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Oz: Favipiravir (T-705), RNA viriislerinin RNA'ya bagimli RNA polimerazini segici ve giiclii
bir sekilde inhibe eden bir anti-viral ajandir. Bu bilesigin kalitatif ve kantitatif analizinde en
cok ters faz sivi kromatografi (RPLC) metodu tercih edilmektedir. Bu metot, asidik ve bazik
fonksiyonel grup igeren bilesiklerin iyonlagsma/protonasyon (pKa) sabitlerinin tayini i¢in ¢ok
tercih edilmektedir. pKa degeri, bilesiklerin fizikokimyasal ve biyolojik 6zelliklerini tahmin
etmeye yarayan Onemli bir parametredir. Bu parametre ilaglarin absorpsiyon, dagilim,
metabolizma, atilim, toksitite (ADMET) karakterizasyonunu da igeren dnemli bir veridir.
Sunulan bu ¢aligmada, favipiravirin su-asetonitril ikili karigiminda pKa degerinin tayini i¢in iki
farkl1 6zellikteki kromatografik kolonlar kullanilarak RPLC metot gelistirilmis ve asetonitrilin
mobil fazdaki miktarin degisimiyle favipiravirin kromatografik davranisi da belirlenmistir.
Caligma 37°C kolon sicakliginda ve sabit akis hizlarinda gergeklestirilmistir. Elde edilen
alikonma verileriyle sigmoidal ve dogrusal olmayan modeller kullanilarak bilesigin pKa degeri
belirlenmistir. Hidrofilik 6zellikte olan favipiravirin su ortamindaki pKa degeri, mobil faz pK,
degerleri ve asetonitrilin makroskopik sabitleri (mol kesri, dielektrik sabiti, vs.) kullanilarak
hesaplanmistir. Hesaplanan bu 6nemli fizikokimyasal parametre literatiirdeki deneysel ¢alisma
ile elde edilen ilk veridir.

Anahtar kelimeler: Favipiravir, RPLC, Alikonma zamani, [yonlasma sabiti, Hidrofilik bilesik

Determination of lonization Constant Value in Water-Acetonitrile Binary
Mixtures of Favipiravir and Comparison of Two Different C18 Columns

Abstract: Favipiravir (T-705) is an anti-viral agent that selectively and potently inhibits the
RNA-dependent RNA polymerase of RNA viruses. The reverse phase liquid chromatography
(RPLC) method is mostly preferred in the qualitative and quantitative analysis of this
compound. This method is highly preferred for the determination of ionization/protonation
(pKa) constants of compounds containing acidic and basic functional groups. The pKa value is
important parameter to predict the physicochemical and biological properties of compounds.
This parameter is an important data including the absorption, distribution, metabolism,
excretion, and toxicity (ADMET) characterization of drugs. In this study, the RPLC method
was developed using two different chromatographic columns for the determination of the pKa
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value of favipiravir in a water-acetonitrile binary mixture, and the chromatographic behavior
of favipiravir was determined by changing the amount of acetonitrile in the mobile phase. The
study was carried out at 37 °C column temperature and constant flow rates. The pKa value of
the compound was determined by using sigmoidal and nonlinear models with the obtained
retention data. The pKa value of hydrophilic favipiravir in water was calculated using the
mobile phase pKa values and the macroscopic constants (mole fraction, dielectric constant,
etc.) of acetonitrile. This important calculated physicochemical parameter is the first data
obtained from the experimental study in the literature.

Keywords: Favipiravir, RPLC, Retention time, lonization constant, Hydrophilic compound

1. Giris

Favipiravir (T 705), riboniikleik asit (RNA) viriislerinin RNA'ya bagli RNA polimerazini
secici ve gii¢lii bir sekilde inhibe eden yeni genis spektrumlu bir antiviral ilactir. ilk olarak
2014 yilinda Japonya'da Toyama Chemicals tarafindan gelistirilmis ve tiretilmistir ve cok
cesitli influenza viriislerine ve alt tiplerine karsi etkilidir. Favipiravir yaygin olarak
COVID-19 olarak bilinen siddetli akut solunum sendromu koronaviriis-2 (SARS-CoV-2)
enfeksiyonlarina karsi ilag olarak kullanimi nedeniyle 2020 yilinda ¢ok ilgi gérmiistiir
[1,2]. Ozellikle bu tarihten sonra ilag endiistrisinde &nemli bir yere sahip olan bu ilacin
tayini i¢in analitik metotlarin gelistirilmesi ayr1 bir gereklilik kazanmistir. Yapilan
literatlir taramasinda favipiravirin tayini i¢in yliksek performans sivi kromatografi
(HPLC) [3,4], spektroflorimetri [5] ve elektroanalitik yontemler [6,7] yaygin sekilde
kullanilmistir. Bu yontemler arasinda ilag endiistrisinde yaygin sekilde kullanilan HPLC
yontemi, favipirapirin kalitatif ve kantitatif tayini i¢in 6zellikle tercih edilmektedir [8].

Ters faz yiiksek performans sivi kromatografi metodu (RPLC), sivi kromatografik
tekniklerin igerisinde en popiiler olanmidir. Diisiik molekiil agirlikli numunelerin
analizlerinin neredeyse %80-90"1 bu metot kullanilarak gerceklestirilmektedir [9]. Hem
alikonma hem de segiciligi aym1 anda saglayarak asidik, bazik ve notral yapidaki
bilesiklerin tayini gerceklestirilebilmektedir. Bu kromatografik tayin kimyasal olarak
modifiye edilmis sabit fazlar kullanilarak gerceklestirilmektedir. Ila¢ endiistrisinde ters
faz sivi kromatografi ayirmalari i¢in yapilan uygulamalarda silika esasli dolgu
materyalleri yaygin olarak kullanilmaktadir. Bunun yaninda basarili bir ayirma i¢in mobil
fazdaki organik modifiyerin tipi, eluent bilesimi, pH ve tampon derisimindeki degisim
saglanmalidir. Tayin edilen bilesik iyonlasabilir ise mutlaka mobil faz pH’s1, sicaklik ve
mobil fazdaki organik ¢6ziicli derisimindeki degisimden etkilenir. Mobil fazin giicii
sadece organik ¢oziiciiniin derisimine bagl degil aym1 zamanda kullanilan ¢oziiciiniin
tipine de baglidir. Bu ¢alismada kullanilan asetonitril (ACN), polar aprotik bir ¢oziiciidiir
ve hem suda hem de polar ¢oziiclilerde ¢oziinme oOzelligine sahiptir. Su ile farklh
hacimlerde karistirilarak olusturulan hidro-organik karigimlarda, miktarindaki degisime
bagli olarak RPLC’de analizlenen bilesigin alikonma davranisinda etkin bir rol
oynamaktadir [9,10]. Bunun yaninda iyonlasan bilesiklerin analizinde, analitlerin
iyonlagma /protonasyon (pKa) degerlerinden en az bir birim uzakliktaki mobil faz pH™1
kromatografik tayin i¢in tercih edilebilir. pKa 6nemli bir fizikokimyasal parametredir.
Analitin  pKa degerleri, iyonlasan bilesiklerin ¢oziiniirliigiinii etkiledigi  gibi
farmakokinetik (ADME-absorpsiyon, dagilim, metabolizma, atilim) 6zelliklerinin
belirlenmesinde de etkin bir parametredir. Bu fizikokimyasal parametrenin tayini i¢in
kullanilan potansiyometrik titrasyonlar ve spektrofotometrik analizler, eger bilesik saf
degilse suda az ¢oziiniiyorsa, belirgin bir kromofor grubu yoksa ve miktar1 azsa sorun
teskil edebilir. Bu gibi dezavantajlarin iistesinden gelen RPLC metodu ile pKa
degerlerinin tayini daha ¢ok tercih edilmektedir [11-13].

130



DOI: 10.29233/sdufeffd.1192328 2023, 18(2): 129-139

Calisilan mobil faz pH’s1 (§pH) ve analit alikonmasi arasindaki iligski kullanilarak hidro-
organik karisimlarda analitin yapisindaki belirli fonksiyonel grubun pKa (§pK,) degeri
hesaplanabilir. izokratik metotla gerceklestirilebilen bu tayinle giiniimiizde bircok ilag
etken maddenin pKa degerinin tayini yapilabilmektedir. RPLC metotla yapilan
analizlerde su ortaminda ¢oziiniirliigi az olan bilesiklerin pKa tayini hidro-organik
karisimlarda yapilmakta ve bu ortamlarda elde edilen $pK, verileri kullanilarak su
ortamindaki pKa (3ypK,) degerleri hesaplanabilmektedir [9,14].

Piirin niikleozid analogu favipiravir hidrofilik 6zelligi olmasina ragmen yapilan HPLC
calismalarin ¢ogunda hidro-organik karisimlari iceren mobil fazlar kullanilarak RPLC
metoduyla analizlenmistir. Sunulan bu ¢alismada favipiravir suca zengin, su-ACN ikili
karigimlarinda (% 2, 4, 6, v/v) ¢oziilerek RPLC metoduyla analizlenmistir. Analiz i¢in iki
farkl1 kimyasal yapiya sahip C18 kolon tercih edilmis ve bilesigin kromatografik
davranig1 belirlenmistir. Kolon sicakligi olan 37°C’de yapilan kromatografik analizler
sonucunda favipiravirin mobil fazdaki pH degisimine bagl olarak alikonma zamanindaki
(tr) degisim incelenmistir. pH-tr arasindaki dogrusal olmayan iliski kullanilarak
favipiravirin %2, 4, 6 (v/v) ACN igeren ACN-su ikili karisimlarindaki $pK, degerleri
belirlenmistir. Mobil fazda kullanilan ACN’nin makroskopik 6zellikleri (mol kesri,
dielektrik sabiti) ve $pK, degerleri kullanilarak favipiravirin su ortamindaki pKa (jypKg)
degeri hesaplanmistir. 37 °C’de elde edilen bu deger Abraham ¢oziinen parametreleri
kullanilarak [15] 25°C igin de deneysel bir ¢alisma yapmadan tahmin edilmistir. Ayrica
bilesigin farkli pH degerlerinde iyonlasma derecesi Henderson-Hasselbach esitligi ile
hesaplanmistir [16].

2. Materyal ve Metot

2.1. Kimyasallar ve Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

Bu ¢alismada kullanilan kimyasallar analitik safliktadir. Favipiravir Supelco (St. Louis,
USA) firmasindan, asetonitril (ACN), sodyum hidroksit (NaOH), o-fosforik asit (o-
H3POs), potasyum hidrojen ftalat (KHP) ise Merck (Darmstadt, Germany) firmasindan
temin edilmistir.

pH analizleri i¢in yapilan elektrot kalibrasyonunda, KHP ¢ozeltisi 0,05 mol/kg derisimde
calisilan su-ACN ikili karisimlarinda ¢oziilerek hazirlanmistir [17]. Favipiravirin su
ortaminda yeterince ¢oziiniirliigii (logS: -1,42) [18] olmadigindan, bilesigin su-ACN
ortamlarinda kromatografik davranisinin belirlenmesi i¢in % 2, 4, 6 (v/v) ACN igeren su-
ACN ikili karigimlarinda calisma gercgeklestirilmistir. Bilesik kalitatif analizi i¢in mobil
fazda coziilerek, 100 pg/mL derisimde hazirlanmis ve giines 1s1gindan uzak, +4 °C’de
saklanmustir.

2.2. Kullanilan Cihazlar ve Kromatografik Kosullar

Favipiravirin kromatografik analizleri i¢in Shimadzu HPLC cihazi kullanilmistir (Kyoto,
Japan). Kullanilan sistem UV dedektor (SPD-20A), kolon firimi (CTO-20A), pompa
(LC20AD), degazer (DGU-20A3) ve manuel enjeksiyon sisteminden olugmaktadir.
Mobil faz pH analizleri i¢in Mettler Toledo marka pH metre cihazi (Schwerzenbach,
Switzerland) kullanilmistir. Calisma boyunca kullanilan ultra saf su Direct-Q3 UV su
saflastirma sisteminden (Millipore, Bedford, MA, USA) temin edilmistir.

Bilesigin kromatografik analizi i¢in iki farkli 6zellikte C18 kolon tercih edilmistir.
Karbon igerigi sirasiyla %15 ve %14 ve pH ¢aligma araligi sirasiyla 2-12 ve 1-12 olan X
Terra RP18 kolon (250x4,6 mm, 5 pm; Waters) ve Gemini NX C18 (250x4,6 mm, 5 um;
Phenomenex) tercih edilmistir. % 2, 4, 6 (v/v) ACN igeren su-ACN ikili karisimlarinda
hazirlanan mobil faza 40 mM o-HsPOg ilave edilmis ve istenilen pH degeri 1 M NaOH
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coOzeltisi kullanilarak ayarlanmistir. Mobil faz pH’s1 3,5-7,5 arasinda tutularak,
favipirapirin iki C18 kolonda kromatografik alikonma davranisi ve $pK, degeri
belirlenmistir. Bilesigin analizi HPLC pompa basincinin ayni oldugu akis hizi X Terra
RP18 kolon da 0,8 mL/dakikada, Gemini NX C18 kolonda 1 mL/dakikada sabitlenmistir.
Bilesik 225 nm’de UV dedektorle ve 37°C kolon sicakliginda tayin edilmistir. HPLC
sistemine 20 puL enjekte edilen bilesik ii¢ tekrarli olarak analiz edilmis ve kesinligi yiiksek
olan bu analizin bagil standart sapma degeri %1’nin altinda hesaplanmistir.

2.3. Teorik Allkkonma Zamam ve ;pK, Verilerinin Hesaplanmasi

Favipiravirin ¢alisilan hidro-organik ikili karigimlarini igeren mobil faz pH degisimlerine
bagli olarak RPLC metoduyla belirlenmis, alikonma zamani degerleri kullanilarak
dogrusal olmayan regresyon programiyla (NLREG) $pK, degerleri ve iyonlagsmis ve
iyonlasmamis formlarinin u¢ tr (HA, A") degerleri hesaplanabilmistir [19]. Hesaplanan
bu veriler kullanilarak teorik tr degerleri hesaplanmis ve teorik ve deneysel veriler
arasindaki uyum artik kareler toplami ile (RSS) ile verilmistir.

3. Bulgular

Bu calismada favipiravirin (6-floro-3-hidroksi-2-pirazinkarboksamid) analizi i¢in pH
calisma araligi kisitli olan klasik silika esasli bir kolonla ¢alismak yerine modifiye edilmis
C18 kolonlar tercih edilmistir. X Terra RP18 kolon (250x4,6 mm, 5 um; Waters) hibrit
esasli, asidik ve bazik bilesiklerin analizi i¢in gelistirilmis polar gobmmeli bir kolondur.
Silika ve polimerik esasli kolonlara gore pH kararlilig1 ve tekrarlanabilirligi yiliksek bir
kolondur. 125 A° gbzenek biiylikliigiine sahip kiiresel yapidaki pargaciklardan olusmustur
[20]. Gemini NX CI18 (250x4,6 mm, 5 pm; Phenomenex) polimerik silikay: saf silika
substrat ¢ekirdegi lizerine dahil eden patentli bir islemle gelistirilmistir. Etan ligandlari,
Silisyum atomlar1 arasinda koprii olusturan polimerik silika i¢ine gomiiliidiir. Bu yap1
ayni anda oldukga yiiksek pH kararliligi ve mekanik diren¢ saglamaktadir. 110 A°
gbzenek biiylikliigiine sahip kiiresel yapidaki parcaciklardan olusmustur [21]. Literatiirde
bu tip kolonlarla favipiravirin s1vi kromatografik analizinde bilesigin alikonma davranisi
ile ilgili hicbir veri yoktur. Ayrica kolonun etkin tabaka sayisinin yiiksek olmasi (X Terra
icin 4933; Gemini NX i¢in 10386) ve kuyruklanma faktoriiniin (X Terra i¢in 1,073;
Gemini NX i¢in 1,046) de 2’den diisiik olmasi bilesigin simetrisinin ve kolon
performansinin iyi oldugunu gostermektedir.

Favipiravir hem enol hem de keto formuna sahiptir (Sekil 1). Enol formu bir aromatik
fenol benzeri yapiya sahipken, keto formu bir dizi dort konjuge cift baga sahiptir [22].
Bilesik, hangi tautomerik formunun bir hedef biyomolekiile bagli oldugunu belirlemek
icin ilag tasarimi ve gelistirilmesinde 1ilgi c¢ekebilecek keto-enol tautomerizmi
potansiyeline sahiptir. Yapilan son hesaplamalar enol formunun keto formundan kararl
oldugunu gostermektedir [23-25]. Bilesigin pKa degerine yonelik herhangi bir deneysel
calisma yoktur. Deneysel ¢alisma yerine kimyasal yap1 6zellikleri g6z Oniine alinarak
hesaplama yapan bazi paket programlariyla favipiravirin pKa degerleri hesaplanmistir.
Kuantum-kimyasal hesaplamalar i¢cin AB INITIO/6-311G ve DFT-PBEO/6-311G
programlar1 kullanilarak favipiravirin yapisinda bulunan pirazin halkasinin 5 numaral
pozisyonunda bulunan hidroksil grubunun pKa degeri 13; 6 numarali pozisyonunda
bulunan karboksamid grubundaki primer aminin pKa degeri 14 olarak hesaplanmistir
[26]. Ayrica pirazin halkasindaki 1 numarali azota ait pKa degeri de 0,6 olarak
bulunmustur [27-28]. Bilesigin enol formundaki pirazin halkasindaki 4 numarali azota
dair pKadegeri Yogunluk fonksiyonel teorisine (DFT) gore 5.1 olarak tahmin edilmistir
[22].

132



DOI: 10.29233/sdufeffd.1192328 2023, 18(2): 129-139

OH o o) NH,

s
NS NH, HN

3 /N1 \ N

F F

Enol form Keto form

Sekil 1. Favipiravirin enol ve keto formu [22]

Favipiravirin pKa degeri ile ilgili higbir deneysel ¢alisma bulunmadigindan bu ¢alismada
secilen iki farkli 6zellikteki kolonda, 37°C sicaklikta, sabit akis hizinda, belirlenen su-
ACN ikili karisimlarinda hazirlanan mobil fazlarda pH 2 ile 11 arasinda bilesigin
alikonma zamanlar1 belirlenmistir. Elde edilen verilere gore pH 3,5-7,5 arasinda bilesigin
alikonma zamaninda giderek azalan bir de§isim gozlenmistir. Fakat pH 7,5 ile pH 11
degerleri arasinda bilesigin tr degerlerinde belirgin bir degisim goézlenmemistir. Bu
nedenle bu ¢alismada mobil faz pH aralig1 3,5-7,5 olarak belirlenmistir. Calisilan her bir
mobil faz pH degerinde bilesigin tr degeri li¢ tekrarli olarak belirlenmis ve ortalama tr
degeri kullanilmistir. Mobil fazdaki ACN ve pH degisimine bagl olarak iki kolondan
elde edilen deneysel tr degerleri NLREG programinda analizlenmistir. Elde edilen $pK,
Ve trya, tra- degerleri standart sapma degerleriyle birlikte Tablo 1°de verilmistir [19].

Tablo 1. NLREG programu ile hesaplanmis $pK, Ve tgya, tra- Verileri

% X TERRA C18 GEMINI NX
ACN
(vIv) sPK, tRHA tra- sPK, LRrHA tra-
2 4,802 + 10,937 4,689+ 4813+ 9308+ 4,055+

0,061" +0,196 0,107 0,089" 0,241 0,133

4 5,016 £ 9,129+ 3,870+ 5,278 £ 6,679+ 3,403+
0,078 0,186 0,086 0,110 0,144 0,131
6 5,239+ 8,134+ 3,523+ 5,807 £ 5930+ 2,552+
0,050 0,097 0,079 0,096 0,109 0,140
*Standart sapma

Calisilan her bir ACN yiizdesindeki degisime bagli olarak degisen 3$pK, degerleri,
bilesigin pirazin halkasindaki 4 numarali pozisyonunda bulunan azot grubuna aittir.
Bilesigin iyonlasma dengesi Sekil 2 de verilmistir. Tablo 1°de goriildiigii gibi mobil
fazdaki ACN miktar1 arttikca bilesigin $pK, degeri artmaktadir. Bu durum asidik
Ozellikteki bu grubun kromatografik davranisiyla uyum igerisindedir [9].

N4 OH pK, NH OH
~ —_ s ~
/[\ NH2 /E NH:2
F N1 F N
O O

Sekil 2. Favipiravirin iyonlasma dengesi
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%6 (v/v) ACN iceren ACN-su ikili karisimlarinda mobil faz pH’sina bagh olarak tr
degerinin degisimini gosteren kromatogramlar Sekil 3’te verilmistir. NLREG
programindan elde edilen pH- tr iliskisi ¢alisilan {i¢ ortam i¢in Sekil 4’de gosterilmistir.

s
1500000
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1250000
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750000
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i
JUl i pr .0

E-UUEIUU;
] I\ pHS.S

25-0000—: J}i L pH 4.5

00 2's 50 7's 10.0 13s min
s

125—UUUU; B
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] FES /] s
250000
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o
0.0 10 2'o a0 4.0 S0 &0 7.0 a0 9.0 10.0 min

Sekil 3. pH-tr iliskisini gosteren kromatogramlar A) Gemini NX C18 B) X Terra C18

Bu calismada favipiravirin sivi kromatografik davranist igin teorik tr degerleri de
hesaplanarak, deneysel ve teorik degerlerin uyumu artik kareler toplami (RSS)
hesaplanarak gosterilir. Teorik tr degerleri NLREG programindan elde edilen $pK, ve
trHas tra- degerleri kullanilarak Denklem 1 ile hesaplanmistir [23].

_ [H*] Ka
trteorik = URHA ([1—1+]+Ka)+tA_ ([H+]+Ka) @

GEMIiNi NX KOLON X TERRA KOLON
A A

— = -
< T T T T 4 T ——— —
L4 3 4 B 6 7 :8 3 4 5 3 T 8
“ B | B
N
< 1
= s 6
z "
X g
— . =
[ ' o t t t i i 3 T R R B B
< 22 40 18 56 64 72 a2 a0 48 55 64 72 80
8
C c
4 \ 6
0 + et I N T e e e e e o S —— —t I et i i
32 40 48 58 64 72 32 40 48 58 64 72 80
pH pH

Sekil 4. NLREG programi ile pH-tr iliskisi A) %2 (v/v) ACN; B) %4 (v/v) ACN; C) %6 (v/v) ACN igeren
ACN-su ikili karigim1
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Denklem 1 kullanilarak favipiravirin %2 (v/v) ACN igeren hidro-organik karigimda ve
degisen mobil faz pH degerlerindeki tgsp0rir degerleri hesaplanmistir. Elde edilen veriler
Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. Favipiravir i¢in deneysel ve hesaplanmig teorik alikonma zamani degerleri

GEMINI NX X TERRA
% 2 (viv) ACN % 2 (v/iv)ACN
pH theneyseI tRrteorik theneyseI- (theneyseI- theneyseI treeorik theneyseI- (theneyseI-
tRrteorik theorik)2 tRreeorik theorik)2
3,5 8,951 9,064  -0,113 0,013 10,599 10,640 -0,041 0,002
4 8,824 8,608 0,216 0047 10,190 10,118 0,072 0,005
4,5 7,509 7,589 0,080 0,006 8822 8919  -0,097 0,009
5 5,947 6,125  -0,178 0,032 6891 7179  -0,288 0,083
55 5,096 4951 0,145 0,021 6,012 5771 0,241 0,058
6 4,706 4,376 0,330 0,109 5,314 5,077 0,237 0,056
6,5 4,292 4,161 0,131 0,017 4,720 4,817 -0,097 0,009
7 3,990 4,089 0,099 0,010 4,630 4730 -0,100 0,010
7,5 3,716 4,066 -0,350 0,122 4,555 4,702 -0,147 0,022
RSS 0,377 RSS 0,255

Tablodaki deneysel tr veriler arasinda 0,5-1,0 dakika arasinda farkliliklar goriilmektedir.
Bunun sebebi de kolonlarin i¢ dolgu malzemelerinin kimyasal yapilarimin farklh
olmasindan ileri gelmektedir. Tablo 2 incelendiginde elde edilen artik kareler toplaminin
(RSS) oldukea kiiciik oldugu, deneysel ve teorik degerlerin birbirleriyle uyumlu oldugu
goriilmektedir. Bunun yaninda tgsporix (1 + Ko /[H*]) verilerine karsin K, /[H*] grafige
gecirildiginde elde edilen dogrusal fonksiyonun egim ve kesim degerleri sirasiyla tp4-,
trya degerlerini vermektedir. Bu dogrusal iliskiyi gosteren grafikler Sekil 5°de
verilmigstir. Elde edilen grafik dogrusaldir (r=1), egim ve kesim degerleri de NLREG
sonuclariyla birebir uyumludur.

GEMINT NX X TERRA
2500 2500
= =4, +10.
= 2000 y=4.055x +9.308 =000 v =4,680x + 10,937
=1 E‘ r=1
oF° 1500 f—lﬁ[)[l
= 1000 = 1000
5 spp 2 500
0 0
0 100 200 300 400 500 600 0 100 200 300 400 500 600
K/[H] K/[H']

Sekil 5. K; /[H*] - treeorik (1 + Ko /[H*]) dogrusal iligkisini gosteren grafikler

Favipiravirin su ortaminda yeterince ¢oziliniirliigii (logS: -1,42) [18] olmadigindan,
bilesik % 2, 4, 6 (v/v) ACN iceren su-ACN ikili karisimlarinda kromatografik
davraniginin belirlenmesi amaglanmis ve bilesigin spK, degeri NLREG programiyla
hesaplanmistir. Farkli yaklagimlar kullanarak favipiravirin su ortamindaki pKa (1wpK, )
degeri de hesaplanmistir. Bunun i¢in ilk olarak ACN’nin ¢alisilan hacimce yiizdelerine
karsilik gelen mol kesri (Xacn) degerleri kullanilmistir [29]. Bunun i¢in farkli NLREG
programiyla belirlenmis $pK, degeri, Xacn degerlerine kars1 grafige gegirildiginde elde
edilen dogrusal fonksiyonun kesim degeri favipiravirin su ortamindaki pKa ({ypK, )
degerini verir (Sekil 6). Ikinci yaklasimda Yasuda-Shedlovsky metodunda
spK,+log[H20] degerleri 1/¢’a kars1 grafige gegirilerek dogrusal bir iligki (r=1) elde
edilmistir [30]. Bu yaklasimda kullanilan ACN’nin dielektrik sabiti (¢) degerleri Barbosa
ve ark. tarafindan hesaplanmigtir [29].
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Sekil 6. pK,- Xacn Ve Yasuda-Shedlovsky yaklasimlari ile }ypK, degerlerinin hesaplanmasi

ACN’nin mol kesri kullanilarak yapilan hesaplamalarda dogrusal fonksiyonun kesim
degeri favipiravirin ypK, degerini vermistir. Yasuda-Shedlovsky metodunda ise
dogrusal bir iligki elde edilen fonksiyonda 1/¢ degeri yerine (€:78,5) 0,0127 degeri;
log[H20] yerine log55,5:1,744 degeri konularak bilesigin },pK, degeri Gemini NX kolon
icin 4,358 ve X Terra kolon i¢in 4,606 hesaplanmistir. Her iki yaklagimla hesaplanan
wpK, degeri arasinda en fazla £0,034 fark gozlemlenmistir. Bu da sonuglarin birbiriyle
uyumlu oldugunu goéstermektedir.

Deneysel olarak segilen sicaklikta (37°C) hesaplanan ,ypK, degeri ve asidik gruplar i¢in
belirlenmis Abraham ¢6ziinen parametreleri (Tablo 3) Denklem 2 ve Denklem 3’te yerine
konuldugunda ApKa degeri ve deneysel bir ¢alisma yapmadan favipiravirin 25 °C’deki
wpK,degeri hesaplanmigtir [15].

ApK, = kopKy>" + co + 1 R art + ¢, ZﬁzH + 31y + 4Ry + 5y 2)

ApK, = pK,*" — pK,*® ®3)

Tablo 3. Abraham ¢6ziinen parametreleri

ko Co ¢ Z o c Z B, C3T, c4R, csV,
Asitler -0,022 0,123 0,093 0,045 -0,145 0,004 0,028

37°C sicaklikta $pK, - Xacn iliskisi kullanilarak Gemini NX kolon i¢in bulunan }ypK,=
4,324 kullanildiginda 25°C igin ypK,= 4,270 olarak hesaplanmistir. X Terra kolon i¢in
wpK,= 4,590 kullanildiginda 25°C igin ypK,= 4,543 olarak hesaplanmigtir. Sun ve
Avdeef tarafindan yapilan calisma [15] incelendiginde asidik fonksiyonel grup iceren
bilesiklerin 25°C’deki pKa degerleri, 37°C’de hesaplanan pKa degerlerine gore daha
azdir. Bu sonug yapilan hesaplamanin dogrulugunu desteklemektedir.
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Bir ilacin iyonlagsma derecesi, ADME 6zellikleri iizerinde onemli bir etkiye sahiptir.
Iyonlagmayan ilaglar hiicre membranmi kolaylikla gegebildiginden, ortam pH’s1
degistikce ilacin nasil iyonlastifinin anlagilmasi gerekmektedir. Bir ilacin belirli pH
degerlerinde iyonlasip iyonlasmadigr formlarin belirlenebildigi iyonlagma yiizdesi
Henderson-Hasselbach denklemi ile hesaplanabilir [16]. Favipiravir i¢in % iyonlagma,
wpK, degeri kullanilarak hesaplanmistir. pH 1,5-12 araliginda % iyonlagma degerlerini
gosteren grafik Sekil 7°de verilmistir.

110 110

100 GEMINI NX 100 X TERRA
90 90
80 80
[+ [
= 70 g 70
&in Win
= 60 S 60
S5 S5
&% 550
e 40 e 40
30 30
20 20
10 10
0 0
01 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 01 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
pH pH

Sekil 7. Favipiravirin % iyonlasma degerleri

Asidik fonksiyonel grubunu igeren favipiravirin %50’sinin iyonlasti1 pH, bilesigin pKa
degerini vermektedir. Sekil 7’ye gore bu bilesigin pKa degerinin yaklasik 2,5 birim
tizerinde iyonlasmadig1 goriilmektedir.

4. Sonuc¢ ve Yorum

Favipiravirin COVID-19 tedavisinde 6nemli bir yeri olmasina ragmen, bilesigin pKa
degeri ile ilgili literatiirde deneysel bir veri yoktur. Kullanilan degerler tahmini
degerlerdir. Bunun i¢in elde edilen deneysel veriler, bu konuda yapilmis ilk ¢alisma
niteligi tasimaktadir. Favipiravirin keto-enol tautomerik dengesinde, literatiire uygun
olarak enol formun kararli oldugu belirlenmistir. Bu nedenle pKa hesaplamasi enol form
kullanilarak yapilmistir. RPLC ile yapilan ¢alismada elde edilen deneysel verinin hangi
fonksiyonel gruba ait oldugu, tahmini programlara gére yapilan hesaplamalarla
belirlenebilmistir. Bu ¢alismadan elde edilen veriler favipiravirin 37°C’de belirlenmis ilk
alikonma verileridir. Ayrica literatiirde yapilan ¢alismalara gore daha az miktarda organik
¢oziicli kullanilmistir. Bunun disinda herhangi bir deneysel ¢aligma yapmadan Abraham
¢oziinen parametrelerini kullanarak bilesigin 25°C’deki su ortamindaki pKa degeri de
tahmin edilmistir. Favipiravirin 37°C’de viicut sivilarinda ve bolgelerindeki iyonlagma
yiizdeleri de bu caligma ile hesaplanabilmistir. Bu calisma ile sivi kromatografik
analizlerde metot optimizasyonu ¢aligmalari i¢in gerekli bir parametre olan pKa degerinin
belirlenmesi, herhangi bir deneme yanilmaya ihtiya¢ olmadan favipiravirin RPLC
analizlerinde kromatografik kosullarinin optimizasyonunu saglamaktadir.
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