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1. GIRIS

Veteriner Hekimliginde kullanilan ilaglara ait biyoesdegerlik (biyolojik esdegerlik)
caligmalarina Amerika Birlesik Devletleri ve Avrupa Birligi lilkelerinde yaklasik yirmi yil
once baglanmis, gecen zaman igerisinde yapilan c¢aligma verilerinden ilaglarin

biyoesdegerliklerinin  degerlendirilmesinde  kullanilacak 6nemli  parametreler ve

izlenebilecek yol haritalar1 belirlenmistir.

Biyoesdegerligin 6nemi, hekimin ayni etkin maddeyi ayni1 miktarda igeren ve ayni
ticari formiilasyona sahip iki farkli iirtinden birini digerinin yerine belli bir endikasyonda
kullanmak zorunda kaldigi zaman ortaya c¢ikar. Hekim bu tiir durumlarda “muadil
gercekten muadil midir?” sorusuna cevap ararken, tercihini eger varsa bilimsel metotlarla

gergeklestirilmis biyoesdegerlik calismasi sonuglarina gore yapmalidir.

Biyoesdegerlik calismalarinin temel amaglari, hekime ve hayvan sahibine daha ucuz
olan1 kullanmak ve kaliteli ila¢ iireten firmaya hakki olan emeginin karsiligini alma

firsatin1 vermek seklinde 6zetlenebilir.

Enrofloksasin, veteriner sahada yaygin olarak kullanilan antibakteriyel bir ilagtir.
Ulkemizde ayn1 aktif maddeyi esit miktarda icerdikleri icin benzer endikasyon alanlarinda
birbirlerinin yerine kullanilmak tizere ruhsatlandirilmis birgok muadil {iriin mevcuttur.
Fakat bu miistahzarlar arasinda ruhsatlandirma asamasi ve sonrasinda biyoesdegerlik

caligsmasi zorunlu olmadigi i¢in farmasotik esdegerlilik dlgiit olarak alinmaktadir.

Bu calisma ile enrofloksasin igeren iki farkli miistahzarin diivelerde kas i¢i yolla
uygulama sonrasinda ¢izilecek konsantrasyon-zaman egrileri ve ilgili farmakokinetik

verileri karsilastirilarak biyoesdegerliklerinin degerlendirilmesi amaglanmaktadir.



2. LITERATUR BILGIi
2.1. Tanimlar

Biyoesdegerlik caligmalar1 ilaglarin etkinlik, giivenlik ve kalitesini belirlemeye
yonelik olarak uygulanan bir kalite kontrol testidir. Biyoesdegerlik testleri, ayni aktif
maddeyi ihtiva eden farkli ticari miistahzarlarin karsilastirilmasinda kullanilan bilimsel
metotlardir. Bu testlerin amaci iki tirtinlin sistemik etkisinin etkinlik ve glivenlik yoniinden
benzer olup olmadigini belirlemektir. Bunun i¢in iki iirliniin yeterli derecede benzer
plazma yogunlugu olusturmasi gerekliligini gostermek, yani herhangi bir etkin maddenin
ayni alanda kullanilan miistahzarlar1 arasinda bilimsel verilere gore tercih yapabilmeyi

saglamaktir (Tras ve Elmas 2005, Tras 2005).

Farmasotik olarak esdeger iki iiriiniin (test ve referans) ayni molar dozda hedef
tiirdeki canliya uygun yolla verilisinden sonra biyoyararlanimlarinin ve bdylece terapdtik
etkilerinin hem etkinlik, hem de giivenlik bakimindan ayni olmasini saglayacak derecede
benzer olmasina biyolojik esdegerlik veya biyoesdegerlik denir (Kaya 2000, Kayaalp

2001a, Tras ve ark 2005).

Biyoyararlanim ise “damar i¢i hari¢ diger uygulama yollarindan herhangi biri ile
verilen bir ilacin aktif maddesinin sistemik dolasima katilma hiz ve derecesidir” seklinde
tanimlanir ve tiim kaynaklarda F veya f simgesiyle gosterilir (Kayaalp 2001a, Tras ve ark

2005).

Biyoesdegerlik esas olarak ayni etkin maddeyi i¢eren, ayni ticari formiilasyona sahip
tiriinler arasinda s6z konusudur. Biyoesdegerlik belirli bir denek toplulugunda 6lglilmiis
farkli  biyoyararlanim veri ortalamalarimin uygun istatistiksel bir model ile

karsilagtirilmasiyla  belirlenir.  Biyoesdegerlik  denemeleri bazi  biyoyararlanim



parametrelerini kullandig1 halde, biyoyararlanim denemelerinden farklidir (Toutain ve

Koritz 1997, Kayaalp 2001a, Tras ve ark 2005).

Biyoesdegerligin 6n sart1 ilaglar arasindaki farmasotik esdegerliktir. Iki farkli iiriin
aym etkin madde/maddeleri ayn1 miktar(lar)da veya karsilastirilabilir standartlara uygun
farmasotik sekiller halinde igeriyorlarsa farmasotik esdeger olarak kabul edilir (Kaya
2000, Kayaalp 2001a, Tras ve Yazar 2002). Ayni etkin madde/maddelerin ayni molar
miktarmin iki iiriin i¢inde de esit olarak bulunmasina kimyasal esdegerlik denir (Kaya
2000, Kayaalp 2001a). Bir miistahzar etkinligi ve giivenligi daha dnceden tespit edilmis bir
baska miistahzar ile ayn1 etkin maddeyi veya terapdtik molekiil kismini igermekte, ayni
etkinlik ve giivenligi klinik olarak gostermekteyse, bunlar arasinda terapotik esdegerligin

varligindan kesin olarak sz edilebilir (Kaya 2000, Kayaalp 2001a).

Ayrica biyoesdegerlik, uygulama yollar1 arasinda bir karsilastirma yapmak ya da
benzer formiilasyonun yiginlari arasinda terapotik yetersizligin nedenlerinin tespitine
yonelik kullanilabilecek 6nemli bir aragtir (Toutain ve Koritz 1997, Brown ve ark 2000).
Hayvanlardaki biyoyararlanim denemelerinde tiir i¢i ya da tiirler arasindaki farkliliklar
veya gida ile ila¢ etkilesimlerinin belirlenmesinde de en gegerli test biyoesdegerliktir

(Toutain ve Koritz 1997, Tras ve Yazar 2002, Trag ve ark 2005).
2.2.Biyoesdegerligin Belirlenmesinde Dikkat Edilecek Temel Kurallar

Biyoesdegerlik denemeleri birincisi klinik (uygulama) digeri de gerekli analizlerin
yapildig1 (biyoanalitik) olmak iizere iki donem halinde yiiriitiilir. Her ikisi ayni yerde

yapilabilecegi gibi farkli yerlerde de yapilabilir (Kayaalp 2001a, Tras ve Yazar 2002).

Biyoesdegerligi test etmek i¢in kandaki aktif madde yogunlugu seyrinin zamana
bagli olarak ¢izilmesi ilk tavsiye edilen metottur. Bir veteriner iiriiniiniin biyoesdegerligi

sistemik dolagima katilarak etki yer(ler)inde yararlanilabilir olan aktif maddenin hiz ve



miktariyla tarif edilir. Hiz ve miktar1 belirleyen en belirgin parametreler EAA (egrinin
altindaki alan), Cgoruk (doruk Kkonsantrasyon) ve tgoruk (doruk Kkonsantrasyon

zamani)’tur (Toutain ve Koritz 1997, EMEA 2001, Kayaalp 2001a,b, Trag 2005).

EAA ayn1 zamanda uygulanan ilagtan emilen ve dolayisiyla sistemik dolasima giren
yani yararlanilabilir miktarin bir gostergesi olup emilme hizindan bagimsizdir. Cgyorx ve
tdoruk 1S€ melez parametrelerdir ve ilacin hem emilme hem de eliminasyon hizi ile ¢ok sik1
bir iliskisi vardir (Toutain ve Koritz 1997, Kayaalp 2001a,b, Tras ve ark 2005). EAA’nin
hesaplanmasinda lineer veya logaritmik trapezoidal metotlar kullanilir. Uygulama
sonrasinda ilacin kanda ilk tespit edildigi zaman noktasindan (EAA,) ilacin kanda son
Olciilebildigi zaman noktas1 (EAAs,,) arasindaki toplam alanin tamami EAA(y-son) 0larak
tanimlanmakta ve kullanilmaktadir. Egrinin dis biikkey kisminin alaninin hesaplanmasinda
genellikle lineer trapezoidal metot kullanilirken, egrinin i¢ biikkey kisminda logaritmik bir
azalma sozkonusu oldugundan bu alanimin hesaplanmasinda genellikle logaritmik

trapezoidal metot kullanilir (Toutain ve Koritz 1997, Kayaalp 2001a, Tras ve ark 2005).

Caoruk V€ taoruk genellikle her bir denek i¢in ¢izilen plazma ilag konsantrasyonu-zaman
verilerinin direkt bakisi ile belirlenebilir. Bu durumda Cgoruk Ve tdgoruk ilag 0rnekleme zaman
planina ¢ok siki bigimde bagimlilik gosterir. Eger bir iirlin i¢in en uygun tgonk biliniyorsa
veya elde bir pilot ¢alisma ya da deneme varsa tqor’a yakin noktalarda cogaltilmis
ornekleme sikligiyla yapilan bir biyoesdegerlik ¢alismasi, Cgoruk V€ tdoryk Un Onemini artirir
(Toutain ve Koritz 1997, Kayaalp 2001a). Plazma ila¢ konsantrasyonu-zaman egrisi ¢oklu
doruk sergiliyorsa veya egri diiz ve uzun bigimde ise Cgoruk V€ tdgoruk 0 belirlemek zor
olacagindan, ilag emilme hiziyla ilgili parametreleri belirlemek de zor olabilir (Toutain ve

Koritz 1997).

Bilim otoritelerince genel kabul goérmese de emilme hizinin gostergesi olarak

Caoruk/EAA ve Cgoruk/tdoruk gibi oranlamalari onerenler de vardir (Kayaalp 2001a, Martinez



ve ark 2002). Cyoru/EAA orani tek doz g¢alismalarinda Cgery’un yerine Onerilmektedir.
Caoru/EAA, emilmenin ilk gegis hiz sabitesinin bir bileskesi gibidir ve Cgory’tan daha az
degiskendir. Bununla birlikte F degerinin diisiik oldugu ya da dalgali bir farmakokinetigin
sergilendigi durumlarda Cyon/EAA ilag emilme hizlarindaki farkliliklarin belirlenmesinde

daha fazla bir istatistiksel giice sahiptir (Toutain ve Koritz 1997).

Iki {iriiniin kullanim sonras: sistemik emilim olusuyor ve kantite olarak bu etkiler
belirleniyor fakat analitik olarak ortaya konamiyorsa, bu iiriinler arasindaki biyoesdegerlik
farmakodinamik veriler iizerinden degerlendirilebilir. Ote yandan sistemik emilim sonrasi
farmakodinamik etkide esitlik, plazma ilag konsantrasyonu-cevap arasindaki diger
etkilerdeki farkliligi ve/veya benzerligi garanti edemez. Bu nedenle farmakodinamik
etkiler iizerinden yapilacak biyoesdegerlik denemelerine ait prensiplerin otoriteler
tarafindan ¢ok titiz olarak 6nceden protokolde belirlenmesi dnemlidir (Toutain ve Koritz

1997, Kayaalp 2001a,b, Tras ve ark 2005).

Iki formiilasyonun farmakodinamik denemeleri iizerinden biyoesdegerlik
degerlendirilmesi durumunda, diger etkilerdeki farkliliklarin ¢ok titiz olarak tespiti
gereklidir. Biyoesdegerlik ¢alismasinda 6l¢iilen farmakodinamik etki direkt, hizli ve geri
doniigiimlii (antihipertansif ilag i¢in kan basinci diisiisii, diiiretik ilag i¢in idrar akis hizi
gibi) olmalhdir (Toutain ve Koritz 1997, Kayaalp 2001a). Ilaclarin sistemik etkiden
bagimsiz yerel etki (mastitiste meme i¢i veya mide-barsak parazitleri i¢in antiparaziter, ya
da enteritiste enterik antibiyotiklerin kullanilmasi) amaciyla uygulanmasi durumlarinda
meme i¢i uygulamalar i¢in siit, antiparaziter ve diger uygulama i¢in barsak igerigi uygun
bir materyaldir ve bunlardaki analizler iizerinden biyoesdegerlik kararina varilmalidir.
Alternatif olarak bir farmakodinamik deneme de gerekebilir (Toutain ve Koritz 1997,

Kayaalp 2001a).
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Eger ana ilactan ziyade birinci derecede inaktif metabolitlerin dl¢iimiine elverisli bir
metot mevcutsa ve/veya 1lriin on ilag¢ formunda olup hizla aktif bir metabolite
dontstiiriiliiyorsa, metabolit verileri lizerinden karar vermek daha uygundur (Toutain ve
Koritz 1997, Kayaalp 2001a, Tras 2005). Hayvanlarda bakampisilin’in oral verilmesini
miiteakip ampisilin (Kaya 1997) veya suksibuzonun verilmesini takiben oksifenbutazon ve
fenilbutazon (Jaraiz ve ark 1999) yogunlugu iizerinden biyoesdegerlik g¢aligmasinin

yapilmasi bu konuya giizel bir 6rnek teskil eder.

Bazen iki formiilasyonun biyoesdegerliginin belirlenmesinde ayni istatistiksel
Olgiitler kullanilarak s6z konusu bu iki formiilasyonun metabolit verileri iizerinden
biyoesdeger, esas etkin madde verileri iizerinden biyoesdeger olmadig: gibi bir sonugla da

karsilagilabilir (Toutain ve Koritz 1997).

Kan veya plazma verileri iizerinden 6l¢iim yapilmasi i¢in uygun herhangi bir analitik
metodun olmadigi veya mevcut metodun duyarliliginin diisiik oldugu durumlarda ise
idrardaki ana 1ila¢ veya metabolitinin Ol¢iimii temel alinarak biyoesdegerlik
degerlendirmesi yapilabilir. Burada 6rnek alma siiresi onemlidir ve bu siire kullanilan
ilacin eliminasyon yarilanma Omriiniin en az bes kat1 olmalidir. Fakat bu tiir durumlarda
analizde kullanilacak metodun hem ilagc hem de metabolitinin tespitine olanak verecek
nitelikte olmasina dikkat edilmeli ve atilmanin idrar disinda baska yollardan da

gergeklesebilecegi unutulmamalidir (Toutain ve Koritz 1997, Kayaalp 2001a,b).
2.3.Biyoesdegerlik Calismalarina ihtiya¢c Duyulan Durumlar

2.3.1.Jenerik olarak tasarimlanmamis fakat bilinen bir maddeyi veya yeni bir

maddeyi iceren iiriinler

Bir ilacin dozaj seklinin Ozelliklerinde, bilesiminde veya imalat islemlerinde bir

degisiklik yapildiginda yeni iirliniin yiiriitiilen klinik denemelerde verilen referans iiriine
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gore etkinlik ve/veya gilivenlik baglaminda biyoesdeger oldugu gosterilmelidir (EMEA
2001). Imalat islemlerinde firma tarafindan gergeklestirilen degisikliklerin uygunlugu eger
in vitro ¢alismalarla dogrulanabilirse yalnizca in vitro biyoesdegerlik istenir (EMEA 2001,

Tras ve ark 2005).
2.3.2.Jenerik olarak tasarimlanmis bilinen yeni bir maddeyi iceren iiriinler

Referans etkinlik ve/veya giivenlik anlaminda onaylanmig bir iriin  ise

biyoesdegerligi de gosterilmelidir (EMEA 2001, Trag ve ark 2005).
2.3.3.Uygulama yollarmin karsilastirilmasi

Uygulamanin her iki yoluna ait plazma konsantrasyon profilleri istatistiksel olarak
benzer oldugunda uygulama yollar1 biyoesdegerdir. Bazi durumlarda diger biyolojik
stvilardaki konsantrasyon profilleri plazma konsantrasyon profillerinden daha uygun

olabilir (EMEA 2001, Tras ve ark 2005).
2.4.Biyoesdegerlik incelemelerinin Gerekliligini Degerlendirme Olgiitleri
2.4.1.11acin farmasotik sekli ve verilis yolu

Farmasotik bakimdan oral verilmeye uygun kati farmasotik sekiller bagta gelir.
Bunlar sistemik etki i¢in rektal yoldan kullanilanlar, transdermal uygulananlar, parenteral
ve yerel uygulanan triinler izler. Oral siispansiyonlar dncelik siralamasinda geride kalir,
oral soliisyonlar ise en geridedirler ve ¢ogu zaman in vivo ¢alismalardan muaftir (Kayaalp

2001a).
2.4.2.Etkin maddenin terapotik indeksinin genisligi

[laglar bu agidan en dar terapétik indeksli olan dijital glikozidleri (indeksi yaklasik 2)

ile en genis terapotik indeksli olan penisilinler arasinda yer alir. Kinidin, prokainamid,
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aminoglikozid antibiyotikler ve siklosporin, terapotik indeksi dar olan ilaglar grubunda yer

alirlar (Kayaalp 2001a).
2.4.3.Doz-cevap egrisinin dikligi

Bir dnceki konu ile ¢ok yakindan iligkilidir. Konsantrasyondaki belirli bir degismenin
(£%20°1ik) etkideki degisime yansimasi konsantrasyon-etki iligkisinin dik veya yatik
olmasina gore biiyiik fark gosterir (Grafik 2.1). Bu nokta biyoesdegerligin her zaman
terapdtik esdegerlik anlamina gelemeyecegini gosteren somut 6rneklerden biridir (Kayaalp

2001a).
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Grafik 2.1 Konsantrasyonda meydana gelen sabit bir degigmenin, etkide yaptigi
degismenin boyutlarinin, konsantrasyon-etki egrisinin egiminin degismesine gore farkl
olmas1 (Kayaalp 2001a).

2.4.4.Terapotik konsantrasyon arali@inin konsantrasyon—etki egrisindeki yeri

Doz-cevap araliginda egrinin aralik kismi, egrinin etki maksimumuna yakin kismina
uyuyorsa konsantrasyonda biyoesdegersizlik sonucu meydana gelebilecek olduk¢a fazla
degismeler etkide ¢ok az bir farka neden olacaktir. Clinkii konsantrasyonun artmasi veya
azalmasi ile etki siddeti arasindaki iliski ¢ogu ila¢ i¢in dogrusal degil hiperbolik bir

matematiksel fonksiyona uyar (Kayaalp 2001a). Egoruc’a (doruk etki noktasi) yakin
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konsantrasyon araliginda konsantrasyonun 18 pg/ml’den 12 pg/ml’ye diismesi yani %33
azalmasi etkide yaklasik 0.98 Egory’tan 0.88 Egoruk’a diismeye yani yaklasik %10’°luk bir
azalmaya yol acar (Grafik 2.2). Bu sartlarda, Cgonix degeri referans iiriine goére oldukca
fazla (%33) diisiik olan bir test {irlinii referans iriinle biyoesdeger olmamasina ragmen

pratik olarak terapdtik esdeger olabilir (Kayaalp 2001a).
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Grafik 2.2 Plazmadaki ila¢ konsantrasyonunun artmasi sonucu etki siddetinde meydana
gelen degismeleri gosteren konsantrasyon-etki egrisi (etki siddeti maksimum etkinin
yiizdesi olarak ifade edilmistir (Kayaalp 2001a).

2.4.5.Etkin maddenin farmakokinetik ozellikleri

[lacin terapdtik doz araligi icinde non-lineer (doza-bagimli) kinetik gostermesi,
presistemik eliminasyonunun %70’den fazla olmasi, emilme oraninin %70’den az olmasi,
elverissiz fizikokimyasal 6zelliklerinin bulunmasi (¢oziiniiliirligiiniin %0.1’den az olmasi)

emilme ve eliminasyon hizlarinda denekler arasinda degiskenligin fazla olmasi gibi

durumlar sayilabilir (Kayaalp 2001a).
2.4.6.11acin biyofarmasétik simiflandirma sistemindeki yeri

Bu smiflandirma sisteminde ilaglar suda c¢Ozilniirliiklerine ve  barsak

permeabilitelerine gére dort gruba ayrilirlar:
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v Yiiksek ¢oziniirliik/yiiksek permeabiliteli ilaglar,

v Diisiik ¢oziiniirliik/yiiksek permeabiliteli ilaglar,

v Yiiksek ¢oziniirliik/diisiik permeabiliteli ilaglar ve

v Diisiik ¢oziintirlikk/diisiik permeabiliteli ilaglar (CDER 2000, Kayaalp 2001a).
2.5.Biyoesdegerlik Calismasinin Gerekmedigi Durumlar

Eger iirlin asagidaki sartlarin bir veya bir¢ogunu yerine getiriyorsa biyoesdegerlik

caligsmalar1 genellikle gereksizdir:

v' Uriin sadece damar i¢i uygulamalar igin tasarlanmis ve hedef tiirlerde
kullanmak i¢in onaylanmis bir damar i¢i soliisyonla ayni aktif madde veya

terapdtik bilesigi igeriyorsa,

v" Uriin parenteral veya oral olarak uygulanan bir soliisyon seklinde kullanilryor ve
hedef tiirlerde kullanilmak tizere yakin zamanda onaylanmis bir veteriner iiriiniiyle

ayn1 aktif madde/maddeleri ve tasiyicilart ayni1 konsantrasyonda igeriyorsa,

v’ Biyoyararlanimi hedef tiirlerde gosterilmis referans tirtinle ayni formiilasyona (ayni
etkin madde, inaktif ve fizikokimyasal 6zelliklere) sahipse (EMEA 2001, Tras ve

Yazar 2002).

v" Uriin emilmesi istenmeyen bir oral dozaj sekli olarak tasarlanmis (antiasit veya

radioopak madde) ise,

v" Uriin; surup ve benzeri ¢oziinebilir oral soliisyon ise, aktif madde veya terapotik
bilesigi hedef tiirlerde kullanilmak {izere onaylanmis bir iirlinle ayn1 terapotik kisim
ve aktif maddeyi iceriyorsa veya aktif madde veya terapdtik bilesigin emilmesini

belirgin derecede etkileyebilecek her hangi bir inaktif madde icermiyorsa,
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v" Uriin orijinal iireticiler tarafindan yeniden formiile edildiginde renklendirici veya
tatlandirict ajanlar ya da koruyucular gibi biyoyararlanimda etkiye sahip olmadigi

bilinenler hari¢ tutuldugunda orijinal {iriinle 6zdesse,
v" Solunum yoluyla kullanilan ugucu anestezik soliisyonlardan ise,

v' Gida tiretiminde kullanmilmayan hayvanlara 6zgii yerel etki i¢in tasarlanan ilaglardan

ise (EMEA 2001, Tras ve Yazar 2002).
2.6.Biyoesdegerlik Calisma Tipleri

Biyoesdegerlik ¢alismalari in vivo veya uygun ozellestirilmis sartlarda in vitro olarak

yapilir (Toutain ve Koritz 1997, EMEA 2001, Tras ve ark 2005).

Biyoesdegerlik ¢alismasi, yeni ilag aragtirmalar1 ya da arastirilmasi tamamlanmis (in-

novator) tirliniin ruhsatlandirilmasi siireglerinde;
v Klinik denemelerin erken ve son donemlerinde kullanilan formiilasyonlari arasinda,

v" Klinik denemelerde kullanilan formiilasyonlar ile pazarlanacak formiilasyonlar

arasinda ve

v’ Stabilite ¢alismalar1 ile klinik denemeler sirasinda kullanilan formiilasyonlar
arasinda karsilastirma yapmak ve aralarinda baglant1 kurmak icin gerekir (Kayaalp

2001a, Tras ve ark 2005).

Avrupa Birligi Rehberlik notuna gore (EMEA 2001/CVMP/016/00-corr-FINAL)
biyoesdegerlik  c¢alismalart  veteriner ilaglarinin  dozaj  sekillerinin  6zellikleri
degistirildiginde, yeni dozaj sekliyle iirlin arasindaki benzerlik veya farkliligin gosterimi

durumunda verilen referansin etkinlik ve/veya giivenligi anlaminda klinik denemeler

yapilmalidir (Groen ve ark 1996, Tras ve ark 2005).
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2.6.1.0n vitro cahsma

In vitro biyoesdegerlik calismalar1 asagidaki durumlarda in vivo biyoesdegerligin
belirlenmesine katkida bulunabilir; /n vivo biyoesdegerligi en yiiksek dozaj igin gdsterilen
irlinlin en kiigiik dozaj formiilasyonunun biyoesdegerligini desteklemede, referans iirliniin
ve onun oral yolla uygulanabilen jenerik iiriiniiniin karsilastirilabilirligini belirlemede,
onaylanmuis bir {irlinde kiigiik bir formiilasyon degisikligi yapildiginda ve bir iirlintin farkl
zamanlarda tretilen yiginlar1 (batch) arasindaki tutarliliktan emin olmak istendiginde, in

vitro biyoesdegerlik calismalari yeterlidir. (EMEA 2001, Tras ve ark 2005).
2.6.2.In vivo ¢calisma

In vivo biyoesdegerlik testi en dogru, hassas ve tekrarlanabilir yontemlerin
kullanilmastyla farmakokinetik ve/veya farmakodinamik c¢alisma olarak planlanmali ve

yiriitiilmelidir (EMEA 2001, Tras ve ark 2005).
2.6.2.1. Farmakokinetik calisma

In-vivo testlerde hedef tiirde aktif madde veya terapotik bilesenin ya da onun
gostergesi durumunda olan metabolit(ler)inin kan, plazma, serum veya diger biyolojik s1vi
ya da uygun dokudaki konsantrasyonlarinin zamanin bir fonksiyonu olarak hesaplanan
farmakokinetik verileri iizerinden degerlendirme yapilir. Burada biyolojik sivi veya
dokulardan yeterli diizeylerde ila¢ yogunlugunun o6l¢iilebilmesi gereklidir (EMEA 2001,

Tras ve ark 2005).
2.6.2.2.Farmakodinamik ¢calisma

Bu yaklasim uygun fizyolojik materyallerde ila¢ konsantrasyonunu belirleyebilecek
duyarli bir analitik metot olmadiginda kullanilabilir. Bu testte hedef tiirlerde zamanin bir
fonksiyonu olarak aktif madde veya terapétik bilesigin ya da metabolit(ler)inin akut

farmakolojik etkilerinin uygun sekilde oOlg¢lilmesi gereklidir. Bu yaklasimda doz-cevap
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iliskisinin ortaya konmasi zorunludur. Yerel etki elde etmek i¢in hazirlanmis veteriner
tirtinlerinde biyoesdegerligin gosterimi i¢in bu en uygun metottur (EMEA 2001, Tras ve

ark 2005).
2.7.Tek Dozlu in vivo Biyoesdegerlik Calismalarimin Tasarim
2.7.1.Referans iiriin

Sponsor firma referans {iirlin se¢iminde kendi tercihini belirtme hakkina sahip
olmakla birlikte, en uygun referans {iriin diinyada ilk ruhsatlandirilan iiriin veya orijinal
molekiildiir. Referans {iriin ayni aktif madde bilesigini yeni bir formiilasyon, yeni bir dozaj
sekli veya yeni bir tuzu seklinde igeren onaylanmis bir iiriiniin giincel yiginlar1 (batch)
arasindan alinmalidir. Ayni terapétik bilesigin degisik esterleri fakli iiriinler olarak goz

ontinde bulundurulmalidir (EMEA 2001, Tras ve ark 2005).

Farkli talep, Ozellik veya etiketlerde hazirlanmis birkag onaylanmis iiriin mevcut
oldugunda biyoesdegerlik testi jenerik tirlin gibi tasarimlanmig ama ayni kullanima yonelik
olarak onaylanmis iiriin ile yuriitilmelidir. Ayn1 aktif maddeyi farkli konsantrasyonlarda
iceren birgok onaylanmis iirlin mevcut olugunda kimyasal esdegeri olan iiriiniin se¢ilmesi
en akilct yoldur. Orijinal iiriiniin onaylanmig birden ¢ok formiilasyonu mevcut oldugunda
(farkli tiirler/farkli amagclar i¢in) biyoesdegerlik caligsmalari her tlir ve amag i¢in ayri ayri
yiriitiilmelidir (Guidance for Industry 2002). Referans formiilasyon olarak ele alinan bir A
triininiin (A ilk onaylanan {irtin) B irlinine (ilk jenerik iiriin) biyoesdeger oldugu
belirlendikten sonra, B’nin de (ilk jenerik iirtin) C’ye (ikinci jenerik iiriin) biyoesdeger

olmasi C’nin A’ya biyoesdeger oldugunu garanti edemez (Toutain ve Koritz 1997).
2.7.2.Referans yol

Biyoesdegerlik degerlendirilmesinde referans uygulama yolu olarak klinik ve

toksikolojik denemelerde kullanilan yol tercih edilmelidir (EMEA 2001, Tras ve ark 2005).
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Parenteral kullanilan enjektabl soliisyonlarin biyoesdegerligi ¢calismalarinda, enjekte
edilen ilacin hacmi ve bolgenin yiizey alani, enjekte edilen ilacin dokuya yayilma
kaabiliyeti (penetrasyon katsayisi), ¢ozelti i¢indekilerin hareket hizi ve buna bagli olarak
¢Oziinmemis kismin ¢oziinme hizi (¢oziinme islemi sirasinda merkezdeki ¢ozlinmemis
kisimdan ¢6ziinme hiz1 etraftaki ¢ozlinen kismin yogunlugu ile yakindan ilgilidir),
enjeksiyon bolgesinin anatomik yapisi (kan ve lanf dolagimi yoniinden) ve pH’s1 (6zellikle
yangilt durumlarda) ile 1sis1, formiilasyonun yagda veya suda ¢oziniillirlik durumu,
hazirlanma sekli ve yogunlugu, kullanilan {iriin veya metabolitlerinin proteinlere baglanma
veya hiicre i¢i ya da hiicreler arasi bolgeye tasinma ile buralarda etkili faktorler ve benzeri

hususlar géz 6nilinde bulundurulmalidir (Toutain ve Koritz 1997, Tras ve ark 2005).
2.7.3.Test ve referans iiriin icin standartlar

Test ve referans olacak iirlinlerin 6zdeslik, dayaniklilik, nitelik ve saflik yoniinden
diger kabul edilebilir standartlar1 biitiin yonleriyle karsiladigi gosterilmelidir. Test iiriin
icindeki ilag miktar1 referans lriindeki miktardan +%5 den fazla fark gdstermemelidir
(EMEA 2001, Kayaalp 2001a). Kaliteli bir iirlin, biyoesdegerligini ve dolayisiyla
biyoyararlanim Ol¢limlerindeki performansini biitiin raf omrii boyunca korumalidir

(Kayaalp 2001a, Tras ve ark 2005).
2.7.4.Hayvanlar

Uriin veya uygulama yollarinin Kkarsilastirilmasimin yapilacags in vivo tek doz
biyoesdegerlik ¢alismalart miimkiinse ilacin kullanilmasinin diisiiniildiigi hedef tiirlerde
ayrt ayrit yuritilmelidir (Toutain ve Koritz 1997, EMEA 2001). Biyoesdegerlik
calismalarinda kullanilacak hayvanlar yas, cinsiyet, agirlik, irk, hormon ve beslenme

durumu ile verim seviyeleri yoniinden bir 6rnek olmalidir. Ayrica cinsiyet ile {irlinler
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arasinda etkilesime dair herhangi bir bilgi yoksa ¢alismanin bir cinsiyetle

sinirlandirilmamasi 6nerilir (EMEA 2001, Tras ve ark 2005).

Bir calisma igerisinde tiim hayvanlarin homojenligini saglamak zor oldugunda
(atlarda oldugu gibi) yas, agirlik, cinsiyet gerekirse her tedavi grubu i¢indeki hayvanlarin
dikkatlice ayrimiyla elde edilen homojen olmayan grubun kullanilmasi kabul edilebilir.
Burada sinirlandirmayla ilgili olan engelleyici faktor(ler)e gdére grup segimi rast gele

yapilmalidir (EMEA 2001, Tras ve ark 2005).

Bir biyoesdegerlik ¢alismasinda, biiylik denek i¢i degiskenlige sahip olan iirtin(ler) az
sayida hayvanla (n=6 gibi) calisildiginda ger¢ekte formiilasyonlar arasinda var olan
farklilik kullanilan istatistiksel metodun yetersizliginden dolay1 belirlenemeyebilir. Aksi
durumda ise denek ici degiskenligi kiigiik olan formiilasyonlar ¢ok sayida hayvanla (n=24)
calisilirsa tedaviler arasindaki farkliliktan emin olunabilir ama bu kiiciik ve tedavide

anlami olmayan bir belirleme olacaktir (Toutain ve Koritz 1997).

Uygun hayvan sayist dikkatlice belirlenmelidir. Biyoesdegerlik calismasinda
kullanilacak hayvan sayis1 belirlenirken tiiketici riski (alfa ya da tip bir hata), tiretici riski
(beta ya da tip iki hata), biyoesdegerlik araligi (delta) ve son olarak da test edilen
biyoesdegerlik parametrelerindeki denek i¢i degiskenlik veya hatalar (sigma hatas1) yeterli

hayvan sayisinin belirlenmesi i¢in temel 6gelerdir (Toutain ve Koritz 1997).
2.7.5.Deneme sartlari

Biyoesdegerlik ¢alismalar1  “Iyi Laboratuvar Pratigi” (GLP) cercevesinde
yiritiilmelidir. Oral yol basta olmak iizere, uygulama yolu i¢in aktif maddenin durumunu
etkileyebilecegi diisliniilen faktorlere 06zel Onem verilmelidir. Beslenme ilag ve
formiilasyonun 6zelliklerine bagli olarak ilag emilmesinin hiz ve derecesinde denek ici ve

denekler arasi degiskenligi de artirabilir. Herhangi bir biyoesdegerlik ¢alismasinin verimli
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bir sekilde yiirtitiilmesi i¢in aclik veya tokluk sartlart da protokolde belirtilmelidir.
Referans f{irtiniin etiketi iirlinlin aclik veya tokluk durumlarinda uygulanmasina bir
sinirlama getiriyorsa, biyoesdegerlik calismasi bu durum dikkate alinarak yiirtitiilmelidir

(EMEA 2001, Tras ve Yazar 2002).
2.7.6.Test edilecek doz

Genellikle dogrusal (lineer) farmakokinetik gdsterilmemis ise onaylanmis doz
dikkate alinmalidir. Referans {iriin olarak birka¢ onaylanmis doz mevcut oldugunda,
biyoesdegerlik testi en yiiksek doz ile yiiriitiilmelidir. Bununla da doruk plazma yogunlugu
elde edilemiyor ise doz asimi (overdoz) ile g¢alisma siirdiiriilmelidir. Ancak burada
toksikolojik yonden de calismaya ayr1 bir dnem verilmelidir. Farkli farmakolojik etkileri de
olabilecek sekilde tasarimlanmig (liriiniin terapotik talebine karsi) bir {irlin ig¢in eger
dogrusallik gosterilmemigse farkli dozlarda ¢oklu biyoesdegerlik calismalar1 gereklidir

(Toutain ve Koritz 1997, EMEA 2001).

Iki formiilasyonu karsilastirmada, eger aym etkin maddeye sahip bir {iriiniin yeni
formiilasyonu sistemik yararlanimda belirgin bir ilerleme gosteriyorsa bu durum doz
seciminde dnemli bir problem olarak 6ne cikar ve biyoesdegerlik calismalarinda bu tiir
durumlarin olmas1 da muhtemeldir (Toutain ve Koritz 1997). Ozellikle biiyiik hayvanlarda
biyoesdegerlik calismalarinda doz ayarlamasi yapilirken, hayvanlarin canli agirliklarinin
dikkatli takibinin EAA, Cgoruk V€ taoruk degerlerinde meydana gelebilecek olasi farkliliklari
gidermesi bakimindan énemi unutulmamalidir (Toutain ve Koritz 1997, Martinez ve ark

2001).
2.7.7.0rnekleme

Aktif madde ve/veya metabolitlerinin kan, serum veya plazma ya da idrardaki

konsantrasyonlart duyarli bir analiz yontemiyle ol¢iiliir (Guidance for Industry 2002,
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EMEA 2001). Ornekleme zamanlar1 eliminasyon ve emilme derecesi ile plato veya doruk
konsantrasyon ve zamanmnin dogru olarak belirlenmesine miimkiin oldugunca izin
vermelidir. Konsantrasyon-zaman egrisinin eliminasyon doéneminin dogru bir sekilde
cizilebilmesi i¢in, tyoryk’tan sonra en az ii¢ tercihen beg eliminasyon yari omrii kadar bir
siirede uygun araliklarla 6rnekleme yapilmalidir. Her seye ragmen bu 6rnekleme zamani
oral yolla uygulanan, hizli elimine edilen veya uzun eliminasyon yari omiirlii dozaj
sekilleri i¢in elverigli olmayabilir. Bu durumlarda biyoesdegerlik ¢alismasi yapilirken en az
bes eliminasyon yari Omrii kadar bir siire, Ornekleme zamani olarak goz Oniinde

bulundurulmalidir (Guidance for Industry 2002, EMEA 2001).

En etkili 6rnekleme zamanimin elde edilmesinde konsantrasyon-zaman egrisinin
bicimi ve konsantrasyon degerlerindeki benzeri degisikliklerin ayriminin yapilabilmesi igin
pilot bir ¢galismanin verilerine miiracaat edilmesi gerekebilmektedir (Guidance for Industry

2002, EMEA 2001).
2.7.8.Deneysel dizayn

Farmakokinetik calismalarda, denek ic¢i degiskenlik denekler arasi degiskenlikten
genellikle daha kiiclik oldugundan biyoesdegerligin belirlenmesinde hayvanlar arasi
farmakokinetik farkliliklarin etkisini azaltmak icin tek doz capraz tasarim se¢ilmelidir

(Toutain ve Koritz 1997, Guidance for Industry 2002).

Birinci c¢aligma 1ile ikinci c¢alisma arasinda bekleme siiresi olarak aktif
madde/maddeler veya metabolit(ler)in yarilanma Omriiniin on kati bir zaman dikkate
almmalidir. Ancak o6zellikle gelismekte olan hayvanlarda eliminasyon siiresi uzun
tiriin(ler)le yapilacak biyoesdegerlik calismalarinda mikrozomal enzimlerin uyarilmasi
ihtimaline kars1 ilave bir zamana ihtiya¢ duyulabilir (Guidance for Industry 2002, EMEA

2001). Biyoesdegerlik ¢alismalarinda kullanilacak iiriinlerin etkin maddesi avermektinler
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gibi yag dokuya affinitesi yliksek bilesikler igeriyorsa, iki ¢alisma arasindaki temizlenme
siiresi etkin madde/maddelerin eliminasyon yarilanma Omriiniin en az on kat1 olmalidir

(Toutain ve Koritz 1997).

Test ve referans {iriinle 6nceden yapilan calisma sonuglari ile arzu edilen istatistiksel
anlamlilik diizeyi ve giicii grup biiyiikliigiiniin belirlenmesinde onemli faktorlerdir. Bu
yonlerden ¢apraz calisma tasarimi avantajlidir (EMEA 2001). iki dénemli ¢apraz tasarim
dagilim hacmi (Vy), klirens(Cl), ilacin emilme hizindaki denekler arasi farkliliklar gibi
calismada degiskenlige neden olabilecek bir dizi faktorleri elimine eder. iki donemli ¢apraz
tasarimda deneklerin esit sayida olmasi kaydiyla rast gele A ve B dongiisii segilerek
deneme yiiriitiiliir. Eger bir ardisiklik etkisi belirlenmis ise, ¢apraz tasarimin birinci
periyodu paralel bir tasarim gibi analiz edilmelidir (Guidance for Industry 2002, Tras ve

ark 2005 ).

Asagidaki durumlar s6z konusu oldugunda g¢apraz yerine paralel tasarim tercih

edilmelidir:

v’ llacin hayvanda bazi fizyolojik ve biyokimyasal fonksiyonlar1 (koenzimleri)
degistirmesi ile ilacin klirensi ve biyoyararlaniminda ikinci donem i¢in degisikligin
muhtemel oldugu durumlarda,

v' Eliminasyon yar1 Omiri ¢ok uzun olan ilaglarin  biyoesdegerlik

degerlendirmesinde,

v' 1ki dénemli ¢apraz calisma diizeninde bekleme siiresinin ¢ok uzun olmasi nedeniyle

deneklerde belirgin yap1 degisikliginin ortaya ¢ikabilecegi durumlarda,

v' llag geciktirilmis veya uzatilms emilim (flip-flop kinetigi) gosterdiginde (EMEA

2001).
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2.8.Biyoesdegerlik Denemelerinin Istatistiksel Analizi
2.8.1.Analiz olacak karakteristikler

Kan serumu ya da plazma orneklerinin konsantrasyon-zaman egrilerinden ¢ikarilan
farmakokinetik parametreler analiz edilmelidir. Olasi 6nyargilardan sakinmak ig¢in asil
parametre karsilagtirmalari, uyarlanmis verilerin yerine goézlemle elde edilen veriler

tizerinden yapilmalidir (Guidance for Industry 2002, EMEA 2001, Tras ve Yazar 2002).
2.8.2.Tek dozlu calismalar

Olgiit olarak dikkate almacak parametreler dnceden belirlenmeli ve klinik ve/veya
toksikolojik etkilere uygun olmalidir (EMEA 2001). Biyoesdegerligin belirlenmesinde asil
parametreler ilacin biyoyararlanim derecesini gosteren konsantrasyon-zaman egrisi
altindaki alan (EAA) ile kismen biyoyararlanimin derece ve hiz1 ile ilaca maruz kalma
maksimumuna isaret eden doruk konsantrasyon (Cgomk)’dur. Diger bazi calismalarda
dikkate alinabilen (McKellar ve ark 1999, Sumano ve ark 2001b) ve degerlendirmede
kullanilan doruk konsantrasyona ulagsma siiresi (tgoruk), ortalama kalis zamani (OKZ),
Moment Egrisi Altindaki Alan (MEAA) gibi parametreler de vardir (Guidance for Industry

2002, EMEA 2001, Tras ve Yazar 2002).

EAA(o-) lineer trapezoidal yontemle hesaplanmalidir. Eger eliminasyon fazindaki
ornekleme araliklar1 yeterli ise logaritmik trapezoidal yol veya diger metotlar da
kullanilabilir (EMEA 2001, Zintzaras ve ark 2002). EAA’nin hesaplanma metodu 6nceden
belirlenmeli ve ekstrapolasyondan tercihen sakinilmalidir. Uygun durumlarda ekstrapolere
edilen EAA kismi, toplam EAA’nin %20’sinden daha fazla oldugu biitiin durumlarda
EAA(o-)’un kullanilmasi miimkiin degildir. Benzer teknikler Moment Egrisi Altindaki
Alan (MEAA) ve Ortalama Kalis Zamani1 (OKZ) i¢in de gegerlidir (EMEA 2001, Tras ve

Yazar 2002, Zintzaras ve ark 2002).
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Caoruk Ve taoruk karakteristikleri eger doruk konsantrasyon agikca belirlenmis ve doruk
bolgesindeki uygun ornekleme zamanlart dogru bir bi¢cimde tespit edilmisse anlamlidir

(EMEA 2001, Tras ve Yazar 2002, Zintzaras ve ark 2002).

OKZ ise sadece aym hayvanlarda damar i¢i (d.i.) uygulama sonrasinda OKZ
belirlenmis oldugu zaman kullanilabilir (EMEA 2001). Plazma ila¢ konsantrasyonu-zaman
egrisinden elde edilen OKZ, emilme hizlarindaki farkliliklar1 belirlemede tgoni’a bir
alternatif veya onunla karsilagtirilabilir bir deger olarak onerilmektedir. Eliminasyon
yartlanma siiresi bes saatten az ve emilim hiz1 eliminasyon hizindan yiiksek
formiilasyonlarda test ve referans formiilasyonlarin OKZ degerleri arasindaki fark, emilme
hizlarindaki farkliliklarin belirlenmesinde en gii¢lii parametre olarak ortaya ¢ikar. Bununla
birlikte eger eliminasyon yarilanma siiresi bes saati asiyorsa, OKZ’daki farkliliklar igin
%90 giiven aralig1 biyoesdegerlik testinde genellikle ¢ok genistir (Toutain ve Koritz 1997,

EMEA 2001).
2.8.3.Biyoesdegerligi belirleme olciitii (Biyoesdegerlik arahig)

Iki veya daha ¢ok iiriiniin biyoesdeger olduklarinin kararini verirken sadece sayisal
degerlerin istatistiksel 6nemi degil, denek i¢i ve denekler aras1 degiskenlerin tibbi 6nemi
de dikkate alimmalidir. Bazi fiiriinler i¢in biyoyararlanimdaki daha biiyiik degiskenlik,
terapdtik kullanig amaci veya iiriinlin genis terapotik indeksi nedeniyle ¢ok titiz dozaj

rejimi gerektirmemesi hallerinde goz ard1 edilebilir (EMEA 2001, Zintzaras ve ark 2002).

Yiiksek derecede degisken (ANOVA testi ile belirlenen 6zne i¢i varyasyon katsayisi
%30’dan fazla olan) ilaglar ile ila¢ olarak kullanilan endojen etkin maddeler ve
eliminasyon yarilanma Omrii ¢ok uzun ya da kiral maddeler igeren iiriinlerin
biyoesdegerliginin degerlendirilmesinde kabul araligi veya diger Olgiitler agisindan var

olan sorunlarin ¢oziimii i¢in bu smirlarin biraz daha genisletilmesi bazi otoriteler
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tarafindan tavsiye edilmektedir. Yiiksek derecede degisken ilaclar ile yapilan
biyoesdegerlik calismalarinda fazla sayida denek kullanilmasi gerekmektedir. Bir diger
husus, yiiksek derecede degisken ilaglar ayrica terapdtik indeksi dar ilaglardan ise bu
ilaglarla yapilacak biyoesdegerlik ¢alismalarinda kabul araligi ‘kale’nin genisletilmesinin

yaninda kararli durum ¢aligsmasi yapilmasi da 6nemlidir (Kayaalp 2001a).

Biyoesdegerlik  verilerinin  yorumlanmasinda %90 giiven araligi  daima
kullanilmaktadir. Genel kural olarak EAA icin iki uygulama ortalamasi karsilastirildiginda
bu araligin %80-125 simirlar1 iginde olmasi gerekir. Ancak genis giivenlik araligina sahip
bilesikler ya da genis terapdtik indekse sahip bilesikler icin bu smirlarin daha da
genisletilmesi tavsiye edilmektedir (Toutain ve Koritz 1997). Eger ilacin etkisi kademeli
doz-cevap ozelliginde ise %20’lik bir fark kabul edilmeyebilir (EMEA 2001, Tras ve
Yazar 2002). Cyoruk i¢in de bu %90 giiven sinir1 %80-125"dir. Fakat bu parametre 6zellikle
orneklemeye bagimli olarak ¢ok biiyiik bir degiskenlik sergiliyorsa %70-143’liik sinirlar

kabul edilebilir (Guidance for Industry 2002, EMEA 2001, Tras ve ark 2005).

Bu o6nemli iki parametrenin (EAA ve Cgorik) %90 giiven sinirlarinin (0.8—1.25)
karsilastirilmastyla farmasotik olarak esdeger olmayan ama ayni etkin maddeyi iceren

tiriinler i¢in biyoesdeger olarak karar verilebilir (Tras ve Yazar 2002).

Zamana bagli tyox gibi parametreler i¢in (eger kullanilmasi gerekiyorsa)
degiskenligin izafi bir aralig1 se¢ilmelidir, burada 10 dakikalik t4or’un %20 degiskenligi
120 dakikalik tgorx’un %20 degiskenligi ile ayni anlamda olamaz. Bu parametre igin
biyoesdegerlik araligi dikkatlice tarif edilmeli ve dogrulanmalidir (EMEA 2001, Tras ve

ark 2005 ).
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2.8.4.Veri analizi

Veri analizi ayrintili olarak yapilmalidir. Bir varyans analizi (formiilasyon, donem,
siklik, siklik i¢indeki hayvanlar ve uygun oldugunda cinsiyet ve cinsiyet formiilasyon
etkilesmeleri dahil) gliven araliginin hesaplanmasinda kullanilacak degiskenlik hatasinin
belirlenmesinde gereklidir (EMEA 2001). EAA ve Cgyoruk i¢in varyans analizi yapmadan

once verilerin logaritmaya dontistiiriilmesi tavsiye edilir. Buradaki temel amag;
v Degiskenleri kararli duruma getirmek,
v Parametre dagilimini normallestirmek,
v Kullanilan istatistiksel modelin katkisindan emin olmak ve

v Biyoesdegerlik araligini bir oran veya yiizde (%) olarak gosterebilmektir (Toutain

ve Koritz 1997).

Zamana bagli parametrelerin degerlendirilmesinde bu donilisiim uygun olmadigindan
non-parametrik bir yaklasimla istatistige sokulmasi diisiiniilmelidir (EMEA 2001,

Zintzaras ve ark 2002).

Genellikle parametrik ve non-parametrik metotlar ¢ok benzer kabul sinirlarinin
hesaplanmasina rehberlik ederler. Sponsorlar kendilerine ait iiriinlerin biyoesdegerliginin
belirlenmesinde diizenleme otoriteleriyle temas kurarak, non-parametrik yaklagimin

kullanilmasini dncelikle tavsiye ederler (Toutain ve Koritz 1997).

Biyoesdegerlik kararini verebilmek icin ANOVA tablosunda bulunan belirlenmis
hata degiskenligi ile hesaplanan giiven araliklari, alt ve st sinirlar1 6nceden belirlenmis
siirlarla karsilastirilmalidir. Logaritmaya donilistimil yapilmig veriler i¢in %80—%125 veya
%70-%143, doniisiimii yapilmamig degerler i¢inse %80-%120 veya %70-%130 sinirlari
dikkate almir. Aymi sekilde terapdtik indeksi dar olan ilaglarda, EAA {izerinden

biyoesdegerlik kararini verirken sinirlarin daraltilmasi (logaritmaya doniistimii yapilmamis
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veriler i¢in 0.9-1.10 ve doniisiimii yapilmis veriler i¢in 0.9-1.11) gereklidir (Toutain ve
Koritz 1997). EAA parametresine gore yapilan biyoesdegerlik incelemelerinde,
biyoesdeger oldugu belirlenen iiriinler hakkinda diger biitiin parametrelere gore lriinler
biyoesdeger olmasa dahi, olumsuz tiim hipotezler reddedilerek biyoesdegerlik lehinde

karar verilebilir (EMEA 2001).

2.9.Veteriner Sahada Kullamlan Baz flaclar Icin Gerceklestirilen Biyoesdegerlik

Calismalar:

Amerika Birlesik Devletleri ve Avrupa Birligi iilkelerinde gerekli kanuni
diizenlemelerin yapilmasii takiben veteriner hekimlikte kullanilan bazi ilaglar igin
biyoesdegerlik calismalar1 gergeklestirilmistir. Bu alanda yapilacak biyoesdegerlik
calismalarina planlama, gergeklestirme ve diger kriterler acisindan ornek teskil edecek

caligsma sonuglar1 6zet olarak sunulmustur (Tablo2.1).
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Tablo 2.1 Bazi arastiricilar tarafindan degisik hayvan tiirlerinde farkl: tiriin/tiriinler kullanilarak yapilan biyoesdegerlik calisma sonuglari

Kullanilan Uriin Calismanin amaci

Ivermektin

Ivermektin

Seftiofur
sodyum

Enrofloksasin

Enrofloksasin

Enrofloksasin

Suksibuzon

Karprofen

Deltametrin

IVM Test ve IV Kont.’un
biyoesdegerliginin
arastirilmasi.

IVM Test ve IV Kont.’un
biyoesdegerliginin
arastirilmasi.

Deri alt1 ve kas igi
uygulama yolunun
biyoesdegerliginin
arastirilmasi.

Baytril %10 oral ile iig
miistahzarin
biyoesdegerliginin
arastirilmasi.

Baytril %10 oral ile 9 ticari
miistahzarin
biyoesdegerliginin
arastirilmasi.
Enrofloksacyna % 10’un,
Baytril %10°a
biyoesdegerliginin
arastiritlmasi.

Pasta ve graniil sekillerinin
biyoesdegerliginin
arastirilmast

Deri alt1 ve oral uygulama
yolunun biyoesdegerliginin
arastirilmasi.

Iki tirtiniin farmakodinamik

biyoesdegerliginin
arastirilmasi.

Hayvan
tirti
Domuz

Sigir

Sigir

Pilig

Sigir

Pilic

At

Kopek

Koyun

Uygulama
yolu
Deri alt1

Deri alt1

Deri alt1 ve
kasici

Oral

Kas i¢i

Oral

Oral

Oral ve deri
alt1

Oral

Arastirict ve
yil

Lifschitz ve
ark 1999

Lifschitz ve
ark 1999

Brown ve ark

2000

Sumano ve
ark 2001a

Sumano ve
ark 2001b

Posyniak ve
ark 2001

Jaraiz ve ark
1999

Clark ve ark
2003

Cadiergues ve Farmakodinamik

ark 2004

Biyoesdegerlik
caligma tipi
Farmakokinetik

Farmakokinetik

Farmakokinetik

Farmakokinetik

Farmakokinetik

Farmakokinetik

Farmakokinetik

Farmakokinetik

Degerlendirme

Parametreleri
Cdoruks EAAO-

20giin ve EAAlop

Cdoruks EAAO-

20giin ve EAAlop

EAA1as, EAA,.
09 Cdoruko tdoruk ve

to2

Caork Ve EAA

EAA3 Cdoruka
tip

Cdoruka tdoruk ve
EAA

EAAO—lasta Cdoruk
ve MRT(OKZ)

Cdoruk ve EAA

Uygulama

sonrasi 7. ve 14.

giinlerde

artropot sayimi

Biyoesdegerlik
araligi

0.8-1.25

0.8-1.25

0.8-1.25

0.8-1.25

0.8-1.25

0.8-1.25

0.8-1.25

20% ve +25%
(0.8-1.25)

Direk baki

KARAR

Biyoesdeger

Biyoesdeger

Biyoesdeger

Biyoesdeger
degil

Biyoesdeger
degil

Biyoesdeger

Biyoesdeger

Biyoesdeger

Biyoesdeger
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Tablo 2.2 Biyoesdegerlik calismalarina ait sonuglarinin degerlendirilmesinde dogru ve
yanlis kararin 6nemini vurgulayan tablo.

GERCEK
Biyoesdeger Biyoesdeger degil
Biyoesdeger Dogru karar herkes kazanir Yanlis karar tiiketici kaybeder

Biyoesdeger degil | Yanlis karar destekleyen kaybeder | Dogru karar tiiketici kazanir

KARAR

Biyoesdegerlik calisma sonuclarinin degerlendirilmesinde verilen kararin dogru veya
yanlis olmasi (Tablo 2.2) iiretici, tiiketici ve iilke ekonomisi acisindan oldukc¢a dnemlidir

(Oner 1994).
2.10.Enrofloksasin ve Farmakokinetik Ozellikleri

Enrofloksasin  (1-siklopropil-6—floro—1,4—dihidro—4—okso—7[4—etil-1-piperazinil]-3
kuinolin karboksilik asit), sadece veteriner hekimligi alaninda kullanilmak {izere
gelistirilmis, florokinolonlar grubunda yer alan, bakterisid etkili antimikrobiyel bir ilagtir.
Enrofloksasin, aminoglikozidler, B-laktamlar, tetrasiklinler, folik asit antagonistleri ve
makrolidler gibi antimikrobiyel ilaglara direngli mikroorganizmalara da etkilidir (Scheer
1987, Paton ve Reeves 1988, Flammer ve ark 1991, Walker ve ark 1992, Anadon ve ark
1995). Ilacin EKEY (MIK=En Kiiciik Engelleyici Yogunluk)u hakkinda farkli degerler
bildirilmektedir (0.008—0.75 pg/ml Scheer 1987, 0.01-0.5 pg/ml Flammer ve ark 1991,
0.03-0.75 pg/ml Vancutsem ve ark 1990). Fakat bu deger P.auroginosa igin 2.04 pg/ml'ye
kadar ¢ikabilmektedir (Vancutsem ve ark 1990). Ilacin, 2.5-5 mg/kg dozunda oral veya
parenteral giinde bir defa hayvanlara verilmesi, veteriner hekimligi uygulamasinda kabul

edilen ve Onerilen dozaj rejimidir (Vancutsem ve ark 1990, Kaya 1997, Appelbaum ve

Hunter 2000).
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DNA jiraz (topoizomeraz II) ve topoizomeraz IV’ii inhibe ederek -etkilerini
gosterirler. Memeli hiicreleri bu enzimlerden yoksun oldugu i¢in bu ilaglar sadece bakteri
hiicrelerini secici bir sekilde etkilerler. Bu enzimlerin inhibisyonu sonucu, DNA kalib1
ctkamadigi i¢in béliinme olusmaz ve bakteriler normal olmayan bigimde uzayarak oliirler

(Kaya 1997, Elmas ve Tras 1999 ).

Enrofloksasinin eliminasyon yart omrii, uygulama yolu ve hayvan tiiriine gore
degismekle beraber uzun (2-9 saat) olmasi nedeniyle belirtilen dozlarda giinliik tek veya
iki kez yapilan ilag uygulamalarinin sagaltim i¢in yeterli oldugu bildirilmektedir (Cabanes
ve ark 1992, Mengozzi ve ark 1996, Kaartinen ve ark 1997a, Elmas ve ark 2000, 2001).
Enrofloksasin, d.a. (deri alt1) ve k.i. (kas i¢i) uygulamalari takiben 14 saat i¢cinde serum
doruk konsantrasyonlarina ulagsmaktadir (Scheer 1987, Broome ve ark 1991, Walser ve ark
1993, Kaartinen ve ark 1995, Mengozzi ve ark 1996, Kaartinen ve ark 1997a, Elmas ve ark
2001). Sistemik dolasimda elde edilen ortalama doruk yogunlugu ise yine uygulama yolu,
dozu ve hayvan tiiriine gore degismekle beraber 0.8-3 pg/ml arasindadir (Cabanes ve ark

1992, Mengozzi ve ark 1996, Kaartinen ve ark 1997b, Elmas ve ark 2000, 2001).

Uygulama yerinden ¢ok hizli ve yiiksek oranda emilen enrofloksasinin viicudun tiim
doku ve organlarina dagilma orani ¢ok yiiksektir. Dagilim hacmi (V) ise ortalama 0.6-3
L/kg arasindadir (Davidson ve ark 1986, Vancutsem ve ark 1990, Cabanes ve ark 1992,
Mengozzi ve ark 1996). Degisik hayvan tiirlerinde yapilan ¢alismalarda enrofloksasinin
dokulara (Scheer 1987, Anadon ve ark 1995, Intorre ve ark 1997) ve doku sivisinin
gostergesi durumundaki lenf (Elmas ve Trag 1999) ve bronkoalveolar lavaj (Hawkins ve
ark 1998, McKellar ve ark 1999) sivilarina, EKEY ve plazma/serum diizeylerinin iistiinde

gectigi belirtilmektedir.

Enrofloksasin, %20-55 oraninda karacigerde mikrozomal enzimlerce de-etilasyon

tepkimesi sonucu, kendisi gibi giiclii antibakteriyel etkinlige sahip ana metaboliti olan
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siprofloksasine doniistiiriiliir (Kiing ve ark 1993, Kaartinen ve ark 1995, 1997a, Mengozzi
ve ark 1996, Intorre ve ark 1997, Cester ve Toutain 1997, McKellar ve ark 1999).
Enrofloksasinin, siprofloksasinden baska metabolitleri de vardir (Kaartinen ve ark 1995).
Koyunda enrofloksasinin d.i. uygulama sonrasi siprofloksasine doniisiim oraninda k.i.
uygulamaya gore (%35) d.i. uygulama sonrasi (%55) belirgin bir farklilik tespit edilmis
olup bu farkliligin d.i. uygulama sonrasi hizli ve genis bir dagilim hacminin
gergceklesmesinden kaynaklanmis olabilecegi sonucuna varilmistir (Mengozzi ve ark 1996,

Tras ve Elmas 2005).

Hatta enrofloksasinin bir 6n ila¢ (prodrug) oldugu ve bakterilere karst olusturulan
etkinligin 6nemli bir kisminin ana metabolit olan siprofloksasin tarafindan meydana
getirildiginin belirtilmesinin yan1 sira (Kiing ve ark 1993, Cester ve Toutain 1997), bazi
hayvan tiirlerinde ve genglerde siprofloksasin doniisiimiiniin 6nemsiz olmas1 (Fraile ve ark

1997, Intorre ve ark 1997), enrofloksasinin kendisinin de etkili olabildigini gostermektedir.

Enrofloksasinin siprofloksasine doniigiim oranlar1 kullanim yolu ve hayvan tiirlerine
gore degismektedir. Bu oranlar kedide oral yolla kullanim sonras1 13. dakikada %20’den
fazla, kopekde %40, ordekte %10, atda %20-35, lamada %36, papaganda %378,
domuzda %10, koyunda %35-55 ve sigirlarda 5 mg/kg dozunda damar i¢i uygulama

sonrast %35 oraninda doniistiigi belirlenmistir (Tras ve Elmas 2005).

Enrofloksasin, viicuttan baslica bobrek, ikincil olarak da safra ile atilir (Vancutsem
ve ark 1990, Kaya 1997). Glomeriiler filtrasyon ve probeniside duyarli tubiiler sekresyon
sayesinde idrarda yliksek konsantrasyonlara ulasir. Bobrek yetmezliklerinde atilim
azalacagindan, hastalarin durumu gozden gegirilerek gerekli doz ayarlamasi yapilmalidir.

Safra ile atilma oranlari tiirlere gore degismektedir (Vancutsem ve ark 1990).
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Cok yiiksek dozlarda kullanildiklarinda yavru ve gen¢ hayvanlarda kikirdak dokusu
ve eklemlerde hasara neden oldugundan kopek ve atlar basta olmak iizere, biiyltimekte olan
hayvanlarda florokinolonlarin kullanilmasinin sakincali oldugu bildirilmistir (Mengozzi ve

ark 1996).

Florokinolonlarin en fazla lipofilik olam1 enrofloksasindir. Yavrularin toplam viicut
yag oranlar1 erigkinlerden daha az oldugundan dokulara toplam ila¢ dagilimi1 azalmakta ve
buna bagli olarak da ilacin yarilanma 6mriinde azalma olusmaktadir (Seguin ve ark 2004).

Baz1 florokinolonlar bakterilerin biiylime donemindeki duragan fazda bile yiiksek
derecede bakterisit etkinligi siirdiiriirler, bundan dolay1r da daha genis bir doz araliginin
saglanmasi haliyle tedavide 6nem arz eder (Bermingham ve ark 2000).

Florokinolonlarin oral yolla demir, aluminyum, magnezyum, kalsiyum gibi iki veya
tic degerli maddelerle birlikte verilmesi hayvanlarda emilimi azaltabilmektedir. Bu nedenle

bu tiir maddelerden 1-1.5 saat 6nce veya sonra verilmelidir (Tras ve Elmas 2005).

Enrofloksasin, sigirlarda da benzer farmakokinetik o6zellikler gostermektedir
(Kaartinen ve ark 1995). Sagmal sigirlarda k.i. yolla 5 mg/kg dozda uygulanan
enrofloksasinin 4-8. saatler arasinda siitte 1.3-2.5 pg/ml’lik Cgyorx sagladigi, genis bir
dagilim hacmine (Vg=1 L/kg) ve 5.9 saat gibi uzun bir yarilanma Omriine (tip) sahip
oldugu tespit edilmistir (Kaartinen ve ark 1995). Ayni calismada, enrofloksasinin d.i. yolla
uyguladiktan sonra siitte 0.7—1.3 saatler arasinda doruk konsantrasyon sagladig1 ve temel
bazi farmakokinetik parametrelerin (ti3 ve OKZ) d.a. ve k.i. yolla uygulamalarda
benzerlik gosterdigi, fakat d.i. uygulama bu iki yolla karsilastirildiginda farkin istatistiksel
olarak anlamli (P<0.05) oldugu belirlenmis ve uygulama yoluna bakilmaksizin uygulanan
toplam enrofloksasinin yaklasik %0.2 gibi bir miktar1 ilk 24 saatte siitte tespit edilebildigi,
serumdaki antibakteriyel aktivitenin d.a. uygulamada k.i. uygulamaya gore belirgin

bicimde yliksek oldugu ama bu uygulama yollara ait Cgyon degerlerinin belirgin bir
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farklilik arz etmedigi tespit edilmistir. Ortalama Emilme Zamani1 (OEZ) (MAT) ydniinden
karsilastirma yapildiginda 6.2 saat k.i. ve 6.9 saat d.a. olarak, OKZ (MRT) degerleri d.i.,

k.i. ve d.a. sirastyla; 1.80, 7.98 ve 8.40 saat olarak belirlenmistir (Kaartinen ve ark 1995).

Sigirlarda yapilan ¢alismalarda o6rneklerin toplanmasiyla 6l¢iim yapilmasi arasinda
gecen siirenin (6rnek depolama siiresi) plazma ve/veya serum igerisindeki enrofloksasinin
siprofloksasine doniisiimiinde belirgin bir etkisi s6z konusudur (Kaartinen ve ark 1995).

Enrofloksasin sagladig1 genis etki spektrumu, genis dagilim hacmi, uzun yarilanma
Omrii, olusan metabolitinin de (siprofloksasin) antibakteriyel etkiye sahip olmasi,
bakteriyel diren¢ gelisiminin en az olmasi, bir¢ok mikroorganizma i¢in diisiik EKEY
(MIC) degerine sahip olmasi, d.a. ve k.i. uygulama sonrasi yiiksek biyoyararlanim
sergilemesi ve plazma proteinlerine baglanma oraninin diisiik olmas1 gibi iistiinliiklerinden
dolay1 veteriner ilaglar1 arasinda oncelikli olarak tercih edilmekte ve genis uygulama alani

bulmaktadir.

Ulkemizde ayn1 miktarda enrofloksasin (%10) iceren ve farmasotik esdeger olduklar
icin muadil olarak ruhsatlandirilan 16 adet iiriin mevcuttur. Bu calismada A (referans)
iriind ile B (test) iirlinlinlin sigirlarda k.i. yolla 2.5 mg/kg dozda uygulamasi sonrasinda

biyoesdegerligi aragtirilmigtir
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3. MATERYAL ve METOT
3.1.Materyal

Calismanin tiim asamalar1 iilkemizde benzer bir yonetmelik olmadigi i¢in Avrupa
Birligi “Veteriner Tibbi Uriinler i¢in Biyoesdegerlik Calismalari’nin bilimsel kural ve
degerlendirme esaslarin1 igeren yonetmelik (EMEA 2001/CVMP/016/00-corr-FINAL)

temel alinarak yiirtitiildi.
3.1.1.Hayvanlar

Calisma 6 adet 12-18 aylik Isvicre esmeri (ortalama 360400 kg) diiveler {izerinde
gergeklestirildi. Hayvanlar 15 giin onceden ayni ortama alinarak herhangi bir ilag
uygulanmasi engellendi, ikinci uygulama tamamlanincaya kadar bu duruma titiz bigimde
devam edildi. Hayvanlar ilag uygulamalarindan bir giin 6nce doz ayarlamasmin dikkatli
olarak belirlenebilmesi i¢in tartildi. Yem olarak giinde 3 defa kaliteli misir silaji, su ad
libitum olarak verildi. Bu ¢alismanin klinik safhas1 22.07.2004 ve 06.08.2004 tarihlerinde
Malatya Sultansuyu Tarim Isletmesine ait Yenikdy inekhanesinde, analizlerin yapildig
biyoanalitik safhas1 ise 2005 yili Nisan aymda Istanbul Pendik Veteriner Kontrol ve
Arastirma Enstitii’siinde tamamlandi. Denemelere baslamadan 6nce S.U. Saglik Bilimleri
Enstitiisii Etik Kuruluna yapilanbasvuru sonrasinda tiim c¢alisma siirecinde hayvanlar
tizerinde gerceklestirilecek iglemlerin Etik Kurul Yonergesi’ne uygunluguna dair rapor

(n0=2004/12) alind1 (Ek-1).
3.1.2.11aclar

Calismada tilkemizde satiga sunulan ve enrofloksasin igeren (biri biyoesdegerlik
calismalarindaki referans iiriin tanimina uygun molekiil ve digeri ise bir yerli iirlin) iki
farklt miistahzarin farmakokinetik profilleri karsilagtirildi. Bunlar A ve B {iriinii olarak

belirlendi. Uriinler ile ilgili detayli bilgi {ilkemizde yiiriirliikte olan herhangi bir yonetmelik
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olmamasi1 nedeniyle verilememistir. Calismada kullanilan ilaglar arastiric1 tarafindan

muadil iirtinlerin sahadaki giincel yiginlari i¢inden rast gele 6rneklenerek topland.
3.1.3.Arac ve geregler

1. Vakumlu cam tiip (10 ml EDTA’11) (200 adet),

2. Santrifiij (SIGMA, 3 K18, Almanya),

3. Plastik tiip (10 ml),

4.Vorteks (Thermolyne, Type 37600 mixer, Barstead/Thermolyne, Amerika Birlesik

Devletleri),

5. Viyal 0.5 ml (200 adet),

6. Buzdolab1 (Bosch) 2001 model,

7. Derin dondurucu -86 C° (Thermo Forma, ULT Freezer, Amerika Birlesik Devletleri),

8. Yiiksek Basingli Likit Kromatografi (HPLC) (Thermo Finnigan, Surveyor Autosampler,

PDA-Detector, LC Pump, Model SRVYR-PDAS, ingiltere),

9. pH metre, (HANIVA instruments, HI 931401, Microcessor, Portekiz).
3.1.4.Kimyasal madde ve soliisyonlar

3.1.4.1.Kimyasal maddeler

Diklormetan (GPR™ BDH prod28096 6F ), Asetonitril (J.T.Baker inc.), disodyum
hidrojen fosfat (Na,HPO,4, Merck), sodyum dihidrojen fosfat (NaH,PO, Merck), sodyum
hidroksit (NaOH, Merck), orthofosforik asit (H;POs, Merck), enrofloksasin % 98>
(BioChemika/Fluka, 17849), trietilamin (J.T.Baker Inc.), su olarak ultra saf su 18.2

kullanildi.
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3.1.4.2.Soliisyonlar
Stok calisma soliisyonlari: Enrofloksasinin saf seklinden 10 mg tartilarak, 100 ml

0.5M sodyum hidroksitte ¢ozdiiriildii.
3.2.Metot
3.2.1.Calisma tasarimm ve ila¢ uygulamalan

Calisma iki donemli tek dozlu capraz (cross-over) tasarima gore gerceklestirildi.
Calismada denek olarak kullanilan 6 hayvandan yarisina B iirliniinden diger yarisina A
tirlinlinden oOnerilen dozda (2.5 mg/kg) kas i¢i (M.semitendinosus ile M. Semimembranosus
arasina) yolla uygulandi. Iki haftalik temizlenme siiresinden sonra ayni islem c¢apraz olarak

tekrarlandi.
3.2.2.Kan orneklerinin toplanmasi

Hayvanlardan uygulama oncesi 0. ve ila¢ uygulamalarini takiben 10., 20., 30., 45.,
60., 90. dakikalar ile 2., 3., 4., 6., 8., 12. ve 24. saatlerde V. jugularis’ten katater yardimiyla
toplanan 10 ml kan 6rnekleri aninda steril 10 ml’lik EDTA’l1 vakumlu tiiplere alindi, 2500
rpm’de 15 dakika siireyle santrifijje edilerek elde edilen plazma ornekleri saklama
tiiplerine aktarilarak, ekstraksiyon ve analiz edilinceye kadar derin dondurucuda (-20 °C)

saklandi.
3.2.3.Plazma enrofloksasin diizeyinin belirlenmesi

Anadon ve ark (1995) tarafindan bildirilen metota uygun olarak plazmalardan
ekstraksiyon yapildi. Elde edilen ekstraktlardaki enrofloksasin diizeyi yliksek basingl likit

kromatografi (HPLC)’de 6l¢iildii.
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3.2.3.1.Enrofloksasin ekstraksiyonu

Anadon ve ark (1995)min kullandiklar1 metot modifiye edilerek uygulandi. 2 ml
ornek tiizerine 3 kati oraninda diklormetan ve 1 ml 0.05 M Na-fosfat buffer soliisyonu
(pH:7.5) ilave edilerek vortekste karistirildiktan sonra 2500 rpm'de 10 dakika santrifiije
edildi. Diklormetan kismi alinarak iizerine 0.5 ml 0.5 M NaOH soliisyonu ilave edildi,
vortekste karistirildi ve 2500 rpm'de 10 dakika santrifiij edilildi. Ustteki sulu kismim 0,5

ml'si viyallere alindi ve 10 pl'si HPLC analizi i¢in kullanildi.
3.2.3.2. HPLC parametreleri

HPLC : Thermo Finnigan, Surveyor Autosampler, PDA-Detector, LC Pump,

Model SRVYR-PDAS, Ingiltere

Mobil faz : Acetonitril (A): 0.025 M Ortofosforik asit (B) (trietilaminle pH:3’e
ayarlandz).

Pompa program1 : % 20 A % 80 B

Dedektor : Diode array dedector (DAD)

Kolon : C15 Thermo-Hypersil-Keystone 250x4.6mm 5u Hypersil® BDS
Dalga boyu : 278 nm

Akis hizi : Iml/dakika

3.2.4.Farmakokinetik hesaplamalar

Biyoesdegerlik degerlendirmesine esas olusturacak iki miistahzara ait farmakokinetik
degiskenlerin belirlenmesinde Wagner (1975) ve Shumaker (1986) tarafindan bildirilen
esitliklere gore hesaplama yapan iki paket bilgisayar programi kullanildi. Enrofloksasinin
sigirlara kas i¢i uygulanmasindan sonra elde edilen farmakokinetik ozellikleri iki

kompartmanli acik modele uygunluk gosterdi. Her bir hayvanin plazma konsantrasyonu-
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zaman egrileri cizildikten sonra asagidaki temel esitlik {izerinden farmakokinetik

degiskenler hesaplandi.
C=A " +A; e Ay ™

Bu formiilde C plazma konsantrasyonu, A;, A, ve A; matematik katsayilari, o
dagilim donemindeki egrinin egimi veya hiz sabitesini,  atilma donemindeki egrinin egimi
veya hiz sabitesini, k, ise merkezi bolmeye birinci derece emilme hiz sabitesini, t zamani

ifade eder.

Kas i¢i uygulamadan sonra elde edilen egrinin altindaki alan (EAA¢ 24 ve EAApiam)
logaritmik trapezoid metoduna gore hesaplandi. tgomk Ve Caoruk iS€ ¢izilen egrilerin direkt
bakist ile elde edildi. Farmakokinetik degiskenlerden eliminasyon yarilanma omrii (ti/2p) ve

(OKZ) ise Wagner (1975) tarafindan bildirilen esitlikler yardimiyla hesaplandi.
3.2.5.Istatistiksel analiz

[laglarin parenteral uygulamay: takip eden ornekleme zamanlarindaki plazma
konsantrasyonlar1 ile farmakokinetik hesaplamalar sonucu elde edilen eliminasyon
yarilanma Omiirleri ve egrinin altindaki alan degerlerine her ilacin kendi i¢inde, Minitab
Release 9.2 (1993) yardimiyla "iki yonli t testi" uygulanarak onem kontrolii yapildi.
Biyoesdegerlik sonucuna ulasabilmek icin ANOVA tablosunda bulunan belirlenmis hata
degiskenligi ile hesaplanan giiven araliklarinin alt ve {ist sinirlar1 dnceden belirlenmis

sinirlarla karsilastirildi.
3.2.6.Verilerin analizi ve biyoesdegerlik degerlendirmesi

EAA ve Cgonk i¢in logaritmik doniisiim yapildiktan sonra biyoesdegerlik icin %90
giivenle olmasi gereken 0.7-1.43 aralig1 goz oniine alinarak karar verildi. Zamana bagh bir
parametre olup ikinci derecede 6nemli kabul edilen t4onk i¢in ise logaritmik donilisiim

yapilmadigi i¢in 0.8—1.25 aralig1 dikkate alind1.
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4. BULGULAR

Bu calismada A® (referans iiriin) ve B® (test iiriin) iiriinlerde kalite kontrol amaciyla

yapilan oOlgiimlerde pH degeri sirasiyla 10.910 ve 11.145, etkin madde miktar1 ise 95.7

mg/ml ve 106 mg/ml olarak tespit edildi. Saf enrofloksasinden hazirlanan 400, 600, 1200,

2400, 3600 ng/ml’lik standart ¢ozeltilerle dlgiimlerde kalibrasyon egrisi (r* =0.9776)

cizildi.

Enrofloksasin iceren A (referans iirlin) ve B (test iiriin) {iriinlerinden kas i¢i yolla tek

doz (2.5 mg/kg) uygulama sonrasinda elde edilen degerler yardimiyla konsantrasyon-

zaman egrileri ¢izildi (Grafik 4.1).
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Grafik 4.1 Enrofloksasin igeren iriinlerin diivelere kas i¢i yolla tek doz 2.5 mg/kg
uygulanmasi sonrasinda elde edilen yar1 logaritmik ortalama (+SEM) konsantrasyon-

zaman egrileri (n=6).
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Bu egrilerin direkt bakisi ve farmakokinetik hesaplamalarla belirlenen sonuglara gore
her iki {iriinde de enrofloksasinin belirtilen yol ve dozda uygulama sonrasinda elde edilen
farmakokinetik 6zelliklerinin iki kompartmanl disa a¢ik modele uygunlugu belirlendikten

sonra farmakokinetik parametreler hesaplandi (Tablo 4.1).

Tablo 4.1 Enrofloksasin igceren iki iiriinlin diivelere kas i¢i yolla tek doz 2.5 mg/kg
uygulanmasi sonrasinda elde edilen ortalama (:SEM) farmakokinetik parametreleri (n=6).

Farmakokinetik Uriin (B) Uriin (A) P-Degeri

Parametreler Ortalama £SEM(min-maks) Ortalama £SEM(min-maks)

Caoruk (ng/ml) 548+74.0 (392-801) 433+74.0 (211-728) 0.326
Taoruk (saat) 1.75 1.50 1.000
EAA(,4 (ng/ml/saat) 3.379+0.232 (2.833-4.180) 2.487+0.194 (2.097-3.035) 0.004
EAA, (ng/ml/saat) 3.469+0.224 (3.095-4.327) 2.687+0.176 (2.196-3.141) 0.007
ti2p (saat) 6.430+1.136 (4.147-11.378) 8.363+1.906 (5.189-17.693) 0.404
OKZ (saat) 6.349+0.616 (4.527-8.235) 7.656+1.422 (5.105-14.594) 0.419

Coruk: Doruk konsantrasyon miktart, tgor: Doruk konsantrasyona ulagsma zamani, EAA: Egrinin altindaki

alan, ty5p: Eliminasyon yarilanma dmrii, OKZ: Ortalama kalis zamanu.

Biyoesdegerlik degerlendirilmesinde temel alinacak parametrelerden sadece EAAg 24
ve EAAy, degerlerinin logaritmik doniisiimii yapilmadan once birbirleriyle istatistiksel
olarak farkli olduklari tespit edildi (P<0.05) (Tablo 4.1). Degerlendirmede dikkate alinacak
taoruk disindaki tiim parametrelerin logaritmik doniisiimii yapildiktan sonra her iki iirliniin
parametreleri birbirlerine oranlanarak (ug/pa) % 90 giiven aralifina gore biyoesdegerlik

i¢cin gerekli olan 0.7—1.43 aralifina uygunlugu tartisildi (Tablo 4.2).
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Tablo 4.2 Enrofloksasin ig¢eren iki iiriinlin diivelere kas i¢i yolla tek doz 2.5 mg/kg
uygulama sonrasinda elde edilen ortalama (+SEM) logaritmik farmakokinetik
parametreleri (n=6).

Farmakokinetik Uriin (B) Uriin (A) Oran
Parametreler Ortalama £SEM(min-maks)  Ortalama £SEM(min-maks) TR TIN
Coruk (ng/ml) 2.739+0.056 (2.593-2.904) 2.636+0.085 (2.324-2.862) 1.04
Tgoruk (saat) 1.75 1.50 1.17
EAA 24 (ng/ml/saat) 0.525+0.029 (0.452-0.621) 0.391+0.033 (0.322-0.482) 1.34
EAAp (ng/ml/saat) 0.549+0.025 (0.491-0.636) 0.425+0.029 (0.342-0.497) 1.29
t12p (saat) 0.779+0.069 (0.618-1.056) 0.865+0.080 (0.715-1.248) 0.90
OKZ (saat) 0.793+0.042 (0.656-0.916) 0.798+0.022 (0.708-0.875) 0.99

Coruk: Doruk konsantrasyon miktari, tgo: Doruk konsantrasyona ulagsma zamani, EAA: Egrinin altindaki

alan, t;p: Eliminasyon yarilanma &mrii, OKZ: Ortalama kalis zamanu.

Buna gore EAA ve Cgonk parametreleri igin Uiriin B/iirlin A (up/pa) oranlarimin

biyoesdegerlik i¢in kabul edilen %90 giivenle 0.7—-1.43 araliginda oldugu tespit edildi.

42



5. TARTISMA ve SONUC

Bu c¢alismada kullanilan A ve B miistahzarlarinda etkin madde tayini ve kalite
kontrol amaciyla yapilan 6l¢timlerde pH degeri sirasiyla 10.910 ve 11.145 olup farklilik
%1’1n altindadir. Etkin madde miktar1 ise A iirlinii i¢in 95.7 mg/ml ve B {iriinii i¢in 106
mg/ml olarak tespit edilmistir. Miistahzarlardaki etkin madde miktar1 yoniinden 6l¢iilen bu
farkin, biyoesdegerlik calismalarinda 6nemli olan +£%5 smirlart i¢inde oldugu goézlendi
(Kayaalp 2001b). Bu +%S5’lik farkliligin miistahzarlarin {iretimi sirasinindaki teknik
sartlardan ve/veya bu calismada yeterli sayida 6l¢iimiin yapilmamasi ile iliskili olabilecegi
diisiiniilmektedir. Ayrica bu durum piyasaya muadil olarak sunulan iiriinlerde belirli
araliklarla en azindan pH ve etkin madde miktarinin Olgiilmesi gibi kalite kontrol

testlerinin yapilmasi gerekliligini bir kez daha ortaya koymaktadir.

Tarafimizdan yapilan arastirmada iilkemizde enrofloksasin iceren (%10’luk, 100
mg/ml, enjektabl soliisyon) ve yerli veya yabanci firmalar tarafindan iiretilen toplam 16
adet {irlinlin veteriner ilag piyasasinda mevcut oldugu bilinmektedir. Sozkonusu
miistahzarlarin esit miktarda etkin madde igermekte olduklari ruhsatlarindan anlagilmakta
ve bunlar farmasotik olarak esdeger iiriinler olarak kabul edilmektedirler. Bunlar alfabetik
sirala; Baytril %10 (ithal, Bayer Tiirk), Baytril %10 (yerli Bayer Tiirk), Enrocure
(Teknovet), Enrofilin %10 (Arma), Enrolen %10 (Alke), Enrosol (Akvet), Enrotech
(Avess Biyolojik Uriin San.), Enroxil (Provet), Enroxlacin (Aksu), Floksin %10 (Galenka),
Gloxirem %10 (Remka), Kinoloks (Etkin), Kloxacin %10 (Bavet), Menafloks %10
(I.E.Veteriner), Vetril %10 (Vetas) ve Vil-floks (Vilsan) dur. Bu iiriinlerin hepsi muadil
olarak kabul gérmeleri ve bu sekilde sahada rekabet icinde olmalarina ragmen hig¢ birinin

orijinal molekiile gore biyoesdegerlik testlerine tabi tutulmadiklar1 tahmin edilmektedir.

Hayvanlarda enrofloksasin iceren liriinlerin biyoesdegerlik ya da farmakokinetiginin

belirlendigi ¢aligmalarda tiir, uygulama yolu ve diger baz1 faktorlere gore kompartmanli
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(Bermingham ve ark 1991, Ahangar ve Srivastava 2000, Elmas ve ark 2000, 2001,
Haritova ve ark 2002) ve/veya kompartmansiz (Seguin ve ark 2004, De Lucas ve ark 2004)
matematik modeller kullanilmistir. Ayrica genel lineer karisik model (Frazier ve ark 2000)
k.i. uygulamada bir kompartmanli agik model, d.i. uygulamada iki kompartmanli agik
model (Elsheikh ve ark 2002), bir, iki ve lic kompartmanli a¢ik modellerden (Cabanes ve
ark 1992) birinin tercih edildigi goriilmektedir. Baz1 ¢alismalarda (Seguin ve ark 2004, De
Lucas ve ark 2004) ise degisik parametreler i¢in farkli hesaplama esitliklerinden
yararlanildig1r belirlenmistir. Ancak bu ¢alismada da oldugu gibi enrofloksasin
farmakokinetiginin k.i. yolla uygulama sonrast ¢ogunlukla iki kompartmanli disa agik
modele daha uygun oldugu bir¢ok calismada ortaya konmustur (Broome ve ark 1991,

Ahangar ve Srivastava 2000, Elmas ve ark 2000, 2001, Haritova ve ark 2002).

Mevcut ¢aligmada periyotlar arasinda tercih edilen ilagtan arinma siiresi onbes giin
olarak belirlenmis ve uygulanmistir. Diger farmakokinetik arastirmalarda ise, sigirda bir
hafta (Kaartinen ve ark 1995), tavsanda bes giin (Cabanes ve ark 1992) ve ondort giin
(Broome ve ark 1991), tayda yedi giin (Bermingham ve ark 2000), evcil devekusunda iki
hafta (De Lucas ve ark 2004), kopekte iic hafta (Cester ve Toutain 1997, Frazier ve ark

2000), koyun ve kecide onbes giindiir (Mengozzi ve ark 1996, Elmas ve ark 2000).

Bu calisma enrofloksasin igeren iki lirliniin 2.5 mg/kg dozunda sigirlarda k.i. yolla
uygulama sonrasinda aralarindaki biyoesdegerligin degerlendirmesi amaciyla, tek doz iki
donemli ¢apraz (cross-over) calisma dizaynina gore 6 diive lizerinde gerceklestirildi.
Tercih edilen doz 2.5 mg/kg ve uygulama yolu (k.i.) sigirlar i¢in tavsiye edilen
uygulamalar arasindadir (McKellar ve ark 1999). Mevcut aragtirma, hayvan sayisi ve
calisma dizayni yoniinden de benzer calismalara (Sumano ve ark 2001b) uygunluk arz

etmektedir (Tablo 5.1).
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Tablo 5.1 Bazi1 hayvan tiirlerinde yapilan biyoesdegerlik c¢alismalarinin dizayni ve

sonugclari.

Kullanilan ila¢  Calisma dizaym Hayvan tiirii ve sayis1 Arastirici ve yil Sonu¢

Enrofloksasin ~ Paralel Sigir, 4’erli 10 grup  Sumano ve ark 2001b  biyoesdeger
degil

Enrofloksasin ~ Paralel Pili¢, 10’arl1 2 grup Posyniak ve ark 2001  biyoesdeger

Enrofloksasin ~ Paralel Pili¢, 60’sarl1 4 grup ~ Sumano ve ark 2001a  biyoesdeger
degil

Seftiofur Capraz (3 periyotlu iki Sigir, 12 karigik irk Brown ve ark 2000 biyoesdeger

tedavili)

sodyum

Suksibuzon Capraz (iki yollu) At, 6 adet Jaraiz ve ark 1999 biyoesdeger

Ivermektin Parelel Domuz, 8’erli 2 grup  Lifschitz ve ark 1999  biyoesdeger

Ivermektin Parelel Buzagi, 8’erli 2 grup  Lifschitz ve ark 1999  biyoesdeger

Farkli hayvan tiirlerinde gergeklestirilen farmakokinetik ¢aligmalarda, viicut

stvilarindaki aktif madde diizeyinin belirlenmesinde analitik metot olarak genellikle
kromatografik yontemlerin (Cabanes ve ark 1992, Mengozzi ve ark 1996, Frazier ve ark
2000, Elmas ve ark 2000, 2001) tercih edildigi yapilan literatiir aragtirmalarinda tespit
edilmistir. Bazi c¢alismalarda ise ana ilag ve metabolitinin toplam antimikrobiyel
aktivitesinin belirlemesine olanak vermesi ve ekstraksiyona ihtiyag gostermemesi

nedeniyle mikrobiyolojik yontemlerin kullanildig1 bilinmektedir (Kaartinen ve ark 1995).

Calismamizda aktif maddenin plazmadaki diizeyinin belirlenmesi ig¢in yiiksek
basingh likit kromatografi (HPLC)’den faydalanildi. Yontemin 400 ng/ml-3600 ng/ml
arasinda lineer oldugu (r*=0.9776) en diisiik tespit edilebilir limitinin (LOD) 0.01 pg/ml,
Olciimde kullanilan standartlarin giin i¢i ve giinler aras1 varyansinin %2-3 oldugu tespit
edildi. Geri kazanim1 %75 olarak belirlenen yontemin biyoesdegerlik degerlendirmesinde

tercih edilecek analitik yontem i¢in yeterli sartlar sagladigi goriildii.

Yapilan hesaplamalar sonrasinda elde edilen veriler incelendiginde (Tablo 4.1) klinik
olarak Onemli farmakokinetik parametrelerden tis ve Vg'nin de genel olarak sigir

(Kaartinen ve ark 1995, Sumano ve ark 2001b) ve diger tiirlerdeki calisma (Cabanes ve
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ark 1992, Mengozzi ve ark 1996, Frazier ve ark 2000, Elmas ve ark 2000, 2001)
sonuglarina benzedigi rahat¢a goriilmektedir. Enrofloksasin uzun yarilanma omrii (1-7
saat) ve genis dagilim hacmine (0.6-3 L/kg) sahip oldugundan, viicutta tiim dokulara
ulagabilme ve yeteri kadar viicutta kalabilme yetenegine sahip kendine duyarh
mikroorganizmalarin sebep oldugu enfeksiyonlarda etkin kullanilabilecek ideal bir

antibakteriyel ajandir.

Veteriner iiriinlerde yapilan biyoesdegerlik calismalarinda farkli karar parametreleri
kullanilmaktadir. Biyoesdegerlik calismalarinda EAA birinci derecede Onemli bir
parametre olarak g6z oniinde bulundurulmaktadir. EAA’a ilave olarak Cgork V€ tdoruk 1€
ikinci derecede onemli parametreler olarak kullanilmistir (Toutain ve Koritz 1997, Kaya
2000, EMEA 2001, Posyniak ve ark 2001, Guidance for Industry 2002). Farkli metotlarla
hesaplanan EAA ve Cgoruk (Posyniak ve ark 2001, Brown ve ark 2000, Jaraiz ve ark 1999,
Lifschitz ve ark 1999, Martinez ve ark 2001) tiim ¢aligmalarda ortak parametre olarak géze
carparken, bazi ¢alismalarda ilave olarak tgonk (Posyniak ve ark 2001, Jaraiz ve ark 1999),
MRT (Jaraiz ve ark 1999), ;23 (Sumano ve ark 2001b) ve t-o, (Brown ve ark 2000) verileri
de biyoesdegerlik degerlendirmelerinde dikkate alinmistir (Tablo 2.1). Bu ¢alismada ise

EAAp ve EAAg 24, Cyoruk Ve taoruk degerlendirmede kriter olarak belirlendi.

Calismada EAA 24 ve EAA, olarak iki farkli sekilde hesaplanan EAA degerlerinin,
biyoesdegerlik degerlendirmesi i¢in logaritmik doniisiim yapilmadan 6nceki degerlerinin
(Tablo 4.1) birbirlerinden 6nemli derecede (P<0.007 ve P<0.004) farkli olmalarina ragmen,
logaritmik donligim sonrast pg/ps oranlarinin sirastyla 1.34-1.29 olduklar goézlendi
(Tablo 4.2). Biyoesdegerlik calismalarinda birinci derecede Onemli hatta ¢ogu zaman
degerlendirme i¢in tek basina yeterli goriilen A ve B {irliniiniin EAA degerlerinin birbirine
oraninin biyoesdegerlik degerlendirme esaslarina gore logaritmik doniisiim sonrasi kabul

goren (0.7—1.43) smirlart i¢inde oldugunu gostermektedir. Bu ¢aligmada hesaplanan EAA
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degerinin sigirlara k.i. yolla ayn1 dozda enrofloksasin uygulamasi sonrasinda elde edilen
diger ¢alisma sonuglarina (McKellar ve ark 1999) gore biraz diisiik ¢ikmasi hayvan 1rki,
yast, cinsiyeti ile iligkilendirilebilir.

Caoruk 1kinci derecede onemli bir biyoesdegerlik parametresidir. Bu parametre damar
ici ilag kullanimi hari¢ tiim biyoesdegerlik c¢alismalarinda EAA’dan sonra dikkate
alinmaktadir (Toutain ve Koritz 1997, Lifschitz ve ark 1999, Posyniak ve ark 2001,
Sumano ve ark 2001b).

Bu ¢alismada, enrofloksasinin k.i. yolla sigirlara ayni dozda (2.5 mg/kg) (McKellar
ve ark 1999) uygulamasi sonrasinda belirlenen Cgyoryx degeri g¢alismamizdaki A ve B
tirtinlerinin Cyoryx degeri ile benzerdi (Tablo 4.1). A ve B firiinlerinin Cgyoryx degerleri
arasinda logaritmik doniisiim sonrasinda hesaplanan pg/pa oranmnin (1.05) biyoesdegerlik
icin kabul goren sinirlar iginde olmasi EAA iizerinden verilen biyoesdeger kararimi
desteklemektedir. Bir¢cok calismada oldugu gibi, pilot calismalarin incelenmesi ve bu
inceleme sonucuna gore c¢alisma Oncesinde zaman planlamasinin  en yiiksek
konsantrasyonun (Cgoryk) 1sabetli olarak belirlenmesinde 6nemli oldugu unutulmamalidir
(Toutain ve Koritz 1997). Bu c¢alismada da Cgorx Ve tgoruk parametreleri konsantrasyon-
zaman egrisinden dogrudan elde edildi.

Zamana bagli bir parametre olan t4ouk’da Cdoruk gibi ikinci derecede Onemli bir
biyoesdegerlik parametresidir (Toutain ve Koritz 1997, Lifschitz ve ark 1999, Posyniak ve
ark 2001, Sumano ve ark 2001). Zamana bagimh bir parametre oldugu i¢in logaritmik
dontlistimii yapilmayan t4orx i¢in hesaplanan pp/pa oraninin (1.17) (Tablo 4.2) kabul
sinirlart1 0.8—1.25 ig¢inde olmasi bu ¢alismadaki biyoesdegerlik kararimi giiclendirir
niteliktedir (Tablo 4.2). Her iki iiriin i¢in hesaplanan tqor, degerleri (A iirlinii 1.5 saat ve B

trtinli 1.75 saat) aym tiir hayvanlarda yapilan farmakokinetik c¢alisma sonuglarina
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(Kaartinen ve ark 1995, McKellar ve ark 1999, Sumano ve ark 2001b) benzer oldugu
sOylenebilir.

Diger antibakteriyel ilaglarda da oldugu gibi enrofloksasinin d.i. kullanimi tedavi
etkinligini arttirir. Bu uygulama daha yiiksek serum konsantrasyonu ve buna bagli olarak
da doku konsantrasyonu saglar. Enrofloksasin kas i¢i uygulandiginda da miimkiin olan en
ylksek Cgorux degerine ulasilmasi esastir, yiiksek serum konsantrasyonunun saglanmasi etki
noktasinda en uygun antibakteriyel ila¢ konsantrasyonu i¢in Onemlidir. Bu baglamda
enrofloksasin igeren farkli preparatlarin Cyorux Ve teoruk degerleri agisindan da referans
irline biyoesdeger olmalar1 beklenir (Sumano ve ark 2001b). Bu ¢alismada A ve B iiriinti
i¢in Cyoryk V€ taoruk degerlerinin istatistiksel olarak (P>0.05) benzer ¢ikmasi, etki noktasinda
etkili ilag konsantrasyonunun saglanmasi noktasinda farklilifin en aza indirilmesi icin
olduk¢a 6nemlidir (Sumano ve ark 2001b).

Ortalama kalis zamami (OKZ) degeri biyoesdegerlik parametresi olarak
kullanilmaktan ziyade daha c¢ok karsilastirilan iiriinler ve/veya uygulama yollar1 arasindaki
uygulama sonrasi etkin madde/maddelerin emilme ve eliminasyonu bakimindan muhtemel
bir farkliligin belirlenmesinde ve degerlendirilmesinde 6nem arz eder (Toutain ve Koritz
1997, Lifschitz ve ark1999, Sumano ve ark 2001b). Bu c¢alismada elde edilen OKZ
degerleri A ve B iirlinii i¢in sirasiyla 6.35 ve 7.66 saat olarak bulundu. Bu degerlerin 7,98
saat (Kaartinen ve ark 1995) ile karsilastirildiginda belirgin bir farkliligin olmadig: tespit
edildi.

Calismamizda muadil irtinlerin diivelere k.i. yolla uygulanmasi sonrasinda elde
edilen t;pg degerleri sirastyla 6.43 ve 8.36 saat olarak hesaplanmis ve oran 0.90 olarak
bulunmustur. (P>0.05),(Tablo 4.1) ve aym tiir hayvanlar {lizerinde gergeklestirilen diger
calisma 5.68 saat (Sumano ve ark 2001b), 5.9 saat (Kaartinen ve ark 1995) ile

karsilastinnldiginda benzerlik arz etmektedir. tiop degeri biyoesdegerlik caligmalarinda
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birincil ve ikincil parametrelere ilave olarak kullanilmaktadir (Toutain ve Koritz 1997,
Sumano ve ark 2001b). Tablo 4.2°de de goriildiigii gibi, tip lizerinden yapilan B/A
oraninin (up/pa) 0.93 tespit edilmesi bu parametrenin de biyoesdegerlik kararim
giiclendirici bir veri oldugunu gostermektedir.

Biyoesdegerlik degerlendirilirken hayvan sagligi oncelikli olarak g6z Oniinde
bulundurulmalidir. EAA, Cgoruk, tdoruk, tizp, ve EKEY (MIC) gibi parametreler {iiriin
karsilastirmalarinda genellikle yeterlidir. Calismada her iki {iriin i¢inde benzer sonuglarin
elde edilmesi hem hayvan sagligt hem de insan sagligi agisindan farkliliklarin ortaya
ctkmasina neden olmayabilir. Ancak farkli {irtinlerde bu parametreler i¢in farkliliklarin
ortaya ¢ikmasi kesim dncesi bekletme siiresi ve haliyle insan gidasi giivenligi yoniinden

onemlidir (Sumano ve ark 2001b).
Sonuc:

1-Biyoesdegerlik degerlendirmesinde birincil ve ikincil parametreler olarak ele alinan
EAA, Caoruk Ve tioruk parametreleri tizerinden yapilan karsilastirmaya gore, bu iki muadil
tiriine ait pp/pa oranlart %90 gilivenle 0.7-1.43 sinirlar iginde olup, iirlinlerin birbirlerine

biyoesdeger oldugu,

2-Biyoesdegerlik calismalarinda tali parametreler boliimiinde incelenen t;,3 ve MRT
(OKZ) gibi veriler lizerinden yapilan degerlendirmede de bu iki iirliniin biyoesdegerlik

kararinin desteklendigi,

3-Insan saghg acgisindan 6nem arz eden kesim Oncesi bekletme siiresinin
belirlenmesinde temel alinan t;g degerlerinin her iki {irlin i¢in de istatistiksel olarak

benzer oldugu,
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4-Yerli firmalar tarafindan iiretilen veteriner ilaglarinda benzeri orijinal molekiiller
ve/veya ithal edilenlerle esdeger bir kaliteye sahip olabileceklerinin memnuniyetle

miisahede edildigi,

5-Biyoesdegerlik ¢alismalarina baslamadan once iirtinlerdeki etkin madde miktar1 ve
pH gibi 6n sart olan farmasdtik esdegerlilik parametrelerinin dikkate alinmasinin, in vivo
biyoesdegerlik caligsmalar1 oncesinde ve sonuglarin yorumlanmasinda ¢ok 6nemli oldugu
goriildi.
Oneriler;

Ulkemizde ilgili bakanlk tarafindan hazirlanip yiiriirliige konulan ‘“Veteriner
[laglarinda Biyoesdegerlik Yonetmeligi” olmadig: icin giiniimiize kadar yapilan bilimsel
calismalar ve Avrupa Birligi direktifleri ile uygunluk igerisinde planlanip yiiriitiilen ve
tilkemizde bir ilk olan bu proje kanuni zorunluluklari nedeniyle tam olarak hedefine
ulasamamustir. Ancak iilkemizdeki tiim ila¢ firmalar1 tarafindan iiretilen muadil triinlerin
(orijinal molekiil ve/veya jenerik) birbirleriyle biyoesdeger olabileceklerinin bu calisma
sonucunda goriilmiis olmasi, iizerinde 6ncelikle durulmasi gereken bir sonugtur.

Ayrica tim yerli ilag firmalarimizin AR-GE ¢aligmalariyla birlikte biyoesdegerlik
calismalarina da 6nem vermeleri ve kaynak aktarmalar1 ekonomik olarak uzun vadede
karlarin1 artiracaktir. Onaylanmis veya jenerik {riinlerle yapilacak biyoesdegerlik
calismalarinda mutlak surette insan gidasi glivenligi agisindan da standartlar getirilmelidir.
Iki iiriiniin belirlenen parametreler baglanimda biyoesdeger olmalariyla yetinilmemeli
“Doku Kalint1 Miktar1” gibi hususlarinin da arastirmaya eklenmesinin 21. yilizyilda insan
sagligi ve gida gilivenligi yoniinden kafalardaki bir dizi soru isaretlerinin bertaraf edilmesi
acisindan 6nemli oldugu unutulmamalidir. Bu bilgiler ve goriisler dogrultusunda, kamu ve

0zel sektordeki ilgili kurum ve kuruluslarin iilkemizde hayvanlarda kullanilacak ilaglarda
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biyoesdegerlik yonetmeliginin ¢ikarilmasi i¢in yogun bir igbirligi yapmasi gerekliligi 6n
plana ¢ikmaktadir.

Bu tiir calismalarin iilkemizde de rahatlikla yapiliyor olmasi ve olusan fikir birligi
veteriner ilag piyasasindaki durumlar ve/veya olumsuz tiim haksiz rekabetin ortadan
kaldirilmasi, kaliteli iiretim yapan ila¢ firmasinin igini dogru yaptigi halde magdur
olmamasi, segecegi ila¢c muadili hakkinda fazla bilgi sahibi olmayan veteriner hekimin
bilgilendirilmesi, olayin ekonomik yoniinii ¢eken iiretici ve disariya bagimli ekonomimiz
i¢cin gerekli kanuni diizenlemeler ile referans laboratuvarlarin bir an 6nce olusturulmasini

kacinilmaz hale getirmistir.
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6. OZET

S.U. Saglik Bilimleri Enstitiisii
Farmakoloji-Toksikoloji (VET) Anabilim Dali

DOKTORA TEZI / KONYA-2006
Hazirlayanin adi soyadi
Ismet YILMAZ
Danisman

Prof. Dr. Muammer ELMAS

Enrofloksasin iceren iki farkli miistahzarin sigirlarda kas ici yolla

uygulanmasi sonrasinda biyoesdegerliginin belirlenmesi

Bu ¢alismanin amaci, enrofloksasin igeren ve lilkemizde %10’luk enjektabl seklinde
satiga sunulan iiriinlerden ikisinin sigirlarda tek doz (2.5 mg/kg.) olarak kas i¢i uygulama

sonrasi biyoesdegerligini degerlendirmektir.

Calisma 6 adet saghkli (12-18 aylik 360-400kg c.a.) Isvigre esmeri diiveler iizerinde
yapildi. Calisma tek doz capraz dizayni esasma gore gergeklestirildi. ilag uygulamasi
oncesinde 0. dakika ve sonrasinda kan ornekleri 10., 20., 30., 45., 60., 90. dakikalar ile 2.,
4., 6., 8., 12. ve 24. saatlerde toplandi. Plazma enrofloksasin diizeyleri yiiksek performansh
likit kromatografisinde (HPLC) 6lgiildii. Her hayvan i¢in ayr1 ayr ¢izilen konsantrasyon-
zaman grafikleri iki kompartmanli disa agik modele uygunluk gosterdi ve tiim

farmakokinetik parametreler bu esasa gore hesaplandi.

Biyoesdegerlik degerlendirmesinde temel alinacak parametrelerden sadece EAAj.24
ve EAA,, degerlerinin birbirlerinden istatistiksel olarak farkli (P<0.05) olduklar: tespit
edildi. Verilerden t4oryx disindakilerin hepsi logaritmik doniisiim yapildiktan sonra her iki

iriiniin degerleri birbirlerine oranlanarak pg/pa % 90 gilivenle biyoesdegerlik icin gerekli
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olan 0.7-1.43 araliginda oldugu goriildii. Logaritmik doniisiim yapilmayan t4orx degerinin

ise 0.8-1.25 sinirlar iginde oldugu tespit edildi.

Sonug olarak bu c¢alisma sonuglarina gore iki tirliniin biyoesdeger olduklari, endike

olduklar1 alanlarda birbirlerinin yerine kullanilabilecekleri sdylenebilir.

Anahtar kelimeler: Biyoesdegerlik, diive, enrofloksasin.
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7. SUMMARY

The bioequivalence determination of two different formulations of enrofloxacin

in heifers following intramuscular administration.

The aim of this study was to evaluate of the bioequivalence of two enrofloxacin
formulations, which have been also marketed as % 10 enjectabl solution in our country,

after the intramuscular injection (i.m.) at a single dose of 2.5 mg/kg of b.w in the heifers.

In the present study 6 Brown-Swis (12—18 monthly and 360—400 kg b.w.) healthy
heifers were used. This study was carried out on the based a single dose cross-over design.
Blood samples were taken into sterilized tubes just before and 10, 20, 30, 45, 60 and 90 th
minutes and 2, 3, 4, 6, 8, 12, and 24" hours following injections. The plasma
concentrations of enrofloxacin were measured by high performance liquid chormatography
(HPLC) following the extraction process. The plasma concentration-time curves for each

animals showed that both products distributed according two-compartment open model.

The based pharmacokinetic parameters at the present bioequivalence study were only
AUCj 24 and AUC(.., were statistically significant (P<0.05) before log transformed.
Logaritmic transformed AUC 24, AUC., and Cy,ax parameters and observed ty.x were used
in bioequivalence evaluation. Minimum, maximum and mean AUC 24, AUC., and Cpnax

for A and B products were found in the acceptable ranges (%70-143).

As a results it is concluded that both products could be used instead of each other as

an “inter-changeability drugs”.

Key words: Bioequivalence, heifer, enrofloxacin.
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Anabilim Dali1 Baskan1 Prof.Dr. Biinyamin TRAS ve Ogretim Uyeleri Prof.Dr. A.Levent
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SELGCUK UNIVERSITESI VETERINER FAKULTESI
Etik Kurul Kararlar:

Karar Sayisi: 2004 /012 Toplanti Tarihi: 25/05 /2004

Selcuk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali
tarafindan sunulan “Enroflaksasin Igeren Iki Farkli Mistahzarin Kas igi Yolla
Uygulama  Sonrasi  Biyoegdegerlilijinin  Degerlendirimesi”  baslikli  proje
degerlendirilmistir.

Aragtirmada materyal olarak 10 adet 12-18 aylik Motafon irki diive kullanilacaktir.

‘Projenin deney hayvanlarina iligkin yonlerinin  Selguk Universitesi Veteriner
Fakultesi Etik Kurul Yonergesinin 13incli Maddesinde belirttilen “etik kurallara
uygunluk esasi” dikkate alinarak hazirlandi§i belirlenmistir.

Yonergede belirtilen “Aragtirmacilarin Sorumluluklari” ve “Hayvan Deneyleri ile ilgili
ilkeler” bagliklari altindaki etik kurallar sakli kalmak kosulu ile projenin
hazirlanmasinda “Etik Kurul Yonergesi’ ilkelerine uyulduguna oy birligi ile karar

verilmistir.

) QL /7 - 0
WL o as
Prof. Dr. Seref INAL Prof. Dr. Zafer DURGU Dog. Dr. Mehmet MADEN
Baskan Baskan Yardimcisi Uye
;xbﬁjj
Dog. Dr. Mustafa ARICAN Do¢-Dr.&skin YASAR
Uye Raportor

{

64



