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OZET

Son yillarda, ilaclarin in vivo davranisinin belirlenmesinde, in vivo ¢alismalar yaninda
BCS temelli biyofarmasotik degerlendirmeler, in siliko yaklagimlar, farmakokinetik
modellemeler kullanilarak yapilan simiilasyonlar ve in vitro in vivo korelasyon (IVIVC)
degerlendirmeleri 6nem kazanmigtir. Ezetimib, diislik ¢ozliniirliik ve yiiksek permeabilite
ozelligi gosteren BCS Siuf 2’ye ait bir etkin maddedir. Ezetimib, ilk ge¢is etkisine maruz
kalan, enterohepatik sirkiilasyona giren bir molekiil olup metabolizma ve tastyici kinetigi
acisindan oldukc¢a karmasiktir. Bu caligmada, biyoesdegerligi gosterilmis bir {irlin olan
Ezetimib 10 mg tablet i¢in klasik ve biyouyumlu ¢oziinme ortamlarindan elde edilen
veriler kullanilarak IVIVC degerlendirmelerinin yapilmasi ve farkli in vitro ¢dziinme
ortamlarinin korelasyona olan etkisinin incelenmesi hedeflenmistir. Bu kapsamda, in vitro
ve in siliko calismalar gerceklestirilmistir. Ezetimib molekiilii icin GastroPlus™
programimin bir¢ok 06zelligi kullamilarak fizyolojik temelli farmakokinetik modelleme
yaklagimiyla enterohepatik sirkiilasyonu igeren bir farmakokinetik model olusturulmustur.
Olusturulan modelde, ortalama plazma konsantrasyon egrisi simiile edilmistir. Ancak,
ezetimibin karmasik metabolizma kinetigi ve yiliksek degiskenlik 6zellikleri nedeniyle,
bireyler icin tek tek model olusturulmasi ve tasiyici etkisinin de simiilasyona eklenmesiyle
modelin gelistirilmesinden sonra IVIVC degerlendirilmelerinin yapilabilecegi sonucuna
varilmistir.
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ABSTRACT

Nowadays, BCS based biopharmaceutical assessments, in silico approaches,
pharmacokinetic modeling and in vitro in vivo correlations have become surrogates to in
vivo studies in order to evaluate the in vivo behavior of drugs. Ezetimibe is a BCS Class 2
drug with low solubility and high permeability. Ezetimibe is a very complicated molecule
due to gut metabolism, first pass effect, enterohepatic recirculation, metabolism and
transporter kinetics. In this study, the aim was to develop an IVIVC for a bioequivalent
generic product, Ezetimibe 10 mg tablets by using in vitro dissolution data from classical
and biorelevant dissolution media and to evaluate the effect of different in vitro dissolution
media on IVIVC. In the frame of this thesis, in vitro and in silico studies were carried out.
A physiologically based pharmacokinetic model which accounts for the enterohepatic
recirculation of ezetimibe was developed by using different modules of GastroPlus™ and
the mean plasma concentration vs time profile was simulated. Due to complex metabolism
kinetics and high variation of ezetimibe, this model should be refined by fitting individual
plasma concentration profiles and considering transporter effect before an IVIVC is
developed.
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XVii
SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.
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Pets Efektif permeabilite, cm/sn x 10*

r Ince bagirsagin yarigapi, cm

R Partikiil yarigap1, pm

R’ Determinasyon katsayisi

Rp Kan hiicrelerine baglanma orani

ty, Yarilanma omrii

tDiss [lacin ¢dziinme siiresi, sn
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1. GIRIS

Son yillarda, ilaglarin in vivo davranisinin belirlenmesinde, in vivo g¢alismalar yaninda
BCS temelli biyofarmasotik degerlendirmeler, in siliko yaklagimlar, farmakokinetik
modellemeler kullanilarak yapilan simiilasyonlar ve in vitro in vivo korelasyon (IVIVC)

degerlendirmeleri 6nem kazanmustir.

Bir ilacin viicuttaki ¢oziinme Ozellikleri, ilag emilimini dogrudan etkileyecegi i¢in, dozaj
seklinin in vitro ¢6ziinme hizi ve salim oOzellikleri iirlinlerin in vivo performansini
dogrudan etkiler. Giiniimiizde, in vivo performansin tahmininde degisik oranda safra tuzu
ve lesitin karigimlart igeren ve in vivo ¢oziinme kosullarina klasik in vitro ¢dzlinme
ortamlarina gore daha fazla benzerlik goésteren biyouyumlu c¢oziinme ortamlarinin

kullanimui tercih edilmektedir.

Bu calismanin temel amaci, in vivo plazma konsantrasyon verileri Zentiva Saglik Uriinleri
tarafindan saglanan ezetimib molekiilii i¢in klasik ve biyouyumlu in vitro ¢dzliinme
ortamlarindan elde edilen in vitro ¢ozliinme hiz1 verilerini kullanarak bilgisayar
simiilasyonlariyla farmasotik degerlendirmeler yapabilmektir. Ayrica, ezetimib igin
farmakokinetik modelleme ve IVIVC degerlendirmesi yaparak, biyouyumlu ¢oziinme
ortamlarinin korelasyona olan etkisinin incelenmesi amaglanmistir. Bu amagcla tiim viicudu
simiile eden bir PBPK modeli olan GastroPlus™ programimmda ACAT modeli

kullanilmustir.

Calismalarda oncelikle in vitro ¢oziiniirliikk ve ¢éziinme hizi ¢alismalar1 deneysel olarak
yapilmistir. ADMET Predictor™ ile in siliko ¢alismalart gerceklestirilmistir.
Biyoesdegerlik ¢caligmasindan elde edilen in vivo verilerinin de degerlendirilmesiyle model
madde olarak secilen ezetimib i¢in fizyolojik temelli farmakokinetik bir model

olusturulmasina caligilmistir.

Calismalar kapsaminda, ilk olarak ezetimib molekiiliiniin analizi i¢in yliksek basingl sivi
kromatografisi (HPLC) ydntemiyle metot validasyonu yapilmis, ¢oziiniirliik ve in vitro
¢oziinme hiz1 ¢ahigsmalari gerceklestirilmistir. In siliko calismalar, literatiirden
saglanamayan veya in vitro olarak Ol¢iilemeyen verilerin tahmin edilmesine yonelik

caligmalar ve kestirim ¢alismalar1 olarak iki asamada gerceklestirilmistir. Molekiil



ozellikleri ADMET Predictor™, farmakokinetik modelleme GastroPlus™ programlariyla
yapilmustir. In vivo veriler olarak, Zentiva Saglhk Uriinleri tarafindan gelistirilen Ezetimib
10 mg tablet iirliniinlin Merck Sharp and Dohme (MSD)’ye ait Ezetrol 10 mg tablet
iirliniiyle biyoesdeger oldugunu gostermek i¢in 18-55 yas arasi, 44 erkek gontllii lizerinde,
aclik durumunda gerceklestirilmis olan tek dozlu, iki yonli, c¢apraz tasarimhi
biyoesdegerlik calismasindan elde edilmis zamana karsilik plazma konsantrasyonu verileri

kullanilmastir.

Ezetimib, disik c¢oziiniirlik ve yiiksek permeabilite 6zelligi gosteren Biyofarmasotik
Siniflandirma Sistemi (BCS)’ne gore Sinif 2’ye ait bir etkin maddedir. Bu nedenle
biyouyumlu ortamlarin ezetimibin ¢oziiniirligiinii artirmasi beklenmistir. Ayrica ezetimib,
ilk gecis etkisine maruz kalan, enterohepatik sirkiilasyona giren bir molekiil olup
metabolizma ve tasiyict kinetigi acisindan oldukc¢a karmasiktir. Tez kapsaminda, bu
molekiille simiilasyon c¢alismalarina baglanmadan o6nce GastroPlus™ programinin
kullanilmasinin 6grenilmesi amaciyla Zentiva Saglik Uriinleri’ne ait uzun salim yapan
BCS Smif 1 bir molekiil olan ZTVO01 {izerinden modelleme ¢alismalar1 yapilmistir. Bu
molekiille deneyim kazanildiktan sonra ezetimibin modellenmesine ge¢ilmistir. Yapilan
caligmalarla, GastroPlus™’1n cesitli 6zellikleri kullanilarak enterohepatik sirkiilasyon ve

metabolizma etkisi simiile edilmistir.

Ezetimib molekiiliiniin ¢oziiniirliik probleminden dolay1 IV uygulamasi bulunmadigindan
oral emilimin tahmininde zorluklarla karsilasilmistir. Molekiil Ozelliklerinin  ve
metabolizma kinetiginin tanimlanmasinda in siliko metotlardan yararlanilmistir. Bu veriler
girdi olarak kullanilarak ezetimib i¢in fizyolojik temelli farmakokinetik modelleme
yaklagimiyla enterohepatik sirkiilasyonu ve metabolizma kinetiklerini géz Oniine alan bir
farmakokinetik model olusturulmustur. Olusturulan modelde, ortalama plazma

konsantrasyon egrisi simiile edilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Coziiniirliik ve Coziinme Hiz1

Coziiniirliikk, ¢coziinme hizi ve membranlardan gegis 6zelligi (permeabilite) bir ilacin
biyoyararlaniminda rol oynayan temel parametrelerdir. Coziintirliik, bir etkin maddenin bir
coziiciide belirli sicaklik derecesinde ¢oziinebildigi en yiiksek miktardir. Buna doygunluk
konsantrasyonu da denir [2, 3]. Oral yolla verilen bir ilacin sudaki ¢6ziiniirligii, viicut

icinde ilag emilimini etkileyen 6nemli bir etmendir [4].

pK, ve pH iliskisi bir ilacin ¢dziiniirliigiiniin belirlenmesinde etkilidir. ilaglarin ¢ogu zayi1f
asit veya baz olduklar i¢in, belirli bir pH’da, notr ve iyonlasmis haldeki molekiiller
dengededir. Zayif baz ve asitlerin ¢oziiniirliigli iyonizasyon katsayilarina ve ortamin

pH’sina baglidir. Bu iliski Henderson-Hasselbach denklemiyle gosterilir [5, 6].

pH = pK, + log ([A]/[HA]) (2.1)

pKa: Asit iyonlagsma sabitinin eksi logaritmasi

[HA]: iyonlasmamis zayif asitin molar derigimi

[A']: Zayif asite ait konjuge bazin molar derigimi

Henderson-Hasselbach denklemi viicut i¢indeki degisken pH ortaminda ilacin iyonize veya
non-iyonize formunun belirlenmesi agisindan énemlidir. Ilacin nétr veya iyonlasmis halde
olmas1 hem ¢oziinme hem de permeabilite agilarindan onemlidir. Zayif baz o6zellikteki
ilaclar yiiksek pH’larda daha diisiik ¢Oziiniirliige sahipken (ilacin daha biiyiik bir kismi
iyonlasmamis haldedir), zayif asit Ozelligi gosteren ilaglar yiiksek pH’da daha iyi
¢oziiniirler (ilacin daha biiyiik bir kismi iyonlagmis haldedir) [5, 7].

Mide bagirsak kanalinda, ylizey etkin maddeler, pH degisimleri, tampon kapasitesi ve
yiyecekler ilacin ¢oziiniirliigiinii degistirebilir. Ornegin, zayif baz &zelligi gosteren
indinavir (pKa 3,7 ve 5,9) yiyecek alimindan sonra mide pH’s1 yiikselecegi i¢in ¢okme
gosterir. Bu durum, egri altinda kalan alan (AUC) ve doruk plazma konsantrasyonu (Cpmax )

degerlerinde ilact a¢ karnina alan goniillillere oranla diisiik bulunmustur. Oysaki



yiyeceklerin neden oldugu pH yiikselmesi zayif asit 6zelligindeki bir ilacin iyonlagmasini

artiracag i¢in ¢ozlniirliiglini artirir [5, 8].

Bir etkin maddenin ¢oziiniirliigii, iyon gruplarinin, polar gruplarin veya hidrojen baglarinin
eklenmesi gibi yapisal degisiklikler, logP degerinin, molekiil agirliginin veya 6n ilag

formlarinin olusturulmasi gibi yontemlerle artirilabilir [7].

(Coziinme hizi, bir ilacin birim zamanda dozaj seklinden salinan yani ¢éziinme ortamina
gecen miktaridir. Fick’in 1. Yasasi’na gore birbirlerinden yar1 gegirgen bir zarla ayrilmis

olan iki alandaki madde gegisi, bu alanlar arasindaki derisim farkiyla dogru orantilidir [9].

(Coziinme hizi, ilk defa Noyes ve Whitney tarafindan ortaya konulan denklemde Fick’in 1.
Yasasi’ndan hareketle yola cikilmistir. Noyes-Whitney esitligine gore ¢oziinme hizi,

asagidaki esitlikle tanimlanir [10, 11].

dC
T =k(G-0) (2.2)

dC/dt: Coziinme hizi

k: Hiz sabiti

C: Coziinme ortamindaki etkin madde derisimi (mg/mL)
Cs: Coziiniirliik (mg/mL)

Nerst ve Brunner, bu denklemi diflizyon tabakasini diisiinerek gelistirmislerdir. Nerst ve
Brunner’e gore, kati-siv1 ara ylizeyinde denge (doygunluk) s6z konusudur. Coziinme, kati

ylizeyini saran ¢ok ince ve sabit diflizyon tabakasindan ¢oziiciiye dogru gergeklesir.



Nerst ve Brunner Noyes-Whitney esitligini asagidaki sekilde gelistirmislerdir [5, 11, 12].

dC DS

— =77 (C—0) (2.3)

dC/dt: Coziinme hizi

S: Coziinen katinin ylizey alani (sz)

C: Ortamdaki ¢6ziinmiis etkin madde derisimi (mg/mL)
Cs: Coziiniirlik (mg/mL)

D: Difiizyon katsayist (cm?/sn)

V: Coziinme ortaminin hacmi (mL)

h: Difiizyon tabakasinin kalinligi (cm)

Diflizyon katsayisi, sicaklik, ortam viskozitesi, etkin maddenin yarigapt ve Boltzman

sabitine baglidir.
2.2. Mide-Bagirsak Kanalinda Coziinme ve Coziinme Hizina Etki Eden Faktorler

Mide-bagirsak kanalinin karmasik fizyolojisi, oral yoldan alinan ilaglarin ¢6ziinirliik,
¢oziinme hizi ve emilimini dogrudan etkiler. Mide-bagirsak kanali pH’s1, tampon
kapasitesi, ylizey etkin maddeler, mide-bagirsak sivilarinin hacmi, enzimler gibi faktorler
etkin madde ¢oziiniirliigli ve ¢oziinme hizi lizerinde etkilidir [12]. Coziinme hizina etki

eden fizikokimyasal ve fizyolojik parametreler Cizelge 2.1°de 6zetlenmektedir.



Cizelge 2.1. Mide bagirsak kanalinda ¢6ziinme hizina etki eden faktorler [11]

Faktor

Fizikokimyasal

Parametreler

Fizyolojik Parametreler

Etkin madde yiizey alam Partikiil buyiikliigi, Mide s1vis1 ve safrada

(A) 1slanabilirlik bulunan yiizey etkin
maddeler

Difiizyon katsayisi (D) Molekiil biiytikliigii Liimen ig¢i sivisinin

viskozitesi

Difiizyon tabakasinin

kalinhgi (h)

Mide-bagirsak kanali

motilitesi ve akis hizi

Coziiniirliik (Cs)

Hidrofilik 6zellik, kristal

yapi, ¢oziiniirlik

pH, tampon kapasitesi,
safra tuzlar1 ve yiyecek

etkisi

Coziinmiis ila¢ derisimi (C)

Permeabilite

Coziicii hacmi (V)

Mide-bagirsak kanali
salgilari, alinan sivi

miktar

2.2.1. Mide-bagirsak kanalinin fizyolojisi

Agiz yoluyla alinan bir ilacin emilebilmesi i¢in ¢dziinmesi ve mide bagirsak kanalindan
gegmesi gereklidir. Agizdan alinan bir ilag, 1lk 6nce yemek borusu yoluyla mideye gelir.
Midede sindirim baglar. Mide-bagirsak kanali boyunca pH degisiklik gosterir. Mide ortami
asidikken, ince bagirsak asidik-notr, kalin bagirsak ise bazik bir ortamdir. Emilimin biiyiik

bir kismi, pH cesitliligi, uzun gecis siiresi ve ylizey alaninin fazla olmas1 gibi etkenler

nedeniyle ince bagirsakta gergeklesir.

Ac¢ karnina mide pH’s1 1-3 arasindadir. Yiyecek alimindan sonra tampon etkisiyle pH

yiikselir. Daha sonra yiyecegin igerigine gore 2-3 saat i¢inde normal haline pH’sina geri

doner [12]. Aglik ve tokluk durumlarindaki mide pH’s1 Sekil 2.1’de gésterilmektedir.




pH
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Zaman (saat)

Sekil 2.1. Aclik ve tokluk durumundaki mide pH's1 [12]

Ince bagirsagin 3 bolgesi vardir: Duodenum, jejunum ve ileum. Ince bagirsak, mideye gore
daha bazik bir ortamdir. Proksimal bolgelerde (duodenum) aglik durumunda pH 6,0-6,5
civarindadir [13]. Yiyecek alimiyla duodenum ve hatta jejunumda pH 5,0-5,5’a diiser.
fleumun distal bélgelerinde ise 7,5 civarinda daha sabit bir pH degeri vardir. Aglik ve
tokluk durumlarinda duodenumdaki pH degisimi Sekil 2.2°’de gosterilmektedir. Kalin
bagirsakta ise pH 5,0-8,0 arasinda degisir [12]. Mide-bagirsak kanalinin farkli
bolgelerindeki aclik ve tokluk durumlarindaki pH degerleri ve gecis siireleri Cizelge 2.2°de

Ozetlenmistir.
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pH & !
1
5 -
e
0‘[ 1 L 1 1 1
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Zaman (saat)

Sekil 2.2. A¢lik ve tokluk durumunda duodenumdaki pH degisimi [12]



Cizelge 2.2. Mide-bagirsak kanalindaki gegis siireleri ve pH degerleri [12, 14, 15]

Mide-Bagirsak

Achk Durumu Tokluk Durumu Gegis Siiresi
Kanalindaki Konum
Mide 1,3 49 0,5 - 3,5 saat
Duodenum 49-6,4 51-54 3 - 4 saat
Jejenum 4,4-6,6 52-6,2 3 -4 saat
ileum 6,5-74 6,8-8,0 3 -4 saat
Kalin bagirsak 5,0-8,0 5,0-8,0 1-3 giin

2.2.2. Tampon kapasitesi

Zay1f asit ve bazlarin ¢oziinmesinde diflizyon tabakasindaki pH degeri etkili ve 6nemlidir.
Bu deger, ortamin tamponlama kapasitesine, etkin maddenin pK, degerine ve
¢Oziiniirligline baghdir ve ortam pH’sindan farkli olabilir. Coziinmekte olan katinin

ylizeyindeki pH degeri, iyonlagmayi ve ylizey pH’sin1 etkileyebilir [5].

2.2.3. Yiizey etkin maddeler

Mide-bagirsak kanalinda bulunan yiizey etkin maddeler etkin maddenin 1slanabilirligini
artirtr. Islanabilirlik, kati-sivi yiizeyindeki temas acisiyla ilgilidir. Mide sivisinin yiizey
gerilimi sudan daha diisiiktiir ve bu da, bu bolgede yiizey etkin madde bulundugunun bir
gostergesidir. Aclik durumunda, yiizey gerilimi 35-45 mNm™dir. ince bagirsakta bulunan
safra tuzlan diisiik ¢oziiniirlige sahip etkin maddelerin islanabilirligini artirir. Aghik
durumundaki 3-6 mM’lik safra tuzu konsantrasyonu temas agisini 6nemli 6l¢iide diistirtir.

Safra tuzlari ve lesitin salgilanmasi aglik durumunda bile misellerin olusumuna neden olur

[12].

2.2.4. Enzimler

Mide sivisinda bulunan baslica enzim eksopeptidaz grubuna ait bir enzim olan pepsindir.
Yiyecek alimindan sonra ince bagirsakta sindirim enzimleri (lipaz, amilaz ve proteaz)

salgilanir. Pepsin ve proteaz enzimleri protein sindiriminde rol alirken, lipazlar yag




sindiriminde rol alir. Ayrica, yag iceren dozaj sekillerinden etkin madde salimimi da
etkileyebilirler. ileumun distal bolgelerinde ve kalin bagirsakta bulunan bakteriler de
enzim salgilarlar. Kalin bagirsaga ila¢ tagmmmasimi saglayan bazi dozaj sekillerinde bu
bakterilerin salgiladiklar1 enzimlerden yararlanilir. Bu bakterilerin etkinligi kalin bagirsak

pH’sinda degisikliklere yol agabilir [12].
2.2.5. Hacim

[lacin mide-bagirsak kanalinda ¢oziinebilmesi igin gerekli s1vi miktari, ilagla birlikte alman
stvi miktarina, mide-bagirsak kanali salgilarina ve bagirsak duvarindan gegen sivi
miktarma baglidir. A¢lik durumundaki midenin hacmi 20-30 mL’ye kadar diisebilir. Mide
hacmi 1,5 L’yi astiginda mide basinci artmaya baslar. Kisiye bagh olarak giinde yaklasik
1,5-2 L sivi alimi s6z konusu olabilir. Kisinin viicut agirligina, aktivite ve kisisel
aliskanliklarina bagli olarak bu miktar degisebilir. Tikiiriik bezleri, karaciger ve
pankreasin salgilariyla birlikte toplam 6 L’yi bulan salgilar normal sindirim i¢in gereklidir.
Pankreas ve safra salgilar1 yiyecek alimindan sonra baslar. 24 saat icinde duodenuma 1-2 L

pankreatik sivi salgilanirken, 600 mL safra salgilanir [12].

2.2.6. Mide-bagirsak kanalinin hidrodinamik o6zellikleri

Mide-bagirsak hareketleri (motilite), ilacin ince bagirsaga giris hizi, ince bagirsakta kalis
stiresi ve mide-bagirsak kanali sivilariyla etkilesimini etkiler. Yemek borusu, agizla mideyi
birbirine baglar ve senkronize peristaltik hareketler ile agiz yoluyla alinan ilaglarin
saniyeler icinde mideye ulagsmasim saglar. Ilaglarin midede kalis siiresi aglik tokluk
durumuna gore degisir. A¢lik durumunda midede ¢ok az hareket vardir. G6¢ eden motor
kompleks (GMK) a¢lik durumunda gastrik motiliteyle harekete gecer. GMK 3 faza ayrilir:
Faz I durgun fazi, Faz II aralikli ve diizensiz kasilma aktivitesini, Faz III kat1 ve sivilarin
mideden bagirsaklara dogru hareketini ifade eder. Her 2 saatte bir kasilmalar baslar ve
giderek siddetlenerek mide bosalmasina neden olur. Ince bagirsakta, bolgesel kasilmalar ve
yayilan kasilmalar s6z konusudur. Yayilan kasilmalar lumen i¢i sivinin 20-25 cm gibi uzun
mesafelerde ilerlemesini saglarken, bolgesel kasilmalar 1-4 cm gibi kisa mesafeli
kasilmalara neden olur ve liimen i¢i stvinin karigmasini saglar. Bu hareketler ilacin emilim
miktarmi etkiler. Ag¢lik durumunda uzun mesafeli kasilmalarin gergeklestigi Faz 3’te
emilim en azdir. Faz 1 ve Faz 2’de emilim orta diizeydedir. Tokluk durumunda ise daha iyi

karisma ve ¢6ziinmenin etkisiyle emilim artar [5, 16, 17].
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2.3. In Vitro Coziinme Hiz1 Testlerinin Kullanimi

In vitro ¢dziinme hiz1 testleri, {iriin gelistirme ¢alismalarnin farkli asamalarinda farkli
amaglar i¢in kullamlir. In vitro ¢dziinme hizi ¢alismalarindan, formiilasyon gelistirme,
iiretim akisinin izlenmesi, iiriin kalitesinin degerlendirilmesi ve baz1 durumlarda iiriiniin in
vivo performansinin tahmin edilmesi gibi alanlarda yararlanilmaktadir [18]. Kalite
kontrolii amaciyla kullanilan testlerde belirli bir siirede dozaj seklinden etkin madde salimi
incelenir. In vitro ¢dziinme hiz1 testleri ayn1 zamanda bir ilacin in vivo performansinin
degerlendirilmesinde de kullanilabilir. In vitro ¢dziinme hiz1 testleri, ilacin biyofarmasotik

degerlendirmesinde kullanilan ve otoriteler tarafindan kabul edilmis standart testlerdir
[19].

Bir ilacin in vivo ¢oziinme 6zellikleri, ilag emiliminin dogrudan etkileyecegi i¢in, in vitro

¢oziinme hiz1 ve salim ozellikleri, tiriinlerin in vivo performansinin dogrudan etkiler [20].

In vitro ¢ziinme hiz1 testlerinin kullanimi Sekil 2.3’te 6zetlenmistir [18].

In vitro C6ziinme

Kalite Kontrol Biyoyararlanim / Biyoesdegerlik
- Uriin spesifikasyonlan IR ilaglar | BCS muafiyet
Diistik dozlar

- Seri serbest birakma

- Raf 6mrii MR ilaglar | IVIVC
Diisiik dozlar

- Tip degisiklikleri

Sekil 2.3. In vitro ¢dziinme hiz1 testlerinin kullanimi

In vitro ¢dziinme hiz1 testlerinde, ¢dziinme ortami, kullanilan alet, ¢dziinme kosullar1 ve
¢oziinme hizi tayin yontemleri gibi parametreler &nemlidir. In vitro ¢dziinme hizi,
¢Oziiniirligl disiik ilaglarin emiliminde hiz belirleyici adimdir. Bu nedenle, zor ¢dziinen
ilaglar i¢in kullanilacak ¢ézlinme ortami ¢ok onemlidir [3]. Fizyolojik kosullara benzer

ortamlarda gerceklestirilen ¢oziinme hizi testleri, ilaglarin in vivo performansini tahmin
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etmede rol oynarken, kalite kontroliinde kilavuzlar tarafindan kabul edilen klasik ¢6ziinme
ortamlarinin kullanilmast yeterlidir. Test kosullari belirlenirken, ilacin fizikokimyasal
ozellikleri ve dozaj seklinin viicut igerisinde maruz kalacagi kosullar da goéz Oniine

alinmalidir [4].

2.3.1. In vitro ¢oziinme ortamlari

Klasik in vitro ¢cdziinme ortamlari

In vitro ¢dziinme hiz1 testleri icin farmakopelerde ¢dziinme ortamlar1 belirlenmistir. Bu
¢dziinme ortamlarinin pH’lar1 1,2 ile 8,0 arasinda degisir. In vitro ¢dziinme hiz1 testleri
genellikle mide pH’sina karsilik gelen pH 1,2 ve ince bagirsak pH’larina karsilik gelen
pH 4,5 ve pH 6,8’de gerceklestirilir. Ayrica bazi ilaglara 6zgii ¢oziinme ortamlar1 da

tanimlanmugtir [21].

Yiizey etkin madde iceren in vitro ¢coziinme ortamlari

Yiizey etkin maddeler, in vitro ¢oézlinme hiz1 testlerinde diisiik ¢oziiniirliikkli ilaglarin
1slanabilirligini ve ¢ozliniirliigiinii artirmak amaciyla kullanilirlar. Yiizey etkin maddeler,
¢oOziicii ve ¢oziinen arasindaki ylizey gerilimini distriirler ve etkin maddenin miseller
icerisinde hapsolmasin1  saglayarak ¢Oziintirliigiinii  artirirlar.  Hem  hidrofilik hem
hidrofobik kisimlar1 bulunan yiizey etkin maddeler, anyonik (6rn: sodyum lauril siilfat),
katyonik (6rn: setil trimetil amonyum bromiir), amfoterik (6rn: alkil betain) ve non-iyonik

(6rn: tween) halde bulunabilirler [22].

Kullanilacak yiizey etkin maddenin cinsi ve derisimi in vitro ¢dziinme hizi testlerinde
onemlidir. In vitro ¢dziinme ortamina belirli miktarlarda yiizey etkin madde katilarak ve
derisim yavas yavas artirilarak (% 0,1; 0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 2,0) gerekli yiizey etkin madde
miktart belirlenir. Yiizey etkin maddenin se¢imi ve derisimi etkin maddenin 6zelliklerine
gore belirlenir; ancak genellikle en fazla %2 oraninda kullanilir. Amag, en az miktarda

yizey etkin madde kullanilarak %85 ¢oziinen miktarina 2 saatten az bir siirede

erigebilmektir [23].



12

Bioyuyumlu ¢6ziinme ortamlari

Biyouyumlu ¢o6ziinme ortamlari, ince bagirsakta dogal olarak bulunan safra tuzlari

(sodyum taurokolat) ve fosfolipidleri (lesitin) iceren ¢Oziinme ortamlaridir. Bu dogal

yiizey etkin maddeler misel olusumuna olanak saglayarak 6zellikle diisiik ¢oziiniirliiklii

etkin maddelerin ¢éziinmesinde dnemli rol oynarlar [24].

Klasik in vitro ¢oziinme ortamlarinda sadece mide-bagirsak kanalinin pH’s1 taklit

edilirken, biyouyumlu ¢6ziinme ortamlarinda, osmolalite, tampon kapasitesi, ylizey

gerilimi, viskozite gibi fizyolojik 6zellikler de taklit edilmis olur. Ayrica, bu ortamlarda

aclik ve tokluk durumlarindaki fizyolojik farkliliklar da dikkate alinir [25].

Biyouyumlu ¢6zlinme ortamlarinin avantajlar asagidadir siralanmaktadir:

Biyouyumlu ¢6ziinme ortamlari, in vivo fizyolojik kosullara benzerlik gostermeleri
nedeniyle in vivo ortamda ilacin nasil davranacaginin kestirimini ve aglik-tokluk
durumlarinda yiyeceklerin ilag biyoyararlanimina etkisinin tahminini saglar [26].
Biyouyumlu ortamlar, 6zellikle az ¢éztiinen BCS Sinif 2 ilaglar i¢in kritik 6nem
tagimaktadir. Bu grup ilaglarin ¢6ziiniirliikk ve ¢6ziinme hizlarin artirabilirler.
Aglik-tokluk durumlarinin ilag emilimi {lizerine etkilerinin arastirilmasi son derece
onemlidir zira bazi ilaglarin biyoyararlanimlar1 yiyeceklerle birlikte alindiginda
degismektedir. Biyouyumlu ortamlar, yiyecek etkisinin tahmininde ve
biyoyararlamim degerlendirmelerinde rol oynar. Ozellikle yagh yiyeceklerin ilag
emilimine dolayisiyla biyoyararlanimina etkisinin incelenebilmesine olanak
saglar [27].

Terapotik indeksi dar olan ilaglarda yiyecek etkisinin dnceden tahmin edilmesi de
oldukca Onemlidir. Bu ilaglarda yiyecek, ilacin etkisini ve/veya toksisitesini

etkilemektedir.

Mide, ince bagirsak ve kalin bagirsagin aclik tokluk durumlarindaki igerik ve ozellikleri

incelenmis ve buna gére biyouyumlu ¢6ziinme ortamlar1 tanimlanmustir [13, 20, 28, 29].
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Simiile edilmis mide ortami (SGF), USP’de tanimlanmis bir ortamdir. Dressman ve

digerleri [30] ve Diakidou ve digerleri [29], bu ortama sentetik yilizey etkin maddeler

eklenmesiyle yiizey gerilimini diisiirmeyi Onermislerdir. Vertzoni ve digerleri [28]

tarafindan ise, aghik ve tokluk durumlarindaki midenin durumunu insanlardan alinan

orneklerle incelemis ve FaSSGF, FaSSGF-v2 ve FeSSGF ortamlarini  Onermistir.

Cizelge 2.3’te aclhik ve tokluk durumlarindaki mide ortamlarinin igerik ve ozellikleri

gosterilmektedir.

Cizelge 2.3. Mide ortamlarinin aglik ve tokluk durumlarindaki igerigi ve 6zellikleri [19]

Icerik SGF FaSSGF | FaSSGFv2 | FeSSGF
Lesitin (mM) - 0,02 0,02 -
Sodyum taurokolat (mM) - 0,08 0,08 -
Pepsin (mg/ml) 3,2 0,1 0,1 -
Asetik asit (mM) - - - 17,1
Sodyum asetat (mM) - - - 29,8
Sodyum kloriir (mM) 34,2 34,2 68 237
Hidroklorik asit (mM) 71,0 25,1 gs -
Siit/Tampon - - - 1/1
Ortam Ozellikleri

pH 1,2 1,6 1,6 5,0
Osmolalite (mOsm/kg) - 120,7+2,5 - ~400
Tampon kapasitesi ] ) ) -

(mmol/l/ApH)
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Ince bagirsak

Simiile edilmis bagirsak ortami (SIF) USP’de tanimlanmistir ve pH degeri 6,8 dir.

Dressman ve digerleri [20] ve Jantratid ve digerleri [28] tarafindan yapilan ¢alismalarla bu

ortamlarin fizyolojik o6zellikleri

durumlarindaki ince bagirsak ortamlarinin igerik ve 6zellikleri sunulmaktadir:

tanimlanmaistir.

Cizelge 2.4’te aclik ve

tokluk

Cizelge 2.4. Ince bagirsak ortamlarmin aglik ve tokluk durumlarindaki icerigi ve

szellikleri [20]

Icerik SIF FaSSIF | FaSSIF-v2 | FeSSIF | FeSSIF-v2
Lesitin (mMM) - 0,75 0,2 3,75 2
Sodyum taurokolat (mM) - 3 3 15 10
Gliserol monooleat (mM) - - - - 5
Sodyum oleat (mM) - - - - 0,8
Pankreatin (mg/ml) 10 - - - -
Asetik asit (mM) - - - 1440 -
Maleik asit (mM) - - 19,1 - 55,0
Monobazik potasyum fosfat (mM) | 50,0 28,7 - - -
Sodyum kloriir (mM) - - 68,6 - 1255
Potasyum kloriir (mM) - 103,3 - 203,9 -
Sodyum hidroksit (mM) 154 gs 34,8 gs 81,7
Ortam Ozellikleri

pH 5,8 6,8 6,5 6,5 5,0 58
Osmolalite (mOsm/kg) - 270+10 180+10 635+10 390+10
Tampon kapasitesi (mmol/l/ApH) - - - - 25
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Kalin Bagirsak

Acglik ve tokluk durumlarindaki kalin bagirsak ortamlarinin igerik ve Ozellikleri Cizelge

2.5’te sunulmaktadir.

Cizelge 2.5. Kalin bagirsak ortamlarmin aglik ve tokluk durumlarindaki igerigi ve
ozellikleri [20]

Icerik FaSSCoF FeSSCoF
Lesitin (mM) 0,3 0,5
Safra tuzu ekstresi (mM) 0,15 0,6
Palmitik acid (mM) 0,1 0,2
Albumin (mg/ml) 3 3
Sodyum kloriir (mM) - 34
Glikoz (mg/ml) - 14
Tris-aminometan (mg/ml) 55 3,7
Maleik asit (mg/ml) 8,8 3,5
Sodyum hidroksit (mM) gs gs
Ortam Ozellikleri

pH 5,8 7,8 6,0
Osmolalite (mOsm/kg) 196 207
Tampon kapasitesi (mmol/l/ApH) 16 15

Ornegin, BCS Sinif 2’ye ait nétr bir ilag olan danazoliin biyoyararlanimi, yiyecekle birlikte
alinmas1 durumunda 4 kat artar. Yapilan in vitro ¢dziinme hizi testlerinde de ince
bagirsaktaki tokluk durumunu taklit eden (FeSSIF-Fed State Simulated Intestinal Fluid)
ortamda elde edilen c¢oziinme hizi sonuglarmin in vivo verileri destekledigi
goriilmiistiir [7]. Danazoliin biyoyararlanimi {izerinde yiyecek etkisi Sekil 2.4°te

gosterilmektedir.
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Sekil 2.4. Danazoliin biyoyararlanimina yiyecek etkisi [22, 31]

BCS Sinif 2’ye ait, zayif baz 6zellik gosteren bir etkin madde olan fenitoinin ¢éziinme hiz1
izerinde safra tuzlarnin etkisi gosterilmistir. Klasik test ortamlarinda 4 saatte ancak %12-
20 aras1 bir salim saglanirken, bu oran FaSSIF’te %36, FeSSIF te ise %50 civarmdadir. In
vitro ortamda gozlenen bu durum, in vivo verilerle de desteklenmis ve fenitoinin
biyoyararlaniminin  yiyecekle birlikte alimda arttigi gosterilmistir [7]. Fenitoinin

biyoyararlanimi lizerinde yiyecek etkisi Sekil 2.5’te gosterilmektedir.

% gimimen miktan

Zam an(=aaf) Zam an (saat)

Sekil 2.5. Fenitoinin biyoyararlanimina yiyecek etkisi [22, 32]

Zor ¢oziinen ilaglar icin ¢oziintirliik ve ¢oziinme hizinda etkili tek faktér pH olmadigi i¢in,
biyouyumlu ortamlar1 kullanildiginda in vivo kestirimler ve degerlendirmeler agisindan
daha kesin sonuglarin alinacagi acgiktir. Sarisaltik ve Teksin’in 2010 yilinda BCS Sif 2
bir molekiil olan flurbiprofen iizerinde gerceklestirdikleri caligmada da zayif asit
ozelliginde bir molekiil olan flurbiprofenin sodyum taurakolat ve lesitin i¢eren biyouyumlu
ortamlarda klasik ortamlara gore daha yiiksek oranda ¢oziindiigii gdzlenmistir. Ozellikle

BCS Smif 2°deki zayif asidik ilaglarin emilim bdlgesi olan ince bagirsaklarda yiiksek
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coziiniirliikte olmasi1 ve kat1 oral dozaj seklinden hizli ¢éziinmesi bu tarz ilaglarin BE

calismasindan vazgegilebilecegini diisiindiirmektedir [33].

Biyouyumlu ¢dziinme ortamlarinin hazirlanisi

Biyouyumlu ¢6ziinme ortamlar1 6zel yontemlerle hazirlanir. Bu ortamlarin hazirlaniginda
sodyum tauroklat ve lesitini ¢ozmek i¢in organik ¢oziiciiler kullanilir. Hazirlaniglart uzun
ve zahmetlidir. Ayrica, klasik yontemlerle hazirlanan ortamlarin yiizey gerilimi, viskozite

ve misel boyutlar1 a¢isindan kalitesi degiskenlik gosterebilir.

Biorelevant.com firmasi tarafindan gelistirilen FaSSIF FeSSIF FaSSGF Powder (eski
adiyla SIF® (Simulated Intestinal Fluid) Powder), sodyum taurokolat ve lesitin iceren
liyofilize bir toz karistmidir ve biyouyumlu ortam hazirlanmasimi  oldukga
kolaylastirmaktadir. Aclik ve tokluk durumlart i¢in belirlenmis olan tampon c¢ozeltilere,

belirli miktarda bu biyouyumlu ¢éziinme ortam igerigi katilarak hazirlanir [34].

Resim 2.1. FaSSIF FeSSIF FaSSGF Powder

FaSSIF FeSSIF ve FaSSGF Powder’1in avantajlari su sekilde siralanabilir [34] :

1- Yiksek kalite:

Biyouyumlu ¢6ziinme ortamlari hazirlanirken kullanilan safra tuzlariin saflik derecesi
irlin kalitesini dogrudan etkiler. Biyouyumlu ortam hazirhiinda yiiksek kalite ve

safliktaki yardimc1 maddeler kullanilmaktadir.
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2- Kolay kullanim:

FaSSIF ve FeSSIF ortamlar ayni liyofilize toz karisim kullanilarak hazirlanir. Belirli
miktarlardaki liyofilize toz karigimi, aclik ve tokluk durumlari i¢in tanimlanmis tampon
cozeltilerde ¢oziiliir. Kiiciik veya biiyiik miktarlarda ortam kisa siirede hazirlanabilir.
Ortamlar kisa siirede hazirlanabildigi icin sterilizasyon ve saklama problemleri ortadan

kalkmais olur.

3- Standardizasyon:

Toz karisim belli standartlara gore hazirlandig1 ve gerekli kalite kontrol testlerinden
gectigi icin, hazirlama protokolii takip edildigi siirece ayni standartlarda biyouyumlu
ortam elde edilmesi miimkiin olur. Bu karisimlarla standart bir misel boyutu

saglanmaktadir.

2.4. Biyofarmasotik Siniflandirma Sistemi (BCS)

Viicuda giren bir ilag, sistemik dolasima gegene kadar Resim 2.2’de gosterildigi gibi mide

ve bagirsaklarda degisik yollar izler [12].

Doz

ince bagirsak

Portal ven Karaciger

Biyoyararlanim

Fecesle atihm Ince bagirsak Karaciger metabolizmasiyla atilim

metabolizmasiyla atilim

Resim 2.2. Oral yolla alinan bir ilacin mide-bagirsak kanalinda izledigi yol [35]
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Buna gore, bir ilacin mide-bagirsak kanalindan gecis siiresi boyunca dozaj seklinden

¢ozlinmesi/salinmasi ve emiliminin gerceklesmesi gereklidir.

Biyofarmasotik Smiflandirma Sistemi (BCS), ilaglar1 sudaki ¢oziiniirlik ve ince
bagirsaktaki gecirgenlik (permeabilite) ve dozaj seklinin in vitro ¢Ozlinme hizi
ozelliklerine gore siniflandiran bir bilimsel yaklagimdir [36]. BCS, otoritelerce taninan ve
ozellikle ruhsatlandirma ¢alismalarinda biyomuafiyet agisindan bagvurulan bir sistem olup,

ila¢ endiistrisi agisindan oldukc¢a onemlidir.

BCS’e gore, hemen salim yapan kati ilag sekillerinin emilim hiz ve miktarini belirleyen 3
ana etmen ¢Oziiniirliik, permeabilite ve dozaj seklinden ¢éziinme hizidir. Bu etmenler, doz
sayist (Do), ¢oziinme sayisi (Dp) ve emilme sayisi (A,) ile ifade edilir. Bu degerler,
mide-bagirsak kanalindan ilag emiliminin temellerini olusturan fizikokimyasal ve

fizyolojik parametreler temel alinarak belirlenmistir [8].

BCS’e gore ilaclar, ¢Ozilniirlik ve permeabilite ozelliklerine gore Cizelge 2.6’da

gosterildigi gibi 4 sinifa ayrilir:

Cizelge 2.6. BCS’e gore ilaclarin siniflandirilmasi

Yiiksek Coziiniirliik Diisiik Coziiniirliik

Yiiksek Permeabilite Sinif 1 Sinif 2

Diisiik Permeabilite Simnif 3 Sinif 4

« BCS Simf 1 ilaclar

BCS Smuf 1 ilaglarin ¢oziiniirliigli ve emilim oranlar yiiksektir. Bu ilaglarin emilmesinde
hiz belirleyici adim ¢oziinmedir. Eger ¢oziinme c¢ok hizliysa, mide bosalma hizi, hiz
belirleyici adim olur. Metoprolol, propranolol, diltiazem, verapamil, darifenasin gibi ilaglar
BCS Smf 1 ilaglara ornektir. Bu ilaglar, gastrointestinal kanalda dayanikli olma,
formiilasyonda kullanilan yardimci maddelerin emilim {izerinde etkisinin olmamasi, ilacin
terapotik indeksinin dar olmamasi ve ilag emiliminin agizda gerceklesmemesi gibi

kosullar1 sagladiklari takdirde biyoesdegerlik ¢alismalarindan muaf tutulabilmektedir [35].
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«  BCS Simf 2 ilaglar

Coziinirligi 100 pg/mL’den diisiik olan ilaglarin in vivo ¢oziinmesinde sorun olabilecegi
belirtilmektedir [35]. BCS Sinif 2 ilaglarin ¢oziiniirliikleri diistiktiir, ancak permeabiliteleri
yiilksek oldugu i¢in bagirsak mukozasindan kolayca gegebilirler. Bu ilaglarin oral

biyoyararlaniminda hiz belirleyici adim in vivo ¢éziinme hizidir [37].

«  BCS Smf 3 flaclar

BCS Simif 3 ilaglar, yiliksek c¢oziiniirliik gosteren ilaglardir. Bu ilaglarin emilimi
formiilasyondan bagimsiz olup membran gecirgenligi ve fizyolojik o6zelliklerden

etkilenirler [38].

+  BCS Simf 4 ilaclar

Diisiik ¢oziiniirlik ve disiik permeabilite 6zelligi gosteren ilaglardir. Bu ilaglar yiiksek

degiskenlik gosterirler ve genellikle mide-bagirsak kanalinda iyi emilim gostermezler [38].

2.4.1. Temel BCS parametreleri

FEtkin maddenin ¢oziinirligi

BCS’e gore, yiiksek ¢oziiniirlilk saglanabilmesi i¢in, ilacin piyasadaki en yiiksek dozunun
250 mL veya daha az miktardaki ¢oziinme ortaminda, 37°C’de, pH 1-7,5 araliginda
¢oziinebilmesi gereklidir. Ilacin ¢oziiniirliik ve ¢dziinme ozellikleri incelenirken doz
numarasi (Dy) parametresinden yararlanilir (Esitlik 2.4). Doz sayisinin 1’den kiiciik olmasi
ilacin ¢oziiniirligiinlin yiiksek oldugunu gosterir. Doz (mg)/¢oziintirliik (mg/mL) orani,
dozun tamamini ¢6zmek i¢in gerekli stvi miktarini (mL) tanimlar. Bu deger mide-bagirsak
kanali sivilarinin hacminden yiiksek ise, ¢oziinmenin ve dolayisiyla emilimin tamamen
ger¢eklesmeyecegi soylenebilir. SUPAC kilavuzunda, iyi c¢Oziiniirlik degeri olarak

belirlenmis oran 250 mL’dir [39].

D(): M/ CSVO (24)

M: Doz (mg)
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Vo: Hacim (250 mL)
Cs: Coziiniirliik (mg/mL)

Etkin maddenin permeabilitesi

Permeabilite, ilacin mide bagirsak sivilarindan gecebilme o6zelligidir. BCS’e gore, bir
ilacin yiiksek permeabilite 6zelligi gdsterebilmesi i¢in FDA’e gore %90 ve daha biiyiik
oranda, EMA’ya gore ise %85 ve daha yiiksek oranda emilmesi gerekmektedir.
Permeabilite, insanda yapilan mutlak biyoyararlanim ve kiitle denkligi ¢alismalari, hayvan

deneyleri ve in vitro hiicre kiiltiirii galigmalariyla hesaplanabilmektedir [39].

Bir ilacin emilebilmesi i¢in ¢Oziinmiis olmasi gerekir. Coziinme sayisi, ilacin viicuttaki
ortalama kalig sliresinin ¢dziinme siiresine oranidir. Bu oranin 1’den biiyiik olmasi ilacin

¢Oziiniirliglinlin yiiksek oldugunu gosterir. Coziinme sayisi Esitlik 2.5°te gdsterilmektedir:
Coziinme sayist = (3D/1%)/ (C/p) = tres / toiss (2.5)

tres: lacin viicutta kalis siiresi (sn)
tpiss: Ilacin ¢oziinme siiresi (sn)
D: Difiizyon katsayist (cm?/sn)

r: Ince bagirsagin yaricap1 (cm)
Cs: Coziintirlik (mg/mL)

p: Yogunluk (mg/mL)

Emilme sayis1 ise, permeabilite degerlendirmesindeki temel parametredir ve ilacin
viicuttaki ortalama kalis siiresinin emilme siiresine oranidir. Bu oran, efektif permeabilite

ve ince bagirsagin ¢capina baglidir. Emilme sayis1 Esitlik 2.6’da gosterilmektedir:
Emilme sayist: Pegt X tres / R = tres / tpiss (2.6)

Pesr: Efektif permeabilite (cm/sn x 10%)
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tres: Tlacin viicutta kalis siiresi (sn)
r: Ince bagirsagin ¢api (cm)

In vitro ¢oziinme hizi

BCS’e gore, hizl1 ¢oziinme hiz1 6zelligi gosteren ilaglar, USP Cihaz 1 ile 100 rpm veya
USP Cihaz 2 ile 50 rpm hizda, 900 mL hacimde, pH 1,2, pH 4,5 ve pH 6,8 ortamlarinda 30
dakika i¢inde %85 c¢ozinme saglarlar [40]. Hizli salimhi ilaglar igin ¢6ziinme hizi

testlerinde, 10, 15, 20, 30 ve 45. dakikalar 6nerilmektedir [23].

2.4.2. BCS’e gore in vitro ¢éziinme ortaminin se¢imi

BCS Sinif 1 ilaclar

BCS Smif 1 ilaglarin ¢oziintirliikleri yiiksektir ve ¢dziinme ortamindan bagimsizdir. Sinif 1
ilaglar, FDA’e gore 30 dakika iginde ¢oOziinme ortaminda %85 ¢Oziinme oranina
ulagmalidir. Bu ilaglar ayrica mide bagirsak kanalinda iyi emilirler. Bu ilaglarin ¢oziinme
hiz1 testlerinde klasik in vitro ¢oziinme ortamlart kullanilir. Bu ilaglar oral uygulama
sonrasi genelde midede dagildiklari i¢in, SGF kullanimi uygundur. Alternatif olarak ince
bagirsak pH’sin1 taklit eden SIF ortami kullanilabilir [35].

BCS Sinif 2 ilaclar

BCS Smuf 2 ilaglarin ¢oziiniirliikleri diisiik olmasina ragmen emilimleri yiiksektir. Bu
nedenle bu ilaglarin emiliminde hiz belirleyici adim in vivo ¢oziinme hizidir. Bu ilaglarin
¢oziinme hiz1 testlerinde yiizey etkin madde igeren aclik ve tokluk durumlarini taklit eden
mide ortamlari, aclik ve tokluk durumlarini taklit eden biyouyumlu bagirsak ortamlar1 veya

sentetik yilizey etkin madde (SLS, polisorbat vb) i¢eren ortamlar kullanilabilir [35].

BCS Sinif 3 ilaclar

Bu molekiillerin ¢oziiniirliikleri yiiksek olmasina ragmen, emilimler diisiik oldugu icin
biyoyararlanimlari iyi degildir. Emilimde hiz belirleyici adim, Sinif 1 ilaglarda oldugu gibi
dozaj seklinden salim hizi ve mide bosalmasidir. Bu ilaglar i¢in klasik ortamlarin

kullanilmas yeterlidir [4]
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BCS Smnif 4 ilaclar

Sinif 4 ilaglarin hem ¢oziniirliikleri hem emilimleri diisiiktiir. Bu ilaglarin ¢6ziinme hizi

testlerinde yiizey etkin madde igeren klasik ortamlar, SGF veya SIF kullanilabilir [35].

2.4.3. BCS Alt Siiflandirma

BCS Smif 2 ve BCS Smif 4’e ait ilaglarin in vitro ve in vivo ¢Oziinme hizlari, ince
bagirsaktaki in vivo kosullarin yaninda, etkin maddenin asidik veya bazik 6zellik
gostermesine, dozaj seklinin bu ortamlardaki ¢oziiniirliigiine ve ilacin formiilasyonuna
baglidir. Tsume ve digerleri [38], 2014 yilinda yayinladiklar1 ¢alismalarinda, BSC Sinif 2
ve BCS Sinif 4 ilaglar icin asidik ve bazik 6zelliklere dayali bir alt siniflandirma sistemi
onermektedirler. Bu sisteme gore etkin maddeler fizyolojik pH araliginda, asidik, bazik
veya noétral 6zellik gostermelerine gore gruplanirlar. BCS Sinif 2a ve BCS Simif 4a’ya ait
ilaclar, zayif asit 6zelligi gosteren pKy’'lar1 4-5 arasinda degisen karboksilik asitlerdir. Bu
molekiiller, midede diisiik, ince bagirsakta yiiksek coziiniirliik gosterirler. Bu ilaglar,
pH 6,5’daki permeabilite 6zelliklerine gére BCS Smif 2a veya BCS Sif 4a’ya dahil
edilirler. Bu ilaglarin plazma diizeyleri, BCS Smif 1 ilaglarda oldugu gibi, formiilasyondan
ziyade, mide bosalmasi ve ince bagirsaktaki pH degisimlerine bagli olarak farklilik
gosterir. BCS Smuf 2b’ye ait ilaglar ise, zayif baz 6zelligi gosterirler. Bu ilaglar, midedeki
asidik kosullarda yiiksek ¢Oziiniirliik gosterirken, ince bagirsaga gegiste mide-bagirsak
kanalindaki fizyolojik kosullara ve formiilasyon 6zelliklerine bagli olarak ¢okebilirler.
BCS Smif 2c¢’ya ait ilaglar, fizyolojik pH’da iyonlagsmadiklar1 i¢in mide-bagirsak
kanalindaki pH degisimlerinden etkilenmezler. Bu ilaglarin ¢6ziinme hizini, ortamda
bulunan yiizey etkin maddelerle lipitlerin varligi degistirir [38]. Cizelge 2.7°de BCS alt

siiflandirma sistemine gore ilaglarin siniflandirilmasi gosterilmektedir.
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Cizelge 2.7. BCS alt siniflandirma sistemi

BCS pH 2’°deki pH 6,5’deki .
Alt Simiflandirma ¢coziiniirlilk coziiniirlilk Permeabilite
1 Yiiksek Yiiksek Yiiksek
2a Diisiik Yiksek Yiiksek
2b Yiiksek Diisiik Yiiksek
2¢C Diisiik Diisiik Yiiksek
3 Yiiksek Yiiksek Diisiik
4a Diistik Yiiksek Diisiik
4b Yiiksek Diisiik Diisiik
4c Diisiik Diisiik Diisiik

2.5. Bilgisayar Simiilasyonlariyla Farmasotik Degerlendirmeler

25.1. Giris

Biyofarmasoétik, dozaj sekillerinin biyolojik yanit {izerindeki biitiin etkileriyle (emilim,
dagilim, metabolizma ve atilim) dozaj sekli icindeki etkin maddenin fizikokimyasal
ozelliklerini ve dozaj seklinin hazirlanis yonteminin bu yanit iizerindeki olas1 etkilerini
inceler. Bir oral dozaj formunun in vivo performansinin dogru olarak tahmin edilebilmesi
ilag gelistirilmesi agisindan ¢ok 6nemlidir. Gastrointestinal Simiilasyon Teknolojisi (GST)
bir dozaj formunun ¢oziinme, salim, emilim, dagilim, metabolizma ve atilim siireglerini
modellemeyi ve sonrasinda dozaj seklinin vitro 6zellikleriyle in vivo performansi arasinda
iliski kurmay1 hedefler. Temel amag¢ hem masrafli hem de etik olarak tartismali hayvan ve

insan deneylerini azaltmaktir [41, 42].

2.5.2. Farmakokinetik modelleme

Farmakokinetik modelleme, etkin maddenin viicut i¢cinde gergeklestirdigi ¢oziinme, salim,
emilim, dagilma, metabolizma ve atilim proseslerinin zamana bagli olarak matematiksel
denklemlerle tanimlanmasidir. Bu modeller olusturulurken, insanlar ve hayvanlar tizerinde
yapilan intravendz ve oral uygulamalar sonrasi elde edilen veriler kullanilir. Preklinik
asamada, farkli in vivo caligmalardan elde edilen veriler, yeni etkin maddelerin

ozelliklerinin anlagilmasinda ve optimize edilmesinde kullanilir. Klinik asamada ise, farkl
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deneklerden elde edilen veriler karsilastirilarak, ilacin demografik ve fizyolojik

karakterizasyonu yapilir [43].

2.5.3. Klasik modeller

Klasik modellerde, viicut kompartimanlar halinde tanimlanir; ancak bu kompartimanlarin
anatomik ve fizyolojik 6zellikleri veya etkin maddenin fizikokimyasal 6zellikleri dikkate
alinmaz [44]. Bu modellerde, plazmay1 temsil eden bir ana kompartiman bir veya iki tane
periferik kompartimana baglanir. Kompartimanlar arasindaki iliski hiz sabitleriyle
matematiksel olarak kurulur. Bu nedenle bu modellerin verdigi bilgi sinirlidir ve fizyolojik
ozellik tasimaz. Bu modellerden atilim ve dagilma hacmi gibi veriler elde edilir. Bu

veriler, ilacin yar1 6mriinii hesaplamada kullanilir [43].

2.5.4. Fizyolojik temelli farmakokinetik modelleme (PBPK)

Fizyolojik temelli farmakokinetik modellemede (physiologically-based pharmacokinetic
modelling (PBPK modeling)) genel olarak, viicut fizyolojik kompartimanlara bdliiniir.
Mide-bagirsak kanali, seri bagli kompartimanlar olarak disiiniiliir [20]. Anatomik ve
fizyolojik olarak anlamli kompartimanlarda kan akisi, organ biiyiikligli gibi sistemsel
parametrelerle ilaca 6zgli baglanma 6zelligi, permeabilite gibi parametreler birlikte ele
alinir. Bu modellerde, fizyolojik parametreler kullanilarak, ilacin emilim, dagilim,

metabolizma ve atilim gibi farmakokinetik 6zellikleri ve plazma doku dagilim profilleri

tahmin edilir [45, 46, 47, 48].

PBPK modellemede denklemler tanimlanirken, etkin maddenin fizikokimyasal ve
farmakokinetik 6zellikleri ile doku ve organlarin fizyolojik 6zellikleri g6z oniine alinir. Bu
denklemlerin es zamanl olarak ¢oziilmesiyle ila¢ emilim modelleri olusturulur. PBPK
modelleme, bir etkin maddenin kandaki ve cesitli dokulardaki konsantrasyonunu etkin
maddenin fizikokimyasal 6zelliklerini, ilacin maruz kalacag: fizyolojik prosesleri, ila¢ alim
bicimi ve etki bolgesini géz Oniine alarak tanimlamay1 saglar. PBPK modellemede emilim,
dagilim, metabolizma ve atilim proseslerine etki eden faktorleri kullanilir. Simiilasyonlarin
tahmin giiciinii artirmak i¢in son yillarda biyouyumlu ¢éziinme hizi testleriyle elde edilen

veriler de bu programlarda kullanilmaktadir [28].

PBPK modellemesinin avantajlari [48, 49]:
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* PBPK modelleri dokulardaki etkin madde dagilimini gosterir. Dokulardaki toplam,

serbest ve bagli haldeki etkin madde konsantrasyonlar1 tahmin edilebilir.
* Spesifik organlardaki atilim mekanizmalar1 konusunda fikir verir.
 Fizyolojik kosullar1 degistirerek plazma konsantrasyonlarmnin (C,) tahminini saglar.

* Etkin madde yapis1 ve farmakokinetik 6zellikler arasindaki iliski konusunda bilgi

saglar.

Hayvan modellerinin insana uyarlanabilmesine olanak saglar.

Tarihce

PBPK modellemenin ilk érnegi 1937 yilinda Isvecli fizyolog ve biyofizik¢i Teorell’in
kullandig1, dolasim sistemi, depo ilag, sivi hacimleri, bobrek atilimi ve doku
desaktivasyonunu simiile eden 5 kompartimanl sistemdir [50]. Teorell’in ilag

molekiillerinin viicuttaki dagilimini gosteren orijinal ¢izimi Resim 2.3’te sunulmaktadir.
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Resim 2.3. Teorell’in ilag molekiillerinin viicuttaki dagilimini gosteren orijinal ¢izim [51]
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Daha sonra, 1959 yilinda Edelman ve Liebmann toplam viicut sivisini plazma, lenf sivisi,
yogun bag ve kikirdak doku, kemik sivisi, hiicreler arasi ve hiicre i¢i sivi olarak gruplara
ayirmistir. 1968 yilinda Bischoff ve Dedrick tarafindan tiyopental ve metotraksat etkin
maddelerinin  farmakokinetik incelemelerinde kullanilmak {izere yapay bobrek
gelistirilmistir [52]. Bilisim sektoriindeki ilerlemeleri takiben, 1979 yilinda Chen ve Gross
tarafindan, anti-kanser ilaglarda PBPK modelleri gelistirmesi ve o zamana kadar yapilan
PBPK yapilmis olan tiim uygulamalar incelenmistir. Bu makalede tiirler aras1 oranlama,
hastalik durumunun kanser ilaglarinin farmakokinetigi tlizerindeki etkileri ve kanser
hiicrelerinin ¢ogalmasindaki farmakokinetik uygulamalar gibi konular iizerinde ¢alisilmasi

gerekliligi tizerinde durulmustur [53].

1981 yilinda John Wagner, dozlama, ilag etkilesimleri, hayvan deneylerinden elde edilen
sonuclarla insanda farmakokinetik tahminler yapilmasi, farmakokinetik parametrelerin
poplilasyona gore incelenmesi, terapotik izleme ve farmakolojik etkinin yogunlugunun
incelenmesi  gibi konular {izerinde durmus ve PBPK uygulamalarinin 6nemini

vurgulamistir [54].

PBPK uygulamalar1 erken donemlerinde matematiksel modellerin karmasikligi ve girdi
olarak ¢ok fazla veri gerekmesi nedeniyle sinirli kalmistir. Bu donemlerde ilacin dokular
icindeki dagilimimi belirleyebilmek i¢in yiiksek miktarda hayvan deneyi yapilmasi
gerekmekteydi [55]. Ancak, in vitro ve in siliko tahmin yontemlerinin gelismesiyle, PBPK
modellerinde 6nemli bir parametre olan plazma-doku dagilim katsayilar1 tahmin edilmeye

baglanmistir. Boylece PBPK uygulamalari da geligmistir [56].

1998 yilinda, mide-bagirsak kanalini detayli olarak tanimlayan ve PBPK yaklagimini
uygulayan ilk ticari yazilim olan GastroPlus™ gelistirilmistir. Simulations Plus firmasi
tarafindan gelistirilen bu yazilimda, etkin maddenin sudaki ¢6ziiniirliigli ve farmakokinetik
ozellikleri g6z Oniine alinarak ilacin mide-bagirsak kanalindaki hareketi, birbirine seri
kompartimanlar araciligiyla simiile edilmistir. Bu verilerle, ilacin biyoyararlaniminda

emilim veya ¢ozliniirliik/¢coziinme hizinin etkili olacagi belirlenebilmistir [49].

GastroPlus™’1n yaninda farkli firmalarin gelistirdigi benzer prensiplerle ¢alisan Symcyp
(9 kompartiman), PK-Sim (12 kompartiman), STELLA (4 kompartiman), GI-Sim gibi
PBPK programlart bulunmaktadir [57].
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PBPK modellerin yapisi

Bir PBPK modeli, organ ve dokular1 temsil eden seri baghh kompartimanlardan olusur. Bu
kompartimanlar, viicuttaki yag, kemik, beyin, bagirsak, kalp, bobrek, akciger, karaciger,
kas, deri ve dalak gibi ana dokulara karsilik gelir. Karaciger, bobrekler ve ince bagirsak
gibi farmakokinetik proseslerde rol alan organlar ve fizyolojik/farmakokinetik olarak
benzer 6zellik gosteren dokular sistemik dolasimla (atardamar ve toplardamar sistemleri)
birbirlerine baglanmistir [58]. Her kompartimanin doku hacmi ve kan akisi 6zellikleri
diferansiyel denklemler yardimiyla tanimlanmistir [47]. Bu denklemlerle, her
kompartimandaki ila¢ konsantrasyonu degisim hizi ve ilacin viicuttaki dagilimina etki eden
faktorler kiitle denkligi prensibiyle modellenir [58, 59]. Resim 2.4’te 6rnek PBPK

modelinin yapist sunulmaktadir:
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Resim 2.4. Ornek PBPK modelinin yapisi [58, 59]

Dokular, perfiizyon hizi veya permeabilite sinirlayict olacak sekilde tanimlanabilir. Kiiciik,
lipofilik molekiillerin emiliminde dokuya ulagan kanin akis hizi (perfiizyon hizi) hiz
belirleyici adimken, biiyiilk polar molekiiller i¢in doku membranlarindan gegis yani
permeabilite hiz belirleyici adimdir. Atilmin sadece bobrekler ve karacigerden oldugu

varsayilir [41].
PBPK modeller olusturulurken asagidaki 6zellikler dikkate alinir:

* Anatomik ozellikler: Organ ve doku hacimleri



29

* Fizyolojik 6zellikler: Kan akis hizlari, enzim reaksiyon parametreleri
* Transport 6zellikleri: Membran permeabiliteleri

«  Termodinamik dzellikler: flag-protein etkilesimleri

* Mide bagirsak kanalinin igerigi

*  Kompartimanlar aras1 ilag gecisi ve mide-bagirsak kanalinin hidrodinamik

ozellikleri
* Permeabilite ve tasiyict etkisi
* Bagirsakta gerceklesen metabolik faaliyetler

PBPK modellemesinin kullanim alanlar

flag emiliminin modellenmesi, yeni molekiil bulunmasi, pre-klinik arastirmalar ve klinik
aragtirmalar alanlarinda kullanilabilir. Yeni ilag molekiilii bulunmas sirasinda, sentezlenen
ve fizikokimyasal Ozellikleri tanimlanan ilag molekiillerinin oral emiliminin simiile

edilmesi en uygun ila¢ molekiiliiniin segilebilmesine yardime1 olur [46].

Pre-klinik asamada, in vitro ve in siliko verilerle birlikte, hayvanlardan elde edilen veriler
kullanilarak insandaki ilag davranisi tahmin edilmeye ¢alisitlir. PBPK modelleri
kullanilarak fare, sigan, kopek ve maymun gibi farkl tiirlerden elde edilmis veriler, in vitro

verilerle birlikte kullanilarak insandaki ilag emilimi tahmin edilebilir [46].

Bu modellerden elde edilen veriler, klinik arastirmalar i¢in temel olusturur ve klinik
arastirmalardan elde edilen verilerle gelistirilebilir. Yiyecek etkisi, tagiyici ve enzim etkisi,
ince bagirsak metabolizmas:1 gibi ilag iizerinde etkili olabilecek faktorler modeller
sayesinde incelenip, elde edilen verilerle gelistirme c¢aligmalarina yon verilebilir [46].
PBPK, anatomik, fizyolojik ve fizyokimyasal parametreler iceren mekanistik bir
modelleme araci olarak emilim [60, 61, 62], klirens [63], dagilma hacmi [64], doku
dagilimi [65, 66, 67, 68] ve ilaglar aras1 etkilesim [68, 69, 70, 71, 72, 73] tahmininde

kullanilmistir. ilag gelistirmesinde Faz II asamasinda ise salimi farkli formiilasyonlar veya
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in vitro in vivo korelasyon gelistirme ¢aligmalarinda PBPK modellemeden yararlanilir
[46].

FDA tiim farmasotik Uiriinlerin gelistirilmesinde tasarim ile kalite (quality by design, QbD)
tekniklerinin kullanilmasini énermektedir [74]. Ornegin salim profilleri ile ¢dziinme hiz1
arasindaki iligkiyi ortaya koyan modeller, QbD iceren ilag basvurulari olusturulmasi

konusunda yardimer niteliktedir [75].

2.6. 1In vitro in vive korelasyon (IVIVC) gelistirilmesi

Biyofarmasotik calismalarda, in vitro ¢oziinme hizi ile in vivo emilme arasinda iligki
kurabilmek ¢ok onemlidir. Boyle bir iliski kurulabildigi taktirde ilag gelistirme siiresi
kisalir, kaynaklar daha ekonomik kullanilabilir ve {iriin kalitesi artar. IVIVC, yeni ilag¢
gelistirme calismalarinda insan deneylerinin azaltilmasinda veya biyomuafiyet saglanmasi
icin in vivo biyoyararlanimin degerlendirilmesinde kullanilir. IVIVC’nin amaci,
matematiksel bir model araciligiyla, ilacin in vitro 6zelligi ve in vivo performansi arasinda

bir iligki kurabilmektir [76].

IVIVC, FDA’de bir dozaj formunun in vitro ozelligini kullanarak ile in vivo yanit
arasindaki iligkiyi tanimlayan matematiksel model olarak tanimlanir. Burada in vitro
ozellik 1lacin ¢oziinmesi veya salimi; in vivo 6zellik ise plazma ila¢ konsantrasyonu veya
emilen ilag miktaridir. IVIVC’nin USP tanimi ise bir dozaj formunun biyolojik bir 6zelligi
ile fizikokimyasal bir 6zelligi arasinda kurulan iligkidir. Buradaki fizikokimyasal 6zellik,

in vitro disoliisyon profili iken biyolojik 6zellik AUC veya Cpax’tir [77].

IVIVC:

* Biyomuafiyet saglanmasinda

* (Coziinme hiz1 metodu spesifikasyonlar1 belirlenmesinde veya valide edilmesinde

» Kalite kontroliinde ve uygun formiilasyon se¢ilmesinde yardimci olur.

* Ana amag, insandaki c¢alismalarla, baslangic ya da SUPAC degisikliklerinde

biyoesdegerlik caligmalarini en aza indirmektir.
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« llag salimi veya ¢dziinme hizinin hiz belirleyici adim olmasi (ER formiilasyon,

BCS Siif 2 ilaglar),

+ In vitro disoliisyon metodunun in vivo tahminlere uygun olmasi,

» Plazma konsantrasyonu-zaman egrilerinin kullanilarak gergegi yansitan in Vivo

¢cozlinme-zaman egrilerinin elde edilmesi gereklidir.

IVIVC kurulabilmesi i¢in ilag salimi veya ¢oziinme hizinin hiz belirleyici adim olmasi

nedeniyle, bu korelasyon uzun salim yapan veya zor ¢oziinen (BCS Simf 2) ilaglarda

kullanilir. IVIVC, mide bosalmas1 veya permeabilitenin emilmeyi kontrol ettigi durumlar

icin tasarlanmamustir [78]. Cizelge 2.8’de hizli salim yapan ilaglar i¢in BCS’e gore IVIVC

kurulabilmesi degerlendirilmistir.

Cizelge 2.8. Hizli salim yapan ilaglar i¢in BCS’e gore IVIVC degerlendirmesi

- IVIVC kurulabilmesi
BCS Smifi | Coziiniirliik | Permeabilite | Emilim kontrolii
olasihig:
Coziinme hizi mide
Smif 1 Yiiksek Yiiksek Mide bosalmasi bosalmasindan yavagsa
IVIVC kurulabilir
In vitro ve in vivo
Sinif 2 Diisiik Yiiksek Coziinme hiz1 ¢Oziinme hizlar1 benzerse
IVIVC kurulabilir
Hiz belirleyen adim emilim
Sinif 3 Yiiksek Diigiik Permebilite oldugu i¢cin IVIVC
kurulamaz
Molekiil 6zelligine | Smirli IVIVC olasiligi,
Siif 4 Diisiik Diisiik .
gore duruma gore degerlendilir

2.6.1. Korelasyon tiirleri

IVIVC’nin A, B, C, ¢oklu C ve D olmak lizere 4 tiirii vardir [79, 80].
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A diizey korelasyon

In vitro ¢dziinme hiz1 ve in vivo emilme hizi arasinda kurulan birebir korelasyonudur.
Coziinme hiz1 ve plazma verilerindeki tiim noktalar kullanilarak yapilir. In vitro verilere

dayanilarak in vivo emilme egrisi tahmin edilir.

In vitro ¢bziinen miktar1 ve in vivo emilme miktar1 arasinda birebir iliski vardir.

B diizey korelasyon

Ortalama in vitro ¢oziinme hizi (MDT in vitro) ile in vivo yasam siiresi (MRT in vivo)

kiyaslanir. Gergek in vivo plazma degerlerini tanimlamaz.

C diizey korelasyon

Tek bir ¢oziinme hizi noktasi (tyso Ve tyge Qibi) tek bir farmakokinetik parametre ile
kiyaslanir ( AUC, tmax, Cmax VD.)

Coklu C diizey korelasyon

Bir veya birka¢ farmakokinetik parametre ile ¢6ziinme hizinda farkli zamanlarda ¢6ziinen

madde miktar1 arasindaki korelasyondur.

D diizey korelasyon

Kalitatif bir yontemdir; ancak formiilasyon gelistirmesinde yardimci olarak kullanilabilir.

2.6.2. Korelasyon gelistirilmesi

A diizey bir korelasyon gelistirilmesinde asagidaki adimlar izlenir [81]:

* Farkli salim oOzellikleri (yavas, orta ve hizli salim gibi) olan formiilasyonlarin

gelistirilmesi,

* Bu formiilasyonlar i¢in in vitro ¢oziinme hizi profillerinin elde edilmesi ve

karsilagtirilmasi

« In vivo plazma konsantrasyonu zaman profillerinin elde edilmesi
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* Her bir formiilasyon i¢in uygun dekonvoliisyon tekniklerinden biri kullanilarak
(modele bagimli veya modelden bagimsiz teknikler) in vivo emilme profillerinin

elde edilmesi

* Her formiilasyon igin in vitro ¢6ziinme ve in Vivo emilme ve arasinda iliski

kurulmasi gereklidir.

* Bu asamadan sonra IVIVC’nin validasyonu, ig¢sel ve dissal kriterlerin
degerlendirilmesi ile yapilir. igsel validasyon IVIVC modeli tanimlanirken
kullanilan tim verilerden hareketle ortaya konur. Digsal validasyon ise verilerin
ilavesiyle plazma konsantrasyonu zaman profillerinin konviilasyon teknigi
kullanilarak tanimlanmasi ile belirlenir. Calismalarda igsel validasyon genellikle
yeterli bulunmakla birlikte, igsel validasyon kesin olmadiginda, IVIVC dar
terapotik indekse sahip ilaglar i¢in tanimlandiginda, korelasyon gelistirilmesinde
sadece iki farkli salim hizina sahip formiilasyonlar kullanildiginda ve modelin daha
genis validasyonunun tanimlanmak istendigi durumlarda digsal validasyona gerek
duyulmaktadir. Cpas ve AUC oOlgiitleri icin % kestirim hatast (%PE) degerleri
hesaplanabilir.

IVIVC asamalar1, Resim 2.5’te 6zetlenmektedir:
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Resim 2.5. In vitro in vivo korelasyon (IVIVC) gelistirilmesi [81]
2.6.3. Korelasyon degerlendirilmesi

IVIVC, bir ilacin in vitro 6zelligi kullanilarak in vivo performansinin tahmin edilmesinde

kullanilir. Bu tahminin dogrulugu ve tutarliligi ¢ok énemlidir [76].

Korelasyon degerlendirmesi % kestirim hatasina gore yapilir. IVIVC’nin amacina ve ilacin
terapotik indeksine gore igsel veya digsal validasyon yapilmasi uygun olur. Icsel
validasyon, genis terapotik indekse sahip ilaglarda ve 3 veya daha fazla salim o6zelligi
gosteren formiilasyon kullanilarak gelistirilmis IVIVC’nin degerlendirilmesinde kullanilir.
Igsel validasyonda, IVIVC gelistirilirken kullanmilan farkli salim &zelligine sahip
formiilasyonlara ait AUC ve Cpax i¢in Esitlik 2.7°deki gibi hesaplanan kestirim hatasinin
ortalama degerinin %10’dan kii¢lik olmas1 gereklidir. Ayrica, farkli salim hizlarina sahip

her bir formiilasyon i¢in de bu deger %15’1 asmamalidir. Bu durum saglamamazsa IVIVC
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icin icsel validasyon yapilamamis olur ve dissal validasyon degerlendirmesi yapilmasi
gerekir [76].

% PE = [(gbzlemlenen — kestirilen) / gbzlemlenen] x 100 (2.7)
% PE Cmax = [(CmaX()bs_ CmaXpred) / CmaXobg] X 100 (2.7.8.)

CmaXgps: Gozlemlenen Cmax degeri

CmaXpreq: Kestirilen Cmax degeri

AUCys: Gozlemlenen AUC degeri

AUCeq: Kestirilen AUC degeri

Dar terapotik indekse sahip ilaglarda ve 2 farkli salim O6zelligi gosteren formiilasyon
kullanilarak gelistirilmis IVIVC’de ise digsal validasyon yapilir. Digsal validasyonda,
IVIVC gelistirirken kullanilmamis bir formiilasyonun in vivo performansi tahmin edilir.
Esitlik 2.7’ye gore hesaplanmis kestirim hatasinin  %10’dan kii¢iik olmas1 dis tahminin
uygunlugunu gosterir. %10-20 aras1 bir sonug¢ elde edilirse, ek ¢alismalar yapilmasi
gerekir. %20’den biiyiik bir kestirim hatasi, IVIVC’nin tahmin giiciiniin yetersiz oldugunu

gosterir [76].

Eddington ve digerlerinin [82] uzun salimli metoprolol tabletler {izerinde yaptigi in vitro in
vivo korelasyon calismasinda, yavas, orta ve hizli olmak iizere 3 farkli salim hizina sahip
uzun salimli tablet formiilasyonu ve oral c¢ozelti {izerinde c¢alisilmistir. Tablet
formiilasyonlarin in vitro ¢oziinme hizlar1 4 farkli yontemle (palet yontemi, pH 1,2 ve
pH 6,8’de 50 rpm doniis hizinda; sepet yontemi, pH 6,8’de 100 ve 150 rpm doniis
hizlarinda) incelenmistir. Bu yontemlerin sonucunda c¢ikan egriler f; hesabina gore
degerlendirilmis ve formiilasyonlar arasindaki farklar1 en yiiksek oranda gosteren (en
diisik f, degerlerinin elde edildigi) sepet yontemi, 150 rpm, pH 6,8, kosullarinin

kullanilmasina karar verilmistir.
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Sekil 2.6. Meteoprolol tabletler igin sepet yontemi, 150 rpm, pH 6,8 [82]

In vivo calismalar, 7 saglikli géniillii iizerinde gergeklestirilmis ve 48 saat boyunca kan
ornegi alinmistir. In vivo plazma konsantrasyonu-zaman verileri niimerik dekonvoliisyon
yontemi kullanilarak % emilen doz miktari-zaman verilerine doniistiiriilmiistiir (Sekil 2.7).
Bu yontemde oral soliisyona ait farmakokinetik parametreler kullanilmistir. Korelasyon

modelleri olusturulurken asagidaki formiilasyon kombinasyonlar1 kullanilmistir:

Yavas/orta hizda/hizli salim

Yavas ve hizli salim

Orta hizda ve hizli salim

- Yavas ve orta hizda salim

Yapilan degerlendirmeler sonucu, en uygun sonuclarin yavas/orta hizda/hizli salim
formiilasyonlarindan olusan korelasyon modeliyle elde edildigi gosterilmistir (Sekil 2.7)

[82].
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Sekil 2.7. In vivo datanin dekonvoliisyon yontemiyle % emilen oranina donistiiriilmesi
[82]

Lineer regresyon analizi yapilarak emilen ve ¢ziinen dozlar arasindaki iliski bulunmustur.
Yapilan degerlendirmelerde yavas/orta hizda/hizli salim formiilasyonlariyla olusturulan
model ve sepet yontemiyle (pH 6,8, 150 rpm) elde edilen ¢6ziinme hizi verileriyle

olusturulan IVIVC’nin tiim formiilasyonlar i¢in en uyun salim tahmini yapti
belirlenmistir (Sekil 2.8).

12 -

emilen oran

02 - T S E— | Q
00 02 04 06 08 10 12

¢Ozlinen oran

Sekil 2.8. Metoprololiin emilen ve ¢dziinen oranlari arasinda kurulan IVIVC [82]
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2.6.4. GastroPlus™

GastroPlus™ Simulations Plus (Lancaster, California, ABD) firmasi tarafindan
gelistirilmis ve tiim viicudu simiile eden bir PBPK modelidir. GastroPlus™’ta, Yu ve
Amidon [83] tarafindan olusturulmus olan CAT (Compartmental Absorption and Transit)
modeli temel almmarak ACAT (Advanced Compartmental Absorption Transit) modeli

olusturulmustur.

CAT modeli pasif transport tasian ilaglarin emilimini simiile etmek tlizere olusturulmus

bir modeldir ve asagidaki varsayimlar iizerine kurulmustur:

Mide ve kalin bagirsaktaki emilim ince bagirsaga gore ihmal edilebilir diizeydedir.

- Ince bagirsaktan ila¢ gegisi pasif transportla gerceklesir.

- Ilag anlik olarak ¢oziiniir.

- Tlag, ince bagirsakta seri bagli kompartimanlar arasinda lineer transfer kinetigiyle
gecer. Bu kompartimanlar farkli hacim ve kan akis 6zelliklerine sahiptir; ancak

ilacin kompartimanlarda kalis stireleri aynidir.

GastroPlus™ programinda kullanilan ve kisaca ACAT olarak bilinen, mekanistik emilim
modelinde CAT modeline gore daha fazla fizyolojik ve fizikokimyasal 6zellik incelenir.
Ayrica, mide ve kalin bagirsaktaki emilim de ihmal edilmez [84]. CAT modelinden farkli
olarak, ¢oziinme hizi, ¢éziinme hizi lizerinde pH etkisi, kontrollii salim, mide ve kalin
bagirsakta emilim, ince bagirsak ve karaciger metabolizmasi, ince bagirsakta degradasyon,
emilim yiizey alani, tasiyict ve efluks proteinlerinin yogunlugu ve diger bolgesel

etmenlerin ilag emilimi tizerindeki etkileri géz oniine alinir [85].

ACAT modelinde, ilag emilimi, mide-bagirsak kanalin1 seri bagli kompartimanlara
ayirarak modellenir. Mide-bagirsak kanali 9 kompartimandan (mide, duodenum, jejunum
1, jejunum 2, ileum 1, ileum 2, ileum 3, ¢ekum ve kolon) olusur. Ince bagirsaktaki
kompartiman sayisinin optimize edilebilmesi amaciyla olusturulan 5, 7 ve 9 kompartimanli

modeller, 400°den fazla deneysel veriyle karsilastirilmis ve sonunda 7 kompartimanli
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modelin ince bagirsagl en uygun sekilde simiile ettigine karar verilmistir. Ince bagirsak

gecis siireleri ve kompartimanli modellerin karsilagtirmasi Sekil 2.9’da verilmektedir [85].

100
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% Kolona giren doz

20
10

O Exper. Transit Dist.
— — HNine Compartments

- = « = Five Compartments

Seven Compartments

0 100

200 300 400

Gegis sliresi

Sekil 2.9. Ince bagirsak gegis siireleri [85]

500 600

Kompartimanlarin pH, hacim, permeabilite gibi Ozellikleri daha Onceden yapilmis

caligmalar temel alinarak olusturulmustur. Kompartimanlar arasinda ila¢ gecisi, birinci

dereceden diferansiyel denklemlerle tanimlanmis olup, gecis stireleri fizyolojik degerler

g6z Oniine alinarak belirlenmistir [86].

Insan icin, ACAT modelinin farkli kompartimanlardaki pH, gecis siiresi ve uzunluk

parametreleri Cizelge 2.9’da sunulmaktadir [86].

Cizelge 2.9. ACAT modelinin parametreleri [86]

Kompartiman pH (achk/tokluk) | Gegis siiresi (saat) Uzunluk (cm)
Mide 1,3/49 0,25/1 28
Duodenum 6,0/54 0,3 14
Jejunum (x2) 6,2-6,4/5,4-6,0 1,7 116
lHleum (x3) 6,6-7.4 1,3 174
Cekum 6,4 4,2 13
Kolon 6,8 12,6 28
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ACAT modelinde, etkin maddenin, c¢oziiniirlik, permeabilite, logP, pK,, partikiil
bliytlikliigii, doz gibi 6zellikleri ¢oziinme hizi ve emilim modellerine girdi olarak girilir.
Coziinme hizi, Nerst-Brunner denklemine (Esitlik 3) gore modellenir. Emilim ise, etkin
maddenin mide-bagirsak kanalinin belirli boliimlerindeki permeabilitesi ve konsantrasyon
farki temel alinarak modellenir [86]. Etkin maddenin dozaj seklinden salinmamus,
¢coziinmemis ve ¢oziinmiis halleri g6z oniine alinir. ACAT modelinin sematik gosterimi

Resim 2.6’da sunulmaktadir [57].

Advanced Compartmental Absorption and Transit Model (ACAT)

Enterohepatic circulation

Stomach  Dhodenum Jejunuml Jejunum?2  Ileuml  Ileum?2 lleum3  Caecum Colon

Unreleased | 1 'H", 'H". 'H". 'H". 'H". 'H". 'H".
3t

Undissolved

Ly
i
X o memo e M

Dissolved

Lumenal
Degradation

Portal Vein

Gut Wall
Metaholism

Hepatic Artery

Systemic
Circulation

Resim 2.6. ACAT modelinin sematik gosterimi [57]

Bu modelde, oral emilim, dozaj seklinden ilag salimi, ¢oziiniirlik, ¢oziinme hizi, ¢cokme
hiz1i, kimyasal stabilite, permeabilite, tasiyict etkisi (influks-efluks), ince bagirsaktaki
metabolizma faaliyetleri diferansiyel denklemlerle tanimlanmistir. Genel olarak lineer

farmakokinetik denklemler kullanilir.

GastroPlus™ programinda, molekiil 6zellikleri, fizyoloji ve farmakokinetik olmak iizere

veri girisi yapilan 3 ana sekme bulunur [87].
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Molekiil ozellikleri sekmesi

Molekiil ozellikleri sekmesinde, veri olarak etkin maddeye ait, molekiil agirligi, logP,
¢ozliniirlik, biyouyumlu ¢6ziiniirlik, difiizyon katsayisi, insan igin Pesr, pK,, €nzim ve
tastyict Ozellikleri ile formiilasyona ait doz, dozaj sekli, etkin madde partikiil biyiikligii
gibi Ozellikler girilebilir. Bu 6zellikler, in vivo, in vitro veya in siliko yontemlerle elde

edilebilir. Baz1 parametreler igin programdaki veriler kullanilabilir.

Coziiniirliik-pH iliskisi

[lacin emilebilmesi icin 6ncelikle ¢oziinmesi gerektigi icin, iyonlasma katsayis1 (pKj) ve
coziiniirlik faktorii (iyonize formun ¢oziniirliigii/non-iyonize formun ¢oziiniirliigii),
¢oziiniirlik-pH egrisinin tahmin edilmesinde kullanilir. Bu ¢6ziintirliikk degerleri, safra
tuzlarinin etkisine gore diizeltilir. Her kompartimandaki safra tuzu konsantrasyonu aglik ve
tokluk durumlarina gore ayarlanir ve safranin ince bagirsagin distal bolgesinden geri

emilimi hesaba katilir.

pKa tablosu sekmesi

Bu sekmede, molekiil i¢in Henderson-Hasselbach denklemine gore pK, degerleri belirlenir.

Istenirse deneysel pH-¢dziiniirliik profili verileri girilerek de model olusturulur.

Molekiillerin iyonize formlarinin sudaki ¢oziiniirliigli non-iyonize formlarma gore daha
fazladir. Buna gore organik asitler yliksek pH’larda, organik bazlar ise diisiik pH’larda
daha fazla ¢Oziiniirler. GastroPlus™’ta pH’ya bagimli ¢6ziiniirlilk hesaplanmasi bu

prensibe gore yapilir.

Coztniirlik faktori, tamamen iyonize formdaki ilacin non-iyonize formdaki ilaca oranidir.
Tek bir pH’daki ¢oziiniirlik degeri ve c¢oziiniirlik faktorii bilindigi taktirde, diger
pH’lardaki c¢oziiniirlik degerleri tahmin edilebilir. Coziniirlik faktorleri <10 - 10°

aralifinda degisebilmektedir.

pH - logP egrisi

Program, ana sekmede girilen logP veya logD degerlerine gore pH-logP egrisini hesaplar.
Ayrica bu veriler, fizyoloji sekmesinde se¢ilen emilim modeline gore emilim katsayilarinin

hesaplanmasinda kullanilir.
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Biyouyumlu ¢oziiniirliik

Biyouyumlu ¢06ziiniirliik sekmesinde, disoliisyon modeli, nanopartikiil etkisi, safra
tuzlariin etkisiyle ilgili bilgiler girilir. Programda, ¢6ziinme hiz1 kinetiklerini tanimlamak
icin Nerst-Brunner denklemi, Wang-Flanagang modeli, Tekano’nun Z-Faktorii modeli ve

aninda ¢éziinme modelleri arasindan se¢im yapilabilir.

Johnson modeli, en sik kullanilan modeldir. Bu modelde, Nerst-Brunner denkleminin

silindirik ve kiiresel partikiiller i¢in Lu ve digerleri [88] tarafindan modifiye edilmis hali

kullanilir (Esitlik 2.8).

dMp D, (1+25)
dt  phrs

(Cs — C)My, (2.8)

Wang-Flanagan modeli, kiiresel molekiillerin ¢dziinmesini inceleyen Wang ve Flanagan
tarafindan ortaya atilmistir. Esitlik 2.9°daki denklemle ifade edilen bu model, sadece

kiiresel molekiiller igin kullanilir [89].

dMp 3D,
at  pr;

1 1
(5 7)€ = com, (29)
Aninda ¢6ziinme (instant dissolution) modelinde ¢éziinme hizi kinetikleri thmal edilir ve

dozaj seklinden aninda ¢6ziinme limitine kadar ¢6ziinme veya ¢cokme varsayilir.

Takano ve digerleri [90] tarafindan olusturulmus Z faktorii modelinde de Nerst-Brunner

. 3D e - .
denklemi temel alinmistir. Burada —= terimi yerine, in vitro ¢éziinme profilini yansitan,
PTe

formiilasyona bagl Z faktorii parametresi yer alir (Esitlik 2.10).

dM,,
dt

M 2/3
= zMy <M”';> (C, —Cy) (2.10)
u,

Tiim modellerde Dy, difiizyon katsayisini, Cs limendeki ¢oziiniirliigi, C; limendeki
¢coziinmiis ila¢ miktarini, p ila¢ molekiillerinin yogunlugunu, rt kiiresel partiikiil yarigapini,
h difiizyon tabakasi kalinligini, s sekil faktoriinti (uzunluk/cap, kiiresel partikiiller i¢in 1),

Mgy ve My, ¢0zlinmiis ve ¢ozliinmemis ilag miktarlarini gosterir.
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Partikiil biiyiikliigii etkisi

Partikiil bliyiikligli dagilimi, normal/log-normal dagilim olarak secilebildigi gibi karmasik
partikiil biyilikligi dagilimlart s6z konusu oldugunda veri girisi de yapilabilir.

Nanopartikiil etkisini de goz oniine almak miimkiindiir [87].

Enzim ve tasuyici etkisi

Enzim ve tasiyicilarin dokulardaki dagilimlar1 programda verilmektedir. In vitro Ky, ve
Vmax degerleri kullanilarak enzim ve tastyicilarin emilim {izerindeki etkisi gosterilebilir.

Enzim ve tagtyicilarin dagilimi ACAT modeli iginde tanimlidir [87].

Fizyoloji sekmesi

Fizyoloji sekmesinde, mide-bagirsak kanalina ait 9 kompartiman ve bu kompartimanlar
tanimlayan pH, yiizey alani, gecis siiresi, hacim, uzunluk, c¢ap, emilim faktorii, efektif
permeabilite, varsa enzim ve tasiyict Ozellikleri yer alir. ACAT modelinde tanimlanmus,
aclik tokluk gibi farkli fizyolojiler segilebilir. Segilen fizyolojinin Ozelliklerine gore
programin yukarda belirtilen parametrelerinde degisiklik yapilabilir.

ACAT modelinde emilme hizi, ilacin efektif permeabilitesine (transseliiller ve/veya
paraseliiler) ve her kompartimandaki emilim faktoriine baglidir. Emilim faktorii, mide-
bagirsak kanalindaki her bolgede degisiklik gosteren ylizey alani-hacim orani, dagilma
katsayisi, pH’ya bagimli bolgesel permeabilite ve transseliiler por miktar1 ve biiyiikligi

gibi parametrelerin ayarlanmasinda kullanilir.

ASF (Absorption Scale Factor) modelleri

Bir ilag molekiiliiniin emilim katsayisi, molekiiliin sekline, biiyiikliigiine, pK, degerine,
mide-bagirsak kanalinin pH’sina baglidir. Pade ve Stavchansky’nin [91] yaptigi ¢alismada,
asidik ilacglarin permeabilite katsayilariin pH 5,4’te, bazik ilaclarin ise pH 7,2’de daha
yiikksek oldugu ve tiim ilaglar i¢in transseliller gecisin daha etkili oldugu gdzlenmistir.
Hiicreler arast siki baglanti noktalarindan (tight junction-TJ) ilag gecisi ise molekiil

bliytikliigiiyle ters orantilidir.

Ungell ve Nylander’in [92] yaptig1 ¢alismada, farkli fizikokimyasal ozellikteki ilaglarin

ince bagirsaktaki bolgesel emilim katsayilar1 sican bagirsagi kullanilarak hesaplanmstir.
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Buna gore, diisiik logD ve diisiik permeabiliteye sahip hidrofilik ilaglarin kolon/jejunum
permeabilite oranlarinin 1’den kiiciik, buna karsin yiliksek logD ve yiiksek permeabiliteye
sahip hidrofobik ilaglarin kolon/jejunum permeabilite oranlarmin 1’den biiyiik oldugu
gbozlenmistir. Bazi pH degerlerinde, kiiclik hidrofilik molekiillerin yiiksek paraseliiler
gecirgenlik gosterdikleri ve kolondaki transepitelyal elektriksel direncinin (TEER) ince
bagirsaga gore daha yiiksek oldugu bilinmektedir [93]. Transepitelyal elektriksel direnci,
TJ’lar kiigiildiikge artar. Kolondaki TJ’lerin ince bagirsak bolgelerine gore daha kiiciik

olmasi hidrofilik ilaglar i¢in diisiik kolon/jejunum permeabilite katsayisini aciklar.

Ungell etal, 1998 — P, : Py Ratio

Ratio of 1

Jejunal Pagp x 10°%, cmis

logD

Resim 2.7. Bolgesel permeabilite [92]

ACAT modelinde, ASF (emilim faktorleri) logD, Opt logD, Opt logD SA/V ve teorik
modellere gore hesaplanir. LogD modeli, hidrofobik ve hidrofilik molekiillerin
biyofarmasotik ozellikleri kullanilarak olusturulmustur. Bu modele gore, logD’ye bagh
olarak, insan veya sicanlardan elde edilmis efektif permeabilite verilerine gore emilim
katsayilar1 kalibre edilir. Bu model, pH-partisyon teorisine gore calisir ve iyonlagsma
arttikca permeabilitenin diistiiglinii varsayar. C1- C4 katsayilari, farkli kompartimanlardaki
emilim faktorlerini hesaplamak ig¢in kullanilir. LogD ve Opt LogD modellerinde, ince
bagirsagin sadece silindirik bir yap1 oldugu varsayilir, villus ve mikrovilluslar hesaba
katilmaz. Opt LogD SAV 6.1 modelinde ise villus ve mikrovilluslarin yilizey alanin1 artiric

etkileri de goz oniine alinir [87].
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Emilim katsayis1 ve efektif permeabilitenin ¢arpilmasiyla, her kompartimandaki emilim

katsayist hesaplanmis olur.

Qn, hepatik kan akis hizin1 gosterir. Insanlar i¢in bu deger aclik durumunda 1,5 L/dak,
tokluk durumunda 2 L/dak’dur.

Ince bagirsak ve kolondaki sivi yiizdesi, bu kompartimanlarda ¢oziinme icin

kullanilabilecek s1vi miktarini gosterir.

Farmakokinetik ozellikler sekmesi

Bu ekrana molekiiliin farmakokinetik 6zellikleri girilir. Kullanilacak model, kompartimanl

veya PBPK olarak segilir.

PKPlus modiilii

ACAT modeli, 1, 2 veya 3 kompartimanli farmakokinetik modelleme yaparak plazma
konsantrasyonu-zaman egrilerinin simiile edilmesini saglar. Plazma proteinlerine baglanma
orant (fy %), kan hiicrelerine baglanma (Ry), ilk gegis etkisi (% FPE) ve renal klirens (CLy)
gibi farmakokinetik parametreler bu modelde hesaba katilir. Ana kompartimandan ilag
eliminasyonu lineer veya non-lineer kinetikle gerceklesebilir. PKPlus modiiliinde

hesaplanan degerler farmakokinetik sekmesinde kullanilir [87].

PBPK modiilii

PBPK modiilii, doku biiytikliikleri, perfiizyon hizlar1 ve serbest haldeki ilacin fiziksel
olarak uygun kompartimanlara dagilmasini géz Oniine alan mekanistik bir yaklagimdir.
PBPK modellerinde, in vitro olgtimler ve in siliko tahminler kullanilarak plazma ve
dokulardaki ila¢ konsantrasyonlar1 tahmin edilebilir. Fakli tiirler i¢in elde edilmis veriler,

cesitli yontemler kullanilarak insana uyarlanabilir.

Similasyon sekmesi

Bu sekmede, girilen verilere gére simiilasyon yapilir.

%F,: Net emilim degeridir. ince bagirsak liimeninden enterosite gegen dozu gosterir.
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%FDy: Portal damara ulasan doz yiizdesini gdsterir. Ince bagirsak metabolizmasi ve ince

bagirsakta akiimiilasyon olmadigi taktirde bu deger %F;’ya esittir.

%-F: Biyoyararlanim ylizdesi ince bagirsak metabolizmasi, ince bagirsakta akiimiilasyon

veya karaciger metabolizmasi olmadigi taktirde, %Fa, %FD, ve %F birbirine esittir.
Cmax: Doruk plazma konsantrasyonu

tmax: Doruk konsantrasyonuna ulagma siiresi

AUC q.inf): Egri altinda kalan alan (sonsuza ekstrapolasyon yapilmis)

AUC g.: Egri altinda kalan alan (simiilasyon siiresince)

Grafik sekmesi

Bu ekranda plazma konsantrasyonu-zaman egrisi elde edilir. Ger¢ek egri ve tahmin edilen

egrinin uygunlugu goriilebilir.

GastroPlus™’1n kullanildig: calismalar

Parrott ve digerlerinin [86] 2008 yilinda gergeklestirdigi calismada, zayif baz 6zelliginde,
yiikksek c¢oziiniirlik ve permeabilite gosteren teofilin molekiiliiniin emilimi iizerinde
yiyecek etkisi incelenmis ve GastroPlus™ programiyla hemen salim yapan ve uzun salim
yapan dozaj sekillerinin emilimi simiile edilmistir. Resim 2.8’te gosterildigi gibi,
GastroPlus™ programindaki aglik ve tokluk durumlarma ait tanimlanmis fizyolojik
ozellikler kullanilarak yapilmis simiilasyonlar, goniillilerden elde edilmis plazma

konsantrasyon egrileriyle uyumludur (Resim 2.8).
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Resim 2.8. Teofilin uzun salimli tabletlerin ac¢lik ve tokluk durumlarinin GastroPlus™’la
simiilasyonu [86]

Saibi ve digerlerinin [94] hemen salim yapan risperidone tabletler {izerinde yaptigi1 IVIVC
caligmasindaki amag, risperidonun fizikokimyasal ve farmakokinetik 6zelliklerinin, ayrica
plazma konsantrasyon verilerinin kullanilarak in vivo emilim profilinin tahmin edilmesi ve
sonrasinda IVIVC gelistirilmesidir. Bu ¢alismada izlenen yontem, fizikokimyasal ve
farmakokinetik verilerin toplanmasi ve GastroPlus™ programina girilmesi, emilim

modelinin olusturulmasi ve ilag i¢in IVIVC kurulmasi seklindedir.

Yapilan emilim simiilasyonlarinda uygun bir emilim modeli elde edilmis ve uygunluk
kriterlerine gore degerlendirilmistir. Buna gore, Cmax ve AUC’deki tahmin hatas1 degeri
hem test hem de referans iirlin i¢in %10’dan kii¢lik olarak hesaplanabilmesiyle modelin
uygunlugu teyit edilmistir. Referans ve test iiriinleri i¢in olusturulan modeller Sekil 2.10°te

sunulmaktadir.
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Sekil 2.10. Risperidon referans ve test tiriinleri i¢in olusturulmus modelleri [94]

Ikinci adim olarak dekonvoliisyon ve konvoliisyon ydntemleri kullanilarak IVIVC

gelistirilmistir.

Dekonvoliisyon yonteminde, farkli pH’lardan elde edilmis olan in vitro ¢6ziinme hizi
verileri GastroPlus™ yardimiyla hesaplanmis in vivo salim verileriyle karsilagtirilmastir.

Yapilan regresyon analizinde tiim ortamlar i¢in r? degerinin 1’e yakin oldugu goriilmiistiir.

Konvoliisyon yonteminde ise, ger¢cek in vivo plazma-konsantrasyon verileri ve
GastroPlus™ yardimiyla tahmin edilen plazma-konsantrasyon egrileri IVIVC agisindan

karsilagtirilmistir.

Sonugta, hem test hem referans iiriin i¢in tim ¢oziinme ortamlarinda A diizey IVIVC

kurulabilmistir.

Honorio ve digerlerinin [95] efavirenz tabletlerle gergeklestirdigi IVIVC ¢alismasinda,
GastroPlus™ programi kullanilarak A diizey in vitro in vivo korelasyon gelistirilmistir.
Korelasyon olusturulmasinda kullanilan in vitro ¢éziinme hizi verileri toz ve tabletlerden
elde edilmistir. Efavirenzin fizikokimyasal 6zellikleri kullanilarak olusturulan modelle elde
edilen plazma konsantrasyon egrisinin in vivo plazma konsantrasyon egrisiyle oldukca
benzer oldugu gorilmistiir (Sekil 2.11). Wagner-Nelson ve Loo-Riegelman modelleri
kullanilarak A diizey in vitro in vivo korelasyon olusturulmustur. Emilen ila¢ yiizdesi
miktarma gore, %0,5 SLS igeren ¢oziinme hizi ortami, efavirenz tabletler i¢in biyouyumlu

sonu¢ veren bir ortamdir. Bu calismada elde edilen veriler, GastroPlus™ kullanilarak
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yapilan in siliko ¢alismalarin BCS Sinif 2 ilag gelistirmesinde énemli veriler sagladigini

ortaya koymustur.
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5 4
~4 o]
_IB 0 T T T 1 i 0.0 T T T
o 0 50 100 150 200 0 50 100 150
Zaman (saat) Zaman (saat)

Sekil 2.11. Farkli formiilasyonlara sahip efavirenz tabletlerin deneysel ve simiilasyonla
elde edilmis plazma-konsantrasyon egrileri [95]

Wei ve Lobenberg [27] tarafindan gliburid etkin maddesi iizerinde gergeklestirilen
calismada, dinamik disoliisyon yontemiyle elde edilen ¢6ziinme hiz1 verileri ve
pH-¢oziiniirliik verileri kullanilarak GastroPlus™ programinda simiilasyon yapilmustir. Iki
farkli formiilasyon i¢in gergeklestirilen ¢alismada r? degerleri referans ve test iirlinleri i¢in
0,94 ve 0,93 olarak hesaplanmistir. Sekil 2.12°de referans ve test iirlinleri i¢in deneysel ve

tahmin edilen plazma konsantrasyon egrileri verilmektedir.
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Sekil 2.12. Referans ve test iirlinleri i¢in deneysel ve simiilasyonla elde edilen plazma
konsantrasyonlar1 (deneysel veriler noktayla, simiilasyon sonuglar1 diiz
cizgiyle gosterilmektedir) [27]
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Grbic ve digerlerinin [96] hemen salim yapan gliklazid tabletler iizerinde gerceklestirdigi
calismada, GastroPlus™ programi kullanilarak ilaca 06zgli bir emilim modeli
olusturulmustur. Daha sonra bu emilim modeli kullanilarak IVIVC i¢in hedef in vivo
¢oziinme hizi profili belirlenmistir. Glikazid 80 mg IR tabletlerin fizikokimyasal ve
farmakokinetik ozellikleri kullanilarak olusturan emilim modelinde Cpax ve AUC igin elde
edilen tahmin hatalari, %7,05 ve %6,13’tlir. Sekil 2.13’te deneysel ve tahmin edilen
egrilerin karsilastirmasi verilmektedir. Bu model temel alinarak farkli salim 6zelliklerine
ait in vitro ¢oziinme hiz1 verileriyle plazma konsantrasyon egrisi simiilasyonlar1 yapilmis

ve diizey A IVIVC kurulmustur.

Plazma konsantrasyonu (ug.mL)

0 10 20 30 40 50

Zaman (saat)

Sekil 2.13.Gliklazid tabletler icin deneysel ve simiilasyonla elde edilen plazma
konsantrasyonlar1 (Deneysel veriler noktayla, simiilasyon sonuglar1 diiz
cizgiyle gosterilmektedir) [96]

2.6.5. ADMET Predictor™

ADMET Predictor™, daha oOnceleri QMPRPLusTNI adi ile bilinen, ilag ve benzeri
bilesiklerin molekiiler yapilarindan yola ¢ikarak bilgisayar simiilasyonlar1 araciligi ile bu
molekiillerin emilim, dagilim, metabolizma, atilim ve toksisite (ADMET) 6zelliklerine ait
tahminler iireten gelismis bir yazilimdir. Bu yazilim, molekiil gelistirme asamasinda,
molekiillere ait ADMET 06zelliklerinin belirlenmesi konusunda yardimei olur. Molekiiliin
yapisina gore, pKs, logP/logD, biyouyumlu ¢oziintirliik, kan/plazma konsantrasyon orant
gibi parametreleri tahmin etmede kullanilir. Yazilimin molekiil 6zelliklerini tahmin
edebilmesi i¢in Oncelikle molekiil yapisini tanimast gerekmektedir. Bu amagla hazirlanmis

2D ve 3D molekiil yapilarini iceren ASCII tekst dosyalar1 yazilima girdi olarak sunulur.
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Yazilim, bu dosyalar1 okuyarak molekiiler tanimlayicilarin degerlerini belirler. Daha sonra
bu degerleri bagimsiz matematiksel modellere girdi olarak yonlendirir. Bu modeller
genelde nonlinear yapidadir ve yapay zeka algoritmalari icerirler. Matematiksel modellerin
¢Oziilmesi sonucu yukarida belirlenmis ADMET 6zelliklerine ait tahminler ¢iktilar halinde

elde edilmis olur.

Programin uygulanabilirligine yonelik olarak Gastroplus™’la yapilan modelleme calismasi

GastroPlus™ programinin kullanilmasina yonelik yapilan caligmalarda, Zentiva Saglik
Uriinleri’ne ait uzun salml tablet formiilasyonuna sahip, BCS Smf 1 bir molekiiliin
(ZTVO01) modellenmesi iizerinde calistlmistir. Uriin, su an ruhsatlandirma asamasinda
oldugu i¢in molekiil ismi verilememektedir. Bu molekiil uzun salim yapan tablet
seklindedir. Ilk olarak, literatiirden elde edilen 0,6 mg dozundaki infiizyona ait intravendz
data ile model olusturulmustur. Daha sonra bu modelden elde edilen farmakokinetik
parametreler kullanilarak uzun salim yapan tabletlerin plazma konsantrasyonu-zaman

egrisinin tahmin edilmesine yonelik calismalar yapilmistir.

Gergeklestirilen modelleme asamalar1 ve elde edilen simiilasyon ekranlari, bdliimiin

ilerleyen kisimlarinda anlatilmaktadir.
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Molekiil ozellikleri sekmesi

Molekiile ait veriler

ZTVO01l etkin maddesinin molekiil formiilii CysH3ON,O,.HBr’dir. Molekiil 6zellikleri
Cizelge 2.10°da sunulmaktadir.

Cizelge 2.10. Molekiil 6zellikleri

Parametre Deger

Molekiil agirhigr* 462.55 g/mol

Log D (pH 7,4)* 2.7

P.sr (insan igin)* 4.679 cm/s x 10°
Doz* 0.6 mg
Coziiniirlik (pH 1,2)* 0.01

Ortalama ¢okiis zamani** 900 sn

Difiizyon katsayisi*** 0.6089 cm®/s x 10
Partikiil yogunlugu** 25 g/mL

Partikiil boyutu** R=10 pm

*Literatiir verisi
**GastroPlus™’ta varsayilan degerler
***Program tarafindan hesaplanan deger
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ZTVO01 molekiiliine ait Cizelge 2.10’da belirtilen 6zellikler, GastroPlus™’ta molekiil

ozellikleri ekranina Resim 2.9’da gosterildigi gibi girilmistir.

E L
File Edit Database Simulation Setup Controlled Release  Tools  Modules (Optional)  Help
[ m T Gut Physiology-Hurm T Pharmacokinetics T Simulation T Graph
~Selected Compound
ver, 8.5.0002 =]
|I4| 4| 'Y 0.6 mg » | >||Z| 51 Trans Time [h] = 3.209 Mean Abs Time [h) = 0.343
Longest Diss. Time [h] is @& pH 1.0 = 0.542 hours
ICunent= 2; Total = 7 Max Abs Dose [S+)= 7.937E +4 mg. Max Abs Dose [it) = 1.54E+4 mg.
Support Files
I 0.6 mag.ipd I 0.6 mg.opd
I 0.6 mg.zpd
Dosage  [i: nfusion j @ Effective Permeability
Form: : Source: I j !
Initial Doze [mg]: | 0E
I 0 Peff [zmds » 1074); I 4679
Infuzion Time, h: I 05 Sim Peff x10°4 [Human) I 4.679
Malecular Formula: I C28H30M202 HEr I 280 Convert from User Data | !
Molecular *eight [g/mal]: I 462 55 pH for Reference Solubility: | 12 |
Reference IogD:I 27 @pH: I 74 Solubility [ma/ml @pH=12): I 0.0 Biorelewant Solubilities |
Mean Precipitation T :
pKa Table | ean Precipitation Time [sec) I 900 | Dose No. = 5.857E-4 |
Diff. Coeff. [cm™24s « 1075): I 0.6089
Enzyme Table | Drug Particle Density [g/mL): I 25 | Absorption No. = 9.369 |
Transporter Table | Particle Size: F=25.00, D=50.00 | | Dissolution No. = 5.918 |
Motes =
On 3/1/2014 zome pKa values were fitted to experimental Solubility-pH profile and updated as:
Acid pka from 9.200 to 25,00 and itz Solubility Factor frarm 50,00 to 50,00
On 9/1/2014 zome pka values were fitted to experimental Solubility-pH profile and updated as:
Baze pKa from 9.200 to 9.443 and itz Solubility Factor from 50.00 to 439.4 |
pk.a Table | logD: Emp-6.1 Dizz Model: Johnzon PartSize-Sol: OM | BileSalt-Sol: OM | Dift: OM | CongtR ad: OM || Precip: Time | Ppara: OFF |EHE: OFF 4

Resim 2.9. ZTVO01 molekiilii igin molekiil 6zellikleri sekmesi

Molekiil oOzellikleri sekmesinin iginde pK, tablosu, enzim tablosu, tasiyict tablosu,

biyouyumlu ¢oziiniirliik 6zellikleri gibi alt sekmeler bulunmaktadir.

pKa Tablosu ve pH - ¢éziiniirliik profili verilerinin girisi

ZTV01 etkin maddesi igin shake-flask metoduyla yapilmis olan ¢oziiniirliik ¢alismasi
sonuglar1 pH-¢6ziiniirliik profili olarak GastroPlus™’a yiiklenmistir (Resim 2.10). Program
bu verileri kullanarak Henderson-Hasselbach denklemine gore pH-¢oziiniirliik modeli
olusturmus ve pK, hesaplamast yapmustir. Coziiniirlik modeli Resim 2.11°de

gosterilmektedir.
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Resim 2.10. ZTV01 molekiiliiniin pH-¢6ziiniirliik profili
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Solubility 1 logD
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Resim 2.11. ZTVO01 molekiiliiniin Henderson-Hasselbach denklemine goére olusturulmus
pH-¢oziintirlik modeli
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(Coziiniirliik faktorii, tamamen iyonize formdaki ilacin non-iyonize formdaki ilaca oranidir.
Tek bir pH’daki c¢oziiniirlik degeri ve c¢oziiniirlik faktori bilindigi taktirde, diger
pH’lardaki ¢oziiniirlik degerleri tahmin edilebilir. Coziiniirliikk faktorleri < 10 - 10°

araliginda degisebilmektedir.

pH - logP egrisi

Program, ana sekmede girilen logP veya logD degerlerine gére pH-logP egrisini hesaplar.
Ayrica bu veriler, fizyoloji sekmesinde secilen emilim modeline gore emilim katsayilarinin

hesaplanmasinda kullanilir. pH — logP egrisi Resim 2.12’de sunulmaktadir.

{‘ o m| |
Solubity | foad
B0+
logD Correction Factors — e
empinical: based:
logP [neutral) - logP [anion): |3_35 |_1 4.24
logP[neutral] - logP [cation): |3.DE |.1
logP [neutral] - logP [zwitterion]: |2_44 344
]
Number of Acidic Groups: ||:| =2
=] 26 {}q LogD
Permanent Formal Charge: ||:|
Fraction Zwitterionic: |_1
1.84
logD vs pH model v Lutomatically set default
empincal correction factors 10 I I I I I I |
0o 20 40 60 80100120140
.. Set Default Yalues for
£+ Empinical ver 6.1 and newer Empiical Comection pH
= Stucture based version 6.1 Factors
Delete | Save | Cancel | Bedraw | Eit Model I Copy Plot Data to Clipboard

Resim 2.12. ZTV01 molekiiliniin pH-logD egrisi

Bivouyumlu ¢oziiniirliik sekmesi

Bu sekmede, ¢oziinme hizi modeli, nanopartikiil etkisi, safra tuzlarinin etkisiyle ilgili
bilgiler girilmistir. Biyouyumlu veriler mevcut olmadig: i¢in, safra tuzu etkisi programda
teorik olarak hesaplanmistir. Coziinme hizi modeli olarak Johnson modeli secilmistir.

Biyouyumlu ¢6ziintirliik sekmesi ve secilen degerler Resim 2.13’te sunulmaktadir.
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3 B[] o
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Resim 2.13. ZTV01 molekiilii i¢in biyouyumlu ¢oziiniirlik sekmesi

Fizyolojik ozellikler sekmesi

Fizyoloji ekraninda, varsa enzim ve tastyici 6zellikleri yer alir. Bu molekiil uzun saliml bir
molekiil oldugu i¢in, insan tokluk durumu fizyolojisi se¢ilmistir. Emilim modeli olarak,
ince bagirsagin yiizey alanini artirict etkisini hesaba katan Opt LogD Model SAV 6.1

kullanilmastir.

Programdaki mide-bagirsak kanalina ait 9 kompartimani tanimlayan pH, ge¢is siiresi,
hacim, uzunluk, ¢ap, emilim faktorii, efektif permeabilite gibi fizyolojik o6zellikler ve
emilim faktorleri degerlerinde degisiklik yapilmamis, programda varsayilan degerler
kullanilmistir.  Fizyolojik Ozellikler sekmesine girilen ozellikleri Resim 2.14°te

sunulmaktadir.
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LCompaund T T Pharmacokinetics T Simulation T Graph
~ Compartmental Parameters
Reset Al [T Excrete all un-abzorbed drug at the end of gut tranzit time
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Motez

On 9/1/2014 zome pka values were fitted to experimental Solubility-pH profile and updated as:
Acid pka from 9,200 to 25.00 and its Solubility Factor from 50.00 to 50.00

On 3/1/2014 zome pK.a values were fitted to experimental Solubility-pH profile and updated as:
Baze pka from 9.200 to 9,443 and itz Solubility Factor from 50,00 1o 4394

C

pk.a Table | logD: Emp-6.1 Dizz Madel: Johnson PartSize-Sol: OM | BileSalt-Sal: OM | Diff: OM | ConstRad: OM ” Precip: Time Ppara: OFF |EHC: OFF 4

Resim 2.14. ZTV01 molekiili i¢in fizyolojik 6zellikler ekrani

Farmakokinetik ozellikler sekmesi

Bu ekrana molekiiliin farmakokinetik 6zellikleri girilir. Bu molekiil i¢in, kompartimanh
model kullanilmig, intraven6z datalar GastroPlus™’in  PK  modiiliine girilerek

farmakokinetik parametreler hesaplanmis ve sonra bu ekrana aktarilmistir.

Plazma proteinlerine baglanma yiizdesi, kan/plazma konsantrasyon orani gibi degerler

literatiirden alinmustir.

Renal klirens degeri, dagilma hacimleri ve kompartimanlar arasi hiz sabitleri gibi degerler

PKPlus modiiliinde hesaplanmustir.

PKPlus modiilii

PKPlus modiiliine 0,6 mg’lik infiizyon i¢in literatiirden alinmis IV veriler girilmis ve
programda bu veriler kullanilarak 1, 2 veya 3 kompartimanh farmakokinetik model i¢in

¢cozllmiistiir. Resim 2.15°te IV plazma konsantasyonu-zaman verileri sunulmaktadir.
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Sort Data on Time

Resim 2.15. ZTVO01 molekiiliine ait literatiirden elde edilmis IV veri

Resim 2.16 ve Resim 2.17°de goriilebilecegi gibi, in vivo verilerle en uyumlu sonug 3

kompartimanli modelle elde edilebilmistir.

kompartimanli modele uyarlanmis halleri gdsterilmektedir.
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Resim 2.16. IV verinin 1 ve 2 kompartimanli modele uyarlanmasiyla elde edilen grafikler
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Resim 2.17°de IV verinin 3 kompartimanli modele uyarlanmis hali sunulmaktadir:

¥ =10l x|

File Model Options  Search Method  Objective Function Weighting  Options
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Resim 2.17. ZTVO01 molekiiliiniin farmakokinetik parametrelerinin 3 kompartimanli
modele gore elde edilmesi

3 kompartimanli modele gore hesaplanmis renal klirens (CL,), dagilma hacmi ve
kompartimanlar arasi hiz sabitleri farmakokinetik sekmesine aktarilmistir. IV verilere gore
hesaplanan bu degerler ve literatiirden alinan plazma proteinlerine baglanma yiizdesi

(%Fyp) de kullanilarak simiilasyon gergeklestirilmistir.
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On 3/1/2014 some pka values were fitted to experimental S olubility-pH profile and updated as;
dcid pka from 9,200 to 25.00 and its Solubility Factor from 50,00 to 50,00
0n9/1/2014 some pk.a values were fitted to experimental Solubility-pH profile and updated as:
Base pk.a from 9.200 ta 9.443 and itz Saolubility Factor from 50.00 to 439.4 |
pk.a Table | logl: Emp-6.1 Diss Model: Johnzon PartSize-Sol: ON | Bile5alt-Sol: QM | Cift: OM | ConstFiad: OM || Precip: Tirmne: Ppara: OFF |EHE: OFF >

Resim 2.18. ZTVO0l molekiili i¢in PKPlus modiiliinden farmakokinetik sekmesine
aktarilmis farmakokinetik parametreler

Simiilasyon sekmesi

Farmakokinetik sekmesinde girilen degerlere gore 0,6 mg’lik infiizyonun plazma
konsantrasyon egrisini tahmin edebilmek i¢in simiilasyon yapilmistir (Resim 2.19).
Cizelge 2.11°de, deneysel degerlerle hesaplanan degerler arasindaki karsilagtirma ve

tahmin hatalar1 sunulmaktadir.
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pk.a Table | logD: Struct-6.1 | Dizz Model: Johnzon

PartSize-5al O | BileSal-Sol: OM | Diff; OM | ConstRad: OM || Precip: Time

Resim 2.19. Simiilasyon ekrani

| Ppara: OFF

~

EHC: ON | Yy

Cizelge 2.11. 0.6 mg’lik infiizyon i¢in farmakokinetik parametrelerin karsilastiriimasi

o Gozlemlenen Kestirim hatasi
Farmakokinetik parametre Kestirilen deger
deger (%)
AUC 11,409 11,837 3,75
Crnax 6,62 7,26 9,6
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Grafik sekmesi

Bu ekranda simiilasyon ekraninda gerceklestirilen simiilasyon sonucu elde edilen plazma

konsantrasyonu-zaman egrisi goriilmektedir. Resim 2.20°de deneysel veriler ve tahmin

edilen egrinin uygunlugu goriilebilir. AUC, Cpnax Ve tmax karsilastirmasi Cizelge 2.11°de

sunulmaktadir:
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On 94172014 some pka values were fitted to experimental Solubility-pH profile and updated as:
Acid pKa fram 9.200 ta 25.00 and its Solubility Factor from 50.00 to 50.00
0n 9/1/2014 some pKa values were fitted to experimental Solubility-pH profile and updated as:
Base pk.a from 9.200 to 9.443 and its S olubility Factor from 50,00 to 4394

pka T able | logl: Emp-B.1

Disz Madel: Johhson PartSize-Sak OM | BileSalt-Sol: ON | Dift: OM ConstRad: OM ” Precip: Time Ppara: OFF |EHC: QOFF 4

Resim 2.20. ZTVO01 molekiilii i¢in elde edilmis konsantrasyon-zaman grafigi (0,6 mg’lik

infiizyon i¢in elde edilmis deneysel IV degerleri o ile, tahmin edilen profil diiz
cizgi ile gosterilmektedir.)

Sonucgta, ZTVO01 etkin maddesinin emilimi GastroPlus™’mn PK modiilii kullanilarak

simiile edilmistir. PKPlus modiiliinde 0,6 mg’lik IV infiizyonun plazma-konsantrasyon

verileri kullanilmig ve Kklirens, emilim katsayis1 gibi farmakokinetik parametreler

hesaplanmistir. Bu modelden elde edilen farmakokinetik parametreler kullanilarak uzun

salimli tablet i¢cin simiilasyon calismasi yapilmis ve konsantrasyon zaman egrisi elde

edilmistir (Resim 2.21).
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On 9/1/2014 some pka values were fitted to experimental Solubility-pH profile and updated as:
Acid pkla fram 9.200 to 25.00 and itz S olubility Factor from 50000 ta 50.00
On 9/1/2014 some pKa values were fitted to experimental Solubllity-pH profile and updated as:
Base pka from 9.200 ta 9.443 and its Salubility Factaor fram 50.00 to 439.4 | -
pk.a Table | logh: Emp-E.1 Dizs Model: Johnzon PaitSize-Sok OM | BileSalt-Sal: OM | Diff: OM | ConstRad: ON ” Precip: Time Fpara: OFF |EHEI: OFF Y

Resim 2.21. ZTVO0l1 molekiiliiniin kullanildigit 10 mg’lik uzun salimli tabletlerin
konsantrasyon-zaman egrisi (Oral plazma-konsantrasyon verileri o ile,
tahmin edilen profil diiz ¢izgi ile gosterilmektedir.)
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2.7. Etkin Madde Ozellikleri

2.7.1. Kimyasal ozellikler

Ezetimib, 1-(4-fluorophenyl)-3(R)-[3-(4-fluorophenyl)-3(S)-hydroxypropyl]-4(S)-(4-
hydroxyphenyl)-2-azetidinone, molekiil formiilii C24H21F2NO3 olan 409,4 g/mol molekiil
agirligina sahip bir bilesiktir. Yapisinda 3 siral merkez bulunur. Bu merkezlerden 2 tanesi
betalaktam halkas1 iizerindeyken, digeri yan zincirde bulunur. Ezetimib oral yolla
verildikten sonra viicut i¢ersinde hizla metabolize edilerek farmakolojik olarak aktif olan

glukuronid metabolitine doniistiiriiliir. Ezetimib glukuronidin kimyasal yapilart Sekil

2.14°de verilmistir [1].

Sekil 2.14. Ezetimib ve ezetimib-glukuronidin kimyasal yapilar [1]
2.7.2. Goriiniis ve erime ozellikleri

Ezetimib beyaz-beyazimsi renkli, kristal yapida bir tozdur. Erime noktas1 163°C’dir [97].

2.7.3. Polimorfik ozellikleri

Ezetimib, 2 polimorfik yapida veya amorf halde bulunabilir. Polimorflari I ve II, H1 ve H2
veya A ve B olarak adlandirilir [97].

2.7.4. Coziiniirliik 6zellikleri

Ezetimib suda pratik olarak ¢oziinmez, etanol, metanol ve asetonda yiiksek oranda

¢oziiniir. Ezetimibin pK;’s1 9,66, oktanol/su partisyon katsayisi 4,5°dir [97].
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2.7.5. Miktar tayini yontemleri

Ezetimib miktar tayin yontemi olarak HPLC kullanilmaktadir [98, 99, 100, 101].

2.7.6. Farmakolojik 6zellikleri

Ezetimib, oral yoldan kullanilan bir 2-azetidon yapili antilipidemik bir ilagtir. Tek basina
veya 3-hidroksi-3-metilglutaril-koenzim A (HMG-CoA) rediiktaz inhibitorleriyle birlikte
kullanilabilir. Diger antihiperkolesterolemik ilaglar safra salgisini artirip (safra asidi
baglayicilar), kolesterol sentezini bloke ederek (statinler) etki gosterirken, ezetimibin etki
mekanizmasi daha farklidir. HMG-CoA rediiktaz inhibitor olarak bilinen statinlerle
kombine edilerek hiperlipidemi tedavisinde kullanilir [102, 103, 104].

Ezetimib, kolesterol ve benzeri fitosterollerin bagirsaktan emilimini segici olarak bloke
eder. Ince bagirsakta, plika, villus ve mikrovilluslardan olusan bolgeye lokalize olur ve
etkisini gosterir. Ezetimib, kolesteroliin emilimini inhibe edip, kolesteroliin bagirsaklardan
karacigere gecisini engeller, bdylece hepatik kolesterol depolar1 azalarak, kolesteroliin kan
klirensini artirir. Ezetimib tek basina, hiper kolesterolemili hastalarda ana olarak total
kolesterol, LDL-kolesterol ve Apo-B diizeyini diisiiriir. Ote yandan trigliserid ve HDL-
kolesterol diizeyleri lizerinde g¢ok etkisi yoktur, aksine HDL-kolesterol diizeyini tipik

olarak artirir [104].

2.7.7. Endikasyonlari

Ezetimib  primer hiperkolesterolemi  (heterozigot ailevi ve ailevi olmayan
hiperkolesterolemi), homozigot ailevi hiperkolesterolemi (HoFH), homozigotsitosterolemi
(fitosterolemi)  hastaliklarimin  tedavilerinde  kullanilabilir. ~ Ezetimib,  primer
hiperkolesterolemili hastalarda tek basina veya statinlerle birlikte toplam kolesterol, LDL
(dusiik yogunluklu lipoprotein)-kolesterol ve Apo-B’nin disiiriilmesinde veya HDL
(yiiksek yogunluklu lipoprotein)-kolesterol yiikseltilmesinde diyete ek olarak endikedir.
HoFH’li hastalarda toplam kolesterol ve LDL-kolesteroliin diisiiriilmesinde fitosterolemili

hastalarda ise ylikselmis sitosterol ve kampesterol diizeylerinin diisliriilmesinde etkilidir
[105].
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2.7.8. Kullanim sekli ve dozu

Ezetimib, oral yolla kullanilan tablet formunda bir ilagtir. Lipid diistiriicti diyetle birlikte
10 mg’lik tabletler a¢ veya tok karnina giiniin herhangi bir saati alinabilir. Ezetimib tek

basina alinabildigi gibi, statin grubu bir ilagla birlikte de kullanilabilir [104].

2.7.9. Farmakokinetik ozellikleri
Emilim

Oral yolla uygulamadan sonra, ezetimib gastrointestinal kanaldan hizla emilir ve
farmakolojik olarak aktif fenolik glukuronid metabolitine doniistiiriiliir. Yetiskin ag
hastalara 10 mg’lik tablet uygulamasindan sonra, ezetimib-glukuronidin 1-2 saat iginde,
ezetimib ise 4-12 saat igersinde doruk plazma derisimine (Cpax) ulastigi goriilmiistiir.
Ezetimib suda c¢oziinmedigi icin mutlak biyoyararlanimi belirlenememistir. Bagil
biyoyararlanimi degisken olmakla birlikte, AUC degeri %35-60"dir. Ezetimibin yar1 dmrii
22 saattir [1].

AUC iizerinde yiyecek etkisi goriilmez; ancak doruk plazma konsantrasyonu yagh

yiyeceklerle ilag aliminda % 38 artig gosterir [1].

Dagilim

Ezetimib ve ezetimib-glukuronid plazma proteinlerine yiiksek oranda baglanir. Toplam
ezetimib plazma proteinlerine %93,9-%94,5 oraninda baglanirken, ezetimib-glukuronid
icin bu oran 9%99,7°dir. Bu durum, kronik bdbrek hastaliklarindan veya karaciger
yetmezliginden etkilenmez. In vitro protein baglanmasi toplam ezetimib icin %87,8,

ezetimibe-glukuronid i¢in %92,0 oranindadir [1].

Biyotransformasyon

Oral yolla verilen ezetimib sistemik dolagima girmeden 6nce ince bagirsak mukozasinda
yiiksek oranda doniisiime ugrayarak aktif metaboliti olan fenolik glukuronide doniistiiriiliir.
Ana doniisme mekanizmasi, yapisinda bulunan 4-hidroksifenil grubunun ince bagirsakta
bulunan UGT1A1, UGT1A3 ve UGT2BI15 enzimleri tarafindan fenolik glukuronide

cevrilmesidir. UGT2B7 tarafindan da eser miktarda benzilik-glukuronid doniigiimii
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gerceklestirilir. Ezetimibin bir diger mindr metaboliti (% 4,1’den kiigiik oranda bulunur) de

keton yapisindadir ve bu metabolite ait fenolik glukuronide de idrar ve fegeste rastlanir [1].

UGT (UDP-glukuronosiltransferaz) enzimleri, hiicre zar1 tizerinde yer alan, glukuronik
asidin nukleofilik substrata doniismesini saglayan enzimlerdir. Bu enzimler, karaciger,
bobrek, ince bagirsakta ve steroid igeren dokularda bulunur. UGT enzimlerinin UGT1A,
2A ve 2B olmak iizere 3 alt grubu bulunur. Glukuronid metabolitlerinin sudaki
¢cOzilinlrliigli ana ilaca gore daha yiiksektir. UGT metabolitleri, safra veya bobrekler
yoluyla MRP (multi-drug resistance) proteinleri tarafindan atilabilir. Ayrica, safrayla atilan
glukuronid metabolitleri, enterohepatik sirkiilasyona girerek, ince bagirsakta bulunan beta
glukuronidaz enzimleri tarafindan hidrolize ugrayarak yeniden ana ilaca doniistiiriiliir ve

ince bagirsakta yeniden emilim goriiliir [106].

Ince bagirsakta gerceklesen bu doniisiimden sonra, ana ilag ve aktif metaboliti karacigere
taginir. Ana ilacin glukuronide doniistirme islemi burada da devam eder. Ezetimib-
glukuronid, daha sonra safrayla birlikte enterohepatik sirkiilasyona girerek yeniden ince
bagirsaga gonderilir [1]. Sekil 2.15 ve Resim 2.22°de ezetimibin glukuronide doniisiimii ve

enterohepatik sirkiilasyonu gosterilmektedir.

Ezetimib

ﬁg [ @%:f@

SCH 488128

g
;;g,@»v;f@

Ezetimibe-glucuronids (SCH B0663) UGT 1A1, 1A3, 2B15

F

Benzilik glukuronid (< %1)

Fenolik glukuronid

SCH 57871

Keton (< %4.1)

Sekil 2.15. Ezetimibin ezetimib-glukuronide doniistiirilmesi [1]
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Resim 2.22. Ezetimibin enterohepatik sirkiilasyonu

Ghosal ve digerlerinin [107]’in mikrozom kullanarak yaptigi ¢alismada, ezetimibe ait

enzim kinetikleriyle ilgili Cizelge 2.12’de verilen bilgiler elde edilmistir.

Cizelge 2.12. Ezetimibe ait enzim Kkinetikleri [107]

Kinetik parametre UGT1Al UGT1A3 UGT2B7
Fenolik/benzilik glukuronid Fenolik Fenolik Benzilik
Km (uM) 64,3+17,2 41,7+ 15,4 20,9 £ 4,05
Vmax (nmol/mg protein/dak) 0,71 £ 0,09 0,48 £ 0,07 0,05+ 0,004
V max/Km (nmol/mg protein/dak) 0,011 0,011 0,002
Atilim

Ezetimibin %1’den daha az bir kismu iire ile atilirken, aliman dozun %69’u ezetimib-
glukuronid hidrolizi ve emilmeyen ezetimib halinde feces ile atilir. Dozun %4’likk bir

kismin1 olusturan diger keton metabolitine de idrar ve fegeste rastlanmustir [1].
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2.7.10. Ergen ve pediatrik hastalarda kullanim

Ezetimib, ergenler ilizerinde (10-18 yas) yetiskinlere benzer etki gdsterir. 10 yasindan
kiiciik hastalarda kullanimi konusunda ise yeterli veri bulunmamaktadir, bu nedenle

ezetimibin pediatrik hastalarda kullanimi 6nerilmez [1].

2.7.11. Geriatrik hastalarda kullanim

Yapilan ¢aligmalarda, ezetimibin 10 mg’lik dozunun, geriatrik hastalar lizerinde etkinlik,
giivenlik ve tolere edilebilirlik agisindan fark yaratmadigi gosterilmistir. Bu nedenle

geriatrik hastalarda doz ayarlamasi yapilmasina gerek yoktur [1].

2.7.12. Farkh cinsiyet ve irklarda kullamim

Ezetimibin kadin ve erkekler {izerinde benzer farmakokinetik ve biyotransformasyon
ozellikleri gosterdigi saptanmistir. Ezetimibin doruk plazma konsantrasyonu ve AUC’si
kadinlarda erkeklere gore %20 daha fazladir; ancak bu durum klinik olarak anlamli bir fark

yaratmaz [1].

2.7.13. Bobrek ve karaciger hastalarinda kullamim

Bobrek yetmezligi hastalarinda ezetimib maruziyeti %50 oraninda artar. Ancak bu durum
ezetimibin doz ayarlamasi agisindan klinik bir farklilik yaratmaz. Bu nedenle doz

ayarlamas1 gerekmez.

Karaciger hastalarinda ezetimibin biyotransformasyonu arasinda fark goriilmezken,
ezetimibe maruziyet 1,8-4,2 oraninda artar. Orandaki artis, karaciger hastaliginin diizeyine
baghdir. 10 mg’lik ezetimibin viicuttaki akiimiilasyonu da karaciger hastalarinda
3,5 kat daha fazladir. Karaciger hastalarinda ezetimibin akiimiilasyon orani,
glukuronidlesmesi  miktar1 ve plazma proteinlerine baglanma orani, doz
ayarlamas1 gerektirmez. Ancak ezetimibe fazla maruziyetin bilinmeyen etkileri olabilecegi

icin, bu hastalarda ezetimib kullanimi 6nerilmez [1].

2.7.14. Ezetimib icin BCS Degerlendirmesi

Boliim 2.4.1°de anlatilan BCS siiflandirma sistemine gore ezetimib, diisiik ¢oziiniirlik ve

yiiksek permeabilite 6zelligine sahip bir molekiil olup BCS Sinif 2’ye aittir. Ezetimib
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fizyolojik pH araliginda iyonlagmaz [102]. BCS alt siniflandirmasina gére pH 2’deki ve
pH 6,5’daki ¢oziiniirliigiiniin diisiik, permeabilitesinin yiiksek olmasindan dolayr BCS
Smif 2c¢’ye dahil edilebilir. Safra tuzlar1 ve fosfolipitler bu gruptaki ilaglarin in vitro
¢oziinme hizlar tizerinde etkilidir [30, 108]. Bu nedenle, ezetimib igin yiizey etkin madde
iceren klasik in vitro ¢Ozlinme ortamlart yani sira biyouyumlu ¢oziinme

ortamlarinin degerlendirilmesinin uygun olacag: diistiniilmiistiir.



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kimyasal maddeler

Ezetimib DEVA llag, Tiirkiye
Ezetrol 10 mg tablet (Lot no: 301635) MSD, Belgika

Ezetimib 10 mg tablet (Lot no: Pilot 02)  Zentiva, Tiirkiye

Sodyum hidroksit Merck, Almanya
Glasiyel asetik asit Merck, Almanya
Sodyum kloriir Merck, Almanya
SIF Powder® Phares, Isvicre

Sodyum asetat trihidrat Merck, Almanya
Asetonitril Panreac, Ispanya
Sodyum lauril siilfat Merck, Almanya
Amonyum asetat Panreac, Ispanya

Fosforik asit Sigma-Aldrich, Ispanya
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3.1.2. Arac ve gerecler

pH metre

Ultrasonik banyo

Hassas terazi

Etiv

In vitro ¢6ziinme hizi aleti (Palet)

Manyetik karistirici

HPLC

HPLC

GastroPlus™ 8.0

ADMET Predictor™

Metrohm, ABD

Bandelin Sonorex, Almanya

Mettler Toledo, Isvigre

Heareus, Thermo Fisher Scientific, USA

Vankel, Agilent Technologies, ABD

Heidolph, Almanya

TSP, Thermo Finnigan, ABD

Waters, Alliance, ABD

Simulations Plus, ABD

Simulations Plus, ABD
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3.2. Yontem

3.2.1. In vitro ¢oziinme ortamlarinin hazirlanmasi

pH 2.8 tamponu

8,97 g NaH,PO4.H,0 ve 4,5 g SLS 1 litrelik balonjojeye tartilir ve bir miktar distile su ile

¢oziiliip hacmine tamamlanir, pH fosforik asit ile 2,8+0,5’e ayarlanir.

pH 4.5 tamponu (FDA ortami)

2,99 gr NaC,H30,.3H,0, 4,5 gr SLS bir miktar saf distile ¢oziiliir. Uzerine 14 mL 2N

asetik asit eklenir. Distile su ile 1 litre hacmine tamamlanir,

pH 6.8 tamponu

1,58 g NaH,PO4.H,O ve 4,5 g SLS 1 litrelik balonjojeye tartilir ve bir miktar distile su ile

¢oziiliip hacmine tamamlanir. pH, NaOH ¢dzeltisi ile 6,8 = 0,5’e ayarlanir.

FaSSIF ortami

Kor FaSSIF

0,42 g NaOH pelletleri, 3,95 g NaH,PO4.H,0, 6,19 g NaCl, distile suyla 1L’ye tamamlanir
ve pH 1IN HCI /NaOH ile 6,5’a ayarlanir. 2,24 g SIF Powder® 500 mL Kor FaSSIF
ortaminda ¢oziiliir ve hacim kor FaSSIF ortamiyla 1 L’ye tamamlanir. Cozelti dengeye

gelmesi i¢in 2 saat oda sicakliginda bekletilir.

FeSSIF ortami

Kor FeSSIF: 4,04 g NaOH pelletleri, 8,65 g glasiyel asetik asit, 11,87 g NaCl, distile suyla
1L’ye tamamlanir ve pH 1N HCI /NaOH ile 5,0’a ayarlanir.11,2 g SIF Powder® 500 mL

Kor FaSSIF ortaminda ¢6ziiliir ve hacim kor FaSSIF ortamiyla 1 L’ye tamamlanir.

3.2.2. Ezetimib 10 mg tablet in vitro ¢6ziinme hizi metot validasyonu

Ezetimib 10 mg tablet i¢cin ICH Q2 (R1) Kilavuzu’nda [109] 6nerildigi sekilde, HPLC

yontemi kullanilarak in vitro ¢dziinme hiz1 metot validasyonu gergeklestirilmistir. Metot
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validasyonu kapsaminda oncelikle UV’de dalga boyu taramasi yapilmis, daha sonra
dogrusallik, dogruluk ve geri elde, tekrar edilebilirlik, 6zgiinliikk ve secicilik, kesinlik ve
stabilite parametreleri degerlendirilmistir. Calismalarda kullanilan kromatografik sistemin

detaylar1, mobil faz ve standart hazirlanislar1 asagida sunulmaktadir:

HPLC kromatografik sistemi

Kolon: Inertsil ODS 3 (150 mm x 4,6 mm X 5 pm)
Dedektor: 230 nm, UV

Akis hizi: 1,5 mL/min

Enjeksiyon hacmi: 100 pL

Kolon sicakhg: 25 °C

Otosampler sicakhgi: 25 °C

Numuneleme hizi: 2 nokta/sn

Tutulma zamani: 5 dak

HPLC  kalibrasyonlarinda  ezetimib  konsantrasyonlarina  karst  pik  alanlan

degerlendirilmistir.

Mobil faz

Mobil faz: 500 mL 10 mM amonyum asetat tamponu + 500 mL asetonitril

Mobil Faz Hazirlamisi: 500 mL amonyum asetat tamponu ve 500 mL asetoniril

karistirilarak hazirlanir.

10 mM Amonyum Asetat Tamponu Hazirlanisi: 0,771 g amonyum asetat 1 L saf su ile

¢Ozulir.

Ezetimib standart cOzeltisinin hazirlanisi

10 mg ezetimib standardi 25 mL’lik balon jojeye tartilir ve asetonitril ile hacmine
tamamlanir. 10 dakika ultrasonik banyoda tutulur. Cozelti hacminin 25 mL g¢izgisine
inmesi beklenir. Bu ¢ozeltinin 5 mL’si 100 ml’lik balon jojeye tartilir, ¢6zlinme vasatiyla
hacmine tamamlanir ve 0,45 pum’lik filtreden (Macherey-Nagel Chromafil PRT-45/25

Polyester) siiziiliir.
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UV taramasi

Ezetimibin hazirlanan pH 2,8 + SLS, pH 4,5 + SLS, pH 6,8 + SLS, Kor FaSSIF, FaSSIF,
Kor FeSSIF, FeSSIF ortamlarinda 20 pg/mL derisiminde ¢ozeltileri hazirlandi. 190 — 400
nm arasinda kor ¢ozeltisine karst spektrumlart alindi ve Amax degerleri saptandi. Ezetimibin
¢oziiniirligi pH 1,2 ortaminda sink kosulu saglamadigi i¢in in vitro ¢alismalarda bu pH

kullanilmamustir.

In vitro ¢6ziinme hizi metot validasyonu parametreleri

In vitro ¢éziinme ortamlarinda standart dogrunun elde edilmesi (dogrusallik)

Bir analitik yontemin dogrusalligi, belirli bir aralik i¢inde, numunedeki analit
konsantrasyonu ile dogru orantili test sonuclar1 elde etme kapasitesini gosterir. Ezetimib
dogrusallik ¢aligsmasinda, 5 ayri in vitro ¢oziinme ortaminda (pH 2,8+SLS, pH 4,5+SLS,
pH 6,8+SLS, FaSSIF, FeSSIF) dogrusallik ¢aligmasi yapilmis ve bu ortamlardaki standart
dogrular elde edilmistir. Bunun i¢in, 40 pg/mL derisiminde (%200’liikk) hazirlanan stok
cozeltiden uygun seyreltmeler yapilarak 12 — 24 pg/mL derisimlerinde c¢ozeltiler
hazirlandi. Tim ¢6ziinme ortamlarinda, 6nceden belirlenmis Amas’ta bu derisimlere
karsilik gelen alan degerleri hesaplandi. Alan degerleri hesaplanirken, %60, %100 ve
%120’lik konsantrasyonlar ic¢in 5’er enjeksiyonun; %70, %80, %90, %110’luk

konsantrasyonlar igin ise 2’ser enjeksiyonun alanlarinin ortalamalar1 alindi.

Dogruluk ve geri elde

Dogruluk parametresi, bulunan degerler ile gercek deger arasindaki yakinlig: ifade eder.
Bu amagla, etkin maddenin 3 ayr1 derisimde (%60, %90, %120) geri elde etme ¢aligsmasi
yapildi. Ug paralel olarak yapilan caligmalarda standart ezetimib konsantrasyonun
(20 pg/mL) %60, %90 ve % 120’sine karsilik gelen miktarlar 100 mL’lik balon jojelere
tartildi. Ayrica, tiim balon jojelere bir tabletin igerdigi miktara karsilik gelen miktarlarda
plasebo tartildi. Numuneler %5 asetonitril iceren ¢oziinme ortamlarinda ¢oziildii ve

standarda kars1 alan degerleri, standart sapma ve % varyasyon katsayis1 (VK) hesaplandi.

Tekrar edilebilirlik

20 pg/mL derisiminde hazirlanan numune arka arkaya 10 kere analiz edildi. Alana karsilik

gelen konsantrasyon degerleri ve enjeksiyonlar arasindaki % VK hesaplandi.
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Ozgiinliik ve secicilik

Secicilik, var oldugu kabul edilen bilesenler igerisinde, analitin net bir bi¢imde tayin
edilebiliyor olmasidir. Bu amagcla, kullanilan HPLC yoOnteminin sadece analiz edilen
ezetimibi saptadigi gosterilmistir. Cozlinme ortamlari, standart ¢ozeltileri, ¢oziinme hizi

numuneleri ve plasebo ¢dzeltilerinin kromatogramlari alinmis ve karsilastirilmistir.

Kesinlik

Bir analitik metodun kesinligi, belirli kosullar altinda aynt numunenin c¢oklu
hazirliklarindan elde edilen bir dizi Ol¢iim arasindaki uygunlugu belirtir. Kesinlik,
tekrarlanabilirlik, ortam kesinligi ve tekrar elde edilebilirlik parametreleriyle

degerlendirilir.

Tekrarlanabilirlik

Tekrarlanabilirlik, kisa bir zaman aralig1 i¢inde ayni1 uygulama kosullar1 altindaki kesinligi
ifade eder. Ezetimib disoliisyon metodunun tekrarlanabilirligini gostermek i¢in tek bir
¢oziinme hizi beherinden 6 kere numune alinmis ve analiz edilmistir. Bunun yaninda, 6
beherden 20. dakikada da 6rnekleme yapilmistir. Alinan numuneler arasindaki %VK’nin

%?2’den kiigiik olmas1 gereklidir.

Ortam kesinligi

Ortam kesinligi, laboratuvar igindeki farkli giinler, farkli analistler, farkli cihazlar gibi
degisimleri ifade eder. Farkli analistler ve farkli cihazlar arasindaki farkin < %10’dan
kiiclik olmasi gerekir. Ezetimib ¢6zlinme hizi metodunda ortam kesinligini gdstermek

amaciyla farkli giinlerde farkl cihazlarda ¢oziinme hizi ¢aligsmasi yapilmistir.

Tekrar elde edilebilirlik

Tekrar elde edilebilirlik iki laboratuvar arasindaki kesinligi ifade eder.

Stabilite

Ezetimibin in vitro ¢éziinme ortamlarindaki kararliliginin incelenmesi amaciyla FaSSIF ve

FeSSIF ortamlarda 20 pg/mL derisimlerde standart ¢ozeltileri hazirlandi ve oda
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sicakliginda ve 37 £ 0,5°C’de 24 saat bekletildi. 2 paralel olarak hazirlanan standart

cozeltilerinden 24 ve 48. saatlerde 6rnekleme yapilarak derisimler belirlendi.

3.2.3. Coziiniirlik

Ezetimibin FaSSIF ve FeSSIF ¢oziinme ortamlarindaki ¢oziliniirliigiiniin belirlenmesi
amaciyla, 20 mL’lik ¢6zlinme ortamina, ¢ézebileceginden asirt miktarda ezetimib katildi. 3
paralel olarak hazirlanan erlenler 37 £ 0,5°C sicakliktaki su banyosunda bekletildi ve
belirli zamanlarda Ornekler alindi. Alinan 6rnekler 0,45 pum’lik PET (Macherey-Nagel
Chroafil PET-45/25 polyester) filtreden siiziildiikten sonra HPLC’de analizi yapildi.

3.2.4. In vitro ¢oziinme hizi deneyleri

Ezetimib 10 mg tablet in vitro ¢6ziinme hizi sistemi

Zentiva Saglik Uriinleri’ne ait Ezetimib 10 mg Tablet (Lot no: Pilot 02) ve MSD’ye ait
Ezetrol 10 mg Tablet (Lot no: 301635, Belgika) ile gergeklestirilen in vitro ¢oziinme hizi

test kosullari
Cizelge 3.1°de verilmistir:

Cizelge 3.1. In vitro ¢dziinme hiz1 test kosullart

Yontem Palet Yontemi

pH 2,8 +0,45% SLS, pH 4,5 + 0,45% SLS (FDA ortami),

Coziinme Ortami
pH 6,8 + 0,45% SLS, FaSSIF, FeSSIF

Ortam Hacmi 500 mL
Dalga Boyu 230 nm
Ortam Sicakhig 37°C £0,5°C
Tablet Sayisi n=12

Hiz 50 rpm
Deney Siiresi 60 dakika

Ornekleme Siireleri 5, 10, 15, 20, 30, 45 ve 60. dakika
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Paletler kaplarin tabanindan 2,5 cm yiiksekte olacak sekilde yerlestirildi. In vitro ¢dziinme
ortamlar1 hiicrelere dolduruldu. Tabletler hiicrelere atilarak yukarida belirtilen kosullarda
deneyler yapildi. Belirtilen zaman araliklarinda tiim hiicrelerden alinan 2 mL numune,
0,45um’lik PET filtreden siiziildiikten sonra HPLC’de miktar tayini yapildi. Elde edilen

pik alanlar1 derisime ¢evrildi ve ylizde ¢dziinen ezetimib miktarlart hesaplandi.

In vitro ¢oziinme hizi1 sonuclarinin karsilastirilmasi

In vitro ¢dziinme hiz1 profillerinin benzerligi Esitlik 3.1°de formiilii verilen f, benzerlik

faktoriine gore yapilir.
5 -05
f, =50 log ([1+ (1/n)z“t:1 (R-T) ] +100) (3.1)

Iki profilin benzer kabul edilebilmesi icin f, degerinin > 50 olmas1 gereklidir. Bu deger, iki
egri arasinda %10’dan daha diigiik bir farklilik oldugunu gosterir. Bu degerlendirmede,
12°1i profil calismasinda elde edilen ortalama degerler kullanilir. Varyasyon katsayisinin
10.dakikaya kadar en fazla %20, daha sonra ise en fazla %10 olmas1 gereklidir. Hesaplama
yapilirken %85°1 gegen 1 nokta hesaba katilir. % ¢Ozlinen oranimin 15 dakikada %85°1

gectigi durumlarda f; degerlendirmesi yapilmasina gerek yoktur [21].
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3.2.5. GastroPlus™’]a yapilan simiilasyon ¢alismalari

Simiilasyon c¢aligmalarinda, in vitro, in siliko ve in vivo veriler kullanilmistir.

In vitro calismalar,

In vitro ¢aligmalar, biyouyumlu ortamlarda gerceklestirilen ¢dziiniirliik ve in vitro ¢dziinme

hiz1 ¢alismalarini1 kapsamaktadir.

In siliko calismalar

In siliko calismalar, ADMET Predictor™’m 6.5 versiyonunda yapilmistir. Programa,
ezetimibin molekiil yapist girilmistir ve molekiile ait pK,, logP/logD, efektif permeabilite
(Pefr), biyouyumlu ortamlardaki ¢6ziiniirliik degerleri, kan/plazma konsantrasyon orani, kan

plazma proteinlerine baglanma orani gibi parametreler in siliko olarak hesaplanmistir.

In vivo veriler

In vivo veriler, Zentiva Saglik Uriinleri’ne ait Ezetimib 10 mg tablet (Lot no: Pilot 01) test
iriini ve Merck Sharp Dohme’a ait Ezetrol 10 mg tablet (Belcika, Lot no: 301635)
iirlinleri i¢in 18-55 yas arasi, 44 erkek goniillii iizerinde, aglik durumunda gerceklestirilmis
olan tek dozlu, iki yonlii, ¢apraz biyoesdegerlik calismasinda elde edilmis plazma
konsantrasyon verilerdir. Bu ¢alismada, 6rnekleme 0; 0,33; 0,67; 1,00; 1,50; 2,00; 2,50; 3;
4;5; 6; 8; 10; 12; 16; 24; 36; 60 ve 84. saatlerde yapilmistir. Alinan 6rneklerde, plazmadaki
toplam ezetimib ve aktif metaboliti olan ezetimib-glukuronid miktarlar1 6l¢tilmiistiir. Test
ve referans tirlinleri i¢in toplam ezetimib ve ezetimib glukuronid plazma konsantrasyonu-

zaman egrileri Sekil 3.1 ve Sekil 3.2°de gosterilmektedir.
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Sekil 3.2 Test ve referans {irlinleri plazma konsantrasyonu-zaman egrileri (ezetimib
glukuronid)

Biyoesdegerlik ¢alismast sonuglar

Ezetimib 10 mg tablet ve Ezetol 10 mg tablet iirlinlerinin biyoesdegerligi 44 saglikli erkek
goniilli tizerinde aglik durumunda, iki yonlii, capraz tasarimli ¢aligmayla gosterilmistir.

Cizelge 3.2’te biyoesdegerlik ¢alismasi sonuglari sunulmaktadir:



Cizelge 3.2 Biyoesdegerlik ¢alismasi sonuglari
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Ezetimibe 10 mg tablet

Ezetrol 10 mg tablet

Ezetimibe/Ezetrol

AUC (o.y) (ng,saat/L) 61,3 58,8 %104,2
% 90 giiven araligi: %98,4 - %110,4
AUC g.inr) (ng,saat/L) 68,3 67,4 %105,6
% 90 giiven araligi: %98,7 - %113,0
Cax (ng/mL) 2,40 2,52 %95,0
% 90 giiven aralig1: %86,6 - %104,1
t1» (saat) 21,6 20,7 %104,1

% 90 giiven araligi: %96,0 - %112,9
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4. BULGULAR

4.1. HPLC spektrumu

Ezetimibin hazirlanan pH 2,8 + SLS, pH 4,5 + SLS, pH 6,8 + SLS, Kor FaSSIF, FaSSIF,
Kor FeSSIF, FeSSIF ortamlarindaki HPLC spektrumlart Sekil 4.1Sekil 4.4’te, Amax

degerleri ise Cizelge 4.1°de sunulmaktadir.

Cizelge 4.1. Ezetimibin maksimum absorbans verdigi Amax degerleri

Coziinme Ortami Amax (NM)
pH 2,8 + SLS 230,5
pH 4,5+ SLS 230,5
pH 6,8 + SLS 230,5
Ko6r FaSSIF 230,5
FaSSIF 230,5
Kor FeSSIF 229,4
FeSSIF 230,5

0000 200 MO0 00 200 0 00 xom 240 00 26000 30 00

20000 2000 24000 2000 20000 200 00 2000 000 000 0 00
-
-

Sekil 4.1. pH 2,8 + SLS ve pH 4,5 + SLS in vitro ¢ozlinme ortamlarindaki HPLC
spektrumlari
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Sekil 4.2. pH 6,8 + SLS in vitro ¢oziinme ortamindaki HPLC spektrumu
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Sekil 4.3. Kor FaSSIF ve FaSSIF ¢oziinme ortamlarindaki HPLC spektrumlari
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Sekil 4.4. Kor FeSSIF ve FeSSIF ¢ozlinme ortamlarindaki HPLC spektrumlari

4.2.

20000

In vitro ¢céziinme ortamlarindaki standart dogrulara ait bulgular
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Ezetimib standart dogrular1 733.2.2’de anlatildig1 sekilde ¢ikarilmistir. pH 2,8 + % 0,45
SLS, pH 4,5 + 0,45 SLS, pH 6,8 + 0,45 SLS, FaSSIF, FeSSIF ortamlarindaki standart

dogrular ilerleyen boliimde sunulmaktadir. Regresyon degerlendirmesine gore R? degerleri

tim dogrular i¢in 0,999 olarak hesaplanmistir. Tiim ortamlarda elde edilmis standart

dogrular Sekil 4.5 Sekil 4.9°da gosterilmektedir.

0 0

0000
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Sekil 4.5. Ezetimibin pH 2,8 + %0.45 SLS in vitro ¢dziinme ortamindaki standart dogrusu
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Sekil 4.6. Ezetimibin pH 4,5 + %0,45 SLS in vitro ¢dziinme ortamindaki standart dogrusu
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Sekil 4.7. Ezetimibin pH 6,8 + %0,45 SLS in vitro ¢dziinme ortamindaki standart dogrusu
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Sekil 4.8. Ezetimibin FaSSIF in vitro ¢éziinme ortamindaki standart dogrusu
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Sekil 4.9. Ezetimibin FeSSIF in vitro ¢oziinme ortamindaki standart dogrusu

4.3. Dogruluk ve geri elde

Dogruluk ve geri elde ¢aligmasi 3.2.2°de anlatildig1 gibi yapilmis olup sonuglar Cizelge 4.2

ve Cizelge 4.3’te gosterilmistir.

Cizelge 4.2. FaSSIF ortam i¢in ezetimib geri eldesi

Teorik Hesaplanan

Derisim Derisim % Geri Elde Xort SS % VK

(ng/mL) (ng/mL)
12 12,49 100,04
12 12,00 98,16 99,55 1,2 1,23
12 12,38 100,45
18 18,40 100,22
18 18,48 101,23 100,52 0,6 0,62
18 18,43 100,11
24 24,31 99,67
24 23,51 96,65 98,25 1,5 1,55
24 23,38 98,42
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Cizelge 4.3. FeSSIF ortam i¢in ezetimib geri eldesi

Teorik Hesaplanan
Derisim Derisim % Geri Elde Xort SS % VK
(ng/mL) (ng/mL)
12 11,98 98,97
12 12,38 99,00 99,11 0,2 0,22
12 12,42 99,36
18 18,20 98,35
18 18,25 98,65 98,32 0,4 0,36
18 17,93 97,95
24 24,00 98,36
24 24,01 98,38 98,32 0,1 0,09
24 23,97 98,22

4.4. Tekrarlanabilirlik

Ezetimibe ait tekrarlanabilirlik sonuglar1 FaSSIF ve FeSSIF ortamlar i¢in Cizelge 4.4 ve

Cizelge 4.5’te verilmistir.

Cizelge 4.4. FaSSIF ortamdaki tekrarlanabilirlik sonuglari

) Teorik Hesaplanan
Ornek Derisim Alan % Derisim
(ng/mL) (ng/mL)
1 20,1 3302480 | 99,68 20,06
2 20,1 3299892 | 99,60 20,05
3 20,1 3303108 | 99,70 20,07
4 20,1 3295503 | 99,47 20,02
5 20,1 3291478 | 99,35 20,00
6 20,1 3292857 | 99,39 20,01
7 20,1 3293407 | 99,41 20,01
8 20,1 3289795 | 99,30 19,99
9 20,1 3284418 | 99,14 19,95
10 20,13 3284108 | 99,13 19,95
Xort 3293705 | 99,42 20,01
SS 6719,3 0,2 0,0
% VK 0,2 0,2 0,2




Cizelge 4.5. FeSSIF ortamdaki tekrarlanabilirlik sonuglari

) Teorik Hesaplanan
Ornek Derisim Alan % Derisim
(ng/mL) (ng/mL)
1 20,13 3277536 | 98,57 19,88
2 20,13 3270743 | 98,37 19,84
3 20,13 3263746 | 98,16 19,80
4 20,13 3257650 | 97,98 19,76
5 20,13 3251136 | 97,78 19,72
6 20,13 3238908 | 97,41 19,65
7 20,13 3233891 | 97,26 19,62
8 20,13 3221303 | 96,88 19,54
9 20,13 3212921 | 96,63 19,49
Xort 3247537 | 97,67 19,70
SS 22258,6 0,7 0,1
% VK 0,7 0,7 0,7
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4.5. Ozgiinliik ve secicilik

Kullanilan HPLC yonteminin sadece analiz edilen ezetimibi saptadigi FaSSIF/FeSSIF
¢Oziinme hiz1 ortamlar, standart c¢ozeltileri, c¢oOziinme hizi numuneleri ve plasebo
cozeltilerinin kromatogramlar1 karsilastirilarak gosterilmistir. FaSSIF ortaminda yapilan
caligmalar Sekil 4.10 - Sekil 4.13’te, FeSSIF ortaminda yapilan ¢alismalar ise Sekil 4.14-
Sekil 4.17°de gosterilmektedir.

FaSSIF ortaminda vapilan calismalar
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1 | EZETBMEE| 5700 1 1| No Yes | Mssing
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Do
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B e e e ey TR ST Rd |
10 20 am 4 s &m 70 8m
Mrites
PeakName | RT | Result# L Aftered | Manual | Int Type
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1 | EETBVEE | 5700 1 1| No Yes Mssing
am

Sekil 4.11. FaSSIF ortamindaki plasebo ¢6zeltisinin kromatogrami
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Sekil 4.12. FaSSIF ortamindaki standart ¢ozeltisinin kromatogrami
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Sekil 4.13. FaSSIF ortamindaki in vitro ¢ézlinme hizi 6rneginin kromatogrami
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FeSSIF ortaminda vapilan calismalar
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Sekil 4.14. FeSSIF ortaminin kromatogrami
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Sekil 4.15. FeSSIF ortamdaki plasebo ¢dzeltisinin kromatogrami
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Sekil 4.17. FeSSIF ortamdaki ¢ézlinme hiz1 6rneginin kromatogrami
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4.6. Kesinlik

FaSSIF ve FeSSIF ortamlar1 igin kesinlik parametresi sonuglari asagida verilmistir Cizelge

4.6 ve Cizelge 4.7°de sunulmaktadir.

Cizelge 4.6. FaSSIF ortamdaki kesinlik sonuglari

FaSSIF FaSSIF
(20. dakika) (20. dakika-tek beher)
Alan Coziinen Alan Coziinen
[AU, dK] [%0] [AU, dk] [%0]
1357979 40,7 1341757 40,2
1559068 46,7 1370782 41,1
1367763 41,0 139767 41,7
1404190 42,1 1398268 41,9
1364931 40,9 1416426 42,4
1446685 43,3 1426057 42,8
Xort 1416769,33 42,4 1182176,2 41,7
SS 77262,2 2,3 511605,6 0,9
% VK 5,4 5,4 43,3 2,3

* AU: absorbans birimi

Cizelge 4.7. FeSSIF ortamdaki kesinlik sonuglar

FeSSIF FeSSIF
(20. dakika) (20. dakika-tek beher)
Alan Coziinen Alan Coziinen
[AU, dK] [%0] [AU, dk] [%0]
2745791 81,6 2901181 86,2
2776026 82,5 2912730 86,6
2694302 80,1 2925094 86,9
2798652 83,2 2930785 87,1
2908341 86,4 2925197 86,9
2847457 84,6 2932498 87,1
Xort 2795094,8 83,1 29212475 86,8
SS 75541,8 2,2 12026,17 0,4
% VK 2,7 2,7 0,4 0,4

* AU: absorbans birimi
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4.7. Stabilite

Ezetimibin FaSSIF ve FeSSIF ortamlarindaki stabilitesinin incelenmesi amaciyla oda
sicakliginda (25°C) stabilite deneyleri yapildi ve derisim yiizdesinde bir degisim olup
olmadig1 izlendi. 24. ve 48. saatlerde 6rnekleme yapilarak zamana kars1 derisim grafikleri
cizilmistir. Sekil 4.18 ve Sekil 4.19°da FaSSIF ve FeSSIF ortamlarindaki etkin madde

stabilitesine ait grafikler gortiilmektedir.

FaSSIF (pH 6.5)
120

100 ¥ — L 4

o
o
1

derisim (%)
3

40 -
20 -
0 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60
zaman (saat)

Sekil 4.18. Ezetimibin 25°C’de FaSSIF ortamindaki stabilitesi

FeSSIF (pH 5.0
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Sekil 4.19. Ezetimibin 25°C’de FeSSIF ortamindaki stabilitesi
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4.8. Coziiniirliik

37°C’de shake-flask metoduyla gergeklestirilen ¢oziinme hizi calismasinin sonuglari

Cizelge 4.8 ve Sekil 4.20°de sunulmaktadir.

Cizelge 4.8. Ezetimib ¢oziiniirliik ¢calismast sonuglari

Coziinme Ortam Coziiniirliik (mg/mL)
pH 1,2 + %0,45 SLS 0,001
2,8 + %0,45 SLS 0,004
pH 4,5 + %0,45 SLS 0,003
FeSSIF (pH 5,0) 0,039
FaSSIF (pH 6,5) 0,050
pH 6,8 + %0,45 SLS 0,130

pH - Coziiniirliik Profili
0.14

0.12

0.1

0.08

¢cOzintirlik

0.06

0.04 e

0.02

Sekil 4.20. Ezetimibin pH-¢oziiniirliik profili grafik i¢inde ¢dziintirlik
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4.9. 1In vitro ¢éziinme hiz1 calismalar:

In vitro ¢dziinme hiz1 testleri 3.2.11°de anlatildig1 sekilde, Zentiva Saglik Uriinleri’ne ait
Ezetimib 10 mg Tablet (Lot no: Pilot 02) ve MSD’ye ait Ezetrol 10 mg Tablet (Belgika,
Lot no: 301635) iirlinleri i¢in, pH 2,8+SLS, pH 4,5+SLS, pH6,8+SLS, FaSSIF ve FeSSIF
ortamlarinda 12’ger tabletle gerceklestirilmistir.

Ortalama ¢oziinme hizi sonuglar1, Cizelge 4.9’da, ¢6ziinme hiz1 profilleri Sekil 4.21-Sekil
4.22’de gosterilmektedir. Detayli ¢oziinme hizi sonuglar ise Cizelge 4.10-Cizelge 4.19°da

sunulmaktadir.

Klasik in vitro ¢oziinme ortamlarindada % ¢dziinen miktarlar1 her iki iirlin i¢in de 15

dakikada %85°1 gectigi icin f, hesaplamasi yapilmamastir.

FaSSIF ve FeSSIF ortamlarinda ise f, degerleri sirasiyla 87 ve 57°dir. Bu ortamlardaki

karsilastirmali in vitro ¢éziinme hizi profilleri Sekil 4.23’te gosterilmektedir.
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Cizelge 4.9. In vitro ¢dziinme hiz1 sonuglari

Zaman (dakika)

Uriinler
5 10 15 | 20 | 30 45 60
. | Ezetimibe | Xon 386 | 783 | 994 | 1030 | 103,3 | 1035 | 1036
o ‘ZIZ 10mg Tablet ooy | 150 | 81 | 2,7 | 1,0 | 06 | 05 | 07
% c;é Ezetrol 10 mg | Xor 498 | 805 | 87,0 | 89,1 | 90,7 | 923 | 93,1
Tablet %VK | 175 | 10,7 | 87 | 71 | 52 | 37 | 29
| Ezetimibe [ Xon 371 | 763 | 987 | 1026 | 1032 | 1035 | 103,7
5 5 10 mg Tablet | %VK 9,8 5,4 2,4 0,9 0,7 0,8 0,8
T & [Ezetrol10mg | Xon 501 | 848 | 901 | 923 | 940 | 951 | 957
=S Tablet %VK | 117 | 49 | 39 | 34 | 24 | 24 | 26
Ezetimibe | Xor 413 | 805 | 99,3 | 1028 | 1032 | 1035 | 103,7
O“; Q 10 mg Tablet | %pVK 14,0 8,6 2,1 0,8 0,8 0,9 1,0
S 2 [Ezenol 10mg | Xon 369 | 749 | 87,7 | 918 | 956 | 97,5 | 984
=S Tablet %VK | 143 | 96 | 74 | 58 | 48 | 46 | 43
Ezetimibe | Xon 111 | 275 | 385 | 451 | 519 | 56,3 | 58,2
T8 10 mg Tablet | %VK 16,5 18,1 8,7 6,2 3,6 1,9 1,3
% Ezetrol 10mg | Xor 142 | 30,8 | 39,7 | 454 | 51,9 | 568 | 594
Tablet %VK | 206 | 120 | 82 | 58 | 31 | 13 | 12
Ezetimibe | Xor 211 | 509 | 71,9 | 810 | 882 | 90,9 | 957
w | 10mgTablet [%VK | 194 | 96 | 44 | 35 | 08 | 07 | 05
% Ezetrol 10 mg | Xor 323 | 59,8 | 71,2 | 76,7 | 82,6 | 86,7 | 88,8
Tablet %VK | 137 | 78 | 63 | 46 | 38 | 37 | 38
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Sekil 4.21. Ezetimib 10 mg tablet in vitro ¢dziinme hizi profilleri

120

100

80

60

% ¢oziinen miktari

40

20

Ezetrol 10 mg Tablet (Lot no: 301635)

——FaSsIF
—l—FeSSIF

pH 2,8+ 0,45 % SIS
i pH 4,5 + 0,45 % SIS
—s=pH 6,8 + 0,45 % SIS

10 20 30 40 50
zaman (dakika)

60

Sekil 4.22. Ezetrol 10 mg tablet in vitro ¢éziinme hiz1 profilleri
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Biyouyumlu Ortamlarda Karsilastirmali in Vitro Céziinme Hizi Profilleri
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== Ezetrol 10 mgtablet FeSSIF
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Sekil 4.23. Biyouyumlu ortamlarda karsilastirmali in vitro ¢6ziinme hizi profilleri




4.9.1. Ezetimib 10 mg Tablet (Pilot 02) icin Klasik In Vitro Céziinme Ortamlarinda Gergeklestirilen Calismalar

Cizelge 4.10. pH 2,8 + %0,45 ortamindaki in vitro ¢oziinme hiz1 sonuglar1 (n=12)

Lot No: Pilot 02, Zentiva TR, Coziinme ortami: pH 2,8+0,45%SLS, 500 mL, 50 rpm

Ezetimib 10 mg Tablet
éi?ﬁ(’;) l.tablet | 2.tablet | 3.tablet | 4.tablet | 5.tablet | 6.tablet | 7.tablet | 8.tablet | 9.tablet 10.tablet 11.tablet | 12.tablet Kort SS %VK

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5 29 30 43 43 49 38 34 41 38 36 39 43 38,6 5,8 15,0
10 68 67 80 83 87 80 73 79 80 76 81 86 78,3 6,3 8,1
15 95 95 102 101 102 99 96 99 101 100 101 102 99,4 2,7 2,7
20 102 102 103 104 103 104 101 102 103 104 104 104 103,0 1,0 1,0
30 103 102 103 104 103 104 103 103 103 104 104 104 103,3 0,7 0,6
45 104 103 103 104 103 104 103 103 103 104 104 104 103,5 0,5 0,5
60 104 103 103 104 104 104 103 103 103 105 104 104 103,6 0,7 0,7

Cizelge 4.11. pH 4,5 + %0,45 ortamindaki in vitro ¢oziinme hizi sonuglari (n=12)

Ezetimib 10 mg Tablet, Lot No: Pilot 02, Zentiva TR, C6ziinme ortami: pH 4,5+0,45%SLS, 500 mL, 50 rpm

(fj?arl?iall(r:a) l.tablet | 2.tablet | 3.tablet | 4.tablet | 5.tablet | 6.tablet | 7.tablet | 8.tablet | 9.tablet 10.tablet 11.tablet | 12.tablet Kort SS %VK

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5 34 34 40 36 33 37 34 40 37 34 42 44 37,1 3,6 9,8
10 73 69 78 75 74 78 75 81 77 72 81 83 76,3 41 54
15 98 94 97 98 98 100 99 101 96 99 102 102 98,7 2,4 2,4
20 102 101 101 103 103 102 104 103 103 103 103 103 102,6 0,9 0,9
30 102 104 103 103 103 102 104 104 103 103 104 103 103,2 0,7 0,7
45 103 104 103 103 103 102 105 104 104 104 104 103 103,5 0,8 0,8
60 103 104 103 104 104 102 105 104 104 104 104 103 103,7 0,8 0,8

TOT




Cizelge 4.12. pH 6,8 + %0,45 ortamindaki in vitro ¢éziinme hizi sonuglari (n=12)

01

Ezetimib 10 mg Tablet, Lot No: Pilot 02, Zentiva TR, Coéziinme ortami: pH 6,8+0,45%SLS, 500 mL, 50 rpm

éznk]ﬁ(';) l.tablet | 2.tablet | 3.tablet | 4.tablet | 5.tablet | 6.tablet | 7.tablet | 8.tablet | 9.tablet 10.tablet 11.tablet |12.tablet Kort SS %VK
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5 35 35 37 36 42 47 51 50 43 44 40 36 41,3 5,8 14,0
10 73 71 75 75 82 88 90 91 84 84 77 76 80,5 6,9 8,6
15 97 96 101 98 99 101 101 103 100 100 97 99 99,3 2,1 2,1
20 103 102 103 103 102 102 102 104 104 104 103 102 102,8 0,8 0,8
30 104 103 104 103 102 102 102 104 104 104 103 103 103,2 0,8 0,8
45 104 104 104 103 102 102 103 104 104 105 104 103 103,5 0,9 0,9
60 104 104 104 104 102 102 103 104 105 105 104 103 103,7 1,0 1,0




4.9.2. Ezetimib 10 mg Tablet (Pilot 02) i¢in Biyouyumlu Ortamlarda Gerceklestirilen Calismalar

Cizelge 4.13. FaSSIF ortamindaki in vitro ¢éziinme hizi sonuglar1 (n=12)

Ezetimib 10 mg Tablet, Lot No: Pilot 02, Zentiva TR, Céziinme ortami: FaSSIF, 500 mL, 50 rpm
éi?ﬁ(’;) l.tablet | 2.tablet | 3.tablet | 4.tablet | 5.tablet | 6.tablet | 7.tablet | 8.tablet | 9.tablet 10.tablet | 11.tablet | 12.tablet Kort SS %VK
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5 7,7 12,5 10,5 11,3 11,1 11,4 8,2 11,1 12,0 11,9 14,2 30,9 11,1 1,8 16,5
10 21,3 28,8 24,9 25,1 25,9 28,5 22,4 27,6 28,1 26,5 30,5 41,0 27,5 5,0 18,1
15 33,2 40,0 37,0 36,7 37,2 39,0 35,1 39,6 39,2 38,0 40,7 46,7 38,5 3,3 8,7
20 40,6 46,0 43,8 43,6 43,8 455 427 46,0 45,9 449 46,8 52,0 45,1 2,8 6,2
30 49,3 51,9 50,5 50,6 50,8 52,4 50,6 52,1 52,7 52,0 52,9 56,8 51,9 1,9 3,6
45 54,7 56,3 55,3 55,1 55,7 56,9 55,6 56,8 57,2 56,6 57,2 58,5 56,3 1,1 1,9
60 57,2 58,4 57,7 57,2 57,7 58,5 57,7 59,0 59,1 58,9 59,3 * 58,2 0,8 1,3
*enjeksiyon hatasi
Cizelge 4.14. FeSSIF ortamindaki in vitro ¢éziinme hizi sonuglar1 (n=12)
Ezetimibe 10 mg Tablet, Lot No: Pilot 02, Zentiva TR, Coziinme ortam: FeSSIF, 500 mL, 50 rpm
(fj?arl?iall(r:a) l.tablet | 2.tablet | 3.tablet | 4.tablet | 5.tablet | 6.tablet | 7.tablet | 8.tablet | 9.tablet 10.tablet 11.tablet |12.tablet| Xy SS %VK

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5 249 20,5 26,4 22,7 23,3 29,1 16,5 17,0 17,8 18,3 18,9 18,1 21,1 4,1 19,4
10 58,1 47,8 55,5 54,1 51,3 59,7 43,7 46,4 48,3 49,0 49,4 48,1 50,9 4,9 9,6
15 76,5 68,2 74,6 73,8 70,9 77,2 66,7 69,2 72,2 70,8 72,0 71,0 71,9 3,2 4,4
20 84,0 79,0 83,4 82,7 80,5 83,9 73,4 80,0 81,9 81,4 81,6 80,8 81,0 2,9 3,5
30 88,7 87,1 88,8 89,6 87,5 88,7 88,1 88,3 88,5 87,7 88,0 87,5 88,2 0,7 0,8
45 92,1 90,8 91,5 91,6 90,7 90,9 90,9 90,8 90,8 89,8 90,7 89,8 90,9 0,7 0,7
60 95,8 95,1 96,1 95,9 95,0 95,5 96,1 95,8 96,3 95,0 96,0 95,4 95,7 0,5 0,5

€01




4.9.3. Ezetrol 10 mg Tablet (Lot no: 301635) i¢in Klasik In Vitro Céziinme Ortamlarinda Gerceklestirilen Cahsmalar

Cizelge 4.15. pH 2,8 + %0,45 ortamindaki in vitro ¢éziinme hizi sonuglari (n=12)

Y01

Ezetrol 10 m.

Tablet, Lot No: 301635, Belcika

Coziinme ortamn: pH 2,8+0,45%SLS, 500 ml, 50 rpm

Zaman

(dakika) l.tablet | 2.tablet | 3.tablet | 4.tablet | 5.tablet | 6.tablet | 7.tablet | 8.tablet | 9.tablet | 10.tablet | 1l.tablet | 12.tablet| Xgq SS %VK
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5 45 58 52 55 50 56 28 48 56 40 52 57 49,8 8,7 17,5
10 79 88 82 79 85 86 56 84 79 76 88 84 80,5 8,6 10,7
15 86 92 91 85 89 91 65 89 88 83 94 91 87,0 7,6 8,7
20 88 92 92 87 90 92 71 92 90 86 95 94 89,1 6,3 7,1
30 89 93 93 88 92 93 78 93 91 88 96 94 90,7 4.7 52
45 91 94 94 89 93 94 84 94 92 90 97 95 92,3 3.4 3,7
60 92 94 95 90 93 95 87 95 93 91 97 95 93,1 2,7 29

Cizelge 4.16. pH 4,5 + %0,45 ortamindaki in vitro ¢éziinme hizi sonuglari (n=12)
Ezetrol 10 mg Tablet, Lot No: 301635, Belcika, Coziinme ortami: pH 4,5 +0,45%SLS, 500 ml, 50 rpm

(égmig) l.tablet | 2.tablet | 3.tablet | 4.tablet | S5.tablet | 6.tablet | 7.tablet | 8.tablet | 9.tablet | 10.tablet | 11l.tablet | 12.tablet| Xqq SS %VK
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5 52 50 52 48 44 41 44 55 47 49 59 60 50,1 59 11,7
10 82 86 91 84 81 75 88 84 86 89 86 86 84,8 4.2 49
15 87 89 95 89 89 82 93 89 94 93 91 90 90,1 3,5 3,9
20 89 90 96 93 92 86 94 90 96 94 96 92 92,3 3,1 3,4
30 92 92 97 95 95 90 95 92 97 94 96 93 94,0 2,2 2,4
45 93 93 97 97 98 92 95 92 98 95 97 94 95,1 2,3 2,4
60 94 93 98 98 99 92 96 93 98 95 98 94 95,7 2,5 2,6




Cizelge 4.17. pH 6,8 + %0,45 ortamindaki in vitro ¢éziinme hizi sonuglari (n=12)

Ezetrol 10 mg Tablet, Lot No: 301635, Bel¢ika, Coziinme ortami: pH 6,8 +0,45%SLS, 500 ml, 50 rpm

(ézmg) l.tablet | 2.tablet | 3.tablet | 4.tablet | 5.tablet 6.tablet 7.tablet | 8.tablet |9.tablet| 10.tablet 11.tablet | 12.tablet | Xqq SS %VK
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5 32 31 30 43 36 43 38 35 31 45 38 41 36,9 5,3 14,3
10 70 68 74 70 69 80 81 74 64 88 77 84 74,9 7,2 9,6
15 85 79 93 83 85 90 91 84 77 98 93 94 87,7 6,5 7,4
20 91 86 96 92 94 96 92 86 80 98 94 96 91,8 5,3 5,8
30 98 94 98 98 101 99 94 89 85 99 96 96 95,6 4,6 4,8
45 100 99 99 100 102 101 95 91 87 100 97 99 97,5 4.4 4,6
60 102 100 100 100 103 101 96 92 89 101 97 100 98,4 4,2 4,3

SOI




901

4.9.4. Ezetrol 10 mg Tablet icin Biyouyumlu Ortamlarda Gergeklestirilen Calismalar

Cizelge 4.18. FaSSIF ortamindaki in vitro ¢éziinme hizi sonuglar1 (n=12)

Ezetrol 10 mg Tablet, Lot No: 301635, Bel¢ika, Coziinme ortam: FaSSIF, 500 ml, 50 rpm

(EZTS;) 1.tablet 2.tablet 3.tablet 4 tablet 5.tablet 6.tablet 7.tablet 8.tablet | 9.tablet | 10.tablet | 11.tablet | 12.tablet Kort SS | %VK
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5 16,1 17,9 15,0 16,7 13,4 16,6 9,9 10,7 11,9 16,1 16,2 9,7 14,2 2,9 20,6
10 35,2 35,5 31,6 33,0 30,2 33,4 26,9 28,1 26,1 33,8 31,0 24,2 30,8 3,7 12,0
15 43,3 43,4 40,1 41,5 40,8 42,0 37,1 37,4 34,7 42,4 40,1 33,6 39,7 3,3 8,2
20 48,2 48,2 45,5 46,4 46,2 47,3 43,1 44,1 41,5 48,1 46,0 40,4 45,4 2,6 5,8
30 53,5 53,6 52,0 52,5 51,3 53,1 50,9 51,8 49,4 53,5 52,4 48,8 51,9 1,6 3,1
45 57,7 57,6 56,2 56,8 56,2 57,1 56,5 57,4 55,5 57,3 57,7 55,8 56,8 0,8 1,3
60 59,6 59,5 58,9 58,5 58,5 60,2 59,0 60,2 59,0 60,0 60,6 59,2 59,4 0,7 1,2

Cizelge 4.19. FeSSIF ortamindaki in vitro ¢dziinme hiz1 sonuglart (n=12)

Ezetrol 10 mg Tablet, Lot No: 301635, Belcika, Coziinme ortami: FeSSIF, 500 ml, 50 rpm

(szrlgi?(r;) 1.tablet 2.tablet 3.tablet 4.tablet 5.tablet 6.tablet 7.tablet 8.tablet 9.tablet 10.tablet | 1l.tablet | 12.tablet Kort SS | %VK
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5 26,8 34,9 38,2 33,6 31,5 39,4 29,2 33,0 26,1 26,4 34,1 34,3 32,3 44 | 13,7
10 55,8 59,2 62,7 60,9 61,7 62,4 64,4 55,8 50,8 54,7 63,2 66,6 59,8 4,6 7,8
15 66,6 69,6 72,1 73,2 72,4 72,4 76,1 66,7 63,7 67,3 76,2 78,3 71,2 45 | 6,3
20 72,6 75,2 76,9 78,7 77,6 75,9 81,2 72,4 72,7 73,8 81,0 82,4 76,7 36 | 46
30 78,8 80,6 81,9 84,3 81,9 80,8 88,3 79,1 83,3 79,5 85,8 86,6 82,6 31| 38
45 83,4 84,2 85,1 87,9 85,1 84,0 92,4 83,9 90,2 84,1 89,9 90,0 86,7 32 | 37
60 85,6 86,2 87,4 89,9 86,9 85,7 94,9 86,2 93,3 86,0 91,4 91,9 88,8 33 | 38
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4.10. GastroPlus™’]a Yapilan Simiilasyon Calismalar:

4.10.1. Molekiil 6zellikleri sekmesi

Ezetimibin molekiil formiilii Cy4H21FoNO3’tiir. Bu sekmede Cizelge 4.20°de verilen

molekiil o6zellikleri girilmistir. Molekiil ozelliklerine gore programda otomatik olarak

hesaplanan doz, emilme ve ¢ozlinme sayilari sirasiyla, 0,4238; 7,711 ve 7,289’dur. Doz

sayisinin 1’den kii¢iik olmasi, verilen ila¢ dozunun viicutta ¢oziinebilecegini, emilme ve

¢Ozlinme sayilarinin 1’den biiyiik olmasi da ilacin mide bagirsak kanalinda kalis siiresinin

coziinme ve emilim i¢in yeterli olacagini gosterir.

Cizelge 4.20. Ezetimib i¢in GastroPlus™ programinda kullanilan veriler

Parametre Deger
Molekiil agirligr* 409,44
Log p** 4,31

P (insan igin)**

3,88 cm/sn x 10*

Doz* 10 mg
Doz hacmi* 250 mL
Coziniirlik** 0,0945 (pH 6,53)

Ortalama ¢okiis zamani™***

900 sn

Difiizyon katsayisi****

0,65 cem’/s x 10°

Partikiil yogunlugu***

1,2 g/mL

Partikiil boyutu™**

=10 pm, d=20 um

*Manuel olarak girilmistir.
** ADMET Predictor™’la hesaplanmigtir.
***QGastroPlus™’taki varsayilan degerdir.

****GastroPlus™ tarafindan hesaplanmustir.

Cizelge 4.20’da sunulan veriler,

ozellikleri sekmesine girilmistir.

GastroPlus™’1n

Resim 4.1°de gosterilen molekiil
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- GastroPlus(TM): Ezetimibe-final.mdb (C:\Users\CBayka\Des..\SLP.\Cig..\) = | = -
File Edit Database Simulation 3etup  Controlled Release  Tools  Modules (Optional)  Help
LCompound I Gut Physiology-Hum T Pharmacokinetics T Simulation T Graph
~Selected Compound Y D, "
4| 4 {Hum 10 malR Tab Ezetral » | }llz Sl Trans Time [h) = 3.3 Mean Abs Time (h] = 0.428
Lowgest Digs. Time (k] is @ pH 4.5 = 0.453 houre
|Eunent= B Total=13 Max &bs Dose (S+)= 3.294E+3 ma. Max Abs Dose [lit) = 1.122E+3 mg.

----------------------------------- Support Fileg e

Hum 10 mg IR Tab Ezetrol.opd Hurm 10 mg IR T ab E zetrol.mdd

F
[+]
\@N’ F "

O o Dosage F°'"|Mixed Multiple Dases ;I @ Effective Permeability

Source: I -

Ho Iritial Doze [rng): I 10 —I

Subsequert Doses [mg): I il Peff [cmds = 1074) I 388

Dozing Interval (h): I i} Sirn Peff #1074 [Human) I 388

Eicleeti-ionl=d( C24H21FZNO3 Dos= Volume (mL]: I 230 Convert from User Data |
Molecular \Weight [g/mal): I 409.44 pH faor Reference Solubility: I ER3

logP [neutral]:| 47 @pH: | Kl Salubility [mg/mL &pH=6.53): I 0.0345 Biorelewant Solubiliies |
tean Precipitation Time [zec): | 900

pka Table |

Diff. Coeff. [cm™2/s = 1D"5]:| 065

Enzyme Table | Drrug Particle Density (g/ml): I 1.2 _
Transporter Table | Particle Size: R=10.00, D=20.00 | _

Fup estimated by reported E zetimibe Fup < 10%
Al properties are predictions from ADMET Predictor v6.5
Tendency Superzaturate=5upSat;

pl.a Table |lagD: Struct-6.1 |Diss Model: Johnzon PartSize-Scl: ON | BileSalt-Sal: OM | Diff: ON | ConstRad: ON || Precip: Time | Ppara: OFF EHC: ON ”

Resim 4.1. Ezetimib i¢in molekiil dzellikleri sekmesi

pK,, logP, enzim ve tasiyici tablolari

Ezetimib fizyolojik pH’da iyonize olmaz. ADMET Predictor™’la tahmin edilen asidik ve
bazik pK, degerleri 9,48 ve -1,07’dir. Coziintirliik-pH tablosu Resim 4.2’de sunulmaktadir.

ADMET Predictor’la kullanilarak tahmin edilen LogP degeri ise 4,31°dir, pH-LogP

Tablosu Resim 4.3’te sunulmaktadir.

pH-coziunirlik profili

Referans c¢ozinlirliik ve pK, degerleri ADMET Predictor™’la hesaplanmis ve pH-

¢oziiniirliik egrisi Henderson-Hasselbach denklemine gore uyarlanmistir (Resim 4.2).




[ Plot Y-axis as log Solubility

& pKa Table == -
Solubility 1 logD
- 30.0+ e
Acid / Base Table

Generic AcidBase |pKa SolF actor =

Hum 10 mg IR Tab Ezetrol Acid 948 30525 ﬁ 24,04
Hum 10 mg IR Tab Ezetrol Base -1.07 305,25 =
* £

£ 180
=
=
=]

M g2

E.0

0.0 o —
0.0 20 40 60 80100120140

Delete | Save | Cancel | Redraw | Fit Modell

pH

LCopy Flot Data to Clipboard

pk.a Table: Hum 10 mg IR Tab Ezetrol

Resim 4.2. pK, tablosu

pH — logD
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LogP degeri ADMET Predictor™’la hesaplanmis ve molekiil o6zellikleri ekranina

girilmistir. Program buna gore pH-logD egrisini otomatik olarak hesaplamistir (Resim 4.3).

(== |

= pKa Table
Solubilty ]
logD Comrection Factors
empirical: s‘;‘;‘;g"d'_e

logP [neutral] - logP [anion): 335 2 2595
logP[neutral) - logP [cation): |35 37579
logP [neutral) - logP (zwitterion): |2 44

Number of Acidic Groups: |4
Permanent Formal Charge: |
4

Fraction Zwitterionic: |4 35°F.11

oo DRvalpRmodel Autornatically zet default

empirical comection factors

" Empirical ver 6.1 and newer

+ Stucture bazed version 6.1

| Save | Cancel | Redraw | |

logD

5.0

444

384

3.2

26

20 —— —
00 20 40 60 &0 100120740

pH

LCopy Flot Data to Clipboard

pk.a Table: Hum 10 mg IR Tab Ezetal

Resim 4.3. pH-LogD tablosu
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Enzim etkisi

Ezetimibi ezetimib-glukuronide doniistiren UGT1A1, UGT1A3 ve UGT2B7 enzimleri ve

lokasyonlar1 (karaciger veya ince bagirsak) enzim tablosuna girilmistir.

Resim 4.4’te gosterildigi gibi, metabolit penceresine ezetimib-glukuronid girilir ve

program ezetimib ve ezetimib-glukuronid i¢in es zamanli simiilasyon yapar.

Resim 4.4. Enzim etkisi

& Enzyme Table == -
Enzyme Table
Generic Enzpme Location  |Data Source Wman [ma/s] or K [mgdl] | Metabalite Met_Parer
[mg/z/mg-enz)
p |Hum 10 mg IR Tab Ezetral UGT1A1 FEPE. ticrozomes 0.252 26,33 F zetrol Gluc 10 mg "|1
Hurn 10 g IR Tab Ezetrol UGT1A1 Gut Microzomes 328 26.33 £ zetral Gluc 10 mg 7|1
Hurm 10 mg IR Tab Ezetrol UGT1A3 FBPE. Microzomes 0.756 17.07 Fzetrol Gluc 10 mg 7|1
Hurn 10 g IR Tab Ezetrol UGT2EB7 FEPE. Microzomes 0.1 8557 Fzetral Gluc 10 mg 7|1
Hurm 10 mg IR Tab Ezetrol UGT2B7 Gut Microzomes 2309 8557 Fzctrol Gluc 10 mg 7|1
*
| K +l
T lielete} Save | Cancel | Unit Coreerter
14| 4 |Record: 1 AL
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UGT1A1, UGT1A3 ve UGT2B7 enzimleri i¢in Ghosal ve digerlerinin [107] caligmasindan
elde edilen Ky ve Vmax degerleri karaciger (PBPK) ve ince bagirsak (gut) icin
kullanilmigtir. Bu degerler mikrozomdan elde edilmis degerler oldugu i¢in programda
ekstrapolasyon yapilmis ve yaklasik in vivo degerler hesaplanmistir. Resim 4.5’te in vitro

in vivo ekstrapolasyon ekrani gosterilmektedir.

£ Metabolism and Transporter Units Converter: User conversion factors [ = | B -
Corweert CLint T LConvert Km and Ymax: T Convert T1/2 T Transporters
|rv witro azzay type: If witro fraction unbound: o — :
in witro Ymax hrnol/mindmg protein
{¢ Microzomes {* Fu plasma o o
" Hepatocytes ™ Fu calc [Austin] in vitro K umolL] j
" ICYP " Fu calc [Hallifax)
(" Cytogolic Protein " User defined |5 e . )
In wivo Wmas magés tetabolite:

" In vitro value is unbound

0
I wiva Kmou |0 gL MNOMNE ﬂ

Transfer 2C9 km and “max values to Enzyme table |

Show Advanced Options | @

Close

Resim 4.5. In vitro in vivo ekstrapolasyon ekrani
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Tastyici etkisi

Yeterli veri olmadig1 i¢in ezetimib i¢in tasiyict etkisi goz dniine alinmamistir (Resim 4.6).

Trangporter T able

Generic Transporter Type Location ?.;nr;?’z}mgi?;r?;] Ko [mg/L]
*
Delste | gave Cancel U 1 Ty 1 S
4] 4 |Recard: 0 » | Hl

Resim 4.6. Tas1yic etkisi
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Partikiil blyiikligii

Partikiil biiyiikliigii icin programda varsayilan degerler kullanilmistir (Resim 4.7).

\* Particle Size Distributi...| = | & /%

Mean Particle Radius [um]: |10
Standard Deviation: |2
Mumber of Bins: |3

Distribution Type:|[FEEEETE
Fme- 223 HAmax 4407
Shape Factor: |1

[~ Modify Min and Max RBadius
v

0K Cancel

Resim 4.7. Partikiil bliyiikliigii tablosu
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Bivouyumlu coziiniirlik sekmesi

Coziinme hizi modeli olarak Johnson modeli secilmistir. Hem ADMET Predictor ™la

hesaplanan hem de in vitro olarak Slgiilen biyouyumlu ¢6ziiniirliik sonuglariyla simiilasyon
yaptlmistir. Bu degerler Resim 4.8’de gosterilen biyouyumlu ¢oziiniirliikk sekmesine

girilmistir.

& Dissolution Madel for: Hum 10 mg IR Tab Ezetrol — =] -

Z-factar [mL/mgdz] |0
Effect of Temperature on Solubility

Ref Temp [deaCl: (37 Melting Point [degC]: [q

Dizsolution Model:

Nanoparticle Effect
Mano Factor Effect for 2.691 um particles iz

[v Adjust solubility for nanoparticle effect 1.056

Mano Factar: [g5 Interf tension [Am™2] [oms

Bile Salt Effect

Biorelervant [n Vitro Solubilities

| sesiflestt el ey Lo sl ezl At least one of the FaS5IF or FeSSIF zolubilities must
v Adjust diff coeff for bile salt effect be specified to caloulate solubilization ratio
o ; Enter O for values of biorelewvant solubilites that are not
Solubilization Ratio [SR): [219.3 Fit ta In Vitro Data available. Zero values are not used in SR calculation
SGF  FaSSIF FeSSIF
| Use theoretical solubilization ratio
pH: 1.2 65 |5
Bile Salt Conc [mb]: |[| |3 |15
Duodenal zolubility at bile zalt concentration S olubility (g mlL): |D_IJI331B |D_0284 |D_1
2.8mM will be 0.095% mg/mL
Diffusion Layer Thickness
v Adjust with changing radivs up bo masimum
7 Use congtant value b asirnurn D0 Lager Thick, [um] |30
0K
Cancel

Resim 4.8. Biyouyumlu ¢6ziiniirliik sekmesi

Enterohepatik sirkiilasyon

Ezetimib 2.7.6’da anlatildigi gibi, enterohepatik sirkiilasyona giren bir molekiildiir.
Referans iirlin Ezetrol 10 mg tablet ve test iirlinii Ezetimib 10 mg tabletin Sekil 4.24 ve
Sekil 4.25’te gosterilen plazma konsantrasyon egrileri, 44 goniillii {izerinde

gerceklestirilmis biyoesdegerlik calismasindan elde edilen ortalama verilerdir. Burada
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plazma konsantrasyon egrisindeki ¢oklu pikler acik¢a goriilmektedir. Bu ¢oklu pikler

molekiiliin enterohepatik sikiilasyonla iligskilendirilebilir.

2.5

Ezetrol 10 mg Tablet

N

1.5

RN

Ezetimib (ng/mL)
it

0.5

‘\ —o—Ezetrol 10 mg Tablet (ortalama)

\’\4

30 40 50 60 70 80 90

zaman (saat)

Sekil 4.24. Ezetrol 10 mg tablet plazma konsantrasyonu zaman egrisi (n=44)

Ezetimib 10 mg Tablet
2.5
2
T4 n A
Y
£
2 1g
\\ —4— Ezetimibe 10 mg Tablet (ortalama)
0.5 ""\‘hn-____——-—-—n____“__‘
0

30 40 50 60 70 80 90
Time (h)

Sekil 4.25. Ezetimib 10 mg tablet plazma konsantrasyonu zaman egrisi (n=44)
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Yapilan calismalarda, ezetimib i¢in molekiil 6zellikleri ekraninda dozaj sekli olarak IR

tablet secildigi zaman bu piklerin simiile edilemedigi gozlenmistir. Bu nedenle, pikleri

simiile edebilmek i¢in dozaj sekli olarak coklu tekrarli doz (mixed multiple dose)

secilmistir. Gergeklestirilen biyoesdegerlik calismasinda, test ve referans ilaglar aglik

durumumda uygulanmis ve sonrasinda 84. saate kadar kan 6rnegi alinmistir. Bu nedenle

t=0 aninda GastroPlus™’ta aclik durumu fizyolojisi se¢ilmistir. Enterohepatik sirkiilasyon,

safranin ince bagirsaga bosalmasiyla meydana gelir. Safra bosalmasinda da yiyecek etkisi

vardir. Bu nedenle 4, 6, 10 ve 28. saatlerde de fizyoloji tokluk olarak degistirilmistir.

Resim 4.9’da goriilen coklu tekrarli doz tablosunda, bu saatlerde fizyolojide yapilan

degisiklikler

¥

File  Units Tools

gosterilmektedir.

Tabulated Data Input

Mixed Multiple Dose Information

Mo. of Doges C:\Uszers\CBayka\Desktop\SLP_Workspace\CigdemB aykatHum 10 mg IR Tab
Ezetrol. mdd
Wwirite comments here:
~
W
Dozed Compound Dozage Form [[);ZT Start [h] | End [k] Physiology or .cat file FEPF¥. Phyziology or .pbl file
Hum 10 mg IR Tab E|IR: Capzule 10 1] 1] Hurmnan - Physiological - Fasted
Hum 10 mg IR Tab E|IR: Capzule 1] 4 1] Human - Physiological - Fed
Hum 10 mg IR Tab E|IR: Capsule 0 E 0 Human - Phyziological - Fasted
Hum 10 mg IR Tab E|IR: Capzule 1] 10 1] Human - Physiological - Fed
Hum 10 mg IR Tab E|IR: Capsule 0 12 0 Human - Phyziological - Fasted
Hum 10 mg IR Tab E|IR: Capzule 1] 28 1] Human - Physiological - Fed
p [Hum10mglIR Tz ~|IR: Capsule 0 30 0 Human - Phyziological - Fasted
*
End Time iz applicable only for I¥:Infusion. For all other dozage forms it will be zet to 0 by the program.
Delete Dose Clear Cancel OK

Resim 4.9. C

oklu tekrarli doz tablosu
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Sekil 4.26 ve Sekil 4.27°de gosterildigi gibi, ezetimib hem bireyi¢i hem de bireylerarasi

yiiksek degiskenlik gosteren bir molekiildiir. Yapilan simiilasyon ¢aligmalarinda ortalama

degerler kullanilmistir.

Ezetimib10 mg Tablet
7
~&-Series?
6 —
{\ ~m-seriest1 2

B fest3 14 ~a—Series15
3
.En H]‘ /\ ——Seriest7 ——Series18 —#=Series10 = Series20
£ [
E T —d—Series?1 =———Series? —=—Series23 —@—Series2d
A
£ —Series25 ——Series26 ——Seriesd] —4—Series28
£
g ~l—Series?9 —#—Series30 —-—Series3]1 ~——Series32
] O
= 2 ' Series33 ——Series34 ——Series3s Series36
£
E “4=Series37  ~m-Series38 Series39 == Series40
=

1 Seriesd1 Seriesd2 Seriesd3 Series4d |

0 10 20 30 40 50 70 80 90
E
zaman (saaf)
Sekil 4.26. Ezetimib 10 mg tablet i¢in 44 goniilliiye ait sonuclar (n=44)
Ezetrol 10 mg Tablet
10
=i=Series?
9 —
——Series?
8 ——Series9  —4—Series10 —M-Seriesl] —k—Seriesi2
7 ——Series13 ===—Series14 ~—®—Seriesl5 =—+=Seriesl6 |
)
"El‘ ——Series17 ——Series18 —#—Series19 —-Series20
g 6
E —d—Series2] ——Series22 ——Series23 —8—Series24
25 ) . . .
; —+—Series25 =——Series26 ~———Series?] —#=—Series28
g
g 4 ~B-Series29  —d—Series30 ——Series31  ——Series32 ——|
=
=2 3 Series33 ———Series34 ———Series35 Series36
z —
=
2 —4—Series37 Series39
= 2
Seriesdl Seriesd2 Seriesd3 Seriesdd

zaman (saat)

Sekil 4.27. Ezetrol 10 mg tablet i¢in 44 goniilliiye ait sonuglar (n=44)
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4.10.2. Fizyolojik Ozellikler

Fizyoloji ekraninda mide bagirsak kanalinin gesitli kompartimanlarindaki Pesr, pH, gecis
stiresi, hacim, uzunluk, ¢ap, emilim faktorleri ve safra tuzu konsantrasyonlarinda degisiklik
yapilmamistir. Ezetimib metabolizmasinda etkili olan ve enzim tablosuna girilen UGT
enzimleri de fizyolojik Ozelliklere eklenmistir. Emilim modeli olarak, ince bagirsagin

yiizey alanini da hesaba katan Opt LogD Model SAV 6.1 se¢ilmistir (Resim 4.10).

e GastroPlus(TM): Ezetimibe-final.mdb (C\Users\CBayka\Des..\SLP.\Cig..\) = | = -
File Edit Database Simulation 3etup  Controlled Release  Tools  Modules (Optional)  Help
LCompound T {Gut Phy_smlnngum T Pharmacokinetics T Simulation T Graph
Compartmental Parameters
[ Hurn 10 ma IR Tab Ezztiol Reset all ™ Excrete all un-absorbed drug at the end of gut transit time
Walues [~ Zero-order gastric emptying
Compartment Data Enzyme and T Regional Distributi

F

H Transit |Yolume | Length | Radius SEF Bile SaltJUGT2___(UGT2 .. [UGT1...|UGT1._..

B Time (h]| [mL] [cm]) [cm]) [mM] Expr Tumn Expr Tumn
0o 0.0 50E-4 |00 B.0E-4

Compartment | Peff ASF
oo 1.30 0.25 50.00  [3000  [10.00  [1.000

Duodenum 2673|600 0.28 4825 1500|160 4235|2800 217E-3 |D0E-4  |1.53E-3 |5.0E4
Jejunum 1 2E58 |20 035 1753 |B200  |150 25943 2330 7.85E-3 |BOE-4  |BF4E-3 |BOE4
Jejunum 2 2623|640 078 1398 |6200  |1.34 3483|2030 E13E-3 |50E-4 |453E-3 |5.0E4

lleum 2 2568 |6.40 0.43 79.48 E2.00 1.0 2563 |1.160 344E-3 |50E-4  |252E-3 |5.0E4
lleum 3 2806|740 031 56.29 E2.00 085 2103|0140 237E-3 |R0E-4  |1.74E-3 |BOE-4
Caecum 1270 |6.40 450 52.92 1375 350 1790 |00 9.92E-3 |50E-4 |405E-3 |5.0E-4

1]
0
i}
0
lleum 1 o 2532 |ERD 053 1085 E2.00 118 3029|1410 473E-3 |BOE-4  |347E-3 |G.OE-4
0
o
0
o

Asc Colon 2463 |E80 1350 5E.98 2302 250 2480 |00 0.021 G0E-4 |B.47E-3 |GOE-4

A »

C1-Ca: |I] 06344 ‘D 43028 012147 046632 Qh [Lfmin): 1.53

Percent Fluid in 51: |40 Colon: |10

Physiology: |Human - Physiological - Fasted
ASF Model: |Dpt logD Model 544 B

Lol

Fup estimated by reported Ezetimibe Fup ¢ 10%
All properties are predictions from ADMET Predictar +6.5
Tendency Supersaturate=SupS at;

pk.a Table [logD: Struct-8.1 Dizz Model: Johnson PartSize-Sok OM | BileSalt-Sol: OM | Dif: OM | ConstRad: OM || Precip: Time Ppara: OFF EHC: ON

Resim 4.10. Ezetimib i¢in fizyoloji ekrani
4.10.3. Farmakokinetik Ozellikler

PBPK modiiliinde doku ve organlar hacim, perflizyon hizi, serbest haldeki ilacin dokulara
dagilimi (Kp) gibi parametrelerle tanimlanir. PBPK modelinde, kas, beyin, deri, kemik,
yag, bobrek, kalp, dalak, ince bagirsak ve karaciger gibi organlar yer alir. Resim 4.11°de
PBPK modeli sematik olarak gosterilmektedir. Resim 4.12Resim 4.17°de sunulan
sekmelerde gosterildigi gibi, karaciger, bobrek, karaciger atardamari, aort gibi organ ve

damarlarin 6zelliklerinde degisiklikler yapilabilir.



File  Model
Size Parameters

Age [wears] |32
Weight [kgl ’?534
Height [om]: 176 21

Flasma Farameters

Vinp: |0.0035
Yphp: [0.00225
Vwp: |0.945

Het [0.45

Protein %: | 100.

Blood Cells Parameters

Wb |0.0017
Wphbo |0.0029
Ywbc: (0803

Cap: 5

[ Use SpecPStc

specPSte [mL/e/ml] |0

11

Close ‘
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PBPK Madel Editor: C\Users\CBayka'\Desktop\SLP_Workspace\CigdemBayka\Hum.

Addipoze
@ = 10067
W= 30232

huscle
Q= 10.57 4=t
W= 21147 6

Brain
a=14764
Y =1736.97

Kidney|
Q=17 524"
W= 265.714]

Skin
o= 39945
W = 1007 27

ReproCrd)
G =01144
W =32 6594]

Fecharrow
G =59742
W = 1159454

elloenehdar oy .
. Q=1.6606""

< m

Resim 4.11. PBPK modelinin sematik gdsterimi
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PBPK modelinde karacigerin ozellikleri

Advanced Enzumesz Tranzporters

Liver Blood Flow [mL/s):

B.0292 Yalume [mlL):

Fu Tizzue: 0.om2 CLint [Ldk):

Set Defaults | PSte (mLs)

LCancel

Resim 4.12. PBPK modelinde karacigerin genel dzellikleri

Advanced Tranzporters

E wpreszzion Exprezzsion OV | Turmover rate | Expression

[mg-enz/g-tizzue] | [%] [1/min] Source/Type
1.15E-01 67 0.0005 Drefault Adult
7. FO0E-02 a4 0.0005 Default Adult
2 40E-02 147 0.0005 Default Adult
510E-02 a1 0.0005 Default Adult
1.54E-01 54 0.0005 Default Adult
3.00E-02 106 0.0005 Default Adult

Set Defaultz Add Enzume Delete Enzume

Resim 4.13. PBPK modelinde karacigerin enzim 6zellikleri
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PBPK modelinde bobreklerin ozellikleri

Advanced Enzvmes Tranzporters

M arne: IKiu:Ine_l,l Blood Flow (mbLds): I 17.524
K I 36718 Walume [mL]: I 288,71 QUR [mls]: I 0.029
Fu Tissue; I 0.0014 CLint [LAR]: I 1] GFR [mL/s]: I 19777

Fenal Filtration Estimate Method

Renal CLayz [Léh): I 0.35595 fup: I 0.05
tpical CLFilk [Léh): I 35599
=izl Digiaullis | PStc (/<) Iinu

Save

Resim 4.14. PBPK modelinde bobregin genel 6zellikleri

Basic Advanced Trangporters
Erame E:-cplession_ E xpressian CW Turn_over rate  |Exprezsion o~
[mg-enz/g-tissue) | (%] [1/min] Source/Type
UGT141 -|1.50E-02 43 0.0005 Default Adult Cauc
UGT144 2.00E-02 43 0.0005 Default Adult Cauc
UGT145 711E-04 53 0.0005 Default Adult Cauc
UGT146 5.23E-03 47 0.0005 Default Adult Cauc
UGT147 2. 70E-02 53 0.0005 Default Adult Cauc
UGT148 1.20E-02 53 0.0005 Default Adult Cauc =
UGT149 1.71E-01 96 0.0005 Default Adult Cauc
UGT1410 3.6OE-02 53 0.0005 Default Adult Cauc
UGT2B4 3.BBE-03 53 0.0005 Default Adult Cauc
UGT2B7 1.38E-01 3B 0.0005 Default Adult Cauc
UGT2B17 5. 23E-04 53 0.0005 Default Adult Cauc
SULT1A1 8.69E-03 53 0.0005 Default Adult Cauc
SULT1A3 B.26E-03 58 0.0005 Default Adult Cauc ]
SULT1B1 B.E1E-03 85 0.0005 Default Adult Cauc v
Delete

Sat Defaults Add Enzyme
Enzyme

Save Cancel

Resim 4.15. PBPK modelinde bobregin enzim 6zellikleri
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PBPK modelinde karaciger atardamarinin 6zellikleri

M ame: IHepatic Agtery  Blood Flow (mbAs): I 8.3896

Save LCancel

Resim 4.16. Karaciger atardamarinin 6zellikleri

PBPK modelinde aortun 6zellikleri

M ame: I,-’.‘-,[terialsupply Blood Flow [mL/z): I 100.71
Walurne [rl]: I 2236.3

Resim 4.17. Aortun 6zellikleri
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4.10.4. Simiilasyon

Simiilasyonlar, in vitro ve in siliko veriler ve PBPK modeliyle elde edilen farmakokinetik
parametrelere gore yapilmistir. Simiilasyonlarda, ezetimib {izerinde biyouyumlu

¢oziiniirliik ve enterohepatik sirkiilasyonun etkisi incelenmistir.

Coklu Tekrarli Dozla Simulasyon

Dozaj sekli olarak c¢oklu tekrarli dozun girildigi simiilasyonda enterohepatik
sirkiilasyondan kaynaklanan pikler simiile edilebilmistir. Resim 4.18’de simiilasyon ekran1
gosterilmektedir. Burada gosterildigi gibi, AUCq.inr’ler arasindaki kestirim hatas1 %2,9

olarak bulunmustur.

2 GastroPlus(TM): Ezetimibe-final. ndb (C:\Users\CBayka\Des.\5LP.\Cig..\) -
File Edit Database Simulation Setup  Controlled Release  Tools  Modules (Optional)  Help
LCompound T Gut Physziology-Hum T Pharmacokinetics T Simulation T Graph

~Simulation Mode
f+ Single Simulation i~ PSA

= Batch Simulation " Population Simulator

Hum 10 mg IR Tab Ezetrol

Stop | Start |

~Single Simulation Input

Simulation Length [h): I 84

~Single Simulation Output

Simulation Time Elapsed [h): I a4,

Obs Calc

Fa %: | i} |
FDp Z: | o BE.201

0|

|

F % |
Cmax [ng/mL]): | 202
THax [h): & 0.34
AUC 0-inf [ng-h/mL): mm-
AUC 0-t (ng-h/mL): | B4.618 | 66.525

_Emlﬂ.'lﬁ— Figure () Capsugel

Fup estimated by reported Ezetimibe Fup < 10% ~
Al properties are predictions from ADMET Predictor 6.5
Tendency Supersaturate=SupSat;

B

pk.a Table | logD: Struct-E.1 |Diss Model: Johnzon PartSize-Sol: OM | BileSalt-Sol: OM | Diff: OM ConstRad: ON || Precip: Time Ppara: OFF EHC: ON | Yy

Resim 4.18. Ezetimib i¢in simiilasyon ekrani
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Plazma Konsantrasyon Egrisi

Resim 4.19’daki plazma konsantrasyonu-zaman egrisinde gosterildigi gibi, enterohepatik
sirkiilasyondan kaynaklanan ¢oklu pikler simiile edilebilmektedir. Ayrica, ezetimibin
yiiksek oranda bireyler aras1 degiskenlik gosterdigi de genis giiven araliklarindan agikga

goriilmektedir.

e GastroPlus(TM): Ezetimibe-final.mdb (C:\Users\CBayka\Des.\SLP.\Cig..\) =0 -
File Edit Database Simulation Setup  Controlled Release Tools  Modules (Optional)  Help
LCompound T Gut Physiology-Hum T Pharmacokinetics T Simulation T Graph

L

Mew Flot Hum 10 mg IR Tab Ezetrol - Plasma Concentration

Quick Plat

Absorption &
Dissalution

w

Cp-Time

Fegional Absorption

ra

_|
o
o
3
2
8LIL

Concentration (ng/mL)

: -7.649
1161

-

[~ Hide Ermor Bars

1 5ave &l Data

2 3ave Selected Data 5 20 25 3 3% 40 45 S0 55 60 65 70 75 80

Time (h)

I

Fup estimated by reported Ezetimibe Fup < 10%
Al properties are predictions from ADMET Predictor v6.5
Tendency Supersaturate=SupSat;

pk.a Table | logD: Struct-B.1 Dizz Model: Johnzon PartSize-Sol OM | BileSalt-Sol: ON | Diff: ON | ConstRad: ON || Precip: Time Ppara: OFF EHC: OM

Resim 4.19. Coklu tekrarli doz i¢in elde edilen plazma konsantrasyon egrisi
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Boélgesel Emilim

Resim 4.20°de gosterilen bolgesel emilim grafiklerine bakildiginda, ezetimib duodenum ve

jejunumdan emildigi goriilebilir.

File Edit Database Simulation Setup  Controlled Release  Tools  Modules (Optional)  Help
LCompound T Gut Physiologye-Hum T Pharmacokinetics T Simulation T Graph
Mew Plot | Hum 10 mg IR Tab Ezetrol - Compartmental Absorption
1"
~ Quick Plot———————— 104 M100:RE
Ahzorption & 9
Dissolution
g |
Cp-Time
4| =R
N
Fiegional Absarption €
g 5 439%
Semi-Li £
I~ Semilog 2
;1,335
11128
[~ Hide Erar Bars
27 %
1 Save &ll Data | 16% DT ey 03%
= = [x] k- =
2 g g ] L
3 3 Iz} B
2 Save Selected Data b o c 5 =]
3 z @
3
Fup estimated by reported E zetimibe Fup < 10% A
Al properties are predictions from ADMET Predictor wB.5
Tendency Supersaturate=SupS at;
™

pk.a Table | logD: Struct-6.1 Dizs Model: Johnzon PantSize-Sol: ON | BileSalt-Sol: OM | Diff. ON | ConstRad: OM |F'recip: Time  |Ppara: OFF EHC: O ‘ y
e A

Resim 4.20. Ezetimib i¢in bolgesel emilim
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(o3}

Emilim ve Coziinme

Resim 4.21°de zamana kars1 emilim ve ¢oziinme grafikleri gosterilmektedir.

b=

GastroPlus(TM): Ezetimibe-final.mdb (C:\Users\CBayka\Des.\SLP.\Cig.\) [- o

File Edit Database Simulation Setup  Controlled Release  Tools  Modules (Optional)  Help

LCompound

T Gut Physiology-Hum T Pharmacokinetics T Simulation T Graph

New Plat

Quick Plot
Abzorption &
Diszolution

Cp-Time

Regional Absorption

7649
11.61

ke

I Hide Error Bars

15ave &l Data

2 Save Selected Data

I

Hum 10 mg IR Tab Ezetrol - Absorption & Dissolution

||7 — Resutt-AmtDiss-1 v Result-AmtAbs-1 W —— Result-AmtPy-1 v Tatal SC-1 I

Mass (my)

R b e i b e b e ) e i s |
02 46 81012141618 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 5254 56 58 60 62 64 66 68 70 7274 76 75 80 52 64
Time (h)

Tendency Supersaturate=5SupS at;

pka Table | logD: Struct-B.1

Fup estimated by reparted E zetimibe Fup < 10%
All properties are predictions from ADMET Fredictor wB.5

Dizz Maodel: Johnzon PartSize-Sol: OM | BileSalt-Sol: ON | Dift. OM ConstRad: OM || Precip: Time Ppara: OFF EHC: O

Resim 4.21. Emilim ve ¢6ziinme profilleri

IR Tablet Dozaj

Sekliyle Simiilasyon

Resim 4.22 ve 4

simiilasyonda pi

.23’te gosterildigi gibi, dozaj sekli olarak IR tablet secilerek yapilan

kler simiile edilememistir.



1= GastroPlus(TM): Ezetimibe-final. mdb (C\Users\CBayka\Des.\SLP.A\Cig.\) = 'O
File Edit Database Simulation Setup  Controlled Release  Tools  Modules (Optional)  Help
iC I Gut Physiology-Hum T Pharmacaokinetics T Simulation T Graph
- Selected Ci d
st ompaey ver 8600033 -
|4| 4 |Hum 10ma IR Tab Ezetrol » | }||ZI 51 Trans Time [h] = 3.3 Mean Abs Time [h) = 0.428
Longest Diss. Time (k] is & pH 4.5 = 0.453 hours
ICunenl= B Total =13 bax Abs Dose (S+]= 3.294E+3 mg. Max &bz Dose (it] = 1.122E+3 mg.
----------------------------------- SUpPOrt Fileg e
Hurmn 10 mag IR Tab Ezetrol opd Hurm 10 mg IR Tab Ezetrol mdd
E
o
P F
= ) :
N Dosage IR Tablet - @ Effective Permeability
O Form: s | = _I
aurce: LI S| -

Molecular Formula: I C24HZ1F2M03
Molecular ‘weight [g/émol] I 409,44
logP [neutra\]:l 431 @pH: I R

pKa Table |

Enzyme Table |

Transporter Table |

Iniial Dase (mg). 10

Subsequent Doses [mg) I 1]
Dosing |nterval [h]:l 1]
Dosze Yolume [mLE IW

pH for Reference Solubi\ity:l B.53
Salubility [rg/ml @pH=E.53] I 0.0945

Diff. Coeff. [em™24s % 1075) 0.65

Peff [crmds 2 1074): 388
Sim Peff x1074 [Human] 3.88

Convert from User Data |

Eiorelevant Solubilities |

Fup estimated by reported E zetimibe Fup < 10%
Al properties are predictions fram ADMET Predictar +6.5
Tendency Supersaturate=SupS at;

“

pk.a Table | logD: Stuct-B.1 |Diss Model: Johnson PartSize-Sak: OM ‘ BileSal-Sal: OM | Diff: OM | ConstRad: OM H Precip: Time ‘Ppara: OFF EHC: ON || y
Resim 4.22. IR tablet i¢in molekiil dzellikleri ekrani
2 GastroPlus(TM): Ezetimibe-final. mdb (C:\Users\CBayka\Des.\SLP.\Cig.\) = [ =] =
File Edit Database Sirulation Setup  Controlled Release  Tools  bModules (Optional)  Help
LCompound T Gut Phyziology-Hum T Pharmacokinetics T Simulation T Graph
New Plot | Hum 10 mg IR Tab Ezetrol - Plasma Concentration
~ Quick Plat T

Abzorption &
Dissolution

Cp-Time =
£
&
=
Regional Absoiption :’
2
[~ Semilog E
=
16T g
13719 g
L)
[~ Hide Encr Bars

1 5ave All Data

2 Save Selected Data

I

] 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 0 5 80
Time (h)

Fup estimated by reported E zetimibe Fup < 10%
Al properties are predictions from ADMET Predictor v6.5
Tendency Supersaturate=SupS at;

pka Table | logD: Struct-6.1 Dizs Model: Johnzon

B

EHC: OW | y

PantSize-Sol: OM | BileSal-5ol OW | Diff: ON | ConstRad: ON || Precip: Time | Ppara: OFF

Resim 4.23. IR tablet igin elde edilen plazma konsantrasyon egrisi
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Resim 4.23’te goriildiigii gibi, dozaj sekli olarak IR Tablet’in segildigi simiilasyonda

ezetimibin enterohepatik sirkiilasyona girmesinden kaynaklanan piklerin simiile

edilemedigi agikca goriilmektedir.

Biyouyumlu coziiniirliuk

Biyouyumlu ¢6ziiniirliik sonuglart hem in vitro olarak shake-flask metoduyla calisilmisg
hem de ADMET Predictor™’la hesaplanmustir. In vitro sonuclar, ADMET Predictor™’la
hesaplanan sonuglara gore daha diisiiktiir (Cizelge 4.21). Buna ragmen elde edilen egriler

benzerdir.

Cizelge 4.21. In vitro ve in siliko ¢dziiniirliik sonuglart

Ortam In vitro ¢oziiniirliik In siliko ¢oziiniirliik
(mg/mL) (mg/mL)

SGF (pH 1,2) 0,001 0,003

FaSSIF (pH 6,5) 0,050 0,029

FeSSIF (pH 5,0) 0,039 0,100

e GastroPlus(TM): Ezetimibe-final.mdb (C:\Users\CBayka\Des.\SLP.\Cig.}) == -
File Edit Database Simulation Setup  Controlled Release  Tools  Modules (Optional)  Help

LCompound T Gut Physiology-Hum T Pharmacakinetics T Simulation T

Mew Plot

L

Hum 10 mg IR Tab Ezetrol - Plasma Concentration

Quick Plot

Absorption &
Dizsolution

w

Cp-Time

[

Concentration (ng/mL)

Fiegional Abzorption

[
-
=)

[~ SemiLog

- 4337
- 4,307

T

-

[ Hide Error Bars

15avedllData

i

i - - - - - - - - - - - - - - - -
Chacseaedbat [ 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80
Time (h)

Fup estimated by reported Ezetimibe Fup < 10%
Al properties are predictions from ADMET Predictor 6.5
Tendency Supersaturate=5upSat;

pfa Table | logD: Struct-6.1 Dizz Model: Johnzon PartSize-Sol ON | BileSalk-Sol: ON | Diff: ON ConstRad: OM || Precip: Time Ppara: OFF EHC: OMN

Resim 4.24. in vitro ¢dziiniirliik verileriyle elde edilen plazma konsantrasyon egrisi
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5. TARTISMA

Gelistirilen  farmasotik  dirlinlerin ~ performanslarini,  kalitesini  ve  etkinliginin
degerlendirilmesinde in vitro ¢Oziinme hizi c¢alismalar1 ve biyoyararlanim ¢alismalari
onemli rol oynar. Dozaj seklinin in vitro ¢ézlinme hizi verileriyle in vivo performansi
arasinda kurulan bir korelasyon, biyoyararlanim ¢aligmasi gerektiren bir ¢ok iirlin i¢in in
vitro verilerle in vivo liriin performansinin tahminine olanak saglar. Bu amagla, ilacin
ozellikle in vivo ortamlar1 en iyi sekilde taklit eden biyouyumlu in vitro ¢dziinme
ortamlarindaki performansi ile in vivo biyofarmasdtik ve farmakokinetik performansi
arasindaki iligkiyi ortaya koyan IVIVC c¢alismalar1 olduk¢a Onemlidir. Burada,
Gastrointestinal Simiilasyon Teknolojisi (GST) bir dozaj formunun c¢oziinme, salim,
emilim, dagilim, metabolizma ve atilim siire¢lerini modellemeyi ve sonrasinda dozaj

seklinin vitro 6zellikleriyle in vivo performansi arasinda iliski kurmayi hedefler.

Bu calismanin temel amact, in vivo plazma konsantrasyon verileri Zentiva Saglik Uriinleri
tarafindan saglanan ezetimib molekiilii i¢in klasik ve biyouyumlu in vitro ¢dziinme
ortamlarindan elde edilen in vitro ¢ozliinme hiz1 verilerini kullanarak bilgisayar
simiilasyonlartyla farmasotik degerlendirmeler yapabilmektir. Se¢ilen model madde
ezetimib i¢in farmakokinetik modelleme ve IVIVC degerlendirmesi yaparak, biyouyumlu
¢coziinme ortamlarinin korelasyona olan etkisinin incelenmesi amaglanmistir. Bu amagla
tiim viicudu simiile eden bir PBPK modeli olan GastroPlus™ programinda ACAT modeli
kullanilmigtir. ACAT modeli emilim, fizyolojik ve fizikokimyasal 6zellikler yaninda
coziinme hizi, ¢oziinme hizi lizerinde pH etkisi, kontrollii salim, mide ve kalin bagirsakta
emilim, ince bagirsak ve karaciger metabolizmasi, ince bagirsakta degradasyon, emilim
yiizey alani, tagiyict ve efluks proteinlerinin yogunlugu ve diger bolgesel etmenlerin ilag
emilimi ilizerindeki etkileri de g6z Oniine alinir. ACAT modelinde ila¢ emilimi, mide-

barsak kanalini seri bagli kompartmanlara ayirarak modellenir [82, 83].

ACAT modelinde, etkin maddenin, c¢oziiniirlik, permeabilite, logP, pK, partikiil
bliytlikliigii, doz gibi 6zellikleri ¢oziinme hizi ve emilim modellerine girdi olarak girilir.
(Cozlinme hizi, Nerst-Brunner denklemine (Esitlik 3) gére modellenir. Emilim ise, etkin
maddenin mide-bagirsak kanalinin belirli boliimlerindeki permeabilitesi ve konsantrasyon
farki temel alinarak modellenir [86]. Etkin maddenin dozaj seklinden salinmamis,

¢coziinmemis ve ¢Oziinmiis halleri goz Oniine alinir. Bu modelde, oral emilim, dozaj
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seklinden ilag salimi, ¢Ozilinlirlikk, ¢oziinme hizi, ¢dokme hizi, kimyasal stabilite,
permeabilite, tasiyici etkisi (influks-efluks), ince bagirsaktaki metabolizma faaliyetleri

diferansiyel denklemlerle tanimlanmustir.

ADMET Predictor™, ila¢ ve benzeri bilesiklerin molekiiler yapilarindan yola ¢ikarak
bilgisayar simiilasyonlar1 aracilifi ile bu molekiillerin emilim, dagilim, metabolizma,
atilim ve toksisite (ADMET) 6zelliklerine ait tahminler iireten gelismis bir yazilimdir. Bu
yazilim, molekiill gelistirme asamasinda, molekiillere ait ADMET o6zelliklerinin
belirlenmesi  konusunda yardimci olur. Molekiiliin yapisina gore, pK, logP/logD,
biyouyumlu ¢oziiniirliik, kan/plazma konsantrasyon orani gibi parametreleri tahmin etmede

kullanilir.

Bu calismada, oncelikle in vitro ¢oziiniirliikk ve ¢oziinme hiz1 ¢alismalart deneysel olarak
yaptlmistir. ADMET Predictor™ ile in siliko calismalarn gerceklestirilmistir.
Biyoesdegerlik ¢caligmasindan elde edilen in vivo verilerinin de degerlendirilmesiyle model
madde olarak secilen ezetimib i¢in fizyolojik temelli farmakokinetik bir model

olusturulmasi amacglanmuistir.

Model madde olarak secilen ezetimib, diisiik ¢Oziiniirliik ve yiiksek permeabilite 6zelligi
gosteren BCS Smif 2’ye ait bir etkin maddedir. Ezetimib fizyolojik pH araliginda
iyonlagsmaz. pH 1,2°de ¢oziinmez ve pH 6,5’daki ¢oziiniirliigii de diisiiktiir. Bu nedenle,
BCS alt smiflandirmasina goére de BCS Smif 2c’ye dahil edilebilir. Coziniirliik
probleminden dolayi, in vitro ¢dziinme hizi ¢alismalarinda SLS iceren klasik ortamlar
onerilmektedir. Safra tuzu ve lesitin i¢eren in vivoya daha yakin biyouyumlu ortamlardaki
ezetimibin davranigt ve in vivo emilim tahmin agisindan kesin bir degerlendirme de
bulunmamaktadir. Ayrica, ezetimib, ¢oziiniirlik probleminin yam sira ilk gecis etkisine
maruz kalan, enterohepatik sirkiilasyona giren bir molekiil olup metabolizma ve tasiyici

kinetigi acisindan da olduk¢a karmasik 6zelliktedir [29, 101, 107].

Yapilan calismalar kapsaminda, Oncelikle ezetimib molekiilii icin HPLC metot

validasyonu yapilmis ve validasyon parametreleri degerlendirilmistir.
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IVIVC  degerlendirmelerini  yapabilmek amaciyla oOncelikle fizyolojik temelli

farmakokinetik model olusturabilmek i¢in yapilan/degerlendirilen ¢alismalar 3 grup altinda

siniflandirilmastir:

1.

2.

In vitro calismalar:

e 6 farklh ortamda (pH 1,2 + %0,45 SLS, pH 2.8+ %0,45 SLS, pH 4,5 + %0,45
SLS, pH 6,8+SL+ %0,45 SLS, FaSSIF ve FeSSIF) yapilan ¢o6ziintirliik

caligmalari,

e Ugii klasik ikisi biyouyumlu ortam olmak iizere toplam 5 farkli ortamda (pH
2,8+ %0,45 SLS, pH 4,5 + %0,45 SLS, pH 6,8+SL+ %0,45 SLS, FaSSIF ve
FeSSIF) iki farkli iiriiniin (Ezetimib 10 mg Tablet (Zentiva) ve Ezetrol 10 mg
Tablet (MSD)) in vitro ¢ozlinme hiz1 ¢calismalar1 gergeklestirilmistir.

In siliko ¢alismalar: Bu ¢aligmalar, literatiirden saglanamayan veya in vitro olarak
Olciilemeyen verilerin tahmin edilmesine yonelik kestirim ¢aligmalarini
kapsamaktadir. Ezetimib, ¢ok diisiik ¢oziiniirliklii bir etkin madde oldugu ve
fizyolojik pH’da iyonlasmadigi icin pH-¢oziiniirlik profiline deneysel veri
girilmemis, ADMET Predictor™’la hesaplanan pK, ve referans ¢oziiniirliik
degerleri kullanilarak pH-¢oziinitirliik egrisi uyarlanmistir. Ayrica, ezetimibin logP
ve efektif permeabilite degerleri de ADMET Predictor™ kullanilarak molekiiliin

yapisina gore tahmin edilmistir.

In vivo calismalar: Zentiva Saglik Uriinleri tarafindan gelistirilen Ezetimib 10 mg
tablet tirlinliniin MSD’ye ait Ezetrol 10 mg tablet iiriiniiyle biyoesdeger oldugunu
gostermek i¢in 18-55 yas arasi, 44 erkek goniillii {lizerinde, aclik durumunda
gerceklestirilmis olan tek dozlu, iki yonlli, c¢apraz tasarimli biyoesdegerlik

calismasindan elde edilmis plazma konsantrasyon verileri kullanilmistir.

In vitro, in siliko ve in vivo verilerin degerlendirilmesine ydnelik olarak farmakokinetik

modelleme ¢alismalari iki asamali olarak yiirtitiilmiistiir:
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o  ZTV0I molekiiliine ait modelleme ¢alismalar:: Tez kapsaminda GastroPlus™’1n
kullaniminin 6grenilmesi amaciyla Zentiva Saglik Uriinleri’ne ait BCS Simif 1’e
ait, uzun salim yapan ve goreceli kolay bir molekiil olan ZTV01 molekiilii
tizerinden modelleme c¢alismalart yapilmistir. Bu molekiille deneyim

kazanildiktan sonra ezetimibin modellenmesine gegilmistir.

o Ezetimib molekiiliine ait modelleme ¢alismalari: GastroPlus™ programi, mide
bagirsak kanalini seri bagli, anatomik ve fizyolojik olarak anlaml
kompartimanlara ayiran ACAT modeline gore ¢aligmaktadir. Programda hem
klasik  kompartmental farmakokinetik hem de PBPK modelleme

yapilabilmektedir. Ezetimib i¢in PBPK modelleme esas alinmistir.

Model olusturmak igin, in vitro 6l¢iim ve in siliko tahmin yontemleriyle elde edilen
molekiil o6zelliklerinin programa girilmesi, fizyolojinin seg¢ilmesi ve farmakokinetik
parametrelerin tahmin edilmesi gerekir. Modelin dogrulugu teyit edildikten sonra IVIV
korelasyonun diger asamalarina gegilebilir. GastroPlus™’1n ¢esitli 6zellikleri kullanilarak
enterohepatik sirkiilasyon ve enzim etkisi simiile edilmistir. Ezetimib i¢in olusturulan

modelde ortalama plazma konsantrasyon egrisi simiile edilmistir.
5.1. HPLC metot validasyonu

Ezetimibe ait standart dogrular pH 2,8 + %0,45 SLS, pH 4,5 + %0,45 SLS, pH 6,8 +
%0,45 SLS, FaSSIF ve FeSSIF ortamlarinda, %60 - %120 araliginda 7 noktayla

gerceklestirilen ¢calismalar sonucu elde edilmistir,

Kullanilan analitik yontemin dogrusalligi, kesinligi, tekrar edilebilirligi istatistiksel olarak

degerlendirilmistir.

Dogrusallik degerlendirmesinde, 12 — 24 pmL konsantrasyon araliginda regresyon

dogrusuna ait r? degerleri tiim ortamlar i¢in 0,999 olarak bulunmustur.

Yontemin  kesinligi, tekrarlanabilirlik ve tekrar edilebilirlik parametreleriyle
degerlendirilmis ve Xot, SS %VK’lar1 hesaplanarak degerlendirilmistir. % VK degerleri

%2’den kiiciik bulunmustur.
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Yontemin Ozglinlik ve seciciligi etkin madde igceren ve igermeyen Orneklerde

gosterilmistir.

Ezetimibin 25°C’de 48 saat gerceklestirilen stabilite calismasinda, etkin maddenin

belirtilen kosullarda dayanikli oldugu gosterilmistir.

5.2. Coziiniirlik

Coziintirliik ¢alismalart klasik ortamlar (pH 1,2; pH 2,8; pH 4,5 ve pH 6,8) ve biyouyumlu
ortamlarda (FaSSIF ve FeSSIF) degerlendirilmistir. Klasik ortamlarda, ortama yiizey etkin
madde eklenmedigi zaman pik elde edilememistir. Bu nedenle caligsmalar, ortamlara FDA
tarafindan pH 4,5 ic¢in Onerilen %0,45 oraninda SLS eklenerek gerceklestirilmistir.
(Coziiniirlik degerleri klasik ¢oziinme ortamlarinda pH 6.8 (0.0130 mg/mL) hari¢ oldukca
diisiik (0.001-0.004 mg/mL) iken FaSSIF ve FeSSIF ortamlarinda da sirasiyla 0.050
mg/mL ve 0.039 mg/mL olarak bulunmustur (Cizelge 4.8). Ezetimib, c¢ok diisiik
cozintrliiklii bir etkin madde oldugu ve fizyolojik pH’da iyonlagsmadigi i¢in pH-
¢ozlntirliik profiline deneysel veri girilmemis, ADMET Predictor™’la hesaplanan pK, ve

referans ¢oziliniirliik degerleri kullanilarak pH-¢oziiniirliik egrisi uyarlanmistir.

5.3. 1In vitro ¢éziinme hiz1

In vitro ¢dziinme hiz1 testleri, 37 + 0.5°C sicaklikta 500 ml’lik ¢dziinme ortaminda 50 rpm
karistirma hizinda gerceklestirilmistir. 5, 10, 15, 20, 30, 45 ve 60. dakikalarda 6rnekler
alinmis ve ornekler 0,45 um’lik PET filtreden (Macherey-Nagel Chromafil PRT-45/25
Polyester) siizlilmistiir. Analizler, 230 nm dalga boyunda UV dedektorii kullanilarak
HPLC sisteminde yapilmistir. %0,45 oraninda SLS igeren klasik ortamlarda, hem Ezetimib
hem Ezetrol i¢in 15 dakikada %85°lik ¢oziinme hizina ulagilmistir (Sekil 4.21, Sekil 4.22).
Referans ve test friinlerinin ¢6ziinme davramiglart arasinda anlamli bir farklilik
goriilmemistir. Biyouyumlu ortamlarda ise referans ve test iirlinleri benzer davranig
gosterse de (f, degerleri, FaSSIF icin 87, FeSSIF i¢in 57°dir) de ¢6ziinme hiz1 yiizey etkin
madde iceren klasik ortamlara gore ¢oziinme hizi daha yavastir. Bu farklilik, SLS’nin
sodyum taurokolat ve lesitin gibi dogal yiizey etkin maddelere gére daha kuvvetli bir

yiizey etkin madde olmasindan kaynaklandigini diisiindiirmektedir.
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5.4. Insiliko cahsmalar

5.4.1. ADMET Predictor™’]a yapilan tahminler

Ezetimibin ¢0ziniirligli ¢ok diisiiktiir. Bu nedenle ¢oziinme hizi g¢alismalar klasik
ortamlara ylizey etkin madde eklenerek gergeklestirilmistir. Ezetimibin ¢6ziiniirliigii SLS
iceren ortamlarda pH’ya bagimli olarak artsa da ezetimibin, fizyolojik pH’da
iyonlasmadigi bilinmektedir [102]. Bu nedenle pH-¢oziiniirliik profiline deneysel veri
girilmemis, ADMET Predictor™’la hesaplanan pK, ve referans ¢oziiniirlilk degerleri

kullanilarak pH-¢oziintirliik egrisi uyarlanmistir (Resim 4.2).

Biyouyumlu ortamlardaki ¢oziiniirliik ise hem deneysel olarak 6l¢iilmiis hem de in siliko
olarak hesaplanmistir. Tiim degerler mikrogram diizeyinde olmasina ragmen, molekiiliin
yapisinda géore ADMET Predictor™’la hesaplanan degerler, ol¢iilen degerlere gore daha
2.5 ile 3 kat daha yiiksektir ve bu degerlerle yapilan simiilasyonlarin deneysel verilerle

daha uyumlu sonug verdigi gézlenmistir (Resim 4.19 ve Resim 4.24).

Ezetimibin logP ve efektif permeabilite degerleri de ADMET Predictor™ kullanilarak

molekiiliin yapisina gore tahmin edilmistir (Cizelge 4.20).

5.4.2. Farmakokinetik parametrelerin tahmin edilmesi ve modelleme

IVIVC kurulabilmesi i¢in plazma konsantrasyon verilerinin dekonvoliisyon islemiyle in
vivo emilim egrilerine donistiiriilmesi gerekmektedir. Bu iglemin yapilabilmesi igin,
oncelikle, calisilan molekiile uygun, dogruluk orani yiiksek bir farmakokinetik model
olusturulmalidir. Model olusturmak i¢in, in vitro dl¢iim ve in siliko tahmin yontemleriyle
elde edilen molekiil 0Ozelliklerinin programa girilmesi, fizyolojinin secilmesi ve
farmakokinetik parametrelerin tahmin edilmesi gerekir. Modelin dogrulugu teyit edildikten

sonra IVIV korelasyonun diger asamalarina geg¢ilebilir.

GastroPlus™’ta PKPlus modiilii kullanilarak kompartimanli farmakokinetik modelleme
yapilmast miimkiindiir. Kompartimanli farmakokinetik modelleme daha eski ve
uygulamasi gorece daha basit bir tekniktir. Bu kapsamda, ZTVO01 etkin maddesinin 0,6
mg’lik IV infiizyon verisi kullanilarak g¢aligmalar yapilmis, klirens, dagilma hacmi ve

kompartimanlar aras1 hiz sabitleri gibi farmakokinetik parametreler program tarafindan
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hesaplanmistir. Bu degerler kullanilarak oral dozaj sekli i¢cin plazma konsantrasyon egrileri

tahminleri yapilmistir.

Ezetimib, diisiik ¢Oziiniirliklii bir etkin madde oldugu icin IV uygulamasi
bulunmamaktadir [1]. Bu durum kompartmental modellemeyi zorlastirmaktadir. Ayrica
kompartmental modellemede fizyolojik ve anatomik 6zellikler géz Oniine alinmaz. PBPK
modellemede ise, kompartimanlarin pH, hacim, permeabilite gibi 6zellikleri daha 6nceden
yapilmis ¢alismalar temel alinarak olusturulmustur. Kompartimanlar arasinda ilag gegisi,
birinci dereceden diferansiyel denklemlerle tanimlanmis olup, ge¢is siireleri fizyolojik
degerler goz Online alinarak belirlenmistir. Ayrica, modelin igerisine popiilasyondaki
bireyler aras1 farkliliklar1 farkli degerler atayarak temsil edecek parametreler eklenebilir.
Bu calisma da elde edilen modelin dogrulamak icin kullanilacak ezetimib in vivo deney
sonuclar1 incelendiginde hem bireylerarasi kan konsantrasyonu zaman egrileri (Sekil 4.25,
Sekil 4.26) hem de AUC, Cpax, tmax gibi temel parametreleri (Cizelge 4.21) agisindan
yiiksek degiskenlige sahip oldugu goriilmiistiir. Bu da ilerleyen asamalarda bireye 6zgi

parametre degerleri belirlenebilen modellere ihtiya¢ duyulacagini gostermektedir.

Ezetimib i¢in GastroPlus™’ta bulunan PBPKPlus modiilii kullanilmis ve fizyolojik temelli
farmakokinetik modelleme ¢aligmalar1  yapilmustir.  Oncelikle, etkin maddenin
fizyokimyasal 6zellikleri, ilag biyotransformasyonuna ait bilgileri i¢ceren parametreler ve

fizyolojik ve anatomik bilgileri iceren parametreler programa girilmistir.

Modellemenin ilk asamasinda ezetimibe ait fizikokimyasal ozellikler belirlenmistir.
Ezetimibe ait diger farmakokinetik Ozellikler, ADMET Predictor™ kullanilarak
belirlenmistir. Bu program molekiil yapisinin 2 boyutlu veya 3 boyutlu olarak tarif edildigi
model dosyalarini, dogrusal olmayan ve istatistiksel yapay zeka yoOntemleri igeren
matematiksel modellerin girdisi olarak kullanarak bu tahmini degerleri olusturmaktadir.
Programa, ezetimibin molekiil yapisi girilmistir ve molekiile ait pK,, logP/logD, efektif
permeabilite  (Perr), biyouyumlu ortamlardaki ¢oziiniirlik degerleri, kan/plazma
konsantrasyon orani, kan plazma proteinlerine baglanma orani gibi parametreler in siliko

olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.20).

[lacin viicuttaki ¢dziinmesinin modellenebilmesi icin dncelikle, mide-bagirsak kanalindaki

ortama benzer in vitro bir ortamdaki ¢oziiniirlik bilgisine ihtiya¢ vardir. Bunun i¢in
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calismanin ilk kisminda anlatilan FeSSIF ve FaSSIF ortamda gerceklestirilen ¢oziinme
caligmalar1 sonucu elde edilen ¢oziiniirliik degerleri GastroPlus™ yaziliminin molekiil
ozellikleri sekmesindeki biyouyumlu ¢6zilniirliik ekranina girilmistir. Coziintirlik
degerleri, aym1 zamanda ADMET Predictor™ kullanilarak in siliko olarak da
belirlenmistir. ADMET Predictor™’la elde edilen degerler in vitro 6l¢iimlere gore daha
yiiksek bulunmustur. Ilerleyen kisimlarda bahsedilen diger tiim parametrelere ayn degerler
girilerek, elde edilen iki farkli biyouyumlu ortam ¢doziiniirlilk datasi kullanilarak PBPK
tabanli simiilasyon tekrarlanmis ve elde edilen sonuglar Resim 4.19 ve Resim 4.24°te
gosterilmistir. Sonuglar hem in siliko hem de in vitro yontemler ile elde edilen verilerin
benzer model ¢iktilart ortaya koydugunu gostermektedir. Sonugta, yapilan bu biyouyumlu
ortamlar kullanilarak ileride farkli ila¢ formiilasyonlari ile yapilacak in vitro ¢calismalarda
da benzer ¢oziiniirlik degerleri elde edilebilirse, in siliko ¢oziiniirliklere esdeger plazma

konsantrasyonu egrileri beklenmesinin dogru olacagini gostermektedir.

Ezetimib molekiliiniin bir diger o6zelligi de enterohepatik sirkiilasyona girmesidir.
Ezetimib, ince bagirsakta bulunan UGT1A1, UGT1A3 ve UGT2B15 enzimleri tarafindan
fenolik glukuronide doniistiiriiliir. UGT metabolitleri, safra veya bobrekler yoluyla MRP
(multi-drug resistance) proteinleri tarafindan atilabilir. Ayrica, safrayla atilan glukuronid
metabolitleri, enterohepatik sirkiilasyona girerek, ince bagirsakta bulunan beta
glukuronidaz enzimleri tarafindan hidrolize ugrayarak yeniden ana ilaca doniistiiriiliir ve
ince bagirsakta yeniden emilim gériiliir. Ince bagirsakta gergeklesen bu déniisiimden sonra,
ana ila¢ ve aktif metaboliti karacigere taginir. Ana ilacin glukuronide doniistiirme islemi
burada da devam eder. Ezetimib-glukuronid, daha sonra safrayla birlikte enterohepatik
sirkiilasyona girerek yeniden ince bagirsaga gonderilir. Bu durum, emilim egrisinde ¢oklu

pik olusumuna neden olur [1, 110].

Enterohepatik sirkiilasyon nedeniyle olusan bu c¢oklu pikler, GastroPlus™’ta dozaj sekli
olarak ¢oklu tekrarli doz secilerek elde edilebilmistir. Enterohepatik sirkiilasyonda, safra
bosalmasi 6nemli bir rol oynar. Safra bosalmasiin %90’1ndan fazlasinin yemekten sonraki
30 dakika igerisinde tamamlanir. Bu nedenle kan konsantrasyonunda meydana gelen pikler
ve yemek yeme zamanlari arasinda bir senkronizasyon gozlenir [110]. Dozaj sekli olarak
coklu tekrarl doz se¢ildiginde ¢oklu tekrarli doz tablosu araciligi ile her doz alimi1 zamani
ve alinan doz miktar1 ayr1 bir satirda seg¢ilebilmektedir. Ayni1 zamanda her satirda insan i¢in

aclik ve tokluk fizyolojilerinden herhangi birinin se¢ilmesi de miimkiindiir. Bu esneklik
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sayesinde ¢oklu tekrarli doz tablosu, Resim 4.9’deki gibi doldurulmus ve yiyecek alim
zamanlar1 bilgisi simiilasyon modeline eklenmistir. Bdylece c¢oklu pikler simiile
edilebilmistir. Safra salimimnin %90’ mmin ne kadar siire igerisinde tamamlanacagi da
kullanic1 tarafindan degistirilebilen ayr1 bir parametredir. Bu parametre ve c¢oklu tekrarli
doz tablosuna girilen aglik tokluk fizyolojisi zamanlamalar1 degistirilerek modelleme
sonucu elde edilen kan konsantrasyonu egrisindeki piklerin zamanlamalarinin deneklerde
gorililen ortalama zamanlamalar ile ayni hizaya getirilmesi ¢alisilmasi yapilmis ve en iyi
sonuglar fizyoloji degisim zamanlari icin 0, 4, 8, 12, 28 saatleri safra bosaltim siiresi i¢in
ise varsayilan degeri olan 30 dakika kullanildiginda elde edildigi sonucu gozlenmistir
(Resim 4.19). Bu islem yapilmaksizin, dozaj seklinin ‘IR Tablet’ olarak se¢ildigi durumda
¢oklu pikler simiile edilememistir (Resim 4.23). Resim 4.18’de gosterildigi gibi dozaj sekli
olarak c¢oklu tekrarli dozun girildigi simiilasyonda enterohepatik sirkiilasyondan
kaynaklanan pikler simiile edilmistir (Resim 4.19). Burada gosterildigi gibi, AUC q.inp’ler
arasindaki tahmin hatast %2.9 olarak bulunmustur. Bdlgesel emilim grafiklerine

bakildiginda da ezetimibin duodenum ve jejunumdan emildigi goriilmektedir (Resim 4.20).

Ezetimib molekiiliiniin ¢dziiniirliik probleminden dolayr IV uygulamasi bulunmadigindan
oral emilimin tahmininde zorluklarla karsilagilmistir. Molekiil 6zelliklerinin  ve
metabolizma kinetiginin tanimlanmasinda in siliko metotlardan yararlanilmistir. Bu veriler
girdi olarak kullanilarak ezetimib i¢in fizyolojik temelli farmakokinetik modelleme
yaklagimiyla enterohepatik sirkiilasyonu igeren bir farmakokinetik model olusturulmustur.
Olusturulan modelde, in vitro ve in siliko ¢6ziiniirliik verileriyle (Cizelge 4.22) ortalama

plazma konsantrasyon egrisi simiile edilmistir (Resim 4.24).

Ezetimib karmasik bir metabolizma ve tasiyici kinetigi gostermektedir. Olusturulan
modelde, ezetimib metabolizmas1 géz Oniline alinmig ve ana metabolitiyle es zamanlh
simiilasyon yapilmistir; ancak mikrozomlardan elde edilmis in vitro Ky ve Vi
degerlerinin in vivo ekstrapolasyon yontemine baglhh farkliliklar da olabilecegi
distinilmektedir. Ayrica, bireylerarasi1 enzim ekspresyonundaki, safra bosaltim
stirelerindeki farkliliklar da modelde sapmalara neden olabilmektedir. Bu modelde,
literatiir verilerinde yetersizlik nedeniyle tasiyict etkisi géz ardi edilmistir. Sonugta,
GastroPlus™  programinin  bircok 06zelligi  kullanilarak, ezetimib molekiiliinde
enterohepatik sirkiilasyondan kaynaklanan piklerin simiile edildigi, ortalama degerlerle

uyumlu genel bir PBPK modeli olusturulmustur. Ancak ezetimibin karmasik metabolizma
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kinetigi ve yiiksek degiskenlik oOzellikleri nedeniyle, bireyler i¢in tek tek model
olusturulmasi ve tasiyici etkisinin de simiilasyona eklenmesiyle modelin gelistirilmesinden

sonra IVIVC ¢alismalarina ait degerlendirilmelerin yapilabilecegi sonucuna varilmistir.
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6. SONUC

Bu ¢alismanin temel amaci, in vivo plazma konsantrasyon verileri Zentiva Saglik Uriinleri
tarafindan saglanan ezetimib molekiilii i¢in klasik ve biyouyumlu in vitro ¢dziinme
ortamlarindan elde edilen in vitro ¢ozliinme hiz1 verilerini kullanarak bilgisayar
simiilasyonlariyla farmasdtik degerlendirmeler yapabilmektir. Ayrica, ezetimib igin
farmakokinetik modelleme ve IVIVC degerlendirmesi yaparak, biyouyumlu ¢oziinme
ortamlarinin korelasyona olan etkisinin incelenmesi amag¢lanmistir. Bu amagla, ADMET
Predictor™ ile in siliko c¢alismalar gergeklestirilmis ve GastroPlus™ programi
kullanilarak, tiim viicudu simiile eden fizyolojik temelli farmakokinetik modellemede

GastroPlus™ ACAT modeli kullanilarak asagidaki sonuglara ulagilmistir:

e [Ezetimib i¢in in vitro ¢aligmalar, in siliko ¢aligmalarda ADMET Predictor™ ile
yapilan kestirimler ve Zentiva Saghk Uriinleri’nin sagladigi in vivo veriler
kullanilarak ~GastroPlus™’la fizyolojik temelli farmakokinetik modellemede
PBPKPIus modiilii kullanilarak enterohepatik sirkiilasyonu ve metabolizma

kinetiklerini gbz Oniine alan bir farmakokinetik model olusturulmustur.

e Olusturulan fizyolojik temelli farmakokinetik modelde, ortalama plazma

konsantrasyon egrisi simiile edilmistir.

e Bireyler arasi varyasyon, yiiksek degiskenlik, bireylerarasi  enzim
ekspresyonundaki ve safra bosaltim siirelerindeki farkliliklarin = gelistirilen

farmakokinetik modeldeki sapmalarin nedeni oldugu diisiiniilmektedir.

e Yukarida belirtilen faktorlerin yani sira, ezetimibin karmasik metabolizma kinetigi
ve yliksek degiskenlik gdstermesi nedeniyle, ortalama degerler yerine bireyler i¢in
tek tek model olusturulmasinin farmakokinetik model olusturma ve simiilasyon

acisindan daha uygun sonugclar verebilecegi diisiiniilmektedir.

e Tiim bu degerlendirmeler yaninda, tasiyict etkisinin de simiilasyona eklenmesiyle
modelin gelistirilmesinden sonra IVIVC degerlendirilmelerinin yapilabilecegi

sonucuna varilmaistir.
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Yeni ila¢ formiilasyonlarin gelistirilmesinde ve dozaj seklinin in vitro/in vivo
performans degerlendirmelerinde biyouyumlu ortamlarda yapilan biyofarmasotik
degerlendirmeler, klasik ¢oziinme ortamlarinda yapilan degerlendirmelere gore

daha dogru bir yaklagimdir.

Biyouyumlu ¢6ziinme ortamlart kullanilarak yapilan in vitro ¢alismalarin in siliko
yaklagimlarla birlikte kullanilmasi, in vivoya daha yakin Kkestirimler ve

simiilasyonlar yapilmasini saglamaktadir.
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BIORELEVANT DISSOLUTION STUDIES OF EZETIMIBE,
A BCS CLASS Il DRUG

Cigdem BAYKA'?, Umut ORAN? Mustafa ADIYAMAN?, Zeynep Safak TEKSIN**

'Gazi University, Faculty of Pharmacy, Department of Pharmaceutical Technology,
Industrial Pharmacy Programme, 06330 Ankara, Tiirkiye
*Zentiva Health Care Products, Development Department, 39780 Kirklareli, Tarkiye
*Gazi University, Faculty of Pharmacy, Department of Pharmaceutical Technology, 06330 Ankara, Tiirkiye
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issolution testing is a powerful tool to measure
D product performance. It is used to guide formu-

lation, monitor the manufacturing process, as-
sess product quality and in some cases predict in vivo
performance of solid dosage forms. Compendial dis-
solution media only reflect the pH of the different sec-
tions of the Gl tract, whereas, biorelevant media mimic
intestinal fluids and result in more accurate simulation
of the human Gl tract as they contain natural surfac-
tants (bile salts and lecithin) and provide buffer capac-
ity and osmolarity. Biorelevant media have been used
to examine the solubility and dissolution characteris-
tics of several classes of drugs including poorly soluble
weak bases and lipophilic drugs to assist in predicting
in vivo absorption behavior'.

Ezetimibe is the first lipid-lowering drug that inhib-
its intestinal uptake of dietary and biliary cholesterol
without affecting the absorption of fat-soluble nutri-
ents. It is a lipophilic drug and classified as BCS Class
Il due to its very low solubility. The absolute bioavail-
ability of ezetimibe has not been determined since
it is virtually insoluble in aqueous media suitable for
intravenous injection. It is rapidly absorbed and ex-
tensively metabolized to the pharmacologically active
ezetimibe-glucuronide2.

The aim of this study was to compare dissolution
behaviors of innovator and generic ezetimibe prod-
ucts, Ezetrol’ 10 mg tablets by MSD and Ezetimibe
10 mg tablets by Zentiva, respectively, in compendial
dissolution media which contain SLS and biorelevant
media. 0.45% SLS, as suggested by FDA3, was added
to compendial media (pH 2.8, pH 4.5 and pH 6.8) and
SIF'Powder, a lyophilized powder mix including so-
dium taurocholate and lecithin, was used to prepare
FaSSIF (Fasted State Simulated Intestinal Fluid) and
FeSSIF (Fed State Simulated Intestinal Fluid) media.

A HPLC dissolution method was developed and
validated with linearity, accuracy, precision, repeat-

ability, stability in solution parameters for the dissolu-
tion media. Dissolution tests were carried out at 37 +
0.5°C in 500 mL dissolution media at 50 rpm by USP 2
Paddle Apparatus. Samples were taken at 5, 10, 15, 20,
30, 45 and 60 min time intervals, filtered through 0.45
um PET filters (Macherey-Nagel Chromafil PRT-45/25
Polyester) and analyzed by a HPLC system with a UV
detector at 230 nm.

It was observed that in classical media which con-
tain 0.45 % SLS, dissolution profiles of both innovator
and generic products were similar and since at least
85% dissolution was achieved in 15 minutes, f, calcula-
tion was not necessary. Moreover, there was no mean-
ingful discrimination between dissolution behavior in
different pHs for both the innovator and the generic
products. On the other hand, in biorelevant media,
even though the innovator and the generic products
gave similar dissolution curves with f,=87 for FaS-
SIF and f,=57 for FeSSIF, dissolution rates were much
slower. Dissolution values reached ~40% in FaSSIF
and ~70% in FeSSIF, in 15 minutes, for both products.
This phenomenon can be related to the amounts and
solubility powers of synthetic and natural surfactants
found in the media. SLS, being a powerful surfactant
and present in a high concentration probably causes
an overestimation of the dissolution amount ezeti-
mibe in classical media compared to FaSSIF and FeSSIF
media.

[11 Maques M. Dissolution Media Simulating Fasted and
Fed States. Dissolution Technologies. May 2004,16.

[2] Kosoglou T, Statkevich P, Johnson-Levonas AO, Paolini
JF, Bergman AJ, Alton KB Ezetimibe: Areview of its me-
tabolism, pharmacokinetics and drug interactions. Clini-
cal Pharmacokinetics. 44(5), 467-94, 2005.

[3] FDA Dissolution Data Base http://www.accessdata.fda.
gov/scripts/cder/dissolution/index.cfm
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