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I1ZVESTAJ

A. PRIKAZ SADRZAJA DOKTORSKE DISERTACIJE

Doktorska disertacija pod nazivom: ,Primena tehnika za naprednu analizu podataka u
biofarmaceutskoj karakterizaciji lekova: identifikacija, klasifikacija i predvidanje faktora
koji uti¢u na intestinalnu apsorpciju lekovitih supstanci”, sadrzi pet poglavlja: (i) Opsti deo,
(i) Cilj istrazivanja, (iii) Eksperimentalni deo, (iv) Zakljucci i (v) Literatura. Disertacija je
napisana jasnim i preglednim stilom i obuhvata 74 graficka prikaza (5 u OpStem delu i 69 u
Eksperimentalnom delu), 53 tabele, kao i 564 literaturna navoda (od cega je 216
koris¢eno za formiranje seta podataka za naprednu analizu).

U okviru Opsteg dela dat je pregled aktuelnih saznanja koja se odnose na oblast
biofarmaceutske karakterizacije lekova. Detaljno su razmotreni razli¢iti biofarmaceutski,
fizickohemijski, fizioloski i farmaceutsko-tehnoloski faktori od kojih zavisi apsorpcija
lekovitih supstanci iz gastrointestinalnog trakta, ukljucujuéi i uticaj hrane. Kriticki su
razmotrena razliita ograni¢enja koja se odnose na postojeci, opSte prihvaceni pristup
biofarmaceutskoj klasifikaciji lekova i modifikovani pristupi koji su opisani u literaturi.
Pored toga, navedeni su osnovni pojmovi i principi napredne analize podataka, ukljucujuéi
pregled tehnika koje se koriste za naprednu analizu podataka: VeStacke neuronske mreze;



Hijerarhijsko klasterovanje na glavnim komponentama; Stablo odlucivanja; Algoritam
potpornih vektora sa polinomalnom kernel funkcijom i Algoritam slu¢ajnih Suma . Dat je i
preged dostupne literature koja se odnosi na primenu tehnika za naprednu analizu
podataka u razvoju i karakterizaciji lekova.

U okviru Cilja istrazivanja konkretno i jasno je definisan osnovni, opsti, cilj rada i
odgovarajuci specific¢ni ciljevi. Kao opsti cilj navedena je procena mogucnosti primene
tehnika za naprednu analizu podataka u biofarmaceutskoj karakterizaciji lekova. Specifi¢ni
ciljevi istrazivanja su obuhvatili:

e razvoj i validaciju modela za predvidanje humane intestinalne permeabilnosti
lekovite supstance na osnovu odabranih molekulskih deskriptora;

e identifikaciju kriticnih vrednosti biofarmaceutskih faktora koji uti¢u na intestinalnu
apsorpciju lekovitih supstanci i uspostavljanje modifikovanog biofarmaceutskog
sistema klasifikacije;

e identifikaciju fizickohemijskih, biofarmaceutskih i farmakokinetickih faktora i
njihovih interakcija koje uticu na intestinalnu apsorpciju lekovitih supstanci i
njihovu biofarmaceutsku klasifikaciju;

e razvoj i validaciju klasifikacionih modela za predvidanje uticaja hrane na
intestinalnu aposorpciju lekova;

e biofarmaceutsku karakterizaciju izabranih model supstanci koje pokazuju nisku
rastvorljivost i nisku permeabilnost zasnovanu na primeni fizioloski zasnovanih
farmakokinetickih modela, u kombinaciji sa rezultatima dobijenim ispitivanjem
brzine rastvaranja lekovite supstance iz tableta sa trenutnim oslobadanjem. Kao
model supstance u ovom delu istraZzivanja izabrani su aciklovir, furosemid,
valsartan i norfloksacin koji su u literaturi opisani kao nisko rastvorljive i nisko
permeabilne supstance Cija je apsorpcija varijabilna i nepotpuna.

U okviru Eksperimentalnog dela rada opisan je pristup primenjen prilikom formiranja baze
podataka za analizu, kao i odgovarajuée tehnike i metode koje su koris¢ene za naprednu
analizu podataka, in vitro ispitivanje brzine rastvaranja izabranih model lekovitih supstanci
iz tableta i in silico modelovanje i simulaciju apsorpcije izabranih model lekovitih supstanci
u uslovima primene leka na gladno i nakon obroka, detaljno su prikazani i prodiskutovani
dobijeni rezultati.

Prvi deo Eksperimentalnog rada se odnosi na prikupljanje i kriticku analizu dostupnih
podataka o biofarmaceutskim, fizicko-hemijskim i farmakokineti¢kim karakteristikama
razli¢itih lekovitih supstanci i formiranje baze podataka za analizu. Definisani su sledeci
kriterijumi za ukljucivanje lekovitih supstanci u bazu podataka:

e Set podataka A: lekovite supstance za koje postoje pouzdani podaci o koeficijentu
permeabilnosti odredeni u okviru in vivo studija intestinalne perfuzije u ljudi,
ukljucujudi i supstance Cije su biofarmaceutske karakteristike detaljno opisane i
evaluirane u vidu FIP Biowaiver monografija;

e Set podataka B: lekovite supstance za koje je u okviru in vivo studija pokazana
bioloska ekvivalentnost izmedu oralno primenjenog rastvora i Ccvrstog



farmaceutskog oblika leka, uz pretpostavku da farmaceutski oblik leka ne utice na
apsorpciju;

e Set podataka C: lekovite supstance za koje se u literaturi navodi da pokazuju nisku
rastvorljivost i nisku permeabilnost.

Drugi deo Eksperimentalnog rada se odnosi na primenu naprednih tehnika za analizu
podataka s ciljem razvoja modela za predvidanje intestinalne permeabilnosti lekovitih
supstanci u ljudi, identifikaciju fizickohemijskih, biofarmaceutskih i farmakokinetickih
faktora koji uti¢u na intestinalnu apsorpciju lekovitih supstanci i njihovih kriti¢nih
vrednosti kao osnov za uspostavljanje modifikovanog biofarmaceutskog sistema
klasifikacije, i razvoj i validaciju klasifikacionih modela za predvidanje uticaja hrane na
intestinalnu aposorpciju lekova.

U okviru treéeg dela eksperimentalnog rada sprovedena je biofarmaceutska
karakterizacija komercijalno dostupnih uzoraka tableta sa trenutnim oslobadanjem koji
sadrze nisko rastvorljive i nisko permeabilne lekovite supstance aciklovir, furosemid,
valsartan ili norfloksacin. U okviru in vitro ispitivanja, ispitivan je uticaj medijuma razlicitih
pH vrednosti (pH 1,2; pH 4,5 i pH 6,8) i, takozvanih, pojednostavljenih fizioloski
zasnovanih medijuma koji simuliraju uslove u tankom crevu u preprandijalnom i
postprandijalnom stanju (Fasted state simulated intestinal fluid, FaSSIF i Fed state
simulated intestinal fluid, FeSSIF), bez i uz dodatak sintetskih surfaktanata. In silico
modelovanje i simulacija obuhvatila je razvoj i validaciju fizioloSki zasnovanih
farmakokinetic¢kih modela za predvidanje apsorpcije za Cetiri izabrane model supstance i
njihovu primenu s ciljem identifikacije regionalne apsorpcije lekova i procene uticaja
hrane primenom unapredenog prostornog modela apsorpcije i transporta u okviru
programskog paketa GastroPlus™ (verzija 9.7, Simulation Plus Inc., SAD).

Na kraju disertacije, izneti su zakljuéci koji proizilaze iz rezultata istrazivanja i njihove
analize, kao i spisak odgovarajucih literaturnih navoda, ukupno 564 reference, koje
uklju€uju 216 literaturnih navoda koris¢enih za formiranje baze podataka za analizu.

B. OPIS POSTIGNUTIH REZULTATA

Primena tehnika za naprednu analizu podataka omogudila je da se na osnovu
karakteristika lekovitih supstanci sadrzanih u okviru seta podataka A razvije model za
predvidanje intestinalne permeabilnosti u ljudi na osnovu vrednosti molekulskih
deskriptora TPSA, HBD i HB. Set A sadrzi 75 lekovitih supstanci sa razli¢itim
fizickohemijskim i biofarmaceutskim osobinama za koje postoje pouzdani podaci o
efektivnoj permeabilnosti odredeni u okviru in vivo studija intestinalne perfuzije kod ljudi
objavljeni u literaturi, odnosno za koje je dostupna FIP Biowaiver monografija sa detaljnim
pregledom podataka o odgovarajucim fizickohemijskim i biofarmaceutskim osobinama. S
ciliem uspostavljanja veze izmedu intestinalne permeabilnosti lekovitih supstanci i
vrednosti odabranih molekulskih deskriptora, koris¢éena je tehnika nerekurentnih
neuronskih mreza treniranih algoritmom povratne propagacije, viSeslojni perceptroni.
Neuronske mreZe su razvijane pomocu softverske platforme RapidMiner Studio Free
v.8.2.001 (RapidMiner GmbH, Dortmund, Germany). Za potrebe treninga i validacije
vestackih neuronskih mreza, lekovite supstance su podeljene u tri seta: (i) set za ucenje



(trening set), (ii) set za proveru (test set) i (iii) set za spoljasnju proveru (eksterni set).
Dobijeni modeli su evaluirani i validirani na osnovu vrednosti sledecih statistickih
parametara: kvadrat koeficijenta korelacije za unakrsnu validaciju (engl. Square
correlation coefficient of cross validation, Q?), koren srednjeg kvadratnog odstupanja za
unakrsnu validaciju (engl. Root mean squared error of cross validation, RMSEcv), kvadrat
koeficijenta korelacije za test set (engl. Square correlation coefficient of test set, R%) i
koren srednjeg kvadratnog odstupanja za test set (engl. Root mean squared error for test
set, RMSET) (243). Eksterni set je koriséen za pradenje performansi mreza tokom
treniranja da bi se sprecilo preterano treniranje mreza.

Za identifikaciju fizickohemijskih, biofarmaceutskih i farmakokinetickih faktora koji uticu
na intestinalnu apsorpciju lekovitih supstanci i njihovih kriti¢nih vrednosti primenjeno je
hijerarhijsko klasterovanja na glavnim komponentama koje je uklju¢ilo sva tri seta
podataka (A, B i C). Hijerarhijsko klasterovanje je sprovodeno prema Ward-ovom
kriterijumu na osnovu procene varijanse (inercija) kao i na osnovu metode glavnih
komponenti. Analiza je sprovedena pomocu programskog paketa FactoMineR v. 1.34, koji
je deo softerske platforme R Studio v.3.5.2. (R Studio, Inc.).

Rezultati sprovedenih klaster analiza su pokazali da su odredene supstance zbog
ekstremnih vrednosti predominantnih varijabli u procesu klasterovanja smestene u
odvojene klastere bez obzira na kombinaciju ulaznih varijabli koriséenih u analizi.
Dronabinol je prepoznat kao takva supstanca unutar grupe supstanci za koje je pokazana
bioekvivalencija izmedu ¢vrstog farmaceutskog oblika i oralnog rastvora (set B), a na
osnovu visoke D/S vrednosti (D/S = 3571), kao i levotiroksin-natrijum na osnovu visokih
PIK/D i Cyax/D vrednosti i dugog poluvremena eliminacije (ti, = 180 h). Lekovite
supstance su u slucaju seta podataka B grupisane u dva klastera. Medutim, u slucaju seta
podataka C, lekovite supstance su grupisane u tri ili Cetiri klastera (kada se izuzmu klasteri
sa samo jednom supstancom). Ovakvi rezultati ukazuju na veéi nivo raznolikosti unutar
grupe lekovitih supstanci koje pokazuju nisku rastvorljivost i nisku permeabilnost.
Interesantno je da su klaster analize na zbirnom setu podataka rezultirale sa dva jasno
definisana klastera bez obzira na to koja je kombinacija ulaznih varijabli primenjena. U
slucaju klaster analize 1V, kada su kao ulazni parametri koriS¢ene sve varijable (njih 11),
levotiroksin-natrijum je identifikovan kao jedina supstanca, koja je odvojena u poseban
klaster zbog niske doze (200 pg) kojom su normalizovane PIK i Cy,ax Vrednosti.

Za razvoj modela za predvidanje efekta hrane je koriSéen caret paket (R Studio v.3.5.2.).
Zbirni set podataka (set B i set C) je podeljen na set za ucenje (trening set) i set za proveru
(test set) pomocu desetostruke unakrsne validacije sa stratifikovanim uzorkovanjem u
odnosu 7:3. U metodi stratifikovanog uzorkovanja set podataka se deli na podgrupe na
osnovu vrednosti izlazne varijable tj. na ovaj nacin se kreiraju podsetovi Cija distribucija
vrednosti izlazne varijable odgovara distribuciji u celom setu podataka. Na trening set je
primenjena RandOverClassif funkcija dostupna u UBL paketu (R Studio v.3.5.2.), koja je
omogucila da se vestacki utrostruci i ucetvorostruci broj primera lekovitih supstanci sa
pozitivnim i negativnim efektom hrane, redom. Klasifikacioni modeli su kreirani pomoéu
algoritma slucajnih Suma (RF) i algoritma potpornih vektora sa polinomalnom kernel
funkcijom (SVMPoly). Tokom treniranja modela primenjena je desetostruka unakrsna
validacija. Klasifikacioni modeli su evaluirani na osnovu vrednosti osetljivosti (engl.
Sensitivity), preciznosti klasifikacije (engl. Precision) i kappa vrednosti, koje su dobijene za



test set od 15 lekovitih supstanci. Analize su prvobitno sprovedene primenom RF i
SVMPoly funkcija na trening set sa dva farmakokineticka parametra (tj;, i Fm) i svim
biofarmaceutskim (D/S, Fa i Peg) i fizickohemijskim parametrima (clogP, MW, TPSA i HB)
kao ulaznim varijablama. Medutim, kada su dobijeni modeli primenjeni na test set, koji je
sadrzao 15 lekovitih supstanci, kappa vrednosti su bile ispod Zeljenog nivoa od 0,4, koji je
preporucen u literaturi za in silico klasifikacione modele. Primenom varlmp funkcije
utvrdeno je da su u procesu klasifikacije u¢estvovale samo sledece varijable: D/S, Pes, Fm i
t1/,, te je ukljucivanje ostalih pet varijabli smanjilo prediktivhu mo¢ klasifikacionih modela.
Analize su ponovljene primenom RF i SVMPoly funkcija na trening set sa D/S, Pesr, Fm ity
kao ulaznim varijablama. RF parametri (ntree i mtry) su bili podeseni na 500 i 2. SVMPoly
parametri (degree, scale i C) su bili 1, 5 i 1. Kappa vrednosti za test set su bile 0,7521 za
SVMPoly i 0,7345 za RF model $to ukazuje na znacajno slaganje izmedu predvidenog i
efekta hrane uocenog in vivo. Dok je preciznost u FE{, klasi bila 1 za oba modela,
preciznost u FEO klasi za SVMPoly model je bila ve¢a od RF modela (1 naspram 0,9), dok je
RF model pokazao vecu preciznost u poredenju sa SVMPoly modelom u FE klasi (0,67
prema 0,5). Oba modela su omogudila uspesnu klasifikaciju devet od deset lekovitih
supstanci, iz test seta, u FEO klasu (osetljivost = 0,9), dve od dve lekovite supstance u FET
klasu (osetljivost = 1) i dve od tri lekovite supstance u FE{, klasu (osetljivost = 0,67). Gu i
saradnici (320) su dobili slicne vrednosti za osetljivost po klasi kada su primenili model
logisticke regresije na set podataka od 92 lekovite supstance pri ¢emu su ulazne varijable
bile maksimalna doza koja se moZe apsorbovati (engl. Maximum absorbable dose (MAD)),
dozni broj i logD. Medutim, ove vrednosti su se odnosile na trening set, jer model nije
testiran na eksternom, nezavisnom setu podataka.

Cetiri model lekovite supstance za koje se u literaturi navodi da pokazuju nisku
rastvorljivost i nisku permeabilnost (aciklovir, furosemid, valsartan i norfloksacin) su
detaljno okarakterisane primenom fizioloski zasnovanih farmakokinetickih modela u
kombinaciji sa rezultatima in vitro ispitivanja brzine rastvaranja aktivne supstance u
razliCitim medijumima. Eksperimentalno je ispitan uticaj medijumima razli¢itih pH
vrednosti (pH 1,2; pH 4,5; pH 6,8) i, takozvanih, pojednostavljenih fizioloSki zasnovanih
medijuma (bez surfaktanata i uz dodatak sintetskih povrSinski aktivnih supstanci) koji
simuliraju uslove u gastrointestinalnom traktu u uslovima primene leka na gladno,
odnosno nakon obroka (preprandijalni i postprandijalni uslovi). lako se radi o model
supstancama koje su opisane kao nisko rastvorljive, rezultati sprovedenih in vitro
ispitivanja su pokazali da je u svim ispitivanim medijumima, osim u medijumu pH 1,2, bez i
uz dodatak sintetskih povrsinski aktivnih supstanci, postignuto brzo rastvaranje lekovitih
supstanci (vise od 80, odnosno 85% rastvoreno nakon 30 minuta). Jedino odstupanje
uoceno je u slucaju norfloksacina usled postojanja interakcije sa natrijum-laurilsulfatom
koja je poznata i opisana u literaturi.

Primenom unapredenog prostornog modela apsorpcije i tranzita (programski paket
GastroPlusTM, Simulations Plus, SAD) razvijeni su i validirani fizioloski zasnovani
farmakokineticki modeli za predvidanje in vivo ponaSanja za svaku od Cetiri izabrane
model supstance. Razvijeni modeli su zatim uspesno primenjeni za predvidanje profila
koncentracije ispitivanih lekovitih supstanci u plazmi u preprandijalnim i postprandijalnim
uslovima na osnovu profila brzine rastvaranja iz komercijalno dostupnih uzoraka tableta
sa trenutnim oslobadanjem u razli¢itim medijumima.



Za razliku od modela napredne analize podataka (RF model, algoritam slucajnih Suma)
razvijenog u okviru ovog istrazivanja, rezultati in silico simulacija primenom razvijenog
PBPK modela ukazali su na odsustvo efekta hrane, osim u sluéaju valsartana. Ovakvi
rezultati su u skladu i sa donekle kontradiktornim rezultatima in vivo studija, s obzirom da
je u sluéaju valsartana i norfloksacina u nekim studijama uoéeno odsustvo, a u nekim
negativan uticaj hrane. Dobijeni rezultati ukazuju na sloZzene i medusobno povezane
faktore koji uti¢u na apsorpciju leka u uslovima primene nakon obroka, kao i preveliku
diskriminatornost razvijenog RF modela.

Uporedna analiza rezultata biofarmaceutske karakterizacije izabranih model supstanci
koje su u literaturi opisane kao nisko rastvorljive i nisko permeabilne, pokazala je da su
sve Cetiri ispitivane lekovite supstance tipa slabih kiselina, koje pokazuju ograni¢enu
rastvorljivost pri niskim vrednostima pH kakve postoje u Zelucu, na osnovu kojih su, u
skladu sa kriterijumima Biofarmaceutskog sistema klasifikacije okarakterisane kao ,,nisko
rastvorljive”. Medutim, njihova rastvorljivost se sa porastom pH vrednosti povecava i
ukazuje na moguénost potpunog rastvaranja primenjene doze pri uslovima koji postoje u
tankom crevu. Sve Cetiri ispitivane model supstance su komercijalno dostupne u obliku
konvencionalnih neobloZenih ili film tableta izradenih uz primenu uobicajenih
ekscipijenasa i bez dodatka pomoénih supstanci koji olakSavaju kvasenje i rastvaranje, i u
uslovima in vitro ispitivanja pokazuju brzo i kompletno rastvaranje aktivne supstance u
svim medijumima pH vrednosti veée od 4,5.

Rezultati biofarmaceutske karakterizacije izabranih model supstanci za koje se u literaturi
navodi da pokazuju nisku rastvorljivost i nisku permeabilnost ukazuju na to da su
postojeci kriterijumi na kojima se zasniva procena rastvorljivosti u okviru
Biofarmaceutskog sistema klasifikacije previse strogi i da ih je potrebno modifikovati kako
bi se uspostavile biorelevantne grani¢ne vrednosti i kriterijumi za klasifikaciju lekova na
osnovu rastvorljivosti, narocito kada se radi o lekovitim supstancama tipa slabih kiselina.
U skladu sa navedenim, kao i rezultatima napredne analize podataka, kao kriti¢an
parametar za biofarmaceutsku klasifikaciju supstanci izdvaja se permeabilnost definisana
u vidu ternerne klasifikacije na visoko, umereno i nisko permeabilne lekovite supstance.

C. UPOREDNA ANALIZA REZULTATA DISERTACIJE SA PODACIMA 1Z LITERATURE

Tehnike za naprednu analizu podataka su u oblasti biofarmacije uglavnom koriS¢ene za
predvidanje parametara koji ukazuju na bioperformanse leka (kao Sto je procenat
apsorbovane doze ili permeabilnost ) na osnovu izraCunatih molekulskih deskriptora i
mogucnost klasifikacije lekovitih supstanci (1-17). U ovom istrazivanju ispitana je
mogucnost primene razli¢itih tehnika za naprednu analizu podataka u biofarmaceutskoj
karakterizaciji lekova na uzorku od 128 model lekovitih supstanci koje su grupisane u tri
seta podataka na osnovu opseine analize dostupnih informacija o njihovim
fizickohemijskim, biofarmaceutskim i farmakokinetickim karakteristikama. Tehnika
nerekurentnih neuronskih mreza treniranih algoritmom povratne propagacije, viseslojni
perceptroni, je uspeSno primenjena za razvoj modela za predvidanje intestinalne
permeabilnosti lekovitih supstanci u ljudi na osnovu izabranih molekulskih deskriptora.
Model je validiran na osnovu podataka o lekovitim supstancama koje su rasporedene u
test, odnosno eksterni set podataka i moZe se korisititi za predvidanje permeabilnosti



lekovitih supstanci cije se vrednosti analiziranih deskriptora (TPSA, HBD i HB) nalaze u
opsegu: [37,3—-163] + 37,71 za TPSA, [0-5] +1,5 za HBD i [2—-11] + 2,7 za HB. Primenom
tehnika hijerarhijskog klasterovanja na glavnim komponenata i stabla odlucivanja na setu
podataka koji je obuhvatio 64 lekovite supstance sa razli¢itim fizickohemijskim i
biofarmaceutskim osobinama, intestinalna permeabilnost (Pes) je identifikovana kao
kritican parametar koji uti¢e na apsorpciju lekovitih supstanci, za razliku od rastvorljivosti
(odnos doza rastvorljivost (parametar D/S) je bila jedna od ulaznih varijabli za klaster
analizu) koju algoritam ni u jednoj kombinaciji parametra nije identifikovao kao znacajan.
Ovakvi rezultati su u skladu sa rezultatima istrazivanja Newby i saradnika (15, 16) koji su
primenom metode klasifikacionih i regresionih stabala (engl. Classification and regression
trees, C&RTs) pokazali da rastvorljivost nije bila znacajna za predvidanje apsorpcije
lekovite supstance u meri u kojoj su ocekivali tj. dobijeni rezultati su pokazali da je
permeabilnost najvazniji faktor za predvidanje apsorpcije posle oralne primene lekovitog
preparata. Pored , nisko permeabilnih (Peg < 1 x 10* cm/s) i ,visoko permeabilnih (Pess >
2,7x 10" cm/s) lekovitih supstanci prepoznata je i grupa ,srednje permeabilnih”
supstanci, Cije Pess vrednosti variraju od 1 do 2,7x10%cm/s. Takode je uoceno da su nisko
permeabilne supstance generalno okarakterisane vrednostima frakcije apsorbovanog leka
(Fa) manjim od 50%, dok su supstance sa umerenom permeabilnoS¢u okarakterisane Fa
vrednostima u rasponu od 50 do 84%, a visoko permeabilne supstance vrednostima Fa
ve¢im od 85%. Ovakvi rezultati ukazuju na postojanje ,ternernog” sistema klasifikacije,
Sto je u skladu sa rezultatima drugih autora koji isticu znacaj uvodenja srednje klase za
permeabilnost lekovitih supstanci u cilju boljeg predvidanja njihove apsorpcije (17, 18).
Rezultati sprovedenih analiza pokazuju da visoke P vrednosti mogu kompenzovati nisku
rastvorljivost lekovite supstance tj. da se visoko permeabilne lekovite supstance mogu
uspesno apsorbovati iz gastrointestinalnog trakta bez obzira na rastvorljivost odredenu in
vitro. Dobijeni rezultati su u skladu sa literaturnim podacima, koji ukazuju na to da ¢e se
visoko permeabilne lekovite supstance dovoljno dobro apsorbovati bez obzira na
rastvorljivost jer ¢e se zahvaljujuéi visokim vrednostima P kompenzovati njihova niska
rastvorljivost (18 - 20). Klaster analize sprovedene na setu od 27 lekovitih supstanci, za
koje je u okviru in vivo studija pokazana bioloSka ekvivalentnost izmedu oralno
primenjenog rastvora i ¢vrstog farmaceutskog oblika (set podataka B) i setu sa 26
lekovitih susptanci za koje se u literaturi navodi da pokazuju nisku rastvorljivost i nisku
permeabilnost (set podataka C), a potom i na zbirnom setu podataka B i C, su pokazale da
je najveci broj lekovitih supstanci grupisano u dve klase, ¢ije su granice definisane P
vrednostima od priblizno 2 x 10 cm/s i Fa i Fm vrednostima od 85% i 50%, redom.

Klasifikacioni modeli za predvidanje efekta hrane na apsorpciju lekovitih supstanci
razvijeni su primenom algoritma slucajnih Suma (engl. Random forests, RF) i algoritma
potpornih vektora sa polinomijalnom kernel funkcijom (engl. Support vector machine with
polynomial kernel function, SVMPoly). Kao ulazni parametri razmatrani su: odnos
doza/rastvorljivost (D/S), efektivha permeabilnosti (Pes), obim metabolizma (Fm) i
poluvreme eliminacije (t;;). Oba modela su omogudila relativno uspeSno predvidanje
efekta hrane za test set, ali je samo RF model zadrzao prihvatljiv stepen predikcije kada su
modeli testirani na nepoznatom, eksternom setu lekovitih supstanci (kappa vrednost >
0,4). Dobijeni rezultati ukazuju na to da se efekat hrane verovatno nece ispoljiti kod
lekovitih supstanci koje se obimno metabolisu, imaju nizak odnos doza/rastvorljivost, te
kratko poluvreme eliminacije i visoku permeabilnost, za razliku od lekovitih supstanci koje



se slabo metaboliSu i imaju nisku permeabilnost i kratko poluvreme eliminacije za koje se
oCekuje negativni efekat hrane, odnosno smanjen obim i brzina apsorpcije u uslovima
primene uz obrok). Pozitivan efekat hrane, odnosno povecanog obima apsorpcije u
uslovima primene uz obrok se moZe ocekivati u slucaju lekovitih supstanci koje imaju
visok odnos doza/rastvorljivost, visoku permeabilnost i visok stepen metabolizma. Ovakvi
rezultati su dobijeni i u nedavno objavljenoj studiji u okviru koje je sprovedena meta
analiza uticaja hrane na apsorpciju lekova koji predstavljaju supstrat za efluks
transportere u gastrointestinalnom traktu (21).

Uporedna biofarmaceutska karakterizacija izabranih model supstanci za koje se u
literaturi navodi da pokazuju nisku rastvorljivost i nisku permeabilnost (aciklovir,
furosemid, valsartan i norfloksacin) pokazala je da su sve Ccetiri ispitivane lekovite
supstance tipa slabih kiselina, koje pokazuju ograni¢enu rastvorljivost pri niskim
vrednostima pH kakve postoje u Zelucu, usled ¢ega su, u skladu sa kriterijumima
Biofarmaceutskog sistema klasifikacije okarakterisane kao ,nisko rastvorljive®. Medutim,
njihova rastvorljivost se sa porastom pH vrednosti povecava i ukazuje na moguénost
potpunog rastvaranja primenjene doze pri uslovima koji postoje u tankom crevu. Sve
Cetiri ispitivane model supstance su komercijalno dostupne u obliku konvencionalnih
neoblotenih ili film tableta izradenih uz primenu uobiéajenih ekscipijenasa i bez dodatka
pomoc¢nih supstanci koji olakSavaju kvasenje i rastvaranje, i u uslovima in vitro ispitivanja
pokazuju brzo i kompletno rastvaranje aktivne supstance u svim medijumima pH
vrednosti vece od 4,5. Ovakvi rezultati dodatno podrzavaju istraZzivacke inicijative koje
ukazuju na potrebu da se postojeéi regulatorni kriterijumi za biofarmaceutsku klasifikaciju
lekova preispitaju i revidiraju kako bi se uspostavile biorelevantne grani¢ne vrednosti i
kriterijumi za klasifikaciju, narocito kada se radi o lekovitim supstancama tipa slabih
kiselina (22).

Primenom unapredenog prostornog modela apsorpcije i tranzita (programski paket
GastroPlusTM, Simulations Plus, SAD) razvijeni su i validirani fizioloSki zasnovani
farmakokineticki modeli za predvidanje in vivo ponaSanja za svaku od cetiri izabrane
model supstance. Razvijeni modeli su zatim uspeSno primenjeni za predvidanje profila
koncentracije ispitivanih lekovitih supstanci u uslovima primene na gladno i nakon obroka
na osnovu profila brzine rastvaranja iz komercijalno dostupnih uzoraka tableta sa
trenutnim oslobadanjem. Za razliku od modela napredne analize podataka (RFmodel,
algoritam slucajnih Suma) razvijenog u okviru ovog istraZivanja, rezultati in silico
simulacija primenom razvijenog PBPK modela ukazali su na odsustvo efekta hrane, osim u
slucaju valsartana. Ovakvi rezultati su u skladu i sa donekle kontradiktornim rezultatima in
vivo studija, s obzirom da je u slucaju valsartana i norfloksacina u nekim studijama uoceno
odsustvo, a u nekim negativan uticaj hrane. Dobijeni rezultati ukazuju na sloZene i
medusobno povezane faktore koji uti¢u na apsorpciju leka u uslovima primene nakon
obroka i u skladu su sa rezultatima nedavno objavljenih studija koje su se odnosile na
istrazivanje mogucnosti primene fizioloski zasnovanih farmakokinetickih modela kao alata
za predvidanje efekta hrane na apsorpciju lekova (23).
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E. ZAKLJUCAK — OBRAZLOZENJE NAUCNOG DOPRINOSA DISERTACIJE

Rezultati sprovedenih istraZzivanja ukazuju na mogucnost primene razli¢itih tehnika za
naprednu analizu podataka s ciljem identifikacije, klasifikacije i predvidanja faktora koji
mogu uticati na apsorpciju lekovitih supstanci iz gastrointestinalnog trakta i,
komplementarno sa drugim in silico i in vitro metodama, znacajno doprineti
biofarmaceutskoj karakterizaciji lekovitih supstanci.

Primenom tehnike nerekurentnih neuronskih mreza treniranih algoritmom povratne
propagacije, viseslojni perceptroni, uspesno je razvijen model za predvidanje intestinalne
permeabilnosti lekovitih supstanci u ljudi na osnovu izabranih molekulskih deskriptora
(TPSA, HBD i HB). Model je validiran na osnovu podataka o lekovitim supstancama koje su
rasporedene u test, odnosno eksterni set podataka i moze se korisititi za predvidanje
permeabilnosti lekovitih supstanci Cije se vrednosti analiziranih deskriptora nalaze u
slede¢em opsegu: [37,3-163] £ 37,71 za TPSA, [0-5] 1,5 za HBD i [2-11] £ 2,7 za HB.

Primenom tehnika hijerarhijskog klasterovanja na glavnim komponenata i stabla
odlucivanja na setu podataka od 64 lekovite supstance sa razli¢itim fizickohemijskim i
biofarmaceutskim osobinama, intestinalna permeabilnost (P.s) je identifikovana kao
kritiCan parametar koji uti¢e na apsorpciju lekovitih supstanci. Pored , nisko” permeabilnih
(Pefr < 1 x 10" cm/s) i ,visoko” permeabilnih (Pess > 2,7 x 10" cm/s) lekovitih supstanci
prepoznata je i grupa ,srednje” permeabilnih lekovitih supstanci, Cije Pess vrednosti
variraju od 1 do 2,7 x 10 cm/s. Takode je uoceno da su nisko permeabilne supstance
generalno okarakterisane vrednostima frakcije apsorbovanog leka (Fa) manjim od 50%,
dok su supstance sa umerenom permeabilnoséu okarakterisane Fa vrednostima u
rasponu od 50 do 84%, a visoko permeabilne supstance vrednostima Fa veéim od 85%.
Ovakvi rezultati ukazuju na postojanje ,ternernog” sistema klasifikacije, Sto je u skladu sa
rezultatima drugih autora koji istiCu znadaj uvodenja “srednje” klase za permeabilnost
lekovitih supstanci u cilju boljeg predvidanja njihove apsorpcije.

Moguénost predvidanja uticaja hrane na apsorpciju lekovitih supstanci ispitivana je
primenom algoritma slucajnih Suma (RF) i algoritma potpornih vektora sa polinomalnom
kernel funkcijom (SVMPoly), pri ¢emu su kao ulazni parametri koris¢eni odnos
doza/rastvorljivost (D/S), efektivha permeabilnost (P.s), obim metabolizma (Fm) i
poluvreme eliminacije (t;/;). Oba modela su relativno uspesno predvidala efekat hrane za
test set, ali je RF model zadrzao prihvatljiv stepen predikcije kada su modeli testirani na
nepoznatom, eksternom setu lekovitih supstanci, uz kappa vrednost 0,48.

Primenom unapredenog prostornog modela apsorpcije i tranzita (programski paket
GastroPlusTM, Simulations Plus, SAD) razvijeni su i validirani fizioloSki zasnovani
farmakokineti¢ki modeli za predvidanje in vivo ponasanja za svaku od cetiri izabrane
model supstance. Razvijeni modeli su zatim uspesno primenjeni za predvidanje profila
koncentracije ispitivanih lekovitih supstanci u plazmi u preprandijalnim i postprandijalnim
uslovima na osnovu profila brzine rastvaranja iz komercijalno dostupnih uzoraka tableta
sa trenutnim oslobadanjem u razli¢itim medijumima.

Uporedna analiza rezultata biofarmaceutske karakterizacije izabranih model supstanci
koje su u literaturi opisane kao nisko rastvorljive i nisko permeabilne, pokazala je da su
sve Cetiri ispitivane lekovite, kao supstance tipa slabih kiselina, koje pokazuju ogranicenu
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rastvorljivost pri niskim vrednostima pH kakve postoje u Zelucu, u skladu sa kriterijumima
Biofarmaceutskog sistema klasifikacije okarakterisane kao ,nisko rastvorljive”. Medutim,
njihova rastvorljivost se sa porastom pH vrednosti poveéava i ukazuje na mogucnost
potpunog rastvaranja primenjene doze pri uslovima koji postoje u tankom crevu. Sve
Cetiri ispitivane model supstance su komercijalno dostupne u obliku konvencionalnih
neoblozZenih ili film tableta izradenih uz primenu uobicajenih ekscipijenasa i bez dodatka
pomocnih supstanci koji olakSavaju kvasenje i rastvaranje, i u uslovima in vitro ispitivanja
pokazuju brzo i kompletno rastvaranje aktivnhe supstance u svim medijumima pH
vrednosti vece od 4,5.

Kriticka analiza dobijenih rezultata ukazuje na potrebu da se postojeci, regulatorno
prihvaceni, kriterijumi za biofarmaceutsku karakterizaciju lekova preispitaju i revidiraju
kako bi se uspostavile biorelevantne grani¢ne vrednosti i kriterijumi za klasifikaciju,
narocito kada se radi o lekovitim supstancama tipa slabih kiselina. U skladu sa navedenim,
kao i rezultatima napredne analize podataka, kao kritican parametar za biofarmaceutsku
klasifikaciju supstanci izdvaja se permeabilnost definisana u vidu ternerne klasifikacije na
visoko, umereno i nisko permeabilne lekovite supstance.

Prikazani rezultati predstavljaju znac¢ajan doprinos razvoju racunarskih, in silicom metoda
za biofarmaceutsku karakterizaciju lekova koje omogudéavaju uvid u sloZene odnose
izmedu razlicitih, fizickohemijskih, biofarmaceutskih i farmakokinetickih karakteristika
lekovitih supstanci i njihovog uticaja na apsorpciju i biolosku raspoloZivost oralno
primenjenih lekova.

F. PROVERA ORIGINALNOSTI DOKTORSKE DISERTACIE

Koriséenjem programa iThenticate u Univerzitetskoj biblioteci Svetozar Markovic,
Beograd zavrSena je provera originalnosti doktorske disertacije. Dobijena vrednost za
Similarity index iznosi 7% i posledica je podudarnosti licnih imena, citata, reci koriséenih u
opisu metodologije i uobicajenih fraza koje se koriste u opisu rezultata istrazivanja. Obim
podudaranja sa tekstovima iz drugih izvora bio je najvisSe 2%. Na osnovu navedenog, moze
se zakljuciti da je prilozena doktorska disertacija kandidata mag. farm. Biljane Gataric¢
originalno nauc¢no delo.

G. PREDLOG KOMISIJE ZA OCENU ZAVRSENE DOKTORSKE DISERTACIJE

Doktorska disertacija kandidata mag. farm. Biljane Gatari¢, pod nazivom ,,Primena
tehnika za naprednu analizu podataka u biofarmaceutskoj karakterizaciji lekova:
identifikacija, klasifikacija i predvidanje faktora koji utiCu na intestinalnu apsorpciju
lekovitih supstanci®, Cija je izrada odobrena na sednici Vec¢a naucnih oblasti medicinskih
nauka na Univerzitetu u Beogradu odrzanoj 25.02.2020. godine, napisana je tako da
prikaze pregled aktuelnih istrazivanja u oblasti biofarmaceutske karakterizacije lekova i
njihov znacaj, sadrzi jasno postavljene istrazivacke ciljeve, odgovaraju¢u metodologiju za
sprovodenje istraZivanja, detaljno prikazane rezultate istrazivanja pra¢ene adekvatnom
diskusijom i zakljuécima, tako da i po svom sadrzaju i po formi, ispunjava sve kriterijume
koji se zahtevaju za adekvatno napisano originalno nau¢no delo. Rezultati doktorske
disertacije su objavljeni u okviru dva rada u medunarodnim ¢asopisima sa SCl liste i dva

12



saopsStenja na medunarodnim nauénim skupovima. U skladu sa navedenim, ¢lanovi
Komisije sa zadovoljstvom predlazu Nastavno-nau¢nom vecu Univerziteta u Beogradu -
Farmaceutskog fakulteta da prihvati pozitivan izvesStaj o izradenoj doktorskoj disertaciji
pod nazivom ,Primena tehnika za naprednu analizu podataka u biofarmaceutskoj
karakterizaciji lekova: identifikacija, klasifikacija i predvidanje faktora koji uti€u na
intestinalnu apsorpciju lekovitih supstanci i kandidatu mag. farm. Biljani Gatari¢ odobri
javnu odbranu doktorske disertacije po dobijanju saglasnosti Veca naucnih oblasti
medicinskih nauka Univerziteta u Beogradu.
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