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OZET

APIKSABAN’IN ELEKTROANALITIK INCELEMESI VE TAYINI

Ulfet ERDOGAN UZUNOGLU
Analitik Kimya Anabilim Dal1
Anadolu Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Mart 2024

Danisman: Prof. Dr. Nafiz Oncii CAN

(Ikinci Danigman: Prof. Dr. Hayati CELIK)

Ilag analizlerinde kromatografik ve spektrofotometrik ydntemler siklikla
kullanilmakla beraber elektroanalitik yontemlerin bu yontemlere karsi diisiik maliyet,
kolay uygulanabilirlik, kisa siiren analiz siireleri gibi iistiinliikleri vardir. Elektroanalitik
yontemleri diger yontemlerden ayiran 6nemli 6zelliklerden biri ise ilag aktif molekiiliin
elektroaktif bdlgesinin tayininin saglanmasidir. ilag aktif molekiillerin elektron transfer
mekanizmasinin agia ¢ikarilmasinda elektroanalitik yontemlerden olan voltametrik
yontemlere siklikla bagvurulur. Direkt etkili oral antikoagiilan grubunda yer alan Faktor
Xa inhibitorii Apiksaban, 2012 yilinda FDA tarafindan onay almistir. Bu c¢alismada
literatiirdeki Apiksabanin elektrokimyasal analizi ile ilgili eksikligi kapatmak ve
elektroindirgenme mekanizmasini agiklamak amaciyla elektrokimyasal c¢aligmalar
yapilmistir. Damlayan civa elektrot ile indirgenme mekanizmasi aydinlatilip elektroaktif
bolge saptanmig, diferansiyel puls polarografisi ile etken maddenin miktar tayini metodu
gelistirilmigtir ve gelistirilen yontem Apiksabanin ticari preparatt olan Eliquis®

numunesinde uygulanmigtir.

Anahtar Sézciikler: Polarografi, Damlayan Civa Elektrot, Diferansiyel Puls

Polarografisi, Indirgenme, Apiksaban.
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ABSTRACT

ELECTROANALYTICAL INVESTIGATION AND DETERMINATION OF
APIXABAN

Ulfet ERDOGAN UZUNOGLU
Department of Analytical Chemistry
Anadolu University, Institution of Graduate Schools, March 2024

Supervisor: Prof. Dr. Nafiz Oncii CAN

(Co-Supervisor: Prof. Dr. Hayati CELIK)

Although chromatographic and spectrophotometric methods are frequently used in
drug analysis, electroanalytical methods have advantages such as low cost, easy
applicability, and short analysis times over these methods. One of the important features
that advantage of electroanalytical methods from other methods is that it provides the
determination of the electroactive region of the molecule. Voltammetric techniques, one
of the electroanalytical methods, are frequently used to reveal the electron transfer
mechanism of pharmaceutical molecules. Factor Xa inhibitor apixaban, which is a part of
the direct oral anticoagulant group, was approved by the FDA in 2012. In the present
study, electrochemical analyses were conducted to address the existing gap in the
literature regarding the electrochemical analysis of apixaban and to elucidate its
electroreduction mechanism. In this study, the reduction mechanism was elucidated using
a dropping mercury electrode, and the electroactive region was determined. A method for
quantification of the apixaban using differential pulse polarography was developed, and
applications were conducted using samples of apixaban's commercial preparation,

Eliquis®.

Keywords: Polarography, Dropping Mercury Electrode, Differential Pulse
Polarography, Reduction, Apixaban.
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ETiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢calisma oldugunu; ¢alismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak {izere tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu calisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler igin
kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynak¢ada yer verdigimi; bu ¢aligmanin Anadolu
Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi”yla tarandimi ve
hicbir sekilde “intihal icermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, calismamla
ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tiim

ahlaki ve hukuki sonuglar1 kabul ettigimi bildiririm.

Ulfet ERDOGAN UZUNOGLU
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1. GIRIS
1.1. Antikoagiilan Ilaclar

Yasamimizin kaynagi olan kan, damar sistemi igerisinde belli bir akigkanlikta
kalmalidir ve olusan damar hasar1 bolgesinde pihtilasmalidir. Pihtilasma, damar disinda
kanamanin durmasi esnasinda ve damar i¢inde tromboz olusumuyla meydana gelir.
Saglam bir kan-damar sisteminde pihtilasma olusmaz ve tromboz engellenir. Damar
biitiinliigii bozuldugunda hasarli damar bolgesinde 6nce trombositler etkinlesip bolgede
toplanirlar. Trombositlerin kiimelenmesiyle primer hemostatik tikag olusur. Damar
duvarmin zedelenmesi sonucu doku faktoriiniin (DF) olugsmasiyla koagiilasyon baslar.
Pihtilasma faktorlerinin de salgilanmasiyla koagiilasyonun etkinligi artar. Trombin
olusumunda hizla artig meydana gelir ve trombin, fibrinojenin fibrine doniismesini saglar.
Pihtilagsma olay1 gerceklesmis olur. Yara iyilesmesi sonucu olusan fibrin pihtilar1 ve
trombositler yikilir [1].

Hasarli bolgedeki kanamanin durmasi hemostaz olarak adlandirilir ve fizyolojik
bir olaydir fakat pihtilagma yanlis yerde veya zamanda meydana geldiginde patolojik bir
olay halini alir. Antikoagiilan ilaglar fibrin olusumunu zayiflatip kanin pihtilasma
ozelligini azaltan ilaglardir, kanin pithtilagma etkinligini ekstrinsik, intrinsik ve ortak
pihtilagma yolaklartyla inhibe ederler [2].

Antikoagiilan ilaglar, antikoagiilan faktor etkinligini arttirir ve pihtilagsma
faktorlerinin olusumunu engeller ya da bu faktorlerin etkinligini azaltirlar. Boylece kanin
pihtilagsma mekanizmasini azaltir ve engellerler. Antikoagiilan ilaclar uygulanis yoluna
gore parenteral ve oral antikoagiilanlar olmak iizere ikiye ayrilirlar [1].

1.1.1. Parenteral antikoagiilanlar

Parenteral antikoagiilan ajanlar, aktiviteleri plazmada bulunan kofaktdrlere bagl
olan indirekt parenteral antikoagiilanlar ve aktivite i¢in plazma kofaktorlerine ihtiyag
duymayan direkt parenteral antikoagiilanlar olarak ikiye ayrilirlar.

Heparin, diisiik molekiil agirlikli heparin, fondaparinux ve danaparoid gibi ajanlar;
indirekt parenteral antikoagiilanlardir. Heparin, hizli etki 6zelligine sahip, tromboz
olusumuna akut miidahale i¢in parenteral olarak kullanilan; siirlarin akcigerlerinden ve
domuzlarin ince bagirsak mukozasindan elde edilen glukozaminoglikan yapidir. Heparin
fragmentleri igerisinde modifiye monosakkaritler bulunur. Yapidaki siilfat gruplarinin

yogunlugu sebebiyle giiclii bir anyonik maddedir. Bu nedenle heparin; katyonik ilaglarla,

1



proteinlerle veya diger maddelerle kompleks olusturabilmektedir [3]. Heparin, Heparin
kofaktorii olan antitrombin III’i (A III) aktiflestirir. A 111, aktif haldeki Faktor VIla harig,
biitiin enzimatik pihtilasma faktorlerini inhibe eder. Bdylece trombin olusumu indirekt
yolla engellenir. Boylece fibrinojenin fibrine doniismesi engellenmis olur. Heparinin
antikoagiilan etkiye diger katkis1 da damar endotelinde birikerek endotelde elektronegatif
yiik olusturmasidir. Boylece damar endotelinde pihti olusumunun engellenmesine katkisi
olur [4]. Heparinin fazla dozda kullanimi beyin kanamasi, ameliyat yarasinda kanamanin
meydana gelmesi gibi spontan kanamalara; uzun siireli yiiksek doz heparin kullanimi ise
osteoporoza sebebiyet verebilir. Heparinin terapotik indeksinin diisiik olmasi ve az da
olsa pihtilasma yapma egiliminin olmasi etkinligini kisitlamaktadir. Bu sebeplerle
etkinligi daha yiiksek antikoagiilan maddelerin sentezlenmesi gerceklestirilmistir [5].

Enoksaparin, dalteparin, reviparin diisiik molekiil agirlikli heparinlere 6rnektir. Bu
ilaclar, yiiksek molekiil agirlikli heparinlere gore daha 6ngoriilebilir yanit olusturduklar
sebebiyle hasta izlemine rutin olarak ihtiya¢ duyulmaz [6].

Diger parenteral antikoagiilan ila¢ grubu olan direkt parenteral antikoagiilan
ilaclarin  hedefi, trombin olusumunun dogrudan engellenmesidir. Rekombinant
teknolojisi ile iiretilen dogal hirudinin varyanti olan desirudin ve lepirudin klinik
kullanimdadir. Direkt trombin inhibitorii olan argatroban ve indirekt trombin inhibitorii
fondaparinux diger antikoagiilan ilaglardir [4].

1.1.2. Oral antikoagiilanlar

Oral antikoagiilanlar ¢esitli tromboembolik hastaliklar1 6nlemek ve tedavi etmek
amaciyla kullanilir. Oral antikoagiilan olarak kullanilan Vitamin K antagonistleri doz
yanitindaki degiskenlik, dar terapotik indeks, ilag- beslenme etkilesimi gibi
dezavantajlarina ragmen; antikoagiilan grubu ilaglar1 kronik olarak kullanan hastalarda
parenteral antikoagiilan ilaglara gére daha ¢ok tercih edilmektedirler. Bu durumun baglica
nedenleri; parenteral antikoagiilan ilaglarin parenteral uygulama gerektirmeleri ve oral
antikoagiilanlara kiyasla daha pahali olmalaridir [7].

Oral olarak kolayca alinmalar1 ve maliyetlerinin heparine kiyasla daha diisiik
olmasi, oral antikoagiilan ilaglar i¢in avantajdir. Fakat oral alinmalar1 sebebiyle, heparin
gibi akut etki gostermezler. Oral antikoagiilanlar, tedaviye baslandiktan en az 24 saat
sonra etki gosterirken tedavi kesildikten birkac giin sonraya kadar etkileri siirer. Oral
antikoagiilan ilaglar dar terapdtik indekse sahiptirler, bu sebeple dozlar hastalara gore

ayarlanmalidir. Vitamin K antagonisti olan oral antikoagiilanlar kimyasal yapilarina gore
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indantion tlirevleri ve kumarin tiirevleri olmak iizere ikiye ayrilirlar. Bu gruplar arasinda
en ¢ok tercih edilen ila¢ kumarin tiirevi olan sodyum varfarindir. Karacigerde sentezlenen
ve etki gosterebilmeleri igin karboksillenmeleri gereken pihtilasma faktorleri, K
vitaminine ihtiya¢ duyarlar ve gama-glutamil karboksilaz tarafindan katalizlenirler.
Karboksilasyonun devami i¢in K vitamininin yeniden olusmasit gerekmektedir. K
vitamini antagonisti olan ve oral antikoagiilan olarak kullanilan varfarin, K vitamininin
yeniden olusmasini katalizleyen enzimi inhibe ederek dolayli yoldan koagiilasyonun
olusmasini engeller [8]. Varfarin, kullanima basladiktan 24 saat sonra etki gdsterir ve
tedavi sonrasi birka¢ gilin etkileri devam eder. Hastanin antikoagiilasyon diizeyi,
uluslararas1 normallestirilmis oran (INR) olarak ifade edilen protrombin zamani degeri
kullanilarak takip edilir. Hastanin INR degerlerinin tedavi boyunca takibinin yapilmasi
da varfarin kullaniminin kisitlayici etkileridir. Ayrica doz agim1 beklenmedik kanamalara
neden olmaktadir [9].

Yeni antikoagiilan ilaglardan olan Direkt Oral Antikoagiilan Ilaglar (DOAI); sabit
doz halinde alinmalari, hasta izlemi gerektirmemeleri, etkilerinin kisa siirede baglamasi
ve yar1 Omiirlerinin diger oral antikoagiilan ilaglara gore daha kisa olmas1 sebebiyle tercih
edilirler. Bu ilaglar direkt etkili, oral ve selektif FXa inhibitorleri olup; rivoraksaban,
Apiksaban (APX), edoksaban ve piyasaya ¢iktiktan kisa siire sonra kullanimina son
verilen betriksabandir. Farmakokinetik ve farmakodinamik etkileri daha 6ngoriilebilirdir.
Dabigatran eteksilat ise yine bu grupta yer alip on ila¢ halinde bulunur ve FXA
inhibitorlerinden farkli olarak trombin inhibitorii olan dabigatrana hidroliz olur [10].

1.2. Apiksaban

APX, Pfizer ve Bristol-Myers Squibb (New York, ABD) firmalar1 tarafindan
gelistirilen oral kullanima sahip geri doniisiimlii FXa inhibitoriidiir [11]. Eliquis® ticari
ismi ile 28 Aralik 2012 tarihinde FDA tarafindan onay almistir. APX, direkt etkili oral ve
selektif FXa inhibitoriidiir [ 12]. APX tromboembolik hastaliklarin tedavisinde kullanilan,
protrombinin trombine doniismesini saglayan Faktor Va’nin kofaktorii olan FXa’nin
selektif ve geri doniislimlii inhibitoriidiir. Serbest ve pihtilarda bulunan FXa’nin
aktivitesini inhibe eder [13].

Kalca veya diz protezi gibi ameliyat geciren hastalar antikoagiilan ilag
kullanilmadig1 siirece vendz tromboembolizm riski altindadir. Bu sebeple hastalara
ameliyat Oncesi antikoagiilan tedavi onerilmektedir. Yapilan faz iki ¢aligmalarinda diz

protez ameliyatindan 12-24 saat sonra baslanilan 2,5 mg (giinde 2 tablet) APX’in
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varfarine gore karsilastirilabilir fayda-risk profili géstermistir [14]. Derin ven trombozlu
hastalarda yapilan faz {i¢ arastirmalarinda ortopedik cerrahiyi takiben olusan vendz
tromboembolizmin 6nlenmesinde umut vaat etmistir [ 15]. Atriyal fibrilasyonlu hastalarda
APX’in varfarine kiyasla sistemik emboli veya inme riskini kanama riskini arttirmadan
azalttig1 gozlemlenmistir [16].

APX koagiilasyon testlerine gore doz ayarlamasi gerektirmemesi, kanama riskini
arttirmamasi gibi nedenlerle derin ven trombozu ve pulmoner embolinin tedavisinde,
nonvalvular atriyal fibrilasyonda tercih edilmektedir [17].

1.2.1. Faktor Xa

Pihtilasma faktorleri plazmada bulunan 6zel proteinlerdir. Faktorlerin kendi
aralarinda ve trombositlerle etkilesimi pihtilasma olaymi baslatir veya pihtilasmaya
neden olur. Cogu pihtilagma faktorii plazmada zimojen veya inaktif formda bulunur ve
pihtilagma yolaginda aktif hale geger. Roma rakamlariyla adlandirilan faktorlerin aktif
halleri harflerinin yanlarina ‘a’ harfi alarak adlandirilir.

Faktor X, pthtilagma yolaginda énemli bir proteindir ve trombin iiretimini kontrol
eder. Instrinsik yolak ile Faktdr XII kimyasal yapismin degismesiyle aktif hale gelerek
Faktor XIIa’y1 olusturur. Faktor XIla, Faktor XI’in Faktor XIa’ya doniismesini saglar.
Faktor Xla, Faktor IX’un Faktor IXa’ya aktive olmasini saglar. Reaksiyon fosfolipit
yiizeyinde gergeklesir. Olusan Faktor [Xa da Faktor X’u aktiflestirerek FXa’ya cevirir.
Kaskatin devami ortak yolakla olusur. DF’ye bagimli yolak olan ekstrinsik yolakla da
FXa olusur. FXa, tripsin benzeri serin proteazdir ve protrombinin trombine doniigiimiinde
onemli bir rol oynar. Pihtilasma kaskatinda fibrin pihtisinin olugsmasini saglayan son
enzimdir [18].

Damar biitiinliigiiniin bozulmasi sonucu DF salgilanir. DF’nin Ca?* ve Faktor VII
ile yaptig1 kompleks sonucu Faktor VII aktiflesir. Bu faktor de Faktor X u aktiflestirerek
FXa’ya doniistiirtir. Bir fosfolipit yiizeyindeki Faktor Va ve Ca?" iyonlariyla beraber FXa,
ortak yolakta, protrombinin pithtilasmanin son ajani olan trombine doniistiiriilmesinden
sorumlu olan protrombinaz kompleksini olusturarak protrombini trombine doniistiiriir.
Trombin, fibrinojenden fibrin olusumunu katalizler. Koagulasyon tamamlanir [1, 19]. Bu
sebeple FXa, yeni oral antikoagulan ilaglarin gelisiminde hedef olarak alinmistir.

1.2.2. APXin fiziksel ve kimyasal ozellikleri

APX (Sekil 1.1), pirazolpiridin yapiya birinci pozisyonundan 4-metoksifenil grubu,

6. pozisyonundan 4-(2-oksopiperidin-1-il) fenil grubu bagli 7-okso-4,5,6,7-1H-pirazolo
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[3,4-c] piridin-3 karboksamit yapisidir. CAS numarasi 503612-47-3’tiir ve molekiil
formiilii C25H25N504 olup 459,5 g/mol molekiil agirligina sahiptir. APX oda sicakliginda
kat1, sarims1 beyaz ince toz halindedir. Suda ¢oziiniirliigii ¢ok az olup 0,11 mg/mL’dir
[20]. Literatiirde yer alan calismada maksimum mol ¢oziinilirliigiine 1-4 dioksan
icerisinde ulasilmistir. Bu ¢oziicliyli metanol, aseton, etanol takip etmistir ve en diisiik
¢Oziiniirliiglin suda oldugu gozlemlenmistir [21]. Bu calismada diisiik derigimlerde
APX’in asetonitril (ACN) igerisinde ¢Ozlindiigli goézlemlenmistir ve deneyler igin

kullanilan stok ¢ozeltiler ACN kullanilarak hazirlanmistir.

Sekil 1.1. APXin molekiil yapisi

1.2.3. APX’in farmakokinetik ve farmakodinamik ozellikleri

Farmakokinetik arastirmalar, ilacin oral alimindan sonraki 1-2 saat igerisinde
maksimum derisime ulasip absorpsiyonunun hizli oldugunu gostermektedir. Oral
biyoyararlanimim kopek, sican ve insanlarda yiiksek oldugu gozlemlenmistir. ilacin
damar i¢i enjeksiyonu sonrasi eliminasyon yart dmrii 2-11 saat olarak gozlemlenmistir
[22][23]. Serum protein baglanmasi kdpeklerde ortalama %96, sicanlarda %92 oraninda
yiiksek seyrederken; insanlarda %8’dir ve ¢ogunlukla albiimine baghdir [22]. APX,
bliylik ¢ogunlukla metabolize olmadan plazma ve diskida rastlansa da c¢ok diisiik
derisimde, tayin edilebilir olan inaktif O-dimetil Apiksaban siilfat olan metabolitlerine de
rastlanmistir. APX eliminasyonu hepatik metabolizma, renal atilim ve bagirsak, safra
salgilamasi dahil olmak iizere birkag¢ yolu igerir. APX, CYP enzimleri i¢in substrattir bu
sebeple CYP enzimlerini modiile eden ilaclarla etkilesim gosterebilir fakat APX birden

fazla eliminasyon yoluna sahip oldugu i¢in bu tiir etkilesimler dnemli degildir [24].



Yapilan deneyler sonucunda 5 mg tablet ile 2,5 mg ¢o6zelti uygulanan hastalarin
degerlerinin orantili oldugu gozlemlenmistir. Bu durum tablet ve c¢ozelti
biyoyararlaniminin benzer oldugunu diisiindiiriir [25]. APX absorpsiyonu biiyiik oranda
ince bagirsakta gerceklesir ve gastrointestinal sistem boyunca giderek azalir. Yiyecekler
ilacin biyoyararlanimini etkilememektedir [26].

[lacin farmakodinamik &zelliklerini belirlemeye yonelik yapilan INR, protrombin
zamani, parsiyel tromboplastin zamani gibi pihtilagma testlerinde APX’in tek dozlari, bu
parametrelerde hizli ve doza baghh artisa neden olmustur. Bu testler plazma
konsantrasyonu- zaman profilinin doza bagl artigin1 gostermistir fakat APX’in pihtilagsma
Onleyici etkisinin izlenmesinde yararli olamamistir. Genis zaman araliginda tek dozlar
halinde alinan APX 1iyi tolere edilmistir. APX’in farmakokinetik ve farmakodinamik
ozellikleri tahmin edilebilir ve uyumlu bulunmustur. Ilacin gidalarla etkilesimi
gbzlemlenmemistir bu sebeple 6glinlerle ilgilenilmeden ilag alabilir [27].

1.2.4. APX’in kullanim sekli ve dozu

APX piyasada Eliquis® miistahzar adi ile satista olup 2,5 ve 5 mg film kapl tablet
halinde recete edilir [12]. Diz veya kalca protez ameliyati sonrasinda gerceklesebilecek
vendz tromboembolizmden korunmak i¢in 2,5 mg doz giinde 2 defa alinmasi ve ilk doza
ameliyattan 12-24 saat sonra baslanmas1 tavsiye edilmektedir. Diz protez ameliyati
sonrasi ilacin tavsiye edilen kullanim stiresi 10-14 giin iken kalga protez ameliyati
sonrasinda ila¢ 32-38 giine kadar kullanilmalidir. Non-valvuler atriyal fibrilasyon
hastalarinda inme riskini 6nlemek i¢in APX, glinde 2 defa 5 mg tavsiye edilir. Hastanin
yas, kilo gibi 6zellikleri géz 6niinde bulundurularak doz azaltilip giinde 2 defa 2,5 mg
tavsiye edilebilir. Tedaviye uzun siire devam edilmelidir. Vendz tromboembolizm ve
pulmoner embolizm hastalarinin akut tedavisinde tavsiye edilen doz, 7 giin siire ile giinde
2 defa 10 mg ve takip eden giinlerde giinde 2 defa 5 mg olup tekrarlayan vendz
tromboembolizm ve pulmoner embolizmin 6nlenmesinde 6nerilen dozlama, giinde 2 defa

2,5 mg seklindedir [12, 28].
1.3. APX icin Gelistirilmis Analiz Yontemleri

1.3.1. Spektroskopik yontemler

Annareddy Gari Radhika vd. [29] APX ve tablet formiilasyonu i¢in sifiriner tiirev
ve egri altindaki alan olmak iizere iki farklt UV-Spektroskopi metodu gelistirmislerdir.

Sifirmer tiirev metodu ig¢in 279 nm dalga boyu, egri altinda kalan alan i¢in dalga boyu



araligi 269-289 nm dalga boyunda Olciim yapilmistir. Coziici olarak metanol
kullanilmistir. Dogrusallik i¢in 5-25 pg/mL derisim araliginda ¢alisilmistir. Sifirinct tiirev
icin LOQ degeri 0,712 pg/mL, kalibrasyon katsayist 0,9975; egri altinda kalan alan
yontemi i¢in LOQ degeri 1,015 pg/mL, kalibrasyon katsayisi 0,9965’tir. Gelistirilen
yontemin validasyonu yapilmistir, yontem tekrarlanabilirligi yiiksektir ve ekonomiktir.
APX icin iki yontemin beraber kullanildig: ilk metottur.

Kunala Anusha vd. [30] APX i¢in sifirinci derece ve birinci derece tiirev UV
spektroskopi yontemlerini pH 5,0 fosfat tamponu (Metot A) ve pH 7,0 fosfat tamponunda
(Metot B) valide edilmis metot gelistirmislerdir. Sifirci tiirev yonteminde 276 nm dalga
boyunda ve birinci tiirev yonteminde 264-305 nm dalga boyu araliginda c¢alismislardir.
Metot A sifirinct tiirev ve birinci tiirev i¢in LOQ degerleri 0,164 pg/mL ve 1,818 ug/mL;
Metot B sifirinci tiirev ve birinci tiirev i¢in LOQ degerleri 0,037 pg/mL ve 1,938 pg/mL
olarak bulunmus; korelasyon katsayilarinin 0,9997°den yiiksek oldugu ifade edilmistir.
Geligtirilen her iki yontemin, APX’in farmasotik dozaj formundan rutin analizinde
kullanilabilecegi ifade edilmektedir.

1.3.2. Kromatografik yontemler

Xavier Delavenne vd. [31] insan plazmasindan APX’in analizi i¢in LC-MS/MS
metotu gelistirmistir. 5-500 pg/L derisim araliginda calisilmistir ve korelasyon katsayisi
0,997 olarak bulunmustur. Yontem daha sonra farmakokinetik ¢calisma yapmak amaciyla
3 saglikli goniilliiye basariyla uygulanmistir.

Schmitz vd. tarafindan [32] DOAI grubunun ii¢ ilac1 olan APX, dabigatran ve
rivaroksabanin plazmadan UPLC-MS/MS metodu ile analizini gelistirilmistir. Derisim
aralig1 23-750 ng/mL olarak belirlenmistir. Korelasyon katsayis1 0,99 un tizerinde, LOD
degeri 0,025 ng/mL degerinin altinda bulunmustur. APX i¢in gerikazanim orani %104 tiir
Dogruluk ve kesinlik c¢alismalar1 icin UPLC-MS/MS metoduyla karsilagtirma
yapilabilecek ¢esitli pithtilasma tahlilleri yapilmistir. Yapilan pihtilasma testleri ile
UPLC-MS/MS metodunun istatistiksel olarak birbirinden c¢ok bagimsiz oldugu
gbzlemlenmistir ve bunun nedeninin klinik farklilik ile ilgili olup olmadig1 hakkinda bir
yargtya ulagilamamustir. Bu nedenle DOAI tanimlanirken pihtilasma testlerinin referans
bir metot ile karsilastirilmasinin 6nemli oldugu sonucuna varilmastir.

Gous vd. [33] DOAI kullaniminda bireysel dozlamanin &nemli oldugunu
diisiindiikleri i¢in APX dahil DOAI i¢in LC-MS c¢alismas1 yapmuslardir. Analitler i¢

standartlarla beraber Cis TurboFlow kolona enjekte edilmislerdir. LC kisminda Fenil
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Heksil kolon kullanilmistir. Veriler tam tarama modunda calisilan (100-2000 m/z) MS
sonras1 elde edilmistir. Kalibrasyon egrisi i¢in 1-500 pg/L derisimi aralifinda
calisilmistir. Tiim analitler i¢in LOQ degeri 1 pg/L olarak bulunmustur. Gelistirilen metot
ilag izlemi i¢in uygun bulunmustur.

Kuhn vd. [34] plazmadan APX ve diger DOATI analizi i¢in hizli, hassas ve secici
bir metot gelistirmek amaciyla SPE-UPLC-MS/MS kullanmislardir. APX igin
kalibrasyon egrisi 0,5-760,0 pug/L derisimleri araliginda olusturulmus olup korelasyon
katsayist 0,99 un tlizerinde, LOQ degeri 0,21 pg/L olarak bulunmustur.

Jeong vd. [35] APX kullanan hastalarda periyodik goriintiileme gerekmemesine
ragmen ameliyat ya da doz asimindan kaynakli kanamalara neden olacagi i¢cin APX
goriintiileme metoduna ihtiya¢ duyuldugunu diisiinerek plazmadan APX ve diger DOAI
analizi i¢in hizli, hassas ve secici bir metot gelistirmislerdir. Mevcut kullanimdaki
pihtilagma testlerinin dar konsantrasyon araligir icermesi nedeniyle UPLC-MS/MS
kullanmislardir. insan plazmasinda APX’in UPLC-MS/MS analizini 10-5000 ng/mL
derisim araliginda gerceklestirmislerdir. 0,997 korelasyon katsayist ve 1 ng/mL LOQ
degerine ulagsmislardir. Metot validasyonu sonucunda gelistirilen yontemin klinik
farmakokinetik ¢aligmalar i¢in uygun oldugu sonucuna varmiglardir.

Noguez vd. [36] insan plazmasinda Varfarin, APX ve diger DOAI tayini igin
UPLC-MS/MS metodu gelistirmiglerdir ve 5-1000 pg/mL derisim aralifin1 ¢alisma
aralig1 olarak almislardir. 0,99 korelasyon katsayisi elde edip, LOQ degerini 1,50 ng/mL
olarak bulmuslardir.

Prabhune vd. [37] APX’in validasyon parametrelerinden biri olan APX’in
seciciligini 6lgmek i¢in maddeyi zorlu bozundurma kosullarina tabi tutmuslar ve olusan
bozunma iriinleri varlifinda HPLC ile ayrimmi gerceklestirmislerdir. Bozunma
driinlerinin APX pikine girisim yapmadigi gézlemlenmistir. Bu ¢alismada 0,01-0,22
pg/mL derisim aralifinda calisilmistir ve korelasyon katsayist 0,99; APX LOQ degeri
0,15 pg/mL, olugan bozunma iiriinii 1’in LOQ degeri 0,024 pg/mL ve olusan bozunma
iriind 2’nin LOQ degeri 0,026 pg/mL olarak bulunmustur. Yo6ntem rutin kalite kontrol
testleri i¢in uygun bulunmustur.

Zhang vd. [38] APX ve diger DOAI icin farmakokinetik ¢alismalar ve hastanede
terapotik ila¢ izleminin kolay, hizli ve giivenilir olarak yapilmasi amaciyla insan

plazmasinda LC-MS/MS analizini gergeklestirmiglerdir. 1,0-1000,0 pg/L (r>>0,99)



derisim araliginda calisthp LOQ degeri 1,0 pg/L, geri kazanim 9%101,6 olarak
bulunmustur.

Tilea vd. [39] APX’in insan plazmasinda LC-MS/MS analizini yapmislardir. 0,994
korelasyon katsayist 9,70 (LOQ)-970,00 ng/mL derisimi araliginda calisilarak elde
edilmigtir. Metot farmakokinetik caligsmalarin yapilmasma ve klinikte terapdtik ilag
izlemine uygun bulunmustur.

Zhang vd. [40] UPLC-MS/MS kullanarak DOAI’in, APX dahil, fare plazmasinda
analizini gergeklestirmislerdir. Metot validasyonu APX i¢in 1,0-100,0 ng/mL derigimi
araliginda ¢alisilmistir (r?=0,9971; LOQ 1,0 ng/mL). Calisma farmakokinetik ¢alismalara
basariyla uygulanmistir.

Lagoutte- Renosi vd. [41] APX ve DOAI i¢in HPLC-MS/MS analizini insan
plazmasinda 25-1000 ug/L derisimi araliginda (r*>0,99; LOQ 25,0 ug/L) gergeklestirip
26 hasta Orneginde uygulamislardir. Derisim araligi hasta plazmasindaki APX’in
izlenmesi i¢in uygun bulunmustur.

Landge vd. [42] APX ve zorlu bozma kosullar (asidik, bazik, oksidatif, 151k ve
sicaklik ortamlari) sonucu olusan 9 farkli bozunma iirlinlerinin analizi i¢in HPLC metodu
gelistirmislerdir. APX i¢in LOQ 0,075 pg/mL ve korelasyon katsayis1 0,999 olarak
bulunmustur.

Gouveia vd. [43] APX icin HPLC-DAD metodunu insan plazmasinda gelistirmistir.
Calisilan 0,017 (LOQ) -5,28 pg/mL derisim araliginda korelasyon katsayisi 0,993
bulunmustur. Bu metodun avantaji metotta analiz i¢in kullanilan HPLC’nin ila¢ gelisim
departmanlarinda ve klinik laboratuvarlarda LC-MS/MS’e gore daha yaygin
kullanilmasidir.

Subramanian vd. [44] APX tablet formundan bilinen 9 bozunma iirliniiniin HPLC
analizini 0,10-1,95 pg/mL derisim araliginda gergeklestirmis olup korelasyon katsayisi
0,99 ve LOQ degeri 0,09 pg/mL olarak bulunmustur. Metot optimizasyonu tasarim
yoluyla kalite metodu ile yapilmistir.

Zhao vd. [45] UPLC-MS/MS kullanarak APX’in insan plazmasinda (kalibrasyon
aralig1 5-500 ng/mL ve LOQ degeri 5,92 ng/mL) ve anne siitiine geg¢ip gegmedigini
kontrol etmek i¢in insan siitiinde ( kalibrasyon araligi 5-250 ng/mL ve LOQ degeri 4,99
ng/mL) analizini yapmislardir ve korelasyon katsayist 0,99’un iizerinde bulunmustur.

Metot insan siitiinde gergeklestirilen ilk APX analizidir.



1.3.3. Voltametrik yontemler

APX’in voltametrik yontemler kullanilarak tayinine iliskin literatiirde ¢ok az sayida
caligma vardir.

Mohamed Rizk vd. [46] karbon macunu ile modifiye edilmis ¢cok duvarli karbon
nanotiip elektrot (MWCNT/CPE) kullanarak dongiisel voltametri ve kare dalga
voltametrisi metodu gelistirmisler ve APX’in yiikseltgenme davranigini arastirmislardir.
APX, notralize ftalat tamponu (pH 5,0) icerisinde 1,21 V potansiyelde geri doniisiimsiiz
difiizyon kontrollii oksidasyon davranisi gdstermistir. Derigim araligi 1,99x10°¢ —
1,07x10* mol/L ile ¢alisilmis ve korelasyon katsayis1 0,9996 olarak bulunmustur. LOQ
degeri 1,99x10° mol/L olarak saptanmistir ve elektroylikseltgenme mekanizmasi
Onerilmistir. Bu calisma kapsaminda APX’in yiikseltgenme mekanizmasi i¢in tahmini bir
mekanizma Onerilmistir fakat bu 6nerinin dogru olabilecegine yonelik bir aciklama veya
destek caligmalarina yer verilmemistir. Literatiirde APX ile ilgili elektroindirgenme
caligmasina rastlanmamistir.

1.4. Calismanin Amaci

APX’in analiz ve miktar tayinine yonelik ¢ok sayida kromatografik ve
spektroskopik calisma bulunmaktadir. Tezin temel amact APX’in elektroanalitik
yontemlerle indirgenme ve/veya yiikseltgenme davranislarinin tayin edilmesidir. Diger
amaci ise diferansiyel puls polarografisi (DPP) yontemi ile miktar tayininin yapilmasidir.
Ulasilmak istenen hedef; APX i¢in kolay uygulanabilir, hizli, ucuz ve hassas bir
elektrokimyasal yontem gelistirip elektron transfer mekanizmasini aydinlatabilmektir.
APX’in literatiirdeki elektrokimyasal analiz ¢aligmalarinda yer almayan indirgenme
davranisi ile mekanizmasini arastirmak ve yine literatiirde eksik kalan yiikseltgenme
davranigini tamamlamak hedeflenmektedir. Metot validasyonunun Uluslararast Uyum

Konseyi (ICH) kilavuzlarina uygun olacak sekilde yapilmasidir.
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2. GEREC VE YONTEM
2.1. Ol¢me Yontemi

Elektroanalitik teknikler elektrik ile kimya arasindaki iliskiyi; akim, potansiyel, yiik
terimlerini kullanarak ag¢iklamak amacindadir. Kimyasal olgiimler, homojen ¢ozelti
ortaminda ve elektrokimyasal olaylar, bu ortam ile elektrot arasinda gergeklesir. Tayin
icin elektriksel sinyal kullanilir. Elektroanalitik dl¢iimler; numune hakkindaki bilgilerin
membran etrafinda olusan potansiyelin 6l¢iimiiyle elde edildigi statik bir teknik olan
potansiyometrik ve elektrot- elektrolit arasindaki yiik transferine dayali dinamik teknik
olan potansiyostatik (kontrollii potansiyel) olmak iizere ikiye ayrilir. Olgiimlerde biri
calisma elektrodu digeri sabit potansiyelde olan ve elektrolit i¢eriginden etkilenmeyen
referans elektrot olmak iizere en az iki elektrot kullanilir ve analiz elektrolit ¢ozeltisi
icerisinde gerceklesir. Boylece elektrokimyasal hiicre olugsmus olur. Eger hiicreler
enerjiyi harici bir kaynaktan tiiketiyorsa elektrolitik, kendileri iiretiyorsa galvanik hiicre
olarak adlandirilirlar. Potansiyostatik tekniklere voltametrik teknikler 6rnek verilebilir
[47].

Voltametri, elektroaktif bilesigin farkli pH degerlerine sahip tampon ortamlarindaki
elektroanalitik olarak indirgenme- yiikseltgenme davraniglarini, voltamogramlardan elde
edilen akim siddeti- yar1 dalga potansiyel (Ei») egrilerini kullanarak inceler [48].
Calismada dontisimli voltametri (CV), polarografi, DPP ve UV-Spektrofotometri
kullanilmistir. CV elektrokimyasal reaksiyonlar hakkinda nitel bilgi elde etmek amaciyla
en sik kullanilan tekniklerden biridir. CV elektrokimyasal siirecin geri doniisiimlii olup
olmadig1 hakkinda bilgi edinilmesi, 6zellikle elektron alimini takip eden siireglerin
incelenmesi gibi temel caligmalarda tercih edilen bir tekniktir. Ozellikle elektroaktif
bolgenin redoks potansiyellerinin hizli sekilde bulunmasina ve ¢ozelti ortaminin redoks
islemi iizerindeki etkisinin incelenmesine olanak verir [48, 49]. Calismada voltametri
APX’in elektron transfer mekanizmasini aydinlatmak amaciyla kullanilan ilk tekniktir.

Polarografi, 1922 yilinda Jaroslav Heyrovsky tarafindan Cekoslovakya’da
gelistirilmistir ve 1959 yilinda Nobel Kimya Odiilii’nii getirmistir. Voltametrinin alt
caligma alanidir. Calisma elektrotunun damlayan civa elektrot (DCE) olmasi yontemin
polarografi olarak adlandirilmasina sebep olmustur. Elektrot yiizeyinin yenilenebilir
olmas1 ve genis katodik potansiyel aralig1 teknigi ayiran 6nemli 6zelliklerdir. Genellikle
indirgenebilir tlirlerin tanimlanmasinda kullanilir [50]. Civa elektrot kullanilmasinin

dezavantaji crvanin elektrolitik ¢oziiniirliigiiniin + 0,4 V’da (vs doygun kalomel elektrot)
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olmasi nedeniyle daha pozitif potansiyellerde deney yapilamamasidir. Ayni zamanda civa
toksik bir element oldugu icin ¢alisirken dikkat edilmelidir. 25°C oda sicakligina sahip
ve havalandirilan laboratuvarda civa toksisitesinden s6z edilemez. 80°C ve {izeri olan
sicakliklarda civanin buhar basinci toksik seviyelere ulasir [51]. Calismada polarografi
APX’in elektroindirgenme mekanizmasinin aydinlatilmasi i¢in kullanilmistir.

DPP teknigi, civa damla elektrotunun belirli araliklarla genellikle 50 mV genlik
potansiyeline sahip darbelerle dogrusal potansiyel taramaya maruz birakilmas: ile
olusturulur. Darbe, c¢eki¢ yardimiyla olusturulur ve civanin diisiisiiniin son 50
milisaniyesinde uygulanir. Akim 6l¢limii darbeden 15 milisaniye 6nce ve civa damlasinin
diismesinden 15 milisaniye Once olmak iizere 2 defa yapilir ve daha sonra akimlar
arasindaki fark yar1 dalga potansiyeline kars1 grafige gecirilir. Elde edilen diferansiyel
egri pik seklindedir ve pikin yiiksekligi derisimle dogru orantilidir. DPP voltametrik
tekniklerin duyarliligim arttirir; tayin alt siirt 107-10® M araligina kadar diismektedir
[52]. Calismada DPP, APX’in miktar tayini ve validasyon ¢aligsmalarini tamamlamak i¢in
kullanilmistir.

pKa, asit iyonlagma sabiti olan K. degerinin negatif logaritmik degeridir ve
maddelerin ¢6ziiniirliigli, bozunma kinetigi, etki mekanizmasi, kompleks olusturma
yetenegi ve proteine baglanma yetenegi hakkinda bilgi verir [53]. pK. tayini
potansiyometrik titrasyon, spektrofotometrik yontemler ve kapiller elektroforez gibi
yontemlerle yapilabilir. Eger madde cok zayif asit veya bazsa veya yeteri kadar
coziinemiyorsa potansiyometri yerine Ultraviolet (UV)-Visible (Vis) spektrofotometri
tercih edilir [54]. Calismada APX’in pK., analizi i¢in UV spektrofotometri kullanilmistir.
Spektrofotometrik yontemlerin en énemli avantaji, molekiiliin analitik tayinini yiiksek
hassaslikta yapmalaridir [55]. UV spektrofotometri cihazlar1 bir 151k kaynagi, tek dalga
boylu 1510 ¢1kist i¢in genellikle prizma veya kirinim 1zgarasi bulunduran monokromatér;
opak, transparan ve aynadan olusan ve monokromatik 1sin1 ikiye bolen ve bir kismini
ornege bir kismini referansa gonderen disk, O6rnek ve referans numune kaplar1 ve
dedektdrden olusur. Isik kaynagi olarak doteryum lamba (180-350 nm), tungsten ve
hidrojen lamba (330-900 nm) kullanilabilir [56].

2.1.1. Voltametri

Aktif farmasotik Dbilesiklerin  ve elektroaktif maddelerin tanimlanmasinda
kullanilan elektroanalitik teknikler hassas, hizli, segici, ucuz ve ¢evre dostu tekniklerdir.

Daha uygun olmalari, kolay uygulanabilirlikleri, kisa analiz siireleri diger tekniklere gore
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avantajlaridir. Voltametrik teknikler elektroaktif kimyasal bilesiklerin indirgenme-
yiikseltgenme davranislarinin incelenmesi i¢in en uygun tekniklerdir [57, 58].

2.1.1.1. Déngiisel Voltametri

Yenilenmeyen ylizey elektrotlarin kullanilarak potansiyel degistirilirken sonug
olarak degisen akimin o6l¢iildiigli ve potansiyel- akim egrilerinin elde edildigi tiim
teknikler voltametri olarak adlandirilir. Dogrusal siipiirme voltametrisi (LSV) ve CV
olmak tizere iki ana voltaj taramasi bigimi kullanilmaktadir. CV’de ileri taramadan sonra
ters yonde geri tarama gergeklesirken LSV’de keskin bir akim artisin1 yavas bir akim
azalmasi izler [49].

CV; redoks mekanizmasinin termodinamigi, elektron transfer mekanizmalarinin
kinetigi, adsorpsiyon prosesleri hakkinda hizli ve o6nemli bilgiler saglamaktadir.
Elektroanalitik ¢alismalarda genellikle tercih edilen ilk tekniktir. CV, sabit calisma
elektrodunun potansiyelini dogrusal olarak tarayarak liggen sekilli potansiyel dalga
formlar1 olusturur. Elektrottaki elektronlarin enerjisini modiile etmek icin elektrota
potansiyostat gibi harici bir gilic kaynagindan voltaj uygulanir. Tarama sirasinda
potansiyostat, uygulanan potansiyelden kaynaklanan akimi dlger [50]. Bu yontem i¢in
kullanilan elektrotlar altin, platin, karbon gibi elektriksel olarak iletken yapili
elektrotlardir. Elektrokimyasal indirgenme olayi, ylikseltgen maddenin elektrottan
elektron transferiyle indirgenmesi sonucu gerceklesir. Deney ortaminda gerceklesen
elektron transferi sirasinda elektriksel notrliiglin korunmasi i¢in iyonlar gereklidir. Bu
sebeple destek elektroliti (elektrolit ¢ozeltisi) olarak adlandirilan tuz ¢oézeltileri (tampon
cozeltiler) kullanilir. Elektrokimyasal reaksiyonun gergeklestigi deney hiicresinde ii¢ tip
elektrot yer almaktadir. Calisma elektrodunda elektrokimyasal olay gergeklesir.
Potansiyostat ayrica ¢alisma elektrodunun potansiyelini referans elektroda gore kontrol
etmek i¢in kullanilir. Potansiyostat, calisma elektroduna bir potansiyel uygular ve ¢alisma
elektrotu ile karsit elektrot arasinda akan akimi Olger. Karsit elektrot, elektrik akisini
tamamlamak i¢in kullanilir. Akim, elektronlarin ¢alisma elektrodu ile karsit elektrot
arasindaki akis1 sirasinda Olgiiliir. Boylece ¢alisma elektrodu yiizeyinde gergeklesen
elektrokimyasal reaksiyonlarin 6l¢lim ve kontrolii saglanir. Calisma elektrodu deneye
uygun olacak sekilde degistirilebilir. Yenilenemeyen yiizeye sahip kati elektrotlar
kullanildig: i¢in her analiz sonrasi elektrodun temizlenmesi gerekmektedir. Referans
elektrot, elektrokimyasal hiicredeki diger elektrotlar arasinda referans noktasi olarak

kullanilir. Doygun kalomel elektrot (SCE), standart hidrojen elektrot, Ag/AgCl elektrot
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ornekleridir. Elektrokimyasal siireci oksijenin indirgenmesinden korumak i¢in inert bir
gaz olan azot gazinin birka¢ dakika hiicre igerisinden gegmesi gerekmektedir [59, 60].
Dongiisel voltametri ¢alismasinda camsi karbon elektrot (GCE) kullanilmistir.
Elektrokimya, elektrot yiizeyinde gerceklesen yiik ayrimu ile ilgili oldugu i¢in segilecek
calisma elektrotu dnemlidir; elektrotun destek elektrolit igerisinde calistigi potansiyel
aralik dikkate alinmali ve her zaman en kaliteli ve saf malzeme secilmelidir. Potansiyel
aralik genellikle destek elektrolitinin indirgendigi ya da yiikseltgendigi potansiyel sinira
gore belirlenir. Kat1 elektrotlar civa elektrota gore daha pozitif potansiyel araliga sahiptir,
karbon elektrotta anodik aralik +2,0 V’ye kadar cikabilir, fakat civa elektrot gibi
yenilenebilir yiizeye sahip olmadig1 i¢in tekrarlanabilirligin kontrol edilmesi daha zordur
[61]. Karbon elektrotlar camsi karbon, grafit, elmas, karbon nanotiip elektrotlarin oldugu
grup olan homojen ve karbon pastasi, modifiye karbon pastasi elektrotlarin bulundugu
heterojen grup olmak {izere ikiye ayrilir ve farkli ¢esitler halinde bulunurlar, maliyetleri
kullanilan diger elektrotlara gore uygundur. Genis potansiyel araligi, zengin ylizey
kimyasi, diisiik artik akimi, kimyasal olarak inert olmas1 ve birgok elektroaktif maddenin
analizi i¢in uygun olmasi sebebiyle karbon elektrotlarin kullaniliglart yaygindir [62].
GCE yiizeyinde diger kat1 elektrotlara gore daha ufak gézenekler bulunur, bu elektrotlar
kolayca monte edilir, parlatilir ve yaygin olarak kullanilan destek elektrolitleri ile

uyumludurlar [63].
2.1.1.2. Polarografi

Polarografi, incelenmekte olan ¢ozeltinin elektrolizinden kaynaklanan akim
degisikliginin, yenilenebilir ylizeye sahip DCE kullanilarak uygulanan potansiyelin
stirekli arttirllmasiyla, akim- yar1 dalga potansiyel egrilerinin Sl¢limiinii saglayan
elektrokimyasal tekniktir. Calisma elektrotunun potansiyeli dogrusal olarak degistirilir.
Civanin genis potansiyel araligi (-3,0 V- +0,4 V) bircok organik ve inorganik tiirlerin
elektroindirgenme davranigini anlamamizi saglar [64, 65]. Polarografi nicel ve nitel tayin
sagladig i¢in sikca kullanilir [66]. Civa iizerindeki hidrojenin yiiksek asir1 geriliminden
dolay1 civa elektrotlar negatif potansiyellerde kullanilabilir. Ayrica DCE’un en belirgin
ozelligi civanin siirekli yenilenmesi ve bdylece 6l¢iimiin dnceki elektrokimyasal islemden
etkilenmemesidir. Civa elektrotlarla elde edilen sonuglarin tekrarlanabilirligi
polarografinin en 6nemli 6zelligidir [67]. Polarografi metodunun ¢alisma elektrotu olan
civa elektrot; civa rezervuarindan hortum ile bagl oldugu, igerisinde sag teli kadar bogluk

bulunan bir cam kilcal borunun alt ucundan kiiciik civa damlaciklar1 halinde olusur.
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Elektrotta gerceklesen akim tiirli belirlendikten sonra akim ytiksekligi kullanilarak nicel
analiz olan miktar tayini ¢aligsmalari, yar1 dalga potansiyeli kullanilarak nitel tayin
yapilabilir [68]. Caligma elektrotunda elektrolize ugrayan madde olan depolarizoriin
tayini depolarizoriin olustugu yar1 dalga potansiyeli ile belirlenir. Polarografik analizlerde
analizi yapilan maddenin akimindaki biiyiikliikk maddenin elektrot yiizeyine ulasma hizi
ile sinirlidir ve bu nedenle belli bir potansiyel degerden sonra akimda artis goriilmez, bu
akimin biiytikliigl sinirlayici akimdir. Elektroaktif madde elektrot yiizeyine ulasmadan
cozeltideki diger bilesenlerden dolay1 once kiigiik bir akim gézlemlenir ve bu akima da
artitk akim denilir. Genellikle siirlayici akimin yarisina denk gelen anda potansiyel
olgiiliir, bu sebeple nitel tayin i¢in Sl¢limiin alindig1 potansiyel, yar1 dalga potansiyeli
adimi almistir [69]. Bu potansiyel degeri maddeye 06zgii oldugu igin nitel analiz
yapilmasina imkan saglar. Sekil 2.1°de Cd*? metalinin 1 M hidroklorik asit i¢erisindeki

analizine ait akim yiiksekligi ve yar1 dalga potansiyeli gosterilmistir.

20T T T T

10+ I4

Akim (pA)

Potansiyel (V)

Sekil 2.1. (4) I M hidroklorik asite ait polarogram, (B) 1 M hidroklorik asit icerisindeki 4x10* M Cd*?

metaline ait polarogram (id sunir akimi, E12yart dalga potansiyeli.) [50]
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Polarografide bilinen 4 6nemli sinirlayici akim tiirli vardir; diflizyon akimi, kinetik
akim, katalitik akim ve adsorbsiyon akimi. Elektrotta gerceklesen akimin tiiriinii bulmak
icin depolarizdr konsantrasyonu, civa rezervuar yliksekligi, tampon ¢ozeltinin pH degeri
ve igerigi, sicaklik gibi etkenler degistirilerek yapilan deneyler sonucunda elde edilen
veriler kullanilir [69]. Caligsma elektrotunda elektrolize ugrayan madde olan depolarizor,
cozeltiden elektrot yiizeyine difiizyon kontrolii ile hareket ediyorsa akim tiiriiniin
diflizyon akimi (i¢) oldugu sdylenebilir. Difiizyon akiminin ger¢eklesmesi, depolarizoriin
miktar tayini ve mekanistik incelemesinin yapilmasini saglar. Akim tiiriinii belirlemeye
yonelik iki adet ¢aligma yapilmasi gerekmektedir; madde sabit asitlik derecesine sahip
destek elektrolit igerisinde farkli derisimlerde analiz edilir ve derisim-akim grafigi
olusturulur. Diger calisma sabit madde derisimi ve destek elektrolitinde rezervuar
yiiksekliginin degistirilerek analizlerin gergeklestirilmesi ile tamamlanir. Bu ¢alisma
sonucunda rezervuar yiiksekliginin karekokiine karsilik akim grafigi ¢izilir. Olusturulan
iki grafigin de dogrusal olmas1 madde iizerinde gerceklesen indirgenmenin difiizyon
akimiyla olustugunu gosterir. Bu durumda akim, difiizyonla tasinan madde miktarina
bagli olur. Diflizyon akimi tampon igerigi ve ortamin asitlik derecesinden bagimsizdir.

Crva damlasimin damladig1 andaki difiizyon akimi Ilkovic denklemiyle ifade edilir [70];
iy =708nDY2m?2/3t1/6C 2.1)

Burada, i¢= civa damlasinin damladigi andaki akim (amper), n= transfer edilen
elektron sayis1, D= difiizyon katsayisi (cm?/s), m =c1va akis hizi (g/s), t= civanin kilcaldan
akis stiresi (s), C= derisim (mol/cm?)’dir.

Kinetik akim (ix), elektrot ylizeyi veya yakininda gergeklesen kimyasal bir
reaksiyonun hizi ile sinirlandirilir. Kinetik akimin sinirlandigi maksimum hiz elektrot
yiizeyindeki kimyasal reaksiyonun hizi ile belirlenir. Proton transfer reaksiyonlari,
dehidrasyon ve halka kirilma reaksiyonlarinda rastlanir. Kinetik akim tampon icerigine
bagimli olabilir, ortamin asitlik derecesine bagimlidir [70].

Katalitik akim (ic), polarografik olarak inaktif olan katalistin polarografik olarak
aktif olan maddenin indirgenme potansiyelini pozitif ya da oksitlenme potansiyelini daha
negatif potansiyellere kaydiran katalitik etkileriyle siirlandirilir. Tiyol gruba sahip
molekiillerin kobalt tuzlarinin amonyak ¢ozeltilerinde katalitik dalga vermesi bu akim
tiirtine ornektir. Katalitik akim, kullanilan tampon ¢6zeltinin igerigine ve ortamin asitlik

derecesine baghdir [69].
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Absorbsiyon akimi (iz), depolarizoriin yiikseltgenmis veya indirgenmis formunun,
maddenin kendisinin veya ara iriiniiniin elektrot ylizeyinde absorblanmasi ile olusur.
Depolarizér maddenin ya da ara iirliniiniin elektrot yiizeyinde birikmesi ile olusan
katman, elektroliz hizinin degismesine ya da elektrolizin engellenmesine neden olabilir.
Absorbsiyon akimi genellikle tampon igeriginden ve asitlik derecesinden bagimsizdir
[71].

Destek elektrolit ¢ozeltilerinde bir miktar oksijen ¢6ziinmiis halde bulunur.
Oksijen, polarografide indirgenme davranis1 gostererek esit biylikliikkte iki dalga
olusturur. Oksijeni ¢ozeltiden uzaklastirmanin iki yolu vardir. Fiziksel yol; azot, hidrojen,
helyum, argon veya diger bazi saf ve inert gazlar gibi polarografik inaktif gazlarin
cozeltiden birka¢ dakika boyunca gegirilmesine dayanir. Diger yol kimyasal maddelerin
oksijen ile reaksiyonuna dayanir. Ornegin bazik ¢ozeltilerde alkali metal siilfitleri
¢cozlinmiis oksijenin kimyasal indirgenmesi saglanir ve pH 8’in iizerinde polarografik
dalgaya rastlanilmaz. Reaksiyon sonucunda olusan iirlinler de polarografik inaktiftir [72].
Metot i¢in uygulanacak en uygun yol secilmelidir. Bu ¢aligmada azot gaz1 ile oksijenin
fiziksel olarak ortamdan uzaklastirilmasi yoluna gidilmistir. Azot gaz1 ¢ozeltiden 5 dk
boyunca gegirilip daha sonra analizler yapilmistir.

2.1.1.3. Diferansiyel puls polarografisi

Polarografi, farmasotik preparatlar igerisindeki elektroaktif maddelerin analizi i¢in
oldukca hassas bir tekniktir fakat farmasotik aragtirmalar sirasinda ilaglarin biyolojik
materyallerden analizi i¢in kullanilmasinda yetersiz kalmistir. Barker ve Jenkin [73], puls
voltametrisini gelistirerek analizlerde tayin limitini diisirmeyi basarmistir.

Elektrolitik hiicreye uygulanan potansiyel ile akim elde edilir ve bu akim hedef
analit derisimi ile dogru orantili olabilir. Elektrotta gerceklesen redoks reaksiyonu,
elektron transferini termodinamik veya kinetik olarak elverisli kilan potansiyel bolgede
gerceklesmis olabilir. Burada olusan akim Faraday’in Elektroliz Yasasi’na uydugu igin
faradaik akim olarak adlandirilir. Boylece akim ile analit derisimi arasinda dogru oranti
kurulabilir [47].

Elektrot ¢ift tabakasi, elektrot ylizeyinde olusan yiik ile elektrolitte bulunan
iyonlarin olusturdugu yapidir. Bu yap1 kapasitdr olarak galisir. Iki tabaka arasinda ekstra
yiik akist olusur ve bir akimi temsil eder. Bu akim kapasitif akim olarak adlandirilir ve
faradaik akima ek olarak olusur, istenmeyen bir akimdir. Ciinkii 6zellikle diisiik

derisimlerde calisirken hassasiyet ve dogrulugu etkiler. Normal polarografide kapasitif
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akim yiiksektir, bu durum hassasiyeti azaltir. DPP teknigi i¢in prensip, ¢ekic ile mekanik
darbeler olusturarak damla siiresinin kontrol edilmesidir. Cekig, ctvanin damlama stiresi
ile senkronize hale getirilir. Damlanin diismesine yakin oldugu noktada, faradaik akim
maksimum ve kapasitif akim minimumdur. Boylece, DPP teknigi faradaik ve kapasitif
akim arasindaki orani yiikselterek analiz edilen maddenin derisimini 10® M’a kadar
diistiriir [74, 75].

Normal puls polarografisinde (NPP), potansiyel baslangi¢c degerinde sabit tutulur
ve c¢ekic, elektrota artan genliklerle darbe uygular. Her darbe uygulandiginda akim
Olgiiliir. Elde edilen egri normal polarografik egrilere benzer fakat hassasiyet normal
polarografiye gore daha yiiksektir [76]. DPP’de, potansiyel sabit olarak uygulanmaz,
artarak devam eder. Sabit biiyiikliikteki darbeler, civa damlamadan hemen oOnce ve
damladigr anda calisma elektrotuna uygulanir. Olusan faradaik ve kapasitif akimlar
Ol¢lilmiis olur ve bu akimlarin farki alinir. DPP, NPP’ye gore daha kisa siireli darbeler
olusturdugu i¢in analizler daha hizli ve siiresi daha kisadir. Faradaik akim ile kapasitif
akim arasindaki fark ¢ok daha fazla oldugu icin daha hassas Ol¢limler yapilmis olur.
Elektrotta gergeklesen akim tiirii difiizyon akim ise DPP teknigi miktar tayini yapmaya
olanak saglayan bir tekniktir [77].

2.1.2. UV spektrofotometri

K., asit iyonlagsma sabitidir. pKa, K. degerinin negatif logaritmik hali olup
maddenin iyonlagma yetenegi olarak tanimlanir. Maddenin ¢oziiniirliik, lipofiliklik,
permeabilitesi gibi 6zellikleri hakkinda bilgi verir. Iyonize olabilen bir grup tastyan
maddeler i¢in pKa, maddenin %50’sinin iyonize oldugu pH olarak tanimlanir. Cogu
farmasotik madde sulu ¢ozeltide iyonlasmis halde bulunur. Coziiniirliik veya maddelerin
biyolojik aktivite gosterebilmesi i¢in iyonize olabilen grup tagimalar1 gereklidir. pKa,
molekiiliin farkli pH degerlerinde hangi iyonik formu alacagini anlamaya yardime olur.
Iyonizasyon durumu bilesigin difiizyon hizim ve viicutta bulunacagi ortami da belirler.
[lacin pK, degeri ilag metabolizmas1, membran gecisi [78]; emilim, dagilim, metabolizma
ve atilim hakkinda bir¢ok bilgi verir [79]. Bu sebeple yeni molekiil gelistirme
asamalarinda K. nin dogru metot ile tanimlanmasi 6nemlidir [80].

Spektrofotometrik Olciimler i¢in tayin edilecek bilesik iyonize gruplarma yakin
konumda kromofor gruba sahip olmalidir, bdylece iyonize ve ndtr durumdaki bilesigin
spektral dlglimii arasindaki farki gozlemlemek miimkiin hale gelir. Spektrofotometrik

yontemlerden UV-Vis yontemi bu amagla kullanilir. Bilesigin emilim spektrumu,

18



kullanilan tampon ¢o6zeltinin asitlik derecesinin degistirilmesi ile degisir. En biiyilik
degisiklik, sulu ¢ozeltinin pH degeri bilesigin pKa. degerine esit oldugunda gerceklesir
[81]. Bu yontem; morétesi (UV, 190-380 nm) ve goriiniir 15181n (Vis, 380-750 nm),
bilesiklerle etkilesimini dl¢ebilen bir yontemdir. Goriiniir bolge i¢in tungsten- halojen
lamba, UV bolge icin doteryum, hidrojen lamba tercih edilir [82]. Bu teknik, UV 15181n
analiz edilen madde tarafindan emilimini 6l¢erek calisir. UV spektrofotometrisi temel
olarak molekiiliin enerji seviyeleri arasinda elektron gegislerini incelemeye dayanir.
Kullanilan temel yasa Lambert-Beer yasasi olup bu yasa; emilimin, madde derisimi ve
molekiiler emilim katsayis1 ile dogru orantili oldugunu belirtir. UV spektrofotometri, pKa
tayini disinda organik ve inorganik bilesiklerin yapilarin1 belirlemek ve miktar tayini
yapmak i¢in de tercih edilebilmektedir [83].

2.2. Sonuclarin Degerlendirilmesi

Polarografik analizler sonucu elde edilen polarogramlardan madde pikine ait akim
yiiksekligi ve maddenin yar1 dalga potansiyeli analitik yanit olarak alinmistir. Tek yonlii
varyans analizi (ANOVA) ile elde edilen validasyon sonuglarinin gruplar arast uyumu
Microsoft Excel kullanilarak incelenmistir.

2.3. Yontem Gelistirme ve Yontem Gegerlilik Testleri (Validasyon)

Gelistirilen yontem i¢in ICH kilavuzunda belirtilen sekilde metot gegerliligi
saglanmigtir. Yontemin kilavuzda belirtilen analitik kriterleri sagladigi gdsterilmistir. Bu
amagla secicilik, ¢aligma araligi, teshis ve tayin alt sinir1, dogrusallik, dogruluk, kesinlik,
saglamlik ve kararlilik ¢caligmalar1 yapilmigtir.

2.3.1. Secicilik

Se¢icilik; analite ait sinyalin, ortamda bulunan girisim yapabilecek diger
maddelerin varliginda tayin edilebilmesidir. Spesifiklik; ortamda bulunan diger bilesenler
varliginda analitin kesin olarak degerlendirilebilmesidir. Analit i¢in se¢ici olan yontemin
ayn1 zamanda o analit i¢in spesifik oldugu sdylenebilir. Bu amagla tablet formiilasyonu
etken madde icermeden hazirlanmis ve uygun sekilde seyreltilip analiz edilmistir, ayni
zamanda yardimci maddeleri iceren formiilasyon cozeltisine etken madde eklenerek
analiz yapilmistir. Gelistirilen miktar tayini metodunun miistahzara uygulanmasi

sirasinda da tabletin analizi gergeklestirilmistir.
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2.3.2. Dogrusallik

Bir analitik prosediiriin dogrusalligi, belirlenen ¢aligma aralig1 igerisinde, analitin
konsantrasyonu ile dogru orantili olan veya yapilan matematiksel doniisiim sonrasinda
dogru orantili olan test sonuglar1 elde etme yetenegidir. Dogrusallik kalibrasyon egrisi
olusturulduktan sonra elde edilen kesim, egim ve korelasyon katsayisinin karesi (r?) ile
ifade edilir. Analizden elde edilen maddeye ait pikteki akim ytikseklikleri kalibrasyon
egrisi olusturmak i¢in kullanilmigtir.

Gelistirilen yontemin dogrusalliginin belirlenmesi i¢in stok APX standart ¢ozeltisi
%20-200’iine karsilik gelecek sekilde (0,002; 0,004; 0,006; 0,008; 0,010; 0,012; 0,015;
0,017 ve 0,020 mM) 9 farkli konsantrasyon seviyelerinde tampon ¢ozeltilerde seyreltilip
analiz edilmistir.

Analizler en az ii¢ tekrarli olarak yapilmistir, verilerin ortalamalar1 hesaplamada
kullanilmistir. Dogrusallik, giin i¢i ve giinler arasi olacak sekilde ¢alisilmistir. Elde edilen
lineer regresyon analizleri incelenmistir.

2.3.3. Dogruluk

Analitik yontemin dogrulugunu analiz sonucunda elde edilen degerlerin gergek
degere yakinlig1 belirler. Dogruluk testleri i¢in geri kazanim caligmalar1 yapilmistir.
Derisimi bilinen numunenin analiz edilip daha sonra sonuclarin dl¢iilen ve gercek deger
arasindaki karsilagtirllmasi amaglanmistir. Deneyler i¢in {i¢ farkli seviyede (%80, %100
ve %120) olmak tizere diisiik seviyede (0,008 mM), orta seviyede (0,010 mM) ve yiiksek
seviyede (0,012 mM) APX tablet ¢ozeltileri hazirlanmistir. Her seviye i¢in 3 paralel set
hazirlanip elde edilen sonuglarin ortalama, standart sapma (SS), bagil standart sapma
(%BSS) ve giiven araligi (%95 giiven seviyesinde) ile ortalama geri kazanimlar
hesaplanmustir.

2.3.4. Kesinlik

Tekrarli analizlerin birbirine yakinlik 6l¢iisii kesinlik olarak tanimlanir.
Kesinligin belirlenebilmesi i¢in giin i¢i tekrarlanabilirlik, ara kesinlik ve giinler arasi
tekrarlanabilirlik ¢aligmalar1 yapilmalidir. Giin i¢i tekrarlanabilirlik ¢aligmalar1 analizin
ayni laboratuvarda ayni analist tarafindan bir is giinlinde gerceklestirmesiyle tamamlanir.
Ara kesinlik calismalari, analizin farkli analistler tarafindan farkli ekipmanlarla
gerceklestirmesiyle yapilir.

Gelistirilen metot i¢in hazirlanan stok tablet ¢ozeltisi standart ¢ozeltilerin %100
noktasina gelecek derisimde (0,010 mM) seyreltilerek ii¢ giin art arda 3 tekrarli olarak
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analiz edilmistir. Ara kesinlik ¢caligmalar1 farkli analist tarafindan yapilmis ve sonuclar
varyans analizi kullanilarak yorumlanmistir. Sonuglarin ortalama, SS, ortalama standart
hata, %BSS ve giiven aralig1 (%95 giiven seviyesinde) hesaplamalar istatistiksel olarak
yapilmistir.

2.3.5. Gozlenebilirlik (LOD) ve tayin simir1 (LOQ)

Gozlenebilirlik sinir1 (LOD), analitin laboratuvar kosullarinda gelistirilen metot
ile analizi sonrasi yar1 dalga potansiyelinin ve akim yiiksekliginin tespit edilebildigi fakat
kesin miktarinin oOlclilemedigi en diisiik derisimidir. LOD nitel analiz verir, analitin
varliginin goriildiigii en diistik derisimdir. Tayin sinir1 (LOQ) ise analitin miktarsal olarak
tespit edilebildigi, kabul edilebilir dogruluk ve hassasiyetle belirlenebilen en diisiik
derisimdir. LOQ, LOD degerinin {i¢ kat1 olarak tahmin edilebilir. Bu amagla metot i¢in
polarogramda elde edilen giiriiltii sinyalinin 3,3 katin1 veren derisim belirlenip ¢ozeltisi
hazirlanmigtir. 6 tekrarl olacak sekilde analizi yapilmistir. Tayin sinirt igin, giiriiltiiniin
10 katin1 veren derisim belirlenip ¢ozeltisi hazirlanmistir ve 6 tekrarli olmak iizere analizi
yapilmigtir. Sekil 2.2°de destek elektroliti ile 0,002 mM APX c¢ozeltisine ait
polarogramlar verilmistir.

-0,008 = ' .
1 —0,002 mM APX
—Asetat Tamponu

LIS N D D [N BN BN D N (RN NN NN N B N S N B N (N N B BN B |
1 -1.1 -1.2 -1.3 -14
Voltage (mV)

Sekil 2.2. APX e ait pH 4,75 asetat tamponu ortaminda LOQ polarogrami

(4, 0,002 mM APX, B, pH 4,75 asetat tamponu)
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2.3.6. Kararhhk

Metotta veya analitte meydana gelen kiiglik degisikliklerden yontemin
etkilenmeden kalabilmesi kararlilik olarak degerlendirilir. Kararlilik c¢aligmalar
yontemin gilivenilirligini gosterir. Bu amacla APX stok ¢ozeltisi (10 mM) ACN ile
seyreltilmis ve belirlenen araliklarla (24, 48 saat, {i¢ hafta boyunca -20 °C ve {i¢ donma-
¢oziilme dongiisii seklinde) analit kararliligini incelemek i¢in analiz edilmistir.

2.3.7. Saglamhk

Saglamlik caligmalarinin amaci gelistirilen yontemin metot parametrelerinde
gergeklesen degisikliklerden etkilenmediginin kanitidir. Aynmi numunelerin  farkh
laboratuvarlar, analistler, reaktifler, aletler gibi ¢esitli kosullar altinda analiziyle elde
edilen test sonuglarinin tekrarlanabilirligi ile izlenir. Yontem icin saglamlik testleri
yapmak amaciyla APX stok ¢ozeltisi %100 derisim seviyesinde analize hazirlanmistir.
Bu amagla 6nce enstriimental parametreler olan civa rezervuar yiiksekligi, darbe
yiiksekligi, darbe genisgligi, tarama hiz1; daha sonra deneysel parametreler olan tamponun
pH degeri ve tampon igeriginin derigimi parametrelerinde %10 oraninda azaltma ve
arttirma yapilarak meydana gelen sapmalar hesaplanmaistir.

2.4. Kullanilan Arag¢ ve Geregler

Polarografi ve DPP deneyleri i¢in ENTEK (Tiirkiye) marka Polarographic Analyzer
2017 Model 510, Entek Graph Viewer yazilim kullanilmistir. Kapiller elekrot 6zellikleri;
m 2 mg/s, t1 4 saniye, rezervuar yliksekligi 64 cm’dir. Polarografik deneyler kalousek
hiicre kullanilarak yapilmistir ve SCE referans elektrot olarak kullanilmistir. Polarografi
ozellikleri; tarama hiz1 5 mV/s, akim araligi 0,01 mA, tarama aralig1 2,5 V -2,5 V; DPP
ozellikleri; darbe genligi 50 mV, darbe genisligi 50 ms, akim aralig1 0,01 mA ve tarama
hiz1 30 mV/s olarak ayarlanmaigtir.

CV deneyleri BioLogic (ABD) marka SP-50 model potansiyostat ile EC-Lab
yazilim kullanilarak yapilmistir. Analizler ¢ elektrotlu cam hiicre igerisinde
gergeklestirilmistir. Calisma elektrotu olarak GCE, referans elektrot olarak Ag/AgCl ve
karsit elektrot olarak platin tel kullanilmistir. Analiz tarama hiz1 100 mV/s, tarama aralig1
2,5 V —-2,5 V olarak ayarlanmistir. Tiim voltametrik tekniklerle ¢alisilirken her analiz
oncesi hiicreden 5 dk siire ile azot gaz1 gegirilmistir.

pKa tayini i¢in yapilan spektrofotometrik deneylerde Agilent (ABD) marka 8453
UV-Spektroskopi ve Agilent marka, 151k yolu I=1 cm ve 3,0 mL hacimli kuartz hiicre
kullanilmistir. FT-IR spektrum analizi Perkin-Elmer (ABD) marka Spektrum One
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(Version 5.0.1.1.) ile yapilmigtir. Frekanslar cm™ olarak ifade edilmistir. Erime sicakligi
tayini i¢in Kriiss Optronic (Almanya) erime noktasi dlger kullanilmistir.

Kullanilan diger yardimci araglar; Ohaus (ABD) marka AP250D model analitik
terazi, Bandelin (Almanya) marka RK 156 BH model ultrasonik banyo, Heidolph
(Almanya) marka MR 3004 model manyetik karistirici, Merck marka Millipore
Simplicity ultra saf su cihazi, ¢dzelti hazirlanirken 20-200 pL ve 100-1000 puL araliginda
caligabilen Rainin (ABD) marka LTS model pipetlerdir. Hazirlanan ¢ozeltilerin pH
Ol¢iimleri igin HANNA marka HI5521 model pH metre kullanilmistir.

2.5. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Standart madde olarak kullanilan %99,9 (a/a) saflikta APX ve model bilesik olarak
kullanilan BTX Molekula (ABD)’dan satin alinmistir. APX’in farmasétik preparati olan
Pfizer (ABD) firmasina ait Eliquis® eczaneden, diger model bilesikler olan benzofenon
Merck (ABD) ve TI>SO4 Fluka (ABD) firmalarindan satin alinmigtir. Tampon ¢ozeltiler
icin kullanilan NaH,PO4.2H>O, Na,HPO4.2H>0, Na3;PO4.6H>O, H3PO4 ve NH4ClI Riedel-
de Haen (ABD); H3BO4 BioShop (Kanada), NH3 ve HCI Merck ve CH;COOH, NaCl ile
NaOH Sigma Aldrich (ABD)’ten satin alinmustir.

Sekil 2.3. a) APX, b) BTX ve c) benzofenonun kimyasal yapilart
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2.5.1. APX standart maddesinin saflik kontrolleri

APX standart maddesi saflik kontrolii amaciyla IR spektrofotometresi ile analiz
edilmistir. Ayrica erime sicakliginin literatiirde belirtilen aralikta olup olmadig1 kontrol
edilmistir.

2.5.2. Kullamilan ¢ozeltilerin hazirlanmasi

2.5.2.1. Stok ve standart ¢ozeltilerin hazirlanmasi

Voltametrik ¢alismalarda kullanilan APX, BTX ve benzofenon stok ¢ozeltileri 10
mM derisimlerde ACN igerisinde hazirlanip oda sicaklifinda, i1siktan korunarak
muhafaza edilmistir. Stok ¢ozeltiler her analiz 6ncesi taze hazirlanmistir. Analiz i¢in
gerekli seyreltmeler voltametrik hiicrelerde yapilmistir. Her analiz 6ncesi voltametrik
hiicre icerisindeki destek elektrolitinden 5 dk siire ile azot gaz1 gegirilmistir.

APX’in pK. tayini i¢in yapilan UV-Vis c¢alismalarinda stok APX ¢ozeltisi ACN
icerisinde 1 mM derisimde hazirlanmistir. Stok ¢o6zelti, analiz i¢in gerekli olan tampon
cozeltilerde son derisim 0,03 mM olacak sekilde seyreltilmistir.

2.5.2.2. Tampon ¢ozeltilerin hazirlanigt

APX’in indirgenme davraniginin arastirilmasi ve mekanistik ¢alismalar i¢in 0,00-
12,50 pH araliginda sulu tampon ¢ozeltiler hazirlanmistir. Temel ¢alisma araligi 3,75-
12,50 pH olarak belirlenmistir. Tampon ¢ozeltileri olusturan bilesiklerin derisimlerindeki
farkliliklardan kaynakli Olciilen akim tizerindeki farkliliklarin minimuma indirilmesi
gerekmektedir. Bu amagcla asidik ve bazik bilesiklerin derisimleri tiim tamponlar i¢in sabit
tutulup 0,01 M ile 0,10 M araliginda hazirlanmistir. pH 0,00 ile 2,00 araligindaki
cozeltiler HCI/NaCl kullanilarak hazirlanmistir.  3,75-5,75 pH araligi igin
CH;COOH/CH3COONa tamponu, 8,30-10,30 pH araligt icin NH4CI/NH; ve
H3BO4/NaOH kullanilarak tampon c¢ozeltileri hazirlanmistir. Fosfat tamponlar1 diger
tamponlama araliklar1 i¢in; 1,15-3,15 pH aralig1 i¢in H3PO4/NaH2PO4 tamponu, 5,80-
7,80 pH araligt i¢cin NaH;PO4/Na;HPO4 tamponu, 10,50-12,50 pH aralifi igin
Na;HPO4/Na3;PO4 tamponu kullanilarak hazirlanmistir. UV-Vis ile pKa tayini deneyleri
icin ihtiya¢ duyulan bazik pH ortamlar1 NaOH c¢ozeltileriyle hazirlanmigtir. Metot
validasyonu i¢in uygulanan DPP c¢alismalari, en yiiksek akim cevabinin alindig 0,1 M
CH3COOH ve 0,1 M CH3COONa igeren pH 4,75 tampon ¢oOzeltisi igerisinde
gergeklestirilmistir.
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3. BULGULAR VE TARTISMA
3.1. APX’in Saflik Kontrolleri

APX’in saflik kontrolleri i¢in yapilan erime sicakligi deneylerinde erime sicakligi
araliginin 236,3- 236,8 °C oldugu ve bu sicaklik araliginin literatiir ile uygun oldugu
tespit edilmigstir [84]-[86].

APX’in spektrofotometrik 6zelliklerini incelemek amaciyla IR spektrofotometresi
ile analizi yapilmstir. Sekil 3.1°de goriildiigli gibi yapiya 6zgii fonksiyonel gruplar

belirlenmistir.
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Sekil 3.1. APX e ait IR spektrumu

3.2. APX Uzerine Cahsmalar
3.2.1. APX’in polarografi calismalar

APX’in indirgenme caligmalarina baslanilmadan yapilan polarografik caligmalarda
TI" analizi yapilmigtir. Clinkii T1"’nin pH 4,75 destek elektrolit i¢erisinde -0,44 V ile -
0,45 V arasindaki yar1 dalga potansiyelinde indirgendigi literatiirde bilinmektedir [87].
Bu sebeple polarografik calismalarda referans elektrotun dogru calisip ¢alismadigini
anlayabilmek i¢in her ¢alisma oncesinde pH 4,75 tamponunda T1* analizi yapilmistir.

Beklenen yar1 dalga potansiyeli goriildiikten sonra analizler yapilmistir.
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APX’in polarografik 6n ¢alismalari pH 0,00-12,50 araligindaki tampon ¢6zeltilerde
gergeklestirilmistir. APX stok ¢ozeltisi 10 mM derisimde ACN igerisinde hazirlanmig
olup analizi yapilacak uygun derigimlere, tampon c¢ozeltiler igerisinde seyreltilmistir.
Calisma derisiminin belirlenmesi ve akim tiiriiniin tespiti i¢in 0,02-0,15 mM araligindaki
farkli APX derisimleri analiz edilip en uygun ¢alisma derisimi belirlenmis ve derigimlerin
akim yiiksekliklerine kars1 grafigi olusturulmustur. Daha sonra APX 0,05 mM derisimde
sabit tutulup civa rezervuarinin yiiksekligi degistirilmistir; deneyler i¢in APX pikinin
kolayca takip edilebildigi pH 4,75 asetat tamponu tercih edilmistir. Analizlere ait
polarogramlar Sekil 3.2°de goriilmektedir. Rezervuar yiiksekliginin karekokiine karsi

akim grafigi olusturulmustur.
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Sekil 3.2. APX’in a) 0,02-0,15 mM araligindaki derigimlerine ait polarogramlari b) civa rezervuarinin
yiiksekliginin degistirilmesiyle yapilan analizlere ait polarogramlar; pH 4,75
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Sekil 3.3. APX’in a) 0,02-0,15 mM araligindaki derigimlerinin akima karsi grafigi b) civa

rezervuarmmin yiiksekliklerinin karekokiiniin akima karsi grafigi; pH 4,75

Derisim-akim ve rezervuar yiiksekliginin karekokii-akim grafiklerinin dogrusal
oldugu gozlemlenmistir (Sekil 3.3). Bu bulgular 1s1g1nda akim tiiriiniin difiizyon akimi
olduguna karar verilmistir. Bu akim tiiri miktar tayini ve elektron transfer
mekanizmasinin aydinlatilmasina olanak saglamaktadir.

Farkli derisimlerdeki APX analizleri sonrasinda maddenin farkli pH degerlerine
sahip tamponlardaki analizi i¢in en uygun derisimin polarografik maksimanin meydana
gelmedigi derisim olan 0,05 mM olmasina karar verilmistir. Civa rezervuar yiiksekliginin
64 cm olmasina karar verilmis olup deneyler bu kosullarda yiriitiilmiistiir.

0,05 mM derisiminde APX pH 0,00-3,15 araligt i¢in HCI/NaCl kullanilarak
hazirlanan ¢ozeltiler ve fosfat tampon ¢ozeltileri hazirlanip analiz edilmistir. Kuvvetli
asidik ortamda APX’in hidroliz oldugu diistintildiigii icin destek elektrolitinin asitlik
derecesi olan 3,75 pH altindaki tampon ¢ozeltilerde gergeklestirilen analizler mekanistik
calisma i¢in uygun bulunmamistir. pH 3,75-5,75 araliklari i¢in asetat tamponu, pH 5,80-
7,80 araliklar1 i¢in fosfat tamponu, pH 8,30-10,30 araliklari i¢in amonyak ve borat
tamponlari ile pH 10,50-12,50 araliklar1 i¢in ise yine fosfat tamponu ¢ozeltileri hazirlanip
0,05 mM derisiminde APX analiz edilip destek elektrolitinin asitlik degerine kars1 yar1
dalga potansiyel grafigi ¢izilmistir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. 0,05 mM APX’in a) Asetat tamponu ve b) Fosfat tamponundaki pH-akim grafikleri

Asagida yer alan esitlikte,
dE,/, / dpH = 0,059p/an [88] (3.1)

p = transfer edilen proton sayisi, o = difiizyon akimi gergeklestigi icin 0,5 degerini
ve n = transfer edilen elektron temsil etmektedir. ilk elektron transferinden 6nce bir
proton transferinin gergeklestigi ileride detayli sekilde anlatilacaktir. Yar1 dalga
potansiyelinin (E12) ¢ozeltinin asitlik degerine karsi grafiinin egiminin 56 mV/pH
bulunmasi esitlikten anlagilacagi tizere APX molekiiliiniin iki elektron transfer ettigini
gostermektedir.

pH 3,75’te APX’in yar1 dalga potansiyeli -1,09 V’ta goriilmistiir. Analizler
siiresince akim yiiksekligi 0,44 nA’de sabit kalmis ve pH arttikca Ei» degerinde daha
negatif potansiyel degerine kayma oldugu goriilmiistiir. pH 8,70°te potansiyel -1,35 V’a
kadar ilerlemis ve bu pH degerinden sonraki ¢ozeltilerde APX indirgenme piki destek
elektrolitinden daha negatif potansiyel degerinde indirgendigi i¢cin APX molekiiliine ait

dalga gozlenmemistir. Polarogramlar Sekil 3.5’te yer almaktadir.
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Sekil 3.5. 0,05 mM APX’in a) pH 4,75 asetat tamponu b) pH 7,25 fosfat tamponu ve

¢) 8,70 amonyak tamponundaki polarogramlart
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Yapilan polarografik calismalar sirasinda APX’in destek elektroliti icerisindeki
elektron davranisin1 6l¢mek amaciyla pH 8,30-10,30 tampon araliginda amonyak ve ayni
asitlik derecesine sahip borat ¢ozeltileri hazirlanmigtir ve APX’in ayni asitlik derecesine
sahip farkli destek elektrolitleri icerisindeki indirgenme davranisi analiz edilmistir.
Maddenin akim ytiksekligi ve yar1 dalga potansiyelinin asitlik dereceleri ayni fakat
icerikleri farkli olan tamponlarda degismedigi gozlemlenmistir. Tampon ¢ozeltisinin
iceriginin degistirilmesinin APX’in indirgenme davranigi iizerinde etkisi olmadigi

gorlilmiistiir (Sekil 3.6).

987 _Borat Tamponu "

—Amonyak Tamponu
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Currnet (uA)

-0,4 =

-0,2 =

2 -1,4
Voltage (mV)

Sekil 3.6. 0,05 mM APX’in amonyak ve borat tamponlarinda analizi; pH 8,30

3.2.1.1. Elde edilen \verilere giore APX’in indirgenme mekanizmasinin

degerlendirilmesi

APX iizerine yapilan polarografik ¢alismalar sonucunda maddede gergeklesen
elektron transfer davraniginin difiizyon akimiyla gergeklestiginin gozlemlenmistir. Bu
akim tiirline dayanarak APX’in transfer ettigi elektron sayisinin ve elektron transfer
mekanizmasinin aragtirilabilecegine karar verilmistir. Cilinkii diflizyon akimi elektron

transfer sayis1 ve mekanizmasinin aragtirilmasi i¢in en uygun akim tiiriidiir.
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Benzofenonun elektroindirgenme mekanizmasinin karbonil grubu {izerinden
gerceklestigi ve iki elektron alarak indirgendigi bilinmesi sebebiyle mekanizma
caligmalarini giiclendirmek amaciyla model bilesik olarak benzofenon kullanilmasina
karar verilmistir. [89]. Benzofenon stok ¢ozeltisi 10 mM derisiminde ACN igerisinde
hazirlanip APX ile ayni derisimde (0,05 mM) ve aymi tampon c¢ozeltilerde analiz
edilmistir. Analizler sonucunda akim yiiksekliginin APX ile benzer oldugu
gozlemlenmistir (APX i¢in 0,36 pA ve benzofenon i¢in 0,34 pA). Akim yiiksekliginin
toplam transfer edilen elektron sayisi ile iliskisinden dolayr hem APX hem de
benzofenonun ayni sayida elektron transfer ettigi ispatlanmistir. Akim degerlerindeki
kiigiik  farkliliklar, iki maddenin Ilkovic denkleminde [70] bulunan difiizyon
katsayilarinin farkindan kaynaklanmaktadir. Analizlere ait polarogramlar Sekil 3.7°de yer

almaktadir.
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Sekil 3.7. 0,05 mM benzofenon ve APXin polarogrami
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Potola Pharmaceuticals (ABD) tarafindan Bevyxxa® ticari ismiyle piyasaya
sunulan DOAI grubuna dahil olan FXa inhibitérii BTX, FDA tarafindan 23 Temmuz
2017 yilinda onay almistir fakat kisa bir silire sonra bagimsiz ticari nedenler
aciklamasiyla ilag piyasadan ¢ekilmistir [90]. BTX, akut tibbi hastalig1 olan hastalarda
vendz tromboembolizmin énleyici tedavisinde kullanilan FDA onayli tek DOAI’ydi

[91]. Kimyasal yapis1 Sekil 3.8’de verilmistir.

NH
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Sekil 3.8. BTX in molekiil yapisi

BTX yapisinin APX’in pirazol halkasinin kirilmis haline benzemesi sebebiyle
model bilesik olarak APX ile ayn1 derisimde (0,05 mM) ve ayni tampon ¢ozeltilerde
analizi yapilmistir. Farkli tamponlardaki pH degerlerine kars1 gosterdikleri akim ve
yart dalga potansiyel davraniglarinin benzer oldugu gozlemlenmistir. Ancak BTX
molekiilinde ger¢eklesen akim tiiriinlin mekanizma aydinlatilmasi i¢in uygun
olmadig1 gdzlemlenmistir. Bu sebeple BTX, APX’in mekanizma aydinlatiimasi
caligmalari i¢in kullanilmamustir.

APX molekiiliinde yer alan ve elektroindirgenmenin gercgeklestigi aktif kisim
oldugu diislinlilen pirazolin indirgenmesi ile ilgili c¢alismaya literatiirde
ulagilamamigstir. Louis Meites tarafindan yazilan Polarographic Techniques kitabinda
pirazolantron molekiiliiniin indirgenmesinin -1,20 V’ta ve antron molekiiliiniin (Sekil
3.9) benzer asitlik degerinde -1,31 V oldugu bulunmustur [92]. Mekanizmanin

aydinlatilmas1 konusunda literatiirde yer alan sadece bu bilgiye bagvurulmustur.
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Sekil 3.9. a) Pirazolantron ve b) antron molekiillerine ait molekiil yapilar:

APX’in akim yiiksekliginin model madde olan benzofenon ile benzer degerde
olmas1 toplamda iki elektron transferi oldugunu gostermektedir. Ayrica yar1 dalga
potansiyelinin pH’a kars1 grafiginden elde edilen egim degeri de toplamda iki elektron
transferi oldugunu desteklemektedir. Benzofenonun indirgenme potansiyeli ile
APX’in indirgenme potansiyel degeri karsilastirildiginda yaklasik 120 mV fark vardir.
APX daha negatif potansiyelde indirgenirken n baglarinin kirildig1 diisiintilmektedir.
N-N tek baginin indirgenmesi polarografik deney sartlarinda nadir goriilmekte olup
daha ¢ok destek ¢ozeltiden (tampon) daha negatif degerlerde rastlanir. Ancak APX
molekiiliiniin asitlik sabit degerinin (ChemAxon 13,07; deneysel veri >14,00) altinda
pH degerlerinde ¢aligildigi i¢in pirazol halkasi halihazirda protonlanmistir. Ayrica yari
dalga potansiyel degerinin pH arttikca daha negatif degere kaymast ilk elektron
transferinden Once protonlanmanin gerceklestigini gostermektedir. Dolayisiyla hali
hazirda protonlanmig olan yapiya elektron transferinden dnce bir proton daha transfer
edildiginin, elektrot yiizeyinde iki proton transferi gerceklesmis formunun
indirgendigi Ongoriilmiistiir. Bu 0Ongdrii hem indirgenme potansiyelinin pH
degisimiyle degismesine hem de indirgenme potansiyelinin benzofenonun indirgenme
potansiyeline yaklagsmasiyla aciklanmistir. Normalde n baginin indirgenmesi her
zaman ¢ bagindan daha pozitif potansiyel degerinde gozlemlenir. Ancak protonlanma
sonucu iki protonlu hale gelen APX formunun indirgenmesinin kolaylasmasindan
dolayr APX’e ait indirgenme piki gozlemlenmistir. Tiim bunlarin iizerine, agiklanan
mekanizmaya ait bir diger kanit pirazol halkasinin aromatik yapisidir. Aromatik yap1
ve iki protonlu form N-N tek baginin indirgenmesini kolaylagtirmistir. Literatiirde bu

konuda higbir bilimsel ¢calismaya rastlanilmamasi bu ¢alismanin en 6nemli ¢iktisidir.
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Antron ve pirazolantron molekiilleri hakkinda literatiirden elde edilen veriler ve
caligma sartlar1 ¢ok net ve agikca belirtilmemekle beraber antronun alkali ortamda bir
elektron ile indirgendigi, pirazolantronun ise benzer deneysel sartlarda iki elektron ile
indirgendigi belirtilmistir. Bu iki molekiil arasindaki temel fark pirazol halkasinin
varligidir. Pirazol grubu, antron molekiiliiniin daha aromatik bir yapiya doniismesini
saglamis olup karbonil grubu yerine, bu ¢alismadaki bulgularimiz 1s18inda, pirazol
grubundaki N-N tek baginin indirgenmesini sagladigi diisiiniilmiistiir. Literatiirde
pirazolantronun iki elektron ile indirgendigi ancak antronun tek elektron ile
indirgendigi belirtilmistir. Antronun alkali ortamda tek elektron ile indirgenmesi
literatiirde bilinen bir veridir. Ancak pirazolantronun daha pozitif potansiyelde
indirgenmesi ve iki elektron transferinin gézlemlenmis olmasi pirazol grubunun hem
aromatikligi arttirmast hem de protonlanmasi, indirgenmenin pirazolantron
molekiiliiniin pirazol halkas1 iizerindeki N-N tek baginin indirgenmesiyle oldugunu
gostermekte olup bu calisma kapsaminda elde edilen verileri desteklemektedir.
Pirazolantron molekiiliiniin indirgenmesinden sonra goriilen diger piklerin kinetik
karakterde oldugu ve hizli bir sekilde hidroliz oldugu belirtilmistir [92]. APX
calismamizda da ana pikten sonra destek pikinden once akimda hizli bir yiikselis
gbzlemlenmistir. Bu gozlem elimizdeki deneysel veriler 1s18inda APX’in indirgenme
iirlinii olan imin yapisinin hidrolizi oldugunu diisiindiirmiistiir. Bu akim, hidroliz olan
yapinin imin (C=N-H) oldugunu net olarak ispat etmemektedir fakat imin yapisinin
kolaylikla hidroliz oldugu literatiirde belirtilmistir [93].

Bu ¢alismadan elde edilen deneysel veriler ile literatiir bilgilerinin 15131nda APX
molekiiliiniin iki protonlu formunun iki elektron transferi ile indirgendigi sonucuna
ulagilmistir ve tahmin edilen elektroindirgenme mekanizmasi1 Sekil 3.10°da

verilmistir.
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Sekil 3.10. APX in tahmin edilen elektroindirgenme mekanizmasi

35



3.2.2. APX’in CV calismalari

CV 3,75-12,50 pH araligindaki asetat, fosfat, amonyak tamponlarinda; 0,2 mM
APX derisiminde ¢alisilmistir. Calisma elektrodu olarak altin elektrot denenmistir
fakat sonu¢ alinamamistir. Daha sonra GCE calisma elektrodu olarak se¢ilmis ve SCE
referans elektrot olarak kullanilmistir. Molekiilin GCE’de ytikseltgenme davranigi

gosterdigi gozlemlenmistir (Sekil 3.11).

0,014

x: 1,41104 V
y: 9,13886e-3 mA|

0,012+ Point 506

0,01 /,.

0,008

<I>/mA

0,006 {

0,004 |
0,002

T T T
1 12 1,4
Ewe/V vs. SCE

Sekil 3.11. 0,2 mM APX’in 100 mV/s tarama hizindaki voltamogrami; pH 4,75

pH 4,75 asetat tamponunda 0,2 mM APX, 10-1000 mV/s araligindaki farkli
tarama hizlarinda kaydedilerek tarama hizi-akim arasindaki iligki incelenmistir.
Deneylere ait voltamogramlar Sekil 3.12°de verilmistir. Elde edilen sonuglar
incelendiginde tarama hizinin karekokii ile akimin dogrusal olarak arttigi ve
potansiyelde 50 mV daha pozitif potansiyele kayma gdzlemlenmistir. Dogrusallik,

akim tiiriiniin difiizyon akimi oldugunu gostermektedir (Sekil 3.13).
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Sekil 3.12. 0,2 mM APX’in 10-1000 mV/s tarama hizlarindaki voltamogramlari; pH 4,75

0,030

0,025

0,020

0,015

Akim

0,010

0,005

R*=0,9969
0,000
0 5 10 15 20 25 30 35

Tarama Hizinin Karekoki

Sekil 3.13. pH 4,75 Asetat tamponu icerisinde 0,2 mM APX’in 10-1000 mV/s

tarama hizlarimin karekok degerinin akima karst grafigi
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Voltamogramlarda geri doniis pikine rastlanilmamasi ve tarama hizinin
artmasiyla pik potansiyelinde kayma gergeklesmesi reaksiyonun geri doniisiimsiiz
oldugunu gostermektedir.

Literatiirde yer alan APX’in yiikseltgenme calismalar1 [46] ile ilgili veriler
desteklenip CV  c¢alismalarima  devam  edilmemistir.  Elektroindirgenme
mekanizmasinin aydinlatilmasi amaciyla indirgenme ¢aligmalarina agirlik verilmistir.

3.2.3. UV spektrofotometri ile pK. tayini calismalar:

Literatiirde APX’in dalga boyunu Boehr vd. 280 nm [94], Radhika vd. 279 nm
[29] olarak tespit etmislerdir. Bu calismadaki UV ile pK, tayini i¢in 1 mM APX stok
cozeltisi ACN ile hazirlanmigtir. Spektroskopi ¢aligmalari i¢in bu stok ¢ozeltiden farkli
tamponlar igerisinde son derisim 0,03 mM olacak sekilde ¢ozeltiler hazirlanip analizler
yapilmistir. Madde ayni derisimde ACN igerisinde hazirlanip 220-600 nm dalga
boyunda UV-Vis ile analiz edilmistir ve absorbans yaptig1 dalga boyunun 277 nm
oldugu goriilmiistiir (Sekil 3.14). pK, tayini i¢in analizler, daha 6nce hazirlanan pH
3,75- 12,50 araligindaki tamponlarda gerceklestirilmis ve absorbansta bir degisiklik
gozlemlenmemistir (Sekil 3.15). pH 12,30-14,40 araligindaki pH degerlerini
saglamasi amaciyla 0,02 M- 2,50 M derisimleri araliginda NaOH c¢ozeltileri
hazirlanmistir ve stok ¢ozelti hazirlanan ¢ozeltiler icerisinde 0,03 mM derisimde
olacak sekilde seyreltilip analiz edilmistir. pH 12,30-14,00 dahil olmak tizere bu
araliktaki pH degerlerine sahip ¢ozeltiler icerisinde maddenin absorbans yaptig1 dalga
boyu ve absorbansi degismemistir. pH 14’lin {izerinde yapilan analizlerde maddenin
277 nm’de gosterdigi absorbans degerinin diistiigli gdzlemlenmistir (Sekil 3.16). pH
ile absorbanstaki degisim grafik haline getirilince maddenin pK. degerinin > 14 oldugu
sOylenebilir (Sekil 3.17). Yine bu ortamda maddenin 277 nm’deki absorbansinin pH
14 {zerinde zamana bagli olarak distigli goriilmiistiir. Absorbansta yasanan
azalmani, maddenin yiiksek bazik ortamda hidroliz olmasindan kaynaklandig:

diisiinilmektedir.
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Sekil 3.14. 0,03 mM APX ¢ozeltisinin 200-600 nm araliginda elde edilen UV spektrumu
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Sekil 3.15. 0,03 mM APX ¢ozeltisinin pH 3,75-12,50 araligindaki ¢esitli

tamponlarda elde edilen UV spektrumu
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Sekil 3.16. 0,03 mM APX ¢ozeltisinin pH 12,30-14,00 ile pH 14,00-14,40

araligindaki ¢esitli tamponlarda elde edilen UV spektrumu
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Sekil 3.17. 277 nm dalga boyunda 0,03 mM APX’in pH-absorbans grafigi
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Yapilan calismalar 1s1¢inda pirazol halkasinin ikinci konumundaki azotun

protonlanma i¢in en uygun grup oldugu diisiiniilmektedir (Sekil 3.18)
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Sekil 3.18. APX'in tahmin edilen protonlanmast

3.2.4. Yontem Gegerliliginin Tayini

DCE ile yapilan ilk aragtirmada gerceklesen akimin tiirline karar verebilmek
icin rezervuar yiiksekligi 64, 70, 90, 100 ve 110 cm olmak {izere degistirilerek 0,05
mM derisiminde analizler yapilmistir ve olusturulan rezervuar yiiksekligi-akim
kalibrasyon egrisinin dogrusal oldugu gozlemlenmistir. Aymi sekilde madde
derisiminin arttirilmasi ile akim yiiksekliginin dogru orantili oldugu gézlemlenmistir.
Dogrusallik, akim tiiriiniin diflizyon akimi oldugunun ispatidir ve bu sebeple
gelistirilen metotta analit derisimine kars1 akim yiiksekligi kullanilarak hesaplamalar
yapilmustir.

Tiim metot gegerliligi parametreleri DPP yontemiyle incelenmis ve dogrulama
parametreleri degerlendirilmistir.

Gelistirilen yontemde analit derisimine karsi akim yiiksekligi hesaba katilarak
kalibrasyon egrisi olusturulmustur. DPP analizi i¢in gelistirilen yontemin hesaplanan
dogruluk ve kesinlik verileri Tablo 3.1°de verilmistir. Metot ¢aligma aralig1 i¢in analiz
edilebilecek en diisiik APX derisimleri hazirlanmstir.

APX i¢in 3 farkli derisimde birbirinden bagimsiz 3 analiz yapilarak geri
kazanim olarak adlandirilan dogruluk calismalar1 gerceklestirilmistir. Geri kazanim

caligmalarina ait veriler Tablo 3.2’de verilmistir.
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Tablo 3.1. APX igin dogrusallik ve kesinlik verileri

Parametre

DPP

Dogrusal arahk

Egim+SH* (giin ici, n=10)

Kesim+SH? (giin ici, n=10)
Tammlayicilik katsayisi (giin i¢i, n=10)
Teshis alt sinir1 (LOD)

Tayin alt sinir1 (LOQ)

Egim+SH* (giinler arasi, k=3, n=30)
Kesim+SH? (giinler arasi, k=3, n=30)

Tammlayicilik katsayisi (giinler arasi, k=3, n=30)

ANOVA

Tekrarlanabilirlik (giin ici, ortalama, n=6)
Tekrarlanabilirlik (giin i¢i, SSP, n=6)
Tekrarlanabilirlik (giin ici, BSS®, n=6)
Tekrarlanabilirlik (giin i¢ci, OSHY, n=6)
Tekrarlanabilirlik (giin ici, GA®, n=6)
Tekrarlanabilirlik (giinler arasi, ortalama, n=18)
Tekrarlanabilirlik (giinler arasi, SS®, n=18)
Tekrarlanabilirlik (giinler arasi, BSS, n=18)
Tekrarlanabilirlik (giinler arasi, OSHY, n=18)
Tekrarlanabilirlik (giinler arasi, GA*, n=18)

ANOVA

0,002-0,030 mM

0,3120+0,0057
-0,00030,00
0,9974

0,0006 mM
0,0020 mM
0,3092 + 0,0054
-0,0002 £ 0,00
0,9973

F (2,30) = 0,00028
P=0,99972 (P>0,05)
0,00277

0,00008

2,95

0,00003

0,00006

0,00273

0,00010

3,78

0,00004

0,00008
F(2,15)=2.5
P=0,11560 (P>0,05)

@ Standart hata,  Standart sapma, ¢ Bagil standart sapma, ¢ Ortalamanin standart hatast, ¢ %95 giiven seviyesinde giiven araligi
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Tablo 3.2. APX e ait geri kazamm ¢alismalar

Kesinlik Dogruluk
Eklenen  Bulunan(mM) o Geri Kazamim o
(mM) +GA* SS BSS(%) (%) Hata (%)
0,008 0,0080+ 0,0002 0,0002 2,02 99,83 -0,17
DPP 0,010 0,0099+ 0,0003 0,0003 3,11 99,23 -0,77
0,012 0,0115+ 0,0002 0,0002 1,58 98,15 -1,85

" %95 Giiven Seviyesinde

APX igin yapilan kararlilik ¢aligmalari i¢in analit 24 saat ve 48 saat boyunca oda
sicakliginda ve -20 °C’de ii¢ hafta boyunca bekletilerek ve li¢ dondur- ¢6z dongiisii
olacak sekilde analiz edilmistir. Analizler iiger tekrarl yapilmistir ve sonuglar Tablo

3.3.’te verilmistir.

Tablo 3.3. APX standart ¢ozeltisinin kararlilik ¢alismalar: (n=3)

0,010 mM Eklenen Derisim
Bulunan (Ortalama+GA¥*) 0,0101+0,0005
24 s, oda sicakhg
GK 101,5
Bulunan (Ortalama+GA¥*) 0,0100+0,0005
48 s, oda sicakhigi
GK 100,43
Bulunan (Ortalama+GA¥*) 0,0101+0,0004
3 hafta, -20°C
GK 101,5
Dondurma-c¢ézme Bulunan (Ortalama+GA¥*) 0,0095+0,0002
kararhihg GK 95,09

" %95 Giiven Seviyesinde

Yontem gecerliliginin saglanmasi i¢in diger Onemli ¢alisma da metot
saglamhigidir. Metot saglamligi c¢aligmalarinda iki O6nemli unsur vardir; metot
bilesenlerinde meydana gelen degisikliklere karsi metodun gdsterdigi direng, digeri ise
metodun sirlarinin belirlenmesidir. Saglamlik ¢aligmalarinda analistin  gerekli
hassasiyeti gostermesi Onemlidir. Ciinkii saglamlik ¢alismalar1 analizin sinirlarin
ifade eder. DPP ¢alismalar1 i¢in yapilan ¢alismalarda dnce enstriimental parametreler
olan civa rezervuar yliksekligi, darbe yiiksekligi, darbe genisligi, tarama hiz1
parametrelerinde; daha sonra deneysel parametreler olan tamponun pH degeri ve
tampon igeriginin derigimi parametrelerinde meydana gelen degisimler hesaplanip

veriler Tablo 3.4’te verilmistir.
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Tablo 3.4. Metot saglamlik ¢alismalart

Akim Yiiksekligi Potansiyel
Deney +%10 Gozlenen Gozlenen Gozlenen Gozlenen
Kosullar - %10 Deger Degisim(%) Deger Degisim(%)
Rezervuar 64 em 57,6 cm | 0,0028+0,0001 | -0,012+2,09 1,194+0,01 -0,59+1,02
Yiiksekligi 70,4 cm | 0,0032+0,0001 | 14,44+552 | 1,18+0,01 | -0,59+1,02
- A 4,28 0,0029+0,0001 | 7,2242.,09 1,20+0,01 0,58+1,01
75
P 5,23 0,0027+0,0002 | -1,22+5,52 1,20+0,01 0,724+0,92
Tampon o1 M - %10 0,0033+0,0002 | 20,47+5,52 1,184+0,01 -1,17+1,02
Bilesimi ’ +%10 | 0,0028+0,0002 | 2,40+5,52 1,184+0,01 -0,59+1,02

27mV/s | 0,0030+0,0001 | 8,42+3,61 1,19+0,01 -1,18+0,92
33mV/s | 0,0031£0,0002 | 10,83+8,35 1,20+0,01 0,35+1,11
Darbe 45mV | 0,0029+0,0002 | 3,00+7,66 1,19+0,00 0,00:0,00
. - 50 mV
Yiiksekligi 55mV | 0,0032+0,0001 | 15,65+5,11 1,17+0,00 -1,76%0,00
45mV | 0,0028+0,0001 | -0,61+2,55 1,17£0,00 | -1,76+0,00

55mV | 0,0034+0,0001 | 21,07+2,55 1,1840,00 -0,88+1,25

Tarama Hizi 30 mV/s

Darbe Genligi 50 mV

3.2.5. Gelistirilen Yontemin Orneklere Uygulanmasi

Gelistirilen metodun Orneklere uygulanmasi ile yontemin tekrarlanabilir ve
uygulanabilirliginin kanitlanmasi saglanir. Bu c¢alismalarla metot kendini tekrar
kanitlar. Bu metot ¢alismasi i¢gin APX’in 5 mg tablet formiilasyonu olan Eliquis®
numune uygulamalari i¢in hazirlanmis ve 6 tekrarl analizleri yapilmigtir. Bu analizler
sonucunda tam validasyonu yapilmig gelistirilen metodun uygulanabilirligi

gosterilmistir. Sonuglar Tablo 3.5’te verilmistir.

Tablo 3.5. Eliquis® tablet formiilasyonu sonuglart (n=6)

DPP
Ortalama (mg) 4,81
Minimum (mg) 4,68
Maksimum (mg) 5,00
Standart sapma (mg) 0,16
%BSS 3,30
OSH (mg) 0,06
%Bias 3,73
GA’ 0,13

" %95 Giiven Seviyesinde
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Analizler sonucu optimize edilmis metot ile elde edilen standart APX’e ait
polarogram ve Eliquis® tablet formiilasyonuna ait polarogram sekil 3.19°da verilmistir.
Eliquis® tablet formiilasyonunda kullanilan yardimc1 maddeler kullanilarak igerisinde
APX etken maddesinin bulunmadigi stok ¢ozelti hazirlanip seyreltilmis ve analiz

edilmistir. Analiz sonucunda polarogramda yardimc1 madde girisiminin olmadig: teyit

edilmistir (Sekil 3.19).

5
1

Currnet (HA)
.Currnet (WA)

T T T T T
T T T T T T 08 09 T ottag! A,
Voltage (mV) ' Voltage my oltage (mV)
a) b) c)

Sekil 3.19. a) Std APX ¢ézeltisine ait polarogram, b) Eliquis® tablet ¢izeltisine ait polarogram,

c) etken madde icermeyen psédo Eliquis® ¢ézeltisine ait polarogram
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4. SONUCLAR VE ONERILER

FXa inhibitérii DOAI grubundaki bir diger ilag molekiilii olan BTX’in yapis1 APX
ile karsilastirildiginda APX molekiiliiniin yapisinda imin grubu bulunmuyorken BTX’in
yapisinda imin grubunun bulunmasi dikkat gekmektedir. DOAI grubunda degerlendirilen
ve On ilag olarak kullanilan bir diger molekiil ximelagatran, viicutta trombin inhibitorii
olan melagatrana metabolize olur ve melagatran da BTX gibi imin yapis1 igerir (Sekil
4.1). Melagatran, BTX te oldugu gibi piyasada kullanilmaya baglandiktan kisa siire sonra
piyasadan ¢ekilmistir [95]. Bu ilag molekiillerinin onay almasinin iizerinden kisa bir stire
sonra piyasadan c¢ekilmis olmasi; APX’te oldugu gibi diger antikoagulan ilag
molekiillerinde indirgenme {irlinii lizerinden imin olusumunun, dogrudan imin
varligindan daha 6nemli oldugu sonucunu diisiindiirmiistiir. Fakat yine 6n ila¢ olarak
kullanilan dabigatran eteksilat imin yapili bir 6n ilagtir, imin yapisi igeren dabigatrana
metabolize olur (Sekil 4.1) [96]. Dabigatran eteksilat, 2008 yilinda FDA tarafindan onay
almistir ve ilacin kullanimina devam edilmektedir [97]. Bu sebeple imin yapisinin veya
imin yapili ilag molekiillerinin toksisiteyi dogrudan etkileyip etkilemedigi arastirma
konusu olabilir. Dabigatrandaki elektron delokalizasyonunun melagatrana gore daha az
oldugu da go6z onilinde bulundurulmalidir. Buradaki en 6nemli olay iminin hidroliz
olmamas1 oldugu diisiiniilmektedir. Hidrolize ugramayan stabil iminin ilag olarak islevli

oldugu APX ¢aligmalarindan elde edilen verilere gore dngoriilmektedir.

NH
0 o Ay <:> <
H NNH NH,  HN

NH O« _OH
i k@ - i
N N
HO N\j N/\<\ | \
- M
g

Sekil 4.1. a) Melagatran ve b) Dabigatrana ait kimyasal yapi

APX’in elektroindirgenmesi sonucu ara {iriin olarak imin yapisinin olustugu ve
iminin kararsiz yapisindan dolay1 hemen hidroliz oldugu diisiiniilmektedir. Bu ¢alismay1

daha ileri bir noktaya tagimak i¢in potansiyel kontrollii elektroliz ¢alismalar1 yapilarak
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olusan iiriiniin yapisinin aydinlatilmasia yonelik ¢aligsmalar yapilabilir. Ayrica ileride
yapilacak arastirmalar i¢in, APX’in, elektron yoniinden zengin gruplar tasimasi sebebiyle
metallerle kompleks yapip yapmadigi ve niikleofilik katilim gosterip gdstermediginin
arastirtlmasi Onerilebilir. APX’in elektroyiikseltgenme mekanizmasini aydinlatmak icin
ayrintili bir ¢aligma yapilmasi Onerilmektedir. Bu calisma kapsaminda altin, platin,
bizmut, elmas, grafit, karbon gibi kat1 elektrotlar veya modifiye edilmis elektrotlar
kullanilarak yiikseltgenmenin gerceklestigi fonksiyonel grubun tespiti ve miktar tayini
icin analitik metot gelistirilmesi onerilmektedir.

Elektron transferinin gergeklestigi fonksiyonel grubun tespit edildigi bu ¢aligma
1s18inda aktif bolgeye, indirgenmeye etki edebilecek yakinlikta elektron veren ya da
elektron alan gruplarin modifikasyonuyla daha kisa siirede etki eden, yan etkisi penceresi
daha dar yeni ila¢ aday1 molekiiller sentezlenebilir.

DOAI olarak kullanilan APX’in farkls asitlik derecelerine sahip destek elektrolitleri
icerisinde polarografik calismalari tamamlanmis; model bilesikler ve literatiir aragtirmasi
yapilmis ve bu ¢aligmanin en dnemli sonucu olan APX’in elektron transfer sayisi tespit
edilip  elektroindirgenme mekanizmas1  aydinlatilmistir.  APX  molekiiliinde
elektroindirgenmenin gergeklestigi fonksiyonel grup oOnerilmistir. APX iizerinde
protonlanan fonksiyonel grup tahmin edilip UV kullanilarak pK. tayini yapilmistir. APX
icin validasyonu ICH kurallarina uygun olarak yapilmis; ucuz, tekrarlanabilirligi yiiksek,
dogru, secici ve c¢evre dostu bir yontem olan DPP yontemi ile miktar tayini metodu

gelistirilmistir.
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