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1 JOHDANTO

Akateemisen maailman, farmaseuttisen teollisuuden ja terveysviranomaisten
ponnistelujen aikaansaannoksena, on I0ydetty yhteisymmarrys keskeisista kysymyksisté
BE-tutkimuksiin  liittyen, ja BE-hyvdksymisrajat on huolellisesti  osoitettu
paikkansapitaviksi. Tama nakyy siing, ettd BE-tutkimusten suorittamiseen liittyvét
menettelytavat ovat hyvin dokumentoituna useisiin viranomaisten tiedonantoihin,
ohjeistoihin ja niihin liittyviin julkaisuihin. Kuitenkin siitd huolimatta, ettd on olemassa
padperiaatteita, jotka ohjaavat bioekvivalenssitutkimusten suunnittelua sek& toteutusta,
ja vaikka ne ovat yleisesti hyvéksyttyja, aluekohtaisissa viranomaissaadoksissa ympaéri
maailman on nahtavissa merkittavaa vaihtelua. Aluekohtaisten erojen ymmartdminen on

valttaméatontd, silla farmaseuttinen teollisuus globalisoituu kaiken aikaan.

Maantieteellisia alueita, jotka ovat huomattavan aktiivisia geneeristen ladkevalmisteiden
kehityksessa, ovat Yhdysvallat, Kanada, Euroopan Unioni, ja Intia. Useimmiten
suomalaiset la&keyritykset ovat tekemissd Yhdysvaltojen (FDA, the Food and Drug
Administration), ja Euroopan Unionin (EMA, European Medicines Agency) la&kkeiden
valvonta- ja arviointiviranomaisten kanssa. Na&in ollen Kkirjallisuuskatsauksessa
kasitellaan etupaassa naiden maanosien bioekvivalenssiohjeistoissa (FDA 2001 ja 2003,
EMEA 2010) esitettyja menetelmid ja periaatteita bioekvivalenssin madritykseen seka
niissa esiintyviéd eroavaisuuksia. Olennaisimpien erojen kohdalla pohditaan tieteellisia
syita niiden taustalla. Tarkastelussa keskitytddn ensisijaisesti oraalisiin, vélittomasti
ldékeaineen  vapauttaviin,  kiinteisiin  ladkevalmisteisiin. Myds  Maailman
terveysjarjeston (WHO, The World Health Organization) bioekvivalenssin liittyvia

ohjeistoa (2006) sivutaan sopivissa yhteyksissé.



2 YLEISTA BIOEKVIVALENSSITUTKIMUKSISTA

2.1 Kasitteita

Rinnakkaisladkevalmisteella eli geneerisella valmisteella tarkoitetaan patenttisuojan
paatyttyd markkinoille tullutta ladkevalmistetta, joka siséltdd samaa vaikuttavaa
ld&keainetta kuin alkuperdisvalmiste, ja jonka vahvuus, ladkemuoto ja annostelutapa
ovat samat kuin vastaavassa alkuperaisvalmisteessa (Holmalahti 2005). Apuaineissa ja

valmistustekniikassa voi olla eroja alkuperéisvalmisteeseen verrattuna.

Alkuperdéisladke (vertailuvalmiste) on laékevalmiste, jolle on ennen markkinoille
tuomista tehty tdydet tehon ja turvallisuuden osoittavat tutkimukset, ja joka on sen
jalkeen saanut viranomaisilta myyntiluvan néiden tutkimustulosten perusteella
(Holmalahti 2005).

Bioekvivalenssi (BE) tarkoittaa, ett4 esim. kahta ladkevalmistetta pidetdan biologisesti
samanarvoisina ja yleenséd keskenaén vaihtokelpoisina, jos niiden pitoisuus-aikaprofiilit
vertailevassa imeytymistutkimuksessa ovat niin samanlaiset, ettei ole odotettavissa eroja
ld&kkeen tehossa, laadussa tai sen turvallisuudessa (mahdollisissa haittavaikutuksissa)
(FIMEA; Holmalahti 2005).

Laadkeaineen biologinen hyétyosuus (BA) (bioavailability) on se ladkeannoksen
suhteellinen osuus, joka padasee muuttumattomana systeemiseen verenkiertoon (kuva 1).
Sitd voidaan kuvata my6s nopeudeksi ja madraksi, jossa aktiivinen ainesosa imeytyy

laékevalmisteesta elimistdon ja on saatavilla vaikutuspaikallaan.

Biologinen
hystyosuus

Imeytyminen = - Metabolia - Efflux - Hajoaminen

Kuva 1: Biologinen hyotyosuus



Laakeaineen biofarmaseuttinen luokittelussa (BCS) la&keaineet jaetaan neljaan
luokkaan  liukoisuus- ja  imeytymisominaisuuksien  perusteella. In  vivo
bioekvivalenssikokeet voidaan viranomaisten hyvaksyméana korvata in vitro
dissoluutiotutkimuksilla sellaisten ladkeaineiden tapauksessa, jotka tiettyjen rajojen
puitteissa, seka liukenevat, ettd imeytyvat hyvin. Kyseista tilannetta kutsutaan yleisesti
termilla BCS-biowaiver.

2.2 Bioekvivalenssitutkimusten taustaa

Tana pdivand, viranomaissaadosten mukaisesti, alkuperaisvalmisteet saavat tietyn
mittaisen patenttisuojan (FDA, Approved Drug Products with Therapeutic Equivalence
Evaluations (Orange Book), 2010). Sen umpeuduttua valmiste on avoin geneeriselle
kilpailulle ja rinnakkaisldékevalmistajat saavat alkaa markkinoida omia, vaikutuksiltaan
vastaavia, mutta halvempia, tuotteitaan. Tatd menettelya varten saadettiin USA:ssa
neljannesvuosisata sitten (1984) niin kutsutta Waxman-Hatch -laki, joka vaikutti
huomattavasti  geneeriseen  l4&keteollisuuteen.  Tama  lainsdédantd  takaa
alkuperdisvalmistajille riittdvan yksinoikeussuojan, sekd helpottaa ja yksinkertaistaa
geneeristen valmisteiden hyvaksymista ladkevirastoissa (Parker et al 1991) antamalla
mahdollisuuden kéyttdad suppeampaa lupamenettelyd (an Abbreviated New Drug
Application, ANDA), jolloin ld&keviranomaiset tarkastavat geneerisen la&kevalmisteen
biofarmaseuttiset ominaisuudet etupddssd bioekvivalenssitutkimusten perusteella.
Toisin sanoen prekliinisia tai Kliinisia kokeita turvallisuuden ja tehon todistamiseksi ei
enda tarvita, silla ndma on jo kertaalleen todistettu aktiiviselle ainesosalle
alkuperaisvalmistajien toimesta, jolloin valmistajien tulee ainoastaan osoittaa
bioekvivalenssi alkuperédiseen laakevalmisteeseen né&hden (Welage ym. 2001).
Waxman-Hatch -laki sallii alkuperdisen laédkevalmisteen valmistajien patentille myds 5
vuoden jatkoajan, mik& kompensoi niiden myyntilupaprosessiin kulunutta aikaa ja

resursseja.

Laki joudutti aikoinaan uusien lddkkeiden tutkimusta ja tuotekehitystd, sekd rohkaisi
geneerisia valmistajia tuottamaan ekvivalentteja ld&dkevalmisteita. Geneeristen myynnin

kasvu jatkuu edelleen mm. siksi, ettd suuri maard reseptilddkevalmisteista on



menettdnyt/menettdd patentin suojan lahiaikoina. Yhdysvalloissa, arviolta 110
la&kevalmisteelta raukesi/raukeaa patentti 2007 — 2010, mika antaa mahdollisuuden
geneerisille valmistajille tuoda markkinoille uusia, edullisempia geneerisia
ld&kevalmisteita (Frank 2007). Lisdksi monissa maissa on pyritty laskemaan
terveydenhuollon  kustannuksia geneerisen substituution ja sitd taydentavén
viitehintajarjestelman  avulla, mikd on entisestddn lisdnnyt  geneeristen

ld&kevalmisteiden kayttoa.

2.3 Ladkevalmisteita valvovat viranomaistahot

Euroopan ladkevirasto (EMA) on Euroopan unionin erillisvirasto. Sen tarkein vastuuala
on ihmisten ja eldinten terveyden suojelu ja edistdminen arvioimalla ja valvomalla
naiden  k&yttoon tarkoitettuja  ladkkeitd.  Virasto vastaa  eurooppalaisten
ladkevalmisteiden myyntilupahakemusten tieteellisesta arvioinnista. Kun kéytetdédn
keskitettyd ~ menettelyd,  yritykset  toimittavat EMA:lle  yhden  ainoan
myyntilupahakemuksen ja myyntilupa astuu voimaan kaikissa halutuissa Euroopan
Unionin jasenvaltioissa. Viraston valvoo ladkkeiden turvallisuutta jatkuvasti kansallisen
la&kevalvontaverkoston avulla (Suomessa Léékealan turvallisuus- ja kehittdmiskeskus,
FIMEA). EMA ryhtyy asianmukaisiin toimenpiteisiin, jos laakevalmisteen
riski/hyOtysuhteessa on muutoksia ladkevalmisteen haittavaikutuksia koskevien
raporttien mukaan. Virastolle kuuluu my0s innovaatioiden ja farmakologisen

tutkimuksen kannustaminen.

Yhdysvaltain elintarvike- ja ladkevirasto eli FDA (Food and Drug Administration) on
vastuussa saadoksien laatimisesta Yhdysvaltain markkinoille. FDA:n s&adodksien piiriin
kuuluvat ruoka, ravintolisat, laakkeet, el&inld&kkeet, verta sisdltavat tuotteet,
ladkintalaitteet, sateilevét laitteet ja kosmetiikka. Ladkkeiden osalta FDA:n toimintaan
kuuluu mm. tuotteiden hyvaksyntd ja rekisterdinti, pakkausmerkinnat ja
valmistusstandardit. FDA suorittaa tarkastuksia myos Yhdysvaltain ulkopuolella, jos
kyseessd on ladketehdas, joka valmistaa Yhdysvaltain markkinoilla myytévia

ladkevalmisteita.


http://fi.wikipedia.org/wiki/Yhdysvallat

Maailman terveysjarjesto eli WHO (World Health Organization) on ihmisten terveyteen
keskittyvd Yhdistyneiden kansakuntien elin. Maailman terveysjarjeston tehtdvanad on
taata kaikille ihmisille hyva terveydentila. Se tuottaa julkaisuja, ja ohjeistoja mm.
ld&keteollisuudelle, koska sen tavoitteena on taata turvallinen ladketuotanto myds
sellaisiin maihin (monet kehitysmaat), joissa ei ole ld&kkeitd valvovia ja arvioivia

viranomaistahoja.

2.4 Saadokset ja ohjeistot kliinisiin (bioekvivalenssi)tutkimuksiin

Kliinisid ladketutkimuksia ovat kaikki ihmiseen kohdistuvat tutkimukset, joilla
selvitetddn ladkkeiden vaikutuksia ihmiseen, sekd laakkeiden imeytymista,
jakautumista, metaboliaa tai erittymista ihmiselimistossa (Lé&ékelaki 86 §). Niiden

tarkoituksena on mm. varmistaa ldakkeen teho ja turvallisuus tai bioekvivalenssi.

Kliinisten ladketutkimusten tulee noudattaa eettisida periaatteita. Helsingin julistus
(1964) on ihmisiin kohdistuvan laaketieteellisen tutkimuksen keskeinen eettinen
ohjeisto (uusin versio vuodelta 2008). Taman lisaksi myyntiluvan saamiseksi kliinisten
tutkimusten tulee olla hyvén Kliinisen tutkimustavan, eli GCP:n (Good Clinical
Practice) ja kyseisen maan tai maanosan (josta myyntilupaa ollaan hakemassa) lakien,
direktiivien ja viranomaisméaardysten ja — ohjeiden mukaisia. Né&in ollen Kliinisiin

tutkimuksiin liittyy runsaasti valvontaa ja sadtelya.

Lisdksi on olemassa viranomaisohjeistoja myyntilupadokumentaatiosta, jossa
”Guideline” tarkoittaa sitovia ohjeistoja, jotka esimerkiksi Euroopassa maéarittelee
Euroopan Komissio, DGIII (EudralLex). "Note for Guidance/ Points to Consider” ovat
sen sijaan vahvoja suosituksia, jotka antavat yleiset ohjeet erityyppisten kliinisten
tutkimusten suunnitteluun, toteutukseen, kontrolliryhmaan, tilastomatemaattiseen
analyysiin ja tutkimuksen kestoon, mutta myds tautikohtaisia ja erityisryhmia koskevia
ohjeistoja. Myds FDA:lla on olemassa “vastaavat” ohjeistot kliinisiin tutkimuksiin
liittyen. Ohjeistojen dokumentit on tarkoitettu antamaan suosituksia ja selityksid, miten
tayttdd viranomaisten sddtelemét velvoitteet. Ohjeistoja ei ole tarkoitettu sitoviksi

sadadoksiksi, joten vaihtoehtoiset tutkimusasetelmat otetaan harkintaan, jos niiden



kayttoonottoa tuetaan myyntilupahakemuksessa hyvin perustelluilla tieteellisilla

argumenteilla.

Biologisen  hyodtyosuuden (BA, bioavailability) ja bioekvivalenssin  (BE,
bioequivalence) tutkimusten arviointi, tutkimussuunnitelman rakenne ja osoituskyky
(performance) ovat kehittyneet viimeisen kahden vuosikymmenen aikana, kun niit4
koskeva tieto ja tekniikka ovat kehittyneet. Tasta syystd myos aluekohtaiset BA/BE-
ohjeistot ovat muokkautuneet ajan kuluessa (péivitykset). Kaytdnndssa ohjeistoihin
liittyy hyvin usein tiettyd tulkinnanvaraisuutta ja joissain tapauksissa vanhentuneita
kaytant6ja, mitkéd herattavat kysymyksié ja kritiikkia laéketeollisuudessa ja tutkijoiden
keskuudessa. Jos tietyt aihepiirit toistuvat viranomaistahoille lahetetyissé tiedusteluissa,
niitd pyritddn avaamaan ja pdaivittamadan myos suppeampien julkaisujen kautta
(varsinaisten ohjeistojen pdivityksien valilld). Myohemmin niissé esitetyt ohjeet
siirretddn uuteen, péivitettyyn, ohjeistoon, josta tehddan aluksi luonnos, jota tietyn
ajanjakson ajan mm. tieteenharjoittajat ja laéketeollisuus saavat kommentoida (pyytaa

tdsmennyksia, kritisoida).

Bioekvivalenssiohjeistoista viimeisimpana on uudistunut EMA:n ohjeisto (Guideline on
the investigation of bioequivalence 10.2.2010). Tat4d ennen EMA:Ita ilmestyi
varsinaiseen BA/BE-tutkimusohjeistoon (EMEA 2002) liittyvien epéaselvyyksien
tarkennukseen tarkoitettuja julkaisuja (mm. Questions & Answers on the Bioavailability
and Bioequivalence Guideline 2006), jotka sittemmin siirrettiin suoraan tai pienten
muutosten jalkeen uuteen ohjeistoon (EMEA 2010).

2.5 Bioekvivalenssitutkimukset ladkekehityksessa

Tutkimukset biologisesta hyotyosuudesta (BA, bioavailability) ja biologisesta
samankaltaisuudesta (BE, bioequivalence) (BA/BE-tutkimukset) ovat oleellisia
ladkevalmisteiden kliinisessé kehityksessa ja ladkeformulaation optimoinnissa (Blume
ym. 2005). Niiden perustavoite on mitata ja verrata formulaation toimintakykya
(l&8keaineen vapautuminen ladkevalmisteesta ja aktiivisen aineosan eliminaatio) kahden

tai useamman farmaseuttisesti ekvivalentin  laakevalmisteen kesken. Jos



ld&kevalmisteiden formulaatioiden toimintakyky voidaan todistaa samankaltaiseksi
etukdteen vahvistetuilla, statistisesti méaéritetyilld farmakokineettisilla parametreilla,
talléin myo6s kliiniset vaikutukset (normaalin kliinisen vaihtelun sisélld) oletetaan
ekvivalenteiksi (myds saman ladkkeen eri valmiste-erat). Toisin sanoen BA/BE-
tutkimusten tavoitteena on linkittada la&kekehityskaaren aikana kehitetyt formulaatiot ja
niiden erét siten, etta ne pysyvat ekvivalentteina suhteessa alkuperaiseen formulaatioon.

Nykyisessd farmaseuttisessa tuotekehityksessa tarvitaan toistuvia BA/BE-tutkimuksia
pitkin kemiallisen yhdisteen elinkaarta (kuva 2). Aluksi uusi kemiallinen yhdiste
tarvitsee kattavat tutkimukset saadakseen myyntiluvan ja néihin kuuluu oleellisesti
my06s BA/BE-tutkimuksia. Ennen patentin umpeutumista laédkkeen markkinoille tuonut
yritys saattaa joutua tekemadn muutoksia ladkkeen formulaatioon, valmistusprosessiin,
tai siind kaytettaviin laitteisiin (Scale-Up and Post-Approval Changes, SUPAC). On
my0s mahdollista, ettd kyseiselle ladkeyhdisteelle l0ydetddn uusi la&ketieteellinen
indikaatio. L&hes poikkeuksetta tallaiset muutokset vaativat osoituksen ja

dokumentoinnin valmisteen ekvivalenssin jatkuvuudesta.

Geneerisen
I\/Ilyyntillm-'an lddkevalmisteen
jalkeiset [~ myyntilupahakemus
muutoshakemukset™ (Ilyhennetty \ Myvyntiluvan
hakumenettely, jélkeiset
ANDA) muutoshakemukset*

Uuden ladkeaineen ///

myyntilupahakemus  g———— Bl ey

(NDA)
/ Uusi
— kemiallinen
Kllmusen aine
tutkimuksen

formulaatio
‘\_ Formulaation kehitys

Kuva 2: Bioekvivalenssi tutkimukset l1adkekehityksessa.

* Scale-Un and Post-Annroval Chanaes (SUPAC)



Saadakseen myyntiluvan geneerinen l&&kevalmiste on osoitettava bioekvivalentiksi
referenssivalmisteen kanssa. Lisédksi myos geneeristen ladkevalmisteiden elinkaareen
kuuluu myyntiluvan jalkeinen ajanjakso (the post-approval period), jolloin valmistajat
saattavat tehdd samantyyppisid muutoksia, kuin alkuperaisldékkeen kohdalla aiemmin

kuvatussa.

Aikaisemmin bioekvivalenssin todistamiseksi vaadittiin erilliset in vivo BA/BE-
tutkimukset. Nykyéaéan seka alkuperéislaédkevalmisteen, ettd geneerisen laédkevalmisteen
kohdalla, voidaan tietyissa tilanteissa in vitro kokeisiin perustuen jattda Kliiniset
humaanitutkimukset tekematta (BCS biowaiver).

Ladkeviranomaisten merkittdva haaste ja vastuu on varmistaa laékevalmisteen
bioekvivalenssi alkuperdisen ladkevalmisteen elinkaaren aikana tapahtuneiden
muutosten jalkeen, sekd vastaavasti myos patentin umpeutumisen jalkeisten geneeristen
valmisteiden elinkaaren aikana. T&td taakkaa voitaisiin helpottaa vahentamalla ei-
valttamattomia bioekvivalenssitutkimuksia (biofarmaseuttinen luokitusjérjestelma,
BCS). FDA paivitti ja lievensi aikoinaan ensimmaisena myyntiluvan jalkeiseen
ajanjaksoon liittyvien in vivo BE-tutkimusten vaatimuksia ja v. 1995 FDA julkaisi tahan
liittyen ohjeiston vélittomasti ladkeaineen vapauttaville (IR) valmisteille (SUPAC-IR,
Immediate Release Solid Oral Dosage Forms: Scale-Up and Post-Approval Changes).
Siind maédritetddn dissoluutio- tai bioekvivalenssivaatimukset ld&kevalmisteeseen
tehdyille muutoksille niiden tasoluokituksesta riippuen. Ohjeistossa hyddynnetdén BCS-
jarjestelmad péatoksenteossa. Vastaava ohjeisto ilmestyi v. 1997 myods séadellysti
laékeainetta vapauttaville ladkevalmisteille (SUPAC-MR) (FDA 1997a). Nykyisin myds
muille valmistetyypeille on olemassa vastaavia ohjeistoja (FDA 320 and § 314.70 (21
CFR 314.70)). EMEA julkaisi variaatioita koskevan ohjeistonsa vuonna 2005
(Guideline on stability testing for applications for variations to a marketing

authorization).

2.6 Haasteet geneeristen ladkevalmisteiden myyntilupamenettelyssa

Tana pdivana geneeristen ladkkeiden myyntilupamenettelyssa esiintyy ongelmia, koska

sitd ei ole harmonisoitu. Pahimmassa tapauksessa on tehtdvd kolme tai nelja



bioekvivalenssitutkimusta yhdelle formulaatiolle, kun halutaan myyntilupa useisiin
maanosiin; Yhdysvallat, Eurooppa, Australia, Japani, Brasilia, jne. Tama johtuu mm.

siita, ettd referenssivalmiste méaaritelladn eri maissa/ maanosissa eri tavalla.

Eurooppalainen referenssivalmiste tarkoittaa sellaista valmistetta, joka on hyvéksytty ja
markkinoitu missé tahansa EU:n jasenvaltiossa, joko keskitetyn kéasittelymenettelyn
kautta, tai hajautetusti. USA:ssa puolestaan referenssivalmiste on sellainen, jolla on
myyntilupa USA:ssa, ja joka loytyy FDA;n laatimasta dokumentista, jossa listataan
la&kevalmisteet, joille on tehty arvio terapeuttisesta samankaltaisuudesta, (FDA, Orange
Book 2010). Liséksi referenssi valmisteella tulee olla RLD-status (a reference-listed
drug). Ei siis voi valita alkuperéisvalmistetta USA:sta ja jattad hakemusta Euroopassa
viitaten USA:n RLD-valmisteeseen, vaikka alkuperdisvalmistaja olisikin sama ja
samalla tuotenimelld EU:ssa sekd USA:ssa. T&mé johtuu siitd, ettd joissain tapauksissa
alkuperdisvalmisteet (USA ja EU) voivat erota toisistaan koostumukseltaan ja
vapautumisprofiililtaan, koska maanosien BE-ohjeistot vaatimuksineen eroavat tietyilta
osin toisistaan. Nain ollen, monet laékeyritykset ovat ottaneet strategiakseen kéyttaa
tuottamastaan rinnakkaisvalmisteesta samaa erdéd  ja tehda kaksi
bioekvivalenssitutkimusta kahdella eri referenssivalmisteella (USA ja EU) ja l&hett&dé

lupahakemukset erillisille viranomaisille.

Kéaytdannon syy edelld kuvattuun on ensinndkin se, ettd jos jattdd geneerisen
myyntilupahakemuksen viitaten alkuperdisladkkeeseen, jonka myyntilupaa ei ole
kasitelty ja hyvéksytty ko. viranomaiskomissiossa, talloin kyseiselld viranomaistaholla
ei ole materiaalia, johon viitata arvioidessaan samankaltaisuutta ladkevalmisteiden
valilla.  Toiseksi, jos viranomainen ei ole erikseen madritellyt, mihin
alkuperdisladkkeeseen viitataan ja kaksi geneerisen myyntiluvan hakijaa jattaa
hakemuksensa samoille markkinoille, saattaa tulla tilanne, jossa toinen Vviittaa
alkuperéisvalmisteeseen USA:ssa ja toinen alkuperdisvalmisteeseen EU:ssa. Talldin ko.
markkinoiden viranomainen saattaa olla hyvéksynyt myyntiin  geneeeriset
ld&kevalmisteet, jotka eivat valttamatta ole terapeuttisesti ekvivalentteja saman

alkuperdisvalmisteen kanssa, mista saattaa aiheutua turvallisuuteen ja tehoon liittyvié



riskejé sellaisille potilaille, jotka vaihtavat tuotenime& (bréndid) kantavan alkuperaisen

tuotteen geneeriseen rinnakkaisvalmisteeseen.

3 BIOEKVIVALENSSITUTKIMUKSEN SUORITUS JA VIRANOMAISOHJEISTOT

3.1 Tutkimusasetelma: moniannostutkimus

Lahes kaikkien, aktiivisesti geneerisid valmisteita tuottavien, maantieteellisten alueiden
(USA, EU, Kanada ja Intia) bioekvivalenssiohjeistoissa suositellaan Kiinteiden,
oraalisten, IR-formulaatioiden  ensisijaiseksi  tutkimusasetelmaksi  vertailevaa
vaihtovuoroista, kahden periodin, perakkéistd kerta-annostutkimusta (kuva 3) (11, 12,
13, 14, 15, 16, 17).

I I perioda II Puhdistusjakso II II period: I

Referenssivalmisteen Ryhma A Ryhma B
annostelu \
PK- . PK-
naytteenotto VAIHTO naytreenotto

Evhma A

N

I I periodi II Puhdistusjakso II II perioda I

Testivalmisteen Ryhma B

annostelu T

Kuva 3: Perinteinen ja yleisimmin bioekvivalenssitutkimuksissa kédytetty kahden
periodin vaihtovuoroinen tutkimusasetelma.

Muita tutkimusasetelmia ovat mm. rinnakkaistutkimusasetelma (parallel design)
ld&keaineille, joilla on pitkd puoliintumisaika, ja toistotutkimus ladkeaineille, joilla
esiintyy runsaasti variaatiota (FDA 2003; EMEA 2010). Poikkeaminen perinteisesté
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tutkimusasetelmasta bioekvivalenssin osoittamiseksi voidaan oikeuttaa tieteellisin
perusteluin, jolloin tulisi huomioida ja arvioida laékeaineen fysikaaliskemialliset ja
farmakokineettiset ominaisuudet, sek& ladkevalmisteen koostumuksen suhteellisuus
(EMEA 2010). Perustelut ja oikeutuskriteerit muille tutkimusasetelmille poikkeavat eri

maiden ohjeistoissa.

Esimerkiksi moniannostutkimusasetelma on sallittu potilailla, jos ladkeaineen
turvallisuuden takia ei voida jarjestdd kerta-annostutkimusta terveilld vapaaehtoisilla
(kdantden, kerta-annostutkimus ei sovellu potilaille) (EMEA 2010; WHO 2006).
Moniannostutkimusta voidaan kéyttdd myds, jos analyyttisessa herkkyydessa on
ongelmia kerta-annoksen jalkeen (nykyéaéan harvinaista), jolloin tarvitaan vakaantilan
pitoisuusmaarityksia ~ (FDA  2003; EMEA 2010; WHO 2006). Koska
moniannostutkimusasetelma ei ole yhtd herkk& arvioimaan l4&keaineen in vivo
vapautumista ladkevalmisteesta ja Cmax-arvossa esiintyville eroille (el-Tahtawy ym.
1995; 1996; 1998), EMA painottaa, ettd myyntiluvan hakijan tulee tédsmallisesti
perustella ko. tutkimusasetelman kaytto BE-tutkimuksissa, sekd todistaa, ettei
analyysimenetelm&& voitu parantaa, ja ettd suuremman kuin terapeuttisen annoksen
(supra-therapeutic dose) kayttdmahdollisuus huomioitiin, mutta se ei antanut haluttua
vaikutusta tai se ei ollut mahdollinen esim. turvallisuus syistd (EMEA 2010).

FDA:n mukaan (Guidelines on design of multiple-dose in vivo BA studies §
320.27(a)(3)) moniannostutkimus on tarpeellinen menetelm& bioekvivalenssi
todistamiseksi, kun valmisteiden valilla on havaittavissa eroa imeytymisnopeudessa,
muttei imeytyneessd maarassa, ja kun laékeaineen biologisessa hydtyosuudessa esiintyy
subjektien valistad variaatiota. S&adellysti lddkeainetta vapauttaville laékevalmisteille
(CR, controlled release) FDA ja WHO vaativat sekd kerta-annos-, ett4
moniannostutkimusta (FDA 2003, WHO 2006). EMEA viittaa CR-valmisteisiin liittyen
erilliseen ohjeistoon (Modified Release Oral and Transdermal Dosage Forms: Sections |
and 11, 2000).

Syy siihen, miksi moniannostutkimusta on vaadittu, jos ladkeaineella esiintyy

epélineaarista kinetiikkaa (annoksesta tai ajasta riippuvaista, esim. saturoituva
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metabolia, aktiivinen erittyminen) (FDA 2003; EMEA 2002; WHO 2006), on se, etta
nain varmistuttaisiin  siitd, ettei kliinisessé tilanteessa ladkeaineen pitoisuus
akkumuloituisi arvaamatta kerta-annos tutkimuksen perusteella odotettua korkeammalle
(yli terapeuttisen leveyden) (Besag 2000). Lisaksi kirjallisuudessa on mainittu, etta
jotkut  ladkevalmisteen sisdltdmat apuaineet voivat vaikuttaa l4&keaineen
farmakokinetiikkaan vakaassa tilassa (Meredith 2003; Besag 2000), jolloin kerta-
annostutkimuksella ei kyettdisi havaitsemaan tédhdn mahdollisesti liittyvia eroja
formulaatioiden valilla. Annoksesta ja ajasta riippuvaisen farmakokinetiikan on siis
ajateltu vaikuttavan haitallisesti ladkeformulaation suorituskykyyn ja ladkeaineen
jakautumisominaisuuksiin, mink& takia epalineaarisella farmakokinetiikka vaikuttaa
bioekvivalenssitutkimuksen tutkimusasetelman valintaan (kerta-annos vs. moniannos)
(Nation 1994).

Tunnetaan kuitenkin vain kaksi harvinaista tilannetta, milloin epalineaarisen kinetiikan
kohdalla useamman lddkeannoksen antaminen todellakin korostaisi paremmin
formulaatioissa esiintyvid eroavaisuuksia kuin kerta-annostutkimus: (1) Laakeaineen
puhdistuma ei pienene suhteellisesti (yli suhteellisen vélin, supraproportional)
moniannostelun jalkeisilld akkumulaation konsentraatioilla (esimerkiksi, kun kyseessé
on saturoituva Michaelis-Menten Kinetiikka, ja puoliintumisajat ovat huomattavasti
pidemmat kuin annosteluvéli, ja konsentraatiot ylittdvdat maksimaalisen reaktio
nopeuden V). Tastd ilmidsta on olemassa teoreettisia esimerkkejé (fenytoiini, Ludden
ym. 1991), mutta ei virallisia tutkimusjulkaistuja. (2) Ajasta riippuvainen tekija
vaikuttaa oleellisesti formulaatioeroihin, eli jos esim. enteropédéllyste vaikuttaa
oleellisesti laékeaineen paasyyn systeemiseen verenkiertoon, mikd nékyy pitoisuus-
aikakuvaajassa viiveend imeytymisen alkamisessa (Elkoshi ym. 2002). Nain ollen,
koska tarve moniannostutkimukselle epélineaarisen kinetiikan tapauksessa on erittain
harvinainen (enimmékseen teoreettinen), voidaan yleisesti todeta, ettd Kkerta-
annostutkimukset eivét ole pelkastéén riittavid, vaan myos herkimpia havaitsemaan erot
formulaatioiden vélill&. Tadma antaa oikeutuksen sille, ettd EMA:n uusimassa
ohjeistossa  (2010) l&&keaineen epélineaarisen kinetiikan takia vaadittavista

moniannostutkimusta on luovuttu.
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3.3 Tutkimuksen suoritus: ravintoon liittyvat olosuhteet

Ruoka vaikuttaa ruuansulatuskanavassa tiettyjen laékevalmisteiden ja ladkeaineiden
farmakokinetiikkaan. Vaikutukset bioekvivalenssiin ovat suurimmillaan juuri ravinnon
nauttimisen jalkeen. Ruuan ravintoaineiden ja kalorien koostumus, tilavuus, ja lampétila
voivat aiheuttaa fysiologisia muutoksia Gl-kanavaan, ja ladkeaineen systeemiseen
imeytymiseen. Se, kuinka Kliinisesti merkittavid ruuan vaikutukset ovat biologiseen
hyotyosuuteen, riippuu laékeaineen terapeuttisesta kayttotarkoituksesta ja vaikutuksen
suuruudesta. Ladkeaineen terapeuttinen leveys, tehokkuus (potentti), farmakokineettiset
ja farmakodynaamiset ominaisuudet (annos-vaikutus -suhde) ja mahdolliset vakavat
myrkyllisyys-/haittavaikutukset méaarittelevat tarpeen Kirjata pakkausselosteeseen (SPC-
tekstiin, the summary of product characteristics) valttaméattomat turvatoimenpiteet ja
kayttoohjeet, jos niihin liittyy kliinisesti merkittavid vaikutuksia. Vertailevassa
bioekvivalenssitutkimuksessa tulee osoittaa, ettd mika tahansa referenssivalmisteen,

Kliinisesti merkittava, ruokaan liittyva vaikutus on sama kuin testivalmisteella.

Naiden syiden takia tilanteet, jolloin on tarpeen tarkastella myds ravinnon vaikutusta
bioekvivalenssiin, tulee harkita tarkkaan ja kirjata BE-ohjeistoihin. Lisaksi tarpeen
vaatiessa on myos maariteltava, tehdaanko ruokatutkimukset paastotutkimusten liséksi,
vai sijasta (esim. haittavaikutukset). Viime vuosina viranomaistahot ympari maailmaa
ovat julkaisseet ohjeistoja, jotka enemman tai vahemman perusteellisesti ottavat kantaa
edelld mainittuihin kysymyksiin. Yleisesti ottaen ruuan ja juoman standardointi on
médritetty ohjeistoissa melko samalla tavoin: “jokaiselle tutkittavalle kaikkien
aterioiden ja nautittavien nesteiden koostumukset ja ajoitukset tulee yhtendistaa
ndytteenoton aikana”. Kuitenkin tarkemmat kriteerit vaihtelevat selkedsti alueittain,

samoin kuin tutkimusten toteutus (mm. aterian laatu).

Lahes kaikkien alueiden ohjeistoissa Kiinteiden, oraalisten formulaatioiden
bioekvivalenssitutkimukset suositellaan yleisesti ottaen tehtdvaksi paaston jalkeen,
koska silloin olosuhteet ovat herkimmét havaitsemaan potentiaalisia eroja valmisteiden
vélilla. Lisaksi kaikissa tutkituissa ohjeistoissa (FDA 2003, EMEA 2010, WHO 2006)

mainitaan  kuitenkin, ettd saadellysti l&&keaineetta vapauttavien valmisteiden
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bioekvivalenssitutkimukset tulee suorittaa sekd paaston jélkeen, ettd aterian yhteydessé.
Tama johtuu siit4, etté joissain tilanteissa ruoka heikentd formulaation kykyéa vapauttaa
la&keaine saddellylld tavalla, jolloin vaarana ovat vakavat haittavaikutukset koko
annoksen  yhtédkkisen  vapautumisen  ja  ladkeaineen  plasmapitoisuuden
rajoittamattomasta kasvusta johtuen. Esimerkiksi, jos ko. ladkevalmiste j&& paikalleen
vatsaan, ja kun se vihdoin tyhjentyy ohutsuoleen, ladkeaine vapautuukin kerralla ja

valittémasti (Wonnemann ym. 2006).

FDA julkaisi v. 2002 perusteellisen ohjeiston (milloin ja miten) BE-tutkimuksista ruuan
kanssa, ja sen yhteydessd tiedonannon, jossa maériteltiin, minkalaisille ladkeaineille
edellytetddn ruokatutkimukset. FDA:n suosittelee, ettd kaikille oraalisesti annetuille IR-
la&kevalmisteille tulisi suorittaa BE-tutkimukset sekd paastossa, ettd ruuan kanssa,
seuraavin poikkeuksin: Kun molemmat ladkevalmisteet (testi ja RLD-listattu
referenssivalmiste) ovat nopeasti liukenevia, niilld on samankaltainen dissoluutio-
profiili, ja ne sisaltavat BCS-luokan | ladkeainetta (hyva liukoisuus ja permeabiliteetti)
(FDA 2001; Amidon ym. 1995), tai kun RDL-valmisteen pakkausselosteessa mainitaan,
ettd se tulisi ottaa ainoastaan tyhjadn vatsaan, tai pakkausselosteessa ei ole mitéan
mainintaa ruuan vaikutuksista ladkeaineen imeytymiseen tai valmisteen annosteluun.
Ohjeiston mukaan ruuan vaikutuksia bioekvivalenssiin tulisi tutkia olosuhteissa, joilla
on havaittu olevan suurin vaikutus maha-suolikanavaan ja oraaliseen laakeaineen
imeytymiseen ja systeemiseen vaikutukseen. Tallaiseksi madritellaan (FDA 2002)
runsasrasvainen (50 % aterian kokonaiskalorim&érasta tulee rasvasta) ja -kalorinen
ateria (8001000 kaloria), jossa 150 kaloria tulee proteiineista ja 250 hiilihydraateista ja
loput siis rasvasta. Jos tasta ateriakoostumuksesta poiketaan, tulee siita antaa tieteelliset

perustelut.

FDA:n (2002) linjauksille 16ytyy tieteellisia perusteluita. Ensinnakin, ruuan vaikutukset
biologiseen hyotyosuuteen on havaittu voitavan ennustaa BCS-luokituksen perusteella
(Wu ja Benet 2005; Fleishet ym. 1999). Tamé& perustuu siihen, ettd ladke-transportteri
interaktioiden on havaittu useimmiten olevan ensisijainen mekanismi ruuan
vaikutuksille biologisessa hyo6tyosuudessa (Amidon ym. 1995). Nain ollen ruuan

vaikutukset (esim. pH muutokset, ladkeaineen, solubilisaatio) syntyvat sen aiheuttamista
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muutoksista l&&keaineen liukoisuudessa tai muissa tekijoissa (Amidon ym. 1995;
Charman ym., 1997). On vditetty, ettd runsasrasvaiset ateriat saattaisivat inhiboida, sek&
influx- (BCS 11 la&keaineiden imeytyminen laskee), ettd efflux-transporttereita (BCS 11
ld&keaineiden imeytyminen kasvaa) (Wu ja Benet 2005; Fleishet ym. 1999). Nain ollen,
runsasrasvainen ravinto inhiboisi myo6s tarkedd P-glykoproteiinia, jonka substraatteja
monet ld&keaineet ovat. Tasta syysta aterioiden, jotka sisaltavat runsaasti kaloreita ja
rasvaa, on havaittu vaikuttavat yleisimmin ja voimakkaimmin maha-suolikanavan
fysiologiaan, ja ndin niilld on suurempi vaikutus ladkeaineen tai la&kevalmisteen
biologiseen hyotyosuuteen, mika tulisi huomioida BE-tutkimusten toteutuksessa.
Poikkeuksena BCS luokan | ladkeaineet, joiden biologisen hy6tyosuuden tasoon
runsasrasvaisen aterian ei oleteta vaikuttavan merkittavasti (FDA ei vaadi
ruokatutkimuksia naille ladkeaineille). Tdma johtuu siitd, ettd niiden imeytymisen
voidaan olettaa olevan taydellista (hyva liukoisuus ja permeabiliteetti), koska oletetaan,
ettei niilla esiinny transportteri-interaktioita (Wu ja Benet 2005; Fleishet ym. 1999). On
kuitenkin korostettu, ettd myos BCS | laékeaineiden kohdalla runsasrasvaiset ateriat
voivat viivastyttdd mahan tyhjenemista ja ndin aiheuttaa Tax-ajankohdan viivastymista
(Wu ja Benet 2005; Fleishet ym. 1999).

EMA:n kohdalla sen aikaissmmassa ohjeistossa (2002) BE-tutkimuksia, joihin liittyi
ruuan vaikutuksen tutkiminen, sivuttiin vain lyhyesti. Taméd suppeahko ohjeistus
aiheutti kuitenkin tulkinnanvaraisuutta ja kysymyksia laéketeollisuudessa ja lopulta
EMA julkaisi aiheesta tarkennuksen (Question and Answers 2006). Julkaisun
paapiirteet paivitettiin myohemmin EMA:n uusimpaan BE-ohjeistoon (2010), jossa
edelleen suositellaan ensisijaisesti paastotutkimuksia. Tdma patee myds tilanteisiin,
joissa referenssivalmisteen SPC-tekstissd mainitaan, ettd se tulisi ottaa ainoastaan
tyhjddn vatsaan, tai ravinnosta riippumatta. Jos referenssivalmisteen SPC-tekstissé
kuitenkin suositellaan ladkevalmisteen ottoa ainoastaan ruuan kanssa, BE-tutkimus tulee
tehda vain ravitussa tilassa (FDA:n ohjeisto 2002 vaatii molempia, paasto vs. ravittu).
EMA (2010) wvaatii, ettd my0s ruuan koostumuksen tulisi ensisijaisesti olla
referenssivalmisteen SPC-tekstin mukaista. Jos siind ei kuitenkaan ole erityisia

vaatimuksia, ruuan koostumus on samanlainen kuin FDA:n ohjeistossa (2002).
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FDA:n ohjeistosta (2002) poiketen, EMAN ohjeistossa (EMEA 2010) mainitaan my®os,
etta spesifejd formulaatio-ominaisuuksia (esim. mikroemulsiot, kiintedt dispersiot)
omaavien laékevalmisteiden BE-tutkimukset tulee suorittaa, seké paastossa, etta ruuan
kanssa, ellei annostelulle ole erikseen annettu tarkkoja ehtoja (vain paasto/ravitut
olosuhteet). Tdma perustuu siihen, ettd on havaittu, ettd jos ladkevalmisteen formulaatio
vaikuttaa merkittavésti BCS luokan 11 la&keaineiden liukoisuuteen, se voi vahenta4 tai
poistaa runsasrasvaisten aterioiden vaikutuksen tdman luokan ladkeaineisiin (Wu ja
Benet 2005; Fleishet ym. 1999). Tdmén on ehdotettu olevan syy esimerkiksi siihen,
miksi mikroemulsiomuodossa olevaan siklosporiinin formulaatioon (Neoral) ei vaikuta
ruoka, kuten aikaisempaan oliividljypohjaiseen formulaatioon (Sandimmune). Nain
ollen, jos testi- ja referenssivalmisteiden formulaatioissa on selkeité eroja, talla seikalla
saattaisi olla vaikutusta BE-tutkimuksen erottelukykyyn, ellei sité suoriteta molemmissa

olosuhteissa (ravittu/paasto).

WHO:n BE-ohjeisto (2006) on ylimalkaisempi. Se suosittelee yleisesti ottaen
paastotutkimuksia. Jos laakevalmisteen tunnetaan aiheuttavan Gl-kanavaan hairiota
annettaessa paastossa, tai jos referenssivalmisteen SPC-teksti kieltdd ld&kevalmisteen
annostelun ruuan kanssa, silloin farmakokineettiset BE-tutkimukset tulisi suorittaa

ruuan kanssa. Ruuan koostumus riippuu paikallisesta ruokavaliosta ja tavoista.

3.4 Mitd analyytteja tutkitaan: alkuperdinen lddkeaine ja/tai metaboliitti

Kaiken kaikkiaan metaboliitit ovat tirkedssa osassa ladkekehityksessa. On kuitenkin
pitkdan kayty keskustelua siit4, mika on niiden rooli bioekvivalenssitutkimuksissa, eli
pitdisikd metaboliitit maarittad myos niissa (Chen ja Jackson 1991). Tiedeyhteisdissa
asiasta ollaan oltu erimielisia (the Bio-International (I) scientific meeting 1989). Suurin
syy metaboliitteihin liittyvaén laajamittaiseen keskusteluun on se, etti osa tutkijoista
uskoo metaboliittien aktiivisuuden olevan kriittinen tekijé, joten ne tulisi huomioida
myd6s bioekvivalenssia maarittdessa (Jackson ym. 2004). Aktiivisuudella tarkoitetaan
metaboliitin osuutta kliiniseen farmakologiaa ja toisaalta toksisuuteen. On kuitenkin
korostettava eroa bioekvivalenssin ja kliinisen farmakologian vélillg, eli
bioekvivalenssin suhteen ratkaiseva mitta on imeytyneen parentin aineosan maaré

systeemisessa verenkierrossa, eikd mitattavan ainesosan (esim. parentti ja/tai
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metaboliitti) aktiivisuus (Jackson ym. 2004). Muita perusteluja metaboliittien kaytolle
bioekvivalenssin madrityksessa aktiivisuusargumentin lisdksi on se, ettd metaboliitin
pitoisuudet ovat yleisesti yhdistetty alhaisempaan subjektin siséiseen vaihteluun ja ndin
ollen se mahdollistaa alhaisemman vaaditun subjektien maéran bioekvivalenssin
aikaansaamiseen. Toisaalta, molempien analyyttien (parentti ja metaboliitti)
analysoiminen bioekvivalenssin madrittdmiseksi on ongelmallista, koska se saattaa
vahentéa tyypin | virhetta (kuluttajariski) ja kasvattaa tyypin Il virhettd (valmistajariski)
(Midha ym. 1993; 2004). Osa tutkijoista on kaikesta huolimatta ollut sitd mieltd, etta
metaboliitteja ei tulisi kayttdd bioekvivalenssin osoittamisessa, koska tutkimusten
mukaan ne eivét ole herkkia formulaatioeroille ja edelleen ld&keaineen imeytymisessa
esiintyville muutoksille (Chen ja Jackson 1991).

Nykyisin tutkijoiden keskuudessa on olemassa yhteisymmarrys siitd, ettd BE-
tutkimusten tulisi pohjautua yksinomaan lddkeaineen tutkimusdataan, jos seuraavat
kriteerit tayttyvat (Jackson ym. 2004; Walter-Sack ym. 1993): (1) Aktiivisen
metaboliittin (metaboliittien) pitoisuusprofiili on kaikissa aikapisteissa noin alle 10 %
ladkeaineen vastaavaan arvoon verrattuna; (2) Lé&akeaineen ja sen aktiivisen
metaboliitin farmakologiset ja toksiset vaikutukset ovat olennaisesti samanlaiset; (3) On
selvasti osoitettu, ettd kaikki farmakokineettiset prosessit, jotka madrittelevat
ldékeaineen tai sen aktiivisen metaboliitin plasmakonsentraatiot, ovat lineaarisia
kaikissa sellaisissa plasman pitoisuustasoissa, jotka ovat mahdollisia laékkeen
Kliinisessd kaytossd, ja (4) Lé&akevalmisteen formulaatiotyyppi ei ole hitaasti
ladkeainetta vapauttava (Jackson ym. 2004; Walter-Sack ym. 1993). Sen sijaan,
seuraavissa tilanteissa on suositeltua mitata metaboliitti: (1) annosteltaessa inaktiivinen
prodrug-ladkevalmiste; (2) varsinaisen laékeaineen konsentraatio veressa on liian
alhainen méaritettdvaksi; (3) varsinainen ladkeaine on epéstabiili; (4) varsinaisen

la&keaineen puoliintumisaika on hyvin lyhyt.

Edelld mainitut Kriteerit parentin ainesosan ja metaboliitin méaarityksesta on suurilta
osin otettu kayttdén WHO:n BE-ohjeistossa. Liséksi kaikki tutkitut viranomaistahot
(EMEA 2010; FDA 2003 ja WHO 2006) ovat yleisesti samaa mieltd siitd, ettd

bioekvivalenssiarvion tulisi ensisijaisesti pohjautua yksinomaan varsinaiseen
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ladkeaineeseen. Tilanteet, milloin edellytetddn metaboliitin maarittdmista, vaihtelevat
kuitenkin edelld esitetyista tilanteista.

Aikaisempi EMA:n ohjeisto (2002) suositteli metaboliittien kayttda kahdessa
tilanteessa. Ensiksi, kun varsinaisen laakeaineen pitoisuus oli liian alhainen mitattavaksi
luotettavasti (saattaisi aiheuttaa merkittdvéa variaatiota), ja toiseksi, kun metaboliitti
vaikutti merkittavasti aktiivisuus/turvallisuusprofiiliin ja sen farmakokinetiikka oli
epélineaarinen. Ensimmaista tilannetta tarkennettiin vielda EMA:n 2006 julkaisemassa
dokumentissa (Q&A 2006), jossa imeytymisnopeuden arvioimiseksi suositeltiin
mittaamaan varsinaisen laakeaineen Cpax-arvo, koska se saadaan usein mitattua, vaikka
laékeaineen AUC:ta ei kyettaisikddn maarittdmaan taydellisesti. Tama johtuu siita, etta
metaboliitin Cpax ei ole yhtd herkka erottamaan formulaatioeroja imeytymisnopeudessa.
Metaboliitin AUC:n on kuitenkin ajateltu olevan hyvéksyttdva mitta l&&keaineen
AUC:sta tai imeytyneestd maarésta silloin, kun kinetiikka on lineaarista (Tucker ym.
1993 b). Toisessa tilanteessa (EMEA 2002; 2006) vaadittiin molempien analyyttien
madrittdmistd  ja  niiden  yksilollistda arviointia  suhteessa  BE-kriteereihin
(luottamusvaleineen). Tadman lisdksi EMEA (2002) vaati vakaan tilan tutkimuksia, kun
ladkeaineen farmakokinetiikka oli epdlineaarinen. Nama vaatimukset herattivat
kritiikkid, koska ensinndkin tieteellisten todisteiden puuttuessa oli epédselvad, miten
formulaation katsottiin vaikuttavan metaboliitin epélineaarisuuteen. Lisaksi olisi
toivuttu selkedmpaa maaritelmaa siitd, milloin viranomaiset katsoivat metaboliitin

vaikuttavan merkittavasti aktiivisuus/turvallisuusprofiiliin.

Uusimmassa EMA:n ohjeistossa (2010) korostetaan edellistd voimakkaammin parentin
ainesosan kayttod bioekvivalenssin méaarittamisessa ja nain ollen metaboliittidatan
kayttoa ladkeainedatan sijasta ei suositella tai se sallitaan vain poikkeustapauksissa. Jos
analyysimenetelman  herkkyys on  syy  korvata l48keaineen  maéadritys
metaboliittimaarityksilla, vaaditaan siitd huolellinen perustelu, koska ko. tilanne on
nykyaan harvinainen analyysimenetelmien ollessa hyvin kehittyneitd ja herkkia. Lisaksi
ohjeisto oikeuttaa tarvittaessa my6s suuremman ladkeannoksen kayton annetuin
kriteerein. Kun metaboliittidataa kéytettddn varsinaisen ld&keainedatan sijasta muusta,

kuin edellda mainitusta syistd, myds talléin myyntiluvan hakijan tulee EMA:n (2010)

18



mukaan esittdd riittdvasti aineistoa, joka tukee sitd, ettd metaboliitin altistus vastaa
varsinaisen l4&keaineen altistusta, ja ettd metaboliitin muodostuminen ei saturoidu
terapeuttisilla annoksilla. Taman tarkemmin aihepiiriin ei anneta ohjeistusta, vaan

korostetaan myyntiluvan hakijan omaa harkintaa ja perusteluja valinnoille.

FDA:n ohjeisto (2003) suosittelee metaboliittien mittaamista bioekvivalenssin
maadrittdmiseksi parentin ainesosan lisaksi, jos niitd muodostuu suolen seindmaén tai
muun pre-systeemisen metabolian kautta, ja jos metaboliitit vaikuttavat merkittavasti
turvallisuuteen ja/tai tehoon. Ensimmainen suositus perustuu todennékadisesti siihen, etta
CYP3A4 ja 3A5 entsyymejé esiintyy runsaasti proksimaalisessa ja distaalisessa osassa
suolistoa, tassd jarjestyksessa (Pelkonen ym., 2001). Nain ollen, koska useimmat
ldékeaineet ovat CYP3A4 entsyymin substraatteja, ko. entsyymi saattaa merkittavasti
vaikuttaa naiden ladkeaineiden biologiseen hydtyosuuteen oraalisen annostelun jalkeen,
erityisesti, jos l&akeaineen ensikierronmetabolia on voimakasta (verapamiili,
midatsolaami ja siklosporiini) (Jackson ym. 2004). Edelleen, suolen metabolia saattaisi
osoittaa, ettd muodostuneen metaboliitin  mé&&ara riippuu parentin ladkeaineen
vapautumisesta ld&kevalmisteesta (Jackson ym. 2004). Nimittdin nopea ja valittomasti
tapahtuva ladkeaineen vapautuminen valmisteesta saattaisi aiheuttaa suolen
metaboliaentsyymien saturoitumisen aiheuttaen parentin ainesosan kasvaneen
biologisen hyotyosuuden. Sen sijaan laékeaineen hidas vapautuminen valmisteesta
johtaisi taydellisempaan metaboliaan, ja laédkeaineen huonompaan hydtyosuuteen. Nain
ollen, se osuus ladkeaineesta, joka selviaa suolen pre-systeemiseltda metabolialta, riippuu
sekd nopeudesta, jolla ld&keaine vapautuu ladkevalmisteesta, ettd parentin aineosan
imeytymisnopeudesta (Jackson ym. 2004).

Viime vuosina on kehitetty matemaattisia simulaatiomalleja, joiden avulla voidaan
simuloida tutkittavien la&keavalmisteiden kulkeutumista elimistdssa ja niista
vapautuneen ld&keaineen farmakokinetiikkaa ja osoittaa esimerkiksi kussakin tilanteessa
herkin analyytti tai tutkimusmenetelma (Fernandez-Teruel 2009). Simulaatiolla saatuja
tuloksia  voidaankin  hyédyntdd, kun joudutaan perustelemaan valintoja
viranomaistahoille (esim. metaboliittien kayttdd bioekvivalenssin osoittamisessa)

(Fernandez-Teruel 2009). Eraalla mallilla on osoitettu, ettd sellaisten laékeaineiden
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kohdalla, joilla esiintyy ei-saturoituvaa hepaattista ensikierronmetaboliaa (ja
systeemistd metaboliaa) varsinainen ladkeaine on yleensd herkin analyytti ja kerta-
annostutkimus herkin tutkimusasetelma havaitsemaan testiformulaation
biofarmaseuttisessa laadussa olevat erot referenssivalmisteeseen nahden (Fernandez-
Teruel 2009). Samassa tutkimuksessa havaittiin harvinainen poikkeus, eli sellaiset BCS-
luokan I1l ladkeaineet, joilla on alhainen ominaispuhdistuma. Niille l&&keaineen
madrittdminen tasapainotilassa nayttéisi olevan herkin bioekvivalenssin mittari
(Fernandez-Teruel 2009). Tdma johtuu siitd, ettd kyseisten ladkeaineiden kohdalla on
ajateltu esiintyvan epélineaarista kinetiikkaa rajoittuneesta imeytymisajasta tai
imeytymisikkunasta johtuen.

4 ERITYISHUOMIOITA VAATIVAT SEIKAT BIOEKVIVALENSSITUTKIMUKSISSA

4.1 Kapean terapeuttisen leveyden ladkeaineet

Joillakin viranomaisilla on kéyttssa ainoastaan yhdet bioekvivalenssin hyvaksymisrajat
(esim. FDA 2003). La&kkeille, joilla on kapea terapeuttinen leveys (NTR, narrow
therapeutic range) (kuva 4), kuten digoksiini, teofylliini ja karbamatsepiini, tdmé saattaa
tuottaa vaaran positiivisen BE-tuloksen (Palylyk-Colwell ym. 1998). Pdinvastaisessa
tilanteessa, jossa laékeaineella on laaja terapeuttinen ikkuna (oraaliset antibiooti,
antasidit, antihistamiinit jne.), valmisteet saatetaan todeta yhteen hyvaksymisrajaan
perustuen ei-bioekvivalenteiksi, tdssa tapauksessa farmakokinetiikan variaatiolla ei
kuitenkaan olisi merkittavaa vaikutusta kliiniseen lopputulokseen (Meredith 1996).
Kaikesta huolimatta molempia tilanteita tulisi valttaa, varsinkin kun ensimmaéinen voi

olla jopa vaarallinen.

NTR-l44keaineiden terapeuttiset pitoisuustasot eivat juuri eroa toksisista, tai ei-
tehokkaista ld&keainetasoista. Tdman takia melko pienetkin annosmuutokset saattavat
johtaa suuriin, ja jopa merkittavasti erilaisiin, muutoksiin kliinisissa vaikutuksissa.
FDA:n (FDA, Code of Federal Regulations, Section 320.33(c) 2003) mukaan
ladkeaineella on kapea terapeuttinen leveys, jos kuolettavan annoksen mediaani ja

tehokkaan annoksen mediaani arvojen valilla on alle kaksinkertainen ero, tai jos veren
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alhaisimman toksisen konsentraation ja alhaisimman tehokkaan konsentraation valilla

on alle kaksinkertainen ero.

Edelld kuvatun takia osa nykyisistd BE-ohjeistoista (FDA 2003) eivat valttamatta ole
sopivia NTR-ladkeaineiden bioekvivalenssin arviointiin, koska sallittu 20-25% ero
biologisessa hyoOtyosuudessa saattaa muuttaa néiden l&&keaineiden terapeuttisia
vaikutuksia. Téstd ovat todisteena esimerkiksi lukuisat tutkimukset levotyroksiinia
(kilpirauhasen toimintaa estdva laéke) sisaltavien valmisteiden bioekvivalenssista ja
edelleen terapeuttisesta ekvivalenssista (Ozahowski ym. 1998; Reiffel ja Kowey 2000;
Reiffel 2001). Tutkimustulokset ovat ristiriitaisia. Osassa formulaatiot olivat
terapeuttisesti ekvivalentteja ja osassa potilailla esiintyi epdnormaaleja THS arvoja, kun
he vaihtoivat laédkeformulaatiosta toiseen. Tama Kkaltaisten syiden takia monien

tutkijoiden mielestd BE-kriteerit tulisikin olla ladkeainekohtaisia.

FDA:n nykyinen BE-ohjeisto (2003) suosittelee, ettd myyntiluvan hakijan tulisi olla
yhteydessé sopivaan tarkastusosastoon, joka ratkaisee, pidetadnko ladkeainetta NTR-
ld&keaineena, jolloin myyntiluvan hakijan tulee harkita lisatestausta ja/tai kontrolleja
varmistaakseen kyseisten ladkevalmisteiden laadun. Ohjeisto (FDA 2003) suosittelee
NRT-ladkeaineiden kohdalla perinteisida BE-rajoja 80-125% bioekvivalenssia
kuvaaville parametreille (AUC ja Cnax), ellei muuta ole osoitettu spesifill& ohjeistolla.
Nimittain, tiedeyhteisojen kritiikin myota ja bioekvivalenssitutkimuksiin liittyvien
yleisohjeiden ollessa monissa tapauksissa riittdméattomid ja epatarkkoja FDA on
julkaissut  luonnoksen (2007a) vyleisperiaatteista  spesifeille  (ongelmallisille)
ldékeaineille tarkoitetuista BE-ohjeistoista. FDA on julkaissut (suuriosa v. 2009) naita
yksittéisille ladkeaineille tarkoitettuja BE-ohjeistoja kotisivuillaan (talla hetkellda 532),

NTR-ladkeaineet kuuluvat naihin ladkeaineisiin.

Jo vanhemmassa EMEA:n BE-ohjeistossa (EMEA 2002) on mainittu, ettd tietyissa
tapauksissa (mm. NRT) BE-hyvéksymisrajoja saatetaan joutua tiukentamaan.
Tarkempaa ohjetta (paljonko) ei kuitenkaan ole annettu. Uudessa BE-ohjeistossa (2010)
asiaa tarkennettiin. NRT-l4&keaineiden kohdalla AUC- ja Cyax-parametreille asetettiin

hyvéksymisrajaksi 90.00-111.11 %. Ohjeistossa kuitenkin todetaan, ettei ole
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mahdollista asettaa kriteereita sille, milloin kyseessa on kapean terapeuttisen leveyden
la&keaine ja tdmé tulee péattad tapauskohtaisesti kliinisen harkinnan mukaan. Tdma voi

jatkossa aiheuttaa epaselvyytté ladketeollisuudessa.

4.2 Ladkeaineet/valmisteet, joilla esiintyy runsaasti variaatiota

Madritelma  la&keaineille, joilla esiintyy farmakokineettisen datan runsasta
yksilonsisdistd vaihtelua, on seuraava: “Ladkeaineet, joilla esiintyy yksilonsisdistd
vaihtelua > 30 % (CVanova), luokitellaan korkean variaation laakeaineiksi (HVD,
“highly variable drugs”) (McGilveray 1995). Bioekvivalenssin maérittiminen néille
ladkeaineille on haastavaa (Buice ym. 1996; Tsang ym. 1996), ja aihepiiri on herattanyt
runsaasti keskustelua (Blume ja Midha 1993; Shah ym. 1996).

Ehk& tdrkein seuraus suuresta yksilonsisédisestd vaihtelusta on se, ettd tutkimuksiin
tarvitaan suuri maard tutkittavia, jotta saataisiin riittdva tilastollinen voima (jopa
tilanteissa, jolloin la&kevalmisteet todella ovat bioekvivalentteja). Bio-International
konferenssissa vuonna 1992 (Blume ja Midha 1993) ehdotettiin (Blume ym. 1995), etté
HV-ladkeaineita tutkittaisiin vakaassa tilassa. Ehdotus syntyi kokemuksesta, jota oli
karttunut useista BE-tutkimuksista (Blume ja Midha 1995).

FDA:n ja AAPS jarjestaman workshopin (Crystal City, Arlington, VA, March 6-8,
1995) jalkeen julkaistiin raportti, jossa esitettiin, ettd joillekin HV-ladkeaineille ja
ladkevalmisteille (HVDP, highly variable drug products), bioekvivalenssi standardia
tulisi muokata muuttamalla BE-rajoja, kuitenkin sdilyttden nykyisen 90 %
luottamusvalin.  Tarkoituksena oli skaalata viranomaisten asettamat Kkriteerit
keskiarvolahtoiselle bioekvivalenssille (the method of scaled average bioequivalence,
SABE)  perustuen  siihen  yksilonsisdiseen  vaihteluun, mitd  esiintyy
referenssivalmisteella, séilyttden ndin samalla kuluttajariskin 5 %:ssa (Schall 1995;
Tothfalusi 2001; Midha ym. 1999). Menetelmdan todistettiin vahentdvan tutkittavien
mééraa BE-tutkimuksessa (Tothfalusi 2001), mutta se vaatii arviota yksilonsisdisesta
vaihtelusta. Arvion teko voi olla haastavaa, silla testi- vs. referenssivalmisteen kahden
periodin vaihtovuoroisessa tutkimusasetelmassa jaannosvirhetermi siséltdd seuraavat

komponentit: yksilénsisdinen variaatio ADME-ominaisuuksissa (sisaltda analyysissa
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esiintyvan variaation), formulaationsisdinen variaatio (tablettien vélinen variaatio),
tutkittavan ja formulaation interaktio ja muut satunnaiset variaatiot (eivat selity
ANOVA mallilla). Jos ladkeainetta annetaan liuoksena kahteen eri aikaan
vaihtovuoroisessa tutkimusasetelmassa, jaanndsvirhe ei sisdlla formulaationsiséista
variaatiota, eikd komponenttia subjektin ja formulaation valisesta interaktiosta. Toisin
sanoen, jaannodsvirhe kertoo yksilonsiséisen variaation. Nain ollen pilotti-tutkimus
liuoksella saattaisi olla kéyttokelpoinen HV-ladkeaineiden kohdalla, koska sen avulla
saataisiin arviot subjektinsisdisesta variaatiosta, ja tietoa voitaisiin edelleen hyédyntaa
BE-hyvaksymisrajojen skaalauksessa. SABE-menetelman heikkoutena kuitenkin on,
etta vaikka skaalatut BE-kriteerit helpottavat BE-vaatimuksia HV-ladkeaineille, mutta
se asettaa tiukemmat rajat ladkeaineille, joilla variaatiota ei juuri esiinny, ja joilla on

laaja terapeuttinen leveys (Midha ym. 2005; Midha ym. 1998).

Myo0s rajattua naytteenottomenetelmad (The limited sampling method, LSM) (Jackson
2001) ja metaboliittien arviointia (Jackson 2000) on ehdotettu runsaasti varioivien
ld&keaineiden bioekvivalenssin madrittamiseen. Tutkijat ovat kuitenkin todenneet ko.
menetelmien olevan hyoddyllisid vain hyvin rajallisissa tapauksissa (Jackson 2000;
2001).

Myohemmin jatkaakseen vuonna 1995 aloitettua keskustelua skaalatuista BE-
hyvaksymisrajoista HV-ladkeaineiden kohdalla FDA:n asiantuntijatydryhma jarjesti
uuden symposiumin 2005 (an AAPS symposium). Sen pohjalta FDA:n tyoryhmé teki
simulaatiotutkimuksia, jossa se vertaili annetun tutkimusasetelman statistista tehoa
kayttden seka skaalattuja, ettd -ei-skaalattuja keskiarvolahtdisen bioekvivalenssin
hyvaksymisrajoja. Nykyisin, ndiden tutkimusten, ja niihin tehtyjen tarkennusten
pohjalta (Sam ym. 2008), FDA hyvaksyy HV-ld&keaineiden bioekvivalenssin
maadrittdmisen menetelmiksi perinteisen keskiarvoldhtdisen bioekvivalenssin tai
yksilollisen bioekvivalenssin méarittdmisen (IBE) (Benet 2006). Myyntiluvanhakijan
tulisi harkita myos keskiarvolahtoisen bioekvivalenssin skaalausta. IBE-menetelman
mukaan geneerisen valmisteen bioekvivalenssin maarittdmiseksi viranomaisten tulisi
vertailla referenssi- ja testivalmisteen vaihtokelpoisuutta yksittaisessd henkildssa

toistuvilla yksilonsiséisilla havainnoilla. Tamén takia, testi- ja referenssivalmisteen
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Kineettisten ~ominaisuuksien eroja, kuten AUC tai Cpa, tulisi verrata
referenssivalmisteiden vastaaviin eroihin (referenssivalmiste annettu kahteen eri

aikaan). Toisin sanoen, tulee méarittaa (T-R)/(R-R) suhde.

EMA:n vanhassa BE-ohjeistossa (2001) suositeltiin  Cpax-parametrin - BE-
hyvaksymisrajojen laajentamista (esim. 75-133%) tietyissa tapauksissa (esim. HV-
ld&keaineiden kohdalla), jos asiaan ei liittynyt turvallisuuteen tai tehoon vaikuttavia
tekijoitd. Uuden tutkimustiedon valossa myds EMA on tehnyt paivityksid BE-
ohjeistoonsa (2010) ja kéasittelee voimakkaasti varioivia ladkeaineita tai ld&dkevalmisteita
aikaisempaa seikkaperdgisemmin. MyOds EMA méérittelee runsaan variaation
laékevalmisteiksi sellaiset, joiden yksilonsisdinen variaatio parametrille on yli 30 %. Jos
myyntiluvanhakija epéilee, ettd laédkevalmiste kuuluu tdhan kategoriaan imeytymisen
nopeuden ja/tai imeytyneen méaran suhteen, annetaan oikeutus jérjestaé toistotutkimus
vaihtovuoroisella tutkimusasetelmalla. On hyvéksyttavaa suorittaa joko 3-periodin tai 4-

periodin vaihtovuoroinen toistotutkimus.

HV-ldakevalmisteille, joiden Cya-arvon runsas variaatio ei aiheuta Kkliinisesti
merkittdvid  vaikutuksia, voidaan  mé&arittdd  bioekvivalenssi  laajennetuilla
hyvaksymisrajoilla (EMEA, 2010). Tamé tarkoittaa, ettd Cma:n hyvaksymiskriteerit
voidaan laajentaa olemaan korkeintaan 69.84-143.19. Talloin
bioekvivalenssitutkimuksen tulee olla vaihtovuoroinen, ja siind on todistettava, etta
yksilonsisainen vaihtelu referenssivalmisteen Cpac-arvossa on yli 30 %. Lisaksi on
my0s todistettava, ettd laskettu yksilonsiséinen vaihtelu on luotettava arvio, ja ettd se ei
johdu poikkeavasta havainnosta. Hakemus laajennetuista hyvaksymisrajoista tulee

ennalta madritella tutkimusprotokollassa.

Hyvéksymisrajojen laajennuksen suuruus maééritellddn siihen yksilonsisdiseen
vaihteluun perustuen, mika havaitaan BE-tutkimuksessa, kayttden skaalattu-keskiarvo-
bioekvivalenssia  (scaled-average-bioequivalence) (laskukaava  BE-ohjeistossa).
Ohjeistossa (EMEA 2010) on my6s esitetty taulukossa esimerkkejé siitd, miten ko.
menetelmdn  k&yttd  eri  variaatiotasoilla ~ vaikuttaa  hyvaksymisrajoihin.

Hyvéaksymisrajojen laajennus ei kuitenkaan koske AUC-arvoja, vaan hyvaksymisrajat
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sen kohdalla noudattaa kaikissa tapauksissa perinteisté raja-asteikkoa 80.00-125.00 %
(EMEA 2010).

WHO (2006) kuvaa BE-ohjeistossaan joitakin menettelytapoja, joita kéytetdédn
tarkeimpien viranomaistahojen ohjeistoissa (EMEA, FDA ja JAPANI). WHO esittés,
ettd maan viranomaistahon tulisi omaksua joku néistd menettelytavoista sdédellakseen

runsaasti varioivien farmaseuttisten valmisteiden myyntilupia.

4.3 In vitro tutkimukset ja in vivo bioekvivalenssitutkimusten biowaiver

Useimmiten in vitro -dissoluutiotutkimukset vaaditaan tehtévéksi in vivo -BE-kokeita
tdydentdmaan. Niitd kaytetddn myos oikeuttamaan laékevalmisteen eri vahvuuksien
biowaiver (kuvattu edelld). Liséksi, dissoluutiotutkimusten ehké& téarkein rooli
la&kevalmisteiden bioekvivalenssia ajatellen on BCS-biowaiver in vivo -BE-

tutkimuksille. VViimeista on esitelty seuraavassa yksityiskohtaisemmin

FDA oli ensimméinen viranomainen (1977), joka julkaisi ohjeiston biologisen
hyotyosuuden ja bioekvivalenssin tutkimisesta uusille ladkevalmisteille. Kuten sanottua,
uuden laakeaineen ja ladkevalmisteen kehityksessa tarvitaan useita biologisen
hyotyosuuden ja bioekvivalenssin tutkimuksia. Aikaisemmin ladkevalmisteen
terapeuttisen bioekvivalenssin todistamiseksi tarvittiin lahes poikkeuksetta in vivo -BE-
tutkimuksia. Ne kuitenkin vievét aikaa ja ovat kalliita. Lisaksi in vivo tutkimuksiin
liittyy tietynlainen riski haittavaikutuksista terveilld vapaaehtoisilla. In vivo -BE-
tutkimusten tarvetta haluttiinkin vahentéd, ja asian ratkaisemiseksi annettiin ehdotus,
etta tietyissd tapauksissa in vitro -dissoluutiokokeet voitaisiin suorittaa niiden sijaan
(biowaiver). Samalla esiteltiin myds biofarmaseuttinen luokittelujarjestelma (BCS, the
biopharmaceutical classification system) (Amidon ym. 1995). Lopulta vuodesta 1995
FDA on hyvdksynyt joitakin tuotantomittakaavan ja myyntiluvanjélkeisid muutoksia
dissoluutiotutkimusten perusteella (FDA 1995). Tata taydentdméan FDA julkaisi v.
1997 viranomaisohjeiston in vitro-in vivo -korrelaatioille (FDA 1997b). EMA:lta
ilmestyi vastaavat ohjeistot 2000 (EMEA 2000). FDA:n ja EMA:n ohjeistot sallivat, etta
dissoluutiotutkimuksilla ja tason A IVIVC-malleilla voidaan tietyissa tilanteissa korvata

BE-tutkimukset, vaikka ladkevalmistetta olisi merkittédvasti muunneltu.
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Vuonna 2000 FDA julkaisi viranomaisohjeiston BCS-biowaivereista (FDA 2000). Se
sisaltdd yksityiskohtaiset ohjeet, kuinka laékeaineet luokitellaan BCS:n mukaisesti, seka
ehdot BCS-biowaiverin kaytolle suurten ladkevalmistemuutosten tapauksessa, tai
kehitettdessd uutta geneeristd valittomasti laakeaineen vapauttavaa ladkevalmistetta.
Ohjeiston mukaan BCS-biowaiver on mahdollinen luokan | ladkeaineiden tapauksessa,
koska néiden laékeaineiden imeytyminen on taydellista ja dissoluutio nopeaa, eli yli
85 % tulisi liueta 30 minuutissa kolmessa eri pH:ssa (vélilld 1-6.8) (FDA 2000).
Kuvattujen Kkriteerien tayttyessé nédiden ladkeaineiden in vivo -BE-tutkimukset voidaan
korvata in vitro -kokeilla, jos testi ja referenssi ladkevalmisteilla ovat samanlaiset
dissoluutioprofiilit. Mydhemmin EMA omaksui samat periaatteet paivittdessadn BE-
ohjeistoaan v. 2002 (EMEA 2002).

Jotta tietty ladkeaine voisi olla biowaiver-kandidaatti, hakemukseen tulee liitt44 asian
todistamiseksi tieteelliset perustelut, eli mm. ladkeaine ei ole kapean terapeuttisen
leveyden laékeaine, kaikki apuaineet formulaatiossa ovat hyvin tunnettuja ja apuaineet
eivat saa vaikuttaa ladkeaineen farmakokinetiikaan (FDA 2002; EMEA 2002). My6s
tilanteissa, jolloin apuaineita on epéatyypillisen paljon ld&dkeformulaatiossa, viranomaiset
vaativat asiasta lisatietoja myyntilupahakemuksessa.

FDA:n ja EMA:n BE-ohjeistoissa on pienid eroja BCS-metodologiassa ja siind, mihin ja
milloin sitd voidaan hyddyntadd (Gupta ym., 2006). La&keaineella on hyvéa liukoisuus,
jos suurin annosvahvuus liukenee 250 ml vesipohjaista puskuriliuosta. FDA:n ohjeiston
mukaan liukoisuus tulisi mitata pH valilla 1-7.5, mutta EMA:n ohjeistossa (2010)
vaaditaan pH valia 1-6.8, ja lisdksi ladkeaineen pKa:ssa, mikali se on kyseiselld pH
vélill4. Ladkeaineen permeabiliteetin katsotaan olevan suuri, jos 90 % tai enemman
oraalisesti annostellusta l&dakeaineesta imeytyy (FDA 2000). EMA:n ohjeistossa (2010)
taydellisen imeytymisen katsotaan merkitsevan hyvaa permeabiliteettia, eli kdytanndssé,
kun lddkeaineen mitattu imeytynyt madrd on > 85 %. Aikaisemmassa EMA:n
ohjeistossa (2002) hyvén imeytymisen tapauksessa edellytettiin myds lineaarisuutta.
EMA vaatii, ettd ladkeaineen imeytymisen perustelut tulee pohjautua luotettaviin

ihmisilla  tehtyihin  tutkimuksiin ~ (data  absoluuttisesta  hy6tyosuudesta  tai
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massatasapainosta). Menetelm&t on selitetty yksityiskohtaisesti. FDA antaa
monipuolisemmat vaihtoehdot permeabiliteetin  mé&érittdmiseksi. EMA:n antamien
menetelmien lisaksi, FDA oikeuttaa my6s in situ -ja in vitro -menetelmien kayton

(suolen permeaatio menetelmat in vivo, in situ tai in vitro jne.).

EMA:n uuteen ohjeistoon (2010) on tullut joitakin uudistuksia biowaiver-kriteereihin.
Ensinndkin BCS-luokitukseen perustuva biowaiver on mahdollinen laédkeaineille, joiden
on todistettu olevan hyvin liukenevia ja imeytyvéan taydellisesti, tdima pétee luokan I
ladkeaineisiin. Lisaksi in vitro -dissoluution tulee olla ndiden laakeaineiden kohdalla,
joko hyvin nopeaa (> 85 % 15 minuutissa) tai yhtd nopeaa (85 % 30 minuutissa). Jos in
vitro -dissoluutio on hyvin nopeaa, dissoluutioprofiilien samankaltaisuuden
todistamiseksi ei tarvita erikseen matemaattisia laskelmia, sen sijaan jos se on yhta
nopeaa, tulee profiileille laskea samankaltaisuuden todistamiseksi sitd kuvaava f,-

kerroin.

Uuden ohjeiston mukaan BCS-luokitukseen perustuva biowaiver on mahdollinen
ladkeaineille tietyin ehdoin myos luokan 111 ladkeaineille. T&ll6in tulee olla todistettu,
etta ladkeaine on hyvin liukeneva, ja rajallisesti imeytyva. Juuri ndiden ladkeaineiden
imeytymisen rajallisuuden takia, ne soveltuvat biowaivereiksi vain, jos tietyt
(tiukemmat) kriteerit koskien ladkevalmisteen koostumusta ja in vitro -dissoluutiota
tayttyvét. Yleisesti molempien BCS-luokkien (I ja Ill) laékeaineiden kohdalla
mahdollisesti biologiseen hyttyosuuteen vaikuttavien apuaineiden kvantitatiivinen ja
kvalitatiivinen koostumus tulee olla sama. BCS-luokan 111 ladkeaineiden tapauksessa
kuitenkin  my6s muiden apuaineiden tulee olla Kkvalitatiivisesti samoja ja
kvantitatiivisesti hyvin samankaltaisia. Tama johtuu siitd, ettd voidaan sulkea pois
erilaiset membraani-transporttereiden vaikutukset. Muutenkin BCS 1l tapauksessa on
tarkasteltava biowaiver sopivuutta Kkriittisesti, esim. vaikutukset aluekohtaiseen
imeytymiseen. Liséksi ndilla ladkeaineilla dissoluution on oltava aina hyvin nopeaa (>

85 % 15 minuutissa).

Viranomaiset ovat vastaanottaneet biowaiveriin pohjautuvia geneeristen oraalisten

ladkevalmisteiden hakemuksia odotettua vdhemman (Barends, 2005), koska BCS-
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biowaiver -kriteerit on koettu yleisesti melko tiukoiksi. Tama koskee erityisesti uusia
geneerisid ladkevalmisteita (Polli ym., 2004; Barends, 2005; Gupta ym., 2006, EMEA,
2007). Asian korjaamiseksi kirjallisuudessa on esitetty useita julkaisuja, joissa BCS-
biowaiver -kriteereihin on ehdotettu tieteellisin perusteluin tiettyja muutoksia.
Esimerkiksi, on ehdotettu, ettd BCS-biowaiver laajennettaisiin koskemaan myos luokan
Il happamia ld&keaineita (Rinaki ym., 2004; Yazdanian ym, 2004), sekd BCS-luokan |11
ld&keaineita (Blume and Schug, 1999; Yu ym., 2002; Cheng ym., 2004; Vogelpoel ym.,
2004; Polli ym., 2004). Lisaksi biowaiver-kandidaattien liukoisuusrajat voitaisiin
fysiologiaan perustuen kaventaa pH-valista 1-7.5 koskemaan pH-vélia 1-6.8, ja
tutkimusten mukaan ladkeannoksesta imeytyvan osuuden suuruuden Kriteeri voitaisiin
pienentdad 90 %:sta 85 %:iin (Yu ym., 2002; Polli ym., 2004). Liséksi esimerkiksi
FDA:n ohjeiston (FDA 2000) mukaan ladkevalmistetta pidetddn nopeasti liukenevana,
jos yli 85 % liukenee 30 min ja EMEA:n ohjeistossa kriteerit ovat tatakin tiukemmat
(15 min) (EMEA 2010). Uudeksi kriteeriksi liukenemisajalle on ehdotettu jopa 60
minuuttia (Polli ym 2004). Osa naistad Kritisoiduista aihepiireistd onkin korjattu tai
tarkennettu EMEA:n uuteen ohjeistoon (2010), mink& toivotaan lisadvan BCS-

biowaiveriin pohjautuvien hakemusten maéraa.

Myds WHO on aktiivisesti hyodyntanyt BCS-biowaivereita (WHO 2006).
Kehitysmaissa tarvitaan uusia, halpoja, tehokkaita ja turvallisia ladkevalmisteita.
Kansanvélinen farmaseuttinen keskusjarjesté (FIP) on tuottanut sarjan julkaisuja
tiedelehdessd, the Journal of Pharmaceutical Sciences. Julkaisuissa tarkastellaan,
voisivatko WHO:n listaamat “vélttimattomét ladkeaineet” (essential drugs) olla uusia

BCS-biowaiver -ehdokkaita.

5 BIOEKVIVALENSSITUTKIMUSTEN HAASTEET TULEVAISUUDESSA

Perinteinen ladkekehitys on turvautunut enimmakseen empiirisiin ja/tai toistuviin
prosesseihin ~ (Lionberger 2008). Farmaseuttisten tieteiden ja teknologian
modernisoituessa seka uusien annosmuotojen ja annostelusysteemien (esim. liposomit,
nanoteknologia) tullessa markkinoille suunnitelmallisempien lahestymistapojen kéaytté

saattaisi  kuitenkin jatkossa olla kaytannollisempdd. Lisaksi, vaikka monille
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la&kevalmisteille on olemassa geneerisid vaihtoehtoja, on olemassa tiettyja
ladkeaine/ladkevalmisteryhmid, joille rinnakkaislagdkevalmisteiden kehitys on ollut
selvasti vahaisempad, ellei olematonta. Kautta aikojen eri tahojen (mm. laakérit ja
potilaat) toimesta on myos epadilty, onko geneerinen lddkevalmiste kaikissa tapauksissa
samankaltainen alkuperdisvalmisteen kanssa. Kaikkiin edell& mainittuihin seikkoihin
I0ytyy tausta geneerisen ld&kevalmisteen keskeisimmisté kehitysvaiheista (Lionberger
2008).

Aluksi, geneerisen kopion aikaansaamiseksi, referenssivalmiste on karakterisoitava
hyvin. Tama on kuitenkin haastavaa sellaisille referenssivalmisteille, jotka ovat
yhdistelmévalmisteita, tai jotka sisaltdvat yhdistelmaldakeainetta (perdisin luonnosta,
polydispersio sekoitukset, supra-molekulaariset yhdistelmarakenteet). Seuraavaksi on
suunniteltava ladkevalmisteen formulaatio siten, ettd siitd saataisiin farmaseuttisesti
ekvivalentti ja bioekvivalentti referenssivalmisteen kanssa. Suunnittelussa tulisi kyeté&
tunnistamaan myds uusien ja nykyisin entistd monimutkaisempien annosmuotojen tai
yhdistelméannosmuotojen ominaisuuksia (inhalaatiot, iholaastarit, nendsumutteet ja
séadellysti  la&keainetta vapauttavat mekanismit). Kehitetyn testivalmisteen
bioekvivalenssin todistamiseksi referenssivalmisteeseen ndhden tarvitaan useimmiten in
vivo -BE-tutkimuksia. Niiden kohdalla monet ld&keyritykset yrittavat valttaa sellaisia,
jotka ovat kalliita, laajoja tai huonosti ennustettavia (runsaasti varioivat laakeaineet,
paikallisesti vaikuttavat ladkeaineet ja laitteiden toimintakyvyn testaus). Laakeyritykset
eivat ole myoskaan halukkaita suorittamaan tyolaitd kliinisia seurantatutkimuksia,
joiden  péaatetapahtumalla todistetaan  bioekvivalenssi.  Lopuksi,  geneeristen
ldékevalmisteiden tuotannossa, tiettyjen uusien annosmuotojen kohdalla saattaa tulla
ongelmia siirryttaessé teolliseen mittakaavaan (vaihtelu prosessissa, spesifikaatiot eivét
tayty, hukkaan menneet kauppaerdt). Ongelmat saattavat johtaa uuden formulaation

kehittdmiseen tai valmistusprosessin jatkokehitykseen, mista seuraa resulssikuluja.

Né&in ollen, on olemassa useita mahdollisuuksia, joissa tieteen kehittyminen voisi
nopeuttaa geneeristen ladkevalmisteiden kehitysta ja myyntilupien hyvéksymistd, seka
laajentaa geneeristen ladkevalmisteiden terapia-alueita, samalla séilyttden niiden

korkean laadun, turvallisuuden ja tehokkuuden. T&ssa yhteydessa monet ladkekehitysté
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ja valmistusta valvovat viranomaistahot ovat suositelleet “laatua suunnittelulla”-
menetelmdn (Quality by design, QbD) kayttéa (International Conference on
Harmonization of Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals for
Human Use, ICH 2007). Tama menettelytapa lahtee liikkeelle ennalta asetetuista
tavoitteista ja péamaéristd, ja siind korostetaan farmaseuttisen valmisteen,
valmistusprosessin ja prosessikontrollin aikaisempaa parempaa ymmarrysta, tieteeseen
ja laaturiskien hallintaan perustuen (ICH 2007). QbD-menetelméan avulla saadaan
aikaiseksi laadukas lopputuote suunnittelemalla ennalta formulaatiot ja prosessit siten,
etta Kliinisiin hoitotuloksiin vaikuttavat la&kevalmisteen laatuominaisuudet tayttyvéat
(Woodcock 2004). Menetelméssd hyodynnetd&dn mallinnustekniikoita ja simulaatioita
formulaation toimivuuden ja ladkeaineen imeytymisen ennustamisessa. Tuloksia
voidaan hyddyntaa formulaation ja tulevien kokeellisten tutkimusten suunnittelussa.
Myos dissoluutiokokeilla ja  IVIVC-korrelaatiolla mitataan  ladkevalmisteen
kehityskulkua, mutta ndiden menetelmien k&yttd on kuitenkin rajoitettu vain tiettyihin

tapauksiin.

Myds paikallisesti vaikuttavien ladkeaineiden bioekvivalenssin tutkimiseen on kehitetty
uusia toimivampia menettelytapoja (FDA 2007b ja EMEA 2010). Uusia menetelmia
paikallisesti vaikuttaville ladkevalmisteille ovat mm.: kuvastamistekniikat, ndytteenotto
kohdekudoksesta, uudet farmakodynaamiset péaatetapahtumat (biomarkkerit), ja uudet
tutkimusasetelmat Kkliinisten paatetapahtumien tutkimuksissa. Lisaksi mallinnusta ja

simulaatioita voitaisiin hyddyntaa entistd enemman myds ndiden valmisteiden kohdalla.

6 YHTEENVETO

Bioekvivalenssi (BE) on helposti osoitettavissa oraalisille ladkevalmisteille, jotka
sisdltdavat hyvin systeemiseen verenkiertoon imeytyvia ladkeaineita, jotka sailyvét
imeytyessadn muuttumattomina, ja joilla ei esiinny voimakasta variaatiota. Sen sijaan
monille la&kevalmisteille, joiden l&&keaineella esim. esiintyy laajaa yksilonsisaisté
vaihtelua, tai joiden ladkeaine vaikuttaa paikallisesti, bioekvivalenssin maarittdminen ja
aikaansaaminen on haastavampaa. Samantyylisid haasteita aiheuttaa myds kapean

terapeuttisen leveyden laé&keaineet, l4&keaineet, joilla esiintyy geneettistd polymorfiaa
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metaboliassa, sekd biologiset ja endogeeniset l&d&keaineet jne. Edelld mainituissa ja
tietyissd  tutkimuksen  suoritukseen liittyvissd aihepiireissa  (bioekvivalenssin
maadrityksessa kaytetyn ainesosan (parentti vs. metaboliitti) valinta, ruuan kanssa
tehtdvien BE-tutkimuksien toteutus, in vivo -BE-tutkimusten biowaiver-kriteerit jne.)
esiintyy kiistanalaisuutta tutkijoiden keskuudessa. Tdma saattaa edelleen vaikeuttaa

bioekvivalenssin maaritysta kahden ladkevalmisteen valilla.

Eri viranomaistahojen bioekvivalenssiohjeistoja vertailtaessa havaittiinkin, ettd
ohjeistoissa esiintyvét eroavaisuudet liittyvat monissa tapauksissa juuri ndihin edelld

kuvattuihin ratkaisemattomiin kysymyksiin, ja ongelmakohtiin.

Alkuperaisvalmisteen ja vaihtokelpoisen rinnakkaisvalmisteen bioekvivalenssin ja
farmaseuttisen ekvivalenssin vaatimuksien harmonisointi olisi tarkedd, silla nykyisin on
saatavissa lisadantyvissd maarin heikkolaatuisia, vaarennettyjd, ja luvattomia apuaineita
sisdltdvia ladkevalmisteita ja toisaalta on olemassa yhteiskunnallinen paine
la&kekustannusten supistamiseen. Jotta harmonisointi voisi toteutua, on olennaisen
tarkedd saada aikaan maailmanlaajuista keskustelua viranomaisten, teollisuuden ja
akateemisen alan tutkijoiden kesken. Keskustelussa olisi hyvé selvittad bioekvivalenssin
tutkimusmenetelmiin liittyvid epakohtia ja ongelmakohtia, ja kehittdd uusia ratkaisuja.
Talla hetkelld viranomaistahot etenevét bioekvivalenssin tutkimusmenetelmien
kehityksessa kukin omalla tahollaan muiden jaadessd ajoittain, ainakin tilapaisesti,

jalkeen ennen bioekvivalenssiohjeistojen péivitysta.

Useimmiten kéaytdssa olevat bioekvivalenssin tutkimusmenetelmat ovat etupééssa olleet
kokeellisia in vitro - ja in vivo -menetelmid. In silico -menetelmid hyddynnetdan niiden
potentiaalista huolimatta suhteellisen vaha&n. Laskennallisten tietokonemenetelmien
kayttd kuitenkin edesauttaisi geneeristen ladkevalmisteiden valmistajia identifioimaan
entistd paremmin sellaiset ld&kevalmisteen formulaatioon ja valmistukseen liittyvat
tekijat, joita tulee s&adelld, jotta tutkittavista ladkevalmisteista (testi vs. referenssi)
saataisiin bioekvivalentit. Tdméa takaisi myos geneeristen valmisteiden hyvén laadun.
Mekanistinen ymmarrys siitd, miten ladkeaineen ja apuaineiden fysikaaliset

ominaisuudet vaikuttavat valmisteen ominaisuuksiin, auttaisi valitsemaan apuaineet
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rationaalisesti, jolloin ei tarvitsisi valmistaa suurta madrédd eksperimentaalisia
formulaatioita ja edelleen, jarjestdd turhia in vivo -tutkimuksia (eettisestikin vaarin).
Tulevaisuudessa matemaattisen mallinnuksen ja simuloinnin kayttéa tulisi lisata
bioekvivalentin ladkevalmisteen suunnittelussa, kuin myés in vivo -BE-tutkimuksen
suunnittelussa, ja myyntiluvan hyvéksymisprosessissa. Simulaatiomalleja voitaisiin

hyddyntda myos bioekvivalenssitutkimuksen riskiarviossa.
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1JOHDANTO

Ladkeaineen imeytyminen ja kulkeutuminen ihmisen elimistéssda on monimutkainen
prosessi, johon liittyy wuseita vaiheita, kuten ld&kevalmisteen hajoaminen, ja
liukeneminen, ladkeaineen liukeneminen, mahasta tyhjeneminen, ohutsuolessa
kulkeutuminen, ohutsuolesta imeytyminen (aktiivinen/passiivinen), sek& metabolia
(Kuva 1). Suun kautta annostellun ladkeainemolekyylin imeytyneeseen maaraan ja
imeytymisnopeuteen vaikuttavat tekijat voidaan karkeasti jakaa kolmeen kategoriaan
(Yu ym. 1996a; Martinez ja Amidon 2002): ladkeaineen fysikaalis-kemialliset ja
biofarmaseuttiset ominaisuudet, maha-suolikanavan fysiologia, seka ladkevalmisteesta
riippuvaiset tekijat. Ymmarrys siitd, miten edell& mainitut vaiheet ja tekijat yhdessé
vaikuttavat ladkeaineen imeytymiseen, on edistanyt lddkkeen imeytymisen
ennustamiseen tarkoitettujen mallien kehitystd. Nykyaan mallinnusta ja simulaatioita
kaytetdankin laajalti ladkkeiden tutkimus- ja kehitystydssa, seka viranomaissaadosten

laatimisessa.

Taman tyon tarkoituksena oli tutkia, miten fysiologiaan perustuvasta imeytymis- ja
kulkeutumismallista (CAT, compartmental absorption and transit model) (Yu ym. 1995;
1996a) muokattua famakokineettistd ~ simulaatiomallia  voitaisiin  hyodynt&a
ladkevalmisteiden in vivo bioekvivalenssitutkimuksiin (BE-tutkimuksiin) liittyvan riskin
arvioinnissa. Tydssa tarkasteltiin, millaisille ladkeaineille simulaatiomalli ennustaa BE-
tutkimuksen tulosta hyvin ja millaisille heikommin tai huonosti. Samalla pyrittiin
arvioimaan, mitd virhel&hteitd ja epdvarmuustekijoita CAT-malliin puhjautuviin

simulaatiomalleihin sisaltyy.

BE-riskiarvion kannalta simulaatioiden tdrkein tavoite oli saada formulaatiossa
mahdollisesti esiintyvdt erot n&kymaéan lddkeaineen ennustetuissa pitoisuus-
aikakuvaajissa. Lis&ksi pyrittiin arvioimaan, kuinka merkittdvdd tdma testi- ja
referenssivalmisteiden eroavaisuus kaytdnnossa olisi in vivo BE-tutkimustuloksien
kannalta. Oli myds oleellista kyetd havaitsemaan vaarat positiiviset tulokset
(simulaatioissa ei nahtévissa eroa valmisteiden valilla, silti riski olemassa) ja syyt

niihin.
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Kuva 1: Kaavio oraalisesti otetun ld&kevalmisteen ja lddkeaineen vaikutuksen
vuorovaikutussuhteista ja ladkeaineen imeytymisprosessiin vaikuttavista tekijoista.

2 YLEISTA SIMULAATIOMALLINNUKSESTA

2.1 Matemaattisen mallinnuksen merkitys ladkekehityksessa

Laédkekehitysprojekti molekyylistd myyntilupaan kestdd 10-12 vuotta ja maksaa
kokonaisuudessaan keskimé&arin 900 miljoonaa euroa (Laaketietokeskus 2009; Rick

2005). Karsinta on kovaa, silla ainoastaan murto-osa prekliinisen vaiheen lddkeaihioista

etenee kliinisen vaiheen tutkimukseen ja ndista noin yksi saa myyntiluvan. Myyntiluvan



saaneista ladkkeistakin vain osa tuo kehityskustannukset takaisin ja vielda harvempi
voittoa.

Ladkekehityksen mittavat kustannukset ja Kilpailu ladkemarkkinoilla nakyvéat myds
siind, ettd geneeriset vaihtoehdot alkuperaisvalmisteille ovat véhitellen kasvaneet
maailmanlaajuisesti  ladkemarkkinoita hallitseviksi. Esimerkiksi Yhdysvalloissa
geneeristen  la&kkeiden valmistajat ovat haalineet 70 prosentin  osuuden
reseptiladkkeiden  markkinoilla ~ (Helsingin ~ Sanomat  joulukuussa  2009).
Rinnakkaisvalmisteiden myynnin kasvu on voimistunut erityisesti siksi, ett4
ld&kehoidosta aiheutuvaa yhteiskunnallisten kustannusten kasvua on yritetty hillita

maailmalla eri keinoin.

Kaikesta pdaatellen la&keteollisuuden yhdeksi suurimmista haasteista onkin syntynyt
tarve valttaa ajan ja resurssien hukkaamista epdonnistuneisiin hankkeisiin, niin uusien,
kuin geneeristenkin ladkevalmisteiden osalta. Tasta syystd ladkeaineiden ja
ladkevalmisteiden  kayttaytymistd elimistossa pyritddn ennustamaan erilaisen
mallinnusmenetelmien avulla mahdollisimman hyvin jo varhaisessa vaiheessa
la&kekehityskaarta, ennen Kkalliitta in vivo tutkimuksia ihmisilld. Viime wvuosina
erilaisten kokeellisten in situ, in vivo ja in vitro mallinnusmenetelmien rinnalle entista
merkittdvampaan rooliin ovat nousseet erilaiset laskennalliset in silico menetelmat.
Matemaattisten mallien etuna on niiden edullisuus, eivétka ne ole yhté ty6laité ja aikaa
vievig, kuten mm. in vivo eldinkokeet ja in vitro epiteelisoluviljelymallit. Useimmissa
tapauksissa matemaattisiin malleihin ei myodsk&an liity eettisid kysymyksid, kuten

elainkokeisiin.

Kaiken kaikkiaan farmakokineettisten simulaatiomallien laaja kayttd alkaen
mahdollisimman varhaisesta vaiheesta la&kekehityskaarta aina kliiniseen vaiheeseen
saakka parantaisi la&kevalmisteiden farmaseuttista ja biofarmaseuttista laatua, seka
vahentdisi ladkkeen kehitykseen kuluvaa aikaa ja resursseja. Tulevaisuuden tavoitteena
on, ettd yh&d useammassa tapauksessa matemaattisilla tietokonemalleilla voitaisiin

korvata selvasti hitaammat biologiset tutkimusmetodit (mm. in vitro, in vivo).



2.2 Simulaatiomallinnus ladkekehityksen eri vaiheissa

Seuraavassa esitellddn Hanna Kortejarven  véitoskirjaa mukaillen,  kuinka
simulaatiomalleja voidaan parhaimmalla tavalla hyodyntad ladkekehityskaaren eri
vaiheissa (Kortejarvi 2008).

Keksimisvaiheessa (discovery phase) tunnetaan tutkittavan ladkeaineen kolme
keskeisinté in vitro-parametria, eli permeabiliteetti, liukoisuus ja liukeneminen. Naiden
tietojen avulla voidaan suorittaa simulaatioita mm. l&8keaineen BCS-luokan ja
korkeimman imeytyvan ladkeannoksen maarittdmiseksi, jolloin saadaan suuntaa antavaa
tietoa ladékeaineen imeytymisen maérasta ja imeytymisen nopeutta rajoittavista
tekijoistd. Tatd tarkemmat arviot edellyttéisivat kuitenkin Kortejarven mukaan
dynaamisten farmakokineettisten simulaatiomallien (esim. CAT-malli) kayttoa.
Esimerkiksi in vivo imeytymisen kuvaajat voidaan simuloida, kun permeabiliteetti-,
liukoisuus- ja liukenemisparametrit yhdistettddn tunnettujen mahasuolikanavan
ominaisuuksien kanssa. In vivo imeytymisen kuvaajien avulla voidaan edelleen arvioida
la&keaineen imeytymiseen vaikuttavia kriittisimpid tekijoitd ja  erityyppisia
formulaatiostrategioita, kuten tarvitaanko laékevalmisteessa liukenemista, liukoisuutta

tai permeabiliteettia parantavia apuaineita.

Non-kliinisessé tutkimusvaiheessa on saatavilla farmakokineettistd aineistoa eri koe-
eldinlajeista. Talloin, permeabiliteetin, liukoisuuden ja liukenemisen parametrit voidaan
yhdistaa tietyn koe-eldinlajin mahasuolikanavan ominaisuuksien kanssa. Tassa
vaiheessa on saatavilla myods farmakokineettista aineistoa ldékeaineen jakautumisesta ja
eliminaatiosta, jolloin on mahdollista ennustaa konsentraatioprofiileja yhdistamalla
CAT-malli farmakokineettisiin tilamalleihin (Kortejarvi 2008; Yu ym. 1996a).
Ennustettuja ja kokeellisesti maaritettyja imeytymis- tai konsentraatioprofiileja voidaan
vertailla keskenddn ja maarittd4d mahdollisesti myos skaalauskertoimia in vitro ja in vivo
aineiton valille. Kortejéarvi painottaa, ettd farmakokineettisen mallin tulisi kyetd ensin
ennustamaan l&ékeaineen kéayttaytymistd jossakin koe-eldinlajissa, jotta saataisiin
simulaatiot ihmisessd mahdollisimman luotettaviksi. Han kuitenkin huomauttaa, etti
maha-suolikanavan fysiologiassa on konkreettisia eroja eldinten ja ihmisten valilla ja

lisdksi transporttereiden ja metaboliaentsyymien méaarét voivat vaihdella. Tésté syysta



non-kliinisen aineiston perusteella ei voida tehda kvantitatiivisia ennusteita laakeaineen
Imeytymiskayttaytymisesta ihmisessa. Sen sijaan sen imeytymiseen vaikuttavia kriittisia
tekijoitd, kuten alhainen liukoisuus ja liukeneminen tai alhainen permeabiliteetti,

voidaan arvioida.

Kliinisessa tutkimusvaiheessa CAT-malli paivitetadn ihmisestd peréisin olevalla
farmakokineettisella aineistolla. Talloin simuloituja ja kokeellisia imeytymis- ja
konsentraatioprofiileja ihmisessa voidaan vertailla kesken&éan. Kortejarven mukaan se,
miten CAT-mallia voidaan hyodyntéa, riippuu ladkeaineen/valmisteen ominaisuuksista,
sekd in vitro ja in vivo aineiston laadusta. Kaikkein parhaimmassa tapauksessa,
ld&keaineen plasman konsentraatiokuvaajat voidaan ennustaa pohjautuen in vitro
parametreihin, jotka kuvaavat ladkeaineen imeytymisvaihetta ja in vivo parametreihin,

jotka puolestaan kuvaavat jakautumis- ja eliminaatiovaihetta.

Geneeristen laékevalmisteiden kohdalla on erityisen merkittavad, miten laédkevalmiste
kayttaytyy elimistossa, silla imeytymisnopeuden ja imeytyneen ladkeainemaaran on
oltava ennalta asetettujen rajojen (0.8-1.25 90 % luottamusvélilld, ANOVA) puitteissa
samankaltaiset alkuperdisvalmisteiden (referenssivalmisteiden) kanssa (Lionberger
2008). Nain ollen geneeristen laékevalmisteiden kehityksesséd on ymmarrettava, mitka
tekijat formulaatiossa ja valmistustekniikassa vaikuttavat merkittavasti tietyn aktiivisen

ld&keaineen vapautumiseen valmisteesta ja edelleen sen imeytymiseen.

Simulaatiomalleja voitaisiin kayttdd mm. arvioimaan/ennustamaan ladkevalmisteen in
vivo liukenemista tai ladkeaineen vapautumisnopeuden yhteyttd parametreihin, jotka
kuvaavat bioekvivalenssia (Cmax ja AUC). Taméa edesauttaisi ymmaértdmaan,
minkalainen  ladkeaineen  vapautumiskuvaajat  testivalmisteessa on  oltava
bioekvivalenssin saavuttamiseksi (Lionberger 2008). Taméan jalkeen tulisi valita
sellaiset apuaineet, sek& suunnitella formulaatio ja vapautumismekanismi, mitka

mahdollistaisivat ko. in vivo vapautumiskuvaajan aikaansaamisen.



2.3 Simulaatiomallinnuksen kehitys kohti CAT-mallia

Lahes vuosisadan ajan on yritetty kehittaa teoreettista mallia, jolla tehtyja simulaatioita
voitaisiin rinnastaa jopa suoraan tilanteeseen ihmisissd ja ennustaa mahdollisimman
tarkasti oraalisesti otetun lddkeaineen imeytymistd. Useita kvantitatiivisia ja
kvalitatiivisia ldhestymistapoja on ehdotettu, muokattu ja jatkokehitetty. Katselmus-
artikkelissaan Yu kumppaneineen (Yu ym. 1996 a) jakoi ndma erilaiset, Kirjallisuudessa
esitetyt, laskennalliset mallit kolmeen kategoriaan sen perusteella, milla tavoin ne ovat
riippuvaisia tilan ja ajan muuttujista; néennéisen tasapainotilan mallit (Jacobs 1940,
Hogben ym. 1959, Schanker 1960; Dressman ym. 1985), vakaantilan mallit (Amidon
ym. 1988; Sinko ym. 1991) ja dynaamiset mallit. Lajittelu auttaa havaitsemaan ja
ymmartamadn eroavaisuudet mallien  vélilla. Karkeasti  yleistden, niiden
monimutkaisuus lisddntyy siirryttdessa ndenndisen tasapainotilan malleista aina
dynaamisiin malleihin. Seuraavassa esitellddn tarkeimmin dynaamisia malleja, joista

myos erikoistydssa kaytetty CAT-malli on kehittynyt.

2.3.1 Dynaamiset mallit

Dynaamiset mallit huomioivat, seka ajan, etté tilan muuttujat (Yu ym. 1996 a). Niiden
avulla voidaan ennustaa, sekd ladkeaineen imeytymisen nopeutta, ettd imeytynyttd

maaraa.

Dispersiomalli edusti ensimmaistéd sovellusta fysiologiaan pohjautuvasta simulaatiosta,
jonka avulla voitiin tutkia samanaikaisesti ladkkeen imeytymista ja kulkeutumista
suolessa (Ni ym. 1980; Suzuki ym. 1970 I/Il; Ho ym. 1972). Sen tarkoituksena oli
arvioida kvantitatiivisesti ja mekanistisesti ladkeaineen in vivo imeytymistd (Ho ja
Higuchi 1971; Ni ym. 1980). Dispersiomallissa oletetaan esim. ohutsuolen olevan
yhtendinen putki, jossa on muuttumaton pitkittdissuuntainen nopeus ja
sekoittumiskayttaytyminen, sekd vakio konsentraatio lapi putken halkaisijan (Yu ym.
1996a). Putkessa on tilan mukaan vaihtelevia parametreja (esim. pH, pinta-ala).

Monimutkaisuutensa takia tdmé kulkeutumismalli ei ole koskaan ollut laajalti kaytossa.



Myohemmin kehitettiin edelliseen verrattuna yksinkertaisempi menettelytapa, jossa Gl-
kanava ajatellaan yhdeksi tai useammaksi, sarjaan asetetuksi, sekoitussailioksi (the
mixing tank model), joista on lineaarinen kulkeutumiskinetiikka seuraavaan (Goodacre
ja Murry 1981; Ho ym. 1983a; Dressman ym. 1984). Sailiét ovat hyvin sekoittuvia ja
niissa on sama laakepitoisuus. Sekoitusséilio-mallin simulaatioissa voidaan hyodynt&a
tutkittavalle ladkeaineelle kokeellisesti mitattuja parametreja, ja yhdistdd ne
fysiologisiin parametreihin (Dressman ym. 1984; Dressman ja Fleisher 1986), jolloin
mallia pystytddn muokkaamaan ladkeaineen mukaan. Sekoitus-séilio-malli (Ho ym.
1983b) koettiin tutkijoiden keskuudessa kayttokelpoiseksi simulointi keinoksi, mutta se
ei ollut fysiologisesti tdysin patevd. Muun muassa séilididen lukumaarén havaittiin
vaikuttavan simulaation tuloksiin ratkaisevasti, mutta ei ollut taytta selvyyttd, kuinka

montaa sdiliota simuloinnissa tulisi kéyttaa.

Jotta maha-suolikanavaa voitiin kuvata malleissa fysiologisesti oikein, tarvittiin
analyysi siitd, miten kulkeutumisaika jakautuu ohutsuolessa, ja mika oli ohutsuolen
yksikdiden oikea madrd. Tunnettiin, ettd ohutsuolen kulkeutumisaika terveilla
vapaaehtoisilla on riippumaton ladkemuodosta, tutkittavan henkilon sukupuolesta, iasta,
painosta ja nautitusta ravinnosta (Davis ym. 1986; Madsen 1992). Tahan tietoon
perustuen Yu tyotovereineen kerasi yli 400:sta eri Kirjallisuuslahteesté aineistoa ihmisen
ohutsuolen kulkeutumisajoista erilaisille annosmuodoille ja kokosi ne yhtendiseksi
tiedostoksi (Yu ym. 1996a). Aineiston pohjalta tehty statistinen analyysi paljasti, etta
ohutsuolen kulkeutumisaika noudattaa logaritmista normaalijakaumaa, ja on
keskim&arin 3.3 tuntia (Yu ym. 1996a/b; Yu ja Amidon 1998a). Lisdanalyysien
perusteella seitsemédn saman kulkeutumisajan omaavaa yksikk6a antoi parhaimman
sovituksen tehtéessa vertailuja kokeellisesti havaittuihin arvoihin (Yu ym. 1996b; Yu ja
Amidon 1998a). Tdémé ohutsuolen 7-yksikon kulkeutumismalli voidaan fysiologisesti
havainnollistaa siten, ettd ensimmadisen yksikén ensimmaéinen puolikas kuvastaa
duodenumia, toinen puolikas ensimmaisestd yksikostd, seka 2. ja 3. yksikko jejunumia,
ja loput ileumia (Yu ym. 1996b). Vastaavat kulkeutumisajat duodenumissa, jejunumissa

ja ileumissa ovat 14, 71, ja 114 minuuttia.



Kulkeutumistutkimuksiinsa  pohjaten, Yu kumppaneineen kehitti fysiologiaan
perustuvan imeytymis- ja kulkeutumismallin, CAT, jolla kyettiin simuloimaan
liuoksessa olevan l&8keaineen mé&ardn kulkeutumisvirtausta Gl-kanavassa, seké
arvioimaan samanaikaisesti sen imeytymisen nopeutta ja kumulatiivisesti imeytynytté
maaréé (Yu ym. 1995; 1996a/b). CAT-mallia kuvataan differentiaaliyhtal6iden joukolla,
jotka huomioivat yhta aikaa ld&keaineen kulkeutumisen segmenttien ldpi ja edelleen

liuenneen materiaalin imeytymisen jokaisesta ohutsuolen yksikosta porttilaskimoon.

CAT-malli oli alun perin tarkoitettu passiivisesti solukalvon lapdiseville, hyvin
liukeneville la&keaineille, joilla ei esiinny hajoamista Gl-kanavassa (Yu ym. 1996a).
Mallilla tutkittavien ladkevalmisteiden tuli olla valittomésti mahassa l&&keaineen
vapauttavia (IR) formulaatioita (Yu ym. 1996a). Myohemmin CAT-mallia on kuitenkin
hyodynnetty myo6s tutkimuksissa, joissa la&keaineilla esiintyi useita eri
imeytymismekanismeja (Yu ym. 1999). Sitd on laajennettu ennustamaan myods
annosriippuvaista ladkkeen imeytymistd, johon liittyy ladkeaineen hajoaminen
ohutsuolessa (Yu ja Amidon 1998b). Lisdksi sitd on jatkokehitetty arvioimaan
séadellysti ladkeainetta vapauttavien ladkemuotojen (CR-valmiste) ladkeannoksesta
imeytynyttd osuutta lissamalla malliin segmentti, joka kuvaa ld&keaineen vapautumista
(Yu ym. 1996a).

Huomioimalla mahan tyhjeneminen ja ladkevalmisteen liukeneminen, CAT-mallilla on
voitu ennustaa myo6s ld&keannoksesta imeytynyttd osuutta huonosti imeytyville
la&keaineille, kuten digoxiinille, ja toisaalta selvittdd syitd huonon imeytymisen takana
(liukenemis-, liukoisuus- tai permeaatiorajoitteinen imeytyminen) (Yu 1999). Kortejérvi
kumppaneineen kehitti myohemmin vastaavanlaisen, CAT-malliin pohjautuvan,
ldhestymistavan  ottamalla  samanaikaisesti huomioon mahan tyhjenemisen,
la&kevalmisteen liukeneminen, ja lddkeaineen kulkeutumisen Gl-kanavassa (Kortejérvi
ym. 2007). Kyseilld mallilla tutkittiin erilaisten tekijéiden (mm. formulaatiotyyppien,
Gl-kanavan fysiologian, liukenemisen, imeytymisen ja eliminaation) vaikutusta

biowaiver-kriteerien arviointiin (Kortejarvi ym. 2007).



3 MATERIAALIT JA MENETELMAT

3.1 Simulaatiomallin rakenne

Simulointimallien pohjana kaytettiin edella kuvattua, Yu:n tyotovereineen kehittdmaa,
imeytymis- ja kulkeutumismallia, CAT-mallia (Yu ym. 1995; 1996a/b). Alkuperaista
CAT-mallia  muokattiin  huomioimaan  ld&keformulaatioon, ja ladkeaineen
ominaisuuksiin liittyvid parametreja, seka kirjallisuudessa tunnettuja muuttujia suoliston
anatomiassa ja fysiologiassa (kuva 2). Kyseiset muuttujat olivat osittain samankaltaisia,
kuin Kortejarven tutkimuksessa kaytetyt (Kortejarvi ym. 2007). Mallissa huomioitiin

myos ladkeannoksen koko.

Kd,

Maha: Maha:
Kiinted lddkeaine Liuennut lddkeaine
Ohutsuoli 1. tila: Kd, Ohutsuoli 1. tila:
Kiinted ld4keaine Liuennut lafikeaine | Plasma |

Ine. Ine. Kudokset

Paksusuoli

Kuva 2: Cat-mallin rakenne ja mallissa kédytetyt parametrit kiintedlle ja liuoksessa
olevalle ladkeaineelle (fysiologiset parametrit keltaisella, 1adkeainekohtaiset violetilla ja
formulaatiokohtaiset ~ oranssilla): GE  on  mahan tyhjeneminen  kiinteille
ladkevalmisteille, Kq on mahan tyhjenemisen nopeusvakio liuenneelle ladkeaineelle,
Kg1 on liukenemisen nopeusvakio mahassa, Kg, on liukenemisen nopeusvakio suolessa,
Ku Ja K ovat suolessa kulkeutumisen nopeusvakiot seka kiinteélle, ettd liuokselle
(samansuuruiset), K, on imeytymisen nopeusvakio, Kig on eliminaation nopeusvakio ja
K12 sekéd Kj; ovat jakautumisen nopeusvakiot. Cp on ladkeaineen pitoisuus plasmassa
jaV1on IV-aineistosta laskettu jakautumistilavuus.

Simulaatiomallissa Gl-kanava koostui yhdeksédstd osasta. Mahaa ja paksusuolta

késiteltiin yksittaisind segmentteind, mutta ohutsuoli jaettiin edelleen seitsemaén



sarjassa olevaan yksikkdon (Yu ym. 1996a/b, Yu ja Amidon 1999). Kaikki tyodssa
tutkitut ladkevalmisteet olivat nopeasti laékeaineen vapauttavia IR-formulaatioita.

Mallissa laékeainetta liukeni, sekd mahassa, ettd ohutsuolessa. Kiinted ja liuennut
ladkeaine tyhjenivat mahasta ohutsuoleen, minka jalkeen niilla oli samankaltainen
jakautumis- ja kulkeutumiskinetiikka yksikostd toiseen (Yu ym. 1996b). Ainoastaan
liuennut ladkeaine imeytyi ja imeytymista tapahtui vain ohutsuolesta, samalla 1.

kertaluvun nopeusvakiolla jokaisesta ohutsuolen yksikosta (Yu ym. 1996b).

Mallin rakentamisessa kaytettiin  STELLA® (Structural Thinking Experimental
Learning Laboratory with Animation) (isee systems, Lebanon, USA) tietokoneohjelma
sovellusta. Mallia rakennettaessa aineisto voidaan syottdd suoraan numeerisesti tai
kaavan muodossa. Ohjelma vaatii tietdmystd tekijoistd, jotka kontrolloivat massan

kulkeutumisnopeutta tilasta toiseen.

3.1.1 Fysiologiset parametrit

Tutkimusta varten kirjallisuudesta etsittiin tarkempaa tietoa erilaisten valmistemuotojen
(oraalinen liuos, moni-yksikkovalmiste ja yksi-yksikkdvalmiste) kulkeutumisen
kinetiikasta Gl-kanavassa ja mahan tyhjenemisajoista. Naita tekijoitd on tutkittu
erilaisilla  kuvantamismenetelmilld, kuten gamma- eli isotooppikuvauksella.
Vastatakseen bioekvivalenssitutkimusten olosuhteita simulaatiomalliin  sy0tettiin
ainoastaan parametreja, jotka oli méadritetty paastossa (EMEA BE-ohjeisto 2010).

Kuten aikaisemmin mainittiin, la&kevalmisteen keskimaardinen kulkeutumisaika koko
ohutsuolen lapi on 3.3 tuntia formulaatiotyypista riippumatta, ja lisdksi kulkeutuminen
noudattaa 1. kertalukua (Yu ym. 1996b; Wilding ym. 2003; Hellstrom ym. 2006).
Koska ohutsuoli koostui mallissa 7 yksikostd, simulaatioissa kéytettiin ohutsuolessa

kulkeutumisen nopeusvakiona (Ky kiintealle ja Ky nesteelle) arvoa 2.1 h™.
Erilaisten ladkevalmisteiden mahasta tyhjeneminen ei sen sijaan ole yhdenmukaista

(Wilding ym. 2003; Hellstrém ym. 2006; Davis ym. 1986). Ensinnédkin nautitut nesteet

jakautuvat nopeasti koko mahan alueelle ja kalorittomien nesteiden tyhjentyminen
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mahasta alkaa valittomasti (Hellstrom ym. 2006). Mahan tyhjenemisen Kinetiikka
liuoksille noudattaa 1. kertalukua (Meyer 1987; Wilding ym. 2003). Mahan
tyhjenemisen nopeusvakion arvona oraaliselle liuokselle (Kge) kaytettiin 3.5 h™.
Kyseinen arvo laskettiin Kirjallisuudesta saadusta liuokselle madritetystd mahan
tyhjenemisen puoliintumisajasta, jonka on tutkittu olevan noin 12-20 minuuttia
(Hellstrom ym. 2006; Oberle ym. 1990). Laskuissa kaytettiin 12 minuuttia, koska ko.
arvoa oli hyddynnetty myés Kortejarven simulaatiomalli tutkimuksessa (Kortejarvi ym.
2007).

Mahan tyhjeneminen (GE) yksi-yksikkdvalmisteelle (SU) (yhdelle kiinteélle yksikolle)
tapahtuu nopeana boluksena (Wilding ym. 2003; Cora” ym. 2006), eli koko mahan
sisaltd tyhjenee, kun mahan puhdistusaalto tapahtuu noin joka 1.3-2 tunnin vélein
(Wilson ja Washington, 1989). Talldin mahanportti aukeaa ja kiintedt partikkelit
kulkeutuvat ohutsuoleen. Puhdistusaallon ajankohta on yksil6llista, joten SU-
valmisteiden mahan tyhjenemisnopeuteen liittyy variaatiota. Simulaatiotutkimuksissa
yksi-yksikkdvalmisteet madritettiin tyhjentymé&an mahasta, siten, ettd ennen kuin aikaa
oli kulunut 0.75 h, l&8ketté ei tyhjentynyt mahasta lainkaan, sen jalkeen koko annos
tyhjeni mahasta kerralla. Tdmé& ajankohta oli keskiarvo kahden kirjallisuudessa etsityn
tutkimuksen yksittéisistda mahan tyhjenemisajankohdan arvoista SU-valmisteelle
(Wilding ym. 2003 ja Cora™ ym. 2006).

Mahan tyhjeneminen moni-yksikkdvalmisteelle (MU) noudattaa 0. Kkertaluvun
kinetilkkaa (Wilding ym. 2003 ja Christensen ym. 1985). MU-valmisteiden
simuloinneissa kaytettiin  Kirjallisuudessa maéaritettya tietoa siitd, ettd 51 %
alkuperdisesta annoksesta tyhjenee mahasta ohutsuoleen 1 tunnissa (Wilding ym. 2003
ja Kortejarvi ym. 2007). Niiden kohdalla on my6s huomioitava, ettd halkaisijaltaan alle
2mm olevat pelletit, 1&péisevat aina hieman raollaan olevan mahaportin nesteen tavoin,
eli valittdbmasti, ilman mahan tyhjenemisaallon vaikutusta (Hofmann ym. 1983; Kelly
1981).

Nesteen tilavuus madritettiin nimuloinneissa samoin kuin Kortejérven kumppaneineen

2007 tekeméssa tutkimuksessa, eli nesteen tilavuus mahassa laski asteittain ajan
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kuluessa 250 ml:sta 50ml:iin. Tavallisesti mahassa on paastossa 50 ml nestetta (Wilson
ja Washington 1989; Schiller ym. 2005), ja kun ladke otetaan veden kanssa (BE-
kokeissa tyypillisesti 200ml vettd), niin tilavuus mahassa kasvaa 250 ml, mistd se
jalleen laskee alkuperdiseen 50 ml:iin. Nesteen tyhjenemisnopeus mahasta méaritettiin
samalla nopeusvakion arvolla, kuin oraaliselle liuokselle (3.5 h™'). Ohutsuolen nesteen
kokonaistilavuus on esitetty olevan noin 250 ml (Amidon ym., 1995), jolloin

simulaatiomallissa tilavuus jokaisessa ohutsuolen yksikdssé oli 35.7 ml.

3.1.2 Ladkeaineeseen liittyvat parametrit

Tahan kategoriaan kuuluvat parametrit ovat lddkeainekohtaisia, joten niitd vaihdettiin

simulaatiossa tutkittavan ladkeaineen mukaan.

Tutkituille  la8keaineille  etsittiin  kirjallisuudesta ja  Orionin  kokeellisista
liukoisuustutkimustuloksista  niiden  saturaatioliukoisuuden arvot fysiologisesti
relevanteissa pH:issa, eli pH 1.2 (maha) ja pH 6.8 (suoli).

Ladkeaineen imeytymisnopeuden oletettiin noudattavan ensimmadista kertalukua (Yu
ym. 1996b). Sen kuvaamiseen tarvittiin imeytymisen nopeusvakiota (K,), jonka
maadrittdmiseen kaytettiin ensisijaisesti Kirjallisuudessa esitettyd kaavaa (Kaava 1,
Linnankoski ym. 2006), ellei ollut muita perusteluja. Muussa tapauksessa K, otettiin
kirjallisuudesta in vivo liuosaineistosta. Ks-arvo on imeytymisen nopeusvakio, sille

ld&keaineosuudelle, joka padsee muuttumattomana systeemiseen verenkiertoon.

Kaava 1. Imeytymisen nopeusvakiota (K;) kuvaava kaava (Linnankoski ym. 2006).
log K; = 0.623 + 0.154 x logpso - 0.007 x PSA

, jossa Ka = imeytymisen nopeusvakio, logpso = ld&keaineen oktanoli-vesi jakatuminen
fysiologisesti relevantissa pH:ssa (pH 6) ja PSA = ladkeaineen polaarinen pinta-ala.

Kaavan 1 ratkaisussa tarvittavat ladkeaineen logpso ja PSA arvot laskettiin kullekin
ld&keaineelle Orionilla. Logps-arvot laskettiin ACD/Labs ohjelman versiolla 11.0, ja

PSA versiolla 6.0. Laskennassa kaytettiin ladkeaineiden topologisia (2D) rakenteita.
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Jos laakeaineella ei esiintynyt ensikierronmetaboliaa, ja kéytettiin kirjallisuusarvoja, K,
saatiin kertomalla ndennainen imeytymisen nopeusvakio (Kqpp) ldékeaineen biologisella
hyotyosuudella (BA). Kapp-arvolla kuvataan kokonaisuudessaan sité ladkeaineosuutta,
jolla on mahdollisuus imeyté (vapautunut ladkevalmisteesta ja liuennut), eika siind ndin
ollen  huomioida imeytymispaikalta  poistuvaa, luumenissa hajoavaa tai
ensikierronmetabolian takia hdvidvaa ladkeaineosuutta. Tydssa oletettiin, ettd
ld&keaineen, jolla ei esiinny ensikierronmetaboliaa, biologisen hyotyosuuden voitiin
katsoa tarkoittavan laékeaineannoksesta imeytynytta osuutta (FA, fraction absorbed in
humans). Lisdksi, jos ladkeaineen biologinen hyo6tyosuus oli suuri, Ks-arvo oli
kdytanndssa samansuuruinen, kuin Kipe-arvo. Léakeaineiden biologinen hy6tyosuus

etsittiin Kirjallisuudesta.

Jos ladkeaineelle 16ytyi kirjallisuudesta mainintoja ensikierronmetaboliasta, kaytettiin
mallia (”maksalaatikkomalli”), jossa maksa esitettiin omana segmenttinddn ja
lddkeainetta imeytyi jokaisesta ohutsuolen yksikosta sekd plasmaan, ettd maksaan
(ensikierronmetabolia) (kuva 3). K,-arvo madritettiin eri tavoin maksaan ja plasmaan
menevalle osalle. Kertomalla K,p, ensikierronmetabolian osuudella (FP, first pass),
saatiin ensikierronmetabolian imeytymisen nopeusvakio, ja kun se kerrottiin 1-FP,
saatiin varsinainen ladkeaineen imeytymisen nopeusvakio. Toisin sanoen 1- FP oli
lddkeannoksesta systeemiseen verenkiertoon paassyt ladkeaineen osuus. Naita
simulaatioita varten oli erityisen oleellista etsia kirjallisuudesta (tai laskea) nimenomaan

ndennainen imeytymisen nopeusvakio (Kapp).

Jotta ladkeaineen jakautumista ja eliminaatiota plasmasta voitiin kuvata, ja jotta
simulaatioista saatiin tulokseksi ladkeaineen pitoisuus-aikakuvaajat, CAT-malliin
liitettiin farmakokineettinen tilamalli (kuva 2 ja 3) (Yu ym. 1996a). Sopiva tilamalli
vallittiin tutkittavan ld&keaineen famakokineettisten ominaisuuksien mukaan (kuvataan
tarkemmin kappaleessa 3.2.3). L&&keaineen jakautumisen ja eliminaation oletettiin

noudattavan 1. kertalukua.
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Maha: Ka Maha:
Kiinted lddkeaine - Liuennut ldfikeaine
HOMN
L K, T Plasma
Ohutsuoli 1. tila: 2 Ohutsuoli 1. tila: 1 i
Kiinted lddkeaine . Liuennut lddkeaine
Ko

Ky = Kudokset

ITne. Ine.
Paksusuoli

Maksa

Kuva 3: ”Maksalaatikko”-mallin rakenne ja mallissa kédytetyt parametrit ovat muuten
samoja kuin kuvassa 2 esitetyssa perinteisessa mallissa, mutta: Kap, on ndennainen
imeytymisen nopeusvakio, FP on ensikierronmetabolia (first-pass).

3.1.3 Formulaatiokohtaiset parametrit

Simulaatioissa formulaatiokohtaiset parametrit koskivat laékeaineen liukenemista
ld&kevalmisteesta mahassa ja jokaisessa ohutsuolen yksikdssd. Lisdksi mahan
tyhjeneminen maéaaraytyi valmistetyypin (MU/SU) mukaan (kuvattiin aikaisemmin
kappaleessa 3.1.1).

Liukenemisnopeus maédritettiin ~ simulaatiomalliin ~ yht&dlon avulla (kaava 2).
Liukenemisen nopeusvakiot (Kd) méaritettiin (kuvataan tarkemmin kappaleessa 3.2.5)
kunkin ladkeaineen testi ja referenssi formulaation kokeellisesta in vitro liukenemisen

aineistosta (Orionilta).

Kaava 2. Liukenemisnopeuden kaava

dM_KdXCs—CtxAS
dt Cs
, jossa ‘;—Itw = liukenemisnopeus, Kd = Liukenemisen nopeusvakio, Cs= Laikeaineelle ominainen

(saturaatio)liukoisuus, Cg= Liuenneen lddkeaineen pitoisuus, AS= Ajasta riippuvainen
parametri, joka kuvaa kiintedn ladkeaineen maarad mahassa ja kussakin ohutsuolen yksikossé.
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3.2 BE-riskiarvio ja sen kulku

Simulaatioihin perustuvan riskiarvion laatimisessa edettiin vaiheittain (kaavio 1).
Jokainen vaihe tdydensi simulaatiomallia ja vaikutti siitd saatavien tulosten
luotatettavuuteen ja ennustuskykyyn. Seuraavassa kaavion 1 tydvaiheita on esitelty

tarkemmin.

3.2.1 Ladkeaineen taustatiedot

Ladkeaineen fysikaaliskemiallisista ominaisuuksista, kuten PSA, logDg, logP,
molekyylipaino, happo/emésluonne, liukoisuus, pKa etsittiin tietoa Kirjallisuudesta.
Liséksi selvitettiin la&keaineen farmakokinetiikan ominaispiirteita (PK) (esim. PK
lineaarisuus, metabolia ja ensikierronmetabolia, l&dkeaineen sitoutuminen plasman
proteiineihin, biologinen hyotyosuus). Ké&ytdnnossd, selvitettiin  tekijoitd, jotka

saattaisivat vaikuttaa ladkeaineen imeytymisnopeuteen ja imeytyneeseen maaraan.
CAT-mallissa tarvittavien farmakokineettisten parametrien madrittdmistd varten

kirjallisuudesta etsittiin  tutkittaville l&akeaineille aineistoa laskimonsisaisesté

laékkeenannosta (1V) (in vivo).
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Kaavio 1:Tyovaiheet bioekvivalenssitutkimuksiin liittyvan riskiarvion tekemiseen.

1. Tutustutaan ladkeaineeseen

NS

2. Etsitdan ladkeaineelle IV-annon jalkeista in vivo-aineistoa kirjallisuudesta

N/

3. Lasketaan tarvittavat lddkeaineen farmakokineettiset parametrit tai otetaan
arvot suoraan kirjallisuudesta

S

4. Rakennetaan simulaatiomalli liuossimulointeihin

N/

5. Liuossimuloinnit

7

6. Verrataan liuossimulointien tuloksia in vivo -liuosdataan kirjallisuudesta

V4

7. Lasketaan Kd-arvot valmisteiden kokeellisista liukenemiskokeen tuloksista
~J
8. Muokataan simulaatiomallia formulaatiosimulointeihin

/

9. Formulaatiosimuloinnit

V4

10. Verrataan formulaatiosimulointien tuloksia in vivo kirjallisuusdataan

AV

11. Bioekvivalenssikokeiden riskiarvio

3.2.2 Farmakokineettisten parametrien maaritys

Ladkeaineen IV-aineistoon pohjautuen sille méaritettiin WinNonlin-ohjelmalla (version
5.0.1, Pharsight) sopivin farmakokineettinen tilamalli ja laskettiin tilamallin
farmakokineettiset parametrit, joita esim. kaksitilamallin kohdalla ovat eliminaation
nopeusvakio (kyo), jakautumisen nopeusvakiot eli mikrovakiot (ki, ja k1), sekd plasma

pitoisuuden maarittdmiseksi keskustilan jakautumistilavuus (V1).

WinNonlinin  (Pharsight) maéarityksissa oletettiin, ettd jos Kkirjallisuuslahteen

tutkimuksessa laskimonsisainen ladkkeen anto kesti 5 minuuttia tai alle, se luokiteltiin
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injektioksi, ja jos se kesti yli 5 min, se luokiteltiin infuusioksi. Sovituksen
(mallien/painotuksien) valinnassa tarkasteltiin havaitun ja ennustetun pitoisuus-aika-
aineiston vastaavuutta, virhejakauman mallinnuksen onnistumista X-muuttujan
arvojoukolle (X wvs. weighted residual Y) ja variaatiokertoimia ennustetuille

parametreille (mahd. pieni CV % < 50).

Kéytetyn l&hdeaineiston ja saatujen tuloksien luotettavuutta arvioitiin vertaamalla
laskettuja arvoja, ja 1\V-artikkelissa esitettyja ladkeaineen famakokineettisia parametreja

verrattiin toisiinsa, sekd muualla kirjallisuudessa esitettyihin arvoihin.

3.2.3 Liuossimuloinnit

Liuossimulointeja varten rakennettiin simulaatiomalli, jossa huomioitiin ainoastaan
la&keaineliuoksen kulkeutuminen mahasuolikanavassa. Kaytannossa mallin rakenteesta
puuttui kiintedn l&&keaineen kulkeutuminen ja kaikki ainoastaan siihen liittyvat
parametrit (kuva 1). Liuossimulaatioiden tarkoituksena oli testata mallin toimivuutta ja
validoida mallin rakenne, sekd ladkeaineelle valitut/lasketut parametrit. Erityisesti
tarkoituksena oli selvittdd, milld tavoin maédritettynd (yhtdldé vs. kirjallisuusarvo)
imeytymisen nopeusvakio parhaiten kuvasi ko. ld&keainetta. Liuossimulaatiosta saatua
pitoisuuskuvaajaa verrattiin Kirjallisuudesta etsittyihin in vivo liuoskuvaajiin (mielellaan

sama lahde, kuin iv-aineisto), ja niiden tuli olla mahdollisimman vastaavanlaiset.

3.2.4 Liukenemisen nopeusvakioiden maaritys

Liukenemista kuvaavan, kokeellisen aineiston perusteella piirrettiin  kuvaajat
havainnollistamaan formulaatioiden ja pH:n vaikutusta la&keaineen vapautumiseen
ladkevalmisteesta. Liukenemisen kuvaajista voitiin karkeasti arvioida liukenemisen
nopeutta, kuinka paljon formulaatioiden liukeneminen poikkesi toisistaan, ja oliko
poikkeavuus merkittdvéd. Liukenemisen voitiin katsoa olevan nopeaa, kun
ladkeaineesta yli 85 % oli liuennut 30 minuutissa (EMEA BE-ohjeisto 2010). Jos
molempien valmisteiden kohdalla > 85 % ladkeaineesta oli liuennut 15 minuutissa,
voitiin liukenemisen Kkuvaajat todeta samankaltaisiksi (tadydellinen liukeneminen

saavutettu ennen mahan tyhjenemistd) (EMEA BE-ohjeisto 2010). Kuvaajien
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samankaltaisuuden arvioimiseksi laskettiin myods F2-arvo (similarity factor) BE-
ohjeiston mukaisesti (EMEA BE-ohjeisto 2010). Jos F2-arvo oli alle 50,
formulaatioiden liukenemisen kuvaajat poikkesivat merkittavasti toisistaan, jos F2 oli

valilla 50-100, olivat ne riittavan samankaltaiset.

Taman jalkeen ldakeaineen kummallekin formulaatiolle laskettiin Kg-arvot WinNonlin-
ohjelmalla (Pharsight). Liukenemisen mallintamisessa kaytettiin ensimmaisen
kertaluvun liukenemisen yhtalod (kaava 3) tai Weibull-yhtaléd (kaava 4), joka on
sopivampi sigmoidaalisille liukenemisen kuvaajille. Kg-arvon méaérityksessé kaytetyn
yhtélon tuli kuvata kokeellista liukenemisen kuvaajaa mahdollisimman hyvin. Tdéma
arvioitiin tarkastelemalla kuvaajia (havaittu vs. ennustettu) ja ennustettujen Kg-arvojen

variaatiokertoimia.

Kaava 3: Ensimmadisen kertaluvun liukenemisen yhtal®
y = 1— e(—KdXx)

, jossa y = Ladkeaineen liuennut osuus, x = Liukenemiseen kulunut aika ja K4 = Ensimmadisen
kertaluvun liukenemisen nopeusvakio

Kaava 4: Weibull-yhtalé sigmoidaalisille liukenemisen kuvaajille

= () ()

, jossa Shape = Kayran jyrkkyys ja Tdiss = Aikapiste, jossa 63.2 % laakeaineesta liuennut,
TIME = Aika piste, ja Kd = Weibull-yhtalén avulla kuvattu liukenemisen nopeusvakio.

Kuten liukoisuuskokeen kohdalla, myds Kg-arvon laskemisessa kéytetty
liukenemismenetelméd (pH) valittiin sen perusteella, mika on fysiologisesti oikein,

mahassa pH 1.2 ja suolessa pH 6.8.

3.2.5 Formulaatiosimuloinnit

Simulaatiomalliin liséttiin kiintedn aineen liukeneminen (ja liukoisuus), kulkeutuminen

Gl-kanavassa, seké tarvittavat fysiologiset, ladkeaine- ja formulaatiokohtaiset parametrit
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kuvan 1 ja kappaleessa 3.1 kerrotun mukaisesti. Formulaatiosimulaatioiden tuloksia

verrattiin in vivo kirjallisuusaineistoon.

Formulaatiosimuloinnit ~ tehtiin  jokaisen lad&keaineen kohdalla kummallekin
valmistetyypille (SU/MU), koska kaikissa tapauksissa ei ollut saatavilla tietoa
valmistetyypistd. Samalla pystyttiin  tarkastelemaan, kuinka suuri vaikutus
formulaatiotyypilla ja siten mahan tyhjenemistavalla, oli kunkin l&&keaineen

pitoisuusaikakuvaajiin.

3.2.6 Bioekvivalenssitutkimuksiin liittyvan riskiarvion laatiminen

Viranomaisohjeistojen (EMEA BE-ohjeisto 2010) mukaan bioekvivalenssitutkimuksen
testi valmisteen katsotaan olevan bioekvivalentti referenssi valmisteen kanssa, jos
niiden Cmax ja AUC parametrien (BE-parametrit) keskiarvojen suhteet ovat 0.8-1.25 90
% luottamusvélilla (ANOVA) (esim. Cpax testi/Cax referenssi). Tassa tydssa kuitenkin
oletettiin, ettd sellaiset ladkevalmisteet, joiden BE-parametrien testi/referenssi-suhteet
(T/R-suhteet) olivat < 09 tai > 1.10, saattoivat siséltdd riskin in vivo
bioekvivalenssitutkimuksissa epédonnistumiseen.  Bioekvivalenssin  toteutumiseen
valittiin tiukempi raja (alle 10 %), koska talldin riskiarvioon jéi tilaa mm. mahdolliselle
yksiloiden sisdiselle ja ulkoiselle vaihtelulle mahan tyhjenemisesséd. Cnax ja AUC
parametrit maaritettiin - kunkin  valmisteen simulaatioprofiileista WinNonlinilla

tilamallista riippumattomalla analyysitekniikalla (non compartmental analysis).

BE-tutkimukseen liittyvan riskin arvioimisessa tuli simulaatiotulosten lisaksi huomioida
myos tehdyt oletukset (mm. malliin liittyen) ja niiden vaikutus simulaatiotulosten
luotettavuuteen, seké arvioida kaytdssa ollutta aineistoa, ja ladkeaineen ominaisuuksia.
Naihin liittyvien seikkojen tarkempaa tutkimista ja havainnollistamista varten
suoritettiin -~ tarvittaessa  herkkyysanalyysejd,  joissa  selvitettiin tiettyjen
simulaatioparametrien (kuten mahan ja suolen Kd, GE, MU/SU) vaikutusta l4&keaineen
pitoisuus-aikakuvaajaan (ainoastaan yhden parametrin arvoa haarukoitiin sdilyttden
muut vakiona). Niissd herkkyysanalyyseissd pyrittiin selvittdmaddn “pahin tilanne”
(worst-case), eli kuinka paljon simulaatioparametrin olisi pitdnyt muuttua

(kasvaa/pienentyad), jotta BE-parametrien T/R-suhteessa nakyisi yli 10 % ero.
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Tutkituille 1adkevalmisteille oli kaytossa myos aineistoa niiden vanhhoista in vivo BE-
tutkimusista (Orion). Naisté laskettiin, samaan tapaan, kuin simulaatiotuloksista, BE-
parametrit ja niille T/R-suhteet. Simulaatio ja in vivo T/R-suhteita verrattiin keskenaan
ja arvioitiin tehdyn riskiarvion paikkaansa pitavyytta ja toisaalta syitd simulaatio ja in

vivo -kuvaajien mahdollisissa eroavaisuuksissa.

3.3 Tutkittavat ladkeaineet

Tyossa tutkittiin neljdd laékeainetta, joiden ladkevalmisteille oli olemassa Orionin
kokeellista liukenemisaineistoa ja BE-tutkimusten in vivo -aineistoa. Seuraavassa
esitelladn ladkeaineet ja niiden simulaatioita varten kerétty/laskettu data. Alla on myds
taulukoituna (taulukko 1) jokaisen ladkeaineen tarkeimmat, tdman tyon kannalta

oleelliset, farmakokineettiset ja fysikaaliskemialliset ominaisuudet.

Taulukko 1: Tutkittujen ladkeaineiden fysikaaliskemiallisia ja farmakokineettisia
ominaisuuksia

PSA 49

048

ETJILINES

ominaisuudet Heikko happo ¢
Annosriippu-

vainen kinetiikka El

Heikko emas ©

pH 1: 0.038 *°

Heikko happo ®°

Alpratsolaami
43 37 64

1.92 1.91 1.25
9.5 246 45-4.6° 5.08 *°
logP (kokeellinen/
0.2/0.49 ¢ 2.12/4.251 ¢ 3.68/3.14 ° 3/2.55 ¢
/i ¢ I I« I

pH 1.2: 0.008

Liukoisuus C oo o pH 7:0.04 © : w : .
(mg/ml) vesi 37(1C. 23.7 pH1.2:12¢ pH 6.8: 3.37 pH 7: 0.017

Heikko happo ®®

ElI® KYLLA @ EI@
Ensikierron-
metabolia KYLLA @ ElIC El 12 ElI @8
Biologinen
hydtyosuus (BA 0.63-0.89 @ 0927 1@ 0.93 1
Plasman
_ proteu_nelhln 2025 ¢ 70-80 @ gg @3 97_99 @
sitoutuminen
Eliminaation
- - - (1
puoliintumisaika 1.9-43 10.127 180 18 3545 @

(WIED)
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Laskimotukosten
ja keuhkoembo-
lisaatioiden hoito

Tilapéiset kipu-
ja kuumetilat,

Tilapéiset kipu- myds

Ahdistuneisuusg‘a
ja kuumetilat ¢ =

paniikkih&iriot

“Orionilla talon sisaisesti ACD/Labs-

ohjelmalla lasketut arvot

1) Kalanzi ym. 2006

2) Clements ym. 1984; Rawlins ym.
1977; Prescott, 1980

3) Annoksesta riippuen (500 mg-1g),
Ameer ym. 1983; Clements ym. 1984;
Forrest ym. 1982

4) Forrest ym. 1982

5) PhysProp:
http://www.drugbank.ca/drugs/DB006
82)

6) Fleishaker ym. 1989

7) Smith ym. 1984

8) Greenblatt 1993

tulehduskipu ** jaesto ¢

10) Potthast ym. 2005

11) Cheng ym. 1994; Paliwal ym. 1993;
Lockwood ym. 1983

12) Davies 1998

13) Paliwal ym. 1993; Gabard ym. 1995;
Smith ym. 1994

14) Adams ym. 1969

15) Stella ym. 1984

16) Orionin sis.
aineisto

17) O’Reilly ym. 1971

18) Andreasen ja Vesell 1974

19) Breckenridge ja Orme 1973

20) Palareti ja Legnani 1996

21) Lé&akkeet ja Hinnat 2010

eksperimentaalinen

9) Higgins 2001

3.3.1 Parasetamoli

Winnonlin maéritysten perusteella kaksitilamalli kuvasi parasetamolin kinetiikkaa
parhaiten. Valinta tdsmasi l&hdeaineiston tilamallituksen kanssa (Eandi ym. 1984).
Myos artikkelissa esitetyt farmakokineettiset parametrit vastasivat WinNonlinilla
laskettuja arvoja (taulukko 2). Rinnastettaessa laskettuja ja lahdeartikkelissa esitettyja
parametrien arvoja muualle kirjallisuuteen havaittiin, ettd eliminaation nopeusvakio oli
ym. 1982)

jakautumistilavuus selvésti suuremmaksi (Prescott 1980; Perucca and Richens 1979).

useimmiten esitetty pienemméksi (mm. Ameer ja keskustilan

Taulukko 2: Parasetamolille lasketut farmakokineettiset parametrit 1\VV-annon jalkeen ja
niiden vertaaminen ldhdeartikkelissa esitettyihin arvoihin.

ki (1/h) 1.19 1.58
Ko (1/h) 2.34 3.99

Vi (l) 24.2 24.9
kio (1/h) 0.610 0.646

Y (Eandi ym. 1984)

Tutkittavat parasetamoli-formulaatiot olivat testivalmiste Para-tabs 1g (Orion) ja sen
referenssi Panadol Forte 1g (GlaxosmithKline Consumer Healthcare A/S). Kokeelliset

liukenemiskokeen tulokset oli saatavilla Para-Tabsille ainoastaan pH:ssa 5.8, mutta
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Panadol Fortelle koko fysiologisella pH-alueella (1.2, 4.5, 5.8 ja 6.8). Na&iden
perusteella Para-Tabs oli nopeasti liukeneva pH:ssa 5.8 (> 85 % 15 min) ja Panadol
Forte koko fysiologisella pH-alueella (> 85 % 15 min).

Laskettu F2-arvo 69.63 oli sallitulla valilla (EMEA BE-ohjeisto 2010), joten

valmisteiden liukenemisen kuvaajat pH:ssa 5.8 eivét eronneet merkittavasti toisistaan.

Kd-arvot laskettiin WinNonlinilla ensimmaistd kertalukua noudattavan liukenemisen
laskukaavan avulla. Parasetamoli-valmisteiden liukenemisen nopeusvakion arvot pH:ssa
5.8 olivat 8.3 h™ testivalmisteelle ja 10.2 h™ referenssivalmisteelle. Panadol Fortelle K-
arvot muissa pH-tasoissa, eli 1.2, 4.5, ja 6.8 olivat 10.5, 10.3 ja 12.9 h™, tass4

jarjestyksessa.

3.3.2 Alpratsolaami

Kaksitilamallin havaittiin olevan sopivin kuvaamaan alpratsolaamin
farmakokinetiikkaa. Myo6s lahdeartikkelissa (Smith ym. 1984) kéytettiin kaksitila-
sovitusta. Taulukosta 3 nahdaan, ettd lahdeartikkelissa alpratsolaamin eliminaation
nopeusvakion arvo oli monikertainen laskettuihin verrattuna. Jakautumistilavuus
puolestaan oli simulaatiossa suhteellisen pieni verrattuna lahdeartikkelin arvoon.
Samansuuntaiset poikkeamat esiintyivat myods verrattaessa laskettuja arvoja muualla
kirjallisuudessa esitettyihin (Fleishaker ym. 1989). Erot saattoivat johtua lahdeartikkelin

pitoisuus-aikakuvaajien epatarkkuudesta.

Tutkittavat alpratsolaami-formulaatiot olivat testivalmiste Alprox 1 mg (Orion) ja
referenssivalmiste Xanor 1mg (Pfizer). Saatavilla oli liukenemiskokeiden tulokset
pH:issa 4.5, 6.0 ja 6.8. Liukenemiskokeissa ongelmana oli ollut alpratsolaamin
hajoaminen happamassa pH:ssa 1.2 (hydrolyysi), jonka takia tuloksia tassa pH:ssa ei
ollut saatavilla. My0s Kirjallisuudessa on esitetty, ettd alpratsolaami hydrolysoituu

happamissa vesiliuoksissa (Cho ym. 1986).

Liukenemiskokeen tuloksista piirretyt kuvaajat olivat kaikissa tutkituissa pH-tasoissa

hyvin samankaltaisia molemmilla valmisteilla, mutta my6s valmisteiden valilla. Lisaksi
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niiden perusteella liukeneminen oli nopeaa (= 85 % 15 min). Myds lasketut F2-arvot
olivat annetuissa rajoissa (EMEA BE-ohjeisto 2010). Kd-arvot laskettiin WinNonlinilla
ensimmadista kertalukua noudattavan liukenemisen laskukaavan avulla. Kaikissa pH-

tasoissa molempien formulaatioiden Kgy-arvot olivat vélilla 10.2 ja 13.3 1/h.

Taulukko 3: Alpratsolaamille lasketut farmakokineettiset parametrit I\V-annon jalkeen ja
niiden vertaaminen lahdeartikkelissa esitettyihin arvoihin.

Kip 1.50

Kox 253
V1 (1) 33.8 50.4
Kso (1/h) 0.103 0.592

Y (Smith ym. 1984)

3.3.3 Ibuprofeeni

Madritysten perusteella ibuprofeenin famakokinetiikkaa kuvasi parhaiten kaksitilamalli,
mika oli sama, kuin lahdeartikkelin sovitus (Martin ym. 1990). Myds Winnonlinilla
laskettujen farmakokineettisten parametrien arvot vastasivat ldhdeartikkelissa mainittuja
(taulukko 4). Poikkeuksena eliminaation nopeusvakio, joka oli l&hdeartikkelissa selvésti
laskettua arvoa pienempi. lbuprofeenille ei I0ytynyt muuta vertailevaa V-

lahdekirjallisuutta.

Ibuprofeeni-valmisteiden kohdalla testivalmisteena toimi Burana 400 mg ja 600 mg

(Orion) ja referenssivalmisteena Brufen 400mg ja 600mg (Abbott).

Taulukko 4: Ibuprofeenille lasketut farmakokineettiset parametrit I\VV-annon jélkeen ja
niiden vertaaminen ldhdeartikkelissa esitettyihin arvoihin.

Ky 5.54
Kot 7.75
V1 (I) 4.4 5.0
kio (1/h) 0.779 0.442

Y (Martin ym. 1990)
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Saatavilla oli liukenemiskokeen tulokset ainoastaan pH:ssa 7.2. Tuloksista piirretyista
kuvaajista havaittiin, ettd kummankin vahvuuden molempien formulaatioiden
liukeneminen oli nopeaa ko. pH:ssa (> 85 % 15 min). Kuvaajista havaittiin myos, etté
600 mg valmisteiden valilla oli pientd eroa liukenemisen kuvaajissa 10 minuutin
aikapisteessa, Buranan liukenemisen ollessa hitaampaa. Muuten ladkkeen vapautuminen
Burana 600 mg ja Brufen 600mg tableteista oli samankaltaista. 400 mg formulaatioissa
ei nakynyt minkaanlaista merkitsevad eroa liukenemisen Kkuvaajissa. 400 mg
valmisteiden liukenemisen F2-arvo oli 96.0 ja 600 mg valmisteiden 48.9. Nain ollen,
400 mg formulaatioiden liukenemisen kuvaajat olivat riittdvan samankaltaiset, mutta
600mg eivat tayttaneet kriteereitd (EMEA BE-ohjeisto 2010).

Kd-arvot laskettiin WinNonlinilla ensimmaista kertalukua noudattavan liukenemisen
laskukaavan avulla. Burana 400 mg kohdalla joidenkin tablettien liukeneminen saavutti
tutkitulla aikavalilla yli 100 % (tableteissa epétasainen maard ladkeainetta), jolloin
Winnonlinilla ei pystytty laskemaan keskiarvoaineistolle Kd-arvoja. Tastd syysta
laskettiin yksittaisten 400 mg tablettien liukenemistuloksista Kd-arvot ja niistd, joille
Winnonlin - muodosti  Kd-arvot, laskettiin  keskiarvo, mitd sitten kaytettiin
simuloinneissa. Burana 400mg Kd-arvoksi saatiin 34.2 h™ ja 600mg Kd-arvoksi 7.6 h™
ja Brufenin 400mg ja 600mg formulaatioille vastaavat arvot olivat 28.3 ja 14.7 h™.

3.3.4 Varfariini

IV-lahdeartikkelin tutkimuksessa kaikki tutkittavat eivat saaneet samaa varfariini
annosta, vaan se vaihteli vélilla 50-600 mg, eli kyseessa olivat myos tavanomaista
suuremmat annokset (yleensa 1-5mg) (O'Reilly ym. 1971). Lisaksi plasmandytteiden
lukumaéra vaihteli eri tutkimushenkil6illd. Tamén takia tutkimuksen tulokset esiteltiin
lahdeartikkelissa  jokaiselle  tutkittavalle  erikseen  (pitoisuus-aikapisteet ja
farmakokineettiset parametrit) (O’Reilly ym. 1971).

Simulointia varten tarvittavat farmakokineettiset parametrit laskettiin ainoastaan kahden

henkildn aineiston perusteella (annokset 100 ja 200 mg), koska heilla oli eniten
plasmandytepisteitd. Parhaimman sovituksen antoi kaksitilamalli, mitd paadyttiin
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kayttdmadn parametrien maéarityksissd (taulukko 5). Samaa kaytettiin  myds
lahdeartikkelissa.

Taulukko 5: Varfariinille lasketut farmakokineettiset parametrit 1\VV-annon jalkeen ja
niiden vertaaminen lahdeartikkelissa esitettyihin arvoihin.

Ky 0.149 1.45 0.130 2.12
Kot 0.266 1.38 0.246 1.58

V1 (I) 5.66 3.57 5.78 3.07

kyo (1/h) 0.0271 0.0311 0.0270 0.0366

Y (O’Reilly ym. 1971)

Parametrien arvot vastasivat hyvin lahdeaineistossa annettuja (taulukko 5), kuitenkin,
verratessa  muuhun  Kirjallisuuteen, sekd lasketut, ettd  l&hdeartikkelin
jakautumistilavuuden arvot olivat suhteellisen pienié verrattuna muuhun Kirjallisuuteen
(V1 arvoksi esitetty noin 12L) (Andreasen ja Vesell 1974; O'Reilly ym. 1963). Sen
sijaan ki oli suurempi muuhun iv-annon jalkeiseen kirjallisuusaineistoon nédhden (noin
0.019 1/h) (Andreasen and Vesell 1974; O’Reilly ym. 1963).

Tutkittavat varfariini-valmisteet olivat testivalmiste Marevan 1mg (Orion) ja
referenssivalmiste Coumadin 2mg (Bristol-Myers Squibb). 1 mg varfariini-valmisteelle
ei ollut markkinoilla vastaavan vahvuista referenssivalmistetta, ja siksi jouduttiin

kayttamaan verrokkina 2mg valmistetta.

Kg-arvojen méaarittamista varten saatavilla oli liukenemiskokeen tulokset molemmille
valmisteille useissa eri puskuriliuoksissa (pH-tasot 1.2, 4.5 ja 6.8), sek& vedessé.
Liukenemiskokeissa kaytettiin Marevanin kohdalla yhtd 1mg tablettia, koska Orionilla
oli tutkittu, ettd yhden 1mg tabletin vs. kahden 1 mg tabletin liukeneminen oli

samankaltaista. Coumadiinin kohdalla liukenemiskokeissa kaytettiin yhta 2 mg tablettia.
Liukenemisen kuvaajista havaittiin, ettd Marevanin liukeneminen oli hyvin nopeaa ja
samankaltaista pH:sta riippumatta (> 85 % 15 min). Coumadinin liukeneminen sen

sijaan oli selvésti hitaampaa pH:ssa 1.2 ja 4.5 (18 ja 25 % 15 min) ja toisaalta sen
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kuvaajat jaivat kesken, koska 30 minuutin tutkimuksen aikana liuennut I4&keaineméaara
ei saavuttanut tasapainotasoa (pH 1: 49 % ja pH 4.5: 65 % ladkeaineesta liuennut). Testi
ja referenssi formulaatioille lasketut F2-arvot olivat alle 50 kaikissa tutkituissa pH-
tasoissa, joten niidenkddn perusteella liukenemisen kuvaajat eivét olleet riittdvén
samankaltaiset (EMEA BE-ohjeisto 2010). Mita happamampi pH oli, sitd huonompi oli

liukenemisen kuvaajien F2-arvo.

Coumadiinin Kd-arvoja ei pystytty laskemaan luotettavasti ensimmaisen kertaluvun tai
Weibullin yhtalolla alhaisissa pH:issa (1.2. ja 4.5). Huomioiden varfariinin fysikaalis-
kemialliset ominaisuudet (heikko happo, BCS 1), seka sen, ettd tutkittujen valmisteiden
liukeneminen erosi merkittavasti toisistaan, oli oletettavaa, ettd liukeneminen olisi
merkittdva tekija simulaatioiden ja toisaalta BE-riskiarvion luotettavuuden kannalta.
Nain ollen liukenemiselle paadyttiin tekeméaén teoreettisia simulaatioita, joiden avulla
valittiin parhaiten kokeellisen (ensimmaisen kertaluvun) liukenemisen kuvaajan
lineaarista linjaa kuvaava Kd-arvo. Coumadiinille saatiin haarukoitua uudet Kd-arvot,
jotka olivat 1.8 h™* (pH 1.2) ja 2.7 h™* (pH 4.5). Marevanille vastaavat arvot olivat 8.5 ja
9.9 h™t. Coumadiinin Kq pH:ssa 6.8 oli 6.1 h™ ja Marevanille vastaava arvo oli 12.4 h™.

4 TULOKSET

4.1 Parasetamoli

4.1.1 Ka-arvon valinta ja liuossimuloinnit

Parasetamolin liuossimulointien tuloksia verrattiin in vivo liuosaineistoon, joka oli
samasta lahteestd, kuin sen IV-aineisto (Eandi ym. 1984), ja siten tehty samoille
koehenkil6ille. Lahteessé parasetamolin liuosannos oli 1 g (Eandi ym. 1984), miké&

vastasi simulaatioissa ja Orionin BE-tutkimuksissa kaytetty4 annoskokoa.
Parasetamolilla esiintyy ensikierronmetaboliaa, joten “maksalaatikkomalli” (kuvattu

kappaleessa 3.1.2) vastasi paremmin in vivo liuosaineisto, kuin alkuperdinen

simulaatiomalli. Koska parasetamolin vaillinaisen hyotyosuuden on esitetty johtuvan
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ensikierronmetaboliasta (Kalanzi ym. 2006), sen ensikierronmetabolian osuudeksi
arvioitiin 0.37 (Eandi ym. 1984).

Kaavalla (Linnankoski ym. 2006) maéritetty K,-arvo (2.2 h™) oli suhteellisen pieni ja
sen simulaatiokuvaaja jéi selvasti alemmalle tasolle, kuin in vivo liuoskuvaaja (kuva 4).
Siind myos imeytymisnopeus oli selvasti hitaampaa verrattuna in vivo liuoskuvaajaan.
Parasetamolin imeytymisen nopeusvakion arvo paadyttiinkin ottamaan suoraan
kirjallisuudesta ja testattiin useista lahteistd perdisin olevia Kj-arvoja, koska
alkuperdisesta liuoksen in vivo aineistosta saatu Ks-arvo oli epatavallisen suuri (12.3 h
1. Tutkituista kirjallisuusarvoista valittiin lopulta 3.1 h™ (Ameer ym. 1983).

Kaiken kaikkiaan liuossimulointien perusteella voitiin todeta, ettd lasketut
farmakokineettiset parametrit ja valittu tilamalli kuvasivat parasetamolia riittdvan hyvin.
Lisaksi  havaittiin, ettd parasetamolin  simulaatiokuvaajat olivat  herkkia

imeytymisnopeuden muutoksille.

16 - e K3 kaavalla 2.2 1/h
(Linnankoski ym. 2006)
14 1 = Ka 3.1 1/h (Ameer ym. 1983)
12 -
= Ka 12.3 1/h (Eandi ym. 1984)
10 -
= g == n vivo liuosdata (Eandi ym.
£ 1984)
&
£ 6
£
o 4
35
2
§ 2
£
0 T 1

0 1 2 3 4 Aika(h) 5

Kuva 4: Parasetamolin liuossimuloinneista (maksalaatikkomalli) saadut kuvaajat eri Ka-
arvoilla ja niiden vertaaminen in vivo liuosaineistoon (Eandi ym. 1984).

4.1.2 Formulaatiosimuloinnit

Koska liukeneminen oli nopeaa molemmille parasetamolin formulaatioille ja

liukenemistutkimukset oli tehty vain yhdess& pH:ssa, ne eivat juuri lainkaan erotelleet
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formulaatioita. Tastd syysta parasetamolin saadut pitoisuus-aikakuvaajat (testi vs.
referenssi) olivat hyvin samankaltaiset ja Kkuvaajat taysin pé&allekkdin (kuva b5).
Valmistetyyppi (MU/SU) ei vaikuttanut simulaatiokuvaajiin.

4.1.3 BE-riskiarvio

Parasetamolin  MU-formulaatioiden simulaatiotuloksista maéritettiin - molemmille
ladkevalmisteille Crax ja AUC ja arvoille laskettiin testi/referenssi-suhteet (T/R-suhteet)
(taulukko 6). T/R-suhteelle annettujen kriteerien mukaan (kappale 3.2.7) valmisteet
nayttivat olevan simulaatioissa bioekvivalentit, ja ainoastaan tdmén perusteella voisi
olettaa, ettei riskia ep&onnistua in vivo bioekvivalenttitutkimuksessa olisi. Luotettavan
riskiarvion laatimiseksi arvioitiin myds muita siihen mahdollisesti vaikuttavia tekijoité,

joita késitella&n seuraavassa.

Taulukko 6: Parasetamoli-valmisteiden simulaatiotuloksista lasketut BE-parametrien
ennustetut testi/referenssi-suhteet.

BE-parametri T/R-suhde

Cmax 0.99

AUC 1.00

On tutkittu, ettd konventionaalisten parasetamoli tablettien imeytymisnopeutta ja
vaikutuksen alkamisajankohtaa kontrolloi mahan tyhjenemisnopeus (Heading ym.
1973). Tésté syysta erot siind, miten parasetamoli-valmiste hajoaa ja ladkeaine vapautuu
formulaatiosta mahan happamassa pH:ssa, saattavat vaikuttaa sen imeytymisprosessin
varhaisiin vaiheisiin, jolloin riski BE-tutkimuksessa epdonnistumiseen kasvaa. Tamé
koskee tilanteita, joissa formulaatioiden apuaineet (hajotusaineet) ja/tai valmistetyyppi
(rakeistus vs. suorapuristus) eroavat selkedsti toisistaan, silld nopeasti liukeneva ja
pieniksi partikkeleiksi dispergoituva parasetamoli-valmiste lapéisisi mahaportin

aikaisemmin verrattuna huonosti mahassa liukenevaan/dispergoituvaan valmisteeseen.

Tutkittujen parasetamoli-valmisteiden formulaatioista oli saatavilla tarkempaa tietoa

ainoastaan Para-Tabs 1 g testivalmisteesta. Sen tabletissa oli kalvopaallyste, joka oli
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PVA/vesi-pohjainen. Orionilla aikaisemmin tehtyjen tutkimusten perusteella ko.
paallysteen ei pitéisi vaikuttaa merkittavasti valmisteen liukenemiseen tai
hajoamisaikaan. Lisaksi Para-Tabsin ytimen valmistusprosessiin kuului méarkérakeistus
gelatiinilimalla. Kun parasetamoli-valmisteille tehtiin simulaatioita vaihtelemalla
simulaatioparametreja valmistetyypin mukaan (MU/SU), havaittiin, ettei talla ollut
vaikutusta niiden pitoisuus-aikakuvaajiin. Nain ollen oli oletettavaa, ettei

valmistetyyppi vaikuttanut myoskaan mallin erottelukykyyn.

Joidenkin apuaineiden (esim. natriumbikarbonaatti, makeutusaineet) on tutkittu
muuttavan  mahan  tyhjenemisnopeutta ja  siten  vaikuttavan ladkeaineen
imeytymisnopeuteen (Kalanzi ym. 2006; Grattan ym. 2000; Stillings ym. 2000), joten
tatékin seikkaa tutkittiin mahdollisena mallin erottelukykya heikentédvana tekijana.
Havaittiin, etteivat Para-Tabs 1 g ja Panadol 1 g forte, sisdltamat apuaineet merkittavasti
eronneet toisistaan, ja lisdksi molempien apuaineet oli mainittu parasetamolin
biowaiver-monografiassa (Kalantzi ym. 2006) esitetyssd listassa, johon on lueteltu
sellaiset apuaineet, joita onnistuneiden BE-tutkimusten valmisteet ovat sisaltaneet. Jotta
mahan tyhjenemisnopeuden vaikutuksia MU-valmisteiden erotteluun voitiin selvittd
konkreettisemmin, asiaa tutkittiin vield herkkyysanalyysin avulla vaihtelemalla
simulaatioissa GE-parametrin arvoa. Osoittautui, ettei tekijalla ollut juuri lainkaan
vaikutusta bioekvivalenssin parametreihin  (Cmax ja AUC), vaikka mahan
tyhjenemisnopeuden olisi kasvattanut tai pienentdnyt hyvinkin merkittavasti. Mahan
tyhjenemiseen liittyy toki myos yksildiden vélisté vaihtelua, mutta ko. herkkyysanalyysi
kumosi my0s tdhan seikkaan liittyvét riskit.

Parasetamolin testivalmisteelle ei ollut saatavilla tuloksia liukenemisesta, kuin yhdessa
pH:ssa (5.8), jolloin sen Kd-arvo oli sama mahassa ja suolessa. Tdman seikan ei
kuitenkaan olettaisi vaikuttavan simulaatiomallin erottelukykyyn parasetamolin
kohdalla useastakin tekijasta johtuen. Ensiksikin on huomioitava, ettd koska
parasetamoli on BCS-luokan I/111 14&keaine, sen in vivo imeytymista rajoittavia tekijoita
ovat yleensa mahan tyhjenemisnopeus tai permeabiliteetti suolessa, ei liukeneminen
(Kalantzi ym. 2006). Lisdksi monien liukenemisen tutkimusmenetelmien on Kritisoitu

olevan turhan erottelevia ndiden BCS-luokkien IR-ladkevalmisteille (Story 1996; Polli
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ym. 1996). Lisdksi tiedetd&n parasetamolin liukoisuuden olevan hyvdad koko
fysiologisella pH-alueella ja sen pé&dasiallinen liukenemispaikka on maha (Shaw ym.
2005). Nain ollen myoskéan sen liukoisuus ei vaikuta liukenemiseen ja siten
permeaatioon. Panadol Forten eksperimentaalisesta liukenemisaineistosta nahtiinkin,
etta liukeneminen pH:ssa 1.2 oli lahes yhtd nopeaa, kuin pH:ssa 6.8 (Kd arvot lahes
samat), ja koska tukittujen formulaatioiden valilld ei ollut huomattavia eroja
apuaineissa, voisi olettaa myos Para-Tabsin liukenemisen olevan samankaltaista (yhté

nopeaa) mahassa, kuin Panadolin.

Parasetamolilla on esitetty imeytyvan ohutsuolen lisdksi vahdisessd maarin myds
mahasta (Shanker ym. 1957). Tutkimusten mukaan imeytymista tapahtuu hieman myds
paksusuolesta (Eandi ym. 1984). Naitd imeytymisalueita ei simulaatiomallissa
huomioitu. Mahasta imeytyminen saattaisi vaikuttaa BE-riskiin erityisesti tilanteessa,
jossa ladkeainetta péasisi vapautumaan mahassa toisesta valmisteesta aikaisemmin,
jolloin  my6s sen imeytyminen alkaisi aikaisemmin. Asian tutkimiseksi tehtiin
karrikoituja simulaatioita, joissa parasetamolia imeytyi myds mahasta. Mahan pinta-ala
on noin 1 m? (Rowland ja Tozer 1995), mutta arvoksi on esitetty kirjallisuudessa my®s
0.11 m? (Avdeef 2001). Nain ollen, koska ohutsuolen pinta-ala on noin 200 m?

simulaatioissa mahan imeytymisen nopeusvakion maaritettiin olevan 70505 ohutsuolen

imeytymisen nopeusvakion arvosta. Simulaatiot eivét kuitenkaan vaikuttaneet pitoisuus-
aikaprofiileihin. Simulaatioita suoritettiin vield merkittavasti kasvatetulla mahan K-
arvolla (sama kuin suolessa). Tassakin tapauksessa mahasta imeytyminen kasvatti
ainoastaan hévidvan vahdn Cpac-arvoa, ja aikaisti Tmax-ajankohtaa. Fysiologiaan
pohjautuen (mahan pinta-alan ollessa merkityksettéman pieni ohutsuolen pinta-alaan
verrattuna), parasetamolin mahasta imeytyminen in vivo ei todenndkdisesti ole
merkittavaa, eika vaikuta BE-riskiarvion luotettavuuteen. Myodskéan paksusuolesta
imeytymisen lisddminen malliin ei muuttanut simulaatiokdyrid lainkaan, koska tutkittiin
IR-formulaatioita, jolloin kaikki ladkeaine oli imeytynyt jo ennen saapumistaan

paksusuoleen.

Kaikki edelld pohditut, riskiarvioon vaikuttavat tekijat, ja mahdollisesti parasetamoli-

valmisteiden kohdalla mallin erotteluun vaikuttavat seikat huomioiden, saadut
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simulaatiotulokset voidaan todeta luotettaviksi. Malli nayttéisi parasetamolin kohdalla,
erottelevan valmisteet luotettavasti toisistaan, eikd ndin ollen riskid BE-tutkimuksessa

epaonnistumiseen nayttaisi edelleenk&én olevan.

4.1.4 Simulaatioiden vertailu in vivo BE-tutkimukseen

Orionilla tehdysta BE-tutkimusaineistosta laskettiin parasetamolille BE-parametrit ja
niille T/R-suhde, samaan tapaan, kuin edelld simulaatiotuloksista (taulukko 7). Saatujen
T/R-suhteiden perusteella valmisteet olivat bioekvivalentit myos in vivo, mika vahvistaa
simulaatioiden ja muiden riskiarvioon vaikuttavien tekijéiden perusteella tehdyn

paatelméan oikeaksi.

Taulukko 7: Parasetamoli-valmisteiden in vivo BE-tutkimusaineistosta lasketut BE-
parametrien testi/referenssi-suhteet ja suluissa ennustetut suhteet.

BE-parametri T/R-suhde
Cmax 0.97 (0.99)

AUC 0.98 (1.00)

Simuloidut parasetamolin pitoisuus-aikakuvaajat erosivat jonkin verran in vivo BE-
kokeen kuvaajista (kuva 5) simuloitujen kuvaajien jaadessa alemmalle tasolle verrattuna
in vivo kuvaajiin. Lis&simuloinneilla havaittiin ensikierronmetabolian osuuden
pienentdmisen nostavan simuloitua pitoisuus-aikakuvaajaa kohti in vivo—kayran tasoa.
Talla seikalla ei kuitenkaan ollut vaikutusta BE-riskiarvioon. Edelleen, kuvaajien
simuloitu vs. in vivo imeytymisvaiheet néyttivdat olevan melko samankaltaiset, sen
sijaan eliminaatiovaihe oli simuloiduissa nopeampi (K10 0.61 h™) (kuva 5). Kun tehtiin
simulaatioita eri Kjp-arvoilla, eliminaation nopeusvakion pienentdminen (eliminaation
hidastamisen) kasvatti selkeasti simuloituja Crax- ja Tmax-arvoja kohti in vivo vastaavia
ja muutti sen muotoa paremmin in vivo kuvaajaa vastaavaksi. Lisdksi in vivo kuvaajissa
testi ja referenssi valmisteiden valilla havaittiin pientd eroa, mika saattoi johtua siitd,
ettd molempien valmisteiden aineistossa esiintyi hyvin suurta yksiliden vélista

vaihtelua, milla on vaikutusta keskiarvoaineistoon.
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Kuva 5: Parasetamolin formulaatioiden simulaatiokuvaajat vs. vastaavat in vivo BE-
tutkimuksen kuvaajat.

4.2 Alpratsolaami
4.2.1 Ks-arvon valinta ja liuossimuloinnit

Alpratsolaamille ei 16ytynyt kirjallisuudesta sopivaa p.o. liuosaineistoa in vivo.
Kirjallisuudessa oli kuitenkin maininta siitd, ettd laédkkeenantoreitti tai ladkemuoto ei
merkittavasti vaikuta alpratsolaamin imeytymiseen, joten vertailukohtana kaytettiin
alpratsolaamin IR-tabletin (1 mg) annon jélkeista aineistoa (Smith ym. 1984). Kyseessé
oli sama l&hdetutkimus, kuin IV-annossa, joten tutkimusasetelma ja olosuhteet
apratsolaamin IR-tabletille olivat taysin vastaavat IV-annon kanssa (kappale 3.3.2.2).

Simulaatioissa kaytettiin perinteistd mallia. Simulaatioissa imeytymisen nopeusvakioksi
kokeiltiin kahta arvoa, eli kaavalla (Linnankoski ym., 2006) maaritettyd (4.1 h™) ja
kirjallisuudesta saatua (2.2 h™) (Smith ym. 1984) (kuva 6). K,-arvoksi valittiin kaavalla
laskettu, eli 4.1 h™.
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Kuva 6: Alpratsolaamin liuossimulaation kuvaajat vs. in vivo liuoskuvaaja
4.2.2 Formulaatiosimuloinnit

Tutkittujen alpratsolaami-formulaatioiden liukeneminen oli hyvin samankaltaista, kuten
siis myos niiden Kg-arvot. Liséksi liukeneminen oli melko nopeaa. Tasta syysta
formulaatiosimuloinneissa saatiin odotetusti tdysin samanlaiset kuvaajat molemmille

valmisteille (kuva 7). Valmistetyyppi (MU/SU) ei vaikuttanut simulaatiokuvaajiin.

4.2.3 BE-riskiarvio

Simulaatiotuloksista madritettiin BE-parametrit ja niiden arvoille laskettiin T/R-suhteet
(taulukko 8). T/R-suhteelle annettujen kriteerien pohjalta (kappale 3.2.7) voitiin todeta
valmisteiden olevan simulaatioissa bioekvivalentit, ja pelkastddn niiden perusteella
riskia in vivo bioekvivalenssitutkimuksessa epaonnistumiseen olisi. Seuraavassa
pohditaan muita alpratsolaamin BE-riskiarvioon ja sen luotettavuuteen vaikuttavia

tekijoita.

Taulukko 8: Alpratsolaami-valmisteiden simulaatiotuloksista lasketut BE-parametrien
ennustetut testi/referenssi-suhteet.

BE-parametri T/R-suhde
Cmax 0.99
AUC 1.00
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Alpartsolaamin liukoisuus ja siten liukeneminen ovat pH:sta riippuvaisia (Laihanen ym.
1996). Simulaatioissa kaytetty mahan Kg-arvo jouduttiin laskemaan pH:ssa 4.5 tehdysta
liukenemisen tutkimusaineistosta (ei ollut fysiologisesti taysin pateva). Tasta seikasta
mahdollisesti syntyvaa riskia mallin erottelukykyyn lievensi se, ettd kaikissa tutkituissa
valiaineissa (4.5, 6.0 ja 6.8) liukeneminen testi vs. referenssi formulaatioille oli l&hes
taysin samankaltaista (Kd-arvot lahes samat) ja liukeneminen oli nopeaa. Lisaksi on
huomioitava alpratsolaamin fysikaaliskemialliset ominaisuudet. Se on heikko emas
(pKa 2.4) ja liukenee siten paremmin happamassa pH:ssa. Tdmén perusteella Kd-arvo

mahassa tuskin ainakaan pienenisi siitd, mita se oli suolessa tai pH:ssa 4.5.

Fysiologisesti patevan mahan Kg-arvon puuttumisen vaikutusta simulaatiokuvaajiin ja
formulaatioiden erotteluun tutkittiin vield tarkemmin herkkyysanalyyseilld. Havaittiin,
ettei Kg-arvon suurentaminen vaikuttanut kuvaajaan lainkaan. Kg-arvon selva
pienentdminen (10.-osa alkuperdisestd) kasvatti Tmyax:ia, muttei mydsk&én vaikuttanut

Cmax-arvoon. Nain ollen télla tekijéalla tuskin oli vaikutusta mallin erottelukykyyn.

Alpratsolaamin kidemuodon on tutkittu vaikuttavan sen liukoisuuteen ja ndin ollen
kidemuoto vaikuttaa myo6s alpratsolaamin liukenemiseen (Laihanen ym. 1996). Tama
johtuu siitg, ettd eri kidemuodot vaikuttavat ladkeaineen kiintedn muodon pinta-alaan.
On myo6s tutkittu, ettd hydraattimuodon liukoisuus on alhaisempi verrattuna
anhydraattimuotoon, mikd saattaa johtua hydraatin muodostukseen liittyvasta
tapahtumasarjasta, jolloin alpratsolaamin ja veden molekyylit ovat valmiiksi
vuorovaikutuksessa keskenddn. Lisdksi erot ladkeaineen kidemuodosta riippuvaisissa
fysikaaliskemiallisissa ominaisuuksissa (séilyvyys, muutokset tuotannossa) Vvoivat
merkittavasti vaikuttaa eroihin ladkeformulaatioiden biologisessa hydtyosuudessa.
Anhydraattimuotojen on havaittu muodostavan toistettavampia plasmapitoisuuksia

verrattuna hydraattimuotojen varioiviin plasmapitoisuuksiin.

Tassa tyossa tutkittujen formulaatioiden alpratsolaamin kidemuodoista ei ollut saatavilla
tietoa. Lisaksi alpratsolaamin simulaatioissa jouduttiin kayttdmaan vesiliukoisuuden
arvoja eri pH-tasoissa, koska sille ei ollut saatavilla tarkempia, puskuriliuoksissa

tehtyjd, liukoisuusmittauksia. Tutkittaessa herkkyysanalyyseilld, kuinka paljon
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kidemuodosta mahdollisesti aiheutuvat liukoisuuserot tai liuosaineiston epatarkkuus
voisivat vaikuttaa mallin formulaatioiden erottelukykyyn (liukenemisnopeuteen),
havaittiin, ettd mahan ja suolen liukoisuus arvojen merkittavédkdan vaihtelu
(jakaminen/kertominen 10 ja 100) ei muuttanut pitoisuuskuvaajia lainkaan. Tutkittujen
liukoisuusarvojen perusteella liukoisuus ei siis ollut talla alpratsolaamin annoksella (1

mg) imeytymista rajoittava tekija.

Alpratsolaami on potentti ld&keaine, joten sita tarvitaan formulaatioon suhteessa hyvin
vahan. Tamén takia apuaineilla saattaa olla suuri vaikutus valmisteen ja toisaalta itse
la&keaineen kulkeutumiseen ja kayttdytymiseen elimistdssa. Ndin ollen epatarkkuutta
simulaatiomallin  erottelukykyyn saattaisi aiheuttaa selkeat erot alpratsolaami-
formulaatioiden apuaineissa ja/tai valmistustekniikassa. Esimerkiksi apuaineista
johtuvien mahan siséllon pH vaihtelujen on esitetty joissain tapauksissa vaikuttavan
oleellisesti alpratsolaamin liuenneeseen pitoisuuteen, ja sita kautta my6s imeytymiseen,
johtuen alpratsolaamin fysikaalis-kemiallisten ominaisuuksista (Laihanen ym. 1996).
Kuitenkin edellda kuvatun herkkyysanalyysin perusteella talla tekijalla ei pitdisi olla

vaikutusta tutkittujen alpratsolaami-formulaatioiden kohdalla.

Kummankin ld&kevalmisteen apuaineet vastasivat suurelta osin toisiaan, mutta Xanor
sisdlsi dokusaattinatriumia, mikd on laksatiivinen aine, joka saattaisi nopeuttaa
valmisteen tyhjenemistd mahasta, jolloin tn. aikaistuu ja Cpax Saattaa kasvaa.
Alpratsolaami valmisteiden liukeneminen oli nopeaa, ja ld&keaine permeoituu nopeasti,
joten sen imeytymisnopeus saattaisikin  olla  riippuvaista  juuri  mahan
tyhjenemisnopeudesta. Toisaalta dokusaattinatriumin maara Xanor-tabletissa on
todennakdisesti havidvan pieni aiheuttaakseen laksatiivisia vaikutuksia (tavallisesti
kaytetédan laksatiivina annoksilla 50-200 mg), joten téll& seikalla tuskin on merkitysta in
vivo BE-tulokseen. Asiaa kuitenkin tutkittiin herkkyysanalyyseilld muuttamalla GE-
parametrin  arvoa.  Selvisi, etteivdit GE-muutokset vaikuttaneet lainkaan
simulaatiokuvaajiin, joten alpratsolaamin tapauksessa pienelld apuaine-erolla tuskin on
vaikutusta simulaatioiden erottelukykyyn. Myodskaan valmistetyypin ei pitéisi vaikuttaa
alpratsolaamin plasman pitoisuus-aikakuvaajiin, silla MU/SU-formulaatiosimulaatioita

ei esiintynyt mink&énlaista eroavaisuutta.
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Edelld  mainitut  seikat  huomioiden  voidaan  todeta  alpratsolaamin
formulaatiosimulointien tulokset luotettaviksi ja mallin olevan erottelukykyinen
alpratsolaamin laékevalmisteille. Nain ollen simulaatioiden pohjalta tehdyn paatelmén

siitd, ettei BE-riskia ole, voisi olettaa pitdvan paikkansa.

4.2.4 Simulaatioiden vertailu in vivo BE-tutkimukseen

Kun laskettiin vanhan BE-kokeen in vivo aineistosta alpratsolaami-valmisteiden AUC-
ja Crax-parametreille T/R-suhteet, olivat ne annetuissa rajoissa (taulukko 9). Toisin
sanoen, myos in vivo BE-aineiston perusteella valmisteet olivat bioekvivalentit, mika

vahvisti edelld tehdyn riskiarvion luotettavuuden.

Taulukko 9: Alpratsolaami-valmisteiden in vivo BE-tutkimusaineistosta laskettujen BE-
parametrien testi/referenssi-suhteet ja suluissa ennustetut suhteet.

BE-parametri T/R-suhde
Cmax 1.01 (0.99)

AUC 0.99 (1.00)

Verrattaessa formulaatiosimuloinneista saatuja kuvaajia BE-kokeen, in vivo kuvaajiin
havaittiin kayrien olevan hyvin samanmuotoiset, mutta simulaatiokayrat olivat selvésti
korkeammalla tasolla (kuva 7). Tdma saattoi johtua siitd, ettd simulaatioissa kaytetyt
alpratsolaamin farmakokineettiset parametrit olivat perdisin keskiarvoaineistosta ja
niissa esiintyi pientd epatarkkuutta verrattaessa lahdeaineiston arvoihin, mm. laskettu
jakautumistilavuuden (V1) arvo oli selvésti pienempi (Smith ym. 1984). Kun kaytettiin
suoraan lahdeartikkelista (Smith ym. 1984) oletettua suurempaa V1-arvoa (noin 43.2 L),
saatiin simulaatiokuvaajat vastaamaan in vivo kuvaajia lahes taydellisesti. Lisaksi Ks-
arvo oli peréisin tablettiaineistosta, mihin liittyy enemman variaatiota verrattuna
liuosaineistoon. Kun samaan kuvaajaan laitettiin vertailun vuoksi lahdeartikkelin (Smith
ym. 1984) tablettiannon jalkeinen in vivo k&yrd, se vastasi imeytymisvaiheeltaan

paremmin simulaatioita.
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Kuva 7: Alpratsolaamin in vivo BE-kuvaajat vs. simulaatiokuvaajat kummallekin
formulaatiolle (Alprox-testivalmiste ja Xanor-referenssivalmiste)

4.3 Ibuprofeeni

4.3.1 Ks-arvon valinta ja liuossimuloinnit

Ibuprofeenin simuloinnit suoritettiin perinteiselld simulaatiomallilla. Liuossimulointien
tuloksia verrattiin Kirjallisuusaineistoon (eri kuin iv-aineisto), jossa ibuprofeenia oli
annettu liuoksena 400 mg ja in vivo liuoskuvaajan pitoisuus-aikapisteet olivat erikseen

taulukoituina (Lockwood ym. 1983).

Kaavalla (Linnankoski ym. 2006) laskettu K, oli 4.3 h™%. Kirjallisuudesta suoraan otettu
arvo oli madritetty dekonvoluutiolla ja l1ahes puolet pienempi edelliseen verrattuna, eli
2.67 h™* (Linnankoski ym. 2006; Lockwood ym. 1983). Kaavalla madritetty K, vastasi
paremmin in vivo liuoskuvaajaa, ja valittiin ibuprofeenille jatkosimulointeja varten
(kuva 8). Kirjallisuuden liuoskuvaaja erosi jonkun verran simuloiduista luultavasti siksi,
ettd kaikki kéaytetty aineisto oli keskiarvoaineistoa (kuva 8). In vivo liuoskuvaajan

imeytymisvaihe on selvasti kahta muuta nopeampaa.
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Kuva 8: Ibuprofeenin liuossimuloinnit eri Kd-arvoilla ja vartailu in vivo liuoskuvaajaan.

4.3.2 Formulaatiosimuloinnit

Formulaatiosimulaatioiden kuvaajissa ei ollut havaittavissa merkittdvaa eroa
valmisteiden (Orionin Burana 400/600mg ja Abbottin Brufen 400/600mg) valilla, koska
liukenemiskokeet oli tehty ainoastaan yhdessa valiaineessa (pH 7.2), jossa kaikkien
valmisteiden liukeneminen oli hyvin nopeaa. My6skaan vahvuuksien valilla kuvaajissa
ei esiintynyt eroa. Valmistetyypin (MU/SU) havaittiin kuitenkin vaikuttavan selvasti

valmisteiden simulaatioprofiileihin (kuva 9).

70 -
60 - e Burana 600mg MU
= == Brufen 600mg MU
§° 50
) Burana 600mg SU
= 40 -
E ——Brufen 600mg SU
5 30 -
>
(%]
3
E 20 T
10 -
0 T T T T 1
0 2 4 Aika (h) 6 8 10

Kuva 9: Ibuprofeeni 600mg formulaatioiden simulaatiokuvaajat.
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4.3.3 BE-riskiarvio

Tutkittujen ibuprofeeni-valmisteiden valmistustetyypistd (MU/SU) ei ollut téytta
varmuutta, ja liséksi niiden apuaineissa esiintyi eroavaisuuksia. Nama tekijat saattavat
vaikuttaa valmisteen liukenemiseen ja dispergoitumiseen, ja edelleen mahan
tyhjenemiseen. Simuloiduista kuvaajista havaittiinkin GE-parametrin olevan merkittava
tekija formulaatioiden erottelun kannalta, koska MU vs. SU kuvaajissa oli havaittavissa
selked ero (kuva 9). Valmistetyypin selvittdmiseksi valmisteille tehtiin hajoamiskoe
dekanteri-lasissa. Kokeessa seurattiin valmisteiden hajoamista 250 ml:ss& puskuriliuosta
(37 °C), kahdessa eri pH:ssa, 1.2 ja 7.2. Havaittiin, etta kaikki tutkitut valmisteet olivat
MU-formulaatioita  ja ne dispergoituivat hyvin  jo pH:ssa 1.2.
Dispergoitusmisnopeuksissa oli kuitenkin hieman eroja, Burana 600mg ollessa selvasti
hitain kummassakin pH:ssa (39 min pH 1.2 ja 27 min pH 7.2). Muut valmisteet

dispergoituivat < 13 minuutissa molemissa pH:issa.

Ibuprofeenin  MU-formulaatioiden simulaatiotuloksista madritettiin  BE-parametrit
Cmax ja AUC ja niille testi/referenssi-suhteet (taulukko 10). T/R-suhteelle annettujen
kriteerien pohjalta (kappale 3.2.7) valmisteet né&yttivdt olevan simulaatioissa
bioekvivalentit ja niiden perusteella riskia in vivo BE-tutkimuksessa epdonnistumiseen
ei olisi. Seuraavassa tarkastellaan muita ibuprofeenin BE-riskiarvioon ja mahdollisesti

sen luotettavuuteen vaikuttavia tekijoita.

Taulukko 10: Ibuprofeeni-valmisteiden simulaatiotuloksista lasketut BE-parametrien
ennustetut testi/referenssi-suhteet.

BE- parametri T/R-suhde T/R-suhde
(400mg) (600mg)

Cmax 1.01 0.99
AUC 1.00 1.00

Fysikaalis-kemiallisten ominaisuuksiensa (taulukko 1) takia ibuprofeenin liukoisuus
vaihtelee Gl-kanavassa alueittain, pH:n mukaan. Se on niukkaliukoinen happamassa
ympadristossd (maha), mutta pH:n noustessa (suoli) liukoisuus hieman paranee.

Simulaatioissa jouduttiin kuitenkin kayttdm&an samaa liukenemisen nopeusvakion
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arvoa mahassa ja suolessa (pH 7.2), eik& malli siten kuvannut ibuprofeenin liukenemista
mahassa in vivo (selvésti lilan suuri). Myo6s ibuprofeenin BCS-monografiassa on
esitetty, ettd hyvin usein ibuprofeenin imeytymisessdé ja sen valmisteiden
bioekvivalenssin saavuttamisessa ongelmaksi saattaa tulla BCS luokituksesta (I1)
johtuen liukeneminen ja liukoisuus, joten ibuprofeenin tapauksessa olisi tarke&d4 nédhda
liukenemisen kuvaajat eri pH-tasoilla (EMEA BE-ohjeisto 2010; Potthast ym. 2005).

Talla tekijalla saattaisi siis olla vaikutusta mallin erottelukykyyn.

Ibuprofeenin IR-valmisteet eivat valttaméattd ole bioekvivalentteja keskenaén, silla jos
liukoisuuden tai liukenemisen helpottamiseksi/parantamiseksi formulaatiossa tarvitaan
esim. pH:ta saatelevia apuaineita ja surfaktantteja, ne saattavat nopeuttaa toisen
valmisteen ibuprofeenin imeytymistd (Potthast ym. 2005). Apuaineiden vaikutus
formulaatioiden  eroihin  liukoisuudessa  ja  liukenemisessa  (l&&keaineen
vapautumisnopeudessa) voidaan kuitenkin useimmissa tapauksissa havaita vertailevilla
liukenemiskokeilla (in vitro). Néin ollen simulaatioissa ko. formulaatioerot tulevat
huomioiduiksi Kd-arvossa. Koska vertailevaa aineistoa in vitro liukenemisesta ei ollut

kaytOssd, apuaineiden vaikutusta mallin erotuskykyyn ei voitu suoraan pois sulkea.

Ruuan tunnetaan vaikuttavan ibuprofeenin imeytymisnopeuteen todennadkdisesti
nostamalla mahan pH-arvoa, miké saattaa johtaa ibuprofeenin aikaisempaan in vivo
vapautumiseen valmisteesta (Levine ym. 1992). Téastd voisi paatella, etta myods
mahdolliset yksilon sisdiset erot mahan pH:ssa tai, kuten edelld todettiin, tiettyjen
apuaineiden vaikutus mahan pH-arvoon saattaisivat vaikuttaa eroihin ladkevalmisteiden

BE-parametreissa. Tata seikkaa ei erikseen huomioitu simulaatiomallissa.

Néaistd epdvarmuustekijoistd johtuen teoreettisilla simulaatiokokeiluilla haluttiin
edelleen selvittad, kuinka suuri merkitys liukenemisen nopeusvakioilla saattaisi olla
ibuprofeenin BE-riskiarvion luotettavuuden kannalta, eli kuinka suuri vaikutus (haitta)
silla oli tuloksiin, ettd kaytdssé olivat tuloksia liukenemisesta ainoastaan yhdessa, eika
kovin erottelevassa, valiaineessa. Namé herkkyysanalyysit suoritettiin, sek& mahan, etta

suolen Kg-arvoille.
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Havaittiin, ettd Kd-arvon muuttaminen mahassa/suolessa vaikutti simulaatiokuvaajiin
ainoastaan tiettyyn raja-arvoon asti, jonka jalkeen muutoksen kasvattaminen suuntaan
tai toiseen ei endd vaikuttanut tulokseen. Liséksi parametreista Cnax Oli selvasti AUC:ta
herkempi Kd-arvon muutoksille. Koska ibuprofeeni on mahassa hyvin niukkaliukoinen,
Kd-arvo mahassa ei selvastikadn ollut yhta kriittinen parametri, kuin Ky suolessa.
Mahassa edes Kd-arvon voimakas pienentdminen ei vaikuttanut juuri lainkaan
kummankaan vahvuuden simulaatioprofiileihin. Tdma johtui siité, ettd koska arvo oli jo
valmiiksi hyvin pieni, oltiin jo kriittisen rajan alapuolella. Ndin ollen ainoastaan Kd:n
selvd suurentaminen (7-kertainen alkuperdiseen nahden) vaikutti simulaatiokuvaajiin
kasvattamalla Cmax-arvoa yli sallitun T/R-suhteen (0.10). Tam& n&kyi kuitenkin

ainoastaan 600mg vahvuuden kohdalla, jonka Kd oli alhaisempi verrattuna 400mg
vastaavaan arvoon. Sen sijaan suolessa Kd-arvon selva pienenentdminen (noin To-osa

alkuperdisestd) laski Cmax:in T/R-suhteen BE-rajojen alapuolelle ja kasvatti Tmax
molemmilla vahvuuksilla. Koska Kd-arvo suolessa oli jo valmiiksi kohtuullisen suuri
molemmilla vahvuuksilla, sen kasvattaminen ei vaikuttanut simulaatioprofiileihin. Nain
ollen, Kd-arvon puuttuminen fysiologisesti relevanteissa pH-tasoissa, ei valttdmatta
vaikuttanut mallin erottelukykyyn.

Simulaatioprofiileissa nahtiin merkittdvad eroa MU/SU-formulaatioiden vélilla (kuva
11). Liséksi hajoamiskoe antoi viitteitd siitd, ettd valmisteet sisalsivat apuaineita, jotka
vaikuttivat niiden erilaiseen hajoamisnopeuteen, Burana 600 mg ollessa hitain. Tama
saattoi johtua siitd, ettd Burana 600mg formulaatiossa ei ollut esigelatinoitua
tarkkelystd, kuten Burana 400mg, tai natriumlauryylisulfaattia, kuten Brufen
400/600mg, eikda mitdén vastaavanlaisia hajoamista edistivid apuaineita. Sen sijaan
Burana 600mg sisalsi, 400mg-formulaatiosta ja Brufeneista poiketen, liivatetta ja
makrogoli 6000, mitka sideaineina eivét juuri nopeuta tai edesauta tabletin hajoamista.

Ne saattavat sen sijaan jopa lisatd sen mekaanista lujuutta.

Ibuprofeeni-valmisteiden herkkyyttéa GE-arvon muutoksille tutkittiin
herkkysanalyyseilld. Havaittiin, ettd mahan tyhjenemisen pienikin hidastaminen, tai
kasvatus (GEx0.5 molemmat vahvuudet, 400mg GEx1.5 ja 600mg GEx2) vaikutti Cpax-

parametrin T/R-suhteeseen (ei en&& sallituissa rajoissa). N&in ollen ibuprofeeni on
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herkk& mahan tyhjenemisnopeuden muutoksill, jolloin myds valmistetyypilla on selkea
vaikutus ibuprofeenin konsentraatioon imeytymispaikalla. Erot valmistetyypissa voivat

aiheuttaa vaihtelua Cpax-arvoihin valmisteiden vélillg, ja edelleen BE-riskid.

Ilman hajoamiskoetta (tietoa hajoamistavasta/valmistetyyppistd) olisi voinut olettaa, etta
ibuprofeenin tapauksessa BE-riski (simulaatiotuloksesta huolimatta) olisi olemassa,
koska valmisteiden mahantyhjenemisestd ei ollut varmuutta. Lisaksi aineistoa
liukenemisesta alhaisessa pH:ssa puuttui, vaikka ibuprofeenin fysikaaliskemialliset
ominaisuudet huomioiden (taulukko 1) juuri sen olisi voinut olettaa olevan Kriittista.
Kuitenkin, hajoamiskokeen vahvistamien tietojen valossa, yhdessé muun edelld kuvatun
pohdinnan kanssa, riskin voisi olettaa olevan vain pieni ja mallin antavan melko

luotettavan arvion ndiden valmisteiden tapauksessa.

4.3.4 Simulaatioiden vertailu in vivo BE-tutkimukseen

Kun laskettiin ibuprofeeni-valmisteille in vivo BE-aineistosta BE-parametrit ja niille
testi/referenssi-suhteet, myds ne olivat annetuissa rajoissa, eli valmisteet olivat tdmén

perusteella bioekvivalentit (taulukko 11), miké vahvisti edella tehdyn riskiarvion.

Taulukko 11: Ibuprofeeni-valmisteiden in vivo BE-tutkimusaineistosta lasketut BE-
parametrien testi/referenssi-suhteet ja suluissa ennustetut suhteet.

BE-parametri  T/R-suhde  T/R-suhde
(400 mg) (600 mg)
Cmax 1.08 (1.01) 0.91 (0.99)

AUC 1.01 (1.00)  1.02 (1.00)

Kaikkien ibuprofeeni-valmisteiden simulaatiokuvaajat erosivat jonkun verran in vivo
BE-tutkimusten profiileista (kuvat 10 ja 11) ollen mm. hieman korkeammalla tasolla.
Liséksi Tmax Oli simulaatiokuvaajissa myohaisempi. Tata eroavaisuutta saattoi aiheuttaa
se, ettd simulaation parametrit olivat perdisin keskiarvoaineistosta, ja toisaalta
simulaatioprofiileja verrattiin in vivo keskiarvokuvaajiin. Lisdksi in vivo-tilanteessa
ladkevalmisteen kostuminen ja dispergoituminen mahassa saattaa alkaa tehokkaammin

ja olla voimakkaampaa, kuin mitd simulaatiossa kyetdan liukenemiskokeiden
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perusteella kuvaamaan, ja tésté syysta tmax On varhaisempi ja imeytymisvaihe jyrkempi
(kuvat 10 ja 11).
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Kuva 10: Ibuprofeenin 400mg -valmisteiden simulaatio vs. in vivo pitoisuus-
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Kuva 11: Ibuprofeeni 600mg -valmisteiden simulaatio vs. in vivo pitoisuus-
aikakuvaajat.

4.4 Varfariini

4.4.1 Ks-arvon valinta ja liuossimuloinnit

Kirjallisuudessa mainitaan, ettd antoreitti ei vaikuta varfariinin imeytymiseen, ja ettd se
imeytyy taydellisesti eri-tyyppisistd formulaatioista (O"Reilly ym. 1964). Verrattuna

muihin valmistemuotoihin liuoksena annosteltuna varfariinin Tmax aikaistuu, mutta Cnax
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ei muutu (O'Reilly ym. 1964). Naistd syista sopivan in vivo liuosaineiston puuttuessa
voitiinkin katsoa oikeutetuksi kayttda IR-tablettien annostelun jalkeista aineistoa (in
vivo) vertailupohjana varfariinin imeytymisen nopeusvakion arvon valinnassa.
Varfariinin in vivo tablettiaineisto oli perdisin tutkimuksesta, jossa varfariinin annos

vaihteli eri henkil6illa painon mukaan, eli 0,5 mg/kg (Breckenridge ja Orme 1973).

Kirjallisuudessa esitettiin imeytymisen nopeusvakion arvoksi 2.96 h™ (Breckenridge
and Orme 1973), mik& vastasi laskukaavalla (Linnankoski ym. 2006) saatua, ja nain

ollen simulaatioissa kaytettya K,-arvoa (2.30 h™%).

4.4.2 Formulaatiosimuloinnit

Formulaatiosimulaatiot suoritettiin teoreettisilla Kd-arvoilla. Simulaatioissa valmisteita
ei saatu eroteltua juuri lainkaan, vaikka niiden liukeneminen oli selkedsti erilaista
alhaisissa pH-tasoissa (kuva 12). Simulaatiokuvaajista (kuva 12) havaittiin, ettd
Coumadiinilla Cpax oli  hieman alhaisempi, mutta Tmax-arvoissa oli selkeda
viivastymista verrattuna Marevaaniin. Varfariinin kohdalla formulaatiotyyppi (MU/SU)

ei vaikuttanut lainkaan simulaatiokuvaajiin.

0,3000 -
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0,2000 -

0,1500 - e MU testi

Pitoisuus (ug/ml)

0,1000 = MU referenssi

0,0500 -
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Kuva 12: Varfariinin formulaatiosimuloinnit, joissa farmakokineettiset parametrit
perasin ainoastaan henkilon 4 aineistosta.
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4.4.3 BE-riskiarvio

Varfariinin simulaatiotuloksista maaritettiin Cpax ja AUC ja niiden arvoille laskettiin
testi/referenssi-suhteet (taulukko 12). T/R-suhteelle annettujen Kkriteerien pohjalta
(kappale 3.2.7) valmisteet n&yttivat olevan simulaatioissa bioekvivalentit ja niiden
perusteella riski in vivo BE-tutkimuksessa epdonnistumiseen olisi pieni. Seuraavassa
tarkastellaan muita varfariinin BE-riskiarvioon ja sen luotettavuuteen vaikuttavia

tekijoita.

Taulukko 12: Varfariini-valmisteiden simulaatiotuloksista lasketut BE-parametrien
ennustetut testi/referenssi-suhteet.

BE-parametri T/R-suhde
Cmax 100
AUC 1.01

Vaikka erot varfariini-valmisteiden liukenemisessa alhaisissa pH-tasoissa olivat
merkittavat, siltikddn sen vaikutus ei nakynyt simulaatiotuloksissa. Lisaksi
Coumadiinille lasketut ja simulaatioissa kaytetyt Kg-arvot pH:ssa 1.2 ja 4.5 eivét
valttamatta olleet edelleenké&an luotettavia, koska maaritys perustui karkeaan arvioon,
joka tehtiin ainoastaan  eksperimentaalisen  liukenemisaineiston muutamasta

ensimmaisestd, lineaarisen linjan muodostavasta, aikapisteesta.

Suuret erot Marevanin ja Coumadiinin liukenemisessa saattoi johtua erilaisesta
valmistustetyypistd ja/tai erilaisista apuainekoostumuksista. Naiden tekijéiden on
tutkittu vaikuttavan oleellisesti varfariini-valmisteiden hajoamiseen, ja laakeaineen
vapautumiseen valmisteesta, sek& liukenemiseen ja liukoisuuteen (Smolen and Erb
1977). Tutkitut Marevan ja Coumadiini olivat molemmat hyvin yksinkertaisia
formulaatioita ja sisalsivat véhan apuaineita. Konkreettisin ero niissa oli siind, etta
Marevan sisélsi maissitarkkelyksen ja laktoosi monohydraatin seoksen, mink& on
tutkittu aiheuttavan, paitsi sitd sisaltdvan valmisteen nopean hajoamisen (riippumatta
tabletin huokoisuudesta), mutta myds ld&keaineen nopean liukenemisen. Coumadiini

puolestaan sisalsi laktoosia ja tarkkelysta. Tarkkelyksesta tiedetadn, ettd siind kosteuden
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epéatasainen jakautuminen voi hidastaa ladkevalmisteen liukenemista. In vivo tilanteessa
nopeasti valmisteesta vapautunut ladkeaine ja/tai pieniksi partikkeleiksi hajonnut
valmiste paasisi Marevanin tapauksessa aikaisemmin kulkeutumaan suoleen, milla
saattaa olla merkittdvaa vaikutusta varfariinin imeytymisen varhaisiin vaiheisiin ja
toisaalta Marevan ja Coumadin-valmisteiden BE-eroihin. Liséksi on huomioitava jo
aikaisemminkin mainittu seikka siitd, ettd in vitro liukenemiskokeissa ja in vivo BE-
kokeissa Marevanin kodalla kaytettiin kahta 1mg tablettia. Nain ollen sen suurempi
pinta-ala verrattuna Coumadiiniin (yksi 2mg tabletti), oli mahdollisesti tarkein syy
sithen, miksi sen liukeneminen ja ld&keaineen kulkeutuminen imeytymispaikalle oli

tehokkaampaa.

Jotta saatiin parempia arvioita liukenemisen ja Kd-arvojen merkityksestd mallin
erottelukykyyn varfariinin tapauksessa, myos sille tehtiin teoreettinen liukenemisen
nopeusvakion herkkysanalyysi vaihdellen referenssivalmisteen Kd-arvoa
mahassa/suolessa. Havaittiin, ettd mahan Kd-arvo ei ollut lainkaan herkka muutoksille.

Suolessa sen sijaan Kd-arvon pienentdminen tiettyyn raja-arvoon asti ja siitd edelleen
(raja arvo oli --0sa alkuperdisesta Kd-arvosta) vaikutti Cmax-arvoon, jolloin Cmax:in

T/R-suhde laski alle sallittujen rajojen. Suolessa Kd-arvon merkittavakéaan
kasvattaminen ei puolestaan vaikuttanut lainkaan simulaatioprofiileihin. Taman
perusteella pelkkd Kd-arvojen poikkeavuus ei siis voinut olla ratkaisevassa osassa

varfariini-formulaatioiden erottelussa.

Fysikaaliskemiallisten ominaisuuksiensa takia varfariinin voisi olettaa olevan herkka
mahan tyhjenemisnopeuden vaihteluille (kuten ibuprofeenin) ja tdman tekijan
mahdollisesti vaikuttavan varfariini-valmisteiden erotteluun simulaatiomallilla. On
kuitenkin otettava huomioon aikaisempi huomio siitd, ettd simulaatiomallin perusteella
varfariinin kohdalla ei ollut merkitystd, oliko valmiste moni- vai yksi-yksikkdvalmiste.
Lisaksi, kun tutkittiin herkkyysanalyysin avulla GE-parametrissa esiintyvien muutosten
vaikutusta varfariini-valmisteiden T/R-suhteeseen, havaittiin, ettei kyseinen parametri
ollut kovinkaan herkk& muutoksille. Vasta hyvin suuret erot mahan

tyhjenemisnopeudessa  toivat  merkitsevdd eroa Cmax:in  T/R-suhteeseen.
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Vastaavanlaiset, merkittdvat, mahan tyhjenemisnopeuden muutokset eivét kuitenkaan

ole mahdollisia in vivo.

Varfariinin on tutkittu imeytyvén nopeasti ja lahes taydellisesti mahasta ja Gl-kanavan
alkupdasta (O"Reilly ym. 1963). Lisdksi se on heikko happo, jonka pKa on 5.08 (Stella
ym. 1984). T&han liittyen kaytetyssd simulaatiomallissa ohutsuolen alkuosaa ei
kuitenkaan maééritetty fysiologisesti taysin oikein, silld on tukittu, ettd suolen 1.-2.
yksikdssa pH on todellisuudessa noin 4 (Sutton 2009), eikd 6.8 koko ohutsuolen
matkalta, kuten simulaatioissa oli oletettu. Talla saattaisi olla vaikutusta mallin kykyyn
erotella varfariini-formulaatiot, silld Coumadiinin eksperimentaalinen in vitro
liukeneminen oli erittdin huonoa myds pH:ssa 4.5, kun taas Marevanilla liukeneminen
ko. pH:ssa oli erittain hyvaa. Asian tutkimiseksi tehtiin lisasimulointeja, joissa pH:n
oletettiin olevan 4.5 ohutsuolen 1. ja 2. yksikdssé, jolloin l&akeaineen ominaisliukoisuus
ja valmisteen Kd vaihdettiin vastaamaan ko. pH:ta. Lopuissa yksikoissa, 4.-7.,
parametrit séilytettiin ennallaan. Simulaatiotuloksista péatellen talla oli vaikutusta
Coumadiinin Cpac-arvoon, joka odotetusti laski. Muutos ei kuitenkaan laskenut
parametrin T/R-suhdetta annettujen rajojen ulkopuolelle. On kuitenkin huomioida, etta
kyseisid simulaatioita varten ei ollut saatavilla varfariinin liukoisuusaineistoa pH:ssa
4.5. Koska tiedettiin, ettd sen liukoisuus pH:ssa 7 ja pH:ssa 1.2, liukoisuuden pH:ssa 4.5
arvioitiin keskiarvo télta vélilta (12.5 ug/ml). Todellisuudessa arvo saatta olla pienempi,
jolloin mallissa tehty fysiologinen muutos saattaisi vaikuttaa merkittavasti Cmax:in

T/R-suhteeseen.

Myoskadn  varfariinin - mahdollista  mahasta  imeytymistd ei  huomioitu
simulaatiomallissa. Kuten parasetamolin kohdalla, mahasta imeytyminen on yhteydessa
valmisteiden mahdollisiin hajoamisen/liukenemisen eroihin alhaisessa pH:ssa. Asian
tutkimiseksi varfariinille suoritettiin samantyyliset simuloinnit kuin parasetamolille.
Simulaatiokuvaajiin  saatiin aikaan terdva huippu, jollainen esiintyi myos
lahdeartikkelissa esitetyssd tablettien annon jalkeisissd (in  vivo) kuvaajissa
(Breckenridge and Orme 1973), mutta mahasta imeytymisen lisdys ei kuitenkaan tuonut
merkittdvaa eroa BE-parametrien T/R-suhteisiin.
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Varfariinin farmakokinetiikassa ja farmakodynamiikassa on havaittu kirjallisuudessa
laajaa yksildiden vélista ja erityisesti siséistd vaihtelua (O Reilly ym. 1966). Varfariinin
imeytymiserojen (in vivo ihmisilld) on tutkittu johtuvan tekijoistd, jotka liittyvat mm.
imeytymisen viivastymiseen (lag time), imeytymisen nopeusvakioon tai imeytymisen
Kinetiikkaan (O"Reilly ym. 1966). Ndiden on epdilty johtuvan mm. vaihtelevista mahan
tyhjenemisajoista ja mahanesteiden pH:n muutoksista. Liséksi, jos varfariini
annostellaan natriumsuolana, se saattaa saostua Gl-kanavassa (johtuu happaman
varfariinin ionisaatiosta pKa:ta suuremmissa pH-tasoissa), ja aiheuttaa epasaannollisen
ja vaihtelevan imeytymiskayttaytymisen (Okimoto ym. 1996). Molemmat tutkituista
formulaatioista sisalsivat varfariinia, joka oli ko. suolamuodossa. Kaikki mainitut
variaatiota aiheuttavat tekijat voivat omalta osaltaan vaikuttaa BE-tutkimusten tuloksiin
ja koska niitd ei ole kokonaisvaltaisesti pystytty huomioimaan kaytetyssa
simulaatiomallissa, se ei myoskain valttdmattd kykene erottelemaan varfariini

formulaatioita tdysin luotettavasti toisistaan ja antamaan luotettavaa BE-riskiarviota.

Kokonaisuudessaan edeltavdan pohdintaan perustuen formulaatiosimulaatioista saatu
tulos siit4, ettd valmisteet olisivat bioekvivalentit, on vahintdankin epadilyttava.
Varfariinin kohdalla moni seikka jai avoimeksi, joten ilman lis4aineistoa, voisi olettaa
riskin BE-tutkimuksessa ep&onnistumiseen olevan melko suuri. Varfariinin kohdalla
samantyylinen  formulaatioiden  hajoamiskoe, kuten ibuprofeeni-valmisteiden
tapauksessa, olisi saattanut antaa selkeyttdvaa lisdinformaatiota. Tarvittavien tabletti-
formulaatioiden puuttuessa sitd ei kuitenkaan voitu suorittaa. My6s kirjallisuudessa on
esitetty tutkimuksia, joissa varfariini-valmisteiden eroja in vivo biologisessa
hyotyosuudessa ei kyetty ennustamaan in vitro liukenemisaineiston perusteella
(O"Reilly ym. 1966; Smolen ja Erb 1977).

4.4.4 Simulaatioiden vertailu in vivo BE-tutkimukseen

Kun laskettiin varfariini-valmisteille in vivo BE-tutkimusaineistosta BE-parametrit ja
niille testi/referenssi-suhteet, ne olivat molempien parametrien kohdalla yli sallittujen
rajojen, eivatka valmisteet olleet bioekvivalentit (taulukko 13). Tdma vahvistaa edelld
tehdyn BE-riskiarvion oikeaksi.
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Taulukko 13: Varfariini-valmisteiden in vivo BE-tutkimusaineistosta lasketut BE-
parametrien test/referenssi-suhteet ja suluissa ennustetut suhteet.

BE-parametri T/R-suhde
Cmax 1.52 (1.00)

AUC 1.16 (1.01)

Varrattaessa simuloituja kuvaajia in vivo vastaaviin, kuvasta 13 ndhdaén niiden eroavan

selkeésti toisistaan. My6s valmisteiden in vivo kuvaajat keskenaan olivat hyvin erilaiset.

Syitd simuloitujen vs. in vivo kuvaajien eroihin voi olla useita. Marevanin in vivo
pitoisuuskuvaajissa imeytyminen alkaa aikaisemmin ja on nopeampaa, kuin muissa
kuvaajissa. Tdma saattoi johtua siitd, ettd in vivo BE-tutkimuksessa Marevania annettiin
tutkittaville kaksi 1mg tablettia, kun taas Coumadiinia yksi 2 mg tabletti.
Testivalmisteella oli nain ollen suurempi pinta-ala, jolloin sen in vivo dispergoituminen
ja liukeneminen saattoivat olla nopeampia, ja ladkeaine péasi poistumaan mahasta
nopeammin imeytydkseen. Kaikkia tdhan liittyvid vaikutuksia ei pystytty
kokonaisvaltaisesti mallintamaan. BE-tutkimuksen in vivo aineistossa esiintyi
molemmilla valmisteilla erittdin paljon myo6s vaihtelua, mika saattoi johtua varfariinin
farmakokinetiikassa ja farmakodynamiikassa esiintyvasta laajasta yksiloiden valisesta ja
sisdisesta vaihtelusta. Talld puolestaan saattoi olla vaikutusta valmisteiden
keskiarvokuvaajiin. Lisdksi mallin rakentamiseen kaytetyssa aineistossa (IV- ja
tablettiaineisto, O’Reilly ym. 1971) oli epatarkkuutta aiheuttavia tekijoita, esim.
varfariini annokset olivat suuria ja ne vaihtelivat painon mukaan, Ky-arvo peraisin
tablettiaineistosta, ja lisdksi vain yksittéisista yksiloista saatu aineistoa voi véaristaa

kuvaa tilanteesta suuremmassa populaatiossa.

Ks-arvon kasvatus teoreettisissa simulaatioissa sai kuvaajan vastaaamaan paremmin in
vivo kuvaajaa. Imeytymisvaiheen alussa esiintyviin eroihin simuloitu vs. in vivo saattoi
vaikuttaa myo6s varfariinin mahdollinen mahasta imeytyminen in vivo, ja tata
simulaatiomallissa ei huomioitu. Lis&ksi Kirjallisuudessa V1 arvoksi on esitetty selvasti
suurempia arvoja, kuin mita simulaatioissa kaytettiin (5.7 L). Sen kasvattaminen laski

simulaatiokayrat teroteettisissa simulaatioissa in vivo tasolle.
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Kuva 13: Varfariinin in vivo BE-kuvaajat vs. simulaatiokuvaajat kummallekin
formulaatiolle (Marevan-testivalmiste ja Coumadin-referenssivalmiste).

5 POHDINTA

5.1 Simulaatiomallin ennustuskyvyn arviointi

5.1.1 Formulaatiokohtaisten tekijoiden vaikutus

Taman tyon formulaatiosimulaatioissa ladkevalmisteet erottuivat toisistaan ainoastaan
liukenemisen nopeusvakion, eli Kd-arvon ja valmistetyypin (MU/SU) mukaisen mahan
tyhjenemisen perusteella. Muut parametrit olivat ld&keainekohtaisia ja fysiologisia, ja

siten vakioita testi- ja referenssivalmisteelle.

Kiintedn oraalisen ladkkeen annon jéalkeen ladkeaineen imeytymisen kannalta
ensimmaisid kriittisia tekijoitd ovat hajoaminen, liukeneminen, ja liukoisuus, silla
la&keaineen on pitényt ensin vapautua valmisteesta ja liueta voidakseen imeytyd. Ndin
ollen kokeellinen in vitro liukeneminen, ja edelleen Kd-arvo, ovat usein relevantteja
ennustamaan  la&kevalmisteen toimintakykya in vivo ja ndin toimimaan
simulaatiomallissa  formulaatioita erottelevana parametrina.  Kuitenkin, jotta

valmisteiden erot nékyisivat simulaatioiden pitoisuus-aikakuvaajissa mahdollisimman
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totuudenmukaisesti, kokeellisen liukenemisen aineiston on oltava tarpeeksi erotteleva ja
mahdollisimman hyvin in vivo tilannetta kuvaava. Tasta syysta liukenemiskokeet tulee
suorittaa jokaiselle laékeaineelle sopivalla menetelmélld, joissa voidaan tarpeen mukaan
muutella mm. pyoritysnopeutta, liukenemisen véliaineita ja pH-tasoja (EMEA BE-
ohjeisto 2010 suosittelee pH-tasoja 1.2, 4.5 ja 6.8).

Simulaatiomallin kdytossa ja tulosten tarkastelussa on syytd huomioida, mika tekija
todellisuudessa rajoittaa ko. ladkeaineen imeytymistd. Ei ole samantekevédd, onko
rajoittava tekija liukenemisnopeus, vai esim. l&akeaineen saturaatioliukoisuus, tai
permeaatio. Esimerkiksi, jos ladkeaineen imeytymistd rajoittaa liukenemisnopeus,
imeytyvan laékeaineen absoluuttisen maaran on mahdollista kasvaa annoksen kasvaessa
ja lisaksi partikkelikoon pienentaminen ja ladkeaineen annostelun liuoksena pitdisi
parantaa imeytymistd. Sen sijaan, jos ladkeaineen imeytymistd rajoittaa sen
saturaatioliukoisuus, laakeaineen absoluuttinen imeytynyt maaré ei kasva annoskoon
suurentuessa, eikd liukenemisnopeuden kasvatus lisdd sen imeytymistd. Kuitenkin,
annoksen ollessa hyvin pieni, liukoisuus ei endé rajoitakaan imeytymistd, vaan talléin
(my06s) liukenemisesta voi tulla imeytymistd rajoittava tekija (alpratsolaami ja

varfariini).

Kd-arvon kayttd formulaatioiden erotteluun sopii erityisen hyvin sellaisille ladkeaineille
(esim. alpratsolaami, ja teoriassa varfariini), joiden imeytymista rajoittaa liukeneminen.
Emaéksiset BCS Il ladkeaineet (alpratsolaami) ovat usein téllaisia. Sen sijaan sellaisille
la&keaineille, joiden saturaatioliukoisuus rajoittaa imeytymista (BCS 1V, ja osa BCS I
ldékeaineista), Kd-arvon muuttaminen suuntaan tai toiseen, ei juuri lainkaan vaikuta
simulaatioprofiileihin. Talldin liukenemisella (pelkédn Kd-arvon perusteella) ei saada
eroa aikaiseksi, eikd mallilla saatua tulosta voida pitdd absoluuttisena oikeana

vastauksena, jolloin muiden BE-riskiin vaikuttavien tekijoiden rooli korostuu.

Usein tapauskohtaista harkintaa vaativa ryhma ovat happamat, niukkaliukoiset, BCS II-
luokan l&&keaineet (esim. ibuprofeeni). Ne ovat niukkaliukoisia happamassa mahassa ja
paremmin liukenevia suolen korkeammassa pH:ssa. Siten saturaatioliukoisuus on

nopeutta rajoittava tekija mahassa, eikd mahan Kd arvolla ole juuri vaikutusta
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simulaatioprofiileihin. Sen sijaan imeytyminen ohutsuolessa riippuu
liukenemisnopeudesta, jolloin  tdssa pH:ssa madritetyt Kd-arvot kuvaavat
luotettavammin formulaation toimintakykya suolessa in vivo. Nain ollen, néiden
la&keaineiden kohdalla mallilla voidaan teoriassa ennustaa mahdolliset formulaatioerot
ja BE-riski. Kuitenkin, hyvin usein saturaatioliukoisuus ja valmisteiden Kd-arvo
kasvavat suolessa niin korkeiksi, ettei kumpikaan enéé ole imeytymisté rajoittava tekijé,
vaan niitd tarkedmmaéksi BE-riskiarviossa nousevat erot l&&kevalmisteiden mahasta
tyhjenemisessd, mika vaikuttaa siihen, kuinka nopeasti ja voimakkaasti liukeneminen ja
imeytyminen ohutsuolessa voi alkaa. Mahan tyhjenemiseen liittyy laheisesti erot
valmisteiden hajoamisessa mahan happamassa pH:ssa, mika voi johtua valmisteiden

apuaineista tai valmistusmenetelmista.

Taman tyon simulaatiomallissa mahan tyhjeneminen eri formulaatiotyypeille (MU/SU)
olikin toinen tekija, mik& erotteli valmisteita simulaatioissa. Jos happamien BCS II
luokan laékeaineiden valmisteen formulaatiotyyppi ei ole tiedossa, on vaikea antaa
luotettavaa arviota niiden BE-riskistd. Liséksi formulaatiosimuloinnin tuloksien
luotettavuutta hamartad, jos toinen valmisteista sisdltdd sellaista apuainetta, joka
vaikuttaa mahan tyhjenemisnopeuteen (esim. ksylitoli, sorbitoli, mannitoli), silla tata
seikkaa ei mallissa pystytd kokonaisvaltaisesti huomioimaan. Simulaatiomallilla
tehdyilla herkkyysanalyyseilld kyettiin kuitenkin selvittdmaan, onko ko. laékeaine
herkkd mahan tyhjenemisen nopeusvaihteluille, eli nakyikd GE-arvon muutokset
selkeasti simulaatioprofiileissa ja BE-parametreissa. Jos, ladkeaine vaikuttaa olevan
herkkd mahan tyhjenemiselle, tarvitaan lisatietoa valmisteiden apuaine-eroista ja

valmistetyypista.

BSC luokan 1 ja Il ld&keaineiden kohdalla liukoisuus on hyvéa, ja néin ollen Kd-
arvoissa esiintyvat selkedt erot nakyvat simulaatioprofiileissa ja malli kykenee
erottelemaan formulaatiot toisistaan ja ennustamaan BE-riskid. Kuitenkin tavanomaisia
apuaineita kaytettdessa néaiden ladkeaineiden kohdalla liukeneminen on harvoin
nopeutta rajoittava tekija imeytymisessa, koska se on usein hyvin nopeaa seka mahassa,
ettd suolessa. Sen sijaan mahasta tyhjeneminen (BCS 1) ja permeaatio (BSC III) ovat

kriittisia tekijoita.
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Kuten happamien BCS Il ladkeaineiden kohdalla, myts BSC luokan | ja Il
ld&keaineiden tapauksessa, simulaatiomallin erottelukyvyn kannalta olisi hyva tietaa
valmisteiden valmistustekniikka, hajoamistapa, ja onko formulaatioissa kéytetty mahan
tyhjenemisnopeuteen vaikuttavia apuaineita. BCS 1l laakeaineiden tapauksessa on
my0s tdarkedd selvittdd, vaikuttavatko jommankumman valmisteen apuaineet
ld&keaineen permeaatioon. On nimittdin tutkittu, ettd apuaineet voivat vaikuttaa
ld&keaineen imeytymiseen ja kulkeutumismekanismeihin Gl-kanavassa. Tietyt
apuaineet saattavat avata solukalvon tiiviita liitoksia ja kasvattaa parasellulaarisesti
kulkeutuvien la&keaineiden imeytymista (parasetamoli) (Aungst 2000; Rege ym. 2001).
Kuitenkin tavallisimmin kéytetyilla apuaineilla ei ole tutkitust esiintynyt tallaisia
ominaisuuksia, kun niiden vaikutuksia ladkeaineiden permeaatioon on tutkittu in vitro
Caco-2 soluilla (Rege ym. 2001). Lisaksi tiettyjen ladkeaineiden huonon imeytymisen
syyné saattaa olla aktiivinen efflux suolessa, ja koska jotkut apuaineet voivat olla
efflux-proteiinien substraatteja tai inhibiittoreita, ne saattavat edistaa/rajoittaa kyseisen

ld&keaineen imeytymistd. Tama seikka liittyy kaikkien BCS-luokkien laékeaineisiin.

Jotkut apuaineet saattavat vaikuttaa my0ds ohutsuolessa kulkeutumisen kokonaisaikaan.
Joissain tutkimuksissa on osoitettu, ettd osmoottisesti aktiiviset apuaineet (esim.
natriumhappo pyrofosfaatti ja PEG 400) suurina pitoisuuksina saattavat pienentda
laékeaineen kulkeutumisaikaa ohutsuolessa (kasvattamalla nesteen maaréé suolessa) ja
vahentdd ndin imeytyneen laakeaineen maaréa, eli biologista hydtyosuutta (Koch ym,
1993; Basit ym. 2002; Schulze ym. 2003). Tdma seikka on erityisen kriittinen BCS
luokan 1l (parasetamoli) ja IV ladkeaineiden kohdalla, silla liian lyhyt aika
imeytymisalueella vahentaa ladkeaineen imeytynyttda maaraa. Kuitenkin tutkimuksissa
ko. apuaineiden madrat olivat melko suuria (1-10 g), eik& sellaisia tavallisesti esiinny

IR-valmisteissa.

Formulaatiokohtaisten tekijoiden vaikutuksesta mallin erottelukykyyn, voidaan
karkeasti koota, ettd kokeellisesta in vitro liukenemisaineistosta voidaan ennustaa
simulaation avulla in vivo BE-tuloksia kaikista tarkimmin tilanteessa, jossa in vitro

testimenetelmd on tarpeeksi erotteleva (tehty mm. eri véliaineissa ja sopivalla
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sekoitusnopeudella). Liséksi on oltava riittavasti tietoa formulaatioista (valmistetyyppi,
hajoamistapa, apuaineet  jne.). Parhaimmassa  tapauksessa tutkituissa
ld&keformulaatioissa on sama annos ladkeainetta ja samankaltainen koostumus
apuaineita, jotka ovat hyvin tunnettuja. Kun kaikki edelld luetellut kriteerit tayttyvét
malli ennustaa parhaiten BE-riskia BCS-luokan I, ja 11l la&keaineille, seka BCS-luokan
Il l4a8keaineille, kun saturaatioliukoisuus koko fysiologisella pH valilla ei ole

imeytymisté rajoittava tekijéa.

5.1.2 Mallin oletuksien vaikutus

Siihen, kuinka hyvin simulaatiomalli erottelee valmisteet toisistaan, vaikuttavat myos
mallin oletukset. Tdma seikan merkitys ilmeni tassd tyossa erityisesti varfariini-

valmisteiden kohdalla.

Simulaatiomallissa nesteen tilavuuden ohutsuolessa madritettiin olevan yhteensa 250

. . . . . e . 250 ml
ml, jolloin tilavuus jokaisessa ohutsuolen yksikossa oli =

. Lisaksi oletettiin, etta

ld&keainetta imeytyy ainoastaan ohutsuolesta, jokaisesta ohutsuolen yksikosta yhta
paljon (samalla nopeudella) ja imeytyminen on passiivista seké lineaarista. My6s pH:n
oletettiin olevan sama (6.8) kussakin ohutsuolen yksikdssd. Namé oletukset eivat
kuitenkaan pida fysiologisesti tdysin paikkansa. Ensinndkin todellisuudessa
nestetilavuus koko suolessa saattaa olla paasto-olosuhteissa vain 144 ml (Sutton 2009).
Liséksi nestetilavuus seka pH vaihtelee Gl-kanavan eri osissa (taulukko 14). Ohutsuolen
duodenumiin ja jejunumiin tiedetddn myods kulkeutuvan enemman nestettd (8-9
L/péivassd), kuin mitd ohutsuolessa pysyvasti on (0.5-1 L/pdivd). CAT-mallissa
oletetaan, ettd aika, jonka laéke on jokaisessa ohutsuolen yksikdssa (residence time), on
samanpituinen. Na&in ollen, jotta ndmd kaksi tekijad voitaisiin huomioida
samanaikaisesti, tilavuuksien, mutta lisdksi myos kulkeutumisnopeuksien tulisi olla
simulaatiomallissa suurempia ohutsuolen ensimmaisissd yksikoissa verrattuna
jalkimmaisiin. Lisdksi uusimpien tutkimusten valossa ohutsuoli koostuisi kuudesta
yksikosta (taulukko 14) (Sutton 2009; Bolger ym. 2009).
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Taulukko 14: Maha-suolikanavan eri yksikot ja niiden nestetilavuudet.

Gl-
kanavan ] ] )
) Maha | Duodenum | Jejunum; | Jejunum, | lleum | lleum, | lleum; | Paksusuoli
yksikkd
Tilavuus
(ml) ¢ 47 126 44 31 24 18 12 9.7
Ph ¢ 1.2 4.0 4.0 6.4 6.6 6.9 7.4 6.4-6.8

1) Sutton 2009

Néilld mallin fysiologisilla puutteilla saattaisi olla merkitystd BE-riskiarvion kannalta
erityisesti  sellaisten  ladkeaineiden kohdalla, joiden imeytymistd rajoittaa
saturaatioliukoisuus (nesteméérat Gl-kanavassa), ja/tai jotka imeytyvat tehokkaimmin
tietyltd Gl-kanavan alueelta (pH Gl-kanavassa), kuten esim. varfariini imeytyy
etupddssa mahasta ja ohutsuolen alkupdastd. Téalloin simulaatiomallissa kaytetaan
imeytymiselle kriittisilla alueilla tuloksia vééristavid liukoisuuden, tilavuuden ja
dissoluution nopeusvakion arvoja tapauksissa, joissa valmisteiden vélill& esiintyy eroa
dissoluutioprofiileissa alhaisemmissa pH-tasoissa kuin 6.8. Liséksi simulaatoissa
imeytymistd tapahtuu pitkin ohutsuolta, jolloin alueellisen imeytymisen mahdollinen
kriittisyys erottelun kannalta peittyisi, ja simulaatioprofiileissa ei néhtdisi eroa

bioekvivalenssia kuvaavissa parametreissa.

Liséksi on huomioitava, ettd simulaatiomallin Kineettisid prosesseja (hajoaminen,
dissoluutio ja imeytyminen) saattaa edelleen monimutkaistaa tapahtumasarja;
ylikyllastys (supersaturaatio), saostuminen, ja uudelleen liukeneminen (Sutton 2009),
mit& mallissa ei erikseen huomioitu. Néihin tekijoihin vaikutta oleellisesti Gl-kanavassa
olevan nesteen maard, jolloin mallissa kéytetyt tilavuudet saattavat olla merkittava
tekija mallin kyvyssd erotella niukkaliukoisia ladkeaineita sisaltavien valmisteiden
lisaksi myds sellaiset ladkevalmisteet, jotka sisaltavat huonosti veteen liukenevia

(polymeerejd) tai liukoisuutta parantavia apuaineita.
Tiettyjen ladkeaineiden kohdalla imeytymista tapahtuu myds mahasta ja paksusuolesta.

Imeytyminen on kuitenkin mahasta ja paksusuolesta pientd verrattuna imeytymiseen

ohutsuolesta mahaan ja suoleen liittyvien fysiologisten erojen takia. Joten tdman, seké
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edelld kuvattujen simulaatiotutkimusten perusteella voisi kuitenkin olettaa, ettei nailla
tekijoilla ole vaikutusta IR-formulaatioiden bioekvivalenssiin in vivo, eik& ndin mallilla

tehdyn BE-riskiarvion luotettavuuteen.

Teoriassa simulaatiot antavat varmimmin luotettavan tuloksen, kun laakevalmisteen
kulkeutumiseen ja ladkeaineen Kkinetiikkaan liittyvien prosessien voidaan olettaa olevan
lineaarista. Kaytdnnon in vivo tilanteessa tdma tarkoittaa, ettd ennen imeytymista
tapahtuva ladkeaineen vapautuminen valmisteesta, sen jalkeen tapahtuva imeytyminen
systeemiseen verenkiertoon, miké tahansa ladkeaineen presysteeminen muuttuminen
suolen luumenissa, ja kulkeutuminen suolen seindmdssd, on oltava annoksesta
riippumattomia ja ei-saturoituvia. BE-riskiarvion kannalta oli kuitenkin riittavaa, ettd
tutkittujen formulaatioiden valilla ei esiintynyt eroavaisuuksia, jotka olisivat
vaikuttaneet edelld mainittuhin prosesseihin, esimerkiksi tietyt apuaineet ovat efflux-
transporttereiden substraatteja.

5.1.3 Variaation vaikutus

In vivo BE-tutkimuksissa, aineisto on useimmiten keratty vaihtovuoroisesti, jolloin
kukin yksilé on oma verrokkinsa ja yksildiden vélisen variaation merkitys kumoutuu.
Sen sijaan yksilon sisdinen vaihtelu voi vaikuttaa simulaatiomallilla tehdyn BE-
riskiarvion luotettavuuteen. T&std syystd la&keaineen ominaisuudet tulee tassékin
mielessé selvittdd huolellisesti kirjallisuudesta, jotta voidaan paremmin arvioida
etukateen, voisiko in vivo variaatio vaikuttaa tehdyn BE-riskiarvion patevyyteen, ja

tarvitaanko halutun BE-tuloksen saamiseksi useampi henkild in vivo BE-tutkimukseen.

Variaatiota saattaa esiintyd myds Gl-kanavan fysiologisissa tekijoissa, kuten ohutsuolen
kulkeutumisajassa, mahan tyhjenemisnopeudessa tai vaihtelevissa pH-ominaisuuksissa
vatsassa tai ohutsuolessa, mitka edelleen aiheuttavat variaatiota ladkkeen imeytymisen
nopeuteen ja imeytyneeseen maardan. Kuitenkin tiedetddn, ettd ohutsuolessa
kulkeutumiseen ei liity suurta yksilon sisdistd vaihtelua ja se ei myoskaan riipu
formulaatio tyypista tai ravinnosta (Christensen ym. 1985; Davis ym. 1986; Coupe ym.

1991;Wilding ym. 2003). Mahan tyhjenemisnopeudenkin vaikutus voitiin huomioida
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simulaatioissa melko tarkasti, jos valmistetyyppi ja hajoamistapa olivat tiedossa, ja
lisdksi siihen liittyvdd variaation vaikutusta voitiin arvioida aiemmin kuvatuilla
herkkyysanalyyseilla. Vaihtelevien pH-olosuhteiden vaikutusta ei kuitenkaan erikseen
tutkittu, kuin ainoastaan jossain maéarin varfariinin kohdalla. Tiedetdan Kkuitenkin,
etteivat vaihtelevat pH-olot vaikuta BCS | ja Il luokan nopeasti liukeneviin
la&keaineisiin (parasetamoli). L&&keaineille BCS-luokissa Il ja 1V, joiden liukoisuus on
heikkoa ja usein pH-riippuvaista (ibuprofeeni, varfariini ja alpratsolaami), silla voi sen

sijaan olla vaikutusta.

5.1.4 Laakeainekohtaisten tekijoiden vaikutus

Jos ladkevalmisteiden vaikuttavissa aineissa esiintyy eroavaisuuksia joissakin
spesifeissa kemiallisissa reaktioissa (hajoaminen, saostuminen, aggregaatio/kompleksin
muodostus muiden aineiden kanssa), saattaa talla olla vaikutusta mallilla tehdyn BE-
riskiarvion luotettavuuteen. Kyseisid ilmidita ei ole helppo havaita in vitro kokeen
tuloksista, eikd ndin ollen ottaa huomioon simulaatiomallinnuksessa (Kd-arvossa),
elleivét ne johdonmukaisesti esiintyisi kaikkien tutkittavien laédkevalmisteiden kohdalla.
Osa kuvatuista reaktioista voi liittyd jossain méaarin myos yksilon sisdiseen/yksildiden

valiseen vaihteluun.

Kéytannon esimerkkiné voisi olla tilanne, jossa toisen valmisteen vaikuttava-aine olisi
suolamuodossa ja toinen molekyylimuodossa. Tall6in toisen valmisteen vaikuttava-aine
saattaisi muodostaa mahassa/suolessa  helpommin ei-imeytyvia komplekseja
formulaation apuaineiden kanssa. Niukkaliukoisten laékeaineiden kohdalla saattaisi
muodostua paremmin liukeneva kompleksi. Lisaksi tietyt suolamuodot voivat hajota
herkemmin mm. mahan happamassa pH:ssa ja aiheuttaa epéatarkkuutta mallin

erottelukykyyn.

Muita vastaavia esimerkkejd eroista valmisteiden ld&keaineessa ovat: erilaiset esterit,
kompleksit tai johdannaiset, isomeerit, isomeeriseokset, ja kiintedn ladkeaineen
kiderakenne (polymorfia, amorfiset muodot, solvaatit, hydraatit). Kuitenkin, jos jokin
naista (vaikuttavassa aineessa esiintyvista eroista) vaikuttaa

liukenemiseen/liukoisuuteen, pitdisi sen tulla huomioiduksi simulaatiomallissa
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kaytetyssé Kd-arvossa, jos kdytetty in vitro -liukenemisen tutkimusmenetelméa on ollut
erotteleva. Eika tekijalla talloin pitéisi olla vaikutusta BE-erotteluun.

5.2 Simulaatiomallinnus tulevaisuudessa

CAT-malliin  pohjautuen on rakennettu edistyneempi ACAT-malli (Advanced
Compartmental Absorption and Transit Model)-malli (Agoram ym. 2001), jossa
huomioidaan ensikierronmetabolia, aktiivinen kuljetus, la&keaineen hajoaminen ja
paksusuolesta  imeytyminen. ACAT-mallia on jatkokehitetty kaupalliseksi
tietokonesovellukseksi, GastroPlus™ (Lobenberg ym. 2000; Okumu ym. 2008).
Monissa tutkimuksissa GastroPlus™ on yhdistetty laakkeen fysikaalikemiallisiin
ominaisuuksiin ja fysiologisiin parametreihin. Liséksi sen avulla on voitu tukia entista
paremmin erilaisten formulaatiotekijéiden, kuten liukoisuuden, annosmuodon, annoksen
tilavuuden, ladkepartikkelikoon (tiheys, efektiivinen sade) ja kokojakauman merkitysta
ladkeaineen imeytymisen kannalta (Dannenfelser ym. 2004; Kuentz ym. 2006; Wei ym.
2008). GastroPlus™ on siis erittain kayttokelpoinen laakekehityskaaren loppuvaiheissa,
kuten myos formulaation toimivuuden arvioinnissa, koska sen avulla voidaan helposti
yhdistaa erilaista aineistoa, ja se ottaa huomioon ensikierronmetabolia, laakeaineen
aktiiviset ja passiiviset kulkeutumisprosessit. Tasté syysta sen kayttokelpoisuutta myos
la&kevalmisteiden erottelussa ja edelleen BE-riskiarviossa olisi mielenkiintoista kokeilla

ja verrata tuloksia CAT-simulointeihin.

Heikkoutena GastroPlus™:ssa on sen kaupallisuus, jonka takia se ei ole ns. lapinakyva.
Mallin rakennetta, yhtal6itd ja parametreja ei kokonaisuudessaan tunneta, tiedetdédn
vain, mité aineistoa siihen tulee syottaa. GastroPlus'™:n avulla tehtyja simulointeja ei
pystytd myoskddn muuntelemaan yhtd helposti, kuin Stella-ohjelmalla rakennettua
CAT-mallia (Kortejarvi 2008), mik& kuitenkin olisi hyodyllinen ominaisuus, kun
huomioidaan, ettd uutta aineistoa tulee jatkuvasti kayttoon pitkin ladkekehitysprosessia.
Lisdksi itse-rakennettavat, lapindkyvat mallit, antavat paremman mahdollisuuden
oppimiseen, ja ladkkeen imeytymiseen  kriittisesti  vaikuttavien tekijoiden

ymmértamiseen (Kortejarvi 2008).

58



Esimerkkej& muista uusista simulaatiomallejista ovat Grass-malli (Grass 1997), GITA-
malli (Sawamoto ym. 1997), ja ADAM-malli (Jamei ym. 2007; Dokoumetzidis ym.
2007). Naille malleille yhteistd on, ettd niistd on pyritty aikaansaamaan entistd
ennustuskykyisempid ja absoluuttisia lukuarvoja antavia. Jotta tdhdn on paasty, niissa
on pyritty huomioimaan ja Kkarakterisoimaan mahdollisimman monia maha-
suolikanavan  heterogeenisia  ominaisuuksia, kuten limakalvon nukkapinnan
verenvirtaus, suolen enterosyyttien rakenne aluekohtaisesti, enterosyyttien proteiiniin
sitoutuminen, seka metaboliaentsyymien, ja transportterien rakenteiden erilainen
ilmentyminen (Huang ym. 2009). Muut tekijat, kuten ruuan vaikutukset, ja ladke-laéke-
interaktiot, mukaan lukien metaboliaentyymien ja transporttereiden induktoreiden ja
inhibiittoreiden vaikutukset, saattavat kasvattaa yksildiden valista tai sisdista variaatiota
ld&keaineen imeytymisessd. Osassa uusimmista simulaatiomalleista (mm. GITA ja
ADAM) on pyritty huomioimaan myds nama tekijat. Tulevaisuudessa myos laakeaineen
oraalisessa imeytymisessa esiintyvan populaation siséisen ja keskindisen vaihtelun
ennustaminen olisi hyddyllista ja tarkeda laakeaineen kliinisen turvallisuuden ja tehon

arvioinnissa.

Mallinnuksessa ja uusien mallien kehityksessd tarvitaan suuret mé&érat luotettavaa
aineistoa. Jatkossa mallien kehityksen ja validoinnin kannalta olisikin hyodyllista luoda
sellaisia tietokantoja ja virtuaalikirjastoja, jotka sisaltdisivét tarkkaa farmaseuttista ja
farmakokineettista informaatiota kaupallistetuista ja ei-kaupallistetuista
la&kevalmisteista/ladkeaineista (Huang ym. 2009). Tama nopeuttaisi ja helpottaisi
mallinnusta, ja toisaalta saattaisi parantaa tulosten luotettavuutta ja vertailukelpoisuutta.
Simulaatiomallinnuksesta saadut tulokset kun ovat korkeintaan yhta luotettavia, kuin
siind kaytetty lahdeaineisto. Lisdksi olisi mielekasta koota ristiin vertailevaa, eri
simulaatiomenetelmilla saatua, tutkimusaineistoa, joissa olisi kéytetty samaa
ld&keaine/ladkevalmiste joukkoa.
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6 YHTEENVETO

Erikoistyossd  kéytetty simulaatiomalli  osoittautui  arvokkaaksi tydvalineeksi
arvioitaessa riskid epdonnistua bioekvivalenssin saavuttamisessa testi ja referenssi
valmisteille. Silla kyettiin samanaikaisesti myods tutkimaan, mitka tekijat olivat herkkia
in vivo bioekvivalenssia kuvaavien farmakokineettisten parametrien kannalta. Nain
ollen mallia on mahdollisuus kéayttdd myods mm. parhaiten in vivo BE-tutkimuksiin
soveltuvan kandidaatti formulaation valinnassa. Mikali malli ennustaa hyvin BE-kokeen
tuloksen, sitd voidaan hyddyntad BE-kokeen jalkeenkin, jos laakevalmisteelle pitaa
myO6hemmin tehda pienempia muutoksia formulaatiossa (esim. apuaineissa). Téallgin
malli toimisi formulaatiokehityksen tyokaluna. Toisaalta simulaatiot tukevat myds
bioekvivalenssi-tutkimusasetelman suunnittelussa, esimerkiksi pohdittaessa variaatiota

ja in vivo tutkimukseen tarvittavien tutkimushenkildiden lukumaaraa.

Kokeellisesta in vitro liukenemistutkimuksen aineistosta voidaan simulaatioiden avulla
ennustaa in vivo BE-tutkimuksen riskid kaikista tarkimmin tilanteessa, jossa in vitro
liukenemisen testimenetelmd on tarpeeksi erotteleva (tehty mm. eri valiaineissa).
Talléin simulaatioissa kaytetty, formulaatioiden eroa kuvaava, Kd-arvo on pateva.
Lisaksi  simulaatiotulosten  luotettavuuden  kannalta on  oleellista, ettd
la&keformulaatioista on riittavasti tietoa, eli tunnetaan valmistetyyppi ja formulaation
sisaltdmat apuaineet. Luotettavuutta lisad, jos ladkevalmisteissa on samankaltainen
koostumus apuaineita, jotka ovat hyvin tunnettuja. Kun kaikki edelld luetellut tekijat
tayttyvat, malli ennustaa sellaisenaan parhaiten BE-riski& BCS-luokan 1, ja Il
ladkeaineille, sekd BCS-luokan Il la&keaineille, kun saturaatioliukoisuus koko
fysiologisella pH valilla ei ole imeytymistd rajoittava tekijd. Muussa tapauksessa
simulaatiotulosten tarkastelussa on Kkriittisesti arvioitava, tapauskohtaisesti, onko Kd-
arvolla, apuaineilla, ja valmistetyypilla vaikutusta mallin kykyyn erotella formulaatiot

toisistaan, ts. riskiarvion luotettavuuteen ja mallin ennustuskykyyn.

Lisdksi, yleisesti ottaen simulaatiomallinnuksen heikkoutena ovat oletukset, joita on

tehtavd mm. mallin rakennusvaiheessa. Nain ollen tamankin seikka tulee huomioida
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simulaatiotulosten tarkastelussa tapauskohtaisesti, ja selvitettdvd onko oletuksilla
vaikutusta mallin erottelukykyyn. Tyon simulaatiomalli ei huomioinut mm. l&&keaineen
hajoamista suolen luumenissa, aktiivisia kulkeutumismekanismeja, annos-riippuvaista
famakokinetiikkaa, alueellista ladkeaineen imeytymistd, eikd sellaisia apuaineiden
vaikutuksia, mitka eivat tule esille kokeellisessa in vitro liukenemistestauksessa. Tésté
syysta mallinnuksella ei siis voitu ennustaa absoluuttisia plasmapitoisuuksia, vaan
simulaatioista saatiin enemmankin suuntaa antavaa tietoa, mik& kuitenkin oli riittdvaa

tdman tyon BE-riskiarvion kannalta.

On my6s huomioitava, ettd kaytetyn simulaatiomallin toimivuus ja hyddyllisyys on
todistettu ainoastaan pienelld ladkeaine- ja formulaatio-otoksella. Jotta voitaisiin
muodostaa yleispatevampia havaintoja, tulisi mallin toimivuutta testata suuremmalla,

vaihtelevia ominaisuuksia sisaltavalla testi-joukolla.
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