinir. Hareketli faz kati bir ylizeyde ya da kolonda
sabitlestirilmis hareketli faz ile karismayan bir sabit faz igerisinden gegirilir. Bu iki
fazin se¢imi, 6rnek bilesenlerinin hareketli ve sabit fazlarda farkli oranlarda dagilmasini
hedefler. Ornek igerisindeki bilesenler ile sabit faz arasinda bazi fiziksel ve kimyasal
etkilesimler olur. Ornegin kolon boyunca hareket etmesi sabit faz ve hareketli faz
arasindaki kimyasal ve fiziksel dengeleri dagilimina baghdir. Bunlar ¢oziiniirlik,
elektron ¢ifti alici-verici etkilesimler, iyonik etkilesimler ve hidrojen bagi olusumu gibi
01ay1ard1r.30’39
2.7. Kromatografik Yontemlerinin Simiflandiriimasi
Kromatografik yontemleri su sekilde siniflandirilabiliriz.
Ayrilma Mekanizmalarima Gore
e Partisyon (Dagilma) Kromatografisi
e Adsorpsiyon Kromatografisi
e lyon degistirme Kromatografisi
e Jel filtrasyon (Molekiiler eleme) Kromatografisi
Uygulama Bi¢imine Gore
¢ Diizlemsel Kromatografi
e Kagit Kromatografisi
e Ince Tabaka Kromatografisi (ITK)

¢ Kolon Kromatografisi

e Gaz Kromatografisi (GK)
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e Yiiksek Basin¢li S1vi Kromatografisi (HPLC)

2.7.1. Ayrilma Mekanizmalarina Gére Kromatografiler

Kromatografik yontemlerde maddelerin ayrilmasinda etkili olan mekanizmalari
su sekilde izah edebiliriz.*°

2.7.1.1. Dagilma Kromatografisi

En yaygin kullanilan kromatografi yontemidir. Dagilma c¢oziinen maddenin
hareketli faz ile kati faz iizerinde adsorplanmis sivi fazdaki ¢Oziinlirliigiine veya
hareketli faz gaz ise uguculuguna dayanan bir olaydir. Sivi-Sivi ve Bagli-Sivi faz
kromatografi olmak tizere iki alt sinifa ayrilabilir. Bu teknikler arasindaki fark, destek
katisina durgun fazin tutunma farkina dayanir. Sivi-Sivi kromatografisinde, sivi faz
sabit bir dolgu maddesinin yiizeyine fiziksel absorpsiyonla tutturulmustur. Bagli-Sivi
faz kromatografisinde ise kat1 destek yiizeye bagl organik sivi tiirler kimyasal olarak
tutturulmustur. Dagilma kromatografisinde hareketli ve sabit fazlarin bagil
polarliklarina bagl olarak iki kisma ayrilmaktadir. Sabit faz oldukga polar ve hareketli
fazda apolar ise buna Normal-Faz kromatografisi, sabit faz apolar (¢ogu zaman bir
hidrokarbon) hareketli faz ise nispeten polar (su, asetonitril, metanol) ise buna da Ters-
Faz kromatografisi denir.*°

2.7.1.2. Adsorpsiyon Kromatografisi

Bir karisimdaki maddelerin kati1 destek iizerinde farkli kuvvetlerde tutunmasi
prensibine gore birbirlerinden ayrildiklar1 kromatografi olarak adlandirilir ve ilk
kesfedilen kromatografi cesididir. Coziicii ve kat1 sabit fazin polarliklar1 bir kolon
boyunca veya bir yiizey boyunca ¢oziinen maddenin hareketinin hizini tayin eder.

2.7.1.3. iyon Degisim Kromatografisi

Bir kati maddenin yapisinda bulunan iyonlar, temasta bulundugu ¢6zelti i¢cindeki

ayn1 cinsten yiiklii bagka iyonlarla bir dengeye gore degistirmesi 6zelligine dayanan bir
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kromatografik yontemdir. Bu amagla kullanilan kati maddeler, ¢ozelti ortaminda hig
¢Oziinmeyen biiyilk molekiilli dogal veya yapma maddelerdir. Bunlarda organik ve
inorganik diye ikiye ayrilir. Organik iyon degistiriciler (bunlara regineler de denir) suda
ve birgok organik ¢oziiclide hi¢ ¢oziinmeyen, yapilarinda sayilamayacak kadar c¢ok
anyon ve katyon tagiyan biiyiik molekiillii maddelerdir. Bunlar hem anyon, hem katyon
degistirmede ve hatta selektif iyon degistirmede kullanilir. Inorganik iyon
degistiricilerde en ¢ok bilineni zeolitlerdir. Bunlar genel olarak; Na, Al, SisO1
formiiliindedir. Iyon degistirme kromatografisi, ilaglar ve bunlarin metabolitleri,
serumlar, gida koruyucu maddeler, vitamin karisimlari, sekerler ve farmasoétik
preparatlar gibi birgok farkli organik ve biyokimyasal sistemlere uygulanabilmektedir.*

2.7.1.4. Molekiiler-Eleme Kromatografisi

Jel-Filtrasyon veya Jel-Siizme kromatografisi adi da verilen molekiiler-eleme
kromatografisi, Ozellikle yiiksek mol kiitleli maddelere uygulanabilen 6nemli bir
tekniktir. Molekiiler-eleme kromatografisi igin dolgu maddeleri, ¢6ziinen madde ve
¢oziicii molekiillerinin i¢ine difiizlenebilecegi diizglin bir gozenek ag1 iceren kiigiik
boyutlu silis veya polimer taneciklerinden meydana gelmistir. Gozenekler i¢inde kiiciik
molekiiller etkin bir sekilde yakalanabilmekte, biiyiilk molekiillerde gozenek disinda
kaldigindan dolay1 hareketli faz akimi ile kolondan kolaylikla eliie edilebilmekte ve
daha sonrada gozeneklerde tutulan kiiclik molekiillerde hareketli faz akimi ile yiizeyden
kolaylikla uzaklastirilabilmektedir. Gozenek icinde ortalama kalma siiresi, analit
molekiiliiniin etkin biiytikliigiine baghdlr.39

2.8. Yiiksek Performans Sivi Kromatografisi (HPLC)

En yaygim olarak kullanilan analitik tekniklerden bir tanesidir. Kromatografik
prosesler, durgun ve hareketli fazlar arasinda kiitle transferini kapsayan ayirma

teknikleri olarak tanimlanirlar. HPLC; bir karisimdaki bilesenlerin ayrilmasinda sivi
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hareketli faz1 kullanir. Bu bilesenler ilk olarak ¢oziiciide ¢Oziiniirlestirilirler ve daha
sonra yiiksek basing altinda kromatografi kolonundan ge¢meye zorlanirlar. Yiiksek
performans yalniz basincin degil birgok faktoriin birlesmesiyle ortaya ¢ikmaktadir. Bu
faktorler dar bir dagilim araliginda c¢ok kiigiik partikiillerin kullanilmasi, uniform
gozenek boyutu ve dagilimi, yiiksek basingta kolon paketleme, dogru, diisiik hacimli
ornek enjektorleri, duyarli dedektorler, iyi pompalama sistemi kullanimi olarak
sayilabilir.

HPLC aletleri genelde; hareketli faz rezervuari, pompa, enjektor, kolon, dedektor
ve kaydedici (veya veri sistemi) igerirler. Ayirma kolonda gerceklesir. Durgun faz
mikrometre boyutlu por6z partikiillerden olusur, bu nedenle hareketli fazin kolondan

gecisi icin yiiksek basing pompalarina ihtiyag vardir.*

Coziicl rezervuan

HPLC Kolonu

Enjektor

Atik Rezervuar <

Sekil 2.16. HPLC cihazinin sematik goriiniisii
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2.8.1. Enjeksiyon Unitesi

Enjeksiyon valfleri yiliksek basingli bir ortama numune aktarmak amaciyla
kullanilan sistemlerdir. Enjeksiyonlar ikiye ayrilir: 1- Manuel Enjeksiyon, 2- Otomatik
Enjeksiyon. Enjeksiyon kisimlarinda kullanilan enjeksiyon valfinin numune ylikleme ve
enjeksiyon olmak tiizere iki konumu vardir. Yiikleme konumnda loop basingli ortamdan
izole edilir. Enjeksiyon konumunda loop tekrar yiiksek basingli ortama donerek
numuneyi sisteme aktarir.*

2.8.2. Pompalar

HPLC pompasi, sivi kromatografi sisteminin en Onemli kisimlarindan bir
tanesidir. Sabit Basing Pompalar ve Sabit Hacim Pompalar olmak iizere iki tip pompa
vardir. Sistemde hareketli fazin ve 6rnegin enjektor, kolon ve dedektdr boyunca siirekli
sabit akisini saglayan kisimdir.*

2.8.3.Dedektorler

Dedektorler, kolondan eliie olan 6rnek bileseninden alinan cevap dogrultusunda
sinyallerin kromatogram {izerinde pik olarak ifade edilmesini saglayan alettir.
Dedektorler kolon sonrasina monte edilir. HPLC’ de genel ve 6zel amagli olmak iizere
iki tip detektor kullanilir. Genel amagli detektorler, hareketli fazin kirma indisini
dielektrik sabitini, yogunlugunu o6lcen detektdrlerdir. Ozel amacl detektorle, bir
maddenin UV absorpsiyonunu, floresansini ve diffiizleme akimi Slgiiliir.*® HPLC de
UV-Goriiniir Bolge Dedektorii, Floresans Dedektorii, Refraktis Indeks Dedektorii,
Elektrokimyasal Dedektorii, Infrared Absorbans Dedektori, Isin Dagitma Dedektorii ve
Kiitle Dedektorii gibi ¢esitli dedektorler kullanilimaktadir.>*%
2.8.3.1. Floresans Dedektorler
Floresans dedektorde, uyarict 1gina 90 derecede yerlestirilmis bir fotoelektrik

dedektér yardimiyla gozlenmektedir. Basit dedektorlerde, uyarici 1sik olarak civa
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lambas1 ve yayilan 1smlarin belli bir bandini izole etmek i¢in birkag filtre kullanilir.
Daha gelismis cihazlarda kaynak olarak ksenon lambasi ve floresans 1simasini izole
etmek icin optik ag monokromator kullanilir. Floresans 6zellige sahip ilaclar, dogal
trtinler, klinik numuneleri gibi maddelerin analizinde oldukca fazla kullanilan
detektorlerdendir.®®

2.8.4. Kolon

HPLC’de kullanilan ayirma kolonlar1 genellikle paslanmaz ¢elik olup yiiksek
basinglara dayaniklidir. Siklikla kullanilan kolonlar 4.5 — 5.0 mm i¢ ¢apli ve 10-30 cm
uzunlugundaki kolonlardir. Dolgu maddesini yani sabit fazi tasirlar. Dolgu maddesi
taneciklerinin ¢ap1 5-10um ile 35-125um arasinda degisir. Kolonlarin émrii kullanima
gore degisir. Kolonun 6mriinii uzatmak icin 6n kolon kullanilabilir.

HPLC ile ila¢ analizi yapabilmek i¢in yaygin olarak dagilim kromatografisi
kullanilir. Dagilim kromatografisinde sistemin ayirim giicii, sabit faz, hareketli faz ve
maddenin polaritesine bagli olarak degisir. Ters-faz ve normal-faz sivi
kromatografisinde madde polaritesinin sabit faz polaritesine yakinligina gore kolonda
alikonulur ve hareketli faz polaritesine yakinligina gore kolonu oOnce terk eder.
Ayirabildikleri maksimum madde miktarina gore kolonlar {i¢ farkli tipte
siniflandirlabilir. 3%

1-Mikrobor Analitik: 1-2 mm ¢apinda, 7-30 cm uzunlugunda, 0.01 mg 6rnek
miktar1 alabilen, akis hiz1 0.1mL/dk olan kolon ¢esididir.

2-Standart Analitik: 3-5mm c¢apinda, 7-30cm uzunlugunda, 0,Ilmg Ornek
alabilen, 1.0mL/dk akis hizina sahip kolonlardir.

3-Preparatif: 5-20mm c¢apina sahip, 25-50cm uzunlugunda,10mg 6rnek miktart

olan ve 10 mL/dk akis hiz1 olan kolonlardir.*
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2.8.5. Hareketli Faz

Hareketli fazin bilesimi, alikonmayi ve seg¢iciligi en ¢ok etkileyen faktorler
ayrimi etkileyen ¢oziici Ozellikleri ve isletime baglh oOzelliklerdir. Ayirimi etkileyen
¢oziicii dzellikleri eliisyon giicii ve segiciliktir. Isletime bagli dzellikler ise viskozite,
bastirilabilirlik, dedektorle gegimlilik, kolon ile ge¢imlilik, numuneyle etkilesmeler,
saflik ve i¢inde ¢oziinmiis gaz oranidir.

Hareketli fazin cihaza verilmeden Once siiziilmesi gerekir. Siizme islemi igin
0.45-0.60 pum g¢apinda membran veya teflon filtreler kullanilir. Vakumda
gerceklestirilen siizme islemi hareketli fazda ¢oziinmiis gazlarin  kismen
uzaklastirllmasin1 da saglar. Biitlin ¢oziicliler az ¢ok oksijen tasir ve hava kabarcigi
olusumuna neden olur. Bu durum, pompada diizensiz hareketlere ve zemin
bozukluklarina, dedektérde girisimlere ve yanlis okumalara neden olur. Coziiciideki
hava kabarcigin1 yok etmek igin ultrasonilatorde bekletme, vakumla gazlarin
arindirilmasi ve ¢oziicliden inert gaz gecirme islemleri uygulanur.39

2.9. Kromatografide Temel Kavramlar

Bir kromatografik sisteminde verilerin yorumlanmasinda esas alinan
kromatogramdir. Kromatogram; tayini yapilan ornegin her bir bileseni i¢in belirli
zamanlarda derisim degerine karsi elde edilen cevabin uygun bir detektor ile
saptanmastyla elde edilmis pikleri gosteren grafiktir. Asagida iki bilesenli bir 6rnege ait

kromatogram ve kromatografik gosterimler belirtilmistir.
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tr o
mAU ] Alan numunenin miktari
ile orantihdir.
t
>
Enjeksiyon Zaman

Sekil 2.17. Kromatogram

Bir kromatogramin yorumlanmasinda kullanilan baglica parametreler sunlardir;

1. Alikonma zamani, tR

2. Kapasite faktorii, k

3. Secicilik, a

4. Kolon etkinligi, N

5. Kolon Ayirma giicii, Rs

2.9.1. Alikonma Zamani

Numunenin enjeksiyondan sonra detektdre ulagmasi i¢in gegen zamana alikonma
zamani denir. Alikonma zamani tg terimi yerine alikonma hacmi Vr de kullanilir. Bir
maddenin alikonma hacmi bir bilesigin sabit fazdan eliie olmasi i¢in gerekli olan
hareketli faz hacmi olup alikonma zamani ve hacimsel akis hizi1 (F)’den hesaplanir.

Vr=tr.F

Kolonda hi¢ tutulmayan bir tiiriin dedektore varisi arasinda gegen zamana oli
zaman (to) denir.

2.9.2. Kapasite Faktorii

Kapasite faktorii hareketli fazin derisimi ile kontrol edilir. Uygun bir hareketli

faz-sabit faz ¢ifti se¢ildiginde belirli bir karisimdaki her bir bilesen i¢in farkli kapasite
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faktorii degerleri elde edilir ve bu degerler ayrilan maddelerin nitel tayini igin
kullanlir.® Kapasite faktorii (k), onemli bir deneysel parametredir. Coziinen
maddelerin kolonda go¢ hizlarini tanimlamakta kullanilir. %%

k = (tr- to)/to

2.9.3. Secicilik

Kapasite faktorli orani secicilik (o) veya ayirim faktorii olarak adlandirilir. Bir
kolondaki iki analit i¢in segicilik katsayisi, bu kolonun s6z konusu iki maddeyi ne kadar
1yl ayiracaginin bir ol¢iisiidiir. Uzun alikonma zamanli madde kapasite faktoriiniin, daha
kisa alikonma zamanli madde kapasite faktoriine oranlanmasiyla olg¢iilir.

2.9.4. Kolon Etkinligi

Basarili bir kromatografinin asil amaci verimli bir ayirim ve dar bir
kromaografik bant elde etmektir. Kolon etkinliginin 6lgiisii kolonun kuramsal tabaka
sayist (N) dir.

N=16.(ts/W)?

2.9.5. Kolonun Ayirma Giicii

Kolonun ayirma giicii (rezoliisyon, Rs ) degeri, kolonun iki analiti ayirma
giicliniin kantitatif 6l¢iitiidiir.

R=1/4N N.(a-1/a)/.k/(k+1)

Kromatografik ayrimin basartyla gerceklesmesi icin o>1 olmalidir. o=1
oldugunda iki bilesik ayrilmaz. Genel olarak secicilik arttikca ayrilmanin da artmasi
beklenir. Fakat belli bir secicilik degerinden sonra toplam ayricalikta gergek bir
iyilesme olmadan farkli alikonma siirelerine sahip madde pikleri elde edilir.®

2.10. Gegerlilik Testi (\Validasyon)

Gegerlilik Testi (Validasyon), {iriinlerin degerlendirme prosesinde, kalitatif veya

kantitatif analizlerde seg¢ilen yoOntem yada yoOntemlerin bu analiz islemlerinde
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uygulanabilir oldugunu gostermek igin yapilan testlerin tiimiidiir. Segilen analitik
yontemin gegerliligini gostermek i¢in kullanilan parametreler sunlardir:

1. Dogruluk

Dogruluk, bir analitik yontemde sonuglarin gergek degere yakinligi olarak ifade
edilir. Bu da bagil hata (% BH) ve yiizde geri kazanim degeriyle verilmektedir.

2. Kesinlik

Kesinlik ise, analitik bir islemde Onceden belirlenmis kosullar altinda ayni
homojen Ornekten bir¢ok ornekleme yapilir ve bu 6rneklerin her birinden alinan bir seri
Olglim sonuglarinin birbirine yakinligi olarak ifade edilir. Kesinlikte standart sapma,
bagil standart sapma (% BSS), varyans ve varyans katsayisi ile verilebilmektedir.

i) Giin i¢i kesinlik: Birbirinden bagimsiz bi¢imde hazirlanmis numunelerin ayn1
giin igerisinde tekrarlayan analiz sonuglarinin birbirine yakinligi (n=6, n: dl¢iim say1s1)
dir.

ii) Giinler aras1 Kesinlik: Birbirinden bagimsiz bicimde hazirlanmis
numunelerin farkli giinler (en az alt1 giin) igerisinde tekrarlayan analiz (en az n=6)
sonuclarinin birbirlerine olan yakinlik 6lgiisiidiir. Bu calismayla elde edilen degerler
ayni zamanda yontemin uygulanabilirliginin de bir dl¢iisiidiir.

3. Tekrarlanabilirlik

Tekrarlanabilirlik, farkli kosullarda ayni yontemle hazirlanan 6rneklerden elde
edilen sonuglarin birbiriyle uyumu ifade eder. Kesinlik c¢alismasindan elde edilen
degerler tekrarlanabilirlik ¢alismasi olarak da kabul edilebilmektedir.

4. Saklanan orneklerin kararhhgi (Stabilite)

Saklanan 6rneklerin analiz siiresince bozunmadan sabit kaldigindan emin olmak
icin yapilan testlere kararlilik (stabilite) denilmektedir. Saf analit, analit ¢ozeltileri ya da

analit iceren biyolojik orneklerin (kan, plazma, serum, idrar ve doku) normal
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laboratuvar sartlarinda, nem, sicaklik, hava ve 6rneklerin dondurulup-eritilmesi (-20°C
bekletilmesi) gibi etkilere maruz kaldiginda analitin bozunmadan sabit kaldigi stire
tespit edilmeli ve aymi zamanda elde edilen bilgilerin literatiir bilgileri ile de
desteklenmesi gerekmektedir.

5. Dogrusallik ve Kalibrasyon egrisi

En distk derisimden en yiiksek derisime dogru bir seri ¢Ozelti hazirlanarak
yontemin dogrusal oldugu araligin belirlenme islemine dogrusallik denir. Bu aralik
belirlendikten sonra ¢dzeltinin derisimine karsi elde edilen yontem cevaplariin grafige
gecirilerek kalibrasyon egrisi tiiretilir. Agirlikli ve agirliksiz en kiiciik kareler yontemi
uygulanarak kalibrasyon egrisinin regresyon analizi yapilarak standart egrinin dogru
denklemi ve korelasyon katsayis1 elde edilir. Kalibrasyon dogrusunun egimi,
dogrusalligin matematiksel bir l¢iisiidiir.

6. Duyarhhk

Analitik yontemin en diisiik derisimdeki analitleri saptayabilmesinin bir
Slgiistidiir.*

7. Miktar Tayin Sinir1 (Limit of Quantificiation, LOQ)

Belirlenen deney kosullari altinda, analitik yontemin miktar tayin sinir1 degeri
numune i¢indeki analitin uygun dogruluk ve kesinlik ile tayin edilebildigi en diisiik
derisimdir.

8. Gozlenebilme (teshis) Sinir1 (Limit of Dedection, LOD)

Bir analitik islemin gozlenebilme simniri, bir Ornekteki incelenen bilesigin
belirlenebilen en diisiik miktaridir. Ancak burada belirlenen derisim kantitatif tayin igin
tam olarak kesinlik ifade eden bir deger olmayip sadece bir sinir degeridir.

9. Tutarhhk

Yontemin farkli deney kosullarinda, farkl alet, farkli analizci, farkli laboratuvar,
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farkli kosullarda hazirlanan reaktiflerle ve farkli giinlerde ayni1 yontemle analiz
sonucunda elde edilen bulgularin birbiriyle uygunluk derecesidir. Analiz sonuglari
birbiriyle uyumlu ise analitik yontemin uygulanabilirligini ve tekrarlanabilirligini
gosterir.

10. Geri Kazanim

Biyolojik ortamlarda yapilan g¢alismalarda, analiz sonucunda bulunan degerin
gercek degere orani olarak ifade edilir. Farmasdotik preparatlar gibi ortamlarda yapilan
caligmalarda standart ekleme yontemi kullanilir. Bu yontem de Once analiti igeren
numune analiz edilir. Bu numuneye standart analit numunesi ile hazirlanmis olan kalite
kontrol ¢ozeltilerinden uygun derisimlerde ilave edilir ve dl¢limler alinir ve ylizde geri

< . 41
kazanim degerleri bulunur.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Kullanilan Materyaller

3.1.1. Kimyasal Maddeler ve Malzemeler

Calismada kullanilan irbesartan ve valsartan standart maddesi Novagenix’den
(Tirkiye) temin edildi. Milli-Q saflikta su kullanilmis olup HPLC saflikta metanol ve
asetonitril Sigma-Aldrich’ten (Almanya) temin edildi. Ayrica diisopropil eter ve HCI
(hidroklorik asit) Sigma-Aldrich’ten (Almanya) temin edildi.

Irbesartan iceren, Karvezide, Karvea, Rebevea ve Co-irda isimli ticari farmasétik
preparatlar eczanelerden temin edildi.

Calismada kullanilan otomatik pipetler (10 - 100 pnL, 20 - 200 pL, 100 - 1000 pL
ve 1000 - 5000 pL) ve kuvartz kiivet (USA) , oto 6rnekleyici vial kitleri (Agilent, 1,8
mL screw cap), meziir, deney tiipii, balon joje Atatiirk Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Analitik Kimya Laboratuvar’indan temin edildi.

3.1.2. Aletler ve Cihazlar

Calismada floresans Olgiimler Perkin Elmer LS 45 Spektroflorometre cihazi
(Xenon desarjli lamba, Monk-Gillieson tipi monokromator (dalga boyu araligi 200 —
800 nm) ve kromatografik dl¢iimler Yiiksek Performansli Sivi Kromatografi (HPLC)
Sistemi (Agilent 1200 Series), Floresans Dedektor (FD) (Agilent), Degazer (Agilent),
Pompa (Agilent), otoérnekleyici (Agilent) ve bilgisayar (Vestel) ile gerceklestirildi.
Ayrica ¢alismada pH metre (Schott), santrifiij (Hettich, RPM x 100), hassas terazi
(Metler Toledo Ad 104-5), vorteks (IKA), su banyosu (GFL), etiiv (Memmert),
ultrasonik banyo (Elma LC30), vakum pompasi (Phenomenex), kolon (C18, 5um, 250 x

4.6 mm) (USA), cihazlar kullanildi.
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3.2. Yontemler

3.2.1. Spektroflorometri Yontem Sartlar:

[rbesartan’n standart ¢alisma ¢ozeltileri, plazma ekstraksiyon sonucu elde edilen
cozeltiler ve farmasotik preparat ¢ozeltilerinin analizi i¢in kullanilan spektroflorometri

yontem sartlar1 Tablo 3.1’°de verilmistir.

Tablo 3.1. Spektroflorometri yontem sartlari

Yontem Sartlari Uyarma Emisyon
Start Lamba (nm) 210 300
Stop Lamba (nm) 310 500
Tarama Hizi(nm/dk) 400 400
Uyarma Monokromotoriin Slit Araligi 10.0 10.0
Emisyon Monokromotoriin Slit Araligi 10.0 10.0
Referans Dalgaboyu (nm) 231 380

3.2.2. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi Yontem Sartlar:
HPLC-FD galismasinda, irbesartan etkin maddesi i¢in uygulanan yontem sartlari

Tablo 3.2°de verildi.

Tablo 3.2. HPLC-FD yontem sartlart

Yontem Sartlar: Irbesartan

Kolon Cis (250x4,6 mm,Sum )

Dedektor Floresans Dedektor (FD)

Eksitasyon dalga boyu 231 nm

Emisyon dalga boyu 380 nm

Hareketli Faz Metanol/Asetonitril/Su (20:50:30, h/h/h)
Kolon Sicakligi Degisken

Kolon Akis Hiz1 1 mL/dk

Enjeksiyon Hacmi 10 pL

I¢ Standart Valsartan, 100 ng/mL
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3.2.3. irbesartan’in Plazmadan Ekstraksiyon Islemi

1 mL bos insan plazmasi santrifiij tiiplerine koyuldu. Plazma {izerine uygun
derisimlerde irbesartan standart ¢alisma ¢ozeltisi ve HPLC calismasinda i¢ standart
olarak valsartan (100 ng/mL) eklendi ve karistirildi. Bu karisim tizerine 5 mL metil
tersiyer biitil eter (MTBE) ilave edildi. Agz1 kapatilarak 5 dk vortekslendi. 3000 rpm de
5 dk santrifiij edildi. Daha sonra organik faz baska bir santrifiij tiipline alind1 ve azot
gazi altinda 30°C’de buharlastirildi. Elde edilen kalinti {izerine 0.5 mL metanol
eklenerek 2 dakika boyunca vortexlendi. Elde edilen ¢ozelti spektroflorometrik
Olctimler icin 0.02 M HCI igeren 1 mL metanol ¢ozeltisi eklenerek, kromatografik
Olgtimler igin ise HPLC safliktaki 1 mL metanol eklenerek 2 dk vortexlenerek analiz
cozeltileri elde edildi. Plazma calisma c¢ozeltileri analiz edilinceye kadar +4 °C’de
saklandi.

3.2.4. irbesartan’in Floresans Ozelliklerinin incelenmesi

Irbesartan’in belirlenmesinde kullanacagimiz uygun ¢dziicii, pH ve uygun asit
veya tampon ¢Ozeltisi belirlemek amaciyla, derisimi 50 ng/mL olacak sekilde
irbesartanin ¢esitli organik ¢oziiciide (su, etanol, metanol, kloroform, eter, hekzan ve
aseton), cesitli asit ve tampon c¢ozeltisi kullanarak (HNOjz, H,SO,4 HCI ve H,SO3/
NaHSOs;; pH:2) cesitli pH’larda (1, 1.5, 2, 2.5 ve 3) c¢ozeltileri hazirland.
Spektroflorometrede uyarma dalga boyu 200 nm'den baslayarak 10 nm araliklarla 900
nm'ye kadar uyarma ve emisyon spektrumlart alindi. Ayrica kullandigimiz ¢oziicii
ortaminda uyarma ve emisyon spektrumlart ayni dalga boylari arasinda tarandi.
Spektrumlardan, uygun kosullar1 belirlemek i¢in, ¢6ziici ortaminin floresans
emisyonunun etkin maddenin floresans emisyonunu en az etkiledigi dalga boylar1 goz
oniine alindi. Irbesartan’in en iyi bagil floresans yogunlugunu elde etmek icin belirtilen

degiskenler incelendi. Irbesartan icin uyarma ve floresans emisyon piklerinin net bir
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sekilde gozlendigi ve floresans siddetinin en yiiksek oldugu dalga boylar1 goz Oniine
alinarak en uygun uyarma dalga boyu (Auy) ve emisyon dalga boyu (Aem) belirlendi.

3.2.5. lIrbesartan Standart Cahsma Cozeltileri ve Kalite Kontrol
Cozeltilerinin Hazirlanmasi

1 mg/mL derisimde metanolde irbesartan stok ¢oOzeltisi hazirlandi.
Spektroflorometrik ¢alisma igin stok ¢ozeltiden ugun miktarlarda alinan ¢ézelti 0.01 M
HCI ¢ozeltisi ile seyreltilerek 10-300 ng/mL derisim araliginda standart g¢alisma
¢ozeltileri hazirlandi. Plazma galismasinda, Boliim 3.2.3.’de verildigi sekilde irbesartan
etkin maddesinin plazmadan ekstraksiyonlar1 yapilarak 10-300 ng/mL derisim
araliginda plazma calisma ¢ozeltileri elde edildi. Ayni sekilde 25, 75 ve 250 ng/mL
derisimlerde hem standart hem de plazma kalite kontrol ¢ozeltileri hazirlandi.

HPLC-FD yontemi i¢in irbesartan stok c¢ozeltisinden ugun miktarlarda alinan
cozeltiler HPLC safliktaki metanol ile seyreltilerek 5 — 2000 ng/mL derisim araliginda
standart ¢alisma ¢ozeltileri hazirlandi. Plazmada irbesartan miktar analizi i¢in Boliim
3.2.3.’de verildigi sekilde ekstraksiyonlar1 yapilarak 5 — 2000 ng/mL derisim araliginda
plazma ¢alisma ¢ozeltileri hazirlandi. Ayni sekilde 20, 250 ve 1500 ng/mL derisimlerde
hem standart hem de plazma kalite kontrol ¢ozeltileri hazirlandi.

HPLC ¢alismasinda i¢ standart (IS) olarak kullanilan valsartan 100 ng/mL
derisimde metanol icerisinde ¢alisma ¢ozeltisi hazirlandi.

(Cozeltiler analiz edilinceye kadar +4 °C’de buzdolabinda saklanda.

3.2.6. Tablet Cozeltilerinin Hazirlanmasi

150 mg irbesertan etkin maddesini igeren iki farkli tablet formunda ticari
farmasétik preparatlar (Karvezide ve Co-Irda) eczanelerden temin edildi. Her bir ticari
preparattan ayr1 ayr1 10 adet tablet alinip tartilarak ortalamalar1 kaydedildi. Tabletler

havanda ezilerek iyice toz haline getirildi ve iyice karisitilarak homojenize edildi. Bu
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toz numunesinden yaklasik 1 tablet miktar1 (150 mg irbesartan iceren) kadar alinarak
balon jojeye konuldu ve metanol eklenip karistirildi. Tam ¢oziinmeyi saglamak i¢in 15
dk boyunca sonike edildi, 1sitild1 ve daha sonra oda sicakligina sogutuldu. Elde edilen
¢oOzelti siiziilerek uygun hacme metanol eklenerek tamamlandi ve farmasotik preparat
stok ¢ozeltisi elde edildi. Herbir tablet stok ¢Ozeltisinden istenilen derisimlerde tablet

calisma ¢ozeltileri metanol ile seyreltilerek hazirlandi.
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4. BULGULAR

4.1. irbesartanin Floresans Siddetine Céziicii ve pH’mn Etkisi

Irbesartan’in en yiiksek floresans siddeti verebilecegi ¢oziicii belirlemek icin su,
etanol, metanol ve asetonda 1 mg/mL derisimde stok ¢ozeltileri hazirlandi. Irbesartan’n
su, etanol ve metanolde iyi bir sekilde ¢oziindiigiinii asetonitril, kloroform, eter, hekzan
ve aseton gibi organik coziiciilerde ise kismen ¢oziindiigli gozlendi. Notr ortamda
irbesartanin floresans siddeti ¢ok diisiik olup denenen ¢oziiciiler arasinda en yiiksek
floresans siddetinin metanol ile elde edildigi goriildii. irbesartan igin asitlik sabiti pKa:
4.12 olup irbesartan asit tiirlerinin (pH: 5 den daha diisiik oldugu zaman) floresans
ozellik gosterdigi literatiirde bildirilmistir. Bu bilgiler 1s1¢inda irbesartan floresans

Olctimleri 0.01 M HCl iceren metanol ¢ozeltisi icerisinde gerceklestirilmistir.

Tablo 4.1. Irbesartan’in floresans siddetine ¢dziiciiniin etkisi (50 ng/mL)

Coziict pH  Kullanilan Asit Auy Aem Floresans Siddeti
veya tampon Coziicii Irbesartan
¢ozelti
Su 2 0.01 M HCI 247.81 387.56 35 428
Metanol 2 0.01 M HCI 251.08 374.82 43 448
Etanol 2 0.01 M HCI 247.75 377.65 65 385
Asetonitril 2 0.01 M HCI 279.15 369.12 44 381

4.2. Spektroflorometri Yontemi

4.2.1. Spektroflorometri Yontem Gegerlilik Testleri

Analitik alanda farkli amaglara gore diizenlenen kurallar diinyanin farkh
bolgelerine gore degisiklik gostermektedir. Bu ¢alismada, irbesartan analizinde
kullanilan spektroflorometri yonteminin gecerlilik testi, ICH (The International
Conference on Harmonization) rehberinde kabul edilen analitiksel yontem gegerlilik

parametreleri esas alinarak gerceklestirildi.
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4.2.1.1. Belirleyicilik

Metanol ve 0.01 M HCI ¢ozeltisi ile hazirlanan 10, 20, 40, 50, 100, 200 ve 300
ng/mL derisimlerdeki irbesartan standart ve Bolim 3.2.3.de verilen ekstraksiyon
yontemi ile elde edilen plazma g¢alisma c¢ozeltilerinin 210 - 310 nm dalga boyu
araliginda uyarma (eksitasyon) ve 300 - 500 nm dalga boyu araliginda emisyon taramasi
yapilarak spektrumlar1 alindi. Bu ortamda en uygun uyarma dalga boyunun 231 nm ve
buna karsilik gelen en uygun emisyon dalga boyunun 380 nm oldugu tespit edildi (Sekil
4.1 ve Sekil 4.2). Bu uyarma ve emisyon dalga boylarinda ¢dziicliniin emisyon
spektrumu irbesartan emisyon spektrumundan farkli dalga boylarinda oldugu goriildii ve

ayn1 zamanda plazmadan kaynaklanan herhangi bir interferansa rastlanmada.
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Sekil 4.1. 10, 20, 40, 50, 100, 200 ve 300 ng/mL derisimlerde irbesartan standart
calisma ¢ozeltilerinin floresans spektrumu
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Sekil 4.2. 10, 20, 40, 50, 100, 200 ve 300 ng/mL derisimlerde irbesartan plazma galisma
cozeltilerinin floresans spektrumu

4.2.1.2. Dogrusallik/Calisma Arah@

Spektroflorometri yonteminin ¢alisma araligi kabul edilebilir dogruluk, kesinlik

ve dogrusalligin elde edildigi derisim aralig1 olarak segildi. Calismada, irbesartan stok

¢ozeltisinden Boliim 3.2.5°de belirtildigi sekilde 7 farkli derisimde (10, 20, 40, 50, 100,

200 ve 300 ng/mL) standart calisma cozeltileri ve Boliim 3.2.3’de belirtildigi sekilde

ayni derisimlerde plazma ¢alisma ¢ozeltileri hazirlandi. Bu ¢ozeltilerin 231 nm dalga

boyunda uyarma ve 380 nm dalga boyunda emisyon spektrumlar1 alind1 ve floresans

siddetleri kaydedildi. irbesartan derisimine kars1 floresans siddetleri grafige gegirilerek

kalibrasyon egrileri elde edildi (Sekil 4.3 A ve B).
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Sekil 4.3. Spektrofolorometri yonteminin 10-300 ng/mL derisim araliginda irbesertanin
kalibrasyon egrileri: A) standart ¢ozeltiler; B) plazma ¢ozeltileri

76



Spektroflorometri caligmasinda irbesertan i¢in elde edilen kalibrasyon egrilerinin

istatistiksel analiz sonuglar1 Tablo 4.2’de verildi.

Tablo 4.2. Spektroflorometri yontemi ile elde edilen standart ve plazma galisma
cozeltilerinin kalibrasyon egrilerinin istatistiksel analiz degerleri

Numune CA LR? Sa Sh R?

Tipi (ng/mL)

Standart 10-300 Y=2.4706x + 8.8043 0.018 0.653 0.9993
Plazma 10-300 Y=2.2341x + 2.6902 0.003 1.322 0.9991

CA: calisma arahig1, %:6 kalibasyon egrisinin ortalamasi, LR: lineer regresyon, Sa: regresyon egrisindeki kaymanin
standart sapmasi Sb: regresyon egrisindeki egimin standart sapmast, R%: Regresyon katsayist

4.2.1.3. Gozlenebilme Sinir1 (LOD) ve Miktar Tayin Sinir1 (LOQ)

Spektroflorometrik yontem i¢in kalibrasyon egrisinin en diisiik derisiminden (10
pg/mL) daha diisiikk derisimlerde irbesartan ¢ozeltileri hazirlandi ve spektrumlari
alinarak alt1 kez dl¢limleri gergeklestirildi. Okunan degerlerin bagil standart sapmalari
(% BSS) belirlendi. Bagil standart sapma degeri % 20’den kiiclik olan derisim
gozlenebilme smir1 (LOD) ve % 10’dan kiigiik olan derisim de miktar tayin sinirt
(LOQ) degeri olarak belirlendi.

Yontemin hem standart ve hem de plazma ¢ozeltilerinde gozlenebilme sinir
(LOD) ve miktar tayin sinir1 (LOQ) degerleri sirastyla 3 ng/mL ve 10 ng/mL olarak
tespit edildi.

4.2.1.4. Dogruluk/ Kesinlik

[rbesartan kalibrasyon egrileri i¢inde yer alan {i¢ farkli derisimde (20, 75 ve 250
ng/mL) kalite kontrol ¢ozeltileri hazirlandi. Ayrica Bolim 3.2.3°de verildigi sekilde
ayni derisimlerde plazma kalite kontrol ¢ozeltileri hazirlandi. Hem standart hem de
plazma kalite kontrol ¢ozeltilerin giini¢i (ayn1 yontem ve ayni laboratuvar sartlarinda 1
giinde 6 kez) ve giinler aras1 (ayn1 yontemle farkli 3 giinde 6 kez) floresans spektrumlari

alinarak analizleri gergeklestirildi. Analiz sonuglarin ortalamasi, standart sapmasi,
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bagil standart sapmasi ve bagil hatalar1 belirlendi. Dogruluk yiizde bagil hatayla (BH)
[% BH= [bulunan deger-eklenen deger/eklenen deger) x 100] ve kesinlik bagil standart
sapma (% BSS) [%BSS= (Standart Sapma (SS)/ortalama deger) x 100] ile verildi.
Standart ve plazma ¢d6zeltilerinden elde edilen dogruluk ve kesinlik degerleri Tablo

4.3’de verildi.

Tablo 4.3. Irbesartan standart ve plazma ¢ozeltilerin giini¢i ve giinler aras1 dogruluk ve
kesinlik degerleri (n=6)

Numune Glinigi Giinler arasi
. Eklenen
Tipi (ng/mL) Bulunan £ SS Dogruluk  Kesinli Bulunan+ SS  Dogruluk  Kesinlik
(ng/mL) %BH %BSS (ng/mL) %BH %BSS
20 18.51+1.01 -7.40 1.82 17.30+0.30 -13.49 0.57
75 77.29 +1.94 3.06 0.96 74.68 +3.81 -0.41 1.95
Standard
250 252.41 +4.57 0.96 0.71 251.76 £5.28 0.70 0.83
20 18.46 + 0.87 -7.66 191 18.36 £ 1.99 -8.19 4.41
Plazma 75 73.33£1.47 -2.22 0.88 71.65+1.90 -4.45 1.15
250 257.42 £1.03 2.96 0.17 253.91 £ 3.60 1.56 0.63

SS: standart sapma (n=6), %BH: Bagil hata, % BSS: Bagil standart sapma

4.2.1.5. Geri Kazamim

Farmasoétik preparat ¢alismalarinda standart ekleme yontemine gore analitik geri
kazanim degerleri de [%GK = (bulunan deger-eklenen deger/eklenen deger)x100]
formiiliinden hesaplandi. Standart ekleme yonteminde ilk once 100 ng/mL derisimde
farmasotik preparat (Karvezide 150 mg, Co-irda 150mg) ¢ozeltisi hazirlandi ve
spektroflorometri yontemi ile floresans spektrumlari alindi. Sonra bu ¢ozeltiye onceden
ti¢ farkli derisimde (20, 75 ve 250 ng/mL) hazirlanmis standart ¢alisma gozeltileri
uygun miktarlarda eklendi ve mevcut yontem ile tekrar floresans spektrumlart alindi ve
yukarida verilen formiil kullanilarak yiizde analitik geri kazanim degerleri tespit edildi.

Elde edilen geri kazanim degerleri Tablo 4.4’de verildi.

78



Tablo 4.4. Spektroflorometri yonteminin standart ekleme yontemine goére farmasotik
preparatlarda analitik geri kazanim degerleri

Farmasotik Eklenen Bulunan + SS % %
Formiilasyon (ng/mL) (ng/mL) GK BSS
Karvezide 20 20.06 £0.35 100.3 1.74
100 ng/mL 75 76.68 +£0.41 102.2 0.53
250 248.40 + 0.58 99.3 0.23
Co-irda 20 21.05+0.24 105.3 1.14
100 ng/mL 75 77.81+£0.75 103.7 0.96
250 249.30 + 0.90 99.7 0.36

SS: standart sapma (n=6). % BSS: bagil standart sapma, %GK: Geri kazanim

Plazmadan geri kazanim c¢alismasinda, irbesartanin kalibrasyon standart
cozeltileri plazmaya eklendi. Karistirildi ve Boliim 3.2.3’de veridigi sekilde ekstrakte
edildi. Elde edilen ekstrelerin floresans spektrumu alindi. Ayni zamanda standart
cozeltilerin de floresans spektrumu alindi. Plazma ¢ozeltilerinde ylizde geri kazanim
degerleri [%GK = (plazmadan ekstrakte edilen ¢cozeltiden bulunan deger/standart ¢ozelti

degeri)x100] formiiliinden hesaplandi ve elde edilen degerler Tablo 4.5°de verildi.

Tablo 4.5. Spektroflorometri yonteminin plazma yiizde geri kazanim degerleri

Eklenen % %

(ng/mL) GK £ SS BSS
300 98.9+1.20 1.21
250 99.1+1.04 1.04
200 99.9+2.05 2.09
100 98.0+1.67 1.70
50 98.8 +1.48 1.50
40 999 +1.16 1.16
20 97.8+0.87 0.88
10 98.1+0.87 0.89

SS: Standart sapma (n=6), % BSS: Bagil standart sapma, %GK: Geri kazanim

4.2.1.6. Gelistirilen Yontemin Farmasoétik Preparatlara Uygulanmasi
Gelistirilen ve gegerlilik testi yapilan spektroflorometri yontemin uygulanabilir
oldugunu gormek amaciyla irbesartan etkin maddesini i¢eren farmasotik preparatlarda

etkin madde miktar analizi yapildi.
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[rbesartan etkin madde iceren, film tablet formundaki iki adet ticati farmasétik
preparatlardan (Karvezide 150 mg, Co-irda 150 mg) Boliim 3.2.6°da verildigi sekilde
tablet ¢ozeltileri hazirlandi. Elde edilen ¢6zeltilerin floresans spektrumlart alindi (Sekil
4.4 ve Sekil 4.5) ve floresans siddetleri 6l¢iilerek kalibrasyon grafiginden yararlanilarak
irbesartan etkin madde miktar belirlenmesi gergeklestirildi. Elde edilen sonuglar Tablo

4.6’da verildi.

Tablo 4.6. Spektroflorometri yonteminin farmasotik preparatlarda geri kazanim
degerleri

Farmasotik  Etkin Madde  Ilag Cozeltisi Bulunan %
Formiilasyon Miktar1 Derisimi GK Giiven Araligi
(mg) (mg/mL) (mg/mL)
Karvezid 150 1.5 1.49 99.3 97.3-101.3
Co-Irda 150 1.5 1.48 98.7 96.5-100.3
i o 7 e oy

Sekil 4.4. 100 ve 300 ng/mL Karvezide (150 mg) ilag ¢6zeltilerinin floresans spektrumu
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Sekil 4.5. 100 ve 300 ng/mL Co-irda (150 mg) ilag ¢ozeltilerinin floresans spektrumu

4.3. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi Yontemi (HPLC-FD)

4.3.1. HPLC-FD Yontem Gecerlilik Testleri

Bu ¢alismada, irbesartan analizinde kullanilan HPLC y6nteminin gegerlilik testi,
ICH (The International Conference on Harmonization) rehberinde kabul edilen
analitiksel yontem gecerlilik parametreleri esas alinarak gerceklestirildi.

4.3.1.1. Belirleyicilik

Irbesartan’in hazirlandif1 ¢éziicii karisiminin ve bos plazma ¢dzeltilerinin
irbesartanin floresans siddeti iizerinde herhangi olumsuz bir etkiSinin olup olmadigi
aragtirtldi. Bu uyarma ve emisyon dalga boylarinda ¢6ziicliniin emisyon piki irbesartan
emisyon pikininden farkli dalga boyunda oldugu saptanda.

HPLC ¢alismasinda, 100 ng/mL derisimde i¢ standart olarak valsartan (IS) igeren
5, 10, 25, 50, 100, 200, 300, 400, 500, 750, 1000 ve 2000 ng/mL derisimlerde irbesertan
standart ¢alisma c¢ozeltileri ve Bolim 3.2.3°de belirtildigi sekilde plazma galisma
cozeltileri hazirlanarak floresans dedektorii kullanilarak kromatogramlar: alindi (Sekil
4.6 ve Sekil 4.7). Standart g¢ozeltiler ile edilen kromatogramlarin incelenmesinde
irbesertanin alikonma zamami 8.607 dakika ve internal standart olarak kullanilan

valsartanin ise 3.365 dakika (Sekil 4.6 ve Sekil 4.7). Kromatogramlardan goriildiigii gibi
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irbesartan ve valsartanin sinyal verdigi noktalarda plazmadan kaynaklanan herhangi bir

interfere etkiye rastlanmadi.

Sekil 4.6. 100 ng/mL derisimde IS igeren 5, 10, 25, 50, 100, 200, 300, 400, 500, 750,
1000 ve 2000 ng/mL derisimlerde irbesartan standart c¢alisma ¢O6zeltilerinin

kromatogramlar

Sekil 4.7. 100 ng/mL derisimde IS igeren 5, 10, 25, 50, 100, 200, 300, 400, 500, 750,
1000 ve 2000 ng/mL derisimlerde irbesartan plazma ¢alisma ¢o6zeltilerinin

kromatogramlari

4.3.1.2. Dogrusallik/Calisma Arahg
HPLC-FD yonteminin ¢aligma araligi kabul edilebilir dogruluk, kesinlik ve

dogrusalligin elde edildigi derisim araligi olarak belirlendi. Bunun igin de, irbesartan
stok c¢ozeltisinden Bolim 3.2.5°de belirtildigi sekilde 100 ng/mL derisimde IS

(valsartan) igeren 13 farkli derisimde (5, 10, 25, 50, 75, 100, 200, 300, 400, 500, 750,
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1000 ve 2000 ng/mL) standart ¢alisma ¢6zeltileri ve Boliim 3.2.3’de belirtildigi sekilde
ayni derisimlerde plazma calisma ¢ozeltileri hazirlandi. Bu ¢ozeltilerin  floresans
dedeksiyonla kromatogramlari elde edildi. irbesartan derisimine kars1 1S (valsartan) ve

irbesertan pik alan oranlar1 grafige gegirilerek kalibrasyon egrileri elde edildi (Sekil 4.8

A ve B).
g 8
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Sekil 4.8. HPLC-FD yonteminin 5-2000 ng/mL derisim araliginda irbesertanin
kalibrasyon egrileri: A) standart ¢ozeltiler; B) plazma ¢ozeltileri

HPLC-FD yonteminde irbesertan igin elde edilen kalibrasyon egrilerinin

istatistiksel analiz sonuglar1 Tablo 4.7’de verildi.

Tablo 4.7. HPLC-FD yontemi ile elde edilen standart ve plazma galisma ¢ozeltilerinin
kalibrasyon egrilerinin istatistiksel analiz degerleri

Numune CA LR Sa Sh R?
Tipi (ng/mL)

Standart 5-2000 Y=0.0038x — 0.0218 5.682 5510 0.9997

Plazma 5-2000 Y=0.0036x — 0.0102 0.560 1.397 0.9997

CA: galisma aralig1, %:6 kalibasyon egrisinin ortalamasi, LR: lineer regresyon, Sa: regresyon egrisindeki
kaymanin standart sapmasi Sb: regresyon egrisindeki egimin standart sapmasi, R%: Regresyon katsay1st

4.3.1.2. Gozlenebilme Sinir1 (LOD) ve Miktar Tayin Sinir1 (LOQ)
HPLC-FD yonteminin LOD ve LOQ degerlerini belirlemek i¢in standart ve

plazma c¢alisma c¢dozeltilerinden elde edilen kromatogramlardan sinyal/giiriiltii (S/G)
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oranin 3 oldugu derisim gozlenebilme sinir1 (LOD) ve 10 olan derisimde miktar tayin
sinir1 (LOQ) degerleri olarak belirlendi.

Yontemin hem standart ve hem de plazma ¢d6zeltilerinde gézlenebilme siniri
(LOD) ve miktar tayin sinir1 (LOQ) degerleri sirastyla 2 ng/mL ve 5 ng/mL olarak tespit
edildi.

4.3.1.3. Dogruluk/ Kesinlik

100 ng/mL derisimde IS (valsartan) i¢eren irbesartan kalibrasyon egrileri iginde
yer alan ti¢ farkli derisimde (20, 250 ve 1500 ng/mL) kalite kontrol ¢ozeltileri ile Bolim
3.2.3°de verildigi sekilde ayni derisimlerde plazma kalite kontrol ¢dzeltileri hazirlandi.
Hem standart hem de plazma kalite kontrol ¢ozeltilerin giini¢i (ayn1 yontem ve ayni
laboratuvar sartlarinda 1 giinde 6 kez) ve giinler aras1 (ayn1 yontemle farkli 3 giinde 6
kez) kromatogramlari alinarak analizleri gerceklestirildi. Analiz sonuglarinin ortalamast,
standart sapmasi, bagil standart sapmasi ve bagil hatalar1 belirlendi. Dogruluk yiizde
bagil hatayla (BH) [% BH= [bulunan deger-eklenen deger/eklenen deger) x 100] ve
kesinlik bagil standart sapma (% BSS) [%BSS= (Standart Sapma (SS)/ortalama deger) X
100] ile verildi. Standart ve plazma g¢ozeltilerinden elde edilen dogruluk ve kesinlik

degerleri Tablo 4.8’de verildi.

Tablo 4.8. HPLC-FD yonteminde irbesartan standart ve plazma ¢ozeltilerin giinigi ve
giinler arast dogruluk ve kesinlik degerleri (n=6)

Numune  Eklenen Giinigi _ Glinler aras1 _
Tipi (ng/mL) Ortalama+SS  Dogruluk  Kesinlik Ortalama+SS  Dogruluk Kesinlik
(ng/mL) %BH %BSS (ng/mL) %BH  %BSS
20 18.5+0.35 -7.50 1.89 18.6 £0.31 -7.00 1.67
Standart 250 246.2 £8.76 -1.52 3.55 2441 £12.27 -2.36 5.02
1500 1502.3 £45.23 0.53 3.01 1476.4 £ 59.49 1.57 4.03
20 18.9+0.570 -5.50 3.02 19.1+0.34 -4.50 1.78
Plazma 250 238.9£5.56 -4.44 2.33 239.1+ 747 -4.36 3.12
1500 1488.9 + 52.51 0.74 3.52 1501.5 + 60.57 0.10 4.03

SS: standart sapma (n=6), %BH: Bagil hata, % BSS: Bagil standart sapma
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4.3.1.4. Geri Kazanim

Farmasotik preparat caligmalarinda standart ekleme yontemine gore analitik geri
kazanim degerleri de [%GK = (bulunan deger-eklenen deger/eklenen deger)x100]
formiiliinden hesaplandi. Standart ekleme yonteminde ilk once 100 ng/mL derisimde
farmasotik preparat (Karvezide 150 mg, Co-irda 150mg) ¢ozeltisi hazirlandi ve
spektroflorometri yontemi ile floresans spektrumlar1 alindi. Sonra bu ¢ozeltiye dnceden
ti¢ farkli derisimde (20, 250 ve 1500 ng/mL) hazirlanmis standart ¢alisma ¢ozeltileri
uygun miktarlarda eklendi ve mevcut yontem ile tekar floresans spektrumlari alindi ve
yukarida verilen formiil yardimiyla yiizde analitik geri kazanim degerleri tespit edildi.

Elde edilen geri kazanim degerleri Tablo 4.9°da verildi.

Tablo 4.9. HPLC-FD yonteminin standart ekleme yontemine gore farmasotik
preparatlarda analitik geri kazanim degerleri

Farmasotik Eklenen Bulunan + SS % %
Formiilasyon (ng/mL) (ng/mL) GK BSS
Karvezide 20 121.00 +0.65 105.0 0.54
100 ng/mL 250 346.16 £ 0.74 98.5 0.21
1500 1586.67 = 0.33 99.1 0.02
. 20 119.72 £ 0.36 98.6 0.30

Co-Irda
250 347.73 £ 0.46 99.1 0.13
100 ng/mL

1500 1582.84 £ 0.57 98.7 0.07

SS: standart sapma, % BSS: bagil standart sapma, %GK: Geri kazanim

Plazmadan geri kazanim c¢aligmasinda, irbesartanin kalibrasyon standart
cozeltileri ile birlikte 100 ng/mL IS (valsartan) plazmaya eklendi. Karistirildi ve Boliim
3.2.3’de veridigi sekilde ekstrakte edildi. Elde edilen ekstrelerin kromatogramlari alindi.
Ayni zamanda standart ¢ozeltilerin de kromatogramlari alindi. Plazma ¢ozeltilerinde
yiizde geri kazanim degerleri [%GK = (plazmadan ekstrakte edilen ¢ozeltiden bulunan
deger/standart ¢ozelti degeri)x100] formiiliinden hesaplandi ve elde edilen degerler

Tablo 4.10’da verildi.
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Tablo 4.10. HPLC-FD yo6nteminin plazma yiizde geri kazanim degerleri

Eklenen % %
(ng/mL) GK £ SS BSS
2000 09.2+0.18 0.18
1000 98.6 +2.33 2.36
750 98.1+1.01 1.03
500 08.5+1.47 1.49
400 97.4+211 2.16
200 98.2+2.76 2.81
100 98.9+2.81 2.84
50 99.5+2.25 2.26
25 97.6+2.74 2.81
10 98.2+1.89 1.92
5 09.8 +1.85 1.85

SS: standart sapma, % BSS: bagil standart sapma, %GK: Geri kazanim

4.3.1.5. Gelistirilen Yontemin Farmasétik Preparatlara Uygulanmasi

Gelistirilen ve gegerlilik testi yapilan HPLC-FD yontemin uygulanabilir

oldugunu gérmek amaciyla irbesartan etkin maddesini igeren farmasétik preparatlarda

etkin madde miktar analizi yapildi.

Irbesartan etkin madde igeren, film tablet formundaki iki adet ticati farmasétik

preparatlardan (Karvezide 150 mg, Co-irda 150 mg) Bolim 3.2.6’da verildigi sekilde

tablet ¢ozeltileri hazirlandi. Elde edilen ¢ozeltilerin kromatogramlar1 alindi (Sekil 4.9 ve

Sekil 4.10) ve okunan pik alan oranlart degerlerinden kalibrasyon grafiginden

yararlanilarak irbesartan etkin madde miktar belirlenmesi gerceklestirildi. Elde edilen

sonuclar Tablo 4.10’ da verildi.

Tablo 4.11. HPLC-FD yo6nteminin farmasotik preparatlarda geri kazanim degerleri

Farmasotik ~ Etkin Madde  Ilag Cozeltisi Bulunan %
Formiilasyon Miktari Derisimi GK Giiven Aralig1
(mg/mL)
(mg) (mg/mL)
Karvezid 150 15 1.48 98.7 96.7-100.7
Co-Irda 150 15 1.47 98.0 96.0-100.0

GK: Geri kazanim
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a s min

Sekil 4.9. Standart ekleme yontemine gore 100 ng/mL karvezide (150 mg) iizerine
eklenmis 20, 250 ve 1500 ng/mL kalite kontrol numunelerinin kromatogramlari

A

a s min

Sekil 4.10. Standart ekleme yontemine gére 100 ng/mL co-irda (150 mg) iizerine
eklenmis 20, 250 ve 1500 ng/mL kalite kontrol numunelerinin kromatogramlari
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5. TARTISMA

Hipertansiyon viicuttaki kan basicinin normal olan 140/90 mmHg degerinin
devaml1 olarak iizerinde olmasi sonucu ortaya ¢ikan bir hastaliktir. Diinya genelinde
600 milyon insanda goriilmekte ve her yil 3 milyon insanin 6liimiine neden olmaktadir.
Hipertansiyonun yaygimligi, hastaligin dogru bir sekilde teshis edilememesi ve
hastalarin bilingsizligi ile birleserek yetersiz tedavinin bir sonucu olarak ortaya
¢ikmaktadir. Irbesartan hipertansiyon tedavisinde kullanilan bir non-peptid anjiyotensin
Il reseptér antagonistidir. Anjiyotensin II resepdr antagonistleri (ARA-II’ler),
hipertansiyon ve kalp rahatsizliklarinin tedavisinde etkili ajanlardir. Irbesartan viicutta
dontistiigli aktif metaboliti ile birlikte selektif olarak AT; metabolitine baglanarak
anjiyotensin II’nin vazokonstriktér ve aldosteron salgilatic etkilerini bloke eder ve bu
yolla antihipertansif etki gosterir.*?

Kan basinci kontrolii giiniimiizde ilag sektoriiniin oncelikli liretim alanlarindan
birini  olusturmaktadir. Antihipertansif ilag gruplarinda bircok etkin madde
kullanilmakta ve bunlara her gegen giin yenileri eklenmektedir. Ilaglarin etkili olan
kisimlart ilaglarin etkin maddeleridir. Bir farmasotik preparat her tirlii kalite
kontroliinden ge¢gmesine ragmen yine de hastaya verildiginde etkisi yetersiz olabilir.
[laglarm biyolojik sivilarda analizi ile ilacin viicut igerisindeki davramisi incelenebilir.
Elde edilen profillerden ilacin biyolojik etkisiyle iligkisi saptanabilir ve daha tutarli
verimli tedavilere gidilmesine olanak saglanabilir. Bu yiizden biyolojik ortamlarda ilag
ya da diger maddelerin miktar analizi, teshisi, belirlenmesi veya ilag imalat ve piyasa
kontrolleri sirasinda ilag etkin maddelerinin analizi bilimsel a¢idan Onemli
calismalardir.***

llaglarin kimyasal analizlerinde kalitatif ve kantitatif analitik yontemler

kullanilmaktadir. Kimyasal analizin birinci ve en 6nemli basamagi analizde kullanilacak
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yontemin se¢iminin yapilmasidir. Buda analitik yontemler hakkinda yeterli bir bilgi ve
donanima sahip olmayi gerektirmektedir. Bu baglamda, ¢alisilacak konu hakkinda iyi
bir literatiir bilgisinin elde edilmesi, calismanin zaman ve asama olarak planlanmasini
gerekir. Uygulanacak analitik tekniklerin se¢imi tamamen elde edilmek istenen
sonuglarin kapsami, hassasiyeti ve kesinligi gibi parametrelere baglidir. Ayrica her tiirlii
kosullar altinda en iyi yol sadece bir tane degildir. Genel olarak yontem se¢iminde ilk
adim analiz sirasinda 6l¢iilmek istenen degerlerin belirlenmesi, buna ulagmak i¢in de en
hizli ve giivenli yolun arastirlmasidir.**

Spektroskopide limiinesans, maddedin birbirine yakin ti¢ 6zelligi olan molekiiler
floresans, molekiiler fosforesans ve kemiliiminesansin ortak adidir. Bu ii¢ fiziksel
ozellik birer spektroskopik teknigin alt yapisini olusturular. Molekiiler floresans ve
fosforesans yontemlerinde maddenin ¢ozeltisi lizerine 151k enerjisi gonderilerek madde
uyarilir (eksite edilir). Sistemin atomun dig ydriingesindeki elektronlar ve
molekiillerinde bag elektronlar1 bir iist enerji seviyesine uyarilirlar. Bu uyarilma hali
sistemin kararliliginda istenen bir durum olmadigindan, sistem kararli hale tekrar geri
donme arzusundadir. Geri donerken biinyesinde bulunan fazla enerjiyi ¢esitli sekillerde
geri birakir. Enerjiyi geri birakma olayina durulma denir. Isimali ve 1s1masiz olmak
tizere durulma iki farkl tiirde olur. Bunlardan 1simali durulma floresans ve fosforesans
diye ayrilan iki farkli sekilde meydana gelir. Bu iki durulma tiirii arasindaki temel
farklilik elektron spinlerinde sogurulma sirasinda degisiklik olup olmadigma dayanir.
Durulma sirasinda spinde degisiklik meydana geliyorsa fosforesans, degisiklik meydana
gelmiyorsa floresans olarak adlandirilir. Maddelerin floresans 6zelligine dayali olarak
analizlerde kullanilan spektroflorometreler kullanilir. Bu sistemlerin spesifikligi, diisiik
tayin smiri, yliksek duyarliligt ve kullanim kolayligi gibi distiinliikleri sebebiyle

farmakolojide miktar analizlerinde oldukga tercih edilirler.
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Kromatografi, bir karisimda bulunan maddelerin, biri sabit digeri hareketli faz
olmak iizere birbirleriyle karismayan iki fazli bir sistemde ayrilmasi ve saflastirilmasi
yontemidir. Calisma prensibi bu yonteme dayanan HPLC kolonunun pek ¢ok kez
kullanilabilmesiyle,  analizcinin  yeteneklerine daha az  baglhi  olmasiyla,
tekrarlanabilirliginin  yliksek olmasiyla, kisa siirede analiz edebilmesiyle ve
duyarhiligimin ¢ok yiiksek olmasiyla diger yontemlerden daha avantajli bir yontemdir.
HPLC’de sicaklik, kolon ¢esidi, sabit faz, hareketli faz gibi parametreler numunenin
absorbansini ve analiz siiresini etkileyebileceginden her analizden 6nce bu parametreler
optimize edilmelidir. HPLC sistemleri, sistem kullanilan dedektor tipine gore
adlandirilirlar. HPLC-FD, floresans detektore sahip HPLC sistemini ifade eder. HPLC-
FD, floresans 6zellik gosteren molekiillerin i¢in yiiksek hassasiyette kantitatif 6l¢timler
yapma imkani tanimaktadir. Irbesartan etkin maddesinin de floresans o6zellik
gosterdiginden dolay1 ¢alismamizda spektroflorometri ve floresans dedeksiyonlu HPLC
yontemleri kullanilmistir.

Analitik yontemlerin se¢imi yapildiktan sonra, yontemin uygulanabilir oldugunu
gostermek icin gegerlilik testlerinin yapilmasi gerekir. Gegerlilik testleri yapilirken
bilesimi tam olarak bilinen standart maddeler kullanilir. Gegerlilik testleri yapildiktan
sonra belirlenen ydntemin uygulanabilir oldugu, gercek numunelerde (farmasoétik
preparat, plazma, serum vb.gibi) analit veya analitlerin analizleri yapilarak gosterilir.*

[rbesartanin plazmada miktarinin belirlenmesine iliskin kromatografik ve
spektroskopik yontemler literatiirde yer almistir. Ayrica elektrokimyasal yontemlere de
bagvurulmustur. Yapilan kromatografik dlgiimlerde Shakya ve ark.?® hareketli faz olarak
0.01 M fosfat tamponu ve ayni zamanda ¢alismalarinda kat1 faz ekstraksiyon yontemi
kullanarak plazmadan irbesartanin geri kazanimini saglamislardir. Erk* yine potasyum

dihidrojen fosfat tamponu igeren bir hareketli faz kullanmisdir. Kyung ve ark.”” 10-500
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ng/mL derisim araliginda irbesartan 6lgtimlerini gergeklestirmislerdir. Gonzalz ve ark.?
asetat tamponu igeren bir hareketli faz igerisinden 50 dk’da losartan, valsartan,
irbesartan ve candesartan1 analiz etmislerdir. Yapilan bu kromatografik olgtimlerle
yontemimiz karsilastirildiginda gelistirilip gegerlilik testleri yapilan HPLC ydntemde
literatiirdeki bazi c¢alismalarin aksine hareketli faz igeriginde tampon ¢ozeltisi
kullanimmna gerek duyulmamistir. Bu sayede kolon ve cihazin zarar gérmesi
engellenmis olup analizin daha kolay gerceklestirilmesi miimkiin kilinmistir. Ayrica
yontemimiz literatiirdeki 6rneklere gére daha hassas olup 5 ng/mL derisimde dahi analiz
yapabilmeye imkan vermektedir. Gelistirilen yontemin alikonma zamani 10 dk’dan
daha azdir. Literatiirdeki diger tiim yontemlerden farkli olarak plazmadan geri kazanim
calismasinda organik faz olarak diizopropil eter kullanilmistir. Bu sayede ucuz, geri
kazanimi yiiksek, hassas ve 0zglin bir sivi-sivi ekstraksiyon yontemi literatiire
kazandirilmistir. Sonug olarak insan plazmasinda irbesartanin miktarinin belirlenmesi
icin basit, hizli, tekrarlanabilir, 6zgiin ve geri kazanimi yiiksek bir yontem gelistirilip
gegerlilik testleri yapilmugtir.

Yapilan spektroflorometrik analiz ¢alismasinda 10-300 ng/mL araliginda yontem
dogrusal olarak belirlenmistir. Literatiirde irbesartanin insan plazmasinda analizine
yonelik bir spektroflorometrik yonteme rastlanmamistir. Bu yoniiyle gelistirilip
gecerlilik testleri yapilan yontem 6zgiindiir. Giini¢i ve giinler aras1 yapilan 6l¢iimlerde
20, 75 ve 250 ng/mL derisimlerinde Ornekler kalite kontrol c¢ozeltisi olarak
belirlenmigtir. Yontemin dogruluk ve kesinlik degerleri sirasiyla %8.0 ve %2.0’den
kiiciik ve farmasotik preparatlardan analitik geri kazanim degeri %101.8 ve plazmadan
geri kazanim degeri % 98.8 olarak belirlendi. Ve ayni zamanda LOQ degeri 10 ng/mL,
LOD degeri ise 3 ng/mL olarak tespit edildi. Tiim parametreler 15183inda gelistirilip

gecerlilik testleri yapilan yontemin hem farmasotik preparatlarda kalite kontrol
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analizlerinde hem de insan plazmasinda irbesartan etkin madde miktar analizinde

kullanilabilir sonucuna varilmstir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calisma, farmasotik preparatlarda ve insan plazmasinda antihipertansif bir
ilag olan irbesartanin miktar tayini icin spektroflorometrik ve HPLC-FD yontemleri
gelistirilip ve gegerlilik testleri nin yapilmasi ve gelistirilip gegerlilik testleri yapilan
yontemlerin uygulanabilir olduklarini gdstermek amactyla yapilmistir.

Calisma sonucunda irbesartanin analizinde gelistirilen yontemlerin hizli, hassas
ve basit oldugu, farmasotik preparatlarin kalite kontrol ve insan plazmasinda in vitro

olarak irbesartanin belirlenmesi ¢caligmalarinda uygulanabilir oldugu gdsterilmistir.
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“irbesartan Etkin Maddesinin Plazmada ve Farmasétik Preparatlarda Miktar Tayini” bashkl
aragtirma ¢alismasi ile ilgili 28.02.2014 tarih ve 237 sayih yazist ile ekleri goriigiildi.

Yapilan goriismelerden sonra; adi gegen araghirma caligmasinin yuriitilmesinin etik
kurallarima uygun oldugunun meveut oybirlii ile kabuliine karar verildi.

Atatiirk Universitesi kampusu 25040 TIf: 0442-231 52 07 Fax: 0442 — 2315201 Elektronik Post: eczfak@atauni.edu.tr ERZURUM

100



