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IZVESTAJ

A. Prikaz sadrzaja doktorske disertacije

Doktorska disertacija Marije Ili¢, pod nazivom: "Primena in vitro i in silico metoda za predvidanje
lek - hrana interakcije: tablete sa modifikovanim oslobadanjem nifedipina”, napisana je na 170
strana kroz pet celina koje obuhvataju (i) Opsti deo, (i) Ciljeve istrazivanja, (iii) Eksperimentalni
deo, (iv) Zaklju€ak i (v) Literaturu. Tekst je napisan jasnim i preglednim stilom i obuhvata 24 tabele,
52 grafi¢ka prikaza, kao i 169 literaturnih navoda.

U OpsStem delu dat je pregled aktuelnih nau¢nih saznanja koja se odnose na pojam i znacaj
ispitivanja interakcija lekova i hrane i moguénost predvidanja uticaja hrane na apsorpciju lekova;
kao i pregled in vitro i in silico metoda koje se koriste u okviru biofarmaceutske karakterizacije
interakcija lekova i hrane. U ovom delu rada, dat je i detaljan pregled literaturnih podataka koji se
odnose na karakteristike nifedipina kao model supstance i uticaj hrane na njegovu apsorpciju (koji
pretezno zavisi od vrste i sastava farmaceutskog oblika nifedipina).



U okviru Ciljeva istraZivanja su navedeni opsti i specifini ciljevi istraZivanja, pri ¢emu su u okviru
specifi¢nih ciljeva navedeni konkretno aspekti koji su izu€¢avani u okviru eksperimentalnog rada (in
vitro i in silico).

U okviru Eksperimentalnog dela , u poglavlju Materijal i metode, dat je pregled: (i) metoda
konvencionalne farmakokinetiCke analize koriS¢enih za analizu in vivo podataka (Wagner-Nelson,
Loo-Riegelman, numeri¢ka dekonvolucija), (i) in silico metoda koris¢enih za predvidanje
apsorpcije nifedipina (tehnika gastrointestinalne simulacije uz koriS¢enje komercijalno dostupnog
programa GastroPlus™ i metodologija vestackin neuronskih mreZa primenom kompjuterskog
programa Peltarion Synapse®), (i) metoda in vitro ispitivanja brzine rastvaranja nifedipina iz
lekovitih preparata pod razlicitim eksperimentalnim uslovima.

Rezultati i diskusija su prikazani u obliku Cetiri celine koje se odnose na: (i) opsezan pregled i
analizu dostupnih literaturnih podataka koji se odnose na in vivo studije uticaja hrane na razliCite
farmaceutske oblike nifedipina, (ii) in vitro ispitivanje rastvorljivosti i brzine rastvaranja nifedipina iz
tableta osmotskog tipa i hidrofilnih matriks tableta u razliCitim medijumima i aparaturama, (iii) in
silico predvidanja apsorpcije nifedipina iz ispitivanih preparata (nakon primene na gladno, odnosno
posle obroka), koriSéenjem razvijenih i validiranih modela gastrointestinalne simulacije i veStacke
neuronske mreze, (iv) uspostavljanje in vitro — in vivo korelacije primenom dekonvolucionog i
konvolucionog pristupa. Svaka od ovih celina sadrZi odgovaraju¢a razmatranja koja se odnose na
ispitivane farmaceutske oblike nifedipina — tablete osmotskog tipa i hidrofilne matriks tablete.

In vitro ispitivanja su obuhvatila ispitivanje rastvorljivosti i brzine rastvaranja nifedipina iz tableta
tipa osmotske pumpe i hidrofilnih matriks tableta u aparaturi tipa lopatice, aparaturi tipa cilindra sa
povratnim kretanjem i aparaturi sa protoénom celijom. Kao medijumi u ovim ispitivanjima korisc¢eni
su: voda, 0.1 M HCI, fosfatni pufer pH 6.8, 1% rastvor natrijum-laurilsulfata, 0.5% rastvor
hidroksipropilmetilceluloze, 40% etanol, kao i fizioloSki zasnovani medijumi koji simuliraju
Zeludacni/crevni sok na gladno i nakon uzimanja obroka (FaSSGF/FeSSGF, FaSSIF/FeSSIF).
Kvantitativna analiza nifedipina je sprovedena primenom validirane UV spektrofotometrijske,
odnosno HPLC metode.

In silico ispitivanja su bila usmerena na razvoj i validaciju modela gastrointestinalne simulacije i
vestacke neuronske mreZe primenom komercijalno dostupnih programa GastroPlus™ i Peltarion
Synapse®. Razvijeni modeli su kori$éeni za simulaciju profila apsorpcije nifedipina iz ispitivanih
preparata u uslovima primene na gladno i nakon obroka, kao i za identifikaciju in vivo input profila
(kinetike rastvaranja/apsorpcije nifedipina u organizmu).

U cilju uspostavljanja kvantitativne korelacije izmedu in vitro i in vivo podataka, hipoteticki in vivo
profili rastvaranja nifedipina dobijeni primenom razli€itih in silico modela analizirani su u odnosu na
eksperimentalno dobijene in vitro profile brzine rastvaranja nifedipina iz ispitivanih preparata. U
okviru konvolucionog pristupa, in silico predvideni profili koncentracija nifedipina u plazmi su
uporedeni sa odgovarajuéim in vivo uocenim farmakokineti¢kim profilima preuzetim iz literature.

Na kraju disertacije, dati su Zaklju €ci koji proizilaze iz rezultata istraZivanja i njihove analize.



B. Opis postignutih rezultata

Rezultati sprovedenih istraZzivanja ukazuju na kompleksnost i varijabilnost fizi€ko-hemijskih
interakcija izmedu hrane i razli€itih preparata sa modifikovanim oslobadanjem nifedipina, kao i na
mogucnost primene razli€itih in vitro i in silico metoda za predvidanje uticaja hrane. U okviru
detaljne analize dostupnih in vivo podataka uoceni su razli€iti, kako pozitivni, tako i negativni efekti
hrane na brzinu i stepen apsorpcije nifedipina, koji su uglavnom specifi¢ni za formulaciju i zavise
od vrste i sastava farmaceutskog oblika leka. Primenom konvencionalnih farmakokinetickin metoda
dobijeni su medusobno razli€iti in vivo input profili rastvaranja/apsorpcije nifedipina. S ciljem
identifikacije in vivo profila brzine rastvaranja aktivhe supstance, koji predstavlja osnov za razvoj
biorelevantnog testa za ispitivanje brzine rastvaranja, kao i uspostavljanje in vitro — in vivo
korelacije, istaknuta je prednost primene numericke dekonvolucije zasnhovane na primeni
farmakokinetiCkog profila dobijenog nakon oralne primene rastvora ili preparata sa trenutnim
oslobadanjem, kao teZinske funkcije.

Rezultati in vitro ispitivanja brzine rastvaranja nifedipina iz ispitivanih preparata ukazala su da
eksperimentalni uslovi, sastav i zapremina medijuma, kao i tip aparature i primenjena
hidrodinamika mogu u znatnoj meri uticati na kinetiku oslobadanja lekovite supstance. Brzina
rastvaranja nifedipina iz ispitivanih preparata u aparaturi sa lopaticom bila je ograniCena
zapreminom medijuma i rastvorljivoS¢u nifedipina. U sluaju tableta osmotskog tipa, profil
oslobadanja nifedipina u aparaturi sa protocnom celijom, nakon pocetne faze odlaganja, bio je
veoma sli¢an kinetici oslobadanja uoCenoj u aparaturi tipa cilindra sa povratnim kretanjem. U
sluaju hidrofilnin matriks tableta, ispitivanje uticaja razliCitih eksperimentalnih uslova na
oslobadanje nifedipina ukazalo je na potencijalno naglo oslobadanje celokupne doze (dose
dumping efekat) u slu€aju primene tableta nakon obroka ili sa alkoholnim picem.

U slu€aju tableta tipa osmotske pumpe, vrednost in vitro stepena efekta hrane (liro) koja najbolje
odslikava in vivo situaciju (liwo = 0.78) postignuta je za odgovarajuéu kombinaciju fizioloSki
zasnovanih medijuma (FeSSIF/FaSSIF). U slu€aju tableta tipa hidrofilnog matriksa, uticaj hrane se
moZe pretpostaviti na osnovu rezultata dobijenih u fizioloSki zasnovanim medijumima za ispitivanje
brzine rastvaranja nakon obroka, odnosno na gladno (FeSSIF/FaSSIF) za koje je izraCunata
vrednost iy, 0d 2.98, kao i na osnovu rezultata dobijenih u sistemu medijuma 1 % NaLS/voda za
koje je izraCunata vrednost |y, 0d 3.41. Primena fizioloSki zasnovanih medijuma koji simuliraju
primenu leka na gladno, odnosno nakon obroka, pokazala je izvesnu diskriminativhu sposobnost
procene uticaja hrane.

U ovom istrazivanju razvijen je i validiran model gastrointestinalne simulacije apsorpcije nifedipina
u uslovima primene leka na gladno i nakon obroka, kao i za identifikaciju in vivo profila rastvaranja
i apsorpcije. Utvrdeno je da se pouzdanija predvidanja apsorpcije dobijaju na osnovu in vitro profila
kod kojih je viSe od 45 % nifedipina rastvoreno nakon 12 sati, Sto je u skladu sa €injenicom da ovaj
in silico model uzima u obzir presistemski metabolizam nifedipina €iji je obim oko 45 %. U slucaju
tableta osmotskog tipa, najveca sliCnost simuliranog i in vivo uoCenog profila koncentracije
nifedipina u plazmi, u oba ispitivana fizioloSka stanja, je dobijena kada se kao ulazni profil koristio
eksperimentalno odreden profil oslobadanja u vodi kao medijumu u aparaturi tipa cilindra sa
povratnim kretanjem. Sposobnost generalizacije razvijenog modela gastrointestinalne simulacije
potvrdena je uspesnim predvidanjem apsorpcije nifedipina iz hidrofilnih matriks tableta. Kao drugi
pristup in silico modelovanju apsorpcije nifedipina primenjena je validirana veStacka neuronska

mreza MLP tipa (Multi Layered Perceptron). Primenom ovog in silico modela, bilo je moguce na



osnovu eksperimentalno dobijenih profila oslobadanja nifedipina iz preparata, uz primenu
konvolucionog pristupa, predvideti farmakokineti¢ki profil nakon primene preparata nifedipina u
uslovima na gladno, odnosno nakon obroka. Primenom dekonvolucionog pristupa, bilo je moguce
identifikovati in vivo profile rastvaranja nifedipina iz preparata na osnovu dostupnih literaturnih in
vivo podataka. Uoc¢eno je da je uticaj in vitro profila oslobadanja primenjenog kao ulazna funkcija
za simulaciju apsorpcije bio viSe izraZzen u slu¢aju modela veStacke neuronske mreze u odnosu na
gastrointestinalnu simulaciju.

Dobijeni rezultati ukazuju na to da se razli¢iti in silico modeli mogu uspeSno Koristiti u cilju
biofarmaceutske karakterizacije preparata sa modifikovanim oslobadanjem nifedipina, s ciliem
predvidanja uticaja hrane i uspostavljanja in vitro — in silico — in vivo korelacije. Pri tome, na
rezultate simulacije znacajno utiCu svojstva lekovite supstance i karakteristike farmaceutskog
oblika leka, primenjena in silico metodologija, kao i eksperimentalni uslovi primenjeni u toku in vitro
ispitivanja brzine rastvaranja lekovite supstance iz preparata.

C. Uporedna analiza rezultata kandidata sa podacimaiz literature

Ispitivanje uticaja hrane na apsorpciju lekova, kao i proucavanje mehanizama interakcija izmedu
hrane i lekova, predstavlja predmet brojnih istraZivanja (Fleisher i sar., 1999; Abrahamsson i sar.,
2004; Varum i sar., 2013; Mathias i sar. 2015). Klinicki znacaj ovih interakcija prepoznat je od
strane farmaceutske industrije i odgovarajucih regulatornih tela. Predvidanje uticaja hrane tokom
rane faze otkri¢a i razvoja lekova i mogucnost procene ovih efekata primenom naprednih in silico i
in vitro metoda je od izuzetnog znacaja i zauzima znacajno mesto u savremenim istrazivanjima
(Lennernas i sar., 2014; Kostewicz i sar., 2014a; 2014b; Khadra i sar., 2015). U slu¢aju preparata
sa modifikovanim oslobadanjem nifedipina, u literaturi su opisani veoma razliCiti, kako pozitivni,
tako i negativni efekti hrane na bioloSku raspoloZivost, koji uglavhom zavise od karakteristika
formulacije (Schug i sar., 2002a-c; Toal, 2004; Wonnemann i sar., 2008; Patel i sar., 2014). U
dosadasnjim istraZivanjima, uprkos izrazenoj varijabilnosti u pogledu uticaja hrane na apsorpciju
nifedipina iz razli¢itih preparata sa modifikovanim oslobadanjem, nije primenjivan pristup zasnovan
na in silico modelovanju apsorpcije nifedipina.

Osnov za razvoj biorelevantnog i diskriminativnog testa za ispitivanje brzine rastvaranja lekovite
supstance iz preparata predstavija profil kinetike rastvaranja lekovite supstance in vivo, u
organizmu. U ovoj studiji je pokazana prednost primene numericke dekonvolucije u kojoj je kao
teZinska funkcija primenjen farmakokineti¢ki profil nakon oralne primene preparata sa trenutnim
oslobadanjem za identifikaciju in vivo inputa, Sto je u skladu sa podacima o relativnoj bioloskoj
raspolozivosti nifedipina (Croom i Wellington, 2006) i savremenim regulatornim smernicama (EMA,
2014).

In vitro ispitivanja su pokazala da izbor aparature, kao i medijuma, zna€ajno utiCe na oslobadanje
nifedipina iz preparata sa modifikovanim oslobadanjem, ukljucujuci relativno robusne formulacije,
kao Sto su osmotski kontrolisane tablete. FizioloSki zasnovani medijumi pokazali su diskriminativni
potencijal za ispitivanje uticaja hrane, odslikavajuci efekte uo€ene u in vivo studijama (Schug i sar.,
2002a; Toal, 2004; Wonnemann i sar., 2008).

Literaturni izvori o0 modelovanju apsorpcije nifedipina i uticaju hrane su veoma ograniceni, uprkos
opStem trendu razvoja i unapredenja tehnika simulacije u ovoj oblasti. Nedavno je grupa autora



(Patel i sar., 2014) objavila ispitivanje interakcija nifedipina i hrane primenom fizioloSki zasnovanog
farmakokinetikog modela Simcyp®. U ovoj disertaciji uspesno su razvijeni i validirani in silico
modeli gastrointestinalne simulacije i veStaCke neuronske mreZze za predvidanje apsorpcije
nifedipina u uslovima primene na gladno, kao i nakon obroka. Na osnovu rezultata in vitro
ispitivanja brzine rastvaranja, bilo je, za oba ispitivana preparata, moguée dobiti simulirane profile
koncentracije nifedipina u plazmi koji su bili u skladu sa in vivo podacima (Schug i sar. 2002a,
Piovella, 1987). Model gastrointestinalne simulacije je pokazao ve¢u sposobnost generalizacije u
odnosu na model veStatke neuronske mreze. StatistiCki parametri konvolucionog i
dekonvolucionog pristupa uspostavljanju in vitro — in vivo korelacije, ukazali su na mogucnost
primene razvijenih in silico modela za predvidanje apsorpcije nifedipina iz ispitivanih preparata i
potencijalnog efekta hrane.
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E. Zaklju €ak - obrazloZenje nau €énog doprinosa doktorske disertacije

Nakon detaljne analize dostavljene doktorske disertacije magistra farmaceutskih nauka Marije lli¢,
Clanovi Komisije su zakljuCili da prikazani rezultati, diskusija i zakljuCci predstavljaju znacajan
doprinos biofarmaceutskoj karakterizaciji fizi€ko-hemijskih interakcija izmedu hrane i tableta sa
modifikovanim oslobadanjem nifedipina. Rezultati sprovedenih istraZivanja ukazuju na veliki
potencijal primene in silico modela i rezultata in vitro ispitivanja s ciljem predvidanja uticaja hrane
na proces apsorpcije nifedipina. Dobijeni rezultati su pokazali da se metoda gastrointestinalne
simulacije, kao i veStacke neuronske mreze mogu uspesno Koristiti s ciljem predvidanja apsorpcije
nifedipina i uspostavljanja in vitro — in silico — in vivo korelacije. Ovakvi rezultati ukazuju na
mogucénost zamene in vivo ispitivanja odgovarajuéim in vitro testovima brzine rastvaranja u
razlicitim fazama razvoja lekovitog preparata, kao i prilikom sprovodenja postregistracionih izmena.
Komisija smatra da su postavljeni ciljevi istraZivanja uspesSno ostvareni, 5to je potkreplieno i
¢injenicom da je deo istraZivanja sprovedenih u toku izrade disertacije, do sada, publikovan u
obliku dva rada u medunarodnim nau¢nim casopisima.



Na osnovu svega iznetog, Komisija predlaze Nastavno-nau¢nom vecu Farmaceutskog fakulteta
Univerziteta u Beogradu da prihvati ovaj Izvestaj i pozitivhu ocenu doktorske disertacije i omogudi
kandidatu, magistru farmaceutskih nauka Mariji 1li¢, odbranu doktorske disertacije pod nazivom:

PRIMENA IN VITRO | IN SILICO METODA ZA PREDVIDANJE LEK - HRANA INTERAKCIJE:
TABLETE SA MODIFIKOVANIM OSLOBA DANJEM NIFEDIPINA

15.10.2015. Clanovi Komisije:

Dr sc. Jelena Parojci¢, redovni profesor
Farmaceutski fakultet, Univerzitet u Beogradu

Dr sc. Svetlana lbri¢, redovni profesor
Farmaceutski fakultet, Univerzitet u Beogradu

Dr sc. Vjera Pejanovi¢, naucni savetnik



