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1. GIRIS VE AMAG

19. ylzyihn sonuna kadar ilaglar, organik veya inorganik
yapidaki dogal kaynakli UrGnlerdi. Bunlar, genelde kurutulmus fakat ayni
zamanda taze olabilen bitki veya bitki kisimlari ve terapotik ozelliklere

sahip veya toksik etki gdsterebilen maddeler icermekteydiler’.

Bir dogal Urunun veya ekstrenin hastalik tedavisi icin
kullanilmasi genellikle farkli etkileri olan bir ¢cok maddenin verilmesi ile
baglamistir. Bir ¢ok dogal Urinin etkin maddelerinin farmasotik
laboratuvarda elde edilmesi F.W. Sertlirnerin 1804’te afyondan morfini

ekstre etmesi ile baslamistir’.

Farmakolojik 6zelliklerinin  daha uygun hale getiriimesi
amaciyla orijinal bilesenin turevleri sentez edilmistir. Boylelikle orijinal

bilesenin terapétik yararliligi gelistirilmis olan tiirevleri elde edilmistir’.

lag gelistirilmesi siireci kimyasal bilesiklerin sentezi ile
baslar. Klinik 6ncesi denemeler yeni maddelerin biyolojik etkileri hakkinda
bilgi verir. Klinik deneme saglikli bireylerde Faz 1 ¢alismalariyla baslar ve
hayvan deneylerinde gozlenen etkilerin insanda gorulip gorulemeyeceqi
belirlenmeye calisilir. Doz-yanit iligkisi saptanir. Faz 2’de olasi ilaglar
tasarlandiklari hastalik durumlarinda hastalarda ilk defa denenir. Faz 3'de
daha fazla sayida hastada yeni ilacin standart tedavilerle terapétik sonucu
acisindan karsilastirilir. ilacin onayindan sonra Faz 4 calismalar baslar.
Bu da duzenleyici gbzetimi anlamindadir. Bdylece yeni ilacin terapotik
onemi saptanabilmektedir. Sekil 1°'de ilaglarin gelistiriime fazlar

gosterilmistir’.
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Sekil 1; ilag Gelistirme Fazlari

Bir ilacin onay alabilmesi igin ilag Uureticisinin basvuru
yapmasi gereken bir ulusal dizenleme kurumu vardir. Bu da Amerika
Birlesik Devletlerinde “Food And Drug Administration” (FDA), Kanada,
ingiltere, Avrupa ve Avustralya’da “The Health Protecting Branch Drugs
Directorate” dir. Basvuru yapan firmalar, etkinlik ve emniyet kriterlerini
sagladiklarint ve Urun sekillerinin kalite kontrolu genel standartlarini

karsiladigini uygun deneme bulgulariyla kanitlamak zorundadir’.

Bir ilag; kalite, guvenilirlik ve etkinlik gibi U¢ temel sart

saglamalidir?.

Bu calismanin amaci, Valsartan-Hidroklorotiazit iceren ve
hipertansiyon tedavisinde kullanilan ilaglarda bu bilesiklerin miktar tayini
icin yontem gelistiriimesi ve bu yontemin validasyonunun yapilmasidir.
Uygun yontem bulunduktan sonra gecerli kurallara gore validasyonunun
yapilmasi ayrica, yontemin gecerliligini kanittamak amaciyla stabilite

deneylerinin de yapilmasi 6ngdoralmustar.



2. GENEL BILGILER

2.1. ANTIHIPERTANSIF ILAGLARLA ILGILi GENEL
BILGILER

2.1.1 Antihipertansif ilaglarin Tanimi ve Tarihgesi

Temel olarak eski Misirli annelerin incelenmesiyle eski Misir
imparatorlugundan beri yiiksek kan basinci bir saglik problemiydi. Yiiksek
kan basinci 1896’da icat edilmis olmasina ragmen 1950’ye kadar ileri yas
hastaligi olarak bilinmis, énemi anlasiimamistir. Yeni yapilan arastirmalar
sonucunda Birlegik Devletlerdeki kadin ve erkeklerin 6lumunun 6nde gelen
nedenlerinin arasinda yuksek kan basinci, kalp krizi, konjestif kalp

yetmezligi, damar hastaliklari bulunmaktadir®.

Birlesik devletlerde yaklasik 65 milyon insanda gorilen ciddi
bir hastaliktir. ‘Sessiz Katil’ olarak adlandirilir. CUnkd insanlar bu

hastaligin farkinda degillerdir®.

Hipertansiyon diyastolik kan basincinin surekli olarak 90
mm/Hg’dan yuksek olmasi ve buna ylksek sistolik kan basincinin (>140

mm/Hg) eslik etmesi seklinde tanimlanir®.

Hipertansiyon cesitli hastaliklarin nedenidir. Kalbi zorlayarak
kalp yetmezligine neden olabilir. Ayrica aterosikleroz ve bunun yol agacagi
iskemik kalp hastaligi riskini de 6nemli olgide artirir. Buna ek olarak
hipertansiyonlu hastalar kanama ve beyindeki kan damarlarinin pihtiyla
ttkanmasi olayina digerlerinden daha kolay yakalanirlar. Hipertansiyon
ayrica koroner arter hastaligina da buyuk 6lgide neden olur, bu hastalik
sanayilesmis toplumlarda olumlerin baslica nedenlerinden biridir. Bltlin bu
olgular tedavi edilmeyen hipertansiyonun sonuglari olup hipertansiyona

bagli morbidite veya mortalitenin biyiik bdlimiinii olusturur®®.



Hipertansiyon etiyolojik olarak 2 sinifa ayrilir.
1. Primer
2. Sekonder

Primer hipertansiyonda neden belli degildir ve hastalarin

%95'ini olusturur'®.

Sekonder grup daha c¢ok geng¢ yas grubunda gorulir ve

hastalarin %5'ini olusturur ” .

Hipertansiyona ait aile dyklUsu olanlarda hipertansiyonun
ortaya ¢ikma olasiligi daha yuksektir. Primer hipertansiyona beyazlara
oranla zencilerde 4 kat daha sik rastlanir ve orta yastaki erkeklerde ayni
yas grubu kadinlara gore daha yaygindir. Stresli yasam tarzi, yiyeceklerle
bol miktarda tuz alinmasi, obezite ve sigara gibi c¢evresel faktorler

hipertansiyonun ortaya cikmasini kolaylastiran faktorlerdir®?.

Bati dunyasinda yetigkin nuUfusun yaklagik 1/3’U4nu
hipertansiyonlu hastalar olusturmaktadir. Boyle buyuk bir toplulugun hayat
boyu tedavisi ¢ok ciddi boyutta ekonomik harcama yaratir. Amerika’da

antihipertansif tedavinin yillik maliyeti 8-10 milyar dolar civarindadir.
Hipertansiyonun nonfarmakolojik tedavisinde ;

1. Sigara igiminin birakilmasi
Sismanlik-zayiflik

Tuz kisitlamasi

Potasyum alimi

Kalsiyum alimi

2 T o

Magnezyum alimi

7. Makrobesinler



8. Alkol kullanimi

9. Fiziksel aktivite

10. Psikolojik stres ve gevseme teknikleri etkili
olmaktadir'”.

Farmakolojik tedavisinde ise;

1. Diuretikler

Adrenerjik néron blokerleri

a1 reseptor blokerleri

B blokerler

Santral etkili sempatolitikler ( a2 agonistler )
Kalsiyum kanal blokerleri

ADE (Anjiyotensin Donustlrict Enzim) inhibitorleri

Potasyum kanal agici ilaglar

© ® N oo a & W Db

Direkt vazodilatorler
10.  Hipertansif kriz sirasinda kullanilanlar'.

Farmakolojik tedavide; her hasta toplumun bir pargasi olarak
degil bir birey olarak tedavi edilmeli ve segilen ila¢g hastanin tercihlerine,

yasam bigimine, isine uygun ve ekonomik olmalidir’.

80’den fazla sayida etkili antihipertansif ila¢g ve 40’tan fazla

sayida kombine ila¢ vardir’

2.1.2 Anjiyotensin 2 Reseptor Antagonistleri ve Sartanlar
Hakkinda Genel Bilgiler

Renin Anjiyotensin Sistemi

Renin, bobrekte jukstaglomeriler hucrelerde Uretilen

proteolitik bir enzimdir. Renin karacigerde uretilen a2 globulin yapisindaki



anjiyotensinojenle reaksiyona girerek anjiyotensinojeni anjiyotensin I'e
cevirir. Anjiyotensin |, akciger dolasiminda bulunan Anjiyotensin
Donustiract Enzim (ADE) ile oktapeptit olan anjiyotensin 1l (All)'ye
donugur. All direkt vaskuler etki ile vazokonstriksiyon, aldosteron
salgilatici etki ile sivi ve sodyum tutulumuna neden olur. All'nin yarilanma
omru yaklasik 1 dakikadir. Anjiyotensinazlar ile yikilir ve anjiyotensin lll,
anjiyotensin 1V gibi bircok peptit ortaya cikar>'.

Renin-Anjiyotensin Sistemi (RAS)'nin tim komponentlerinin
dokuda Ilokal olarak bulundugu gdsterilmisti. ADE’in %901 dokuda
bulunur. Plazmadaki ADE ancak %10’luk bir orani olusturur''®. Vaskiiler
yatakta All Gretiminin cogu doku RAS tarafindan gerceklestirimektedir'”'8.
insan kalbinde All (retiminin %13’niin Anjiotensin Dénustiricti Enzim
inhibitorleri (ADEI) tarafindan bloke edildi§i gosterilmistir’®. RAS’nin
reseptor seviyesinde bloke edilmesi belirli dokularda ADE’den daha iyi

kontrol saglar®.

All degisik dokularin plazma membranlarindaki protein
yapisindaki reseptorlere baglanarak etkisini gosterir. Bu reseptoérler,
anjiotensin Il tip 1 (AT1) ve anjiotensin Il tip 2 (AT2) reseptorleri olarak
adlandiriir?’.  AT2 reseptorleri 360 amino asit iceren polipeptit
yapisindadir. AT2 reseptorleri fetal dokularda yiksek miktarda bulunur.
AT2 reseptorleri'nin erigskin dokularda adrenal medulla, uterus, overler,
damar endoteli ve beynin bazi bolgelerinde dusuk miktarlarda bulunmasi,
hicre buylmesi ve farklilasmasi Uzerindeki etkilerinin  6nemli bir
gostergesi olarak kabul edilmektedir®®®. AT2 reseptorlerinin uyariimasi
sonucu antiproliferatif etki ile endotel hucreleri ve damar diz kas
hdcrelerinde proliferasyon inhibe olur®*. AT2 reseptorleri All'nin damar
duvarindaki proliferatif etkisini antogonize ederler. Bu reseptorlerin
apoptozis yani programlanmis hicre o6lumunt duzenledigi, ayrica
vazodilatasyona yol actigi belirlenmistir?®>. Tablo 1'de AT1 ve AT2
reseptorlerinin etkileri gosterilmistir.



Tablo 1; AT1 ve AT2 Reseptorlerinin Etkileri

ATI Reseptorleri AT2 Reseptorleri
Vazokonstriiksiyon Antiproliferasyon
Aldosteron salinimi Diferensiasyon
Bdbrekte sodyum tutulumu Apoptosis

Kalp kontraktilitesinde artis Anjiyogenesis
Kardiyovaskiler hipertrofi Vazodilatasyon

Hucre proliferasyonu
Sempatik aktivitede artis
Vazopressin saliniminda artis

Susuzluk hissi

Anjiyotensin

!Bmdikinin[ Aniyotnsin

= [
| Inaktif Anjivotensin I*
| &

AT, reseptdr | | AT, reseptﬁr:’ ‘.%T,1 reseptor

Sekil 2; RAS'ta ADE Digi Enzimlerle Anjiyotensin Il Olugumu

Sekil 2’de renin-anjiyotensin-aldosteron sisteminde ADE digi

enzimlerle Anjiyotensin Il olusumu g('jsterilmistirzs.

Son g¢aligsmalar All'nin ateroskleroz ve tromboz gelisiminde
direkt rolii oldugunu gdstermektedir?®. Hiperkolesterolemi, hipertansiyon,
diyabet ve sigara igimi gibi risk faktorleri ile olusan oksidatif stres endotel

disfonksiyonuna ve damarlarda inflamasyona yol acar. Bu durumda lokal



ADE ve All Uretimi artar. Nitrik Oksit (NO) duzeyi duser, oksidatif stres
artar, lokal mediatorler aktiflesir. All lezyondaki farkh tip hucrelerdeki
reseptérleri uyararak endotelin, Plazminojen Aktivatdr inhibitor-1 (PAI-1),
doku faktérii, Vaskiiler Hiicre Adezyon Molekilii (VCAM), Hiicre Igi
Adezyon Molekulu (ICAM), sitokinler, buyume faktorleri, proteolitik
enzimler gibi sekonder mediatorlerin olusumunu saglar. Bu mediatorler
vazokonstriksiyon, trombozis, inflamasyon, plak vyirtilmasi, vaskuler
lezyon formasyonu ile kardiyovaskuler olaylara neden olur. All Uretiminin
ADE veya Anjiyotensin Reseptor Antagonisti (ARA) ile azaltiimasi

ateroskleroz olusumu ve gelisimine neden olan faktdrleri engelleyebilir®’.

Anjiotensin Reseptor Antagonistleri

AT1 reseptorlerini  spesifik  olarak  bloke etme,
vazokonstriksiyon ve kardiyak hipertrofiyi engelleme 6zelliklerinden dolayi
yaygin klinik kullanim alani bulmuslardir. Antihipertansif olarak gelistirilen
ARA losartan, valsartan, irbesartan, kandesartan, telmisartan, eprosartan,

olmesartan medoksomil’dir.
Losartan

Kullanima ilk giren ilagtir. AT1 reseptorlerini yarigmali olarak
bloke eder. Losartan’in oral olarak alinan dozunun %14’a sitokrom P450
enzimi tarafindan karacigerde aktif metaboliti olan EXP3174’e cevrilir.
Losartan’in  arik asit atilimini  arttirdigr  gosterilmistir.  Karaciger
fonksiyonlari bozuk olan hastalarda doz ayarlamasi gerekir. Maksimum
plazma seviyesine losartan 1 saatte, aktif metaboliti 3-4 saatte ulasir. Oral
absorbsiyonu yavastir. Besinler absorbsiyonu %10 azaltir. Yarilanma

omrii 6-9 saattir. Baslangic dozu 50 mg, doz arali§i 25-100 mg'dir®®.



Valsartan

Aktif bir metabolitine c¢evrilmesi gerekmez. Maksimum
plazma seviyesine 2-4 saatte ulasir. ilacin %80’i degismeden atilir, %20’si
metabolize edilir. Sitokrom P450 izoenzimleri metabolizmasi ile ilgili
degildir. Besinlerle oral absorbsiyonu %40-50 azalir. Yarilanma omru 6

saattir. Baslangi¢ dozu 80 mg, doz araligi 80-320 mg’dir®®.
Irbesartan

Aktif bir metabolitine ¢evrilmesi gerekmez. Maksimum
plazma seviyesine 1,5-2 saatte ulasir. Besinler emilimini etkilemez.
Sitokrom P450 izoform 2C9 ile metabolize olur. Yarilanma omru 11-15

saattir. Baslangig dozu 16 mg, doz araligi 40- 60 mg'dir*®.
Kandesartan

Kandesartan sileksetil formunda kullanir. Gastrointestinal
sistemde kisa surede aktif madde kandesartan’a donuserek emilir.
Maksimum plazma seviyesine 3-4 saatte ulasir. Besinler emilimini
etkilemez. Metabolize edilmeden karaciger ve bdbrek yoluyla atilir.

Yarilanma émrii 9 saattir. Baslangi¢ dozu 16 mg, doz araligi 8-32 mg'dir®",
Telmisartan

Maksimum plazma seviyesine 0,5-1 saatte ulasir. Besinler
emilimini %6-20 azaltir. Yarilanma émru 24 saattir. Baslangi¢ dozu 16 mg,

doz araligi 8-32 mg'dir®?.
Eprosartan

Maksimum plazma seviyesine 1-2 saatte ulasir. Yarilanma
suresi 5-9 saattir. Baslangi¢ dozu 400 mg, doz araligi 400-800 mg’dir. 24

saat antihipertansif etkilidir*>.



Olmesartan Medoksomil

Maksimum plazma seviyesine 2 saatte ulagir. Yarilanma

siiresi 15 saattir. Baslangi¢ dozu 10 mg’dir. Doz arali§i 5-20 mg’dir*.

Yan Etkileri ve ilac Etkilesimleri:

Anjioodem insidansi ARA kullanan hastalarda bulanti, bag
agrisi, halsizlik, diyare, dispespi, nazal konjesyondur. Nadiren karaciger

fonksiyon testlerinde ve serum bilirubin dizeyinde ylkselme olabilir.

Valsartanin irbesartan, kandesartan, telmisartan, eprosartan,

olmesartan medoksomil ile dnemli ilag etkilesimleri bildiriimemistir®®.

Rifampisin, losartan ve aktif metabolitinin biyoyararlanimini
%20 azaltir®®. Telmisartan’in digoksin ile ila¢ etkilesimi vardir. Digoksinin
maksimum plazma seviyesini %20 yikseltir’’. ARA potasyum tutan
diuretiklerle birlikte kullanildiklarinda potasyum seviyesini yukseltebilirler.
Bobrek yetmezligi, renovaskuler hipertansiyon, hipoaldosteronizim’'de
serum potasyum seviyesi yakindan izlenmelidir*®. ARA'nin serum glukozu,
HbA1c seviyesi, lipit profiline etkisi yoktur***% Oksiiriik komplikasyonu,

ARA’nin kullaniminda %1,5-3 gibi diisiik oranlarda gériiliir*’.

Klinik Kullanim

Klinik galismalar ARA'nin hipertansiyon tedavisinde etkili ve
guvenli olduklarini gostermektedir. ARA’nin antihipertansif etkinlikleri
arasinda farklilik saptanmamistir*2. ARA'nin diiiretik kombinasyon formlari
bulunmaktadir. ARA-hidroklortiazid kombinasyonlarinin  sistolik kan

basincini, ARA’'ne gore daha fazla dusurdukleri gésterilmigtir43*44'

Kandesartan’in sol ventrikil hipertrofisini azaltmada
atenololden Ustin  oldugu bulunmustur®®. Losartan’in  esansiyel

hipertansiyonlu hastalarda atenolol’'e gore daha fazla kardioyovaskuler
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morbidite ve mortaliteyi dnledigi, daha iyi tolere edildigi gérUImUstUr46. Kalp
yetmezligi olan hastalarda kandesartan ve enalaprilin birlikte kullaniminin
ejeksiyon fraksiyonu (EF)'nu artirdigi, EF artisinin ilaglarinin tek basina

kullaniimasi ile saglanan artistan daha fazla oldugu bulunmustur®’.

Valsartan ve enalapril'in birlikte kullanildigi kalp yetmezIigi
olan hastalarin hastanede kalis sureleri azalmig, fakat 6lim oranlarinda
azalma gorilmemistir*®. ARA'nin kalp yetmezligi tedavisindeki etkinligi,
mortalite ve morbiditeye etkileri Uzerine Kklinik c¢alismalar devam
etmektedir. ARAnin tip 2 diabetik nefropatili hastalarda, antihipertansif
etkilerinden bagimsiz olarak proteinuriyi ve serum kreatininin yukselme
hizini azaltiklari, glomeruler filtrasyon oranindaki dugusu azaltarak son
dénem bdbrek yetmezligine gidisi yavaslattiklari gosterilmis ama diabetik
hastalarda bobrek yetmezligine baglhh olum oraninda azalma

gorilmemistir*®°.

Anjiotensin Reseptor Antagonistleri’nin Gelecedi

Valsartan, losartan ve aktif metaboliti EXP3174’Un
trombositler ve endotel hucrelerinden nitrik oksit salinimini artirarak
antiagregan etkili olduklari gésterilmi§tir51. Hipertansiyon bilingsel
fonksiyonlarda gerileme riskini artirmaktadir. Bu durum kan basinci
dusurulerek 6nlenebilir. Kandesartan'in yash hipertansif hastalarda
demans gelisimini azaltmada potansiyel 6nemi oldugu disinilmektedir®.
AT1 reseptorleri renal karsinoma’larda angiogenezis'ten sorumludurlar.
Kandesartan’in akciger metastazi olan renal karsinomali farelerde
neovaskularizasyonu ve tumoér blyume faktdrinl engelleyerek akciger
metazlarini  gerilettigi  gosterilmistir. Kandesartan metastatik renal
karsinoma vakalarinin tedavisinde uygun bir ilag olarak gériilmektedir®®.
All siklosporin’in neden oldugu nefrotoksisitenin patogenezinde rol oynar.
Fare deneylerinde, kandesartan sileksetil'in siklosporin nefrotoksisitesinde

tedavi edici potansiyeli oldugu gosterilmistir*. Hayvan deneylerinde
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ARA’nin beyinde iskemi sirasinda kan akimindaki azalmayi onledigi,
iskemik alan genisligini azalttigi, iskemi sonrasi norolojik sonugclari
diizelttikleri gdsterilmistir®™. inmenin erken déneminin tedavisinde ARA’nin
kullanimi ile ilgili yayin yoktur. Devam eden bir ¢calismada, inmenin erken
doneminin tedavisinde kandesartan kullaniminin yararli olup olmadiginin
ortaya cikmasi beklenmektedir’®®. Kandesartan’in migren profilaksisinde
etkili oldugu bulunmustur. Fakat bu vyararli etkinin nedeni
bilinmemektedir"”. ARA'nin gelecekte hipertansiyon disinda bir ¢ok klinik

kullanim alani olacagi dusunulmektedir.

Angiotensin Il Reseptdr Antagonistlerinin Farmakokinetikleri:

1. Yarigsmali AT1 reseptor antagonizmi : Prototip Losartan
reseptore baglanmak igin angiotensin Il ile yarismaya girer. Eprosartan da
yarismali antagonism gdsterir. Blokaj gecicidir. Bobrekler ve safra yoluyla

elimine edilir®®,

2- Karsi konulamaz AT1 reseptor antagonizmi : Yarigmasiz
reseptdr antagonizmi meydana getirir. Irbesartan, Kandesartan sileksetil,
Telmisartan ve Valsartan bu tip antagonism olustururlar. Valsartan’in
absorpsiyonu gida ile %40 oranda azalir. Valsartan, Irbesartan,
Eprosartan ve Telmisartan %70-98 oranda safra ile atilirken Kandesartan

sileksetil %60 oranda bobreklerden elimine edilir®®.

2.1.3 Diiiretikler ve Tiyazit Tiirevi Diiiretik ilaglar
Hakkinda Genel Bilgi

Belirli bir zaman diliminde, bobrek nefronlarinda idrar

olusumunu artiran ilaca ditretik adi verilir.

Diuretikler, tedavide sodyum ve bunu izleyen su tutulmasiyla
karakteristik 6dem ve arteriyel hipertansiyon gibi 6nemli hastaliklarda

oncelikle kullanilan ilaglardir®.
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Diuretikler, hipertansiyon tedavisinde 40 yildan uzun bir
suredir kullaniimaktadir. Yeni ilaglarin kullanima girmesiyle 6nemini
kaybetmis gorinse de uzun sureli klinik ¢alismalarin sonuglari distk doz
didretik kullaniminin hipertansiyon tedavisinde etkili oldugunu, hatta
kardiyovaskuler morbidite ve mortaliteyi azaltma acgisindan Ustin
olabilecegini gostermistir. Ozellikle tiazid didretikler, ucuz, etkin ve
guvenilir olmalari nedeniyle hipertansiyonun uzun donem tedavisinde ilk
tercih edilecek ilaglarin baginda gelmektedir. Metabolik problemler ve
hipokalemi tiazid grubu diuretiklerin en dnemli yan etkileridir. Ancak tiazid
kullanimina bagh olarak gelistigi dugunulen yeni diyabet vakalarindaki
kardiyovaskuler morbidite ve mortalite orani, zeminde diyabeti olan
hastalarda gorildigu kadar fazla degildir ve alternatif ilaglardakine benzer
sikhiktadir. Hipokalemi ise glukoz intoleransi ile iligkili olan ve tiazidlerin
dusuk dozda kullanimiyla az rastlanan bir yan etkidir. Hipokalemi
durumunda, potasyum tutucu dilretikler, anjiyotensin donusturict enzim
inhibitdéri veya anjiyotensin reseptor antagonistleri tedaviye eklenebilir.
Zeminde diyabet varligi ya da bobrek hastaligi gibi problemler
bulunmadigi takdirde tiazid ve benzeri diuretikler hipertansiyon tedavisinde

ilk secenek olarak tercih edilmelidir®®.

Didretiklerin etkisiyle, Na* ve Ccr iyonlarinin
reabsorbsiyonundaki azalma, pasif olarak suyun reabsorbsiyonunu da

azaltir ve bunun sonucu olarak da idrar hacmi artar.

Vicuttan su ve tuz atilmasinin artmasi, ekstraseliler sivi

hacmini azaltir (anti-6dem etki).

Bazi diuretikler, ilave olarak, membranlarda iyonik degis-
tokusu degistirerek, damar duz kaslarinin intraseliler sodyum
konsantrasyonunu da dogrudan azaltabilir. intraselller sodyumun

azalmasi, intraselller kalsiyum konsantrasyonunun da azalmasina yol
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acar (Na'/Ca*? degis-tokusu). Sonucta, vaskiler direnci disirerek

antihipertansif etki olustururlar®®.
Nefronun 5 aktif kismi idrar hacmini kontrol eder:
1- Proksimal Tubduller

-Kortekste yer alir.

-Karbonik anhidraz inhibitorl ditretiklerin etki yeridir.

-Glukozun tamami, aminoasitler, HCO3 ve diger metabolitler geri emilir.
-Na* %60-70’i ve beraberinde su ve Cl da geri emilir.

-Organik asit ve bazlar (urik asit, diuretikler, antibiotikler vb.) kandan
[limene sekrete olurlar. Diuretiklerin ¢ogu asit yapida olup, etkilerini
gOsterebilmeleri i¢in proksimal tubulin orta kismindan limen igine
salgilanmalari gerekir. Ayni tasiyiciya baglanarak salgilanan organik
asitler Dbirbirleriyle vyarisirlar. Kronik bobrek yetmezligi olan Gremili
hastalarda, limende yeterli konsantrasyona ulasmasi igin, diuretikler
yuksek dozlarda verilirler. Furosemid ve klorotiazid gibi dilretiklerle

olusan, kanda urik asit artisinin (hiperiiriseminin) nedeni de budur®.
2- Henle kiviiminin inen (ince) kolu

- izotonik filtrat henle kivrimiyla medullaya girer.

- Na™ ve CI reabsorbsiyonu olmaz; sadece suya karsi gegirgenlik yiiksektir
ve medullanin hipertonik olmasi nedeniyle pasif olarak su reabsorbsiyonu

olur. Tiblil sivisinin tuz konsantrasyonu 3 katina gikar™.
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3- Henle kulbunun ¢ikan kolunun kalin kismi

-Once medulla, sonra korteks icinde seyrederler.
-En gugclu didretikler olan kivrim diuretiklerinin etki yeridir.
-Suya gecirgen olmayan 6zel hicrelerle doselidir.

-Burada bulunan, sodyum/potasyum/2 kloriir (Na'/K*/2CI) yardimci

tagiyici ile Na*, K* ve CI" aktif olarak reabsorbe edilir.

-Mg*? ve Ca*? gibi divalent katyonlar da potansiyel farki nedeniyle buradan

basit diflizyonla reabsorbe edilir.

-Sodyum kloririin %25-30'u interstisyel siviya geri donerek medullanin
yuksek osmolaritesini korumasini saglar. Buraya etki eden diuretikler,
bobregin hem dilisyon hem de konsantrasyon yetenegini azaltirken,

sadece distal tiibiile etki edenler sadece diliisyon yetenegini azaltirlar®®.
4- Distal tubuller

- Hucreleri suya gecirgen degildir.
- Tiazid grubu ve benzeri diuretiklerin etki yeridir.
- Sodyum kloriiriin %10'u tiyazidlere duyarli Na*/CI" tagiyicisiyla reabsorbe
edilir. Bu mekanizma, aldosteron etkisinden bagimsizdir.
- Bu kisimda parathormon etkisi altinda, Ca*? aktif transportla reabsorbe
edilir®®.

5- Toplayici tuballer

- Ozellikle kortikal boliimde olmak (izere, aldosterona bagimli
sekilde Na* reabsorbsiyonu ve K* sekresyonu (Na*-K* degisimi) olur. Ana

hicreler K* ve H" sekresyonundan, ara hiicreler K* reabsorbsiyonundan

(K*/H" degis-tokusu) sorumludur.
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- Potasyum tutucu diliretiklerin etki yeridir. Diger diliretikler ise, Na*-K"

degis-tokusu nedeniyle potasyum kaybina (hipokalemi) neden olurlar.

- ADH (vazopressin), toplayici tubullerden sAMP araciligiyla suyun

reabsorbsiyonuna neden olur®.

Nefronun yapisi ve idrar hacmini kontrol eden kisimlar Sekil
3,4,5,6,7°'de verilmistir®.

Nefronun Yam
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Diuretik ilaglar nefronun gesitli bolgelerinde etki gosteririler.
Sekil 8'de dilretik ilaglarin etki yerlerine goére siniflandiriimasi

gOsterilmistir.

Sekil 8: Diliretik ilaclarin Etki Yerlerine Gére Siniflandirilmasi
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Sekil 9'da ditiretik ilaglarin nefronda etkiledikleri yerler gdsterilmistir®®.
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Mefrotun temei yapilanmn basitizstnimig seki ve intemtisyum, |0mean os-
mtantedes. Ditretk gruplanrin nefronda efdiladider kimmilar da isarstlenmigtir:
1. Csmichk didselitler, Yim ICmenin igeriZini dogistinier
2. Karbenia anhidraz ichioiscien. NaHCO, dilrazina nedsn ourlar,
3. Loop dioestisien, Ma K200 kolrangpartunu inhibe cdeier,
4, Tiazter, Mo 'O kotransparhunu inkibe adarlar,
. Polasyurt koruyuos didreiikler, Ma' reabsorpsiyeny ile K" ve HY sekresyoounuy
mihitze edarler,

Sekil 9; Diuretik Gruplarin Nefronda Etkiledikleri Yerler

Diuretik ilaclar

J Karbonik anhidraz inhibitorleri

o Tiazit turevi diuretikler

J Kivrim diuretikleri

o Potasyum tutucu diuretikler

o Aldosteron reseptdr antagonistleri
. Osmotik ditiretikler
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Karbonik anhidraz inhibitorleri
Bu grupta halen kullanilan ilag asetazolamiddir.
- Sulfonamid yapidadir.

- Proksimal tubul epiteli hucre igi ve apikal membranda

bulunan Karbonik Anhidraz (KAH) enzimini inhibe eder.

CO, + H,O T H>COs3 H + HCO3

KAH

Normal sartlarda KAH enzimi etkisiyle olugan H* limene atilir
ve karsihginda Na® reabsorbsiyonu olur (H*-Na® degis-tokusu). KAH
enziminin inhibisyonu sonucu, Na* reabsorbsiyonu azalacagindan, Na* ve
beraberinde su atilimi sonucu dilretik etki olusur. Bu etki tubdlin ileri
kisimlarinda telafi edileceginden KAH inhibitorl ilaglar zayif diuretik
etkilidirler. H* Iimene atilmadiginda, bununla birlesemeyip limende kalan
HCO;s idrarla atilir; idrar pH’si artar ve net HCOs; kaybi nedeniyle
hiperkloremik metabolik asidoz olusur. Asidoz sonucu limendeki H*
konsantrasyonu yeniden artacagindan yaklasik 24 saatlik kullanimdan

sonra didiretik etkilerine tolerans gelisir™.

- Tedavide en sik olarak, gozde ak6z humor salgilanmasini
azaltarak goz-i¢i basincini duisurmelerinden dolayi, agik agili glokomun
kronik tedavisinde, diger ilaglara ek olarak kullanilirlar. Bu indikasyonda
daha c¢ok, asetazolamid yerine, goze lokal olarak daha iyi penetre olan

dorzolamid ve brinzolamid tercih edilir.

- Asetazolamid, antineoplastik tedavi esnasinda Urik asitin

idrar yolunda ¢okmesini dnlemek igin kalevi dilrez olusturmak amaciyla,
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diger antiepileptiklerin etkisini artirmak icin epilepsi tedavisinde, kronik
metabolik alkaloz veya respiratuvar alkaloz tedavisinde ve akut dag
hastaliginin proflaksisinde (BOS olusumunu azaltarak ve respiratuvar
alkalozu duzelterek etki gosterir) oral yoldan kullanilabilir. Akut dag
hastaliginda, irtifa degisikligine fizyolojik aligtirmanin (aklimatizasyon)

yerine gegmez.

- Hafif metabolik asidoz, K" kaybi, nefrolitiazis, sersemlik ve

parestezi gibi genelde ¢ok ciddi olmayan yan etkiler gériilebilir>®.

Tiazit Turevi Diuretikler

En sik  kullanilan  diuretiklerdir.  Agiz  yolundan
kullanilabilmeleri, yaptiklari ditrezin hizli ve fazla olmamasi, vucuttaki
sodyumun fazlasini atmalari fakat asiri derecede sodyum ve su kaybina
neden olmamalari ve belirgin dehidratasyon yapmamalari, toksisitelerinin
dusuk olmasi ve antihipertansif etki de gostermeleri baslica

ustanlikleridir®.

- Sulfonamid turevidirler ve yapisal olarak Karbonik Anhidraz
inhibitérlerine benzerler. Diliretik etkileri asetozolamidden daha giicliiddir.
Vicudun asit baz dengesini bozmazlar ve bozuklugundan da

etkilenmezler.

- Distal tubull etkilerler. Distal tubll hucrelerinin lGmen
tarafindaki Na’-Cl" tasiyicisini inhibe ederek Na®, CI' ve suyun

reabsorbsiyonunu azaltirlar.

-Potasyum salgilanmasini artirirlar; K* kaybi, nadiren tedaviyi

gerektirir.

-Ca*? reabsorbsiyonunu artirirlar. Kivrim diliretiklerde ise,

tersine Ca*? atilimi artar®.
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Tiazit Tarevi Diuretiklerin Endikasyonlari

1- Hipertansiyon: Periferik damar direncinde azalmaya neden

olurlar.
2- Konjestif kalp yetmezIigi

3- Bobrek yetmezligi: Odemi azaltmak amaciyla, kivrim

diuretiklerine eklenirler.

4- Hiperkalsuri: Uriner kanalda irik asit tasi olusumunu

azaltirlar.

5- Diyabetes insipidus (Di): Nefrojenik Di'de ADH benzeri
etki olusturarak hiperozmolar idrar olusumuna neden olurlar. Hastanin

glinde cikardi§i idrar miktarini disarirler®®.
Yan eftkileri

Hipokalemi (Dijital kullanan hastalarda aritmilere neden olan
en sik yan etkidir ve potasyum tutucu dilretikler ile kombine edilerek
dnlenebilir), hiponatremi, hipomagnezemi, hiperkalsemi, hiperirisemi (Urik
asitle yaristigindan atihmini azaltir ve kanda Urik asit artar. Gut ataklarini
artirabilir), hiperglisemi, hiperlipidemi ve hipersensitivite go6zlenebilir.

Lityum kullanan hastalarda, lityum intoksikasyonu olasili§i artar®.

Kivrim Dilretikleri

- Bu gruptaki ilaglarin prototipi ve en c¢ok kullanilani,
furosemitdir. Doz-yanit egrisinin fazla dik olmamasi, intravenoz verilis igin
daha uygun olmasi, gerek oral gerek intravenoz verildiginde daha az

gastrointestinal yan etki yapmasi ve daha az ototoksik olmasi gibi
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avantajlart vardir. Digerleri, bumetanid, torasemid ve artik pek

kullaniimayan etakrinik asittir.

- Henle kivriminin ¢ikan kolunun kalin kismina etkilidirler.

Burada, Na*-K*-2CI" yardimci tasiyicisini giicli sekilde inhibe ederler.

- En etkili ditretik grubudur. Furosemid, fraksiyonel sodyum
itrahint %40’a kadar cikartabilir. Bobrek fonksiyonlari bozuk olan veya

diger diuretiklere yanit vermeyen hastalarda bile etkileri hemen baslar.

- Oral ya da parenteral yoldan uygulanabilirler. Furosemid
icin, etki yaklasik 1 saatte baslar, 6 saatte tamamlanir (intravenéz 30

dakikada dorug@a gikar). Gunde 2 kez uygulanabilir.

- Bobrek kan akimini, renal vaskuler direnci duslrerek
artirirlar. Bu etkilerinin ditretik etkilerine de katkisi vardir ve bu etkiyi

bobrekte prostoglandin sentezini artirarak yaparlar.
- [drardan Ca*? ve Mg*? itrahini artirirlar.

-Hipovolemi nedeniyle renin-anjiyotensin-aldosteron sistemini

indirekt olarak aktive ederler. Hipokalemi yaparlar®®.

Potasyum Tutucu Diuretikler

Bu grupta, aldosteron reseptor antagonistleri spironolakton
ve kanrenon (spironolaktonun viicuttaki aktif metabolit) ve Na* kanali

inhibitorleri amilorid ve triamteren bulunur.

-Toplayici kanalda Na® reabsorbsiyonunu, K* ve CI

sekresyonunu engellerler.

-Tek basina kullanildiklarinda zayif etkili diuretiklerdir.
Potasyum tutulmasini sagladiklarindan tiazit ya da kivrim dilretikleriyle

birlikte kullanilirlar. Kombine preparatlari mevcuttur.
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-Spironolakton (Aldacton tb.) birincil hiperaldosteronizmde de

(Conn sendromu) kullantlir.

-Spironolakton, cinsiyet hormonlarina benzerligi nedeniyle,
erkeklerde jinekomasti, kadinlarda menstruasyon bozukluguna neden

olabilir.

-Potasyum tutucu didretiklerle birlikte potasyum eklentileri
verilmemelidir. Ayrica, ADE inhibitoru verilen bir hastaya potasyum tutucu
didretik  verilmesinin  siddetli  hiperpotasemiye  yol acgabilecegi

unutulmamahidir®.

Aldosteron Reseptdr Antagonistleri

Spironolakton-reseptor kompleksi inaktiftir ve bu sekilde
aldosterona cevap olarak normalde sentez edilen proteinlerin Uretimini
engeller. Bu mediatér proteinlerin gorevi toplayici kanallarda Na'/K*
degisim yerlerini stimule etmektir. Ortamda aldosteron yok ise etki yoktur.
Tiazid veya kivrim ditiretigi ile birlikte K™ atilimini azaltmak igin sekonder

hiperaldostrenozimde kullanihr®’.

Osmotik Diuretikler

Glomerullerden filtre olan basit yapida hidrofilik kimyasal
maddelerdir. Sodyumdan ¢ok suyun sekresyonuna ihtiya¢ varsa

kullanilirlar.

Akut ilag intoksikasyonlari sirasinda veya bobrek itrah
fonksiyonunun azaldigi hastaliklarda gelisen oliguriye karsi, glomeruler
filtrasyon hizini yeterli dizeyde surdlirmek ve akut bdbrek yetmezligini

Onlemek amaciyla;

-Beyin ameliyatlarindan 6nce veya sonra BOS basincini ve

beyin hacmini azaltmak; kafa travmasi ve intrakranial kanama
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durumlarinda, beynin iskemi, tumor ve infeksiyon gibi hastaliklarinda,
beyin 6demini gidermek ve artmis olan intrakranial basinci duglrmek

amaciyla kullanihrlar.
-Primer etki yerleri Henle kivriminin ¢ikan kalin koludur.

-Plazma  proteinlerine  ve  dokulara  baglanmazlar;
glomerullerden hizli  bir gekilde suzulur ve tubullerden reabsorbe

edilmezler.

-En fazla kullanilani mannitoldir. intravendz inflzyonla %10

veya %20’lik solisyonu, 0.125-1 g/kg dozunda 15-30 dakikada verilir.

-izosorbid (izosorbitol) ve gliserol,  akut glokom krizi
durumunda ve gOz-i¢i cerrahilerden 6nce agdiz yolundan; gliserol ve
sorbitol, intrakranial basinci disurmek igin intravendz inflzyonla

uygulanirlar®®.

Diliretik ilaclarin Yan etkileri ve ilac Etkilesimleri

Diuretiklerin en onemli yan etkisi hipokalemidir(hipokloremik
alkaloz).

Didretik ilaglar, proksimal-henle inen kolu-distal tlbullerdeki
etkileri ile sodyum emilimini azaltip, sonugta toplayici tlbullere gelen
sivida sodyum konsantrasyonunu artirirlar. Dolayisiyla toplayici tubullere
daha fazla oranda gelen sodyumun belli bir kismi, burada aldosteron etkisi
ile reabsorbe edilir. Buna karsilik toplayici tubullere normalden fazla
oranda gelen sodyuma karsilik fazla oranda potasyum atilimi olur. Bu

olay diuretik ilaglarin hipokalemi yapmasinin temel nedenidir.

Hipokalemiye bagl olarak; hipokalemik alkoloz ve ektopik
ventrikller atiglar ortaya c¢ikabilir. Eger hasta digital aliyorsa ventrikuler
aktopik atis egilimi varsa veya ftrisiklik antidepresan (TAD) kullaniyorsa;

potasyum diizeyi dikkate alinmalidir®?.
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Ayrica;

o Hiponatremi
o Hipokalsemi
J Hipomagnezemi
o Hiperglisemi

o Hiperlipidemi

o Hiperurisemi

o Azotemi goriliir®?.
llag Etkilesimleri

. Dijital Glikozidleri

. Lityum®2.

Diliretik ilaclarin Klinik Kullanimi

En vyaygin kullanilis yerleri o6demli hastaliklarin ve

hipertansiyonun tedavisidir.

Odem, dokularda ve bazen serdz bosluklarda fazla miktarda
suyun toplanmasidir. Odemin énemli bir nedeni, basta sodyum olmak
uzere, elektrolitlerin bobreklerden yeterli derecede itrah edilememesidir.
Konjestif kalp yetmezligine bagl édemlerde kardiyotonik glikozidler, ddemi
tek baslarina ortadan kaldirabilirler. Terapotik etkinliklerini artirmak igin
¢ogu zaman bir diuretikle birlikte kullanilirlar. Akut akciger 6deminde,
intraven6z yoldan etkisi guglu ve gabuk baglayan furosemid veya etakrinik
asit verilir. Konjestif kalp yetmezliginde akut dénem diginda kivrim
diuretikleri ile tedavi tavsiye edilmez. Konjestif kalp yetmezliginde
potasyum kaybina neden olan diuretikleri kullanirken, kardiyotonik
glikozidlerle tedavi edilen hastalarda bu durumun, kendini tehlikeli
aritmilerle gosteren akut dijital intoksikasyonunu tesvik ettigi daima hatirda
tutulmalidir. Akut glomerulonefritte ditretiklerin indikasyonlari yoktur, su ve
elektrolit kontrolli yapilir. Nefrozlardaki édemlerde daha ziyade kanda

protein duzeyini yukseltecek ve onkotik basinci artiracak oOnlemlere
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basvurulur.  Karbonik  Anhidraz inhibitorii  didretikler, karaciger
hastaliklarinda gorulen édem ve aside kargi kontrendikedirler. Karaciger
ve bobrek fonksiyonu bozuk hastalarda dilretiklerin kullaniimasi

gerektiginde, uygulamanin intermitent bir sekilde yapiimasi uygun olur®.
- Bir veya iki gun diuretik verildikten sonra 2-3 gun ilag kesilir.
- Diger bir tedavi duzeni ilacin glnagiri verilmesidir.

- Odemli durumlarin hemen hepsinde dilretik tedavisi ile

birlikte hastanin guinliik tuz alimi azaltiimahdir (diisiik sodyum diyeti)®°.

Diiiretik ilaclarin Farmakokinetigi

Tablo 2'de diuretik ilaglarin oral biyoyararlanimlari ve

eliminasyon yari dmdarleri verilmistir.

Tablo 2; Diiretik ilaclarin Farmakokinetikleri

Ditiretik Oral Biyoyararlamm {%) ELIMINASYON YARI OMRU (saat)
NORMAL  KBY" SiRDZ KEY™™
TIvazID GRUBL
Klortalicon 4 24-535 7 oy £
klorotiyazid =20-50 1.5 ¥ 7 ¢
Hidrok lorotiyazid E5-75 2.5 Artrnig ? ?
indzpamid EE] 1525 7 ) Z
Triklormetivazid 4 1-4 5-10 7 3
Folitiyazid F 26 7 7 ]
LOOF DIDRETIKLER
Furosemid 10-100 1.5-2 2.8 2.5 2.7
Burratarid 0-100 1 L6 2.3 1.3
Torsamid £0-100 -4 4-5 g 3]
POTASYLIM TUTUCL AJANLAR,
Spironolkskion Celigkili 1.5 Defigmez  Deligmez 7
Triamt=ran &0 25 Lizarmig Ceqismez T4
Amilorid Celigkili 17-20 oo Degigmes %

*EBY: Kronik bobrak yetarsizlig
FHEENY Konjestif kalp vetersizligi
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Tiazidlerin ¢ogu mide-barsak kanalindan %50-65 oraninda

absorbe edilirler.
Absorbsiyon orani bireyler arasinda degdiskenlik gosterir.

Absorbsiyon orani  hidroflumetiazid ile en az %50,
bendroflumetiazid ile yaklasik %100 ve klortalidon ile %65tir.

Bazi tiazidlerin eliminasyonu, fazla degismeden
bobreklerden proksimal tubudllerden salgilanmak suretiyle

olur®.
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2.2 VALSARTAN IiLE iLGILi GENEL BILGILER
2.2.1 Kimyasal Ozellikleri
Valsartan; beyaz renkli bir tozdur®.

Kimyasal okunusu: N-[p-(0-1H-tetrazol-5-ilfenil)benzil]-N-
valeril-L-valin; (S)-N-(1-karboksi-2-metilprop-1-il)-N-pentanoil-N-[2'-(1H-

tetrazol-5-il)-bifenil-4-ilmetillamin
Kapali Formuli: C24H29N503

CAS No: 137862-53-4

Sekil 10; Valsartanin Kimyasal Yapisi
2.2.2 Fiziksel Ozellikleri
Molekil Agirhg: : 435.52 g®°.

Erime derecesi 116 -117°C’dir. Etanol ve metanolde cok

¢OzUnir. Suda az ¢ozunir®®.
2.2.3Valsartanin Antihipertansif ilaglardaki Yeri ve Onemi

Etki mekanizmalari Anjiyotensin-ll Tip 1 reseptor blokajidir.

Etkileri ilag baslandiktan 1 hafta-10 gun kadar sonra baglar. Maksimum
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antihipertansif - afterload dusurtct etkilerinin gorulmesi igcin 4 hafta

gerekebilir®®.

Valsartan, oral yolla alindigi zaman aktif olan, spesifik bir
anjiotensin Il reseptdr antagonistidir. Ozellikle AT1 reseptdr alt tipi
uzerinde segici bir etki gosterir. AT1 reseptorunde higbir kismi agonist
etkisi olmayan valsartanin bu reseptdre olan afinitesi, ATIl reseptorine
olan etkisinin yaklasik 20 000 katidir. Valsartan, ayni zamanda kininaz Il
adiyla da bilinen, AT1'i anjiotensin IlI'ye donUstiren ve bradikinini
parcalayan bir enzim olan “Anjiotensin Donusturticu Enzimi” inhibe etmez.
Valsartan, diger hormon reseptorlerine veya kardiyovaskuler duzenlemede
onemli olduklari bilinen iyon kanallarina baglanmaz ya da onlari bloke
etmez. Hipertansiyon hastalarina valsartan verilmesi sonucunda, nabiz

sayisi degismez ve kan basinci azalir®’.

Valsartan oOzellikle miyokardiyal enfeksiyon sonrasinda
oldukga etkili bir ilagtir. YUksek riskli hipertansiyon hastalari igin kalbi

koruyucu etkisi vardir®.

Valsartan plasebo kargisinda morbidite ve mortalite olarak

énemli dlglide azalma gdstermektedir®.

2.2.4 Elde edilisi
CO,H
OMe o "BuC(OIN—
MeO ! Pr
Pd/Cu G
p—
HO.C + Br

baz == M,N
o WA e d
NC N-~p

H wvalsartan

Sekil 11; Valsartanin Elde Edilis Semasi
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Antihipertansif ila¢ olan valsartanin sentezi Zhongguo Yiyao
Gongye Zazhi tarafindan 2001 de yapilmistir. DMF’de L-valin benzil ester
p-toluensulfonat ile 4'-bromometil-2-siyanobifenil’in  sUbstitlsyonu ile

baslamistir®.

Bakir(ll) oksit, 1,10-fenantrolin, ve palladyum(ll) bromar, 2-
siyanokarboksilik asitle 1-bromo (4-dimetoksimetil) benzen’in %80 verimle
ve 4-bromotoluen’in %71 verimle reaksiyona sokulmasiyla meydana

gelmistir’’. Valsartanin elde edilis semasi Sekil 11°de gdsterilmistir.
2.2.5 Farmakokinetik Ozellikleri

Hastalarin ¢ogunda antihipertansif etki, bir tek oral dozun
alinmasindan sonraki 2 saat icerisinde baslar ve 4-6 saat igerisinde en
yuksek diuzeye ulasir. Antihipertansif etki dozun verilmesinden sonra 24
saat boyunca devam eder. Tekrarlanan dozlar kullanildigi zaman,
maksimal kan basinci azalmasi, hangi doz kullanilirsa kullanilsin genellikle
2-4 hafta igerisinde elde edilir ve uzun sureli tedavi sirasinda ayni sekilde
devam eder. Valsartanin hidroklorotiazit ile birlikte kullaniimasi, kan

basincinda énemli bir azalma saglar’.

Agizdan alinan valsartan hizla emilir, ancak emilen miktar

¢ok degisik olabilir.

Valsartanin farmakokinetigi, test edilen doz araliginda
lineerdir. Tekrarlanan kullanimda valsartanin farmakokinetiginde degisiklik
olmaz ve gunde tek doz alindiginda, pek az birikime neden olur.
Erkeklerdeki ve kadinlardaki plazma konsantrasyonlarinin benzer oldugu

g6zlenmistir.

Valsartan, baglica serum albumini olmak Uzere serum
proteinlerine ylksek oranda (%94-97) baglanir. Kararli durumdaki dagilim

hacmi dusuktur (yaklasik 17 litre). Plazma klirensi, karacigerden gecen
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kan miktari (saatte yaklagik 30 litre) gbz onunde tutuldugunda nispeten
yavastir (saatte yaklasik 2 litre). Emilen valsartan dozunun %70’i digki,
%30'u idrarla degisiklige ugramamis sekilde vacuttan atilir. Plazmadaki
maksimal valsartan konsantrasyonlari, dozdan 2-4 saat sonra elde edilir.
Besinler valsartan egri altinda kalan alan (AUC) degerini %40, maksimal
plazma konsantrasyonunu (Cmax) %50 oraninda azaltir. Klinikte kullanilan
doz sinirlart arasinda kalinmasi kosuluyla valsartanin AUC ve Cmax

degerleri, doz arttikga lineer artis gosterir.

Tekrarlanan dozlar, valsartanin plazmada onemli Olgude

birikmesine neden olmaz’?.
2.2.6 Farmakolojik Ozellikleri

Valsartanin kimyasal yapisi diger anjiyotensin reseptor
antagonistlerinden irbesartan, kandesartan ve losartanla
kargilastinldiginda benzerlik ve farklliklari vardir. Valsartan yarigsmasiz
anjiyotensin | antagonizmasi gosterir. Valsartan oral olarak alindiktan
sonra gabuk absorbe olur ve 2 saatte maksimal plazma konsantrasyonuna
ulasir ve %20 biyoyararlanim gosterir. Proteine baglanma orani 6zellikle
albumine olmak Uzere %94-97'dir. Valsartan genelde degismeden veya
%10 oraninda degiserek atilir. Bu eliminasyon hastalarda %5-7 saatte
olmaktadir. Sitokrom P450 ile metabolize olur. GUnlik alimlardan sonra

birikimi azdir. Karaciger hastalarinda dozajlarda diizenleme yapiimaldir’®.
2.2.7 Klinik Kullanimi

Valsartan esansiyel hipertansiyonlu hastalarda sol ventrikdl

hipertrofisini geriletmektedir™.

Kalp yetersizligi ve/veya sol ventrikil disfonksiyonu olan,

miyokard infarktusu (Ml) gegirmis hastalarda:
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Valsartan:
-Oliim riskini azaltmada,

-Kardiyovaskuler (CV) olim veya nonfatal Ml veya kalp
yetersizliginden hastaneye yatisg riskini azaltmada en az kanitlanmig
kaptopril dozu kadar etkindir. Valsartan-kaptoprii kombinasyonu,
mortaliteyi azaltmada herhangi bir ek yarar getirmez (daha fazla yan etki

goriliir)™.
Klinik faydalari:

Bu hastalarda, valsartan en az bir ADE inhibitori kadar klinik

etkinlige sahiptir’®.
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2.3 HIDROKLOROTIAZIT iLE iLGILi GENEL BILGILER
2.3.1 Kimyasal Ozelligi

Hidroklorotiazit beyaz veya hemen hemen beyaz renkli,

kokusuz, kristalize tozdur.
Kapali formulu: : C7H8CIN304S2

CAS No: 58-93-5

o\\S Ve o\\S Ve
HoN" j@: NH
cl N

H

Sekil 12; Hidroklorotiazitin Kimyasal Yapisi

Kimyasal okunusu: 6-kloro-3,4-dihidro-7-sulfamoil-2H-1,2,4-
benzotiadiazin 1,1-dioksit; 6-kloro-7-sulfamil-3,4-dihidro-1,2,4-
benzotiadiazin 1,1-dioksit; 3,4-dihidroklorotiazit;

klorstilfonamitdihidrobenzotiadiazin dioksit; klorostiltiadil®®.
2.3.2 Fiziksel Ozellikleri
Molekdil agirhgi: 297,74 g/mol®®.

Suda az ¢ozunur. Sodyum hidroksit ¢ozeltisinde, n-butilamin
ve dimetilformamitte rahatca ¢dzindr. Metanolde ¢cok az c¢oézunur. Eter,

kloroform, seyreltik mineral asitlerde ¢éziinmez®*.
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2.3.3 Hidroklorotiazitin Antihipertansif ilaglardaki Yeri ve

Onemi

En sik  kullanilan  dilretiklerdir.  Agdiz  yolundan
kullanilabilmeleri, yaptiklari ditrezin hizli ve fazla olmamasi, vucuttaki
sodyumun fazlasini atmalari fakat agiri derecede sodyum ve su kaybina
neden olmamalari ve belirgin dehidratasyon yapmamalari, toksisitelerinin

dusuk olmasi ve antihipertansif etki de gostermeleri baslica Gstunlukleridir.

- Sulfonamit tlrevidirler ve yapisal olarak karbonik anhidraz
inhibitorlerine benzerler. Diuretik etkileri asetozolamitden daha gugludur.
Vicudun asit baz dengesini bozmazlar ve bozuklugundan da

etkilenmezler.

- Distal tubull etkilerler. Distal tubul hucrelerinin lGmen
tarafindaki Na’-ClI"  tasiyicisini inhibe ederek Na®, CI" ve suyun

reabsorbsiyonunu azaltirlar.

-K* salgilanmasini artirirlar; K* kaybi, nadiren tedaviyi

gerektirir.

-Ca*? reabsorbsiyonunu artirirlar. Kivrim diliretiklerde ise,

tersine Ca*? atilimi artar®.

Hidroklorotiazitin Ustunlikleri

-Agiz yolundan alinabilmeleri
-Yaptiklari dilrezin fazla olmamasi
-Toksisitelerinin dustk olmasi

-Antihipertansif etkisinin olmasi®.
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2.3.4 Elde edilisi

0,011 mol paraformaldehit ve 1000 mI'de 109,5 g hidrojen
klortr iceren 0,5 ml etil asetat solisyonu, 15 ml susuz dietilenglikol
dimetileter solisyonunun 2,9 g 5-kloro-2,4-distlfomoil-anilin karisimi 80-
90°C’ye getirilir ve bu sicaklikta 1 saat bekletilir. Sonu¢ karisim oda
sicakhigina getirilir ve dusik basing¢ altinda suyla seyreltilir ve kristalize
edilerek ayrilir. Urlin stizulir ve sudan rekristalize edilir. Erime derecesi
266-268°C ve verim de 1,4 g'dir’®.

0,84 g 1,1-dimetoksimetanin paraformaldehitle reaksiyonuyla

ayni bilesik elde edilir’®.
2.3.5 Farmakokinetik Ozellikleri

Hidroklorotiazitin gastrointestinal kanaldan absorpsiyonu
verildigi farmasoétik sekle ve verilen doza bagl olarak degiskenlik gosterir.
Sistemik biyoyararlanimi yaklasik %50-60’tir. Etkisi oral yolla verildikten 2
saat sonra baslar ve doruk etki dlizeyine 4 saatte ulasir. Toplam etki
suresi 6-12 saattir. Hidroklorotiazit plasentayi agsmasina ragmen kan-beyin
engelini asamaz. Anne sutune gegebilir. Hidroklorotiazit metabolize olmaz
ve esas olarak idrarla degismeden atilir; verilen dozun %61’'i 24 saatte

elimine olur®.
2.3.6 Farmakolojik Ozellikleri

Hidroklorotiazit bobreklerden metabolize olmadan elimine
olur. Oral olarak alinan ilacin %61’i degismeden 24 saat iginde atilir.
Eliminasyon yari émra 5,8-18,9 saat arasindadir. Kan-beyin bariyerini

gecmez ama plasentay! asar®®.
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2.3.7 Klinik Kullanimi

Hidroklorotiazitin klinik kullanimi hakkinda detayli bir bilgi
yoktur. Tiazit grubu diuretikler gibi kullanilir. Klinik kullanimlari sayfa 33’'de

didretik ilaglarin klinik kullanimlari alt bashgi iginde anlatiimigtir.

2.4 Valsartan-Hidroklorotiazit Kombine Tedavisinin

Hipertansiyon Tedavisindeki Onemi

Tek ilag ile kontrol edilemeyen hastalarda c¢esitli
kombinasyonlar kullanilir. En ¢ok tercih edilen kombinasyon segenekleri

asagidadir:

Beta bloker + diuretik

ADEI + diretik

ATII reseptor antagonisti + diuretik
ADEI + ATII reseptdr antagonisti
Kalsiyum antagonisti + ADEI

Bazi hasta guruplarinda uglu kombinasyonlar kullanilir.
Diuretik + [ bloker + vazodilatator veya kalsiyum
antagonisti
Diuretik +ADEI + kalsiyum antagonisti veya sempatolitik
ilaclar.
Kalsiyum antagonisti + ADE inhibitori + sempatolitik veya
B bloker’”.

Hipertansiyonda kan basinci kontrolU igin, genellikle birden
fazla ila¢ kullanmak gerekir. Tedaviye tek ya da birden fazla ilagla baglama
kararini verirken kan basincinin dizeyi, eslik eden risk faktorleri ve hedef
organ hasarinin olup olmadigi gibi faktorler dikkate alinmalidir. Daha
sonra tedaviye alinan yanita gore ilag dozlari ya da ilaglar degistirilir, ek
ilaglar kullanilir. JNC VII (The Seventh Report of The Joint National
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Committee) klavuzunun Onerisi, baglangigtaki kan basinci duzeyi, hedef
kan basincina gore sistolik 20 mmHg, diyastolik 10 mmHg ya da bunun
Uzerinde bir degerde ise kombinasyon tedavisiyle baslanmasi yonindedir.
Buna gore, diyabeti ya da boébrek hastaligi olanlarda 150/90 mmHg,
olmayanlarda ise 160/100 mmHg ya da Uuzerindeki kan basinci

degerlerinde kombinasyon tedavisini diistinmek uygun olacaktir®.

Kombinasyon tedavisinin prensipleri ag ile balik avlamaya

benzetilebilir’®,

*Ag genis bir alana atilmaktadir. Tedavinin bagari sansi daha

yuksektir.

*AQI fark etmeden daha fazla balik aga takilir. Yan etkiler

daha azdr.
* Ag daha gucludur.

*Ag beklenenden daha fazla balik yakalar. Farkl ilag
gruplarinin birbirlerini tamamlayan ve her birine bagli advers etkileri

notralize eden ozellikleri vardir.

*Ag farkli tirlerden balik yakalar. Farkh ilaclar spesifik hedef

organlar Uzerinde birbirini tamamlayan etkilere sahiptir.

*Fakat daha fazla, her zaman daha iyi demek dedgildir. Birgcok
yirtik ag kullaniirsa balik kagar. Hasta uyumu zorlagir. Kombinasyon

tedavisinde birbirine uygun ilaclarin secimi cok énemlidir’®.

1996 vyilinda Dinya Saghk Orgiti (WHO) tarafindan
yayinlanan “Hipertansiyonun Kontroll Raporunda” hastalarin %50’sinden
fazlasinda iki veya daha fazla ilag ile yapilacak kombinasyon tedavisine

gereksinim oldugu bildirilmistir’®.
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8 ay ile 3 yil sUreyle yapilan ginde 1 kez 160 mg /12,5 mg ve
320mg /25 mg valsartan-hidroklorotiazit igeren kombine ila¢ verilen
hipertansiyonlu hastalarda yapilan c¢alismalar goére kan basincini
monoterapiye gore daha etkili bir dugus oldugu gosterilmistir. Yapilan bu
calismada sonug¢ olarak valsartan-hidroklorotiazit kombinasyonu
hipertansiyon kardiyovaskuler morbidite ve mortalitenin ilerlemesi

sinirlamak acisindan oldukga etkilidir®°.

Gunde tek doz verilen cift kor paralel-randomize calismada
160 mg valsartan - 12,5 mg hidroklorotiazit ve 160 mg valsartan — 25 mg
hidroklorotiazit kombinasyonuna karsi 160 mg valsartan monoterapisi
kontrol edilmistir. Sonu¢ olarak 4 hafta kontrol edilmis hipertansiyonlu
hastalarda valsartan-hidroklorotiazit kombinasyonunun daha etkin ve
tolere edilebilir oldugu gosterilmistir. Ayrica 65 yas ustu hastalarda
valsatan-hidroklorotiazit (160-25)'nin %70 daha verimli oldugu

bulunmustur®”.

Son antihipertansif tedavi tuzigine goére kombinasyon
terapileri tavsiye edilir. Ornegin 10 mg amlodipinle yapilan monoterapiye
gore 160/25 mg valsartan-hidroklorotiazit kombine tedavisi daha etkilidir.
Kardiyovaskuler risk faktoru tasiyan veya buna eslik eden saglik sorunu
olan hipertansiyonlu hastalarda 10 mg amlodipine karsi 160/25 veya
160/12,5 mg valsartan-hidroklorotiazitin damar sistemine daha yararl ve
daha disik oranla advers etkiyve sahip oldugu gdsterilmistir®.
Kardiyovaskuler risk faktorlerinden en yaygin olani hipertansiyondur. Satis
sonrasi kesin tani konmus hipertansiyonlu hastalarda yapilan ¢aligmalarda
160/25 mg valsartan-hidroklorotiazitle yapilan kombine terapinin
tolerebilitesi ve etkinligi arastirlmigtir. Sonug¢ olarak 160/25 mg valsartan-
hidroklorotiazitin yuksek derecede etkin ve uygun guvenli bir profil ¢izdigi

gorilmistir®.
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2.5 Valsartan-Hidroklorotiazit Miktar Tayini ile ilgili

Caligsmalar

2000 yilinda yapilan bir galismada tabletlerdeki valsartan ve
hidroklorotiazitin miktar tayinlerini 5-10 pg/ml valsartan icin ve 0,5-2,0
ug/ml  hidroklorotiazit icin  kullanilan g¢alisma araliklarinda Yuksek
Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC) yontemi ile yapmislardir. Bu
analizde ters faz Hypersil ODS kolonu ve asetonitril-asetat tamponu (0,1
M, pH 4,9) (40:60) karisimini hareketli faz olarak kullanmislardir®*.

2001 yihnda yapilan bir cgalismada kombine valsartan-
hidroklorotiazit farmasotik dozaj formlari tanimlamada ilk olarak ultraviyole
spektrofotometresi ve HPLC kullaniimistir. Birinci tirev buyuklaga ve ilag
konsantrasyonu arasindaki iliskiye dayanarak valsartan-hidroklorotiazit igin
sirasiyla 270,6 ve 335 nm’de calsiimistir. Kalibrasyon egrisi
hidroklorotiazit igin 4.0-12.1 ug mli™" , valsartan icin 12.0-36.1 Mg mi™
araliginda lineerdir. HPLC c¢alismasi igin mobil fazi pH:3,2 0,02 M fosfat
tamponu:asetonitril (45:55) karisimi olan ters faz kolon kullaniimistir. Her
bir valsartan-hidroklorotiazit igeren ilaca karsi ayni konsantrasyonda
internal standart hazirlanmig ve valsartan-hidroklorotiazit i¢in sirasiyla
0,06-1,8 ve 0,07-0,5 pg ml 1 arahdinda lineer oldugu bulunmustur. Bu

yéntem bu ilaglar icin oldukca iyi bir cevap vermistir®.

2002 yihinda yapilan bir ¢alismada telmisartan, irbesartan,
losartan, valsartan ve eprosartan igin kapiler elekroforez yontemi
gelistirmiglerdir. Yontemde %5’lik metanol ile 5 mM potasyum dihidrojen
fosfat, borik asitle 25:75 (h/h) (pH=5.0) oraninda karistirip kullaniimistir.

2002 yilinda yapilan bir calismada losartan, telmisartan,
eprosartan, valsartan, irbesartan ve kandesartan icin kapiller zon
elektroforez  yontemiyle validasyon ve optimizasyon islemlerini
uygulamiglardir. Yontemde 60 mM sodyum fosfat tamponu (pH=2,0)

kullanmislardir®®.
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2003 yihinda yapilan bir galismada elektroforetik zon (CZE)
ve miseller elektrokinetik kapiller kromatografik sistemde (MEKC)
uygunlugu arastiriimigtir. Bu da es zamanl hidroklorotiazit ve anjiyotensin
Il reseptdr antagonistlerini (kandesartan, eprosartan mesilat, irbesartan,
losartan potasyum, telmisartan ve valsartan) tayin etmede kullaniimigtir.
CZE ve MEKC metotlari  Hidroklorotiazit/ARA-II'nin  kimyasal
formulasyonlarini miktar ve kalite bakimindan karar vermekte kullanilan
uygun bir metottur. ARA-II'ye bagli olarak bu kombinasyonda bu iki
metodun en az biri kullanilabilir. Bu iki metodun dogrulugu, dogrusalligi,

tekrarlanabilirligi valide edilmistir®’.

2005 yihnda yapilan bir calismada insan plazmasi ve
idrarinda  anjiotensin Il reseptdér antagonistlerinin  katt  faz
mikroekstraksiyonu icin bir polimonolitik kapiler (metakrilik asit-etilen glikol
dimetakrilat, MAA-EGDMA) kullanmiglardir. HPLC yontemi floresans
dedeksiyon ile kandesartan, losartan, irbesartan, valsartan, telmisartan
miktar tayinlerine uygulanmigtir. Bu bilegikler igin yakalama siniri sirasiyla
insan plazmasinda ve idrarda 0,1-15,3 ng/mL ve 0,1-15,2 ng/mL olarak
bulunmustur. Yontemin uygulamasinda dogrusal derisim ¢alisma araligi
telmisartan icin 0,5-200 ng/mL, kandesartan ve irbesartan igin 0,005-2
Mg/ml, valsartan icin 0,01-2 ug/ml ve losartan igin 0,05-5 pg/ml olarak

verilmigtir®.

2006 vyilinda vyapilan bir calismada kapiler elektroforez
yontemini insan idrarlarindaki antiotensin Il reseptor antagonistlerin
kantitatif tayinleri igin kullanmisglardir. Bu ydéntemde polimonolitik kapiler
kolon kullanmiglardir. Yontemde dogrusal c¢alisma arahigini 0,08-3,00

ng/ml, alt tayin sinirini ise 0,015-0,020 pg/ml olarak belirlemislerdir®®.

2007 yilinda yapilan bir calismada ise insan plazmasindaki
valsartan-hidroklorotiazitin ayni anda kantitatif tayinini hizli ve duyarh bir

sekilde yapan LC-MS/MS yéntemi gelistirilmis ve valide edilmistir®.
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2.6 UYGULANAN YONTEMLERLE IiLGIiLIi GENEL
BILGILER

2.6.1 Kromatografi ile ilgili Genel Bilgiler

Kromatografi birbirine fiziksel ve kimyasal &zellikleri
bakimindan benzeyen maddelerin, karigimlarin, birbirinden ayriimasini,
taninmasini ve tayinini saglayan, birgok yontemi kapsayan ydntemlerin
genel adidir®'. Yiizlerce maddenin karisimi bile kromatografi yéntemiyle
analiz edilebilir. Kromatografi terimi ilk olarak Mikhail Tswett tarafindan
1906 yilinda kullaniimigtir. Daha sonralari analitik galismalarin birgogunda
kromatografi yer almigtir. Modern gaz ve sivi kromatografisinin temellerini
ise AJ.P. Martin ve R.L.M. Synge (1941), buhar hareketli fazin sivi

hareketli faz kadar etkili kullanilabilecegini gdstererek atmislardir’.

Kromatografik ayirmada érnek, gaz, sivi veya super kritik bir
akiskan olan hareketli faz ile sistemde tasinir. Hareketli faz kati bir
yuzeyde ya da kolonda sabitlestiriimis hareketli faz ile karismayan bir sabit
faz igerisinden gegirilir. Bu iki fazin sec¢imi, érnek bilesenlerinin hareketli ve
sabit fazlarda farkli oranlarda dagiimasini 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, dagihmina baghdir. Bunlar
¢OzUnurllk, elektron cifti alici-verici etkilesimler, iyonik etkilesimler ve

hidrojen bagi olusumu gibi olaylardir &°.

Hollandali kimya mihendisi Van Deemter kendi adini tagiyan
ve kromatografik kolondaki ayirma olaylarini matematiksel olarak

tanimlayan bir esitlik bulmustur .
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H=A+B/u+C
Esitlik 1.1'de;

H: Tabaka ytksekligi(cm)

A: Coklu akis yollari ve Eddy difuzyonu
B: Boyuna difuzyon

C: Fazlar arasindaki kutle aktarimi,

U: Cizgisel hiz

Karigimda bulunan maddelerin kolon boyunca ayriimasi ve

hareketli faz akis hiziyla kolondan ge¢gmesi Sekil 13’de gosterilmistir.

1 2 3
Karigim Ayrilma Ayrilma bitmistir,
kolona baslar. maddeler dedektore
yuklenir. ayri olarak gider.

Sekil 13; Kromatografik Ayirrmin Sematik Olarak Gdsterilmesi

Kromatografi sistemi iki ana grupta toplanir; hareketli fazin
gaz ya da sivi olmasina bagh olarak sivi, superkritik akiskan ve gaz
kromatografisidir. Kromatografik yontemler hareketli fazin gaz ya da sivi
olmasina, sabit fazin kati ya da sivi olmasina, kromatografik ayirimin

mekanizmasina ve ayirma teknigine gére isimlendirilirler®.
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2.6.1.1 Adsorpsiyon Kromatografisi

Adsorpsiyon; ¢6zunmis maddenin kati faz (zerinde
tutunmasidir. Desorbsiyon ise adsorbsiyonun tam tersidir. Bu kromatografi
cesidinde analiz edilen madde gaz halinde ise yontem gaz-kati, sivi halde
ise sivi-kati kromatografisidir. Adsorbsiyon 06zelligi gosteren maddelere
adsorban denir ve burada tutunma ylUzeyseldir. Adsorpsiyon sirasinda
¢b6zlcu icinde maddeler adsorbe ya da desorbe olabilir. Adsorbsiyon ve
desorbsiyon hizlarinin farki toplam adsorbsiyon olarak tanimlanir.
Adsorbsiyon ve desorbsiyon hizlari birbirine esit ise denge halindedir ve
bu durumda madde kolonda sabit hizla ilerler. Sabit faz ile hareketli faz

arasindaki bir A ¢dziineni icin kiitle aktarimi su sekilde ifade edilebilir®.

Anareketli faz <> Asabit faz

Cozunen maddenin adsorbsiyon katsayisi veya dagiima
katsayisi K; maddenin adsorbandaki molar derisiminin (C1), maddenin

hareketli fazdaki derigimine (Cz) orani ile tanimlanir.

K degerinin buyuk olmasinin anlami, karisim icindeki
maddenin adsorban tarafindan daha iyi tutundugunu, karigim halinde olan
K degeri daha dusuk maddelere gore daha yavas ilerledigini gosterir. K
degerinin kig¢uk olmasi ise maddenin hareketli faza daha fazla ilgi

duydugunu géstermektedir®.
2.6.1.2 iyon Cifti Kromatografisi

Bu yontemde dagima kromatografisiyle ayrilmayan
molekillerin ayrilmasi saglanir. iyon-cifti olusturma kromatografisinde

iyonlasabilen ve iyonik molekiillere, hareketli faza eklenen uygun bir karsi
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iyon ile iyon cifti olusturularak lipofilik karakter kazandirilir ve sabit faza

olan ilgi artar.

lyon ifti olusturulan maddeler pik kuyruklamasini
engellemeyi ve pik keskinligini arttirmayi sabit faz Uzerindeki artik silanol
gruplarini orterek saglarlar. Genelde iyon c¢ifti maddesi olarak; tersiyer

aminler, kuaterner aminler, alkil stlfonik asitler, alkil stlfonatlar kullanihr®.
2.6.1.3 lyon Degistirme Kromatografisi

lyon degistirme kromatografisi tipki iyon-cifti kromatografisi
gibi iyonik ya da iyonlasabilen maddelerin ayriimasinda yararlanilan bir
tekniktir. Bu kromatografide belirli pH de@erlerinde iyon veya iyonik yapi
verebilen molekuller (organik baz ya da organik asitler) ya da iyonik
yapilar (K*, Na*, SO4?) ayrilir. Sabit faz ile ayrilacak madde arasinda
iyonik bag ne kadar kuvvetli ise o kadar gug¢li bir alikonma saglanir. Sulu
tuz ¢ozeltileri ve az miktarda alkol iceren polar hareketli faz gozeltileri ile

asitik ya da bazik gruplar baglanmig sabit fazlar kullanilmaktadir.

Ayirm pKjya vyani analizi yapilacak maddenin iyonik
yapisina baglidir. Maddenin adsorblanmasindan sonra desorbsiyon
hareketli fazin pH degerinin ya da hareketli fazdaki tuz g¢o6zeltinin
bilesiminin  degistiriimesiyle  saglanir.  Peptitlerin ve  proteinlerin

ayrilmasinda kullanilan bir ydntemdir(®%:92-95.97.98)
2.6.1.4 Boyut Eleme Kromatografisi

Eleme kromatografisiyle ayirimda molekulin buyuklugu
onem tasir. Molekulun buyukliagu hakkinda da bilgi edinilebilir. Coztcunun
viskozitesi ¢alisma sicakliginda dusik olmalidir ve segilen hareketli fazin
organik bilesiminin analiz edilecek 6rnegdi iyi dagitmasi gerekir. Cozlcu
piki ise karisimdaki maddelerden sonra gelir. Cogunlukla Ug¢ cesit jel

kullaniimaktadir; aerojeller, zerojeller ve zerojel-aerojeller®* ).
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2.6.1.5 Dagilma Kromatografisi

Dagilma kromatografisi sivi-sivi kromatografisi olarak da
bilinir ve temelinde birbiri ile karismayan iki sivi faz arasinda maddelerin
dagilmasi ilkesi yatar. Sabit faz kati ylizey lUzerinde kolon dolgu maddesi
Uzerine tutturulmus ince bir sivi film tabakasiyken, diger sivi hareketli
fazdir. Karisimdaki maddelerin sabit faz igerisinde kismen c¢oézunmesi
gerceklesir. Burada maddelerin sabit fazdaki ¢ozunurlukleri fazla, hareketli
faz igerisindeki ¢ozundrlUkleri ise az olmalidir. Yoksa maddelerin ayrimi

gerceklesmez ve hareketli faz ile beraber atilirlar.

Sabit faz ile hareketli faz farkli polariteye sahip olduklarinda
ornek molekdlleri de farkli ¢dzunurlUklere sahip olabilmektedirler. Bu iki
fazin polarite farklihgina goére dagilma kromatografisi iki kisimda
incelenebilir; bunlar ters-faz sivi kromatografisi ve normal-faz sivi

kromatografisidir 1%,

Ters-Faz Sivi Kromatografisi

Ters-faz sivi kromatografisinde hareketli faz sabit faza goére
daha fazla polardir. En c¢ok kullanilan kimyasal olarak baglanmis
fonksiyonel grup tagiyan sabit fazlardan biri ODS (18 karbon atomu
zincirinden olusan oktadesilsilan)’dir. Bunun yani sira fonksiyonel grup
olarak daha kisa zincirli (Cg, C, gibi), fenil ve siyano (CN) baglanan sabit

fazlar da kullanilir.

Ters-faz sivi kromatografisinde hareketli faz bilegeninin bir
parcasl olan tampon c¢ozeltiler cok dnemlidir. Bu ¢ozeltileri hazirlarken
suyun oldukga saf olmasi gerekir. Diger 6nemli hareketli faz bilesenleri ise,

suyla karisabilen organik ¢ozuculerdir.

Ters-faz sivi kromatografisinde genellikle apolar maddelerin

ayrimi  gercgeklestirilir. Uzun zincirli sabit fazlar (C4g) daha apolar
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maddelerin, kisa zincirli sabit fazlar (Cs C,) ise daha polar maddelerin
ayrilmasinda kullanilir. Buna goére polar maddeler uzun alkil zincirli sabit
fazlarda daha az tutunurken, apolar maddelerde kisa zincirli sabit fazlarda

daha az tutunurlar ©%%7,

Normal-faz Sivi Kromatografisi

Normal-faz sivi kromatografisinde hareketli faz polaritesi
sabit faz polaritesinden daha dusuktlr. Polar sabit fazlar kullanilir.
Hareketli faz igerisinde genelde metilen klorur, dietil eter, kloroform veya
hekzan gibi polaritesi dusuk ¢ozuculer bulunmaktadir. En ¢ok kullanilan
sabit fazlar ise; silka ve aliminadir. Ters ve normal-faz sivi

kromatografilerinin farkliliklari Tablo 3'de verilmistir (90:92:93.95-97)

Tablo 3; Ters ve Normal Faz Sivi Kromatografilerinin Karsilastiriimasi

Ters-Faz Normal-Faz
Kromatografi Kromatografi
Sabit faz polaritesi -Dusik -Ylksek
Coziicli polaritesi -Ortadan yuksege | -Dusukten ortaya
Ornek ayrilma zamani -Polar olanlar 6nce | -Dusuk polarlar dnce
Cozucu polarite artisinin | -Ayrilma zamanini | -Ayrilma zamanini
etkisi artirir azaltir

ilaglar genellikle apolar yapida olduklari icin ters-faz sivi
kromatografisi, normal-faz sivi kromatografisine gore daha c¢ok tercih
edilir. Bunun yani sira kromatografik ayrimda s6z konusu olan karigimdaki
maddelerin sabit faz igerisinde kismen ¢ézunmesi olayinin etkisi, hareketli
faz icerisine konulan cozlculerin ucuz olmasi, sulu tampon c¢ozeltilerin
oraninin yuksek tutulmasi, uygulamanin ve sistem kontrolinun daha kolay

olmasi gibi sebeplerden dolayi ters-faz sivi kromatografisi tercih edilir.

Ters ve normal-faz sivi kromatografide kullanilan sabit ve

hareketli fazlar Tablo 4’de verilmigtir.
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Tablo 4; Ters ve Normal

Kullanilan Sabit ve Hareketli Fazlar

Faz Sivi Kromatografisinde

Sabit faz

Hareketli Faz

Normal-Faz Sivi Kromatografisi

B, B -oksidipropionitril

1,2,3,-Tris(2-
siyanoetoksi)propan
(Fraktonitril)

Pentan, siklopentan,
hekzan, izooktan, %10-
20(v/v) kroroform, tetra
hidro furan, asetonitril,
dioksan

Dimetilsulfoksit

izooktan

Su-etilen glikol Hekzan, karbontetrakloriir
Etilendiamin Hekzan
Su Butanol
Nitrometan Hekzan, karbontetraklorur

Ters-Faz Sivi Kromatografisi

Hidrokarbonlar

Metanol-Su

Dimetilpolisiloksan

Asetonitril-Su

ODS Asetonitril/ Metanol/Su
CN Asetonitril/ Metanol/Su
Fenil Asetonitril/ Metanol/Su
C, Asetonitril/ Metanol/Su
NH- Asetonitril/ Metanol/Su
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2.6.1.6 Ultra Performans Sivi Kromatografisi

HPLC dlnya capinda birgok laboratuvarda 30 yili agkin
suredir kullanilan ve ispatlanmig bir ydontemdir. Bu teknigi gelistiren 6ncu
kullanimlardan biri de paketleme materyali olarak iyi, etkili bir ayirim
saglamasidir. Ultra performans likit kromatografisi gelisim prensibi Van
Deemter denklemiyle yonetilmistir. Bu denklem lineer hiz (flow rate ) ve
plate agirhigi (HEPT veya kolon etkinligi) arasindaki iligkiyi tanimlar.
Bunlarin bir varyasyonu olan zerre 6lgusu kullanilir, giinkit Deemter egrisi

bunun kromatografik performansini arastirmakta kullanilir.

Van Deemter denklemine gore, zerre Olgusi 2.5 pm
azaldiginda sadece etkinlige onemli bir katkida bulunur fakat bu etkinlik
akis hizinin veya lineer hizin azalmasini saglamaz. Kigluk zerreciklerin
kullaniimasiyla, hiz ve zirve noktasi yeni limitlere genigletilmesiyle olusan
bu sistem ultra performans likit kromatografisi olarak adlandiriimigtir. Bu
teknoloji  kolonlari kuguk zerrelerle paketlemede ayirici olarak galisan
kromatografik prensiplerin tim avantajini yuksek hizla, yuksek dalga

orani ve/veya super resolusyon ve hassaslikla birlikte almistir.

Alet teknolojisi, artan hizla guglu resolusyon ve kuguk
zerreciklerin hassaslik avantajlari alinmigtir. Standart HPLC teknolojisi 2
Mm parcaciklarinin  tamamen avantajini alma kapasitesine sahip
degildirler. Tamamen yeni bir sisteme gereksinim duyulmaktadir. Bu
sistem solvente ileri bir teknoloji de basit yonetim, oto 6rnekleme, dedektor
bilgi sistemine ihtiya¢ duyulmaktadir. Ultra performans likit kromatografisi
klguk sistemler igin butlinsel olarak tasarlanmistir ve hacmi yerlestirip
yayllmayr minimize etmek ic¢in kuguk zerre teknolojisinin tamamen

avantajini almistir.

Terimsel olarak, ultra performans likit kromatografisi bulma
oranindaki hassaslik, HPLC’ye oranla 2-3 zaman daha yuksektir. Bunun

nedeni olarak da ortaya c¢ikarma tekniginden bahsedilmektadir. MS
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dedeksiyonu ultra performans likit kromatografisi ile kuvvetlendirilerek,
diguk akinti oraninda kromatografik yayillmayr azaltarak zirve
yogunlasmayi artirmistir bununla beraber ylzey iyonizasyon etkinligini

hassaslik i¢in de gelistirmigstir.

Ultra performans likit kromatografisi sistemi ¢ift solvent
yoneticisi, numune yoneticisi (kolon 1sitici dahil), dedektor, istege bagli
numune duzenleyicisinden olusur. Cift solvent yoneticisi iki seri halinde
akinti pompasi gibi kullanilir.  Bunun nedeni de yuksek basing¢ altinda
paralel ¢ift meyilli karisik sisteme iletebilmektir. Solvent secici subaplar
birden dorde kadar solvent segiminde bulunabilirler. 2 ym zerrelerinden
tam yararlanabilmek icin burada yaklasik 15000 psi (bu da 1000 bar
civarinda bir basinca denk gelmektedir) gereklidir. Numune ydneticisi bir
cok teknolojik gelismeyle de iligkilendirilebilir. Baski yardimci 6rnek bilgileri
kullanilarak enjeksiyon evresinde yayilimanin artmasi engellenebilir ve
basing tanimlari kendi denetlik ve teshis acgisindan kolaylik saglamig
olurlar. Enjeksiyon dongusu yikama olmadan 25 saniye ve ikili yikama ile
de 60 saniye azalma olur. Numune yoneticisi kolon isiticisinda kontrol
etmektedir. Bir bagka yonlUyle de dedektdor yeni elektronik dalga
frekanslarini kullanarak ethernet iletisimi saglar ve bu ultra performans likit
kromatografisi icin ¢ok blyuk énem tasimaktadir. E§er uygun HPLC akinti
hicreleri kullanilirsa bu ultra performans likit kromatografisi hassasligini
saglayacaktir. Dedektor dalga gosterici 1sik hicrelerinden olusur ve bunu

optimal fibere dengelemeye calisir.

Ultra performans likit kromatografisinin yeniden ¢ézilmedeki
hiz bakimindan 6nemli artilari bulunmaktadir. Daha kisa zamanda yaptigi
resolusyonla birlikte numune hakkinda zarara ugramadan daha fazla

bilgiye ulasmamizi saglamaktadir.

Kisacasi, eger Urun hakkinda yeterli ya da ¢ok bilgiye sahip

olmak bize hem zaman kazandirir ve bugunun ilag sektoriunin en buyuk
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olmazsa olmazlarindandir. Ultra performans likit kromatografisi ila¢ bulma
basarisinin gelismesine de 6nemli katkida bulunmaktadir. Hassaslik ve
seciciligi kuvvetlendirerek, hizli cinsle ilgili meyil LC-MS baskin bir teknoloji
halini almis ve miktar ve kalite bakimindan analizlerin sayisinin artmasina
sebep olmustur. Fakat artan deneylere ve gesitlilige ragmen analiz edilen
maddelerin dogasi geregi bunlari talep edildikleri durumda tutmak gerekir.
Beklenmeyen reaksiyon ve toksinler bir an 6nce fark edilmelidir ¢lnku bu

hayli pahali bir iglemdir.

Sonug olarak; ultra performans likit kromatografisi 1,7 pm
zerreleri ile birlikte kullanilmakta ve butunsel olarak dizayn edilen sistem
cok fazla ilgi saglamakta ve ayni zamanda analiz suresini azaltmakta ve
analizin birgok pargasi igin duyarlihgr artirmaktadir. Bir ¢ok bilim adaminin
da kabul ettigi HPLC’nin ayrilmada bariyer olusturmasi bir baska deyisle
ayrilmay! yavaslatmasi bugunun ultra performans likit kromatografisi
teknigi ile kromatografik olarak genisletiimis ve yayllmistir. Ultra
performans likit kromatografisi kimya ve ilag sektorinde dretkenligi
artirmis ve Uretim icin daha fazla bilgi, her drin igin daha detayh bilgi,

daha fazla duyarlilik ve resoliisyon hizini artirmistir®®.

Ultra performans likit kromatografi sistemi bugunun en hizli
HPLC sisteminden 9 kat daha kisa slrede analiz yapar ve 2 ym altindaki
tanecikleri ayirabilir. Bugtn kullanilan herhangi bir HPLC sisteminden pik

kapasitesi ve resolusyonu 2 kat, hassasiyeti 3 kat daha iyidir.

HPLC’de oldugu gibi ultra performans likit kromatografisinde
de en 6nemli kisim kolonlardir. Bu kolonlar ters faz kolonlardir ve ultra
performans likit kromatografisinin hassasiyetini, hizini, resolisyonunu g6z
onunde bulundurarak hazirlanmis kolonlardir. Bu kolonlarin ileri dolgu
maddeleri hem organik (silika) hem inorganik (organosiloksan) olan ve

hibrit partikiillerin yeni 2. jenerasyonudur'®.
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Ultra performans likit kromatografisi kolonlari olarak HSS
(High Strength Silica) kolonlari, BEH (Bridged Ethyl Hybrid) kolonlari (C18
ve C8 kolonlar, shield RP18 kolonlari, Fenil kolonlar, Hilic kolonlar, 150

mm uzun kolonlar) kullaniimaktadir.

HSS kolonlari sadece %100 silika tanecikleri 15000 psi/1000

bar’a kadar ulagsmak niyeti ile test ve dizayn edilmistir.
BEH kolonlari:

C18 ve C8 kolonlari ultra performans likit kromatografisi
ayrilmasinda genis pH araligi saglayan universal kolonlar arasindan
secilerek dizayn edilmislerdir. Bunlar duguk pH stabilitesi ureten ve g¢ok
dusuk kolon kanama seviyesine sahip olan Ug¢ fonksiyonlu ligand dokulari
ile birlesmezken, 1,7 um ylksek pH stabilitesine sahip zerreciklerle
birleserek genis pH calisma araligi elde edilir. Shield RP18 kolonlar, BEH
C18 ve C8 kolonlarinin pargalari i¢in segicilik i¢cin dizayn edilmislerdir. Bu
secicilik ve polar buyimesinden alinan mukemmel zayif sekil, genis pH
araligi ve BEH zerreciklerinin ultra etkin yapisi ile birlestirildigi zaman ultra
performans likit kromatografisi icin gerekli ve énemli gelismeyi saglayan bir
aractir. Fenil kolonlar segiciligi, pH stabilitesini ve mukemmel zayif gsekli
tamamlayici olarak zekice dizayn edilmis kolonlardir. Bunlar fenil halkasi
ve silil fonksiyonel arasinda kullanilan G¢ fonksiyonlu C6 alkil tether
kolonlardir. Bu kolonlar ultra performans likit kromatografisine resollisyon
ve segicilikte yeni bir boyut kazandirmistir. Hilik kolonlar dayanikli 1,7 pym
BEH tanecikleri igerir. Bunlari korumak ve ayirimini saglamak amaciyla
dizayn edilmiglerdir. Bu kolonlar optimize edilerek etkin bir sekilde yeniden
uretilmek icin ultra performans likit kromatografisinde test edilmistir. Genis
pH araliginda dayanikhdir ve uzun émra vardir. 150 mm uzun kolonlar ise
daha saglam ayrilma ve kararhligin iletimesine ¢6zim olarak

Gretilmislerdir™’.
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En 6nemli 6zelligi kromatografik laboratuvarlarda izlenebilirlik
Ozelliginin olmasidir. Her bir ultra performans likit kromatografisi kolonu

sadece enjeksiyonlari kaydetmez ayrica basinci, sicakligi da kaydeder'®.

HPLC’den ultra performans likit kromatografisine metot
transferi olabilmektedir. Bagarili bir likit kromatografisi transferi i¢in arzu
edilen segciciligin korunmasi ya da artirilmasi ile mumkundiur. Bu metot
transferi icin dikkatli disinme ve konunun anahtar parametreleri hakkinda
genis bir bilgi duzeyine sahip olmak gereklidir. Bunlar kolon cesitliligi,

sistem hacmi, enjeksiyon hacmi, analitik molekiler agirhgi vb'™".
2.6.2 Analitik Metot Gelistirme ile ilgili Bilgiler

Yoéntem performansi esas olarak islemin kendi kalitesi ile
saptanir. Bir ydontemin saptanmasinda en énemli iki faktor secicicilik, geri

kazanim ve standardizasyondur'®.

Bir yontemin analitik geri kazanimi, bir analitik yontemin bir
analizdeki tim 6rnekler icin yanit olusturup olusturmadigini ifade eder'%.
Matriks ve saf ¢ozuclnin deney sonuglari bagil geri kazanimi; gergek geri

kazanim testlerinin sonuglari ise mutlak geri kazanimi gésterir'®.

Bir analitik metodun geligtirimesinde atilan ilk adim, ayni
veya benzer ekipmani kullanan var olan metot veya literatir arastirmasi
yapmaktir. Yeni veya ileri bir metodun gelistiriimesinde genellikle var olan
yaklasim; ekipmana, c¢alisilacak ©Ornede, hedeflere ve metodun
gerekliliklerine gore uygulanir. Metot gerekliliklerinin secgilmesi ve ne tur
ekipmanin neden secilecegine karar verilmesi metot gelistirmedeki ana
ilkelerdir. Bunun yaninda kolon, hareketli faz, dedektdr ve miktar tayini

yontemi de karar verilmesi gereken olgulardir.

Var olan metottan her zaman beklenen sonuclar

alinamayabilir. Var olan metotlar hatali olabilir veya guvenilirligi dusuk
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olabilir. Pahali, uzun zaman ve eneriji isteyen veya rutin kullanima uygun
olmayan metotlar olabildigi gibi s6z konusu orneklerde yeterli duyarhlik
veya Ornek seciciligi gdstermeyebilir. Analitik verilerin dogrulugunun ve
kesinliginin yeni ekipman ve tekniklerin ortaya c¢ikmasi ile artirilabileceqi
dusundldugunde kisacasi daha duyarli, hassas, kesin, tekrarlanabilirligin
yuksek oldugu, ekonomik ve kisa suren, uygulanabilirligi kolay ve

sorunsuz yeni metot gelistirme arayisi her zaman var olacaktir'®,

Gerekli ekipmanlar hazirlandiktan ve analitik parametreler
dusunuldukten sonra metodun gelistiriimesinde optimizasyon
saglanabilmesi i¢in standartlar kullaniimahdir. Duyarhlik dahil olmak uzere
ilk analitik sonuglar arastiriimali ve enjekte edilen miktara karsilik alinan
cevaplar Ol¢llmelidir. Bunlar teshis siniri, tayin siniri, kalibrasyon
noktalarinin  dogrusalligi, varsa c¢oklu dedektor oranlaridir. Metot
geligtirmenin yalnizca iyi saptanmis, Ozellikleri tanimlanmis ve safligi

bilinen analitik standartlar kullanilarak yapilmasi énemlidir'®.

ilk analiz sonuclarini elde etmek icin metot secicilik,
dogruluk, kesinlik, teghis ve tayin sinirlari, dogrusallik ve aralik agisindan
optimal duzeye getirilmelidir. Karsilanmasi gereken bagka optimizasyon
parametreleri de vardir (dayanikhlik gibi) fakat dlgim ve degerlendirmeleri

metot validasyonunda daha iyi yapilabilir'®.

Analitik yontem gelistirilirken Ornegin sentez yontemi,
saflagtirma yontemi, cesitli pH degerlerindeki davranigi, ekstraksiyon
cOzeltileri ile gecimsizligi, stabilitesi, fonksiyonel gruplarin reaksiyonlari,
¢6zUnarlGgu, molekdl agirhgr ve yapisi, spektrumu, benzer yapida ve
Ozelliklerdeki  diger maddeler, impduritesi, pargalanma  UrUnleri,
metabolitleri, depolanma sartlari gibi kimyasal ve fiziksel 6zelliklerinin,

farmakokinetiginin iyi bilinmesi gereklidir'®.
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2.6.3 Analitik Metot Validasyonu ile ilgili Bilgiler

Saglik alaninda kullanilan analitik yontemlerden, ilag
analizlerinde, biyolojik numune analizlerinde, biyoesdegerlik-
biyoyararlanim calismalarinda, farmakokinetik bilgilerin degerlendiriimesi
ve yorumlanmasinda, ilag etken maddelerinin nitel ve nicel analizlerinde,

ilag etken maddelerinin metabolitlerinin tayininde yararlaniimaktadir.

Yontem validasyonu analitik iglemlerin istenilen kullanim igin
uygunlugunu gosteren parametrelerdir. Uygulanacak analitik iglemler igin
hangi tip validasyon parametrelerinin kullanilacagi belirlenmelidir.
Gelistirilen bir yontemin veya parametrelerinde ufak degisiklikler yapilmis
bir yontemin gecerli olabilmesi i¢cin mutlaka gerekli validasyon testlerinin

ve ilgili hesaplarin yapilmis olmasi gereklidir®*1%4107-119,

Validasyonun genel islemleri;

1. Cihazin kontroli ve validasyonu (tum donanim ve

yazilimlar igin gecerlidir),

2. Geligtirilen ydntemin gecerliligini kanitlamak ic¢in veya
gelistiriimis olan bir yontemdeki parametrelerde yapilan degisikliklerden

sonra yapllan validasyon,

3. Cihaz ve ilgili yontem secildikten sonra ve validasyonlari
yapildiktan sonra ayirma yontemleri igin gerceklestirilen Sistem Uygunluk
Testleri (SUT). Bu testler FDA ve USP tarafindan &nerilen ve sivi
kromatografisi ve diger ayirma tekniklerinde yontem geligtirmenin bir

parcasini olusturan testlerdir.

Bir analitik yontemin validasyonu; laboratuvar ¢alismalari ile
belirlenen ve istenen analitik uygulamalari igin gerekli yontem performans

parametrelerinin bulunmasidir. Bunlar analitik parametreler cinsinden ifade
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edilir. Bu parametreler hem in-vivo hem de in-vitro galismalarda kullanilan
94,106,108,109-120

yontemler icin gecerlidir

Bir biyoanalitik metodun validasyonunun yapilmasindaki
sebep, performans ve guvenilirligini gostermektir. Eder biyoanalitik
metotlarin sonuglar yeni ilag bagvurusunda veya formulasyon yenilemede
kullanilacak ise mutlaka validasyon vyapilmalidir. Biyoanalitik metot
validasyonu, bir 6érnegin ya da ornek serisinin konsantrasyonunun 6zel bir
biyolojik matrikste nicel olarak saptanmasi i¢in kullanilan metodun bu
amag icin guvenilir oldugunun gosterilmesi igin gerekli iglemlerin tumunu

icerir'1122,

Validasyon igin istenen parametreler Tablo 5’te verilmistir ;

Tablo 5; Validasyon icin istenen Parametreler

Ozgiinliik(Specificity /Secicilik (Selectivity) | FDA, USP, ICH
" Dogruluk (Accuracy) 'FDA, USP, ICH
Kesinlik (Precision): FDa, USP, ICH
Tekrarlanabilirlik {Repeatability) ICH
Avra kesinlik (Intermediate P recision) ICH
Yenilenebilirlik (Reproducibility) ICH*
Tespit Limiti (LODY) USSP, ICH
Miktar Tayini Limiti (LOW}) FDA, USP, ICH
Dogrusalhk (Linearity) FDA, USP, ICH
Aralik {Range) USSP, ICH
Tutarhhk {Ruggedness) LSP
Saglamhk (Robustness) FDA, USP, ICH*
Stabilite (Stability) FDA
Gerikazamm (Recovery) DA
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Secicilik

Analizi yapilacak maddenin 6rnekte bulunan girisim yapma
ihtimali bulunan diger yardimci veya etkin maddeler yaninda miktarinin
tam ve dogru olarak tayin edilebilecegini gosteren bir parametredir. Bu
kompleks numune karigimlarinin analizinde girisim derecesinin de bir
OlgcUsudur. Etkin madde yaninda safsizliklarin, pargalanma Granlerinin,
benzer kimyasal maddelerin veya plasebo bilesenlerin bulundugu numune
ile bulunmadiklari numunede yapilan miktar tayini analizlerde etkin
maddenin bulunan derigimleri arasindaki fark olarak ifade edilir. Ozellikle
stabilite tayini c¢aligsmalarinda yapilmasi kesinlikle zorunlu olan bir
parametredir. Segcicilik yeterli dizeyde degilse, yontemin dogrulugu,

kesinligi ve dogrusalligi hakkinda bir stiphe uyanir®.

Secicilik, miktar tayini sirasinda gerekli validasyon islemleri
yapilirken, teshis testleri ve safsizliklarin tayini sirasinda yapiimahdir.
Kltle spektroskopisi ile birlestiriimis yontemlerin kullaniimasi durumunda

girisimin olmadigi kabul edilir.
Segicilik 2 yolla saptanir:

i- Tayini yapilan bilegik ile girisim yapma olasiligi bulunan
maddelerin girisim yapma oranina veya ayirma yontemlerinde, “Ayirim

Gucu” (Rg) degerlerine bakilir. Bu deger ayirma yontemleri icin Rg > 2,0

olmalidir.

ii- Ayirma yontemlerinde duyarli bir dedektor segilebilir.
incelenecek bilesie cevap verme yetenegine sahip olan dedektdrler
Elektrokimyasal veya Radyoaktivite dedektorleridir. Bu dedektorler belli
maddelere duyarlidir ve bagka maddelerin girisim yapma ihtimalini yok

ederler®.
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Dogruluk

Bir analitik metodun dogrulugu metot ile elde edilen ortalama
test sonuclarinin analitik gercek degerine (konsantrasyon) yakinligi ile
tanimlanir. Dogruluk, bilinen konsantrasyonda oOrnek igeren numunenin
tekrar analizleri ile tespit edilir. Dogruluk her konsantrasyon i¢in en az bes
Olcum ile belirlenir. Belirlenen aralikta en az U¢ konsantrasyon gerekir.
Ortalama deger gergek degerin +%15 siniri iginde olmahdir. Olgiilebilen en
dusuk limit icin %20’den fazla sapma gostermemelidir. Ortalama degerin

gercek degerden sapma orani dogruluk dlgiitidiir'®.
Kesinlik

Geligtirilen yontemin calisilan kosullar altinda
tekrarlanabilirliginin dlglsudir. Baska bir ifade ile bir numuneye ayni
yontem birden ¢ok sayida uygulandiginda 6rnek icin bulunan sonuglarin
birbirine yakinliginin bir ol¢gisudur. Her konsantrasyon igin bes oOlgim
belirlenir. Belirlenen aralikta en az u¢ konsantrasyon gereklidir. Her
konsantrasyon dlzeyinde saptanan kesinlik varyasyon katsayisinin
%15’ini, dlgulebilen en dusik limit igin %20’sini gegmemelidir. Kesinlik; tek
analiz igleyisi sirasinda kesinlik tespitinde gun ici, seriler arasi kesinlik ve
verimlilik, kesinligin zamanla belirlenmesi durumunda gunler arasi, seriler
arasi kesinlik ve verimlilik alt gruplarina ayrilir ve degisik analistler,

ekipmanlar, reajanlar ve laboratuvarlar igerebilir'®.

Teshis Siniri (LOD)

Analizi yapilan ornegin belirdigi fakat nicel sinirlar icerisine
girmedigi en alt derisimdir. Dogrudan, yapilan deneylerden veya hesapla
bulunabilir. Dogrudan vyapilan deneylerden, gozlenerek yapilan
hesaplamalarda genel olarak Sinyal/Gurultu (signal/noise) orani 3 olarak
alinir. Hesaplama yolu ile teshis siniri saptanmasinda asagidaki esitlik

kullanilir.
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LOD=3.3xSS/m

Bu esitlikte SS= Kor ¢ozeltilerinde ( en az 5 adet) yontem
uygulandiginda elde edilen sonuglarinin veya ilgili kalibrasyon
dogrusunun kesisim degerinin standart sapmasi, m= ilgili kalibrasyon
dogrusunun egim degeridir. LOD sinyal/guraltd orani Sekil 15'te

verilmistir'?*.

SINYAL =30

GURULTU = 10

Sekil15; LOD'de Sinyal/Guraltt Orani Sekli

Miktar Tayini Limiti (LOQ)

Analizi yapilan maddenin kabul edilebilir duzeyde kesin ve
dogru olarak miktarinin tayin edilebilecegi, dogrusallik sinirlari igerisine
girmeyen veya kalibrasyon egrisinin en alt derigimini olusturan derigim

duzeyidir. Dogrudan yapilan deneylerden veya hesapla bulunabilir.

Dogrudan yapilan deneylerden gozlenerek LOQ tespiti icin
genel olarak Sinyal/Guraltu orani 10 olarak alinir. Hesaplama yolu ile tayin

alt sinir saptanmasinda asagidaki esitlik kullanilir.
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LOQ=10xSS/m

Bu esitlikte; SS= Kor ¢ozeltilerinde (en az 5 adet) ydntem
uygulandiginda elde edilen sonuglarin veya y ekseninindeki kesigim
degerinin standart sapmasi, m= lgili kalibrasyon dogrusunun egim

degeridir. LOQ sinyal/giriiltii orani Sekil 16°da verilmistir'®.

SS ve m degerleri LOD esitliginde kullanilan degerlerle

aynidir.

SINYAL =100

b

GURULTU = 10

Sekil16; LOQ'da Sinyal/Gurulti Orani Sekli

Biyolojik sivilarla c¢alisihrken LOQ'yu belirlemek igin

asagidaki sartlarin yerine gelmesi gerekir:

a- Ornegin LOQ’daki derigimi igin cihazdan oélgllen

cevap kor icin Olctlen cevabin en az 5 kati olmalidir.

b- Ornek icin gdzlenen pikin veya alinan cevabin

tanimlanabilir ve diger girisim yapma ihtimali bulunan maddelerden
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ayri olmasi gerekir. Ayrica % 20 kesinlik ve % 80-120 dogrulukta

tekrar edilebilir olmalidir'?>,

Dogrusallik

Derigsime kargi cevabin dogrusal olarak degismesi ve ¢izilen
grafikte noktalarin duz bir ¢izgi Uzerinde yer almasidir. Korelasyon
katsayisi (r) dogrusalliyi veren parametredir. Ornek derigiminin &lgiilen
degerlere karsi regresyon analizleri ile matematiksel olarak hesaplanir.
Dogrusallik, korelasyon katsayisi r= 0,999 ve Uzerinde ise ve cevap

degerleri ¢izilen dogrunun Uzerinde yer aliyorsa saglanmis demektir.

Dogrusalligi belirleyebilmek igin stok ¢oOzeltiden en az 5
degisik derisimin hazirlanmasi ve analiz edilmesi gerekir. Bu derigimin alt
sinirt hedef seviyenin %50 sinden dusik ve ust sinir da %150 sinden
yuksek olacak aralikta secilmelidir. Bu 5 degerle yapilan dogrusalligin
saptanmasi igleminin en az 3 defa tekrarlanmasi gerekir. Dogrusalligin
tam validasyonu igin ayrica egim ve kesisim deg@erlerinin %Bagil Standart
Sapmalari (%BSS) veya standart hatalari da hesaplanmali ve raporda

verilmelidir'?.

Kalibrasyon Egrisi (Grafigi)

Ornegin bilinen derigimleri ile degisen degiskenin cevaplari
arasindaki iligkidir. Bir kalibrasyon egrisi hazirlanirken segilen derigimler
daha once yapilan ¢aligmalarla belirlenir. Dogrusal veya dogrusal olmayan
sonuglar elde edilebilir. Tayin alt siniri ve Tayin Ust siniri derigsimleri de
dahil olmak Uzere galisma arahdinda en az 5 derisim igin (kor harig)
cihazdan o6lgulen degerlere gore hazirlanir. Dogrusal olmayan egriler icin
daha fazla standart derisimin secilmesi uygun olur. Kalibrasyon egrisi Sekil

17°'de gosterilmistir.
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Sekil 17: Kalibrasyon Egrisi Esitligi ve Grafigi

Biyolojik sivilarla calisilirken kalibrasyon egrisi olugtururken

asagidaki kriterlerin yerine gelmesi gerekir:

a- Tayin alt sinin  derisiminden elde edilen

cevaplar arasindaki sapma %20 den fazla olmamalidir.

b- Tayin alt siniri derisiminin diginda segilen
standart derisimlerden elde edilen cevaplardaki sapmalar % 15’den

fazla olmamalidir (FDA regulasyonu).
Tutarhhk

Yontemin gergek kullanim  kosullari  altinda  tekrar
edilebilirliginin saptanmasidir. Bunun igin ¢alismanin: ayni laboratuvarda
farkh analizciler tarafindan; ayni laboratuvarda farkl cihazlar tarafindan;
farkh laboratuvarda gercgeklestiriimesi; reaktif ve ¢oztcullerin markalarinin

degistiriimesi; farkl gunlerde ve sicakliklarda yapilmasi gibi normal test
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sartlarinin degistirilmesi; ayni marka ve modele sahip yeni bir kolon

kullanarak tekrarlanmasi gereklidir'?.

Saglamlik

Saglamlik degerlendiriimesi, daha c¢ok metot gelistirme
safhasinda g6z onunde bulundurulur ve galismada kullanilan prosedure
baglidir. Bu durum metot parametrelerindeki bilinen varyasyonlara goére

analizin guvenilirligini gosterir.

Analitik kosullardaki 6l¢gimler varyasyonlara duyarl ise,
analitik kosullar uygun sekilde kontrol edilmeli veya prosediurde onlemler
yer almalidir. Saglamhgin degerlendiriimesinin tek amaci sistem uygunluk
parametrelerinin incelenerek analitik yontem her uygulandiginda valide
oldugunun kanitlanmasidir. Tipik varyasyon ornekleri analitik ¢ozeltilerin
stabilitesi ve ekstraksiyon suresidir. Sivi kromatografide tipik varyasyon
ornekleri ise mobil faz bilesimi, pH etkisi, farkl kolonlar, 1s1 ve akis

hizidir'?®.
Stabilite

Stabilite calismalari saklama, nakliye, dagitim ve kullanim
surecinde etkin maddenin veya urinin maruz kalabilecegi kosullara

benzeyen ve dnceden belirlenmis ¢evre kosullarinda yarutular.

Uzun donem stabilite calismalar icin test sikliklari etkin
maddenin stabilite profilini kanitlamaya yeterli olacak sekilde olmalidir. ilag
etkin maddesi igin Onerilen re-test periyodu en az 12 aydir. Uzun doénem
saklama kosullari i¢in test sikligi normalde ilk yil igin her Ug¢ ayda bir, ikinci
yil icin her alti ayda bir ve sonra Onerilen re-test periyoduna kadar yilda bir

kezdir.

Hizlandirlmig saklama kosullari i¢in alti aylik galisma igin

baglangic ve son periyot dahil minimum U¢ kez O&nerilmektedir.
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Hizlandinlmis kosullardaki ¢alismalarin sonuglarindan beklentilere bagl
olarak, kriterlerde belirgin degisimler bekleniyorsa, test sikhigi artirilabilir,
¢alisma planinda ya son periyoda numune eklenerek iki kez ¢alisilir ya da

bir periyot daha ilave edilir'?®.

Hizlandirilmis saklama kosullarinda belirgin  degisiklikler
oldugu zaman ara dénem saklama kosullari incelenir, baglangi¢ ve son

dahil 12 ayda minimum dort periyot onerilir.

Stabilite calismalarinin amaci, ilag etkin maddesinin
minimum Ug¢ serisine ait yapiimig olan stabilite galismalarini esas alarak ve
stabilite bilgilerini degerlendirerek (uygun fiziksel, kimyasal, biyolojik ve
mikrobiyolojik testlerin sonugclarini igerir), ila¢ etkin maddesinin ayni
kosullar altinda Uretildigi zaman, daha sonra uretilecek serilerin tima igin
uygun bir re-test periyod belirlemektir. Seriler arasindaki degdiskenlik
derecesi Uretilecek serilerin  re-test tarihine kadar Dbelirlenen

spesifikasyonlar igerisinde kalma giivenilirligini etkiler'?°.
Geri kazanim

Geri kazanim calismalari en az 3 degisik derisim icin yapilir;
alcak (tayin alt sinirinda veya yakin derigsiminde), orta (¢calisma derisim
araliginin ortasinda yer alan bir derisimde) ve yuksek (¢alisma derisim
araliginin Ust sinirlarinda veya yakininda yer alan bir derisimde) derisim
degerleri secilerek kullanilir. Secilen herbir derisim i¢in minimum 5 tayin
yapilmalidir. Bu tayinlerden minimum 3 tanesi ortalama degerin %15’inden
daha fazla sapma gostermemelidir. Tayin alt sinirindaki derisim icin bu

sapma %20'yi gegmemelidir'*®.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1 KULLANILAN CIHAZ VE EKIPMANLAR
3.1.1 Enstrumental Kisim

Kisimlari agagida belirtilen Waters AQUITY UPLC kullanildi:

e UPLC pompasi (Aquity )

e PDA dedektor (Aquity)

e Otomatik ornekleyici (Aquity)

e Kolon (Acquity UPLC BEH C18 2.1*50 mm 1.7
Hm)

e pH metre (WTW pH 526)

¢ Ultrasonik banyo (Bandalin sonorex)

e Hassas terazi (Mettler)
e Saf su cihazi (Sartorius)
e Software (Empower)

3.1.2 Cam Ve Diger Malzemeler

Balon joje (20ml, 100ml)
Mezur (1000ml, 2000ml)
Beher

Enjektor (5ml, 10ml)
Cam pipet ( 2ml)

0.45 ym PTFE filtre

3.1.3 Kimyasal Maddeler

Valsartan
Hidroklorotiazit
Sodyum dihidrojen fosfat

Fosforik asit

(isolab)
(isolab)
(Isolab)
(Ayset)
(Schott)
(Wattman)

(Teva)

(Unichem)
(NaH2POy4, JT. Baker)
(H3POQOy4, JT. Baker)
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Asetonitril
Milli-Q saf su

(CH3CN, JT. Baker)
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3.2 SISTEMIN HAZIRLANMASI
3.2.1 Cozeltilerin Hazirlanmasi

pH:2,5 fosfat tamponu= 156 mg sodyum dihidrojen fosfat

dihidrat 1 litre saf suda ¢ozllerek pH’si fosforik asitle 2,5’a ayarlanir. 0,45

um'lik filtreden suzullr ve degaze edilir.

Hareketli faz A cozeltisi= Asetonitril

Seyreltme c¢ozeltisi=  Asetonitril:pH 2,5 fosfat tamponu

(60:40)

Standart Cdzeltisi= Kesin olarak tartiimis 160 mg valsartan

ve 12,5 mg hidroklorotiazit 100 ml’lik balon jojeye alinir. Bir miktar
seyreltme coOzeltisi eklendikten sonra ultrasonik banyoda 10 dk tutulur.
Hacmine seyreltme ¢ozeltisi ile tamamlanir. Bu ¢bzeltiden 2,0 ml alinarak
20 mllik balonjojeye konulur ve hacmine seyreltme c¢ozeltisi ile

tamamlanir. 0,45 pm’lik teflon filtreden suzulerek viale alinir.

Test Cozeltisi= Minimum 20 tablet alinir ve toz haline getirilir.

160 mg valsartan ve 12,5 mg hidroklorotiazite esdeger tablet tozu tartimi
100 ml’lik balonjojeye alinir. Bir miktar seyreltme c¢ozeltisi eklendikten
sonra ultrasonik banyoda 10 dk bekletilir. Hacmine seyreltme ¢ozeltisi ile
tamamlanir. 0,45 um’lik teflon filtreden suzullir. Bu c¢ozeltiden 2,0 ml
alinarak 20 ml'lik balonjojeye konulur ve hacmine seyreltme ¢ozeltisi ile

tamamlanir. 0,45 um’lik teflon filtreden stzulerek viale alinir.
3.2.2 Sistemin Hazirlanmasi

Ultra performans likit kromatografisi sistemine valsartan-
hidroklorotiaziti enjekte etmeden Once, sistemin dengelenmesi ve
kanallarda bulunan havanin gideriimesi amaciyla oncelikle deiyonize su ve

kromatografik saflikta asetonitril gegirilir. Bu islem ayni zamanda bir 6nceki
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analizden kalan hareketli fazin temizlenmesi amaciyla da yapilir. Daha
sonrasinda hareketli fazin kolondan gecirilmesi saglanir. Boylece kolon ve

sistem uygun hale getirilir.

Sistem kapatilirken kolonun temizlenmesi igin ilk olarak saf
su, daha sonra asetonitril ve en son agamada asetonitril ve saf su birlikte

gegirilir.
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3.3 KROMATOGRAFIK SARTLAR

Analitik Kolon : Acquity UPLC BEH C18 2.1*50 mm 1.7 ym
Hareketli Faz A : Asetonitril

Hareketli Faz B : Sodyum Dihidrojen Fosfat pH:2,5 Tamponu
Akis Hizi : 0,4 mi/dk

Akis Suresi :5dk

Dedektor : 280 nm

Kolon Sicakligi :25°C

Numune Sicakligi :25°C

Enjeksiyon Hacmi 2 uL

Gradient Programi:

Zaman Akis hizi (mL/dk) Hareketli faz A | Hareketli faz B
0 0,4 5 95
3 0,4 90 10
3,5 0,4 95
5 0,4 95
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3.4 ANALIZ SERTIFIKALARI

Biyolojik matrikste ila¢ ve metabolitlerinin analizi, kalibrasyon
standardi ve kalite kontrol numunelerinin kullanimi ile gergeklestirilir. Bu
numunelerin  hazirlanmasinda kullanilan referans standardin safligi
calisma standartlarini etkileyebilir. Bu yuzden bilinen konsantrasyonda
cOzelti hazirlamak icin bilinen yapida ve saflikta onaylanmig analitik
referans standart kullaniimalidir. Mumkinse referans standart 6rnege
benzer olmaldir. Mimkin degilse de bilinen saflikta ispatlanmig kimyasal
formda maddeler kullanilabilir. Genellikle Ug¢ tip referans standart

kullanilir;
1. Sertifikall referans standartlar,

2. Unli ticari kaynaklardan elde edilen ticari kaynakli

referans standartlar,

3. Analitik bir laboratuvar veya ticari olmayan kurumlar

tarafindan 6zel sentezlenen bilinen safliktaki diger materyaller.

Her referans standart igin kaynak ve lot numarasi, son
kullanma tarihi varsa analiz sertifikalari ve/veya dahilen ve haricen

123

uretilmis saflik ve yapi kanitlari bulunmaktadir <°. Sekil 18’de valsartanin

analiz serfikasi Sekil 19°'da ise hidroklorotiazitin analiz sertikasi verilmistir.
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PRODUCT

SPECIFICATIONS
AND
CERTIFICATE OF ANALYSIS
Page 1 of 3
Product Name: Valsartan
Order No.: AU80030501
Control No.: Customer Name:  Nobel llac Sanayii ve Ticaret A.S.
Quantity: Kg Original Analysis Date: 20-March-2008

Manufacturing Site:

Manufacturing Date:

Packaging and storage:

TEVA-TECH
January 2007

Last Analysis Date:
Re Test date: January 2011

Preserve in tight containers ,packed with desiccant.

TESTS AND METHODS SPECIFICATIONS RESULTS*
IN-HOUSE for EUROPE TESTS

Description White to off-white powder, Conforms

Identification by IR The Infrared absorption spectrum of the material exhibits Conforms
maxima only at the same wavelengths as that of a similar
preparation of the reference standard.

EP<2.2.24>

Identification by HPLC The retention time of the standard preparation is essentially the Conforms
same as the Assay sample preparation.

2895-IH-EUR

Identification by XRD Amorphous Conforms

2895-IH-EUR

Water (by KF) Not more than 2.0% 1.2%

EP<2.5.12>

Assay (by HPLC) 98.0%-102.0% (on anhydrous basis) 99.1%

2895-IH-EUR

Sulphated Ash Not more than 0.20 %. 0.02%

(EP<2.4.14>)

Heavy metals
(EP<2.4.8>Method C)

Not more than 10ppm

Less than 10ppm

Enantiomeric Purity
2895-IH-EUR
D-Valsartan

Not more than 1.0%

Less than 0.3%
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PRODUCT

SPECIFICATIONS
AND
CERTIFICATE OF ANALYSIS
Page 2 0f 3
Product Name: Valsartan
Order No.:
Control No.: 289590008 Customer Name:
Quantity: 20.000 Kg Original Analysis Date:
Manufacturing Site: TEVA-TECH Last Analysis Date:

Manufacturing Date:

Packaging and storage:

January 2007

Re Test date: January 2011

Preserve in tight containers ,packed with desiccant.

AU80030501

Nobel llac Sanayii ve Ticaret A.S.
20-March-2008

TESTS AND METHODS SPECIFICATIONS RESULTS*
IN-HOUSE for EUROPE TESTS

Chromatographic purity (by =

HPLC)

2895-IH-EUR

Butyryl VLS (Compound B) Not more than 0.15% 0.06%

Iso-Leucine VLS Not more than 0.15% Less than 0.03%

ALA-VLS (RRT=0.58) Not more than 0.15% 0.04%

Any Impurity Not more than 0.10% 0.03%

Total Not more than 0.50% 0.13%

Residual Solvents

2895-RS

Total of Ethyl Acetate & Acetone Not more than 5000 ppm. 4004ppm

IN-HOUSE PHYSICAL PROPERTIES TESTS

Particle size distribution**

"By lazer diffraction” d(0.1) 0.5pm
d(0,5) 3.7pm
d(0,9) 12.0pum

Bulk density** 0.218g/cml

Tapped density** 0.298g/cmi

Remarks:

1. Conforms to the requirements of the IN-HOUSE for EUROPE and IN-HOUSE PHYSICAL PROPERTIES Specifications.

2. None of the Class 1 solvents mentioned in the USP <467>, including Benzene, are used in our process used to manufacture the product.

3. ** Specification to be established.

74



PRODUCT
SPECIFICATIONS
AND
CERTIFICATE OF ANALYSIS
Page 3 of 3
Product Name: Valsartan
Order No.: AU80030501

Control No.: 289580008 Customer Name:  Nobel llac Sanayii ve Ticaret A.S.
Quantity: 20.000 Kg Original Analysis Date: 20-March-2008
Manufacturing Site: TEVA-TECH Last Analysis Date: 17-April-2008
Manufacturing Date: January 2007 Re Test date: January 2011
Packaging and storage: Preserve in tight containers ,packed with desiccant.
Released by Quality Control Manager: Signature**: PP\ Alla Ginzburg I7 April 2008 18:54:55

Carmi Shay Print Date: 17 April 2008
(*) Upon completion of the 'Results' column this document becomes a certificate of analysis End of C.0O.A.

(**) This document was signed electronically and this is the manifestation of the electronic signature.

Sekil 18: Valsartan Analiz Sertifikasi
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Plot No. 99, M.L.D.C., Dhatav, Roha, Dist. Raigad - 402 116. (India)
Phone : ++91-2194-263561, 62, 49.
Fax : ++91-2194-263545

LABORATORIES LTD.

Certificate Of Analysis

Product HYDROCHLOROTHIAZIDE Ph. Eur./BP

Batch No. HCT1/50211 A.R. No. FP/50182

Mfg. Date FEBRUARY 2005 Release Date 18.02.2005

Exp. Date JANUARY 2010 Batch Size 250.65 Kgs.

Sr. Test Specification Results

No. g _—‘
1. | Characters A White or almost white, | Almost  white, crystalline

crystalline powder. powder,

Very slightly soluble in water,
soluble in acetone, sparingly
soluble in alcohol. It dissolves
in dilute solutions of alkali

Very slightly soluble in water,
soluble in acetone, sparingly
soluble in alcohol. It dissolves
in diute solutions of alkali

S | hydroxides. hydroxides. -
2. | Identification =
B.|ByIR The absorption maxima in the | The absorption maxima in the
sample specirum comespond | sample spectium corespond
in posiion and relative |in  position and  relative
intensity to the reference |intensity to the reference
it spectra. |spectra.
3. | Acidity or alkalinity Not more tha 0.20ml  of 001M HCI s
HCl is required. required.
4. | Sulphated ash Not more than 0.1% w/fw 0.05% w/w
5. _{lossondrying _| Not more than 0.5% w/w . 0.14% wiw__ =
6. | Chiorides | Not more than 100 ppm Less than 100 ppm =5
7. | Related Substances (By HPLC) l

+ Impurity A Not more than 0.2% 0.02% » E
| «impuiity B | Notmore than 0.1% 0.07%
elmpuityC | Notmorethan0.5%  1022% p
+« Any other individual | Mot more than 0.1% 0.05%
Not more than 1.0 % 0.36%
oo substances | e
8. | Assay (On dried basis) _ | Belween 98.0% 8 102.0%w/w | 100.52% w/w ]

Additional Test
|_* Methanol
+ Methyl isobuty! ketone

1._| Residual solvents (By GC)

Not more than 500 ppm
Not more than 500 ppm

5327 ppm.

‘Not defected.

Remarks:- The above product Complies with the prescribed standards of quality with respect to
Above tests as per Ph.Eur/BP & In-house Specificafion. (Specification No. RO/FPS/FHCT02 Rev. 08)

Prepared by: @aﬂl’\'

Approved By:

Date: (e oiv?oos Date: -
\b
IS8Ale|oSWPS000)
UNICHEM - A TRUSTED NAME IN PHARMACEUTICALS RQAJF/007/00

Sekil 19: Hidroklorotiazit Analiz Sertifikasi
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4. BULGULAR
Sabit Fazin Belirlenmesi

Sabit faz olarak Acquity UPLC BEH C18 2.1*50 mm 1.7 pm

kolonu kullanilmistir.
Hareketli Fazin Belirlenmesi

Hareketli faz bilesiminin belirlenmesinde hareketli faz organik
duzenleyici segimi, hareketli faz organik bilesiminin ve oraninin etkisi,

hareketli faz pH ve akis hizi etkileri incelenmistir.

Organik Duzenleyici Tird ve Miktarinin Belirlenmesi

Cesitli hareketli faz oranlari hem izokritik hem de gradient
olarak denenmigtir. Valsartan ve hidroklorotiazitin ayni yontemde optimum

olarak geldigi kosul secilmigtir.

Zaman Asetonitril pH:2,5 tamponu
0 5 95
3 90 10
3,5 5 95
5 5 95

Hareketli Faz Akis Hizinin Belirlenmesi

Cesitli akis hizlari denemis fakat valsartan-hidroklorotiazitin
hem kisa surede hem de sistem uygunluk kosullarina uyan bir sekilde

geldigi akis hizi secilmistir. Bu da 0,4 ml/dk’dir.
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Coziicu Turu ve Oraninin Belirlenmesi

Cozucu turandn belirlenme suresi oldukga uzun surmastar.
Cunku valsartan ve hidroklorotiaziti ayni yontemde c¢ikarmak igin her ikisi
icin de ayni ¢dzlcuyle geri kazanimlarin %98-102 arasinda gikmasi
gerekmektedir. Cozucu olarak pH:2,5 fosfat tamponu ve asetonitrilin
(40:60 h/h) oraninda karigimi secilmis ve geri kazanim sinirlar iginde

cikmigtir.
Sistem Uygunluk Testi Sonuglari

Sistemin uygun olabilmesi igin teorik plaka sayisinin 2000 ve
ya Ustunde, resolisyonun 2 veya Ustinde, simetri faktorandn ise 1,5 veya
altinda olmasi gerekmektedir. Sekil 20’de valsartan-hidroklorotiazitin

sistem uygunluk kromatogrami verilmigtir.
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SAMPLE INFORMATION
Sample Mame: SEC HWD+FLC+INF B Acquired By: System
Sample Type: Unknow n Sample Set Mame: wvafani plus mit vids
Viat 1244 Acn. Method Set wfan1 plus i GRADY
Injection # 2 Processing Method:  wakartanplus ot wid 220808
Injection Vaolume 2.00ul Channel Mame: 2ED.0nm
Fun Tirne: 5.0 Minutes Proc. Chnl Descr.: PDA 2ED.0 nm
Cate Acqured: 20.06.2008 11:54:40 BEEST
Cate Processed: 22.08.2008 14:21:52 BEST

0,45 4

q r
3 i

040 o

0.2 1
] 0w E

0,30 E 3
<4 -
b 1

0.2 k<]

2 ] g

020 £
] 3

LR kS
E I

0.0

0,057

000 e —— ———
-IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII
0,00 0.50 1.00 1,5 2,00 2,50 3.00 350 4,0 4,50 5,00

Mnutes

Peak Mame AT | Area | Height Resolution Syrrmetry Factor | LISP Plate Count
Hidroklorotiazid | 1,080 | 160004 | 112581 0,425850=-001 | 1.407305e+004
‘alsartan 2,279 (430110 | 455505 | 3, 7643062001 | 1.2B3473e+000 | 1.4308562-005

(=]

Sekil 20; Sistem Uygunluk Kromatogrami
Enjeksiyon Hacminin Belirlenmesi

Enjeksiyon hacmi olarak cesitli denemeler yapilmistir ancak
hem enjeksiyon tekrarlanabilirligi acisindan hem de konsantrasyon
ayarlama agisindan en uygun olan enjeksiyon hacmi segilmistir. 1 pL
yapildiginda enjeksiyon tekrarlanabilirligi sonuglarinin RSD’si 2’den buyuk
cikmistir. 5 pL yapildiginda ise seyreltme orani dustugu icin hata orani

fazlalagmistir. Bu nedenle enjeksiyon hacmi olarak 2 pL secilmistir.
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Valsartan-Hidroklorotiazitin Ultra Performans Likit

Kromatografisi-PDA Dedektor ile Analizi Yonteminin Validasyonu

Geligtirilen yontemin gecerliliginin  kanitlanmasi amaciyla
validasyon parametrelerine gore test edilmesinde kaynaklarda bildirilen
parametreler secilmis ve ilgili gecerlilik kriterleri kabul edilmistir. Bu
amagla, validasyon c¢alismalarinda; dogrusallik, secicilik, duyarllik,
kesinlik, geri kazanim, tekrarlanabilirlik parametreleri incelenmis ve

istatiksel degerlendirmeleri yapilmistir'?®'#7.

Valsartan-hidroklorotiazit ultra performans likit kromatografisi
ile analiz yonteminde Acquity UPLC BEH C18 2.1*50 mm 1.7 ym kolon,
25°C kolon sicakligi ile hareketli faz A olarak asetonitril ve hareketli faz B
olarak pH:2,5 NaH;PO, tampon c¢ozeltisi kullanilmistir. Akis hizi 0,4

ml/dk’dir. Hareketli faz akis orani ise

Zaman Asetonitril pH:2,5 tamponu
0 5 95
3 90 10
3,5 5 95
5 5 95
seklindedir.

Ozgiinliik ve Secicilik

Cozucu ve plasebodan valsartan ve hidroklorotiazitin
alikonma zamaninda herhangi bir pik gelmedigi Sekil 21 ve Sekil 22'de

gOsterilmigtir.
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SAMPLE INFORMATION
Sarple Mame: chizlcd Acguired By System
Sample Type: Lnknow n Sanple Set Mame:
Wial: 143 Acg. Method Set viani ples mi GRAD
njsction & 1 Frocessing Method: 210808 valsartanglus 280 nm
jzction Volume: 200ul Channel Narre: 280.0nm
R Time: 5.0 Minutes Froc. Chnl. Descr: PO 280.0 nm
Diate Acquired: BM22008 123713 PMEEST
Cate Frocessed: B2272008 022145 AMEEST

AU

L e B e e e e B LN LI B B S S S N B N s ey L B [ B B B B B B B N B B
0,00 0,50 1.00 1,50 2,00 2,30 3,00 3,50 4,00 4,50 5,00

Mlinait e

Sekil 21: Cozicu Kromatogrami
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SAMPLE INFORMATION
Sanple MName: PLASEBO Acguired By: Syrstemn
Sanmple Type: Unknow n Sanmple Set Name:
Wial 1:A2 Acq. Method Set vfan1 plus mt GRADN
hjection & 1 Frocessing Method:  vakartanplus mi vid 220808
njection \Volume: 2,00ul Channel MName: 280.0nm
Fun Time: 52,0 Mnutes Froc. Chnl. Descr.: P& 280.0 nm
Diste Acquired: BMZ2008 1223213 PMEEST
Diste Frocessed: SI22008 022045 PMBEEST

Al

e
= 5] = 5] = o @ ]
et T Tt

LI I S S e B L R N B B B B S B S s B B B N B B S Sy U S B S B B B B S E B
1 2,30 3,00 3,50 4,00 4,50 5,00
Minutes

=]
=]
=
o
e
=]
IS

n
=
[
[=]
=

Sekil 22: Plasebo Kromatogrami

Dogruluk ve Geri Kazanim

%80-100-120 oraninda valsartan-hidroklorotiazit %100
oraninda plasebo ile tartiip hazirlanir. Bu numunelerin standarda gore
okutuldugunda geri kazanimlarinin %98-102 arasinda gelmesi beklenir.
RSD’nin de %2'den dusuk olmasi beklenir. Tablo 6'da valsartan ve
hidroklorotiazitin dogrulugu ve geri kazanimlari gosterilmigtir. Tablo 7’de
ise numunenin iginde bulunan etkin madde miktari verilmistir. Sekil 23'de

validasyon sirasinda yapilan geri kazanim kromatogrami verilmigtir.
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Tablo 6;Valsartan ve Hidroklorotiazitin Geri Kazanimlari

Ortalama Konulan Bulunan %Geri
Alan Kons Kons Kazanim
350923 0,12738 0,12940 101,59
Valsartan 434600 0,15794 0,16025 101,46
511082 0,19028 0,18845 99,04
Xort: 100,49
SS:1,714
%BSS:1,706
G.A:99,170-101,806
Ortalama Konulan Bulunan %Geri
Alan Kons Kons Kazanim
122246 0,00974 0,00961 98,67
Hidroklorotiazit
157482 0,01255 0,01238 98,65
98,29
183304 0,01466 0,01441
Xort: 98,47
SS:0,259

%BS8S:0,264

G.A:98,273-98,672
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Tablo 7; Tablette Bulunan Valsartan ve Hidroklorotiazit

Miktari(Mg)
Tablette Bulunan Etkin
Madde Miktari (mg)
Numune No |Valsartan Hidroklorotiazit
1 162,3401292 12,33067729
2 158,893986 12,27829392
3 161,703962 12,26653696
Xort 160,98 12,29
SS 1,834 0,034
%BSS 1,139 0,278
SAMPLE INFORMATION
Sample Marme: GK %100 2 Acguired By: System
Sample Type: Unknow n Sanple Set Mame: viani plus ni
Vial 1F2 Acqg. Method Set vfani plus m GRaD1
hjsction # 2 Processing Method:  valzartan plus mt vid 280 nm
hijection Voume: 2,00u Channzl Mame: POe Ch 280nmiEd.2nm
Fun Time: 5,0 Minutes Froc. Chrl. Descr.: PO Chi 280nmiE 1 2nm
Diete Acquired: 22,08 2008 00:54:08 EEST
Dite Frocessed: 2208 2008 O07:56:45 EEST
s 3
BN |

Sekil 23: Geri Kazanim Kromatogrami
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Kesinlik
Enjeksiyon tekrarlanabilirligi

Kullanilan UPLC-PDA dedektor sisteminin
tekrarlanabilirliginin test edilmesi i¢in dogrusal aralik igerisinde bir
derigiminde hazirlanan standart valsartan-hidroklorotiazit ¢ozeltisinin ayni
gun igerisinde 6 tekrarli analizi yapiimistir. RSD 0,85’ten kuguk olmahdir.

Analiz sonuglari Tablo 8'de sunulmustur.

Tablo 8: Valsartan ve Hidroklorotiazitin Cihaz

Tekrarlanabilirligi Bulgulari

VALSARTAN
Allkonma
Pik Alani Zamani
1 427730 2,279
2 426274 2,279
3 424879 2,28
4 422958 2,279
5 424369 2,28
6 424681 2,279
Ortalama |425148,500 (2,279
StdSapma | 1651 0,001
RSD 0,388 0,023
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HIDROKLOROTIAZIT

Alilkonma
Pik Alani Zamani
1 155142 1,084
2 154894 1,084
3 154297 1,084
4 153700 1,083
5 153878 1,084
6 154402 1,084
Ortalama |154385,500 1,084
StdSapma | 560 0,000
RSD 0,363 0,038

Ara kesinlik

iki ayri analist tarafindan yapilan c¢alismalarin sonuglari
Tablo 9 ve 10°da gdsterilmistir. Her bir calismanin kendi icindeki ve her iki
calismanin birbirleri arasindaki RSD’si 2'den kuglk olmalidir. Bu sonug da
Tablo 11'de gosterilmistir. Sekil 24’de validasyon sirasinda yapilan

herhangi bir kesinlik kromatogrami verilmigtir.
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Tablo 9: Analist 1

Hidroklorotiazit Ara Kesinlik Calismasi

Tarafindan Yapilan Valsartan ve

Ekipman 1
Valsartan Ortalama %Geri Bulunan
Alan Kazanim mg/tb
1 449043 100,27 160,44
2 442748 99,29 158,86
3 453418 102,14 163,43
4 446825 100,28 160,45
5 447125 100,03 160,05
6 450643 100,79 161,26
Xort: 100,47 Xort: 160,75
SS:0,955 SS:1,528
%BSS:0,950 |%BSS:0,950
Hidroklorortiazit | Ortalama %Geri Bulunan
Alan Kazanim mg/tb
1 158090 99,20 12,40
2 157614 99,36 12,42
3 159168 100,80 12,60
4 157119 99,12 12,39
5 157304 98,88 12,36
6 158397 99,60 12,45
Xort: 99,49 Xort: 12,44
SS:0,685 SS:0,086
%BSS:0,688 |%BSS:0,688
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Hidroklorotiazit Ara Kesinlik Calismasi

Ekipman 2
Valsartan Ortalama %Geri Bulunan
Alan Kazanim mg/tb
1 445485 100,04 160,07
2 445183 100,35 160,56
3 448891 101,19 161,90
4 441878 100,11 160,18
5 449998 101,41 162,25
6 438628 99,35 158,95
Xort: 100,41 Xort: 160,65
SS:0,769 SS:1,231

%BSS:0,766

%BSS:0,766

Hidroklorortiazit | Ortalama %Geri Bulunan
Alan Kazanim mg/tb

1 156470 98,88 12,36

2 156525 99,36 12,42

3 157726 100,08 12,51

4 158582 101,13 12,64

5 158831 100,72 12,59

6 157403 100,40 12,55
Xort: 100,10 [ Xor: 12,51
SS:0,844 SS:0,106
%BSS:0,843 | %BSS:0,843

Tablo 10: Analist 2 Tarafindan Yapilan Valsartan ve
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Tablo 11: Analist 1 ve 2 Tarafindan Yapilan Ara Kesinlik

Calismalarinin Karsilastiriimasi

Valsartan Hidroklorotiazit
Xort: 160,70 Xort: 12,47
SS:0,07 SS:0,05
%BSS:0,041 %BSS:0,425
SAMPLE INFORMATION
Sample Mame: AK1TESTS Acguired By: Sysiem
Sample Type: Unknow n Sanple Set Mane: vafani plus mi vids
Wial 1C8 Acg. Method Set vian1 plus mi GRADI
hjection # 2 Frocessing Method:  vakartan plus mt vid 280 nm
hjsction WVolurme: 2.00ul Channsl Mamre: FOw, Chi 280nmi@ 1 2nm
Fun Time: 3,0 Minutes Froc. Chnl. Descr.. FOw Chi 280nmiE1.2nm
Ciate Acguired: 20.08.2008 20:07-02 BEEST
Cate Frocessed: 21.08.2008 05:34:17 BEEST
0,50
u..m:
-
- 3 ;
0,3H =
] 2
- T H
2] z
1 e
0,2H L=
. -
=}
1 =
N T
0,1H |
1 _ | - I
0,00 = Far L]
0,00 |:.|5|: o 1.50 oo 25 3,00 3,50 4.0 A 5,00

Sekil 24: Ara Kesinlik Kromatogrami

Dogrusallik

%50-75-100-125-150

cozeltinin ayni oranda alan verip verilmedigine bakilir. r* degeri 1’e ne

oranlarinda hazirlanan standart

kadar yakinsa yontem o kadar glvenli demektir. Sekil 25°de valsartanin

konsantrasyonunun alanina gore gizilen dogrusallik grafigi Tablo 12‘de de
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valsartanin kalibrasyon egrisinin Ozellikleri verilmigtir. $Sekil 26’da ise
hidroklorotiazitin konsantrasyonunun alnina gore cizilen dogrusallik grafigi
Tablo 13'de de hidroklorotiazitin kalibrasyon egrisinin 6zellikleri verilmistir.
Sekil 27'de ise validasyon sirasinda vyapilan lineerlik c¢alismasi

kromatogrami verilmistir.

VALSARTAN DOGRUSALLIK GALISMASI
700000,00
y=2764331,883x-2565,396
600000,00 - R?=0.999
500000,00 -
400000,00 -
c
K
©
300000,00 -
200000,00 -
100000,00 -
0,00 ‘ ‘ ‘ \
0,00000 0,05000 0,10000 0,15000 0,20000 0,25000
konsantrasyon

Sekil 25: Valsartan Kalibrasyon Grafigi ve Denklemi
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Tablo 12: Valsartanin Ultra Performans Likitkromatografisi-
PDA Dedektorl ile Analiz Yontemine Ait Kalibrasyon Egrisi Ozellikleri

Regresyon Denklemi y = 2764331,883x-
2565,396
EQimin Standart Hatasi 16698,43655

Kesisimin Standart Hatas1 |2807,595469

Korelasyon Katsayisi (r) 0,99994527

Korelasyon Katsayisi (r?) |0,999890543

HIDROKLOROTIAZIT DOGRUSALLIK CALISMASI
300000,00
y = 12300858,514x + 4008,578

250000,00 + R? = 0,008

200000,00 +
[=
& 150000,00 -
©

100000,00 -

50000,00 -
0,00 T T T T
0,00000 0,00500 0,01000 0,01500 0,02000 0,02500
konsantrasyon

Sekil 26: Hidroklorotiazit Kalibrasyon Grafigi ve Denklemi
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Tablo 13: Hidroklorotiazitin UPLC-PDA Dedektoru ile Analiz
Yoéntemine Ait Kalibrasyon Egrisi Ozellikleri

Regresyon Denklemi y = 12300858,514x+4008,578
Egimin Standart Hatasi 249357,0451
Kesisimin Standart Hatasi 3370,455052
Korelasyon Katsayisi (r) 0,999384168
Determinasyon Katsayisi () 0,998768715
SAMPLE INFOEMATION
Sanple Mame: LIM %100 Acguired By: System
Sanmple Type: Unknow n Sanple Set Mame: vafan plus mt vids
ial: 1:C1 Acqg. Method Set vian1 plus mt GRADM
jection # 3 Frocessing Method:  valsartan plus mt vid 280 nm
Injection \Volure: 2,00ul Channel Marme: FDA Chi 280nmEd 2nm
Fun Time: 5,0 Mnutes Froc. Chinl. Deser.. FD& Chi 2B0nmiEd .2nm
Cate Acquired: 20.08.2008 14:55:48 EEST
Ciate Frocesaed: 21.08. 2008 09:32-00 EEST

0,45+
0,4H
0,35

0,2+

A
Hidroklarotiazid - 1,084

=]
AT

=]
=
?
v
-
H
|
H
[

Sekil 27: Dogrusallik Kromatogrami

Cozelti Stabilitesi

Hazirlanan numunelerin ne kadar sure stabil kaldigini ve ne
kadar sure iginde analiz yapilmasi gerektigini gosteren bir parametredir.
25 derece ve 4 derece sicaklikta tutulan numune ve standart arasindaki

degisimle olgulur. Cozeltinin stabil olmasi igin RSD’nin 2'den kuguk olmasi
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gereklidir. Tablo 14’de valsartanin numune ve standardinin baslangig, 6.
saat, 24. saat, 48. Tablo 15de

hidroklorotiazitin numune ve standardinin baslangig, 6. saat, 24. saat, 48.

saatlik stabiliteleri gosterilmigtir.

saatlik stabiliteleri gosterilmigtir.

Tablo 14: Valsartanin Cozelti Stabilitesi

Valsartan
Standart degisimi Test degisimi
Baslangic 4 derece 25 derece 4 derece 25 derece
6. saat -0,005 0,276 -0,271 0,430
24, saat 0,338 2,248 0,823 0,83
48. saat -0,450 6,899 -0,325 2,759
Tablo 15:Hidroklorotiazitin Cozelti Stabilitesi
Hidroklorotiazit
Standart degisimi Test degisimi
Baslangi¢ 4 derece 25 derece 4 derece 25 derece
6. saat 0,136 0,604 0,343 0,529
24, saat -0,052 2,41 0,816 0,95
48. saat -0,519 8,059 0,267 3,853
Yoéntemin kuaguk dedisiklikler dahilinde de sorunsuz olarak
calisabilecegi goOstermek amaciyla yapilmig bir parametredir. Farkl

sicaklik, farkli tampon pH’si, farkhh mobil faz orani gibi kiguk degisiklikler
uygulanmigtir. Baglangig¢ sartlarina gore degisime bakilir. RSD’nin %2’den

93



kiclk olmasi beklenir. Tablo 16’da valsartan ve hidroklorotiazitin

saglamlik parametresi gosterilmistir.

Tablo 16: Valsartan ve Hidroklorotiazitin Saglamhgi

Valsartan % Alan | Hidroklorotiazit % Alan
Degisimi Degigimi
Farkh Sicakhk -1 20,002 -0,008
Farkh Sicakhk +1 0,006 0,000
Farkh Tampon
0,071 -0,003
pH’s1 -0,1
Farkh Tampon
0,023 0,010
pH’s1 +0,1
Farkli Mobil Faz
0,001 0,001
Orani

Valsartan Hidroklorotiazit igeren Tabletlerde Yontem

Gegerliliginin Kanitlanmasi

Ultra performans likit kromatografisinde cihaz 6nce kolon
takilmadan ara baglanti kablosu takilarak once suyla daha sonra
asetonitril-su karisimi ile yikanir. Daha sonra kanallar belli bir sure hava
kalmayacak sekilde purge vyapilir. Cihazda birikmis tuz vb. varsa
temizlenir. ignesi yikanir. Cihazin saglkli analiz sonuglari verebilmesi igin
gerekli kosullar saglanir. Mobil fazlar takildiktan sonra bir de mobil faz

kanallardan gegirilir.
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Kromatografik sartlar;

Acquity UPLC BEH C18 2.1*50 mm 1.7 ym kolon
280 nm dalga boyu

0,4 ml/dk akis hizi

2 PL enjeksiyon hacmi

25°C kolon ve numune sicakligi

Mobil faz A olarak asetonitril

Mobil faz B olarak pH:2,5 fosfat tamponu

Seyreltme ¢ozeltisi olarak asetonitril:tampon ¢ozelti (60:40) karisimi

Akis orani
Zaman Asetonitril pH:2,5 tamponu
0 5 95
3 90 10
3,5 5 95
5 5 95

seklinde gradient olarak secilmigtir. Bu sekilde cihaz ve kolon

sartlandiriimigtir.

160/12,5 mg valsartan-hidroklorotiazit iceren tabletlerde
miktar tayini analizi i¢in iki tane standart ¢ozelti ve analizi yapilacak alti

tane numune ¢ozeltisi hazirlanmistir.

Standart ¢ozelti hazirlanigi; 160 mg valsartan ve 12,5 mg
hidroklorotiazit standardi 100 ml’lik balonjojeye tartilir. Bir miktar seyreltme
¢Ozeltisi ile ¢dzulir. On dakika ultrasonik banyoda tutulur daha sonra
hacmine seyreltme ¢ozeltisi ile tamamlanir. Bu ¢ozeltiden 2,0 ml alinir ve
20 ml'ye seyreltilir. 0,45 um’lik teflon filtreden suzulerek viallenir. Sistemin

uygun olup olmadidini anlamak icin standart alti kez verilir.

Tablet numunesinin hazirlanisi; 160/12,5 mg valsartan-

hidroklorotiazit iceren 20 tablet alinir ve toz edilir. Bu tozdan 160/12,5 mg
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valsartan-hidroklorotiazite egdeger tablet tozu 100 ml’lik balonjojeye alinir
ve seyreltme ¢ozeltisi ile ¢dzulerek on dakika ultrasonik banyoda tutulur.
Daha sonra hacmine seyreltme ¢ozeltisi ile tamamlanir. Bu ¢ozeltide 2,0
ml alinarak 20 ml'ye seyreltilir ve 0,45 um’lik teflon filtreden stzullerek

viallenir.

Hesaplama iglemi ise: 100(Cs/Cu)(Ri/Rs)

Cs:standart ¢ozeltisindeki valsartan konsantrasyonu(mg/mL)

Cu:test ¢ozeltisindeki valsartan konsantrasyonu(mg/mL)

Ri:test ¢ozeltisinden saptanan valsartan pik alani

Rs:standart ¢ozeltisinden saptanan valsartan pik alani

Seklinde yapilir. Standart konsantrasyonu hesaplanirken nem degeri ve

potensi de hesaba katilir.
Miktar tayini

yontemi 160 mg valsartan ve 12,5 mg

hidroklorotiazit igceren tabletlere uygulanmis ve deney sonucunda

tabletlerde bulunan miktarlar agsagida verilmistir. (n=6)

Teorik Olarak

Deney Sonucunda

Deney Sonucunda

Tablet
Bulunan Miktar Bulunan Miktar Bulunan %miktar
Valsartan 160 mg 162,56 mg %101,6
Hidroklorotiazit 12,5 mg 12,58 mg %100,64

Kabul limiti olarak herhangi bir tabletin % miktari ve tabletlerin ortalama

%miktari %95’in altinda veya %105’in Ustinde olmamalidir. Hem valsartan

hem de hidroklorotiazit kabul limitleri igindedir.
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5.TARTISMA

Valsartan yagda ¢ozulebilen, anjiyotensin Il (Tip1) reseptor
antagonistidir. Diger benzeri ilag molekullerinden daha kuvvetli bigimde
kalp, karaciger ve bobreklerde bulunan AT1 reseptorlerine baglanarak
uzun sureli bir koruma saglar. Kanda bulunan ve vucuttaki kan basincini
artiran ATIl hormonunu daha etkili baskiladigi igin daha uzun sureli etki
gOstermektedir. Hidroklorotiazit  ddem ve hipertansiyon tedavisinde
kullanilan tiazit grubu bir dilretiktir. Tiazit grubu ditretikler hipertansiyonun
baglangic tedavisinde tek baglarina veya diger ilaglarla kombine
kullanihrlar. Tiazit grubu diUretikler bobrek tubulus epitelyumundan
sodyum iyon transportunu inhibe ederek sodyum, klor ve suyun atilimini
artirirlar. Tez kapsaminda Valsartan ve Hidroklorotiazit'in ultra performans
likit kromatografisi yontemi ile ayni anda analizleri icin hizh, duyarli ve
ekonomik bir analiz yontemi gelistirimeye c¢aligiimis ve gerekli

optimizasyonlar ve yontem gecerlik testleri yapilmaya c¢alisiimistir.

Valsartan-hidroklorotiazitin ultra performans likit
kromatografisi yontemiyle analizi icin en uygun kromatografik kosullarin
belirlenmesinde, valsartan-hidroklorotiazitin kromatografik davranislari
oncelikle sabit faz o6zellikleri; fonksiyonel grup, tanecik ¢api, silika tird
acisindan degerlendirilmigtir. Hareketli faz organik duzenleyicisinin
secimi, hareketli faz organik ¢ozicu tirinin ve oraninin etkisi ve akis

hizinin etkileri incelenmistir.

Geligtirilen yontemde ultra performans likit kromatografisi
yontemi ile analiz i¢in gesitli sartlar denenmigstir. Hareketli faz bilesiminin
belirlenmesinde hareketli faz organik dizenleyici sec¢imi, hareketli faz
organik bilesiminin ve oraninin etkisi, hareketli faz pH ve akis hizi etkileri
incelenmistir. Numune ve standardi ¢ozmede kullanilan seyreltme ¢ozeltisi

incelenmistir.
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Sabit faz olarak Acquity UPLC BEH C18 2.1*50 mm 1.7 ym
kolonu kullaniimistir. Acquity UPLC BEH C18 2.1*150 mm 1.7 ym kolonu
kullanilsaydi valsartan ve hidroklorotiazitin allkkonma zamanlari gecikecegi
icin bastan hig denemeye alinmamistir. 50 mm’lik kolonla sistem

uygunluk sartlari saglanmistir.

ik olarak 254 nm’de 0,1 mL/dk akisla pH 2,5 tampon ve
asetonitril (40:60 h/h) oraninda hareketli faz denenmistir. Ancak 6l hacim
gelmemistir ve valsartan piki de 1,145°de kirik olarak gelmigtir. Onun

hemen yaninda hidroklorotiazit piki cok kotu bir sekilde gelmigtir.

Daha sonra 254 nm’de 0,4 ml/dk akisla akigla pH:2,5 tampon
ve asetonitril (70:30 h/h) oraninda hareketli faz denenmistir. Valsartan
pikinin sekli duzelmis ancak hidroklorotiazit piki yine ayni sekilde olu

hacimle birlikte gelmigtir.

Hareketli faz olarak %99 oraninda tampon verildiginde
hidroklorotiazit piki 6l hacimden kurtulmus ancak bu sefer de valsartan
piki cok gecikmis yaklasik 15. dakikada gelmistir. Buradan da anlagilacagi
gibi hidroklorotiazit kolonda tutunamamakta ve bu nedenle 6lU hacimle
birlikte gelmektedir. Tampon orani arttikga hidroklorotiazit kolona
tutunarak gelir ve boylece 0Olu hacimden de kurtulmus olur. Ayni
kromatogramda hem valsartan hem de hidroklorotiazit igin optimum
allkonma zamani elde etmek igin isokritik akis degil de gradient akis

semasi uygulamak gerekli olmustur.

Zaman Akis hizi (mL/dk) | Asetonitril Tampon
0 0,4 100 0
3 0,4 10 90
3,5 0,4 5 95
5 0,4 5 95
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Sadece gormek amaci ile bu sekilde bir akis semasi

yaratildiginda tum pikler 0,5 dakika civarinda gelmistir. Buradan da guglu

olan solventin (asetonitril) etkisinin ne kadar kuvvetli oldugu anlasiimistir.

Zaman Akis hizi (mL/dk) | Asetonitril Tampon
0 0,4 20 80
2 0,4 20 80
3 0,4 95 5
4 0,4 95 5
5 0,4 20 80

Seklinde bir gradient programi uygulandiginda valsartan piki

3,2 dakika civarinda hidroklorotiazit piki ise yine 6lu hacimle 0,5 dakika

civarinda gelmigtir.

Zaman Akis hizi (mL/dk) | Asetonitril Tampon
0 0,4 5 95
2 0,4 80 20
2,5 0,4 5 95
4 0,4 5 95

Seklinde bir gradient programda valsartan piki 2,339'da

hidroklorotiazit piki ise 1,030'da gelmistir. Ancak akislar arasindaki

degisimler igin zaman farki kisa oldugu i¢in bagka bir gradient program

denenmisgtir.
Zaman Akis hizi (mL/dk) | Asetonitril Tampon
0 0,4 5 95
3 0,4 90 10
3,5 0,4 5 95
5 0,4 5 95
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Seklinde bir gradient programda hidroklorotiazit piki 1,136’da
valsartan piki 2,317°de 0lu hacim ise 0,4 civarinda gelmistir. Boylece

istenen gradient programi yakalanmigtir.

160 mg valsartan ve 12,5 mg hidroklorotiazit 100 ml’lik
balonjojeye konup asetonitril ile ¢ozulmus ve tamamlanis daha sonra 2,0
ml alinip 10 ml'ye su ile seyreltiimistir. Ancak son ¢ozeltide ¢ozeltiler

bulaniklasmig ve geri kazanim %98-102 arasinda ¢ikmamisgtir.

Buradan asetonitrilin ¢dzmeye ¢ok kuvvetli geldigi anlasiimis
ve asetonitril orani dusurtlmastir. Su ve asetonitril orani (80:20 h/h)
yapiimistir. Ayni sekilde konsantrasyon ayarlanmistir. Ancak burada da

yine geri kazanim %98-102 arasinda ¢ikmamamisgtir.

160 mg valsartan ve 12,5 mg hidroklorotiazit 100 mfl’lik
balonjojeye konup metanol ve su (50:50 h/h) karisimi ile ¢ézilmus ve
tamamlanig daha sonra 2,0 ml alinip 10 ml'ye ayni c¢ozelti ile
seyreltilmistir. Ayni sekilde bir de 5,0 ml alinip 50 ml'ye seyreltiimigtir.
Ancak her iki konsantrasyonda da geri kazanim %98-102 arasinda

cilkmamigtir.

160 mg valsartan ve 12.5 mg hidroklorotiazit 100 ml’lik
balonjojeye konup asetonitril ve su (60:40 h/h) karisimiyla ¢ozulmus ve
hacmine tamamlanmistir. Bu ¢ozeltiden 2,0 ml alinip 10 ml'ye (80:20 h/h)
oraninda su ve asetonitril iceren ¢ozucuyle seyreltiimistir. Ancak geri

kazanim yine %98-102 arasinda gikmamistir.

160 mg valsartan ve 12,5 mg hidroklorotiazit 100 mfl’lik
balonjojeye konup 60:40 oraninda su ve asetonitril iceren ¢ozelti eklenmis
daha sonra 2,0 ml alinip 10 ml'ye su ile seyreltiimistir. Ancak ¢ozelti

bulaniklasmig ve geri kazanim %98-102 arasinda ¢ikmamisgtir.
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160 mg valsartan ve 12,5 mg hidroklorotiazit 100 ml’lik
balonjojeye konup 50:50 oraninda su ve metanol igeren ¢ozelti eklenmis
daha sonra 2,0 ml alinip 10 ml'ye su ile seyreltiimistir. Ancak c¢ozelti

bulaniklasmig ve geri kazanim %98-102 arasinda gikmamigtir.

160 mg valsartan ve 12,5 mg hidroklorotiazit 100 ml’lik
balonjojeye konup (40:60 h/h) oraninda tampon ve asetonitril igeren ¢ozelti
eklenmis daha sonra 2,0 ml alinip 10 mlye vyine ayni c¢ozelti ile
seyreltilmistir. Geri kazanima bakildiginda %98-102 arasinda c¢ikmistir.
Ancak 2,0 ml alip 10 ml'ye seyreltiginde daha konsantre oldugu i¢in pik
yukseklikleri 1000 mA'l gegmistir ve analizin sagligi tehlikeye girmistir. Bu
nedenle seyreltme 2/20 seklinde yapilmistir. Aslinda 2/20 yapilarak
onaylanan pik yuksekligi enjeksiyon hacmi 2uL degil de 1uL yapilarak elde
edilmigtir. Ancak enjeksiyon tekrarlanabilirligi ¢ok iyi olmadigi igin terk

edilmistir.

Dalga boyu iginse ilk olarak 254 nm denenmistir ancak pik
yukseklikleri ¢ok yuksek oldugu icin vazgegilmistir. Daha sonra 271 nm’ye
bakilmistir. Burada da hidroklorotiazit 0,2 AU valsartan da 0,76 AU
yuksekliginde gelmistir. 280 nm’de ise hidroklorotiazit 0,14 AU valsartan

0,47 AU gelmistir ve istenen optimum kosul saglanmistir.

Valsartan-hidroklorootiazit 160/12,5 mg film tabletin stabilitesi
yapilmistir. Stabilitesine U¢ ayr kosulda bakilmistir. 25°C %60 bagil
nemde, 30°C %65 bagil nemde, 40°C %75 bagil nemde stabilite sonuglari

g6zlemlenmisitir. Sonuglar Tablo 17°de gosterilmigtir.
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Tablo 17: Valsartan-Hidroklorotiazitin Stabilite Sonugclari

25°C %60 nem | BASLANGIC 1.AY 2.AY 3.AY

Valsartan

Miktan 162.56 160.65 162.43 162.21
mg/tablet mg/tablet | mg/tablet | mg/tablet

Hidroklorotiazid

Miktar 12.58 12.42 12.52 12.35
mg/tablet mg/tablet | mg/tablet | mg/tablet

30°C %65 nem | BASLANGIC 1.AY 2.AY 3.AY

Valsartan

Miktar 162.56 161.32 162.05 160.36
mg/tablet mg/tablet | mg/tablet | mg/tablet

Hidroklorotiazid

Miktan 12.58 12.61 12.50 12.24
mg/tablet mg/tablet | mg/tablet | mg/tablet

40°C %75 nem | BASLANGIC 1.AY 2.AY 3.AY

Valsartan

Miktar 162.56 160.10 162.16 159.04
mg/tablet mg/tablet | mg/tablet | mg/tablet

Hidroklorotiazid

Miktan 12.58 12.41 12.55 12.11
mg/tablet mg/tablet | mg/tablet | mg/tablet
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6. SONUC

Bu calismanin ilk kisminda anjiyotensin Il (Tip1) reseptor
antagonisti olan Valsartan ve tiazit grubu dilretik ilaglardan olan
Hidroklorotiazit icin en uygun sabit (kolon) ve hareketli faz kompozisyonu
(hareketli faz organik duzenleyicisi maddesinin secimi) ve akis hizinin
etkisini saptayabilmek icin; pH’in, organik ¢b6zlcu cinsinin ve oraninin,
sabit fazin cinsinin (fonksiyonel grup, tanecik capi, silika taru) etkileri

detayl bir sekilde arastiriimistir.

Geligtirilen yontemde ultra performans likit kromatografisi
yontemi ile analiz igin ¢esitli hareketli fazlar, hareketli faz oranlari,
cozuculer denenmigtir. Hareketli faz bilesiminin belirlenmesinde hareketli
faz organik dizenleyici secimi, hareketli faz organik bilesiminin ve oraninin
etkisi, hareketli faz pH ve akis hizi etkileri incelenmistir. Elde edilen
sonuglarda hareketli faz olarak tampon ve asetonitrilin gradient olmasinin
ve akis hizinin 0,4 ml/dk olmasinin ¢dzucu olarak da tampon ve asetonitril

(40:60 h/h) kullaniimasinin uygun oldugu gorulmustar.

Sonug olarak valsartan-hidroklorotiazitin ultra performans likit
kromatografisi ile analiz yonteminde Acquity UPLC BEH C18 2.1*50 mm
1.7 pm kolonu, 25°C kolon sicakligi ve 25°C numune sicakhg! ile

asetonitril ve NaH2PO4 (pH 2,5) iceren gradient olarak

Zaman Akis hizi (mL/dk) | Asetonitril Tampon
0 0,4 5 95
3 0,4 90 10
3,5 0,4 5 95
5 0,4 5 95
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seklinde verilen hareketli faz; 0,4 ml/dk akis hizi ve PDA dedektoru ile
valsartan ve hidroklorotiazit icin ortak dalga boyu 280 nm olarak
secilmistir. Bu kosullarda; valsartan ve hidroklorotiazit allkonma zamanlari

sirastyla 1,084 dk.; 2,266 dk. olarak saptanmistir.

Geligtirlen  yontemin  sistem  uygunluk parametreleri
saptanmig ve elde edilen parametreler 1siginda yontemin uygulanabilir
oldugu bulunmustur. Geligtirilen ydntemin gegerliliginin kanitlanmasi
amaciyla gerekli yontem gecerlilik testleri i¢in kaynaklarda bildirilen
parametreler secilmis ve ilgili gecgerlilik kriterleri kabul edilmistir. Bu
amagla, validasyon c¢aligsmalarinda; segicilik ve 6zgunluk, dogruluk ve geri
kazanim, dogrusallik, tekrarlanailirlik, ¢ozelti stabilitesi vb. parametreler
incelenmis ve istatiksel degerlendirmeleri yapiimigtir. Bu parametrelerden
dogrusallik icin hem valsartan hem hidroklorotiazitin ultra performans likit
kromatografisi ile analiz yonteminde lineer olduklari saptanmistir.
Valsartan analizi icin tanimlanan ultra performans likit kromatografisi
yonteminde dogrusal aralik dogru denklemi y=2764331x+2565,396 ;
r’=0,999 ve hidroklorotiazit icin ise y=12300858,514x+4008,578 ;
r?=0,998'dir. Gelistirilen ve yontem gecerlilik hesaplamalari yapilmis olan
yontem valsartan ve hidroklorotiazit etken maddelerini ayni anda iceren
farmasotik dozaj formuna uygulanmis ve her iki maddenin de ayni anda
analizinde kullanilabilecegi gorulmustur. Tablet icerisinde yer alan
yardimci maddelerin analiz yontemi Uzerindeki etkilerini inceleyebilmek
icin geri kazanim galismalari yapilmistir. Ug aylik stabilitesine bakildiginda
ise tabletlerin stabil oldugu goérulmustir. Elde edilen sonuglara goére tablet

katki maddelerinin analizi etkilemedigi sonucuna variimigtir.

Elde edilen veriler 1g1ginda, valsartan ve hidroklorotiazitin
ayni anda analizi igin hizli, duyarli, kesin, kolay, dogru ve herhangi bir 6n
ayirma iglemine gerek duyulmayan bir analiz ydntemi gelistiriimis ve
piyasa preparatlarindan bu maddelerin ayni anda analizine basarili bir

sekilde uygulanabildigi istatistiksel olarak gosterilmistir. Sonug¢ olarak, tez
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kapsaminda valsartan ve hidroklorotiazitin ayni anda tayini i¢in gelistiriimis
olan ultra performans likit kromatografisi yontemi bu iki maddenin

farmasotik dozaj formlarinin tayini icin dnerilmektedir.
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OZET

Valsartan ve hidroklorotiazit'in ayni anda analizi i¢in bir ultra
performans likit kromatografi yontemi sunulmusgtur. Bu yontemde; bir ters-
faz kolonu (Acquity UPLC BEH C18 2.1*50 mm 1.7 um) 0,4 ml/dk akis
hizindaki asetonitrii NaH,PO, tampon (pH:2,5) gradient karisimindan
olusan bir hareketli faz ile 280 nm dalga boyunda iki bilesigin ayrilmasi i¢in
kullaniimistir. Kromatografik ayirrm 25°C’de yapilmistir. Gelistirilen yontem
kisa bir sure igerisinde valsartan-hidroklorotiazitin iyi bir gsekilde ayriimasini
saglamigtir. Bu sartlar kullanilarak, valsartan igin 2,266 dk; hidroklorotiazit

icin 1,084 dk alikkonma zamani elde edilmistir.

Taze hazirlanmig standart ¢ozelti kromatograminda
validasyon prosedurinun bir pargasi olan ayrisma, segicilik, asimetri ve
teorik plaka sayisi gibi g¢esitli parametreleri kontrol etmek igin sistem
uygunluk testleri yapiimistir. Geligtirilen yontem tamamen valide edilmigtir.
Valsartan ve hidroklorotiazit icin dogrusallik elde edilmigtir. Gelistirilen
yontemin gegerliligini ve uygulanabilirligini gostermek icin geri kazanim
calismasi yapilmistir. Yuksek orandaki geri kazanim; yontemin, ilaglarin
formulasyonunda kullanilan katki maddelerinden ve yardimci maddelerden

etkilenmedigini gostermektedir.

Geligtirilen ultra performans likit kromatografisi ¢aligsmasi,
hammaddede ve farmasotik  formulasyonlarda  valsartan  ve
hidroklorotiazitin ayni anda tayini igin gelistiriimis olan yontem hizli, basit,
yuksek kesinlik ve dogruluktadir. Geligtirilen bu ydntem, ekonomik ve

zaman kazandirdidi igin, kalite kontrol laboratuvarlarinda kullanilabilir.

Anahtar sozcukler: Valsartan; Hidroklorotiazit; Validasyon;

Ultra Performans Likit Kromatografisi
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SUMMARY

Ultra performance liquid choromatography method are
developed to analyze both valsartan and hydrochlorotiazide at the
meantime. This method, one reverse phase column (Acquity UPLC
BEH C18 2.1*50 mm 1.7 ym) and acetonitrile NaH,PO, buffer (pH:2,5)
which has 0.4 ml/min flow speed are mixed each other to used
seperate two compounds under 280 nm wave length.
Choromatographic seperation were made in 25°C. Developed method
succeed effective seperation in the short period. In these condition ,the
retention time is for valsartan 2,266 min, and for

hydrochlorotiazide1,804 min .

In  Fresh standart solution choromatography, the system
tests are made to control the compabilite with some validation process
such as resolution, specifity, asymetry and theoretical plate counts. This
method were validated absolutely. Both valsartan and
hydrochlorotiazide were obtained linearity . To illustrate the validity and
applicable of the method, accuracy working were made. High rate of
accuracy demonstrate the method not influence the the other

compounds in the formulation process.

Ultra performance liquid choromatography which are
developed to seperate valsartan and hydrochlorotiazide each other, at
the meantime are fast simple and high accuracy . These method are
used in quality control laboratories because these methods gain more

times and are more cheaply than other methods.

Key words: Valsartan; Hydrochlorothiazide; Validation; Ultra

Performance Liquid Choromatography
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