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OZET
ILACLARDAKI NITROZAMIN SAFSIZLIKLARININ BELIRLENMESI

Nitrozaminler son zamanlarda ilaglarda tespit edilen son derece zararli kanserojen,
mutajenik ve teratojenik safsizliklardir. Bu safsizliklar, {iretim siirecinde kullanilan
reaktif, katalizor, ¢6ziicii veya ham maddeler yoluyla olusarak ila¢ maddelerine dahil
olabildikleri gibi, ilaglar iretildikten sonra da saklama kosullarina, ambalaj
malzemelerine ve aktif maddelerin bozunma siireclerine baghh olarak da
olusabilmektedirler. Bu c¢alismada, sartan etken maddesine sahip olan ilaglarin N-
nitrosodimetil amin (NDMA) ve N-nitrosodietil amin (NDEA) igerikleri, headspace GC-
MS araciligryla belirlenmistir. En yiiksek NDMA konsantrasyonlari losartan (67.05 mg
kg') etken maddesine sahip olan ilaglarda, en yiiksek NDEA konsantrasyonlar1 ise
kandesartan (22.48 mg kg™) ve olmesartan (20.13 mg kg™) etken maddelerine sahip olan
ilaglarda saptanmustir. Her bir tabletteki NDMA miktarlar1 3.6.10* — 1.7.10 mg arasinda
ve NDEA miktarlar1 da 3.3.10* — 8.8.10° mg arasinda tespit edilmistir. Elde edilen
degerler kabul edilebilir alim limitlerinin (NDMA i¢in 96 ng/giin ve NDEA i¢in 26.5
ng/giin) lizerinde bulunmustur.

2023, 33 sayfa

Anahtar Kelimeler: N-nitrosodimetil amin (NDMA), N-nitrosodietil amin (NDEA),
sartan, ilag, headspace GC-MS.



ABSTRACT
DETERMINATION of NITROSAMINE INVESTIGATIONS in MEDICINES

Nitrosamines are extremely harmful carcinogenic, mutagenic and teratogenic
impurities that have been detected in drugs recently. These impurities can be included in
the drug substances by being formed by the reagents, catalysts, solvents or raw materials
used in the production process, or they can also occur after the drugs are produced,
depending on the storage conditions, packaging materials and the decomposition
processes of the active substances. In this study, N-nitrosodimethyl amine (NDMA) and
N-nitrosodiethyl amine (NDEA) contents of drugs with sartan active ingredient were
determined by headspace GC-MS. The highest NDMA concentrations were found in
drugs with losartan (67.05 mg kg?) active ingredient, and the highest NDEA
concentrations in drugs with active ingredients candesartan (22.48 mg kg?) and
olmesartan (20.13 mg kg?). The amounts of NDMA in each tablet were found to be
between 3.6.10*— 1.7.10 mg and the amounts of NDEA between 3.3.10 - 8.8.10° mg.
The values obtained were above the acceptable intake limits (96 ng/day for NDMA and
26.5 ng/day for NDEA).

2023, 33 pages

Keywords: N-nitrosodimethyl amine (NDMA), N-nitrosodiethyl amine (NDEA), sartan,
drug, headspace GC-MS.



TESEKKUR
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1. GIRIS
1.1. Nitrozaminler

Nitrozaminler kimyasal olarak olduk¢a aktif olan, RiRoN-N=O fonksiyonel
grubuna sahip amin tiirevleri olarak tanimlanmaktadirlar. Ry ve Rz alkil veya aril
gruplarmi gostermektedir. Uluslararas1 Kanser Arastirmalar1 Ajanst (IARC) tarafindan
nitrozaminlerin biiyilk bir ¢ogunlugu kanserojen olarak siniflandirilmistir. N-
nitrozodietilamin (NDEA) ve N-nitrozodimetilamin (NDMA) 2A grubuna (insanlar i¢in
biiytik ihtimalle kanserojen), N-nitrozopirolidin (NPYR), N-nitrozomorfolin (NMOR),
N-nitrozometiletilamin (NMEA), N-nitrozopiperidin (NPIP) ve N-nitrozodibiitilamin
(NDBA) ise 2B grubuna (insanlar i¢in muhtemelen kanserojen) dahil edilmislerdir (Yuan

ve ark., 2015).

Sekil 1.1. Nitrozamin molekiilii

Nitrozaminler kimyasal yapilarina gore ugucu ve ugucu olmayanlar olmak tizere iki
gruba ayrilmaktadir. NDEA, NDMA, NPIP, NPYR, NMEA, N-nitrozodipropilamin
(NDPA), N-nitrozadibutilamin (NDBA) ugucu nitrozaminlere ornek olarak verilebilir.
Aromatik nitrozaminler ise ugucu olmayanlara Ornek olarak verilebilir. Ugucu
nitrozaminlerin fiziksel 6zellikleri benzerlik gostermektedir. Hem NDMA hem de NDEA
sar1 renkli olup, oda sicakliginda sivi halde bulunmaktadirlar. Suda, alkolde ve organik

coziiciilerde kolayca ¢dziinmektedirler (Ozbay, 2020).

1.2. Nitrozaminlerin Olusumu

Bir aminin bir nitrozlayici madde ile tepkimeye girmesi sonucunda N-nitrozaminler

olugmaktadir. Nitrozlayict maddeler nitroz asit, nitrojen oksitler, nitrosil tiirleri ve nitrit



tuzlar1 olabilmektedir. Primer aminlerle bir nitrozlayici madde tepkimeye girdiginde
primer amin hizla alkol ve azota doniigmektedir. Sekonder aminler nitrozlayict madde ile
tepkimeye girdiginde RIR2N-N=O fonksiyonel grubuna sahip nitrozaminleri
olusturmaktadir. Tersiyer aminler nitrozlayict madde ile tepkimeye girdiginde nitrozamin
olusumu gergeklesmemektedir. Nitrozamin olusum mekanizmasi asagida gosterilmistir

(Honikel, 2008).

RNHz + NO* - RHN-N=0O + H" - ROH + N>
R2NH + NO* — RoN-N=0O + H*

R3sN + NO" — Nitrozamin olusumu yok

Nitrozaminlerin olusumunda nitrozlayici maddelerin etkinligi 6nem tagimaktadir.
Ayrica, aminlerin yapisi, reaktiflerin ve inorganik iyonlarn konsantrasyonlar1 da
nitrozamin olusumunu etkilemektedir. Nitrozaminler reaksiyon sartlarina ve bu
reaksiyonlar1 etkileyen kosullara bagli olarak farkli ortamlarda da olusabilmektedir.
Nitrozaminlere salam, sosis, et, balik, tavuk, bira, margarin, bitkisel yaglar, peynir gibi
gida triinlerinde, insan viicudunda, hayvansal doku ve organlar, salya, kan, idrar, serum
gibi biyolojik orneklerde, su, hava, toprak, sigara dumani gibi ¢evresel orneklerde,

ilaglarda, pestisitler, herbisitler gibi endiistriyel kimyasallarda rastlanmaktadir (Ozbay,
2020).

1.3. Gidalarda Nitrozamin Olusumu

Bitkilerin verimini arttirmak amaciyla azotlu giibreler kullanildiginda, ihtiyactan
fazlas1 bitkiler tarafindan nitrat formunda depolanmaktadir. Gerek yesil yaprakli bitkiler
olsun gerekse de kok bitkiler topraktaki nitrati biinyelerine alabilmektedir. Sebzelerin
nitrat igerigi 1 ile 10000 mg kg arasinda degismektedir (Ozdestan ve Uren, 2010). Bu
miktarlar bitkinin cinsinden, cografi kosullardan, iklimden etkilenmektedir. Nitrat
iyonlar1 dogrudan toksik olmasa da, enzimler aracilifiyla nitrit iyonlarina doniistiigiinde
insan saglig1 acisindan zararli hale gelmektedir. Ciinkii hemoglobin ile etkilesime girerek
methemoglobin olusumuna sebep olmaktadir. Hemoglobinin yapisinda Fe(II)
bulunurken, methemoglobinin yapisinda Fe(IlI) bulunmaktadir. Methemoglobin oksijen

baglayamamakta ve sonug¢ olarak kan oksijen tastyamamaktadir. Ayrica nitrit iyonlari



sekonder aminlerle tepkimeye girerek zararli nitrozamin olusumuna da neden olmaktadir
(Cemek ve ark., 2007).

Sucuk, salam, sosis, pastirma gibi islenmis et iirlinlerine koruyucu, renk verici,
aromay arttirici olarak nitrat ve nitritler eklenmektedir. Taze et ortamin oksijen miktarina
bagli olarak renk degistirmektedir. Bu yilizden de, nitrat ve nitrit eklemek suretiyle etin
rengi stabil tutulmaya ¢alisiimaktadir. Asidik kosullarda ortamdaki bakterilerin etkisiyle
eklenen nitrat ve nitritler NO’e kadar indirgenebilmektedir. Bu durum da nitrozaminlerin
olusumuna katki saglamaktadir (Vural ve Oztan, 1992). Cig etin kokusu ile 1s1l islem
gormiis etin kokusu ayni degildir. Ciinkii aroma verici maddeler yiiksek sicakliklarda
aldehit, furan, alkol, lipid, kiikiirt igeren maddeler veya karbonillerin nitritlerle reaksiyona
girmesi sonucunda olusmaktadir (Atan, 2010). Ayrica, nitritler antimikrobiyal etkiye
sahip olup, bu etkilerini pH 5 ile 7 arasinda gosterebilmektedirler. Etlere eklendiklerinde
besin zehirlenmelerine neden olan mikroorganizmalarin gelisimini 6nleyebilmektedirler
(Skovgaard, 1992). Nitrat ve nitritler antioksidan etkilerinden dolay1r da etlere
eklenmektedirler. Yaglarin oksidasyonunu onleyerek etlerin raf dmiirlerinin uzamasina
katkida bulunmaktadirlar (O“boyle ve ark., 1990). Ancak, nitritin biitiin bu avantajlaria
ragmen, mikroorganizmalar proteinleri amin ve aminoasitlere parcaladiginda ortamda
bulunan nitritlerle gergeklesen kimyasal reaksiyonlar sonucunda nitrozaminler
olusmaktadir (Tricker ve Preussmann, 1991).

Yapilan ¢alismalar nitrozamin olusumunda raf dmrii ve depolama sartlarinin da
etkili oldugunu gostermistir. Depolama siiresi uzadik¢a ya da sicaga maruz kaldikca
gidalarda olusan nitrozamin miktarlarinin arttig1 belirlenmistir (De Mey ve ark., 2014).
Ayrica, olgunlastirma stireci geciren gidalarda da bu siire¢ sirasinda olusan kimyasal ve
mikrobiyolojik reaksiyonlar neticesinde nitrozaminlerin olustugu tespit edilmistir (Xiao

ve ark., 2018).

1.4. Nitrozaminlerin Saghk Uzerine Etkileri

Kanser ile nitrozaminler arasindaki iliski ilk kez 1950’1 yillarda ortaya konmustur.
Nitrit iceren yemlerle beslenen vizonlarda ¢ok sayida tiimor olusumu gozlenmistir. Bu
olay tiimor olusumu ile nitrozaminler arasindaki iligkinin anlasilmasina yol a¢gmistir
(Horsch, 2013). 40 farkli cesit deney hayvani iizerinde gerceklestirilen g¢alismalar

nitrozaminlerin kanserojen oldugunu gostermistir. Ayrica nitrozaminlerin 300°den fazla



cesidi de kanserojen etkilere neden olmustur. Biitiin bu ¢alismalardan sonra Uluslararasi
Kanser Arastirmalart Ajanst 1987 yilinda nitrozaminleri insanlar i¢in de kanserojen
olarak smiflandirmistir (IARC, 1987). Kanserojen etkilerinin yani sira nitrozaminlerin
mutajenik, toksik ve teratojenik etkileri de s6z konusudur (Ozbay ve ark., 2019).
N-nitrozodimetilamine akut maruz kalmanin, insanlarda mide bulantisi, kusma, bas
agrist ve halsizlik gibi semptomlarla birlikte karaciger hasarina neden olabildigi
belirtilmistir. Solunum ve yutma yoluyla akut olarak maruz kalan hayvanlarda
hematolojik ve siddetli karaciger etkileri (hemorajik nekroz) bildirilmistir. Siganlarin,
farelerin ve hamsterlerin akut maruziyetini iceren testler, N nitrozodimetilaminin
inhalasyon veya oral maruziyetten kaynaklanan yiiksek ila asir1 akut toksisiteye sahip
oldugunu géstermistir. Insanlarin N-nitrozodimetilamine kronik olarak maruz kalmast,
karaciger hasarina (sarilik ve sisme) ve diislik trombosit sayilarina neden olabilmektedir.
Kronik oral maruziyetin, hayvanlarda ciddi karaciger hasarina neden oldugu saptanmistir.
N-nitrozodimetilaminin insanlarda {ireme veya gelisimsel etkileri hakkinda higbir bilgi
mevcut degildir. Enjeksiyon yoluyla N-nitrozodimetilamine maruz birakilan siganlarda
yapilan bir ¢aligmada, artan fetal 6liim gozlemlenmis, ancak herhangi bir dogum kusuru
kaydedilmemistir. N-Nitrozodimetilamin hamile si¢anlara, farelere ve hamsterlara gesitli
yollarla uygulandiginda yavrularda kansere neden oldugu gosterilmistir. N-
Nitrozodimetilamin'in gesitli hayvan tiirlerinde kanserojen oldugu, gesitli organlarda ve
cesitli maruz kalma yollarinda tiimoérlere neden oldugu bulunmustur (EPA, 2016).
Suriye altin hamsterlarinda, dietilnitrozaminin sondayla veya inhalasyon yoluyla
uygulanmas1 lizerine trakeal ve akciger tiimorleri goézlemlenmistir. Gebe farelere,
siganlara ve hamsterlara uygulanan dietilnitrozaminin transplasental olarak hareket ettigi
ve yavruda tlimorlere neden oldugu gosterilmistir. Dietilnitrozamin, S. typhimurium, E.
coli ve Neurospora crassa i¢in mutajeniktir ve S. cerevisiae'de mitotik rekombinasyon, D.
melanogaster'da resesif Oldiiriici mutasyonlar ve memeli hiicrelerinde kromozomal

anormallikler tiretmistir (EPA, 2016).

1.5. N-nitrozodietilamin (NDEA)

N-Nitrosodietilamin, oda sicakliginda hafif sar1, ugucu bir sivi olan bir nitrozamin

bilesigidir. Su, etanol, eter, organik ¢dziiciiler ve lipidlerde ¢oziiniir. Karanlikta n6tr veya



alkali c¢ozeltide en az 14 giin kararlidir, ancak daha asidik ¢ozeltilerde veya 1sikta,
Ozellikle ultraviyole 1s1ikta daha az kararlidir. N-nitrozodietilamin'in fiziksel ve kimyasal

ozellikleri Cizelge 1.1°de listelenmistir.

Cizelge 1.1. N-nitrozodietilamin'in fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

Ozellik Bilgi
Molekiiler Agirlik 102.1
Ozgiil Agirhk 0.9422 (20 °C)
Erime Noktasi <25°C
Kaynama Noktas1 175°C-170 °C
Log Kow 0.48
Suda ¢oziiniirliik 106 g/L (24 °C)
Buhar Basinct 0.86 mmHg (20 °C)

Insanlarin N-nitrozodietilamine potansiyel maruz kalma yollari, yutma, soluma ve
cilt temasidir. Insanlar gidalarda, igeceklerde, tiitiin dumaninda, igme suyunda ve
endustriyel kirlilikte bulunan N-nitrozodietilamin'e maruz kalabilmektedir. Hava, diyet
ve sigara yoluyla maruziyetten alinan alimin glinde birka¢ mikrogram oldugu tahmin
edilmektedir. N-Nitrozodietilamin, peynir, soya fasulyesi ve yagi, gesitli et iirlinleri,
cesitli tiitsiilenmis etler, sosisler, pismis jambon, balik ve balik {iriinleri ve alkollii
iceceklerde tespit edilmistir. N-Nitrozodietilamin ¢evrede yaygindir, ancak giines 1s181yla
hizla ayrismakta ve genellikle ortam havasinda veya gilines 15181ina maruz kalan suda kalici

olmamaktadir (HSDB, 2009).

1.6. N-nitrozodimetilamin (NDMA)

N-Nitrozodimetilamin, oda sicakliginda hafif karakteristik bir kokuya sahip sar1 bir
stvi olarak bulunan bir nitrozamin bilesigidir. Su, alkol ve eterde ¢ok ¢oziiniir, metilen
kloriir ve bitkisel yaglarla karigabilir ve lipitler, kloroform ve diger birgok organik
¢oOziiciide ¢oziiniir. Karanlikta notr veya alkali ¢ozeltide en az 14 gilin kararhidir, ancak
daha asidik cozeltilerde veya 1sikta, Ozellikle ultraviyole isikta daha az kararhdir.

N-nitrozodimetilaminin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri Cizelge 1.2°de listelenmistir.



Cizelge 1.2. N-nitrozodimetilamin'in fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

Ozellik Bilgi
Molekiiler Agirhk 74.1
Ozgiil Agirhk 1.0048 (20 °C)
Erime Noktasi <25°C
Kaynama Noktasi 151 °C-153°C
Log Kow -0.57
Suda ¢oziiniirliik 1,000 g/L (24 °C)
Buhar Basinci 2.7 mmHg (20 °C)

Insanlarin N-nitrozodimetil amine potansiyel maruz kalma yollar1, yutma, soluma
ve Cilt temasidir. Insanlar yiyecek ve igeceklerde, tiitiin dumaninda, herbisitlerde, bocek
ilaglarinda, igme sularinda ve endistriyel kirlilikte bulunan N-nitrozodimetilamin'e
maruz kalabilmektedir. Hava, diyet ve sigara yoluyla maruziyetten kaynaklanan
N-nitrozodimetilamin alimmin giinde birka¢ mikrogram oldugu tahmin edilmektedir.
N-Nitrozodimetilamin, peynir, soya fasulyesi yagi, cesitli et iirlinleri, domuz pastirmasi,
cesitli tiitstilenmis etler, sosisler, pismis jambon, balik ve balik {iriinleri, et terbiyesinde
kullanilan baharatlar, elma brendi, diger alkollii igecekler ve birada tespit edilmistir.
N-Nitrozodimetilamin de ¢evrede yaygindir, ancak giines 1s181yla hizla ayrigmakta ve
genellikle ortam havasinda veya giines 1s18ina maruz kalan suda kalic1 olmamaktadir

(HSDB, 2009).

1.7. Tlaclarda Nitrozamin Olusumu

Valsartan molekiilii Novartis tarafindan kesfedilmistir. Tributiltinazid ile bir nitril
ara lriinlinii tepkimeye sokarak tetrazol halkasini sentezlemislerdir. Artan talep
sonucunda ilacin muadilleri de iiretilmeye baslanmistir. Cin kokenli iireticilerden bazilari
tributiltinazid yerine sodyum azid kullanmak suretiyle verimi arttirmaya ¢aligmiglardir.
Bu degisiklik valsartanda nitrozaminlerin olusumuna neden olmustur. Ayrica, reaksiyonu

hizlandirmak, verimi arttirmak amaciyla kullanilan dimetilsiilfoksit, dmetilformamid,



diizopropiletilamin, N-metilpirolidon, trietilamin, tetrabutilamonyum bromiir ve
trietilamonyum hidrokloriir gibi maddeler nitroamin olusumuna neden olan bilesiklerdir.

Bilesikler nitrozamin olusumuna neden olabilmektedir. Losartanin kimyasal
yapisinda bifeniltetrazol grubu bulunmaktadir. Valsartanda oldugu gibi burada da tetrazol
olusumu sirasinda nitrozaminler olusabilmektedir. Irbesertan {iretimi sirasinda tetrazol
halkas1 sentezin 6n asamalarinda olusturuldugunda nitrozamin olusumunun engellendigi
saptanmustir. Ranitidin diger sartan grubu ilaglardan farklilik gostermektedir. Uretim
asamalarinda nitrozaminlere rastlanmazken, sonrasinda sicaklik ve neme maruz kaldikca
nitrozaminler olusmaktadir. Ranitidin imidazol yerine furan halkasi igermektedir. Ayrica
molekiil yapisinda C-S bagi yer almaktadir. Yapilan aragtirmalar bu bagin kopmasi
sonucunda olusan bozunma {iriinlerinin kloramin ile tepkimeye girerek N-nitrozodimetil
amin olusumuna yol actigim1 géstermistir. 2-Siyanoguanidin ile dimetilamin
hidrokloriiriin tepkimesi sonucunda metformin hidrokloriir olugsmaktadir. Ortamda
bulunan dimetilaminin nitrozlayici ajanlarla karsilasmasi sonucunda N-nitrozodimetil

amin olusabilmektedir. Ilgili molekiillerin kimyasal yapilar1 Sekil 1.2°de gosterilmistir.
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Sekil 1.2. 1lgili molekiillerin kimyasal yapilar
[laglarda olusan nitrozaminlere kontamine baslangic malzemeleri ve ara maddeler,

reaktifler, ¢oziiciiler, katalizorler, liretim prosesinde yapilan hatalar, geri kazanilmis ve
geri doniistiiriilmiis malzemeler ve yeterli proses bilgisine sahip olmayan iireticiler sebep

olmaktadir. Ayrica, ilaglarda iiretildikten sonra da saklama kosullarina, ambalaj



malzemelerine ve aktif maddelerin bozunma siireglerine bagli olarak da nitrozaminler
olusabilmektedir. Nitroseliiloz iceren ila¢c ambalajlar1 1s1 araciligiyla kapatilirken azot
oksitler olusabilmektedir. Bu durum da nitrozaminlerin olusumuna zemin
hazirlamaktadir (Akyiiz ve Kadioglu, 2023). Cizelge 1.3°de tibbi iiriinlerdeki NDMA ve
NDEA safsizliklarinin en yaygin kaynaklar1 6zetlenmistir.

Cizelge 1.3. Tibbi iiriinlerdeki NDMA ve NDEA safsizliklarinin en yaygin kaynaklari

Etkin maddedeki nitrozamin kaynaklari

Nitrozamin NOx kaynagi Amin kaynagi NO, ile Kritik kombinasyon
Bilesiklerin kritik NaNO,

NDMA Dimetitformamid



(DMF) nitrozlanmig amin

Dimetilamin (DMA)

Reaktif/¢oziicti
kombinasyonlar1 iatilami Dietilamin Reaktif /reaktif
Yy Trietilamin (TEA) (DEA)
NDEA NaNo, Eg:ﬁg:g?;gr Tr(l_T_télgr)nm Reaktif / katalizor
(TEAHCI)
Reaktifler, Kirlenmis hammaddeler ve ara iiriinler

goziiciiler v Tetrazolliin sentezi sirasinda azid reaktifleri kullanilirsa, asidik kosullar altinda tehlikeli hidrazoik asit
katalizorler olusabilir ve agiga ¢ikan hidrazoik asit amin olusumuna yol agabilir. Azidin kalan miktarlari, sodyum nitrit

Uretim
stirecindeki Uygun sicaklik ve pH’1in ayarlanamamasi veya reaktiflerin uygun sirada eklenmemesi
hatalar

Geri kazanilmig ve
geri doniistiiriilmiis
malzemeler

Azit igeren solventler reaksiyon adimlarinda yeniden kullanilirsa, nitric asit ile ya da ikincil veya tiglinciil
aminlerin varliginda nitrit ile yapilan islemler sirasinda nitrozaminler olusabilir. Etken madde tiretiminde
kullanilan proses suyunun, ¢evre kirliligi nedeniyle diisiik seviyelerde nitrozamin igerme olasilig1 da vardir.

Bazi geri kazanim sirketleri, isledikleri malzemelerin bilesimi hakkinda yeterince bilgiye sahip olmadiklari
icin rutin prosediirleri ve genel kabul gormiis ekipmanlari kullanirlar. Ekipmanlar miisteri siparisleri arasinda
uygun sekilde temizlenmezse veya nitrozamin olusumunu Onlemek i¢in gerekli onlemler alinmazsa bu,
solventlerin, reaktiflerin ve katalizorlerin (farkli kaynaklardan ve siireclerden kaynaklanan) capraz
kontaminasyonuna yol agabilir.

Ucgiincii sahis

Nitrit veya amin igeren ve islenmesi nitrozamin olugumuna yol acabilen geri kazanilmis malzemeleri veya
ham maddeleri kullanan distribiitorler.

Bitmis iiriinlerin nitrozamin kontaminasyon kaynaklari

Nitrozamin NOx kaynag Amin kaynag NOx ile Kritik

. . kombinasyon
nitrozlanmig amin

NDMA

Belirli ambglz_ij Nitroseliiloz Matbaa miirekkebi  Dimethylamine Kapatma
malzemelerinin (kapatma (DMA) folyosu/matbaa
kullanimi folyosunda) miirekkebi
NDEA Nitroseliiloz Matbaa miirekkebi Dietilamine Kapatma folyosu/

(kapatma folyosunda) (DEA) matbaa miirekkebi

Bazi depolanmis tibbi malzemeler nitrozamin safsizliklarini olusturan bozunma yollarmma maruz kalabilir.
Depolama Metforminin kimyasal yapisi depolama sirasinda nitrozamin olusturma olasiligina da sahiptir. Metformin
hidroperoksit olusumu, diger metformin molekiillerinin oksidasyonuna veya molekiil i¢i oksidasyon yoluyla
nitrozaminlerin olusumuna yol agabilir, bu da yeniden diizenlemelere ve par¢alanma reaksiyonlarina yol agar.
Metformindeki yiiksek azot i¢erigi nedeniyle, N - oksidasyonlar1 igin ¢ok sayida pozisyon miimkiindiir. Ayrica,
¢ok sayida pargalanma reaksiyonu, termodinamik olarak kararli nitrozamin tlirevlerinin olugumuna yol
acabilen molekiiler yapinin ayrigmasini saglar.

kosullar1

flaglardan Nitritli ve nitrizsiz ranitidinin farkli pH’lardaki ¢ozeltileriyle gergeklestirilen in vitro ¢alismalar, ranitidine
endojen olusumu  molekiiliniin yiiksek nitrit seviyelerinde asidik mide pH’inda NDMA olusumuna yol a¢tigin1 gostermistir.




1.8. Nitrozaminlerle ilgili Yasal Diizenlemeler

Avrupa ilag Ajans1 (EMA) ve Gida ve ilag idaresi (FDA) nitrozaminler igin giinliik

kabul edilebilir alim limitlerini belirlemislerdir. Bu degerler Cizelge 1.3 de gosterilmistir.

Cizelge 1.4. Nitrozaminler i¢in kabul edilebilir alim limitleri

Nitrozamin Alim Limiti (ng/giin)
N-nitrozodimetilamin 96.00
N-nitrozodietilamin 26.50
N-nitrozo-N-metil-4-aminobiitirik asit 96.00
N-Nitrozometilfenilamin 26.50
N-nitrozoizopropiletilamin 26.50
N-nitrozodiizopropilamin 26.50

En hassas tiir olarak bilinen sicanlar iizerinde yapilan calismalar sonucunda
hesaplanan TDS50 degerleri N-nitrozodimetilamin i¢in 0.096 mg/kg/glin, N-
nitrozodietilamin i¢in ise 0.0265 mg/kg/giin’diir. Kanser agisindan ortaya ¢ikabilecek risk
diizeyi, TD50'yi 50.000'e bolerek teorik olarak 1:100.000 riske neden olan doza lineer
geri ekstrapolasyon ile hesaplanmaktadir. N-nitrozodimetilamin i¢in bu deger 1.92
ng/kg/giin, N-nitrozodietilamin i¢in ise 0.53 ng/kg/glin’diir. 50 kg’lik bir yetigkin i¢in
alim limiti N-nitrozodimetilamin i¢in 50 x 1.92 = 96 ng/giin seklinde, N-nitrozodietilamin
icin de 50 x 0.53 = 26.5 ng/giin seklinde hesaplanmaktadir (Akyiiz ve Kadioglu, 2023).

Nitrozaminlerin saglik iizerine bir¢ok zararli etkileri olmasi nedeniyle tolere
edilebilir alim dozlar1 ile ilgili gesitli ¢alismalar yapilmistir. Bu c¢aligmalardan bir
tanesinde nitrozaminler i¢in giinliik tolere edilebilir miktar 5-10 pg/kg viicut agirlig
olarak belirlenmistir (Campillo ve ark., 2021). Bir bagka ¢alismada nitrozaminlerin
muhtemel kanserojenik dozlar1 hesaplanmistir. Bu degerler N-nitrozodimetilamin igin 51
mg/kg viicut agirligi/giin; N-nitrozodietilamin i¢in 150 mg/kg viicut agirhigi/giin; N-
nitrozometiletilamin i¢in 22 mg/kg viicut agirligi/glin,; N-nitrozodipropilamin igin 7
mg/kg viicut agirligi/giin; N-nitrozodibutilamin i¢in 5.4 mg/kg viicut agirligi/glin olarak

bulunmustur (Lag, 2011).
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2. ONCEKIi CALISMALAR

Tsutsumi ve arkadagslar1 (2019), Japonya'da yiiksek tansiyon ve kalp yetmezligi
tedavilerinde kullanilan valsartan etkin maddeli ilaglarin N-nitrozodimetilamin (NDMA)
iceriklerini GC-MS aracilifiyla incelemislerdir. Tabletlerde ortalama 4.1 pg NDMA
tespit etmiglerdir. Ayrica ticari olarak satilan valsartan etkin maddesinin NDMA igerigine
de bakmuislar ve ortalama 59 pg g* olarak belirlemislerdir.

Abe ve arkadaslar1 (2020), mide yanmasini gidermek amaciyla kullanilan ranitidin
tabletlerinin N-nitrozodimetilamin (NDMA) igeriklerinin yiiksek sicaklikta depolama
sonucunda nasil degistigini aragtirmiglardir. Bu amagla 2 farkli markaya ait ranitidin etkin
maddesine sahip tabletleri 40 °C’de ve %75 nemli ortamda 8 hafta siireyle
depolamislardir. A markali ilaglarin NDMA igeriklerinin 0.19 ppm’den 116 ppm’e, B
markal1 ilaglarin NDMA igeriklerinin ise 2.89 ppm’den 18 ppm’e yiikseldigini tespit
etmislerdir. NDMA analizlerini LC-MS/MS araciligiyla gerg¢eklestirmislerdir. Belirlemis
olduklar1 degerlerin kabul edilebilir giinliik alim miktariin (0.32 ppm) ¢ok ¢ok tizerinde
oldugunu ve depolama kosullarina dikkat etmek gerektigini ifade etmislerdir.

Zmystowski ve arkadaslar1 (2020), metformin igeren 105 adet ilacin N-
nitrozodimetilamin (NDMA) i¢eriklerini GC-MS/MS araciligiyla incelemislerdir. Bu 105
ilacin 86 tanesinde NDMA tespit etmislerdir. 500 mg metformin igeren ilaglarda 0.017 —
0.176 ppm arasinda, 850 mg metformin igeren ilaglarda 0.016 — 0.145 ppm arasinda, 1000
mg metformin iceren ilaglarda 0.017 — 0.179 ppm arasinda NDMA belirlemislerdir.
Sonug olarak, liretim stireci sirasinda NDMA olusumunun gergeklestigini ve bu nedenle
mevcut ilaglarin kalitesini ve giivenligini saglamak ic¢in bitmis {rlinlerin rutin
analizlerinin yapilmasi gerektigini ifade etmislerdir.

Lim ve arkadaslar1 (2020), sartan, ranitidin ve metformin igeren ¢esitli ilaglarin N-
nitrozodimetilamin ve N-nitrozometiletilamin igeriklerini GC-MS/MS araciligiyla
incelemislerdir. N-nitrozodimetilamin igeriklerini ortalama olarak valsartan etkin
maddesine sahip ilaglarda 0.004 mg kg™, ranitidin etkin maddesine sahip ilaglarda 0.012
mg kg! ve fimasartan etkin maddesine sahip ilaglarda 0.062 mg kg olarak
belirlemislerdir. N-nitrozometiletilamin iceriklerini ise ortalama olarak irbesartan ve
rosartan etkin maddelerine sahip ilaglarda sirasiyla 0.009 ve 0.008 mg kg™ olarak

bulmuslardir.
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Chang ve arkadaglar1 (2020), etkin maddesi valsartan, losartan ve irbesartan olan
557 adet ilacin nitrozamin igeriklerini LC-MS/MS araciligiyla incelemislerdir. Valsartan
iceren ilaclardan 53 tanesinde N-nitrozodimetilamin (NDMA) igerigini 0.10 — 137.60 ug
g! arasinda, 11 tanesinde N-nitrozodietilamin (NDEA) icerigini 0.07 — 6.90 g g
arasinda, 1 tanesinde N-nitrozodibutilamin (NDBA) igerigini 0.14 ug g* olarak, 2
tanesinde N-nitrozomorfolin (NMOR) igerigini 0.16 ng g* olarak, 2 tanesinde N-
nitrozopiperidin (NPIP) icerigini 0.12 pug g olarak belirlemislerdir. Etkin maddesi
losartan olan ilaglarda NDMA, NMOR ve NPIP bulamamislardir. 4 tanesinde NDEA
icerigini 0.08 — 0.23 pg g? arasinda, 32 tanesinde NDBA igerigini 0.22 — 27.40 ug g’
arasinda saptamislardir. Etkin maddesi irbesartan olan ilaglarda ise NDMA, NDBA,
NMOR ve NPIP tespit edememislerdir. 5 tanesinde NDEA igerigini de 0.11-0.12 pug g*
arasinda bulmuslardir.

Liu ve arkadaslar1 (2021), 11 farkli ila¢ firmasi tarafindan iiretilen ve etkin
maddeleri ranitidin hidrokloriir ve ranitidin citrat olan kapsiiller ile ranitidin igneden
olusan toplam 21 6rnegin N-nitrozodimetilamin igerigini incelemislerdir. Calistiklar
orneklerde 3.38 ile 57.05 ng mL™ arasinda N-nitrozodimetilamin tespit etmislerdir. 7
ornekte saptamis olduklar1 N-nitrozodimetilamin miktarlarinin kabul edilebilir limitlerin
tizerinde oldugunu belirtmislerdir. Bu yilizden ilaglarin N-nitrozodimetilamin
igeriklerinin belirlenmesi gerektigini ifade etmislerdir.

Chang ve arkadaslar1 (2021), etkin maddesi sartan olan 521 adet ilacin nitrozamin
iceriklerini GC-MS/MS araciligiyla incelemislerdir. Valsartan iceren 192 adet ilacin 54
tanesinde 0.06 ile 99.79 ug g* arasinda N-nitrozodimetilamin, 11 tanesinde 0.11 ile 8.84
ng g*tarasinda N-nitrozodietilamin, 1 tanesinde 0.12 pg g™ N-nitrozodifenilamin, 2
tanesinde 0.16 pg g N-nitrozomorfolin, 2 tanesinde 0.12 pg g N-nitrozopiperidin
saptanmuslardir. Losartan iceren 266 adet ilacin 4 tanesinde 0.07 ile 0.20 ug g™ arasinda
N-nitrozodietilamin, 1 tanesinde 0.10 pg g N-nitrozodifenilamin bulmuslardir.
[rbesartan igeren 63 adet ilacin da 5 tanesinde 0.10 ile 0.14 pg g™* N-nitrozodietilamin,
1 tanesinde 0.06 pg g™ N-nitrozodifenilamin tespit etmislerdir.

Doshi ve arkadaglari1 (2021), metformin igeren 425 adet ilacin N-
nitrozodimetilamin (NDMA) igeriklerini incelemislerdir. Tiim ilaglarda belirlemis

olduklari NDMA miktarlarinin < 30 ng/glin seklinde oldugunu belirtmislerdir.
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Dolayisiyla ilaglardaki NDMA miktarlarinin izin verilen maksimum limit degerinden
daha diisiik oldugunu (96 ng/giin) ve giivenle kullanilabileceklerini ifade etmislerdir.

Campillo ve arkadaslar1 (2021), ranitidin etken maddesine sahip ilaglarin
nitrozamin iceriklerini belirlemek amactyla mikroekstraksiyon ve GC-MS yontemlerini
kullanarak yeni bir metot gelistirmislerdir. Ardindan gelistirdikleri metodu 150 ve 300
mg ranitidin iceren 7 adet ilag tizerinde denemislerdir. 5 adet ilagta N-nitrozodimetilamin
(NDMA) ve N-nitrozodibutilamin (NDBA) tespit edememislerdir. 150 mg ranitidin
iceren bir ilagta NDMA ve NDBA miktarlarini sirastyla 1473 ve 79 ng gt olarak, 300 mg
ranitidin iceren bir ilagta ise NDMA ve NDBA miktarlarini sirastyla 1869 ve 162 ng gt
olarak Dbelirlemislerdir. 4 adet ilagta N-nitrozodifenilamin (NDPhA) tespit
edememislerdir. 150 mg ranitidin iceren iki ilagta NDPhA miktarlarmi 15.2 ve 31 ng g
olarak, 300 mg ranitidin igeren bir ilagta ise NDPhA miktarim1 20 ng g? olarak
saptamislardir.

Keire ve arkadaslari (2022), metformin igeren 875 adet ilacin N-nitrozodimetilamin
(NDMA) igeriklerini arastirmislardir. Inceledikleri ilaglarin 540 tanesinde N-
nitrozodimetilamin tespit edememislerdir. 54 adet ilacitn NDMA igerigini tayin
sinirlarinin altinda bulmuslardir. 125 adet ilagta izin verilen maksimum limitlerin altinda
NDMA (<32 ppb) tespit etmislerdir. 156 adet ilagta ise izin verilen maksimum limitlerin
tizerinde NDMA belirlemislerdir. Bunlarin 76 tanesinde 32-64 ppb arasinda, 49 tanesinde
64-128 ppb arasinda, 25 tanesinde 128-256 ppb arasinda ve 6 tanesinde 256-688 ppb
arasinda NDMA varligini saptamislardir.

Vogel ve Norwig (2022), irbesartan, prometazin, trimipramin-maleat, valsartan,
difenhidramin, metformin ve ranitin iceren ilag ve aktif farmasotik bilesenlerin N-
nitrozodimetilamin (NDMA) igeriklerini LC-MS/MS araciligiyla incelemislerdir.
Irbesartan iceren film kapl tablette NDMA tespit edememislerdir. Prometazin, valsartan,
difenhidramin ve ranitin i¢eren aktif farmasétik bilesenlerin NDMA igeriklerini sirasiyla
2.2,17.57, 236 ve 1476.2 ppm olarak, trimipramin-maleat ve metformin i¢eren film kapl
tabletlerin NDMA igeriklerini ise sirasiyla 3.5 ve 45.9 ppm olarak belirlemislerdir.

Luo ve arkadaslar1 (2022), ilaglardaki nitrozamin safsizliklarin1 belirlemek
amaciyla kullanilmak {izere tuzsuz sivi-sivi ekstraksiyonu ve LC-MS/MS ile birlestirilmis
yeni bir yontem gelistirmislerdir. Yontemin 0.5 ile 5.0 pg L™ araliginda miikemmel bir

lineerlik gosterdigini ve geri kazanim ylizdesinin 75.4 ile 114.7 arasinda oldugunu
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belirtmislerdir. Gelistirdikleri metodu 8 ilag numunesi iizerinde denemislerdir. Ilaclarda
12 farkli gesit nitrozaminin varligini arastirmislar ve sadece N-nitrozodimetilamin
(NDMA), N-nitrozodietilamin (NDEA), N-nitrozodibutilamin (NDBA) ve N-
nitrozodiizobutilamin (NDIBA) tespit edebilmislerdir. ilaglarda belirledikleri tiim
nitrozaminlerin miktarlarin1 0.25 pg L'1den daha diisiik olarak bulmuslardur.

Tay ve arkadaslar1 (2022), ilaglardaki nitrozamin safsizliklarini belirlemek
amaciyla dispersif inkliizyon kompleks mikroekstraksiyon ile UPLC-MS/MS’i
birlestirerek yeni bir yontem gelistirmislerdir. Yontemin 0.036 ile 1 ng ml* arasinda
miikkemmel bir lineerlige sahip oldugunu, tayin limitinin diisiik oldugunu (0.011 —0.018
ng ml?) ve geri kazanim yiizdesinin de 96 ile 105 arasinda oldugunu belirtmislerdir.
Ardindan gelistirdikleri yontemi direkt UPLC-MS/MS yontemi ile karislastirmiglardir.
Bu amagcla valsartan ve losartan igeren tabletlerin ve ranitidin iceren enjeksiyon ilacin
nitrozamin igeriklerini incelemislerdir. Her iki yontem ile de tabletlerde herhangi bir
nitrozamin tespit edememislerdir. Ranitidin iceren enjeksiyon ilagta direkt UPLC-
MS/MS yontemi ile 0.082 pg g N-nitrozodimetilamin saptarken, gelistirdikleri yontem
ile 0.083 pg g N-nitrozodimetilamin tespit etmislerdir.

Tarawneh ve arkadaslar1 (2022), valsartan etkin maddesine sahip ilaglarin N-
nitrozodimetil amin (NDMA) igeriklerini hem HPLC hem de LC-MS/MS araciligiyla
incelemislerdir. Bu amagcla her iki yontemi de gelistirmeye ¢alismiglardir. Sonrasinda
HPLC kullanarak gelistirdikleri metodu 20 adet ilag lizerinde denemislerdir. Sadece 4
ilagta NDMA saptamislardir. NDMA miktarlarmi 0.112, 59.3, 0.635 ve 0.01518 mg kg™
olarak tespit etmislerdir.

Mavis ve arkadaslar1 (2023), valsartan ve irbesartan igeren hem aktif farmasotik
bilesenlerin hem de ilag 0rneklerinin nitrozamin igeriklerini belirlemek amaciyla LC-
APCI-MS/MS kullanarak yeni bir tayin yontemi gelistirmislerdir. Calismalarinda HPH-
C18 kolonu kullanmislar ve gradient eliisyonu uygulamislardir. Hareketli faz olarak %
0.2°lik formik asidin sulu ¢d6zeltisini ve metanolii kullanmislardir. Gelistirdikleri
yontemin tayin sinirin1 0.001 ile 0.008 ppm arasinda, rolatif standart sapma yiizdelerini
ise aktif farmasotik bilesenler i¢in 73.1 ile 115.2 arasinda, ila¢ numuneleri i¢in 80.2 ile
128.5 arasinda tespit etmisglerdir.

Zhang ve arkadaglar1 (2023), anjiyotensin reseptor blokerlerinde bulunabilecek 4

nitrozamin safsizligin1 (N-nitrozoetilizopropilamin, N-nitrozodibutilamin, N-nitrozo-N-

14



metil- 4-aminobutirik asit, N-nitrozodiizopropilamin) belirlemek amaciyla yeni bir
yontem gelistirmiglerdir. Bu amagla, mikro kati faz ekstraksiyonu MS/MS metodunu
kullanmislardir. Gelistirdikleri metodu valsartan, losartan, olmesartan, irbesartan ve
telmisartan etkin maddelerine sahip ilaclar {izerinde denemislerdir. Inceledikleri ilaglarda
N-nitrozoetilizopropilamin, N-nitrozodibutilamin ve N-nitrozodiizopropilamin tespit
edememislerdir. Ancak N-nitrozo-N-metil- 4-aminobutirik asit i¢erigini 0.7 ile 21.4 ppm

arasinda bulmuslardir.
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Kullanilan Kimyasallar

Deneyler sirasinda kullanilan kimyasal maddeler Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Deneylerde Kullanilan Kimyasal Maddeler

Kimyasalin Ad1 Uretici Firma Katalog No
N-Nitrozodimetilamin Sigma 40059
sertifikal referans
materyal
N-Nitrozodietilamin Sigma 40334
sertifikal referans
materyal
Metanol Merck 106035

3.1.2. Kullanilan Cihazlar

Deneyler sirasinda kullanilan cihazlar Cizelge 3.2°de gosterilmistir.

Cizelge 3.2. Deneysel Calismalarda Kullanilan Cihazlar

Cihaz Marka Model
Saf su cihaz New Human Power New Human Power |
Hassas terazi Radwag AS 220/C/2
Calkalayici Heidolph Inkubator 1000
Santrifiij Hettich Zentrifiigen EBA 20
HPLC Shimadzu Prominence CBM 20A
3.2. Yontem

3.2.1. Deneysel Calismalarda Kullanilan Cozeltiler
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Deneysel caligmalar sirasinda kullanilan ¢ozeltiler agagida verilmistir.

- 200 ppm’lik N-Nitrozodimetilamin cézeltisi : 5000 pg mL™Ylik sertifikal
referans materyal N-Nitrozodimetilamin’den 1 ml alinip, 25 ml metanolde
¢oziilerek hazirlanmistir.

- 20 ppm’lik N-Nitrozodietilamin ¢ozeltisi : 5000 ug mL™’lik sertifikali referans
materyal N-Nitrozodictilamin’den 1 ml alinip, 250 ml metanolde ¢oziilerek

hazirlanmustir.

3.2.2. Tla¢ Orneklerinin Temini

Eczanelerden valsartan, losartan, telmisartan, olmesartan, kandesartan, irbesartan

gibi cesitli sartan aktif maddelerine sahip 20 adet ilag alinmistir.

3.2.3. llac¢ Orneklerinin Analize Hazirlanmasi

llag 6rneklerinden 0.1 gram tartildiktan sonra iizerlerine 2 ml dimetilsiilfoksit

eklenmistir. Iyice karistirildiktan sonra headspace vialine aktarilmislardir.

3.2.4. Kalibrasyon Dogrularimin Olusturulmasi

N-nitrozodimetilaminin metanoldeki 0.05 — 200 mg L ve N-nitrozodietilaminin
metanoldeki 0.05 — 20 mg L konsantrasyonlar: arasinda standart c¢ozeltileri

hazirlanmistir. Bu ¢ozeltilerden yararlanilarak kalibrasyon dogrulari olugturulmustur.

3.2.5. Gozlenebilme Sinir1 (LOD), Belirlenebilme Simirimin (LOQ) ve Geri
Kazanim Yiizdesinin Belirlenmesi

Herbir nitrozamin bilesigi i¢in 20’ser adet sahit numunelerine ait Olglimlerin
standart sapmalar1 hesaplanarak LOD ve LOQ degerleri agsagidaki formiiller araciliiyla
belirlenmistir (Sagirl, 2017).
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Sekil 3.1. Calisma aralig1 grafigi

S: Sinyal
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Stop:mCpop + Sp
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mCrop = 30
30,
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Tayin siir1 k=10 i¢in de

109,
m

LOQ =

3.2.6. Headspace GC-MS Analizi

Headspace GC-MS ¢alisma kosullar1 Cizelge 3.3’de gésterilmistir.
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Cizelge 3.3. Headspace GC-MS ¢alisma kosullari

Headspace Calisma Sartlar:

Kullanilan Cihaz Agilent 7697 A
Firin Sicakhgi 120 °C
Ornek Line Sicakhig 125 °C
Transfer Line Sicakhg: 130 °C
Gaz Basinci 103 kPa
Dengeleme Siiresi 15 dak
GC Cahisma Sartlan
Kullanilan Cihaz Agilent 7890 A
Kolon DB WAX (50 m, 0.20 mm, 0.20 um)
Tasiyic1 Gaz Helyum
Akis Hizi 2 ml/dak
Enjektor Sicakhgi 240 °C
Dedektor Sicakhig: 240 °C
Artis Sicakhik Bekleme
(°C/dak) (°C) Siiresi (dak)
- 40 2
Sicaklik Programi 10 120 2
25 230 5
MS Calisma Sartlar
Kullamilan Cihaz Agilent 5975 C
Iyonizasyon Modu El (70 eV)
Mod SIM
NDMA NDEA
m/z degerleri 74,42, 43 102, 57, 56, 44
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Incelenen Nitrozaminlere Ait Kalibrasyon Dogrular

N-nitrozodimetilamin i¢in 0.05 — 200 mg L™ ve N-nitrozodietilamin i¢in 0.05 — 20
mg L konsantrasyonlari arasinda olusturulan kalibrasyon dogrulari Sekil 4.1 ve 4.2°de

gosterilmistir.

50000000

80000000 -

70000000 - y=400078x-24512
R*=0,9999

60000000

50000000

Pik Alam

40000000

30000000

20000000

10000000

0 T T T ]
o 5N 100 150 200 250

Konsantrasyon (ppm)

ekil 4.1. N-nitrozodimetilamine ait 0.05 — 200 mg L™ araligindaki kalibrasyon
g g y

dogrusu
700000 -
y=30445x+ 14782
600000 R*=0,9998
- 500000 -
=
| 400000 -
=
E 300000
o
200000 -
100000 -
03 ; :
] 5 10 15 20 25
Konsantrasyon (ppm)

Sekil 4.2. N-nitrozodietilamine ait 0.05 — 20 mg L* araligindaki kalibrasyon dogrusu
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4.2. Tincelenen Nitrozaminlere Ait LOD, LOQ ve Alikonma Siireleri

N-nitrozodimetil amin ve N-nitrozodietil amine ait LOD, LOQ degerleri ve
alikonma siireleri Cizelge 4.1°de verilmistir. Materyal ve yontem kisminda tanimlanan
HSGCMS analiz kosullarinda, hazirlanan standart ¢ozeltiler kullanilarak gerceklestirilen
calismada N-nitrozodimetil aminin 10.1 dakikada, N-nitrozodietil aminin 11.3 dakikada

geldigi belirlenmistir. NDMA ve NDEAe ait pikler Sekil 4.3’de gosterilmistir.

Cizelge 4.1. N-nitrozodimetil amin ve N-nitrozodietil amine ait LOD, LOQ ve alikonma
stireleri

Nitrozamin Alikonma Siiresi LOD LOQ
(dak) (mgL™) (mg L)
NDMA 10.1 0.004 0.013
NDEA 11.3 0.001 0.003
| NDEA
220000 NDMA
180000
g 140000
=
@ 100000
60000
20000 L ] |
8 9 10 1 12 13 14
Siire (dak)

Sekil 4.3. NDMA ve NDEA’e ait pikler

4.3. Tla¢ Orneklerinde Tespit Edilen Nitrozaminler ve Miktarlar
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llag &rneklerinde tespit edilen N-nitrozodimetilamin ve N-nitrozodietilamin

miktarlar Cizelge 4.2°de gosterilmistir.

Cizelge 4.2. Ilag drneklerinde tespit edilen N-nitrozodimetilamin ve N-nitrozodietilamin
miktarlari

lacin Etkin Maddesi NDMA (mg kg?) NDEA (mg kg
Valsartan 18.28 = 0.06 6.27 £ 0.02
Valsartan 3.43+ 0.01 6.78 £ 0.02
Valsartan 27.83 + 0.09 1.09 £ 0.01
Valsartan 34.14 £+ 0.11 1.39+ 0.01
Valsartan 8.00 = 0.02 5.61+ 0.02
Valsartan 6.40 + 0.02 1.18 £ 0.01
Losartan 18.41 £ 0.06 11.13 £ 0.03
Losartan 5349+ 0.13 13.06 £ 0.03
Losartan 29.56 + 0.10 296+ 0.01
Losartan 67.05 £ 0.15 16.05 + 0.05
Irbesartan 4.73 £ 0.01 1.94+ 0.01
Irbesartan 2425+ 0.08 3.62+ 0.01
irbesartan 27.40 = 0.09 5.88+ 0.02
Telmisartan 1.71 £ 0.01 0.62 + 0.01
Olmesartan 6.64 + 0.02 20.13 + 0.06
Olmesartan 1.80+ 0.01 420+ 0.01
Olmesartan 7.47 + 0.02 1.53+ 0.01
Kandesartan 16.14 £ 0.05 22.48 £ 0.06
Kandesartan 11.10+ 0.03 13.21 + 0.03
Kandesartan 31.73 £ 0.10 10.46 £ 0.03

Valsartan etkin  maddesine sahip olan ilaglarda ortalama NDMA
konsantrasyonlarmin  3.43 ile 34.14 mg kg! arasinda, ortalama NDEA
konsantrasyonlarmin 1.18 ile 6.78 mg kg™* arasinda, losartan etkin maddesine sahip olan
ilaglarda ortalama NDMA igeriklerinin 18.41 ile 67.05 mg kg™ arasinda, ortalama NDEA

ieriklerinin 2.96 ile 16.05 mg kg™ arasinda, irbesartan etkin maddesine sahip ilaclarda
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ortalama NDMA miktarlarmin 4.73 ile 27.40 mg kg' arasinda, ortalama NDEA
miktarlarmin 1.94 ile 5.88 mg kg arasinda, olmesartan etkin maddesine sahip ilaglarda
ortalama NDMA konsantrasyonlarinin 1.80 ile 7.47 mg kg™ arasinda, ortalama NDEA
konsantrasyonlarmin 1.53 ile 20.13 mg kg™ arasinda, kandesartan etkin maddesine sahip
ilaglarda ortalama NDMA igeriklerinin 11.10 ile 31.73 mg kg™ arasinda, ortalama NDEA
iceriklerinin 10.46 ile 22.48 mg kg™ arasinda oldugu tespit edilmistir. Telmisartan etkin
maddesine sahip olan ilacta ortalama NDMA konsantrasyonunun 1.71 mg kg, ortalama
NDEA konsantrasyonunun ise 0.62 mg kg* oldugu saptanmustir.

En yiiksek NDMA konsantrasyonlarina losartan etkin maddesine sahip ilaglarda, en
yiiksek NDEA konsantrasyonlarina ise kandesartan ve olmesartan etkin maddesine sahip
ilaglarda rastlanmistir. En diisiik NDMA konsantrasyonlarina telmisartan ve olmesartan
etkin maddesine sahip ilaglarda, en diisiik NDEA konsantrasyonlarina ise telmisartan ve

valsartan etkin maddesine sahip ilaglarda rastlanmistir.

4.4. Tlac Orneklerinin Her Bir Tabletindeki Nitrozaminler ve Miktarlar

Incelenen ilag Orneklerinin her bir tabletindeki N-nitrozodimetilamin ve N-
nitrozodietilamin miktarlar1 Cizelge 4.3’de verilmistir. Valsartan etkin maddesine sahip
ilaglarin her bir tabletindeki NDMA miktarlar1 1.1.10 ile 1.4.10? mg arasinda, NDEA
miktarlar1 4.4.10* ile 2.9.10° mg arasinda, losartan etkin maddesine sahip ilaglarin her
bir tabletindeki NDMA miktarlar1 6.9.102 ile 1.7.10% mg arasinda, NDEA miktarlar
6.9.10* ile 5.1.10° mg arasinda, irbesartan etkin maddesine sahip ilaglarin her bir
tabletindeki NDMA miktarlar1 2.5.103ile 8.5.10°° mg arasinda, NDEA miktarlar1 9.6.10"
% ile 1.8.10° mg arasinda, olmesartan etkin maddesine sahip ilaglarin her bir tabletindeki
NDMA miktarlar1 3.6.10*ile 2.9.10° mg arasinda, NDEA miktarlar1 3.3.10** ile 8.8.10°3
mg arasinda, kandesartan etkin maddesine sahip ilaclarin her bir tabletindeki NDMA
miktarlar1 1.4.10% ile 4.2.10° mg arasinda, NDEA miktarlar1 1.4.102 ile 2.9.10° mg
arasinda, telmisartan etkin maddesine sahip ilacin her bir tabletindeki NDMA miktari
1.2.10° olarak, NDEA miktar1 4.3.10* olarak saptanmistir.
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Cizelge 4.3. Incelenen ilag drneklerinin her bir tabletindeki N-nitrozodimetilamin ve N-
nitrozodietilamin miktarlar

Ilacin Etkin Maddesi NDMA (mg/tablet) NDEA (mg/tablet)
Valsartan 6.5.10°3 2.2.10°
Valsartan 1.1.10°® 2.2.10°%
Valsartan 1.4.102 5.3.10"
Valsartan 1.1.102 4.4.10%
Valsartan 4.2.10° 2.9.10°
Valsartan 3.2.10° 5.8.10™
Losartan 8.5.10°% 5.1.10°
Losartan 1.7.102 4.1.10°3
Losartan 6.9.103 6.9.10%
Losartan 1.2.10% 2.9.10°
Irbesartan 2.5.10° 1.0.10°
Irbesartan 6.4.10° 9.6.10
Irbesartan 8.5.10°3 1.8.10°3

Telmisartan 1.2.10° 4.3.10*
Olmesartan 2.9.10°% 8.8.10°
Olmesartan 3.6.10* 8.5.10%
Olmesartan 1.6.10° 3.3.10%
Kandesartan 2.1.10° 2.9.10°
Kandesartan 1.4.103 1.7.10°%
Kandesartan 4.2.10° 1.4.10°%

Cizelge 4.3 incelendiginde, elde edilen degerlerin kabul edilebilir alim limitlerinin

(NDMA i¢in 96 ng/giin ve NDEA inin 26.5 ng/giin) iizerinde olduklar1 gériilmektedir.

4.5. Elde Edilen Degerlerin Literatiirdeki Verilerle Karsilastirilmasi

Incelenen &rneklerde saptanan nitrozamin miktarlarm literatiirdeki degerlerle

karsilastirabilmek amaciyla Cizelge 4.4 olusturulmustur.
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Cizelge 4.4. Incelenen orneklerde saptanan nitrozamin miktarlarini literatiirdeki

degerlerle karsilagtirilmasi

flacin Etkin NDMA NDEA Kaynak
Maddesi (mg kg™?) (mg kg™?)
Valsartan 3.43-34.14 1.09-6.78 Bu ¢alisma
Valsartan 0.004 Lim ve ark., 2020
Valsartan 0.10 —137.60 0.07 -6.90 Chang ve ark., 2020
Valsartan 0.06 —99.79 0.11-8.84 Chang ve ark., 2021
Valsartan 17.57 Vogel ve Norwig, 2022
Valsartan 0.01518 —59.3 Tarawneh ve ark., 2022
Losartan 18.41 - 67.05 2.96 — 16.05 Bu c¢aligsma
Losartan 0.08 -0.23 Chang ve ark., 2020
Losartan 0.07-0.20 Chang ve ark., 2021
Irbesartan 4,73 -27.40 1.94-5.88 Bu ¢alisma
Irbesartan - 0.11-0.12 Chang ve ark., 2020
Irbesartan - 0.10-0.14 Chang ve ark., 2021

Cizelge 4.4 incelendiginde, valsartan etkin maddesine sahip olan ilaglar icin elde
ettigimiz degerlerin literatiirdeki degerlere yakin oldugu goriilmektedir. Bununla birlikte,
losartan ve irbesartan etkin maddelerine sahip olan ilaglar icin elde ettigimiz degerlerin

literatiirdeki olduklari

calismalardan daha  yliksek goriilmektedir.  ilaglarda
nitrozaminlerin olusumuna katkida bulunan birgok faktér bulunmaktadir. Kontamine
baslangic malzemeleri ve ara maddeler, reaktifler, coziiciiler, katalizorler, iiretim
prosesinde yapilan hatalar, geri kazanilmis ve geri doniistiiriilmiis malzemeler ve yeterli
proses bilgisine sahip olmayan iireticiler bunlarin basinda gelmektedir. Ayrica, ilaglar
uretildikten sonra da saklama kosullarina, ambalaj malzemelerine ve aktif maddelerin
bozunma siireglerine bagli olarak nitrozaminler olusabilmektedir. Yurtdisinda biitiin bu
faktorler goz onlinde bulundurularak gerekli tedbirler alinmaya, iiretim agamalarinda ve

sonrasinda sik1 kontroller yapilmaya baslanmistir. Literatiirdeki ¢alismalarda incelenen
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ilaglarda bizim c¢alismamiza kiyasla daha diisiik konsantrasyonlarda nitrozamin tespit

edilmesinin yukarida belirtilen sebeplerden kaynaklandig: diistiniilmektedir.
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5. SONUC ve ONERILER

Haziran 2018’de Gida ve lla¢ Idaresi (FDA), Cin’de valsartan etkin maddesine
sahip baz1 ilaglarda genotoksik potansiyele sahip olabilecek N-nitrozodimetilamin
safsizligina rastlandigin1 duyurmustur. Ardindan sadece Cin’de degil tiim Avrupa Birligi
tilkelerinde valsartan etkin maddesine sahip ilaglar incelenmeye baslanmistir.
Aragtirmalar tetrazol grubuna sahip losartan, irbesartan, kandesartan, olmesartan gibi tim
sartanlar i¢in genisletilmistir. Bu c¢aligmalar sonucunda bir¢ok ilagta nitrozaminlerin
varlig1 tespit edilmistir. 2019 yilinda sartan igermeyen ranitidin igeren ilaglarda da N-
nitrozodimetilamin safsizligimin saptanmasi1 endigeleri iyice arttirmistir. Yapilan
incelemeler nitrozaminlerin hem ilaclarin tiretimleri sirasinda hem de sonrasinda saklama
kosullarina bagli olarak olusabildiklerini gdstermistir. Kasim 2019°da Singapur hiikiimeti
metformin etkin maddesine sahip ilaglarda N-nitrozodimetilamin safsizligina
rastlandigini aciklamistir. Agustos 2022°de de Gida ve Ilag idaresi tip 2 diyabet
hastalarinda sik¢a kullanilan sitagliptin igeren ilaglarda nitrozaminlerin tespit edildigini
bildirmistir. Biitiin bu agiklamalardan sonra tiim diinyada ilaglarin nitrozamin igerip
icermediklerini belirlemek amaciyla ¢aligmalar yapilmaya baslanmistir. Ancak
iilkemizde bu konuda yapilmis bir calisma bulunmamaktadir. Insan saghigini tehdit eden
nitrozaminlerin hangi ilaglarda hangi miktarlarda bulunduklarinin bilinmesi son derece
Oonemlidir.

Bu calisma kapsaminda, valsartan, losartan, irbesartan, telmisartan, olmesartan ve
kandesartan etkin maddelerine sahip olan 20 adet ilacin igerdigi NDMA ve NDEA
miktarlar1 belirlenmistir. Valsartan iceren ilaclarda 16.35 mg kg™ ortalama ile 3.43 - 34.14
mg kgt arasinda NDMA ve 3.72 mg kg ortalama ile 1.18 - 6.78 mg kg arasinda NDEA
saptanmistir. Losartan iceren ilaglarda belirlenen NDMA konsantrasyonlar1 42.13 mg kg
L ortalama ile 18.41 - 67.05 mg kg* arasinda, NDEA konsantrasyonlari ise 10 80 mg kg”
L ortalama ile 2.96 - 16.05 mg kg™ arasindadir. irbesartan iceren ilaglarda 18.79 mg kg
ortalamaile 4.73 - 27.40 mg kg arasinda NDMA ve 3.81 mg kg™ ortalama ile 1.94 - 5.88
mg kg arasinda NDEA tespit edilmistir. Olmesartan igeren ilaglarda belirlenen NDMA
miktarlar1 5.30 mg kg™ ortalama ile 1.80 -7.47 mg kg™ arasinda, NDEA miktarlar ise
8.62 mg kg* ortalama ile 1.53 - 20.13 mg kg™ arasindadir. Kandesartan igeren ilaglarda
19.66 mg kg™ ortalama ile 11.10 - 31.73 mg kg?! arasinda NDMA ve 15.38 mg kg*
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ortalama ile 10.46 -22.48 mg kg?! arasinda NDEA bulunmustur. Telmisartan etkin
maddesine sahip olan ilacta ortalama NDMA konsantrasyonunun 1.71 mg kg, ortalama
NDEA konsantrasyonunun ise 0.62 mg kg* oldugu saptanmustir.

Ardindan, incelenen ilaglarin her bir tabletindeki NDMA ve NDEA miktarlar
hesaplanmistir. Valsartan etkin maddesine sahip ilaglarin her bir tabletindeki NDMA
miktarlar1 1.1.10% ile 1.4.102? mg arasinda, NDEA miktarlar1 4.4.10 ile 2.9.10 mg
arasinda, losartan etkin maddesine sahip ilaglarin her bir tabletindeki NDMA miktarlari
6.9.103 ile 1.7.102% mg arasinda, NDEA miktarlar1 6.9.10* ile 5.1.10° mg arasinda,
irbesartan etkin maddesine sahip ilaclarin her bir tabletindeki NDMA miktarlar1 2.5.1073
ile 8.5.10° mg arasinda, NDEA miktarlar1 9.6.10* ile 1.8.10° mg arasinda, olmesartan
etkin maddesine sahip ilaglarin her bir tabletindeki NDMA miktarlar1 3.6.10*ile 2.9.10"
% mg arasinda, NDEA miktarlar1 3.3.10% ile 8.8.10° mg arasinda, kandesartan etkin
maddesine sahip ilaglarin her bir tabletindeki NDMA miktarlar1 1.4.103ile 4.2.10° mg
arasinda, NDEA miktarlar1 1.4.107% ile 2.9.10° mg arasinda, telmisartan etkin maddesine
sahip ilacin her bir tabletindeki NDMA miktar1 1.2.107 olarak, NDEA miktar1 4.3.10™
olarak saptanmistir.

Elde edilen degerler literatiirdeki verilerle karsilastirildiginda valsartan etkin
maddesine sahip ilaglar agisindan uyumlu olduklari, losartan ve irbesartan etkin
maddelerine sahip olan ilaglar i¢in ise elde edilen degerlerin literatiirdeki calismalardan
daha yiiksek olduklar1 goriilmiistiir. Literatiirde telmisartan, olmesartan ve kandesartan
etkin maddelerine sahip ilaglarin NDMA ve NDEA icgerikleriyle ilgili bilgi olmadigindan
karsilastirma yapilamamastir.

Gilinlimiizde nitrozaminlerin mutajenik, kanserojenik ve teratojenik olduklar
bilinmektedir. Insan saglig1 acisindan son derece zararli olan nitrozaminlere dnceleri
sularda, islem gormiis gidalarda ve kozmetik iirtinlerde rastlanirken, 2018 yilindan sonra
ilaglarda da rastlanmaya baglanmistir (Luo ve ark., 2022). Bu ilaglar yiiksek tansiyon ve
tip 2 diyabet tedavilerinde kullanilan ilaglar olduklari i¢in, belli bir yasin {izerindeki ¢ok
sayidaki kisi tarafindan kullanilmaktadirlar. Bu ¢alisma kapsaminda incelenen sartan
etkin maddesine sahip 20 adet ilacin yirmisinde de hem NDMA hem de NDEA tespit
edilmistir. Ustelik belirlenen her iki safsizligm miktarlar1 da kabul edilebilir limit

degerlerinin iizerinde bulunmustur. Onceden de bahsedildigi gibi bu safsizliklarn
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olusumuna katkida bulunan ¢ok sayida faktor mevcuttur. Bu faktorlerin tespit edilmesi
bliyiik 6nem tagimaktadir.

Sonug olarak, bu calisma ile iilkemizde sik¢a kullanilan baz ilaglarin i¢erdikleri
NDMA ve NDEA safsizliklarinin miktarlart belirlenmistir. Bdoylece, iilkemizde
kullanilan ilaglarin da saglik agisindan son derece zararli oldugu bilinen nitrozaminleri
hangi oranda igerdigi ortaya konmustur. Yurt disinda sadece sartan grubu ilaglarda degil
farkli etken maddelere sahip olan bir¢ok ilacta da nitrozaminlerin varligina rastlandigi
g0z oniine alindiginda benzer calismalarin yapilmasi gerektigi asikardir. Bu baglamda,
gercgeklestirilen calismanin benzer ¢alismalarin yapilmasina 1sik tutacagi ve bir 6rnek

teskil edecegi diistiniilmektedir.
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