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TESEKKUR

Tez caligmalarimin her asamasinda bilgi ve deneyimlerini benimle paylasan
saygideger hocam ve tez damismanim Prof. Dr. Levent ONER’e ve bilimsel
calismalar1 gerceklestirebilmek icin Farmasotik Teknoloji Anabilim Dali imkanlarini
kullanmama olanak saglayan Farmasotik Teknoloji Anabilim Dali Bagkani Prof. Dr.
Sema CALIS’a ve Eczacilik Teknolojisi Bolim Baskani Prof. Dr. Sieda
HEKIMOGLU’na sayg1 ve tesekkiirlerimi sunarim.

Tez calismalarim sirasinda bana katki saglayan basta Prof. Dr. Selma SAHIN,
Prof. Dr. Hakan EROGLU ve Dr. Ecz. Yagmur AKDAG CAYLI olmak (izere
Farmasotik Teknoloji Anabilim Dali’ndaki tiim degerli hocalarima, yuksek lisans ve

doktora 6grencisi arkadaslarima tesekkiir ederim.

Is hayatimla birlikte doktora ¢aligmalarimin baslamasina 6nciiliik eden ve her
asamasinda desteklerini hissettigim basta Ilko Ilag¢ San. ve Tic. A.S. Genel Miidiirii
Hatice ONCEL olmak iizere ilko Ila¢ Ar-Ge ve Ruhsatlandirma Direktérii Prof. Dr.
Yilmaz CAPAN’a ve tez ¢alismalarimdaki bilimsel katkilarindan dolayr Uzm. Kim.
Miih. Nagehan SARRACOGLU ve Ecz. Sibel YURTOGLU’na tesekkiirlerimi

sunarim.

Tez caligmalarim sirasinda daima yanimda olan, sevgi ve destegini

esirgemeyen PINARBASLI ve GUNBEYAZ ailelerine siikranlarimi sunarim.

Son olarak her zaman yanimda olup hayat yiikiimii hafifleten, bana hayati
giizel kilan ve bu tezi yazabilecek noktaya gelme cesaretini kendimde bulmami
saglayan esim Merve PINARBASLI’ya ve gelecege dair umudum olan oglum Arda
PINARBASLI’ya tesekkiir eder, siikranlarimi sunarim.
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OZET

Pmarbash, O., Lantanyum Karbonat Formiilasyonlarimin Hazirlanmasi, In-
vitro Degerlendirilmesi ve Biyoaktivite Cahsmalari. Hacettepe Universitesi
Saghk Bilimleri Enstitiisii, Biyofarmasotik ve Farmakokinetik Program
Doktora Tezi, Ankara, 2018. Bu ¢alismada mikronizasyon/nanonizasyon islemleri
uygulayarak; suda c¢oziiniirliigii az olan veya suda ¢Oziinmeyen ilag etkin
maddelerinin ¢6ziinme hizlarinin, buna bagl olarak biyoaktivitelerinin artirilmasi
hedeflenmigtir. Mikrokristal/nanokristal hazirlanmasi ile partikil biyiikligiiniin
kiictiltiilmesi, buna bagl olarak da partikiillerin yilizey alanindaki artig; ¢oziinme hizi
ve biyoaktivitede artisa neden olur. Tez ¢alismamizda model ilag olarak lantan(yum)
karbonat etkin maddesi kullanilmis ve hem islem gormemis etkin madde (zerinden
Lantan Formilasyonu hem de bilyali degirmen yontemi ile partikiil biyiikliga
submikron diizeye indirgenen etkin madde Uzerinden Submikron/Mikron (SM/M)
Lantan Formilasyonu hazirlanmistir. Hazirlanmis olan bu formiilasyonlarin yapilan
deneylerle miktar tayini analizleri, in-vitro ¢6ziinme ve biyoaktiviteleri incelenmistir.
Miktar tayini ve in-vitro ¢6zinme analizleri kompleksometrik titrasyon ydntemi ile
gerceklestirilmistir. Biyoaktivite caligmalar1 kapsamindaki fosfat baglama ve denge
baglama analiz caligmalar1 ise iyon kromatografisi yontemi ile gerceklestirilmistir.
Bu deneyler sonucunda SM/M Lantan Formulasyonu’nun, Lantan Formilasyonu ve
referans tirin olan Fosrenol® 1000 mg Sase’ye gore hem ¢dziinme hizi hem de fosfat

baglama kapasitesi daha yiiksek bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Biyoaktivite, fosfat baglama kapasitesi, in-vitro ¢ézlinme,

lantan(yum) karbonat, mikrokristal/nanokristal

Bu ¢calisma Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon
Birimi (17180) tarafindan desteklenmistir.
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ABSTRACT

Piarbash, O., Preparation of Lanthanum Carbonate Formulations, In-vitro
Evaluation and Bioactivity Studies. Hacettepe University, Institute of Health
Sciences, Doctor of Philosophy Thesis, Biopharmaceutics and Pharmacokinetics
Program, Ankara, 2018. The aim of this study is to increase the dissolution rate and
therefore the bioactivity of poorly water soluble or insoluble active drug substances
by using micronization/nanonization processes. One of the common methods is to
prepare drug microcrystals/nanocrystals by decreasing the particle size and thus,
increasing the surface area for enhancement of dissolution rate and bioactivity. In our
studies, lanthanum carbonate was used as a model drug, and its formulation was
prepared with untreated active drug substance. In addition to that, Submicron/Micron
(SM/M) Lanthanum Formulation was prepared using lanthanum carbonate having
particle size in submicron range after ball milling process. Assay analysis, in-vitro
dissolution and bioactivity of the formulations were investigated. Assay and in-vitro
dissolution analysis were performed by complexometric titration method. Phosphate
binding and equilibrium binding studies within the scope of bioactivity studies were
carried out by ion chromatography. As a result of these experiments, the phosphate
binding capacity and dissolution rate of SM/M Lanthanum Formulation were found
to be higher than both Lanthanum Formulation and the reference product-Fosrenol®
1000 mg Sachet.

Key Words: Bioactivity, phosphate binding capacity, in-vitro dissolution, lanthanum

carbonate, microcrystal/nanocrystal

This study was supported by Hacettepe University Scientific Research Projects
Coordination Unit (17180).
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1. GIRIS

[lacin mide-bagirsak kanalindan absorpsiyon hizinin, ¢éziinme hizi ile kontrol
edildigi durumlarda ve etkin maddenin ¢6ziinme hizinin absorpsiyon hizindan yavas
oldugu durumlarda etkin maddenin absorpsiyonu ve biyoyararlanimi ¢6ziinme
hizinin bir fonksiyonu olmaktadir. Biyoyararlanimi diisiik olan etkin maddelerin
oncelikle c¢oziintirliik sorunlarinin ortadan kaldirilmasi, buna bagli olarak da
¢oziinme, absorpsiyon ve dolayisiyla in-vivo etkinligin artirilmasi hedeflenmektedir.
Bu amagla farmasotik teknoloji alaninda yaygin olarak kullanilan yontemlerden
birisi,  etkin  maddenin  mikrokristallerini/nanokristallerini  hazirlamaktir.
Mikrokristaller/nanokristaller suda ¢oziniirliigi olmayan veya az olan etkin
maddelerin biyoyararlanimlarinin/biyoaktivitelerinin artirtlmasi amaciyla
hazirlanmaktadir. Son yillarda suda ¢Oziiniirliigli olmayan veya az olan etkin
maddelerin mikrokristal/nanokristal formiilasyonlar1 hazirlanarak absorpsiyonda hiz

kisitlayict basamak olan ¢oziiniirliigiin artiritlmasi hedeflenmistir.

Bu tez c¢alismasinda suda ¢Oziiniirliigii olmayan ve hatta pH 7,5'deki
¢ozunirligi < 0,01 mg/mL olan ve absorpsiyonu oldukga diisiik olan (mutlak oral
biyoyararlanimi yaklagsik olarak < % 0,002) lantan(yum) karbonat model ila¢ olarak
secilmistir. Lantan karbonat aktivitesini viicutta fosfati baglayarak gosterdigi igin
fosfat baglama aktivitesi yanit degisken olarak se¢ilmistir. Bu baglamda lantan
karbonatin mikrokristal/nanokristalleri hazirlanmis, kuru toz (sase) formiilasyonlar
gelistirilmistir. Bu islemlerin sonucunda fosfat baglama kapasitesinin artirilmasi ve
buna bagli olarak da hastalar igin terapotik anlamda ilagtan daha fazla yarar
saglanmasi hedeflenmektedir. Hazirlanan formiilasyonlarin performanslari; in-vitro

¢Oziinme deneyleri ve biyoaktivite calismalari ile test edilmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Mikronizasyon/Nanonizasyon ve Uygulama Alanlar

Nanoteknoloji terimi, ilk defa 1959 yilinda fizik¢i Richard Feynman’in
malzeme ve cihazlarin molekiler boyutlarda {iretilmesi ile nano yapilarin
oOlciilebilecegi ve yeni amaglar dogrultusunda kullanilabilecegini belirtmesiyle ortaya
cikmistir. Albert Franks, bilim ve teknoloji alanindaki 0,1 nm ile 100 nm arasindaki
buydklikleri nanoteknoloji olarak tanimlamistir (1, 2). Elan firmasi, US 7101576,
WO 2006/074218, WO 09/666539 numarali patentlerinde ise 2000 nm ve altindaki
partikiil bityiikliigiinii nanopartikiil olarak tanimlamaktadir.

Farmasotik alanda nanoteknoloji, son yillarda insan sagliginin molekiiler
boyutta diizenlenmesinde yaygin kullanilmaktadir. Nanoteknolojinin tip ve eczacilik
alaninda kullanimi; ilag iiretimi, teshis ve tedavide yeni alternatifler sunan bir
yaklagim olmustur. Nanoteknolojinin ila¢ alaninda yeni ve potansiyel uygulamalari;
diyagnostik cihazlarin ve ilag tasiyici sistemlerin gelistirilmesi, gen tedavisi gibi

konular1 icermektedir.

Alisilagelmis ilaglara gére mikronizasyon/nanonizasyon kullanilarak tiretilen
ilaglarin istiinliikleri, temelde partikil biiyiikliigiine dayanmaktadir. Nano boyuttaki
ilaglar, daha diisiik konsantrasyonlarda kullanilmakta, bunun yanisira terapotik

etkinin de erken baglamasini saglamaktadir (3).

Ozellikle son yillarda tedaviye sunulan etkin maddelerin  buyik
cogunlugunun sudaki ¢oziiniirliigii azdir. Buna bagli olarak da bu maddelerin
uygulamalarinda biyoyararlanim sorunlari sik karsilagilan bir durumdur. Suda
coziinlirliigi  zayif olan  ilaglarin  partikiil  biliytkligini  kiigiilterek
mikrokristallerini/nanokristallerini hazirlama teknigi son yillarda hizla gelisen

yontemlerden biridir.

Nanoteknolojiden yararlanilarak  birgok  yeni ilag tasiyict  Sistem

gelistirilmistir, bu sistemlere iliskin agiklamalar Boliim 2.2.”de verilmistir.



2.2. Yeni ila¢ Tasiyic1 Sistemler

Bir bilesenin bir baska kimyasal veya ila¢ uygulama aygiti veya sureci ile
salim hizin1 ve dokulara salimimi kontrol eden sistemlere “ila¢ tasiyici sistemler”
denir. Yeni gelistirilen molekdllerin giivenlik ve etkililigini artirmasi, yan etkilerini
azaltmasi, biyoyayarlanimlarini artirmasi nedeniyle ilag tastyici sistemlerle yakindan
ilgilenilmektedir. Son zamanlarda pek c¢ok ilag tasiyici sistem gelistirilmistir,
bunlarin basinda ise ilag tasiyici olan ve salimi kontrol eden bazi mikro ve
nanopartikiller ~ sistemler yer almaktadir (4). Mikropartikiler sistemler;
mikrokapsuller, mikrokireler ve mikrosiingerler olarak smiflandirilmaktadir.
Nanopartikiler  sistemler ise; nanokapsuller, nanokdireler, nanostngerler,
nanoemiilsiyonlar, kati lipit nanopartikiller, nanovezikuler sistemler molekler
sistemler (inkliizyon bilesikleri) ve nanokristaller olarak simiflandirilabilir. Bu
bolimde mikropartikiler ve nanopartikiiler sistemlere kisaca deginilmis,

mikrokristaller/nanokristaller ise ayrintili olarak ele alinmistir.
2.2.1. Mikropartiktler ve Nanopartiktler Sistemler

Eczacilik alaninda nanopartikiiller 1976 yilinda ilk olarak Speiser ve
Brirenbach tarafindan antikanser ilaglar ve as1 tasiyici sistemler igin gelistirilmistir
(5). Tanimlanmalar1 ¢cogunlukla boyut esasli ve nanoteknolojik uygulama alanina
gore (bilisim, insaat, tekstil, gida, ilag, kozmetik vb.) yapilmakla birlikte bu konuda
pek ¢ok farkli tamim kabul gormektedir. Uluslararast standardizasyon
organizasyonuna (International Organization for Standardization-1SO) gore
nanopartikil her (i¢ dekart diizleminde de biiyiikliigii 100 nm’nin altinda olan nano-
nesne olarak tanimlanmaktadir (6). Benzer sekilde Amerikan Ulusal Bilim Kurumu
da (National Science Foundation-NSF) nanoboyutu 1-100 nm arasi olarak
tamimlamakla birlikte (7) halihazirda daha genis bir aralikta (< 1000 nm) yapilan
caligmalar nanoteknoloji alan1 kapsaminda degerlendirilmektedir. Hatta “Nanoyap1”
taniminin diger diizlemlerdeki boyut dikkate alinmaksizin herhangi bir diizlemde
blytkligi 1 mikronun altinda olan kiiresel olmayan tasiyicilari isaret ettigi ifade
edilmektedir (8, 9). Yasal bir tanim yapilmamakla birlikte U.S. Food and Drug
Administration (FDA) tarafindan Haziran 2014’de yaymlanan ‘““Guidance for
Industry Considering Whether an FDA-Regulated Product Involves the Application



of Nanotechnology” baslikli kilavuzda ise ‘““Nanoteknoloji Grlnleri, nanoboyutta
maddeler iceren veya nanoboyutta maddeler kullanilarak iiretilen iiriinleri ve
bunlarla birlikte bu tiir maddeleri iceren veya iiretiminde bu tiir maddeler kullanilan
veya bunun disinda boyut-bagimli ézellikler veya fenomenler agisindan benzer

Ozellikler sergileyen drtnlerdir” seklinde tanimlanmaktadir (10).

Farmasotik alanda nanopartiklller etkin madde igerisinde hapsedilmis,
¢Oziindiiriilmiis, enkapsiile edilmis ve/veya etkin madde yiizeyine adsorbe ettirilmis
niteliklerde olabilen polimerik kolloidal partikuller olarak tanimlanir. Yapilarinda
cogunlukla polimerler bazen de lipidler veya polisakkaridler bulunmaktadir,
boyutlar1 10 ila 1000 nm arasinda degisir. Bir baska deyisle nanopartikiller,
genellikle dogal ya da sentetik yapidaki polimerlerle hazirlanan, partikil
biydklikleri 10-1000 nm arasinda degisen submikron (< 1um) kolloidal sistemlerdir.
Ayrica, Elan Firmasi oral yolla uygulanan etkin maddeler icin yaptiklari patent
bagvurularinda (US 7101576, WO 2006/074218, WO 09/666539 numaral
patentlerde) 2000 nm ve altindaki biiytikliikleri nanopartikil olarak tanimlamistir
(11-14).

Guntmuzde nanopartikuller, hidrofilik ve lipofilik 6zellikte kictik molekdl
agirhikli ilaglarm, proteinlerin, peptidlerin veya genler gibi makromolekullerin hedef
dokuya taginmasini saglamalar1 nedeniyle ilag tasiyici sistemler olarak oldukca ilgi
cekmektedir (15). Bu sistemler; ilaglarin hedeflendirilmesi, kanserli dokularda ilag
birikmesinin saglanmasi, oral biyoyararlanimin artirilmasi, hedef dokudaki ilag/gen
etkisinin uzatilmasi, intravaskiiler uygulamalar i¢in ilaglarin ¢6zundurilmesi,
Ozellikle peptid, protein ve nikleik asitlerin enzimatik parcalanmadan korunmasi
amaciyla kullanilir. Hiicre biiyiikliiglinden daha kiiciik olmalari ve nano boyutlari
sayesinde dokularin derinliklerine, ince kapillerler ve epitelyal fenestreleri daha
kolay gecerek penetre olur ve genellikle etkin bir sekilde hiicre i¢ine alinir. Bu da
istenen bolgeye ilacin etkin bir sekilde tasinmasini saglarken istenmeyen yan etkileri
de en aza indirir (16). Biyolojik olarak aktif makromolekdllerin, virtslerin,
membranlar ve protein komplekslerinin cogu dogal olarak nano-boyutta oldugundan
bu yapilarin hiicre membranlar1 ve proteinlerle etkilesiminin daha iyi olacagi

varsayilmaktadir (17).



Nanopartikiller; oral, nazal, topikal, pulmoner, parenteral, okdler ve bukkal
yollardan uygulanabilir. Etkin madde tasiyici sistemi olarak hazirlanan ve kullanilan
polimerik nanopartikiller pek ¢ok tstiinligii ile diger kolloidal yapili tasiyict
sistemlerden ayrilmaktadir (4, 11, 18). Polimer kullanildiginda, polimerik partikuler
yapi etkin maddeyi parcalanmaya kars1 korur. Uretim teknikleri genel olarak basit ve
kolaydir. Nanopartikiillerin polimerik yapisi, etkin maddenin hiicre veya dokulara
hedeflendirilmesini ve kontrollii salimini saglar. Kolaylikla sterilize edilebilirler ve
viicut sivilarinda kolayca pargalanabildikleri igin toksik etkileri azdir. Kan diizeyinde
olusabilecek ani yikselmeleri onleyerek etkin maddenin yan etkilerinin azalmasina
hatta etkililiginin artmasina neden olur. Kiigiik partikiil biiyiikliikleri ve genis yiizey
alanlar1 nedeniyle etkin maddenin ¢ozlintrligli artacagi i¢in kiiciik kapillere

penetrasyon artar ve dolayisiyla biyoyararlanimlari artar (18-24).

flag tasiyic1 sistemler iizerindeki ¢alismalar onceleri lipozomlar (izerinde
agirhk kazanmigsken gilinlimiizde nanopartikiiler sistemler iizerinde yogun olarak
calisilmaktadir. Lipozomlarin hazirlanma asamalarindan kullanilmalarina kadar
gecen surede, kimyasal ve fiziksel stabilitedeki sorunlart ve ayni1 zamanda yapisinda
icerdigi yiiksek miktarda yagdan dolayi allerjik reaksiyonlara yol agmasi gibi
nedenlerle bu tasiyict sistemlerden beklenen etki tam olarak saglanamamustir (19, 25,
26). Emilsiyon sistemlerinde ise, etkin maddenin yag damlaciklari ve kan arasindaki

dagiliminin yiiksek olmasi nedeniyle salim ¢ok hizli ger¢eklesmektedir.

Buna karsin, polimerik yapidaki kati partikiillerin  birgok {istlinliigi
bulunmaktadir (11, 27, 28).

e Saklama ve uygulama sirasinda diger ilag tasiyici sistemlere nazaran stabilite
sorunu ile daha az karsilasilmakta ve yavas bir bozunma ger¢eklesmektedir.

e Ozellikle mikron boyutun altindaki polimerik etkin madde tasiyicilari, salim
profilinde degisikliklere neden olabilir.

e Plazma ila¢g dlzeyinde olusabilecek ani ylkselmeleri o6nleyerek etkin
maddenin yan etkilerinin azalmasina ve hatta etkililiginin artmasina neden
olur.

e Etkin maddenin raf dmriniin uzamasina imkan tanir ve etkin madde yiikleme

etkinliginin artmasini saglar.



Hiicre icerisine etkin maddeyi yiiksek verimde tasiyabilmeleri igin

nanopartikillerde istenen baz1 6zellikler (4, 11);

e Biyolojik olarak viicutta parcalanabilmeli,

e Etkin maddeyi hedef bolgeye tasiyabilmeli ve etkin maddenin salim hizim
kontrol edebilmeli,

e Tasiyict makromolekiil toksik olmamali ve olustugu monomerik yapida
toksik etki gostermemeli,

o Yeterli derecede etkin madde yukleme kapasitesine sahip olmali,

e Raf omrii 30° C’nin altinda en az bir y1l olmali,

e Genellikle parenteral yolla uygulandiklari i¢in sterilitesi saglanmis olmali ve

vicut igerisinde herhangi bir emboli riskine neden olmamalidir.

Mikrokristaller/Nanokristaller

Oral yoldan alinan kati dozaj sekilleri sistemik etki gosterebilmek icin dnce
mide-bagirsak ortaminda ¢Ozunmelidir. Bu nedenle, ilaglarin mide-bagirsak
kanalinda ¢oziinme hizlar ilaglarin emilme hiz ve derecelerini etkilemektedir. Bir
ilag etkin maddesinin emilimi, ilacin uygulandigi yerden kan ve lenf dolasimina
gecmesidir. Emilen miktar; etkin maddenin fizikokimyasal 6zelliklerine, farmasotik
dozaj seklinin 6zelliklerine ve fizyolojik etkenlere bagl olarak degismektedir. Ilac
etkin maddesinin mide-bagirsak kanalindan tamamen emilmesi igin tamaminin
cozinmesi gerekmektedir. Bir etkin maddenin sudaki ve diger ortamlardaki
¢ozinirligiiniin bilinmesi formiilasyon gelistirme ¢alismalari igin oldukga énemlidir,
zira sadece ¢oziinmiis olan ilag etkin maddesinin iyonik olmayan kismi (non-iyonize
hali) emilir ve dolasima gegerek viicutta etkisini gosterir. Kisaca, ilag etkin
maddesinin biyoyararlanimi ¢6ziintirligii ile iliskilidir. Bu nedenle, suda ¢oztiniirliigi
az olan veya olmayan ila¢ etkin maddelerinin oral biyoyararlanimlar1 distiktiir
(29, 30). Suda az c¢Ozinen ila¢ etkin maddelerinin mide-bagirsak sivilarinda
coziinmeleri uzun siirede gerceklesecek, ¢oziinme hizi diisiik olacak, buna bagh
olarak da etkin madde tamamen c¢oziinmeyeceginden etkisini gosteremeyecektir.
Diisiik ¢Oziiniirlikteki ilaglarin  geleneksel yodntemler ile tasarimi yapilirsa

performanslar1 diizensiz ve degisken olabilir. Etkin maddenin diisiik ¢6ziiniirliikte



olmasi sadece formiilasyon tasarimi ve klinik testler i¢in degil, ayn1 zamanda
farmakolojik aktivite i¢in de ¢ok Onemlidir. Bu nedenle yeni gelistirilen birgok
yontem 1ile disik c¢oziintrlikteki yeni molekiillerin performansi artirilmaya
calisiimaktadir.  Etkin  maddenin  tuzunun  olusturulmasi, mikronizasyon,
nanonizasyon, yardimci ¢oziicii, ylizey etkin madde eklenmesi veya siklodekstrin ile
kompleks  olusturulmasi  bu  yobntemler arasinda  siralanabilir  (31-34).
Mikrokristal/nanokristal teknolojisi ile ¢oziinen etkin madde miktarinin artirilmasina
bagli olarak biyoyararlanim artar, yan etkiler ilag konsantrasyonu ile genellikle
orantilt oldugundan, etkin madde konsantrasyonunun azalmasi hasta giivenligini
artirir (35).

Intrinsik ¢oziiniirliik, bir maddenin i¢inde ¢oziindiigii ¢dziiciiniin litresi basina
mol sayis1 olarak acgiklanabilir. Coziicii ve c¢ozelti arasindaki denge genellikle
25°C’lik o6zgiil sicaklikta siirdiiriiliir. Birimler genellikle mol/L, mg/mL veya ppm
olarak ifade edilir (23). Cozuniirliigi etkileyen etkenler; pH, yardime ¢oziicii, yiizey
etkin madde, sicaklik ve partikiil biiytikliigiidiir. Bu etkenlerin degistirilmesi ile etkin

maddelerin ¢oziinlirligl degistirilebilir.

Cozlinme hizi ise, birim zamanda oral kati dozaj seklinden c¢oziinerek
¢Oziinme ortamina gecen etkin madde miktaridir. COzinme hizi ilk defa Noyes-
Whitney tarafindan 1897 yilinda tanimlanmistir. Céztiinme hizini etkileyen etkenler
ise; karigtirma, sicaklik, viskozite, yizey etkin maddeler, kristal sekli, ortamin pH’s1
ve partikul biytiklugtdiir (29, 36).

de _ =Gy

dt AXDX (CT) (2.1)

dc/dt : Birim zamanda ¢6zeltiye gecen kat1 miktart (¢6ziinme hizi)

D : Etkin maddenin diflizyon katsayisi

A . Etkin maddenin yiizey alani

Cs : Kat1 maddenin ¢6ziinme ortamindaki doygunluk konsantrasyonu
Cx : Baslangi¢ konsantrasyonu

h : Difuizyon mesafesi



Noyes-Whitney esitligine gore ¢dziinme hizi, ortamla temas halinde bulunan
etkin maddenin ylzey alani ile dogru orantilidir (Esitlik 2.1). Etkin madde partikil
blytikliglindeki degisime bagl olarak spesifik ylizey alan1 da degiseceginden, ilacin
viicut sivilarinda ¢6ziinme hiz1 degisir (Esitlik 2.2). Bu temel bilgilerden hareketle,
¢ozinlrligli az olan veya olmayan etkin maddelerin ¢6ziinme hizlart ve
biyoyararlanimlar1 partikiil biyiikliigi kiigiiltiilerek yiizey alanindaki artisa baglh

olarak artirilabilir.

Sw=— (2.2)

Sw  : Spesifik yiizey alani
p : Partikdllerin gercek dansitesi

d - Partikiil ¢ap1

Gunumuzde tedavide kullanilan birgok ilag, ¢cok diisiik ¢oziiniirliige ve buna
bagli olarak da diisiik oral biyoyararlanima sahiptir. Yapilan arastirmalara gore
kullanimda olan ilag etkin maddelerinden % 40’1nin, arastirma asamasinda olanlarin
ise % 60’min sudaki ¢oziiniirligi ¢ok distiktir (37-39). Sudaki ¢oziiniirliigiiniin
diisiik olmasi da bu etkin maddelerin kullanimlarinda sorunlar olusturmaktadir. Suda
¢ozUnlrligt az olan ilaglar, bireylerarasi ve birey i¢i degiskenlikler nedeniyle hasta
uyuncu ve farkli emilimlerden dolay:r ciddi olumsuz Klinik etkiler gosterirler.
Coziintirlikleri az olan ilaglarin ¢dziinme hizlar artirildiginda biyoyararlanimlari
olumlu yonde artacaktir. Diisiik ¢oziinlirlige ve yiiksek gegirgenlige sahip olan ve
Biyofarmasotik Siniflandirma Sistemi (BCS)’ne gore Simif I1’de yer alan ilaglar
kolayca c¢Ozinmez ve bu nedenle vyeterli derecede emilemeyebilir. Mikron
boyutundan daha kuglk partikuller formule edilerek yilizey alani artirilabilir ve

boylece ¢ozliinme hizi, dolayisiyla biyoyararlanim artirilabilir (40-42).

Bir etkin maddenin gegirgenligi dogrudan insan bagirsak membranindan
gerceklesen kiitle transferine ya da dolayli olarak insanlardan etkin maddenin emilme
derecesine dayanmaktadir. Bu o6l¢iit, farmakokinetik c¢aligmalarla saptanabilir ve

verilen dozun absorpsiyon derecesi % 85 ya da fazlasi ise o etkin maddenin yiiksek



gecirgenlik gosterdigi kabul edilir (43). Yukarida da belirtildigi gibi sudaki
¢cozinlirliigl az olan veya olmayan molekillerin alisilagelmis yontemler kullanilarak
uretilen formilasyonlarinda, gerek klinik Oncesi c¢alismalar1 gerekse klinik
caligmalarinda yiiksek degiskenlik g6zlenmektedir. Bu tiir etkin maddelerle
hazirlanan dozaj sekilleri genellikle hastanin aglik ve tokluk durumundan da
etkilenir. Bu da, uygun olmayan dozlamaya ve diisiik biyoyararlanima neden olur
(24, 44, 45). Bu sorunlar1 ortadan kaldirmak i¢in; pH, ylzey etkin madde (46),
yardimcr ¢oziicti, dielektrik sabiti, partikil buytkligi (47), kompleks olusumunun
etkileri (48) ve kimyasal olaylar aragtirilmalidir. Coziiniirliik, ¢6ziinme hiz1 dolayisi
ile oral biyoyararlanimi artirmak igin uygulanan tekniklerin biyik bolumi etkin
maddelerin belirli fizikokimyasal ozelliklere sahip olmasindan dolayr smirh
kullanima sahiptir (37). Cozlnmeyi artirmak i¢in uygulanan yontemlerden biri de
amorf kat1 dispersiyonlarin hazirlanmasidir (49). Teorik olarak bu sistemler,
¢cozlinmeyi artirmak igin uygulanan uygun yontemlerden biridir, ancak amorf
durumdaki molekiiller termodinamik olarak dayanikli degildir; saklama sirasinda
kristal sekle doniisebilirler (50, 51). Ayrica erime derecesi oldukga yiiksek olan veya
dekompoze olup tayin edilemeyen etkin maddelerin kati dispersiyonlarinin
hazirlanmas1 miimkiin gézilkmemektedir. Bu nedenle, kati dispersiyonun yerine ilag
mikrokristalleri/nanokristalleri hazirlanabilirse kristal fazin dayanikli olmasina bagh
olarak bir istiinlik saglanmis olacaktir. Mikrokristal/nanokristal teknolojisi,
¢Oziinme hizin1 kat1 dispersiyonlardaki gibi amorf yapisindan dolay1 artirmamakta,
kristal yapili etkin maddenin partikiil biiyiikligiinii submikron/nano boyuta indirerek
yiizey alaninin artirilmasina bagli olarak ¢6ziinme hizinda artmaya neden olmaktadir

(52-54).

Mikrokristaller/nanokristaller  ¢esitli ~ yontemlerle  partikil ~ boyutu
submikron/nano diizeye indirgenmis, kristal yapidaki ila¢ etkin maddeleri olarak
tanimlanir. Bu yapilar ilag tasiyici Sistemlerden ayiran en belirgin 6zellik, neredeyse
tamamen ilag etkin maddesinden olusmalaridir. Ustiinliikleri oral biyoyararlanimi
artirarak hizli etki goOstermeleri, yiiksek biyoyararlanimdan dolayr dozun
azaltilabilmesi, organik ¢oziicii kullanilmamasi, tiretim seklinin ve uygulanmasinin
kolay olmasi, suda ¢oziinme sorunu olan ilaglarin hazirlanabilmesidir (53, 55-57).

Nanokristal formiilasyonlar1 ile ¢dzlinmeye bagli olarak yiiksek dozlarda azalan
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biyoyararlanimda artis saglanarak doz orantisalligi saglanabilir, aclik ve tokluk

biyoyararlanimlari arasindaki degiskenlik azaltilabilir (58-61).
Mikrokristal/Nanokristal Hazirlamak i¢cin Kullamilan Yontemler

Son yillarda mikronizasyonun/nanonizasyonun Oneminin pek ¢ok farkli
alanda oldugu gibi farmasotik alanda da artmasindan sonra, farkli etkin maddeleri
iceren nanoformiilasyonlarin/nanosistemlerin gelistirilmesi ilgi ¢eken bir konu haline

gelmistir.

Farmasotik endustride uygulanan islemlere gbre kesme, parcalama, ezme,
dagitma, ufalama ve toz etme ile etkin maddeler istenen partikiil biiyiikliigiine
getirilebilir (62). Partikll biyiikliigii ve dagilimi eczacilik alanininda formiilasyon
gelistirme asamasinda oldukc¢a 6nemlidir. Partikiil blyiikligi dagilimmi saptamak

icin kullanilan yontem dinamik 1s1k sagilimi1 (DLS) yontemine dayanur.

Ilag mikrokristal/nanokristal formiilasyonlarmin iiretim teknikleri; yukaridan
asagiya ve asagidan yukariya teknolojileri olmak Uzere ikiye ayrilir. Asagidan
yukariya teknoloji ¢oktlrme yonteminden, yukaridan asagi teknoloji ise 6gilitme ve
homojenizasyon yontemlerinden olusmaktadir. Ayrica pulskirterek kurutma,
kombine yaklagimlar ve kimyasal sentezler olmak iizere farkli teknikler de
uygulanmaktadir. “Asagidan yukariya” teknoloji molekiille baslar; etkin madde
cozicl eklenerek ¢ozindurilur ve c¢ozlcl ugurularak ¢oktiirilir. “Yukaridan
asagiya” teknolojide ise, degisik tipte degirmenlerin kullanildigi dagitma yontemleri
uygulanmaktadir. ilag¢ mikrokristallerini/nanokristallerini olusturmak igin iki ana
dagitma teknigi vardir. Bu tekniklerden biri, degisik homojenizasyon tipleri ile
yiiksek basingli homojenizasyon yontemi, digeri ise bilyali degirmen yontemidir.
Yiiksek basingli homojenizasyon, nanosiispansiyon elde etmek ig¢in siklikla
kullanilan bir yukaridan asagiya mekanik Oglitme yontemidir. Bu ydntemle
ogiitiilmek istenen materyal, ¢oziinmedigi bir sivi igerisinde disperse edilir. Cihazin
uyguladig1 basing ile belirli por ¢aplarina sahip chamber’dan gecen dispersiyon
igerisindeki partikiillerin kiigiilmesi saglanir (63-67). Tez ¢alismalar1 kapsaminda ise
agirlikli olarak bilyali degirmen ile ilgili formiilasyonlar hazirlanmis, bu kisimda

ilgili 6gilitme stireci ayrintili olarak verilmistir.
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Ogiitme ile Mikrokristal/Nanokristal Hazirlanmasi

Ogiitme  islemini  gerceklestirebilmek  igin  degisik  ogiitiiciiler
kullanilabilmektedir. Ogiitme islemi ile partikiiller ayn1 biiyiikliige getirildiginden
karistirma islemi daha kolaylasir, akis Ozellikleri dizelir, kapsiil/sase dolum veya
tablet basimi kolaylasir (68).

Ogiitmede kullanilan alet ve dgiitiillen materyalin tipine gore, Ogiitiiciiler ve

partikiil biiytikliigii arasindaki iliski asagidaki gibidir (29, 36).

= Kaba 6giitme yapan ogiitiiciiler (Cekicli eziciler, Donen eziciler);
Ogiitiilen partikiillerin partikiil biiyiikliikleri 840 pm (20 mesh)’den daha
blyuktdr.

= Orta derecede ogiitme yapan ogiitiiciiler (Donen Kesiciler, Cekicli ve
donen degirmenler, ezici degirmenler); Ogiitiilmiis partikiillerin partikiil
blyudklikleri 74 — 840 um (200 — 20 mesh) arasindadir.

»ince derecede 6giitme yapan égiitiiciiler (Cekicli degirmenler, bilyah
degirmenler, dagitict degirmenler, doviici degirmenler, jet
degirmenleri ve kolloit degirmenler); Ogiitiilmiis partikiillerin partikiil
biiyiikliikleri 74 pm (200 mesh)’den daha kiguktur (29, 36).

Tez ¢aligmalarinda 6giitme amaciyla kullanilan bilyali degirmen Sekil 2.1°de

gosterilmistir.

Sekil 2.1. Bilyali1 degirmen. (69).

Bilyal1 degirmen, partikiillerin kuru olarak veya siispansiyon ic¢indeyken
ogiitiilmesini ve homojen partikiiller elde edilmesini saglayan mekanik bir

mikronizasyon yontemidir. Bu yontemde g¢esitli malzemelerden yapilmig farkli
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boyutlarda bilyalar kullanilmaktadir. Ogiitiicii hazne paslanmaz celik, porselen veya
sert malzemeden, icindeki bilyalar ise porselen, cam, zirkon oksit, paslanmaz celik,
krom, agat veya 0Ozel polimerlerden (Uretilmis malzemelerden yapilmistir. Bu
bilyalarin yapildig1 malzemenin cinsi olduk¢a onemlidir. ila¢ etkin maddeleriyle
etkilesimi en az diizeyde olan agat oldugu i¢in, ¢alismamizda da farkli boyutlarda
agat bilyalar kullanilmistir. Segilen bilyalar dgiitiilecek kuru toz veya suspansiyon ile
birlikte cihazin haznesine yerlestirilmektedir. Cihaz ¢alistirildiginda hazne, istenen
hizda (rpm) ve siirede donmekte, buna bagli olarak da hazne i¢indeki bilyalar hareket
etmektedir. Hazne duvan ile bilyalar arasinda veya iki bilya arasinda sikisan
partikiiller 6giitiilmektedir ve bu islemin sonucunda tozlarin partikiil biyiikliikleri
mekanik enerji uygulanmas ile kiigiilmektedir. Doniis hizi ve islem siiresi basta
olmak tizere; bilyalarin sayisi, biytikliigii, 6giitiilen toz miktar1 veya siispansiyon
miktari, siispansiyonun kati igerigi gibi parametreler elde edilecek partikiil
Ozelliklerini etkilemektedir. Bilyali degirmenlerde 0glitme tiizerinde en Onemli
etkenlerden biri de bilyalarin biiytikligiidiir. Kiiclik captaki bilyalarla 6gilitme siiresi
uzarken daha kiigiik partikiiller elde edilir. Bu degirmenlerin ¢alismasinda 6giitme
haznesinin doniis hizi da oldukga 6nemlidir. Eger doniis hizi ¢ok diisiik olursa,
bilyalar tam donemeyeceginden tam &giitme yapilamaz. Doniis hizi ¢ok yuksek
olursa merkezkac¢ kuvvetinden dolay: bilyalar silindirin kenarinda kalacagindan ve
tozlarin tlizerine diismeyeceginden 0giitme gerceklesemez. Ayrica, 68ilitme haznesine
konulacak bilyalarin hacminin, 6glitme haznesi hacminin % 30 — 50’si arasinda
olmasina dikkat edilmelidir. Bilyali degirmen yontemi, siirtiinme ile 6giitme esasina
dayandigi icin islem sirasinda 1s1 agiga ¢ikabilmekte; bu durum, 6giitiilen maddelerin

stabilitesi Uzerinde olumsuz etkilere yol acabilmektedir (36, 70).

Bilyali degirmenin ¢alisma mekanizmasinin sematik gosterimi Sekil 2.2.”de

verilmistir (71).
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Hazne doniis yonii Hazne doniis yonii

Sekil 2.2. Bilyali degirmen ¢alisma mekanizmasi. (71).

G. Liversidge ve arkadaslarinin gelistirdigi ve Elan firmasi1 tarafindan
kullanilan bilyali degirmen yontemi ile hazirlanan piyasadaki ilk ilaglar
Rapamune® tablet ve Emend® kapsiildiir. Bu yontemdeki baslica sorun; bilyalarin ya
da haznenin asinmasi sonucu iriiniin kontamine olabilmesidir. Bu nedenle, bu
calismada Ggiitme siiresi ve 6glitme materyali ¢ok dikkatli segilmistir. Yizey etkin

madde veya polimer kullanarak bu etkilesme en az diizeye indirilmistir.

Bilyali degirmenin kullanildigi Nimesulid etkin maddesinin Pluronic F127 ile
nanokristallerinin hazirlanmasini takiben uygulanan liyofilizasyon islemi ile partikiil
blyukliugiinin anlaml bir sekilde kiigiildigii ve buna bagli olarak etkin madde

¢ozinlrligliniin arttig1, gegirgenliginin ise degismedigi bulunmustur (53).

Jinno ve ark. (72) g¢alismalarinda, silostazol stispansiyonu cekicli degirmen ve
jet degirmen kullanilarak o6gitiilmiis, silostazolin kodpeklerdeki biyoyararlanimina
partikiil biyiikliigiiniin etkisi incelenmistir. Caligma sonucunda a¢ ya da tok durumda
ilag alinmasinin ¢oziinme hizini etkiledigi ve oral biyoyararlanimi degistirdigi
bulunmustur. Ayrica, standart yiiksek yagli bir kahvalti etkin maddenin emilimini
artirmisg, bu artis maksimum plazma konsantrasyonunda yaklasik % 91, egri altindaki
alanda ise (EAA) yaklasik % 24 olmustur. X-1sin1 analizleri, silostazolin Kristal
seklinin degirmen kullanildiginda bozulmadigini géstermis, degirmenle islem sonucu
hicbir kimyasal degisim bulunmamistir. In-vitro ¢6ziinme hizinda ise partikiil

bliyiikliigliniin azalmasina bagli olarak artig saptanmustir.
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Oral Yolla Uygulanan Mikrokristal/Nanokristal Formiilasyonlarinn
Ustlinlikleri ve Uygulama Alanlari

Oral yolla alinan mikrokristal/nanokristal formiilasyonlarinin bir¢ok

istiinliigii vardir.

e Oral biyoyararlanimi artirir,

e Hizh etki gosterir,

e Doz orantisalligini iyilestirir,

e Yiiksek biyoyararlanimdan dolay1 doz azaltilabilir,

e Su bazli olabilir, organik ¢6ziicti kullanilmayabilir,

e Tiim dozaj sekillerine uygulanabilir,

e Uretim sekli ve uygulamasi kolaydir,

e Olgek biiyiitme isleminin uygulanabilirligi kolaydir,

e Suda ¢ozinirligi az olan lipofilik ilaglarda goézlenen aghik ve tokluk
durumlarindaki biyoyararlanim farkliligi mikrokristal/nanokristal teknolojisi
ile azaltilabilir (48, 73-75).

Mikrokristal/nanokristal formiilasyonlarinin ustiinliiklerine iliskin

arastirmalardan 6rnekler asagida sunulmustur.

Suda ¢Oziniirliigh az olan ilaglarin nanoformiilasyonlar1 gelistirilerek
¢ozlinme hiz1 ve biyoyararlanimlart artirilmasinin (76) yanisira 6glitme yontemi ile
hazirlanan formilasyonlarda ila¢ etkin maddelerinin partikiil biiytikliigiinin azaldigi
ve ylzey alani arttig1 igin, ¢Oziinme hizi ve biyoyararlanimlarinin arttigi
belirlenmistir (24, 42, 77-79).

Siklosporin A (CsA) ile yapilan bir ¢aligmada; stabilizan olarak Poloksamer
407, ogiitme ortami olarak zirkonyum oksit bilyalar1 ve distile su kullanilarak
ogiitme teknigi ile CsA nanoslispansiyonlari hazirlanmistir. Formiilasyonu optimize
etmek amaciyla partikiil blyilikligi dagilimi, yiizey morfolojisi, ilag-stirfaktan
etkilesimi, ilag icerigi, doygunluk ¢oziiniirliigii, osmolarite ve stabilite arastirmalari
yapilmistir. Sonug olarak; 213 nm boyutunda kuresel, doygunluk ¢ozunurlugii 5,69

kat artmis olan, 2-8°C’de stabil nanokristaller elde edilmistir. Albino siganlarda
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yapilan in-vivo caligmalarda ise; ticari Urline gore daha uygun farmakokinetik

parametreler bulunmustur (80).

Sardorood ve ark. (81) yapmis oldugu bir ¢alismada ise; transplantasyonda
yaygin kullanilan ilaglardan biri olan CsA’nin sudaki ve viicut sivilarindaki
¢Ozlinirliigiini artirmak amaciyla nanosiispansiyonu hazirlanmistir. Stabilizan olarak
polivinil prolidon (PVP) kullanilarak hazirlanan nanoslspansiyonlar puskurterek
kurutulmustur. Karakterizasyon ¢alismalarinin ardindan, intestinal sivilarda ¢éziinme
caligmasi yapilmistir. % 100 verim ile elde edilen nanosiispansiyonlarin ortalama
partikiil biytikligii 250 + 15 nm, polidispersite indeksi 0,1’den az bulunmustur,

¢cOzunme bulgulari ise uygun sonug vermistir.

Gonllii hastalar tizerinde paklitaksel nanokristali ve piyasa preparati Taxol®
uygulanmis ve zamana bagl olarak tiimor agirligindaki azalma izlenmistir. Bu
calisma sonucunda, paklitaksel nanokristalinin uygulandig: hastalarda akciger tiimor
agirligim kontrol grubuna (hig tedavi gérmeyen) ve Taxol® alanlara gére cok daha

az oldugu belirlenmistir (82).

Budenosidin ticari preparati ile nanokristal formiilasyonunun bronglara ve
akcigerlere ulagsmasimna yonelik yapilan bir ¢aligmada nanokristal teknolojisi ile
uretilen formilasyonda solunan fraksiyon % 60 iken piyasa preparatinda % 27 olarak

bulunmustur (73).

Bir baska ¢alismada ise, naproksenin ticari preparatlarinin maksimum plazma
konsantrasyonuna ulasmalar1 3—4 saat alirken, naproksen nanokristal formilasyonu
ile 20 dakikada maksimum plazma konsantrasyonuna ulasildigi goriilmiistiir. (24,
73).

Aprepitant (EMEND®) guclu bir P/norokinin 1 (NK1) reseptdr antagonistidir;
bu madde ile yapilan klinik 6ncesi tablet formiilasyonu g¢aligmalarinda, besinlerin
emilime etkisi arastirilmistir. Nanokristal formulasyonu ile hem besinlerin ilag
emilimi tizerindeki etkisi ortadan kaldirilmis, hem de biyoyararlanim 6nemli 6lglde
artirlmugtir.  ilag partikiillerinin  biiyiikliigiiniin, mikrondan mikron altina veya

nanometreye azaltilmasinin biyoyararlanimi 6nemli derecede artirdigi belirtilmistir

(83).
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Mikrokristal/nanokristal halde ticari olarak piyasada yer alan Grunler ve
Ozellikleri Tablo 2.1.’de verilmistir. Piyasayadaki ilk iiriinler arasinda yer alan
Rapamune®, Emend® Tricor® ve Megace ES®, Elan Nanosystems tarafindan
gelistirilmis olan NanoCrystal® teknolojisi ile hazirlanmistir (84-86). Son yillarda ise
Iroko Pharmaceuticals firmasi tarafindan “SoluMatrix™ Fine Particle Technology”
olarak adlandirilan teknoloji (iCeutica firmasi tarafindan gelistirilmistir.) kullanilarak
Zorvolex®, Tivorbex® ve Vivlodex® driinleri, FDA tarafindan onay alinarak
ruhsatlandirilmistir. Ayni teknoloji kullanilarak gelistirilen osteoartrit iligkili kas-
iskelet agrilarina yonelik naproksen etkin maddeli iiriin ile kas gevsetici ozellikte
metaksalon etkin maddeli iirlinlerin Faz III klinik ¢alismalar1 ise devam etmektedir.
“Solumatrix Technology”, ila¢ etkin maddelerinin partikil biydkltklerinin orijinal
boyutlarindan yaklasik 10 ila 200 kat daha kiigiik olan mikron alti partikillerin
(submikron diizeyinde) elde edilmesine yoneliktir. Partikiil biiylikliigliniin submikron
dizeyine indirilmesi i¢in kombine ogiitme islemleri uygulanmaktadir. Partikil
biiyiikliigiindeki bu azalma, daha hizli ¢oziinmeye yol acan daha ylksek bir ylizey
alan1 saglamaktadir. BOylece biyoyararlanimin artirilmasi, plazma ila¢ diizeyinde
olusabilecek ani yikselmelerin Oniline gegilerek yan etki ve etkililigin artirilmasi ve

emilim Uzerine yiyecek etkisinin ortadan kaldirilmasi saglanmaktadir (87,88).



Tablo 2.1. ilag mikrokristali/nanokristali iceren ticari preparatlar (86, 89-91).
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Etkin Madde Dozaj Formu Endikasyon Ticari isim On?é/[;r :)”h' Firma
Siklosporin Yumusak jelatin kapsl Immiin baskilayici ajan Sar’ll(llgrparpgne 1995 Novartis
Siklosporin Sert jelatin kapstil Immiin baskilayici ajan Gengraf® 2000 Abbvie

Sirolimus Tablet Immiin baskilayici ajan Rapamune® 2000 Pfizer (Wyeth)
Apprepitant Kapsil Antiemetik Emend® 2003 Merck
. . o . .. . e Fournier Pharma,
Fenofibrat Tablet Hiperkolestrolemi, dislipidemi tedavisi Tricor 2004 Abbott Labs
Fenofibrat Tablet Hiperkolestrolemi, dislipidemi tedavisi Triglide® 2005 Sciele, Shionogi
Pharma Inc.
Megestrol asetat Nanosuspansiyon Kanser/AIDS hastalarinda kilo kaybini 6nleyici etki Megace ES® 2005 PAR Pharmaceuticals
Tablet Invega®
P%'é?ﬁqri'ti?n Tablet Sizofreni tedavisi Sustenna® 2009 Janssen
Siispansiyon igeren kullanima xeplion®
eplion
hazir sirmga
Ritonavir Yumusak jelatin kapsl Anti-retroviral (anti-HIV) Norvir® 2010 Abbvie
Diklofenak Kapsil Osteoartirit agr 11ar1t:§a}\1/?§£él: orta akut agrilarm Zorvolex® 2013 Iroko Pharmaceuticals
Indometasin Kapsul Yetiskinlerde hafif ila orta akut agrilarin tedavisinde Tivorbex® 2014 Iroko Pharmaceuticals
2%?;3:2” Enjektabl siispansiyon Malignant hipertermi Ryanodex® 2014 Eagle Pharmaceuticals
Meloksikam Kapsul Osteoartirit agrilarinin tedavisinde Vivlodex® 2015 Iroko Pharmaceuticals
Algﬁ:grkzzifl Komm;ég;;:s%g?ektabl Sizofreni tedavisi Aristada® 2015, 2017 Alkermes Inc.
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2.3. Hiperfosfatemi ve Fosfor Baglayici1 Tedaviler

Fosfat birgok hucre islemlerinde kritik bir 6neme sahiptir, ayrica kemigi
guclendirmek icin iskeletin en 6nemli bilesenlerinden biridir. Fosfat, DNA ve RNA
yapimi icin ndkleik asitlerin énemli bir bilesenidir. Fosfatin bagli bulundugu ATP
bitun hicrelerin gorevleri icin gerekli olan enerjiyi tagir. Fosfat kemikte, serumda ve
tirede tampon olarak gorev alir. Enzimler ve proteinlere eklenen veya ¢ikarilan fosfat
gruplar1 bunlarin aktivitelerini diizenler. Biitiin bu genis etkilerinin yaninda, fosfat
dengesinin saglanmasi zor bir islemdir. Biitiin viiciittaki fosfatin gogunlugu (% 85)
kemikte, ekstraseluler matriste mineral olarak bulunur. Fosfat hicre i¢i anyonudur,
kabaca 100 mmol/L konsantrasyonundadir. Cogu hiicre i¢i fosfat protein ve lipidlerle
ya kompleks kurmustur ya da onlara baglidir. Ayrica hiicre i¢i fosfat kaynagi
hepsinde degilse bile ¢ogu hiicre islevinde esastir, hiicre i¢i fosfat konsantrasyonu
hiicre digindakinden daha fazladir. Fosfat hiicre igine kolaylastirilmig transportla
girer (92, 93).

Normalde kanda iyonize kalsiyumun diismesi durumunda parathormon (PTH)
salgilanmasi artar ve bu hormon renal tiibiiler kalsiyum reabsorbsiyonunu artirir,
fosfor reabsorbsiyonunu azaltir, bdylece kalsiyumu arttirici, fosforu azaltict yonde
etki eder. Tiim bu etkilerle artmis olan kalsiyum ise PTH salgilanmasin1 baskilayarak
sistemin kontroliinii saglar. Normal insanda tiim bu etkilerin toplami kan
kalsiyumunun (Ca) ve fosforun (P) istenen fizyolojik dizeylerde kalabilmesini
saglar. Glomeriiler filtrasyon hizi (GFR) 25-30 mL/dk civarina indiginde ya da
kalsiyum-fosfor-PTH ekseninde sorunlar ortaya g¢ikmaya basladiginda diyetteki
fosfordan zengin gidalarin giinliik alim degeri yariya diiserek 650-1000 mg'a kadar
inecektir (94).

Hiperfosfatemi diyaliz hastalarinin % 50'sinden fazlasinda gorilen ciddi bir
sorundur. Sekil 2.3.’de de gorildigi iizere Hiperkalsemi ile mortalite riski
artmazken, fosforun iyi kontrol edilememesi ile son donem bdbrek yetmezligindeki
(SDBY) morbidite ve mortalite arasinda belirgin bir iliski ortaya ¢ikmaktadir (95,
96).



Mortalite
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Sekil 2.3. Mineral metabolizma bozuklugu parametreleri ve mortalite (95, 96).

Hiperfosfatemi varliginda hastaneye yatis ve erken oliim orani artarken,
yasam kalitesinin diistigii ve tedavi maliyetinin arttig1 gosterilmistir (97-99). Fosfor
duzeyinin 6,5 mg/dL'nin iistiinde olmas1 durumunda risk artmaktadir, 7,9 mg/dL'nin
Uzerinde bu oran belirgin bir hal almaktadir (p<0,0001). Kalsiyum ve fosfor
carpiminin (Ca X P) > 70 mg/dL olmasi ile 6lim riski % 34 oraninda artis
gdstermistir (99). Oliim riskindeki bu artisin nedeni agik degildir. Hiperfosfateminin
sekonder hiperparatiroidiye neden olmasi veya onu agirlastirmasi bir neden olabilir.
Hiperfosfatemi, Ca ve P carpimini artirarak kalp dokusunda kalsiyum fosfat
depolanmasi olusturmakta, bunun sonucunda miyokardial hasar, koroner arter
hastaligi ve kardiyak 6lim meydana gelmektedir (100). Sirekli ayaktan periton
diyalizi (SAPD) hastalarinda daha diisik Ca x P degerlerinde (55 mg/dL) bile
kardiyak Kkalsifikasyonlar gorulebilmektedir (101).

Bunlara ek olarak, hiperfosfatemi PTH sentez ve sekresyonunu artirir (98).
Bunu paratiroid bezleri Gzerine olan dogrudan ve dolayl etkileri ile gerceklestirir.
Fosfordan diisiik diyetle beslenen siganlarda PTH mesajct RNA (MRNA)
duzeylerinde post transkripsiyonel bir azalma gozlenmistir (102). Bobrek hastaligi
ilerledikce gelisen hiperfosfatemi, hipokalsemi ve kalsitriol eksikligi; PTH

sekresyonunu uyarir ve paratiroid hiicrelerinin ¢ogalmasina neden olur (103). Llach,
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hiperfosfateminin PTH-kalsiyum egrisini, kalsiyumun esik noktasinda (Set point)
oldugu gibi, saga ¢evirdigini gostermistir (104). Esik noktasi, PTH sekresyonunu
% 50 oraninda baskilamak igin gerekli olan kalsiyum iyonu konsantrasyonudur.
Fosfor seviyesindeki ylkselme PTH seviyesinde yiikselmeye neden olacak, bdylece
baskilamak igin gerekli kalsiyum konsantrasyonu yukselecektir. Hiperfosfatemi,
muhtemelen paratiroid hicrelerde Vitamin D reseptér downregulasyonu ile
kalsitrioliin PTH'u baskilayici etkisine Karsi bir direng olusturur ve bu yiizden daha
yuksek dozlardaki vitamin D'ye bile yanit alinamayabilir. Serum fosfor seviyesi 7-
7,5 mg/dL'nin Uzerine ¢ikinca oral veya i.v. Kalsitriol ile PTH sentezi inhibe
edilememektedir (104-106). Yani hiperfosfateminin paratiroid bezleri Gzerine etkili
olmasinin 2 klinik 6nemi vardir:

1. Sekonder hiperparatiroidiyi kotiilestirir.

2. Paratirod bezleri tzerinde Kkalsitriol direncine neden olarak Kkalsitriol
tedavisinin  basarili  olmasim1  engeller.  Kalsitriol direnci de genellikle

paratiroidektomi ile sonuglanmaktadir.

Bu hastalarda P'un kontrolli PTH seviyelerini diisiirmekte, kalsitriol cevabini
artirmaktadir. Sonug olarak, hiperfosfateminin renal osteodistrofinin olusmasinda
cok 6nemli bir rolii oldugu agiktir ve biitiin diyaliz hastalarinda serum fosfat diizeyini
normal araliga (4,5-5 mg/dL) getirmek gerekmektedir. Hiperfosfateminin en sik
gbzlenen nedeni renal vyetersizliktir. Az bir bolimi ise patogeneze gore

simiflandirilir. Hiperfosfatemiye yaklasim Sekil 2.4.’de 6zetlenmistir.
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RENAL YETERSIZLIK + PO, GFR>20 mL/dk/m
RETANSIYONU
SERUM DEGERI 10 mg/dL
UZERINDE iSE BASKA
NEDENLER ARASTIRILIR
ARTMIS RENAL FOSFAT
TUBULERFOSFAT YUKLEMESI
REABSORPSIYONU
EKSOJEN ENDOJEN
e PTH YETERSIZLIGIi
« BUYUME HORMONU
FAZLALIGI
¢ HIPERTIROIDI
¢ DIFOSFONAT KULANILMASI DOKU YIKIMI
« EKSTRASELULER SIVIDA RABDOMIYOLIZ
CiDDI AZALMA tg;ﬁg;ﬂﬁl N
e TUMORAL KALSINOZ SITOTOKSIK
TEDAVISI
SIRASINDA

Sekil 2.4. Hiperfosfatemide yaklagim (104, 107-111).

Hiperfosfatemi 3 patojenik mekanizma ile ortaya ¢ikabilir.

1. Asirt fosfat alimi:

Normal bobrek fonksiyonlar1 varken asirt fosfat alimi nadir hiperfosfatemiye

neden olur. Renal atilim mekanizmasi normal fosfat mekanizmasi olan insanlara

siirsiz miktarlarda fosfat alabilmesini saglar. Cogunlukla hiperfosfatemi; bozulmus

renal fosfat atilimi1 ve yiiksek miktarda fosfat alimi olan kisilerde gOriliir (6rnegin;

bobrek yetmezligi, sut alkali sendromu). D vitamini toksikasyonu sindirim

sisteminden asir1 fosfat emilimi ve bobrek geri emilimini arttirarak hiperfosfatemiye
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neden olabilir. Kisa donemli yliksek miktarlarda fosfatin parenteral kullanilmasi da

hiperfosfatemiye neden olabilir (107-111).
2. Azalnus fosfat atilimu:

Azalmis fosfat atilimi 6zellikle hiperfosfatemiyi gelistirecek olan asir1 alimla
ilgili birgcok ortak mekanizma ile birlikte ele alinir. BObrek fosfat atilimini azaltan
nedenlerin basinda akut veya kronik bdbrek yetmezligi gelmektedir. Bobrek
yetmezligi bobregin fonksiyonlarinin % 40-50" sini kaybetmesiyle gelismeye basglar.
Bobrek hcrelerinin fonksiyonlariin azalmasi fosfat dengesini saglayacak olan
alinmig  fosfatin  atitmmi  saglayamaz. Boylece hiperfosfatemi  gelisir.
Hipoparatiroidizm, bobrek proksimal tubulinden geri emilimi inhibe etmedeki
sorundan kaynaklanan hiperfosfatemi gelistirir. PTH’a olan tlibll direnci sendromlar:
ayn1 mekanizmalarla hiperfosfatemi yapar. Bu sendromlar PTH salgilanmasini bozan
ve periferik PTH direnci yaratan, ¢esitli psédohipoparatiroidizm tipleri (1a, 1b, 1c ve
2) ve siddetli hipomagnezemiyi de kapsar. D vitamini intoksikasyonu, mide-bagirsak

emilimi ve bobrek geri emilimini arttirarak, hiperfosfatemiyi gelistirir (107-111).
3. Huicre i¢i ve hiicre dist fosfat degisimi:

Tek basina bu patolojik mekanizma nadiren hiperfosfatemi yapar ancak
bozulmus renal atilimda hiperfosfatemiyi siddetlendirebilir. Rabdomiyolizis ve
timor lizis sendromunun da iginde bulundugu bu klinik durumlar hiperfosfatemiye
neden olan 6nde gelen mekanizmalardir. Nadiren hiicre dis1 fosfat degisimleri instlin
eksikligi ve akut asidoz sonucu gelisir. Hiperfosfatemi genel popilasyonda nadirdir;
buna ragmen bobrek hastaligi ve bobrek yetmezligi olan hastalarda en az % 70
oraninda goriilir. Hemen hemen bobrek yetmezligi olan biitiin  hastalar
hastaliklarinin gidisi sirasinda bir donem mutlaka hiperfosfatemi olurlar. Bu hem
akut hem de kronik bobrek yetmezliginde gecerlidir. Dinyada genel popuilasyonda

ve bobrek yetmezligi olan insanlarda hiperfosfatemi yayginligi hemen hemen esittir.

Hiperfosfateminin kisa donemde komplikasyonlart muhtemel tetani ile giden akut
hipokalsemi ve ender olarak eklemlerde, deri alt1 dokuda veya diger yumusak

dokularda kalsiyum/fosfat komplekslerinin ¢6kmesi seklindedir. Hiperfosfateminin
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uzun donem komplikasyonlar1 daha yikict olabilir, organ sistemlerine etki edebilir.
Organlar genellikle etkilenirler, bunlar icerisinde vaskdler sistem, kemikler, deri,
eklemler ve kalp bulunmaktadir. *“*Bébrek hastaligi sonuglart kalite girisimi
(KDOQI- Kidney Disease Outcome Quality Initiative)” «hedef fosfor degerlerindeki
siir degisiklikler yuksek 6lim riskinin habercisidir» goriisiindedir (108-111).

Fosfat kemigin en ©nemli komponentlerinden birisidir. Kronik yiiksek fosfat

bulgularinda rol oynayan mekanizmalar (112-114);

o Hiperfosfatemi komplekslerindeki serum kalsiyumu, iyonize kalsiyumun
normalden daha diisiik degerlerde olmasina neden olur. Iyonize kalsiyum
diismesi PTH salimin1 tetikler. Bu ikincil hiperparatiroidizme yol acar. Tek
basina yiiksek fosfat dlizeyleri de ayrica PTH salimini uyarir. Yiikselmis PTH
duizeyleri serum kalsiyum dizeyini normale getirmek icin kemiklerden kana

kalsiyum salimini saglar.

e Yuksek fosfat diizeyleri bir bobrek enzimi olan ve 25-hidroksikolekalsiferole
1 hidroksil grubu ekleyerek D vitamini yapan 1-alfa hidroksilazin
inhibisyonuna neden olur. Aktif D vitamini dlzeyinin diismesi kalsiyumun
mide-bagirsak kanalindan emiliminin azalmasi, bobrek kalsiyum ve fosfatin
geri emiliminin azalmasi ve kemigin mineralizasyonunun bozulmasina neden
olur. Aylar, yillar i¢cinde kemik yogunlugu diiser. Bunlara ek olarak, diizensiz
PTH ve D vitamini bulgular1 anormal kemik kiriklarina neden olur. Klinik
olarak, hiperfosfatemi iskelette kemik agrilar1 ve kiriklarina neden olur.
Kronik kontrolsliz hiperfosfatemisi olan ve bobrek yetmezligi olan hastalarda

ilerleyen genis kapsamli yumusak doku kalsifikasyonlar1 gelisir.

e Yapilan son ¢aligmalar 1,25 dihidroksi D vitamini ve yiikselmis kalsiyum

fosfat diizeylerinin de etkilendigini géstermistir.

e Deri icine ¢oken kalsiyum/fosfat papiiler kizarikliklar, iiremik kagintilar ve

iskemik Ulserlere neden olabilir.

e Eklem icine ylksek diizeyde ¢okmeler, agriya ve hareket kisitliligina neden

olur.
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e Tendon ve ligamentlere ¢coken kalsiyum ise yuksek riskli spontan ruptirlere

neden olabilir.

e GOz icine olan c¢Okmeler keratopati ve kirmizi goz veya konjunktivit

sendromlarina neden olur.
Serum fosfor diizeyini kontrol altina almak i¢in ¢esitli yollar vardir.

1. Diyette Fosfor Kisitlamasi: Diyaliz hastalarinda notral azot dengesini
saglayabilmek i¢in yaklasik 1,0-1,2 g/kg/gln protein alinmasi gerektiginden diyette
fosfor kisitlamasi belli bir miktarin altinda olmamalidir. Daha fazla fosfor kisitlamasi

ile malnitrisyon ve tedaviye uyumsuzluk ortaya ¢ikabilir.

2. Diyaliz ile Fosforun Uzaklagtirmasi: Hou ve arkadaslar1 300 mL/dk kan ve 500
mL/dk diyalizat akim hizinda fosfor klerensini degerlendirmislerdir. 4 saatlik
hemodiyaliz ile yaklasik 700-1000 mg fosfor temizlenmekte, klerens orani diyalizin
basinda en yiiksek diizeydedir, zamana bagli olarak azalmaktadir (115). Benzer
sonuclar SAPD'de de alinmig ve 4 saatlik bir degisim sonras1 fosfor klerensi 4,7
mL/dk olarak hesaplanmistir. Bu hastalarda diyetle alinan yaklasik 1000 mg fosforun
sadece 300 mg't temizlenebilmektedir (116). Bu yuzden fosforun yeterince kontroli
icin fosfor baglayict ajanlar gerekmektedir. Son zamanlarda nokturnal hemodiyaliz
(NHD) ile fosfor kontroliinde basari saglanmistir. Bu g¢aligmada, haftada 6 gin
yapilan NHD ile konvansiyonel hemodiyaliz (HD) karsilastirilmis, 6 ay sonra NHD
hastalarinda ortalama fosfor seviyesi 4,0 mg/dL iken konvansiyonel HD hastalarinda
6,5 mg/dL olarak bulunmustur. Daha da 6nemlisi NHD hastalarinin hem diyetle
fosfor aliminin % 50 daha fazla olmasi, hem de highirinin fosfor baglayici ilag
kullanma gereksinimi duymamis olmasidir (117). Dolayisiyla, hiperfosfateminin

yetersiz diyalizi yansittig1 agikca ortaya ¢ikmaktadir.

3. Fosfor Baglayict Ajanlar: Kalsiyum-fosfor-PTH ekseninde sorunlar ¢ikmaya
basladiginda diyetteki fosfordan zengin gidalarin kisitlanmasi giinliik alimi 650-1000
mg’a distlirecektir. Ancak bu kisitlama ¢ogu kez yeterli olmayacagindan fosforu
mide-bagirsak kanalinda baglayan ve emilimini engelleyen fosfor baglayici adi

verilen ilag grubunun destegine gereksinim duyulur.
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Kalsiyum karbonat ve kalsiyum asetat bu grubun en yaygin kullanilan ucuz ve
hiperkalsemi yaratma riski disinda yan etkileri nisbeten az tyeleridir. Aliminyum
intoksikasyonu riski nedeni ile 1 aylik kisa kullanimlar disinda aliiminyum hidroksit
ve sukralfat gibi aliminyum kapsayan fosfor baglayicilarin  kullanimi
siirlandirilmigtir. Hiperkalsemi riski tasimayan ve kullanimina {ilkemizde yeni
baslanan bir fosfor baglayici olan ~ Sevelamer (Renagel® Film Tablet, Sanofi) de
grubun yeni bir Gyesidir. Magnezyum ve demir tuzlar1 ise yan etkileri ve tolerans
sorunlari nedeniyle yaygin bir kullanim alanmi bulamamustir. Hiperfosfateminin
tedavisinin bir fosfor baglayici se¢imi sorununa indirgenmesi dogru bir yaklasim
degildir. Hiperfosfateminin nedeninin tedaviye en fazla direncli olgularda diyaliz
yetersizligi, damarsal erisim sorunlari, diyalizér secimindeki eksik ve yanliglar

olabilecegi durumlar1 gbz dniinde bulundurulmahidir (118-127).

Yeni kullanima sunulan diger fosfor baglayici ajan olarak lantan(yum)
karbonat ise tez calismamizda model ilag olarak kullanilmig ve BOlUm 2.4.°de

ayrintili olarak 6zelliklerinden bahsedilmistir.

2.4. Lantan(yum) Karbonat

Atomik numarast 57 olan 3 degerlikli nadir bir element olan lantanyum
(lantan olarak da ifade edilmektedir.) trivalent katyon olarak fosfat baglama
Ozelligine sahip, asidik ortamda pH 3-7 araliginda iyonlagsmaktadir. Lantan karbonat
suda ve standart organik coOziculerde ¢6zunmezken asidik cozeltilerde
cozlinmektedir, fakat bu tur cOzeltilerde lantan katyonu ile kullanilan ¢oziiciiniin
anyonu arasinda kompleks yapma ve ¢oziinmeyen tuzlar olusturma riskleri vardir.
Lantan karbonat ticari olarak oktahidrat seklinde piyasaya sunulmus, referans drin
olan Fosrenol® Sase’de ise lantan karbonat 4-5 hidrat seklinde bulunmaktadir.
4-5 hidrat tirevi, oktahidrat (standart ticari sekli) ttrevinin 80°C de ¢esitli siirelerde

kurutulmasiyla elde edilmektedir.

Lantan karbonat etkin maddesi model ilag olarak tez c¢alismamizda

secilmistir. Bu etkin madde beyaza yakin renktedir. Molekiil agirlig1 susuz halde
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457,84 g/mol*dur. Molekil formaliu La,(COs3)3.8H,0 seklindedir, molekiil yapisi
Sekil 2.5.’de verilmistir.

Sekil 2.5. Lantan karbonat oktahidrat molekiil yapisi.

Fizikokimyasal Ozellikleri yoninden incelendigi zaman pKa degeri 10,33
olan Lantan karbonat bazik yapida bir maddedir, dekompoze oldugu i¢in erime
noktasi tespit edilememektedir (> 400°C). Lantan karbonatin farkli ¢oziici ve

tamponlarda ¢6ziiniirliikk degerleri Tablo 2.2. ve Tablo 2.3.’de verilmistir.

Tablo 2.2. Lantan karbonatin farkli ¢oziiciilerdeki ¢oziiniirliik degerleri (128).

Cozlcu Cozunurluk (mg/mL)
Metanol Pratik olarak ¢6ziinmez
Etanol Pratik olarak ¢6ziinmez

Su Pratik olarak ¢6ziinmez
Kloroform Pratik olarak ¢6ziinmez
Metilen diklorid Pratik olarak ¢6ziinmez
Aseton Pratik olarak ¢ozlinmez

Etil Asetat Pratik olarak ¢6ziinmez
Dimetil formamid Pratik olarak ¢6ziinmez
Dimetil Sulfoksid Pratik olarak ¢6ziinmez
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Tablo 2.3. Lantan karbonatin farkli tamponlardaki ¢6ziiniirliik degerleri (128).

Tampon pH Cozanurluk (mg/mL)
pH 1,2 5,0 mg/mL
pH 3,0 2,0 mg/mL
pH 5,0 0,8 mg/mL
pH 6,0 Pratik olarak ¢ozlinmez
pH 8,0 Pratik olarak ¢tziinmez

Lantan karbonat 2004 yilinda FDA tarafindan onaylanmistir. Lantan karbonat
etkin maddesinin kuru toz ve ¢igneme tableti olmak iizere 2 farkli dozaj sekli ticari
olarak piyasada bulunmaktadir. Fosrenol® 1000 mg ve 750 mg yitiliklerde Kuru Toz
ve Fosrenol® 1000 mg, 750 mg ve 500 mg yitiliklerde Cigneme Tablet FDA'deki
referans Urlnlerdir (129). “FDA Dissolution Database'de” c¢igneme tableti igin
¢coziinme yontemi Aparey 3 olarak verilmistir. Kuru toz sekli i¢in herhangi bir
yontem bu veri tabaninda bulunmamaktadir. Ancak hem kuru toz hem de ¢igneme
tableti icin “FDA Draft Guidance on Lanthanum Carbonate™ (riine 6zgu spesifik
dokiimanlarinda Aparey 2 (pedal) ¢6zinme yontemi olarak verilmistir. Bu yontem
kapsaminda da 24 saatlik bir ¢6zlinme ¢aligmasinin pH 1,2 (0,1 N HCI), pH 3,0 ve
pH 5,0 tamponlarinda yapilmasi 6nerilmektedir (130, 131).

Lantan karbonat hidrat yiiksek sicaklik ve nem kosullarinda dekarboksilasyon
reaksiyonunu gerceklestirmeye yatkindir. Bu reaksiyon etkin maddenin/bitmis
urinun dretimi ya da saklama kosullarinda gergeklesebilir. Dekarboksilasyon
reaksiyonunu azaltmak ya da engellemek icin lantan karbonat formulasyonu igerisine
monosakkarit ya da disakkaritler [mannitol, sorbitol, laktoz, dekstratlar, (anhidréz ve
hidrate)] stabilizator olarak ilave edilmektedir. Formulasyon icerisine polisakkarit
(misir nisastasi, beta siklodekstrin, mikrokristalin  seliloz) ilavesinde ise
dekarboksilasyon reaksiyonunun gerceklesmesi 6nlenememektedir. Stabilize edilmis
lantan karbonat (tiim hidrat ve susuz formunu kapsamaktadir) kompozisyonu tek

basina lantan karbonattan daha yavas bozunmaya ugramaktadir (132). Sekil 2.6.’da
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da goriildiigii lizere formiile edilmis (% 50 dekstrat igeren) ve formiile edilmemis
hidrate lantan karbonat iki y1l boyunca 25° C/% 60 bagil nem (RH), 30° C/% 60 RH
ve 40° C/% 75 RH stres kosullarina maruz birakildiginda formiile edilmemis hidrate
lantan karbonat {i¢ kosulda da bozunmaya ugramaktadir, formile edilmis hidrate

lantan karbonatta ise bozunma gozlenmemistir (133).

-
©

g 15 —o— formiile edilmemis hidrate lantan karbonat
-% 25° C/% 60 RH (n=3)

4 ;\? 10 —a— formiile edilmemis hidrate lantan karbonat
2 et 30° C/% 60 RH (n=3)

_g ’E" /n —#—  formiile edilmemis hidrate lantan karbonat
Z & § 40° C/% 75 RH (n=3)

% Aﬂ/‘o formiile edilmis (% 50 dekstrat i¢eren) 25°
= o T — T a— N C/% 60 RH, 30° C/% 60 RH, 40° C/% 75
S I 5 10 15 20 25 30 RH (n=23)

Zaman (aylar)

Sekil 2.6. Formiile edilmis ve formiile edilmemis hidrate lantan karbonatin stres

kosullarindaki dekarboksilasyon hizlart (133).

Farmakolojik Ozellikleri :

Hemodiyaliz veya sirekli ayaktan periton diyalizi uygulanan kronik bébrek
yetmezligi olan hastalarda hiperfosfateminin kontrolii i¢in fosfat baglama ajani
olarak endikedir. Ayrica, tek basina diisiik fosfat diyetinin serum fosfat dizeylerini
kontrol etmek icin yetersiz oldugu yetiskin hastalar ile, serum fosfat diizeyi 1,78
mmol/L' den fazla veya esit olan ve diyaliz uygulanmayan kronik bobrek hastaligi

olan yetiskin hastalarda endikedir (134).

Son donem bobrek yetmezligi (SDBY) olan hastalarda hiperfosfateminin
tedavisinde oral yoldan kullanimi onaylanmis aliiminyum ve kalsiyum igermeyen
fosfat baglayici bir ajandir. Lantan karbonat SDBY diyaliz hastalarinda yapilan iki
biiylik randomize klinik ¢alismada; serum fosfat konsantrasyonlarinin diisiiriilmesi ve
strddrilmesinde kalsiyum karbonat ve geleneksel fosfat baglayici ajanlar kadar etkili
bulunmustur (135, 136). Bu nedenle, lantan karbonat hiperfosfatemili SDBY
hastalarinda bu tedavilerin etkili bir alternatifidir. Lantan karbonat aliminyum

icermediginden aliiminyum zehirlenmesine neden olmaz. Lantan karbonat kalsiyum
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icermez ve dogrudan hiperkalsemiye de neden olmaz. Ancak bunun aksine, lantan
karbonat ile kalsiyum karbonatin karsilastirildigt 6 ay ve 1 yil sureli Kklinik
caligmalarda, lantan karbonat alan hastalarda diisiik bir hiperkalsemi insidansi
bildirilmistir (135, 136).

Etki Mekanizmasi:

Lantan karbonat oral uygulamayi takiben mide-bagirsak kanalinin (st
boliimiiniin asidik ortaminda lantan iyonlarina ayrisir. Lantan iyonlar1 sindirim
sirasinda diyette bulunan gidalardan agiga ¢ikan fosfata baglanir. Lantanin fosfata
baglanmasiyla olusan suda ¢oziinmeyen lantan fosfat kompleksi bagirsak duvari
boyunca ¢ok az emilime ugrar ve sonunda fegesle viicuttan atilir. Bu duruma bagh
olarak, lantan karbonat tekrarlanan dozlarda kullanildiginda serum fosfat

konsantrasyonlari diiger.
Farmakodinamik Ozellikleri:

Lantan karbonat oral yoldan kullanilir. Plazma proteinlerine in-vitro
baglanma oran1 % 99'dur. Hayvan calismalari, bir¢ok dokuda, 6zellikle de mide-
bagirsak sistemi, kemik ve karacigerde lantan konsantrasyonlarinin plazma
konsantrasyonlarina gore birka¢ kat daha yiiksek oldugunu ortaya koymustur ve
lantan uygulamasimin kesilmesinden sonra 6 aydan daha uzun siire bu dokularda
kaldig1 saptanmustir (137). 4,5 yil boyunca lantan karbonat alan hastalardan alinan
kemik biyopsilerinde lantan diizeylerinin zamanla yiikseldigi goriilmiistiir ve bunun
etkisi bilinmemektedir. Lantanin yar1 6mrii yaklasik 53 saattir. Safra yoluyla atilim
dolasimda bulunan lantanin baslica eliminasyon yolu oldugundan, neredeyse oral

uygulanan dozun tamami (% 94-99) fegesle viicuttan atilir.

3 giin boyunca, giinde 3 kez oral toz veya g¢igneme tableti seklinde lantan
uygulanan saglikli goniillillerde yapilan farmakodinamik endpoint c¢aligsmalari
sonucunda, oral toz ve ¢igneme tableti formlar1 i¢in, idrar fosfat atilimindaki

degisimler esit bulunmustur (134).
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Farmakokinetik Ozellikler ve Fosfat Baglama Kapasitesi:

Lantan ve besinlerden alinan fosfor, mide liimeninde ve ince bagirsagin (st
kisminda birbirine baglandigi i¢in lantanin terapotik etkililigi plazmadaki lantan

duzeylerine bagli degildir.

Faz III klinik ¢aligmalar sirasinda lantan olmayan karbonat tedavisi almig
kronik bobrek yetmezligi olan hastalar daha 6nce lantan karbonat tedavisi almamig
olmalarina ragmen, hastalarin plazma lantan konsantrasyonlar1 < 0,05-0,90 ng/mL ve
kemik biyopsi érneklerindeki lantan konsantrasyonlart < 0,006-1,0 mcg /g olarak

gozlenmistir (134).

Lantan karbonatin suda ¢oziiniirliigii azdir (pH 7,5’de < 0,01 mg/mL) ve oral
uygulamay1 takiben az miktarda emilir. Insanlarda mutlak biyoyararlanimi < % 0,002
olarak belirlenmistir. Saglikli goniillilerde 250-1000 mg oral tek doz lantan
uygulandiktan sonra, ¢oziiniirliige bagl emilim ile uyumlu bir sekilde plazma EAA
ve Cmaks degerleri dozun bir fonksiyonu olarak orantisaldan daha diisiik bir artis
gostermistir. Saglikli goniillillerde plazma eliminasyon yarilanma Omri 53 saat

olarak belirtilmistir (134).

Dewwberry ve arkadaslart 10 SAPD hastasinda yemekle birlikte verilen
gunlik 375-2250 mg lantan karbonatin serum fosfor dizeyinde belirgin diisme

sagladigini gostermistir (138).

10 gln boyunca ginde 3 defa 1000 mg lantan verilen ve diyaliz uygulanan
hastalarda ortalama (+ SS) doruk plazma konsantrasyonunun 1,06 (+ 1,04) ng/mL, ve
ortalama EAAson nokia ‘nin 31,1 (£40,5) ng.saat/mL oldugu gozlenmistir. 2 yila yakin
stire lantan karbonat alan 1707 diyaliz hastasinin kan diizeyleri diizenli takip edilmis,

bu sure igerisinde lantan konsantrasyonlarinda artis olmadigi goriilmistiir (137).

Lantan, tekrarlanan oral uygulamadan sonra insanlarda veya hayvanlarda
plazmada birikmemistir. Az miktarda emilen lantan plazma proteinlerine yuksek
oranda baglanir (> % 99,7) ve hayvan ¢aligmalarinda mezenterik lenf nodlar1 dahil
kemik, karaciger ve mide-bagirsak kanali gibi sistemik dokulara yaygin olarak

dagilir. Uzun siireli hayvan ¢alismalarinda mide-bagirsak kanali, kemik ve karaciger
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dahil c¢esitli  dokulardaki lantan  konsantrasyonlarmin  zamanla plazma
konsantrasyonundan birka¢ kat daha fazla oldugu gorilmiistiir. Lantan bazi
dokularda kararli durum diizeyine ulasmistir (6rn., karaciger). Mide-bagirsak
kanalindaki dlzeyleri tedavi siiresince artmistir. Tedavinin kesilmesinden sonra
dokulardaki lantan diizeylerinin degisimi dokular arasinda degisiklik gostermistir.
Dozlamanin kesilmesinden sonra 6 aydan daha uzun bir siire boyunca dokularda
yuksek oranda lantan kalmistir [% tutulan (medyan) olarak biiylikten kiigiige sirasi
ile kemikte < % 100 (si¢an) ve < % 87 (kopek), karacigerde < % 82 (kopek) ve < %
6 (sigan)]. Lantan karbonat’in yiikksek oral dozlar1 ile uzun-sireli hayvan
caligmalarinda lantanin dokularda birikimi ile iligkili istenmeyen etki gériillmemistir
(134).

Lantan metabolize olmaz, karaciger yetmezligi ile kronik bobrek yetmezligi
olan hastalarda ¢aligma yiiriitilmemistir. Faz III klinik ¢alismaya katildiginda daha
onceden karaciger yetmezligi mevcut olan hastalar 2 yila kadar lantan tedavisi
gordikten sonra, hastalarda plazma lantan maruziyetinde artisa veya karaciger

fonksiyonunun kétiilesmesine dair herhangi bir bulguya rastlanmamastir.

Lantan baslica feces yoluyla atilir, bobreklerle atilim minér atilim yoludur.
Saglikli goniillillerde dozun sadece yaklasik % 0,000031°1 idrar ile atilmistir (renal
klerens yaklasik 1 mL/dk). Hayvanlara intravendz lantan uygulamasi sonrasinda,
hem safra ile hem de bagirsak duvar1 boyunca dogrudan gecis ile baslica feces
yoluyla atilmistir (dozun % 74°1). (134, 139-142).

Fosrenol® kuru toz ve ¢igneme tabletinin absorpsiyonunun oldukea diisiik
olmasi ve insanlardaki mutlak biyoyararlaniminin < % 0,002 olmasi1 nedeniyle FDA,
farmakodinamik endpoint ¢alismalar1 veya biyoaktivite ¢calismalari seklinde belirtilen
in-vitro fosfat baglama ¢alismalar1 (izerinden ilerlenerek referans iiriine biyoesdeger
urin gelistirilebilecegini belirtmektedir. Farmakodinamik endpoint ¢aligmalarinda
idrar fosfat atilmindaki degisim incelenmektedir. Tez c¢alismamiz kapsaminda
gerceklestirilen in-vitro fosfat baglama c¢alismalar1 ise FDA tarafindan pivotal
biyoesdegerlik c¢alismalarina esdeger nitelikte kabul edilen denge baglama caligmasi
ve bu caligmalar1 destekleyici nitelikte olan kinetik baglama ¢aligmasindan

olugmaktadir. Kinetik baglama calismasinin amaci, maksimum fosfat baglama denge
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tepkimesi igin gereken zamani ve optimum baglanma hizini tespit etmektir. Kinetik
baglama c¢alismasindan sonra gergeklestirilecek olan ve karsilastirmal
biyoesdegerlik caligmasi i¢in gereklilik olan denge baglama ¢alismasinin amaci ise

afinite ve baglanma katsayilarini tespit etmektir (131, 143).



3. GEREC ve YONTEM

3.1. Kullanilan Cihazlar

Cihaz
Bilyal1 degirmen

CO0zunme cihazi

Degazor

Diferansiyel taramali kalorimetre
Etlv

FT-IR cihaz1

Hassas terazi

HPLC (Iyon Kromatografisi)
Homojenizator

Isiticili manyetik karistirici

Karl Fischer

Kibik karistirici

Mikropipetler

Otomatik titrator

Partikiil bliylikligii 6l¢lim cihazi
Piiskiirterek kurutma cihazi
Santrifij

Termogravimetrik analiz
Ultra saf su sistemi

X-Isin difraktometre

Yatay calkalayicili su banyosu

Marka
Retsch, Almanya

Distek, A.B.D
Advantage-Lab., Belgika

Q600 SDT-TA Instruments, A.B.D
Advantage-Lab., Belcika
Bruker, Alpha FT-IR, Almanya
Mettler Toledo, Isvigre
Shimadzu, Japonya
Microfluidics M-110P, A.B.D
Heidolph, Almanya

Mettler Toledo, svicre
Erweka, Almanya

Brand, Almanya

Brand, Almanya

Malvern Instruments, ingiltere
Buchi B-290, Isvigre
Eppendorf, Almanya

Q600 SDT-TA Instruments, A.B.D
ELGA, ingiltere
Rigaku D/MAX 2200, Japonya

Memmert, Almanya
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3.2. Kullanilan Madde ve Malzemeler
Madde ve Malzeme
Dietiletanolamin
EDTA
Emdex (Hidrate dekstrat)
Glasiyel asetik asit
Gliseril distearat (Precirol Ato 5)
Hidroklorik asit % 37
Hidroksi benzoik asit

Kolloidal silikon dioksit (Aerosil 200)

Ksilenol oranj tetrasodyum tuzu
Lantan karbonat

Magnezyum stearat

Metenamin

Sodyum asetat trihidrat

Sodyum hidroksit

Sodyum monobazik fosfat monohidrat
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Marka

Merck

Merck

JRS Pharma

Merck
Gattefosse
Merck
Merck
Evonik
Sigma Aldrich
Mylan
Nitika
Merck
Merck
Merck

Merck
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3.3. Etkin Madde Uzerinde Yapilan Fizikokimyasal incelemeler

3.3.1. Lantan Karbonatin FT-IR Analizi

Lantan karbonatin fizikokimyasal 6zelliklerini tayin etmek amaciyla hem
formiilasyon ¢alismalarinda kullanilan hem de standart olarak mevcut olan etkin
maddelerin 400-4000 cm™ dalga sayisi araliginda Bruker Alpha Fourier Transform

Infrared Spektrofotometre (Almanya) ile FT-IR spektrumu alinmistir. Elde edilen

spektrumlar literatiir bulgulari ile karsilastirilmistir.
3.3.2. Lantan Karbonatin Partikiil Biiyiikliigii Dagilimi Analizi

Lantan karbonat etkin maddesinin partikiil biiytikliigii dagiliminin tayini igin

Malvern Mastersizer 2000 cihazi kullanilmistir.

Partikiil Biiyiikliigii Tayini Test Yontemi

Cihaz Malvern Mastersizer 2000
Numune hiicresi Scirocco ‘A’
Aralik 0.020-2000 pm
Analiz modeli Genel amach
Olgiim siresi 6 saniye
Partikiil sekli Dizenli

Olglim Hassasiyeti Normal
Numune refraktif indeks 1,5

Numune absorpsiyonu 0

Background suresi 6 saniye

Hava basinci 0 bar

Titresim hiz1 % 50

Obscuration % 1-% 5
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3.4. Analitik Yontem ve Validasyon Cahsmalari

Analitik yontem gelistirme ve validasyon ¢alismalarinda manual ve otomatik

titrator yardimiyla kompleksometrik titrasyon yontemi kullanilmustir.
3.4.1. Bitmis Uriinde Miktar Tayini Test Yontemi
Cozeltilerin Hazirlanmasi

Titrasyon Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Ksilenol Oranj Indikatér Cozeltisi: 0,5 g Ksilenol Oranj 10 mL su ve 0,1
mL konsantre (% 37’lik) hidroklorik asit ¢ozeltisi icinde ¢ozindurullr. 25

mL’ye su ile tamamlanir.

= 0.1 M EDTA Cozeltisi: 37,5 g disodyum EDTA dihidrat; 500 mL su ve 100
mL 1M sodyum hidroksit icerisinde c¢Ozundaralir. 1000 mL’ye su ile

tamamlanir (Hazirlanan ¢ozelti polietilen kap igerisinde saklanmalidir).

= 1 M Sodyum Hidroksit: 40 g sodyum hidroksit; 500 mL suda ¢ézunduraldr,

1000 mL’ye deiyonize su ile tamamlanur.

= 1 N HCI Hazirlamist: 82,7 mL % 37’lik HCI ¢ozeltisi 500 mL suya eklenir,

cozelti su ile 2000 mL’ye tamamlanir.
Numune Cozeltilerinin Hazirlanmasi (6 adet hazirlanir)

3 adet sase numunesi karistirilir. 300 mg lantan karbonat i¢eren sase numunesi 250
mL’ lik behere tartilir. 10 mL 1IN HCI ve 10 mL su eklenir. Agz1 kapatilarak,
manyetik karistiric iizerinde, 105°C’de 5 dakika kaynatilir (kaynama sirasinda tiim
suyun buharlasmadigindan emin olunmalidir, gerekirse su eklenir). Uzerine 40 mL
su, 100 pL ksilenol oranj indikator ¢ozeltisinden ve 6 g metenamin eklenir. Renk
mordan sartya donene kadar 0,1 M EDTA ¢ozeltisi ile titrasyon islemi

gerceklestirilir. Harcanan EDTA miktar1 not edilir (128).

Kabul Kriteri

6 numuneden elde edilen % VK degeri 2,0’den fazla olmamalidir.
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Hesaplama

Ilgili hesaplama asagida belirtilen esitlige gore yapilir (128).

% Lantan Miktars = —e21a X 22891 X Mepta o g 607 L 100 (3.1)
0,1 X Wyum L
VEDTA : Numune ¢o6zeltisi i¢in harcanan EDTA miktar1, mL
MepTa . EDTA c¢0zeltisinin molaritesi
22,891 :1mL 0,1 M EDTA 22,891 mg Lantan karbonata esdegerdir.
W num : Numune tartimi, mg
0,607 : Lantan karbonattan lantana ¢evirme faktori
T : 1000 mg lantan i¢eren 1 sasenin teorik agirligi, 3000 mg
L : 1 sase icerisindeki teorik lantan miktar1, 1000 mg

Miktar Tayini Limiti
% Lantan : % 95,0- % 105,0
3.4.2. Bitmis Uriin Miktar Tayini Analitik Yéntem Validasyonu

Miktar tayini yonteminin istenen amaca uygun oldugunu, dogrulugunu ve

gecerliligini géstermek icin test edilecek analitik parametreler sunlardir:

1. Ozgulluk (Specificity)
2. Dogrusallik ve Aralik (Linearity & Range)
3. Kesinlik (Precision)
- Tekrarlanabilirlik (Repeatability)
- Ara kesinlik (Intermediate precision)
4. Dogruluk (Accuracy) ve Geri Kazanim (Recovery)
5. Saglamlik (Robustness)
- Cozelti stabilitesi (144, 145)
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Ozgulluk

Yontemin analiz edilen 6rnek icerisinde sadece ol¢imi amaclanan

maddelerin (lantan) 6l¢gme yeteneginin tespiti i¢in 6zgUlluk testi yapilmaktadir.
Yontem

Ozgulliik testi icin plasebo ve numune 0,1 M EDTA ile titre edilir.

Cozelti Hazirlanisi

Numune hazirh@1 “Bitmis Uriinde Miktar Tayini Test Yontemi” kisminda anlatildig
gibidir.

Lantan 1000 mg Sase Plasebo Cozeltisi Hazirlanisi

Yaklasik 250 mg sase plasebosu (plasebo iceriginde; emdex (hidrate dekstrat),
kolloidal silikon dioksit, gliseril distearat ve magnezyum stearat yer almaktadir.)
250 mL’lik behere tartilir. 10 mL 1N HCI ve 10 mL su eklenir. Agz1 kapatilarak,
manyetik karistiric1 iizerinde, 105°C’de 5 dakika kaynatilir. (Kaynama sirasinda tiim

suyun buharlasmadigindan emin olunmalidir, gerekirse su eklenir.) Uzerine 40 mL

su, 100 pL ksilenol oranj indikator ¢ozeltisi ve 6 g metenamin eklenir.
Kabul Kriteri

Plasebo c¢ozeltisine indikator eklendiginde mor renk olusmamalidir. Bu sekilde
plasebo icinde lantan karbonat olmadig1 kanitlanmalidir.

Dogrusallik ve Arahk

Lantan karbonatin miktar tayini i¢in gelistirilen bu yontemde segilen
konsantrasyon araliginda artan konsantrasyon ile dogru orantili olarak artan lantan

karbonat miktar1 arasindaki iliskinin dogrusal olup olmadig1 degerlendirilmistir.
Yontem

Dogrusal yanit iligkisini kanitlamak i¢in 5 farkli konsantrasyonda (% 80, % 90,
% 100, % 110, % 120) hazirlanan ¢ozeltiler titre edilir.
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Cozelti Hazirhg:
Her bir dizey icin Tablo 3.1.’de belirtilen miktarlarda lantan karbonat tartilir ve
Bolim 3.4.1°de belirtildigi sekilde hazirlanarak 0,1 M EDTA ile titre edilir.

(Cozeltinin rengi sariya dondiigii noktada titrasyon durdurulur.)

Tablo 3.1. Miktar tayini yontemi kapsaminda dogrusallik ¢alismasi.

Dogrusallik Tartilan miktar, mg
duzeyi Lantan karbonat
1 % 80 240
2 % 90 270
3 % 100 300
4 % 110 330
5 % 120 360

Cozelti hazirhigi kisminda hazirlanmasi gereken tiim ¢ozeltilerden ikiser adet

hazirlanir. 0,1 M EDTA ile titre edilir. Harcanan EDTA miktar1 not edilir.

Tum titrasyonlardan sonra elde edilen bulgulardan regresyon analizi yapilarak

y = a + bx esitligi bulunur.

y : COzeltinin titrasyonunda harcanan EDTA miktari, mL
b: Egim

a .y eksenini kesme degeri (intersept)

X : Lantan karbonat miktari, mg

Kabul Kriteri

Lantan karbonat miktar1 ve titrasyonda harcanan EDTA miktar1 arasindaki

korelasyon katsayist 0,99°dan kii¢iik olmamalidir.
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Dogrusallik parametresinin tayininde yapilan dogrusal regresyon hesabinda "x=0"
degeri, a degerinin (y eksenini kesme degeri, intersept) giiven araligi (en alt % 95 ve

en ust % 105 degerleri) “0” degerini igermelidir.
Kesinlik

Kesinlik 6lg¢iitii, bir analitik yontemin birbirini takip eden 6lgiimler arasindaki
yakinligin derecesini ifade etmektedir. Kesinlik; tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik

parametrelerinden olusmaktadir.
Tekrarlanabilirlik
Yontem

Bolum 3.4.1°de anlatildig sekilde lantan 1000 mg sase bitmis iriine iliskin 6 adet

numune hazirlanarak lantan miktar tayini analizi yapilir.

Numune cozeltileri miktar tayini analizi icin 0,1 M EDTA ile titre edilir. Sonuclar
arasindaki varyasyon katsayis1 (VK), standart sapma (SS) ve giiven araligi (% 95)
hesaplanarak kaydedilir.

Kabul Kriteri
Calisilan numunelerin her birinin sonucu spesifikasyon limitleri i¢inde olmalidir.

Miktar tayini icin 6 numuneden elde edilen sonuglar arasindaki % VK degeri 2,0’den

fazla olmamalidir.
Ara kesinlik
Yontem

Farkli bir giinde, Boliim 3.4.1°de anlatildig1 sekilde 6 adet numune hazirlanarak

farkli bir analist tarafindan miktar tayini analizi yapilir (Tablo 3.2.).

Numune cozeltileri miktar tayini analizi i¢in 0,1 M EDTA ile titre edilir. Sonuglar
arasindaki varyasyon katsayis1 (VK), standart sapma (SS) ve giiven araligi (% 95)

hesaplanarak kaydedilir.
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Tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik testlerinden elde edilen toplam 12 sonug¢ arasindaki
standart sapma (SS), varyasyon katsayisi (VK) ve giiven araligi (% 95) degerleri

hesaplanir.

Tablo 3.2. Miktar tayini yontemi kapsaminda kesinlik ¢alismasi.

Degistirilen Tekrarlanabilirlik Ara kesinlik
parametre
Analiz Glnu 1.Gln 2.Gln
Analist 1.Analist 2.Analist
Kabul Kriteri

Calisilan numunelerin her birinin sonucu spesifikasyon limitleri i¢inde olmalidir.

Miktar tayini icin 6 numuneden elde edilen sonuglar arasindaki % VK degeri 2,0’den

fazla olmamalidir.

Miktar tayini icin tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik testlerinden elde edilen 12 sonug

arasindaki % VK degeri 2,0’ den fazla olmamalidir.
Dogruluk

Kullanilan analitik yontem ile elde edilen bulgularin gercek degerlere

yakinliginin gosterilmesi amaciyla yapilmaktadir.
Yontem

Yontemin dogrulugu; lantan karbonat igermeyen sase plaseboya lantan karbonat
ilave edilerek % 80, % 100 ve % 120 duzeylerinde ¢ozeltiler hazirlanir. Her bir

dizey i¢in 3’er adet olmak tizere toplam 9 adet numune hazirlanir.
Numune Cozeltisi Hazirlanmasi

Lantan karbonat igermeyen sase plasebosundan her bir diizey igin Tablo 3.3.’de

belirtilen miktarlarda tartilip 250 mL behere aktarilir ve iizerlerine yine her bir dlizey
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icin belirtilen miktarda lantan karbonat ilave edilir. 10 mL 1IN HCI ve 10 mL su
eklenir. Agz1 kapatilarak, manyetik karistiric1 iizerinde, 105°C’de 5 dakika kaynatilir.
(Kaynama sirasinda tiim suyun buharlasmadigindan emin olunmalidir, gerekirse su
eklenir.) Uzerine 40 mL su, 100 pL ksilenol oranj indikator cozeltisinden ve 6 g
metenamin eklenir. Renk mordan sariya donene kadar 0,1 M EDTA c¢0zeltisi ile

titrasyon islemi gerceklestirilir. Harcanan EDTA miktar1 not edilir.

Tablo 3.3. Miktar tayini yontemi kapsaminda dogruluk ¢aligsmasi.

Diizey Plasebo miktari Lantatl:rit(lirl :)onat
(mg) e

ko 250,0 240,0

% 100 250,0 300,0

% 120 250,0 360,0

Numune cozeltileri miktar tayini analizi i¢in 0,1 M EDTA ile titre edilir. Sonuglar
arasindaki varyasyon katsayis1 (VK), standart sapma (SS) ve giiven araligi (% 95)
hesaplanarak kaydedilir.

Hesaplama

Ilgili hesaplama asagida belirtilen esitlige gore yapilir (128).

VEpTAX MEDTA X 22,891 % 100 (32)

% Gerl Kazanim =
0,1 X Wgmm X PHmm

VepTA : Numune ¢ozeltisinin titrasyonunda harcanan 0,1 M EDTA miktari,
mL

MEepTa : EDTA ¢ozeltisinin molaritesi

Wamm : Tartilan lantan karbonat hammmadde miktari, mg

P Hmm : Lantan karbonat hammadde potensi

22,891 :1mL 0,1 M EDTA 22,891 mg lantan karbonata esdegerdir.
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Kabul Kriteri
Calisilan her numunenin % geri kazanimi % 95,0 ile % 105,0 arasinda olmalidir.

Numunelerin % geri kazanim degerleri arasindaki % VK degeri 2,0’den biylk

olmamalidir.
3.4.2.5. Saglamhk
Cozelti stabilitesi
Yontem

Bolim 3.4.1°de anlatildig1 sekilde 4. saat sonunda cozelti stabilitesi icin numune
¢ozeltileri hazirlanir ve belirli zaman araliklari boyunca saklama kosullar1 sabit

tutularak analiz edilir.

Lantan 1000 mg sase i¢in hazirlanan numune ¢ozeltileri (her analiz i¢in 6nceden ayr1
ayr1 hazirlanir) belirli zaman araliklarinda saklama kosullar1 sabit tutularak titre

edilir, harcanan EDTA miktar1 kaydedilerek % uyum hesaplanir.

Hesaplama

% Uyum=(Harcanan EDTA miktar1 T;)/ Harcanan EDTA miktar1 To)x100 (3.3)

Harcanan EDTA miktar1 To: T zamaninda titrasyon sonucu harcanan EDTA miktar1
Harcanan EDTA miktar1 T;: T; zamaninda titrasyon sonucu harcanan EDTA miktar1
Kabul Kriteri

Cozeltiler arasindaki uyum % 98,0 - % 102,0 olan degerler igin ¢ozelti stabil sayilir.
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3.4.3. Bitmis Uriinde Coziinme Testi Yontemi

Cihaz : Coziinme Cihazi

Aparat : Pedal

Coziinme Ortamm :0,IN HCI

Cozinme Hacmi 2900 mL

Donme Hiza 250 rpm

Sicakhk : 37°C

Sare - 4 saat (¢ozlinme spesifikasyon zamani olarak bu

zaman noktasi belirlenmistir.)
COzunme Ortamlarmin Hazirlanisi

0.1 N HCI Hazirlanmas1  : 8,27 mL % 37’lik HCI ¢6zeltisi 500 mL suya eklenir
ve karigtirilir. Cozelti su ile 1000 mL’ ye tamamlanir

ve karistirilir.
Analiz Yontemi : Kompleksometrik Titrasyon
Cozeltilerin Hazirlanmasi
Titrasyon Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Bolim 3.4.1°de anlatildig: sekli ile ksilenol oranj indikator ¢ozeltisi, 1 M sodyum
hidroksit ve 1 M HCI cozeltileri hazirlanmistir. Bu ¢6zeltilere ilave olarak 0.005 M
EDTA Cozeltisi de hazirlanmustir.

= 0.005 M EDTA Cozeltisi: Miktar tayini analizi igin hazirlanan 0.1 M EDTA
cozeltisinden (37,5 g disodyum EDTA dihidrat 500 mL su ve 100 mL 1M
sodyum hidroksit igerisinde ¢ozundurilur. 1000 mL’ye su ile tamamlanir)
50 mL aliir ve 1000 mL’ye su ile seyreltilir (hazirlanan ¢ozelti polietilen

kap igerisinde saklanmalidir).
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Cozinme Testi icin Numune Cozeltilerinin Hazirlanmasi (6 adet hazirlanir)

6 adet ¢oziinme beherine 900’er mL ¢6ziinme ortami aktarilir ve ortam 37+0,5°C’ye
getirildikten sonra her ¢dziinme beheri icine birer adet lantan 1000 mg sase atilir.
Coziinme cihazi 50 rpm donme hizinda karistirilir. Coziinme spesifikasyon zamani
olan 4. saat sonunda her bir beherden 4 mL numune ¢ekilerek behere aktarilir.
Uzerine 10 mL su, 25 pL ksilenol oranj indikator c¢ozeltisinden ve 150 mg
metenamin eklenir. Renk mordan sariya donene kadar 0,005 M EDTA cozeltisi ile
titrasyon islemi gergeklestirilir. Harcanan EDTA miktart not edilir. (Cjantan=1,11
mg/mL)

Kabul Kriteri
6 numuneden elde edilen % VK degeri 10,0’dan fazla olmamalidir (144, 146)

Hesaplama

Ilgili hesaplama asagida belirtilen esitlige gore yapilir (128).

% Lantan = “ERTAX M‘;i“ X 22891 iﬂ X 0,607 X % x 100 (3.4)
VepTA : Numune ¢6zeltisi icin harcanan 0,005 M EDTA miktari, mL

MEepTa : EDTA ¢ozeltisinin molaritesi

22,891 :1mL 0,1 M EDTA 22,891 mg lantan karbonata esdegerdir.

0,607 : Lantan karbonattan lantana cevirme faktori

L . 1 sage igerisindeki teorik lantan miktari, 1000 mg

3.4.4. Bitmis Uriin Céziinme Testi Analitik Yontem Validasyonu

COzunme testi yonteminin istenen amaca uygun oldugunu, dogrulugunu ve

gegerliligini gostermek icin test edilen analitik parametreler;

1. Ozgullik (Specificity)
2. Dogrusallik ve Aralik (Linearity & Range)

3. Kesinlik (Precision)
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- Tekrarlanabilirlik (Repeatability)

- Ara kesinlik (Intermediate precision)
4. Dogruluk (Accuracy) ve Geri Kazanim (Recovery)
5. Saglamlik (Robustness)

- Analiz kosullarinda degisiklik

- COzelti stabilitesi

Ozgulluk

Yontemin analiz edilen 6rnek icerisinde sadece 6l¢cimi amaclanan maddelerin

(lantan) 6l¢me yeteneginin tespiti i¢in 6zgullik testi yapilmaktadir.
Yontem

Ozgilluk testi icin plasebo ve numune 0,005 M EDTA ile titre edilir.
Lantan 1000 mg Sase Plasebo Cozeltisi Hazirlanisi

900 mL ¢oziinme ortami i¢eren ¢Oziinme beherinin ortami 37+£0,5°C’ye getirildikten
sonra beher igine 1 saseye esdeger yaklasik 1085 mg lantan sase plasebosu eklenir.
Coziinme cihazi 50 rpm donme hizinda calistirilir. Coziinme spesifikasyon zamani
olan 4. saat sonunda bolim 3.4.1her bir beherden 4 mL numune cekilerek behere
aktarilir. Uzerine 10 mL su, 25 pL ksilenol oranj indikator ¢ozeltisinden ve 150 mg
metenamin eklenir. Renk mordan sariya donene kadar 0,005 M EDTA c¢ozeltisi ile

titrasyon islemi gerceklestirilir. Harcanan EDTA miktar1 not edilir.
Kabul Kriteri

Plasebo cozeltisine indikatér eklendiginde mor renk olusmamalidir. Bu sekilde

plasebo i¢inde lantan karbonat olmadigi kanitlanmalidir..
Dogrusallik ve Arahk
Yontem

Dogrusal yanit iligkisini kanitlamak i¢in 5 farkli konsantrasyonda (% 80, % 90,
% 100, % 110, % 120) hazirlanan ¢ozeltiler titre edilir.
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Cozelti Hazirhg

Her bir dizey icin Tablo 3.4.’de belirtilen miktarlarda lantan karbonat tartilir ve
900 mL ¢oziinme ortaminda 1 saat degazorde bekletilir. Sogutulan numune 1 saat
manyetik karistiricida karistirildiktan sonra her bir dizeyden 4 mL numune alinir,
uzerine 10 mL su, 25 pL ksilenol oranj indikator ¢ozeltisinden ve 150 mg metenamin
eklenir. Renk mordan sariya donene kadar 0,005 M EDTA ¢0zeltisi ile titrasyon
islemi gerceklestirilir. Harcanan EDTA miktar1 not edilir, ¢dzeltinin rengi sariya

dondiigii noktada titrasyon durdurulur.

Tablo 3.4. Coziinme testi yontemi kapsaminda dogrusallik ¢aligsmasi.

Dogrusallik Tartilan miktar, mg
dizeyi Lantan karbonat

. % 80 1504

2 % 90 1692

3 % 100 1880

4 % 110 2068

5 % 120 2256

Cozelti hazirhigi kisminda belirtildigi gibi hazirlanmasi1 gereken tiim ¢ozeltilerden
ikiser adet hazirlanir. 0,005 M EDTA ile titre edilir. Harcanan EDTA miktar1 not

edilir.

Tum titrasyonlardan sonra elde edilen bulgulardan regresyon analizi yapilarak

y = a + bx esitligi bulunur.

y : CoOzeltinin titrasyonunda harcanan EDTA miktari, mL
b: Egim
a .y eksenini kesme degeri (intersept)

X : Lantan karbonat miktari, mg
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Kabul Kriteri

Lantan karbonat miktar1 ve titrasyonda harcanan EDTA miktar1 arasindaki

korelasyon katsayis1 0,99°dan kii¢iik olmamalidir.

Dogrusallik parametresinin tayininde yapilan dogrusal regresyon hesabinda "x=0"
degeri, a degerinin (y eksenini kesme degeri, intersept) giiven araligi (en alt % 95 ve

en st % 105 degerleri) “0” degerini i¢cermelidir.
Kesinlik
Tekrarlanabilirlik

Yontem

Bolim 3.4.1°de anlatildig1 sekilde lantan 1000 mg sase bitmis iirline iligkin 6 adet

numune hazirlanarak ¢éziinme testi yapilir.

Numune c¢ozeltileri ¢bziinme analizi i¢in 0,005 M EDTA ile titre edilir. Sonuclar
arasindaki varyasyon katsayis1 (VK), standart sapma (SS) ve giiven araligi (% 95)
hesaplanarak kaydedilir.

Kabul Kriteri
Calisilan numunelerin her birinin sonucu spesifikasyon limitleri i¢inde olmalidir.

6 numuneden elde edilen sonuglar arasindaki % VK degeri 10,0’dan fazla
olmamalidir (142, 144).

Ara kesinlik
Yontem

Farkli bir giinde, Boliim 3.4.1°de anlatildig1 sekilde 6 adet numune hazirlanarak

farkli bir analist tarafindan ¢6ziinme testi yapilir (Tablo 3.5.).
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Numune c¢Ozeltileri ¢oziinme testi icin 0,005 M EDTA ile titre edilir. Sonuglar
arasindaki varyasyon katsayis1 (VK), standart sapma (SS) ve giiven araligi (% 95)
hesaplanarak kaydedilir.

Tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik testlerinden elde edilen toplam 12 sonug arasindaki
standart sapma (SS), varyasyon katsayisi (VK) ve giiven araligi (% 95) degerleri

hesaplanir.

Tablo 3.5. Coziinme testi yontemi kapsaminda kesinlik ¢alismasi.

Degistirilen Tekrarlanabilirlik Ara kesinlik
parametre
Analiz Gunu 1.Gln 2.Gln
Analist 1.Analist 2.Analist
Kabul Kriteri

Calisilan numunelerin her birinin sonucu spesifikasyon limitleri i¢inde olmalidir.

6zinme tayini icin 6 numuneden elde edilen sonuglar arasindaki % VK degeri
yint 1¢ g

10,0’dan fazla olmamalidir.

COzunme tayini icin tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik testlerinden elde edilen 12
sonug arasindaki % VK degeri 10,0’dan fazla olmamalidir (144, 146).

Dogruluk
Yontem

Yontemin dogrulugu; lantan karbonat igermeyen sase plaseboya lantan karbonat
ilave edilerek % 80, % 100 ve % 120 duzeylerinde ¢ozeltiler hazirlanir. Her bir

diizey icin 3’er adet olmak Uzere toplam 9 adet numune hazirlanir.



Numune Cozeltisi Hazirlanmasi

900’er mL ¢ozinme ortami iceren 9 adet ¢6ziinme beherinin ortam1 37+0,5°C’ye
getirildikten sonra, her cozinme beheri icine lantan karbonat icermeyen sase
plasebosundan her bir diizey icin Tablo 3.6.’da belirtilen miktarlarda tartilip ve
uzerine yine her bir diizey icin belirtilen miktarda lantan karbonat eklenir. Cozlinme
cihazt 50 rpm donme hizinda karistirilir. Slre sonunda her bir beherden 4 mL
numune cekilerek behere aktarilir. Uzerine 10 mL su, 25 pL ksilenol oranj indikator
cozeltisinden ve 150 mg metenamin eklenir. Renk mordan sariya dénene kadar 0,005

M EDTA c¢ozeltisi ile titrasyon iglemi gerceklestirilir. Harcanan EDTA miktar1 not

edilir.

Tablo 3.6. Coziinme testi yontemi kapsaminda dogruluk ¢alismasi.

Diizey Plasebo miktar1 | Lantan karbonat tartim
(mg) (mg)

% 80 1086,0 1504

% 100 1086,0 1880

% 120 1086,0 2256

Numune ¢ozeltileri geri kazanim analizi icin 0,005 M EDTA ile titre edilir. Sonuclar

arasindaki varyasyon katsayis1 (VK), standart sapma (SS) ve giiven aralig1 (% 95)

hesaplanarak kaydedilir.

Hesaplama

[lgili hesaplama asagida belirtilen esitlige gore yapilir (128).

VEDTA X MEDTA X 22,891

% Gerl Kazanim =

0,1 X Wgmm X PHmm

xg;ﬂxmo

Vepra  : Numune ¢ozeltisinin titrasyonunda harcanan EDTA miktari, mL

Mepra  : EDTA ¢ozeltisinin molaritesi

Wymm  : Tartilan lantan karbonat hammadde miktari, mg

Pumm  : Lantan karbonat hammadde potensi,

22,891 :1mLO0,1 MEDTA 22,891 mg lantan karbonata esdegerdir.
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Kabul Kriteri
Calisilan her numunenin % geri kazanimi % 95,0 ile % 105,0 arasinda olmalidir.

Numunelerin % geri kazanim degerleri arasindaki % VK degeri 2,0’den blylk

olmamalidr.

Saglamhik

Analiz kosullarinda degisiklik
Yontem

B6lim 3.4.1°de anlatilan analiz kosullar1 degistirilerek her iki doz igin ¢dzinme

analizleri yapilir ve yontemin yapilan degisikliklere karst saglamlig: test edilir.

Her bir degistirilen parametre i¢in Boliim 3.4.1°de anlatildig: sekilde 6 adet numune
hazirlanarak analiz edilir. % c¢Oziinme, sonuglar arasindaki varyasyon katsayisi

(% VK) hesaplanir. Elde edilen sonuglar tekrarlanabilirlik sonuglari ile karsilastirilir.
Uygulanacak degisiklikler;

Pedal hizi: 50 rpm £ 10 rpm (40 rpm — 60 rpm)

Kabul Kriteri

Calisilan numunelerin her birinin % ¢6ziinme sonucu spesifikasyon limitleri i¢inde

olmalidir.

Tekrarlanabilirlik ve analiz kosullarindaki degisiklikler sonucu elde edilen

% cOziinme sonuclar1 karsilagtirilir.
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Cozelti stabilitesi
Yontem

B6lim 3.4.1°de anlatildig: sekilde 4. saat sonunda ¢6zelti stabilitesi icin numune
cozeltileri hazirlanir ve belirli zaman araliklar1 boyunca saklama kosullar1 sabit

tutularak analiz edilir.

Lantan 1000 mg sase i¢in hazirlanan numune ¢ozeltileri (her analiz i¢in 6nceden ayr1
ayr1 hazirlanir) belirli zaman araliklarinda saklama kosullari sabit tutularak titre

edilir, harcanan EDTA miktar1 kaydedilerek % uyum hesaplanir.

Hesaplama

% Uyum=(Harcanan EDTA miktar1 T;)/ Harcanan EDTA miktar1 T¢)x100 (3.3)

Harcanan EDTA miktar1 To: T zamaninda titrasyon sonucu harcanan EDTA miktar1

Harcanan EDTA miktar1 T;: T; zamaninda titrasyon sonucu harcanan EDTA miktar1
Kabul Kriteri
Cozeltiler arasindaki uyum % 98,0 - % 102,0 olan degerler icin ¢ozelti stabil sayilir.
3.5. Lantan Karbonat iceren Formiilasyon Calismalari

Shire Dev LLC. (Almanya) firmasi tarafindan iiretilen Avrupa Birligi
tilkelerinde Fosrenol® 1000 mg Sase (Kuru Toz) ismi ile bulunan referans driin ile
kiyaslanabilir performansta lantan karbonat iceren sase’nin saglam, stabil ve esdeger

formilasyonunu gelistirilmesi 6ncelikli ¢alismalar arasinda yer almistir.

Lantan karbonat sase, etkin madde olan lantan karbonatin yani sira, emdex
(hidrate dekstrat), kolloidal silikon dioksit, gliseril distearat ve magnezyum stearat
yardimc1 maddeleri ile formiile edilmistir. Formiilde bulunan tiim yardimc1 maddeler
farmasotik teknolojide kullanilan, Avrupa Farmakopesi ve USP monograflarinda yer

alan yardime1 maddelerdir. Yardimer madde segiminde referans iiriin Fosrenol® 1000
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mg Sase ornek almmustir. Ilgili yardimer maddelere iliskin Ozellikler asagida yer

almaktadir.
e Emdex

USP-NF : Dekstratlar

Tanim . Dekstratlar, nisastanin kontrollii enzimatik hidrolizinden
elde edilen sakkarid karisimidir. Susuz veya hidrate
haldedir. Dekstrozlara ek olarak, dekstratlar % 3-5 a/a
oraninda maltoz ve polisakkaritler igerir.
Dekstratlar, beyaz kristalize olan serbest akis gosteren
kireler icerir. Kokusuzdur, sekerin yaklasik yaris1 kadar
tathidur.

Cozuanarluk : Suda ¢ozundr.

CAS No : Dextrates [39404-33-6]

Sase formilasyonunda seyreltici-doldurucu ve stabilize edici ajan olarak

kullanilmistir.
¢ Kolloidal Silikon Dioksit (Aerosil 200)

Tamim . Hafif, ince, beyaz renkli, kokusuz, higroskopik 6zellikte
amorf bir tozdur.

Cozundarluk . Su, alkol, mineral asitler (hidroflorik asit hari¢) ve diger
organik cozicllerde pratik olarak ¢oziinmez; sicak alkali

hidroksit ¢ozeltilerinde ¢ozlndr.
CAS No : [7631-86-9]

Sase formilasyonunda glidan olarak kullanilmustir.
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e Gliseril Distearat (Precirol Ato 5)

Molekul Formala : C16 ve Cyg yag asitlerinin mono-, di- ve trigliseritlerinin
karisimidir.

Tanim : Hafif kokulu ince bir tozdur.

Cozunarluk . Kloroform ve diklorometanda kolay ¢6zunir, etanol (% 95),

mineral yag ve suda pratik olarak ¢ézlinmez.
CAS No - [8067-32-1]
Sase formulasyonunda kaydirict olarak kullanilmigtir.
e Magnezyum Stearat
Molekiil Agirhig: 591,24
Molekil Formuli : C3sH70MgOy4

Tamm : Kokusuz ya da hafif stearik asit kokulu, ince, beyaz,

dokununca kayganlik hissi veren hafif bir tozdur.

Cozunurluk : Su, susuz alkol, alkol ve eterde pratik olarak ¢6ziinmez;

sicak benzen ve sicak etanolde guc ¢cozindr.
CAS No . [557-04-0]
Sase formulasyonunda kaydirict olarak kullanilmigtir.

Formiilasyon gelistirme g¢alismalarina etkin maddenin fiziksel ve kimyasal
ozelliklerinin  arastirilmas1  ile baslanmistir.  Uretim  yontemi olarak sase
formiilasyonlarina 6zgii olarak farmasotik teknolojide ¢ok yaygin olarak kullanilan
dogrudan karigtirma yontemi uygulanmigtir. Uygun formulasyon belirleme
caligmalar1 kapsaminda ilgili yardimer maddelerin kullanim miktarlar1 degistirilerek
Tablo 3.7.°de belirtilmis olan formiilasyonlar hazirlanmstir. ilgili formiilasyonlara

iliskin tiretim akis semasi1 da Sekil 3.1.’de gosterilmektedir.



Tablo 3.7. Dogrudan karigtirma yontemiyle hazirlanmis olan lantan karbonat i¢eren sase formiilasyonlari.

Oran (%)
Formiilasyon Icerigi

FD1 FD2 FD3 FD4 FD5 FD6 FD7 FD8 FD9
Lantan karbonat (4-5 hidrat) * 65.43
(1000 mg lantan’a esdeger) ’
Emdex (hidrate dekstrat) 33,07 | 32,57 | 31,57 | 31,07 | 30,57 30,07 29,55 28,55 27,59
Kolloidal silikon dioksit 0,5 1,00 1,00 1,00 1,00 1,50 2,02 2,02 2,02
Gliseril distearat i i i i i i i 1,00 1,96
Magnezyum stearat 1,00 1,00 2,00 2,50 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00

FD: Formilasyon Denemesi
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* Etkin maddenin su icerigi ve miktar tayini hesabina gore gerekli ayarlamalar emdex (hidrate dekstrat) iizerinden yapilir. Ticari olarak bulunmakta olan

lantan karbonat 8 hidrat maddesinin etiivde kurutulmasin takiben su igerigi % 14,5 bulunmugstur, etkin maddenin kurutma sonrast formill etkin madde

Uzerinden yapilan miktar tayini ve agirlik kaybindan hareketle La,(CO3)3.4.25

maddeye[lantan karbonat (4-5 hidrat)] karsilik gelmektedir.

H,O’dur.

Bu  formiil

de

referans

icerigindeki

etkin



LANTAN KARBONAT-8
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HIDRAT
(Lay(CO3)3.8H,0)

LANTAN KARBONAT-4-5 HIDRAT
(Lay(CO3)s3.(4-5)xH,0) /
Submikron/mikron boyutta LANTAN

KARBONAT-4-5 HIDRAT IEEE—
(Lay(CO3)3.(4-5)H;0
+
EMDEX
2’DEKI TOZ KARISIMI
+ KARISTIRMA
AERO-SI-IL 200 5 DAKIKA
TALK
+
(GLISERIL DISTEARAT)
3°’TEKIi TOZ KARISIM SON
+ R KARISTIRMA
MAGNEZYUM STEARAT 5 DAKIKA

esitlikteki f2 benzerlik faktori ile karsilastirilmistir.

2 =50 log {[1+(1/n)¥n t=1 (Rt-Tt)2 ]-0,5 x 100}

: Benzerlik faktori

v

KURUTMA

80°C, 180
dakika

KARISTIRMA
10 DAKIKA

Sekil 3.1. Lantan karbonat igeren formiilasyonlarin tiretim akis semasi.

Lantan karbonat sase Ortnine iligkin FDA’e kayitlhh 3 ortam olan pH 1,2
(0,1 N HCI), pH 3,0 asetat tamponu ve pH 5,0 asetat tamponu ¢éziinme ortamlari
olarak kullanilmigtir. Gelistirilen formiilasyonlardan hareketle referans iirline esdeger
uygun formulasyonun belirlenmesinde referans iiriiniin 3 farkli ¢6ziinme ortamindaki

coziinme profilleri esas alinmigtir. Elde edilen c¢6zinme profilleri asagidaki

(3.6)

: Test ve referans Urdin igin her bir numune alma zamaninda

% ¢6zlnen madde miktarlar
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2 benzerlik faktorii hesaplamalarinda;

e sifir zaman noktasi hari¢ tutularak minumum 3 nokta alinir.

e her iki formulasyonda (test ve referans iiriin) da zaman noktalari ayni
olmalidir.

e her bir formulasyon (test ve referans rln) i¢in her bir zaman noktasinda 12
deger ilizerinden degerlendirme yapilir.

e her iki formulasyon (test ve referans iiriin) i¢in % ¢6ziinen miktarin % 85’i

gectigi noktadan sonraki bir zaman noktasi daha hesaba dahil edilir.

Esdeger {iriin belirlenmesinde 3 farkli ¢6ziinme ortamindaki f2 degerlerinin 50 ile

100 arasinda olmasi1 gerekmektedir (146).

SM/M  Formiilasyonlarinin  Hazirlanmas1 ve  Karakterizasyon

Cahsmalan

Referans tiriine esdeger uygun formiilasyonun belirlenmesinin ardindan
SM/M formiilasyonlarinin hazirlanmasina yonelik olarak puskiirterek kurutma,

yiiksek basin¢li homojenizasyon ve bilyali degirmen yontemleri uygulanmistir.

Piskirterek kurutma yonteminde Buchi Mini Spray Dryer B-290 cihazi
kullanilmistir. Piiskiirterek kurutma islemi esnasinda, partikiillerin siklon ayiricinin
duvarlarina yapismasi ve/veya toplama kabina girmeden filtreden gecerek tutulmasi
nedeniyle 6nemli miktarda madde kaybi meydana gelmis, bu durum da verimi
diisiirmiistiir. Ozellikle sase formiilasyonu igine giren etkin madde miktarinin
oldukga yiiksek olmasi (% 65,43) nedeniyle verimin diisiik olmasi bu yontemin

kullanilabilirligini kisitlamigtir.

Yiksek basingli homojenizasyon isleminde de etkin maddenin dispersiyonu
sisteme verildigi zaman etkin madde kaynakli homojenizatoriin (Microfluidics
M-110P) chamber pargasi tikanmistir. Yiiksek basingli homojenizasyon yontemi de

bu nedenden dolay kullanilabilir bulunmamuistir.

Bilyali degirmen yoOnteminde ise bilyali degirmen (Retsch PM100)
kullanilarak ~ etkin ~ madde  partikiil ~ biiyikligi  kiigiiltme  galismalari
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gerceklestirilmistir. Bu kapsamda Tablo 3.8.’de goriildiigl iizere bilyali degirmen
yonteminde farkli hizlar (rpm’ler) ve farkli islem siireleri uygulanmistir. Bu islemler

sonucunda etkin madde partikiil biiyiikligii dagilimlar: 6l¢iilmiistiir.

Tablo 3.8. Bilyali degirmen yonteminde farkli hiz ve siirelere tabi tutulan etkin

madde deneme caligmalari.

Denemeler Islem parametreleri
Hiz (rpm) Sire (saat)
BDD1 100 3
BDD2 200 3
BDD3 300 3
BDDA4 300 6
BDD5 400 3
BDD6 400 6
BDD7 500 3
BDD8 500 6
BDD9 600 3
BDD10 600 6

BDD: Bilyali Degirmen Denemesi

Bu asamadan sonra bilyali degirmen yontemi ile partikul biyiikligi SM/M
boyutuna indirgenen etkin madde (zerinden ilgili karakterizasyon ¢aligmalari
gerceklestirilmistir. Bu kapsamda 6giitme islemi sonrasi etkin maddenin molekiiler
yapiy1 koruyup korumadiginin saptanmasina yonelik XRD, DSC ve TGA analizleri
gerceklestirilmistir.

XRD analizleri, Rigaku D/MAX 2200 cihazi kullanilarak gergeklestirilmistir.
Yaklasik olarak 10 mg madde, iyice toz edilip plakalar arasina yerlestirilmis, 40 kV
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voltajda, 2°/dk. tarama hizinda, 20:2-50° arasi taranarak maddelerin XRD

difraktogramlari elde edilmistir.

TGA ve DSC analizleri ise Q600 SDT Sistemi (TA Instruments)’nde 50-
600°C sicaklik araliginda, yaklasik 1 mg'lik numunelerle platin panlar kullanilarak,

azot atmosferi altinda (100 mL/dk) ve 10°C/dk'lik 1sitma hizinda gerceklestirilmistir.

Ogiitme islemi sonrast etkin maddenin ¢oziiniirliigiiniin  degisip
degismedigine yoOnelik FDA tarafindan belirtilmis olan ¢o6ziinme ortamlarinda
(pH 1,2, pH 3,0 ve pH 5,0) ve suda ¢o6ziiniirliikk ¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Bu
caligmalar esnasinda yatay calkalayicinin sicakligi termostatla 37+2°C’ye ve devir
hizi 80 rpm (devir/dk)’e ayarlanmis ve numuneler yatay c¢alkalayiciya
yerlestirilmistir. Belirlenen zaman araliklarinda (6. ve 24. saatlerde) 6rnek alinmis ve

kompleksometrik titrasyon ile analiz edilmistir.

SM/M boyutuna indirgenen lantan karbonat etkin maddesinden hareketle
uygun formulasyon i¢in belirlenmis olan birim formiil ve iiretim akis yonteminin
aynist uygulanarak ilgili formilasyon hazirlanmistir. Hazirlanmis olan bu
formilasyon Gzerinden de islem gormemis etkin madde kullanilarak belirlenmis olan
uygun formulasyondaki gibi hem c¢ozinme hem de fosfat baglama g¢aligmalar

gerceklestirilmistir.
3.6. Stabilite Calismalar:

Uygun bulunan Lantan Formilasyonu ve SM/M Lantan Formilasyonu
stabilite kabinlerine kaldirilarak stabilite profili takip edilmistir. Bu kapsamda
hizlandirilmis saklama kosullar1 olan 40°C+2°C/% 75+% 5 bagil nem (RH) ve uzun
stireli saklama kosullart olan 25°C+2°C/% 60+% 5 bagil nem (RH) ortamina ilgili
formiilasyonlar maruz birakilmistir. Baslangi¢ aninda, 1. ay ve 3. ay sonunda ilgili
stabilite  kosullarinda ilgili  formiilasyonlarin  Tablo 3.9.da  belirlenen

spesifikasyonlara uygun olup olmadig1 degerlendirilmistir.
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Tablo 3.9. Stabilite g¢aligmalar1 kapsaminda degerlendirilecek olan testler ve
spesifikasyonlari.

Test Tanim Spesifikasyonlar
Goriiniis Beyaz-krem renkli toz
% Su igerigi (Karl Fischer) Maksimum % 5,0
Mlkt?rLTa?\)t/;:Ikarbonat %95,0-105,0
Coziinme Testi 4. saat sonunda min. % 50,0
(900 mL, 0,1 N'HCI, 50 rpm, Pedal) |24, saat sonunda min. % 85,0

3.7. Fosfat Baglama Calismalari

In-vitro fosfat baglama calismalar1 kinetik baglama calismast ve denge
baglama caligmasi olmak iizere 2 adimdan olugmaktadir. Kinetik baglama
caligmasinin amact maksimum fosfat baglama denge tepkimesi i¢in gereken zamani
ve optimum baglanma hizini tespit etmektir. Kinetik baglama c¢alismasindan sonra
gerceklestirilecek olan ve karsilagtirmali biyoesdegerlik ¢alismasi igin bir gereklilik
olan denge baglama calismasinin amaci ise afinite ve baglanma katsayilarini tespit
etmektir. Her iki c¢alisma da hem test hem de referans iriin i¢in ayr1 ayr

gerceklestirilir (131, 143, 147-149).

Calismalar baglanmadan ¢ozeltide kalan fosfat miktarlarinin tayini tizerinden
gerceklesir ve analizler iyon kromatografisi teknigi ile asagida belirtilen
kromatografik kosullarda  gerceklestirilir. Iyon kromatografisi tekniginde
kullanilacak olan Shim-pack IC-A1 kolonuna iliskin inorganik anyon (fosfat anyonu-

HPO,4?) ayrimi icin verilmis olan ydntem ayni sekilde uygulanmustir (150).

Cihaz : HPLC (iyon kromatografisi-IC)

Kolon : Shim-pack IC-A1 100 mm x 5,0 mm (Iyonik kolon)
Akis iz 11,5 mL/dk

Dalga boyu : 254 nm

Dedektor Tipi : {letkenlik dedektdrii (Supresorsiiz)



Polarity
Enjeksiyon hacmi
Kolon Sicakhgi
Cozucu 1

Cozucu 2

Mobil Faz

Analiz Suresi

Cozeltilerin Hazirlanmasi

0,1M Asetik asit

0,1M Na asetat trihidrat

COzunme Ortamlari

pH 1,2 Ortanm

pH 3,0 Ortam

pH 5,0 Ortanm
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. Pozitif

:10 pL

: 40°C

: COzlnme ortami

:Su

: 0,145 g 4-hidroksi benzoik asit, 0,246 mL N,N-

dietiletanolamin, 1000 mL su. pH=7,90’a N,N-

dietiletanolamin ile ayarlanir.

120 dk

: 14,3 mL % 100’luk glasiyel asetik asit 2500 mL’ye su

ile seyreltilir.

: 13,6 g sodyum asetat trihidrat 1000 mL suda

¢cozUnduraldr.

49,8 mL % 37’lik HCI 6000 mL’ye su ile seyreltilir.

: 5893,8 mL 0.1M asetik asit, 106,2 mL 0.1 M sodyum

asetat trihidrat ile karistirilir.

: 2142 mL 0,1M asetik asit, 3858 mL 0,1 M sodyum

asetat trihidrat ile karistirilir.

3.7.1. Kinetik Baglama Calismalan

Kinetik baglama c¢alismalari; fosfat ¢ozeltisinin son konsantrasyonlari
14,48 mM, 43,44 mM ve 86,88 mM (350 mg, 1053 mg, 2106 mg fosfata esdeger)*

olacak sekilde 3 farkli konsantrasyonda, 8 numune alma noktasinda, 24 saat boyunca

ve farkli pH kosullarinda gergeklestirilir. Deneyler in-vitro kosullar olan pH 1,2,

pH 3,0 ve pH 5,0 ortamlarinda ayr1 ayr1 yapilmalidir. Hem referans iiriine hem de test

urtine iliskin Oriinler ayri ayri denenmelidir. Her bir konsantrasyon igin 6 adet

numune hazirlanir. Asagidaki verilen siireler boyunca numuneler ¢ekilir ve her bir
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zaman i¢in lantana baglanan fosfat konsantrasyonlar1 ve denge konsantrasyonuna
ulastig1 noktadaki optimum siire belirlenir. Bu siire 2. adimda gergeklestirilecek olan

denge baglama caligmalari i¢in gerekli optimum siire olacaktir.

Numune ¢ekme noktalari: 0,5, 1,0, 2,0, 3,0, 4,0, 6,0, 8,0, 24,0 saatler i¢in yapilir.
*Belirtilen fosfat konsantrasyonlari besinlerden alinan giinliik normal fosfat miktarlar: esas

alimarak segilen konsantrasyonlardir.

Lantan karbonat 1000 mg Sase Fosfat Baglama icin Stok Fosfat Cozeltisinin

Hazirlanmasi

137,98 g sodyum monobazik fosfat monohidrat (NaH,PO4.H,0O), 500 mL su

icerisinde ¢ozundurtlir (Crosratstok: 189,94 mg/mL).

Lantan karbonat 1000 mg Sase Fosfat Baglama icin Fosfat Cozeltilerinin

Hazirlanmasi

Hazirlanan stok fosfat ¢ozeltisinden Tablo 3.10.’da belirtilen miktarlarda alinarak

¢oziicii 1 ile seyreltme yapilir.

Tablo 3.10. Lantan karbonat 1000 mg sase fosfat baglama igin fosfat ¢ozeltilerinin

hazirlanmasi i¢in gerekli miktarlar.

Numune i¢ine

Numune i¢ine

Eklenecek Fosfat | Eklenecek Fosfat Seyreltme
Konsantrasyonlar1 | Konsantrasyonlari (mL/mL)
(mg/mL) (mM)
Cozelti 1 17,19 181 4,525 mL/50 mL
Cozelti 2 51,57 543 13,575 mL/50 mL
Cozelti 3 103,14 1086 27,150 mL/50 mL
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Lantan karbonat 1000 mg Sase Fosfat Baglama icin Standart Fosfat

Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Tablo 3.10.’daki cozeltilerden 0,2 mL 25 mL’lik balon jojeye alinarak 25 mL’ye

¢ozlcu 2 ile seyreltilir ve Tablo 3.11.”de belirtilen standart ¢ozeltiler hazirlanir.

Tablo 3.11. Lantan karbonat 1000 mg sase fosfat baglama icin standart fosfat

cozeltilerinin hazirlanmasi i¢in gerekli miktarlar.

Standart Fosfat Konsantrasyonlar: (mg/mL)

Cozelti 1 Standardi 0,137
Cozelti 2 Standarda 0,413
Cozelti 3 Standardi 0,825

Lantan karbonat 1000 mg Sase Fosfat Baglama icin Numune Cozeltilerinin

Hazirlanmasi

500 mL’ lik beherlerde 1000 mg lantan iceren sase igeriklerine 230 mL c¢aligilacak
olan ¢6ziinme ortamindan (pH 1,2, pH 3,0 veya pH 5,0) eklenir, pH degeri kontrol
edilir (hidroklorik asit ya da sodyum hidroksit kullanilarak pH sabitlenir). pH degeri
sabitlendikten sonra; Tablo 3.10.’da hazirlanan ¢ozeltilerden numunelere 20 mL
eklenir (her bir ¢dzlinme ortami i¢in toplamda 6 adet numune olmalidir). Son hacim
250 mL olmalidir. Numune icerisindeki son fosfat konsantrasyon miktarlari
Tablo 3.12.’de verilmistir.

Tablo 3.12. Lantan karbonat 1000 mg sase fosfat baglama i¢in numune ¢ozeltilerinin

hazirlanmasi i¢in gerekli miktarlar.

Numune Icindeki Fosfat Numune Icindeki Fosfat
Konsantrasyonlari1 (mg/mL) Konsantrasyonlar:1 (mM)
1,38 14,48
4,13 43,44
8,25 86,88
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e Beherler 37°C’de 75 rpm hizda karistirilmak suretiyle inkiibasyon islemine
tabii tutulur.

e Deney boyunca pH degeri kontrol edilir ve gerekirse ayarlama yapilmalidir.

e Sire sonunda (0,5, 1,0, 2,0, 3,0, 4,0, 6,0, 8,0, 24,0 saatlerde) 1 mL numune
alinarak 10 mL’lik balon jojeye ¢ozicl 2 ile seyreltilir.

e 5 dakika 4500 rpm’de numuneler santrifuj edildikten sonra iistte kalan kisim
viale aktarilir.

e [C teknigi ile baglanmadan kalan fosfat analiz edilir ve miktarlar1 belirlenir.

e Baslangigta eklenen fosfat miktarindan baglanmadan kalan fosfat miktarinin
farki alinarak lantana baglanan fosfat miktar tespit edilir.

e Dengeye ulastigi saat belirlenir.

e Test Urln ile referans Urun arasindaki istatistiksel farkliliklar SPSS yazilim1
ile ANOVA testi kullanilarak arastirilir. Gruplardaki farkliliklar Dunnett’s
post-hoc testi ile degerlendirilir. p degerinin 0,05ten kii¢lik olmasi durumu

istatistiksel olarak anlamli kabul edilir.
3.7.2. Denge Baglama Calismalari

Denge baglama calismalari; sabit lantan miktarinda (1000 mg) ve sabit sirede

(8 saat) degisen fosfat konsantrasyonlarina kars1 yapilir.
Bu ¢aligma FDA’da belirtilen pH 1,2, pH 3,0 ve pH 5,0 ortamlari igin yapilmalidir.

Lantan karbonat 1000 mg Sase Fosfat Baglama icin Stok Fosfat Cozeltisinin

Hazirlanmasi

137,98 g sodyum monobazik fosfat monohidrat (NaH,PO4.H,O), 500 mL su
icerisinde ¢ozundurilur (CrosraTstok: 189,94 mg/mL).

Lantan karbonat 1000 mg Sase Fosfat Baglama icin Fosfat Cozeltilerinin

Hazirlanmasi

Hazirlanan stok fosfat ¢Ozeltisinden Tablo 3.13.’de belirtilen miktarlarda alinarak

seyreltme yapilir.
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Tablo 3.13. Lantan karbonat 1000 mg sase fosfat baglama igin fosfat ¢ozeltilerinin

hazirlanmasi i¢in gerekli miktarlar.

Numune i¢ine Numune i¢ine
Eklenecek Fosfat | Eklenecek Fosfat Seyreltme
Konsantrasyonlar:1 | Konsantrasyonlari (mL/mL)
(mg/mL) (mM)

Cozeltil 17,19 181 4,525 mL/50 mL
Cozelti 2 25,83 272 6,800 mL/50 mL
Cozelti3 34,38 362 9,050 mL/50 mL
Cozelti 4 43,02 453 11,325 mL/50 mL
Cozelti5 51,57 543 13,575 mL/50 mL
Cozelti 6 68,85 725 18,125 mL/50 mL
Cozelti7 86,04 906 22,650 mL/50 mL
Cozelti 8 103,14 1086 27,150 mL/50 mL

Lantan karbonat 1000 mg Sase Fosfat Baglama icin Numune Cozeltilerinin

Hazirlanmasi

1000 mg lantan iceren numuneler 500 mL’lik beherlere eklenir, tizerlerine 200 mL

pH 1,2 ortamn eklenir. 16 saat 37°C sicaklikta inkiibasyon islemi gerceklestirilir.

Inkiibasyon islemi bittikten sonra;

e pH12igin;

30 mL pH 1,2 ortami eklenir. pH degeri kontrol edilmelidir
(gerekirse hidroklorik asit ya da sodyum hidroksit kullanilarak pH

degeri 1,2’ye ayarlanir.).

20 mL Tablo 3.13.’de hazirlanan
cozeltileri

En az 1 saat beklenir;

konsantrasyonlardaki fosfat numunelere eklenir

(gerekirse hidroklorik asit ya da sodyum hidroksit kullanilarak pH
degeri 1,2’ye ayarlanir), toplamda 8 adet numune olmalidir, son

hacim 250 mL’dir.
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e pH 3,0icin;

30 mL pH 3,0 ortami eklenir. pH degeri kontrol edilmelidir.
(gerekirse hidroklorik asit ya da sodyum hidroksit kullanilarak pH

degeri 3,0’e ayarlanir.)

En az 1 saat beklenir; 20 mL Tablo 3.13.°de hazirlanan
konsantrasyonlardaki fosfat ¢ozeltileri numunelere eklenir
(gerekirse hidroklorik asit ya da sodyum hidroksit kullanilarak pH
degeri 3,0’e ayarlanir), toplamda 8 adet numune olmalidir, son

hacim 250 mL’dir.

e pH5,0icin;

30 mL pH 5,0 ortami eklenir. pH degeri kontrol edilmelidir.
(gerekirse hidroklorik asit ya da sodyum hidroksit kullanilarak pH

degeri 5,0’e ayarlanir.)

En az 1 saat beklenir; 20 mL Tablo 3.13.’de hazirlanan
konsantrasyonlardaki fosfat ¢ozeltileri numunelere eklenir
(gerekirse hidroklorik asit ya da sodyum hidroksit kullanilarak pH
degeri 5,0’e ayarlanir), toplamda 8 adet numune olmalidir, son

hacim 250 mL’dir.

Numune icerisindeki son fosfat konsantrasyonlar: Tablo 3.14.’de verilmistir.

Tablo 3.14. Numune igerisindeki son fosfat konsantrasyon miktarlart.

Numune icine Eklenecek Fosfat Numune i¢indeki Fosfat
Konsantrasyonlari: (mg/mL) Konsantrasyonlar1 (mM)

1,38 14,48

2,07 21,76

2,715 28,96

3,44 36,24

4,13 43,44

5,51 58,00

6,88 72,48

8,25 86,88
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e Beherler 37°C’de 75 rpm’de ¢Oziinme cihazinda pedalla 8 saat
karistirtlmalidir (kinetik baglama calismasinda dengeye ulasim zamani 8
saattir).

e Karigtirma boyunca pH degeri kontrol edilir ve gerekirse ayarlama
yapilmalidir.

e 5 dakika 4500 rpm’de numuneler santrifuj edildikten sonra iistte kalan kisim
viale aktarilir.

e Baglanan fosfat miktar: belirlenir.

e Langmuir esitligi kullanilarak benzesim sabiti ve kapasite sabiti bulunur.

e Lantan Formilasyonu, SM/M Lantan Formulasyonu ve referans (rln
Fosrenol® 1000 mg Sase arasindaki benzerlikler % 90 giiven arahiginda
kapasite sabiti olan k; kullanilarak incelenir (131, 143, 147-149).

Benzesim Sabiti (affinity constant) ; k; ve Kapasite Sabiti (capacity constant) ;
k2

Bu sabitelerin hesaplanmasinda dogrusal regresyon yontemi kullanilmistir.

Sabit sicakliktaki baglanan fosfat miktar1 asagida yer alan langmuir esitligi ile ifade

edilir.

Ceqq 1 1

X/m o kl.kz + kz Ceq (3'7)

Ceq : Dengedeki baglanmamuisg fosfat konsantrasyonu (mM)

X : Dengede Lantana baglanan fosfat miktart (Toplam eklenen fosfat miktari — Ceq)
m : Kullanilan ila¢ miktar (g)

kq : Benzesim baglanma sabiti (Affinity)

) : Langmuir kapasite sabiti

C . . . -

X/L;‘l’ye kars1 Ceq Gizilerek langmuir grafigi elde edilir.

Her bir ¢6ziinme ortami igin ayr1 ayr1 Ky ve K, degerleri hesaplanir.
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Benzesim sabiti ki, baglanma siirecine dahil kuvvetlerin biiyikligi ile ilgilidir.
Kapasite sabiti ks, birim agirlik bagina adsorbent-lantan karbonat tarafindan tutunan

(adsorbe edilen) maksimum fosfat miktarini (adsorbat) belirtir.

Once dengedeki fosfat ¢ozeltisi konsantrasyonundan 1000 mg lantan karbonat igine
baglanan fosfat miktar1 bulunur. Sonra buradan birim lantan karbonat agirligi (mg)

basina baglanan fosfat esitligi X/m hesaplanr.

:/L:l’ye kars1 Ceq grafigi ¢izilerek dogrusal bir egri elde edilir. Bu egrinin egimi (b)

ve y eksenini kesme degeri (a) bulunarak k; ve k, hesaplanir.

kj_:_ k2:

1
- - (3.8)

k2 oranmin giiven arahgimm (% 90) hesaplamak i¢in asagidaki esitlikler kullanilir

(142).

k

ko orani = —2t % 100 (3.9)
referans

. SEM%  SEMA

SEp =0Q o + =z (3.10)

SEq : Ortalama oranin standart sapma degeri

Q : Test iirlin ortalamasinin referans {iriin ortalamasina orani

SEM~ : Test iirliniin standart sapma degeri

SEMRg : Referans iirliniin standart sapma degeri

T : Test lirliniin ortalama degeri

R : Referans iiriiniin ortalama degeri

Giiven aralig1 (% 90) = k oran1 + to 1 df X SEq (3.11)

to1 df (serbestlik derecesi): 1,645
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4. BULGULAR

4.1. Etkin Madde Uzerinde Yapilan Fizikokimyasal Incelemeler

4.1.1. Lantan Karbonatin FT-IR Spektrumu

Correlation: 99.35 %

3800 3600 3400
OK Threshold: 95.00 %
Sample: C:\PROGRAM FILES\OPUS_65\ONURILANTAN_HAMMADDE_TO.0

Reference: C:\PROGRAM FILES\OPUS_65\0NUR\LANTAN_STANDARD_TO.0

Sekil 4.1. Formiilasyonlarda kullanilan lantan karbonat (Mylan, 22113469) etkin

maddesinin (sample) ve standart lantan karbonat etkin maddesinin (reference) FT-IR

spektrumlari.

Tablo 4.1. FT-IR spektrumlarinda dalga boyuna karsilik gelen fonksiyonel gruplar.

Bélge / Dalga Boyu (cm™) Titresim ; Fonksiyonel Gruplar
1/3368 Gerilme ; O-H/ H,0
211474

o)

211376 Asimetrik gerilme ; Jj\
211338 or o
3/1076
4 /850 o
41746 Simetrik gerilme ; JI\ i

o (o)
4/678
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4.1.2. Lantan Karbonatin Partikiil Biiyiikliigii Dagilimi Analizi

Particle Size Distribution
5
— 4
=
[ 3
£
3
g 2
1
l8.01 0.1 1 10 100 1000 3000
Particle Size (um)

dio: 3,313£0,044 um ; dso: 28,875+1,141 um ; dgo: 118,650+6,724 um
Sekil 4.2. Lantan karbonat etkin maddesi partikiil biyiikligii dagilimi sonuglari

(ortalamazxSs, n=3).

Sekil 4.2.’den de goriildiigii tizere lantan karbonat etkin maddesi bimodal
partikiil biliytikligi dagilimi sergilemektedir. Bimodal dagilim kendi iginde
incelendigi zaman Sekil 4.3.’deki gibi iki ayr1 partikiil biyiikligii dagilimi ortaya
cikmaktadir.

Particle Size Distribution

10

Volume (%)

8.01 0.1 1 10 20
Particle Size (um)

d1o: 2,333+0,004 pum ; dsp: 4,662+0,003 pum ; dgo: 9,290+0,007 pm
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Particle Size Distribution

8

7

;@ 6
> 5
b. |5 4
g 3
2

1

0

10 100 1000 3000
Particle Size (um)

dio: 18,117+0,525 pm ; dsp: 58,511+3,060 um ; dgo: 137,253+10,527 pum

Sekil 4.3. Bimodal partikiil biiytikligii dagilimi gosteren lantan karbonat etkin
maddesinin birinci (a.) ve ikinci (b.) partikiil biyiikligi dagilimi sonuglari

(ortalamazxSS, n=3).

4.2. Analitik Yontem ve Validasyon Calismalar:
4.2.1. Bitmis Uriin Miktar Tayini Analitik Yoéntem Validasyonu
Ozgulluk

Yontemin analiz edilen 6rnek icerisinde sadece 6l¢limi amaclanan maddeleri 6lgme

yeteneginin tespiti igin 6zgulluk testi yapilmustir.

Ilgili test icin plasebo ve numune analizi igin 0,1 M EDTA ile titre edilmistir ve

Tablo 4.2.’deki sonuglar elde edilmistir.

Tablo 4.2. Miktar tayini yontemi kapsaminda 6zgullik ¢alismasina iliskin analiz sonuglari.

Harcanan 0.1 M EDTA
Madde V_EDTA, mL
Numune 14,5
Plasebo -*

*Indikatdr eklendiginde mor renk gézlenmedigi igin titrasyon yapilmamustir.



Sonug

Titrasyon yontemi lantan karbonat igin segicidir.
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Plasebo ¢ozeltisine indikator eklendiginde titrasyon yapilmadan sar1 renk olugsmustur.

Plasebo ic¢inde lantan karbonat olmadig1 kanitlanmustir.

Yontemin 6zgilliigh kanitlanmustir.

Dogrusallik ve Arahk

Dogrusal yanit iligkisini kanitlamak ig¢in 5 farkli konsantrasyonda (% 80, % 90,
% 100, % 110, % 120) hazirlanan c¢ozeltiler 0,1 M EDTA ile titre edilmis,
Tablo 4.3.”deki sonuglar ve Sekil 4.4.”deki dogrusallik grafigi elde edilmistir.

Tablo 4.3. Miktar tayini yontemi kapsaminda dogrusallik ¢alismasina iliskin analiz

sonugclari.
S(’[;%r;ceiiitri‘t Diize Tartilan lantan Harcanan EDTA miktar

No y karbonat miktar1 mg V_EDTA, mL
242,36 9,20

1 % 80
240,36 9,20
270,56 10,20

2 % 90
272,05 10,30
301,22 11,40

3 % 100
302,13 11,50
330,35 12,50

4 % 110
333,52 12,70
360,63 13,70

5 % 120
363,21 13,90
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‘g 14 y =0,038x- 0,086
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Sekil 4.4. Miktar tayini yontemi kapsaminda lantan karbonat dogrusallik grafigi.
Sonug

Elde edilen bulgular kabul kriterlerine uygundur, lantan karbonat miktarina karsi

harcanan 0,1 M EDTA miktarinin dogrusal iliskisi saptanmustir.



Kesinlik

Tekrarlanabilirlik
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Miktar tayini yontemi kapsaminda tekrarlanabilirlik ¢alismasina iliskin sonuglar

Tablo 4.4.’de verilmistir.

Tablo 4.4. Miktar tayini yontemi kapsaminda tekrarlanabilirlik ¢aligmasina iligkin

analiz sonuglari.

Numune Tartim Harcanan EDTA mg Lantan % Lantan
No mg V_EDTA, mL karbonat
1 580,22 141 322,8 101,3
2 583,71 14,0 320,5 99,9
3 585,79 14,2 325,1 101,0
4 579,77 13,8 3159 99,2
5 573,89 13,8 3159 100,2
6 588,28 14,2 325,1 100,6
ORTALAMA 100,4
SS 0,76
% VK 0,75
Giiven Arahg (% 95) | 100,4 + 0,61
Sonug

Calisilan numunelerin her birinin sonucu spesifikasyon limitleri i¢indedir.

6 numuneden elde edilen miktar tayini sonucunun % VK degeri 0,75°dir.

Yontemin tekrarlanabilir oldugu saptanmuistir.



Ara kesinlik
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Miktar tayini yOntemi kapsaminda ara kesinlik c¢alismasina iligkin sonuglar

Tablo 4.5.’de verilmistir.

Tablo 4.5. Miktar tayini yontemi kapsaminda ara kesinlik ¢alismasina iligkin analiz

sonuglari.
NUMmUne Tart Harcanan % L
No ?; m EDTA mg Lantan karbonat o Lantan
g V_EDTA, mL

1 574,32 13,90 318,2 100,9

2 580,47 14,00 320,5 100,5

3 586,00 14,30 327,3 101,7

4 579,98 13,80 315,9 99,1

5 592,06 14,40 329,6 101,3

6 585,32 14,30 327,3 101,8

ORTALAMA 100,9

SS 0,99

% VK 0,98
Giiven Aralig: (% 95) | 100,9 £ 0,79
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Miktar tayini yontemi kapsaminda tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik sonuglarinin

miktar tayini yoniinden karsilastirilmasina iliskin sonuglar Tablo 4.6.’da verilmistir.

Tablo 4.6. Tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik sonuglarinin miktar tayini yoéniunden

karsilastirilmast.

Numune No % Lantan

101,3
99,9
101,0
99,2
100,2
100,6
100,9
100,5
101,7
99,1
101,3
6 101,8
ORTALAMA 100,6
SS 0,89
% VK 0,89

Giiven Araligi (% 95) 100,6 + 0,71

[

Tekrarlanabilirlik

Ara-Kesinlik

QPR WINFRPOIOI R WIN

Sonug

Calisilan numunelerin her birinin sonucu spesifikasyon limitleri i¢indedir.
6 numuneden elde edilen miktar tayini sonucunun % VK degeri 0,98°dir.
12 numuneden elde edilen miktar tayini sonucunun % VK degeri 0,89°dur.

Yontemin tekrarlanabilir oldugu saptanmuistir.

Dogruluk

Yontemin dogrulugu; % 80, % 100 ve % 120 duzeylerindeki etkin madde
cozeltilerinde gosterilmistir. Her bir diizey igin 3’er adet olmak Uzere toplam 9 adet

numune hazirlanmstir.
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Miktar tayini yOntemi kapsaminda dogruluk c¢alismasina iligkin sonuglar
Tablo 4.7.’de verilmistir.

Tablo 4.7. Miktar tayini yontemi kapsaminda dogruluk ¢alismasina iliskin analiz

sonugclari.
Cozelti Tartim Harcanan EDTA % Geri Kazanim —
Adi mg V_EDTA, mL Lantan karbonat
% 80-1 247,06 9,30 99,0
% 80-2 239,06 9,20 101,3
% 80-3 242,07 9,30 101,1
% 100-1 303,14 11,50 99,8
% 100-2 308,29 11,80 100,7
% 100-3 301,44 11,40 99,5
% 120-1 366,02 14,00 100,6
% 120-2 362,42 13,80 100,2
% 120-3 364,48 14,10 101,8
ORTALAMA 100,4
SS 0,89
% VK 0,88
Giiven Arahgi (% 95) 100,4+0,71
Sonug

Calisilan numunelerin her birinin % geri kazanimi % 95,0 - % 105,0 arasindadir.
Geri kazanim degerleri arasindaki % VK degeri 0,88’dir.

Yontemin dogruluk parametresi saglanmistir.
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Saglamhik
Cozelti stabilitesi

Miktar tayini yontemi kapsaminda ¢ozelti stabilitesi ¢alismasina iliskin sonuglar

Tablo 4.8.’de verilmistir.

Tablo 4.8. Miktar tayini yontemi kapsaminda ¢Ozelti stabilitesi ¢alismasina iliskin

analiz sonuglari.

Lantan
Saat Lantan miktar tayini-% % Uyum
Baslangi¢ 101,3 -
24. saat 99,9 98,6
48. saat 98,5 97,2

Sonug

Numune ¢Ozeltisi oda kosulunda 24 saat stabilitesini korumustur.
4.2.2. Bitmis Uriin Céziinme Testi Analitik Yontem Validasyonu
Ozgulluk

Yontemin analiz edilen 6rnek icerisinde sadece 6l¢limi amaclanan maddeleri 6lgme

yeteneginin tespiti igin 6zgUulluk testi yapilmustir.

Ilgili test igin plasebo ve numune analizi icin 0,005 M EDTA ile titre edilmis ve bu

calismaya iliskin sonuclar Tablo 4.9.’da verilmistir.

Tablo 4.9. Cozlinme testi yontemi kapsaminda 6zgullik ¢alismasina iligkin analiz

sonugclart.
Harcanan 0,005 M EDTA
Madde V_EDTA, mL
Numune 51
Plasebo -

*Indikatér eklendiginde mor renk gdzlenmedigi igin titrasyon
yapilmamustir.
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Sonug
Titrasyon yontemi lantan karbonat igin segicidir.

Plasebo ¢ozeltisine indikator eklendiginde titrasyon yapilmadan sar1 renk olugsmustur.

Plasebo ic¢inde lantan karbonat olmadig1 kanitlanmustir.
Yontemin 6zgilliigh kanitlanmustir.
Dogrusallik ve Arahk

Dogrusal yanit iligkisini kanitlamak i¢in 5 farkli miktarda (% 80, % 90, % 100,
% 110, % 120) hazirlanan ¢ozeltiler 0,005 M EDTA ile titre edilmis,
Tablo 4.10.’deki sonuglar ve Sekil 4.5.’deki dogrusallik grafigi elde edilmistir.

Tablo 4.10. Cozinme testi yontemi kapsaminda dogrusallik c¢aligmasina iliskin

analiz sonuglari.

Standart Harcanan EDTA
Cozelti Duzey Tartllall\l/ll._l;at:tran#arbonat Miktari

No iktar, mg V_EDTA, mL
242,36 9,20

1 % 80
240,36 9,20
270,56 10,20

2 % 90
272,05 10,30
301,22 11,40

3 % 100
302,13 11,50
330,35 12,50

4 % 110
333,52 12,70
360,63 13,70

5 % 120
363,21 13,90
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Sekil 4.5. Cozlinme testi yontemi kapsaminda lantan karbonat dogrusallik grafigi.

Sonug

Elde edilen bulgular kabul kritelerine uygundur, lantan karbonat miktarina kars1

harcanan 0,005 M EDTA miktarinin dogrusal iliskisi saptanmustir.
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Kesinlik
Tekrarlanabilirlik

COzunme testi yontemi kapsaminda tekrarlanabilirlik ¢alismasina iliskin sonuglar

Tablo 4.11.’de verilmistir.

Tablo 4.11. Cozlinme testi yontemi kapsaminda tekrarlanabilirlik ¢aligsmasina iligkin

analiz sonuglari.

Harcanan EDTA % CO0zUnme —
Numune No V_EDTA, mL mg Lantan karbonat 4 saat
1 4,8 1236,1 75,0
2 55 1416,4 86,0
3 5,8 1493,6 90,7
4 51 1313,4 79,7
5 4,9 1261,9 76,6
6 53 1364,9 82,8
ORTALAMA 81,8
SS 5,90
% VK 7,22
Giiven Arahig: (% 95) 81,8+4,72

Sonug
Calisilan numunelerin her birinin sonucu spesifikasyon limitleri i¢cindedir.
6 numuneden elde edilen ¢oziinme testi sonucunun % VK degeri 7,22°dir.

Yontemin tekrarlanabilir oldugu saptanmustir.
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Ara kesinlik

COzunme testi yontemi kapsaminda ara kesinlik c¢aligmasina iliskin sonuglar

Tablo 4.12.’de verilmistir.

Tablo 4.12. Cozinme testi yontemi kapsaminda ara kesinlik calismasina iliskin

analiz sonuglari.

Harcanan EDTA % Co6zUnme —
Numune No V_EDTA, mL mg Lantan karbonat 4 saat
1 51 1313,4 79,7
2 5,3 1364,9 82,8
3 54 1390,6 84,4
4 4,9 1261,9 76,6
5 5,0 1287,6 78,2
6 4,8 1236,1 75,0
ORTALAMA 79,5
SS 3,62
% VK 4,56
Giiven Aralhigi (% 95) 79,5+ 2,90
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COzunme testi yontemi kapsaminda tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik sonuglarinin
¢Oziinme testi yOnilinden karsilastirilmasina iliskin sonuglar Tablo 4.13.°de

verilmistir.

Tablo 4.13. Tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik sonuglarinin ¢éziinme testi yoninden

karsilastirilmast.

Numune No % COzlUnme — 4. saat

75,0
86,0
90,7
79,7
76,6
82,8
79,7
82,8
84,4
76,6
78,2
6 75,0
ORTALAMA 80,6
SS 4,83
% VK 5,99

Giiven Araligi (% 95) 80,6 + 3,86

[EEN

Tekrarlanabilirlik

Ara-Kesinlik

O WINFROORWN

Sonug
Calisilan numunelerin her birinin sonucu spesifikasyon limitleri i¢cindedir.
6 numuneden elde edilen ¢bziinme testi sonucunun % VK degeri 4,56°dir.
12 numuneden elde edilen ¢dztinme testi sonucunun % VK degeri 5,99’dur.
Yontemin tekrarlanabilir oldugu saptanmustir.

Dogruluk

Yontemin dogrulugu; % 80, % 100 ve % 120 duzeylerindeki etkin madde
cozeltilerinde gosterilmistir. Her bir diizey igin 3’er adet olmak Uizere toplam 9 adet

numune hazirlanmistir.
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COzunme testi yontemi kapsaminda dogruluk c¢alismasina iliskin sonuglar
Tablo 4.14.’de verilmistir.

Tablo 4.14. Cozinme testi yontemi kapsaminda dogruluk ¢alismasina iliskin analiz

sonugclari.
Cozelti Tartim Harcanan EDTA % Geri Kazanim —
Adi mg V_EDTA, mL Lantan karbonat
% 80-1 1506,5 5,20 102,2
% 80-2 1500,3 5,10 100,6
% 80-3 1528,7 5,30 102,6
% 100-1 1887,8 6,50 101,9
% 100-2 1881,5 6,30 99,1
% 100-3 1883,5 6,30 99,0
% 120-1 2256,6 7,80 102,3
% 120-2 2250,4 7,60 100,0
% 120-3 2228,4 7,40 98,3
ORTALAMA 100,7
SS 1,65
% VK 1,63
Giiven Arahgi (% 95) 100,7+1,32
Sonug

Calisilan numunelerin her birinin % geri kazanimi % 95,0 - % 105,0 arasindadir.
Geri kazanim degerleri arasindaki % VK degeri 1,63’tur.

Yontemin dogruluk parametresi saglanmustir.
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Saglamhik
Analiz kosullarinda degisiklik

Analiz kosullar1 degistirilerek (pedal hizi) ve ¢O0zlnme bulgular1 analiz edilerek
yontemin yapilan degisikliklere karsi dayanikliligi test edilmis ve bu g¢alismaya

iligkin sonuglar Tablo 4.15.’de verilmistir.

Tablo 4.15. Coziinme testi yontemi kapsaminda saglamlik ve tekrarlanabilirlik testi

sonuclarinin karsilastirilmasi.

. Harcanan EDTA | .
Analiz Adi V_EDTA, mL Yo COzUnme — 4. saat
Tekrarlanabilirlik 5,23 81,8
Pedal Hizx 4.95 77.3
40 rpm
Pedal Hizx 5,35 83.6
60 rpm

Sonug
Calisilan numunelerin her birinin sonucu spesifikasyon limitleri dahilindedir.
COzunme yontemi pedal hizindaki degisikliklere kars1 dayaniklidir.

Cozelti stabilitesi

COzunme testi yontemi kapsaminda ¢ozelti stabilitesi ¢alismasina iligkin sonuglar
Tablo 4.16.’da verilmistir.

Tablo 4.16. Cozinme testi yontemi kapsaminda ¢0zelti stabilitesi ¢alismasina iliskin

analiz sonuglari.

Lantan
Saat Harcanan EDTA % Uvum
V EDTA, mL oLy
Baslangic¢ 5,20 -
24. saat 5,12 98,5
48. saat 5,01 96,3
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Sonug
Numune ¢ozeltisi oda kosulunda 24 saat stabilitesini korumustur.
4.3. Lantan Karbonat i¢ceren Formiilasyon Calismalar

Uygun formiilasyon belirleme c¢alismalari kapsaminda ilgili yardimci
maddelerin kullanim miktarlar1 degistirilerek hazirlanmis olan formiilasyonlarin 3
farkli ¢oziinme ortaminda elde edilen f2 benzerlik faktorleri Tablo 4.17°de

verilmistir.

Tablo 4.17. Calisilan formiilasyonlara iliskin 3 farkli ¢oziinme ortamindaki 2

degerleri.
Formdilasyonlar f2

pH 1,2 pH 3,0 pH 5,0
FD1 30,90 34,50 25,35
FD2 45,85 46,56 32,23
FD3 44,34 45,20 33,68
FD4 46,87 48,12 36,50
FD5 52,12 48,75 33,76
FD6 68,25 66,54 42,21
FD7 69,32 68,72 45,54
FD8 75,54 74,32 56,45
FD9 83,66 76,67 73,98

Tablo 4.17.’den de goriilecegi iizere FD8 ve FD9 formiilasyonlarinin 2
degerleri her 3 ¢6ziinme ortaminda da 50°nin tzerinde bulunmustur. Referans driine
benzerlik agisindan en yiiksek f2 degerlerine sahip olan FD9 formiilasyonu en uygun
formilasyon olarak segilmistir. FD9 formiilasyonu bu asamadan sonra Lantan
Formilasyonu olarak ifade edilecektir. Uygun formilasyon olarak belirlenen Lantan

Formulasyonu’na iliskin birim formal Tablo 4.18.”de verilmistir.
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Tablo 4.18. Lantan Formilasyonu’na iliskin birim formdal.

Formiilasyon icerigi (Rx) g/ Sase Oran (%)

Lantan karbonat (4-5 hidrat) * 1,940 65,43

(1000 mg lantan’a es deger)

Emdex (Hidrate Dekstrat) 0,818 27,59
Kolloidal silikon dioksit 0,060 2,02
Gliseril distearat 0,058 1,96
Magnezyum stearat 0,089 3,00
Sase Agirhg 2,965 100,00

* Etkin maddenin su igerigi ve miktar tayini hesabima gore gerekli ayarlamalar emdex (hidrate
dekstrat) Uzerinden yapiulr. Ticari olarak bulunmakta olan lantan karbonat 8 hidrat maddesinin
etivde kurutulmasini takiben su igerigi % 14,5 bulunmustur, etkin maddenin kurutma sonrasi formall
etkin madde tizerinden yapilan miktar tayini ve agwik kaybindan hareketle La(CO3)3.4.25
H,O dur. Bu formiil de referans iiriin icerigindeki etkin maddeye[lantan karbonat (4-5 hidrat)]
karsilik gelmektedir.

Lantan Formilasyonu’na iliskin miktar tayini degeri % 98,7+0,49 (n=6)
olarak bulunmustur. Formilasyon tasariminda temel alinmis olan referans iiriin
Fosrenol® 1000 mg Sase (Shire DEV LLC., 1503011A) ile pH 1,2 (0,1 N HCI)
ortamindaki karsilastirmali ¢6zUnme verileri ve ¢éziinme profili Tablo 4.19. ve Sekil

4.6.”da verilmistir.
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Tablo 4.19. Lantan Formiilasyonu ve Fosrenol® 1000 mg Sase (Shire DEV LLC., 1503011A)nin pH 1,2 (0,1 N HCI) ortamindaki

karsilagtirmali ¢6ziinme verileri (n=12).

Lantan Formulasyonu

Fosrenol®1000 mg Sase (Shire DEV LLC., 1503011A)

Sase Zamanla % Cozlinen Zamanla % Co6ziinen
No 1. sa 2.sa 4.sa 8.sa 12.5a 16.sa | 20.sa | 24.sa 1.sa 2.sa 4.sa 8.sa 12.sa 16.sa | 20.sa | 24.sa
1 44,73 | 54,31 | 67,09 | 79,87 | 89,45 | 9584 | 9584 | 99,03 31,95 47,92 | 63,89 | 79,87 | 89,45 | 9584 | 9584 | 99,03
2 35,14 | 47,92 | 54,31 | 67,09 | 79,87 | 83,06 | 92,65 | 99,03 31,95 44,73 | 60,70 | 79,87 | 89,45 | 9584 | 9584 | 95,84
3 41,53 | 51,11 | 67,09 | 79,87 | 89,45 | 9584 | 99,03 | 95,84 31,95 47,92 | 60,70 | 79,87 | 89,45 | 9584 | 9584 | 99,03
4 42,19 | 46,88 | 56,25 | 67,19 | 82,82 | 93,76 | 96,88 | 97,66 42,19 51,11 | 73,44 | 82,82 | 90,63 | 92,19 | 92,98 | 92,98
5 35,14 | 47,92 | 60,70 | 76,67 | 92,65 | 92,65 | 99,03 | 95,84 41,53 56,25 | 67,09 | 84,38 | 92,19 | 92,19 | 92,19 | 92,98
6 38,34 | 47,92 | 57,50 | 76,67 | 89,45 | 9584 | 92,65 | 99,03 38,34 | 44,73 | 60,70 | 79,87 | 89,45 | 99,03 | 95,84 | 95,84
7 41,53 | 51,11 | 67,09 | 76,67 | 79,87 | 86,26 | 89,45 | 95,84 35,14 | 4792 | 60,70 | 76,67 | 92,65 | 92,65 | 99,03 | 95,84
8 44,73 | 5431 | 67,09 | 79,87 | 89,45 | 9584 | 99,03 | 95,84 38,34 | 4792 | 57,50 | 76,67 | 89,45 | 9584 | 92,65 | 99,03
9 47,92 | 60,70 | 73,48 | 83,06 | 89,45 | 89,45 | 99,03 | 99,03 41,16 53,35 | 64,03 | 76,22 | 83,84 | 91,46 | 9451 | 92,99
10 37,26 | 48,17 | 61,95 | 77,27 | 87,75 | 93,64 | 94,08 | 95,32 35,06 4421 | 57,50 | 60,98 | 76,22 | 8537 | 88,42 | 92,99
11 39,07 | 48,44 | 56,25 | 64,07 | 79,87 | 92,65 | 92,65 | 95,84 41,16 47,26 | 56,40 | 70,12 | 80,79 | 88,42 | 89,94 | 91,46
12 37,50 | 43,75 | 67,09 | 76,67 | 92,65 | 93,76 | 94,08 | 95,32 38,34 | 44,73 | 60,70 | 79,87 | 89,45 | 99,03 | 95,84 | 95,84

ORT 40,42 | 50,21 | 62,99 | 7541 | 86,89 | 92,38 | 9537 | 96,97 37,26 48,17 | 61,95 | 77,27 | 87,75 | 93,64 | 94,08 | 95,32

VK 9,99 8,93 9,5 7,93 5,64 4,46 3,41 1,68 10,56 7,74 7,62 8,12 5,60 4,36 3,14 2,81




89

100 -~

80 -
o
S 60 f2 Lantan-Referans = 83,66
0
(&
X

40 —— Lantan Formilasyonu

20 —=— Fosrenol® 1000 mg Sase (Shire DEV LLC., 1503011A)

0
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Zaman (saat)

Sekil 4.6. Lantan Formiilasyonu ve Fosrenol® 1000 mg Sase (Shire DEV LLC.,
1503011A)‘nin pH 1,2 (0,1 N HCI) ortamindaki karsilastirmali ¢oziinme profili
(ortalamaxSH, n=12).

Lantan Formulasyonu’nun formiil tasariminda temel alinmig olan referans
irin  Fosrenol® 1000 mg Sase (Shire DEV LLC., 1503011A) ile pH 3,0 asetat
tamponu ortamindaki karsilastirmali ¢ozinme verileri ve ¢ozunme profili Tablo 4.20.

ve Sekil 4.7.°de verilmistir.
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Tablo 4.20. Lantan Formiilasyonu ve Fosrenol® 1000 mg Sase (Shire DEV LLC., 1503011A)‘nin pH 3,0 asetat tamponu ortamindaki

karsilagtirmali ¢6ziinme verileri (n=12).

Lantan Formulasyonu

Fosrenol® 1000 mg Sase (Shire DEV LLC., 1503011A)

Sase Zamanla % Cozlinen Zamanla % Co6ziinen
No 1. sa 2.sa 4.sa 8.sa 12sa | 16.sa | 20.sa | 24.sa 1.sa 2.sa 4.sa 8.sa 12.sa 16.sa 20. sa 24.sa
1 44,73 | 54,31 | 67,09 | 79,87 | 89,45 | 9584 | 9584 | 99,03 | 31,95 | 47,92 | 63,89 | 79,87 | 8945 | 9584 95,84 99,03
2 35,06 | 4421 | 61,95 | 67,09 | 79,87 | 83,06 | 92,65 | 99,03 | 31,95 | 44,73 | 60,70 | 79,87 | 89,45 | 95,84 95,84 95,84
3 37,26 | 48,17 | 61,95 | 77,27 | 87,75 | 93,64 | 94,08 | 9532 | 37,23 | 4953 | 64,26 | 78,43 | 87,98 | 94,18 95,44 97,00
4 43,66 | 53,24 | 67,09 | 79,87 | 89,45 | 9584 | 97,97 | 96,90 | 31,95 | 46,86 | 61,76 | 79,87 | 89,45 | 9584 95,84 97,97
5 41,16 | 53,35 | 64,03 | 76,22 | 83,84 | 91,46 | 94,51 | 9299 | 37,26 | 48,17 | 61,95 | 77,27 | 87,75 | 93,64 94,08 95,32
6 40,47 | 51,11 | 66,02 | 79,87 | 91,58 | 9584 | 96,90 | 97,97 | 40,42 | 50,21 | 62,99 | 7541 | 86,89 | 92,38 95,37 96,97
7 41,53 | 51,11 | 67,09 | 77,27 | 89,45 | 9584 | 99,03 | 9584 | 29,82 | 43,66 | 59,63 | 7561 | 8519 | 92,65 93,71 96,97
8 44,73 | 54,31 | 67,09 | 79,87 | 89,45 | 9584 | 99,03 | 9584 | 41,05 | 51,86 | 6571 | 77,79 | 88,29 | 94,38 96,81 95,60
9 40,85 | 50,21 | 68,75 | 77,35 | 84,38 | 90,63 | 92,19 | 92,99 | 38,69 | 50,46 | 64,78 | 77,48 | 87,13 | 93,27 94,99 96,08
10 43,25 | 54,35 | 66,02 | 76,22 | 83,84 | 91,46 | 94,51 | 9584 | 37,79 | 49,87 | 6437 | 7741 | 8656 | 92,97 94,67 95,81
11 40,85 | 51,11 | 66,41 | 70,32 | 79,69 | 8594 | 89,07 | 92,19 | 31,95 | 47,92 | 60,70 | 79,87 | 89,45 | 95,84 95,84 99,03
12 37,26 | 47,92 | 57,50 | 74,63 | 82,64 | 89,35 | 91,92 | 9532 | 40,88 | 51,86 | 6554 | 76,05 | 8585 | 91,91 94,32 94,69

ORT | 40,90 | 51,12 | 65,08 | 76,32 | 8595 | 92,06 | 94,81 | 95,77 | 3591 | 4859 | 63,02 | 77,91 | 87,79 | 94,06 95,23 96,69

VK 7,51 6,12 4,89 5,26 4,74 4,66 3,25 2,36 11,46 5,31 3,24 2,17 1,70 1,58 0,94 1,46
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Sekil 4.7. Lantan Formiilasyonu ve Fosrenol® 1000 mg Sase (Shire DEV LLC.,
1503011A)‘nin pH 3,0 asetat tamponu ortamindaki karsilastirmali ¢oziinme profili
(ortalamaxSH, n=12).

Lantan Formulasyonu’nun formiil tasariminda temel alinmig olan referans
irin  Fosrenol® 1000 mg Sase (Shire DEV LLC., 1503011A) ile pH 5,0 asetat
tamponu ortamindaki karsilastirmali ¢oziinme verileri ve ¢ozunme profili Tablo 4.21.

ve Sekil 4.8.’de verilmistir.
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Tablo 4.21. Lantan Formiilasyonu ve Fosrenol® 1000 mg Sase (Shire DEV LLC., 1503011A)‘nin pH 5,0 asetat tamponu ortamindaki

karsilagtirmali ¢6ziinme verileri (n=12).

Lantan Formulasyonu

Fosrenol® 1000 mg Sase (Shire DEV LLC., 1503011A)

Sase Zamanla % Cozlinen Zamanla % Cozunen
No 1. sa 2.sa 4.sa 8.sa 12sa | 16.sa | 20.sa | 24.sa 1. sa 2.sa 4.sa 8.sa 12.sa 16.sa 20. sa 24.sa
1 12,92 | 19,39 | 22,62 | 29,08 | 3554 | 38,77 | 45224 | 4524 9,69 14,45 | 19,39 | 29,08 | 38,77 | 4524 51,70 54,93
2 16,16 | 22,62 | 25,85 | 3554 | 38,77 | 4524 | 51,70 | 54,93 9,69 14,00 | 16,16 | 25,85 | 38,77 | 42,01 45,24 45,24
3 1292 | 22,62 | 25,85 | 32,31 | 38,77 | 42,01 | 48,47 | 51,70 6,46 12,92 | 20,04 | 32,31 | 38,77 | 4524 | 4847 51,70
4 14,00 | 21,54 | 24,77 | 32,31 | 37,70 | 42,01 | 48,47 | 50,62 8,62 13,45 | 18,85 | 29,08 | 38,77 | 44,16 48,47 50,62
5 8,62 17,65 | 24,77 | 29,08 | 38,77 | 44,16 | 48,47 | 50,62 | 11,15 | 16,89 | 19,86 | 32,31 | 37,70 | 42,01 48,47 50,62
6 10,95 | 17,65 | 23,47 | 3554 | 38,77 | 4524 | 51,70 | 54,93 7,65 1345 | 20,18 | 26,45 | 37,70 | 39,07 48,44 56,25
7 14,00 | 21,54 | 25,85 | 34,12 | 40,14 | 47,65 | 50,86 | 54,93 | 10,95 | 14,45 | 18,28 | 29,08 | 44,16 | 47,65 50,86 54,93
8 16,16 | 22,62 | 25,85 | 32,31 | 38,77 | 42,01 | 48,47 | 50,62 8,62 12,92 | 19,39 | 2585 | 34,38 | 39,85 44,53 50,00
9 1292 | 19,39 | 22,62 | 32,31 | 37,70 | 42,01 | 48,47 | 50,62 9,69 1585 | 22,12 | 32,28 | 39,16 | 4524 50,62 55,47
10 9,69 18,28 | 22,31 | 29,08 | 38,77 | 47,65 | 51,70 | 54,93 | 11,15 | 16,89 | 22,62 | 32,31 | 34,38 | 36,98 44,01 50,00
11 13,08 | 19,84 | 23,13 | 3150 | 42,11 | 43,75 | 45,24 | 4524 6,46 1456 | 20,25 | 32,31 | 4356 | 4584 53,13 57,43
12 14,00 | 22,62 | 26,45 | 34,12 | 44,16 | 48,47 | 51,70 | 54,93 | 10,95 | 15,85 | 2154 | 29,08 | 34,12 | 37,50 43,75 49,22
ORT | 12,95 | 20,48 | 24,46 | 32,28 | 39,16 | 44,08 | 49,21 | 51,61 9,26 14,64 | 19,89 | 29,67 | 38,35 | 42,57 48,14 52,20
VK 17,62 | 9,79 6,29 7,20 5,60 6,59 4,82 6,92 18,57 9,72 8,77 8,84 8,34 8,31 6,55 6,87
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Sekil 4.8. Lantan Formiilasyonu ve Fosrenol® 1000 mg Sase (Shire DEV LLC.,
1503011A)‘nin pH 5,0 asetat tamponu ortamindaki karsilastirmali ¢oziinme profili
(ortalamaxSH, n=12).

SM/M  Formiilasyonlarimin ~ Hazirlanmas1 ve  Karakterizasyon

Calhismalan

Uygun formuilasyon olan Lantan Formilasyonu’nun belirlenmesinin ardindan
bilyali degirmen yonteminde farkli hizlar (rpm’ler) ve farkli islem siireleri
uygulanarak elde edilen etkin maddeler {izerinden gergeklestirilen partikiil

biiyiikliigii dagilimlart sonuglar1 Tablo 4.22.’de yer almaktadir.
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Tablo 4.22. Bilyali degirmen yontemi sonrasi elde edilen etkin maddelerin partikiil

biiyiikliigii dagilimi sonuglari (ortalamazSS, n=3).

Denemeler Partikiil Biiyiikliigii Dagilima (um)
dio dso doo
BDD1 3,105+0,045 24,695+1,220 | 93,792+5,203
BDD2 4,897+0,024 19,623+0,986 | 73,965+3,456
BDD3 4,731+0,032 14,790+0,456 | 47,586+2,325
BDD4 2,530+0,025 6,374+0,189 | 32,233+2,454
BDD5 2,538+0,030 6,883+0,205 | 44,491+1 805
BDD6 0,985+0,034 4,154+0,103 | 22,351+0,596
BDD7 1,180+0,027 2,6450,075 | 19,458+0,364
BDDS8 0,692+0,058 1,890+0,082 | 16,563+0,234
BDD9 Agregasyon sonucu partikul biyiikliigii dagilimi
Olciilememistir.
BDD10 BDD9 formiilasyonunda oldugu gibi agregasyon
sonucu partikiil biiyiikliigii dagilimi 6l¢iilememistir.

Tablo 4.22.°deki verilere gore BDD8 kodlu deneme c¢alismasi sonucunda

lantan karbonat etkin maddesinin partikil blylkligi submikron/mikron boyutuna

indirgenmis olup ilgili partikiil biiytikliigii dagilim grafigi Sekil 4.9.’da verilmistir.

Particle Size Distribution
9
8
- 7
g s
-
2 4
> 3
2
1
8ot 0.1 1 10 100 1000 3000
Particle Size (um)
d1o: 0,692+0,058 um ; dsp: 1,890£0,082 um ; dgo: 16,563+0,234 um
Sekil 4.9. Bilyali degirmen yontemiyle partikil biyiikligii submikron/mikron

boyutuna indirgenen lantan karbonat etkin maddesi partikiil biyiikligi dagilimi

sonuglar1 (ortalamaxSS, n=3).
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Lantan karbonat etkin maddesi bilyali degirmen ile 6gilitme islemi sonrasinda
da Sekil 4.9.’dan da goriildiigii iizere benzer sekilde bimodal partikil biiytikligi
dagilimi sergilemistir. Bimodal dagilim kendi i¢inde incelendigi zaman Sekil

4.10.”daki gibi iki ayr1 partikiil bliyiikligii dagilimi ortaya ¢ikmaktadir.

12 Particle Size Distribution
10
£ 8
a |5 ¢
2 4
2
8.01 0.1 1 9
Particle Size (um)
d1o: 0,597£0,030 um ; dsp: 1,556£0,033 um ; dgo: 2,987+0,221 pum
25 Particle Size Distribution
20
95’ 15
1=
b. 3 10
>
5
O1 10 100 1000 3000
Particle Size (um)

dio: 11,408+0,251 um ; dso: 16,033+0,113 pm ; dgo: 21,503+0,045 um

Sekil 4.10. Bilyali degirmen ile 6giitme islemi sonrast bimodal partikiil biiytkligi
dagilimi gosteren lantan karbonat etkin maddesinin birinci (a.) ve ikinci (b.) partikil

biiyiikliigii dagilimi sonuglari (ortalamazSS, n=3).

Bilyal1 degirmen yontemi ile partikiil biiyiikliigii submikron/mikron boyutuna
indirgenen etkin madde ve islem gormemis etkin madde (zerinden ilgili

karakterizasyon ¢alismalar1 ger¢eklestirilmistir. Bu ¢aligsmalar kapsaminda;

XRD analizi ile elde edilen difraktogramlar Sekil 4.11. ve Sekil 4.12.’de

verilmistir.
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Sekil 4.11. Islem gérmemis lantan karbonat etkin maddesinin XRD difraktograma.
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Sekil 4.12. Partikiil biiyiikligii submikron/mikron boyutuna indirgenen lantan karbonat etkin maddesinin XRD difraktogrami.
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TGA ve DSC analizleri ile elde edilen termogramlar Sekil 4.13. ve Sekil 4.14.”de verilmistir.

110
100
90 4
)
s 1 XN — Lanthanum Carbonate
=) SM/M Lanthanum Carbonate
[}
=
80+
70
60 ~t—————r — ——— ——— ———— — —— —r—— —————
o] 100 200 300 400 500 600

Temperature (°C) Universal V4 .5A TA Instruments

Sekil 4.13. Partikiil biiyiikltigii submikron/mikron boyutuna indirgenen lantan karbonat etkin maddesi ve islem gérmemis lantan karbonat

etkin maddesinin TGA termogramlari.
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Sekil 4.14. Partikiil biiyiikliigii submikron/mikron boyutuna indirgenen lantan karbonat etkin maddesi ve islem gérmemis lantan karbonat

etkin maddesinin DSC termogramlari.
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Ogiitme islemi sonrast etkin maddenin ¢oziiniirliigiiniin  degisip
degismedigine yonelik FDA tarafindan belirtilmis olan ¢oziinme ortamlarinda
(pH 1,2, pH 3,0 ve pH 5,0) ve suda yapilan ¢ozlnrlik testi sonuglar1 Tablo 4.23.’de

gorulmektedir.

Tablo 4.23. Partikiil biyiikliigi submikron/mikron boyutuna indirgenen lantan
karbonat etkin maddesinin pH 1,2; pH 3,0; pH 5,0 ve suda yapilan ¢oziiniirliik testi

sonuglari (ortalamazSS, n=3).

Coziiniirliik degerleri (mg/mL)

Zaman
(saat) pH 1,2 pH 3,0 pPH 5,0 Su
6 5,02+0,004 | 1,97+0,003 | 0.81%0,007 | pratik olarak ¢oziinmez.

24 5,03+0,002 | 1,98+0,005 0,78+0,01 Pratik olarak ¢6ziinmez.

Bu asamadan sonra bilyali degirmen yontemi ile partikiil biytkligi
submikron/mikron boyutuna indirgenen BDD8 kodlu lantan karbonat etkin
maddesinden hareketle uygun formiilasyon i¢in belirlenmis olan birim formiil ve
tretim akig yoOnteminin aynist uygulanarak SM/M Lantan Formulasyonu

hazirlanmistir.

SM/M Lantan Formulasyonuna iligkin miktar tayini degeri % 98,2+0,88
(n=6) bulunmustur. Lantan Formilasyonu ile SM/M Lantan Formdilasyonu’nun
pH 1,2 (0,1 N HCI) ortamindaki karsilastirmali ¢6ziinme verileri ve ¢6zinme profili
Tablo 4.24. ve Sekil 4.15.’da verilmistir.
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Tablo 4.24. SM/M Lantan Formulasyonu ve Lantan Formulasyonu‘nun pH 1,2 (0,1 N HCI) ortamindaki karsilagtirmali ¢oziinme verileri

(n=12).
SM/M Lantan Formilasyonu Lantan Formilasyonu
Sase Zamanla % C6zlinen Zamanla % Co6ziinen
No l.sa | 2.sa 4.sa 8.sa 12.sa | 16.sa | 20.sa | 24.sa 1.sa 2.sa 4.sa 8.sa 12.sa 16.sa 20. sa 24. sa
1 79,87 | 83,06 | 83,06 | 86,26 | 89,45 | 92,65 | 92,65 | 92,65 | 44,73 | 5431 | 67,09 | 79,87 | 89,45 | 9584 | 9584 99,03
2 74,76 | 78,59 | 81,78 | 84,34 | 88,81 | 93,92 | 9456 | 9520 | 3514 | 4792 | 5431 | 67,09 | 79,87 | 83,06 | 92,65 99,03
3 67,09 | 70,28 | 70,28 | 73,48 | 79,87 | 89,45 | 86,26 | 9584 | 4153 | 51,11 | 67,09 | 79,87 | 89,45 | 9584 | 99,03 95,84
4 73,66 | 77,36 | 80,27 | 83,03 | 87,66 | 93,29 | 93,53 | 9541 | 42,19 | 46,88 | 56,25 | 67,19 | 82,82 | 93,76 | 96,88 97,66
5 73,48 | 79,87 | 86,26 | 89,45 | 92,65 | 95,84 | 99,03 | 99,03 35,14 47,92 60,70 76,67 92,65 92,65 99,03 95,84
6 73,48 | 79,87 | 83,06 | 83,06 | 89,45 | 9584 | 9584 | 95,84 38,34 47,92 57,50 76,67 89,45 95,84 92,65 99,03
7 73,48 | 77,21 | 79,87 | 82,53 | 87,32 | 93,18 | 93,18 | 9531 41,53 51,11 67,09 76,67 79,87 86,26 89,45 95,84
8 77,07 | 79,67 | 81,07 | 84,06 | 87,86 | 92,05 | 92,25 | 94,05 44,73 54,31 67,09 79,87 89,45 95,84 99,03 95,84
9 73,80 | 77,15 | 79,55 | 82,58 | 86,90 | 92,17 | 92,33 | 95,68 47,92 60,70 73,48 83,06 89,45 89,45 99,03 99,03
10 67,09 | 70,28 | 76,67 | 79,87 | 86,26 | 95,84 | 9584 | 95,84 37,26 48,17 61,95 77,27 87,75 93,64 94,08 95,32
11 79,87 | 79,87 | 79,87 | 83,06 | 86,26 | 89,45 | 89,45 | 92,65 39,07 48,44 56,25 64,07 79,87 92,65 92,65 95,84
12 70,29 | 75,08 | 81,47 | 84,66 | 89,46 | 9584 | 97,44 | 97,44 37,50 43,75 67,09 76,67 92,65 93,76 94,08 95,32
ORT 73,66 | 77,36 | 80,27 | 83,03 | 87,66 | 93,29 | 9353 | 9541 40,42 50,21 62,99 75,41 86,89 92,38 95,37 96,97
VK 5,61 4,99 4,89 4,57 3,46 2,49 3,69 1,87 9,99 8,93 9,53 7,93 5,64 4,46 3,41 1,68
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Sekil 4.15. Lantan Formilasyonu, Fosrenol® 1000 mg Sase (Shire DEV LLC.,
1503011A) ve SM/M Lantan Formilasyonu ‘nun pH 1,2 (0,1 N HCI) ortamindaki

karsilastirmali ¢6ziinme profilleri (ortalama+SH, n=12).

Lantan Formiilasyonu ile SM/M Lantan Formilasyonu’nun pH 3,0 asetat
tamponu ortamindaki karsilastirmali ¢ozinme verileri ve ¢oziinme profili Tablo 4.25.

ve Sekil 4.16.”da verilmistir.
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Tablo 4.25. SM/M Lantan Formulasyonu ve Lantan Formdilasyonu‘nun pH 3,0 asetat tamponu ortamindaki karsilastirmali ¢6ziinme

verileri (n=12).

SM/M Lantan Formilasyonu Lantan Formilasyonu

Sase Zamanla % C6zlinen Zamanla % Co6ziinen
No l.sa | 2.sa 4.sa 8.sa 12.sa | 16.sa | 20.sa | 24.sa 1.sa 2.sa 4.sa 8.sa 12.sa 16.sa 20. sa 24. sa
1 71,10 | 78,13 | 79,69 | 82,04 | 82,82 | 8516 | 8594 | 88,95 | 44,73 | 5431 | 67,09 | 79,87 | 89,45 | 9584 | 9584 99,03
2 72,66 | 78,13 | 82,82 | 83,60 | 8516 | 86,73 | 87,51 | 92,65 | 3506 | 4421 | 61,95 | 67,09 | 79,87 | 83,06 | 92,65 99,03
3 73,44 | 7891 | 84,38 | 85,16 | 8594 | 86,73 | 87,51 | 94,05 | 37,26 | 48,17 | 61,95 | 77,27 | 87,75 | 93,64 | 94,08 95,32
4 72,40 | 78,39 | 82,30 | 83,60 | 84,64 | 86,20 | 86,99 | 92,65 | 43,66 | 53,24 | 67,09 | 79,87 | 8945 | 9584 | 97,97 96,90
5 66,41 | 70,32 | 73,44 | 79,69 | 85,94 | 89,07 | 92,19 | 9532 41,16 53,35 64,03 76,22 83,84 91,46 94,51 92,99
6 71,20 | 76,78 | 80,53 | 82,82 | 84,90 | 86,78 | 88,03 | 92,72 40,47 51,11 66,02 79,87 91,58 95,84 96,90 97,97
7 72,10 | 77,99 | 81,85 | 83,40 | 84,71 | 86,35 | 87,25 | 92,09 41,53 51,11 67,09 77,27 89,45 95,84 99,03 95,84
8 70,32 | 75,79 | 79,17 | 82,30 | 84,90 | 86,99 | 88,55 | 92,77 44,73 54,31 67,09 79,87 89,45 95,84 99,03 95,84
9 7198 | 77,87 | 81,67 | 83,34 | 84,69 | 86,36 | 87,30 | 92,21 40,85 50,21 68,75 77,35 84,38 90,63 92,19 92,99
10 77,07 | 79,67 | 81,07 | 8253 | 87,32 | 9584 | 9584 | 95,84 43,25 54,35 66,02 76,22 83,84 91,46 94,51 95,84
11 65,71 | 77,79 | 88,29 | 92,65 | 93,71 | 96,97 | 95,32 95,84 40,85 51,11 66,41 70,32 79,69 85,94 89,07 92,19
12 63,89 | 79,87 | 89,45 | 92,97 | 94,67 | 95,37 | 96,97 94,55 37,26 47,92 57,50 74,63 82,64 89,35 91,92 95,32
ORT 70,69 | 77,47 | 82,06 | 84,51 | 86,62 | 89,04 | 89,95 | 93,30 40,90 51,12 65,08 76,32 85,95 92,06 94,81 95,77
VK 5,20 3,24 5,08 4,83 4,27 4,87 4,43 2,10 7,51 6,12 4,89 5,26 4,74 4,66 3,25 2,36
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f2 SM/M Lantan-Lantan = 37,19
f2 SM/M Lantan-Referans = 34,58

—e— Lantan Formiilasyonu

—@— Fosrenol® 1000 mg Sase (Shire DEV LLC., 1503011A)

== SM/M Lantan Formilasyonu

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Zaman (saat)

Sekil 4.16. Lantan Formilasyonu, Fosrenol® 1000 mg Sase (Shire DEV LLC.,
1503011A) ve SM/M Lantan Formulasyonu ‘nun pH 3,0 asetat tamponu ortamindaki

karsilagtirmali ¢6ziinme profilleri (ortalama+SH, n=12).

Lantan Formilasyonu ile SM/M Lantan Formilasyonu’nun pH 5,0 asetat
tamponu ortamindaki karsilastirmali ¢ozinme verileri ve ¢6ziinme profili Tablo 4.26.

ve Sekil 4.17.’de verilmistir.
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Tablo 4.26. SM/M Lantan Formulasyonu ve Lantan Formdilasyonu‘nun pH 5,0 asetat tamponu ortamindaki karsilastirmali ¢6ziinme

verileri (n=12).

SM/M Lantan Formilasyonu Lantan Formilasyonu

Sase Zamanla % C6zlinen Zamanla % Coziinen
No 1.sa 2.sa 4.sa 8.sa 12.sa | 16.sa | 20.sa | 24.sa 1.sa 2.sa 4.sa 8.sa 12.sa 16.sa 20. sa 24.sa
1 37,50 | 43,75 | 49,22 | 5547 | 62,50 | 65,63 | 67,97 | 6571 | 1292 | 19,39 | 22,62 | 29,08 | 3554 | 38,77 | 4524 | 4524
2 35,37 | 44,18 | 49,03 | 55,41 | 57,66 | 61,87 | 6559 | 64,93 16,16 22,62 25,85 35,54 38,77 45,24 51,70 54,93
3 36,98 | 44,01 | 50,00 | 56,77 | 62,76 | 66,93 | 69,28 | 67,09 | 12,92 | 2262 | 2585 | 32,31 | 38,77 | 42,01 | 48,47 51,70
4 32,31 | 50,00 | 53,13 | 53,13 | 5545 | 59,38 | 62,50 | 62,50 | 14,00 | 21,54 | 24,77 | 32,31 | 37,70 | 42,01 | 48,47 50,62
5 28,76 | 39,56 | 4545 | 5556 | 58,56 | 62,83 | 65,88 | 65,10 8,62 17,65 24,77 29,08 38,77 44,16 48,47 50,62
6 36,04 | 43,00 | 48,25 | 54,66 | 59,36 | 63,79 | 66,33 | 65,49 10,95 17,65 23,47 35,54 38,77 45,24 51,70 54,93
7 38,77 | 44,16 | 48,47 | 50,62 | 57,49 | 61,66 | 64,98 | 64,57 14,00 21,54 25,85 34,12 40,14 47,65 50,86 54,93
8 35,55 | 44,16 | 49,14 | 55,56 | 58,23 | 62,44 | 66,00 | 65,17 16,16 22,62 25,85 32,31 38,77 42,01 48,47 50,62
9 36,98 | 44,01 | 50,00 | 56,77 | 62,76 | 66,93 | 69,28 | 67,09 12,92 19,39 22,62 32,31 37,70 42,01 48,47 50,62
10 34,38 | 39,85 | 44,53 | 50,78 | 54,69 | 60,94 | 62,50 | 64,26 9,69 18,28 22,31 29,08 38,77 47,65 51,70 54,93
11 35,10 | 44,20 | 48,87 | 55,18 | 56,81 | 61,03 | 64,98 | 64,57 13,08 19,84 23,13 31,50 42,11 43,75 45,24 45,24
12 35,29 | 44,40 | 49,22 | 55,60 | 57,49 | 61,66 | 65,56 | 64,89 14,00 22,62 26,45 34,12 44,16 48,47 51,70 54,93
ORT 35,25 | 43,77 | 48,78 | 54,63 | 58,65 | 62,92 | 65,90 | 65,11 12,95 20,48 24,46 32,28 39,16 44,08 49,21 51,61
VK 7.4 591 4,46 3,77 4,67 3,86 3,31 1,88 17,62 9,79 6,29 7,20 5,60 6,59 4,82 6,92
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Lantan Formill f2 SM/M Lantan-Lantan = 34,50
100 - ¢ -amantormtasyont f2 SM/M Lantan-Referans = 31,74
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Zaman (saat)

Sekil 4.17. Lantan Formiilasyonu, Fosrenol® 1000 mg Sase (Shire DEV LLC.,
1503011A) ve SM/M Lantan Formulasyonu ‘nun pH 5,0 asetat tamponu ortamindaki

karsilastirmali ¢6ziinme profilleri (ortalama+SH, n=12).
4.4. Stabilite Calismalari

Hizlandirilmig saklama kosullar1 olan 40°C+2°C/% 75+% 5 bagil nem (RH)
ve uzun siireli saklama kosullart olan 25°C£2°C/% 60+% 5 bagill nem (RH)
ortaminda Lantan  Formilasyonu ve SM/M Lantan Formilasyonu’na
iliskin baslangi¢ aninda, 1. ay ve 3. ay sonunda ilgili stabilite sonuglar
Tablo 4.27. ve Tablo 4.28.°de verilmistir.



Tablo 4.27. Hizlandirilmis stabilite ¢aligmalari [40°C+2°C/% 75+% 5 bagil nem (RH)] kapsamindaki formilasyonlara iligkin stabilite

sonuglart.

107

Test Tanim

Spesifikasyonlar

Lantan Formulasyonu

SM/M Lantan Formulasyonu

Baslangic 1. ay 3. ay Baslangic 1. ay 3. ay
Goriinds Beyaz-krem renkli toz Uygun Uygun Uygun Uygun Uygun Uygun
% Su igerigi
(ortalamaSS, n=3) Maksimum % 5,00 % 3,51+0,04 | 9% 3,34+0,07 | % 3,42+0,05 | % 3,04+0,02 | % 3,2340,08 | % 3,17+0,06
(Karl Fischer)
Miktar Tayini
(ortalamaxSS, n=6) % 95,0-105,0 % 98,7£0,49 | % 98,3+0,34 | % 98,4+0,56 | % 98,2+0,88 | % 97,6%0,65 | % 95,8+0,72

- Lantan karbonat

CoOzinme Testi
(ortalamazSS, n=6) 4. saat sonunda min. % 50,0 | % 62,99+6,00 | % 61,95+4,72 | % 57,45+4,80 | % 80,27+3,92 | % 82,06+4,17 | % 77,68+3,85
900 mL, 0,1 N HCI, | 24. saat sonunda min.% 85,0 | % 96,97+1,63 | % 95,32+0,89 | % 91,98+2,26 | % 95,41+1,78 | % 95,84+1,12 | % 91,24+1,20
(

50 rpm, Pedal)




Tablo 4.28. Uzun siireli stabilite ¢aligsmalar1 [25°C£2°C/% 60+% 5 bagil nem (RH)] kapsamindaki formiilasyonlara iligkin stabilite

sonugclart.
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Test Tanim

Spesifikasyonlar

Lantan Formulasyonu

SM/M Lantan Formulasyonu

Baslangic 1. ay 3. ay Baslangic 1. ay 3. ay
Goriinds Beyaz-krem renkli toz Uygun Uygun Uygun Uygun Uygun Uygun
% Su igerigi
(ortalamazSS, n=3) Maksimum % 5,00 % 3,51+0,04 3,3240,03 3,3740,06 % 3,04+0,02 3,11+0,02 3,1940,03
(Karl Fischer)
Miktar Tayini
(ortalamaxSS, n=6) % 95,0-105,0 % 98,7£0,49 | 9% 98,5+0,27 | % 98,1+0,35 | % 98,2+0,88 | % 97,9+0,60 | % 97,8+0,42

- Lantan karbonat

CoOzinme Testi
(ortalama+SS, n=6) 4. saat sonunda min. % 50,0 | % 62,99+6,00 | % 60,55+3,56 | % 59,35+3,20 | % 80,27+3,92 | % 80,66+3,37 | % 80,12+2,90
(900 mL, 0,1 N HCI, | 24.saat sonunda min.% 85,0 | % 96,97+1,63 | % 97,12+0,49 | % 95,87+2,21 | % 95,41+1,78 | % 96,20+1,74 | % 94,44+1,40

50 rpm, Pedal)
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4.5. Fosfat Baglama Calismalari
4.5.1. Kinetik Baglama Calismalar

Kinetik baglama c¢alismalariin amaci maksimum fosfat baglama denge
tepkimesi i¢in gereken zamani ve optimum baglanma hizimi tespit etmektir. Buna
yonelik olarak da Lantan Formiilasyonu ve referans iriin olan Fosrenol® 1000 mg
Sase (Shire DEV LLC., 1503011A) kullanilmistir. Bilyali degirmen yontemiyle
partikiil buytkligi submikron/mikron boyutuna indirgenen Lantan karbonat iceren
etkin maddeden hareketle hazirlanan SM/M Lantan Formilasyonu’nda da kinetik

baglama ve denge baglama calismalar1 gergeklestirilmistir.

Igili galismalar kapsaminda baglanmadan ¢ozeltide kalan fosfat miktarlarinin
tayini iyon kromatografisi ile analiz edilmistir. Bolim 3.7.’de belirtilmis olan iyon
kromatografi analiz kosullarinda elde edilen standart ve numune ¢6zeltilerine iliskin

kromatogramlar Sekil 4.18. ve Sekil 4.19.’de gosterilmistir.

my
Det A Cht
150
|
125 |
10.0 |
75
50 i
| <
[N
| 3
25 s
00— —m——
a0 25 50 7.5 100 12.5 15.0 175 200
min
Peak Table
Desecior A Chl
Peak# Name Ret. Time Area Theoretical Plates/meter Vailing Fucior
I FOSFAT 13.39 63672 5678 .64

Sekil 4.18. Fosfat baglama caligmalarinda kullanilan standart ¢oOzeltisine iligkin

kromatogram.
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my DetAChi

25 |

20

15

PLASEBO

FOSFAT

0.0 25 5.0 Pl 100 12.5 150 17.5 200

Peuk Table
Detector A Chl }
hF"‘c:I:# Name Ret. Timw Arcia Thevnetical Platesimeier Lailing Facior
1 FOSTAT 14.01 76340 4949 | %0

Sekil 4.19. Fosfat baglama calismalarinda kullanilan numune ¢6zeltisine iligkin
kromatogram.

Farkli pH’larda ve farkli fosfat konsantrasyonlarinda gerceklestirilen kinetik
baglama caligmalarina iligkin sonuglar ve karsilastirmali baglanan fosfat miktarlar

profilleri Tablo 4.29.-Tablo 4.31. ve Sekil 4.20-Sekil 4.22.’de verilmistir.



Tablo 4.29. Lantan Formiilasyonu, SM/M Lantan Formiilasyonu ve Fosrenol® 1000 mg Sase (Shire DEV LLC., 1503011A)’ye iliskin
pH 1,2 (0,1 N HCI) ortamindaki ortalama baglanan fosfat miktarlar1 (ortalamazSS, n=6).
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Baglanan Miktar (14,48 mM fosfat kons.)

Baglanan Miktar (43,44 mM fosfat kons.)

Baglanan Miktar (86,88 mM fosfat kons.)

Z(:Zj; Lantan SM/M Lantan | Fosrenol Lantan SM/M Lantan | Fosrenol Lantan SM/M Lantan | Fosrenol

Formulasyonu | Formulasyonu Sase Formulasyonu | Formulasyonu Sase Formulasyonu | Formulasyonu Sase

0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,5 8,50+1,06 14,48 11,15+0,86 7,41+1,45 15,44+0,92 10,04+1,35 8,71+2,32 16,88+1,20 10,85+1,86
1 11,21+0,77 14,48 14,48 10,03+1,05 28,22+1,14 14,45+1,10 15,44+2,76 31,54+0,98 15,81+1,42
2 11,88+0,67 14,48 14,48 11,94+1,68 31,44+0,80 15,46+1,48 20,68+2,23 38,22+0,88 21,76x1,74
3 12,62+0,74 14,48 14,48 13,28+1,42 32,18+0,76 15,94+1,42 22,85+2,35 41,63%0,75 23,88+1,56
4 12,93+0,70 14,48 14,48 14,44+1,54 32,94+0,64 16,46+1,66 23,69+1,98 45,52+0,84 24,53+1,45
6 13,36+0,58 14,48 14,48 15,73+1,40 33,25%0,56 16,69+1,25 24,29+1,86 52,11+0,77 24,92+1,62
8 13,51+0,54 14,48 14,48 15,81+1,78 33,37%0,52 16,84+0,95 24,75+2,12 56,47%0,93 25,40+1,28
24 14,48 14,48 14,48 16,51+1,38 34,09+0,45 17,68+1,12 26,35+1,88 58,30+0,65 25,56+1,18
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Sekil 4.20. Lantan Formiilasyonu, Fosrenol® 1000 mg Sase (Shire DEV LLC.,
1503011A) ve SM/M Lantan Formilasyonu‘nun pH 1,2 (0,1 N HCI) ortamindaki
farkli mM fosfat konsantrasyonlarindaki karsilagtirmali baglanan fosfat miktarlari

profilleri.
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Tablo 4.30. Lantan Formiilasyonu, SM/M Lantan Formiilasyonu ve Fosrenol® 1000 mg Sase (Shire DEV LLC., 1503011A)’ye iliskin

pH 3,0 asetat tamponu ortamindaki ortalama baglanan fosfat miktarlari (ortalamaxSS, n=6).

Zaman Baglanan Miktar (14,48 mM fosfat kons.) Baglanan Miktar (43,44 mM fosfat kons.) Baglanan Miktar (86,88 mM fosfat kons.)
(Saat) Lantan SM/M Lantan Fosrenol Lantan SM/M Lantan | Fosrenol Lantan SM/M Lantan | Fosrenol
Formdilasyonu | Formulasyonu Sase Formulasyonu | Formulasyonu Sase Formulasyonu | Formulasyonu Sase
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,5 3,64+1,83 14,48 3,64+1,48 9,17+2,32 17,34+0,90 4,81+1,46 12,82+2,12 15,23+1,32 13,83+2,01
1 4,86+1,94 14,48 5,61+1,67 11,14+2,11 30,15+1,22 6,82+1,56 16,10+2,18 30,41+0,88 18,44+1,88
2 6,32+1,66 14,48 8,13+1,34 12,36+1,88 33,10+1,12 10,52+1,15 18,47+1,97 37,56%1,17 20,46+1,43
3 7,47+1,82 14,48 10,21+0,95 13,58+1,75 33,85+0,86 12,47+1,18 19,81+1,68 40,52+0,93 21,24+1,56
4 8,27+0,98 14,48 11,85+0,87 14,08+1,80 34,65%0,75 13,83+1,22 20,23+1,83 43,30+0,88 21,44+1,34
6 9,94+0,85 14,48 13,70+0,36 14,36+1,56 34,86+0,83 15,65+1,17 20,52+1,54 48,74+0,75 21,63+1,20
8 11,10+0,77 14,48 14,48 14,61+1,67 35,18+0,76 16,21+1,46 20,61+1,66 52,96+0,53 22,02+1,43
24 12,78+0,68 14,48 14.48 15,42+1,43 35,80+0,72 17.53+1,39 21,17+1,44 57,70+0,48 22.49+1,13
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Sekil 4.21. Lantan Formilasyonu, Fosrenol® 1000 mg Sase (Shire DEV LLC.,
1503011A) ve SM/M Lantan Formulasyonu‘nun pH 3,0 asetat tamponu ortamindaki

farkli mM fosfat konsantrasyonlarindaki karsilastirmali baglanan fosfat miktarlari

profilleri.
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Tablo 4.31. Lantan Formiilasyonu, SM/M Lantan Formiilasyonu ve Fosrenol® 1000 mg Sase (Shire DEV LLC., 1503011A)’ye iliskin

pH 5,0 asetat tamponu ortamindaki ortalama baglanan fosfat miktarlari (ortalamaxSS, n=6).

Zaman Baglanan Miktar (14,48 mM fosfat kons.) Baglanan Miktar (43,44 mM fosfat kons.) Baglanan Miktar (86,88 mM fosfat kons.)
(Saat) Lantan SM/M Lantan Fosrenol Lantan SM/M Lantan | Fosrenol Lantan SM/M Lantan | Fosrenol
Formdilasyonu | Formulasyonu Sase Formulasyonu | Formulasyonu Sase Formulasyonu | Formulasyonu Sase
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,5 5,93+1,74 14,48 3,01+1,45 8,31+2,45 11,26+1,55 2,82+1,16 7,68+2,12 10,05+1,78 4,65+2,12
1 7,97+1,67 14,48 5,94+1,35 10,54+1,88 24,56%1,14 5,91+1,88 11,03+1,67 17,65+1,42 7,10+1,89
2 9,75+1,12 14,48 9,67+1,12 12,62+1,67 28,41+1,43 11,68+1,15 13,38+1,44 26,23%+1,16 12,46+1,45
3 11,38+0,67 14,48 12,56+0,46 13,95+1,55 30,52+1,08 16,04+1,35 14,98+1,32 34,22+0,85 15,64+1,18
4 12,71+0,45 14,48 13,71+0,23 15,04+1,32 31,45+0,75 18,91+1,24 16,87+1,12 39,50+0,97 18,10+0,99
6 14,18+0,19 14,48 14,48 16,98+1,28 32,58+0,65 21,56+1,10 19,16+1,36 45,78+0,65 20,63+1,12
8 14,48 14,48 14,48 18,21+1,07 32,82+0,56 23,08+1,09 21,18+1,18 48,65+0,54 22,31+1,14
24 14,48 14,48 14,48 18,69+1,03 33,45+0,62 23,93+1,23 22,50+1,09 57,81+0,45 24,78+1,17
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Sekil 4.22. Lantan Formilasyonu, Fosrenol® 1000 mg Sase (Shire DEV LLC.,
1503011A) ve SM/M Lantan Formulasyonu‘nun pH 5,0 asetat tamponu ortamindaki

farkli mM fosfat konsantrasyonlarindaki karsilastirmali baglanan fosfat miktarlari

profilleri.
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4.5.2. Denge Baglama Calismalari

Denge baglama caligmalari kapsaminda pH 1,2 (0,1 N HCI) ortamindaki
ortalama baglanan-baglanmayan fosfat miktarlarina iliskin sonuglar Tablo 4.32-

Tablo 4.34.”de verilmis, langmuir dogrular1 da Sekil 4.23.’de verilmistir.

Tablo 4.32. Lantan Formilasyonu’na iliskin pH 1,2 (0,1 N HCIl) ortamindaki

ortalama baglanan-baglanmayan fosfat miktarlari (ortalamaxSS, n=3).

Baglanmayan | Baglanan Baglanan Baglanmayan(mM)/

(mM) (mM) (mmol/g) Baglanan(mmol/q)
Cozelti 1 0,00 14,18 3,55 0,00
Cozelti 2 0,00 21,76 5,44 0,00
Cozelti 3 0,00 28,96 7,24 0,00
Cozelti 4 2,28+0,31 | 33,96+0,31 8,49+0,08 0,27
Cozelti 5 12,22+0,30 | 31,22+0,30 7,81+0,08 1,56
Cozelti 6 22,06+0,52 | 35,94+0,52 8,98+0,13 2,46
Cozelti 7 30,68+0,58 | 41,80+0,58 | 10,45+0,15 2,94
Cozelti 8 43,51+0,86 | 43,37+0,86 | 10,84+0,22 4,01

Tablo 4.33. Fosrenol® 1000 mg Sase (Shire DEV LLC., 1503011A)’ye iliskin
pH 1,2 (0,1 N HCI) ortamindaki ortalama baglanan-baglanmayan fosfat miktarlar

(ortalamazxSS, n=3).

Baglanmayan Baglanan Baglanan Baglanmayan(mM)/

(mM) (mM) (mmol/g) Baglanan(mmol/g)
Cozelti 1 0,00 14,18 3,55 0,00
Cozelti 2 0,00 21,76 5,44 0,00
Cozelti 3 0,00 28,96 7,24 0,00
Cozelti 4 1,73+0,24 34,51+0,24 8,63+0,06 0,20
Cozelti 5 7,73+0,18 35,71+0,18 8,93+0,05 0,87
Cozelti 6 18,89+0,45 39,11+0,45 9,78+0,11 1,93
Cozelti 7 27,72+0,65 44,76+0,65 | 11,19+0,16 2,48
Cozelti 8 42,90+0,98 43,98+0,98 | 10,99+0,25 3,90
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Tablo 4.34. SM/M Lantan Formilasyonu’na iliskin pH 1,2 (0,1 N HCI) ortamindaki

ortalama baglanan-baglanmayan fosfat miktarlari (ortalamaxSS, n=3).

Baglanmayan Baglanan Baglanan | Baglanmayan(mM)/

(mM) (mM) (mmol/g) Baglanan(mmol/g)
Cozelti 1 0,00 14,18 3,55 0,00
Cozelti 2 0,00 21,76 5,44 0,00
Cozelti 3 0,00 28,96 7,24 0,00
Cozelti 4 1,04+0,11 35,20+0,11 | 8,80+0,03 0,12
Cozelti 5 9,89+0,28 33,55+0,28 | 8,39+0,07 1,18
Cozelti 6 20,85+0,48 37,15+0,48 | 9,29+0,12 2,24
Cozelti 7 31,41+0,44 41,07+0,44 | 10,27+0,11 3,06
Cozelti 8 44,65+0,79 42,23+0,79 | 10,56+0,20 4,23
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Sekil 4.23. Lantan Formilasyonu, Fosrenol® 1000 mg Sase (Shire DEV LLC.,

1503011A) ve SM/M Lantan Formilasyonu’na iliskin

ortamindaki langmuir dogrulari.

pH 1,2 (0,1 N HCI)
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Denge baglama caligmalari kapsaminda pH 1,2 (0,1 N HCI) ortamindaki

denge baglama sonuglarina iliskin veriler Tablo 4.35. ve Tablo 4.36.’da verilmistir.

Tablo 4.35. pH 1,2 (0,1 N HCI) ortamindaki Lantan Formiilasyonu ile Fosrenol®
1000 mg Sase (Shire DEV LLC., 1503011A) arasindaki denge baglama sonuglari.

x=Baglanmayan Fosfat Miktar1 (mM),

y=Baglanmayan Fosfat Miktar1 (mM) / Baglanan Fosfat Miktar1 (mmol/g)

Lantan Fosrenol® 1000 mg Sase (Shire
Formulasyonu DEV LLC., 1503011A)
Egim 0,0942 0,0907
Intersept 0,1004 0,0504
ki 0,938 1,800
ko 10,616 11,025
k; orani (%0) 52,14
k2 orani (%0) 96,28
% 90 Giiven araligi 92,97 — 99,59

Tablo 4.36. pH 1,2 (0,1 N HCIl) ortamindaki SM/M Lantan Formilasyonu ile
Fosrenol® 1000 mg Sase (Shire DEV LLC., 1503011A) arasindaki denge baglama

sonugclart.

x=Baglanmayan Fosfat Miktar1 (mM),

y=Baglanmayan Fosfat Miktar1 (mM) / Baglanan Fosfat Miktar1 (mmol/g)

SM/M Lantan Fosrenol® 1000 mg Sase
Formilasyonu (Shire DEV LLC.,1503011A)
Egim 0,0959 0,0907
Intersept 0,0614 0,0504
k1 1,562 1,800
ko 10,428 11,025
k; orani (%0) 86,79
k, orani (%0) 94,58
% 90 Giiven arahgi 91,27 - 97,89

Denge baglama calismalar1 kapsaminda pH 3,0 asetat tamponu ortamindaki
ortalama baglanan-baglanmayan fosfat miktarlarina iliskin sonuglar Tablo 4.37.-

Tablo 4.39.’da verilmis, langmuir dogrular1 da Sekil 4.24.’de verilmistir.



121

Tablo 4.37. Lantan Formiilasyonu’na iliskin pH 3,0 asetat tamponu ortamindaki

ortalama baglanan-baglanmayan fosfat miktarlari (ortalamatSS, n=3).

Baglanmayan | Baglanan Baglanan Baglanmayan(mM)/

(mM) (mM) (mmol/g) Baglanan(mmol/g)
CGozelti 1 0,00 14,18 3,55 0,00
Cozelti 2 0,00 21,76 5,44 0,00
Cozelti 3 0,76+0,17 28,20+0,17 7,05+0,04 0,11
Gozelti 4 6,66+0,21 29,58+0,21 7,40+0,05 0,90
Cozelti 5 17,76+£0,42 | 25,68+0,42 6,42+0,11 2,77
Cozelti 6 27,38+0,62 | 30,62+0,62 7,65+0,16 3,58
Gozelti 7 41,22+1,03 | 31,26+1,03 7,82+0,26 5,27
Cozelti 8 54,88+1,12 | 32,00+1,12 8,00+0,28 6,86

Tablo 4.38. Fosrenol® 1000 mg Sase (Shire DEV LLC., 1503011A)’ye iliskin pH 3,0 asetat

tamponu ortamindaki ortalama baglanan-baglanmayan fosfat miktarlar (ortalama+SS, n=3).

Baglanmayan | Baglanan Baglanan Baglanmayan(mM)/

(mM) (mM) (mmol/g) Baglanan(mmol/q)
Cozeltil 0,00 14,18 3,55 0,00
Cozelti 2 0,00 21,76 5,44 0,00
Cozelti3 0,40+0,09 | 28,56+0,09 7,14+0,02 0,056
Cozelti 4 5,26+0,18 | 30,98+0,18 7,74+0,05 0,68
Cozelti5 14,19+0,37 | 29,25+0,37 7,31+0,09 1,94
Cozelti 6 25,86+0,74 | 32,14+0,74 8,03+0,19 3,22
Cozelti7 36,55+0,89 | 35,93+0,89 8,98+0,22 4,07
Cozelti 8 49,68+1,03 | 37,20+1,03 9,30+0,26 5,34

Tablo 4.39. SM/M Lantan Formilasyonu’na iliskin pH 3,0 asetat tamponu

ortamindaki ortalama baglanan-baglanmayan fosfat miktarlar1 (ortalamazSsS, n=3).

Baglanmayan | Baglanan Baglanan Baglanmayan(mM)/

(mM) (mM) (mmol/g) Baglanan(mmol/g)
Cozelti 1 0,00 14,18 3,55 0,00
Cozelti 2 0,00 21,76 5,44 0,00
Cozelti 3 0,82+0,07 28,14+0,07 7,04%0,02 0,12
Cozelti 4 6,12+0,27 30,12+0,27 7,53+0,07 0,81
Cozelti 5 15,56+0,32 27,88+0,32 6,97+0,08 2,23
Cozelti 6 27,45+0,69 30,55+0,69 7,64+0,17 3,59
Cozelti 7 39,47+0,92 33,01+0,92 8,25+0,23 4,78
Cozelti 8 52,83+£1,04 34,05+1,04 8,51+0,26 6,21
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Lantan Formulasyonu
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Sekil 4.24. Lantan Formilasyonu, Fosrenol® 1000 mg Sase (Shire DEV LLC.
1503011A) ve SM/M Lantan Formulasyonu’na iliskin pH 3,0 asetat tamponu

ortamindaki langmuir dogrulari.

Denge baglama caligmalar1 kapsaminda pH 3,0 asetat tamponu ortamindaki

denge baglama sonuglarina iligkin veriler Tablo 4.40. ve Tablo 4.41.’de verilmistir
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Tablo 4.40. pH 3,0 asetat tamponu ortamindaki Lantan Formiilasyonu ile Fosrenol®
1000 mg Sase (Shire DEV LLC., 1503011A) arasindaki denge baglama sonuglari.

x=Baglanmayan Fosfat Miktar1 (mM),

y=Baglanmayan Fosfat Miktar1 (mM) / Baglanan Fosfat Miktar1 (mmol/g)

L antan Fosrenol®_ 1000 mg
Formdulasyonu Sase (Shire DEV
LLC., 1503011A)
Egim 0,1259 0,1093
Intersept 0,0968 0,1108
ki 1,301 0,986
ks 7,943 9,149
k; orani (%0) 131,85
k, orani (%0) 86,81
% 90 Guven arahig 83,59 - 90,03

Tablo 4.41. pH 3,0 asetat tamponu ortamindaki SM/M Lantan Formdlasyonu ile
Fosrenol® 1000 mg Sase (Shire DEV LLC., 1503011A) arasindaki denge baglama

sonugclart.
x=Baglanmayan Fosfat Miktar1 (mM),

y=Baglanmayan Fosfat Miktar1 (mM) / Baglanan Fosfat Miktar1 (mmol/g)

Fosrenol® 1000 mg
ﬁxm I';"S";‘;ﬁz Sase (Shire DEV
LLC., 1503011A)
Egim 0,1190 0,1093
Intersept 0,1018 0,1108
k1 1,169 0,986
k> 8,403 9,149
k; orani (%0) 118,50
ko orani (%0) 91,85
% 90 Guven arahgi 88,92 - 94,78

Denge baglama calismalar1 kapsaminda pH 5,0 asetat tamponu ortamindaki
ortalama baglanan-baglanmayan fosfat miktarlarina iliskin sonuglar Tablo 4.42-

Tablo 4.44.”de verilmis, langmuir dogrular1 da Sekil 4.25.’de verilmistir.
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Tablo 4.42. Lantan Formilasyonu’na iliskin pH 5,0 asetat tamponu ortamindaki

ortalama baglanan-baglanmayan fosfat miktarlari (ortalamaxSS, n=3).

Baglanmayan Baglanan Baglanan Baglanmayan(mM)/

(mM) (mM) (mmol/g) Baglanan(mmol/q)
Cozelti 1 0,00 14,18 3,55 0,00
Cozelti 2 0,00 21,76 5,44 0,00
Cozelti 3 1,23+0,21 27,73+0,21 6,93+0,05 0,18
Cozelti 4 8,64+0,28 27,60+0,28 6,90+0,07 1,25
Cozelti 5 19,45+0,30 23,99+0,30 6,00+0,08 3,24
Cozelti 6 31,64+0,57 26,36+0,57 6,59+0,14 4,80
Cozelti 7 42,23+0,70 30,25+0,70 7,56+0,18 5,58
Cozelti 8 56,52+1,05 30,36+1,05 7,59+0,26 7,45

Tablo 4.43. Fosrenol® 1000 mg Sase (Shire DEV LLC., 1503011A)’ye iliskin pH 5,0 asetat

tamponu ortamindaki ortalama baglanan-baglanmayan fosfat miktarlari (ortalamazSS, n=3).

Baglanmayan Baglanan Baglanan Baglanmayan(mM)/

(mM) (mM) (mmol/g) Baglanan(mmol/g)
Cozelti 1 0,00 14,18 3,55 0,00
CGozelti 2 0,00 21,76 5,44 0,00
Cozelti 3 1,95+0,11 27,81+0,11 6,75+0,03 0,29
Cozelti 4 7,54%0,22 28,70+0,22 7,18+0,06 1,05
Cozelti 5 20,01+0,18 23,43+0,18 5,86+0,05 3,42
Cozelti 6 32,53+0,36 25,47+0,36 6,37+0,09 511
Cozelti 7 45,41+0,45 27,07+0,45 6,77+0,11 7,71
Cozelti 8 58,77+0,78 28,11+0,78 7,03+0,20 8,36

Tablo 4.44. SM/M Lantan Formilasyonu’na iliskin pH 5,0 asetat tamponu

ortamindaki ortalama baglanan-baglanmayan fosfat miktarlar1 (ortalamazSsS, n=3).

Baglanmayan Baglanan Baglanan Baglanmayan(mM)/

(mM) (mM) (mmol/g) Baglanan(mmol/g)
Cozelti 1 0,00 14,18 3,55 0,00
Cozelti 2 0,00 21,76 5,44 0,00
Cozelti 3 1,36+0,25 27,60+0,25 6,90+0,06 0,20
Cozelti 4 8,48+0,18 27,760,18 6,94+0,05 1,22
Cozelti 5 19,56+0,34 23,88+0,34 5,97+0,09 3,28
Cozelti 6 31,85+0,31 26,15+0,31 6,54+0,08 4,87
Cozelti 7 44,59+0,55 27,89+0,55 6,97+0,14 6,40
Cozelti 8 59,15+0,89 27,73+0,89 6,93+0,22 8,93
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Sekil 4.25. Lantan Formilasyonu, Fosrenol® 1000 mg Sase (Shire DEV LLC.
1503011A) ve SM/M Lantan Formulasyonu’na iliskin pH 5,0 asetat tamponu

ortamindaki langmuir dogrulari.

Denge baglama calismalar1 kapsaminda pH 5,0 asetat tamponu ortamindaki

denge baglama sonuglarina iliskin veriler Tablo 4.45. ve Tablo 4.46.’da verilmistir.
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Tablo 4.45. pH 5,0 asetat tamponu ortamindaki Lantan Formiilasyonu ile Fosrenol®
1000 mg Sase (Shire DEV LLC., 1503011A) arasindaki denge baglama sonuglari.

x=Baglanmayan Fosfat Miktar1 (mM),
y=Baglanmayan Fosfat Miktar1 (mM) / Baglanan Fosfat Miktar1 (mmol/g)

L antan Fosrenol®. 1000 mg
Formulasyonu Sase (Shire DEV
LLC., 1503011A)
Egim 0,1336 0,1455
Intersept 0,1464 0,0946
ki 0,913 1,538
ko 7,485 6,873
k; orani (%0) 59,33
k2 orani (%0) 108,91
% 90 Guven arahgi 106,72 - 111,10

Tablo 4.46. pH 5,0 asetat tamponu ortamindaki SM/M Lantan Formulasyonu ile
Fosrenol® 1000 mg Sase (Shire DEV LLC., 1503011A) arasindaki denge baglama

sonugclart.

x=Baglanmayan Fosfat Miktar1 (mM),
y=Baglanmayan Fosfat Miktar1 (mM) / Baglanan Fosfat Miktar1 (mmol/g)

Fosrenol® 1000 mg
Exm I';g;‘;ﬁz Sase (Shire DEV
LLC., 1503011A)
Egim 0,1447 0,1455
Intersept 0,0768 0,0946
ki 1,884 1,538
ko 6,911 6,873
k; orani (%0) 122,50
k, orani (%0) 100,55
% 90 Giiven arahig 98,12 — 102,98
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5. TARTISMA

Bu boliimde, tez calismamiz siiresince gergeklestirilen tiim deneysel
caligmalarin ve elde edilen bulgularin genel bir degerlendirilmesi yapilarak sonuglar
tartistlmistir. Bu amagla; islem gérmemis ve islem gormiis lantan karbonat etkin
maddesinin fizikokimyasal ¢zelliklerinden baslanarak, bitmis triin analitik yontem
ve validasyon ¢alismalari, islem gérmemis ve islem gérmis lantan karbonat etkin
maddesi i¢eren formiilasyon g¢alismalari, elde edilen formiilasyonlarin etkin madde
igeriginin tayini, in-vitro ¢0zinme c¢alismalar1 ve fosfat baglama c¢alismalari

sonuglar1 degerlendirilmistir.
5.1. Etkin Madde Uzerinde Yapilan Fizikokimyasal incelemeler
5.1.1. Lantan Karbonat FT-IR Analizi

Etkin maddenin karakterizasyonu ve saflik kontrolii acisindan tez
calismamizda model ilag olarak kullanilan lantan karbonat etkin maddesinin FT-IR
analizleri (Bkz. Sekil 4.1.) hem standart olarak mevcut olan etkin madde ile hem de

literatiir ile karsilastirilmis, elde edilen bulgular uyumlu bulunmustur (148).

5.1.2. Lantan Karbonat Partikiil Biiyiikliigii Dagilimi Analizleri

Etkin madde olan lantan karbonat partikiil biiyiikligi dagilimi incelenmis,
bimodal partikiil biyiikligii dagilimmna sahip lantan karbonat icin hacim c¢ap1
dio: 3,313 pum; dsg: 28,875 pum; dgp: 118,650 pum olarak bulunmustur (Bkz. Sekil
4.2)). Sekil 4.3. (a.)’dan da goriilecegi lizere bimodal dagilimin birinci dagiliminda
hacim ¢ap1 dip: 2,333 pm; dsp: 4,662 pum; dgo: 9,290 um olarak bulunmustur. Bu
verilerden de hareketle ilgili etkin maddenin partikiil biiyiikligii dagiliminin

submikron diizeyinde olmadig1 goriilmektedir.

5.2. Bitmis Uriin Miktar Tayini ve Coziinme Testi Analitik Yontem

Validasyonu

Etkin madde olan lantan karbonat herhangi bir dalga boyunda absorbans
vermedigi i¢in ilgili bitmis tiriinlerin etkin madde agisindan miktar tayini ve ¢éziinme

testi analizlerinde kompleksometrik titrasyon yontemi kullanilmastir.
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Bitmis {iriin miktar tayini yontem validasyonunda ele alinmig olan
parametrelerin kabul kriterleri ve elde edilen sonuglari hem “Bolim 3. Gereg ve
Yontem” hem de “B6lim 4. Bulgular” kisimlarinda verilmistir, tiim bulgular kabul
kriterleri olarak belirlenen limitlere uygun bulunmustur. Sonug¢ olarak lantan 1000
mg Sase miktar tayini yOnteminin validasyonu 0zglllik, dogrusallik, kesinlik,
dogruluk, geri kazanim ve ¢ozelti stabilitesi parametrelerinin degerlendirilmesi ile

tamamlanmustir.

FDA tarafindan belirlenmis olan pH 1,2 ve PH 3,0 ortamlarinda
gerceklestirilen ¢oziinme testi ¢aligmalarinda SM/M Lantan Formiilasyonu igin 4.
saatten itibaren ¢0zunme profilinin platoya yaklasmis olmasi, tez c¢alismalarimizn
baslangicinda referans tiriine uygun formiilasyon belirleme asamasinda gelistirilecek
olan formulasyonlar icinde 4. saatte ¢6ziinme degerinin belirleyici olmasi sebebiyle
¢oziinme spesifikasyon zamani olarak 4. saat secilmistir. Bu nedenle bitmis iiriin
cozlinme testi yontem validasyonunda ¢oziinme spesifikasyon zaman noktasi olarak
4. saat kullanilmistir. Bitmis iirlin ¢oziinme testi yontem validasyonunda ele alinmis
olan parametrelerin kabul kriterleri ve elde edilen sonuglari hem “B6lim 3. Gereg ve
Yontem” hem de “Bolim 4. Bulgular” kisimlarinda verilmistir, tiim bulgular kabul
kriterleri olarak belirlenen limitlere uygun bulunmustur. Sonug¢ olarak lantan 1000
mg sase ¢Oziinme testi yonteminin validasyonu 0zgullik, dogrusallik, kesinlik,
dogruluk, geri kazanim ve saglamlik parametrelerinin degerlendirilmesi ile

tamamlanmustir.
5.3. Lantan Karbonat iceren Formiilasyon Calismalari

Biyoyararlanimi diisiik olan etkin maddelerin ¢ozlnirligini ve/veya
¢oziinme hizim1 arttirmak igin etkin maddelerin kati dispersiyonlarinin veya
mikrokristal ve nanokristallerinin hazirlanmasi Onerilmektedir (151, 153). Kati
dispersiyon, ¢Oziiniirliigii az olan etkin maddelerin suda ¢ok ¢dziinen inert bir kati
tastyicida ¢ozme ve/veya eritme yontemi kullanilarak dagitilmasi ile olusturulmus
sistemlerdir (153). Kat1 dispersiyon olusmasi halinde etkin madde tasiyici iginde
molekiiler diizeyde dagilmis oldugundan ¢6ziinme ortaminda ¢éziinmesi daha kolay
olmaktadir. Kat1 dispersiyonlarda ayrica yapida bulunan tasiyici nedeniyle de

partikiiller aras1 topaklanmalar ortadan kalkmaktadir. Bu sistemlerde dagilmis olan
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kristal ve amorf haldeki madde, ¢6ziinme ortaminda tasiyicinin kolaylikla ¢éziinmesi
ile ortamda dagilip kolayca 1slanabilmektedir. Kati1 dispersiyonlarin yukarida
bahsedilen uygulamalar1 yaninda bazi etkin maddelerin stabilitelerinin saglanmasi,
¢cOziinlirligli fazla olan maddelerin kontrollii salim saglayan preparatlarinin
hazirlanmast vb. uygulama alanlar1 da bulunmaktadir (151, 154-156). Tez
calismamizda model ilag olarak se¢mis oldugumuz lantan karbonat etkin maddesi
dekompoze oldugu igin erime noktasi tespit edilememektedir (>400°C). Kati
dispersiyon hazirlama yontemleri arasinda yer alan eritme yontemi ve eritme-¢6zme
yontemi de etkin madde erime derecesi 250°C’nin {izerinde olmasi halinde uygun
olmamaktadir. Kat1 dispersiyon hazirlama yontemlerinden biri olan ¢6zme
yonteminde de kullanilacak olan organik ¢dziiciiniin tamamen uzaklastirilamamasi,
uygun ¢oziici segimindeki giigliikler ve aymi kristal seklinin elde edilebilme
zorluklar1 nedeniyle g¢alismamiz kapsaminda lantan karbonat etkin maddesi igeren
submikron/mikron yapida formiilasyonlarin hazirlanmasi gergeklestirilmistir. Bu
yapida formiilasyonlarin hazirlanmasimma yonelik olarak da 6glitme islemi
uygulanmistir. Submikron/mikron yapida formiilasyon eldesinden 6nce ilk hedef,
islem gormemis lantan karbonat etkin maddesi igeren sase fomiilasyon ¢aligmalart ile
bitmis iiriinde miktar tayini uygun olan ve referans lirline benzer olan bir ¢dziinme
profilini elde etmek olarak belirlenmistir. Uygun formilasyonun (Lantan
Formilasyonu) belirlenmesinin ardindan fosfat baglama ¢alismalar1 ile referans
iirline benzer bir fosfat baglama kapasitesinin elde edilmesi ¢aligmanin biyoaktivite

ayagmin da bagartyla tamamlandiginin gostergesi olmustur.

Lantan Formdilasyonuna iligkin miktar tayini degeri % 95,0-105,0 araliginda
[ortalama % 98,7+0,49 (n=6)] bulunmustur. Céziinme profilleri ti¢ farkli ortamda
biyoaktivite calismalarinda kullanilan referans iiriin Fosrenol® 1000 mg Sase (Shire
DEV LLC., 1503011A) ile karsilagtiritlmis ve f2 benzerlik faktoriiniin test iiriin ile
referans Urlintin benzer olarak kabul edilebilmesi igin gerekli olan 50-100 araliginda
olmast gereken degerleri sagladigi goriilmiistiir [pH 1,2 (0,1 N HCI) ortaminda
f2=83,66; pH 3,0 asetat tamponu ortaminda f2=76,67 ve pH 5,0 asetat tamponu
ortaminda f2=73,98]. pH 5,0 asetat tamponu ortaminda % ¢dziinen degerin % 85’
ulasmamasi nedeniyle regiilasyonlar yoniinden f2 hesabi yapilmast uygun degildir.

Ancak regiilasyonlar disinda bilimsel arastirma amagcli olarak 2 hesab1 bu ortam i¢in
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yapilmustir. Ayrica 3 farkli ortamda yapilmis olan ¢oziinme testlerindeki 12 bagimsiz
numunenin hem test hem de referans lrln i¢in varyasyon katsayis1 degerlerinin ilk
zaman noktast i¢in % 20°’den diisiik, diger zaman noktalar i¢cin % 10’dan diisiik

olmasi gerekliligi (144) de ilgili galismalarla gosterilmistir.

SM/M  Formiilasyonlarinin  Hazirlanmas1 ve  Karakterizasyon

Cahismalan

Bilyali degirmen, partikiillerin kuru olarak veya siispansiyon ic¢indeyken
ogiitiilmesini ve homojen partikiiller elde edilmesini saglayan mekanik bir
mikronizasyon yontemidir. On formiilasyon calismalari kapsaminda bilyali degirmen
yontemini optimize etmek amaciyla, partikiillerin kuru olarak isleme tabi
tutulmasinin yanisira bilyali degirmen ile doniis hizi (rpm) ve islem siiresi
degistirilmistir. Yapilan tim degisiklikler sonucunda partikiil biytikliigii 6l¢timi
gerceklestirilmis ve submikron/mikron boyutuna indirgenen noktaya kadar ilgili
kiigiiltme islemi gergeklestirilerek optimum doniis hizi 500 rpm ve optimum islem
stresi 6 saat olarak belirlenmistir. Bu siireden daha kisa siirede ve daha diisiik hizda
istenilen boyuta partikiiller indirgenememis ve ayni zamanda bilyali degirmen
cihazinin en yiiksek doniis hiz1 olan 600 rpm’de ise merkezka¢ kuvvetinden dolay:
bilyalar silindirin kenarinda kalmig ve 6glitme etkili olmamuistir. Bilyali degirmen ile
optimum Oglitme sonrasi elde edilen bimodal partikil biyiikligi dagilimi tek
dagilim olarak degerlendirildiginde dagilimin hacim c¢ap1 dio: 0,692+0,058 pm;
dso: 1,890+0,082 pm; dgo: 16,563+0,234 pum olarak bulunmustur (Bkz. Sekil 4.9.).
Sekil 4.10.(a.)’dan da goriilecegi tizere dagilimdaki iki dagilim ayr1 ayrn
degerlendirildiginde, bimodal dagilimin birinci dagiliminda hacim ¢ap1
dip: 0,597+0,030 pm; dsp: 1,556£0,033 um; dgp: 2,987+0,221 pum olarak
bulunmustur. Bu verilerden de hareketle ilgili etkin maddenin partikiil biiyiikligi
dagilmmin submikron diizeyine inmis oldugu gortlmektedir. Tlgili partikiil
biiyiikliigii dagilimi sonuglarina goére bimodal dagilimin birinci dagilimindaki
partikiller % 77,83’lik kismi olusturmaktadir. Birinci dagilimda submikron
diizeyine indirilen partikiller ise % 23,66’lik kismi1 olusturmaktadir. Bununla beraber
Elan firmasi, US 7101576, WO 2006/074218, WO 09/666539 numarali patenlerinde
2000 nm ve altindaki partikiil biiyiikligiinii nanopartikiil olarak tanimlamakta oldugu
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icin ilgili 6glitme islemi sonrasi ortalama hacim ¢ap1 olan dso degerinin 2000 nm’nin
altinda (bimodal dagilimda dsp: 1,890+0,082 um) elde edilmesiyle nano boyutta da

etkin maddenin elde edildigi goriilmiistiir.

Bilyali degirmen ydntemi ile partikiil biiyiikliigli submikron/mikron boyutuna
indirgenen etkin madde ve islem gérmemis etkin madde lizerinden molekiiler yapinin
korunup korunmadigina iliskin ilgili karakterizasyon ¢alismalar1 gergeklestirilmistir.
XRD, TGA ve DSC analizleri sonucunda partikiil biiyiikliigii submikron/mikron
boyutuna indirgenen etkin maddenin molekiiler yapiy1 korudugu saptanmistir (Bkz.

Sekil 4.11-Sekil 4.14).

Ogiitme islemi sonras1 lantan karbonat etkin maddesinin ¢dziiniirliigiiniin
degisip degismedigine yonelik FDA tarafindan belirtilmis olan ¢6zinme
ortamlarinda (pH 1,2, pH 3,0 ve pH 5,0) ve suda yapilan ¢ozuntrlik testi sonuglarina
gore islem goérmiis etkin maddenin ¢oziiniirliigiiniin islem gérmemis etkin maddenin
¢ozinirlik degerlerine gore degismedigi goriilmistir (islem gérmemis etkin
maddenin teorik ¢oziiniirliik degerleri i¢cin bkz. Tablo 2.2. ve Tablo 2.3.; islem

gormiis etkin maddenin ¢oziliniirliik degerleri i¢in bkz. Tablo 4.23.).

Bilyali degirmen yonteminden hareketle submikron/mikron boyutuna
indirgenmis etkin madde igeren formilasyon (SM/M Lantan Formilasyonu),
biyoaktivitenin artirilmasina yonelik olarak, bagka bir deyisle de fosfat baglama

kapasitesinin artirilmasina yonelik olarak hazirlanmistir.

Etkin maddenin ortam sivisiyla temasta olan etkin yiizey alaninin artirilmasina
yonelik olarak gerceklestirilen ogilitme islemi sonras1 partikiil biyiikligi
submikron/mikron diizeyinde olan etkin madde ile hazirlanmis olan SM/M Lantan
Formilasyonuna iliskin miktar tayini degeri % 95,0-105,0 araliginda [ortalama
% 98,2+0,88 (n=6)] bulunmustur. Noyes-Whitney esitligine gore ¢oziinme hizi,
ortamla temas halinde bulunan etkin maddenin yiizey alani ile dogru orantilidir.
Etkin madde partikil biiyiikliigiindeki degisime bagli olarak spesifik yiizey alani da
degiseceginden, ilacin viicut sivilarinda ¢oziinme hizi degisir. Bu temel bilgilerden
hareketle, SM/M Lantan Formulasyonu’na iliskin ¢0zinme profilleri ii¢ farkli
ortamda Lantan Formilasyonu ile karsilagtirtlmistir. pH 1,2 (0,1 N HCI) ortaminda

ilk 2 saat icinde Lantan Formulasyonu % 50 civarinda ¢6ziinme gosterirken bu deger
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SM/M Lantan Formilasyonu’nda % 75-80 civarina ulasmigtir. pH 3,0 asetat
tamponunda yine pH 1,2 (0,1 N HCI) ortamina benzer sonuglar elde edildigi
gorulmektedir. pH 5,0 asetat tamponunda ise ilk 2 saat icinde Lantan Formilasyonu
% 20 civarinda ve 20. saat sonunda % 50 ¢oziinme gosterirken bu deger SM/M
Lantan Formilasyonu’nda ilk 2 saat iginde % 45 civarinda ve 20. saat sonunda % 65
coziinme gostermektedir. Tiim bu veriler 1518inda etkin madde partikiil biiyiikliigii
kiiciilmesine bagli olarak etkin madde yiizey alanmin artmasi sonucu ¢oziinme
degerlerinin anlamhi bir sekilde arttig1, etkin maddenin ¢oziinilirliigliniin ise
degismedigi goriilmiistiir. Bu bulgu da calismamizda nanometre boyutundaki
partikiillerin yiizdesinin ¢ok fazla olmamasinin gostergesidir. Lantan Formulasyonu
ve SM/M Lantan Formilasyonu arasindaki ¢6ziinme hizi farkliliklar1 nedeniyle 2
benzerlik faktorinin 50-100 aralifinda benzer olmasi igin gereken degerleri
saglamadig1 goriilmistiir [pH 1,2 (0,1 N HCl) ortaminda f2=35,87; pH 3,0 asetat
tamponu ortaminda f2=37,19 ve pH 5,0 asetat tamponu ortaminda f2=34,50]. pH 5,0
asetat tamponu ortaminda % c¢Oziinen degerin % 85’¢ ulagsmamasi nedeniyle
regiilasyonlar yoniinden f2 hesabi yapilmasi uygun degildir. Ancak regiilasyonlar
disinda bilimsel arastirma amacli olarak f2 hesab1 bu ortam i¢in yapilmistir. Ayrica 3
farkli ortamda yapilmis olan ¢6ziinme testlerindeki 12 bagimsiz numunenin hem test
hem de referans uriin igin varyasyon katsayis1 degerlerinin ilk zaman noktasi igin
% 20’den diisiik, diger zaman noktalari i¢in % 10’dan diisiik olmas1 gerekliligi (146)

de ilgili caligmalarla gosterilmistir.
5.4. Stabilite Calismalar

Hizlandirilmig ve uzun siireli saklama kosullarinda baglangic aninda, 1. ay ve
3. ay sonunda Lantan Formilasyonu ve SM/M Lantan Formilasyonu igin ilgili
testler gergeklestirilmis ve Tablo 4.27. ve Tablo 4.28.’de verilen tiim stabilite
sonuglar1 referans {triinden hareketle belirlenmis olan spesifikasyon limitleri

dahilinde uygun bulunmustur.



133

5.5. Fosfat Baglama Calismalari
5.5.1. Kinetik Baglama Cahsmalar

Bu ¢alismada oncelikle fosfat baglanmasini etkileyen faktorler incelenmistir.
pH ve fosfat iyonlar1 konsantrasyonunun baglanma hizi ve kapasitesine etkileri
arastirtlmis ve asagidaki etkileri tespit edilmistir. Bu etkiler tespit edilirken Lantan
Formiilasyonu, SM/M Lantan Formiilasyonu ve referans iriin olan Fosrenol® 1000
mg Sase (Shire DEV LLC., 1503011A)’nin kinetik baglama calisma verilerinden

yararlanilmistir.
Bu verilere gore;

1. pH etkisi: Fosfat iyonlarinin baglanmasi ortamdaki serbest halde bulunan
La* iyonlarinin varhigina bagh oldugundan ve ¢6ziinen lantan iyonlar1 miktar1 da
ortamin pH’1 ile degistiginden dolayr pH’in hem baglanma hizina hem de baglama
kapasitesine etkileri biiyiiktlir. Diisiik pH’larda daha yiiksek fosfat baglama hiz1
gorilmektedir. Lantan karbonatin diisiik pH’lardaki ¢oziintirligiiniin daha iyi olmasi
nedeniyle ortamda daha fazla miktarda fosfat baglayict bulundugundan; yiiksek
pH’lara gore hem dengeye gelme siiresi daha kisa hem de aym siirede daha fazla

miktarda fosfat lantan iyonlarina baglanmaktadir.

2. Fosfat konsantrasyonunun etkisi: Fosfat konsantrasyonunun hem
baglama hizina hem de baglama kapasitesine etkileri bulunmaktadir. Diigiik fosfat
konsantrasyonunda dengeye ulasma hizinin daha kisa oldugu ve dengeye
ulasildiginda tiim fosfatin baglandigi goriilmistiir. Ortamdaki fosfat konsantrasyonu

arttikca dengeye ulasma zamani uzamis fakat baglama kapasitesi artmistir.

Calismada daha sonra farkli pH ve farkli fosfat konsantrasyonlarinda denge
zamanlar1 tespit edilmis ve bu siirenin her pH ve her fosfat konsantrasyonu igin
degisim gosterdigi goriilmiistiir. Ornegin diisiik pH’da (pH 1,2) ve diisiik fosfat
konsantrasyonunda 1 saat gibi bir siirede dengeye ulasilirken bu siire yiiksek pH
(pH 5,0) ve yiiksek fosfat konsantrasyonu varliginda 6-8 saate kadar uzamaktadir.
Dolayisiyla denge baglama calismalarinda her ortamda baglanmayi garanti altina

almak adina optimum siire olarak 8 saat se¢ilmistir (149).
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Lantan Formilasyonu, SM/M Lantan Formulasyonu ve referans Griin olan
Fosrenol® 1000 mg Sase (Shire DEV LLC., 1503011A)’nin kinetik baglama ¢alisma
sonuglaria gore ¢oziinme profillerinde oldugu gibi her 3 ortamda (pH 1,2; pH 3,0 ve
pH 5,0 ortamlarinda) SM/M Lantan Formilasyonu’nun ortalama bagladig1 fosfat
miktarlar1 hem Lantan Formiilasyonu’na hem de Fosrenol® 1000 mg Sase’ye gore
fazla bulunmustur [istatistiksel olarak aralarindaki fark anlamli bulunmustur
(p<0,05), Bkz. Sekil 4.20.- Sekil 4.22.]. SM/M Lantan Formilasyonun’un fosfat
baglama miktarinin fazla olmasinin nedeni; etkin madde partikil biyiikligiindeki
degisime bagli olarak ilacin viicut sivilarinda ¢6ziinme hizinin artmasi (spesifik
yiizey alanmin artmasiyla) sonucu kinetik baglama calismalar1 esnasinda ortamda
¢Oziinen miktarinin daha fazla olmasi ve daha kisa siirede ortama ge¢mesi seklinde

degerlendirilmektedir.
5.5.2. Denge Baglama Calismalarn

Kinetik baglama c¢aligmalarindan sonra yapilan ve karsilastirmali
biyoesdegerlik c¢alismasi igin gereklilik olan denge baglama ¢aligsmalari, test Griinler
(Lantan Formiilasyonu ve SM/M Lantan Formiilasyonu) ve referans triin [Fosrenol®
1000 mg Sase (Shire DEV LLC., 1503011A)] icin her ortamda benzesim (ki) ve
kapasite (ky) katsayilarini tespit etmek icin gerceklestirilmistir. Kinetik baglama
calismalarinda optimum slre olarak belirlenen siire (8 saat) sabit tutularak fosfat

konsantrasyonlar1 bu ¢alismada degisken tutulmustur.
Denge baglama calismalarindan elde edilen verilere gore;

e Lantan karbonat ¢oziinme hizinin baglanma hizin1 direk olarak etkiledigi
tespit edilmistir.

e pH’yabagl olarak baglanma hizi ve baglanma kapasiteleri degismektedir.

e Denge baglama caligmalarinda etkin madde tamamen c¢oziindiikten sonra
ilgili ortamlarla muamele edilerek test rlnler ile referans iiriin arasindaki
benzerlik iliskisi incelendigi i¢in ¢éziinme hiz1 ve fosfat baglama kapasite
degerlerinden  bagimsiz olarak SM/M  Lantan  Formilasyonu’nun

Baglanmayan(mM)/Baglanan(mmol/g) degerleri Lantan Formiilasyonu ve
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referans tiriin olan Fosrenol® 1000 mg Sase (Shire DEV LLC., 1503011A) ile

yakin bulunmustur.

Denge baglama calismalar1 sonunda elde edilen veriler langmuir esitligi ile
analiz edilmis, ilgili egrilerin egim ve kesisim noktalart k; ve Ky degerlerini
hesaplamak i¢in kullanilmistir. pH 1,2, pH 3,0 ve pH 5,0 ortamlarinda ky oraninin
giiven aralig1 (% 90) degerleri; Lantan Formiilasyonu’na karsi Fosrenol® 1000 mg
Sase (Shire DEV LLC., 1503011A)’de ve SM/M Lantan Formulasyonu’na karsi
Fosrenol® 1000 mg Sase (Shire DEV LLC., 1503011A)’de % 80-125 kabul degerleri
arasinda bulunmus olup (Bkz. Tablo 4.35., Tablo 4.36., Tablo 4.40., Tablo 4.41.,
Tablo 4.45., Tablo 4.46.) test Urlnler (Lantan Formilasyonu ve SM/M Lantan
Formiilasyonu) referans Griin [Fosrenol® 1000 mg Sase (Shire DEV LLC.,
1503011A)] ile benzerlik gostermektedir (131, 143, 147-149).
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6. SONUC ve ONERILER

Glinlimiizde pek ¢ok etkin maddenin suda ¢oziiniirliik sorununun olmast ve
buna bagli olarak oral biyoyararlanimlarinin/biyoaktivititelerinin diisiik olmasi,
arastirmacilart bu alanda degisik yontemler gelistirmeye yonlendirmistir. Bu
yontemler icerisinde mikrokristal/nanokristal teknolojisi, elde edilen Grlndn guvenli
olmasi, liretim teknolojisinin nispeten kolay olmasi, elde edilen iirliniin c¢esitli
yollardan uygulanabilmesi gibi istiinliikler saglamaktadir. Coziiniirliigii ¢cok diisiik
olan etkin maddelerin mikrokristalleri/nanokristalleri hazirlanarak ¢6ziinme hizi ve
dolayisiyla in-vivo biyoyararlanimlarinin artabilecegi bircok ¢alismada belirtilmistir.
Bu dogrultuda tez ¢aligmasi kapsaminda model ilag olarak segilen lantan karbonat
etkin maddesinden hareketle bilyali degirmen yontemi ile partikiil biiyiikligii
submikron/mikron boyutuna indirgenerek uygun formilasyon olan SM/M Lantan
Formilasyonu hazirlanmis ve aymi birim formiile sahip olacak sekilde islem
gormemis etkin madde ile hazirlanmig formiilasyon olan Lantan Formdilasyonu ile
hem ¢oziinme hizi hem de buna baglh olarak fosfat baglama c¢alismalar
gerceklestirilmistir. SM/M Lantan Formulasyonu’na iliskin ¢6ziinme hizi pH 1,2,
pH 3,0 ve pH 5,0 ortamlarinda Lantan Formiilasyonu’na ve referans driin olan
Fosrenol® 1000 mg Sase (Shire DEV LLC., 1503011A)’ye gore daha yiiksek
bulunmustur. Ayn1 zamanda yapilan kinetik baglama c¢aligmalar1 sonucunda SM/M
Lantan Formulasyonu’nun bagladigi fosfat miktar1 hem Lantan Formilasyonu’na
hem de referans driin olan Fosrenol® 1000 mg Sase (Shire DEV LLC.,
1503011A)’ye gore daha fazla olmustur.

Sonug olarak; bu calisma ile hemodiyaliz veya surekli ayaktan periton
diyalizi uygulanan kronik bobrek yetmezligi olan hastalarda hiperfosfateminin
kontrolu igin fosfat baglama ajani olarak endike olarak kullanilan lantan karbonat
etkin  maddesinin  submikron/mikron  duzeyinde  kristalleri  hazirlanarak
biyoaktivitesinin artirilmasi ve terapétik anlamda ilagtan daha fazla yarar saglanmasi,
bu tez kapsamindaki ¢aligsmalarla miimkiin olmustur. Klinik anlamda da 1000 mg
doz ile saglanan klinik yanitin benzeri submikron/mikron diizeyinde kristalleri
hazirlanan iiriiniin dozu azaltilarak (yan etkileri de doza bagimli olarak azalacaktir)

da saglanabilecektir.
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Calismanin bundan sonraki asamasinda ozellikle ilag endustrisine yonelik
tiretim teknolojileri arasinda ¢ok fazla kullanilmayan bu tip teknolojilerin
uygulanabilir hale getirilmesi i¢in 6lgek bliylitme ¢alismalar1 gerceklestirilerek bu ve
buna benzer diger tretimlerin Tirkiye'de yapilacak olmasi ile Ulke ekonomisine

biylk katki saglanacagi diisiintilmektedir.
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