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OTURUMBASKANI

- Bilindigi Gzere butin ulkelerde ve 6zellikle Avrupa Birligi tlkelerinde jenerik
ilag kullanimi, orijinal ilag kullammina goére gittikge artmakta. Ozellikle
parasal olarak artmasa da, kutu olarak bilyuk bir artis goéstermektedir.
Jenerik ilag ruhsatlandirmasinda da en énemli konu, jenerik ilacin orijinal
ilagla ayni etkiyi gdsterebilmesi igin viicutta ayni sekilde dagilmasi ve etki
yerine, belli bir oranda orijinal ilagta ayni sekilde olmasidir.

Bu béliimiimiizde ézellikle Tiirk Eczacilar Blrllgi'nin ve istanbul Ecza-Koop
ve Turkiye Teknoloji Gelistirme Vakfi ve EGAS'In beraberce kurduklari,
Novagenix Blo-Analltik ilag Arastirma-Gelistirme Merkezinde yapilan
blyoesdegerlik ¢alismalari, degisik ilaglar lzerinde ve degisik cihazlar
kullanilarak yapilan ¢ analiz ¢calismasi arkadaslanmiz tarafindan sizlere
sunulacaktir.

OTURUM BASKANI
- "Biyoyararlanim ve ilagta AR-GE Calismalarina hos geldiniz.

Klaritromisin iceren Iki farklh mistahzarin saglikl génillilerde
blyoesdegerlilik galismasini sunmak tzere Uzm. Kim. Miuberra Sen'l davet
ediyorum.
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Uzm.Kim. MUBERRA SEN

Novagenix Bioanalitik ilag, AR-GE Birimi

"Klaritromisin lgeren Iki Farkli Miistahzarin Saglikh
Goénlillerde Biyoesdegerlik Calismasi”

-Tesekkurler.

m B ncelikle 8.Turkiye Eczacilik Kongresi'ni dizenleyen ve Novagenlx
io-Analitik ilag AR-GE Merkezl'ne, calismalarimizi sunma firsati
veren Tirk Eczacilan Birligl'ne coktesekkir ediyorum.

Novagenlx Bio-Analitik ilag AR-GE'de yiiriittiigiimiiz caismamizin konusu,
saglikh goéndllilerde klaritromisinin  LC-MST ydntemiyle biyoesdegerlik
calismasi.

LC-MST ydntemiyle plazmada klaritromisin ve aktif metaboliti 14-OH
klaritromisin icin miktar tayini yapilarak, orijinal ila¢ ile jenerik ilacin
blyoesdegerllginin arastirimasi amaclanmistir. Bu ¢alismanin ilk asamasi
olan klinik calisma ise, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi lyi Klinik
Uygulamalari Merkezl'nde yapilmistir. Uc gesit esdegerllkten bahsedecek
olursak, ilki farmasétik esdeder. Iki farkh miistahzar, ayni etken
madde/maddelerin ayni miktarini, ayni veya karsilastirabilir standartlara
uyan farmasoétik sekiller icerisinde icermektedir. Terapétik esdeger, bir
mustahzarin etkenligi ve glvenirligi daha 6nce tespit edilmis bir baska
miistahzar ile ayni etkenllkve giivenlillgi klinikolarak gésterilmesidir.

Biyoesdegerlik ise, farmasotik esdeger olan iki miistahzarin ayni molal
dozda verilisinden sonra, biyoyararlanimlarinin, yani adsorsiyon hizi ve
derecelerinin ve bdylece etkilerinin hem etkinlik, hem guvenlik bakimindan
esas olarak, ayni olmasini saglayacak derecede benzer olmasidir. Kisaca
biyoesdegerlik, iki veya daha fazla ilacin biyoyararlanimlarinin
karsilastirimasidir.



Cahsmamizin klinik agamasinda yaslar 18-45 arasinda 24 saglikh erkek
gonulliye, a¢ karnina gaprazlama ve tek doz olarak klaritromisin igeren
tabletler uygulanmig, ilag verildikten sonra 48. saate kadar degisik
zamanlarda toplam 15 noktada kan alinmigtir. Toplanan kanlardan elde
edilen plazmalar, soguk zincir kosullarinda Novagenixe nakledilmis ve s6z
konusu etkin maddelerin miktar tayinleri icin analizleri yapilmistir.

Klaritromisin, oral yoldan kullanilan makrolid grubundan bir antibiyotiktir.
Kimyasal yapisi 6-o-metllentromisin'dir. Duyarli mikroorganizmalarin 50s
ribozomal alt-blrimlerine baglanip, protein sentezini inhibe ederek
antlbakterlyel etkinlik gésterir.

Ana metaboliti 14-OH klaritromisin aktif olup, antibakteriyel etkiye katkida
bulunur. Klaritromisin duyarli mikroorganizmalarin neden oldugu alt ve st
solunum yollar enfeksiyonlari ile deri ve deri eklerinin enfeksiyonlarinda
kullanihr.

Burada kloritromisinin ve 14-OH Kklarltromisinin yapisal formulind
gOérmekteyiz.

u slaydimizda analitik galismamizda kullandigimiz ekipmanimiz yer
almaktadir. Burada gordiguntz Agilent HP 1100 Serisi bir HPLC
istemidir. Burada gordiguniz kisim ise, detektor olarak
kullandigimiz MSD sistemidir. HPLC sisteminden gelen sivi akiskan, MSD
sisteminde lyonlastiktan sonra manyetik alana verilir. Manyetik alandan
¢ikan farkli M/E degerlerine sahip iyonlar detektérle kaydedildikten sonra
ornegimize kitle spektrumu elde edilir.

Asetonltril, metanol, amonyum asetat ve su karisimindan hazirlanan
hareketli fazimiz, Genesls C18 analitik kolona dakikada 1,2 mililitre akisla
verilir. Toplam 4 dakikalik analiz siiresinde klaritromisin 2,55. dakikada, 14-
OH Klaritromisin 1,77. dakikada ve i¢ standart olarak kullandigimiz
Roksitromisin ise 2,68. dakikada gelmektedir.

Calismamizda i¢ standardi estrakslyonda herhangi bir hatanin olup
olmadigini anlamak igin kontrol amaciyla kullaniyoruz.

Plazma o0rneklerine bilinen konsantrasyonda klaritromisin, 14-OH
klaritromisin ve roksitromisin eklenerek, test edilen valldasyon
parametreleri sunlardir: Ozginlik ve secicilik, kallbrasyon egrisi ve
dogrusallik, en kiguk olgulebilir konsantrasyon, dogruluk ve kesinlik, geri
kazanim ve stabilité.

Klaritromisin miktar tayini yonteminin validasyonu icin, "Guidance for
Industry. Bloanalytical Method Validation. FDA, 2001 "de belirtilen o6lgttler
kullaniimistir.

mmmiac etkin ' maddesinin bir farmasoétik formilasyondan tayini, bu

ormulasyonun ¢dzeltisinin igerisindeki analitigin ilag etkin maddesinin

ayin edilmesini kapsar. Ancak plazmadaki ilag etkin maddesinin
tayininde kan proteinleri, yag, fibrin ve fibrinojenleri ortamdan uzaklastirmak
gerekir. Analitik yontemi gelistirirken, analltin alikonulma zamaninda baska
herhangi bir matriks etkisi olmamali, yéntem sadece anallte 6zgl ve analitl
segici olmalidir. Bu nedenle yontemimiz valide edilirken, en az 6 farkli insan
plazmasi 6rnegi, segicilik ve 6zginlik agisindan test edilmis, klaritromisin,
14-OH klaritromisin ve roksitromisin yerinde herhangi bir gelisim olmadigi
g6zlenmistir.



uradaki slaydimizda, hi¢ analit icermeyen plazma Ornegine alt

spektrum goérilmektedir. Gergekten klaritromlsin, 14-OH

laritromlsin ve roksltromlsin piklerinin alikonulma zamanlarinda
hicbir pik gézlenmemisgtir.

Bu seklimizde, yalnizca Internai standart olan roksltromisinl iceren
plazmaya alt spektrum goérilmektedir. Burada da roksitromlsin pikini
gbérmekteyiz.

Bu seklimiz 5000 ng/mL klaritromlsin, aktif metabolitl 3000 ng/mL 14-OH
klaritromisin ve ¢ standart roksitromlsinl iceren plazmaya alt spektrum.

Klaritromlsin ve 14-OH klaritromlsin sivi sivi ekstrakslyon y&ntemiyle
plazmada ekstrakte edilmis, sirasiyla 50-5000 ng/mL ve 15-3000 ng/mL
araliginda kalibrasyon egrileri ¢izilmistir. Bu egrinin dogrusal oldugu
araliktaki konsantrasyon-yanit lliskisinin korelasyon katsayilan 5 giinlitk
valldasyon sirasinda ortalama 0.99948 olarak bulunmustur.

Burada da 14-OH klaritromlsin ve klaritromisine ait kalibrasyon dogrulari yer
almaktadir. Yoéntemin gelistiriimesi sirasinda dogru ve tekrarlanabllen
Olgulen en kuguk konsantrasyon, klaritromisin igcin 50 ng/mL, 14-OH
klaritromisin i¢in 15 ng/mL olarak bulunmustur.

Valldasyon parametrelerinden dogruluk ve kesinligi agiklayacak olursak,
dogruluk bulunan degerlerin teorik degere olan yakinhgi; kesinlik ise,
bulunan degerlerin birbirine olan yakinhgidir. Dogru ve kesinlik 5 gunlik
valldasyon sirasinda kalite kontrol érnekleriyle, glin igi ve glinler arasi olarak
degerlendirilmistir.

Klaritromisinin kalite kontrol érneklerinin giin i¢i dogruluk ve giin igi kesinlik
degerleriyle gunler arasi dogruluk ve glinler arasi kesinlik degerleri slaytta
gorilmektedir.

Burada da 14-OH klaritromisinin kalite kontrol érneklerinin giin ici dogruluk,
giin Ici kesinlik, giinler arasi dogruluk ve giinler arasi kesinlik degerlerini
gbérmekteyiz.

Klaritromisinin kalibrasyon standartlarinin giinler arasi dogruluk, giin igi
kesinlik, 14-OH klaritromisinin kalibrasyon standartlarinin guinler arasi
dogrulukve giin ici kesinlik degerleri de bu slaydimizdayer almaktadir.

Ekstre edilen, bilinen konsantrasyondaki plazma &rnekleri, ayni
konsantrasyondaki ¢oézeltilerin bulunan degerleriyle karsilastirmistir.
Sonugta mutlak geri kazanim yizde 98 ve tekrarlanabilir olarak
bulunmustur.

Valldasyondaki bir diger parametre ise, stabllltedlr. Stabilité, yontem
gelistirme sirasinda ve analitigin tim analiz sireleri boyunca ¢ok énemlidir.
Bu yilizden analitin stok ¢6zelti stabllitesine, donma-¢éziinme stabilitesine,
oda isisindaki stabilitesine ve uzun sureli stabilitesine bakilir. Bu ¢alismada
ornekler hazirlanmis ve oda isisinda otoérnekleyici 69 saat bekletilerek,
stabilitesine bakilmistir. FDI kurallarina gore stabll oldugu gorilmustir.

Sonug¢ olarak, laboratuarimizda 6zgilin olarak gelistirip valide ettigimiz
analiz yontemi, blyoesdegerlik calismalarinin klinik asamasinda elde edilen
plazma orneklerindeki  klaritromlsin ve 14-OH klaritromlsin tayini igin
uygulandiginda; dogru ve hassas bir ydntem oldugu gértlmustur

Konsantrasyon zaman egrisinden farmakokinetlk profili elde edebiliriz.



Burada klaritromisinin test ve referans ilaglardaki farmakokinetlk profili
gorulmektedir. Her iki ilacin da farmakokinetlk profili birbirine uygun olarak
gorilmektedir.

Burada da 14-OH Kklaritromisinin test ve referans ilaglardaki
farmakokinetiklerini gérmekteyiz. Konsantrasyon zaman egrisinden elde
edilen farmakokinetlk profil, farmakodlnamik etkinliginin ve ilacin
etkinliginin baglama siresinin ve devam etmesi siresinin belirlenmesi
acisindan ¢ok énemlidir.

Burada da klaritromisinin test ve referans ilaglardaki in déniisiimiinin
farmakoklnetik profili yer almaktadir.

Son seklimizde de, 14-OH klaritromisinin test ve referans lilaglardaki in
dénusumunian farmakokinetik profilini gérmekteyiz.

Bu slaytta biyoesdegerllk ¢calismalarinda kullanilan kriterler kisaltmalari ve
acik isimleriyle yer almaktadir. Biz bu kriterlerden C-max, yani maksimum
plazma konsantrasyonu, AUCt, yani ilag alimindan t zamanina kadar ulasan
plazma konsantrasyon egrisi altinda kalan alan ve AUCO0-°°, yani plazma
konsantrasyon egrisinin ekstrapole edilmesiyle olusan, egri altinda kalan
alan kriterlerini kullanarak, birtablo olusturduk.

Burada bu u¢ parametrenin klarltromlsin icin ortalama degerleri ve standart
sapma degerleri, hem test ilag, hem de referans ilag i¢in yer almaktadir.
Buradan da géruldigu gibi, bu degerler birbirlerine yakinlk géstermektedir.

Bu son tablomuzda da, 14-OH klaritromisinin bu Gg kriter icin ortalama ve
standart sapma degerleri, hem test ilag, hem de referans ilag icin yer
almaktadir.

Tdm bu veriler incelendiginde, yizde 90 guvenlik araliginda ¢ikan bu
kriterler sonucunda, hem test ilacin, hem de referans ilacin blyoesdeger
oldugu bulunmustur.

aklasik 7 vyl 6ncesine kadar ulkemizde hi¢ yapilmayan

blyoyararlanim, blyoesdegerlik c¢alismalarinin tim asamalarinin

artik yetkinlikle yapilabilmesinin, hem bu alandaki bilgi birikimi ve
teknik becerinin artmasi, gelismesi, hem de ekonomik 6z kaynaklarimizin
iilke icinde kalmasindan dolay cok dnemli getirilen oldugunu diisiiniiyor ve
bizim gibi laboratuarlarin tlkemizde ¢cogalmasini diliyoruz.

Cok tesekkiir ederim.

OTURUM BASKANI
-Uzm. Kim. MiiberraSen'e tesekkiir ediyoruz.

Azltromlsin i¢eren iki farkl mistahzarin saglikh géndillilerde biyoesdegerlik
calismasini sunmak tzere YKim. Nesrin Yuzuak'l kirsuye davet ediyoruz.
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Y. Kim. NESRIN YUzUAK

Novagenix Bioanal itik ilag, AR-GE Birimi

"Azitromisin IcerenFarkli ki Miistahzarin Saglikli
Gonlillerde Biyoegdedgerlik Calismasi”

bii ki arkadasimiz da bahsetti, amacimiz LC-MS/ MS ydntemiyle
plazmada azitromisin miktar tayini yaparak, orijinal ilag ile jenerik
ilacin biyoesdegerliginin arastinimasidir.

Bu galismanin ilk asamasi olan klinik galisma da Erciyes Universitesi Tip
Fakiiltesi iIKU Merkezinde yapilmistir.

Calismanin klinik asamasinda, yaslari 18-45 arasinda olan 24 saglikli erkek
gonulliye a¢ karnina, ¢aprazlama ve tek doz olarak azitromisin igeren
tabletler uygulanmisg; ilag verildikien sonra 96. saate kadar degisik
zamanlarda (Toplam 17 noktada) kan alinmistir. Toplanan kanlardan elde
edilen plazmalar soguk zincir kosullarinda Novagenix'e nakledilmis ve s6z
konusu etkin maddelerin miktartaylni analizleri yapiimistir.

Onullu sayisi; pilot calismalardan, yayinlanmis verilerden ve cesitli

jstatistiksel hesaplamalardan (VVestlake, Hauschke, Steijans gibi)

Ide edilen hata varyansina gore en az 12 katilimci olmak kaydiyla

génilli sayisina karar verilmistir. Ornek alim siireleri; egri alti alan,

maksimum konsantrasyon sliresi, eliminasyon ve yarilanma émri gibi
parametrelere gore optimize edilmistir.

Burada da goruldugu gibi, arkadasimizinkl 48 saate kadar kanlari alinmisti.
Benim calismamda ise 96. saate kadar kanlar alinmis. Buna da sdyle karar
veriyoruz: Once ilacin bir yarilanma émri, t1/2 yarilanma émr( var. En az 3
t1/2 zamanina kadar kanlarini aliyoruz.

Bir de, testve referans ilaci arasinda tabii ki, test ilaci yuttuktan sonra saglikl
gonulld, direkt tabii ki referans ilaci vermiyoruz, bir bosalt periyodumuz var,
yani ilaglarin arinma siresi. Bu da yarnlanma dmrindn, ilacin yarilanma
6mriiniin en az 5 kati kadar olmal.



Azitromisin oral yoldan kullanilan azalit grubu bir antibiyotik. Kapali formilu
C38H72N2012'dIr.

Mikroorganizmalarin  50s rlbozomal alt-birimlerine baglanip, protein
sentezini Inhibe ederek antlbakteriyel etkinlik gésterir

Azitromisin duyarli mikroorganizmalarin neden oldugu hafif ve orta dereceli
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilir: alt ve Ust solunum yollari
enfeksiyonlari, derive deri eklerinin enfeksiyonu, uretrlt, servisit, sankroid.

AzltromlsiInin yapisal formilu sekilde géruldugu gibidir.

Burada analitik calismamizi yaparken, Waters 2695 HPLC Sistemi, ardisik
kitle spektrometresi ve MassLynx SoftwareV4.1. kullaniimigtir.

LC-MS/MS kosullarimiza bakacak olursak, mobll faz olarak Asetonitril:
Metanol: Su: Asetik Asit kullanilmistir. Analitik kolonumuz SunFlire C18, 3.5
/um, 50x2.1 mm'dir. Akis hizimiz 0,2 mL/dk. Toplam analiz siresi 2 dakika.
Azitromisin i(;in alikonulma siresi 0,9 dakika, roksltromisin igin ise 1,1
dakika olarak bulunmustur.

Tabii, arkadasimiz MST kullandi, ben bu yéntemde MS/MS kullandim.
MS/MS, daha hassas analizlerde kullanilan daha disik nanogramlara
inebilmek i¢in bize daha kolaylik saglayan bir aletimiz. MS'lerde her ne
kadar alikonulma sireleri birblrineyakindaolsa, ayirmi M/Z oranlarina gére
yaptidi icin, bize daha kolaylik sagliyor, yani (st Uste ¢akigsalar bile, farkli
pikleri elde edebiliyoruz.

Metodumuzu gelistirdikten sonra, tabii ki dogrulugunu kanitlamak amaciyla
validasyon yapiyoruz. Valldasyonda da baktigimiz parametreler, 6zgunlik
ve segicilik, kalibrasyon egrisi ve dogrusallik, en kuglik olgulebilir
konsantrasyon, dogruluk ve kesinlik, geri kazanim ve stabilitedir.

Bitin bu goérdiuginiz parametreler, plazma o&rneklerine bilinen
konsantrasyonlarda azitromisin ve roksitromisin (i¢ standart) eklenerek test
edilmigtir.

zitromisin'in miktar tayin yonteminin validasyonu igin, "Guidance

for Industry. Bioanalytical Method Validation. FDA, 2001 "de

belirtilen 6lgiitler kullanilmistir. Ozgiinliik ve segicilije bakacak
olursak, ilag etkin maddesinin bir farmasaétik formilasyondan tayini, bu
formulasyonun ¢oézeltisinin igerisindeki analitin (ila¢ etkin maddesi) tayin
edilmesini kapsar. Ancak, plazmadaki ilag etkin maddesinin tayininde kan
proteinleri,yag, fibrin ve fibrinojenleri (yani matriks etkilerini) ortamdan
uzaklastirmak gerekir. Analitik yontemi gelistirirken analitin tayin edildigi
yerde baska herhangi bir matriks etkisi olmamali, ydontem sadece analite
0zgl ve analiti segici olmalidir.

Bu nedenle, yontemimiz valide edilirken en az alt farkli insan plazmasi
ornegi segicilik ve o6zgunlik acgisindan test edilmis, azitromisin ve
roksitromisin piklerinin yerinde herhangi bir girisimin olmadigi
gosterilmistir. icersinde hig analitin olmadigi plazma &érnegi (Blank) ile
sadece i¢ standartin bulundugu (Zero) érnekleri analiz edilerek, 6zglinlik
ve segicilik her analizde ayr ayn gosterilmistir.

Buradaki spektruma bakacak olursak, bu spektrumumuz blanke ait bir
spektrum; neanalit, ne i¢ standartvar.

Buna bakacak olursak, azitromisinin oldugu yerde biiyuk bir pikyoktu.



Surada bakacak olursak, roksltromisin var, ama gene analitimlz yok,
sadece i¢ standardin oldugu bir spektrum. Bu da, 2 ng/mL

Kaiibrasyon egrisi ve dogrusallia bakacak olursak, Azltromisinin sivi-sivi
ekstraksiyon yéntemiyle plazmadan ekstre edilmis; 2-1000 ng/mL
araliginda kaiibrasyon egrileri gizilmistir.

Bu egrinin dogrusal oldugu araliktaki konsantrasyon-yanit iligkisinin
korelasyon katsayilari 5 gunlik validasyon sirasinda ortalama olarak
0.99158 bulunmustur.

Bu da, 2-1000 ng/mL arahgindakl azitromisin'in kaiibrasyon dogrusuna bir
ornek.

Ontemin gelistiriimesi sirasinda, dogru ve tekrarlanabilir élgllen en
Yki]gi]k konsantrasyon azltromisin igin 2 ng/mLolarak bulunmustur.

Bulunan degerin teorik degere yakinligi olan DOGRULUK ve
bulunan degerlerin birbirlerine yakinhgi olan KESINLIK, bes ginliik
validasyon sirasinda kalite kontrol érnekleri ile giin-ici ve giinler-arasi olarak
degerlendirilmistir. Kalite kontrol 6rneklerinin glin-i¢i dogrulugu: % 86.18-
114.75, kesinligi : % 5.64-18.76. Kalite kontrol drneklerinin glnler-arasi
dogrulugu: % 91.75-110.07, kesinligi: % 8.96-14.08. Kaiibrasyon
standartlarinin gunler-arasi dogrulugu: % 91.83-108.82, kesinligi: % 2.71-
7.25.

Geri kazanima bakacak olursak, evet biz plazmadan analiti ekstre ediyoruz
diyoruz, ama ne kadarini ekstre ediyoruz. Ekstre edilen bilinen
konsantrasyondaki plazma 6rnekleri, ayni konsantrasyondaki ¢ézeltilerin
bulunan degerleri ile karsilastinlmistr. Bu yéntemdeki mutlak geri
kazanimimiz yiizde 81,97.

ir diger 6nemli parametremiz de, stabilité. Stabilité icin de stok
cozeltisi stabilitesi. Bir stok hazirliyoruz, ama bu stoku bir ay, iki ay, t¢
y kullanmamiz gerekiyor; ama gercekten stabll mi, degil mi diye,
rutin periyotlarla, araliklarla bunlarin tekrar enjeksiyonlarini yaparak, cihaza
vererek, gercekten stabilitesi var mi, yok mu, buna da bakiyoruz. Donma-
¢6zulme stabilitesi ise, plazmada calistigimiz icin, plazmanin eksi 70
derecede saklanmasi gerekiyor. Validasyonunu yaparken de, kendimiz
dondurup ¢oéziyoruz ki, dondurup ¢6zme sirasinda da bir stabilité kaybi var
mi gorelim; ¢lnki bize nakledilirken soguk zincir kosullariyla donmus bir
sekilde geliyor, biz onlari eritip, ekstraksiyonlarini yapiyoruz. Bu da énemli
bir faktor. Validasyon sirasinda da en az bes kez dondurup, ¢éziyoruz. Tabii
ki, bazi maddelerin stabilitesi bes kerede bitiyorsa, bazilarininki on kerede
bitiyor. Bunu da, maddenin miktarinda azalma olmasin, yanls sonuglar elde
etmeyelim diye yapiyoruz.

Oda isisindaki stabilitesine bakiyoruz. Uzun siireli stabilltesinde de érnekler
hazirlaniyor, oda isisinda bekletiliyor. Benim ¢alismam icin 115 saat oda
Isisinda stabilitesi var.

Sonu¢ olarak laboratuarimizda 6zglin olarak gelistirip, valide ettigimiz
analiz yontemimizin biyoesdegerlik ¢calismalarinin klinik asamasinda elde
edilen plazma érneklerine azltromisin tayini icin uygulanmisgtir.

Biyoesdegerlik calismamizda kullanilan kriterlerimize bakarsak, c-max
dedigimiz maksimum plazma konsantrasyonu, c-minimum dedigimiz
minimum plazma konsantrasyonu, c-averaj dedigimiz ortalama plazma



konsantrasyon, t-max maksimim plazma konsantrasyonuna ulagma suresi.

t1/2, demin de bahsettigim gibi, ilacin yarilanma émri, etkin maddenin
yarilanma émru.

AUCO-, plazma konsantrasyon egrisinin ekstrepole edilmesiyle olusan egri
altinda kalan alan.

AUCt ise, ilacin alimindan t zamanina kadar olugsan plazma konsantrasyon
egrisi altinda kalan alan.

Azitromisin icgin test ve referans ilacin farmakokinetik egrisine bakiyoruz.
Zamana kargi azitromisin konsantrasyonu baz alinarak gizilmigtir.

Bahsettigimiz bu egri altinda kalan alan, bu sekilde gérdigliniz egrinin
altinda kalan alan.

Bu da, azitromisinin in konsantrasyonuna karsi zaman grafigi.
emin de arkadasimin bahsettigi gibi, biyoesdegerdir diyebilmemiz
¢in U¢ parametreye bakiyoruz. Bu ¢ parametre, c-max, AUCO-t ve
AUCO-. Bu ¢ parametre test ve referans ilag icin karsilastiriliyor ve
istatistiksel hesaplar sonucunda biyoesdeger olduguna karar veriliyor.

Ortalama c-max'lar test ve referans ilag icin birbirine yakin. Egri altinda
kalan alanlarimiz gene, her iki etkin madde i¢in de birbirine yakin.

Tesekkur ediyorum.

OTURUM BASKANI
-Biz de YKim. Nesrin Yiuzlak'a tesekkur ediyoruz.

indapamid igeren farkli iki miistahzarin saglikl géniilliilerde biyoesdegerlik
c¢aligmasini sunmak Gzere Uzm.KIm. Zellha Ates'i kirsuye davet ediyorum.
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Uzm.Kim. ZELIHARTES

Novagenix Bioanal itk ilag, AR-GE Birimi

"indapamid Iceren Iki Farkli Miistahzarin Sadlikli
Gonlillerde  Biyoesdegerlik Calismasi”

- Tekrar herkese hos geldiniz diyorum.

Benzer bir konuda lglincl ¢alismay! anlatmak benim igin biraz zor olacak.
Umarim, sikici olmam.

Yine Novagenlx Bio-Analittk ilag Arastirma Merkezi'nde yapilan bu
calismada, indopomintin iki yonli tek doz ve c¢apraz tasariml
biyoesdegerlik ¢calismasindan bahsedecegim.

rkadasimin bahsettigi gibi, biyoesdegerlik, terapotlkesdegerlikve

farmasotlk esdegerlilik birbirleriyle ilintili olan {i¢ tanimlamadir.

Terapotlk esdegerliligin saptanabilmesi igcin gerekli olan
calismalardan biri de biyoesdegerlik ¢calismalardir.

indapamid miktar tayini igin, orijinal ilag ve jenerik ilacin biyoesdegerlillginin
alistinimasi ¢calismasi UPLC-TUVy6ntemi ileyapiimistirve benden dnceki iki
calisma gibi bu c¢alismanin ilk asamasi olan klinik calisma da, Erclyes
Universitesi Tip Fakaiiltesi lyi Klinik Uygulamalar Merkezi'ndeyapilmistir.

Orijinal ilag¢ ve esdeger ilacin tanimlamasini yapacak olursak, Orijinal ilag,
dinyada ilk kez ila¢ olarak ruhsatlandirilarak pazara verilen yeni bir etkin
maddeyi, belirlenen tedavi edici dozlarinda igeren iriinlerdir. Esdeger
ilaglar, ayni etken maddeyi orijinal ilaglarla ayni miktarda ve ayni farmasétlk
formda iceren ve bdylece ayni farmakolojik etkiye sahip olan, kana gegis
hizi ve miktar belli sinirlar iginde ayni olan ilaglardir.



deger ilaglarda, saghk otoritelerinin gerekli gérdiigu tim inceleme

ve arastirmalar yapilmakta orijinal dGrinle ayni tedaviyi

aglayabilecedi biyoesdegerlik adi verilen bilimsel c¢alismalarla
kanitlanmaktadir.

Bu c¢alisma kullandigimiz Indapamid oral yoldan kullanilan, dilretik ve
antlhipertansetip etkili bir ilactir, indapamid hipertansiyon ve kalp yetmezligi
durumlarinda tek basina ya da kombine preparatlar halinde yaygin olarak
kullanilan bir ilagtir.

indapamidin yapisal formuna bakacak olursak, iki tane benzen halkasi ve
iki tane merkezden olusmaktadir. indapamidin yapisi bizim ekstraksiyon
metodunu segerken, plazmadan maddenin alinmasi agisindan énem teskil
etmektedir.

Bu c¢alisma igin uygun 24 goénulli katihmci sayisi belirlenmis ve capraz
gegcisli ve iki periyotlu olaraktan tasarlanaraktan, 15 kan alim noktasinda
gergeklestirilmistir. Toplanan kanlardan elde edilen plazmalar soguk zincir
kosullarinda novagenixe nakledilmis ve s6z konusu etkin maddelerin miktar
tayini icin analizleri yapiimigtir.

Bizim calismamizda sectigimiz tek doz genellikle yeterli ve secilen bir
yontemdir; fakat doza veya zamana bagh farmakokinetik gecerliyse, bazi
modifiye salinimli Grlnler s6z konusu ise, tek dozlu alimlarin ardindan
yapilan o6lgimlerde molekllin sensltive problemleri plazma
konsantrasyonu d&l¢imlerini imkansiz kiliyorsa, plazma
konsantrasyonlarinda eliminasyonda bireyler arasi degiskenlik buylkse,
¢ok dozlu tasarim da uygulanabilir.

Bunun yaninda, ¢alisma dizayninda genellikle capraz tasarim ilk secimdir.
Capraz tasarim ile her gonillide yas, cinsiyet, agirhk, metabolizma gibi,
bireyler arasi degisimlerin etkisi minimize edilmektedir. Bdylece test edilen
sadece ilag Urinid olmaktadir. Burada gordiginiz grafik tabloda, bu
capraz tasarimi 6zetleyebiliriz. Bu sayede birinci grup hem test rtinii, hem
referans Grund aldigi icin, bireyler arasi degiskenlerin etkisi minimize
edilmektedir.

u ¢alismanin analitik kisminda, ultra performans sivi kromotografisi

(UPLC), TUV detektér sistemi kullanilmistir. Burada sistemi

Ormekteyiz. Benden 6nce arkadaslarimin bahsettigi iki calismanin
birinde, MST, birinde de MS/MS yéntemi kullanilmistir. Bu ¢alismanin farki
da, UPLC sisteminin kullaniimasidir. UPLC sistemi Turkiye'de ¢ok fazla
yaygin olmamakla beraber, ben size cihaz Gzerindeki kompartimanlardan
bahsetmek istiyorum.

En 6nemli avantajlarindan biri, daha kisa ve kolon i¢ caplarinin kiguk
olmasindan dolayi, analiz sirelerini kisaltabllmeniz ve detekt6riin data
toplama frekansinin fazla olmasindan dolaylr daha hassas sonuglar elde
edebilmenlzdir. UPLC sistemimizde Acquity C18, 2.1 x 100 mm, 1.7/im
analitik kolon ve Asetonitril : Fosfat Tamponu belli oranlarda hareketli faz
olarak kullanaraktan metodumuz gelistirilmistir.

Burada indapamid ve Sulfametazinin alikonulma siirelerini gériiyoruz.
Fakat analiz slUremize dikkat edecek olursak, 7 dakika gd6zukiyor.
Analizimiz 2 dakika ya da 2,5 dakikada kesilebilecekken, 7. dakikada
kesilmesinin sebebi ise, plazmadan gelen interfransalardan kurtulmak
amaciyladir.



Benden onceki arkadaslarimin bahsettigi gibi, gelistirmis oldugumuz
yontemin validasyonu igin inceledigimiz 6 tane parametre vardir. Bu
parametrelerin her biri yine Indapamid igin gelistirilen metotta incelenmistir.

ine, yoéntemimizin valide edilirken, en az 6 farkl insan plazmasi

oérnegin segicilik ve 6zglinlik agisindan test edilmis ve indapamid

ve interne! standart olan sulfametazin piklerinin alikonulma
zamanlari civarinda herhangi bir iligkinin olmadigi saptanmistir.

Burada ig standart olan sulfametazin ile analitin indapamid icermeyen bos
plazmanin kramotogramini gérmekteyiz. 0,7 civarinda sulfametazin piki
olmasi gerekirken, bos plazma oldugu igin herhangi bir pik yokken,
indapamid pikinin oldugu yerde yine hicbir pik gézlenmemektedir.

Bu kramotogramda ise, sadece ilk standart sulfametazinl iceren plazma
ornegi goézlemlenmektedir. Burada da sulfametazin pikini 0,7 civarinda
gbérmekteyiz.

Bu kramotogramda indapamid gelisimi 100 ng/mL olan ve ilk standart
sulfametazin Igeren plazma 6rnegini gérmekteyiz. Yine indapamid ve
sulfametazin pikleri sekilde gérilmektedir.

indapamid sivi-sivi ekstrakslyon yéntemi ile plazmadan ekstrakte edilmis;
1-100 ng/mL arahginda kalibrasyon egrileri gizilmistir. Bu egrinin dogrusal
oldugu aralktaki konsantrasyon-yanit iliskisinin korelasyon katsayilar 5
gunliik validasyon sirasinda ortalama 0,999 olarak hesaplanmistir.

Elde ettigimiz kalibrasyon verilerinden bir tanesi, 1-100 ng/mL degisim
araliginda sekilde géziikmektedir.

Yine, bu galisma icinde en kiigiik élgiilebilir konsantrasyon indapamid igin 1
ng/mL olarak bulunmustur. Ayrica dogruluk ve Kkesinlik degerleri de,
arkadaslarimin bahsettigi gibi hesaplanmistir.

indapamid kalite kontrol &rnekleri igin giin i¢i dogruluk ve giin ici kesinlik ve
gunler arasi dogruluk ve kesinlik degerleri sekildeki gibi hesaplanmistir ve
kalibrasyon standartlari icinde ayni dogruluk ve kesinlik degerleri
hesaplanmistir.

Ekstrakte edilen bilinen konsantrasyondaki plazma &6rnekleri, ayni
konsantrasyondaki ¢ozeltilerin bulunan degerleriyle karsilastinimis ve
indapamid metodu igin mutlak geri kazanim degeri 58,4 degeriyle
hesaplanmis ve tekrarlanabilir olarak bulunmustur.

Arkadaslarin bahsettigi gibi, stabilité, analiz 6rneklerinin kararlihg bizim igin
cok 6nem teskil etmekte. Herhangi bir aksilik durumunda &rneklerin
beklemesi durumunda, Orneklerimizin stabil kalmasi, 6rnek kaybi ya da
o6rnek miktarinin az olmasi agisindan O6nem kazaniyor ve indapamid
calismasi icinde, otodrnekleyicide 72 saate kadar kararhihiginin oldugu
tespit edilmistir.

Sonug olarak, Laboratuvarimizda 6zgiin olarak gelistirip valide ettigimiz
analiz yonteminin, biyoesdegerlik ¢alismalarinin klinik asamasinda elde
edilen plazma érneklerine indapamid tayini icin uygulandiginda; dogru ve
hassas birydntem oldugu goértlmustr.

Diger arkadaslarimin bahsettigi gibi, biyoesdegerlik c¢alismalarinda
hesaplanmasi gereken kriterlerden bazilan slaytta gérilmektedir. Bunlar
alinan biyolojik sivinin plazmaya da idrar olmasina gére degisiklik



gostermektedir. Bizim hesapladigimiz degerlerden bazilari Cmax, AUCt ve
AUCO-t» degerlerinden bazilandir.

Burada da test ve referans ilacin farmakokinetik profilini gérmekteyiz. Test
ve referans i¢in indapamid konsantrasyonuna karsi zaman grafiklerinin
birbirlerinin icerisinde uyumlu oldugunu goérmekteyiz. Grafik standart
sapmayla beraber verilmistir.

Ayni grafigin in dénisiimiini farmakokinetik profili de, kendi icerisinde
uyum gostermektedir.

Ide edilen analiz sonuglarina gére hesaplanan Cmax AUCO-t ve
AUCO-00 degerlerine bakacak olursak, her biri 24 kati, ortalama ve
tandart sapma olarak tabloda gdsterilmektedir. Bunlarin yizde 90

gun araliginda olmasi gereken aralikta oldugu gézlenmistir.

Sonug olarak, yaptigimiz bu indapamid biyoesdegerlik calismasini esdeger
olarak sonuglandirabiliriz.

Tesekkur ediyorum. (Alkiglar)

OTURUM BASKANI
- Uzm. Kim .Zeliha Ates'e biz de tesekkir ediyoruz.

Sorulari olan arkadaslardan sorularini alabiliriz. Yok herhalde, ¢ok teknik bir
konu bu.

Sunumlari yapan arkadaslara ve dinlediginiz i¢in tesekkur ediyoruz.
OTURUM BASKAN:

- Oturumumuzu kapatiyoruz. Herkese tekrar tekrar tesekkiirler.



