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MEHANISTICKO MODELOVANJE I MOGUCNOST PREDVIDANJA BRZINE
RASTVARANJA LEKOVITE SUPSTANCE IZ TABLETA IN VITRO I IN VIVO

Sazetak

Ispitivanje brzine rastvaranja lekovite supstance iz preparata prepoznato je kao najznacajnija in
vitro metoda u biofarmaceutskoj karakterizaciji lekova. Adekvatno osmisljenim in vitro testom moguce je
simulirati ponasanje lekovite supstance in vivo, te na taj nacin uociti eventualne probleme vezane za njenu
biolosku raspolozivost. Dobijeni profili mogu se Koristiti kao ulazni parametri za in silico simulacije, a
ovakav integrisani pristup ima za cilj da ubrza razvoj efikasnih i bezbednih lekova u skladu sa potrebama
i oéekivanjima pacijenata. Osnovni cilj ovog rada je procena moguénosti primene mehanisti¢kog in vitro-
in vivo-in silico modelovanja u razvoju in vitro metode za ispitivanje brzine rastvaranja lekovite
supstance iz preparata koja omogucava predvidanje in vivo ponasanja leka i identifikaciju klini¢ki
znacajnih specifikacija za lekovite supstance koje pokazuju razliCite biofarmaceutske karakteristike i
pripadaju razli¢itim klasama Biofarmaceutskog sistema klasifikacije.

U istrazivanju je ispitivan uticaj fizioloski zasnovanih medijuma i dinamickih uredaja na brzinu
rastvaranja lekovitih susptanci iz ispitivanih preparata. Kod najveteg broja ispitivanih preparata nije
zabelezen znacajan uticaj fizioloskih surfaktanata na brzinu rastvaranja. Takode, u slu¢aju preparata sa
trenutnim oslobadanjem, primena dinamickih uredaja za ispitivanje brzine rastvaranja nije pokazala
prednost u odnosu na aparaturu sa lopaticom. Dobijeni rezultati ukazuju da se za najveci broj ispitivanih
preparata ispitivanje brzine rastvaranja u aparaturi sa lopaticom uz koris¢enje medijuma koji simulira
sadrzaj tankog creva na gladno bez dodatka fizioloskih surfaktanata moze usvojiti kao bioprediktivna
metoda za ispitivanje brzine rastvaranja. Ovakav zaklju¢ak podrzan je i visokim stepenom in vitro-in vivo
korelacije izmedu ispitivanih profila.

Fiziolo§ki zasnovano biofarmaceutsko modelovanje uz primenu Simcyp® i GastroPlus™
programskih paketa omogucilo je uspesno predvidanje apsorpcije ispitivanih model supstanci na osnovu
odgovarajué¢eg seta ulaznih podataka. Ipak, u najve¢em broju slucajeva, bilo je neophodno primeniti
optimizaciju parametara kako bi se postiglo slaganje simuliranog i in vivo profila koncentracije lekovite
supstance u plazmi (tzv. ,,middle out* pristup). Analiza osteljivosti parametara pokazala se vrlo korisnom
alatkom koja moze ukazati na kriticne parametre koji znacajno utiCu na obim i brzinu apsorpcije. Na
primeru model supstance ibuprofena dokazana je i generalizaciona sposobnost razvijenog modela za
predvidanje apsorpcije lekovite supstance iz razli¢itih farmaceutskih oblika. lako su prisutne izvesne
razlike, pre svega u pogledu obima apsorpcije, profili dobijeni Simcyp® i GastroPlus™ simulacijama su,
generalno, bili medusobno sli¢ni. Pokazano je da se gastrointestinalna simulacija mozZe koristiti kao
metoda izbora za predvidanje apsorpcije lekovitih supstanci, kao i za mehanisticko proucavanje procesa
apsorpcije u slucajevima kada primena konvencionalnih farmakokinetickih metoda nije moguca (lekovite
supstance klase 2 i 4 BCS koje se zbog niske rastvorljivosti ne mogu primeniti u obliku rastvora za
intravensku primenu i/ili u sluéajevima kada lekovita supstanca pokazuje nelinearnu kinetiku usled
izrazenog presistemskog metabolizma, uticaja transportera i1 td.). Rezultati dobijeni primenom
gastrointestinalne simulacije bili su, generalno, u saglasnosti sa rezultatima dobijenim primenom
konvencionalne farmakokineticke analize.

Kljuéne reéi: biofarmaceutska Kkarakterizacija, bioprediktivna metoda ispitivanja brzine
rastvaranja, klinicki znacajne specifikacije, fizioloski zasnovano biofarmaceutsko modelovanje, in vitro-
in vivo korelacija, biowaiver

Nau¢na oblast: Farmacija

UzZa naucna oblast: Farmaceutska tehnologija



MECHANISTIC MODELING AND PREDICTABILITY OF IN VITRO AND IN
VIVO DRUG DISSOLUTION FROM TABLETS

Summary

Dissolution test for solid oral dosage forms has been recognized as the most important in
vitro method in biopharmaceutical drug characterization. With the right choice of experimental
conditions, it is possible to simulate the in vivo drug behavior, and in that way to identify
possible problems related to its bioavailability. Experimentally obtained in vitro drug dissolution
profiles can be used as input parameters for in silico simulations, and this integrated approach
aims to accelerate development of effective and safe drugs in accordance with patients needs and
expectations. The main objective of this work was to assess the possibility of applying
mechanistic in vitro-in vivo-in silico modeling in the development of an in vitro drug dissolution
method, that enables prediction of in vivo behavior of the drug and identification of clinically
significant specifications for drug substances that show different biopharmaceutical properties
and belong to different classes of the Biopharmaceutical Classification System.

In this research we examined the influence of physiologically based dissolution media and
dynamic dissolution devices on the dissolution rate of drug substances from selected
preparations. No significant influence of physiological surfactants on the dissolution rate was
recorded for the majority of tested preparations. Also, in the case of immediate release
preparations, the dynamic dissolution devices did not show an adventage over the compandial
paddle apparatus. The obtained results indicate that, for the majority of tested preparations,
paddle apparatus using fasted state simulated intestinal fluid without addition of physiological
surfactants can be adopted as biopredictive dissolution method. This conclusion is also supported
by the high level of in vitro-in vivo correlation between the examined profiles.

Physiologically based biopharmaceutics modeling using Simcyp® and GastroPlus™
software packages enabled to successfully predict absorption of selected drugs based on the
appropriate set of input data. However, in the majority of cases, it was necessary to apply
parameter optimization in order to achieve agreement between the simulated and the in vivo drug
substance plasma profile (the so-called ,,middle out* approach). Parameter sensitivity analysis
proved to be a very useful tool that can indicate critical parameters that significantly affect the
extent and rate of absorption. Using the example of model substance ibuprofen, the
generalization ability of the developed model for predicting drug absorption from different
dosage forms was proven. Although there are some differences, primarly regarding the extent of
absorption, the profiles obtained by Simcyp® and GastroPlus™ simulations were, in general,
similar to each other. It has been shown that gastrointestinal simulations can be used as method
of choice for predicting drug absorption, as well as for mechanistic study of drug absorption
process in cases where application of conventional pharmacokinetic methods is not possible
(drug substances of BCS class 2 and 4 which due to low solubility cannot be administered in the
form of intravenous solution and/or in cases when drug substance shows non-linear kinetics due
to pronounced pre-systemic metabolism, influence of transporteres, etc.). The results obtained
using gastrointestinal simulation were, in general, in agreement with the results obtained using
conventional pharmacokinetic analysis.

Key words: biopharmaceutical characterization, in vivo predictive dissolution
methodology, clinically relevant dissolution  specification, physiologically  based
bopharmaceutics modeling, in vitro-in vivo correlation, biowaiver

Scientific field: Pharmacy
Specific scientific field: Pharmaceutical technology
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1. Moguénost predvidanja in vivo ponasSanja leka na
osnovu rezultata in vitro ispitivanja brzine rastvaranja
lekovite supstance iz preparata

1.1 Osnovni pojmovi i znacaj

Ispitivanje brzine rastvaranja lekovite supstance iz preparata prepoznato je kao jedan od
najznacajnijih testova koji se koristi za biofarmaceutsku karakterizaciju lekova u razliitim
fazama zivotnog ciklusa leka, poc¢ev od razvoja formulacije, optimizacije proizvodnog procesa,
preko kontrole kvaliteta, ispitivanja stabilnosti, predvidanja in vivo ponasanja leka (bioloSka
raspolozivost 1 DbioloSka ekvivalencija razliCitth preparata), kao i tokom praéenja
postregistracionih izmena leka (slika 1). Zbog znaajne uloge koju ovo ispitivanje ima u
ukupnom razvojnom procesu leka, a naroc€ito iz aspekta njegovih klini¢kih performansi, sve su
veci zahtevi i oCekivanja koja se postavljaju prilikom optimizacije metode za in vitro ispitivanje
brzine rastvaranja lekovite supstance iz preparata.

' -

Scale-up i Kontrola topitivaniaodabir
postregistracione kvaliteta » ¥
’ lek-kandidata
izmene
”
| T .
!/' . ;' Odabir
Identifikacija ~— T pomocnih
kritiénih _,f’ ) \ supstanci
proi inih v [ fn vitroispitivanje "b
parametara "__ brzine rastvaranja
* .“\\ y Odabir odgovarajuée
o ) __ _® formulacije
i
Biowaiver " /
\ Ispitivanje
3 . '* uticaja hrane
dmena I3

klinicka o
ispitivania In vitro-in vive
korelacija/veza

Slika 1. Centralna uloga in vitro ispitivanja brzine rastvaranja u razli¢itim fazama razvojnog ciklusa
leka (plavi okvir-rana faza razvoja; narandzasti okvir-kasna faza razvoja; crni okvir-
postregistraciona faza) (preuzeto iz Scheubel, 2010)

Tokom protekle tri decenije, ispitivanje brzine rastvaranja evoluiralo je od relativno
jednostavne metode, koja se rutinski koristi u kontroli kvaliteta finalnog proizvoda, u
sveobuhvatni skup alata koji se moze primeniti u razli¢itim fazama zivotnog ciklusa leka. U
skladu sa novim zahtevima i o€ekivanjima, danas se u literaturi mogu sresti brojni termini
kojima se opisuje metoda za in vitro ispitivanje brzine rastvaranja lekovite supstance iz
preparata, kao S§to su ,biorelevantna“, ,bioprediktivna®, ,klinicki relevantna®“ 1
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,,diskriminativna®. Ove termini se u literaturi ¢esto koriste naizmeni¢no i nedosledno, te se
namece potreba za harmonizacijom terminologije.

Ispitivanje brzine rastvaranja naslo je Siru upotrebu sa razvojem standardnih aparatura 70-
tih godina proslog veka i sa usvajanjem Smernica za ispitivanje brzine rastvaranja od strane
Americke agencije za hranu i lekove 1997. godine (FDA, 1997). Prvobitno, izbor metode za in
Vvitro ispitivanje brzine rastvaranja koja ¢e ukazati na in vivo ponaSanje leka nije predstvljalo
veliki izazov, s obzirom da je vecina lekovitih supstanci pokazivala visoku rastvorljivost (u
skladu sa kriterijumima za klasu 1 ili 3 Biofarmaceutskog sistema Kklasifikacije (engl.
Biopharmaceutics Classification System, BCS), i Kkoristile su se relativnho jednostavne
formulacije u vidu tableta sa trenutnim oslobadanjem i kapsula. Sa druge strane, bio je dostupan
manji broj aparatura i medijuma za ispitivanje. Jednostavni vodeni puferi sa fizioloskom pH
vrednosc¢u, kao $to su hlorovodoni¢na kiselina pH 1,2 ili fosfatni pufer pH 6,8, su vrlo Cesto
davali zadovoljavajuéi stepen biorelevatnosti (FDA, 2017; Sheng i sar, 2009).

Tokom prethodne dve decenije, broj lek-kandidata sa niskom rastvorljivos¢u je znacajno
povecan, tako da danas vecina novih lekovitih supstanci pripada klasi 2 BCS (Wu i Benet, 2005).
Razvoj novih lekovitih supstanci znacajno je doprineo unapredenju terapije, ali je doneo
znacajne izazove za razvoj formulacija sa odgovaraju¢om bioloSkom raspolozivosti 1 razvoj
metoda za ispitivanje i karakterizaciju lekovitih preparata. Ovi izazovi doveli su do inovacija u
razvoju razli¢itih farmaceutskih oblika i farmaceutsko-tehnoloskih postupaka za proizvodnju
lekova, kao $to su amorfne ¢vrste disperzije, lipidne formulacije, inzZinjering Cestica i drugo
(Leuner i Dressman, 2000; Merisko-Liversidge i sar, 2003; O Driscoll i Griffin, 2008). Ovaj vid
tehnoloskog napretka u farmaceutskoj industriji doveo je i do inovacija u oblasti ispitivanja
brzine rastvaranja lekovite supstance iz preparata kako bi se omogucilo predvidanje in vivo
ponasanje leka. To je dovelo do razvoja novih uredaja i medijuma za ispitivanje brzine
rastvaranja koji simuliraju uslove u gastrointestinalnom traktu (GIT), do boljeg razumevanja
procesa koji prate rastvaranje lekovite supstance, kombinovanja in vitro ispitivanja brzine
rastvaranja i in silico modelovanja i uspostavljanja korelacije izmedu in vitro i in vivo rezultata
(Boetker i sar, 2011; Jantratid i sar, 2008; Reppas i sar, 2014;).

Ispitivanje brzine rastvaranja u kontroli kvaliteta lekova

Svrha ispitivanja brzine rastvaranja lekovite supstance iz preparata u kontroli kvaliteta
lekova je otkrivanje odstupanja/devijacija koje mogu negativno uticati na performanse
proizvoda. Metode koje se koriste za rutinsku kontrolu kvaliteta bi trebalo da budu robusne i
jednostavne kako bi se mogle primenjivati rutinski. Shodno tome, u kontroli kvaliteta uglavnom
se koriste konvencionalna aparatura sa lopaticom ili korpicom pod eksperimentalnim uslovima
koji su definisani tokom razvoja proizvoda. Ovi uslovi podrazumevaju izbor pH vrednosti i
sastava medijuma za ispitivanje brzine rastvaranja, razmatranje potrebe dodatka sintetskih
surfaktanata, kao 1 odgovarajuci stepen agitacije, odnosno hidrodinamicke uslove.

Ispitivanje brzine rastvaranja kao alat za kontrolu kvaliteta lekova Siroko se primenjuje 1,
uz izvesne razlike, postoji opsti konsenzus u pogledu zahteva razlicitih regulatornih agencija.
Ovo se moze pripisati ¢injenici da su uredaji, kao i eksperimentalni uslovi koji se koriste za
ispitivanje standardizovani i1 uskladeni. Uglavnom se koriste standardni uredaji kao Sto su
aparatura sa lopaticom ili korpicom uz primenu 500-900 ml vodenih pufera kao medijuma, pri
brzini rotacije 50-75 rpm za aparaturu sa lopaticom, odnosno 50-100 rpm za aparaturu sa
korpicom (EMA, 2020).
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Biorelevantne metode za ispitivanje brzine rastvaranja lekovite supstance iz preparata

Razvoj biorelevantne metode za ispitivanje brzine rastvaranja podrazumeva $to verniju
simulaciju fizioloSkih uslova koji postoje na mestu primene, oslobadanja 1 apsorpcije lekovite
supstance. Za lekove koji se primenjuju peroralno, znafajna je simulacija uslova U
gastrointestinalnom traktu. Biorelevantna metoda za ispitivanje brzine rastvaranja lekovite
supstance iz preparata ¢esto podrazumeva koris¢enje nestandardnih eksperimentalnih uslova koji
podrazumevaju primenu fizioloski zasnovanih medijuma, dvofaznih medijuma, dinamickih
viSeprostornih uredaja ili modela koji istovremeno simuliraju proces rastvaranja i apsorpcije.

Razvoj biorelevantne metode za ispitivanje brzine rastvaranja zasniva se na principu da je s
ciljem predvidanja in vivo ponaSanja leka neophodno $to pribliznije simulirati kompleksne
uslove koji postoje u GIT-u. U skladu sa tim, razvijene su razliite in vitro metode koje
podrazumevaju slozene dinamicke modele GIT-a uz primenu fizioloski zasnovanih medijuma za
ispitivanje brzine rastvaranja (Blanquet i sar, 2004; Carino i sar, 2006; Dressman i sar, 1998;
Jantratid i sar, 2008; Kataoka i sar, 2003; Mercuri i sar, 2008; Tsume i sar, 2013; Vertzoni i sar,
2005).

In vitro metode ispitivanja brzine rastvaranja koja omogucéavaju predvidanje in vivo
ponasanja leka

Razvoj in vitro metode za ispitivanja brzine rastvaranja koja omogucava predvidanje in
Vivo ponasanja leka, takozvane bioprediktivne metode (engl. in vivo predicitive dissolution, iPD)
zasnovan je na poznavanju faktora od kojih zavisi brzina rastvaranja lekovite supstance iz
preparata i podrazumeva uspostavljanje veze izmedu in vitro i in vivo podataka (Grady i sar,
2018). Eksperimentalni uslovi koji omogucavaju predvidanje in vivo ponasanja leka bi trebalo da
omoguce procenu uticaja razli¢itih faktora formulacije i procesnih parametara na klinicke
performanse leka, kao i identifikaciju klinicki relevantnih specifikacija. Kada se uspostavi
validna in vitro — in vivo korelacija, iPD omogucava predvidanje in vivo brzine rastvaranja.
Razvoj iPD metode se moze zasnivati na primeni biorelevantnih eksperimentalnih uslova, ali se
mogu Kkoristiti i jednostavniji eksperimentalni uslovi ukoliko je pokazano da razvijena metoda i
kriterijumi prihvatljivosti mogu da potvrde ili predvide klinicki ucinak leka (Grady i sar, 2018;
Hermans i sar, 2017; McAllister i sar, 2019).

Razli¢iti termini i definicije koje se koriste za in vitro metode ispitivanja brzine rastvaranja
ne iskljucuju jedna drugu, odnosno metode ispitivanja brzine rastvarnja za kontrolu kvaliteta 1
biorelevantne metode mogu biti ujedno i klinicki relevantne ukoliko se pokaze da je
uspostavljena korelacija/veza izmedu in vitro i in vivo podataka (Grady i sar, 2018). lako bi bilo
pozeljno da se ista metoda, koja je bioprediktivna, koristi i za kontrolu kvaliteta i za
biofarmaceutsku karakterizaciju preparata, ovo jo$ uvek nije postignuto u praksi.

Veliki izazov u razvoju metode za ispitivanje brzine rastvaranja lekovite supstance iz
preparata predstavlja dokazivanje odgovaraju¢eg nivoa diskriminativne moci. Diskriminativna
mo¢ metode za ispitivanja brzine rastvaranja lekovite supstance iz preparata reflektuje
sposobnost metode da identifikuje razlike izmedu razli¢itih proizvoda ili razlicitih serija istog
proizvoda, koje bi se u klinickim uslovima ispoljile kao odsustvo terapijske ekvivalentnosti,
odnosno koje nisu medusobno bioloski ekvivalentne. Sa druge strane, ako razvijena metoda za in
Vitro ispitivanje brzine rastvaranja ukazuje na razlike medu formulacijama sa dokazanom
bioekvivalentnos¢u, smatra se da je metoda previse diskriminativna (Gray, 2018).
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1.2 Razvoj bioprediktivne i diskriminativne metode za in vitro
ispitivanje brzine rastvaranja lekovite supstance iz preparata

Razvoj bioprediktivne i diskriminativne metode za in vitro ispitivanje brzine rastvaranja
podrazumeva izbor odgovaraju¢ih eksperimentalnih uslova ispitivanja, odnosno vrste i
zapremine medijuma, vrste uredaja, stepena agitacije, kao 1 eksperimentalnog protokola
ispitivanja koji omoguc¢avaju predvidanje in vivo ponasanja leka i identifikaciju klinicki
znacajnih specifikacija.

Sto se ti¢e izbora medijuma, veliki napredak uéinjen je nakon detaljnih ispitivanja sastava i
zapremine gastrointestinalnih tecnosti $to je rezultovalo razvojem fizioloski zasnovanih
biorelevantnih medijuma. Razvoj fizioloSki zasnovanih medijuma zapoceo je 90-tih godina
proslog veka i do danas je formulisan veé¢i broj medijuma koji simuliraju sadrzaj u razli¢itim
delovima GIT-a u uslovima na gladno i nakon uzimanja obroka (Dressman i sar, 1998; Jantratid i
sar, 2008; Vertzoni i sar, 2005). Ovi medijumi se medusobno razlikuju u pogledu pH vrednosti,
sadrzaja elektrolita i prirodnih surfaktanata (Zu€ne soli, lecitin), a u skladu sa tim i stepenu u
kome simuliraju sadrzaj u GIT-u, a kako istrazivanja u ovoj oblasti daju nove podatke i njihov
sastav se unapreduje kako bi se §to blize simulirali fizioloski uslovi.

Dressman i saradnici su 1998. godine predstavili biorelevantne medijume koji simuliraju
intestinalnu te¢nost na gladno (engl. Fasted State Simulated Intestinal Fluid, FaSSIF) i nakon
obroka (engl. Fed State Simulated Sntestinal Fluid, FeSSIF). Njihov sastav se uglavhom bazirao
na rezultatima ispitivanja sastava humanih aspirata dobijenih nakon primene te¢nih obroka.
Sastav prvobitnih medijuma je kasnije delimi¢no izmenjen u cilju unapredenja njihove
biorelevantnosti i fizicke stabilnosti (FaSSIF-V2 i FeSSIF-V2), a predstavljen je i novi medijum
koji simulira Zeluda¢nu te¢nost u postprandijalnim uslovima (engl. Fed State Simulated Gastric
Fluid, FeSSGF) (Jantratid i sar, 2008). Vertzoni i saradnici su 2005. godine objavili sastav
medijuma koji simulira Zeluda¢nu te¢nost u preprandijalnim uslovima (engl. Fasted State
Simulated Gastric Fluid, FaSSGF), a 2010. godine su predlozili sastav medijuma koji simulira
fizickohemijske karakteristike preprandijalne i postprandijalne te¢nosti u kolonu (engl. Fasted
State Simulated Colonic Fluid, FaSSCoF i Fed State Simulated Colonic Fluid, FeSSCoF). Silva i
sar (2019) nedavno su istakli da se medijumi zasnovani na koris¢enju fosfatnog pufera ne mogu
smatrati biorelevantnim s obzirom da je on u vrlo malom procentu zastupljen u
gastrointestinalnim te¢nostima, te su predlozili upotrebu bikarbonatnog pufera kako bi se
adekvatno simulirao sastav gastrointestinalnih te¢nosti.

Medutim, namece se pitanje da li je uvek neophodno koristiti tako slozene medijume, sa
kojima je vrlo zahtevno manipulisati, koji zahtevaju sloZene analiticke metode, cesto su
nestabilni, a pritom imaju 1 visoku cenu. Dosadasnja istrazivanja ukazuju da slozenost medijuma
koja je neophodna za ispitivanje brzine rastvaranja zavisi od karakteristika lekovite supstance,
farmaceutskog oblika leka, nacina doziranja, ali 1 od toga koje informacije istraziva¢ zeli da
dobije izvodenjem ispitivanja. Markopoulos i sar. (2015) predlozili su i1 definisali Cetiri nivoa
slozenosti medijuma za izvodenje In vitro ispitivanja brzine rastvaranja u zavisnosti od
postavljenih ciljeva. Na slici 2 dat je Sematski prikaz predlozenih nivoa slozenosti medijuma za
ispitivanje brzine rastvaranja.

Nulti nivo odnosi se na medijume kod kojih pH vrednost odgovara fizioloSkim
vrednostima dok se ostali parametri ne razmatraju. Tu spadaju, pre svega, preciS¢ena voda i
rastvori pufera ¢ija se pH vrednost nalazi u fizioloskim granicama. Puferski kapacitet moze, ali 1
ne mora da bude fizioloski relevantan, jer je cilj, pre svega, odrzavanje odredene pH vrednosti u
toku ispitivanja. IstraZzivanja pokazuju da medijumi koji pripadaju ovom nivou sloZenosti daju
odgovarajuce rezultate kod ispitivanja brzine rastvaranja preparata sa trenutnim oslobadanjem
lekovitih supstanci koje pripadaju BCS klasi 1 i 3 (Avdeef i sar, 2016).
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Prvi nivo odnosi se na medijume kod kojih, osim pH vrednosti, i kapacitet pufera
odgovara fizioloskim vrednostima. Razlikuju se medijumi koji simuliraju stanje na gladno i
nakon obroka. Ovi medijumi se u literaturi najée$¢e oznacavaju prefiksom ,,b* kao blank,
odnosno ,,prazni®, $to se odnosi na ¢injenicu da ne sadrze zuc¢ne soli i lecitin. Ovi medijumi
pokazali su se adekvatnim za predvidanje in vivo ponaSanja visoko rastvorljivih lekovitih
supstanci, gde se ofekuje samo minimalan uticaj lipida i Zu¢nih soli na brzinu rastvaranja
(Markopoulos i sar, 2015; Pentafragka i sar, 2020; Sakamoto i sar, 2021).

Drugi nivo obuhvata medijume koji u pogledu pH vrednosti, puferskog kapaciteta,
osmolalnosti, prisustva zu¢nih soli, lipida i proizvoda varenja lipida, simuliraju gastrointestinalne
tecnosti. Medijumi ovog nivoa slozenosti najes¢e nalaze primenu kod predvidanja in vivo
ponasanja nisko rastvorljivih lekovitih supstanci BCS klase 2 i 4 (Fagerberg i Bergstrom, 2015;
Madsen i sar, 2018; Markopoulos i sar, 2015).

i

Slika 2. Sematski prikaz koncepta nivoa sloZenosti fiziolodki zasnovanih medijuma za in vitro
ispitivanje brzine rastvaranja (preuzeto iz Markopoulos i sar, 2015)

Treéi nivo podrazumeva medijume koji simuliraju gastrointestinalne tecnosti uzimajuci u
obzir pH vrednost, puferski kapacitet, osmolalnost, sadrzaj Zu¢nih soli, sadrZaj lipida i proteina
hrane, produkata njihovog varenja 1 viskozitet. Smatra se da bi medijumi ove grupe najveci
potencijal mogli na¢i prilikom ispitivanja lipidnih formulacija (Swarnakar i sar, 2019).

Sa druge strane, imajuéi u vidu sloZzenu hidrodinamiku GIT-a, ograni¢enu zapreminu, kao i
variranje sastava GI te¢nosti, ne iznenaduje Cinjenica da se in Vivo ponaSanje ne moze
jednostavno predvideti na osnovu najcesce koriS¢enih oficinalnih uredaja za in vitro ispitivanje
brzine rastvaranja. Dizajn ovih uredaja nije se znacajno menjao jo§ od 70-tih godina proslog
veka, a njihovu $iru upotrebu u razvoju lekova ogranicavaju brojni nedostaci:
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nedostatak fleksibilnosti prilikom izmene medijuma,

koriS¢enje velikih zapremina medijuma koje ne odgovaraju fizioloskim,

hidrodinamicki uslovi koji ne odgovaraju fizioloskim, i znacajno variraju unutar suda u
kome se vrsi ispitivanje,

efekat ,.kupe® koji se moze javiti u aparaturi sa lopaticom ¢ime se stvara tzv. ,mrtva®
zona ispod lopatice u kojoj nema rastvaranja (Kostewicz i sar, 2014; Scheubel, 2010).

Y YVV

Razvoj savremenih farmaceutskih oblika lekova, koji se ne mogu na odgovaraju¢i nacin
okarakterisati primenom standardnih uredaja za ispitivanje brzine rastvaranja, kao i potreba za
boljim predvidanjem in vivo profila brzine rastvaranja i apsorpcije lekova, dovela je do
intenzivnih istrazivanja vezanih za razvoj unapredenih modela za ispitivanje brzine rastvaranja.
Ovi modeli se cesto opisuju kao dinamicki modeli za ispitivanje brzine rastvaranja, a pregled
najcesce koris¢enih uredaja moze se naci u radovima Kostewicz i sar (2014), Butler i sar (2019)
i Shrivas i sar (2019).

Model vestackog Zeluca i duodenuma (engl. Artificial Stomach-Duodenum Model, ASD)
predstavlja kompjuterski kontrolisan dinamicki model za ispitivanje brzine rastvaranja koji su
razvili Carino i sar (2006). Kao $to i sam naziv ukazuje uredaj se sastoji iz dve komore od kojih
jedna simulira zeludac a druga duodenum. Uredaj omogucava simulaciju sekrecije u Zelucu i
duodenumu, kao i brzinu praznjenja Zeluca.

S obzirom da se kod lekovitih supstanci niske i pH-zavisne rastvorljivosti u fizioloskom
opsegu pH vrednosti ofekuje znacajan uticaj pH vrednosti Zeluda¢nog soka i brzine praznjenja
zeluca, ovaj uredaj se posebno pokazao korisnim u ispitivanju lekovitih supstanci subklase 2a i
2b BCS (Carino i sar, 2006; 2010; Polster i sar, 2010; 2015). Bioprediktivna mo¢ ovog uredaja
ogranic¢ena je time $to ne omogucava simulaciju apsorpcije (Bhattachar i sar, 2011).

Dinamic¢ki model Zeluca (engl. Dynamic Gastric Model, DGM) predstavlja dinamicki
model za ispitivanje brzine rastvaranja koji je razvijen u Institutu za proucavanje hrane u Velikoj
Britaniji. Uredaj se sastoji iz dva dela: gornjeg, koji simulira meSanje i sekretornu aktivnost u
fundusu, i donjeg, koji simulira sloZzenu hidrodinamiku u antrumu (Mercuri i sar, 2008).

Brojne studije ukazuju da hidrodinamic¢ki uslovi DGM modela odgovaraju in vivo
uslovima u Zelucu (Marciani 1 sar, 2001; Vardakou i sar, 2011). Mann i Pygall (2012) poredili su
performanse jednoslojnih i dvoslojnih tableta koris¢enjem ovog modela kao i aparature sa
lopaticom. Rezultati dobijeni koris¢enjem DGM modela odgovaraju rezultatima dobijenim in
Vivo i ukazuju na veéu bioprediktivnu mo¢ ovog modela u poredenju sa aparaturom sa lopaticom.
Posebno se istice veliki potencijal ovog uredaja u ispitivanju gastroretentivnih preparata, dok se
kao nedostaci navode cena i kompleksnost uredaja.

Dvofazni model rastvaranja (engl. Biphasic Dissolution System) zasniva se na ispitivanju
brzine rastvaranja koris¢enjem dve faze koje se medusobno ne mesaju, od kojih je jedna vodena
faza, a druga, organski rastvara¢. Levy i sar. (1965) predlozili su ovakav sistem u kome se
rastvaranje lekovite supstance odvija u vodenoj fazi, koja se protom raspodeljuje izmedu vodene
faze 1 organskog rastvaraca u zavisnosti od lipofilnih karakteristika. Na ovaj nacin simulira se
apsorpcija lekovite supstance i obezbeduju se sink uslovi u medijumu za ispitivanje brzine
rastvaranja. Organski rastvarac bira se na osnovu rastvorljivosti lekovite supstance, a najcesce
koris€eni je oktanol, s obzirom da najveci broj lekovitih supstanci pokazuje odgovarajucu
rastvorljivost u oktanolu, a oktanol takode pokazuje i druge zadovoljavajuce osobine neophodne
za izvodenje eksperimenata (ne mesa se sa vodom, ne isparava na 37°C i td.) (Heigoldt i sar,
2010). Ispitivanje se najc¢es¢e izvodi u aparaturi sa lopaticom odnosno korpicom i u literaturi se
mogu nac¢i brojni primeri upotrebe ovog modela u ispitivanju brzine rastvaranja nisko
rastvorljivih lekovitih supstanci iz ¢vrstih farmaceutskih oblika (Heigoldt i sar, 2010; Gabriels i
sar, 2004; Grundy 1 sar, 1997). Model omoguc¢ava istovremeno pracenje brzine rastvaranja,
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apsorpcije 1 precipitacije nisko rastvorljivih lekovitih supstanci, ali Siru upotrebu ogranicava
veoma sloZena eksperimentalna postavka.

Model rastvaranja i permeacije (engl. Dissolution/Permeation Model, D/P model)
razvijen je sa ciljem istovremenog pracenja brzine rastvaranja i apsorpcije (Kataoka i sar, 2003).
Model se sastoji od dve komore od kojih je jedna donorska a druga akceptorska. Komore
razdvaja pregrada koja ima za cilj da simulira zid GIT-a, a kao pregrada mogu se Kkoristiti
vestacke membrane ili zive Celijske kulture.

D/P model uspesno je koris¢en za uspostavljanje in vitro-in vivo korelacije nisko
rastvorljive lekovite supstance danazola (Kataoka i sar, 2006). Rezultati ispitivanja su pokazali
da se moze posti¢i zadovoljavajuca korelacija in vitro i in vivo rezultata na gladno i nakon
obroka. D/P model je takode uspesno koris¢en u predvidanju uticaja hrane (Kataoka 1 sar, 2006),
dozno-zavisne farmakokinetike (Kataoka i sar, 2013), kao i uticaja varijacija formulacije na
apsorpciju nisko rastvorljivih lekovitih supstanci (Kataoka i sar, 2012; Mizoguchi i sar, 2018).
Glavni nedostaci ovog modela su niska reproduktivnost, narocito u slucaju upotrebe Zzivih
¢elijskih kultura, odsustvo prostora koji bi simulirao Zeludac i cena.

Simulator gastrointestinalnog trakta (engl. Gastrointestinal Tract Simulator, GIS)
predstavlja troprostorni dinamicki model za ispitivanje brzine rastvaranja koji su razvili Tsume i
sar (2013) i Takeuchi i sar (2014). Ovaj viseprostorni uredaj za ispitivanje brzine rastvaranja
sastoji se iz tri komore koje simuliraju zeludac, duodenum i jejunum. Komore su medusobno
povezane peristaltickim pumpama koje omogucavaju simulaciju razli¢itih vremena zadrzavanja
u Zelucu 1 duodenumu.

Uredaj je uspesno koriS¢en u predvidanju supersaturacije pioglitazona, nisko rastvorljive
lekovite supstance subklase 2b BCS (Tsume 1 sar, 2013). Isti autori ispitivali su moguénost
predvidanja lek-lek interakcija lekovite supstance dasatiniba (subklasa 2b) i inhibitora protonske
pumpe upotrebom GIS uredaja. Pri poviSenim vrednostima pH Zeluca dolazi do znacajnog
smanjenja brzine rastvaranja dasatuniba, te je dobijena dobra korelacija sa in vivo podacima
(Tsume i sar, 2015). Psachoulias i sar (2011) koristili su rezultate ispitivanja brzine rastvaranja u
GIS modelu kao ulazne parametre za fizioloski zasnovano biofarmaceutsko modelovanje i
postigli odli¢no slaganje simuliranih i in vivo profila koncentracije lekovite supstance u plazmi.
Prednosti ovog modela ogledaju se u jednostavnom dizajnu 1 rukovanju u poredenju sa drugim
dinamic¢kim modelima za ispitivanje brzine rastvaranja, dok je glavni nedostatak odsustvo
simulacije apsorpcije, odnosno sink uslova.

Simulator gastrointestinalnog trakta TNO TIM-1/2 (engl. The Netherlands
Organization for Applied Scientific Research gastrointestinal model 1/2, ) predstavljaju
raCunarski kontrolisane dinamicke modele za ispitivanje brzine rastvaranja koji su razvijeni u
TNO istrazivaCkom centru u Holandjiji 1 validirani na osnovu ispitivanja na ljudima 1 Zivotinjama
(Blanquet i sar, 2004). U pocetku su modeli kori$¢eni za ispitivanja u oblasti hrane, narocito
vezano za ispitivanje bioloske raspolozivosti minerala, vitamina i mutagena poreklom iz hrane,
da bi se kasnije njihova primena prosirila.

Gastrointestinalni model TIM-1 simulira fizioloSke uslove u Zelucu i tankom crevu, dok
TIM-2 model predstavlja debelo crevo sa bogatom mikrobioloSkom florom. Sematski prikaz
gastrointestinalnog modela TIM-1 prikazan je na slici 3.

TIM-1 sistem simulira dinamicke uslove u gornjim delovima GI trakta u pogledu
temperature, pH vrednosti, prisustva GI tecnosti (saliva, Zeludacni 1 pankreasni sok, ukljucujuci
enzime i zucne soli), peristaltickih pokreta, vremena prolaska kroz GI trakt i uklanjanja
proizvoda varenja. GI parametri se mogu prilagoditi tako da simuliraju specifi¢ne uslove vezano
za uzrast, vrstu obroka i prisustvo specifi¢nih oboljenja (Blanquet i sar, 2004). TIM-2 sistem
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simulira uslove u debelom crevu u pogledu pH vrednosti, metabolicki aktivne mikroflore
humanog porekla i preuzimanja sastojaka iz lumena tankog creva.

Blanquet i sar. (2004) i Souliman i sar. (2006, 2007) ispitivali su uticaj variranja vremena
zadrzavanja u razli¢itim delovima GI trakta i uticaj hrane na brzinu rastvaranja i apsorpciju
paracetamola iz preparata sa trenutnim i odloZzenim oslobadanjem koris¢enjem TIM-1 modela.
Studije su pokazale da profili dobijeni in vitro odgovaraju in vivo rezultatima. Takode je pokazan
negativan uticaj hrane na apsorpciju paracetamola $to je u korelaciji sa in vivo rezultatima gde je
uoceno nize Cmax 1 odlozeno tmax u stanju sitosti u poredenju sa uzimanjem leka na gladno. U
nau¢noj literaturi se mogu naci i brojni drugi primeri istrazivanja sa sistemima TIM-1 i TIM-2 u
svrhu predvidanja apsorpcije lekova i potencijalnih efekata hrane koji ukazuju na mogucnost
adekvatnog predvidanja in vivo ponasanja lekova i uspostavljanja in vitro — in vivo korelacije
(Brouwers i sar, 2011; Brouwers i Augustijns, 2014; Dickinson i sar, 2012).
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Slika 3. Sematski prikaz gastrointestinalnog modela TIM-1 (preuzeto iz Dickinson i sar, 2012)

Medutim, upotreba ovih modela za rutinska ispitivanja brzine rastvaranja lekovite
supstance iz ¢vrstih farmaceutskih oblika je neprakti¢na zbog velike sloZenosti opisanih modela,
te cene 1 duzine trajanja testa. Da bi se proces simulacije donekle pojednostavio, razvijen je
pojednostavljeni dinamicki dvoprostorni tiny-TIM sistem, koji se sastoji od zeludacnog odeljka i
jednog, umesto tri odeljka za tanko crevo. Pored toga, konvencionalni Zeludaéni odeljak je
optimizovan razvojem TIM naprednog gastricnog odeljka (eng. TIM advanced gastric
compartment, TIMagc), koji bolje simulira oblik i dinamicke uslove Zeluca uzimajuéi u obzir
njihov tonus, antralno mesanje i otvaranje pilorusa (Butler i sar, 2019; Bellmann i sar, 2016; Van
Den Abell i sar, 2016). Nedavne studije ukazuju na veliki potencijal tiny-TIM sistema u izboru
odgovarajuc¢e fomulacije prilikom razvoja farmaceutskog oblika leka (Schilderink i sar, 2020),
pri uspostavljanju in vitro-in vivo korelacije i predvidanju klini¢kog ucinka leka (Chiang i sar,
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2022), predvidanju uticaja razli¢itih fizioloskih uslova na oslobadanje lekovite supstance
(Mérmol i sar, 2022) kao i simulaciji lek-lek i lek-hrana interakcija (Liu i sar, 2021).

Bogataj i sar. (2010) razvili su aparaturu sa staklenim kuglicama (engl. glass-bead device)
koja omogucava fizicki kontakt i pokretanje preparata na povrSini staklenih kuglica. Uredaj
predstavlja dinamicki model za ispitivanje brzine rastvaranja koji funkcioniSe po principu
otvorenog proto¢nog sistema (slika 4) gde kontinuirani protok medijuma obezbeduje
peristalticka pumpa na koju su povezane dve cevi, jedna koja u sud za ispitivanje neprestano
uvodi svez medijum, a druga preko koje se vrS$i uzorkovanje u definisanim vremenskim
intervalima. Odgovaraju¢e hidrodinamicke uslove obezbeduje okretanje magneta koji pokrece
staklene kuglice dijametra 1 mm koje potom pokre¢u preparat koji je na njihovoj povrsini.
Razli¢iti hidrodinamicki uslovi mogu se posti¢i koriste¢i razlicitu koli¢inu kuglica i/ili brzinu
obrtanja magneta (Bogataj i sar, 2015).

A

| - sveii medijum

rotacija
magneta

+ o o e f—_ ix
_-{ magnet 0

Vodeno kupatilo

Slika 4. Aparatura sa staklenim kuglicama. A: Sematski prikaz uredaja, B: fotografija uredaja: (a)
peristalticka pumpa, (b) cev za dovod svezeg medijuma, (c) cev za uzorkovanje, (d) menzura za
sakupljanje uzorka, (e) magnetna mesalica sa greja¢em, (f) termometar, (g) vodeno kupatilo, (h)

magnet i staklene kuglice, (i) sud u kome se vrsi ispitivanje

Klein i sar. (2013) poredili su rezultate ispitivanja brzine rastvaranja diklofenaka iz peleta
sa produzenim oslobadanjem u BioDis aparaturi, stres test uredaju i aparaturi sa staklenim
kuglicama. Kod ispitivanja u aparaturi sa staklenim kuglicama kori§¢ena je eksperimentalna
postavka gde je 25 g staklenih kuglica dodato u sud za ispitivanje, a brzina okretanja magneta
podesena na 50 obrtaja u minuti. Navedeni uredaji su odabrani zbog moguénosti da simuliraju
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razli¢ito vreme zadrZzavanja peleta u zelucu, s obzirom da je ovaj parametar pokazao veliki uticaj
na brzinu rastvaranja diklofenaka. Veoma sli¢ni rezultati dobijeni su u BioDis aparaturi i stres
test uredaju 1 oni su bili u korelaciji sa in vivo ponasanjem peleta diklofenaka. U aparaturi sa
staklenim kuglicama dobijeno je mnogo brze oslobadanje te je zaklju¢eno da su primenjeni
hidrodinamicki uslovi isuviSe intenzivni da bi simulirali fizioloSke uslove u GIT-u. Uprkos
velikom potencijalu, navedeni rezultati ukazuju da su neophodna dalja istrazivanja kako bi se
eksperimentalni uslovi rada na ovom uredaju optimizovali.

Predlozeni koncept nivoa medijuma moze se kombinovati sa razli¢itim tipovima uredaja za
ispitivanje brzine rastvaranja sto dovodi do Sirokog izbora potencijalnih eksperimentalnih uslova.
Zbog toga odabir optimalne metode za in vitro ispitivanje brzine rastvaranja moze predstavljati
izazov za istrazivaca, $to namece potrebu definisanja svojevrsnih stabala odluke (engl. decision
tree) kako bi se izbor olaksao.

Vrsta
formulacije

—_— FAZA |

(npr. tablete sa trenutnim oslobadanjem)

!

| FAZA 1l

Dostupna
oprema

(npr. aparatura sa lopaticom)

!

_— FAZA 11

(npr. slaba baza)

!

_— 2 000 FAZA IV

Karakteristike
lekovite
supstance

Eksperimentalni
protokol

Slika 5. Sematski prikaz stabla odlu¢ivanja pri razvoju metode za in vitro ispitivanje brzine
rastvaranja lekovite supstance iz preparata (prilagodeno iz Andreas i sar, 2018)

Andreas i sar. (2018) predstavili su OrBiTo stablo odluke koje je razvijeno sa ciljem da
pomogne istraziva¢ima u odabiru najprikladnije in vitro metode za ispitivanje brzine rastvaranja.
OrBiTo stablo odluke (slika 5) sastoji se od cetiri faze: (i) u prvoj fazi potrebno je definisati vrstu
formulacije koja se ispituje (preparat sa trenutnim, produzenim ili odlozenim oslobadanjem); (i1)
u drugoj fazi bira se vrsta uredaja (oficinalna/modifikovana/dinamicki modeli) koja je pozeljna,
odnosno koja je dostupna; (iii) u okviru trece faze se razmatraju karakteristike lekovite supstance
(rastvorljivost, kiselo-bazne osobine); (iv) u okviru cCetvrte faze definiSe se detaljan
eksperimentalni protokol. Eksperimentalni protokol sadrzi kratak uvod, detaljan opis
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eksperimentalnih uslova, kao i prakticne informacije potrebne za izvodenje ispitivanja i
odgovarajuce reference. Gde je moguce istaknuta su ogranic¢enja za upotrebu odredenog metoda.
Stablo odlu¢ivanja upucuje korisnike na razli¢ite nivoe sloZenosti sastava medijuma za
ispitivanje brzine rastvaranja (Andreas i sar, 2018).

Kiselo-bazne karakteristike lekovite supstance u fizioloSkom opsegu pH vrednosti
prepoznate su kao jedan od parametara koji moze znacajno uticati na brzinu rastvaranja lekovite
supstance iz preparata. Stoga su Tsume 1 sar (2014) predlozili subklasifikaciju lekovitih
supstanci BCS klase 2 i 4 na subklase a, b i ¢ u zavisnosti od nacina disocijacije U fizioloskom
opsegu pH vrednosti (pH<7,5), gde bi se predlozena subklasifikacija koristila kao polazna
osnova za razvoj bioprediktivnin metoda za in vitro ispitivanje brzine rastvaranja lekovitih
supstanci iz preparata. Autori isti¢u da se bioprediktivna metoda za ispitivanje brzine rastvaranja
mora razvijati uz ukljuivanje najrelevantnijih varijabli, ali bez nepotrebnog usloznjavanja
metoda. Adekvatan izbor metodologije moze biti napravljen nakon procene svih vaznih
karakteristika lekovite supstance i formulacije, ukljucujuéi raspodelu veli¢ine Cestica, dozu,
permeabilnost u razli¢itim segmentima GI trakta, farmaceutski oblik, raspadljivost i td. U tabeli
1 dat je prikaz pristupa koji su predlozili Tsume i saradnici (2014).

Kod lekovitih supstanci BCS klase 1 predloZzeno je izlaganje preparata fizioloski
zasnovanom zeluda¢nom soku (engl. physiological gastric buffer, PGB) odnosno 0,01 M HCI u
zapremini od 250 ml, tokom 15 min, nakon ¢ega se i preparat i koris¢eni medijum prenose u 900
ml fizioloski zasnovanog crevnog soka (physiological intestinal buffer, PIB). Pod fizioloski
zasnovanim crevnim sokom (PIB) podrazumeva se bikarbonatni pufer pH 6,5 sa koncentracijom
u opsegu 5-15 mM ili neki drugi pufer sa sli¢cnim puferskim kapacitetom. lako lekovite supstance
BCS klase 1 pokazuju visoku rastvorljivost i dobro se rastvaraju i u PGB i PIB medijumu,
izlaganje preparata delovanju oba medijuma predlozeno je kako bi se obuhvatio moguci uticaj
pH vrednosti i koris¢enog pufera na potencijalne fizicke promene lekovite supstance ili preparata
kao sto su prelazak iz soli u slobodnu kiselinu ili bazu, promena kristalnog oblika itd. Predlozeno
je ispitivanje u velikoj zapremini crevnog soka (900 ml) kako bi se simulirali sink uslovi, za koje
se ofekuje da postoje in vivo usled visoke permeabilnosti lekovite supstance. Upotreba velike
zapremine medijuma kod ovih model supstanci treba da zameni prostor za apsorpciju (Tsume i
sar, 2014).

Kod lekovitih supstanci BCS subklase 2a, predloZeno je uklju€ivanje prostora Zeluca, kao 1
prenosenje Zeluda¢nog sadrzaja (ukljucujuci rastvorenu 1 nerastvorenu lekovitu supstancu, kao 1
PGB) u prostor tankog creva na fizioloski relevantan nacin, kao $to je kinetika prvog reda sa
poluvremenom praznjenja zeluca od oko 15 min. U najve¢em broju sluc¢ajeva koris¢enje 900 ml
PIB trebalo bi da adekvatno simulira sink uslove koji in vivo nastaju usled brze apsorpcije
lekovite supstance. U slucajevima kada je Dozni broj (Do) visok, autori preporucuju izvodenje
ispitivanja u fizioloski relevantnoj zapremini medijuma od 100 ml i ukljucivanje tzv. ,prostora
za apsorpciju® ¢ime bi se kreirali uslovi koji viSe odgovaraju fizioloSkim. Prostor za apsorpciju
se moze uvesti u metodu za ispitivanje brzine rastvaranja ili upotrebom tzv. dvofaznog medijuma
gde je jedna faza vodeni pufer u kome se lekovita supstanca rastvara, a druga organski rastvarac
koji se ne mesSa sa vodom (npr. 1-oktanol) u koji rastvorena lekovita supstanca prelazi, ili
koris¢enjem Caco-2 Celija i vestackih membrana (Tsume i sar, 2014).

Za lekovite supstance BCS subklase 2b, predlozena bioprediktivna metodologija
podrazumeva kori$¢enje prostora zeluca sa 250 ml PGB sa kontrolisanim praznjenjem kinetikom
prvog reda u 100 ml PIB uz ukljucivanje prostora za apsorpciju (narocito ukoliko je Dozni broj
visok). Upotreba PGB i1 PIB, ukljucujuci prenos odgovaraju¢om kinetikom posebno je znacajna
za lekovite supstance subklase 2b zbog njihove visoke rastvorljivosti u zeludaénom sadrzaju,
praceno niskom rastvorljivoscu i potencijalnim taloZenjem u tankom crevu (Tsume i sar, 2014) .
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Bioprediktivna metoda za lekovite supstance BCS subklase 2¢c podrazumeva upotrebu istih
uredaja kao za subklasu 2a, uz primenu drugacijeg medijuma koji simulira crevni sadrzaj. U
ovom slucaju, preparat je potrebno izloziti kontaktu sa 250 ml PGB, a zatim prenos kinetikom
prvog reda u 100 ml PIB koji sadrzi fizioloski relevantnu koncentraciju fizioloskih surfaktanata
tj. zu¢nih kiselina i lipida. Fizioloske zucne kiseline i lipidi mogu poboljsati rastvorljivost nekih
lekovitih supstanci subklase 2c, te je upotreba medijuma kao Sto je FaSSIF posebno relevantna
za predvidanje in vivo ponaSanja lekovitih supstanci subklase 2¢ (Tsume i sar, 2014).

Za lekovite supstance subklasa 2a, 2b i 2c BCS koje su na granici niske i visoke
permeabilnosti, preporucuje se ispitivanje u skladu sa smernicama za subklase 4a, 4b i 4c.

Za razvoj bioprediktivne metode kod lekovitih supstanci BCS klase 3, predlaze se
predtretman preparata sa 250 ml PGB tokom 15 min, sa naknadnim prebacivanjem i preparata i
PGB u 100 ml PIB. Ukoliko je rastvorljivost lekovite supstance u crevnom soku takva da dolazi
do smanjenja u brzini rastvaranja zbog odsustva sink uslova, preporucuje se koriS¢enje
dvofaznog sistema. Ukoliko je neophodno ukljuciti odvojeni prostor za apsorpciju, preporucuje
se upotreba Caco-2 celija ili vestackih membrana. Posebna paznja prilikom razvoja
bioprediktivne metode za lekovite supstance BCS klase 3 mora se posvetiti razmatranju uticaja
transportera i regionalnih razlika u permeabilnosti (Tsume i sar, 2014).

Kao i kod lekovitih supstanci BCS klase 3, usled niske permeabilnosti moze do¢i do
dostizanja koncentracije zasi¢enja lekovite supstance BCS klase 4 u crevnom soku usled
nepostojanja sink uslova i niske rastvorljivosti. Stoga se za ispitivanje lekovitih supstanci BCS
klase 4 (a, b i c¢) preorucuje primena 250 ml PGB u odvojenom prostoru sa kontrolisanim
transferom u 100 ml PIB (za 4a i 4b), odnosno 100 ml PIB sa dodatkom zu¢nih kiselina i lipida
(4c) sa zasebnim prostorom za apsorpciju (Tsume i sar, 2014).

Tabela 1. Pristup razvoju bioprediktivne metode za ispitivanje brzine rastvaranja (preuzeto iz Tsume i

sar, 2014)
BCS FizioloSki Ukljuciti Fiziolo$ki zasnovan crevni Ukljuéiti
subklasa Zasnovan pI’OStOI’ sok pI’OStOI_’_ZEI
Zeludacéni sok Zeluca? apsorpciju??
1 250 ml NeP 900 ml PIB¢ Ne
2a 250 ml Da’ 100 ml PIB Da
2b 250 ml Da’ 100 ml PIB Da
2C 250 ml Da’ 100 ml PIB+zucne kis./lipidi Da
3 250 ml NeP 100 ml PIB Ne
4a 250 ml Da’ 100 ml PIB Da
4b 250 ml Da’ 100 ml PIB Da
4c 250 ml Da’ 100 ml PIB+zucne kis./lipidi Da

& Organski rastvarac (npr.1 —oktanol) moze se koristiti kao prostor za apsorpciju u slucaju supstanci kod kojih je
logDpres> 0,5-1 (Mudie i sar, 2012). Alternativno, mogu se koristiti veStacke membrane ili Caco-2 dvosloj
(Kataoka i sar, 2003, 2013)

® Prethodno tretirati preparat sa PGB u trajanju od 15 min i zatim preneti preparat i PGB u PIB.

d Praznjenje prostora Zeluca kinetikom prvog reda brzinom 2,8 h'* (poluvreme praznjenja 15 min)
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1.3 Uspostavljanje kliniCki relevantnih specifikacija za ispitivanje
brzine rastvaranja lekovite supstance iz preparata

Znacaj 1 pristup definisanju klinicki relevantnih specifikacija za ispitivanje brzine
rastvaranja (engl. clinically relevant dissolution specifications, CRDS) predmet je intenzivnih
razmatranja i diskusija usmerenih na uspostavljanje naucno zasnovanog okvira za njihovu
buducu primenu (Abend i sar, 2018; Grady i sar, 2018; Heimbach i sar, 2019). U zavisnosti od
karakteristika lekovite supstance, farmaceutskog oblika leka i postupka proizvodnje, s ciljem
uspostavljanja klini¢ki relevantnih specifikacija, naj¢eSée je potrebno sprovesti dodatne in vivo
studije koristeci varijante ispitivanog proizvoda u kojima su ciljano varirani neki od kriti¢énih
svojstava materijala ili procesnih parametara koji dovode do promena u brzini rastvaranja
lekovite supstance iz preparata in vitro. Hermans i saradnici (2017) definisali su dva pristupa
razvoju CRDS. Sematski prikaz navedenih pristupa dat je na slici 6.

" Odluka sponzora da 7
izvede in vivo studije

B "‘\\ sa varijantama /,/"
. proizvoda* o
PRISTUP 1 NE -\ ] o DA PRISTUP 2~
| I
Kontrola formulacije i proizvodnog Ispitivanje uticaja formulacije ifili
postupka u definisanim okvirima varijacija u proizvodnom postupku

na in vivo performanse

I
| I | |

Tradicionalni 2a. IVIVK nivoa A 2h. IVIVK nivoa C 2c. "Bezbedni prostor" 2d. In silico IVIVe
pristup
- o Specifikacija Specifikacija
Specifikacija Specifikacija zasnovana na zasnovana nain
Specifikacija prema zasnovana na IVIVK zasnovana na VIV definisanju silico modelovanju
trenutnim _"bezbednoz prostora™
smernicama

Slika 6. Stablo odluke za razvoj klinic¢ki relevantnih specifikacija za brzinu rastvaranja lekovite
supstance iz preparata (preuzeto iz Hermans i sar, 2017)

Pristup 2 podrazumeva izvodenje dodatnih in vivo studija u cilju boljeg razumevanja
uticaja varijabilnosti formulacije 1/ili proizvodnog postupka 1 uocenih razlika u brzini rastvaranja
in vitro na farmakokineticki profil leka. Tokom izvodenja in vivo studija, varijante proizvoda
biraju se tako da se finalno obezbede Siri specifikacijski zahtevi za ispitivane faktore formulacije,
odnosno parametre procesa proizvodnje. Kao §to je prikazano na slici 6, ishod sprovedenih in
Vivo studija moze odgovarati jednom od sledeca Cetiri scenarija: (i) in vitro-in vivo korelacija
(IVIVK) nivoa A, (ii)) IVIVK nivoa C, (iv) klini¢ki utvrden ,bezbedni prostor* i (v)
uspostavljanje in vitro-in vivo ekstrapolacije (IVIVe) zasnovane na in silico modelovanju.

IVIVK nivoa A se moze uspostaviti ako metoda za ispitivanje brzine rastvaranja in vitro
adekvatno predvida in vivo ponaSanje leka. U ovom slucaju, izabrana metoda se moze koristiti za
definisanje kriterijuma prihvatljivosti na osnovu ciljnih vrednosti farmakokinetickih parametara.
IVIVK nivoa A moze se koristiti za podnosenje zahteva za izostavljanje in vivo studija (engl.
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biowaiver) ili kod scale-up i postregistracionih izmena. IVIVK nivoa C se uspostavlja kada je
jedan ili vise farmakokinetickih parametara u korelaciji sa brzinom rastvaranja in vitro u jednoj
ili viSe vremenskih tacaka. U ovom slu¢aju profil brzine rastvaranja in vitro se ne moze koristiti
za predvidanje celokupnog farmakokinetckog profila leka. Klini¢ki utvrden ,,bezbedni prostor*
(engl. safe space) za brzinu rastvaranja in vitro moze se definisati kada ispitivane varijante
proizvoda pokazuju prihvatljive farmakokineticke performanse, ali se medu njima uocavaju
razlike u brzini rastvaranja in vitro. IVIVe zasnovana na in silico modelovanju podrazumeva
uspostavljanje veze izmedu brzine rastvaranja in vitro i farmakokineti¢kog odgovora upotrebom
fizioloski zanovanih farmakokineti¢kih/biofarmaceutskih modela (engl. physiologically based
pharmacokinetic / biopharmaceutics modeling, PBPK/PBBM), a model omogucava
identifikaciju in vitro profila brzine rastvaranja koji ¢e obezbediti Zeljeni klini¢ki u¢inak leka
(Hermans i sar, 2017; McAllister i sar, 2019).

U literaturi postoje ogranic¢eni primeri uspostavljanja IVIVK nivoa A u slucaju preparata sa
trenutnim oslobadanjem koji sadrze lekovite supstance koje pripadaju BCS klasi 1/3 ili 4 s
obzirom da kod ovih supstanci brzina rastvaranja nije ograni¢avaju¢i korak za apsorpciju. Sa
druge strane, uspostavljanje IVIVK nivoa C i klini¢ki utvrdenog ,,bezbednog prostora® se moze
oc¢ekivati za veéinu lekovitih supstanci. Kod preparata sa modifikovanim oslobadanjem lekovite
supstance potrebno je poznavati celokupan profil koncentracije leka u plazmi, te se preporucuje
upotreba IVIVK nivoa A.

Izvodenje klinickih studija kako bi se ispitao klinicki u€inak razli¢itih varijanti proizvoda i
definisale klinicki relevantne specifikacije za brzinu rastvaranja moze predstavljati prakti¢ni
izazov u nekim slu¢ajevima, ili neopravdan iz etickih aspekata. Primeri ukljuc¢uju visokopotentne
lekovite supstance koje se ne mogu davati zdravim ispitanicima, kao $to su antitumorski lekovi.
Pored toga, za neke lekove, kao $to su lekovi za retke bolesti, ulaganje u izradu vise varijanti
proizvoda 1 izvodenje viSe studija bioloSke raspolozivosti kako bi se definisale klinicki
relevantne specifikacije nije prakti¢no. U ovim situacijama bi¢e potrebni alternativni pristupi da
se osigura da ¢e predlozena metoda ispitivanja brzine rastvaranja i predlozena specifikacija
osigurati odgovarajuéi klinicki u¢inak leka, a oni mogu, pre svega, biti zasnovani na in silico
modelovanju i simulacijama (McAllister i sar, 2019)

McAllister 1 sar (2019) isti€u da je prilikom definisanja klinicki relevantnih specifikacija,
neophodna integracija podataka o efikasnosti i bezbednosti leka, odnosno pomeranje od
specifikacija koje obezbeduju slicne farmakokineticke profile leka ka specifikacijama koje se
zasnivaju na terapijskim ishodima. Skorije inicijative predlazu uvodenje i primenu Plana
aktivnosti za procenu biofarmaceutskog rizika (engl. Biopharmaceutics Risk Assessment
Roadmap, BioRAM) kako bi se ovo obezbedilo (Selen i sar, 2014; Dickinson i sar, 2016; Selen i
sar, 2020). BioRAM predstavlja ,,inovativnu strategiju za razvoj lekova usmerenu ka pacijentu,
uz primenu integrisanog sistemskog pristupa zasnovanog na osnovnim biofarmaceutskim
konceptima, uvidu u klini¢ku situaciju 1 definisanim terapijskim ciljevima*® (Cviji¢ 1 sar, 2020).
U okviru BioRAM pristupa, gradi se razumevanje veza izmedu karakteristika farmaceutskog
oblika leka 1 ciljnog terapijskog ishoda. Kona¢ni cilj je razvoj efikasnog 1 bezbednog leka
dizajniranog u skladu sa potrebama i1 o¢ekivanjima pacijenata (Selen i sar, 2014).

2. Integrisani biofarmaceutski pristup u razvoju |
karakterizaciji lekova

Integrisani biofarmaceutski pristup u razvoju i karakterizaciji lekova ima za cilj da ubrza
razvoj efikasnih i bezbednih lekova u skladu sa potrebama i o¢ekivanjima pacijenata. In silico
modelovanje 1 simulacija prepoznato je kao jedan od znaajnih alata u biofarmaceutskoj
karakterizaciji lekova i naslo je Siroku primenu u oblasti farmacije. Medu in silico modelima sve
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Siru  primenu nalaze fizioloSki zanovani farmakokineti¢ki/biofarmaceutski  modeli
(PBPK/PBBM) §to se ogleda u sve ve¢em broju radova koje se bave ovom tematikom, a posebno
veliki korak je implementacija ovog koncepta u regulatorna dokumenta.

2.1 Pojam i principi fizioloSki zasnovanog farmakokineti¢kog
/biofarmaceutskog modelovanja

PBPK modeli predstavljaju univerzalno prihvacen alat koji se u okviru biofarmaceutske
karakterizacije lekova koristi za mehanisticko tumacenje i predvidanje apsorpcije, distribucije,
metabolizma i ekskrecije (ADME) lekovite supstance u organizmu (Reddy i sar, 2013). PBPK
modeli se mogu prosiriti da simuliraju farmakodinamiku lekova (PD) i u tom slucaju radi se o
PBPK/PD modelima. Nedavno je uveden i1 pojam fizioloSki zasnovano biofarmaceutsko
modelovanje (PBBM) kako bi se opisao pristup modelovanju koji je pre svega orjentisan ka
uspostavljanju veze izmedu bioprediktivnog in vitro ispitivanja brzine rastvaranja i
mehanistiCkog modelovanja apsorpcije leka (Bermejo, 2020).

Fizioloski zasnovano modelovanje ADME karakteristika leka zasniva se na tri seta ulaznih
podataka: (i) biofarmaceutskim svojstvima (fizickohemijske i farmakokineticke karakteristike)
lekovite supstance, (ii) svojstvima formulacije 1 (iii) fizioloskim karakteristikama ciljne
populacije/reprezentativnog pojedinca populacije. Ulazni podaci mogu biti preuzeti iz literature,
eksperimentalno odredeni i/ili in silico predvideni. Modelovanje se vr$i setom diferencijalnih
jednacina koje opisuju vezu izmedu unetih parametara (Grbi¢ i sar, 2013). Jedan od izazova u
razvoju PBPK/PBBM modela je dostupnost relevantnih podataka o fizioloSkim parametrima
populacije, naroCito za posebne populacije kao Sto su pedijatrijska, gerijatrijska, trudnice i
populacije sa odredenom boles¢u (Hartmanshenn i sar, 2016). Takode, potreban je kriticki
pristup prilikom odabira relevantnih vrednosti parametara s obzirom da u literaturi moze biti
dostupan veliki broj razli¢itih podataka.

U literaturi se mogu naci primeri razvoja sopstvenih PBPK modela, ali je mnogo cesca
upotreba komercijalnih softverskih paketa, kao §to su GastroPlus™, Simcyp® i PK-Sim®.
Komercijalni softverski paketi imaju unete baze podataka o relevantnim fizioloskim parametrima
za razli€ite populacije, te ne zahtevaju programerske vestine, odnosno predstavljaju tzv. ,,user
friendly* programe. Simulacije se mogu izvoditi za reprezentativnog pojedinca populacije ili
¢itavu populaciju kada se mozZe simulirati 1 interindividualna varijabilnost (Jamei 1 sar, 2009;
Kostewicz i sar, 2014).

Iako softverski paketi razli¢itih proizvodaca imaju odredene specifi¢nosti, generalno svi
obuhvataju prikaz relevantnih organa/tkiva povezanih sa sistemskom cirkulacijom. Slika 7
ilustruje primer modela integrisanog u softverski paket Simcyp® (Ji i sar, 2019).

Softverski paket Simcyp® (Simcyp Limited, Velika Britanija) zasnovan je na unapredenom
modelu rastvaranja, apsorpcije i metabolizma (engl. Advanced Dissolution Absorption and
Metabolism, ADAM). U okviru ovog modela GI trakt je podeljen na devet prostora (zeludac,
sedam prostora tankog creva, kolon) (slika 7), a lekovita supstanca se u svakom od njih moze
naci kao neoslobodena, nerastvorena, rastvorena i1 degradirana. Program omogucava pracenje
supersaturacije i precipitacije, a lek moze biti primenjen kao prezasi¢eni rastvor ili do
supersaturacije moze do¢i zbog promene u rastvorljivosti pri prelasku iz jednog u drugi prostor
gastrointestinalnog trakta. Model daje moguénost proucavanja razli¢itih farmaceutskih oblika
(tablete sa trenutnim oslobadanjem, tablete sa modifikovanim oslobadanjem 1 dr.) za koje se ili
unose eksperimentalno dobijeni profili brzine rastvaranja ili se brzina rastvaranja predvida
Wang-Flanagan modelom, uzimajuéi u obzir sve relevantne faktore (zapremina intestinalne
tecnosti, hidrodinamika, razlicita rastvorljivost u razli¢itim segmentima gastrointestinalnog
trakta). Efektivha permeabilnost se moze predvideti na osnovu eksperimentalnih vrednosti
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dobijenih ispitivanjem na kulturama celija ili veStackim membranama (Caco-2, MDCK, LLC-
PKI1, PAMPA i dr.) ili na osnovu fizickohemijskih osobina lekovite supstance (povrSina
polarnog dela molekula i broja donora vodoni¢nih veza).

Ovaj model uzima u obzir populacione parametre i interindividualnu varijabilnost u
pogledu fizioloskih uslova na gladno i nakon primene obroka, kao 1 karakteristike specificne za
vrstu, uzrast, rasu i oboljenja (Kostewicz i sar, 2014). ADAM model uzima u obzir varijabilnu
brzinu praznjenja zeluca za razliCite farmaceutske oblike lekova, interindividualne razlike u
vremenu prolaska kroz gastrointestinalni trakt, razli¢ite pH vrednosti gastrointestinalnih te¢nosti
u zavisnosti od uzrasta, populacije i unosa hrane, kao i varijabilnost zapremine i sastava
fizioloskih tecnosti. Informacije o razli¢itim enzimima i regionalnoj distribuciji transportera u
éelijama epitela creva takode su integrisane u Simcyp® model (Harwood i sar, 2012). Time je
omoguceno simuliranje uticaja metabolizma i aktivnog transporta u enterocitima, ali i ispitivanje
interakcija izmedu lekova na ovom nivou (Neuhoff i sar, 2013). Osim toga, model daje
mogucnost predvidanja efekata hrane na proces apsorpcije promenom navedenih fizioloskih
uslova. Simulacije je moguce sprovesti na populaciji zdravih dobrovoljaca gde referentnu osobu
predstavlja dvadestepetogodiSnji muskarac, tezine 70 kg ili na nekoj drugoj ciljnoj populaciji
(Jamei i sar, 2009).
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Slika 7. Sematski prikaz osnovnih elemenata PBPK (levo) i ADAM (desno) modela u okviru
Simcyp® programskog paketa (preuzeto iz Ji i sar, 2019)

ADAM model je povezan sa farmakokinetickim modelom jednostavnim prostornim
(jedno-, dvo- ili troprostornim) modelom ili potpunim PBPK modelom u zavisnosti od toga koja
se opcija odabere. Prostorni model je relativno jednostavan, ali zahteva prethodno poznavanje
farmakokinetickih parametara leka (klirens, volumen distribucije i dr.). Potpuni PBPK model
opisuje raspodelu lekovite supstance u pojedina¢nim tkivima/organima pri ¢emu raspodela za
svako tkivo/organ moze biti ograni¢ena perfuzijom krvi u tkivo (engl. perfusion limited) ili
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permeabilnos¢u supstance (engl. permeability limited) (Jones i Rowland-Yeo, 2013). Svako
tkivo/organ je predstavljeno kao zasebna celina, opisana odgovaraju¢im setom parametara, a sva
tkiva/organi su povezani sistemskom cirkulacijom.

Podruc¢je primene PBPK/PBBM modela je vrlo Siroko, ali pre primene neophodno je
model razviti i validirati (slika 8) $to u vecini slu¢ajeva predstavlja najduzi korak. Modeli se
razvijaju kao lek-specifi¢ni, a prethodno je neophodno prikupiti ulazne podatke, najbolje
izvodenjem eksperimenata. Literaturne podatke je potrebno pazljivo evaluirati s obzirom da
vrednosti pojedinih parametara mogu znacajno varirati. Ukoliko neki od parametara nije
cksperimentalno odreden, moze se predvideti in silico. Validacija modela predstavlja
neizostavan korak kako bi se potvrdila prediktivna mo¢ modela, ali ona je moguca samo U
slucajevima kada su dostupni podaci iz klini¢kih studija.

. * Prikupljanje podataka (eksperimentalni ili in
Razvoj modela silico predvideni)
» Optimizacija parametara

* Definisanje tac¢nosti predvidanja u odnosu na
referentne podatke iz klinickih studija

Validacija modela

» Analiza osetljivosti parametara

» Predvidanje uticaja hrane na apsorpciju

* Mehanisticko proucavanje procesa apsorpcije

» Farmakokineticki ishod sa razliite rezime
doziranja

* Virtuelne studije BR/BE

* Prikupljane podataka za regulatorne aplikacije

» IVIVK

Primena modela

Slika 8. Tok postupka in silico modelovanja/simulacija

U literaturi su opisana tri pristupa PBPK/PBBM modelovanju, tzv. ,bottom-up®, ,.top-
down* i ,,middle-out” pristup. U ranim fazama razvoja leka, kada klinicki podaci nisu dostupni,
simulacije se mogu izvoditi isklju¢ivo na osnovu pretklinickih i/ili in silico predvidenih
vrednosti i takav pristup u literaturi se sre¢e pod nazivom ,,bottom-up“. Kod ovog pristupa mogu
se ocekivati neslaganja izmedu predvidenih 1 podataka koji ¢e se u kasnijim fazama dobiti u
klini¢kim studijama. Neslaganja prvenstveno poti¢u od nepouzdanosti ulaznih parametara koji se
koriste za simulaciju. U slucaju kada se podaci iz klini¢kih studija koriste kao ulazni podaci
govorimo o ,,top-down* pristupu i odnosi se na situacije kada se vrednosti parametara modela
optimizuju kako bi se postiglo bolje slaganje sa podacima iz farmakokinetickih studija. Za
dodatni razvoj i validaciju modela moze se koristiti i kombinovani tzv. ,,middle-out* pristup koji
predstavlja kombinaciju prethodna dva pristupa.
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2.2 Primena u razvoju, proizvodnji i regulativi lekova

Veliki broj objavljenih radova ukazuju na sve veéi znacaj modelovanja/simulacija u
razvoju farmaceutskih preparata. lako se najveéi broj studija odnosi na oralni put primene leka,
sve je viSe primera u literaturi u kojima se istrazivanja odnose i na druge puteve primene
(okularni, pulmonalni, dermalni i dr.). PBPK/PBBM modelovanje nalazi primenu u razli¢itim
fazama razvoja leka, pocev od definisanja strategije za izbor formulacije, preko izbora optimalne
formulacije, definisanja kritinih karakteristika kvaliteta, klinicki relevantnih specifikacija,
uspostavljanja in vitro-in vivo korelacije, kao podrSka zahtevu za biowaiver i td (Jamei i sar,
2020; Lin i sar, 2022; Mille i sar, 2019; Mitra i sar, 2021)

PBPK/PBBM modelovanje je uspeSno koriS¢eno u ispitivanju uticaja lekova koji
povecavaju pH vrednost Zeludacnog sadrzaja (antagonisti H2 receptora, inhibitori protonske
pumpe i antacidi) na apsorpciju lekovitih supstanci tipa slabih baza. Naime, u literaturi se mogu
sresti brojni primeri lek-lek interakcija povezanih sa pH vredno$éu gde je zabelezeno smanjenje
bioloSke raspolozivosti lekovite supstance ¢ak i do 10 puta, usled povisene pH vrednosti
zeludacnog sadrzaja (Mitra i sar, 2021). S obzirom na veliki klini¢ki znacaj ovih interakcija,
ulazu se brojni napori kako bi se one bolje razumele i izbegle (Dodd 1 sar, 2019; Mitra 1
Kesisoglou, 2013). U literaturi se ¢ak mogu pronaci preporuke kako proceniti ovaj vid
interakcija u fazi razvoja lekova, mada zvani¢ne smernice ne postoje (Mitra i sar, 2021).

Kesisoglou i sar (2018) istakli su znacaj koriS¢enja rezultata in vitro ispitivanja brzine
rastvaranja kao ulaznih parametara za PBPK/PBBM modelovanje. U tom pogledu, veoma su
znacajni napori da se razviju bioprediktivne metode ispitivanja brzine rastvaranja koje bi
adekvatno simulirale ove interakcije in vitro (Litou i sar, 2016; Segregur i sar, 2019). Parrott i sar
(2016) ispitivali su uticaj esomeprazola na apsorpciju alcetiniba pomoc¢u PBBM modelovanja.
Rezultati simulacija doprineli su definisanju preporuka za istovremenu primenu alectiniba sa
lekovima koji uticu na pH vrednost Zeluda¢nog sadrzaja.

Paraiso 1 sar. (2020) ispitivali su moguénost razvoja PBPK modela i definisanja klinicki
relevantnih specifikacija za ispitivanje brzine rastvaranja zolpidema, sedativa koji se koristi u
terapiji poremecaja spavanja. Naime, za lekove koji se koriste u terapiji poremecaja spavanja,
vreme postizanja maksimalne koncentracije u plazmi je vrlo znaCajan parametar kako bi se
postiglo brzo delovanje, o ¢emu se mora posebno voditi raCuna prilikom zamene lekova u
terapiji. Isti autori razmatrali su 1 uticaj hrane na oslobadanje 1 apsorpciju zolpidema s ciljem
definisanja ,,bezbednog prostora“ za brzinu rastvaranja lekovite supstance iz tableta.
PBPK/PBBD model razvijen je koriséenjem komercijalnog Simcyp® softverskog paketa i seta
farmakokinetickih i farmakodinamickih podataka 1 rezultata in vitro ispitivanja brzine
rastvaranja. Model je koris¢en za identifikaciju klini¢ki relevantnih specifikacija za in vitro
brzinu rastvaranja. Simulacije su omogucile definisanje klinicki relevantnih specifikacija za
brzinu rastvaranja i pokazano je da ako se 85% lekovite supstance rastvori tokom 45 min,
oc¢ekuje se minimalan uticaj na farmakokineticki profil leka. Rezultati dobijeni PBPK
simulacijama ukazuju da je regulatorni zahtev >85% rastvorene lekovite supstance nakon 30 min
isuvise restriktivan. Takode se doSlo do zaklju¢ka da je preporucljivo izbegavati uzimanje
zolpidem tableta uz i odmah nakon obroka, §to je i navedeno u uputstvu za lek Stilnox®.

Jedna od opcija PBPK/PBBM modela je analiza osetljivosti parametara (engl. parameter
sensitivity analysis, PSA) koja nalazi veliku primenu kako bi se procenio uticaj odredenih
parametara (npr. veli¢ine Cestica, rastvorljivosti itd.) na izlazni parametar od interesa (npr.
koncentracija leka u plazmi, frakcija apsorbovanog leka, vreme postizanja maksimalne
koncetracije leka u plazmi i dr.). Analiza osetljivosti parametara omogucava identifikaciju
kriticnih parametara koji utiCu na obim i brzinu apsorpcije oralno primenjenih lekova. Analiza
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osteljivosti parametara se moze koristiti za razumevanje mogucih razloga niske bioloske
raspolozivosti lekova, kao i velike varijabilnosti medu populacijom (Mitra i sar, 2021).

Mathias i Crison (2012) prikazali su slu¢aj gde je PBPK modelovanje, kao i opcija analize
osetljivosti parametara, uspesno koris¢eno u ranim fazama razvoja formulacije kako bi se
umanjio uticaj pH vrednosti na rastvaranje i apsorpciju lekovite supstance. Kori$¢ena je model
supstanca tipa slabe baze sa pH-zavisnom rastvorljivos¢u u fizioloskom opsegu pH vrednosti, $to
ukazuje da kod pacijenata kod kojih je pH vrednost Zeluda¢nog sadrzaja izmenjena (pacijenti sa
ahloridijom ili pacijenati koji uzimaju antacide, H2-blokatore ili inhibitore protonske pumpe)
moze do¢i do smanjene apsorpcije leka zbog precipitacije do koje moze doci zbog povisenih
vrednosti pH u Zelucu. Stoga je razvijen lek-specifitan model koris¢enjem GastroPlus™
softverskog paketa, i sprovedena analiza osetljivosti parametara za dva izabrana ulazna
parametra (pH vrednost u Zelucu i veli¢ina Cestica lekovite supstance). Simulacije su pokazale
da, ukoliko se veli¢ina Cestica odrzava ispod odredene vrednosti (u ovom sluc¢aju 100 um), pH
vrednost zeludanog sadrzaja necée uticati na profil brzine rastvaranja i apsorpcije. Ovaj primer je
pokazao da relativno jednostavna strategija u formulaciji moZe omoguditi prevazilazenje
problema niske bioloske raspolozivosti lekovite supstance kod odredenih pacijenata. Pored toga,
in silico dobijeni podaci koris¢eni su da se opravda postavljeno ograni¢enje za veli¢inu Cestica
pred regulatornim organima. U literaturi se mogu pronaci brojni drugi primeri kori§¢enja in
silico modelovanja i analize osetljivosti parametara za definisanje specifikacija za veli¢inu
Cestica lekovite supstance (Parrott i sar, 2014; Pepin i sar, 2016; Li i sar, 2019).

Stillhart i sar. (2019) prikazali su zanimljiv slu¢aj gde je PBPK modelovanje koris¢eno
kako bi se usmerio razvoj formulacije za pedijatrijsku populaciju i kako bi se ubrzao pocetak
izvodenja in vivo studije na pedijatrijskim pacijentima. Radi se o razvoju oralnog rastvora za
pedijatrijsku populaciju sa lekovitom supstancom tipa slabe baze koja pokazuje pH-zavisnu
rastvorljivost u fizioloSkom opsegu pH vrednosti i visoku permeabilnost. U prvoj fazi, razvijen je
PBBM model za odrasle koriste¢i farmakokineticke podatke iz faze 1 klinickog ispitivanja.
Model je predvideo brzu i potpunu apsorpciju lekovite supstance kod odraslih bez precipitacije
po prelasku u tanko crevo. Potom je model skaliran da bi se koristio kod pedijatrijske populacije.
Analiza osetljivosti parametara je pokazala da u pedijatrijskoj populaciji permeabilnost, pH
vrednost u Zelucu 1 tankom crevu 1 konstanta precipitacije nemaju zna¢ajnog uticaja na biolosku
raspolozivost lekovite supstance. Takode je pokazano da se izvestan stepen precipitacije moze
ocekivati jedino u slucaju snizene koncentracije Zucnih soli u intestinumu. Na osnovu PBBM
modelovanja zakljuceno je da se formulacija sli¢éno ponasa kod pedijatrijske populacije kao i kod
odraslih osoba $to je ubrzalo otpocinjanje klinickog ispitivanja u pedijatrijskoj populaciji. Dobra
predvidanja pedijatrijskog modela su kasnije potvrdena farmakokineti¢kim podacima dobijenim
u farmakokineti¢koj studiji na 33 novorodencadi.

Pokazano je da uzimanje hrane uti¢e na farmakokinetiku ¢ak 40% oralnih preparata
registrovanih u poslednjih 10 godina (Pepin 1 sar, 2021), te je itekako znacajno predvideti 1
okarakterisati ovaj uticaj. lako trenutno vazece regulatorne smernice prihvataju samo rezultate
klinickih studija u dokazivanju uticaja hrane na farmakokinetiku leka, u literaturi se mogu
pronaci brojni primeri procene ovog uticaja koris¢enjem PBPK/PBBM. Neki od njih sumirani su
u radovima Kesisoglou (2020) i Cheng i Wong (2020). Pepin i saradnici (2021) su dali detaljan
prikaz ,,middle-out” pristupa modelovanju kako bi predvidali uticaj hrane kod vise razlicitih
model supstanci. Bilo je neophodno kombinovanje ,,bottom-up* pristupa uz izvesnu optimizaciju
kljuénih parametara kako bi se postiglo adekvatno predvidanje uticaja hrane na izabrane model
supstance (furosemid, nefazodon i aprepitant). Kod furosemida je, na primer, bilo neophodno
definisati apsorpcioni prozor, dok je kod aprepitanta sprovedeno ispitivanje brzine rastvaranja u
biorelevantnom medijumu i dobijeni profili su korisc¢eni kao ulazni parametari, kako bi se dobila
adekvatna predvidanja. Jereb 1 saradnici (2019) ispitivali su uticaj hrane na bioloSku
ekvivalenciju dve formulacije koje sadrze razlicite forme lekovite supstance (amorfna i kristalna)
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koja pripada BCS klasi 2. Razvijeni PBPK model pokazao se uspeSnim u predvidanju uticaja
hrane na razlicite kristalne forme ispitivane model supstance.

PBPK/PBBM modelovanje se takode moze Koristiti za uspostavljanje in vitro-in vivo
korelacije/veze tako da se in vitro ispitivanje brzine rastvaranja moze koristiti za procenu uticaja
faktora koji ¢e uticati na bioloSku raspolozivost i definisanje klinicki relevantnih specifikacija,
kao i prilikom obrazloZenja predloga za ,,biowaiver* (Bermejo i sar, 2020; Wu i sar, 2021;
Yuvaneshwari i sar, 2022).

PBPK/PBBM modelovanje moze se sprovoditi na reprezentativnom pojedincu populacije,
ali vrlo Cesto je znafajno simulacije izvoditi na grupi virtuelnih subjekata kako bi se predvidela
interindividualna varijabilnost. Garcia i sar (2021a) pokusali su da visoku varijabilnost Cmax 1 PIK
za tablete sa trenutnim oslobadanjem aciklovira objasne simulacijama na virtuelnim subjektima.
PBBM je pokazalo da je aciklovir supstrat organskog katjonskog transportera, te da je njegov
izrazen polimorfizam odgovoran za varijabilnu farmakokinetiku aciklovira. Dodatno, PBBM
modelovanje je pokazalo da ovaj uticaj prevazilazi uticaj brzine rastvaranja, te da u ovom slucaju
veoma brzo rastvaranje nije neophodno za BCS zasnovan ,,biowaiver . Brojne studije ukazuju
na znacaj ovog pristupa pri razvoju lekova i definisanju preporuka za doziranje za odredene
populacije pacijenata, kao Sto su pedijatrijska populacija (Gerhart i sar, 2021; Wang i sar, 2021),
gerijatrijska populacija (Chetty i sar, 2018; Rashid i sar, 2021) ili populaciju pacijenata sa
odredenom boles¢u (Heimbach i1 sar, 2020).

Radova u kojima je ispitivana uspesnost PBPK/PBBM modelovanja u razvoju formulacija
za ostale puteve primene lekova jo§ uvek je malo 1 novijeg su datuma. Ladumor i Unadkat
(2022) koristili su PBPK modelovanje kako bi predvideli regionalnu raspodelu u plué¢ima i
sistemsku bioraspolozivost nakon inhalacione primene morfina i nikotina. Koristili su opciju
analize osetljivosti parametara kako bi ispitali uticaj relevantnih parametara na obim i raspodelu
ispitivanih lekovitih supstanci u plu¢ima, njihovu apsorpciju i koncentraciju u plazmi. Model se
pokazao uspesnim u predvidanju raspodele lekovitih supstanci u plu¢ima i njihove koncentracije
u plazmi, te je zaklju¢eno da se PBPK modelovanje moZe uspe$no Kkoristiti u razvoju
inhalacionih preparata. U studiji Le Merdy i saradnika (2019) opisana je upotreba okularnog
modela u mehanisti¢koj interpretaciji interakcije izmedu karakteristika formulacije (veli¢ina
Cestica 1 viskozitet) 1 fizioloskih faktora na lokalnu raspolozivost kapi za oci tipa suspenzije. U
drugoj studiji, Le Merdy i saradnici (2022) koristili su okularni model u okviru GastroPlus™
softverskog paketa kako bi izvrSili ekstrapolaciju rezultata dobijenih na zeCevima za kapi za oci
sa moksifloksacinom na ljude. Model se pokazao uspesnim u predvidanju koncentracije leka u
kornei 1 o¢noj vodici na osnovu rezultata dobijenih na zecevima. Model usne duplje koris¢en je u
brojnim studijama kako bi se predvidela bioloska raspoloZivost iz razli¢itih doziranih oblika za
primenu u usnoj duplji kao S§to su oralno-disperzibilni filmovi (Chen i sar, 2020), sublingvalne
tablete (Xia i sar, 2015; Santos, 2021) i dr.

Veliki korak koji je uticao na Siru primenu PBPK/PBBM modelovanja je implementacija
ovog koncepta u regulatorna dokumenta i smernice. Vodec¢i regulatorni organi prepoznali su
znac¢aj PBPK/PBBM modelovanja i1 tokom prethodnih nekoliko godina uloZili su velike napore
da pripreme relevantne vodic¢e. Nedavno izdati vodic¢i na ovu temu ukljucuju:

v" Guideline on the reporting of physiologically based pharmacokinetic (PBPK) modelling
and simulation, publikovan od strane Evropske agencije za lekove u decembru 2018. godine
(stupio na snagu u julu 2019. godine);

v" Physiologically Based Pharmacokinetic Analyses Format and Content Guidance for
Industry, publikovan od strane Americke agencije za hranu i lekove u septembru 2018.
godine;
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v The Use of Physiologically Based Pharmacokinetic Analyses-Biopharmaceutics
Applications for Oral Drug Product, draft verzija publikovana od strane Americke agencije
za hranu i lekove u oktobru 2020. godine;

v ICH Guideline E11A on pediatric extrapolation, draft verzija publikovana od strane
Evropske agencije za lekove u aprilu 2022. godine;

v ICH Guideline M12 on drug interaction studies, draft verzija publikovana od strane
Evrospke agencije za lekove u julu 2022. godine.

lako regulatorni organi podrzavaju upotrebu PBPK/PBBM modelovanja, broj odobrenja
regulatornih organa koja su delimiéno ili potpuno zasnovana na in silico generisanim podacima i
dalje je prili¢no ograni¢en (EMA, 2016; Luzon i sar, 2017; Grimstein i sar, 2019; Wang, 2019).
Vecéina zahteva odnosi se na upotrebu PBPK/PBBM modelovanja za predvidanje lek-lek
interakcija, a znacajno manje za predvidanje apsorpcije i bioloske raspolozivosti u posebnim
populacijama (pedijatrijska, trudnice i td.), za procenu uticaja hrane, mehanisticko proucavanje
uticaja enzima i transportera na biolosku raspolozivost, za individualizaciju terapije i sli¢no
(Mitra i sar, 2021).

2.3 Kiriti¢ki pristup razvoju, validaciji i primeni PBPK/PBBM
modela

Tokom prethodnih nekoliko decenija PBPK/PBBM modelovanje unapredeno je u vrlo
korisnu alatku u biofarmaceutskoj karakterizaciji lekova i naslo je svoje mesto u razli¢itim
fazama razvoja lekova. Komercijalizovano je nekoliko softverskih paketa koji predstavljaju
,nuser-friendly  opciju PBPK/PBBM modelovanja. Veliki broj publikacija u vode¢im
medunarodnim Casopisima, kao 1 odredeni broj regulatornih odobrenja govore u prilog ¢injenici
da, kada se pravilno koristi, PBPK/PBBM modelovanje moze znacajno unaprediti razvoj
farmaceutskih preparata. Sugano (2021) ipak isti¢e da moramo biti izuzetno oprezni kako se ,,ne
bismo izgubili u modelovanju i simulaciji*.

Naime, nedavne sistematske evaluacione studije slucajeva ukazuju na nisku prediktivnu
mo¢ ,,bottom-up* pristupa, Sto je posledica jo§ uvek nedovoljnog poznavanja fiziologije ¢oveka
(Sjorgen i sar, 2016; 2017; Darwich i sar, 2017; Matsumura i sar, 2020; Ahmad i sar, 2020). Ovo
je naroCito izrazeno za odredene populacije, kao Sto su pedijatrijska ili gerijatrijska, kao i
populaciju pacijenata sa odredenom boles¢u, s obzirom da jo$ uvek nisu poznate vrednosti svih
parametara koji prate odredena patoloSka stanja. Iz toga proizilazi da se u gotovo svim studijama
slucaja koristi optimizacija parametara kako bi se simulirana kriva koncentracije leka u plazmi
Sto bolje poklapala sa klinickim podacima. Nakon simulacije, kriva koncentracije leka u plazmi
se gotovo savrSeno se poklapa sa in vivo podacima. Medutim, ovo savrSeno poklapanje ne
potvrduje validnost svih koriS¢enih parametara 1 jednacina modela. Naime, optimizacija jednog
parametra, naroCito ukoliko se ne definiSe odgovarajuce obrazloZenje za optimizovanu vrednost,
moze sakriti greSke drugih parametara. Zato je optimizaciju neophodno izvoditi vrlo obazrivo, a
optimizovani model je neophodno validirati na osnovu seta klini¢kih farmakokinetickih podataka
koji nije koriS¢en za optimizaciju modela.

Sa druge strane, vrednosti fizioloskih parametara dostupne u literaturi pokazuju velike
varijacije (pH vrednost Zeluda¢nog i crevnog sadrzaja, koncentracija Zu¢nih soli, puferski
kapacitet i dr). Osim toga, istraziva¢ se moze nac¢i u dilemi koju od dostupnih literaturnih
vrednosti za odredeni parametar je optimalno koristiti. Naime, danas je dostupan veliki broj
razli¢itih metoda za odredivanje permabilnosti, in vitro brzine rastvaranja, rastvorljivosti itd. te je
potreban kriticki pristup u izboru klinicki relevantnih vrednosti parametara. U buducénosti
potrebno je usaglasiti fizioloSke parametre i diferencijalne jednacine razli¢itih modela kako bi
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rezultati simulacija bili uporedivi. Pored toga, potrebno je koristiti standardizovane metode za
odredivanje fizickohemijskih i1 biofarmaceutskih parametara vezanih za lekovitu supstancu (Ono

i sar, 2019).

,Middle-out“ pristup podrazumeva da su neki parametri PBPK modela dobijeni u in vitro
ispitivanjima, dok se drugi izraCunavaju iz klinickih podataka. Navedeni pristup u literaturi se
Cesto srece i kao ,,local middle-out™ pristup i prilikom izveStavanja veoma je vazno da se navede
u odeljku o metodama. Brojne studije isti¢u da neadekvatna upotreba ,,local middle-out* pristupa
moze smanyjiti kredibilitet PBPK modelovanja (Li i sar, 2018; Peters i Dolgos, 2019). ,,Local
middle-out potreban je kada ,bottom-up“ predvidanje nije zadovoljavaju¢e za predvidenu
namenu. Siroko rasprostranjena upotreba ovog pristupa govori u prilog rezultatima sistemskih
evaluacija koje ukazuju da trenutni PBPK modeli zahtevaju dodatna poboljSanja. Neslaganja
izmedu predvidanja ,,bottom-up“ metodom i klinickih podataka treba pazljivo analizirati s
obzirom da se iz toga mogu izvesti zakljucci kako poboljsati jednacine 1 parametre modela.
,,Global middle-out” pristup koristi se kada neki fizioloski parametar nije dostupan u literaturi,
gde se on procenjuje na osnovu podataka iz viSe farmakokinetickih studija i za viSe razlicitih
lekovitih supstanci.

VVeoma bitan aspekat in silico modelovanje je adekvatno izvestavanje. Transparentnost i
ponovljivost moraju biti obavezni elementi izvestaja u oblasti PBPK modelovanja kako bi se
obezbedio njegov kredibilitet (EMA, 2018; Shebley i sar, 2018). Ocekuje se da autori moraju
pisati radove Sto je moguce transparentnije kako bi omogudili uvid recenzentima i osigurali
ponovljivost nezavisnih tre¢ih strana. U uvodnom delu potrebno je detaljno objasniti svrhu
PBPK modelovanja. Treba definisati pitanje od interesa i kontekst upotrebe PBPK modelovanja
(Kuemmel 1 sar, 2020). Nijedan model nije univerzalan i treba izabrati matematicki model koji
odgovara odredenoj nameni. Trebalo bi obrazloziti odabir PBPK modela. PBPK model treba
izabrati s obzirom na svrhu modelovanja, ali i dostupne podatke u svakoj fazi razvoja leka. U
ranim fazama razvoja leka, jednostavan PBPK model moze biti dovoljan. U kasnijim fazama
razvoja leka i nekon dobijanja dozvole za lek, slozeniji PBPK model moze biti potreban za
istrazivanje kompleksnijih klinic¢kih situacija.

Jednacine primenjenog modela, fizioloSki parametri i karakteristike lekovite supstance
moraju biti eksplicitno navedeni ili moraju biti date odgovarajuce reference na njih, kako bi se
omogucila odgovarajuca recenzija i ponovljivost. Eksperimentalni deo treba da bude napisan $to
je moguce detaljnije kako bi se omogucila reprodukcija modelovanja. Ova tacka je kriti¢na za
osiguranje kredibiliteta istrazivanja. Ako deo modela nije otkriven, taj deo postaje tzv. ,,crna
kutija®. PoSto crna kutija moze da maskira greSke u bilo kom delu modela, kredibilitet
celokupnog istraZzivanja moze biti narusen postojanjem samo jednog neotkrivenog dela (Sugano,
2021). Konac¢no i najvaznije, da bi se obezbedio razvoj pouzdanih modela, neophodan je
multidisciplinarni  pristup eksperata iz razli¢itih oblasti  ukljucuju¢i  biofarmaciju,
farmakokinetiku, statistiku, biohemiju, molekularnu biologiju, genetiku i td. (Sugano, 2021).

Danas se velika paznja posvecuje temi obezbedenja kvaliteta i definisanja ,,dobrih praksi®
koje treba usvojiti kako bi se smanjila ,,nesigurnost“ u PBPK/PBBM modelovanju. Frechen 1
Rostami-Hodjegan (2022) dali su primer klju¢nih koraka i pitanja koja treba slediti tokom
razvoja modela u cilju obezbedivanja kvaliteta u PBPK modelovanju (slika 9). Ovi autori isticu
da je, pre svega, vazno jasno definisati ciljeve in silico modelovanja, potom strategiju razvoja
PBPK/PBBM modela, prikupiti dokaze o kvalifikaciji platfome za planiranu namenu, definisati
metode provere validnosti modela i nafin implementacije rezultata. Takode je neophodno
definisati duznosti i odgovornosti svakog od ¢lanova tima, nacin ¢uvanja generisanih modela i
dobijenih rezultata kao i nacin izveStavanja. Globalna harmonizacija protokola za evaluaciju
PBPK modela i uspostavljanje dobrih praksi u modelovanju 1 simulaciji doprineli bi S§iroj
upotrebi PBPK/PBBM modelovanja u regulatorne svrhe.
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Definisati pitanje od interesa, kontekst upotrebe 1

konkretnu namenu

» Dali je PBPK najracionalniji put za reSavanje pitanja od interesa?

l Proceniti uticaj 1 rizik primene PBPK

+ Kakav je doprinos PBPK analize sa §ire tacke gledista?
Dali postojirzik da neta¢ni rezultati PBPK modelovanja dovedu do potencijalnih
negativnih ishoda u pogledu bezbednostii efikasnosti terapije?
Da li postojirizik od gubitka informacija u odsustvu PBPK analize?

Definisati nacrt strategije za PBPK modelovanje

» Kako se uticaj 1 rizik mogu na odgovarajuci na¢in mapirati sa specificnim zahtevima
analize a u vezi sa merama kvalifikacije 1 verifikacije?
Da li sudostupni odgovarajuci (in vitro/invivo) podaci koji omogucavaju razvoj,
evaluaciju i verifikaciju PBPK modela?

Prikupiti dokaze o podobnosti PBPK platforme

* Dali postoji dovoljno dokumentacije koja opravdava validaciju platforme?
* Dali je platforma kvalifikovana za predvidenu svrhu?

» ako da: dali je odgovarajuca dokumentacija dostupna od dobavljaca?

+ ako ne: moze li se samostalno sprovesti uspesna kvalifikacija platforme?

Sprovesti razvoj] PBPK modela

* Da li postoji opsteprihvacena najbolja praksa za izgradnju modela?
» Koliko se klju¢no svojstvo modela relevantno za predvidenu upotrebu odrazava u
modelu?

Proceniti 1 opravdati primenljivost PBPK modela za

predvidenu upotrebu s obzirom na uticaj i rizik

* Da li sve Cinjenice koje uzimaju u obzir performanse modela, performanse
platforme, pretpostavke, ogranic¢enja i relevantnu bezbednost u vezi sa lekovima
govore u prilog upotrebi PBPK kako bi se dobio odgovor na pitanje od interesa?
Dali surizici svedeni na minimum?

Primeniti PBPK model za nameravanu upotrebu

oprezno pod okriljem kvalifikacije

* Dali surezultati PBPK analize i njena primena jasno predstavljeni?
* Dali suinterpretacije i zakljucci robustni?

Slika 9. Sematski prikaz klju¢nih koraka za obezbedivanje kvaliteta PBPK modelovanja (prema

Frechen i Rostami-Hodjegan, 2022)

2.4 Biofarmaceutska klasifikacija lekova

Biofarmaceutski sistem klasifikacije lekova (BCS) zasnovan je na mehanistickoj

pretpostavci da brzina i obim apsorpcije oralno primenjenih lekova zavise od rastvorljivosti i
permeabilnosti lekovite supstance u gastrointestinalnom traktu. Prema BCS, lekovite supstance
su na osnovu rastvorljivosti i permeabilnosti klasifikovane u Cetiri klase. BCS je opSte prihvacen
sistem klasifikacije lekova koji nalazi veliku primenu u svim razvojnim fazama lekova, kao i u

njihovoj regulatornoj proceni.
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Prema ICH smernici M9 (EMA, 2020), podnoSenje zahteva za izostavljanje in Vivo
ispitivanja bioekvivalentnosti (engl. biowaiver) zasnovano na BCS konceptu, ograni¢eno je na
visoko rastvorljive supstance (BCS klasa 1 i 3), sa poznatom apsorpcijom i velikom terapijskom
Sirinom. Prema ICH smernicama, visoko rastvorljivim smatraju se one lekovite supstance kod
kojih se najveca pojedinacna terapijska doza potpuno rastvara u 250 ml ili manje vodenog
medijuma u opsegu pH vrednosti 1,2 - 6,8 (Do < 1). Permeabilnost se definiSe na osnovu stepena
apsorpcije lekovite supstance (Fa). U okviru ove smernice, prepoznata je i kategorija supstanci
koje pokazuju umerenu permeabilnost, te su lekovite supstance klasifikovane na one koje
pokazuju: (i) visoku permabilnost (Fa > 0,85); (ii) umerenu permeabilnost (0,50 < Fa<0,85); (iii)
nisku permeabilnost (Fa<0,50).

Ovaj koncept je primenljiv na preparate sa trenutnim oslobadanjem lekovite supstance za
oralnu primenu i sa sistemskim dejstvom. Da bi se odobrilo izostavljanje in vivo studija
bioekvivalentnosti, moraju biti ispunjeni slede¢i preduslovi:

o lekovita supstanca pokazuje visoku rastvorljivost i visoku permeabilnost (BCS klasa 1);

e referentni i test preparat pokazuju veoma brzo rastvaranje (>85% deklarisanog sadrzaja
se rastvara za 15 minuta) ili brzo rastvaranje aktivne supstance (85 % deklarisanog
sadrzaja se rastvara za 30 minuta), na sve tri relevantne pH vrednosti u okviru fizioloSkog
raspona pH (1,2; 4,5 1 6,8) uz pokazanu sli¢nost profila brzine rastvaranja;

e pomocéne supstance koje mogu uticati na bioraspoloZivost su u kvalitativnom 1
kvantitativnom pogledu sli¢ne i u referentnom i u test preparatu.

Ili da:

¢ lekovita supstanca pokazuje visoku rastvorljivost i nisku permeabilnost (BCS klasa 3);

e referentni 1 test preparat pokazuju veoma brzo rastvaranje (>85% deklarisanog sadrzaja
se rastvara za 15 minuta) na sve tri relevantne pH vrednosti, pri ¢emu se profili brzine
rastvaranja smatraju sli€énim bez statisticke obrade;

e pomocéne supstance koje mogu uticati na bioraspolozivost su u kvalitativnom 1
kvantitativnom pogledu sli¢ne 1 u referentnom 1 u test preparatu.

Kriterijumi za klasifikaciju lekovite supstance kao visoko/nisko permeabilne i visoko/nisko
rastvorljive u okviru BCS su okarakterisani kao konzervativni od strane velikog broja eksperata i
predloZeno je nekoliko modifikovanih sistema za klasifikaciju sa ciljem prevazilaZzenja uocenih
ograni¢enja (Butler i Dressman, 2010; Macheras i Karalis, 2014; 2018; Varma i sar, 2015; Wu 1
Benet, 2005).

Wu 1 Benet (2005) su prepoznali da vecina lekovitih supstanci visoke permeabilnosti
podleze intenzivhom metabolizmu, dok se veéina lekovitih supstanci niske permeabilnosti
elimiSe putem bubrega u nepomenjenom obliku. Zato su predlozili Biofarmaceutski sistem
klasifikacije lekova na osnovu dispozicije (engl. Biopharmaceutics drug disposition
classification system, BDDCS) gde se kao jedan od kriterijuma za klasifikaciju koristi obim
metabolizma (slika 10). S obzirom da vrednost permeabilnosti odredena in vitro/in vivo nije uvek
u direktnoj korelaciji sa obimom apsorpcije, BDDCS je privukao veliko interesovanje naucnika.
BDDCS nalazi veliku primenu u predvidanju uticaja transportera na dispoziciju lekova, kao i
predvidanju lek-lek interakcija (Charalabidis i sar, 2019; Bocci i sar, 2022). Bitno je napomenuti
da su EMA i FDA prihvatile obim metabolizma kao alternativni Kkriterijum za procenu obima
apsorpcije (FDA, 2017; EMA, 2020).
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Klasa 1 Klasa 2
Visoka rastvorljivost Niska rastvorljivost
Obiman metabolizam (=70% (90%)) Obiman metabolizam (=70% (90%))
(efekat transportera je zanemarljiv) (dominantan uticaj efluks transportera)

Metabolizam je dominantan put eliminacije leka

Klasa 3 Klasa 4
Visoka rastvorljivost Niska rastvorljivost
Nizak obim metabolizma Nizak obim metabolizma

(dominantan uticaj influks transportera) | (dominantan uticaj influks i efluks
transportera)

Najvecéi deo leka se izluCuje u nepromenjenom obliku

Slika 10. BDDCS sistem klasifikacije lekova (prilagodeno iz Wu i Benet, 2005)

Butler i Dressman (2010) su predstavili Razvojni sistem Kklasifikacije lekova (engl.
Developability classification system, DCS) koji se pokazao veoma efikasnim u identifikaciji
kriticnih faktora koji mogu uticati na klinicke performanse leka. Autori smatraju da
permeabilnost i rastvorljivost mogu biti medusobno kompezatorni za lekovite supstance klase 2,
te da se kod ovih model supstanci potpuno rastvaranje moze postici bilo odredenom raspodelom
veliCine Cestica, bilo inovativnom strategijom formulacije.

Varma i sar. (2015) predlozili su modifikaciju BDDCS sistema tzv. ProSireni sistem
klasifikacije na osnovu Klirensa (engl. Extended Clearance Classification System, ECCS) gde je
akcenat stavljen na klirens lekovite supstance, odnosno kriticne faktore koji uticu na klirens
lekovite supstance (stepen jonizacije, molekulska masa, permeabilnost), te su lekovite supstance
klasifikovane u Sest klasa u skladu sa primarnim putem Kklirensa, odnosno kiselo-baznim
karakteristikama lekovite supstance i molekulskom masom.

Macheras 1 Karalis (2014) su predlozili ternarni biofarmaceutski sistem klasifikacije,
takozvani ABI' sistem, koji se zasniva na kombinaciji rastvorljivosti i permeabilnosti koja
dovodi do procenta intestinalno apsorbovanog leka kategorisanog kao: A: Fa<0,20; B:
0,20<Fa<0,90; I': Fa>0,90.

Macheras i sar. (2018) predlozili su sistem klasifikacije koji umesto rastvorljivosti koristi
brzinu rastvaranja kao kriterijum. Klasifikacija se zasniva na regulatornim zahtevima za in vitro
brzinu rastvaranja. Predlozeni sistem klasifikacije je u potpunosti model nezavistan, odnosno ne
zahteva pretpostavljanje mehanizma rastvaranja in vivo.

2.5 Invitro —in vivo korelacija

In vitro — in vivo korelacija (IVIVK) je matematicki model kojim se uspostavlja veza
izmedu in vitro profila brzine rastvaranja i in vivo ponasanja leka, naj¢esc¢e profila koncentracije
leka u plazmi. Generalno se smatra da se uspostavljanje IVIVK moze ocekivati kada je brzina
rastvaranja ograniCavajuci faktor za apsorpciju, kod preparata koji sadrze nisko rastvorljive
lekovite supstance i preparata sa modifikovanim oslobadanjem (tabela 2).

Uspostavljanje IVIVK ima za cilj, da se u odredenim situacijama, kao S$to su
postregistracione izmene, in Vvivo ponaSanje preparata predvidi samo na osnovu rezultata
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dobijenih in vitro ispitivanjem brzine rastvaranja, bez izvodenja klinickih studija. Ovakav pristup
ima za cilj smanjenje izvodenja studija na zdravim ispitanicima, Sto takode ima za posledicu
smanjenje ukupnih troskova i vremena neophodnog za dobijanje dozvole za lek. U literaturi se
mogu pronaci brojni radovi koji se bave razvojem i upotrebom IVIVK (Davanco i sar, 2020;
Gonzalez-Garcia i sar, 2015; Jacob i Nair, 2018; Kim i sar, 2019; Xu i sar, 2018), a njen znacaj
prepoznat je i od strane regulatornih tela (FDA, 1997; EMA, 2014).

Tabela 2. Veza izmedu farmaceutskog oblika leka, BCS klase i verovatnoce uspostavljanja IVIVK
(preuzeto iz Davanco i sar, 2020)

Farmaceutski BCS  Verovatnoéa razvoja  Ogranicavajudi faktor za

oblik klasa IVIVK apsorpciju
1| Visoka Brzina rastvaranja
MR 2 Visoka Brzina rastvaranja
3 Ograni¢ena Permeabilnost
4 Ograni¢ena Permeabilnost
1] Ogranicena Brzina praznjenja zeluca
IR 2 Visoka Brzina rastvaranja
3 Ograni¢ena Permeabilnost
4 Ogranicena Permeabilnost

MR — preparat sa modifikovanim oslobadanjem (engl. modified release)
IR — preparat sa trenutnim oslobadanjem (engl. immediate release)

U literaturi su opisani razli€iti nivoi IVIVK, ukljucujuéi korelaciju nivoa A, B, C 1
viSestruku korelaciju nivoa C. Korelacija nivoa A predstavlja najvisi nivo korelacije i sa
industrijskog i regulatornog stanovista je najprihvatljivija. Korelacija nivoa A se odnosi na
uspostavljanje veze izmedu celokupnog in vitro profila brzine rastvaranja i in vivo profila
koncentracije leka u plazmi. Ukoliko izmedu koli¢ine rastvorene supstance in vitro i koli¢ine
rastvorene, odnosno, apsorbovane supstance in vivo postoji linearan odnos, izmedu datih
podataka postoji korelacija nivoa A (FDA, 1997; EMA, 2014). Da bi se uspostavila korelacija
nivoa A koja bi bila prihvacena od strane regulatornih organa u svrhu biowaiver-a, ovaj model
korelacije mora biti validiran i razvijen na najmanje tri formulacije koje pokazuju razli¢ite brzine
rastvaranja lekovite supstance (FDA, 1997). Ostali nivoi korelacije imaju manji znacaj 1 ne mogu
da se koriste kao osnova za podnosenje zahteva za dobijanje dozvole za biowaiver, osim u
slucaju visestruke korelacije nivoa C, koja predstavlja uspostavljanje kvantitativnog odnosa
izmedu jednog ili vise farmakokinetickih parametara i koli¢ine rastvorene lekovite supstance in
vitro u razli¢itim vremenskim intervalima. Uspostavljanje ovog nivoa IVIVK u veéini sluc¢ajeva
ukazuje i na postojanje IVIVK nivoa A.

Kako profil in vivo brzine rastvaranja nije moguée direktno meriti, za njegovu procenu
koriste se razli¢iti matemati¢ki modeli izraCunavanja. Prilikom uspostavljanja IVIVK moguce je
primeniti, takozvani, dekonvolucioni ili konvolucioni pristup.

U dekonvolucionom pristupu in vivo profil brzine rastvaranja/apsorpcije se procenjuje
indirektno, na osnovu podataka o koncentraciji leka u plazmi nakon oralne i intravenske primene
preparata (Dunne, 2007). Najcesce se za dekonvoluciju in vivo profila koriste Wagner-Nelson
metoda, Loo-Riegelman metoda ili numericka dekonvolucija (Wagner i Nelson, 1963; Loo i
Riegelman, 1968; Cutler, 1978). Wagner-Nelson metoda se koristi za one lekove ¢ija se
farmakokinetika mozZe opisati jednoprostornim modelom i njena prednost je §to od in vivo
podataka zahteva samo profil koncentracije leka u plazmi u funkciji vremena nakon oralne
primene. Loo-Riegelman metoda je bazirana na dvoprostornom farmakokinetickom modelu i
zahteva 1 podatke nakon intravenske primene leka, §to ograni¢ava njenu primenu. Numericka
dekonvolucija je model-nezavisna, konvencionalna farmakokineticka metoda u okviru koje se
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moraju definisati ulazna funkcija, tezinska funkcija i izlazna funkcija. Ulazna funkcija opisuje
kinetiku ulaska leka u organizam, odnosno in vivo profil rastvaranja ili apsorpcije lekovite
supstance nakon oralne primene. Tezinska funkcija predstavlja profil koncentracije lekovite
supstance u plazmi nakon oralne ili intravenske primene referentnog rastvora, ili, u slucaju
preparata sa modifikovanim oslobadanjem, tableta ili kapsula sa trenutnim oslobadanjem.
Izlazna funkcija opisuje farmakokineticki profil ispitivanog preparata (Abrahamsson i Ungell,
2009). Rezultati dobijeni primenom Wagner-Nelson i Loo-Riegelman metode predstavljaju
koli¢inu lekovite supstance koja je apsorbovana i, u sluaju kada permeabilnost nije
ogranicavajuci faktor za apsopciju, ona je ekvivalentna koli¢ini supstance koja je rastvorena in
vivo. U slucaju lekovitih supstanci kod kojih na apsorpciju, pored brzine rastvaranja, utiu i
razliciti transportni proteini ili kod kojih postoji presistemski metabolizam u zidu creva, koli¢ina
apsorbovane i rastvorene lekovite supstance in vivo se razlikuju, $to otezava uspostavljanje
IVIVK (Dokoumetzidis i Macheras, 2008). U slu¢aju numericke dekonvolucije dobijeni profil
zavisi od referentnog profila koji je koris¢en kao tezinska funkcija za dekonvoluciju. U slucaju
kada se kao referentni koristi profil koncentracije leka u plazmi nakon intravenske primene,
dobija se in vivo profil apsorpcije, dok se u slucaju koris¢enja profila nakon primene oralnog
rastvora dobija profil brzine rastvaranja lekovite supstance.

U konvolucionom pristupu vr$i se poredenje in vivo profila koncentracije lekovite
supstance u toku vremena sa profilom koncentracije predvidenim na osnovu podataka dobijenih
in vitro ispitivanjem brzine rastvaranja (Dunne, 2007). Prednost ove metode je §to ne zahteva
primenu referentnog preparata, pri cemu se, kao 1 kod dekonvolucionog pristupa, podrazumeva
da je sistem linearan.

Odnos izmedu in vivo i in vitro profila se zatim procenjuje koriéenjem linearne regresione
analize. U okviru dekonvolucionog pristupa, kako bi se kompenzovala eventualna disproporcija
izmedu in vivo i in vitro profila, moze se primeniti odgovarajuée skaliranje vremenske ose.

Tradicionalne dekonvolucione i konvolucione metode pogodne su za primenu kod
lekovitih supstanci koje pokazuju linearnu farmakokinetiku. Medutim, u slucaju lekovitih
supstanci koje pokazuju sloZeniju, tzv. nelinearnu farmakokinetiku uspostavljanje IVIVK moze
izostati (Kakhi i sar, 2013). Razvoj PBPK/PBBM modelovanja omogucio je model nezavisnu,
mehanistiCku procenu in vivo input profila na osnovu fizickohemijskih i biofarmaceutskih
svojstava lekovite supstance ¢ime se prevazilaze odredena ograni¢enja konvencionalnog pristupa
zasnovanog na dekonvoluciji. Ovi modeli imaju moguénost da simuliraju regionalne razlike u
apsorpciji, aktivni transport, metabolizam prvog prolaza i dr. i ove procese razmatraju odvojeno
od brzine rastvaranja, te se narocito istice njihov znac¢aj u razvoju IVIVK kod lekovitih supstanci
koje pokazuju nelinearnu farmakokinetiku (Kesisoglou i sar, 2015; Patel i sar, 2014; Sjogren i
sar, 2014; Bermejo i sar, 2020).
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CILJ RADA

Opsti cilj eksperimentalnog rada je procena moguénosti primene mehanistickog in vitro —
in vivo — in silico modelovanja u razvoju in vitro metoda za ispitivanja brzine rastvaranja
lekovite supstance iz preparata koje omogucavaju predvidanje in Vivo ponasSanja leka i
identifikaciju klinicki relevantnih specifikacija za izabrane model lekovite supstance koje
pokazuju razlicite biofarmaceutske karakteristike.

Ispitivanjem su obuhvaceni sledeéi pojedinacni ciljevi:

e opsezna analiza dostupnih literaturnih podataka koji se odnose na fizi€¢kohemijske,
biofarmaceutske i farmakokineti¢ke karakteristike ispitivanih lekovitih supstanci;

e procena uticaja eksperimentalnih uslova ispitivanja (izbor aparature i medijuma) na
brzinu rastvaranja ispitivanih lekovitih supstanci iz tableta;

e razvoj i validacija in silico modela za predvidanje apsorpcije ispitivanih lekovitih
supstanci i identifikacija hipotetickih profila brzine rastvaranja/apsorpcije lekovitih
supstanci in vivo;

e procena moguénosti uspostavljanja IVIVK za lekovite supstance koje pokazuju razlicite
biofarmaceutske karakteristike, identifikacija in vitro metoda ispitivanja brzine
rastvaranja lekovite supstance koje omogucavaju predvidanje in vivo ponaSanja leka i
uspostavljanje klinicki relevantnih specifikacija.
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3. Materijal i metode

3.1 Materijal

Za ispitivanje su koriS¢eni komercijalno dostupni uzorci tableta ispitivanih lekovitih
supstanci sa dozvolom za lek u Republici Srbiji (pregled ispitivanih lekovitih supstanci i
preparata prikazan je u tabeli 3). Podaci o sastavu ispitivanih uzoraka prikazani su u okviru
Priloga 1.

Tabela 3. Pregled ispitivanih lekovitih supstanci i preparata

Lekovita supstanca Oznaka preparata | Farmaceutski oblik leka
paracetamol P film tablete
acetilsalicilna kiselina AK neoblozene tablete
amlodipin-besilat AB neoblozene tablete
11 film tablete
ibuprofen 12 tablete sa produZzenim oslobadanjem
13 tablete sa produzenim oslobadanjem
karbamazepin K neoblozene tablete
nimesulid N neoblozene tablete
- . M1 film tablete
metformin-hidrohlorid M2 film tablete
atenolol A film tablete
T . R1 film tablete
ranitidin-hidrohlorid R> film tablete
. — . C1l film tablete
ciprofloksacin-hidrohlorid ) film tablete

Za pripremu medijuma za ispitivanje raspadljivosti i brzine rastvaranja koriS¢ene su
slede¢e supstance: natrijum-hlorid (Riedel-de Haén, Nemacka), hlorovodoni¢na kiselina
(Centrohem, Srbija), kalijum-dihidrogenfosfat (Sigma—Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Nemacka), natrijum-hidroksid (Centrohem, Srbija), glacijalna siréetna kiselina (99,8 % p.a,
Lachema, Ceska), L-a fosfatidilholin poreklom iz jajeta (min 60 % TLC, Sigma-Aldrich Chemie,
Steinheim, Nemacka), natrijumova so tauroholne kiseline (Fluka Chemie AG, Buchs,
Svajcarska), hidroksipropilmetilceluloza (HPMC, Methocel K4M, Colorcon Co, Velika
Britanija). Za izradu standardnih rastvora za kalibracione krive kori$¢eni su referentni standardi
ispitivanih lekovitih supstanci.

Za pripremu mobilnih faza za odredivanje lekovitih supstanci u uzorcima HPLC metodom
koriS¢en je acetonitril (99,9 %) proizvodaca Merck KGaA (Darmstadt, Nemacka).

3.2 Metode

3.2.1 Invivo podaci

Opsezan pregled literaturnih in vivo podataka ispitivanih model supstanci sproveden je
koriS¢enjem baza podataka: PubMed, Scopus, Science Direct. Za pretragu su primenjene sledece
kljuéne rec¢i, odnosno njihove kombinacije: paracetamol/acetaminophen, acetylsalicylic acid,
amlodipine besylate, ibuprofen, carbamazepine, nimesulide, metformin hydrochloride, atenolol,
ranitidin hydrochloride, ciprofloxacin hydrochloride, absorption, bioavailability, permeability,
dissolution, solubility, pharmacokinetics, bioequivalence, partition coefficient, distribution,
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clearance. Pristup bazama podataka omogucen je posredstvom Konzorcijuma biblioteka Srbije
za objedinjenu nabavku (KOBSON).

3.2.2 Konvencionalna farmakokineticka analiza

3.2.2.1 Metoda Wagner-Nelson

Wagner-Nelson metoda je model-zavisna metoda dekonvolucije profila koncentracije leka
u plazmi koja se zasniva na jednoprostornom farmakokinetickom modelu. Ova metoda
podrazumeva da je koli¢ina apsorbovanog leka u sistemskoj cirkulaciji u trenutku t jednaka sumi
koli¢ine leka u organizmu i kumulativne koli¢ine eliminisanog leka do tog trenutka (Wagner i
Nelson, 1963). Za izraCunavanje nije neophodno poznavanje in vivo profila nakon intravenske
primene leka. Frakcija apsorbovanog leka Fa moze se izracunati primenom sledece jednacine:

t
cp+ kg fO Cd¢

F(®) = = ea

U ovom istrazivanju metoda Wagner-Nelson je primenjena upotrebom softverskog paketa
Kinetica 5.0 (Thermo Fisher Scientific).

[jednacina 1]

3.2.2.2 Metoda Loo-Riegelman

Loo-Riegelman metoda je model-zavisna metoda dekonvolucije profila koncentracije leka
u plazmi i zasniva se na dvoprostornom farmakokinetickom modelu. Ova metoda zahteva
poznavanje in vivo koncentracija leka nakon oralne i intravenske primene (Loo i Riegelman,
1968). Stepen apsorpcije leka moze se izraCunati primenom sledece jednacine:

t _ t
¢+ kg f, cdg + kize k21t Jo ceka1tqg,

©co
klO fo Cdt

F,(t) = [jednacina 2]
U ovom istrazivanju metoda Loo-Riegelman je primenjena upotrebom komercijalno
dostupnog programa Kinetica 5.0 (Thermo Fisher Scientific).

3.2.2.3 Numericka dekonvolucija

Numeric¢ka dekonvolucija je model-nezavisna farmakokineticka metoda za izraCunavanje
in vivo profila brzine rastvaranja ili apsorpcije. U ovoj metodi definisane su tri osnovne
komponente, i to: ulazna funkcija, tezinska funkcija i izlazna funkcija. Ulazna funkcija opisuje
kinetiku ulaska leka u organizam, odnosno in vivo profil rastvaranja ili apsorpcije ispitivanog
preparata nakon oralne primene. TeZinska funkcija predstavlja profil koncentracije lekovite
supstance u plazmi nakon oralne ili intravenske primene referentnog rastvora, ili, u slucaju
preparata sa modifikovanim oslobadanjem, tableta ili kapsula sa trenutnim oslobadanjem.
Izlazna funkcija opisuje farmakokineticki profil ispitivanog preparata.

Kada se kao tezinska funkcija koristi farmakokineti¢ki profil nakon oralne primene
referentnog rastvora (ili, preparata sa trenutnim oslobadanjem), numeri¢kom dekonvolucijom se
dobija hipotetic¢ki in vivo profil brzine rastvaranja lekovite supstance. Ukoliko se kao tezinska
funkcija u numerickoj dekonvoluciji koristi farmakokineticki profil nakon intravenske primene
referentnog rastvora, dobija se in vivo profil apsorpcije ispitivane lekovite supstance.

Stepen i1 brzina rastvaranja, odnosno apsorpcije lekovite supstance se izracunavaju kao
suma odgovora na jedini¢ni impuls (tezinsku funkciju, Cs), na osnovu sledece jednacine:

c(t) = | Ot f(¥)cs (t —1)d, [jednagina 3]
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U ovom istrazivanju numericka dekonvolucija je primenjena upotrebom programskog
paketa Kinetica 5.0 (Thermo Fisher Scientific).

3.2.3 Ispitivanje brzine rastvaranja lekovite supstance iz tableta

Ispitivanje brzine rastvaranja lekovite supstance iz ispitivanih preparata sprovedeno je pod
razli¢itim eksperimentalnim uslovima na temperaturi 374+0,5°C. Primenjeni su sledec¢i uredaji 1
uslovi ispitivanjal:

e aparatura sa lopaticom/aparatura 2 (Erweka DT 70) pri brzini od 50 obrtaja/min, sa 500
ml medijuma (fizioloski zasnovani medijumi sa i bez dodatka lecitina i tauroholata,
bFeSSIF sa dodatkom 0,5% HPMC-a, kao i medijumi koji su za ispitivane model
supstance predloZzeni u farmakopejama i to: fosfatni pufer pH vrednosti 6,8 (FP 6,8),
fosfatni pufer pH vrednosti 5,8 (FP 5,8), fosfatni pufer pH vrednosti 7,4 (FP 7,4), acetatni
pufer pH vrednosti 4,6 (AcP 4,6), voda i 0,01 M HCI (BP, 2022; USP 44-NF39, 2021). U
tabeli 4 prikazan je sastav i karakteristike fizioloski zasnovanih medijuma koji simuliraju:
zeludacni sok na gladno (Fasted State Simulated Gastric Fluid, FaSSGF), crevni sok na
gladno (Fasted State Simulated Intestinal Fluid, FaSSIF), i nakon obroka (Fed State
Simulated Intestinal Fluid, FeSSIF),

e aparatura sa proto¢nom c¢elijom/aparatura 4 (CE 7 Smart, Sotax) sa ¢elijama veli¢ine 22,6
mm i protokom medijuma od 4, odnosno 8 ml/min (otvoren sistem) uz izmenu medijuma
(15 min bFaSSGF, 45 min bFaSSIF),

e aparatura sa staklenim kuglicama/aparatura K konstruisana i patentirana od strane
Bogataj i sar. (2010), pri protoku medijuma od 2 ml/min, koris¢enjem 15, 25, 50 odnosno
100 g staklenih kuglica i pri brzini rotacije magneta 15, odnosno 50 obrtaja/min uz
izmenu medijuma (15 min bFaSSGF, 45 min bFaSSIF).

Tabela 4. Sastav i karakteristike fizioloski zasnovanih medijuma

FaSSGF? FaSSIFP FeSSIF® SCoF¢

Natrijum-tauroholat (mM) 0,08 3 15

Lecitin (mM) 0,02 0,75 3,75

Siréetna kiselina (mM) 144,00 170
Kalijum-dihidrogenfosfat (mM) 28,7

NaOH (mM) 13,8 Qs 157
HCI (mM) gs gs
Natrijum-hlorid (mM) 34,2

Kalijum-hlorid (mM) 204
Osmolalnost (mOsm/kg) 121 270 635

Kapacitet pufera 12 76,00

pH 1,6 6,5 5,0 5,8

a\/ertzoni i sar, 2005; PGalia i sar, 1998; °Fotaki i sar, 2005

U slucaju preparata sa modifikovanim oslobadanjem ibuprofena koriséena je 1 aparatura sa
cilindrom sa povratnim kretanjem/aparatura 3 (BioDis, Vankel) koriS¢enjem 10, odnosno 20
uranjanja/min i 240 ml medijuma u svakoj ¢asi (voda, kao i izmena medijuma 15 min bFaSSGF
(odnosno FaSSGF), 3 h bFaSSIF (odnosno FaSSIF), a potom je do kraja ispitivanja koris¢en
medijum koji simulira sadrzaj kolona (Simulated Colonic Fluid, SCoF).

Y Fizioloski zasnovani medijumi koji ne sadrze lecitin i tauroholat oznaceni su prefiksom b.
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Tabela 5. Prikaz eksperimentalnih uslova koji su koris¢eni u in vitro ispitivanju brzine rastvaranja kod pojedinih uzoraka tableta

Hidrodinamika Medijum P AK I1 12 13 K N AB M M A RL R CIL
Aparatura 2
500 ml bFaSSGF NN N AN NN NN NN N NN N
| 500 ml FaSSGF NN NN AN N N A AN NN AN NN A
500 ml bFaSSIF VNN AN NN NN NN N NN N
| 500 ml FaSSIF NN AN AN AN AN N AN N AN AN AN N
500 ml bFeSSIF NN NN N AN NN NN NN
50 ofmin | 500 ml FeSSIF N NN NN AN AN N A NN A
500 ml bFeSSIF/0,5%HPMC VoA N NN VNN A
| 500 ml FP pH 5,8 NN NN AN
500 ml FP pH 7,2 NN A
| 500 ml voda oA v A
500 ml AcP pH 4,6 \
\ 500 ml 0,01 M HCI A
75 o/min 1000 ml FP pH 6,8 v oA
Aparatura 3
10 u/min voda v oA
10 u/min 15 min bFaSSGF/3h bFaSSIF/9h SCoF oA
20 u/min 15 min bFaSSGF/3h bFaSSIF/9h SCoF v oA
Aparatura 4
4 ml/min, otvoren sistem 15 min bFaSSGF/ 45 min bFaSSIF NN A NVooN N N A NN N A A
8 ml/min, otvoren sistem 15 min bFaSSGF/ 45 min bFaSSIF NN A NN NN AN NN AN A
4 ml/min, otvoren sistem voda NN
8 ml/min, otvoren sistem \ voda v | W
8 ml/min, otvoren sistem 15 min bFaSSGF/3h bFaSSIF/9h SCoF oA
Aparatura K
100 g kuglica, 50 o/min, 2 ml/min 15 min bFaSSGF/45 min bFaSSIF NN
50 g kuglica, 50 o/min, 2ml/min 15 min bFaSSGF/45 min bFaSSIF \ v A
25 g kuglica, 50 o/min, 2 ml/min 15 min bFaSSGF/45 min bFaSSIF N R
15 g kuglica, 50 o/min, 2 ml/min 15 min bFaSSGF/45 min bFaSSIF Y
25 g kuglica, 15 o/min, 2 ml/min 15 min bFaSSGF/45 min bFaSSIF N
25 g kuglica, 15 o/min, 2 ml/min 15 min bFaSSGF/3h bFaSSIF/9h SCoF N A
50 g kuglica, 50 o/min, 2 ml/min 15 min bFaSSGF/3h bFaSSIF/9h SCoF VY
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Za ispitivanje su koriS¢ene po tri tablete. Uzorci medijuma su nakon uzorkovanja filtrirani
(0,45 um PVDF filter, 25 mm GD/X, Whatman) i u njima je pogodnom metodom odredena
koncentracija ispitivane lekovite supstance. Sadrzaj lekovite supstance u uzorcima odredivan je
UV spektrofotometrijski (UV Spectrophotometer Cary 50, Varian) na talasnoj duzini
maksimuma apsorpcije, ili primenom visoko efikasne teéne hromatografije (HPLC) sa PDA
detekcijom (Prostar 330, Varian). U svim odredivanjima HPLC metodom koris¢ena je kolona X
Bridge C18, dimenzija 4,6 mm x 50 mm. U slu¢aju ibuprofena mobilna faza sastojala se od
acetonitrila i fosfatnog pufera pH 3,0 u odnosu 30 : 70, sa brzinom protoka 1,0 ml/min.
Zapremina injektovanja iznosila je 10 pL, a talasna duzina detekcije 265 nm. U slucaju
acetilsalicilne kiseline mobilna faza sastojala se od acetonitrila i fosfatnog pufera pH 3,0 u
odnosu 20 : 80, sa brzinom protoka 1,0 ml/min. Zapremina injektovanja iznosila je 10 pL, a
talasna duzina detekcije 280 nm. U slucaju nimesulida mobilna faza sastojala se od acetonitrila 1
fosfatnog pufera pH 7,0 u odnosu 35 : 65, sa brzinom protoka 1,0 ml/min. Zapremina
injektovanja iznosila je 10 pL, a talasna duzina detekcije 230 nm. Svaka analiticka serija
podrazumevala je analizu serije standardnih rastvora kako bi se konstruisale kalibracione krive, a
potom analizu ispitivanih uzoraka i medijuma.

Kako bi se stekao uvid u potencijalni uticaj izabranih medijuma na raspadljivost tableta,
sprovedeno je ispitivanje raspadljivosti tableta uz koris¢enje medijuma koji su primenjeni za
ispitivanje brzine rastvaranja lekovite supstance iz tableta. Ispitivanje raspadljivosti izvedeno je
u uredaju za ispitivanje raspadljivosti (Erweka ZT 500 series) na 37+0,5°C. Ispitivanja su
izvedena na uzorku od Sest tableta.

3.2.4 Insilico ispitivanje

Cilj in silico ispitivanja bio je razvoj i validacija modela gastrointestinalne (GI) simulacije
apsorpcije izabranih model supstanci koriséenjem dva programska paketa (Simcyp® i
GastroPlus™) u cilju mehanisti¢ke interpretacije apsorpcije lekovite supstance, identifikacije
bioprediktivne metode i postavljanja klinicki relevantnih specifikacija za ispitivanje brzine
rastvaranja lekovite supstance iz tableta.

3.2.4.1 Simcyp® programski paket

Programski paket Simcyp® Population-Based Simulator (verzija 13.2; Certara™, SAD)
kori$éen je za izvodenje in silico modelovanja apsorpcije ispitivanih lekovitih supstanci, kao i
predvidanje profila njihove koncentracije u plazmi. Kao ulazni parametri za simulacije kori§¢eni
su literaturni podaci o fizickohemijskim, biofarmaceutskim i farmakokinetickim osobinama
ispitivanih supstanci, in silico predvidene vrednosti, kao i eksperimentalno dobijeni profili brzine
rastvaranja. U simulacijama je kao model apsorpcije koris¢en ADAM model, dok je distribucija
u razliCita tkiva 1 organe opisana potpunim PBPK modelom. Simulacije su izvodene za
reprezentativnog pojedinca populacije.

U pocetnoj fazi istrazivanja su za ispitivane model supstance razvijeni modeli Gl
simulacije za preparate sa trenutnim oslobadanjem. Modeli su potom validirani izraCunavanjem
greske predvidanja (Prediction Error, %PE) relevantnih farmakokinetickih parametara (Cmax, tmax,
PIKot). Greska predvidanja je izraCunata kao relativani odnos razlike stvarne vrednosti
farmakokinetickih parametara izrazene kao srednja vrednost uo¢ena u okviru in vivo studije i in
silico predvidene vrednosti prema sledecem izrazu (FDA, 1997):

PE (%) =

stvarna — previdena vrednost

x 100 [jednacina 4]

stvarna vrednost
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U slucaju ibuprofena uradena je potom analiza osetljivosti simuliranih parametara
(Automated Sensitivity Analysis, ASA) kako bi se procenio uticaj odabranih ulaznih parametara
na Cmax, PIKo-t 1 procenat apsorbovanog leka. Model je u narednoj fazi prilagoden za simulaciju
apsorpcije iz preparata sa produzenim oslobadanjem.

Razvijeni i validirani Simcyp® modeli koriséeni su za identifikaciju hipoteti¢kih in vivo
profila apsorpcije i uporednu analizu sa profilima dobijenim primenom konvencionalnih
farmakokineti¢kih metoda i GastroPlus™ programskog paketa. Modeli su takode korii¢eni za
simulaciju profila koncentracije lekovitih supstanci u plazmi za razlicite in vitro profile brzine
rastvaranja koji su potom uporedeni sa in vivo profilima objavljenim u literaturi u cilju
uspostavljanja in vitro-in vivo korelacije.

3.2.4.2 GastroPlus™ programski paket

Programski paket GastroPlus™ (verzija 8.0; SimulationsPlus, Lancaster, California, SAD)
je takode koris¢en za Gl simulacije apsorpcije ispitivanih lekovitih supstanci u cilju odredivanja
profila apsorpcije lekovite supstance u organizmu, kao i predvidanja profila koncentracije
lekovite supstance u plazmi. U razvoju modela kori$éeni su isti setovi ulaznih podataka kao i u
slu¢aju Simcyp® programskog paketa. U simulacijama su koriséeni ACAT (engl. Advanced
Compartmental Absorption and Transit Time, ACAT) model apsorpcije i PBPK model
distribucije. Za procenu promena u permeabilnosti kroz razlic¢ite delove gastrointestinalnog
trakta za neke od model supstanci izabran je Opt logD Model SA/V 6.1, dok je kod ostalih
vrednost ASF faktora (engl. Absorption Scale Factor) optimizovana. Pri razvoju lek-specifi¢nih
PBPK modela koris¢ena je opcija “IR tablet mode”. Medutim, kako ova opcija ne omogucava
unos in vitro profila brzine rastvaranja kao ulaznog parametra, kod predvidanja in vivo profila
koncentracije u funkciji vremena na osnovu podataka o brzini rastvaranja iz tableta koris¢ena je
“CR-dispersed” opcija. “CR” opcija simulira oslobadanje rastvorene lekovite supstance
(GastroPlus™ User Manual v 8.0). Za predvidanje apsorpcije lekovite supstance koriéen je
modul pojedinacne simulacije (Single Simulation Mode), koji predvida profil koncentracije
lekovite supstance u funkciji vremena.

Modeli razvijeni korii¢enjem GastroPlus™ programskog paketa su takode validirani
izraCunavanjem gresSke predvidanja relevantnih farmakokineti¢kih parametara na osnovu
jednacine 4. Razvijeni i validirani GastroPlus™ modeli kori$éeni su za identifikaciju
hipotetickih in vivo profila apsorpcije i uporednu analizu sa profilima dobijenim primenom
konvencionalnih farmakokineti¢kih metoda i Simcyp® programskog paketa. Modeli su takode
kori§¢eni za simulaciju profila koncentracije lekovite supstance u plazmi za razli¢ite in vitro
profile brzine rastvaranja. Simulirani farmakokineticki profili su potom uporedeni sa in Vvivo
profilima objavljenim u literaturi u cilju uspostavljanja in vitro-in vivo korelacije.

3.2.5 Uspostavljanje in vitro-in vivo korelacije

U cilju uspostavljanja kvantitativne korelacije izmedu in vitro i in vivo podataka
primenjeni su dekonvolucioni i konvolucioni pristup.

3.2.5.1 Dekonvolucioni pristup

Kod dekonvolucionog pristupa, hipoteticki profili brzine rastvaranja/apsorpcije dobijeni
konvencionalnom farmakokinetiCkom analizom ili in silico modelovanjem uporedeni su sa
eksperimentalno dobijenim profilima brzine rastvaranja iz ispitivanih preparata pri razlicitim
eksperimentalnim uslovima. Kod preparata sa trenutnim oslobadanjem zbog razlike u vremenu
rastvaranja lekovite suspstance in vitro i in vivo, vremenske skale koje prikazuju in vitro podatke
korigovane su faktorom korekcije vremenske skale (Time Scaling Factor, TS). Hipoteticki input
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profili dobijeni kori$¢enjem razli¢itih metoda dekonvolucije, kao i eksperimentalni profili brzine
rastvaranja fitovani su koris¢enjem Weibull-ove distribucije (jednac¢ina 5) (Lagenbucher, 1972).

(&
W, =W, |1-e K [jednacina 5]

gde je W frakcija leka koja je rastvorena/apsorbovana u trenutku t, Wmax je maksimalna
kumulativna frakcija leka koja je rastvorena/apsorbovana, tq4 je vremenski parametar, odnosno
daje informaciju o brzini procesa i  je parametar koji opisuje oblik krive (=1, kriva odgovara
eksponencijalanoj; p>1 kriva je sigmoidna; i P<l1 kriva je parabola). Profili su fitovani
upotrebom Sigmoidal-Weibull opcije (uz podesavanje tiag Na 0, s obzirom da profili ne pokazuju
vreme odlaganja) u OriginPro® programskom paketu, verzija 8 (OriginLab®, USA). Faktori
skaliranja vremenske ose izracunati su potom kao odnos Tdvivo 1 Tdvitro-.

Linearnom regresionom analizom odredeni su statisticki parametri korelacije in vitro i in
vivo podataka odnosno, nagib krive regresije, a i koeficijent korelacije, r.

3.2.5.2 Konvolucioni pristup

U slu¢aju konvolucionog pristupa, profili koncentracije lekovitih supstanci u plazmi koji su
predvideni primenom in silico modelovanja su uporedeni sa srednjim profilom koncentracije
lekovite supstance u plazmi uocene u okviru in vivo studija ¢iji su rezultati dostupni u literaturi.
Linearnom regresionom analizom odredeni su statisticki parametri korelacije (nagib krive
regresije, a i koeficijent korelacije, r).
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4.1 MODEL SUPSTANCA: PARACETAMOL

oY

N-acetil-para-aminofenol
Slika 11. Strukturna formula i hemijski naziv paracetamola

Paracetamol je analgetik i antipiretik koji se koristi za ublazavanje blagih i umerenih
bolova razlicitog porekla i za suzbijanje groznice, snizavanje poviSene temperature i kod tegoba
vezanih za prehladu i grip. Moze se koristiti i kao simptomatska terapija blagih do umerenih
bolova kod osteoartritisa. Uobi¢ajna doza za odrasle je 500 ili 1000 mg, 3 do 4 puta dnevno, pri
¢emu se ne sme prekoraciti dnevna doza od 4 g (Farmakoterapiski vodi¢, 2022). Detaljan pregled
fizickohemijskih, farmakokinetickih i biofarmaceutskih svojstava paracetamola prikazan je u
okviru odgovarajuée FIP Biowaiver monografije (Kalantzi i sar, 2006).

4.1.1 Biofarmaceutska i farmakokineticka svojstva paracetamola

Literaturni podaci o rastvorljivosti paracetamola ukazuju na to da se jedan deo
paracetamola rastvara se u 70 delova vode na sobnoj temperaturi (EI Obeid i Al-Bard, 1985), dok
je u kljucaloj vodi rastvorljivost 1 u 20 delova (Martindale, 2020). Drugi izvori navode da je
rastvorljivost paracetamola u vodi 14,7 mg/ml na 20°C (Etman i Naggar, 1990), 14,3 mg/ml na
25°C (Garekani i sar, 2003), odnosno 23,7 mg/ml na 37°C (Etman i Naggar, 1990). Prikazane
vrednosti rastvorljivosti ukazuju da bi se maksimalna doza rastvorila u zapremini manjoj od 250
ml, $to ga svrstava u visoko rastvorljive lekovite supstance u skladu sa kriterijumima BCS. Log
P (n-octanol/voda) iznosi 0,2 (Poelma i sar, 1991). pKa na 25°C iznosi 9,5 (Martindale, 2020;
Vozeh i sar, 1988), te se, kao slaba kiselina, u fizioloskom opsegu pH vrednosti nalazi u
nejonizovanom obliku i pokazuje pH nezavisnu rastvorljivost.

U stanju na gladno apsolutna bioloSka raspolozivost kreé¢e se u opsegu 62-89% (Eandi i
sar, 1984; Clements i sar, 1984; Perucca i Richens, 1979). Nepotpuna bioloska raspolozivost
pripisuje se presistemskom metabolizmu koji iznosi oko 20% nakon oralne primene leka
(Kortejarvi i sar, 2005; Clements i sar, 1984; Martindale, 2020). Maksimum koncentracije u
plazmi postize se izmedu 0,17-1,2 h nakon uzimanja leka (Eandi i sar, 1984; Zapater i sar, 2004;
Dalton i sar, 2001; Grattan i sar, 2000, Clements i sar, 1978, Torrado i sar, 2001). Istrazivanja
ukazuju da apsolutna bioloska raspoloZivost ne varira znacajno kada se lek primenjuje u dozama
5-20 mg/kg (Clements i sar, 1984), dok je u drugoj studiji pokazano da prilikom uzimanja doza
od 325-2000 mg ova lekovita supstanca pokazuje dozno zavisnu farmakokinetiku (Clements i
sar, 1984). Istovremenim uzimanjem sa hranom dolazi do povecanja tmax uz zna¢ajno smanjenje
Cmax Vvrednosti (Rostami-Hodjegan i sar, 2002; Stillings i sar, 2000), usled produzenog
zadrzavanja leka u zelucu (Willems i sar, 2001). Hrana ne utice na ukupnu koli¢inu lekovite
supstance koja dospeva u sistemsku cirkulaciju (Rostami-Hodjegan i sar, 2002; Stillings i sar,
2000).

Tehnikom jednosmerne perfuzije (engl. Single-Pass Intestinal Perfusion, SPIP) na
pacovima izmerena je permeabilnost paracetamola od 0,86+0,5 -10™* cm/s (Stewart i sar, 1995).
Koris¢enjem metode perfuzije na izolovanom jejunumu pacova dobijena je efektivna
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permeabilnost od 0,54-10* cm/s (Amidon i sar, 1995). Ovi rezultati ukazuju da se paracetamol
moze svrstati u nisko permeabilne lekovite suspstance jer je vrednost permeabilnosti niza od
grani¢ne koja iznosi 2-4 -10 cm/s (Amidon i sar, 1995). Gramatté i Richter (1994) su metodom
ravnotezne perfuzione tehnike dosli do vrednosti efektivne permeabilnosti paracetamola u
jejunumu od 4,8 -10* cm/s, §to je iznad kritiGne vrednosti. Drugi Kriterijum na osnovu koga se
procenjuje permeabilnost je procenat absorbovanog leka koji iznosi oko 80%, Sto je nesto ispod
grani¢ne vrednosti od 85% za visoko permeabilne lekovite supstance (EMA, 2020). Time bi se
paracetamol mogao svrstati u klasu 1 ili klasu 3 BCS.

Prividni volumen distribucije paracetamola kre¢e se u opsegu 0,6-1,36 L/kg (Vozeh i sar,
1988; Zapater i sar, 2004; Clements i Prescott, 1976; Rumack, 2004; Forrest i sar, 1982).
Vezivanje za proteine plazme iznosi 20-25% pri uobi¢ajnom doziranju. Vezivanje za crvena
krvna zrnca iznosi 10-20% (Forrest i sar, 1982). Paracetamol prolazi kroz placentu, a prisutan je
i u mleku gde je ¢ak 85% leka vezano za proteine mleka (Bailey i Baggs, 2004).

Najveéi procenat paracetamola (izmedu 85-90%) metaboliSe se delovanjem mikrozomalnih
enzima u jetri, gde podleze glukurodinaciji 1 sulfonovanju u neaktivne metabolite koji se
eliminiSu urinom. Vrlo mali procenat leka podleze konjugaciji sa cisteinom i tiolnom kiselinom
(Forrest i sar, 1982).

4.1.2 In vivo podaci

Detaljnim pregledom in vivo studija dostupnih u literaturi za razli¢ite farmaceutske oblike
paracetamola, izabrani su profili koncentracije paracetamola u plazmi koji ¢e se Koristiti kao
referentni. U cilju biofarmaceutske karakterizacije koriséeni su literaturni profili koncentracija
paracetamola u plazmi dobijeni nakon intravenske primene (Singla i sar, 2012) i oralne primene
preparata sa trenutnim oslobadanjem (Portolés i sar, 2003) prikazani u tabeli 6.

Portolés i sar. (2003) poredili su farmakokinetiku originatorskog preparata i novorazvijene
formulacije tableta sa trenutnim oslobadanjem paracetamola. Rezultati su pokazali zna¢ajno brze
postizanje maksimuma koncentracije leka u plazmi za novorazvijenu formulaciju Sto je od
znacaja za brzo postizanje analgetickog 1 antipiretickog efekta.

Tabela 6. Farmakokineti¢ki parametri izabranih preparata paracetamola

Pl KO—t Cmax tl/2 tmax

(ugh/ml) (pg/ml) (h) (h) Referenca

Farmaceutski oblik (Doza)

i.v. bolus injekcija (1000 mg) 500 @ 216 217 / | Singlaisar, 2012
Tableta sa trenutnim oslobadanjem (500 mg) = 2849 = 8,33 253 0,98 Portolés i sar, 2003

4.1.3 ldentifikacija i uporedna analiza in vivo input profila paracetamola
dobijenih primenom konvencionalnih farmakokineti¢kih metoda

U cilju izra¢unavanja hipotetickih in vivo profila apsorpcije paracetamola primenjene su
Loo-Riegelman metoda i numeri¢ka dekonvolucija gde je kao tezinska funkcija koris¢en profil
dobijen nakon intravenske primene 1000 mg paracetamola. Navedena izraCunavanja vrSena su
upotrebom softverskog paketa Kinetica 5.0 i literaturnih profila koncentracija paracetamola u
plazmi iz studija Singla i sar (2012) i Portoles i sar (2003). S obzirom da distribucija
paracetamola odgovara dvoprostornom modelu, Wagner-Nelson metoda nije primenljiva (Borin i
Ayers, 1989). In vivo input profili koji predstavljaju hipoteticke profile apsorpcije paracetamola
dobijene Loo-Riegelman metodom, odnosno numerickom dekonvolucijom na osnovu profila
koncentracije lekovite supstance u plazmi nakon intravenske primene kao tezinske funkcije
prikazani su na slici 12.
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Slika 12. Hipoteticki profili apsorpcije paracetamola za tablete sa trenutnim oslobadanjem (Portolés i
sar, 2003) dobijeni primenom razli¢itih farmakokineti¢kih metoda

Na osnovu rezultata prikazanih na slici 12 moze se uociti da su input profili dobijeni
primenom Loo-Riegelman metode i numeri¢kom dekonvolucijom u odnosu na profil nakon
intravenske primene gotovo podudarni. Oba profila ukazuju na biolosku raspolozivost od oko
80% S$to odgovara literaturnim podacima 0 bioloskoj raspolozivosti paracetamola.

4.1.4 In vitro ispitivanja
Raspadljivost tableta

Na slici 13 prikazani su rezultati ispitivanja raspadljivosti film tableta paracetamola u
razli¢itim medijumima. Tablete se u svim ispitivanim medijumima izuzev viskoznog raspadaju
za oko 8 min, dok dodatak HPMC-a u medijum znacajno usporava raspadanje tableta (vreme
raspadanja je 87 min). Paroj¢i¢ i sar. (2008) pripisali su ovakve rezultate smanjenom kvasenju,
kao i usporenoj penetraciji te¢nosti u tabletu kada se koristi viskozni medijum.
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Slika 13. Raspadljivost tableta sa trenutnim oslobadanjem paracetamola u razli¢itim medijumima
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Brzina rastvaranja paracetamola iz tableta

Eksperimentalno dobijeni profili brzine rastvaranja paracetamola iz film tableta u: (1)
aparaturi sa lopaticom (u razli¢itim medijumima) i (2) aparaturi sa proto¢nom celijom (Uz
koris¢enje izmene medijuma: 15 min bFaSSGF / 45 min bFaSSIF) prikazani su na slici 14.

100 —&—aparatura 2, bFaSSGF

—e—aparatura 2, FaSSGF

80 —&aparatura 2, bFaSSIF

—aparatura 2, FaSSIF

60 —A—aparatura 2, bFeSSIF

—A—aparatura 2, FeSSIF

40 ——aparatura 2,
bFeSSIF/0,5% HPMC

—>¢—aparatura 2, FP pH 5,8

% rastvorenog paracetamola

20 —©—aparatura 4, 4 ml/min,

izmena medijuma
—e—aparatura 4, 8§ ml/min,

izmena medijuma
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t (min)

Slika 14. Profili brzine rastvaranja paracetamola iz tableta sa trenutnim oslobadanjem dobijeni
kori$¢enjem razlicitih eksperimentalnih uslova

Prikazani rezultati ukazuju da u aparaturi sa lopaticom rastvaranje paracetamola odgovara
veoma brzom rastvaranju (viSe od 85% za 15 min) uz vrlo neznatne razlike u brzini rastvaranja u
zavisnosti od sastava i pH vrednosti medijuma, izuzev u slucaju viskoznog medijuma. U
medijumu sa dodatkom HPMC-a uoceno je znacajno sporije i nepotpuno rastvaranje
paracetamola (oko 30% nakon 1h). S obzirom da se rastvorljivost i difuzitet paracetamola ne
menjaju znacajno dodatkom HPMC-a (Nelson i Shah, 1987) ovakav rezultat mogao bi se
objasniti znacajno produzenim vremenom raspadanja tableta u viskoznom medijumu.

U aparaturi sa protocnom ¢elijom zabeleZeno je potpuno rastvaranje paracetamola, ali je
brzina rastvaranja znacajno manja u poredenju sa aparaturom sa lopaticom te je nakon 30 min
rastvoreno oko 65% lekovite supstance pri brzini protoka medijuma od 8 ml/min, odnosno 50%
kada je brzina protoka bila 4 ml/min (>85% leka rastvara se tek nakon 45 min). Eksperimentalni
uslovi u kojima se koristi manja brzina protoka medijuma (4 ml/min) rezultuju nesto manjom
brzinom rastvaranja paracetamola. Ovakvi rezulti reflektuju blagu hidrodinamiku aparature sa
proto¢nom ¢elijom u poredenju sa aparaturom sa lopaticom (D’Arcy, 2007; D’Arcy 1 sar, 2011),
kao 1 ¢injenicu da je lek u toku prvog sata ispitivanja izloZen manjoj zapremini medijuma.

4.1.5 Insilico ispitivanja
4.1.5.1 Gastrointestinalna simulacija kori$éenjem Simcyp® programskog paketa
Razvoj i validacija modela

Simulacija apsorpcije paracetamola iz Gl trakta sprovedena je upotrebom komercijalno
dostupnog programa Simcyp® Population - Based Simulator (verzija 13.2, Certara™, SAD).
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Simulacija apsorpcije sprovedena je koriS¢enjem fiziCkohemijskih, biofarmaceutskih i
farmakokinetickih parametara prikazanih u tabeli 7, ¢ije su vrednosti preuzete iz literature ili su
in silico predvidene. Eksperimentalno dobijeni profili brzine rastvaranja paracetamola iz film
tableta koris¢eni su kao ulazni farmaceutsko-tehnoloski parametri za simulaciju apsorpcije.
Validacija modela sprovedena je na osnovu srednjeg profila koncentracije paracetamola u plazmi
iz studije Portolés i sar. (2003).

Tabela 7. Prikaz ulaznih parametara koris¢enih za razvoj modela Gl simulacije paracetamola

Parametar gedinica mere) Vrednost
Molekulska masa (g/mol) 151,17
l0gPow 0,2%
Jednobazna kiselina
pKa 9,5
Odnos koncentracije leka u krvi/plazmi 1°
Slobodna frakcija leka u plazmi, f, 0,70¢
Apsorpcija

ADAM model

Efektivna permeabilnost, Pet (Cm/s) 4,8-10%¢

Rastvorljivost (mg/ml) 23,7 napH 5,8f
Konstanta precipitacije (h™) 49
Radijus Cestica lekovite supstance (um) 10¢
Gustina Cestica lekovite supstance (g/ml) 1,29
Distribucija

Potpuni PBPK model, metoda 1

Volumen distribucije u stanju ravnoteze, Vss (L/KQ) 0,601"
Eliminacija

CLpo (L/h) 21,0

Dizajn studije
Reprezentativni pojedinac Sim-Healthy Volunteers populacije

Doza (mg) 500
Vreme simulacije (h) 14
Zapremina te¢nosti uzeta sa lekom (ml) 250

3Podatak iz literature (Poelma i sar, 1991); ° Podatak iz literature (Vozeh i sar, 1988); ¢ Podatak iz literature
(Forrest i sar, 1982); ¢ Podatak iz literature (Morris i Levy, 1984); ¢ Podatak iz literature (Gramatté i Richter,
1994); T Podatak iz literature (Etman i Naggar, 1990); 9 Simcyp® vrednost; " Vrednost izracunata u Simcyp®-u
korisé¢enjem potpunog PBPK modela distribucije; ' Podatak iz literature (Prescott, 1996)

Apsorpcija paracetamola iz GI trakta simulirana je koris¢enjem ADAM modela. U
simulacijama su kori$¢eni podaci o regionalnoj efektivnoj permeabilnosti paracetamola (u
jejunumu 4,8-10* cm/s i u ileumu 7,1-10* cm/s) iz studije Gramatté i Richter (1994), dok je
vrednost efektivne permeabilnosti u kolonu optimizovana kori$éenjem Simcyp® Parameter
Estimation opcije kako bi se postiglo najmanje odstupanje simuliranog u odnosu na in vivo
uoceni profil apsorpcije. Podatak o rastvorljivosti na pH 5,8 preuzet je iz ispitivanja Etman i
Naggar (1990). Volumen distribucije predviden je u Simcyp®-u na osnovu potpunog PBPK
modela distribucije i metode Poulin i Theil (metoda 1) i iznosi 0,601 L/kg §to je u saglasnosti sa
literaturnim podacima (Rumack, 2004; Zapatar i sar, 2004). Vrednost slobodne frakcije lekovite
supstance u plazmi preuzeta je iz studije Morris i Levy (1984). Simulacije su izvodene za
reprezentativnog pojedinca Sim-Healthy Volunteers populacije.

Simulirani profil koncentracije paracetamola u plazmi na osnovu ulaznih parametara
prikazanih u tabeli 7 u saglasnosti je sa in vivo profilom objavljenim u literaturi (Portolés i sar,
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2003) sto je prikazano na slici 15, a potvrdeno izraGunavanjem procenta greSke predvidanja
izabranih farmakokinetickih parametara (Cmax, tmax 1 PIKo<+), prikazanih u tabeli 8.
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wd - o
= O invivo
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——in silico
2 -
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0 2 10 12 14

t(h)

Slika 15. Simulirani profil koncentracije paracetamola u plazmi nakon primene tableta sa trenutnim
oslobadanjem u odnosu na in vivo profil

Tabela 8. Vrednosti in vivo uocenih i in silico predvidenih farmakokineti¢kih parametara i
odgovarajucih greski predvidanja

Farmakokineticki Stvarna vrednost Predvidena Greska predvidanja
parametar (in vivo) vrednost (in silico) (%PE)

Crmax (Hg/ml) 7,50 7,61 1,46

tmax (N) 1,00 1,07 7,00

P1Ko-t (ugh/ml) 26,90 25,70 4,46

S obzirom da izracunate vrednosti procenta greske predvidanja ne prelaze 10%, model se
smatra validiranim i kao takav koris¢en je za dalja in silico ispitivanja.

FizioloSki zasnovano biofarmaceutsko modelovanje

Da bi se ispitao uticaj in vitro brzine rastvaranja na profil koncentracije paracetamola u
plazmi u funkciji vremena, eksperimentalno dobijeni profili brzine rastvaranja paracetamola iz
film tableta koris¢eni su kao ulazni podaci za simulacije. Profili simulirani na osnovu
eksperimentalnih rezultata prikazani su na slici 16, a simulirane vrednosti relevantnih
farmakokinetickih parametara (Cmax, tmax | PIKot), kao i odgovarajuce greske predvidanja
prikazane su u tabeli 9.

Rezultati simulacija ukazuju da in vitro profil brzine rastvaranja paracetamola iz tableta
nema znacajnog uticaja na profil koncentracije leka u plazmi ukoliko je rastvaranje paracetamola
potpuno u toku 1 h, ¢ak i1 u slucaju znacajno sporijeg rastvaranja koje je zabelezeno u uredaju
tipa protocne Celije. Simulirani profil koncentracije paracetamola u plazmi kada je kao ulazni
parametar koriS¢en in Vvitro profil brzine rastvaranja u aparaturi sa lopaticom uz kori$¢enje
viskoznog medijuma ukazuje na znacajno produzenu apsorpciju uz isti obim apsorpcije (slicne
vrednosti Cmax 1 PIKo.t uz znacajno viSu vrednost tmax). Ovakvi rezultati u saglasnosti su sa
zapazanjima ParojCi¢ i sar. (2008), kao i in vivo ispitivanjima uticaja hrane na farmakokinetiku
paracetamola (Souliman i sar, 2006).
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Slika 16. Simcyp® simulirani profili koncentracije paracetamola u plazmi i in vivo uoceni profil

Tabela 9. Simcyp® predvideni farmakokineti¢ki parametri i odgovarajuée greske predvidanja

. S Cinax tmax P1Ko-
In vitro uslovi ispitivanja (ug/ml) %PE (M) %PE (ugh/ml) %PE
bFaSSGF 7,48 0,26 1,12 12,00 25,16 6,47
FaSSGF 7,41 1,20 1,12 12,00 25,74 4,31
bFaSSIF 7,63 1,73 1,12 12,00 25,69 4,49
Aparatura 2 FaSSIF 7,44 0,80 1,21 21,00 25,69 4,49
(50 o/min) bFeSSIF 7,69 2,53 1,12 12,00 25,69 4,49
FeSSIF 7,69 2,53 1,12 12,00 25,69 4,49
bFeSSIF/0,5% HPMC 7,72 2,93 2,21 121,00 25,68 4,53
FP pH 5,8 7,51 0,13 1,16 16,00 25,69 4,49

4 ml/min, izmena medijuma 7,75 3,33 1,35 35,00 25,68 4,53

Aparaturad g min izmena medijuma 773 307 126 2600 2569 4,49

In vivo 7,50 / 1,00 / 26,90 /

Identifikacija profila apsorpcije paracetamola primenom Simcyp® gastrointestinalne
simulacije

Simulacija apsorpcije paracetamola nakon primene film tableta sa trenutnim oslobadanjem
sprovedena je koriS¢enjem prethodno razvijenog i validiranog modela Gl simulacije. Cilj ovih
simulacija je procena mogucnosti primene razvijenog in silico modela za identifikaciju in vivo
input profila, kao i uporednu analizu sa rezultatima dobijenim konvencionalnom
farmakokinetickom analizom i Gl simulacijom kori$é¢enjem GastroPlus™ programskog paketa.

In silico profili apsorpcije paracetamola dobijeni GI simulacijom na osnovu
eksperimentalnih in vitro profila brzine rastvaranja predstavljeni su na slici 17. Moze se uociti da
apsorpcija paracetamola prati rastvaranje paracetamola, te u slucajevima kada je zabelezeno
potpuno rastvaranje paracetamola nakon 1 h, paracetamol se potpuno apsorbuje nakon 1h, $to je
u saglasnosti sa visokom permeabilnos¢u lekovite supstance. Apsorpcija paracetamola u slucaju
kada je kori$¢en in vitro profil brzine rastvaranja u viskoznom medijumu odvija se nesto sporije.
U svim simulacijama predvideni obim apsorpcije iznosi 100%. Ovakvi rezultati nisu u
saglasnosti su literaturnim podacima o bioloskoj raspoloZivosti paracetamola iz tableta s obzirom
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da prilikom izgradnje modela nije uzet u obzir uticaj presistemskog metabolizma u crevima na

koli¢inu leka koja dospeva u sistemsku cirkulaciju i koji u ovom slucaju iznosi 10-30%
(Clements i sar, 1984; Perucca i Richens, 1979).
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Slika 17. Simcyp® simulirani profili apsorpcije paracetamola na osnovu eksperimentalno dobijenih
profila brzine rastvaranja iz film tableta

4.1.5.2 Gastrointestinalna simulacija koriséenjem GastroPlus™ programskog paketa

U daljem toku istrazivanja, vrednosti ulaznih parametara prikazane u tabeli 7 primenjene
su s ciljem sprovodenja GI simulacije u okviru komercijalno dostupnog programskog paketa
GastroPlus™ (verzija 8.0; SimulationsPlus, Lancaster, California, SAD). Osnovna pode$avanja
u okviru GastroPlus™ programskog paketa nisu menjana prilikom izvodenja simulacija, izuzev
ASF faktora koji je optimizovan kako bi se postiglo najmanje odstupanje simuliranog u odnosu
na in vivo uoceni profil apsorpcije, i iznosi 1,7 u svim segmentima GI trakta. Volumen
distribucije predviden je koris¢enjem PBPK modela i metode Poulin i Theil kao i u slucaju
Simcyp®-a, i dobijena je vrednost od 0,578 L/kg $to odgovara vrednosti predvidenoj u Simcyp®-
u (0,601 L/kg).

Simulirani profili koncentracije paracetamola u plazmi dobijeni GI simulacijom u
GastroPlus®-u na osnovu eksperimentalno dobijenih profila brzine rastvaranja iz film tableta pod
razli¢itim eksperimentalnim uslovima prikazani su na slici 18. Vrednosti izabranih
farmakokinetickih parametara (Cmax, tmax I PIKo-), dobijenih na osnovu eksperimentalnih profila
brzine rastvaranja paracetamola iz tableta u GastroPlus™-u, kao i odgovarajuée greske
predvidanja prikazane su u tabeli 10. U poredenju sa Simcyp® simulacijama dobijene su nesto
nize vrednosti Cmax i PIKo.t, dok su vrednosti tmax nesto vece. Moze se uociti da su dobijene nesto
veée greske predvidanja izabranih farmakokinetickih parametara u poredenju sa Simcyp®
predvidanjima. Gl simulacija u GastroPlus™ programskom paketu takode je potvrdila neznatan
uticaj in vitro profila brzine rastvaranja na simulirani profil koncentracije paracetamola u plazmi
ukoliko je rastvaranje paracetamola potpuno u toku 1 h, kao i negativan uticaj povecanog
viskoziteta na brzinu apsorpcije.
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Slika 18. GastroPlus™ simulirani profili koncentracije paracetamola u plazmi i in vivo uoceni profil

Tabela 10. GastroPlus™ predvideni farmakokineti¢ki parametri i odgovarajuée greske predvidanja

Cmax

tmax

P1Ko-t

In vitro uslovi ispitivanja (ug/ml) %PE () %PE (ugh/ml) %PE
bFaSSGF 7,12 5,07 1,32 32,0 24,53 8,81
FaSSGF 7,10 5,33 1,32 32,0 24,42 9,21
bFaSSIF 7,20 4,00 1,32 32,0 24,38 9,36
Aparatura 2 FaSSIF 7,11 5,20 1,36 36,0 24,52 8,84
(50 o/min) bFeSSIF 7,25 3,33 1,22 22,0 24,52 8,84
FeSSIF 7,25 3,33 1,25 25,0 24,36 9,44
bFeSSIF/0,5% HPMC 7,30 2,67 2,50 150,0 24,79 7,84
FP pH 5,8 7,20 4,00 1,20 20,0 24,28 9,73
Aparatura 4 4 mI/m!n, !zmena med!juma 7,35 2,00 1,32 32,0 24,32 9,59
8 ml/min, izmena medijuma 7,34 2,13 1,35 35,0 24,12 10,33

In vivo 7,50 / 1,00 / 26,90 /

Identifikacija profila apsorpcije paracetamola primenom GastroPlus™ gastrointestinalne

simulacije

U ovoj fazi ispitana je moguénost primene Gl simulacije u GastroPlus™-u za identifikaciju
in vivo inputa, koji ¢e se potom Koristiti za uporednu analizu sa rezultatima dobijenim
konvencionalnom farmakokinetickom analizom i Gl simulacijom u Simcyp®-u, kao i za
uspostavljanje in vitro-in vivo korelacije. Na slici 19 prikazani su simulirani profili apsorpcije
paracetamola iz tableta. Predvideni obim apsorpcije paracetamola od oko 87% u saglasnosti je sa
literaturnim podacima o0 bioloskoj raspolozivosti paracetamola iz tableta sa trenutnim

oslobadanjem.
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Slika 19. Simulirani profili apsorpcije paracetamola nakon primene film tableta dobijeni
GastroPlus™ GI simulacijom

Uporednom analizom moze se uoditi da je primenom GastroPlus™ predvidena nesto
sporija apsorpcija paracetamola, kao i nesto manji obim apsorpcije u odnosu na Simcyp®
simulaciju. Iako su dobijene neSto veée greske predvidanja izabranih farmakokineti¢kih
parametara postignuto je znacajno bolje predvidanje obima apsorpcije koriséenjem GastroPlus ™
programskog paketa. Dobijeni rezultati mogli bi se objasniti uticajem ASF faktora u okviru
ACAT modela, koji je omogucio da prilikom predvidanja koli¢ine leka koji dospeva u sistemsku
cirkulaciju bude uracunat i presistemski metabolizam u crevima. Naime, ASF faktor predstavlja
faktor kojim se u okviru ACAT modela mnozi vrednost efektivne permeabilnosti kako bi se u
obzir uzele varijacije usled metabolizma u crevima, delovanja efluks i influks transportera,
razli¢itih pH vrednosti i drugih parametara koji mogu uticati na apsorpciju leka (GastroPlus™
User Manual v 8.0).
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Slika 20. In vivo input profili paracetamola dobijenih primenom razli¢itih metoda dekonvolucije

Uporedni pregled in vivo input profila dobijenih primenom razli¢itih metoda prikazani su
na slici 20. GI simulacijom u Simcyp®-u dobijeni su hipoteti¢ki profili apsorpcije paracetamola
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in vivo, dok su u GastroPlus™-u dobijeni profili apsorpcije i rastvaranja paracetamola.
Hipoteticki profili apsorpcije paracetamola dobijeni GI simulacijom u Simcyp®-u pokazuju nesto
sporiju apsorpciju, ali ve¢i obim apsorpcije u poredenju sa profilima apsorpcije izra¢unatim Loo-
Riegelman metodom i numerickom dekonvolucijom u odnosu na i.v. profil kao referentni, dok je
kori$éenjem istih in vitro profila u GastroPlus™-u predvidena sporija apsorpcija. Na slici 20 su
radi preglednosti prikazani samo profili dobijeni Gl simulacijom na osnovu in vitro profila
brzine rastvaranja paracetamola u aparaturi sa lopaticom uz kori$¢enje FaSSIF-a kao medijuma.

4.1.6 Invitro-in vivo korelacija
Dekonvolucioni pristup

U cilju uspostavljanja kvantitativne korelacije izmedu in vitro i in vivo podataka,
hipoteti¢ki input profili izracunati primenom razli¢itih metoda analizirani su u odnosu na in vitro
profile brzine rastvaranja paracetamola iz tableta uocCene pod razli¢itim eksperimentalnim
uslovima.

S obzirom da kod preparata sa trenutnim oslobadanjem postoji velika razlika u vremenima
rastvaranja lekovite supstance in vitro i in vivo, vremenska skala koja prikazuje in vitro podatke
korigovana je faktorom korekcije vremenske skale (TS). Hipoteti¢ki input profili dobijeni
primenom razli¢itih metoda, kao i eksperimentalni profili brzine rastvaranja za tablete sa
trenutnim oslobadanjem paracetamola fitovani su kori§éenjem Weibull-ove distribucije. Faktori
skaliranja vremenske ose izracunati su kao odnos Tdvivo 1 Tavitro (tabela 11). Moze se uociti da se
vrednosti faktora TS znacajno razlikuju u zavisnosti od primenjene dekonvolucione metode, kao
I in vitro profila brzine rastvaranja i krec¢u se u opsegu 0,17 do 9,40.

Tabela 11. Parametri Weibull-ove distribucije in vitro profila brzine rastvaranja paracetamola iz tableta
i odgovarajuce vrednosti TS

In vitro profil TS
. .. Loo- Numeric¢ka . ® ™
Uredaj Medijum/ wa(h) b Riegelman  dekonvolucija _Slmcyp__ Ga_stroPIg_s
protok . simulacija simulacija
metoda (i.v)
bFaSSGF 0,10 2,30 2,70 2,60 8,70 9,40
FaSSGF 0,12 1,92 2,25 2,25 7,25 7,83
bFaSSIF 0,10 2,25 2,70 2,60 8,70 9,40
Aparatura 2 FaSSIF 0,13 1,93 2,07 2,00 6,69 7,23
. bFeSSIF 0,20 2,18 1,35 1,30 4,35 4,70
(50 ofmin) FeSSIF 018 276 1,50 1,73 4,83 5,22
bFeSSIF/0,5%
HPMC 1,47 2,35 0,18 0,17 0,59 0,64
FP pH 5,8 0,14 225 1,92 1,85 6,21 6,71
Aparatura 4 4 ml/min 0,59 1,49 0,45 0,44 1,47 1,59
8 ml/min 0,75 1,32 0,36 0,34 1,16 1,25

StatistiCki parametri dobijeni linearnom regresionom analizom nakon korekcije vremenske
ose prikazani su u tabeli 12. Visok nivo korelacije izmedu in vitro i in vivo podataka, opisan
vrednostima koeficijenta korelacije ve¢im od 0,95, dobijen je u svim ispitivanim slucajevima
osim kada je in vitro ispitivanje brzine rastvaranja radeno u aparaturi sa proto¢nom c¢elijom pri
brzini protoka medijuma od 8 ml/min. Najbolja korelacija, odnosno vrednosti nagiba regresione
prave priblizno jedan, kao i visoka vrednost koeficijenta korelacije dobijena je kada su in vitro
profili brzine rastvaranja poredeni sa in vivo profilom dobijenim Simcyp® GI simulacijom.
Dobijeni rezultati potvrduju da se pored konvencionalne farmakokineticke analize razvijeni in
silico modeli mogu uspesno koristiti za identifikaciju in vivo input profila paracetamola, sto
predstavlja osnov za razvoj bioprediktivne metode za in vitro ispitivanje brzine rastvaranja
paracetamola, kao i postavljanje klinicki relevantnih specifikacija.
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Tabela 12. Statisticki parametri in vitro-in vivo korelacije za preparat sa trenutnim oslobadanjem paracetamola (dekonvolucioni pristup)

In vitro input/ Nagib

in vivo input pravca/ _Loo- Numericka Simcyp® GastroPlus™

L Riegelman dekonvolucija : . : -
. . koeficijent . simulacija simulacija
Uredaj Medijum/protok korelacije metoda (i.v.)

a 0.8199 0.8159 1,0179 0.9016
bFaSSGF r 0,9879 0.9843 0.9937 0,9930
a 0,8314 0,8236 1,0513 0,9332
FaSSGF r 0.9965 0.9964 0.9958 0.9954
DEaSSIE a 0,7955 0.7926 0,9963 0,8842
r 0,9928 0,9915 0,9940 0,9937
FaSSIE a 0,8084 0,8084 1,0148 0,9041
Aoaratura 2 r 0,9950 0,9971 0,9943 0,9936
(é’o o/min) DEeSSIF a 0,8030 07963 0,9643 08568
r 0,9935 0,9884 0,9986 0,9971
FeSSIE a 0,7910 0,7740 0,9307 0,8187
r 0,9895 0,9796 0,9949 0,9919
. a 08153 08133 0,9419 08326
bFeSSIF/0,5% HPMC r 0,9909 0.9836 0.9915 0.9922
P OH 5.8 a 0,8084 0,8061 0,9850 0,8793
pr>, r 0,9976 0,9976 0.9960 0,9953
. ) a 0.8065 0,7991 1,0436 0,9257
4 mi/min, izmena medijuma r 0,9909 0,9856 0,9941 0,9955
Aparatura 4 . - a 0,8123 0,7973 1,0863 0,9779
8 mi/min, izmena medijuma r 0,9492 0,9406 0,9421 0,9501

a — nagib regresione prave; r — koeficijent korelacije
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Konvolucioni pristup

U konvolucionom pristupu uspostavljanju in vitro-in vivo korelacije, profili koncentracije
paracetamola u plazmi predvideni primenom Simcyp® i GastroPlus™ GI simulacije poredeni su
sa srednjim farmakokineti¢kim profilom uo¢enim in vivo u studiji Portolés i sar. (2003).

Statisticki parametri sprovedene linearne regresione analize prikazani su u tabeli 13. Iz
podataka prikazanih u tabeli 13 uocava se da je primenom konvolucionog pristupa postignuta
znacajno bolja korelacija za profile brzine rastvaranja paracetamola u aparaturi sa lopaticom
(izuzev kada je koriS¢en viskozni medijum) u poredenju sa aparaturom sa proto¢nom ¢éelijom.

Tabela 13. Statisticki parametri in vitro-in vivo korelacije za preparat sa trenutnim oslobadanjem
paracetamola (konvolucioni pristup)

In vitro profil Simcyp® simulacija GastroPlus™ simulacija
Uredaj Medijum/protok a r a r
bFaSSGF 0,9900 0,9981 0,9899 0,9978
FaSSGF 1,0130 0,9993 1,0139 0,9994
bFaSSIF 0,9711 0,9960 0,9753 0,9982
Aparatura 2 FaSSIF 0,9812 0,9976 0,9843 0,9982
bFeSSIF 0,9629 0,9988 0,9756 0,9965
FeSSIF 0,9596 0,9987 0,9612 0,9978
bFeSSIF/0,5% HPMC 0,5799 0,5056 0,5023 0,5014
FP pH 5,8 0,9838 0,9996 0,9912 0,9997
Aparatura 4 4 mI/m!n 1,0185 0,9368 1,0173 0,9471
8 ml/min 1,0125 0,9465 1,0156 0,9489

a — nagib regresione prave; r — koeficijent korelacije

Rezultati sprovedenih ispitivanja pokazuju da je primenom aparature sa lopaticom
postignuto veoma brzo rastvaranje paracetamola (>85% rastvoreno je za 15 min) izuzev u
slu¢aju kada je koriS¢en viskozni medijum. Pokazano je da razlic¢ite pH vrednosti medijuma u
okviru fizioloskog opsega pH vrednosti nemaju znacajnog uticaja na brzinu rastvaranja
paracetamola, $to je u saglasnosti sa pH-nezavisnom rastvorljivos§¢u paracetamola. Dodatak
fizioloskih surfaktanata takode nije imao znacajnog uticaja na brzinu rastvaranja paracetamola.
Dodatak HPMC-a u medijum uslovljava znacajno sporije i nepotpuno rastvaranje paracetamola
(oko 30% leka rastvoreno je nakon 1h) Sto bi se moglo pripisati produZzenom vremenu raspadanja
tableta. Blaza hidrodinamika aparature sa protocnom celijom uslovila je neSto sporije
oslobadanje paracetamola, te je 85% lekovite supstance rastvoreno tek nakon 45 min.

Primenom metodologije Gl simulacije koriséenjem Simcyp® i GastroPlus™ programskih
paketa bilo je moguce predvideti profil koncentracije paracetamola koji je u skladu sa in vivo
rezultatima objavljenim u literaturi. NeSto bolje predvidanje obima apsorpcije
gastrointestinalnom simulacijom korig¢éenjem GastroPlus™ programskog paketa moglo bi se
objasniti uticajem apsorpcionog faktora proporcionalnosti u okviru ACAT modela, koji je
omogucio da prilikom predvidanja koli¢ine leka koji dospeva u sistemsku cirkulaciju bude
uraCunat i presistemski metabolizam u crevima. Simulacijama je pokazano da brzina rastvaranja
paracetamola iz tableta nema znacajnog uticaja na rezultate G| simulacije ukoliko je viSe od 85%
paracetamola rastvoreno nakon 45 min, §to bi se moglo usvojiti kao klini¢ki relevantna
specifikacija za tablete sa trenutnim oslobadanjem paracetamola.

Procenom mogucnosti uspostavljanja IVIVK primenom dekovolucionog i konvolucionog
pristupa analizi podataka pokazano je da se primenom oba pristupa dolazi do sli¢nih zakljucaka.
Potrebno je napomenuti da je, imajuci u vidu razlike u vremenu rastvaranja leka in vitro i in vivo,
kod dekonvolucionog pristupa analizi vremensku skalu koja prikazuje in vitro podatke bilo
potrebno korigovati odgovaraju¢im faktorom skaliranja vremenske ose kako bi se dobili profili
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koji su uporedivi sa in vivo podacima. Oba pristupa omogucila su uspostavljanje IVIVK za
rezultate ispitivanja u aparaturi sa lopaticom uz koris¢enje fizioloski zasnovanih medijuma sa i
bez lecitina i tauroholata, kao i fosfatnog pufera pH vrednosti 5,8, odnosno u slu¢ajevima kada je
vise od 85% lekovite susptance rastvoreno nakon 45 min. S obzirom da nije zabelezen znacajan
uticaj dodatka lecitina i tauroholata na brzinu rastvaranja paracetamola, a uzimajuéi u obzir
jednostavnost pripreme, analize uzoraka, stabilnost i cenu, aparatura sa lopaticom uz koris¢enje
bFaSSIF kao medijuma za ispitivanje mogla bi se predloziti kao bioprediktivna metoda za in
Vitro ispitivanje brzine rastvaranja paracetamola iz tableta sa trenutnim oslobadanjem.
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4.2 MODEL SUPSTANCA: ACETILSALICILNA KISELINA

RS

2-acetoksibenzoeva kiselina
Slika 21. Strukturna formula i hemijski naziv acetilsalicilne kiseline

Acetilsalicilna kiselina pripada grupi nesteroidnih antiinflamatornih lekova i deluje kao
antikoagulans, fibrinolitik, inhibitor agregacije trombocita i inhibitor ciklooksigenaze. Poseduje
analgeticka, antiinflamatorna i antipiretska svojstva. Koristi se kod odraslih osoba u tretmanu
blagih do umerenih bolova kao $to su glavobolja, dismenoreja, mialgija i zubobolja.
Acetilsalicilna kiselina se takode koristi u tretmanu bola i inflamacije kod akutnih ili hroni¢nih
reumatskih bolesti kao $to su reumatoidni artritis, juvenilni idiopatski artritis, osteoartritis i
ankiloziraju¢i spondilitis. Uobi¢ajna doza za odrasle je 300-900 mg na svakih 4-6 h u skladu sa
klini¢kim potrebama. Maksimalna dnevna doza je 4 g (Farmakoterapijski vodi¢, 2022). Detaljan
pregled fizickohemijskih, farmakokinetic¢kih i biofarmaceutskih svojstava acetilsalicilne Kiseline
prikazan je u okviru odgovarajué¢e FIP Biowaiver monografije (Dressman i sar, 2012).

4.2.1 Biofarmaceutska i farmakokineti¢ka svojstva acetilsalicilne kiseline

Particioni koeficijent acetilsalicilne Kiseline logP iznosi 1,18 (Kasim i sar, 2004).
Acetilsalicilna kiselina je slaba kiselina i njena pKa vrednost je 3,49 (Law i sar, 2014). Ukoliko
bi se razmatrala navedena vrednost logP (1,18) koja je manja od vrednosti za metoprolol kao
referentnu supstancu (logP metoprolola je 1,72) acetilsalicilna kiselina bi se mogla smatrati nisko
permeabilnom. Medutim, vrednost Papp odredena na Caco-2 ¢elijama iznosi 2,4-10° cm/s §to je
vise od grani¢ne vrednosti (2:10° cm/s), te bi se na osnovu ovog parametra mogla svrstati u
visoko permeabilne lekovite supstance (Artursson i Karlsson, 1991). Acetilsalicilna kiselina
pokazuje pH-zavisnu rastvorljivost u okviru fizioloskog opsega pH vrednosti (4,70 mg/ml na pH
1,0; 5,00 mg/ml na pH 3,5; 6,62 mg/ml na pH 4,5 i 7,64 mg/ml na pH 6,8) (Dressman i sar,
2012). Podaci o rastvorljivosti acetilsalicilne kiseline ukazuju da se maksimalna pojedinacna
doza acetilsalicilne kiseline od 1000 mg moze rastvoriti u 250 ml medijuma. Iz navedenog se
moze zakljuciti da acetilsalicilna kiselina spada u klasu 2 BCS.

Nakon oralne primene se oko 10% lekovite supstance apsorbuje u zelucu (Cooke i Hunt,
1970), dok se znacajno veci procenat apsorbuje u tankom crevu (George, 1981). Needs 1 Brooks
(1985) su pokazali da je glavni put apsorpcije acetilsalicilne kiseline u tankom crevu pasivna
difuzija. Apsolutna bioloSka raspolozivost acetilsalicilne kiseline daleko je od potpune zbog
znaCajnog metabolizma u tankom crevu i jetri (George, 1981). Katalizovana hidroliza
acetilsalicilne kiseline moguca je 1 nakon dospevanja u sistemsku cirkulaciju putem esteraza u
plazmi, eritrocitima i sinovijalnoj te¢nosti. Ovo je razlog $to je u velikom broju studija bioloska
raspolozivosti acetilsalicilne kiseline izrazena na osnovu podataka za salicilnu kiselinu
(Dressman i sar, 2012). Nakon oralne primene rastvora, maksimalna koncentracija acetilsalicilne
kiseline u plazmi postize se za 20-25 min i vrlo brzo opada, dok koncentracija salicilne kiseline
raste (Rowland i sar, 1972). U ovoj studiji istovremeno je pracena koncentracija acetilsalicilne i
salicilne kiseline i pokazano je da je 68% acetilsalicilne kiseline dospelo u sistemsku cirkulaciju
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u nepromenjenom obliku, dok je ostatak metabolizovan u salicilnu kiselinu (Rowland i sar,
1972). U prilog potpunoj apsorpciji acetilsalicilne kiseline nakon oralne primene govore i studije
u kojima je acetilsalicilna kiselina *C radioaktivno obeleZena. Izlu¢ivanje *C urinom bilo je
gotovo potpuno (94-98%) nakon 24 h ispitivanja (Hutt i sar, 1982). Acetilsalicilna kiselina se
brzo distribuira u periferna tkiva i volumen distribucije iznosi 0,15-0,2 L/kg kod odraslih
(Martindale, 2020).

Farmakokinetika acetilsalicilne kiseline je linearna u opsegu doza 30-400 mg. Tek oko 1%
biva izluen putem urina u nepromenjenom obliku. Ostatak se izluCuje putem urina kao salicilna
kiselina i njeni metaboliti (Dressman i sar, 2012).

4.2.2 In vivo podaci

Detaljnim pregledom in vivo studija dostupnih u literaturi za razli¢ite farmaceutske oblike
acetilsalicilne kiseline, u cilju biofarmaceutske karakterizacije izabrani su literaturni profili
koncentracija acetilsalicilne kiseline u plazmi dobijeni nakon primene efervescentne tablete koja
je prethodno dispergovana (Sagar i Smyth, 1999) i tablete sa trenutnim oslobadanjem (Voelker i
Hammer, 2012).

Obe studije obuhvatile se ispitivanje farmakokinetike acetilsalicilne kiseline iz razlicitih
formulacija (efervescentne tablete, tablete sa trenutnim oslobadanjem, tablete koje sadrze
mikronizovanu acetilsalicilnu kiselinu, tablete sa produzenim oslobadanjem i td.) kojima je
pokazano da koncentracija acetilsalicilne kiseline u plazmi zavisi od formulacije, odnosno
farmaceutskog oblika leka. Osnovni farmakokineticki parametri uo¢eni nakon primene izabranih
farmaceutskih oblika acetilsalicilne kiseline prikazani su u tabeli 14.

Tabela 14. Farmakokineticki parametri izabranih preparata acetilsalicilne kiseline

Farmaceutski oblik PIKo-t Cinax trmax
(Doza) (ugh/ml)  (ug/ml) 97 (h) h) Referenca
Efervescentna tablete _
(375 mg) 7,12 11,25 0,32 0,33 Sagar i Smyth, 1999
Tablete sa trenutnim 6,5+155 4,4+154 2,79+0,55 | 0,75+0,37 Voelker i Hammer, 2012
oslobadanjem (500 mg)

4.2.3 ldentifikacija i uporedna analiza in vivo input profila acetilsalicilne
kiseline dobijenih primenom konvencionalnih farmakokinetickih metoda

Hipoteticki in vivo input profili acetilsalicilne Kkiseline izracunati primenom Loo-
Riegelman metode i numeri¢ke dekonvolucije, pri ¢emu je kao referentni (tezinska funkcija)
koris¢en farmakokineticki profil dobijen nakon oralne primene prethodno rastvorene
efervescentne tablete prikazani su na slici 22. Moze se uoditi da su dobijeni profili gotovo
podudarni i pokazuju plato na oko 65 % S$to odgovara literaturnim podacima o bioloskoj
raspolozivosti acetilsalicilne kiseline (Rowland i sar, 1972).
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Slika 22. Hipoteticki in vivo input profili acetilsalicilne kiseline iz tableta izracunati primenom
razli¢itih farmakokineti¢kih metoda

4.2.4 In vitro ispitivanja
Raspadljivost tableta

Na slici 23 prikazana su rezultati ispitivanja raspadljivost tableta sa trenutnim
oslobadanjem acetilsalicilne kiseline. Moze se uoCiti da se tablete u svim ispitivanim
medijumima raspadaju veoma brzo, u neviskoznim medijumima za manje od 1 min, dok je
vreme dezintegracije u medijumu koji sadrzi 0,5% HPMC-a produzeno i iznosi oko 4 minuta.
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Slika 23. Raspadljivost tableta acetilsalicilne kiseline u razli¢itim medijumima
Brzina rastvaranja acetilsalicilne Kkiseline iz tableta

Eksperimentalno dobijeni profili brzine rastvaranja acetilsalicilne kiseline iz tableta sa
trenutnim oslobadanjem u aparaturi sa lopaticom u razli¢itim medijumima i1 aparaturi sa
proto¢nom celijom uz koris¢enje izabrane izmene medijuma (15 min bFaSSGF / 45 min
bFaSSIF) prikazani su na slici 24.
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Slika 24. Brzina rastvaranja acetilsalicilne kiseline iz tableta pri razli¢itim uslovima ispitivanja

Rezultati dobijeni ispitivanjem u aparaturi sa lopaticom uz koris¢enje bFaSSIF, FaSSIF i
FP pH 5,8 kao medijuma odgovaraju veoma brzom rastvaranju (nakon 15 min rastvoreno je vise
od 85% lekovite supstance). Sa smanjenjem pH vrednosti medijuma smanjuje se rastvorljivost
acetilsalicilne kiseline, te je u medijumima bFeSSIF (pH 5,0) i FeSSIF (pH 5,0) 85% lekovite
supstance rastvoreno tek nakon 60 min ispitivanja. Znacajno sporije rastvaranje u aparaturi sa
lopaticom zabeleZeno je u slu¢aju medijumima nizih pH vrednosti (0FaSSGF i FaSSGF) gde je
nakon 60 min rastvoreno oko 35% lekovite supstance. Ovakvi rezultati u saglasnosti su sa pH-
zavisnom rastvorljivos¢u acetilsalicilne kiseline gde se pri nizim vrednostima pH ona nalazi u
nejonizovanom obliku koji pokazuje nizu rastvorljivost dok sa porastom pH vrednosti medijuma
iznad pKa vrednosti, acetilsalicilna kiselina prelazi u jonizovani oblik koji pokazuje znaéajno
viSu rastvorljivost. Ispitivanje u aparaturi sa lopaticom uz koriS¢enje viskoznog medijuma
rezultuje sporim 1 nepotpunim oslobadanjem acetilsalicilne kiseline iz tableta gde je nakon 30
min ispitivanja dostignut plato od oko 30% rastvorene acetilsalicilne Kiseline.

U aparaturi sa proto¢nom c¢elijom zabelezeno je znacajno sporije rastvaranje acetilsalicilne
kiseline, te je nakon 60 min ispitivanja pri protoku 4 ml/min rastvoreno 70% lekovite supstance
odnosno 85% pri protoku 8 ml/min. Eksperimentalni uslovi u kojima se koristi manja brzina
protoka medijuma (4 ml/min) rezultuju nesto manjom brzinom rastvaranja acetilsalicilne
kiseline. Ovakvi rezulti reflektuju blagu hidrodinamiku aparature sa proto¢nom celijom u
poredenju sa aparaturom sa lopaticom (D’Arcy, 2007; D’Arcy i sar, 2011), kao i ¢injenicu da se
pH vrednost pri izmeni medijuma u proto¢noj ¢eliji postepeno povecava i prelazi pKa vrednost
(kada se povecava rastvorljivost acetilsalicilne kiseline) tek nakon izvesnog vremena, kao i da je
lekovita supstanca u toku prvog sata ispitivanja izlozena manjoj zapremini medijuma u
poredenju sa aparaturom sa lopaticom.

4.2.5 Insilico ispitivanja

U okviru ovog poglavlja bi¢e opisana Gl simulacija apsorpcije acetilsalicilne kiseline iz
tableta primenom Simcyp® i GastroPlus™ programskih paketa u cilju mehanisticke
interpretacije apsorpcije acetilsalicilne kiseline, identifikacije bioprediktivne metode i
postavljanja klinicki relevantnih specifikacija za brzinu rastvaranja acetilsalicilne kiseline iz
tableta.
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4.2.5.1 Gastrointestinalna simulacija koriséenjem Simcyp® programskog paketa
Razvoj i validacija modela

Simulacija apsorpcije acetilsalicilne kiseline iz Gl trakta sprovedena je upotrebom
komercijalno dostupnog programa Simcyp® Population - Based Simulator (verzija 13.2,
Certara™, SAD). Simulacija apsorpcije sprovedena je kori$éenjem fizi¢kohemijskih,
biofarmaceutskih i farmakokinetickih parametara prikazanih u tabeli 15, ¢ije su vrednosti
preuzete iz literature i/ili su in silico predvidene. Eksperimentalno dobijeni profili brzine
rastvaranja acetilsalicilne kiseline iz tableta koris¢eni su kao ulazni farmaceutsko-tehnoloski
parametri za simulaciju apsorpcije. Validacija modela sprovedena je na osnovu srednjeg profila
koncentracije acetilsalicilne kiseline u plazmi iz studije Voelker i Hammer (2012).

Tabela 15. Prikaz ulaznih parametara koris¢enih za razvoj modela Gl simulacije acetilsalicilne kiseline

Parametar (J'edinica mere) Vrednost
Molekulska masa (g/mol) 180,157
logPo:w 1,18?
Jednobazna kiselina
pKa 3,5
Odnos koncentracije leka u krvi/plazmi 1°
Slobodna frakcija leka u plazmi, f, 0,417¢
Apsorpcija

ADAM model

Efektivna permeabilnost, Pet (Cm/s) 4,2-10449

pH-zavisna rastvorljivost (mg/ml) 4,70 na pH 1,0°

5,00 na pH 3,5¢
6,62 na pH 4,5°
7,64 na pH 6,8°

Konstanta precipitacije (h™) 4°
Radijus cestica lekovite supstance (um) 10P
Gustina Cestica lekovite supstance (g/ml) 1,2°
Distribucija

Potpuni PBPK model, metoda 2

Volumen distribucije u stanju ravnoteze, Vs (L/KQ) 0,1997f
Eliminacija

CLo (L/h) 97,79

Dizajn studije
Reprezentativni pojedinac Sim-Healthy Volunteers populacije

Doza (mg) 500
Vreme simulacije (h) 4
Zapremina tecnosti uzeta sa lekom (ml) 250

3 Podatak iz literature (Kasim i sar, 2004); ® Simcyp® osnovna vrednost; ¢ Podatak iz literature (Ghahramani i sar,
1998); 9 Videti tekst; ¢ Podatak iz literature (Dressman i sar, 2012); ' Vrednost izracunata u Simcyp®-u koriséenjem
potpunog PBPK modela distribucije; 9 Podatak iz literature (Nagelschmitz i sar, 2014)

Apsorpcija acetilsalicilne kiseline iz GI trakta simulirana je koris¢enjem ADAM modela. U
simulacijama je koris¢ena vrednost efektivne permeabilnosti acetilsalicilne kiseline od 4,2-10™
cm/s izracunata na osnovu vrednosti odredene na Caco-2 ¢elijama iz studije Artursson i Karlsson
(1991), dok je vrednost efektivne permeabilnosti u duodenumu optimizovana koris¢enjem
Simcyp® Parameter Estimation opcije i iznosi 9,0-10“ cm/s. U simulacijama je korisé¢en pH-
zavisni profil rastvorljivosti iz studije Dressman i sar. (2012). Volumen distribucije predviden je
u Simcyp®-u na osnovu potpunog PBPK modela distribucije i metode Rodgers i Rowland
(metoda 2) i iznosi 0,1997 L/kg §to je u saglasnosti sa literaturnim podacima (Martindale, 2020).

68



Vrednost slobodne frakcije lekovite supstance u plazmi preuzeta je iz studije Ghahramani i sar
(1998). Simulacije su izvodene za reprezentativnog pojedinca Sim-Healthy Volunteers
populacije.

Simulirani profil koncentracije acetilsalicilne kiseline u plazmi na osnovu ulaznih
parametara prikazanih u tabeli 15 u saglasnosti je sa in vivo profilom objavljenim u literaturi
(Voelker i Hammer, 2012) $to je prikazano na slici 25, a potvrdeno izracunavanjem procenta
greSke predvidanja izabranih farmakokinetickih parametara (Cmax, tmax | PIKo.t), prikazanih u
tabeli 16.
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Slika 25. Simulirani profil koncentracije acetilsalicilne kiseline u plazmi nakon primene tableta sa
trenutnim oslobadanjem u odnosu na in vivo zabelezeni profil

Moze se uociti da je najveca vrednost greske predvidanja dobijena za vreme postizanja
maksimalne koncentracije u plazmi, tmax (13,43%). No, imaju¢i u vidu da je ova greska
procenjena u odnosu na srednju vrednost tmax za veéi broj pojedinaca izmedu kojih postoje manje
ili vece interindividualne varijacije, kao i da Se predvidena vrednost za tmax Nakon oralne primene
tableta sa trenutnim oslobadanjem acetilsalicilne kiseline nalazi u opsegu dokumentovanih
vrednosti, simulirana vrednost od 0,67 h se moze smatrati prihvatljivom, a model validiranim i
kao takav bice koriS¢en u daljem ispitivanju.

Tabela 16. Vrednosti in vivo uocenih i in silico predvidenih farmakokineti¢kih parametara i
odgovarajucih vrednosti greske predvidanja za tablete sa trenutnim oslobadanjem
acetilsalicilne kiseline

Farmakokineti¢ki Stvarna vrednost Predvidena Greska predvidanja
parametar (in vivo) vrednost (in silico) (%PE)

Crmax (Mg/ml) 3,32 3,23 2,71

tmax () 0,67 0,76 13,43

PIKo.t (ugh/ml) 5,32 5,14 3,38

Fiziolo$ki zasnovano biofarmaceutsko modelovanje

Da bi se ispitao uticaj in vitro brzine rastvaranja na profil koncentracije acetilsalicilne
kiseline u plazmi u funkciji vremena, eksperimentalno dobijeni in vitro profili brzine rastvaranja
acetilsalicilne kiseline iz tableta sa trenutnim oslobadanjem kori$¢eni su kao ulazni podaci za
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simulacije. Profili simulirani na osnovu eksperimentalnih rezultata prikazani su na slici 26, a
dobijene vrednosti farmakokinetickih parametara (Cmax, tmax 1 PIKo-t), kao i odgovarajuce greske
predvidanja prikazane su u tabeli 17.

aparatura 2 / bFaSSGF

41 aparatura 2 / FaSSGF

aparatura 2 / bFaSSIF

aparatura 2 / FaSSIF

aparatura 2 / bFeSSIF

aparatura 2 / FeSSIF

aparatura 2 / bFeSSIF / 0,5% HPMC

aparatura2/ FPpH5,8

““““““ aparatura 4, 4 ml/min / izmena medijuma
aparatura 4, 8 ml/min / izmena medijuma

o O invivo
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Slika 26. Simulirani profili koncentracije acetilsalicilne kiseline u plazmi na osnovu eksperimentalno
dobijenih profila brzine rastvaranja zajedno sa in vivo uo¢enim profilom

Najbolje slaganje simuliranih i in vivo zabelezenih profila koncentracije leka u plazmi
uoceno je za profil brzine rastvaranja dobijene u aparaturi sa lopaticom uz korisé¢enje bFaSSIF,
FaSSIF, bFeSSIF, FeSSIF i FP pH 5,8. Ovakvi rezultati simulacija ukazuju da in vitro profil
brzine rastvaranja acetilsalicilne kiseline iz tableta sa trenutnim oslobadanjem nema znacajnog
uticaja na profil koncentracije leka u plazmi ukoliko je 65% acetilsalicilne kiseline rastvoreno
nakon 30 min ispitivanja, ¢ak i u slucaju znacajno sporijeg oslobadanja koje je zabelezeno pri
koris¢enju bFeSSIF odnosno FeSSIF medijuma u aparaturi sa lopaticom. Dobijeni rezultati
ukazuju da se acetilsalicilna kiselina dominatno apsorbuje u proksimalnom delu tankog creva sto
je u saglasnosti sa literaturnim podacima da je apsorpcija acetilsalicilne kiseline znac¢ajno brza u
proksimalnom u poredenju sa distalnim delom tankog creva (Dietzel i sar, 2012).

Tabela 17. Farmakokineticki parametri predvideni na osnovu eksperimentalnih profila brzine
rastvaranja acetilsalicilne kiseline iz tableta i odgovarajuce vrednosti greske predvidanja

In vitro profil Crnax tmax PIKo+
Ul Medijum/protok wmgm)  PPEhy  YPPE gmiy  PE
bFaSSGF 129 611 098 463 310 417
FaSSGF 120 638 118 761 352 338
bFaSSIF 320 36 078 164 508 45
Aparatura 2 FaSSIF 327 15 078 164 511 39
bFeSSIF 319 39 078 164 508 45
FeSSIF 318 42 078 164 509 43
bFeSSIF/0,5% HPMC 097 707 086 283 152 714
FP pH 5,8 312 60 080 194 514 34
Aparatura d 4 mi/min 214 355 138 1059 427 19,7
8 ml/min 186 439 140 1089 478 101
In vivo 3,3 0,67 5,3
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Identifikacija  profila apsorpcije  acetilsalicilne  kiseline  primenom  Simcyp®
gastrointestinalne simulacije

Simulacija procesa apsorpcije acetilsalicilne kiseline iz tableta sprovedena je koris¢enjem
prethodno razvijenog i validiranog modela gastrointestinalne simulacije. Cilj ovih simulacija je
procena moguénosti primene razvijenog in silico modela za identifikaciju in vivo input profila,
kao i uporedna analiza sa rezultata dobijenih primenom razli¢itih pristupa.

In silico profili apsorpcije acetilsalicilne Kiseline iz tableta dobijeni GI simulacijom na
osnovu eksperimentalnih in vitro profila brzine rastvaranja predstavljeni su na slici 27. Moze se
uociti da je u slucajevima kada je vise od 65% lekovite supstance rastvoreno nakon 30 min
ispitivanja, apsorpcija acetilsalicilne kiseline brza i potpuna. Predvideni obim apsorpcije od
100% u saglasnosti je sa literaturnim podacima o potpunoj apsorpciji acetilsalicilne Kiseline iz
tableta sa trenutnim oslobadanjem (Hutt i sar, 1982) i ukazuju da model dobro simulira
apsorpciju acetilsalicilne kiseline iz gastrointestinalnog trakta.
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Slika 27. Simulirani in vivo profili apsorpcije acetilsalicilne kiseline na osnovu eksperimentalno
dobijenih profila brzine rastvaranja

4.2.5.2 Gastrointestinalna simulacija kori$¢enjem GastroPlus™ programskog paketa

U daljem toku istrazivanja vrednosti ulaznih parametara prikazane u tabeli 15 koris¢ene su
u okviru komercijalno dostupnog GastroPlus™ (verzija 8.0; SimulationsPlus, Lancaster,
California, SAD) programskog paketa sa ciljem da se identifikuju hipoteticki in vivo input profili
za uspostavljanje IVIVK. Osnovna podesavanja u okviru GastroPlus™ programskog paketa nisu
menjana prilikom izvodenja simulacija, izuzev vrednosti ASF faktora koje su optimizovane tako
da simulirani profil koncentracije leka u plazmi §to manje odstupa od in vivo uocenih vrednosti.
Svi ostali parametri koji opisuju fiziologiju humanog GIT-a na gladno zadrZani su na
GastroPlus™ preporu¢enim vrednostima. Volumen distribucije predviden je kori$éenjem PBPK
modela i metode metode Rodgers i Rowland kao i u slu¢aju Simcyp®-a, i dobijena je vrednost od

71



0,189 L/kg §to odgovara vrednosti predvidenoj u Simcyp®-u, kao i literaturnim podacima o in

vivo volumenu distribucije.

4

c (pg/ml)
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Slika 28. Simulirani profili koncentracije acetilsalicilne kiseline u plazmi dobijeni GastroPlus™ Gl
simulacijom na osnovu eksperimentalno dobijenih profila brzine rastvaranja i profil uo¢en in vivo

Tabela 18. Farmakokinetic¢ki parametri predvideni koris¢éenjem GastroPlus™ programskog paketa na
osnhovu eksperimentalnih profila brzine rastvaranja acetilsalicilne kiseline iz tableta i
odgovarajuée greske predvidanja

In vitro profil Crnax tmax PIKo+
Ueit Medijum/protok mgm)  PE oy WPE qghimiy  %PE
bFaSSGF 135 593 082 223 299 437
FaSSGF 132 602 091 358 345 351
bFaSSIF 331 03 066 149 510 41
Aaraturaz | FSSF 330 06 066 149 500 43
bFeSSIF 320 09 066 149 507 46
FeSSIF 330 06 066 149 510 41
bFeSSIF/0,5% HPMC 105 683 080 194 147 723
FP58 320 09 066 149 505 50
Aparaturag | 4 mijmin 232 301 123 835 415 219
8 ml/min 193 418 125 865 470 116
In vivo 3,32 0,67 5,32

U slucaju koris¢enja eksperimentalnih in vitro profila dobijenih u aparaturi sa lopaticom i
medijumima bFaSSIF, FaSSIF, bFeSSIF, FeSSIF i FP pH 5,8 kao ulaznih parametara dobijene
su niske vrednosti greski predvidanja osnovnih farmakokineti¢kih parametara (tabela 18). Na
osnovu prikazanih podataka (slika 28) se vidi da se najvece odstupanje izmedu simuliranih i in
vivo uocenih vrednosti javlja u fazi eliminacije leka, dok se vrednosti koncentracije

acetilsalicilne kiseline u plazmi u fazi apsorpcije leka medusobno odli¢no slazu.
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Identifikacija profila apsorpcije acetilsalicilne kiseline primenom GastroPlus™
gastrointestinalne simulacije

U ovoj fazi ispitana je moguénost primene Gl simulacije u GastroPlus™-u za identifikaciju
in vivo inputa, koji ¢e se potom Kkoristiti za uporednu analizu sa rezultatima dobijenim
konvencionalnom farmakokinetickom analizom i GI simulacijom u Simcyp®-u, kao i za
uspostavljanje in vitro-in vivo korelacije.

Simulirani profili apsorpcije acetilsalicilne kiseline iz tableta dobijeni GI simulacijom u
GastroPlus™-u prikazani su na slici 29. Predvideni obim apsorpcije acetilsalicilne kiseline od
100% koji se belezi na osnovu profila brzine rastvaranja u aparaturi sa lopaticom i medijumuma
FaSSIF, FeSSIF i njihovim ,,praznim*“ puferima i FP pH 5,8, u saglasnosti je sa literaturnim
podacima o potpunoj apsorpciji acetilsalicilne kiseline iz tableta sa trenutnim oslobadanjem
(Hutt i sar, 1986; Needs i Brooks, 1985).
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Slika 29. Simulirani profili apsorpcije acetilsalicilne kiseline iz tableta dobijeni gastrointestinalnom
simulacijom u GastroPlus™-u

Uporedni prikaz in vivo input profila dobijenih konvencionalnom farmakokinetickom
analizom i Gl simulacijom kori$éenjem Simcyp® i GastroPlus™ programskih paketa za tablete
sa trenutnim oslobadanjem acetilsalicilne kiseline prikazani su na slici 30. Poredenjem profila
apsorpcije koji su dobijeni GI simulacijom u Simcyp®-u i GastroPlus™-u moze se uo¢iti da
Simcyp® predvida nesto sporiju apsorpciju leka u poredenju sa GastroPlus™, ali je u oba slucaja
predviden isti obim apsorpcije od 100%. Poredenjem profila rastvaranja dobijenih
konvencionalnom farmakokinetickom analizom sa profilima dobijenim gastrointestinalnom
simulacijom u GastroPlus™-u mogu se uoditi zna¢ajne razlike u predvidenoj brzini i obimu
rastvaranja. Naime, profili dobijeni konvencionalnom farmakokinetickom analizom prikazuju
nepotpuno rastvaranje acetilsalicilne kiseline gde je postignut plato od 65%, dok je
gastrointestinalnom simulacijom predvideno brzo i potpuno rastvaranje acetilsalicilne kiseline.
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Dobijeni rezultati ukazuju na moguénost mehanistiCkog sagledavanja procesa rastvaranja i
apsorpcije koriS¢enjem gastrointestinalne simulacije gde se svaki od procesa moze odvojeno
pratiti, dok je kod konvencionalne farmakokineticke analize nemoguce izdvojiti rastvaranje i
apsorpciju od ostalih faktora koji uticu na bioloSku raspolozivost (npr. presistemski
metabolizam). Na slici 30 su radi preglednosti prikazani samo input profili dobijeni na osnovu in
vitro profila brzine rastvaranja u aparaturi sa lopaticom uz koris¢enje FaSSIF-a.
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Slika 30. In vivo input profili acetilsalicilne kiseline dobijeni razli¢itim metodama dekonvolucije

4.2.6 Invitro-in vivo korelacija

Dekonvolucioni pristup

U cilju uspostavljanja kvantitativne korelacije izmedu in vitro i in vivo podataka,
hipoteticki input profili izracunati razli¢itim metodama analizirani su u odnosu na in vitro
rezultate brzine rastvaranja acetilsalicilne kiseline iz tableta dobijene pod razli¢itim

eksperimentalnim uslovima.

Tabela 19. Parametri Weibull-ove distribucije in vitro profila brzine rastvaranja za tablete sa trenutnim
oslobadanjem acetilsalicilne kiseline, kao i odgovarajuci faktori skaliranja vremenske ose

In vitro profil
Uredaj pMedi' m B ™
Ju (h) Loo-Riegelman ~ Numericka  Simcyp®  GastroPlus™
protok - ) g , ”
metoda dekonvolucija  simulacija simulacija
bFaSSGF 0,28 1,13 1,9 1,9 3,4 2,8
FaSSGF 0,32 1,24 1,7 1,7 3,0 2,4
bFaSSIF 0,12 1,14 45 45 79 6,5
Aparalura 2 paqq) 013 1,07 42 42 73 6,0
(50 0/min)  pressiF 0,33 003 16 16 2.9 2,4
FeSSIF 0,33 0,89 1,6 1,6 29 2,4
bFeSSIF/0,5
% HPMC 0,26 1,49 2,1 2,1 3,7 3,0
FP pH 5,8 0,12 0,83 45 45 7,9 6,5
Aparatura 4 4 ml/min 0,73 1,88 0,7 0,7 1,3 11
8 ml/min 0,76 1,91 0,7 0,7 1,3 1,0
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S obzirom da kod preparata sa trenutnim oslobadanjem postoji velika razlika u vremenima
rastvaranja lekovite supstance in vitro i in vivo, vremenska skala koja prikazuje in vitro podatke
korigovana je faktorom korekcije vremenske skale, TS. Hipoteticki input profili dobijeni
kori$¢enjem razli¢itih dekonvolucionih metoda, kao i eksperimentalno dobijeni profili brzine
rastvaranja fitovani su koris¢enjem Weibull-ove distribucije. Faktori skaliranja vremenske ose
izraCunati su kao 0odnos Tdvivo 1 Tdvitro (tabela 19). Moze se uociti da se vrednosti faktora skaliranja
vremenske ose znacajno razlikuju u zavisnosti od primenjene dekonvolucione metode, kao i in
vitro profila brzine rastvaranja i kre¢u se u opsegu 0,7 do 7,9.

Statisticki parametri dobijeni linearnom regresionom analizom za tablete sa trenutnim
oslobadanjem acetilsalicilne kiseline nakon korekcije vremenske ose odgovaraju¢im faktorom
skaliranja prikazani su u tabeli 20. Najbolja korelacija, odnosno vrednosti nagiba regresione
prave priblizno broju jedan, kao i visoka vrednost koeficijenta korelacije dobijena je kada su in
vitro profili brzine rastvaranja dobijeni u aparaturi sa lopaticom uz koris¢enje FaSSIF medijuma
odnosno njegovog ,,praznog* pufera poredeni sa in vivo profilima dobijenim gastrointestinalnom
simulacijom koris¢enjem Simcyp® i GastroPlus™ programskih paketa. Visok nivo korelacije
izmedu in vitro i in vivo podataka, opisan vrednostima koeficijenta korelacije ve¢im od 0,95,
dobijen je u svim ispitivanim sluc¢ajevima kada su kori$éeni in vitro profili brzine rastvaranja kod
kojih je >65% lekovite supstance rastvoreno nakon 30 min. Dobijeni rezultati potvrduju da se
razvijeni in silico modeli mogu uspe$no koristiti za identifikaciju in vivo input profila
acetilsalicilne kiseline kao alternativa konvencionalnoj farmakokineti¢koj analizi, $to predstavlja
osnov za razvoj bioprediktivnih metoda za in vitro ispitivanje brzine rastvaranja acetilsalicilne
kiseline, kao i postavljanje klinicki relevantnih specifikacija.

Tabela 20. Statisticki parametri in vitro-in vivo korelacije za preparat sa trenutnim oslobadanjem
acetilsalicilne kiseline (dekonvolucioni pristup)

In vitro input/ Nagib
in vivo input pravca/ RieLglorhan Numeric¢ka Simcyp®  GastroPlus™
Uredaj Medijum/protok  Koeficijent mgtoda dekonvolucija simulacija simulacija
korelacije
a 1,434 1,430 1,672 1,583
bFaSSGF r 0,970 0,972 0,072 0,962
a 1,281 1,278 1,.953 1,808
FaSSGF r 0,934 0,935 0,960 0,923
a 0,658 0,650 1,087 1,075
bFaSSIF r 0,983 0,984 0,993 0,997
a 0,672 0,666 1,012 1,023
Aparatura 2 FaSSIF r 0,985 0,986 0,993 0,996
P bEeSSIF a 0,717 0,702 1,201 0,915
r 0,973 0,973 0,967 0,813
a 0,717 0,701 1,198 0,920
FeSSIF r 0,973 0,973 0,953 0,815
bFeSSIF/0,5% a 1,998 1,985 1,148 1,047
HPMC r 0,917 0,919 0,917 0,893
FP58 a 0,703 0,696 1,096 1,098
' r 0,983 0,985 0,991 0,991
4 mi/min a 0,533 0,521 0,721 0,823
Aparatura 4 r 0,956 0,958 0,919 0,925
P 8 mijmin a 0,502 0,498 0,742 0,837
r 0,942 0,943 0,872 0,935

a — nagib regresione prave; r — koeficijent korelacije
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Konvolucioni pristup

U konvolucionom pristupu uspostavljanja in vitro-in vivo korelacije, profili koncentracije
acetilsalicilne kiseline u plazmi predvideni primenom Gl simulacije u Simcyp® i GastroPlus™
programskim paketima analizirani su u odnosu na srednji farmakokineticki profil uocen u in vivo
u studiji Voelker i Hammer (2012) za tablete sa trenutnim oslobadanjem.

Statisticki parametri linearne regresione analize prikazani su U tabeli 21. Prikazani rezultati
dobijeni konvolucionom metodom u saglasnosti su sa rezultatima dobijenim dekonvolucionim
pristupom. Naime, statistiCki parametri dobijeni konvolucionim pristupom potvrduju
uspostavljanje IVIVK nivoa A ukoliko je kao ulazni profil za gastrointestinalnu simulaciju
koris¢en profil koji pokazuje vise od 65% rastvorenog leka nakon 30 min.

Tabela 21. Statisticki parametri in vitro-in vivo korelacije za tablete sa trenutnim oslobadanjem
acetilsalicilne kiseline primenom gastrointestinalne simulacije (konvolucioni pristup)

In vitro profil Simcyp® simulacija GastroPlus™ simulacija
Uredaj Medijum/protok a r a r
bFaSSGF 1,922 0,742 2,427 0,897
FaSSGF 1,878 0,748 2,398 0,901
bFaSSIF 0,944 0,966 0,965 0,988
Aparatura 2 FaSSIF 0,951 0,970 0,968 0,991
bFeSSIF 0,915 0,952 1,005 0,988
FeSSIF 0,924 0,963 1,008 0,989
bFeSSIF/0,5% HPMC 2,784 0,914 3,164 0,934
FP pH 5,8 0,935 0,962 0,945 0,971
Aparatura 4 4 mI/m!n 2,224 0,816 2,002 0,893
8 ml/min 1,945 0,843 1,845 0,901

a — nagib regresione prave; r — koeficijent korelacije

Rezultati ispitivanje brzine rastvaranja u aparaturi sa lopaticom u saglasnosti su sa pH-
zavisnom rastvorljivos¢u acetilsalicilne kiseline ukazuju¢i da pH vrednost medijuma, a ne
prisustvo fizioloskih surfaktanata dominantno uti€u na brzinu rastvaranja acetilsalicilne kiseline.
U aparaturi sa protocnom celijom zabeleZeno je znacajno sporije rastvaranje acetilsalicilne
kiseline. Ovakvi rezultati su pre svega posledica Cinjenice da se pH vrednost pri izmeni
medijuma u protocnoj celiji postepeno povecava i prelazi pKa vrednost (kada se povecava
rastvorljivost acetilsalicilne kiseline) tek nakon izvesnog vremena, kao i da je lek u toku prvog
sata ispitivanja izloZen manjoj zapremini medijuma u poredenju sa aparaturom sa lopaticom.

Na osnovu odabranog seta ulaznih podataka, primenom oba programska paketa, uspesno je
simuliran profil koncentracije acetilsalicilne kiseline u plazmi koji prati oralnu primenu tableta
sa trenutnim oslobadanjem. Predvideni obim apsorpcije leka od 100% je u skladu sa literaturnim
podacima koji navode da se acetilsalicilna kiselina u potpunosti apsorbuje iz gastrointestinalnog
trakta. Simulacijama je pokazano da in vitro profil brzine rastvaranja acetilsalicilne kiseline iz
tableta sa trenutnim oslobadanjem nema znacajnog uticaja na profil koncentracije leka u plazmi
ukoliko je 65% acetilsalicilne kiseline rastvoreno nakon 30 min ispitivanja. Oba programska
paketa dala su vrlo sli¢na predvidanja obima i brzine apsorpcije s tim §to je nesto sporija
apsorpcija zabelezena u Simcyp® programskom paketu, §to bi se moglo pripisati razlikama koje
postoje u osnovnim podesavanjima ACAT i ADAM modela apsorpcije.

U postupku uspostavljanja IVIVK oba pristupa su pokazala da je najveci stepen korelacije
izmedu in vitro i in vivo podataka postignut u slucajevima primene aparature sa lopaticom i
FaSSIF medijuma odnosno njegovog praznog pufera i fosfatnog pufera pH vrednosti 5,8, te bi se
navedeni eksperimentalni uslovi mogli predloziti kao klinicki relevantni. Visok nivo korelacije
izmedu in vitro i in vivo podataka, opisan vrednostima koeficijenta korelacije ve¢im od 0,95
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dobijen je u svim ispitivanim sluc¢ajevima kada su kori$¢eni in vitro profili brzine rastvaranja kod
kojih je >65% lekovite supstance rastvoreno nakon 30 min, §to bi se moglo predloziti kao
klinicki relevantna specifikacija za tablete sa trenutnim oslobadanjem acetilsalicilne kiseline.
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4.3 MODEL SUPSTANCA: AMLODIPIN-BESILAT

3-etil-5-metil (£)-2-[(2-aminoetoksi) metil]-4-(2-hlorofenil)-1,4-dihidro-6-metil-3,5-
piridindikarboksilat, monobenzensulfonat

Slika 31. Strukturna formula i hemijski naziv amlodipin-besilata

Amlodipin je blokator kalcijumovih kanala iz grupe dihidropiridina (antagonist
kalcijumovih jona ili blokator sporih kalcijumovih kanala) koji inhibira transmembranski influks
kalcijumovih jona u glatke miSi¢e krvnih sudova i sréani miSi¢. Kao i drugi blokatori
kalcijumovih kanala, amlodipin relaksira glatku muskulaturu arterijskog zida (vazodilatacija),
smanjujuci ukupni periferni otpor, a time i krvni pritisak. Kod pacijenata sa stabilnom anginom
pektoris smanjenje perifernog otpora (afterload) dovodi i do smanjenja potrebe miokarda za
kiseonikom i ublazavanja simptoma bolesti. U eksperimentima in vitro na Zzivotinjskim
modelima i ljudskim koronarnim arterijama dokazano je da amlodipin blokira konstrikciju i
obnavlja protok krvi kroz koronarne arterije i arteriole. Inhibicija koronarnog spazma je
objasnjenje efektivnosti amlodipina u terapiji vazospasticne (Prinzmetalove, promenljive) angine
(Clavijo, 1994). Uobicajna pocetna doza kod odraslih je 5 mg jednom dnevno, §to se moze
povecati do maksimalne doze od 10 mg u zavisnosti od individualnog odgovora pacijenata
(Farmakoterapijski vodic, 2022).

4.3.1 Biofarmaceutska i farmakokineti¢ka svojstva amlodipina

Amlodipin-besilat je beo kristalan prasak, molekulske mase 567,05 g/mol. Tesko je
rastvorljiv u vodi, lako rastvorljiv u metanolu, dosta tesko rastvorljiv u etanolu i teSko rastvorljiv
u 2-propanolu (European Pharmacopoeia, 2019). Eksperimentalno dobijena vrednost za
rastvorljivost amlodipina u vodi je 75,3 mg/L (Law i sar, 2014). Najniza rastvorljivost u pH
opsegu od 1 do 6,8 na 37 °C je 1 mg/ml (Shohin i sar, 2010). U fizioloskom opsegu pH vrednosti
u gastrointestinalnom traktu, amlodipin je prisutan u jonizovanom obliku (slaba baza, pKa 8,6)
(Law i sar, 2014; Shohin i sar, 2010). U nasoj zemlji registrovani su preparati sa dozom od 51 10
mg amlodipina u obliku amlodipin-besilata. Dozni broj za amlodipin dobija se na osnovu
maksimalne pojedinacne terapijske doze 1 minimalne vrednosti za rastvorljivost u pH opsegu od
1-6,8 i iznosi 0,04 (Do= Mo/VoCs), dakle manji je od 1, pa se, stoga, amlodipin smatra visoko
rastvorljivom supstancom prema BCS klasifikaciji. Do istog zakljucka se dolazi i ukoliko se za
rastvorljivost amlodipina uzme podatak o njegovoj rastvorljivosti u vodi (75,3 mg/L, odnosno
0,075 mg/ml), s obzirom da je ta vrednost manja od najnize vrednosti za rastvorljivost u pH
opsegu od 1-6,8, dobija se da je dozni broj amlodipina 0,53.

Sto se tie permeabilnosti, prema ICH M9 smernici, supstanca se smatra visoko
permeabilnom kada se apsorbuje u obimu > 85% (EMA, 2020). lako su in vivo studije pokazale
da je apsolutna bioraspolozivost amlodipina je oko 64%, on se ipak klasifikuje kao “visoko
permeabilna“ lekovita supstanca s obzirom na izrazen presistemski metabolizam i visok udeo
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metabolita u urinu (oko 90%) (Beresford i sar, 1988). Prethodno navedeni podaci o
rastvorljivosti i permeabilnosti amlodipina svrstavaju ga u klasu 1 BCS.

Maksimalne koncentracije amlodipina u plazmi postizu se 6-12 h nakon oralne primene
preparata. Apsolutna bioraspolozivost amlodipina se krec¢e u rasponu od 64-90%. Oko 93%
amlodipina u krvi vezuje se za proteine plazme. Glavni put eliminacije je metabolizam u jetri
(oko 90%), preko CYP 3A4 izoenzima (vrlo malo CYP 3A5). Urinom se eliminiSe oko 6%
nepromenjene supstance a ostatak u vidu neaktivnih metabolita (Beresford i sar, 1988).
Poluvreme eliminacije amlodipina je 35-50 h (Law i sar, 2014; Farmakoterapijski vodi¢, 2022).
Ravnotezna koncentracija amlodipina u krvi postize se nakon 7-8 dana svakodnevnog doziranja.
Oslabljena funkcija bubrega nema znacajan uticaj na farmakokinetiku amlodipina, te stoga
pacijenti sa bubreznom insuficijencijom mogu dobijati uobicajene inicijalne doze leka. Stariji
pacijenti i pacijenti sa oslabljenom funkcijom jetre imaju smanjen klirens amlodipina, usled ¢ega
je za 40-60 % povecana PIK, pa je potrebno smanjiti inicijalnu dozu amlodipina. Nije zabelezen
uticaj hrane na bioraspolozivost amlodipina (Farmakoterapijski vodi¢, 2022).

4.3.2 Invivo podaci

Detaljnim pregledom in vivo studija dostupnih u literaturi za razli¢ite farmaceutske oblike
amlodipina, u cilju biofarmaceutske karakterizacije izabrani su literaturni profili koncentracija
amlodipina u plazmi dobijeni nakon intravenske primene bolus injekcije i oralne primene tableta
sa trenutnim oslobadanjem (Faulkner i sar, 1986).

Faulkner i sar. (1986) poredili su farmakokinetiku amlodipina nakon intravenske primene
10 mg leka na gladno, kao i nakon 14 dana ponovljene oralne primene 10 mg amlodipina. Dosli
su do zaklju¢ka da je apsorpcija amlodipina potpuna, a da je eliminacija spora i odvija se
metabolizmom u jetri, kao 1 da je apsolutna bioloska raspolozivost oko 64% i da ne postoje
velike interindividualne razlike. Zabelezena je velika vrednost volumena distribucije (21,41
L/kg) ukazujuéi da se lekovita supstanca intenzivno distribuira u tkiva. Nakon intravenske
primene pad koncentracije lekovite supstance u plazmi deSava se relativno brzo, takode govoreéi
u prilog prelaska amlodipina iz plazme u periferna tkiva. Nakon oralne primene lek se pojavljuje
u plazmi nakon 0,5-1 h, ali je apsorpcija spora te se maksimum koncentracije leka u plazmi
postize nakon 8 h. Dugo poluvreme eliminacije ima pozitivan uticaj na ravnoteznu koncentraciju
lekovite supstance u plazmi i omogucéava njeno odrzavanje upotrebom jednom dnevno. Osnovni
farmakokineticki parametri uoCeni nakon primene izabranih farmaceutskih oblika amlodipina
prikazani su u tabeli 22.

Tabela 22. Farmakokineticki parametri razli¢itih farmaceutskih oblika amlodipina

Farmaceutski oblik PIK o Crmax 77 Tmax Referenca
. (Do;a.) _ (ngh/ml) (ng/ml) (h) (h)
1.v. bolus injekcija 371469 / 33,8453 / Faulkner i sar, 1986
(10 mg)
Tableta sa trenutnim 238+53 | 50+12 | 357+61  7.6+18  Faulknerisar, 1986
oslobadanjem (10 mg)

4.3.3 ldentifikacija i uporedna analiza in vivo input profila amlodipina
dobijenih primenom konvencionalnih farmakokineti¢kih metoda

U cilju dobijanja profila apsorpcije amlodipina in vivo primenjene su Loo-Riegelman
metoda i numericka dekonvolucija u odnosu na profil dobijen nakon intravenske primene
upotrebom softverskog paketa Kinetica 5.0 i literaturnih profila koncentracija amlodipina u
plazmi nakon primene analiziranih preparata. In vivo input profili dobijeni Loo-Riegelman
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metodom i numeri¢kom dekonvolucijom na osnovu profila koncentracije lekovite supstance u
plazmi nakon intravenske primene kao tezinske funkcije prikazani su na slici 32.

100 -
80 -
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o 60 -
O
£
2
2 40 -
= Loo-Riegelman metoda
20 -
Numeri¢ka dekonvolucija (i.v. referentni)
0 T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140
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Slika 32. In vivo input profili amlodipina za tablete sa trenutnim oslobadanjem (Faulkner i sar, 1986)
dobijeni primenom konvencionalne farmakokineti¢ke analize

Na osnovu rezultata prikazanih na slici 32 moze se uociti da ne postoje znacajne razlike
izmedu input profila dobijenih primenom Loo-Riegelman metode i numericke dekonvolucije.
Oba profila ukazuju na obim apsorpcije od oko 89% S$to odgovara literaturnim podacima
(Beresford i sar, 1988; Faulkner i sar, 1986).

4.3.4 In vitro ispitivanja

Raspadljivost tableta

Na slici 33 prikazani su rezultati ispitivanja raspadljivosti tableta sa trenutnim
oslobadanjem amlodipin-besilata. Tablete se u neviskoznim medijumima raspadaju veoma brzo,
prose¢no za oko 11 s, dok dodatak HPMC-a u medijum produzava vreme raspadanja tableta
amlodipin-besilata (raspadljivost je 2,38 min).

25

,_.
(7]
I

raspadljivost (min)

0,5 -

bFaSSGF FaSSGF bFaSSIF FaSSIF bFeSSIF FeSSIF bFeSSIF/0,5%
HPMC

Slika 33. Raspadljivost tableta amlodipin-besilata u razli¢itim medijumima
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Brzina rastvaranja amlodipin-besilata iz tableta

Eksperimentalno dobijeni profili brzine rastvaranja amlodipin-besilata iz tableta u aparaturi

sa lopaticom u razliCitim medijumima i aparaturi sa proto¢nom c¢elijom uz koriS¢enje izmene
medijuma (15 min bFaSSGF / 45 min bFaSSIF) prikazani su na slici 34.
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Slika 34. Profili brzine rastvaranja amlodipin-besilata iz tableta sa trenutnim oslobadanjem
koris¢enjem razlicitih aparatura i medijumima

Prikazani rezultati ukazuju da eksperimentalni uslovi znacajno uticu na brzinu rastvaranja
amlodipin-besilata iz tableta. U aparaturi sa lopaticom uz kori$¢enje FaSSGF i FeSSIF, odnosno
njihovih ,,praznih® pufera dobijeni su profili koji odgovaraju brzom rastvaranju (vise od 85% za
30 min) uz neznatni uticaj dodatka surfaktanata na brzinu rastvaranja. U medijumima pH 6,5
(FaSSIF i bFaSSIF) amlodipin-besilat se rastvara nesto sporije (75% nakon 30 min). Ovakvi
rezultati u saglasnosti su sa baznim karakteristikama amlodipin-besilata gde se oc¢ekuje bolja
rastvorljivost lekovite supstance u medijumima nizih vrednosti pH. Sli¢an profil rastvaranja
lekovite supstance zabelezen je i u viskoznom medijumu (oko 75% lekovite supstance
rastvoreno nakon 30 min).

U aparaturi sa proto¢nom celijom zabeleZeno je znacajno sporije i nepotpuno rastvaranje
amlodipin-besilata (za 30 min rastvoreno je oko 60% lekovite supstance), reflektujuéi time
znaajno blaZzu hidrodinamiku aparature sa proto¢nom celijom u poredenju sa aparaturom sa
lopaticom (D’Arcy, 2007; D’Arcy i sar, 2011). Nije zabelezen uticaj brzine protoka medijuma na
brzinu rastvaranja amlodipin-besilata.

4.3.5 Insilico ispitivanja
U okviru ovog poglavlja bi¢e opisana Gl simulacija apsorpcije amlodipina iz tableta sa
trenutnim oslobadanjem koris¢enjem programskih paketa Simcyp® i GastroPlus™ u cilju

mehanisticke interpretacije apsorpcije amlodipina, identifikacije bioprediktivne metode i
postavljanja klinicki relevantnih specifikacija za ispitivanje brzine rastvaranja.
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4.3.5.1 Gastrointestinalna simulacija koriséenjem Simcyp® programskog paketa
Razvoj i validacija modela

Simulacija apsorpcije amlodipina iz Gl trakta sprovedena je upotrebom komercijalno
dostupnog programa Simcyp® Population - Based Simulator (verzija 13.2, Certara™, SAD).
Simulacija apsorpcije sprovedena je koriS¢enjem fiziCkohemijskih, biofarmaceutskih i
farmakokinetickih parametara prikazanih u tabeli 23, ¢ije su vrednosti preuzete iz literature ili su
in silico predvidene. S obzirom da su koncentracije amlodipina u bioloskim te¢nostima izrazene
za amlodipin, doza amlodipina koriS¢ena za simulacije je takode izrazena kao slobodna baza.
Eksperimentalno dobijeni profili brzine rastvaranja amlodipin-besilata iz tableta kori$¢eni su kao
ulazni farmaceutsko-tehnoloski parametri za simulaciju apsorpcije. Validacija modela
sprovedena je na osnovu srednjeg profila koncentracije amlodipina u plazmi iz studije Faulkner i
sar. (1986).

Tabela 23. Prikaz ulaznih parametara koriséenih za razvoj modela GI simulacije amlodipina

Parametar Qedinica mere) Vrednost
Molekulska masa (g/mol) 567,051
logPo:w 2,962
Monoprotonska baza
pKa 9,12
Odnos koncentracije leka u krvi/plazmi 1P
Slobodna frakcija leka u plazmi, f, 0,02¢
Apsorpcija

ADAM model

Efektivna permeabilnost, Pes (cm/s) 0,0743-10*44

Rastvorljivost (mg/ml) 0,0774 na pH 7,4°
Konstanta precipitacije (h™) 4°
Radijus Cestica lekovite supstance (um) 10°
Gustina Cestica lekovite supstance (g/ml) 1,2
Distribucija

Potpuni PBPK model, metoda 1

Volumen distribucije u stanju ravnoteze, Vs (L/kg) 20,547
Eliminacija

CLi (L/h) 33,9¢

CL: (L/h) 1,8"
Metabolizam CYP 3A4"

CLint (L/h) 182

Dizajn studije
Reprezentativni pojedinac Sim-Healthy Volunteers populacije

Doza (mg) 10
Vreme simulacije (h) 144
Zapremina te¢nosti uzeta sa lekom (ml) 250

3pPodatak iz literature (Caron i sar, 2004); ® Simcyp® vrednost; ¢ Podatak iz literature (Meredith i Elliott, 1992); ¢
Podatak iz literature (Patel i sar, 2010); ®Podatak iz literature (Mc Daid i Deasy, 1996);  Vrednost izracunata u
Simcyp®-u korisé¢enjem Potpuni PBPK modela distribucije; 9 Podatak iz literature (Faulkner i sar, 1986) " Podatak
iz literature (Beresford i sar, 1988); ' Predvidena vrednost koriséenjem Simecyp® Parameter Estimation opcije

Apsorpcija amlodipina iz GI trakta simulirana je koris¢enjem ADAM modela. U
simulacijama je koris¢en podatak 0 permeabilnosti amlodipina 0,0743-10"* cm/s iz studije Patel i
sar. (2010), dok je podatak o rastvorljivosti na pH 7,4 preuzet iz ispitivanja Mc Daid i Deasy
(1996). Volumen distribucije predviden je u Simcyp®-u na osnovu potpunog PBPK modela
distribucije i metode Poulin i Theil (metoda 1) i iznosi 20,54 L/kg $to je u saglasnosti sa
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literaturnim podacima (Faulkner i sar, 1986). Vrednost slobodne frakcije leka u plazmi preuzeta
je iz studije Meredith 1 Elliott (1992). Kao glavni put eliminacije amlodipina naveden je
metabolizam u jetri preko CYP3A4 izoenzima (Beresford i sar, 1988) gde je vrednost CLint
optimizovana kori$éenjem Simcyp® Parameter Estimation opcije i iznosi 182 L/h, dok je kao
podatak o regionalnoj zastupljenosti CYP3A4 izoenzima u GIT-u i jetri koris¢ena Simcyp®
osnovna vrednost. Renalni Kklirens CLr izra¢unat je na osnovu navoda da predstavlja 6%
ukupnog klirensa (Beresford i sar, 1988). Simulacije su izvodene za reprezentativnog pojedinca
Sim-Healthy Volunteers populacije.

Simulirani profil koncentracije amlodipina u plazmi na osnovu ulaznih parametara
prikazanih u tabeli 23 u saglasnosti je sa in vivo profilom objavljenim u literaturi (Faulkner i sar,
1986) Sto je prikazano na slici 35, a potvrdeno izraCunavanjem procenta greSke predvidanja
izabranih farmakokineti¢kih parametara (Cmax, tmax | PIKo-t), prikazanih u tabeli 24.

—in silico

O invivo
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Slika 35. Simul