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In Vitro Coziinme Hiz1 Calismalarinda Yeni Yaklasimlar

Duygu YILMAZ USTA*®, Zeynep Safak TEKSIN*

New approaches to in vitro dissolution rate studies
SUMMARY

The in vitro dissolution determines the quality and performance of
the dosage form. The in vitro dissolution of the dosage form and the
dissolution in biological fluids are the most important parameters
affecting the absorption and bioavailability of the drug. The
dissolution are evaluated in the reproducibility between the series,
the post-approval formulation and the changes in the manufacturing
process, and the biowaiver. Recently, biopharmaceutical evaluations
based on Biopharmaceutical Classification System (BCS) related
to dissolution rate and permeability as well as in vivo studies of
drugs in vivo behavior, biorelevant media preferred in accordance
with classical media, in silico approaches, simulations wusing
pharmacokinetic models and in vitro in vivo correlations (IVIVC)
have become very important. In this review, BCS-based sub-
classification approaches for in vitro dissolution rate studies, the use
of biorelevant media and biopharmaceutical evaluations based on
simulation have been evaluated.
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In vitro ¢oziinme hiz1 ¢alismalarinda yeni yaklagimlar

OZET

In vitro ¢oziinme hizi dozaj seklinin kalitesini ve performansini
belirler. Gelistirilen dozaj seklinin in vitro ¢oziinme hizt ve biyolojik
stilardaki  ¢oziinmesi  ilacin - emilimini ve  biyoyararlanimin:
etkileyen — en  onemli  parametredir.  Seriler  arasindaki
tekrarlanabilirlik, onay sonrast formiilasyon ve iiretim siirecindeki
degisiklikler ve biyomuafiyette ¢oziinme hizi degerlendirilmektedir.
Son yillarda, ilaglarin in vivo davramsinin  belirlenmesinde,
in vivo ¢aligmalar yaninda ¢oziinme hizi ve permeabiliteyle
iliskili  Biyofarmasitik Siniflandirma  Sistemine (BCS) dayal:
biyofarmasitik degerlendirmeler, biyouyumlu ortamlarin  klasik
ortamlara gore tercih edilmesi, in siliko yaklasimlar, farmakokinetike
modellemeler kullanilarak yapilan simiilasyonlar ve in vitro in vivo
korelasyon (IVIVC) degerlendirmeleri oldukea inem kazanmugtir.
Bu derlemede, in vitro ¢oziinme hizi calismalarindaki BCS temelli
alt sintflandirma yaklasimlars, biyouyumbn ortamlarin kullanims: ve
simiilasyona dayalr biyofarmasitik degerlendirmeler incelenmistir.

Anabtar kelimeler: In vitro coziinme hizs, biyouyumlu ortamlar,
simiilasyon
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GIRIS

In vitro ¢oziinme hizi testleri, ilag gelistirme
stirecinde formiilasyon faktorlerinin biyoyararlanima
etkisini tanimlamada kullanilan ilacin performansini
ve kalitesini gosteren en onemli Olgittir (Shah,
2005; Lobenberg & Amidon, 2000; FDA, 1997).
Formiilasyon  gelistirmede, seriler  arasindaki
benzerligi ve iiretimin devamliligini saglamak icin
in vitro ¢oziinme hizi ¢alismalar1 yapilmaktadir.
Seriler arasindaki kalitenin siirdiiriilebilmesi, yeni
formiilasyon gelistirmede yol gosterici olmasy, tirtinde
yapilmasi gereken formiilasyon, iiretim siireci, {iretim
yeri degisiklikleri ve ol¢ek biiylitme gibi pek ¢ok
faktoriin degerlendirilmesi i¢in de dnemlidir. Sekil
I'de in vitro ¢6ziinme hiz1 ¢aligmalarimnin kullanimi
ozetlenmektedir (Hayes et al., 2004; Storey, 1996;
FDA, 1995).

Farmakope vyontemleri veya {riine ozgii
gelistirilen ¢6ziinme hizi metotlar;, ¢6ziinme
profillerinin anlamli ve ayrintili degerlendirilmesini

g
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garanti edebilmelidir. In vitro ¢dziinme hiz1
calismalarinin temel amaci in vivodaki dozaj seklinin
performansini tahmin etmektir. In vivo davranisin
tahmini bazen in vivo gastro intestinal kosullari
en iyi yansitan in vitro ¢oziinme ortamlarinin
kullanimini gerektirmektedir. Bu amagla aglik (Fasted
State Simulating Intestinal Fluid-FaSSIF) ve tokluk
(Fed State Simulating Intestinal Fluid-FeSSIF) gibi
fizyolojik temelli biyouyumlu ¢oziinme ortamlar:
o6nerilse de bu ortamlarin yasal diizenlemelere girmesi
icin standardize ¢alismalara ve degerlendirmelere
gerek vardir (Klein, 2010; Jantratid et al., 2008;
Galia et al, 1998). Gastro Intestinal Kanal (GIK)
fizyolojisinin kompleksligi ve sindirim siirecinin
degiskenligi bunun ana nedenlerinden bazilaridir. Bu
yetersizliklerin iistesinden gelinebilmesi i¢in farkl
ortamlar 6nerilmekte ve ortamlarin etkinliklerini ve
in vivoya benzerliklerini arttirma ¢aligmalar1 devam
etmektedir (Ghazal et al., 2009; Jantratid et al., 2008;
Lue et al., 2008; Fujioka et al., 2007; Sunesen et al.,
2005).

Sekil 1. In vitro ¢éziinme hizi caligmalarinin kullanimi
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Karsilagilan problemlere daharasyonel yaklasiimasi
ve in vivoya benzer daha dogru degerlendirmelerin
yapilabilmesi i¢in son ¢aliymalar dogrultusunda
BCS alt smif degerlendirilmelerinin ve buna bagl
tahmini in vivo ¢6ziinme hiz1 yontemlerinin, giincel
biyouyumlu ortamlarin ve gelistirilen bilgisayar
simiilasyonlu  degerlendirmelerin  kullanilmasi
gerekmektedir.

COZUNME HIZI ACISINDAN BCS ALT SINIF
DEGERLENDiRMELERI: BCS Sumif IT A-B-C

1995 yilinda Amidon ve arkadaglar1 tarafindan
etkin maddeleri ¢oziiniirlitk ve permeabilite 6zellikleri
ve dozaj seklinin in vitro ¢oziinme hizi temel alinarak
gruplandiran ve gelistirilecek olan yeni hizli salimli
kat1 oral dozaj sekillerinin degerlendirilmesine olanak
saglayan BCS olusturulmustur (Amidon et al., 1995).
Sistemin amaci, ¢oziiniirliik ve permeabilite 6l¢ctimleri
ve in vitro ¢oziinme hizi degerlendirmelerinden
hareketle ilacin in vivo performansini tahmin etmek,
in vitro ¢alismalar1 artirip, in vivo ¢aligmalar1 en aza
indirmek, in vitro - in vivo korelasyonu (IVIVK)
saglamak ve biyoyararlanim/biyoesdegerlik (BY/
BE) c¢aligmalarindan  biyomuafiyet  kriterlerini
belirlemektir. BCS degerlendirmeleri ila¢ muafiyeti
acisindan tilkeler bazinda paralellik gostermektedir
(Tort et al., 2013; Sarisaltik & Teksin, 2012).

BCS Smif II (dastik ¢ozintrlik, yiiksek
permeabilite) ve BCS Sinif IV (diisiik ¢oziintirlik,
disiik permeabilite) ilaclarin in vitro ¢oztinirlikleri
ve in vivodaki ¢6ziinme davranislary; asidik ve bazik
yapi, formiilasyon faktorleri ve in vivo liiminal
cevreden dolayr olduk¢a degiskendir. Bu faktorler
nedeni ile BCS Smuf I (yitksek ¢oziiniirliik, yiiksek
permeabilite) ve BCS Sinif III (yiiksek ¢oziintirliik,
diisitk permeabilite) i¢in gegerli biyomuafiyet
durumlari, BCS Sinif II ve BCS Sinif IV ilaglarin BCS
degerlendirilmesinde gegerli degildir. BCS Sinif II ve
BCS Simif IV etkin madde/ilag 6zellikleri ile BCS Simif
II ve BCS Sinif IV ilaglar i¢in alt siniflandirma sistemi

olusturulmustur. Burada fizyolojik pH araligindaki
(pH< 7.5) ilacin asidik (a), bazik (b) veya nétral (c)
ozelliklerine bagli olarak a (ibuprofen, ketoprofen), b
(karvedilol, ketakonazol) ve ¢ (fenofibrat ve danazol)
olmak tizere alt siniflara ayrilmas: onerilir (Tablo 1)
(Tsume et al., 2014).

Simuf Ia ilaglar, aglik ve gastrik pH'da ¢6ziinmeyen
ancak intestinal pHda ¢oziinen tipik olarak pKa’si 4
ile 5 arasinda olan (pKa<5.0) karboksilik asitlerdir.
Flurbiprofen, ketoprofen, naproksen, rifampisin ve
karbamazepin gibi pek ¢ok BCS Sinif Ila ilacin pH
kosullarinda distik ¢oztintirliklii olmasima ragmen
iyi oral absorbsiyon gosterdigi bilinmektedir. Usta
Yilmaz ve arkadaglar1 tarafindan bu alt siniflandirma
temel alinarak Tiurk ila¢ pazarinda flurbiprofen
etkin maddesini iceren inovatér ve bes esdeger
trintin ¢oziinme profilleri karsilagtirmali olarak
degerlendirilmistir (Usta Yilmaz et al, 2015).
Yine bu alt smiflandirma temel alinarak Tiirk
ilag¢ pazarinda ibuprofen etkin maddesini igeren
inovator ve iki esdegerin ¢oziinme profilleri Yasin
Sarisaltik ve arkadaslari tarafindan karsilastirilarak
degerlendirilmistir (Yagin Sarisalttk et al, 2015).
Sonug olarak BCS Sinif Ila zayif asidik ilaglarin,
ozellikle ibuprofen, flurbiprofen gibi kiigitk molekiillii
nonsteroidal anti-inflamatuvar ilaglarin (NSAIDs),
gastrik pH'da diigiik ¢oziiniirlitk gostermesine ragmen
ince bagirsakta hizli ¢oztindiigti ve BCS Sinif I ilaglar
gibi davrandigi gozlemlenmistir ve bu nedenle de
biyomuafiyete sahip olabilecegi digiiniilmektedir.
Bu yaklasgm WHOnun kilavuzlarinda ve FIP’in
biyomuafiyet degerlendirilmelerinde Oneri olarak
yer almakla birlikte hentiz FDA ve EMA yasal
diizenlemelerine girememigtir.

BCS Simuf IIb bazik ilaglar ise midedeki asidik
pHda yiiksek ¢oziiniirliik ve ¢6ztinme hizi gosterirken
ince bagirsakta cokebilirler. Sinif IIb ilaglarin
bagirsakta ¢okmesinin formiilasyon, GI fizyolojik
faktorler (liminal bilesim) ve dozlama zamanindaki

Tablol1. ilaglarin BCS alt siniflandirmasini temel alan ¢éziiniirliik ve permeabilite 6zellikleri (Tsume et al., 2014).

BCS alt siniflandirmasi pH 2.0deki ¢ozliniirliik ~ pH 6.5deki ¢oziiniirliik Permeabilite
I Yiiksek Yiiksek Yiiksek
IIa® Distik Yiiksek Yiiksek
Ib° Yiiksek Disiik Yiiksek
Ilce Distik Distik Yiiksek
11 Yiiksek Yiiksek Disiik
IVa? Dusiik Yiksek Dusitk
IVbP Yiiksek Diusiik Diusiik
IVce Disiik Dusitk Dugitk
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cevresel ortama bagli olabilecegi diisiintilmektedir
(Tsume et al., 2014).

Smif Ic ilaglarin ¢oztintirligt ise in vivo pH
degisikliklerinden etkilenmemekle birlikte, in vivo
ortam etkenleri olan siirfaktanlar ve lipitler ¢6ziinme
tizerinde O6nemli olup etkilerinin tahmin edilmesi
gligtir.

Bitin bunlar dikkate alindiginda, BCS Sinif II
ilaglarin, formiilasyonlari, GI ¢oziiniirlik, ¢oziinme
hiz1 ve in vivo oral absorbsiyon ve biyoyararlaniminin
BCS alt siniflandirmasi kapsaminda degerlendirilmesi
kritik 6neme sahiptir.

Tahmini In Vivo Coziinme Yontemlerinin
Kestirimi

BCS igin Onerilen alt siniflandirma; ilag etkin
maddelerini ve dozaj seklini ortalama aglik insan
mide swvilarmin ozelligine ve ince bagirsaktaki
goreceli ¢oziiniirliiklerine gore ayirmaktadir. In
vivo permeasyon ve ¢Ozinirlik hakkindaki bazi
genellemeler bu goreceli ¢oziiniirliige gore yapilabilir.
Boylece in vivo ¢ozlinme tahmin yontemi ve IVIVC
gelistirilmesinde  bir baslangic noktas: olarak
kullanilmas1 s6z konusu olabilir. En uygun yontemin
dikkatli se¢imi ancak partikiil buytkligi ve dagilimi,
doz, GIK’1n farkli segmentlerdeki permeasyon hiz,
fiziksel form, ¢6ziinme hiz1 gibi etkin maddenin ve ilag
triiniin 6zelliklerinin degerlendirilmesinden sonra
gergeklestirilebilir. Ayrica aglik ve tokluk kosullarinda
da degerlendirmeler yapilarak, alinan gidanin icerigi
ve yag orani da goz Oniine almmalidir. Diyabet,
aklorihidri gibi ¢esitli hastaliklar nedeniyle ve ilag-ila¢
etkilesimleri araciligiyla gastrointestinal fizyolojinin
degisim  gosterebilecegi de  unutulmamalidir
(Dressman & Reppas, 2000).

In vivo tahminde ¢6ziinme ydntemleri farmakope
yontemlerinden daha kapsamli olarak gelistirilerek
valide edildiginde; iiriin gelistirilmesinde, tip
degisikliklerinde ve tiriin performans ozelliklerinin
kalite ile tasarim kullanilarak saptanmasindaki
yaklagimlar yeni ilaglarin gelistirilmesi agisindan
oldukea 6nemlidir.

GUNCEL BiYOUYUMLU ORTAMLAR

Dozaj formunun biyofarmasétik performansinin
belirlenmesi i¢in ¢6ziinme hizi kullanildigi zaman,
tasarlanan testin GI kanali iyi taklit etmesi salim
i¢in gerekli olan sink kosulun saglanmasindan daha
onemlidir (FIP, 1997). Ilag iiriiniiniin biyofarmasétik
yoniiniin  izlenerek seriden seriye kontroliin
garantilenmesi icin tek ¢6ziinme hizi testinin
gelistirilmesi veya tek ¢oztinme ortaminin segilmesi
kimi zaman yeterli degildir. Farkli etkin maddelerle
farkli ortamlarda yapilmis pek ¢ok caligma, in vivo
¢oziiniirliik ve ¢6ziinme hizinin tahmininde in vivoya
en yakin olanin degerlendirilmesinde biyouyumlu
ortamlarin kullanilmasinin 6nemini belirtmektedir.
Ozellikle BCS Sinif 11 ilaglar igin klasik farmakope
in vitro ¢oziinme ortamlariin yerine biyouyumlu
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ortamlarin kullanilmasi daha iyi sonug vermektedir
(Bayka et al., 2013; Teksin, September 2011; Teksin,
June 2011).

Oral formiilasyonlarin ¢oziinme hizi 6zellikleri,
disiik ¢oztintirlikli ilaglar icin 6ncelikle fizyolojik pH
araligiolan 1.2-6.8'de (modifiye salimli formiilasyonlar
i¢in pH 1.2-7.5) degerlendirilmelidir. Rutin test i¢in
en uygun ¢Oziinme ortami ve yontem secildikten
sonra profil degerlendirilmeleri yapilmaktadir.

Bazi diisiik ¢oziiniirliiklii ilaglarin, sulu ¢ozeltileri
fizyolojik pH araliginda yeterli ¢6ziinemez. Bu
bilesikler i¢in, genellikle % 3’ kadar siirfaktan iceren
bir ¢6ziinme ortamu ilacin ¢oziiniirliigiinin artmasi ve
sink kosulun garantilenmesi i¢in kullanilabilir (Shah
et al,, 1995). Ancak, insan GIK1 béyle bir yiiksek
stirfaktan konsantrasyonuna sahip degildir ve bu
nedenle yiiksek siirfaktan igeren ortamlardan elde
edilen ¢oziinme hizi sonuglarinin biyoyararlanim ile
zayif korelasyona sahip olmasi olagan bir sonugtur.
Kullanilacak — stirfaktanlar ve konsantrasyonlari
dikkatli secilerek gerekcelendirilmelidir. Genel olarak,
non-iyonik yapida olan siirfaktanlar biyolojik yapi ile
iliskili olmas1 nedeniyle kullanimda ilk segenek olarak
tercih edilmektedir.

In vitro test kosullari, GIK'a yakin oldugunda
dozaj formunun intraliiminal performansi i¢in daha
iyi bir tahmin sans1 saglarken, etkin maddenin ve
dozaj formunun ozellikleri de liminal sartlarin
simiilasyonunda istenen seviyeyi saglayacaktir.
Dressman ve arkadaglari tarafindan yapilan ¢aligmada
liiminal igerigin simiilasyonu dort seviyeye ayrilmistir
(Sekil 2) (Markopoulos et al., 2015).

Seviye 0

tH
N
Sevive I
+Harrpon kapasitesi

V4

Seviye I1
+ Safia bile genlerd, ;udayla aliran
waflar, lipit sindivilme frimlerd,

NS

Seviye III
+ zudavda alman proteinler, ensieler,
wiskozite ethia

Sekil 2. Oral formiilasyonlarin gelistirilmesi sirasinda
liminal gevrenin taklit etmesi igin dort seviyeden olugan

biyouyumlu ortam 6nerisi (Markopoulos et al., 2015)
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Seviye 0 Biyouyumlu Ortam

Bu seviyede, dozlama kosullar1 dikkate
alimmaksizin, distile veya saflagtirilmig su veya normal
GI pH araliginda bir pH degerine sahip olan tampon
sistemi ile yalnizca liiminal pH taklit edilmistir.

Bu ortamlar, Gelistirme Simiflandirma Sistemi
(Development Classification System-DCS) Sinif I ve II
etkin maddeler, hizli salim driinler i¢in ¢6ziinme hiz1
deneylerinde farmakope ¢oziinme hizi aparatlari ve
pH 1.2, pH 4.5 ve pH 6.8 tamponlarinin kullanilarak,
dozun ¢6ztinmesinin gastrik bosalma hizindan biytik
olup olmadiginin klasik degerlendirilmesinde ve bazi
ER drinlerin bulundugu DCS Smif I ve III etkin
maddeler i¢in IVIVC modeli gelistirilmesinde yararl
olabilmektedir (WHO, 2012; Butler & Dressman,
2010; EMA, 2010; FDA, 2000).

Seviye I Biyouyumlu Ortam

Bu seviyede, aglik ve tokluk durumlari arasinda bir
ayrim yapilirken her bir dozlama kosulu i¢in tampon
kapasitesi ve liiminal pH simiile edilmistir.

Tablo 2de, Seviye 1 biyouyumlu ortam
simiilasyonu i¢in a¢hik durumu altindaki GI liimenin
degisik bolgelerinin kogullar1 gosterilmistir. Seviye I
Aglik Durumunu Taklit Eden Mide Sivisinin (Fasted
State Simulating Gastric Fluid - Seviye I FaSSGF)
, Seviye I A¢lik Durumunu Taklit Eden Bagirsak
Svisinin (Fasted State Simulating Intestinal Fluid
- Seviye I FaSSIF ve Seviye I FaSSIF-V2) ve Seviye I
Aglik Durumunu Taklit Eden Kolonik Stvinin (Fasted
State Simulating Colonic Fluid - Seviye I FaSSCoF)
bilesimleri daha Onceki Onerilen insan verilerine
dayandirilmigtir. Ince bagirsagin orta-iist ve/veya
alt kisimlarinin tampon kapasitesi verileri, aglik

durumunda yetigkinlerin ¢ikan kolon ve ist ince
bagirsagin tampon kapasitesi ve pH’larinin ol¢iliip
ve literatiir verileriyle birlikte kestirimi ile orta-iist
Seviye I Aglik Durumundaki Intestinal Sivi (Fasted
State Simulating Intestinal Fluid midgut - Seviye I
FaSSIE | 1) V€ ileum Seviye I Achk Durumundaki
Intestinal Sividan (Simulated Intestinal Fluid in the
ileum - Seviye I SIF, ) elde edilmistir (Vertzoni et
al., 2010; Vertzoni et al., 2005; Vertzoni et al., 2004).

Seviye I biyouyumlu ortamin simiilasyonu i¢in,
gida alimindan sonraki midede degisen siiregler
ve tokluk durumundaki intestinal limenin degisik
bolgelerindeki kosullar sirasiyla Tablo 3 ve Tablo 4’te
verilmistir.

Seviye I FeSSGF,, Seviye I FeSSGF _ ve Seviye
I FeSSGF_ = olarak tokluk durumunda tig farkh
zaman periyodu boyunca, ilk, alimdan 75 dakikaya
kadar; orta, 75-165 dakika ve son 165. dakikadan
sonra, intragastrik pH ve tampon Kkapasitesini
simiile etmek tizere ayrilmustir. Cesitli Seviye I
FeSSGF'lerin bilesimleri Seviye I Tokluk Durumunu
Taklit Eden Intestinal Sivi (Fed State Simulating
Intestinal Fluid - Seviye I FeSSIF veya FeSSIF-V2)
ve Seviye I Tokluk Durumunu Taklit Eden Kolonik
Sv1 (Fed State Simulating Colonic Fluid - Seviye I
FeSSCoF) daha once insanlardan elde edilen liiminal
verilere dayanmakta iken orta-iist kisimdaki Seviye
I Tokluk Durumunu Taklit Eden Intestinal Siv1 (Fed
State Simulating Intestinal Fluid midgut - Seviye I
FeSSIF ... ve illeumdaki Seviye I Tokluk Durumunu
Taklit Eden Intestinal Sivi (Simulated Intestinal Fluid
in the ileum - Seviye I SIF, ) bilesimleri ilk kez
Onerilmistir (Tablo 4). Alt ince bagirsagin su anda
ulagilabilir bir tampon kapasitesi verisi olmadig1

Tablo 2. A¢lik durumundaki midenin, iist/orta/alt ince bagirsagin ve ¢ikan kolon ¢evresinin simiilasyonu

i¢in Seviye I biyouyumlu ortamin fizikokimyasal 6zellikleri ve bilesimi (Markopoulos et al., 2015)

Seviyel I Seviyel  Seviye I Seviye I Seviye I Seviye I
FaSSGF  FaSSIF  FaSSIF-V2  FaSSIF, .~ SIF FaSSCoF
HCl qgspHl6 - - - - -
Tris (mM) - - - - - 454
Maleik asit (mM) - - 19.1 19.3 52.8 75.8
NaOH (mM) - 13.8 34.8 36.5 105 120
Potasyum dihidrojen fosfat (mM) - 28.7 - - - -
HCI Tampon kapasitesi [(mmol/ na* 12 10 10 10 16
L)/ApH]
pH 1.6 6.5 6.5 6.8 7.5 7.8

*n.a., uygulanamaz
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Tablo 3. Tokluk durumunda midedeki ortamin simiilasyonu i¢in Seviye I biyouyumlu ortamin fizikokimyasal

ozellikleri ve bilesimi (Markopoulos et al., 2015)

Seviye I Seviye I Seviye I
FeSSGF,, FeSSGF_ FeSSGF__
Maleik asit (mM) 40.78
Asetik asit (mM) - 18.31 -
Sodyum asetat (mM) - 32.98 -
Orto-fosforik asit (mM) - - 55
Sodyum dihidrojen fosfat (mM) - - 32
HCI/NaOH qspH 6.4 qspH5 qspH3
HCI Tampon kapasitesi [(mmol/L)/ApH] 21.33 25 25
pH 6.4 5 3

Tablo 4. Tokluk durumundaki tst/orta/alt ince bagirsagin ve ¢ikan kolon cevresinin simiilasyonu igin

Seviye I biyouyumlu ortamin fizikokimyasal 6zellikleri ve bilesimi (Markopoulos et al., 2015)

Seviye I Seviye I Seviye I Seviye I Seviye I
FeSSIF FeSSIF-V2 FeSSIF_, SIF, FeSSCoF
ortabagrsal ileum
Tris (mM) - - - - 30.5
Maleik asit (mM) - 71.9 46.5 52.8 30.15
NaOH (mM) 101 102.4 83 105 16.5
Asetik asit (mM) 144 - - - _
HCI Tampon kapasitesi 76 25 25 10 15
[(mmol/L)/ApH]
pH 5.0 5.8 6.5 7.5 6.0

i¢in, bilesim tokluk durumundaki yetiskinlerde
ince bagirsagin ust kisminda ve ¢ikan kolonda
daha oOnceden oOlgiilen pH ve tampon kapasitesi
temel alinarak literatiirdeki pH verilerinin kombine
edilmesiyle elde edilmistir.

Seviye I biyouyumlu ortam (Tablo 2-4) DCS Sinif
I ve III dozaj formlarinin liiminal performansinin ve
pH iliskili potansiyel gida etkisinin degerlendirilmesi
icin yararhdir. Yiiksek ¢oztintirlikld ilaglar igin
¢oziinme hizi sonuglarinin elde edilmesinde safra
tuzlar1 ve lipitleri iceren bu ortamlarin kullanimi
gerekli degildir. Salimi liminal pH ve tampon
kapasitesinden etkilenen ER diriinlerde yer alan
DCS Smnif I ve III etkin maddeler i¢in, Seviye I
biyouyumlu ortam IVIVC modeller gelistirilmesinde
kullanilabilir. DCS siniflandirmasi ne olursa olsun,
ozellikle Seviye I FeSSGF’ler, konvansiyonel hizli
salim dozaj formlar1 gida alimi 6ncesinde yani aglik
durumunda verildiginde ve/veya yemegin sulu fazi
ile dagildiginda ve bosaldig1 zaman anlamlidir. Ancak
ozellikle tokluk durumu igin, in vivo in vitro iliskinin
(IVIVR) gelistirilmesinde Seviye I ortamin kullanigin
dogrulamak icin daha detayli degerlendirmelere
ihtiyag vardr.
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Seviye I biyouyumlu ortam bilesimi ile iligkili diger
konular, orta-iist ve ileumdaki tampon kapasitesi
hakkinda dogrudan ulagilacak verilerin bulunmamasi
ozellikle tokluk durumunda bagirsakta istenen pH ve
tampon kapasitesi ulagmak icin kullanilacak uygun
tampon materyallerinin dogru se¢imini igerir.

Gidalarin sindirim ve absorbsiyonu bagirsagin ilk
yarisinda neredeyse tamamlanmakta iken, ileal liimen
ortaminin besin alimi {izerinde az bir etkiye sahip
oldugu kabul edilir. Bu nedenle ileal ortami taklit
etmek i¢in dozlama kosullarindan bagimsiz tek bir
ortam (Seviye I SIF, , Tablo 2 ve 4) énerilmektedir.

ileum’

Uygun tampon tiirlerinin se¢imi ile ilgili olarak,
aclik ve tokluk kosullar: altinda iist ve alt bagirsaktaki
tampon kapasitesi ve pH'nin simiile edilmesi i¢in tek
bir tampon sistemi kullanmak birincil 6neme sahiptir.
Maleatlar iligkili tiim pH’larda istenen uygun tampon
kapasitelerinin elde edilmesinde uygundur (Tablo 2
ve Tablo 4). Seviye I FaSSIFdeki fosfatlar bikarbonat
ile karsilagtirildiginda kolona hedeflenen ila¢larda
kullanilan polimerlerin hizli ¢6ziinmesine yol agabilir.
Fizyolojik olarak, aglik kosullarinin taklit edilmesi
i¢in bikarbonatlarin kullaniminin daha uygun olacag:
belirtilmektedir.
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Seviye II Biyouyumlu Ortam

Bu seviyede, liminal pH, tampon kapasitesi,
osmolalite, dozlama kogullar1 bolgeye gore degisen
safra bilesenlerinin varligi, gidayla alinan lipitler ve
ilgili sindirim tirtinleri simiile edilmektedir (Sekil 2).

Aclik kosullarinda GIK1n gesitli bolge kosullarinin
simiile edilmesi i¢in Seviye II biyouyumlu ortam
Tablo 5te gosterilmistir. Seviye II A¢lik Durumunu
Taklit Eden Gastrik Sivinin (Fasted State Simulating
Gastric Fluid - Seviye II FaSSGF) ve Seviye II A¢lik
Durumunu Taklit Eden Intestinal Sivinin (Fasted
State Simulating Intestinal Fluid — Seviye II FaSSIF

veya FaSSIF-V2) bilesimleri daha 6nceki Onerilen
insan liiminal verilerine dayanmaktadir. Bagirsagin
orta kisminda Seviye IT A¢lik Durumunu Taklit Eden
Intestinal Siv1 ve ileumda Seviye II A¢lik Durumunu
Taklit Eden Intestinal Sivi ilk kez oOnerilmistir
(Tablo 5). Bu icerikler literatiirdeki simirli verilere
ve yetiskinlerde a¢lik durumundaki bagirsagin st
kisminda ve ¢ikan kolonda olciilen lesitin, safra
tuzu ve osmolalite verisine dayanmaktadir. Seviye II
Aglik Durumunu Taklit Eden Kolonik Sivi (Fasted
State Simulating Colonic Fluid - Seviye IT FaSSCoF),
sodyum taurokolat yerine sodyum kolat icermektedir.

Tablo 5: Aglik durumundaki midede, @ist/orta/alt ince bagirsagin ve ¢ikan kolon ¢evresinin simiilasyonu igin Seviye
IT biyouyumlu ortamin fizikokimyasal 6zellikleri ve bilesimi (Markopoulos et al., 2015)

Seviye IT Seviye II Seviye II Seviye II Seviye II Seviye II
FaSSGE FaSSIF  FaSSIF-V2  FaSSIF,_~ SIF, FaSSCoF
Sodyum taurokolat (mM) 0.08 3 3 1.5 0.8 -
Sodyum kolat (mM) - - - - - 0.15
Lesitin (mM) 0.02 0.75 0.2 0.1 0.2 0.3
Sodyum oleat (mM) - - - - - 0.1
Tris (mM) - - - - - 45.4
Maleik asit (mM) - - 19.1 19.3 52.8 75.8
Potasyum dihidrojen fosfat (mM) - 28.7 - - - -
NaOH (mM) - 13.8 34.8 36.5 105 120
HCI qspH 1.6 - - - - -
Sodyum kloriir (mM) 34.2 - 68.6 76.1 30.1 -
Osmolalite (mOsm/kg) 121 270 180 190 190 196
HCI Tampon kapasitesi [(mmol/ n.a* 12 10 10 10 16
L)/ApH]
pH 1.6 6.5 6.5 6.8 7.5 7.8

*n.a., uygulanamaz

Seviye II ortami, midedeki tokluk kosullarinda
gesitli ortam kosullarinin ve tokluk durumundaki
intestinal limenin degisik bélgelerindeki kosullarinin
simiile edilmesi icin Tablo 6 ve 7de gosterilmistir.
Tokluk durumunda Seviye I FeSSGFler, Seviye II
FeSSGF,, Seviye II FeSSGF_ ve Seviye II FeSSGF_
olarak gida alindiktan sonra ii¢ farkli zaman periyodu
boyunca, erken; alimdan 75 dakikaya kadar, orta; 75-

165 dakika ve geg; 165. dakikadan sonra, intragastrik

kosullar: simiile etmek i¢in 6nerilmistir. Cesitli Seviye
II FeSSGF (Tablo 5) icerikleri Lipofundin MCT
20 (Braun Melsungen, Melsungen, Almanya) ilave
edilmis Seviye I FeSSGFe dayanmaktadir. Lipofundin
MCT 20, tokluk durumunda insan midesinde
gozlenen lipit icerigine benzer miktarda lipit igeren
y/s emiilsiyonu parenteral bir besindir (Vertzoni et al.,
2012; Armand et al., 1994).
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Tablo 6: Tokluk durumundaki mide ortaminin simiilasyonu igin Seviye II biyouyumlu ortamin

fizikokimyasal 6zellikleri ve bilesimi (Markopoulos et al., 2015)

Seviye II Seviye II Seviye II
FeSSGF,, FeSSGF FeSSGF,
Maleik asit (mM) 47.0 - -
Asetik asit (mM) - 18.31 -
Sodyum asetat (mM) - 32.98 -
Orto-fosforik asit (mM) - - 55
Sodyum dihidrojen fosfat (mM) - - 32
Lipofundin/tampon 17.5:82.5 8.75:91.25 4.375:95.625
HCl/NaOH qspH 6.4 qspHS5 qspH3
Sodyum kloriir (mM) 270.1 181.7 127.5
Osmolalite (mOsm/kg) 559 400 300
HCI Tampon kapasitesi [(mmol/L)/ApH] 21 25 25
pH 6.4 5 3

Tablo 7: Tokluk durumundaki #st/orta/alt ince bagirsagin ve ¢ikan kolon cevresinin simiilasyonu igin
Seviye II biyouyumlu ortamin fizikokimyasal 6zellikleri ve bilesimi (Markopoulos et al., 2015)

Seviye II Seviye II Seviye I1 Seviye II Seviye II
FeSSIF FeSSIF-V2  FeSSIE, . SIF, FeSSCoF
Sodyum taurokolat (mM) 15 10 5 0.8 -
Sodyum kolat (mM) - - - - 0.6
Lesitin (mM) 3.75 2 1 0.2 0.5
Gliseril monooleat (mM) - 5 2.5 - -
Sodyum oleat (mM) - 0.8 0.4 - 0.2
Glukoz (mg/mL) - - - - 14
Tris (mM) - - - - 30.5
Maleik asit (mM) - 71.9 46.5 52.8 30.15
Asetik asit (mM) 144 - - - -
NaOH (mM) 101 102.4 83 105 16.5
Sodyum kloriir (mM) - 125.5 102.6 30.1 34
Potasyum kloriir (mM) 204 - - - -
Osmolalite (mOsm/kg) 635 390 300 190 207
HCI Tampon kapasitesi [(mmol/ 76 25 25 10 15
L)/ApH]
pH 5.0 5.8 6.5 7.5 6.0

Seviye II Tokluk Durumunu Taklit Eden Intestinal
Siv1 (Fed State Simulating Intestinal Fluid - Seviye
IT FeSSIF veya FeSSIF-V2) bilesimi daha once
oOnerilen insan iligkili liiminal verilere dayanmaktadir.
Bagirsagin orta kisminda Seviye II Tokluk Durumunu
Taklit Eden Intestinal Sivi (Fed State Simulating
Intestinal Fluid - Seviye II FeSSIF ) ve ileumda
Seviye II Tokluk Durumunu Taklit Eden Intestinal
Siv1 (Fed State Simulating Intestinal Fluid - Seviye
IT SIF, ) ilk kez onerilmistir (Tablo 7). Alt ince
bagirsagin lesitin verileri ulasilabilir olmadigindan,
tok yetiskinlerin ¢ikan kolon ve ince bagirsagin iist
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kismindaki safra tuzu, lesitin ve osmolalitenin dnceden
oOlgiilmesine ve safra tuzlar1 ve osmolalite i¢in literatiir
verisi ile kombine edilmesine dayandirilmstir. Seviye
IT Tokluk Durumunu Taklit Eden Kolonik Sivi, Seviye
IT FaSSCoF gibi kii¢iik degisikliklerle olusturulmustur
(Tablo 5,Tablo 7).

Ince bagirsak, mide ve kolonun aglik ve tokluk
kosullarin  taklit  edilebilmesinde  biyouyumlu
ortamlarin hazirlanmast ticari tirtinlerin kullanimi ile
kolaylagmistir. Mevcut bu ticari triinlerin kullanimi
ile glinler arasi, 6zellikle Seviye II ortamdaki kolloidal
partikiillerin  partikiil ~ baytkligi — dagiliminin
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degiskenliginin azaltmasi ve boylelikle in vitro test
sonuglarindaki degiskenligi azaltmasi beklenmektedir.
Bu amagla Biorelevant firmast FaSSIE FeSSIF,
FaSSGE, FaSSIF-V2, FeSSIF-V2, FaSSCoF, FeSSCoF
ortamlarini taklit edebilen karigimlar1 kullanima
sunmustur. FeSSGFde 2017 yilinda kullanima
sunulmak tizere firmanin {irtin portféyii iginde yerini
almistir (biorelevant.com, 2016).

Seviye Il ortam DCS Sinif II ve IV dozaj formlarinin
liminal performansinin degerlendirilmesi i¢in yararl
olmakla birlikte bu ortamdan elde edilen iliskili
veri daha sonra fizyolojik temelli farmakokinetige
(physiologically based pharmacokinetic - PBPK)
entegre edilebilir. Bununla birlikte Seviye II ortam
saliminin liiminal sartlar ile etkilendigi bilinen MR
triinlerin PBPK modellemesi i¢in de yararli olabilir.

Seviye I ortam oldugu gibi, iliskili Seviye IT ortam
igeriginin ileal bilesimin dozlama kosullart ile etkilenip
etkilenmedigi sorusunu igerir (Seviye I SIF, , Tablo
4). Bu tiir bilegsenlerin 6nemi dogrulanana kadar,
Seviye II FaSSIF yerine Seviye II FaSSIF-V2 ile liiminal
stireglerin degerlendirilmesinde dikkatli olunmalidir.

Seviye I1I Biyouyumlu Ortam

Bu seviyede, liminal osmolalite, pH, tampon
kapasitesi, safra bilesenleri, gidayla alinan lipit
bilesenleri, gidayla alinan proteinler ve artan viskozite
(6zellikle tokluk durumunda midede ve bagirsagin alt
kisminda) tist GI limendeki sindirim siiregleri simiile
edilir (Sekil 2). Sindirim genellikle tokluk kosullar
anlamina gelir, ancak liminal par¢alanmaya yatkin
bazi etkin maddelerin ve lipit bazli formiilasyonlarin
sindirimi bazen a¢lhk kosullarinda da meydana
gelebilir. Buna ek olarak, in vitro simiilasyon tipi ve GI
sistem hareketleri iyi belirlenemeyen belirli MR dozaj
formlari i¢in, viskozite dikkate alinmalidir.

Tokluk durumunda midede artan viskozite
sindirim acgisindan 6nemli olup dozaj formunun

performansi {izerinde bir etkiye sahiptir ve viskozite
pektin ve hidroksipropilselilloz kullanilarak taklit
edilir (Cviji¢ et al., 2014; Radwan et al., 2014; Klein
et al.,, 2004). Tokluk durumunda midenin viskozitesi,
bagirsagin tist kisminda permeabilitesi sinirli olan
ilaglarin oral absorbsiyonu i¢in ¢ok 6nemlidir.

Gidayla alinan lipitler ile proteinlerin yoklugu,
belirli durumlarda tokluk boyunca intragastrik
sindirimin gosterilmesi i¢in 6nemlidir. Buna ek olarak,
bagirsak ortamindaki etkin maddelerin ¢oziiniirligi
degerlendirilecegi zaman proteinleri icermesi 6nemli
olabilir, ancak in vitro deneyler igin uygun proteinlerin
tanimlanmasi yeterli liiminal verinin olmamasindan
dolay1 degerlendirilmesi oldukg¢a sinirlidir.

Tokluk durumundaki sindirim degisik yaklasimlar
kullanilarak taklit edilmektedir. Bunlardan bazilari,
in vivo ¢alismalarda midedeki motilite durumunun
taklit edilmesi saglayan gercek yemeklerin kullanimi
iken diger yaklagim diyetle alinan proteinlerin ve
lipitlerin eksikliginde UHT inek siitiiniin ortam
olarak simiilasyon i¢in kullanilmasidur.

Seviye III biyouyumlu ortamin 6zellikle bazi
lipit bazli formilasyonlarin (Lipit Formiulasyon
Smuflandirma Sistemi Tip I, II ve IIla ) ve hem etkin
madde hem de dozaj formunun liiminal stabilite
ozelliklerinin degerlendirilmesi i¢in yararli olabilecegi
de belirtilmektedir.

BIYOUYUMLU =~ ORTAMLARIN  FARKLI
SEVIYELERI ICIN KARAR AGACI UYGULAMASI

Bir énceki boliimde de belirtildigi tizere etkin
madde ve dozaj formunun spesifik kombinasyonuna
gore, liminal kosullarin cesitli seviyelerde taklit
edilmesinin  uygun olacagi  distnilmektedir.
Eldeki bilgilerden hareketle olusturulan karar agaci
kullanimi ile uygun simiilasyon seviyesinin se¢imi
kolaylagmaktadir (Sekil 3) (Markopoulos et al., 2015).

Seviye III

]
./ >
‘\

II veya Sl ITT

Seviye II
\\‘ IV veya smmrh /

Orvi

I

Seviye III

Sekil 3. Oral olarak verilmis ilaglarin in vitro liiminal performansinin degerlendirilmesinde liiminal kosullarin
simiilasyonu i¢in uygun seviyenin se¢ilmesinde etkin maddenin DCS siniflandirmasina gore karar agaci. Belirli durumlarda
gri renkli bolge Seviye III biyouyumlu ortam kullanimi yararl olabilir ancak genel olarak rutin formiilasyon taramalar1 igin

onerilmez (Markopoulos et al., 2015).
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BiLGiSAYAR SIMULASYONLARIYLA
FARMASOTIK DEGERLENDIRMELER

Bir oral dozaj formunun in vivo performansini
etkileyen pek ¢ok faktér bulunmaktadir ve bu in vivo
performansin dogru olarak tahmin edilebilmesi ilag
gelistirilmesi agisindan ¢ok 6nemlidir. Temel amag ise
hem masrafli hem de etik olarak tartismali hayvan ve
insan deneylerinin gesitli yaklagimlarla azaltilmasini
saglamak ve bu yeni yaklagimlarla biyomuafiyet
degerlendirmelerini olusturmaktadir (Jones et al.,
2009; Dokoumetzidis et al., 2007). Son yillarda bu
amagla ilag alaninda da uygulanan bilgisayar ve
simiilasyon programlariyla in vivo kestirimler olduk¢a
onem kazanmustir.

1998 yilinda, mide-bagirsak kanalini ayrintili ola-
rak tanimlayan ve PBPK yaklasimini uygulayan ilk
ticari yazilim olan GastroPlus™ Simulations Plus ta-
rafindan gelistirilmistir ve bu yazilimla, etkin madde-
nin sudaki ¢oziiniirliigii ve farmakokinetik 6zellikleri
g6z Oniine alinarak ilacin mide-bagirsak kanalindaki
hareketi, birbirine seri kompartimanlar araciligiyla si-
miile edilmistir. Bu verilerle, ilacin biyoyararlanimin-
da emilim veya ¢Ozliniirlik/¢6ziinme hizinin etkili
olacag belirlenebilmistir (Pang & Durk, 2010).

Giintimiizde pek ¢ok simiilasyon programi ol-
makla birlikte, burada sadece ¢oziinme hiz1 tizerine
yogunlagmis olan iki program asagida degerlendiril-
mistir:

DDDPlus™

Simulations Plus firmas1 tarafindan, gesitli
kosullar altinda formiilasyonlardaki etkin maddelerin
ve yardimci maddelerin ¢oziinirliiklerini ve in vitro
¢oztinmelerini simiile etmek icin gelistirilmis FDA
tarafindan da onaylanmus bir bilgisayar programidir
(simulations-plus.com, 2016).

Bes farkli dozaj formu (toz, kapsiil, tablet, sisebilen
polimer matriks, gismeyen polimer matriks) igin
uygulanmaktadir. USP Palet, USP Sepet, Dénen Disk,
USP Siirekli Akis Hiicresi olmak tizere 4 USP Deneysel
Aparati vardir. Cozunirliik igin 5 matematiksel model;
kiitle transferi, Nerst-Brunner, intrinsik ¢oztinirlik,
Johnson-Silindirik,  Johnson-Kiiresel  {izerinden
¢ikti vermektedir. Kritik ¢Oziinme parametreleri
olarak; partikiil buytkligi dagilimi, yardimer madde
miktari, ¢oztinme ortami ve siirfaktanlar, matriks ¢ap1
gibi faktorleri girdi olarak kabul etmektedir. Ayrica
referans bir profil yiiklendikten sonra, simiilasyon
sonuglar1 ile FDA'in de ongordiigt sekilde f ve f,
degerlendirilmesi yapilabilmektedir.

DDSolver®
DDSolver®, ¢6ziinme hiz1 profillerinin kargilasti-
rilmasi, modelleme ve hesaplamalarin basitlegtirilme-
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si amacryla ticretsiz olarak ulasilabilen ve kolay kul-
lanim avantaji saglayan Microsoft Excel i¢in Visiual
Basic ile yazilmig menii yonlendirmeli ilk bilgisayar
temelli programdir (Yong et al, 2010). Programla
amagclanan; ¢6ztinme hiz1 verileri arasindaki benzer-
ligin degerlendirilmesini kolaylastirmak, nonlineer
optimizasyon metodu kullanilarak ¢6ziinme hizi ve-
rilerine uyan model bir veri kiitiiphanesi olusturmak
ve ¢oziinme hizi profillerinin karsilagtirilabilmesini
saglamaktir.

Program i¢inde kolay ulagilabilir, hazir bir modiil
olusturabilmek i¢in pek ¢ok ¢oziinme hizi modeli
toplanmustir. Modellerin  bulundugu kiitiiphane
olusturulduktan sonra, salim verileri hangi modele
uyuyorsa kolayca bulunur takiben hizli bir sekilde
her bir veri seti i¢in dagilim noktalarinin uydugu
egriler, hata ¢ubuklar1 ve ortalama dagilim egrileri
olusturulabilir.

Usta Yilmaz ve arkadaglarinin Tiirk ila¢ pazarinda
flurbiprofen etkin maddesini igeren tiriinleri i¢cin pH
4.5, pH 6.8, FaSSIF ve FeSSIF ortamlarinda yaptig: in
vitro ¢6ziinme hizi ¢aligmalari, DDSolver ile cesitli
kinetikler ve f testi agisindan degerlendirilmistir.
pH 6.8 ortaminda biitiin esdegerlerin ¢oziinme hizi
profilleri inovatdr ile benzer ¢ikarken (f,>50), FaSSIF
ve FeSSIF ortamlar1 i¢in sadece bir esdeger iiriin
innovator {iriin ile benzerlik gostermistir. Coziinme
hizi degerlendirmelerinde ise aglik durumunda
Gombertz kinetik modeline, tokluk durumunda
Logistic kinetik modeline uydugu belirlenmistir (Usta
Yilmaz et al., 2015).

SONUC

In vitro ¢éziinme hiz1 testleri, etkin maddenin
karakterize edilmesi, formiilasyonlarin gelistirilmesi,
secimi ve optimize edilmesi, ilag salim mekanizmala-
rinin anlagilmasi, seriler arasi tutarliligin garantilen-
mesi, stabilitenin izlenmesi ve formiilasyonlar arasin-
da biyomuafiyetin gosterilmesini saglayan 6nemli bir
kalite ve performans gostergesidir.

Gilintimiizde in vitro ¢éziinme hiz testinin, in vi-
voya en yakin ortamlar olan biyouyumlu ortamlar ag1-
sindan degerlendirilmesi 6nemlidir. Yasal otoriteler
acisindan bu ortamlarin kullanimiyla harmonizasyon
saglayacak in vivo simiilasyona dayali bilgisayar yazi-
lim teknolojileri, her alanda oldugu gibi ila¢ endiistri-
sinde de etkinligini hissettirmektedir. Eldeki verilere
dayanilarak gelistirilen in vitro in vivo simiilasyon
programlarinin zaman ve maliyet agisindan avantaj
saglayacak olmasi ve in vivoyu en iyi taklit eden in
vitro ¢6ztinme hizi testlerinin gelistirilerek yasal di-
zenlemelere girmesi yeni ilag gelistirme ¢aligmalarina
biiyiik deger katacaktir.
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