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Amac: Hidroklorotiazid, idrar ¢ikisimin hizini ve hacmini arttirirken, Na* ve Cl™ icerigini azaltarak
kan basincim diistiren bir ilactir. Bu ilag, tek basina ya da diger hipertansif ilaclarla beraber
kullamilmaktadr. Ancak, bu kadar dnem arz eden bir ilacin etki mekanizmast tam olarak
bilinmemekle birlikte, bilesigin hidro-organik sistemlerdeki iyonlasma sabiti degeriyle alakali
literatiirde sadece bir ¢alisma ve bilesigin sudaki iyonlasma sabiti degeriyle alakall hi¢ calisma
yoktur. Bu nedenle bu ¢alismada, farkli asetonitril-su ikili karigimlarinda hidroklorotiazidin
iyonlagma sabiti degerlerinin tayini ve bu degerler kullanilarak ¢esitli ekstrapolasyon yontemleriyle
hidroklorotiazidin su ortanmindaki ivonlasma sabiti degerinin tayini amaclanmustir.

Gerec ve Yontem: Hidroklorotiazidin iyonlasma sabiti tayini %11, %13 ve %15 (h/h) asetonitril-
su ikili karisiminda 30°C’de, 1 mll/dakika akis hizinda ve X Terra CI18 kolonda gergeklestirilmistir.
Hidroklorotiazidin iyonlagma sabitinin belirlenmesi icin pH-alikonma iliskisi, lineer solvasyon
enerjisi iliskisi (LSER) modeliyle degerlendirilmistir. Sudaki iyonlasma sabiti degerlerinin tayini
icin LSER modelinden elde edilen veriler, Yasuda-Shedlovsky ve mol kesri-ipK, yontemiyle
degerlendirilmigtir.

Sonug ve Tartisma: Her iki metotla hesaplanan termodinamik \ypK,, degerlerinin birbiriyle uyumu
dikkat ¢ekicidir ve literatiirdeki organik ¢oziicti-su ortaminda elde edilen degerle uyumludur. Bu
bilgiler 151ginda, hidroklorotiazidin tayin edilen \ypK,, degerinin dogrulugu ve tekrarlanabilirligi
acik¢ca goriilmektedir. Ayrica, tayin edilen degerler hidroklorotiazidin herhangi bir analitik
yontemle tayin edilen literatiirdeki ilk termodinamik \,pK, verileridir.

Anahtar Kelimeler: Hidroklorotiazid, iyonlasma sabiti tayini, LSER modeli, RPLC

ABSTRACT

Objective: Hydrochlorothiazide is a drug that lowers blood pressure by decreasing Na* and CI
levels while increasing the rate and volume of urine excretion. This drug is used alone or in
combination with other antihypertensive medications. However, the action mechanism of such an
important drug is unknown, and in the literature, there is only one study on the value of the ionization
constant of the compound in hydroorganic systems and no study on the value of the ionization
constant of the compound in water. Therefore, in this study, an attempt was made to determine the
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ionization constant of hydrochlorothiazide in various binary acetonitrile-water mixtures and to
determine the ionization constant of hydrochlorothiazide in water by using these values through
various extrapolation methods.

Material and Method: The ionization constant of hydrochlorothiazide was determined in a binary
mixture of 11%, 13%, and 15% (v/v) acetonitrile and water at 30°C, a flow rate of 1 ml/min, and an
X Terra C18 column. To determine the ionization constant of hydrochlorothiazide, the pH retention
relationship was evaluated using the linear solvation energy relationship (LSER) model. To
determine the ionization constant values in water, the data obtained from the LSER model were
evaluated using the Yasuda-Shedlowsky method and the mole fraction- $pK, method.

Result and Discussion: The agreement between the thermodynamic ypK, values calculated by the
two methods is remarkable and consistent with those found in the literature for the organic solvent-
water environment. Considering this information, the accuracy and reproducibility of the
determined ypK, value of hydrochlorothiazide becomes clear. Moreover, the determined values
are the first thermodynamic pK, data in the literature obtained by any analytical method for
hydrochlorothiazide.

Keywords: Hydrochlorothiazide, LSER model, RPLC, the determination of the ionization constant

GIRIS

Hidroklorotiazid (6-kloro-3,4-dihidro-2H-1,2,4- benzotiazidin-7-siilfonamid 1,1-dioksit) tiazid
diiiretikleri grubuna ait bir prototipik ilag etken maddesidir [1,2]. Tiazid diiiretikleri,
benzendisiilfonamid molekiillerinden bir halka olugsmasi sonucunda meydana gelmis bilesiklerdir [1].
Bu bilesiklerin diiiretik etki gosterebilmeleri igin, yapilarinda serbest bir siilfonamid grubunun
bulunmasi gereklidir. Tiazid diiiretikler, idrar ¢ikisinin hacmini ve hizini arttirirken, distal kivrimli
tiibiiliin ilk kistmlarinda (Henle kisimina yakin yerde) Na* ve Cl igerigini azaltarak, hiicre dis1 sivi
hacmini azaltip (hipovolemi) kan basincim diistiren ilaglardir [1,3]. Ancak, hidroklorotiazid ve diger
tiazidlerin etki mekanizmalar1 tam olarak heniiz belirlenememistir. Bu ilaclar, hafif derecede
hipertansiyon olgularinin tedavisinde tek basina kullanilirken, orta ve ileri olgularda diger hipertansif
ilaglar ile kullanilirlar [1,3]. Hidroklorotiazid, suda zayif ¢oziinen, etil ve metil alkolde ¢oziiniirligii
sudakinden daha da az olan bir bilesiktir.

Ilaglarin hiicre zarlarindan gegisi ve dokularda absorbsiyonu ve dagilimy, pasif difiizyon ile ilacin
molekiiler halde oldugu formda gerceklesir. Bir ilacin iyonlagmamis formu, iyonize formuna kiyasla
lipidlerde daha fazla ¢6ziiniir oldugundan, ilacin hiicre zarindan gecisi ve dokularda absorbsiyonu ve
dagilimi bu formda gerceklesir. Bundan dolayi, ilaclarin absorpsiyon, dagilim, metabolizma ve atilim
(ADME) ozelliklerinin belirlenmesinde iyonlasma, biiyiik bir etkiye sahiptir [4-7]. Ayrica, fizyolojik
pH degerinde (pH 7.4) bir ilacin iyonlagsma durumunu belirleyebilmek, ilacin kimyasal yapis1 ve onun
biyolojik aktivitesi arasindaki iliskinin belirlenmesine imkan sagladigindan, enzim aktif bolgeleriyle
ilacin etkilesimi hakkinda da bilgi verebilir [4,6]. Bir molekiiliin iyonlagma durumunun belirlenmesinde
kullanilan fizikokimyasal degere iyonlagma/protonasyon sabiti (pKa) adi verilir [7,8].

Iyonlagma/protonasyon sabitinin belirlenmesinde potansiyometrik, kapiler elektroforez,
spektrofotometre ve sivi kromatografi gibi birgok analitik yontem kullanilmasina ragmen [9-15] ters faz
stvi kromatografi yontemi (RPLC), uygulama kolayligi, tekrarlanabilirligi, yliksek dogruluk ve kesinlik
degerlerine sahip olmasi, ayrica, az kimyasal tiiketimi ve analiz edilecek maddenin saf olmasinin
zorunlu olmamasi gibi avantajlarindan dolay1 ¢ogunlukla tercih edilmektedir [9,10].

RPLC yontemle bilesiklerin pKa degerlerinin tayininde, yapisinda iyonlasabilen fonksiyonel grup
bulunduran bilesiklerin sabit kolon sicaklig1 ve mobil faz derisiminde, farklt mobil faz pH degerleri i¢in
elde edilen alikonma degerleri arasindaki degisim incelenir. Buna gore; bilesiklerin farkli mobil faz pH
degerlerinde elde edilen alikonma degerleri, pH degerlerine kars1 grafige gecirilirse bir sigmoidal iligki
elde edilir [7,8,16]. Bu sigmoidal iligskiyi matematiksel olarak ifade etmek i¢in zaman i¢inde birgok
model ileri siiriilmiigse de iglerinde en ¢ok ragbet goren model, lineer solvasyon enerji iliskisi (LSER)
modelidir [17,18]. Bu model, bilesiklerin alikonma degerini (tr) mobil faz pH degeri ve ¢aligsilan mobil
faz derisiminde elde edilen bilesigin pKa degerinin ($pK,) bir fonksiyonu olarak matematiksel bir
esitlikle ifade edebilmekte ve bu sayede, bilesigin $pK, degeri kolaylikla belirlenebilmektedir [7,8].

Gergeklestirilen ¢alismada hidroklorotiazid igin yapilan literatiir taramasinda, bilesigin c¢esitli
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analitik yontemlerle tablet formiilasyonlarinda ve birkag bilesikle beraber es zamanh tayiniyle alakali
caligmalarin literatiirde mevcut oldugu goriilmiistiir [19-22]. Ancak, hidroklorotiazidin bir ¢aligma
disinda iyonlagsma sabiti degeriyle alakali bir c¢alisma bulunmamaktadir. Bu ¢alismada
hidroklorotiazidin ve yapisinda asidik, bazik ve hem asidik hem de bazik fonksiyonel grubu bulunduran
(zwitteriyonik) diger bilesiklerin iyonlagsma sabitleri potansiyometrik yontemle tayin edilmistir.
Iyonlasma sabiti tayini sadece %80 metanol-su ortaminda ger¢eklestirilmistir [23]. Literatiirde hidroklo-
rotiazidin su ortamindaki pKa (}ypK,) tayiniyle ilgili hi¢bir ¢calisma olmamakla birlikte, organik ¢6ziicii
su karisgimlarindaki pKa (§pK,) degerleriyle alakali da veri eksikligi bulunmaktadir. Bundan dolay1, bu
caligma hidroklorotiazidin ¢esitli asetonitril-su ikili karigimlarinda §pK, degerinin RPLC yontemle
tayinine ve bu veriler kullanilarak, bilesigin ypK, degerinin tayinine odaklanmistir. Ayrica, bu
calismayla elde edilen pK, verisi bilesigin farmakokinetik ¢alismalarina 151k tutacagi gibi, ayn1 zamanda
bilesigin asetonitril-su ikili karisimlarinda gergeklestirilen optimizasyon caligmalarinda da yararh
olabilecektir.

GEREC VE YONTEM
Cahsmada Kullamlan Kimyasallar

Calismada pK, tayininde incelenecek bilesik olan hidroklorotiazid, Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, ABD)’den temin edilmistir. Mobil faz hazirlamada kullanilan asetonitril (ACN), o-fosforik asit (o-
H3PO,), sodyum hidroksit (NaOH), amonyum kloriir (NH4CI), amonyak (NH3z) ve mobil faz pH
ayarlamasinda kullanilan elektronun kalibrasyonu i¢in kullanilan potasyum hidrojen ftalat, (KHP)
Merck (Darmstadt, Germany)’den tedarik edilmistir.

Kullamlan Cihazlar

Hidroklorotiazidin pK, tayini igin gergeklestirilen deneyler, bir pompa (LC -20AD), bir UV
dedektor (SPD-20A), bir kolon firin1 (CTO -20A) ve bir gaz giderme tinitesinden (DGU-20A3) olusan
Shimadzu yiiksek performans sivi kromatografi cihazinda gergeklestirilmistir. Analizi yapilacak
bilesigin tiim sivi kromatografik c¢aligmalar1 X Terra C18 (250 mm x 4.6 mm i.d., 5 um) kolonda
gerceklestirilmistir.  Bu kolon, ozellikle bazik bilesiklerin analizi igin gelistirilmis ve genis pH
araliginda (pH 1-12) ¢alisma imkan1 sunan bir kolondur. Mobil faz pH ayarlamalarinda Mettler Toledo
InLab 413 Ag/AgCl cam elektrotla birlikte Metleer Toledo MA 235 pH/ion analiz cihazi kullanilmistir.
Calismada mobil faz hazirlamada kullanilan saf su, Direct-Q®3 UV su saflastirma iinitesi kullanilarak
giinliik olarak tedarik edilmistir.

Ters Faz Sivi Kromatografi (RPLC) Y éntemi

Bu calismada, hidroklorotiazidin pKa degerlerinin tayini i¢in asetonitril-su ikili karisimlarinda
cahsilmistir. Ik olarak, incelenen bilesikten 0.0010 g tartilip 10 ml mobil fazda coziilerek
hidrolorotiazidin 100 ppm’lik ¢dzeltisi elde edilmistir. Bu ¢ozelti, giinlik olarak hazirlanms,
kullammina kadar giines 1s1gindan korunarak +4°C’de saklanmustir. Sivi kromatografik ¢alismaya
baslamadan 6nce bilesigin maksimum absorbans gosterdigi dalga boyunu belirleyebilmek amaciyla,
190-400 nm arahgmda UV-Vis spektrofotometre cihaziyla spektral davramisi belirlenmistir. Bu
inceleme neticesinde, hidroklorotiazidin maksimum absorbans gosterdigi dalga boyu 270 nm olarak
belirlenmis ve s1v1 kromatografik cihazin dedektorii bu dalga boyuna ayarlanmustir.

Calisma, pH 6.5-11 araliginda ve yapisinda %11, %13 ve %15 (h/h) asetonitril iceren ACN-Su
hidroorganik-su karigimlarinda gergeklestirilmistir. pH 6.5 ila 8.0 araliginda hazirlanan mobil fazlarda
50 mM o-fosforik asit kullanilmis ve istenilen pH degerine mobil fazi getirebilmek icin saf su
kullanilarak 1 M derisimde hazirlanmis NaOH ¢ozeltisi kullanilmistir. pH 8.5 ila 11 araliginda
hazirlanan mobil fazlarda 50 mM MH4Cl kullanilmig ve istenilen pH degerine mobil faza derisik NHs
ilave edilerek getirilmistir. Hazirlanan hidroklorotiazid ¢ozeltisi, her ¢alismada RPLC sisteme 20 pl
hacminde enjekte edilmis ve bu prosediir ii¢ kez tekrar edilerek ortalama alikonma zamani degeri elde
edilmistir. Bilesigin RPLC tayini i¢in belirlenen sivi kromatografik ¢aligma kosullar1 30°C ve 1
ml/dakika akis hizinda sabitlenmistir.
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Bir bilesigin RPLC ya da herhangi bir analitik yontemle iyonlasma/protonasyon sabiti tayinini
gerceklestirebilmek icin, oncelikle bilegigin protik ya da aprotik bir ¢oziiciide ¢oziinmesi gereklidir.
Calisilacak bilesigin ¢ozeltisinin hazirlanmasinda birgok arastirmacinin ilk tercih ettigi ¢oziicii, cevreye
en az toksik ozelliklerinden dolay1 sudur [9,10]. Ancak, giiniimiizde gelistirilen bir¢ok bilesigin daha
cok lipofilik 6zellikte olmasi ve bundan dolay1 sudaki ¢6ziiniirliiklerinin yetersiz olmasi, bu bilesiklerin
herhangi bir analitik yontemle analizini zorlastirmaktadir. Bu handikap, sudaki ¢oziiniirligi yetersiz
bilesiklerin su-organik ¢oziicii ikili karigimlarinda ¢alisilmasiyla agilmaktadir [24,25]. Basta RPLC
olmak iizere, analitik ¢aligmalarda iyonik numuneleri ve tamponlar1 ¢6zme yetenegi, diisiik toksisiteye
sahip olma gibi sahip olma &zellikleri sayesinde sudan sonra aragtirmacilar tarafindan en ¢ok tercih
edilen hidro-organik ikili karisimlar1 asetonitril-su ve metanol-sudur [9,10]. Bu hidro-organik ¢oziicii
sistemleri igerisinde de asetonitril, ¢ogu organik asiti ¢ozebilmesinin yani sira, nispeten yiiksek
dielektrik sabiti (e=36) ve diisiik otoproliz sabiti (pKs=33.9) sayesinde iyonlagsma/protonasyon sabiti
tayini i¢in daha uygun bir ¢oziiciidiir [26]. Bu sebeplerden dolayr gerceklestirilen bu ¢aligmada,
asetonitril-su ikili karisimi hidroklorotiazidin iyonlagsma sabiti tayininde tercih edilmistir.

Gergeklestirilen bu ¢alismada hidroklorotiazidin yapisindaki siilfonamit gruplarindan dolay1
polar ozellikte olmasi dolayisiyla (logP=-0.58) kolonda bilesigin yeterli tutunumunu saglamak ve
gergeklestirilen analiz siiresini kontrol altinda tutmak amaciyla ¢alisilan mobil faz organik modifiyer
derisimi %11-%15 (h/h) araliginda se¢ilmistir. Ayrica, mobil faz pH’lar1 bilesigin tamamen molekiiler
ve tamamen iyonik formlarda oldugu pH araligi olarak secilmistir.

Hidroklorotiazidin ¢alisilan asetonitril ve su hidro-organik sisteminde farkli mobil faz pH’larma
kars1 elde edilen alikonma degerleri (tr) grafige gegirildiginde, asidik fonksiyonel gruba 6zgii bir
sigmoidal davranis gozlemlenmistir (Sekil 1). Ancak, bilesigin iyonlasma dengesi incelenildiginde,
bilesigin asidik merkezlerinden biri yapisindaki benzotiazidin halkasina bagh siilfonamid grubundan,
bir digeri de yapisindaki benzotiazidin halkasindaki azottan kaynaklanmaktadir (Sekil 2). Bu durumda
bilesigin yapisindaki iki asidik merkezden dolayi, asidik fonksiyonel gruba 6zgii 2 sigmoidal davranig
gozlemlenmesi beklenirdi. Bu durum, bilesigin asidik merkezlerinin iyonlagma sabiti degerlerinin (pKg,

ve pK,,) arasinda 2 birimden daha az fark olmasindan dolay: asidik merkezlerin iyonlagmalarinin
birbirinden ayrilamamasindan kaynaklanmaktadir [7,9].

15—
: - %15 ACN:H,0 (h/h)

- %13 ACN:H,O (h/h)
10- ‘_*‘\'\ -+ %11 ACN:H,0 (h/h)

tr N

0 T T T
6 8 10 12
pH

Sekil 1. Hidroklorotiazidin ¢alisilan asetonitril:su ikili karigimlaridaki pH-tr iligkisi

Sekil 2’de goriilen bir diger denge, benzotiazidin halkasindaki bazik azotun protonasyonundan
(pKq,) kaynaklanmaktadir. Bu fonksiyonel grubun protonasyonunu ifade eden kromatografik veriyi
elde edebilmek i¢in, ¢alisilan s1vi kromatografik kolonun sinirlar1 disinda ¢alismak gerektiginden, bu
fonksiyonel grubun iligkili oldugu pK,, degeri, bu ¢caligma kapsami diginda birakilmugtir.
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Sekil 2. Hidroklorotiazidin iyonlagma ve protonasyon davranist

RPLC yontemle iyonlasma sabiti tayini (pKa), yapisinda iyonlasabilen fonksiyonel grup
bulunduran bilesigin farkli pH degerlerinde farkli alikonma degerlerine (tr) sahip olmasi temeline
dayanir (Sekil 3). Bu pH-tr iligkisi sigmoidal bir davranis sergiler ve LSER modeliyle asagidaki esitlige
gore matematiksel olarak ifade edilebilir (Esitlik 1).

U
logtg = logtg,,, + 1+7y.V. 10t PH-PKD @

Bu esitlikte U ve V ayarlama katsayilari, y ise molar aktivite katsayisini ifade eder. Bu
t
katsayilardan U, log(f)’yi ifade ederken (f = R4

Rpa

mobil fazda F(pH — pK,) degisimini ifade etmektedir.

_), V ise yapisinda organik modifiyer igeren bir

Bu denklemde teorik log tr degerleri, bir baslangi¢c pKa degeri i¢in U ve V degerleri sirasiyla 1 ve
-4 alinarak hesaplanir [27]. Daha sonra, deneysel tr degerlerinin logaritmasi (logtg,, ) veteorik olarak
hesaplanan tr degerlerinin logaritmasi (logtg,,, ) kullanilarak artik degerler hesaplanir. LSER modeli,
calisilan her hidro-organik ¢oziicii sistemi ve ¢alisilan tiim pH degerlerinde elde edilen deneysel tr
degerleri icin tekrarlanir. En uygun logtr degerleri, Microsoft Excel SOLVER programi kullanilarak
artik kareler toplaminin (RSS) en aza indirilmesiyle elde edilir. Tim logtg, Ve logtg,, degerleriigin
RSS degerini en aza indiren pKa degeri, bilesigin galisilan mobil fazi igin iyonlagma sabitinin degeri
olarak belirlenir [7,8].

1500000

1250000 pH 6.5 \
1000000-] pH 9.0 [ PHS.S [\// -
J I

750000 pH 10.0 pH 9.5

|
J1

500000
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Sekil 3. Hidroklorotiazidin %11 ACN-Su ortaminda (h/h) farkli pH degerlerinde elde edilen alikonma
degerlerini gosteren iist {iste bindirilmis kromatogram
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LSER modelinde kullanilan formiile, mobil fazin her pH's1 igin hesaplanan molar aktivite
katsayilarmin eklenmesiyle bilesigin termodinamik iyonlagma sabitinin degeri elde edilir. [7,8,16,24].
Asetonitril-su ortamlarmda bu yontem kullanilarak belirlenen logtg, . Ve logtg,, —degerleri Tablo
1'de hidroklorotiazid i¢in verilmistir. Tablo 1'deki veriler incelendiginde, RSS degerlerinin ¢ok diisiik
oldugu goriilmektedir. Ayrica, galigilan her asetonitril-su ortamu i¢in deneysel tr Ve teorik tr degerlerine
gore cizilen grafiklerin egim ve kesisim degerlerinin sirasiyla 1 ve 0'a yakin olmasi ve grafiklerin
korelasyon katsayilarinin en az 0.99 olmasi, dogrusal bir iligkinin varligmni gostermektedir (Sekil 4). Bu
kriterler, LSER modelinin deneysel verilerle tutarli oldugunu ve hidroklorotiazidin iyonlagma sabitini
hesaplamak i¢in kullanilabilecegini agikga gostermektedir.

Tablo 1. Calisilan tiim mobil fazlar i¢in LSER modelinde kullanilan deneysel ve hesaplanan veriler

%15 ACN-H20 (h/h)
Hidroklorotiazid

pH tr Molar Aktivite logtr logtr 2

tr(den) | o0 Katsayist () | ( dgn_) (téqo.) (logtrden-10gtreeo.)

6.5 9.578 9.571 0.784 0.981 0.981 1.014x10°%"

7 9.688 955 | g 0.769 0.986 0.980 3.582x10%
7.5 9.479 9.505 g 0.747 0.977 0.978 1.409x10°%

8 9.368 9.346 g g 0.730 0.972 0.971 1.054x10°%
8.5 8.953 8.948 | - g 0.808 0.952 0.952 6.837x107°8

9 7.931 7.901 8 J 0.830 0.899 0.898 2.731x10°%
9.5 6.012 6.001 ﬁ 0.866 0.779 0.778 6.292x10

)

10 3.930 3.959 0.908 0.594 0.598 9.900x10°%
10.5 2.747 2.728 0.942 0.439 0.436 8.936x10°%
11.0 2.221 2.227 0.966 0.347 0.348 1.386x10°%

*RSS: Artik Kareler Toplanu RSS* 6.203x10°%
%13 ACN-H,O (h/h)

6.5 10.000 9.992 0.788 1.000 1.000 1.076x10°%7

7 10.059 9.976 | o 0.772 1.003 0.999 1.305x10°%
7.5 10.018 9.921 8 0.751 1.001 0.997 1.769x10°%

8 9.969 9.751 | T o 0.734 0.999 0.989 9.197x10%
8.5 9.629 9.327 .>. ﬁ 0.813 0.984 0.970 1.913x10°%

9 7.975 8231 | I F 0.834 0.912 0.915 8.672x10°%
9.5 6.099 6.305 g = 0.870 0.792 0.800 5.379x10°%

10 4.078 4,317 IDll 0.911 0.638 0.635 5.594x10°%
10.5 3.089 3.149 0.944 0.504 0.498 2.944x10°%
11.0 2.649 2.675 0.967 0.423 0.427 1.772x10°%

*RSS: Artik Kareler Toplami RSS* 4.293x10%
%11 ACN-H.O (h/h)

6.5 11.858 11.845 0.791 1.074 1.074 2.192x10"

7 11.884 11817 | o 0.775 1.075 1.073 6.054x10°%
7.5 11.680 11.725 8 0.754 1.067 1.069 2.836x10°%

8 11.463 11441 | . 0.738 1.059 1.058 7.023x10°
85 | 10.851 | 10.749 | > & 0.821 1.035 | 1.031 1.690x107

9 8.995 9.048 | 8 F 0.845 0.954 0.957 6.585x10°%
9.5 6.346 6.348 '; h 0.883 0.803 0.803 1.601x10°%

10 3.948 3.938 IDII 0.922 0.596 0.595 1.291x10°%
10.5 2.700 2.707 0.952 0.431 0.432 1.285x10°%
11.0 2.251 2.249 0.972 0.352 0.352 2.213x10

*RSS: Artik Kareler Toplanm RSS* 2.044x10%
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=
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Q
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0,000 2.000 4.000 6000 8,000 10,000 12.000 0.000 2.000 4,000 6,000 8.000 10,000 12,000

Deneysel Ahkonma Zamam (dak.)

0.000
0.000 2,000 4.000  6.000 8.000 10,000 12.000

Sekil 4. 6.5-11.0 pH araliginda teorik alikonma zamani ve deneysel alikonma zamam degerlerine gore
cizilen grafik

Asetonitril-su ikili karisimlarinda LSER modeli kullanilarak hesaplanan mobil faz termodinamik
iyonlagma sabiti degerleri (3pK,), Tablo 2°de verilmistir. Tablo 2’de farkl1 asetonitril-su ikili karisimlar1
i¢in elde edilmis termodinamik $pK, degerleri, bilesigin yapisindaki benzotiazidin halkasindaki azotun
ve benzotiazidin halkasina baglh siilfonamid grubundaki azotun iyonlagsmasindan kaynaklanmaktadir.
Yukarida da ifade edildigi gibi, bilesigin asidik merkezlerinin pKa degerleri arasindaki farkin 2 pH
biriminden diisiik olmasindan dolay1 bu merkezler birlikte iyonlagmaktadir. Bu durumun en 6nemli
kaniti, farkli asetonitril-su ikili karisimlarinda bilesigin pH-triliskilerine gore elde edilen tek sigmoidal
davranigtir [7,9].

Tablo 2. Hidroklorotiazidin farkli asetonitril-su ikili karisimlarinda elde edilen mobil faz termodinamik
iyonlagma sabiti degerleri

Parametre %11 ACN-H,0 %13 ACN-H,0 %315 ACN-H,0 Literatiir
(h/h) (h/h) (h/h)

s 9.97 (27°C) [23]

SpK,, 9.214 9.274 9.337 9.93 (37°C) [23]

Tablo 2’deki 3pK, degerleri incelenildiginde, asetonitril-su ikili karigimlarinin organik modifiyer
derigimi arttik¢a 3pK, degerlerinin de bir miktar arttig1 goriilmektedir. Bu durum, asidik fonksiyonel
gruba sahip bilesikler i¢in beklenen bir durumdur [9,25,26]. Asetonitril-su ve diger su-organik ¢oziicii
karigimlarinda organik ¢oziicii ilavesiyle suyun yapist bozuldugundan analit solvasyonu azalir. Bu
durumda denge kinetigi de azalacagindan, analitin iyonlagsmasi da azalir. Sonug olarak, bilesigin
iyonlagma sabiti degeri artar [9,26]. Bu durum diisiiniildiigiinde, potansiyometrik olarak tek %80 (h/h)
metanol igeren metanol-su ortaminda iki farkli sicaklikta elde edilen §pK, degerlerinin de bu ¢alismada
belirlenen degere yakinhigi goriilmektedir [23]. Bu bilgiler 1s18inda, hesaplanan $pK, degerlerinin
literatiir verisiyle yakinligi agik¢a goriilmektedir. Hidroklorotiazidin termodinamik 3pK, degerlerini
hesaplamada kullanilan molar aktivite katsayilar1 (y), her mobil faz ve mobil faz pH degeri i¢in klasik
Debye-Hiickel bagntis1 kullanilarak hesaplanmustir [7,8,24,26].

Viicut ortami su ortami oldugundan, ilaglarin viicuttaki iyonlagma durumunu belirlemek adina,
su ortamindaki iyonlasma sabiti ()pK,) tayini ila¢ arastirma ve gelistirme asamasinda mutlaka
gereklidir. Su ortaminda ¢ozliniirliigii yetersiz bilesikler i¢in ilk olarak bir su-organik ¢oziicii ikili
karisiminda bilesigin $pK, degeri hesaplanir. Daha sonra, elde edilen $pK, degerleri kullanilarak EN —
sPKa, Xcozici — sPKq ya da Yasuda-Shedlovsky yontemi gibi gesitli makroskopik ¢oziicii parametreleri
ile bilesigin $pK, degeri arasindaki iliskiyi kullanan ekstrapolasyon metotlariyla bilesigin wpK,
degerleri hesaplanabilir [27].

Bu calismada elde edilen $pK, degerleri, Yasuda-Shedlovsky ve X, -y — spK, metotlar: ile
degerlendirilerek hidroklorotiazidin wpK,, degeri hesaplanmustir. Bu metotlardan X,cn — spK,
iliskisi, asetonitril-su ikili karigimlarindaki asetonitrilin mol kesri degeri (X4¢y) ile bilesigin bu hidro-
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organik ortamda elde edilen $pK, degerleri arasindaki dogrusal iliskiyi temel alir. Bu elde edilen
dogrusal iligkinin kesim noktasi bilesigin termodinamik }ypK, degerini vermektedir.

Bu ¢aligmada tercih edilen bir diger metot olan Yasuda-Shedlovsky ekstrapolasyon metodu, suca
zengin bolgelerde yapilan ¢aligmalarda ¢ok tercih edilmektedir. Bu metotta bilesigin \ypK, degeri,
caligilan asetonitril-su ikili karigimimin dielektrik sabitinin tersinin (1/ g), spK, + log[H, 0] degerine
kars1 grafige gecirilmesiyle elde edilen dogrusal esitlikten hesaplanir. Elde edilen bu dogrusal esitlikte,
ilgili yerlere saf suyun dielektrik sabiti (e=78.3) ve derisim degeri (log [H.O]=log 55.5) yerlerine
konularak bilesigin ypK, degeri elde edilir. Her iki metodun uygulanabilmesi i¢in en az ii¢ farkh
derigimde asetonitril igeren asetonitril-su ortaminda elde edilmis gpK, degerlerine ihtiyag vardir [27,28].
Bu calismada X,cy — §pK,, metodundan elde edilen dogrusal esitli§in verileri Tablo 3’te, Yasuda-
Shedlovsky metodundan elde edilen dogrusal esitligin verileri Tablo 4’te standard sapma degerleriyle
birlikte verilmistir. Ayrica her iki yontemden elde edilmis ypK, degerleri, Tablo 5’de verilmistir.

Tablo 3. X,y — spK, yonteminden elde edilen dogrusal esitlik ile ilgili veriler
Bilesik %ACN(h/h) Esitlik r N
Hidroklorotiazid 11-15 PKy, = 7.693. X,cy (0.044) +8.904 (0.002) 0.999 3

Tablo 4. Yasuda-Shedlovsky yonteminden elde edilen dogrusal esitlikle ilgili veriler

0, s — 1
Bilesik /‘(’Q\%N c spKa, +log[H,0] = a, e + b, i N
a (egim) B (kesim)
i inoi 74.655-
Hidroklorotiazid 11-15 73101 425.4 (0.048) 5.256 (0.001) 0.999 3

Tablo 5. Hidroklorotiazidi iki farkli yontemle hesaplanan termodinamik wpK,, degerleri

Bilesik Parametre Xacy — SpK, Yasuda-Shedlovsky metot
Hidroklorotiazid wPKa, 8.904 8.945

Tablo 5’de deneysel olarak belirlenen §pK,, degerlerinin farkl ekstrapolasyon yontemleriyle
degerlendirilerek hesaplanan termodinamik ypK, degerleri arasindaki uyum dikkat gekicidir. Bu
bilgiler 15181nda, hesaplanan §pK,, degerlerinin dogrulugu ve tekrarlanabilirligi agik¢a goriilmektedir.
Ayrica, Tablo 5’de sunulan degerler hidroklorotiazidin herhangi bir analitik yontemle tayin edilen
literatiirdeki ilk termodinamik wpK, verileridir. Bu galismayla elde edilen sonuglar bilesigin

farmakokinetik caligmalarina 11k tutacagi gibi, ayni zamanda bilesigin asetonitril-su ikili karisimlarinda
gerceklestirilen optimizasyon ¢aligmalarinda da yararli olabilecektir.
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ETIiK KURUL ONAYI

Yazarlar bu ¢aligma i¢in etik kurul onayinin zorunlu olmadigini beyan etmektedir.
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