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OZET

Sahin E. Farkli Tilmikosin Preparatlarinin Koyunlarda Biyoesdegerlilik Yoniinden
Incelenmesi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Farmakoloji ve

Toksikoloji ABD. Doktora Tezi. Istanbul. 2012.

Bu caligmanin amaci, tilmikosin fosfat igeren bir jenerik ilacin koyunlarda tek doz (10
mg/kg) deri alt1 yolla uygulama sonrasinda biyoesdegerligini degerlendirmektir.
Calismada 20 adet Kivircik k1 koyun kullanildi. Calisma capraz dizayn esasina gore
gerceklestirildi. Ilag uygulamasi dncesinde 0. dakika ve sonrasinda 15., 30. dakika ile 1.,
2., 3., 4,6, 8., 12, 24., 48., 72. ve 96. saatlerde kan Ornekleri toplandi. Serum
tilmikosin  diizeyleri, ekstraksiyon islemi sonrasinda yliksek basingli likit
kromatografisinde (HPLC) o6lgiildii. Her hayvan i¢in ayr1 ayr1 serum konsantrasyon —
zaman grafikleri ¢izildi ve farmakokinetik parametreler non-kompatmantal model
analizi kullanilarak hesaplandi. Biyoesdegerlik degerlendirilmesinde EAA«o-72) ve Ciax
parametreleri temel alindi. Parametrelerin logaritmik doniistimii yapildiktan sonra %90
giiven araligina gore biyoesdegerlik icin kabul edilebilir sinirlar arasinda (% 80 - %125)
olup olmadig: belirlendi. Jenerik ilacin EAA.72) ortalamas1 % 105,66 ; Cpnax ortalamasi
ise % 106,55 olarak saptandi. Bu ¢alisma sonuglarina gore jenerik ilacin orijinal ilaca

biyoesdeger oldugu belirlendi.
Anahtar Kelimeler : Biyoesdegerlik, tilmikosin, koyun, jenerik

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir. Proje No: 3583
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ABSTRACT

Sahin E..The bioequivalence determination of different tilmicosin preparations in sheep.
Istanbul University, Institute of Health Science, Department of Pharmacology and

Toxicology . Doctoral Thesis. Istanbul. 2012.

The aim of this study to evaluate of the bioequivalence of a generic preparation contain
of tilmicosin phosphate, after the subcutan injection (s.c.) at a single dose of 10 mg/kg
in sheeps. In the present study 20 Kivircik healthy sheeps were used. This study was
carried out on the based a cross-over design. Blood samples were taken into sterilized
tubes just before and 15, 30" minutes and 1,2,3,4,6, 8, 12, 24, 48, 72 and 96" hours
following injections. The serum concentrations of tilmicosin were measured by high
pressure liquid chormatography (HPLC) following extraction process. The serum
concentration — time curves for each animals were showed and pharmacokinetic
parameters were calculated using non-compartmental model analysis. EAA(-72) and
Cmax Were based for evaluation of bioequivalence. According % 90 confidence level,
EAA(y-72) and Cpnax parameters was determined whether or not between acceptable limits
(80 %- 125 %) for bioequivalence after the logaritmic transformed. Average EAA .72
of generic preparate was 105,66 %. Average Cpax of generic preparate was 106,55 %.
As a result of this study it is concluded that generic preparation was bioequivalent to

original preparation.
Key Words: Bioequivalence, tilmicosin, sheep, generic

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 3583
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1. GIRIS VE AMAC

Kaliteli hayvansal {retimde veteriner tibbi {irlinler olduk¢a Onemlidir.
Tirkiye’de yerli ilag liretimini destekleyen uygulamalarla birlikte, yerli veteriner ilag
sanayisi ©Onemli oranda gelismistir. Ulkemizde veteriner ilaclar1 ile ilgili
diizenlemelerden ve ruhsatlandirilmasindan Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanlig: -
Gida ve Kontrol Genel Miidiirliigii biinyesindeki Veteriner Ilag¢ Sube Miidiirliigii
sorumludur ve veteriner tibbi Uriinler icin 24.12.2011 tarth ve 28152 sayili Resmi
Gazete’de  yayimlanan “Veteriner Tibbi Uriinler Hakkindaki Yonetmelik”
bulunmaktadir. Bu yonetmelik, veteriner hekimlikte kullanilan veteriner tibbi liriinlerin
iiretimi, ithalati, ithracati, kullanimi, ambalajlanmasi, etiketlenmesi, tanitimi, nakliyesi,
depolanmasi, receteli ve regetesiz satigi, izin verilmesi, kontrolii ve teminine iliskin
uygulamalar1 belirtmektir (84).

Son yillarda veteriner ilaglarm iireten, pazarlayan ve ithalatim gerceklestiren
firma sayisinda onemli artiglar olmustur. Devlet Planlama Teskilatin 2007 yilinda
hazirladig1 “Ila¢ Sanayii Ozel ihtisas Komisyonu Raporu™na gore; 2007 yil1 itibari ile
Tirkiye’de veteriner saglik iiriinleri alaninda faaliyet gdstermek {izere Gida, Tarim ve
Hayvancilik Bakanligi tarafindan verilmis veteriner ila¢ ruhsatina sahip olan, ithal
ederek pazarlayan veya tlireten 139 adet firma bulunmaktadir (99).

Ilag sanayisindeki gelismeler, ila¢ iireten firma sayisindaki artis ve piyasa
kosullari, rekabeti de beraberinde getirmektedir. Bu durum; piyasada ¢ok sayida jenerik
ilacin bulunmasina sebep olmaktadir. Patent anlagsmasini kabul etmis iilkelerde orijinal
ilacin patent siiresi dolduktan sonra ilacin bulusunu gerceklestiren firmadan izin
almmadan iiretilip satisa sunulan ilaca “jenerik ilag” denir. Jenerik ilag, orijinal ilag ile
ayn1 etken maddeyi ayni miktarda icermelidir. Ayni formiilasyonda ve farmasotik
sekilde olmalidir. Ayrica jenerik ila¢ olarak kabul edilebilmesi i¢in orijinal ilaca
biyoesdeger oldugunun kanitlanmasi kosulu vardir, bu nedenle orijinal ila¢ ile ayni
etkinlik, kalite ve giivenilirliktedir. Bunun yani swra orijinal ilag i¢in yapilan klinik
arastirmalarm tekrarlanmas1 gerekmediginden maliyeti dolayisiyla fiyatlar1 daha
disiiktiir (98).

Beseri hekimlikte ilaglarin ruhsatlandirilmasi i¢in biyoyararlanim ve/veya
biyoesdegerlik calismalarinin belgelendirilmesi gerekmektedir. Bu amagla, “Farmasotik

Miistahzarlarin Biyoyararlanim ve Biyoesdegerliginin Degerlendirilmesi Hakkinda
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Yonetmelik” 27 Mayis 1994 tarih ve 21942 sayili yazi ile Resmi Gazetede
yayimlanmistir. Bu yonetmelik ile farmasotik bakimdan esdeger olan miistahzarlarin
biyoyararlanimlarinin farklhilik gdstermesi durumunda tedavinin yetersizligi veya
toksisite artmasi sonucu sebep olabilecegi sakincalar1 6nlemek i¢in almacak tedbirler
belirtilmistir  (85). Saghk Bakanligi 1997 yilinda yaymmladigi genelge ile
biyoyararlanim/biyoesdegerlik calismalarinin sunulmasini zorunlu hale getirmistir. Bu
calismalar orijinal ilag {ireticileri i¢in problem olusturmazken jenerik ilag tlireticileri i¢in
onem tagimaktadir. 2000 yili basi itibari ile de, biyoyararlanim/biyoesdegerlik
calismalar1 gerektiren ilaglar icin, bu belgeler olmadan satis izni verilmemektedir. Bu
durum ruhsatlandirma yonetmeliginin 8. maddesinde acikc¢a belirtilmektedir. Ancak
iriin sayisinin  fazla olmast ve bu calismalar1 yapabilecek nitelikte Saghk
Bakanligi’ndan onayl klinik arastirma laboratuarlarmin bulunmayis1 nedeniyle yasanan
zorluklar neticesinde biyoesdegerlik arastwrmalar1  ozellikle yurt  disindaki
laboratuarlarda gerceklestirilmektedir (15).

Veteriner tibbi {iriinlerde biyoesdegerlik uygulamalarina beseri ilaglara gore
daha gec¢ baslanmistir. ABD ve Avrupa Birligi iilkeleri basta olmak {izere birgok iilke
1990 yilindan itibaren beseri ilaglarda oldugu gibi veteriner miistahzarlarda da
biyoesdegerlik calismalarina yasal diizenlemeler getirmistir (63, 94).

Tiirkiye’de heniiz yeni yiiriirliiliige girmis olan Veteriner Tibbi Uriinlerle Ilgili
Yonetmelige gore, jenerik ilacin, aktif maddeler agisindan orijinal ilagla ayni kalitatif ve
kantitatif kompozisyona sahip, ayni farmasotik formda ve biyoesdegerligi uygun
biyoyararlanim testleri ile kanitlanmis olmas1 gerekmektedir. ithal edilen tiiketime hazir
veteriner tibbi iirlinlerin ruhsat bagvurularinda ise o ilacin bagimsiz kurumlar tarafindan
yapilmis biyoyararlanim ¢aligmalar1 istenmektedir (84, 110).

Biyoesdegerligin gosterilmesinde onceligi olmayan parenteral kullanima 6zgii
cozelti halindeki formiilasyonlar ile veteriner sahada yapilan bazi biyoesdegerlik
calismalarinda bu formiilasyonlarda biyoesitsizlik saptanmistir. Ayrica jenerik ilag¢ i¢in
arinma zamaninin belirlenmesinde Onemli olan parametrelerin orijinal ilagtan farkl
olabilecegi de vurgulanmaktadir (96).

Biyoesdegerlik; “Farmasotik esdeger olan iki miistahzarin, ayn1 molar dozda
verilisinden sonra biyoyararlanimlarinin (hiz ve derece) ve boylece hem etkinlik, hem
glivenlik bakimindan esas olarak ayni olmasini saglayacak derecede benzer olmasi”

olarak tanimlanmistir (85, 98).
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Biyoesdegerlik ¢aligmalar1 sayesinde esdeger oldugu kanitlanmis jenerik
ilaglarin artmasi, insanlara ve hekimlere tedavide degisik ilaclar segcme ve tedavi
siiresince gerektiginde birbirlerinin yerine kullanilabilme imkani tanimaktadir. Bunun
yani sira tedavide piyasadaki en ucuz jenerik ilag¢ kullanilarak tedavi maliyetinde bir
azalma saglanabilmektedir.

Ancak birbirinin yerine kullanilan ilag oOnceki ilacin biyoesdegeri degilse
tedavide yeteri kadar basar1 saglanamayacagi gibi, etkinin baglama siiresi gecikebilir ya
da istenmeyen etkiler ortaya ¢ikabilir.

Beseri ilaglardan farkli olarak; biyoesdegerligi gosterilmeyen ruhsath veteriner
tibbi triinlerin kesim Oncesi bekletme siireleri ve siitlin tiiketilmeme siireleri de
degisebileceginden bu durum gida giivenligi/halk saglig1 acisindan da dolayli olarak
Onem tasimaktadir.

Ulkemizde 2004 yil1 itibari ile aktif olan 1601 adet ruhsatin % 69’u yerli {iretim,
% 31’1 ithal edilmek iizere verilmistir. Ana iirlin gruplar: iginde veteriner ila¢ ruhsat
sayisinin (1601) yaklasik % 34’{inii antibiyotikler olusturmaktadir. Tiiketim agisindan
bakildiginda ise hayvansal liretimde 6nemli ekonomik kayiplara sebep olan ayrica
enfeksiyon ve salgin hastaliklarla miicadelede kullanilan antibiyotiklerin payr toplam
tiiketimin % 33’iinii olusturmaktadir (99).

Makrolid grubu antibiyotikler farmakokinetik 6zellikleri ve antibakteriyel etki
spektrumlar1 nedeniyle insan ve hayvan sagligi acgisindan genis bir kullanim alanina
sahiptir. Tilmikosin sadece veteriner hekimlikte kullanim icin gelistirilmis, sigir ve
koyunlarda yaygin olarak kullanilan makrolid grubu bir antibiyotiktir (49).

Calismada; belirtilen avantajlarindan dolay1 koyun ve sigirlarin solunum sistemi
enfeksiyonlarinda siklikla tercih edilen tilmikosin fosfat iceren bir jenerik preparatin

koyunlarda biyoesdegerlik yoniinden olas1 farkliliklar1 degerlendirildi.
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2. GENEL BIiLGILER

Bu boliimde biyoyararlanim, biyoesdegerlik ve ¢alismamizda incelenen jenerik

ilacin etken maddesi olan tilmikosine ait genel bilgiler yer almaktadir.

2.1. Biyoyararlamim

Biyoyararlanim, genis anlamiyla farmasotik sekil i¢inden aktif maddenin emilme ve
viicuttaki etki yerine erigebilme hizi ve derecesi olarak tanimlanabilir. Diger bir
anlatimla; viicudun, sistemik etki yapmasi i¢in verilen bir ilagtan ne kadar
yararlandiginmn  somut bir dlgiisiidiir (17, 27, 28, 37, 77, 101). Ilacin kan
konsantrasyonlarinin ~ belirli zaman araliklarinda Glciilmesi ile ¢izilen kan
konsantrasyonu - zaman egrisinin altinda kalan alan, emilerek sistemik dolagima gecen
ilac miktarin1 gosterir ve EAA (Egri Altinda kalan Alan) ile kisaltilarak gosterilir.
Damar ici yolla yapilan uygulamalarda EAA’nin % 100 oldugu yani biyoyararlanimin
tam oldugu kabul edilir (35, 48, 77). Damar i¢i yol disindaki uygulamalarda ilacin
sistemik dolasima ge¢meden Once ugrayabilecegi kayiplar nedeniyle EAA genellikle
damar i¢i uygulamadakinden kiigiik olur. Biyoyararlanim mutlak ve bagil olmak iizere
iki kisimda incelenir. Ilaglarin EAA degerlerini karsilastirarak biyoyararlanim oranlarimi
saptamak miimkiindiir. Buna gore ilacin damar i¢i yol digindaki herhangi bir yolla
verilmesi ile elde edilen alan ile damar i¢i yolla elde edilen alanin oram1 mutlak
biyorarlanim olarak tanimlanir. Bagil biyoyararlanim ise damar i¢i kullanim disinda en
yiiksek biyoyararlanim saglayan bir farmasotik sekille veya diger parenteral yollardan
biri ile elde edilen biyoyararlanima oranla bulunan biyoyararlanimdir. Bu kavram ile
flacm  1ki  farmasotik  seklinin  biyoyararlanimlarmin  karsilastirilmas:t  ve
biyoesdegerliklerinin tahmin edilmesi saglanir (2, 18, 48, 77, 85). Tilmikosin igeren
enjeksiyonluk ¢ozeltilerin kardiyotoksik etkilerine bagli olarak tiim tiirlerde 6liimler
olusabileceginden damar i¢i yolla uygulanmasi dnerilmez (103).

Biyoyararlanimi belirleyen iki faktorden biri ilacin emilim derecesi digeri emilim
hizidir. Biyoyararlanim incelemelerinde bu iki faktdriin kan konsantrasyonu - zaman
egrisine yansimasmi temsil eden 3 parametre iizerinden biyoyararlanim ve
biyoesdegerlik degerlendirilir. Bu 3 parametre, Cpay, tmax ve EAA’dir (18, 35, 48, 77,
101).
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e Cupa (Maksimum Plazma Konsantrasyonu): Ilacin kandaki en yiiksek (pik -
doruk) konsantrasyonudur. Birimi pg/ml ya da birim/ml’dir. Farmakolojik
etkinin siddeti ile iliskilidir (48, 77).

® tmax (Maksimum Plazma Konsantrasyonuna Ulasma Zamam): ilacin
kandaki en yiiksek konsantrasyona ulagma siiresidir. Birimi saat olarak ifade
edilir. Genellikle biyolojik cevabin baslama stiresi ile korelasyon gosterir (48,
77).

e EAA (Egri Altinda kalan Alan): Kan konsantrasyonu - zaman egrisinin altinda
kalan alandir. Birimi pg/ml.saat olarak ifade edilir. Emilen ila¢g miktarmin kaba
bir Olciisii olarak kabul edilir. Toplam degeri sistemik dolasimdaki ilag
miktarmin, dolayisiyla biyoyararlanim derecesinin gostergesidir, ancak emilim
hiz1 hakkinda fikir vermez. Bu deger, tek doz biyoyararlanim ¢aligmalarinda en
onemli parametredir. Bu alanin dogru hesaplanabilmesi i¢in Ornekleme
zamanmin yeteri kadar uzun tutulmasi gerekmektedir ki bu da genellikle ilacin

yar1 dmriiniin 5 - 10 kat1 kadar siiredir (48, 77).

2.2. Biyoesdegerlik

Orijinal ilacin patent siiresi doldugunda ayni ilaci diger firmalar jenerik ilag
olarak iiretebilir. Jenerik ilaglar, ABD’de 1984 yilina kadar antisubsitiisyon' yasalarmimn
yiiriirliilikte olmasi nedeniyle fazla ilgi gérmemistir. Bu yasa eczacilara, hekimin
yazdig1 ilacin jenerigini verme hakkmi tanimiyordu. Ilag¢ giderlerinde tasarrufun
kacinilmaz hale gelmesi ve saglik sigortalar1 ile 6zel sektoriin destegi nedeniyle 1984°de
cikarilan yasa ile Amerikan ilagc ve Gida Ajansi (FDA), daha 6nce etkinligi ve
giivenilirligi saptanmis patentli ilaglarin jenerik kopyalarna ruhsat verme izni
tanimistir. Bu tarih itibari ile antisubstitiisyon yasalar1 yiiriirliiliikten kaldirilmis ve 1986

yilma kadar 1000°den fazla jenerik ilaca ruhsat verilmistir (47, 66).

FDA ilk kez 1980 yilinda terapotik esdeger kabul ettigi ilaglarm listesini
“Turuncu Kitap (Orange Book)’adi altinda yayimnladi ve sadece bu kitapta yer alan
ilaglarin jeneriklerine ruhsat verdi. Bu uygulama ile ABD’de sadece 1988 yilinda 2

milyar $ tasarruf saglamis ve hekimlerin yazdig1 jenerik ilag miktar1 1989°da % 20

! Antisubsitiisyon yasalart: Hekimin reeteye yazdigi ilacin jenerigi ile degistirilememesi
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artmustir. 1997 - 2000 arasinda ise bu miktar yaklasik 9 milyar $§ olmustur. Bu
gelismeleri cesitli elestiriler de izlemistir. Ileri siiriilen elestirilerden biri hekimin recete
yazma — ilag segme 0zgiirliigiinlin elinden alinmasi yoniinde olmustur. Bir diger elestiri
ise jenerik ilaclarin klinik uygulamada her zaman patentli esdegerleri kadar basarili
olmadiklar1 yoniinde olmustur. Kronik kalp yetmezliginde kullanilan digoksin, terapotik
indeksi dar bir ilagtir ve bu nedenle biyoyararlanimindaki ufak bir degisiklik kan
konsantrasyonlarin1 etkisiz veya toksik diizeylere getirebilmektedir. 1975 yilinda
Israil’de digoksin intoksikasyonu ile ilgili sayisiz olgu goriilmiistiir. Yapilan
arastirmalarda hastalarin kullandig1 digoksin preparatinin toksisite belirtilerine yol
acmasimin, Uretici firmanin galenik formiilasyonu degistirmesine bagli oldugu
saptanmistir. Her iki formiilasyon 0,5 mg digoksin igermesine ragmen yeni formiilasyon
cok yliksek kan konsantrasyonlar1 olusturmus ve boylece terapdtik konsantrasyonlarin
asilarak toksisite belirtilerinin ortaya ¢ikmasina neden olmustur (23). Yasanan bu
sorunlarin  nedenlerini aydinlatmaya yonelik calismalar “biyoyararlanim” ve
“biyoesdegerlik” kavramlarinin tedavide Onemini ortaya koymustur. Yapilan
arastirmalarda  vitamin, aspirin, tetrasiklin, tolbutamid, fenitoin, fenilbutazon,
kloramfenikol ve tiroksin igeren ilaglar i¢cin de biyoesitsizlik ve terapotik esdegersizlik

ile ilgili raporlar bildirilmistir (18).

Ulkemizde veteriner tibbi iiriinler icin yiiriirliiliikte olan Veteriner Tibbi Uriinler
Hakkindaki Yonetmelige gore ruhsatlandirilmada orijinal ilacin jenerigi oldugu
kanitlanan tibbi trlinler i¢in, giivenilirlik ve kalint1 testleriyle klinik oncesi ve klinik

denemeler yapilmasi istenmemektedir (84).

Saghk Bakanlig1 tarafindan yaymlanan “Farmasotik  Miistahzarlarin
Biyoyararlanim ve Biyoesdegerliginin Degerlendirilmesi Hakkinda Y6netmelik™’e gore
biyoesdegerlik; “Farmasotik esdeger olan iki miistahzarin, ayni molar dozda
verilisinden sonra biyoyararlanimlarmm (hiz ve derece) ve bdylece etkilerinin hem
etkinlik, hem giivenlik bakimindan esas olarak aynmi olmasini saglayacak derecede

benzer olmas1” seklinde tanimlanmustir (85).

Farkli firmalar tarafindan iiretilen farmasotik esdeger veya alternatif preparatlar,
tedavide her zaman ayni etkinlik ve gilivenirlikle kullanilamamaktadir. Bu
miistahzarlarin terapotik esdeger olarak kabul edilebilmesi i¢in biyoyararlanimlarmin da

esdeger oldugunun yani biyoesdegerliklerinin kanitlanmasi gerekmektedir. Bu amagla
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yapilan biyoesdegerlik testleri, ayni etken maddeyi igeren benzer formiilasyonlardaki
farkli miistahzarlarin karsilastirilmasinda kullanilan bilimsel yontemlerden biridir.
Amag, farmasotik teknoloji ile, benzer farmakolojik etkiyi elde etmek i¢i ayni etken
maddeyi igeren c¢esitli ilag formulasyonlar1 arasindaki farkliliklari-benzerlikleri

belirlemektir (28, 82).
Esdegerlilik kavrama ile ilgili asagidaki tanimlar yapilabilir:

Farmasotik esdegerlik: Ayn1 etken madde veya maddeleri, ayn1 miktarda, ayni veya
karsilastirilabilir standartlara uyan dozaj sekillerinde i¢eren miistahzarlar i¢in kullanilan

ifadedir (85).

Terapotik esdegerlilik: Glivenilirligi ve etkinligi saptanmis tiriinle ayn1 etken maddeyi
veya terapotik etkili molekiil kismini igeren, klintk bakimdan ayni etkinlik ve
gilivenilirligi gosteren miistahzarlar i¢in kullanilan ifadedir. Farmasotik esdeger veya
alternatif olan ila¢ iirlinleri arasinda terapotik esdegerliligi kanitlamanin en uygun
yontemi biyoesdeger olduklarinin gosterilmesidir. Eger iki iirliniin etki ve giivenligi
onaylanmissa, iirlinler farmasotik esdegerse (biyoesdegerse), 1yi iliretim uygulamalari
(GMP) kurallarina gore iiretilmislerse ve yeterli etiket bilgisini igeriyorlarsa FDA’ya
gore terapotik esdeger olarak kabul edilir (85, 102).

Farmasotik alternatif: Ayni1 etken maddeyi veya terapdtik etkili molekiil seklini
iceren, fakat kimyasal sekli, miktar, veya dozaj sekli klinik bakimdan anlaml
farmakokinetik, farmakodinamik ve/veya toksisite farkliligina neden olmayacak sekilde

farkli olan miistahzarlar i¢cin kullanilan ifadedir (18).

Orijinal iiriin (innovator): Kimyasal, biyolojik, farmasotik, farmakolojik-toksikolojik
ve klinik verileri iceren tam dosya ile ilgili bakanliktan onaylanmis, ruhsat almis

(patentli) sekilde pazarlanan ilag iiriinleri i¢in kullanilan ifadedir (18, 50).

Jenerik iiriin: Aktif maddeler agisindan orijinal {rtinle kalitatif ve kantitatif
kompozisyona sahip, ayni1 farmasdtik formda ve biyoesdegerligi, uygun biyoyararlanim

testleri ile kanitlanmus tirtindiir (84).

Suprabiyoyararlanim: Yeni {iriiniin ruhsath iirlinden daha yiiksek biyoyararlanim
gostermesidir. Bu durumda, yeni iirliniin daha diisiik konsatrasyonda yeniden formiile

edilmesi diistiniilmelidir. Aksi taktirde doz ayarlama zorunlulugu giindeme gelir. Bu
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durumdaki iirtinler referans iirtine terapotik esdeger olarak kabul edilmemelidir, eger

pazarlama izni alinmis ise yeni bir ilag¢ olarak diistiniilmelidir (18, 50).

2.2.1. Biyoesdegerlik incelemelerinin Gerekliliginin Saptanmasi (27)

Jenerik olarak tasarimlanmis bilinen yeni bir maddeyi iceren iiriinler;
referans etkinlik ve/veya giivenlik anlaminda onaylanmis bir iirlin ise

biyoesdegerligi de gosterilmelidir.

Bir ilacin dozaj 6zelliklerinde, bilesiminde yada imalat islemlerinde bir
degisiklik yapildiginda ve yeni uygulama yolu s6z konusu ise yeni iiriin
icin yiiriitilen klinik denemelerde verilen referans liriine gore etkinlik

ve/veya gilivenlik acisindan biyoesdeger oldugu gosterilmelidir.

Biyoyararlanim caligmalar1 biyoesdegerligin gosterilmesinde
kullanilamiyorsa (yeni iirlinliin suprabiyoyararlanim gostermesi gibi)
yada aktif maddede, endikasyon alaninda, farmasotik formda ve
uygulama yolunda degisiklik yapilmissa jenerik {iriin referans {iriinle
karsilastirilmalidir. Bu durumda farmakokinetik verilerin

karsilagtirilmasi gereklidir.

Yeni aktif madde(ler) iceren miistahzarlar i¢in biyoesdegerlik caligmalar1

yapilir.

Daha 6nceden onaylanmig bir miistahzara farmasotik esdeger olarak yeni bir

mistahzarin

ruhsatlandirilmasi1 isteniyorsa; asagida belirtilen kriterlere gore

degerlendirme yapilir:

a)

b)

Miistahzarin farmasétik sekli ve verilis yolu: Oral yoldan
verilen miistahzarlara (kat1 farmasdotik sekiller oncelikli) 6ncelik
verilmelidir. Bunu sirasiyla rektal yolla uygulananlar, transdermal
uygulananlar, parenteral yoldan verilenler ve lokal olarak

uygulanan triinler izler (52, 85).

Etken maddenin terapotik indeksinin genisligi: Terapotik
indeksi dar olanlara Oncelik verilir. Bu ilaglardan oral yolla
kullanilanlarin onceligi sadece parenteral yolla

kullanilanlarinkine gore daha fazladir (52, 85).
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c) Doz-Yanit egrisinin Dikligi: Terapotik indeksin dar olmasi ile

iligkilidir. Doz-cevap egrisi dik olanlara dncelik verilir (85).

d) Etken maddenin farmakokinetik ozellikleri: Ilacin terapotik
doz aralig1 i¢inde doza bagimli (non-lineer) kinetik gdstermesi,
presistemik eliminasyonun % 70’den fazla olmasi, emilimin %
70°den az olmasi, uygun olmayan fizikokimyasal 6zelliklerinin
bulunmasi, emilim ve atilim hizinin bireyler arasinda fazla
degiskenlik gostermesi gibi durumlarda ilacin biyoesdegerliginin

incelenme gerekliligi onceliklidir (52, 85).

2.2.2. Biyoesdegerlik incelemelerinin Genellikle Gerekmedigi Durumlar

Veteriner ilaglarda biyoesdegerlik incelemelerinin genellikle gerekli goriilmedigi

durumlar agagida belirtilmistir (31)

a)

b)

d)

Miistahzarin asagida sayilan sartlarin gecerli olmasi kaydiyla sadece etken

maddenin yitiligi (strength) bakimindan fark gostermesi:
o farmakokinetiginin lineer olmasi
o nitel kompozisyonun ayni olmasi

o etken madde ile yardimc1 maddeler arasinda oranin ayni olmasi veya

yardimc1 maddelerin oranmin ayni olmasi
o 1ki miistahzarinda ayni Uretici tarafindan ve ayni yerde tliretilmesi
o orijinal miistahzar ile biyoyararlanim incelemesinin yapilmis olmasi
o ayni test kosullarinda in vitro ¢6zlinme hizlarinin ayni olmasi

Uriin sadece damar i¢i uygulamalar igin tasarlanmis ve hedef tiirlerde kullanmak
icin onaylanmis bir damar i¢i ¢ozelti ile ayni aktif madde veya terapotik bilesigi
iceriyorsa,

Uriin parenteral veya oral olarak uygulanan bir ¢6zelti seklinde kullaniliyor ve
hedef tiirlerde kullanilmak iizere yakin zamanda onaylanmis bir veteriner
driiniiyle ayn1 aktif madde/maddeleri ve yardimci maddeleri ayni
konsantrasyonda igeriyorsa,

Biyoyararlanim1 hedef tiirlerde gdsterilmis referans triinle ayni formiilasyona

(ayn1 aktif ve yardimec1 madde ve ayni fizikokimyasal 6zelliklere) sahipse,
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e) Uriin emilmesi istenmeyen bir oral dozaj sekli olarak tasarlanmis (antiasit veya
radioopak madde) ise,

f) Uriin; surup ve benzeri ¢oziinebilir oral soliisyon ise, aktif madde veya terapotik
bilesigi hedef tiirlerde kullanilmak iizere onaylanmis bir iiriinle ayni terapotik
kistm ve aktif maddeyi igeriyorsa veya aktif madde veya terapotik bilesigin
emilmesini belirgin derecede etkileyebilecek her hangi bir inaktif madde
icermiyorsa,

g) Uriin orijinal iireticiler tarafindan yeniden formiile edildiginde renklendirici veya
tatlandiric1 ajanlar ya da koruyucular gibi biyoyararlanimda etkiye sahip
olmadig1 bilinenler hari¢ tutuldugunda orijinal iirtinle 6zdesse, biyoesdegerlik

calismalar1 gerekmemektedir.

2.2.3. Biyoesdegerlik Calisma Tipleri

Biyoesdegerlik calismalari, uygun sartlarda in vitro veya in vivo olarak yapilir
(27, 31, 102). Yeni ilag arastirmalar1 yada innovatoriin (arastirmasi tamamlamis {iriin)
ruhsatlandirilmasi siirecinde; klinik denemelerin erken ve son donemlerinde kullanilan
formiilasyonlar arasinda, klinik denemelerde kullanilan formiilasyonlar ile pazarlanacak
formiilasyonlar arasinda ve stabilite c¢alismalar1 ile klinik denemeler arasinda
kullanilacak formiilasyonlar arasinda baglant1 kurmak ve karsilastirma yapabilmek i¢in

biyoesdegerlik caligmalar1 gereklidir (112; kaynak Kayaalp 2001a P: 16).

In vivo biyoesdegerligi en yiiksek doz i¢in gdsterilen iiriiniin en kii¢iik dozaj
formiilasyonunun biyoesdegerligini desteklemede, onaylanmig bir iirlinde kiigiik bir
formiilasyon degisikligi yapildiginda ve bir {iriiniin farkli zamanlarda tiretilmis yiginlari
(batch) arasindaki tutarliliktan emin olunmak istenildiginde in vitro biyoesdegerlik

calismalar1 yeterlidir (17, 31, 78).

In vivo biyoesdegerlik testi ise farmakokinetik ve/veya farmakodinamik ¢alisma
olarak planlanmali ve yiiritilmelidir. Farmakodinamik c¢aligma uygun fizyolojik
materyallerde ila¢ konsantrasyonunu belirleyebilecek duyarli bir analitik metot
olmadiginda tercih edilebilir. Bu yontemde hedef tiirlerde aktif madde ve/veya
metabolitlerinin akut farmakolojik etkilerinin uygun sekilde Olciilmesi esastir.
Dolayisiyla doz-cevap iliskisinin ortaya konmasi gereklidir. Lokal etki elde etmek i¢in
iiretilmis veteriner tibbi {iriinlerde biyoesdegerligin gdsterimi i¢in en uygun metottur

(17, 31, 102). Farmakokinetik calismalarda ise hedef tiirde, aktif madde yada terapotik
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bilesenin veya metabolitlerinin basta kan, plazma, serum olmak iizere uygun viicut
swvilarinda yada dokularindaki konsantrasyonlarinin zamanin bir fonksiyonu olarak

hesaplanan farmakokinetik verileri lizerinden degerlendirme yapilir (17, 31).

2.2.4. Tek Doz Biyoesdegerlik Calismalarimin Tasarimi

Calismada karsilastirilacak formiilasyonlarm sayist iki ise, iki peryotlu — iki
ardisimli ¢apraz gegisli tasarim en tercih edilen tasarimdir. Bu metod ile ayn1 zamanda
bireyler aras1 farkliliklarda en aza indirilmis olunur (17, 31, 78). Bu tasarimla yapilacak
calismada kullanilacak denekler rastgele olacak sekilde iki gruba dagitilir. Hangi gruba
hangi ilacin verilecegi de yine rastgele belirlenir. Buna gore ila¢ uygulama cizelgesi

Tablo 2-1’de gosterilmistir.

Tablo 2-1: fla¢ uygulama cizelgesi

1. Grup 2. Grup

1. periyot A B
Arindirma (washout) siiresi

2. periyot B A

A: referans {iriin (orijial ilag), B: test iiriin (jenerik ilag)

Iki periyot arasinda ilk periyotta almnan iiriiniin tamamen viicuttan atilmis
olmasini saglamak icin, etken maddenin atilim yarilanma 6mriiniin 5-10 kat1 kadar bir
siire birakilir (18, 27, 31, 35, 102). Eger incelenecek madde avermektinler gibi yag
dokuya afinitesi yiiksek olan bir bilesik ise bekleme siiresi atilim yarilanma émriiniin en

az 10 kat1 kadar olmalidir (102).

2.2.4.1. Hayvanlar

Calisma, ilacin kullanildig1 hedef tiirler ile yiiriitiilmelidir. Hayvanlar klinik
bakimdan saglikli ve yas, wk, canli agirlik agisndan homojen yapida gruplar
olusturacak  sekilde sec¢ilmelidir. Ancak calisma gruplarinda homojenligin
saglanmasmin zor oldugu durumlarda (atlarda oldugu gibi) homojen olmayan bir

grubun kullanilmas1 da kabul edilebilir. Ila¢ iiriinii ile cinsiyet arasinda acik bir
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etkilesim yoksa caligmanin bir cinsiyet ile sinirlandirilmamasi tavsiye edilir (31, 35,

102).

Bir biyoesdegerlik calismasinda, biiylik denek i¢i de§iskenlige sahip tiriinler az
sayida hayvanla calisildiginda (n=6) ger¢ekte formiilasyonlar arasinda varolan farklilik
kullanilan istatistik metodun yetersizliginden dolayr belirlenemeyebilir.  Aksi
durumlarda denek ici degiskenligi kii¢lik olan iiriinler ¢ok sayida denek (n=24 gibi) ile
calisildiginda ise tedaviler arasindaki farkliliklardan emin olunabilir ama bu kiiclik ve

tedavide anlami1 olmayan bir belirleme olacaktir (102).

2.2.4.2. Deneme Sartlan

Calismalar yiiriitiiliirken “Iyi Laboratuar Pratigi” (GLP) kurallarina uyulmalidr.
Aktif maddenin durumunu etkileyebilecegi diisiiniilen faktorlere, oral yol basta olmak
iizere uygulama yolu i¢in 6zen gosterilmelidir. Biyoesdegerlik calismalarmin verimli
sekilde yiiriitiilebilmesi i¢in aclik — tokluk sartlar1 da protokolde belirtilmelidir. Zira
besinler, ila¢ emilmesinin hiz ve derecesinde denek i¢i ve denekler arasi degiskenligi

artirabilir (27, 31).

2.2.4.3. Arastirillacak Karakteristikler

Biyoesdegerligin degerlendirilmesi, etken maddenin kan serumu yada
plazmadaki konsantrasyonlarinin O6l¢imiine dayanir. Ancak bazi durumlarda, etken
madde yerine bir metabolitinin de dl¢iimii gerekebilir. (27, 31) Ozellikle metabolitler,
etken maddenin net etkinligine belirgin derecede katki sagliyorsa metabolitin de kan

konsantrasyonlarini 6lgmek gerekir (27).

2.2.4.4. Referans ve Test Uriiniin Secimi
Referans iirlin olarak, genellikle ilaci ilk gelistiren firmanimn iirinii, bu yoksa
gelistiren firma lisansi ile {iretilen benzer iiriin, o da yoksa diger bir firmanimn benzer

iirtinii sec¢ilmelidir (31, 35, 51, 102)

Test ve referans olacak friinlerin nitelik, saflik, dayaniklilik ve 06zdeslik
bakimindan kabul edilebilir standartlar1 karsiladig1 gosterilmelidir. Test iiriiniin kontrol
bulgular1 bildirilmelidir. Test iirlin igindeki etken madde miktari, referans iiriin i¢indeki

miktardan £% 5’°ten fazla fark gostermemelidir (2, 27).
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2.2.4.5. Doz Se¢imi ve Uygulama Yolu

Biyoesdegerlik caligmalarinda genellikle test iiriinli i¢in Onerilen doz, referans
iirlin i¢in Onerilen doza uygun olmalidir. Referans iiriin i¢in onaylanmig birden fazla doz
varsa, calismada en yiiksek doz kullanilmaldir (27, 35, 102). Ozellikle biiyiik
hayvanlarda biyoesdegerlik caligmalar1 yapilacaksa doz ayarlamasi yapilirken,
hayvanlarin canli agirliklarinin dikkatli takibinin EAA, tmax ve Chax degerlerinde
meydana gelebilecek olasi farkliliklar1 gidermesi bakimindan 6nemi unutulmamalidir

(64, 102).

Biyoesdegerlik degerlendirilmesinde referans uygulama yolu olarak klinik ve
toksikolojik denemelerde kullanilan yol tercih edilmelidir (31). Parenteral kullanilan
enjektabl cozeltilerin biyoesdegerlik calismalarinda, enjekte edilen ilacin hacmi ve
bolgenin ylizey alani, enjekte edilen ilacin dokuya yayillma yetenegi (penetrasyon
katsayisi), ¢ozelti i¢cindekilerin hareket hizi ve buna bagh olarak ¢oziinmemis kismin
¢oziinme hiz1 (¢ozlinme islemi sirasinda merkezdeki ¢ozlinmemis kisimdan ¢dziinme
hizi, etraftaki ¢6ziinen kismin yogunlugu ile yakindan ilgilidir), enjeksiyon bolgesinin
anatomik yapist1 (kan ve lenf dolasimi yOniinden) ve pH’s1 (6zellikle yangili
durumlarda), formiilasyonun yagda veya suda ¢oziiniiliirliik durumu, hazirlanma sekli
ve yogunlugu, kullanilan {iriin veya metabolitlerinin proteinlere baglanma veya hiicre i¢i

ya da hiicreler aras1 bolgeye tasinma gibi faktorler géz oniinde bulundurulmalidir (27).

2.2.4.6. Ornekleme

Yapilacak biyoesdegerlik incelemesinin tipine gore, aktif maddenin yada
metabolitlerinin konsantrasyonundaki degisikliklerinin izlenebilecegi total kan, serum,
plazma, idrar gibi 6rneklerde duyarli analiz yontemi ile 6lgiim yapilir (31, 35). Ornek
alim tiirii ve 6rnek alim tiiplerinin tipi, varsa soguk zincir uygulamasi ve alinacak
orneklerin nasil saklanacagi onceden belirlenmeli ve analiz yontemine gore yeterli

miktarda 6rnek alimmalidir (51, 85).

Ornek alim  siireleri, EAA, tm.x ve atilm yarillanma Omrii gibi temel
parametrelere gore diizenlenmelidir. Kan konsantrasyon — zaman egrisini dogru bir
sekilde belirleyebilmek i¢cin 6rnek alma siiresi, tmax tan sonra en az 3 tercihen 5 atilim

yar1 6mrii kadar olmalidir (27, 35, 94, 102).
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2.2.4.7. Orneklerin Analizi

Etken maddeyi, biyolojik materyallerde saptarken giivenilir ve tatmin edici
bulgular elde etmek i¢in kullanilacak analitik yOntemlerin gecerliligi tam olarak
kanitlanmali ve belgelendirilmelidir (27, 31). EMEA’nm 2010 yilinda ¢ikardigi
veteriner medikal {iriinlerin biyoesdegerlik ¢alisma rehberi, kimyasal analiz validasyon
kriterleri olarak Avrupa Birligi — Japonya - ABD’nin dahil oldugu Veteriner Tibbi
Uriinlerin Tescili i¢in Teknik Gereksinimlerin Uyumlulastirilmasi {izerine Uluslar arasi
Isbirligi (VICH - International Cooperation on Harmonisation of Technical
Requirements for Registration of Veterinary Medicinal Products ) rehberindeki GL1
prosediirlerini esas alir (27). Analizin performansinin kabul edilebilir oldugunu ve
analiz bulgularinin giivenilirligini garantilemek i¢in esas olan biyoanaliz yontemi

karakteristikleri agagida belirtilmistir.

Konsantrasyon arah@ ve dogrusalik (Concentration Range and Linearity):
Analizde kullanilacak standart cozeltiler en diisik ve en yiiksek konsantrasyonlari
icermelidir ve dogrusalligin saglanmasi i¢in standart egri en az 5- 6 konsantrasyondan

elde edilen 5-6 nokta icerecek sekilde olusturulmalidir (35).

Elde edilen degerlerden ulasilan korelasyon katsayisi (r)° metodun duyarliigini belirler

(95, 106).

Saptama Limiti (Limit of Detection-LOD): Analitin (standart ¢ozeltilerden analizi
yapilan etken madde) analitik bir islemle saptanabilecek en diisiik konsantrasyonudur.
Gorsel degerlendirme veya sinyal/giiriiltii oran1 temeline gore belirlenebilir. Gorsel
degerlendirme temeline gore saptama limiti, en diisilk diizeyde giivenli bir sekilde
Olciilebilen, bilinen konsantrasyonlardaki ¢ozeltilerin analizi ile tanimlanabilir.
Sinyal/giiriiltii temeline goOre ise analitin saptanabilir miktar1 katilan 6rneklerin
analizinden elde edilen sinyaller ile kor (bos numune) sonuglarinin karsilastirilmasi ile
sinyal/giiriiltii oran1 belirlenir. Saptama limiti i¢in sinyal/giiriiltii oran1 genellikle 3’e 1

ya da 2’ye 1 olarak kabul edilir (2, 35, 93, 95, 106).

Kantitasyon (Niceleme) Limiti (Limit of Quantitation-LOQ): Analitin, analitik bir
yontemle, uygun bir dogruluk ve kesinlikle saptanabilecek en diisiik konsantrasyonudur.
Genellikle kantitasyon limiti saptama limitinin 2 yada 3 katidir. Analitin bilinen
miktarlarla azaltilmasi ile hazirlanmis ¢ozeltilerde Ol¢iim yapilir ve kabul edilebilir

kesinlik ve dogruluga sahip en diisiik miktar belirlenir. Bu degerin standart sapmasinin
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10 - 20 kat1 ile kantitasyon limiti bulunur. Genellikle sinyal/giiriiltii oran1 10’a 1°dir (2,

93, 95, 106).

Ozgiilliik (Specificity): Analitik metodun ornekteki diger bilesenlerin varliginda

analitin miktarin1 ve farkliligini saptayabilme yetenegidir (35, 93).

Dogruluk (Accuracy): Yontem ile elde edilen degerlerin gercek degere yakinligidir.
Metodun dogrulugu, her bir konsantrasyon diizeyinin 5-6 kez saptanmasi ile belirlenir.
Kabul edilebilir kriter, nominal degerden + % 15’den fazla sapmanin olmamasidir (35,

93, 95).

Kesinlik (Precision): Herhangi bir degerin tekrarlanabilme kabiliyeti ve elde edilen test
sonuclarinin  birbirine yakinliginin derecesidir. Kesinlik tanimlamasinda ayni
konsantrasyondan (0.1 ppm) 5-6 kez uygulanmasi ile elde edilen verilerin varyasyon
katsayis1 = % 10, 0,1 ppm’den diisiik konsantrasyonlarda varyasyon katsayist = % 20
olmasi kabul edilebilir (35, 93, 95, 106).

Geri kazanim (Recovery): Bilinen miktarda analit katilan biyolojik 6rnegin analizi ile
elde edilen degerin standartlarla karsilastirilmasi ile tanimlanir. Geri kazanim analitik
metodun ekstraksiyon etkinligi ile ilgilidir. Her ne kadar geri kazanim oranmnm % 100
olmasi istense de analitin geri kazanim orani en az % 50-60 arasinda olmalidir. Geri
kazanim oranmi belirlemek i¢in en diisiik, orta ve en yiiksek olmak iizere 3 farkh
konsantrasyonda hazirlanan 6rneklerin analizi ile elde edilen sonuglar degerlendirilir

(35).

Analitin Stabilitesi: Klinik ve analitik donemler arasindaki siirede biyolojik sivilardaki
ilacin stabilitesi test edilmelidir. Iki farkli konsantrasyonda iki donma - erime
doneminin etkisi saptanmalidir. Iki farkli konsantrasyonda hazirlanan stabilite drnekleri,
calisma oOrnekleri ile birlikte saklanmali ve c¢alisma Ornekleri ile birlikte analiz

edilmelidir (91).

2.2.5. Tek Doz Biyoesdegerlik Calismalarinda Veri Analizi
Biyoesdegerligin degerlendirilmesinde ilk amac, referans ve test lriinlerin
analizinden elde edilen veriler degerlendirilerek, biyoyararlanim farkini ortaya koymak

ve klinik bakimdan 6nemli bir fark olup olmadigini géstermektir (27).
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Bu amagla test {irlinle referans iirliniin biyoyararlanimlarinin karsilastirilmasi,
kan konsantrasyonu - zaman egrisi altinda kalan alan (EAA) ve maksimum kan

konsantrasyonu (Cpax) nun test/referans oranlari tizerinden yapilir (27, 31, 35, 102).

Bu parametrelerden EAA, ilag iirlinii i¢cindeki etken maddenin biyoyararlanim
derecesini yansitir. Ayni1 zamanda bu deger viicudun ilaca maruz kalma derecesinin de
bir gostergesidir. Cpax 1s€ biyoyararlanim derecesini ve hizini kismen yansitir buna ek
olarak viicudun ilaca maruz kalma oranini gostermesi nedeniyle giivenlik bakimimdan
da 6nemli bir parametredir. Bu iki parametre biyoesdegerlik caligmalarinda birincil
degiskenlerdir. Maksimum konsantrasyona ulagsma zamani (tm.x) ise ilag iirliniiniin
emilim hizin1 yansitir, ancak klerens ve atilim hizindan etkilenmesi nedeniyle ikincil
nitelikte degiskendir. Biyoesdegerlik caligmalarinda test Uriiniiniin tmax’1 ile referans
irliniin tma’1 arasnda hesaplanan fark iizerinde durulur. Bu farkin istatistiksel
degerlendirilmesi eger hizli salinim yada kontrollii salinim s6z konusu ise 6nem kazanir

(2, 27,31, 51, 82, 102).

EAA degerinin hesaplanmasi i¢in ii¢ yarilanma émrii boyunca uygun araliklarla
ornek almak gerekir. Ug yarilanma émrii EAA’nim yaklasik % 87,5’ini temsil eder. Bu
alanin gosterilmesi i¢in yaklagik 10-15 oOrnek almak gerekir (2). Tek dozlu
biyoesdegerlik calismalarinda EAA degeri olarak EAA(.n tercih edilir, ancak
EAA(-m)’1n ekstrapolasyonu? ile kestirilen EAA(n-»)’da hesaplanir ve dogrulayict kanit
olarak kullanilabilir. EAA ise EAA(0-in) Ve EAA(n--») toplamu ile bulunur (17, 21, 31, 35,
37, 101). EAA ) hesaplanirken lineer trapezoidal yontem kullanilmalidir. Eger atilim
fazindaki ornekleme araliklar1 yeterli ise logaritmik trapezoidal yontemle yada diger
metodlarla da hesaplama yapilabilir (2, 35, 78). Ekstrapolere edilen EAA miktar1 toplam
EAA’'nin % 20’sinden fazla olmamalidir, fazla olmasi durumunda EAA(..)’un

kullanilmas1 miimkiin degildir (31, 35).

Ornekleme sirasinda ilk alman &rnek (to) ile son drnek alma zamanina (t,) kadar
Olciilen kan konsantrasyonlar1 ham verileri olusturur. Bu ham verilere dayanarak hem
aritmetik hem de logaritmik olarak kan konsantrasyon egrisi ¢izilir. Bu egrinin sonsuza

ekstrapolasyonu yapilir. Her bir 6rnek iizerinden test ve referans ilag igin EAA(.n),

?Ekstrapolasyon: Onceki deneylerden elde edilen verilere bakarak deneye elverisli olmayan kosullarin sonucunu
tahmin etme islemi



30

EAA(0-x), Cmax V€ tmax degerleri bulunur. Bu bireysel farmakokinetik verilerle grubun
tiimiinii nitelendirmek i¢in kullanilan istatistiksel degerler olan ortalama ve standart
sapmalar bulunur. Bireysel verilerin ortalamasi bu verilerin dagiliminin merkezini ve

ortalama standart hata ise verilerin merkezin iki tarafindaki dagilimini belirler (17, 35).

Cmax V€ tmax parametreleri ise eger doruk konsantrasyon acik¢a belirlenmis ve
doruk boélgesindeki ornekleme zamanlar1 dogru bir bigimde saptanmis ise anlamlidir

27).

Biyoesdegerlik c¢alismalarinda, bireysel kan konsantrasyonu — zaman
egrilerinden Ortalama Kalis Siiresi (OKS, MRT - Mean Residence Time), Cliy (total
klerens), t;; (atilim yar1 6mrii) ve A, (terminal atilim hiz sabiti) hesaplanarak kaydedilir
(31, 35). Ortalama kalis siiresi, sadece ayni hayvanda damar i¢i uygulama sonrasinda
belirlenmis oldugunda kullanilabilir. Kan konsantrasyonu — zaman egrisinden elde
edilen MRT degeri, emilim hizindaki farkliliklar1 belirlemede ty.x’a alternatif ve onunla
karsilastirilabilir bir deger olarak onerilmektedir. Eger atilim yarilanma siiresi 5 saatten
az ve emilim hizi atihm hizindan fazla ise bu Ozellikteki test ve referans
formiilasyonlarmn MRT degerleri arasindaki fark, emilme hizlarindaki farkliliklarin
belirlenmesinde en dnemli parametredir. Bununla birlikte eger atilim yar1 6mrii 5 saati
astyorsa MRT’deki farkliliklar icin % 90 giiven araligi biyoesdegerlik testinde
genellikle ¢cok genistir (31, 102).

Biyoesdegerlik calismalarinda karsilastirma  yapilrken EAA  ve Chax
degerlerinin istatistiksel analizin yapilabilmesi icin dogal logaritmik doniistiirme
islemine tabi tutulmasi gerekir. tmax degerinin logaritmasi dahi normal dagilim
gostermediginden, bu degere doniistiirme islemi uygulanmasina gerek yoktur .
Logaritmik doniistiiriilmiis degerlerin istatistiksel analizinde geometrik ortalama ve

geometrik standart sapma kullanilmalidir (35, 51).

2.2.6. Biyoesdegerlik Degerlendirmesinde Kullamlan Onemli Parametreler
EMEA’nin 2010 yilinda c¢ikardigi veteriner tibbi iirlinlerin biyoesdegerlik
caligma rehberine gore; tek doz biyoesdegerlik calismalarinda EAA(¢-tn), EAA(0=), Crmax
ve tmax belirlenmeli ve biyoesdegerlik karari verilirken EAA o) ve Crax degerleri temel
almmalidir. Ayrica farmakokinetik parametrelerin hesaplanmasinda non-kompartmantal
model kullanilmalidir, diger kompartmantal modellerin kullanilmast  kabul

edilmemektedir. Kompartmanli modelde her hayvanda kan konsantrasyonu — zaman
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egrisinden ilacmn atiliminin basladigi zamanin saptanmasi arastiricidan arasticiya
degisebilmektedir. Diger bir anlatimla, non-kompartmantal modelde farmakokinetik
parametrelerin, kan konsantrasyonu — zaman egrisinden gozlenen sayisal verilerle,
kisisel yoruma olanak tanimmaksizin elde edilmesi ve dolayisiyla daha net bir

biyoesdegerlik degerlendirmesi saglamasidir (27).

2.2.7. Biyoesdegerlik icin Karar Verme Olciitleri ve Kabul Edilebilir Limitler

Iki veya daha cok iiriiniin biyoesdeger olup olmadigina karar verirken sadece
sayisal verilerin istatistiksel 6nemi degil denek ici - denekler aras1 degiskenliklerin tibbi
onemi de goz Oniline alinmahdir. Bazi irilinlerin biyoyararlanimindaki biiyiik
degiskenlik, terapdtik kullanim amaci veya iriiniin genis terapotik indeksi nedeniyle

titiz dozaj rejimi gerektirmemesi durumunda g6z ard edilebilir (28).

Biyoesdegerlik icin karar vermede ¢ogunlukla Klasik t - tabanli giiven aralig1 (%
90 giiven araligi) yontemi kullanilmaktadir (102). Klasik t - tabanli giiven araligi
yontemine ek olarak dnerilen ve genellikle tercih edilen diger bir yontem iki-bir yonlii

test yontemidir (27, 35, 102).

Klasik t - tabanli giiven aralig1 yontemi, test ve referans iiriinlerin ortalamalari
arasinda fark oldugu kabul eder ve bu farkliligi belirlemede belirli bir giivenlikte
hesaplamaya yarayan bir yontemdir. Klasik t tabanli giiven araligi (% 90 giliven aralig1)
yontemine gore her iki {irtinlin EAA ve Cp,x degerlerinin kesinlikle ayn1 olmadig1 kabul
edilir. Genel olarak ortalamalar arasinda % 20 veya daha az bir fark olmasi klinik

acidan 6nemsizdir (85).

Biyoesdegerlikte karar verme olgiitii olarak EAA.m) ve Cmax parametreleri
kullanilir. Genel kural olarak EA Aestreferans Ortalamalarmin % 80 - 125 arasinda ve % 90
giliven araliginda olmasi gerekir (27, 31, 35, 102). Terapotik indeksi genis olan ilaglarda
bu smir biraz daha genisletilebilir. Glivenlik arali§i dar olan ilaglarda ise biraz

daraltilmasi tavsiye edilir (102).

Chmax i¢in de biyoesdegerlik oran1 % 80 - 125 araligindadir. Ancak bu parametre
orneklemeye bagli olarak yada bireysel farkliliklar nedeniyle ¢ok biiyiik degiskenlik
gosteriyorsa % 70 - 143 aralig1 kabul edilebilir (27, 31, 35).
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Bazi ilkeler tarafindan kabul edilen biyoesdegerlik kriterleri ve sinirlari

Tablo 2-2’de belirtilmistir (13).

Tablo 2-2: Baz iilkelerde kabul edilen biyoesdegerlik simirlari

EAA oram i¢cin Conax icin
Ulke  Kurum  Kaphy] edilen Kabul edilen Agiklama
arahk arahk

Jenerik NTI/CD igin sinirlar:
Health
Kanada % 80-125 % 80-125 AUC: % 90-112
Canada
Cmax: % 80-125

Jenerik NTI/CD’da bu sinir

Avrupa NS

Birligi  EMEA % 80-125 % 80-125  AUC Ve G icin %  80-

Ulkeleri 125 dir. Ge.rgkh
goriildiigiinde daraltilabilir.
NTI/CD igin sinirda bir

Japonya  NIHS % 80-125 0 80-125  dedisiklik —yoktur  ancak
dissoliisyon profillerine
bakailir.

Giine Jenerik NTI/CD’da bu siir

e MCC % 80-125 % 70-133 AUC ve Cpyx igin %  80-
Afrika 125 dir

EMEA kriterleri EMEA kriterleri EMEA kriterleri

Avustralya TGA uygulanmaktadir.  uygulanmaktadir. uygulanmaktadir.

% 80-120 (non-log)
ABD FDA % 80-125 (log) % 80-125 (log)
% 80-125 (log)

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

izlenmesi gereken, terap6tik indeksi dar ilaglar

2.2.8. Istatistiksel Veri Analizi
Verilerin giiven araliginin hesaplanmasinda kullanilacak degiskenlik hatasmin
belirlenmesi icin varyans analizi gereklidir. Bu amagla farmakokinetik parametrelerin

analizinde Varyans analizi (ANOVA - Analysis of variance) kullanilmalidir (27).

EAA ve Cpax degerlerinin varyans analizi yapilmadan 6nce verilerin logaritmaya

dontstiiriilmesi tavsiye edilir. Buradaki amac; degiskenleri kararli duruma getirmek,
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parametre dagilimini normallestirmek, kullanilan istatistiksel metodun katkisindan emin

olmak ve biyoesdegerlik araligini bir oran veya yiizde olarak gosterebilmektir (102)

tmax g1bl zamana bagl parametrelerde ise bu doniisiim uygun olmadigindan non-

parametrik bir yaklagimla istatistiginin yapilmasi gerekmektedir (27).

Biyoesdegerlik kararmm1 verebilmek icin ANOVA tablosunda bulunan
belirlenmis hata degiskenligi ile hesaplanan giiven araliklar, alt ve iist siirlar1 6nceden
belirlenmis sinirlarla karsilagtirilmalidir. Logaritmaya doniisiimii yapilmis degerler i¢in
% 80-125 veya % 70-143; donilistimii yapilmamis degerler icinse % 80-120 veya % 70-
130 siirlar1 kabul edilmektedir. Terapotik indeksi dar olan ilaglarda sinirin daraltilmasi
ve donlisimii yapilmis veriler i¢in % 90-111, doniisiimii yapilmamais veriler i¢in ise %

90 -110 sinir1 kabul edilmektedir (102).

2.3. Tilmikosin
Tilmikosin, sadece veteriner kullanim i¢in gelistirilmis, 6zellikle sigir ve
koyunlarin solunum sistemi enfeksiyonlarinda siklikla kullanilan makrolid grubu bir

antibiyotiktir.

2.3.1. Tarihge

Makrolidler, genellikle Streptomyces tiirlerince iretilen benzer yapidaki
antibiyotiklerin olusturdugu homojen bir gruptur (33). Temel smiflandirmasi icerdikleri
lakton halkasmin (12- 16 arasinda) biyiikliigline goredir (43, 56). 1952 yilinda,
Filipinler’de topraktan izole edilen Streptomyces erythreus susundan elde edilen
eritromisin, makrolidlerin ilk tyesidir. 14 iiyeli makrolidlerin prototipi olarak kabul
edilen eritromisinin; emilim oranindaki degisiklik, kisa yar1 dmrii, gastrointestinal yan
etkileri ve artan diren¢ sorunu gibi pratikte yasanan dezavantajlar1 vardir. (11). S.
ambofaciens’in olusturdugu 16 iiyeli ilk 6nemli makrolid olan Spiramisin ise 1953°de
bulunmugtur. Daha sonra makrolid grubuna ¢ogu Japonya’da bulunan yeni iiyeler
eklenmistir (33). 16 iiyeli Tilosin 1960 yilinda Streptomyces fradie kiiltiirtinden elde

edilmis ve tilosinden de modifiye edilerek tilmikosin gelistirilmistir (49).

2.3.2. Yapisal Ozellikleri

Tilmikosin, 20-deoxo-20-(3,5-dimethylpiperidin-1-yl) desmycosin yapisinda, 16
iiyeli makrolid grubu yar1 sentetik bir antibiyotiktir (24, 43, 46, 54). Kimyasal yapisi
Sekil 2-1°de gosterilmistir (87).
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Sekil 2-1: Tilmikosinin kimyasal yapisi

Tilmikosin, tilosinden mycarose’un ardi ardmna hidrolizi ve desmycosindeki
aldehitlerin 3,5-dimetilpiperidin ile rediiktif aminasyonu ile modifiye edilerek
iretilmistir (24, 54). Bu yapisal degisim ile Pasteurella spp. ve Actinobacillus spp. gibi
Gram-negatif bakterilere karsi antimikrobiyal aktivitesi ile oral etkinlik ve
biyoyararlanimi artmig ve intraselliiler ortam, doku ve serumda daha yiiksek ve kararl
bir konsantrasyon saglanmistir (54).

Tilmikosinin molekiiler formiilii CssHgoN2O13, molekiiler agirhigr 869.133
g/mol’diir. Preparatlarda fosfat tuzu (Cs4cHg3sN2O17P; 967,128 g/mol) kullanilir.
Tilmikosin, yaklasik olarak % 85 cis ve % 15 trans izomerlerinin karigimindan
olugsmaktadir. Ticari iiriinlerde bu oran sirasiyla % 82-88 cis, % 12-18 trans isomer
seklindedir. pKa degeri 7,4-8,6’dir. Metanol, aseton, asetonitril, n-hekzan, etil asetat,
diklorometan gibi organik solventlerde (1500 mg/L veya daha biiyiik) rahat bir sekilde
¢oziiniir. Sudaki ¢ozinirligi biyik 6lgide pH’a baghdir. pH 7 ve sicaklik 25°C
kosullarinda suda 566 mg/ml ¢6ziiniir. Enjektabl formiilasyonu 300 mg/ml tilmikosin

icerir. Isiktan korunarak caligilmahidir (24, 36, 65, 103).

2.3.3. Antibakteriyel Spektrumu ve Endikasyon Alani

Tilmikosin, bir cok Gram-pozitif bakteri (Clostridium spp., Staphylococcus spp.,
Streptococcus spp.), ponomoniye sebep olan Gram-negatif bakteriler (Pasteurella
haemolytica, Pasteurella multicida, Histophilus somni, Actinobacillus spp.,
Campylobacter spp.) ile Mycoplasma spp.’lere etkiyen genis spektrumlu bir
antibiyotiktir (19, 43, 103). Enterobacter aerogenes, Escherichia coli, Klebsiella
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pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella ve Serratia tirleri ise oldukc¢a
direclidir (43, 81, 103).
Pasteurella multocida ve Pasteurella haemolytica’ya kars1 etkinligi daha

glicliidiir ve bu bakteriler i¢in in vitro post-antibiyotik etkisi gosterilmistir (25, 44, 71).

Tilmikosinin baz1 patojen bakteri tiirleri ve mikoplazmalara karsi in vitro

Minumum Inhibitér Konsantrasyon (MIK) degerleri Tablo 2-3’de gosterilmistir (43).

Tablo 2-3: Tilmikosine ait bazi MiK degerleri

Bakteri tiirii MIKjy, (ng/ml)
Gram-positif aeroblar
Staphylococcus aureus 1
Streptococcus agalactiae 4
Arcanobacterium pyogenes 0,03
Erysipelothrix rhusiopathiae <0,13
Rhodococcus equi 32
Gram-negatif aeroblar
Actinobacillus pleuropneumoniae 2
Histophilus somni 8
Pasteurella haemolytica 4
Pasteurella multocida 16
Anaeroblar
Fusobacterium necrophorum 4
Clostridium perfringens 4
Brachyspira hyodysenteriae >64
Mikoplazma
Mycoplasma bovis >128
Mycoplasma hyorhinis 4
Mycoplasma hyopneumoniae 0,5
Mycoplasma mycoides subsp.mycoides 0,06
Diger
Lawsonia intracellularis 2

Tablo 2-3’e gore; Pasteurella multocida ve Pasteurella haemolytica i¢gin MIK
degerleri 4 — 16 pg/ml arasinda seyretmektedir. Avrupa ¢apida yapilan ¢alismalardan
elde edilen ve ¢ok sayida bakteri susu i¢in bilgi veren Antimikrobiyal Duyarlilik Testi
Avrupa Komitesi (EUCAST - The European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing)’ne gore tilmikosinin MIK dagilimlarini1 gdsteren diagramlar Sekil 2-2 ve Sekil

2-3de verilmistir (34). Bu veriler EUCAST tarafindan giincellenerek sunulmaktadir.
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Tilmicosin f Pasteurella multocida
EUCAST MIC Distribution - Reference Database 2011-11-16

MIC distributions include colliated data from muttiple sources, geographical areas and time periods and can never be used to infer rates of resistance
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Sekil 2-2 : Tilmikosin’in Pasteurella multicida icin MiK dagilimlar.

Tilmicosin / Mannheimia haemelytica
EUCAST MIC Distribution - Reference Database 2011-11-16

MIC distributions include collated data from multiple sources, geographical areas and time periods and can never be used to infer rates of resistance
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Tilmikosin iceren preparatlarin kullanimi birka¢ hayvan tiirii ile sinirhdir. Ancak
sigir ve koyunlarda tilmikosine duyarli mikroorganizmalarin neden oldugu solunum
sistemi enfeksiyonlarinda uzun siireli sagaltict ve koruyucu etkiye sahip oldugu i¢in
tercih edilen bir antibiyotiktir (40, 43, 68, 70, 71, 83, 114). Besi sigirlarinda koruyucu
amacla kullanildiginda duyarli etkenlerden kaynaklanan ponomoni insidensini azaltir.
Nakil oOncesi metaflaktik olarak kullaniminin solunum sistemi enfeksiyonlarinin
yaygmnligini azalttig1 da bildirilmistir (80).

Ayrica domuzlarda  Pasteurella  multocida,  Pasteurella  haemolytica,
Actinobacillus pleuropneumonia ve Mycoplasma tiirleri ile iligkili pndmonilerde
koruyucu ve sagaltici olarak da kullanilmaktadir (43, 65, 92).

Koyunlarda Staph.aureus, Staph agalactiae ve M.agalactiea’nin neden oldugu
mastitisin tedavisinde kullanilabilecegi yapilan ¢alismalarda bildirilmistir. Ancak siitcii
sigir ve koyunlarda kullanimi etiket disidir (43, 72).

Amerika’da koyun ve sigirlarin (siit tiretimi i¢in yetistirilenler harig) solunum
sistemi hastaliklarinda tedavi amaciyla tek doz deri alt1 uygulanmasi1 ve domuzlarda
solunum sistemi infeksiyonlarindan koruyucu, kontrol ve tedavi amacla yem katkisi
olarak kullanilmasi onaylidir. Avrupa Birligi iilkelerinde tavsan ve tavuklarda kullanimi
onaylanmistir. Amerika’da ve diger bircok {lilkede, etiketinde kontraendike olarak
belirtilmesine ragmen etinin tiiketilmemesi ve Rhodococcus spp. tiirii basta olmak {izere

bircok bakteriye etki etmesi nedeniyle atlarda etiket dis1 kullanim goriilmektedir (19).

2.3.4. Etki Sekli

Tilmikosinin bakteriler lizerinde etkisi, diger makrolid antibiyotiklerde oldugu
gibi iki proseste aciklanir. Ilk asamada aktif transport ile duyarl bakteri hiicresinin
stoplazmasma gegerler. Ikinci asamada ise 50S ribosomal alt iiniteye baglanir ve gegici
olarak akseptor noktasinda (A noktasi) bulunan aminoasil tRNA molekiiliine bagl yeni
peptid zincirinin peptidil noktasma (P noktast) kaymasini (translokasyon) inhibe eder.
Translokasyondaki basarisizlik peptid zincirinin uzamasmi engelleyerek protein
sentezini durmasina neden olur (4, 49, 54, 75, 81, 103). Makrolid grubu antibiyotiklerin
bakterilerin lizerindeki etki bolgesi Sekil 2-4 de sematize edilerek gosterilmistir (12-

diizenlenmis).
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Sekil 2-4: Makrolid grubu antibiyotiklerin etki bolgesi

Bakterinin yasam dongiisiinde gerekli olan proteinlerin {iretimini engellemesi ile
hedef mikroorganizma sonugta 6liir yada tiremesi durur. Etkileri 6zellikle tiremekte olan
bakteri ve mikoplazmalarda daha belirgindir (4, 49, 54, 75, 81, 103). Genel olarak
bakteriostatik etkinlik gdstermelerine ragmen Pasteurella multocida’ya karsi

bakteriosidal etkisi vardir (76)

2.3.5. Antiinflamatuvar Etkinlik

Tilmikosinin antibakteriyel etkisinden bagimsiz olarak antiinflamatuvar 6zelligi
de vardir. Antiinflamatuvar etkinin mekanizmalar1 {izerine yogun calismalar
yapilmaktadir. Interlokin-1 (IL-1), Interlokin-6 (IL-6), Interlokin-8 (IL-8) ve Tiimdr
Nekrosis Faktor-o (TNF- o)’ y1 igceren birgok proinflamatuvar sitokinlerin iiretimini
inhibe eder (43). Sitokin iiretiminin inhibisyonu in vitro olarak ve ayrica bronsioalveolar
lavaj sivisinda gosterilmistir (43,104;kaynak Cao et al,2006 p:1022). Bu anti-

inflamatuvar etkiler tilmikosin uygulanan sigir ve domuzlarda gosterilmistir (55, 74).

Ayrica tilmikosin uygulamasinin, bakteri tarafindan uyarilan prostaglandin

(PGE,) ekspresyonunu azalttig1 belirtilmistir. Alveolar makrofajlarda prostaglandin
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sentezini azaltabilecegi ve akcigerlerdeki lokositlerden salinan yangi mediatorlerini

azaltmasina bagl olarak antiinflamatuvar etkinlige neden olabilecegi bildirilmistir (79).

2.3.6. Bakteriyel Diren¢ Gelisimi

Tilmikosine kars1 olusan direncin mekanizmasi diger makrolidlerden eritromisin
ve tilosine benzerlik gdsterir. Makrolidlere olusan direng, antimikrobiyal inaktivasyon,
aktif olarak ilacin disar1 atilmasi (efluks) ve hedef bolge degisikligi mekanizmas: ile
gelisir. Ayrica tilmikosine kars1 direng gelisiminin diger bir boyutu da makrolid grubu
diger bilesiklere direngli suslarin gelismesi ile iliskilidir. Capraz nitelik gosteren bu
durum, bir¢ok bakteri tiiriiniin plazmid aracili metilaz salgilamasi sonucu 50S alt
biriminin 23S RNA’ sindaki adeninin dimetilasyonundan kaynaklanan hedef bolge
degisikligi seklinde bir direng olup; tilosin ve eritromisine direngli hale gelen patojen

etkenlerin tilmikosine de direng kazanmasina sebep olmaktadir (3, 33, 38, 43, 44).

2.3.7. Farmakokinetik Ozellikler ve Kalint1

Tilmikosinin farmakokinetigi, diisiik maksimum serum konsantrasyonu — genis
dagilim hacmi ile makrolid grubu antiyotiklerin genel grup 6zelliklerine benzemektedir
(43). Deri alt1 yolla uygulamas: tercih edilir. Kas i¢i yolla da uygulanabilir. Bu sekilde
verildiginde normal dozlarda, yaklasik 60 dakikada plazmada maksimum yogunluga
(0,8-1,7 pg/ml) ulasr (49). Tilmikosinin Ozellikle akcigerlerde birikmesi alveolar
makrofajlarda yiiksek oranda akiimiile olmasi ile agiklanabilir (90). Akcigerdeki
yogunlugu tek doz deri alt1 uygulama sonrasinda, 96. saatte dahi plazmadakinden ¢ok
daha yiiksektir. Sigirlarda 10 mg/kg dozda deri alt1 uygulama sonrasinda akciger
konsantrasyonu 3,12 pg/ml’nin iizerindedir (103). Sicanlarda, akciger - serum
konsantrasyonlarinin karsilastirildigi ¢calismada, saglikli hayvanlarda bu oran 86 : 1 iken
enfekte hayvanlarda bu oran 178 : 1 olarak bulunmustur (67). Tilmikosinin klinik
olarak gosterdigi basar1 fagositlerle (6zellikle akcigerdeki makrofajlar, kandaki monosit
makrofajlar ve meme dokusundaki noétrofiller) olan etkinligi ile degerlendirilebilir.
Yapilan ¢aligmalarda tilmikosinin, alveolar makrofajlara yiiksek oranda akiimiile oldugu
gosterilmistir (43, 90). Antibakteriyel ajanlarin hiicre i¢i bakterilere karsi etkinlik
gosterebilmeleri i¢in fagositik hiicrelere penetrasyon yetenekleri esastir (61).
Tilmikosinin yiiksek miktari, fagolizozomlarin bakteriyi fagosite etme yetenegini

artrabilir (90).
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Naccari ve arkadaslari; saglikli ve dogal olarak infekte olan koyunlardaki
tilmikosinin farmakokinetigini incelemislerdir (71). Elde edilen degerler Tablo 2-4° de

gosterilmistir (71).

Tablo 2-4: Saghkh ve hasta koyunlarda tilmikosinin farmakokinetigi

Enfeksiyonlu Saglikli

EAA (saat pg/ml) 3247 1989
t1/2 (dakika) 1152 727
Cunax (ng/ml) 1.97 1.32

Hasta hayvanlarda farmakokinetik parametrelerdeki bu artis ile beraber ilag
etkisinin de arttig1 ve solunum sistemi semptomlarmin (nefes darligi, hirilty, oksiiriik
gibi) ortadan kalktig1, nazal akintidan mikroorganizma izole edilemedigi belirtilmistir.
Atilim yar1 dmriiniin uzamasi, tilmikosinin basta akciger olmak iizere solunum sistemi
dokularina akiimiilasyonu ile agiklanmis; enfeksiyon ve inflamasyon durumunda bu
penetrasyonunun arttig1 belirtilmistir (71).

Tilmikosinin farmakokinetigi, farkli yollar ve dozlarda ¢esitli hayvan tiirlerinde

incelenmistir. Elde edilen farmakokinetik veriler Toblo 2-5’de verilmistir.

Tablo 2-5: Tilmikosinin ¢esitli hayvan tiirlerindeki farmakokinetik verileri

Hayvan EAA tmax Cmax ti2

Tiiri (saat ng/ml) (saat) (ng/ml) (saat) Kaynak
At 6,747 6 0,26 20
Sigir 17,2 0,5 0,873 29 68
Sigir 28,42 1 0,86 29,94 10
Etci Sigir 17,71 4,286 0,714 31,15 60
Keci 6,39 1,56 29,3 83
Tavuk 24,24 4,66 45,0 1
Tavuk 67,96 3,99 30,18 53
Domuz 14,01 3,12 1,19 25,26 92
Tay 5,76 5,5 0,19 18,4 107

Tavsan 3,59 0,66 42
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Tilmikosin yiiksek yagda coziiniirlik ve diisiik proteinlere baglanma (%16,8)
ozelligine sahip bir antibiyotiktir (9, 103). Viicutta baslica desmetiltilmikosine
dontistiiriilerek biyotransformasyona ugratilir. Ana ilag ve metabolitleri halinde safra ile
elimine edilir ve dolayisiyla ilacin en dnemli atilim yolu diskidir. Idrarla da atilir (49).
Yarilanma omiirleri uzundur (43). Uygulama yeri ve viicutta uzun siire kalir. Yaklagik 1
ay sonra dahi uygulama yerinde 5 ppm, karaciger ve bdobreklerde ise 0,3 ppm
miktarlarda bulunabilir (49).

Tilmikosin, tilosin ve diger makrolidler gibi zayif organik baz oldugundan hizli
ve yiiksek oranda kandan siite gecer ve meme alveolar dokusunda ve siitte yogunlagir
(45). Siitcii sigirlarda kuru doneme gegmeden Onceki son siit alimini takiben yapilan
deri alt1 yolla tek doz (10 mg/kg) uygulama sonrasinda siitte 8-24 saat arasinda pik
seviyeye ulastigi (6-8 pg/ml), siitteki yar1 omriiniin ise 34 saat oldugu bildirilmistir (29).
Yapilan ¢aligmalar etki spektrumu ve farmakokinetik 6zellikleri nedeniyle tilmikosinin
koyun ve sigirlarda meme enfeksiyonlarinda da giivenli ve etkili bir sekilde
kullanilabilecegini gostermistir. Yapilan karsilastirmali in vitro testlerde siitten izole
edilen mikroorganizmalara kars1 (0zellikle Staphylococcus aureus, koagulaz (-)
stafilokok, S.epidermis) enrofloksasin, tetrasiklin, tiamfenikol ve gentamisinden c¢ok
daha etkili oldugu belirtilmistir (72). Ancak hizli dengeye ulasmasi ve genis doku
dagilimi yaninda, deri alt1 kullanim1 sonrasi siit ile yavas atilimi karakteristik kinetik
ozellikleri arasinda oldugundan ve siitte yaklasik 2-3 hafta kadar MKL iizerinde kalint1
birakabildiginden, laktasyondaki hayvanlarda kullanilmaz. Uygulama sonrasi 14-21.
giinlerde dozun yaklasik % 90’ 1 siitle atilmaktadir (10; kaynak 14 p:22, 42).

Tilmikosin, biyotransformasyonun ila¢ atiliminda 6nemli rol oynamadigi ve
parenteral yolla uygulanan ila¢ formlarindan biridir. Bu 06zellikteki ilaglarda stereo-
secici emilim 1yi gozlenemedigi i¢in cis- ve trans-stereoisomerleri saptanamamaktadir

(68,kaynak Landoni&lees 1996 P:451).

Tilmikosin deri alt1 uygulamasindan sonra enjeksiyon bdlgesinde Onemli
miktarda kalint1 bulunabilir. Tim tiirlerde bildirilen kalintinin biiyiik kismi1 ana
bilesenden ibarettir ve 6zellikle karacigerde olmak tizere bobrekte de birikir (29).

Insan tiiketimi icin siit elde edilen inek ve koyunlara kullanimi onayh degildir

(10, 39, 43, 49). Avrupa Ilag Ajansr’nin (EMEA) raporuna gore tilmikosinin sigir
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siitlinde bulunmasma izin verilen maksimum kalint1 limiti (MKL) 50 pg/kg olarak
bildirilmistir (30) .

Avrupa ilag Ajansmm (EMEA), uyum yasalar1 geregi ililkemizde de Resmi
gazetede 29.04.2011 tarih ve 27919 say1 ile yaynlanan “Tiirk Gida Kodeksi-Hayvansal
Gidalarda Bulunabilecek Veteriner ilaglarina Ait Farmakolojik Aktif Maddelerin
Smiflandirilmas: ve Maksimum Kalint1 Limitlerinin Belirlenmesi Hakkinda Tebligi
(2011/20)” ne gore tilmikosinin hayvansal kokenli gidalarda bulunabilecek MKL Tablo
2-6’da gosterilmistir (86).

Tablo 2-6: Tilmikosinin maksimum kalinti limitleri

Farmakolojik Belirleyici Hayvan Hedef . .
aktif madde Kalnti Tiirleri MKL Organlar Diger Talimatlar

75 ng/kg Kas Kas i¢in verilen MKL,

Kanath 75 ngkg  Deri-yag baliklarda kas ve derinin
Hayvanlar 1000 pg/kg Karaciger dogal oranlari igindir. Yag,
250 ug/kg  Bobrek karaciger ve bobrek i¢in

verilen  MKL  balikta

uygulanmaz. Yag igin

Tilmikosin Tilmikosin verilen MKL, kanatl:
50 ug’kg  Kas
hayvan ve domuzlarda yag
Gida Elde 50 pg/kg Yag o
Edilen ) ve derinin dogal oranlari
- 1000 ug’kg Karaciger
Diger icindir. Yumurtasi insan
Tiirler 1000 ug/’kg Bobrek
. tiiketimine sunulan
50 ug/kg Siit

hayvanlarda kullanilmaz.

2.3.8. Farmakodinamik Ozellikler

Makrolid grubu antibiyotikler bircok Gram - pozitif ve Gram - negatif bakteriye
etkinlik gostermelerinin yani sira memeli dokularma da iyi derecede penetre olurlar ve
memeli hiicrelerinde yiiksek konsantrasyonda bulunabilirler. Bu farmakokinetik
ozellikleri nedeniyle; oOzellikle intraselliller mikroorganizmalarm (P. multicida,

Rodoccocus spp., Mycoplasma spp) neden oldugu solunum sistemi enfeksiyonlarinda
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tercih edilen bir antibiyotik grubudur (6, 26, 75). Etki edecekleri enfeksiyon bolgesinde
MIK iizerinde gecen zaman (T> MIK) antibakteriyel etkinliklerini belirleyen en énemli
parametredir (5, 57, 75, 105, 111). Normal terapdtik konsantrasyonlarda bakteriostatik
etki gosterirken yiiksek dozlarda bakterisidal etki olustururlar (20, 43, 44, 71). Post
antibiyotik etkileri uzundur ve MIK {izerinde seyreden 24 saatlik egri alt1 alan
(MIK>EAA24) fazladir (5, 111). Ayrica makrolidlerin patojen bakterilerde hastalik
yapici faktorlerin (dermonekrotik toksin, RTX toksini, endotoksin-LPS, leukotoksin,

sialogiloproteaz vs.) liretiminde olumlu degisiklikler yarattigi da bildirilmistir (25).

Makrolid grubu antibiyotiklerin genel farmakokinetik 0Ozelliklerini tasiyan
tilmikosin, SC uygulanmasmi takiben plazmadan hizla ayrilir ve akcigerde
plazmadakinden c¢ok daha yiiksek konsantrasyonlarda bulunur (49, 67, 103). Bu
farmakokinetik 6zelligi, Olciilen plazma konsantrasyonlarmin in vitro sartlarda
ongoriilen MIK degerinden daha diisiik olmasina ragmen klinik olarak etkinliginin
yiiksek olmasmni agiklamaktadir. Dolayisi ile Cpax/MIK, EAA/MIK ve T> MIK
degerleri gibi farmakokinetik/farmakodinamik (FK/FD) yaklasimlarla tedavi agisindan
ongodriide bulunmak her zaman ¢ok miimkiin degildir. Ancak genel olarak T> MIK

olmasi istenir (57).

Diarra ve ark. tarafindan tilmikosinin postantibiyotik etkinliginin arastirildigi
calismada; P. multicida, P.haemolytica ve A. pleuropneumoniae ve B.bronchiseptica’ya
MIK degerinin yarisinda dahi postantibiyotik etki’ye sahip oldugu gosterilmistir Ayrica
postantibiyotik etkinin, P. multicida ve A. pleuropneumoniae‘ya karsi tilosin ve

apramisine gore daha uzun oldugu belirtilmistir (25).

Deri alt1 yolla tek doz (10 mg/kg) uygulama sonrasinda akcigerlerdeki
konsantrasyonu P.haemolytica igin 72 saat boyunca MIK degerinin iizerinde seyreder.

Bazi hayvanlarda ii¢ glin sonra enjeksiyon tekrar1 gerekebilir (43).

2.3.9. Yan Etkiler

Oliimlere yol agabileceginden tiim tiirlerde damar i¢i uygulamadan kagmilmalidir.
Test edilen tiim tiirlerde goriilen en O6nemli yan etkisi kardiyotoksisitedir. Kalp
kasindaki baglica etkileri tasikardi ve kasilma giiciinde azalma (negatif inotrop etki)

olarak ortaya cikar. Bu etkisinin kalp kasi hiicrelerinde kalsiyum kanalinin bloke
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edilmesinden kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Sigirlarda cesitli dozlarda yapilan
calismalarda deri alt1 10, 30 ve 50 mg/kg doz uygulamalarda hi¢bir 6liim vakasi
goriilmemis bununla beraber enjeksiyon yerinde 6dem goézlenmistir. Yiiksek doz (50
mg/kg) uygulanan grupta nekropside minimum diizeyde miyokardiyal nekroza
rastlanmistir. Deri alti 150 mg/kg uygulamada ise Oliimler goriilmiis nekropside
miyokardiyal nekroz saptanmistir. 5 mg/kg dozun damar i¢i uygulamasinin ise
sigirlarda Oliime yol actig1 belirtilmistir. Yapilan ¢alismalarda keci, at ve domuzlarda
kas i¢i ve deri alt1 uygulamalarda da toksik etkilerin goriilebilecegi belirtilmistir.
Kopeklerde 2,5 pg/kg dozun damar i¢i uygulamasi sonucunda sinus tagikardi, miyokard
depresyonu ve arteriyel kan basincinin diismesi ile gelisen kardiyovaskiiler semptomlar,
kasilma ve konviilsyonlar, hizl1 solunum ve siddetli durumlarda 6liim bildirilmistir. Bu
nedenle tiim tiirlerde damar i¢i uygulamanin 6liimciil olabilecegi bildirilmis, koyun ve
sigirlarda deri alt1 uygulama yapilmasi gerektigi bildirilmistir (100, 103). Yazar ve ark.
tarafindan yapilan ¢alismada tilmikosinin olas1 kardiyotoksik etkilerini belirlemek i¢in
Balb/C farelerde tek doz (25 mg/kg) tilmikosin uygulanmis ve kalp kasi ve serum
Kreatin kinaz (CK) etkinligi incelenmistir. Calisma sonucunda tavsiye edilen doz ve
uygulama yolu ile, tilmikosinin serum kreatin kinaz aktivitesini olumsuz etkilemedigi
bununla beraber kalp kasinda kreatin kinaz aktivitesini ve serum total protein seviyesini
gecici olarak artirdig1 belirtilmistir (108).

Tavsan ve farelerde yapilan deneysel calismalarda, terapotik dozlarda hematolojik
ve biyokimyasal parametrelerde 6nemli bir degisiklige sebep olmadigini ancak eritrosit
(RBC) ve lokosit (WBC) sayisinda gecici bir azalma gorilebilecegi (8, 109) ve yiiksek
dozlarda (75 mg/kg) karaciger malondialdehit (MDA) ile glutatyon (GSH) seviyelerini
artirdig1, ayrica karacigerde lipid peroksidasyona neden olabilecegi bildirilmistir (109).

Deri alt1 uygulamada enjeksiyon yerinde gegici ve hafif bir sislik, kizariklik
goriilebilir (100, 103).

FDA’nin verilerine gore tilmikosin igeren enjektoriin enjeksiyonu yapan veteriner
hekim veya veteriner teknisyenine kazara batmasi sonucu 2004 yilina kadar diinyada 14
Olim vakas1 bildirilmistir. Sadece veteriner kullanimi i¢in iiretilmis olan tilmikosin
preparatlarinda iiretici firma tarafindan insanlara enjekte edilmesinin Sliimlere sebep
olabilecegi ve sadece veteriner hekimler tarafindan uygulama yapilmasina dair uyari

propektiislerde belirtilmektedir (73).
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2.3.10. Farmasotik Sekiller ve Sagaltim Dozu

Sigr ve koyunlarda kullanim i¢in enjektabl formulasyonu ve domuzlar i¢in
premiks formulasyonlar1 ve sigir, tavuk, hindi ve domuzlar icin oral siispansiyonlari
mevcuttur.

Ulkemizde Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanlig1 tarafindan ruhsatli 33 adet
tilmikosin igceren preparat vardir. Bunlarm 1°1 ithal 19’u yerli olmak iizere 20 tanesi besi
sigirlar1 ve koyunlarda kullanimina izin verilen enjeksiyonluk ¢ozeltidir. Geri kalan 13
yerli preparat ise et¢i hindi ve tavuklarda kullanilmak {izere {iretilmis oral ¢ozelti
formundadir. Tilmikosin i¢eren premiks ise bulunmamaktadir (88).

Sigir ve koyun i¢in tavsiye edilen doz deri alt1 yolla 10 mg/kg canli agirhiktir
(49, 103). Tek doz seklinde uygulanan bu doz ile saglanan akciger konsantrasyonu 72
saat siiresince Pasteurella haemolytica igin MIK degerinin iizerinde seyretmektedir
(43). Besi sigirlarinda solunum yolu enfeksiyonlarinda nakil 6ncesi metafilaktik amacla
deri alt1 yolla tek doz 10 mg/kg uygulama onerilir (80).

Domuzlarda pénomonilere karsi koruyucu ve sagaltici amagla kullanimi i¢in
deri alt1 yolla 10 mg/kg uygulanir, bu miktar 30 mg/kg’a kadar artirilabilir. Solunum
sistemi enfeksiyonlarinda koruma saglamak icin yem premiks ve oral siispansiyonlar1
vardir (80). Sagaltim i¢in genellikle tek uygulama yeterlidir (49, 103). Baz1 hayvanlarda
iic glin sonra tekrar dozu gerekebilir (43). Avrupa iilkelerinde tilmikosin igeren
farmasotik sekiller, kullanilan hayvan tiirleri ve ruhsat sahibi bulunan tilkelerin listesi

Tablo 2-7’de verilmistir.



Tablo 2-7: Avrupa’da tilmikosin preparatlarimin kullanimm
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Farmasotik
sekil

Enjeksiyonluk
¢ozelti

Oral soliisyon

Premix

Miktar

300 mg/ml

250 mg/ml

40g/1000g

Kullamlan iilkeler Hilyyan Kaynak
Tiiru

Avusturya,  Belgika, Cek  Cumhuriyeti, 97

Almanya, Macaristan, Yunanistan, Irlanda, Sigir 32

Polonya, halya, Hollanda, Fransa, Portekiz, Koyun
Slovakya, Ispanya, Ingiltere

Avusturya, Belgika, Cek Cumbhuriyeti, Fransa,
Almanya, Yunanistan, Macaristan, Irlanda,
Italya, Hollanda, Polonya, Portekiz, Slovakya
Ispanya ,Ingiltere, Giiney Kibris , Luksembur
Romanya

tavuk
(broiler)
> hindi

& domuz
s181r

58

Avusturya, Belgika, Cek Cumbhuriyeti, Fransa,

Almanya, Yunanistan, Macaristan, Irlanda,

Italya, Hollanda, Polonya, Portekiz, Slovakya, Domuz 59
Ispanya, ingiltere, Giiney Kibris, Luksemburg ,

Romanya, Latviya ve Danimarka
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hayvanlar
Hayvanlara yapilan tiim uygulamalar, Istanbul Universitesi Hayvan Deneyleri
Etik Kurulu’nun 27.10.2008 tarih ve 113 sayili karar1 ile alman etik kurul karari

cercevesinde gerceklestirilmistir.

Calismada, Istanbul Universitesi Veteriner Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama
Ciftligi’nden temin edilen Kivircik ki, 1 - 4 yas araliginda, 39 - 79 kg arasi canlh
agirhiga sahip 10 adet koyun ve 10 adet kog¢ kullanildi. Hayvanlarin genel saglik
muayenesi yapildiktan sonra, daha onceden temizlenmis ve dezenfeksiyonu yapilmis
hastane bokslarinda 2 haftalik adaptasyon siiresi i¢in ayni bakim ve beslenme sartlari
altinda kalmalar1 saglandi. Biitiin koyunlara 500 g/giin miktarda toklu besi yemi, ad
libitum diizeyde kuru ot ve su verildi.

Koyunlar rastgele secilerek her grupta 5 disi — 5 erkek olacak sekilde iki gruba
(Tablo3-1) ayrild1

Tablo 3-1: Gruplara gore canh agirhk dagihm

A Grubu B Grubu
Kulak No  Canh Agirhk(kg) Kulak No Canh Agirhik(kg)
044 58 319 47
324 43 560 79
096 49 250 54
711 51 348 70
253 40 98 67
321 48 315 43
176 73 085 39
092 66 771 49
740 76 269 45
367 49 064 47

Ort: 55,3 Ort:54
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3.2. ilaglar
Calismada tilmikosin baza esdeger tilmikosin fosfat (300 mg/ml) iceren orijinal
preparat ve jenerik bir preparat kullanildi. Uriinler piyasadan satm almarak temin edildi.
Hekimlerden alinan bilgiler dogrultusunda sahada en c¢ok tercih edilen {iriin

jenerik preparat olarak secildi.

3.3. Ilaclarin Uygulamas
[laglar, propektiislerinde belirtilen dozda (10 mg/kg) koyunlara, 6n ayaklarin

arkasi1 ve kaburgalarm iist kismindan deri alt1 yolla ve tek doz olarak uygulandi.

3.4. Orneklerin Toplanmasi

Kan orneklerini toplamak amaci ile vakumlanmis 8 ml hacimde jelli serum
tiipleri (Vacuette, Z Serum Sep Clot Activator, Greinerbio-one) kullanildi. Ornekler,
ilag uygulamasindan 6nce V. jugularis ‘den (0. zaman) ve uygulamadan sonra 15. ve 30.
dakikada ve 1., 2., 3., 4., 6., 8., 12., 24., 48., 72., 96.saatlerde ve yaklasik 8 ml olarak
alind1. Ornekler alindiktan sonra 3000 devirde 15 dakika santrifiij edildi (68, 83, 92). Jel
yardimi ile ayrilan serum Onceden koyun numarast ve alinma zamani belirtilmis
etiketlerle numaralandirilan ependorf tiliplerine alinarak analize kadar derin

dondurucuda -20 °C’de saklandi (53, 68, 92)

3.5. Kimyasal Maddeler
- Tilmikosin, Vetranal Analytical Standart (Fluka,Kod:33864)

Tilosin tartarat (Nmgxia Duoweitairui Pharmaceutical Co.Ltd. (Batch
No:20100405)

- Asetonitril (for HPLC, Scharlau,Kod: AC03332500)

- Metanol (CHROMASOLYV for HPLC, Sigma-Aldrich, Kod: 34885)

- Amonyum format ( % 9, Acros Organics, Kod: 168610010)

- Triflouro asetik asit (HPLC grade, AppliChem, Kod:UN2699)

- Amonyum Hidroksit Solu (% 26, Riedel-de Haén,Kod: 05003)

- Asetik Asit (% 100, Sigma-Aldrich, Kod: 27225)

3.6. Kullanilan Alet ve Malzemeler
- Otomatik Karistirici, Vortex, Elektro-mag,M-16
- Hassas Terazi, Shimadzu, Libror AEL-40SM
- Ultrasonik Banyo, Nersetech, NRS50-2
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Vakum degazer, Heraus, HANAU, VEV 7204036

pH metre, Orion, Model SA720

Santrifiij Niive NF 800 R

Vakum Manifold,

Vakum Manifold Pompasi, Rotavac, Heidolph,591.001.00.00.0

SPE (Solid Phase Extraction - kati faz ekstraksiyon) kolon, Applied
Seperations, Code:12006, Octadecyl, C18/% 18, 500 mg, 6 ml

Holder Uyumlu Enjektor Ucu, Vacuette, Greiner bio-one, 21 Gx 1 %5 “

0,45 pm filtre, Millipore Millex- HV,Hydrophillic PVDF

3.7. HPLC Sistem ve Mobil Faz

HPLC sistemi ¢alisma kosullar1 ve mobil faz Chan ve ark.’a (16) gore ayarlandi.

HPLC, Shimadzu, CBM-10A, CLASS-LC10 VERSION 1
Rheodyne, manuel enjektor loop 20 ul

Guard-kolon ve kartusu, Inertsil ODS-3 5 um, (4.0 x 20 mm x 2)
Kolon, Inertsil ODS-3, 250 x 4,6 mm, 5 um

UV dedektor, KNAUER, K-2501, UV dalga boyu:287

Mobil Faz:

- Amonyum format (0.1 M, pH = 5 TFA ile) % 60
- Asetonitril % 30
- Metanol % 10

Akis hizi: 1 ml/dak
Kolon 6nce 30 dakika % 100 metanol sonra 30 dakika asetonitril-su (75-25)

gecirilerek aktive edildi.

3.8. Deney Prosediirii

Calismamizda iki ilag test edildiginden iki- peryotlu, iki- ardigimli ¢apraz gecisli

tasarim kullamildi (35). Klinik uygulama kismi iki donemde gerceklestirildi. Ilk

donemde A grubuna orijinal ilag, B grubuna jenerik ilag uygulandi. 2. doneme

gecmeden Once ilaglarin viicuttan tamamen arinmasi i¢in 14 gilinliik bir armma

(washout) siiresi beklendi. 2. donemde A grubuna jenerik ilag, B grubuna ise orijinal

ilag uyguland1.
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3.9. Amonyum Format (0,1 M) Cozeltisinin Hazirlanmasi
6,306 g amonyum format tartilarak 1000 ml ultra saf su ile ¢ozdirildi.
Trifloroasetik asit ile pH’1 5,0 ‘a ayarlandi.

3.10. Mobil Fazin Hazirlanmasi
Hazirlanan 0.1 M amonyum format ¢dzeltisinden 600 ml, 300 ml asetonitril ve
100 ml metanol 0,45 pum filtre ile siiziildiikten sonra karistirild1 ve ultrasonik banyo ile

degaze edildi. Cozeltiler giinliik olarak hazirlandi.

3.11. Standart Soliisyonlarin Hazirlanmasi

Tilmikosin’in standart soliisyonlarin1 hazirlamak i¢in 0,01156 g tilmikosin
standart1 (% 86,5) tartilarak metanol ile 10 mlI’ye tamamlandi. Bu stok solusyon dilue
edilerek degisik konsantrasyonlarda diliisyonlar hazirlandi. Stok soliisyon +4 °C’de
muhafaza edildi.

Ekstraksiyon islemi sirasinda seruma i¢ standart olarak katilan tilosin tartarat
standart1 hazirlamak icin 0,01052 g (% 95) tartilarak metanol ile 10 ml’ye
tamamlandi. Bu stok solusyon dilue edilerek degisik konsantrasyonlarda diliisyonlar

hazirland1. Stok soliisyon + 4°C’de muhafaza edildi.

3.12. Ekstraksiyon Yontemi

Elde edilen 560 adet serum numuneleri; Modric ve ark (68), Moran ve ark. (69),
Avct (10) ve Keles ve Ark. (53) tarafindan kullanilan ekstraksiyon metodlarindan
modifiye edilerek uygulandi. Buna gore 500 mg C18 iceren kat1 faz ekstraksiyon
kartuslar1 iiretici firmanin 6nerdigi sekilde 2 ml methanol ve 4 ml su ile aktive edildi.
Aktive edilmis kartustan i¢ine 1 pg/ml konsantrasyonda i¢ standart soliisyonundan
eklenmis 1 ml serum gecirildi. Daha sonra kartus once 2 ml su ardindan 3 ml suda
hazirlanmis % 5’lik amonyum hidroksit ve 2 ml su ile yikandi ve bu siv1 atildi. 2 ml
metanolde hazirlanmis % 5°lik asetik asit kartustan gecirilerek tilmikosinin ayrilmasi
saglandi. Bu islemler, 0,5 - 1,5 ml/dakika akis hizina ayarlanmis vakum altinda yapild.
Toplanan siiziinti azot gazi altinda uguruldu. Numune 1 ml mobil faz ile

sulandirildiktan sonra HPLC sistemine enjekte edildi.
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Ekstraksiyon metodu Sekil 3-1°de akis semas1 seklinde gosterilmistir.

KOLON AKTIVE EDILIR

(2 ml methanol ve 4 ml su)

A

[ 1 ml SERUM GECIRILIR ]

A

KARTUS YIKANIR

(2 ml su- 3 ml % Slik amonyum
hidroksit- 2 ml su )

TILMIKOSIN KARTUSTAN
AYRILIR
(2 ml % 5°lik asetik asit)

SUZUNTU AZOT GAZI
ALTINDA UCURULUR

MOBIL FAZ ILE 1 ml’ye
TAMAMLANIR.

[ HPLC SISTEMiNE UYGULANIR ]

Sekil 3-1: Ekstraksiyon Islemi Akis Semasi

3.13. Yontemin Validasyonu
Calismaya baglamadan o©nce kullanilacak yontemin gecerliligini gdsteren

validasyon iglemleri yapilmistir.
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3.13.1. Kalibrasyon Egrisi ve Dogrusallik (Calibration Curve and Linearity)
Kalibrasyon egrisini olusturmak amaci ile hazirlanan tilmikosin stok

solusyondan 0,05, 0,1, 0,2, 0,5, 1, 2, 5 ug/ml konsantrasyonlarda standart soliisyonlar1

hazirlandi. Bu standart soliisyonlar analizi sonucu elde edilen verilerle kalibrasyon

egrisi olusturuldu.

Calismada i¢ standart olarak kullanilan tilosin stok soliisyonundan 0,5, 1, 2, 5,

10 pg/ml standart soliisyonlar hazirlandi.

3.13.2. Kesinlik ve Dogruluk (Precision and Accuracy)

Metodun kesinlik ve dogrulugunu saptamak amaciyla tilmikosin stok
soliisyonundan degisik konsantrasyonlarda standart soliisyonlar hazirlandi. Kesinligin
saptanabilmesi i¢in giin i¢i ve giinler arasi tekraredilebilirlik (r) kullanildi. Bu amagcla 1
png/ml  konsantrasyonundaki standart soliisyondan giinde 5 defa ve 5 giin siireyle

uygulama yapildi. Boylelikle 6l¢iimlerin kesinligi arastirildi.

3.13.3. Saptama Limiti (Limit of Detection) ve Kantitasyon Limiti (Limit of

Quantitation) belirlenmesi

En diisiik miktarda elde edilen miktarin 10 kere yapilan tekrarli 6lciimlerinde
elde edilen standart sapmanin 3 kati ile saptama limiti, 6 ya da 10 kati ile ise kantitasyon

limiti belirlenmistir (106).

3.13.4. Geri Kazanim (Recovery)
Geri kazanim yiizdesini belirlemek i¢in 1 ml serum i¢ine, i¢inde 0,1, 1 ve 5
ug/ml konsantrasyonlarda, olacak sekilde tilmikosin standart soliisyonundan eklendi.

Her konsantrasyon i¢in tekrarli analizler yapildi.

3.13.5. Stabilite
Sifirinc1 zamanda alinan serum Orneklerine tilmikosin standart soliisyonlardan
0,5 ve 1 pg/ml konsantrasyonlarda igerecek sekilde eklendi. iki eritme - dondurma

islemi sonrasi geri kazanim ytizdeleri belirlendi.

3.14. Farmakokinetik Verilerin Analizi

Her hayvanda tilmikosin serum konsantrasyon — zaman egrileri WinNonLin
(WinNonLin® Professional Version 4.1, Pharsight Corporation, Scientific Consulting
Inc. North Carolina, USA) programi yardimi ile hazirlandi. EMEA’nin 16 Temmuz
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2010 tarihli Veteriner Medikal Uriinler i¢in Biyoesdegerlik Calismalarmin Yiiriitiilmesi
Rehberi’ne gore farmakokinetik parametrelerin belirlenmesinde non-kompartmantal

model analizi kullanild1 (27).

3.15. Istatistiksel Analiz

Tim degerler ortalama =+ standart sapma olarak olarak gosterildi. Zaman
parametreleri harmonik ortalama =+ standart sapma olarak hesaplandi. Her iki ila¢ i¢in
degerlendirilen farmakokinetik parametreler arasindaki istatiksel farkliliklar SSPS 10.0
istatistik paket programi kullanilarak Paired Samples T testi ile degerlendirildi. Zaman
parametrelerinde (t;» ve MRT) ise istatiksel farklilik nonparametrik Wilcoxon Signed

Rank testi ile degerlendirildi.

Tilmikosin i¢in metodun giin i¢ci ve gilinler aras1 farkliliklarinin ifadesinde

standart sapma ve varyasyon katsayis1 dikkate alindi.

Tiim analizlerde giiven araligi % 90 olarak kabul edildi. Istatiksel anlamda

onemlilik sinir1 olarak P<0,05 degeri dikkate alindi1 (27).
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4. BULGULAR

4.1. flaclarin Etken Madde Miktarina Ait Bulgular

Kalite kontrol amaci ile yapilan 6l¢tiimlerde etken madde miktar: orijinal ilacta
294 mg/ml, jenerik ilagta ise 306 mg/ml olarak saptandi. EMEA’nin 2010 yilinda
cikardig veteriner tibbi iirlinlerin biyoesdegerlik ¢alisma rehberine gore jenerik ilag ile
orijinal ila¢ i¢indeki etken madde miktarlar1 arasindaki fark + % 5’ten fazla olmamalidir

(27). Elde ettigimiz degerler arasindaki fark ( + % 4) bu kritere uymaktadir.

4.2. Serumda Tilmikosin Konsantrasyonunu Saptamak Amaciyla Kullanilan

Yontemin Validasyonuna Ait Bulgular

4.2.1. Kalibrasyon Egrisi ve Dogrusallik
Tilmikosinin standart soliisyonlarindan elde edilen verilerle kalibrasyon

egrisinin 0,05 - 5 pg/ml konsantrasyonlar1 arasinda dogrusal oldugu goriildii
(= 0,999586) (Sekil 4-1).

=+ Calibration Resuln **+

ke TD Table #¥
1 RO NAME TIME CONZ RF1 RF2
1 tilmikosin 6,73 0.05 4.812529e-005 -0.01673671

0.1
d.2
0.5
1
2
5

=+ Galibrstion Curve Graph **

Conc

IpNo: 1
i I ] NAME: tilmikosin
S e TIME: 6.73
CoNe BRERA
_ , (1) 0.05 1386
| ; 5 (2) 0.1 2663
e / : ; (2) 0.2 2221
2o H A S (4) 0.5 4535
i {51 1 22450
(6} 2 42068
: {7) s 104008
L7 : : RF1 RE2
['f == '1'0 '2'6 (1) 4.81253e-005 -0.0167367
Area 1(}5 rZ = 0.995566

Sekil 4-1: Tilmikosin standart soliisyonlarindan elde edilen kalibrasyon egrisi ve
dogrusallik
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I¢ standart olarak kullanilan tilozin standart soliisyonlarindan elde edilen
kalibrasyon egrisinin (Sekil 4-2) 0,05 - 10 ug/ml konsantrasyonlar1 arasinda dogrusal
oldugu goriildii. (’= 0,994606)

+4+= calibratio i
*E T
I DN TIME  CONC RF1 RFZ
| S5FE S 6.290893=-005 (.292d8322
1
2
g
1q
Graph **
IDND: 1
R Y. S MAME: tylosin
TIME: 9.71
CONC ARER
ELE B85 6107
12y I 12146
3 2 23185
{4) 5 G0620
(21 10 41619
RF1 REZ
(1] 9908%e-00C 0.252832
1.0 2.0 bRy 59308 = =2
Mrea lfJ‘LJ rZ = 0D.%34608

Sekil 4-2: Tilosin standart soliisyonlarindan elde edilen kalibrasyon egrisi ve dogrusallik

4.2.2. Kesinlik ve Dogruluk

Artan konsantrasyonlarda standart soliisyonlarin analizi ile elde edilen
kromatogramlarin alanlarinin ayni oranda arttigi gozlendi. Giin i¢i ve giinler arasi
degiskenlikleri saptamak i¢in 1 pg/ml konsantrasyonundaki standart soliisyondan giinde
5 defa ve 5 giin siireyle yapilan analizler sonucu elde edilen veriler degerlendirildi
(Tablo 4-1). Tilmikosinin alikonma siiresi (retention time) 6,5-7,2 dakika olarak tespit
edildi. 1 pg/ml konsantrasyonda tilmikosin standardinin kromatogrami Sekil 4-3°de

verilmistir.
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Tablo 4-1: 1 pg/ml konsantrasyonundaki Tilmikosine ait Giin ici ve Giinler arasi

Degiskenlikler
Giinler
1. Giin 2. Giin 3. Giin 4. Giin 5. Giin
Arasi
Ortalama
31950 31175 27534 29545 28678 29776
Alan
Standart
3299 2500,8 1774,6 1308,5 1456 1800,5
Sapma
Varyasyon
Katsayisi 10,32 8,02 6,44 4,42 5,07 6,04
(%)
n=5
Data:0Ll110 D07 Method: ELIT MET Ch=l
Chrem: 201110007 Bark chrem: RT:2.04  Level 2919 Btten:
m
£
27.2183
238519
4
|
2- .
265370 Gl
21720
ol _ 7.9766
0.98 5
0 5 10 15 20min

Sekil 4-3: 1 pg/ml konsantrasyonda tilmikosin standart iceren kromatogram
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4.2.3. Saptama ve Kantitasyon Limiti
Yontemin saptama limiti 0,018 pg/ml, kantitasyon limiti ise 0,054 pg/ml olarak

belirlendi.

4.2.4. Geri Kazamim
Yapilan tekrarli analizlerde yontemin % 81 - 98 arasinda degisen geri kazanim
yiizdesi, ortalama % 88 olarak elde edildi. Sekil 4-4’de kor kromatogram ve Sekil 4-5’te

1 pg/ml tilmikosin standardi eklenmis serum Orneginden elde edilmis kromatogram

verilmistir.
Data:#01210.T07 Method: ELIF. MET thel
Chzem: 201210007 Back chrom: RT: 324  Level 7542 Bten:
iy
B
2.660
2.35
4 RO73
2.1 %F o
2
365
o 0.999 |
4.651
0 5 10 15 200min

Sekil 4-4: Kor Kromatogram
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Data:021810.015  Methed:ELIF.MET IheL
Chrom: 031210615 Back chram: AT: 131 Lewel 8112 atten:
i
8 B
2.423
B
2. rﬁ‘l
4
080 J
2 6.689
2.130
733 6.16
17.093
0
-

0 5 10 15 20ir

Sekil 4-5: 1 pg/ml tilmikosin standardi eklenmis serum 6rneginden elde edilen
kromatogram

4.2.5. Stabilite
Iki eritme — dondurma islemi sonrasinda tilmikosinin geri kazanim yiizdesinin

degismedigi saptandi.

4.3. Tlac Uygulamas:

Orijinal ve jenerik ilacim uygulandigi her iki grupta da enjeksiyon yerinde
hiperemi ve 6dem gozlendi. Bu etki ila¢ uygulamasmi takip eden 2. saatten itibaren
baslamis ve zaman icinde her iki ilacin uygulandigi tiim hayvanlarda olugmustur.
Prospektiiste de belirtigi lizere gegici olarak goriilen bu yan etki 36. saatten itibaren

ortadan kalkmuistir.

4.4. Farmakokinetik Veriler
[laglarin uygulanmasmi takiben alinan serum numenelerinde yapilan HPLC
analizi sonuclarma gore dogal olarak 0. saatte ve 96.saatte tilmikosin saptanamadi.

Dolayisiyla 15. dakika ile 72. saatler arasinda alinan numunelerde tilmikosin saptandi.
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Orijinal ve jenerik preparatlara ait deri alt1 tek doz uygulama sonrasinda elde
edilen serum konsantrasyon - zaman egrisi Sekil 4-6’da, yari-logaritmik serum

konsantrasyon — zaman egrisi ise Sekil 4-7°de gosterilmistir.

co

== Orijinal
= 4= = jenerik

Kogsanfrasyon j1g/ml
-

<
%]

0 6 12 18 24 302_3111‘ 1E(Sﬁanﬁu 48 54 60 66 72

Sekil 4-6: Tilmikosinin tek doz deri alt1 ulgulamasim takiben orijinal ve jenerik
preparatlardan elde edilen ortalama + (standart hata) serum konsantrasyon-
zaman egrisi ( n= 20)

10

= orijinal

= =8= = jenerik

Konsantrasy on pig/ml

0.01

0] 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72
zaman (saat)

Sekil 4-7: Tilmikosinin tek doz deri alt1 ulgulamasim takiben orijinal ve jenerik
preparatlardan elde edilen yari- logaritmik ortalama + (standart hata) serum
konsantrasyon- zaman egrisi ( n= 20)
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Kivircik ki koyunlarda tilmikosin fosfat iceren orijinal ve jenerik preparatlara
ait farmakokinetik parametrelerin belirlenmesinde non-kompartmantal model analizi
uygulanarak, WinNonLin (WinNonLin® Professional Version 4.1, Pharsight
Corporation, Scientific Consulting Inc. North Carolina, USA) programi kullanildi. Elde
edilen veriler Tablo 4-2 ‘de belirtilmistir.

Tablo 4-2: Deri alt1 yolla uygulanan ve tilmikosin fosfat iceren original ve jenerik
preparatlara ait farmakokinetik parametreler

Orijinal la¢ Logaritmik Jenerik ilac¢ Logaritmik
Parametre  (Ortalama + standart Doniisiim (Ortalama + Doniisiim P degeri
hata) Sonrasi standart hata) Sonrasi
C max )
1,29 + 0,067 0,255 1,36 + 0,066 0,307  0,413%°
(ng/ml)
 max (SAAL) 8 - 6 - 0,117%°
ty, -
16,1 + 5,803 2,779 23,51 +£10,987 3,157 0,003
(saat)(HO)
EAA0-72 oD
29,01 £1,771 3,368 29,98 +£1,258 3,401 0,725
(saatug/ml)
EAA 5D
30,95 £1,820 3,432 34,17+ 1,411 3,531 0,278°
(saatug/ml)
MRT .
(saat)(HO) 19,59 £2,825 2,975 22,5+4,282 3,113 0,021
*P< 0,05
** P<0,01
**% P <0,001

OD (NS —6nemli degil) P> 0,05
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Biyoesdegerlik degerlendirmesinde dikkate alinacak parametrelerden tyax
disindaki tlim parametrelerin logaritmik doniisiimii yapildiktan sonra her iki {iriiniin
parametrelerinin, WinNonLin (WinNonLin® Professional Version 4.1, Pharsight
Corporation, Scientific Consulting Inc. North Carolina, USA) programi yardimi ile %
90 giiven araligina gore biyoesdegerlik i¢in kabul edilebilir sinirlar i¢inde olup olmadigi
belirlendi. Program yardimi ile elde edilen EAA ve Cax degerlerinin alt, tist sinirlarmin
ve ortalamalarinin karsilastirilmasinda ii¢ degerin de kabul edilebilir sinirlar icerisinde

(% 80-125) oldugu goriildii. (Tablo 4-3)

Tablo 4-3: Jenerik ilacin Orijinal ilaca gore biyoesdegerligi

Kabul
Parametre Ortalama Ust Simir Alt Simir edilebilir

Limit
EAA 105,66 121,02 92,25 % 80-125

C max 106,55 120,05 94,57 % 80-125
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5. TARTISMA

Calismada secilen preparatlarin etken maddesi olan tilmikosin fosfat, koyun ve
sigirlar solunum sistemi enfeksiyonlarinda tedavi segenegi olarak hekimlerin siklikla
tercih ettigi bir antibiyotiktir. Tiirkiye’de enjeksiyonluk tilmikosin fosfat igeren 19 adet
yerli liretim jenerik preparat bulunmaktadir. Caligmaya baglamadan once saha hekimleri
ile yapilan goriismeler sonrasinda piyasada bulunan 19 adet jenerik preparat iginden,
sahada en sik kullanilan1 se¢ilmis ve bu preparatin orijinaline biyoesdeger olup olmadigi

arastirilmstir.

Biyoesdegerlik calismalarinda etken maddelerin viicut sivilarindan miktar
Olciimlerinde giivenilirligi ve hassasiyeti acisindan en sik tercih edilen yontemlerin
basinda kromatografi gelir. Calismamizda tilmikosinin serumda saptanmasi i¢in Chan
ve arkadaslarmin uyguladigi HPLC (Yiiksek Basingli Likit Kromatografi) yontemi (16)
kullanilmistir. Bu yontemle tilmikosin i¢in elde edilen saptama limitinin (0,018 pg/ml)

Chan ve ark. (1994)’nm buldugu degerle benzer oldugu (0,01 pg/ml) gézlenmistir.

Tilmikosinin serumdan ekstraksiyonu Modric ve ark (68), Moran ve ark. (69),
Avcil (10) ve Keles ve Ark. (53) tarafindan kullanilan ekstraksiyon metodu modifiye
edilerek uygulanmistir. Belirtilen yontemin serumda tilmikosini saptamak i¢in
kullanilabilir oldugu ortaya konulmustur. Metodun elde edilen geri kazanim orani
ortalama % 88’dir. Bu oran diger arastiricilarin verilerine benzerlik gostermektedir.
Ayrica bu veri, biyoesdegerlik degerlendirmesinde tercih edilecek analitik yontemin

yeterli sartlar1 sagladigii da gostermektedir.

Tilmikosinin farmakokinetiginin incelendigi arastirmalarda, uygulama yolu, tiir
ve diger bazi faktorlere gore kompartmanli (10, 53, 68, 71, 83, 92) ve/veya
kompartmansiz (1, 20, 41, 42, 67) matematik modeller kullanimistir. Bu calismada
hesaplamalar, EMEA nin 16 Temmuz 2010 tarihli Veteriner Medikal Uriinler igin
Biyoesdegerlik Calismalarmin  Yiritiilmesi Rehberi’ne gore farmakokinetik

parametrelerin belirlenmesinde non-kompartman model analizi ile yapilmistir (27).
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Tilmikosin ile koyunlarda yapilan calismalardan elde edilen farmakokinetik

veriler Tablo 5-1’de verilmistir.

Tablo 5-1: Koyunlarda 10 mg/kg dozda deri alt1 yolla tilmikosin uygulamasi ile elde edilen
farmakokinetik veriler

tmax Cmax t] 12 MRT
EAA(saat ng/ml) Kaynak
(saat) (ng/ml) (saat) (saat)

33 8 132 12,11 2536 71
19 3,90 (ort) 0,822 33 68
25,82 142 22,89 89
18,46 2,16 113

Calismamizda tilmikosinin deri alt1 yolla uygulanmasini takiben orijinal ilag ve
jenerik ilag i¢in elde edilen ortalama EAA degerleri sirasiyla 30,95 ve 34,17 saat ug/ml
olarak hesaplanmistir. Tilmikosinin ayni dozda deri alt1 uygulama sonrasinda
farmakokinetiginin arastirildigi, melez wklarda (68, 71, 89) ve Xiaoweihan ki
koyunlarla (113) yapilmis ¢aligmalarda sirastyla 19 saat pg/ml (68), 33 saat pg/ml (71),
25,82 saat ug/ml (89) ve 18,46 saat pg/ml (113) EAA elde edilmistir. Veriler arasinda
gozlenen farkliliklarin ik ve yas 6zelliklerinden ayrica farmakokinetik hesaplamalarda

kullanilan matematik model farkliliklarindan kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

Calismamizda tilmikosinin deri alt1 uygulamasmni takiben serumda maksimum
konsantrasyona ulagsma zamani (tm.x) konsantrasyon - zaman egrisinden direk baki ile
elde edilmistir. Bu deger orijinal ila¢ i¢in en diisiik 0,5 - en yiiksek 8 saat, jenerik ilag
icin ise en diisiik 0,5 — en yiiksek 6 saattir. Her iki grupta da tn.x degeri ortalamalari ise
sirasiyla 4,48 ve 3,39 saat olarak bulunmustur. tn.« degeri koyunlarda tilmikosinin
farmakokinetigini inceleyen Modric ve ark (68) tarafindan ortalama 3,9 saat ve Naccari
ve ark.(71) tarafindan ise 8 saat olarak bulunmustur. Elde ettigimiz t m.x degeri bu
veriler ile uyumluluk gostermektedir. Diger hayvan tiirleri ile yapilan ¢aligmalarda tmax
degeri; atda 6 saat (20), sigirda 0,5 saat (68) ve 1 saat (10), kegide 6,39 saat (83),
tavuklarda 4,66 saat (1) ve 3,99 saat (53), tayda 5,5 saat (107), domuzda 3,12 saat (92)



64

ve tavsanda ise 0,66 saat (42) olarak bulunmustur. Tiirler arasinda degiskenlik yiiksek
olmakla birlikte bu durum bir¢ok faktdre (viicut yag orani, dehidratasyon vb.) bagh
olabilir. Ornegin  enjeksiyonun yapildigi  bolgenin  yaglh olmasi emilimi
yavaglatacagindan ty,.x degerini etkileyecektir (68). Ayrica ticari preparatlarin farkl tagit
maddeler icerebilmesi nedeniyle dahi tmax degerleri bakimindan farkhiliklar

olabilmektedir. (96).

Calismamizda serumda elde edilen C,,x, konsantrasyon - zaman egrisinden
direk baki ile saptanmis olup orijinal ilag i¢in ortalama 1,29 pg/ml; jenerik ila¢ i¢in ise
1,36 pg/ml’dir. Cpax degeri, Modric ve ark. tarafindan 0,822 pg/ml, Naccari ve ark.
tarafindan 1,32 pg/ml ve Rui ve ark. tarafindan da 1,42 pg/ml olarak bildirilmistir. Elde
ettigimiz Cp,x degeri bildirilen verilerle uyumluluk gostermektedir. At ve taylarda Cpax
degerinin diistikligi (0,26 — 0,19 pg/ml) enjeksiyon bolgesinde sekillenen siddetli 6dem
ve agrili sislige dolayisi ile enjeksiyon bdlgesindeki ilag reaksiyonunun tilmikosinin

emilimini azaltmasina baglanmistir (20).

Tilmikosinin serumdaki yarilanma 6mrii (t;2) orijinal ilag i¢in ortalama 16,11
saat; jenerik ila¢ i¢cin ise 23,51 saat olarak bulunmustur. Orijinal ve jenerik ilacin
yarilanma Omiirleri arasinda goézlenen farkin tasit maddeden kaynaklanabilecegi
diisiiniilmektedir (96). Ilacin yar1 Omriiniin uzun olmasi; enjeksiyon bdlgesi ve
dokularda birikiminin fazla, atiliminin ise yavas olmasi ile baglantilidir. Bu durum
makrolid grubu antibiyotiklerin genel 06zelliklerindendir (14). Calismamizda elde
ettigimiz uzun yar1 Omiir degerleri, dokularda kalma siiresinin uzun olduguna yonelik
literatiir bilgilerini destekler niteliktedir. Bildirilen yar1 miir degerleri agisindan hayvan
tiirleri arasinda belirgin bir farklilik yoktur. Tavuklarda elde edilen degerler (45 — 30,18
saat); fizyolojik ve morfolojik farkliliklara ragmen diger hayvan tiirleri ile de benzerlik
gostermektedir. Bu durumun ilacin biiylik kisminin degismeden atilmasindan ve 6nemli

diizeylerde metabolize edilmemesinden kaynaklanabilecegi belirtilmistir (68).

Tilmikosinin viicutta ortalama kalis siiresi (MRT), orijinal ila¢ i¢in ortalama
19,59 saat, jenerik ila¢ i¢in ise 22,50 saat olarak bulunmustur. Jenerik ilacin MRT
degerinin orijinal ilacinkinden daha uzun olmasi yarilanma Omriiniin daha uzun
olmasma baghdwr. Jenerik ilag icin yarllanma Omrii ve ortalama kalis siiresi
parametrelerinin orijinal ilagtan daha uzun olmasi, jenerik ilacin armma zamaninin da

orijinal ilaca gore daha uzun olacagi anlamina gelmektedir (96).
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Literatiirlerde ve prospektiis bilgilerinde tilmikosin uygulanan hayvanlarda
kardiyopulmoner yan etkiler ile enjeksiyon yerinde gecici sislik ve 6dem olabilecegi
bildirilmistir (100, 103). Calismamizda ilag uygulamasi sonrasinda herhangi bir
kardiyopulmoner bulgu (tasikardi, hizli solunum vb.) gozlenmemistir. Uygulama
sonrasinda enjeksiyon yerinde olusan sislik ve ddem ise uygulamayi takiben 36. saat
itibari ile normale donmiistiir. Yapilan bazi ¢alismalarda enjeksiyon bolgesinde olusan
siddetli 6dem ve agrili sisligin neden oldugu reaksiyonla dokulardan diizensiz emilime
neden olabilecegi ve buna bagl olarak C.x degerinin diisiik tm.x degerinin ise uzun
olabilecegi ileri siiriilmiistiir (20, 107). Calismamizda elde edilen Cyax Ve tmax degerleri,
gozlenen sislik ve 6demin bu parametreler iizerinde bdyle bir etkinin olusmadigini

gostermektedir.

Basar1li bir antimikrobiyal tedavi; etkenin etyolojik olarak dogru tanisina ,uygun
antimikrobiyal ajanin se¢imine ve uygun doz rejiminin uygulanmasina baglidir. Tam bir
tedavinin garanti edilmesi yaninda direncli patojenlerin yayilimini ve seleksiyonunun da
onlenmesi i¢in hekimlerin antibiyotiklerin farmakokinetik ve farmakodinamik
ozelliklerini yani hedef hayvan tiirii ve patojen i¢in uygun antibiyotik se¢imini ile ilacin
klinik etkinligi ve doz arasindaki iliskiyi g6z 6niinde bulundurmasi gerekir (5, 22, 62,

111).

Tilmikosinin akciger konsantrasyonlarmin kan konsatrasyonlarina oranla yiiksek
oldugu bilinmektedir ve bu durum tedavinin basarisini kan konsantrasyonu - zaman
egrisine gore Ongdrmeyi zorlastrmaktadwr. Calismamizda elde ettigimiz kan
konsantrasyonlarinin EUCAST daki (34) verilere gore P. multicida ve P. haemolytica
icin 24 saat siire ile MIK degeri iizerinde oldugu goriilmektedir. Yapilan in vitro
calismalar sub inhibitdr ve postantibiyotik etki ile ilacin etkinliginin stirdiigiinii (25) ve
akcigerlerdeki konsantrasyonun P.haemolytica igin 72 saat boyunca MIK degerinin

iizerinde seyrettigini ortaya koymustur (43).

EMEA’nin 2010 yilindaki Veteriner Ilaglarda Biyoesdegerlik Degerlendirmesi
Rehberine gore; EAA ve Chax degerleri dikkate alinan birincil parametrelerdir (27, 63,
82). Biyoesdegerlik degerlendirilmelerinde genel bir kural olarak EAA ve Ciax
degerlerinin % 90 giiven araliginda ve % 80 - 125 sinirlarinda olmasi gerekmektedir

(27, 28, 35, 51, 85, 102). tmax degeri ise Ornekleme zamanmna gore degiskenlik
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gosterdiginden bu smnir % 70 - 143 arasinda kabul edilmektedir ve biyoesdegerligin

degerlendirilmesinde ikincil parametredir (28, 35).

Bu calismada biyoesdegerlik karar1 verilirken EAAg.7; ve Chax degerleri temel
almmis ve istatiksel olarak analiz yapabilmek i¢in veriler logaritmik doniisiim sonrasi
degerlendirilmigtir. Calismamizda elde ettigimiz verilere gore jenerik ilacm EAA
degerinin alt smirmm % 92,25, st sinirmin % 121,02 ve ortalamasinin % 105,6
oldugu; Cpax degerinin ise alt smirinin % 94,57, st siirinin % 120,05 ve ortalamasinin
% 106,55 oldugu goriilmiistiir. Bu degerler kabul edilebilir smirlar igerisinde
bulunmustur. Sonu¢ olarak EAA¢.7;; ve Chax degerleri temel almarak yapilan

karsilagtirma, jenerik ilacin biyoesdeger oldugunu gostermektedir.

Ulkemizde bulunan jenerik preparatlarla yapilmis smirl sayida biyoesdegerlik
calismas1 bulunmaktadir. Arastirmamiz bu ¢aligsmalardan biri olup diger ¢alismalarda da

(7, 112) incelenen ilaglari biyoesdeger oldugu goriilmiistiir.

Ulkemizde vyiiriirliiliikte olan veteriner tibbi iiriinlerle ilgili yonetmelige gore
jenerik ilac, aktif maddeler acisindan orijinal ilacla ayni kalitatif ve kantitatif
kompozisyona sahip, ayn1 farmasotik formda ve biyoesdegerligi uygun biyoyararlanim
testleri ile kanitlanmis olmasi gerekmektedir (84). Ancak genel bilgiler kisminin
2.2.2°ye ¢ bendinde de belirtildigi lizere; biyoesdegerlik rehberlerine gore parenteral
yolla uygulanan ¢ozeltilerde farmasotik esdegerlilik s6z konusu ise biyoesdegerlik
calismalarinin yapilmas: gerekli goriilmez denilmektedir. (31). Bununla beraber
parenteral yolla kullanilan her jenerik ilacin orijinal ilacin biyoesdeger olmadigi ve
arinma zamaniin belirlenmesinde 6nemli olan parametrelerin [yar1 Omiir (t;,), dagilim
hacmi (V4) ve klirens (Cl)] jenerik ilaglarda farkli olabilecegi Sumano ve ark. tarafindan

gosterilmistir (96)

Ulkemizde 33 adet preparati bulunan enjeksiyonluk enrofloksasinin, Meksikada
kullanilan 9 adet jeneriginin Baytril ® ile biyoesdegerligi Sumano ve ark. tarafindan
degerlendirilmis ve sadece bir tanesinin Cyax degeri orijinaline yakin bulunurken EAA
degerleri agisindan bakildiginda ise hig biri orijinal ilaca biyoesdeger bulunmamistir. Bu
calisma parenteral yolla uygulanan jenerik ilaclarin aktif madde kalitesi ile tasiyici
madde niteligi ve sayisindaki farklilik nedeniyle her zaman biyoesdeger olamayacaginin

kanitidir (96).
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Ayrica Sumano ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada 9 jenerik enrofloksasin
preparatinin 5’inin yarilanma omrii ve dagilim hacmi, orijinal ilaca gore oldukga farkl
bulunmustur (96). Jenerik ilaclarmm kesim Oncesi bekletme siirelerinin degisebilmesi
nedeniyle orijinal ilaca gore hayvansal iiriinlerde daha uzun siire atilmasi nedeniyle halk

saglig1 acisindan da sorunlar yasanmasina neden olabilecektir (96).

Tirkiye de ruhsathh 20 adet enjeksiyonluk tilmikosin preparati vardir.
Calismamizda bunlardan bir tanesi incelenmis ve biyoesdeger bulunmustur. Ancak bu
sonu¢ inceledigimiz preparat acisindan gecgerli olup geri kalan 18 preparatin
kontrolunun yapilmast hem hayvan sagligi hem de halk sagligi agisindan bir

gerekliliktir.

Hem kaliteli hayvansal iiretimin garanti edilebilmesi hem de halk sagligi
acisindan, yeni ¢ikarilan veteriner tibbi iriinler hakkindaki yonetmeligi tamamlayici
olarak veteriner tibbi {lriinlerde biyoesdegerlige ilgili detayli diizenlemelerin de
yapilmasmin gerekliligi ve onemi agiktir. Bu diizenleme ile parenteral kullanilan ilaglar
icin de her jenerik ilacin kesim Oncesi bekletme ve tiiketilmeme siirelerinin bireysel

olarak ortaya konulabilmesi miimkiin olacaktir.

Bu sayede hem halk saglig1 agisindan olas1 sorunlarin oniine gegilebilecek, hem
veteriner hekim(ler) ilaclar1 giivenle kullanabilecek hem de iiretilen ilaglar uluslar arasi
kabul gormiis kriterleri karsilayabileceginden iilkemizin ilag piyasasinda rekabet giicii

artacaktir.
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Yabanci | Okudugunu . . UDS (Diger)
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Sayisal Esit Agirhk Sozel
LES Puam 51,565 52,551 53,496

(Diger)

Puam




82

Bilgisayar Bilgisi

Program Kullanma becerisi
Microsoft Office Iyi

Microsoft Windows Iyi

Yayinlary/Tebligleri Sertifikalari/Odiilleri

Yayinlar

l. Yidirim M., Sahin E. Veteriner Farmakoloji ve Toksikolojide Transport
Proteinleri. Istanbul Univ. Vet. Fak. Derg. 2008: 34 (3); 9-17.

2. Aydin H., Baran A., Aktas A., Demir K., Sahin E.,Kayar A. ve ark. Effects of
Soybean Extract and L-Tryptophan on 2,4-Dichlorophenol Induced Testicular
Toxicity in Mice. Journal of Animal and Veterinary Advances. 2009: 8 (4); 774-
778.

3. Yildirim M., Sahin E. ABCG2 Gene Polymorphism in Holstein Cows of Turkey.
Kafkas Univ. Vet. Fak. Derg. 2010: 16 (3); 473-476.

Tebligler

1.

Yaman E., Yildirnm M.Veteriner Farmakoloji ve Toksikolojide Transport
Proteinleri. 6-7 Eylil 2007 II. Ulusal Veteriner Farmakoloji ve Toksikoloji
Kongresi.Kongre Bildiri Kitab1 :S11

Yildrim M., Yaman E., "A Polymorphisim ABCG2 Gene In Holstein
Cattles of Turkey" . 6 th Joint Scientific Symposium of the Veterinary
Faculties of T.C. Istanbul University and Ludwing-Maximillians -Universitat
Miinchen. 10-11 April 2008. S73

Aydin H., Baran A., Aktas A., Demir K., Sahin E., Kayar A.,
Pabuccuoglu S., Daglioglu S. "2,4-DCP-induced testicular toxicity and
effects of soybean extract and
L-Tryptophan" International Congress on Animal
Reproduction. 13-17 July 2008. Budapest/Hungary

Islamoglu, C., Sahin, E.: Sucul Ekosistemlerdeki
Genotoksisite Calismalarinin Onemi, 3. Ulusal Veteriner Farmakoloji ve
Toksikoloji Kongresi, 29 Eyliil- 2 Ekim 2010. AYDIN.

Sertifikalar

I.

“Deney Hayvanlarmnin Biyolojik Arastirmalarda Kullanilmasi Kursu”
( Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii ) 14- 15 Aralik 2005

“Genetik  Arastirmalarda  Kullanilan  Yontemlerin =~ Farmakolojide
Uygulamalar1” ( Tiirk Farmakoloji Dernegi — 13.Farmakoloji Egitim
Sempozyumu) 02.06. 2006

“Programli Hiicre Oliimii Sempozyumu” (I.U. Cerrahpasa Tip Fakiiltesi
T1ibbi Biyoloji Anabilim Dal1 ve Siirekli Tip Egitimi Komisyonu, Sabanci
Universitesi Miihendislik- Doga Bilimleri Fakiiltesi ve Tiirk Elektron
Mikroskopi Dernegi) 09.04.2008.

“Farmakoloji ve Toksikolojide Kromatografik Teknikler ve Analiz Oncesi
Ornek Hazirlama Yontemleri” (Uciincii Ulusal Farmakoloji ve Toksikoloji
Kongres1)30.09.2010



83

5. “Veteriner Farmakokinetik Calistayr” (Veteriner Farmakoloji ve
Toksikoloji Dernegi) 24.09.2011

6. “Method Validation for Testing Laboratories accredited under the Standard
ISO 17025 (Strengthenin Quality Infrastructure in Turkey Project —
TR0707.12.01/001) 28.09.2011

7. “Accredition Standard ISO 17025”( Strengthenin Quality Infrastructure n
Turkey Project — TR0707.12.01/001) 26-27.09.2011

8. “Measurement Uncertainty for Testing Laboratories” (Strengthenin Quality
Infrastructure n Turkey Project — TR0707.12.01/001) 29-30.09.2011

Proje

1. Smurl bir Holstayn popiilasyonunda ABCG2 gen polimorfizmi
TUBITAK TOVAG Proje no: 1070302 (Yardimci arastirmaci)

Burs
1. Doktora Egitimi siiresince TUBITAK Yurt I¢i Doktora Bursu.

Ozel lgi Alanlar (Hobileri):



