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Do¢.Dr. Ecir YILMAZ

ADE inhibitorlerini iceren antihipertansif ilaglart siirekli kullanmak zorunda olan 6zellikle de ileri
yaslardaki hastalarda, viicutta ileri yas sebebiyle gidalardan vitamin ve minerallerin yeteri kadar
almamamasindan dolay1 vitamin-mineral kombinasyonu ilaglarin alimmasi yaygindir. Bu nedenle
antihipertansif ilaglarla birlikte alinan vitamin-mineral kombinasyonu ilaglarin i¢eriginde makro miktarda
bulunan demir ve eser (iz) oranda bulunan ¢inko, bakir, kobalt ve mangan gibi metallerin ADE
inhibitorleriyle kompleks olusturma ve her iki ilacin da etkinliklerinin azalmasina sebep olma olasiliginin
incelenmesi biiylk 6nem tagimaktadir. ADE inhibitorleri, Ramipril (RMP) ve Enalapril (ENP)
bilesiklerinin metal baglama Ozellikleri spektroflorimetrik metot kullanarak incelenmistir. Zn(II)
iyonunun, Ramipril (RMP) ve Enalapril (ENP) ile farkli ¢6ziicii ortamlarinda etkilesimleri, bu maddelerin
floresans ozelliklerine etkileri ve en uygun deney kosullar1 tayin edilmistir. Uyarma ve emisyon dalga
boylari, pH 3.0 ve metanol ortaminda RMP-Zn (I1) kompleksi igin sirasiyla A= 252 nm ve Ag,= 284
nmolarak belirlenmistir. Kompleks olusumu igin ¢ozeltiler 25 dakika bekletildikten sonra emisyon
spektrumlar1 almarak floresans siddeti degerleri Olgiilmistiir. Belirlenen deney sartlarinda, kalibrasyon
grafikleri ([Zn?*]-F grafigi) ¢izilmistir ve en uygun kosullar altinda RMP-Zn (I1) kompleksi icin ¢alisma
araligr 0.1-1.0 uM araliginda dogrusaldir. Gézlenebilme sinir1 (LOD) ve alt tayin sinir1 (LOQ) sirasiyla
0.04 ve 0.13 puM olarak belirlenmistir. RMP’in Zn(II) iyonlartyla olusturdugu komplekse dayali
florimetrik yontem, ¢inko igeren bir ilaca (Redoxon) uygulanmis, ancak uygun ve basarili sonugclar elde
edilememistir.

Anahtar Kelimeler: Antihipertansif, ADE inhibit6rleri, Enalapril, Ramipril, florimetri, ¢inko
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INVESTIGATION OF THE METAL BONDING PROPERTIES OF SOME ACE
INHIBITORS COMPOUNDS USING SPECTROFLUORIMETRIC METHOD
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It is common to take vitamin-mineral combination drugs because of inadequate intake of
vitamins and minerals in the body due to advanced age, especially in older patients who have to use
antihypertensive drugs containing ACE inhibitors. For this reason, it is of great importance to investigate
the possibility of the combination of vitamin-mineral combination with antihypertensive drugs in
combination with ACE inhibitors of iron, trace amounts of zinc, copper, cobalt and manganese, which are
present in macro amounts, and to decrease the effectiveness of both drugs. Metal binding properties of
ACE inhibitors, Ramipril (RMP) and Enalapril (ENP) compounds were investigated using
spectrofluorimetric method. Interactions of Zn (11) ion with Ramipril (RMP) and Enalapril (ENP) in
different solvent media, effects of these substances on fluorescence properties and optimum conditions
were determined. Excitation and emission wavelengths were determined as Aex = 252 nm and Aem = 284
nm for RMP-Zn (Il) complex in pH 3.0 and methanol medium, respectively. Fluorescence intensity
values were measured by taking emission spectra after 25 minutes of solutions for complex formation.
Under the specified experimental conditions, calibration graphs ([Zn2 +] - F graph) are plotted and under
optimal conditions the study range for the RMP-Zn (Il) complex is linear in the range 0.1-1.0 uM. Limit
of detection (LOD) and limit of quantitation (LOQ) were determined as 0.04 and 0.13 pM, respectively.
The complex-based fluorimetric method of RMP with Zn (I1) ions was applied to a zinc-containing drug
(Redoxon), but no suitable and successful results were obtained.

Keywords: Antihypertansive, ACE inhibitors, Enalapril, Ramipril, florimetry, zinc
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1. GIRIS

Kalp yetersizligi, kalbin yapisal veya fonksiyonel bozuklugundan kaynaklanan
dolum veya pompa fonksiyonlarinda bozulmanin izlendigi; yorgunluk, efor ile gelen
nefes darligi (ileri evrelerde dinlenme halinde), ortopne, paroksismal nokturnal dispne,
nokturi, mental durum degisiklikleri, anoreksi ve abdominal agr1 ile karakterize olabilen
kompleks bir klinik sendromdur (Kepez ve Kabakg1, 2004).

Anjiyotensin 1l (AT-1l) ve aldosteronun kardiyevaskiiler hastaliklarin
patofizyolojisindeki rolii ¢ok iyi bilinmektedir. Kalp, vaskiiler sistem ve bdbrekte
meydana gelen fonksiyonel ve yapisal degisiklikler renin-anjiyotensin-aldosteron
sisteminin (RAAS) endokrin fonksiyonundan ziyade doku aktivitesindeki artistan
kaynaklanmaktadir (Dzau ve Re, 1994). Kardiyevaskiiler hastaligin baslangic1 ve
ilerleyisi birbirini takip eden olaylar zinciri olarak kabul edilir. Buna gore hipertansiyon,
dislipidemi veya diyabet esmellitiis gibi risk faktorlerinin baslattigi ateroskleroz ve/veya
sol ventrikiil hipertrofisi koroner arter hastaligina (KAH) yol acar, KAH’da kalp
yetersizligi ve terminal kalp hastaligina kadar ilerleyebilir. Bu olaylar zincirinin her
kademesinde AT-II 6nemli rol oynar.

Uygun dozda verilen ADE inhibitorleri genellikle, kronik kalp yetmezliginin
tedavisinde semptomlarin giderilmesi, egzersiz toleransinin artirilmasi, akut alevlenme
insidansinin diisiliriilmesi ve mortalitenin azaltilmasi hedeflerine ulagilmasin1 saglar.
ADE inhibitdrleri anjiyotensin I’in anjiyotensin II’e doniismesini inhibe eder. Yeterli
etkinlik gosterir ve genel olarak iyi tolore edilirler. Hipertansiyonda ADE inhibitorleri,
tiazidler ve beta blokerlerin kontrendike oldugu, tolere edilemedigi veya kan basincini
kontrol altna alamadiklar1 durumlarda diisiiniilmelidir. Ozellikle insiiline bagimli
diyabetlilerdeki nefropati gelismis hipertansiyonda ve olasilikla biitiin diyabetlilerde
hipertansiyonda endikedir.

Silazapril, enalapril, kinapril, ramipril ve lisinopril gibi anjiyotensin-doniistiiriicii
enzim (ADE) inhibitorleri (antihipertansif ajanlar), hipertansiyon ve kalp yetmezligi
hastaliklarinin tedavisinde yaygin olarak kullanilan ilaglardir. ADE inhibitorleri, esas
olarak esansiyel hipertansiyon, konjestif kalp yetmezligi, sol ventrikiilerde diyastolik
disfonksiyon, bazi aritmiler ve diyabetik nefropatinin tedavisi gibi endikasyon
alanlarinda kullanilmaktadir. Ayrica miyokard infarktiisii sonrasi ortaya ¢ikan sol

ventrikiil yetmezliginin dnlenmesinde bu ilaglarin yararli oldugu anlasilmistir. Bu



ilaclar 6zellikle de insiiline bagimli diyabetiklerdeki nefropati gelismis hipertansiyonun
tedavisinde kullanilmaktadir.

Insan viicudunda yaklasik toplam 150 element bulunup bunun yaklasik 12si: O,
C,H,N, Ca, P, K, S, Na, Cl, Mg ve Fe toplam elementlerin %99,5 unu, bu 12 nin ilk 6
st da %99 unu olusturur. Kalan diger elementler toplamin yaklasik %0,5 i1 kadardirlar.
Bu 12 elemente makro veya nicel elementler (O, C, H, N, Ca, P, K, S, Na, Cl, Mg ve Fe
gibi), kalanina mikro veya iz (eser) elementler (Mn, Cu, Co, I, Zn, F ve Si gibi) denir.
Mikro elementler insan viicudunda ve besinlerde %0,005 kadar veya daha az miktarda
bulunan elementlerdir. Biyolojik degerlendirmeye gore elementler yasam igin gerekli
olanlar asal veya esas elementler ve istenmeyen veya son derece zararli olan elementler
olarak ayirt edilebilir. Asal elementler enzim, vitamin ve hormonlarin bilesenleri olarak
emilme, sindirim ve metabolizmada 6nemli rol oynarlar veya belirli viicut maddelerinin
(kemikler, disler) tamamlayici pargalaridir. Viicutta bulunan iz (eser) elementlerden
bakir, demirin kullanilmasini katalizler ve kan olusumunda kobalt her ikisini de etkiler.

ADE inhibitorlerini (Ramipril, Silazapril, Kinapril, Lisinopril ve Enalapril gibi)
iceren antihipertansif ilaglar1 siirekli kullanmak zorunda olan o6zellikle de ileri
yaslardaki hastalarda, viicutta ileri yas sebebiyle gidalardan vitamin ve minerallerin
yeteri kadar alinamamasindan dolayr vitamin-mineral kombinasyonu ilaglarin alinmasi
yaygindir. Bu nedenle antihipertansif ilaglarla birlikte alinan vitamin-mineral
kombinasyonu ilaglarin iceriginde makro miktarda bulunan demir ve eser (iz) oranda
bulunan ¢inko, bakir, kobalt ve mangan gibi metallerin ADE inhibitérleriyle kompleks
olusturma ve her iki ilacin da etkinliklerinin azalmasina sebep olma olasiliginin
incelenmesi biiylik 6nem tagimaktadir.

Bu tez c¢alisgmasinda pekgok metabolik reaksiyonda onemli rol oynayan ve
viicutta az miktarlarda bulunan mikro element ¢inko mineraliyle ADE inhibitorlerinin
kompleks olusturabilme o&zelliklerinin spektroflorimetrik yontem ile incelenmesi

amaglanmaktadir.



2. TEORIK KISIM
2.1.Spektroflorimetri
2.1.1. Molekiiler liiminesans spektroskopisi

Bir atom veya molekiiliin en kararli elektron konfiglirasyonu elektronlarin en
diisiik enerjili orbitallere Hund kuralina gore yerlesimi ile ortaya ¢ikar ve bu durum
atomun veya molekiiliin temel enerji diizeyini veya temel halini olusturur. Elektronlarin

daha iist enerji diizeylerine yerlesmesi ile atom veya molekiil uyarilmis hale gelir.

]
1] ] 1

Temel singlet hal uyarilmis singlet hal uyarilmis triplet hal

Floresans ve fosforesansin ortak 6zellikleri, 15in enerjisini absorblamasi suretiyle
uyarilmis hale gecen atom, iyon veya molekiil tarafindan 1s1n enerjisinin 151n yaymasi
seklinde agiga cikan fotoliiminesans ¢esitlerindendir. Uyarilmis halde olan molekiil
veya atom Kararsiz haldedir. Fazla enerjisini atarak temel hale donmek ister. Atom veya
molekiil temel enerji diizeyine donerken fazla enerjisinin tiimiinii veya bir kismini 151k
seklinde atabilir ve bdylece sistemden bir 151k yayilmasi (1s1tk emisyonu) gézlenir. Bu
151k yayilmasi olayina genel olarak liiminesans denir (Giindiiz, 2002a).

Uyarilmis bir singlet sistemden temel haldeki singlet bir sisteme ge¢is sirasinda
yayilan 1518a floresans denir. Uyarilmig bir triplet sistemden temel haldeki singlet bir
sisteme gecis sirasinda yayilan 1518a fosforesans denir. Uyarilma (eksitasyon) ortadan
kalkinca floresans olay1 10%°-10°% siirer; fosforesans ise 10°-10% siirer.

Maddelerin floresans 06zelliginden faydalanilarak yapilan tayin metoduna
florimetri veya floresans spektroskopisi adi verilir. Birkag yoniiyle absorpsiyon
spektroskopisine benzese de ozellikleri ondan daha yiiksektir. Florimetrik metotlarin

secicilik 6zelligi ve duyarliligi da yiiksektir.



2.1.2. Floresans ve fosforesans spektroskopisi yontemleri

1. Fotolitminesans Emisyonu: Uyarillmis bir singlet sistemden temel haldeki
singlet bir sisteme gegis sirasinda yayilan 1s18a floresans (hv,) denir.

1Sy + hvi — 4 'S*, (uyarilma)

g,  —— 15, + hv, (floresans)

Uyarilmis bir triplet sistemden temel haldeki singlet bir sisteme gecis sirasinda
yayilan 1s18a ise fosforesans (hvs) adi verilir.

180 + hvy — 18*“ (uyarilma)

g%, —» 3T* (sistemler arasi gegis)

ST 5 'Sy + hvs (fosforesans)

2. I¢ doniisiim: Tsin absorpsiyonu sonucu olusan uyarilmis bir molekiil fazla
enerjisini tamamen veya kismen 1s1masiz yoldan da atabilir. Bir molekiiliin elektronik
enerji diizeyleri, titresim enerji diizeylerinin st iiste ¢akigsmasina olanak saglayacak
kadar yakin ise, sekilde gosterilen ve fazla enerjinin 1s1 seklinde atildig1 i¢ doniisiim
olay1 gerceklesir.

lo* lo*
Sy — Sitist

3. Sistemler arast gecis: Uyarilmis singlet tiirii bir molekiilden yine 1s1masiz
yoldan daha diisiik enerjili triplet tiirii uyarilmis bir molekiil olusabilir. Olasilig1 olduk¢a
az olan ve bu nedenle yavas bir bigimde gerg¢eklesen bu olayda tiist orbitaldeki
elektronun spini terse gevrilir. Bu olaya sistemlerarasi gecis ad1 verilir.

lS* 3T*

4. Carpismali sondiirme: Absorpsiyon yapan madde c¢ozelti halindeyse,
uyarilmis madde carpigsmalar sonucu enerjisini titresim enerjisi halinde ¢dziiciinlin
molekiillerine aktarabilir. Boylece ¢oziicli molekiillerin kinetik enerjileri artar ve ortam
az da olsa 1smur. Isin absorpsiyonu igin 10™° s gibi ok kisa bir siire gerekir ve uyarilmisg
singlet halde bulunan bir molekiiliin 6mri 101°-107F s, uyarilmis triplet halde bulunan
bir molekiiliin émrii ise 10°-10? s’dir. I¢ doniisiim ve sistemlerarasi gecis olaylarinin
stireleri ise sirasiyla yaklasik 10* s ve 10°® s’dir. Floresans olay1 sistemi uyaran 1g1ma

ortadan kalkinca 1010 s kadar daha siirerken, boyle bir durumda fosforesans 10°—



10% s kadar daha devam eder. Temel hale donme siiresi maddenin molar absorplama
katsayisinin artmastyla azalir.

Oda sicakliginda S; diizeyine uyarilmis bir tiiriin, fazla enerjisini kaybederek S;
diizeyinden Sy diizeyine dort farkli sekilde donmesi s6z konusudur (Giindiiz, 1995).

Sekil 2.1°de bir molekiildeki 1simali ve 1simasiz gecisler Jablonski diyagramiyla

verilmisgtir.
Singlet Uyanlmig hal Triplet Uyanimis Hal
e
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Sekil 2.1. Bir molekiildeki 1s1mali ve 1s1masiz gegisler

2.1.3. Liiminesans spektrofotometreleri

Fotoliiminesans 6l¢iim cihazi Sekil 2.2°de ve buna ait basit bir sema Sekil 2.3’de
verilmistir (Skoog ve ark., 1998)

Ultraviyole (UV) ve goriiniir bolgede 1s1n yayan bir 151k kaynagindan gelen 1s1n
bir monokromatérden (uyarma monokromatorii) gectikten sonra O6rnege gonderilir.
Ornekten kaynaklanan liiminesans genellikle uyaran 1s13a gore 90° lik bir agidan
toplanarak dedektore ulasir. Boylece numuneyi uyaran isinin dedektdre ulagmasi
Onlenir. Liiminesans spektrumunun elde edilmesi i¢in ikinci bir monokromatoriin
(emisyon monokromatorii) 6rnek ile dedektor arasina yerlestirilmesi gerekir. Daha basit

aletlerle monokromatorler yerine uygun filtreler kullanilir. Filtreli aletlere, kullanildigi



amaca gore florimetre veya fosforimetre, monokromatorlii aletlere ise spektroflorimetre
veya spektrofosforimetre adi verilir. Liiminesans Ol¢limii yapan aletlerin tek kanallisi

oldugu gibi, ¢ift kanalli tiirleri de vardir.

Sekil 2.2. Fotoliiminesans 6l¢iimleri igin kullanilan cihaz.

Fotoliiminesans Olg¢lilmesi i¢in kullanilan cihazlarin g¢esitli  bilesenleri,
ultraviyole goriiniir bolge fotometreleri veya spektrofotometrelerinde bulunanlarla
benzerdir. Sekilde florimetreler ve spektroflorometrelerdeki bu bilesenlerin tipik bir
dizilisi goriilmektedir. Hemen hemen biitiin floresans cihazlarinda giic kaynagindaki
dalgalanmalar1 dengelemek (etkisini gidermek) i¢in cift-15inl optik sistem kullanilir.
Numuneden gelen 151, Once floresans uyaracak isinlart geciren, fakat floresans
emisyonunun dalga boyundaki iginlar1 disarida tutan veya simirlayan bir uyarilma

filtresinden veya bir monokromatdrden gecer.

He larnbhas

Ekzitasyon

Sekil 2.3. Fotoliiminesans 6lgiimleri ig¢in kullanilan cihaz



Olgiilecek floresans 1smnimin siddeti, floresan maddeyi uyarmak igin kullanilan
isinin Py siddetiyle orantili oldugundan, 1s1n kaynaginin giiclii olmasi1 gerekir. Bu
amagcla fotometre ve spektrofotometrelerde kullanilan hidrojen, déteryum ve tungsten
15in kaynaklarindan daha giiglii olan diisiik basingli civa ark lambalan ve yiiksek
basinglt ksenon ark lambalar1 kullanilir. Filtreli florimetreler i¢in en yaygin kullanilan
kaynak, erimis silika pencereli, diisiik basin¢gli Civa buhar lambasidir. Bu kaynak, 254,
302, 313, 546, 578, 691 ve 773 dalga boylarinda siddetli 1sinlar yayar. Bu 1sinlar kesikli
olduklarindan, bir absorpsiyon filtresinden veya bir interferans filtresinden gecirilerek
ayrt ayr1 dalga boyunda 1sin demetleri haline getirilir. Bu nedenle, yiiksek basinglt
ksenon ark lambalarinin kullanildigi cihazlara spektroflorimetreler denir.

Fotoliiminesans Ol¢timlerinde kullanilan 6rnek kaplari absorpsiyon Ol¢limleri
icin kullanilanlarin aynisidir. 320nm’den daha kisa dalgaboylu emisyon 6l¢iimlerinde
pireks kaplar yerine kuvartz veya silika kaplar kullanilmalidir. Fosforesans ol¢timleri
genellikle sivi azot sicakliginda (77K) yapildigindan 6rnek kabi sivi azot igeren bir
Dewar kabina yerlestirilir. Kullanilan Dewar kabinin uyaran ve yayilan 1s1n1 gegiren
pencereleri olmast gerekir. Fotoliiminesans Ol¢limlerinde kullanilan dedektor,
fotocogaltic tiir dedektordiir.

Liiminesansin 6l¢iildiigli dalgaboyu sabit tutulup, uyarma monokromatoriindeki
dalgaboyu ayar1 degistirildiginde, bu liiminesansa yol agan uyarici 1ginin spektrumu elde
edilir. Bu spektruma, uyarma spektrumu adi verilir. Uyarma spektrumu,
spektroflorimetre ile elde edilmesine yani yayilan 1smin Olglimiine dayanmasina
ragmen, molekiiliin absorpsiyon spektrumu ile ayn1 dalga boyu araliginda elde edilir ve
bir bakima molekiiliin diizeltilmemis absorpsiyon spektrumu gibidir.

Uyarma dalga boyu sabit tutulup emisyon monokromatdriindeki dalga boyu
ayar1 degistirilirse, drnek i¢in liiminesans spektrumu elde edilir. Liiminesans spektrumu,
uyarma spektrumundan daha uzun dalga boyu bolgesindedir. Hem uyarma hem de
emisyon monokromatdriindeki dalga boyu ayarlar1 aralarinda belli bir dalga boyu farki,
AM, uygulanarak ve ayni hizda birlikte degistirilerek liiminesans 6l¢iimii yapilabilir. Bu
tir spektrum elde etme yontemine Senkron spektroflorimetri yontemi denir ve bu
yontem Ozellikle birden fazla floresant madde iceren karigimlarin kantitatif analizinde
kullanilir. Uyarma, liiminesans ve senkron liiminesans spektrumlara ait 6rnekler Sekil

2.4.°de gorilmektedir.
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Sekil 2.4. Antrasenin uyarma, liiminesans ve senkron liiminesans spektrumlari

Fotoliiminesans Ol¢iimlerinden ©nce, uyarma ve emisyon spektrumu ve
liiminesans kuantum verimi bilinen bir madde ile (6rnegin kinin siilfat ¢ozeltisi) 6l¢iim

yapilarak, aletin kalibre edilmesi gerekir.

2.1.4. Spektroflorimetrelerin ayarlanmasi

Bir spektroflorimetre kullanmadan 6nce standart maddelerle ayarlanmalidir. Bu
amagla ¢ok ¢esitli maddeler kullanilabilir. Bunlara florofor maddeler de denir. Florofor
maddelerden en ¢ok kullamlani kinin siilfattir. Kinin siilfat ¢ozeltisi (1.10° M) dalga
boyu 350 nm olan bir 151nla uyarildig1 zaman dalga boyu 450 nm olan siddetli bir 151n
demeti verir. Salisilik asit de bu amagla kullanilabilir. Salisilik asit ¢dzeltisi 308 nm
dalga boyunda bir 1sinla uyarilirsa, o da 450 nm dalga boyunda bir floresan 1s1n demeti
verir. Bu amagla ¢ok kullanilan bir bagka ayar maddesi de asetil salisilik asittir (ASA).
Bu madde 278 nm dalga boyunda bir 1sinla uyarildiginda 335 nm dalga boyunda siddetli

bir floresans 111 verir (Glindiiz, 1995).

2.1.5. Fotoliiminesans kuantum verimi ve floresansi etkileyen faktorler

Yayilan foton sayisinin, absorblanan foton sayisina orani o molekiiliin
fotoliiminesans kuantum verimi, ¢, olarak tanimlanir. Uyarilmis singlet molekiiliin
enerjisi ile temel haldeki molekiiliin enerjisi birbirinden ne kadar farkli ise, i¢ doniisiim

olaymnin olasilig1 o kadar azalir ve dolayisiyla floresans verimi artar. Benzer bi¢cimde bir



molekiiliin uyarilmis triplet hallerinin enerjileri ne kadar farkli ise sistemler arasi gecis
olasilig1 o kadar azalir ve floresans verimi artar. Uyarilmis singlet ve uyarilmis triplet
hallerinin enerjileri birbirlerine yaklasirsa, sistemler arasi gegis olasiligi ve fosforesans
verimi artar. Hem maddenin ¢evresi, hem de yapisi floresans 6zelligini (floresans
verimi, emisyon dalga boyu ve 1sin siddetini) biiyiikk Olglide etkiler. Bunlardan
baslicalar asagida agiklanmistir (Skoog ve ark., 1998; Giindiiz, 2002b).
1- Molekiil yapisinin floresansa etkisi,
a) Cift bag konjligasyonunun genis bir sekilde delokalize olmasina,
¢) Bagli bulunan siibstitiientlere baglidir.
2- Sicaklik,
3- Coziicli etkisi,
4- pH etkisi,
5- Konsantrasyonun etkisi,
6- Viskozite etkisi,
7. Coztinmis oksijen ve paramagnetiklerin etkisi,

8. Gelen 151n1n dalga boyunun ve siddetinin etkisi.

2.1.5.1. Molekiil yapisinin etkisi

Molekiillerde diizlemsellik, donmenin engellenmis olmasi, konjugasyon ve halka
sayisinin artmasi genellikle floresans verimini arttirir. En siddetli floresans 1sinlarini,
yapisinda diigiik enerjili 1 — n* gegisine imkan veren aromatik halka ihtiva eden
bilesikler verir. Ayrica yapisinda ¢ok sayida konjlige ¢ifte bag ihtiva eden alifatik ve
alisiklik aromatik halkalar da floresans oOzellik gosterirler. Ancak, bunlarin sayisi
aromatik bilesiklerin sayisina gore ¢ok azdir. Bunlardan baska karbonil grubu igeren
alifatik ve alisiklik bilesiklerle ¢ok sayida cifte bag iceren konjuge sistemler de
floresans o6zelligi gosterirler. Bu 6zellikleri aromatik halkalarin kondesasyonuyla daha
da artar. Bir ¢ok siibstitiic olmamis aromatik bilesik floresans 6zellik gosterir. Bunlarin
kuantum verimleri halka sayisiyla ve bu halkalarin kondanse olma dereceleriyle orantili
olarak artar. Ancak, aromatik olmalarina ragmen, floresans ozelligi gostermeyen
bilesikler de vardir.

Piridin, tiyofen, pirol, furan gibi heterosiklik halkalar floresans 06zelligi

gostermezler. Bunun nedeni, bdyle bilesiklerde en diisiik enerjili ge¢isin n— w*
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olmasidir. Bu tip bir gecis sonucu uyarilan maddeler kolaylikla triplet hale gecerler ve

sadece fosforesans 6zelligi gosterirler.

N N 0
H
Piridin Furan Pirol

Buna karsilik bunlara bir benzen halkas1 kondense olursa, molar absorptiviteleri
artar. Daha once de sOylendigi gibi molar absorptivitesi artan bir maddenin uyarilmisg
halinin ortalama émrii ¢ok kisalir. Omrii boyle kisa olan maddeler de siddetli floresans
1s1n1 yayarlar. Buna goére yukarida verilen heterosiklik aromatik halkalardan meydana

gelen kinolin, indol gibi maddeler oldukga siddetli floresans 6zelligi gosterirler.

Kinolin Indol

\

Azot igeren basit heterosiklik halkalarda n—n* diisiik enerjili elektronik
gecisleri oldugundan, bunlarda haller arasi gecis daha kolay olur ve uyarilmig singlet hal
kolayca uyarilmis triplet hale doniisiir. Triplet halden temel hale doniis ise fosforesans
yayma yoluyla olur ve fosforesansin oldugu yerde de floresans azalir veya yok olur.
Buna karsilik azotlu bir aromatik halka olan piridin, aromatik bir halkaya kondense
olursa, kinolinde goriildiigii gibi floresans 6zelligi goriiliir. indol, izokinolin gibi azot

iceren kondense bilesikler de floresans 6zelligi gosterirler.
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2.1.5.2. Konjiigasyon etkisi

Konjligasyon etkisi i¢erisinde hem aromatik hem de alifatik bilesikleri gormek
miimkiindiir. Bu bilesikleri karsilagtiracak olursak, aromatik bilesiklerin konjiigasyonu
7 elektronlar1 delokalize oldugunda, alifatik bilesiklerin konjligasyonu ise lokalize
oldugunda go6zlenir. © elektronlar1 aromatik bilesiklerde diisiik enerji seviyesinde
uyarilirken alifatik bilesikler i¢in yiiksek enerji seviyesi gerekir. Bilesiklerin molekiil
yapisinda bulunan baglar molekiil yapisin1 bozmadan uyarilacak kadar zayif degildir.
Sadece alifatik karbonil bilesikleri floresans verimi ¢ok diisiik olacak sekilde floresans
ozellik gosterebilir. Bunun sebebi karbonil bilesiklerindeki oksijen iizerinde bulunan
bag yapmamis elektron giftini m* orbitaline diisiikk enerji ile uyarilabilirler. Belirtmis
oldugumuz gibi aromatik bilesikler konjuge durumda oldugunda bulunan c¢ift
baglarindaki © elektronlar1 delokalize haldedir. Halka sayisi ile delokalizasyon dogru
orantilidir. Bu sebeple halka sayisi arttik¢a floresans siddeti de artacaktir.

Benzendeki floresans siddeti yiiksek enerji diizeyindeki fotonda gergeklesirken
pentasen i¢in bu durum diisiik enerjili fotonlarda ger¢eklesmektedir. Benzendeki
floresans siddeti UV bolgede goriiliirken pentasen igin floresans siddeti goriiniir bolgede

yer alir.

© Benzen }\‘
Naftalin

Antrasen
s
g i
I e
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2.1.5.3. Molekiiliin rijitliginin ve diizlemselliginin etkisi

Rijitlik, molekiiliin hareketsiz kalmasi yani esnek olmayisi anlamima gelir. Rijit
olan molekiil lizerine gelen bir fotonun enerjisi titresim enerjisine doniisemez. Yapisal
rijitlik (yapisal esnemezlik) floresansi artiran bir faktordiir. Rijid olmayan molekiillerde
i¢c doniisme daha kolay oldugundan, 1s1masiz enerji kayb1 olasilig1 cok daha fazladir. Bu
hal, bilindigi gibi floresans siddetini azaltir. Bundan bagka rijid olmayan bir molekiiliin
bir tarafi, oteki tarafina gore daha zayif enerjiyle uyarilmis olabilir. Bu da floresans
emisyonunu azaltan bir etkendir. Bu, florenle bifenilin kuantum verimleri
karsilastirilarak gosterilebilir. Ayni sartlarda florenin kuantum verimi yaklasik %100
iken, bifenilinki 0,2 dir. Florenle, bifenil arasindaki baslica fark florendeki fazladan bir
metilen grubudur. Bu grubun kendisinin floresans 6zelligi hi¢ yoktur. Gorevi sadece iki
fenil grubunun birbirine gore durumlarimi tespit etmek ve molekiilii daha rijit hale

getirmektir.

CH,

floren bifenil

Riyjitligin floresans ozelliklere etkisine bir diger ornek olarak, yapilar1 birbirine ¢ok
benzeyen fluoressein ve fenolftalein molekiilleri verilebilir. Fluoresseinin alkol-su
karisimindaki ¢ozeltisi ¢ok kuvvetli floresansa sahip oldugu halde, fenolftaleinin

cozeltisi floresans 6zellik gostermez.

Fluoressin Fenolftalein
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Fluoressein molekiilii rijit bir yapiya sahip oldugu halde fenolftalein molekiilii rijit
degildir. Bu nedenle fenolftalein uyarildigi zaman temel hale, 151masiz olarak doniis s6z
konusudur.
kompleksi veren bir ligant bir katyonla kompleks olusturdugunda rijiditesi artar ve
dolayisiyla floresans emisyonu artar. Ornegin, 8-hidroksi kinolinin floresans 6zelligi,
cinko iyonuyla kompleks verdigi zaman siddetle artar. Ciinkii, kompleks iginde 8-

hidroksi kinolin daha rijit bir hale gelir.

2.1.5.4. Molekiildeki siibstitiientlerin etkisi

Liiminesent bir bilesikteki, bilesigin pi (n) elektronlarmi delokalize edebilen
siibstitiientler genellikle, uyarilmis singlet hal ve temel hal arasinda olusan muhtemel
bir 151k gecisini artirir. Bu sonug¢ floresans1t da arttirir. Genellikle orto- ve para-
pozisyonundaki siibstitiientler halkaya elektron verirler ve muhtemelen olusacak
floresans: arttirirlar. Meta-pozisyondaki siibstitiientler halkadan elektron g¢ekerler ve
muhtemel floresans1 azaltirlar. Halkali bir organik molekiilde halkanin elektron
yogunlugunu arttiran siibstitiientler de molekiiliin floresans veriminin artmasini saglar.

-NO; gibi 7 elektronunu delokalize eden (gevseten) siibstitiientler, floresansi ya
azaltirlar ya da tamamen yok ederler. Ornegin, benzen UV bolgede floresans yapar. Bu
molekiile (-NH.) grubu siibstitiie edilirse floresansi artar ve yiiksek dalga boyuna kayar.
(-NOy) ile siibstitiie edilirse floresans O6zelligi tamamen kaybolur. Bunun nedeni,
anilinde (CgHs-NH,:) bag yapmamis elektron ¢ifti bulunmasi, nitrobenzende (CgHs-
NO;) bu halin goriilmemesidir. Bag yapmamis elektron ciftleri diisiikk enerjili 151k
fotonlartyla molekiil yapisini bozmadan bir iist enerji seviyesine uyarilabilirler.

Floresans verimine siibstitiientlerin etkisi benzen halkasi ve benzen halkasina bagli bazi
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stibstitiientler {lizerinde incelenecek olursa, benzen halkasinin siibstitiisyona ugradigi
hem absorpsiyon, hem de floresans bandinda bir degismenin oldugu ve floresans
siddetinin de ¢cogu kez degistigi goriiliir (Cizelge 2.1). Benzen halkasina bir karboksilik
asit grubu siibstitiie olursa, halkanin floresans emisyonu azalir. Cilinkii boyle bir
sistemde daha diislik enerjili n—n* gecisi vardir. Bu gecisin floresans 0zelligiyse

n—n* gecisininkine gore ¢ok daha zayiftir.

Cizelge 2.1. Benzenin floresans 6zelligine siibstitiisyonlarin etkisi(etanol iginde)

Madde Floresans Dalga Boyu(nm) Bagil  floresans | Formiilii
siddeti

Benzen 270-310 10 CsHs
Toluen 270-320 17 CgHsCH;
Propilbenzen 270-320 17 CsHs C3H-
Florobenzen 270-320 10 CsHsF
Klorobenzen 275-345 7 CeHsC1
Bromobenzen 290-380 5 CgHsBr
Iyodobenzen | = —--emeeeee- 0 CeHsl
Fenol 285-365 18 CgHsOH
Fenolat 310-400 10 C¢HsO
Anisol 285-345 20 CsHsNH,
Anilin 310-405 20 CsHsNH,"
Anilinyumiyonu | --me-meee- 0 CsHsNH;"
Benzoik asit 310-390 3 CsHsCOOH
Benzonitril 280-360 20 Ce¢HsCN

Aromatik bilesiklerin floresansina bilinen bazi siibstitiientlerin etkileri Cizelge

2.2°de verilmistir (Giindiiz, 1995).

Cizelge 2.2. Emisyon dalga boyu ve floresans siddetine siibstitiientlerin etkisi

Stibstitlient Dalga Boyuna Etkisi | Isin siddetine etkisi

Alkil Etkilemez Onemsiz 6lciide artar

COOH,CHO,COOR,CRO | Artar Azalir

OH,OMe,Oet Artar Artar

CN Etkilemez Artar

NH,,NHR,NR, Artar Artar

NO,,NO Biiyiik 6l¢ilide artar | Biiyiik 6l¢iide artar veya
tam sondiirme
(quenching)

SH Artar Azalir

SO;H Etkilemez Etkilemez

F,Cl,Br,l Artar Azalir
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Stibstitiientler arasinda halojenlerin farkli bir yeri vardir. Halojenlerin
siibstitiisyonunda, halojenin atom numarasinin artmasiyla maddenin floresans siddeti
azalir. Ornegin, benzenin floresans siddeti 10 kabul edilirse, florobenzenin de 10 dur.
Buna karsilik klorobenzenin 7, bromobenzenin 5 ve iyodobenzenin sifirdir. Buna agir
atom etkisi denir. Agir atom etkisinde kalan bir madde kolayca triplet hale geger ve
floresans1 azalir veya sifir olur. Iyodun floresans iizerine etkisi kismen de olsa
predissosyasyonla agiklanabilir. Bagka bir deyisle iyodobenzende kolayca kopacak bir
bag bulunur. Kisaca molekiiliin biinyesinde veya molekiiliin ¢oziindiigli ¢oziiclide
bulunan bir agir atom (I veya Br gibi) molekiiliin floresans verimini azaltir, triplet

olusumu verimini arttirir ve bu nedenle genellikle fosforesans verimi artar.

2.1.5.5. Sicaklik

Sicakligin yiikselmesi ¢arpigsmay1 artirdigr ve i¢ doniistimii kolaylastirdigi i¢in
floresans 1s1mas1 azalir. (Coziiclinlin  viskozitesinin ~ diismesi de ¢arpismayi

kolaylastirdigindan floresans 1s1masini diistiriir.

2.1.5.6. Coziicii etkisi

Kullanilan c¢oziiciiler floresans siddetinin veya floresansin goriildiigii dalga
boyunun degismesine neden olabilir. Coziiciiniin genellikle uyarilmis durumdaki
molekiiller ile H bagi olusturmasi temel hale 1s1imasiz doniisiin hizini arttirdigindan
floresansin siddetinde azalma olur. Coziiciinilin polarliginin artmasi da floresansi etkiler.
Uyarilmis molekiil, temel haline oranla daha polar ise, ¢dziiciiniin polaritesinin artmasi
ile uyarilmis enerji diizeyi daha kararli hale gelecegi i¢in, uyarilmig ve temel enerji
diizeyleri arasindaki enerji farki azalir ve floresans dalga boyu artar. Bu durum,
uyarilma ve emisyon olaylarinin © ve n* orbitalleri arasinda gergeklestiginde ortaya
cikar. n—>7t* tiirli bir uyarilma i¢in ise, ¢oziiclinlin polaritesinin artmasi ile n orbitalinin
daha kararli hale gelmesi, yani enerjisinin azalmasi s6z konusudur. Ciinkii bu tiir

molekiillerde ¢6ziicli polaritesi arttikga uyarilmis ve temel enerji diizeyleri arasindaki
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enerji fark: artar ve floresans dalga boyu azalir. Bazi hallerde n—n* gegisinin enerjisi
n—m* gecisininkinin altina bile diiser. Iginde agir atomlar igeren ¢oziiciiler, drnegin,
karbontetrakloriir ve etiliyodiir, floresans 1simasinin siddetini azaltir. Atom numarasi
arttikca spin ve toplam orbital momentleri arasindaki etkilesmeler biiyiir ve uyarilmis

triplet hale doniismesi olasiligr artar. Triplet hal fosforesansi artirip, floresansi azaltir.

2.1.5.7. pH etkisi

Pozitif yiik aktariminin gerceklestigi tepkimeler oldukg¢a hizli tepkimeler oldugu
i¢in, proton aktarimi sirasinda temel halde bulunan molekiillerde oldugu gibi, uyarilmis
haldeki molekiillerde de etkilesme olasiligi oldukca yiiksektir. Ortamin pH’indaki
degismeler, temel ve uyarilmis haldeki molekiilleri etkileyecegi i¢in pH, bir floresans
verimini etkileyecektir.

Asidik veya bazik bir siibstitiient ihtiva eden aromatik bir maddenin floresansi
ortamin pH'na baghdir. Boyle maddelerin iyonlagmis ve iyonlagsmamis (molekiil)
hallerinin hem floresans siddetleri, hem de yaydiklar1 floresan 1sinlarin dalga boylari

birbirinden farklidir. Bunlara anilin ve fenoliin molekiil ve iyon halleri 6rnek verilebilir.

C O 0 C

H— N H H— 1\——ll H— N ~-H (+)
(+)

‘ . . (anm.,y‘u‘m iy

Anilin, notral ve bazik ortamda ultraviyole ve goriiniir alan floresansi yayar.
Ultraviyole alandaki floresans maddenin molekiil halinden (I), goriiniir alandaki
floresans ise, maddenin rezonans hallerinden (Il ve I1) ileri gelir. Bu Il ve 111 hallerini
uyarmak, daha uzun dalga boylu 1sinlarla gerceklesir. Buna karsilik anilinyum iyonu
floresans vermez veya ¢ok az verir. Anilinyumun rezonansi, benzenin rezonansi
kadardir. Benzense bilindigi gibi ¢ok zayif floresans verir. Bu da kantitatif amaglar i¢in
kullanilamaz. Bu olay, asit ve baz indikatorlerinin pH ile degismesine benzer. Ornegin,
I-naftol-4-siilfonik asidin) fenolik halinin (sadece siilfonik asit grubundaki protonun

verilmisg hali) floresansi, ultraviyole bolgesinde oldugundan gozle goriilemez. Buna
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karsilik fenolat halinin (fenol protonu da verilmis) floresans1t gozle goriilebilir. Bu
degisme ¢ok kiiciik bir pH araliginda gergeklesir. Bu 6zelliginden yararlanilarak madde

ayarl bir hizla titre edilebilir.

OH

SO3H
1-naftol-4-siilfonik asit

Bazla maddenin siilfonik asit grubunun titrasyonu sona erip de fenol grubu titre
edilmeye baslaninca, floresans goriiliir ve bu anda titrasyona son verilir. Bu titrasyonun
en ilging yonii, bu degismenin fenol protonundan beklenenden daha asag bir pH da
gerceklesmesidir. Bunun nedeni uyarilmig halin asit sabitinin, temel halin asit
sabitinden daha biiyiik olmasidir. Bu titrasyonun doniim noktasidir. Ancak, bu sekilde
bulunan doniim noktasimin pH'si, maddenin asitlik sabitinden hesaplanandan farklidir.
Bunun nedeni maddenin uyarilmis halinin asitlik sabitinin temel halinin asitlik
sabitinden farkli olmasidir. Maddelerin uyarilmis hallerinin asit ve baz sabitleriyle
uyaritlmamis hallerinin asit ve baz sabitleri arasinda biyiiklik bakimindan 4-5
mertebesinde (10%-10° kati) farkliliklar goriilir. Bu nedenle floresanstan analitik
amaglarla yararlanmak gerekiyorsa, ¢ok iyi pH ayarlamasi1 yapmak gerekir. Uyarmayla

asit ve baz sabitinin degismesi ¢ok rastlanan bir olaydir.
2.1.5.8. Konsantrasyonun etkisi

Floresans radyasyonunun siddeti, maddenin konsantrasyonuyla orantilidir.
Floresans, konsantrasyon arttikca artar, ancak belli bir noktada konsantrasyon ¢ok fazla
arttirildiginda artik konsantrasyonla orantili olarak artmaz ve hemen hemen sabit kalir.

2.1.5.9. Viskozite etkisi

Sicakligin artmasi ve ¢dziiciiniin viskozitesinin azalmasi, uyarilmig molekiil ile

diger molekiillerin ¢arpismast ve ayrica sistemler arast gegislerin olasiligin
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arttirmaktadir. Diistik sicaklikta ve yiiksek viskoziteli ortamda ise 1simali durulma

zamani, uyarilmis durumun 6mriinden daha uzun olmakta ve floresans artmaktadir.

2.1.5.10. Coziinmiis oksijen ve paramagnetikler

(Cozlinmiis oksijen genellikle floresans 1s1masinin siddetini azaltir. Bunun nedeni,
maddenin fotokimyasal indiiksiyonla oksitlenmesidir. Ancak, genellikle paramagnetik
oksijen mokeliiliiniin etkisiyle baglanma yoluyla sondiirme (quenching) olayr meydana
gelir. Bu sistemler aras1 gegisi ve dis gegisi etkiler ve triplet hal ortaya ¢ikar. Molekiiler
oksijen paramagnetik oldugundan, singlet halin triplet hale donlismesini kolaylastirip
floresansin1 azaltir. Bu nedenle analizden oOnce ¢ozeltiden ¢Oziinmiis havanin
uzaklastirilmas1 uygundur.

Oksijenden baska Fe'®, Co™, Ni*2, Cu*? gibi paramagnetik ve d orbitalleri
dolmamis gegis elementleri de floresansi sondiirmektedir. Bunlarin etkileri de oksijende
oldugu gibidir. Hg™?, Au*? gibi diyamagnetik atomlar da floresansi azaltmaktadir. Na,

K* Ca™, Mg+2 gibi diyamagnetik hafif metaller floresans1 degistirmezler.

2.1.5.11. Gelen 151n1n dalga boyunun ve siddetinin etkisi

Liiminesans verimi, sadece i¢ doniisiim, sistemler arasi gecis ve enerji aktarimi
gibi fiziksel olaylarla degil, uyarilmis diizeylerde ortaya cikabilecek bag kopmasi ve
iirtin olugmasi gibi olaylar yliziinden de azalabilir. Ayrica gelen 151n1n siddetinin artmasi
floresans: arttirir.

Floresans 1s1mas1 meydana getiren dalga boylarinin alt sinir1 250 nm kadardir. Bu
nedenle 6*—c gegisine tekabiil eden floresanslara pek rastlanmaz. Anilan dalga boyuna
kadar olan 1s1nlar ancak n—n* ve n—n* gegisleri meydana getirebilirler. 200 nm'lik bir
1sinin enerjisi 140 kcal/mol kadardir. Bu biiyiikliikteki enerji floresans 1s1masi yapan
molekiiliin baglarindan bir kismin1 koparir.

Bir molekiiliin uyarilmasi ne kadar enerjili olursa olsun, en diisiik uyarilmis hale
titresim relaksasyonuyla veya i¢ donligmeyle gelir ve ondan sonra floresans isimasi

yapar. Gelen 1s1nin siddetinin (yogunlugunun) artmasi, floresansi artirir.
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2.1.6. Floresans analizin avantaj ve dezavantajlari

Floresans analizin baslica iki avantaji, spektrofotometrik analizden ¢ok daha
diisiik derisimlerde 6lgiim yapilabilmesi ve potansiyel olarak ¢ok daha segici olmasidir.
Ciinkii uyarma ve emisyon dalga boylarinin her ikisi de degistirilebilir. Ayrica ve en
onemli avantaji florimetrik analizin, numunenin molar absorptivitesi, kuantum verimi
ve kaynagin siddetine bagli olarak 10%-10° M’a kadar duyarli olmasidir. Molar
absorptivite veya kuantum verimi kiiciik oldugunda, kaynak veya monokromotor,
istenildigi gibi ayarlanabilir. Bu ayarlama normalde absorpsiyon spektrofotometresinde
yapilamamaktadir (Giindiiz, 1995).

Floresans analizde dezavantajlar, istenmeyen uyarilmis diizey etkilesmeleriyle
meydana gelmektedir. Bu olay, quenching yani sondiirme seklinde ortaya ¢ikar. Birgok
floresant olmayan molekiilden dolayi, hatta eser miktarlarda, S; diizeyindeki floresant
bir molekiilii sondiirebilir, bu nedenle de bir ayirma islemi yapmaksizin kompleks
karisimmin  dogrudan analizi nadiren yapilabilir. Ikinci olarak, ultraviyole 1sinla
uyarildig1 zaman, organik bilesiklerin cogunda fotokimyasal reaksiyonlar olur. Ozellikle
siddetli kaynaklarla kantitatif analitik Ol¢limler yaparken fotopargalanmadan
kacinilmalidir. Pek ¢ok numune igin, giiniimiizde yiiksek duyarlilik, secicilik ve

dogruluga sahip florimetrik analiz yontemleri gelistirilmektedir.

2.1.7. Florimetri ve uygulama alanlari

Florimetri tayinleri ¢ok diisikk derisimlerdeki numuneler ig¢in de tayin imkani
sagladig1 i¢in tarim maddelerinde, bir¢ok organik ve inorganik bilesikte, besin ve ilag
endiistrisinde, klinik numunelerde, biyokimyasal bilesiklerin tayininde, hava ve ¢evre
kirliligi analizlerinde kullanilan enstriimental bir yontemdir.

Ayrica florimetrinin analitik uygulanmasinda rutin olarak asagidaki {i¢ gruptan
biri tercih edilir.

a) Analit molekiiliin kendi dogal floresamimin 6l¢iildiigii direkt metotlar: Nadir
toprak elementlerinin analizleri ve floresans 6zellige sahip uranil (IV) iyonunun (U02+2)
tayini, fluoressein, rodamin-B, kuvartz ve bir kalsiyum floriir minerali olan fluorsparin

tayini ornek olarak verilebilir.
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b) Floresent olmayan bir analitin, floresent bir tiireve doniistiiriildiigii veya
floresent olan bir kompleks olusturmak iizere selatlastirici bir madde (ajan) ile analitin
reaksiyonuna dayanan tiirevlendirme metotlari: Bazi organik bilesiklerin ge¢is metal
katyonlartyla verdikleri kompleks bilesiklerin tayini, benzokinonun siyaniirle
reaksiyonuyla floresent 2,3-disiyano-dihidroksikinon halinde tayini 6rnek olarak
verilebilir.

C) Analitin quenching (engelleme, sondiirme) etkisinin, bazi floresans tiirlerin
analitik sinyalinin siddetinin azalmasina sebep oldugu quenching metotlari: Bu
metodun prensibi, floresent tiirlere ait floresans emisyonunun analit tarafindan
sondiiriilmesidir. Bunun sonucunda da analit konsantrasyonu artarken floresans siddeti
diiser. Floresans, floresent tiirlerin analit ile kimyasal bir reaksiyon vererek
bozulmasindan dolayr azalir. Bu metot, farkli sondiirme etkisine sahip birden fazla
benzer 6zellikteki maddenin se¢imli olarak tayin edilmesinde kullanilan bir metottur.
Ornegin, halojeniirlerin se¢imli tayinleri (C1,, Br, I) kinin iizerine farkli engelleme
etkisinde bulunma 6zelliklerinden yararlanarak yapilabilir. Quenching verimi halojenin
kiitlesiyle orantili olarak artar.

Metodun dezavantaji, tamamen spesifik olmamasi ve olgiilen floresans
siddetinin artan konsantrasyona karsilik diizenli azalmamasidir. Bu nedenle kalibrasyon

egrisi dogrusal degildir (Giindiiz, 1995).

2.1.8. Inorganik Bilesiklerin Analizi

Inorganik maddeler arasinda dogrudan dogruya floresans dzelligi olan maddeler
oldukca azdir. Katyonlar uygun selatlastiract maddelerle floresent kompleksler
verebilir. Bu sekilde floresent kompleksler veren katyonlar renksiz katyonlardir ve
bunlarin kompleksleri genellikle renksizlerdir. Renkli kompleksler bilindigi gibi
absorpsiyon yaparlar. Renksiz kompleksleri de tayin etme olanagi vermesi nedeniyle
florimetreye spektrofotometrenin tamamlayicist da denebilir (Giindiiz, 1995).

Florimetrik olarak tayini yapilan inorganik maddeler baslica i¢ gruba ayrilirlar:

1) Dogal olarak floresans 06zellige sahip olan inorganik tuzlar ki bunlarin
dogrudan dogruya uygun bir ¢ozeltisi hazirlanarak (¢oziicii olarak HC1 veya HBr gibi
inorganik coziiciiler kullanilir) tayini yapilabilir. Cozeltilerinde dogal olarak floresans

Ozellik gosteren tiirlere en Onemli Ornek lantanitler (nadir toprak elementleri) ve
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aktinitlerdir (trans uranyum elementleri). Bunlarin ortak ozellikleri UV 1s18imin
absorpsiyonuyla daha yiliksek enerjili orbitale yliikseltilebilen “f” elektronlarinin
dolmamis enerji seviyesinin varhiidir. Oda sicakliginda mangan halojentirler, tungstat
ve molibdat liiminesans verirken, diisiik sicakliklarda saf Agl, Hgl,, Pbl,, CdS, ZnS
floresanslar1 daha karakteristiktir. Lantanit ve aktinitlerin normal olarak sulu ¢ozeltide
rastlanan sekli M*>diir. Bu elementlerin cogu kat1 hallerinde floresenttir fakat yalnizca
samaryum (Sm) (kalsiyum tungstat ve siilfatli ortamda), europiyum (Eu), gadolinyum
(Gd), terbiyum (Tb) ve disprosiyum (Dy) sulu ¢ozeltide (boraks ve fosforik asitli
ortamda) floresans 6zellige sahiplerdir (Cizelge 2.3).

Cizelge 2.3. Nadir toprak elementlerinin dogrudan analiz duyarlilig

Element Sembol | Alt tayin smirt (g.dm™)
Proseodmiyum Pr 2,5x10™"
Neodmiyum Nd 5x 107

Samaryum Sm 5x 10™

Europiyum Eu 2,5x 10
Godolinyum Gd 10°®

Terbiyum Tb 2,5x 10°

Disprosiyum Dy 2,5x10°

Erbiyum Er 5x 10

Tuliyum Tm 5x 10

4f orbitalleri arasindaki gegisler (f —f gecisleri) atomun yer aldig1 cevreden ¢ok
az etkilenirler (tam dolu 5s ve S5p elektronlarinin perdeleme etkisinden dolayi) ve
molekiiler spektrumdan ¢ok daha karakteristik, keskin atomik spektrum ¢izgileri iceren
emisyon spektrumu verirler, yani emisyon bantlari diger komplekslerin m—1m
gecislerinden ¢ok daha dardir. Bu, organik spektrumun aksine, birden ¢ok elektronik
gecisi i¢cine alir. Spektroflorometrik metotlar, bu elementlerin en ¢ok bilineni olan
uranyum i¢in siklikla kullanilir. Sulu ¢6zeltideki en 6nemli tiirii uranil-V1 iyonu (UO,™)
dur ki bu iyon mavi 1sikla uyarildiginda yesil bir floresans gosterir. Isik siddeti farkli
anyonlarla biiyiik 6l¢iide degisir (Giindiiz, 1995).
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2) Floresans 6zelligini azaltan veya sondiiren (engelleyen) maddeler. Bu 6zelligi
genellikle inorganik anyonlar gosterirler.

Liiminesent olmayan bazi bilesikler, liiminesent sondiirmeyle (quenching olayi)
veya bir liiminesent reaksiyon iirlinii olusturmak {izere bilesikle reaksiyon veren bir
kimyasal reaktif yardimiyla kantitatif olarak tayin edilebilirler. Floresans sondiirmesine
bir o6rnek nitrat iyonu ile asitli diklorofluoresseinin floresansinin sénmesidir
(quenching). Nitrat iyonu, sabit bir diklorofluoressein konsantrasyonunun floresans
siddetindeki azalmanin ¢alisma egrisinden nitrat konsantrasyonunun bir fonksiyonu
olarak tayin edilebilir. Daha 6nce de anlatildigi gibi, liminesent olmayan bir iriin
olusturmak tiizere analit ile liiminesent bilesigin kimyasal reaksiyonu sondiirmeye
(quenching’e) sebep olabilir.

3) Inorganik bilesiklerin ¢cogu fotoliiminesent bir reaksiyon iiriinii olusturmak
tizere florometrik veya fosfometrik bir reaktif ile maddenin reaksiyonundan tayin edilir.
Floresent tayinleri fosforesent tayinlerinden c¢ok daha geneldir. Bazi metaller de
liiminesent iirlin olusturmak iizere liiminesent olmayan bir ligand veya komplekslestirici
maddeyle (ajanla) reaksiyona sokularak tayin edilebilirler. Alternatif olarak ligand veya
komplekslestirici madde, uygun bir metal iyonu ile reaksiyonundan tayin edilebilir.
Floresent analizlerinin ¢ogu dedeksiyon limiti 0.001 ve 2 pg/mL arasindadir. Genellikle
komplekslestirici madde olarak kullanilan organik ligandlar oksijen ve azot gibi
heteroatomlar igerir ve floresent degillerdir. Florometrik bir reaktifin ilavesiyle tayin
edilmekte olan inorganik elementler arasinda Al, Au, B, Be, Ca, Mg, Cd, Cu, Zn, Ga, S,
Sb, Se, Si, Ge, Sn, Ta, Te, Hf, Nb, Pd, Rh, Ru, Gd, Sm, Eu, Th, W ve Zr yer almaktadir.

Florimetrik reaktifler (ayiraglar) olarak kullanilan, genel komplekslestirici
maddelerin (ajanlar) bazilarimin yapilar1 Sekil 2.5’de gosterilmistir. Ayrica florimetrik
ayiraglarla (reaktiflerle) yapilan bazi tayinlerin listesi Cizelge 2.4’de verilmistir

(Giindiiz, 1995).
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Sekil 2.5. Florimetrik reaktif olarak kullanilan bazi genel komplekslestirici maddeler



Cizelge 2.4. Florimetrik reaktifler (ayiraglar) kullanilarak tayin edilebilen ¢esitli metal iyonlari

Floresent dalgaboyu, nm

Metal Reaktif (ayirac) Eksitasyon Emisyon Bozucu Iyonlar
(Ex) (Em)
Al (111) Alizarin Garnet R 470 500 Be. Co. Cr. Cu. F
(kirmizist) R
NO ,PO ,Zr, Th
3 4
Morin 430 500
8-Hidroksikinolin 365 520 Ga, Mg, Zn, Li
Be (I1) 1-Amino-4-hidroksi 540 620
antrokinon
Morin 420 525
2,3-hidroksinaftoyik asit 380 460
2-(o-hidroksifenil)- 365 590 (genis)
benzoksazol
Cu (1) Tetrakloro tetra iyodo- 560 570
florosein-o-fenantrolin
Ga 8-hidroksikinaldin — 492
8-hidroksikinolin 436 470 Mg, Al, Zn, Li
Salisiliden-0-amino- 420 520
fenol
Ge Benzoin 365 410 (genis)
Li () 8-hidroksikinolin 370 450 Al, Ga, Zn, Mg
Mg (I1) Bissalisiliden 475 575
diaminobenzofuran
Mn (11) Karminik asit 467 556
Sc (I11) Salisilaldehit 370 455
semikarbazon
sn (1V) Flavanol 400 470 Epo
Ty
-2 .
BO Benzoin 370 450 Be, Sh
4 7
F_ Alizarin Garnet R’nin al 470 500 Be, Co, Cu, Cr, Fe,
; -3
kompleksi Ni,PO ", Zr, Th
Zn (1) Benzoin — Yesil B, Be, Sb
8-Hidroksikinolin 375 517 Mg, Al, Ga, Li
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Hemen hemen her kompleks 6rnegindeki uyarilma ve emisyon m—1 gegisine
uymaktadir.

Florimetrik reaktifler (ayiraglar) kullanilarak yapilan direkt tayinlere ek olarak
indirekt tayinler yapmak da miimkiindiir. Analite floresent olmayan bir kompleksin
asirisinin ilave edilmesi siklikla kullanilan bir islemdir. Kompleks igerisindeki metale,
liganddan daha kuvvetle etki eden analit, kompleksteki ligandin yerini degistirir.
Boylece ligand floresansinin yeri de degisir. Floresans, serbest ligand miktariyla
orantilidir ki bu da eklenen analit miktariyla orantilidir (Giindiiz, 1995).

Gegis elementlerinin  katyonlarinin selat kompleksleri floresans 6zelligi
gostermezler. Bunun nedenleri sdyledir:

a) Gegis elementleri katyonlari genellikle paramagnetiktir. Paramagnetik
maddeler haller aras1 gecisi kolaylastirdiklarindan singlet hal kolayca triplet hale
dontistr.

b) Gegis elementleri katyonlarinda enerjice birbirlerine ¢ok yakin seviyeler

oldugundan, i¢ doniismeler kolaylasir (1s1ns1z enerji yayma).

2.2. Antihipertansifler

Hipertansiyon tedavisinde kullanilan ilaglar bes baslik altinda toplayabiliriz.
Bunlar, Adrenerjik, Sempatikolitik, Diiiretik sinir sistemi Antagonistler, Renin

Angiotensin Sistemine (RAS) etki edenler, diiz damar kaslarinda etkili ilaglardir.

I.  Adrenerjik sinir sistemi antagonistleri
A.  Merkezi etkililer
B.  Periferik etkililer
a) Adrenerjik ndron blokerleri
b) Ganglion blokerleri
C.  Adrenerjik reseptor blokerleri
1. a reseptor blokerleri
2. B reseptor blokerleri
3. a ve B reseptor blokerleri (miks etkililer)
Il.  Diiiretikler
A.  Tiyazidler ve ilgili ajanlar (hidroklorotiyazid, klortalidon)
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B.  Loop ajanlar (furosemid)

C. Potasyum tutucu ajanlar (Spironolakton, Triamteren)
I1l.  Renin-anjiyotensin sistemini etkileyen ilaglar

A.  ADE inhibitorleri

B.  Anjiyotensin II tip 1 reseptdr Antagonistleri
IV.  Damar diiz kasinda etkili ilaglar

A.  Kalsiyum kanal blokerleri

B.  Potasyum kanal agicilar

C. Dogrudan damar diiz kasini gevsetici ilaglar
V.  Gelisim asamasindaki ilaglar

A. Notral endopeptidaz peptid(NEP) inhibitorleri

B.  Endotelin I reseptor Antagonistleri

C. Renin inhibitorleri ve digerleri

Antihipertansiflerden 6ncelikli kullanilan ilaglar:

e ADE Inhibitérleri ( Benazepril, Enalapril, Fosinopril, Kaptopril, Kinapril,
Lisinopril, Moeksipril, Perindopril, Ramipril, Silazapril, Trandolapril)

e Beta blokerler ( Asebutolol, Atenolol, Karvedilol, Labetalol, Metoprolol,

Nadolol, Propranolol)

e Ca*? kanal blokerleri ( Amlodipin, Diltiazem, Felodipin, Isradipin, Lerkadipin,
Nifedipin, Nizoldipin, Verapamil)

2.2.1. Anjiotensin Déniistiiriicii Enzim (ADE) Inhibitorleri

ADE inhibitorleri, kronik konjestif kalp yetmezliginde de kullanilan ilaglardir.
Hipertansiyon tedavisinde renin-anjiyotensin sistemi araciligiyla etki eden ilaglar, ADE
inhibitorleri yani sira renin inhibitorleri ve anjiyotensin Il antagonistleri olarak da etki
gostermektedirler.

Anjiyotensinojen, plazmada bulunan a2-globiilin yapisinda bir maddedir. Kesin
yapist bilinmemektedir. Karacigerde gergeklesen sentezi, glikokortikoitler ve bir kisim

hormonlar tarafindan indiiklenir. ADE, kininaz Il veya dipeptidilkarboksi peptidaz
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olarak da isimlendirilen ve yapisinda 1278 aminoasit iceren bir polipeptiddir. Bobrek,
beyin, adrenal bezler ve endotelyal hiicrelerde bulunan bir glikoproteindir. Bu ise
sodyum retansiyonuna neden olur. ADE inhibitorleri, anjiyotensin II olusumunu
engelleyerek, kan basincini dogrudan etkilerler. Ayrica adrenal bezlerden aldosteron
salgilanmasini azaltirlar. Viicutta bulunan nétral peptidaz enzimi de ADE gibi islev
goriir ve peptit hidrolizi yapar. Anjiyotensin II olusturur. Anjitensin II ve III aldosteron
salinimin1 uyarir. Hiicre dis1 sivi hacmi ve kan basinci artar.

ADE inhibitorlerinin, hipertansiyon tedavisi, c¢esitli bobrek hastaliklar1 ve
ozellikle diyabetik nefropatide kullanimlari, konjestif kalp yetersizliginde 6liim orani ve
morbiditeyi azaltmalari, fel¢ tedavisinde kullanimlari gibi ¢ok cesitli ve Onemli
uygulamalar1 vardir (Saglam ve ark., 2003). Kan basmcini diisiiren etkinin olusumu
aktif olmayan anjiyotensin I'in aktif, anjiyotensin II'ye doniismesini saglayan ADE
baskilamasiyla ger¢eklesmektedir. ADE baskilanmasi ile plazma ve dokularda
anjiyotensin diizeyi azalir. Bdylece hem arteriollerde hem venillerde genislemeyle
(vazodilatasyonla) cevresel damar direnci azalir, dolayisiyla arteriyel kan basinci diiser.
ADE ayn1 zamanda kininaz II olarak da bilinmektedir. ADE tek etkili bir enzim degildir
(Kayaalp, 2005). Baska peptidlerin yikimindan da sorumludur. Bu peptidler iginde en
1yi bilineni bradikinindir. ADE baskilanmasi sonucu bradikinin yikimi azalmakta ve
organizmada birikim olmaktadir. Bu birikim ADE inhibitorii (ADEI) tedavisinin en
fazla birakilmasina neden olan oksiiriikk yan etkisini ortaya ¢ikarir. ADE inhibitorleri
esansiyel yiiksek kalp basincit olan bireylerde tek ilag olarak kullanilabilmektedir.
Zamanla ilaglarin antihipertansif etkinlikleri azalabilmektedir. Bu durumdaki hastalara
diiiretik eklemek, ilacin antihipertansif etkinligini yeniden eski diizeyine getirmektedir.
ADEI esas olarak sistemik damarlar iizerine etkilidir. Akciger yatag {izerine etki yok
denecek kadar azdir (Demir, 1994).

ADE inhibitorlerinin diiiretiklere ve beta blokerlere gore yan etkilerinin nispeten
az olusu bakimindan istiinliikleri vardir. Ancak hafif ve orta derecedeki yiiksek kan
basinct olan kisilerde etkinlikleri diger ilaglardan fazla degildir. Kalp debisini
disiirmezler, refleks, tasikardi yapmazlar, bobrek koruyucu etkileri vardir. ADE
inhibitorlerinin antihipertansif etkilerinden bagimsiz olarak kalp damar hipertrofisini
onledigi gosterilmistir. ADE inhibitorleri kalp yetersizliginde de ilk segenek olarak
kullanilabilir. Kuru 0Oksiiriikk, bazen wheezing ve anjioddem, hiperkalemi, 6zellikle
bilateral renal arter stenozlu hastalarda akut bobrek yetmezligi yapabilirler. Potasyum

seviyesinde ylikselme, hacim eksilmesine kars1 yanitlarda zayiflama, dokiintii ve kan
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sekeri diistikliigii, tat bozukluklari, pankreatit, kolestatik sarilik diger goriilebilen yan
etkileridir (Vidt ve ark., 1982; Sesoko ve Kaneko, 1985)

Baslica ADE inhibitorii preparatlart:
Benazepril, enalapril, fosinopril, kaptopril, kinapril, lisinopril, moeksipril, perindopril,

ramipril, silazapril, trandolapril, zofenoprildir (Giimiistas, 2009).

2.2.2. ADE inhibitorlerinin Etki Mekanizmalar

Anjiyotensin Doniistiiriici Enzim (ADE) kan basincini diizenleyici mekanizmalar
arasinda yer alan Renin-Anjiyotensin-Aldesteron Sistemi (RAAS) iginde islevi olan bir
enzimdir. Bu enzimin inhibisyonu ile, yiikselen kan basincinin regiilasyonunun
saglandig1 tesbit edildikten sonra antihipertansif tedavide "Anjiyotensin Antagonistleri
ADE veya ADE inhibitorleri adli yeni bir ilag sinifi ortaya cikmistir. Bu sistemi
aciklarsak (Sekil 2.6):

ADE Inhibitorleri Antihipertansif Mekanizmalari (Opie, 1994).
1. Dolasimdaki renin-anjiyotensin Il sisteminin inhibisyonu,
2. Doku ve vaskuler renin- anjiyotensin sisteminin inhibisyonu
3. Terminal néronlardan norepinefrin saliniminin azalmasi,
4. Bradikinin ve vasodilator prostaglandinlerin olusumunda artis,
5. Aldosteron salimininda azalma velveya renal kan akiminin artigindan dolayr sodyum

retansiyonun azalmasidir.

Anjiyotensin I anjiyotensin doniistiiriicii enzim (ADE) araciligiyla anjiyotensin
Il’ye doniistiigiinti goriiriiz. ADE’ye alternatif enzimatik yollar tripsin, cathepsin veya
kalp chymase’da anjiyotensin I’i anjiyotensin II’ye doniistiiriir. Bu nedenle ADE
inhibitdrleri anjiyotensin II olusumunu %100 bloke etmez.

Kan basincinin herhangi bir nedenle normal seviyenin altina diismesiyle bobrekler
proteolitik bir enzim olan renini salgilamaya baslar. Renin, plazmada bol miktarda
bulunan ve ayni zamanda karacigerde siirekli bir sekilde sentezlenerek serbest hale
gecen anjiyotensinojen adli bir peptidin ilizerine etki ederek dekapeptit (10 lu) olan

inaktif anjiyotensin I’ in olusumunu katalizler.
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Prorenin Renin
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¢
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kan basincinda artma

Renin-anjiyotensin sistemi

Sekil 2.6. ADE Inhibitorlerinin Etki Mekanizmasi

Yine plazmada bulunan Anjiyotensin Donistiiriici Enzim (ADE) denilen bir
enzim bu inaktif anjiyotensin I’ i oldukg¢a aktif bir oktapeptit olan anjiyotensin II’ ye
dontistiiriir. Eski adi hipertansin olan Anjiyotensin Il, sadece anjiyotensin olarak da
adlandirilmaktadir. Anjiyotensin kardiovaskiiler sistem ve adrenal korteksteki
aldosteron sentezi iizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir. Anjiyotensin, kardiovaskiiler
sistem tlizerinde bilinen en giiclii etkiye sahip vazokonstriktordiir (damar daralticidir) ve
kan basmcmin yilikselme giicli noradrenaline gore yaklasik 40 kez daha fazladir.
Bunlarin yaninda Anjiyotensin, adrenal kortekste aldosteron sentezini ve salgilanmasini
da arttirmaktadir. Boylece Na ve su reabsorbsiyonunu arttirarak indirekt olarak
vazokonstriktdr (hipertansif) etki gosterir. ADE inhibitorii olan ilaglar, anjiotensin
doniistiiriicii enzimi inhibe ederek anjiyotensin I' in anjiyotensin II’ ye doniistimiinii
engellerler ve boylece plazmada anjiotensin II’ nin diizeyi azaltilip arteriollerde ve
veniillerde vazodilatasyona ve kan basincinda azalmaya sebep olurlar. ADE inhibitorleri

ayni zamanda kininin kininaz II enzimi tarafindan inaktivasyonunu engellerler ve
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bdylece organizmada kinin birikimine sebep olurlar. Kinin, bradikinin periferal vaskiiler
rezistansi diisiirerek kan basincini azaltan oldukga etkili vazodilatér maddelerdir.

ADE, glikoprotein yapisinda olan renin-anjiyotensin sisteminde diizenleyici bir
cinko-proteazidir. ADE nin proteinik kismi 1278 amino asit kalintis1 tasimakta olup
%8-32 oraninda karbonhidrat igermektedir. ADE transmembran bir peptidazdir ve
aminoasit zincirinin son C’ una yakin, hidrofobik kii¢iik aminoasit tasir ve bu aminoasit
ADE’ nin plazma membranina tutunmasini saglar.

ADE inhibisyonu ve bununla beraber plazma ve dokularda Anjiyotensin Il
diizeyi disiirildigli ve ayn1 zamanda ADE ile kinin yikimi da inhibe edildigi i¢in
plazmada bradikinin ve dokularda kallidin diizeyi yiikseltilmesi saglanabilir. ADE
inhibitorlenin tasarimi i¢in ADE’ nin yapisal Ozellikleri arastirilip enzimin aktif
bolgeleri olarak yapilan ¢alismalar sonucunda asagidaki sonuca varilmaistir:

Bu enzimin aktif yoresinde mevcut (+) yiiklii grup, maddenin (-) yiiklii terminal
karboksi grubuyla iyonik bag olusturabilecektir. Ayrica bu enzim, maddenin karboksi
terminal amit grubu ile hidrojen bag1 olusturabilecek yapida olup aktif bolgesinde yer
alan Zn*" iyonu ise, bu enzimle etkilesebilen maddenin amit karbonil grubunun
polarlanmasina ve bu sekilde hidrolitik yarilmaya da hassas hale getirilmesine neden
olacaktir.

Basaril1 bir ADE inhibitorii;

- Zn(*? ile etkileserck ve ADE deki pozitif yiikli bolge ile iyonik bag
yapabilecek gruplar tagimalidir. Yani inhibitor fizyolojik pH’ da iyonize
olabilen bir karboksilik asit olmalidir.

- Bu iki noktada enzim ile baglant1 saglayabilmelidir.

- Anjiyotensin I’ i ADE’ nin aktif bolgelerinden uzaklastirmak igin enzim-
substrat baglantis1 agisindan enzime anjiyotensin I’ e gére daha giiglii bir
sekilde baglanmalidir.

Dogal inhibitorlerin tiimiiniin karboksi terminalinde “"prolin® amino asidi yer
aldigindan dolay1 ila¢ tasariminda prolin esas yapi olarak diisiiniilmiis olup gelistirilen
ilk madde siiksinil-L-prolin olmustur. Etkinin zayifligi gozlenince karboksil grubu
yerine SH getirilmis ve aktivitede artis oldugu saptanmis olup Kaptopril sentezlenmistir.

ADE inhibitorleri diabetik nefropatili hastalarda proteiniiriyi azaltip bobrek
fonksiyonlarini stabilize ederek etkili olmaktadirlar. Ayn1 zamanda ADE inhibitdrleri
konjestif kalp yetmezliginde sol ventrikiil hipertrofisini geriletebilirler. Miyokard

infarktiisii sonrasinda kullanimlarinin faydali etkileri oldugu kanitlanmis bulunmaktadir.
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Fosinopril, moeksipril, ramipril ve trandolapril disindaki tiim ADE inhibitorleri

bobreklerle atilir.

2.2.3. Diiiretiklerin Antihipertansif Amacla Kullanimi

Diyetle sodyumun azaltilmas1 hipertansif hastalarda kan basincini azaltic1 yonde
etki ettigi bilinmektedir.. Sodyum kisitlamasi bakildigi zaman toksin icermeyen bir
tedavi seklidir. Baz1 durumlarda toksik onleyici etkisi de vardir. Diiiretikler igin birincil
olarak sodyum depolarini azaltic1 yonde etkileri gozlenir. Baslangigta kan basinci azalir.
periferik vaskiiler rezistans artici yonde etki gosterebilir. 6 ila 8 hafta devam edildikten
sonra kardiyak output normale doner ve periferik vazkiiler rezistans diiser. Sodyum
Na*/Ca*? degisimi araciligiyla intraseliiler kalsiyum artacaktir. Istenmeyen bu durumlar
diiiretikler veya sodyum azaltic1 yonyemleriyle giderilebilir.

Ditiretikler genellikle hastalarda kan basmcinmi 10-15 mm Hg seviyesinde
diigiirecektir. Bu sebeple orta ve hafif hipertansiyon hastalarinda tek bagslarmna etkileri
gozlenir. Siddetli hipertansiyonlarda ise sempatoplejik ve vazodilator ilaglarla birlikte
kullanilabilirler. Sonug olarak sodyum retansiyonu yapmasina engel olurlar. Cogu hasta
i¢in tiazit grubu ditiretikler uygun olacaktir. Fakat kalp veya bobrek yetmezligi olan
hastalarda (glomeriiler filtrasyon 50 mL/dakikanin altindaysa) i¢in siddetli
hipertansiyon ve sirozda gozle goriiliir miktarda sodyum retansiyonu olusabilir. Bu
durum gergeklestigi takdirde bir loop ditliretigi kullanilmasi uygundur. Potasyum
koruyucu ozellige sahip ditiretikler hem fazla potasyum kaybini engellemek hem de

natriiireze katki saglamak i¢in kullanim1 uygundur.

2.2.4. Birlikte Bulunan Cesitli Durumlara Gére ilac¢ Secimi

Hipertansiyon tedavisinin bireysellestirilmesi gerekir. Bu nedenle ila¢ seciminde
birlikte bulunan c¢esitli durumlar dikkate alinmalidir. Bazi durumlarda yarari
kanitlanmis ya da eslik eden hastalia da yararli olabilecegi diisiiniilen ilaglarin
secilmesi uygundur. Ote yandan eslik eden hastaliga zararli olabilecek ilaglarmn
secilmemesine Ozen gostermek gerekir. Joint National Committee (JNC)-VI.

Kilavuzunda komplikasyonsuz hipertansiyonun tedavisinde morbidite ve mortalite



32

tizerine kanitlanmig etkinlikleri nedeniyle -kontrendikasyon soz konusu degilse- ilk
secenek olarak diiiretikler ve beta blokerler Onerilmektedir. Bunun yani sira bazi
durumlarda yarar1 kanitlanmis olan ve kontrendike olmadik¢a kullanilmalar1 6nerilen

ilag gruplan Cizelge 2.5 de goriilmektedir.

Cizelge 2.5. Bazi durumlarda yarar1 kanitlanmis olan ilag gruplari

Durum flac grubu

* Proteintirili tip 1 diyabet ADE inhibitérleri

* Kalp yetersizligi ADE inhibitdrleri, diiiretikler

* {zole sistolik hipertansiyon (yaslh Diiiretikler (tercih edilir), uzun etkili
hastalarda) dihidropiridin grubu kalsiyum antagonistleri

Beta blokerler (ISA’s1z), ADE

Miyokard infarktiisii sonrast inhibitérleri(sistolik disfonksiyonda)

Hipertansiyon tedavisinde eslik eden duruma da yararli olabilecegi diisiiniilen

ila¢ gruplan Cizelge 2.6’da 6zetlenmektedir.
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Cizelge 2.6. Hipertansiyon tedavisinde eslik eden duruma da yararli olabilecegi diisiiniilen ilag

gruplari

Durum
Diyabetik nefropati

Sol ventrikiil disfonksiyonu
Yash hastalar

Tasiaritmiler

Angina

Prostat hipertrofisi

Proteintirili diyabet (Tip 1 ve Tip 2)

Tip 2 diyabet
Glukoz intoleransi
Dislipidemi
Esansiyel tremor

Kalp yetersizligi

Hipertiroidi

Migren

Miyokard infarktiisii

Osteoporoz
Preoperatif hipertansiyon

Bobrek yetersizligi

Gebelik

Periferik damar hastalig
ADE inhibit6riine bagli oksiiriik

Siklosporin’e bagli hipertansiyon

Ila¢ grubu
ADE inhibitérleri

ADE inhibitorleri

Ditiretikler, kalsiyum antagonistleri

Beta blokerler, kalsiyum antagonistleri
(dihidropiridin dis1)

Beta blokerler, kalsiyum antagonistleri

Alfa blokerler

ADE inhibitérleri (tercih edilir), kalsiyum
antagonistleri

ADE inhibitdrleri, diisiik doz ditiretikler, beta
blokerler

Alfa blokerler
Alfa blokerler

Beta blokerler (kardiyoselektif olmayan)

ADE inhibitdrleri, ditiretikler, anjiyotensin II
antagonistleri, beta blokerler

Beta blokerler

Beta blokerler (kardiyoselektif olmayan),
kalsiyum antagonistleri (dihidropiridin dis1)

Beta blokerler, diltiazem, verapamil
Tiyazid grubu diiretikler
Beta blokerler
ADE inhibitérleri

Alfa metil dopa, beta blokerler, kalsiyum
antagonistleri

Kalsiyum antagonistleri
Anjiyotensin 11 antagonistleri

Kalsiyum antagonistleri
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Ilag tedavisinde kullanilabilecek diger bir segenek ise kombinasyon tedavisi yani
birlesik tedavidir. Kombinasyon tedavisi ile tek ilagla saglanabilecek basar1 oranlari
arttirilabilmektedir. Genellikle iki farkli ilagtan olusan kombinasyonlara hastalarin %75-
80'1 cevap verirken tek ila¢ tedavisinde ilacin en yiiksek dozuna bile, hastalarin yaklagik
%55-60 kadar1 yanit vermektedir. Birlesik tedavi yaklasimi ile yan etkiler en diisiik
diizeye cekilebilmektedir (Glimiistas, 2009).

Kombinasyon tedavisinin dayandigi baslica prensipler sunlardir:

a) Antihipertansif etkinligin farkly mekanizmalar kullanilarak artirilmasi: Farkli
mekanizmalar ile kan basincini diisiiren iki ila¢ kombinasyonunun kan basinci kontrol
altina alinabilen hipertansif hasta sayisini artirdig1 bilinmektedir. Artmis antihipertansif
etkinlik olasilikla anormal kan basinci yilikselmesinde rol oynayan pek cok sayidaki
diizenleyici sisteme ayni anda etki edilmesiyle iligkilidir. Bunun anlami sistemlerden
birinin 6zgilin olarak bloke edilmesinin sonucunda olusan kan basinci diisilisiiniin hemen
her zaman diger sistemlerin dengeyi saglamay1 amaclayan aktivitesini tetikleyecegi ve
bunun sonucunda da, genele bakildiginda antihipertansif etkinlikte bir azalma
goriilecegi seklindedir. Bu nedenle iki farkli mekanizmaya sahip iki ilag
kombinasyonunun tek ila¢ tedavisine gore daha iyi sonug verecegi diisiiniilmektedir.

b) Yan etki sikligimin azaltiimasi: Yan etkilerden bahsederken bunlarin doza bagimli
oldugu unutulmamalidir. Kan basinct ve yan etki profili kombine ilaglar ve tek ilag
tedavisi ile karsilagtirildiginda, kullanilan ila¢ dozu daha diisiik olup yan etki goriilme
siklig1 da daha azdir. Ornegin yiiksek dozlarda diiiretik kullanimimin yan etkileri, ADE
inhibitorleri veya P blokerlerle birlikte kullanilmasi ile azaltilabilir. Bu sayede hem daha
az yan etki, hem de daha fazla kan basinci diislisii saglanir. Burada kombine ilag
kullananlar i¢in dozlarinin ayarlanmasi siireci hastanin bir¢ok defa muayeneye
gelmesine yol agabilmektedir. Sabit dozlu ilaglarda ise doz ayarlamasi kismen doktorun
kontrolii disindadir. Biitiin kan basinci distiriicii ilaglar beraber kullanilabilir, ancak
kisiye 6zel tedavi gercegi unutulmamali ve beraber kullanildiklarinda istenmeyen yan
etkinin artacagi kombinasyonlar tercih edilmemelidir (Saglam ve ark., 2003; ilerigelen,

2005)
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2.2.5. ADE Inhibitérlerinin Kimyasal yapilar1 ve Ozellikleri

Kimyasal olarak ti¢ farkli ADE inhibitérii sinifi vardir. Bunlar, ADE
inhibitorlerinin metal iyonlartyla bir ligand olarak baglanarak kompleks olusturmasini
da saglayan, igerdikleri siilfidril, karboksil ya da fosforil gruplarmma gore
simiflandirilmaktadir. Degisik yapida olmalari, dokulardaki dagilimlarini ve atilim

yollarin1 etkiler.

a) Silfuir igerenler (kaptopril, alasepril, phentiapril, pivalopril, zofenopril).
b) Karboksil grubu icerenler (enalapril, perindopril, trandolapril, ramipril, kinapril,
delapril, silazapril, benazepril, lisinopril, pentopril)

c) Fosforil grubu igerenler (fosinopril)

2.2.5.1. Enalapril

Enalapril anjiyotensin doniistliriici enzim (ADE) inhibitoriidiir. Enapril
hipertansiyon tedavisi, konjestif kalp yetmezligi, post-miyokard infarktiisli, konjestif
kalp yetmezligi, gibi endikasyonlar i¢in kullanilir (Hutchison ve ark., 2003).

Kaptopril'den sonra tedaviye girmis bir ADE inhibitoridiir. Enalaprilin kendisi
zayif bir ADE inhibitoriidiir ama karacigerde ester grubunun hidrolizi ile aktif
metaboliti olan enaloprilata doniisiir. Bu nedenle enalapril bir 6n ilag (prodrug) dir. On
ilag olarak verilmesinin nedeni enelaprilatin mide ve barsak kanalindan iyi
absorblanmamasidir. Enaloprilat ADE inhibiitorii olan enalaprilden 10-20 kat daha
etkindir. Enalapril genellikle tek doz uygulamadan sonra daha 24 saat etkilidir.
Kaptoprile gore daha aktif, daha uzun etki siireli, diger ADE inhibitorlerine gore ise
daha kisa etki stirelidir. Kaptoprilden daha diisiik dozda kullanilir, yan etkisi daha azdir.
Enalapril, yan etkiye neden olabilecek siilthidril grubu icermez. Mide-barsak kanalindan
%70 absorblanir. Besinler biyoyararlanima etki etmez. Karacigerde aktif metabolitine
dontistiikten sonra, etkisi ge¢ baslar, uzun siirer. Enalapril diger ADE inhibiitorleri gibi
hipertansif  hastalarin  tedavisinde kalsiyum kanal veya Dbeta-adrenoseptor
antagonistlerine gore inme, pnonomi riskini ve zatiirre riskini azalatan ADE

inhibiitoridir (Hutchison ve ark., 2003).
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Enalaprilin oral formu plazma diizeyinde 30-90 dakika i¢inde emilimi gergeklesir.
Aktif metabolitin plazma diizeyinde 3-4 saat i¢inde emilimi gerceklesmektedir.
Enalaprilin tek doz aliminda kan basincinda azalma 0,5-4 saat iginde gerceklesir.12-24
saat arasi strer. Aktif metabolitin yarilanma siiresi 30-50 saattir (Hutchison ve ark.,
2003).

Anjiyotensin donistiiriicii enzim inhibitorleri esansiyel hipertansiyon ve konjestif
151 yetmezligi tedavisi i¢in kullanilir. Anjiyotensin doniistiiriicii enzim inhibitorlerinin
olumsuz etkileri verimsiz oksiiriik, dokiintii, eozinofoli, anemi ve trombositte azalmadir.
Ayrica, bu ajanlar hipotansiyon, tasikardi, anjina, perikardit veya anephric hastalarda
hipertansiyon neden olabilir. Diger ortak yan etkiler hiperkalemi, hipertermi,
hipoglisemi, hiponatremi, insiilin duyarliligt ve c¢inko eksikligi bulunmaktadir
(Hutchison ve ark., 2003).

Vasotec markasi altinda digerleri arasinda satilan Enalapril 1978'de patentlendi ve
1984'te tibbi kullanima girmistir. Saglik sisteminde ihtiya¢ duyulan en etkili ve giivenli
ilaglar1 listeleyen Diinya Saglik Orgiitii Temel laglar Listesinde yer almaktadir.

CAS numarasi : 76095-16-4

Kimyasal Adr: (2S)-1-[(2S)-2-[[(2R)-1-etoksi-1-0x0-4-fenilbiitan-2-ylJamino]
propanol] pirolidin-2-karboksilik asit

Kapali Formiilii : CyoHsN205

Acik Formiilii :

HsC OO HOOG,

Enalapril Maleat

Molekiil Agirhigr : 492.5 g/mol

Erime Noktas : 143-144.5°C

Suda Coziiniirliigii : 0,025 g/mL

Suda az ¢oziinmekle beraber metanol ve dimetilformamitte ¢oziiniir. Yar1 polar organik

¢Oziiclilerde hafif¢e ¢oziiniir.
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2.2.5.2. Kinapril

Kinapril non-siilfidril anjiyotensin doniistiiriicii enzim inhibitoriidiir. Diger grup
tiyelerine gére daha uzun bir etkinlik siiresi vardir. Bu on ilag iki asitli aktif metabolitin
karacigerde desterifikasyon yapilmis seklidir. Kinapril hipertansiyon tedavisi, konjestif
kalp yetmezligi, post-miyokard infarktiisii ve diger endikasyonlar i¢in kullanilir
(Hutchison ve ark., 2003).

Kinapril karacigerde kinaprilat i¢in hizla hidrolize olur. Ila¢ alindiktan sonra ana
bilesik lsaat icinde doruk plazma seviyesine ulasir, aktif metabolit ise 2 saatte
ulagsmaktadir (Hutchison ve ark., 2003). Tek doz alindiktan sonra kan basinci 1 saat
icinde azalmaya baglamaktadir ve etkisi 12-24 saat arasinda siirmektedir. Kinaprilin bir
dozunun % 60 kadar1 kinaprilat olarak idrarda siiziiliir, kinapril dozu bobrek veya
karaciger yetmezligine gore ayarlanmalidir. Kinaprilin yarilanma siiresi 30 dakikadir.
Kinaprilatta ise bu siire 2-25 saat arasindadir (Hutchison ve ark., 2003).

Kinapril anjiyotensin-doniistiiriicii enzim inhibitdrii, anjiyotensin I’in anjiyotensin
II’ye doniistimiinii engelleyen, dogrudan etkili vazokonstiiktor ajanidir. Anjiyotensin
doniistiirticti enzim inhibitorleri kalp hizinda bir refleks artigina neden olmadan sistemik
vaskiiler direnci azaltmaktadir (Brown ve Vaughan, 1998).

Anjiyotensin donistiiriicii enzim inhibitorlerinin baslica kullanimlar1 esansiyel
hipertansiyon ve konjestif 1s1 yetmezligi tedavisi i¢indir (Hutchison ve ark., 2003).
Diger anjiyotensin enzim inhibitorlerinin kullanimi, anjiyoddem, anurik bdbrek
yetmezligi, kalitsal ya da idiopatik anjiyoddem doniistirme ve hamilelik gibi
durumlarda uygun degildir (Hutchison ve ark., 2003).

Anjiyotensin doniistiiriici enzim inhibitorlerinin  olumsuz etkileri verimsiz
oksiiriik, dokiintii, eozinofili, anemi ve trombosit toplamada azalistir. Ayrica, bu ajanlar
hipotansiyon, tasikardi, anjina, perikardit veya anefrik hastalarda hipertansiyona neden
olabilir. Diger ortak yan etkileri ise hiperkalemi, hipertermi, hipoglisemi, hiponatremi,
insiilin duyarlili1 ve ¢inko eksikligidir.

Anjiyotensin doniistliriici enzim inhibitorlerinin kullanimi ile ilgili daha ciddi yan
etkileri pankreatit, bobrek yetmezligi, notropeni, hepatotoksisite, anjiyoddem, spermde
ve fetal oliimdiir (Hutchison ve ark., 2003). Hidroklorotiyazit 6dem ve hipertansiyon

tedavisinde kullanilan tiazit yapili bir ditliretiktir. Tiazit grubu ditiretikler
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hipertansiyonun baslangi¢ tedavisinde tek baslarina veya diger ilaglarla kombine
kullanilirlar. Kivrim ditiretiklerden farkli olarak, bobrek yetmezligi olan hastalarda
etkinlikleri zayiflar. Hidroklorotiyazit diabetes insipidus ve hiperkalsiiri tedavisi i¢in de
kullanilir. Hidroklorotiyazit, FDA gebelikte ila¢ kullanimi risk siniflandirmasinda B
kategorisine dahildir (hayvan deneyleri ve gebelerde yapilan kontrollii capraz
calismalarda risk olasiligi dogrulanmamis ilaglar). Tiazit grubu diiiretikler bobrek
tubulus epitelyumundan sodyum iyon transportunu inhibe ederek sodyum, klor ve suyun
atilimin artirirlar.

Tiazitlerin bu etkiyi gdstermelerinde farkli mekanizmalar rol oynayabilirse de,
yaptiklar dilirezden sorumlu esas mekanizma Henle kivriminin ¢ikan kolunun kortikal
boliimii (kortikal diliie edici segment) ile distal tubulusun proksimal boliimiinde aktif
kloriir reabsorbsiyonunu inhibe etmeleridir. Ikincil olarak sodyum reabsorbsiyonunu da
azaltirlar. Kloriir transportunu nasil azalttiklar1 tam olarak bilinmemektedir.

Tiazitler ayrica potasyum ve bikarbonat atilimini artirir, kalsiyum ve {iirik asit
eliminasyonunu azaltirlar. Hidroklorotiazitlerin potasyum atilimin1 artirmalari renal
tiibiiltslerin distal boliimiinde sodyum yiikiinii arttirmalarina (Na+ iyonundan zengin
filtrat) baghdir; boylece sodyum-potasyum degis-tokus mekanizmasini harekete
gecirerek potasyum salgilanmasini indirekt olarak artirmis olurlar. Neden olduklari
hipokloremi ve hipokalemi hafif metabolik alkaloza yol agabilir.

Hidroklorotiazitlerin ditiretik etkileri hastanin asit-baz dengesinden etkilenmez.
Hidroklorotiazitler aldosteron antogonisti etki gostermezler ve esas etkileri karbonik
anhidraz enzim inhibisyonundan bagimsizdir (Sweetman, 2007).

Accupril markas: altinda digerleri arasinda satilan kinapril, yiiksek tansiyon, kalp
yetmezligi ve diyabetik bobrek hastaligini tedavi etmek i¢in kullanilan bir ilagtir.
Yiiksek tansiyon i¢in makul bir baslangi¢ tedavisidir. Agizdan alinir. Sik goriilen yan
etkiler bas agrisi, bas donmesi, yorgun hissetmek ve oksiiriigli icerir. Ciddi yan etkiler
arasinda karaciger problemleri, diisiik kan basinci, anjiyoddem, bobrek problemleri ve
yiiksek kan potasyum olabilir. Hamilelikte ve emzirmede kullanilmasi tavsiye edilmez.
Bir ADE inhibitoriidiir ve renin-anjiyotensin-aldosteron sistemi aktivitesini azaltarak

calisir.
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CAS numarasi : 85441-61-8

Kimyasal Adi: (35)-2-[(2S)-2-[[(2S)-1-etoksi-1-0x0-4-fenilbiitan-2-yl] ~ amino]
propanol]-3,4-di hidro-1H-izokinolin-3-karboksilik asit

Kapali Formiilii : Cy5H3oN2O5

Acik Formiilii :

H,;C O o) COOH

Kinapril

Molekiil Agirhig : 474.98 g/mol
Erime Noktas1 : 120-130 °C
Suda Coziiniirliigii : 1 mg/L

2.2.5.3. Ramipril

Ramipril bir anjiyotensin doniistliriicii enzim (ADE) inhibitoridiir. Bir 6n ilag
olan, ramipril hizla gastrointestinal sistemden emilir ve aktif metaboliti olan ramiprilat
icin kapsamli hepatik metabolizmasina ugrar. Ramiprilat, Ramiprilden 6 kat daha etkili
anjiyotensin doniistiiriicii enzim inhibitoriidiir.

Ramiprilin doruk plazma konsantrasyonu alimindan 1 saat icinde gergeklesir. Kan
basincindaki azalma ilacin aliminda sonra 2 saat icinde, zirve degerine ise 6-8 saatte
ulasir. flag alindiktan sonra 24 saat etkisi siirer. Ramipril idrar elenirse, doz bobrek
yetmezligi ile ayarlanmalidir. Ramiprilatin yarilanma stiresi 24-50 saattir (Hutchison ve
ark., 2003). Ramipril, anjiyotensin-doniistiiriicti enzim inhibitérii, anjiyotensin I den
anjiyotensin II’ye doniisiimiinii engelleyen, dogrudan etkili vasoconstrictor ajanidir.
Anjiyotensin doniistiiriicii enzim inhibitorleri kalp hizinda bir refleks artigina neden
olmadan sistemik vaskiiler direnci azaltmaktadir (Brown ve Vaughan, 1998; van
Veldhuisen ve ark., 1998).
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Anjiyotensin doniistiiriicli enzim inhibitorleri i¢in baglica kullanimlari esansiyel
hipertansiyon ve konjestif 1s1 yetmezligi tedavisi i¢indir. Ramipril ve diger anjiyotensin
enzim inhibitdrlerinin kullanimi, anjiyoddem, aniirik bobrek yetmezligi, kalitsal ya da
idiopatik anjiyoddem doniistirme ve hamilelik gibi durumlarda uygun degildir
(Hutchison ve ark., 2003).

Anjiyotensin doniistiiriicii enzim inhibitorlerinin olumsuz etkileri verimsiz
oOksiiriik, dokiintii, eozinofili, anemi ve trombosit toplamada azalistir. Ayrica, bu ajanlar
hipotansiyon, tasikardi, anjina, perikardit veya anephric hastalarda hipertansiyona neden
olabilir.

Diger ortak yan etkileri ise hiperkalemi, hipertermi, hipoglisemi, hiponatremi,
inslilin duyarliligt ve c¢inko eksikligidir. Diger daha az yaygin yan etkileri tat
bozukluklari, cinsel islev bozuklugu, dokiintii ve alopesidir. Anjiyotensin doniistiiriicii
enzim inhibitorleri kullanimi ile ilgili daha ciddi yan etkileri pankreatit, bobrek
yetmezligi, nétropeni, hepatotoksisite, anjiyoddem, spermde ve fetal oOliimdiir
(Hutchison ve ark., 2003).

Altace markas1 altinda satilan Ramipril, yiiksek tansiyon, kalp yetmezligi ve
diyabetik bobrek hastaligini tedavi etmek icin kullanilan bir ilactir. Ayrica yiiksek risk
altindaki hastalarda kardiyovaskiiler hastaliklar1 onlemek i¢in kullanilir. Yiiksek
tansiyon i¢in makul bir baslangi¢ tedavisidir. Agizdan alinir. Sik goriilen yan etkiler
bas agrisi, bas donmesi, yorgun hissetmek ve oOksiiriigii icerir. Ciddi yan etkiler
karaciger problemlerini, anjiyoddem, bobrek problemlerini ve yiiksek kan potasyumunu
icerebilir. Hamilelikte ve emzirmede kullanilmas1 tavsiye edilmez. Bir ADE

inhibitoriidiir ve renin-anjiyotensin-aldosteron sistemi aktivitesini azaltarak galisir.

CAS numarasi : 87333-19-5

Kimyasal Adi: (2S,3aS,6aS)-1-[(2S)-2-[[(2S)-1-etoksi-1-0x0-4-fenilbiitan-2-yl] amino]
propanol]-3,3a,4,5,6,6a-hekza hidro-2H-siklo penta[d]pirol-2-karboksilik asit

Kapal Formiilii : Cy3H3,N,05
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Acik Formiilii :

H3C\/O O

Ramipril

Molekiil Agirhg: : 416.52 g/mol
Erime Noktasi : 109 °C

Suda Coziiniirligii : 3.5mg/L

2.2.5.4. Lisinopril

Lisinopril non-siilfidril ve uzun etkili anjiyotensin donistiiriicii enzim (ADE;
kininase II) inhibitoriidiir. Lisonopril hipertansiyonun tedavisi i¢in, konjestif kalp
yetmezligi, postmiyokardiyal infarktiisii i¢in kullanilir.

Lisinopril yavas ve degisken sekilde gastrointestinal sistemden emilir, emme orani
sabit hizdadir (0.2/sa). Lisonopril alimindan 6-8 saat sonra doruk plazma seviyesine
ulagir, ilk saat i¢inde kan basincinda azalma meydana gelmektedir.

Tek doz kullaniminda (20 mg) 24 saat etkisi siirmektedir. Lisinopril 10 mg doz
icin ortalama plazma konsantrasyonu 40 ng/ml ve 20 mg doz i¢in ise 80-140 ng/ml dir.
Ciinkii lisinopril idrarda degismeden siiziiliirse, bobrek yetmezligi ile dozun
ayarlanmasi gerekir (Hutchison ve ark., 2003). Lisonopril digerlerine gore daha uzun
ekili non-siilfidril anjiyotensin doniistiiriicii enzim inhibitdriidiir. Bu durum anjiyotensin
I'nin anjiyotensin II’ye donligmesini engeller. Ciinkii anjiyotensin II dogrudan etkili
vazokonstriiktordiir.

Vazodilatasyonun nedeni anjiyotensin doniistiiriicii enzim inhibitorleridir. Ayrica
azalan aldosteron salgist nedeniyle sodyum ve su reabsorbsiyonunda diisiis meyadana
gelmektedir. Bunun sonucunda kan hacmi toplam periferik direncinde bir azalma ile

sonuclanir.
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Anjiyotensin donistiiriicii enzim inhibitorleri kalp hizinda bir refleks artisa
neden olmadan sistemik vaskiiler direnci distiriir (Brown ve Vaughan, 1998; van
Veldhuisen ve ark., 1998). Lisinopril ve diger anjiyotensin doniistiiriicii enzim
inhibitorlerinin kullanim1 anjiyoddem, anurik bobrek yetmezligi, kalitsal ya da idiopatik
anjiyoddem, hamilelik gibi durumlarda uygulanmasi uygun degildir.

Anjiyotensin doniistiiriici enzim inhibitorlerinin olumsuz etkileri verimsiz
Oksiiriik, dokiintii, eozinofili, anemi ve trombosit toplamada azalistir. Ayrica, bu ajanlar
hipotansiyon, tasikardi, anjina, perikardit veya anephrik hastalarda hipertansiyona neden
olabilir. Diger ortak yan etkileri ise hiperkalemi, hipertermi, hipoglisemi, hiponatremi,
insiilin duyarlilig1 ve ¢inko eksikligidir (Hutchison ve ark., 2003).

Lisinopril, yiiksek tansiyon, kalp yetmezligi ve kalp krizlerinden sonra
tedavisinde kullanilan anjiyotensin-doniistiren enzim (ADE) inhibitér smifinin bir
ilacidir. Yiiksek tansiyon i¢in, siyah insanlarda kalsiyum kanal blokerleri veya tiazid
ditiretikleri daha iyi caligsa da, genellikle ilk tedavidir. Diyabetli kisilerde bobrek
problemlerini énlemek i¢in de kullanilir. Lisinopril agizdan alinir. Tam etki meydana
gelmesi dort hafta kadar siirebilir. Sik goriilen yan etkiler bas agrisi, bag donmesi,
yorgun hissetmek, oksiirtik, bulant1 ve dokiintiidiir. Ciddi yan etkiler diisiik kan basinci,
karaciger problemleri, yiiksek kan potasyum ve anjiyoddem igerebilir. Bebege zarar
verebilecegi i¢in hamilelik sirasinda kullanilmasi tavsiye edilmez. Lisinopril, renin-
anjiyotensin-aldosteron sistemini inhibe ederek ¢alisir.

CAS numarasi : 83.915-83-7

Kimyasal Adi:  (2S)-1-[(2S)-6-amino-2-[[(2S)-1-hidroksi-1-0x0-4-fenilbiitan-2-yl]
amino]hekzanol]pirolidin-2-karboksilik asit

Kapal Formiilii : Cy;H31N305

Acik Formiilii :

NH,

HOOC

Iz

COOH

Lisinopril

Molekiil Agirhg: : 441.52 g/mol
Suda Coziiniirliigii : 13 mg/L
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2.3. Cinko, Kimyasal ve Biyolojik Ozellikleri

Cinko mavimsi acik gri renkte, kirilgan bir metaldir. Elementlerin periyodik
tablosunda gecis elementleri grubunda yer alir. Diisik kaynama sicakligi dikkat
cekicidir. Bu deger 6zellikle pirometalurjik metal iiretiminde ¢ok belirleyici bir
etmendir. Dokiilmiis halde sert ve kirilgandir. 120 °C'de
sekillendirilebilir. Elektrokimyasal —potansiyel dizisinde demirden daha negatif
degerdedir. Boylece ¢inko anot olarak katodik korozyon korumada 6nemli bir kullanim

bulur. Galvanizleme bu tiir uygulamalardan biridir.

Sekil 2.7. Cinko (Zn)

Cinko, bilesiklerinde +2 degerlikli olarak bulunur ve olusturdugu bilesiklerde
genelde iyonik bag yapar. Amonyak, amin, siyaniir ve halojen iyonlar1 ile kompleks
bilesikler meydana getirir. Mineral asitlerinde H gaz1 ¢ikisiyla ¢oziiniir. Ancak nitrik
asitte NOy ¢ikisi olur. Dolayisiyla ginko, 6zellikle toz halde ¢ok etkili bir indirgeyicidir.
Normal sicaklikta havada birakilan metalin yiizeyinde koruyucu bir tabaka
olustugundan bu sicaklikta halojenlere bile dayaniklidir. HCI ¢inkoyu ¢ok ¢abuk
korozyona ugratir. Toz ¢inkonun reaksiyona girme kabiliyeti oldukc¢a fazla ise de yanici
degildir. Yiiksek sicaklikta oksijen, klor ve kiikiirt gibi elementlerle siddetle reaksiyona
girer. Civa ile sert bir amalgam meydana getirir. Kloriir ve siilfat tuzlar1 suda yiiksek
miktarda ¢oziinlir. Buna karsilik ¢inko oksit, silikat, fosfat ve organik kompleksleri ya

suda hi¢ ¢oziin-mezler ya da ¢ok az ¢oziiniirler. Bilesikleri arasinda ¢inko oksitin teknik
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ve ekonomik degeri vardir. Organik bilesikleri arasinda ¢inko sabunu en Onemli
kullanima sahiptir.

Cinko tiim hiicrelerimizin i¢inde ve 200 kadar enzimin yapisinda bulunur. Cinko
diger minerallere gore daha fazla enzimatik reaksiyonda gorev alir. Ayrica timus
hormonlari, insiilin, bliylime hormonu gibi bir¢ok hormonun olusumunda gorev alir.
Insanda ortalama olarak 1.4-2.5 g ¢inko bulunmaktadir. Viicutta en ¢ok kas dokusunda
(% 65) depolanir. En yiiksek oranda eritrosit ve 16kositlerde bulunur. Diger yiiksek
oranda c¢inko igeren dokular kemik, deri, bobrek, karaciger, pankreas, retina ve
prostattir. Erigkinlerin gilinliik ¢inko ihtiyact 15 mg kadardir.

Ciddi c¢inko eksikligi nadirdir. Eksiklik gelistiginde cilt degisiklikleri, ishal, sa¢
dokiilmesi, zihinsel dalgalanmalar, immiin fonksiyonlarda bozulmaya bagli tekrarlayan
enfeksiyonlar geligir. Cinko eksikligi daha ¢ok yaslilarda saptanir. Besinlerle alinan
¢inkonun % 47-67" si emilir.

Cinko eksikligi ile iliskili durumlar:

- Sik ve/veya ciddi enfeksiyonlar - Malabsorpsiyon sendromlari

- Uyku ve davranis bozukluklar - Istah azalmasi, anoreksia

- Yara iyilesmesinde gecikme - Biiytime geriligi

- Rubhsal hastaliklar - Koku ve tat kaybi

- Inflamatuar barsak hastaliklar: - Gece korligii

- Infertilite - Cilt bozukluklari

- Adet bozukluklar1 - Sacta kepeklenme ve dokiilme
- Bag dokusu hastaliklar - Romatoid Artrit

Sinirda ¢inko eksikligi kendini enfeksiyona yatkinlikta artma, yara iyilesmesinde
gecikme, koku ve tat duyusunda azalma, sivilce, egzema, sedef hastaligi gibi cilt
bozukluklar1 ile belli eder. Diger ¢inko eksikligi ile iligkili bulgular gece gorme
yeteneginde azalma, gelisme geriligi, testis atrofisi, agiz iilserleri, dilde beyaz tabaka

olusumu, nefesin pis kokmasi olarak sdylenebilir.
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3. KAYNAK ARASTIRMASI

Miarcia C. de Souza ve arkadaslarmin 2014 yilinda yapmis olduklar
“Antihipertansif ilag enalapril ile bir ¢inko kompleksinin konformasyonal
polimorfizmi” bashikli ¢alismada, enalapril-Zn kompleksinin kristal yapisi, c¢esitli
sicakliklarda X 111 kirmimi yontemi ile belirlenmistir. Kompleks, tek disli modundaki
karboksilat grubunun oksijen atomu ile bir Zn?* iyonuna koordine olmus enalapril
ilacindan olusmaktadir. Metal iyonu, canli i¢i ortam igin Onerilene benzer canli disi
ortamda (in vitro) Zn®" iyonu ile enalaprilin komplekslesmesinin gosterdigi gibi, bir
tetrahedral geometri olusturmaktadir. Enalapril-Zn kompleksinin kristal yapisi, sogutma
islemi sirasinda 150-200 K arasinda bir sicaklik araliginda geri dontisiimsiiz diizenli-
diizensiz yapisal bir faz gecisi oldugunu gostermistir. Oda sicakliginda C222den (faz 1),
150 K’de P212121ye (faz II) simetrik bir degisim gozlenmistir. Faz II hafifce diizensiz
iken Faz I, belirgin fiili diizensizlik sunmustur (de Souza ve ark., 2014).

Subrata Jana ve arkadaglarinin 2014 yilinda yapmis olduklar1 “Bakir (lII)
Onciilerinin yerinde indirgenmesi vasitasiyla, esnek-disli siklik N2-verici Schiff
bazlarina dayali bakir (I) komplekslerinin tasarimi ve olusturulmasi” baglikli calismada,
ti¢ bakir (I) kompleksi, [Cu (m2-L1) 1] n (1), [CuLl (m-1,1,3-SeCN)] n (2) ve [Cu2
(m2-1) 2 (L2) 2] (3), burada L1 = 5,6-difenil-2,3-dihidropirazin ve L2 = 2,3-dihidro-5,6-
bis (4 metoksifenil) pirazin, ortam kosullar1 altinda bakir (Il) 6nciilerinin yerinde
indirgenmesi  vasitasiyla sentezlenmistir ve elementel analiz, IR ve UV-Vis
spektroskopisi ve tek-kristal X-1sin1 difraksiyon caligmalari ile karakterize edilmistir.
Bakir (I) merkezleri, 1 ve 3 komplekslerinde trignal diizlemsel geometriye sahiplerdir,
oysaki kompleks 2’de tetrahedraldir. Kompleks 1 1-D zincir yapi, kompleks 2 Cu,Se;
cekirdekli merdiven benzeri polimerik koordinasyon ag1 6zelligindedir, kompleks 3 ¢ift
iyodiir koprii dimer ozelliktedir. Kompleks 1 monoklinik bosluk gruplu P21/c
kristallenir, ancak kompleks 2 ve 3 triklinik bosluk gruplu p11 kristallenirler. Kompleks
1 ve 2 Onemli C-H-p etkilesmeleri gosterir, fakat kompleks 3, boyle C-H-p
etkilesmelerine sahip degildir (Jana ve Chattopadhyay, 2014).

Willian X.C. Oliveira ve arkadaglarinin 2014 yilinda yapmis olduklari “Potansiyel
anti-kanser ajanlar olarak Paladyum (Il) ve platinyum (1) oksamat kompleksleri:
Yapisal karakterizasyonu ve sitotoksik aktivitesi” baglikli ¢alismada, insandaki

kanserojen hiicrelerine karsi sitotoksik aktivitesi olan, ti¢ii paladyum(II) ve bir platin(II)
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iceren bes bilesigin sitotoksik aktivitesi ilk defa degerlendirilmistir. Bu bilesikler
sentezlenerek karakterize edilmistir ve formiil olarak: Kjy(H,opba),H,O (1),
Kz[Pd(opba)],H2O (2 [Pd(NHs3)4]Cl,2H,0  (3), [Pd(NHs)4][Pd(opba)] (4) and
[Pt(H,0pba)]H,O (5) seklindedir. Bu formiilde opba = 1,2-fenilenbis (oksamat).
Bilesiklerden 4. ve 5. yenidir ve bunlarin sentezi ve karakterizasyonu detaylariyla
tartisilmigtir. 4’iin kristal yapisi, tek kristal X 1sm1 kirinimi ile degerlendirilmis ve
bilesiminde kesin ve net [Pd(NHs)s]*"katyonlarinin hidrojen baglariyla [Pd (opba)]®
anyonlariyla etkilesmesi yoluyla ortaya konmustur. Bilesik 1’in kronik miyelojen
16semi hiicrelerinin biiyiimesine anlamli bir etkisi yokken, Pd(Il) ve Pt(ll) kompleksleri
hiicresel biiylimeyi 2’nin aktivitesini takiben dnlemektedir. 2 ve 4. bilesikler, serbest
liganda kiyasla 16semi hiicrelerine yaklasik 20 kat daha fazla sitotoksiktirler (Oliveira
ve ark., 2014) .

Moamen S. Refat ve arkadaslarinin 2014 yilinda yapmis olduklar1 “Enalapril
maleat ilacinin yeni La (111), Ce (I11), Sm (I11) ve Y (111) komplekslerinin hazirlanmasi,
spektroskopik ve termal karakterizasyonu. Canli disinda (in vitro) antimikrobiyal
degerlendirme ¢alismalari” baslikli ¢alismada La (111), Ce (II1), Sm (111) ve Y (111) ile
enalapril maleat hipertansif ilacin 1:1 M oraninda metal kompleksleri sentezlenmistir.
Sonuglanan komplekslerin 6nerilen yapilari, elementel analiz, molar iletkenlik,
(kiz1l6tesi, UV-goriiniir ve floresans) spektrumlari, etkin manyetik moment, termal
analiz (TG), X-i1s1m toz difraksiyonu (XRD) ve taramali elektron mikrokobu (SEM)
sonuglarina dayali olarak ele alinmistir. IR spektral verileri, enalaprilin, karboksilat
oksijeni ve amit karbonil oksijeni vasitasiyla iyonik ¢ift disli bir ligand olarak metal
iyonlartyla reksiyon verdigini gostermistir. Fakat Sm (I1l) kompleksi halinde, amid
karbonil oksijen ile tek disli olarak reaksiyon olmaktadir. Maleat kismi, karboksilat
veya karbonil oksijeni vasitasiyla ¢ift disli ligand olarak biitiin bu metallerle etkilesir.
Kinetik ve termodinamik parametreler, Ea, DH, DS gibi, DTG egrilerinden
hesaplanmistir. Enalapril maleat ve komplekslerinin antibakteriyal degerlendirmesi,
baz1 gram pozitif ve negatif bakterilere ilaveten mantarlara kars1 da gergeklestirilmistir
(Refat ve ark., 2014a)

Hisham E. Abdellatef ve arkadaslarinin 1999 yilinda yapmis olduklar1 “Eosin ve
Cu(Il) ile tg¢li kompleks olusumu yoluyla ramiprilin ve perindoprilinin
spektrofotometrik ve atomik absorpsiyon spektrometrik tayini” baslikli ¢alismada, iki
hassas spektrofotometrik ve atomik absorpsiyon spektrometrik islem, ramipril ve

perindoprilinin belirlenmesi igin gelistirilmistir. Her iki yontem de, bakir (II), eosin ve
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ele alman iki ila¢ arasinda, Kloroform ile ekstrakte edilebilen i¢li bir kompleks
olusumuna dayalidir. En uygun sartlarda spektrofotometrik olarak tglii kompleksler;
perindopril ve ramipril i¢in sirasiyla, belirgin 6.55 ve 4.00 10° mol*cm™ molar
absorpsiyon kapasitesi ve 5.80102 ve 1.04101 mg cm? Sandell hassasiyetleriyle, 535
nm'de maksimum absorpsiyon gostermislerdir. Uclii kompleks ¢ozeltileri, perindopril
ve ramipril igin sirasiyla 10-60 ve 20-100 mg ml™ konsantrasyon araliklarida Beer
yasasina uygundur. Onerilen ydntemin, farmasotik tabletlerde ele alman iki ilacin
tayinine uygulanabilecegi ifade edilmistir. Kompleksin organik oziitiiniin, bakir
igeriginin nicel olarak dogrudan tayin yolu olan atomik absorpsiyon yontemiyle, ayni
zamanda tayin duyarliligimni artirmak amaciyla da incelendi. Spektrofotometrik ve
atomik absorpsiyon spektrometrik islemlerin, ramiprilin ve perindoprilin dozaj
formlarina uygulandiginda iyi bir dogruluk ve kesinlige sahip olduklar1 goriilmiistiir
(Abdellatef ve ark., 1999).

Moamen S. Refat ve arkadaslarinin 2014 yilinda yapmis olduklar1 “Metal-ilag
komplekslerinin sentezi, termal ve spektroskopik davraniglari: La (I11), Ce (I11), Sm (111)
ve Y (Il) ve amoksisilin trihidra antibiyotik ilag kompleksleri” baslikli galismada,
amoksisilin trihidratin La (111), Ce (I11), Sm (111) ve Y (111) ile metal kompleksleri, 1:1
(metal: Amoksisilin) mol oraninda sentezlenmistir. Komplekslerin onerilen kompleks
yapilari, element analizler, molar iletkenlik, (infrared, UV-goriiniir ve floresan)
spektrumlari, Bohr magnetonlu etkin manyetik moment, ayrica termal analiz (TG)
sonuclarina dayanmaktadir ve X-15m1 toz difraksiyonu (XRD) ve taramali elektron
mikroskobu (SEM) ile karakterize edilmistir. Elde edilen sonuglar, amoksisilinin amino,
Imino ve b-lactamic karbonilin vasitasiyla metal iyonuna koordine olmak suretiyle, li¢
disli ligantlar olarak metal iyonlar1 ile reaksiyon verdigini gostermistir. Ea, DH, DS ve
DG gibi kinetik termodinamik parametreler, DTG egrilerinden yola ¢ikilarak
hesaplanmistir (Refat ve ark., 2014b).

Literatlir taramas1 sonucunda, ADE inhibitorleriyle, 6zellikle metabolik 6neme
sahip bazi metaller arasinda olusturulan komplekslerin spektroflorimetrik yontemle

incelenmesi konusunda bir ¢alismaya rastlanmamastir.
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4. MATERYAL VE YONTEM

Deneysel c¢alismalara, ADE inhibitorlerinin (Ramipril ve Enalapril) DMF,
etanol, metanol, asenonitril ve ultra saf su ile olusturduklar1 ¢ozeltilerin florimetrik
parametreleri belirlenerek baglanmigtir. Bu parametrelerin belirlenmesi i¢in Ramipril ve
Enalapril’in her bir ¢oziiciide uygun derisimlerdeki ¢ozeltileri hazirlanarak, uyarma
dalga boylar1 10’ar nm araliklarla degistirilip emisyon spektrumlar1 alinmis ve ADE
inhibitorlerinin her bir ¢éziliciide maksimum floresans siddetine sahip olduklari uyarma
ve emisyon dalga boylari belirlenmistir. Daha sonra viicuttaki pek ¢ok reaksiyonda
onemli rol oynayan ¢inko (Zn) ile ADE inhibitorlerinden olusturulan komplekslerin
ayni ¢Oziicii ortamlarinda kompleks olusturacagi en uygun kosullar tayin edilmistir. Bu
amagla pH, ¢Oziicii ortami, kompleks olusum siiresi ve ADE inhibitorlerinin
konsantrasyonu incelenmis. Cozelti ortaminda olusturulan kompleksin belirlenen en
uygun kosullar altinda, uyarma ve emisyon spektrumlar1 alinarak en yiiksek floresans
siddetine sahip oldugu uyarma ve emisyon dalga boylar1 tespit edilmistir. Ayni
zamanda, belirlenen en uygun kosullarda c¢alisilan metallerin kalibrasyon egrileri
cizilerek gelistirilecek yontemin dogrusal tayin araligi, gozlenebilme ve alt tayin

smirlar belirlenmistir.

4.1. Kullanilan cihazlar

4.1.1. Spektroflorimetre

Bu calismada floresans Ol¢imleri PERKIN ELMER LS/55 marka
Spektroflorimetre ile yapildi. Uyarma ve Emisyon Monokromatoriiniin slit aralig ise
10-10 nm olarak ayarlandi ve tiim Ol¢timler bu aralikta yapildi. Optik uzunlugu 1 cm

olan kuvars kiivet kullanildi.

4.1.2. Analitik Terazi ve pH Metre

Maddeler ACCULAB ATILON marka hassas terazi kullanilarak tartimi
yapilmistir. Deney cozeltilerinin pH’larin1 ayarlamak amaciyla METTLER TOLEDO

marka pH-metre ve ayn1 marka kombine cam-pH elektrodu kullanilmistir. pH-metrenin
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kalibrasyonu, Merck firmasindan temin edilen pH 4, pH 7 ve pH 10 tampon ¢dzeltileri
kullanilarak yapildi.

4.1.3. Su Banyosu, Saf Su Cihazi ve Karistirici

Cozeltileri hazirlamak icin kullanilan ultra saf su Pure Lab Option-Q ELGA DV25
marka ultra saf su cihazdan elde edildi. Sicakligi 35°C’de sabit tutabilmek igin

WiseCircu marka sirkiilasyonlu su banyosu kullanilmistir. Cozeltileri karistirmak igin

ULTRASONIC LC/30H marka manyetik karistirict kullanilmistr.

4.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

4.2.1. ADE inhibitorleri (Enalapril, Ramipril)

ADE inhibitorlerinden olan Enalapril (ENP) ve Ramipril (RMP), metabolik
metallerle kompleks olusumuna dayali ¢alismalarda ligant olarak tercih edilmistir. Bu
ilag etken maddeleri Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Analitik Kimya Anabilim
dal1 8gretim iiyesi Prof. Dr. Sibel A. Ozkan tarafindan ilgili ila¢ firmalarindan tedarik
edilmistir. ENP ve RMP’in DMF, asetonitril, etanol, metanol ve ultra saf suda 103
M’lik stok g¢ozeltileri hazirlanmig, deneysel islemlerde uygun derisimlere seyrltilerek

kullanilmistir.

4.2.2. Coziiciiler

Deneysel ¢alisma siirecinde oncelikle, ADE inhibitorleri olan ENP ve RMP’in,
Merck firmasindan temin edilen, DMF, asetonitril, etanol, metanol ve ultra saf suda

¢Oziinme Ozellikleri incelenmistir.

4.2.3. Amonyum asetat ¢ozeltisi

Deneysel ¢alismalarda, ¢ozelti ortamlarinin pH’larin1 kontrol altinda tutabilmek
icin % 20’lik amonyum asetat (CH3COONH,) c¢ozeltisi tampon ¢o6zelti olarak
kullanilmistir. Amonyum asetat ¢ozeltisi, Merck firmasindan temin edilen ekstra

safliktaki amonyum asetattan alinarak ultra saf suda hazirlanmistir.
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4.2.4. Hidroklorik asit ve sodyum hidroksit ¢ozeltisi

Deney c¢ozeltilerinde, tamponun pH degerini ayarlamak i¢in, 1M HCI ve 1M
NaOH c¢ozeltileri kullanilmistir. 1M HCI ¢ozeltisi, Merck firmasindan temin edilen %
37°1ik saf hidroklorik asitten ultra saf suda hazirlanmistir. 1M NaOH c¢ozeltisi yine
Merck firmasindan tedarik edilen sodyum hidroksitten uygun miktar alinarak saf suda

hazirlanmustir.
4.2.5. Stok ¢inko ¢ozeltisi

Cinkonun 10 M’lik standart stok c¢ozeltisi, Merck firmasindan temin edilen
1000 ppm’lik standart ¢inko ¢ozeltisinden gerekli miktarda alinip ultra saf suda

hazirlanmastir.
4.2.6. Cinko icerikli tabletlerin cozeltisi

Cinko igerikli ilag olarak Bayer firmasinin tirettigi Redoxon tercih edilmistir. Bu
ilag 20 adet tabletten olugmakta ve her tablet icerisinde 10 mg ¢inko ihtiva etmektedir.
Redoxon igerisinden alinan iki adet tablet birkag biiyiik parcaya ayrilmistir. Bu pargalar
250 ml’lik balon igerisine atilmis ve 250 ml ultra saf su ilave edilmistir. Bu karigim 1

saat boyunca ultrasonik banyoda tutularak tamamen ¢6ziinmesi saglanmustir.
4.3. Deneysel Islem

En ¢ok kullanilan ADE inhibitorleri RNP ve ENP ile metabolik 6neme sahip
¢inko iyonlarinin kompleks olusumuna dayanan spektroflorimetrik tayinde kullanilan
deneysel islem soyledir:

25 mL’lik sicaklik kontrollii bir reaksiyon hiicresinde, ¢inko derigimleri 10 M-
10 M olacak sekilde Zn (I1) stok ¢ozeltisinden uygun hacimlerde ilave edildi. Bunun
iizerine, 2.0 mL 10° M RNP’in tayin i¢in belirlenen en uygun floresans siddetinin elde
edildigi ¢oziiclideki (metanol, MeOH)) stok ¢ozeltisinden ilave edildi, 1.0 mL % 20’lik
amonyum asetat ¢oOzeltisi eklendi. Daha sonra 1M HCI ve 1M NaOH c¢ozeltileri

kullanilarak, ¢ozeltinin pH degeri belirlenen en uygun degere (pH=3.0) ayarlandi.
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Cozeltilerin hacmi uygun ¢oziiciiyle (MeOH) 20 mL’ye tamamlandi. Cozelti kompleks
olusumu i¢in en uygun siire (25 dakika) ve sicaklikta bekletildi. Ayni deneysel islem
ENP-Zn kompleksi i¢in de uygulandi. Hazirlanan bu ¢ozeltilerin uyarma ve emisyon
spektrumlar1 alindi ve floresans siddetleri 6l¢iildii. Belirlenen en uygun uyarma ve
emisyon dalga boylarinda, kalibrasyon (F-[Zn*?]) ¢izildi. En uygun deney sartlari
altinda, bu florimetrik ¢inko tayin yontemi Redoxon-Zinc tabletlerine uygulanarak
igerigindeki Zn (II) miktar1 tayin edilmeye ¢alisildi. Geri kazanim, alt tayin sinir1 (LOQ)

ve gozlenebilme sinir1 (LOD) degerleri hesaplanda.

4.4. Deney Kosullarimin Belirlenmesi

ADE Inhibitorlerinden olan ENP ve RMP’in &ncelikle ¢inko ile olusturacag:
kompleks yapmin en uygun sartlari belirlenmesi gerekmektedir. En uygun deney
sartlarinin belirlenmesi i¢in, ligand ve kompleksin en iyi ¢éziindiigii ¢oziicii ortami, en
uygun uyarma ve emisyon dalga boylari, pH, ligand derisimi, kompleks olusum siiresi
incelenmistir. Belirlenen en uygun kosullarda Stern-Volmer kalibrasyon egrileri

cizilmis ve gelistirilen yontemin tayin aralig1 ve alt tayin sinir1 belirlenmistir.

4.4.1. Uyarma ve emisyon dalga boylarimin belirlenmesi

ENP ve RMP’in hangi ¢6ziicide daha uygun uyarma ve emisyon dalga boyunu
verdigini gormek amaciyla, bu ilag etken maddelerinin DMF, asetonitril, metanol,
etanol ve ultra saf suda uygun derisimlerde ¢ozeltileri hazirlanmis ve uyarma dalga
boyu 200 nm’ den baslayarak 10’ar nm araliklarla degistirilmek suretiyle herbir uyarma
dalga boyunda c¢oklu emisyon spektrum taramasi yapilmistir. Bu g¢oklu emisyon
spektrumlarindan maksimum floresans siddetine sahip, en uygun ¢oziiclii ortami, en

uygun uyarma ve emisyon dalga boylar1 belirlenmistir.

4.4.2. En uygun ENP ve RMP derisiminin belirlenmesi

ADE inhibitérlerinden olan ve galismada ligand olarak kullanilan ENP ve
RMP’in derisimi en uygun kompleks olusumunu saglamak amaciyla 10°-10°* M derisim
araliginda degistirilerek emisyon spektrumlari alinmis ve en uygun floresans siddetinin

elde edildigi derisim ¢aligmada ligand derisimi olarak belirlenmistir.
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4.4.3. En uygun pH degerinin belirlenmesi

ENP ve RMP, viicut igerisinde gastrointestinal sistemin mideden kalin barsaga
kadar herbir bolimiinde farkli pH degerlerinin s6z konusu olmasindan dolayr farkli
reaksiyon vererek metabolize olmaktadir. Bu nedenle ENP ve RMP’in ve metal
komplekslerinin farkli pH degerlerinde florimetrik davranislari incelenmistir. Bu amagla
en uygun pH degerini belirlemek icin, belirlenen en uygun ¢dziicii ortamlarinda, pH
degeri 2-9 arasinda 0.5 artis ile degistirilerek belirlenen dalga boylarinda emisyon
spektrumlart alinmig ve floresans siddetleri belirlenmistir. Herbir ilag etken maddesi
icin Olgiilen floresans siddeti degerleri pH’ya kars1 grafige gecirilmistir. Bu grafiklerden

kompleks olusumu igin en uygun pH degeri belirlenmistir.

4.4.4. En uygun ortam sicakhiginin belirlenmesi

Ilag etken maddeleri olan ENP ve RMP icin kompleks olusum sicakligmin
belirlemesinde viicut sicakliginin dikkate alinmasi gerektigi goz ontinde bulundurularak,
kompleks olusumu igin en uygun sicaklik degerini belirlemek amaciyla, deneyler sabit
sicaklikta ¢aligma imkani saglayan ozel bir reaksiyon hiicresinde 35-37°C sicaklik
araliginda yapilmistir. Sicaklik ceketi bulunduran bu hiicre, sirkiilasyonlu su
banyosundan siirekli belli sicakliktaki su devir daimi ile sicakligi sabit tutmaktadir. Bu
reaksiyon hiicresinde herbir sicaklik degerinde belirlenen dalga boylarinda emisyon
spektrumlari alinarak floresans siddetleri dl¢iilmiis, ENP ve RMP’in kompleks olusumu

icin en uygun verilerin elde edildigi sicaklik degeri belirlenmistir.

4.4.5. Kompleks olusum siiresinin belirlenmesi

Kompleks olusumunda siire ¢ok dnemli bir parametredir ve optimize edilmesi
gerekir. Bu amacla ENP ve RMP’in Zn (II) iyonlariyla kompleks olusturdugu en uygun
kompleks olusum siiresi, belirlenen en uygun ¢oziici ortami ve diger deney
parametrelerinde hazirlanan uygun derisimlerdeki c¢ozeltilerin, 10. dk’dan baslayarak
75. dk’ya kadar 5’er dk araliklarla segilen dalga boylarinda floresans siddeti 6l¢timleri

alinarak tespit edilmistir.
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4.4.6. Kalibrasyon grafigi ve analitik parametrelerin belirlenmesi

Zn(IN-ENP ve Zn(I1)-RMP komplekslerinin belirlenen en uygun deney
kosullarinda ve uygun derisim araliklarinda hazirlanan ¢dzeltilerinin, segilen dalga
boylarinda floresans siddetleri 6lgiilerek, dogrusal ¢alisma araligini belirlemek amaciyla
cinko derisimine kars1 floresans siddetleri grafige gecirildi. Ayrica elde edilen
egrilerden bu spektroflorimetrik yontem ile tayin edilebilecek en diisiik c¢inko

derisimleri ve diger analitik parametreler belirlendi.
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5. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA
5.1. Uyarma ve Emisyon Dalga Boylarinin Belirlenmesi

Calismada oncelikle, ENP ve RMP’in DMF, asetonitril (ACN), metanol
(MeOH), etanol (EtOH) ve suda 10° M derisiminde stok cozeltileri hazirlanarak
uyarma dalga boyu 200 nm’den baslayarak 10’ar nm araliklarla degistirilmek suretiyle
herbir uyarma dalga boyunda ¢oklu emisyon spektrum taramasi yapilmistir. Kompleks
olusumunda ligandin degisen pH degerlerindeki davranisi da ¢ok onemli oldugu igin,
daha sonra ENP ve RMP’in her bir ¢oziiciide pH degeri 2-9 arasinda 0.5 artis ile
degistirilerek, derisimleri 103 M olacak sekilde bir seri ¢ozeltileri hazirlanmis ve
belirlenen dalga boylarinda emisyon spektrumlari alinmistir. Bu spektrumlar ve veri
tablolart ENP icin Sekil 5.1-Sekil 5.5 ve Tablo 5.1-Tablo 5.5°de, RMP i¢in ise Sekil
5.6-Sekil 5.10 ve Tablo 5.6-Tablo 5.10’de verilmistir. ENP ve RMP’in bu
coziiclilerdeki emisyon spektrumlar1 incelendiginde, en yiiksek floresans siddeti

degerlerinin EtOH, MeOH ve ACN’de elde edildigi goriilmiistiir.
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Sekil 5.1. Enalaprilin EtOH’ de pH 2-9 degerleri arasindaki emisyon spektrumlari (Aex = 250 nm,
[ENP] =103 M).



55

Cizelge 5.1. Enalaprilin EtOH’ de pH 2-9 degerleri arasindaki emisyon spektrumlarina ait
floresans siddeti degerleri (Aex = 250 nm, [ENP] = 10 M).

EtOH Floresans Siddeti (F.1.)
1-1 1-2 2-1 2-2
PH hex =250 nm dem= 287 NM hex= 503 NM dem = 566 NM
2 271.22 502.78
25 B 235.95 I 437.72
3 i 219.88 K 397.45
3.5 R 204.49 I 370.20
4 I 189.69 N 345.27
45 N 178.21 C 323.31
5 C 151.82 I 272.64
5.5 1 134.97 243.28
6 110.01 U 199.85
6.5 U 95.15 Y 171.39
7 Y 95.23 A 171.69
75 Q 96.59 |\Fj| 174.77
8 M 97.84 A 178.34
8.5 A 100.07 180.86
9 100.98 188.48
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Sekil 5.2. Enalaprilin MeOH’ de pH 2-9 degerleri arasindaki emisyon spektrumlari (Aex = 250 nm,

[ENP] = 103 M).



56

Cizelge 5.2. Enalaprilin MeOH’ de pH 2-9 degerleri arasindaki emisyon spektrumlarina ait
floresans siddeti degerleri (Aex = 250 nm, [ENP] = 10 M).

MeOH Floresans Siddeti (F.1.)
1-1 1-2 2-1 2-2
PH hex =250 Nm dem= 287 NM hex= 501 Nnm dem = 565 NM
2 233.42 444.76
25 B 219.53 I 414.24
3 i 196.22 K 363.29
3.5 R 193.37 I 359.06
4 I 185.81 N 343.75
45 N 184.81 C 345.53
5 C 177.87 I 329.57
5.5 1 157.87 208.11
6 126.58 U 233.30
6.5 U 105.78 Y 195.65
7 Y 98.86 A 186.55
75 'S 95.26 |\Fj| 176.91
8 M 100.35 A 183.07
8.5 A 98.33 180.05
9 102.44 190.02
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Sekil 5.3. Enalaprilin ACN’ de pH 2-9 degerleri arasindaki emisyon spektrumlart (Aex = 250 nm,
[ENP] =103 M).
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Cizelge 5.3. Enalaprilin ACN’ de pH 2-9 degerleri arasindaki emisyon spektrumlarina ait
floresans siddeti degerleri (Aex = 250 nm, [ENP] = 10 M).

ACN Floresans Siddeti (F.1.)
1-1 1-2 2-1 2-2
PH hex =250 nm Aem =287 NM hex =498 Nm Aem =566 NM
2 293.43 552.45
25 B 276.99 I 516.44
3 i 258.02 K 480.27
35 R - I -
4 I 223.87 N 416.73
45 N 188.86 C 352.10
5 C 163.59 I 296.32
55 1 _ -
6 110.43 U 205.35
6.5 U 100.77 Y 187.07
7 Y 101.11 A 188.78
75 'S 11317 |\Fj| 206.26
8 116.96 220.22
M A
8.5 A E -
9 120.60 225.60
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Sekil 5.4. Enalaprilin DMF’ de pH 2-9 degerleri arasindaki emisyon spektrumlari (Ae, = 340 nm,

[ENP] =103 M).
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Cizelge 5.4. Enalaprilin DMF’ de pH 2-9 degerleri arasindaki emisyon spektrumlarina ait
floresans siddeti degerleri (Aex = 340 nm, [ENP] = 102 M).

DMF Floresans Siddeti (F.I.)
1-1 1-2 2-1 2-2
PH Aex=340 Nm dem =424 N dex=678 NM dem= 760 NM
2 93.43
2.5 B - i
3 I 88.02 K
3.5 R - i
4 I 73.87 N Floresans
45 N - C siddeti
5 C 61.59 I degerleri bu
55 i N dalga boyunda
6 5943 U cok diisiik
6.5 U _ Y oldugu i¢in
7 Y 5711 A okunamamustir.
75 o d R
8 R 55.06 M
M A
8.5 A -
9 56.89

Enalaprilin DMF’ de pH 2-9 degerleri arasindaki emisyon spektrumlarina ait
floresans siddeti degerleri, diger c¢oziiciilerle karsilastirildiginda ¢cok daha diistik oldugu
gorilmistiir. Bu nedenle, ENP’in kompleks ¢alismalarinda ¢oziicii olarak DMF’nin

kullaniminin ¢ok uygun olmadigina karar verildi.
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Sekil 5.5. Enalaprilin suda pH 2-9 degerleri arasindaki emisyon spektrumlari (Aex = 250 nm,

[ENP] = 10° M).

Cizelge 5.5. Enalaprilin suda pH 2-9 degerleri arasindaki emisyon spektrumlarina ait floresans
siddeti degerleri (Aex= 250 nm, Aex = 275 nm (su piki), [ENP] = 102 M).

SU Floresans Siddeti (F.I.)
1-1,1-2 1-3 2-1 2-2
PH 2€7X5_n2r$10(g31;3iki) dem =358 NM dex=499 Nm dem=557 NM
2 122.77 91.84
25 B 50.91 i 85.26
3 i 4322 K 84.25
35 R 52.14 i 85.49
4 I 44.03 N 84.48
4.5 N - C -
5 C 48.67 I 88.60
5.5 I 53.34 91.44
6 71.22 U 96.80
6.5 U 100 Y 99.39
7 Y 129.29 A 100.25
75 A 149.06 R 101.39
8 R 108.15 M 99.04
85 X 111.01 A 95.14
9 111.45 93.57
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ENP’in pH 2-9 degerleri arasinda bu c¢oziiciilerdeki emisyon spektrumlari
incelendiginde, en yiiksek floresans siddeti degerlerinin sirasiyla EtOH, MeOH ve
ACN’de elde edildigi goriilmistiir. Ayrica ENP i¢in uyarma dalga boylari, DMF
ortaminda Aex = 340 nm (birinci uyarma igin), ikinci uyarmada floresans siddeti
degerleri ¢ok diisiik oldugu i¢in kaydedilememistir, EtOH, MeOH, ACN ve suda Ae =
250 nm (birinci uyarma) ve Aex = 500 nm (ikinci uyarma) olarak tespit edilmistir.
Emisyon dalga boylar1 ise, EtOH, MeOH ve ACN’de Aeyy = 287 nm (birinci uyarma
icin) ve Aem = 566 nm (ikinci uyarma igin), DMF ortaminda Aem = 424 nm (birinci
uyarma i¢in) ve su ortaminda Aem = 358 nm (birinci uyarma igin) ve Aem = 557 nm

(ikinci uyarma igin) olarak belirlenmistir.
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Sekil 5.6. Ramiprilin EtOH’ de pH 2-9 degerleri arasindaki emisyon spektrumlart (Aex = 250 nm,
[RMP] = 10 M).
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Cizelge 5.6. Ramiprilin EtOH’ de pH 2-9 degerleri arasindaki emisyon spektrumlarina ait
floresans siddeti degerleri (Aex = 250 nm, [RMP] = 10 M).

EtOH Floresans Siddeti (F.1.)
1-1 1-2 2-1 2-2
PH Aex =251 nm hem= 286 NM hex =498 Nm hem= 565 NM
2 1001.05 . 999.99
2.5 B 1000 i 999.99
3 i 1000.01 K 999.99
3.5 R 993.74 I 999.99
4 I 951.12 N 999.99
45 N 753.35 C 999.99
5 C 659.81 I 999.99
5.5 1 517.60 990.55
6 423.79 U 790.23
6.5 U 327.45 Y 612.21
7 Y 307.56 A 572.35
75 'S 286.15 |\Fj| 521.05
8 M 280.42 A 508.95
8.5 A 273.69 529.28
9 276.60 512.94
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Sekil 5.7. Ramiprilin MeOH’ de pH 2-9 degerleri arasindaki emisyon spektrumlari (Aex = 250 nm,

[RMP] = 10 M).
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Cizelge 5.7. Ramiprilin MeOH’ de pH 2-9 degerleri arasindaki emisyon spektrumlarina ait
floresans siddeti degerleri (Aex = 250 nm, [RMP] = 10 M).

MeOH Floresans Siddeti (F.1.)
1-1 1-2 2-1 2-2
PH hex =252 Nm dem =285 NM hex= 498 Nm dem = 566 NM
2 927.24 999.99
25 B 956.05 i 999.99
3 i 928.61 K 999.99
35 R 951.16 I 999.99
4 I 918.39 N 999.99
45 N 873.61 C 999.99
5 C 822.05 I 999.99
5.5 I 754.53 999.99
6 631.70 U 999.99
6.5 U 496.23 Y 956.01
7 Y 418.48 A 805.49
75 é 578.45 |\Fj| 721.58
8 M 353.48 A 671.88
8.5 A 353.66 676.51
9 341.43 652.66
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Sekil 5.8. Ramiprilin ACN’ de pH 2-9 degerleri arasindaki emisyon spektrumlari (Ae = 250 nm,

[RMP] = 10° M).
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Cizelge 5.8. Ramiprilin ACN’ de pH 2-9 degerleri arasindaki emisyon spektrumlarina ait
floresans siddeti degerleri (Aex = 250 nm, [RMP] = 103 M).

ACN Floresans Siddeti (F.I.)
1-1 1-2 2-1 2-2
PH dex =251 nm dem= 286 NM hex =498 nm dem = 565 NM
2 750.35 999.99
25 B : i :
3 i 736.92 K 999.99
35 R i i i
4 I 674.77 N 999.99
45 N - C -
5 C 477.44 I 904.83
5.5 I 381.85 718.40
6 327.22 U 611.37
6.5 U 276.96 Y 517.72
7 Y 24333 A 451.03
75 é 227.21 |\Fj| 428.50
8 M 215.89 A 405.46
8.5 A 212.05 396.44
9 196.67 368.48
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Sekil 5.9. Ramiprilin DMF’ de pH 2-9 degerleri arasindaki emisyon spektrumlari (Aex = 344 nm,

[RMP] = 10° M).
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Cizelge 5.9. Ramiprilin DMF’ de pH 2-9 degerleri arasindaki emisyon spektrumlarina ait
floresans siddeti degerleri (Aex = 346 nm, [ENP] = 10° M).

DMF Floresans Siddeti (F.1.)
1 1-2 2 2-2
PH hex =346 nm Aem =424 NM hex= 686 NM Aem= 760 NM
2 103.23
2.5 B - i
3 I 98.12 K
3.5 R - i
4 I 85.67 N Floresans
45 N - C siddeti
5 C 72.29 I degerleri bu
55 I - dalga boyunda
6 69.83 U cok diisiik
6.5 U _ Y oldugu i¢in
7 Y 67.91 A okunamamustir.
75 A - R
8 R 65.96 M
M A
8.5 A -
9 50.69

RMP’in de DMF’de pH 2-9 degerleri arasindaki emisyon spektrumlarina ait

floresans siddeti degerlerinin, diger ¢oziiclilerdeki degerlere gore ¢ok daha diisiik

oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle, RMP’in kompleks ¢alismalarinda da ¢oziicii olarak

DMF’nin kullaniminin ¢ok uygun olmadigina karar verilmistir.
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Sekil 5.10. Ramiprilin suda pH 2-9 degerleri arasindaki emisyon spektrumlart (Aey = 249 nm,
[RMP] = 103 M).

Cizelge 5.10. Ramiprilin suda pH 2-9 degerleri arasindaki emisyon spektrumlarina ait floresans
siddeti degerleri (Aex = 249 nm, [RMP] = 107 M).

SU Floresans Siddeti (F.I.)
1-1 1-2 2-1 2-2
PH dex =249 nm dem= 285 NmM dex =497 NM dem =564 NM
2 240.84 472.81
25 B 250.21 i 481.04
3 I 242.75 K 468.56
3.5 R 248.48 i 469.33
4 | 246.11 N 476.18
45 N 243.43 C 468.54
5 c 246.35 I 474.74
5.5 I 241.37 466.62
6 236.47 U 459.25
6.5 U 234.07 Y 450.64
7 Y 217.62 A 419.96
75 A 231.97 R 437.49
R M
8 M - A -
8.5 A 240.80 453.09
9 274.88 520.93
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RMP’in pH 2-9 degerleri arasinda bu c¢oziiciilerdeki emisyon spektrumlari
incelendiginde, en yiiksek floresans siddeti degerlerinin, ENP’dekine benzer sekilde,
sirastyla EtOH, MeOH ve ACN’de elde edildigi goriilmiistiir. Ayrica RMP i¢in uyarma
dalga boylari, DMF ortaminda A = 346 nm (birinci uyarma i¢in), ikinci uyarmada
floresans siddeti degerleri ¢ok diisiik oldugu icin kaydedilememistir, EtOH, MeOH,
ACN ve suda Aex = 250 nm (birinci uyarma) ve Aex = 498 nm (ikinci uyarma) olarak
tespit edilmistir. Emisyon dalga boylar1 ise, EtOH, MeOH ve ACN’de Aem = 286 nm
(birinci uyarma igin) ve Aem = 565 nm (ikinci uyarma i¢in), DMF ortaminda Aem = 424
nm (birinci uyarma i¢in) ve su ortaminda Ay = 285 nm (birinci uyarma igin) ve Aeym =
564 nm (ikinci uyarma i¢in) olarak belirlenmistir.

Ayni islem, belirlenen en uygun deney sartlarinda ENP ve RMP’in Zn(II)

kompleksi i¢in de tekrarlanmigtir.
5.2. En Uygun ENP ve RMP Ligand Derisimlerinin Belirlenmesi

Calismada ligand olarak kullanilan ENP ve RMP’in derisimi, en uygun
kompleks olusumunu saglamak amaciyla 10°-10° M derisim araliginda degistirilerek
emisyon spektrumlart almmistir. 10° M derisimde ¢alisildiginda her iki ligandin da
floresans siddetinin ¢ok diisiik ve 10° M derisimde ise floresans siddetinin ¢ok yliksek
oldugu gozlenmistir. 10° M derisimdeki ligand ile ¢inko kompleks olusturdugunda
floresans siddeti arttig1 i¢in, florimetrenin dedeksiyon limitinin iizerine c¢ikmasi
sebebiyle bu derisimde tayin yapilamamistir. 10° M derisimdeki ligand ile artan
derisimdeki ¢inko kompleks olusturuldugunda da uygun bir kalibrasyon grafigi
cizilememis ve tayin yapilamamistir. Bu nedenle ENP ve RMP’in Zn (II) kompleksleri

i¢cin en uygun floresans siddetinin elde edildigi derisim 10™* M olarak sec¢ilmistir.
5.3. En Uygun pH Degerinin Belirlenmesi

Metal komplekslerinin olusumunda pH degerinin biiyilkk 6nem tasimasindan
dolay1, ENP (Sekil 5.11), RMP (Sekil 5.12) ve metal komplekslerinin (Sekil 5.13) en
uygun ¢Oziicli ortamlarinda en uygun pH degerini belirlemek amaciyla farkli pH
degerlerinde (pH degeri 2-9 arasinda 0.5 birim artiglarla) degistirilerek florimetrik

davraniglar1 incelenmistir. Bu amagla, 2 ml ligant alinarak iizerine 1ml % 20’lik
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amonyum asetat, 2 ml Zn (II) ¢ozeltisi ve 10 ml ¢oziicii ilave edilerek bir galisma
¢ozeltisi hazirlanmig, pH degeri uygun degere ayarlandiktan sonra ¢oziicii ile ¢ozelti
hacmi 20 ml’ye tamamlanmustir. C6zelti kompleks olusumu i¢in uygun siire bekledikten
sonra, belirlenen dalga boylarinda emisyon spektrumlar1 alinmis ve floresans siddetleri
kaydedilmistir. Herbir ilag etken maddesi i¢in dlgiilen floresans siddeti degerleri pH’ya
kars1 grafige gecirilmistir.
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Sekil 5.11. Enalaprilin farkli ¢oziiciilerdeki pH-F.I. grafikleri, [ENP]= 10° M, Aex=250 nm,
Aem=287 nm (ACN, EtOH ve MeOH), 358 nm (su)
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Sekil 5.12. Ramiprilin farkli ¢oziiciilerdeki pH-F.1. grafikleri, [RMP]= 10 M, Aex=250 nm,
Aem=286 nm.
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Bu grafikler incelendiginde, ENP ve RMP’in katyonik formlarmin, calisilan
biitiin ¢oziiciilerde anyonik formlarininkinden (ENP’nin sudaki durumu disinda) daha

yiiksek floresans siddetine sahip oldugu gézlemlenmistir.
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Sekil 5.13. RMP-Zn (II) kompleksinin metanol ortaminda pH=2-9 araligindaki emisyon
spektrumlari, ([RMP]= 10 M, [Zn*]= 10" M).

Ramiprilin Sekil 5.12°de verilen pH-F.I. grafikleri incelendiginde, en uygun
floresans siddeti degerlerinin MeOH ortaminda elde edildigi goriilmistiir. Bu nedenle
RMP-Zn(Il) kompleksinin olusumu i¢in en uygun pH degerini belirlemek amaciyla

MeOH ortaminda calisilmistir.
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Cizelge 5.11. RMP-Zn (1) kompleksinin MeOH’ de pH 2-9 degerleri arasindaki emisyon
spektrumlarina ait floresans siddeti degerleri (Aex = 250 nm, [RMP] = 10 M, [Zn**] = 10 M).

MeOH Floresans Siddeti (F.1.)
1-1 1-2 1-3 2-1 2-2
PH Aex=252 | hem=284 | Aem=353 | Aex=499 e = 556
nm nm nm nm nm
3.0 1. 66.59 23.18 2. 145.11
4.0 63.95 24.32 135.14
5.0 U 51.24 26.00 U 113.19
6.0 X 35.76 31.89 X 79.90
7.0 R 29.17 36.58 a 69.87
8.0 M 27.99 45.92 M 67.55
9.0 A 26.94 58.38 A 66.82
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Sekil 5.14. RMP-Zn (IT) kompleksinin metanol ortaminda pH=2-9 araligindaki pH-F.I. grafigi
(Aex= 252 nm, Aeyy = 284 NM)
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Sekil 5.15. RMP-Zn (IT) kompleksinin metanol ortaminda pH=2-9 araligindaki pH-F.I. grafigi
(hex= 252 nm, Ay = 353 NM)
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Sekil 5.16. RMP-Zn (IT) kompleksinin metanol ortaminda pH=2-9 araligindaki pH-F.I. grafigi
(hex= 499 nm, Aem = 556 NM)
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Bu grafiklerden (Sekil 5.14 ve Sekil 5.16), RMP-Zn (I1) kompleksinin olusumu

icin, metanol ortaminda en uygun pH degeri 3.0 olarak belirlenmistir. Sekil 5.15° de
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verilen grafik, RMP-Zn (I1) kompleksinin olusumu i¢in uygun bulunmamistir. Metanol
ortaminda pH=6"dan sonra ¢6zeltide bulaniklik gozlemlenmis ve floresans siddetinde de
hizli bir diisiis olmustur. Bu pH degerinden sonra Zn(OH),’in ¢okmeye basladigi
distiniilmiistir. ENP-Zn (II) kompleksi i¢in yapilan pH c¢alismasinda, ¢alisilan
ortamlarda ve derisimlerde emisyon spektrumlarinda ¢ok diisiik ve kararsiz floresans
siddeti degerleri kaydedilmistir. Bu nedenle bundan sonraki ¢alismalara, sadece RMP-

Zn (1) kompleksiyle devam edilmistir.

5.4. En Uygun Sicakhgin Belirlenmesi

Kompleks olusum c¢aligmalar1 i¢in ortam sicakligi onemli bir parametredir.
Calisilan ADE inhibitorlerinden olan ENP ve RMP’in Zn (II) kompleksleri i¢in ortamin
sicakligi, daha uygun floresans siddeti degerlerine sahip oldugu i¢in fizyolojik sicakliga

yakin olan 35°C olarak tercih edilmistir

5.5. Kompleks Olusum Siiresinin Belirlenmesi

Kompleks olusum reaksiyonlarinda siire de olduk¢a dnemlidir. Bu amagla ENP
ve RMP’in Zn (II) iyonlariyla kompleks olusturdugu en uygun kompleks olusum siiresi,
MeOH ortaminda, %20’lik amonyum asetat ile tamponlanarak pH=3.0’de RMP ve
Zn(II) derisimleri 10" M olacak sekilde hazirlanan ¢ézeltilerin, 10. dk’dan baslayarak
75. dk’ya kadar 5’er dk araliklarla secilen dalga boylarinda floresans siddeti 6l¢iimleri
alinmasiyla ¢izilen Siire, dk -F.l. grafiklerinden tespit edilmistir (Sekil 5.17 ve Sekil
5.18).
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Sekil 5.17. RMP-Zn(1I) kompleksinin metanol ortaminda Siire, dk - F.I. grafigi
(hex= 252 nm, Aepy = 284 nm) (1-2)
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Sekil 5.18. RMP-Zn(Il) kompleksinin metanol ortaminda Siire, dk - F.I. grafigi
(Aex =252 nm, Ay = 435 nm) (1-3)
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Farkli iki uyarma ve emisyon dalga boyunda (1-2 ve 1-3) ¢izilen Siire, dk - F.I.
grafikleri incelendiginde, floresans siddetinin 25. dakikaya kadar attig1 ve daha sonra
azalmaya basladig1 gozlenmistir. Bu nedenle RMP’in belirlenen sartlar altinda Zn(ll)

iyonlartyla kompleks olusturdugu en uygun siire 25 dk olarak belirlenmistir.

5.6. Kompleksin Floresans Siddetine Zn(I1) Derisiminin Etkisinin Belirlenmesi

Belirlenen en uygun kosullarda, 35°C ve pH 3.0’de MeOH ortaminda, belirlenen
uyarma ve emisyon dalga boylarinda, RMP’in farkli Zn (II) derisimlerindeki
etkilesimlerini incelemek amaciyla, 0.1-1.0 uM derisim araliginda kalibrasyon grafigi
cizilmistir. Floresans siddeti ile derisim arasindaki dogrusal iliski ancak belli bir
derisime kadar s6z konusu oldugundan genis bir aralikta bir kalibrasyon egrisinin
¢izilmesi miimkiin olmamigtir. Belirlenen en uygun kosullarda hazirlanan ¢6zeltilerin
252 nm uyarma dalga boyu ve 284 nm emisyon dalga boyunda floresans siddetleri
Olgtilmiis, Zn(Il) derisimine kars1 grafige gegirilerek kalibrasyon grafigi ¢izilmistir,
Sekil 5.19. RMP’in de kompleks i¢in belirlenen uyarma ve emisyon dalga boylarinda az
da olsa floresans siddetine sahip olmasindan ve bu floresans siddetinin sifirlanmasinin
miimkiin olmamasindan dolay1 kalibrasyon grafikleri sifirdan ge¢cmemektedir. Bu

kayma degeri, belirlenen deney kosullarinda RMP’in floresans siddetine esittir.
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Sekil 5.19. RMP-Zn(Il) kompleksinin kalibrasyon grafigi (Deney kosullari: [RMP] = 10 M, [Zn*"] =
0.1-1.0 uM, dk =25, pH=3.0, MeOH ortami, A,y = 252 NM, Aer, = 284 NM).

5.7. RMP-Zn(I1) Kompleksi i¢cin Belirlenen En Uygun Kosullar

Bu c¢alismada yapilan deneyler sonucunda, RMP’in Zn(ll) ile kompleks

olusturdugu en uygun kosullar belirlenmis ve Cizelge 5.12” de verilmistir.

Cizelge 5.12. RMP-Zn(II) kompleksi i¢in belirlenen en uygun kosullar

Uyarma dalga boyu 252 nm
Emisyon dalga boyu 284 nm
En uygun RMP konsantrasyonu 1x10*M
En uygun pH 3.0

En uygun ¢6ziicli ortami MeOH
Kompleks olusum sicakligi 35°C
Kompleks olusum stiresi 25 dakika
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5.8. Yontem Validasyonu

5.8.1. Dogrusallik

Kalibrasyon (Regresyon) grafigi, Cizelge 5,13’de verilen aralikta Zn(ll) derisimi
tizerinde floresans siddetinin dogrusal bir bagmtisinin oldugunu gostermistir. RMP-
Zn(ll) kompleksine ait verilerin dogrusal regresyon analizi asagidaki esitlikle

verilmistir:

F = 47,87 [Zn**] + 33,62, R2=0,9875

Dogrusallik, en uygun sartlar altinda, RMP-Zn(Il) kompleksi i¢in 0.1-1.0 uM olarak

belirlenmistir.
5.8.2. Gozlenebilme simir1 (LOD) ve alt tayin simir1 (LOQ)
RMP-Zn(Il) kompleksi igin gelistirilen yontemin gozlenebilme sinir1 (LOD)

0.04 uM ve alt tayin simr1 (LOQ) 0.13 puM olarak bulunmustur. Sonuglar Cizelge
5.13’de verilmistir.

Cizelge 5.13. RMP ile Zn(Il) etkilesiminin incelendigi florimetrik yontemin istatistik
parametreleri

RMP-Zn(1l)
Parametreler ]

Kompleksi
Dogrusal aralik (uM) 0.1-1.0
LOD (uM) 0.04
LOQ (uM) 0.13
Egim (b) 47.87
Kayma (a) 33.62

Korelasyon katsay1s1 (R?) 0.9875
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5.8.3. Dogruluk ve Kesinlik

RMP-Zn(Il) kompleksi i¢in gelistirilen yontemin dogruluk ve kesinligi,
numunelerin tg tekrarli (n=3) analiziyle tayin edilmistir. Bagil ortalama hata olarak
ifade edilen yontemin dogrulugu, RMP-Zn(ll) kompleksi i¢in % 1.96-10.53
araligindadir. Diistik degerlerdeki yiizde bagil standart hata, RMP ile Zn(ll) iyonu
arasindaki etkilesimin tayini i¢in gelistirilen yontemin iyi bir kesinliginin ve tekrar
yapilabilirliginin oldugunu gostermektedir. Bu istatistik parametreler Cizelge 5.14’de

verilmistir.

Cizelge 5.14. Florimetrik yontemle RMP ve Zn(II) iyonu arasindaki etkilesimin tayini
icin geri kazanim calismasi.

RMP-Zn(11) Kompleksi i¢in

Eklenen Zn(I1) iyonu  Bulunan Fe(l1l) iyonu Geri Kazanim

(M) (uM) £SD * (%) RSD (%)
0.20 01940.02 95 10.53
0.40 0.4240.03 105 7.14
0.60 0.58+0.04 97 6.89
0.80 0.7740.05 96 6.49
1.00 1.0240.06 102 1.96

®Ug tayinin ortalamasi ve standart sapmast.

5.9. RMP’in Cinko I¢erikli Tabletlerle Kompleks Olusturmasi

RMP’in Zn(Il) ¢ozeltisiyle etkilesimi ve baglanabilirligi bir florimetrik yontem
gelistirilerek deneysel olarak incelenmistir. Bu yontemle, RMP’in ¢inko ihtive eden
ilaglarla reaksiyona girerek ayni kompleksi olusturup olusturamayacag tayin edilmeye
calisilmigtir. Bu amagla, Zn(IT) numune ¢ozeltisini hazirlamak igin 6ncelikle 250 mL’lik
bir balon joje igerisine, Zn(II) igeren bir ilag olan Redoxon’dan 2 adet suda eriyen tablet
alimip kirilmis ve ultra saf su ile ¢ozeltisi olusturulmustur. Olusan bu c¢ozeltiden

50mL’lik beher igerisine belirli miktarda alinmis ve HCI ile pH 2 olacak sekilde
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ayarlanmustir. 35°C olan hiicre igerisine 2ml 10° M RMP, 1ml %20’lik amonyum asetat
¢ozeltisi, 5ml Redoxon numune ¢ozeltisi ilave edilmis ve 1M HCI ile pH 3 olacak
sekilde ayarlanmistir. Daha sonra MeOH ile hacim 20 mL’ye tamamlanmis ve ¢ozelti
kompleks olusumu i¢in 25 dk beklenmistir. Hiicre igerisinden alinan numune belirlenen
en uygun dalga boylarinda floresans siddeti degerleri kaydedilmis ve ¢alisma
grafiginden Redoxon igerigindeki Zn(II) derisim degeri belirlenmeye ¢alisilmis, ancak
olumlu sonug¢ elde edilememistir. Redoxon igerigindeki Zn (II) derisim degerini,
gelistirilen RMP ile kompleks olusumuna dayali florimetrik yontemle belirleyebilmek

icin standart ekleme yontemi de denenmis, ancak basarili olunmamustir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

6.1. Sonuglar

Bu tez calismasinda, pekcok metabolik reaksiyonda onemli rol oynayan ve
viicutta az miktarlarda bulunan mikro element ¢inko mineraliyle ADE inhibitorleri ENP
ve RMP’in ¢esitli ¢oziici ortamlarinda kompleks olusturabilme 6zellikleri
spektroflorimetrik yontem ile incelenmistir. RMP ile Zn(Il) iyonlar1 6zellikle MeOH
ortaminda belirlenen en uygun deney kosullarinda etkilesime girerek kompleks
olustururken, ENP ile iyi ve uygun sonuglar alinamamistir. RMP’in Zn(II) iyonlariyla
olusturdugu komplekse dayali florimetrik yontem, ¢inko igeren bir ilaca (Redoxon)
uygulanmis, ancak uygun ve basarili sonuglar elde edilememistir. Bu durumda, hem
fizyolojik bir ¢oziicii ortami olan suda RMP-Zn(II) kompleksinin olusturulamamis
olmasi, hem de Redoxon icerigindeki ¢inko miktarinin gelistirilen florimetrik yontemle
tayin edilememis olmasi sebebiyle ilag olarak birlikte alinmasinin herhangi bir zararinin

olmadig1 sonucuna varilmistir.

6.2. Oneriler

[lag etken maddelerinin eser miktarlardaki metallerin tayinleri icin
kullanilabilecek iyi ligandlar oldugu ve bu tez caligmasinin bu alanda yapilacak
caligmalara giizel bir 6rnek olacagi soylenebilir. Ayrica, bu ¢alismayla, antihipertansif
ilaglar ile ¢inko igerikli ilaglarin birbirleriyle etkilesime girmedikleri i¢in ayni anda

alinmasinin bir sakincasinin olmadig1 gosterilmistir.
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