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Siilfonamitler ve Kinolonlar, gesitli bakteriyel enfeksiyonlara karsi yaygin olarak
kullanilan sentetik antimikrobiyal ajanlardir. Zwitteriyonik molekiil 6zelligi nedeniyle
gram-pozitif, gram-negatif ve mikobakteriyel patojenlerin yani sira anaeroblara kars1
genis bir antibakteriyel aktivite spektrumu gosterirler. Ilag molekiillerinin
fizikokimyasal Ozelliklerinin, ilaclarin pasif difiizyonunda, absorpsiyonu tahmin
etmede yarar sagladigi diistiniilmektedir. Son zamanlarda yapilan bazi calismalar,
bunlarin insan bagirsak emilimindeki Onemini gostermistir, dolayisiyla bir¢ok
arastirmaci llag lipofilisitesi ile in vivo absorpsiyonu iliskilendirmek icin ¢aba
gostermektedirler.

ADME (Absorpsiyon, Dagilim, Metobalizma ve Atilim) ozellikleri bir ilacin
davranigini belirlemede temel oldugu kadar kromatografik ayirmada da biiyiik 6nem
tasir. Bir molekiiliin asidik veya bazik 6zellikleri ve dolayisiyla iyonlagma derecesi,
lipofilik davraniginda temel bir rol oynar. Lipofilisite degerlendirmelerinde ters faz
stvi kromatografisi ve yliksek performansli sivi kromatografisi (RPLC-HPLC),
ekonomik kalkinma ve is birligi orgiitii (OECD) tarafindan 6nerilen ve genis uygulama
alani bulan bir tekniktir.

Bu calismada, ters faz sivi kromatografik yontemi (RPLC) ile siilfonamitlerin
(stilfadiazin,  siilfatiazol, siilfametazin, siilfadimetoksin, siilfametoksazol,
stilfametoksipiridazin, siilfakinoksalin) ve  florokinolonlarin  (enrofloksasin,
siprofloksasin, marbofloksasin, danofloksasin, ofloksasin, enoksasin) dagilma
katsayilarinin ve iyonlagsma sabitlerinin tayini amaglanmistir. Silfonamitler ve
florokinolonlar i¢in yapilan deneysel caligmalarda sirasiyla 0,8 ml/dakika akis
hizinda, X-Terra RP 18 (250 mm x 4,6 mm ID, 5 pm) ve 0,5 mL/dakika akis hizinda,
Kinetex F5 100 (150 mm x 4.6 mm ID, 2.6 pum) kromatografi kolonlar1 kullanilmastir.
Bu tezde, ters faz sivi kromatografi (RPLC) yontemiyle bazi siilfonamit ve
florokinolon grubu antibiyotiklerin alikonma zamanina pH, sicaklik ve organik
modifiyer derisiminin etkisi belirlenmistir. Elde edilen bu kromatografik veriler
kullanilarak calisilan bilesiklerin pKa degerleri hesaplanmistir. Stilfonamitlerin ve
florokinolonlarin sudaki pKa degeri farkli ekstrapolasyon yontemleriyle calisilan
asetonitril-su karisimlarinda tayin edilen pKa degerlerinden hesaplanmustir.



Calismada kullanilan antibiyotiklerin lipofilisite degerleri Mannhold ve ClogP
yaklagimi ve ters faz sivi kromatografik yontemle elde edilen alikonma verileri
kullanilarak hesaplanmustir.

Anahtar Kelimeler: Siilfonamitler, Florokinolonlar, RPLC, pKa, Alikonma zamant,
Iyonlasma sabiti, Sicaklik, Dagilma katsayis1, Lipofilisite, logP, Mannhold approach,
ClogP, ADME.
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ABSTRACT

Ph.D. Thesis

DETERMINATION OF IONIZATION AND LIPOPHILICITY CONSTANTS
OF SOME SULFONAMIDE AND FLUOROQUINOLONE GROUP
ANTIBIOTICS BY REVERSE PHASE LIQUID CHROMATOGRAPHIC
METHOD

Nurdan DE KRUIJFF

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

Supervisor: Prof. Dr. A. Giileren ALSANCAK

Sulphonamides and quinolones are antimicrobial compounds generally used against
several bacterial infections. Due to their zwitterionic molecular properties, they show
a wide spectrum of antibacterial activity spectrum against mycobacterial pathogens,
gram-positive, gram-negative bacterias and anaerobes. It is generally supposed that
physicochemical properties of drug molecules can be useful for predicting absorption
for passive diffusion of drugs. Some recent studies have shown their significance to
the estimation of human intestinal absorption. Many studies have been made to
correlate in vivo absorption with drug lipophilicity.

All processes of drug absorption, distribution and excretion in the pharmacokinetic
phase of drug action are dynamic in nature, as are in chromatographic separation
processes. The acidic or basic characteristics of a molecule, and therefore the degree
of its ionization, play an essential role in its lipophilic behavior. Reversed-phase liquid
chromatography (RPLC) is a technique, which has found a wide range of applications
in lipophilicity assessments, also recommended by the Organization for Economic
Development and Co-operation (OECD).

The aim of present work is the determination of partition coefficients and the
ionization constants of a series of Sulphonamides (sulfadiazine, sulfathiazole,
sulfamethazine, sulfadimethoxine, sulfamethoxazole, sulfamethoxypyridazine,
sulfaquinoxaline) and fluoroquinolones (enrofloxacin, ciprofloxacin, marbofloxacin,
danofloxacin, ofloxacin, enoxacin) by RPLC method. In experimental studies for
Sulphonamides and fluoroquinolones X-Terra RP 18 (250 mm x 4,6 mm ID, 5 um) at
a flow rate of 0,8 mL/min ve Kinetex F5 100 (150 mm x 4.6 mm ID, 2.6 um) at a flow
rate of 0,5 mL/min chromatography columns were used, respectively. In this thesis,
the effect of temperature, pH, and organic modifier concentration on the retention time
of some sulfonamide and floroquinolone group antibiotics by reverse phase liquid
chromatography (RPLC) method were determined. The pKa values of the compounds
studied were calculated using these chromatographic data. The aqueous pKa value of
sulfonamides and floroguinolones has been calculated from pKa values determined in



studied acetonitrile-water mixtures by means of different extrapolation methods. The
lipophilicity values of studied antibiotics were calculated using Mannhold and ClogP
approach and the retention data achieved by the RPLC method.

Keywords: Sulphonamides, Fluoroquinolones, RPLC, pKa, Retention time,
fonization constant, Temperature, Partition coefficient, Lipophilicity, logP, Mannhold
approach, ClogP, ADME.

2023, 117 pages
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1. GIRIS

Antibiyotikler, halk sagliginin korunmasi ve bakteriyel hastaliklarin tedavisi igin
kullanilan ilaglardir. (Phillips vd., 2004). Ayrica, antibiyotikler, bitkileri ciddi
hastaliklardan korumak ve biiyiimelerine katkida bulunmak i¢in tarimsal faaliyetler
i¢in biiylime destekleyicileri olarak da kullanilmaktadir (Dibner ve Richards, 2005;
Stockwell ve Duffy, 2012).

Siilfonamitler, genis antibakteriyel aktivite spektrumuna sahip bir grup sentetik
antimikrobiyal ajandir. Enfeksiyonlari tedavi etmek ve profilaktik olarak yem
verimliligini artirmak ve biliyiimeyi tesvik etmek i¢in kullanilirlar (Sternesjo vd.,
1995).

Florokinolon antibiyotikler, ¢ok ¢esitli enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan gram-
pozitif ve gram-negatif bakterilere karsi genis spektrumlu sentetik antimikrobiyal
ajanlardir (Sousa vd., 2012). Florokinolonlarin faydali 6zellikleri arasinda benzersiz
bir antimikrobiyal aktivite spektrumu, elverisli yan etki profilleri, seyrek dozlama

(uzun yar1 6miirler) ve hem oral hem de parenteral uygulanabilir olmalari yer alir.

Diinya ¢apinda devam eden SARS-CoV-2 (COVID-19) pandemisinin bir sonucu
olarak, COVID-19' un bulasmasini kontrol etmek i¢in aralarinda siilfonamitler ve
florokinolonlarin da bulundugu, antibiyotik kullanimi 6nemli 6l¢iide artmistir (Usman
vd., 2020; Biswal ve Balasubramanian, 2022). Bu nedenle, bu bilesiklerin gerek
farmakokinetik gerek farmakodinamik o6zelliklerinin belirlenmesi i¢in in vitro

caligmalara ve klinik deneylere olan ihtiya¢ giderek 6nem kazanmaktadir.

Florokinolonlarin ve siilfonamitlerin farkli pH'li ¢ozeltilerde asit-baz davranisi
caligmalari, zwitteriyonik formun, ntr pH'a yakin olan izoelektrik noktalarinda baskin
oldugunu gostermistir (Ball ve Mandell, 2003; Ott vd., 2008). Ortamin pH'inin
lipofilisite iizerindeki etkisi, pH'in bir fonksiyonu olarak 1-oktanol ile su arasindaki
dagilma katsayisinin Olgiilmesiyle de degerlendirilmistir. Elde edilen egri (log
Ol¢eginde), izoelektrik noktada maksimum olan parabolik bir sekle sahiptir; bu,
izoelektrik noktadaki baskin tiirlerin en lipofilik (zwitteriyonik ve noétr tiirler) tiirler

oldugunu gostermektedir. Bu doktora calismasinda kinolon ve siilfonamit grubu



antibiyotiklerin belirlenen mobil faz derisiminde izoelektronik noktadaki pH’da,

dagilma katsayilar1 tayin edilmistir.

Bu ilaglar1 ayirmadaki davranislarinda iyonlagsma sabitlerinin etkin olmasindan dolay1
oncelikle ters faz sivi kromatografi yontemiyle su-organik ¢oziicii karigimlarindaki

iyonlasma davraniglari incelenmis ve pKa degerleri saptanmustir.
1.1. Siilfonamitler

Siilfonamitler, insanlarda sistemik enfeksiyonlarmin tedavisinde kullanilan ilk
antimikrobiyal ajanlardir. 1908'de sentezlenen ve boya iiretiminde yaygin olarak
kullanilan streptosid olarak bilinen ilk siilfonamitdir. Stilfonamitlerin 1935 yilinda G.
Domagk tarafindan antibakteriyel 6zelliklere sahip oldugu kesfedilmistir (Baran vd.,
2011).

1938'de Domagk, siilfonamitin, prontosilin streptokoklara kars1 aktivitesini iizerine
yaptig1 arastirmalari sonucu Nobel Tip Odiiliinii almaya hak kazanmustir. Prontosil
tedavisini takiben hayati tehdit eden streptokok ve meningokok enfeksiyonlarinin
tedavileri, tip diinyasin1 antibakteriyel kemoterapi uygulamalarina yonlendirmistir

(Mandell, 1996).
1.1.1. Siilfonamitlerin kimyasal yapisi

Tiim siilfonamitler beyaz veya hafif sarimsi, kokusuz tozlardir ve bazilarinin aci bir

tad1 vardir. Bu maddelerin ¢ogu suda az ¢6ziiniir ya da hemen hemen hi¢ ¢éziinmez.

O

I
HQNO—E—NH—R

O
Sekil 1.1. Siilfonamitlerin genel yapis1 (Dmitrienko vd., 2014)

Siilfonamitlerin asitler ve alkaliler i¢indeki ¢ozlintirligii, Sekil 1.1.’de goriildiigii iizere

yapisindaki bazik aromatik amino grubu (pKa 2-2,5) ve asidik 6zelliklere sahip



kararsiz bir hidrojen atomu igeren amit grubu nedeniyle (pKa: 5-8) amfoterik

ozelliklerine baghdir.

Siilfonamitlerin asidik 6zellikleri bazik 6zelliklerinden daha belirgindir ve bu nedenle
stilfonamitler asidik ortamda pH < 2’de pozitif yiiklii, pH 3 — 5'te notr ve pH > 5'te
negatif yiklidiir (Kiimmerer, 2009).

1.1.2. Siilfonamitlerin yapi-aktivite iliskisi

Siilfonamitlerin antibakteriyel etkisi i¢in minimum ©n kosullar, Sekil 1.2 'de

gosterildigi gibi stilfanilamidin kendisidir.

4 1
HzN@—SOENHR

Sekil 1.2. N1 ve N4 amino gruplari ile siilfonilamid yapisi (Baran vd., 2011)

Bu kemoterapdotik ajanlarin kimyasal yapisi ile etki mekanizmalari arasindaki iliskiyi
gosteren bazi modeller bilinmektedir ve siilfonamitlerin fizyolojik aktivitesinin,
kimyasal yapisinda bulunan SO2NH grubunun R pozisyonuna eklenen gruplara gore

degistirilebildigi sdylenebilir (Baran vd., 2011).

-SO2NH> grubu sadece kiikiirt atomu araciligiyla benzen halkasina baglandiginda
onemlidir. Sekil 1.2., N4 olarak belirlenmis para-NH> grubunu ve kiikiirte N1 olarak
bagli NHz grubunu gostermektedir (Mandell ve Sande, 1985). Antibakteriyel etkinlik
icin para-NH2 grubu esastir. Bu grup asillenirse siilfonamitin in vitro aktivitesi
kaybolur (Mandell ve Sande, 1985). N1 amid iizerine heterosiklik aromatik bir halka
grubunun gegmesi antibakteriyel etki {izerinde bircok etkiye sahip en etkili ilaglar
olusturur. Kemoterapdtik aktivite, N1'deki asetilasyon veya bir amidin grubu siibstitiie
edilmesi ile engellenmez, ancak yeni Ozelliklere sahip olabilir. Benzen halkasina
herhangi bir grubun baglanmasi biyolojik olarak inaktif bilesikler olusturur (Seydel
vd. 1980).



1.1.3. Siilfonamitlerin etki mekanizmalari

Siilfonamitler bakteriyostatik etkiye sahiptir ve Gram-pozitif ve Gram-negatif
mikroorganizmalarin, bazi mantarlarin ve bazi protozoalarin neden oldugu bazi

enfeksiyonlarin tedavisinde yaygin olarak kullanilan ilaglardir.

Dihadropteroat difosfat + p-aminobenzoik asit {(PABA)

Dilidvaptercat |-— siilforamidler
sentez

dihid rop teroils asit

Drikad rofo ik asit

Dihidrofolat | -s—— timethopnm
Fediiktaz

T idrofolilc asit

Sekil 1.3. Siilfonamitlerin etki mekanizmasi (Seydel vd., 1974)

Yapisal olarak siilfonamitler, bakterilerde folik asit (Pteroilglutamik asit, PGA)
metabolizmasinda hayati bir rol oynayan para-amino benzoik aside (PABA) benzerdir.
Daha sonra DNA, RNA gibi esansiyel proteinlerin iiretiminde kullanilmistir. Seydel
vd. (1974), E. coli’deki serbest hiicre sistemindeki p-aminobenzoik asit tiirevlerinin
etki sekli ve yapi-aktivite iliskilerini tanimlayarak ve siilfonamitlerin etki
mekanizmalarimi  asitlik sabitleri ile iliskilendirmistir. Fildes vd. (1940), p-
aminobenzoik asidin (PABA), bakteriyel biiylimede etkin rol oynayan bir metabolit
oldugunu 6ne siirmiistiir. Siilfanilamidler ve bu asit arasindaki yakin yapisal benzerlige
dikkat ¢ekerek birincisinin, PABA'nin dahil oldugu ve bir¢cok bakterinin normal
bliylime ve gelisme i¢in bagli oldugu enzim sistemini veya sistemlerini bloke ederek

hareket edebilecegini One siirmiislerdir.

1.1.4. Siilfonamitlerin bakteri direnci

Baglangigta siilfonamitlere duyarli bakteriler hem in vitro hem de in vivo direng
kazanabilir. Bu durumun bakteri mutasyonu, dogal seleksiyonu, plazmidlerin transferi,
transformasyonu gibi nedenlerden kaynaklandig1 varsayilmaktadir. Antibiyotiklerin

yanlis kullanim1 bakteriyel direncin gelismesine yol agabilir. Bakteri hiicresinin



degistirilen enzimatik yapisi, siilfonamitlere kars1 dirence neden olur. Bu degisiklikler
su sekilde karakterize edilebilir (Mandell vd. 1985).

1. PABA'y1 kullanan enzimde degisiklik
2. Siilfonamitlerin inaktivasyonu veya imhasi.

3. Esansiyel bir metabolitin alternatif bir yolla sentezlenmesi.

Tiim bunlarin yani sira, bakteriler ayrica fazla miktarda esansiyel metabolit PABA'y1
sentezleyebilir. Bakteriler, stilfonamitlerin etkisini antagonize etmek i¢in asir1 PABA
tiretebilir. Plazmid-kaynakli direng siilfonamitler arasinda en sik rastlanan direng
seklidir ve kendisini ilag¢ penetrasyon mekanizmasinda bozulma ve siilfonamit direngli
dihidropteroat sentetaz artigiyla gosterir. Stilfonamitlerin birine kars1 direng gelistiren
organizma, genellikle diger siilfonamitlere kars1 da direng gosterir (Radstrom vd.,
1991).

1.1.5. Siilfonamitlerin antibakteriyel etkisi

Siilfonamitlerin biyolojik aktivitesi ile fizikokimyasal 6zellikleri arasinda bir iligki
kurmak i¢in ¢ok sayida arastirma yapilmistir. Onemli kabul edilen gesitli parametreler
Hammet sabit o, hidrofobiklik sabit & ve pKa degerleridir (Bock vd., 1974.) Mengelers
vd. (1997), siilfonamitlerin pK4'larina karst minimal inhibitor derisimi (MIC) arasinda
parabolik bir iliski bulmuslardir. Siilfonamitlerin optimum aktivitesi i¢in pKa
degerlerinin gerekli oldugunu vurgulamislardir. Ayrica, in vitro etkinligin bu
bilesiklerin hidrofobikliginden etkilenmedigi, ancak iyonik formlarin ilag-reseptor

etkilesimlerinde ¢ok 6nemli oldugu gozlenmistir.

1.1.6. Siilfonamitlerin kullanim alanlari

Stilfonamitler, veteriner hekimlikte koksidiyoz, inflamatuar bagirsak hastaligi ve
cesitli sistemik, solunum ve idrar yolu enfeksiyonlar1 dahil olmak iizere birgok

hastaligin tedavisinde kullanilir.

Veteriner dermatolojide siilfonamitler otitis eksterna tedavisinde ve yanik hastalarinda
enfeksiyonun dnlenmesinde bolgesel olarak kullanilir ve gram pozitif bakteri tiirlerinin

tedavisinde dozlar artirilarak kullanilir (Campbell, 1999).



Yapilan arastirmalara gore, siilfonamitler ve florokinolonlar veterinerlik alaninda en
sik kullanilan antibiyotikler arasindadir. Ornegin, gidalarda siilfonamitlerin bulunma
sitkligi % 20 iken, diger antibiyotiklerde bu oranlar florokinolonlar % 19,
aminoglikozitler % 15, fenikoller % 15, pB-laktamlar % 15, oksazolidinonlar % 8 ve
tetrasiklinler % 8 seklindedir (Chafer-Pericas vd., 2010).

1.1.7. Siilfonamitlerin yan etkileri

Stilfonamitlerin olusturdugu ¢esitli yan etkilerin siklig1 (% 5) ve siddeti biiyiik dlgiide
verilen dozla ilgilidir. Bazi siilfonamitler ishal, mide bulantis;, kusma gibi
gastrointestinal yan etkiler olustururlar, Candida mayasinin asir1 biiylimesi sonucu
pamukcuk olusabilir. Siilfonamitler siklikla alerjik reaksiyonlara neden olurlar.

Gegmiste alerjik reaksiyon goriilen hastalara siilfonamit tedavisi uygulanmamalidir.
1.1.8. Siilfonamitlerin fizikokimyasal ézellikleri

Siilfonamitler amfoterik 6zelliklerinden dolay1 polar molekiillerdir. Aromatik amin
(N4) pH 2-3'te protonlanirken, siilfo grubuna bagli amin (N1) pH 4.5-11'de
deprotonasyona ugrar. Topraga kolayca dagilirlar (toprakta dagilma katsayilari 0.6—
7.41kg™). Bunedenle, gevreye kolay ve hizl bir sekilde yayilirlar, siilfonamitler aktif
karbon lizerine kolayca adsorbe olmazlar. Bozunma yar1 6mriinde (DT50) >1 yil, foto
ve termal olmak iizere kararli maddeler olarak siniflandirilirlar. Fenoller ve aminlerle
alkali hidroliz ve etkilesim reaksiyonlarina girebilirler ve hidroksil radikali OH" ile

kolayca reaksiyona girebilirler (Baran vd.,2011).

1.1.9. Siilfonamitlerin iyonlasma sabitleri

Coziicli bilesiminin bir fonksiyonu olarak pKa degerlerini bilmek, iyonlagan
bilesiklerin ayrilmasi i¢in sivi kromatografi (LC) veya kapiler elektroforez (CE)
uygulamalarinda da énemli bir fayda saglar. Iyonlasabilen bilesiklerin kromatografik
alikonmasi ve elektroforetik davranisi, biiyiik dl¢iide bilesigin pKa'sina ve mobil faz
pH'sina baghdir (Beltran vd., 2003; Erdemgil vd., 2007). Dolayisiyla, bir ilag

molekiiliiniin iyonlagma sabiti, ¢oziiniirlitk ve ADME 6zelliklerini belirledigi i¢in ilag



gelistirmede anahtar parametredir. Bu nedenle 6zellikle yeni ilag aktif maddeleri

gelistirmede pKa artan bir 6neme sahiptir (Andrasi vd., 2007).

Siilfonamitler amfoterik bilesiklerdir ve genel iyonlagma prosesi Sekil 1.4’deki gibidir.

K K
" al + a2 _ +
HZB4’ HB+H4'I B+2H

Sekil 1.4. Siilfonamitlerin genel iyonlasma prosesi

Molekiiler form HB, pH azaldik¢a katyonik forma, HoB* pH arttik¢a anyonik forma
dontisiir. Sekil 1.5., siilfonamitlerin iki asamali iyonlasmasini gostermektedir. Ka1 ve

Kaz, sirastyla aromatik amin ve siilfonik gruplarin iyonlasma sabitleridir.

+
NH, NH, NH,
Ka,1 Ka,2
—_— + PR
—_—eeee + H - —eeee
SO,—NHR SO, —NHR SO,—NR
+ + + -
HA «=——> HA + H =—"> H + A

Sekil 1.5. Siilfonamitlerin iyonlagsma dengesi (Sanli vd., 2010)

Bilindigi iizere amitlerde karbonil grubu NH-grubu ile baghidir. Siilfonamitlerde ise
karbonil grubu yerine SO2 grubu bulunmaktadir. Siilfonamitler amitlerden (pKa > 14)
kuvvetli, karboksilik asitlerden (pKa 3-5) zayif olan antibakteriyellerdir (Sanli vd.,
2010).

1.2. Kinolonlar

Kinolonlar, 4-kinolon bilesigine bagh bisiklik ¢ekirdek yapisi iceren bir antibiyotik
ailesidir (Bisacchi, 2015). Bu ilaglarda, 1 ve 8 pozisyonlarinda bir azot bulunan bir
naftiridin ¢ekirdegi ve pozisyon 1'de sadece bir azot igeren kinolin ¢ekirdegi olmak

tizere iki tip halka yapis1 vardir (Park vd., 2002). Dogada her yerde bulunurlar ve ilag



gelistirmede ¢ok Onemli bir rol oynayan modern ilag tasarimindaki anahtar

farmakoforlardan biridir (Dhiman vd., 2019).

Kinolonlarin ilk iiyesi olan Nalidiksik asit, 1962’de Lesher tarafindan sitma
tedavisinde kullanilan klorokininin sentezi esnasinda yan {iriin olarak tesadiifen
kesfedimistir. Fakat Nalidiksik asitin kullanim alani, yetersiz farmakolojik 6zellikleri
nedeniyle tiriner sistem enfeksiyonlarinin tedavisi ile siirli kalmistir (Lesher vd.,

1962; Ball, 2000).

1970-1980 arasinda, kinolon sinifinin kapsami, birinci nesil kinolona kiyasla ¢ok daha
genis bir aktivite spektrumu ve gelismis farmakokinetik gosteren florokinolonlarin

¢1g1r acan gelisimi ile 6nemli dl¢iide genisletilmistir (Adjei vd., 2007).

Kinolonlar, yiiksek etki giicii, genis aktivite spektrumu, uygun biyoyararlanimlari,
elverigli formiilasyonlar1 ve yiiksek serum konsantrasyonlarin yani sira nispeten
diisiik yan etki gOstermesi nedeniyle elli yili askin siiredir antibiyotik olarak

kullanilmaktadir (Andersson ve MacGowan, 2003).

1.2.1. Kinolonlarin kimyasal yapisi

Kinolonlarin kimyasal yapis1 sabit olmayip bilesige gore dnemli degisiklikler gosterir.

Temel yap1 olarak 3-karboksil-4-kinolon ¢ekirdegini igerirler (Martinez vd., 2006).

RS 0
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Sekil 1.6. Kinolonlarin genel yapist (Pham vd., 2019)

Florokinolonlarin, molekiiler agirliklart genellikle 300 ila 500 Da arasindadir.
Yapisinda bulunan karboksilik grup ve pozisyon 7'de bulunan amin grubu nedeniyle,
florokinolonlar amfoterik 6zellik gosterirler. Bu nedenle, ¢6zelti iginde pozitif, zwitter

ionik, notr ve negatif formlara karsilik gelen dort farkli kimyasal tiir olarak



bulunabilirler. Bu tiirlerin dagilimi, florokinolonun iyonlagsma sabitine ve ¢6zeltinin
pH'sina baglhdir. Bu farkli molekiiler tiirler, farkli fizikokimyasal 6zelliklere sahiptir.
Iyonlasan formlar notr formlara oranla daha lipofiliktir. Sudaki ¢oziiniirliikleri ve

membran gegirgenligi daha yiiksektir (Babi¢ vd. 2007).

1.2.2. Kinolonlarin farmakokinetik ozellikleri

Kinolonlarin farmakokinetigini iyilestirmeye yonelik temel yapisal modifikasyonlar,
R5, R6, R7 ve R8 pozisyonlarinda yapilmaktadir. Bu modifikasyonlar, eliminasyon
yart omriiniin uzun olmasina, artan hacim dagilimina, doku penetrasyonunun ve

biyoyararlanimin daha iyi olmasina imkan saglar (Sekil 1.7.).
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Sekil 1.7. Kinolonlarin yapi-farmakokinetik iligkisi (Pham vd., 2019)

RS konumuna bir amino grubunun eklenmesi, sparfloksasin yapisindan da anlasildig:
tizere kinolonlarin lipofilik 0Ozelligini arttirmaktadir (Domagala, 1994). R6
pozisyonundaki flor siibstitiienti bakteri hiicresine niifuz etmeyi kolaylastirir ve ayrica
ilacin dagilim hacmini gelistirmektedir (Gootz ve Brighty, 1996). R7 konumuna belli
gruplarin eklenmesi ile yar1 Omiir ve bakteriyel doku penetrasyonu gelistirilmistir
(Adjei vd., 2006). R7'deki azabisiklik grup ve piperazin grubu, lipofilikligi artirarak
ajanlarin yar1 Omriinii uzatmaktadir (Brighty ve Gootz, 1997; Ball, 2000). Bu
pozisyona ilave edilen diger bir grup ise pirolidin halkalaridir; bu modifikasyon ile
kinolonlarin giiciinii arttirmak amaglansa da istenmeyen suda ¢oziiniirliik ve oral
biyoyararlanim problemleri ile karsilasilmistir. Bu problemleri bertaraf etmek igin,

gemifloksasin ve trovafloksasin gibi kinolonlarin, halkalarina bir metil grubu ilave



edilmistir (Lowe ve Lamb, 2000). Bununla birlikte, halkalarin R7 pozisyonundaki
alkilasyonu, ajanlarin eliminasyon yari omriinii ve biyoyararlanimini arttirmistir.
Piperazin halkalarina bir metil grubunun eklenmesi, yapisinda sadece piperazin
grubuna sahip olan kinolonlarla (enofloksasin, norfloksasin ve siprofloksasin) ile
karsilastirildiginda eliminasyon yar1 Omrinii O6nemli Ol¢lide artirmistir. RS
pozisyonundaki alkilasyonun eliminasyon yar1 Omriinii ve ayrica ajanlarin doku

penetrasyonunu artirmistir (Dong vd.,1998).

1.2.3. Kinolonlarin yapi-aktivite iliskisi

Kinolonlar aktivite spektrumlarina gore dort kusakta siniflandirilir (Naber ve Adam,
1998). Daha genis spektrum aktivitesi elde etmek i¢in nesilden nesile kinolonlarin
gelistirilmesi, ¢ekirdek yapi1 {izerinde farkli pozisyonlara farkli siibstiitientlerin

eklenmesiyle ilerlemistir.

Birinci nesil kinolon aktivitesi, Pseudomonas tiirleri hari¢, yalnizca Gram negatif

organizmalarla sinirhidir (Blondeau, 2004).

flk ikinci nesil kinolon, flumequine, R6 pozisyonuna bir florin (F) atomu ekleyerek
aktivite spektrumunu 6nemli dlciide iyilestirebilecegini gosteren onemli bir kesiftir
(Pharma vd., 2009). Dérdiincii kusaktan son bulunan bazi bilesikler haricinde, hemen
hemen tiim kinolon antibiyotikleri florokinolonlar olarak adlandirilmaktadir ve bu

degisiklik kinolon aktivitesini onemli dl¢iide arttirmaktadir.

Ikinci kusak florokinolonlar arasinda, Pseudomonas tiirleri dahil tiim Gram-negatif
organizmalar1 inhibe edebilen enoksasin, norfloksasin ve siprofloksasin bulunur
(Patrick, 2003).

7 numarali karbona bagli piperazin halkas1 gram-negatif bakterilere kars1 etkinligi
artirirken, R1 pozisyonuna yerlestirilen bir substitient ise hem gram-pozitif hem de
gram-negatif bakterilere kars1 antimikrobiyal etkiyi artirmaktadir (Wright vd., 2000).
Bu kombinasyon, siprofloksasini ikinci neslin ilk bilesikleri arasinda en aktif bilesik
haline getirirken ayni zaman da onu bugiin Pseudomonas aeruginosa'ya karsi

kullanilan ilk segenek haline getirmistir (El Solh ve Alhajhusain, 2009)
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Ikinci grubun R8 konumuna bir -OCHjs siibstiitientinin eklenmesi de Gram-pozitif

aktivitenin iyilestirilmesine yardimci olmustur (Ledoussal vd., 1999).

Fleroksasin sentezi ile kinolonlar iiglincii nesilde de yerini almistir. Bu nesil
Kinolonlar, alkillenmis piperazin ve pirolidin gruplarinin R7 konumuna ve -NH2, -OH
ve -CH3 gruplarinin R5 konumuna eklenmesi ile olusturulmustur. Ugiincii nesil
kinolonlara ayrica R8 pozisyonunda bir kloro grubu (Cl) gibi yeni siibstiitientler

eklenerek, ilacin anti-Gram-pozitif aktivitesini iyilestirilmistir (Ledoussal vd., 1999).

Y

Sekil 1.8. Kinolonlarin yapi-aktivite iligkisi (Pham vd., 2019)

RS pozisyonundaki grubun manipiilasyonunun Gram-pozitif organizmalara karsi
aktiviteyi arttirdigi gozlemlenmistir (Yoshida, 1996; Macgowan, 1999). Bu
pozisyondaki yer degistirme ile antibakteriyel etkinin sirasiyla -CH3, —OH, —-NH2
diizeninde arttig1 gozlenmistir (Van Bambeke vd. 2005).

Dérdiincii nesil bilesiklerin aktivite spektrumu, anaerobik organizmalara kars1 aktivite
ilavesi ile tgilincii neslin tiim kriterlerini kapsar (Naber ve Adam, 1998). R8
pozisyonunda nitrojen (N) varligi, anaeroblara karsi gelistirilmis aktiviteden
sorumluyken (Tillotson, 1996), N pozisyonundaki 2,4-diflorofenil grubu ilacin genel
etkinligini iyilestirir (Domagala, 1994).

1.2.4. Kinolonlarin kullanim alanlari
Florokinolonlar en yaygin kullanilan ilaglardir. Basit idrar yolu enfeksiyonlar: igin,

genellikle E. coli gibi duyarli organizmalarin neden oldugu sistiti olan geng kadinlarda,

kullanilmaktadir (Gupta vd., 2003). Ancak tam tedavi i¢in 7 giinliikk bir kullanim
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onerilmektedir (Nicolle, 2002). Florokinolonlarin prostat tedavisinde de 6nemli bir

yere sahip oldugu kanitlanmistir (Dalhoff ve Weidner, 1988).

Birgok solunum yolu patojeni, H. influenzae, M. catarrhalis, M. pneumoniae, C.
pneumoniae ve L. pneumophila dahil florokinolonlara duyarlidir (Lee vd., 1991).
Siprofloksasin, levofloksasin ve moksifloksasin, akut bakteriyel siniizit tedavisi i¢in

diger ajanlara esdeger bulunmustur (Siegert vd., 2000; Poole vd., 2006).

Karsilastirmalr aragtirmalar, florokinolonlarin, basit deri enfeksiyonlarinin tedavisinde
baskin patojenler olarak diger oral ajanlar (genellikle sefaleksin) kadar etkili oldugunu

gostermektedir (Karchmer, 2003).

Basit enfeksiyonlar i¢in 6zel bir avantaj saglamazlar, ancak genis spektrumlarinin
cerrahi veya travmatik yara enfeksiyonlarinin, isiriklarin veya diyabetik ayak
tilserlerini de kapsayan daha ileri derece enfeksiyonlarin tedavisinde ozellikle

faydalidirlar (Gentry, 1991; Graham vd., 2002; Giordano vd., 2005)

Florokinolonlar, kolera, antraks, veba, bruselloz ve tulerami gibi durumlarda

kullanilmaktadir.

Tim diinyada hala devam etmekte olan SARS-CoV-2 (COVID-19) pandemisinde
COVID-19' un bulagsmasini kontrol etmek ve tedavi etmek icin florokinolon grubu

antibiyotikler kullanilmaktadir (Usman vd., 2020; Biswal ve Balasubramanian, 2022).

1.2.5. Kinolonlarin yan etkileri

Kinolonlar ne kanserojen ne de mutajeniktir. Kinolon antibiyotikleri alirken ortaya
cikan onemli yan etkiler nadirdir ve hastalarin sadece % 2'si toksisite nedeniyle

tedaviyi birakmaktadir (Hooper ve Wolfson, 1991).

En sik goriilen yan etki mide bulantisi,bas agrisi, kusma veya abdominal rahatsizliktir
ve hastalarin % 7’ sine kadar goriiliir. Hastalarin % 14'linde bas agrisi, bas donmesi ve
uyku bozukluklar1 meydana gelir. Biiyiik psikotik hastaliklar igin tedavi gdren
hastalarda deliryum ve haliisinasyonlar dahil daha siddetli davramis bozukluklari
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bildirilmistir. Hastalarin yaklasik % 2'sinde geri doniisiimlii, spesifik olmayan bir deri
dokiintiisii olmaktadir ve nadiren de olsa 1s18a kars1 duyarlilik ortaya ¢ikar (Hooper ve
Wolfson, 1991).

Kinolon kullanimiyla iligkili diger nadir reaksiyonlar, artraljiler, kristaliiri, hafif

16kopeni, anemi ve karaciger fonksiyon testi anormallikleridir (Christian, 1996).

1.2.6. Kinolonlarin absorpsiyonu ve atilim

Kinolon antibiyotiklerinin oral uygulamadan sonra emilimi olduk¢a iyidir ve
hiicrelere, ekstravaskiiler alanlara ve dokulara ¢ok iyi niifuz ederler. Kinolonlar kemik,
bobrek, prostat ve beyaz kan hiicrelerinde yogunlagmistir. Cogu salgida bulunurlar,
idrarda ve digkida birikirler (Walker ve Wright, 1991). Fakat bu durumun aksine
aksine, merkezi sinir sistemine penetrasyon minimumdur; ofloksasin bir istisnadir. Bu

ilaglarin yarilanma omiirleri uzun olup doz sonrasi giiglii baskilayici etkileri vardir

(Saravanos ve Duff, 1992).

Bobrekler tarafindan degigsmeden atilan ofloksasin disinda kinolonlar, hepatik
metabolizma ve renal atilim ile elimine edilir. Bununla birlikte, bobrek yetmezligi,
eliminasyonu karaciger fonksiyon bozuklugundan daha biiyiik 6l¢iide etkiler. Clinkii

hepatik metabolizma, tiim bu ajanlarin eliminasyonunun kii¢iik bir bilesenidir (Neu,
1992; Stratton, 1992).

1.2.7. Kinolonlarn fizikokimyasal 6zellikleri

Florokinolonlar yapilarinda iki iyonlasan fonksiyonel grup igeren kimyasal yapilar
nedeniyle zvitteriyonik tiirler olarak adlandirilirlar. Diisiik pKa degeri asidik
karboksilik grupla iligkilendirilirken diger pKa degeri bazik amin grubu ile
baglantilidir. (Martinez vd., 2006).

Amfoterik florokinolonlar, belirli pH’ta ¢ozeltideki bir molekiiliin yiiklenmesinden
sorumlu olan, benzer baziklige sahip iki proton baglayici bolge (bir karboksil ve bir
sekonder amin grubu) igerir ve bu nedenle iyonlasan bilesikler i¢in logP degeri pH

degerine baglidir (Langlois vd., 2005).
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Ancak bazi arastirmacilar ti¢ pKa degerine sahip oldugu kanisindayken, diger grup,
florokinolonlarda bir karboksilik grup ve 3 bazik azot grubunun varligin1 dikkate
alarak dort pKa degerine sahip oldugunu savunmaktadirlar (Lin vd., 2004; Qiang ve
Adams, 2004). Takacs-Novak ve ekibi ise sadece noétral tiirlerin lipofilik oldugunu
dolayisiyla organik fazdaki iyonlarin ¢Oziniirliigiiniin  ithmal edilebilecegi

goriisiindedirler (Takacs-Novak vd., 1995).

pKa tayinlerinde, kullanilan tampon sistemi ve deneysel kosullara gore degerlerin
farklilik gosterecegi dikkate alinmalidir. (Barbosa vd., 1999; Barron vd., 2001; Sanz-
Nebot vd., 2001).

Amfoterik karakterlerinden dolay1 ¢ogu florokinolonun fizyolojik pH degeri notraldir.
Bu o6zellik florokinolonlarin biyolojik membranlar araciligiyla serbest difiizyon

yapmasini saglar.

pH degerleri pKa: degerinin altinda kaliyorsa bu kinolonlarin pozitif yiiklendigi
anlamma gelmektedir. Bu diisilk pKa degerleri, sulu ¢ozeltide ¢oziinen ilacin pH
araligini belirler, dolayisiyla siispansiyonlarin ve tabletlerin ¢oziinmesinde 6nemli bir
rol oynar. pKa, degerinin iizerinde kalan pH degelerinde kinolonlar negatif

yiklidiirler.

Florokinolonlarin suda ¢oziiniirliigi genellikle, pH 6 ve pH 8 araliginda diistiktiir. pKa:
ve pKa, arasinda kalan pH degerlerinde ise bu zvitteriyonik tiirler negatif ytikliidiir.
Boylece biyolojik membranlardan kolayca gegebilirler. Fakat sivi ¢ozeltilerde
¢oziiniirliikleri diisiiktiir. Bu nedenle; kinolonlarin oral ve parenteral uygulamalarinin
stv1 formiilasyonlarinda, kolay ¢oziinebilen tuzlar kullanilmaktadir. Tablet, kapsiil gibi
kat1 formiilasyonlarinda ise ya betain ya da hidroklorik tuzu formundadir (Aiello ve

Mays, 1998).

Pasif diflizyon, florokinolonlarda iki iyonlasabilen tiiriin pKa degerleriyle iliskili olan
lipofilisitenin bir fonksiyonudur. pKa'nin biyoyararlanim {izerine etkisi enrofloksasin
ve ofloksasin {lizerinden daha net anlagilabilir. Enrofloksasinin suda ¢oziintirligii pH
5,02’de maksimum iken, pH 6,0-8,0 araliginda ise en diislik ¢oziiniirliige sahiptir.

Buna karsin ayn1 pH araliginda maksimum lipit ¢oziiniirliigiine sahiptir. Bu durum
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biyolojik dokulara olan difiizyonu kolaylastirir. Ilacin en fazla su fazindan yag fazina

(oktanol/su dagilim1) gectigi pH degeri ise 7,0’dir (Lizondo vd., 1997).

Enrofloksasinle benzer olarak, ofloksasinde de en yiiksek absorbsiyon, lipit
¢cozlnlirliigiiniin maksimum oldugu nétral pH’da gerceklesmektedir. pH 7,0’nin

altinda veya tstiinde ofloksasinin absorpsiyonu azalmaktadir (Rabbaa vd., 1997).

1.2.8. Kinolonlarin iyonlasma sabitleri (pKa)

Sivi kromatografi uygulamalarinda florokinolonlarin iyonlagsma sabitlerini bilmek
ozellikle 6nemlidir, ¢linkii alikonma siireleri, ¢ozelti iginde bulunan molekiiler tiirlere

baglidir (Babic¢ vd., 2007).

4. pozisyondaki karboksilik grup, bu bilesikleri asidik yapar. 7-piperazinil kinolonlar
bazik olan ek amin gruplari igerir, bu nedenle sulu bir ¢ozelti iginde 7-piperazinil
kinolonlar katyonik, zwitteriyonik ve anyonik {i¢ farkl: tiir gdsterirken diger kinolonlar

yalnizca notr veya anyonik olabilir. Bu iki tiir kinolon i¢in mevcut denge, Sekil 1. 9.

'da gosterilmektedir (Babi¢ vd., 2007)

Asidik kinelenlar
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Sekil 1.9. Asidik kinolonlarin ve piperazinil kinolonlarin asit-baz dengesi (Babic vd.,
2007)

Yalnizca bir pKa degerine sahip kinolonlar, asidik kinolonlar olarak adlandirilir ve iki
pKa degeri olanlara (bir piperazinil halkasinin varligindan dolay1) piperazinil

kinolonlar olarak adlandirilir. Asidik kinolonlar (flumekin ve nalidiksik asit) igin
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bildirilen pKa degerleri 5,95 ila 6,35 arasinda degismektedir (Hernandez-Arteseros vd.,
2002; Park vd., 2002)

Tim kinolonlar, amonyum grubundan daha giiclii asit olan bir karboksil grubuna
sahiptir ve pKa degeri 6 £ 1 dir. Bu nedenle pKa; degerlerinin, karboksil grubu ile

iliskili oldugu disiiniilmektedir. pKaz degerleri, bir piperazin halkasinin varligi ile
iliskili oldugu diistiniilmektedir. NMR o6l¢timleri protonlanmanin, piperazin halkasinin

N4'linde bazik bolgede gergeklestigini kanitlamistir (Barbosa vd., 1997).
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Cizelge 1.1. Bazi kinolonlarin literatiir verilerine gore pKa degerleri

Bilesik ad1

Siprofloksasin

HN

Kimyasal yap1 pKa Yontem Referans
6,42 +0,01; 8,29 + UV/pH titrasyon
0,04 (MDM-su) oy
6,28 £0,02; 8,56 + UV/pH titrasyon (Volgyi vd., 2002)
0,05 (MeOH-su)
6,09; 8,62 Potansiyometri (Barbosa vd., 1997)
5,86 = 0,05; 8,24 .
+0,07 Kapiler elektoforez (Jiménez-Lozano vd.,
6,33 £0,01; 8,84 . i 2002)
0,04 Kapiler elektoforez-DAD

3,01 £0,30; 6,14
+0,13; 8,70 +0,09;
10,58 £0,30

Potansiyometri

(Qiang ve Adams, 2004)

5,05+0,15; 6,35
+0,07; 8,95 0,04

Kapiler elektoforez

(Lin vd., 2004)

5,90 £0,15; 8,89

Potansiyometri/ florometri

(Drakopoulos ve

+0,11 loannou, 1997)
6,08; 8,58 UV/pH (Montero vd., 1997)
6,16; 8,62 Potensiyometri (Bermejo vd., 2004)
6,18 = %%11 8,73 % Spektrofotometri (Sun vd., 2002)
6,19; 8,54 Roiegéiigtgﬂ;ggo"t (Renau vd., 1995)
6,00; 8,80 (Kitzes-Cohen, 1987)
6,00; 8,74 C"Z“““;ql‘;ﬁ]gs(‘j‘)"“b‘h‘y (Ross vd., 1992)

5,51 £0,03; 8,38
+0,13

Kapiler elektoforez-DAD




Cizelge 1.1. Bazi kinolonlarin literatiir verilerine gore pKa degerleri (Devam)

Bilesik ad1 Kimyasal yap1 pKa Yontem Referans
6,07 £ 0,06; 8,56 .
O > > s Y
£0.07 Kapiler elektoforez
F COOH

P
=

Danofloksasin

6,32 £0,02; 8,73
+0,05

Kapiler elektoforez-DAD

(Jiménez-Lozano vd.,
2002)

Enrofloksasin

5,88 £0,03; 7,74

Kapiler elektoforez

+0,03 (Jiménez-Lozano vd.,
6,09 +£0,01; 7,91 . 2002)
£0.05 Kapiler elektoforez-DAD
3,85+0,30; 6,19
0,18; Potansiyometri (Qiang ve Adams, 2004)
7,59 £0,25; 9,86 + y g ’
0,30
3,89 £0,05; 8,24 Kapiler elektoforez (Barrén vd., 2001)
+0,07
6,12 +£0,05; 7,68
£0.42 UV/pH (Montero vd., 1997)
6,27; 8,3 (Tolls, 2001)

F COOH
Marbofloksasin

5,69 £0,10; 8,02
+0,20

Kapiler elektoforez

5,51 +£0,03; 8,38
+0,13

Kapiler elektoforez-DAD

(Jiménez-Lozano vd.,
2002)
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Cizelge 1.1. Bazi kinolonlarin literatiir verilerine gore pKa degerleri (Devam)

Bilesik adx Kimyasal yap1 pKa Yontem Referans
5,95 Potensiyometri (Barbosa vd., 1997)
(0]
6,01 £0,05 Kapiler elektroforez
COOH .
S = (Jiménez-Lozano vd., 2002)
Nalidiksik asit | | 6.04 + 0.05 .
~ ’ ’ Kapiler elektoforez-DAD
N N
) 6,00 £0,01 Kapiler elektroforez (Lin vd., 2004)
5,95 Spektrofotometrik (Ross vd., 1992)
o 542:+0,05; 8,18 £0,09 Kapiler elektoforez .
COOH (Jiménez-Lozano vd., 2002)
T N7 + ; + .
Pipedimik asit Jﬁ\ | | 3,39 £0,02; 8,33 0,01 Kapiler elektoforez-DAD

5,25+0,12; 6,15 +0,06; 8,90 + 0,04

Kapiler elektroforez

(Park vd., 2002)

0]
F COOH
Ofloksasin |
(\N N

PN PN

6,22 +0,05; 7,81 +£ 0,08

UV/pH titrasyon
(MDM-su)

6,15 +0,04; 8,19 £ 0,06

UV/pH titrasyon
(MeOH-su)

(Vélgyi vd., 2002)

6,05; 8,11

Potensiyometri

(Barbosa vd., 1997)

5,20 +0,06; 6,20 = 0,03; 8,20 + 0,02

Kapiler elektroforez

(Lin vd., 2004)

5,97 +£0,08; 8,28 £ 0,02

Potansiyometri/ florometri

(Drakopoulos ve loannou, 1997)

6,05; 8,22

Spektrofotometrik

(Ross vd., 1992)

5,70; 7,90

(Kitzes-Cohen, 1987)
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Cizelge 1.1. Bazi kinolonlarin literatiir verilerine gore pKa degerleri (Devam)

Bilesik adn

Kimyasal yap1 pKa

Yontem

Referans

Sarafloksasin

5,62 £0,08; 8,18 £ 0,09

Kapiler elektoforez

Kapiler elektoforez-DAD

(Jiménez-Lozano vd., 2002)

5,89; 8,59

Potansiyometri

(Bermejo vd., 2004)

0]
F COOH
\ 5,87 +0,01; 8,88 + 0,08
(\N N
N i
s

6,02; 8,59

Robertson Microlit Laboratories

(Renau vd., 1995)
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Bir florokinolon, bir karboksilik grup ve li¢ temel azot bolgesi igerir. Bu nedenle

muhtemelen maksimumda dort pKa degerine sahiptir.

1-naftoik asidin benzen halkasina bagli karboksilik gruba karsilik gelen bir pKa'ya
(3,69) sahip oldugu bilinmektedir. 1-naftoik asit ve florokinolonlar arasindaki yapisal
benzerlik nedeniyle, florokinolonlarin pKai'i karboksilik grubu olarak diisiiniilebilir.
Kalan ti¢ pKa degerini azotlu bolgelerde belirlemek zordur. (Qiang ve Adams, 2004).
Buckingham vd. (1990) iyonlasma sirasina gore A, B ve D kisimlari olarak ii¢ asidik
sabite dikkat cekmektedir. Elektron yogunluguna bagl olarak tiirlerin bulunma
yogunlugunun, B’den D'ye arttig1 {i¢ azot bolgesinde pKay; B, pKas; C ve pKas te D'

yi temsil etmektedir.

Sekil 1.10. Florokinolonlarin pKa degerlerine karsilik gelen spesifik tiirler (Qiang ve
Adams, 2004)

Quiang ve Adams (2004) bunu baz alarak yaptiklart caligmada siprofloksasin,
enrofloksasin ve norfloksasin igin pKas'iin sirasiyla 10,58, 9,86 ve 10,56 oldugunu
belirlemislerdir. Siprofloksasin ve norfloksasin, ayni1 D tiiriinii (dimetilamine benzer)
icerir bu nedenle benzer pKas davranisi sergiler; bu arada, enrofloksasin, farkli bir
pKas degeri ile sonuglanan farkli bir D tiirii (trimetilamine benzer) igerir; Dimetilamin
ve trimetilaminin pKa degerleri sirasiyla 10,73 ve 9,80'dir (Albert ve Serjeant, 1984).

Bunlar siprofoksasin, enrofloksasin ve norfloksasinin'un pKas 't ile uyumludur.
Barbosa vd., (1998), bazi kinolonlarin kromatografik yontemle iyonlasma

davraniglarini incelemislerdir ve Cizelge 1.2°de gosterilen asetonitril yiizdesi 30, 35,

40,50 olan asetonitril-su ikili karisimlarini kullanilarak pKa degerleri elde etmislerdir.
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Cizelge 1.2. Baz1 kinolonlarin kromatografik yontemle hesaplanan pKa degerleri
(Barbosa vd., 1998)

% 30 % 35 % 40 % 50
Bilesik ad1
pKai pKaz pKai pKaz pKai pKaz pKai pKaz
Norfloksasin 6,27 8,35 6,14 8,61 6,53 8,28 6,88 8,82
(0,08) (0,07) (0,15) (0,15) (0.15 (0,13) (0,06) (0,07)
] 5,83 7,58 5,84 7,71 5,96 7,71 6,32 8,05
Fleroksasin
(0,04) (0,03) (0,05) (0,05) (0,10) (0,09) (0,05) (0,05)
) 6,28 8,28 6,59 8,13 6,81 8,73
Enoksasin - -
(0,11) (0,11) (0,15) (0,12) (0,06) (0,07)
) 6,10 7,99 6,45 7,95 6,63 8,42
Ofloksasin - -
(0,04) (0,03) (0,12) (0,10) (0,06) (0,06)
7,84
Flumekin - - - — — _
(0,04)

Sonug olarak, olusumlarini, davraniglarini ve etkilerini tahmin etmek i¢in ilgili ilag

etkin maddelerinin iyonlasma sabitlerini bilmek ¢ok dnemlidir.

1.3. Lipofilisite

n-oktanol-su dagilma katsayisi (logP) veya dagilma katsayisinin (logD) logaritmasi ile
ifade edilen lipofilisite, iyonlasan molekiiler tiirler iceren yeni ila¢ molekiillerinin
tasariminda, toksikolojik ozellikleri etkiledigi gibi hem farmakokinetik hem de
farmakodinamik davranis1 etkileyen biiyiik 6neme sahip bir fizikokimyasal 6zelliktir
(Giaginis vd., 2018). Yirminci yiizyilin baslarinda, Meyer (1899) ve Overton
(1901)’un narkozun korelasyonunu, yag-su dagilma katsayilar1 ile agiklamalariyla
biyolojik aktivitede lipit ¢dziiniirligiiniin 6nemi, ortaya konmustur. Bununla birlikte,
lipofilisite lizerine yapilan sistematik ¢alismalarin Onciisii olan Hansch ve Fujita
(1964) ve Leo (1971) tarafindan, bu 6zelligi hem bir ilacin etki alanina erigsme olasiligi
hem de makromolekiillere hidrofobik baglanmasi ile iliskilendirmislerdir. Yine aym
ekip, n-oktanol-su kavramini, dagilma katsayilari i¢in deneysel bir skala olugturmuslar
ve referans sistem olarak bilim diinyasina kazandirmislardir. LogP' yi, bilesigin
monomerik tiirlerde bulundugunu dikkate alarak, dagilma ¢oziiciisiindeki (n-oktanol)
bilesigin nétral tiirlerinin konsantrasyonunun sudaki ayni tiirlerin konsantrasyonuna

logaritmasi olarak tanimlamiglardir.

logP = log [notral turler],./[notral tirler]s, (1.2
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Lipofilisite, iyonlasabilen bilesikler i¢cin pH'in bir fonksiyonu olarak degisir. LogD
degeri, belirli bir pH'ta lipofilisiteyi gosterir ve organik ve sulu fazdaki tiim elektriksel

(monomerik) tiirlerin konsantrasyonlarinin oraninin logaritmasina karsilik gelir.
logD = log [tuim tiirler],../[tim tirler]s, (1.2)

Tek bir iyonlasan gruba sahip bir ¢dziinen i¢in, logD, nétr tiir PN’nin dagilma katsayisi
ve iyonlasan tiir P"min dagilma katsayisinim, her biri karisimda bulunan fraksiyonu f

ile garpilarak toplanmasi ile bulunur.
log Dpy = log(fy - PN + f; - P) (1.3)

Eger ¢6ziinen maddenin pKa'si biliniyorsa, logP ve logD, sadece ndétral tiirlerin

organik ¢oziiciiye dagilmasi sartiyla birbirine dontistiiriilebilir.
logP = logD + log[10*(PH-PKa)] (1.9)

Bununla birlikte iyonlagmanin yiiksek oldugu durumlarda, yiiklii tiirler bir karsit iyon
ile birlikte, n-oktanol’de dagilabilen iyon ¢iftleri olusturarak gercek logD (true logD)
degerine katkida bulunurlar. Ayrica n-oktanol de bulunan doymus suya da
dagilabilirler (Tsantili-Kakoulidou, 1997; Avdeef, 2003).

LogP ve logD hesaplamalarinda birden fazla iyonlasabilen gruba sahip ¢dziinen
maddeler i¢in, tim pKa’larin hesaba katildigi, karmasik denklemler kullanilir.
Amfolitler s6z konusu oldugunda, logP, logD’den sadece asidik pKa, bazik pKa dan
biiyiikse hesaplanabilir. Zwitteriyonik tiirler olusturan amfolitler i¢in, gergek logP
degeri (true logP values) olmadigi igin izoelektrik noktadaki maksimum logD
(logDmax) dikkate alinir. Zwitterionik ilaglarin belirli 6zellikleri, farmakokinetik
ozelliklerini de etkileyebilir (Pagliara vd., 1997)

1.3.1. Ilag etkinliginde lipofilisitenin 6nemi
Lipofilisite, membran gecirgenligini etkiledigi i¢in, ilacin etki alanina erisebilirligi
acisindan temel bir parametredir. Membran gecirgenliginde belirli biyolojik

engellerden ge¢me icin optimum logP (logPo) veya logD (logDo) degerleri
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tamimlanmistir (Hansch vd., 1987; Dearden, 1990; Tsopelas, 2017). Kan-beyin
bariyeri ve merkezi sinir sistemi bariyeri penetrasyonu i¢in, optimum bir lipofilisite
degeri 2 civarinda kabul edilir. Gegirgenlik ve logD arasindaki sigmoidal iligkiler de

rapor edilmistir (Camenisch, 1998a, b).

Ote yandan, hidrofobik baglanma genellikle logP ile dogrusal olarak iliskilidir.
Hidrofobik baglanma, dolayli, spesifik olmayan bir "bag" olarak kabul edilir. Su
molekiillerinin, polar olmayan yiizeyler ile etkilesime girerek yer degistirmesi ve
dolayisiyla entropi de artisa yol agmasinin sonucunda ortaya ¢ikar (Freire, 2004;
Snyder, 2011). ila¢ molekiillerinin yiiksek lipofilikligi, hidrofobik baglanmay1
kolaylastirir ve hedef reseptore afiniteyi artirabilir. Bu tiir baglanma ¢alismalarinda
lipofilikligin, iyonlasan bilesiklerin varliginda bile nétral tiirlerin logP'si ile ifade

edildigi unutulmamalidir.

Bununla birlikte, yiiksek lipofilisitenin istenmeyen ilag¢ 6zellikleriyle iligkili olduguna
dair giiclii kanitlar vardir. Genel olarak, ¢ok lipofilik bilesiklerin biyotransformasyon
igin "tercih edilen" hedefler oldugu ve dolayisiyla ileri derecede ve dongoriillemeyen
metabolizmaya yol actiklar diisiiniilmektedir. ilag etkinligini ve ilag¢ giivenligini
etkileyen ve genellikle ilag-ilag etkilesimlerinden sorumlu olan yiiksek plazma protein
baglanmasi, yiiksek diizeyde lipofilik bilesiklerin yani sira hedef dig1 rastgele
baglanma veya dokularda da goézlemlenir (Rowley vd, 1997; Smith ve van de
Waterbeemd, 1999; Lambrinidis vd., 2015).

Hansch vd. (1987) bu tiir sorunlart ilk ana hatlariyla belirleyenlerdir ve 1987'de
yayinlanan bir makalede minimum hidrofobisite kavramini formiile etmislerdir. Bu
kavrama gore, arastirmalar biyolojik eylemleri i¢in gerekenden daha fazla lipofiliklige
sahip olmayan bilesikler iizerine yapilmalidir. On y1l sonra, logP degerleri igin {ist
sinirlar Lipinski vd.(2001) tarafindan ngoriilmiistiir ve meshur 5 kurali (RoF) igine
lipofilisilite kavrami1 da (clogP olarak) dahil edilmistir. 5 kurali, oral biyoyararlanim

icin bir uyar1 veya filtre olarak formiile edilen "basparmagin" ilk kuralidir.
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Cizelge 1.3. Bazi kinolonlarin literatiir verilerine gore logP degerleri

Bilesik ad1 LogP Referanslar
-1,55 (Merino vd., 1995)
Norfloksasin -1,60 (Bermejo vd., 1999)
-1,36 (Pérez vd., 2002)
Danofloksasin 0,44 (Grabowski vd., 2010)
Marbofloksasin -1,11 (Grabowski vd., 2010)
Sarafloksasin -1,36 (Pérez vd., 2002)
1,07 (Grabowski vd., 2010)
-1,12 (Merino vd., 1997)
Siprofloksasin -1,07 (Bermejo vd., 1999)
-1,36 (Pérez vd., 2002)
- 0,27 Merino vd. 1995
0,22 (Bermejo vd., 1999)
0,47 (Pérez vd., 2002)
0,53 Merino vd. 1997
Enronigeasig 0.48 (Bermejo vd., 1999)
0,24 (Pérez vd., 2002)
Ofloksasin -0,03 (Pérez vd., 2002)
Enoksasin -2,77 (Pérez vd., 2002)

Cizelge 1.4. Bazi kinolonlarin literatiir verilerine gore logD degerleri

Bilesik adi LogD Referanslar
-0,95 (Zlotos vd.,1998)
Norfloksasin -1,07 (Volgyi vd., 2012)
-1,03 (Takacs-Novak vd., 1992)
Sarafloksasin -0,89 (Cago vd., 2010)
-1,1 (Zlotos vd.,1998)
-1,07 (Volgyi vd., 2012)
Siprofloksasin -1,08 (Takacs-Novak vd., 1992)
-0,99 Rose vd.1992
-1,13 Montero vd. 1997
0,21 (Zlotos vd.,1998)
Pefloksasin 0,37 (Volgyi vd., 2012)
0,27 (Takacs-Novak vd., 1992)
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Cizelge 1.4. Bazi kinolonlarin literatiir verilerine gore logD degerleri (Devam)

Bilesik adi LogD Referanslar
Enrofloksasin 0,27 (Zlotos vd.,1998)
-0,47 (Zlotos vd.,1998)1998
Ofloksasin -0,44 (Volgyi vd., 2012)
-0,39 Takacs-Novak vd. 1992
-1,02 (Zlotos vd.,1998)
Enoksasin
-0,82 (Volgyi vd., 2012)
Nalidiksik asit 0,15 (Zlotos vd.,1998)
Pipedimik asit -2,07 (Zlotos vd.,1998)

1.3.2. Lipinski 5 kural (Rule of five)

Ilag gelistirmede, fizikokimyasal ozellikler dikkatlice degerlendirilirse ve dogru bir
sekilde uygulanirsa, ilaglarin daha etkili tasarlanabilecegi iyi bilinmektedir. Ornegin
Lipinski'nin 5 kurali (Sekil 1.11.), emilimi, dagilimi, metabolizmas1 ve atilimi
(ADME) dahil olmak iizere, bir ilacin insan viicudundaki farmakokinetigi i¢in 6nemli
olan molekiiler 6zellikleri agiklar ve genel olarak, oral yoldan aktif bir ilacin asagidaki
kriterlerden ikiden fazlasini ihlal etmedigini belirtir:

1. Hidrojen bagi dondr sayisi (OH ve NH gruplar1) <5

2. MA <500

3. LogP <5

4. Hidrojen bagi akseptor sayist (N ve O sayis1) < 10

5. Veber tarafindan, <10 donebilen bag sayis1 (biyoyararliligi) oldugu bulunmustur.
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Hidrojen bagi donér sayisi =5

in vivo ilac emilimi ve

LogP =5 MW = 500

nufuzu = IYI

Hidrojen bagi akseptdr sayisi < 10

Sekil 1.11. Lipinski 5 kural1 (Arnott ve Planey, 2012).

Fizikokimyasal 6zelliklerin, 5 kurali ile uyumlu olanlarin 6tesinde, bir molekiildeki
donebilen baglarin sayist dahil olmak iizere, ila¢ emilimi i¢in 6nemli oldugu da
vurgulanmaktadir. Veber'e gore, daha diisiik molekiiler esneklige sahip bilesikler,
donebilir baglarin sayisi ile olgiildiigiinde, daha iyi oral biyoyararlanima sahip olma

egilimindedir (Veber vd., 2002).

Lipofilisite ilag kesfi ve tasariminda 6nemli bir parametredir (Leeson ve Springthorpe,
2007). Ciinkii tibbi kimyadaki en bilgilendirici ve basarili tek fizikokimyasal 6zelligi
olusturmaktadir (Testa vd., 2000). Lipofilisite, ilaglarin, ¢oziiniirliik ve membranlar
yoluyla gecirgenlikleri iizerine etki eder (Waring, 2009; Liu vd. 2011). Boylece
etkinlik, segicilik, metabolizma, farmakokinetik 6zellikler ve ayrica farmakodinamik
ve toksikolojik profillerini etkileyerek ilaglarin ADMET 6zelliklerine katkida bulunur
(Hughes vd., 2008). Pazarlanan oral ilaglar1 gelisimin erken asamalarindaki
bilesiklerle karsilastirildiginda yiiksek lipofilisitenin (> 5) hizli metabolik doniise (Van
De Waterbeemd, 2001) diisiik ¢6ziiniirliige ve zay1f absorpsiyona (Lipinski vd., 2012)
yol ag¢tig1 siklikla gozlemlenmistir. Lipofilisite ¢ok yiiksekse, in vitro reseptor
karisiklig1 ve in vivo toksisite olasiliginin yani sira zayif ¢oziiniirliik ve metabolik
klirens s6z konusudur. Lipofilisite ¢ok diisiikse, ilag genellikle zayif ADMET
ozellikleri sergileyecektir (Arnott ve Planey, 2012). Siilfonamitlerin ve kinolonlarin

Lipinski parametreleri ¢izelge 1.5 ve cizelge 1.6’de gosterilmistir.
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Cizelge 1.5. Siilfonamitler i¢in Lipinski Parametreleri

Bilesik Akseptor Donor Donebilen LogPolw Molekiil

bag sayis1 | bag sayisi bag sayisi agirhgi

Siilfatiazol 3 2 3 0,05 255,32
Siilfadiazin 4 2 3 -0,09 250,28
Siilfadimetoksin 6 2 5 1,63 310,33
Siilfametaksazol 4 2 3 0,89 253,28
Stilfametoksipiridazin 5 2 4 0,32 280,30
Siilfakinoksalin 4 2 3 1,68 300,34
Stilfametazin 4 2 3 0,28 278,33

Cizelge 1.6. Kinolonlar i¢in Lipinski Parametreleri

Bilesik Akseptor Donér Donebilen LogPolw Molekiil

bag sayis1 | bag sayisi bag sayisi agirhgi

Siprofloksasin 5 2 3 -1,08 333,34
Enrofloksasin 5 1 4 -0,25 359,39
Marbofloksasin 6 1 2 -0,49 362,36
Danofloksasin 5 1 3 -0,35 357,38
Ofloksasin 6 1 2 -0,39 361,37
Enoksasin 6 2 3 -0,20 320,32

1.4. Oktanol-su dagilma katsayisi tayininde kullanilan yontemler

Deneysel logPow degerleri dogrudan veya dolayli yontemlerle elde edilebilir.
Dogrudan yontemler, Ekonomik Is birligi ve Kalkinma Teskilati (OECD) (OECD,
1995) tarafindan standart bir yontem olarak Onerilen klasik ¢alkalama ydntemini
(Shake-flask) ve ayrica potansiyometrik yontemleri igerir. Ters fazli sivi
kromatografisi (RPLC), oktanol-su dagilma sabitlerini tayininde yiiksek verim,
safsizliklara ve bozunma iirlinlerine kars1 duyarsizlik, genis dinamik aralik, ¢cevrim ici
tayin imkani ve numune pargacik boyutu gibi avantajlar1 nedeniyle OECD tarafindan

Onerilen en yaygin dolayli yontemdir.

1.4.1. Calkalama (Shake flask) metodu

Oktanol-su dagilma sabitini 6lgmek i¢in kullanilan en yaygin yontem, geleneksel

calkalama yontemidir (OECD, 1995). Bu yontemde, her ikisi de bir siseye
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yerlestirilmis dagilma ¢oziiciilerine (su ile doyurulmus n-oktanol ve n-oktanol ile
doyurulmus su), bir bilesik eklenir. Daha sonra, dagilma dengesini hizlandirmak i¢in
sise calkalanir, fazlar ayrilir ve logPomw degerini elde etmek igin her fazdaki bilesik
miktart belirlenir. pH'in ¢ok iyi bir sekilde kontrol edilmesi kosuluyla, iyonlasabilir
bilesikler i¢in logDo/w 'yi 6lgmek igin de benzer bir yontem kullanilabilir. Bu nispeten
basit bir yontemdir, ancak giivenilir sonucglar elde etmek icin Onemli sayida

parametrenin kontrol edilmesi gerekir:

i. Sicaklik: Bu, kontrol edilmesi gereken en 6nemli parametrelerden biridir. Her iki
¢Oziiciiniin doygunlugu istenen sicaklikta yapilmali ve islem boyunca sicaklik kontrol

edilmelidir.

ii. Fazlar aras1 hacim: Orani optimize etmek i¢in, bilesigin log logPow veya Do
degerinin bir tahmini gereklidir, ¢iinkii ¢ogu lipofilik bilesik daha biiyiik sulu
hacimlere ihtiya¢ duyarken lipofilisitesi diigiikk biesikler i¢in de bunun tam tersi
gegerlidir (Andrés vd. 2015). Yonergeler (OECD, 1995; EPA, 1996), en az ii¢ farkl
hacim oraninin test edilmesini, yani beklenen logP'ye gore daha tutarli olan, hemen
yukarisinda bir oran ve hemen altindaki bir oranin test edilmesini Onerir. Ayrica, her

oran iki kez test edilmelidir.

iii. Sulu fazin pH’1: Iyonlasabilen bilesikler i¢in, dogru logDow veya logPomw
degerlerini elde etmek i¢in sulu fazin pH'1 kontrol edilmelidir. Sulu fazin pH'in1 kontrol
etmek i¢cin tampon c¢ozeltileri kullanildiginda, bilesiklerin iyonlasan formu bazi

tampon bilesenleriyle iyon giftleri olusturabilir. Bu durumda logDow degeri, bu ikincil

kimyasal denge tarafindan degistirilecektir ve tampon derisiminin, son logDow degeri

tizerinde dogrudan bir etkisi olacaktir.

Iv. Calkalama ve denge adimlarinin siiresi: Genel olarak, iki faz arasindaki dengeye,
kullanilan siselerin tipine (cam tiipler, kromatografik viyaller, 96 vb.) ve calkalamanin
ne kadar siddetli olduguna bagli olmasina ragmen oldukca hizli bir sekilde ulasilir.
Dengeyi saglamak i¢in genellikle 1 saat calkalama yeterlidir. Geriye kalan faz ayrimini
zorlagtiran emiilsiyon olusumunu en aza indirmek i¢in siddetli karigtirma tavsiye

edilmez.
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v. Fazlarin ayrimi: Faz ayirma yontemi ve her bir fazin analiz i¢in nasil érneklendigi
de onemlidir. Capraz kontaminasyon bu asamadaki dezavantajlardan biridir ve sulu
fazin hacmi i¢in 6zellikle 6nemlidir ¢ilinkii sulu faza ulagsmak i¢in siringa ignesinin

oktanol fazindan gegmesi gerekir.

vi. Miktarin 6l¢timii: Her fazdaki bilesik miktarinin belirlenmesi, en yaygin olan1 UV
spektroskopisi ve UV veya MS sivi kromatografi olmak {lizere cesitli analitik
tekniklerle yapilabilir (Amézqueta vd., 2020).

Calkalama yonteminin temel avantaji, Ozel enstriimantasyon gerektirmemesidir.

Bununla birlikte, en biiyiik dezavantaji, diisiik otomasyon seviyesidir.

1.4.2. Potansiyometrik metot

Potansiyometrik yontem, iyonlasabilen bilesikler i¢in gegerlidir. Bu teknik, istenen
herhangi bir pH'ta logDo/w degerini hesaplamak igin kullanilabilen, pKa ve logPomw nin
eszamanli tayinine olanak saglar. Bu yontemde, titrasyon iki fazli bir oktanol su
sisteminde bir yapilir ve pKa'daki kayma belirlenir. Bilesigin pKa'sini igeren bir pH
aralig lizerinde bilesigin iki titrasyonu gergeklestirilir. Ilk titrasyon sulu fazda

gerceklestirilir ve pKa elde edilir. ikinci titrasyon, bir oktanol-su karisiminda

gerceklestirilir ve sulu pKa degerinden kaydirilan gercek pK'a tayini yapilir.
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Sekil 1.12. (A) Monoprotik zayif asit, (B) monoprotik zayif baz i¢in Bjerrum egrileri
(Amézqueta vd., 2020)

Sekil 1.12°de tam ¢izgili egri suda yapilan titrasyonu, kesikli ¢izgili egriler n-oktanol-

su karisimindaki titrasyonu temsil etmektedir. No6tral form n-oktanol iginde

30



¢oziildiigiinde, bir monoprotik zayif asit (HA) ve bir monoprotik zayif baz (B) i¢in pKa
kaymasii gostermektedir. Monoprotik zayif bir asit icin pKa', sulu ¢ozeltideki
degerden daha biiyiiktiir. Bunun nedeni, asidin nétral formunun konsantrasyonunun,
sulu fazda n-oktanole dagilmasi nedeniyle azalmasi, bu nedenle dengenin hidrojen
iyon olusumunun tersi yoniinde kaymasi ve maddenin daha bazik goriinmesine neden
olmasidir (pKa"> pKa). Bu durumun tersine, monoprotik bir zayif baz (B) i¢in, sulu
fazdaki notr formun azalmasi, bilesigin daha asidik goriinmesine ve pKa'nin daha
diisiik degerlere (pKa'<pKa) kaymasina neden olarak bir pH diisiisiine neden olur

(Clarke, 1984; Avdeef, 1992, Rafols, 2012).

Her iki durumda da, kaymanin boyutu tiirlerin dagilmasina baghdir. pKa ve pKa'

arasindaki biiytik fark, biiytlik bir Pow degerini gosterir.

10(PKI1—PKa)—1

Pipay =——F— (1.5)

r

10(PKa—pK£1)_1
P(B) - (16)

T

Burada ilk denklem monoprotik asitleri, diger denklem monoprotik bazlari temsil
etmektedir. pKa' ise organik ¢oziicii varliginda goriinen pKa (apparent pKa)’dir.
Denklemde r (Vo/Vw), oktanol hacminin (Vo) sulu fazin hacmine (Vw) oranidir.
Iyonik tiirler oktanol fazina dagildiginda, pKa'ya gore pKa"daki kayma her iki tiire de
(iyonik ve nétr) baghdir. Iyonlasma sabiti ile dagilma katsayisi arasindaki iliski
asagidaki denklemde goriilmektedir.

1+rP,
1+1"Pi

lpKa — pKal = log (1.7)
Pn ve Pi swasiyla bilesigin noétral ve iyonik tirlerinin dagilma katsayisini
gostermektedir. |pK) — pK,|, gercek (apparent) ve sulu pKa arasindaki farklarin
mutlak biiylikligiinii gosterir. Clinkii asitler daha yiiksek degerlere kayarken bazlarin
daha diisiik degerlere kaymasi s6z konusudur. Iyonik tiiriin dagilma katsayismi (P;)
tahmin etmek igin ii¢iincii bir parametre oldugundan, biri n-oktanol icermeyen ve iki
farkli faz oranlarina sahip oktanol su karisimlarinda olmak iizere ii¢ titrasyon

gerceklestirilmelidir: Genellikle, monoprotik zayif asitler ve bazlar icin, iyonlasan
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tiirlerin oktanol fazina dagilmasi, nétral tiire gore 10° ila 10* kat daha azdir. Bu
nedenle, {igiincii titrasyondaki n-oktanol hacmi, ikinci titrasyon igin olandan daha
biiyiik olmalidir. Denklemdeki iki pKakaymasi ve r1 Ve r2 hacim oranlarindan, ti¢ sabit
pKa, logPn ve logPi hesaplanabilir (Avdeef, 1992; Rafols, 2012)

Poliprotik bilesikler analiz edildiginde denklemler daha karmasiktir. Bjerrum egrileri,
hangi tiirlerin oktanole dagildigini belirlemeye yardimci olur. Sekil 1.13, bir diprotik
asit igin olas1 egrileri gosterir (Avdeef, 1992). Bu nedenle, poliprotik bilesikler i¢in
Bjerrum egrilerinin ¢izilmesi, n-oktanolde dagilan tiirlerin tanimlanmasina ve sonug
olarak, ilgili dagilma sabitlerini tahmin etmek i¢in uygun denklemin secilmesine

olanak saglar.

20 HyA — ORGANIC PHASE HA — ORGANIC PHASE A— ORGANIC PHASE
. AFTER organidg .
MH r . soivent added
1.0+ / -
/ ]
[ BEFORE organic
solvent added
{:ID 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
2345678910
(A) pH
HoA & HA — ORG. PHASE PHASE
_IngP2>I0gP1 _IugP2=IDgP1 . i logPz<logPy .
| N N N T N | A | N T N I | I | N I I I | 1
(D) (E) (F)
| HA & A— ORG. PHASE | HA & A— ORG. PHASE | HA & A— ORG. PHASE
| logPy>logPy \ | logP,=logk, [logP, <logPy .
(G) (H) (I
| HzA & A—ORG. PHASE | HzA&A—ORG. PHASE | HaA & A— ORG. PHASE
_IogPQ:-Ich,: \ -|DgP2=|DgPG 3 _IngP2<|ngP£; .
(J) (K) (L)

Sekil 1.13. Cesitli logPow kombinasyonlarina sahip diprotik bir maddenin smule
edilmis Bjerrum egrileri
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Potansiyometrik logPow yontemi, numunenin su veya n-oktanol i¢inde ¢oziilmesi
kosuluyla, organik fazda iyon ¢ift dagilimi ve dimerizasyona ugrayan maddeler i¢in
kullanilabilir. Yontem, cift fazli sistemde pH oOlglildiiglinden, tam faz ayrilmasina
gerek kalmadan genis bir oktanol-su hacim oranlar1 araliginda kullanilabilir. Bununla
birlikte, degerler dlgiilebilir araligin (2-12) disinda pK'a’ya kayarsa, bu yontem yiiksek
veya diisiik pKa degerlerine sahip hidrofobik zayif asitler ve bazlar i¢in kullanilamaz.
Olgiim aralig1 sonug olarak hacim orani ile tanimlanir ve 0,15 M KCl'de logPow

yaklasik olarak 2'den 6'ya kadar genisler (Comer, 1995).

Bu yontemlerin her ikisi de bir bilesigin lipofilisitesinin tayininde kullanilabilir, ancak
bunlarin dezavantajlart da vardir. Birincisi bozunabilen bilesikler i¢in uygun degildir
ve otomasyona daha az yatkindir. ikincisi iyonlasan bilesiklerle simirlidir ve iyonlasma
merkezleri gerektirir. Her ikisi de diger baz1 yontemlere kiyasla daha fazla zaman ve

is gilicti gerektirir (Gocan, 2016).

1.4.3. Kromatografik metot

Kromatografik teknikler ve 6zellikle ters fazli sivi kromatografi (RPLC) yontemi ile,
uygun kosullar altinda, alikonma faktorleri kullanilarak, oktanol-su dagilma
katsayilarinin  tahmini de yapilabilir ve dolayisiyla yontem lipofilisite
degerlendirmeleri igin giizel bir alternatif sunar. Kromatografik tekniklerin hiz,
dogruluk, tekrarlanabilirlik, daha genis dinamik aralik (6zellikle yiiksek lipofilisite
alanlar1), yiiksek otomasyon yetenegi, safsizlik ve bozunma triinlerine duyarsizlik ve
diisiik derisimde ve kiigiik pargacikli maddelerle ¢alisma gibi avantajlar1 vardir
(Bechalany vd.,1991; Dorsey ve Khaledi,1993; Giaginis ve Tsantili-Kakoulidou,
2007). Bu nedenle son yillarda HPLC bazli lipofilisite ¢aligmalarinin geleneksel
oktanol-su dagilma metotlarina kiyasla daha fazla kullanildig1 goriilmektedir (Van de
Waterbeemd vd., 1996; Vrakas vd., 2005; Giaginis ve Tsantili-Kakoulidou, 2007).

RPLC'de alikonmadan sorumlu ana mekanizma, bilesigin bir sulu mobil faz ile bir
organik sabit faz arasinda dagilmasidir. Pek ¢ok ¢aligmada, oktanol-su dagilma sistemi
olarak uygun mobil ve sabit fazlarin kullanildigi rapor edilmistir (Valko, 2004).

Genellikle tercih edilen, sabit faz n-oktanol ve mobil fazin su olmasidir (Gocan vd.,
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2006). Kromatografik sistem, bilinen logPow degerlerine sahip bir dizi standart
bilesigin alikonma faktorii (logk) olgiilerek kalibre edilir. Bu yaklagimin ana sorunu,
durgun fazda sabitlenmis belli bir n-oktanol konsantrasyonunu o degerde tutmak ve
dagilma sabitlerini genis bir aralikta goérebilmek igin oktanol/su hacim oranimni
degistirmektir (-1 <logPow <5) Bu problem, birgok arastirmaciyi, ticari olarak temin
edilebilen kolonlar1 (¢cogunlukla C18 ve daha yakin zamanda IAM kolonlar1) su-
organik ¢Oziici mobil faz (asetonitril-su ve metanol-su) ile kullanmanin
uygulanabilirligini incelemeye sevk etmistir. Bu sistemlerde, asagidaki iligskiyi elde
etmek i¢in standartlarin logPow degerleri, Olglilen standartlarin (log k) alikonma
faktort ile iliskilendirilir (Kerns, 2001):

logP = alogk(veya logk,, )+ b (1.8)

izokratik logkw veya % 100 sulu fazda elde edilen log kw icin alikonma faktérleri
Collander tipi denklemlere gore logP ile iliskilidir. Burada a ve b, lineer regresyon

analizi ile turetilen sabitlerdir.

HPLC ile lipofilisite degerlendirmelerinin baslangicinda karsilagilan yaygin sorun
silanofilik etkidir. Ornegin, ayirma mekanizmasinda etkin rol oynayan ters faz C18-
silanize kolonlarin kalan serbest silanol gruplari ile etkilesimlerdir (Bechalany vd.,
1991; Giaginis ve Tsantili-Kakoulidou, 2007). Bu tiir etkilesimler, uygun sabit ve

mobil fazlarin secilmesiyle azaltilabilir.

En yaygin kullanilan sabit fazlar, end-capped (BDS kolonu) veya polar gommeli (ABZ
+, Discovery RP-Amide C16, Discovery BioWide Pore C-18 kolonu) olan C18-
silanize silika jel kolonlaridir. End-capped kolonlarda, serbest silanol gruplari ikinci
bir silanizasyon isleminde kiigiik alkillerle reaksiyona girer. Buna karsin, polar
gommeli kolonlar, silanol bolgelerine elektrostatik koruma saglayan bir amid
fonksiyonel grubu igerirken, alkil zincirlerinin yiiksek derecede oryantasyonu saglanir
(Pagliara vd., 1995). Polar end-capped Aquasil kolonu hidrofilik bilesikler igin de
Onerilmistir (Giaginis vd., 2013).

Mobil fazin saf sulu fraksiyonu, ters fazli kolonun siirli uygulama alani olmasi ve

kuvvetli hidrofobik ¢dziinen maddeler i¢in oldukg¢a uzun alikonma siireleri nedeniyle
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elde edilememesiden dolayi, logkw degeri genellikle ekstrapolasyon ile tiiretilir.
Snyder-Soczewinski Denklemi, logkw elde etmek i¢in kullanilan en yaygin
denklemdir (Snyder vd., 1979; Valké vd., 1993).

logk =logk,, — S, (1.9

Burada ¢, mobil fazdaki organik modifiyerin hacim oranidir ve S, lineer regresyon
analizi ile tiiretilen bir sabittir. Logkw min ekstrapolasyonunda, en az dort izokratik
logk degeri kullanilmalidir. Bu yaklasim, tiim organik modifiyer derisimler aralig igin
dogrusal degildir, ancak 0 <logk <1 ¢alisma sinirlar1 dahilinde iyi bir yaklasimdir
(Giaginis ve Tsantili-Kakoulidou, 2007). Bu iki denklem lipofilisite 6lgiimlerinde

HPLC yonteminin temelini olusturur.

Lipofilisite degerlendirmeleri i¢in alternatif bir diger kromatografik olgii, sabit ve
hareketli fazlar arasinda bilesiklerin esit dagilimini (logk = 0) saglayan organik
modifiyerin fraksiyonuna (o) karsilik gelen kromatografik hidrofobiklik indeksidir
(CHI) (Valko, 1997; 2004). Denklemde egimin kesime orani olan organik modifiyer
fraksiyonu (@o) logP ile iyi bir korelasyon sergilerken (Valko, 1993) gradient
alikonma siireleri ile iligkili oldugu gosterilmistir. Boylece, CHI indeksleri hizli
gradient yontemi ile belirlenebilir ve standart bilesiklerin 6lgiilen oktanol-su logD
degerleri ile olusturulan bir kalibrasyon denklemi araciligiyla logD tahmini yapilabilir.
(Valko, 1993; 2004). CHI tayini i¢in organik modifiyer olarak asetonitril ve tampon
olarak amonyum asetat kullanilir. Bu kosullar, silanofilik etkilesimlerin etkisini hesaba
katmazken, asetonitril, sabit faza herhangi bir polar islev saglamaz (Bechalany, 1991).
Bu nedenle, CHI indeksleri bilesiklerin nétral formunda daha iyi performans gosterir
(Valké 1997). Ancak, organik modifiyerin varliginda ¢ok hizli eliie olan hidrofilik

bilesikler i¢in uygulanamazlar.

Bazi arastirmacilar, ¢alismalarini logP veya logD degerleri olarak kullanilan en uygun
logkw alikonma faktorleri i¢in kromatografik kosullarin standardizasyonuna ve genel
kullanim i¢in ilgili bir kalibrasyon denkleminin olusturulmasina yonlendirmektedir
(Lombardo vd., 2001; Liu vd., 2005; Giaginis vd., 2006; 2007). Calismalar pratikte
notr ve bazik bilesikler i¢in oldugu kadar asidik bilesikler i¢in de uygulanabilmektedir.
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Bu gibi durumlarda 1:1 korelasyonlar, esitlikteki a ve b ile elde edilir. Esitlikteki a ve

b degerleri sirastyla 1 ve 0’a yakindir.
logP = alogk(veya logk,, )+ b (1.10)

Bu tip ¢aligmalarda, logkw'nin logP (veya logD) ile daha iyi 6rtiismesi igin sabit faza
"oktanol benzeri bir karakter" olusturan mobil faz katki maddesi olarak kiigiik
miktarlarda n-oktanol eklemesi onemlidir. n-oktanoliin alikonma tizerindeki etkisi,
artan lipofilisite ile azalir ve logP > 2 olan bilesikler i¢in etkisi ihmal edilebilir
diizeydedir (Giaginis, 2007).

Bazik ve nétral ilaglar icin, ElogD yaklagimi, ABZ* kolonunun ve az miktarda n-
desilamin ve n-oktanol ilavesiyle, metanol / MOPS, (pH 7.4) karisimlarindan olusan

mobil fazlarm kullanilmasini 6nermektedir (Lombardo vd., 2001).

Log kw alikonma faktorleri, lipofilisite araligina bagli olarak sadece ii¢ izokratik logk
degerinin ekstrapolasyonu ile elde edilir. Yaklasim, ¢ogu durumda tekrarlanabilirlik
ve iyi dogruluk ile <20 dakika ortalama tayin siiresine olanak saglar. Bununla birlikte,
bu yaklasim ol¢iimlerin logk/@ iliskisinin lineer araliginda olmasin1 garanti
etmediginden, organik modifiyerin yalnizca {i¢ fraksiyonunun kullanilmasi her zaman

uygun olmayabilir.

Lombardo vd. (2001) sabit faz ve mobil faz kosullar1 Minick'e benzer bir LC-ABZ
kolonu 6nermislerdir (organik modifiyer olarak metanol + % 0,25 n-oktanol, n-oktanol
doymus tampon olarak MOPS ve toplam hacme gore% 0,15 n-desilamin). Cesitli
yapisal farkliliklara sahip 163 bazik ve nétral ilag seti i¢in, yedi log biriminden daha
genis bir dinamik aralig1 kapsayan denklem (1.11) 'de goriildiigii tizere bir kalibrasyon
egrisi elde edilmistir. Ug lipofilisite araligina gére iig izokratik logk degeri kullanilarak
log kw degerleri ekstrapolasyon ile elde edilmistir (n=163, r=0,949, s=0,369, F=3000).

log Dy 4 = 1.08(£0.02) log k,, + 0.20(+0.04) (1.11)

Denklem, bire yakin bir egim ve sifira yakin bir kesim ile 1:1 genel bir korelasyonu

temsil eder ve pH 7,4'te logD degerlerini hesaplamak icin kullanilir. ElogD7 .4 olarak
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bilinen yontem, ¢ok sayida notral ve bazik ilag i¢in dogrulanmistir (Giaginis ve
Tsantili-Kakoulidou, 2007).

Polar ve polar olmayan etkilesimlerin sonucu lipofilisitenin ikili dogasi ortaya
cikmaktadir (Yang vd., 1986; El Tayar vd., 1992; Raevsky vd., 1995; Testa vd., 1996;
Tsantili-Kakoulidou vd., 1999). Polar olmayan etkilesimler, hidrofobisite ile
Ozdestirilmekte olup, lipofilisite tayininde O©nemli olan, molekiiler hacim,
polarizlenebilirlik ve molar refraktiflik gibi yapisal terimlerle ifade edilmektedir. Daha
karmasik olan, iyon-dipol, dipol-dipol veya hidrojen bag: etkilesimlerini biinyesinde
barindiran polar etkilesimlerdir ve elektoronik sabitler, dipol momentleri veya
hidrojen bag1 parametreleriyle agiklanirlar. Aromatik veya heterosiklik sistemlerdeki
stibstiitientler, molekiillerdeki konjuge sistemler ve hidrojen baglar1 gibi belli yapisal
ozelliklerin ortaya cikardigi molekiil i¢i etkilesimler, molekiiller arasi kuvvetleri
onemli derecede etkileyen lipofilisite tizerinde 6nemli rol oynamaktadir (Bradshaw ve
Taylor, 1989; Gago vd. 1994; Vrakas vd., 2003). Ayrica polar ve polar olmayan
ortamin neden oldugu konformasyonel degisiklikler de molekiilleri beklenenden
hidrofilik veya daha lipofilik hale doniistiirebilmektedir (Giaginis ve Tsantili-
Kakoulidou, 2008). iyonizasyon, nétral bilesikler i¢in olusturulan eklenebilirlik
kurallarmin gecerliligini sinirlayarak, yiiklii merkez dahil olmak {izere her tiirlii

molekiil i¢i etkilesimi degistirir (Caron ve Ermondi, 2006; Dellis vd., 2007).

Polar ve polar olmayan tiirler i¢in, molekiiller aras1 ve molekiil i¢i etkilesimlerin

sonucu olarak asagidaki denklem olusturulmustur.
Lipofilisite = hidrofobisite — polarite (1.12)

Bu denklem iki fazli sistemler i¢in gegerlidir ve ¢Oziicliye baglidir. Sistemler
arasindaki farkliliklar solvatokromik analiz ile agiklanabilir (Kamlet vd., 1988;
Abraham vd., 1990; 1994; 1999). Dagilma katsayilar1, denklem de agiklandigi gibi,
farkli molekiiller aras1 etkilesimleri ifade eden sterik ve polar terimlerle ¢arpanlara

ayrilmistir.

SP=c+eE+sS+aAd+bB+vV (1.13)
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Bu denklemde V McGowan’1n karakteristik hacmi, ((cm3.mol1)/100), A ve B sirasiyla
hidrojen bag asitligi ve bazligini, S dipolarlik/polarlanabilirlik ve E ise asir1 molar
kirilmay1 (cm®.mol2)/10) temsil eder. v, a, b, s, €, ¢, kolon/mobil faz/ ¢dziinen sistemi
karakterize eden sabitlerdir ve ¢oklu dogrusal regresyon analizi ile tiiretilir (Abraham,

1987;1990).

Son yillarda Abraham tarafindan onerilen Lineer Solvasyon Enerji iliskisi (LSER)
esitligi yine Abraham tarafindan n-oktanol/su sistemine uygulanmistir ve iyi sonuglar

verdigi i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir.

log P,/,, = 0.088 + 0.562E — 1.054S5 + 0.0344 — 3.460B + 3.814V (1.14)

Denklem, logP’yi (oct) karakterize eden katsayilar1 gosterir ve 0.11 log birimi standart

sapma ile 600'den fazla logP (oct) 6lgiimiinden elde edilmistir.

Denklem tam olarak logk' degerlerini etkileyen ¢oziinen faktorleri gostermektedir.
Kullanilan mobil fazlarin ¢ogu igin, r katsayis1 pozitiftir, boylece ¢6ziinen, molar
kirilma, logk' degerinde bir artisa yol agar, yani sabit faz baskindir. Dipolarite /
polarlanabilirlik katsayisi her zaman negatiftir, bu nedenle ¢oziinen mobil fazi
destekler ve log k'de bir azalmaya yol agar. Coziinen hidrojen bag asitliginin etkisi
¢ok biiyiik degildir, ancak a katsayis1 her zaman negatiftir, bu nedenle asitlikteki bir
artis log k'de bir azalmaya yol agar. Coziinen hidrojen bagi bazikligi, mobil faz1 ¢cok
biiyiik 6l¢iide destekler ve yine log k"de bir azalmaya yol agar, ¢6ziinen hacmi ise

biiyiik ve zit bir etkiye sahiptir.

LSER denklemindeki (1.13) katsayilar, HPLC log k ’degerlerine uygulandiginda,
mobil faz ve sabit fazin 6zelliklerindeki fark: yansitir. Elbette, sabit fazin mobil faz
ile, muhtemelen tercihen bir veya diger bilesenle doyurulacagi, boylece sabit faz
ozelliklerinin siirekli sabit olmadig1 anlagilmalidir. Genel olarak pozitif r katsayis1 ve
negatif s katsayisi, durgun fazin mobil fazlardan daha polarlanabilir oldugunu ancak
daha az dipolar oldugunu gosterir. Negatif a katsayisi, hareketli fazlarin sabit fazdan
daha bazik oldugunu gosterir ve biiyiikk negatif b katsayisi, mobil fazlarin durgun

fazdan ¢ok daha asidik oldugunu gosterir (Abraham ve Rosés, 1994b).
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1.5. Kromatografide Temel Parametreler

Kromatogram, tayini yapilan numunenin her bir bileseni i¢in belirli zamanlarda
derisim degerine karsi elde edilen cevabin uygun dedektorle saptanmasi ile elde
edilmis pik grafiklerdir (Sekil 1.14). Kromatografide veri yorumlanmasinda

kromatogram esas alinir

iR
[
| -
§: ta
i
-
Faman

Sekil 1.14. Kolonda analit bileseninin ayrilmasi ve kromatogram

Bir kromatogramin yorumlanabilmesi igin bazi sistem uygunluk testlerinin (SUT)
yapilmasi gerekir. SUT, kromatografik yontemlerin bir pargasidir ve yontemin kabul
edilebilir dogruluk ve kesinlikte oldugunu belirtir. Gerekli islem ve hesaplamalar
yontem gelistirilmesi ve validasyon islemlerinin tamamlanmasindan sonra veya

islemler sirasinda yapilir.

Amerikan Farmakopesi 24 Tarafindan Tamimlanan Sut Parametreleri

1. Teorik tabaka (plaka) sayisi (N)

2. Kuyruklanma faktorii (T)

3. Alikonma zamani (tr )

4. Kapasite faktorii (k)

5. Secicilik faktori (o)

6. Ayirim giicii (Resolution) (Rs)

7. Pik yiiksekligi veya alaninin %BSS’1

Bu kriterlerden en az 2 tanesinin gerekli sartlar1 saglamasi yontemin sistem

uygunlugunu gostermektedir (Riley ve Rosanske, 1996; USP 24).
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1.5.1. Teorik tabaka sayisi (N)

Kolondan c¢ikan pikin sivri ve dar olmasi ve piklerin birbirlerinden iyi ayrilmas ile
ilgili olmas1 miinasebetiyle kolonun en 6nemli parametresidir. N’ nin sayisal degeri,
analizi yapilan maddenin cinsine bagl oldugu gibi deney kosullarina (akis hizi,

sicaklik, kolon kalitesi gibi) da baglidir. Tavsiye edilen deger N>2000 dir.

Bir kromatografik ayirmada etkin tabaka sayisi, asagidaki bagintiyla ifade edilir:
N=5,54(tr/Wo5)? (1.15)

Yukaridaki bagintiya gore;
N: Teorik tabaka sayis1
tr: Bilesene ait alikonma zamani

Wo,s: Pikin yar yiiksekligindeki pik genisligidir.
1.5.2. Kuyruklanma faktorii (Tr)
Kromatografide bir diger 6nemli faktor de kuyruklanma faktoriidiir. Pik yiiksekliginin

% 5’ inde hesaplanir. Pikin simetrik davranigini ifade eder. Simetrik bir pikte bu faktor

1’e esittir. Rakamin 1 den farkli olmasi, kuyruklanmay1 gosterir (Sekil 1.15).

Timetrile Azimetril
f h
Pik vikseklizinin
A b b 371
— 1~

Sekil 1.15. Kuyruklanma faktorii
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1.5.3. Alikonma siiresi

Analitin enjeksiyonu ile bu pikin dedektore ulagmasi i¢in gecen siireye alikonma siiresi
denir ve tr simgesiyle gosterilir (Skoog vd., 2011). Kolonda tutunmayan tiire ait pik
siiresi, Olii zaman (to) olarak adlandirilir. Bu deger, kapasite faktorlerinin hesabinda

gereklidir.

1.5.4. Kapasite faktorii

Kapasite faktorli (k) onemli bir deneysel parametre olup, tayin edilen analitlerin
kolonda go6¢ hizlarini tanimlamakta yaygin olarak kullanilir. Bu parametre asagidaki

bagint1 ile hesaplanir:
k = (tR'to)\to (116)

Bir ¢6ziinen madde i¢in alikonma faktorii birden ¢ok kiigiik ise, eliisyon ¢ok hizli olur.
Ote yandan alikonma faktorii 10 dan daha biiyiik ise, eliisyon siireleri gereksiz sekilde
uzar. Karisimdaki ¢ozilinenler icin alikonma faktorlerinin 1 ile 10 arasinda olmasini

saglayan sartlarda ayirmalar en ideal sekilde yapilir (Skoog vd., 2011).

1.5.5. Secicilik, a

Kolonda daha uzun siire tutulan bilesene ait kapasite faktoriiniin, daha kisa stire tutulan
bilesenin kapasite faktoriine oram segiciligi verir. Secicilik faktoriinlin matematiksel
ifadesi, Esitlik 1.17°de verilmistir. a degeri, 1,15 ise iki bilesigin % 98 oraninda
birbirinden ayrildig1 kabul edilir.

a = ka/k1 = (tr2 -tro)/ (tr1 -tro) (1.17)

1.5.6. Ayirma giicii, (Rs)

Bir numunede bulunan bilesenlerin ne derece ayrildiklarii gosteren kantitatif

terimdir. Asagidaki baginti ile hesaplanir.

_20Z _2[(tR)A-(tR)B]
WA+WB WA+WB

(1.18)

Rs
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Burada,

Rs: Pik ¢ifti i¢in ayirma giicii

W: Kromatogramdaki pikin kenarindan ¢izilen tegetlerle taban ¢izgisi arasinda kalan
uzakliktir. Birbirini izleyen iki pik arasindaki ayirma giicii, Rs, i¢in farkli hesaplama

yontemleri gelistirilmistir. Asagidaki bagint1 kullanilarak da hesaplama yapilabilir:

_IN (a-1) k2

4 a  1+k2 (1.19)

Rs
Burada;

Rs: Pik ¢ifti i¢in ayirma giicii,

N: Etkin tabaka sayist,

a: Secicilik faktorti,

kz: Ikinci pikin kapasite faktoriidiir.

Bir kromatogratik ayirmada en az ayrilan pikler, kritik pik ¢ifti olarak adlandirilir. S1v1

kromatografide metot gelistirmede tim pikler i¢in ayirma giiciiniin Rs>1,5 olmasi

gerekmektedir. Sekil 1.16’da iki Rs degerinde ayrilma goriilmektedir.

%2.3 ortak kesigme %0.15 ortak kesi§me

Sekil 1.16. Iki ayr1 pikin ayirma giigleri ( Rs)

1.5.7. Pik alam ve yiiksekliginin tekrarlanabilirligi (%BSS)
En az 6 defa tekrarlanan deneyler sonucu elde edilen pik alani veya yliksekliklerinin
bagil standard sapmalarinin (% BSS) hesaplanmasi ile elde edilir. Genel ayirimlarda

% BSS < %1,5, biyolojik sivilardan yapilan ¢aligmalarda %BSS < % 5.0, eser madde
miktar tayininde % BSS degeri % 5-15 kabul edilebilir degerlerdir.
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1.6. Kromatografide Mobil Faz Optimizasyonu

Mobil fazin bilesimi, ters faz sivi kromatografide bilesiklerin alikonma
davranislarinda en 6nemli rolii oynar (Dolan vd., 1979; Barwick, 1997). RPLC de
¢Oziicii giicli, polaritenin bir fonksiyonu olarak ifade edilebilir. RPLC ¢oziiciilerinde
ayirma giicii, polarite ile terslik gdsterir. Diger bir deyisle su gibi polar bir ¢ézliciiniin
tetrahidrofuran gibi apolar bir ¢oziiciiniin yaninda zayif eliisyon giicli gosterdigini
sOyleyebiliriz. Bilindigi gibi sivi kromatografide mobil faz olarak genellikle su-
organik ¢oziicli ikili karigimlari kullanilir. Mobil faz olarak kullanilan ¢6ziicl
karigimlarinda polarite, mobil fazin elue etme giicliniin bir Ol¢iisiidiir ve RPLC’de
¢Oziinenin alikonmasini etkileyen temel faktordiir. RPLC de alikonma, mobil fazin
organik ¢dziicii iceriginin artmasi ile azalir. Bu gii¢, ¢ogu zaman organik ¢dziicii-su

karisimlarinda organik fazin yiizdesi ile ifade edilir. Sabit pH’da alikonmanin ¢oziicii

bilesimi () ile degisimini belirlemek iizere asagidaki dogrusal yaklagim kullanilir

(Schoenmakers vd., 1991).

logki=logko—S ¢ (1.20)

Bu lineer bagintinin gelistirilmesi i¢in organik modifiyerin farkli derisimlerinde
kapasite faktorleri belirlenir ve x ekseninde organik modifiyerin derisimi, y ekseninde
kapasite faktorlerinin logaritmasi1 kullanilarak grafik hazirlanir. Bu tiir bir lineer
grafikte S, egimdir; organik ¢6ziicliniin ¢oziicli giicti ile ilgili faktordiir. Kapasite
faktorii 1-10 arasinda degilse 1og k’nin ¢’ye gore ¢izimi dogrusal olmayan bir iligki
verir. Ikinci dereceden denklemi kullanmamak i¢in kapasite faktriiniin 1-10 arasinda
olmasi istenir. Bu bagintida ko, ¢ sifir oldugunda yani mobil fazin organik modifiyer
ihtiva etmemesi diger bir deyisle saf su veya sulu tampon ¢ozelti mobil faz olarak
kullanildig1 kosuldaki kapasite faktoriidiir. Bu baginti, RPLC de metot gelistirmede

mobil fazin ¢oziicii gliciiniin hesaplanmasinda kullanilir. S degerleri, su i¢in 0; metanol

i¢in 2,6; asetonitril i¢in 3,2 Ve tetrahidrofuran i¢in 4,5 dir. Asetonitril-su ¢oziicii
karigimlart i¢in o, B ve ©* ile E' nin ¢dziicii derisimine bagliligiyla ilgili degerler,

Cizelge 1.8’ de verilmistir (Roses ve Bosch, 1993; Bosch vd., 1994).
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Cizelge 1.7. Asetonitril-su karisimlari i¢in solvatokromik parametreler

Hacimce Agirlikca Mol kesri
yiizde yiizde

(%viv) (%wiw) X o 3 * ETN
0 0 0 1,13 0,580 1,14 1
5,0 39 0,0177 1,088 0,590 1,132 0,98
10,0 8,0 0,0366 1,047 0,590 1,114 0,95
12,5 10,0 0,0465 1,029 0,600 1,104 0,94
15,0 12,1 0,0568 1,012 0,600 1,095 0,92
20,0 16,3 0,0787 0,981 0,600 1,075 0,90
25,0 20,6 0,1022 0,956 0,610 1,055 0,88
30,0 25,0 0,1277 0,937 0,610 1,035 0,86
35,0 29,5 0,1553 0,923 0,610 1,014 0,84
375 30,0 0,1583 0,922 0,610 1,012 0,84
40,0 34,2 0,1855 0,913 0,610 0,993 0,83
45,0 38,9 0,2184 0,908 0,610 0,971 0,82
47,5 40,0 0,2264 0,908 0,610 0,966 0,82
50,0 43,8 0,2546 0,906 0,610 0,949 0,81
55,0 48,8 0,2945 0,906 0,610 0,927 0,80
57,5 50,0 0,3051 0,906 0,610 0,922 0,80
60,0 53,9 0,3387 0,905 0,600 0,905 0,79
65,0 59,1 0,3881 0,903 0,600 0,884 0,78
70,0 64,5 0,4435 0,897 0,600 0,863 0,77

1.7. Kromatografide Tampon Se¢imi

Bir kromatografik ayirmada mobil faz pH si1, tamponlarla belirlenir. Ters faz sivi
kromatografide mobil faz pH’sinin iyonlasan analitlerin alikonmasinda etkileri
kullanilan tampon tipi/derisimine baghdir. Uygun olmayan tampon se¢imi
iyonlagabilen polar bilesiklerin ayrilmasinda tekrar edilemeyen alikonmalara ve
kuyruklanmalara yol agabilir (Sekil 1.17). Kismen iyonlasan analitlerin kalinti silanol

gruplariyla etkilesimleri gibi problemler dogru tampon se¢imi ile giderilebilir.
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Tamponsuz pH=2.5

Sekil 1.17. MeOH/Su ortaminda tampon ve pH’1n analit {izerine etkisi
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Tampon tipi ve derisimi ayni zamanda eliisyon sirasini da etkilemektedir. Sivi
kromatografide kullanilan mobil fazlarin pH’s1, dnceleri sulu ¢ozeltinin pH’s1 olarak
alimmistir. Giinlimiizde organik modifiyer ilavesi ile pH degisiminin goz Oniinde

bulundurulmas: gerektigi belirtilmektedir (Roses vd., 1996; Augiar de vd., 1997).

Cizelge 1.8. Ters faz sivi kromatografisinde yaygin olarak kullanilan tamponlar

Tampon pK Tampon arahgi UV (nm)
TFA 0,5 (% 0,05 v/v) 210 nm
Fosforik 2,1 1,1-3,1 asit <200 nm(10 mM)
Mono/dihidrojenfosfat 7,2 6,2-8,2 <200 nm (10 mM)
12,3 11,3-13,3
Formik asit 3,8 2,8-4,8 210 nm (10 mM)
Asetik asit 4,8 3,8-5,8 210 nm (10 mM)
Sitrat 3,1 2,1-4,1 230 nm (10 mM)
4,7 3,7-5,7
5,4 4,4-6,4
Trisaminometan (TRIS) 8,1 7,1-9,1 205 nm (10 mM)
Borat 9,2 8,2-10,2 <200 nm (10 mM)
Dimetilamin 10,7 9,7-11,7 <200 nm (10 mM)
Trietilamin 10,8 9,8-11,8 <200 nm (10 mM)
Amonyak 9,3 8,3-10,3 <200 nm (10 mM)
Pirolidin 11,3 10,3-12,3 <205 nm (10 mM)
N-Metilpirolidin 10,3 9,3-11,3 <205 nm (10 mM)
Piperidin 11,1 10,1-12,1 <205 nm (10 mM)
Amonyum asetat 4,8 3,8-5,8 (asetat) 210 nm (10 mM)
9,3 8,3-10,3 (amonyum)
Amonyum bikarbonat 6,4 5,4-7,4 (karbonat,1) <200 nm (10 mM)
10,3 9,3-11,3(karbonat,2)
9,3 8,3-10.3 (amonyum)

pH nin sudaki pH yerine mobil fazdaki degerinin kullanilmasi, ¢dzlinenin tutulmasi ile
pH arasindaki iliskiye ¢ok daha iyi uyum gostermektedir. RPLC mobil fazinda organik
modifiyer olarak genellikle asetonitril ve metanol tercih edilir. Bu ortamlarda pH
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standardizasyonu ile ilgili ¢alismalar mevcuttur (Barbosa vd., 1999, Barbosa ve Sanz-
Nebot, 1995; Mussini vd., 1985). Tampon se¢imi yapilirken tamponun, etkin pH
aralig1 ve ¢oziicliniin absorbans davraniginin gozlendigi dalga boyu sinirlamalar1 géz

oninde bulundurulmalidir.

1.8. Sabit Faz Se¢imi

Bir HPLC sisteminin kalbi kolondur. Bir kolonun degistirilmesi, yontem gelistirme
sirasinda analitlerin ¢oziiniirliigii tizerinde en biiyiik etkiye sahip olacaktir. Uygulama
icin en uygun kolonun secilmesi, sabit faz kimyasmin, alikonma kapasitesinin,
pargacik boyutunun ve kolon boyutlarinin dikkate alinmasini gerektirir. Genel olarak,
durgun fazin dogas1 kapasite faktori, segicilik, verimlilik ve ayirma {izerinde en biiyiik
etkiye sahiptir. Ayirma i¢in en iyi durgun fazin belirlenmesi, kolon segiminin en kritik
adimidir ve karar, numune ¢oziiniirliigline ve ¢alisilan bilesikler arasindaki kimyasal

farkliliklara dayanmalidir (Shah vd., 2012).

HPLCde sabit faz dolgu maddesi olarak kullanilanlarin ¢cogu silika esasli baglh fazlar
icerir. RP ayirmalarinda da etkin olan bu dolgu maddelerinin hidrofobik ylizeyi
genellikle kovalent bagli organosilanlarin silika yiizeyine tutturulmasiyla elde edilir.
Bu olay da monofonksiyonel alkildimetilklorosilanlarin ytlizeydeki silanol gruplariyla
etkilesimiyle gerceklesir. Ticari olarak uygun ve yaygin olarak kullanilan
oktadesilsilan da(Ci1s) bunlardan biridir. Ayrica farkli sayida karbon atomu igeren (C1,
Cs, Csg, C12) alkil tipi ligantlar ve fenil fonksiyonlu fazlarda kullanilabilir (Claessens,
1998).

Silika desteginin dogasi, sekli ve parcacik boyutu ayrilmayi etkiler. Daha kiiclik
partikiiller, daha fazla sayida teorik plaka veya daha fazla ayirma verimliligi ile
sonuglanir. Bununla birlikte, daha kii¢lik parcaciklarin kullanimi da kromatografi
sirasinda karsi basincin artmasina neden olur ve kolon daha kolay tikanir. Bu nedenle
5 A kolonlari, gelistirme ¢alismalarinda 3 A kolonlarindan daha sik kullamilir. Silika
parcaciklarinin daha dar pargacik boyutu dagilimi da daha iyi ¢oziiniirliikkle sonuglanir.
Bu nedenle, farkli iireticilerin benzer faz kolonlar1 veya ayni imalattan farkli sayida

kolon, farkli matris hazirlama yontemleri nedeniyle ¢ok farkli ayirma ozelliklerine

sahip olabilir (Shah vd., 2012).

46



Calismada Kinolon grubu antibiyotikler i¢in Kinetex F5 100 A (150 mm x 4,6 mm ID,
2,6 um) kromatografi kolonu kullanilmigtir. Kinetex F5 kolon diger F5 kolonlara
kiyasla daha iyi tekrarlanabilirlik saglar. pH araligi 1,5-8,5 arasinda olan Kinetex F5
yapisinda bulundurdugu florlanmis gruplar1 ve karbon halkasi sayesinde, hem polar
hem de polar olmayan bilesiklerin tayininde, yani sira halojenlenmis, konjuge veya

izomerik bilesikleri iceren yontemler igin tercih edilen bir kromatagrafi kolonudur.

XTerra RP18 kolonlari, son derece bazik bilesiklerin ayriminda pik sekillerinin
iyilestirilmesi iizerine tasarlanmisg, karbon yiiklemesi % 18 olan polar gobmmeli, hibrit
bazli ters faz kolonlardir. X Terra RP C-18 kolonu, silika yiizeyinde serbest silanol
gruplar1 ile bazik analitlerin polar gruplarmin etkilesimini engellemek igin polar
karbamat grubu iceren orgonosilan siibstientlerden olusmustur Bu birinci nesil
kolonlar, silika bazli bir kolona kiyasla ¢ok daha iyi bir pH kararlilig1 saglar. 2-12
arasinda olan genis pH araligi, metot gelistirmede arastirmacilarin optimum segicilik
igin istenen pH'ta galismasina olanak tanir. Stilfonamitlerin pik simetrileri ve alikonma
zamanlar1 da dikkate alinarak ¢alismada X-Terra RP 18 (250 mm x 4,6 mm ID, 5 um)

kolon kullanilmaistir.

1.9. Kromatografide Sicakhik Etkisi

Kolon sicaklik kontrolii, sicaklik seciciligi etkileyebileceginden, yontem
tekrarlanabilirligi i¢in 6nemlidir. 30-40 °C araliginda bir hedef sicaklik normalde iyi
bir tekrarlanabilirlik i¢in yeterlidir. Sicaklik, HPLC'de genellikle g6z ardi edilen bir
parametre olmustur ve yiiksek kolon sicakliklarinin, o6zellikle mobil fazin
viskozitesinin azalmasina ve daha yiiksek sicaklikta analit difiizyonunun artmasini
saglayan kinetik 6zelliklerinin iyilestirerek calismaciya avantaj saglar. Cogu durumda,
yuksek veya yiiksek sicaklik kullanmanin amaci, daha yiiksek verimlilik ve daha hizli
sonuglar elde etmek i¢in ayirma hizini arttirmaktir, ancak segiciligin sicaklik degisimi
yoluyla manipiile edilebilecegi bazi durumlar vardir. Sicaklik programli HPLC,
calisma sirasinda ¢oziicii giicliniin degismesi i¢in gradient calismaya alternatif olarak
kullanilabilir ve bu durumda, diisiik termal kiitleye sahip kiigiik gézenekli kolonlarin
tercih edilmesi Onerilir. Sicakligin kapasite faktorii k tizerindeki etkisi, van't Hoff
denklemi ile tanimlanabilir, kapasite faktorii sicakligin artmasiyla azalir (Shah vd.,

2012).
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Intg = AH®/RT + AS°/R (1.21)

Van’t hoff esitligi ile (Esitlik 1.21), ¢alisilan bilesiklerin Intr degeriyle sicakliklarinin
(Kelvin biriminde) tersi arasinda lineer iliski bulunmaktadir. Esitlikte AH entalpi
degisimini, AS ise entropi degisimini temsil etmektedir ve sirasiyla grafigin egim ve
kesiminden hesaplanabilirler. R evrensel gaz sabitidir (8,314 JK'mol™?). Esitlige gore
hesaplanan AH ve AS degerleri kullanilarak esitlik *deki bagintidan g¢aligilan bilesiklerin
serbest entalpi degisimi (Gibbs eneji degisimi, AG) hesaplanabilir.

AH°® negatif oldugunda, alikonma prosesi ekzotermiktir ve genellikle ters faz
kromatografisinde oldugu gibi, analitin mobil fazdan sabit faza aktarilmasi tercih
edilir. AH® ne kadar negatif olursa, analit ve durgun faz arasindaki etkilesim o kadar

elveriglidir, bu da genellikle daha biiyiik k degerlerini verir (Linford vd., 2012)
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2. KAYNAK OZETLERI

Bell ve Romblin (1942) yaptiklar ¢alismada siilfanilamid tiirevlerinin asit ayrisma
sabitlerinin kemoterapotik aktiviteleriyle iliskili oldugunu gozlemlemislerdir. Cok
sayida siilfanilamid tiirevi bilesiklerin asitlik sabitlerini tayin etmislerdir.
Bakteriyostatik aktiviteye karsi asit sabitlerini incelemisler ve bir N siibstitiientli
stilfanilamid tiirevinin SO2 grubu ne kadar negatif olursa, bakteriyostatik etkisi de o

kadar biiyiik olur teorisini 6ne siirmiislerdir.

Ross vd., (1992) calismalarinda bilesiklere ait oktanol/su dagilma katsayilarini sivi
kromatografik ve spektrofotometrik yontemle tayin etmislerdir. 25°C’de
gerceklestirilen ¢alismada pH degerleri 5, 7 ve 9 olarak belirlenmis ve iyonik siddet
0,15 olacak sekilde ayarlanmistir. Bilesiklerin dagilmasi genel olarak zwitter iyonik
bolgede tutarlidir, boylece en yiiksek dagilma sulu ¢6zeltinin pH'1 izoelektrik noktanin
pH'ma (pH:7) yakin oldugunda gozlemlenmistir. Buna karsin normal dagilma
davraniginin disinda, sekonder amin igeren bilesikler olan florokinolonlarda
dagilmanin arttig1 pH degeri 5 olarak belirlenmistir. Calismada dagilma katsayilarini
belirlerken 1964’te Hansch ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilen bilesiklerin

fonksiyonel gruplariyla iliskili bir esitlik (Esitlik 2.1) kullanmiglardir.
nx = logPx - logPH (2.1)

Verilen esitlikte, mx, siibstitiient sabiti, log PH ve logPx ise sirasiyla bilesigin ve
tiirevlerinin dagilma katsayisidir. Bjerrum tiirlerinin sulu fazdaki dagilimi, hidrojen
iyonu konsantrasyonuna [H +] ve iyonlasma sabitlerine ( Ka1 ve Ka2) baglidir. Buna
bagli olarak gercek dagilma katsayilarini Esitlik 2.2°ye gore hesaplamislardir.

+ 0
D= [107],+[He°), 2.2)

[H2Q*]w+[HQE]W+[HQO W +[Q " Tw

Termodinamik dagilma katsayilar1 i¢in ise asagidaki esitligi kullanmiglardir.

Ky = D (i) (2.3)

(H*]
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Cizelge 2.1. Bilesiklerin hesaplanan logP ve log Kd degerleri

Bilesik Hesaplanan logP* Olgiilen termodinamik log

Kd

Amifloksasin -1,75 0,34
Siprofloksasin -0,75 -0,94
Difloksasin -0,42 0,89
Enoksasin -0,91° -0,91
Fleroksasin -1,27 -0,53
Lomefloksasin 0,26 -0,83
Nalidiksik asit 0,78 1,59
Norfloksasin -1,00° -1,00
Ofloksasin -0,04 -0,28
Temafloksasin 0,53 -0,20

Ricci ve Cross (1993), 22 adet siilfonamitin ayrimini kapiler elektroforez yontemi ile
incelemislerdir. Caligmada siilfonamitlerin ayrimimin gergeklestigi optimum pH
degerini pH 7-7,5 olarak belirlemislerdir. Calismada ayrica pH 7 de kullanilan fosfat
tamponu derisiminin (30mM, 50mM ve 100mM) alikonma ve pKa iizerine etkisini
incelemisler ve artan tampon derigimi ile alikonmanin arttigini ve pKaz degerlerinin
azaldigim1 gozlemlemislerdir. Bu c¢alismada siilfonamitlerin belirlenen pKa degerleri,

Cizelge 2.2°de verilmistir.

Cizelge 2.2. Siilfonamitlerin kapiler elektroforez yontemiyle belirlenen pKa degerleri

Bilesik Adi pKay pKa
Siilfotiazol - 7,2
Siilfometazin 2,4 7,4
Stilfometoksipiridazin | - 6,7
Siilfodiazin 2 6,5
Siilfokinoksalin - 55
Siilfometaksazol - 5,6

Lin vd (1997), 13 adet siilfonamitin pKa degerlerini kapiler elektroforez yontemi ile
tayin etmislerdir. Calismada tampon derigimi, sicaklik ve pH nin elektroforetik

mobilite iizerindeki etkisi incelenmistir ve pH ve mobilite iliskisi yardimi ile pKa
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degerleri hesaplanmustir.

Stilfonamitlerin ayrilmasinda optimum kosul,

sitrat

tamponunun 60 mM oldugu ve pH nin 6,9 oldugu kosul olarak belirlenmistir.

Stilfonamitlerin tayininde sicakligin ise 25-35°C araliginda olmasi gerektigi de tavsiye

edilmektedir.

Cizelge 2.3. Siilfonamitlerin kapiler elektroforez yontemiyle belirlenen pKa degerleri

Bilesik ad1 pKa1 PKa2
Siilfotiazol 2,08 7,07
Siilfometazin 2,28 7,42
Stilfometoksipiridazin 2,09 6,95
Siilfisomidin 2,68 7,26
Silfomerazin 2,17 6,77
Silfometer 1,87 6,57
Siilfodiazin 2,10 6,28
Silfokinoksalin 1,86 5,56
Siilfomonometoksin 1,98 5,96
Siilfodimetoksin 1,87 5,86
Siilfokloropiridazin 1,90 5,40
Silfometaksazol 1,83 5,57
Siilfisaksazol 1,66 4,71

Barbosa ve ekibi (2001), calismalarinda zwitter iyonik yapidaki kinolonlarin

asetonitril-su karigimlarindaki pKa degerlerini farkli teknikler kullanarak tayin

etmislerdir. Calismada 0,1 ve 0,02 M KOH c¢ozeltileri asetonitril-su karisiminda

hazirlanmig ve potasyum hidrojen fitalat (KHP) ile standardize edilmistir. Bu

calismada siprofloksasin, ofloksasin, sarofloksasin, norfloksasin, pipemidik asit,

enoksasin, fleroksasin, danofloksasin, enrofloksasin, difloksasin ve marbofloksasin

pKa degerleri tayin edilen bilesiklerdir. % 50 asetonitril igeren asetonitril-su

karigiminda potansiyometrik yontemle ofloksasinin pKaz degeri 8,76; pipemidik

asidin pKaz degeri 8,64; norfloksasinin pKai ve pKay degerleri sirasiyla 7,98 ve 9,05;

enoksasinin pKaz degeri 8,95; fleroksasinin pKa; ve pKaz degerleri 7,11 ve 8,39;

siprofloksasin i¢in pKaz degeri ise 8,95 olarak bulunmustur.
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Vazquez vd., (2001), calismalarinda homolog bir N-4 piperazinil sirprofloksasin
serisinin n-oktanol-su dagilma katsayilarin1 farkli pH'larda (4,80; 7,40 ve 9,10)
belirlemislerdir. Termodinamik dagilma katsayilar1 deneysel degerlerden hesaplanmis
ve iki farkli model kullanilarak ifade edilmistir. N-oktanol ve tampon tiirleri arasindaki
deneysel dagilma katsayisini (D), Ross ve ekibinin (1992) gelistirdikleri bir yontemi
kullanarak belirlemislerdir. Deneysel dagilma katsayist (D), organik fazdaki notr ve
zwitter iyonik tiirlerin toplami ile sulu fazdaki tiim tiirlerin konsantrasyonlarinin
toplamu arasindaki oran olarak ifade edilebilir. Alternatif olarak, organik fazdaki notr
formun konsantrasyonu ile sulu fazdaki tiim tiirlerin konsantrasyonlarinin toplami
arasindaki oran olarak dagilma katsayisini ifade etmek miimkiindiir (Takacs-Novak
vd.,1995). Cizelge 2.4’te gosterilen, siprofloksasin igin elde edilen deneysel dagilma
katsayilar1 Ross ve Riley’in buldugu degerler ile yakinlik gostermektedir.

Cizelge 2.4. Siprofloksasin i¢in elde edilen deneysel dagilma katsayilar

pH D Standart sapma
4,8 0,067 0,004
7,4 0,074 0,005
91 0,031 0,005

Martinez ve Gomez (2002), yapisal olarak birbirine benzeyen bazi siilfonamitlerin 1-
oktanol-sulu tamponda ve iki farkli lipozom-sulu tampon sisteminde termodinamik
yaklagim kullanarak 20-50°C arasindaki dagilma davranislarini incelemislerdir. 1-
oktanol-sulu sistemde Dagilma katsayilar1 (P), siilfodiazin, siilfometazin, siilfatiazol
ve siilfometaksazol i¢in sirasiyla 0,899 (0,006), 1,965 (0,012), 1,042 (0,026) ve 7,81
(0,15)°dir. P degerleri siilfodiazin ve siilfometazin i¢in sicaklikla artarken,
stilfometaksazol i¢in azalmigtir. Diger 2 lipozom-sulu ortaminda ise P degerlerinin tim

stilfonamitler icin arttigini gozlemlemislerdir.

Qiang ve Adams (2004), calismalarinda 26 adet insan ve hayvanlarin tedavisinde
kullanilan antibiyotigin asitlik sabitltlerini (pKa) potansiyometrik yontemle tayin
etmiglerdir. Titrasyonda kullanilan NaOH ve HCl'nin ¢6zeltileri 0,01M ve 0,1M olacak

sekilde hazirlanmis olup, sirasiyla potasyum asit fitalat ve sodyum karbonat ile
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ayarlanarak pKa degerlerini hesaplamiglardir. Siilfonamitler i¢in, pKai degerlerinin

yaklagik 2 ve pKay degerleri i¢in 5-7,5 arasinda oldugunu rapor etmislerdir.

Kasap ve arkadaslari, (2005) yilinda siprofloksasin ve norfloksasinin kantitatif
tayinleri i¢in sivi kromatografik bir yontem gelistirerek yontemin validasyonunu
yapmusglardir. Bilesiklerin analizleri LiChrospher RP-18 (5 um, 125 mm x 4 mm) kolon
ve su: asetonitril: trietilamin (80:20:0,3 v/v/v) igeren mobil faz kullanilarak
gergeklestirilmistir. Mobil faz pH’s1 fosforik asit kullanilarak 3,3‘e ayarlanmistir. Oda
sicakliginda gergeklestirilen analizde akis hiz1 1 mL/dakika olarak ayarlanmis ve dalga

boyu 279 nm olarak belirlenmistir.

Barbato vd., (2007) yapmis olduklari caligmada antibakteriyel ajan olan on kinolonun
alikonma davranisini sivi kromatografik yontem kullanarak incelemislerdir. Asidik ve
zwitter iyonik yapidaki kinolonlarin alikonmasi cesitli lipofilisite skalalar1 ile
iliskilendirilmistir. Bunlar teorik hesaplanan logP degerleri, pH 7,4’te ¢alkalama
metodu kullanilarak elde edilen veriler ve iyon ¢ifti kullanilarak gergeklestirilen RPLC
metotlaridir. Tyon ¢ifti RPLC’de % 55 metanol igeren ve pH’1 7,0 olan mobil faz
kullanilmis ve iyon ¢ifti olarak sulu faza tetrabiitilamonyumhidroksit eklenmistir. Akis
hiz1 0,8 ml/dk olarak ayarlanmis ve oda sicakliginda ¢alisilmistir. Sonug olarak asidik
ve zwitter iyonik tiirlerin logP degerlerinin nétral formdaki degerlere ¢ok yakin oldugu
belirlenmistir. Serum proteinleri ve logP degerleri arasinda iliski olmadigi sonucuna
varilmistir. Shake flask metodu; kinoksasin, oksolinik asit, nalidiksik asit ve flumekin
gibi asidik yapidaki kinolonlara uygulanabilirken ve notral formdaki logP degerleri
bulunabilirken (0,061, 0,354, 0,449 ve 0,565), pipedimik asit, pirodimik asit,
siprofloksasin, norfloksasin, ofloksasin ve rufloksasin gibi zwitter iyonik yapidaki

kinolonlarin logP degerlerini ¢alkalama metoduyla tayin edememislerdir.

Congliang vd. (2007), baz siilfonamitlerin oktanol-su dagilma katsayilarini ¢alkalama
metodu ile belirlemislerdir. Yontemde, sicakliga bagli olarak (298,15-333,15 K), n-
oktanol / su dagilma katsayisinin termodinamik iliskisi kullanilmig ve sirasiyla n-
oktanol / sudaki siilfonamitlerin dagilmasi katsayilarinin hesabinda entalpi, entropi ve
Gibbs serbest enerji fonksiyonunlarindan yararlanilmistir. Siilfometaksazol ve

stilfometazin i¢in tayin edilen dagilma katsayilar1 sirasiyla, 0,8869 ve 0,2594’tiir ve
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literatiir verileri ile uyum i¢inde oldugu gdsterilmistir. Sonuglar her bir siilfonamitin

dagilma katsayisinin sicaklik artisi ile azaldigini gdstermistir.

1.0
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Sekil 2.1. Bazi Stilfonamitlerin farkli sicakliklardaki dagilma katsayilar

Canada-Canada vd., (2007) yaptiklar1 calismada enrofloksasin, pipemidik asit,
marbofloksasin, siprofloksasin, enoksasin, flumekuin, danofloksasin, lomefloksasin,
difloksasin, sarafloksasin, nalidiksik asit, okzolonik asit ve piromidik asitin idrar ve
farmasotik numunelerde tayini igin ters faz sivi kromatografik bir yontem
gelistirmiglerdir. Kromatografik ayrim C18 ters faz analitik kolon kullanilarak
gerceklestirilmistir. Metanol-asetonitril-10 mM sitrat tamponu ig¢eren ve pH’s1 3,5 ve
pH 4,5 olan mobil fazlar kullanilarak en uygun gradient program segilmis ve

kromatografik ayrim 26 dakikada tamamlanmigtir.

Sanli vd. (2009), yapmis olduklar1 ¢alismada on siilfonamite ait pKa degerlerini hem
suda hem de asetonitril-su ikili karigimlarinda belirlemislerdir. UV-spektroskopi
metodunun kullanildig1 ¢alismada % 15, 23, ve 30 asetonitril-su ikili karisimlar
kullanilmistir ve Kamlet ve Taft solvatokromik parametreleri, n*, o ve B ile
iliskilendirilmistir. Kamlet Taft'in genel denklemi kombine faktor analizi ve hedef
faktor analizi ile iki terime indirgenmistir. Bu karisimlarda: bagimsiz terim, polarite /
polarize edilebilirlik, =*, solvatokromik bir parametredir. Calisma sonucunda
bilesiklerin pKa degerleri ile organik ¢oziicliniin mol kesirleri arasinda dogrusal bir

iliski oldugu bulunmustur.
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PKap= PKqw + OAPK (2.4)

Esitlik 2.4 kullanilarak elde edilmis pKa degerleri calisilan siilfonamitler igin ¢izelge
2.5.°de gosterilmektedir. Burada, pKaw sudaki iyonlasma sabitini, ¢, organik

¢Oziiciiniin mol kesrini, ApK, dogrusal denklemdeki egimi gostermektedir.

Cizelge 2.5. Siilfonamitlerin suda ve % 15, 23 ve 30 asetonitril-su ikili
karisimlarindaki pKa; ve pKaz degerleri

Su % 15 (viv) ACN |% 23 (v/v) ACN |% 30 (v/iv) ACN
Siilfadiazin 1,94; 6,33 1,62; 6,62 1,47; 6,88 1,43;7,11
Siilfamerazin 2,27; 6,71 1,84; 7,07 1,74; 7,31 1,83; 7,49
Siilfametoksazol 1,49; 5,41 1,39; 5,65 1,30; 5,87 1,28; 5,91
Stilfatiazol 1,89; 7,12 1,79; 7,33 1,72; 7,37 1,62; 7,49
Siilfamonometoksin 1,73; 6,22 1,63; 6,32 1,52; 6,36 1,52; 6,40
Siilfametoksipiridazin  2,09; 6,83 2,09; 7,02 2,05; 7,31 1,74; 7,60
Siilfadimetoksin 2,11; 6,17 2,18; 6,40 2,19; 6,51 2,20; 6,60
Siilfafurazol 2,28; 5,19 2,44; 5,34 2,49; 5,45 2,61; 5,49
Stilfadoksin 2,38; 5,77 2,25; 5,91 2,15; 6,32 2,08; 6,54
Siilfakinoksalin 2,34; 5,97 2,24; 6,16 2,40; 6,27 2,34; 6,33

Caco vd., (2010) yilinda yapmis olduklari ¢alismada sarafloksasine ait apparent
dagilma katsayisin1 (Papp.) calkalama metodu ile tayin etmislerdir. 25°C’de
gerceklestirilen ¢alismada bilesigin iyonlagma sabiti spektrofotmetrik metotla tayin
edilmistir. Cizelge 2.6’te sarafloksasinin farkli pH’larda elde edilen logPapp degerleri
standart sapmalartyla birlikte verilmistir. Sarafloksasine ait apparent dagilma katsayisi

Esitlik 2.5 yardimiyla hesaplanmistir.

Cizelge 2.6. Sarafloksasinin farkli pH’lardaki logPapp degerleri

pH LogPapp SD n
3,0 -0,841 0,021 6
5,0 -0,652 0,020 6
7,0 -0,888 0,024 6
9,0 -1,261 0,001 6
Fapp = AIA:f % (2:5)
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Esitlikte verilen A; sarafloksasinin sulu fazda sirasiyla, dagilmadan 6nceki ve sonraki
absorbansini ifade eder. V degerleri ise oktanol-su sisteminde sulu faz ve mobil faz
hacimlerini ifade etmektedir. Sonu¢ olarak sarafloksasinin n-oktanol/tampon
sisteminde pH-dagilma profili yorumlandiginda sarafloksasinin noétral tiirlerinin
maksimum derisimde bulundugu pH 5,5 izoelektrik noktasinda maksimum
lipofilisiteyi gosterdigi rapor edilmistir. Bu pH’nin altinda veya iistiinde kinolonlarin

polaritesinin yiiksek olmasindan dolay1 dagilma katsayisinin azaldig1 gézlenmistir.

Sanli vd. (2010), yapmis olduklar1 ¢alismada yedi siilfonamite ait pKa degerlerini
asetonitril-su ikili karigimlarinda belirlemiglerdir. LC ve LC-PDA yontemlerinin
kullanildig1 ¢calismada % 15, 30, 40 ve 50 asetonitril iceren ve pH’lar1 1,7 ve 9,0
arasinda degisen mobil fazlar kullanilmistir. 25°C’°de yiiriitilen calismada
Phenomenex Prodigy ODS-3 kolon (250 x 4,6 mm x 5 mm) tercih edilmistir. Calisma
sonucunda bilesiklerin pKa degerleri ile organik ¢oziiciiniin mol kesirleri arasinda

dogrusal bir iliski oldugu bulunmustur.
pKa,j: pKa,w + jApK (2-6)

Esitlik 2.6 kullanilarak elde edilmis pKa degerleri siilfadiazin, siilfatiazol,
siilfamerazin, siilfametazin, siilfamonometoksin, siilfadoksin ve siilfametoksazol icin
sirasiyla 6,57; 7,21; 7,14; 7,31; 6,33; 6,17 ve 5,98 seklindedir. Burada, pKa, w sudaki
iyonlagma sabitini, j, organik ¢oziiciiniin mol kesrini, ApK, dogrusal denklemdeki

egimi gostermektedir.

Zhang Congliang vd. (2010), baz1 kinolonlarin oktanol-su dagilma katsayilarini
calkalama metodu ile belirlemisler ve dagilma katsayilarina 293,15 K’den -323,15 K’e
kadar sicakligin etkisini incelemislerdir. Akiskan faz denge teorisine dayanarak, 1-
oktanol / su dagilma katsayisinin sicakliga bagl termodinamik iliskisi incelenmis ve
1-oktanol / su igine dagilan kinolonlarin entalpi, entropi ve Gibbs serbest enerjisindeki

degisimleri asagidaki formiillerler sirasiyla belirlemislerdir.

AGw = AHw—TASwi 2.7)
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AGw, Gibbs serbest enerji degisimi, 4Hw, entalpi degisimini ve 7ASw entropi

degisimini temsil etmektedir.
AGwI = -2.3026RtlgKow (2.8)

R, gaz sabiti, T mutlak sicaklik ve Kow dagilma katsayisini ifade etmektedir.

Ilag ve biyofilm arasindaki etkilesimin Gibbs serbest enerji degisimi (AGwi), dagilma
siirecindeki entalpi degisimine (AHwi) ve entropi degisimine (ASwi) gore
hesaplanabilir. Esitlik 2.7 'nin Esitlik 2.8’ye uygulanmasii ile kinolonlarin 1-oktanol /
su dagilma katsayisinin logaritmasi elde edilebilir. (Esitlik 2.9)

—AHy,; —ASw1
2.3026RT 2.3026R

logK,,, = (2.9)
1-oktanol/su sisteminde dagilan alt1 kinolon i¢cin AHw degerlerinin hepsinin pozitif
oldugunu gozlemlemislerdir ve bu da dagilmanin endotermik oldugunu
gostermektedir. Bu durumu su molekillerinin ilag molekiillerini 1-oktanol
molekiillerinden daha kolay ¢6zmesiyle iliskilendirmislerdir. Ayrica her bir kinolonun

dagilma katsayisinin sicaklik artisi ile arttigini gézlemlemislerdir.

Cizelge 2.7. 310.5 K’de Kinolonlarin AHwi, ASwi, AGwi degerleri

Bilesik AHw (kI mol™) | ASw / (J- mol ™t K™?) AGw /(k] mol™)
Ofloksasin 23,28 70,79 1,324
Norfloksasin 18,35 89,60 -9,439
Lomefloksasin 19,76 44,41 5,986
Siprofloksasin 26,44 68,51 5,192
Pefloksasin 46,31 139,6 3,013
Pipedimik asit 20,33 44,59 6,500

Ktosinska-Szmurto vd., (2014) ¢alismalarinda bazi kinolonlarin logP degerlerini paket
programlar ve calkalama metoduyla deneysel olarak tayin etmislerdir. 25°C’de
yiriitiilen ¢alismada pH 6,8 olarak belirlenmistir. Hesaplama igin, Esitlik 2.10’dan

faydalanilmistir.

logPo/w=-AG°/2.303RT (2.10)
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Verilen esitlikte; 298 K ve 1 atm basingta T, R ve AG® sirasiyla; mutlak sicaklik, gaz
sabiti, serbest baglanma enerjisidir. Calismada pefloksasine ait logP degeri pozitif
olarak hesaplanirken diger kinolonlarin negatif degerlere sahip olmasi bu bilesiklerin
pH 6,8’de polar ortamda yiliksek benzerlik gdstermesi olarak yorumlanmustir.
Calismada paket programlarla hesaplanan teorik verilerin birbirleriyle uyumlu
olmadig1 vurgulanmistir. Caligmada elde edilen deneysel degerler, Cizelge 2.8’de

verilmistir.

Cizelge 2.8. Calisilan bilesiklerin deneysel verilerle hesaplanmis logP degerleri

LogP

Siprofloksasin -0,55
Norfloksasin -0,92
Pefloksasin 0,19
Sparfloksasin -0,11
Gatifloksasin -0,80

Cardenas-Youngs vd., (2015) calismalarinda kinolonlarin oktanol-su dagilma
katsayilarin1  ¢alkalama metodunu kullanarak belirlemislerdir. Kinolonlarin
konsantrasyonlart HPLC metoduyla tayin edilmis olup ¢alismada floresans dedektor
kullanilmistir. 25°C’de gerceklestirilen ¢alisma, pH 3-9 aralifinda yiiriitiilmiistir.
Calismada maddelerin lipofilisite degerleri diisiik olarak yorumlanmis ve logKow
degerlerinin —1.09-0.68 araliginda oldugu belirlenmistir. Caligilan bilesiklerin
iyonlagma sabitlerinin, 6nceki ¢aligmalardan yararlanarak pKai degerleri 5,59 ve 6,50

ve pKaz degerlerinin ise 7,99 ve 8,96 araliginda oldugu rapor edilmistir.

Hazhir vd. (2017), c¢alismalarinda siilfametazin ve siilfamerazinin sudaki

termodinamik ve yapisal Ozelliklerini teorik olarak belirlemislerdir. 298,15 K’de
Tomasi metoduyla elde edilen pKa degerlerini deneysel olarak elde edilen (Babic vd.
2007) pKa degerleri ile karsilagtirmiglardir. Siilfametazin ve siilfamerazin igin pKa

degerleri sirasiyla 7,58 ve 6,70 hesaplanmistir. Hesaplanan teorik pKa degerlerinin

deneysel pKa degerleriyle uyumlu oldugu gozlemlenmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu boliimde siilfonamitlerin ve kinolonlarin iyonlasma sabitleri ve dagilma
katsayilarinin kromatografik yontemle tayininde kullanilan cihazlar ve kimyasallar

hakkinda bilgi verilmistir.

3.1. Kullanilan Cihazlar

3.1.1. Yiiksek performansh sivi kromatografi cihaz

Calisilan bilesiklerin kapasite faktorii tayinleri ve sivi kromatografik ayirmalari,
Shimadzu marka HPLC cihaz1 kullanilarak gerceklestirilmistir. Sistemde, sistem
kontrol iinitesi (CBM 20A), pompa (LC20 AD), dedektdr (SPDM 20A Foto Diyod
Array), kolon firin1 (CTO 20 AC) ve gaz giderme iinitesi (DGU 20 A) bulunmaktadir.
Calismada kolon etiivii kullanilarak cesitli sicakliklarda ¢alisilmastir. Sabit faz olarak
X-TerraRP 18 (250 mm x 4,6 mm 1D, 5 um) ve Kinetex F5 100 A (150 mm x 4,6 mm

ID, 2,6 um) ters faz sivi kromatografi kolonlar1 kullanilmistir.

3.1.2. pH/iyon metre

HPLC mobil fazinin pH 6l¢limlerinde Metleer Toledo MA 235 pH/iyon analiz cihazi
kullanilmistir. pH Olciimlerinde Hamilton pH elektrotan yaralanilmistir. pH
6l¢iimlerinde sabit sicaklik su banyosu (HETO CBN 8-30 ve HETO HMT 200 sicaklik
kontrol {initesi) kullanilarak 25°C+0,1°C sicaklikla ¢aligilmistir.

3.1.3. Kromatografi kolonu

Calismada Kinolon grubu antibiyotikler i¢in Kinetex F5 100 A (150 mm x 4,6 mm ID,
2,6 um) kromatografi kolonu kullanilmistir. Siilfonamitlerin pik simetrileri ve
alikonma zamanlar1 da dikkate alinarak ¢alismada X-Terra RP 18 (250 mm x 4,6 mm

ID, 5 um) kolon kullanilmistir.
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3.1.4. Tampon Cozelti

Bu calismada bilesiklerin ayrilma ve alikonma siireleri de g6z 6niinde bulundurularak

25 mM fosfat tamponu kullanilmistir.

3.2. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Deneylerde kullanilan biitiin kimyasal maddeler, analitik veya HPLC safliktadir.
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Cizelge 3.1. Calisilan Kinolon grubu antibiyotikler ve 6zellikleri

Bilesik Adi Markasi Kimyasal Yapisi Molekiil Formiilii Ozellikler
Enrofloksasin DﬁjA C19H22FN3Os EN.: CTARe
Riedel-de-Haen N N 0
CAS No: 93106-60-6 l/O A Ma= 359,401g/mol HPLC saflikta> %98
- o OH . o
Danofloksasin 'wﬂ C1oH20F N3O E.N. :263 °C
. Riedel-de-Haen N N 0
CAS No: 112398-08-0 ) .@ A Ma= 357,385 g/mol HPLC saflikta > %98
Ofloksasin - ] L Ci18H20FN304 E.N. : 250 - 257 °C
Riedel-de-Haen M o
CAS No: 82419-36-1 '/\; I Ma=361,367 g/mol HPLC saflikta > %98

Marbofloksasin

CAS No: 115550-35-1

Riedel-de-Haen

C17H19FN4O4

Ma=362.36 g/mol

E.N. : 250-257 °C

HPLC saflikta > %98

Siprofloksasin

CAS No: 85721-33-1

Riedel-de-Haen

C17H18FN303

Ma=331.34 g/mol

E.N.: 255-257°C

HPLC saflikta > %98

Enoksasin

CAS No: 74011-58-8

Riedel-de-Haen

C15H17FN4O3

Ma=320.32 g/mol

E.N. : 220-224 °C

HPLC saflikta > %98

61



https://commonchemistry.cas.org/detail?cas_rn=93106-60-6
http://en.wikipedia.org/wiki/Gram
http://en.wikipedia.org/wiki/Mole_(unit)
https://commonchemistry.cas.org/detail?cas_rn=112398-08-0
https://commonchemistry.cas.org/detail?cas_rn=82419-36-1
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C18H20FN3O4
http://en.wikipedia.org/wiki/Gram
http://en.wikipedia.org/wiki/Mole_(unit)
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C17H19FN4O4
http://en.wikipedia.org/wiki/Gram
http://en.wikipedia.org/wiki/Mole_(unit)
https://commonchemistry.cas.org/detail?cas_rn=85721-33-1
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C17H18FN3O3
http://en.wikipedia.org/wiki/Gram
http://en.wikipedia.org/wiki/Mole_(unit)
https://commonchemistry.cas.org/detail?cas_rn=74011-58-8
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C15H17FN4O3
http://en.wikipedia.org/wiki/Gram
http://en.wikipedia.org/wiki/Mole_(unit)

Cizelge 3.2. Calisilan Siilfonamit grubu antibiyotikler ve 6zellikleri

Bilesik Adi

Markasi

Kimyasal Yapisi

Molekiil Formiilii

Ozellikler

Sulfadiazin

CAS No: 68-35-9

Riedel-de-Haen

C10H10N402S
Ma= 250,28 g/mol

E.N. : 254-255 °C

HPLC saflikta> %99

Siilfatiazol

CAS No: 72-14-0

Riedel-de-Haen

CoH9N302S2
Ma= 255,32 g/mol

E.N. :200,8-202 °C

HPLC saflikta > %99

\\7-’55
Siilfametazin - @ 7o C12H14N4O2S E.N.: 197 °C
Riedel-de-Haen : & == Ma=278.33 a/mol
CAS No: 57-68-1 > 7 =ef6909 HPLC saflikta > %99
Siilfametaksazol - > P CioH11Ns0sS E.N. : 166 °C
CAS No: 723-46-6 Riedel-de-Haen St Ma 253,28= g/mol

HPLC saflikta > %99

Siulfakinoksalin

CAS No: 59-40-5

Riedel-de-Haen

C14H12N402S
Ma=300,34 g/mol

E.N.: 247-248°C

HPLC saflikta > %99

Siilfametoksipiridazin — SN\ T = C11H12N403S E.N.:182°C
Riedel-de-Haen =< s ==
CAS No: 80-35-3 N7 'oi Ma=280,31 g/mol HPLC saflikta > %99
Siilfadimetoksin H}l i C12H14N204S E.N. : 200°C
Riedel-de-Haen \©\ 2 j\
CAS No: 122-11-2 g o Ma= 310,33g/mol HPLC saflikta > %99
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Calismada kullanilan diger kimyasal maddeler ve o&zellikleri, Cizelge 3.3’de

verilmisgtir.

Cizelge 3.3. Calismada kullanilan kimyasal maddeler

Ad1 Kullanim amaci Aciklama
Potasyum hidrojen fitalat pH metre igin kahbrasyon Merck (Referans Deger
cozeltisi Standardi)
Fosforik asit Mobil faz pH” sinin Merck, analitik saflikta
ayarlanmasinda
Sodyum hidroksit Mobil faz pH” sinin Merck, analitik saflikta
ayarlanmasinda

Su ile ikili karisimlari

Asetonitril halinde calisilan ortam Merck , HPLC safliginda
Kolonda tutunmayan tiiriin
Urasil kolonu terk etme zamanini |  Sigma, HPLC saflikta

belirlemede

3.3. Kullanilan Cozeltiler

3.3.1. Kinolonlarin pKa ve logP tayininde kullamilan ¢ozeltileri

Kinolonlarin tayininde %17 asetonitril (%v/v) ortaminda mobil fazin pH s1 pH 3,50-
8,50 araliginda ayarlanarak pH’nin kapasite faktorii tizerinde etkisi incelenmis olup,
pH 6,5 de 30°C, 37°C ve 44°C’de kapasite faktorii tizerinde sicaklik etkisi

incelenmistir.

Kromatografik ¢aligmada, tayini yapilan bilesiklerin her biri giinlik olarak
hazirlanmistir. Analitik saflikta temin edilen bilesiklerin her birinden 0,0010 g, 10 mL
mobil fazda ¢oziilerek 100 ppm’lik stok ¢ozeltileri hazirlanmis ve +4°C° de muhafaza
edilmislerdir. Hazirlanan calisma ¢ozeltilerinden 20 pL sivi kromatografi cihazina
enjekte edilmistir. Calisma, 0,5 mL/dakika akis hiz1 ile yiiriitilmiistiir. Calisma dalga
boylari, kinolon grubu antibiyotikler i¢in 280-290 nm olarak se¢ilmistir.

3.3.1.1. % 17 (v/v) Asetonitril-su ikili karisimi

100 mL’lik stok ortam i¢in 83 mL saf su alinmis ve tizerine 17 mL asetonitril ilave

edilmistir. Cozeltiyi bu sekilde hazirlayarak asetonitril - su ikili karigimlarinda hacim
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bliziilmesinden gelen olumsuz etki bertaraf edilmistir. Mobil faza 25 mM derisimde
olacak sekilde H3POs (% 85 (a/a); 98 g/mol; 1,71 g/mL) ilave edilmistir. Bu ortama
aynt derisimde asetonitril bulunduran Su-asetonitril karisiminda hazirlanmis
NaOH’den (1 M) ilave edilerek caligmada etkisi incelenmek istenen pH degeri
incelenecek degere ayarlanmistir. pH 8,5 degeri i¢cin mobil faz ortamina derisim 25
mM olacak sekilde kati NH4Cl ilave edilerek, istenilen pH degeri derisik NHs
ilavesiyle ayarlanmistir. Mobil faz ultrasonik karistiricida degaze edildikten sonra

kullanilmustir.

3.3.1.2. Urasil ¢ozeltisi

Calisilan kosullarda kapasite faktdrlerinin belirlenmesi i¢in kullanilan urasil ¢6zeltisi,
derisimi % 0,01 (w/v) olacak sekilde suda hazirlanmistir. Urasilin hazirlanan bu
cozeltisinden 20 pL enjekte edilerek kolonda tutunmayan tiire 6zgii to alikonma

zamani belirlenmistir.

3.3.1.3. Potasyum hidrojen fitalat cozeltisi

CeHs(COOK)(COOH), primer standart pH referans ¢ozeltisi olarak 0,05 molal
derisimde kullanilmis ve pH metre bu bilesik i¢in gerekli degere ayarlandiktan sonra

mobil fazlar pH degerleri ayarlanmigtir. 2 saat 110°C’da kurutulmustur.

3.3.1.4. Standartlarin ¢ozeltisi

Kromatografik ¢alismada bilesiklerin her birinden 0,0010 g, 10 mL mobil fazda
coziilerek 100 ppm’lik ¢bzeltileri hazirlanmistir. S1vi kromatografi cihazina her bir
stok c¢ozeltiden 20 pL enjekte edilmistir. Her bir bilesik icin ikiser kez enjeksiyon
yapilarak ortalama alikonma zamanlar1 belirlenmistir.

3.3.2. Siilfonamitlerin pKa ve logP tayininde kullanilan ¢ozeltileri

Siilfonamitlerin tayininde % 15 ve % 17 asetonitril (% v/v) ortaminda mobil fazin pH

st pH 3,50-8,50 araliginda ayarlanarak pH’nin kapasite faktori iizerinde etkisi
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incelenmis olup, % 15 asetonitril (%v/v) ortaminda pH 4,5’ da 25°C, 30°C ve 37°C’de

kapasite faktorii tizerinde sicaklik etkisi incelenmistir.

Kromatografik ¢alismada, tayini yapilan bilesiklerin her biri giinlilk olarak
hazirlanmistir. Analitik saflikta temin edilen bilesiklerin her birinden 0,0010 g, 10 mL
mobil fazda ¢oziilerek 100 ppm’lik stok ¢ozeltileri hazirlanmis ve +4°C” de muhafaza
edilmiglerdir. Hazirlanan ¢alisma ¢ozeltilerinden 20 pL sivi kromatografi cihazina
enjekte edilmistir. Calisma, 0,8 mL/dakika akis hiz1 ile yiiriitilmiistiir. Calisma dalga

boylari, siilfonamit grubu antibiyotikler igin 250-265 nm olarak se¢ilmistir.

3.3.2.1. % 17 (v/v) Asetonitril-su ikili karisimi

100 mL’lik stok ortam i¢in 83 mL saf su alinmis ve tizerine 17 mL asetonitril ilave
edilmistir. Cozeltiyi bu sekilde hazirlayarak asetonitril- su ikili karisimlarinda hacim
biiziilmesinden gelen olumsuz etki bertaraf edilmistir. Mobil faza 25 mM derisimde
olacak sekilde H3PO4 (%85 (a/a); 98 g/mol; 1,71 g/mL) ilave edilmistir. Bu ortama
ayni derisimde asetonitril bulunduran su- asetonitril Karisiminda hazirlanmig
NaOH’den (1 M) ilave edilerek calismada etkisi incelenmek istenen pH degeri
incelenecek degere ayarlanmistir. pH 8,5 degeri i¢in mobil faz ortamina derisim 25
mM olacak sekilde kati NH4Cl ilave edilerek, istenilen pH degeri derisik NH3
ilavesiyle ayarlanmistir. Mobil faz ultrasonik karistiricida degaze edildikten sonra

kullanilmastir.

3.3.2.2. % 15 (v/v) Asetonitril-su ikili karisimi

100 mL’lik stok ortam igin 85 mL saf su alinmig ve tizerine 15 mL asetonitril ilave
edilmistir. Cozeltiyi bu sekilde hazirlayarak asetonitril - su ikili karigimlarinda hacim
biiziilmesinden gelen olumsuz etki bertaraf edilmistir. Mobil faza 25 mM derisimde
olacak sekilde HsPO4 (% 85 (a/a) ; 98 g/mol; 1,71 g/mL) ilave edilmistir. Bu ortama
ayni derisimde asetonitril bulunduran su - asetonitril karisiminda hazirlanmis
NaOH’den (1 M) ilave edilerek calismada etkisi incelenmek istenen pH degeri
incelenecek degere ayarlanmistir. pH 8,5 degeri i¢in mobil faz ortamina derisim 25

mM olacak sekilde kati NH4Cl ilave edilerek, istenilen pH degeri derisik NHs
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ilavesiyle ayarlanmistir. Mobil faz ultrasonik karistiricida degaze edildikten sonra

kullantlmistir.

3.3.2.3. Standartlarin ¢ozeltileri

Kromatografik ¢alismada bilesiklerin her birinden 0,0010 g, 10 mL mobil fazda
coziilerek 100 ppm’lik ¢ozeltileri hazirlanmistir. Sivi kromatografi cihazina her bir

stok ¢ozeltiden 20 pL enjekte edilmistir. Her bir bilesik i¢in ikiser kez enjeksiyon

yapilarak ortalama alikonma zamanlar1 belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Bu tez calismasinda calisilan bazi siilfonamitlerin ve kinolonlarin lipofilisite
degerlerinin belirlenmesi igin metilparaben, etilparaben, asetanilit ve vanillin standart
olarak secilmistir. Standartlarin se¢iminde oktanol-su dagilma katsayilarinin
stilfonamitlerle uyumu géz 6niinde bulundurulmustur. Bu bilesiklerin pKa degerleri ve
oktanol-su dagilma katsayilarinin sicaklikla degisimi konusunda yeterli veri literatiirde
mevcuttur. Bu bilgiler gerekli bagintilarda tez i¢in faydalidir. Lipofilisite tayini i¢in
kullanilan standartlarla ilgili ¢alismalar, pKa tayini ve sicaklik ¢alismalar1 olmak {izere
iki baslikta incelenmistir. Standartlarin alikonmasina farkli sicakliklarin etkisi Kinetex

F5 ve X TERRA kolonda gerceklestirilmistir.

4.1. X terra RP18 Kolon ile Standartlarin Ahkonmasimna Sicaklik Etkisinin

Incelenmesi

Bu tez calismasinda siilfonamit bilesiginin calisilan kolonun ii¢ farkli sicakligindaki
alikonma zamanlarinin sicaklikla degisimi Van’t Hoff bagimntisi ile incelenmistir.
Kapasite faktorii izerine kolon sicakliginin etkisi, 25 mM fosfat iceren %15 ACN-su
ikili karigiminda pH 4,5’da ¢alisilmistir. Akis hiz1 0,8 mL/dakikadir. Kolon olarak X
terra RP18 kullanilmistir. Van’t Hoff esitliginin temel alindig1 bu ¢aligmalarda secilen
standartlar, siilfonamitler ile ayni kosulda enjekte edilmislerdir. Metilparaben,
etilparaben, asetanilit ve vanilin i¢in In k-1000/T grafikleri, Sekil 4.1 ve Sekil 4.2°de

verilmistir.
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etilparaben metilparaben
3,15 - 2,2 -
y =2,285x - 4,586 y=1,923x - 4,311
3,05 | R*=0,9984 21 - R?=0,9957
nk 505 - £ 2
2,85 - 1,9
2,75 ; . 1,8 . .
3,200 3,300 3,400 3,200 3,300 3,400
1000/T 1000/T

Sekil 4.1. Metilparaben ve etilparaben i¢in asetonitril:su ikili karisiminda (% 15; v/v)
ti¢ farkli sicaklikta Ink-1000/T grafigi

vanillin asetanilit

1,2 1,1 -

1,1 - 1,05 -+

0,9 - y = 1,541x - 4,047 0,95 - y = 1,209x - 2,970

R?=0,9965 R? =0,9997
0,8 \ \ 0,9 \ \
3,200 3,300 3,400 3,200 3,300 3,400

1000/T 1000/T

Sekil 4.2. Asetanilit ve vanilin i¢in asetonitril:su ikili karistminda (% 15; v/v) li¢ farkl
sicaklikta In k-1000/T grafigi

Bilesiklerin alikonma zamani veya kapasite faktorii degerlerinin dogal logaritmasi ile
sicaklik (Kelvin biriminde) degerlerinin tersi arasinda dogrusal bir iligki

bulunmaktadir.
Standartlarla ayn1 kosulda siilfonamit grubu ilaglar enjekte edilmistir. Siilfadiazin,

siilfatiazol, siilfakinoksalin, siilfametazin, silfadimetoksin, siilfametaksazol ve

stilfometoksipiridazin i¢in In k-1000/T grafikleri, Sekil 4.3- Sekil 4.9°da verilmistir.
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1 Siilfametazin
In k
0,9 -
y =1,2879%x - 3,3921
0,8 - RZ=0,9998
0,7 ‘ !
3,200 3,300 1000/T 3,400

Sekil 4.3. Silfametazin icin asetonitril:su ikili karistminda (% 15; v/v) ii¢ farkl
sicaklikta In k-1000/T grafigi

2 .
. Siilffametaksazol
1,8 -
y =1,9302x - 4,6137
R%?=0,9937
1,6 -
1,4 ‘ ‘
3,200 3,300 1000/T 3,400

Sekil 4.4. Siilfametaksazol i¢in asetonitril:su ikili karisiminda (% 15; v/v) ti¢ farkl
sicaklikta In k-1000/T grafigi

Silfadiazin
0,4
0,3
Ink 0,2
01 y =1,7401x - 5,5111
’ RZ=0,997
O T T 1
3,200 3,300 1000/T 3,400

Sekil 4.5. Siilfadiazin ic¢in asetonitril:su ikili karistminda (% 15; v/v) li¢ farkh
sicaklikta In k-1000/T grafigi
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Siilfametoksipiridazin
1,2 4
1,1
y =1,9972x - 5,5628
Ink 17 R?=0,9977
0,9 -
0,8 ‘ ‘
3,200 3,300 1000/T 3,400

Sekil 4.6. Silfametoksipiridazin i¢in asetonitril:su ikili karigiminda (% 15; v/v) lig
farkl sicaklikta In k-1000/T grafigi

Stlfametoksin
2
Ink 8
2,7
y =2,5698x - 5,8409
2,6 R? = 0,9984
2,5
2,4 T T |
3,200 3,300 3,400
1000/T

Sekil 4.7. Siilfadimetoksin i¢in asetonitril:su ikili karistminda (% 15; v/v) ti¢ farkl
sicaklikta In k-1000/T grafigi

Silfatiazol
0,6 -
0,5
Ink 0,4 - y=2,347x-7,31
R?=0,9999
0,3
0,2 T ]
3,200 3,300 3,400
1000/T

Sekil 4.8. Siilfatiazol i¢in asetonitril:su ikili karisiminda (% 15; v/v) ti¢ farkli sicaklikta
In k-1000/T grafigi
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Silfokinoksalin
3
2,9
Ink 2,8
y=2,1222x - 4,1781
2,7 R2=0,996
26 ‘ ‘
3,200 3,300 3,400
1000/T

Sekil 4.9. Silfakinoksalin i¢in asetonitril:su ikili karistminda (% 15; v/v) ii¢ farkl
sicaklikta In k-1000/T grafigi

4.2. Kinetex F5 Kolon ile Sicaklik Etkisinin incelenmesi

Bu tez c¢aligmasinda kinolon bilesiginin calisilan kolonun ii¢ farkli sicakligindaki
alikonma zamanlarinin sicaklikla degisimi Van’t Hoff bagmtis1 ile incelenmistir.
Kapasite faktorii lizerine kolon sicakliginin etkisi, 25 mM fosfat igeren % 17 ACN-su
ikili karisiminda pH 4,5°da calisilmistir. Akis hiz1 0,5 mL/dakikadir. Kolon olarak
Kinetex F5 Kolon kullanilmigtir. Van’t Hoff esitliginin temel alindig1 bu ¢alismalarda
secilen standartlar, kinolonlar ile ayni kosulda enjekte edilmislerdir. Metilparaben,

etilparaben, asetanilit ve vanilin i¢in In k-1000/T grafikleri, Sekil 4.10 ve Sekil 4.11°de

verilmistir.
2,40 1,60
etilparaben ’ metilparaben
In k In k

1,50

2,25

y = 0,8825x - 0,627
R2=0,9976 1,40
y =0,8645x - 1,3171
R? = 0,9909
2,10 1,30
3,15 325 3,35 1000/T 3,15 3,25 3,351000/T

Sekil 4.10. Metilparaben ve etilparaben icin asetonitril:su ikili karisiminda (% 17; v/v)
ti¢ farkl sicaklikta Ink-1000/T grafigi
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vanillin 0,80 asetanilit

0,80 Ink

In k / 0,75
0,65
0,50 0,70
035 y=0,7071x-1,6199 0,65 y=0,5247x - 1,016

’ R? = 0,9592 R®=0,9955
0,20 0,60

3,15 3,25 1000/T 3,35 3,15 3,25 335 1000/T

Sekil 4.11. Asetanilit ve vanilin i¢in asetonitril:su ikili karisiminda (% 17; v/v) {i¢
farkli sicaklikta In k-1000/T grafigi

Standartlarda ayni kosulda kinolonlarda 4 farkli sicaklikta enjekte edilmistir.
Ofloksasin, enoksasin, marbofloksasin, siprofloksasin, enrofloksasin ve danofloksasin
icin In k-1000/T grafikleri, Sekil 4.12- Sekil 4.14°de verilmistir.

2,30 Ofloksasin 156 - enoksasin
Ink ]
1,52 1 - 0,7292x - 0,9054
2,20 148 |  R¥=09985
y = 0,7506x - 0,2794 1,44 1
2,10 2 _
RP=1 1,40 -
1,36 : : .
2,00 3,10 3,20 3,30 3,40
3,10 3,20 3,30 1000/T 3,40

Sekil 4.12. Ofloksasin ve enoksasin i¢in asetonitril:su ikili karisiminda (% 17; v/v)
dort farkli sicaklikta In k-1000/T grafigi
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Siprofloksasin Marbofloksasin

2,00 1,80
Ink
Ink
1,90 1,70
1,60
1 ’
80 v = 0,7471 - 0,6056 y =0,6782x - 0,5724
R? = 0,0997 R*=0,9994
170 1,50
310 3.20 3 30 1000/T 5 0 3,10 3,20 3,30 1000/T 3,40

Sekil 4.13. Marbofloksasin ve siprofloksasin i¢in asetonitril:su ikili karisgminda (%
17; v/v) dort farkl sicaklikta In k-1000/T grafigi

Danofloksasin
2,90 291

Enrofloksasin

y=1,2235x - 1,2278 2";:
2.80 R2 = 0,9983 2
In k
2,85
2,70
2,82 y =0,3973x + 1,558
R? = 0,9995
2,60
3,10 3,20 3,30 3,40 279
3,10 3,20 3,40
1000/T 1000/T

Sekil 4.14. Enrofloksasin ve danofloksasin i¢in asetonitril:su ikili karistminda (% 17;
v/v) dort farkli sicaklikta In k-1000/T grafigi

4.3. Bilesiklerin pKa degerlerinin tayini

Gilinlimiizde sudaki ¢Oziiniirliigli az olan kimyasallarin asit-baz davranislari, su-
organik c¢oziicii ikili karisimlarinda belirlenebilmekte; bu bilgiler ile iyonlagan
bilesiklerin ayirimi i¢in analitik prosediirler optimize edilebilmektedir. Coziicii
kompozisyonun bir fonksiyonu olarak pKa degerlerinin bilinmesi, iyonlasabilen
maddelerin sivi kromatografik yontemle ayrilmalarinda olduk¢a yararhidir; ciinkii
iyonlagan bilesiklerin kromatografik alikonmalari, bilesigin pKa’sina ve mobil fazin
pH’sina baghdir. Iyonlasan bilesigin alikonma zamanini etkileyen ii¢ etken vardur.
Bunlar, molekiiler ve iyonik tiir/tlirlerin alikonma zamani ve bilesigin iyonlasma

sabitidir. Bu ii¢ deneysel deger de organik modifiyerin derisimine bagli degerlerdir.
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Bu baginti, herhangi bir iyonlasan bilesikte organik modifiyerin belli derisimi ic¢in
fonksiyonel grup sabitleri ve su-organik ¢6ziicii ikili karigiminin hidronyum derisimi
biliniyorsa, bize teorik kapasite faktorlerini hesaplama imkani saglar. Asidik veya
bazik bilesiklerin iyonlasma/protonasyon sabitlerinin tayininde sivi kromatografik
yontemle hesaplama yapabilen non-lineer regresyon programlart da bu amagcla

gelistirilmistir. Calismaciya verilerin istatistiksel yorumlanmasi imkani saglar.

Calismada segilen bilesiklerin pKa degerleri su-asetonitril ikili karigimlarinda tayin
edilmistir. Bu calismada pKa degerleri incelenecek bilesikler, analitik saflikta temin
edilmistir. Bu kromatografik c¢aligmada, organik modifiyer olarak asetonitril
secilmigtir. ACN-su ikili karistminda farkli pH larda bilesiklerin alikonma davranist

incelenmistir.
4.3.1. Standartlarin X TERRA kolonda pKa tayini verileri

Bu tez ¢alismasinda metilparaben, etilparaben ve vanilin i¢in % 17 ACN derisiminde

pH etkisi incelenerek pKa degerleri tayin edilmistir (Sekil 4.15).

e} 0O 0
Q)L H /©)J\OCH3 /O)LOACH;;
HO
HO HO

OCH3;

Vanilin Metilparaben Etilparaben

Sekil 4.15. Standartlarin kimyasal formiilleri

Farkli pH degerlerinde elde edilen kapasite faktorleri, Cizelge 4.1°de ve pH- k iligkisi
Sekil 4.16°da verilmistir.

Cizelge 4.1. X TERRA kolonda standartlarin kapasite faktorleri

pH Vanilin Metilparaben Etilparaben
6,00 2,511 6,711 15,743
6,50 2,368 6,606 15,517
7,00 2,020 6,314 14,880
7,50 1,424 5,676 13,423
8,00 0,841 4,785 11,236
8,50 0,512 4,094 9,400
9,00 0,400 3,730 8,400
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18
15 -+
12 -

k 9 . Seril
6 - Seri2
3 Seri3
0 T T T I 1

5 6 7 8 9 pH 10

Sekil 4.16. Vanillin, metilparaben ve etilparaben i¢in X TERRA kolonda asetonitril:su
ikili karisgtminda (% 17 ACN; v/v) pH —k grafigi

4.3.2. Siilfonamitlerin X Terra kolonda pKa tayini verileri

Yapisinda sulfonil fonksiyonel grubunun amin fonksiyonel grubuna bagli oldugu
sentetik organik bilesikler, siilfonamitler olarak bilinirler. Siilfonamitler, amfoterik
bilesiklerdir ve iyonlagmalar1 iki asamali olarak verilir (Sekil 4.17). Siilfonamitler
farmasotik agidan 6nemli pH araligi olan 4-9 araliginda 2 fonksiyonel grup igerirler.
Yapidaki aromatik amin (HaN(+)-CeH4-SO2-NH-R) yapisinda amin azot atomu proton
tutabilirken amit azotu proton vermektedir. Amin grubundaki iyonlasma pKay ile,
stilfonik asit grubundaki(H2N-C6H4-SO2-NH-R) amit protonun iyonlagmasi pKay ile

ifade edilir.

Sekil 4.17. Siilfonamitler igin iyonlasma davranisi (Babi¢ vd. 2007)

Siilfonamit yapisinda amin grubu primer, sekonder veya tersiyer olabilir. Siilfonamit
grubu bilesiklerin pKa1 degerleri 2-3 araliginda; pKa2 degerleri ise 5-9 araliginda
veriler oldugu bilinmektedir. Siilfonamitler, bulunduklar1 ortamda pH 3’ten kii¢iik
oldugunda, katyonik halde; bilesik pH 3-5 araliginda nétral formda, ve pH 5’ten biiyiik

oldugunda ise anyonik durumdadirlar.
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Bu tezde siilfadimetoksin, siilfakinoksalin, siilfametaksazol, siilfametazin,
stilfametoksipiridazin, siilfadiazin ve siilfatiazoliin siilfonamitlerin yapisinda primer
amin grubu bulunmaktadir. Siibstitiient degisikligi amit grubuna baglh kisimdadir.
Bilesiklerin bu amin grubu ile iliskili pKa1 degerleri, kromatografik verilerde yeterli
degisim goriilmedigi i¢in tayin edilememistir. Calismada secilen siilfonamitlerin pKaz
degerlerinin tayinde X TERRA kolonda ¢alisiimustir. {lgili iyonlasma dengesi asagida
verilmistir (Esitlik 4.1).

R-SO:NHz +Hz20 = R-SO:NH- + HzO* (4.1)

Hacimce % 15 ve % 17 ACN igeren asetonitril su ikili karisimlari ile pKa2 degerlerinin
tayinde elde edilen kromatografik veriler, Cizelge 4.2 - Cizelge 4.8’de ve elde edilen
sigmoidal egriler, Sekil 4.18-Sekil 4.31°de verilmistir.

Siilfodimetoksin yapisinda bulunan iki metoksi grubu nedeniyle bu ilag, bilesikler

icinde kolonda en ¢ok tutunan bilesiklerden biridir.

Cizelge 4.2. Siilfodimetoksin i¢in % 15 ve % 17 ACN ortamlarina ait kromatografik

veriler

pH k k

4,50 11,611 10,008
5,00 11,324 9,798
5,50 10,505 9,190
6,00 8,572 7,686
6,50 5,500 5,075
7,00 2,749 2,472
7,50 1,293 0,980
8,00 0,729 0,378
8,50 0,538 0,171
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Sekil 4.18. Siilfodimetoksin i¢in %15 ve %17 ACN ortamlarina ait pH-k grafigi

Siilfakinoksalin kimyasal yapisinda iki adet alt1 atomlu heterokinoksalin grubu vardir.
Bu bilesigin pKa2 degerinin tayini i¢in kromatografik veriler, Cizelge 4.3’de; pH-k
grafigi, Sekil 4.19°da verilmistir.

Cizelge 4.3. Siilfakinoksalin igin % 15 ve % 17 ACN ortamlarina ait kromatografik

veriler

pH kK k

4,50 14,709 11,506
5,00 13,957 11,009
5,50 12,043 9,700
6,00 8,537 7,127
6,50 4,784 4,089
7,00 2,504 2,080
7,50 1,558 1,206
8,00 1,228 0, 896
8,50 1,120 0,794
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Sekil 4.19. Siilfakinoksalin i¢in % 15 ve % 17 ACN ortamlarina ait pH-k grafigi

Siilfametaksazol yapisinda metil grubu bulunan oksazol grubu vardir. Bu bilesigin
pKaz degerinin tayini i¢in elde edilen kromatografik veriler, Cizelge 4.4’de; pH-k
grafigi, Sekil 4.20°de verilmistir.

Cizelge 4.4. Siilfametaksazol i¢in % 15 ve %17 ACN ortamlarina ait kromatografik

veriler

pH k k

4,50 4,800 3,996
5,00 4,519 3,812
5,50 3,822 3,331
6,00 2,611 2,403
6,50 1,399 1,338
7,00 0,702 0,651
7,50 0,421 0,356
8,00 0,324 0,251
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Sekil 4.20. Siilfametaksazol i¢in % 15 ve % 17 ACN ortamlarina ait pH-k grafigi

Siilfametoksipiridazin 6 nolu pozisyonunda metoksi grubu bulunan piridazin yapisina
sahiptir. Bu bilesik icin kromatografik veriler, Cizelge 4.5’de; pH-k grafigi, Sekil
4.21°de verilmistir.

Cizelge 4.5. Silfametoksipiridazin i¢in % 15 ve % 17 ACN ortamlarina ait
kromatografik veriler

pH k k

55 2,382 2,034
6,0 2,302 1,971
6,5 2,085 1,797
7,0 1,635 1,433
7,5 1,060 0,955
8,0 0,652 0,606
8,5 0,467 0,446
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Sekil 4.21. Siilfametoksipiridazin i¢in % 15 ve % 17 ACN ortamlarina ait pH-k grafigi

Siilfametazin kemoterapétik ilag sinifindadir. Bu bilesigin pKaz degerinin tayini i¢in

isokratik calisma kosulunda elde edilen kromatografik veriler, Cizelge 4.6’da; pH—k

grafigi, Sekil 4.22°de verilmistir.

Cizelge 4.6. Siilfametazin i¢in % 15 ve % 17 ACN ortamlarma ait kromatografik

veriler

pH k k

4,50 2,153 2,032
5,00 2,150 2,030
5,50 2,141 2,022
6,00 2,113 1,999
6,50 2,033 1,929
7,00 1,827 1,748
7,50 1,450 1,398
8,00 1,046 0,998
8,50 0,801 0,741
9,00 0,699 0,631
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Sekil 4.22. Siilfametazin i¢in % 15 ve % 17 ACN ortamlarina ait pH-k grafigi

Siilfadiazin, sulfamerazin ve sulfametazin, tiglii sulfonamit ila¢ olarak bilinen {i¢
stilfonamit ilacindan biridir. Bu bilesigin pKa2 degerinin tayini igin izokratik ¢aligma
kosulunda elde edilen kromatografik veriler, Cizelge 4.7°de, pH —traqj grafigi, Sekil
4.23’de verilmistir. Bu bilesik calisilan bilesikler i¢inde kolonda en az tutunan iki
bilesikten birisidir. Alikonma zamanlar1 6lii zaman i¢in diizeltilmis ve pH-ty aqj iliskisi

incelenmistir.

Cizelge 4.7. Siilfadiazin i¢in % 15 ve %17 ACN ortamlarina ait kromatografik veriler

pH tradj tRadj

4,5 3,930 3,525
5,0 3,876 3,483
55 3,715 3,359
6,0 3,286 3,018
6,5 2,420 2,286
7,0 1,358 1,301
7,5 0,631 0,562
8,0 0,308 0,215
8,5 0,192 0,088
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Sekil 4.23. Siilfadiazin i¢in % 15 ve % 17 ACN ortamlarina ait pH-k grafigi

Siilfatiazol yapisinda tiazol ve siilfonilamit grubu bulunduran polar bir siilfonamit
grubu ilagtir. Bu bilesigin pKa> degerinin tayini i¢in izokratik ¢alisma kosulunda elde
edilen kromatografik veriler, Cizelge 4.8’de ;pH — tradj grafigi, Sekil 4.24’de
verilmistir. Bu bilesik calisilan bilesikler i¢cinde kolonda en az tutunan iki bilesikten
birisidir. Alikonma zamanlari 0lii zaman icin diizeltilmis ve pH-tragj. iliskisi

incelenmistir.

Cizelge 4.8. Siilfatiazol i¢in % 15 ve % 17 ACN ortamlarina ait kromatografik veriler

pH tRadj tRadj
5,0 4,646 3,956
5,5 4,617 3,934
6,0 4,529 3,865
6,5 4,281 3,670
7,0 3,710 3,204
7,5 2,847 2,450
8,0 2,115 1,760
8,5 1,743 1,388
9,0 1,601 1,243
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Sekil 4.24. Siilfatiazol i¢in %15 ve %17 ACN ortamlarina ait pH-k grafigi

Bilindigi gibi bu tezde sudaki pKaz degerlerine gecis amaclanmistir. Bilindigi gibi suda
cozlnlrliigli yeterli olmayan bilesiklerin pKa degerleri, su organik ¢oziicii
karisimlarinda tayin edilmekte ve bu verilerin su ortamina 6zgii pKa degerlerine
geciste kullanilmasi tercih edilmektedir. Bu amagla 6nerilen grafik, Yasuda grafigidir.
Bu yaklagimda x ekseninde calisilan ortama ait dielekrik sabitlerinin 1/deger seklinde
ifade edilmesi yaygin kullanimdir. Ancak yapilan c¢alismalar incelendiginde x
ekseninde su ve calisilan ortama ait dielekrik sabitlerinin 1/deger seklinde ifade
edilmesi ve bu degerler arasinda farkin alinmasi durumunda daha uygun sonug verdigi
ifade edilmektedir. Yasuda ekstrapolasyonu bu sekilde yapildiginda grafigin kesim

noktasi bize bilesiklerin sudaki pKa degerini vermektedir.

Asetonitrilin iki derisiminde elde edilen degerlere Yasuda ekstrapolasyonu
uygulanarak elde edilen veriler, bu bilesiklerin sudaki pKa degerleridir. Grafik
tizerinde verilen lineer fonksiyonun kesim noktasi bu degerleri vermektedir.

Ekstrapolasyon grafikleri, Sekil 4.25-4.31°de verilmistir.
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Sekil 4.25. Siilfadimetoksin i¢in Yasuda ekstrapolasyonu
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Sekil 4.26. Siilfakinoksalin i¢in Yasuda ekstrapolasyonu
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Sekil 4.27. Siilfametaksazol i¢in Yasuda ekstrapolasyonu
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Sekil 4.29. Siilfametoksipiridazin i¢in Yasuda ekstrapolasyonu
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Sekil 4.30. Siilfatiazol i¢in Yasuda ekstrapolasyonu
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Sekil 4.31. Siilfadiazin i¢in Yasuda ekstrapolasyonu
4.3.3. Kinolonlarin pKa tayini verileri

Kinolonlar i¢in pKa degerleri farkli ¢alismalarda yaymlanmustir. Ikiz iyon yapili olan
bu bilesiklerde asidik grup olarak karboksilik asit grubu ve bazik grup olarak genellikle
piperazin halkas1 bulunmaktadir. pKa1 ve pKaz degerleri igin 5-6 araliginda degerler
verilmektedir. Bu degerlerin keton grubu nedeniyle karboksilik asit grubundaki
zayiflamanin sonucu oldugu disiiniilmektedir. Calismalarda kinolonlarin pKa:
degerlerinin yakin oldugu; ancak pKa» degerlerinin farkli oldugu goriilmektedir.
Kinolonlarda pH ¢aligmalar1 (pH 3,2 - 4,5), karboksil grubu i¢in yapildiginda bu pH
degerlerinde karboksilik asit grubunun iyonlasmamis yapida oldugu; bu pH araliginda
piperazin grubunun pozitif yiikli oldugu diistiniilmektedir. Kinolonlarda ikinci
fonksiyonel grubun piperazin halkasi oldugu goriilmektedir. Yapilar arasinda temel
farklilik sadece amin grubunun sekonder veya tersiyer olusu ile ilgilidir. pKa2
degerleri, amin grubunun sekonder veya tersiyer olusuna gore degismektedir (Sekil

4.32).

F-. . ?\ ACQOOH | S ﬁ L0o0 E . ,?xcu.c;
— = X N’ T, ﬂ ,.-ll /1 |I I
. :f R 4 * g ] SN X R’.‘
N ‘N 9.
R H .

Sekil 4.32. Kinolonlar igin iyonlasma davranis1 (Barbosa vd., 1999)
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Bu ¢aligmada pKa degerleri incelenen bilesiklerden biri pefloksasindir (Sekil 4.33).
1979 yilinda sentetik olarak iiretilmistir. 3. jenerasyondadir. ilk fonksiyonel grup

karboksil grubu; ikinci fonksiyonel grup piperazindir. Tersiyer yap1 s6z konusudur.

o O

n

OH

Sekil 4.33. Pefloksasinin kimyasal yapisi

Bu kinolonun iyonlasma semasi ilk iyonlasan fonksiyonel grubun karboksilik asit
grubu oldugunu gostermektedir. Ikinci iyonlasan grup amin grubudur (Sekil 4.34).
Calismada kolon olarak Nucleosil 100 C18 (150x4.6 mm I.D., 5 pm) kolon
kullanilmistir. pH araligi 4-8 olarak belirlenmistir. Bu degerler, kolonun pH calisma
araligmma uygun secilmistir. Bu aralik pefloksasinin pKa: degerinin tayini i¢in

uygundur.

Sekil 4.34. Pefloksasin i¢in iyonlagsma semasi

Bu bilesikle ilgili kromatografik ¢alismada, organik modifiyer olarak asetonitril
secilmigtir. %35, 40 ve 45, v/v, asetonitril (ACN)-su ikili karisiminda farkli pH’larda
pefloksasinin alikonma davranist incelenmistir. Mobil faza 25 mM derisimde olacak
sekilde H3aPO4 eklenmistir. Mobil faz pH’s1, ¢aligmada etkisi incelenmek istenen pH
degerlerine 1 M NaOH’den ilave edilerek ayarlanmistir. Pefloksasin farkli pH’larda
(5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0 ve 7,5) 6l¢iilen kapasite faktorleri belirlenmistir (Cizelge 4.9).
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Cizelge 4.9 . Pefloksasin igin % 35, % 40 ve % 45 ACN derisiminde k verileri

oH % 35 ACN % 40 ACN % 45 ACN
k k k
5,0 0,499 0,368 0,347
55 0,771 0,574 0,502
6,0 1,532 1,156 0,943
6,5 3,254 2,498 1,982
7,0 5,791 4,542 3,622
7,5 7,879 6,287 5,081

Her 3 ortama ait pH- k grafigi karboksilik asitin alikonma davranigina aittir (Sekil
4.35). Veriler, NLREG programinda degerlendirilerek bu bilesigin pKa1 degerleri
hesaplanmistir. Ayrica mobil faz pH degerleri, deneysel alikonma degerleri ve pKa
degerleri  kullanilarak Horvath-Melander yaklagimiyla alikonma degerleri

hesaplanmustir.

10 +

Pefloksasin

0 : 'I‘ — T T 1
4 5 6 7 pH 8

Sekil 4.35. Pefloksasin i¢in 3 farklt ACN derisiminde pH-k iligkisi (%35; %40; %45)

Bu tiir grafikler dogrusal sekilde de ifade edilmektedir (Sekil 4.36)
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Sekil 4.36. Pefloksasin i¢in %35ACN derisiminde pH-k dogrusal iliskisi

Bilindigi gibi suda ¢oziiniirligii yeterli olmayan bilesiklerin pKa degerleri, su organik
¢coziicii karigimlarinda tayin edilmekte ve bu verilerin su ortamina 06zgii pKa
degerlerine geciste kullanilmasi tercih edilmektedir. Bu amagla Onerilen grafik,
Yasuda grafigidir. Bu yaklasimda x ekseninde calisilan ortama ait dielekrik
sabitlerinin 1/deger seklinde ifade edilmesi yaygin kullanimdir. Ancak yapilan
calismalar incelendiginde x ekseninde su ve calisilan ortama ait dielekrik sabitlerinin
1/deger seklinde ifade edilmesi ve bu degerler arasinda farkin alinmasi durumunda
daha uygun sonu¢ verdigi ifade edilmektedir. Yasuda ekstrapolasyonu bu sekilde
yapildiginda grafigin kesim noktas1 bize bilesiklerin sudaki pKa degerini vermektedir.
Farkli asetonitril derisimlerinde pefloksasin icin belirlenen degerler, Yasuda
esitliginde kullanilarak pefloksasin i¢in sudaki degere gegilmistir (Sekil 4.37). Su
ortami i¢in hesaplanan deger 6,675°dir.

6,692 °
= pefloksasin ..
n 0 EEEEEEEE e
7
o e
5 e .
6688 | e
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© y = 4,5852x + 6,6748
- R2=1

6,684

2,50E-03 3,00E-03 3,50E-03 1/)'1/J0 4,00E-03

Sekil 4.37. Pefloksasin i¢in Yasuda grafigi

Enrofloksasin i¢in % 17, 20 ve 25, v/v, asetonitril (ACN)-su ikili karisiminda farkli

pH’larda, Gemini NX kolonda enrofloksasinin alikonma davranisi incelenmistir.
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Mobil faza 25 mM derisimde olacak sekilde H3PO4 eklenmistir. Mobil faz pH’si,
calismada etkisi incelenmek istenen pH degerlerine 1 M NaOH’den ilave edilerek

ayarlanmigtir. Enrofloksasinin olgiilen kapasite faktorleri belirlenmistir. (Cizelge
4.10).

Cizelge 4.10. Enrofloksasin i¢in kapasite faktorii degerleri

pH % 25 % 20 % 17
4,0 0,700 1,674 4,187
4,5 0,722 1,751 4,375
50 0,791 1,986 4,941
55 0,990 2,639 6,479
6,0 1,483 4,097 9,717
6,5 2,319 6,136 13,818
7,0 3,008 7,426 16,058
7,5 2,940 7,055 14,983
8,0 2,163 5,273 11,161
8,5 1,331 3,377 7,166
9,0 0,871 2,305 4,909
9,5 0,690 1,879 4,010

Bilesigin pH ve kapasite faktorii degerleri kullanilarak cizilen sigmoidal grafikleri

Sekil 4.38°de verilmistir.
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Sekil 4.38. Enrofloksasin i¢in pH-k grafigi
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Farkli asetonitril derigimlerinde enrofloksasin igin belirlenen degerler, Yasuda

esitliginde kullanilarak sudaki degere gecilmistir (Sekil 4.39-4.40). Enrofloksasin igin
su ortamindaki pKa1 degeri 5,669; pKa2 degeri 8,01 olarak hesaplanmuistir.

6,40
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[H0)/585) °
620 | e
..... ¢
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........ R?=0,9991
®
6,00
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Sekil 4.39. Enrofloksasin i¢in Yasuda grafikleri
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Sekil 4.40. Enrofloksasin i¢in Yasuda grafikleri

Ofloksasin ig¢in % 17, 20 ve 25, v/v, asetonitril (ACN)-su ikili karisiminda farkli
pH’larda, Gemini NX kolonda ofloksasinin alikonma davranisi incelenmistir. Mobil
faza 25 mM derigsimde olacak sekilde HsPO4 eklenmistir. Mobil faz pH’s1, ¢alismada
etkisi incelenmek istenen pH degerlerine 1 M NaOH’den ilave edilerek ayarlanmistir.

Ofloksasinin 6lgiilen kapasite faktorleri belirlenmistir. (Cizelge 4.11).
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Cizelge 4.11. Ofloksasin icin kapasite faktorii degerleri

pH % 25 % 20 % 17
4,0 0,441 1,010 2,246
4,5 0,452 1,036 2,285
5,0 0,483 1,108 2,390
55 0,562 1,264 2,609
6,0 0,702 1,475 2,884
6,5 0,840 1,623 3,054
7,0 0,893 1,650 3,042
7,5 0,840 1,547 2,807
8,0 0,689 1,306 2,333
8,5 0,519 1,025 1,829
9,0 0,416 0,845 1,528
9,5 0,373 0,768 1,405

Bilesigin pH ve kapasite faktorii degerleri kullanilarak cizilen sigmoidal grafikleri,

Sekil 4.41° de verilmistir.
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Sekil 4.41. Ofloksasin i¢in pH-k grafigi
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Farkl1 asetonitril derisimlerinde ofloksasin i¢in belirlenen degerler, Yasuda esitliginde
kullanilarak sudaki degere gecilmistir (Sekil 4.42-4.43). Ofloksasin igin su
ortamindaki pKa: degeri 5,090; pKa2 degeri 7,935 olarak hesaplanmustir.

6
ofloksasin
pka+{log L [
[H,0]/55,5) ey 2 449,59% + 5,1281
58 | e R?=0,9932
e
5,6 L
0,001 0,0013 0,0016 1/[0-1/00.0019
0
Sekil 4.42. Ofloksasin i¢in Yasuda grafikleri
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Sekil 4.43. Ofloksasin i¢in Yasuda grafikleri
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5. SONUC
Bu tez ¢alismasinda X TERRA kolonda 37 °C’de analizlenen standartlarin farkli pH
degerlerinde elde edilen kapasite faktorii degerleri kullanilarak bilesiklerin pKa

degerleri hesaplanmustir (Cizelge 5.1).

Cizelge 5.1. Standartlarin pKa degerleri

Bilesikler pKa KA Ka-
Vanilin 7,474 (0,001) 2,586 (0,001) 0,326 (0,001)
Metilparaben 7,796 (0,001) 6,759 (0,001) 3,551 (0,001)
Etilparaben 7,857 (0,001) 15,745 (0,001) 7,919 (0,001)

Bu tezde ters faz sivi kromatografik yontem tercih edilmis ve siilfonamitlerin pKaz
degerleri, ACN-su ortami (%15 ve 17 ,v/v) igin X TERRA kolonda 37°C' de elde
edilmis olan pH-alikonma verileri kullanilarak NLREG programi ile hesaplanmaistir.
Ters faz sivi kromatografik yontem, amfoterik tiirlerle calismada makroskopik pKa
degerlerinin belirlenmesi i¢in yaygin sekilde kullanilmaktadir. Bu teknik pI degerlerlni
belirlememizi saglayan tek tekniktir. Suda ¢6ziiniirliigli az olan bilesiklerin
fonksiyonal grup sabitlerinin tayininde su ile her oranda karisan organik ¢oziiciilerin
karisimlar: kullanilir. Bilesiklerin asetonitril-su ikili karisimlarindaki pKa degerlerinin
belirlenebilmesi i¢cin pH-k davranislarinin  incelenmesi gereklidir. Kapasite
faktorlerinin kii¢iik olmasi1 durumunda 6lii zaman igin diizeltilmis alikonma zamanlari
(tragj ) kullanilir. Her 2 kosula pH-alikonma verilerine ait grafikler verilmistir. Bu tiir
grafiklerin sigmoidal oldugu bilinmektedir. Bu ¢alismada buna uygun grafikler elde

edilmistir.

Yapidaki aromatik aminin (H3aN(+)-CsHs-SO2-NH-R) yapisinda amin grubundaki
iyonlagma pKai ile, siilfonik (H2N-CsHs-SO2-NH-R) asit grubunun iyonlagsmasi pKaz
ile ifade edilir. Siilfonamit grubu bilesiklerin pKa1 degerleri 2-3 aralifinda; pKa
degerleri ise 5-9 araliginda veriler oldugu bilinmektedir. Siilfonamitler, bulunduklar
ortamda pH 3’ten kiiciik oldugunda, katyonik halde; bilesik pH 3-5 araliginda notral
formda, ve pH 5’ten biiyiik oldugunda ise anyonik durumdadirlar. Calismada pKa1
degerleri kromatografik verilerde yeterli degisim goriilmedigi i¢in tayin edilmemistir.
siilfametaksazol, siilfametazin,

Siilfadimetoksin, siilfakinoksalin,
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siilfametoksipiridazin, siilfadiazin ve siilfatiazoliin pKa> degerlerinin tayinde X

TERRA kolonda ¢alisilmistir. Hesaplanan veriler, Cizelge 5.2°de verilmistir.

Cizelge 5.2. Calisilan siilfonamitlerin pKa2 verileri

Bilesikler % 15 ACN % 17 ACN

pKa2 kya key- pKa2 kea kea-
Siilfadimetoksin | 6,408(0,001) | 11,749(0,001) | 0,448(0,001) |6,497(0,001) |10,108(0,001) |0,072(0,001)
Siilfametazin 7,557(0,001) | 2,154(0,001) |0,647(0,001) |7,614(0,001) |2,034(0,001) |0,573(0,001)
Siilfametoksi- 7,207(0,001) | 2, 422(0,001) |0,367(0,001) |7,230(0,001) |2,065(0,001) |0,359(0,001)
ggllg;ilerlaksazol 6,000(0,001) [4,943(0,001) |0,277(0,001) |6,116(0,001) |4,088(0,001) |0,201(0,001)
Siilfakinoksalin | 6,024(0,001) | 14,934(0,001) | 1,150(0,001) |6,140(0,001) |11,753(0,001) |0,746(0,001)

PKa2 tRHA tra- PKa2 tRHA tra-
Siilfatiazol 7,361(0,001) | 4,659(0,001) |1,531(0,001) |7,426 (0,001) |3,966(0,001) |1,170(0,001)
Siilfadiazin 6,673(0,001) | 3,955(0,001) |0,136(0,001) |6,754 (0,001) |3,544(0,001) |0,026(0,001)

Cizelge 5.2°de goriildiigii gibi mobil fazda asetonitril miktar1 arttik¢ca analizlenen

bilesiklerin pKaz degerleri artmaktadir.

Calisilan florokinolonlar icin deneysel calismalardan elde edilen veriler dogrusal

olmayan regresyon programinda degerlendirildiginde pefloksasinin pKa1 degerleri

hesaplanmistir. Veriler Cizelge 5.3’de sunulmustur.

Cizelge 5.3. Pefloksasin i¢in pKal degerleri ve ug kapasite faktorleri

ACN pKat keH* ks
derisimi,%v/v

35 6,836(0,001) 0,367(0,001) 9,506(0,001)
40 6,867(0,001) 0,293(0,001) 6,867(0,001)
45 6,901(0,001) 0,272(0,001) 6,294(0,001)

Enrofloksasin ve ofloksasin igin hesaplanan pKa1 ve pKaz verileri, Cizelge 5.4°de;
NLREG programi ile hesaplanan intrinsik kapasite faktorii degerleri, Cizelge 5.5°de

verilmistir.
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Cizelge 5.4. Enrofloksasin ve ofloksasinin pKa1 ve pKaz verileri

Bilesikler %17 ACN %20ACN %25 ACN
pKa1 pKa2 pKa1 pKa2 pKa pKaz
Enrofloksasin 6,143 8,012 6,235 8,015 6,414 8,014
(0,001) (0,001) (0,001) (0,001) (0,001) (0,001)
Ofloksasin 5,666 8,064 5,740 8,146 6,005 8,135
(0,001) (0,001) (0,001) (0,001) (0,001) (0,001)

Cizelge 5.5. Enrofloksasin ve ofloksasinin intrinsik kapasite faktorii degerleri

Bilesikler % 17 ACN % 20ACN % 25 ACN
k+HBAH k+HBA— kpa- k+HBAH k+HBA— kpa- k+HBAH k+HBA— kpa-
Enrofloksasin | 4,043 18,521 | 3,517 1,612 8,752 1,642 0,682 3,667 0,585
(0,001) | (0,001) | (0,001) | (0,001) | (0,001) | (0,001) | (0,001) | (0,001) | (0,001)
Ofloksasin 2,224 3,196 1,336 0,996 1,734 0,723 0,435 0,970 0,345
(0,001) | (0,001) | (0,001) | (0,001) | (0,001) | (0,001) | (0,001) | (0,001) | (0,001)

Calismada lipofilisite tayini i¢in segilen standartlar i¢in hesaplanmis logP degerleri 2

farkl programdan alinmistir (Cizelge 5.6).

Cizelge 5.6. Mannhold logP ve ClogP degerleri

Bilesikler Mannhold logP degerleri ClogP degerleri
Metilparaben 2,01 1,96
Etilparaben 2,12 2,47
Vanillin - 1,29
Asetanilit - 1,16

Standartlara ait Mannhold logP degerleri ve ClogP degerleri esas alinarak
stilfonamitlerin 25°C deki logP degerleri, Esitlik 5.1 ile hesaplanmistir. Literatiirde
mevcut degerlerin ¢ogu bilgisayar programlariyla hesaplanmis degerlerdir. Bu
degerler arasinda belirgin farkliliklar vardir. Bu nedenle deneysel calisma son derece
onemlidir. Literatiirde Deneysel deger olarak siilfometaksazol i¢in logP 1,75 degeri

vardir (Cizelge 5.7).

(log P1—logP; ).tg + t1.log P,— t,.log P,
t1—t;

Log P = (5.1)

96



Cizelge 5.7. Hesaplanan logP verileri

Bilesikler Deneysel degerler Deneysel degerler Mannhold
Mannhold programi
ClogP
Siilfakinoksalin 2,10 2,37 2,23
Siilfadimetoksin 2,07 2,25 1,79
Siilfametaksazol 1,98 1,88 1,79
Siilfametoksipiridazin 1,93 1,76 1,79
Siilfametazin 1,92 1,73 -
Siilfatiazol 191 1,71 1,68
Siilfadiazin 191 1,69 1,79
Enrofloksasin 2,28 3,17 2,78
Ofloksasin 2,10 2,38 2,56

Bir ilag aktif i¢in siklikla logP optimal degerleri 1 ile 3 arasinda olmalidir. Yiiksek
lipofilisite diistik ¢oziiniirlik ve zayif absorpsiyona yol agar. Lipofilisite ¢ok diisiikse,
ilag genellikle zayif ADMET 6zellikleri sergileyecektir. Bu nedenle ilag gelistirmenin

erken asamasinda ilacin iyonlasma ve lipofilisite sabitleri biiytik bir 6neme sahiptir.

HPLC metodu ile standartlar ve analizlenen bilesiklerin kapasite faktorii degerleri ve
iki farkli programdan elde edilen logP degerleri kullanilarak yapilan hesaplamalar
sonucunda elde edilen veriler Mannhold programindan elde edilen degerlerle uyum
icerisindedir ve istenilen optimal logP araligina girmektedir. Calismadan elde edilen
bu veriler, kullanilan bilesiklerin iyonlagsma ve lipofilisite sabitleri ile ilacin ADMET

ozelliklerini tahmin etmede diger ¢alismacilara katki saglayacaktir.
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