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OZET
Doktora Tezi

BENZIMIDAZOL VE iMiDAZOL GRUBU ILACLARIN BAZI FiZIKOKIMYASAL
PARAMETRELERININ TERS FAZ SIVI KROMATOGRAFI YONTEMIYLE
BELIiRLENMESI

Kader POTURCU

Silleyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Ebru CUBUK DEMIRALAY

Bilesiklerin oral absorpsiyonunun degerlendirilmesinde, hesaplanmis ve
deneysel olarak olciilen fizikokimyasal parametreleri igeren ¢alismalara ihtiyac
duyulmaktadir. lyonlasma/protonasyon sabiti (pKa), ¢oziiniirliik ve lipofilisite
(logP,,») 1iyi oral absorpsiyona sahip ilaglari tammlayan en Onemli
fizikokimyasal parametreler arasindadir. Bu parametreler ilag aday:
molekiillerin absorpsiyon, dagilim, metabolize edilme ve atiim (ADME)
davranisinin tahminine de izin vermektedir.

Bu tez c¢alismasinda benzimidazol ve imidazol fonksiyonel grubu iceren
anthelmintik ve antifungal 6zellik tasiyan (albendazol, astemizol, mebendazol,
tiyabendazol, klotrimazol, metimazol (tiyamazol) ve metronidazol) ilag
molekiillerinin ters faz siv1i kromatografik yontemle alikonma davranisi
incelenmistir. Kullanilan bu yontemde alti bilesik i¢in Kinetex Core-Shell C8
(Phenomenex, 150mmx2,6 um, 4,6 mm) kolon; metimazol icin Kinetex Core-
Shell EVO C18 (Phenomenex, 250mm x 4,6 mm, 5 um) kolon ile 25°C’de 0,8
mL/dakika akis hizinda, analizler gergeklestirilmistir. Bu kromatografik
analizlerden elde edilen veriler kullanilarak bilesiklerin farkli asetonitril-su
derisimlerinde pKa degerleri deneysel olarak belirlenmistir.

Diger iki fizikokimyasal 6zellik olan ¢oziintrliik ve lipofilisite degerleri Abraham
¢oziinen tanimlayicilar1 kullanilarak hesaplanmistir. Bu tanimlayicilar
kullanilarak ila¢ molekiillerinin kan beyin bariyerinden gecisi de hesaplanmistir.

Gelistirilen kromatografik metotta bilesiklerin miimkiin olan en kisa siirede
analizini gercgeklestirmek ve bilesiklerin simetrik piklerini elde etmek
amag¢lanmistir. Bunun icin optimum ayirma kosullar: belirlenmistir. Gelistirilen
RPLC metodunun gegerliliginin kanitlanmasi amaciyla metot validasyonu
gerceklestirilmis ve Uluslararasi Uyum Konferansi (International Conference on



Harmonization, ICH) tarafindan oOnerilen parametreler test edilerek metodun
performansi ve glvenilirligi degerlendirilmistir.

Anahtar Kelimeler: pKa, ters faz swv1i kromatografi, fizikokimyasal
parametreler, Abraham ¢6ziinen tanimlayicilari, validasyon.

2019, 265 sayfa
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ABSTRACT
Ph.D. Thesis

DETERMINATION OF SOME PHYSICOCHEMICAL PROPERTIES OF
BENZIMIDAZOLE AND IMIDAZOLE GROUP DRUGS WITH REVERSED PHASE
LIQUID CHROMATOGRAPHIC METHOD

Kader POTURCU

Silleyman Demirel University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ebru CUBUK DEMIRALAY

In the evaluation of oral absorption of compounds, there is a need for studies
including calculated and experimentally measured physicochemical parameters.
lonization/protonation constant (pKa), solubility and lipophilicity (logP, ) are
among the most important physicochemical parameters that define drugs with
good oral absorption. These parameters also define prediction of ADME
behaviour of drug candidates.

In this thesis, retention behaviour of benzimidazole and imidazole functional
group carrying anthelmintic and antifungal drug molecules (albendazole,
astemizole, mebendazole, thiabendazole, clotrimazole,  methimazole
(thiamazole) and metronidazole) was investigated with reversed phase liquid
chromatographic method. Analyses were carried out with Kinetex Core-Shell C8
(Phenomenex, 150mmx2,6 um, 4,6 mm) column for six compounds and Kinetex
Core-Shell EVO C18 (Phenomenex, 250mm x 4,6 mm, 5 pum) column for
methimazole with 0,8 mL/minute flow rate at 25 °C. By using the data obtained
from these chromatographic analyses, pKa values of the compounds were
determined experimentally at different acetonitrile-water concentrations.

Two other physicochemical properties, the solubility and lipophilicity values,
were calculated using Abraham solute descriptors. Using these solute
descriptors, the transport of of drug molecules through the blood brain barrier
was also calculated.

In the developed chromatographic method, it is aimed to perform the analysis of
the compounds as soon as possible and to obtain symmetrical peaks of the
compounds. For this purpose, optimum separation condition was determined.
Method validation has been performed to prove the validity of the developed
RPLC method and the parameters proposed by ICH were tested and the
performance and reliability of the method were evaluated.

Keywords: pKa, reversed phase liquid chromatography, physicochemical
parameters, Abraham solute descriptors, validation.

2019, 265 pages
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1. GIRIS

1.1. Anthelmintik Ila¢lar/ Benzimidazoller

Brown ve arkadaslar1 tarafindan gastrointestinal nematodlara (yuvarlak
solucan) karsi giliclii aktiviteye sahip olan tiyabendazoliin kesfi, genis
spektrumlu anthelmintik ajanlar olan benzimidazollerin veterinerlikte ve
insanlarin medikal kullanimindaki gelisimine 1s1k tutmustur. Test edilen
yuzlerce tiirev arasinda en ¢ok terapotik kullanimi olan bilesikler, benzimidazol
halka sisteminin 2 ve/veya 5 pozisyonunda modifikasyona sahip olanlardir.
Benzimidazol halkasi iceren albendazol, mebendazol ve tiyabendazol insan
leishmania enfeksiyonlarinin (sark c¢ibani) tedavisi icin yaygin sekilde

kullanilmaktadir (Brunton vd., 2009).

Benzimidazollerin antifungal aktiviteleri bulundugu halde insan mikozlarinda
(mantar enfeksiyonlarinda) klinik kullanimi kisithdir. Bu grupta bulunan ilaglar
suda az ¢ozlnirler ve ¢oziniirliiklerindeki kiiciik degisiklikler ilacin emilimini
biiyiik oranda etkiler. Benzimidazol grubu igeren ilaglarin tstiin giivenlik

profilleri bulunmaktadir.

Bugiline kadar milyonlarca ¢ocuk, solucan kemoterapi programlarinda topluca
tedavi edilmistir. Yan etkilerin insidansi oncelikle 1limli gastrointestinal
semptomplar1 tedavi edilen c¢ocuklarin sadece %1’'inde ortaya ¢ikmistir
(Brunton vd., 2009). Benzimidazollerin kullaniminda sadece 2 yas altindaki
cocuklarda yan etkilerin olabilecegine dair veriler bulunmaktadir. Benzimidazol

grubu ilaclar klinik olarak diger ilaglarla daha az etkilesmektedir.

Benzimidazollerin kimyasal yapisina yapisina bakildiginda, heterosiklik
imidazol halkasinin 4 ve 5 pozisyonunda kaynasmis benzen halkas: iceren

bisiklik halka sistemleridir (Sekil 1.1) (Chen vd., 2010).
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Sekil 1.1. Benzimidazoliin kimyasal yapisi

Benzimidazollerin iyonlasma davranisi incelendiginde benzimidazol halkasiyla
kaynasmis durumda olan imidazoliin iki N atomunun
protonasyonu/deprotonasyonuyla ilgili olarak iki iyonlasma sabiti degeri

mevcuttur (Sekil 1.2) (Danaher vd., 2007).

/Bazik N atomu

HN
HN

+

A) Asidik kosullar

N
/ pKa2=12 ~ </
HN N-

|

Asidik N atomu B) Bazik kosgullar

Sekil 1.2. Benzimidazol molekiliiniin A) asidik ve B) bazik kosullar altinda
iyonlasma dengesi (Danaher vd., 2007)

Tez kapsaminda sec¢ilmis olan benzimidazol ve imidazol grubu bilesikler ile ilgili

kapsamli bilgi asagidaki boliimlerde verilmistir.



1.1.1. Albendazol

Parazitik helmintik enfeksiyonlar diinya c¢apinda hastalik ve oliimlerin en
onemli nedenleri arasindadir. Bu enfeksiyonlarin tedavisi i¢cin Diinya Saghk
Orgiitii'niin zaruri ilaclar listesinin anthelmintik ilaclar sinifinda albendazol
bulunmaktadir (WHO Model List of Essential Medicines, 2017). Albendazol,
metil N-(6-propilsiilfanil-1H-benzimidazol-2-il) karbamat (Sekil 1.3), 1979’da
patenti alinan, tipta ve veterinerlik uygulamalarinda kullanilan, etkili, genis

spektrumlu aktiviteye sahip anthelmintik ajandir (Cook, 1990; Horton, 2000).
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Sekil 1.3. Albendazoliin kimyasal yapisi (Chemicalize, 2018)

Albendazol, bagirsak boslugunda veya viicut dokularinda bulunan kil kurdu,
yuvarlak solucan (Askaris, trisiriiyaz, strongiloidiyaz) ve bagirsak kurdu
(Echinococcus granulosus, domuz tenyasi larvalarinin neden oldugu
norosistiserkoz, kopek tenyasinin neden oldugu karaciger, akciger ve karin zari
hidatik kist hastaliklar1) gibi helmint fonksiyonlarinin azaltilmasinda veya yok
edilmesinde kullanilan benzimidazol karbamat tiirevi ilactir (Prochazkova vd.,

2000; Rosenthal, 2012).

Albendazoliin etki mekanizmasina bakildiginda, intestinal helmintlere maruz
kalan farkli tiirlere albendazol ile miidahale edildiginde parazitin farkh
bolgelerinde metabolik yikim gerceklestigi deneysel olarak gozlemlenmistir
(Horton, 2000). Benzimidazol grubu bilesikler icin en yaygin metabolik yikim
yolagi, sitoplazmik mikrotiibiil sentezinin inhibisyonuna dayanan [-tiibiilin
depolimerizasyonudur (Lacey, 1988). Bu depolimerizasyonla helmintin glikoz

alimina ve sindirim fonksiyonlarina zarar verilerek parazit yok edilir (Kulik vd.,



2011). Yapilan calismalarda, albendazoliin sadece bagirsakta yasayan olgun
helmintleri 6ldiirmedigi, ayn1 zamanda bu helmintlerin yumurtalarin1 ve

larvalarini da 6ldiirdiigu goriilmustiir (Maisonneuve vd., 1985).

Kistik ekinokokkoz (kist hidatik) insanlarda Echinococcus granulosus'un neden
oldugu bir rahatsizhiktir. Insan ve hayvan saghginin yani sira, sebep oldugu
ekonomik kayiplar nedeniyle diinyanin bircok bolgesinde ve iilkemizde halk
saghg problemi olarak ortaya ¢ikmaktadir. Ulkemizde veteriner kontrolii
olmadan Kkesilen hayvanlarin kistli karacigerlerinin kopeklere yedirilmesi
sonucu kopekler, gerek insanlar gerekse diger hayvanlar igin enfeksiyon
kaynagi haline gelmektedir. Bu hastaligin tedavisinde benzimidazol grubu
anthelmintiklerden albendazol kullanilmaktadir (Tirkiye Hidatidoloji Dernegi,

1999).

Gelismekte olan tlkelerde nérosistiserkoz, helmintlerden kaynaklanan, ciddi
saglik problemlerine neden olan ¢ok yaygin bir sinir sistemi rahatsizligidir
(Takayanagui vd., 2004). Bu rahatsizliga miidahalede 20 yildan daha uzun
stiredir albendazol ve praziquantel kullanilmaktadir. Albendazol tedavide daha
etkili olmasina ragmen, bazi hastalarda albendazol kullanimindan sonra hastalik
tekrarlayabilmektedir. Bu durumda ikili ila¢ kombinasyonlar1 tercih

edilmektedir (Palomares vd., 2006).

Albendazol anthelmintik 6zelliginin yaninda anti-kanser ilaci olarakta yaygin

sekilde kullanilmaktadir (Kim vd., 2012).

Losemi en yaygin karsilasilan kanser hastaliklarindan biridir ve bu hastaliga
yakalanan hastalarin iicte birinde ilaca diren¢ gelismesinden dolayr 6lim
gerceklesmektedir. Bu kanser tiiriinlin tedavisinde tiibilin/mikrotiibiil
sistemini hedef alan ilaglarin kullanimi yaygindir. B-tiibiiline baglanarak
polimerizasyonu engelleyen ve en giivenilir B-tiibiilin inhibe edici ajanlar
arasinda yer alan albendazol, 16semi hiicrelerinin ¢ogalmasinin énlenmesinde
oldukca etkilidir (Khalilzadeh vd., 2007). Buna ek olarak, albendazol

hepatoseliiler karsinoma hiicrelerinin ¢cogalmasini 6nlemede (Pourgholami vd.,



2001), kolorektal (Pourgholami vd., 2005) ve yumurtalik kanserlerinin
(Pourgholami vd., 2006) tedavisinde de kullanilmaktadir.

Albendazol karacigerdeki hepatik mikrosomal sitokrom P-450 enzimleri
tarafindan ilk olarak albendazol siilfoksite (ABZ-SO) metabolize edilir.
Albendazol sitlfoksit, gut florasi tarafindan tersinmez olarak yiikseltgenerek
albendazol siilfona (ABZ-S02) doniisiir (Lanusse vd., 1992). Albendazol stilfonun
karbamat grubu deasetillenerek polar ve inaktif metabolit olan albendazol-2-
amino-sulfona (ABZ-2-NH2S02) dontstirilir (Sekil 1.4). Albendazol ve
albendazol siilfoksit biyolojik olarak aktif metabolit olmasina ragmen,
albendazol silfon inaktif metabolittir (Dominguez vd., 1995). Albendazol gibi
albendazol siilfoksitte 6nemli anthelmintik aktiviteye sahip bilesiktir (Shaik vd.,

2003).
N
CiH; —
N
H

Albendazol
0
{

CiHy —S N\
NHCO:CH:
N
H

Albendazol siilfoksit

I
| N
CiH; —S
o ||@ >—NHCD=CH3
o N
H

Albendazol siilfon
o

M
CiH; —5§
" "U \>—NH5~
0O N

H
Albendazol Z-aminosiilfon

Sekil 1.4. Albendazol ve li¢ ana metabolitinin kimyasal yapis1 (Carlsson vd.,
2011)

Albendazoliin iyonlasma davranisi incelendiginde bu bilesik amfoterik

ozelliktedir. Bilesigin yaklasik 10,4 olan pKa degeri ise benzimidazol halkasinin
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1 no'lu N atomuna ait degerdir; yaklasik 4,0 olan pKa degeri benzimidazol

halkasinin 3 pozisyonundaki azotuna ait degerdir (Sekil 1.5) (Jungh vd., 1998).

Sekil 1.5. Albendazoliin iyonlagsmasinda pH etkisi (Jungh vd., 1998; Chemicalize,
2018)

1.1.2. Astemizol

Histamin Sir Henry Dale tarafindan 1910’da kesfedilen L-histidin
aminoasidinden histidin dekarboksilaz enzimi araciligiyla sentezlenen biyojenik
amindir (Yanai vd., 2017). Histamin reseptorleri Hi, H2, H3, H4 olarak dort alt
gruba ayrilir, bunlar G protein cifti reseptorleri ailesine aittir (Leurs vd., 2002).
Bu dort reseptor araciligiyla gesitli biyolojik fonksiyonlar gerceklesir (Yanai vd.,
2017).

Antihistaminler, histamini taklit ederek reseptér bolgelere baglanan, dogal
histaminin bu boélgelerle etkilesime girmesini engelleyen ve 1940’lardan beri
alerjiyle miicadelede kullanilan kimyasallardir (Estelle vd., 2011). 1937’de ilk
antihistamin sentezlenmis ve bu antihistaminin insanlara toksik oldugu
belirlenmistir. Daha sonra sentezlenen pirilamin ve prometazin, antipsikotik ve

antidepresan olarak bircok merkezi sinir sistemi ilaci icin model haline gelmistir



(Yanai vd., 2017). 1980 ve 1990 yillar1 arasinda sentezlenen astemizol,
benzimidazol grubuna sahip, alerjik rahatsizliklarla miicadelede kullanilan,
uzun sure etkili ikinci jenerasyon secici H1 antagonisti antihistaminik ilactir

(Laduron vd., 1982; Back vd., 2015).

Astemizol, antihistaminik ila¢ olarak gelistirilmesine ragmen voltaja duyarh
potasyum kanallar1 ailesine ait, transmembran protein olan Eter a go-go 1
(Eagl) kanallarimm (Warmke vd., 1994; Ludwig vd., 1994) bloke ettigi,
hastalarda kalp ritim bozuklugu ve kardiyak aritmiden kaynakli ani 6liimlere
neden oldugu (Genovese ve Spadaro, 1997; Zhou vd. 1999) gerekgesiyle
1999’da piyasadan kaldirilmistir (Redfern vd., 2003; Izumi-Nakaseko vd., 2016).

Ether a-go-go (Eag), Human ether a-go-go related gene (HERG)K* kanallarinin
cesitli kanser hiicrelerinde yiiksek derecede ifade edildigi ve bu kanallarin
birinin bloke edilmesiyle kanserin ¢ogalmasinin 6nlendiginin arastirmacilar
tarafindan ortaya c¢ikartilmasi ile (Garcia-Ferreiro vd., 2004) astemizol anti-
kanser ilaci olarak yeniden dikkat ¢ekmektedir (Izumi-Nakaseko, vd., 2016; de
Guadalupe Chavez-Lopez, vd. 2014; Garcia-Quiroz ve Camacho, 2011).
Glinlimiizde astemizoliin rahim boynu kanserini baskiladigi (de Guadalupe
Chavez-Lépez, vd., 2014) ve farelere li¢ hafta 50 mg/kg/gilin olarak verildiginde
gogiis kanseri hiicrelerinin gelisimini inhibe ettigi gorilmistiir (Garcia-Quiroz
vd., 2014; Izumi-Nakaseko, vd., 2016). Ayrica astemizoliin sitmaya miidahalede
etkili oldugu bulunmustur. Astemizollin, sitmayla miicadelede kullanilan
klorokin ile benzer mekanizmaya sahip oldugu ve hatta astemizoliin klorokine
direncli parazitlere kars1 bile etki gosterdigi yapilan c¢alismalarda

belirtilmektedir (Chong vd., 2006).

Astemizol (1-[(4-florofenil) metil]-N-{1-[2-(4-metoksifenil) etil] piperidin-4-il}-
1H-1,3-benzodiazol-2-amin)’tin  iyonlasma davranisi incelendiginde iki
protonasyon bolgesine sahip (pKai:5,6 ve pKaz: 8,5 (Fischer vd., 1998)) bir
bilesiktir (Sekil 1.6). Bu bilesik oldukea lipofilik zayif bazdir. Astemizoliin

protonlanmis formu yiiklidir ve hiicre membranindan gecemez;



protonlanmamis formu yiksiizdiir ve hiicre membranindan gecer (Garcia-

Ferreiro vd., 2004).
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Sekil 1.6. Astemizoliin kimyasal yapisi (Chemicalize, 2018)

1.1.3. Mebendazol

Mebendazol, tipta ve veterinerlikte cesitli tiirdeki parazitik enfeksiyonlara
miidahalede kullanilan, etkili, genis spektrumlu anthelmintik 6zellik gosteren

metil karbamat tiirevi ilagtir (Dayan, 2003).

Benzimidazol karbamatin prototipi olan mebendazol 30 yildan daha uzun bir
sire Once yapimis calismanin sonucu olarak intestinal helmint
enfeksiyonlarindan (Dawson ve Watson, 1985), askaris (silindir biciminde,
uclar1 ince, kahverengimsi sari renkli, 25-35 cm uzunlugunda solucandir.
Diskiyla atilan yumurtalar toprakta bir yi1l canhi kalabilir. Yumurta i¢indeki
embriyo uygun cevre kosullar1 altinda ii¢ haftada yeterli olgunluga erisir. Bu
yumurtalar suyla, yikanmadan ¢ig yenen sebzelerle ya da topraktan ellere
bulasarak ve elden agza gecerek sindirim sistemine girer), unsinarya
(bagirsaklardaki kancali kurt hastaligi), oksiytriazis (kil kurtlarinin bagirsakta
meydana getirdigi enfeksiyon) ve trikuriyaz’a (bagirsaktaki kamg seklindeki
Trichuris trichiura yuvarlak solucaninin neden oldugu hastalik) miidahalede
oral yolla etkili sekilde kullanilir (Ghosh ve Brindisi, 2015). Mebendazol hizli
metabolize oldugundan ve absorpsiyonu sinirli oldugundan sadece yiiksek ve
siirdiiriilen dozlar1 sistemik enfeksiyonlara miidahalede etkilidir. (Horton,

1990).



Mebendazoliin helmintler tizerine etkisine bakildiginda, nematod ve sestoda bu
ilacla miidahale edildiginde canlida zamana bagiml gelisen morfolojik
degisimler meydana gelir. Parazitik bagirsak kurdunun, intestinal hiicrelerinin
(sindirim sistemi) veya teglimental hiicrelerinin (canlinin viicudunu orten
tabaka) sitoplazmik mikrottbiilleri yok olur. Bu mikrotiibiillerin yok olmasi ve
akabininde salg1 vazikiillerinin bloke olmasi ile hiicre membrani bozulur ve
bunun sonucunda besinlerin sindiriminde ve absorpsiyonunda azalma meydana
gelir. Yani, mebendazol nematod ve sestodun in vivo ve in vitro glikoz alimini
etkileyerek ATP aktivitesinde azalma yoluyla canli lizerinde etkisini gosterir
(Van Den Bossche, 1980; Al-Kurdi vd., 1999). Buna ragmen mebendazol,
memelilerin tiibiilinine baglandiginda hayvanlara ve insanlara toksiktir. Daha da
onemlisi, mebendazol memelilerde DNA (Deoksiriboniikleik asit) hasarim
aktive edebilir ve bu aktivasyonun memelilerde teratojen oldugu kanitlanmistir.
Bunun sonucunda FDA (The United States Food and Drug Administration,
Amerikan Gida ve Ilag Kurumu) tarafindan mebendazoliin hamilelikte kullanimi
yasaklanmistir. Besin lireten hayvanlarda da mebendazol kullaniminda tedbirli

olunmalidir (Dayan, 2003; Xiao vd., 2017).

Maya benzeri patojen Cryptococcus neoformans immiin sistemi baskilanmig
bireylerde menenjit gibi ciddi beyin hasarlarina neden olmaktadir (Kwon-Chung
vd., 2014). Mebendazol, Cryptococcus neoformans’ta biyofilm olusumunu (bir
ylizeye yapisarak kendi irettikleri polimerik yapida jelsi bir tabaka icginde
yasayan mikroorganizmalarin olusturdugu topluluk) engelleyip morfolojik

degisimlere neden olarak antifungal aktivite gosterir (Joffe vd., 2017).

Kist hidatik hastalig1 tlkemizde o6zellikle hayvanlarda c¢ok yaygin olmasi
nedeniyle, 6nemli halk sagligi sorunlarina neden olan ve ciddi ekonomik
kayiplara yol acan bir hastaliktir (T.C. Saghk Bakanhgi, 2015). Kistik
echinococcosis olarakta bilinen bu hastalik Echinococcus granulosus'un neden
oldugu, siklikla karacigerde daha sonra akcigerde gorilen parazitik
rahatsizliktir (Sheikhy vd., 2015). Erkeklerde o6zellikle cerrahi uzaklastirma

sirasinda hidatik kistlere mudahale edildiginde kistin dokiilmesi durumunda


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sheikhy%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26858769

veya cerrahi olarak ulasilamayan bolgelerde kist bulundugunda mebendazol

kemoteropatik ajan olarak kullanilir (Heath ve Chevis, 1974; Bekhti vd., 1977).

Uzun siiredir anthelmintik ila¢ olarak kullanilan mebendazoliin, son zamanlarda
hayvan modellerinde hem merkezi sinir sistemi tiimorlerinde hem de beyin
tliimorlerinde 6nemli terdpatik etkiye sahip oldugu gorilmektedir (Bai vd.,
2011; Bai vd., 2015a). Mebendazoliin in vivo ve in vitro ¢alismalarda mide
kanserini de iceren farkli kanser hiicrelerinin gelisimini inhibe ettigi
kanitlanmistir (Mukhopadhyay vd., 2002; Doudican vd., 2008; Martarelli vd.,
2008;. Bai vd., 2011; Pinto vd. 2015). Buna ek olarak tedaviye direngli ve
tedavisi giic kanser hastaliklarinda da bu ila¢ aktivite gostermektedir
(Dobrosotskaya vd., 2011; Nygren ve Larsson, 2014) Mebendazoliin anti-tiimoér
aktivitesi birincil olarak tiibiilin ihibisyon yetenegine dayanmaktadir; diger
mekanizmalar protein kinaz ihibisyonu, anti-anjiyogenez (kan damarlar1 agi
olusumunun engellenmesi) ve Hedgehog yolaginin inhibisyonu’nu icermektedir

(Blomavd., 2017; Larsen vd., 2015).

Mebendazol ((metil N-(6-benzoil-1H-benzimidazol-2-il) karbamat))
biyofarmasotik siniflandirma sisteminde (BCS) sinif II'ye ait benzimidazol grubu
anthelmintiktir (Sekil 1.7). Bu ilacin gastraointestinal bosluktan emilimi en fazla
%5-10 diizeyindedir ve yagh gidalarla birlikte alindiginda ilacin emilimi
artmaktadir. Ilag amino-imino tautomerizmi gosterir ve 3 tane polimorfa

sahiptir (A-C) (Sekil 1.8) (Calvo vd., 2016).

N
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Sekil 1.7. Mebendazoliin kimyasal yapis1 (Chemicalize, 2018)
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Sekil 1.8. Mebendazoliin amino-imino tautomerleri (Calvo vd., 2016)

Mebendazoliin diisiik ¢6ziiniirliigii ve polimorflarinin farkl ¢oziintirliikleri farkli
terapotik sonuglara neden olmaktadir. A formunun ¢ok diisiik ¢ozlnirligi
ilacin  etkinliginin =~ kaybolmasina  sebebiyet = vermekte ve ilag
kullanilamamaktadir. B formu daha ¢ok ¢oziiniir ve daha az kararhdir; fakat
antikanser ve anthelmintik testlerde cok toksiktir (Rodriguez-Caabeiro vd.,
1987; Bai vd., 2015b). C formu ise A formundan daha ¢ok ¢6ziiniir 6zellige sahip
oldugundan ve en iyi ayrisma profili sergilediginden tipta ve veterinerlikte

terapotik uygulamalar icin daha ¢ok tercih edilmektedir (Calvo vd., 2016).

1.1.4. Tiyabendazol

Tiyabendazol baslangicta anthelmintik ajan olarak sentezlenen, evcil
hayvanlarda gastrointestinal nematodlara karsi iyi etkinlik gosterdigi ortaya
cikinca da veterinerlikte uygulanmaya baslanan benzimidazol tiirevi ilactir
(Brown vd., 1961).

Bitkilerde baz1 fungal hastaliklarin kontroliinde etkili oldugundan antifungal
ajan olarakta kullanilmaktadir (Davidse ve Flach, 1978). Giinlimiizde, uzun
transfer siiresi ve depolamadan kaynaklanan kiif ve diger bitki hastaliklarindan

meyve ve sebzeleri korumak icin yaygin sekilde tercih edilir (Miiller vd., 2014).

Trematodlar, sestodlar ve nematodlar olarak siniflandirilan helmint
enfeksiyonlarindan olan Strongyloides stercoralis, insan niifusunun biyiik bir
kismini etkileyen intestinal nematoddur (Scowden vd., 1978). Strongiloidiyaz,
Strongyloides stercoralis’ten kaynaklanan ve ¢ogunlukla tropikal ve subtropikal
bolgelerde endemik olarak, Tiirkiye’de ise sinirli sayida goriilen ve siklikla
toprakla bulasan bir hastaliktir (Grove, 1996; Kadilar vd., 2015). Enfeksiyon

toprakta bulunan filariform larvalarinin deriden girmesiyle olusur.
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Strongiloidiyaz bir¢ok insanda kronik saglik problemidir ve bu hastaligin temel
belirtileri deride doékunti, ishalli karin agrisi, oksturik, hirltili solunum ve
bagisiklik reaksiyonlarinda rol oynayan eozonofil akyuvarlarinin sayisindaki
artis seklinde gorilir (Ardig, 2009). Strongiloidiyaz saghkh kisilerde
asemptomatik olabilecegi gibi immiin sistemi baskilanmis kisilerde o6liimciil
olabilmektedir = Anthelmintiklerle bu hastaliga miidahale edildiginde,
Strongiloidiyaz miidahaleden en az etkilenen intestinal helmintiyazlardan
biridir (Johnston vd., 2005). Anthelmintik ajan olarak gorev yapan tiyabendazol
insanda strongiloidiyaza miidahalede yaygin sekilde kullanilir (Grove, 1982). Bu
ilag bircok intestinal parazite karsi etkili olmasina ragmen, ilacin istahsizlik,
bulanty, halsizlik, bas donmesi ve uyuklama gibi yan etkileri mevcuttur (Grove,
1982; Smith ve Reynard, 1992; Gann vd., 1994). Tiyabendazol viicuda girdikten

sonra sindirim sisteminden hizli sekilde absorplanmaktadir (Kapoor, 1987).

Tiyabendazol (4-(1H-benzimidazol-2-il)-1,3-tiyazol), 1961’de Merck
laboratuvarlarinda gelistirilen genis spektrumlu biyolojik aktiviteye sahip bir

benzimidazol bilesigidir (Sekil 1.9) (Kapoor, 1987).

N HN

—

s/ N\

N

Sekil 1.9. Tiyabendazoliin kimyasal yapis1 (Chemicalize, 2018)

Tiyabendazol etilen kopriisii (CH2=CHz) araciligiyla konjuge olur; ¢ift bagin bir
ucunda siibstituent olarak bir azot atomu, diger ucunda ytiksek yiik yogunluklu
bes tyeli halka sistemi (tiyazol) mevcuttur. Bu yap1 ilacin biyolojik

aktivitesinden sorumludur (Canoira vd., 1989).

Tiyabendazol pH 7,0’de nétral halde bulunur. pKa 11,3 degeri benzimidazol
halkasindaki 1 nolu N’a bagh protonunun kaybiyla gerceklesir ve anyonik tiir

olusur. Proton NMR verileri asidik ortamda tiyabendazoliin imidazol halkasi
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lizerinden protonlandigim1  gosterir. Imidazol halkasinin protonlanmasi
rezonans yapinin olusmasina izin verir. Protonlanmis tiyabendazoldeki imidazol
halkasinin NMR spektrumu ile protonlanmis benzimidazoldeki imidazoliin NMR
spektrumlar1 benzerdir. Bu benzimidazolde oldugu gibi tiyabendazolde de
protonlanmanin imidazol halkas1 lizerinden gergeklestigini gosterir. Tiyazol
halkasinin protonlanmasi ise ¢ok dusiik pH’larda gerceklesir (pKa=0,5). pKa
calismalar1 ve NMR verileri tiyabendazoliin pH 5,0’in altinda imidazol halkasi
tizerinden protonlanarak katyon olusturdugunu, pH 5,0-11,0 araliginda noétral
molekiil oldugunu, 11,0’den biiyliik pH’larda anyon formunda bulundugunu

gostermektedir (Tway ve Love, 1982).

1.2. imidazol Halkas1 Bulunduran Bilesikler

imidazol (1,3-diaza-2,4-siklopentadien) C3H4N2 formiiliine sahip bes iiyeli bir
heterosiklik aromatik amindir (Sekil 1.10). imidazol amfoterik bir bilesiktir ve
yapisinda iki adet azot bulunmaktadir. Yapisinda bulunan bu iki N atomunun
biri katyon olusturmak tizere proton alirken, digeri ise baska bir bilesige proton
vermesine olanak saglar (Scheiner ve Yi, 1996). Hem asidik hem de bazik 6zellik
gosteren bu yapiya ait iki adet iyonlasma/protonasyon sabiti (pKa) degeri
bulunmaktadir. Tahmini hesap yapan programlarla asidik azota ait pKa degeri
13,40; bazik azota ait pKa degeri ise 6,97 olarak hesaplanmistir (Sekil 1.11)
(Chemicalize, 2018).

ZT

\

N

Sekil 1.10. Imidazoliin kimyasal yapisi (Chemicalize, 2018)
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Sekil 1.11. Imidazol molekiiliiniin A) asidik ve B) bazik kosullar altinda
iyonlasma dengesi (Chemicalize, 2018)

Imidazol halkas1 dogal olarak bir¢ok bilesigin yapisinda bulunan ve sentetik
yollarla da elde edilebilen biyoaktif bir bilesiktir. Metallere ligand olarak
baglanma 6zelligi ve proteinler ile hidrojen bag1 yapabilme yetenegi sayesinde
biyoajan olarak bircok alanda kullanilmaktadir. Yapisinda imidazol halkasi
bulunduran en ¢ok bilinen bilesik histidin amino asididir (Sekil 1.12). Histidin
bircok proteinin ve enzimin yapisinda bulunur ve hemoglobinin baglanma
islevlerinde olduk¢a o6nemli bir rol oynamaktadir. imidazolii yapisinda
bulunduran diger dogal bilesikler; biyotin, esansiyel amino asitler, histamin ve
pilokarpin alkaloidleri iken, sentetik bilesiklerin bazilar ise simetidin, losartan,
fungisitler, herbisitler, bitki biiylime diizenleyicileri ve terapdtik ajanlardir

(Molina vd., 2012).

|:> imidazol
| / halkas:

NH2

O
i OH
Sekil 1.12. Histidinin kimyasal yapis1 (Pubchem, 2018)

Imidazoller; antifungal, antikanser, antiviral, antibakteriyel, antitiiberkiiloz,
antiparazitik, antihistaminik, anti-inflamatuar, antinéropatik, antiobezite ve

antihipertansif 6zellik gosteren oldukg¢a genis bir biyolojik aktiviteye sahip
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bilesiklerdir. Gliniimiizde bilim insanlar1 arasinda imidazollerin antikanser ilaci
olarak giivenli bir alternatif olarak gelistirilmesiyle bu grubu iceren ilaglara ilgi
daha da artirmistir. Bu ilgiden yola ¢ikilarak imidazollerin farmakolojik
ozellikleri aktif olarak incelenmis ve piyasada mevcut olan imidazollerin
antikanser ilaglara esit ve hatta daha iyi terapoétik etkilere sahip oldugu

gorilmiistiir (Richardson, 2005; Ali vd., 2017).

Tez calismasinda sivi kromatografik tayini yapilan imidazol halkasi igceren
klotrimazol, metimazol (tiyamazol) ve metronidazol ile ilgili kapsaml bilgi

asagida verilmistir.

1.2.1. Klotrimazol

Klotrimazol, genis spektrumlu antimikrobiyal aktiviteye sahip, toksik olmayan
sentetik imidazoldiir (Abdel-Moety, E.M., 2002; Solich, P., 2002). 1960’larin
sonunda iki farkli laboratuvardan antifungal ajan olarak literatiire kazandirilan
¢ azol bilesiginden biridir ve ilk gelistirilen imidazol antifungal ilaglar
arasindadir. 1969’da Bayer firmasindaki kimyagerler tarafindan sentezlenmis,

fakat sentezi 1972’ye kadar agiklanmamistir (Beggs vd., 1981).

Ergosterol, fungal hiicre membranlarinin anahtar bilesenlerinden biridir.
Mayalarda ve mantarlarda temel sterol olan ergosterol, hiicrenin biiytimesi ve
normal membran fonksiyonu i¢in gereklidir. Bu hiicre membrani bileseni
membranin akiskanligl, asimetrisi ve membran biitiinliigiintin diizenlenmesine,
besin transferi ve kitin sentezinde gorevli olan membrana bagh enzimlerin
uygun sekilde calismasina katki saglar (Lupetti vd., 2002). Klotrimazol, fungal
hiicrelerin temel sterol bileseni olan ergosterol biyosentezinde sitokrom P450
lanosterol Cl4a-demetilaz (EC 1.14.14.1) aktivitesini inhibe ederek -etki
gosteren azol fungusitidir (Hitchcock vd., 1990) (Sekil 1.13)
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Sekil 1.13. Ergosterol biyosentezi ve bu stirece antifungallerin etkisi

Candida albicans insanda oral, gastrointestinal ve vajinal boélgelerin mukozal
yluzeylerinde yasayan insana patojenik fungustur. Candida albicans uygun
yasam kosullarinda ytlizeysel olarak etki gosterse de insan yasamini tehdit edici
ozellige sahip sistemik enfeksiyondur (Kasper vd., 2015). Vulvajinal kandidiyaz,
Candida albicans’in neden oldugu bir mantar enfeksiyonudur. Agizda, vajende,

sindirim sisteminde ve ciltte bulunur. Saglikli kadinlar i¢in bile zaman zaman

16



problem olan bu hastalik, immiin sistemi zayiflamis kadinlarda ¢ok ciddi saglik
problemi haline gelebilmektedir. Cogu olguda tekrarlayan ve siddetini artiran
bu rahatsizlik, HIV enfeksiyonunun ilk semptomudur (Satiroglu ve Aydinuraz,
2007). Klotrimazol patojenik dermatofitlere, mayalara, Candida, Trichophyton,
Microsporum, Epidermophyton, Malassezia'nin c¢esitli tilirlerine karsi etki
gosteren genis spektrumlu anti-mikotik ajandir. Hem dermal enfeksiyonlara
miidahalede hem de vulvajinal kandidiyaza karsi etki gosterir (Hoogerheide ve

Wyka, 1982).

Trichomonas vaginalis, insan Uurogenital sistemine yerlesen kamgili bir
protozondur. Tedavisi yapilmayan Trichomoniasis olgularinda HIV
enfeksiyonuna yakalanma riski daha yiksektir (Saglikocagim, 2015).
Klotrimazol, anti-mikotik aktivitesine ek olarak, metronidazole diren¢ gosteren
ve dinya c¢apinda yaklasik 170 milyon vakaya sebep olan Trichomonas
vaginalis'in neden oldugu Trikomonaza (Cudmore vd., 2004) ve gram pozitif

bakterilere miidahalede de kullanilmaktadir.

Piyasada cok sayida sitma ilact mevcut olmasina ragmen, Diinya ¢apinda sitma
enfeksiyonlarindan kaynakli hastalik ve 6liim oranlar1 hala ¢ok yiiksektir. Diinya
saglik orgiitii (WHO) verilerine gore 1,2 milyar insan yliksek enfeksiyon riski
altindadir. Giiniimiizde bilinen tiim sitma ilaglari, ilaca direng gosteren
Plasmodium falciparum’un yayilmasini 6nleyememektedir. Sitma ile mticadelede
klotrimazol temelli anti-malaryel ilaglar tmit vericidir (Tiffert vd. 2000;

Crowley ve Gallagher, 2014).

Klotrimazoliin (1-[(2-klorofenil)-difenilmetil] imidazol), kimyasal yapisina
bakildiginda bilesik doért aromatik halka icerir, bunlar tetrahedral sekilde (sp3
hibritlesmesi) karbon atomuna baghdir (Sekil 1.14). Aromatik gruplardan birisi
imidazol halkasidir, bu halka biyolojik sistemlerde elektron transfer
reaksiyonlarina aracilik eder (Eaton ve Wilson, 1978). Kalan aromatik halkalar,
trifenil sistemini ihtiva eder; bu sistem radikal ara triinleri olusturan ve kararh
hale getiren yap1 olarak bilinir. Bu halkalardan birtanesine C2 pozisyonunda

klor baglanmistir (Crowley ve Gallagher, 2014).
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Sekil 1.14. Klotrimazoliin kimyasal yapis1 (Chemicalize, 2018)

1.2.2. Metimazol (Tiyamazol)

Bir¢ok bilesik, tiroid hormonlarinin sentezinde ve saliniminda, dogrudan veya
dolayl olarak rol alir. Tiroid hormonlar iyot iceren, tiroid bezinden salgilanan
ve metabolizmay1 kontrol etmekten sorumlu yapilardir. Insan viicudunda
protein, yag ve karbonhidrat metabolizmasini diizenleyen tiroid hormonlari
tim hiicrelerin gelismesi icin gereklidir. Bir¢ok bilesigin gecici veya uzamis
hipertiroidizmin kontroliinde biiyiik klinik degeri vardir (Manna vd., 2013). Bu
bilesikler alt1 gruba ayrilir:

1. Tiyoamidler:(—N—CS—R) genel kimyasal yapisina sahip bilesiklerdir.
Metimazol (tapazol, tiyamazol), propil tiyourasil ve karbimazol bu grupta yer

alir.

2. Anyon Inhibitorleri: Perklorat (ClOs+), perteknetat (TcO4) ve
tiyosiyanat (SCN) tiroid bezi tarafindan iyodiir alimini inhibe eden monovalent

anyonlardir.
3. Iyodiir: Tiroid bezi lizerine coklu etkiye sahip kimyasaldir. 1940’ta

tiyoamitler piyasaya striiliinceye kadar en fazla kullanilan antitiroid ajandi,

glnimizde ise nadiren kullanimi mevcuttur.
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4, Iyotlu kontrast madde: Iyot iceren radyografik boyadir. Giiniimiizde
radyolojide yaygin sekilde kullanilarak viicudun hemen hemen heryerine
uygulanabilmektedir. Hipertiroidizmde kullanilan iyotlu kontrast maddeler

ipodat ve iopanoik asittir (Singh ve Daftary, 2008).

5. Radyoaktif iyot: Tirotoksikoza (zehirli guatr) miidahalede kullanilan tek

izotop 131I'dir, digerleri teshis amaciyla kullanilmaktadir.

6. Adrenoseptor bloke edici ajanlar: Guanetidin ve beta-blokerlardan
(beta adrenoseptor blokerler) propranolol tirotoksikozun (zehirli guatr)

tedavisinde en yaygin kullanilan ilaglardir (Greenspan ve Dong, 1998).

Yukarida siniflandirilmasi verilen antitroid ilaglardan olan metimazol (3-metil-
1H-imidazol-2-tiyon), heterosiklik halka icinde siilfidril grubu ve tiyoiire
bulunduran, tiyoamid olarakta bilinen oldukg¢a kiiciik bir molekiildiir (Cooper,

2005) (Sekil 1.15).

T

Sekil 1.15. Metimazoliin kimyasal yapisi (Chemicalize, 2018)

Metimazoliin pro-drug’i olan karbimazol (Furman, 2007), pH 4,0 veya 9,0’da on
dakikadan daha kisa siirede metimazole metabolize olarak (Meulemans vd.,
1980), gastrointestinal bosluktan emilir ve tiroid bezine ulasir (Kusmierek ve
Bald, 2007). Viicutta, siilfenik (R-SOH) ve siilfinik asit (R-SO2H) araciligiyla, N-

metilimidazol ve siilfite (S2-) metabolize edilir (Poulsen vd., 1979).
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Metimazol anti-tiroid etkisinin yaninda, hipertiroidizmin en yaygin sekli olan
Graves hastaliginda immiin sistem baskilayici ajan olarak gorev alir (Furman,
2007). Metimazol, anti-kanser pro-drug olan siklofosfamid ile birlikte

kullanildiginda anti-tiimoral etkiye sahiptir (Huang vd., 2000).

Metimazol hayvanlarda yasal olmayan sekilde kullanilarak deri altinda, kas
dokularinda ve gastrointestinal boslukta suyun tutulmasini saglayarak
hayvanda kilo artisina neden olmaktadir. Kar elde etmek i¢in yapilan bu
uygulama sonucunda daha kalitesiz et iliretilmektedir (Abuin vd., 2008; Kong

vd., 2009).

Metimazolin kimyasal yapisina bakildiginda, bilesik tiyol grubu ve iki tane
azot atomu icerir. Azot, bir ¢ift elektronunu tiyokarbonil grubuna verir;
bdylece metimazoliin tiyol ve tiyon olarak iki tautomerik formu olusur (Sekil
1.16) (Zhang vd., 2010). Raman ve FTIR ile yapilan karakterizasyon c¢alismalari
metimazoliin tiyon formunda bulundugunu gostermektedir. 12,0’den biyiik
pH’larda bu molekiil, tiyolat (anyon) formunda bulunmaktadir (Biswas vd.,

2009).

CH: CHs
51]1\\3.#"’-\; 1 ﬁ"]]\\_'if_\' 1
\: :
| c=s === | //c—sn
C C
a4 N3 a4 N3
H
a)Tiyon formu b)Tiyol formu

Sekil 1.16. Metimazoliin tautomerik formlari (Cvijanovic vd., 2012)

1.2.3. Metronidazol

Tipta ve veterinerlik uygulamalarinda enfeksiyonlara miidahalede ve
enfeksiyonlar1 dnlemede antibiyotikler énemli yer tutmaktadirlar (Rahmatinia
ve Rahmatinia, 2018). Metronidazol bakteri, protozoa ve parazitlerin neden

oldugu enfeksiyonlara miidahalede kullanilan nitroimidazol sinifi antibiyotiktir.
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Nitroimidazollerin canl tlzerindeki etki mekanizmasina bakildiginda, bu ilag
grubu canlida niikleik asit biyosentezini inhibe eder (Kimmerer vd., 2000).
Diisiik molekil agirhgina sahip bu bilesik anaerobik ve aerobik hiicre
membranlarindan kolaylikla gecebilmektedir (Tally ve Sullivan, 1981).
Metronidazol, ¢ok sayida parazite karsi aktivite gosterdiginden genis
spektrumlu ajan olarak tanimlanir. Trichomaniasis, gardnerella (Gardnerella
vaginalis isimli anaerob bir bakteri tarafindan olusan vajinal enfeksiyon),
bakteriyel vajinozisi de iceren vajinal enfeksiyonlara miidahalede siklikla
kullanilir. Metronidazol, pelvik inflamatuvar hastaliklar gibi jinekolojik
hastaliklar, menenjit, zatlirre; mide, deri, kemik ve eklem enfeksiyonlarina
miidahalede kullanilir. Peritonit (karin zari iltihabi), amipli dizanteri, tetanoz,
gazl ishal, karaciger absesi, dis ve dis eti hastaliklari, amebiyazis (Entamoeba
histolytica’nin bagirsak duvari uizerinde ciddi seviyede tahribata neden olarak
bolge genelinde yara olusturmasi) ve insanlarda en yaygin goriilen bagirsak
parazitozu Giardia lamblia’nin (Shakeel vd., 2014) neden oldugu enfeksiyonlara
miidahalede ve bakterilerin neden oldugu mide tlserlerinin tedavisinde de bu
ilacin uygulamalar1 mevcuttur (Carson-DeWitt ve Glaza,2015). Metronidazol
hipoksik hiicrelerde kanser tedavisinde 1sina duyarlh ajan olarakta

kullanilmaktadir (Allars vd., 1985).

Yiiksek dozlarda ve uzun siire verilen metronidazol, kemirgenlerde karsinojenik
ve bakterilerde mutajeniktir. Metronidazol ile terapotik dozlarda tedavi edilen
ve idrarinda metronidazoliin ¢ok miktarda metabolitini bulunduran hastalara
mutajenik aktivite eslik etmektedir. Bununla birlikte metronidazoliin terapotik
dozlarinin insanda kanser riskini belirgin olarak arttirdigina dair herhangi bir

kanit bulunmamaktadir (Brunton vd., 2009).

Metronidazol 2-(2-metil-5-nitro-imidazol-1-il) etanol; suda iyi ¢6ziinen, logKo/w
degeri -0,1 olan bazik 6zellikli nitroimidazol bilesigidir (Sekil 1.17). Yapisinda
bulunan imidazol halkasindaki bazik azota ait pKa degeri 2,5’dur (Budavari vd.,,

1989).
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Sekil 1.17. Metronidazoliin kimyasal yapis1 (Chemicalize, 2018)

Metronidazoliin pKa degeri protonlanmis haldeki 3 no’lu N atomuna aittir.
Imidazol ile karsilastirildiginda (pKa degeri yaklasik 7,0), metronidazol daha
zaylf bazdir. Bunun nedeni 5 pozisyonundaki NO2 grubudur (Perrin, 1965; Cho
vd., 1982; Rivera-Utrilla vd., 2010).

1.3. Kromatografi

Kromatografi, 1900’lerde bugiin bilinen adiyla klasik kolon kromatografi olarak
uygulanmaya baslayan ayirma teknigidir. O zaman yapilan ¢alismalarda, silindir
seklindeki cam kolona toz halde kalsiyum karbonat doldurularak kolonun
ustiinden ornek uygulanmis ve c¢oziici dokiilmistiir. Yercekiminin etkisiyle
cozucu kolondan asag1 dogru hareket ederken 6rnegin bilesenleri de kolonda
farkli hizlarda hareket ederek ayrilmistir. Kolondan alinan fraksiyonlar kisim
kisim toplanarak ¢oziiclisii ugurulmus ve ayrilan bilesenler analiz icin elde
edilmistir. Kromatografinin bu ilk calismalarinda renkli 6rneklerle c¢alisma
tercih edilmis ve bdylece kolon icinde bilesenlerin ayrilmasi gozle takip
edilebilmistir. Her bilesen icin yeni kolona ihtiya¢ duyuldugundan ve kolonun
icinin doldurulmasi manuel olarak gergeklestirildiginden ¢ok zahmetli ve zaman

alic1 bir islem olarak goriilmiistiir (Sekil 1.18) (Snyder vd., 2010).
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Sekil 1.18. Klasik kolon kromatografisinin sematik gésterimi (Bitesizebio, 2018)

Kromatografinin gelisim basamaklari incelendiginde,

+

Kromatografinin onciileri; 1900’den 6nceki gelismeler (Bussemas ve Ettre,
2004),

1900’larin baslarinda M.S. Tswett tarafindan kromatografinin kesfi (Ettre ve
Sakodynskii, 1993; Ettre, 2003),

1930’larin baslarinda kromatografinin yeniden kesfi (Ettre, 2007),
1940’larin baglarinda A.J.P. Martin’in dagilma ve kagit kromatografisini kesfi
(Ettre, 2001),

S. Moore ve W. S. Stein tarafindan 1950’lerin sonlarinda amino asit
analizoriniin gelistirilmesi (Ettre ve Gehrke, 2006),

1960’larin baslarinda Waters tarafindan jel gecirgenlik kromatografisinin

gelistirilmesi (Ettre, 2005),

olarak siniflandirilabilir.

1890’larda David Day klasik kolon kromatografisine benzer sekilde bir teknikle

petroliin bilesenlerine ayrilmasini gergeklestirmistir, fakat Day’in amac1 ayirma

teknigi gelistirmek degildir. 1900’lerin baslarinda Rus bilim adami botanikgi

Mikhail Semenovich Tswett klasik kolon kromatografisini kesfetmis ve farkl

bitki ekstraktlarini, kalsiyum karbonatla doldurulmus cam bir kolondan
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gecirerek ¢ozeltide bulunan klorofil, ksantofil gibi renkli maddeleri kolonda ayr1
tabakalar halinde ayirmistir. Bu renkli tabakalar1 géz ontinde bulundurarak
yaptigl ayirmaya Yunanca ‘chroma=renk’ anlamina gelen Kromatografi adini
vermistir. Bu calisma kromatografinin baslangici olarak kabul edilmis fakat
bundaki sonraki yaklasik yirmi yil boyunca bu c¢alismanin 6nemi fark
edilmemistir. 1930’larin baslarinda Tswett'in ¢alismasi tekrar kesfedilmis ve
kromatografideki gelecek ¢alismalara onciiliik etmistir. A.J.P. Martin tarafindan
1943’te kagit kromatografisinin kesfi, 1930-1950 yillar arasinda ince tabaka

kromatografisinin gelismesine 6nciiliik etmistir (Snyder vd., 2010).

1950’lerde amino asit analizériniin piyasaya girmesi yiiksek performansh sivi
kromatografi (High performance liquid chromatography, HPLC)’ nin kesfinin
habercisi olmustur. Bunu Moore tarafindan jel gecirgenlik kromatografisinin
kesfi ile Waters tarafindan piyasaya siiriilmesi takip etmistir. Bu amino asit
analizoriinde ve jel gecirgenlik kromatografisinde kiiciik parcacik boyutuna
sahip, tekrar kullanilabilen dolgu maddesi iceren kolon icine yiiksek basincta
¢Ozlici pompalanmis, kolondan c¢ikan madde dedektor tarafindan stirekli
goruntiilenerek zamana karsi dedektor sinyali seklinde kromatogram elde

edilmistir (Ettre ve Gehrke, 2006).

1960’larin baslarinda genel amagli HPLC sisteminin gelistirilmesi Amerika’da
Csaba Horvath ve Avrupa’da Josef Huber’in liderliginde gergeklestirilmistir.
1960’larin sonlarinda ticari ekipman olarak HPLC cihazi Waters ve DuPont
tarafindan piyasaya siirilmistiir. 1960’larin sonlarindan itibaren HPLC cihaz

yaygin sekilde kullanilmaya baslanmistir (Ettre, 2005).

1.4. S1vi Kromatografi

Kromatografik ayirma biri sabit oteki hareketli olan iki faz arasinda
gerceklestirilir. Sivi kromatografik yontemde hareketli faz sivi, durgun faz ise

katidir.

Sivi kromatografi (Harris, 2011),
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A. Ayirma prensibine gore

1. Adsorpsiyon kromatografisi
2. Iyon degisim kromatografisi
3. Dagilma kromatografisi

4. Size-exclusion kromatografisi

5. Afinite kromatografisi (Glindiiz, 2007; Harris, 2011)

B. Eliisyon teknigine gore

1. izokratik ayirma

2. Gradient ayirma (Giindiiz, 2007)

C. Kromatografinin bicimine gore
1. Normal faz sivi kromatografi

2. Ters faz sivi kromatografi (Bala, 2012)

olarak siniflandirilir.

A. Ayirma prensibine gére

1. Adsorpsiyon kromatografisi: Durgun fazin kati, hareketli fazin sivi ya
da gaz halde oldugu kromatografi ¢esididir. Analit kat1 haldeki durgun fazin
ylzeyine adsorpsiyon ile tutunur. En kuvvetli tutunan analit en yavas sekilde

hareket ederken, az tutunan tiir daha hizli hareket eder (Sekil 1.19).
2. Dagilma kromatografisi: Sivi haldeki durgun faz katinin yiizeyine
baglanmistir. Analit durgun fazdaki sivi ile hareketli faz arasinda bir denge

geregince dagilir (Sekil 1.19).

3. Iyon degisim Kkromatografisi: -SO3- gibi anyonlar veya -N(CHz3)3*

yapisindaki katyonlar, genellikle bir recine olan durgun faza kovalent olarak
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baglanir. Zit ytikli analit iyonlar1 durgun faza dogru cekilir. Hareketli faz sividir

(Sekil 1.19).

4. Size-exclusion komatografisi: Jel gecirgenlik kromatografisi olarakta
adlandirilan bu teknik, molekiilleri boyutlarina gore ayirir. Daha ¢ok sivi ya da
gaz halde bulunan hareketli faz bir gozenekli jelin arasindan gecer. Biiylik
molektller bu akim sirasinda gézeneklere girmeksizin dislanirlar ve kolonu terk
ederler. Dolayisiyla boyut olarak daha biiyiik olan analit kolonu en ¢abuk terk
eder. Kiiciik molekiiller ise gozeneklerin arasina girebilecek kadar kiigiik

olduklarindan kolondan ¢ikmalari uzun stire alir (Sekil 1.19).

5. Afinite kromatografisi: Analit ile durgun faza kovalent baglanmis
(immobilize edilmis) ikinci bir molektl arasindaki kendine 6zgu etkilesimlere
dayanir. Durgun faza baglanmis molekil belirli bir proteinin antikoru olabilir.
Binlerce protein iceren bir karisim bu kolona uygulandiginda sadece antikoru
taniyan protein, kolon ile etkilesir. Diger tiim proteinler kolondan eliie olur.
istenilen protein en son asamada ya pH’y1 ya da iyonik siddeti degistirerek

kolondan alinir (Sekil 1.19) (Harris, 2011).
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Sekil 1.19. Ayirma prensibine gore sivi kromatografinin sematik gosterimi
(Harris, 2011).

B. Eliisyon teknigine gore

1. izokratik eliisyon: Kromatografik analizlerde tek ¢éziicii kullanarak

veya sabit bilesimli ¢6ziicii karisimi kullanarak yapilan eltisyondur.

2. Gradient eliisyon: Kromatografik analizlerde iki ya da daha fazla ¢6ziicii
sisteminin polaritesinin degistirilmesiyle uygulanir. Eliisyon basladiktan sonra

coziicilerin oranmi programli bir sekilde degistirilerek gradient eliisyon

uygulanir (Harris, 2011).
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C. Kromatografinin bicimine gére

1. Normal faz sivi kromatografi (NP)

Normal faz siv1 kromatografi, polar dolgu maddesi iceren durgun faz ve apolar
eliient iceren hareketli fazdan olusur. Normal faz sivi kromatografide alikonma,
hidrojen bagi, elektrostatik etkilesimler ve daha spesifik olarak dipol-dipol
etkilesimlerinden meydana gelir. Bu kromatografi tipinde en yaygin kullanilan
durgun fazlar silika, aliimina; kimyasal bagh fazlar ise aminopropil,

siyanopropil, nitrofenil ve dioldiir (LoBrutto, 2000).

Normal faz sivi kromatografi ¢ok yaygin kullanilamamaktadir ¢inki bu
yontemde saf organik ¢6ziicii mobil faz olarak kullanildigindan, asidik ve bazik
bilesiklerde bazen iyi sonuglar verirken bazen bu bilesiklerin alikonma
davranis1 tahmin edilememektedir. Bunun {izerine alkilkloro silanlar ile
kimyasal olarak modifiye edilmis silika destegi iceren ters faz sivi kromatografi
yontemi gelistirilmis, asidik ve bazik bilesiklerin iyonlasmasi eliient pH'inin
fonksiyonu olarak degistiginden ve daha tahmin edilebilir alikonma
mekanizmalar1 elde edildiginden bu yontem ¢ok tercih edilir hale gelmistir

(LoBrutto, 2000).

2. Ters faz s1vi kromatografi (RPLC)

En yaygin kullanilan sivi kromatografi teknigi ters faz sivi kromatografi
(reversed phase liquid chromatography, RPLC)’dir ve bu teknikte C18 en yaygin
kullanilan durgun fazdir. Silika yiizeye C18 kimyasal olarak baglandigindan,
kararhlik, tekrarlanabilirlik ve secicilik bu kolonlarda ¢ok iyidir (Horvath ve
Melander, 1977; Lee vd., 1996). RPLC'de kullanilan diger durgun faz cesitleri
Sekil 1.20’de gosterilmektedir.
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* C-2 Etil silil -Si-CH,-CH,

« C-8 Oktil silil -Si-(CHZ)-;-CH_;
* C-18  oktadesil silil -Si-(CH,),,-CH;
*CN Siyanopropil silil -Si-(CH:);-CN

Sekil 1.20. Ters faz sivi kromatografide kullanilan durgun faz cesitleri (Bala,
2012)

Ters faz sivi kromatografi apolar durgun faz iceren kolon ile su ve organik
¢oziici ikili karisimlarimi igeren polar o6zellikli mobil fazdan olusur. Polar
cozunenler kendisi gibi polar olan mobil fazla etkilesime girip, mobil fazla
stiriiklenmeyi tercih ederler ve kolonda az tutunurlar; apolar ¢oéziinenler ise
apolar durgun fazla etkilesime girerek kolonda daha fazla tutunurlar (Sekil

1.21).

a Coziinen molekiilii b
— i ™~
CCHq B — H
(EHyCHyCH-CHp-CH,CHY  HO—(CH,~CH-CH2)-OH <—» \o—H
- _——T-———— == B T
v "
Cig Cig Cig Cig Ciz Cig Cig i
[ | O—H
Apolar durgun faz ile apolar Polar mobil faz ile polar
etkilesimler etkilegimler

Sekil 1.21. a) Apolar ¢ozilinen ile durgun fazin etkilesimi b) Polar ¢oziinen ile
mobil fazin etkilesimi (Snyder vd., 2010)

Mono siibstitlie benzen bilesiklerinin kromatogramlar1t Sekil 1.22’de
gorilmektedir. Benzene bagh farki siibstitiientler alikonma siiresini
etkilemektedir. -NHCHO,

-CH20H, -OH polar siibstitiientlerdir ve siibstitiie olmayan benzen
bilesiklerinden daha az tutunurlar. Ters faz sivi kromatografi kolonunda ayirma

yapilirken klor, metil, brom, iyot ve etil gibi hidrofobik siibstitlientler benzene
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baglandiginda stibstitliie olmayan benzen bilesiklerinden daha fazla tutunurlar

(Tan vd., 1996; Snyder vd., 2010).

~NH-CHO (benzil formamid)
~-CH,OH benzil alkol)
~OH (fenol)
CHO (benzaldehit)
7S7 S S COCH; (asetofenon)
/ cN  (benzonitril)
/ /' / -NO2 —-COOCHj, (metil benzoat)
/ ¥ ’ ~OCH, (anisol)
" V' BENZEN
| ;

(A A "1 Cl+ -CH; (klorobenzen ve toluen)
e P /

(I Il 1 2 cuen
H [ MM [ I et
A

0 2 o 4 6 e
Zaman (dk)

Sekil 1.22. Monosiibstitiie benzen bilesiklerinin alikonmasi tzerine farkl
slibstitlientlerin etkisi (Snyder vd., 2010)

Asidik ve bazik 0Ozellikteki bilesiklerin iyonlasma davranisi incelendiginde

ortamin pH’'ina bagh olarak alikonma degismektedir.

Zayif asidik tiiriin iyonlasma dengesi,

HA + H,0 & A~ + H,0* (1.1)

Zayif asidik tiirtin iyonlasma sabiti,

_ [H30%][A7]
Ka == — (1.2)
Zayif bazik tiirlin iyonlagsma dengesi,
BH* + H,0 & B + H;0% (1.3)
Zayif bazik tiiriin iyonlasma sabiti
a [BH*] )
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Zayif asidik grup tasiyan molekiillerde, HA molekiiler tiirii ifade ederken, A- tiirii
iyonik tiirli ifade eder. Zayif bazik grup tasiyan molekiillerde, BH* iyonik tiiri
ifade ederken, B tiirti molekiiler tiirii ifade etmektedir (Mycek vd., 2001).

Mobil faz pH'ma bagiml olarak iyonlasan analitin alikonma davranisi

incelendiginde,

Bazik bilesikler icin pH'in fonksiyonu olarak alikonma davranisi grafige

gecirildiginde sigmoidal egri elde edilmektedir (Sekil 1.23) (LoBrutto, 2000).

Sekil 1.23. Mobil faz pH'ina bagh olarak bazik analitin alikonma davranisi
(LoBrutto, 2000)

Bazik bilesikler icin elde edilen sigmoidal egri incelendiginde,

A bélgesinde tamamen protonlanmis analit disiik alikonma degerine sahiptir.
Ciinkii analit en hidrofilik formdadir ve hidrofobik durgun faz ile etkilesimi

baskilandigindan kolondan hizh sekilde eltie olur.

B bolgesinde analit kismen protonlanmis haldedir. Mobil fazda analit
protonlanmis ve deprotonlanmis form olarak iki formda bulunmaktadir ve bu
formlar denge halindedir, pik sekli kotiidiir ve alikonma davranisi kararsizdir.
Clinkl analitin nétral formu protonlanmis formundan durgun faz ile daha ¢ok

etkilesime girdiginden alikonma artmaktadir.
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C bolgesinde ise analit notral formdadir ve hidrofobik haldedir; uzun alikonma

degerine sahiptir.

Asidik bilesikler i¢cin de mobil faz pH'ina kars1 alikonma grafige gecirildiginde
sigmoidal egri elde edilmektedir. Elde edilen sigmoidal, bazik bilesiklerin ayna

goruntusudir (Sekil 1.24).

Sekil 1.24. Mobil faz pH'ina bagh olarak asidik analitin alikonma davranisi
(LoBrutto, R., 2000)

1.5. Kromatografik Analizlerde Coziicii-Coziinen Etkilesimleri

Kromatografik analizlerde kolon icgerisinde ¢oziinen ile ¢oziici molekiilleri
arasinda molekiil i¢i etkilesimler, dagilma kuvvetleri, dipol-dipol etkilesimeri,
hidrojen bag1 olusumu, iyonik etkilesimler ve m-m etkilesimleri mevcuttur

(Snyder vd., 2010).

1.5.1. Molekiil ici etkilesimler

Molekiil i¢i etkilesimler kimyasal bag olusumundan sorumludurlar. Pozitif ytikli
cekirdek ve negatif yiiklii elektronlar arasindaki elektrostatik etkilesimlerle

atomlar birarada tutulurlar. Bu etkilesimler kimyasal baglar tarafindan iki

atomun birbirini tutmasina izin verir (Tzimpopulos vd., 1990).
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Kimyasal baglar:

a) lyonik baglar
b) Kovalent baglar
c) Metalik baglar

olarak 3’e ayrilir.

Metaller elektronlarim1 verip pozitif yikli iyon olusturmaya egilimliyken,
ametaller elektron alip negatif yiiklii olma egilimindedirler. Iyonik bag, metal ve
ametal atomlar1 arasindaki elektron alisverisine dayanan; metal atomunun
elektron vererek pozitif yiiklii hale geldigi ametal atomunun elektron alarak
negatif yukli hale geldigi kimyasal bag tiriudir. NaCl'de Na atomu bir
elektronunu elektronegatif klor atomuna vererek +1 yiikli hale gegmektedir;
klor atomu da bu elektronu alarak oktetini 8’e tamamlamaktadir. NaCl iyonik

katis1 olusmaktadir (Sekil 1.25).
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(NacCl)

Sekil 1.25. NaCl'de iyonik bagin gosterimi (Tutorvista, 2015)

Kovalent bag ametal-ametal atomlar1 arasinda meydana gelen ve elektron
ortaklasmasina dayanan kimyasal bag tiriidiir (Sekil 1.26a). Kovalent bagi
olusturan iki atom elektronlar1 ortak sekilde paylasmadiginda bagda dipol
meydana gelir. Burada olusan baga polar kovalent bag denir. Bu bagda da
elektronlarin ortaklasa kullanilmas1 mevcuttur, fakat elektronlar esit sekilde
paylasilmazlar. HF bilesiginde, hidrojenden daha elektronegatif olan F atomu
bag elektronlarini kendine daha ¢ok cekerek daha fazla elektron yogunluguna

sahip olur (Sekil 1.26b).
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a) F; b) HF
Sekil 1.26. a) Kovalent bagin ve b) Polar kovalent bagin gosterimi

Metal atomlar1 az sayida degerlik elektronlarina sahiptirler. Genellikle diisiik
iyonlasma enerjisine ve elektronegatiflik degerine sahiptirler ve elektronlarini
kolaylikla verebilirler. Metalik bag, metal atomundaki pozitif iyonlarla bunlari
saran hareketli elektronlar arasindaki ¢cekime dayanan kimyasal bag cesididir.
Bu bagda pozitif iyonlar elektron denizi ile ¢evrili durumdadirlar (Sekil 1.27)
(Tzimpopulos vd., 1990). Metalik bag van der Waals kuvvetlerinden daha
glicliidiir (Cavas, 2015).

0%@@3@&0
9@0& > 5009
.00 0 Q99O &

Sekil 1.27. Metallerde elektron denizi modeli (Tzimpopulos vd., 1990)

Metallerin 6zelliklerine bakildiginda molekiiler veya iyonik bilesiklerden farkl
oldugu goriilmektedir. Bu farklilikta metallerde meydana gelen metalik bagin
iyonik ve kovalent baglanmadan farkli olmasiyla agiklanmaktadir. Metaller 1s1y1
iyi iletirler. Iyonik ya da molekiiler katilarin ¢cogundan daha kolay deforme
olurlar. Kati halde elektrigi cok iyi iletirler hatta erimis haldeki iyonik
bilesiklerden bile daha iyi elektrik iletkenligine sahiptirler. Bu 6zellik kati
haldeki metalde mevcut olan yiiklii pargaciklarin (degerlik elektronlarin)

bulunmasiyla a¢iklanir (Tzimpopulos vd., 1990).
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Kimyasal baglar karsilastirildiginda, bagi olusturan atomlar arasindaki
elektronegatiflik farki ve ylizde iyonik karakter géz oniinde bulundurulur.
Birbirine bagl atomlar arasindaki elektronegatiflik farki 1,7-4,0 ise iyonik bag;
0,3-1,7 ise polar kovalent bag; 0,2’den kiiciik ise kovalent bag olusumu s6z

konusudur (Sekil 1. 28) (Tzimpopulos vd., 1990).

9% iyonik karakter  100% 50% 5% 0%
Elektronegativideki 49 1.7 0.3 0.0
farkliliklar — e

X Polar
— 5 aiar: Kovalent
Iyonik bag kovalent bag
bag

Sekil 1.28. Birbirine bagh atomlar arasindaki elektronegatiflik farki ve % iyonik
karakter ile bag tiirtindeki degisimler (Tzimpopulos vd., 1990)

Sivi kromatografide birbirine komsu ¢6ziinen molekiilleri ile ¢6zlicii molekiilleri
arasindaki etkilesimler farkli molekiiller aras1 etkilesimlerin sonucunda

olusmaktadir.

1.5.2. Molekiiller arasi etkilesimler

Molekiiller arasindaki ¢ekim kuvvetleri bilesikleri bir arada tutan molekiil-i¢i
cekim kuvvetleri kadar kuvvetli degildirler (Sekil 1.29). Bunun yaninda bu
kuvvetler kaynama ve erime noktasi, buhar basinclari ve viskozite gibi fiziksel
ozellikleri kontrol edebilecek kadar giicliidiirler. Molekiiller arasindaki ¢ekim
kuvvetleri genel olarak van der Waals kuvvetleri olarak adlandirilirlar (Cavas,

2015).
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Sekil 1.29. Molekil i¢i etkilesimler (Kovalent bag) ile molekiiller arasi
etkilesimlerin gosterimi

van der Waals kuvvetleri

+ London dagilma kuvvetleri
#+ Dipol-dipol etkilesimleri

+ Hidrojen baglari olarak siiflandirilir.

1.5.3. Dagilma kuvvetleri

London dagilma kuvvetleri anlik dipol ve indiiklenmis dipol arasindaki ¢ekim
kuvvetleridir. He’'un 1s orbitalindeki elektronlar birbirlerini ittiklerinden
birbirinden uzakta durmaya c¢alisirlar ve atomun tek bir ylizeyinde dolasirlar.
Bu anda He atomu polardir, ¢linkii birtarafinda elektronlarin fazlas1 varken
diger tarafinda elektron azalmasi vardir. Bu etkiden yakindaki ikinci He atomu
da etkilenir ve kendi kendine indiiklenerek dipole sahip olur. Burada ikinci He
atomunun elektronlari birinci He’'un elektronlarini iterler (Sekil 1.30, Sekil 1.32
a,b). Bu sekilde anlik dipol ve indiiklenmis dipol arasindaki c¢ekim
kuvvetlerinden London dagilma kuvvetleri olusur. London dagilma kuvvetleri

polar veya apolar yapiya sahip tiim molekiillerde mevcuttur (Cavas, 2015).
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Elektrostatik etkilesim

e [\ _de

2 [ 2

e e

He atomu 1 He atomu 2

Sekil 1.30. London dagilma kuvvetlerinin sematik gosterimi

Sivi kromatografide dagilma kuvvetleri, ¢oziicii veya ¢oziinen molekiillerin
birbirine komsu atomlar1 c¢evresindeki elektronlarin anlik ve rastgele
hareketinden meydana gelir. C6zilicii veya ¢dziinen molekiillerin anlik dipol
momenti elektrostatik etkilesimi destekler. Dagilma kuvvetlerinin glici iki
komsu atomun polarlanabilirligi ile artar (Sekil 1.26a). Coziinen molekiiliin
polaritesi molekiiliin biiytkligi ve refraktif indeks ile artar; bu yiizden
aromatik bilesiklerde ve yiiksek molekiil agirligina sahip siibstitiientler (stlfiir,
klor, brom) iceren molekiillerde dagilma kuvvetleri daha gl¢lidiir (Snyder vd.,

2010).

Dagilma kuvvetleri hidrofobik etkilesimlere destek saglar, bu yiizden dagilma
kuvvetlerinin etkisi arttikca (daha biyiik, daha apolar ¢éziinen molekiilleri),

¢ozlinen molekiiliin kolonda alikonma zamani artar.
1.5.4. Dipol-Dipol etkilesimleri

Dipol-dipol etkilesimleri polar molekiiller arasinda meydana gelen
etkilesimlerdir. Polar molekiiliin negatif ucu komsu molekiiliin pozitif ucunu
cekerek etkilesime girer. Buna cekici dipol-dipol kuvvetleri denir (Tzimpopulos
vd., 1990). Polar molekiilde benzer yiike sahip iki ucun birbirini itmesine de itici

dipol-dipol kuvvetleri denir (Sekil 1.31).
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Cekici dipol-dipol kuvvetleri (kirmzi) Itici "lil:‘°l'dip"l kuvvetleri (mavi)

/
23232 &
¥
P99

a)Kat1 ACN b) Siv1 ACN

Sekil 1.31. a) Kat1 ACN’de b) Sivi ACN’de dipol-dipol etkilesimleri (Cavas, 2015)

Sivi kromatografide ¢oziicii (asetonitril, CH3C=N) ve c¢oziinen molekiilleri
arasinda (nitroalkan, RNO2) meydana gelen dipol etkilesimleri Sekil 1.32’de
goriilmektedir. Bu iki molekiildeki fonksiyonel gruplar (-C=N, -NO2), bir
molekiiliin pozitif ucu ile diger molekiiliin negatif ucu arasindaki elektrostatik
etkilesimlerden kaynaklanan dipol momente sahiptir. Dipol momentin giici
etkilesim icinde olan iki molekiiliin dipol momentleri ile orantilidir; ¢iinkii dipol

etkilesimler ¢ok yakin mesafelerde etkilidir (Snyder vd., 2010).

1.5.5. Hidrojen bag

Dipol dipol etkilesimlerinin daha giligli tirii olan H bagi, H atomunun
elektronegatif F, O, N atomlariyla etkilesmesiyle meydana gelir (Tzimpopulos
vd., 1990). Sivi kromatografide asidik ¢oziiciinlin (metanol) bazik ¢oziinen ile
(N,N-dimetilanilin) veya bazik ¢oziiciinlin (THF) asidik ¢oziinen (fenol) ile
etkilesmesiyle (Sekil 1.32c¢) H bag meydana gelir. Hidrojen baginin giict,
etkilesim icinde olan iki tiiriin hidrojen bag asitliginin ve bazliginin artmasiyla

artar.

Dipol-dipol kuvvetleri ile dagilma kuvvetleri karsilastirildiginda, eger iki
molekiil karsilastirilabilir bir boyut ve sekildeyse, dipol-dipol etkilesimleri daha
baskin olma egilimindedir. Eger bir molekiil digerinden ¢ok daha biiyiikse

fiziksel ozellikleri dagilma kuvvetleri belirleyecektir (Cavas, 2015).
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1.5.6. iyonik etkilesimler

Iyonik etkilesimler, pozitif yiiklii ¢6ziinen molekiilleriyle, bu molekiillerin
etrafin1 saran polarlanabilir ¢6ziicii molekiillerinin etkilesiminden kaynaklanir.
Pozitif yukli ¢oziinen molekiilleri, maksimum elektrostatik etkilesim igin
¢oziicii molekiillerinin yiikiinde degisime sebep olur (Sekil 1.32d). Iyonik
etkilesimlerin giicli ¢oziiciiniin dielektrik sabitinin artmasiyla artar (Snyder vd.,

2010).
1.5.7. Yuk transferi veya n-mt etkilegsimleri

Elektronca zayif ¢oziinen 1,3-dinitrobenzen ve elektronca zengin ¢6ziicii benzen
icin m-1 etkilesimleri Sekil 1.32e’de gosterilmektedir. Bu etkilesimler herhangi
aromatik iki tir arasinda meydana gelir. Asetonitril  asididir ve aromatik

cozunenler ile - etkilesimine girer (Snyder vd., 2010).

(4) . > (b)
= " o5
r"lf x\, I—l-.-/’ E\‘H = H
{ S5 | e { X ) CHs-C=N “NO,
M S e .
. » -
Dagilma Kuvvetleri Dipol-Dipol etkilesimi
(@ @
CHyO-H - - N(CHglp == —— = o
P
Py e ) e TTh
ol ox JE 3

(e

NO, = =- Yiik transferi
(-1 etkilesimleri)
Sekil 1.32. RPLC'de ¢oOziinenin alikonmasina katki saglayan molekiil ici

etkilesimler (Snyder vd., 2010).
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1.6. Ters Faz Sivi Kromatografik Analizlerde Kullanilan Durgun Faz ve

Mobil Fazlar

Kromatografide kullanilan hareketli ve sabit fazlara bakildiginda, hareketli faz
olarak su ve organik coziicilerin tamami farkli oranlarda karistirilarak

kullanilabilir

Durgun faz olarak: silikajel, alumina, kémiir, florisil, kalsiyum karbonat ve
kalsiyum oksit, magnezyum karbonat ve magnezyum oksit, kizelgurlar, diatome

toprak, poliamitler, nisasta, toz seker ve talk kullanilabilir (Giindiiz, 2007).

Bu durgun faz dolgu maddelerinden silikanin ytizeyi asidik 6zellikte, aliiminanin
yuzeyi bazik 6zellikte, komiiriin ylizeyi ise notral yapidadir. En yaygin kullanilan
durgun faz dolgu materyali, ¢oziiciiniin gecebildigi ve gram basina yuzlerce
metrekarelik bir yiizey alanina sahip oldukga saf, kiiresel, mikro gézenekli silika
parcaciklaridir. Bircok silika dolgu materyali bazlarda ¢6ziindiigi icin pH 8’in
uzerinde kullanilamaz. pH 8-12’deki bazik bilesikleri ayirmak icin hidrolize

direnen etilen koprili silika kullanilir (Sekil 1.33a-b) (Harris, 2011).

Hidrojen bagh komsu silanol gruplart

oJ o 0
5i—O0
o —o._/
1
o O  cH-cH, o~ o
\ N : ./
SN si o
O EL D\' 0 O N P
|
e s s Sy
. S — 0
=71 g i

b) S

Sekil 1.33. a) Silika jelin yapisi, b) Baz hidrolizine karsi dayanikl silika (silisyum
atomlar1 arasinda oksit koprileri yerine etilen kopriileri igerir)
(Harris, 2011)

Silika jelin yapisinda molekiil i¢i hidrojen baglar: ve siloksan baglar1 mevcuttur.
Yapidaki -OH gruplar yapiya asidik 6zellik kazandirir. Bir silika yilizeyinde 8
umol’e kadar silanol gruplar1 (Si-OH) bulunur. Silanol gruplar: yaklasik olarak
pH 2-3’te protonlanir. Bu gruplar pH 3’lin tistiindeki genis bir pH araliginda Si-
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O-‘ye ayrisirlar. Si-O- gruplarina sahip eski Tip A silika, protonlanmis bazlari
(RNHs*) kuvvetli olarak tutar ve kuyruk olusumuna neden olur. Tip A silikada
bulunan metalik safsizliklar da kuyruk olusumuna neden olur. Silanol
gruplarina daha az sahip olan ve daha az metalik safsizliklar1 olan Tip B silika
glinimiizde en yaygin kullanilan dolgu maddesidir. Tip C silikada Si-OH
gruplarinin %901 ¢6zlinen maddelerle hidrojen bag1 yapmayan Si-H baglariyla

degistirildiginden kuyruk olusumu daha da az olur (Harris, 2011).

Silika ytizeyindeki kalint1 silanol gruplar1 kuyruk olusmasina yol agan polar
adsorpsiyon merkezlerini uzaklastirmak i¢in CISi(CHs3)3 (trimetilsilil klortir) ile
tepkimeye sokularak trimetilsilil gruplar1 ile kapatilir (Sekil 1.34-1.35). Bu

isleme end-capping adi verilir.

3 CH, ? (|3H_1
bl J
AArS—OH + CISi—R S e $i—0—Si—R
2 | ° | w
2 CH, 2 CH; '\
\\
Bagh dﬁrgun fazlar
2 2
5 5
e Si—OH e §i—0
0 . 2HCI 5 S
2 + CLSIR e 2 /S]CIR
s Si—OH nnn §i—0
Silika yiizey

Sekil 1.34. Silika ytlizeyin kovalent olarak modifiye edilmesi (Harris, 2011)

OH OH oM

OH OH e T s
| "

A) B)

Sekil 1.35. a) Kalint1 silanol gruplarinin bulundugu silika yiizey b) End-capping
yapilan silika ylizey (Ardent Scientific, 2017)
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1.7. RPLC’de Kullanilan Organik Modifiyerler

Glinimtizde yliksek performanshi sivi kromatografik ayirmalarin biiytik
cogunlugu kimyasal olarak bagh ters faz dolgu maddelerinin kullanilmasiyla
gerceklestirilmektedir. RPLC genellikle hidrofobik polar olmayan analitlerle
iligkilendirilirken, polar analitlerin RPLC’de ayrilmalar:1 da giiniimtzde olduk¢a
onem arz etmektedir. Mobil faz bileseni olarak metanol (MeOH), asetonitril
(ACN) veya tetrahidrofuran (THF), ters faz sivi kromatografik ayirmalarda ¢ok
o6nemli yer tutmaktadir (McCormick ve Karger, 1980).

RPLC'de kullanilan organik modifiyerlerin bazi o6zellikleri Cizelge 1.1'de
verilmistir (Bochem Instrumente GmbH, 2011; Van der Wal, 1985).

Cizelge 1.1. RPLC’de kullanilan organik modifiyerlerin bazi 6zellikleri (Van der

Wal, 1985)
Organik Kimyasal yapis1 € 1] UV Cutoff = Viskozite
modifiyerin ad1 (nm) (cP)
Tetrahidrofuran [\ 7,58 1,75 212 0,55
Metanol . 32,7 1,70 205 0,55
“0°
Asetonitril -N 37,5 3,45 190 0,38
&
ce
Su H H 80,1 1,82 - 0,89
-0~

1.8. RPLC’de Kullanilan Tamponlar
Tampon c¢ozeltiler kimyasal islemlerde pH kontrolii icin yaygin sekilde

kullanilmaktadir. Ters faz sivi kromatografide asit/baz 0zellikli bilesiklerin

ayrilmasinda, mobil faz pH'inin kontrolii icin ve elektrot sisteminin
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kalibrasyonunda uygun tampon ¢ozeltilere ihtiya¢ duyulmaktadir (Espinosa vd.,,

2002).

Ters faz sivi kromatografide yaygin sekilde kullanilan mobil fazlarda ve suda,
pH standardizasyonu gergeklestirilmektedir ve IUPAC tarafindan bu
standardizasyon kabul goérmektedir. RPLC'de pH o6l¢timlerinde tug¢ farkli pH
skalas1 kullanilmaktadir. }ypH skalasinda elektrot sistemi sudaki tamponda
kalibre edilir ve istenilen pH’ya ayarlama yapildiktan sonra organik modifiyer
eklenir. ;pH skalasinda elektrot sistemi sudaki tamponda kalibre edilir ve
organik ¢oziicl ile su karistirildiktan sonra mobil fazda pH ayarlamasi yapilir.
spH skalasinda ise organik ¢oziicii-su ikili karisiminda elektrot sistemi kalibre
edilir ve organik c¢oziicii-su ikili karisim1 mobil faz olarak ayarlanir ve bu ikili
karisimda pH ayarlamasi gergeklestirilir. RPLC’'de pH ve alikonma arasinda pH

ve spH skalasinda daha iyi sonuglar elde edilmektedir (Espinosa vd., 2002).

Ters faz sivi kromatografide zayif asit ve bazlarin alikonma davranislarn
incelendiginde bu bilesiklerin mobil faz pH'ina karsi c¢ok duyarli oldugu
gorulmektedir. Mobil faz pH'1 organik ¢oziicli su karisimina tampon eklenerek
ayarlanir ve mobil fazin dikkatli sekilde hazirlanmasi gerekir (Chromacademy,

2011).

Tamponlar zayif asit ve onun konjuge bazi ya da zayif baz veya onun konjuge
asidinden olusan, asit baz ilavesinde pH degisimlerine karsi diren¢ gosteren
sistemlerdir. HPLC'de kullanilan tampon ¢ozeltiler Cizelge 1.2'de
gosterilmektedir (Dolan, 2002).

Cizelge 1.2. RPLC’de kullanilan tamponlar ve 6zellikleri (Dolan, 2002)

Tampon ad1 pKa pH arahg: UV cut off (nm)
Fosfat tamponu pKa1: 2,1 1,1-3,1 <200
pKa2:7,2 6,2-8,2
pKas:12,3 11,3-13,3
Asetat tamponu 4.8 3,8-5,8 210 (10 mM)
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Cizelge 1.2. RPLC’de kullanilan tamponlar ve 6zellikleri (Dolan, 2002) (Devam)

Sitrat tamponu 3,1 2,1-4,1 230
4,7 3,7-5,7
5,4 4,4-6,4

Karbonat tamponu 6,1 51-7,1 <200
10,3 9,3-11,0

Format tamponu 3,8 2,8-4,8 210 (10 mM)
Amonyum 7,6 6,6-8,6 230
bikarbonat tamponu
Borat tamponu 9,3 8,3-10,3 N/A

Tamponlarla ilgili genel terimlere bakildiginda,

Tampon Kapasitesi: Tampon ¢ozeltinin pH'inin énemli oranda degismeden
noturlestirebilecegi asit ya da baz miktaridir. Genel olarak bir zayif asidin ve
onun konjuge bazinin derisimleri yiliksek ve birbirine yaklasik esitse

tamponlama kapasitesi en ytliksektir (Petrucci vd., 2002).

Tampon araligi: Tampon c¢o6zeltiye eklenen asit ve bazlarin tampon pH1
tizerine etkisinin ¢ok az oldugu ve dolayisiyla pH degerinin hemen hemen sabit

kaldig1 pH araligidir (Petrucci vd., 2002).

Tampon c¢ozeltilerin tamponlama kapasitesi pKa degeri +1 pH birimidir; mobil
fazda pKatx2 pH biriminde de yeterli tamponlama kapasitesi saglanir (Dolan,

2002).

Apolar durgun fazlar icin kullanilan eliientler polar ¢oziiciiler ya da onlarin
karisimlaridir. Genellikle ¢6ziiciiniin polaritesi azaldiginda eliisyon giict
artmaktadir. Snyder, kromatografik sistemler icin altimina polar durgun fazini
kullanarak eliientlerin eliiotropik serisini hazirlamistir. Snyder serisinde artan
polariteye gore eliientlerin siralamasi yapilmistir; bu seride verilen ¢oziiciilerin
eliisyon giicti siralamasi ters faz sivi kromatografide kullanilan ¢éziiciiler i¢in
yaklasik olarak ters dizilimdedir (Karch vd., 1976). Ters faz sivi kromatografide

kullanilan gesitli ¢oziiciiler icin baz1 ozellikler Cizelge 1.3’te gosterilmektedir.
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Cozicunun dielektrik sabiti ve yiizey gerilimi analitin alikonma davranisinda

onemlidir (Horvath ve Melander, 1977).

Cizelge 1.3. HPLC’de kullanilan organik c¢ozictilerin o6zellikleri (Horvath ve
Melander, 1977)

Organik

¢cozucu

Aseton”
Asetonitril
Dioksan
Etanol
Metanol
1zo-
propanol
n-
propanol
THF
Su

*UV dedektorle kullanimi uygun degildir.

2) Snyder’e gore aliimina tizerinde elde edilen eliitropik degerler

Ma

(g/mol)

58,1
41,0
88,1
46,1
32,0
60,1

60,1

72,1
18,0

K.N.
A

56
82
101
78
65
82

97

66
100

Refraktif

indeks
(25°C)

1,357
1,342
1,420
1,359
1,326
1,375

1,383

1,404
1,333

UV cut

off

(nm)

330
190
215
205
205
205

205

210
170

Yogunluk

(20°C)

0,791
0,787
1,034
0,789
0,792
0,785

0,804

0,889
0,998

Viskozite

(cP)
(20°C)

0,322
0,358
1,260
1,190
0,584
2,390

2,200

0,510
1,000

Dielek-

trik

sabiti

20,7
38,8
2,21
24,5
32,7
19,9

20,3

7,58
78,5

Dipol
moment
(w
Debye)
2,72
3,37
0,45
1,68
1,66
1,68

1,65

1,70
1,84

Yiizey
gerilimi

(dyncm1)

23
29
33
22
22
21

23

27,6
73

Eltotro-
pik
degerler
@
0,56
0,65
0,56
0,88
0,95
0,82

0,82

0,45

Cizelge 1.3’te verilen coziiciiler i¢in polarite ve ylizey gerilimi su icin en

yuksektir; dolayisiyla su ters faz sivi kromatografide en zayif eltienttir. Metanol

ve asetonitril ters faz sivi kromatografide en yaygin kullanilan organik

modifiyerlerdir ¢linkii UV-cut off ve viskozite degerleri olduk¢a dustktiir. Ters

faz sivi kromatografide bircok uygulamada metanol ve asetonitril en giicli

eliientlerdir. Bu ¢ozicilerin ellisyon gliclinii azaltmak icin su ile ya da sudaki

tampon ile bu ¢6ziicller karistirilir (Horvath ve Melander, 1977).

1.9. S1vi Kromatografide Kullanilan Terimler

HPLC’de yaygin sekilde kullanilan terimler asagidaki sekilde ifade edilmektedir.
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1.9.1. Alikonma zamani

HPLC’de analiz edilen her bir madde i¢in, alikonma zamani (tr) 6rnegin enjekte
edilmesinden kromatogramda pikin tepe noktasinin gértinmesine kadar gegen

stire olarak tanimlanir (Sekil 1.36).

Analiz edilen maddenin kolondaki hizi, hareketli faz olarak kullanilan ¢6ziicii
molekiillerinin ortalama hizi olarak kabul edilir. Bu da 6lii zaman (to) ile ifade
edilir. Bu zamani tespit etmek icin hareketli faza kolonda tutunmayan bilegikler

eklenerek enjeksiyon yapilir (Giindiiz, 2007).

Analit

: Holonda
i tutunmayan tiir

:"' rm"’|

Dedektor sinyali

T

Enjeksiyon faman

Sekil 1.36. Analitin ve kolonda tutunmayan tiriin alikonma zamani
(LCresources, 2016)

1.9.2. Kapasite faktorii

Kapasite faktorii (alikonma faktorii) analitin alikonma zamaninin kolonda
tutunmayan tiiriin alikonma zamanina orani olarak tanimlanir. Kromatografik
analizi yapilan tirlerin kolon i¢inde go¢ etme hizlarinin tayininde kapasite

faktori esitligi kullanilir.

=22 (1.5)

to

tr: analitin alikonma zamani,

to: kolonda tutunmayan tiirtin alikonma zamanini ifade eder.
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Kromatografik analizde 1 ve 10 arasindaki kapasite faktorii degerleri anlamlidir.
Kapasite faktori ¢ok ytliksek veya ¢ok diisiik oldugunda, ayirma giicii zayiftir. En
iyi ayirma 1<k<5 araliginda elde edilir. Daha kompleks 6rnek karisimlari i¢in bu
aralik 2<k<10 olarak genisletilebilir. Eger analitin kapasite faktorii 10’un
tistlindeyse, istenilen ayirma giicii degerine ulasmak icin ayirmada segicilik veya
etkinligin artirlmasi saglanmahdir (Giindiiz, 2007). Kromatografik ayirmada
alikonma faktorii mobil fazin organik modifiyer miktarinin degistirilmesiyle
degistirilir. Ters faz sivi kromatografide durgun faz apolar 6zellikte oldugundan,
mobil fazin polaritesinin artirllmas1 yani organik modifiyer miktarinin
azaltilmasi ile analitin kolonda daha uzun siire tutulmasi saglanir. Mobil fazin
organik modifiyer icerigi %10 azaltildiginda yaklasik olarak kapasite faktort 2-
3 birim artmaktadir. Cok diisiik organik modifiyer icerigine sahip mobil fazlarda
alikonma siiresi uzundur ve analit kolonla ¢ok gilcli sekilde etkilesir

(Chromacademy, 2011).

Kolonda tutunmayan ve kolaylikla belirlenebilen tiire ait, kolon 6lii zamaninin
(to) belirlenmesinde; 220 nm’nin altinda ¢alisilan UV dedeksiyonunda tiyotire,
urasil gibi bilesikler to'1n belirlenmesinde kullanilabilir.

Analitin kolondaki ortalama hizina v denilirse

7 =1/tg (1.6)

Coziici molekiillerinin ortalama hizina u denilirse

u=1/t, (1.7)

| kolonun uzunlugu

tr analitin alikonma stiresi

to calisilan ¢oziiciiniin dedektore ulasmasi icin gecen ortalama zamandir

(Giindiiz, 2007; Snyder vd., 2010).
Analitin alikonma zamani ile durgun faz ve mobil faz arasindaki dagilma

katsayisi iliskisine bakildiginda; analitin alikonma zamaninin yiizde kagini mobil
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fazda gecirdigi ya da herhangi bir anda analit taneciklerinin yiizde kaginin mobil
fazda bulunduguna bakilir. Bu yilizden analitin mobil fazdaki mol sayisinin

toplam mol sayisina oraniyla ifade edilir (Giindiiz, 2007).

Hareketli fazdaki analitin mol sayis1
u 4 (1.8)

Analitin toplam mol sayisi1

<l
I

V=u—MM (1.9)
CmVMm+CpVp

Kromatografik ayirmanin durgun faz ve mobil faz arasindaki dagilma dengesine
dayandigi varsayildiginda
A (hareketli faz) SA (durgun faz) (110)

K dagilma katsayisi, analitin durgun faz ve mobil fazdaki dagilma oranlar olarak
tanimlanir (Glindiiz, 2007).

K= CD/CM (1.11)

bagintisi elde edilir.

HPLC’de sicaklik 6nemli bir degiskendir ve kapasite faktori lizerine 6nemli
etkiye sahiptir. HPLC'de bir¢ok ¢oziinen molekiiliin alikonmasi sicakliktan

etkilenir. Van't Hoff esitligi ile aciklanir
logk = A + — (1.12)
Ty

A ve B sicakliga bagh olmayan degiskenlerdir, Tk ise Kelvin cinsinden sicakliktir.
Genellikle sicaklik arttik¢a kapasite faktori azalir (Giindiiz, 2007; Snyder vd.,
2010).

1.9.3. Kromatografik kolon etkinligi

Kromatografik kolon etkinligini kantitatif olarak ifade etmek igin iki terim
kullanilir:

a) Teorik plaka sayisi (N)

b) Tabaka ytiksekligi (H)
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Teorik plaka sayis1 Martin ve Synge tarafindan 1941 yilinda ortaya atilmistir.
Hiz teorisi ise 1956 yilinda Van Deemter tarafindan ortaya koyulmustur (Niper

Pharma Analysis, 2015).

Teorik plaka sayisi ve tabaka yiiksekligi arasindaki bagint1 Esitlik 1.13 ile ifade

edilir:
H=l/y (1.13)

| kromatografik analizde kullanilan kolonun uzunlugu, H teorik tabakanin cm

olarak ytiksekligidir.
1.9.4. Tabaka teorisi

Martin ve Synge tarafindan ortaya atilan tabaka teorisine gore, bir kromatografi
kolonunda {st iiste siralanmis ¢ok sayida tabaka mevcuttur. Her tabakada
analitin taneciklerinin hareketli fazdaki konsantrasyonuyla sabit fazdaki
konsantrasyonu arasinda bir denge kuruldugu diisiiniilmektedir (Giindiiz,

2007).

Kromatografik kolonun etkinliginin artmasi tabaka sayisinin artmasiyla
saglanir. Teorik tabaka sayisinin artmasi tabaka yiiksekliginin azalmasina
baghdir. Bu taneciklerin kolonda yukaridan asagiya indigi yani bir tabakadan
Otekine gectigi dustiniilmektedir; bu kabullede tiiriin normal dagilim egrisi
vermesi  aciklanabilmektedir. Fakat bu teoride bant genislemesi
aciklanamamaktadir. Bant genislemesini ac¢iklamak icin hiz teorisi

gelistirilmistir (Giindiiz, 2007; Snyder vd., 2010).

Kolonun dolgu maddesinin pargacik biiytikliigiindeki azalma, genellikle teorik
tabaka sayisinda artisa neden olur. Kiiciik pargacik biiyiikligline sahip
kolonlarla yiiksek basingta ayirma yapildiginda teorik plaka sayisinda

maksimum degere ulasilir.

49



Gercekte de tabaka teorisine gore her tabakada bir analitin tanecikleri igin
denge kurulmasi miimkiin degildir; ¢ciinkii fazlardan biri hareketlidir ve bu fazda

denge kurulmaz (Giindiiz, 2007).

Ideal kromatografik pik Gauss egrisi seklindedir. Bu yiizden pik genisligi Gauss

egrisinin standart sapmasi agisindan o ifade edilir (Sekil 1.37).

W=4c (1.14)
N = ()2 (1.15)
ht:pik yviiksekligi i
wﬂ.ﬁ =}'an}rijkse|d.iktelciwu‘{
pik genishig: " B
Wh = pik genigligi W
T~ Y

Sekil 1.37. Pik genisliginin ve yar yiikseklikteki pik genisliginin gosterimi

Teorik tabaka sayisinin pik genisligi ile iliskisini aciklamak i¢in Esitlik 1.16’daki

bagint1 kullanilir:

N =16 ()2 (1.16)

N: Teorik plaka sayisi
tr: Allkonma zamani

W: Pik genisligi'ni ifade eder.
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Pik genisligi yar yiikseklikteki pik genisligi (W1 /2) kullanilarakta belirlenebilir:

N = 5,54 (—2)2 (1.17)

tr
Wy,
1.9.5. Tabaka yiiksekligini etkileyen faktorler

Tabaka ytiksekligini etkileyen faktorlerden teorik plaka sayisi (N) ve tr’den

yukarida bahsedilmistir. Diger faktorler asagida anlatilmaktadir.
1.9.5.1. Eddy difiizyonu

Analiz edilen maddenin taneciklerinin birtanesinin yolu ikinci tanecikten
farklidir. Bu iki tanecik farkli yollar kullanarak kolonun ¢ikisina gelir.
Dolayisiyla bu iki tanecigin kolonun c¢ikisina gelmeleri farkli siirelerde
gerceklesir. Bunun sonucunda da pikin zemin ¢izgisi (W) genisler. W degerinin
artmasi pikin tabaka yuksekliginin artmasina neden olur. Bir tirin
taneciklerinin farkli yollardan kolonun cikisina gelmeleri olayina Eddy difiizyonu
denir (Sekil 1.38). Eddy diflizyonu ¢6ziicii hizindan bagimsizdir fakat akis hizi
yavassa etkilenme daha fazla olur (Snyder vd., 2010).

Molekiiller kolondan farkh
zamanlarda ¢ikar clinkii farkl
yollar kullanmiglardir

Molekiiller kolona aym
zamanda girer

Sekil 1.38. Eddy difiizyonunun sematik gosterimi (Chemistry Libretexts, 2016)

Taneciklerin hareketlerini etkileyen Eddy difiizyonuna ilaveten sabit fazda
bulunan kii¢iik ¢6zilicli birikintilerini de dikkate almak gerekir. Sabit faz olarak
kat1 madde kullanildig1 zaman bu kati maddenin gézenekleri mobil faz ile dolar.

Bu goézeneklerde bulunan analit tanecikleri veya molekilleri hareketli faza
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gecmeden Once, bu gozeneklerde bulunan mobil fazdan difiizlenerek ¢ikmasi
gerekir. Bu durum analit molekiillerinin fazlar arasindaki gecisini yavaslatir ve

dolayisiyla tabaka yiiksekligini artirir (Giindtz, 2007).
1.9.5.2. Konsantrasyon farki difiizyonu (boyuna difiizyon)

Tabaka yiiksekliginde etkili olan ikinci faktor konsantrasyon farki diftizyonudur.
Madde kolon iginde asagiya dogru indikce tabakalardaki analit
konsantrasyonunda degisme meydana gelir ve analitin tanecikleri bantlarin orta
kisimlarinda toplanmaya meyillenirler. Bodylece bantlarin orta kisminda
konsantrasyon artmasi olur. Konsantrasyon farki olan yerlerde difiizyon baslar.
Difiizyon, konsantrasyonu biiyiik olan kisimdan 6ne ve arkaya dogru olur. Bu da
bant genislemesine neden olur. Bant genislemesi meydana gelince tabaka
yuksekligi artar. Bu olay kolon uzunlugunca meydana geldiginden buna boyuna

diflizyon da denir (Sekil 1.39) (Giindiiz, 2007).

| Ornek
Y

| 1
.“.
I 1 I ! 20 '

Mobil faz -~

Sekil 1.39. Boyuna diflizyonun sematik gosterimi (Slideplayer, 2010)

Kolonda kisa siire kalan 6rnegin kolona difiize olmasi daha azken, kolonda uzun
siire kalan 6rnek daha ¢ok diflize olur ve daha fazla bant genislemesine neden
olur (Slideplayer, 2010).

1.9.5.3. Kiitle aktarimi

Bazi analit molekiilleri difiizyonla durgun fazin gézeneklerinin i¢ine niifuz eder,

burada uzun siire kalirlar. Bu siirecte diger molekiiller gézeneklerden ayrilirken
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daha kisa siire vakit gecirirler; bu gozenekte daha az vakit geciren molekiiller
kolonda daha ileriye tasinirlar ve bant genislemesine neden olurlar.
Yukarida verilen tli¢ faktoriin tabaka ytliksekligine etkisi Van Deemter tarafindan

formiilize edilmistir (Sekil 1.40).

H=A+§+Cu

'

Eddy Boyuna Kiitle

Nifiizvonn Diflizvon aktarimi

Sekil 1.40. Van Deemter Esitligi

A, Analit taneciklerinin kolon icinde farkl yollar izlemesi
B/u, Boyuna diflizyon
Cu, Kitle aktarimi

u hareketli fazin kolon i¢indeki hizidir (Glindiiz, 2007).

A faktori

A faktorine Eddy difiizyonu da denir. Bu faktor analit taneciklerinin kolon
icinde farkli yollar izlemesinden kaynaklanir. lyi doldurulmus dar bir kolonda
bu faktor ihmal edilebilir hale gelir.

B/u faktorii

Boyuna difiizyondan ileri gelen bant genislemesidir. Genelde hareketli fazin

hiziyla ters orantilidir. Hareketli faz ne kadar yavas hareket ederse, analit

kolonda o kadar ¢ok difiizlenmis olur.

53



Cu faktorii

Cu mobil fazin hiziyla dogru orantilidir. Mobil faz kolonda ne kadar hizli hareket
ederse denge kurulmasina yetecek zaman bulunamaz ve dolayisiyla kolonda

bant genislemesi meydana gelmez (Snyder vd., 2010).
Kolon ayirma giicii (Rezoliisyon)

Kolonun ayirma giicii HPLC’de analiz edilen numunelerin birbirinden ne kadar
ayrildiklarin gosteren kantitatif bir terimdir. Rs ile gosterilir ve Purnell esitligi

(1.18) ile hesaplanir.

Purnell esitligi,

ky

Rs = /4 VN () x ()

(1.18)

Sekil 1.41'da pH 2.2’de 4-kloroanilin ve 3-aminobenzonitrile ait Rs degeri 1,4 tir
ve ayrilma gerceklesmemistir. pH 2,3’e getirilerek iki bilesigin ayrilmasi

gerceklestirilmistir (Rs:3,0) (Dolan, 2002).

oo

pH2.2 i L ] R.=1.4
I I 1 1 1
0 2 4 6 8 10
Zaman (dk)

Sekil 1.41. Mobil faz pH'indaki kii¢lik degisimlerin ayirmaya etkisi (Dolan, 2002)
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HPLC’de ayirma gicl, secicilik, etkinlik ve alikonmaya bagimhdir. Purnell

esitligindeki 1/4 VN etkinligi, QT_l seciciligi, % alikonmayi ifade eder.
2

Etkinlik

Kromatografik bir pikin etkinligi analitin HPLC sistemi ve kolondan gecerken
analitin dagihminin élgiistidiir. Ideal kromatografik pikin ince bir ¢izgi olmasi
beklenir fakat dagilma (dispersiyon) etkisinden dolay1 pik Gauss egrisine

benzer.
Secicilik faktorii

Secicilik faktori (a), kromatografik sistemlerin 6rnek bilesenlerini kimyasal
olarak ayirabilme yetenegidir (Sekil 1.42). Es zamanl analiz edilen iki pikin
kapasite faktorlerinin oraniyla hesaplanir. Segicilik, Esitlik 1.19 yardimiyla
hesaplanir (Chromacademy, 2011).

a=2= Rt (1.19)

ki  tri—to

| >
I f
| g1l ! |i|'
| .|
! Loy f'| 1
|‘_’1 "|| ol
oo A 0
o i\
! Ir AN / | \__
_;Ilur :
Ko lro =l
L = =

ks ty = 1o

Sekil 1.42. Seciciligin sematik olarak gosterimi

Kromatografik ayirmada secicilik faktortiniin 1’den biiyliik olmasi gerekir.

Secicilik faktori 1 oldugunda iki pik birlikte eliie olur ve ayirma gercgeklesmez.

55



1,15 secicilik faktorii degeri kromatografik analizler i¢in uygundur

(Chromacademy, 2011).

Kromatografik kolonun etkinligini kalitatif Ol¢lisii olan N, eliisyon sirasinda
pikin ne kadar simetrik ve dar oldugunu yansitir. ki analitin ayrilmasi segicilik
ile belirlenir. Etkinlik disuk bile olsa yiiksek secicilik degeri yeterli ayirmay
saglayabilir. Ayirmada ideal olan ise yiiksek etkinlik ve ytliksek seciciligin elde

edilmesidir (Sekil 1.43) (Hegyi vd., 2013).

Yiiksek secicilik Diisiik secicilik
} , Yaksek }
etkinlik Yiiksek etkinlik
H Diigitk 2
2 A =
5 etkinlik g
2 2 Diisiik etkinlik
2 2 :
=
Zaman (dk) Zaman (dk)

Sekil 1.43. Etkinlik ve segiciligin ayirma iizerine etkisi (Hegyi ve Kovacs, M.,
2016)

Ters faz s1v1 kromatografide segiciligi etkileyen parametrelere bakildiginda;

o Organik modifiyerin cesidini degistirmek,

. Mobil faz pH'im1 degistirmek (asidik veya bazik karakterli analitlerin
iyonlasma derecesini degistireceginden hidrofobisitesini etkiler),

o Kolonu degistirmek (seciciligin degistirilmesinde kullanilan en yaygin
yoldur),

o Kolon sicakligini degistirmek (Chromacademy, 2011).

seciciligi etkilemektedir.
Iyonlasabilen analitlerle calisildiginda mobil faz pH'inin degistirilmesi genellikle
seciciligin optimizasyonunda anahtar parametredir. Mobil faz degistirilirken

dikkat edilmesi gereken nokta kolonun calisabilecegi pH araliklarinin disina

cikilmamasidir.
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Alikonma zamani

Alikonma zamani baglhigi altinda detayl sekilde aciklanmistir.

1.10. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi Cihazi

Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi cihazi,

¢ Kolon

% Dedektor

¢ Yiiksek basin¢li pompa

¢ Enjeksiyon tlnitesi

s Kromatografik yazilim sisteminden olusmaktadir (Sekil 1.44).
sy

Packing W
S Chromatogram
Pwks * Yedow Hed, Be

p——t
L= -
Injector
AutoSampler
Sample Manager
—&)
Computer Data Station
Solvent ’ -
(Mobile Phase) Sampie
Reservoir
Pump Detector

Solvent Manager
Solvent Delivery System

Waste

Sekil 1.44. Yiiksek performansli sivi kromatografi cihazinin sematik gosterimi
(Waters, 2011)

1.10.1. HPLC'de kullanilan kolon ¢esitleri

Silika temelli durgun fazlar

Hidrofilik interaction liquid chromatography (HILIC) i¢in durgun fazlar
Zirkonyum oksit temelli durgun fazlar

Polimerik durgun fazlar

Monolitik durgun fazlar

Hibrid durgun fazlar (2 mikrondan kiigiik fazlar)

N o s W

Core-shell durgun fazlar olarak siniflandirilmaktadir (Solich, 2015).
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Kromatografi ¢esitleri arasinda HPLC, arastirma, klinik testler teshis ve tiretim
icin gerekli analizlerde en yaygin kullanilan kromatografik tekniktir (Snyder,
vd., 2010). HPLC'de packed (dolgu maddesi iceren, paketlenmis) ve monolitik
kolonlar durgun faz olarak rutin analizlerde tercih edilir. Silika, packed
kolonlarda en yaygin kullanilan dolgu materyalidir. Monolitik kolonlarda ise
hem go6zenekli silika hem de ¢apraz bagh polimerler siklikla kullanilmaktadir

(Fekete vd., 2012).

Yiiksek derecede birbirine bagh gozeneklerden olusan monolitler, diisiik geri
basing ve hizli ayirma i¢in monolitik kolonlarda yaygin sekilde kullanilir (Unger,
vd., 2008). Genis gozenekler makro gozenek kategorisindedir (>50 nm). Silika
monolitler igin, silika duvarda makro gozeneklere ek olarak mezaporlar (2-50
nm) bulunur. Yiiksek derecede birbirine bagh gézenekler sayesinde yiiksek akis
hizinda bile yiiksek gecirgenlik ve disik geri basing saglanabilmektedir.
Monolitik  kolonlardaki en biiyilk engel gozenek yapisinin tekrar
uretilebilirligindeki zorluklar ve kolon igine monoliti uygun sekilde
kaplayabilmektir. Buna ek olarak monolitik kolonlarda mekanik kararlilik
genellikle zayiftir. Polimer monolitlerde ise ¢6ziicli varliginda sisme problemi ile

karsilasilmaktadir (Hayes vd., 2014).

Silika mikrokiireler iceren packed kolonlar yaygin sekilde piyasada
kullanilmaktadir. Cesitli polimer ve seramik mikrokiireler dolgu materyali
olarak yaygin sekilde kullanilmasina ragmen, silika mikrokiireler en c¢ok
arastirilan ve en yaygin kullanilan dolgu materyalidir. Gozenekli olmayan kiiciik
parcaciklar i¢in, ayirma pargacigin ylizeyinde meydana gelir ve kisa diflizyon
yolundan bant genislemesi azaltilmistir ve bu hizh kiitle transferine izin verir.
Fakat kii¢tik yiizey alanindan 6tiirti alikonma, segicilik ve ayirma giicii sinirhdir.
Yiikleme kapasitesi ciddi bir konudur. Goézenekli silika mikrokiireler igin,
parcacik yiizeyine ek olarak gozenek ylizeyleri de analit ile etkilesim i¢in daha
fazla yiizey alani saglamaktadir. Sivi fazda ayirmalar icin yeterli kiitle
transferine izin vermesi icin goézenek boyutunun 7 nm’den biiyiik olmasi

gerekmektedir (Unger vd., 2008).
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Silika parcaciklarin boyutu ve dolgu maddesi hazirlama kalitesi packed
kolonlarin performansini O6nemli derecede etkilemektedir. Kii¢iik caph
monodispers silika parcaciklar yiiksek performansli ayirmayr saglamak icin
kullanilir. Fakat bu ki¢ik pargaciklar ile geri basing o6nemli derecede
artmaktadir. 2 pm’den kiigiik mikrokiireler, porlu silika mikrokiireler igin
giiniimiizde en gelismis materyaldir. Silika mikroktireler lizerinde hizli1 ayirmay1
basarmak i¢in dogru yaklasim akis hizin1 artirmak ve kolon boyunca basinci
distirmektir. Bu sekilde ultra yiiksek basingh sivi kromatografi gelistirilmistir

(Hayes vd., 2014).

Son zamanlarda yiiksek akis hiz1 ve oldukg¢a dustik geri basingh etkili ayirmalar
icin, core-shell silika parcaciklar (solid core (kati cekirdek) ve porlu kabuk
(shell) veya yiizeysel gozenekli (superficially porous) yapilar yaygin sekilde
kullanilmaktadir (Sekil 1.45) (Guiochona ve Gritti, 2011). Solid core ve
gozenekli kabuk daha genis parcacik boyutu ile ayirma meydana gelirken porlu
kabuk ve solid core daha genis yiizey alani saglamaktadir (Brice vd., 2009).
Dolgu materyali olarak core shell parcaciklarin avantaji, kiigiik por hacminin
boyuna diflizyonda (Van Deemter esitligindeki B terimi) bant genislemesi i¢in
mevcut olan hacmi azaltmaktir. Kisa difiizyon yolu hizli kiitle transferinden
otiiri C teriminin katkisin1 da azaltmaktadir (Van Deemter vd., 1956; Wu ve

Clausen, 2007).

Ascentis Express Particle Totally Porous Particle

Diffusion Path
e VT ——
S
.
3 ‘Q -
2 Tt .
| /

Sekil 1.45. Core shell parcaciklarin sematik gosterimi (Solich, 2015).

Core-shell parcaciklar1 adindan da anlasilacag tizere core (¢ekirdek) ve shell

(kabuk)’den olusan parcaciklardir. Cekirdek ve kabuk ayni materyalden
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olabilecegi gibi farkli materyallerden de olusabilir. Cekirdek tekli kiirelerden
(1.46A) olusabilecegi gibi cesitli kiiglik kiirelerin bir araya gelmesiyle de
olusabilir (1.46B). Kabuk yapisi kii¢iik kiirelerin igeride oldugu, ici bos kabuga
da sahip olabilir (1.46C) (Liu vd., 2011). Kabuk yapisi siirekli bir tabaka seklinde
(1.46A-C) ya da kiigiik kiirelerin biiylik ¢ekirdek kiire tizerine baglanmasiyla
(1.46D ve 1.46E); veya cekirdek kiirelerin biraraya toplanmasiyla da meydana
gelir (1.46F). Kompleks core-shell yapilar kii¢iik kiirelerin kabuk i¢inde (1.46G)
(Insin, vd., 2008), ya da ¢oklu kabuklar (1H) ile birlesmesi araciligiyla da yapilir.

Hem kabuk hem de ¢ekirdek porlu olmayan katilardan veya istenilen gozenekli

©
&

yapidan olusturulabilir (Sekil 1.46).
B‘
Ho

Sekil 1.46. Core-shell parcaciklarin farkl tiplerinin sematik gésterimi

e 0@

Core-shell parcaciklar1 iki basamakli ya da daha fazla basamak igeren
prosediirler ile sentezlenebilir. Core parc¢acigi ilk olarak sentezlenir ardindan
core pargacigin iizerine kabuk olusturulur. Core-shell mikrokiireler igin,
polistiren, polimetilmetakrilat ve silika mikrokiireler core yapida kullanilir.
Kabuk yapisinda ise metal nanopargaciklar veya okside nanoparcaciklar

kullanilir (Deng ve Marlow, 2012).


https://pubs.acs.org/author/Deng%2C+Tian-Song
https://pubs.acs.org/author/Marlow%2C+Frank

5-pm kati core ve 1-pm-kalinhigindaki dis tabakaya sahip silika mikrokiirelerin

hazirlanmasi Sekil 1.47’de gosterilmistir (Kirkland, 1992).

STATIONARY PQROUS T
SHELL <5r H
\ et

a

MICROPELLICULAR TOTALLY POROUS
PARTICLES MICROSPHERES

POROSHELL
PARTICLES

Sekil 1.47. Yiiksek hizli HPLC ayirmalarinda pargagik tipleri (Kirkland, 1992)

1.10.2. HPLC’de kullanilan dedektorler

HPLC dedektorleri kromatografik kolondan eliie olan karisim bilesenlerini

gorunir kilmak i¢in kullanilir (Bala, 2012).

HPLC’de kullanilan dedektorler,

e UV dedektorler

¢ Refraktif indeks dedektorler

¢ Floresans dedektor

o Elektrik iletkenlik dedektori

¢ Elektrokimyasal dedektor

¢ Transport dedektorler

e Buharlastirmali 151k sagilmasi dedektorii
o Kiitle spektrometresi

¢ Radyoaktivite dedektori’diir (Besergil, 2015).

Sivi kromatografi sistemleri icin ¢ok cesitli dedektorler gelistirilmis olmasina

ragmen burada, HPLC’de en yaygin kullanilan UV dedektérden bahsedilecektir.

Ideal bir dedektér her analitin diisiik derisimine duyarl, dogrusal yanit veren ve

kromatografiden ¢ikan piki genisletmeyen 6zelliktedir. Ayrica sicaklik ve ¢oziicii
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bilesiminde meydana gelebilecek herhangi bir degisiklige kars1 duyarsizdir. UV
dedektor HPLC'de en sik kullanilan dedektor gesididir, ¢linkii bircok madde mor
Otesi 1511 absorplama o6zelligindedir. Basit sistemler, 254 nm’de siddetli bir
emisyon yapan bir civa buhari lambas1 veya ¢inko ya da kadmiyum buhari
lambalarindan tretilen diger kesikli morotesi dalga boylarini kullanirlar (Harris,

2011).

1.10.3. HPLC'de kullanilan pompalar

HPLC’de kullanim igin kaliteli bir pompa bu pompanin ne kadar kararli ve
tekrarlanabilir bir akis olusturabilmesiyle olciiliir. Yiikselip al¢alan bir akis hizi
zaylf sinyalleri engelleyen bir dedektor giirtiltiisi olusturabilir (Sekil 1.48)
(Harris, 2011).

Yayh cikis
vanasi
AKktif
giris - Joiona
vanasi
-t
’ Sontimleyici
Sogutma 1
suyu e —
oo C\" -'——r.- Ly ™
Giris e —
stizgeci ~ N = E
i - '; S
| E
vt 1004L 50 uL
hacimli piston hacimli piston

Sekil 1.48. HPLC'nin ytliksek basingh piston pompasi (Harris, 2011)

1.11. Fizikokimyasal Ozellikler

ila¢ arastirmalar1 kompleks ve zaman ala siireglerdir (Henchoz vd., 2009).
Farmasotik bir uriiniin piyasaya siirtilmesi, maliyeti bir milyon dolardan fazla
olan, 12-15 yillik bir zaman dilimini kapsar. ila¢ arastirma siireci ikiye ayrilir:

i) lla¢ kesif calismalart: hedef belirleme, 6n kesif ve 6n optimizasyondan

olusur.
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ii) Ilag gelistirme calismalar: klinik éncesi ve klinik calismalardan meydana

gelir (Sekil 1.49).

ILAC KESIF . ILAG GELISTIRME

o
[

LEAD
COLLECTIONS

%wm \"§Q
é 3
Y
ILACIN PivASAYA
SURULMESI
—

Sekil 1.49. Ila¢ arastirma siireclerinin asamalari (Henchoz vd., 2009)

lla¢ kesif calismalarinda, miimkiin olan en kisa siirede, tercihen ila¢ aday
molekil 06n optimizasyon fazina girmeden o©nce bu c¢alismalarin
gerceklestirilmesine biiyiik 6nem verilmektedir. Bu yolla sadece yiiksek
potansiyelli ve uygun farmakokinetik 6zelliklere sahip bilesikler ila¢ gelistirme

calismalari icin segilmektedir (Faller ve Wohnsland, 2001; Henchoz vd., 2009).

Yiksek verimli tarama teknolojisinin (high throughput screening, HTS) ve
kombinatoryal (biitiinlestirici) kimyanin ortaya c¢ikisi ve farmasotik
arastirmalarin artan maliyeti, ila¢ kesif calismalarinin erken asamalarinda
bilesigin farmakokinetik 6zelliklerinin tahmini ve daha iyi anlasilmasi icin etkili
metotlarin gelistirilmesine ihtiya¢ duymaktadir. Biyoyararlanimli oral ilaglarin
tasariminda (Curatolo, 1998; Kramer, S.D., 1999; Yoshida ve Topliss, 2000), kan-
beyin dagiliminda (van de Waterbeemd ve Kansy, 1992; Chikhale vd., 1994) ve
oral dozaj form icin formilasyon gelistirmede (Leuner ve Dressman, 2000),

fizikokimyasal 6zellikler cok 6nemlidir (Kibbey vd., 2001).
Fizikokimyasal 6zellikler ilacin gelisme zamanini/maliyetini artiracak ve klinik

girisi geciktirecek olan formiilasyon, proses gelistirme ve giivenlik konusunda

olusabilecek gelisme glicliiklerine erken uyar1 vermektedir (Kerns, 2001).
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ila¢ kesif calismalarinda fizikokimyasal parametreler absorpsiyon, dagilma,
metabolizma ve atihm (ADME; absorption, distribution, metabolism ve
excretion) davranisimi etkileyen anahtar oOzelliklerin erken asamada
anlasilmasina olanak verir. Ayrica ila¢ kesif deneylerinin dogru bir sekilde
planlanmasini ve yorumlanmasini saglar (Kerns ve Di, 2004). Bu parametrelerin
bilinmesi bircok ADME prosediiriine kiyasla maliyetten, zamandan ve deney

hayvanlarinin kullanimindan da tasarruf saglar (Faller ve Wohnsland, 2001).

Yapilan kapsaml literatiir calismalarinda ilaglarin fizikokimyasal 6zellikleri ile
beyin-kan dagilimi arasinda bir iliski mevcuttur. Son zamanlarda, tek basina
kimyasal yapiya dayanan hesaplamalar kullanilarak, yapisal olarak farkli, ¢ok
sayida bilesik icin beyinde ila¢ dagiliminin tahmini basarilmistir (van de
Waterbeemd ve Kansy, 1992; Lombardo vd., 1996; Basak vd., 1996; Curatolo,
1998).

ilag arastirmalarinin erken basamaklarinda bilinmesi gerekli bes ana
fizikokimyasal parametre vardir. Bunlar iyonlasma sabiti (pKa), ¢oziiniirlik,
permeabilite (gegirgenlik), kararlihk ve lipofilisite (logP, ) dir (Kerns ve Di,
2004).

Cozinurluk, logP, Ve PKa iyi oral absorpsiyona sahip ilaglar1 tanimlayan en

onemli fizikokimyasal parametreler arasindadir (Kibbey vd., 2001). Bu
fizikokimyasal 0zellik bilesigin ADME davranisinin tahminine izin vermektedir
(Smith vd. 1996; Kerns, 2001). Ciinkii ilag adayr molekiillerin % 30'u ilag
gelistirme calismalarinin son asamalarinda ADME davranisindaki eksiklikler

nedeniyle reddedilmektedir (Halliday vd., 1997; Pascoe vd., 2006).

Bilesiklerin oral absorpsiyonunun degerlendirilmesinde, hesaplanmis ve
deneysel olarak olgiilen fizikokimyasal parametrelerin birlesimine dayanan ve
belirlenmis kurallar1 igeren ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Lipinski'nin 5
kuraly, bilesikleri molekiil agirligi, logP, H bag1 donér-akseptor sayisi ve sudaki
cozuntrlik gibi parametrelere dayali olarak siniflandirmaktadir (Kibbey vd.,

2001).
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Lipinski’'nin 5 kuralina gore,

+ H-bagi donor sayis1 5’ten fazla oldugunda,

+ Molekiil agirligi 500’den biiyiik oldugunda,

+ logP 5’ten biiyiik oldugunda (veya MlogP 4,15ten biiyiik oldugunda)

+ H bag akseptoér sayisi 10’dan biiyiilk oldugunda (N ve O’larin toplami

olarakta ifade edilir),

Ila¢ molekiillerinin diigiik absorpsiyonu muhtemeldir. Biyolojik tasiyicilarin
substratlari olan bilesik siniflar1 Lipinski'nin bes kuralinin disindadir (Lipinski

vd., 2001).

1.11.1. Asit-Baz Iyonlasma Sabiti (pKa)

iflac adayr molekiillerin fizikokimyasal o6zelliklerinin belirlenmesi oldukc¢a
onemlidir; ¢iinki uygun olmayan fizikokimyasal 6zellikler gelistirme fazinda
ilac aday1 molkeiillerin yaklasik %30-40’1nin geri ¢ekilmesine sebep olmaktadir.
Biyofarmasotik siniflandirma sisteminde (biopharmaceutic classification
system, BCS) (Sekil 1.50) (Avdeef, 2003) ila¢ aday1 molekiiller icin en énemli iki
fizikokimyasal parametre ¢oziiniirliik ve gecirgenliktir (Avdeef, 2001) ve bu
parametreler diger fizikokimyasal 6zelliklerden etkilenmektedirler. Ornegin
gecirgenlik dogrudan membranda alikonmayla iliskili olan lipofiliseteden ve
ilacin aktivasyon bolgesinin pH'indan etkilenmektedir. Bu yiizden asidik ve
bazik bilesikler i¢in ilacin ge¢irgenliginin temel faktort ilacin asit-baz iyonlagsma

sabiti (pKa degeri)’dir.

Asit-baz iyonlasma sabitinin (pKa), ilag ve kimyasallarin biyofarmasotik
ozellikleri tzerindeki etkisi, ilag ve kimya endistrisinde uzun siiredir
bilinmektedir. flaglarin biiyiik ¢ogunlugu zayif asidik veya bazik fonksiyonel
grup tasidigindan, her bir durumda iyonlasma sabitinin bilinmesi farkli pH
degerlerinde molekiiliin hangi formda bulunacagiyla ilgili bilgi verir. Molekiiliin
hiicre membranindan gecme hizi ve kan beyin bariyeri gibi engellerden difiize

oldugu fizyolojik sistemlerde, pKa 6zellikle 6nemlidir. Bir ilacin pKa'si, ADME
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gibi farmakokinetik (PK) o6zellikleri dogrudan etkileyen lipofilisiteyi,
¢oziiniirligi, protein baglanma ve gecirgenligi de etkiler (Avdeef, 2001; Kerns

ve Di, 2004; Manallack, 2007)

Yiiksek ¢oziinurliik Diisiik ¢oziinurliik
- _
s i Smf II (lipofilik)® h
.;D Smf I (Amfifilik)* flurbiprofen, ketoprofen,
g diltiazem antipirin labetolol gikoz naproksen, desipramin,
= kaptopril L-dopa enalapril diklofenak, itrakonazol,
2 metoprolol propranolol fenilalanin piroksikam, karbamazepin,
-g J fenotoin, verapamil J
e
= Siif III (Hidrofilik)®
S0 famotidin atenolol simetidin Sumf Ive
> aklovir terfenedin furosemid
i ranitidin nadolol siklosporin
= hidroklorotiyazit
=
= \ / \& /

a) (oziinme hizi in vivo absorpsiyonu sinirlandirir.

b) Coziintirliik absorpsiyon akisini sinirlandirir.

c¢)  Gegirgenlik hiz1 belirler.

d) IVIV (in vivo-in vitro) korelasyon beklenmektedir (Avdeef, 2003)

Sekil 1.50. Biyofarmasotik siniflandirma sistemi (BCS) (Avdeef, 2003)

Guntimiizde ila¢ molekiillerinin ¢ogu asidik veya bazik karaktere sahip olacak
sekilde tasarlanmaktadir. flag molekiillerinin hasta viicudunda farkli dozaj
formlarinda basladiklar1 yolculukta, bu molekiillerin viicuttaki dagilimlarn
molekiiliin asidik-bazik karakterinden 6nemli derecede etkilenmektedir (Beale

ve Block, 2010).

ila¢ kimyacilar1 molekiillerin asidik veya bazik karakterinin belirlenmesinde
Brgnsted ve Lowry tarafindan gelistirilen asit-baz kavramini kullanmaktadir.
Brgnsted ve Lowry’e gore asit proton veren tiir; baz ise proton kabul eden tur

olarak tanimlanmaktadir (Sekil.1. 51) (Beale ve Block, 2010).
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H* H*

5 D T D
HA (aq) + H,0 () €2 H;0" (aq) + A" (aq)

asit baz konjuge asit konjuge baz

Sekil 1.51. Zayif asitin iyonlagsmasinin Bronsted ve Lowry asit-baz tanimina gore
gosterimi (Slideplayer, 2016)

Zayf asidik 6zellik gosteren ila¢g molekiiliin iyonlasma dengesine bakildiginda,

HA + H,0 © A~ + H,0* (1.20)

Zayif asidik 6zellik gosteren ila¢ molekiiliiniin iyonlasma sabiti,

_ [H30%][A7]
K, = THA] (1.21)
Zayif bazik 6zellik gosteren ila¢ molekiiliiniin iyonlasma dengesi,
BH* + H,0 & B + H;0* (1.22)
Zayif bazik o6zellik gosteren ila¢ molekiiltiiniin iyonlagma sabiti,

_ [H30*][B]
K, = BH] (1.23)

esitlikleriyle ifade edilir.

lyonlagsma sabitinin eksi logaritmasi pKa degerini verir. pKa, molekiiliin
fonksiyonel gruplarinin (tek iyonlasabilen grup iceren molekiiller) %50’sinin

iyonlastig1 pH degeri olarak tanimlanir (Blagbrough vd., 2011).

pK,; = —logK, (1.24)

pKa, pH, iyonlasan ve iyonlasmayan tiirlerin iliskisi Henderson-Hasselbalch

esitligi ile agiklanir (Henderson, 1908).
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Zayif asidik tiirler icin Henderson-Hasselbalch esitligi,

[A7]
=pK, + logﬁ (1.25)

_ [konjuge baz]
pH = pK, + log sy
Zayif bazik tiirler icin Henderson-Hasselbalch esitligi,

[konj it] [BHY]
pH = pK, — log% = pK, — 1ogW (1.26)

seklindedir (Blagbrough vd., 2011).

Henderson-Hasselbalch esitligine gore pH'in pKi'ya esit oldugu durumda

¢Ozeltide iyonik ve notral tiiriin derisimi birbirine esittir (Sekil 1.52).

pH = pK, pH = pK,
[HA] = [AT] [B] = [HB"]
pKa pKa
HB+
\ [l log [Derisim] [ ]
[HA] [B]
pH pH

Sekil 1.52. pKa'nin altindaki ve tistiindeki pH degerlerinde asidik ve bazik
bilesiklerin notral ve iyonik tiirleri icin derisiminin gosterilmesi (Di
ve Kerns, 2016)

Organik asitler dusiik pKa degerine sahipken (karboksilik asitler =4) bu pKa
degeri arttikca molekiiliin asitligi azalmaktadir. Organik bazlar ise ytliksek pKa
degerine sahiptir (alifatik aminler=9.5), pKa degeri azaldikca bazlik degeri
azalmaktadir (Di ve Kerns, 2016).

ila¢ molekiillerinin ¢ogu en az bir tane asidik ve/veya bazik fonksiyonel grup
icerir ve ticari olarak mevcut ilaglarin %95’i fizyolojik pH’ta iyonlasmaktadir
(Wan ve Ulander, 2006). Ilag molekiillerinin ¢ogunlugu bazik grup tasirken,
asidik grup tasiyanlarin miktar1 daha azdir (Sekil 1.53). Williams ve Diinya ilag

endeksinin verilerine gore asidik, bazik ve notral fonksiyonel grup tasiyan ilag
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molekiillerinin ytizdeleri Sekil 1.53 ve Cizelge 1.4’de verilmistir (Manallack,

2007).

%5
Non-iyonize

grup
%20

Asidik grup

%75
Bazik grup

Sekil 1.53. Ilaglarin igerdikleri fonksiyonel gruba gére mevcut yiizdeleri

Cizelge 1.4. Williams ve Diinya ila¢ endeksinin verilerine gore asit ve bazlarin
yuzdesi (Manallack, D.T., 2007)

Veri seti 1 asit 1 baz 2 asit 2 baz 1 asitve 1 Digerleri
baz
Williams %24,4 %45,4 %3,8 %10,5 &11,2 %4,8
Diinya ila¢ indeksi | %11,6 %42,9 %3,0 %24,6 %7,5 %10,4

Asit-baz iyonlasma sabiti bilesigin temel 6zelligidir ve ilag ¢ozeltilerinde asit-baz
dengelerinin arastirilmasi, ilag molekiillerinin aktivitelerinin anlasilmasinda ¢ok
onemlidir (Jiménez-Lozano vd. 2002). Ila¢ molekiillerinin en onemli
fizikokimyasal parametrelerinden biri olan iyonlasma sabitinin (pKa) bilinmesi
bir¢cok uygulama ve arastirma alaninda hayati 6neme sahiptir (Taka’cs-Nova’'k
vd., 1997; Erdemgil vd., 2007). Incelenen ilac molekiiliiniin iyonlasma sabiti
(pKa's1) ilacin lipofiliste, ¢oziiniirlik gibi fizikokimyasal 6zelliklerini; biyolojik
membranlar arasindan ila¢ molekiiliintin difiizyonunu, molekiliin kan-beyin
bariyerinden gecisini (Clark, 2003), hedef proteinlere baglanmasini, kardiyak
potasyum iyon kanalinin bloke edilmesini etkiler. Bu 6zellikler ila¢ molektiliiniin
absorpsiyon, dagilma, metabolizma, atihm ve toksisite (ADMET) o6zelliklerini

etkiler (Rupp vd., 2011; Sun ve Avdeef, 2011).
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iyonlasabilen maddelerin kromatografik alikonmasi ve elektroforetik
davranislari bilesigin pKa degerine ve mobil faz pH'ina baghdir (Taka’cs-Nova’'k
vd.,, 1997; Erdemgil vd., 2007). Ila¢ molekiilleri ¢ozeltide farkli mikroskopik
formlarda bulunur. Bu molekiillerin pKa degerlerini bilmek verilen pH’ta ¢ozelti
icinde hangi mikrotiirtin baskin oldugunu tanimlamaya yardimci olur ve bu, ilag¢
calismalarinda ve kataliz reaksiyonlarinda yapi-aktivite iligkileri i¢in 6nemlidir
(Ho, 2011; Seybold ve Shields, 2015). ila¢ formiilasyonlarinda iyonlasma sabiti,
yardimci maddeler ve karsit iyonun dogru sekilde se¢ilmesinde 6nemlidir. Buna
ek olarak pKa, QSAR (quantitative structure activity relationship, kantitatif yapi-
aktivite iligkisi) calismalart ile ilgili tanimlayicidir (Wan ve Ulander, 2006) (Sekil
1.54). Bu faktorler incelendiginde molekiiliin iyonlagsma sabitinin neden 6nemli

oldugu anlasilmaktadir (Cruciani vd., 2009).

{ Stabilite,
(lyonlasma \ Metabolize |

\
e | )
lvf = Qne/

Sekil 1.54. pKa'nin diger fizikokimyasal 6zelliklere etkisi ve diger parametreler
ile iliskisi (Wan ve Ulander, 2006)

1.11.2. Coziiniirliik

Coziiniirliik ilag gelistirme calismalarinda temel éneme sahiptir. Ilag molekiilii
hedefine ulasabilmek icin ¢6zlniir 6zellikte olmalidir ve ila¢ kesif ve gelistirme
calismalarinda ila¢ adayr molekiiliin reddedilmesinin en 6nemli nedenlerinden

biri zayif ¢oziiniirliik olarak goriilmektedir (Alsenz ve Kansy, 2007).
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Sulu c¢ozeltide iyonik molekiiller notral molekiillerden daha ¢ok c¢oziiniirler.
Coziintrlik, hem noétral molekiilin hem de iyonlasan molekiiliin tam
¢ozunurligu (intrinsic solubility) ile belirlenir. Bu iliski Henderson-Hasselbalch

tarafindan onerilen esitlikle de anlatilmaktadir: (Di ve Kerns, 2016).

Asidik tiirler i¢in,

S = So(1 + 10PH-PKa)) (1.27)
Bazik ttirler i¢in,

S = So(1 + 10PKa=PH)) (1.28)

So, notral bilesigin ¢éziinurlugidiir. Esitliklerde gorildugi tizere ¢ozunitrlik pH
ve pKa'ya bagimh olarak degismektedir (Sekil 1.55).

lyonik ve nétral molekiillerin permeabilitesine (hiicre zarindan gecisine)
bakildiginda nétral molekiiller hiicre zarindan daha kolay gecer. Ciinki notral

molekiiller iyonik molekiillerden daha lipofiliktir ve gecis pasif difiizyonla

gerceklesir (Sekil 1.55) (Di ve Kerns, 2016).

Log permeabilite

—4.5 - 10 -

_ @ O
= LI IR E 89
5.5 - E 6-

= Q@
—6 ¢ = 4
6.5 - g 2- )

’ (%
_? I | 1 0 ._. | |
1 3 5 7 0 5 10
pH

Sekil 1.55. pKa's1 5 olan asidik bilesigin permeabilite ve ¢oziiniirliginiin
gosterimi (Di ve Kerns, 2016)
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Permeabilite ve ¢ozlnirlik profillerinde iyonlasma etkisinden dolayl
¢oziinurlik artarken permeabilite azalmaktadir ya da tam tersi durum so6z

konusudur (Di ve Kerns, 2016).

1.11.3. Lipofilisite (1ogPo/w)

Su ve lipid ortam arasinda bilesigin dagilmasinm1 tanimlayan lipofilisite ADME
davranisini etkileyen diger gerekli fizikokimyasal 6zelliktir. Bu 6zellik membran
gecirgenligi, ¢coziiniirliilk, protein baglama ve metabolizmaya yaygin olarak

katkida bulunur (Henchoz vd., 2009).

1.14. Azot Atomu iceren Baz1 Heterosiklik Bilesikler ve pKa Degerleri

Azot (N), periyodik tabloda VA grubunda yer alan, bilesiklerinin ¢ogunda tig
tane tekli bag yapan ve bir tane ortaklasmamis elektron ciftine sahip olan
elementtir. Yapisinda N atomu bulunduran aminler, amonyagin organik
tiirevleridir ve amonyaktaki H baglarinin C gruplariyla yer degistirmesiyle elde
edilir. Aminler N atomuna bagl organik gruplarin sayisina gore primer (1°),
sekonder (2°) ve tersiyer (3°) aminler olarak simiflandirilir (Sekil 1.56-1.57),
(Solomons ve Fryhle, 2002).

H—N—H R—N—H R—N—H R—N—R"
H
Amonyak 1° Amin 2° Amin 37 Amin

Sekil 1.56. Amonyak, primer, sekonder ve tersiyer aminlerin gosterimi (Angelo
State University, 2016)
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a) 4{:1-13,».'|:1-[4{:1~12r~.u-12 QNH
2
CH,NH, CH,CH,NH, CH;

Metilamin Etilamin Izobutilamin Sikloheksilamin
b)
CH.NHCH,CH, (CH,CH,),NH
Etilmetilamin Dietilamin
c) CH,CH,
(CH,CH,),N CH,NCH,CH,CH,
Trietilamin Etilmetilpropilamin

Sekil 1.57. Primer, sekonder ve tersiyer amin drnekleri (Solomons ve Fryhle,
2002)

Amonyagin bir ya da daha fazla hidrojen atomunun aromatik gruplarla yer
degistigi aril amin yapilarindan yaygin olarak bilinen dért tanesi Sekil 1.58’de

verilmistir.

NH, NHCH, NH, NH
CH, OCH,

Anilin N-Metilanilin p-Tquidin p-Anisidin

-metl ~-metil- +-mMetoks:

Sekil 1.58. Yaygin olarak bilinen dort arilaminin kimyasal yapisi (Solomons ve
Fryhle, 2002)

En az birtane heterosiklik halka iceren heterosiklik aminlerin kimyasal yapisi

ise Sekil 1.59’da gosterilmistir.
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Sekil 1.59. Heterosiklik amin 6rnekleri (Solomons ve Fryhle, 2002)

Aminler orta polarlikta bilesiklerdir. Kaynama noktalar1 benzer molekiil
agirhigina sahip alkanlardan yiiksek, alkollerden ise daha diisiiktiir. Primer ve
sekonder aminlerin molekilleri birbirleriyle ve suyla giiclii Hidrojen (H) bag:
yaparlar. Tersiyer aminlerin molektilleri birbirleriyle H bag1 yapamazken, su ya
da hidroksilli ¢6ziiciilerin molekiilleri ile H bag1 yapabilme 6zelligine sahiptirler.
Bu ylizden tersiyer aminler benzer molekiil agirligina sahip primer ve sekonder
aminlerden daha diisiik kaynama noktasi degerine sahiptirler. Kii¢iik molekiil

agirlikh biitiin aminler suda ¢ok ¢oziiniirler (Solomons ve Fryhle, 2002).
Pekcok aminin azot atomu, amonyaktaki gibi sp3 hibritlesmesi yapmistir. 3 tane

alkil grubu ya da H atomlan bir diizgiin doértytizliintin li¢ késesine baglanir,

dordiinci sp3 orbitalinde ortaklasmamis bir elektron ¢ifti bulunur (Sekil 1.60).
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Sekil 1.60. NH3'lin liggen piramit seklinin gosterimi (Zigya Technology Labs,
2018)

Aminlerin bazlig1 incelendiginde aminler nispeten zayif bazlardir. Sudan daha
gicli bazdirlar fakat hidroksit, alkoksit ve karbanyonlardan ¢ok daha zayif
bazik 6zellik gosterirler. Aminlerin bazlik kuvvetlerini karsilastirmanin uygun

yolu konjuge asitinin asitlik sabitlerini (pKa) karsilastirmaktir.

RNH;* + H,0 & RNH, + H;0™ (1.29)
_ [RNH,][H307]
Ko = —mmi (1.30)

Eger amin kuvvetli bir baz ise onun konjuge asidi zayif asidik 6zellik gosterir ve
pKa degeri biiyiik olur. Diger taraftan amin zayif bir baz ise onun konjuge aside
kuvvetli asidik 6zellik gosterir ve pKa degeri kiiglik olur. Primer, sekonder ve
tersiyer aminlerin sudaki pKa degerleri ve bazi fiziksel 6zellikleri Cizelge 1.5'de

gosterilmistir (Solomons ve Fryhle, 2002).

Cizelge 1.5. Aminlerin fiziksel 6zellikleri (Solomons ve Fryhle, 2002)

Adi Kimyasal yapisi E.N (°C) K.N (°C) pKa
Primer aminler

Metilamin CH3NH: -94 -6 10,64
Etilamin CH3CH:NH: -81 17 10,75
Propilamin CH3CH2CH2NH2 -83 49 10,67
izopropilamin (CH3)2CHNH: -101 33 10,73
Biitilamin CH3(CH2)2 CH:NH2 | -51 78 10,61
izobiitilamin (CH3)2CHCHz NH: -86 68 10,49
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Cizelge 1.5. Aminlerin fiziksel 6zellikleri (Solomons ve Fryhle, 2002) (Devam)

sek-Biitilamin
ter-Biitilamin
Siklohekzilamin
Benzilamin

Anilin

p-toluidin
p-anisidin
p-kloroanilin
p-nitroanilin
Sekonder aminler
Dimetilamin
Dietilamin
Dipropilamin
N-metilanilin
Difenilamin
Tersiyer aminler
Trimetilamin
Trietilamin
Tripropilamin

N,N-dimetilanilin

Heterosiklik bilesiklerin suda elde edilen

gosterilmektedir.

CH3CH2CH(CH3s) NH2
(CH3)3CNH2
Siklo-CeH11NH2
CsHsCH2NH2
CeHsNH2
p-CH3CeHaNH>
p-CH30C6H4NH2
p-ClCeHsNH:
p-NO2CsH4NH2

(CH3)2NH
(CHsCH2)2NH
(CHsCH2CH2)2NH
CeHsNHCHs
(CeHs)2NH

(CH3)sN
(CH3CH2)sNH
(CH3CH2CH2)sNH
CeHsN(CHs)2

]

Pirol Indol

pKa: 23.0,39.5

;ﬂ 2 SC]:%
{3 O

H

pK;: 21.0, 381

Tivofen
pKs: 33.0

-104
-68
-18
10
-6
44
57
73
148

63
45
13
185
184
200
244
232
332

56

110
196
302

2,9
90
156
194

pKa

degerleri

10,56
10,45
10,64
9,30
4,58
5,08
5,30
4,00
1,00

10,72
10,98
10,98
4,70
0,80

9,70
10,76
10,64
5,06

Sekil

F

Piridin
pKEI

H
1,2,3-Triazol
pK;: 9.3

+2,3-0ksadiazol

0

Morfolin

pKa'

Kinolin
pKa'

5 4 4 4
ST B PR i
(] | | RN (R
2 = T 0, S,
a

1.61'de

N-H'm deprotonasyonu,C-H'in deprotanasyonu

Sekil 1.61. Baz1 heterosiklik bilesiklerin sudaki pKa degerleri (Baran, 2009)

Pirimidin
p a:

Oksazol | | Tiyazol
pK,: pK;: ,29.4
R’ S |
Zr B N\>M 3||/'\j4 J[ ‘j*
~ 5N, N 7o ! -
8 H
Piirin Piridazin Pirazin
pK,: 2.5,8.9 PK: PKa:

Amonyagin eslenik asidinin (NH4*) pKa degeri 9,26’dir. Metanaminin konjuge

asidinin pKa degeri ise 10,64’tiir. Asidik tiirlerde pKa degeri biiylik olanin asitlik
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giici az olmaktadir. Metanaminin konjuge asidi daha zayif asidik o6zellikte
dolayisiyla konjuge bazi olan metanamin daha kuvvetli bazdir. Cizelge 1.5
incelendiginde birgok alifatik amin amonyaktan daha kuvvetli bazik 6zellik
gostermektedir. Bunun sebebi de alifatik aminlerin yapisinda bulunan alkil

gruplarinin elektron verme 6zelligidir.

Asagidaki aminlerin gaz fazindaki bazlik kuvvetlerinin artmasi yapidaki metil

grubunun sayisinin artmasiyla yakindan iliskilidir.

(CH3)3N> (CH3)2NH> CH3NH2> NH3

Aromatik aminlerin (anilin) amonyum tuzlarinin pKa degerleri, bunlara karsilik
gelen alifatik aminlerin (siklohekzil amin) tuzlarinin pKa degerlerinden daha
disiiktiir. Dolayisiyla aromatik aminler alifatik aminlerden daha zayif bazik
ozellik gosterir. Bunun nedeni aromatik aminlerin yapisinda elektron cekici
fenil grubunun bulunmasidir. sp? hibritlesmesine sahip olan fenil grubunun C
atomlari, alkil gruplarinin sp3 hibritlesmis C atomlarindan daha

elektronegatiftirler (Solomons ve Fryhle, 2002).

Sekil 1.62, 3a ve 3b’de gorildiigl lizere siklohekzan metil aminin (3a, pKa:
10,49) pKa degeri benzilaminden (3b, pKa: 9,36) 1.1 birim daha fazladir. Bunun
sebebi aromatik C atomlarinin alifatik C sp3 atomlarindan daha fazla elektron
cekici olmasidir. Aminometil piridinler (1.4-, 1.3-, 1.2- siibstitiie) (3c-e) daha
kiicik pKa degerine sahiptirler; fakat silibstitiientin konumu bu pKa
degisimlerindeki en biiyiik belirleyici degildir. 3f ve 3g’de bilesikler ayn1 pKa
degerine sahiptir; ikinci N atomunun halkaya katilmasi pKa'daki azalmayi
onemli derecede etkilemez. Bunun yaninda elektron donér (metil ve amino)

gruplarin kismi etkisi de s6z konusudur (Sekil 1.62) (Milletti vd., 2010).
4a-e’de bilesik gruplarinda metanamine, bes halkali aromatik heterosiklik yapi

baglanmistir. 4f ve 4g’de halkaya 3 ve 4 tane heteroatom baglanmistir. 4
heteroatom bagl olan yap1 daha az bazik 6zellik (pKa: 6,0) gosterir (Sekil 1.62).
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Sekil 1.62. Amin grubu tasiyan bilesiklerin pKa degerlerinin karsilastirilmasi-1
(Milletti vd., 2010)

5a-f'deki yapilar incelendiginde yapida amin grubuna etilen baghldir. 4a ve 4b
karsilastirildiginda bir metil grubunun yapiya katilmasi pKa'da yaklasik 0,4
birim artisa neden olmustur. 5e ve 5f'de amin grubu bir halkaya N atomu
araciligiyla baglandiginda pKa'da 6nemli derecede azalma meydana gelmektedir
(Sekil 1.63).

6a-e’de bulunan yapilardaki egilim 4a-g i¢in yapilan agiklamalarla ayni yondedir
(Sekil 1.63) (Milletti vd., 2010).
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9.75° 9.69 9.94 9.16 8.54 .14
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Sekil 1.63. Amin grubu tasiyan bilesiklerin pKa degerlerinin karsilastirilmasi-2
(Milletti vd., 2010)

1.15. pKa Tayininde Kullanilan Metotlar

Molekiillerin pKa tahmininde kompiitasyonel (bilgisayimsal) yaklasimi (in silico)
iceren metotlardan ve deneysel metotlardan faydalanilmaktadir (Di ve Kerns,

2016).

1.15.1. pKa tayininde kullanilan kompiitasyonel yaklasimlar

pKa tayininde kullanilan in siliko metotlarda, bircok enstitii ve yazilim sirketi
tarafindan bilesigin yapisi1 g6z 6niinde bulundurularak hesaplama yapilmaktadir

(Cizelge 1.6) (Di ve Kerns, 2016).

Cizelge 1.6. pKa tahmininde kullanilan kompiitasyonel yaklasimlar

Yazilim programi Websitesi

ADMET Predictor

www.simulations-plus.com

ALOGPS

www.vcclab.org

Epik, Jaguar

www.schrodinger.com

JChemSuite™, Marvin™

www.chemaxon.com
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Cizelge 1.6. pKa tahmininde kullanilan kompiitasyonel yaklasimlar(Devam)

MedChem Database™ www.daylight.com
Masterfile/CQSAR™ www.biobyte.com

MoKa www.moldiscovery.com
Percepta™ www.acdlabs.com

Pallas pKalc™ www.compudrug.com
Pipeline Pilot www.accelrys.com

pKa Prospector www.eyesopen.com

SPARC archemcalc.com/sparc.html

Turkiye’'de acik erisime sahip olan yukaridaki programlardan SPARC’dan tezde
calisilan bilesikler icin elde edilen pKa degerleri Cizelge 1.7°de gosterilmektedir.

Cizelge 1.7. Tezde c¢alisilan bilesikler icin SPARC’dan elde edilen pKa degerleri
(Chemicalize, 2011)

Bilesik ad1 PK 1 PK >
Albendazol 4,27 9,51
Mebendazol 3,93 8,44

Astemizol 6,24 8,73

Tiyabendazol 4,08 10,28
Klotrimazol 6,26 -
Metimazol 10,41 -

Metronidazol 3,03 -

1.15.2. pKa tayininde kullanilan deneysel metotlar

Maddelerin iyonlasma sabitleri farkli metotlarla belirlenebilir. Bu metotlar:
potansiyometri, ve kondiiktometri, UV-vis spektrofotometri, sivi kromatografi
(LC) ve kapiler elektroforez (CE)’dir (Demiralay vd., 2009; Demiralay vd., 2010;
Canbay vd., 2011, Demiralay vd., 2012; Canseven vd., 2017). Bu metotlarin
cogunda analitin fiziksel 6zellikleri ¢6zelti pH'1nin fonksiyonu olarak olc¢iiliir ve

elde edilen veriler iyonlasma sabitinin belirlenmesinde kullanilir (Jano ve
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Hardcastle, 1999; Barbosa vd., 2001; Jiménez-Lozano vd., 2002; Beltran vd.,
2003).

lyonlasma sabitinin tayininde kullanilan bu yéntemlerin hepsinin cesitli

avantajlar1 ve dezavantajlar1 mevcuttur (Fuguet vd., 2009).

Potansiyometrik titrasyonlarda ¢ok kesin sonuglar elde edilmekte ve diger
teknikler i¢in bir 6ngori olarak kulanilmaktadir. Bu yontemde 6rnek ¢ok saf ve
tim pH araliginda tamamen ¢o6ziinebilir 6zellikte olmalidir; analiz sirasinda
fazla miktarda 6rnege (10-2-10-3 M) ihtiya¢ duyulmaktadir ve hizli bir teknik
degildir. Spektrofotometrik titrasyonlar ¢ok duyarlidir ve ¢alisilacak bilesigin
yapisinda mutlaka kromofor grup bulunmalidir ve iyonik ve nétral formlar
farkl spektral 6zelliklere sahip olmalidir. Buna ek olarak yiiksek saflikta analite
ihtiyac vardir (Fuguet vd., 2009). Analitin safsizliklar1 ¢alisilan bélgede UV-vis’i
absorplamamalidir. Bu etki safsizliklar1 etkili sekilde ayirabilen CE’nin
kullanilmasiyla giderilir. CE, 10-4-10-> M araliginda diistik analit derisimlerinde
calismaya izin veren, elektroforetik bir ayirma teknigidir (Jiménez-Lozano vd.,

2002).

LC, farmasotik, biyomedikal, biyoteknoloji endistrileri ve rutin analizler icin
vazgecilmez bir yontem haline gelmistir. Analitik anlamda ters faz sivi
kromatografi ¢ok sayida bilesigin tayini i¢cin uygun olmasindan 6ttirii en yaygin
tekniktir. Diger HPLC tekniklerinden (iyon degisim, normal faz siv1
kromatografi) RPLC'nin en belirgin avantaji belli kimyasal karisimlarin analizi
ve ayirmasini kolaylastiran ve benzersiz secicilik saglayan cok sayida durgun
fazin mevcut olmasidir (Herrero-Martinez vd., 2004). LC ile detayh bilgi bolim

1.3’te verilmistir.

1.16. Lineer Solvasyon Enerji Iliskisi (Linear Solvation Energy

Relationship, LSER)

Ters faz swvi kromatografi kimyasal karisimlarin ayrilmasinda en yaygin

kullanilan kromatografik metottur. Durgun faz tipindeki ve eliient bilesimindeki
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degisimler ayirma kosullarinin optimizasyonuna ihtiya¢ duyar (Snyder, 2000).
Farkli kosullar altinda farkli ¢éziinenlerin alikonma davranisinin tahmini, metot
optimizasyonunda olduk¢a 6nemlidir. Bu alikonmanin tahmini hem ¢6ziinen
ozellikleri hem de deneysel kosullarin fonksiyonu olarak alikonmanin

tahmininde bir modele ihtiya¢ duyar (Wang ve Carr, 2002).

Kromatografik alikonma, durgun faz ve mobil faz arasinda ¢6ziinenin
dagilmasiyla iligkili serbest enerji degisimlerinden kaynaklanir. C6ziinen-faz
etkilesimlerinin dispersif, dipolar ve H bag1 etkilesimleri gibi bircok tiru
mevcuttur ve bunlarin tamami alikonmanin serbest enerjisine katkida bulunur.
Bu etkilesimlerden serbest enerji degisimlerine yapilan katkilar, sadece bu
etkilesimlere katilan ¢ozilinenin yeteneginden degil; aym1 zamanda bu
etkilesimlere fazin cevabindan da kaynaklanir. Bu yiizden alikonma dogasi

geregi cok degiskenlidir (Wang ve Carr, 2002).

Alikonmanin bagl oldugu degiskenleri bircok arastirmaci tanimlamistir.
Bilesigin birden fazla tanimlayicisinin degerlendirilmesi ilk kez Hildebrand'in
cozuniirlik parametresi teorisi ile baslamistir (Hildebrand, 1949). Hansen
tarafindan gelistirilen ¢ok bilesenli sistem olduk¢a kapsamlhidir (Hansen, 1967).
Hansen bilesikleri kismi ¢6ziintirliik parametreleri (dispersiyon g¢oziiniirliikk
parametresi (84); polar ¢oziiniirliik parametresi (6p) ve H bag1 ¢oziiniirliik
parametresi (8u) acisindan karakterize etmistir. Hansen’in sistemi polimer

kimyasinda genis uygulama alanina sahiptir.

Cramer, 6 fizikokimyasal oOzellik (hidratasyon enerjisi, oktanol: su dagilma
katsayisi, kaynama noktasi, molar kirilma, hacim ve buharlasma entalpisi)
araciligiyla 500 bilesik icin 6 karakteristik tanimlayicnt (B, C, D, E, F)
belirlemistir. Fakat Cramer tarafindan secilen fizikokimyasal 6zellikler ideal
degildir. Clinkii hidratasyon enerjisi ve dagilma katsayisi bilesigin tekli
monomerik tirlerini isaret ederken; kaynama noktas1 ve buharlasma entalpisi
y18in haldeki sivilar1 isaret eder. Bunun yaninda Cramer’in yaptig1 ¢alismalar
fizikokimyasal 06zelliklerden bilesigin tanimlayicilarinin tiiretilebilecegini

gostermistir (Cramer 1980a, b).
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Yiiksek performansh sivi kromatografiden elde edilen alikonma verileri ile
¢oziinen parametrelerinin olusturulmasi ile ilgili calismalar oldukga azdir. Rosés
ve Bosch (Rosés ve Bosch, 1993) tekli ¢oziinen parametresi kullanarak (EY), bu

parametre ile logk arasinda sistem gelistirmistir.

Coklu c¢ozlinen parametrelerinin kullanimi ise Snyder vd. c¢alismasinda
gorilmektedir (Wilson vd. 2002). Bu c¢oklu c¢6ziinen parametrelerinin
kullanildig1 ¢calismalarda; Wilson vd., 10 farkli RP-HPLC durgun faz tizerinde 67
cozinen icin %50 ACN: H20 ortaminda log k degerleri elde etmistir. Bu
calismalarda 5 tanimlayici kullanarak ¢éziinen maddeler karakterize edilmistir.
Bunun yaninda 5 farkli kolonla 86 ¢dziineni daha incelemislerdir ve logk ile ilgili

esitlik tiiretmislerdir (Abraham vd., 2004).

logk = logk,.r + Hn' + So’ + Ap" + Ba' + Cxk' (1.31)

Bagimsiz degiskenler n'(hidrofobisite),c’ (sterik parametre), B’ (baziklik)ve o’
(asitlik) notral  formdaki coziinen  molekiilin  tamimlayicilaridir.
k' (katyon degisim parametresi) asidik ya da bazik olmayan notral bilesigi ve
protonlanmis formdaki bazik bilesigi tanimlayan iyon degisim parametresidir.
H, S, A, B, C durgun fazla ilgili degerlerdir. Wilson’un tiirettigi esitligi Abraham’in

tlirettigi esitlik ile benzerdir.

Alikonmanin bagh oldugu degiskenleri bir¢ok arastirmact tanimlamistir
(Abraham ve Rosés 1994; Park vd., 1994; Tan, vd., 1996; Abraham vd., 1997a).
Yapilan ¢alismalarda, verilen kimyasal kosullar altinda yapisal olarak farkh
cozlnenlerin alikonmasini, lineer solvasyon enerji iliskileri ile modellemislerdir

(Wang ve Carr, 2002).
1.16.1. Abraham solvasyon parametreleri modeli
Abraham’in ¢alismalarinin baslangi¢c noktas1 Kamlet ve arkadaslar1 (Kamlet vd.,,

1976; Taft ve Kamlet, 1976; Yokoyama vd. 1976; Abraham vd. 1988a)

tarafindan gelistirilen solvatokromik ¢o6ziicii parametreleri modelidir. Bu
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yaklasimla c¢o6zlinen lizerine c¢oziicliniin etkilerini incelemek icin, ¢oziicl

parametreleri kullanilarak genel esitlik (Taft vd., 1985) elde edilmistir.

Y =Y, +d& + smj + aa; + b, + d(8y)? (1.32)

Cozicu serilerinde ¢ozlinenin 6zelligi Y ile sembolize edilmektedir.

8, ], ay, B1, (6y)? ¢coziiciiyli tanimlayan bagimsiz degiskenlerdir.
&, ampirik polarlanabilirlik dogrulama terimi,

71, ¢0zlicliniin polarlanabilirligi/dipolaritesi,

a4, ¢ozucu H bag asitligi,

B1, ¢ozucu H bagi bazhig,

(64)?, coziicii Hildebrand kohesif enerji yogunlugu’'nu ifade eder.

Ayn1 calismacilar benzer esitligi, verilen c¢o6ziiclide ¢o6ziinen serileri icin
kullanmislardir. Coziinen tanimlayicisi (solute property, SP) bagimsiz degisken

olarak (Kamlet vd., 1983),

SP=c+dé+sn"+aa+bp +vV (1.33)

seklinde ifade edilir.

SP, logPo/w gibi ¢ozlinen o6zelligidir; V ise ¢oziinen hacmidir (Abraham vd.,

2004).

Metodun en oOnemli dezavantajlarindan biri elde edilemeyen ¢o6ziinen
parametreleri ©* ve [ yerine ¢0ziici parametrelerinin (m; ve f;)
kullanilmasidir. Bunun yaninda Kamlet ve Taft’ in ¢alismalari, secilen bilesigin
absorpsiyon spektrumu iizerine c¢o6ziici Ozelliklerinin etkisinin incelendigi
solvatokromik ol¢lime dayanir ve bu spektroskopik gecisler, serbest eneriji ile
iliskili ~ ozellikler =~ degildir. = Dolayisiyla  serbest enerji  siirecinin
karakterizasyonunda bu tanimlayicilarin kullanimi uygun degildir (Abraham,

1993a). Bu yiizden Abraham vd., Esitlik 1.32’ye benzer sekilde serbest enerji ile
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iliskili yeni ¢6ziinen tanimlayici seti olusturmuslardir (Abraham vd., 1988b;

Poole vd., 2013).

1.16.1.1. Abraham solvasyon parametreleri modelinin genel ilkeleri

Genellikle solvasyon parametreleri modeli olarak bilinen bu model ¢ézeltinin

oyuk olusumu (cavity) modelinin parametrelendirilmesine (Poole vd., 2013) ve

noétral ¢éziinen molekiiliin bir fazdan diger faza transferine dayanir (Sekil 1.64).

GAZ FAZ
long“ log Igﬁzij cii
v
Su logP ) Coziicii

Sekil 1.64. Gaz fazdan suya, gaz fazdan ¢oziicliiye ve sudan ¢o6ziiciiye ¢Oziinen
molekdliin transferi

Cozuci fazlar arasindaki dagilma, dagilma katsayisi P ile ifade edilir; gaz-¢oziict
fazlar arasindaki dagilma ise denge sabiti K ile tanimlanir.

Denge sabiti K,

__ Cozicudeki ¢ozimen maddenin derisimi

(1.34)

" Gaz fazdaki ¢coziinen maddenin derisimi

seklinde ifade edilir.

iki ¢oziicii faz arasindaki dagilmay: etkileyen faktérler, gaz faz ve coziicii

arasindaki dagilmay etkileyen faktorler acisindan
logP = logK%%¢t — [ogK S (1.35)

ile ifade edilir.
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Ksozici cdziinen molekiiliin gaz fazdan-¢oziicliye dagilmasi icin denge sabiti,

Ksy, cozlinen molekiiliin gaz fazdan-suya dagilmasi icin denge sabiti’dir.

iki ¢oziicii faz arasindaki dagilmay: etkileyen faktérlere deginen ¢ok sayida
metot mevcuttur ve bunlardan en popiileri ¢dzeltinin oyuk olusumu (cavity)
teorisidir (Abraham ve Liszi, 1978). Bu teoride, Sekil 1.65’de gortuldugi gibi gaz
haldeki ¢oziinenin olusturdugu ¢ozeltinin 3 terimden meydana geldigi ifade

edilmektedir:

a) Cozicu icinde ¢oziinenin yerlesebilecegi uygun boyutta oyuk olusumu
meydana gelir. Bu basamak c¢06ziicii-¢ozliici molekiilleri  arasindaki
etkilesimlerinin sonlanmasini icerir. Buradaki basamak endotermiktir ve
enerjitik olarak istenmemektedir (Vitha ve Carr, 2006). Burada olusan oyugun

boyutu ¢6ziinen molekiiliin boyutuyla orantilidir.

b) Oyugun etrafindaki ¢oziicii molekiilleri ¢oziinen ile etkilesime girmek i¢in
denge durumunda tekrar diizenlenir. Tekrar diizenlenmenin Gibbs serbest
enerjisi ihmal edilebilir. Buna ragmen tekrar diizenlenmenin entalpi ve

entropisi biiytik olabilir.
c) Coziinen molekil tekrar diizenlenmis oyuk icine girer, farkli ¢6ziinen-

¢Oziici etkilesimleri kurulur. Bu etkilesimler ekzotermiktir ve ¢ozelti siirecine

yardimci olur (Sekil 1.65) (Abraham vd., 2004).
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Sekil 1.65. Solvasyon stireci modeli (Vitha ve Carr, 2006)

Yapilan calismada ¢oziicii faz1 sabit ve sadece ¢oziinen molekiil degisiyorsa,
slire¢ basitlestirilebilir. Coziinen oOzellikleri g6z Oniinde bulundurulmak
durumunda degildir ve sadece ¢oziiciiyle alakali veya ‘¢cozilinen
tanimlayicilari’'nin gelistirilmesi s6z konusudur. Yukarida bahsedilen a-b-c
basamaklarindan, a basamaginda ¢6ziinen hacmi ya V ya da L tanimlayicilarndir
ve c¢Ozinenin boyut parametresi olarak g6z oOniinde bulundurulur. c
basamaginda ¢ok sayida ¢oziicii-cozlinen etkilesimleri mevcuttur ve bunlarin
tamami verilen c¢oziinen Ozellikleri ile iligkilidir. Cozinen ozellikler veya

tanimlayicilari Cizelge 1.8’de gosterilmistir.

Cizelge 1.8. Abraham ¢6ziinen tanimlayicilar

Cozlinen tanmimlayicisi

Asir1 molar kirilma E cm3.mol-1/10

Dipolarite/polarlanabilirlik,

Tlm H bag asitligi

Tiim H bag1 bazligi

McGowan hacmi cm3.mol1/100

o< m o= w»

Gaz-hekzadekan dagilma

katsayisi
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Uygulamada 6zellikle dipol ve indiiklenmis dipol etkilesimlerinden kaynaklanan
etkilesimleri birbirinden ayirmak miimkiin degildir. Elde edilen ¢o6ziinen
tamimlayicilart iki esitlikte birlestirilmistir (Abraham, 1993a; Abraham vd.,,
2004).

SP=c+eE+sS+aA+bB+IL (1.36)
SP=c+eE+sS+aA+bB+vV (1.37)

ilk olusturulan Esitlik (1.36) gaz fazdan yogunlasmis faza transferi, ikinci Esitlik

(1.37) ise bir yogunlasmis fazdan digerine transferi igerir.

E: asir1 molar kirilma ((cm3.mol-1)/10),

S: dipolarite/polarlanabilirlik,

A ve B: tim H bag asitligi ve bazligi,

V: McGowan'in karakteristik hacmi, ((cm3.mol-1)/100)

L: gaz-hekzadekan dagilma katsayis1 (Bradley vd., 2015)’dir.

Esitlik 1.36’da bagimh degisken (SP, ¢oziinen ozellikleri), logKsozici olabilir
(Sekil 1.64) gaz-sivi kromatografi (GLC)’'den elde edilen alikonma verilerinden
logt(rel), logVg veya I olabilir. logt(re1) bagil alikonma siiresi; Vg alikonma hacmi
ve | Kovats'in alikonma indeksini ifade eder. Esitlik 1.37’de SP, logP veya logk
olabilir. (Abraham vd., 2004).

c, e s, a b, v veya I katsayilar1 ¢oklu lineer regresyonla (MLR) bulunur.

Regresyon katsayilari fazin 6zelliklerini karakterize eder.

e: ¢oziinen molekiiliin n ve 1 elektron ciftleri ile cevrenin etkilesim yetenegidir.
s: ¢oziinenin dipolarite/polarlanabilirlik teriminin 6l¢tistidiir.

a: H bagi bazhigidir (asidik ¢oziinen bazik faz ile etkilesime girer).

b: H bagi asitligidir.

v: Hidrofobisitedir.

e, s, a, b, terimleri ¢oziinen Ozelligine pozitif katkida bulunur; v terimi ise

hidrofobik katkidir (Torres-Lapasié vd., 2004).

88



Son yillarda Abraham tarafindan onerilen LSER esitligi (Esitlik 1.36 ve 1.37)
alikonma  siirecinin  tanimlanmasinda ve farkli durgun fazlarin
karakterizasyonunda iyi sonuglar verdiginden yaygin sekilde kullanilmaktadir
(Abraham ve Rosés, 1994; Park vd., 1994; Tan vd., 1996; Jackson vd., 1997;
Abraham vd., 1997a; Zhao ve Carr, 1999).

Alikonma stireci durgun faz ve mobil fazda meydana gelen farkli molekiiler
etkilesimlere tabidir. LSER'nin temeli durgun faz ve mobil faz ile ¢6zlinenin

farkl etkilesimlerinin toplami sonucu olusmaktadir.

Farkli molekiiler kuvvetlerin biiylikliik ve orani, durgun ve mobil fazlarda
farkhidir. Alhkonma faktéri k, durgun ve mobil faz1 etkileyen molekiler
kuvvetler arasindaki farka baghdir. Kromatografik sistemin tiim bilesenleri
molektler etkilesimlerin derecesini ve tiirtinii etkileyecektir. Durgun ve mobil
fazin oOzelliklerine ek olarak ¢6ziinenin molekiiler 6zellikleri de hesaba
katilmaldir, ¢iinkii her molekiiler tanimlayicinin orani ve biiytikliigi alikonma

mekanizmasini etkileyecektir (Szepesy, 2002).

Alikonma siireci ve alilkonma mekanizmasini en iyi sekilde tanimlayan
modellerden birisi olan LSER’de, esitlikteki regresyon katsayilar1 durgun ve
mobil faz arasindaki cesitli molekiler etkilesimler arasindaki farklarn dogru
sekilde yansitir (Abraham, 1993a). Pozitif katsayilar sorumlu molekiiler
etkilesimlerin durgun fazda gii¢lii oldugunu ve alikonmay1 artirdigin1 gosterir.
Negatif katsayilar sorumlu molekiiler etkilesimlerin mobil fazda daha giigli
oldugunu gosterir ve bu alikonmay1 azaltir. logk, LSER esitligindeki alikonmay1
artiran toplam pozitif terimlerden negatif terimlerin ¢ikartilmasiyla elde edilir

(Szepesy, 2002).
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1.16.1.2. Solvasyon parametreleri modelinde Kkullanilan ¢6ziinen

tanimlayicilari

Solvasyon parametreleri modelinde kullanilan 6 tanimlayicinin tayininde, her
bir tanimlayicinin tek tek tayini i¢in ¢ok az sayida deneysel metot mevcut
oldugundan bu tayinler grup halinde gergeklestirilir, V ve E tanmimlayicilari
hesaplama yoluyla elde edilebilmektedir. Diger dort tanimlayici yaygin sekilde
kromatografik, sivi-sivi dagilma veya c¢oziniirlik oOlgtimleri gibi deneysel
yollarla belirlenmektedir (Abraham 1993a; Abraham vd. 1999; Abraham vd.,
2004; Vitha ve Carr, 2006; Poole vd., 2009; Poole vd., 2013).

1.16.1.2.1. McGowan karakteristik hacmi

Solvasyonun dogrusal serbest enerji modellerinde, ¢6ziinen hacmi, hacim veya
boyut terimi olarak yaygin sekilde kullanilir. Ayni bilesik i¢in hesaplama yoluyla
hacmin belirlenmesinde kullanilan bir¢ok program, farkli atomik c¢aplar
kullandigindan ve farkl yaklasimlardan dolay:r farkli hacim degerleri tretir

(Zhao vd., 2003).

Karakteristik hacim, molekiiller hareketsiz haldeyken 1 mol sivinin hacmi
olarak tanimlanir. McGowan parachoru goz onilinde bulundurarak yaptigi
hesaplamadan molekiliin karakteristik hacmini 6ngérmistir. Atomik
degerlerin eklenmesiyle ve her bag icin sabit bir degerin ¢ikarilmasi ile molekiil

hacmi kolaylikla hesaplanmaktadir (McGowan, 1984).

Abraham herhangi bir yapi i¢in karakteristik hacmin hesaplanmasina izin veren

basit bir algoritma énermistir (Abraham, 1993c).

_ 2(Tim atomik katkilar)—6,56(N—1+Rg)
- 100

|4

(1.38)

N: Toplam atom sayzis;,

Rg: Toplam halka sayisi'dir.
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Diger tanimlayicilar ile ayni1 birime sahip olmasi i¢in hacim terimi ((cm3.mol

1/100)), 100’e boliiniir (Abraham, 1993c).

1.16.1.2.2. Asir1 molar kirilma tanimlayicisi (E)

Asirt molar kirilma, 6zdes karakteristik hacimli hipotetik n-alkanin molar
kirlmasindan daha az olan bilesigin molar kirilmasi olarak tanimlanir. 20°C’de
bilesigin kirilma indisinden ve karakteristik hacminden asagidaki formiil

yardimiyla hesaplanir (Esitlik 1.39) (Abraham vd., 2004).

MR, = 10|52V (1.39)

n?+2

n: 209C’de saf s1v1 olarak bilesigin refraktif indeksi (kirilma indisi)’dir.
V: McGowan hacmi, birimi (cm3.mol-1)/100’diir.

MRx: Molar kirilma indisi, birimi (cm3.mol-1)/10’dur (Abraham vd., 1990).

(MR,)alkan = 2,83195V — 0,52553 (1.40)
E asagidaki sekilde hesaplanir:
E = (MR,) — 2,832V + 0,526 (1.41)

E’'nin birimi MRy'inkiyle aynidir: (cm3.mol1)/10. E tanmimlayicisinin diger
tanimlayicilar ile ayni birime sahip olmasi i¢in (cm3 mol-1/10), 10’a béliiniir

(Abraham vd., 2004; Vitha ve Carr, 2006).

20°C’de kirillma indisi degerleri ve V'yi hesaplamak icin halka sayisi ve ¢oziinen

molekiiliin molekiil formiiliine ihtiyag vardir.

McGowan hacmi molekiildeki atomik fragmanlardan ve bag sayisindan basitce
hesaplanabilir. Baglarin tek, cift ya da ¢l olmas1 6nemli degildir hepsi 6zdes
gibi alinir. Bag sayis1 (number of bonds, Bn)

B,=N,—1+R, (1.42)

Na: toplam atom sayisi (total number of atoms)
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Rg: halka sayis1 (number of rings) (Abraham vd., 2004).

1.16.1.2.3. Dipolarite/polarlanabilirlik tanimlayicisi (S)

Dipolarite/polarlanabilirlik tanimlayicis1 dipol tiplerinin etkilesimini (hem
yonlendirme hem indiikleme) karakterize etmek icin olusturulmustur. S
tanimlayicisi bilinen E ve L tanimlayicilarina sahip bilesikler i¢in polar durgun
faz lzerinde gaz kromatografi (GC) ile belirlenir. Durgun fazlarin biiyiik
cogunlugu H bag asitligine sahip degildir; ama genellikle giicli H bagi
bazlaridir. Giinimtzde S tanimlayicisi GC alikonma verileri ile sulu veya
tamamen organik sivi-sivi dagilma sistemleri icin dagilma katsayisinin
birlestirilmesiyle elde edilir (Abraham vd., 1990; Abraham vd., 1991, Poole vd.,
2013).

1.16.1.2.4. Hidrojen bag asitligi ve bazlig1 tanimlayicilar:

London dagilma kuvvetleri, dipol kuvvetleri, dipol-indiiklenmis dipol kuvvetleri
gibi spesifik olmayan van der Waals tipi etkilesimlerde, molekiillerin tamami
veya biliyiik c¢ogunlugu molekiiller arasi1 etkilesimlere katilirlar. Bu
etkilesimlerin tersine H bagi etkilesimine katilan atomlar spesifik atomlar
oldugundan bu etkilesim de spesifiktir. H atomu ile yakinindaki elektronegatif F,
0, N elementlerinin ortaklasmamis elektronlar1 (bazi durumlarda aromatik

halkanin Tt sistemi) arasinda H bag1 meydana gelir.

H bag: siiphesiz olarak normal faz ve ters faz sivi kromatografide biiyiik 6neme
sahiptir. Karakteristik H bagi giicii <1k]J/mol-40k]/mol arasindadir ve bu bagin
glicliniin hesaplanmasinda genel bir teori yoktur. Bunlardan en timit veren H
bagi donor ya da akseptdr olma yeteneginde olan (Sekil 1.66) c¢oziinenin
alikonmasinin  agiklanmasinda  kullanilan  ampirik  yaklasima  sahip

solvatokromik dl¢timlerdir.
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H bag donérii

”/“'“‘“t'lt_\,

H3C CH;
H bag: akseptorii

A B

Sekil 1.66. a) intermolekiiler (molekiiller arasi) b) Intramolekiiler (molekiil ici)
H bag:

Sekil 1.66a’da aseton H bag1 akseptorii, MeOH ise H bag1 donoridiir. Sekil 1.66a’
da molekiiller aras1 H bag etkilesimi Sekil 1.66b’de o-nitroanilinde ise molekiil

ici H bag etkilesimleri gosterilmektedir (Vitha ve Carr, 2006).

B,=N,—1+R, (1.43)

Na: Toplam atom sayisi (total number of atoms)

Rg: Halka sayis1 (number of rings)

Esitlik 1.43, 100°C’de squalen, OV-101 gibi non-polar fazlar tizerinde ¢6ziinenin
GLC alikonma verilerinin korelasyonunda kullanilabilir. Eger durgun faz polar
ise Esitlik 1.43, sadece alkanlar gibi apolar ¢ozlinenlere uygulanabilir. H bagi
asitligi olmayan polar bilesikler icin bir ek tanmimlayiciya ihtiya¢ vardir
(Abraham vd., 1991; Abraham vd., 1992; Abraham, 1993b); bu da ¢6ziinenin
dipolarite/polarlanabilirligini gésteren S tanimlayicisidir. Bu yiizden Abraham
ve arkadaslar1 90°C’de di-n-propil tetraklorofitalat lizerinde ¢6ziinenlerin bagil

alikonma siirelerini,

logtrery = —3,433 + 1,640S + 0,618L (1.44)

esitligi ile ifade etmislerdir (Abraham vd., 1992).

Dialkil fitalat gibi GLC fazlar1 polar H bag1 bazlaridir. Bu fazlarda c¢alisilan

cozliinenler H bag: asidi degillerse alikonma siirelerinin korelasyonu E, S, L
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degerleri ile saglanabilir. Ama H bag asidi iceriyorlarsa asagidaki gibi esitlige

ihtiyac vardir (Abraham vd., 1990).

SP=c+eE+sS+aA+1IL (1.45)

Bilesikler i¢in A degerinin hesaplamada SP, E, S, L degerlerinin bilinmesi gerekir
(Abraham vd., 1989). H bag:1 bazikliginin hesaplanmasinda ise, Abraham logP
degeri olarak, su-¢oziici dagima katsayisini kullanarak H bagi bazikligi
skalasin1 hazirlamistir (Abraham, 1993a). Bu Esitlik 1.38’de ¢6zlinen o6zelligi

olarak (SP) logP’nin kullanilmasi anlamina gelir.

H bag1 bazhgi ile ilgili olarak; belirli su-¢oziici sistemlerinde belirli ¢oziinenler
icin H bag1 bazlig1 sabit degildir. Leahy vd., S=0 ve P=0 iceren bazi ¢6ziinenlerde
cesitli baziklik degerinin bulundugunu goéstermistir. Bu gruplar1 icermeyen
coziinenler de normalden farkl bir yaklasimla hareket etmektedirler ve bu

cozunenler Cizelge 1.9’da gosterilmistir (Leahy vd., 1992).

Cizelge 1.9. Cesitli baziklige sahip ¢oziinenler i¢cin H bagi bazlig1 (Abraham vd.,

2004)
Cozlinen B BO
Anilin 0,41 0,50
m-toluidin 0,45 0,55
N,N-dimetilanilin 0,41 0,47
m-kloroanilin 0,30 0,36
m-metoksianilin 0,59 0,70
Piridin 0,52 0,47
4-metilpiridin 0,64 0,43
Kinolin 0,54 0,51
izokinolin 0,54 0,47
Indol 0,22 0,31
imidazol 0,78 0,50
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Cizelge 1.9. Cesitli baziklige sahip ¢oziinenler i¢in H bag1 bazlhigi (Abraham vd.,
2004) (Devam)

Pirazol 0,45 0,34
Piirin 1,08 0,78
Dimetilstlfoksit 0,97 0,76
Difenilstlfoksit 0,96 0,38
Trifenilfosfin oksit 1,50 1,32

Abraham ¢esitli baziklik degerlerine sahip anilin, piridin gibi yapilarda alternatif
H bagi bazhig1 (BY) tanimlamistir (Abraham vd., 2004).

1.16.1.3. Abraham solvasyon parametreleri modelinin Kkalitatif

aciklanmasi

LSER modelindeki V terimi oyuk olusum enerjisini agiklamak i¢indir. LSER
modelindeki vV terimini anlamak i¢in, ¢6ziinen molekiiliin iki sivi arasinda
aktarimi diisiiniiliir. Bu sivilardan birinin su birinin hekzan oldugunu varsayilir.
Iki ¢oziicii arasinda oyuk (cavity) olusturmak icin hekzan molekiiliindeki
etkilesimleri kirmak su molekiiliindeki etkilesimleri kirmaktan daha kolaydir.
Dolayisiyla tiim sartlar esit olsa bile ¢oziinen molekiil, hekzan molekiili iginde
oyuk olusturma egilimindedir. Dolayisiyla v katsayisi iki ¢oziicii arasindaki
bosluk olusumundaki kolaylig1 yansitir. Bu durumda biiytik bir fark ve buyiik bir
v katsayisi beklenebilir.

Coziici ve ¢ozinen molekilleri arasindaki V etkilesimi tercih edilmeyen
(endotermik) etkilesimdir, diger tim etkilesimler ise tercih edilen olumlu

etkilesimleri gosterir (Sekil 1.67) (Vitha ve Carr, 2006).

SP=c+e¢E+sS+aA+bB + vV
cHeE+sS+a B+
Y

Sistemn Tercih edilen Tercih edilmeyen
sabiti  etkilesimler etkilesimler

Sekil 1.67. Coziicl ve ¢oziinen molekiller arasinda tercih edilen ve edilmeyen
etkilesimler (Vitha ve Carr, 2006)
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1.16.1.4. Abraham solvasyon parametreleri modelinde Kkullanilan

hesaplamalar

Abraham solvasyon parametreleri modeli nétral ¢oziinenlerin alikonmasi i¢in
olusturulmus bir modeldir. Bu model modifiye edilmeden iyonik ya da kismen
iyonlasmis ¢oziinenler i¢cin uygulanamaz. Ters faz sivi kromatografide iyonik
coziinenler notral ¢oziinenlerden daha az kolonda tutunma egilimi gosterirler.
Notral tirler i¢in olusturulan tamimlayicilar, iyonik tirlerin ¢oziicii ¢dziinen
etkilesimlerini tanimlamaz. Buna ek olarak iyonlasabilen bilesiklerin alikonmasi
mobil faz pH'1 mobil faz bilesimi ve iyonik siddet gibi iyonlasmay1 etkileyen
faktorlere bagimlidir (Rosés vd., 1998).

lyonlasabilen tiirler icin, ¢6ziinenin iyonlasma derecesi (D, degree of
ionization)‘nden tiiretilen D ¢6ziinen tanimlayicisi belirlenmistir. D ¢6zlinen

tanimlayicisi asitlerin pKa degerinden ve mobil faz pH'indan hesaplanir.

Zayif asidik tiiriin iyonlasma dengesi,

HA + H,0 & A~ + H,0* (1.46)

Zayif asidik tiirtin iyonlagma sabiti,

[H30*][A7]
Ka = =] (1.47)
lyonlagma derecesi,
- H-pKgq
p=—121 __ K i (1.48)

[HAI+[A-] _ [H;07][Kg]  1+10PH-PKa

RPLC'de zayif asitlerin alikonmasinda, nétral (tg,,) ve iyonik tarlerin (tg,-)
allkonma faktorlerinin ortalamasi alinir. Her tiirin mobil fazda mevcut
fraksiyonuna gore, bu alilkonmaya hem nétral tiirtin hem iyonlasan tiiriin
katkisini ifade etmek icgin,

tR = (1 - D)tRHA + DtRA_ (149)

kullanilir.
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Esitlik 1.49 ters faz sivi kromatografide zayif asitlerde mobil faz pH’inin
fonksiyonu olarak alikonma grafige gecirildiginde elde edilen sigmoidal iliskiyi

tanimlar.

Bilesigin iyonik formu nétral formdan daha az alikonmaya sahip oldugu i¢in
iyonlasan tiriin alikonmasi ihmal edilirse esitlik 1.49 sadelestririlerek esitlik

1.50 elde edilir (Rosés vd., 1998).
logtg = logtg,,, +1og(1—D) (1.50)

Fakat daha gergekci olan yaklasim nétral tiirtin alikonmasindan daha az olan
iyonlasan tiiriin alikonmasini géz énlinde bulundurmaktir. Bu durumda her iki
alikonmay1 da g6z 6niinde bulunduran f parametresi tanimlanir.

Iyonlasan tiiriin alikonmas ile nétral tiiriin allkonmasinin oranini ifade eden f

parametresi,

f= tR“'/tRHA (1.51)

RPLC’de mobil faz pH’inin fonksiyonu olarak zayif asitlerin alikonma davranisi,
log:, = logtg,,, +1og[1 —D(1— f)] (1.52)
seklinde ifade edilir (Rosés vd., 1998).

Zayif bazik bilesikler i¢in,

Zayif bazik tiiriin iyonlasma dengesi,

BH* & B+ H* (1.53)

Zayif bazik tiiriin iyonlasma derecesi,

IOpKa—pH

(1.54)

" 1+10PKa-pH
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RPLC'de alikonmaya hem nétral tliriin hem iyonlasan tiirtin katkisini ifade

etmek igin,
tR = (1 - D)tRB + DtRBH+ (155)
logtg = logtg, +log[1 —D(1— f)] (1.56)

iyonlasan tiiriin alikonmasi ile notral tiiriin alikonmasinin oranini ifade eden f

parametresi,
tr o
— BH
f= /tRB (1.57)
RPLC’de mobil faz pHinin fonksiyonu olarak zayif bazik tirlerin alikonma
davranisi,
log:, = logtg, +1log[1—D(1 - f)] (1.58)

seklinde ifade edilir (Rosés vd., 1998).

1.17. Coziiniirlilk

insan viicudunun en biiyiik bileseni agirlikca %70 oraniyla sudur. Temel
biyokimyasal fabrika olarak nitelendirilen karacigerin %96’s1 sudur
(Fraczkiewicz, 2013). Su tiim canli organizmalarin fonksiyonunun ve yapisinin
ayrilmaz bir parcasidir. Farmasoétik endiistrisinde ilacin sudaki davranisi, HTS
gibi ila¢ gelistirme siireglerinin erken asamalarini oldugu kadar daha sonraki
asamalar1 da etkileyen bir¢ok alim, tasinma ve atilim siireglerini yonetir

(Delaney, 2005).

ilag adayr1 molekiillerin sudaki ¢oziiniirligiiniin belirlenmesi ila¢ kesfi ve
gelistirme fazlarinda (Sekil 1.68-1.69) olduk¢a 6nemlidir (Chen vd., 2006; van
de Waterbeemd ve Testa, 2013). Ila¢ arastirmalarinin erken basamaklarinda
baz1 fizikokimyasal oOzellikler (lipofilisite, iyonlasma ve gecirgenlik) ile

¢ozlinirligin belirlenmesi, ilag adayr molekiilleri tanimak ig¢in kullanilir
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(Lipinski wvd., 2001; Baka wvd. 2008). Erken asamalarda yapilan bu
fizikokimyasal parametrelerin belirlenmesi zamandan ve maliyetten tasarruf
saglar, cunkii uygun parametrelere sahip olmayan bilesiklerin ¢ogunlugu
gelistirme asamasina ge¢meden elenmektedir. Ila¢ gelistirme fazinda ise
biyofarmasotik siniflandirma, biyoesdegerlik calismalari, formiilasyonun
optimizasyonu ve tuz seciminde (Vo6lgyi vd., 2010) ¢oziintirliik verilerine ihtiyag

duyulmaktadir (Baka vd., 2008).

. . . P PIYASAYA
ILAC KESIF ILAC GELISTIRME sii
Hedef On Hedef Hedef Klinik & i | Kiinik cal ! I
molekii-| yegif  |molekiiliin|molekillin |y e | ar o z
N : cahsmalar (1, 11, 111)
liin ta- kesfi optimizasyonu g
mmlan- o
mast

Fizikokimyasal Goriintilleme |

Sekil 1.68. Ilag arastirma ve gelistirme siiregleri (Takacs-Novak, 2012)

llag arastirmalarinda ¢ozinirligin belirlenmesinde yillara gére gelisim
incelendiginde Sekil 1.69’daki gibi bir siniflandirma elde edilmektedir (Takacs-
Novak, 2012).

Geleneksel Rasyonel ilag dizaym HTS Genomik
metotlar Kombin. Proteomik
QASAR CADD Kimya Metabolomik
7
1960 1980 1990 2000 2010‘

Sekil 1.69. ila¢ arastirmalarindaki stratejiler (Takacs-Novak, 2012)

Kantitatif yap1 aktivite iliskisi: (QSAR, quantitative structure activity relationship), Bilgisayar destekli ilag
tasarimi: (CADD, computer aided drug design), Kombin kimya: biitiinlestirici kimya

Oral olarak alinan ilaglarin gastrointestinal bosluktan (Sekil 1.70)
absorpsiyonunu etkileyen en oOnemli molekiiler o6zellik ilacin sudaki
¢ozlnirligidir. Basarilmak istenilen sistemik seviye, oral dozaj formdaki aktif
bilesenleri insan mide sivisinda ve/veya bagirsak sivisinda ¢6zebilmek ve
membranin liiminal duvarindan ge¢mesini saglamaktir. Coziinme bilesigin

temelde denge ¢oziiniirligi (S) ile belirlenir ama diger molekiiler 6zelliklerden
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(parcacik boyutu, kristal yap1 gibi) ve fizyolojik faktorlerden (ge¢is zamani,
gastrik hareketlilik) de etkilenir. Membrandan gegiste lipofiliste (log P) ve
gecirgenlik (log Pe) 6zellikleri de etkilidir. Bu 3 molekiiler 6zellik iyonlasabilen
molekiillerde pH'ya bagimhdir ve bilesigin pKa degerinden etkilenir (Avdeef,
2003; Takacs-Novak, 2012). Bu yiizden fizikokimyasal parametrelerin
belirlenmesi ila¢ gelistirme ¢alismalarinda dikkat cekmektedir ve ilag gelistirme
siirecinde erken asamalara kaydirilmistir (Kerns ve Di, 2008; Di vd., 2009).
Sudaki ¢oziinirligin az olmasi absorpsiyonun sinirlandirilmasina neden
olabilmekte, boylece zayif farmakokinetik 6zellikteki bu ilag, ilag gelistirmenin
erken asamalarinda elimine edilerek maliyetlerin azalmasina yol agmaktadir

(Alsenz ve Kansy, 2007; Takacs-Novak vd., 2013).
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Sekil 1.70. Gastrointestinal boslugun sematik gosterimi (Kerns ve Di, 2008).

Son on yilda bagirsakta ila¢ gecirgenliginin tahmini i¢in bilgisayar modellerinin
gelistirilmesine cok ¢caba harcanmistir. H bagi kapasitesi (Karls vd., 1991), polar
yluzey alanm1 (Palm vd., 1997; Stenberg vd., 2001), lipofilisite ve boyuta (van de
Waterbeemd, 1998) dayali teorik modeller gelistirilmis ve bagirsak
mukozasindan pasif difiizyonun tahminine yonelik olarak uygulanmistir. Buna
ragmen son 5 yilda yiliksek hizda ila¢ kesif programlarinin gelistirilmesinde
lipofilik bilesiklerin absorpsiyonunu sinirlandiran en o6nemli faktér olan

cozunurlige artan bir ilgi s6z konusudur (Lipinski, 2000; Bergstrom vd., 2004).
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BCS siniflandirma sistemine gore ila¢ aday1 molekiillerin %75’inden fazlasi ¢ok
disiik ¢oziintirliige sahiptirler. Bu molekiillerin %50’sinden fazlas1 Sinif II'ye
(diisiik ¢oziintirlik, yiliksek gecirgenlik); %25’inden fazlasi da Sinif [V’'e (diisiik
cozunirlik, diisik gecirgenlige) dahildir. Bu yiizden ¢oziinirlik, ilag gelistirme
calismalarinda temel sorundur. Diisiik ¢6zlnirlik formiilasyonun
gelistirilmesini etkiledigi kadar hayvan g¢alismalarini ve klinik ¢alismalar1 da
onemli derecede etkilemektedir. Coziinmeyen bilesikler disik oral
biyoyararlanima sahiptir; disiik maruziyetten otiri ilacin etkinligi

azalmaktadir (Di vd., 2009).

Diisiik ¢oziiniirliige sahip bilesiklerin formiilasyonu da problemlidir. Bu
bilesikleri ¢ozmek icin yliksek miktarda organik ¢6ziicii kullanilmaktadir ve bu
oldukca toksiktir (Merisko-Liversidge vd., 2003). On ila¢ (pro-drug) kullanilarak
cozunurlik probleminin istesinden gelinmeye calisiimaktadir ve bu zaman
zaman zorlayicidir. Suda ¢6ziiniirliigii az olan bilesiklerin gelistirilmesi zaman

alic1 ve masrafhdir (Di vd., 2009).

1.17.1. Coziiniirliik icin kullanilan terimler

Cozunurlik belirli bir sicaklikta doygun c¢ozeltide ¢oziinen derisimi olarak
tanimlanir. Sudaki ¢6ziiniirlitk molekiiliin polaritesine baghdir ve iyonlasabilen
molekiillerde pH ile degisir (Higuchi vd., 1979). Coziiniirlik cesitli terim ve
semboller ile tammmlanir (Takacs-Novak, 2012). ila¢ ile ilgili farmasétik

literatiirlerde yaygin sekilde kullanilan ¢oziintrliik terimleri:
Kinetik ¢oziintirlik
Cozeltiye 10-20 pg/mL dimetilstilfoksit (DMSO) stok ¢ozeltisi eklendiginde,

cokelegin ilk goriildiigli andaki bilesigin derisimidir (Baka vd., 2008; Takacs-
Novak, 2012).
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Denge c¢oziniirliigii (Termodinazmik ¢oziiniirliik)

Cozelti ve ¢ozlinenin dengede oldugu, katinin fazlasinin bulundugu doymus
cozeltideki ¢6zlinen maddenin derisimidir. Bu deger sabit basing ve sicaklikta

sabittir ve her bilesik icin kendine 6zgtidiir.

Iyonlasabilen bilesikler i¢in intrinsic ¢éziiniirliik (So) terimi kullanilir.
iyonlasabilen bilesigin tamamen non-iyonize halde bulundugu pH’taki serbest

asit (HA) ya da serbest bazin (B) denge ¢oziintirligiidiir (Takacs-Novak, 2012).

Intrinsic ¢oéziiniirlik (So)

lyonlasmamus bilesigin denge ¢éziintirliigiidiir. lyonlasabilen bilesigin tamamen
iyonlasmamis halde bulundugu pH’taki serbest asit (HA) ya da serbest bazin (B)
denge c¢cozlntrligidir (Takacs-Novak, 2012). Bir asitin intrinsic ¢oziiniirligi
asidik pKa'sinin iki pH birimi altinda 6lgtlebilir. Bazin ise bazik pKa'sinin iki

birim lizerinde belirlenebilir.

1.17.2. Coziiniirliigiin belirlenmesinde kullanilan yontemler

Coziiniirligin belirlenmesinde, kinetik ¢oziiniirliiglin ve denge ¢6ziiniirliigliniin

oOlciilmesi i¢in kullanilan yontemler olarak ikiye ayrilir (Takacs-Novak, 2012).

Kinetik ¢oziinirliigiin 6l¢iilmesi icin yontemler

Turbidimetri, partikiiliin bulundugu siispansiyondan gecen 1s181in 6l¢glimudiir.
Bulaniklik 6l¢ciimiine dayanan bir yontemdir. Nefelometri, ¢ozeltide stispansiyon
halinde bulunan bir partikiil tarafindan sacilan 1s181in 6l¢iimiinii esas alir.
Turbidimetrik, nefelometrik metotlar, direkt UV ve ultrafiltrasyon-LC/MS

yontemleri kinetik ¢6ziintrlik 6l¢timleri i¢in kullanilir.

Tirbidimetrik metotta maksimum ¢oziinirliige ulasan c¢ozeltide ¢okelek

olusuncaya kadar 1 dakika araliklarla 0.5 pL. DMSO stok ¢6zeltisi sulu tampona
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eklenir. Cokelekten kaynaklanan tiirbidite (bulaniklik) UV dedektor ile 620-820
nm’de Olglliir. Nefelometrik metotta, direkt UV ve ultrafiltrasyon-LC/MS
metotlarinda farkli dedektorler kullanilarak tiirbidimetrik metottaki uygulama

bu cihazlara da adapte edilmistir (Takacs-Novak, 2012).

Kinetik ¢o6zilintrlik o6l¢iimlerinde DMSO’nun varligi sonuglar1 ciddi sekilde
etkilemektedir ve bu ylizden DMSO’yu minimum seviyede (%0,5’ten az) tutmak
onemlidir. Kinetik ¢ozunirlik Ol¢timlerinin temel dezavantaji
standardizasyonun eksikligi, tekrarlanabilirligin zayifigni ve sonuglan

karsilastirilmadaki zorluklardir (Takacs-Novak, 2012).

Denge coziniirliigiiniin él¢iilmesi icin yontemler

Calkalama Yontemi

Denge c¢ozunirligini olcmek icin cok sayida metot mevcuttur, bunlardan en
klasik olan1 ¢alkalama metodudur (EPA, 1998). Bu metot doymus c¢ozeltide,
calisilan bilesigin derisiminin 6l¢imiine dayanir. Dengeye ulasmak icin
karistirma basamaginda 72 saat veya daha fazla siireye ihtiya¢ vardir ve bunu
takip eden 24 saatlik dengeleme basamagi mevcuttur. Cozeltideki ila¢ miktari
olgiilir ve ilacin bu derisimi ¢oziinirligi verir (Shoghi vd., 2013). Deneydeki
inkiibasyon siiresi kullanilan kati maddenin ¢6ziinme hizina, morfolojisine,
kristallenme derecesine, pargacik boyutuna ve kullanilan kati miktarina
baghdir. Yetersiz inkiibasyon siiresi literatiirde verilen farkhi c¢oziintrlik
verilerinin elde edilmesinin nedenlerinden biridir. Bazen de gercek ¢oziiniirliik
dengesine ulasmak icin giinler ya da haftalar siiren ¢ok uzun inkiibasyon
strelerine ihtiyac duyulmaktadir. Bu da analiz edilen maddenin bozulmasi,
tampon pH’inda degisme gibi c¢ok c¢esitli problemlere neden olabilmektedir
(Takacs-Novak, 2012; Takacs-Novak, 2017).

103


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0928098717303159#!

Potansiyometrik titrasyon

Potansiyometrik titrasyon, iyonlasabilen bilesiklerin ¢oziintirliik 6lgtimleri igin
calkalama metoduna alternatiftir (Stuart ve Box, 2005; Box vd. 2006,).
Cozlnirliklerin belirlenmesi ic¢in Sirius Analytical Ltd. tarafindan gelistirilen
potansiyometrik yontem, genel potansiyometrik yontemin 6zel bir 6rnegidir.
(Avdeef, 1998; Avdeef vd., 2000). Bu metotta az miktarda standart asit veya
bazin Ornege eklenmesiyle ilacin siipersatiirasyon (asir1 doygunluk) ve
subsatiirasyonu (alt doygunluk) temel alinir. Subsatiirasyonundan
slipersatiirasyona giderken sistem dengeye zorlanir ve dengeye ulasilan bu
noktalardan  asil  ¢ozinirlik  belirlenir.  Coézinurlik  degerlerinin
belirlenmesinde potansiyometrik metotta shake flask (S-F, calkalama metodu)
metodundan daha az stireye ihtiya¢ vardir ve bu degerlerin belirlenmesi igin

daha basit denge esitlikleri kullanilir (Shoghi vd., 2013).

Yiiksek verimli yontemler (High throughput methods)

logS i¢in orta ya da yliksek verimli yontemlerde, minyatiirize ¢alkalama metodu
(MSF) bilesikten tasarruf saglayan ve hizli bir metottur; ila¢ analizlerinde
siklikla kullanilir. Bu metotta, inkiibasyon sliresi yeterince uzundur ve
DMSO’nun etkileri elimine edilmistir. Bu metot kinetik ¢oziintrlik olglimleri
icin gelistirilse de denge ¢6ziintrliik 6l¢iimlerinde de kullanilmaktadir (Takacs-

Novak, 2012).

Ozel Uygulamalar

Potansiyometrik titrasyonun o6zel bir uygulamasi olan CheqSol yaklasim,
polimorflarin ¢oziintrliginiin ¢alisilmasi i¢in kullanilmaktadir (Volgyi vd,,
2010). Bunun yaninda ilag kesif ve gelistirme ¢alismalarinda viicut ile baglantili
cozunurlik degerlerine daha fazla ihtiya¢ duyulmaktadir. In vitro-in vivo iliskiyi
gelistirmek  icin, ¢oOzlnirligin  Olglilmesinde  biomimetik  ortamlar
onerilmektedir. Bagirsakta safra asitlerinin ve yag gibi diger bilesenlerin

varhiginin lipofilik bilesiklerin gercek coziintlrligiinii degistirdigine (genellikle
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artirdigl) dair kanitlar mevcuttur. Yapilan ¢alismalarda gelistirilen 2 fizyolojik
ortam kullanilmaktadir. A¢lik halindeki simiile edilmis bagirsak sivisi ve tokluk
halindeki simiile edilmis bagirsak sivisi sirasiyla pH 6,5 ve 5,0 degerlerine
sahiptir ve farkli miktarda sodyum taurokolat, lesitin ve tuz igerirler. Yapilan
calismalarda test edilen ilaglarin ¢gogunlugunun saf tamponlardan daha ¢ok bu
ortamlarda yiiksek c¢oziiniirliik degeri verdigi gorilmiistiir (Bard vd., 2008;

Fagerberg vd., 2010).

1.17.3. Coziiniirliik hesaplamalarinda kullanilan esitlikler

Henderson-Hasselbalch Esitligi

Sulu ¢ozeltide birgok ilag molekiilii en az bir tane asidik veya bazik fonksiyonel
grup icerdiginden iyonlasabilmektedir. Bu molekiiller ¢6zeltinin pH'ina bagimh
olarak yiiksiiz ya da yikli formda bulunabilirler. Yiikli formlar daha
cozunirdir ve bu yilizden sudaki ¢ozinirlikleri pH’ya bagimhidir. Molekiil
sadece monomer halde bulundugu zaman, pH'ya bagimh denge ¢oziinurligi
Henderson-Hasselbalch (HH) esitligi (Avdeef, 2007) ile tanimlanir. Monoprotik
bazlar i¢in HH esitligi esitlik 1.59 ile ifade edilmektedir (Volgyi, vd., 2010).

logS = log Sy + log(10 PKa~PH 4 1) (1.59)

S: Belirli pH’taki denge (termodinamik) c¢o6ziinirligl, iyonlasmis ilacin
cozunurlugiu
So: Intrinsic ¢ozilintrlik, iyonlasmamis ilacin ¢éziintirligi

pKa: iyonlasma/protonasyon sabiti’dir (Volgyi vd., 2010).

HH esitliginde monoprotik bilesikler icin sadece iki deneysel sonuca ihtiyag
vardir. Bunlar bilesigin pKa ve intrinsic ¢oziiniirliik (So) degeridir. Poliprotik
sistemlerde bilesige baglh olarak daha ayrintili esitliklere ihtiya¢ vardir
(Bergstrom vd., 2004; Shoghi vd., 2013).

Mono, di ve triprotik molekiiller i¢in kullanilan pH-¢6ziintrliik esitlikleri Cizelge

1.10’da verilmistir.
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Cizelge 1.10. Mono, di ve triprotik molekiiller i¢in kullanilan pH-¢6ziiniirliikk
esitlikleri (Avdeef, 2007)

Denge esitligi Cozuntrlik esitlikleri
A1 HA o HY + A Ka logS = logS, + log(10PHPKa 4 1)
HA e < HA So
Az H,A o HY + HA- Ka1 logS = logS, + log(10~PKaz~PKa1+2pH
HA™ & H* + A%~ Kaz + 10 PKa1+pH 4 1)
HyAgy © HA So
Az H;A & HY + HyA™ Ka1 logS = logS, + log
H,A™ & H* + HA*" Kaz (10~PKas~PKaz=PKa1+3pH 4 1(~PKaz=PKa1+2pH 4
HA*™ & H* + A3~ Ka3 10-PKa1=PH 4 1)
HyA e < HsA So
B1 BH* & H" +B Ka logS = logS, + log(10*PKa=PH 4 1)
Ba < B So
Bz BH,** & H* + BH* Ka1 logS = logS, + log(10+PKaz*PKa1-2pH
BH* < H* + B Kaz + 10*PKa2=PH 4 1)
B < B So
B3 BH,** & H* + BH,** Ka1 logS = logS, + log(101PKa3*tPKaz*+PKa1=3PH
BH,** & H* + BH* Ka2 + 10+PKa3+PKaz=2pH
BH* & H* + B Kaz + 10%PKas~PH 4 1)
By < B So
X1 H,X* & HY + HX Ka1 logS = logS, + log(10*PKa1~PH | 10~PKaz+PH
HX & H* + X~ Ka +1)
HX gy © HX So
X H3X*" & HY + HX* Ka1 logS = logS, + log(10*PKaz*PKa1=2PH
H,X* & HY + HX Kaz + 10+PKaz=PH 4 1)
HX & Ht + X~ Ka3
HX ) < HX So
X3 H;X* & HY + HX Ka1 logS = logS, + log(10~PKas~PKaz*+2pH
HyX & H* + HX™ Kaz + 10 PKaz*PH 4 10*PKar-pH
HX™ o Ht + X? Ka3 +1)
HyX gy & HyX So

pH’a bagiml sudaki ¢oziiniirliigiin tahmininde, bilesigin pKa ve logSo degerleri

bilindiginde HH iliskisi kullanilir. Fakat HH esitliginin uygulamasinin da siirh

oldugu belirtilmektedir (Bergstrom vd., 2004).
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Alternatif olarak, suda kimyasal bilesiklerin ¢6zilintrligliniin tahmininde
kantitatif yapi-0zellik iliskisi (quantitative structure property relationship,
QSPR) yaklasimlar1 kullanilmaktadir. QSPR modeli ilag kesif c¢alismalarinin
etkinligini gelistirmede kullanilsada, ¢o6ziintirlik tahmini zor olan bir

fizikokimyasal parametredir (Shayanfar vd., 2010).

Molekiiler yapidan ¢oziintirlik tahminine yonelik ¢ok sayida teorik model de
mevcuttur (van de Waterbeemd, 1998). Bunlar 1D veya 2D tanimlayicilar
kullananlar ve 3D tanimlayicilar1 kullanan modeller olarak ikiye ayrilir. 1D veya
2D tanimlayicilant kullanan modeller basittir. Daha kesin sonuglar veren 3D

modeller ise:

i) Yalkowsky’'nin genel c¢ozinirlik esitligi (GSE, general solvation
equation)
ii) Abraham’in lineer solvasyon enerji iliskileri yaklasimi (LSER)’dir.

GSE, erime noktas1 ve dagilma katsayisinin logaritmasi (log P)'n1 iceren Esitlik

1.60 ile ifade edilir (Shayanfar vd., 2010).

logS,, = 0,5 — 0,01(erime noktast — 25) — logP (1.60)

Sw: llacin 25 °C’deki sudaki molar ¢oziintrligidiir.
Katinin erime noktas1 25°C’den daha az ise (erime noktasi-25) 0 kabul edilir

(Ranvd., 2001).

LSER, Abraham tarafindan ¢o6ziinenin bes 6zelliginin kullanildigr diger bir
modeldir (Stovall vd. 2005). LSER kullanilarak bilesigin ¢oziinirligi
hesaplamalar Esitlik 1.61 ile yapilmaktadir (Jouyban ve Fakhree, 2012).

logS,, = 0,395 — 0,955E + 0,320S + 1,1554 + 3,255B — 0,7854B — 3,330V
(1.61)

E: Molar kirilma

S: dipolarite/polarlanabilirlik
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A: H bag asitligi
B: H bag1 bazhigi
V: McGowan hacmini gosterir (Abraham vd., 2004)

3 parametre (S, A, B) bilesigin sudaki ve diger organik ¢oziiciilerdeki ¢oziiniirliik
verilerinden hesaplanmaktadir. A.B terimi saf kati veya siv1 haldeki ilacin asidik
veya bazik fonksiyonel gruplar1 arasindaki hidrojen bag1 etkilesimlerinin
gostergesidir (Abraham ve Le, 1999).

Abraham ¢6ziinen parametreleri bazi ilaglar icin mevcut degildir. GSE ve LSER
yaklasimlar1  sudaki  ¢oziinurligiin ~ tahmininde  kullanilan  popiiler
yaklasimlardir; fakat bu modellerde ilag¢ molekiilleri ve bazi molekiillerin

¢cozunurlik tahminlerinde tahmin hatalar oldukga yiiksektir (Jouyban, 2009).

1.18. Lipofilisite

ila¢ molekiillerinin uygulandig1 bolgeden absorbsiyonu deri, kornea, intestinal
mukoza, kan-beyin bariyeri ve plesanta gibi farkli biyomembranlardan
tasinmasini gerektirir. Genellikle, bu biyomembranlarin tiimi fosfolipid,
kolesterol, integral protein iceren lipid tabakalardir (Sekil 1.71). Bu tasinma ve
gecis siireclerinde lipofilik karakter belirleyici etkiye sahiptir; madde bu
tabakalari gegebilecek kadar lipofillik ayn1 zamanda da sitoplazmaya girebilecek

kadar da suda ¢oziliniir 6zellikte olmalidir (Testa vd., 2000; Janicka vd., 2013).

Dis yiizey

Kolesterol

O
Fosfolipidle-
rin hidrofilik
bags1

integral proteinler Periferal protein

in; yiizey Fosfolipidlerin hidrofobik
yag asidi kuyrugu

Sekil 1.71. Hiicre zarinin yapisi (Thoughtco, 2018)

llacin viicuttaki farkli membranlara baglanabilme yeteneginin bilinmesi ilacin

terapotik ve yan etkilerinin anlasilmasinda olduk¢a 6nemlidir (Seydel et al.,
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1992). Yeni ila¢ adayr molekiillerin toksikolojik ve farmakolojik etkilerinin
degerlendirilmesinde de bu molekiillerin membranlara baglanabilme yetenegi
goz onunde bulundurulmalidir. Yapilan c¢alismalarda ila¢ molekiillerinin
membran gecirgenliginin lipid-su dagilma Kkatsayisi ile baglantili oldugu

goriilmektedir (Collander, 1954; Osterberg vd., 2001).

Maddelerin biyolojik olarak dagilimi o maddenin lipofilisitesinin 6l¢tilmesiyle
karakterize edilir. Lipofilisite, oktanol-su dagilma katsayisi olarak tanimlanir
(Hansch ve Fujita; 1964) ve logaritmik formda (logP,,,) ifade edilir. Ayn
zamanda bu parametre maddenin ayni tiirtiniin oktanol ve sulu faz arasinda
dagilimi olarakta tamimlanir (Sekil 1.72) (Leo vd., 1971). Maddenin lipofilik
ortama ilgisi olarak ifade edilen dagilma katsayisinda, bir sulu tampon ve su ile
karismayan c¢oziicii kullanilir. Sivi-sivi (oktanol: suda dagilma) veya kati-sivi
(ters faz kromatografik kolonda alikonma) bifazik sistemlerde molekiiliin
dagilmas1 gergeklestirilir. Molekiiler tiirde dagilma katsayisi i¢in logP terimi;
iyonlasabilen bilesikler i¢in ise logD terimi kullanilir (Barbato vd. 1986;
Osterberg vd., 2001). Dagilma Kkatsayisi1 solvafobik teori olarakta
adlandirilmaktadir (Horvath vd., 1976; Vailaya ve Horvath, 1997; Valko, 2016).
Bu parametreler esitlik 1.62 ve 1.63 ile ifade edilir.

Sekil 1.72. Bazik yapidaki ila¢ molekiiliiniin n-oktanol ve su arasindaki
dagiliminin gosterimi (Bienta, 2018)

n—oktanol fazinda ¢6ziinen nétral tiirlerin derisimi

logP = log (1.62)

Sulu fazda ¢6ziinen nétral tirlerin derisimi

[Boktanol]
logP = /=222 1.63
og (Ba] (1.63)
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Literatiirde farkl lipofilik fazlar (zeytin yagi, benzen, siklohekzan, kloroform,
oleil alkol) lipofilisitenin deneysel tayininde kullanilmistir. Artik giiniimiizde 1-
oktanol en ¢ok kullanilan faz haline gelmistir. (Pauletti ve Wunderli-Allenspach,
1994). Bu se¢im biyomembranlar ile oktanoliin fizikokimyasal 6zelliklerindeki

benzerlik ile aciklanabilir (Hansch ve Leo, 1995; Ayouni vd., 2005).

Lipofilisite ilag adayr molektillerin toksikolojik o6zellikleri ile oldugu kadar
farmakokinetik ve farmakodinamik 6zellikleri ile de baglantili olan, ila¢ dizayn
calismalarinda hayati 6neme sahip fizikokimyasal bir parametredir (Giaginis
vd., 2018). Overton (Overton, 1901) ve Meyer (Meyer, 1899)’in bu parametre
lizerine yaptiklar1 bilimsel ¢alismalardan lipofilisite QSAR ¢alismalarinda ¢ok
kullanilan bir parametre haline gelmistir (Mayer ve Waterbeemd, 1985; Ayouni
vd., 2005). Yeni bir yaklasim olan ila¢ tasariminda veritabani aramalarinda
(database searching in drug design) da lipofilisite yaygin sekilde
kullanilmaktadir (Vrakas vd., 2003).

ila¢ molekiillerinin oral absorpsiyonu ve cesitli farmakokinetik ézellikleri de
molekiliin lipofilisitesinden etkilenmektedir (Van de Waterbeemd vd., 2001).
ADMET ozelliklerine (Henchoz vd. 2009; Waring, 2010), kan beyin
bariyerinden gecise ve klirenese (Kerns ve Di, 2004) katkisindan dolayi ilag
arastirmalarinin erken fazlarinda lipofilisitenin tayini énem arz etmektedir
(Pallicer vd., 2014). Buna ek olarak topraktan emilim, akuatik toksisite,
biyobirikim, biyodegredasyon siirecleri kimyasallarin lipofilisitesinin ¢evresel

stireclerde etkisini ortaya koymaktadir (Csizmadia vd., 1997).

ilaglarla ilgili veri tabanlarinin biiyiik kismini bazik bilesikler olusturur ve ilag
tasariminda bu bilesiklerin lipofilisitelerinin degerlendirilmesi acil bir
gereksinimdir. Literatiirde logP/logD tayinlerinde farkli deneysel calismalar
mevcuttur (Giaginis ve Tsantili-Kakoulidou, 2008). logPoct degerlerinin dogru ve
hizli bir sekilde tayini, ila¢ kesif calismalarinda fizikokimyasal 6zelliklerin
belirlenmesi icin deneysel yontemlere katki saglamaktadir (Lombardo vd.,

2000; Taillardat-Bertschinger vd., 2002).
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Bu yontemlerin icinde calkalama metodu en eski ve en yaygin kullamilanidir;
katinin su ve oktanol fazlar1 arasinda dagilmasini igerir. Dagilma islemi
gerceklestikten sonra iki faz ayrilir ve her fazda ¢6ziinenin derisimi 6l¢tliir. Bu
yontem basitligine ragmen bazi kisitlamalara sahiptir. Dagilma katsayisi
olgiilmeden once, iki fazin birbiriyle doyurulmasi gerekmektedir, bu da en az 24
saatlik bir siirectir. Yontemin pratikligi -2<logP<4 araligiyla sinirhdir (OECD,
1995; Shoshtari vd., 2008).

Cift faz potansiyometrik titrasyon iyonlasabilen bilesiklerde lipofilisite tayini
icin uygundur fakat o©zel bir ekipmana ihtiya¢ duyuldugundan analitik
laboratuvarlarda her zaman mevcut olmayabilir (Avdeef, 1993; Giaginis ve

Tsantili-Kakoulidou, 2008).

Yukaridaki tekniklerle ilgili zorluklarin tstesinden gelmek icin logP,
hesabinda cesitli indirekt yontemler de kullanilmaktadir (Nasal ve Kaliszan,
2006). Ters faz sivi kromatografi yontemi oktanol:su dagilma katsayisinin
tayininde siklikla kullanilmaktadir ve lipofilisite i¢in olduk¢a popiiler bir
alternatif haline gelmistir. Bu yontem olduk¢a hizlidir, tekrarlanabilirligi iyidir,
safsizliklara ve degredasyon triinlerine karsi duyarli degildir, az miktarda
ornekle analiz gerceklestirilir ve ¢ok sayida numune ile calisilabilir (Braumann,
1986; Dorsey ve Khaledi, 1993; Liu vd., 2005; Giaginis ve Tsantili-Kakoulidou,
2008).

Son zamanlarda, ila¢ dizayn calismalarinda bilgisayar teknolojilerinin hizh
gelisimi ile, ila¢ aday1 molekiillerin molekiiler 6zelliklerinin belirlenmesi ve hizli
sekilde 6lciilmesi bir gereklilik haline gelmistir. Ozellikle logP, yw hin tahmin
edilmesi tipta, farmakolojide, toksikolojide, ¢evre kimyasi ve gida kimyasi
alanlarindaki aragtirmacilar tarafindan dikkat ¢ekmektedir. logP,, nin
calkalama metodu ve ters faz sivi kromatografi yontemi yerine, bilgisayar
programlariyla ya da molekiiler yapidan tahmin edilmesi giiniimtizde oldukga

yaygindir (Yamagami vd., 2002).
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Lipofilisite hesabi icin tahmin programlari, yeni kimyasal maddelerin yapi
tasariminda ¢ok kullanilmaktadir (Mannhold vd. 2009; Pallicer vd., 2014).
logP, ,, tahmininde ¢esitli tahmin metotlar: gelistirilmistir; bunlar altyapiya ve
ozellige dayali metotlar (substructure-based and property-based methods)

olarak iki kategoriye ayrilabilir.

Altyapiya dayali metotlar, bilesigin iki boyutlu yapisinin fragmanlara
(fragmental yaklasimi) veya tekli atomlara ayrilmasiyla (atom temelli
yaklasimlar) olusturulur (Wang vd., 2000). Elde edilen logP degeri, terimlerin
toplamina dayanir (Mannhold vd., 2009). Farkli fragmental metotlar arasindaki
fark, hedef molekiilde tanimlanacak parg¢a kiimesi, tanimlanan pargalarin her
birinin katki sabiti ve parg¢anin c¢evresine bagli olarak uygulanacak farkl
diizeltme faktorleri ile meydana gelir. Ozellik temelli yaklasimlarda ise tiim
molekiil hesaba katilarak hesaplamali tanimlayicilarin kullanilmasiyla logP
degerleri hesaplanir. Bu tekniklerin bir¢ogu gerekli tanmimlayicilarin
hesaplanmasinda bilesigin 3D yapisina ihtiya¢ duyar ve sonuglardaki cesitlilik
konformasyonel belirsizlikten kaynaklanmaktadir. Altyapr temelli metotlar,
hizlar1 ve kolay uygulanabilirligi sayesinde ila¢ analizlerinde en yaygin

kullanilan metotlar olarak kullanilmaktadir (Pallicer vd., 2014).

Abraham ¢oziinen tanimlayicilari kullanilarak hesaplama yoluyla elde edilen log

P degerleri icin kullanilan esitlik asagida verilmistir (Lombardo vd., 2000)

10gP, ), = 0,088 + 0,562E — 1,054 + 0,034A4 — 3,460B + 3,814V  (1.64)

Tezde calisilan bilesiklerin Abraham c¢o6ziinen tanimlayiclar1 Cizelge 1.11°de

gosterilmistir.
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Cizelge 1.11. Tezde ¢alisilan bilesiklerin Abraham ¢éziinen tanimlayicilari

Bilesik E S A B \' Ref.
Albendazol 2,01 1,96 0,71 1,12 1,95 Abraham vd., 2012.
Astemizol 3,10 2,70 0,13 1,64 3,56 Abraham vd., 2012.
Mebendazol 2,45 2,76 0,71 1,38 2,13 Abraham vd., 2012.
Tiyabendazol 1,93 1,88 0,41 0,87 1,40 Lombardo vd., 2000.
Klotrimazol 2,70 2,34 0.00 0,80 2,62 Lombardo vd., 2000.
Metimazol 1,10 1,31 0,22 1,03 0,84 Abraham vd., 2012
Metronidazol 1,12 1,75 0,31 0,86 1.19 Lombardo vd., 2000.

1.19. Kan Beyin Bariyeri

Insanlarda ve diger kompleks organizmalarda yasamin kendisi homeostasiye
(canlinin viicudunda gergeklesen her tirlii degisiklige karsi var olan dengenin
korunmaya ¢alisilmasi) baghdir. Homeostasinin saglanmasi viicutta beyin kadar
hi¢ bir yerde onemli degildir. Viicudun beyin disindaki diger kisimlarinda,
hormonlar, amino asitler ve potasyum gibi iyonlarin hicre disi
konsantrasyonlarinda ozellikle yemeklerden veya egzersizden sonra kiigiik
dalgalanmalar meydana gelir. Eger beyin bu tiir dalgalanmalara maruz kalsa,
kontrolsliz sinir aktivitesi olabilir, ¢linkii bazi hormonlar ve amino asitler
norotransmitter olarak gorev alir ve potasyum iyonlari sinir hiicreleri tizerinde
etkilidir. Bu yiizden beyin, kanin bilesimindeki gecici degisikliklerden izole
edilmek zorundadir (Goldstein ve Betz, 1986).

Kan beyin bariyeri (Sekil 1.73), sistemik kan dolasimindan beyni ayirarak
merkezi sinir sisteminin homeostasini muhafaza eden (koruyan) kompleks
hiicresel sistemdir (de Vries vd., 1997). Bu bariyer, beyin kilcal damarlarini
kaplayan beyin endotelinin siirekli tabakasidir ve kandan merkezi sinir
sistemine (CNS) madde girisini engelleyen ana bariyerdir (Feng, 2002; Hansen

vd., 2002).
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Sekil 1.73. Kan beyin bariyeri (Francis vd., 2003)

Kan beyin bariyeri (blood brain barrier, BBB), beyinde beyin kilcal damarlarinin
endotel hiicrelerinin sikica baglanmasiyla meydana gelen, kan dolasimi ve beyin
parankimasi arasinda bariyer olusturan yapidir. Lenfosit, monosit ve notrofil
gibi kan yollu bagisiklik hiicreleri bu bariyeri gecemez. Lamin, fibronektin ve
diger proteinleri iceren ince bir bazal membran, endotelyal hiicreleri ¢evreler ve
mekanik destek saglar. Boylelikle, BBB, patojenlerin infiltrasyonunu 6énlemek ve
merkezi sinir sisteminde antikor aracili immiin tepkilerini kisitlamak ve kirilgan
sinir aginin diizensizlesmesini 6nlemek i¢in ¢ok 6nemlidir. Boylelikle, BBB,
patojenlerin infiltrasyonunu 6nlemek ve merkezi sinir sisteminde antikor aracili
immiin tepkilerini kisitlamak ve kirilgan sinir aginin diizensizlesmesini 6nlemek

icin ¢cok 6nemlidir (Francis vd., 2003).

Merkezi sinir sistemi aktif olanlar veya merkezi sinir sistemi inaktif olanlar
olarak smiflandirilan ila¢ adayr molekillerin (Lipinski, 2004); ila¢ kesif
calismalarinda, kan beyin bariyerini gecip gecmedigini belirlemek
gerekmektedir. Merkezi sinir sistemi aktif ilaglar icin kan beyin bariyerine niifuz
etmek onemli ve gerekliyken, diger periferal bolgelere etki etme amacinda olan
merkezi sinir sistemi inaktif ilaglar icin kan beyin bariyerini gec¢mek,

istenmeyen yan etkilere sebep olmaktadir (Pardridge, 2002).

Viicuttaki bariyerlerden gecis icin paraseliiller ve transseliiler olarak iki yol

mevcuttur. Kiiciik hidrofilik bilesikler icin (Ma<200 Da) (Lennernds, 1995)
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hiicreler arasindaki gozeneklerden paraseliiler yolla gecis saglanmaktadir ve bu

yolda molekiil agirlig1 sinir1 400-500 Da’dur. Beyin endotelinde paraseliiler yol

ihmal edilir. Hem intestinal epitelde hem de kan beyin bariyerinde trans-seliiler

yol, oOzellikle hiicre membranlar1 arasinda pasif difiizyon, ¢ok o6nemlidir.

Transeliiler yolda seker, aminoasit, di ve tripeptit gibi besinlerin, niikleosidlerin

ve yapisal olarak iliskili ila¢ bilesiklerin tasinmasi icin spesifik tasiyicilar

gorevlidir. Baz1 tasiyicilar, enerji tiilketimi olmadan is gortirken, P-glikoprotein

gibi aktif tasiyicillar derisim gradyanina karsi is yaparak enerji harcarlar.

Endositoz ve ekzositoz diger trans-seliiler yol olarak islev goriir ve yiiksek

molekul agirlikly, hiicre yiizeyinde spesifik reseptorlii peptid ve proteinlerin

tasinmasinda gorev alir (Sekil 1.74) (Krdamer, 1999; Abbott vd., 2006).

a)
b)
<)

d)
e)

a b ' vd HC
Paraseliler aqua E'I_'ra.us_el\'iler | Tagiyici proteinler ' Reseptor bagunh ! Adsorptif transsitozis
volak :hpnﬁhkynla.k : ; transsitozis :
1 ! Glikoz. Vinka alkeloidleri, insiiliin, 1 Albumin ve dl_ger _
Suda coziinen ajanlar 1¥agda coziinen | aminoasitler, Siklosporind. | transferin i plazma proteinleri
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Siki baglantilar, polar ilaglar dahil olmak lizere suda ¢oziinebilen maddelerin ge¢isini ciddi sekilde kisitlar
Endotelin lipid membranlarinin genis yiizey alan, lipid-¢6ziiniir maddeler igin etkili bir difiizyon yolu sunar
Endotel glikoz, amino asitler, piirin bazlari, niikleozitler, kolin ve diger maddeler i¢in tasiyici proteinler igerir.
Baz1 tasiyicilar enerjs bagimhdir (P-glikoprotein gibi), disariya tasiyict (efflux) olarak goérev alirlar. AZT:
azidotimidin.

Insiilin, transferrin gibi baz belirli proteinlerspesifik reseptér bagimh endositoz ve transsitoz ile alinirlar
Albiimin gibi dogal plazma proteinleri zayif sekilde tasinirlar, adsorptive bagiml endositoz ve transsitoz ile
taginmalari artirilabilir. Beyin endotelinden ilag tasinmasi yapilan b-e yolaklarinin kullanimin bagimlidir. CNS
(central nervous system, merkezi sinir sistemi) ilaglarinin cogunlugu b yolagi araciligyla beyne girer.
Transsitozis:Hiicre iginde islenmeden maddenin dogrudan kana taginmasidir.

Sekil 1.74. Kan beyin bariyerindeki yolaklar (Abbott vd., 2006)

ila¢ molekiiliiniin kan beyin bariyerinden gecisinde kullanilan en yaygin 6l¢ciim

beyin ve kandaki derisim oranlari cinsinden ifade edilir (Abraham, vd., 1997).

logBBB = log

(Maddenin beyindeki derisimi)

(1.65)

(Maddenin kandaki derisimi)
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Kan beyin dagilma oraninin deneysel olarak belirlenmesi zor ve zaman alicidir
cunkii deney hayvanlarinin kaninda ve beyninde ila¢ derisiminin dogrudan
Olciilmesini gerektirir ve bu durumda radyoaktif olarak isaretlenmis bilesiklerin
sentezine ihtiya¢ duyulur (Young vd., 1988; Lombardo vd., 1996). Uygun
olmayan ila¢ adayr molekiillerin erken elenmesi icin yeterli dogruluga sahip
hesaplama yontemiyle logBB tahminine gereksinim duyulmaktadir (Clark,

1999).

ila¢ kesif calismalarinda kan beyin bariyerinden gecisin tahmininde in vitro
metotlar ve hesaba dayali modeller kullanilmaktadir. in vitro metotlar olarak log
P/log D (Levin, 1980), Alog P (Young vd., 1988), immobilize yapay membranlar
(Reichel ve Begley, 1998), polar yiizey alan1 (Clark, 1999), LSER (Gratton vd.,
1997; Platts vd., 2001), ytizey gerilimi (Fischer vd., 1998) ve membran
gecirgenligi kullanilmaktadir (Di vd., 2003).

Yapilan calismalarda kan beyin bariyerinden molekiillerin gecisi, farkli ¢6ziict
karisimlar: kullanilarak (oktanol-su; siklohekzan-su) dagilma katsayisindan (P)
deneysel olarak hesaplanmistir. Fakat bir¢ok durumda dagilma katsayisi ile kan
beyin bariyerinden gecis arasinda iyi bir korelasyon elde edilememistir (Basak

vd., 1996).

Kan beyin bariyerinden gecis icin in vitro ve yapay-membran temelli metotlar
gelistirilmesine ragmen, ila¢ gelistirme calismalarinin erken basamaklarinda,
uygun olmayan ila¢ adayr molekiillerin elenmesi icin hesaplamali tahmin
yontemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir (Clark, 1999). Dipolarite/polarlanabilirlik;
H bagi asitligi, bazlig,, molekil hacmi gibi solvatokromik parametreler
kullanilarak beyindeki vaskiiler endotelden molekiiliin ge¢isi hesaplanmistir
(Basak vd., 1996). Abraham’in ¢6ziinen parametrelerinin kullanildig1 Esitlik
1.66 yardimiyla logBB hizli ve kolay sekilde hesaplanabilmektedir (Chadha ve
Abraham, 1994; Abraham vd., 1997b).

logBB = —0,038 + 0,198E — 0,687S — 0,715A — 0,698B + 0,995V (1.66)

116



ila¢ molekiiliiniin logBB degeri 0,3’ten biiyiik oldugunda kan beyin bariyerini
kolaylikla gecer; bu deger -1,0’den kiiciik oldugunda ise madde beyinde zayif
sekilde dagilir (Abraham, vd., 1997).

1.20. Validasyon

Analitik kimya, gida analizleri, ¢cevre analizi, farmasoétik, biyomedikal analiz ve
yasam bilimleri gibi pek ¢ok alanla iliskili bir bilim dalidir (Riley ve Rosanske,
1996; Ozkan, 2018). Analitik él¢iimlerin temel amaci tutarli, giivenilir ve dogru
veri elde etmektir. Bu baglamda validasyonu yapilmis analitik metotlar bu
amacin gerceklestirilmesinde temel rol oynar. Analitik metot validasyonu ilag¢
endustrisinde ilacin kalitesi, gelistirilmesi ve ruhsatlandirilmasinda, son tirtiniin
giivenliginin ve niteliginin saglanmasinda temel 6neme sahiptir (Riley ve
Rosanske, 1996). Yeni analitik yontemlerin gelistirilmesinde, biyoesdegerlik ve
biyoyararlanim ¢alismalarinda, ham madde olarak veya dozaj formlarinda ilag

analizi ve calismalari i¢in validasyona ihtiya¢ duyulmaktadir (Ozkan vd., 2015).

Metot validasyonu Amerika’da 1978'de diizenleyici gereksinim olarak
uygulamaya konulmus ve diger {ilkelerde ila¢ dozaj formu icin tescil
basvurularinin bir parcasi haline gelmistir. Amerikan Gida ve Ila¢ Kurumu,
1987’de metot validasyonu i¢in kilavuz yayinlamistir (Riley ve Rosanske, 1996).
Bu belge Uluslararast Uyum Konferansi (ICH, International Conference on
Harmonization) tarafindan teknoloji ve insan kullanimi ic¢in ila¢ kayitlarina
iliskin teknik gereksinimleri yansitacak sekilde giincellenmis ve kabul edilmistir
(ICH, 2005). Bunlara ek olarak literatiirde metot validasyonu icin Mevcut lyi
Uretim Uygulamalar1 (cGMP, Current Good Manufacturing Practice), Amerikan
Gida ve Ilag Kurumu (FDA), ilag Denetim Isbirligi Programi ve Avrupa
(Pharmaceutical Inspection Cooperation Scheme and Europe, PIC/S) Amerika
Birlesik Devletleri Farmakopesi (United States Phamacopeia Convention, USP),
Uluslararas1 Standardizasyon Orgiitii/ Uluslararasi Elektroteknik Komisyonu
17025 (International Organization for Standardization/ International
Electrotechnical Commission, ISO/IEC 17025) (Agilent, 2010), Ulusal Ilag
Uygulamalari (National Drug Administration, NDA), Amerikan Halk Saglgi
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Birligi (The American Public Health Association, APHA) diger faydah
protokollerdir (Ozkan vd., 2015).

Aletli analizlerde yapilmasi gerekli validasyon tiirleri,

1) Cihazin kontrolii ve validasyonu, (tlim donanim ve yazilimlar i¢in gegerlidir)
2) Gelistirilen yontemin gecerliligini kanitlamak i¢in veya gelistirilmis olan bir
yontemdeki parametre degisikliklerinden sonra yapilan validasyon,

3) Sistem Uygunluk Testleri (SUT) olarak siniflandirilir.

Cihaz validasyonu cihaz saglayicisi tarafindan yapilmak zorundadir. lyi
laboratuar uygulamalar1 (GLP), iyi imalat teknikleri (GMP) ve/veya ISO 9000 vb.
standartlara gore valide edilmis bir ortamda cihazi gelistirmekle sorumludurlar

(Sagirl, 2016).

Yontem validasyonu, bir laboratuvarin giivenilir analitik veri lUretmesine izin
vermek icin uyguladigi 6lgiimlerin énemli bir bilesenidir (Ozkan vd., 2015).
Yontemin kalibrasyonu, gravimetri ve kulometri harig¢ biitiin analitik yontemler
icin gereklidir. Yontemin kalibrasyonu 6lgiilen analitik sinyal ile analit derisimi

arasindaki iliskinin belirlenmesidir. En ¢ok kullanilan ti¢ yontem:

a) Dis kalibrasyon yontemi
b) Standart ekleme yontemi

c) I¢ standart ekleme yontemi'dir (Sagirh, 2016).

Metodun gecerliliginin saglanmasinda kullanilan karakteristik validasyon

parametreleri asagidaki gibidir:

Dogruluk (Accuracy)

Kesinlik (Precision)

Dogrusallik (Linearity)

Ozgiinliik, Spesifiklik (Specificity)
Secicilik (Selectivity)

-+ F & F F

Gergeklik (Trueness)
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- Geri kazanim (Recovery)

Aralik (Range)

Tayin alt sinir1 (LOD)

Kantitatif yorum sinir1 (LOQ)
Duyarlilik, Hassaslik (Sensitivity)

- & & + ¥

Saglamlik (Ruggedness/Robustness) (Thompson vd.2002; Taverniers
vd., 2004)

Validasyon parametrelerinin hangi protokollerde yer aldigi Cizelge 1.12'de
verilmistir (Agilent, 2010).
Cizelge 1.12. Validasyon parametreleri ve yer aldig1 protokoller (Agilent, 2010)

Parametre Parametrenin kabul gordugi
protokol

Spesifiklik USP, ICH

Secicilik ISO 17025

Kesinlik USP, ICH

-Tekrarlanabilirlik ICH, ISO 17025

-Orta diizeyde kesinlik ICH

-Tekrar iiretilebilirlik ICH

USP ve ISO 17025’de saglamlik

(ruggedness) olarak tanimlanir.

Dogruluk USP, ICH, ISO 17025

Dogrusallik USP, ICH, ISO 17025

Aralik USP, ICH

LOD USP, ICH, ISO 17025

LOQ USP, ICH, ISO 17025

Robustness USP, ISO 17025, ICH'de metot

gelistirme aktivitesi denilir.

Ruggedness USP, ICH'de tekrar iretilebilirlik

denilir.

Tutarly, giivenilir ve dogru veri elde etmek icin temel rol oynayan bu validasyon

parametreleri asagida agiklanmaktadir.
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1.20.1. Dogruluk (Accuracy)

Olgiimlerin gercek ya da kabul edilen referans degere olan yakinhigini ifade eder.
Bu parametre metottaki hata (bias) veya sistematik hatalarin bir gostergesidir

(Gumustas vd., 2013).

Dogruluk, mutlak hata veya bagil hata terimleri ile ifade edilir (Skoog vd., 2004).
Bir Xi biiyiikliigliniin 61¢limiindeki mutlak hata ve bagil hata:

Mutlak hata = Xj — ur (1.67)
Bagul hata (%) = (’?I;—”T) x 100 (1.68)
T

esitlikleriyle hesaplanir (Giindiiz, 2010).

X; tekrar deneylerinden elde edilen ortalama deger, pur dogru kabul edilen

degerdir (Skoog vd., 2004; Ozkan vd., 2015).

Referans degere yakinlik, sistematik ve rastgele hatalarin toplami ile yani

toplam hatayla iliskilidir. Bu asagidaki gibi matematiksel olarak ifade edilir.
Toplam hata = %Mutlak Hata + 1.96 X %CV (1.69)

CV varyasyon katsayisini ifade eder. 1.96 degeri %95 giiven araliginda olasi

analitik hata sinir1 i¢in verilmistir (Ozkan vd., 2015).
1.20.2. Kesinlik (Precision)

Tamamen ayni1 yolla elde edilen sonuglarin birbirine yakinligini yani 6l¢timlerin
tekrarlanabilirligini gosterir (Giindiiz, 2010).

- Tekrarlanabilirlik,

* Orta diizeyde kesinlik,

- Tekrar uretilebilirlik,

kesinligin 3 asamasini gosterir.
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Kesinligi tanimlamak icin tekrarlanabilirlik ve tekrar iretilebilirlik, standart
sapma ve bagil standart sapma parametreleri ile verilir. Bu parametreler
metottaki rastgele veya orta diizeydeki hatalarin gostergesidir (Gumustas vd.,

2013).

Ol¢iimiin kesinligi,

* Standart sapma,

* Varyans

* Varyasyon Katsayisi ile ifade edilir.

Standart sapma analizle bulunan sonuglarin ortalama deger etrafinda dagilimini
gosteren bir kesinlik parametresidir. Bir analizde hesaplanan standart sapma

degeri ne kadar kiiciikse analizin kesinligi o kadar yiiksektir (Giindtiz, 2010).

Cesitli standart sapmalardan s6z edilmesine ragmen, bunlar arasinda en ¢ok
kullanilanlar:
a) Popiilasyon standart sapmasi (2)

b) Numune standart sapmasi (s)

a) Popiilasyon standart sapmasi

Sonsuz sayida tekrar analizi sonucunda hesaplanan degerdir. Cok sayida veri
popiilasyonunun kesinliginin bir dl¢iisti olan popiilasyon standart sapmasi (@)
asagidaki esitlikle gosterilir. 20 ve daha fazla analiz sayis1 mevcut oldugunda
bunlarin standart sapmasi popiilasyon standart sapmasi cinsinden hesaplanir

(Giindiiz, 2010).

= (E(xi — W3 /N (1.70)

N popiilasyonu olusturan tekrarlanan verilerin sayisi (serbestlik derecesi)’dir.

B, popiilasyon standart sapmasi
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Az sayida veri mevcut oldugunda yukaridaki esitlik asagidaki sekilde ifade edilir
(Skoog vd., 2004).

s= | a—D/N
-1 (1.71)

N: serbestlik derecesi

s= standart sapma
Bagil standart sapma (RSD) ve Varyasyon katsayisi (CV)

Bagil standart sapma (RSD, relative standard deviation), standart sapma

degerinin veri takiminin ortalamasina boéliinmesiyle bulunur.

RSD = (1.72)

Rilw

Bagil standart sapma 1000 ile carpilarak ppt veya 100 ile carpilarak yiizde bagil

standart sapma cinsinden ifade edilir.

ppt olarak RSD
RSD = i X 1000 (1.73)

100 ile carpilan bagil standart sapmaya varyasyon katsayisi (CV) denir (Skoog
vd., 2004).

CV =-x 100 (1.74)

Dogruluk ve kesinlik Sekil 1.75’de sematik olarak gosterilmistir.
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pogruluk »

Sekil 1.75. Dogruluk ve kesinligin sematik gosterimi (Sagirli, 2016).

1.20.3. Dogrusallik (Linearity)

Analit derisime karsi dedektdr cevabinin dogru orantili olarak artmasi ve ¢izilen
grafikte noktalarin dogru iizerinde veya dogruya yakin olarak yer almasina
dogrusallik denilir (Sagirli, 2016). Analit derisiminin bir fonksiyonu olarak bir
sinyal grafige gecirildiginde elde edilen grafikte dogrusal bir iliski mevcutsa
veriler uygun istatistiksel metotla degerlendirilir. Derisim-sinyal grafiginde
dogrusal bir iligki ele edilebilecegi gibi sigmoidal, tistel (eksponansiyel) iliski de
soz konusu olabilir. Analitik ydntem herhangi bir sistematik ya da rastgele hata
icermediginde, elde edilecek dogru denklemi y=x seklindedir. Fakat deneysel
asamaya gelindiginde bu ¢ogu zaman miimkiin degildir. Dogrunun egiminin 1’e
yakin olmasi kesim degerinin ise 0’a yakin olmasi istenir ve elde edilen dogru
icin korelasyon katsayisi (r) degeri de verilmelidir (Rozet vd., 2007; Ozkan vd,,
2015).

Sivi kromatografide (LC) genellikle analit derisimine karsi pik alan degerleri
grafige gecirilirek dogrusallik elde edilir. LC’de i¢ standart yontemiyle analitin
alani i¢ standartin alanina oranlanarak analitin derisimine karsi grafige gecirilir.
Bu 6zellik analit derisimi ile orantili olmalidir. Oranti katsayisinin hesaplanmasi
islemine ise kalibrasyon denir ve analit derisimi ile analite iliskin sinyal

arasindaki iliskiyi tanimlar (Sekil 1.76) (Ertas, 2016).
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Sekil 1.76. Kalibrasyon grafiginin gosterimi

Dogrusallikta, korelasyon katsayis1i (r) veya tanimlayiciik katsayisi
(determination coefficient, r2) 0,99 ve iizerinde oldugunda bircok metotta kabul

edilebilirdir (Gumustas vd., 2013).

1.20.4. Aralik (Range)

Gercek ornek ortaminda analitin kabul edilebilir kesinlik ve dogrulukla
saptanabildigi en ust ve en alt derisim araligidir (Ertas, 2016). Elde edilen
kalibrasyon dogrusunda dinamik aralik, calisma araligi ve dogrusal aralikta
ifade edilmektedir (Sekil 1.77).

Dinamik aralik: Kalibrasyon dogrusunda cihaz sinyalinin analit derisimi ile
degistigi araliktir. Bu aralikta x ve y eksenleri arasindaki iliski dogrusal

olmayabilir.
Calisma arali1: Kalibrasyon dogrusunda tayin edilebilen en diisiik derisimden
(LOQ), dogrusalliktan sapma gosterdigi derisime kadar olan araligi kapsar

(Sagirl, 2016).

Dogrusal aralik: Ornekteki analit derisimi ile cihaz sinyalinin dogrudan orantili

oldugu araliktir (University of Tartu, 2016).
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Dinamik aralik, Analitik arahk

120000000 23 =

100000000 Lineer
80000000

60000000

40000000 * LOQ

20000000

0
0 2 4 6 8 10 12

Sekil 1.77. Araligin gosterimi (University of Tartu, 2016)

1.20.5. Gergeklik (Trueness)

Analitik prosediiriin sistematik hatalar1 ile iliskili terimidir. Gergeklik, cok
sayida olciimden elde edilen ortalama degerin (xi) referans degere (pur) uzakhgi

olarak ifade edilir. Gergeklik, mutlak hata, bagil hata ve geri kazanim ile dlciilir.

Mutlak hata = xj — ur (1.75)
Bagil hata (%) = (’?1;—”) x 100 (1.76)
T
%100'de geri kazanum = 100 X (j—_'> = 100 — Bagil Hata (%) (1.77)
T

Xi tekrar deneylerinden elde edilen ortalama deger

ur dogru kabul edilen degerdir (Rozet vd., 2007; Ozkan vd., 2015).

1.20.6. Saglamlik, dayaniklilik (Robustness/Ruggedness)

Bu validasyon parametresi analiz kosullarinda pH, akis hizi, sicaklik, reaktifin
kararliligi gibi parametrelerde bilerek yapilan kiiciik degisikliklerle analitik
prosediiriin degismeden kalmasini ifade eder (Gumustas vd., 2013; Ertas, 2016).
Bu validasyon parametresi metot parametrelerindeki degisikliklere gore
analizin glvenilirligini gosterir ve sonuglar geri kazanim verilerindeki RSD ile

ifade edilir (Gumustas vd., 2013).
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1.20.7. Tayin sinir1, gézlenebilme sinir1 (Limit of Detection, LOD)

Bir analitin belirli giiven seviyesinde tayin edilebilen en dustuk miktaridir. LOD
ornekteki analitin derisimi cinsinden M, pg mL-1, ppm, ppb olarak ifade edilir.
Tayin sinir1 kullanilan metoda gore degisir. Tayin sinirlarinin biiyiik ¢ogunlugu
maddenin verdigi analitik sinyale dayanir. Ancak ayni ortamda girilti
sinyalleri de mevcut oldugundan analitik sinyali tek basina elde etmek miinkiin
degildir. Diistik derisimlere inildikce analitik sinyal kii¢iiliir ve giirtltii sinyalleri
arasinda kaybolmaya baslar. Boyle bir durumda tayin sinirini belirlemek icin

istatistiki yaklasimlara ihtiya¢ vardir (Sekil 1.78) (Gilindiiz, 2007).

Sekil 1.78. HPLC’de sinyal ve gliriiltiiniin sematik gosterimi (LCGC, 2010)

LOD'yi belirlemede ti¢ farkl yaklasim vardir

1. Sinyal/gtriiltii (S/G) orani: Analitik yontemde zemin giiriiltlisii varsa S/G
oranindan yararlanilir. Derisimi (disiik) bilinen numunelerden o6lgtlilen
deger, kor numunelerinki ile karsilastirilir ve tayin edilebilecek en disiik
derisim belirlenir. S/G =3 oldugu deger LOD degeri olarak kabul edilir.
Ancak bu deger alet, matriks gibi degiskenlere gore farklilik gosterir.

2. Gorsel degerlendirmeye dayanir: Bilinen derisimdeki analitten giivenilir bir
sekilde en diisiik derisimin saptanmasidir.

3. Sinyalin standart sapmasi ile: Kalibrasyon dogrusunun egiminden ve

sinyalin standart sapmasindan faydalanilir.

126



LoD =2

(1.78)

s, kor degerinin standart sapmasi ve m kalibrasyon dogrusunun egimidir

(Currie, 1995).

ilag analizlerinde standart sapmanin éniindeki katsay1 3,3 olarak kullanilir.
Diger alternatif pratik yol,

LOD = x + 3s (1.79)
bagintisiyla elde edilir.

X, kor degerin ortalamasidir; s standart sapmadir. Standart sapma analit
icermeyen kor Olglimlerden elde edilir (Riley ve Rosanske, 1996; ICH, 2005;
Ozkan, 2015).

1.20.8. Kantitatif yorum sinir1 (Limit of Quantification, LOQ)

Kabul edilebilir dilizeyde tekrarlanabilirik ve dogruluk ile saptanabilen
ornekteki en diisiik analit miktaridir.

LOQ’yu saptamada ti¢ farkl yaklasim vardir:

1. Sinyal/giiriiltii (S/G) orani: Zemin guriiltiisii veren analitik bir yontemde
S/G orani dusiik derisimlerde hazirlanan analitin sinyalinin kor c¢ozelti
sinyaliyle karsilastirilmasiyla bulunur. S/G oraninin 10:1 oldugu deger LOQ

degeri olarak kabul edilir (Riley ve Rosanske, 1996).

2. Gorsel degerlendirmeye dayanir: Bilinen derisimdeki analitten dogru ve kesin

bir sekilde en diisiik derisimdeki miktarin bulunmasidir.
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3. Sinyalin standart sapmasi (s) ile: Sinyalin standart sapmasi (s) ve kalibrasyon
dogrusunun egimi (m) ile hesaplanir: LOQ = 10 s/m olarak bulunur (Ozkan,

2017).

10s

L0Q =— (1.80)

s, kor degerin standart sapmasidir ve m kalibrasyon dogrusunun egimidir.

Diger alternatif pratik yol,

LOQ = % + 10s (1.81)

X, kor degerin ortalama derisimi, s standart sapmasidir (Armbruster vd., 1992;

Kuselman ve Sherman, 1999; Ozkan vd., 2015).
1.20.9. Secicilik (Selectivity)

Analizin daha 6nceden belirlenmis kosullar altinda bir 6rnek matriksi iginde
diger bilesenlerin varliginda ilgili analiti dogru bir sekilde tayin edebilme
yetenegidir. Bir analitik yontemde yetersiz secicilik durumu, gercek analitin

tayinini bozan girisimcilerle a¢iklanir (Ertas, 2016).
1.20.10. Duyarhlik (Sensitivity)

Derisimdeki birim artisa karsilik gelen sinyalin buyiikligidiir. Duyarhlik,
kalibrasyon hassaslhigl seklinde de kullanilir. Kalibrasyon grafiginin egimine

esitir.
Sistem uygunluk testleri
Sistem uygunluk testi (SUT), analiz islemine ya da ger¢cek numune ¢alismasina

baslamadan 6nce analiz sirasinda analitik sistemin uygunlugundan emin olmak

icin sistemin referans standart madde ile kontrol edilmesidir. Siwvi
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kromatografisinde 6nemli olan kapasite faktorli, ayirma giicii, kuyruklanma
faktorii ve teorik plaka sayisi i¢cin olmasi gereken degerler Cizelge 1.13’de

gosterildigi gibidir (Ozkan, 2017)

Cizelge 1.13. Sistem uygunluk testi (SUT) icin gecerli parametreler ve degerleri

(FDA, 1994)
Kapasite faktort (k) k>2,0
Ayirma giicii (Rs) Rs>1,5
Kuyruklanma faktori (Tt) Tf<2,0

Kolonun etkinligi (N, Teorik Plaka N>2000
Sayisi)

Kromatografik analizlerde sistem uygunluk testleri ile belirlenen kapasite

faktoru, ayirma glict, teorik plaka sayisi ve kuyruklanma faktort icin belirlenen

degerlere uyulmasi gerekmektedir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Tezde ¢alisilan benzimidazol grubu iceren bilesiklerden albendazol, astemizol,
mebendazol ve tiyabendazol; imidazol grubu iceren bilesiklerden klotrimazol,
metronidazol ve tiyamazol i¢in literatiirden elde edilen asit/baz iyonlasma
sabiti (pKa) degerleri, oktanol: su dagilma katsayis1 (logPo/w) degerleri ve
cozuniirlik degerleri asagidaki cizelgelerde verilmistir. Literatiirden elde edilen

validasyon calismalari, Bélim 2.4’de bahsedilmistir.

2.1. Literatiirden Elde Edilen Asit/Baz iyonlagsma Sabiti (pKa) Degerleri
Tezde calisilan bilesikler imidazol ve benzimidazol fonksiyonel grubu icerdigi
icin bu gruba ait literatiirden elde edilen pKa degerleri, Cizelge 2.1 ve 2.2’de

verilmistir.

Cizelge 2.1. Benzimidazoliin literatiirden elde edilen pKa degerleri

pKa Yontem Referanslar
5,50 (suda) Potansiyometrik yontem Ruiz vd., 2005
pKa Yontem Referanslar
6,93 (suda) Potansiyometrik yontem Ruiz vd., 2005
=4,00-7,00 Cambridge Structural Database’da | Cruz-Cabeza,
hesaplanan deger 2012.
7,10 (25°C) ACD Labs 6.00 C programi ile hesaplanan | ACD Labs 6.00 C,
6,85 (37°C) degerler 2011; Sun ve
Avdeef, 2011.
7,17 (suda) PK, = aypK, + b formiili ile hesaplanan | Garrido vd.,
deger 2007.
6,95 (suda) Kapiler zone elektroforezi (CZE) yontemi Beckers vd.,
2003.
-0,53-7,85 (*a) Semiampirik molekiil orbital metodu ile | Skolidis vd.,
hesaplanan deger 2012.

*a) Imidazol ve benzimidazol pK. degerleri igin verilen aralik
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2.1.1. Benzimidazol grubu iceren bilesiklerin literatiirden elde edilen

asit/baz iyonlagma sabiti (pKa) degerleri

Benzimidazol grubu igeren bilesiklerden albendazol, astemizol, mebendazol ve

tiyabendazoliin literatiirden elde pKa degerleri, Cizelge 2.3’de verilmistir.

Cizelge 2.2. Benzimidazol grubu iceren bilesiklerin literatiirden elde edilen pKa

degerleri
ALBENDAZOL

pKa Yontem Referanslar
4,21 Chemaxon ile hesaplanan deger Rankovic, 2017.
pKai1:2,80 Spektrofotometrik yontem Jungh vd., 1998.
pKa2:10,26
pKa1:3,37 Spektrofotometrik yontem Takacs-Novak vd.,
pKa2:9,93 1995.

pKa1:4,21 (suda)
pKa2:10,43 (suda)

Potansiyometrik yontem

Escher vd., 2008.

pKai1:5,54 (B)
pKa2:13,11 (HA)

Pallas programi ile hesaplanan degerler

Pallas Software

Version 3.0, 2007.

pKa1:5,54
pKaz2:13,11

EPI suite v 4.1 programi ile hesaplanan

deger

Santaladchaiyakit ve
Srijaranai, 2012.

pKa1:5,60 (B)
pKa2:11,40 (A)

SciFinder Scholar programindan

hesaplanan degerler

Bergstro'm vd., 2007.

hesaplanan deger

pKa1:5,62 (B) ACD Labs programi ile hesaplanan Box vd., 2003.
pKa2:10,34 (A) degerler
ASTEMIZOL
pKa2:8,35 ACD Labs 6.00 programi ile hesaplanan | ACD Labs 6.00 C, 2011.
deger
8,75 Chemaxon tahmin programi ile Rankovic, 2017.
hesaplanan deger
9,00 ACD Labs programu ile hesaplanan deger | Al Omari vd., 2008.
9,00(B) SciFinder Scholar programindan Bergstro'm vd., 2007.

pKa1:4,85 (B)

Kapiler elektroforez kiitle

Wan vd., 2003.

pKa2:8,69 (-) spektrofotometresi (CE-MS)
pKa1:5,60 (*b) Fischer vd., 1998.
pKa2:8,50
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Cizelge 2.3. Benzimidazol grubu igeren bilesiklerin literatiirden elde edilen pKa
degerleri (Devam)

pKa1:6,80
pKa2:9,03

ACD Labs programu ile hesaplanan

degerler

ACD Labs 6.00 C, 2011.

pKa1:5,28 (suda) (37°C)
pKaz2:8,34 (suda) (37°C)

Potansiyometrik yontem

Sun ve Avdeef, 2011.

pKa1:5,30
pKaz2:8,20

Spektrofotometrik yontem

Al Omari vd., 2008.

pKa1:5,34+0,06 (B)
(suda) (37°C)
pKa2:8,29+0,04 (A)
(suda) (37°C)

Potansiyometrik yontem

Fagerberg vd., 2010.

pKa1:5,44 ACD Labs 6.00 programi ile hesaplanan | ACD Labs 6.00 C, 2011.
pKa2:6,71 degerler

pKa1: 5,44 Potansiyometrik titrasyon Laak vd., 1994.

pKaz: 6,71

pKai: 5,73 (Bazik)
pKaz: 8,48 (Bazik)

pH-metrik, pH-UV ve Fast D-PAS (*c)

Box ve Comer, 2008.

PpKa1:5,99+0.06(Bazik)
(25°Q)
pKa2:8,60+0.04 (Asidik)

Potansiyometrik titrasyon

Bendels vd., 2006.

hesaplanan deger

(25°Q) (%40-61
MeOH:H20 ikili
karigimi)
pKa1:6,04 Spektrofotometrik yontem Tsinman vd., 2015.
pKa2:8,31
MEBENDAZOL
3,42 Chemaxon tahmin programi ile Rankovic, 2017.

pKai:3,20 (suda)
pKa2:9,64 (suda)

pKa2:9,93 (HA)

pKai:3,27 Kapiler elektroforez Shalaeva vd., 2008.
pKa2:9,56

(%30-60 MeOH:H20

ikili karisimi)

pKa1:3,43 (B) CE/MS Wan vd., 2003.
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degerleri (Devam)

Cizelge 2.3. Benzimidazol grubu iceren bilesiklerin literatiirden elde edilen pKa

pKa1:5,02 (pKa1)
pKa2:8,52 (pKaz2)

ACD Labs 6.00 programu ile hesaplanan

degerler

ACD Labs 6.00 C, 2011.

pKa1:4,13 (B)
pKa2:11,79 (HA)

Pallas programi ile hesaplanan degerler

Pallas Software

Version 3.0, 2007.

EPI suite v 4.1 programi ile hesaplanan

degerler

Santaladchaiyakit ve

Srijaranai, 2012.

pKa1:3,530.04
pKz2:9,88+0.06

Potansiyometrik titrasyon

pKa1:3,59+0.16
pKa2:9,43+0.17

Calkalama metodu

Rafols vd., 2017.

TiYABENDAZOL
3,40 ACD Labs programiu ile hesaplanan deger | Miiller vd., 2014.
4,08 Chemaxon tahmin programi ile Rankovic, 2017
hesaplanan deger
4,60 Spektrofotometrik yontem Koner vd., 2011.
pKa1:5,22 Pallas programi ile hesaplanan deger Pallas Software
pKa2:12,83 Version 3.0, 2007.

EPI suite v 4.1 programi ile hesaplanan

degerler

Santaladchaiyakit ve
Srijaranai, 2012.

b) pKa 0.1 M NaOH kullanilarak, diisiitk pKa degerleri i¢in sulu ¢6zeltide, yiiksek pKa degerleri icin MeOH:su
karisiminda belirlenmistir. %50, 60 and 70 (v/v) MeOH:su karisisimindaki pKa degerleri suya ekstrapole
edilmistir.

*c) Hibrid pH-metrik/UV teknigidir. Az miktarda 6rnek ¢ok bilesenli tampon ¢ozeltide ¢éziiliir ve pH 2.0-
12.0’de titre edilir.

2.1.2. imidazol grubu iceren bilesiklerin literatiirden elde edilen asit/baz

iyonlasma sabiti degerleri

imidazol grubu iceren bilesiklerden klotrimazol, metimazol (tiyamazol) ve

metronidazoliin literatiirden elde edilen pKa degerleri, Cizelge 2.4’de verilmistir.

Cizelge 2.3. Imidazol grubu iceren bilesiklerin literatiirden elde edilen pKa

degerleri
KLOTRIMAZOL
pKa Yontem Referanslar
4,70 Potansiyometrik titrasyon Prankerd, 2007.
5,21 (25°C) Gradient RP-HPLC Wiczling vd., 2004.
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degerleri

Cizelge 2.4. Imidazol grubu iceren bilesiklerin literatiirden elde edilen pKa

6,26

EPI Suite 4.1 programi ile hesaplanan

deger

Dallet, 2013.

6,02+0,05 (suda)
(25°C)

Potansiyometrik titrasyon

Bendels vd., 2006.

5,83 (suda)

Kapiler elektroforez

5,99 (%30,40,50,60
(v/v) MeOH:su

ortaminda elde edilen

Kapiler elektroforez

Shalaeva vd., 2008.

degerlerin

ortalamasi)

6,12 Scifinder Scholar programindan | Hamoudov’a vd., 2006.
hesaplanan deger

6,62 Chemaxon tahmin programi ile | Rankovic, 2017.
hesaplanan deger

METIMAZOL (TiYAMAZOL)

1,00 Chemaxon tahmin programi ile | Rankovic, 2017
hesaplanan deger

4,41 (B) Pallas programu ile hesaplanan deger Hollosi, 2005.

10,41 Marvin Sketch programi ile hesaplanan | Marvin Sketch, 2014.
deger

11,45 (suda) *d Skold vd., 2006.

METRONIDAZOL

2,38

VAMCE((*e) yontemi

Zhou vd., 2005.

2,43+0,03 (suda) (Cok

bilesenli cozlicl
karisimi:  su  (esit
oranda MeOH,
dioksan ve  ACN
kullanilarak elde

edilen pKa degeri suya
ekstrapole edilmistir.)

Spektrofotometrik yontem

Volgyi vd., 2007.

2,48+0,006

Spektrofotometrik yontem

Llinas vd., 2008.
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Cizelge 2.4. Imidazol grubu iceren bilesiklerin literatiirden elde edilen pKa
degerleri (Devam)

2,50%0,04 (suda) Spektrofotometrik yontem Volgyi vd., 2007.
(MeOH: su ikili
karisiminda elde
edilen pKa degeri suya

ekstrapole edilmistir).

2,49 Kapiler elektroforez Shalaeva vd., 2008.
(%30,40,50,60 (v/v)
MeOH:su ortaminda

elde edilen degerlerin

ortalamasi)

2,55 ACD Labs ile hesaplanan deger ACD Labs, 2011.
2,62 S=S5[1+ :—i] formiilii ile hesaplama Chovd, 1982.
2,71 (suda) RP-HPLC-ESI-TOF-MS Kubik vd., 2015.
2,79 (Gradient

eliisyon ile %5-%80
MeOH:su ortami)

3,09 Chemaxon tahmin programi ile | Rankovic, 2017.

hesaplanan deger

*d) Bilesikteki asidik/bazik gruplar genis pH araliginda titre edilmistir. Titrasyon egrisinin
seklinden bilesigin pKa degeri belirlenmistir. Elde edilen degerler Yasuda-Shedlovsky esitligi ile
suya ekstrapole edilmistir.

*e) Vacuum-Assisted Multiplexed kapiler elektroforez

2.2. Literatiirden Elde Edilen Oktanol/Su Dagilma Katsayis1 (logPo/w)

Degerleri
Tezde calisilan bilesikler imidazol ve benzimidazol grubu icerdigi i¢cin imidazol

ve benzimidazol icin literatiirden elde edilen oktanol/su dagilma katsayisi

(logPo/w) degerleri, Cizelge 2.5 ve 2.6’da verilmistir.
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Cizelge 2.4. Benzimidazoliin literatiirden elde edilen logPo/w degerleri

logP,,, Yoéntem Referanslar
1,74 logP = 0,121 + 0,600E — 0,495S — Abaham ve Acree,
2,246A — 3,879B + 3,574V — 2,271]* + 2010a.
0,432]~ formiilii ile hesaplalan deger
1,32 Cozlinen tanimlayicilari ile hesaplanan deger | Abaham ve Acree,
2010b.

Cizelge 2.5. Imidazoliin literatiirden elde edilen logPo/w degerleri

logP, ., Yontem Referanslar
-0,25 logP = 0,121 + 0,600F — 0,495S — Abaham ve
2,246A — 3,879B + 3,574V — 2,271]" + Acree, 2010a.

0,432/~ formiilii ile hesaplanan deger

-0,08 Coziinen tanimlayicilari ile hesaplanan deger | Abaham ve

Acree, 2010b.

2.2.1. Benzimidazol grubu iceren bilesiklerin literatiirden elde edilen

logPo/w degerleri

Benzimidazol grubu iceren bilesiklerden albendazol, astemizol, mebendazol ve
tiyabendazoliin literatiirden elde edilen logPo/w degerleri, Cizelge 2.7°de

verilmistir.

Cizelge 2.6. Benzimidazol grubu iceren bilesiklerin literatiirden elde edilen

logPo/w degerleri
ALBENDAZOL
logP; v, Yontem Referanslar

2,20-2,92 EPI suite v 4.1 programu ile | Santaladchaiyakit ve
hesaplanan degerler Srijaranai, 2012,

3,14 EPI Suite v. 3.20 programi ile | Sanderson ve Thomsen,
hesaplanan deger 20009.

Tomasz vd., 2010
3,46+0,12 Hesaplama ile Rivera vd., 2007.
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Cizelge 2.7. Benzimidazol grubu iceren bilesiklerin literatiirden elde edilen

logPo/w degerleri (Devam)

ASTEMIZOL
3,56 Santrifiijlii dagilma katsayis1 yontemi | Laak vd., 1994.
ile
5,14 logP = logD, , + log(1 + 10744*EPKa) | Austin vd., 2002.
formiilii ile hesaplanan deger
5,70 pH metrik yontem Box ve Comer, 2008.
MEBENDAZOL
ChemDraw Ultra Software Version | ChemDraw Ultra Software
6.0.1 programi ile hesaplanan | Version 6.0.1, 2007.
2,44-2,52 degerler
EPI suite v 4.1 programi ile | Santaladchaiyakit ve
hesaplanan degerler Srijaranai, 2012.
2,50 3 farkli fragmentasyon yoéntemiyle | Kasim vd., 2003.
hesaplanan deger
TiYABENDAZOL
1,58-1,76 ChemDraw Ultra Software Version | ChemDraw Ultra Software
6.0.1 programi ile hesaplanan Vel 01, 2007
degerler
1,94 Calkalama yontemi Chamberlain vd., 1996.

2.2.2. imidazol grubu iceren bilesiklerin literatiirden elde edilen logPo/w

degerleri
Imidazol grubu iceren bilesiklerden klotrimazol, metimazol (tiyamazol) ve
metronidazoliin literatiirden elde edilen logP,,, degerleri, Cizelge 2.8'de

verilmistir.

Cizelge 2.7. Imidazol grubu iceren bilesiklerin literatiirden elde edilen logPo/w

degerleri
KLOTRiMAZOL
logP, Yontem Referanslar
5,20 Calkalama yontemi Lombardo, vd., 2000.
539 QikProp programu ile Brogi vd., 2015.

hesaplanan deger
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Cizelge 2.8. Imidazol grubu iceren bilesiklerin literatiirden elde edilen logPo/w
degerleri (Devam)

4,10 QSAR-DK:EPIWIN 3.02 | OSPAR Commission 2005
programi ile hesaplanan | Update.
deger
METIMAZOL
-0,22 pH metric/RP-HPLC Skold vd., 2006.
0,75 Marvin Sketch programi ile | Marvin Sketch, 2014.
hesaplanan deger
1,25 Pallas programi ile | Hollosi, 2005.
hesaplanan deger
METRONIDAZOL
-0,10 EPI Suite v. 3.20 programi | Sanderson ve Thomsen, 2009.

ile hesaplanan deger

-0,02 Calkalama yontemi Anderson ve Patel, 1979.

2.3. Literatiirden Elde Edilen Céziiniirliikk Degerleri

2.3.1. Benzimidazol grubu iceren bilesiklerin literatiirden elde edilen

coziiniirluk degerleri

Benzimidazol grubu iceren bilesiklerden albendazol, astemizol, mebendazol ve
tiyabendazoliin literatiirden elde edilen ¢oziintirliikk degerleri, Cizelge 2.9°da

verilmistir.

Cizelge 2.8. Benzimidazol grubu iceren bilesiklerin literatiirden elde edilen
¢ozinirlik degerleri

ALBENDAZOL

Cozlintrlik Yontem Referanslar
8,30x10-5 Spektrofotometrik yontem Stepniak vd., 2017.
0,40+0,02 mg/L | uDISS Profiler (pION) (*f) Escher vd., 2008.
(25°C+3°C)
1,50 pg/mL Calkalama yontemi Paulekuhn vd., 2013.
1,61 mg/L EPI suite v 3.20 programi ile | Tomasz vd., 2010.

hesaplanan deger

138



Cizelge 2.9. Benzimidazol grubu iceren bilesiklerin

cozunurlik degerleri (Devam)

literatirden elde edilen

46,39 mg/L

EPI suite v 4.1 programi ile

hesaplanan deger

Santaladchaiyakit ve

Srijaranai, 2012.

983,00+112,2

Calkalama yontemi

Bergstro'm vd., 2007.

ASTEMIZOL

logSo: -5,93 mol/L

Cheg-sol ve pH metrik

metotlarile

Box ve Comer, 2008.

0,29+0,08 UV 96-well microtitre plaka | Avdeefvd., 2007.
denge ¢cozilintirlik yontemi
0,59 pg/mL Spektrofotometrik yontem Tsinman vd., 2015.
66,80+21,1 nM Calkalama yontemi Bergstro'm vd., 2007.
MEBENDAZOL
5x10* (mg/mL) Calkalama yontemi Nielsen vd., 1994.
1,70 EPI suite v 3.20 programi ile Tomasz vd., 2010.
hesaplanan deger
2,71 EPI suite EPIWEB 4.0 Horvat vd., 2012.
50,08 mg/L EPI suite v 4.1 programu ile | Santaladchaiyakit ve
hesaplanan deger Srijaranai, 2012,
TIYABENDAZOL
-3,21 logS,, = 0,395 — 0,955E + Jouyban ve Fakhree, 2012.
0,320S + 1,1554 + 3,255B —
0,785AB — 3,330 formiilii ile
hesaplanan deger
2,33 EPI suite v 3.20 programui ile | Tomasz vd., 2010.
hesaplanan deger
335,2 mg/L EPI suite v 4.1 programu ile | Santaladchaiyakit ve
hesaplanan deger Srijaranai, 2012,

*f) uDISS: miniaturized rotating disk dissolution instrument, minyatiirize déner disk ¢éziinme
cihaz1

2.3.2. imidazol grubu iceren bilesiklerin literatiirden elde edilen

coziinurlilk degerleri

imidazol grubu iceren bilesiklerden klotrimazol ve metronidazoliin literatiirden

elde edilen ¢oziintirliik degerleri, Cizelge 2.10’da verilmistir.
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Cizelge 2.9. Imidazol grubu iceren bilesiklerin literatiirden elde edilen
cozunurluk degerleri

KLOTRIMAZOL

Cozunurliik Yontem Referanslar

-5,84 mol/dm3 QikProp programi ile Brogi vd., 2015.
hesaplanan deger

<0,01 mg/mL Spektrofotometrik yontem Hoogerheide ve Wyka,

1982.

0,39+0,18 UV 96-well microtitre plaka Avdeefvd., 2007.
denge ¢ozilintirlik yontemi

0,5/0,0101 Drugbank programindan Huang vd., 2010.
hesaplanan degerler

METRONIDAZOL
-1,14 logS,, = 0,395 — 0,955E + Jouyban ve Fakhree, 2012.

0,320S + 1,1554 + 3,255B —
0,7854B — 3,330 formula ile
hesaplanan deger

0,94 (w/v%) (22 °C) Calkalama yontemi Lauwo, 1985.
1,41 (w/v%) (37 °C)
7,00 g/L (sudaki | ACD Labs programiyla | Falkman vd., 2011.

¢oziinirlik) hesaplanan deger

9,50 mg/mL (25°C) Calkalama yontemi Cho vd., 1982.

13,42 mg/mL ADMET predictor programiyla | Duque vd., 2017.
hesaplanan deger

64,80 mg/mL (pH 1,2; | Calkalama yontemi, HPLC Wu ve Fassihi, 1985.

22°0C)

92800+7900 puM (Kinetik
¢oziinirlik Spektrofotometrik yontem Llinas vd., 2008.
60000+1500 uM (Tam

¢oziinirlik)

2.4. Literatiirden Elde Edilen Validasyon Calismalari ile ilgili Veriler
Tezde secilen bilesiklerin ila¢ formiilasyonlarinda tayine yonelik ¢alisma

bulunmamaktadir. Bunun disindaki numunelerde yapilmis validasyon

calismalar1 asagida verilmistir.
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Hajkova vd., (2007) calismalarinda, sprey formiilasyonunda, klotrimazol ve iki
degredasyon Uriiniiniin ((2-klorofenil) difenilmetanol ve imidazol) belirlenmesi
icin HPLC metodu gelistirmisler ve metot validasyonu yapilmistir. Farkl ters faz
sivi kromatografi kolonlar1 denenmis, Purospher LichroCARD RP-18e kolonda
14 dakikalik analiz siiresinde iyi sonuglar elde edilmistir. Fakat daha kisa stirede
(6 dk) analiz sonucu elde edilen Zorbax SB-Phenyl kolonda (75mmx4,6 mm, 3,5
um), validasyon calismalar1 gerceklestirilmistir. Bilesiklerin ayrimi %65:35
(v/v) ACN-H20 ikili karisiminda (pH 3,5) gerceklestirilmis ve akis hiz1 0,5
mL/dakika olarak secilmistir. Validasyon c¢alismasi i¢in i¢ standart olarak
ibuprofen belirlenmis ve sistem uygunluk testleri ile elde edilen elde edilen

sonugclar, Cizelge 2.11’de verilmistir (Hajkova vd., 2007).

Cizelge 2.10. Validasyon c¢alismasi ve sistem uygunluk testleri ile elde edilen

sonuglar

Sistem Uygunluk Verileri
Parametre Klotrimazol (2-klorofenil) difenilmetanol imidazol
Teorik plaka sayisi 1046 5641 1535
Asimetri 1,14 1,05 1,03
Rs 2,34 3,68 2,14
Tekrarlanabilirlik-tr 0,04 0,33 0,47
Tekrarlanabilirlik-A 0,05 0,29 0,20

Validasyon parametreleri
Parametre Klotrimazol (2-Klorofenil) difenilmetanol imidazol
Kesinlik (%RSD) 0,59 0,28 0,47
Dogrusallik 0,999991 0,99968 0,999945
(Korelasyon Katsayisi)
Dogruluk (%RSD) 1,13 0,28 0,48
Dogruluk (%Geri 99,12 100,61 103,85
kazanim)
Secicilik Girisim yok Girisim yok Girisim yok
LOD (mg/ml) - 8,60x10-4 1,19x10-3
LOQ (mg/ml) - 2,86x10-3 3,97x103

Back vd.,'nin (2015) yaptig1 calismada, astemizol ve astemizollin ana metaboliti

desastemizoliin av kopegi ve maymun plazmasinda es zamanli tayini icin yliksek
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performanshi sivi kromatografisi-tandem mass spektrometresi yontemi
gelistirilmistir. ACN’de ¢6ziilmiis 0,025% TFA ve 20 mM amonyum asetat (96:4)
iceren mobil fazda, 0,25 mL/dakika akis hizinda, Atlantis HILIC kolonda (2,1
mm x 50 mm, 3 m; Waters, Milford, MA, USA) ayirmalar gerceklestirilmistir.
Toplam analiz siiresi 2,2 dakikadir. Difenhidramin i¢ standart olarak
belirlenmistir. Astemizol, desastemizol ve i¢ standartin alikonma siireleri av
kopegi plazmasi icin sirasiyla 1,50, 1,55 ve 1,52 dakika; maymun plazmasi icin
sirasiyla 1,44, 1,47 ve 1,45 dakika olarak 6l¢lilmiistiir. Bu sonuclarin daha
onceki metotlardan iki kat daha hizli oldugu belirtilmistir. Kalibrasyon grafigi av
kopegi plazmasinda astemizol i¢in 2,5-500 ng/mL aralifinda, desastemizol i¢in
7,5-500 ng/mL araliginda; maymun plazmasinda astemizol i¢in 2,5-80 ng/mL
araliginda, desastemizol icin 10-1600 ng/mL araliginda dogrusal oldugu
belirlenmistir. Av kdpegi ve maymun plazmasinda elde edilen giin ici ve giinler
arasi dogruluk ve kesinlik degerleri, Cizelge 2.12’de gosterilmistir (Back vd.,,

2015).

Cizelge 2.11. Av koépegi ve maymun plazmasinda giin i¢i ve gilinler arasi
dogruluk ve kesinlik degerleri

Astemizol, Av képegi plazmasi

Nominal derisim | Hesaplanan %Varyasyon % Bagil hata
(ng/ml) derisimin katsayisi

ortalamasi (ng/ml)

Giin 2,5 (LLOQ) 2,46/2,52 3,31/7,14 -1,60/0,80

ici/giinler

arasi
7,5 (Dusuk) 7,49/7,42 4,54/5,61 -0,133/-1,06
250 (Orta) 242/249 4,60/4,00 -3,23/-0,400
500 (Yiiksek) 505/503 2,34/11,0 1,00/0,600

Astemizol, maymun plazmasi

Giin 2,5 (LLOQ) 2,46/2,67 3,34/7,70 -1,60/6,80

ici/giinler

arasl
7,5 (Distk) 8,40/8,22 12,8/10,1 12,0/9,60
40 (Orta) 41,9/40,1 2,32/7,41 4,75/0,25
80 (Yiiksek) 84,5/81,0 2,30/7,44 5,63/1,25
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Cizelge 2.12. Av kopegi ve maymun plazmasinda gilin i¢i ve giinler arasi
dogruluk ve kesinlik degerleri (Devam)

Desmetilastemizol, Av kdpegi plazmasi

Giin i¢i/giinler | 7,5 (LLOQ) 8,23/7,17 10,1/12,8 9,73/-4,40
arasl
10 (Dustk) 11,3/9,82 7,84/6,43 13,0/-1,80
250 (Orta) 254/262 4,10/591 1,50/4,73
500 (Yiiksek) 516/521 10,4/11,7 3,23/4,22
Desmetilastemizol, maymun plazmasi
Giin 10 (LLOQ) 10,0/10,3 2,74/8,72 0,20/2,50
ici/giinler
arasl
30 (Diistik) 26,5/28,8 7,43/10,4 -11,7/-4,00
160 (Orta) 166/178 5,61/8,10 3,94/11,0
1600 (Yiiksek) 1542/1609 4,52/13,1 -3,64/0,563

Astemizol ve desmetilastemizoliin dogrulugu (%Bagil hata) ve kesinligi
(%varyasyon katsayisi) sirasiyla %11,7- %13,0, %2,30- %13,1 araligindadir. 50
uL kopek ve maymun plazmasi kullanildiginda kantitasyon icin en diisiik limit
(lower limit of quantitation, LLOQ) astemizol i¢in 2,5 ng/mL, desmetilastemizol

icin 7,5 ve 10 ng/mL olarak belirlenmistir (Back vd., 2015).

Chen vd., (2004), insan plazmasinda albendazol ve albendazoliin aktif metaboliti
albendazol siilfoksitin es zamanli tayini i¢in sivi kromatografi kiitle
spektrofotometre elektrospray iyonlasma yontemini kullanarak metot
gelistirmislerdir. Kromasil Cs kolon (150mmx4,6 mm i.d., 5um, Aote, Tianjin,
China) ve SecurityGuard Cis (4mmx3,0 mm i.d., Phenomenex, Torrance, CA,
USA) guard kolon ile 20 °C’de analizler gergeklestirilmistir. MeOH-su-formik asit
((80:20:1 (v/v/v)) mobil faz1 kullanmlarak 0,5 mL/dakika akis hizinda
calisilmistir. Estazolam i¢ standart olarak secilmistir. Insan plazmasindan
albendazol ve albendazol siilfoksit icin elde edilen giin i¢ci ve gilinler arasi

dogruluk ve kesinlik degerleri Cizelge 2.13’te gosterilmistir (Chen, vd., 2004).
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Cizelge 2.12. Albendazol ve albendazol stilfoksit icin elde edilen giin i¢i ve giinler
arasi dogruluk ve kesinlik degerleri

Analit Eklenen Bulunan Giin i¢i bagil | Giinler arasi | %Bagil
derisim derisim standart bagil hata
(ng/ml) (ng/ml) sapma (%) | standart

sapma (%)

Albendazol 1,00 0,99 6,7 7,1 -0,9
20,0 20,2 5,5 52 0,8
160,0 163,3 5,0 2,1 2,1

Albendazolsiilfoksit | 10,0 10,1 8,0 2,6 1,2
200,0 204,4 6,9 9,4 2,2
1600 1560 53 3,7 -2,5

Amelina vd. (2018) ¢alismalarinda farkl siniflara ait 150 veteriner ilacinin siitte
UHPLC-high-resolution quadrupole time-of-flight kiitle spektrometresi ile
analizini gerceklestirmislerdir. Mobil faz A suda %0,1 formik asit ve mobil faz B
ACN’'de %0,1 formik asit icerecek sekilde, gradient eliisyonla analizler
gerceklestirilmistir. Akis hizi 0,4 ml/dakika, kolon sicakligt 50°C olarak
ayarlanmistir. Acclaim™ 120 C18 (150 x 2,1 mm; particle size 2,2 pm; Thermo
Scientific, United States) kolonda calismalar gerceklestirilmistir. Bu calismada
albendazol, mebendazol, metronidazol ve tiyabendazol icin LOD degeri 0,5 ng/g;

metimazol i¢in 1,0 ng/g olarak belirlenmistir (Amelina vd., 2018).

Akay vd (2002) yaptig1 ¢alismada, farmasotik dozaj formda metronidazol ve
mikonazoliin RPLC-UV’de es zamanli tayini gergeklestirilmistir. Kromatografik
ayirma %40:60 MeOH-H20 ikili karisiminda, 1 mL/dakika akis hizinda
yapilmistir. Siilfametaksazol i¢ standart olarak secilmistir. Metronidazol ve
mikanazol nitratin dogrusal regresyon analizi ile ilgili sonuglar, Cizelge 2.14’te

verilmistir.
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Cizelge 2.13. Metronidazol ve mikonazol nitratin dogrusal regresyon analizi ile

ilgili sonuglar

Metronidazol Mikanazol nitrat
Dogrusal aralik (pg/mL) | 10-70 1-20
(*g)
Egim 0,022 0,048
Kesim 0,018 0,002
Korelasyon katsayisi 0,999 0,999
Egimin bagil standart 1,07 1,18
sapmasi
Kesimin bagil standart 0,26 0,41
sapmasl
LOD (pg/mL) 0,33 0,28
LOQ (pg/mL) 1,11 0,89

(*g) Standart ¢ozeltilerin 5 kez enjeksiyonuyla elde edilen deger
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3. MATERYAL VE METOT

Tezde calisilan benzimidazol grubunu iceren ilaglardan albendazol, astemizol,
mebendazol ve tiyabendazol; imidazol grubunu igeren ilaglardan klotrimazol,
metimazol (tiyamazol) ve metronidazoltin ACN-H20 ikili karisiminda ters faz
sivi kromatografi yontemi ile elde edilen iyonlasma/protonasyon sabiti

degerlerinin belirlenmesinde kullanilan cihazlar ve kimyasallar hakkinda bilgi

verilmistir.

3.1. Tezde Kullanilan Kimyasal Maddeler

Deneysel asamada kullanilan tiim kimyasallar analitik ya da HPLC safliktadir. Bu

tezde calisilan yedi ila¢ etken maddesine ait baz1 6zellikler, Cizelge 3.1’de

verilmistir.

Cizelge 3.1. Tezde galisilan bilesikler ve baz1 6zellikleri

karbamat

(C12H15N302S)

Bilegigin Kimyasal Yapis1 | Bilesigin IUPAC Bilesigin
adlandirilmasi ve ozellikleri
kapali formiilii

Albendazol Ma:265,33 g/mol
S
it jg/ ~ o, CAS No: 54965-
b " (Metil N-(6- 21-8
HC 0
propilsiilfanil-1H- HPLC
benzimidazol-2-il) saflikta>%98
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Cizelge 3.1. Tezde calisilan bilesikler ve bazi 6zellikleri (Devam)

(1-[(2-klorofenil)-
difenilmetil]imidaz
ol)
(C22H17CIN2)

H,C—0 Astemizol Ma:458,58 g/mol
CAS No: 68844-
! (1-[(4- 77-9
Q : florofenil)metil]- | HPLC
4:@ N-[1-[2-(4- | saflikta>%98
b metoksifenil)etil]p
: iperidin-4-
il]benzimidazol-2-
amin)
(C28H31FN40)
c, Mebendazol Ma:295,30 g/mol
o N CAS No: 31431-
n—( O 0 (Metil N-(6- | 39-7
HN
benzoil-1H- HPLC
O benzimidazol-2- | saflikta>%98
il)karbamat)
(C16H13N303)
N HN Tiyabendazol Ma:201,25 g/mol
—
Sr/\>_<\ CAS No: 123242-
N (4-(1H- 33-1
benzimidazol-2- | HPLC
il)-1,3-tiyazol) saflikta>%98
(C10H7N3S)
Klotrimazol Ma:344,84 g/mol

CAS No:117829-
71-7

HPLC
saflikta>%98
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Cizelge 3.1. Tezde calisilan bilesikler ve bazi 6zellikleri (Devam)

CH3 Metimazol Ma:114,17 g/mol
| (Tiyamazol) CAS No: 60-56-0
S N (3-metil-1H-imidazol-2- | HPLC
ﬁ/ /; tiyon) (C4HeN2S) | saflikta>%98
HN
HO CH, Metronidazol Ma:171,15 g/mol
\L /J\ CAS N0:99616-64-
N7 NN
\—/ (2-(2-metil-5- 5 HPLC
O=N nitroimidazol-1- saflikta>%98
© il)etanol)
(CoH9N303)

Kromatografik calismada kullanilan kimyasal maddeler ve kullanim amaglari

Cizelge 3.2’de verilmistir.

Cizelge 3.2. Kromatografik calismada kullanilan kimyasal maddeler ve kullanim

amaglari

Kimyasal

maddenin ad1

Kullanim amaci

Tedarik edilen

firma

KHP

pH elektrodunun

kalibrasyonu i¢in referans

standart madde

Merck, analitik
saflikta

o-fosforik asit Mobil fazdaki tampon Merck, analitik
(0-H3PO04) bileseni saflikta
Amonyum kloriir Mobil fazdaki tampon Merck, analitik
(NH4CD) bileseni saflikta
Amonyak Mobil fazdaki tampon Merck, analitik
(NH3) bileseni saflikta
Sodyum hidroksit Mobil fazdaki tampon Merck, analitik
(NaOH) bileseni saflikta
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Cizelge 3.2. Kromatografik ¢alismada kullanilan kimyasal maddeler ve kullanim
amaglar1 (Devam)

Asetonitril Mobil fazda kullanilan Merck, HPLC saflikta
(ACN) organik ¢ozucu
Urasil Kolonda tutunmayan Sigma, HPLC saflikta

tirun alikonma zamanini
belirlemede kullanilan

kimyasal madde

Albendazol ila¢ etken maddesi Sigma-Aldrich, analitik
standart, 298%

Astemizol ila¢ etken maddesi United States
Pharmacopeia (USP)

Referans Standard

Mebendazol ila¢ etken maddesi Sigma-Aldrich, 298%

Tiyabendazol ila¢ etken maddesi Sigma, 299%

Klotrimazol ila¢ etken maddesi Sigma-Aldrich, analitik
standart

Metimazol ila¢ etken maddesi European Pharmacopoeia

(Tiyamazol) (EP) Reference Standard

Metronidazol ila¢ etken maddesi Sigma-Aldrich, analitik
standart

3.2. Tezde Kullanilan Cihazlar ve Kolonlar

3.2.1. Yiiksek performansh s1ivi kromatografi cihazi

Calisilan bilesiklerin sivi kromatografik davranisinin incelenmesinde ve pKa
degerlerinin  belirlenmesinde, Shimadzu LC-VP marka HPLC cihaz

kullanilmistir. HPLC sisteminde LC-20AD pompa, kolon firin1 (CTO-10AS), gaz
giderme tnitesi (DGU-20A3) ve UV-Vis dedektor (SPD-20A) bulunmaktadir.
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3.2.2. Kolonlar

Bu tez ¢alismasinda, Kinetex Core-Shell C8 (Phenomenex, 150mmx2,6 um, 4,6
mm) kolon albendazol, astemizol, mebendazol ve tiyabendazol, klotrimazol ve
metronidazoliin ters faz sivi kromatogafik davranisinin incelenmesinde, Kinetex
Core-Shell EVO (C18 (Phenomenex, 250mmx4,6 mm, 5 pm) kolon ise
metimazoliin  (tiyamazol) ters faz siwvi kromatografik davranisinin

incelenmesinde kullanilmistur.

3.3. Bilesiklerin Kromatografik Davranislarinin Tayininde Kullanilan

Cozeltiler

%100 su ortaminin mobil faz olarak hazirlanmasi

100 mL saf su ortaminda 25 mM NH4Cl (53,49 g/mol) olacak sekilde ilave
edilmistir. Derisik NH3 (%32 (v/v); 35,04 g/mol; 0,88 g/cm?3) ile mobil faz pH’1
istenilen pH degerlerine (pH 8,50; 9,00; 9,50; 10,0; 10,50; 11,00; 11,50)

ayarlanmistir.

%715 (v/v) ACN iceren ACN-H20 ikili karisiminin hazirlanmasi

100 mL mobil fazin hazirlanmasinda, 85 mL saf su alinarak iizerine 15 mL ACN
eklenmistir. Boylece ACN-H20 ikili karisimlarinda hacim biiziilmesinden gelen
olumsuz etki bertaraf edilmistir. Bu mobil faz ortamina 25 mM olacak sekilde o-
H3PO4 (%85 (w/w); 98 g/mol; 1,71 g/mL) ilave edilmistir. istenilen pH (2,50;
3,00; 3,50; 4,00; 4,50; 5,00; 5,50; 6,00; 6,50; 7,00) 1M NaOH ilavesi ile
gerceklestirilmistir. Mobil fazlar ultrasonik banyoda degaze edildikten sonra
kullanilmistir. Calisma boyunca metronidazol i¢in mobil faz ortaminda 75 mM
olacak sekilde o-H3PO4 (%85 (w/w); 98 g/mol; 1,71 g/mL) ilave edilmistir. Bu
bilesik icin ¢alisilacak pH degerleri (1,83; 2,00; 2,20; 2,40; 2,50; 2,75; 3,00; 3,25;
3,50; 3,75; 4,00; 4,50; 5,00) mobil faza 1M NaOH ilavesi ile gerceklestirilmistir.
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%720 (v/v) ACN iceren ACN-H:20 ikili karisiminin hazirlanmasi

100 mL mobil fazin hazirlanmasinda, 80 mL saf su alinarak tizerine 20 mL ACN
eklenmistir. Boylece ACN-H20 ikili karisimlarinda hacim btiziilmesinden gelen
olumsuz etki bertaraf edilmistir. Bu mobil faz ortamina 25 mM olacak sekilde o-
H3PO4 (%85 (w/w); 98 g/mol; 1,71 g/mL) ilavesi yapilmistir. istenilen pH (2,50;
3,00; 3,50; 4,00; 4,50; 5,00; 5,50; 6,00; 6,50; 7,00), 1M NaOH ilavesi ile
gerceklestirilmistir. Mobil fazlar ultrasonik banyoda degaze edildikten sonra

kullanilmistir.

%25 (v/v) ACN iceren ACN-H20 ikili karisiminin hazirlanmasi

100 mL mobil fazin hazirlanmasinda, 75 mL saf su alinarak tizerine 25 mL ACN
eklenmistir. Boylece ACN-H20 ikili karisimlarinda hacim biiziilmesinden gelen
olumsuz etki bertaraf edilmistir. Bu mobil faz ortamina 25 mM olacak sekilde o-
H3PO4 (%85 (w/w); 98 g/mol; 1,71 g/mL) ilavesi yapilmstir. istenilen pH (2,50;
3,00; 3,50; 4,00; 4,50; 5,00; 5,50; 6,00; 6,50; 7,00), 1M NaOH ilavesi ile
gerceklestirilmistir. Mobil fazlar ultrasonik banyoda degaze edildikten sonra

kullanilmistir.

%35 (v/v) ACN iceren ACN-H20 ikili karisiminin hazirlanmasi

100 mL mobil fazin hazirlanmasinda, 65 mL saf su alinarak tizerine 35 mL ACN
eklenmistir. Boylece ACN-H20 ikili karisimlarinda hacim buzilmesinden gelen
olumsuz etki bertaraf edilmistir. Bu mobil faz ortamina 25 mM olacak sekilde o-
H3PO04 (%85 (w/w); 98 g/mol; 1,71 g/mL) ilavesi yapilmistir. istenilen pH (2,50;
3,00; 3,50; 4,00; 4,50; 5,00; 5,50; 6,00; 6,50; 7,00; 7,50; 8,00), 1M NaOH ilavesi
ile gerceklestirilmistir. Mobil fazlar ultrasonik banyoda degaze edildikten sonra
kullanilmistir. pH 8,5; 9,00 degerlerinde hazirlanacak olan mobil fazlarda 25
mM olacak sekilde kat1 NH4Cl (53,49 g/mol) ilave edilmis, derisik NH3 (%32
(v/v); 35,04 g/mol; 0,88 g/cm3) ile mobil faz pH’1 istenilen pH (pH 8,5; 9,0) ’a

ayarlanmistir.
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%40 (v/v) ACN iceren ACN-H:20 ikili karisiminin hazirlanmasi

100 mL mobil fazin hazirlanmasinda, 60 mL saf su alinarak tizerine 40 mL ACN
eklenmistir. Boylece ACN-H20 ikili karisimlarinda hacim btiziilmesinden gelen
olumsuz etki bertaraf edilmistir. Bu mobil faz ortamina 25 mM olacak sekilde o-
H3PO4 (%85 (w/w); 98 g/mol; 1,71 g/mL) ilavesi yapilmistir. istenilen pH (2,50;
3,00; 3,50; 4,00; 4,50; 5,00; 5,50; 6,00; 6,50; 7,00; 7,50; 8,00), 1M NaOH ilavesi
ile gerceklestirilmistir. Mobil fazlar ultrasonik banyoda degaze edildikten sonra
kullanilmistir. pH 8,5; 9,00 degerlerinde hazirlanacak olan mobil fazlarda 25
mM olacak sekilde kat1 NH4Cl (53,49 g/mol) ilave edilmis, derisik NH3 (%32
(v/v); 35,04 g/mol; 0,88 g/cm3) ile mobil faz pH"1 istenilen pH (pH 8,5; 9,0)'a

ayarlanmistir.

%45 (v/v) ACN iceren ACN-H:20 ikili karisiminin hazirlanmasi

100 mL mobil fazin hazirlanmasinda, 55 mL saf su alinarak tizerine 45 mL ACN
eklenmistir. Boylece ACN-H20 ikili karisimlarinda hacim btizilmesinden gelen
olumsuz etki bertaraf edilmistir. Bu mobil faz ortamina 25 mM olacak sekilde o-
H3PO4 (%85 (w/w); 98 g/mol; 1,71 g/mL) ilavesi yapilmistir. Istenilen pH (2,50;
3,00; 3,50; 4,00; 4,50; 5,00; 5,50; 6,00; 6,50; 7,00; 7,50; 8,00), 1M NaOH ilavesi
ile gerceklestirilmistir. Mobil fazlar ultrasonik banyoda degaze edildikten sonra
kullanilmistir. pH 8,5; 9,00 degerlerinde hazirlanacak olan mobil fazlarda 25
mM olacak sekilde kat1 NH4Cl (53,49 g/mol) ilave edilmis, derisik NH3 (%32
(v/v); 35,04 g/mol; 0,88 g/cm3) ile mobil faz pH"1 istenilen pH (pH 8,5; 9,0)'a

ayarlanmistir.

Urasil ¢ozeltisinin hazirlanmasi

ila¢c etken maddelerinin calisilan kosullarda kapasite faktérlerinin belirlenmesi
icin kolonda tutunmayan tiir olarak urasil ¢ozeltisi 100 ppm olacak sekilde
hazirlanmistir. Hazirlanan bu urasil ¢ozeltisinden 20 pL enjekte edilerek
kolonda tutunmayan tiirtin alikonma zamani belirlenmistir. Urasil icin ¢alisilan

dalga boyu 225 nm olarak belirlenmistir.
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KHP ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Potasyum hidrojen fitalat (KHP) ((CeH4(COOK)(COOH)) c¢ozeltisi primer
standart pH referans c¢ozeltisi olarak 0,05 m derisiminde kullanilmis ve pH
elektrodu bu bilesik icin gerekli degere kalibre edilmistir. pH/iyon metrenin
kalibrasyonu yapildiktan sonra mobil fazlarin pH’lar1 istenilen degere

ayarlanmistir.

ilag ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Kromatografik calismada analiz edilecek bilesiklerin herbirinden 100 ppm’lik
stok c¢ozeltiler hazirlanmistir. Sivi kromatografi cihazina her bir stok ¢ozeltiden
20 pL enjekte edilmistir. Her bir bilesik i¢in en az 3 tane enjeksiyon yapilarak

alikonma zamanlarinin ortalamasi alinmistir.

Kalibrasyon ¢oézeltilerinin hazirlanmasi

Yapilan c¢alismada dogrusal araligin belirlenmesi i¢in kalibrasyon c¢ozeltileri
hazirlanarak kalibrasyon grafigi cizilmistir. Kalibrasyon grafigi cizilirken i¢
standart yontemi kullanilmistir. Klotrimazol, mebendazol ve albendazoliin 100
ppm (pg/mL) stok c¢ozeltileri hazirlanmistir. Bu bilesikler icin 2-12 ppm
araligindaki  kalibrasyon  c¢ozeltileri stok c¢ozeltilerden  seyreltilerek
hazirlanmistir. Albendazol i¢in klotrimazol, mebendazol icin albendazol,
klotrimazol icin dikloksasilin i¢ standart olarak belirlenmistir. I¢ standart olarak
secilen klotrimazol, albendazol ve dikloksasilin ¢ozeltilerinin herbirinden 1 ppm
derisimde hazirlanmistir. Kalibrasyon grafigi icin bilesiklerin en az 3 tekrarl

enjeksiyonu yapilmistir.
Giin ici ve giinler arasi calisma cozeltileri
Tez ¢alismasinda metodun kesinliginin belirlenmesi i¢cn giin i¢i ve giinler arasi

calismalar yapilmistir. Albendazol i¢in 4-8 ppm; mebendazol ve klotrimazol i¢in

4-10 ppm derisimlerinde hazirlanan ¢6zeltiler giin i¢i ve glinler arasi ¢alismalari
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gerceklestirmek amaciyla yiliksek performanslh sivi kromatografi sistemine en

az bes tekrarli olacak sekilde enjekte edilmistir.

Tablet numune ¢ozeltisi

Miktar tayini yapabilmek amaciyla 10 g tablet ezilmis ve bir tablete esdeger
miktardaki tablet tozu, 100 mL’lik balon jojeye alinmistir. Uzerine mobil faz
eklenerek ultrasonik banyoda 20 dakika ¢oziinmesi i¢in bekletilmistir ve hacmi
mobil fazla tamamlanmistir. Hazirlanan ¢ézelti mavi bant siizge¢ kagidindan
stizlilmiis ve bilesigin kalibrasyon araligindaki derisimde olacak sekilde siiziintii
farkli seyreltme oranlarinda hazirlanmistir. I¢ standart madde (klotrimazol,

albendazol) 1 ng/mL olacak sekilde sabit derisimde ilave edilmistir.

Krem numune ¢ozeltisi

Calismada klotrimazoliin krem formiilasyonunda miktar tayininin yapilabilmesi
amaciyla krem numunesi analize hazirlanmistir. Klotrimazol iceren Canesten®
krem numunesinden 1 g tartilarak 100 mL mobil fazda ¢ozilmistiir. Derisimi 4
ug/mL olan krem numunesi icerisindeki etken maddenin belirlenebilmesi i¢in
hazirlanan kalibrasyon grafiginin derisim araligina girecek sekilde
seyreltilmistir. Elde edilen ¢ozelti beyaz bant slizge¢ kagidi (640m, @125mm
cap) kullanilarak siiziilmistiir. Siiziintiiye 1 pg/mL olacak sekilde i¢ standart
dikloksasilin ilave edilmistir ve sisteme enjekte edilmeden o6nce 0,45 pum

Millipore filtreden geg¢irilmistir.

3.4. Optimum Ayirma Kosulunun Belirlenmesi

Ayirma ve metot validasyonunu gerceklestirmek icin optimum kosullarin
belirlenmesinde c¢alisilan kosullardaki her bir mobil faz i¢in ayirma giic,
kapasite ve secicilik faktorii degerleri hesaplanmistir. Bu degerler dikkate
alinarak, mebendazol i¢cin en uygun ayirma kosulu %45 (v/v) oraninda ACN
iceren ACN-H20 ikili karisimi (pH 5,0); albendazol i¢in en uygun ayirma kosulu
%45 (v/v) oraninda ACN iceren ACN-H20 ikili karisimi (pH 4,0); klotrimazol i¢in
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en uygun ayirma kosulu %45 (v/v) oraninda ACN iceren ACN-Hz0 ikili karisimi
(pH 5,5) olarak belirlenmistir.

3.5. Yontem Gelistirme

3.5.1. Sivi kromatografik yontemle pKa tayini

Ters faz sivi kromatografi yontemiyle pKa degerlerinin belirlenmesinde,
metimazol (tiyamazol) bilesigi icin %100 su ortaminda, tiyabendazol ve
metronidazol i¢cin %15 (v/v), %20 (v/v), %25 (v/v) asetonitril iceren ACN-H20
ikili karisimlarinda, albendazol, astemizol, mebendazol ve klotrimazol i¢in %35
(v/v), %40 (v/v), %45 (v/v), ACN-H20 ikili karisimlarinda deneysel ¢calismalar
gerceklestirilmistir. Calisilan her bir ortam icin 0,05 m derisimde KHP
kalibrasyon ¢o6zeltisi hazirlanmistir. Elektrot kalibrasyonundan sonra her bir
kosula ait mobil faz istenilen pH degerine ayarlanarak hazirlanmistir. Bu
ayarlama isleminde tampon araligi dikkate alinarak pH 8,0’e kadar hazirlanan
cozeltiler i¢cin 25 mm o-H3PO04 kullanilmistir. Calisilmak istenen pH degerine 1M
NaOH ilavesiyle ulasilmistir. pH 8,5-11,5 araliginda ¢alisilan mobil fazlara ise 25
mM NHa4Cl eklenerek, calisilmak istenen pH degerine derisik NH3 eklenerek

ulagilmistir.

Calisilan bilesiklerin alikonma zamanlar1 en az lg¢ enjeksiyonun ortalamasi
alinarak belirlenmis ve mobil faz pH'1nin bu alikonma siireleri iizerine etkisi

incelenmistir.

3.5.2. Hareketli fazin belirlenmesi

Bilesiklerin pKa degerlerinin belirlenmesinde, en uygun asetonitril derisiminin
saptanmasi amaciyla bilesiklerin ¢oziintrliikleri incelenmis ve hareketli fazin
organik ¢oziicli icerigi tiyabendazol ve metronidazol i¢in %15 (v/v), %20 (v/v),
%25 (v/v); albendazol, astemizol, mebendazol ve klotrimazol icin %35 (v/v),
%40 (v/v), %45 (v/v) olarak belirlenmistir. Metimazol (tiyamazol) i¢in %100

su ortaminda c¢alisiimistir. Hareketli fazin organik ¢oziicii iceriginin
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belirlenmesinden sonra bilesiklerin pKa degerleri goz oniinde bulundurularak
mobil faz pH degerleri belirlenmistir. Calisiimaya karar verilen mobil faz pH

degerleri bolim 3.3’de anlatilmistir.

3.5.3. Hareketli faz pH'1 ve kolon sicakliginin belirlenmesi

Mobil faz pH"1 bilesigin alikonma davranisinin anlasilmasinda ¢ok dnemlidir.
Mobil faz pH'inin degismesi ile bilesigin secicilik, alikonma o6zellikleri, pik
genisligi ve pik simetrisi degisir. Bu yiizden pik simetrisi de kromatografik

ayirmalarda dikkat edilmesi gereken bir unsurdur.

Kolon sicakliginin belirlenmesinde 25°C’de ACN-H20 ikili karisiminda
literatiirde pKa verileri yetersiz oldugundan bu sicaklik secilmistir. Ayni
zamanda 37°C’deki pKa degerlerini hesaplamak icin 25°C’deki deneysel pKa

verilerine ihtiya¢ duyuldugundan bu sicaklikta calisilmistir.

3.5.4. Dalga boyu se¢imi

Tezde calisilan bilesiklerin ve urasilin dalga boylar1 Perkin-Elmer LAMBDA 25
spektrofotometre cihaziyla belirlenmistir. Burada belirlenen dalga boylari
albendazol i¢in 210 nm, astemizol i¢in 205 nm, mebendazol i¢in 240 nm,
tiyabendazol i¢cin 205 nm, klotrimazol i¢in 195 nm, metimazol i¢in 255 nm,
metronidazol i¢in 277 nm ve urasil i¢cin 225 nm’dir. Yiikksek performansh sivi
kromatografi  cihazinda bu dalga boylar1  kullamilarak analizler

gerceklestirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Yapisinda N atomu bulunduran, anthelmintik ve antifungal 6zellik gosteren
benzimidazol fonksiyonel grubu tasiyan albendazol, astemizol, mebendazol,
tiyabendazol ve imidazol fonksiyonel grubu tasiyan, klotrimazol, metimazol ve
metronidazole ait asetonitril su ikili karisimlarinda pKa degerleri deneysel
olarak belirlenmis ve bu bilesiklere ait baz1 fizikokimyasal parametreler (logs,

logP) hesaplama yontemiyle elde edilmistir.

Bu tez calismasinda; albendazol, astemizol, mebendazol ve klotrimazol i¢cin %35
(v/v), %40 (v/v), %45 (v/v) oraninda ACN iceren ACN-H20 ikili karisiminda;
metronidazol ve tiyabendazol i¢cin %15 (v/v), %20 (v/v), %25 (v/v) oraninda
ACN iceren ACN-H:0 ikili karisiminda; metimazol (tiyamazol) i¢in ise %100 H20
ortaminda iyonlasma/protonasyon sabiti (pKa) tayinleri gerceklestirilmigtir.
Tezde c¢alisilan alt1 bilesik icin Kinetex Core-Shell C8 (Phenomenex, 150mmx2,6
um, 4,6 mm) kolon; metimazoliin tayini icin Kinetex Core-Shell EVO C18

(Phenomenex, 250mmx4,6 mm, I.D. 5 pum) kolon kullanilmistir.

4.1. Bilesiklerin Chemicalize Program ile Hesaplanan iyonlasma /
Protonasyon Sabiti Degerleri

Bilesiklerin Chemicalize programindan hesaplanan pKa degerleri Cizelge 4.1’de
verilmistir.

Cizelge 4.1. Bilesiklerin Chemicalize programi ile hesaplanan pKa Degerleri

Bilesigin ad1 Kimyasal yapisi ve programdan elde edilen pKa

degerleri

9,51

13,94 KN O S~
HM
Albendazol 0- «
£
HL,C O 427 \\
3 no'lu N atomu
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Cizelge 4.1. Bilesiklerin Chemicalize programi ile hesaplanan pKa degerleri

(Devam)
o
Astemizol
Mebendazol
Tiyabendazol
Klotrimazol
Cl
Dand
&
N
6,26
Metimazol (Tiyamazol) CH,
|
S N
10,41
Metronidazol

158



4.2. Iyonlasma/Protonasyon Sabiti Hesaplanmasi icin Yapilan Calismalar

4.2.1. Albendazol icin elde edilen s1vi kromatografik veriler

Albendazol icin %35, %40, %45 (v/v) oraninda ACN iceren ACN-H20 ikili
karisimlarinda ters faz sivi kromatografik yontemle deneysel olarak 25°C’'de
elde edilen alikonma degerleri (tr), Cizelge 4.2, Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.4’de

verilmistir.

Cizelge 4.2. %35 (v/v) ACN-H20 ikili karisiminda albendazol icin deneysel
olarak belirlenen ve hesaplanan alikonma degerleri

pH Den. tr Y Hes. logtr Den. logtr A(Den-hes.)?
aktiflik
2,5 4,065 0,902 0,606 0,609 0,000010
3,0 4,892 0,867 0,694 0,689 0,000020
3,5 6,797 0,841 0,835 0,832 0,000075
4,0 9,360 0,829 0,963 0,971 0,000007
4,5 10,719 0,825 1,032 1,030 0,000002
5,0 11,347 0,823 1,059 1,055 0,000015
5,5 11,709 0,822 1,068 1,069 0,000000
Farklarin Kareleri Toplami 0,000131

Cizelge 4.3. %40 (v/v) ACN-H20 ikili karisiminda albendazol icin deneysel
olarak belirlenen ve hesaplanan alikonma degerleri

pH Den. tr v aktiflik Hes. logtr Den. logtr A(Den-hes.)?
2,5 2,980 0,907 0,479 0,474 0,000025
3,0 3,602 0,869 0,546 0,557 0,000108
3,5 4,466 0,840 0,658 0,650 0,000059
4,0 5,779 0,825 0,762 0,762 0,000000
4,5 6,645 0,819 0,819 0,823 0,000016
5,0 6,952 0,817 0,841 0,842 0,000001
5,5 7,009 0,816 0,849 0,846 0,000009
Farklarin Kareleri Toplami 0,000218
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Cizelge 4.4. %45 (v/v) ACN-H20 ikili karisiminda albendazol i¢cin deneysel olarak
belirlenen ve hesaplanan alikonma degerleri

pH Den. tr Y Hes. logtr Den. logtr A(Den-hes.)?
aktiflik
2,5 2,535 0,913 0,410 0,404 0,000359
3,0 2,971 0,875 0,463 0,473 0,000089
35 3,581 0,843 0,555 0,554 0,000000
4,0 4,337 0,825 0,641 0,637 0,000014
50 4,776 0,818 0,688 0,679 0,000084
50 5178 0,815 0,707 0,714 0,000053
55 5,200 0,814 0,713 0,716 0,000007
Farklarin Kareleri Toplami 0,000284

%35, %40 ve %45 (v/v) oraninda ACN iceren ACN-H20 ikili karisimlarinda
albendazoliin alikonma davranisi pH 2,50-5,50 arasinda incelenmistir.
Cizelgeler incelendiginde deneysel alikonma degerlerinin logaritmasiyla
hesaplanan alikonma degerlerinin logaritmasinin birbiri ile uyumlu oldugu
gorilmektedir. Bu uyum farklarin karelerinin toplaminin kiiciik olmasinda da
anlasilmaktadir. Uyumu gosteren grafikler, Sekil 4.1'de verilmistir. Cizelgelerde
calisilan ortam ve pH degerleri icin hesaplanan y aktiflik katsayis1 da

hesaplamaya dahil edilmis ve termodinamik pKa degerleri hesaplanmistir.

1,150

51,050

B0

= 0,950

¥ 0,850

oy

g 0,750

A 0,650

0,550
0,550 0,650 0,750 0,850 0,950 1,050 1,150

Hesaplanan logt,

Sekil 4.1. A) %35 (v/v) B) %40 (v/v) C) %45 (v/v) ACN iceren ACN-H20 ikili
karisimlarinda albendazoliin deneysel ve hesaplanan logtr iliskisini
gosteren grafikler
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Sekil 4.1. A) %35 (v/v) B) %40 (v/v) C) %45 (v/v) ACN iceren ACN-H20 ikili
karisimlarinda albendazoliin deneysel ve hesaplanan logtr iliskisini
gosteren grafikler (Devam)

Hesaplanan logtr degerleri, deneysel logtr degerlerine karsilik grafige
gecirildiginde elde edilen egim degerinin 1 ya da 1'e, kesim degerinin sifira
yakin olmasi x ve y eksenlerindeki degerlerin birbiriyle uyumlu oldugunu ifade

etmektedir. Korelasyon katsayisi (r) degeri de bu uyumu gostermektedir.

Excel'in Solver algoritmasinin kullanildig1 yaklasimda, bilesigin pH degerine
karsilik alikonma zamanlar1 grafige gecirildiginde deneysel ve hesaplanan tr
degerlerinin birbiriyle uyumlu oldugu anlasimis ve sigmoidal bir iligki

gozlemlenmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. A) %35 (v/v) B) %40 (v/v) C) %45 (v/v) ACN iceren ACN-H20 ikili
karisimlarinda albendazoliin pH-alikonma zamanu iliskisi
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4.2.2. Astemizol i¢in elde edilen s1vi kromatografik veriler

karisimlarinda albendazoliin pH-alikonma zamani iliskisi (Devam)

Astemizol icin %35, %40, %45 (v/v) oraninda ACN iceren ACN-H:20 ikili

karisimlarinda ters faz sivi kromatografik yontemle deneysel olarak 25°C’de

elde edilen alikonma degerleri (tr) Cizelge 4.5, Cizelge 4.6 ve Cizelge 4.7’de

verilmistir.

izelge 4.5. %35 (v/v) ACN-H20 ikili karisiminda astemizol i¢in deneysel olarak
g y
belirlenen ve hesaplanan alikonma degerleri

pH Den. tr Y Hes. log tr Den. logtr A(Den-hes.)?
aktiflik
2,5 3,158 0,906 0,507 0,499 0,000051
3,0 3,076 0,872 0,511 0,488 0,000539
3,5 3,305 0,847 0,526 0,519 0,000045
4,0 3,859 0,836 0,569 0,586 0,000318
5,0 5,003 0,831 0,674 0,699 0,000621
50 7,900 0,830 0,865 0,898 0,001044
5,5 10,849 0,829 1,085 1,035 0,002497
6,0 16,115 0,828 1,242 1,207 0,001195
6,5 23,056 0,826 1,316 1,363 0,002169
Farklarin Kareleri Toplami 0,008479
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Cizelge 4.5. %35 (v/v) ACN-H:20 ikili karisiminda astemizol i¢in deneysel olarak
belirlenen ve hesaplanan alikonma degerleri (Devam)

6,5 23,056 0,826 1,366 1,363 0,000008
7,0 36,411 0,820 1,504 1,561 0,003276
7,5 51,063 0,806 1,726 1,708 0,000334
8,0 80,900 0,785 1,950 1,908 0,001776
8,5 131,000 0,768 2,089 2,117 0,000811
9,0 141,179 0,759 2,148 2,150 0,000003

Farklarin Kareleri Toplami 0,006208

Cizelge 4.6. %40 (v/v) ACN-H:0 ikili karisiminda astemizol i¢in deneysel olarak
belirlenen ve hesaplanan alikonma degerleri

pH Den. tr Y Hes. log tr Den. logtr A(Den-hes.)?
aktiflik
2,5 2,218 0,910 0,359 0,346 0,000171
3,0 2,325 0,874 0,361 0,366 0,000025
3,5 2,338 0,845 0,369 0,369 0,000000
4,0 2,526 0,830 0,391 0,402 0,000122
50 2,898 0,825 0,450 0,462 0,000144
5,0 3,688 0,823 0,565 0,567 0,000003
55 4,722 0,822 0,705 0,674 0,000978
6,0 5,836 0,821 0,806 0,766 0,001554
6,5 8,054 0,819 0,852 0,906 0,002908
Farklarin Kareleri Toplami 0,005907
6,0 5,836 0,821 0,803 0,766 0,001393
6,5 8,054 0819 0,873 0,906 0,001060
7,0 12,178 0,814 1,020 1,086 0,004246
7,5 15,000 0,801 1,228 1,176 0,002739
8,0 21,517 0,781 1,411 1,333 0,006119
8,5 30,887 0,761 1,512 1,490 0,000476
9,0 44,000 0,750 1,551 1,643 0,008460
Farklarin Kareleri Toplami 0,024493
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Cizelge 4.7. %45 (v/v) ACN-H:O ikili karisiminda astemizol i¢in deneysel olarak
belirlenen ve hesaplanan alikonma degerleri

pH Den. tr Y Hes. log tr Den. logtr A(Den-hes.)?
aktiflik
2,5 1,969 0,913 0,303 0,294 0,000072
3,0 2,036 0,875 0,306 0,309 0,000009
35 2,072 0,843 0,316 0,316 0,000001
4,0 2,173 0,825 0,345 0,337 0,000057
4,5 2,767 0,818 0,417 0,442 0,000631
5,0 3,558 0,815 0,547 0,551 0,000022
55 4,422 0,814 0,687 0,646 0,001727
6,0 6,000 0,813 0,777 0,778 0,000001
6,5 6,896 0,812 0,816 0,839 0,000518
Farklarin Kareleri Toplami 0,003036
6,0 6,000 0,813 0,783 0,778 0,000022
6,5 6,896 0,812 0,831 0,839 0,00052
7,0 8,918 0,807 0,940 0,950 0,000111
7,5 11,896 0,795 1,100 1,075 0,000614
8,0 17,868 0,775 1,238 1,252 0,000201
8,5 19,091 0,754 1,309 1,281 0,000793
9,0 22,988 0,741 1,336 1,361 0,000662
Farklarin Kareleri Toplami 0,002456

%35, %40 ve %45 (v/v) oraninda ACN iceren ACN-H:20 ikili karisimlarinda
astemizoliin alikonma davranisi pH 2,50-9,00 arasinda incelenmistir. Cizelgeler
incelendiginde deneysel alikonma degerlerinin logaritmasiyla hesaplanan
alikonma degerlerinin logaritmasinin birbiri ile uyumlu oldugu goriilmektedir.
Bu uyum farklarin karelerinin toplaminin kii¢iik olmasinda da anlasilmaktadir.
Uyumu gosteren grafikler Sekil 4.3’de verilmistir. Cizelgelerde ¢alisilan ortam ve
pH degerleri icin hesaplanan y aktiflik katsayis1 da hesaplamaya dahil edilmis ve

termodinamik pKa degerleri hesaplanmistir.

165



1,600 -
=x-9x10
L1400 | Y

1,00 r=0,995 o

.o

5 L0000 | e (] A
£, 0,800 ’
Q .
$ 0,600 o
0,400
0,200

0,400 0,600 0,800 1,000 1,200 1,400

Hesaplanan logt,

De
]

.....

Deneysel logty
=or
o (O]
o o
o o
b4

0,500
1,200 1,400 1,600 1,800 2,000 2,200

Hesaplanan logt,

0,300
0,200
0,300 0,400 0,500 0,600 0,700 0,800 0,900

Hesaplanan logt,

Sekil 4.3. Ave B%35 (v/v); Cve D %40 (v/v); E ve F %45 (v/v) ACN iceren ACN-
H20 ikili karisimlarinda astemizoliin deneysel ve hesaplanan logtr
iliskisini gosteren grafikler
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Sekil 4.3. Ave B%35 (v/v); Cve D %40 (v/v); E ve F %45 (v/v) ACN iceren ACN-
H20 ikili karisimlarinda astemizoliin deneysel ve hesaplanan logtr
iliskisini gosteren grafikler (Devam)

Hesaplanan logtr degerleri, deneysel logtr degerlerine karsiik grafige
gecirildiginde elde edilen egim degerinin 1 ya da 1'e, kesim degerinin sifira
yakin olmasi x ve y eksenlerindeki degerlerin birbiriyle uyumlu oldugunu ifade

etmektedir. Korelasyon katsayisi (r) degeri de bu uyumu gostermektedir.
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Excel'in Solver algoritmasinin kullanildig1 yaklasimda, bilesigin pH degerine
karsilik alikonma zamanlar1 grafige gecirildiginde deneysel ve hesaplanan tr
degerlerinin birbiriyle uyumlu oldugu anlasilmis ve sigmoidal bir iligki

gozlemlenmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. A %35 (v/v); B %40 (v/v); C %45 (v/v) ACN iceren ACN-H20 ikili
karisimlarinda astemizoliin pH-alikonma zamani iliskisi
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Sekil 4.4. A %35 (v/v); B %40 (v/v); C %45 (v/v) ACN iceren ACN-H20 ikili
karisimlarinda astemizoliin pH-alikonma zamani iliskisi (Devam)

4.2.3. Mebendazol i¢in elde edilen s1vi kromatografik veriler

Mebendazol icin %35, %40, %45 (v/v) oraninda ACN iceren ACN-H20 ikili
karisimlarinda ters faz sivi kromatografik yontemle deneysel olarak 25°C’de
elde edilen alikonma degerleri (tr) Cizelge 4.8, Cizelge 4.9 ve Cizelge 4.10’da

verilmistir.

Cizelge 4.8. %35 (v/v) ACN-H20 ikili karisiminda mebendazol i¢in deneysel
olarak belirlenen ve hesaplanan alikonma degerleri

pH Den. tr Y Hes. log tr Den. logtr A(Den-hes.)?
aktiflik
2,5 4,019 0,906 0,604 0,604 0,000000
3,0 4,928 0,872 0,691 0,693 0,000002
3,5 5,872 0,847 0,774 0,769 0,000030
4,0 6,731 0,836 0,819 0,828 0,000078
4,5 6,877 0,831 0,837 0,837 0,000000
5,0 6,994 0,830 0,843 0,845 0,000004
5,5 6,760 0,829 0,845 0,830 0,000217
6,0 7,128 0,828 0,845 0,853 0,000059
Farklarin Kareleri Toplami 0,000390
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Cizelge 4.9. %40 (v/v) ACN-H:20 ikili karisiminda mebendazol i¢in deneysel
olarak belirlenen ve hesaplanan alikonma degerleri

pH Den. tr Y Hes. log tr Den. logtr A(Den-hes.)?
aktiflik
2,5 3,100 0,910 0,495 0,491 0,000013
3,0 3,723 0,874 0,561 0,571 0,000093
35 4,098 0,845 0,621 0,613 0,000075
4,0 4,483 0,830 0,652 0,652 0,000001
4,5 4,645 0,825 0,664 0,667 0,000008
5,0 4,663 0,823 0,668 0,669 0,000000
55 4,674 0,822 0,669 0,670 0,000000
6,0 4,673 0,821 0,670 0,670 0,000000
Farklarin Kareleri Toplami 0,000190

Cizelge 4.10. %45 (v/v) ACN-H20 ikili karisiminda mebendazol i¢in deneysel
olarak belirlenen ve hesaplanan alikonma degerleri

pH Den. tr Y Hes. log tr Den. logtr A(Den-hes.)?
aktiflik
2,5 2,621 0,913 0,421 0,419 0,000006
3,0 3,075 0,875 0,481 0,488 0,000051
3,5 3,350 0,843 0,530 0,525 0,000026
4,0 3,547 0,825 0,554 0,550 0,000019
4,5 3,605 0,818 0,563 0,557 0,000038
5,0 3,733 0,815 0,566 0,572 0,000037
5,5 3,704 0,814 0,567 0,569 0,000003
6,0 3,718 0,813 0,567 0,570 0,000009
Farklarin Kareleri Toplami 0,000189

%35, %40 ve %45 (v/v) oraninda ACN iceren ACN-H20 ikili karisimlarinda
mebendazoliin alikonma davranisi pH 2,50-6,00 arasinda incelenmistir.
Cizelgeler incelendiginde deneysel alikonma degerlerinin logaritmasiyla
hesaplanan alikonma degerlerinin logaritmasinin birbiri ile uyumlu oldugu
gorilmektedir. Bu uyum farklarin karelerinin toplaminin kiiciik olmasinda da

anlasilmaktadir. Uyumu goésteren grafikler, Sekil 4.5’de verilmistir. Cizelgelerde
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calisilan ortam ve pH degerleri icin hesaplanan y aktiflik katsayis1 da

hesaplamaya dahil edilmis ve termodinamik pKa degerleri hesaplanmistir.
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Sekil 4.5. A) %35 (v/v) B) %40 (v/v) C) %45 (v/v) ACN iceren ACN-H20 ikili
karisimlarinda mebendazoliin deneysel ve hesaplanan logtr iligkisini
gosteren grafikler

Hesaplanan logtr degerleri, deneysel logtr degerlerine Kkarsiik grafige

gecirildiginde elde edilen egim degerinin 1 ya da 1'e, kesim degerinin sifira
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yakin olmasi x ve y eksenlerindeki degerlerin birbiriyle uyumlu oldugunu ifade
etmektedir. Korelasyon katsayisi (r) degeri de bu uyumu gostermektedir.
Excel'in Solver algoritmasinin kullanildig1 yaklasimda, bilesigin pH degerine
karsilik alikonma zamanlar grafige gecirildiginde deneysel ve hesaplanan tr
degerlerinin birbiriyle uyumlu oldugu anlasilmis ve sigmoidal bir iliski

gozlemlenmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. A) %35 (v/v) B) %40 (v/v) C) %45 (v/v) ACN iceren ACN-H20 ikili
karisimlarinda mebendazoliin pH-alikonma zamanu iliskisi
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Sekil 4.6. A) %35 (v/v) B) %40 (v/v) C) %45 (v/v) ACN iceren ACN-H20 ikili
karisimlarinda mebendazoliin pH-alikonma zamani iliskisi (Devam)

4.2.4. Tiyabendazol i¢in elde edilen s1ivi kromatografik veriler

Tiyabendazol i¢in %15, %20, %25 (v/v) oraninda ACN iceren ACN-H20 ikili
karisimlarinda ters faz sivi kromatografik yontemle deneysel olarak 25°C’de
elde edilen alikonma degerleri (tr), Cizelge 4.11, Cizelge 4.12 ve Cizelge 4.13'de

verilmistir.

Cizelge 4.11. %15 (v/v) ACN-H20 ikili karisiminda tiyabendazol icin deneysel
olarak belirlenen ve hesaplanan alikonma degerleri

pH Den. tr v aktiflik Hes. logtr Den. logtr A(Den-hes.)?
2,5 6,390 0,886 0,805 0,806 0,000000
3,0 7,497 0,866 0,881 0,875 0,000035
3,5 11,418 0,856 1,045 1,058 0,000162
4,0 18,898 0,853 1,286 1,276 0,000101
4,5 32,546 0,852 1,509 1,512 0,000011
5,0 43,697 0,851 1,640 1,640 0,000000
5,5 49,117 0,850 1,695 1,691 0,000015
6,0 51,248 0,848 1,714 1,710 0,000023
6,5 52,981 0,842 1,721 1,724 0,000011
7,0 53,400 0,829 1,723 1,728 0,000022
Farklarin Kareleri Toplami 0,000380
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izelge 4.12. %20 (v/v) ACN-H20 ikili karisiminda tiyabendazol i¢cin deneysel
g $ y ¢ y
olarak belirlenen ve hesaplanan alikonma degerleri

pH Den. tr y aktiflik Hes. logtr Den. logtr A(Den-hes.)?
2,5 5,563 0,889 0,732 0,745 0,000176
3,0 5,941 0,866 0,781 0,774 0,000045
35 7,259 0,854 0,893 0,861 0,001019
4,0 13,200 0,849 1,070 1,121 0,002541
5,0 16,340 0,847 1,240 1,213 0,000708
5,0 21,353 0,847 1,340 1,329 0,000102
55 23,528 0,846 1,381 1,372 0,000091
6,0 24,322 0,844 1,396 1,386 0,000093
6,5 25,000 0,840 1,400 1,398 0,000006
7,0 27,241 0,828 1,402 1,435 0,001108
Farklarin Kareleri Toplami 0,005888

Cizelge 4.13. %25 (v/v) ACN-H20 ikili karisiminda tiyabendazol i¢in deneysel
olarak belirlenen ve hesaplanan alikonma degerleri

pH Den. tr Y Hes. logtr Den. logtr A(Den-hes.)?
aktiflik
2,5 5,248 0,894 0,727 0,720 0,000044
3,0 5,731 0,867 0,757 0,758 0,000002
3,5 6,794 0,851 0,831 0,832 0,000001
4,0 9,439 0,845 0,959 0,975 0,000263
5,0 11,560 0,843 1,088 1,063 0,000651
5,0 15,290 0,842 1,166 1,184 0,000335
5,5 16,274 0,841 1,198 1,211 0,000171
6,0 16,864 0,840 1,210 1,227 0,000298
6,5 15,586 0,836 1,213 1,193 0,000426
7,0 15,841 0,827 1,215 1,200 0,000218
Farklarin Kareleri Toplami 0,002411

%15, %20 ve %25 (v/v) oraninda ACN iceren ACN-H20 ikili karisimlarinda
tiyabendazoliin alikonma davranisi pH 2,50-7,00 arasinda incelenmistir.
Cizelgeler incelendiginde deneysel alikonma degerlerinin logaritmasiyla
hesaplanan alikonma degerlerinin logaritmasinin birbiri ile uyumlu oldugu

gorilmektedir. Bu uyum farklarin karelerinin toplaminin kiiciik olmasinda da
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anlasilmaktadir. Uyumu gosteren grafikler, Sekil 4.7’de verilmistir. Cizelgelerde
calisilan ortam ve pH degerleri icin hesaplanan y aktiflik katsayisi da

hesaplamaya dahil edilmis ve termodinamik pKa degerleri hesaplanmistir.
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Sekil 4.7. A) %15 (v/v) B) %20 (v/v) C) %25 (v/v) ACN iceren ACN-H20 ikili
karisimlarinda tiyabendazoliin deneysel ve hesaplanan logtr iliskisini
gosteren grafikler
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Hesaplanan logtr degerleri, deneysel logtr degerlerine karsilik grafige
gecirildiginde elde edilen eg8im degerinin 1 ya da 1’e, kesim degerinin sifira
yakin olmasi x ve y eksenlerindeki degerlerin birbiriyle uyumlu oldugunu ifade
etmektedir. Korelasyon katsayisi (r) degeri de bu uyumu gostermektedir.
Excel'in Solver algoritmasinin kullanildig1 yaklasimda, bilesigin pH degerine
karsilik alikonma zamanlar grafige gecirildiginde deneysel ve hesaplanan tr
degerlerinin birbiriyle uyumlu oldugu anlasilmis ve sigmoidal bir iliski

gozlemlenmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. A) %15 (v/v) B) %20 (v/v) C) %25 (v/v) ACN iceren ACN-H20 ikili
karisimlarinda tiyabendazoliin pH-alikonma zamanu iliskisi
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Sekil 4.8. A) %15 (v/v) B) %20 (v/v) C) %25 (v/v) ACN iceren ACN-H20 ikili
karisimlarinda tiyabendazoliin pH-alikonma zamani iliskisi (Devam)

4.2.5. Klotrimazol i¢in elde edilen s1ivi kromatografik veriler

Klotrimazol icin %35, %40, %45 (v/v) oraninda ACN igeren ACN-H20 ikili
karisimlarinda ters faz sivi kromatografik yontemle deneysel olarak 25°C’de
elde edilen alikonma degerleri (tr), Cizelge 4.14, Cizelge 4.15 ve Cizelge 4.16’da

verilmistir.

Cizelge 4.14. A) %15 (v/v) B) %20 (v/v) C) %25 (v/v) ACN iceren ACN-H20 ikili
karisimlarinda klotrimazoliin pH-alikonma zamanu iliskisi

pH Den. tr Y Hes. log tr Den. logtr A(Den-hes.)?
aktiflik
2,5 10,859 0,906 1,026 1,036 0,000087
3,0 10,950 0,872 1,042 1,039 0,000005
3,5 11,496 0,847 1,087 1,061 0,000696
4,0 16,514 0,836 1,200 1,218 0,000309
4,5 26,441 0,831 1,410 1,422 0,000162
5,0 45,983 0,830 1,663 1,663 0,000000
5,5 67115 0,829 1,857 1,827 0,000886
6,0 91,066 0,828 1,956 1,959 0,000015
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Cizelge 4.14. A) %15 (v/v) B) %20 (v/v) C) %25 (v/v) ACN iceren ACN-H20 ikili
karisimlarinda klotrimazoliin pH-alikonma zamani iliskisi (Devam)

6,5 97,757 0,826 1,994 1,990 0,000015
7,0 100,831 0,820 2,007 2,004 0,000012
7,5 108,037 0,806 2,011 2,034 0,000498

Farklarin Kareleri Toplami 0,002684

Cizelge 4.15. %40 (v/v) ACN-H20 ikili karisiminda klotrimazol i¢cin deneysel
olarak belirlenen ve hesaplanan alikonma degerleri

pH Den. tr Y Hes. log tr Den. logtr A(Den-hes.)?
aktiflik
2,5 4916 0,910 0,716 0,692 0,000605
3,0 5,532 0,874 0,730 0,743 0,000169
3,5 5,940 0,845 0,771 0,774 0,000010
4,0 7,702 0,830 0,874 0,887 0,000156
4,5 11,851 0,825 1,067 1,074 0,000047
5,0 19,326 0,823 1,299 1,286 0,000177
5,5 29,442 0,822 1,474 1,469 0,000029
6,0 36,239 0,821 1,562 1,559 0,000006
6,5 39,000 0,819 1,595 1,591 0,000015
7,0 41,391 0,814 1,606 1617 0,000113
7,5 41,066 0,801 1,610 1,613 0,000013
Farklarin Kareleri Toplami 0,001340

Cizelge 4.16. %45 (v/v) ACN-H20 ikili karisitminda klotrimazol i¢cin deneysel
olarak belirlenen ve hesaplanan alikonma degerleri

pH Den. tr Y Hes. log tr Den. logtr A(Den-hes.)?
aktiflik
2,5 3,688 0,913 0,585 0,567 0,000337
3,0 4,153 0,875 0,596 0,618 0,000499
3,5 4,255 0,843 0,629 0,629 0,000000
4,0 5,226 0,825 0,716 0,718 0,000006
4,5 7,353 0,818 0,883 0,866 0,000263
5,0 12,600 0,815 1,089 1,100 0,000127
55 17,765 0,814 1,244 1,250 0,000028
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Cizelge 4.16. %45 (v/v) ACN-H20 ikili karisiminda klotrimazol i¢cin deneysel
olarak belirlenen ve hesaplanan alikonma degerleri (Devam)

6,0 20,956 0,813 1,321 1,321 0,000000
6,5 22,073 0,812 1,350 1,344 0,000034
7,0 22,408 0,807 1,359 1,350 0,000082
7,5 23,466 0,795 1,363 1,370 0,000061

Farklarin Kareleri Toplami 0,001437

%35, %40 ve %45 (v/v) oraninda ACN iceren ACN-H:20 ikili karisimlarinda
klotrimazoliin alikonma davranisi pH 2,50-7,50 arasinda incelenmistir.
Cizelgeler incelendiginde deneysel alikonma degerlerinin logaritmasiyla
hesaplanan alikonma degerlerinin logaritmasinin birbiri ile uyumlu oldugu
gorilmektedir. Bu uyum farklarin karelerinin toplaminin kiiciik olmasinda da
anlasilmaktadir. Uyumu gosteren grafikler, Sekil 4.9'da verilmistir. Cizelgelerde
calisilan ortam ve pH degerleri icin hesaplanan y aktiflik katsayis1 da

hesaplamaya dahil edilmis ve termodinamik pKa degerleri hesaplanmistir.
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o = -
(o) w ~
o o o
o o o

0,500 *
0,900 1,100 1,300 1,500 1,700 1,900 2,100

Hesaplanan log t,

Sekil 4.9. A) %35 (v/v) B) %40 (v/v) C) %45 (v/v) ACN iceren ACN-H20 ikili
karisimlarinda klotrimazoliin deneysel ve hesaplanan logtr iliskisini
gosteren grafikler
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Sekil 4.9. A) %35 (v/v) B) %40 (v/v) C) %45 (v/v) ACN iceren ACN-H20 ikili
karisimlarinda klotrimazoliin deneysel ve hesaplanan logtr iliskisini
gosteren grafikler (Devam)

Hesaplanan logtr degerleri, deneysel logtr degerlerine karsilik grafige
gecirildiginde elde edilen egim degerinin 1 ya da 1’e, kesim degerinin sifira
yakin olmasi x ve y eksenlerindeki degerlerin birbiriyle uyumlu oldugunu ifade

etmektedir. Korelasyon katsayisi (r) degeri de bu uyumu gostermektedir.

Excel'in Solver algoritmasinin kullanildig1 yaklasimda, bilesigin pH degerine
karsilik alikonma zamanlar grafige gecirildiginde deneysel ve hesaplanan tr
degerlerinin birbiriyle uyumlu oldugu anlasilmis ve sigmoidal bir iligki

gozlemlenmistir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. A) %35 (v/v) B) %40 (v/v) C) %45 (v/v) ACN iceren ACN-H20 ikili
karisimlarinda klotrimazoliin pH-alikonma zamanu iliskisi
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4.2.6. Metimazol (Tiyamazol) icin elde edilen s1vi kromatografik veriler

Metimazol icin %100 su ortaminda, ters faz sivi kromatografik yontemle
deneysel olarak 25°C’de elde edilen alikonma degerleri (tr), Cizelge 4.17’'de

verilmistir.

Cizelge 4.17. %100 su ortaminda metimazol icin deneysel olarak belirlenen ve
hesaplanan alikonma degerleri

pH Den. tr Y Hes. logtr Den. logtr A(Den-hes.)?
aktiflik

9,00 16,800 0,797 1,223 1,225 0,000006
9,50 16,497 0,796 1,216 1,217 0,000003
10,00 15,378 0,796 1,195 1,187 0,000070
10,50 14,133 0,795 1,144 1,150 0,000040
11,00 11,221 0,793 1,053 1,050 0,000006
11,50 9,076 0,787 0,957 0,958 0,000000

Farklarin Kareleri Toplami 0,000125

%100 su ortaminda metimazoliin alikonma davranist pH 9,00-11,50 arasinda
incelenmistir. Cizelgeler incelendiginde deneysel alikonma degerlerinin
logaritmasiyla hesaplanan alikonma degerlerinin logaritmasinin birbiri ile
uyumlu oldugu gorilmektedir. Bu uyum farklarin karelerinin toplaminin kiigtik
olmasinda da anlasilmaktadir. Uyumu gosteren grafikler, Sekil 4.11'de
verilmistir. Cizelgelerde calisilan ortam ve pH degerleri icin hesaplanan y
aktiflik katsayisi1 da hesaplamaya dahil edilmis ve termodinamik pKa degerleri

hesaplanmistir.

182
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Sekil 4.11. %100 su ortaminda metimazoliin deneysel ve hesaplanan logtr
iligkisini gosteren grafikler

Hesaplanan logtr degerleri, deneysel logtr degerlerine karsilik grafige
gecirildiginde elde edilen egim degerinin 1 ya da 1’e, kesim degerinin sifira
yakin olmasi x ve y eksenlerindeki degerlerin birbiriyle uyumlu oldugunu ifade
etmektedir. Korelasyon katsayisi (r) degeri de bu uyumu gostermektedir.
Excel'in Solver algoritmasinin kullanildig1 yaklasimda, bilesigin pH degerine
karsilik alikonma zamanlar1 grafige gecirildiginde deneysel ve hesaplanan tr
degerlerinin birbiriyle uyumlu oldugu anlasimis ve sigmoidal bir iligki

gozlemlenmistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. %100 su ortaminda metimazoliin deneysel ve hesaplanan logtr
iliskisini gosteren grafikler

4.2.7. Metronidazol icin elde edilen s1vi kromatografik veriler

Metronidazol icin %15, %20, %25 (v/v) oraninda ACN iceren ACN-H20 ikili

karisimlarinda ters faz sivi kromatografik yontemle deneysel olarak 25°C’de

elde edilen alikonma degerleri (tr), Cizelge 4.18, Cizelge 4.19 ve Cizelge 4.20’de

verilmistir.

Cizelge 4.18. %100 su ortaminda metimazoliin deneysel ve hesaplanan logtr
iliskisini gosteren grafikler

pH Den. tr y aktiflik Hes. logtr Den. logtr A(Den-hes.)?
1,83 4,833 0,878 0,683 0,684 0,000001
2,00 4,883 0,863 0,693 0,689 0,000018
2,20 5,205 0,845 0,709 0,716 0,000059
2,40 5371 0,829 0,730 0,730 0,000000
2,50 5,4 0,821 0,742 0,732 0,000092
2,75 6,011 0,806 0,776 0,779 0,000009
3,00 6,392 0,795 0,811 0,806 0,000024
3,25 7,184 0,787 0,840 0,856 0,000253
3,50 7,221 0,783 0,863 0,859 0,000019
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Cizelge 4.18. %100 su ortaminda metimazoliin deneysel ve hesaplanan logtr
iliskisini gosteren grafikler (Devam)

3,75 7,566 0,780 0,878 0,879 0,000001
4,00 7,667 0,779 0,388 0,885 0,000010
4,50 7,689 0,777 0,897 0,886 0,000121
5,00 8,100 0,776 0,900 0,908 0,000074

Farklarin Kareleri Toplami 0,000679

Cizelge 4.19. %20 (v/v) ACN-H20 ikili karisiminda metronidazol icin deneysel
olarak belirlenen ve hesaplanan alikonma degerleri

pH Den. tr Y Hes. logtr Den. logtr A(Den-hes.)?
aktiflik
1,89 4,980 0,885 0,700 0,697 0,000005
1,94 5,093 0,880 0,701 0,707 0,000030
2,25 5,101 0,853 0,717 0,708 0,000082
2,50 5,476 0,831 0,735 0,738 0,000011
2,75 5,873 0,814 0,758 0,769 0,000115
3,00 6,026 0,801 0,782 0,780 0,000005
3,25 6,300 0,792 0,804 0,799 0,000019
3,50 6,524 0,786 0,820 0,815 0,000031
3,75 6,657 0,782 0,831 0,823 0,000065
4,00 6,900 0,780 0,838 0,839 0,000000
4,50 7,083 0,778 0,845 0,850 0,000024
5,00 7,152 0,777 0,848 0,854 0,000046
Farklarin Kareleri Toplam1 0,000432

Cizelge 4.20. %25 (v/v) ACN-H:20 ikili karisiminda metronidazol i¢in deneysel
olarak belirlenen ve hesaplanan alikonma degerleri

pH Den. tr y aktiflik Hes. logtr Den. logtr A(Den-hes.)?
1,89 4,570 0,894 0,653 0,660 0,000051
2,00 4,568 0,884 0,657 0,660 0,000008
2,25 4,666 0,861 0,670 0,669 0,000001
2,50 4,84 0,838 0,689 0,685 0,000015
2,75 5,154 0,818 0,712 0,712 0,000000
3,00 5,200 0,801 0,736 0,716 0,000413
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Cizelge 4.20. %25 (v/v) ACN-H20 ikili karisiminda metronidazol i¢in deneysel
olarak belirlenen ve hesaplanan alikonma degerleri (Devam)

3,25 5,700 0,790 0,758 0,756 0,000004
3,50 6,150 0,782 0,774 0,789 0,000215
3,75 6,218 0,777 0,785 0,794 0,000068
4,00 6,202 0,774 0,792 0,793 0,000000
4,50 6,215 0,772 0,799 0,793 0,000033
5,00 6,100 0,771 0,801 0,785 0,000259

Farklarin Kareleri Toplami 0,001067

%15, %20 ve %25 (v/v) oraninda ACN igeren ACN-H:20 ikili karisimlarinda
metronidazoliin alikonma davranisi pH 1,83-5,00 arasinda incelenmistir.
Cizelgeler incelendiginde deneysel alikonma degerlerinin logaritmasiyla
hesaplanan alikonma degerlerinin logaritmasinin birbiri ile uyumlu oldugu
gorulmektedir. Bu uyum farklarin karelerinin toplaminin kii¢ciik olmasinda da
anlasilmaktadir. Uyumu gosteren grafikler, Sekil 4.13’de verilmistir.
Cizelgelerde calisilan ortam ve pH degerleri icin hesaplanan vy aktiflik katsayisi

da hesaplamaya dahil edilmis ve termodinamik pKa degerleri hesaplanmistir.
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Sekil 4.13. A) %15 (v/v) B) %20 (v/v) C) %25 (v/v) ACN igceren ACN-H20 ikili
karisimlarinda metronidazoliin deneysel ve hesaplanan logtr
iliskisini gosteren grafikler
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Sekil 4.13. A) %15 (v/v) B) %20 (v/v) C) %25 (v/v) ACN iceren ACN-H20 ikili
karisimlarinda metronidazoliin deneysel ve hesaplanan logtr
iliskisini gosteren grafikler (Devam)

Hesaplanan logtr degerleri, deneysel logtr degerlerine Kkarsilik grafige
gecirildiginde elde edilen egim degerinin 1 ya da 1’e, kesim degerinin sifira
yakin olmasi x ve y eksenlerindeki degerlerin birbiriyle uyumlu oldugunu ifade

etmektedir. Korelasyon katsayisi (r) degeri de bu uyumu géstermektedir.

Excel'in Solver algoritmasinin kullanildig1 yaklasimda, bilesigin pH degerine
karsilik alikonma zamanlar grafige gecirildiginde deneysel ve hesaplanan tr
degerlerinin birbiriyle uyumlu oldugu anlasilmis ve sigmoidal bir iligki

gozlemlenmistir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. A) %15 (v/v) B) %20 (v/v) C) %25 (v/v) ACN iceren ACN-H20 ikili
karisimlarinda metronidazoliin pH-alikonma zamanu iliskisi
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Sekil 4.14. A) %15 (v/v) B) %20 (v/v) C) %25 (v/v) ACN iceren ACN-H20 ikili
karisimlarinda metronidazoliin pH-alikonma zamanu iliskisi (Devam)

4.3. Bilesiklerin Su Ortamindaki pKa Degerlerinin Hesaplanmasi

lyonlasma reaksiyonlarinda ¢oziiciiniin dielektrik sabiti (€) ve ¢oziinen maddeyi
cozme yetenegi ¢cok onemlidir. Bu reaksiyonlarda su ¢ogu bilesik i¢in yiiksek
cozme yetenegine sahip (donor sayisi=33), dielektrik katsayis1 78 olan bir
¢ozilicliidiir; saf su asiti iyonlarina ayristirip olusan anyonu ve hidrojen iyonunu
kararl halde tutabilme 6zelligine sahiptir. Daha diisiik donoér sayis1 (14) ve
dielektrik sabitine (36) sahip olan asetonitrilin saf suya eklenip organik ¢6ziicii
su karisimi elde edildiginde; asitin anyonlar1 ve proton ile etkilesim azalmakta

ve asitin asit iyonlasma sabiti diismektedir (Ghasemi vd., 2003).

Rutin ila¢ analizlerinde sudaki pKa degerinin bilinmesi 6énemli bir gereksinimdir.
Fakat bircok ila¢ suda ¢oziinmez ve organik ¢oziicii:su ikili karisimlarina ihtiyag
duyulur. Organik ¢oziicii:su ikili karisimlarinda deneysel olarak elde edilen pKa
degerleri kullanilarak ekstrapolasyon yontemiyle sudaki pKa degeri hesaplanir.
Sudaki pKa (}ypK,) degerlerini hesaplamak igin literatliirde c¢ok cesitli
ekstrapolasyon yontemleri mevcuttur. Bu c¢alismada Yasuda-Shedlovsky
ekstrapolasyon yontemi ve mol kesri yontemiyle sudaki pKa degerleri

hesaplanmistir (Ruiz vd., 2003).
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4.3.1. Yasuda-Shedlovsky ekstrapolasyon yontemiyle sudaki pKa degerinin

hesaplanmasi

Yasuda-Shedlovsky (YS) ekstrapolasyon yonteminde psKa+log[H20] degerleri
1/€’a kars1 grafige gecirilerek dogrusal bir iliski elde edilir (Takacs-Novak vd.,
1997).

Tezde calisilan alti bilesik ile Kinetex Coreshell C8 kolonda 25°C’de analiz
gerceklestirilmistir. ACN-H20 ikili karisimlarinda elde edilen deneysel pKa
degerleri kullanilarak Yasuda-Shedlovsky ekstrapolasyon yontemi ve mol kesri

yontemi ile sudaki pKa degerleri hesaplanmistir.

Albendazol i¢in tli¢ farkli ACN-su ortamindan elde edilen pKa degerleri
kullanilarak Yasuda-Shedlovsky ekstrapolasyon yontemiyle elde edilen grafik,
Sekil 4.15’de verilmistir.
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Sekil 4.15. Albendazol i¢in YS ekstrapolasyon yontemiyle elde edilen grafik

Astemizol icin tg¢ farkli ACN-su ortamindan elde edilen pKai degerleri
kullanilarak Yasuda-Shedlovsky ekstrapolasyon yontemiyle elde edilen grafik,
Sekil 4.16’da; pKaz degerleri kullanilarak elde edilen grafik, Sekil 4.17'de

verilmistir.
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Sekil 4.16. Astemizollin \ypK,s,; degeri i¢cin YS ekstrapolasyon yontemiyle elde
edilen grafik
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Sekil 4.17. Astemizoliin \ypK,,» degeri icin YS ekstrapolasyon yontemiyle elde
edilen grafik

Mebendazol ve tiyabendazol i¢in {i¢ farkli ACN-su ortamindan elde edilen pKa
degerleri kullanilarak Yasuda-Shedlovsky ekstrapolasyon yontemiyle elde

edilen grafikler, sirasiyla Sekil 4.18 ve 4.19’da gosterilmistir.
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Sekil 4.18. Mebendazol i¢in YS ekstrapolasyon yontemiyle elde edilen grafik

y =-145,41x + 8,1944
r=0,9998
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Sekil 4.19. Tiyabendazol i¢in YS ekstrapolasyon yontemiyle elde edilen grafik

Klotrimazol ve metronidazol i¢in li¢ farkli ACN-su ortamindan elde edilen pKa
degerleri kullanilarak Yasuda-Shedlovsky ekstrapolasyon yontemiyle elde

edilen grafik, Sekil 4.20 ve 4.21'de gosterilmistir.
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Sekil 4.20. Klotrimazol i¢in YS ekstrapolasyon yontemiyle elde edilen grafik
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Sekil 4.21. Metronidazol icin YS ekstrapolasyon yontemiyle elde edilen grafik

4.3.2. Mol kesri yontemiyle sudaki pKa degerinin hesaplanmasi

Metronidazol icin c¢alisilan li¢ farkli ACN-su ortamindan elde edilen pKa

degerleri asetonitrilin mol kesrine karsi grafige gecirilerek mol kesri yontemiyle

sudaki pKa tayini yonteminde, elde edilen dogru denkleminde, dogrunun kesim

noktasi bilesigin sudaki pKa degerini vermektedir.
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Albendazol i¢in calisilan ¢ farkli ACN-su ortamindan elde edilen pKa degerleri
asetonitrilin mol kesri degerine karsi grafige gecirilmis ve elde edilen dogru
denkleminde, dogrunun kesim noktas1 ile bilesigin sudaki pKa degeri

hesaplanmistir. Bu yontemle elde edilen grafik asagida verilmistir (Sekil 4.22).

3,725

3,72 - y =-0,4914x + 3,7997

r=1
3,715 -

3,71 -

Ka

%3705 -

3,695 -

3,69 T T T T
0,140 0,160 0,180 0,200 0,220 0,240

Sekil 4.22. Albendazol i¢in xacn-pKa grafigi

Astemizol icin ¢alisilan Ui¢ farkli ACN-su ortamindan elde edilen pKa degerleri
asetonitrilin mol kesri degerlerine kars1 grafige gecirilmis ve elde edilen dogru
denkleminde, dogrunun kesim noktasi ile bilesigin sudaki pKa1 ve pKaz degerleri
hesaplanmistir. Bu yontemle elde edilen grafikler asagida verilmistir (Sekil 4.23,

Sekil 4.24).
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Sekil 4.23. Astemizoliin su ortamindaki pKa1 degeri icin xacn-pKa grafigi

y =-5,2179x + 8,882
R*=0,999

0,14 0,16 0,18 0,2 0,22 0,24

Sekil 4.24. Astemizoliin ikinci pKaz degeri i¢in yacn-pKa grafigi

Mebendazol ve tiyabendazol icin ¢alisilan ti¢ farkli ACN-su ortamindan elde
edilen pKa degerleri asetonitrilin mol kesri degerlerine karsi grafige gecirmis ve
elde edilen dogru denkleminde, dogrunun kesim noktasi ile bilesigin sudaki pKa
degeri hesaplanmistir. Elde edilen grafikler sirasiyla, Sekil 4.25 ve Sekil 4.26’da

verilmistir.
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Sekil 4.25. Mebendazol i¢in yacn-pKa grafigi
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Sekil 4.26. Tiyabendazol i¢in xacn-pKa grafigi

Klotrimazol ve metronidazol i¢in calisilan ti¢ farkli ACN-su ortamindan elde
edilen pKa degerleri asetonitrilin mol kesrine karsi grafige gecirilmis ve elde
edilen dogru denkleminde, dogrunun kesim noktasi ile bilesigin sudaki pKa
degeri hesaplanmistir. Bu yontemle elde edilen grafikler sirasiyla, Sekil 4.27 ve

Sekil 4.28’de gosterilmistir.
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Sekil 4.27. Klotrimazol i¢in xacn-pKa grafigi
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Sekil 4.28. Metronidazol i¢in xacn-pKa grafigi

4.4. Cahisilan Bilesiklerin 37°C’deki pKa Degerlerinin Hesaplanmasi

Viicut sicakligr olan 37°C’de iyonlasabilen ilag molekiillerin hiicre zarindan
gecisini anlatmak icin pKa degerlerine ihtiya¢ vardir. 25 °C’de deneysel olarak
elde edilen pKa degerleri ve Abraham ¢o6ziinen tanimlayicilar1 (Cizelge 4.21)
kullanilarak, asagidaki iki esitlik yardimiyla (4.1; 4.2) hesaplama yapilmistir
(Sun vd., 2011).
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ApKa = kopKazs + CO + C1 Z aZH + CZ ZBZH + C3T[2 + C4_R2 + CSI/X (41)

ApK, = pK,*" — pK,*® (4.2)

Cizelge 4.21. Tezde ¢alisilan bilesiklerin Abraham ¢6ziinen tanimlayicilari

Bilesik E S A B A4 Ref.
Albendazol 2,01 1,96 0,71 1,12 1,95 Abraham vd., 2012
Astemizol 3,10 2,70 0,13 1,64 3,56 Abraham vd., 2012
Mebendazol 2,45 2,76 0,71 1,38 2,13 Abraham vd., 2012

Tiyabendazol 1,93 1,88 0,41 0,87 1,40 Lombardo vd., 2000.

Klotrimazol 2,70 2,34 0.00 0,80 2,62 | Lombardo vd., 2000.
Metimazol 1,10 1,31 0,22 1,03 0,84 | Abrahamvd,, 2012-

Metronidazol 1,12 1,75 0,31 0,86 1.19 Lombardo vd., 2000.

4.5. Coziiniirlik (logS) degerlerinin hesaplanmasi

ila¢ uygulamalarinda herhangi bir ilacin emilebilmesi icin 6éncelikle ¢éziinmesi
gereklidir. Tamamen ¢o6ziinmemis olan ila¢ molekiilleri mide-bagirsak
kanalindan tam olarak emilmediginden gerekli etkiyi gosteremez (Baka vd.,
2008). Ila¢ kesif calismalarinda, ¢oziiniirliik diger fizikokimyasal parametreler
ile ilag adayr molekiillerin uygunlugunu kontrol etmede; ilag gelistirme
fazlarinda ise biyofarmasoétik siniflandirma ve biyoesdegerlik g¢alismalarinda

kullanilan 6nemli bir fizikokimyasal parametredir (Henchoz vd., 2009).

Bu tez ¢alismasinda, 6énemli bir diger fizikokimyasal 6zellik olan ¢6ziintrliik

degerlerinin hesaplanmasinda bilesiklerin Abraham c¢o6ziinen parametreleri

kullanilarak, Esitlik 4.3 ile hesaplama yapilmistir (Stovall vd., 2005).

logS,, = 0,395 — 0,955E + 0,320S + 1,1554 + 3,255B — 0,785AB — 3,330V
(4.3)

Bilesiklerin saf sudaki c¢o6ziintrliikleri incelendikten sonra asetonitrildeki
cozuntrlikleri de Abraham ¢6zlinen parametreleri yardimiyla Esitlik 4.4 ile

degerlendirilmistir.
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10gS,cy = 0,413 — 0,077E + 0,326S + 1,5664 + 4,391B + 3,364  (4.4)

4.6. Lipofilisite (log P) degerlerinin hesaplanmasi

Molekiiliin lipofilik ortama afinitesini gosteren, genellikle n-oktanol ve su
arasinda bilesigin dagilma katsayisinin logaritmasi (logP, ) olarak tanimlanan,
ila¢ kesif ve gelistirme calismalarindaki temel fizikokimyasal parametrelerden
biri olan lipofilisite (IUPAC, 1997), Abraham ¢6zlinen parametreleri yardimiyla
Esitlik 4.5 kullanilarak hesaplanmistir (Lombardo vd., 2000).

logP = 0,088 + 0,562E — 1,054S + 0,0344 — 3,460B + 3,814V (4.5)

4.7. lla¢ Molekiillerinin Kan Beyin Bariyerinden Gegisi

Merkezi sinir sistemi, homeostaziyi saglamak icin kan beyin bariyeri (KBB)
tarafindan korunmaktadir. KBB’den molekiillerin gecisi molekiil biytikligi,
yuk, hidrojen bag1 yapma potansiyeli ve lipofilisite gibi molekiiliin yapisal ve
fizikokimyasal ozelliklerine baghdir. Spesifik tasiyicilar araciigiyla tasinan
molekiillerde de molekil agirliginin 400 Da’dan daha kiiciik olmasi sarti

aranmaktadir (Wohlfart vd., 2012).

Kan beyin bariyeri (KBB) kandan bir¢ok ilacin beyne ge¢cmesini engeller. Bir¢ok
ilac molekulii biiyiik molekiil agirligina sahip oldugundan KBB’yi gecemez.
Kiiciik molekillerin ¢ogunun KBB'yi kolaylikla gecebilecegi disiintliirken
bunlarin da %98nin KBB'yi gecemedigi goriilmektedir. Molekiil agirhigi 400
Da’dan daha kiiciik ve hidrojen bagi sayisi 8'den daha az olan kiiglik ilag
molekiilleri lipit aracili serbest diflizyon ile KBB’yi gecerler. Fakat bu kimyasal
ozellikleri, kiigiik ila¢ molekiillerinin blyik ¢ogunlugu ve biytlk ilag¢

molekiillerinin tamami saglayamamaktadir (Pardridge, W.M., 2012).
Kan ve beyin arasindaki dagilimin belirlenmesi, ila¢ dizayninda olduk¢a

onemlidir. In vivo metotla kan beyin arasindaki dagilimin (logBB) tayini zordur

ve olduk¢a zaman alicidir. Bu sebeple logBB degerlerinin belirlenmesi igin
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Abraham tarafindan bir esitlik Onerilmistir (Chadha ve Abraham, 1994;
Abraham vd., 1997b). Esitlik 4.6 yardimiyla ila¢ molekiillerinin kan beyin

bariyerinden gecisi hesaplanabilmektedir.

logBB = —0,038 + 0,198E — 0,687S — 0,7154 — 0,698B + 0,995V  (4.6)

4.8. Metot Optimizasyonu

Bu tez ¢alismasinda gelistirilen kromatografik metotta bilesikerin miimkiin olan
en kisa siirede analizini gerceklestirmek ve bilesiklerin simetrik piklerini elde
etmek amaclanmistir. Bunun igin bu 6zelliklerin saglandigi optimum ayirma
kosulu belirlenmistir. Calisilan bilesiklere ait optimum ayirma kosullarinin
belirlenmesinde bazi 6nemli kriterler dikkate alinmistir. Bunlar; kapasite
faktoru (k) degerlerinin 1’den biiylik olmasi, segicilik faktoriiniin (o) 1,15’ten
biiylik olmasi ve ayirma giicii (Rs) degerlerinin 1,5’tan biiyiik olmasidir (%98).
Bu degerler dikkate alinarak, albendazol i¢in en uygun ayirma kosulu %45 (v/v)
oraninda ACN iceren ACN-H20 ikili karisimi (pH 4,0); mebendazol i¢cin en uygun
ayirma kosulu %45 (v/v) oraninda ACN iceren ACN-H20 ikili karisimi (pH 5,0)
ve klotrimazol i¢in en uygun ayirma kosulu %45 (v/v) oraninda ACN igeren
ACN-H20 ikili karisimi (pH 5,5) olarak belirlenmistir. Kolon sicakligi 25°C’de
sabit tutulmus ve akis hizida dakikada 0,8 mL olacak sekilde ayarlanmistir.
Metot optimizasyonunda ve bilesiklerin kantitatif tayinlerinde i¢ standart
yontemi kullanilmistir. Belirlenen optimum kosula ait hesaplanan k, o ve Rs
degerleri, albendazol ve secilen i¢ standart klotrimazol icin Cizelge 4.22’de;
mebendazol ve secilen i¢ standart albendazol icin, Cizelge 4.23'da; klotrimazol
ve secilen i¢ standart icin Cizelge 4.24’de verilmistir. Ayrimay1 gosteren

kromatogramlar, Sekil 4.29’'da verilmistir.
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Cizelge 4.22. Albendazol ve klotrimazol i¢in optimum ayirma kosuluna ait
degerler

Bilesik k o (x—1)/a | k2/1+k2 /N, /4 R,

Albendazol | 1,376 - - - - ;

Klotrimazol | 1,948 1,416 | 0,294 0,661 27,880 5,412

Cizelge 4.23. Mebendazol ve albendazol i¢in optimum ayirma kosuluna ait
degerler

Bilesik k a (a—1)/a  kz/1+k2 \/N_z /4 R,
Mebendazol 1,066 - - - - -

Albendazol | 1,813 1,701 | 0,412 0,645 17,274 4,589

Cizelge 4.24. Klotrimazol ve dikloksasilin i¢cin optimum ayirma kosuluna ait

degerler
Bilesik k a (a kz2/1+k2 \/N_z /4 R,
-1)/a
Klotrimazol | 1,156 - - - - -
Dikloksasilin | 2,269 1,963 | 0,491 0,694 30,658 | 10,448
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Sekil 4.29. Optimum ayirma kosulunda elde edilen kromatogramlar
(ABZ: Albendazol; MBZ: Mebendazol; KLO: Klotrimazol; IS: i¢ standart)

202




4.9. Metot Validasyonu

Bu tez calismasinda gelistirilen RPLC metodunun gecerliliginin kanitlanmasi
amacilyla metot validasyonu gerceklestirilmis ve ICH tarafindan o6nerilen
parametreler test edilerek metodun performanst ve gilvenilirligi
degerlendirilmistir. Gelistirilen metot, dogrusallik, duyarhlik, secicilik, dogruluk,
kesinlik ve geri kazanim parametreleri kullanilarak valide edilmistir. Tim bu

parametrelere ait sonuglar asagida verilmistir.

4.9.1. Kalibrasyon ve duyarlhk

Bilesikler icin kalibrasyon grafigi cizilirken dogrusal araligin belirlenmesi ve
derisimlerinin saptanmasi amaciyla her bir bilesik icin 100 ppm (pg/mL) stok
¢ozeltileri hazirlanmistir. Bu stok c¢ozeltiler kulllanilarak alti farklhi derisimde
seyreltik ¢cozeltiler hazirlanmistir. Kalibrasyon dogrusunun olusturulmasinda i¢
standart yontemi kullanilmis ve buna gore degerlendirme yapilmistir.
Kalibrasyon dogrusu bilesigin her derisimine karsi o derisimde elde edilen pik
alaninin i¢ standardin pik alanina oranlanmasiyla ¢izilmistir. Ayrica yontemin
seciciliginin belirlenmesi amaciyla her bir bilesik i¢cin gézlenebilme sinir1 (tayin
alt sinir1, LOD) ve kantitatif yorum sinir1 (LOQ) degerleri hesaplanmistir. Cizelge
4.25'de kalibrasyon fonksiyonlari, bilesiklerin dogrusal oldugu araliklar, LOD ve
LOQ degerleri verilmistir. Bilesiklere ait kalibrasyon grafikleri ise, Sekil 4.30’da

verilmistir.

Cizelge 4.25. Bilesiklere ait kalibrasyon fonksiyonlari, dogrusal araliklar, LOD ve

LOQ degerleri
Bilesik Kalibrasyon Dogrusal | SD LOD LOQ
fonksiyonlari aralhik (ng/mL) | (ng/mkL)
(ng/mL)
Albendazol | y=0,588 (0,008) | 2-12 0,139 | 0,351 1,172
x2+0,031 (0,064)®
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Cizelge 4.25. Bilesiklere ait kalibrasyon fonksiyonlari, dogrusal araliklar, LOD ve
LOQ degerleri (Devam)

Mebendazol | y=0,702 (0,013) | 2-12 0,110 |0,468 1,560
x3+0,383
(0,102)®

Klotrimazol | y=0,999 (0,013) | 2-12 0,049 0,166 0,544
x3+2,148 (0,103)P

a: egimin standart sapmasi, b: kesimin standart sapmasi
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Sekil 4.30. Albendazol, mebendazol ve klotrimazoliin kalibrasyon grafikleri
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Sekil 4.30. Albendazol, mebendazol ve klotrimazoliin kalibrasyon grafikleri
(Devam)

4.9.2. Giin ici ve giinler arasi Kesinlik ¢calismalari

Gergeklestirilen validasyon calismasinda metodun kesinliginin belirlenebilmesi
amaciyla giin ici ve giinler arasi ¢alismalar yapilmistir. Giin i¢i (GI) ve giinler
arasl (GA) calismalar her bilesik icin iki farkl derisimde gerceklestirilmistir.
Gilin ici ¢alismalar ayni giin icinde gilinler arasi ¢alismalar tgiincii giiniin
sonunda standart ¢ozeltilerin HPLC'ye enjeksiyonuyla yapilmistir. Giin i¢i ve

giinlerarasi degerlendirme sonuglari, Cizelge 4.26’da verilmistir.

Cizelge 4.26. Bilesiklere ait giin ici ve giinlerarasi degerlendirme sonuglari

Bilesik Derisim Gi derisim | %RSD GA derisim | %RSD
(ng/mL) ortalamasi ortalamasi
(ng/mL) (ng/mL)

Albendazol 4 3,922 0,482 4,008 0,846
8,103 0,627 8,186 1,374
Mebendazol 4 4,040 0,429 3,639 1,491
10 9,845 0,601 9,055 1,738
Klotrimazol 4 4,028 0,207 4,116 0,558
10 10,152 1,049 10,426 1,180
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4.9.3. Geri kazanim ¢alismalari

Yapilan ¢alismada gelistirilen metodun dogrulugunu belirtmek i¢cin geri kazanim
calismas1 yapilmistir. Bilesikler icin geri kazanim deneyleri piyasadaki
formiulasyonlarda gergeklestirilmistir. Klotrimazol krem formiilasyonunda;
mebendazol ve albendazol tablet formiilasyonlarinda gergeklestirilmis ve
preperatlarin icerdigi etken madde miktarlar1 ve geri kazanim degerleri
hesaplanmistir. Bilesiklerin geri kazanim degerleri, Cizelge 4.27’de verilmistir.

Numune ¢alismalarina ait kromatogramlar ise, Sekil 4.31’de gosterilmistir.

Cizelge 4.27. lla¢ formiilasyonlarinin icerdikleri etken madde miktar1 ve geri
kazanim sonuglari

Bilesik Uriin Bulunan etken % Geri | % RSD
madde miktar:1 kazanim
(mg)
Albendazol Andazol 400 mg 396 % 99 1,106
Mebendazol | Vermazol 100 mg 103 % 103 0,927
Klotrimazol Canesten 10 mg 9,63 % 96,3 0,461
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Sekil 4.31. A) Klotrimazol iceren Canesten krem analizine ait kromatogram 1-
klotrimazol; 2-dikloksasilin (IS) B) Mebendazol iceren Vermazol
tabletine ait kromatogram 1-mebendazol 2-albendazol (IS) C)
Albendazol iceren Andazol tabletine ait kromatogram 1-albendazol
2- klotrimazol (IS)
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Sekil 4.31. A) Klotrimazol iceren Canesten krem analizine ait kromatogram 1-
klotrimazol; 2-dikloksasilin (IS) B) Mebendazol iceren Vermazol
tabletine ait kromatogram 1-mebendazol 2-albendazol (IS) C)
Albendazol iceren Andazol tabletine ait kromatogram 1-albendazol
2- klotrimazol (IS) (Devam)
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5. TARTISMA VE SONUCLAR

5.1. Bilesiklerin Termodinamik pKa Degerlerinin Hesaplanmasi

Bu tez calismasinda anthelmintik ve antifungal 6zellik tasiyan albendazol,
astemizol, mebendazol ve klotrimazol i¢in %35 (v/v), %40 (v/v), %45 (v/v)
oraninda ACN iceren ACN-H20 ikili karisiminda; metronidazol ve tiyabendazol
icin %15 (v/v), %20 (v/v), %25 (v/v) oraninda ACN igeren ACN-H20 ikili
karisiminda;  metimazol  (tiyamazol) icin %100 H20  ortaminda

iyonlasma/protonasyon sabiti (pKa) tayinleri gerceklestirilmistir.

Hesaplamalarda ¢6ziinen parametresi yaklasimi kullanilarak alikonma degerleri
tahmin edilmistir. Bu tahmini degerler Excel eklentisi olan Solver algoritmasi
kullanilarak pKa degerleri hesaplanmistir. Calisilan her bir su-asetonitril
ortaminda hesaplanan aktiflik katsayilar1 da ¢éziinen parametresi kullanilarak
yapilan hesaplamaya dahil edildiginden alt1 bilesigin ii¢ ortamda, 25°C'de pKa1
degerleri hesaplanmistir (Cizelge 5.1). Astemizol icin 25 °C sicaklikta

termodinamik pKa1 ve pKaz degerleri, Cizelge 5.2’de verilmistir.

Cizelge 5.1. Albendazol, mebendazol, klotrimazol, metronidazol ve tiyabendazol
icin hesaplanmis, termodinamik pKa degerleri

Bilesikler %ACN (v/v)

35 40 45
Albendazol 3,723 3,709 3,692
Mebendazol 3,156 3,070 2,984
Klotrimazol 5,289 5,245 5,205

15 20 25
Tiyabendazol 4.447 4,392 4,330
Metronidazol 3,010 2,999 2,986
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Cizelge 5.2. Astemizol i¢in hesaplanmis, termodinamik pKai ve pKaz degerleri

%ACN (v/v) pK%>°¢ pKZ5C
35 5,658 8,065
40 5,550 7,923
45 5,439 7,736

Cizelge 5.1 ve 5.2'de gorildugi tizere albendazol, astemizol, mebendazol ve
tiyabendazoliin yapisinda bulunan benzimidazol halka sistemindeki imidazol
halkasinin 3 no’lu azotuna ait protonasyon sabiti degeri hesaplanmistir. Ayrica
astemizoliin yapisinda bulunan piperidin halkasindaki azota ait pKa degeri de
hesaplanmistir. Klotrimazol ve metronidazoliin yapisindaki imidazol halkasinin

3 no’lu azotuna ait pKadegerleri de yine RPLC yontemi ile belirlenmisir.

Metimazol (tiyamazol) tezde ¢alisilan diger bilesiklerin analizi i¢in kullanilan C8
kolonda tayin edilememistir. Ciinkii bu kolonun c¢alisma aralhigi pH 1,5-10
arasindadir. Bu yiizden daha genis pH araliginda c¢alisilabilen C18
((Phenomenex, 250mmx4,6 mm, 5 pm) kolon secilmistir. Kinetex Coreshell C18
kolon yeni jenerasyon kolonlardandir ve bu kolon ile %100 H20 ortaminda
calisilabilmektedir. Metimazol (tiyamazol) bilesigi ile %100 H20 ortaminda pH
9,0-11,50 araliginda 25 °C’de c¢alisilarak bilesigin sudaki pKa degeri elde
edilmistir (Cizelge 5.3).

Cizelge 5.3. Metimazol i¢in su ortamindaki hesaplanmis pKa degeri

%ACN (v/v) pKZ%>*
0 10,987

Calismada kullanilan kolon su ortamina uyumlu oldugundan metimazoliin

analizi direkt olarak su ortaminda gerceklestirilmistir.

Deneysel olarak bulunan bu termodinamik pKa degerleri kullanilarak iki farkl
yaklasimla su ortamindaki termodinamik pKa degerleri hesaplanmistir. Birinci

yaklasimda, bilesiklerin asetonitril-su ikili karisimlarinda hesaplanan pKa
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degerleri kullanilarak Yasuda-Shedlovsky yontemi ile sudaki pKa degerleri elde
edilmistir. Ikinci yaklasim ise mol kesri-pKa yaklasimidir. Bu ekstrapolasyon
yontemi kullanilarak, elde edilen dogrusal esitliklerin kesim noktalarindan su

ortamindaki pKa degerleri hesaplanmistur.

Yasuda-Shedlovsky yonteminde hesaplamada kullanilan su-asetonitril ikili
karisimlarinda asetonitrile ait dielektrik sabiti (g) degerleri ve su ortamindaki
pKa1 degerleri, albendazol icin Cizelge 5.4’te; mebendazol i¢in, Cizelge 5.5°de;
klotrimazol icin Cizelge 5.6’da; tiyabendazol icin, Cizelge 5.7°de metronidazol
icin, Cizelge 5.8'de; astemizol icin pKa1 ve pKaz degerleri, Cizelge 5.9 ve 5.10°da

verilmistir.

Cizelge 5.4. Yasuda-Shedlovsky ekstrapolasyon yontemiyle albendazoliin pKa
degeri icin elde edilen degerler

%ACN (v/v) € 1/¢ [H:0] log[H20] pKa | pKatlog[H20]
35 64,070 | 00156 | 53,56647 1,729 3,723 5,452
40 61,951 | 00161 | 53,28893 1,727 3,709 5,436
45 59,818 | 00167 | 53,01138 1,724 3,692 5,416
0 78,330 | 0,0128 55,5093 1,744 3,799 5,543

Cizelge 5.5. Yasuda-Shedlovsky ekstrapolasyon yontemiyle mebendazoliin pKa
degeri icin elde edilen degerler

%ACN (v/v) € 1/e [H20] log[H20] pKa pKa+log[H20]
35 64,070 0,016 53,566 1,729 3,156 4,885
40 61,951 0,016 53,289 1,727 3,070 4,797
45 59,818 0,017 53,011 1,724 2,984 4,708
0 78,330 0,013 55,509 1,744 3,591 5,336
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Cizelge 5.6. Yasuda-Shedlovsky ekstrapolasyon yontemiyle klotrimazoliin pKa

degeri icin elde edilen degerler

%ACN (v/v) £ 1/¢ [H20] log[H:0] pKa pKa+log[H20]
35 64,070 | 0,016 | 53,566 1,729 5,289 7,018
40 61,951 | 0,016 | 53,289 1,727 5,245 6,972
45 59,818 | 0,017 | 53,011 1,724 5,205 6,929
0 78,330 | 0,013 | 55509 1,744 5,499 7,243

Cizelge 5.7. Yasuda-Shedlovsky ekstrapolasyon yontemiyle tiyabendazoliin pKa

degeri icin elde edilen degerler

%ACN (v/v) € 1/¢ [H20] log[H20] pKa pKa+log[H20]
15 72,390 0,014 54,677 1,738 4,447 6,185
20 70,335 0,014 54,444 1,736 4,392 6,128
25 68,263 0,015 54,167 1,734 4,330 6,064
0 78,330 0,013 55,556 1,745 4,593 6,338

Cizelge 5.8. Yasuda-Shedlovsky ekstrapolasyon yontemiyle metronidazoliin pKa

degeri icin elde edilen degerler

%ACN:Hz0 € 1/e [H20] log[H20] pKa pKa+log[H20]
(v/v)
15 72,390 | 0,014 54,677 1,738 3,010 4,748
20 70,335 | 0,014 54,444 1,736 2,999 4,735
25 68,263 | 0,015 54,167 1,734 2,986 4,719
0 78,330 | 0,013 55,556 1,745 3,040 4,784

Cizelge 5.9. Yasuda-Shedlovsky ekstrapolasyon yontemiyle elde edilen
astemizollin pKa1 degerleri

%ACN (v/v) € 1/¢ [H20] log[H20] pKa pKa+log[H20]
35 64,070 0,016 53,566 1,729 5,658 7,387
40 61,951 0,016 53,289 1,727 5,550 7,277
45 59,818 0,017 53,011 1,724 5,439 7,163
0 78,330 0,013 55,509 1,744 6,214 7,959
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Cizelge 5.10. Yasuda-Shedlovsky ekstrapolasyon yontemiyle elde edilen
astemizolun pKaz degerleri

%ACN € 1/¢ [H20] log[H20] pKa pKa+log[H20]
v/v)
35 64,070 0,016 53,566 1,729 8,065 9,794
40 61,951 0,016 53,289 1,727 7,923 9,650
45 59,818 0,017 53,011 1,724 7,736 9,460
0 78,330 0,013 55,509 1,744 8,911 10,655

Ikinci yaklasimda mobil fazda organik ¢oziicii olarak kullanilan asetonitrilin mol
kesri ve su-asetonitril karisimlarindaki pKa degerleri kullanilarak su

ortamindaki pKa degerleri hesaplanmistir (Cizelge 5.11 ve Cizelge 5.12).

Cizelge 5.11. Albendazol, astemizol, mebendazol ve klotrimazol i¢cin xacn-pKa

degerleri
Albendazol Astemizol Mebendazol Klotrimazol

XACN pKa1 pKa1 pKaz pKa1 pKa1
0,156 3,723 5,658 8,065 3,156 5,289
0,186 3,709 5,55 7,923 3,070 5,245
0,219 3,692 5,439 7,736 2,984 5,205
Sudaki

pKa 3,800 6,196 8,882 3,578 5,494

Cizelge 5.12. Tiyabendazol ve metronidazol i¢in yacn-pKa degerleri

Tiyabendazol Metronidazol
XACN pKa1 pKa1
0,057 4,447 3,010
0,079 4,392 2,999
0,102 4,330 2,986
Sudaki pKa 4,594 3,040

Kaynak 6zetleri ve arastirma bulgularinda verilen deneysel ve hesaplanmis pKa
degerleri genel olarak calismada elde edilen deneysel pKa degerleri ile uyum

gostermektedir.
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Calisilan bilesikler icin ¢oklu lineer regresyon programindan elde edilen
katsayilar (ko, co, c1, c2, 3, ¢4, c5), Abraham ¢6zilinen tanimlayicilar1 ve 25°C’de
deneysel olarak elde edilen pKa degerleri kullanilarak Esitlik 4.2 ve 4.3
yardimiyla albendazol, astemizol, klotrimazol ve mebendazol i¢cin %35
(v/v),%40 (v/v), %45 (v/v); metronidazol ve tiyabendazol i¢in %15 (v/v), %20
(v/v), %25 (v/v) ACN-H20 ikili karisimlarinda ve su ortaminda 37°C’deki pKa
degerleri hesaplanmistir. Metimazol icin %100 su ortaminda c¢alisildigindan;
25°C’deki sudaki bu deneysel pKa degeri kullanilarak 37°C’de sudaki pKa degeri
hesaplanmistir (Cizelge 5.13).
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Cizelge 5.13. 25°C’de deneysel olarak elde edilen pKa degerleri kullanilarak hesaplanan 37°C’de ACN-H20 ikili karisimlarinda ve sudaki
pKa degerleri

%ACN (v/v) ko pK?2° Co c1 A c2 B c3 s (A E c5 v, pK37

Albendazol
o -0,038 3,709 0,051 | 0,011 | 0,710 | -0,103 | 1,120 | 0,060 | 1,960 | 0,002 | 2,010 | 0,075 | 1,950 | 3,779
(1)

Albendazol
i -0,038 3,800 0,051 | 0,011 | 0,710 | -0,103 | 1,120 | 0,060 | 1,960 | 0,002 | 2,010 | 0,075 | 1,950 | 3,867
0

Astemizol
%40 -0,026 5,550 | -0,136 | 0,008 | 0,130 | 0,018 1,640 | 0,035 | 2,700 | -0,032 | 3,100 | 0,020 | 3,560 | 5,367
(1)
Astemizol

-0,026 6,196 | -0,136 | 0,008 | 0,130 | 0,018 1,640 | 0,035 | 2,700 | -0,032 | 3,100 | 0,020 | 3,560 [ 5,996
%0 (pKa1)
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Cizelge 5.13. 25°C’de deneysel olarak elde edilen pKa degerleri kullanilarak hesaplanan 37°C’de ACN-H20 ikili karisimlarinda ve sudaki
pKa degerleri (Devam)

%ACN (v/v) ko pK?2° Co c1 A c2 B c3 S C4 E c5 v, pK37

Astemizol
-0,026 | 7,736 | -0,136 | 0,008 | 0,130 | 0,018 | 1,640 | 0,035 | 2,700 | -0,032 | 3,100 | 0,020 | 3,560 7,496
%45 (pKaz)
Mebendazol -0,038 | 3,156 | 0,051 | 0,011 | 0,710 | -0,103 | 1,380 | 0,060 | 2,760 | 0,002 | 2,450 | 0,075 | 2,130 3,283
%35

Mebendazol | -0,038 | 2,984 | 0,051 | 0,011 | 0,710 | -0,103 | 1,380 | 0,060 | 2,760 | 0,002 | 2,450 | 0,075 | 2,130 3,118
%45

Metronidazol
2 -0,026 | 3,010 | -0,136 | 0,008 | 0,310 | 0,018 | 0,860 | 0,035 | 1,75 | -0,032 | 1,120 | 0,020 | 1,190 2,863
0
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Cizelge 5.13. 25°C’de deneysel olarak elde edilen pKa degerleri kullanilarak hesaplanan 37°C’de ACN-H20 ikili karisimlarinda ve sudaki
pKa degerleri (Devam)

%ACN (v/v) ko pK?2° Co c1 A c2 B c3 s [ E c5 v, pK37

Metronidazol
%0 -0,026 3,040 -0,136 | 0,008 | 0,310 | 0,018 | 0,860 | 0,035 | 1,75 | -0,032 | 1,120 | 0,020 | 1,190 2,892
0

Tiyabendazol
T -0,026 | 4,392 | -0,136 | 0,008 | 0,411 | 0,018 | 0,868 | 0,035 | 1,875 | -0,032 | 1,926 | 0,020 | 1,397 4,193
(V]

Tiyabendazol
i -0,026 | 4,594 | -0,136 | 0,008 | 0,411 | 0,018 | 0,868 | 0,035 | 1,875 | -0,032 | 1,926 | 0,020 | 1,397 4,389
(V]
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Ayrica Abraham c¢o6ziinen tamimlayicilar1 ile hesaplanmis 37 °C'deki pKa

degerleri ilk defa bu calisma ile literatiire kazandirilacaktir.

5.2. Abraham Coziinen Parametreleri ile Bilesiklerin logPo/w, logS ve logBB

Degerlerinin Hesaplanmasi

ilag aday1 molekiillerin gerekli etkiyi gosterebilmesi icin viicuttaki hedef
noktaya yeterli derisimde ulasmasi gerekir; ilacin beklenen biyolojik etkiyi
gostermesi icin de hedef dokuda biyoaktif formda yeterli stire kalmas1 gerekir.
ilag gelistirme calismalarinin erken basamaklarinda ilacin absorpsiyon, dagilim,
metabolize edilme ve atilim1 (ADME) incelenmelidir; fakat bu evrede ila¢ aday1
molekiillerin sayisi ¢ok fazla olmasina ragmen bu molekiillerin fizikokimyasal
ozellikleri siirhdir. Bu asamada bilgisayar programlari deneysel c¢alismalara
alternatif saglamaktadir. Bu baglamda bu tez ¢alismasinda serbest erisime sahip

olan SwissADME internet temelli program yardimiyla bilesiklerin logP,

degerleri hesaplanmistir (Dana vd., 2017) (Cizelge 5.14).

Cizelge 5.14. Abraham ¢o6ziinen tanmimlayiclart ve SwissADME programi
kullanilarak hesaplanan logPo/w degerleri

Bilesik logP,,, log P
(Abraham) (SwissADME)
Albendazol 2,738 2,390
Astemizol 6,892 5,970
Mebendazol 1,929 2,260
Tiyabendazol 1,533 1,860
Klotrimazol 6,406 5,410
Metronidazol 0,447 -0,020
Tiyamazol -1,042 -0,340

Abraham ¢6ziinen parametreleri yardimiyla elde edilen logP,,, degerleri
SwissADME programindan elde edilen logP,,, degerlerine karsi grafige

gecirilerek iki deger arasindaki uyum incelenmistir (Sekil 5.1). Korelasyon

katsayisi (r) degeri yardimiyla korelasyonun iyi oldugu belirlenmistir.
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Sekil 5.1. Abraham c¢o6ziinen tanimlayiclar1 ve SwissADME programindan elde

edilen logP, ), degerlerinin uyumu

Abraham c¢o6ziinen parametreleri kullanilarak Esitlik 4.4 yardimi ile logS

degerleri hesaplanmistir. Ayni zamanda logS degerleri SwissADME programu ile

de tahmin edilmistir (Cizelge 5.15).

Cizelge 5.15. Abraham ¢o6ziinen tanimlayicilart ve SwissADME programi

kullanilarak elde edilen bilesiklerin sudaki ¢oziintrliik degerleri

Bilesik Log Sw Log Sw Suda
(Abraham) (SwissADME) Coziinurluk*
Albendazol -3,549 -3,230 Coziinebilir
Astemizol -8,235 -9,150 Zay1f Cozuniurlik
Mebendazol -3,612 -3,740 Cozilinebilir
Tiyabendazol -2,476 -3,160 Cozilinebilir
Klotrimazol -7,591 -8,590 Zayif Cozliniirlik
Metronidazol -1,129 -1,000 Cozlinirligi cok
Tiyamazol 0,407 -0,310 Cozlinirligi cok
*Coziinmez  <-10<Zayif<-6<Orta<-4<Cozilinebilir<-2<Cok<0<Olduk¢a  ¢ok;

skalas1 yardimiyla bilesiklerin sudaki ¢oztlniirliikleri degerlendirilmistir.
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Abraham c¢o6ziinen parametreleri yardimiyla elde edilen logS degerleri,
SwissADME programindan elde edilen logS degerlerine karsi grafige gecirilerek
iki deger arasindaki uyum incelenmistir. Korelasyon Kkatsayis1 (r) degeri

yardimiyla korelasyonun iyi oldugu belirlenmistir (Sekil 5.2).

logS (Abraham)

&
-10,000 -8,000 -6,000 -4,000 ,000 2,000

y = 1,0742x - 0,1503 g

r=0,991 4,000 g
[a]
<

-6,000 a
3
Eg_
-8,000 43
o

-10,000

Sekil 5.2. Abraham ¢6ziinen tanimlayicilar1 ve SwissADME programindan elde
edilen logS degerlerinin uyumu

Bilesiklerin asetonitrildeki ¢oziiniirliikleri de Abraham ¢6zlinen parametreleri
yardimiyla Esitlik 4.5 ile hesaplanmistir (Cizelge 5.16). SwissADME programi ile

bu bilesiklerin asetonitrildeki logS degerleri hesaplanamamaktadir.

Cizelge 5.16. Abraham ¢o6ziinen tanimlayicilar1 kullanilarak bilesiklerin
asetonitrildeki hesaplanan ¢oziintrlik degerleri

Bilesik Log Sacn
Albendazol -1,459
Astemizol -2,509
Mebendazol -2,306
Tiyabendazol 0,082
Klotrimazol 1,260
Metimazol -0,595
Metronidazol 0,172
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Kan ve beyin arasindaki dagilimin belirlenmesi, ila¢ dizayninda oldukc¢a
onemlidir. In vivo metotla kan beyin arasindaki dagilimin (logBB) tayini zordur
ve olduk¢a zaman alicidir. Abraham tarafindan tiiretilen Esitlik 4.6 kullanilarak

logBB degeri hesaplanmistir (Cizelge 5.17).

Cizelge 5.17. Abraham c¢oziinen tanimlayicilart kullanilarak bilesiklerin
hesaplanan logBB degerleri

Bilesik logBB KBB’den gecis
Albendazol -0,336 Zor
Astemizol 1,025 Kolay
(Pasif diflizyon)
Mebendazol -0,801 Zor
Tiyabendazol -0,454 Zor
Klotrimazol 0,947 Kolay
(Pasif diflizyon)
Metronidazol -0,656 Zor
Tiyamazol -0,763 Zor

Bilesigin kan beyin bariyerinden gecisi degerlendirilirken logBB > 0,3 ise
molekiiller kan beyin bariyerinden pasif difiizyonla gecmektedir. logBB < —1
ise pasif difiizyon yoktur bilesik kan beyin bariyerinden zor ge¢cmektedir.
Bilesiklerin logBB degerlerine bakilarak, ilacin kan beyin bariyerinden pasif
difiizyonla gecebilecegi ya da bu bariyerden ilacin gecisinin zor olacagi ile ilgili

tahminler yapilabilmektedir (Jouyban ve Soltani, 2012).

Kaynak ozetleri ve SwissADME programi ile hesaplanan veriler ile Abraham
parametreleri ile hesaplanmis logPo/w ve logS degerleri genel olarak uyum

gostermektedir. logBB degerlerine dair literatiirde bir veri bulunmamaktadir.

5.3. Gelistirilen Metodun Validasyonu

Tezde deneysel calismalar sonucunda su-asetonitril oranlarinda elde edilen

alikonma faktorii-pH iliskisi incelenerek albendazol, mebendazol ve
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Klotrimazoliin Kkantitatif tayini icin optimum kosul belirlenmis ve metot
validasyonu c¢alismas1 yapilmistir. Optimum kosulun belirlenmesinde, ii¢
bilesikte ila¢ formiilasyonlarinda tek basina bulundugundan ti¢ii iginde farklh
ayirma kosullar1 belirlenmistir. Ayrica bilesiklerin kapasite faktori (k)
degerlerinin 1’den biiylik olmasi, bilesiklerin ayrilmasinda secicilik faktoriiniin
(a) 1,15’ten biiylik olmasi ve ayirma giicii (Rs) degerlerinin 2’den biiytik olmasi

gibi gerekli olan sartlar saglanmis ve uygun kosul belirlenmistir.

Kantitatif calismada validasyon islemi i¢in i¢ standart yontemi kullanilmistir.
Validasyon isleminde Oncelikle sistem uygunluk testleri yapilarak biitiin
analitler i¢cin uygun pik simetri faktori, teorik tabaka sayisi, ayirma giici,
kapasite ve secicilik faktorlerinin saglandigi belirlenmistir. Elde edilen

parametrelerin referans degerlerle uygunlugu gérilmiistur.

Dogrusallik calismasinda her bir bilesik icin elde edilen dogrusal fonksiyonun
korelasyon katsayilarinin (r) 0,998 degerinden biyiik oldugu belirlenmistir.
Dedeksiyon limiti (LOD) ve tayin limit (LOQ) degerleri dogrusallik verileri
icerisinde degerlendirilmis ve literatiirde veri bulunmayan bu degerlerin uygun

oldugu gorilmistiir.

Kesinlik c¢alismalarinda giin i¢i ve glnler arasi tekrarli analizler
gerceklestirilmis ve hesaplanan bagil standart sapma degerlerinin

yorumlanmasiyla yontemin kesinligi belirlenmistir.

Dogruluk (geri kazanim) calismalarinda ise li¢ bilesik icin yontemin dogrusal
calisma araligini kapsayan derisim araliginda geri kazanim c¢alismalari
yapilmistir. Hesaplanan bu geri kazanim yiizdelerinin %100’e yakin oldugu
belirlenmistir. Hesaplanan bu geri kazanim yiizdeleri tayini yapilan bilesiklerin
gelistirilen uygun numune hazirlama teknikleri ile bozucu etkilerle girisim

yapmadigini gostermektedir.
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Deneysel ve istatistiksel veriler degerlendirildiginde, gelistirilen metotlarin
krem ve tablet numunelerinin disindaki numuneler icin de uygulanabilecegi

gorulmustir.
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