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OZET

Glinlimiizde farmasotik etkin maddelerin iyonlagsma davraniglarinin belirlenmesi,
biyoyararlanim, farmakokinetik ve formiilasyon gelistirme ¢alismalar1 agisindan biiyiik
onem tasimaktadir. Ozellikle zayif asidik ve bazik karakterdeki ilag bilesiklerinin
iyonlagma sabiti (pK;) degerleri, ilacin ¢oziiniirliik, stabilite ve biyolojik membranlardan
gecis kapasitesini dogrudan etkileyen kritik parametreler arasinda yer almaktadir. Bu
kapsamda, endotelin reseptor antagonisti grubunda yer alan Ambrisentan, kardiyovaskiiler
hastaliklarda kullanilan lipofilik bir ilag olmas1 nedeniyle iyonlagma davraniginin detayl

olarak incelenmesi gereken bilesiklerden biridir.

Bu tez calismasinda, Ambrisentan bilesiginin pK, degerinin belirlenmesi
amaciyla ters faz yiikksek performanshi sivi kromatografisi (RP-HPLC) yontemi
uygulanmis; ¢Oziniirlik ve iyonlasma davranisinin ¢oziicli sistemindeki degisimlere
bagli olarak incelenebilmesi i¢in farkli asetonitril-su oranlarinda pK, tayinleri
gerceklestirilmistir. Elde edilen veriler, 1/E€—pK, ve Xacn—pK, iliskileri dogrultusunda
degerlendirilerek ve Ambrisentan’in su ortamindaki PK; degerleri belirlenmistir. Bu
caligmadan elde edilen verilerin ve gelistirilen yontemin farmasdétik analizlerde kullanim

potansiyeli gostermesi bakimindan literatiire katki saglayacagi diisiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Ambrisentan, pKa, HPLC.
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ABSTRACT

Nowadays, determining the ionization behavior of pharmaceutical active
substances is of great importance in terms of bioavailability, pharmacokinetics and
formulation development studies. Especially the ionization constant (pK,) values of
weakly acidic and basic drug compounds are among the critical parameters that directly
affect the solubility, stability and permeation capacity of the drug through biological

membranes.

In this thesis, Ambrisentan, which is in the endothelin receptor antagonist group, is
one of the compounds whose ionization behavior should be examined in detail due to
being a lipophilic drug used in cardiovascular diseases. In this study, reverse phase high
performance liquid chromatography (RP-HPLC) method was applied to determine the
pK, value of Ambrisentan compound; pK, determinations were carried out at different
acetonitrile-water ratios in order to examine the solubility and ionization behavior
depending on the changes in the solvent system. The obtained data were evaluated based
on the 1/€&—pK, and Xacn—pK, relationships and the pK, values of Ambrisentan in water
media were determined. It is believed that the data obtained from this study and the
developed method will contribute to the literature by demonstrating potential use in

pharmaceutical analyses.

Keywords: Ambrisentan, pKa, HPLC.
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1 GIRIS

11 Pulmoner Arteriyel Hipertansiyon (PAH) Tanim

Pulmoner arteriyel hipertansiyon (PAH),damarlarin iginden kanin gegisine karsi
gosterdigi direncin artmasi ve damar i¢ duvarlarinda yeniden sekillenme ile meydana
gelen degisiklikler, istirahatte ortalama pulmoner arter basincinin (mPAP) kalbin sag
tarafindaki bosluklara ve akciger damarlarina ince, esnek bir tiip (kateter) yerlestirilerek
yapilan islemle kalbin sag tarafinin ve akciger dolasiminin i¢indeki kan basinglari
Olctliip, kalbin pompalama islevi degerlendirilmesi ile >25 mmHg olarak o6l¢iildiigii,
zamanla katiilesen ve kalp ile damar sistemini giderek daha fazla etkileyen bir hastaliktir
(Gali¢ vd.,2015).

McLaughlin ve arkadaslarina gére PAH, pulmoner kapiller kama basincinin
(kalbin sol tarafindaki dolum basincini dolayli olarak 6lgmek i¢in kullanilan deger)
(PCWP) <15 mmHg ve pulmoner vaskiiler direncin (PVR) (kalbin sag tarafindan
pompalanan kirli kanin akciger atar damarlarindan gegerken karsilastigi zorluk) >3 Wood

birimi (PVR birimi) olmasiyla tanimlanir (McLaughlin vd., 2013).

Thenappan ve arkadaslarina gore ise pulmoner arteriyel hipertansiyon (PAH),
akciger atardamarlarinda kan basincinin yiikselmesiyle ortaya ¢ikan, ileri derecede bir
kalp ve damar hastaligidir. Bu durum, damar duvarlarinda kalinlasma ve damar direncinin

yiikselmesiyle nitelendirilmistir (Thenappan vd., 2018).

Hastalik, nedeni bilinmeyen, kalitsal veya bag dokusu hastaliklari, dogustan gelen
kalp hastaliklar1 gibi altta yatan nedenlerle iliskili olabilir. Tani, klinik degerlendirme ve

damar i¢inden yapilan basing dlgtimleriyle kesinlestirilir (Simonneau vd., 2019).

PAH, bazi1 durumlarda sebepsiz olarak ortaya cikabilir. Bazen de dogustan
gelebilir ki buda kalicidir (Humbert vd., 2022).

Pulmoner arteriyel hipertansiyon (PAH), akciger atardamarlarinda goriilen nadir
fakat ilerleyici bir hastaliktir. Diinya Saghk Orgiiti (WHO) tarafindan Pulmoner
Hipertansiyon’un (PH) 5 grubu arasinda Grup 1 olarak siniflandirilmistir (Gali¢ vd.,
2015). PAH farkli bolgelerde farkli oranlarda yayginlik gostermekle birlikte, genel olarak
PAH'nin bir milyonda 15 ile 50 kisi de goriildiigii tespit edilmistir (Thenappan vd., 2007).
Bir yilda tespit edilen yeni vaka sayilar1 ise yaklagik olarak bir milyonda 2 ile 10 kisi
arasindadir (Hoeper vd., 2006). Bu sayisal veriler bize PAH’ nin nadir hastaliklar arasinda

yer aldigin1 gosterir.



Lakin PAH hastaligin teshisi ¢cogu zaman erken konulmadig: i¢in ve belirtileri
(nefes darligi, yorgunluk, gogilis agris1 gibi) bagka hastaliklarla karistirilabildiginden,
gercek vaka sayisinin bildirilenden daha fazla oldugu diisiiniilmektedir (Gali¢ vd., 2015).
PAH, her yasta goriilebilmekle beraber, daha ¢ok 30 ile 60 yas araligindaki kadinlarda
goriiliir. Hatta kadinlarda erkeklerden yaklasik olarak iki kat daha fazla goriildiigi tespit
edilmistir (Humbert vd., 2006).

PAH, diinyada oldugu gibi Tiirkiye’de de nadir hastaliklar arasinda yer alir.
Tiirkiye'de PAH'nin goriilme sikligi tam olarak bilinmemekle beraber, diinya verilerine
(bir milyonda 15-50 kisi) kiyas edildiginde goriilme sikligi, Tiirkiye niifusuna (Tiirkiye
niifusu yaklasik 85 milyon) oranla 1.200 ile 4.000 arasinda PAH hastast oldugu
sOylenebilir (Thenappan vd., 2007).

Daha somut veriler ise ulusal hasta kayitlar1 ve klinik ¢alismalarla elde edilmistir.
2013 yilinda Kaymaz ve arkadaslari tarafindan yapilan bir galismada, 27 merkezde takip
edilen 1.150 PAH hastasinin verileri analiz edilmistir. Bu hastalarin %72 sine yakini
kadinlardan meydana geldigi ve bu kadin hastalarinin yas ortalamalarinin ise 44 olarak
kayitlara gectigi goriilmiistiir. Bu da diinyada oldugu gibi Tiirkiye’de de taninin genellikle
ileri evrede kondugunu gdstermektedir (Kaymaz vd., 2013).

1.2 Endotelin Reseptor Antagonisti Tlaclar

Endotelin reseptdr antagonistleri (ERA), endotelin hormonunun damar
duvarindaki Endotelin Reseptor Tip A (ETA) ve Endotelin Reseptor Tip B (ETB) olarak
isimlendirilen alicilara baglanmasin1  Onleyerek damarlarin  daralmasini azaltarak
damarlarm genis kalmasma yardimci olurlar ve kan akisini iyilestirirler. Ozellikle
pulmoner arteriyel hipertansiyon (PAH) gibi kanin viicuttaki damarlarda serbestge
dolagmasini engelleyen; daha ¢ok kalp, beyin, bobrekler ve bacaklar gibi organlara yeterli
kan gitmemesine neden olan hastaliklarda tercih edilirler. Endotelin-1 bilesigi, giiglii bir
damar daralticidir. Damar duvarindaki diiz kaslarda bulunan ETA alicilarina baglanarak
damarlarin daralmasina ve kan basincinin yiikselmesine neden olur. Buna karsilik ETB
reseptorleri damarlarin i¢ yiizeyini kaplayan endotel hiicrelerinde yer alir ve endotelin-1
bu reseptorlere baglandiginda nitrik oksit salinimini baglatarak kan basincini azaltir

(Beghetti, M., vd., 2020).

One ¢ikan ERA ilaglar1 arasinda ambrisentan 6nemli bir yer tutar. Ambrisentan

2007’de onaylanmis ve daha secici bir ETA antagonisti olarak one ¢ikmistir. Bu ve buna



benzer ilaglar, yiiksek tansiyon (hipertansiyon), damar sertligi ve kalp yetmezligi gibi
hallerde endotelin sisteminin organize edilmesinde yardimci olarak tedavi maksadiyla

kullanilirlar (Beghetti, M., vd.,2020).

Cizelge 1.1 Endotelin Reseptor Antagonisti Grubu ilaglarin smiflandirilmasini

NO Grup Bilesikler Klinik Kullamim
1. Selektif ETA Reseptor Antagonisti Ambrisentan PAH
Non-Selektif Endotelin Reseptor
2 Antagonistleri (ETA/ETB) Bosentan PAH
3. Selektif ETA Reseptor Antagonisti Sitaxentan PAH (P!yqsadan
cekildi)
Non-Selektif Endotelin Reseptor .
4 Antagonistleri (ETA/ETB) Macitentan PAH
Selektif ETB Reseptor Antagonistleri Deneysel calismalarda
5. BQ-788
(Deneysel) kullaniliyor
Selektif ETB Reseptor Antagonistleri Deneysel caligmalarda
6. BQ-123
(Deneysel) kullaniliyor

1.2.1 Endotelin Reseptor Antagonisti gurubu ila¢larin Tarihgesi

Endotelin reseptor antagonistleri (ERA) grubu ilaglar gesitli gelisimler gosterip
ve belirli asamalardan gegerek giiniimiize kadar olan gelisim siireci soyledir: Endotelin
reseptor antagonistleri (ERA) grubu ilaglarin gelisimi, endotelin sisteminin kesfiyle
baslamis ve ¢esitli asamalardan gegen bir siiregtir. Endotelin-1 (ET-1), kuvvetli bir damar
daraltic1 peptit seklinde ilk olarak 1988 de tanimlanmistir. Ardindan Japonya’da yapilan
calismalarla, bilim insanlar1 bu peptidiendotel hiicrelerinden izole etmis ve damar tonusu
tizerindeki etkilerini detayli bigimde ortaya koymuslardir. Bu gelisme, endotelin
reseptorlerini hedef alan ilaglarin gelistirilmesi i¢in bir temel olusturmustur (Yanagisawa
vd., 2019).

1990’11 yillarin basinda, endotelin reseptor alt tipleri olan ETA ve ETB’nin yapisal
ve fonksiyonel 6zellikleri daha detayli bir sekilde nitelendirilmistir. Ayn1 donemde, bu
reseptorlere ait; genlerin aktif olup olmadigini analiz eden ve protein iireten cDNA dizileri
klonlama asamasina gelmistir. Yapilan ¢alismalar, ETA alicilarinin damar duvarindaki
kas hiicrelerinde damarlarin daralmasina sebep oldugunu, ETB reseptorlerinin ise
damarlarin i¢ ylizeyindeki hiicrelerden nitrik oksit salgilanmasini saglayarak damarlarin
genislemesine yardimei oldugunu ortaya koymustur. Bu ilerlemeler sayesinde, endotelin
hormonunun c¢esitli hastaliklarin olusum ve gelisim siireclerinde 6nemli bir rol
oynayabilecegi lizerinde ¢esitli arastirmalar ve ¢alismalar yapilmaya baslanmistir (Kohan

vd., 2020).



ETA-selektif antagonistler ilk olarak 1993-1994 yillarinda gelistirilmistir. BQ-
123 (peptid yapili) ve FR-139317 gibi maddeler, yapilan laboratuvar ¢alismalarinda
endotelin ETA reseptoriine baglanip etkisini yok ettigi goriilmiistiir. Ote yandan, ETB
reseptOriine has BQ-788 antagonisti anlam kazanmistir. Bu ¢aligsmalar neticesinde ortaya
cikan antagonistler, istenilen neticeyi tam olarak verememis; kan- beyin smirini
gecememeleri sebebiyle tibbi kullanimlarda pek kullanilamamislardir (Sakamoto vd.,

1993).

Ambrisentan, ETA-selektif bir ERA olarak Amerika Birlesik Devletleri Gida ve
Ilag Dairesi (FDA) tarafindan PAH tedavisi i¢in 2007 de onaylanmistir. Ambrisentan,
diger endotelin reseptor antagonisti ilaglarina gore karacigere daha az yan etkisi oldugu
ve karacigerin madde ile etkilesiminin daha diisiik seviyede kaldig1 gértilmiistiir (Hoeper
vd., 2006).

2020’li yillara gelindiginde ERA’lar, PAH tedavisinde vazgecilmezler arasinda
yerini almigtir. Ambrisentanin, bu yillarda tibbi miidahalelerde ¢okga tavsiye edildigi
goriiliir. Ote yandan, goz tansiyonu gibi bazi hastaliklarin tedavisinde ERA’larin
potansiyel kullanimi i¢in ¢aligmalar devam etmekte, fakat peptid yapisinda olmayan
ERA’larin bazi yan etkilerinden dolay1 bu boliimdeki ilerlemelerin yavaslamasina neden
olmaktadir (Kohan vd., 2020).

1.2.2 Endotelin Reseptor Antagonisti grubu ilaclarin etki mekanizmalar:

ERA’larin  temel etki mekanizmasi, ET-1’in reseptorlere baglanmasini
engellemek amaciyla damarlarda olusan olumsuz etkileri azaltmaktir. Mekanizma dort

temel yolla ¢alisir.

Bu etkilerden ilki, damarlarin genislemesini saglayarak kanin daha rahat
dolagmasina yardimci olmasidir. ETA reseptorleri bloke edilince ET-1, damar diiz
kaslarmi uyarmaz ve damar gevsemesi saglanir. Bu durum pulmoner arter basincini

distirtir ve sag kalp tizerindeki yiikii azaltir (Galié vd., 2015).

Ikinci mekanizma hiicrelerin gereksiz yere cogalmasini ve organlarda sertlesmeye
yol acan zararli doku olusumunu engellemesidir. ET-1, damarlardaki kas hiicrelerinin
hem biiyiimesine hem de ¢cogalmasina neden olur. ERA’lar bu etkiyi durdurarak damar
duvar1 kalinlagmasini ve organlarda sert ve sagliksiz dokularin olusmasii engeller

(McLaughlin VV vd., 2006).



[ltihabr azaltict ve kan pihtilasmasini dnleyici etki de iiciincii mekanizma olarak
degerlendirilir. ERA’lar endotelin sisteminin neden oldugu iltihaplanmay1 ve
pihtilagsmay1 da azaltabilir. Bu etki dolaylidir ancak PAH’1n ilerlemesini yavaslatabilir
(Humbert M vd., 2004).

Son mekanizma basamaginda ise endotel fonksiyonlarini diizeltmesidir. ET-1,
endotel disfonksiyonuna neden olur. ERA kullanimi, endotelin dengesini yeniden
saglayarak endotel hiicrelerinin normal g¢alismasina katki saglar. Bu durum damar

biitiinliiglinii ve kan akisini olumlu yonde etkiler (Rubin LJ vd., 1997).

PAH tedavisinde ERA’lar, hastalifin temel nedenlerinden biri olan damar
daralmas1 ve damar yapisindaki bozulmalar1 hedef alarak etkili bir tedavi sunar. Ozellikle
erken donemde baslanirsa hastaligin ilerlemesini yavaslatabilir, semptomlar1 hafifletebilir

ve yasam kalitesini artirabilir (Gali¢ vd., 2015; McLaughlin VV, McGoon MD., 2006).
1.2.3 Endotelin Reseptor Antagonisti (ERA) flaclarin Farmakokinetik Ozellikleri

Endotelin reseptor antagonistleri (ERA’lar), Pulmoner Arteriyel Hipertansiyon
(PAH) tedavisinde sik kullanilan ve endotelin-1’in ETA ve ETB alicilar {izerindeki
etkilerini bloke eden ilaglardir. ERA’larin klinik etkinliklerinin yan1 sira farmakokinetik
ozellikleri de tedavi yonteminin seg¢iminde Onemli bir role sahiptir. Farmakokinetik
ozellik, bir ilacin viicutta nasil emildigi, nasil dagildigi, nasil metabolize edildigi ve nasil

elimine edildigini agiklayan siireci kapsar.
1.2.3.1 Emilim

ERA’lar ¢ogunlukla agiz yoluyla alinan ilaglardir. Emilim hizlar ilaca gore
degisiklik gostermekle beraber bagirsaklardan iyi derecede emilir. Ambrisentan oral yolla
alindiginda ilacin %80’nine yakini kana karigir. Bu emilim de yaklasik olarak 1,5-2 saat
icinde gergeklesir ve kandaki en yiiksek seviyeye (Tmax) ulagir. Bosentan agiz yoluyla
alindiginda emilimi hizlidir; yiiksek seviyede plazma konsantrasyonuna (Tmax) yaklasik
olarak 3-5 saat gibi kisa zamanda %50-%70 seviyesine ulasir. Macitentanin emilimi biraz
yavastir fakat ¢ok etkilidir; kandaki yiiksek seviyeye yaklasik olarak 8 saatte ulasir.
Yiyecekler ERA’larin emiliminde ciddi manada bir degisiklik meydana getirmediginden
ve bu klinik a¢idan ¢ok anlam ifade etmediginden istenilen zamanda, yemeklerden 6nce

ya da sonra alinabilir (Galie vd., 2015).



1.2.3.2 Daghm

ERA’lar yiiksek oranda plazma proteinlerine, 6zellikle kandaki protein olan
albumine baglanir. Ambrisentanin hemen hemen tamamina yakini plazma proteinlerine
baglanir. Oyle ki bu oran %98’in iizerine ¢ikabilir. Diger ERA antagonistlerinden bazilari
olan bosentan ve macitentanin da plazma proteinlerine baglanma oranlar1 yiiksektir. Bu
ozellik, ilacin viicut dokularinda nasil dagildigin1 ve etkisinin ne kadar stirdiigiinii belirler.
Ote yandan beyin kan bariyerini gegme potansiyelleri diisiiktiir; bu nedenden dolay1

merkezi sinir sistemi tizerindeki dogrudan etkileri de diisiiktiir (Vatter & Seifert, 2006).
1.2.3.3 Metabolizma

ERA’lar karacigerde yogun sekilde islenerek metabolize edilir. Burada 6zellikle
ilaglarin ve toksinlerin parcalanmasinda gorevli olan ve karacigerde bulunan sitokrom
P450 enzimleri gbrev alir. Ambrisentan, karacigerdeki glukuronoziltransferaz 1A9
(UGT1A9) ve glukuronoziltransferaz 2B7 (UGT2B7) isimli glukuronidasyon
enzimleriyle metabolize edilir. sitokrom P450 (CYP) enzimleriyle ¢cok az etkilesime
girdiginden, ila¢ etkilesimi riski daha siirlidir. Bosentan, karacigerde sitokrom P450
3.aile, A alt ailesi, 4 numarali iiye (CYP3A4) ve sitokrom P450 2.aile, C alt ailesi 9
numarali iiye (CYP2C9) adli enzimler tarafindan parcalanir. Bu enzimlerin ¢alismasini
hizlandirabilecegi i¢in, diger ilaglarla birlikte kullanildiginda etkilesim riski artabilir.
Macitentan, karacigerde CYP3A4 enzimi tarafindan parcalanir ve ACT-132577 adli aktif

bir metabolite doniisiir. Bu metabolit, ilacin etkisinin daha uzun siirmesini saglar.
1.2.3.4 Atilim

ERA’larin atilm yollar1 da birbirlerine gore farklilik gosterir. Bosentan ve
Macitentan, esas olarak karacigerden safra yoluyla atilirlar. Bosentan yaklagik olarak 6
saat icinde yarisina yakini viicuttan atilir. Macitentan ise yaklasik olarak 15-16 saatte
yarisini viicut disar1 atar. Macitentanin etkisi daha uzu sirelidir. Ambrisentan ise hem
karacigerden safra vasitasiyla hem de bobrekler yardimiyla atilir, ancak bobrekler yoluyla
eliminasyonu daha sinirlidir. Burada viicut ambrisentanin yarisini ortalama olarak 12-13

saatte disar1 atar (Olschewski vd., 2007).
1.2.3.5 Ozel Durumlarda Farmakokinetik

Bobrek yetmezligi olan hastalarda ambrisentan haricindeki ERA’lar ¢ogunlukla
bobreklerden atilmadig igin hafif ve orta dereceli bobrek yetmezliginde doz ayarlamasina

gerek yoktur. Karaciger yetmezligi olan hastalarda ERA’larin ¢ogu karacigerde



metabolize edildiginden, karaciger islev yetersizligi olan hastalarmn bu ilaglar1 daha
dikkatli kullanmalar1 gerekir. Ozellikle bosentan, karacigere zarar verebilme riski tasidig
i¢in hastalarin diizenli karaciger fonksiyon testleri yaptirmalar1 6nem arz etmektedir.
Endotelin reseptor antagonistlerinin farmakokinetik Ozellikleri, tedavi siirecleri ve
giivenligi tizerinde onemli etkilere sahiptir. Her ERA’nin emilim, dagilim, metabolizma
ve eliminasyon siiregleri birbirinden farkli oldugundan, hastanin 6zelliklerine gore ilag
seciminde gdz Oniinde bulundurulmalidir. Ozellikle karaciger fonksiyonlari, ilag
etkilesim potansiyeli ve yar1 Omiir gibi unsurlar, tedavi siireclerinin tasarlanmasinda

belirleyici olmaktadir.
1.3 Ambrisentan

Pulmoner Arteriyel Hipertansiyon (PAH), damarlarla ilgili ilerleyici bir hastalik
olup, sag kalp yetmezligine sebep olabilen ciddi bir durumdur. Endotelin-1 (ET-1) adli
bilesik giiclii bir damar daraltic1 ve bu rahatsizlikta 6nemli bir rol oynadigi bilinmektedir.
Endotelin Reseptor Antagonistleri (ERA) ise bu etken maddeyi hedef alarak hastaligin
tedavisinde 6nemli yer tutmaktadir. Ambrisentan, bu grup icinde ETA reseptorlerine
se¢ici baglanan bir ilag olup, endotelin-1'in damar diiz kas hiicreleri tizerindeki daraltict
ve hiicrelerin ¢cogalmasini engeller. Bu sayede pulmoner arter basinci hafifler, sag kalp

tizerindeki yiik azalir ve hastanin fonksiyonel kapasitesi artar (Gali¢ vd., 2015).

Ambrisentan, Gilead Sciences tarafindan gelistirilmis ve 2007 yilinda Amerika
Birlesik Devletleri'nde FDA tarafindan onaylanmustir. Avrupa Ilag Ajansi1 (EMA)
tarafindan ise 2008 yilinda onaylanmistir. Gelistirilmesi, endotelin sisteminin PAH’daki
roliiniin anlasilmasiyla miimkiin olmustur. Ilk klinik ¢alismalarinda ambrisentan, hem

etkinligi hem de giivenlik profili nedeniyle dikkat ¢ekmistir (Gali¢ vd., 2008).
1.3.1 Ambrisentamin Kimyasal ve Farmasotik Ozellikleri

Ambrisentan’mn kimyasal formiili C.H..N,O.S, molekiil agirlig1 yaklasik 406.49
g/mol’diir. Kristal yapida beyaz toz seklindedir ve agiz yoluyla alinmak iizere tablet
seklinde bulunur. Ambrisentan viicuda alindiktan sonra kana geg¢ip etki gosterebilen kismi
%80’nin tlizerindedir. Plazma proteinlerine baglanma orani da ¢ok yiiksek olup yaklagik
olarak %99 civarindadir. Kandaki en yiiksek plazma diizeyine ulagsma siiresi yaklagik
olarak 1.5-2 saat civaridir. Yar1 6mrii ortalama 12 saattir. Viicut tarafindan islenmesi ve
doniistiiriilmesi karacigerde, daha ¢ok UGT1A9 ve UGT2B7 enzimleriyle olur. Viicut
disina atilimi hem safra hem de idrar yoluyla gerceklesir, ancak bobrekler tarafindan

atilim1 yavagstir (Vatter & Seifert, 2006 ; Lemiere vd., 2014).



Sekil 1.1. Ambrisentan molekiiliiniin kimyasal yapisi

1.3.2 Kilinik Kullanim

Ambrisentan, WHO Grup 1 PAH hastalarinda semptomlar1 azaltmak, fiziksel
kapasiteyi artirmak ve fonksiyonel sinifi iyilestirmek amaciyla kullanilir. Genellikle
giinde bir defa 5 mg veya 10 mg dozlarinda alimir. Karaciger toksisitesi agisindan
ambrisentanin diger ERA'lara gore daha gilivenli bir profil sergilemesi, uzun siireli
kullanimda tercih edilmesini saglamaktadir (Vachiéry et al., 2011 :1938). Avrupa
Kardiyoloji Dernegi (ESC) ve Avrupa Solunum Dernegi (ERS) tarafindan yayimlanan
2022 kilavuzlarinda, ambrisentan birinci basamak oral tedavi segenekleri arasinda

Onerilmektedir. Ancak gebe hastalarda kullanilmamalidir (Humbert vd., 2022).

Ambrisentan, PAH tedavisinde se¢ici ETA uyaricilar1 antagonizmasiyla etkili
olan, biyoyararlanimi oldukga iyi ve giivenligi gérece iyi olan bir ilagtir. Klinik veriler,
hem tek basina hem de kombine tedavilerde etkili oldugunu gdstermektedir. Diger
ERA’lara gore karaciger {izerindeki olumsuz etkileri daha diisiiktiir, bu da onu tercih

edilebilir kilmaktadir.
1.4  Kromatografi

Kromatografi, bir karigimdaki bilesenlerin  ayrilmasi, tanimlanmasi ve
miktarlarinin belirlenmesi amaciyla kullanilan giiclii bir analitik tekniktir. ilk olarak 1906
yilinda Rus botanik¢i Mikhail Tsvet tarafindan bitki pigmentlerinin ayrilmasi icin
gelistirilmis ve bu yonteme de kromatografi adini vermistir. Zamanla bu ydntem

gelistirilmis ve bugiin hem kimya hem de biyoloji alanlarinda vazgecilmez bir analiz



yontemi haline gelmistir (Snyder & Kirkland, 1979).
1.4.1 Kromatografinin Temel Prensibi

Kromatografik tekniklerde iki temel faz bulunur: sabit faz ve hareketli faz.
Karisimdaki bilesenler, bu iki faz arasinda farkli hizlarda hareket ederek ayrilirlar. Bu
ayrim, bilesenlerin sabit ve hareketli fazlara olan iki madde arasindaki ¢ekim giicline gore
gerceklesir (Poole, 2012). Sabit faz genellikle bir kat1 veya sivi tabaka iken, hareketli faz
stvi veya gaz olabilir. Bu duruma gore kromatografi tiirleri de siniflandirilir (Skoog vd.,
2013).

1.4.2 Kromatografi Tiirleri

Kromatografinin birgok alt tiirti vardir. Bunlardan biri olan kagit kromatografisi
ozellikle biyolojik orneklerde pigment analizleri i¢in kullanilir. Filtre kagidi sabit faz
olarak kullanilir. Amino asit ve seker analizinde yaygindir (Block vd., 1958).
Kromatografinin bir diger alt tiirii olan ince tabaka kromatografisi (TLC) kat1 bir destek
tizerinde ince yiizeyine bagska maddeleri ¢geken ve onlari tutan tabaka kullanilir. Genellikle
kalitatif analizlerde tercih edilir. Ilag ve gida analizinde hizli bir yéntemdir (Stahl, 1969).
Gaz kromatografisi (GC) tiirlinde ugucu bilesiklerin analizinde yaygindir. Hareketli faz
olarak, baska maddelerle kimyasal reaksiyona girmeyen bir gaz (genellikle helyum veya
azot) kullanilir (McNair & Miller, 2009). Yiiksek performansli sivi kromatografisi
(HPLC) tiirtinde ise karmasik karigimlarin yiiksek c¢oziiniirliikle ayrilmasini saglar.
Hassas analizler i¢in tercih edilir. Hareketli faz siv1 olup yiiksek basing altinda gonderilir
(Snyder vd., 2010). iyon degisim kromatografisi tiiriinde yiiklii iyonlarm ayrilmasinda
kullanilir. Su aritma ve biyolojik 6rnek analizlerinde énemli yer tutar (Fritz & Gjerde,
2008). Boyut dislama kromatografisi ise molekiil boyutuna gore ayrim yapar (Striegel
vd., 2009).

1.4.3 Uygulama Alanlar:

Kromatografi; ilag gelistirme, cevre analizleri, gida giivenligi, adli tip ve
biyoteknoloji gibi ¢ok ¢esitli alanlarda yaygin olarak kullamlmaktadir. Ozellikle ilaglarin
kesfi, gelistirilmesi, liretimi ve pazarlanmasi, ilag saflig1 ve stabilitesini kontrol etmek i¢in
HPLC kullanimi standart hale gelmistir. Ayrica biyomolekiillerin saflastirilmasinda
molekiilleri boyutlarina goére ayiran ve molekiilleri, sadece tanidigi “anahtar’a

tutunmasina gore ayiran 6zel yontemler kullanilir (Kazakevich & Lobrutto, 2007).



1.4.4 Avantajlarn ve Siirlamalar

Kromatografinin baslica avantaji, ¢cok karmasik karisimlar1 yiiksek hassasiyet ve
dogru bir sekilde ayirabilme 6zelligine sahiptir. Cesitli numune tiirlerine uyarlanabilir.
Ayrica nicel ve nitel analizlere olanak tanir. Ancak cihaz maliyetleri, analiz siiresi ve
teknik uzmanlik ihtiyaci gibi dezavantajlar1 da vardir. Ozellikle GC ve HPLC gibi

sistemlerin kurulumu ve bakimi maliyetli olabilir (Skoog vd., 2013).

Kromatografi, analitik kimyanin vazgegilmez bir aracidir ve tip, biyoloji, kimya,
eczacilik, mithendislik gibi ¢ok ¢esitli bilim alanlarinda kullanilir (Dettmer vd.,2007).
Farkli kromatografi tiirleri, spesifik analizlere gore uyarlanabilir ve yiiksek sicakliklar
sunar (Snyder vd.,2011). Bu teknik, karisimlardaki bilesenlerin ayrilmasi, tanimlanmasi
ve nicel analizinde biiyiik hassasiyet saglar. Ozellikle gaz kromatografisi (GC) ve sivi
kromatografisi (LC), farmasoétik iirlinlerin saflik analizinden g¢evresel numunelerdeki
kirleticilerin tespitine kadar genis bir uygulama yelpazesi sunar (Poole vd., 2012).
Modern kromatografi sistemleri, gelismis dedektorlerle entegre edilerek diisiik
konsantrasyonlardaki maddelerin bile tespitini miimkiin kilar (Niessen vd., 2006). Ayrica,
yontem gelistirme olanaklar1 sayesinde, analiz siiresi kisaltilabilir, ¢oziintirliik artirilabilir
ve tekrarlanabilirlik saglanabilir (Miller vd., 2010). Bu nedenle kromatografi, hem rutin

laboratuvar ¢alismalarinda hem de ileri diizey arastirmalarda kritik bir rol oynamaktadir.
1.45 Kromatografik Yontemlerin Siniflandirilmasi

Kromatografi, bir karisimi olusturan bilesenlerin birbirinden ayrilmasi amaciyla
kullanilan ve ¢ok sayida farkl tiire ayrilabilen bir ayirma yontemidir. Bu yontemler;
kullanilan fazlarin tiirtine, ayrilma mekanizmasina ve uygulama bigimine gore
siiflandirilir. Bu simiflandirma, yontemin hangi amagla ve hangi 6rnek tiirleri i¢in uygun

oldugunu belirlemede biiyiik 6nem tasir (Skoog, Holler & Crouch, 2013).

Faz tiirline gore siniflandirmada kromatografi yontemleri, sabit faz ve hareketli
fazin fiziksel durumuna gore smiflandirilabilir. Gaz—Sivi Kromatografisi (GLC)
yonteminde sabit faz sividir, hareketli faz gazdir. Gaz—Kati Kromatografisi (GSC)
yonteminde sabit faz katidir, hareketli faz gazdir. Sivi—-Sivi Kromatografisi (LLC)
yonteminde her iki faz da sividir. Sivi—Kat1 Kromatografisi (LSC) yonteminde sabit faz
kat1, hareketli faz sividir. Bu ayrim ozellikle gaz kromatografisi (GC) ve yiiksek
performansli sivi kromatografisi (HPLC) sistemlerinin temelini olusturur (Poole, 2012).

Ayirma mekanizmasina gore siiflandirmada kromatografik ayirma yontemleri,
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molekiillerin sabit fazla olan etkilesim tiiriine gore smiflandirilir. Yiizeye tutunma
kromatografisinde bilesenler kat1 sabit fazin ylizeyine tutunur. Dagilma
kromatografisinde bilesenler siv1 sabit faz ile dagilim dengesine girer. Iiyon degisim
kromatografisinde Iyonik bilesikler, yiiklii sabit fazla iyon alisverisi yaparak ayrilir.
Molekiiler elek kromatografisinde molekiiller boyutlarina gore ayrilir; biiyiikk molekiiller
once segilmis olur. Afinite kromatografisinde bir molekiiliin sadece kendine 6zgii olarak
baglanabildigi baska bir molekiille gegici olarak tutulmasini saglayan ayirma yontemidir.
Bu yontemde maddeler, anahtar-kilit uyumu gibi tutunarak ayrilir. Bu mekanizmalar
sayesinde kromatografi, yalnizca kimyasal yapiya degil, ayn1 zamanda biyolojik islevlere

gore de ayirma yapabilmektedir (Kazakevich & Lobrutto, 2007).

Kromatografi, uygulama sekline gore de iki ana gruba ayrilir. Bunlardan ilki kolon
kromatografisidir. Burada sabit faz bir kolon igine doldurulur. Ornek, bu kolondan
hareketli fazla birlikte gecirilir (GC, HPLC). Bir digeri diizlemsel kromatografidir. Sabit
faz diiz bir yiizeye (6rnegin cam plaka, kagit) uygulanir. Hareketli faz yiizey boyunca
yayilir. Bu siniflama, yontemlerin hem laboratuvar diizeyinde hem de endiistriyel 6lgekte

nasil kullanilacagini belirlemede énemlidir (Stahl, 1969).
1.5  Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi ve Prensipleri

Yiiksek performanslt sivi kromatografi (HPLC), analitik kimya alaninda
bilesenlerin ayristirilmasi, tanimlanmasi ve miktarinim belirlenmesi amaciyla kullanilan
giiclii bir analiz yontemidir. Sivi kromatografi prensiplerine dayanan HPLC, yiiksek
hassasiyet, dogruluk ve tekrarlanabilirlik gibi avantajlar sunar. Bu nedenle 6zellikle
karmasik karisimlarin analizinde tercih edilen bir yontemdir. Kimya, biyokimya, ilag
bilimi, ¢evre bilimi ve gida bilimi gibi birgok alanda yaygin olarak kullanilmaktadir

(Giiglii, 2015).

HPLC yontemi, bir karigimin bilesenlerini ayirmak i¢in bir sabit faz (genellikle
bir kolon igindeki kat1 bir malzeme) ve bir hareketli faz (siv1 ¢6ziicti) kullanir. Analitler,
hareketli faz ile birlikte kolon boyunca ilerlerken sabit faz ile farkl etkilesimlere girer.
Bu etkilesimler, bilesenlerin kimyasal ve fiziksel 6zelliklerine bagli olarak farkli hizlarda
ilerlemesine neden olur ve bdylece bilesenler kolonda ayrisarak dedektor tarafindan tespit
edilir.

Hareketli faz, ornek bilesenlerini kolonda tasiyan sivi fazdir. Genellikle su,

metanol, asetonitril veya bu ¢oziiciilerin karigimlar kullanilir. Hareketli fazin pH degeri,
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polaritesi ve iyonik kuvveti, ayrilmanin basarisimm dogrudan etkileyen Onemli
parametrelerdir. Ters faz HPLC sistemlerinde hareketli faz genellikle daha polar 6zellikte
bir ¢oziiclidiir ve bu durum apolar bilesenlerin kolondan daha ge¢ eliie olmasina neden

olur (Snyder vd., 2013).

Sabit faz ise HPLC kolonunun i¢inde bulunan ve ayrimi gerceklestiren yiizeydir.
Genellikle silika bazli partikiiller tizerine baglanmis fonksiyonel gruplardan olusur. Ters
faz (RP-HPLC) sistemlerinde, oktadesilsilan (C18) ve oktilsilan (C8) gibi uzun zincirli
alkil gruplar tercih edilir. Sabit fazin yiizey alani, partikiil boyutu ve gozenek yapisi,
ayrim kapasitesini belirleyen temel faktorlerdir (Niessen vd., 2006).

HPLC sistemleri birka¢ temel bilesenden olusur. Bunlar arasinda hareketli fazi
sabit bir akis hiziyla kolona gonderen pompa, 6rnek karisimini kolona enjekte eden
enjeksiyon sistemi, bilesenleri algilayarak sinyal tireten dedektorler ve bu sinyalleri
isleyerek kromatogram olusturan veri sistemi yer alir. En sik kullanilan dedektorler
UV/Vis dedektorleridir. Bununla birlikte floresans, kiitle spektrometre (MS), kirilma
indisi (RI) gibi farkli dedektor tiirleri de uygulama alanma gore tercih edilmektedir
(Dettmer vd.,2007). Dedektor secimi, analiz edilen bilesigin fiziksel ve kimyasal

ozelliklerine uygun sekilde yapilmalidir.

Ters faz HPLC, en yaygin kullanilan kromatografik moddur ve temel olarak
hidrofobik etkilesimlere dayanir. Sabit faz olarak hidrofobik ozellikteki maddeler
kullanilirken, hareketli faz daha polar 6zellik gosterir. Kullanilan ¢oziiciiler genellikle su
ve organik coziicii karigimlaridir. Sistematik ve dogru bir sekilde yiiriitilen HPLC
analizleri, yiiksek ¢oziiniirliik, kisa analiz siiresi ve tekrarlanabilir sonuglar saglar (Miller
vd.,2010).

Yiiksek performans sivi kromatografisi, modern analitik kimyanin temel
tekniklerinden biri olarak, ozellikle kompleks karigimlarin bilesenlerinin ayrilmasi,
tanimlanmasi ve miktar tayini agisindan bilyiikk 6nem tasir. Bu yontemde kullanilan temel
kavramlarin anlasilmasi, analizlerin dogru ve giivenilir bir sekilde gerceklestirilmesi

acisindan hayati 6nem tagimaktadir.
1.5.1 HPLC’de Kullanilan Temel Kavramlar ve flgili Formiiller

Alikonma siiresi, bir bilesigin kolondan dedektore ulagsmasi igin gegen zamandir
ve tr sembolil ile gosterilir. Her bilesigin kolondaki etkilesimine gore farkli bir tr degeri

vardir. Bu siire, sabit ve tasiyici faz arasindaki etkilesimin bir sonucudur ve analiz edilen
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bilesenin tanimlanmasinda kullanilir (Dettmer vd.,2007).

Kromatogram iizerinde elde edilen her pik, bir bilesigi temsil eder. Pik alani,
genellikle bilesigin miktartyla dogru orantilidir. Kalitatif analizlerde tepe yiiksekligi de
kullanilabilir, ancak kantitatif analizlerde daha giivenilir sonuglar i¢in tepe alani tercih
edilir (Miller vd.,2010).

Kolonun ayirma giicii, teorik plaka sayisi (N) ile ifade edilir. Yiiksek teorik plaka
sayis1 (HETP), daha iyi ¢6ziiniirliik anlamina gelir. Kolonun ayirma giicii; teorik plaka
sayisi, pik genisligi(W) ve alikonma siiresine bagli olarak hesaplanir (Cizelge 1.2) (Poole
vd.,2013).

Ayirma faktorii (o), iki bilesigin alikonma siirelerinin orani olup, ayrimin ne

kadar etkili oldugunu gosterir. a.> 1 oldugunda bilesenler birbirinden ayrilmis demektir.

Segicilik ise sabit fazin, analiz edilen bilesiklerle olan 6zgiil etkilesim kabiliyetini
ifade eder (Snyder vd., 2011).

Iki pik arasindaki ¢dziiniirliik, analizin dogrulugu acisindan 6nemlidir. Rs > 1.5
oldugunda iki bilesik tam olarak ayrilmis sayilir. Coziiniirliik, teorik plaka sayisi, ayirma
faktorii ve kapasite faktorii gibi parametrelerden etkilenir (Cizelge 1-2) (Niessen vd.,
2006).

Cizelge 1.2. HPLC de Kullanilan Temel Kavramlar ve ilgili Formiiller

Kavram Simgesi Aciklama Formiil
Alikonma Siiresi tR Blleslgl..n kolondan ge¢Ip -
dedektore ulasma siiresi
) Tutunmayan maddenin
Olii Zaman t dedektore ulasma siiresi —
(tutunmayan madde siiresi)
. - . Bilesigin sabit faza kars1 ne e
Kapasite Faktorii K kadar tutuldugunu gosterir K' = (t: - to) / to
Ayrilma TP
Faktorii A | blfi%;labgiggl'”de” 0=k /K (0> 1)
(Segicilik) Y
e Iki pik arasindaki ayrim _
Coziintirlik R kalitesi Ry=2(tiz - tr) [ (W1 + W2)
Kolonun ayirma giictinii _ ) _
Teorik Plaka Sayisi N gosterir (wi/2: Pik yar1 N= 156(52(/:‘;) V/eglza N
yiiksekligindeki genislik) DLW
Kolon verimliliginin
Plaka Yiiksekligi degerlendirilmesinde
(Verimlilik) HETP kullanilir (L: Kolon HETP=L/N
uzunlugu)
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1.6 Su-Organik Coziicii Karisimlarinda pH

Yiiksek performans sivi kromatografisi (HPLC) uygulamalarinda mobil faz olarak
siklikla su-organik ¢oziicii karigimlart kullanilir. Bu ¢6ziicli sistemlerinde pH kavrami,
yalnizca sulu sistemlerdeki tanimiyla sinirli kalmayip, ¢ozeltinin bilesimi ve iyonlagsma
davranis1 agisindan daha karmasik bir hale gelir. Ciinkii organik ¢oziiciiler, suya goére
farkli dielektrik sabitlere, iyonlagma sabitlerine ve asit-baz etkilesimlerine sahiptir

(Rubinson vd., 2000).

Klasik pH tanimi, sulu ¢ozeltilerdeki H* iyonu aktivitesinin negatif logaritmasi
olarak verilir. Ancak HPLC’de kullanilan mobil fazlar genellikle su-metanol, su-
asetonitril veya su-THF gibi karisimlardir. Bu ortamlar, iyonlasmay1 etkileyen faktorler

nedeniyle etkin pH ile ger¢ek pH arasinda farklara yol agabilir (Snyder vd., 2011).

Organik coziicliler, ortamin dielektrik sabitini diigiirerek zayif asitlerin veya
bazlarin iyonlasmasim azaltabilir. Ormegin, metanol veya asetonitril varliginda asetik asit
gibi zayif asitler daha az iyonlasir. Bu da ¢ozeltinin Olgiilen pH'!min gercek iyonik

oOzelliklerini tam olarak yansitmasini engeller (Poole vd., 2013).

Su-organik c¢oziicii karigimlarinda pH o6lgiimii, geleneksel pH metrelerle
yapilabilir ancak bu ol¢imler mutlak degil, gorecelidir. Elektrotlar, 6zellikle organik
¢oziicii oram yliksek c¢ozeltilerde dogru calismayabilir. Bunun temel nedeni, cam
elektrotlarin yalnmizca su ortaminda kalibre edilmis olmasidir. Bu nedenle 6lgiilen pH

degeri genellikle "goreli pH" olarak ifade edilir (Bakshi, M., & Singh, 2002).

Bu tiir ortamlarda pH 6l¢timleri yapilirken bazi 6nlemler alinmalidir. Kalibrasyon,
¢dziicii igeren benzer tamponlarla yapilmalidir. Olgiim icin diisiik oranda organik ¢dziicii
(%20-30) igeren tamponlar tercih edilmelidir. Ideal olarak, pH sulu ¢dzeltide ayarlanmali

ve ardindan organik ¢oziicii eklenmelidir (ICH Q2(R1) Guidelines, 2005).

Metanol ve asetonitril gibi organik ¢oziiciiler yalnizca pH’1 degil, ayn1 zamanda
cozeltideki asit-baz ¢iftlerinin pK, degerlerini de etkiler. Ornegin, asetik asidin pK, degeri
suda 4.75 iken, %50 metanol igeren bir ortamda bu deger yaklasik 5.3’e kadar ¢ikabilir.
Bu kayma, iyonlagsma dengesini degistirerek HPLC'de pik sekli ve retansiyon siiresini
etkileyebilir (Snyder vd., 2011). Ayrica, organik ¢oziicli oran arttikga tampon kapasitesi
azalir. pH degisimlerine karsi tamponlama giicii zayiflar. Sabit pH saglamak daha zor hale
gelir (Poole vd., 2013).
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1.7 Su-Organik Céziicii ikili Karisimlarinda pKa Tayini

Zayif asit ve bazlarin iyonlagsma Ozelliklerinin belirlenmesinde pKa degeri,
¢ozeltinin iyonik yapisin1 anlamak agisindan temel bir parametredir. pKa, bir maddenin
¢Ozeltide ne kadar iyonlastigini, dolayisiyla ne kadar giiclii bir asit veya baz oldugunu
gosterir. Bu deger, ¢cogunlukla sulu ¢ozeltilerde belirlenmesine ragmen, bir¢ok analitik ve
farmasotik uygulamada maddeler su—organik ¢6ziicii karigimlarinda ¢6ziiniir. Bu nedenle,

bu tiir ikili ¢oziicii sistemlerinde pKa tayini biiyiikk 6nem tasir (Avdeef vd., 2012).

Organik ¢oziiciiler (6rnegin metanol, etanol, asetonitril veya dimetilformamid
gibi), suyla karistiginda ¢ozeltinin dielektrik sabitini, viskozitesini ve hidrojen bag
kapasitesini degistirir. Bu durum, ¢ozeltideki asit-baz ciftlerinin iyonlagsma dengesini
etkileyerek, pK, degerlerinde kaymalara neden olur. Ozellikle diisiik dielektrik sabite
sahip ¢oziiciiler, iyonlarin stabilize edilmesini zorlastirarak iyonlasmay1 baskilar; bu da

pKy'nin daha yiiksek goriinmesine neden olur (Rubinson vd., 2000).

Organik coziiclinlin tiirli ve miktar arttikca pKa degerleri genellikle yiikselir.
Ornegin, asetik asidin pKa’s1 suda 4.75 iken, %50 metanol igeren bir karisimda bu deger
yaklasik 5.3 olabilir (Poole vd., 2013). Bunun nedeni, metanoliin suya gére daha az polar
olmasi ve iyonik tiirleri daha az stabilize etmesidir. Ayrica, organik ¢oziiciiler ¢oziiclii—
¢oziinen etkilesimlerini degistirerek hem iyonlagsma hem de ¢oziintirliik iizerinde etkili
olur. Bu, oOzellikle zayif asitler ve zayif bazlar i¢in pKa tayininde goz Oniinde

bulundurulmalidir (Rafols, C., & Bosch, E. 2012).

1.8  Ortamn Asitlik Derecesi (pH) ile Asidin asitlik sabitinin negatif logaritmasi
(pKa) Tliskisi

Ikili ¢oziicii karisimlarinda pK,—pH iliskisi, klasik Henderson-Hasselbalch
denklemi ile agiklanabilir. Bu denklem asit-baz dengesinde ¢ozelti pH’1n1 hesaplamak
icin kullanilan basit ama ¢ok 6nemli bir denklemdir. Ancak bu denklem organik
coziicliler eklendiginde bazi diizeltmelere ihtiya¢ duyar. Ciinkii iyonlagsma davranisi
sadece H* konsantrasyonuna degil, ¢6zeltinin ¢6zgen karakterine de baglidir. Bu nedenle
su—organik ¢oziicli karisimlarinda yapilan pK, 6l¢timlerinde; elektrot tipi ve kalibrasyonu
dikkatle secilmeli, tampon kapasitesi ve iyon kuvveti kontrol altinda tutulmali, ¢oziicii

oran1 mutlaka raporlanmalidir (Albert, A., & Serjeant vd., 1984).
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Henderson-Hasselbalch denklemi:

pH = pKa + log(%)

Burada:
pH: Cozeltinin asitlik derecesi
pK,: Asidin iyonlagma sabitinin negatif logaritmasi
[A7]: Asidin konjuge baz formunun derigimi
[HA]: Asidin zayif asit formunun derisimi
19  pKaTayini Yontemleri

Ikili ~¢bziicii ortamlarinda pK, tayini cesitli analitik yontemlerle
gerceklestirilebilir. Burada yaygin olarak kullanilan yontemlerden olan potansiyometrik
titrasyon yonteminde pH metre ile yapilan titrasyonlar, su-organik karisimlarda en sik
kullanilan yontemdir. Ancak, pH elektrotlarinin dogrulugu ¢oziicii tiiriine bagl olarak
degisebilir. Bu nedenle dl¢im yapilacak ortamda kalibrasyon yapilmasi 6nerilir (Perrin
vd., 1981).

Spektrofotometrik yontemlerde asidik ve bazik tiirlerin ultraviyole (UV) 151811
farkli sekilde sogurmasi, bu tiirlerin ayirt edilmesinde veya analizinde kullanilabilir. Su-
organik ¢oziicii ortamlarinda bu farklar daha belirgin hale gelebilir (Avdeef vd., 1993).

Niikleer manyetik rezonans (NMR) spektroskopi, maddelerin 151k veya
elektromanyetik dalgalar ile olan etkilesimlerini inceler. Maddenin iizerine UV 1sinlari,
radyo dalgalari gibi elektromanyetik 1sinlar gonderildiginde bu maddenin 111 nasil
emdigini, nasil yaydigim ve nasil kirdigini inceleyerek madde hakkinda bize bilgi Verir.
pK, tayini i¢in oldukca hassas bir tekniktir ve o6zellikle ¢oziiniirliigiin diisik oldugu
durumlarda tercih edilebilir (Avdeef vd., 1993).

Kapiler elektroforez (CE), iyonik tiirlerin elektriksel alan altinda ayrilmasini
saglayan bir ayirma teknigidir. Bu yontemde maddelerin elektroforetik hareketliligi,
¢ozeltinin pH degerine bagh olarak degisir. Ozellikle asidik ya da bazik gruplar iceren
molekiiller, pH degistikce farkli iyonlagsma formlarina geger ve bu uygulanan elektriksel
alan altinda hizlarini etkiler. Bu durumdan yararlanilarak pK, tayini yapilabilir. CE ile
pK, tayini yapilirken, farkli pH'lara sahip tampon ¢ozeltileri hazirlanir ve bu ¢ozeltilerde

bulunan analit maddenin, uygulanan elektriksel alan altinda ne kadar hizli hareket ettigi
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oOlgiiliir. Mobilite ile pH arasinda bir grafik gizilerek, egrinin doniim noktasi pK, degerine
karsilik gelir. Bu yontem 6zellikle ¢ok az miktarda 6rnekle ¢alisilmas: gereken durumlar
icin idealdir. Yiiksek ayirma giicline sahip olmast ve hizli sonu¢ vermesi Onemli
avantajlar1 arasindadir. Ancak CE yontemi 6zel cihaz ve uzmanlik gerektirir. Ayrica,

iyonik olmayan bilesiklerde kullanimi sinirhidir (Rafols vd., 2012).

Iletkenlik titrasyonu, ¢ozeltideki iyon derisimi degisimlerine dayali olarak pK,
tayini yapilmasina olanak tanir. Bir asit ya da baz igeren ¢ozeltinin kuvvetli baz veya
asitle titrasyonu sirasinda, iyon sayisinda ve tiirlinde meydana gelen degisimler ¢ozelti
iletkenligini etkiler. Bu iletkenlik degisimleri, uygun elektrotlarla kayit altina alinir.
Titrasyon grafigi, iletkenlik ile titrant hacmi (veya pH) arasindaki iligskiyi gosterir.
Egrideki kirtlma noktalari, asidik ya da bazik tiirlerin notralizasyon noktalarini belirler.
Bu noktalarin analiziyle pK; degeri hesaplanabilir. Yontem, iyonik bilesiklerin analizinde
oldukca kullanishidir ve 6zel dedektorlere gerek kalmadan uygulanabilir. Ancak, zayif
iyonlagan maddelerde hassasiyeti disiiktiir ve sicaklik gibi c¢evresel faktdrler sonucu

etkileyebilir (Perrin vd., 1981).

Glinlimiizde yayginlasan bilgisayar destekli yontemlerle yapilan hesaplamalar,
molekiillerin yapisal Ozelliklerinden yararlanarak pK, tahmini yapilmasini miimkiin
kilar. Bu yontemler, molekiillerin ticboyutlu yapilari, elektron yogunlugu dagilimi, dipol
momentleri gibi kuantum kimyasal verileri dikkate alarak hesaplamalar yapar. Ozellikle
yeni ilag adaylarmin ©On taramasinda kullanilan bu yontem, deneysel c¢alisma
gerektirmeden c¢ok sayida bilesigin degerlendirilmesine olanak tanir. Yazilimlar
genellikle deneysel verilere dayali veri tabanlariyla desteklenir. Avantajlar1 arasinda hizli
sonu¢ verme, zaman ve maliyet tasarrufu yer alir. Ancak, sonuglar deneysel verilerle
mutlaka karsilastirilmali ve dogrulanmalidir. Ciinkii teorik modeller gercek ¢ozeltideki
tim etkilesimleri her zaman tam olarak yansitamayabilir (Avdeef vd., 2012).
HPLC yonteminde pK, tayini esas olarak bilesigin hareketli fazdaki iyonlasma durumuna
bagli olarak sabit fazla etkilesiminin degismesine dayanir. Hareketli fazin pH’s1
degistirildiginde, analit molekiiliiniin iyonik durumu degisir ve bu durum, sabit fazla olan
etkilesimi etkileyerek alikonma siiresinde kaymalara neden olur. Bu alikonma stiresindeki
degisiklikler kullanilarak, bilesigin pK, degeri dolayli olarak hesaplanabilir (Wiese vd.,
2002). Bu yontemin uygulanmasinda en yaygin yaklasim, pH'ya bagli alikonma siiresi
egrileri olusturarak egrinin doniim noktasini belirlemektir. Bu doniim noktas: genellikle

bilesigin pK, degerine karsilik gelir. Bu yaklasim hem zayif asitler hem de zayif bazlar
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icin uygulanabilir (Poole vd.,2003).

S1vi kromatografi ile pK, tayini yapilirken genellikle ters faz kolonlar (6rnegin
C18 kolonlar) kullanilir. Hareketli faz olarak ise su ve organik ¢6ziicli (metanol veya
asetonitril gibi) karigimlar1 kullanilir. pH ayar1 i¢in uygun tampon sistemleri (6rnegin

asetat, fosfat veya sitrat tamponlari) tercih edilir (Snyder vd., 2010).

Ayrica, HPLC’nin pK, tayininde kullanimi, 6zellikle zayif suda ¢oziliniir
bilesiklerin analizi agisindan biiyiik avantaj saglar. Suda ¢oziiniirliigi diisiik olan ilag
adaylari, organik ¢oziiciilerle desteklenmis mobil fazlarda analiz edilerek daha giivenilir
sonuclar elde edilebilir. Bu da yontemi farmasotik analizler i¢in olduk¢a uygun hale

getirir (Bosch vd.,1998).

Siv1 kromatografi ile pK, tayini ayrica otomasyona uygunluk, c¢oklu bilesik
analizi, yiiksek tekrarlanabilirlik gibi 6nemli avantajlar sunar. Bununla birlikte, yontemin
dezavantajlar1 arasinda, pH stabilitesi diisiikk olan mobil fazlarin zamanla degisebilmesi

ve kolonun pH tolerans araligina dikkat edilmesi gerekliligi yer alir (Carr vd., 1996).

Sonug¢ olarak, sivi kromatografi yontemiyle pK, tayini, o6zellikle modern
farmasotik analizlerde gilivenilir, hassas ve hizli bir alternatif yontem olarak oOne
cikmaktadir. Bu yontem, analitlerin iyonlasma davranisini etkileyen bir¢cok faktorii es
zamanli degerlendirebildigi icin, yalmizca pK, belirlemekle kalmaz, ayni zamanda
madde—faz etkilesimleri hakkinda da dnemli bilgiler saglar. Bu tiir pK, tayinleri, dzellikle
ilag gelistirme, farmasotik formiilasyonlar, biyoanalitik yontemler ve gevresel analizler
gibi birgok alanda kritik 6neme sahiptir. Ciinkii bu ortamlarda calisan bilesiklerin
¢Oziinlirliigli, absorpsiyonu ve biyoyararlanimi gibi 6zellikleri dogrudan iyonlasma
ozelliklerine baglhidir (Avdeef vd., 2012). Su—organik ¢oziicii karisimlarinda pK, tayini,
klasik sulu ¢ozelti pK, analizine kiyasla daha karmasik ama bir o kadar da 6nemlidir.
Organik ¢oziiciiler, hem ¢ozeltinin fiziksel-kimyasal 6zelliklerini hem de iyonlasma
dengesini degistirerek pK, tizerinde belirgin etkiler gosterir. Bu nedenle dogru yontem
secimi, ¢ozilicii oraninin kontrolii ve uygun 6l¢iim tekniklerinin kullanilmasi, glivenilir

pK; tayini i¢in temel gerekliliklerdir.
1.10 Literatiir Ozetleri

Ambrisentan, endotelin A reseptdriinii se¢ici olarak durduran oral bir ilagtir ve

pulmoner arteriyel hipertansiyon (PAH) tedavisinde kullanilmak {izere gelistirilmistir.
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Gelistirilmesinden giiniimiize kadar olan siiregte bir¢ok bilimsel ve diizenleyici asamadan
gecerek pazarlanmistir. Ambrisentan, ilk olarak Abbott Laboratories tarafindan
kesfedilmis ve daha sonra 2000 yilinda Myogen firmasina PAH tedavisi igin
lisanslanmistir. Myogen, 2006 yilinda Gilead Sciences tarafindan satin alinmistir. Ayrica

GlaxoSmithKline, bazi1 bolgelerde ilacin pazarlama haklarini elde etmistir (Gilead, 2006).

Ambrisentan’in etkili ve giivenli bir ilag oldugu, ARIES-1 ve ARIES-2 isimli iki
ayr1 Faz III klinik ¢alismada kanitlanmistir. Bu caligmalar, hem hastalarin hem de
arastirmacilarin hangi tedaviyi aldigini bilmedigi (¢ift kor) ve bazi hastalara sahte ilag
(plasebo) verilerek yapilan kontrollii arastirmalarda kanitlanmistir. Gilead, 2006 yilinda
FDA’ye yeni ilag bagvurusunda bulunmus ve ilag 2007 yilinda 6ncelikli inceleme statiisii
ile degerlendirildikten sonra Haziran 2007°de onay almistir (U.S. FDA, NDA 022081,
Letairis Approval, 2007).

Avrupa Ilag Ajanst1 (EMA), Nisan 2008’de Ambrisentan’1t onaylamistir.
Japonya’da ise PMDA tarafindan yiiriitiilen degerlendirme siireglerinin ardindan 2010 y1li
itibariyla pazara girisi gergeklesmistir (European Medicines Agency (EMA), EPAR
Summary for Letairis, 2008).

2019 yilinda FDA, etkin maddeyi, ayn1 dozaj formunda, ayni etki giiclinde ve ayni
uygulama yoluyla igeren ambrisentan formiilasyonunu onaylamistir. Ayn1 zamanda, ilacin
potansiyel yan etkilerine kars1 Risk Azaltma Stratejileri (REMS) uygulamaya alinmigtir.
Bu gelisme, ilacin daha genis bir hasta grubuna ulagmasini saglamis ve tedaviye erigimi

kolaylastirmistir (U.S. FDA, Generic Drug Approvals for Ambrisentan, 2019).

Ambrisentan, zaman iginde yalniz basina veya tadalafil gibi diger PAH ilaglariyla
kombine sekilde kullanilmaya baslanmistir. Yapilan ¢alismalar, kombinasyon tedavisinin
etkinligini artirabilecegini ve yagam kalitesini iyilestirebilecegini gostermistir (Galie vd.,
2015).

Ambrisentan, endotelin A (ETA) reseptorlerine cok giiglii bir sekilde baglanma
istegi gosteren ve 6zellikle pulmoner arteriyel hipertansiyon (PAH) tedavisinde kullanilan
bir ilagtir. ilaglarin ne kadar etkili, giivenli ve kaliteli oldugunu belirleyebilmek icin
miktarlarinin dogru bir sekilde dlciilmesi yani kantitatif analizlerin yapilmasi oldukca
onemlidir. Bu baglamda ambrisentanin tayini i¢in ¢esitli analitik yontemler gelistirilmistir.
En yaygin kullanilan yontemlerin basinda yiiksek performansl sivi kromatografi (HPLC)
gelmektedir.
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HPLC yontemi, ambrisentanin tayininde en ¢ok tercih edilen yontemlerden biridir.
Bu yontemde genellikle ters faz (RP-HPLC) sistemler tercih edilir. C18 kolonlar yaygin
olarak kullanilir ve hareketli faz olarak genellikle asidik pH’ta hazirlanmis su— organik
¢oziicii (metanol veya asetonitril) karisimlart kullanilir. Ambrisentanin analitik tayini
sirasinda, UV dedektdrler kullanilarak 245-260 nm dalga boyu arali§inda maksimum 151k

sogurma gosterdigi icin bu 0zellikten yararlanilarak miktar tayini gergeklestirilir.

Ayrica HPLC yontemi, sadece saf etkin madde analizinde degil, formiilasyon
iiriinlerinin kontroliinde, stabilite ¢alismalarinda ve farmakokinetik analizlerde de yaygin
sekilde kullanilmaktadir.  Validasyon parametreleri (dogrusallik, hassasiyet,

tekrarlanabilirlik, 6zgiilliik) a¢isindan oldukga gilivenilir sonuglar verir (Ravi vd., 2013).

Ambrisentanin biyolojik Orneklerdeki (plazma, serum, idrar gibi) miktarmin
dogru ve hassas sekilde belirlenmesi amaciyla siklikla sivi kromatografi ile kiitle
spektrometrisinin birlikte kullanildig1r sivi kromatografi-tandem kiitle spektrometrisi
(LC-MS/MS) yontemi tercih edilmektedir. Bu yontem, ¢ok diisiikk konsantrasyonlarda
bile ambrisentanin yiiksek hassasiyetle saptanmasim saglar. Ozellikle farmakokinetik
calismalar, ila¢ diizeyi takibi ve toksisite degerlendirmeleri gibi hassas analizlerin
gerektigi durumlarda LC-MS/MS yontemi vazgecilmez bir yontem olarak tercih
edilmektedir (Kaur vd., 2012).

Spektrofotometrik yontemlerde ambrisentanin UV-spektral 6zellikleri nedeniyle,
baz1 ¢aligmalarda basit spektrofotometrik yontemlerle de tayini gercgeklestirilmistir.
Ozellikle saf madde analizlerinde veya hizl tarama gerektiginde bu yontemler ekonomik ve
pratik ¢oziimler sunabilir. Ancak kompleks matrislerde (6rnegin biyolojik sivilar veya
formiilasyonlar) HPLC veya LC-MS/MS kadar secici degildir (European Medicines
Agency(EMA), 2017).

Kapiler Elektroforez (CE) yontemi daha az yaygin olmakla birlikte, bazi
literatiirlerde ambrisentanin Kapiler elektroforez (CE) ile tayin edilebildigi bilinmektedir.
Bu yontem, diisiik ¢oziicii tiikketimi ve hizli analiz siiresi avantajlarina sahiptir. Ozellikle
cevresel analizlerde veya ileri diizey farmasotik kalite kontrol ¢aligmalarinda tercih

edilebilir (U.S. Food and Drug Administration (FDA), 2015).

Stabilite gostergeli tayin yoOntemlerinde stabilite ¢alismalar1 sirasinda,
ambrisentanin bozunma firiinlerinin de tespit edilmesi gerektiginden, stabilite gostergeli

dogrulugu, tekrarlanabilirligi, 6zgiilligii, dogrusal araligr gibi 6zelliklerinin uluslararasi
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kilavuzlara uygun sekilde test edilip onaylandigit HPLC yontemleri gelistirilmistir. Bu
yontemlerde, ilag¢ cesitli stres kosullarina (1s1k, sicaklik, asit, baz, oksidan) maruz
birakilarak olasi bozunma tiriinleri analiz edilir. Bu analizler sayesinde ilacin raf 6mrii ve

uygun saklama kosullar1 belirlenebilir (Ravi vd., 2013).

Ambrisentan bilesiginin pK, analizlerine iliskin literatiir ¢aligmalari
incelendiginde bu degerin nasil elde edildigiyle ilgili bir literatiir olmadig1 ancak sadece
literatiir icinde verilen degerleri incelenmistir. Bununla ilgili calismalar asagida

verilmistir.

Angus ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢caligmada bosentan, masitentan ve ambrisentanin
organ banyolarinda insan pulmoner ve radial arterlerinin izole halka segmentlerinde
(cerrahi iglemlerden atilan) fonksiyonel Ky degerlerini belirlemis ve bu Ky degerlerini
literatiirde bildirilen bu ilaglarin plazma diizeyleriyle karsilastirmiglardir. Bu ¢alismada
bosentan i¢in pKy degeri radial atrerde 6,04 + 0.10, pulmoner arterde 6,28 + 0,13 olarak
hesaplanmistir. Ambrisentan igin pKp degeri radial atrerde 6,96 + 0.10, pulmoner arterde
7,38 £ 0,13 olarak hesaplanmistir. Bu ¢alismada bilgisayar tabanli nonlineer bir regresyon

programi ile hesap yapilarak bu sonuglara ulagilmistir (Angus vd., 2017).

Iglarz ve arkadaslari masitentanin farmakolojisi {izerine yaptiklar1 aragtirmada
masitentanin pK, degerini spektrofotometrik yontemle 6,2 olarak bulmuslardir. Bu
calismada bosentan icin pK, degerini 5,1; ambrisentan i¢in pK, degerini 3,5 olarak

vermistir (Iglarz vd., 2008).

Bu literatiir caligmalarindan ambrisentan i¢in pK, degeri 3,5 ile 6,96 araliginda
oldugu goriilmektedir. Ancak pK, degerinin tayinine iliskin herhangi bir veri
bulunmamaktadir. Dolayisiyla bu ilag¢ bilesiklerinin ilag tabletlerinden HPLC ydntemi
kullanilarak yapilan analizleri incelenmis boylece yapilacak olan bu g¢alisma i¢in uygun
mobil faz ve kolon segenekleri detayli bir sekilde incelenmistir. Bu literatiirler Cizelge
1.3’te ¢alisma kosullarinin kolon, mobil faz, akis hizi, dedektor gibi parametreleri dikkate
alarak Ozetlenmistir. Ambrisentan bilesiginin HPLC metodu ile tayinine iliskin

caligmalar Cizelge 1.3’te verilmistir.
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Cizelge 1.3. Ambrisentan bilesiginin HPLC metodu ile analizlerine iliskin parametreler

Ca.hsll.an Kolon Mobil faz Akis Hizi| Dedektor Referans
Bilesik
Ambrisentan | Fortis C18, 250 mm x 4.6 | Mobil faz A: 32% MeCN ve | 1 mL/dk | UV 220 nm (Feng vd., 2019)
mm, 5 um 68% suda KH,PO, (0.02
mol/L, pH 3.0 e ayarh),
Mobil faz B: MeCN.
Gradient program: (zaman
(dk)/% B: 0/0, 10/0, 20/50,
35/50 ve 45/0).
Kolon sicakligr 30°C, analiz
stiresi 45 dk’dir.
Mobil faz A: 10 mM
potasyum dihidrojen fosfat
(pH 2.5’a ayarli orto-fosforik
asit ile),
Mobil faz B: ACN:MeOH
- SunFire C18 150 mm x 4.6 .
Ambrisentan mm ID, 3.5 um (95:5, viv) UV 225 nm | (Narayana vd., 2014).
Gradient program: Zaman
(dk)/% ¢oziici B, 0/20,
17/80, 20/80, 25/90, 30/90,
31/20.
Kolon sicakligi 30°C.
Mobil faz A: 0.02 M sulu
amonyum fosfat (pH 3’e
formik asitle ayarlr)
_ Mobil Faz B: ACN.
Ambrisentan sl 051 iananSOx4.6 MM | Gradient program: Zaman | 1mL/dk | UV 262 hm (Sathee;gﬁ;nar vd.,
(dk)/% ¢oziicii B: 0/20, 5/40,
20/85, 30/20
Kolon sicaklig1 25°C,
enjeksiyon hacmi 20 pLdir.
Mobil Faz A: 0.1M Potasyum
Agilent Zorbax C18 dihidrojen fosfat tamponu
Ambrisentan | (250 mm x 4.6 mm 1.D., 5 (pH 4.4 Ortofosforik asit) 1mL/dk |PDA210nm| Venkatavd., 2014).
pm) Mobil Faz B: Metanol
(30:70 viv)
Mobil Faz A: Ortofosforik
. Phenomenex C18 asit (0.05 %v/v): .
Ambrisentan (250 * 4.6mm, Sum) Mobil Faz B: Metanol (20:80 1 mL/dk | PDA 262 nm |Balakrishna vd.,2013).
%VIv)
Mobil Faz A: 10 mM Potasyum
Sun Fire C18 dlhldl’Oje? T_c')sfgt5tamponu
Ambrisentan | (150 mm x 4.6 mm ID 35 pri 2o 1mL/dk | PDA 225 nm| Narayana vd., 2014).
mm) ) Ortofosforik asit,
Mobil Faz B: Metanol (95:5,
VIV)
. WELCHROM C-18 (4.6 x | 10mM Fosfat tamponu (pH .
Ambrisentan 250 mm, 5 um) 6.0): Asetonitril (50:50, viv) 1.2 m/dk| UV 226 nm |Karthikeyan vd.,2015).
0.02 M Amonyum asetat :
Ambrisentan Ph(ezr;%mxer;eg(mll;lur;a rr(1:)18 tamponu (pH = 4.2), ve |1.0mL/dk|PDA 215nm Nazeezrggg;sa vd.,
b mm, > Asetonitril 52:48 (viv) :
. Phenomenex C18 (150 x 4.6 10mM Amonyum asetat: .
Ambrisentan mm, 5 um) Asetonitril (65:35% V/V) 1.0 mUydk| UV 262 nm Sai vd., 2016).
. 10 mM Amonyum ethanol
Ambrisentan | AAdilent XDB-C18 (150 x (pH-5.2 asetik asite  |1.0mL/dk| 289nm | Kondilavd., 2015).
4.5mm, Sp) A L
ayarlanmis): Asetonitril
Ambrisentan | C18 inertsil column (250 SU:ACN (30:70) 1.2 mUdk| PDA 264 nm | Singla vd., 2014).
mm x 4.6 mm, 5 um)
Hypersil GOLD C18 column
. (150 mm x 4.6 mm internal Metanol: Su: Asetonitril UV/Vis 260
Ambrisentan diameter, 5 um 40:40:20 (vIVIv) 0.5 mL/dk am Patel vd., 2014).

particle size)

22



Literatiir verilerinden kolon olarak genellikle C18 kolonlarinin tercih edildigi ve

mobil faz olarak asetonitril/metanolle ¢alisildig1 goriilmektedir.

Ozetle, ambrisentanin tayininde en yaygmn kullanilan yéntem HPLC olup,
biyolojik orneklerde LC-MS/MS yontemi tercih edilmektedir. Bunun yaninda,
spektrofotometrik ve elektroforetik yontemler de cesitli durumlarda kullanilabilir.
Gelistirilen bu analitik yontemler, ilacin kalite kontrolii, biyoyararlanimi ve stabilite

analizleri agisindan biiyiik 6nem tasir.
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2 MATERYAL VE YONTEM

Bu boliimde, yapilan deneysel calismalarda kullanilan kimyasallar ve yontem

hakkinda bilgi verilmistir.
2.1  Kullamlan Kimyasal Malzemeler

Deneysel caligmalarda kullanilan kimyasal maddeler, analitik veya HPLC
safliktadir. Bu tezde calisilan ambrisentan bilesigin kimyasal formiilii C,,H,,N,O,4 olup
molekiil agirligi 378,42 g/moldiir. CAS No’su 177036-94-1 ve IUPAC ad1 (2S)-2-(4,6-
dimetilpirimidin-2-yl) oksi-3-metoksi-3,3-difenilpropanoik asittir.

Kromatografik ¢alismada kullanilan kimyasal malzemeler ve bunlarin kullanim

amaglar1 Cizelge 2.1°de listelenmistir.

Cizelge 2.1. Kromatografik Calismada Kullanilan Kimyasal Malzemeler ve Kullanim
Amaglari

Adi Kullanim Amaci Temin Edildigi Firma
Ambrisentan HPLEp' pKa tayini Sigma-Aldrich
yapilan bilesik
Asetonitril pJobil faz !Qm..lq.l.ne.l.nﬂan Sigma-Aldrich
organik ¢oziicti
Sodyum hidroksit Mobil faz pH’simin Merck
ayarlanmasinda
Urasil Kolonda tutunmayan tiir Sigma-Aldrich
Fosforik asit Mobil faz pH’stnin Riedel-de Haén
ayarlanmasinda
pH 4,01; 7_,'01; '10,'01 Elektrot kalibrasyonunda Hanna HI 221 (carrollton,
tampon ¢ozeltileri Teksas)

2.2 Kullanilan Cihazlar
2.2.1 Yiiksek Performans Sivi Kromatografisi Cihazi

Bu tez c¢alismasinda, Agilent 1260 Infinity marka Yiiksek Performansli Sivi
Kromatografi cihaz1 kullanilmistir. Sistemde, 1260 Quat Pump VL pompa, 1260 DAD
VL dedektor, 1260 ALS otomatik numune enjeksiyon kismi bulunmaktadir.

2.2.2 pH/iyon Metre

Bu tez calismasinda kullanilacak mobil fazin pH 6l¢iimlerinde Hanna HI 1131

cam elektrodu ile Hanna HI 221 pH metre cihazindan yararlanilmistir. Elektrot giinliik
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olarak kullanilmadan 6nce pH 4,01; 7,01 ve 10,01 degerlerine kalibre edilerek pH
ayarlamasi yapildi. Mobil faz pH’ sinin ayarlanmasi esnasinda sicaklik 25°C + 0,1°C’ de

sabit tutulmustur.
2.2.3 HPLC’de Kullanilan Kolon Se¢imi

Kolon se¢imi HPLC analizlerinde hem ayirma isleminde hem de alikonma
zamaninin belirlenmesinde en kritik bilesenlerinden biridir. Analiz sonuglarinin

tekrarlanabilirligi, hassasiyeti ve dogrulugu dogru kolon sec¢imi ile ilgili bir bilesendir.

Kolonun dogru secilmesi i¢in Oncelikle ¢alisilacak bilesigin polar ya da apolar
olup olmadigi, molekiil agirligi, iyonik ya da nétr olup olmadigi, hangi ¢oziiclilerde
¢oziindiigi gibi kimyasal 6zelliklerinin iyi analiz edilmesi gerekir. Apolar bilesikler igin
C18 ve C8 gibi ters faz kolonlar, polar bilesikler i¢in Hidrofilik Etkilesim (HILIC) veya
Normal Faz (Silika, Amin, CN) kolonlar tercih edilmektedir. Kolonun partikiil boyutu,
gozenek ¢api, kolon boyutu gibi fiziksel 6zelliklerde iyi bir ayirim ve analiz siiresi i¢in

incelenmesi gereken 6zellikler arasinda yer alir.

Kolonun pH dayanikliligi da c¢alisilacak ortamin pH sina gore degismektedir.
Standart C18 kolon (pH 2-8) ile diisiik pH’l1 mobil fazla, 6zel stabilize edilmis C18
kolonlar (pH 1-12) ile yiiksek pH’l1 mobil fazla ¢alisilabilmektedir. Calisilacak mobil
fazin kolon ile uyumu da olduk¢a onemlidir. Ornegin su ile karigabilen ¢oziiciilerle
hazirlanan mobil fazla ¢alisirken C18 ve C8 kolon gibi ters faz kolonlar uygundur.
Kolonun dayaniklilig1 ve omrii, ¢alisilan bilesigin kimyasal 6zellikleri, pH, sicaklik ve

yontemdeki akis hiz1 gibi faktorlere baglhdir.

Tiim bu 6zellikler degerlendirildiginde bu ¢calismada YMC Triart C18 (15 x 0,46
cm LD., 3 pm) ters faz sivi kromatografi kolonu kullanilmistir. Bu kolon yiiksek
stabiliteye sahip hibrit silika bazli bir kolon olmasi, pH araliginin genis olmasi, %100 su
ortaminda ¢alismaya imkan verebilmesi, miikkemmel pik sekli verebilen asidik ve bazik

fonksiyonel gruba sahip bilesiklerin analizleri i¢in uygun oldugundan tercih edilmistir.
2.2.4 Cozeltilerin Hazirlanmasi
2.2.4.1 Mobil Fazlarin Hazirlanmasi

%40 (h/h) Asetonitril-Su Tkili Karisimi: %40 Asetonitril-su karisiminda hacim
biiziilmesini onlemek i¢in 60 mL saf su tizerine 40 mL asetonitril eklenerek 100 mL’lik

stok ¢ozelti hazirlanmistir. Bu ¢ozeltiye, 25 mM fosforik asit (%85 (a/a); 98 g/mol; 1,71
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g/mL) eklenmis ve 1 M NaOH ilavesiyle pH degeri 2,5 ila 7,5 arasinda degisen mobil faz

¢ozeltileri hazirlanmstir.

%45 (h/h) Asetonitril-Su Ikili Karisimi: %45 Asetonitril-su karisimmda hacim
biiziilmesini 6nlemek i¢in 55 mL saf su tizerine 45 mL asetonitril eklenerek 100 mL’lik
stok ¢ozelti hazirlanmistir. Bu ¢ozeltiye, 25 mM fosforik asit (%85 (a/a); 98 g/mol; 1,71
g/mL) eklenmis ve 1 M NaOH ilavesiyle pH degeri 2,5 ila 7,5 arasinda degisen mobil faz

¢oOzeltileri hazirlanmistir.

%50 (h/h) Asetonitril-Su Tkili Karisimi: %50 Asetonitril-su karisimmda hacim
biiziilmesini 6nlemek i¢in 50 mL saf su tizerine 50 mL asetonitril eklenerek 100 mL’lik
stok ¢ozelti hazirlanmistir. Bu ¢ozeltiye, 25 mM fosforik asit (%85 (a/a); 98 g/mol; 1,71
g/mL) eklenmis ve 1 M NaOH ilavesiyle pH degeri 2,5 ila 7,5 arasinda degisen mobil faz

¢oOzeltileri hazirlanmistir.
2.2.4.2 Tlac Cozeltisinin Hazirlanmasi

Kromatografik analiz kapsaminda, ambrisentan saf standardindan 0,0010 g
tartilarak 10 mL mobil fazda ¢oziilmiis ve boylece 100 ppm derisiminde stok ¢ozeltisi
hazirlanmistir. Hazirlanan stok ¢ozeltiden 20 pL hacminde enjeksiyonlar sivi
kromatografi cihazina uygulanmis ve iki tekrar yapilarak alikonma zamanlarinin

ortalamasi hesaplanmustir.
2.2.4.3 Urasil Cozeltisinin Hazirlanmasi

Kapasite faktoriiniin belirlenmesi igin %0,01 (a/h) derisimli urasil ¢ozeltisi mobil
fazda hazirlanmis ve sivi kromatografi cihazina 20 uL enjekte edilmistir. Kolonda
tutunmayan bilesik icin alikonma zamani (tR) kaydedilmis ve analizler 254 nm dalga

boyunda gergeklestirilmistir.
2.3 Yontem

Analitik saflikta temin edilen ambrisentan bilesiginden 0,0010 g tartilarak, 10 mL
mobil fazda ¢oziilmiis ve 100 ppm’lik stok ¢ozelti hazirlanmistir. Bu ¢ozeltiden 20 puL
s1vi kromatografi cihazina enjekte edilerek bilesik icin iki kez enjeksiyon yapilmis ve elde

edilen verilerin ortalamasi alinarak alikonma zamanlar1 belirlenmistir.

Ambrisentan’in iyonlagsma sabitlerinin tayini, asetonitril-su ikili karigimi
kullanilarak gergeklestirilmistir. Analizler 37°C kolon sicakligi ve 1 mL/dakika akis hizi
kosullarinda yiiriitilmistiir. Ambrisentan i¢in 260 nm, urasil i¢in 254 nm dalga boyunda
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dlgiimler yapilmistir. Iyonlasma sabiti hesaplamalarinda, %40, %45 ve %50 (h/h)

asetonitril-su ikili karisimlart kullanilmistir.

HPLC yontemiyle iyonlagsma sabitlerinin belirlenmesi c¢alismasinda, ti¢ farkli
asetonitril-su ikili karistmi kullanilmistir. Elektrot pH 6lgtimleri igin, pH 4,01; 7,01 ve
10,01 tampon ¢ozeltileri ile kalibre edilmistir. Okunan degerlerin kararliligini saglamak
i¢in, elektrot su-organik ¢oziicli karisiminda bekletilmistir. Mobil fazin pH ayarlamalari,
her bir ortam igin 2,5 ile 7,5 arasinda olacak sekilde gercgeklestirilmistir. Bu islemde,

tampon aralig1 dikkate alinarak 25 mM o-fosforik asit kullanilmustir.

HPLC analizinde kapasite faktorlerinin belirlenmesi igin to degeri, urasilin sudaki
%0,01 (a/h) derisimindeki ¢ozeltisi kullanilarak hesaplanmigtir. Calisma kapsaminda hem
urasilin hem de ambrisentan bilesiginin alikonma zamanlari, ikiser enjeksiyon yapilarak
belirlenmis ve elde edilen verilerin ortalamasi alinarak Kkapasite faktorleri (k)

hesaplanmustir.
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3 BULGULAR VE TARTISMA

Bu c¢alismada, ambrisentan bilesiginin pK, degerleri %40, %45 ve %50 (v/v)
asetonitril-su karigimlarinda HPLC yontemiyle belirlenmistir. Calismalar 37°C’de

yiirlitiilmiis ve alikonma zaman1 — pH iliskisini gosteren tablolar olusturulmustur. Elde

edilen veriler, NLREG programu ile analiz edilerek tr-pH grafikleri olusturulmustur.

3.1  Ambrisentan Bilesigi Icin Elde Edilen Kromatografik Veriler

Ambrisentan bilesiginin analizi i¢in, %40, %45 ve %50 (v/v) asetonitril iceren
asetonitril-su ikili karisimlar1 kullanilarak farkli mobil fazlar hazirlanmistir. Mobil
fazlarin pH degerleri 2,5-7,5 olarak ayarlanmig ve analiz sonucunda elde edilen alikonma

zamani degerleri Cizelge 3.1’de sunulmustur.

Cizelge 3.1. Ambrisentan bilesiginin %40, %45 ve %50 (v/v) asetonitril iceren

asetonitril-su ikili karigimlarindaki alikonma zamani degerleri

%40 (v/iv) ACN %0145 (viv) ACN %050 (v/iv) ACN

pH R R R
25 24,663 13,545 8,865
30 23,303 14,139 8,691
35 21,809 13,805 8,9495
4,0 20,747 13,216 8,607
45 18,863 11,432 7,432
50 12,454 8,750 6,363
55 7,118 5,674 4,185
6,0 4,215 3,540 3,175
6,5 3,215 2,487 2,210
7,0 2,513 2,056 1,812
75 2,341 1,887 1,671

Kapasite faktorleri (k) kolondan etkilenmeden ¢ikan wurasil kullanilarak

hesaplanmis ve Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.2. Ambrisentan bilesiginin %40, %45 ve %50 (v/v) asetonitril igeren

asetonitril-su ikili karigimlarindaki kapasite faktorii degerleri

%40 (v/v) ACN %45 (v/v) ACN %50 (v/v) ACN
pH k k k
25 16,794 8,858 5,495
30 15,645 9,268 5,362
35 14,735 9,025 5,547
40 13,904 8,612 5,301
45 12,522 7,308 4,437
5,0 7,455 4,794 3,655
55 3,103 3,136 2,061
6,0 2,036 1,569 1,323
6,5 1,316 0,807 0,614
7,0 0,799 0,493 0,327
75 0,681 0,374 0,222
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%40, %45 ve %50 (v/v) asetonitril iceren asetonitril-su karigimlart icin pH-tr
iliskisini gosteren grafikler, non-lineer regresyon (NLREG) programi kullanilarak

olusturulmus ve Sekil 3.1°de sunulmustur.

40 —

A
tr

20 —

16

tr

pH

10

tR

pH

Sekil 3.1. Ambrisentan bilesiginin A) %40, B) %45, C) %50 asetonitril igeren
asetonitril- su karisimlarindaki tr-pH iligkilerini gosteren NLREG grafikleri
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Sekil 3.1, Cizelge 3.1 ve Cizelge 3.2°de goriildiigii gibi, mobil fazdaki asetonitril
yiizdesinin artigi, bilesigin alikonma zamaninda azalmaya neden olmustur. Bu durum,
ambrisentan bilesiginin asidik fonksiyonel grubunun artan organik faz oranina karsi

gosterdigi etkilesim degisimini yansitmaktadir.
3.2 Ambrisentan Bilesiginin Su Ortamindaki pKa Degerinin Hesaplanmasi

SWISS ADME programindan elde edilen verilere gore, ambrisentan’in Log S
degeri -4,69 olup, sulu ortamda diisiik ¢oziiniirliige sahip oldugunu gosterir. Ayrica, Log P
degeri 3,80 olup bilesigin yiiksek derecede lipofilik oldugunu, membran gegisinin iyi
olabilecegini, ancak ¢oziiniirlikk diisiik oldugu i¢in absorpsiyon simirli olabilecegini
gostermektedir. Bu verilerin dogrultusunda, bilesigin ¢oziiniirliigli asetonitril-su
karisiminda saglanmistir. Ambrisentan’in sulu ortamda pK, degerinin belirlenmesi igin,
kullanilan asetonitril ¢6ziiciistiniin ¢ozeltideki dielektrik sabiti (€) ve mol kesri (Xacn)

degerleri dikkate alinmistir.

SWISS ADME bilgisayar tizerinde hesaplamali simiilasyon ve 6ng6rii modelleri
programi kullanilarak yapilan degerlendirmeler sonucunda, Ambrisentan bilesiginin Log S
(suda ¢ozlniirlik) degeri -4,69 olarak hesaplanmistir. Bu deger, Ambrisentan’n sulu
ortamda diisiik ¢oziiniirlikk profiline sahip oldugunu ve biyoyararlanim agisindan
¢Oziiniirliige bagh sinirlayict bir faktor olusturabilecegini gostermektedir. Bunun yani
sira, bilesigin Log P (oktanol-sivi su sisteminde lipofiliklik) degeri 3,80 olarak
bulunmustur. Bu yiiksek lipofilik deger, ambrisentan’in biyomembranlardan pasif
difiizyon yoluyla gecisinin yiiksek olabilecegini isaret etmekte, ancak suda diisiik
¢oziinlirliik nedeniyle absorpsiyonun ¢oziiniirliikle siirlanabilecegi riskini ortaya

koymaktadir.

Bu veriler dogrultusunda, analitik ¢aligsmalar sirasinda bilesigin ¢oziiniirliigiiniin
artirllmast ve pK, tayininin daha saglikli yapilabilmesi amaciyla asetonitril-su ikili
¢oziicli sistemi tercih edilmistir. Kullanilan ¢6ziicii karisimlarinda asetonitrilin dielektrik
sabiti (£) ve mol kesri (Xacn) degerleri dikkate alinarak, ortamin iyonlasma dengesine
etkisi kontrol altinda tutulmustur. Boylece, asetonitril icerigi arttikga ortamin polaritesi
ve iyonlasabilirlik dengesi degistiginden, elde edilen pK, degerleri bu ¢oziicii sisteminin
Ozelliklerine bagli olarak degerlendirilmistir. Calismada, elde edilen pK, degerleri 1/€—

pK,; ve Xacn—pK, iligkileri iizerinden incelenmis, ortamin polaritesinin ve ¢oziicii

bilesiminin bilesigin iyonlasma davranisi lizerindeki etkisi detayli olarak analiz edilmistir.
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3.2.1 Mol Kesri- pKa Metotu

(Coziicliniin mol kesri (Xacn) ile bilesigin pKa degerinden elde edilen grafik,
mikroyap1 etkileri ve ortamin dielektrik Ozelliklerinin bilesigin iyonlasma dengesi
tizerindeki etkisini analiz etmeye yardimci olur. pKa degeri ¢oziicliye bagli olarak
degistigi i¢in farkli ¢oziicii oranlarinda 6l¢iilen pKa degerlerinden yola ¢ikarak saf su
ortamindaki gergek pKa degeri tahmin edilebilir. Ekstrapolasyon yontemiyle, Xacn — 0

olacak sekilde saf su ortamindaki pKa belirlenir.

Ambrisentan i¢in, 37°C'de %45, %50 ve %55 (v/v) asetonitril derisimlerine sahip
mobil fazlarda yapilan ¢aligmalarda, asetonitrilin mol kesri (Xacn) ile hesaplanan pK,
degerlerinin dogrusal iliskisi Sekil 3.2°de gosterilmistir. FElde edilen dogrusal
fonksiyonun kesim noktasi, bilesigin yapisindaki asidik fonksiyonel gruba ait su

ortamindaki pK, degerlerini ortaya koymustur.

5,35

53 y =4,6404x +4,1335
5,25 R?=0,9982

52

< 515
Y

S 51

5,05

5

4,95
0,150 0,170 0,190 0,210 0,230 0,250

XACN

Sekil 3.2. Ambrisentan bilesigi icin Xacn-pK, iliskisi

Asidik fonksiyonel grubu igeren bilesikler i¢in bu dogrusal iligski de egim degerinin
pozitif olmasi beklenmektedir. Ayrica, elde edilen dogrusal fonksiyonun kesim noktast,

bilesigin su ortamindaki pK, degerini belirlemektedir.
3.2.2 Dielektrik Sabiti- pKa Metotu

Ambrisentan'm 37°C'de %40, %45 ve %50 (v/v) derisimindeki asetonitril i¢in 1/€
degerlerine kars1 yapilan ¢alismalar sonucunda hesaplanan pK, degerleri Sekil 3.3°te
sunulmustur. Elde edilen dogrusal fonksiyonlarda, su ortamindaki 1/€ degeri yerine
konularak ambrisentan'in su ortamindaki pK, degeri hesaplanmistir. Asetonitrilin

dielektrik sabiti (€) degerleri Barbosa ve arkadaglari tarafindan yapilan c¢aligmadan
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hesaplanmistir (Barbosa vd., 1997).

54
y =214,81x + 1,2492
53 R*=0,9991 ]

52
51

5
49
4.8
4,7
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45
0,017 0,018 0,018 0,019 0,019
1/€

PKa

Sekil 3.3. Ambrisentan bilesigi i¢in 1/€-pK, iliskisi
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4 SONUC VE ONERILER

pK, degeri, bir bilesigin asidik veya bazik 6zelliklerini belirler.

Ambrisentan gibi ilaglarin pK, degerini belirlemek, bilesigin ¢oziiniirlik ve
stabilite 6zelliklerini anlamak i¢in énemlidir. Bu bilgi, bilesigin biyolojik ortamda nasil
davranacagma dair ipuglar1 verir. pK, degeri, bilesigin ¢oziiniirliik 6zelliklerini etkiler.
Bir bilesigin ¢oziiniirliik davranigi, pH degistikge degisebilir, ¢iinkii asidik veya bazik
formu farkli ¢oziiniirlik Ozelliklerine sahip olabilir. Ambrisentan'm pK, degerini
belirlemek, ila¢ formiilasyonlarinda ¢6ziiniirliik optimizasyonu yapilmasina olanak tanir

ve bdylece ilag biyoyararlanimini artirabilir.

Ilaglarin farmasétik formiilasyonlari, pK, degerlerine gore optimize edilir. pK,
degeri, hangi pH araliginda stabil olacagini ve hangi ortamda en iyi ¢oziiniirliige sahip
olacagim belirler. RP-HPLC ile pK, tayini, formiilasyon asamasinda hangi stabilite

kosullarinin gerektigini belirlemeye yardimet olur.

pK,, bir bilesigin farmakokinetik 6zelliklerini (6rnegin, emilim, dagilim,
metabolizma ve atilim) etkileyebilir. pK, degerine gére ambrisentan'in biyolojik ortamda
hangi formunun baskin oldugu belirlenebilir. Bu da ilacin etkisini, biyolojik yar1 6mriinii

ve hedef bolgeye ulasma oranini etkileyebilir.

RP-HPLC, o6zellikle bilesiklerin farkli pH ortamlarindaki ayriminmi saglayarak,
asidik ve bazik formlarin farkl ¢6ziiniirliik davranislarini analiz etmekte ¢ok etkilidir.
RP-HPLC ile yapilan pK, tayini, ambrisentan gibi bilesiklerin farkli formlarmimn ayrilmasi
ve bu formlarin her birinin tayin edilmesi i¢in kullanilir. Bu, dogru dozaj formiilasyonlari
ve kalite kontrol testleri igin gereklidir. RP-HPLC, yiiksek dogruluk ve hassasiyetle
bilesenlerin ayrilmasini saglayan bir tekniktir. Ambrisentan'in pK, degeri, RP-HPLC ile
kesin bir sekilde tayin edildiginde, ilag tiretiminde Kalite kontrol siiregleri igin dnemli bir
parametre olarak kullanilabilir. Bu, ilaglarin tutarli ve giivenli bir sekilde Uretilmesini
saglar. Ambrisentan bilesiginin pK, degerinin RP-HPLC ile tayini, ila¢ formiilasyonunun
optimize edilmesine, biyoyararlaniminin artirilmasina, stabilite calismalarina ve
farmasotik kalite kontroliine 6nemli katkilar saglar. Bu yontem, ambrisentan'in pH'a bagl
olarak farkli iyonize formlarinin tespit edilmesi ve bu formasyonlarin ayrilmasinda etkili

bir aragtir.

33



Bu calismada Ambrisentan yapisinda bulunan karboksilik asitin pK, degeri tayin
edilmistir. Bu grup zayif bir asittir ve fizyolojik pH (~7.4) seviyesinde deprotonlanmis
(anyon formda) halde bulunur. Ambrisentan bilesigi i¢in 1/€-pK iliskisinden elde edilen
pK, degeri 4,145; Xacn-pK; iligkisinden elde edilen pK, degeri ise 4,134 olarak
hesaplanmistir. Her iki yontemden elde edilen degerlerin farki yalnizca 0,011 birimdir,
bu da bu yaklasimlarin birbirini destekledigini gostermektedir. Teorik pK, = 4,14,
deneysel pK, =~ 4,4 oldugu diisiiniildiigiinde, bu hesaplamalar olduk¢a basarili ve
giivenilir kabul edilebilir. Sonuglar, bu yaklagimlarin benzer bilesikler icin
kullanilabilirligini  desteklemektedir. =~ Ambrisentan’in  yapisinda bazik  06zellik
gosterebilecek azot atomlar1 bulunsa da, bu atomlar genellikle aromatik sistemlerle
konjuge oldugu icin bazikligi diisiiktiir dolayisiyla bu yontemle tayin edilememistir.
Teorik degerlerin deneysel veriye gore hafif diisiik kalmasi; ¢oziicii etkisi, rezonans ve
indiiktif etkilerin modellemelerde tam olarak yansitilamamasindan kaynaklanabilir.
Sonug olarak, her iki yaklasim da Ambrisentan’in karboksilik asit grubunun asidik

karakterini basarili sekilde 6ngorebilmektedir.
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