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OZET

Mehdizade, U. (2020). Roflumilastin Tayini i¢in Yeni bir Yiiksek Performansli Sivi
Kromatografisi Yénteminin Gelistirilmesi ve Validasyonu. Istanbul Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitiisii, Analitik Kimya ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

Roflumilast kronik obstriiktif akciger hastaligi tedavisinde kullanilan non-steroidal
antienflamatuvar bir fosfodiesteraz-4 inhibitoriidiir. Bu yiiksek lisans tezi kapsaminda
roflumilastin tablet formiilasyonlarda miktar tayini i¢in yeni bir floresans dedektorlii
yiiksek performansli sivi kromatografisi yonteminin gelistirilmesi ve valide edilmesi
amaglandi. Ayirma islemleri 40°C'de bir C18 analitik kolon (250 x 4,6 mm, 5 um) ile
gerceklestirildi. Mobil faz olarak %20 sulu o-fosforik asit ¢ozeltisi (0,08%) ve %80
metanol iceren bir sistem kullanildi ve izokratik eliisyon uygulandi. Eksitasyon ve
emisyon dalga boylar1 sirasiyla 290 ve 380 nm olarak belirlendi. Dogrusal aralik 1,25-
10,00 pg/mL olarak tespit edildi. I¢ standart olarak irbesartan kullanildi. Gzlenebilme
ve tayin simirlart sirasi ile 0,07 pg/mL ve 0,22 pg/mL olarak hesaplandi. Yontemin
kesinlik ve dogrulugu 1,25, 5,00 ve 10,00 pg/mL konsantrasyonlarindaki standart
cozeltiler ile belirlendi. Yiizde geri kazanim diisiik, orta ve yiiksek konsantrasyonlarda
standart eklenen tablet c¢ozeltilerinin analiz sonuglar1 ile hesaplandi. Ydntemin
saglamligi, akis hizi, mobil faz bilesimi ve kolon sicakligi parametreleri ile incelendi.
Onerilen metot roflumilastin tablet formiilasyonlarda yiiksek kesinlik ve dogruluk ile
tayini i¢in basarili bir sekilde uygulandi.

Anahtar Kelimeler: Roflumilast, irbesartan, yiiksek performansli sivi kromatografisi,
floresans, metot gelistirme ve validasyon, ila¢ analizi
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ABSTRACT

Mehdizade, U. (2020). Development and Validation of a New High Performance Liquid
Chromatography Method for the Determination of Roflumilast. Institute of Health
Science, Department of Analytical Chemistry. MSc Thesis. Istanbul.

Roflumilast is a non-steroidal anti-inflammatory phosphodiesterase-4 inhibitor used in
the treatment of chronic obstructive pulmonary disease. In this MSc thesis, it was aimed
to develop and validate a novel high performance liquid chromatography method with
fluorescence detection for the quantification of roflumilast in tablet formulations.
Separations were achieved by a C18 analytical column (250 x 4.6 mm, 5 um) at 40°C.
Isocratic elution was applied with a mobile phase consisting of 20% aqueous o-
phosphoric acid solution (0.08%) and 80% methanol. The excitation and the emission
wavelengths were 290 and 380 nm, respectively. The linear range was 1.25-10.00 pg/mL.
Irbesartan was used as the internal standard. Limits of detection and quantification were
0.07 pg/mL and 0.22 pg/mL, respectively. The precision and the accuracy of the method
was determined at the concentrations of 1.25, 5.00 and 10.00 pg/mL. The recovery
percent was calculated by the tablet solutions spiked at low, middle and high
concentrations. The robustness of the method was tested in terms of flow rate, mobile
phase composition and column temperature. The proposed method was successfully
applied for the determination of roflumilast in tablet formulations with high precision and
accuracy.

Key Words: Roflumilast, irbesartan, high performance liquid chromatography,
fluorescence, method development and validation, drug analysis



1. GIRIS VE AMAC

Kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH), akcigerlerden hava akisinin
tikanmasma neden olan kronik enflamatuar bir akciger hastaligidir. KOAH diinya
capinda morbidite ve mortalitenin baslica nedenlerindendir (Fabbri ve ark. 2008). Genetik
duyarlilik ile ¢evresel uyaranlara maruz kalma arasindaki etkilesimden
kaynaklanmaktadir. Baslica risk faktorleri sigara kullanimi, alfa-1 antitripsin (AAT)
eksikligi ve mesleki maruziyetdir. Farmakolojik tedavi alevlenmelerin sikligi ve
semptomlarin azaltilmasi ile egzersiz kapasitesinin arttirllmasinda faydalidir (Rabe ve
ark. 2007).

Bir dizi benzamit tiirevinden gelistirilmis, roflumilast (3-(siklopropilmetoksi)-N-
(3,5-dikloro-4-piridinil)-4-(diflorometoksi)-benzamit) (RFL), giliglii ve secici bir
fosfodiesteraz-4 inhibitorii olarak onaylanmigtir (Hatzelmann ve Schudt 2001). RFL ve
ana aktif metaboliti olan RFL N-oksit, insan bagisiklik hiicrelerinin in vitro uyarilmasinin
ardindan iltihaplanma aracilarinin salinmasii bastirir (Lipworth 2005). Temmuz
2010'da, bronkodilator tedavisine ek olarak, agir KOAH nin idame tedavisi i¢in Avrupa
flag Ajansi tarafindan RFL’ye (Daxas; Nycomed) pazarlama izni verilmistir (European
Medicines Agency 2018). Mart 2011'de ise, KOAH alevlenmelerini azaltmak igin
ABD'de FDA onay: almistir (Mullard 2012). RFL 500 pg tabletler halinde mevcut olup,
yetiskinler i¢in doz 1 tablet/gilindiir. Oral kullanilan RFL tabletinin biyoyararlanimi
%80’dir (Daliresp package insert 2015).

Literatiirde RFL’nin ¢esitli orneklerde analizi igin yiiksek performansli sivi
kromatografisi (HPLC), UV-goriiniir bolge spektrofotometrisi, yiiksek performansli ince
tabaka kromatografisi ve kapiler elektroforez yontemlerinin uygulandigi belirlenmistir.
HPLC, RFL tayini i¢in en ¢ok kullanilan tekniklerden biridir.

Bu yiiksek lisans tez ¢alismasinda ilk defa floresans dedektorlic HPLC ile tablet
formiilasyonlarinda RFL’nin miktar tayini i¢in duyarl ve basit bir yontemin gelistirilmesi

ve valide edilmesi amag¢lanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. KOAH (Kronik Obstriiktif Akciger Hastalig)

2.1.1. KOAH Tanmimi

Kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH), solunum yollarin ve alveoler
anormalliklerin neden oldugu kalic1 teneffiis semptomlar1 ve hava akimi sinirlamasi ile
karakterize, genellikle zehirli partikiillere veya gazlara dnemli dl¢lide maruz kalmaktan
meydana gelen yaygin, Onlenebilir ve tedavisi miimkiin bir hastaliktir. KOAH’1
karakterize eden kronik hava akimi simirlamasi, amfizem ve kronik bronsitden
kaynaklanir. Kronik bronsit art arda iki y1l ve her yilin en az ii¢ ay1 olmak iizere balgamli
oksiirtigli karakterize eder. Nefes darligi, kronik oksiiriik ve balgam ¢ikarma hastaligin

sik goriilen semptomlari arasindadir (Vogelmeier ve ark. 2017).

2.1.2. Komorbiditeler

Aragtirmalar KOAH’nin komorbidite bir hastalik oldugunu ortaya ¢ikarmistir.
Hava akimi tikanikliginin kardiyak fonksiyon ve gaz degisimi gibi sistemik sonuglari
tizerinde derin etkileri vardir. Ayrica, KOAH onarim mekanizmalarindaki enflamasyon
ve degisikliklerden kaynaklandigindan, enflamatuvar aracilarin dolasima “dokiilmesi”,
kaseksi gibi hastaligin 6nemli sistemik belirtilerine yol agabilir. Sistemik enflamasyon
kalp hastalig1, akcigerlerde kanser, anemi, osteoporoz, diyabet ve depresyon gibi sistemik
hastaliklar1 ortaya ¢ikarabilir veya kotiilestirebilir (Kocabas ve ark. 2014, Barnes ve Celli
2009). Bu komorbiditeler saglik sonuglarini etkiler, hastaneye yatig ve 6liim riskini
arttirir. KOAH’da komorbiditeler saglik kaynaklarinin kullaniminin %50'sinden fazlasini
olusturmaktadir (Sin ve ark 2006).

Hastalik genellikle sigara kullanimindan kaynaklandigindan, sigaranin sistemik
etkileri sadece KOAH ile iligkili solunum anormallikleri, semptomlar1 ve fonksiyonel
bozukluklarma degil, ayn1 zamanda kronik komorbiditelerine de o6nemli katkida
bulunabilmektedir (Agusti 2006). Sigaraya ek olarak, kardiyovaskiiler ve diger kronik
komorbid durumlar i¢in nemli bir risk faktorii de obezitedir. iki risk faktorii sinerjistik
olarak etkilesime girebilir, ¢iinkii hem obezite hem de sigara i¢imi insiilin direnci,
oksidatif stres ve gesitli konsantrasyonlarda sitokinlerin ve enflamatuvar belirteclerin

artan konsantrasyonlart ile iligkilidir (Peeters ve ark. 2003).



Komorbiditelerin sonucu olarak KOAH hastalar1 genellikle kardiyovaskiiler
hastaliklardan (%25), kanserden (esas olarak akciger kanseri, %20-33) ve diger solunum
dis1 hastaliklardan (%30) hayatini1 kaybetmektedir. Solunum yolu hastaliklari, 6zellikle
KOAH alevlenmelerine bagli solunum yetmezligi, agir KOAH hastalarinda 6liimlerin

%35’ini olusturur (McGarvey ve ark. 2007).

2.1.3. Epidemiyolojisi

KOAH diinya ¢apinda morbidite ve mortalitenin 6nde gelen nedenlerindendir.
Gegmisteki hastalik tan1 sayilarinin net olmamasi ve tani koyma zorlugu gz Oniine
alindiginda sayisal verilerin dogrular1 tam gostermedigi sonucuna varilir. Fakat,
giiniimiizde sayisal verilerin artmasi hastaligin mortalite ve morbiditenin 6nde gelen
nedenlerinden biri oldugunu goéstermektedir. Hastaligin tiim evrelerinde spirometri
kullanimi, taniy1 iyilestirmek ve KOAH" erken tespit etmek i¢in ¢ok dnemlidir.

2005 yilinda 3 milyona yakin kisi, tim nedenlere bagli mortalitenin yaklasik
%5'ini  olusturan KOAH’tan olmiistiir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO) raporlarinda
KOAH’1n 2030 yilina kadar diinyanin en yaygin {igiincii 6liim ve sakatlik nedeni olacagi
tahmin edilmektedir (World Health Organization 2017).

Hastaligin kiiresel olarak, 2015 yilinda 3,17 milyon (2015 yilindaki tiim 6liimlerin
%5'1) 6liime neden oldugu tahmin edilmektedir. Global Hastalik Yiikii Caligsmasi, 2016
yilinda diinya ¢apinda 251 milyon KOAH vakasi prevalansi bildirmektedir (Kar ve
Zengin 2019).

Hafif ve orta siddette KOAH olan bireylerin %60-85'inde tan1 konulmadig:
diisiiniilmektedir. ispanyada yapilan bir arastirmada, 40-80 yaslarindaki yetiskinlerin
%10'unda KOAH olmasina ragmen, sadece %27'sine daha once tani konulmustur
(Miravitlles ve ark. 2009, Hvidsten ve ark. 2010). KOAH tipik olarak erkeklerde
goriilmesine ragmen, sigara igen 50 yas istiindeki bireylerde sayisinin artmasi sonucu
kadinlarda da prevalans artmistir. ABD'de ilk kez, kadinlarda mortalite orani diisiik
olmasina ragmen, 2000 yilinda benzer sayida erkek ve kadin KOAH sebebi ile lmiistiir
(Mannino ve ark. 2002).

2.1.4. Risk Faktorleri

KOAH, genetik duyarhilik ile ¢evresel uyaranlara maruz kalma arasindaki
etkilesimden kaynaklanmaktadir. KOAH igin esas risk faktorleri sigara kullanimi, alfa-1
antitripsin (AAT) eksikligi ve mesleki maruziyetdir.



Hastalik icin tiitiin kullanim1 ana sebeptir. Sigara dumani akciger ve sistemik
enflamasyona, sistemik oksidatif strese, vazomotor ve endotelyal fonksiyonlarda belirgin
degisikliklere ve g¢esitli pro-pihtilasma faktorlerinin dolasim konsantrasyonlarinin
artmasina neden olur. Sigara dumanina pasif maruz kalma, akcigerlerde solunan
parcaciklarin ve gazlarin toplam yiikiinii artirarak solunum semptomlarina ve KOAH'a da
katkida bulunabilir. Ayrica sigara kullanimi KOAH ile birlikte komorbiditelerin de
baslica sebebidir (Rabe ve ark. 2007).

Tozlar, kimyasal ajanlar ve dumanlar dahil olmak tizere mesleki maruziyetler
KOAH gelisimi i¢in risk faktorleri arasindadir. Mesleki maruziyet veya mesleki toza
maruz kalmak hem sigara i¢enlerde hem de igmeyenlerde kronik bronsit ve klinik olarak
onemli akciger fonksiyon kayiplarina neden olmaktadir (Oxman ve ark. 1993). Odun,
hayvan giibresi, mahsul artiklar1 ve tipik olarak agik ateslerde veya kotii ¢alisan ocaklarda
yakilan komiir, i¢ mekan hava kirliligine yol agabilir (Orozco-Levi ve ark. 2006). Ké&ti
havalandirilan konutlarda biyokiitle pisirme ve 1sitmadan kaynaklanan i¢ mekan kirliligi
KOAH i¢in bir risktir (Ezzati 2005).

KOAH'l1 bireylerin %1-2'sinde iyi belirlenmis genetik bir KOAH nedeni olan
AAT eksikligi vardir. AAT kan dolagiminda ve akcigerlerde bulunan bir proteindir. AAT
akcigerleri, amfizem ve KOAH’a yol agabilecek enflamasyonun neden oldugu hasardan
korumaya yardimei olmaktadir. Viicutlart bu proteinden yeterli miktarda iiretmeyen
insanlarin amfizem gelistirme ve normalden daha geng yasta (30-40 yas arast) hasta olma
olasihig1 daha yiiksektir. Nadir goriilen bu hastalik KOAH gelisme riskini artiran tek
genetik faktordiir (Gooptu ve ark. 2009). Bununla birlikte, yiiksek miktarda sigara tiiketen
bireylerin sadece %15-20'sinde KOAH gelismektedir. Bu durum da hangi sigara
tiiketicilerinin hava akimi kisitlamasi gelistirme riski altinda oldugunu belirlemede
genetik faktorlerin 6nemli olabilecegini diisiindiirmektedir (Barnes 1999).

Sigara, mesleki tozlar ve genetik nedenlerden baska diger birgok risk faktorii
vardir. Hastanin yasi, cinsiyeti, yasam sartlari, daha dnce hastada kronik bronsit ve astim

olmasi, ¢ocukluk doneminde ge¢irilmis enfeksiyonlar diger risk faktorleridir.

2.1.5. Semptomlari
e Kronik ve progresif dispne en bilinen semptomudur. KOAH’da sakatlik ve
anksiyetenin esas sebebi olarak goriiliir.

e Kronik oksiiriik genellikle ilk belirtilerdendir.



e Diizenli balgam iiretimi ardisik 2 yil i¢inde 3 ay ve daha fazla goriilebilir. Cok
miktarda balgam iireten hastalarda altta yatan bronsektazi olabilir.

e Hisilt1 ve gogiis sikismasi da semptomlar arasindadir.

Diger olas1 semptomlar arasinda yorgunluk, kilo kaybi ve anoreksiya vardir. Fakat
bunlar KOAH’ nin agir evrelerini geciren hastalarda goriilmektedir (Vogelmeier 2017).
KOAH hastalarinda sik goriilen ve dikkate alinmasi gereken semptomlar arasinda

depresyon ve anksiyete de yer almaktadir (Hanania ve ark. 2011).

2.1.6. Patolojisi

KOAH akcigerlerin anormal enflamatuvar cevabu ile ilgili, cogu zaman ilerleyici,
geri doniisiimii zor, hava akimi sorunuyla Kkarakteristik bir hastaliktir. Hastaligin
patogenezi i¢in mevcut hipotez, toksik partikiillerin ve gazlarin solunmasina anormal bir
yanittan kaynaklandigidir (Pauwels ve ark. 2001).

KOAH’nin patolojik belirtegleri, amfizemi karakterize eden akciger parankiminin
tahrip edilmesi, bronsiyoliti karakterize eden periferik hava yollarinin iltihaplanmasi ve
kronik brongiti karakterize eden merkezi hava yollarmin iltihaplanmasidir. Bu
anormalliklerin fonksiyonel sonucu ekspiratuar hava akimi sinirlamasidir (Turato ve ark.
2001).

KOAH’1 karakterize eden kronik hava akimi sinirlamasi, hastalara gore degisiklik
gosteren kiiciik hava yollar1 hastaligi (obstriiktif bronsiolit) ve parankimal yikim
(amfizem) karisimidan kaynaklanir. Kronik enflamasyon yapisal degisikliklere, kiigiik
havayollariin daralmasina ve akciger parankiminin tahrip olmasina yol acar. Kiiciik hava
yollariin kaybi, hastaligin karakteristik bir 6zelligi olan hava akisi sinirlamasina ve
mukosiliyer disfonksiyona katkida bulunabilir. KOAH patogenezi, toksik parcaciklarin
ve gazlarin solunmasina karst dogustan gelen ve uyarlanabilir enflamatuvar bagisiklik
tepkisine dayanir. Tiitlin kullanimi bu inhalasyon hasarinin birincil nedeni olmasina
ragmen, diger bir¢ok ¢evresel ve mesleki maruziyet KOAH patolojisine katkida bulunur.
KOAH ile iliskili immiin enflamatuvar degisiklikler, mukus {iretimini arttiran ve
akcigerin gaz degisim yilizeyinin amfizemat6z tahribatina neden olan bir doku onarim ve
yeniden modelleme islemiyle baglantili hastaliktir. Sigara icenlerde gbzlenen yaygin
amfizem sekli, KOAH’da ana tikaniklik bolgesi haline gelen kalinlasmis ve daralmis
kiigiik bronsiyollerin yakinindaki solunum bronsiyollerinde baslar. Hastalik ilerledikce

olusmus hasarlar artar (Hogg ve Timens 2009).



2.2. Stabil KOAH Tedavisi

Bir KOAH tedavisinin etkili olabilmesi i¢in dncelikle hastanin semptomlarinin ve
gelecekte ortaya ¢ikabilecek risklerinin azaltilmasi lizerinde durulur. Su anda mevcut olan
KOAH ilaglar1 semptomlar1 azaltabilir veya ortadan kaldirabilir, egzersiz kapasitesini
artirabilir, alevlenmelerin sayisini, siddetini azaltabilir ve saglik durumunu iyilestirebilir.
Fakat, higbir tedavi akciger fonksiyonlarindaki diisiis oranini degistirmemistir. Hastaya
tanm1 konulduktan sonra risk faktorlerinin azaltilmasi, stabil KOAH tedavisi ve
alevlenmelerin tedavisi programi hastaya uygulanabilir (Kocabas ve ark. 2014).

KOAH tedavisi i¢in baslica secilecek hedefler arasinda hastanin semptomlarinin
ve gelecekte ortaya cikabilecek risklerin azaltilmasi yer alir. Sigara igmek KOAH igin en
sik karsilasilan ve kolayca tanimlanabilir risk faktoriidiir. Bunun igin sigara igenler
sigaray1 birakmaya tesvik edilmelidir. Mesleki tozlara ve sigara dumanina maruziyet
minimuma disiiriilmelidir (Vogelmeier ve ark. 2017).

Semptomlarin ve alevlenme riskinin bireysel olarak degerlendirilmesi ve
farmakolojik tedavinin baslatilmasi i¢in hastalar siniflara boliinmiistiir:

A Sinif Hastalar:

Bu simifindaki hastalarda alevlenmelerin riski diisiik ve hastalik semptomlari
azdir. Tlim A grup hastalarina nefes darligini1 azaltmak i¢in bronkodilatér onerilmelidir.
Bu, hastanin tercihine bagli olarak kisa veya uzun etkili bir bronkodilatér olabilir.
Semptomatik fayda kaydedilirse bronkodilatére devam edilmelidir.

B Simif Hastalar:

B sinifindaki hastalarda alevlenme riski diisiik fakat semptomlar coktur. Baslangi¢
tedavisi uzun etkili bir bronkodilator olmalidir. Uzun etkili bronkodilatorler, aralikli
olarak alinan kisa etkili bronkodilatorlerden etkilidir. Uzun etkili bronkodilator se¢imi
bireysel hasta cevabina bagli olmalidir. Monoterapide kalic1 nefes darlig1 olan hastalar
i¢in, iki bronkodilator kullanilmasi tavsiye edilir. Siddetli nefes darligi olan hastalar i¢in
ilk tedavi, iki bronkodilatorle diisiiniilebilir.

C Sinif Hastalar:

C siifindaki hastalarda alevlenme riski ¢ok, semptomlar diisiiktiir. Baglangi¢
tedavisi tek bir uzun etkili bronkodilatér olmalidir. Uzun etkili muskarinik antagonistlerin
(LAMA) alevlenmeyi onleme konusunda uzun etkili beta agonistlerden (LABA) etkili
olmasindan dolay1, baslangi¢ tedavisi olarak onerilir. Kalict alevlenmeleri olan hastalar

ikinci bir uzun etkili bronkodilator (LABA/LAMA) veya bir LABA-inhale kortikosteroid



(ICS) kombinasyonu kullanilabilir. ICS'lerin pnémoni riskini arttirmasindan dolay1
birincil tercth LABA/LAMA'dir.
D Simif Hastalar

D smifindaki hastalarda hem alevlenme riski hem de semptomlar yliksektir.
Hastalarda LABA/LAMA tedavisi baslatilir. Baslangicta tek bir bronkodilator secilirse,
alevlenmeyi onlemek i¢in LABA'lara kiyasla bir LAMA tercih edilir. LABA/LAMA
tedavisi tizerinde ek alevlenmeler gelistiren hastalarda, iki alternatif yol dnerilir. Birincisi
LABA/LAMA/ICS tedavisi, digeri LABA/ICS'ye gegmektir. LABA/ICS tedavisinden
semptomlar ve alevlenmeler agisindan olumlu yanit alinmazsa, bir LAMA eklenebilir.
LABA/LAMA/ICS ile tedavi edilen hastalarda hala alevlenme goriiliirse bir FDE-4
inhibitort olan RFL de verilebilir (Vogelmeier ve ark. 2017).

2.2.1. KOAH Tedavisinde Kullanilan flaclar
KOAH alevlenmeleri i¢in en sik kullanilan ila¢ smiflart bronkodilatorler,

kortikosteroidler ve antibiyotiklerdir.

2.2.1.1. Bronkodilatorler

KOAH tedavisinin temelini olusturan bronkodilatorler solunum yollarinin
etrafindaki diiz kaslar1 gevseterek, akcigerlerdeki hava yollarinin agilmasina yardimei
olur ve oksijen alinimini arttirir. Bronkodilatorler etki siirelerine gore uzun ve kisa olmak
tizere ikiye ayrilirlar. Kisa etkililer kriz aninda kullanilirken, uzun etkili bronkodilatorler
kademeli tedavi i¢in kullanilir. Beta-2 agonistler, antikolinerjikler ve metilksantinler
glinimiizdeki yaygin klinik kullanimda olan bronkodilatorlerdir (Celli ve MacNee 2004).

Beta-2 agonistler solunum yolu diiz kaslarinda beta-2 adrenerjik reseptorleri
stimiilasyonla siklik adenozin monofosfati (cAMP) arttirarak bronkodilatasyon saglarlar.
Kisa etkili beta-2 agonistlerden olan salbutamol ve terbutalinin inhaler kullanimindan
kisa siire sonra yanit vermekle birlikte, etkileri 4-6 saate kadar siirmektedir (Cook ve ark.
2001). Kisa etkili beta-2 agonistler egzersiz kapasitesini akut olarak arttirmis ve saglik
durumunda iyilesme saglamistir (Mahler 2002).

LABA’lardan indakaterol 24 saat, salmeterol ve formeterol 12 saat ve daha fazla
etki gostermektedir (Rodrigo ve ark. 2008). LABA’lar akciger fonksiyonlarinda iyilesme
saglamig, semptomlar1 azaltmis, yasam kalitesini ve egzersiz kapasitesini arttirmigtir.
LABA’lar titreme, carpinti, kas kramplari, serum potasyum konsantrasyonunda bir

diisme, bas agris1 dahil olmak {izere tahmin edilebilir yan etkilere yol a¢gmaktadir.



Salmeterol ayrica paradoksal bronkospazmaya da neden olabilir. Disritmiler ve hayati
tehdit eden astim ataklar1 gibi ciddi advers olaylarin meydana gelebilecegine dair bazi
kanitlar vardir. Bununla birlikte, bu tiir olaylarin insidans1 ¢ok diisiiktiir, ancak inhale
kortikosteroid kullanmayan hastalarda artabilir. Giinde iki kez 50 pg salmeterol ve giinde
iki kez 12 pg formoterol astim ve KOAH hastalarinin tedavisinde etkili ve giivenlidir.
Yiiksek dozlar daha fazla yan etkiye neden olur, ancak ciddi yan etkilere pek rastlanmaz
(Sovani ve ark. 2004).

Antikolinerjikler muskarinik reseptorlerin antagonistleridir. Hava yolu diiz
kasinda kasilmaya neden olan M3 muskarinik reseptorleri iizerindeki asetilkolinin
etkisini bloke ederek bronkodilatasyon saglarlar. Kisa etkili antikolinerjik olan
ipratropium bromiiriin inhale kullaniomindan 30 dakika sonra etkisi baslar ve 6-8 saat
stirer. Uzun etkili antikolinerjik tiotropium ise 18 pg giinliik doz olarak inhale kullanilir.
Etkisi kullanimdan 30-60 dakika sonra goriiliir ve 24 saat etki gostermektedir. Tiotropium
hastaneye yatislarin ve alevlenmelerin azalmasina, yasam kalitesinin artmasina neden
olur. Agiz kurulugu ve metallik tat birakmasi gibi yan etkileri vardir (Kocabas ve ark.
2014). Tiotropiumla yapilan klinik arastirmalar sonucu kardiyovaskiiler riskin fazla
olmadig1 sonucuna varilmistir (Kesten ve ark. 2006).

Metilksantinlerin etki mekanizmalari, hiicre i¢i cAMP konsantrasyonunu
arttirarak diiz kaslarda gevsemeye sebep olmalaridir. Maliyet ve hastaya uyumluluk
acisindan uygun oldugu i¢in yaygin kullanilmaktadirlar. Teofilin su anda KOAH
hastalarinin tedavisi i¢in kullanilan tek metilksantindir. Kullanimi yan etkilerinden dolay1
sinirlidir. Bu sebeple iiclincii basamak ilag grubu olarak bilinmektedir. Bir LABA’ya
ilave edildiginde ek klinik iyilesme sagladigi gosterilmistir (Rennard 2004). Teofilinin
antienflamatuvar etkisi vardir (Culpitt ve ark. 2002). Hafif inotropoik, diiiretik ve iskelet
kas kuvvetini artirmada etkindir. Teofilin, bulanti ve kusma, nobetler ve aritmiler gibi
doza bagli yan etkilere sahiptir (Rennard 2004).

Tedavi stirecinde etkinligi arttirmak ve yan etkileri azaltmak amaciyla bazen tek
bronkodilator simifi degil, kombine bronkodilatorler de kullanilmaktadir (Celik ve ark.
2010)

2.2.1.2. Kortikosteroidler
KOAH tedavisinde inhaler ve sistemik kortikosteroidler de kullanilmaktadir.

Hastaligin stabil doneminde sistemik kortikosteroidler faydali olmadigi i¢in uzun miiddet



kullanim1 6nerilmemektedir. Birkag ciddi yan etkisi vardir ve diizenli kullanimlari artmis
mortalite ile iligkilidir. Fakat alevlenmeler zamani kullanilabilir. ICS’lerin ise tek basina
kullaniminin giivenligi bilinmedigi i¢in tek basma kullanimi onerilmez. Uzun etkili
bronkodilatorlerle kullanimi daha etkilidir (Kocabas ve ark. 2014). ICS’lerin KOAH
hastalarinda potansiyel olarak faydali iki etkisi vardir. ilk olarak, hava akisinda hafif bir
iyilesme saglar ve bu etki genellikle bronkodilatorlerle elde edilen etkiden 6nemli 6lgiide
azdir. Diger yandan LABA bronkodilatorlere eklendiginde kortikosteroidlerin faydasi
hala gortilebilir (Burge ve ark. 2000, Pauwels ve ark. 1999).

2.2.1.3. Fosfodiesteraz-4 (FDE-4) inhibitorleri
FDE-4 inhibitorleri olarak adlandirilan bu smifin KOAH tedavisinde

antienflamatuvar etkisi vardir. Bu sinif Boliim 2.3.’te ayrintili olarak agiklanmustir.

2.2.1.4. Diger Ilac Tedavileri

Antibiyotikler - KOAH hastalar1 i¢in alevlenmelerin ¢esitli nedenleri vardir. En
stk neden viral veya bakteriyel enfeksiyondur. KOAH alevlenmeleri nedeniyle hastaneye
bagvuran hastalarda, viral enfeksiyonlar, bakteriyel enfeksiyonlar veya her ikisi birden,
vakalarin %78'inde tespit edilmis ve daha da onemlisi, bu hastalarda alevienmelerin,
enfeksiyon harici nedenleri olan hastalardan daha siddetli oldugu belirlenmistir (Papi ve
ark. 2006). Bakteriyel nedenlerin tanisi igin kabul edilen altin standart, balgam kiiltiiriinde
potansiyel olarak patojenik bir mikro organizmanin izole edilmesidir. Bununla birlikte,
bu yontemin ne hassasligi ne de dogrulugu yeterli degildir. Bu nedenle antibiyotik
kullanip kullanmama kararina yardime1 olmasi i¢in klinik kriterler de dikkate alinmalidir.
Beyaz (mukoid) balgamin aksine yesil (piiriilan) balgam varligi, antibiyotik tedavisine
olan ihtiyaci tahmin etmenin en iyi ve en kolay yontemlerinden biridir (Stockley ve ark
2000, Soler ve ark. 2007)

Viral ve bakteriyel enfeksiyon disinda antibiyotik kullanimi KOAH tedavisinde
fazla 6nerilmemektedir.

Asilar - Viral enfeksiyonlar KOAH alevlenmelerinin 6nemli bir nedenidir ve
artan mortalite ile iliskilidir. Grip asisinin KOAH hastalarinda agirlasmis durumlari ve
olimii %50 oraninda azalttigi belirtilmistir. Bu tiir asilarin diger viral patojenlerden
koruma saglamasi veya influenzadan mutlak koruma saglamasi beklenmemelidir

(Griffin, 2002).
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2.2.2. Tla¢ Dis1 Tedaviler

2.2.2.1. Pulmoner Rehabilitasyon

Pulmoner rehabilitasyon programlari, hasta egitimi, farmakolojik terapi ve
egzersiz egitimini birlestiren kapsamli, ¢ok disiplinli programlardir. Egitim programlari,
hastalarin sinirlamalarina adaptasyonunu kolaylastirmak igin etkilidir. Ayrica, hastanin
farmakolojik rejimlere uymasmi biiyiik 6l¢iide kolaylastirmaktadir. Bununla birlikte,
rehabilitasyon programlarmin temel o6zelligi egzersiz egitimidir. Farmakoterapinin
rehabilitasyonla entegrasyonu hastaya maksimum fayda saglar (Sassi-Dambron ve ark.
1995).

2.2.2.2. Oksijen Tedavisi

KOAH’da istirahat hipoksemisi tanis1 konulan hastalarda giin igersinde 15 saat ve
daha fazla oksijen tedavisi uygulanmasi yasam siiresini arttirir. Oksijen tedavisi denenen
diger tedavilerden sonra oksijen seviyesi diisikk oldugu takdirde uygulanir. Tedavide

oksijen konsantratorii cihazi kullanilir (Kocabas ve ark. 2014).

2.2.2.3. Cerrahi Yolla Tedavi
Akciger voliim azaltict cerrahi, akciger nakli, biillektomi KOAH’da kullanilan

cerrahi tedavilerdir (Kocabas ve ark. 2014).



Tablo 2- 1: KOAH’ta Yaygin Kullamlan Bronkodilator Formiilasyonlar: ve Giinliik Dozlar1* (Kocabas ve ark. 2014)

Etken madde Inhaler Nebiilizator Oral** Parenteral Etki siiresi
soliisyonu
Kisa etkili antikolinerjikler:
- 250-500 pg/2 mL - -
Ipratropium bromiir (6-8 saatte 1-2 kere) 6-8 saat
Maksimum: 2 mg/giin
Uzun etkili antikolinerjikler:
Tiotropium 18 ug, KTI - - - 24+ saat
Kisa etkili B2 —agonistler:
Salbutamol 100 pg; ODI 2,5mg/2.5 mL 2-4mg tablet 0,5 mg/mL, ampul 4-6 saat
4-6 saatte, 4-6 saatte, 1 kere (6-8 saatte 2-4 mg)
1-2 kere 4-8 mg SR tablet
(12 saatte, 4-8 mg)
Terbutalin 250 pg; KTi - 2,5 mg tablet } 4-6 saat
4-6 saatte, 1-2 kere (8 saatte 1 tablet)
500 ng; KTi 5 mg durules tablet

4-6 saatte, 1-2 kere

(12 saatte 1 tablet)




Tablo 2.1 - devam

12

Etken madde inhaler Nebiilizator
soliisyonu

Parenteral

Etki siiresi

Uzun etkili B, —agonistler:

Salmeterol 25 ng, ODI 12+ saat
50 pg, KTI
Formoterol (12 saatte, 50-100 pg)
12 pg, ODI 12+ saat
Indakaterol 4.5 nug, 9 ug, 12 pg,
KTi 24 saat
150 mcg KTI
Kisa etkili B, -agonist ve antikolinerjik kombinasyonu
Salbutamol/ 100 pg/20 ug 2,5 mg/0,50 mg 6-8 saat
ipratropium (6 saatte 2 kez) (6-8 saatte 1 kez)
Metilksantinler
Teofilin - 100, 200, 300 mg 200 mg/100 mL ve 12-24 saat

(12 saatte 1) 400 mg/500 mL

*: Ulkemizde bulunmayan preparatlar dahil edilmemistir.

**: Temel uygulama sekli inhalasyon tedavisidir. inhalasyon yoluyla ila¢ kullanamayan hastalarda oral preparatlar verilebilir.

KTi: Kuru toz inhaler; ODi: Oliilii doz inhaler
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2.3. Fosfodiesteraz-4 (FDE-4) inhibitorleri

Son birkag yilda KOAH tedavisi i¢in enflamatuvar hiicreleri inaktive eden oral
FDE-4 inhibitorleri kullanilmaktadir. Bir FDE-4 inhibitori, cAMP tizerindeki bozunma
etkisini bloke etmek i¢in kullanilan bir ilagtir. Hem bagisiklik hiicreleri hem de merkezi
sinir sistemindeki hiicreler iginde cAMP'1 hidrolize etmekten sorumludur (Spina 2009).

FDE-4 inhibitorlerinin ¢esitli pulmoner, dermatolojik ve ciddi nérolojik
hastaliklarin tedavisinde umut verici farmakolojik ajanlar oldugu belirlenmistir. Son
yillarda, sirasiyla enflamatuvar havayolu hastaliklari, psoriatik artrit ve atopik dermatit
tedavisi i¢in ¢ok sayida FDE-4 inhibitori gelistirilerek sentezlenmis, RFL, apremilast ve
krisaborol molekiilleri onaylanmustir (Li ve ark. 2018).

FDE-4 inhibisyonu, hava yolu enflamasyonunu asir1 derecede baskilar ve CAMP
seviyesinin yiikselmesi yoluyla hava yolu diiz kasin1 gevsetir. Bulanti, kusma ve bunlarla
ilgili genel gastrointestinal yan etkiler FDE-4 inhibitérlerinin en sik goriilen yan
etkileridir. Diger olas1 yan etkiler arasinda, RFL’nin Klinik kullaniminda kesfedilen
solunum ve idrar yolu enfeksiyonlar:1 bulunmaktadir.

Eskiden KOAH tedavisinde teofillin ve aminofillin gibi nonselektif fosfodiesteraz
inhibitdrleri kullaniltyordu. Ancak yan etkileri ve diger ilaglarla etkilesimlerinden dolay1
bu ilaglarin kullanimi sinirlandirtlmigtir (Currie ve ark. 2008).

Daha sonra birinci nesil FDE-4 inhibitorii olan rolipram molekiiliiniin ¢alismalari
baslatildi. Rolipram antienflamatuar ve immunomodiilator etki gdstermis, fakat telafi
edilemeyen bulanti, kusma gibi yan etkileri ikinci nesil FDE-4 inhibitorlerinin
gelistirilmesine yol agmistir (Sanz ve ark. 2005).

RFL ve silomilast ikinci nesil FDE-4 inhibitorleridir. Silomilast tedavisinde
hastalarin solunum fonksiyonlar1 ve saglik durumu gegici olarak iyilesmis ve 24 haftalik
tedavide KOAH alevlenmesi oran1 azalmistir. Silomilast gelistirme programi sirasinda,
bu ikinci nesil FDE-4 inhibitoriiniin etkinligini ve giivenligini karakterize etmek i¢in bir
dizi farkli c¢alismalar yapilmistir. Ge¢ faz programi boyunca yapilan giivenlik
degerlendirmeleri, silomilast kullaniminin ciddi giivenlik endiseleri ile ilgili herhangi bir
kanit ortaya koymamustir. 2. faz ve erken 3. faz oncesSi calismalar, etkinlik sonlanim
noktalarinda iyilesmeler ve bir antienflamatuvar etki mekanizmasi olduguna dair bazi
kanitlar gostermistir. Fakat, daha sonraki 3. faz galismalari, 6nceki program sonuglarini

kesin olarak dogrulayamadigindan ve bu siirede ortaya ¢ikan yan etkilerinden dolay1
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silomilast ¢aligmasi sona erdirilmistir (Rennard ve ark. 2008). KOAH tedavisi igin bir

sonraki gelistirilen FDE-4 inhibitorii RFL olmustur.

2.4. Roflumilast (RFL)

RFL KOAH tedavisinde kullanilan sistemik ve pulmoner enflamasyonu
hedeflemek igin gelistirilmis, non-steroidal antienflamatuvar bir FDE-4 inhibitoriidiir.
FDE-4 inhibitorleri lizerine 20 yildan fazla arastirma yapildiktan sonra, RFL bu smiftan
diinya ¢apinda hasta tedavisi i¢in onay almis olan ilk maddedir (Hatzelmann ve ark.
2010).

RFL 1993 yilinda kapsamli bir ¢alisma sonucu bir dizi benzamitten gelistirilmistir
(Amschler 1998, Hatzelmann ve Schudt 2001). FDE-4 enziminin segici, uzun etkili bir
inhibitorii olarak islev goren bir ilagtir. Antienflamatuvar etkileri vardir ve KOAH gibi
akciger enflamatuvar durumlarinin tedavisi i¢in oral yoldan uygulanarak kullanilir
(Boswell-Smith ve Spina 2007). Klinik olarak en gelismis secici ikinci nesil FDE-4
inhibitortidir. Tirtiniin diger ilaglariyla karsilastirildiginda klinik olarak daha etkindir ve
daha az yan etkiye sahiptir. Bas agrisi, ishal, mide bulantis1 vakalarinin ¢ogu tedavinin
ilk haftasinda meydana gelmistir ve 2 haftadan kisa siirdiigii g6zlenmistir (Vignola 2004).
RFL’nin molekiiler etki mekanizmasi, CAMP artis1 ile birlikte FDE-4 izoenziminin
inhibisyonudur. RFL’nin antienflamatuvar, anti-amfizem ve antibiyotik gibi birgok
farmakolojik etkisi vardir (Cortijo ve Morcillo 2010).

RFL Haziran 2010'da Avrupa Ilag Ajansi’nda kronik bronsit ile iliskili siddetli
KOAH igin onaylanmistir (European Medicines Agency 2018). Mart 2011'de ise, KOAH
alevlenmelerini azaltmak i¢in ABD'de FDA onayi almistir (Mullard 2012).

RFL’nin, orta ve siddetli KOAH hastalarinda akciger fonksiyonunu iyilestirdigi
bulunmustur (Lipworth 2005). Faz III klinik ¢alismalarda RFL’nin steroid ve antibiyotik
tedavisi gereksinimini azalttigi ve KOAH alevlenmelerinden kaynaklanan hastaneye
yatiglart azalttigi bulunmustur (Calverley ve ark. 2009). Bu nedenle RFL, KOAH tedavisi
i¢in birinci sinif FDE-4 inhibitoriidiir ve doktorlara siddetli KOAH hastalar1 igin bagka

bir tedavi secenegi sunmaktadir.

2.4.1. Farmakolojisi
Farmakodinamik - Giiglii ve segici bir FDE-4 inhibitorii olan RFL, kronik
bronsit ile iligkili siddetli KOAH ve alevlenme Oykiisii olan hastalarda KOAH

alevlenmesi riskini azaltmak i¢in endikedir (Daliresp package insert 2015, Hatzelmann
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ve ark. 2010). FDE-4"lin segici inhibisyonu, iltihapli hiicrelerde cAMP hidrolizini inhibe
eder (Sanz ve ark. 2005). Artan hiicre i¢i cAMP, notrofillerdeki enflamatuvar aracilarin,
sitokinlerin salimimninin ve bircok hiicre tipinde hiicre yiizeyi belirteglerinin
ekspresyonunun azalmasina ve azalmis apoptoz dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli anti-
enflamatuvar etkilere yol agar. RFL’nin ayrica alerjene bagli enflamasyonu azalttigi
(Gauvreau ve ark. 2011) ve lipopolisakkarit kaynakli sistemik enflamasyonu stabilize
ettigi gosterilmistir. (Schick ve ark. 2012).

Farmakokinetik - RFL, biyoyararlanimi yaklasik %80 olan giinde bir kez oral
olarak kullanilan tablet dozaj formunda (500 pg) mevcuttur. RFL’nin maksimum plazma
konsantrasyonlarina (Cmax), tek bir dozdan sonra yaklasik 1 saatte (0,5-2 saat olabilir)
ulagilir ve aktif N-oksit metabolitinin maksimum konsantrasyonlar1 8 saatte (4-13 saat
olabilir) elde edilir. Yiyeceklerin toplam ilag emilimi iizerinde hi¢bir etkisi yoktur, fakat
RFL’nin maksimum konsantrasyonuna kadar olan siireyi (Tmax) bir saat geciktirir ve
Cmax’1 %40 kadar azaltir, ancak RFL N-0ksidin Cmax Ve Tmax degerleri etkilenmez. RFL
ve aktif metaboliti sirasiyla %99 ve %97 oranlarinda plazma proteinlerine baglanir. Tek
doz 500 pg RFL i¢in dagilim hacmi yaklasik 2,9 L/kg'dir. RFL Faz | sitokrom P450
(CYP) ve Faz Il konjugasyonu reaksiyonlari ile yogun bir sekilde metabolize edilir ve
yartlanma omrii yaklasik 17 saattir (Daliresp package insert 2015). N-oksit metaboliti,
insan plazmasinda gézlemlenen tek major metabolittir. RFL, in vitro FDE-4 enziminin
inhibisyonunda RFL N-oksitten ii¢ kat daha gii¢lii olmasina ragmen, RFL N-oksidin
plazma egri alt1 alan1 (EAA), RFL’nin plazma EAA'sindan ortalama 10 kat daha
biiyiiktiir. Karaciger fonksiyon bozuklugu olan hastalarda doz ayarlamasi gerekli
olmamasina ragmen, eliminasyon bozulmus olabilir (Hermann ve ark. 2007). Bébrek
yetmezligi i¢in doz ayarlamasi gerekli degildir (Daliresp package insert 2015). Bununla
birlikte, RFL, giicliit CYP3A4 inhibitorleri veya ¢ift CYP3A4 ve CYP1A2 inhibitorleri
(eritromisin, ketokonazol, fluvoksamin, enoksasin, simetidin veya rifampisin) ile birlikte

uygulanmamalidir (Westphal 2000).

2.4.2. Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

RFL’nin kimyasal adi 3-(siklopropilmetoksi)-N-(3,5-dikloro-4-piridinil)-4-
(diflorometoksi) benzamittir (Sekil 2-1). Kapali formiilii C17H14Cl2F2N203 olup molekiil
agirhigi 403,21 g/mol’diir (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/roflumilast).
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RFL N-oksidin kapali kimyasal formiilii C17H14Cl2F2N204 (Sekil 2-2), molekiil
agirhigr 419,2 g/mol’diir (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Roflumilast-N-
oxide).

RFL suda nerdeyse ¢oziinmeyen (0,00102 mg/mL) bejden beyaza donen renkte
toz halindedir (http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.395793.html). pKy
degeri 2,4; pK> degeri 8,18’dir (https://www.drugbank.ca/drugs/DB01656). Erime
sicaklig1 154-158°C ve kaynama sicakligi 430,6°C’dir. Yogunlugu 1,5 g/cm® tiir. Kirilma
endeksi 1,604 tir.

0
Cl
N
| X O/\V
N~ 0

Cl

Sekil 2- 1: RFL’nin Kimyasal Yapisi

he

N o/\v

/J+ = 0

Cl
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o

Sekil 2- 2: RFL N-Oksidin Kimyasal Yapisi
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2.4.3. Analiz Yontemleri

2.4.3.1. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC) ile Analizleri

Pinheiro ve ark. (2018) standart maddede RFL ve bozunma iiriinlerinin (Sekil 2-
3) tayini i¢in tekrarlanabilir bir ters faz yiiksek performansli sivi kromatografisi (RP-
HPLC) metodu gelistirmis ve valide etmislerdir. Ayirma, trietilamin (%0,5 h/h) igeren
asetonitril ve amonyum asetat tamponu (5 mM, pH 4,2) ¢6zeltilerinden olusan hareketli
faz ile bir C18 analitik kolon (250 x 4,6 mm, 5 um) kullanilarak ger¢eklestirilmistir. Akis
hiz1 1,0 mL/dak ve kolon sicaklig1 25°C olarak ayarlanmisgtir. RFL’ nin tanimlanmasi i¢in
iki dedektor karsilastirtlmistir: bir diyot dizili dedektor (DAD) ve bir corona charged
aerosol dedektorii. Corona charged aerosol dedektoriiniin altt bozunma tiriiniinden birini
saptayamamasi, RP-HPLC ve DAD ile gelistirilen yontemin RFL analizi i¢in daha uygun
oldugunu gostermistir. Dalga boyu 245 nm’dir. Metodun dogrusal ¢alisma araligi RFL
i¢in 0,3-0,7 mg/mL araliginda bulunmustur. Geri kazanim degerleri %99,21 ve %101,63
araliginda hesaplanmistir. G6zlenebilme sinir1 (LOD) ve tayin sinirt (LOQ) degerleri ise
sirasiyla 0,0051 mg/mL ve 0,0169 mg/mL olarak bulunmustur. Yontemin kesinligi i¢in
yiizde bagil standart sapma (RSD) hesaplanmistir (<%2) (Pinheiro ve ark. 2018).



18

Cl HO HO
Y
= OH o
¢ o] HN
3,5-dikloropiridin-4-amin 3-(siklopropilmetoksi)-4-hidrobenzoik asit IS
=N

Cl

N-(3,5-dikloropiridin-4-il)-3-(siklopropilmetoksi)-4-
hidroksibenzamit

F F F

T

[ T
e
o . N0 o}

Roflumilast N-oksit 3-(siklopropilmetoksi)-4-(diflorometoksi)benzoik asit

\(

o

F F

HO Cl

HN

/N
cl

N-(3,5-dikloropiridin-4-il)-4-(diflorometoksi)-3-hidroksibenzamit

Sekil 2- 3: RFL’nin Bozunma Uriinleri (Pinheiro ve ark. 2018)

Tan (2013) standart maddede RFL, ilgili maddeleri ve bozunma iiriinlerinin
analizi i¢in bir RP- HPLC yontemi gelistirmis ve valide etmistir. Calismada bir Ecosil
C18 kolonu (250 x 4,6 mm, 5 pum) ile 48:52 (h/h) oraninda bir asetonitril ve 0,005 mol/L
amonyum dihidrojen fosfat tamponu igeren bir hareketli faz kullanilmis, akis hiz1 1,0
mL/dk olarak ayarlanmistir. Dalga boyu 215 nm’dir. Enjeksiyon hacmi 20 pL ve kolon
sicakligi 30°C’dir. LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 2,6 ng/mL ve 8 ng/mL olarak
bulunmustur (Tan 2013). Tekrarlanabilirlik %RSD cinsinden %6,2 olarak belirlenmistir.
Dogruluk sonuglar1 verilmemistir (Tan 2013).

Padma ve ark. (2013) RFL’nin tablet dozaj formunda hizli analizi igin basit, kesin

ve dogru bir RP-HPLC yontemi gelistirmis ve valide etmistir. Bu analizde bir C18 kolon
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ile metanol ve asetonitrilden olusan (25:75, h/h) bir hareketli faz kullanilmistir.
Enjeksiyon hacmi 20 uL, akis hiz1 1,0 mL/dk’dir. Ultra viyole (UV) dedektorde dalga
boyu 244 nm olarak ayarlanmistir. Dogruluk ¢alismasinda geri kazanim degerleri % 98,6-
101,6 araliginda hesaplanmistir. Metodun dogrusal calisma araligi 10-100 pg/mL
araliginda bulunmustur. LOD ve LOQ sirasiyla 0,01 pg/mL ve 0,05 pg/mL olarak tespit
edilmistir. Yontemin kesinligi i¢cin %RSD %?2'den diisiik bulunmustur (Padma ve ark.
2013).

Tarek ve ark. (2014) RFL’nin tablet dozaj formunda tayini i¢in stabilite gosteren
bir HPLC-DAD yo6ntemi gelistirmis ve valide etmistir. Kromatografik ayirma bir C18
kolonda 0,0065 M amonyum asetat ¢ozeltisi (pH 6,3), metanol ve asetonitrilden olusan
bir hareketli faz (30:35:35, h/h) kullanilarak izokratik eliisyon ile gergeklestirilmistir.
Akis hiz1 1,3 mL/dk ve dalga boyu 251 nm olarak ayarlanmistir. Yontemin dogrusal
araligr 2,5-200 pg/mL, LOD ve LOQ degerleri sirastyla 0,56 pg/mL ve 1,87 pg/mL
olarak bulunmustur. Dogruluk calismasinda ise geri kazanim degerleri %99,42 ve
%101,94 araliginda tayin edilmistir. Yontemin kesinligi i¢cin RSD yiizdesinin %3,6'y1
asmadig1 bulunmustur. Yéntemin 6zgiinliigii, ilacin ¢esitli tibbi kategorilerde 20'den fazla
farmasotik etken maddeden ayrilmasi ile dogrulanmistir (Belal ve ark. 2014).

Shah ve Patel (2014) RFL’nin tablet dozaj formunda tayini i¢in bir RP-HPLC
yontemi gelistirmis ve valide etmislerdir. Gelistirilen yontemde hareketli faz asetonitril
ve potasyum dihidrojen fosfat tamponu (pH 6) (65:35, h/h) karisimi ve akig hizi 1,0
mL/dk olarak ayarlanmigtir. Yontem bir C18 kolonda (150 mm x 4,6 mm, 5um) ve 250
nm dalga boyunda gelistirilmistir. Gelistirilen yontemin dogrusal araligir 20-50 pg/mL,
LOD ve LOQ degerleri sirastyla 0,086 pg/mL ve 0,2565 pg/mL olarak tespit edilmistir.
Dogruluk ¢alismasinda ise geri kazanim degerleri %98,00 ve %100,43 araligindadir.
Yontemin kesinligi i¢in RSD yiizdesi %2’den diisiik bulunmustur (Shah ve Patel 2014).

Barhate ve Deosthalee (2010) hidroliz, oksidasyon, termal ve fotoliz kosullari
altinda RFL’nin bozundurma ¢alismalarin1 gerceklestirmis ve bozunma tiriinleri yaninda
RFL tayini i¢in bir HPLC yontemi gelistirip valide etmiglerdir. Kromatografik ayirma,
bir Zorbax SB C18 kolon (50 mmx4,6 mm, 1,8 um) ile 0,005 M amonyum format
tamponu (pH 3,5) ve asetonitril igeren hareketli faz kullanilarak gerceklestirilmistir. 0,5
mL/dakika akis hizinda bir gradient eliisyon programi kullanilmistir. Kolon sicakligi
25°C, enjeksiyon hacmi 3 plL, UV dedektor dalga boyu 215 nm olarak belirlenmistir.
Dogrusal aralik 15-225 pg/mL’dir. RFL i¢in LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 0,02 ve
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0,065 pg/mL olarak bulunmustur. Metodun dogruluk ve kesinlik sonuglari verilmemistir
(Barhate ve Deosthalee 2010).
RFL’nin tablet formulasyon ve standart maddede tayini i¢in kullanilan HPLC

yontemleri Tablo 2.2°de 6zet olarak verildi.

2.4.3.2. Spektrofotometrik Analizleri

Patel ve ark. (2013) tablet formiilasyonunda RFL’nin kantitatif tayini i¢in basit ve
tekrarlanabilir bir UV-spektrofotometrik yontem gelistirmis ve valide etmislerdir.
Dogrusallik, kesinlik ve saglamlik parametreleri incelenmistir. RFL’nin 248 nm'de
maksimum absorpsiyon yaptigi belirlenmistir. Analitik kalibrasyon egrisinin 1-30 pg/mL
konsantrasyon araliginda dogrusal oldugu saptanmistir. Gelistirilen yontem dogrudan
farmasotik tablet preparatlarinin analizine uygulanmis ve %RSD degeri 0,166 olarak
bulunmustur. Geri kazanim degerleri %98,0 ve %102,0 araliginda bulunmustur.
Yontemin LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 0,0907 ve 0,275 pg/mL’dir. Yapilan
istatistiksel analizler sonucu onerilen yontemin tablet formiilasyonunda RFL’nin
glivenilir bir sekilde tayin edilmesine uygun oldugu belirlenmistir (Patel ve ark. 2013).

Atmaca ve Siislii (2016) farmasotik formiilasyonlarda RFL’nin tayini i¢in basit,
hizli ve giivenilir bir birinci derece tiirev spektrofotometrisi yontemi gelistirmis ve valide
etmislerdir. Tlacin kantitatif tayini, 190-350 nm dalga boyu araliginda 220 nm'de (n = 4)
dlgiilen birinci tiirev degerleri kullanilarak gerceklestirilmistir. Onerilen ydntem igin
dogrusal kalibrasyon araligi 0,75-35,00 pg/mL olarak saptanmistir. LOD ve LOQ
degerleri, sirasiyla 0,03 ve 0,08 ug/mL olarak bulunmustur. Ayn1 giin iginde ve farkli
giinler arasinda yapilan ¢aligmalarin RSD degerleri %0,68-2,18 arasinda bulunmustur.
Geri kazanim degerleri %99,53-101,72 araliginda bulunmustur (Atmaca ve Siislii 2016).

Ladani ve ark. (2012) tablet formiilasyonunda RFL’nin kantitatif tayini i¢in basit
ve tekrarlanabilir bir UV-spektrofotometrik yontem gelistirmis ve valide etmistir.
Maksimum dalga boyu 250 nm olarak belirlenmistir. Kalibrasyon egrisi 2-35 pg/mL
araliginda dogrusaldir. %RSD'nin 0,3'ten diislik oldugu saptanmistir. Sistemin dogrulugu
saptanmis ve geri kazanim degerleri %98,1-102 arasinda bulunmustur. LOD 0,04 pg/mL
ve LOQ 0,12 pug/mL olarak sapntanmistir. Onerilen yontemin, tablet formiilasyonunda
RFL’nin giivenilir bir sekilde tayini i¢in kullanilabilir oldugu sonucuna varilmistir

(Ladani ve ark. 2012).
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RFL’nin tablet formulasyonlarda tayini i¢in kullanilan spektrofotometrik

yontemler Tablo 2.2°de 6zet olarak verildi.

2.4.3.3. Yiiksek Performansh Ince Tabaka Kromatografisi (HPTLC) ile Analizleri

Ushma ve Paresh (2016) sentetik karigimda RFL ve salmeteroliin yan yana tayini
igin basit, hassas ve hizli bir yiiksek performansl ince tabaka kromatografisi (HPTLC)
yontemi gelistirmis ve valide etmislerdir. Bu analizde toluen:asetonitril:trietilamin (6:3:1,
h/h) karisimi hareketli faz olarak kullanilmistir. Noktalarin tespiti absorbans modunda
254 nm'de bir UV dedektorii kullanilarak dansitometrik olarak gergeklestirilmistir.
Yontem dogrusallik, dogruluk, kesinlik ve 6zgiinliik parametreleri acisindan valide
edilmistir. Kalibrasyon egrileri RFL ve salmeterol igin siras1 ile 200-1400 ng/nokta ve
100-700 ng/nokta konsantrasyon araliklarinda cizilmistir. Geri kazanim degerleri
%98,48-101,3 araliginda bulunmustur. LOD ve LOQ degerlerinin RFL igin sirasiyla
11,74 ve 35,58 ng/nokta ve salmeterol i¢in ise sirasiyla 8,96 ve 27,14 ng/nokta oldugu
hesaplanmistir. Yontemin kesinligi icin RSD yiizdesi %2’den diisiik bulunmustur
(Ushma ve Paresh 2016).

Suganthi ve ark. (2017) tabletlerde RFL tayini i¢in bir HPTLC yontemi gelistirmis
ve valide etmislerdir. Hareketli faz olarak toluen:etil asetat (7:33, h/h) kullanilmis ve
silika jel 60F254 ince tabaka kromatografisi plakalar1 tlizerinde RFL’nin Rf degeri
0,54+0,02 olarak saptanmigtir. Dedeksiyon 254 nm’de gerceklestirilmistir. Bu yontemde
RFL i¢in dogrusal aralik 0,6-2,6 pg/nokta olarak tespit edilmis, LOD ve LOQ degerleri
sirasiyla 1,444 ng/nokta ve 4,377 ng/nokta olarak bulunmustur. Ilacin tablet
formiilasyonundan geri kazanim yiizdesi standart ekleme yontemi ile gergeklestirilmistir.
RSD’nin %2'den az oldugu bulunmustur (Suganthi ve ark. 2017).

RFL’nin tablet formulasyon ve standart maddede tayini i¢in kullanilan HPTLC

yontemleri Tablo 2.2°de 6zet olarak verildi.

2.4.3.4. Kapiler Elektroforez ile Analizleri

Giiray (2019), RFL’nin tablette tayini igin UV dedeksiyonlu bir kapiler
elektroforez yontemi gelistirmis ve valide etmistir (Tablo 2.2). Ayirma islemi bir fused-
silika kapiler kolon iizerinde gerceklestirilmistir. Elektrolit ¢ozeltisi olarak %15 (h/h)
metanol i¢eren 20 mmol/L Na2BsO7 tamponu (pH 9,5) kullanilmistir. 20 kV'luk bir
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potansiyel uygulanmistir. Gelistirilen yontemin 0,75-15 pug/mL araliginda dogrusal
oldugu belirtilmistir. LOQ ve LOD degerleri sirasiyla 0,074 pg/mL ve 0,022 pg/mL
olarak tespit edilmistir. Kesinlik i¢in giinler aras1 RSD yiizdesi %0,78 ve geri kazanim
degerleri %98,63-100,97 arasinda bulunmustur. Bu c¢alisma Kapiler elektroforez
kullanilarak Daxas® kati1 dozaj formunda RFL tayini icin ilk rapordur. Valide edilen
yontemin diistik numune ve organik ¢oziici hacmi, yiiksek verim ve rezoliisyon gibi
avantajlar ile birlikte hizli, ucuz ve kolay uygulanabilir oldugu belirtilmistir (Giiray
2019).



Tablo 2- 2: RFL’nin Tayin Yoéntemleri

23

HPLC yontemleri
Kolon Hareketli faz Dedektor Akis hiza Kalibrasyon Gozlenebilme Sinir1 Kaynak
dalga boyu (mL/dak) arahgi (LOD) ve tayin sinir1
(LOQ)

C18(250 x 4,6 mm, 5 um) Trietilamin (0,5% h/h) i¢eren 245nm 1,0 0,3-0,7 mg/mL  LOD: 0,0051 mg/mL Pinheiro ve ark.
asetonitril ve amonyum asetat LOQ: 0,0169 mg/mL 2018
tamponu (5 mM, pH 4,2)

C18 (250 x 4,6 mm, 5 um)  Asetonitril ve 0,005 mol/L 215 nm 1,0 - LOD: 2,6 ng/mL Tan 2013
amonyum dihidrojen fosfat LOQ: 8 ng/mL
tamponu (48:52 h/h)

C18 (250 x 4,6 mm, 5 um)  Metanol ve asetonitril (25:75, 244 nm 1,0 10-100 ug/mL  LOD: 0,01 pg/mL Padma ve ark.
h/h) LOQ: 0,05 pg/mL 2013

C18 (250 x 4,6 mm, 5 um)  0,0065 M Amonyum asetat (pH 251 nm 1,3 2,5-200 LOD: 0,56 pg/mL Belal ve ark.
6,3), metanol ve asetonitril pg/mL LOQ:1,87 pg/mL 2014
(30:35:35, h/h)

C18 ACE (150 mm x 4,6 Asetonitril ve potasyum 250 nm 1,0 20-50 pg/mL LOD: 0,086 ug/mL Shah ve Patel

mm, 5um) dihidrojen fosfat tamponu (pH 6) LOQ: 0,2565 pg/mL 2014
(65:35, h/h)

Zorbax SB C18 kolon (50 0,005 M Amonyum format 215 nm 0,5 15-225 LOD: 0,02 pg/mL Barhate ve

mmx4,6 mm, 1,8 pm) tampon (pH 3,5) ve asetonitril pg/mL LOQ: 0,065 pg/mL Deosthalee

2010




Tablo 2.2 - devam

Spektrofotometrik yontemler

- - 248 nm 1-30 pg/mL LOD: 0,0907 pg/mL  Patel ve ark. 2013
LOQ: 0,275 ug/mL
- - 220 nm 0,75-35,00 LOD: 0,03 pg/mL Atmaca ve Siislii 2016
pg/mL LOQ: 0,08 pg/mL
- 250 nm 2-35 pg/mL LOD: 0,04 pg/mL Ladani ve ark. 2012
LOQ: 0,12 pg/mL
HPTLC yontemleri
Silika jel 60F254 Toluen:asetonitril:trietamin 254 nm Roflumilast: Roflumilast: Ushma ve Paresh 2016
(6:3:1, h/h) 200-1400 LOD: 11,74 ng/nokta
ng/nokta LOQ: 35,58 ng/nokta
Salmeterol: Salmeterol:
100-700 LOD: 8,96 ng/nokta
ng/nokta LOQ: 27,14 ng/nokta
Silika jel 60F254 Toluen:etil asetat (7:33, h/h) 254 nm 0,6-2,6 LOD: 1,444 ng/nokta Suganthi ve ark. 2017
ug/nokta LOQ: 4,377 ng/nokta
CZE yontemi
Fused-silika kapiler kolon Metanol igeren (%15, h/h) 200 nm 0,75-15 LOD: 0,074 png/mL.  Giiray 2019
20 mmol/L Na2BsO7 pg/mL LOQ: 0,022 pg/mL

tamponu (pH 9,5)

24
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Analizin Yapildig1 Yer

Bu yiiksek lisans tezi ¢alismasi Istanbul Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Analitik
Kimya Anabilim Dali  Arastirma Laboratuvarinda 2019-2020  yillarinda
gergeklestirilmistir.

3.2. Kimyasal Maddeler, Coziiciiler ve Cozeltiler

3.2.1. Kimyasal Maddeler ve Coziiciiler
Analiz siirecinde kullanilan kimyasal maddeler ve c¢oziicliler Tablo 3-1°de

verilmistir:

Tablo 3- 1: Kimyasallar Maddeler ve Coziiciiler

Kimyasallar maddeler ve ¢oziiciiler Tedarik¢i firma bilgileri

Roflumilast (RFL) Abdi Ibrahim Ilag (Istanbul, Tiirkiye)
Irbesartan (IRB) Abdi Ibrahim Ila¢ (Istanbul, Tiirkiye)
MeOH (HPLC safliginda) Isolab (Eschau, Germany)
Asetonitril (HPLC safliginda) Isolab (Eschau, Germany)

Ultra saf su (HPLC safliginda) ELGA-VEOLIA, PureLab Option
Ortofosforik asit (OPA) Merck (Darmstadt, Germany)
Formik asit Merck (Darmstadt, Germany)
DAXAS® tablet (500 ng RFL) Eczane (Istanbul, Tiirkiye)

3.2.2. Cozeltiler

3.2.2.1. Hareketli Faz Cozeltisi
Hareketli faz olarak, %0,08’lik OPA ¢ozeltisi (suda) ve MeOH (20:80, h/h) igeren
bir ¢ozelti kullanildi. Analiz 6ncesinde hareketli faz ultrasonik banyoda degaze edildi.

3.2.2.2. RFL ve IRB Cozeltileri
Stok ¢ozeltilerin (100 pg/mL) hazirlanmasi i¢in 2,5 mg RFL ve 2,5 mg IRB ayri
ayr tartildi, 25 mL’lik balon jojelerde metanol (HPLC safliginda) ile ¢oziiliip hacmine
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tamamlandi. Analiz 6ncesi giinliik olarak stok ¢ozeltilerin hareketli fazla seyreltilmesiyle

gereken konsantrasyonlardaki standart ¢ozeltiler hazirlandi.

3.3. Cihaz ve Gerecler

1.

© N o g bk~ ®

9.

HPLC Cihazi (Shimadzu LC-20A, Kyoto, Japan)

e RF-20A Dedektor

e LC-20AT Pompa Unitesi

e DGU-2015 Gaz Giderici Unite

e CTO-10ASVP Kolon Firini

e SIL-20AHT Otomatik Numune Ornekleyici

e (18 Analitik Kolon (Intersil ODS-3, 250 x 4,6 mm, 5 um ID)

. Yazilimlar

e MS Office Word Programi

e MS Office Excel Programi

Hassas Terazi (OHAUS Adventurer)

Ultrasonik Banyo (WiseClean, Wisd)

Ultra Saf Su Cihazi (ELGA-VEOLIA, PureLab Option-Q DV 25)

pH Metre (markasi) (Thermo, Orion 3 Star)

Otomatik Pipetler (Eppendorf, 1-20 uL, 20-200 pL, 100-1000 pL, 500-5000 pL)
Siringa Ucu Filtre (Macherey-Nagel, Chromafil Xtra PTFE-20/25 ve GF/PET-
45/25)

Enjektor (Set Inject, 20 mL)

10. Balonjojeler (5, 10, 25, 50 mL), Cam Vial, Kapak, Septum (Isolab)
11. Meziir (500, 1000 mL) (Isolab)

12. Beher (25, 50 mL) (Isolab)

13. Hesap Makinesi (Casio Fx-95 ms)

3.4. RFL’nin HPLC-FD ile Miktar Tayini icin Yontem Kosullarimin Belirlenmesi

Analizler floresans dedektorlii (FD) bir Shimadzu LC20AT HPLC cihazi

(RF20A) ile yapild1. ik dnce hareketli faz, kolon, hareketli fazin akis hiz1, kolon sicaklig1,

dedektdr dalga boylari gibi kromatografik parametreler belirlendi. Ig standart yontemi ile

calisildi. I¢ standardin segilmesi igin farkli maddeler ile denemeler gerceklestirildi. Tayin
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edilen parametreler kapsaminda gelistirilen yontem RFL’nin tabletlerdeki analizine

uygulandi.

3.4.1. Kromatografik Parametrelerin Se¢imi

Literatiir taramalar1 sonucu RFL’1n HPLC ile yapilan analizlerinde genellikle C18
kolonlarin kullanildigi tespit edildi. Su, metanol, asetonitril, OPA ve formik asidin farkli
oranlarda karigimlarindan olusan ¢esitli hareketli faz sistemleri kullanilarak gradient ve
izokratik eliisyon ile denemeler yapildi. Dedektor dalga boylarinin se¢imi igin RFL’nin
hareketli fazda 200-400 nm araliginda eksitasyon ve emisyon spektrumlart alindi.

Sonuglar 4.1.1.°de verildi.

3.4.2. i¢c Standardin Secilmesi

Analiz siirecinde ortaya ¢ikabilecek sorunlart minimuma indirmek amaciyla i¢
standart yontemi ile ¢alisildi. Olmesartan, IRB, amlodipin gibi RFL ile ayn1 kosullarda
analizi gergeklestirilebilecek maddeler ile denemeler gerceklestirildi. Rezoliisyon,
dedektor yanit1 gibi parametreler goz 6niinde bulundurularak i¢ standart secildi. Elde

edilen sonugclar 4.1.2.”de verildi.

3.4.3. Olcii Egrilerinin Hazirlanmasi

Olgii egrisinin hazirlanmasinda kullanilan standart ¢dzeltilerin hazirlanmasi igin
100 pg/mL’lik stok RFL ¢ozeltisinden 125, 250, 375, 500, 625, 750 ve 1000 pL
hacimdeki ¢ozeltiler ayr1 ayr1 10 mL’lik balon jojelere transfer edildi. Her bir balon jojeye
250 puL 100 pg/mL’lik stok i¢ standart ¢ozeltisi eklendi. Son olarak hacimler MeOH ile
10 mL’ye tamamlandi. Analiz Oncesi ¢ozeltilerden 500 puL alimarak HPLC viallerine
aktarildi. HPLC sistemine 20 uL enjeksiyon yapildi. Her bir analiz 3 farkli giinde 3
tekrarla gergeklestirildi. Elde edilen RFL pik alanlart i¢ standart pik alanlariyla

oranlanarak 6l¢ii egrileri hazirlandi. Sonuglar 4.1.3’de verildi.

3.4.4. Tabletten Ekstraksiyon

Tablet ¢ozeltisinin hazirlanmasi i¢in, on adet DAXAS® tableti ayr1 ayr tartildi
ve ortalama tablet agirhigi hesaplandi (0,2660 g). Daha sonra tabletler bir porselen
havanda ogiitiildii ve ortalama tablet agirligina esit miktarda tablet tozu 100 mL’lik bir
balon jojeye aktarildi. Sonrasinda 60 mL MeOH ve 2,50 mL IRB stok ¢ozeltisi ilave
edildi ve ¢ozelti 30 dakika boyunca bir ultrasonik banyoda tutuldu. Hacim, MeOH ile 100
mL’ye tamamlandi. Sonug¢ olarak, RFL ve IRB konsantrasyonlar: sirasiyla 5,00 pg/mL
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ve 2,50 pg/mL olan tablet ¢ozeltisi elde edildi. Standart katilmis tablet ¢ozeltileri, hacmin
MeOH ile 100 mL’ye tamamlanmasi asamasindan dnce ¢ozeltiye 1,00; 2,50 ve 5,00 mL
stok RFL c¢ozeltisi ilave edilerek hazirlandi. Tim c¢ozeltiler, HPLC-FD sistemine

enjeksiyondan 6nce 0,45 pm’lik siringa ucu filtreden stiziildii.

3.5. Gelistirilen Yontemin Validasyon Parametreleri
Gelistirilen yontemin validasyon ¢alismalar1 ICH kilavuzu Q2 (R1)’e gore yapildi
(ICH, 2005).

3.5.1. Secicilik (Ozgiinliik)
Bir analitik yontemin segiciligi, fiziksel ya da kimyasal girisimler varhiginda
analizi yapilacak maddenin/maddelerin dogru olarak degerlendirilebilmesi yetenegidir.
Gelistirilen yontemin segiciligini kontrol etmek icin RFL ve IRB igcermeyen

hareketli faz ¢6zeltisinin enjeksiyonu yapildi. Sonuglar Boliim 4.2.1.”de verildi.

3.5.2. Dogrusalhk

Bir analitik yontemin dogrusalligi, belirli bir aralikta Ornekteki analit
konsantrasyonu ile dogru orantili yanit verme yetenegidir.

Gelistirilen yontemin dogrusalligi belirlenirken determinasyon katsayis1 (R?),
olgii egrisinin y eksenini kestigi nokta ve 6lgii egrisinin egimi incelendi. Olgii egrisinin
denklemi ve R? degeri, en kiiciik kareler yontemine dayanan dogrusal regresyon analizi
kullanilarak hesaplandi. Bolim 3.4.3’te anlatildigr gibi 1,25-10,0 ug/mL araliginda 7
farkli konsantrasyonda ¢alisildi. Ug farkli giinde 3 tekrar ile gergeklestirilen analizlerde
RFL pik alanlarinin i¢ standart pik alanlarina oranlari bulundu. Pik alanlari oranina kars1

konsantrasyona grafigi ¢izildi. Sonuglar Boliim 4.2.2°de verildi.

3.5.3. Uygunluk Parametreleri

Uygunluk parametrelerinden alikonma siiresi (tr), ayirma giicii (Rs), kuyruklanma
faktorti (T), alikonma faktorii (k'), teorik plaka sayis1 (N) ve teorik plaka esdeger
yiiksekligi (HETP) degerlendirildi. Sonuglar Boliim 4.2.3’te verildi.

3.5.4. Dogruluk
Bir analitik yontemin dogrulugu, yontem ile elde edilen sonuglarin gercek ya da

gercek kabul edilen degere olan yakinligidir.
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Gelistirilen yontemin dogrulugu 6nce 3 farkli konsantrasyondaki (1,25; 5,00 ve
10,00 pg/mL) standart ¢ozeltilerin analiz sonuglari ile bagil ortalama hata (%) (% RME)
olarak hesaplandi. Daha sonra tablet ¢ozeltisi ve 3 farkli konsantrasyonda (1,00; 2,50 ve
5,00 png/mL) RFL katilmis tablet ¢ozeltileri ile calisildi. Geri kazanim (%) degerleri

hesaplandi. Sonuglar 4.2.4°te verildi.

3.5.5. Kesinlik

Bir analitik yontemin kesinligi, belirli analiz kosullar1 altinda analitin tekrarl
analizlerinden elde edilen sonuglarin birbirine yakinhigidir. Kesinlik genellikle standart
sapma (SD) ve/veya bagil standart sapma (RSD) olarak ifade edilir.

Gelistirilen yontemin kesinligi 1,25; 5,00 ve 10,00 pg/mL’lik standart ¢ozeltiler
ve 3 farkli konsantrasyonda (1,00; 2,50 ve 5,00 pg/mL) RFL katilmis tablet ¢ozeltileri ile
tekrarlanabilirlik (giin i¢i) ve ara kesinlik (giin arasi) olarak incelendi. Sonuglar SD ve
%RSD cinsinden hesaplandi. Tekrarlanabilirlik, ayn1 giinde 3 kez tekrarlanan, ara
kesinlik ise 3 farkli giinde 3 kez tekrarlanan analizlerin verileri ile belirlendi. Sonuglar
4.2.4’te verildi.

3.5.6. Gozlenebilme Sinir1 (LOD)
Bir analitik yontemin gozlenebilme smir1 (LOD), analitin 6rnek iginde kabul
edilebilir dogruluk ve kesinlik ile tespit edilebildigi en diisitk konsantrasyondur.
Gelistirilen yontemin LOD degeri agagidaki formiille hesaplandi ve sonug 4.2.5’te
verildi:

335

LOD = <

S = Olgii egrisinin egimi, ¢ = Egrinin y eksenini kestigi noktanin standart sapmasi

3.5.7. Tayin Sir1 (LOQ)
Bir analitik yontemin tayin sinir1 (LOQ) analitin 6rnek iginde kabul edilebilir
dogruluk ve kesinlik ile kantitatif tayinin yapilabildigi en diisiik konsantrasyonudur.
Gelistirilen yontemin LOQ degeri asagidaki formiille hesaplandi ve sonug

4.2.6°da verildi:

_ 10w
LOD—T

S = Olgii egrisinin egimi, 6 = Egrinin y eksenini kestigi noktanin standart sapmas1
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3.5.8. Saglamhk
Bir analitik yOntemin saglamlhigi, yontem parametrelerindeki kiigiik

degisimlerden etkilenmeden kalabilme yetenegidir.

Gelistirilen yontemin saglamligi akis hizi, hareketli faz bilesimi ve kolon sicaklig
parametreleri incelenerek belirlendi. Akis hiz1 £0,1, hareketli faz bilesimi ve kolon
sicakligi degerleri ise =1 birim degistirildi. Tiim kosullar altinda tablet ¢ozeltisi analizleri

gerceklestirildi. Sonuglar %RME cinsinden Boliim 4.2.7’de verildi.
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4. BULGULAR

4.1. RFL’nin HPLC-FD ile Miktar Tayini i¢in Gelistirilen Yontemin Kosullar

4.1.1. Kromatografik Parametreler

Analizler i¢in boyutlar1 250 x 4,6 mm, tanecik boyutu 5 um olan bir C18 analitik
kolon kullanildi ve ayirmalar 40°C'de gergeklestirildi. Sistem uygunluk parametreleri
dikkate alinarak %20 sulu OPA ¢ozeltisi (%0,08) ve %80 MeOH’den olusan bir hareketli
faz ile izokratik eliisyon uygulandi. Hareketli fazin pH degerini RFL'nin pKa degerinin
altinda tutmak i¢in mobil faza OPA dahil edildi. RFL'nin eksitasyon ve emisyon dalga
boylar1 ilgili floresans spektrumlarinin yardimi ile sirasiyla 290 ve 380 nm'de olarak

belirlendi (Sekil 4-1). Akis hiz1 1,0 mL/dak ve enjeksiyon hacmi 20 uL olarak ayarlandi.

Inten. Inten.
3500

90

381.92
(o

3000 80

70+
2500
60
2000
50
1500
30
1000
20
500+

584.69

M~
10+ ﬁ
o

| l437.80

Sekil 4- 1: RFL’nin Absorpsiyon (a) ve Emisyon (b) Spektrumlari

4.1.2. i¢c Standardin Secilmesi

I¢ standardin secilmesinde pek ¢ok farkli madde ile denemeler gerceklestirildi. En
iyi rezoliisyon sonuglari bir anjiyotensin II reseptor antagonisti olan IRB ile elde edildi.
Belirlenen kromatografik kosullar ile IRB analizinde stabil veriler elde edildi. Bu
sebeplerle i¢ standart olarak kapali kimyasal formiilii C2sH2sNeo 0lan IRB tercih edildi
(Sekil 4-2).
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Q il
Ny N

Sekil 4- 2: IRB’nin Kimyasal Yapisi

4.1.3. Olcii Egrisinin Hazirlanmasi
Olgii egrisinin hazirlanmasinda Béliim 3.4.3’te anlatildig iizere her biri 2,50
ug/mL IRB ve 1,25; 2,50; 3,75; 5,00; 6,25; 7,50 ve 10,00 pg/mL RFL igeren standart

cozeltiler ile 3 farkli giinde 3 tekrarla ¢alisildi. Standart ¢ozeltilere ait kromatogramlar
Sekil 4-3’te verildi.

uVv
| RFL
|
B |
4000000 ‘l"
| |
‘|”|‘|
J | \‘
3000000 \ﬂ
A f ‘
|\‘|
ﬂ'\‘l\
7 |f
2000000 M
. |
""\“‘l\‘l
hi
1 i Data1
1000000 il /Data2
4 i #Data3
IS(RB) | || /Datad
F \\{13\ ir/Data5
0 / e -Data6
7 T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘-Data7
0.0 25 5.0 7.5 10.0

min

Sekil 4- 3: Ol¢ii Egrisinin Hazirlanmasinda Kullanilan Standart Cézeltilere Ait Kromatogramlar

Her bir konsantrasyonun elde edilen pik alanlarn i¢ standardin pik alanlarina

oranlandi. Olgii egrisi, pik alanlar1 oranina kars1 konsantrasyon grafigi ¢izilerek
hazirlandi.
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Pik alanlar1 oranlar1 ve ortalamalar1 (A), SD, ve %RSD degerleri Tablo 4-1’de
verildi. Tablo 4-2'de tiim pik alanlar1 oranlari kullanilarak elde edilen regresyon analizi
sonuglar1 verildi. Sekil 4-4'de RFL’nin 1,25-10,0 pg/mL Kkonsantrasyon araliginda

hazirlanan 6l¢ii egrisi gosterildi.

Tablo 4- 1: Olg¢ii Egrisi Verileri

C (ug/mL)

1,25 2,50 3,75 5,00 6,25 7,50 10,00

Ai125/ARe A2s0/AiRe Az 7s/ARe Asoo/Are A6,25/ARe A7s50/AiRe A10,00/AIRB

Analiz-1 1,41 2,92 4,43 6,16 7,84 9,52 12,64
Analiz-2 1,44 2,95 4,45 6,02 7,86 9,51 12,37
Analiz-3 1,46 2,97 4,46 6,08 7,88 9,53 12,67
Analiz-4 1,54 3,03 4,49 6,01 7,81 9,59 12,57
Analiz-5 1,54 3,03 4,49 6,01 7,82 9,42 12,56
Analiz-6 1,53 3,02 4,49 6,01 7,81 9,44 12,56
Analiz-7 1,53 3,02 4,49 6,02 7,82 9,42 12,55
Analiz-8 1,53 3,02 4,49 6,01 7,82 9,42 12,55
Analiz-9 1,53 3,02 4,49 6,03 7,82 9,42 12,55
A 1,50 3,00 4,47 6,04 7,83 9,47 12,56
SD 0,05 0,04 0,03 0,05 0,02 0,07 0,08

RSD (%) 3,33 1,33 0,67 0,83 0,26 0,74 0,64

Tablo 4- 2: Regresyon Analizi Sonuglari

Egrinin y ekseninin kestigi nokta -0,2013
Egrinin y ekseninin Kestigi noktanin standart sapmas1 | 0,0278
Egrinin egimi 1,2769
Egimin standart sapmasi 0,0047

Determinasyon katsayisi (R?) 0,9992
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Sekil 4- 4: RFL’nin 1,25-10,0 pg/mL Konsantrasyon Araliginda Hazirlanan Olgii Egrisi

4.2. Gelistirilen Yontemin Validasyon Sonuclari

4.2.1. Segicilik
Hareketli fazin enjeksiyonu, optimize edilmis kromatografik kosullar altinda

herhangi bir girisim etkisi olmadigini gosterdi (Sekil 4-5).

mV

2% _ Det.A Ch1

150+
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Sekil 4- 5: Hareketli Fazin HPLC-FD Kromatogram

4.2.2. Dogrusalhk
Gelistirilen yontem ile hazirlanan 7 noktali dlgii egrisi (Sekil 4-4) ve regresyon

analizi ile RFL igin 1,25-10,00 ug/mL araliginda dogrusal oldugu belirlendi. Regresyon
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verileri sonucu R? degeri 0,9992 bulundu. RFL'nin regresyon analizi verileri tablo 4-2'de

verildi.

4.2.3. Uygunluk Parametreleri
Uygunluk parametreleri sonuglart Tablo 4-3’te verildi. Kuyruklanma faktorii

degerlerinin 1,5’in altinda, ayirma giiciiniin ise 2’nin iistiinde oldugu belirlendi.

Tablo 4- 3: Uygunluk Parametreleri*

Analit  tr (dKk) Kuyruklanma  Ayirma Alikonma Teorik  Teorik

faktorii (t) giicii (Rs) faktorii (k') plaka plaka

sayisi esdeger
(N) yiiksekligi

(HETP)
IRB 4,359+0,001  1,242+0,014 - 4,812+0,001 3272+50 45,86+0,70

RFL 5,801+0,002  1,270+0,002 4,075+0,014 6,094+0,051 3321£12 45,17+0,16

*5,00 pg/mL RFL ve 2,50 pg/mL IRB igeren standart ¢ozelti i¢in (n=3)

4.2.4. Dogruluk ve Kesinlik
Gelistirilen yontemin dogrulugu ve kesinligi 6nce 1,25; 5,00 ve 10,00 pg/mL’lik

standart ¢ozeltiler ile incelendi.

Dogruluk ¢alismalarinda tiim analizler 3 kez tekrar edildi. Sonuglar %RME olarak

hesaplandi ve degerlerin %-0,58-0,84 araliginda oldugu tespit edildi.

Kesinlik, tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik olarak SD ve %RSD cinsinden
hesaplandi. Tekrarlanabilirlik ¢aligmalar1 ayni giin i¢inde 3 tekrarli analizler ile, ara
kesinlik ise 3 farkli glinde 3 tekrarli analizler ile gergeklestirildi. Tiim %RSD degerleri
%2’den diisiik bulundu.

Standart ¢ozeltiler ile gerceklestirilen dogruluk ve kesinlik c¢alismalarinin

sonuclar1 Tablo 4-4’te verildi.
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Tablo 4- 4: Standart Cozeltiler ile Gergeklestirilen Dogruluk ve Kesinlik Calismalarinin
Sonuglart

Konsantrasyon Bulunan konsantrasyon RME RSD
(ng/mL) (ng/mL) = SD (%) (%)
Giin ici* 1,25 1,25+0,01 -0,22 0,71
5,00 5,04+0,02 0,84 0,38
10,00 10,06+0,01 0,61 0,14
Giinler arasi** 1,25 1,24+0,01 -0,58 0,96
5,00 5,03+0,02 0,61 0,49
10,00 10,05+0,01 0,54 0,10

*ayn1 giin i¢inde 3 tekrarli analiz sonuglari

**farkli 3 giinde 3 tekrarh analiz sonuglar

Yontemin dogrulugu ve kesinligi daha sonra tablet ¢ozeltisi ve 1,00; 2,50 ve 5,00
pg/mL RFL eklenmis tablet cozeltileri ile incelendi. Tablet ¢ozeltisine ait kromatogram
Sekil 4-6’da verildi.

Dogruluk % geri kazanim, kesinlik ise %RSD olarak hesaplandi. Geri kazanim
degerlerinin %99,43-101,05 araliginda, %RSD degerlerinin ise %?2'den diisiik oldugu
tespit edildi (Tablo 4-5).

mV
3000
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2500—5 G
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1500%
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Sekil 4- 6: Tablet Cozeltisinin HPLC-FD Kromatogram



Tablo 4- 5: Tablet Cozeltisi ve RFL Katilmig Tablet Cozeltieri ile Gergeklestirilen Dogruluk ve Kesinlik Caligmalarinin Sonuglart
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Ornek Konsantrasyon Bulunan konsantrasyon Geri kazanim (%)* RSD (%)
(ng/mL) (ng/mL)*
Giin Giinler
ici* arasi**
Orijinal tablet ¢ozeltisi 5,00 5,05+0,01 101,05+0,23 0,20 0,23
1,00 pg/mL RFL katilmus tablet 6,00 6,05+0,03 100,78+0,55 0,09 0,54
¢oOzeltisi
2,50 pg/mL RFL katilmis tablet 7,50 7,50+0,09 100,03+1,14 0,36 1,14
¢oOzeltisi
5,00 pg/mL RFL katilmig tablet 10,00 9,94+0,03 99,43+0,31 0,29 0,31

¢Ozeltisi

*ayn1 giin iginde 3 tekrarl analiz sonuglart

**farkli 3 giinde 3 tekrarl analiz sonuglari



38

4.2.5. Gozlenebilme Sinir1 (LOD)
LOD degeri boliim 3.5.6.’de verilen denklem ve Tablo 4-2’de verilen veriler ile

0,07 ug/mL olarak hesaplandi.

4.2.6. Tayin Stmir1 (LOQ)
LOQ degeri boliim 3.5.7.°de verilen denklem ve Tablo 4-2’de verilen veriler ile

0,22 ug/mL olarak hesaplandi.

4.2.7. Saglamhk

Akis hiz1 +0,1, hareketli faz bilesimi ve kolon sicakligi degerleri +1 birim
degistirildi ve tablet ¢ozeltisi yeni kosullarda analiz edilerek yontemin saglamligi kontrol
edildi. Akis hizimin 0,9 mL/dak ve 1,1 mL/dak, hareketli faz bilesiminin 19:81 ve 21:79
(h/n) (%0,08 OPA:MeOH) ve kolon sicakliginin 39°C ve 41°C oldugu denemeler
gerceklestirildi (Tablo 4-6). Akis hizinin, sonuglar {izerinde yiiksek etkiye sahip oldugu
belirlendi. Incelenen diger parametrelerdeki degisikliklerin sebep oldugu %RME
degerlerinin %1,2’den diisiik oldugu goriildii.

Tablo 4- 6: Yontemin Saglamhgr*

Akis Hizi Hareketli Faz Bilesimi Kolon Sicakhgi
09mL/dk 1,1 mL/dk OPA 19%: OPA 21%: 39°C 41°C
MEOH 81%  MEOH 79%
7,23+0,92 -8,38+0,25 -0,73+0,23 -0,76+0,59 -0,64+0,15 -1,19+0,84

* Caligmalar tablet ¢ozeltisi ile yapildi ve sonuglar %RME + SD olarak verildi (n=3)
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5. TARTISMA

Roflumilast, KOAH tedavisinde kullanilan non-steroidal antienflamatuvar bir
FDE-4 inhibitoriidiir. RFL, cAMP artisi ile birlikte FDE-4 izoenziminin inhibe edilmesini
saglar. Ayrica antienflamatuvar, antiamfizem ve antibiyotik gibi farkli farmakolojik
etkileri mevcuttur. Biyoyararlanimi yaklasik %80°dir ve yetiskinlerde giinliik dozu 500
pg’dir.

Yapilan literatiir arastirmasi ile tablet formiilasyonlarda RFL miktar tayini i¢in
basta HPLC-UV olmak tizere HPTLC, kapiler elektroforez ve spektrofotomerik
yontemlerin kullanildig: tespit edildi. Bu yiiksek lisans tezi kapsaminda RFL’nin tablet
formiilasyonda tayini i¢in ilk defa bir floresans dedeksiyonlu HPLC yontemi gelistirildi
ve valide edildi.

HPLC-FD yonteminin gelistirilmesi asamasinda mevcut HPLC ¢alismalar1 goz
Oniine alinarak bir C18 kolon (250 x 4,6 mm, 5,0 um) secildi. Hareketli faz se¢imi igin
farkli oranlarda su, MeOH, asetonitril, OPA ve formik asit igeren karisimlar ile gradient
ve izokratik ellisyon denemeleri gerceklestirildi. Uygunluk parametreleri gézoniinde
bulundurularak hacimce %20 sulu OPA ¢ozeltisi (%0,08) ve %80 MeOH’den olusan bir
hareketli faz tercih edildi. Izokratik eliisyon uygulandi. Akis hizi 1,0 mL/dk, kolon
sicakligi 40°C ve enjeksiyon hacmi 20 upl’ye ayarlandi. Floresans spektrumlari
incelenerek eksitasyon dalga boyu 290 nm ve emisyon dalga boyu 380 nm olarak
belirlendi. Analiz sirasinda enjeksiyon hatasi gibi aksakliklardan meydana gelebilecek
olan hatalar1 minumuma indirmek i¢in i¢ standart yontemi ile ¢alisildi. I¢ standart olarak
IRB kullanildi.

IRB ve RFL i¢in alikonma siirelerinin sirastyla 4,359+0,001 ve 5,801+0,002 oldugu
belirlendi. Analiz siiresi 10 dakika olarak ayarlandi. G6zlenen piklerin kuyruklanma
faktorleri, ayirma giicii, alikonma faktorleri, teorik plaka sayilar1 ve teorik plaka esdeger
yiikseklikleri incelendi. Kuyruklanma faktorleri 1,5’ten diisiik ve ayirma giicii 2’den
yiiksek bulundu. Genellikle 2-20 araliginda olmasi istenen alikonma faktorii, RFL igin
6,094+0,051, IRB i¢in 4,812+0,001 olarak hesaplandi. Teorik plaka sayilarinin 3000°den
yiiksek oldugu tespit edildi.

RFL miktar tayini i¢in gelistirilen yontemin validasyonu ic¢in dogrusallik,

dogruluk, kesinlik, gézlenebilme siniri, tayin sinirt ve saglamlik parametreleri incelendi.
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Olgii egrisi olusturulurken konsantrasyonu 1,25-10,00 pg/mL araligidaki 7
standart ¢ozeltinin 9 tekrarl analiz sonuglar1 kullanildi. En kii¢iik kareler yontemine
dayanan dogrusal regresyon analizi ile yontemin bu aralikta dogrusal oldugu belirlendi.

Determinasyon katsayis1 (R?) 0,9992 olarak bulundu.

Gelistirilen yontemin dogrulugu 3 farkli konsantrasyondaki standart ¢ozeltilerin
(1,25; 5,00 ve 10,00 pg/mL) ve 3 farkli konsantrasyonda RFL katilmis (1,00; 2,50 ve 5,00
ug/mL) tablet cozeltilerinin analiz sonuglar1 ile belirlendi. Standart ¢ozeltiler ile
gerceklestirilen analizlerin sonuglart RME (%) olarak degerlendirildi ve %-0,58-0,84
araliginda olduklar1 tespit edildi. RFL katilmis tablet ¢ozeltilerinin analiz sonuglart geri
kazanim (%) cinsinden incelendi. Bu degerler %99,43-101,05 arasinda bulundu.

Gelistirilen yontemin kesinligi, tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik olarak incelendi.
Tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik ¢alismalart igin, sirasiyla, ayni giin ve 3 farkli giin iginde
3 farkli konsantrasyondaki standart ¢ozeltiler (1,25; 5,00 ve 10,00 pg/mL) ve 3 farkli
konsantrasyonda RFL katilmis (1,00; 2,50 ve 5,00 ug/mL) tablet ¢ozeltileri 3 tekrarla
analiz edildi. RSD (%) degerleri 0,09-1,14 araliginda bulundu.

Gelistirilen yontemin LOD ve LOQ degerleri, 6l¢ii egrisinin y eksenini kestigi
noktanin standart sapmasinin egime oraninin (¢/S) sirastyla 3,3 ve 10 kati alinarak

hesaplandi. LOD’nin 0,07 pg/mL ve LOQ’nun 0,22 oldugu tespit edildi.

Gelistirilen yontemin saglamligi akis hizi, hareketli faz bilesimi ve kolon sicakligi
parametreleri ile incelendi. Akis hizinin negatif ve pozitif yonde 0,1 birim
degistirilmesinin sonuglarda +%7,00’den daha yiiksek RME degerlerine sebep oldugu
goriildi. Hareketli faz bilesimi ve kolon sicakligindaki 1 birimlik degisimler sonucu ise

%1,2°den daha diisiik RME degerleri gézlemlendi.

RFL miktarinin belirlenmesi i¢in resmi bir monograf olmamasi sebebi ile analizler
sadece gelistirilen ve valide edilen HPLC ydntemi ile gergeklestirildi. Bir kiyas yontemi

ile calisilmad.

Bu yiiksek lisans tez calismasinda gelistirilen ve valide edilen HPLC yontemi
literatiirdeki diger yontemler ile kiyaslandiginda kullanilan hareketli fazin daha az ugucu
ve daha diisiik toksisiteye sahip bilesenlerden meydana geldigi goriilmektedir. Pinheiro
ve ark. (2013) mobil faz olarak trietilamin (0,5% h/h) igeren asetonitril ve amonyum
asetat tamponu (5 mM, pH 4,2), Tan ve ark. (2013) asetonitril ve 0,005 mol/L amonyum
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dihidrojen fosfat tamponu (48:52 h/h), Padma ve ark. (2013) metanol ve asetonitril
(25:75, h/h) kullanmiglardir. Asetonitril, metanolden hem daha toksik hem de daha
pahalidir. Diger pek ¢ok calismada kullanilan hareketli fazlar da asetonitril bazlidir
(Barhate ve Deosthalee 2010, Belal ve ark. 2014, Shah ve Patet 2014). Bu ¢alismada
tercih edilen mobil faz ise %20 sulu OPA ¢ozeltisi (%0,08) ve %80 MeOH (h/h) igermesi

sebebi ile hem saglik lizerinde daha az etkili hem de daha ucuzdur.

Gelistirilen ve valide edilen yontemde RFL’nin alikonma siiresi 5,80140,002
dakikadir. Bu degerin Belal ve ark. (2014) tarafindan gelistirilen metotta 6,24, bir diger
calismada ise 8,64 dakika oldugu tespit edilmistir (Barhate ve Deosthalee 2010.
Gortildiigii tizere bu ¢alismadaki HPLC kosullari ile RFL bazi mevcut yontemlerden daha

kisa siirede analiz edilebilmistir.

Bu ¢aligmada LOD ve LOQ degerleri yontemin dogrusal aralifini da géz 6niinde
bulundurmak amaci ile 6lgii egrisinin y eksenini kestigi noktanin standart sapmasi ve
egimi kullanilarak hesaplanmistir. Gelistirilen ve valide edilen yontemin LOD ve LOQ
degerleri Tarek ve ark. (2014) ve Shah ve Patel (2014) tarafindan o6nerilen HPLC
yontemlerin LOD ve LOQ degerlerinden daha diistiktiir.

Sonug olarak bu yiiksek lisans tez calismasinda tablet formiilasyonlarda RFL
miktar tayini i¢in ilk defa bir HPLC-FD yontemi gelistirildi ve valide edildi. Yontemin
yiiksek dogruluk ve kesinlige sahip oldugu belirlendi. Onerilen yontemin gelecekteki
caligmalarda RFL’nin biyolojik sivilarda HPLC-FD ile tayini igin yol gosterici
olabilecegi tespit edildi.
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