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OZET

Gilimiisbas A.H. (2017) Farkl1 Seftiofur Preparatlarinin Sigirlarda Biyoesdegerlik Y 6niinden
Incelenmesi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Farmakoloji ve Toksikoloji
ABD. Doktora Tezi. Istanbul. 2017

Calismamizin amaci, Tirkiye’de ruhsatlandirilmis seftiofur HCI igeren jenerik bir ilaci
sigirlarda 1,1 mg/kg dozunda kas i¢i yolla uygulanmasini takiben biyoesdegerlik yoniinden
degerlendirmektir. Caligmada 10 adet Holstein 1rk1 sigir kullanildi. Calisma ¢apraz dizayn
esasina gore gerceklestirildi. Hayvanlara ila¢ uygulamasi yapilmadan 6nce 0. dakika ve
uygulama sonrasinda 10., 20. ve 30. dakika ile 1.,2.,4.,8.,12. ve 24. saatlerde kan 6rnekleri
lityum heparinli tiipler ile toplandi. Hayvanlara ait plazmalardaki seftiofur diizeyleri
ekstraksiyon uygulamasii takiben HPLC (Yiiksek Basingli Sivi Kromotografisi) ile
Ol¢iildii. Her hayvan i¢in ayr1 ayr1 plazma konsantrasyon-zaman grafikleri cizildi ve
farmakokinetik parametreler non-kompartmanli modele gore hesaplandi. Biyoesdegerligin
belirlenmesinde Cmax ve AUC (0-24) parametreleri incelendi. Parametrelerin %90 giiven
aralig1 ve biyoesdegerlik kabul sinirlar1 arasinda (0,80-1,25) olup olmadigi belirlendi.
Jenerik /Orijinal ilag oran1 Cmax igin 97,31 ve AUC (0-24) igin 93,09 olarak saptandi.
Elde edilen her iki degerin %90 giiven araligi ve 0,80-1,25 kabul sinirlar1 i¢inde oldugu
goriildii. Bu calisma sonucunda jenerik ilacin orijinal ilag ile biyoesdeger oldugu ve
birbirlerinin yerine kullanabilecekleri belirlendi.

Anahtar Kelimeler : Biyoesdegerlik, Seftiofur, Sigir, Jenerik, HPLC

Bu c¢alisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 12157
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ABSTRACT

Gumiisbas A.H. (2017). The bioequivalence determination of different ceftiofur preparations
in cattle. Istanbul University, Institute of Health Science, Department of Pharmacology and
Toxicology. Doctoral Thesis Istanbul 2017.

The aim of our study to evaluate of the bioequivalence of a generic preparatin which was
registered in Turkey contain ceftiofur HCI , after intra muscular injection (i.m) at the dose
of 1,1 mg/kg in cattle. In the present study 10 holstein cattle were used. This study was
carried out on the based a cross-over design. Blood samples were taken into lithium heparin
tubes just before and 10, 20 and 30 minutes and 1,2,4,8,12, and 24 hours following
injections. The plasma which are taken from animals concentrations of ceftiofur were
measured by HPLC (High Pressure Liquid Chromatography) following extraction process.
The plasma concentration-time curves for each animal were showed and pharmacokinetic
parameters were calculated using non-compartmental model analysis. Cmax and AUC (0-
24) were based for evaluation of bioequivalence. According 90% confidence level, Cmax
and AUC (0-24) parameters was determined whether or not between acceptable limits (0,80-
1,25) for bioequivalence. The avarage of generic/orginal ratio was 97,31 for Cmax and
93,09 for AUC (0-24) . And these values were found into acceptable limits 0,80-1,25 and
90% confidence limits also. As a result of this study it is concluded that generic preparation
was bioequivalent to orginal preparation and it can be used instead of orginal preparation.

Key Words: Bioequivalence, Ceftiofur, Cattle, Generic, HPLC
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1. GIRIS VE AMAC

Gelisen ve degisen diinyada insanoglunun dnemli ve degismez sorunlariin basinda
yeterli ve dengeli beslenme gelmektedir (TIGEM 2014). Kiiresel niifiisun 2025 yilinda 8
milyar, 2050 yilinda ise 9,1 milyara ulasacagi ve bu artisin nerdeyse tamamina yakin bir
kismiin (%96) halihazirda beslenme problemi yasayan iilkelerde olacagi dikkate
alindiginda giiniimiizde oldugu gibi gelecekte de gida maddesi arzinin talebin gerisinde
kalacag1 sdylenebillir (TUBITAK 2003; FAO 2009). Temel gida gereksinimlerinin
tedariginde yasanan bu problem tekbasina gida iiretiminin artirilmasi ile degil, mevcut
kaynaklarin nitelikli olarak daha verimli tiretimi ve kullanimi ile ¢6ziime ulastirilabilecektir

(TUBITAK 2003).

Hayvansal kaynakli tirinler tasidiklari biyolojik &zellikleri nedeniyle insanoglunun
gida ihtiyacinin karsilanmasinda vazgecilemez konumdadir. Diinya Saglhk Orgiitii (WHO)
verilerine gore saglikli bir insanin viicut agirhigmin her kilogrami igin giinde 1 gr protein
tiiketmesi ve bununda %42 ’sinin hayvansal kokenli olmasi1 6nerilmektedir, fakat tilkemizde
tikketilen giinliik proteinin %73 liniin bitkisel kékenli gidalardan geldigi belirtilmektedir
(TIGEM 2013). insan yasamu i¢in bu denli 6nemli olan hayvansal proteinlere duyulan ihtiyag
her gecen giin artmaktadir, yalnzca diinya genelinde et ihtiyacinin 2020 yilinda %58'lik bir
artts ile 327 milyon tona ¢ikmasi beklenmektdir (Speedy 2003; TUBITAK 2003).
Hayvansal proteinlere duyulan bu ihtiya¢ dogrultusunda diinya genelinde ve iilkemizde
calismalar yapilmis ve olumlu sonuglar elde edilmistir. Bu kapsamda gectigimiz son 10 yil
icerisinde diinya genelindeki ruminant sayisindaki artis %15 diizeyinde belirlenirken,
iilkemizde bu oran %35 diizeyine ulasmistir. (TUIK 2015; TIGEM 2014). Uretim
miktarinda yakalanan bu artisin yaninda hayvansal gida ihtiyacinin karsilanmasinda kaliteli
hayvansal {irlin iiretimi de 6nemini korumaktadir (Duru ve Sahin 2004). Kaliteli hayvansal
iriin tretimi yaninda, halihazirda mevcut triinlerden de azami verimi almak Onemli
konulardan bir tanesini olusturmaktadir. Mevcut hayvansal gida kaynaklarinin etkin
kullanimi i¢in gida kaynaklarinin kontamine olmasini, kirlenmesini engellemek de artan

gida ihtiyaci olan diinyamizdaki 6nemli konulardan birisidir.

Hayvansal gidalardaki kontaminasyon kaynaklarindan biri de hastaliklarin kontrolii,
tedavisi veya verim artig1 i¢in uygulanan ilag ve kimyasal maddelerin metabolitleri ve serbest
veya bagl haldeki kalintilaridir. Hayvansal gidalardaki ilag kalintilar1 insanlar {izerinde

allerjiler, ikincil cinsiyet 6zelliklerinde degisimler, ireme bozukluklari, direngli suslarin
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ortaya ¢ikmasi, dogal floradaki degisimler, teratojenik ve kanserojenik etkiler gibi saglik
problemlerine neden olurken (Lee ve ark 2001; Temmamogullar1 ve Kaya 2010), ciftlik
hayvanlarinda kullanilan kimi antibiyotiklerin dogada uzun siire kalmasina bagl cevre
kirliligi (Kemper 2008) veya meydana getirdigi ekonomik kayiplar nedeni ile ekonomik
problemler de yaratabilmektedir (Temmamogullari ve Kaya 2010).

Hayvan sagliginda kullanilan ilaglarin izin verilen dozlarda ve uygulama yollarinda
kullanildiklar1 taktirde, kalint1 limitleri ve hayvansal dokulardaki kalis siireleri daha once
yapilan bilimsel galismalar ile belirlenmistir. Belirlenen bu veriler toplum sagligi igin bir
araya getirilmis ve insan sagligina etkili her etken madde i¢in ilag kalint1 arinma stireleri ayri
ayr1 belirlenmistir. Bu kalint1 arinma siireleri tiim diinyada oldugu gibi lilkemizde de yasalar
ile kontrol edilmektedir. Bilimsel veriler 1s18inda belirlenen yasal arinma siirelerine riayet
edildigi taktirde hayvansal gidalarin tiiketiminde herhangi bir kalinti problemi
yasanmamaktadir. Hayvansal gidalarda yasanabilecek olasi kalinti problemlerinin baslica
nedenleri; ilag kalinti siiresine dikkat edilmemesi, farmasotik sekil, uygulama yolu, ilag

cesidi, beseri ilag kullanimi ve etiket dis1 ila¢ kullanimidir (Yarsan 2012).

Veteriner hekimler ayni etken maddeyi igeren ilaglarin hepsinde ayni terapdtik
sonucu alamadiklar1 durumlarda, kullandiklar: ilact prospektiislerinde belirtilen dozlardan
daha yiiksek dozlarda kullanabilmektedirler (Sarica ve Liman 2007). Bu durumun 6niine
gecilebilmesinin en onemli yollarindan birisi; farmasdtik olarak esdeger olan ilaglarin
biyolojik olarak ayni etkiyi gdstermesi yani “Biyoesdeger” olmasi ile miimkiindiir (Iskit

2014, Celik ve Birdane 2015).

Biyoesdegerlik kisaca; orjinal iiriin ile jenerik {iriiniin hem gilivenlik hemde etkinlik
yoniinden benzer olma kriteridir. Teknik olarak ise Biyoesdegerlik; farmasdtik olarak
esdeger olan iki ilacin, ayni molar dozda verilmesini takiben biyoyararlanimlarinin (hiz ve
derece) ve boylece etkilerinin (hem etkinlik, hem giivenlik bakimindan) benzer olmasini
saglayacak derecede yakin olmasidir (Birkett 2003; FDA 2003).

Veteriner ilaglarinin etiket dis1 kullanimi nedeni ile meydana gelebilecek olas1 kalinti
problemlerinin engellenmesinde ve halk sagliginda bu denli 6nem arz eden biyoesdegerlik,
ayni zamanda ekonomik olarak da toplumlar i¢in biiyiik 6nem arz etmektedir. 1988 yilinda
sadece orijinal iirlin yerine jenerik iiriin kullanimi ile ABD’de saglik harcamalarindan elde
edilen tasarruf miktar: 2 milyar $ iken (Kanzik 1993), %4250°1ik bir artis ile bu rakam 2005
yilinda 87 milyar §, 2014 yilinda ise 254 milyar $’a ulasmistir. ABD’de saglik
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harcamalarinda orjinal ilag yerine jenerik ila¢ kullanilarak elde edilen ekonomik kazang
2005-2014 yillar1 arasinda 1,68 trilyon $’a ulagmistir (GPhA 2015). Yine Kanada’da orijinal
ila¢ yerine jenerik ilag kullanimi sonucu elde edilen tasarruf miktar1 2014 yilinda 15 milyar
$’a ulasmustir (CGPA 2016). Goriildiigi gibi jenerik ilag kullanimi ayni etkinligi saglayarak
maliyet ve ulusal tibbi harcamalari diigiik tutmaktadir (Yalgin 2014).

Hem saglik hem de ekonomik olarak bu denli 6nemli olan biyoesdegerlik, iilkemizde
beseri ilaglarda yasalar ile kontrol edilmektedir. Bu amagla beseri ilag tiretiminde 27 Mayis
1994 tarih ve 21942 sayili Resmi Gazetede yayimlanan “Farmasotik Miistahzarlarin
Biyoyararlanim ve Biyoesdegerliginin Degerlendirilmesi Hakkindaki Yonetmelik™ ile
ruhsatlandirma  asamasindaki ilaglardan biyoyararlanim ve/veya biyosedegerlik

calismalarinin belgelenmesi istenmistir (Resmi Gazete 1994).

Beseri ilag sanayinde 1994 yilinda yayimlanan yonetmelik ile yasal cergceveye
konulan biyoesdegerlik, veteriner ilaglarinda ise resmi gazetede 2011 yilinda yayimlanan
“Veteriner Tibbi Uriinler Hakkinda Y6netmelik™ ile yasal zeminde kendisine yer bulmustur.
Yayimmlanan bu yonetmelik ile iilkemizde ilk olarak veteriner tibbi {irlinlerde
“Biyoesdegerlik” kavramindan bahsedilmistir.. Bu yonetmelige gore jenerik ilag “Aktif
maddeler agisindan referans iriinle ayni kalitatif ve kantitatif kompozisyona sahip, ayni
farmasotik formda ve biyo-esdegerliligi uygun biyo-yararlanim testleriyle kanitlanmis

olmak zorundadir” (Resmi Gazete 2011).

Ulkemizde veteriner tibbi iiriin iiretimi veya ithalati yapan toplam 88 firma
bulunmaktadir ve bu firmalardan sadece 26 tanesi yerli tiretim yapmaktadir (Gida Tarim ve
Hayvancilik Bakanlig1 2016). Bu firmalar ise jenerik iiriin tiretimi ile hayvancilik sektoriinde
yer almiglardir. Veteriner saglik alanindaki ekonomik yaklagimlar nedeni ile iilkemizdeki

jenerik ilag iiretimi ve kullanimi yayginlik gostermektedir.

Bu nedenle biyoesdegerligi kanitlanmis jenerik ilag tiretimi ve tiiketimi ile tilkemiz
ilag ithalati, verim kayiplari, etiket dist ila¢ kullanimi, kalint1 problemi ve iiretim hatalari

gibi jenerik ilag liretimine bagli ekonomik kayiplarinin 6niine gegebilecektir.
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2. GENEL BIiLGILER

Bu boliimde; arastirmamiza konu olan orijinal ve jenerik ilaglarin etken maddesi olan
seftiofur ile biyoyararlanim ve biyoesdegerlik degerlendirmelerine iligkin genel bilgilere yer

verilmistir.

2.1. Seftiofur;

Seftiofur sadece hayvan sagiliginda at, sigir, kopek, koyun ve kegilerde duyarli
patojenlerden ileri gelen sistemik enfeksiyonlarin sagaltiminda kullanilan 3. kusak
sefalosporin grubu antibakteriyeldir. Ozellikle siitte ila¢ kalintis1 birakmamasi nedeni ile
sagmal ineklerde gram (+) ve gram (-) bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlara kars1 yaygin
olarak kullanilmaktadir (Plumb 2011).

2.1.1. Tarihge;

Sefalosporinler ilk olarak italya’nmn Sardunya adasinda bulunan Cagliari
Universitesinden Giuseppe Brotzu tarafindan kesfedilmistir. Brotzu 1945-1948 yillari
arasinda penisilin gibi dogal bir antibiyotik bulmak i¢in lagim floras: iizerinde yuriittiigii
caligmalarinda birgok bakteri cinsinin yanisiria Salmonella typhi’yi de inhibe eden bir
Cephalosporium susu (C. acremonium) izole etmistir. Saflastirilamamis sus ve Kkiiltiir
filtratlar1 lizerinde gergeklestirilen arastirmalar dogrultusunda Edward Abraham ve Guy
Newton 1949 yilinda bu kiiltiiriin sefalosporin P ve N olarak tanimlanan iki farkli antibiyotik
sentezledigini saptamislardir. Pensilin N olarak adlandirilan sefalosporin N’nin (1952) yeni
tip bir penisilin oldugu Sefalosporin P’nin fusidik aside benzer steroid yapida bir madde
oldugu anlagilmistir. Cephalosporium kiiltiiriiniin, ham ekstratlarinda antibakteriyel test
yontemi ile farkedilmeyecek kadar az miktarda bulunan, ancak saflastirilmis pensilin N
preparatlarinda tespit edilebilen bir tiglincii antibakteriyel madde olan “Sefalosporin C nin
sentezi 1955 yilinda gergeklestirilmis ve bu maddenin antibakteriyel spektrumunun
digerlerinden farkli oldugu sonucuna ulagilmistir. Gergek anlamda ilk sefalosporin olarak
kabul edilen sefalosporin C’nin penisiline direngli suslara etkin olmasinin énemi 1957°de
fark edilmis ve yapisi 1959°da Edward Abraham tarafindan ortaya konmustur. Sonraki
yillarda intrinsik aktivitesinin diisiikliigii ile iligkili olarak yiiksek dozlarda sinirli kullanimi
bulunan sefalosporin C’nin anti-stafilokokal aktivitesi yan zincirin N asetilasyonu ile
artirtlmis ve endistriyel gelisime paralel bir sekilde o-aminoadipoyl yan zincirde

modifikasyona bagli olarak yar1 sentetik sefalosporinler gelistirilmistir (Toreci 1987; Lemke
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ve ark 2008; Zaffiri ve ark 2012). Diinya genelinde ilk kullanima sunulan sefalosporin
“Sefalotin” (1964 yil1) olup, sadece parenteral kullanim igin tasarlanmistir. Sefazolin ve
sefoksitin 1970°1i yillarda parenteral, sefaleksin ise ilk oral kullanim igin iretilmis
sefalosporinlerdir. Yillar igerisinde potens ve antibakteriyel spektrumu arttirma amagl ¢ok
sayida farkli yar1 sentetik sefalosporin tlirevleri sentezlenerek iiretime girmistir (Calangu
2010, Zaffiri ve ark 2012). Bu grup antimikrobiyaller beseri hekimlikle es zamanli olarak
veteriner hekimliginde de kullanilmaya baslanmistir. Seftiofur ise siitte ilag kalintisi
birakmayan ve sadece hayvan sagligi kullanimma mahsus ilk sefalosporin olarak 1987

yilinda tiretilerek piyasaya verilmistir (Yancey ve ark 1987) .

2.1.2. Kimyasal Yapisi ve Fiziksel Ozellikleri;

Sefalosporin grubu molekiiller, ana ¢ekirdegini sefem tiirevi 7amino-sefalosporanik
asidin olusturdugu B-laktam antibiyotikleridir (Sekil 2-1)(Giguere ve ark 2006). Bu asit
cekirdegine gesitli R1 ve R2 gruplarinin eklenmesi ile dogal sefalosporinlere gore daha

yiiksek etkinlik ve diisiik toksisiteye sahip iiriinlerin olugmasi saglanmistir (Nemutlu ve Kir

2009)

R—C-HN S
N i
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Sekil 2-1 Sefalosporin Grubu Antibiyotiklerin Temel Yap1 Cekirdegi

Seftiofur at, kopek, domuz, kanatli ve sigirlarda kullanilmak {izere onaylanmis, genis
spektrumlu 3. kusak bir sefalosporindir (Jacopson ve ark. 2006; EI-Gendy ve ark 2007).
Seftiofur’da, 7-amino cephalosporin ¢ekirdeginin 7-B- amino-acyl yan zinciri olarak
oxyimino-aminothiazolyl grubu bulunmaktadir. Bu yan zincir benzer sekilde sefodoksim,
seftriakson, sefirazidim yapisinda da yer almaktadir. Seftiofur ayrica 3. nesil
sefalosporinlerde oldugu gibi 3. pozisyonunda furoik asit tiyoester igermektedir (Sekil 2-2)

(Hornish ve Kotarski 2002). Seftiforun baslica metabolitleri olan desfuroylseftiofur (DFC)
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ve desfuroylseftiofur dimer (DFC-dimer) ‘de seftiofur yapisinda bulunan B-laktam halkasi
ve oxyamino-aminothiazolyl grubu bulunmaktadir.  Seftiofurun baslica metabolitleri
desfuroylseftiofur (DFC) ve desfuroylseftiofur dimer seftiofur gibi ayn1 6zelliklere ve etki
spektrumuna sahiptir. Ozellikle seftiofimimn bakteriyel etki mekanizmas: ile ilgili olarak
seftiofur, DFC ve DFC-dimerin Escherichia coli i¢in ¢ok 6nemli olan en az 3 farkli PBP'e

(Pensilin Baglayici Protein) baglandigini ispatlamistir (Hornish ve Kotarski 2002, USP
2007).

HNﬁ( @)

iﬁ A

COOH

Sekil 2-2 Seftiofur'un Kimyasal Y apisi

Seftiofur Molekiiler Formiilii; C19H17N507S3,
Seftiofur Molekiiler Agirligi; 523,56 g/mol
Seftiofur CAS No: 80370-57-6

Seftiofur sodyum (Na) CAS No: 104010-37-9
Seftiofur hidrokloriir (HCI) CAS No: 103980-44-5

Sistematik Adlandirmasi:  (6R,7R)-7-[ [(2Z)-2-(2-Amino-1,3-thiazol-4-yl)- 2-
methoxyiminoacetyl]amino]-3-(furan-2- carbonylsulfanylmethyl)-8-oxo-5-thia-1-

azabicyclo[4.2.0]oct-2-ene-2-carboxylic acid )

Seftiofur 523,56 g/mol molekiiler agirhga sahip, 1,81 g/cm® yogunlugunda su ve
metanolde ¢oziinebilen beyazimtirak renkte bir bilesiktir. Seftiofur’un suda ¢ozliniirligi ile
pH arasinda iliski bulunmaktadir. pH 5,5 ‘de her ml suda 400 mg’dan fazlas1 ¢oziinebilir.

Sefitofur sodyum tuzu seklinde tamponlu sulu ¢ozeltileri hizla ¢oziiniir (Sunkara ve ark
1999).
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2.1.3. Etki Sekli;

Sefalosporinler diger beta-laktam antibiyotiklerde oldugu gibi peptidoglukan
sentezinin son asamasinda etkinlik gostererek bakteri hiicre duvarinin olusumunu
onlemektedirler (Prescott ve ark 2013). Bu etki bakteri hiicre duvarinin olusumundan
sorumlu transpeptidaz ve glikopeptid polimerlerinin ¢apraz baglanmasinmi1 katalize eden
penisilin baglayici proteinler olarak da bilinen diger peptidoglukan enzimlerinin (PBP’ler;
transpeptidaz, karboksipeptidaz) aktivitesinin inhibisyonu sonucu sekillenmektedir. f-
laktamlar sadece gelismekte olan bakterilerde erimeye neden olarak bakterisidal aktivite
gosterirler. PBP’lere kars1 ilgileri B-laktam antibiyotikler arasinda farklilik gostermektedir.
Sefalosporinlerin de etkiledigi PBP’ler bakteriden bakteriye degismekle birlikte 3 ana grup
olmak lizere yaklasik 20 alt grupta siniflandirilmaktadir. B-laktam antibiyotiklerin PBP’lere
affinitelerindeki farkliliklar sefalosporinler arasindaki etki spektrumunun farkliligini

aciklamaktadir (Yocum ve ark 1980, USP 2007, Sauvage ve ark 2008).

2.1.4. Antibakteriyel Spektrumu;

Seftiofurun yer aldig1 3. nesil sefalosporinler yiiksek antibakteriyel aktiviteleri ve
beta laktamazlara karsi genis Olcekte direng gostermeleri nedeniyle iistiin 6zelliklere
sahiplerdir. Bu grup antimikrobiyallere kars1 streptokoklar, diger gogu Gram pozitif ve beta
laktamaz {iretenlerinde dahil oldugu Gram negatif bakteriler (Actinobacillus spp.,
Haemophilus spp., Pasteurella spp.) ile Clostridium spp. ve Fusobacterium spp. yiiksek
diizeyde duyarlik (MIK< 2 mg/ml) gosteren bakterilerdir. Staphylococcus aureus, bazi
Citrobacter spp., Enterobacter spp., baz1 Pseudomonas aeruginosa, ve Serratia spp.’nin orta
diizeyde duyarlilik (MIK = 2 mg/ml) gdsteren, Acinetobacter spp., Bordetella spp., bazi
Enterobacter spp. ve Serratia spp., bazi enterokok ve metisilin —direngli S. aureus ve
Staphylococcus pseudintermedius ‘un ise direngli (MIK > 8 mg/ml) bakteri tiirleri oldugu
bildirilmektedir (Prescott ve ark 2013). Gram (+) bakterilerin goguna ve streptokoklara karsi
oldukga yiiksek aktiviteye sahip olan seftiofur Fusobacterium. necrophorum ve Bacteroides.
melaninogenicus Fusobacterium necrophorum ve Bacteroides melaninogenicus gibi
anaerob bakterilerin yani sira p-laktamaz iireten suslara da etki gostermektedir. Ancak
Pseudomonas tiirlerine kars1 sefalosporinlerin diger 3. nesil iiyelerinden aktivitesinin daha
diisiik oldugu bildirilmektedir. Kimyasal yap1 geregi hafif asidik ortamda (pH 6-7) daha
giiclii etkinlik gosteren seftiofur in vivo olarak DFC’ye hizla metabolize edilir. DFC ise S.
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aureus’a seftiofur’a gore 4-8 kat daha az etkir. Seftiofur’un bazi metabolitleri Proteus

mirabilis’e kars: farkli derecelerde duyarlik gosterirler (USP 2007).
Seftiofurun ¢esitli hayvan tiirlerinden elde edilen bakteri izolatlari {izerinde
edildigi

necrophorum, H.

etkinliginin test calismada; baslica Pasteurella multocida, Mannheimia

haemolytica, F. somnus, Actinobacillus pleurapneumoniae, B.
melaninogenicus, E. coli, S. aureus, Streptococcus zooepidemicus, Actinobacillus sp.,
Moraxella sp., A. pyogenes, Salmonella typhimurium, Streptococcus agalactiae, S.
dysagalactiae, S. uberis, S. bovis, Klepsiella spp., Enterobacter spp., Bacillus spp.’ye kars1

etkinlik gosterdigi bildirilmektedir (Salmon ve ark1996).

Seftiofur ve aktif metaboliti Desfuroylseftiofur’un patojen bakteri tiirlerine karsi
Minimum Inhibitér Konsantrasyon (MIK) degerleri Tablo 2-1, Tablo 2-2 ve Tablo 2-3’te

gosterilmistir.

Tablo 2-1 Seftiofur'un Gram Negatif Bakteriler Uzerine MIKg (ug/ml) Degerleri

Bakteri Tiirii Sus Sayisi Seftiofur  Desfuroylseftiofur Kaynak
Pasteurella multocida 50 <0,0039 0,0078 Salmon ve ark 1996
Pasteurella multocida <0,004 Prescott 2013
Pasteurella multocida 48 <0,0039 0,0078 Salmon ve ark 1996

Pasteurella haemolytica 42 0,015 0,015 Salmon ve ark 1996
<0,03 Prescott 2013

Haemonphilus somnus 59 <0,0019 <0,0019 Salmon ve ark 1996
<0,03 Prescott 2013

Actinobacillus 50 0,0078 0,015 Salmon ve ark 1996
pleuropneumoniae < 0,06 Prescott 2013

Salmonella spp. 28 1,0 2,0 Salmon ve ark 1996
1 Prescott 2013

40 0,5 Salmon ve ark 1996

Escherichia coli 115 0,25 Soback ve ark 1989
0,5 Prescott 2013
Morexalla Bovis 0,25 Prescott 2013

Fusobacterium 17 <0,06 Samitz ve ark 1996
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Tablo 2-2 Seftiofur ve Desfuroylseftiofur'un Gram Pozitif Bakteriler Uzerine MIKgq (ng/ml)

Degerleri
Bakteri Tiirii Sus Sayisi Seftiofur  Desfuroylseftiofur Kaynak
Arcanobacterium 1 0,78 Yoshimura 2000
Rhodococcus equi <10 Prescott 2013
Staphylococcus aureus 10 1,0 8,0 Salmon ve ark 1996
1,0 Prescott 2013
Staphylococcus hycis 14 1,0 4,0 Salmon ve ark 1996
Staphylococcus spp 11 1,0 8,0 Salmon ve ark 1996
Streptococeus uberis 15 0,03 0,5 Salmon ve ark 1996
0,03 Prescott 2013
Streptococcus dsygalactiae 15 <0,0039 0,03 Salmon ve ark 1996
<0,004 Prescott 2013
Streptococcus 48 <0,0019 0,03 Salmon ve ark 1996
zooepidemicus <0,12 Prescott 2013
Streptococcus equi 12 <0,0019 0,03 Salmon ve ark 1996
<0,004 Prescott 2013
Streptococcus suis 49 0,13 0,25 Salmon ve ark 1996
0,12 Prescott 2013

Tablo 2-3 Seftiofur'un Anaerob Bakteriler Uzerine MIKg (ug/ml) Degerleri

Bakteri Tiirii Seftiofur MICg Kaynak
Bacteroides fragilis > 16 Prescott 2013
Bacteroides spp. 4 Prescott 2013
Fusobacterium nechrophorum <0,06 Prescott 2013
Peptostreptococcus anaerobius 0,12 Prescott 2013
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Avrupa Birligi Antimikrobiyal Duyarliik Komitesi (EUCAST) tarafindan

giincellenen raporlara gore seftiofurun; E. coli, Salmonella spp, S. aureus ve S. hyicus gibi
bakterilere ait MiK degerleri dagilimlari ise Tablo 2-4’de verilmistir (EUCAST 2016)

Tablo 2-4 EUCAST Seftiofur MiK Dagihmlar:

0.004 0.008 0.016 0.032 0.064 0.125 025 05 1 2 4 8 16

E. coli 0 0 0 0 0 5 568 1920 236 2 0 O O

Salmonella spp. 0 0 0 0 0 1 16 1368 973 128 11 2 2

S. aureus 0 0 0 0 0 4 13 63 43 0 0 0 O

S. hyicus 0 0 0 0 0 1 0 76 132 4 1 0 O

2.1.5. Bakteriyel Direnc;

Sefalosporinlere kars1 direng gelisimi ti¢ temel mekanizma ile agiklanmaktadir;
a) PBP’lerde degisimler,

b) Gegirgenlikte azalma,

c¢) B-laktamazlarla yikimlanma ve ilacin bakteri hiicresi disina atiliminda artig
Penisilin Baglayan Proteinlerdeki (PBP) Degisimler

Insan patojenlerine karsi yogun olarak galisilmis olan bu direng tipi hayvan
patojenlerinde iyi tanimlanmamugstir. Hayvan patojenlerine karsi iyi tanimlanmasa da
metisiline direngli S. aureus veya Enterococcus faecium tarafindan duyarsiz PBP genlerine

maruz kalma sonucunda PBP’lerde degisimler gozlenebilir.
p-laktamazlar (sefalosporinazlar)

Sefalosporinlere karsi goriilen en onemli diren¢ mekanizmasi [-laktamazlarla
yikimlanmadir. B-laktam halkasinin bitiinligiinii korumasi seftiofur’un antibakteriyel
aktivitesi i¢in gereklidir. B-laktam halkasinin bakteriler tarafindan salgilanan B-laktamaz
enzimi tarafindan yikimlanmasi antibakteriyel aktivitenin kaybolmasina neden olur. Yapilan
caligmalar ile bugiine degin 1000’e yakin B-laktamaz enzimi tanimlanmistir. Bu enzimlerin

onemi hem genis spektrumlu penisilinlerin yaygin kullanimiyla olusan ¢ok farkli B-
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laktamazlarin ortaya ¢ikmasi hem de bu B-laktamazi kodlayan genlerin siklikla taginabilir
olmasindan kaynaklanmaktadir (Bush ve Fisher 2011, Prescot ve ark 2013). AB’de
sefalosporinlere direngli suslarin ortaya ¢ikmasinda, sefalosporinlerin hayvanlarda
kullanilmasi nedeniyle olusan direngli suslara ¢ok sik rastlanilmamaktadir. Salmonella spp.
ve E.coli gibi bakterilerde geniglemis spektrumlu p-laktamazlari (hem penisilinleri hem de
sefalosporinleri yikilmayan) kodlayan genlerin aracilik ettigi direncin ortaya g¢ikmasi,
siklikla veteriner sefalosporinlerle degil, diger antibakteriyel ajanlarla iligkili oldugu

sonucuna varilmistir (Hornish ve Kotarski 2002).
Gecirgenlikte Azalma ve Disa Atimin Artmasi

Bakteriler tarafindan periplazmik araliga salgilanan B-laktamaz enzimi nedeniyle
bazi durumlarda sefalosporinlere direng gelisir. Bu gram negatif bakterilerde B-laktamlarin
penetre olmasini saglayan porinlerin liretiminde azalma sonucu olusur. Bakteri tarafindan
antibiyotigin alinmasindaki azalma, disa atim (efflux) mekanizmasi ile gergeklesebilir. Bu

mekanizma ¢ok genis spektrumlu ¢apraz siif direncini ortaya ¢ikarir.

Seftiofura kars1 direng gelisiminin 2007-2011 yillar1 arasinda Cek Cumhuriyetinde
cesitli lokal giftliklerde solunum yolu enfeksiyonlu sigir ve domuzlardan izole edilen A.
pleuropneumoniae, P. multocida, M. haemolytica ve E. coli patojenleri iizerinde
degerlendirildigi bir arastirmada; 6zellikle 2010 yilinda seftiofur tliketiminin artmasina
ragmen bakterilerin duyarlilik durumlarmin degismedigi ve diren¢ olgularinin ¢ok az
diizeyde kaldig1 belirtilmistir (Nedbalcova ve ark 2014). Benzer sekilde Avrupa genelindeki
alt1 farkli tilkede de 2002-2004 yillar1 arasinda sigirlardan izole edilen M. haemolytica
suglarinin antimikrobiyal diren¢ durumu incelenmis ve seftiofura direng gelisiminin
olusmadigi sonucuna ulasilmistir (Hendriksen ve ark 2008). Avrupa genelinde 2009-2011
yillart iginde gergeklestirilen diger bir arastirmada ise solunum sistemi hastaligi (Bovine
Respiratoric Disase (BRD)) bulunan sigirlardan izole edilen M. haemolytica’nin 6
antibakteriyel ilaca kars1 diren¢ durumu incelenmis ve en diisiik diren¢ gelisiminin seftiofura
kars1 sekillendigi saptanmistir (Lubbers ve Hanzlicek 2013). Yine iilkemizde 2001-2012
yillar1 arasinda yiiriitiilen bir ¢alismada sigir, koyun, keci ve tavsan gibi degisik hayvan
tirlerinden izole edilen P. multocida suslarinin higbirinde direng gelisimi olmadig: tespit
edilmistir (Gtiler ve ark 2013).
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2.1.6. Farmakokinetik Ozellikleri;

Sefalosporinlerin ¢ogu oral yolla emilebilme 6zelligine sahip olmalarina ragmen
seftiofur oral biyoyararlanimi oldukc¢a diisiik bir ilagtir. Bu nedenle parenteral kullanima
uygun enjektabl formlarda tretilmektedir (Kotarski ve ark 2002; J.E. Riviere and MG.
Papich, 2009). Seftiofurun kas i¢i uygulama sonrasi sigir ve manda buzagilarinda
biyoyarlaniminin sirasiyla % 89.82 ve % 99.7 olarak saptandigi belirtilmistir (E1-Gendi,
2007).

Sefalosorinler nispeten polar yapida olan, yagda ¢oziiniirliikleri diisiik ve hiicre i¢i
penetrasyonu zayif antimikrobiyallerdir. Prostat ve merkezi sinir sitemi hari¢ pek ¢ok doku
ve extraseliiler sivida dagilimlar iyi diizeydedir. Dagilim hacimleri genellikle 0,2 ile 0,3
I’kg arasindadir ve nadiren 0,5 I/kg gecer (Riviere ve Papich 2009). Sefiofur’un
aragtirmacilar tarafindan farkli hayvan tiirlerinde tespit edilen dagilim hacimleri Tablo 2-

5’de verilmistir.

Tablo 2-5 Farkh Hayvan Tiirlerinde Seftiofur 'un Dagihm Hacmi

Hayvan Tiirii Dagilim Hacmi Kaynak
Sigir Buzagisi 0,21 El-Gendi ve ark 2007
Manda Buzagisi 0,13 El-Gendi ve ark 2007
Keci 0,31 Courtin ve ark 1997
Deve 0,13 Goudah 2007
Geyik 1,67 Drew ve ark 2004
Fil 0,51 Dumonceaux ve ark 2005

Sefalosporinlerin ¢esitli tiirlerde plazma proteinlerine baglanma oranlarina iliskin
veriler sinirh diizeydedir. Pek ¢ok sefalosporinin evcil hayvanlarda proteinlere baglanma
oraninin insanlara gore daha diisiik diizeyde oldugu bildirilmekle birlikte seftiofurun kas igi
uygulama sonrasi sigir ve manda buzagilarida proteinlere baglanma oraninin sirastyla %

39,68 ve % 14,44 olarak saptandigi belirtilmistir (EI-Gendi, 2007).

Seftiofur parenteral yolla uygulanmasi sonrast ¢ogu hayvan tiirlinde hizla

metabolizasyona ugrar ve aktif metaboliti Desfuroylseftiofur (DFC) dir (Sekil 2-3). DFC’de
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antimikrobiyel aktivite i¢in zorunlu olan [-laktam halkas1 biitiinliigii korunmaktadir
(Kotarski ve ark 2002). Serbest asit formda da seftiofur hizla emilir ve hizla DFC ve furoik
asit’e metabolize edilir. Sistemik yar1 omrii seftiofurdaki tiyoester baginin hizla ayrilmasina
bagli olarak 10 dakika ve ya daha az oldugu belirlenmistir. DFC'nin yapisinda bulunan
stlfidril pargasi, DFCmin plazma ve doku proteinlerine baglanmasindan sorumludur.
DFC’nin proteinlere baglanma 6zelligi karaciger ve bobrek gibi organlarda eliminasyona
karst korumakta ve ayni zamanda [B-laktam halkasinin yapisim1 korumasinda yardimci
olmaktadir. Hedef patojenler, in vitro kosullarda seftiofur ve aymi zamanda DFC
metabolitlerine karsida duyarlidir. Ana metabolit (DFC), yapisinda bulunan B-laktam
halkasimin hidrolizi ile metabolize olur, bu metabolizasyon sonucunda da antimikrobiyel
aktivite kayb1 sekillenir (Hornish ve Kotarski 2002).

S
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Sekil 2-3 Desfuroylseftiofur'un kimyasal yapisi

Deneysel bir ¢calismada; sigir ve ratlara uygulanan radyoaktif madde ile (**C) isaretli
seftiofurun tiyoester baglarinin hizla kopmasi sonucu DFC ve furoik aside doniistiigii
saptanmustir. Sigirlarda seftiofurun metabolizma yolagi Sekil 2-4°de gosterilmistir (Ritter ve

ark 1996).
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Sekil 2-4 Sigirlarda Sefitofur'un Metabolizasyonu

Seftiofurun metabolitleri inaktif formda biiyiik ol¢iide disk1 ve idrar ile atilmaktadir
(Wagner ve ark 2011). Ruminantlarda idrarin alkali 6zelligi nedeniyle idrardaki ana
metabolitlerin DFC tiyolakton, Desfuroylseftiofur Sistein Disulfit (DCD) ve 3, 3’-DFC-
disiilfit dimer (3, 3’-DFD) dir. Yine ratlarda yapilan ¢alismalarda ise oral uygulama sonrasi
idrardaki ana metabolitin seftiofur siilfoksit sistein tiyoester oldugu belirtilmistir (Jaglan
1989).

Kas i¢i yolla 2.2 mg/kg dozda seftiofur uygulanan siit¢ii ve etci ineklerde, uygulanan
dozun yaklasik % 57-631i DFC konjugatlar ve polar metabolitler halinde 24 saat icerisinde
idrarla, % 24-35'i de digki ile atildigr saptanmis, digkida ana bilesik olan seftiofura ise
rastlanmamustir (Hornish ve Kotarski 2002).

Seftiofurn’un farkli hayvan tiirlerindeki temel farmakokinetik verileri Tablo 2-6’da

gosterilmistir.
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Tablo 2-6 Farkh Tiirlerde Seftiofur'un Farmakokinetik Verileri

Farmakokinetik Parametreler

Tii Kaynak
ur Conax AUC AUMC . MRT y
ng/ml  pg.saat/ml o gaa¢2/m|  Saat saat
5,54 67,71 559,17 3,15 9,05 El-Gendy ve ark 2007
Sigir 2,85 36,52 - - - Okker ve ark 2002
13,90 112,00 1280,00 0,67 11,30 Brown ve ark 2000
Manda 9,66 34,70 92,94 0,82 2,84 El-Gendy ve ark 2007
Koyun 4,33 1320,00 627,00 6,48 7,85 Craigmill ve ark 1997
Keci 2,70 695,00 - 1,13 4,48 Courtin ve ark 1997
Domuz 11,80 226,00 4660,00 1,00-4,00 20,30 Brown ve ark 1999
Geyik 3,98 14,4 - 0,54 - Drew ve ark 2004
) Dumanceaux ve ark
Fil 1,63 3,30 8,40 0,55 2,30
2005
Deve 10,34 68,70 - 1,22 5,21 Goudah 2007
Ibikli
5,25 14,70 - - 2,80
Papagan
Amazon 10,99 43,80 7,60
Papagan , ’ ) ) ' Tell ve ark 1998
Hindi 4,36 23,1 - 0,40 4,68
Tavuk 1,67 8,96 - 0,48 4,49
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2.1.7. Farmakodinamik Ozellikleri;

Sefalosporinler penisilinler gibi p-laktam halkasi tasiyan bakterisidal etkili bir
antibiyotik grubudur. Optimal antibakteriyel etkinliklerini konsantrasyona degil, zamana
bagli olarak gosterirler. Bu nedenle tedavide dikkat edilmesi gereken en 6nemli nokta,
uygulanan tedavi boyunca antibiyotigin etki yerindeki konsantrasyonunun MIK degerinin
tizerinde olmasidir (Toutain ve ark 2002). Sefalosporinler genel olarak duyarli bakterilerin
meydana getirdigi bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmaktadir. Seftiofur baglica
sigirlarda solunum sistemi (Salmon ve ark 1995; Watts ve ark 1994), mastitis, interdigital
necrobacillus ( Erskine ve ark 1995; Stanek ve ark 1998) ve metritisin tedavisinde (Smith ve
ark 1998) olumlu sonuglar verdigi arastirmacilar tarafindan bildirilmistir. Ayrica atlarda S.
zooepidemicus’tan meydana gelen solunum sistemi enfeksiyonlarinin tedavisi ve
kontroliinde (De Baere ve ark 2004) ve yine domuz ve kanatlilarda solunum sistemi

enfeksiyonlarinda da kullanildig: bildrilmistir (Jacopson ve ark. 2006).

Yukarida sayilan endikasyonlarda kullanilmak {izere seftiofur’un sodyum ve
hidrokloriir tuzu ile kristalinsiz asit formu enjektabl olarak piyasaya sunulmustur. Ayrica

seftiofur’un meme i¢i kullanimi da miimkiindiir (Riviere ve Papich 2009).

Ulkemizde Kasim 2016 itibari ile TC Gida Tarim ve Hayvancilik bakanligindan
ruhsatli 28 adet seftiofur preparati bulunmaktadir. Ruhsath seftiofur preparatlarinin listesi

Tablo 2-7 de sunulmustur (Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi 2016).

Tablo 2-7 Tiirkiye'de Ruhsath Seftiofur Preparatlan

ADI UYEEJI'ESMA ETKEN MADDE RUH%{“RTN?:HiBi
ACTIONIS Enjeksiyon 50 mg seftiofur HCI Atmaca ilag
CEFCLOREN Enjeksiyon 50 mg seftiofur sodyum Provet
CEFCLOREN Enjeksiyon 50 mg (baza esdeger) seftiofur HCI Provet
CEFENIL Enjeksiyon 50 mg seftiofur sodyum Etkin
CEFTION Enjeksiyon 50 mg (baza esdeger) seftiofur HCI Celikler
CEFTIPHARM Enjeksiyon 50 mg (baza esdeger) seftiofur HCI Aydin ilag
CEFTIPURE Enjeksiyon 50 mg (baza esdeger) seftiofur HCI Alke
CEFTISIN Enjeksiyon 50 mg (baza esdeger) seftiofur HCI Teknovet

CEFTIVIL Enjeksiyon 50 mg (baza esdeger) seftiofur HCI Vilsan
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CEVAXEL RTU  Enjeksiyon 50 mg (baza esdeger) seftiofur HCI Ceva Hayvan Sagligi
CLINEXIN %5 Enjeksiyon 50 mg (baza esdeger) seftiofur HCI Bavet

ECOSEFT Enjeksiyon 50 mg (baza esdeger) seftiofur sodyum I.E. Ulagay Ilag
EFICUR Enjeksiyon 50 mg seftiofur HCI Hipra

EXCEDE Enjeksiyon 200 mg seftiofur Zoetis Hayv. Sag.
EXCENEL Enjeksiyon 50 mg seftiofur sodyum Zoetis Hayv. Sag.
EXCENEL FLOW Enjeksiyon 50 mg (baza esdeger) seftiofur HCI Zoetis Hayv. Sag.
INOXEL Enjeksiyon 50 mg (baza esdeger) seftiofur HCI Galenka
MEDISEF Enjeksiyon 50 mg (baza esdeger) seftiofur HCI Ani-med
SEFAKIM Enjeksiyon 1000 mg seftiofur sodyum Topkim
SEFAKIM Enjeksiyon 50 mg (baza esdeger) seftiofur HCI Topkim
SEFALIN Enjeksiyon 50 mg (baza esdeger) seftiofur HCI Aksu

SEFANEL Enjeksiyon 50 mg (baza esdeger) seftiofur HCI Arma

SEFANEL Enjeksiyon 50 mg seftiofur sodyum Arma
SEFTIVET Enjeksiyon 50 mg (baza esdeger) seftiofur HCI Vetas
THERACEF Enjeksiyon 50 mg (baza esdeger) seftiofur HCI Biovita
THERACEF T Enjeksiyon 50 mg seftiofur sodyum Biovita
VET-EXFO Enjeksiyon 50 mg (baza esdeger) seftiofur HCI Vet-hek
VIRAMAST Meme Ici 125 mg seftiofur HCI Topkim

2.1.8. Yan Etkileri;

Seftiofurun hedef tiirlerde yan etki insidensi yiiksek degildir. Grup olarak
sefalosporinlerin sagaltim giivenligi iyi diizeyde kabul edilir. Allerjik ve organik nitelikte
bozukluklara yol agabilirler. Uygulama yoluna gore kil dokiilmesi ve kasint1 ile karakterize
deride ilag reaksiyonu olusturabilirler. Kas i¢i yolla uygulandiklarinda bazen yerel irkilti ve
abse olusumuna, atlarda sekal floranin etkilenmesi sonucu gastrointesitinal bozukluklara
neden olabilirler (Giguere 2013). Benzer sekilde ratlarda yapilan kronik toksisite
caligmalarinda; seftiofurun mide barsak kanalin1 hedef aldig1 bilgisine yer verilmistir (Ritter
ve ark 1996). Ayrica seftiofurun yiiksek dozlarmin uygulandigi kopeklerdeki kronik
toksisite ¢aligmalarinda doniisiimlii trombositopeni ve aneminin goriildiigii bildirilmistir

(WHO TRS 1996).
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2.1.9. Diger Ilaclar ile Etkilesimleri;

Sefalosporinlerin aminoglikozitler ve renal sistem iizerine yan etkileri olan diger
ilaglar ile birlikte kullanimi (amfoterisin B gibi) renal sistem tizerine istenmeyen etkileri
artirabilir. Baz1 bakteriler tizerinde tedavide aminoglikozid ve penisilinler ile birlikte
sinerjist veya additif etki yapabilir. Probenesid diger sefalosporinlerde oldugu gibi yarismali
bir sekilde tubuller sekresyonu bloke ederek serum seftiofur seviyesini ve yarilanma émriint

artirabilir (Plumb 2011).

2.1.10. Kahnti;

Seftiofur’un yasal arinma siiresi, eti i¢in yetistirilen hayvanlarda 7 giindiir, inek stitii
i¢in ise yasal arinma siiresi “0” giindiir. TC Gida Tarim ve Hayvanclik Bakanlig1 tarafindan
4/5/2012 tarihli ve 28282 sayili Resmi Gazete’de yayimlanan Tiirk Gida Kodeksi Hayvansal
Gidalarda Bulunabilecek Farmakolojik Aktif Maddelerin Siniflandirilmas1 ve Maksimum
Kalinti Limitleri Yonetmeligine goére hayvansal gidalarda bulunmasina izin verilen
Maksimum Kalint1 Limiti (MKL) limitleri Tablo 2-8 ‘de belirtilmistir. (Resmi Gazete 2012)
. Yonetmelikte sunulan hayvansal gidalarda MKL degerleri EMA’nin belirledigi degerlerdir.
Hornish ve Kortarski isimli arastimacilar tarafindan farkl tiirlerde 14 izotopu ile isaretlenen
seftiofur’un 3 ve 5 giin siire ile uygulanmasi sonucu dokularda elde edilen seftiofur

konsantrasyonlarina ait degerler Tablo 2-9 da gosterilmistir (Hornish ve Kotarski 2002).

Tablo 2-8 Seftiofur'un Gidalardaki MKL Degerleri.

Farmakolojik Belirleyici Hayvan Tiirii Maksimum Hedef Doku
Aktif Madde Kahnti Kalmiti Limiti
1000 ng/kg Kas

Desfuroilseftiofur
) 2000 ug/kg Yag
olarak ifade
Gida FElde Edilen

) edilen betalaktam )
Seftiofur Tim Memeli 2000 pg/kg Karaciger

yapisindaki
Hayvan Tiirler

kalintilarin

toplam1 6000 pg/kg Bobrek

100 pg/kg Siit




34

Tablo 2-9 Giinliik Kas I¢i Sefitofur HC1 Enjeksiyonu Sonrasinda Farkh Tiirlerde Farkh
Dokulardaki Seftiofur Kalint1 Konsatrasyonlar:

Tiir Giinliik Doz ve Kesim Siiresi Toplam “*C-Seftiofur Kalint1

Uygulama Siiresi (Saat) Bobrek Karaciger Kas Yag

Sigir 2,2 mg /kg 5 giin 8 5,54 1,35 0,23 0,56
Koyun 2,2 mg/kg 5 giin 12 9,02 0,62 0,13 0,63
Domuz 5,2 mg/kg 3 giin 12 4,47 1,55 076 1,49
Domuz 3,08 mg/kg 3 giin 12 3,62 106 0.44 105
72 1,0 0,36 0,006 0,17
ABD Tolerans Limitleri (S1gir& koyun /Domuz) 8,0 2,0/3,0 1,0/2,0 Tayin

EU Maksimum Kalmnti Limitlert Tim Turler 1<;in 6,0 2,0 1,0 2,0

2.2. Biyoyararlanim;

Biyoyararlanim; intra ven6z (1V) yol disinda bir uygulama yolu ile verilen bir ilagtan
viicudun yararlanma miktarini1 gosteren somut bir l¢iidiir. Genis anlamiyla; etkin maddenin
veya onun terapdtik metabolitlerinin absorbe edilerek sistemik dolagima gegcme ve boylece
viicuttaki etki yerinde veya onu yansitan serum veya plazma gibi biyolojik sivilarda var olma

hiz1 ve derecesidir (Chereson ve Banakar 1999; Ugar 2009).

Bir ilacin gostermis oldugu etkisinin bireyler arasinda veya ayni bireylerde farkl
siddette olmasi, temel olarak farmakokinetik veya farmakodinamik degiskenliklere bagh
olarak sekillenebilir. Farmakokinetik degiskenlik "bir etkin maddenin aym1 dozda
uygulanmasini takiben viicut sivilarinda (kan, plazma, idrar) Olclilen ilag
konsantrasyonlarinin farklilik gostermesidir". Farmakodinamik degiskenlik ise "viicut
stvilarinda esit konsantrasyonda bulunmasina ragmen, ayni etkin maddenin etki siddeti ve

stiresinin farklilik gostermesi" seklinde tanimlanir (Kayaalp 2001; Celik ve Birdane 2015).

Absorbsiyon, dagilim, metabolizma ve atilim gibi farmakokinetik asamalarda
meydana gelen en ufak bir degisiklik ilacin kandaki konsantrasyonuna yansir. Dolayisiyla
kandaki ila¢ konsantrasyonunun belirli zaman araliklarinda Olgiilmesiyle elde edilen kan

konsantrasyonu-zaman egrisi;
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e Yant farkiliklarinin nedenlerinin saptanmasi bakimidan 6nemlidir,
e lacin siddeti ve etki siiresi hakkinda bilgi verir,

e Uygulama yapilan hedef tiirlin ilagtan ne kadar yararlandigini yani

biyoyararlanimini gésterir (Chereson ve Banakar 1999).

IV yolla verilen ilaglarin biyoyararlanimlar1 %100 diir. Uygulama yolu olarak iV
disindaki yollardan herhangi birisi ile verilen bir ilacin absorbsiyonu ile ilgili iki 6nemli
parametre; absorbsiyon derecesi/orani ve absorbsiyon hizidir. Belirtilen bu iki parametre o
ilacin “Biyoyararlanimini” belirler. (Kayaalp 2001; Celik ve Birdane 2015) Biyoyararlanim
incelemelerinde ilacin absorbsiyon derecesi/orani ve abrsobsiyon hizinin plazma
konsantrasyon- zaman egrisine yansimasini temsil eden 3 parametre {izerinden
biyoyararlanim ve biyoesdegerlilik degerlendirilir (Sarica ve Liman 2008, Sahin 2012). Bu

parametreler;

1. Cmax (Maksimum Plazma Konsantrasyonu (Peak Concentration))

[lactn uygulanmasindan sonra sistemik dolasimdaki en yiiksek ilag
konsantrasyonunu ifade eder. Farmakolojik etkinin siddeti ile baglanti1 gosterir.
Genellikle pg/ml ya da birim/ml olarak ifade edilir. Sistemik dolasimdaki
maksimum ila¢  konsantrasyonu (Cmax), 1ilacin uygulama  sonrasi
absorbsiyonunun tamamlanmasi ile artar. Buna benzer sekilde absorbsiyon
hizinin artmasi da maksimum ilag konsantrasyonunu artirir. ilag sistemik
dolagima ulastiginda eliminasyon da baslar. ilag uygulamay: takiben sistemik
dolagima gegctiginde ilacin dagilim, biyotransformasyon veya atilim ile
dolasimdan emilimi denge halindedir. Bu nedenle ila¢ serum konsantrasyonu-
zaman egrisi doruk noktaya ¢ikmis kabul edilir. Bir ilacin biyoyararlanimi
degerlendirilirken ilacin maksimum serum konsantrasyonunun tek basina
degerlendirilmesi dagilim ve eliminasyon bozukluklarinda hatali sonuglar
verebilir (Chereson ve Banakara 1999; Sarica ve Liman 2008).

2. tmax (Maksimum Plazma Konsantrasyonuna Ulasma Zamani)

[lacin uygulanmasindan sonra, sistemik dolasimdaki ilag konsantrasyonunun
maksimum konsantrasyona ulagsmasina kadar gegen zamandir. tmax ile maksimum
konsantrasyona ulagsma siiresi ve biyolojik yanitin baslama siiresi korelasyon
gosterir. Hizli etki gostermesi beklenen ilaglar i¢in 6nemlidir. Birimi saat olarak
ifade edilir (Chereson ve Banakara 1999; Kayaalp 2001)
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3. AUC (Egri Altinda Kalan Alan (Area Under Curve));

Uygulama sonrasinda ilacin sistemik dolasimdaki miktarinin belirli zaman
araliklarinda Olgiilmesiyle elde edilen kan konsantrasyonu-zaman egrisinin
altinda kalan alan (AUC), absorbe edilerek sistemik dolasima gecgen ilag
miktarini gosterir. Birimi pg/ml saat olarak ifade edilir. (Chereson ve Banakara
1999; Kayaalp 2001; Sahin 2012). ilacin IV olarak direkt sistemik dolasima
verildigi durumlarda, biyoyararlanirninin %2100 oldugu kabul edilir (Kayaalp
1994; EMA 2011a).

Viicutta ilagtan yararlanilmasi istenen kisim ilacin etki yeri olan organ ve dokulardir.

Biyoyararlanim mutlak ve bagil olmak iizere iki kisimda incelenebilir:

a) Mutlak Biyoyararlamim; Ilacin ayn1 molar miktarmnin intravendz verilmesi
ile 6l¢iilen biyoyararlaniminin, test edilen formdaki biyoyararlanimina oranidir (Kayaalp
2001; Ugar 2009).

b) Bagil Biyoyararlamm; Intravenéz kullanim disinda en yiiksek
biyoyararlanim elde edilen yoldan veya ayni yoldan verilen, fakat daha yiiksek
biyoyararlanim saglayan bir farmasotik sekille biyoyararlanimlarin kiyaslanilmas: ile

bulunan biyoyararlanimdir (Chereson ve Banakar 1999; Ugar 2009).

Intra venoz olarak uygulanmis bir ilag aym dozda, fakat farkli bir uygulama yolu
ile uygulandiginda eger dozun tamamu sistemik dolagima geciyorsa ve klirens sabitse, alan
da ayni olmalidir. Oysa intra vendz uygulama disindaki uygulama yollarinda ilk gecis etkisi
gibi sistemik dolasima gegmeden Once ugrayabilecegi kayiplar nedeniyle AUC genellikle
intra vendz uygulamaya oranla kiiciik olur. Boylece AUC degerlerinin karsilastirarak

ilaclarin biyoyararlanim oranlarin1 saptamak miimkiindiir.

Oral yol ile verilen bir ilacin mutlak biyoyararlanimi $dyle hesaplanir;

AUCper o5 x Dozy,
AUCyy, x Dozper o5

F(Biyoyararlanim)=

Bazi1 durumlarda intra venz uygulama ile karsilastirma imkani bulunmayabilir veya
yiiriitiilen ¢alismanin amaci agisindan buna gerek goriilmeyebilir, bu tip durumlarda bagil
biyoyararlanim saptanir. Bagil biyoyararlanim hesaplanmasinda referans yol olarak olarak

biyoyararlanimi en yiiksek oldugu bilinen bir verilis yolu alinir (Kayaalp 1994).
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2.2.1. Biyoyararlanim Etkileyen Faktorler;

Hastaya ve ilaca bagli olmak lizere iki ana grup altinda biyoyaralanimi etkileyen
faktorler incelenebilir (Tablo 2-10) (Chereson ve Banakar 1999; Celik ve Birdane 2015).
[lacin farmakokinetik 6zelliklerine ek olarak ilacin iiretilmesinde kullanilan etkin maddeden,
ilacin iiretiminin tammalanmasina kadar gecen siirecteki tiim faktorler biyoyararlanimi
etkileyebilir. Bu nedenle etkin maddenin temin edildigi kaynak, stabilitesi, fizikokimyasal
ozellikleri ve farmasotik seklin iiretilmesi sirasinda kullanilan yardimeir maddeler ve iiretim
teknikleri de biyoyararlanimi etkileyebilir. Biyoyararlanimdaki bu degisimler bazen ciddi

terapotik sonuglara yol agabilirler.

Biyoyararlanim iizerinde etki eden hastaya bagl faktorler ise fizyolojik veya
patolojik nedenlidir. ilaglarmn fiziksel olarak etkilesimde bulunabilecegi mide-bagirsak gibi
viicut boliimlerinin pH, motilite, salgi, bosalma siiresi gibi fizyolojik o6zellikleri veya
patolojik nedenlerle bu fonksiyonlarin degismesi de biyoyararlanimi etkilemektedir

(Kayaalp 1994a; Chereson ve Banakar 1999).

Ilag ve hasta ile ilgili faktorlerden en 6nemlileri Tablo 2-10’da aciklanmustir.

Tablo 2-10 Biyoyararlammm Etkileyen Faktorler.

1. ila¢ ve Mustahzar Ile Ilgili Faktorler

e Etkin Maddenin Farmakokinetik
Ozellikleri

Verilis Yolu ve Farmasotik Sekil

e Besinler ve Alnan Diger Ilaglar Ile

Hammadde Kaynag1
Etkilesim

Etken Maddenin Partikiil Biiyiikligi
e  Fromulasyondaki Yardimci Maddeler

Etken Maddenin Kristal Sekli .
e Jlacin Depolanmasi, Ambala; Sekli

Etkin Maddenin Iyonizasyon Durumu ve Formulasyonun  Dissolusyon

Uzerine Etkisi
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2. Hastaya Bagh Faktorler

e  Midenin Bosalma Hizi

e  Bagirsak Motilitesi

e  Mide-Bagirsak ve Karaciger Kan Akimi

e  Mide-Bagirsak Sistemi pH’s1

e  Farmakogenetik Faktorler

e  Hastaliklar (Karaciger ve Bobrek Hastaliklari, vs)

e  Bireysel Farkliliklar

2.2.1.1. ila¢ ve Miistahzar ile ilgili Faktorler;

a)

b)

Verilis Yolu ve Farmasotik Sekil,

[laglarm biyoyaralanimlar1 verilis yolu ve dozaj sekli ile yakindan ilgilidir.
Etkin maddenin 1V gibi direkt sistemik dolasima uygulanmadigi durumlarda
sistemik dolasima gegen ilag miktarinda bir kayip olabilir. Bazi ilaglarda bu
kayb1 engelleyerek biyoyararlanimi yiikseltmek amaciyla parenteral, sublingual
veya rektal yoldan uygulanirlar. Ornegin morfin, eritromisin, aspirin, penisilin G
gibi ilaglarin oral yolla kullaniminda eliminasyon ¢ok fazla oldugu i¢in bu etken
maddeler oral vyolla kullanilmazlar. Buna ek olarak, absorbsiyonun
baslayabilmesi i¢in dozaj seklinin Once dagilmast ve ¢Ozlinmesi
gerektiginden biyoyararlanimda dozaj seklinin dezentegrasyon ve dissoliisyon

ozelliklerinin de 6nemi vardir (Rowland ve Tozer 1995).
Hammadde Kaynagi;

Kimyasal maddelerin fiziksel veya kimyasal 6zellikleri, elde edilis metodlari,
saflik ve kalite gibi kriterlere bagl olarak degiskenlik gdsterebilmektedir. ister
etkin madde, ister miistahzarin bilesiminde bulunan yardimci maddelerin farkl
kaynaklardan saglanmasi nedeniyle ortaya ¢ikabilen kalite farkliliklart
biyoyararlanim iizerinde 6nemli problemler yaratabilmektedir (Sarica ve Lima
2007; Celik ve Birdane 2015).
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Etkin Maddenin Partikiil Biiyiikliigii;

[laglarm iiretiminde kullanilan etkin maddenin partikiil capindaki
degisiklikler dissoliisyon ve dolayisiyla absorbsiyon hizini degistirebilir. Ilag
molekiilii ne kadar kiiglikse o kadar hizli emilir. Partikiiller kiigiildiik¢e yiizey
alan1 artacagi igin ¢6ziinme hizi da artar. Ayni durum aksi iginde s6zkonusudur.
Midenin asit ortaminda parcalanarak etkisiz hale gelen ilaglar ufak ¢apl
sekillerde verildiklerinde midede pargalanacaklar1 i¢in bu ilaglarda partikiil
biiyiikliigii onemlidir ve bu durmda biyoyararlanim daha az olabilir (Duncan ve
ark 1962; Chereson ve Banakar 1999).

Etkin Maddenin Kristal Sekli;

Kimyasal bakimdan farklilik géstermeyen, fakat kristal yapisi olarak birden
fazla sekli bulunan (polimorf) bir etkin maddenin sudaki, buna bagli olarak mide
bagirsak sistemindeki ¢Oziiniirliigli, kristal yapisina gore degisiklik
gosterebilmektedir. Bunun yaninda bazi ilaglar hem amorf hem de kristalize
sekilde bulunabilir. Kristal sekillere nazaran amorf sekiller daha 1iyi
coziinebilmektedirler. Bu nedenle ayni etken maddeye ait farkl bir kristal seklin
veya stabil olmayan bir kristal seklin kullanilmasi biyoyaralanimi etkileyebilir
(Mullins ve Macek 1960; Kayaalp 2001).

Etkin Madde Ile Kompleks Olusmasi;

Oral yolla alinan bir ilacin gastrointestinal kanalda kompleks olusturmasi
emilim miktar1 ve hizim azaltir. Ornegin incebagirsaklarda bulunan safra tuzlari
neomisin ve kanamisin gibi bazi aminoglikozitler de dahil olmak {izere geri
doniistimsiiz  kompleksler olusturabilir (Faloon ve ark 1966). Tetrasiklin
tirevlerinin polivalan katyonlarla (6rn; aliiminyum, kalsiyum, magnezyum
iceren antasitler, siit ve siit liriinleri, demir igceren preparatlar) suda ¢éziinmeyen
kompleksler olusturmasi gibi etkin maddenin besinler veya diger ilaglarla
etkilesimi sonucu absorbsiyon, dolayisiyla biyoyararlanimlar1 azalabilir. Bazi
durumlarda ise suda zor ¢6ziindiikleri i¢in biyoyararlanim problemi olan ilaglarin
biyoyararlanimlari, diger ilaglar veya maddelerle kompleks haline getirilerek

artirilabilir. Orn; oral yolla alinan digoksinin biyoyararlanimi hidrokinon ile,
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ergotamin tartaratin biyoyararlaniminin kafeinle artirilmasi gibi (Oosterhuis ve

Jonkman 1993).
Etkin Maddenin Iyonizasyon Derecesi;

llaclarin su veya yag icerisindeki ¢oziiniirliiklerini etkileyen faktorlerden
birisi de ilacin iyonizasyon oranidir. Ortam asitlestigi Olglide zayif asidik
maddelerin iyonize olmayan kisimlarinin orani artar absorbsiyonlar1 kolaylasir.
Zayif bazik maddelerin ise iyonlagsmalar1 artar ve absorbsiyon hizlar diiser.
Ortam alkalilestiginde ise, zayif asidik maddelerin iyonlagsmalari tesvik edilir ve
emilme hizlar1 diiserken, zayif bazik maddelerin iyonize olmayan kisimlarinin
orani artip, emilmeleri kolaylasir . Ortamin pH’sindaki ¢ok kiiciik degisimler bile
bazi ilaglarin biyoyararlanimlarimi etkileyebilir (Ristchel ve Denson 1991; Sarica
ve Lima 2007).

Etkin Maddenin Farmakokinetik Ozellikleri;

Ilaclarin oral uygulama sonrasinda karaciger ve mide bagirsak sisteminden
gecisleri esnasinda inaktive edilmelerine ilk gecis etkisi denir. Ilk gecis etkisi
sirasinda inaktivasyonun yiiksek  olmasi, ilacin sistemik dolasima gegen
miktarmin ve bu nedenlede biyoyararlaniminin etkilenmesine neden olabilir
(Chereson ve Banakar 1999; Kayaalp 2001).

Besinlerin Biyoyararlanima Etkisi;

Bagirsaklarin motilitesini etkileyebilen sivi ve besinler ilaglarin absorbsiyon
hizin1 ve absorbsiyon oranimi degistirebilirler. Ornegin, yagh besinler ile birlikte
alinan griseofulvinin absorbsiyon miktar1 artmaktadir. Yine benzer sekilde
karacigerin kan akimini arttiran besinler nedeni ile biiylik kism1 doygunluga
ulasan karaciger enzimlerinin etkinligi zayiflamakta ve propranolol gibi hepatik
ilk gecis eliminasyonu doyurulabilir olan ilaglarin  biyoyararlanimlari
yiikselebilmektedir. Besinlerin biyoyararlanima olan bir diger etki sekli ise
besin maddelerinin biyotransformasyonunda gorevli bazi enzimlerin ilaglarin
metabolizmasinda da gorevli olmasidir. Besin maddeleri ve ilaglar birlikte
alindiklar1 durumlarda enzimlerin doygunluga ulasmasi nedeni ile ilaglar daha

diisiik oranda metabolize olur ve biyoyararlanim etkilenebilir. Besinlerin bazi
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ilaglarin emilimi {izerine etkileri Tablo 2-11’de gosterilmistir (Chereson ve

Banakar 1999; Kayaalp 2001).

Tablo 2-11 Besinlerin ila¢ Emilimine Etkisi

Emilimi Azalanlar Emilimi Gecikenler Emili Artanlar
Ampisilin Asetaminofen Klorotiazide
Aspirin Aspirin Diazepam
Atenolol Sefalosporinler Griseofulvin
Kaptopril Diklofenak Hidralazine
Eritromisin Digoksin Labetalol
Etanol Furosemide Metoprolol
Hidroklorothiazid Nitrofurantoin Nitrofurantoin
Penisilinler Sulfadiazine Propranolol
Tetrasiklinler Sulfisoksazole Riboflavin

i) Formiilasyondaki Yardimc1 Maddeler ile Etkilesme;

)

Farmasotik teknolojinin  geregi olarak  iirlinlin yapimi sirasinda kati
farmasotik sekillere sokulurken farkli yardimer maddeler kullanilir. Kullanim
amacia gore isimlendirilen yardimci madde tiirlerinin baslicalari: dolgu
maddeleri (diliientler, "filler"), kaydiricilar (lubrikanlar) ve kaplama (coating)
maddeleridir. ilag iiretimi esnasinda kullanilan bu ve bu tip yardimc1 maddeler
etkin maddenin dezentegrasyon ve dissoliisyon hizin1 degistirebilirler (Sarica ve

Lima 2007; Celik ve Birdane 2015).

flacin Depolanmasi, Ambalaj Sekli ve Formiilasyounun Dissolusyon Uzerine

Etkileri,

[laglarm iiretiminden tedavide kullanilacag: hastaya uygulanacagi ana
kadar gecen siire depolama donemi olarak adlandirilmaktadir. Bu donemde

farmasoétik seklin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinde meydana gelen degisimler,
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dezentegrasyon ve dissoliisyon hizinm1 degistirebilirler. Ambalaj materyali,
formiilasyon, ortamin ve ilacin nem orani gibi baslica faktorler sayilabilir

(Chereson ve Banakar 1999; Kayaalp 2001).

Laboratuvar ortaminda yapilacak eskime (aging) denemeleri ile
farmasotik  sekilde meydana gelebilecek degisimler incelenebilir. ilacin
depolandig1 ortamin nem orami tabletlerin nem oranini degistirebilir. Ayrica
iretim asamalarinda diluent olarak kalsiyum fosfat igeren tabletler nem oraninin

diisiik oldugu ortamlarda sertlesmezler (Kayaalp 1994).

llag diriinlerinin  kullamilabilirlik ~ siireleri ~smirlidir. Bu  siirelerin
belirlenmesinde sadece depolanma siirecinde etkin maddenin kimyasal yapisinda
ve de intrinsik etkinliginde sekillenebilecek degisimlere ek olarak
dezentegrasyon ve dissoliisyonda meydana gelen degisimler de dikkate
alinmahdir. {lacin kullanabilirlik siiresinin belirlenmesinde s6z konusu

bozulmalarin ve degisimlerin 6zellikle hiz1 6nemlidir (Kayaalp 2001).

2.2.1.2. Hastaya Bagh Faktorler;

a)

b)

Midenin Bosalma Hizi;

llaglarin  absorbsiyonu iizerinde midenin bosalma hizininda etkisi
bulunmaktadir. Midenin bosalma hizinda artis sekillenmesi ince bagirsaktan iyi
emilen ilaglarin absorbsiyon oranini ve absrobsiyon hizini artirir. Yine asit
hidrolizi sonucu mide de pargalanan ilaglar ise daha yiiksek oranda emilirler.
Kisiden kisiye degisiklik gdsterebilen mide bosalma hizi bu nedenle ilaglarin
biyoyararlaniminda 6nemlidir. Bireysel farkliliklar disinda ilaclar, hastaliklar ve
besinler midenin bosalma hizini degistirebilir (Ork ve ark 1994; Celik ve Birdane
2015).

Bagirsak Motilitesi;

Bagirsak motilitesinde meydana gelen azalmalar ilaglarin bagirsaklarda gecis
dolayist ile kalis siirelerini uzatir. Bagirsaklarda ¢oziinmeleri az veya sinirli olan
bazi ilaglarin bagirsakta uzun siire kalmalari, ¢ozlniirliiklerini artirarak yiiksek
oranda emilmelerini saglar. Ornegin nitrofurantoin, propantelin gibi bagirsak
motilitesini yavaglatan bir ilag ile birlikte verildiginde daha fazla emilir (Rowland
ve Tozer 1995).
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€) Gastrointestinal Kanalin Perfiizyonu;

Pasif diffiizyon ile emilen lipofilik ilaglar i¢in mide bagirsak sistemindeki kan
akimi onemlidir. Mide- bagirsak sistemindeki kan akiminin hizlanmasi lipofilik

ilaglarin emilim hizin1 artirabilir (Chereson ve Banakar 1999).
d) Gastrointestinal Sistemin pH’s1

[lacin absorbe edildigi ortamin pH' sinda meydana gelen degisiklikler
iyonizasyon oraninin, dolayisiyla lipofiliteyi degistirerek emilimi etkileyebilir.
Bu faktor ilaglarin besinlerle ve sindirim sistemi pH'sin1 degistiren igecekler veya
diger ilaglarla birlikte alinmalar1 sirasinda rol oynar. Diger taraftan mide-
bagirsak sistemi pH'sinin degismesi, mide asidine duyarli ilaglarin da emilimini
degistirir . Ornegin Penisilin G igin pH 1°de yikimlanma yar1 émrii 2 dakikadan
az iken pH 2’de ise 9 dakikaya kadar ulasmaktadir (Gibaldi 1981; Celik ve
Birdane 2015).

e) Bireysel Farkhiliklar

[laglarmn biyotransformasyonunun her bir basamaginda gorev yapan enzimler
kiiglik bir genetik degisimde bile ilacin etkisinde bireyler aras1 degisimlere neden

olabilirler (Gibaldi 1981).

2.2.2. Biyoyararlanimin Saptanmasi;
[laglarm biyoyararlanimlari in vitro ve in vivo denemeler ile belirlenebilir (Kayaalp
1999; EMA 2011a).

2.2.2.1. In vitro Denemeler;

In vitro denemeler biyoyararlanim ¢alismalarinda etkin olarak kullanilan testlerden
bir tanesidir. In vitro testlerin yalmz kati farmasotik sekillerde uygulanabilmesi ve ayni
sonucu veren iki farkli miistahzarin klinik denemelerinde her zaman benzer sonug
vermemesi nedeniyle in vitro deneylerin kisitli bir Ongoriisel degeri vardir. Bu
olumsuzluklarinin yaninda in vitro testlerin daha diisiik maliyetli olmasi , kisa zamanda ve
basit teknikler ile sonug vermesi gibi ekonomik ve pratik dnemleri vardir. /n vitro testler

gercekte biyoyararlanimin bir gostergesini olusturabilirler (Kayaalp 2001).

Cesitli tilkelerin farmakopelerinde veya yari resmi ilag formiilerlerinde kabul edilmis

bulunan baslica iki 6nemli in-vitro test vardir;
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a) Dezentegrasyon (Dagilma) Testi;

Bu test ¢igneme ve yavas saliveren tabletler disinda kalan tabletler i¢in
uygulanan bir testtir. Ilgili monograflarda her tablet tipi icin uygun
dezentegrasyon testi ve dezentegrasyon igin gerekli siire belirtilmistir

(Ayanoglu 1981).
b) Dissoliisyon (Coziinme) Testi;

Kat1 farmasotik sekildeki ilacin, pH 1 ile 8 arasinda hazirlanan ti¢ farkl
tampon solusyon igerisinde ve belirli deney kosullar1 altinda ( 6rn; 37 °C)
¢oziinme hizi saptanir. Bu testin sonucunda genellikle, ilacin farmasétik sekil
icinde mevcut miktarinin % 50'sinin ¢oziinmesi i¢in gereken siire degerlendirilir

(iskit 2014).

flag arastirmalarinda dissoliisyon testi baslica dért amagla kullanilmaktadir

(Kayaalp 2001);

e Yeni ilacin farmasdtik gelisirme programi gergevesinde klinik denemelerde

kullanilacak en uygun formulasyonunu belirlenmesinde,

e Farmasotik tretim sirasinda farkli sarjlarin tiretim kontrollerinin yapilmasi ve

farkl sarjlar arasinda kalite kontroliin yapilmasi,

e In vivo biyoesdegerlik calismalar1 yerine referans iiriin ile secilmis ilaglarin

farmasoétik tiriinlerinin karsilastirlama ¢aligmalarinin yapilmasi,

e In vivo biyoesdegerlilik ¢aligmalarindan once orjinal ve jenerik iiriinlerin

biyoyararlanimlariin 6n incelemelerinin karsilagtirilmali olarak yapilmasi.

2.2.3. Klinik Denemeler;

Klinik denemeler vyiiriitiiliirken “Iyi Laboratuar Pratigi “ (GLP) ve “lyi Klinik
Pratigi” (GCP) kurallarina uyulmasina dikkat edilmelidir. Planlanan klinik denemelerde ii¢
farkli hedefe yonelik ¢alisma yiiriitiilebilmektedir. Bunlar ¢alisilmasi planlanan ilacin iki
farkli farmsotik seklinin karsilagtirilmasi, aymi etken maddenin farkli hayvan tiirleri
tizerindeki biyoyararlanimi yada daha once biyoyararlanimi ayrintili olarak saptanmis
standart Dbir tibbi iriin ile bir bagka tibbi iriiniin karsilagtirilmasidir. Planlanan
karsilagtirmalarda rastgele ¢apraz (random crossover) inceleme yontemine gore ¢alismanin

yapilmasi tercih edilmelidir. Bu amagla ¢alismada kullanilacak deneklerin rastgele segilen
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yarisina incelenmesi planlana ilag ve deneklerin kalan kismina ise standart ilag ya da ¢6zelti
giiniin aym zamaninda verilir. Ila¢ uygulamalar1 sirasinda aglik ve tokluk durumlarinin goz
onlinde bulundurulmasina ve deneklerin tiimiine aym1 anda ilag verilmesine dikkat
edilmelidir. Deneklere daha onceki uygulamalarda almadiklari ilaglar her denege giiniin
ayni zamaninda verilir (EMA 2011a). Klinik denemelerde biyoyaralanim asagida belirtililen

iki parametreye gore degerlendirilir.

2.2.3.1. Plazma Konsantrasyon Profilinin Belirlenmesi;

Calismast planlanan preparat hasta veya saglam hayvanlara uygulanir, ilag
uygulamasindan sonra belirli araliklarla kan ornekleri alinarak bu numunelerdeki ilag
konsantrasyonu Olciiliir ve ila¢ konsantrasyonu-zaman egrisi ¢izilir. Tek doz ilag
uygulamalarindan sonra numune alimina, kural olarak o ilacin yarilanma omriiniin 5-10

katina kadar devam edilmelidir (EMA 2011a).

Calismada incelenen iki miistahzarin Cmax (Maksimum plazma konsantrasyonu) ve
tmax (Maksimum konsantrasyona ulasma stiresi) degerleri esit ise, bu iki mustahzar emilim
hizlar1 bakimindan esdeger sayilir. Uyku ilaglar1 ve aneljezik ilaglar gibi bazi ilaglarda
emilim hizlart yoniinden esdeger olmak oOzellikle oOnemlidir. Fakat etkin ilag
konsantrasyonuna ulagmak i¢in yinelenen verilislere ihtiya¢ duyan ve uzun siireli tedavilerde
kullanilan ilaglar i¢in, emilim hizlar1 bakimindan esdeger olmalar1 fazla 6nemli degildir.
Eger iki miistahzarin Cmax V€ tmax parametreleri ayni degil, fakat plazma konsatrasyon
egrilerinin sekli farkli olmakla beraber AUC (Egri altinda kalan) alan esit ise bunlarin
biyoyararlanimlari sadece absorbsiyon derecesi bakimindan esdegerdir; uzun siireli
tedavilerde tekrarlanarak verilen ilaglarin bu bakimdan esdeger olmasi yeterli olarak kabul
edilebilir. Bu ilaglarin emilim miktarlarindaki farklilik bazen tehlikeli zehirlenmelere yol
acabilirken emilim hizindaki farklilik ise dnemli kabul edilmez. Ideal durum, karsilastirilan
miistahzarlarin C max, t max ve AUC degerlerinin de birbirine asag1 yukari esit olmasidir. Bu
durumda her iki ilacin konsantrasyon zaman egrisi birbiri iizerine biner (siiperimpozisyon)

(Kayaalp 1994; Kayaalp 2001).

2.2.3.2. Idrarda Kiimiilatif lla¢ Miktarmin Ol¢iilmesi;

Bu calisma seklinde karsilagtirilmasi yapilacak muhtahzarlarin uygulama sonrasi
idrar ile atilan ila¢ miktarlarinin karsilastirilmasi teknigine dayanmaktadir. Bu amagla ilag
uygulamasi sonrasinda hayvanlardan belirli araliklar ile idrar 6rnekleri toplanarak idrarla

atilan ilacin kiimiilatif miktarinin zamana gore degisim grafigi ¢izilir. Karsilastirilan her iki
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ilaca ait maksimum idrar konsantrasyonuda ayni degere ulasiyorsa, her iki ilag ayn1 derecede
absorbe ediliyor denilebilir. Burada dikkat edilmesi gereken husus, sadace idrar ile degisime
ugramadan atilan ila¢ miktar1 degil aynm1 zamanda metabolitlerininde miktar tayinlerinin
yapilarak ¢alismadaki hesaplamlara dahil edilmesidir (Chereson ve Banakar 1999). Fakat
bazi durumlarda karsilastirma sadece idrardaki degigsmemis ilag miktar1 tlizerinden de

yapilabilir (Kayaalp 1994; Kayaalp 2001).

Bu yontemlere ek olarak replikatif ¢aprazlama (replicate design), stabil izotop
teknigi ve ilave denek yontemi (add-on subject design) biyoesdegerlik ¢aligmalarinda
kullanilmaktadir (Blume ve Midha 1993).

2.3. Biyoesdegerlik;

Biyoesdegerlik son yillarda ilag endiistrisinin gelisimine ve ila¢ tireten firma
sayisindaki artiga bagli olarak 6nem kazanan konulardan bir tanesidir. Genel tanimi ile
biyoesdegerlik; Farmasotik esdeger olan iki miistahzarin (biri test, digeri referans), ayni
molar dozda verilisinden sonra biyoyararlanimlarinin (hiz ve derece) ve boylece etkilerinin
hem etkinlik hem giivenlik bakimindan esas olarak ayni olmasini saglayacak derecede

benzer olmasidir (Birkett 2003; Ugar 2009).

Biyoesdegerliligin bilim insanlari nazarinda ve ekonomik anlamda bu kadar 6nem

kazanmasi en iyi sekilde tarihsel gelisimi ile anlatilabilinmektedir,

2.3.1. Biyoesdegerligin Tarihcesi;

FDA ilk olarak 1980 yilinda terapotik esdeger olarak kabul ettigi ilaglarin bir listesini
yayinlamasina ragmen jenerik ilaglar 1984 yilina kadar ABD’de ¢ok fazla ilgi gormemistir.
Bunun nedeni eczaciya hekimin yazdig: ilacin yerine jenerigini verme hakki tanimayan
“Antisiibtitiisyon” yasalar1 idi. Fakat ilerleyen yillar da yas ortalamasindaki ve emekli
sayisindaki artis ilag kullanim miktarini artirmis ve bunun sonucunda saglik sigortalari ilag
giderleri i¢in biiylik biitgeler ayirmak zorunda kalmistir. Zaman iginde ilag giderlerinde
meydana gelen bu artis tasarruf yapilmasii kaginilmaz kilmistir. Yine benzer sekilde 6zel
sektorde saglik giderleri i¢inde ilaca ayrilan payin biiyiikliigiinti farketmis ve subtitiisyon
yasalarm desteklemistir. Ornegin General Motors ve Ford 1988 yilinda bir énceki yila
oranla ila¢ giderlerine %20 fazla biitge ayirdiklarini belirtmislerdir. Tiim bu gelismelerin
sonucunda ABD’de saglik sigortalari ve 6zel sektor tarafindan jenerik ila¢ uygulamalari
desteklenmistir (Kanzik 1993).
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Saglik sigortalar1 ve 6zel sektorden gelen taleplerin sonucu olarak 1984 yilinda
Amerikan Kongresi tarafindan “Drug Price Competition and Patent Term Restoration Act”
olarak bilinen yasa ¢ikarilmis ve patentli ilaglarin jenerik kopyalarina ruhsat verme izni
taninmistir. Bu yasa ile patent siiresi bitmis, ¢ok kullanilan pek ¢ok ilacin jenerik
esdegerlerinin pazara girmesi saglanmis ve bu tarihten sonra ABD’de hizli bir artis ile iki y1l

igerisinde 1000 den fazla jenerik ila¢ ruhsat almistir (Nightingale and Morrison 1987).

FDA tarafindan 1980 yilinda yayimlanan ve Onaylanmus ila¢ Uriinleri (Turuncu
Kitap, Orange Book) adindaki kitap 1991 yilia kadar 11 kez basilmigtir. Onaylanmus Ilag
Uriinleri isimli kitaptaki 6000 ilacin %80’ninden fazlasi terapdtik esdeger olarak
saptanmigstir. FDA sadece bu kitapta terapdtik esdeger olarak yer alan ilaglar i¢in subtitiisyon
izni vermektedir. Bu uygulama ile ABD’de sadece 1988 yilinda ila¢ giderlerinden elde
edilen tasarruf miktar1 2 milyar $ olmustur (Williams 1986). ilerleyen yillarda bu rakam
katlanarak artmistir. Sadece 2014 yilinda Amerikada saglik sisteminin jenerik ila¢ kullanimi
nedeni ile elde ettigi tasarruf miktart 254 milyar $ dolara ulagirken 2005 — 2014 yillar
arasindaki tassarruf miktari ise 1,68 trilyon $ olarak hesaplanmistir (GPhA 2015).

Biyoesdegerlik calismalar1 kalite, giivenlik ve ekonomi alanlarindaki faydalari
nedeniyle pek cok kesim tarafindan desteklenmesine ragmen, kimi ¢evreler tarafindan ise

elestirilmektedir.

Biyoesdegerlik calismalarina karsi yapilan elestirilerden ilki, orijinal ilag yerine
jenerik ilag kullanimina izin verilmesi ile hekimin regete yazma — tedaviye istedigi ilag ile

devam etme 6zgiirligiiniin kisitlanmasidir (Hakeri 2007; Sahin 2012).

Biyoesdegerlik  caligmalarina hekimin ilag se¢cme Ozgiirliigiiniin kisitlanmasi
elestirisinin yanindan, jenerik ilaglarin her zaman orjinal ila¢ kadar basarili olmadiklarina
dair elestirilerde bilim insanlar1 tarafindan dile getirilmistir. Ornegin meme kanseri
tedavisinde kullanilan segici OStrojen reseptor modiilatorii olan tamoksifen’in ruhsatli
jeneriklerinin kullanildig1 durumlarda agri olgularinin tekrarlayabildigi gozlemlenmistir
(Kanzik 1993). Bunun yaninda fenilbutazon, kloramfenikol, fenitoin, tolbutamid ve tiroksin
iceren ilaglar iginde bioesitizlik ve terapotik esdegersizlik ile ilgili benzer raporlar
bildirilmistir. Amerikan Eczacilar Birligi (American Pharmaceutical Association) tarafindan
1973 yilinda yayimlanan raporda ilaglar biyoesitsizlik ve terapdtik esdegersizlik riskine gore
yiiksek, 1liml1 ve diisiik riskli olmak iizere li¢ gruba ayrilmistir. Risk gruplarini gosteren tablo

2-12°de gosterilmistir (Chereson ve Banakar 1999).
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Orjinal ilag ile jenerik ilacin hem giivenlik hem de etkinlik yoniinden ayni olmasin
saglayacak kadar benzer olma kriteri olan Biyoesdegerlik iilkemizde yasalar ile kontrol
altina alinmistir. Bu amagla beseri ilag tiretiminde iilkemizde 27 Mayis 1994 tarih ve 21942
sayil1 “Farmasotik Miistahzarlarin Biyoyararlanim ve Biyoesdegerliginin Degerlendirilmesi
Hakkindaki Yonetmelik” Resmi gazetede yayinlanmis ve beseri ilaglarin ruhsatlandiriimasi
icin biyoyararlanim ve/veya biyosedegerlik ¢alismalarinin belgelenmesi istenmistir. Bu
yonetmelikte farmasotik bakimdan esdeger olan miistahzarlarin biyoyararlanimlarmin
farklilik géstermesi durumunda, tedavinin yetersizligi veya toksitite artmasi sonucu sebep

olabilecegi sakincalar1 6nlemek i¢in alinacak tedbirler belirtilmistir (Resmi Gazete 1994).

Beseri hekimlikte 1994 yilindan yayinlanan bu yonetmelik ile biyoesdegerlik
zorunlu hale gelmisse de veteriner ilaglarindan bu zorunluluk ayni donemde yasal olarak
yirirliliige girmemis ve ancak 24 Aralik 2011 tarih ve 28152 sayili Resmi gazetede
yayinlanan “Veteriner Tibbi Uriinler Hakkinda Y&netmelik” ile saglanmistir. Yayilanan
bu yonetmelik ile iilkemizde ilk olarak veteriner tibbi iirlinlerde “Biyoesdegerlik”
kavramindan bahsedilmistir. Bu yonetmelige gore jenerik ila¢ “Aktif maddeler agisindan
referans {iriinle ayn1 kalitatif ve kantitatif kompozisyona sahip, ayni farmasotik formda ve
biyoesdegerliligi uygun biyoyararlanim testleriyle kanitlanmis” olmak zorundadir (Resmi

Gazete 2011).

Tablo 2-12 Biyoesitsizlik Risk Potansiyeline Sahip ilaglar

Risk Potansiyeli Diisitk  Risk Potansiyeli Ilnmli  Risk Poatansiyeli Yiiksek

Olanlar Olanlar Olanlar
e Asetaminofen e Amfetamin
e Aminofilin
e Kodein e Ampisilin
e Aspirin
e Demir sulfat e Kloremfenikol
(Yiiksek dozlarda)
e Hidroklorotiazid e Klorpromazin
e Bishidroksikumarin
e izoniazid e Digitoksin

e Digoksin
e Sulfisokzasol e Eritromisin
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e Efedrin e Oksitetrasiklin ¢ Difenilhidantoin

e Meprobamat e Penisilin G (Feniton)

e Penisilin VK (Tamponlu) e Paraaminosalisilik
Asit

e Pentobarbital

e Fenilbutazon * Prednisolon

e Fenasetin * Prednison
e Potasyum * Kinidin
klorid  (Kat1 e Varfarin

dozaj formu)
e Salisilamid
e Secobarbital
e Sulfadiazin
e Tetrasiklin

e Tobutamid

2.3.2. Biyoesdegerlik Tle Tlgili Tanimlar;
Kimyasal Esdegerlik: Ayni etkin madde veya maddelerin ayn1 molar miktarinin

iki iirlin i¢inde esit olarak bulunmasi kimyasal esdegerliktir (Y1lmaz 2008).

Farmakolojik Esdegerlik: iki ayr1 farmasotik seklin igindeki kimyasal olarak farkl:
ancak viicutta ayni etkin molekiilleri ortaya c¢ikaran ve ayni1 farmakolojik etkiye yol acan

molekiillerin katildig1 durumdur (Sarica ve Liman 2007).

Farmasotik Alternatfiler: Her iki tirin ayn1 etkin maddeyi iceriyor, fakat kimyasal
sekil veya dozaj sekli ya da miktar bakimindan farkli ise farmasétik alternatiftirler
(Chereson ve Banakar 1999).

Terapotik Esdegerlik: Bir miistahzarin, etkinligi ve glivenilirligi daha once tespit

edilmis bir bagka miistahzar ile aynmi etkinlik ve giivenilirligi klinik olarak gostermesidir

(Toutain ve Kortiz 1997;Ugar 2009).
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Uygulamada farmasotik esdeger veya farmasotik alternatif olan ilag tiriinleri arasinda
terapotik esdegerliligi kanitlamanin en uygun yontemi genellikle biyoesdeger olduklariin

gosterilmesidir.

Asagida belirtilen kriterleri karsilayan ilaglar FDA tarafindan terapotik esdeger
olarak kabul edilmektedir (Kayaalp 1994; Chereson ve Banakar 1999).

e Her iki iiriinde etki ve giivenlik yonilinden onaylanmissa,
e iki iiriin farmasétik esdegerlerse:

a) aym verilis yolu ve ayni dozaj formunda, esit miktarda etkin madde

iceriyorsa,

b) kalite, arilik ve etki giicii bakimindan diger karsilastirilabilir standartlarla

karsilastirilabiliyorlarsa,

e In vivo veya in vitro yapilan testler sonucunda iki iiriiniin biyoesdegerligi

gosterilmisse,
e Her iki iiriinde yeterli etiket bilgisine sahipse,

e Her iki iiriiniinde iiretiminde “Iyi Uretim  Uygulamalar1”(GMP Good
ManufacturingPractice) kurallar1 goézetilerek tiretim yapilmissa terapotik

esdeger olarak kabul edilirler.

Klinik Esdegerlik: Ayni canliya ayn1 dozda veya doz araliginda verildiginde ayni
tedavi edici etkinligi gosteren, ayrica farmakolojik, kimyasal yada farmasotik esdeger ilag

veya ila¢ sekilleridir. (Sarica ve Liman 2007)
Suprabiyoyararlanim;

Bazi durumlarda yeni gelistirilen iiriiniin biyoyaralanimi orjinal iiriinden daha
yiiksek olabilir. Bu duruma “Suprabiyoyararlanim” denir. Boylesi bir durumda yeni tiriiniin
formiilasyonu gézden gecirilmeli formiilasyon veya uygulama dozu yeniden belirlenmelidir.
Yeni iirlin i¢in O6nerilen dozaj orjinal iirliniinkiinden farkli ise , bu durum klinik ¢alismalar
ile desteklenmelidir. Bu durumdaki {irin orjinal iiriin ile terapotik esdeger olarak kabul
edilmemelidir. Yeni iiriin yeni bir ilag olarak diistiniilebilir (Kayaalp 1994; Chereson ve
Banakar 1999).
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2.3.3. Biyoesdegerlik incelemeleri;

Biyoesdegerliligin incelenmesinde; ayn1 etkin maddeyi iceren farkli ilaglarin, ayni
ilaclarin farkli seri iretimlerinin ve daha genis olarak farkli verilis yollarinin
karsilastirilmasinda bilimsel metodlara dayanan teknikler kullanilmaktadir. Biyoesdegerlilik
caligmalarinin amaci, viicuda verildikten sonra incelenen iki farmasotik {iriiniin plazma
konsantrasyonlarinin  benzerligini ortaya koymaktir. Biyoesdegerlilik teknikleri, {irtin
verilerinin gelistirilmesi siiresince benzer formiilasyonlarin karsilastirilmasinda  da

kullanilabilir (EMA 2011a).

Biyoesdegerliligin  belirlenmesinde tavsiye edilen ilk metot, deneklerde
uygulanan etkin maddenin zamana gore kan konsantrasyonlarinin belirlenmesidir. Ayni
arastirma kosullarinda etkin maddeye ait biyoyaralanimlar arasindaki fark her iki ilag igin
kabul edilebilir sinirlar icindeyse, ¢alismada kullanilan iki ilag¢ veya iki verilme yolu arasinda
biyoesdegerlilik =~ mevcuttur (EMA 2011a). Zamana goére kan konstarasyonunun
hesaplanabilmesi i¢in herhangi bir analitik metodun var olmadigi veya mevcut metod
duyarhiliklarinin ise diisiik oldugu durumlarda kullanilabilecek diger bir metod ise idrardaki
ana ilag veya metabolitinin miktarinin dikkate alinarak biyoesdeegerlik kararinin

verilmesidir (Toutain ve Koritz 1997).

Diinya genelinde ve iilkemizde ila¢ endiistrisinde biyoesdegerlilik caligsmasi
yaptirilmasmin nedeni, jenerik ilaglarin ruhsatlandirilmasi igin yapilan basvurularda,
jenerik iirlinlin orijinal tiriinle biyoesdeger oldugunu ispatlamaktir. Orjinal iiriin ile jenerik
tirtin arasindaki biyosedegerlik yoniinden bir kanitlama tilkemizde beseri jenerik iirlinlerin
ruhsatlandirilmasi i¢in yapilacak basvurularda Saglik Bakanligi tarafindan 1994 yilinda
yayinlanan yonetmelikle zorunlu hale getirilmis, veteriner jenerik trlinlerin
ruhsatlandirilmasi i¢in yapilacak basvurularda ise Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi
tarafindan 2011 yilinda yayimlanan yonetmelik ile veteriner ilaglarinda biyoesdegerlilik

yasal olarak zorunlu kilinmistir (Resmi Gazete 2011).

Gelistirilen yeni bir ilacin ruhsat basvurusu sirasinda biyoesdegerlik caligmalari
ilacin agsagida belirtilen formiilasyonlar1 arasinda karsilastirma yapmak ve aralarinda

baglant1 kurmak i¢in gerekir (Kayaalp 2001).
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Erken ve son donem klinik denemelerde kullanilan formiilasyonlar arasinda,

[lacin pazara verilecek formiilasyonu ile klinik denemelerde kullanilan

formiilasyonlar arasinda,

Klinik denemeler ile stabilite ¢alismalar1 sirasinda kullanilan formiilasyonlar

arasinda.

2.3.4. Biyoesdegerlik Incelemelerinin Gerekliliginin Saptanmasi;

Jenerik olarak tasarlanmig bilinen yeni bir maddeyi igeren lriinler; referans
etkinlik ve/veya gilivenlik anlaminda onaylanmis {iriin ise biyoesdegerligi de

gosterilmelidir (EMA 2011a) .

Sahada kullanimda olan bir ilacin dozaj veya verilis yolu 6zelliklerinde, iiretim
prosesinde veya bilesiminde bir degisiklik yapildiginda , yeni iiretilen {iriin i¢in
yapilan klinik ¢alismalarda orjinal tirline karst etkinlik ve/veya giivenlik igin

biyoesdegerligi gosterilmelidir (EMA 2011a). .

Mevcut  biyoyararlanim  c¢alismalar1  biyoesdegerligin  gosterilmesinde
kullanilamiyorsa (yeni Tiriiniin suprabiyoyaralanim gostermesi gibi) veya
endikasyon alani, verilis yolu, farmasétik form ve/veya aktif madde de degisiklik

yapilmis ise jenerik iiriin orijinal iiriin ile karsilastiriimalidir (EMA 2011a).

Kullanima sunulacak yeni aktif madde veya maddeleri i¢eren mustahzarlar i¢in

biyoesdegerlik ¢aligsmalari yapilir (EMA 2011a) .

Daha onceden ilgili kuruluslarca onaylanmis bir mustahzara farmasotik olarak

esdeger olan yeni bir mustahzarin ruhsatlandirilmasi isteniyorsa asagida belirtilen Kriterlere

gore degerlendirme yapilir.

2.3.4.1. Tlacin Farmasotik Sekli ve Verilis Yolu:

Biyoesdegerlik ¢alismalarinin planlanmasind oral yol ile verilen ilaglara 6ncelikle

ele alinmaldir. Bu kapsamda kati farmasotik sekiller ilk sirada yer alirken, oral

suspansiyonlar siralamanin gerisinde, oral solusyonlar ise en geride yer almakta ve

genellikle in-vivo ¢alismalardan muaftir. Kat1 farmasotik sekilleri takiben biyoesdegerlik

incelemelerinin gerektigi diger uygulama yollar1 siras1 ile rektal yol, transdermal yol ,

paranteral ve lokal yol ile uygulanan iiriinlerdir (Resmi Gazete 1994; Kayaalp 2001).
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2.3.4.2. Etkin Maddenin Terapétik indeksinin Genisligi;
Biyoesdegerik ¢alismalarinda terapotik indeksi dar olan ilaglar dncelikli olarak ele

alinir. ilaglar terapétik indeksin genisligi agisindan en dar indeksli olan digital glikozidler

(indeksi yaklasik 2 ) ile en genis indeksli pensilinler arasinda yer alirlar (Resmi Gazete 1994;
Kayaalp 2001).

2.3.4.3. Doz-Yamt Egrisinin Dikligi;
Genellikle doz-cevap egrisi dik olan ilaglara 6ncelik verilir (Resmi Gazete 1994).

2.3.4.4. Etkin Maddenin Farmakokinetik Ozellikleri;

[lacin terapdtik doz aralig1 icinde presistemik eliminasyonun %70 den fazla olmasi,

¢coziiniirliigiin %0,1 den az olmasi veya instabilite gibi uygun olmayan fizikokimyasal

ozelliklerin bulunmasi, non-lineer (doza bagimli) kinetik gostermesi, absorbsiyon veya

eliminasyon hizinin bireyler arasinda fazla degiskenlik gdstermesi gibi durumlarda, {iriiniin

biyoesdegerlik yoniinden incelenmesi gerekliligi artar (Resmi Gazete 1994; Kayaalp 2001).

2.3.5. Biyoesdegerlik Incelemelerinin Genellikle Gerekmedigi Durumlar;

Asagidaki sartlarin bir veya birgogunu yerine getiren veteriner ilaglarda

biyoesdegerlik caligmalar1 genellikle gerekmez (EMA 2011a).

Sadece intra vendz uygulamalar i¢in tasarlanmis ve hedef tiirlerde kullanilmak
lizere onaylanmis bir intra vendz soliisyon ile ayni etkin madde veya terapotik
bilesigi iceriyorsa. Fakat farkli tasiyict madde/madddeler igeren ve/veya aym
tasyict madde/maddeleri ayni miktarda icermeyen iirlinlerden biyoesdegerlik

caligmalari istenir,

Intramiiskiiler, subkutan veya sistemik etki elde etmek igin topikal yolla
uygulanan bir soliisyon seklinde kullaniliyorsa ve hedef tiirlerde kullanilmak
lizere yakin zamanda onaylanmis bir veteriner iriinliyle ayni etken

madde/maddeleri ve tasiyicilar1 ayni1 konsantrasyonda igeriyorsa,

Uriin; hedef tiirlerde kullanilmak {izere onaylanmis bir veteriner {iriin ile ayni
konsantrasyonda aktfi madde igeren surup ve benzeri ¢oziinebilir oral soliisyon
ise ve aktif madde veya terapétik bilesigin emilmesini belirgin derecede

etkileyebilecek (sorbitol, mannitol gibi) her hangi bir inaktif madde igermiyorsa,
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e Biyoyararlanim hedef tiirlerde gosterilmis referans iiriin ile ayn: formiilasyona

sahipse,
e Uriin BCS (Biyofarmasétik Siiflandirma Sistemi) altinda siniflandirilmis ise,
e  Uriin inhalasyon uygulama esnasinda gaz formunda ise,

e  Uriin orijinal iireticiler tarafindan yeniden formiile edildiginde renklendirici veya
tatlandiric1 ajanlar ya da koruyucular gibi biyoyararlanimda etkiye sahip

olmadigi bilinenler hari¢ tutuldugunda orijinal {iriinle 6zdesse,

Biyoesdegerlik ¢alismalarina ihtiya¢ duyulmaz.

2.3.6. Biyoesdegerlik Calismalarinin Yiiriitiilmesi;

Biyoesdegerlik ¢alismasi temelde orijinal ve jenerik veya karsilastirilacak 2 {iriin
arasindaki  esdegerligi saptamak icin tasarlanmis biyoyararlanim c¢aligsmasidir.
Biyoesdegerlik calismalarinin panlanmas: ilag-ilag veya besin-ila¢ gibi farmakokinetik
calismalarda  populasyon  farkliliklarm1 =~ degerlendirmek  veya  farmakokinetik
parametrelerdeki farkliliklar1 degerlendirmek i¢in kullanilabilir (EMA 2011a).

2.3.7. Biyoesdegerlik Cahisma Tipleri;

Biyoesdegerlik calismalari, uygun sartlarda in vitro veya in vivo olarak yapilir.
(EMA 2011a). Yeni ilag arastirmalar1 yada innovatoriin (aragtirmasi tamamlamis iriin)
ruhsatlandirilmas: siirecinde; klinik denemelerin erken ve son doénemlerinde kullanilan
formiilasyonlar arasinda, klinik denemelerde kullanilan formiilasyonlar ile pazarlanacak
formiilasyonlar arasinda ve stabilite ¢alismalari ile klinik denemeler arasinda kullanilacak
formiilasyonlar arasinda baglant1 kurmak ve karsilastirma yapabilmek i¢in biyoesdegerlik

caligmalar1 gereklidir (Yilmaz 2008; Sahin 2012).

2.3.7.1. In vitro Biyoesdegerlik Calismalari;
Bu calisma tiirii asagidaki durumlarda in-vivo biyoesdegerligin belirlenmesine
katkida bulunabilir (Chen ve ark 2001; Palermo-Neto ve Righi 2008).

e [n-vivo biyoesdegerligi en yiiksek dozaj icin gosterilen iiriiniin en kiiciik dozaj
formiilasyonunun biyoesdegerligini desteklemede,

e Referans d{iriiniin ve onun oral yolla uygulanabilen jenerik {iriiniiniin

karsilastirilabilirligini belirlemede,
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e Onaylanmis bir iirlinde kiigiik bir formiilasyon degisikligi yapildiginda ve bir
tirlinlin serileri (batch) arasindaki tutarliliktan emin olmak istendiginde, in-vitro

biyoesdegerlik calismalari yeterlidir.

2.3.7.2. In vivo Biyoesdegerlik Calismalar;
Bu tir biyoesdegerlik testi en dogru, hassas ve tekrarlanabilir yontemlerin
kullanilmasiyla farmakokinetik ve/veya farmakodinamik calisma olarak planlanmali ve

yiriitiilmelidir (Toutain ve Koritz 1997; Chen ve ark 2001; Palermo-Neto ve Righi 2008).

a) Farmakokinetik ¢alisma: in-vivo testlerde hedef tiirde etkin madde veya terapotik
bilesenin ya da onun metabolit(ler)inin uygun biyolojik sivi ya da dokudaki
konsantrasyonlarinin zamanin bir fonksiyonu olarak hesaplanan farmakokinetik

verileri lizerinden degerlendirme yapilir.

b) Farmakodinamik ¢aligma: Bu yaklagim uygun fizyolojik materyallerde ilag
konsantrasyonunu belirleyebilecek duyarli bir analitik metot olmadiginda
kullanilabilir. Bu testte hedef tiirlerde zamanin bir fonksiyonu olarak etkin madde
veya terapotik bilesigin ya da metabolit(ler)inin akut farmakolojik etkilerinin
uygun sekilde ol¢giilmesi gereklidir. Bu yaklasimda gere¢ ve yontem doz-cevap
iligkisinin ortaya konmas1 zorunludur ve yerel etkili tiriinlerde biyoesdegerligin

gosterilmesi i¢cin bu en uygun metottur.

2.3.8. Tek Dozlu in-vive Biyoesdegerlik Calismalarimin Tasarimi;

Calismada kargilastirilacak formiilasyonlarin sayisi iki ise, iki periyotlu — iki
ardisimli ¢apraz gecisli tasarim en tercih edilen tasarimdir. Bu metod ile ayni zamanda
bireyler arasi farkliliklarda en aza indirilmis olunur (Chereson ve Banakar 1999; Kayaalp
2001). Denemenin birinci periyodu ile ikinci periyodu arasinda bekleme siiresi olarak etkin
madde/maddeler veya metabolit(ler)in yarilanma Omriiniin 5-10 kati bir zaman dikkate
alinmalidir. Ancak 06zellikle gelismekte olan hayvanlarda eliminasyon siiresi uzun
tiriin(ler)le yapilacak biyoesdegerlik calismalarinda mikrozomal enzimlerin uyarilmasi
ihtimaline kars1 ilave bir zamana ihtiya¢c duyulabilir (EMA 2011a). Biyoesdegerlik
caligmalarinda kullanilacak {iriinlerin etkin maddesi avermektinler gibi yag dokusuna
afinitesi yiliksek bilesikler igeriyorsa, iki calisma arasindaki temizlenme siiresi etkin
madde/maddelerin eliminasyon yarilanma dmriiniin en az on kati1 olmalidir. (Toutain and

Kortiz 1997).
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Bu deneysel tasarimda referans tiriin ve jenerik ilag denemesi i¢in 2 grup olusturulur.
Hangi gruba hangi ilacin verilecegine rastgele karar verilir. i1k ilag¢ uygulamasi ve drneklerin
alinmasindan sonra belirlenen bekleme siiresi kadar beklenir ve ilk uygulamanin tersi olarak
gruplara ilag uygulamasi yapilir. Buna gore ilag uygulama gizelgesi Tablo 2-13 de
gosterilmistir (FDA 2006a).

Tablo 2-13 fla¢ Uygulama Cizelgesi

1. Grup 2. Grup

1. Periyod A B

Arimdirma (Wash-Out) siiresi

2. Period B A

2.3.8.1. Referans Uriin;

Referans iiriin se¢iminde ayn1 endikasyon i¢in ilk gelistirilen ila¢ tercih edilmelidir.
Eger ilaci ilk gelistiren firmanin {irlinii piyasada yok ise ilaci ilk gelistiren firmanin lisansi
ile tiretilen bir {iriin tercih edilmelidir. Referans {iriin se¢iminde bir diger 6nemli nokta ise

giincel seriler arasindan se¢im yapilmasidir (Toutain ve Koritz 1997).

Ayni etkin maddeyi farkli konsantrasyonlarda igeren bir¢cok onaylanmas iiriin mevecut
oldugunda kimyasal esdegeri olan iriiniin segilmesi en akilci yoldur. Orijinal iriiniin
onaylanmis birden ¢ok formiilasyonu mevcut oldugunda (farkh tiirler/farkli amaglar icin)

biyoesdegerlik calismalari her tiir ve amag i¢in ayr1 ayr yiirlitiilmelidir (Y1lmaz 2008).

Test ve referans olacak iiriinlerin 6zdeslik, dayaniklilik, nitelik ve saflik yoniinden
diger kabul edilebilir standartlar1 biitiin yonleriyle karsiladigi gosterilmelidir. Test iiriin
icindeki ilag miktari referans iiriindeki miktardan +%35’ten fazla fark gostermemelidir (EMA
2011a).

2.3.8.2. Referans Uygulama Yolu;
Biyoesdegerlik degerlendirilmesinde referans uygulama yolu olarak klinik ve

toksikolojik denemelerde kullanilan yol tercih edilmelidir (Y1lmaz 2008). Parenteral yol ile
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uygulanan enjektabil ¢o6zeltiler Ttizerinde yiiriitilen biyoesdegerlik c¢alismalarinda,
uygulanacak ilacin hacmi-miktar1 ve bolgenin yiizey alani, uygulanan ilacin penetrasyon
katsayist (dokuya yayilma katsayisi), ¢ozelti i¢indekilerin hareket hizi, ilacin uygulandigi
bolgenin kan ve lenf dolasimi yoniinden anatomik yapist ve pH’si (6zellikle yangili
durumlarda), formiilasyonun yagda veya suda ¢oziiniiliirlik durumu, ilacin hazirlanis sekli
ve konsantrasyonu, ilacin ve metabolitlerinin proteinlere baglanma kapasitesi, intraseliiler

veya extraseluler dagilimi gibi faktorler goz oniinde bulundurulmalidir (EMA 2011a).

2.3.8.3. Hayvanlar;

Yiiriitillecek galismada ilacin kullanildigi hedef tiirler kullanilmalidir (Chereson ve
Banakar 1999; EMA 2011a; Sahin 2012). Biyoesdegerlik ¢alismalarinda kullanilacak
hayvanlar yas, cinsiyet, agirlik, irk, hormon ve beslenme durumu ile verim yoniinden bir
ornek olmalidir. Ayrica cinsiyet ile @iriinler arasinda etkilesime dair herhangi bir bilgi yoksa

caligmanin bir cinsiyetle sinirlandirilmamasi 6nerilir (Y1lmaz 2008; EMA 2011a).

Denek ici degiskenlige sahip iirlinler ile yiiriitiilen biyoesdegerlik ¢alismalarinda
kullanilan istatiksel metodun yetersizligine ek olarak az sayida denek kullanilmas: gercekte
formiilasyonlar arasinda var olan farkliligin belirlenmesine engel olabilir (Toutain and

Kortiz 1997).

2.3.8.4. Deneme Sartlari;

Biyoesdegerlik ¢alismalart GLP kurallar1 ¢er¢evesinde yiiriitiilmelidir. Bir
biyoesdegerlik calismasinin verimli bir sekilde yiiriitiilmesi i¢in aglik veya tokluk sartlar1 da
protokolde belirtilmeli, referans iiriiniin etiketi aglik veya tokluk durumlarinda uygulanmaya

bir sinirlama getiriyorsa, bu durum dikkate alinmalidir (Kayaalp 2001; Y1ilmaz 2008).

2.3.8.5. Arastirllacak Karakteristikler;

Biyoesdegerlik ¢alismalarinda kan serumu ya da plazma 6rneklerinin konsantrasyon-
zaman egrilerinden ¢ikarilan farmakokinetik parametreler analiz edilmelidir (Kayaalp 2001;
Yilmaz 2008; Sahin 2012). Ancak bazi durumlarda, etken madde yerine bir metabolitinin de
dl¢iimii gerekebilir (Chereson ve Banakar 1999; Sahin 2012). Ozellikle metabolitler, etken
maddenin net etkinligine belirgin derecede katki sagliyorsa metabolitin de kan

konsantrasyonlarini 6lgmek gerekir (Chereson ve Banakar 1999; Kayaalp 2001).
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2.3.8.6. Doz Sec¢imi;

Biyoesdegerlik ¢alismalarinda doz se¢imi yapilirken test {irlinii i¢in segilen doz ile
referans lirlin i¢in se¢ilen doz ayni olmalidir. Referans iiriin i¢in ilgili kurumlarca onaylanmis
birden fazla doz varsa, yiiriitiilen biyoesdegerlik ¢alismasinda belirtilen en yiiksek doz
kullanilmalidir (EMA 201 1a; Sahin 2012). iki formiilasyonu karsilastirmada, eger ayni etkin
maddeye sahip bir iirliniin yeni formiilasyonu sistemik yararlanimda belirgin bir ilerleme
gosteriyorsa bu durum doz se¢iminde 6nemli bir problem olarak 6ne ¢ikar ve biyoesdegerlik
calismalarinda bu tiir durumlarin olmasi da muhtemeldir (Toutain and Kortiz 1997; Yilmaz
2008).

2.3.8.7. Ornekleme;

Etkin madde ve/veya metabolit(ler)inin kan, serum veya plazma ya da idrardaki
konsantrasyonlar1 duyarli bir analiz yontemiyle 6lgiiliir (EMA 2011a). Ornekleme zamanlari
eliminasyon ve emilme derecesi ile plato veya doruk konsantrasyon ve zamaninin dogru
olarak belirlenmesine miimkiin oldugunca izin vermelidir. Konsantrasyon-zaman egrisinin
eliminasyon doneminin dogru bir sekilde ¢izilebilmesi igin, tmax’tan sonra en az li¢ tercihen
bes eliminasyon yar1 dmrii kadar bir slirede uygun araliklarla 6rnekleme yapilmalidir
(Toutain and Kortiz 1997; Brown ve Ark 2000; EMA 2011a). Etkili bir 6rnekleme
zamaninin belirlenmesinde konsantrasyon-zaman egrisinin bi¢imi ve benzeri degisikliklerin

ayrimi i¢in bir pilot ¢alismanin incelenmesi gerekebilmektedir (EMA 2011a).

2.3.8.8. Orneklerin Analizi;

Biyolojik matrixler icerisinde etken maddeyi tespit etmek i¢in uygulanacak analitik
metodla gilivenilir ve tatmin edici sonuglar elde etmek i¢in metodun gecerliligi bilimsel
bulgular ile kanitlanmali ve belgelendirilmedilir (EMA 2011a, Sahin 2012). Metod
validasyonu biyolojik matriksler igerisinde (kan, serum, plazma, idrar veya tiikiiriik vb) bir
etken maddenin konsantrasyon degisimlerinin belirlenmesi i¢in uygulanan spesifik bir

metodun giivenilirligini ortaya koymaktir (EMA 2011).

EMA tarafindan 2011 yilinda yaymmlanan Veteriner Medikal Uriinlerin
Biyoesdegerlik Calisma Rehberi’'nde kimyasal analizlerin metod validasyonlar1 igin
Amerika Birlesik Devletleri, Avrupa Birligi ve Japonya’nin da dahil oldugu Veteriner Tibbi
Uriinlerin Tescili i¢in Teknik Gereksinimlerin Uyumlulastirilmas1 Uzerine Uluslar Arasi
Isbirligi (VICH - International Cooperation on Harmonisation of Technical Requirements
for Registration of Veterinary Medicinal Products ) rehberindeki GL1 prosediirlerini kabul
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edilmektedir (EMA 2011a). Uygulanan metod sonucunda elde edilen verilerin bilimsel
olarak gilivenli oldugunun kabul edilebilmesi igin belirli karakteristiikleri karsilamasi

beklenmektedir.
Bu karakteristikler;

e Konsantrasyon Arahg1 ve Dogrusallk (Concentration Range and

Linearity);

Analitik metodun dogrusalligi matematiksel derisimleri belli, belirli bir siralama
ile verilen veya analiz sonuglarindan elde edilen analitin farkli
konsantrasyonlarindan elde edilir (Ertag ve Kayali1 2005). Dogrusalligin saglanmasi
i¢in standart egri en az 5- 6 konsantrasyondan elde edilen 5-6 nokta i¢erecek sekilde
olusturulmalidir (Sahin 2012).

Bir metodun konsantrasyon araliginin belirlenmesinde, yontemin dogrusalligi ve
kesinligi kullanilarak belirlenmis en diisiik ve en yliksek degerler arasindaki siirectir

(Ertas ve Kayal1 2005).
e Saptama Limiti (Limit of Decetion — LOD);

Analitin analitik bir metod ile tespit edilecek en diisiik konsantrasyonudur (Shah
ve ark 1992, Ertas ve Kayali 2005). Saptama sinirmin belirlenmesi kullanilacak
metodun aletli ve aletsiz olmasina gore farklilik gosterir. Uygulanan metod
enstriimental ise , tespit edilen en diislik konsantrasyonda analit ihtiva eden numune
sonuglarmin kor sonuglari ile karsilastirilmast veya diger bir tanimlama ile
sinyal/gliriiltii orant ile belirlenir. Sinyal/giiriiltii oran1 genellikle 2:1 veya 3:1 olarak
kabul edilir (Ertas ve Kayal1 2005, Sahin 2012). Saptama limitinin hesaplanmasinda
kullanilan bir diger yontem ise; kor numunelerin analitik geri zemin yanitlarinin
Olgiilmesi ve elde edilen degerin standart sapmasmin 2 veya 3 gibi faktorle

carpilmasidir (Ertas ve Kayali 2005).
e Kantitasyon (Niceleme) Limiti (Limit of Quantitation — LOQ);

Analitik bir metotta analitin kesinlik ve uygun dogruluk ile tespit edilebilecek
en diisiik miktaridir (Shah ve ark 1992). Analitin hesaplanan yada bilinen miktarlarla
azaltlmasiyla hazirlanan ¢ozeltilerinde 6l¢iim yapilir ve kabul edilebilir kesinlik ve

dogruluga sahip en diisilk miktar tespit edilir. Niceleme sinir1 genelde varyasyon



60

katsayis1 ile varyasyon katsayisinin %15-20’yi asan konsantrasyonlariyla ifade
edilir. Pek ¢ok durumda niceleme sinir1, tespit limitinin iki, ii¢ katidir (Ertas ve

Kayal1 2005, Sahin 2012).
e Ogzgiilliik (Specificity);

Analitik bir metodun sadece hedeflenen aktif madde veya metabolitlerini tespit
edebilme yetenegidir (Green 1996).

e Dogruluk (Accuracy);

Analitik metodun dogrulugu, metod ile elde edilen ortalama degerlerin gercek
analitin degerine olan yakinligidir (Ertas ve Kayali 2005). Bir analitik yontemin
dogrulugu yontem ve gercek deger tarafindan toplanan test sonuclarmma dayanir
(Ertas ve Kayali 2005). Dogruluk i¢in gercek deger bir ¢ok farkli yoldan elde
edilebilir. Bu yollardan biri; yontemin sonuglarini, yerlesik yontemlerden birinin
sonuglart ile karsilastirmaktir (Ertas ve Kayali 2005). ikinci yol ise; dogrulugun
bilinen konsantrasyonlara sahip bir 6rnegin analiziyle kontrol edilmesidir. Dogruluk,
analitin matriksten ayrilmasindan ve analitik cihaza verilmesinden sonra elde
edilecek cevap ile saf bir ¢oziicii i¢inde ¢éziinmeyen referans materyalin cevabinin
karsilastirilmasina baglidir (Rodriguez ve ark 1993). Ciinkii bu dogruluk 6rnegin
hazirlaniginin etkisini dlger. Elde edilen deger miimkiin oldugunca dogruya yakin
olmalidir. Dogruluk her bir konsantrasyon diizeyinin (kor harig) en az bes kez tayin
ile belirlenir. Kabul edilebilir kriter, dogruluk i¢in nominal degerden + % 15°ten fazla

sapmanin olmamasidir (Shah ve ark 1992).
o Kaesinlik ve Tekrarlanabilirlik (Precision and Repeatability);

Y 6ntemin kesinligi, herhangi bir degerin tekrarlanabilme kabiliyeti veya bireysel
test sonuglarmin birbirine yakinliginin bir derecesidir (Rodriguez ve ark 1993; Ertas
ve Kayal1 2005).

Tekrarlanabilirlik, ayni kisi tarafindan ayni sartlarda kisa zaman zarfinda sabit
bir 6rnegin belli bir yontem kullanilarak yapilan bir dizi islemin, kesinligi olarak
tanimlanir (Ertag ve Kayali 2005). Tekrarlanabilirlik, kesinligin bir gostergesidir
(Gardner ve ark 1993).
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e Geri Kazamim (Recovery);

Analizi yapilan biyolojik matriks’e bilinen bir miktarda katilan analitin, analiz
sonucunda elde edilen degerinin standartlar ile karsilastilmasi ile elde edilen orandir.
Geri kazanim miktar1 analizde kullanilan metodun ekstraksiyon etkinligi ile
iligkilidir. Uygulanan metodun geri kazanim miktarinin %100 olmasi arzu edilse de,
analizde kullanilan metodun geri kazanim orani en az % 50-60 arasinda olmalidir
(Shabir 2003; Sahin 2012). Uygulanan metodun geri kazanim oran1 belirlenirken 3
farkli konsantrasyonda (en diisiik, orta ve en yiiksek) hazirlanan 6rneklerden elde

edilen veriler degerlendirilir.
e Analitin Stabilitesi;

Biyolojik matriksde bulunan ilacin stabilitesi klinik ve analitik donemler arasinda
olast degisimler/kayiplar yoniinden test edilmelidir. Belirlenen iki farkl
konsantrasyondaki 6rnekler iki donma-iki erime’ye tabi tutulmali ve erime-donma
etkisinin Orneklere olan etkisi saptanmalidir. Stabilitenin tespiti icin kullanilacak
ornekler, asil numuneler ile ayni1 sartlarda birlikte saklanmali ve ¢aligma 6rnekleri ile

birlikte analiz edilmelidir (Shabir 2003;Sahin 2012).

2.3.9. Tek Doz Biyoesdegerlik Calismalarinda Veri Analizi;

Yiriitiilen biyoesdegerlik ¢alismalarinin degerlendirilmelerinde ilk hedef, yapilan
analizler sonucunda elde edilen orijinal ve jenerik {iriine ait verilerin degerlendirilmesi ile
iki ilacin biyoyararlanimlari arasindaki farklari ortaya koymak ve bu farklarin klinik olarak
onemli olup olmadiklarini saptamaktir (EMA 2011a). Yiiriitiillecek tek dozlu biyoesdegerlik
caligmalarinda degerledirilecek parametreler onceden belirlenmeli ve klinik ve/veya
toksikolojik etkilere uygunluguna dikkat edilmelidir (EMA 2011a). Incelenen iki {iriin
arasindaki biyoesdegerliligin degerlendirilmesinde ilacin biyoyararlanim derecesini
gosteren konsantrasyon-zaman egrisi altindaki alan (AUC) ile kismen biyoyararlanimin
derece ve hizi ile ilaca maruz kalma siddetine isaret eden doruk konsantrasyonun (Cmax)
karsilastirilmasi ile yapilir (Toutain ve Kortiz 1997; EMA 2011a). Diger bazi ¢alismalarda
dikkate alinabilen (McKellar ve ark. 1999, Sumano ve ark. 2001) ve kullanilan doruk
konsantrasyona ulagma siiresi (tmax), ortalama kalig zamani1 (MRT), Moment Egrisi Altindaki
Alan (AUMC) gibi parametrelerin de biyoesdegerligin belirlenmesinde kullanildig:
bildirilmektdir.
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AUC 0 lineer trapezoidal yontemle hesaplanmali ve {i¢ yarilanma dmrii boyunca
orneklerin alinmasi gerekmektedir. Orneklemenin yapilacag ii¢ yarilanma émrii AUC
degerinin yaklasik %87,5’ini temsil eder. Eger eliminasyon fazindaki 6rnekleme araliklari
yeterli ise logaritmik trapezoidal yontem veya diger metotlar da kullanilabilir (Toutain ve
Kortiz 1997; Zintzorar ve ark. 2002; EMA 2011a). AUC’nin hesaplanma metodu 6nceden
belirlenmeli ve ekstrapolasyondan tercihen sakinilmalidir. Ekstrapolere edilen AUC
kisminin, toplam AUC’nin %20’sinden daha fazla oldugu biitiin durumlarda AUC0-)’un
kullanilmast miimkiin degildir. Benzer teknikler Moment Egrisi Altindaki Alan (AUMC) ve
Ortalama Kalig Zamani1 (MRT) igin de gegerlidir (Zintzaror ve ark 2002, Yilmaz 2008). Crmax
Ve tmax parametreleri eger doruk konsantrasyon agikca belirlenmis ve doruk bolgesindeki
uygun 6rnekleme zamanlart dogru bir bigimde tespit edilmisse anlamlidir (Zintzaror ve ark
2002, Y1lmaz 2008). MRT ise sadece ayn1 hayvanlarda damar igi (1.V.) uygulama sonrasinda
MRT belirlenmis oldugu zaman kullanilabilir (Y1lmaz 2008). Plazma ilag¢ konsantrasyonu-
zaman egrisinden elde edilen MRT, emilme hizlarindaki farkliliklar belirlemede tmax’a bir
alternatif veya onunla Karsilastirilabilir bir deger olarak onerilmektedir. Eliminasyon
yarilanma siiresi bes saatten az ve emilim hizi eliminasyon hizindan yiiksek
formiilasyonlarda, test ve referans formiilasyonlarin MRT degerleri arasindaki fark, emilme
hizlarindaki farkliliklarin belirlenmesinde en gii¢lii parametre olarak ortaya ¢ikar. Bununla
birlikte eger eliminasyon yarilanma siiresi bes saati asiyorsa, MRT’deki farkliliklar i¢in %90

giiven aralig1 biyoesdegerlik testinde genellikle ¢ok genistir (Toutain ve Koritz 1997).

2.3.10. Biyoesdegerlik Degerlendirmesinde Kullanilan Onemli Parametreler;

EMA tarafindan 2011 yilinda yaymlanan “Veteriner Tibbi Uriinlere Y®nelik
Biyoesdegerlik Calisma Rehberinde” tek doz biyoesdegerlik calismalart icin AUC(oy) ,
AUC (0-w) ,Crmax , tmax degerlerinin belirlenmesini ve biyoesdegerlik karar1 verilirken AUCo.y)
ve Cmax degerleri iizerinden degerlendirme yapilmasini belirtmektedir. Yine ayni rehberde
farmakokinetik parametrelerin hesaplanmasinda non-kompartman modelin kullanilmasini
belirtmektedir (EMA 2011a).

2.3.10.1. AUC (Egri Altinda Kalan Alan);

Sifir (O.) zaman ile sonsuza kadar ekstrapolasyon yapilmis konsantrasyon-zaman
egrisi altin kalan alan olarak tanimlanir. AUC degeri i¢in test liriin/referans {iriin oraninin %
90 gliven araligimmin alt ve st limitleri 0,8 ve 1,25 araligi iginde olmasi gerekir (Kayaalp

2001). FDA'nin biyoesdegerlilik kriterlerine gore logaritmik doniistiirme yapilmamis
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degerler icin alt ve {ist limit 0.8-1.20, logaritmik doniistiiriilmiis degerler i¢in alt ve tist limit

0.8-1.25 arasinda olabilir (FDA 2006a).

AUC=AUC 0.ty + AUCtz) formiilii ile hesaplanir (Chereson ve Banakar 1999;
Kayaalp 2001)

AUC0-tz): Sifirinci zamandan en son Olgiilebilen konsantrasyon zamanina kadar olan
konsantrasyon zaman egrisi altinda kalan alan olarak tanimlanir (Kayaalp 2001)

n-—1

AUC(o-tz) = AUC (i 4ti+1)

i=1
formulii ile hesaplanir (Chereson ve Banakar 1999; Kayaalp 2001)

AUC iiti+1) hesaplanmasi;

- Linear trapezoideal kurala gére AUC titi+1y= ¥ (Ci+Cis+1)(ti+1-ti) formiilii ile ;
-log-lineer trapezoideal kurala gore;

(C; + Cipr)(tiz1 — ty)
(lnCl — lnCi+1

AUC(ti+ti+1) =

formiili ile hesaplanir.
AUC tz-0)= C4/A; formiilii ile hesaplanir (Chereson ve Banakar 1999; Kayaalp 2001)
AUC(tz) icin elde edilen deger AUC(-«)'nin %20’sinde fazla olmamasi gerekir

(Kayaalp 2001; EMA 2011a)

AUCextrap% : t;’den t.’a ekstrapolasyon yapilmis konsantrasyon-zaman egrisi
altinda kalan alanin toplam AUC’deki %si olarak tanimlanir (Kayaalp 2001).

AUC ~ AUCo-tn)

1
AUC 00

AUCextrap% =
formiilii ile hesaplanir (Chereseon ve Banakar 1999)

2.3.10.2. AUMC (Birinci Moment Egrisi Altindaki Alan):
AUMC=AUMC 0.tz +tAUMC 1z, formiilii ile hesaplanir (Kayaalp 2001).

AUMC0-tz) : Sifir zamandan en son Slgiilebilen konsantrasyon zamanina kadar olan

birinci moment egrisi altinda kalan alan olarak tanimlanir (Kayaalp 2001).
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n-—1

AUMC(O—tz) = ZAUMC(thHl)

=1
formiilii ile hesaplanir.
-Lineer trapezoideal kurala gore;
AUMC ti-ti+1)=1/6 (ti+1-ti) [ti+1(Ci+2Ci+1) +ti(2Ci+Ci+1) ] formiilii ile,
-log-lineer trapezoideal kurala gore;

lTlCi — lnCl-_,_l

tiv1 —

formiilii ile hesaplanir.

AUMC tz-=) : En son 0dlciilebilen konsantrasyon zamanindan sonsuza ekstrapolasyon

yapilarak hesaplanan birinci moment egrisi altinda kalan olarak tanimlanir.

s W
AUMCr-e0) = =4 007

formulii ile hesaplanur.

AUMCextrap%0: tz’den t.’a ekstrapolasyon yapilmis moment konsantrasyon egrisi
altinda kalan alanin, toplam AUMC’deki %’si olarak tanimlanir.

AUMC — AUMC(y_yz,
AUMC

AUMC prapy, = x 100

formiilii ile hesaplanir.

2.3.10.3. Cmax (Maksimum Plazma Konsantrasyonu)

[lag uygulamasindan sonra plazma veya serumda olgiilen maksimum ilag
konsantrasyonudur. Direkt olarak analitik verilerden saptanir. Karsilagtirma yapilirken test
iirlin/referans iirlin oraninin %90 giiven araliginin alt ve iist limitleri 0,8 ve 1,25 arasinda

olmasi gerekir (EMA 2011a).

2.3.10.4. C;
Kantitasyon limitinin iizerinde dl¢iilebilen en son konsantrasyon olarak tanimlanir

(Chereson ve Banakar 1999, Kayaalp 1999).
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2.3.10.5. & z (Terminal Hiz Sabitesi)
Kantitasyon limiti ve/veya iizerinde Olgiilebilen en son konsantrasyon degerinin
lineer regresyonunun negatif egimi olarak tanimlanir ve asagidaki formiille hesaplanir

(Kayaalp 1999).
2=[Cti . YInCi) — (.Y ti.InCi)] / [n. Yti2 — Cti)?]

2.3.10.6. MAT (Ortalama Emilim Zamani)
Uygulanan ilacin viicuttaki ortalama emilim zamani olarak tanimlanir (Chereson ve

Banakar 1999, Kayaalp 1999).

MAT = MRTev — MRTiv formiilii ile hesaplanir.

2.3.10.7. MRT (Ortalama Kals Zamani)

Uygulanan ilacin viicutta kalma stiresi olarak tanimlanir.

MRT= AUMC /AUC formiilii ile hesaplanir (Chereson ve Banakar 1999).

2.3.10.8. tmax (Maksimum Plazma Konsantrasyonuna Ulasma Zamani)
[lacn uygulama sonrasinda maksimum konsantrasyona ulasma siiresi olarak

tanimlanir. Direkt olarak analiz verilerinden elde edilir (Kayaalp 2001; EMA 2011a).

2.3.10.9. t12 (Yarilanma Omrii)

[lacin yarilanma émrii olarak tanimlanir.

tiz=In2/k  k=1/MRT olarak hesaplanir (Chereson ve Banakar 1999, Kayaalp
1999).

2.3.11. Biyoesdegerlilik I¢cin Karar Verme Kurallari;

Biyoesdegerlik calismalarinda karar verilirken elde edilen sayisal verilerin istatiksel
Oonemi yaninda denek i¢i ve denekler aras1 degiskenlerin tibb1 6nemi de dikkate alinmalidir.
Yiiriitiilen ¢aligmalarda bazi tirtinler i¢in biyoyararlanimdaki daha biiyiik degiskenlik, ilacin
terapotik kullanim amaci veya liriiniin genis terapotik indeksi nedeni ile ¢ok titiz dozaj rejimi

gerektirmemesi durumlarinda dikkate alinmayabilir (Zintzaras ve ark 2002; Y1lmaz 2008).

Biyoesdegerlik ¢alismalarinda karar verme yontemi olarak Klasik t-tabanli giiven
araligi (%90 Giiven araligl) ve Cift-Tek yonlii test yontemleri kullanilmaktadir (Toutain ve
Koritz 1997).
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2.3.11.1. Klasik t-tabanh Giiven Arahgi (%90 giiven araligi) Yontemi;
Biyoesdegerlik c¢alismalarinda kullanilan Klasik t-tabanli giiven araligi yontemi,
orjinal ve jenerik trilinlerin ortalamalar1 arasinda fark oldugunu kabul ederek bu farklilig

belirli bir giivenlikte hesaplamaya dayanan bir yontemdir (Sahin 2012).

Student- t dagilimi esasina dayanir. Ortalamanin % 90 giiven araligi

Xort = t (0,05S)/ YN formiiliinden hesaplanir.

Xort: Numunenin artimetik ortalamasi

T(0,05): N-1 serbestlik derecesinde, 0,05°lik bir a yayilma diizeyinde t tablosundaki
deger

S: Standart sapma

N: Veri sayisi

Ortalama deger %90 giiven sayesinde bu aralik i¢indedir.

Biyoesdegerlilik calismalarinda; referans formiilasyonun biyoyararlanimi BR ve
test formiilasyonun biyoyararlanimi BT ise (BR-BT) farkinin kabul edilebilir sinirlar icinde
kiicik oldugu gosterilmelidir. Yani % 95 giivenle, test formiilasyonu referans

formiilasyonun % 80-125'i kadar yararli olmalidir (Resmi gazete 1994, EMA 2011a).

Bagil biyoyararlanim i¢in %a(1-a) gliven aralift (Ciower V€ Cupper) hesaplanir ve
biyoesdegerlik i¢in kabul edilen aralik ile karsilastirilir. Eger hesaplanan degerler giliven
araliklar1 kabul edilebilir smirlari iginde ise karsilastirilan triinlerin biyoesdeger oldugu

sOylenir.

2.3.11.2. Cift-Tek Yonlii (Two-One Sided) Test Yo6ntemi:

Karsilastirilan test ve referans iiriinlerin ortalamalar1 arasinda fark oldugu kabul
edilip, ortalamalar arasindaki farkliligi belirli bir giivenlikte hesaplamaya yarayan
yontemdir. %90 giliven aralifi yaklasimina gore her iki formiilasyonun AUC ve Cmax

degerlerinin kesinlikle ayn1 olmadigi kabul edilir (Resmi Gazete 1994).

Genel olarak yasal 6rneklere gore, ortalamalar arasinda %20 veya daha az bir fark

olmasi klinik agidan 6nemsiz kabul edilir (Resmi Gazetet 1994).

Buna gore istatiksel tezin varsayimi; test ve referans ortalamalar arasindaki fark,

referans formiilasyonun %20’sinden fazla degildir seklinde ifade edilir.
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Iki ortalama farkinimn giiven araliklar su sekilde hesaplanir;

Xort T-XortR£t 0,95 (y). SDV2/N

XortT: Test formiilasyon ortalamasi

XortR: Referans formiilasyon ortalamasi

Y: Serbestlik derecesi (hata ortalamasinin Karesi ile iligkilidir)

t0,95(y): y serbestlik derecesinde, a=0,05 yanilma diizeyinde Student-t tablosundaki
deger

s: Capraz tasarim varyans analizinden hesaplanan hata ortalamasmin karesinin

karekokii
N: Capraz tasarimda kullanilan goéniillii sayis1
SV2/N: Kestirimin standart hatas

Cift-tek yonli test yontemi, normal tek yonlii bir test ¢iftinden olusur. Her bir tek
yonlii testin giiven seviyesi a=0,05"tir. Cift-tek yonlii test yontemi ile islem olarak normal

1-2(a) (veya %90) giiven araligina esittir (Resmi Gazete 1994).

2.3.11.3. Andersen-Hauck Hipotez Testi;

Bu testin varsayimina gore iki hipotez s6z konusudur.

Ho Hipotezi: Karsilastirmasi yapilan iki {iriin arasinda biyoesdegerliligin olmadigini
savunur. Bu hipoteze gore iki iiriin arasinda ortalama fark, giiven araliklari limitinin

disindadir.

Hi Hipotezi: Karsilagtirmasi yapilan iki iiriiniin biyoesdeger oldugunu savunur. Bu

hipoteze gore iki liriin arasindaki ortalama fark, gliven araliklar limiti igerisindedir.

Test sonuglarina gore Ho hipotezi red ediyorsa, H1 hipotezi kabul edilir. Yani iki tiriin
biyoesdeger olarak kabul edilir. Ho hipotezi reddedilemiyorsa, iki tiriin arasinda

biyoesdegerliligin olmadigina karar verilir (Resmi Gazete 1994).

2.3.11.4. Logaritmik Déniistiirme ve Sapan Degerler;
AUC ve Cnaxdegerlerinin normal dagildig1 kabul edilerek doniistiirilmemis verilere
varyans analiz (ANOV A) uygulanir. Alternatif olarak AUC ve Cmax degerlerinin log-normal

dagilim gosterdigi kabul edilerek log- doniistiiriilmiis ve verilere de ANOVA uygulanabilir.



68

Pratikte doniistliriilmemis verilerin istatistiksel analizinin bagvuru dosyasinda yer almasi
istenir. Eger AUC ve Cmax degerleri % 90 giiven aralig1 kriterlerine uymuyorsa tiretici firma

log-doniistiirtilmiis verileri degerlendirebilir (Resmi Gazete 1994).

Eger doniistiirilmemis verilerin normal dagilim gosterdigine karar verilemiyorsa
log-doniistiirtilmiis verilere gore hesaplanan giiven araliklari otoritelerce dikkate alinir.

FDA'a gore donistiiriilmiis veriler ikinci derecede 6nem tasir (Resmi Gazete 1994).
Dondistiiriilmiis veriler igin bilimsel esaslar soyledir (Resmi Gazete 1994)

a) Klirens ve dagilim hacmi, AUC ve konsantrasyonla iligkili bu parametreleri
¢ogaltan ve goniillillerden kaynaklanan etkilerdir. Log-doniistiirme bu iligkiyi
cogaltmaktan ¢ok ilave yoniindedir. ANOVA'nin uygulanisi ile ilk veriler daha

tutarli hale gelir.

b) Bazi calismalar iki veya daha fazla alt populasyonu kapsayabilir. Ornegin hizli
ve yavag asetilatorlerden kaynaklanan bimodal dagilim olusabilir. Bu durumda

tek normal dagilim, verileri tanimlamaz.

c) Klirens veya dagilim hacminin etkisine bagl olarak ¢arpik verilerden veya alt
populasyona ait birkag¢ goniilliiniin verilerinden elde edilen biyoesdegerlilik
parametrelerinin dagilimi durumunda; log-doniistiirme dagilimda olusan uzun
kuyruklari etkiler ve log-normal dagilim olugur. Normal veya log-normal dagilim
kabul edilmeden Once, verilerin log-doniistiirme islemi yapilmaksizin analizi
gerekmektedir. Ayrica dagilimin normalite testi yapilmalidir. Biyoesdegerlilik

caligmalarinda az veri ile dogru karar vermek ¢ok zordur.

Sapan degerler asil veri dizisinden farkli olan kiiciik ve biiylik degerlerdir. Sapan

degerler ii¢ grupta toplanabilir.
a) Gergek bir hata sonucu olusan degerler,
b) Carpik bir populasyondan olusan degerler,
¢) Bimodal dagilimdan olusan degerler,

Kimyasal analizlerde yapilan hatalar sapmalarin en biiyiik nedenidir. Elde edilen veri
mevcut verilerden farkli ise analiz tekrarlanmalidir. Bunun yaninda analizlerin sik sik

tekrarlanmas1 miktar tayin yonteminin valide edilmedigini ve analitik bir problem oldugunu
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diistindiirmelidir. Tekrarlanan analizler i¢in kriterlerin belirlenmesi dogru degerlerin keyfi

se¢iminin 6nlenmesine yardimei olacaktir (Resmi Gazete 1994).

AUC ve Cmax'ta sapan degerler gortilebilir. Mevcut klinik raporlar degerlendirilerek
uygulama ve doz hatalari, veya suppozituvarin disar1 atilmasindan meydana gelebilecek
olast sapmalar elimine edilmelidir. Kimyasal analizde yapilan hatalar veya klinik
uygulamaya bagli hatalar disinda meydana gelen hatalar elimine edilmemelidir. Bu hatalar

kompleks parametre dagilimini tanimlarlar (Resmi Gazete 1994)

2.3.11.5. Non-Parametrik Giiven Araliklari;

Bazi ¢alismalarda son derece farkli biyoyararlanim verileri elde edilebilir. Bu tiir
problemlerin varliginda non-parametrik araliklarin kullanimi Onerilmektedir. Non-
parametrik araliklar bireysel oranlarin giiven araliklarinin karsilagtirilmasi iginde
kullanilabilir. Biitiin olast veri ¢iftlerinin aritmetik ortalamalarinin siralanmasi ile
hesaplanan non-parametrik giiven araligi siklik ile kullanilmaktadir. Bir veri takimindaki her

bir veri, diger bir veri ile ¢iftlestirilir ve ortalama hesaplanir (Resmi Gazete 1994).

N(N+1)/2 ortalamalari dizilir ve listenin sonundaki her deger, araligin son degeri
olarak alinir. Non-parametrik araliklar t-tabanl araliktan daha genistir. Bu, non- parametrik
yontemlerin yetersizligini gosterir. Bundan dolay1 non-parametrik araliklar ancak aralarinda

cok fazla sapma gosteren degerlere uygulanabilir (Resmi Gazete 1994)

Bazi iilkeler tarafindan kabul edilen biyoesdegerlik kriterleri ve sinirlari tablo 2-

14°de belirtilmistir (Sahin 2012).
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Tablo 2-14 Baz1 Ulkelerde Kabul Edilen Biyoesdegerlik Simirlar

AUC Oram i¢in Cmax icin Kabul

Ulke Kurum Aciklama
Kabul Edilen Edilen Arahk
Jenerik NTI/CD i¢in sinirlar;
Health
Kanada %80-125 %80-125 AUC %90-112
Kanada
Cmax %80-125
Jenerik NTI/CD’da bu sinir AUC ve
Avrupa Birligi EMA %80-125 %80-125 Ciax icin % 80- 125°  dir. Gerekli
goriildiigiinde daraltilabilir
NTI/CD igin sinirda bir degisiklik
Japonya NIHS %80-125 %80-125 yoktur ancak dissoliisyon profillerine
bakailir.
Jenerik NTI/CD’da bu sinir AUC ve
Giliney Afrika MCC %80-125 %70-133
Cmax 1Q1n % 80-125° dlr.
Avustralya TGA %80-125 %80-125 EMA kriterleri uygulanmaktadir
) %80-120 (non-log)
Amerika FDA %80-125(log) %80-125 (log)

%80-125 (log)

NTI/CD; Digoksin, lityum, varfarin gibi farmakodinamik ve terapdtik ilag

konsantrasyonu yoniinden izlenmesi gereken, terapdtik indeksi dar ilaglar
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hayvanlar;

Hayvanlara yapilan tiim uygulamalar, Istanbul Universitesi Hayvan Deneyleri Etik
Kurulu’nun 30.09.2010 tarih ve 152 sayili karar1 ile alinan etik kurul karar1 ¢ercevesinde

gerceklestirilmistir

Calismada Veteriner Hekim Fikret AYDIN’a ait Bursa ili Karacabey ilgesindeki
Aydn Besi Ciftliginde bulunan 09-13 Ay yas araliginda, 185-340 kg arasi canli agirliga
sahip 10 adet Holstein irki erkek hayvan kullanildi. Hayvanlar ¢alisma siiresince temin
edildikleri ¢iftligin temiz ve dezenfeksiyon yapilmis padoklarinda tutuldu ve sigir yetistirme
yemi ile beslendi. Seftiofur preparatlarinin enjeksiyonu dncesinde herhangi bir adaptasyon

periyoduna maruz birakilmayan hayvanlara higbir ilag/kimyasal uygulamasi yapilmamuistir.

Hayvanlar rastgele segilerek her grupta 5 erkek sigir olacak sekilde 2 grubu ayrildi.
(Tablo 3-1)

Tablo 3-1 Gruplara Gore Canli Agirhk Dagilimi

A Grubu B Grubu

Kulak Kiipe No  Canh Agirhik (kg) Kulak Kiipe No Canh Agirhik (kg)

TR 10 190 2158 185 TR 10 185 9308 220
TR 10 192 0217 290 TR 10 185 8631 205
TR 10 185 8686 250 TR 10 187 2337 190
TR 16 82 5822 310 TR 10 17 94382 310
TR 10 17 93043 330 TR 10 18 18367 340

Ort:227,50 Ort:210,83
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3.2. Nlaglar;
Calismada Seftiofur baz’a esdeger Seftiofur HC1 (50mg/ml) igeren orjinal preparat

ile jenerik bir preperat kullanildi. Uriinler piyasadan satin aliarak temin edildi.

3.3. Tlaclarin Uygulanmasi;
Ilaglar EMA ve FDA tarafindan onaylanan terapotik dozda (1,1 mg/kg) hayvanlara
boyun bolgesinden kas i¢i yolla ve tek doz olarak uygulandi.

3.4. Orneklerin Toplanmasi;

Kan orneklerinin toplanmasi igin vakumlanmis 10 ml hacminde Lityum Heparin
iceren tiipler (VACUETTE® Heparin Tubes, Greiner Bio-One) kullanildi. Ornekler
V jugularis’den ilag uygulamasi oncesi (0. zaman) ve sonrasinda 10, 20 ve 30 dakikada ve
1.,2.,4.,8.,12., 24. saatlerde yaklasik 10 ml olarak alindi. Alinan 6rnekler 1500 devirde 10
dakika santrifuj edildi ve plasmalar1 ayristirildi. Plazma 6rnekleri 6nceden iizerine hayvan
grubu, hayvan numarasi ve numune alim saati kodlanmis olan ependdorf tiiplerine alinarak
analiz yapilacag: giine kadar derin dondurucu icerisinde -20 °C’de saklandi (Jacopson ve
ark. 2006; EI-Gendy ve ark 2007)

3.5. Kimyasal Maddeler;
- Seftiofur HCI, Vetranal Analytical Standart (Fluka, Kod: 32422)

- 1,4-Dithioerythritol, (Sigma —Aldrich, Kod: D8255)

- Sodyum Tetraborat Dekahidrat (Sigma-Aldrich, Kod: 31457)
- Potasyum Klorid Ekstra Saf (Riedel, Kod: SK.R.12636)

- lodoacetamide, (Sigma-Aldrich, Kod:16125)

- Potasyum Fosfat mono Basic (Riedel, Kod: SK.R.04243)

- Methanol Ekstra Saf (Riedel, Kod: SK.R.24229)

- Asetik Asit Ekstra Saf %99,5 (Sigma-Aldrich, Kod: 27225)

- Asetonitril HPLC Gradient (Riedel, Kod: SK.R.34851)

- Trifloroasetik Asit (HPLC Grade Sigma-Aldrich, Kod:T6508)

- Tip 1 Su (Ultra Saf Su, HPLC Kalite)
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3.6. Kullanilan Alet ve Malzemeler;

Vorteks (Yellow Line / Heidolph Multireax)
Otamatik Pipet (Bran /Axygen)

Hamilton Enjektor (100 p,1000 pL)

Ultrasonik Su Banyosu (Bandelin Sonorex)
Polipropilen tiip (10 ml)

Kromotografi viali 11,6x32x6 mm-1,5 ml
Santrifiij (Niive NF 800R)

Hassas Terazi (Shimadzu, Libor AEL-40SM)
Vakum Manifoldu

Vakum Manifold Pompas1 (Rotavac, Heidolph)

SPE (Solid Phase Extraction —Kat1 Faz Ekstraksiyon) Kolon, (CHROMABOND

columns EASY volume: 3 ml, content of sorbent: 60 mg material: PP)

Azot Evoparatorii (AR’ Lab, AVP-B40)

3.7. HPLC Sistemi ve Mobil Faz;

HPLC, Shimadzu UFLC

HPLC Kolon (Zorbax ODS 25 cm x 4,6 mm; 5 um )
UV Dedektor; (Knauer, UVD 2.15)

Dalga Boyu; 254 nm

Mobil Faz A; %0,1 TFA Su

Mobil Faz B; %0,1 TFA Asetonitril

Enjeksiyon Hacmi; 40 uL

3.8. Deney Prosediirii;

Calismamizda Seftiofur HCI igeren iki ila¢ analiz edildigi igin iki- peryotlu, iki-

ardisimli ¢apraz gecisli tasarim kullanildi (El-Gendy ve ark 2007; Sahin 2012) Klinik

uygulama kismi iki dénemde gergeklestirildi. Ilk donemde A grubuna orjinal ilag, B grubuna

jenerik ila¢ uygulandi. 2. donem gegmeden Once ilaclarin viicuttan tamamen arinmasi igin
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14 giinliik bir arinma (washout) siiresi beklendi (Brown ve ark 2000; EI-Gendy ve ark 2007).

2. donemde A grubuna jenerik ilag, B grubuna ise orjinal ila¢ uygulandi.

3.9. Mobil Fazin Hazirlanmasi;

3.9.1. Mobil Faz A;
1000 mI’lik kalibre balon joje igierisinde yaklasik 990 ml Tip 1 (Ultra Saf Su) su
konuldu, tizerine 1 ml trifloroasetik asit ilave edildi. Daha sonra 1000 m1’ye tamamlandi.

Hazirlanan soliisyon 15 dakika ultrasonik su banyosunda karistirildi.

3.9.2. Mobil Faz B;
1000 mI’lik kalibre balon joje igerisine yaklagik 990 ml asetonitril konuldu, tizerine
1 ml trifloroasetik asit ilave edildi. Daha sonra 1000 ml’ye tamamlandi. Hazirlanan solusyon

15 dakika ultrasonik su banyosunda karistirildi.

3.9.3. Borat Tamponu (pH=9) Hazirlanmasx;
1000 mI’lik kalibre balon joje icerisine yaklagik 950 ml Tip 1 su konuldu, bu balon
joje igerisine 19 g sodyum borat ve 3,7 g potasyum Kloriir dikkatlice eklendi ve ultrasonik

su banyosunda ¢oziindiiriildiiler. Hazirlanan soliisyon Tip 1 su ile 1000 ml’ye tamamlandi.

3.9.4. Fosfat Tamponu (pH=7) Hazirlanmasi;

1000 mI’lik kalibre balon joje igerisine yaklasik 700 ml Tip 1 su konuldu, bu balon
joje igerisine 3,4 g potasyum dihidrojen fosfat eklendi ve potasyum hidroksit ie pH 7 ‘ye
ayarlandi. Eklenen kimyasallar ultrasonik su banyosunda ¢oziindiiriildiiler. Hazirlanan

sOliisyon Tip 1 su ile 1000ml’ye tamamlandi.

3.9.5. Ekstraksiyon Cozeltisi Hazirlanmasi;
Borat tamponu iginde %0,4 (w/v) dithioerythritol olacak sekilde hazirlandi.

Cozeltiler giinliik olarak hazirlandi.

3.9.6. iodoasetamit Cozeltisi Hazirlanmasi;
Fosfat tamponu i¢inde %14 (w/v) iodoasetamit olacak sekilde hazirlandi. Cozeltiler

giinliik olarak hazirlandi.

3.9.7. Stok Cozelti Hazirlanmsi;
Seftiofur stok ¢ozeltisi 1 mg/ml olacak sekilde metanol igerisinde hazirlandi. Giinliik

caligmalar i¢in gerekli ara derisimler bu stok ¢ozeltiden hazirlandi.
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3.9.8. Ekstraksiyon Yontemi;

Elde edilen 200 adet plazma numunesinin analizlerinde Jacobson ve ark (Jacobson
ve ark 2006), De Baere ve ark (De Baere ve ark 2004) tarafindan kullanilan ekstraksiyon
metodlarinin modifiye edilmesi ile elde edilen metod uygulandi. Buna gore 500 ul plazmaya
7 ml ekstraksiyon ¢ozeltisi eklenerek 3 dakika vortexlendi ve numuneler 50 °C su
banyosunda 15 dakika bekletildi. Bekleme stiresi boyunca 3 er dakikalik diizenli araliklar ile
vortexlenme islemi uygulandi ve numuneler tekrar su banyosuna konuldu. Oda 1sisinda
sogumaya birakilan (15 dk) numunlere 1,5 ml lodoasetmit solusyonu eklendi ve
vortexlenerek karanlik, 151tk gormeyen bir ortamda 30 dakika beklendi. Bekleme
periyodunda kati faz ekstraksiyon kartuslari 1 ml su ve 1 ml methanol ile aktive edildi.
Omneklerin 0,5-1,5 ml/dakika akis hizina ayarlanmis vakum altinda yavasca kartustan
gecmesi saglandi. Daha sonra kartuslar 1 ml %35 (v/v) methanol solusyonu ile yikandi ve 10
dakika vakum altinda kurumaya birakildi. Kartuslar 1 ml 5% (v/v) asetonitril igindeki asetik
asit solusyonu ile yikand1. Elde edilen ¢okiintii hafif azot buhar1 altinda 40 °C + kurutuldu.
Kurutulan tiipler 500 pl su ekledi ve 15 saniye vortexlendi. Elde edilen solusyon viallere
aktarilarak 50 ul mikarinda HPLC-UV sistemine enjekte edildi.
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Sekil 3-1 Ekstraksiyon Islemi Akis Semasi
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3.9.9. Yontemin Validasyonu;

3.9.9.1. Kalibrasyon Egrisi ve Dogrusallik (Calibration Curve and Linearity)
Kalibrasyon egrisini olusturmak amaci ile hazirlanan Sefriofur stok solusyonundan
0.6,1,2,4,10,20 pug/ml konsantrasyonlarinda standart solusyonlar hazirlandi. Bu standart

solusyonlarin analizi sonucu elde edilen verilerle kalibrasyon egirisi olusturuldu.

3.9.9.2. Kesinlik ve Dogruluk (Precision and Accuracy)

Uygulanan metodun kesinlik ve dogrulugunu saptamak icin seftiofur stok
solusyonundan 0.6 , 1, 10, 16 pg/ml konsantrasyonlarda standart solusyonlar hazirlandi.
Kesinligin saptanabilmesi i¢in giin i¢i ve giinler arasi tekrarlanabilirlik ( r ) kullanildi. Bu
amagla 0.6, 1, 10 pg/ml konsantrasyonlardaki standart solusyonlar giinde 5 defa 5 giin

stire ile analiz edildi. Bu sekilde 6l¢iimlerin kesinligi arastirildi.

3.9.9.3. Saptama Limiti (Limit Of Detection) ve Kantitasyon Limiti (Limit of
Quantitation)

En diisiik miktarda elde edilen sonuglarin 7 kere yapilan tekrarli 6l¢iimlerinde elde
edilen standart sapmanin 3 kati1 ile saptama limiti, 10 kati ile kantitasyon limiti

belirlenmistir. (Sahin 2012).

3.9.9.4. Geri Kazamim (Recovery)
Geri kazanim yiizdesini belirlemek i¢in sifirinci zamanda alinan 1 ml plazma
icerisine 0.6, 1, 10 ng/ml konsantrasyonlarda olacak sekilde seftiofur stok ¢ozeltisi eklendi.

Her konsantrasyon i¢in tekrarli analizler yapildi.

3.9.9.5. Stabilite
Sifirinct zamanda alinan plazma oOrneklerine seftiofur stok ¢ozeltisinden 1 ve 16
ng/ml konsantrasyonlarda olacak sekilde eklendi. Ug eritme-dondurma islemi sonras1 geri

kazanim yiizdeleri belirlendi.

Ayrica stok ¢oOzeltinin kararliliginin  belirlenmesi i¢gin 1 ve 16 pg/ml
konsantrasyonlarda hazirlandiktan sonra oda sicakligindaki 0 ve 6 saat konsatrasyonlari

Olciildii. Ayni islem 3 giin sonra tekrarlandu.
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3.9.9.6. Farmakokinetik Verilerin Analizi

Her hayvan igin seftiofur’un plazma konsantrasyon — zaman egrileri WinNonLin
(WinNonlin, version 6.3.0.395, software (Phoenix 64, Pharsight, Certara. St. Louis, MO,
USA) programi yardimi ile hazirlandi. EMA’nin 11 Nisan 2011 tarihli Veteriner Medikal
Uriinler i¢in Biyoesdegerlik Calismalarinin Yiiriitiilmesi Rehberi’ne gére farmakokinetik

parametrelerin belirlenmesinde non-kompartmantal model analizi kullanildi (EMA 2011a).

3.9.9.7. Istatistiksel Verilerin Analizi

Tiim degerler ortalama + standart sapma olarak gosterildi. Her iki ila¢ igin
degerlendirilen farmakokinetik parametreler arasindaki istatiksel farkliliklar SPSS 13.0
istatistik paket programi kullanilarak T testi ile degerlendirildi. tmax 1 istatiksel
degerlendirilmesinde non-parametrik NPar Mann-Whitney Test ile degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. ila¢c Etken Madde Miktarina Ait Bulgular

Calismamiza baslamadan once kalite kontrol amaci ile orjinal ve jenerik {iriin etken
madde miktar1 yoniinden incelendi. Yapilan analizlerde orjinal ilagta etken madde miktari
53,2 mg/ml, jenerik ilagta ise 50,65 mg/ml olarak saptandi. Her iki ilagtata da saptanan etken
madde degerlerinin prospektiislerinde belirtilen 50 mg/ml miktarim1 sagladigr ve 2011
yilinda EMA tarafindan yayimlanan veteriner tibbi iiriinlerin biyoesdegerlik calisma
rehberinde belirtildigi gibi orjinal ve jenerik ilacin etken madde miktarlar1 arasindaki farkin

%5 den az oldugu goriildii (EMA 2011).

4.2. Yontem Validasyonuna Ait Bulgular;

4.2.1. Kalibrasyon Egrisi ve Dogrusallik;
Seftiofur standart soliisyonlarindan elde edilen kalibrsayon egrisinin 0,6-20 pg/ml
konsantrasyonlar arasinda dogrusal oldugu gériildii (r?=0,9947) (Sekil 4-1).

60000
50000 »
40000 7

30000

20000

10000 >

Sekil 4-1 Seftiofur Standart Soluyonlarindan Elde Edilen Kalibrasyon Egrisi ve Dogrusallik

4.2.2. Kesinlik ve Dogruluk;
Standart solusyonlarin artan konsantrasyonlarina paralel sekilde elde edilen
kromotogram alanlariin artis gosterdigi belirlendi. Giin i¢i ve giinler aras1 degiskenlikleri

saptamak icin 0.6, 1, 10 ug/ml konsatrasyonlardaki standart solusyonlardan giinde 5 defa 5
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giin siire ile yapilan veriler degerlendirildi. 1 pg/ml konsatrasyonlardaki seftiofur’a ait giin

i¢i ve giinler arasi1 degiskenlikler tablo 4-1’de gosterilmistir. Seftiofur’un alikonma siiresi

(retention time) 5,9 — 6,3 dakika olarak tespit edildi.

0.6, 1, 10, ng/ml konsatrasyonlardaki seftiofur standartlarinin kromotogramlar sekil

4-2, sekil 4-3 ve sekil 4-4 ‘de verilmistir.

Chromatogram
pkl @C:\LabSolutions\Data'Project1\ceftiofur\18022014'pk1_3.led
uVv
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<Results>

Sekil 4-2 0,6 pg/ml Seftiofur iceren Standart Kromotogram

Chromatogram
pk2 @C:\LabSolutions\Data\Project]\ceftiofur\18022014\pk2_4.lcd
uVv
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Sekil 4-3 1 pg/ml Seftiofur iceren Standart Kromotogram

min



Chromatogram

pk5 @C:\LabSolutions\Data\Project1\ceftiofur\18022014\pk:3. 7.1cd
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5.50 5.75 6.00 6.25 6.50 6.75 7.00
Sekil 4-4 10 ng/ml Seftiofur i¢eren Standart Kromotogram
Tablo 4-1 1 pg/ml Konsantrasyonundaki Seftiofur'a Ait Giin I¢i ve Giinler Aras
Degiskenlikler
Giinler
1. Giin 2. Giin 3.Giin 4.Giin 5.Giin
Arasi
Ortalama
Derisim 0,7944 0,8060 0,7776 0,8011 0,7966 0,7954
(ng/ml)
Standart
0,018 0,011 0,008 0,020 0,010 0,013
Sapma
Varyasyon
2,265 1,136 1,029 2,490 1,255 1,684
Katsayis1 %0

4.2.3. Saptama ve Kantitasyon Limiti;

Yontem’in saptama limiti 0,19 pg/ml, kantitasyon limiti ise 0,58 pg/ml olarak

belirlendi.



4.2.4. Geri Kazanim;
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Yapilan analizler ile yontemin geri kazanim yilizdesi %76-83 arasinda degisen geri

kazanim ytizdesi ortalama %78 olarak belirlendi. Sekil 4-5’de kor kromatogram ve Sekil 4-

6’da 1 pg/ml seftiofur standart eklenmis plazma orneginden eclde edilen kromotgram

verilmistir.
Chromatogram
kérl @C:\LabSolutions\Data\Projectl\ceftiofur\17022014'kérl_16.1ed
uVv
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Sekil 4-5 Kor Kromotogram
Chromatogram
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Sekil 4-6 1 pg/ml Seftiofur eklenmis kromotogram
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4.2.5. Stabilite;
Ug eritme — dondurma islemi sonrasinda seftiofur’un geri kazanim yiizdesinin
degismedigi goriildi. Ayrica stok ¢ozelti kararliligini tespit etmek igin stok ¢ozeltinin oda

kosullarinda 0 ve 6. saatlerdeki stabilitesinde degiskilik olmadig: goriildii.

4.3. Tla¢ Uygulamasi;
Orjinal ve jenerik ilacin uygulandig her iki gruptada enjeksiyon yerinde enjeksiyon
sonrasinda herhangibir patalojik durum gozlemlenmedi. Hayvanlarin genel klinik

durumlarinda herhangi bir olumsuzluk saptanmadi.

4.4. Farmakokinetik Veriler;

Yontem validasyonu tamamlandiktan sonra giinde 20 adet oOrnek ekstraksiyon
yapilarak analiz edildi. Validasyon islemi sonrasinda toplam 200 adet 6rnek duplicate olarak
analiz edilmis ve analizlerden elde edilen ham veriler tablo haline getirilmistir (Tablo 4-2

ve 4-3).

Orijinal ve jenerik ilaca ait ham verilerden tmax V& Cmax degerleri bulunmus ve Tablo
4-4 ve 4-6'de gosterilmistir . Orijinal ilaca ait tmax 2,10+0,30 saat, Cmax 1,86+0,26 pg/ml,
jenerik ilaca ait tmax 2,00+0,00 saat, Cmax 1,81+0,35 pg/ml olarak elde edildi . Orijinal ve
jenerik ilaca ait ham verilerden elde edilen plazma konsantrasyonu-zaman grafikleri Sekil

4-7 ve Sekil 4-8'de gosterilmistir.

Lineer trapezoideal kurala gére AUC( (egri altinda kalan alan) ve AUMC o-y
degerleri hesaplanmig ve Tablo 4-4 ve 4-6'da gosterilmistir . Orjinal ilaca ait AUCy
19,25+2.69 pg.saat/ml, AUMCp 164,21+34,21 pg.saat’’ml ve jenerik ilaca ait AUC (-
17,92+4,03 pg.saat/ml AUMCo.y 149,48+37,79 pg.saat?’’ml degerleri elde edildi.

Toplam egri altinda kalan alan, AUC-») Ve toplam moment egrisi altinda kalan
AUMC 0-»), hesaplanmis ve tablo 4-4 ve 4-6 ‘da gosterilmistir. Orjinal ilaca ait AUC(0-w)
24,13+5,04 pg.saat/ml, AUMC 0-») 361,23+150,95 pg.saat?’/ml ve jenerik ilaca ait AUC (-«
22,55+3,11 pg.saat/ml, AUMC 0-) 386,02+237,82 pg.saat?/ml olarak belirlendi.

Her iki tirtin i¢cin MRT(0-t) ve MRT(0-) degerleri ayr1 ayr1 hesaplanmis ve tablo 4-4
ve 4-6’de gosterilmistir. Orjinal ilag i¢in MRT 0.ty degeri 8,48+0,79 saat, MRT(0-) degeri
14,45+3,01 saat ve jenerik ilag i¢in MRTy degeri 8,29+0,78 saat, MRT(0) degeri
17,48+11,68 saat olarak saptandi.
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Her iki ilaca ait t 2 degerleri elde edilmis ve tablo 4-4 ve 4-6’de gosterilmistir.
Orjinal ilag igin t ¥4 10,33+2,01 saat ve jenerik ilagicint ', 13,38+11,09 saat elde edildi.

Elde edilen tiim verilerin dogal logaritmalari alinmis ve tablo 4-5 ve 4-7°da
gosterilmistir. Orjinal ilac ait In Cmax 0,59+0,15 pg/ml, In AUC o) 2,95+0,13 pg.saat/ml, In
AUC(0-x) 3,16£0,19 pgsaat/ml, In AUMCp.y 5,08+0,19 pgsaat’/ml, In AUMC o
5,80+0,38 pg.saat?’’ml, In MRT (0t 2,13+0,10 saat, In MRT(0-) 2,6420,21 saat, In t '
2,31+0,09 saat olarak belirlendi. Jenerik ilaca ait In Cmax 0,53+0,20 pug/ml, In AUC -
2,84+0,25 pg.saat/ml, In AUCp.x) 3,10+£0,14 pg.saat/ml, In AUMCp. 4,96+0,30
pg.saat’/ml, In AUMC 0-) 5,83+0,42 pg.saat?’’ml, In MRT 0.y 2,11£0,10 saat, In MRT (0
2,71+0,43 saat, In t %4 2,38+0,49 saat olarak belirlendi.

Her iki ilaca ait ortalamalar hesaplandiktan sonra ¢ift-tek yonlii test metodu
kullanilarak %90 giiven araliklart olusturulmus ve sonuglar tablo 4-8’de gdosterilmistir.
Biyoesdegerlik yoniinden karsilastirilan ilaglarin jenerik /orjinal ilag ortalamalari ile elde
edilen oraniin %90 giiven araligi sinirlart igerisinde olmasi ve 0,80-1,25 limitleri i¢inde

kalmas1 biyoesdegerlilik kararmin verilmesi i¢in kabul edilen kriterleridir.

Orjinal ve jenerik seftiofur preparatlar1 ‘na ait tmax i¢in jenerik /orjinal oran1 95,23
h, gliven aralig1 93,90<95,23<137,68 , Cmax i¢in jenerik/orjinal oran1 97,31 pg/ml, giiven
aralign  73,38<97,31<100,69, AUC(-.y i¢in jenerik/orjinal orani 93,09 pg.saat/ml,
81,00<93,09<108,65, AUC(-) icin jenerik/orjinal orant 93,45 pg.saat/ml,
92,22<93,45<102,61, AUMC oy i¢in jenerik/orjinal oran1 91,03 pg.saat?/ml, giiven aralig1
86,35<91,03<114,31, AUMC 0.« i¢in jenerik/orjinal oran1 106,86 png.saat?/ml, giiven aralig
54,21<106,86<130,60, MRT-.) icin jenerik/orjinal oram1 97,76 saat, gliven aralig1
97,76<102,60<111,37, MRT (- icin jenerik/orjinal oran1 120,96 saat, giliven aralig1
44,60<120,96<138,62, tio igin jenerik/orjinal oram1 129,53 saat, giliven aralhig
29,09<129,53<142,65 olarak elde edildi.

Logaritmik doniistiiriilmiis degerler In Cmax i¢in jenerik/orjinal oran1 89,83 pug/ml,
giiven aralig1 74,03<89,83<100,84, In AUC o+ i¢in jenerik/orjinal oran1 96,57 pg.saat/ml,
80,85<96,57<114,88, In AUC(-») i¢in jenerik/orjinal oran1 98,10 pg.saat/ml,
91,96<98,10<102,43, In AUMC o~ i¢in jenerik/orjinal oran1 97,63 pg.saat?ml, giiven aralig1
85,22<97,63<124,69, In AUMC (- icin jenerik/orjinal oram 100,51 pg.saat?/ml, giiven
aralig1 77,37<100,51<130,07, In MRT 0.t i¢in jenerik/orjinal oran1 99,06 saat, giiven araligi
99,06<102,26<111,89, In MRT(0-») i¢in jenerik/orjinal oran1 102,65 saat, giiven araligi
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In ti2 i¢in jenerik/orjinal orami 103,03 saat, giiven araligi

73,07<103,03<143,85 olarak elde edildi.

Tablo 4-2 Orjinal ila¢ Uygulamasindan Elde Edilen Plazma Konsantrasyon Degerleri (ng/ml)

Sira No 10dk 20 dk 30 dk 1 saat 2 saat 4 saat 8saat 12saat 24 saat
1 0,414 0,474 1,191 1,645 2,094 1,449 0,976 0,472 0,221
2 0,372 0,693 0,953 1,305 1,725 1,182 0,751 0,657 0,235
3 0,665 0,781 1,679 2,300 2,351 1,640 0,901 0,423 0,186
4 0,640 0,734 1,360 1,900 1,996 1,968 1,224 0,767 0,439
5 0,437 0,500 1,256 1,735 2,209 1,528 1,030 0,497 0,233
6 0,622 0,731 1,572 2,153 2,201 1,535 0,843 0,396 0,174
7 0,334 0,588 1,136 1,863 1,638 1,543 1,072 0,681 0,358
8 0,363 0,637 0,847 1,033 1,387 1,221 0,165 0,167 0,229
9 0,352 0,781 1,622 1,735 2,288 1,944 1,234 0,844 0,340
10 0,285 0,633 1,314 1,405 1,853 1,575 0,999 0,683 0,275
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Tablo 4-3 Jenerik Ila¢c Uygulamasindan Elde Edilen Plazma Konsantrasyon Degerleri (ug/ml)

SiraNo 10dak 20dak 30dak 1 saat 2 saat 4 saat 8saat 12saat 24 saat
1 0,288 0,507 0,871 1,122 1,351 0,967 0,688 0,594 0,284
2 0,713 1,567 1,966 2,021 2,285 1,417 0,893 0,464 0,233
3 0,395 0,582 0,802 1,611 1,852 1,801 0,935 0,681 0,249
4 0,320 0,563 0,966 1,245 1,500 1,073 0,764 0,659 0,315
5 0,266 0,469 0,805 1,038 1,250 0,894 0,636 0,549 0,262
6 0,620 1,363 1,710 1,758 1,988 1,232 0,776 0,404 0,203
7 0,495 0,634 0,877 1,324 1,701 1,560 0,872 0,560 0,317
8 0,323 0,545 0,867 1,493 1,871 1,682 1,185 0,929 0,534
9 0,532 0,682 0,942 1,423 1,828 1,677 0,937 0,602 0,340
10 0,461 0,591 0,817 1,234 1,585 1,454 0,812 0,522 0,295
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Sira No tmax Cmax  AUC@oy  AUCow AUMCeoy AUMCew MRTeH MRTew tiz
(saat) (ug/ml) (ng-saat/ml) (ng.saat/ml) (ng-saat’/ml) (pg.saat’/ml)  (saat) (saat)  (saat)

1 2 2,09 17,86 20,43 137,51 229,06 7,70 11,21 8,06
2 2 1,73 16,75 19,86 145,26 260,92 8,67 13,14 9,17
3 2 2,00 24,30 31,62 213,76 511,11 8,80 16,17 11,55
4 2 2,21 18,84 21,54 144,95 241,44 7,70 11,21 8,06
5 2 2,20 17,39 19,28 120,55 186,80 6,93 9,69 7,56
6 2 1,70 18,26 23,58 157,20 374,14 8,61 15,87 11,63
7 3 1,35 17,96 22,35 169,35 337,37 9,43 15,10 9,93
8 2 1,87 24,48 35,39 238,26 722,64 9,73 20,42 14,15
9 2 1,83 19,62 25,31 168,87 400,81 8,61 15,84 11,61
10 2 1,59 17,01 21,96 146,43 348,02 8,61 15,85 11,62
ORT 21 1,86 19,25 24,13 164,21 361,23 8,48 14,45 10,33
SD 03 0,26 2,69 5,04 34,21 150,95 0,79 3,01 2,01
VK 0,14 0,14 0,14 0,21 0,21 0,42 0,09 0,21 0,19
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Tablo 4-5 Orjinal flaca Ait Logartimik Déniistiiriilmiis Degerler

Sira No  Cmax AUC 0y AUC(0-») AUMCp1y AUMCp-x MRT 0y MRT 0 ti2

(ng/ml) (pg.saat/ml) (ug.saat/ml) (ng.saat’’ml) (ng.saat’’ml) (saat) (saat)  (saat)

1 0,74 2,88 3,02 4,92 5,43 2,04 2,42 2,09
2 0,55 2,82 2,99 4,98 5,56 2,16 2,58 2,22
3 0,69 3,19 3,45 5,36 6,24 2,17 2,78 2,45
4 0,79 2,94 3,07 4,98 5,49 2,04 2,42 2,09
5 0,79 2,86 2,96 4,79 5,23 1,94 2,27 2,02
6 0,53 2,90 3,16 5,06 5,92 2,15 2,76 2,45
7 0,30 2,89 3,11 5,13 5,82 2,24 2,71 2,30
8 0,63 3,20 3,57 5,47 6,58 2,28 3,02 2,65
9 0,60 2,98 3,23 5,13 5,99 2,15 2,76 2,45
10 0,46 2,83 3,09 4,99 5,85 2,15 2,76 2,45
GEORT 0,59 2,95 3,16 5,08 5,80 2,13 2,64 2,31
SD 0,15 0,13 0,19 0,19 0,38 0,10 0,21 0,20

VK 0,25 0,04 0,06 0,04 0,07 0,04 0,08 0,09
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Tablo 4-6 Jenerik Ilaca Ait Logartimik Déniistiirme Yapilmamis Degerler

Sira tmax Cmx  AUCoy  AUCpwx AUMCey AUMCex MRTey MRTow tn
No (saat) (ug/ml) (ng.saat/ml) (ng.saat/ml) (ug.saat?/ml) (pg.saat?’ml)  (saat) (saat)  (saat)

1 200 1,35 15,12 20,12 140,96 349,36 9,32 17,36 12,22
2 200 229 18,51 21,51 136,72 247,01 7,38 11,49 8,90
3 200 185 19,86 22,86 164,10 272,31 8,26 11,91 8,36
4 200 125 13,97 18,58 130,22 321,83 9,32 17,32 12,19
5 200 199 16,11 18,72 118,98 215,30 7,39 11,50 8,92
6 200 186 20,58 26,08 181,82 398,30 8,84 15,28 10,65
7 200 1,39 9,67 20,84 66,67 1082,25 6,90 51,93 46,37
8 200 229 24,41 28,69 207,33 363,88 8,49 12,68 8,72
9 200 185 19,76 23,22 167,80 294,30 8,49 12,68 8,72
10 2,00 1,99 21,23 24,93 180,21 315,70 8,49 12,66 8,71
ORT 2,00 181 17,92 22,55 149,48 386,02 8,29 17,48 13,38
SD 0,00 0,35 4,03 3,11 37,79 237,82 0,78 11,68 11,09

VK 0,00 0,19 0,22 0,14 0,25 0,62 0,09 0,67 0,83
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Tablo 4-7 Jenerik Ilaca Ait Logartimik Déniistiiriilmiis Degerler

Sira No Cmax AUC0-y) AUC(0-x) AUMCp1y AUMCp-x) MRT 0y MRT (0-0) t12
(ng/ml) (png.saat/ml) (ug.saat/ml) (ng.saat’’ml) (ng.saat’’ml) (saat) (saat) (saat)

1 0,30 2,12 3,00 4,95 5,86 2,23 2,85 2,50
2 0,83 2,92 3,07 4,92 5,51 2,00 2,44 2,19
3 0,62 2,99 3,13 5,10 5,61 2,11 2,48 2,12
4 0,22 2,64 2,92 4,87 5,77 2,23 2,85 2,50
5 0,69 2,78 2,93 4,78 5,37 2,00 2,44 2,19
6 0,62 3,02 3,26 5,20 5,99 2,18 2,73 2,37
7 0,33 2,27 3,04 4,20 6,99 1,93 3,95 3,84
8 0,83 3,19 3,36 5,33 5,90 2,14 2,54 2,17
9 0,62 2,98 3,15 5,12 5,68 2,14 2,54 2,17
10 0,69 3,06 3,22 519 5,75 2,14 2,54 2,16
GEOORT 0,53 2,84 3,10 4,96 5,83 2,11 2,71 2,38
SD 0,20 0,25 0,14 0,30 0,42 0,10 0,43 0,49

VK 0,39 0,09 0,04 0,06 0,07 0,05 0,16 0,21
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Tablo 4-8 Orjinal ve Jenerik Ilaca Ait Degerlerin %90 Giiven Arah@inda Alt ve Ust Simirlar

Farmakokinetik  Orjinal flag Jenerik Tla¢  Jenerik/Orjinal %90 Giiven Aralig

Parametre Ortalamasi=SD Ortalamasi=SD x 100 Alt Limit Ust Limit
AUC 0. 19,25+2,69 17,92+4,03 93,09 81,00 108,65
AUC 0-») 24,13+5,04 22,55+3,11 93,45 92,22 102,61
Cmax 1,86+0,26 1,81+0,35 97,31 73,38 100,69
tmax 2,10+0,30 2,00:£0,00 95,23 9390 137,68
AUMC o) 164,21+34,21  149,48+37,79 91,03 86,35 114,31
AUMCp-)  361,23£150,95 386,02+237,82 106,86 5421 130,60
MRT (-t 8,48+0,79 8,29:0,78 97,76 102,60 111,37
MRT (0-») 14,45+3,01 17,48+11,68 120,96 4460 138,62
tue 10,33+2,01 13,38+11,09 129,53 29,09 142,65
In AUC -9 2,94+0,13 2,84+0,25 96,57 80,85 114,88
In AUC 0-») 3,16+0,19 3,10+0,14 98,10 91,96 102,43
I Crmax 0,59+0,15 0,530,20 89,83 74,03 100,84
In AUMC 0-1) 5,08+0,19 4,96+0,30 97,63 85,22 124,69
In AUMC (0-) 5,80+0,38 5,8340,42 100,51 77,37 130,07
In MRT - 2,13+0,10 2,11+0,10 99,06 102,26 111,89
In MRT (0-) 2,64+0,21 2,7120,10 102,65 76,07 140,45
In tus 2,31+0,09 2,38+0,49 103,03 73,07 143,85
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5. TARTISMA

Diinya genelinde hayvan sagligi alaninda ila¢ kullanimi her gecen giin artis
gostermekle birlikte bu ilaglarin biiylik ¢ogunlugunu antibakteriyel ilaglar olusturmaktadir.
Hayvan saglig1 hizmetlerinde bakteriyel hastaliklar1 tedavi etmek, enfeksiyoz hastaliklarla
miicadele, bulasic1 hastaliklarda bakteriyel etkenin yayilmasini onlemek ve zoonotik
hastaliklarin insanlara bulagma tehlikesini en aza indirmek i¢in kullanilan antibiyotiklerin
(Nadelman ve ark 2001; Kemper 2008) tiikketim miktarlar1 sadece ABD’de tip alanindaki
tiiketimin 8 katidir (Yarsan 2015). Avrupa Veteriner ilaglar1 Tiiketim Izleme (ESVAC)
projesi kapsaminda EMA tarafindan yayimlanan raporlarda ise Avrupa Birligi tlkeleri
genelindeki veteriner antibiyotik tiiketimi 2010 yilinda 4802,0 ton iken bu rakam %88 lik
bir atig ile 2014 yilinda 9009,5 tona ulasmistir (ESVAC 2010; ESVAC 2014). Diinya
hayvancilik alaninda antibiyotik kullanim oraninin 6niimiizdeki yillarda da artig gosterecegi
ve bu oranin sadece 2010-2030 yillar1 arasinda % 67 diizeyinde olacagi ongoriilmiistiir
(Colignon ve Voss 2015). Ulkemizdeki resmi tiiketim miktarlari bilinmemekle birlikte Gida
ve Kontrol Genel Miidiirliigii verilerine gore, 2016 yili itibariyle ruhsatl veteriner ilag¢ sayisi
yaklasik 2200 diizeyinde ve bunlarin da biiyilkk c¢ogunlugunun (900-1000 arasi)
antibakteriyel ila¢ niteliginde oldugu bildirilmektedir (Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanlig:
2016).

Son yillar i¢inde bu denli biiyiiyen ve gelecek yillarda da biiylimesi 6n goriilen pazara
diinya genelinde pek c¢ok firma, orjinal veya jenerik ilag¢ tiretimi ile katki saglamaktadir.
Patent korumasinin sona ermesi ile birlikte pazara giren jenerik ilaglarin, serbest pazar
kosullarinda tiiketicinin ucuz ilag tiikketimine olanak saglamasi, orijinal ilaglarin pazar
payinin 6nemli bir oranda erimesine yol agmaktadir. Dolayistyla birey ve iilke bazinda saglik
harcamalarinda 6nemli biitge tasarruflarinin saglandigi belirlenmistir (Karakog 2005).
Sadece orijinal {irlin yerine jenerik iirtin kullanimi1 ile 1988 yilinda ABD’de elde edilen
tasarruf miktar1 2 milyar $ iken, 2005 yilinda bu rakam % 4250 oraninda artarak 87 milyar
$, 2014 yilinda ise 254 milyar $’a ulagsmistir (Kanzik 1993). Diger bir raporda ise 2005-2014
yillar1 arasinda ABD’de orjinal ilag yerine jenerik ilag kullanimiyla 1,68 trilyon $ diizeyinde
ekonomik kazang saglandig1 bildirilmistir (GPhA 2015). Benzer sekilde, Kanada Jenerik ilag
Birligi tarafindan yayimlanan veriler dogrultusunda, 2014 yilinda Kanada da jenerik ilag
kullanimu ile elde edilen tasarruf miktarinin 15 milyar $ olarak hesaplandigi belirtilmistir

(CGPA 2016).
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[lag sektdriinde orjinal ve jenerik ilag iireticileri arasindaki rekabet sadece maliyet ve
fiyatla sinirlt olmayip gilivenlik, etkinlik ve kalite alanlarinda da degerlendirmeleri zorunlu
kilmigtir (OECD 2001; Karakog 2005). Bu dogrultuda bilim insanlar1 ve resmi kurumlar, her
iki ilacin etkinlik ve giivenligi ile ilgili karsilastirmalarin yapilabilmesi i¢in biyoesdegerlik
calismalar1 lizerinde yogunlagsmaya baslamislardir (Or ve ark 1994). Sonuglar tiiketici,
hekim, halk sagligi, iiretici ve uluslar arasi ticaret yoniiyle de biiyiik onem tasiyan bu
caligmalar; ABD ve AB’nde, beseri ilaglarda oldugu gibi, veteriner hekimligi ilaglarinda da
titizlikle uygulanmaktadir (Alp 2009). Ulkemizde, Saghk Bakanligi tarafindan alinan
kararlar geregince 1994 yilindan bu yana jenerik ilaglarin ruhsatlandirma basvurularinda
biyoesdegerlik c¢alismalarinin sunulmasi zorunlu hale getirilmistir (Tugay 2013). Bu
kapsamda Toprak ve arkadaslar1 (2015) 2008-2014 yillar1 arasinda klinik ¢alismalara dayal
raporlarinda; iilkemiz beseri ilag alaninda 631 biyoesdegerlik ¢alismasinin
gerceklestirildigini, bu rakamm yillara gore dagiliminin ise kademeli bir artis seklinde
goriildiigiinii bildirmislerdir. Veteriner miistahzarlarinda biyoesdegerlik ¢alismalari ise 2011
yilindan sonra yasal olarak zorunlu kilmmistir. Ekonomik imal edilip daha ucuza
satildiklarindan dolayr veteriner alanda yaygin kullanim potansiyeli bulunan jenerik
ilaglarin, biyoesdegerliginin kalite, etkinliklik ve giivenirlik boyutunda degerlendirilmesinin
hayvan ve halk sagligi agisindan 6nemi yadsinamaz niteliktedir (Alp 2009; Sahin 2012).
Ozellikle veteriner hekimlerin daha rasyonel ilag kullanimlarma olanak saglayarak, beklenen
etkinin agi1ga ¢ikmama riskine karsi etiket dis1 kullanimlar1 sinirlayabilir. Bu durum hayvan
saglig1 ve refahi lizerinde dogrudan, olas1 kalinti problemlerinin 6nlenmesiyle de insan

saglig agisindan dolayl etki olarak degerlendirilebilir.

Diinya genelinde oldugu gibi iilkemizde de antibiyotiklerin sahada uygun olmayan
sekillerde ve yasal olmayan kullanimlar1 sonucu kalinti olusumu, halk sagligini tehdit
potansiyeli olan ciddi bir problem olarak kabul edilmektedir. Insanlarda alerjik reaksiyonlara
ve fermente gidalarin kalitelerinde diisiise neden olabilen hayvansal {iriinlerdeki antibiyotik
kalintilarinin  (Yibar ve Soyutemiz 2013) antibiyotiklere direngli bakteri suslarinin
sayisindaki artistan dogrudan sorumlu oldugu bildirilmektedir (Chafer-Pericas ve ark 2010).
Antibiyotiklerin kontrolsiiz kullanimlari ile sekillenen bu sorunlarin en aza indirebilmesi,
tarim sektorliniin yetkili otoriteleri ile ila¢ endiistrisinin koordine bir sekilde ¢alismasi
gerektirmektedir. Dolayisiyla kalint1 izleme programlarinin yani sira ilaglarin piyasaya
stiriilme Oncesi ve sonrasinda kalite yoniinden kontrollerinin saglanmasi effektif bir yol

olarak goriilebilir. Bu yaklasimla arastirmamizda, diinya genelinde siit sigir yetistiriciliginde
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yaygin kullanilan ve siitte kalinti birakmayan seftiofur etken maddesini igeren iki farkl
ilacin  biyoesdegerligi incelenerek kalite ve gilivenirliklerinin = degerlendirilmesi

hedeflenmistir.

Ulkemizde TC Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi tarafindan ruhsatlanmis
seftiofur igeren toplam 28 iiriin bulunmaktadir. Bu iirlinlerin 16 adedi ise iilkemizde
tiretilmektedir (Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligr 2016). Ancak arastirma konumuza
iliskin taramalarda, iilkemizde seftiofur i¢eren ruhsatlh triinler ile ilgili yapilmis herhangi

biyoesdegerlik ¢aligmasinin bulunmadig1 sonucuna ulasilmistir.

Seftiofur igeren orjinal {iriin ile jenerik liriiniin hedef hayvan tiiriinde kinetik verilerin
karsilastirilarak biyoesdegerlik diizeyinin degerlendirilmesi kapsaminda kullanilacak jenerik

iriiniin se¢imi, saha da veteriner hekimlerin tercihleri dikkate alinarak gerceklestirilmistir.

Arastirmamizin ilk asamasinda; her iki ilag kalite kontrol amaci ile etken madde
miktart yoniinden incelenmistir. Orjinal ilagta etken madde miktar1 53,2 mg/ml, jenerik
ilagta ise 50,65 mg/ml olarak, yogunluklar1 ise orjinal ilacta 0,935 g/cm? , jenerik ilacta ise
0,931 g/cm® olarak saptanmugtir. Her iki iiriinde saptanan etken madde degerlerinin
prospektiislerinde belirtilen 50 mg/ml miktarim sagladigi ve 2011 yilinda EMA tarafindan
yayimlanan veteriner tibbi iirlinlerin biyoesdegerlik calisma rehberinde belirtildigi gibi
orjinal ve jenerik ilacin etken madde miktarlar1 arasindaki farkin %35’ten az oldugu

ooriilmiistiir (EMA 2011).

Seftiofur ilk olarak 1988 yilinda Upjohn Firmas: tarafindan Naxcel sodyum tuzu
sonrasinda daha stabil form olan seftiofur Excenel hidroklorit tuzu seklinde veteriner
sagaltima sunulmustur (Hassan ve ark 2016). ilacin sodyum tuzunun 1.1-2.2 mg seftiofura
esdeger/kg dozlarmin (K.I yolla) sigirlarin P. haemolytica, P. multocida ve H. somnus ile
iligkili solunun sistemi hastaliklarinin tedavisinde kullanimi onaylanmistir (Brown ve ark
2000, FDA 2006). Hidrokloriir tuzu ise 1998 yilinda sigirlarin solunum hastaliklarinin
yamisira interdijital nekrobasillozisinin tedavisinde 1.1 - 2.2 mg/kg dozlarda (K.I. ya da S.K
yolla) kullanimi1 onay almistir (FDA 1998). iliskili bir sekilde arastirmamizda kullanilan doz,
seftiofurun FDA (1998) ve EMA (1999) tarafindan sigirlarda kullanim1 6nerilen terapotik
doz araligina dayali bir sekilde secilmistir. Ayrica bu doz, orjinal ve jenerik ilaca ait TC.
Gida Tarim ve Hayvancilik bakanlig1 tarafindan onaylanan prospektiislerde belirtilenlen ve
benzeri ¢aligsmalarda kullanilan ile uyumludur (Courtin ve ark 1997; Okker ve ark 2002;

Jacobson ve ark 2006). Tek doz iki donemli ve ¢apraz gegisli calisma dizayni ile
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gergeklestirilen arastirmada; iki ilag uygulamasi arasinda plazma veya viiciit dokularinda
olas1 ilag kalint1 riskini engellemek ve 6l¢limsel hatalarin 6niine gegebilmek icin iki haftalik
vucuttan arinma periyodu birakilmistir. EMA tarafindan yayimlanan veteriner tibbi
tiriinlerin biyoesdegerlik ¢alisma rehberinde (2011a) arinma siiresine iligkin olarak iki
uygulama arasinda ilacin eliminasyon yarilanma Omriiniin en az 5 kati kadar siire
beklenmesini 6nerilirken (EMA 2011a), bu siirenin ilacin eliminasyon yarilanma émriiniin
10 katina kadar uzayabilecegi belirtilmektedir (Toutain ve Koritz 1997). Arastirmamizda ise
iki haftalik arinma periyodu; seftiofurun farmakokinetik profilinin sigirlarda (Brown ve ark
2000; El-Gendy ve ark 2007), kegilerde (Courtin ve ark 1997), koyunlarda (Craigmill ve ark
1997) ve domuzlarda (Brown ve ark 1999) degerlendirildigi ¢cok sayidaki arastirmadaki
veriler ve EMA klavuzu (2011) dikkate alinarak uygulanmistir.

Seftiofurun hidrokloriir tuzu; sigirlara kas i¢i ve deri alt1 yolla uygulanabilen (FDA
2006) bir bilesiktir. ilacin sigirlarda uygulamas1 sonrasinda enjeksiyon bélgesinde sislik,
apse, olim seklinde ¢ok sayida yan etkilere neden oldugu bildirilmistir (Woodward 2009).
Arastirmamizda ise benzer kondiisyona sahip 10 sigira iki farkl iiriin seklinde terapdtik
dozlarda uygulanan seftiofur bilesiklerinin enjeksiyon sonrasi kan alim periyotlar1 siiresince
herhangi bir yan etkiye (enjeksiyon yerinde kizariklik, ishal gibi) neden olmadigi

saptanmuistir.

Farmakokinetik c¢alismalar, ilaglarin belirli zaman diliminde konsantrasyon
degisimlerini tanimlamak ic¢in kullanilan, matematiksel modellemeye dayali incelemeleri
icermektedir. Bu kapsamda mikrobiyolojik, spektrofotometrik, kromatografik metodlarla
ilaglarin  viicuttaki etkilerinin 6l¢limii miimkiin olabilmektedir (Sudamrao 2015).
Biyoesdegerlik caligmalarinda, viicut sivilarinda ila¢ etken madde diizeylerinin
belirlenmesinde kromatografi, siklikla tercih edilen duyarli ve etkin bir analitik yontem
olarak kabul edilmektedir (Aydogan 2015). Seftiofurun ¢esitli viicut ve sivilarindaki
diizeylerinin mikrobiyolojik yontemlerle izlendigi bazi farmakokinetik ¢aligmalar (Jaglan et
al 1994, El-Gendy ve ark 2007, Daundkar Prashant Sudamrao, 2015) bulunmasina ragmen
kullanilan yontemin duyarlilifina iliskin yeterli veriye ulasilamamakla birlikte miktar
analizine dayal1 verilerin ana bilesikle sinirli oldugu goriilmektedir. Diger taraftan seftiofur
iceren mustahzarlarin  farkli  hayvan tiirlerine uygulanmas1 ile gerceklestirilen
farmakokinetik c¢alismalarda da, etken madde ve metabolit miktarlarinin genellikle

kromatografik metodlar ile analiz edildikleri saptanmistir (Brown ve ark 2000, Okker ve ark
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2002, Jacobson ve ark 2006, Drew ve ark 2004, Courtin ve ark 1997, Dumanceaux ve ark
2005, Goudah 2007).

Orjinal ve jenerik {rlinlerin uygulanmasi sonrasi sigir plazmalarindaki seftiofur
diizeyleri De Baere ve ark (2004), Jacobson ve ark (2006) tarafindan tanimlanan metodlarin
modifikasyonlar ile saptanmistir. Metod ile elde edilen geri kazanimin yiiksek (% 78-83) ,

2 degerinin 1’ e yakin (r’=0,9947), tesbit ve hesaplanabilir

dogrusal standart egrinin r
limitlerinin (LOD degeri 0,19 pg/ml ve LOQ degeri 0,58 pg/ml) diisiik oldugu belirlenmistir.
Ulagilan bu sonuglarin, seftiofurun tayininde kullanilan diger metodlarla elde edilenlere
benzer, EMA ve FDA Biyoanalitik Metod Validasyon Kilavuzuna (EMA 2011a; FDA 2001)
uygun nitelik gosterdigi tesbit edilmistir (Brown ve ark 2000; De Baere ve ark 2004,

Jacobson ve ark 2006; Woodrow ve ark, 2015).

Seftiofurun viicut sivilarindaki diizeylerinin saptanmasi esasina dayanarak
gerceklestirilen farmakokinetik calismalarda; hayvan tiirii, uygulama yolu ve diger faktorler
dikkate alinarak kompartmansiz (Meyer ve ark 2009; Tantituvanont ve ark 2009; Hall ve ark
2011; Woodrow ve ark 2015; Fernandez-Varon ve ark 2016) ve/veya konpartmanli (Drew
va ark 2004; Liu ve ark 2011; Meegan ve ark 2013; Khalil ve ark 2016) modeller
kullanilmistir. Arastirmamizda ise seftiofur iceren her iki ilacin farmakokinetiginin
hesaplanmasinda; EMA tarafindan 11 Nisan 2011 tarihinde yayimlanan Veteriner Medikal
Uriinler icin Biyoesdegerlik Calismalarinin  Yiiriitiilmesi Rehberi esas alinmis ve
farmakokinetik parametrelerin belirlenmesinde non-kompartman modelin daha uygun
oldugu sonucuna ulasilmistir. Seftiofurun plazmadaki konsantrasyon degerlerine dayali
incelemede; orjinal ve jenerik ilaglarin plazma konsantrasyon zaman egri profillerinin
benzer oldugu, farmakokinetik parametrelerinin de istatiksel yonden farklilik gostermedigi
saptanmustir. Sigirlara ayn1 dozda uygulanan seftiofur bilesiklerinin (orjinal ve jenerik {iriin)
sirastyla 2.10 ve 2.00 saatlerde 1.86 ug/ml ve 1.81 ug/ml ile en yiiksek plazma
konsantrasyon degerlerine ulastig1 ve 24. saatte plazma diizeylerinin ise 0,269 pg/ml ve
0,303pg/ml oldugu belirlenmistir. Benzer kapsamda gerceklestirilen diger arastirmalarda
ise seftiofurun maksimum plazma konsantrasyon degerleri sigirlarda; 13,9 pg/ml (Brown ve
ark 2000), koyunlarda; 4,33 pg/ml (Craigmill ve ark 1997), kegilerde; 2,70 pg/ml (Courtin
ve ark 1997), manda buzagilarinda; 9,66 ng/ml, friesian buzagilarda; 5,54 pg/ml (El-Gendy
ve ark 2007), domuzlarda; 11,8 pg/ml (Brown ve ark 1999), geyiklerde 3,98 pug/ml (Drew
ve ark 2004), develerde ise 10,34 upg/ml (Goudah 2007) olarak tesbit edilmistir.
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Aragtirmamiz sonucunda her iki ilaca ait en yiiksek seftiofur plazma konsantrasyon
degerlerinin, diger arastirmacilar tarafindan sigir ve diger tiirlerde belirlenenlerden yaklasik
1.5- 7.6 kat daha diisiikk diizeyde olusu, seftiofurun farkli dozlarinin kullanimiyla iligkili
oldugu diistintilmustiir. Kegilerde seftiofur sodyumun iki farkli dozunun (1.1 ve 2.2 mg/kg)
uygulanmasi sonucu saptanan maksimal plazma ilag¢ konsantrasyon degerinin artan doza
bagl bir sekilde yiikselis (yaklasik 1.81 kat) gostermesi (Courtin ve ark 1997) bu goriisii
destekler niteliktedir. Diger taraftan, uygulama sonrasi emilerek sistemik dolasima gecen
ilag miktarini yansitan diger bir kinetik parametre olan AUC (0-24) (EMA 201 1a) degerlerinin,
incelenen iki ilag i¢in benzer diizeyde (sirasiyla; 19.25 pg.saat/ml ve 17.92 ug.saat/ml)
oldugu saptanmistir. Ancak seftiofurun 2.2 mg/kg dozunun kullanildig: diger arastirmacilar
tarafindan belirlenen bu parametreye ait verilerin sigirlarda; 42.9 pg.saat/ml (FDA 1998),
manda buzaglarinda; 34.81 pg.saat/ml, friesian buzagilarda 75.38 pg.saat/ml (EI-Gendy ve
ark 2007), kegilerde; 38.17 pg.saat/ml (Fernandez-Varon, 2016), develerde; 68,70
ug.saat/ml (Goudah 2007) ile arastirmamiz sonucu elde edilenlerden daha yiiksek diizeyde
oldugu gozlenmistir. Benzer sekilde, hayvan modeli olarak sigir disinda farkli tiirlerin
kullanildig1 diger farmakokinetik ¢alismalarda da (Courtin ve ark 1997; Craigmill ve ark
1997; Goudah 2007); seftiofura ait AUMC, MRT gibi diger parametrelerin ¢calismamizda
elde edilenlerden daha yiiksek degerlerde oldugu goriilmektedir. Bu durumun; tiirler
arasindaki onemli anatomik ve fizyolojik farkliliklardan (Neirinckx ve ark. 2010) ve

kullanilan doz miktarindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Antimikrobiyal ilaglarin farmakokinetik ve farmakodinamik 0Ozelliklerine bagh
olarak optimal dozlarda rasyonel kullanimlari, bu grup ilaglardan maksimum bir etkinin
saglanmasima ve patojenik organizmalarda direng gelisiminin Onlenmesine olanak
saglamaktadir (Courtin ve ark 1997; Aboubakr 2013). Arastirmamiz kapsaminda incelenen
baz1 farmakokinetik parametrelere (Cmax ve AUC gibi) ait verilerin diger arastirmacilar
tarafindan saptanandan daha diisiik diizeyde olusu, kullanilan dozla iligkilendirilmistir.
Ancak bu farklililiklarin  farmakodinamik profile yansimasi; ilacin plazmadaki
konsantrasyonunun hedef patojenlere karsi aktivitesi ile degerlendirilebilir. Zamana bagh
aktivite gosteren sefalosporinler gibi [-laktam antibiyotikler, plazmadaki terapotik
konsantrasyonlarmin MIK (minimum inhibitdr konsantrasyon) degerinin iizerinde kalma
siirelerinin (T>MIK) uzunluguna bagli olarak etkinliginin, dogrusal bir artis gdsterebilecegi
kabul edilmektedir (Yamantiirk 2000; Landoni ve Albarellos 2015). Dolayisiyla esik degerin

altindaki dozajlarin antibiyotik direncinin gelisimini tesvik edebilecegi gercegi goz ardi
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edilmemelidir (Gao ve ark. 2011). Etkinlikleri plazma veya dokulardaki maksimum
konsantrasyonlari ile yakin iligski i¢inde olmayan bu grup antibiyotiklerin etkinlik siniri,
hedef bakteriler i¢in belirnenen MIK degerleridir (Frimodt-Moller ve ark 1986, Kays ve ark
1992). Brown ve arkadaslari (2000); seftiofur i¢in P. haemolytica (Mannheimia spp), P.
multocida ve Haemophilus somnus’a kars1 esas aldiklar1 MIK degerini (MIK< 0.06 pg/ml)
en an az % 300 oraninda asan bir esik deger (0.2 pg/ml) belirlemisler ve bu degerin sigirlarda
goriilen c¢ogu patojenlere karsi klinik etkinlik gosterebilecek bir 06l¢ii  oldugunu
bildirmislerdir. Benzer bir sekilde, giincel CLS (National Committe for Clinical Laboratory
Standarts) kilavuzlarinda genel olarak MIK < 2 pg/ml diizeyinde bakteri izolatlariin
seftiofura duyarli olarak kabul edildigi de belirtilmektedir (Hall ve ark, 2011; Woodrow ve
ark 2015). Bu yaklagimla arastirmamizda, ila¢ uygulamasini takiben son numune alimina
kadar gegen siire zarfinda her iki ilacin plazma ila¢ konsantrasyonlari incelenerek en diisiik
degerin orjinal ilag¢ i¢in 0,26 pg/ml £ 0,08, jenerik ilag¢ i¢in 0,30 pg/ml £ 0,08 oldugu
hesaplanmistir. Ulasilan verilerin Brown ve arkadaslar1 (2000) tarafindan belirlenen esik
degerden (0,2 pg/ml) ve Salmon ve ark (1996) tarafindan P. multocida, H. somnus,
Fusobacterium Necrophorum, Actinobacillus pleuropneumoniae, Streptococcus uberis ve
Streptococcus dsygalactiae igin igin belirlenen MiKgo degerlerinden (sirastyla 0,0039 pg/ml,
0,0019 pg/ml, 0,06 ng/ml, 0,0078 pug/ml, 0,03 pg/ml ve 0,0039 pg/ml) daha yiiksek oldugu
belirlenmigtir. Diger taraftan Tantituvanont ve arkadaslar1 (2009), seftiofurdan maksimum
bir etkinin elde edilebilmesi i¢in plazma serbest ilag konsantrasyonunun en az doz araliginin
% 50-70’1 kadar bir siire, patojenlerin MIKgo degerinin iizerinde bulunmasinin gerekliligine
dikkat ¢ekmislerdir. Seftiofur’un sigirlardan elde edilen patojen izolatlarina karst MiKgo
degerlerinin belirlendigi iilkemiz sinirlar1 icerisinde gergeklestirilen bir calisilmaya
ulasiilmamasia ragmen, Avrupa Birligi Ulkelerinde 2002-2006 yillarinda P. multocida ve
M. haemolytica igin sirasiyla 0.008 pg/ml ve 0.015 pg/ml (Jong ve ark,2014), Amerika
Birlesik Devletleri ve Kanada ‘da ise 2001-2001 yillarinda M. haemolytica, P. multocida ve
Histophilus somni igin sirasiyla < 0.03 ,< 0.03 ve <0.03 olarak saptanmistir (Baker 2006).
Bu veriler esas alindiginda; arastirmamiz kapsaminda her iki ilacin 24 saat siliresince
belirlenen plazma konsantrasyon diizeylerinin, bircok sigir patojenin MiKgo degerlerinin
oldukca iistiinde oldugu gozlenmistir. Dolayisiyla sigirlara uygulanan her iki ilacin 1.1
mg/kg dozunun, 24 saat siireyle klinik olarak etkin cevap olusturabilecek ve direncli suglarin

goriilme olasiligimin diistik giivenli doz oldugu sonucuna ulasilmistir.
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Arastirmamizin son asamasinda, orjinal ve jenerik seftiofur ila¢ Orneklerinin
biyoesdegerlik durumlar1 incelenmistir. Biyoesdegerlik ¢alismalarinda; 6ncelikle
degerlendirilmesi ongdriilen parametreler ¢esitli kaynaklarda farklilik géstermektedir. Bu
kapsamda; Toutain ve Koritz (1997), Posyniak ve arkadaslar1 (2001) AUC degerini birinci
oncelikli parametre olarak kabul ederken, EMA klavuzunda (2011a) AUC ve Cmax 6ncelikli
parametreler olarak nitelenmektedir. EMA tarafindan istatiksel degerlendirme disinda
tutulan (EMA 2011) ve resmi kurumlar tarafindan ¢ok sik talep edilmemeyen tmax’1n ise yan
etkiler ~ veya hizli salinim s6z konusu oldugunda oOnemle dikkate alinabilecegi
belirtilmektedir (Toutain ve Koritz 1997, Tugay 2013). Bu parametrelerin yapilan
biyoesdegerlik caligmalarinda matematiksel olarak nasil degerlendirilecegi, resmi kurumlar
tarafindan istatistiksel kriterler ile belirlenmistir. EMA tarafindan 2011 yilinda yayimlanan
kilavuzda AUC ve Cmax degerleri i¢in jenerik/orjinal oraninin 0,80-1,25 sinirlari iginde ve
%90 giiven araliginda olmas1 gerektigi belirtilmistir (EMA 2011a) . Yine FDA yayinladigi
klavuzlarda AUC ve Cmax degerleri i¢in jenerik/orjinal oranini 0,80-1,20 olarak belirlemis
fakat daha sonra olasi hatalar1 gidermek ve uyum saglamak i¢in orani 0,80-1,25 olarak
degistirmistir (Steinijans ve ark 1992). Biyoesdegerlilik kararinin verilmesinde ikincil
parameter olarak kabul edilen ve drnekleme zamanina gore degisiklik gdsteren tmax icin
jenerik/ orjinal oraninin ise diger parametrelerde oldugu gibi 0,8-1,25 simirlar1 igerisinde

olmas gerektigi bildirilmistir (Y1lmaz 2008).

Calismamizda Seftiofur HCI etken maddesi igeren orjnal ve jenerik ilaglarin
biyoesdegerlik durumlarinin degerlendirilmesinde EMA tarafindan belirtilen temel
parametreler olan AUCo.24 Ve Cmax degerleri dikkate alinmistir. Bu amagla AUCo.24 Ve Crax
degerleri icin jenerik /orjinal oranlart hesaplanmis ve elde edilen degerlerin 0,80- 1,25
sinirlart igerisinde ve %90 giiven aralig1 icerisinde karsilastirilmalar1 yapilmistir. Temel
parametre olarak degerlendirilen AUCo-24 V& Cmax degerlerine ek olarak ¢alismamizda tmax,
AUMC (0-») V& MRT (0-) degerleride hesaplanarak her iki {irlin bu parametreler yoniinden

de karsilastirilmistir.

Yapilan farmakokinetik hesaplamalar sonucunda orijinal ve jenerik ilaclara ait Cmax
degerleri sirastyal 1,86+0,26 pg/ml ve 1,81+0,35 png/ml olarak hesaplanmistir. Cift-tek yonlii
test metodu kullanilarak, her iki ortalamaya gore %90 giliven araligi olusturulmus ve C max
icin jenerik/orjinal oran1 97,31 pg/ml olarak saptanmistir. Bu degerin %90 giiven araligi

iginde oldugu goriilmiistiir (73,38<97,31<100,69). Logaritmik doniisiim sonrasi1 her iki ilaca
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ait In Cmax degerleri 0,59+0,15 pug/ml (orijinal) ve 0,53+0,20 pug/ml (jenerik) olarak
saptanmugtir. Cift-tek yonlii test metodu ile her iki ortalamaya gore %90 giiven araligi
olusturulmus ve jenerik/orjinal oran1 89,83 pg/ml olarak hesaplanmistir. Bulunan degerin

%90 giiven aralig1 i¢inde oldugu goriilmiistiir (74,03<89,83<100,84).

Test ve referans ilaglarin biyoesdegerlik durumlarmin degerlendirildigi bazi
arastirmalarda (Sumano ve ark 2001; Rebuelta ve ark 2005; Sarica ve Liman 2008; Tacca
ve ark 2009; Badeci 2011; Ekici 2011), ilacin plazmada ulastigi maksimum konsantrasyonu
ifade eden bu parametrenin, jenerik-orijinal ilag oraninin %90 giiven araliginda yer almadigi
ve 0,80-1,25 limitlerinden diisiik oldugu saptanmistir. Mestorina ve ark (2016) tarafindan
gerceklestirlen diger bir calismada ise test tirliniiniin Cmax degerinin referans iirlinden daha
yiiksek oldugu, jenerik/orjinal oranininin kabul edilir limitlerin iizerinde oldugu belirlenmis
ve test Urliniiniin supra-biyoyararlanimina dikkat c¢ekilmistir. Cmax degerindeki bu
degisimlerin ilaglarin biyoesdeger olmadiginin bir gostergesi olarak kabul edilmis ve agiga
cikan farkliliklarin ilaglarin iiretimi sirasinda kullanilan tasit maddelere bagli olarak

sekillenebildigi sonucuna ulasilmustir. (Tacca 2009).

Arastirmamizda AUCo-24) degerleri orjinal ilag i¢in 19,25+2,69 pg.saat/ml, jenerik
ilag i¢in ise 17,92+4,03 pg.saat/ml olarak saptanmistir. Cift-tek yonli test metodu
kullanilarak her iki ortalamaya gore %90 giliven araligi olusturulmustur. AUC igin
jenerik/orjinal orant 93,09 pg.saat/ml olarak hesaplanmistir. Bulunan degerin %90 giiven
araligi i¢inde oldugu gorilmistir (81<93,09<108,65). AUC(-24) degerinin dogal
logartimalar1 alinarak orijinal ilaca ait In AUC 2,94+0,13 pg.saat/ml, jenerik ilaca ait In
AUC 2,84+0,25 ng.saat/ml olarak saptanmustir. Cift-tek yonlii test metodu kullanilarak her
iki ortalamaya gore %90 giiven araligi olusturulmustur. In AUC i¢in In AUC igin
jenerik/orjinal oran1 96,57 pg.saat/ml, bulunan degerin %90 giiven aralig1 iginde oldugu

goriilmiistiir (80,85<96,57<114,88).

Sistemik dolasima ulasan toplam ila¢ miktarint yansitan bu kinetik parametrenin
(Jambhekar ve Breen 2009), ilaglarin biyoesdegerlik diizeylerinin degerlendirildigi bazi
caligmalarda (Sumano ve ark 2001; Rebuelte ve ark 2005; Jermnak ve ark 2008) %90 giiven
araligi ve 0,80-1,25 limitleri igerisinde olmadigi belirtilmistir. AUC degerindeki bu
degisimin ise kullanilan tasit maddelere bagl olarak etken maddenin yetersiz emiliminden

kaynaklandigi ileri siiriilmiistir (Sumano ve ark 2001a).
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Elde edilen bulgulara gore toplam moment egrisi altinda kalan AUMC -«
hesaplanmis ve orjinal ilaca ait AUMC(-) 361,23+150,95 pg.h?/ml jenerik ilaca ait
AUMC 0.y 386,02+237,82 pg.saat?’/ml olarak elde edilmistir. Cift-tek yonlii test metodu
kullanilarak her iki ortalamaya gore %90 giliven araligi olusturulmustur. AUMC igin
jenerik/orjinal oran1 106,86 pg.saat?/ml olarak hesaplanmistir. Bulunan degerin %90 giiven
araligi iginde oldugu gorilistir (54,21<106,86<130,60). AUMC(-«) degerinin dogal
logaritmas1 alinarak In AUMC (o) degeri hesaplanmis ve orjinal ilac ait In AUMC
5,80+0,38 pg.h?/ml, jenerik ilaca ait In AUMC 5,83+0,42 pg.saat?/ml olarak elde edilmistir.
Cift-tek yonlii test metodu kullanilarak her iki ortalamaya gore %90 giliven araligi
olusturulmustur. In AUMC igin jenerik / orjinal oram 100,51 pg.saat’ml olarak
hesaplanmistir. Bulunan degerin %90 giiven araligi iginde oldugu gorilmistiir (

54,21<100,51<130,60)

MRT(-w) degerleri ayr1 ayri hesaplanmis orjinal ilaca ait MRT ) degeri
14,45+3,01 saat, jenerik ilag icin MRT 0-«) degeri 17,48+11,68 saat olarak elde edilmistir.
Cift-tek yonlii test metodu kullanilarak her iki ortalamaya gore %90 giiven araligi
olusturulmustur. MRT ig¢in jenerik/orjinal oran1 120,96 saat olarak hesaplanmistir. Bulunan
degerin %90 giiven araligi i¢inde olugu gorilmiistiir (44,60<120,96<138,62). MRT (0-«)
degerinin dogal logaritmas1 alinmis ve In MRT degeri hesaplanmis orjinal ilac ait In MRT
2,64+0,21 saat, jenerik ilaca ait In MRT 2,71+0,10 saat olarak elde edilmistir. Cift-tek yonlii
test metodu kullanilarak her iki ortalamaya gore %90 giiven araligi olusturulmustur. In MRT
i¢in jenerik/orjinal oran1 102,65 saat olarak hesaplanmistir. Bulunan degerin %90 giiven

aralig1 i¢inde oldugu goriillmistir (76,07<102,65<140,45).

Plazma ila¢ konsantrasyon-zaman egrisinden elde edilen MRT degeri, eliminasyon
yart Omrii 5 saatten daha kisa olan ve emilimi eliminasyondan daha hizli olan ilag
formiilasyonlarinda (test ve referans iirlin) MRT degerleri arasindaki fark absorbsiyon
oranindaki farkliliklar: saptamada kullanilan en gii¢lii parametredir. Eliminasyon yar1 dmrii
5 saaten uzun olan ilaglarin MRT degerlerine dayali bir sekilde biyoesdegerligin % 90
araliginda degerlendirilmesinin pratik bir yaklasim olmadig: bildirilmektedir (Toutain ve
Koritz 1997). Her ne kadar ¢alismamizda test ve referans ilaglara ait MRT degeri %90 giiven
aralig1 ve 0,80-1,25 limitleri iginde oldugu tespit edilmisse de her iki ilacin yar1 dmriiniin

(orjinal ve jenerik iiriin igin sirasiyla 10,33 saat ve 13,38 saat) 5 saat’ten uzun oldugu
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belirlenmistir. Dolayisiyla ilaglarimizin biyoesdegerlik diizeylerinin incelenmesinde MRT

degerleri belirleyici bir parametre olarak degerlendirilmeye alinmamuistir.
Sonug olarak;

Seftiofur HCl igeren jenerik ve referans iiriiniin biyoesdegerlik yoniinden incelendigi
calismamizda her iKi ilaca ait Cmax Ve AUC oty degerleri ana parametre, tmax degeri ise ikincil
paramere olarak dikkate alindi ve referans ile jennerik iiriinler biyoesdegerlik yoniinden
karsilastirildi. Elde edilen sonuglarin degerlendirilmesinde EMA (Avrupa Birligi), FDA
(Amerika), Health Canada (Kanada), NIHS (Japonya), MCC (Giiney Afrika) ve TGA
(Avustralya) gibi resmi otoriterelerin kabul kriteri olan 0,80-1,25 ve %90 giiven araligi
dikkate alinarak Cmax , AUC.) Ve tmax degerlerine ait jenerik/orjinal oran1 hesaplandi.
Yapilan hesaplamalar soucunda elde edilen sonuglarin %90 giiven araligi ve 0,80-1,25 kabul
siirlar i¢ginde oldugu goriildii. Elde edilen sonuglar itibari ile incelenen jenerik {iriiniin
orjinal ilag ile biyoesdeger oldugu ve orjinal ilacin yerine gilivenle kullanabilinecegi

sonucuna varildi.

Biyoesdegerlik kararinin verilmesinde bilimsel olarak Cmax Ve AUC o) degerlerinin
ana parametre, tmax degerinin ise ikincil parametre olarak dikkate alinmasi Onerilmesine
ragmen, calismamizda AUMC, MRT, t » degerleride bu parametrelere ek olarak
biyoesdegerlik kriterleri yoniinden incelendi ve jenerik/orjinal oraninin %90 giiven araligi
ve 0,80-1,25 kabul sinirlar1 i¢inde oldugu goriildii. Elde edilen bu sonuglar ¢calismamizin

sonucunda verilen biyoesdegerlik kararini desteklemektedir.

Calismamizda incelenen seftiofur igeren jenerik iirlin iilkemizde pazarlanan 25
jenerik iirlinden sadece birtanesidir. Bu nedenle calismamiz disinda kalan diger 24 adet
jenerik iriin ile ilgili biyoesdegerlilik durumlarimin belirlenmesi yasal veya deneysel

biyoesdegerlik caligsmalari ile verilebilecektir.

Ulkemizde veteriner ilaglarma yonelik {iretim, ithalat ve pazarlama izinleri TC Gida
Tarim ve Hayvancilik Bakanligi tarafindan 24 Aralik 2011 tarih ve 28152 sayili resmi
gazetede yaymlanan “Veteriner Tibb1 Uriinler Hakkinda Y®&netmelik™ ile denetlenmekte ve
yiiriitiilmektedir. Tlgili yonetmelikte biyoesdegerligin zorunlu bir kriter olmasina ragmen
tilkemizde yapilan biyoesdegerlik ¢alismalar1 deneysel ve sinirli sayida kalmistir. Yapilan
caligmalar sinirli sayida olmasina ragmen; Sarica ve Liman (2008) ve Ekici (2011) gibi Kimi

arastirmacilar tarafindan yapilan deneysel calismalarda incelenen ilaglarin biyoesdeger
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olmadiklari, Bideci (2011) tarafindan yapilan ¢aligmada ise incelenen tiriiniin Cmax yoniinden
biyoesdeger olmadig1 ortaya konmustur. Benzer sekilde yurtdisinda Sumano ve ark (2001;
2001a), Rebuelte ve ark (2005) ve Jermnak ve ark (2008) gibi bazi bilim insanlarinca yapilan
pek c¢ok caligmada yine incelenen {iiriinlerin biyoesdeger olmadiklari tespit edilmistir.
Ulkemizde ve diinya genelinde yapilan tiim bu calismalarda incelenen jenerik iiriinlerin
yetkili orotiteden ruhsath, kimyasal esdeger ve sahada kullanilan ilaglar oldugu

diisiiniildiiglinde biyoesdegerlik incelemelerinin zorunlulugu ortaya ¢ikmaktadir.

Jenerik ilaglarm orjinal ilaglarin ekonomik alternatifleridir (AIFD 2016). Diinya
genelinde jenerik ilag kullanimina bagli olarak elde edilen tasarruf miktarlart milyar dolarlar
ile ifade edilmekte ve yillar i¢inde kullanimlari artmaktadir (GPhA 2015, CGPA 2016).
Ulkemizde ise sadece 2016 yil1 ilk alt1 aylik donemimde jenerik ilag pazar1 %22,6 ‘lik bir
artis gostermistir (IEIS 2016). Pazar ve tiretim alanlarinda bu denli hizl1 bir biiyiime gdsteren
jenerik ilaglarda olmasi gereken dort temel 6zellikten biri olan “Ekonomik™ olma kosulu
diger ii¢ 6zellik olan “Etkinlik, Kalite ve Giivenilir” olma kriterleri ile desteklenmelidir (Iskit
2014). Jenerik ilaglarda etkinlik, kalite ve giivenilirligin tespit edilmesinde biyoesdegerlik
en 6nemli parametrelerden birisidir. Bu nedenle ulusal ve uluslarasi alanlarda ekonomik
kazanimlarin saglanabilmesi i¢in jenerik ilaglarin biyoesdegerlik ¢alismalar1 ile

desteklenmesi onemli bir konudur.

Veteriner hekimlere giivenli ve ekonomik ilag alaternatifleri sunulmasi, olasi kalint1
risklerinin bertaraf edilmesi ile halk sagliginin korunmasina yardimci olunmasi, iilkemizde
iiretilen jenerik tiriinlerin uluslararas: kabul gérmiis giivenilirlik kriterlerini karsilamasi ile
rekabet giiclinlin artirilmasi, orjinal ilaglara ekonomik alternatifler sunulabilmesi ile iilke
ekonomisi ve hayvanciliginin desteklenmesi biyoesdegerlilik ¢alismalarinin yiritiilmesi ile

saglanabilecektir.
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