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OZET

Kir F., ilaglarin Absorpsiyonu ve Permeabilitesi Uzerine Malniitrisyonun Etkisinin
incelenmesi. Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Biyofarmasotik ve
Farmakokinetik Programi, Doktora Tezi, Ankara, 2024. Malnitrisyonda gorilen
patofizyolojik degisiklikler gastrointestinal kanaldan ilag emilimini etkilemektedir. Bu
tezin amaci, malnitrisyon gelistirilen sicanlarda bagirsaklardan farkli mekanizmalara
(transseliler ve paraseliiler) absorplanan model maddelerin (metoprolol ve atenolol)
in vitro hicre kaltiri ve in situ bagirsak perfizyonu calismalar ile
absorpsiyonu/permeabilitesinin incelenmesi, in vivo ve farmakokinetik modelleme
¢alismalari yapilarak degerlendirilmesidir. Ayrica, metoprololiin absorpsiyon ve
permeabilitesindeki degisim P-gp, CYP3A4 ve PMAT inhibitorleri (elakridar,
ketokonazol ve verapamil) kullanilarak arastiriimistir. Deneyler sonunda elde edilen
numunelerdeki madde miktarlari valide edilmis HPLC metodlari ile analiz edilmistir.
in vivo veriler modelden bagimsiz yéntem, minimal fizyolojik esasli farmakokinetik
modelleme c¢alismalari ve popiilasyon farmakokinetigi analizleri ile degerlendirilmis
ve farmakokinetik parametrelerin kestirimleri yapilmistir. Transport ¢alismalarinin
sonuclarina gére malndtrisyon gelistirilen HCT-8 ve Caco-2 hiicrelerinden atenololiin
permeabilitesi artarken (p<0,05) metoprololiin permeabilitesinde malnitrisyona
bagl olarak anlamh bir fark goérilmemistir. in situ bagirsak perfiizyonu
¢alismalarindan elde edilen sonuglar malnitrisyonlu grupta atenololin jejunum ve
ileumdan permeabilitesi artarken (p<0,05), kolondan permeabilitesinin degismedigini
gostermistir.  Ancak metoprololin  jejunum ve ileumdan permeabilitesi
malnitrisyonda degismezken, kolondan permebilitesi anlamli olarak azalmistir
(p<0,05). in vivo plazma konsantrasyon-zaman profilleri 2-3 asamal sifirinci derece
absorpsiyon kinetige gbre tanimlanmis ve malnitrisyonlu siganlarin ilag
maruziyetlerindeki artis aciklanmistir. Bu c¢alismadan elde edilen sonuglar
malnitrisyonda model ilaglarin permeabilite/apsorpsiyonlarinin degisebilecegini
kanitlanmistir.

Anahtar Kelimeler: ADME, bagirsak perflizyonu, beta-blokor, farmakokinetik
modelleme, hiicre kiltirl, malndtrisyon.

Destekleyen Kurumlar: Bu calisma Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
(BAP) Koordinasyon Birimi tarafindan desteklenmistir (Proje Kodu: TSA-2022-19747).
Fatma KIR, Yiiksekdgretim Kurulu (YOK) 100/2000 Doktora bursu ile ve 2211-C ve
2214-A burslan ile Tirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu (TUBITAK)
tarafindan desteklenmistir.
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ABSTRACT

Kir F., Investigation the Effect of Malnutrition on the Absorption and Permeability
of Drugs. Hacettepe University Graduate School of Health Sciences, PhD. Thesis in
Biopharmaceutics and Pharmacokinetics, Ankara, 2024. Pathophysiological changes
seen in malnutrition affect drug absorption from the gastrointestinal tract. The aim
of thesis is to investigate the absorption/permeability of model compounds
(metoprolol and atenolol) absorbed from the intestines by different mechanisms
(transcellular and paracellular) in malnourished rats using in vitro cell culture and in
situ intestinal perfusion studies and their evaluation by in vivo and pharmacokinetic
modeling studies. In addition, the change in absorption and permeability of
metoprolol were investigated using P-gp, CYP3A4, and PMAT inhibitors (elacridar,
ketoconazole, and verapamil). The amount of compounds in samples obtained from
the experiments was analyzed by validated HPLC methods. In vivo data were
evaluated by model-independent method, minimal physiologically based
pharmacokinetic modeling and population pharmacokinetic analyses and
pharmacokinetic parameters were estimated. According to the results of transport
studies, while the permeability of atenolol increased in malnourished HCT-8 and
Caco-2 cells (p < 0.05), no significant difference was observed in the permeability of
metoprolol in malnourished cells. Results from in situ intestinal perfusion studies
showed that permeability of atenolol across jejunum and ileum increased in
malnourished groups (p < 0.05), while its colonic permeability did not change. On the
other hand, while the permeability of metoprolol across jejunum and ileum did not
change in malnutrition, its colonic permeability decreased significantly (p < 0.05). In
vivo plasma concentration-time profiles were characterized by 2-3 stage zero-order
absorption kinetics, and increase in drug exposure in malnourished rats was
explained. The results obtained from this study proved that the
permeability/absorption of model compounds may change in malnutrition.

Keywords: ADME, intestinal perfusion, beta-blocker, pharmacokinetic modelling, cell
culture, malnutrition.

Supporting Organizations: This study was supported by Hacettepe University
Scientific Research Projects Coordination Unit (Project number: TSA-2022-19747).
Fatma KIR was supported by Council of Higher Education (YOK) 100/2000 PhD grant
and The Scientific and Technological Research Council of Turkey (TUBITAK) 2211-C
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Sayfa

Gastrointestinal kanalin yapisi ve bagirsaklardan absorpsiyon
mekanizmalari.

Malnutrisyonun siniflandirmasi.
PEM cgalismalarinda kullanilan ilaglarin BSS’ye gore siniflandiriimasi.
PEM galismalarinda kullanilan ilaglarin BDDCS’ye gore siniflandiriimasi.

Obezite galismalarinda kullanilan ilaglarin BSS’ye gére siniflandiriimasi.

Obezite galismalarinda kullanilan ilaglarin BDDCS’ye gore siniflandirmasi.
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1. GIRiS
llaclar enteral (oral) ve parenteral (topikal, sublingual ve transdermal gibi)
olmak Uzere bircok yoldan uygulanabilmektedir. Bu yollardan en ¢ok tercih edileni
oral yoldan ilag uygulamasidir. Oral yoldan ilag uygulamasi glivenli, kolay ve ekonomik
olmakla birlikte ilaglarin absorpsiyon ve biyoyararlanimlari etkin maddenin
fizikokimyasal 6zellikleri, dozaj seklinin 6zellikleri ve fizyolojik etkenlere baglh olarak

degisiklik gosterebilmektedir.

Protein-enerji malnitrisyonu (PEM, protein-kalori malnttrisyonu), siklikla
bebeklerde ve ¢ocuklarda goriilen, genellikle enfeksiyonla iliskili, hafiften siddetliye
kadar degisen bir dizi protein ve kalori eksikliginden kaynaklanan patolojik bir durum
olarak tanimlanmaktadir (1). Son 30 vyilda hastanede vyatan hastalarda
malnitrisyonun gorilme sikhigl %19 ile %80 arasinda degismektedir (2). Malnitrisyon
5 yasindan kuiglik ¢ocuklarda yilda 10,8 milyon 6limin yaklasik yarisindan dogrudan
veya dolayli olarak sorumludur. Az gelismis Ulkelerde oldugu kadar gelismis llkelerde
de gorilmektedir (3). Bu durum yetersiz gida alimindan kaynaklanmakla beraber bir
hastalik nedeniyle de ortaya ¢ikabilmektedir. Anoreksiya nervoza, kanser ve AIDS gibi
hastaliklar genellikle dusik gida alimina, yetersiz besin tiketimine/absorpsiyonuna ve
buna bagli olarak gelisen besin maddelerine artan gereksinime ya da asiri kaybina yol
acabilmektedir. Kanser hastalarinin yaklasik %50'si hastaligin seyri sirasinda yetersiz
beslendigi icin (4) bu durum kemoterapiye toleransin ve bagisikligin bozulmasina yol
acabilmektedir (5). Ayrica, HIV/AIDS ve tlberkiloz gibi hastaliklar genellikle

malnatrisyonla beraber bulunup bagisiklik azaldiginda ortaya ¢cikmaktadir (6).

Oral yoldan verilen ilaglar, sistemik dolasima girmeden once c¢esitli
sireclerden (tablet formunda ilacin ¢6zlinmesi ve etkin maddenin gastrointestinal
sistem/kanal (GiS)’dan absorpsiyonu) gecerek GiS’ten absorbe edilmektedir (7).
ilaglarin absorpsiyonu; ilacin ¢dzinirligiine, cesitli pH degerlerinde iyonlasmasina,

GiS’in ylizey alanina ve bagirsaklardan gegis siiresine baglidir.

Malnitrisyon bagirsak dokularinin fizyolojik fonksiyonlarini/durumlarini

etkileyebilir. Ornegin mukozal kiitle, bagirsak protein icerigi ve toplam bagirsak yiizey



alani malnitrisyonda 6nemli olglide azalmaktadir. Ayrica, firca kenar membranlarinin
kolesterol ve fosfolipit bilesimi (lipit:protein ve kolesterol:fosfolipit oranlari)
artmaktadir (8). Toplam bagirsak ylizey alaninin malnitrisyonda azalmasi (9) temel

besin maddelerinin malabsorbsiyonuna yol agabilmektedir (10).

Malnitrisyonda ilaglarin absorpsiyonlarinda meydana gelen degisikligi
arastiran ¢alismalar sinirhdir. Bu nedenle, bu ¢alismada bagirsaklardan farkh
mekanizmalarla (transseliiler ve paraseliiler) absorplanan model etkin maddelerin
(metoprolol tartarat; MET ve atenolol; ATN) absorpsiyon ve permeabilitesi Gzerine

malnitrisyonun etkisinin arastiriimasi amaglanmistir. Bu kapsamda;

e Biyoanalitik Yontem Gelistirilmesi
o Yapilacak hiicre kiltlrl ve in situ perflizyon ¢alismalarinda kullaniimak
Uzere biyoanalitik yontemin gelistirilmesi ve validasyonu,
o Yapilacak in vivo galhismalarda kullaniimak Gzere gelistirilen biyoanalitik

yontemin modifiye edilmesi ve validasyonu yapilacaktir.

e Hucre Kiltari Calismalar

o Hicre kultiri g¢alismalarinda kullanilacak en uygun ATN ve MET
konsantrasyonun tespiti amaciyla hicre canlihgi testleri,

o Normal ve malnitrisyon gelistirilmis HCT-8 (insan ileogekal kolorektal
kanser hicre hatti)) ve Caco-2 (insan kolon kanser hiicre hatti)
hiicrelerinde cift yonli transport calismalari (apikalden bazolaterale ve
bazolateralden apikale dogru) ile ATN ve MET’in permeabiliteleri tayin

edilecektir.

e in Situ Perfiizyon Calismalari
o Kontrol (saghkli) ve malnitrisyon gelistirilmis sicanlarda Ugli bagirsak
perfizyonu (jejunum, ileum, kolon) calismalari ile ATN ve MET'in

absorpsiyonu ve permeabilitesi incelenecektir.



e in Vivo Calismalar
o Kontrol (saglkli) ve malnitrisyon gelistirilmis sicanlarda ATN ve MET'in
oral yolla uygulanmasindan sonra plazma konsantrasyon-zaman

egrileriden farmakokinetik parametreleri tayin edilecektir.

e Farmakokinetik Modelleme Calismalari
o Literatirden fizyolojik (kan akis hizi ve doku hacimleri gibi) ve plazma
profillerine dair (intravendz, IV ATN ve IV MET uygulamasi) verilerin
toplanmasi,
o Minimal fiyolozjik esasl farmakokinetik (mPBPK) modellerin gelistirilmesi,
o Oral ve IV profillerin ayri ayri ve birlikte model uyumlarinin saglanmasi,
o Popilasyon analizlerinin yapilmasi ve model optimizasyonu ¢alismalari

yapilacaktir.

Yapilacak tiim g¢alismalar sonucu elde edilen bulgular literatlirde yer alan
bilgiler ile kiyaslanarak malnttrisyonun ilag absorpsiyonu ve permeabilitesi Gizerindeki

etkisi degerlendirilecektir.



2. GENEL BiLGILER

llaclar hastaliklarin teshisi, tedavisi ve énlenmesi icin sistemik ya da lokal etki
elde etmek amaci ile enteral (oral) ve parenteral (topikal, sublingual, transdermal,
rektal, intravendz, nazal, bukkal, vajinal gibi) yollardan uygulanmaktadir. Bu uygulama
yollari arasinda en yaygin olani oral yoldan ila¢c uygulamasidir. Oral ila¢ uygulamasi
hasta uyuncu yiiksek, genellikle glivenli, uygulama kolayligi saglayan ve ekonomik
olan bir yoldur. Ayrica, oral yoldan yiksek miktarda ila¢ verilebilmekte ve cesitli

formulasyonlar sayesinde ilaglarin salimlari uzatilabilmektedir (11, 12).

Oral yoldan ilag uygulamasinda ilacin sistemik dolagima gegerek farmakolojik
etki gdsterebilmesi icin GiS'ten gecerek absorbe olmasi gerekmektedir. ilaglarin
absorpsiyonu temel olarak ilaglarin fizikokimyasal 6zelliklerine (partikil biyuaklGga,
polimorfizm ve tuz-ester yapilari gibi), dozaj sekline ait faktorlere (dozaj sekli tipi ve
formilasyondaki yardimci maddeler gibi) ve fizyolojik faktorlere (pH, mide-bagirsak
kanalindan gecis slresi ve bireysel farkliliklar gibi) bagli olarak degismektedir (11, 13-
16). Oral yoldan uygulanan bir ilag GiS'ten gecerken enterositlerdeki enzimler ile
yikima ugrayabilir ve karacigerde metabolize edilebilir. Bu nedenle ilacin
biyoyararlanimi bu islemlerden kurtulan degismemis ilag fraksiyonuna bagl olarak

degisebilmektedir (17).

Bir ilacin gastrointestinal kanaldan absorpsiyonunda hiz kisitlayan iki temel
parametre ¢ozlnlrlik ve permeabilitedir. Cozinirligl distk olan etkin maddeler
icin ¢6ziinme hizi, permeabilitesi (GiS membranindan gecme hizi) diisiik olan etkin
maddeler icin ise GiS membranlarindan gecme hizi, hiz kisitlayici basamak olarak

kabul edilmektedir (18).
2.1. Gastrointestinal Sistemin Anatomik ve Fizyolojik Ozellikleri

GiS, agizdan baslayarak aniiste sonlanmakta ve sindirimi saglayan
segmentlerden (mide, ince bagirsak ve kalin bagirsak gibi) olusmaktadir. Ayrica
sindirim slirecinde karaciger, safra kesesi ve pankreas gibi yardimci organlar da gérev

almaktadir. Agiz, ilaglarinilk isleme ugradigi yer olup sindirimin basladigi yerdir. Yiizey



alani kuiguk (yaklasik 100 cm?) olmakla beraber kan ve lenf damarlari agisindan zengin
oldugu icin kisa sirede yiksek kan ilag seviyeleri elde edilebilmektedir. Oral
mukozadan absorpsiyon genellikle pasif diflizyon ile olup, ilaglarin tukrikle
uzaklastirilmasina bagh olarak absorpsiyonda degisiklikler ve dizensizlikler
olabilmektedir. ilaglar oral mukozadan absorplandiklarinda jugular ven ile sistemik
dolasima gectikleri icin ilk gecis etkisi goriilmemektedir. Yutak ve mide 6zefagus ile
birlesmektedir. Ozefagus yaklasik 20-22 cm uzunlugunda ve 2,5 cm ¢apinda olan iigte
ikisi cizgili, Gcte biri ise diiz kastan olusan bir borudur (pH 5-6). ilaglarin saglkli
bireylerde 6zefagustan gecis stireleri kisa (9,4 * 2 saniye) oldugu icin ilag absorpsiyonu
yoktur (19). Mide (uzunluk: 20 cm, genislik: 15 cm, pH 1,2-3,5) l¢ bdlgeden
olusmaktadir (fundus, govde ve pilor). Fundus, sindirim gazlarini toplar; govde,
hidroklorik asit ve pepsinojen; pilor, mukus, gastrin ve hidroklorik asit salgilamaktadir.
Mukus salgisi ile mide yiksek asit iceriklerine karsi korunmaktadir, gastrin ise
hidroklorik asit salgilanmasini uyarmaktadir. Hidroklorik asit salgilanmasi sonucunda
azalan pH, pepsinojeni pepsine donustlirerek aktiflestirmektedir. Midenin ylzey alani
kucuk (yaklastk 1 m?) olsa da aspirin, fenitoin ve varfarin gibi ilaglar mideden
absorplanmaktadir (20-22). ince bagirsak yaklasik 6 metre uzunlugunda olup
duodenum (uzunluk: 20-30 cm; pH: 6,5-7,6), jejunum (uzunluk: 2,5 m; pH: 6,3-7,3) ve
ileum (uzunluk: 3,5 m; pH: 7,6) olmak lizere ii¢ kissmdan olusmaktadir. ince bagirsagin
yuzey alani kivrimh yapisindan dolayi (Kerckring kivrimlari, villus ve mikrovillus (brush
border, firca kenar)) oldukga fazladir (200 m?) ve kan akis hizi yuksektir (25 mL/dk x
100 g) (23).

Duodenum ve jejunumda bulunan Kerckring kivrimlari ylizey alaninda yaklasik
Uc katlik bir artis saglar. Bagirsak limeni icine dogru cikintilari olan villuslar duodenum
ve ileumda genisken, jejunumda uzun ve incedir ve ylizey alaninda 30 katlik bir artis
saglamaktadir. Mikrovilluslar ise ince bagirsagin ylizey alaninda yaklasik 600 katlik
artis saglamaktadir (16). Bu nedenle, ince bagirsak, ilaglarin absorpsiyonu icin GiS’in
en o6nemli bélgelerindendir ve bircok ilacin absorbe oldugu vyerdir. ilaclarin
absorpsiyonu bagirsak segmentlerine goére farklilik gdsterebilmektedir. Ornegin

duodenum ve jejunumdaki absorpsiyon ileuma kiyasla daha fazladir. Bunun nedeni



duodenum ve jejunumdaki villus ve mikrovillus yogunlugunun daha fazla olmasidir.
Ayrica enterositlerin apikal (Iimen) ve bazolateral (kan) ylizeylerinde absorptif (influx,
uptake) ve eksorptif (efflux) tasiyici proteinler yer almaktadir. Mikrovilluslarin ug
kisimlarinda, birgok ilacin metabolizasyonundan sorumlu olan CYP3A4 gibi enzimler
de bulunmaktadir. Influx tasiyicilar (OATP’ler, OAT’ler ve OCT’ler gibi) substrati olan
ilaglarin absorpsiyonunu arttirirken, efflux tasityicilar (P-gp, BCRP ve MRP2 gibi)
substrat ilaglarin absorpsiyonu genellikle azaltmaktadir. Kalin bagirsak (uzunluk: 1,5
m; pH: 7,5-8) ¢cekum (uzunluk: 10-30 cm, genislik: 7 cm), kolon (uzunluk: 150 cm,
genislik: 5 cm) ve rektumdan (uzunluk: 15-19 cm, genislik: 2,5 cm) olugsmaktadir. Kalin
bagirsagin baslica islevleri arasinda sindirilemeyen besinlerin feges ile atilmasi,
fecesten suyun absorpsiyonu ve bagirsak bakterileri tarafindan (retilen esansiyel
vitaminlerin absorpsiyonu yer almaktadir. Kalin bagirsagin ylizey alani villuslar
bulunmadigi icin ince bagirsaga kiyasla daha kiiclik olsa da kolon duvarinda yer alan
haustra adi verilen kese seklindeki katmanlar sayesinde kolon genisleyip
uzayabilmektedir (24). Kolon, su ve elektrolitlerin absorbsiyonundan sorumludur ve
bu bélge ¢6ziinurligl az olan ve geciktirilmis salim saglayan ilaglarin absorpsiyonu
icin dnemli bir 6neme sahiptir (16). Ayrica, ilaglarin kismi olarak da olsa ilk gegis
etkisinden kagisi ve kontrolli salim saglayan ilaglarin absorpsiyonunun saglanmasi
nedenleri ile rektal yolla da ila¢ uygulamasi yapilmaktadir. Diger yandan, rektal
mukozanin yapisi nedeni ile ilaglarin diizensiz absorbe olmasi ve ylizey alaninin kiiglik
olmasindan dolayi sinirh ilag absorpsiyonu rektal yolun sakincalari arasinda yer

almaktadir (25).
2.2. Gastrointestinal Kanaldan ilag Absorpsiyonu

Oral yoldan uygulananilaglarin absorbe olarak etki edecegi bolgeye ulasmalari
icin GIS membrani da dahil olmak Uzere cesitli biyolojik membranlardan ge¢cmek
zorundadir. ilaclarin bagirsak epitelinden absorpsiyonu temel olarak transseliiler ve
paraseliler (interseliler) yol olarak iki mekanizmaya gore gerceklesmektedir (Sekil
2.1.). Transselller yol ile membranlardan gecen ilaglarin absorpsiyonu pasif diflizyon,
tastyicilar araciligiyla (carrier-mediated) transport (kolaylastirilmis pasif difiizyon ve

aktif transport), vezikiiler transport, konvektif (por) transport ve iyon cifti olusumu



gibi mekanizmalarla gerceklesmektedir (21). Transseliiler yol ile absorplanan ilaglara
metoprolol, propranolol, fenitoin ve naproksen érnek olarak verilebilmektedir (26).
Paraseliiler yol ile absorbe olan ilaglar epitel hiicreler arasindaki bosluklardan
gecmekte ve firga kenarin altinda yer alan siki kavsaklar (tight juction) tarafindan
kontrol edilmektedir (27). Jejunumun por ¢api 0,8 nm, ileum ve kolonun ise 0,3 nm
oldugu icin blyuk molekillu ilaglar paraseliler yol ile absorbe olamamaktadir (22).
Paraseliiler yol ile absorplanan ilaglara atenolol, mannitol, ranitidin ve simetidin
ornek olarak verilebilmektedir (28-33).

APIKAL
mikrovillus transseliiler yol sikikavsak paraseliileryol

e o 0 o O O O

— enterosit

BAZOLATERAL
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ince bagirsak

Sekil 2.1. Gastrointestinal kanalin yapisi ve bagirsaklardan absorpsiyon
mekanizmalari.

ilaglarin GiS’ten absorpsiyonunda etkin maddenin fizikokimyasal 6zellikleri,
farmasotik dozaj seklinin 6zellikleri ve fizyolojik faktorler etkili olmaktadir. Coziinmus
ve non-iyonize halde olan maddeler gastrointestinal membrandan gecebilmektedir.
Bu nedenle, partikil buylkltga, kristal form, polimorfizm ve tuz sekli gibi coztindrlige
etki eden faktorler, ilacin iyonizasyonunu etkileyen ortam pH’si ve ilacin pKa’si ilag
absorpsiyonunu etkilemektedir (34-37). Yagda yuksek ¢ozunirlik gosteren ilaglarin
lipit yapidaki hicre membranindan permeabilitesi yuksektir. Farmasotik dozaj

seklinin formilasyonunda yer alan yardimci maddeler ilacin ¢6zlndrlik 6zelliklerini,



GiS’'te kalma siiresini ya da hiicre membranlarindandan gegisini degistirerek ilacin
absorpsiyonunda degisiklige neden olabilmektedir (38). ilaglarin absorpsiyonu,
absorpsiyon bolgesinde kalis siiresi ile de iliskilidir. Mide bosalma siiresinde
gecikmeye (yagli ve sicak besin tiiketimi; antikolinerjik ve trisiklik antidepresanlar gibi
ilaglarin kullanimi ve mide Ulseri gibi nedenler) bagl olarak ilaglarin absorpsiyon
hizlar1 yavaslayarak absorpsiyon dereceleri degisebilmektedir (11, 16, 39, 40).
Peristaltik hareketler sayesinde duodenumdaki ilacin mukozal hiicreler ile temasi
artmaktadir. Fiziksel aktiviteler, yas ve hastalik gibi faktorler peristaltik hareketi
etkileyerek intestinal motiliteyi ve buna bagli olarak da ilaglarin absorpsiyonununu
etkilemektedir (16, 39, 40). Ayrica, konjestif kalp yetmezligi gibi hastalk
durumlarinda kan akis hizinin azalmasina bagh olarak ilaglarin ince bagirsaktan

uzaklasma hizi ve biyoyararlanimi da azalabilmektedir (16).

Bireyler arasinda yas, cinsiyet ve cesitli patolojik durumlar gibi farkliliklar
ilaglarin absorpsiyonlarini degistirebilmektedir. Bireylerin yaslarina bagli olarak organ
kan akis hizlarinda azalma, GIS motilitesinde degisiklik, gastrik pH’da artma ve
enzimatik aktivitelerde degisiklik olabilmektedir (16). Ayrica, bireylerin cinsiyetlerine
bagl olarak viicut agirligi, viicuttaki kas ve yag oranlari, hormon seviyeleri, plazma
protein seviyesi, enzim (sitokrom P450 gibi) aktiviteleri, ila¢ tasiyicilarinin
fonksiyonlarindaki farkhliklarindan dolayi ilaglarin absorpsiyonu degisebilmektedir
(21). Enzimler (sitokrom P450 gibi) ve tasiyici proteinlerin (P-gp ve BCRP gibi)
ekspresyon derecelerinde birey ici ve bireyler arasinda olan genetik polimorfizme
bagh olarak ilaglarin absorpsiyonunda farkhliklar gérilebilmektedir (41). Karaciger
(siroz gibi), bobrek (bobrek yetmezligi gibi) ve kardiyovaskiler sistem fonksiyonlarinin
hastaliklara bagli olarak bozulmasi sonucu ilaglarin absorpsiyonu degisebilmektedir
(42). Ayrca, malniitrisyon ve Crohn hastaligi gibi GiS'ten absorpsiyonu etkileyen
hastaliklara bagli olarak da ilaglarin absorpsiyonlarinda degisiklikler meydana

gelebilmektedir (11).



2.3. Bagirsak Permeabilitesi Tayin Yontemleri

Etkin maddelerin permeabilitesi, fiziokokimyasal ozellikleri (molekil
blylkligu ve lipofilisite gibi), bagirsagin membran yapisi ve transport mekanizmalari
gibi ¢esitli faktorlere bagh olarak degisebilmektedir. Permeabilitede meydana gelen
degisiklik, ilaclarin  absorpsiyonlarini  dolayisiyla da  biyoyararlanimlarini

degistirmektedir.

Etkin maddeler c¢ozlnilrlik ve permeabilite O6zellikleri dogrultusunda
Biyofarmasotik Siniflandirma Sistemine (BSS) gore dort sinifa ayrilmaktadir (Sinif |,
ylksek ¢ozundrlik ve ylksek permeabilite; Sinif 1l, dusik ¢ozinarlik ve ylksek
permeabilite; Sinif ll, ylksek ¢ozlintrlik ve disik permeabilite; Sinif IV disik
¢6ziinirlik ve disik permeabilite). Avrupa ilag Ajansi (EMA), BSS’ye gore
biyoesdegerlik basvurulari icin insanlarda tam absorpsiyonun (absorpsiyon derecesi
> %85) kanitlanmasini talep etmektedir. Tam absorpsiyon yliksek permeabilite ile
iliskilidir. Tam absorpsiyonun tayininin mutlak biyoyararlanim ya da kiitle denge
calismalari ile yapilmasi 6nerilmektedir (43). Kitle denge calismalarinda, absorbe
edilen ila¢ fraksiyonun tayini icin kullanilan metabolitler absorpsiyondan sonra
olusmalidir. Bu nedenle, etkin maddenin mide/bagirsakta pargalanmadigindan/
metabolize olmadigindan emin olunmalidir. Metabolizasyon (Faz | oksidasyon ve Faz
Il konjugasyon) sadece absorpsiyondan sonra meydana gelmektedir. Boylece olusan
metabolitlerin idrar ve fegesten geri kazanimiyla ilacin idrardan geri kazanilan
miktarinin toplami uygulanan dozun > %85 ise elde edilen veriler tam absorpsiyonu

desteklemektedir (43).

Amerikan Gida ve ilag Dairesi (FDA) etkin madde GiS’te stabilse kiitle denge ya
da mutlak biyoyararlanim ¢alismalari ile uygulanan ilag dozun absorpsiyon derecesi
> %85 ise etkin maddenin yiiksek permeabilite gosterdigini kabul etmistir (44). Etkin
maddelerin permeabilite 6zellikleri (i) kiitle denge calismalari (insanda), (ii) mutlak
biyoyararlanim calismalari ve (iii) intestinal perfiizyon calismalari yontemleri ile tayin

edilebilmektedir. insanlarin kullanilmadigi yéntemlerde, uygun bir hayvan modelinde
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(6rn. sigan) in vivo ve in situ intestinal perfliizyon calismasi ve/veya in vitro
permeabilite calismalar (intestinal doku kesitleri/epitel hiicre tek tabakasiyla) ile
permeabilite tayinlerinin yapilmasi tasviye edilmektedir. Permeabilite tayin

yontemleri asagida 6zetlenmektedir.

2.3.1. insanlarda Farmakokinetik Calismalar
e Kiitle Denge Galismalari

Kutle denge calismalari ile isaretli olmayan, dayanikli izotop/radyoaktif
isaretli ilac etkin maddeleri kullanilarak ilacin absorpsiyon derecesi tayin
edilmektedir. Bu kapsamda yer alacak yeterli sayida gonilli olmali ve bdylece
absorpsiyon dereceleri glivenilir olarak tayin edilebilmektedir. Ayrica, kiitle denge
calismalarinda ilacin > %85’i idrarla degismeden atilmiyorsa ilacin GiS’de dayanikli

oldugunun da kanitlanmasi gerekmektedir.

e Mutlak Biyoyararlanim GCalismalari

Oral yoldan uygulanan bir ilacin mutlak biyoyararlanimi IV yoldan uygulanan
ilacin sistemik dolasima gecgen ilag miktarina oranlanmasi ile hesaplanmaktadir. Bu
calismalarda da yeterli sayida gonilliiye yer verilerek tayin edilen absorpsiyon
derecesinin  glvenilir olmasi  saglanmaldir. FDA’ya goére ilacin mutlak
biyoyararlaniminin > %85 oldugu kanitlanirsa GiS’teki stabilitesinin kanitlanmasi igin

ek veri sunulmasi gerekmemektedir.

2.3.2. intestinal Permeabilite Yontemleri

Bu yontem, ince bagirsak hiicrelerinden pasif diflizyonla gecen etkin maddeler
icin uygundur. insanlarda bazi ilaclarin permeabilitelerinin diisiik olmasinin nedeni
etkin maddenin efflux tasiyicilarin  (P-gp gibi) substratlari olmalarindan
kaynaklanabilmektedir. Permeabilite tayini icin kullanilan sistemlerde efflux tasiyici

proteinleri bulunmuyorsa/efflux tasiyici proteinlerin ekspresyonlari disukse, etkin
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maddelerin  permeabilitesi yanhs tayin edilerek siniflandirmada hatalar
yapilabilmektedir. Bu nedenle etkin maddenin permeabilite sinifini tayin etmek igin
kullanilan sistemlerde efflux tasiyici proteinlerin varligi siklosporin A, vinblastin ve
rodamine 123 gibi model ilaglar ile ¢ift yonli transport calismalari yapilarak

kanitlanmalidir.

FDA tarafindan permeabilite tayini igin Onerilen ydntemler asagida

siralanmistir:

in vivo bagirsak perfiizyonu (insanda)
Hayvan modelleri (si¢an gibi) ile in vivo/in situ bagirsak perflizyonu

Bagirsak dokulari (insan/hayvan) kullanilarak in vitro permeasyon

DN N NN

in vitro permeasyon (tek tabakali epitel hiicreden)

Mutlak biyoyararlanim > %85 ise, uygulanan ilacin > %85’i idrarla degismeden
atiliyorsa, uygulanan ilacin > %85’i GiS’de stabil olup idrardan degismeden veya
metabolitine déniserek geri elde edilebiliyorsa permeabilite tayini icin tek bir yontem
yeterli olmaktadir. Aksi taktirde, FDA iki farkli yontemin kullaniimasini tavsiye
etmektedir. Farkli permeabilite tayin yontemleri arasindaki veriler celiskili ise
insanlardan elde edilen verilerin, in vitro ya da hayvanlardan elde edilen veriler yerini
alacagi belirtilmistir. Etkin maddenin permeabilitesinin siniri etkin maddenin
insandaki absorpsiyon derecesine (dolayli) ve intestinal membranindan (insan) kitle
transfer hizinin 6lgimiine (dogrudan) baghdir (45). Ayrica, FDA’nin ilk kilavuzunda
etkin maddenin yuksek permeabilite siniri olan > %90 absorpsiyon derecesi, daha

sonra yayimlanan kilavuzda EMA ile uyumlu hale getirilmistir ( > %85) (44, 46).

Tez kapsaminda secilen model ilaglarin (ATN ve MET) permeabilitelerinin
tayini igin in vitro hicre kiltlra ¢alhismalari ve limenden kayip esasina dayanan in situ

Ucli intestinal bagirsak perflizyonu yontemi kullanilmustir.
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2.4. Malniitrisyon Tanimi, Siniflandirmasi ve Goriilme Sikhgi

Malnitrisyon, yetersiz beslenme ve asiri beslenmeyi kapsayan ve farkl alt
gruplara ayrilan “koéti beslenme” anlamina gelmektedir (47). MalnUtrisyon, yetersiz
beslenme anlaminda kullanilsa da asiri beslenme de malnitrisyona dahil edilmektedir

(Sekil 2.2.).

Malnttrisyon

\

Asir beslenme Yetersiz beslenme
(overnutrition) (undernutrition)

/ A

~

Marasmik-Kwashiorkor

Marasmus .
Kwashiorkor

Obezite protein ve enerji-kalori

eksikligi

enerji-kalori

eksikligi protein eksikligi

Sekil 2.2. Malnitrisyonun siniflandirmasi (47).

e Protein-Enerji Malniitrisyonu (PEM)

PEM, genellikle enfeksiyonla iliskili, hafiften siddetliye kadar degisen bir dizi
protein ve kalori eksikliginden kaynaklanan ve siklikla bebeklerde ve c¢ocuklarda
gorilen patolojik bir durumdur (1). Kwashiorkor, marasmus ve marasmik-
kwashiorkor, 1962 yilinda Gida ve Tarim Orgitii (FAO, Food and Agriculture
Organization) ve Diinya Saglik Orgiitii (DSO; The World Health Organization, WHO)
tarafindan PEM olarak tanimlanmistir (48). Kwashiorkor, enerjiye kiyasla proteinin
ciddi eksikligi; marasmus ise protein ve kalori eksikligi olan bir diyetle beslenme ile

ortaya cikmaktadir (49, 50).

Sudan, Etiyopya, Banglades, Burkina Faso ve Kamerun'da yaygin olan
marasmusun goriilme sikligl, Uganda, Zambiya, Nijerya ve Kolombiya gibi llkelerde
yaygin olan kwashiorkordan daha yliksektir (48). 1970 yilinda yapilan bir calismaya

gore gelismekte olan (lkelerde kwashiorkorun gorilme sikligi %0,2-1,6 iken,
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marasmusun gorilme sikligi %1,2-6,8'dir (48). Kwashiorkor genellikle 1-4 yas arasi
cocuklarda goralurken, marasmus genellikle 1 yas alti cocuklarda goérilir (51). Bu
nedenle PEM Uzerine yapilan ¢alismalar esas olarak c¢ocuklara odaklanmistir.
Kwashiorkor 6demli ¢cocuklarda, marasmus yasina gore disiik kilolu cocuklarda ve
marasmik-kwashiorkor her ikisine de sahip ¢ocuklarda gorilmektedir (52). Bunlar
DSO tarafindan belirlenen giincel antropometrik standartlara gére kabul edilmistir
(48). PEM'i belirlemek igin ¢cocugun antropometrik, biyokimyasal ve klinik olarak
taramasi yapilmaktadir (53). Cocuklarda PEM i¢in antropometrik gostergeler asagida

listelenmisgtir:

v bodurluk (stunting): yasa gore boy z-skoru kiresel medyan degerinin -2
standart sapmanin (SS) altinda olmasi,

v’ zayiflik (wasting): boya gére agirlk z-skoru kiiresel medyan degerinin -2 SS'nin
altinda olmasi,

v’ disiik kiloluluk (underweight): yasa goére agirlik z-skoru kiresel medyan

degerinin -2 SS'nin altinda olmasidir (54).

Yasa gore disik agirhk terimi hem bodur hem de zayif cocuklari kapsadigindan
(55), yasa gore agirhk kullanimi 1972'de Waterlow tarafindan boya gore agirlik olarak
degistirilmistir (55). Beslenme durumu, boy ve kilo élciiliip, 6lciimlerin DSO tarafindan
tanimlanan standart ol¢limlerle karsilastiriimasiyla degerlendirilmektedir (54).
DSO'niin, dzellikle hekimlere ve saghk calisanlarina siddetli yetersiz beslenmenin
yonetimi konusunda tavsiyelerde bulunmak icin yetersiz beslenme konusunda
kilavuzlari vardir. Ayrica DSO tarafindan siddetli akut yetersiz beslenmesi olan

bebekler ve cocuklar icin yayinlanan bir kilavuz da vardir (56, 57).

Malnutrisyon, az gelismis Ulkelerde oldugu kadar gelismis (lkelerde de
gorilmektedir (14). Bu durum yetersiz gida alimindan kaynaklanmakla beraber bir
hastalik nedeniyle de ortaya cikabilmektedir. Anoreksiya nervoza, kanser ve AIDS gibi
hastaliklar genellikle dusik gida alimina, yetersiz besin tiiketimine/absorpsiyonuna ve
buna baglh olarak gelisen besin maddelerine artan gereksinimine ya da asiri kaybina

yol acabilmektedir.
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e Obezite

Viicutta anormal ve asiri yag birikimi obezite olarak tanimlanmaktadir (58).
Obezitenin siniflandiriimasina yonelik farkli yaklasimlar mevcuttur, yetiskinlerde asiri
kilonun derecesini belirlemek icin kullanilan en yaygin yontem beden kitle indeksine
(BKi) gére degerlendirmedir (59). BKi, boy-kilo endeksi ve hesaplanan kilogramin
yetiskin boyunun metre cinsinden karesine boéliinmesiyle elde edilen bir indekstir

(Tablo 2.1.).

Malnutrisyonun siniflarindan birisi olan normalde daha az agirlikta olan
bireylerin BKi degeri 18,5 kg/m?'den azdir. BKi degeri 30 kg/m?nin lizerinde
oldugunda ise obezite goriilmektedir. Obezite temel olarak li¢ diizeyde (Sinif I, 1l ve

) incelenir ve Sinif 1ll obez morbid obez olarak bilinmektedir.

Tablo 2.1. Yetigkinlerin viicut kitle indeksine gore siniflandiriimasi (59).

Durum BKi (kg/m?)
zayIf (underweight) < 18,50
normal 18,50 — 24,99
fazla kilolu (overweight) > 25,00
obez dncesi (pre-obese) 25,00 - 29,99
sinif | obez - orta derecede obez 30,00 - 34,99
sinif Il obez - asiri obez 35,00 -39,99
sinif 11l obez - ¢ok asiri obez > 40,00

Cocuklarda obezite sinirlari, ¢ocuklarin BKi'lerinin olgunlasma siiregleri
nedeniyle degisken olmasindan dolayi yetiskinlerden farkli sekilde degerlendirilmistir.
Bu siniflandirma, 5-19 yas arasi cocuklar icin zayiflik (< -2 SS), asiri kiloluluk (+1 SS ile
> +2 SS arasinda) ve obezlik (> +2 SS) olarak belirlenmistir. 5 yasindan kigik
cocuklarda obezite, boy-kilo oraninin DSO Cocuk Biiyiime Standartlari medyanindan

+3 SS olmasi seklinde tanimlanmaktadir (59).
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2.5. Malniitrisyonun Viicutta Meydana Getirdigi Degisiklikler

Malnitrisyonda goriilen patofizyolojik degisiklikler ilaglarin absorpsiyonunu,
proteine baglanmasini, hepatik metabolizasyonunu ve renal eliminasyonunu
etkilediginden malnitrisyonlu hastalarda ilacin atiimi {izerinde biylk bir etkiye
sahiptir. Bu nedenle malnitrisyonlu hastalarda uygulanan ilag dozunun ayarlanmasi

gerekebilmektedir (7, 60).

e Protein-Enerji Malniitrisyonu (PEM)

Aclik ve PEM’de viicut agirliginda, mukozal kiitlede, bagirsak protein iceriginde
ve toplam bagirsak yilizey alaninda énemli azalmalar meydana gelmektedir (8). Lunn
ve ark. bebeklerdeki malabsorpsiyonun PEM’e neden olabilecegini belirtmistir (10).
TUm vicut oksijen tliketiminin %17- 25'inden sorumlu olan ince bagirsaklarda (61),
besin aliminin azalmasi veya tamamen kesilmesi durumunda metabolik olaylar
belirgin sekilde etkilenmektedir (8). Toplam bagirsak ylizey alaninin aglik durumunda

azalmasinin villuslarin seviyelerindeki azalmaya bagh olabilecegi disiiniimektedir (9).

PEM gorilen yavru tavsanlarda, yuksek lipit:protein orani dahil olmak Ulzere,
firca kenar membranlarinin kolesterol ve fosfolipit bilesiminde degisiklikler
gozlenmistir. Ayrica hem kolesterol hem de fosfolipit membran bilesenleri ve

kolesterol:fosfolipit orani artmistir (8).
Aclik ve malntrisyon:

v ince bagirsagin mukozal yapisi ve tasima islevi lizerinde énemli etkilere
sahiptir (8),

v' Olusan mukozal atrofi, besinlerin bagirsaklardan total absorpsiyonunu
azaltmaktadir (8),

v" Makromolekiillerin bagirsak boyunca hareketini arttirmaktadir (8),

v" Firca kenar membrani boyunca endositotik alimin artmasina bagh olarak

makromolekiillerin absorpsiyonunu arttirmaktadir (62, 63).
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PEM’de vicut agirliginda, mukoza kitlesinde ve villus diizeyinde azalma
olurken, bagirsaklardaki makromolekillerin ve kolesterol fosfolipit membran
bilesenlerinin hareketinde artis gortlmektedir (8). Marasmus ve kwashiorkorda

vicutta meydana gelen degisiklikler Tablo 2.2.'de 6zetlendigi gibi birbirinden farkhdir.

Tablo 2.2. Marasmus ve kwashiorkorda viicuttaki degisiklikler (48).

Marasmus Kwashiorkor
Yetersiz enerji alimi Yetersiz protein alimi
Odem yok Odem var
Deri alti yag dokusu kaybi Yagl karaciger
'Yash adam' gorinimi 'Ay dede yizi' gorianlimi
Viicut agirligi cok distk Viicut agirligr duslik
Ciltte kuruluk ve kirisiklik Bagirsaklarda patojen bakteriler
Leptin miktarinda azalma Plazma proteinlerinde azalma
istah artisi istah azalmasi

e Obezite

Obezitede toplam akciger kapasitesi azalirken kan viskozitesi, hepatik klerens
ve arteriyel kan basinci artmaktadir (8-10, 59, 61, 64). Obezitede mutlak yag dokusu
kitlesi ve yagsiz viicut kitlesi daha fazladir (65). Ayrica, obezitede yag kitlesinin

toplam viicut agirhgina orani artmaktadir (59).
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PEM ve obezitede viicutta olan fiziksel degisiklikler Tablo 2.3.’te 6zetlenmistir.

Tablo 2.3. Malnutrisyonda viicuttaki fizyolojik degisiklikler (8-10, 59, 61, 64).

Yetersiz beslenme Asiri beslenme

Artis

e kan viskozitesi
e sistemik basing

e firca kenar membrani e mide bosalmasi
o kolesterol fosfolipit e hepatik klerens
membran bilesenleri e karacigerde yaglanma
o kolesterol:fosfolipit e glomeriiler filtrasyon hizi
e bagirsak boyunca e kan hacmi
makromolekdllerin hareketi e arteriyel basing
e firca kenar membrani boyunca e Creaktif protein
endositotik alim e tiimdr nekroz faktori
e akciger kan hacmi
e O tuketimi
Azalma

e vicut agirhg
e mukozal kutle
e bagirsak protein igerigi e toplam akciger kapasitesi
e toplam bagirsak ylizey alani
o villus seviyesi

2.6. Malniitrisyonun ilaglarin Farmakokinetigi Uzerine Etkisi

Malnutrisyonda viicutta olusan patofizyolojik degisikliklere bagl olarak ADME
parametrelerinde degisiklikler olabilmektedir (66). Bu nedenle 6ncelikle
malnitrisyonda viicutta olusan degisimlerin detayli olarak tanimlanmasi ve ADME
parametreleri ile iliskilendirilmesi gerekmektedir. Boylece ilaglarin farmakokinetik

ozelliklerinde olasi degisimler ortaya koyulabilecektir (67).

e Protein-Enerji Malniitrisyonu (PEM)

PEM’in ilaglarin absorpsiyonu Uzerine etkisi degiskendir. PEM’in ilaglarin
absorpsiyonu lzerine etkisini inceleyen calismalarda aspirin, gentamisin,
metronidazol, fenitoin gibi ilaglarin absorpsiyonunun onemli 6lclide etkilenmedigi

(68-70) kloramfenikol, parasetamol, siilfadiazin gibi ilaclarin absorpsiyonunun énemli
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Olclde arttig1 (71-73) tespit edilmistir. Diger yandan, karbamazepin (74) ve klorokin

(75) gibi ilaglarin absorpsiyonu malnitrisyonda 6nemli 6lgiide azalmistir.

PEM, ilaglarin proteinlere baglanmasini da etkilemektedir. PEM’de bazi
ilaglarin (kloramfenikol, digoksin, para-amino salisilik asit, salisilat, streptomisin,
stlfametoksazol gibi) proteine baglanmasi 6nemli 6l¢lide azalirken (76-80), klorokinin
(80) proteinlere baglanmasi artmistir. Ancak kinin (81), gentamisin (78), izoniazid (78,
79), rifampisin (78, 79), fenitoin (78) gibi ilaglarin proteinlere baglanma orani

cocuklarda degismemistir (81).

PEM’de, erlotinib gibi P-gp substrati olan ilaglarin absorpsiyonu ve klerensi (5-
florourasil, metotreksat, antrasiklinler, vinka alkoloitler, etoposide gibi) etkilenerek
farmakokinetik 6zelliklerinde degisiklikler meydana geldigi gosterilmistir, ancak diger
tastyici proteinler icin bu durumun gecerli olmadigi belirtilmistir (82). ilaglarin ADME
parametrelerinin PEM’de gbzlenen patofizyolojik degisikliklere bagh olarak degisimi

Tablo 2.4.te 6zetlenmektedir.

Tablo 2.4. PEM'in ADME parametreleri Gzerindeki etkisi (8).

Parametre Etki
- malabsopsiyon

- toplam bagirsak absorpsiyonunda azalma

Absopsiyon
- makromolekiillerin absorpsiyonunda artma
- P-gp substratlarinin absorpsiyonunda degisiklik
Dagilim ilaglarin proteinlere baglanmasinda degisiklik

Metabolizma  hepatik metabolizmada degisiklik

- P-gp substratlarinin klerensinde degisiklikler

- renal eliminasyonda degisiklik

- esas olarak karacigerde metabolize olan ilaglarin toplam
Eliminasyon ) L .
klerensinde azalma ve eliminasyon yarilanma émirlerinde artma

- monoklonal antikorlarin  ve FcRn aracih ilaglarin

farmakokinetiginde degisiklik

FcRn, neonatal Fc reseptori; P-gp, P-glikoprotein.


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2019.01540/full
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Absorpsiyon

Oral yoldan verilen ilaglar, sistemik dolasima girmeden once cesitli
sureclerden (tablet formunda ilacin ¢oziinmesi gibi) gecerek absorbe edilmektedir (7).
ilaclarin absorpsiyonu, ilacin ¢dziiniirliigiine, ortam pH’sinda iyonlasmasina, GiS'in
ylizey alanina ve bagirsak gecis siiresine baglidir (83, 84). PEM sonucu GiS yapisinda
meydana gelen degisiklige bagli olarak ilaglarin absopsiyonunda da degisiklikler

olabilmektedir (7).

PEM, bagirsak  dokularinin  fizyolojik  fonksiyonlarini/durumlarini
etkileyebilmektedir. PEM'de mukozal kitle, bagirsak protein igerigi ve toplam
bagirsak ylzey alani 6énemli olciide azalmaktadir. Ayrica, firga kenar zarlarinin
kolesterol ve fosfolipit bilesimi (6rnegin, lipit:protein ve kolesterol:fosfolipit oranlari)
artmaktadir (8). Toplam bagirsak ylzey alani genellikle PEM'de azalmakta (9) ve bu
muhtemelen villus seviyesindeki azalmadan kaynaklanmaktadir (8). Bu durum temel
besin maddelerinin malabsorbsiyonuna yol acabilmektedir (10). Ayrica hem
kwashiorkor hem de marasmusun bagirsak mikrobiyotasinda genel tir gesitliliginin
(6zellikle anaerobik tlrlerde) azaldigi bulunmustur. Ancak, bu durumun
kwashiorkorda marasmustan daha belirgin oldugu tespit edilmistir (48). PEM’de sik
gorilen ishal ve kusma sonucu oral yolla kullanilan ilaglarin bagirsaktan gegis stresi
kisalabilmekte ve bu durum ilaglarin gesitli derecelerde malabsorbsiyonuna yol

acabilmektedir (60, 85).

Literatlirde PEM’de ilaglarin absorpsiyonundaki degisikliklere iliskin gesitli
calismalar bulunmaktadir. Alti saglikh ve bes kwashiorkorlu ¢ocuga tek doz oral
klorokin (10 mg/kg) uygulanmistir. Plazma klorokin konsantrasyonlarina gore,
ortalama AUC degerleri kwashiorkorlu ve saglkh cocuklar icin sirasiyla 40 + 34
ng.sa/mL ve 134 + 99 ng.sa/mL olarak bulunmustur. Ortalama AUC degerinin
kwashiorkorlu cocuklarda saghkli cocuklara gore istatistiksel olarak anlamli sekilde (p

< 0,001) daha dustik oldugu bulunmustur (75).

Bes saglikh ve yedi kwashiorkorlu cocuga nazogastrik tlip araciligiyla 50 mL su

icinde tek doz (40 mg) kafein verilmistir. CYP1A2 enzimi tarafindan metabolize edilen
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kafeinin AUC degerleri kwashiorkorlu ¢ocuklarda artmistir. Bu artis CYP1A2 enzim
aktivitesinin kwashiorkorlu c¢ocuklarda saglkli cocuklara kiyasla onemli o6lclide
azalmasina baghdir. Saglikh ¢ocuklarda AUC degeri 22,7 + 15,6 (ortalama t SS)
ug.sa/mL iken kwashiorkorlu ¢ocuklarda AUC degeri (67,2 + 37,5 pg.sa/mL) anlamli
derecede artmistir (p < 0,05) (86).

Dagilim

Plazma; alblimin, alfa-1 asit glikoprotein, lipoprotein ve globulin gibi
proteinleri icermektedir (7). Albiimin ve globulin seviyeleri PEM’de degismektedir.
Hem ¢ocuklarda hem de yetiskinlerde PEM’de protein sentezinde énemli bir azalma
tespit edilmistir (55). Tim viicuttaki protein sentezi ve yikim oranlari kwashiorkorlu
cocuklarda marasmuslu cocuklara gore daha yavastir. Ayrica, kwashiorkorlu

cocuklarda hipoalbiiminemi gérilmektedir (49).

llaclarin 6zelliklerine (asidik, bazik gibi) bagli olarak plazma proteinlerine
baglanma oranlari farklilik gdsterebilmektedir. ilaglar ve plazma proteinleri arasindaki
bu etkilesimin bir sonucu olarak ilaglarin viicutta dagilim ozellikleri ve etkileri
degisebilmektedir (87). PEM'de alblimin ve globulin seviyeleri degistiginden, alblimin
ve globuline yiksek oranda baglanan ilaglarin farmakokinetik 6zelliklerinde

degisiklikler meydana gelmektedir (78, 88).

llac-protein baglanma o&zelliklerindeki degisim, ilacin dagilimini, yarilanma
Omrini ve eliminasyonunu da degistirebilmektedir (7). Dagilim hacmi kiglk olan
ilaglarin serbest ilag fraksiyonlarinin dagihm hacmi bulyiik 6lglide degisirken, dagilim
hacmi blyuk olan ilaglarda goriilen serbest ilag fraksiyonlarindaki degisim ilaglarin
doku baglanma o6zelliklerine baghdir (7). Ayrica, serbest ilacin klerensi organ kan
akisindan azsa, klerens her zaman baglanma 0zelliklerine bagli olmaktadir. Diger
yandan, ekstraksiyon orani diistikse, eliminasyon perflizyon orani ile sinirli olacaktir

(89).

Alt1 ay ile alti yas arasindaki on iki saglikh, sekiz marasmuslu ve bes

kwashiorkorlu Etiyopyali c¢ocuga 5 mg/kg dozunda intraventz (IV) teofilin
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uygulanmistir. Teofilinin V4 degerleri saghkli, marasmuslu ve kwashiorkorlu ¢ocuklar
icin sirasiyla 504,2 + 44,3; 677,5 + 50,1 ve 724,6 + 60,3 mL/kg olarak bulunmustur.
Sonuglara gore, Vg4'nin marasmuslu (p < 0,02) ve kwashiorkorlu (p < 0,01) ¢ocuklarda

saglikh ¢ocuklara gore anlamli olarak arttigi tespit edilmistir (90).

Kinin, on saglikli ve on PEM’li cocuga 4 saat boyunca 8 mg/kg IV inflizyon
seklinde uygulandiginda Vg4 degerleri saglikli ve PEM gelistirilmis ¢ocuklarda sirasiyla
1,63 + 1,05 ve 0,56 = 0,28 L/kg olarak bulunmustur. Bu sonuglar PEM’li cocuklarda
kininin dagilima hacminin saglkli ¢ocuklara kiyasla 6nemli Olgide azaldigini

gostermektedir (p < 0,05) (91).

Metabolizma ve Eliminasyon

PEM’de karacigerde cesitli morfolojik degisiklikler meydana gelebilmektedir.
Siddetli PEM'de, karacigerde Faz | (bireysel sitokrom P450 izoformlari gibi) ve Faz I
(konjugasyon enzimleri gibi) enzimlerinin sentezinin ve aktivasyonunun azalmasi ve
karaciger fonksiyonlarinin bozulmasi nedeniyle ilaglarin metabolizmasinda ve
eliminasyonunda degisiklikler meydana gelebilmektedir (7, 92, 93). Ozellikle
kwashiorkorlu ¢ocuklarda bilirubin-uridindifosfat (UDP) ve CYP1A2 enzim
aktivitelerinin 6nemli 6lglide azaldigi belirlenmistir. Bu durum, karacigerde UDP ve
CYP1A2 enzimleri tarafindan metabolize edilen ilaglarin (sirasiyla kloramfenikol ve

kafein) metabolizmasinda degisikliklere neden olabilmektedir (71, 86).

Diger yandan, PEM'in bdbrek fonksiyonlari tGizerine etkisine iliskin sinirli sayida
¢alisma bulunmaktadir. Yapilan galismalara gore PEM'de glomeriiler filtrasyon hizi
(GFR) ve bobrek kan akis hizi azalsa bile beslenme rehabilitasyonu sonrasi bdbrek
fonksiyonlari normale dénmektedir (94). PEM'in GFR lzerine etkisi genellikle penisilin
ve aminoglikozidler gibi bobrekler tarafindan elimine edilen ilaglar icin gecerlidir (93).
Marasmus-kwashiorkor ve kwashiorkor'da 6dem gozlenmis olup bobrekler fazla sivi
ve sodyumu yeterli sekilde atamamistir (94). Bu nedenle PEM'de ilaglarin doz
ayarlamalari yapildiginda ilacin eliminasyon yolu ve organlardaki dagilimlari atilimda

rol oynamaktadir.
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e Obezite

ADME parametreleri obezitede degisebilmektedir. Obezite, ilaglarin
biyoyararlaniminda ve CYP enzim aktivitesinde degisiklik yapabilir, lipofilik ilaglarin
dagihm hacmini, a-1-asit-glikoprotein (AAG) miktarini ve lipofilik ilaglarin yarilanma

omrint artirabilmektedir (Tablo 2.5.).

Tablo 2.5. Obezitenin ADME parametreleri tGzerindeki etkisi (59).

Parametre Etki

oral yoldan verilen ilaglarin bagirsak perflizyonunda
Absopsiyon absorpsiyonunda artis

- ilaglarin biyoyararlanimlarinda artis

- lipofilik ilaglarin dagiim hacminde artis

- AAG miktarinda artis

Dagilim
- AAG'ye yiksek oranda baglanan ilaglarin dagilimindaki
degisiklikler
Metabolizma CYP enzimlerinin (6rn. CYP3A) aktivitesinde azalma
Eliminasyon lipofilik ilaglarin yarilanma émriinde artis

AAG, alfa-1-asit-glikoprotein.
Absorpsiyon

llaclarin absorpsiyonu ve buna bagli olarak biyoyararlanimi, ilacin uygulama
yoluna baghdir. Obez hastalarda, subkiitan doku bilesimindeki degisiklikler, deri
kalinhgindaki degisiklikler ve igne uzunlugunun obez hastalar igin uygun olmamasi gibi
durumlar s6z konusudur (95). Bu nedenle obez hastalarda oOzellikle deri alti,
transdermal ve intramiskiler (IM) ila¢ uygulamalarinda ilaglarin absopsiyonunun
azaldigi belirlenmistir. Bagirsak perflizyonunun artmasi ve mide bosalmasinin

hizlanmasi nedeniyle (96), oral uygulamada ilaglarin biyoyararlanimi artmaktadir (97).

Dagilim

llaglarin viicuttaki dagihimi, bélgesel kan akisina ve ilacin dokuya ve plazma

proteinlerine baglanma oranina baghdir (59). Normal vicut agirhginda yag
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dokusundaki kan akisi zayiftir. Buna gore, BSS sinif Il obezitede 1 g yag basina kan
akisi, sinif | obeziteye gore oOnemli o6lclide disiktir (65). Bu durum obezite
siniflandirmalarina bagli olarak obez bireyler arasinda 6nemli farkhliklar olabilecegini
gostermektedir. Bunun sonucunda, deri altina uygulanan ilaglarin yag dokusunda
dagilimi farkh olabilmektedir. Ayrica, obez bireylerde kronik inflamatuvar durumlari
nedeniyle AAG miktarinda bir artis tespit edilmistir (59). Bu nedenle, AAG'ye yiksek

oranda baglanan ilaclarin farmakokinetik parametreleri bundan etkilenebilmektedir.

ilacin fizikokimyasal 6zellikleri (lipofiliklik gibi) obez bireylerde ilacin
dagihiminda énemli bir role sahiptir. Hidrofilik ilaglar genellikle daha yliksek bir plazma
konsantrasyonuna sahipken, lipofilik ilaglar daha distk bir plazma konsantrasyonuna
sahiptir. Ayrica, hidrofilik ilaglarin yag dokusunda dagilimi kiiglikken, lipofilik ilaglar
yag dokusunda daha kolay dagilmaktadir. Bu nedenle, hidrofilik ilaclar
(aminoglikozitler, lityum, glikopeptitler, beta-laktamlar gibi) hiicre disi sivida kalir ve
dagihim hacimleri yagsiz kitle ile iligkilidir. Ancak, hidrofilik ilaglarin dagilimi asiri yag
dokusundan 6nemli 6lctide etkilenmez. Lipofilik ilaglarin dagilim hacmi toplam viicut
agirhgiyla iliskili olabilir. Bu nedenle, yiksek lipofilisiteye sahip ilaglar (fenitoin,
midazolam, propofol gibi) yag dokusunda daha fazla dagilacak ve dagilim hacimleri de

blylk olacaktir (98).

Metabolizma ve Eliminasyon

Obezitede meydana gelen fizyopatolojik degisikliklere (artan kardiyak debi ve
hepatik kan akisi gibi) ek olarak, inflamasyon karaciger fonksiyonlarini etkileyebilir ve
glomeriiler filtrasyon hizi obez olmayan bireylere gore yaklasik %60 daha yliksektir.

Bu nedenle, sinif lll obezite glomeriler hiperfiltrasyonla iliskilidir (99).
Obezite, ilag metabolizmasini esas olarak iki sekilde etkilemektedir (59):
(i) ilag atihminda rol oynayan enzimler,

e Kilo-normalize edilmis ve mutlak CYP3A aracili klerensin obezitede normal

hastalara gore daha dusuk oldugu bulunmustur (100, 101).
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e Obezitenin diger CYP enzimleri ve CYP disindaki enzimler izerindeki etkilerine

iliskin veriler ¢cok sinirhdir.
(ii) hepatik ekstraksiyon orani (duslik veya yuksek),

e Hepatik kan akisinin artmasi (a) hepatik klerensin artmasina neden olur, ayrica
yuksek ve orta karaciger ekstraksiyonu olan ilaglar igin hepatik ilk gecis
ekstraksiyonu; (b) disiik karaciger ekstraksiyonu olan ilaglar icin herhangi bir
degisiklige neden olmaz.

e Influx tasltyicilarinin obezitede eskpresyonlarinin azaldigi, efflux tasiyicilarinin ise
ekspresyon seviyelerinin artigina dair bulgular mevcuttur. Ancak, tasiyicilarin

ekspresyonlarindaki farkin daha ayrintili olarak arastiriimasi gerekmektedir (102).

2.7. Malniitrisyonda Yapilan Farmakokinetik Calismalar
e Protein-Enerji Malniitrisyonu

PEM'de uygulanan cesitli ilaglarin ADME parametrelerinde meydana getirdigi
degisiklikler Tablo 2.6.'da 6zetlenmistir. Bazi ilaglarla ilgili ¢alismalarin sonuglari
farkhihk goésterdiginden, birden fazla gruba dahil edilmislerdir. Ornegin, kinin ve
penisilin ile yapilan bazi ¢alismalarda, bu ilaglarin PEM'de absorpsiyonunda artis
gozlemlenirken, diger calismalarda elde edilen sonuglarda anlamli bir fark

bulunmamis ve dolayisiyla absorpsiyonlarinda bir degisim gézlemlenmemistir (66).
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llaclarin yiyecekle birlikte alinmasina bagli olarak absorpsiyonda degisiklikler
olabilmektedir. Ornegin, bazi antibiyotiklerin (penisilin, ampisilin, oksasilin gibi),
antitliberkiiloz ilaglarin (izoniazid, rifampisin gibi) absorpsiyonu yiyecekle birlikte
alindiginda azalmaktadir. Diger yandan, hidralazin, klorokin ve antifungal ilaglarin
absorpsiyonu besinlerle alindiginda artmaktadir. Ayrica, absorpsiyondaki degisiklikler,
ozellikle dar terapotik indekse sahip ilaclar (6rnegin teofilin, digoksin ve fenitoin gibi)
icin kritik olabilmektedir. Ancak, fenitoin ve teofilin gibi dar terapétik indekse sahip

ilaglarin PEM'de absorpsiyonunda énemli bir degisiklik bulunmamistir (7).

Kloksasilin gibi plazma proteinlerine (6zellikle albiimin) yilksek oranda ve
karbamazepin gibi plazma proteinlerine orta derecede baglanan ilaglarin PEM'de

serbest ilag fraksiyonlari artmaktadir (74).

Kontrol grubundaki ve rehabilite edilen (kontrol grubu) siddetli PEM’li on
cocuga tek doz 30 mg/kg metronidazol oral yoldan uygulandiginda kontrol grubu ve
PEM’li cocuklarin klerens degerleri (sirasiyla 0,166 ve 0,077 L/kg/sa) arasinda anlaml
(p < 0,01) bir azalma oldugu tespit edilmistir (70).

BSS ve Biyofarmasétik ilagc Dagilim Siniflandirma Sistemi (BDDCS)’ye gére,
etkin maddeler Tablo 2.7.'de 6zetlendigi gibi dort sinifa ayrilmistir (44, 104).

Tablo 2.7. Etkin maddelerin BSS ve BDDCS’ye gore siniflandiriimasi.

Sinif BSS BDDCS
| yuksek ¢ozunurlik yuksek ¢ozunurlik
ylksek permeabilite yiksek metabolizma
I dislik cozlintrluk duslik cozlintrluk
yuksek permeabilite ylksek metabolizma
" yuksek ¢ozunarlik yuksek ¢ozinirlik
dislik permeabilite zayIf metabolizma
duslik ¢cozlintrluk duslik ¢ozlintrluk
v . . .
dislik permeabilite zayIf metabolizma

Tez kapsaminda yapilan literatir taramasi sonucunda PEM’de kullanilan
ilaglarin BSS ve BDDCS siniflandiriilmasi amaciyla sirasiyla 39 ve 46 etkin madde
degerlendirilmistir. Bazi etkin maddeler ¢alismalara gore farkli BSS’de (6rnegin Sinif |

ve lll) siniflandirildigi icin degerlendirmeye dahil edilmemistir. (Sekil 2.3. ve 2.4.).
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mSinif |

mSinif i
= Sinif Il
m Sinif IV

Sekil 2.3. PEM c¢alismalarinda kullanilan ilaglarin BSS’ye gore siniflandiriimasi.

4%

m Sinif |

m Sinif |l
0 Sinif 1l
mSinif IV

Sekil 2.4. PEM calismalarinda kullanilan ilaglarin BDDCS’ye gore siniflandiriimasi.

Sekil 2.3. ve 2.4.'teki sonuclara gére BSS ve BDDCS'ye gore PEM calismalarinda
kullanilan etkin maddeler Sinif I-llI'te yer alirken Sinif 1V'teki ilaglar PEM'de en az

cahsilan ilag sinifi olarak tespit edilmistir.



29

e Obezite

Obezitede uygulanan cesitli ilaglarin ADME parametrelerindeki degisiklikler
Tablo 2.8.'de verilmistir. PEM ve obezitede GiS'teki degisiklikler nedeniyle, oral olarak
kullanilan ilaglarin absorpsiyonu dogrudan etkilenebilmektedir. Ornegin, karaciger ve
bobrek fonksiyonlarinda, ilaglarin metabolik siireclerinde ve vicuttan atiiminda
degisiklikler s6z konusudur. Plazma proteinlerinin seviyesindeki degisiklikler,
proteinlere bagh ilaglarin dagihm hacminde ve doku aliminda farklliklara neden
olabilmektedir. Kalpteki degisiklikler sonucu kan akiminda meydana gelen
degisiklikler, doku perfiizyonunda ve ilaglarin reseptér etkilesimlerinde farkliliklara

neden olabilmektedir.
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Lityum sitrat (31,4 mEq) 10 obez (110,2 + 28,6 kg) ve 8 normal kilolu gondilliye
(63,1 + 6,6 kg) oral yoldan uygulanmis ve kan ile idrar 6rnekleri sirasiyla 48 ve 12 saat
boyunca toplanmistir. Lityumun obez hastalardaki klerens degerinin (33,9 + 7,0 mL/dk)
normal kilolu gonullulere (23,0 + 6,2 mL/dk) kiyasla 6nemli dlctide arttigi (p = 0,005)
tespit edilmistir (108).

Sekiz obez (ortalama 91 kg agirliginda) ve 8 obez olmayan kadina (ortalama 51
kg agirhginda) tek doz dl-bisoprolol (0,16 mg/kg, IV) uygulandiginda obez kadinlardaki
klerensin obez olmayan kadinlara kiyasla (14,8 + 1,4 ve 12,8 + 2,2 L/saat) anlamli (p

< 0,05) derecede arttig1 bulunmustur (109).

Obezitede kullanilan ilaglarin BSS ve BDDCS'yve gore siniflandiriimasi icin
siraslyla 25 ve 34 etkin madde degerlendirilmistir. Bazi etkin maddeler ¢alismalara
gore farkh BSS siniflarinda (6rnegin sinif 1l ve 1V) yer aldigindan bu etkin maddeler

degerlendirilmemistir (Sekil 2.5. ve 2.6.).

mSinif |

M Sinif Il
m Sinif 1
m Sinif IV

Sekil 2.5. Obezite calismalarinda kullanilan ilaglarin BSS’ye gore siniflandiriimasi.
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M Sinif |

m Sinif Il
= Sinif 1l
m Sinif IV

Sekil 2.6. Obezite calismalarinda kullanilan ilaglarin BDDCS’ye gore siniflandirmasi.

Obezitede calismalarinda kullanilan ilaglar BSS Sinif | ve II’de yer alirken
BDDCS'ye gore cogunlukla Sinif | ve llI'te yer almaktadir. BDDCS'ye gore Sinif 1V'teki

ilaglarla ilgili calismalar ¢ok azdir.

2.8. Farmakokinetik Modelleme

Farmakokinetik verilerin degerlendirilmesi icin kompartmansiz (modelden
bagimsiz) ve kompartman modelleri olmak (izere cesitli yaklasimlar kullaniimaktadir.
Kompartmansiz analizler sonucunda elde edilen bilgilerin sinirli olmasi nedeni ile
vicudu anatomik ve fizyolojik olarak daha iyi temsil eden kompartmanli analizler

tercih edilmektedir.

Farmakokinetik ve farmakodinamik modelleme ve simiilasyon calismalari, ilag

gelistirme silirecinde yol gosterici araglardir. Modelleme ve simiilasyon ¢alismalari ile:

v Preklinik ve klinik veri setlerinin uygun bir model ile tanimlanmasi ile
farmakokinetik parametrelerin kestirimi,

v Preklinik calismalarda in vitro ve in siliko verilere ek olarak hayvanlardan (fare,
sican, kopek ve maymun gibi) elde edilen literatlir verileri kullanilarak

insandaki ilag absorpsiyonunun tahmin edilmesi,
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v' Anatomik ve fizyolojik parametreleri iceren bir modelleme araci olarak
absorpsiyon, klerens, dagilim hacmi, doku dagilimi ve ilaclar arasi etkilesimin
tahmin edilmesi,

v' Malnitrisyonla beraber ortaya cikabilecek farkli hasta popilasyonlarinda
(6rnegin, AIDS, kanser, tliberkiloz) in siliko farmakodinamik cevabin
similasyonu,

v Dar terapotik araliga sahip ilaglar icin uygun dozun belirlenmesi ve test
edilmesi, dogru dozaj rejiminin saptanmasi ile klinik calismalarin basarisinin
artirilmasi,

v" Doz modifikasyonunun gerekli gorildiigii durumlarda modelleme yaklasimiile
klinik yanitin kestirimi,

v" ilacin bilinen farmakokinetik/farmakodinamik ézellikleri bilgisinden hareketle
arastirma ilaci igin doz optimizasyonunun yapilmasi,

v Gelistirilecek yeni bilesikler icin daha kisa siireli ve daha etkili klinik ¢calisma
tasariminin saglanmasi,

v Yiyecek, tasiyici protein ve enzimlerin etkisi, metabolizma gibi parametreler
modelleme ¢alismalariile incelenerek verilerin elde edilmesi ve bu dogrultuda
calismalarin yonlendirilmesi,

v" ilag gelistirilmesinde Faz Il evresinde farkli formiilasyonlar gelistirilmesi,

v" In vitro in vivo korelasyon (IVIVC) yapilmaktadir (110).

Etkin maddenin ADME 6zelliklerinin matematiksel denklemlerle tanimlanmasi
ile farmakokinetik modeller olusturulmaktadir (111). Farmakokinetik modelleme
yaklagimlarini temel olarak klasik ve fizyolojik esasli farmakokinetik (PBPK,
physiologically based  pharmacokinetic) modellemeler olmak Uzere

siniflandiriimaktadir (Tablo 2.9.).



Tablo 2.9. Klasik ve PBPK modellerin karsilastiriimasi (110-112).

Klasik
Viicut kompartmanlar olarak
tanimlanir
Plazmayi temsil eden merkezi
kompartman, periferik
kompartman(lar)a baglanir
Kompartmanlar arasindaki iligki hiz
sabitleriyle matematiksel olarak
kurulur
Fizyolojik parametreler dikkate
alinmaz
Etkin maddenin fizikokimyasal
ozellikleri dikkate alinmaz

Sinirh bilgi saglar

ilacin farmakokinetik ézellikleri ile ilgili

PBPK
Vicut anatomik ve fizyolojik olarak
kompartmanlara ayrilir
Kompartmanlardaki kan akisi, organ
blyukligu gibi sistems parametreleri
dikkate alinir
Kompartmanlarin 6zellikleri (6rn. doku
hacmi ve kan akisi) diferansiyel
denklemler ile tanimlanir
Fizyolojik parametrelerden yararlanilir

Etkin maddenin ¢ozinurluga,
permeabilitesi gibi parametreler dikkate
ahinir

Kapsaml bilgi saglar
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llacin farmakokinetik 6zellikleri ve plazma

sinirli bilgi saglar. Klerens ve dagilm doku dagilim profilleri tahmin edilir

hacmi gibi veriler elde edilerek ilacin

yarilanma émri hesaplanir

PBPK, fizyolojik esasli farmakokinetik.

PBPK modeller, etkin maddelerin kandaki ve dokulardaki konsantrasyonunu,

ilag etkin maddelerinin fizikokimyasal 6zelliklerini, viicudun fizyolojik 6zelliklerini, ilag

uygulama yolu ve etki bolgesini dikkate alarak tanimlamayi saglar (113). PBPK

modelleme 1937 yilinda Teorell tarafindan yapilmissa da (114) ila¢ dagihiminda

PBPK'nin uygulanmasinin arastirilmasina dair ilk galismalar Bischoff ve ark. tarafindan

60'larin sonlarinda- 1970'lerin basinda yayinlanmistir (115, 116). PBPK uygulamalari

ilk zamanlarda matematiksel modellerin karmasikligi ve girdi verilerinini elde etmek

icin ¢ok fazla hayvan deneyine gereksinim olmasi

nedeniyle yaygin olarak

kullanilamamistir (117). Ayrica, plazma-doku dagilim katsayilarinin kestirimleri ile

PBPK uygulamalari da gelismistir (118).
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PBPK modellerin avantajlari:

v Dokulardaki etkin madde dagilimi kullanilarak serbest-bagli etkin madde
konsantrasyonlarinin kestirilmesi,

v’ Karaciger ve bobreklerdeki eliminasyon mekanizmalari konusunda fikir
edinilmesi,

v’ Farkli fizyolojik kosullardaki etkin madde konsantrasyonlarinin (Cp) kestirimi,

v Hayvan modelleri kullanilarak gelistirilen modellerin insana uyarlanabilmesine

imkan saglamasi (119, 120).
PBPK modeller asagidaki 6zellikler dikkate alinarak olusturulmaktadir:

Organ ve doku hacimleri gibi anatomik ozellikler,

Kan akis hizlari gibi fizyolojik 6zellikler,
Membranlardan permeabilite gibi transport 6zellikleri,
ilag-protein etkilesimleri gibi termodinamik 6zellikler,
Mide bagirsak kanalinin igerigi,

ilacin kompartmanlar arasi gegis 6zellikleri,

Etkin maddenin permeabilite 6zellikleri ve buna bagl olarak tasiyici etkisi,

NN N N N SRR

Bagirsakta meydana gelen metabolik faaliyetler.

PEM diizeylerinin ve fizyolojik farkhliklarin dogru bir sekilde belirlenmesi PBPK
modelinin zorluklari arasindadir. Bu nedenle model gelistirme siirecindeki karmagiklik

nedeniyle PEM’li popilasyonlar icin PBPK gelistirme ¢alismalari oldukga sinirlidir.

Sjogren ve ark. tarafindan PEM’li cocuklarda model ilaclarin (kafein, sefoksitin,
siprofloksasin, lumefantrin, pirimetamin ve silfadoksin) farmakokinetik 6zelliklerini
tanimlayan PBPK modeli gelistirme calismasi yapilmistir (67). Literatlirde yetersiz
beslenen cocuklarin doku veya organ degisimleri ile ilgili yeterli bilgi bulunmadigindan,
PBPK modeli gelistirmek icin gerekli veri saglanamamaktadir. Bu nedenle hedef
popilasyon (pediatrik popilasyon) icin alternatif bir yaklasim kullanilmistir. PEM’li
cocuklarda ve yetiskinlerde benzer fizyolojik degisikliklerin meydana geldigi varsayimi

ile PEM’li pediatrik poptilasyon ile fizyolojik esasli bir iligki kurulmustur. Bu kapsamda
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oncelikle saglkli yetiskin viicudunun fizyolojik 6zelliklerini kullanarak model ilaglarin
farmakokinetigini tanimlayan PBPK model gelistirilmistir.  Fizyolojik pediatrik
olgeklendirme yontemi ile yetiskinler icin gelistirilmis olan PBPK modelin pediatride
kullanimini degerlendirilmistir. PEM’li pediatrik hastalarin fizyolojik 6zelliklerindeki
degisiklikler tanimlanarak farkli seviyelerde (hafif, orta ve siddetli) PEM gorilen
pediatrik hastalar icin sanal popitlasyon (virtual population) olusturulmustur. Bu
popllasyon i¢in uygulanmasi planlanan PBPK modelinin performansi model ilaglarin
literatlirde vyer alan plazma konsantrasyon-zaman profilleri  kullanilarak
degerlendirilmistir. Bu calismada gelistirilen sanal pediatrik popiilasyonun model
ilaglarin farmakokinetik profillerinin PBPK modeller kullanilarak tanimlanabilecegi
sonucuna ulasiimigtir. Boylece bu yaklasim kullanilarak PEM’li pediatrik hastalarda

ilaglar icin doz onerileri yapilabilecektir.

Diger yandan, obezite ile ilgili yapilan farmakokinetik ¢alismalarda modelleme

yaklasimlari 6nemli bir yer tutmaktadir (Tablo 2.10.)

Tablo 2.10. Obezitede farmakokinetik modelleme yaklasimlari (59).
Popiilasyon Farmakokinetigi (popPK)

« Tum obezite siniflari, yas, cinsiyet, viicut agirhg ve eklenebilecek diger
degiskenlere iliskin veriler

e Toplam vicut agirligl, beden kitle indeksi, viicut yizey alani, yagsiz viicut
kiitlesi veya ideal viicut agirhg! gibi degiskenler model gelistirmede yaygin
olarak kullanilmaktadir

Kompartmansiz Analiz (NCA)
* Fazlll klinik calismalarda obez bireyler icin belirlenen dozu desteklemek amaci

ile kullanilabilir
*  AUC;, AUCw, Cmaks, CL; CL/F, V4 veya V4/F ve t1; belirlenmelidir
Fizyolojik Esasli Farmakokinetik (PBPK) Modelleme

* Obezitedeki fizyopatolojik degisiklikler hakkinda ayrintili bilgi gereklidir

e Cahsmaya iliskin klinik veri kimeleri kullanilarak similasyon yapilabilir
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Obez bireyler icin ilag maruziyetini givenilir sekilde simile etmek amaciyla
PBPK modellerinin gelistirilmesi icin fizyopatolojik degisiklikler hakkinda daha fazla
bilgiye ihtiya¢ vardir. Ayrica, PBPK modellemesi igin obezitenin etkilerini gdsteren

klinik veri kiimelerine ihtiyag¢ duyulabilmektedir (59).

Emond ve ark. tarafindan viicut yag kitlesinin 2,3,7,8-tetraklorodibenzo-p-
dioksin (TCDD) eliminasyonu Uzerindeki etkilerini obezite gelistirilen farelerde
incelemek amaci ile PBPK model gelistirilmistir. Deneysel sonuglara gére obzeitenin
TCDD’nin yarilanma omrint arttirdigl kanitlanmistir. Ancak, modele viicuttaki yag
miktari ve CYP1A2 ekspresyon faktorleri dahil edilmis olsa da model yarilanma
omriindeki artisi agiklamak icin yeterli bulunmamistir. Bu durum obezite ve metabolik

sendromdaki degisikliklere baglanmistir (121).

Wu ve ark. obezite ve bobrek yetmezligi olan hastalarda telavansin kullanimini
degerlendirmek icin 6nceki bir popPK ¢alismasinin sonuglarina dayali bir PBPK modeli
gelistirmistir. PBPK simiilasyonu sonucunda, toplam viicut agriligina gore belirlenen
dozaj rejiminin obezitede bobrek yetmezligi olan hastalarda kullanilmamasi gerektigi
ortaya c¢ikmistir. Dozaj Onerileri obez hastalarda bobrek yetmezliginin derecesine

gore yapilmistir (122).

Gerhart ve ark. tarafindan obez gocuklardan olusan sanal bir popilasyon
gelistirmis ve bu populasyona klindamisin ve trimetoprim/stilfametoksazol icin daha
once gelistirilen modeller uygulanarak obeziteli cocuklarda bu ilaglarin dozlamasi
arastirilmistir. Obez cocuklar icin sanal popilasyon literatiir verileri kullanilarak
gelistirilmistir. Sanal populasyon, farmakokinetikle ilgili fizyolojideki obeziteyle iliskili
temel degisiklikler (artan viicut boyutu, organ boyutu ve kan akisi, plazma protein
konsantrasyonlarive glomeriiler filtrasyon gibi) degerlendirilerek olusturulmustur. Bu
sanal poplilasyon, daha once gelistirilen PBPK modeller kullanilarak obeziteli
cocuklarda klindamisin ve trimetoprim/silfametoksazolin farmakokinetigini
aciklamak icin kullaniimistir. Obez olmayan cocuklara kiyasla, obez cocuklarda
klindamisin ve trimetoprim/sulfametoksazoliin kiloya gére normalize edilmis klerensi

ve dagilim hacminin azaldigi sonucuna ulasilmistir. Model simtlasyonlari, klindamisin
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ve trimetoprim/siilfametoksazol i¢in obez cocuklarda dnerilen kiloya dayali dozlamayi
desteklemektedir, ¢clinkl bu ilaclar klerenste ve dagilim hacmindeki azalmaya ragmen

hedeflenen maruziyeti karsilamistir (123).

Cahsma ornekleri dogrultusunda PBPK modelleme galismalarinin yapilabilmesi
icin obezitede ve eslik eden hastaliklarda vicuttaki patofizyolojik degisikliklerin iyi

tanimlanarak modele yansitilmasi gerekmektedir.

2.8.1. mPBPK Model

PBPK, anatomik ve fizyolojik bilgiyi farmakokinetik degerlendirmeye dahil
ettigi icin 'klasik' bélmeli modellerden daha mekanik bir modeldir (112). Ancak bu
modelleri olusturmak, ¢ok sayida organ ve dokudaki ilag konsantrasyonlarinin
Olclilmesini gerektirmektedir. Yalnizca kan veya plazma verileri mevcut oldugunda
genellikle  kompartmansiz  (Non-Compartmental  Analysis, NCA) ve/veya
kompartmanh analiz kullanilmaktadir (124). Ancak, memeli (mammillary) modeller
vicudu genellikle sinirli fizyolojik veya anatomik 6zelliklere sahip kompartmanlar
olarak temsil ettigi i¢in organizmanin fizyolojik 6zelliklerinden yararlanamamaktadir
(125, 126). Bu nedenle, tim viicut PBPK (whole body PBPK, WB-PBPK) modellerinde
yer alan 6nemli fizyolojik 6zellikleri iceren alternatif bir modelleme yaklasimi olarak
mPBPK modelleme yaklasimi gelistirilmistir (127). mPBPK modellerinde kan ve doku
hacimleri, kardiyak kan akim hizinin organlara giden fraksiyonlari ve doku:kan
partisyon katsayisi (Kp) gibi fizyolojik faktorler de yer almaktadir (127). mPBPK
modelleri gesitli uygulama yollariyla verilen (IV bolus, IV inflizyon ve oral gibi) beta-
laktam antibiyotikleri (amoksisilin, ampisilin, sefazolin ve piperasilin gibi), midazolam
gibi ilaglarin yani sira monoklonal antikorlarin (mAb; leksatumumab, pateklizumab,
mepolizumab, gevokizumab ve tefibazumab gibi) modellenmesinde basariyla

uygulanmistir (127-129).

Birlestirme (lumping), benzer 6zellik (ilag afinitesi, kan akim hizi gibi) gosteren
dokulari daha az kompartman olusturmak icin bir araya getirerek WB-PBPK

modellerinin karmasikhgini azaltmak icin yaygin olarak kullanilan bir yaklasimdir (130,
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131). WB-PBPK modelleri genellikle sinirli sayida kompartmanla basarili bir sekilde
temsil edilebilmektedir (127). Ornegin, varfarin icin sadece dért organdan olusan bir
PBPK modeli gelistirilmistir (132). Alternatif olarak bu modelde benzer ozellik
gosteren bazi organlar (kas, yag, bobrek gibi) toplanip, varfarinin konsantrasyon-
zaman profili esas olarak dogrusal olmayan (nonlineer, karaciger) ve dogrusal (lineer)

doku dagilim bilesenleri tarafindan desteklenebilmektedir (127).

Ayrica, 'hibrit-PBPK' modelleri, belirli organlara (cogunlukla karaciger, bobrek,
beyin veya tlimor gibi) perflizyon girdisi ve plazma-konsantrasyon profillerini
kullanarak modelleme imkani sunmaktadir (133-135). Béylece belirli dokularda ilag
maruziyetleri ve dagilimlari igin daha ayrintili veri eldesine olanak taninmis olacaktir

(127).

Fizyolojik ve anatomik 6zelliklerin mPBPK modellerine dahil edilmesi, sistem
ve ilaca 6zgl parametrelerin ayrilmasina olanak tanir ve ilaglarin farmakokinetik
ozelliklerinin belirlenmesinde bilinen fizikokimyasal ve metabolik 6zelliklerin dikkate
alinmasini saglar. Béylece, mPBPK modelleri gesitli ilaglarin karakterize edilmesiyle
gosterilecek ve geleneksel memeli modellerinden daha iyi farmakokinetik kestirimler
saglayabilecektir (127). Ayrica, mPBPK modellerinde parametre kestirimleri, diger
kompartmanli modellerden daha gercekci bir sekilde degerlendirilerek

yorumlanabilmektedir (127).

mPBPK modelleri kan kompartmanina bir ve/veya iki doku kompartmanin
eklenmesi ile olusmaktadir. Ayrica, karaciger gibi eliminasyon organlarinin modele
kompartman olarak eklenmesi ile beraber ilk gecis etkisi degerlendirilebilmektedir.
Kompartman sayisinin artmasina bagh olarak daha ¢ok parametre kestirimi
saglanabilmektedir (127). mPBPK modelleri, ayni/farkli yollarla ilag uygulamasi
sonucu elde edilen profillerin birlikte uyumuna olanak saglamaktadir. Ornegin;
dihidrokodein, verapamil, repaglinid ve midazolamin oral ve IV verilerinin mPBPK
modelleri kullanilarak birlikte uyumu ile hepatik intrinsik klerens, hepatik olmayan

klerens ve pre-hepatik biyoyararlanimin kestirimleri saglananabilmektedir (127).
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Ayrica hayvanlardan elde edilen (6rnegin moksifloksasin) verilerden
hareketle insanlardaki parametrelerin kestirimi icin kullanilan allometrik yontem

mPBPK modellerine kolayca uygulanabilmektedir (127).

2.8.2. Popiilasyon Farmakokinetigi (popPK)

PopPK modelleme yaklasimlari birey ici ve bireyler arasi faktorleri de hesaba
katarak degerlendirme saglamaktadir. PopPK modelleri 6zellikle klinik ¢alismalarda

siklikla tercih edilmektedir (59).

PopPK calismalarindaki yaygin yaklasim, bireylerin vicut agirhklarini bir
degisken olarak degerlendirmektir. Ayrica, obezitenin farmakokinetik parametreler
Uzerindeki etkisini arastirmak icin farkli yaklasimlar kullanilabilmektedir. Toplam
vicut agirhg, vicut ylzey alani, yagsiz viicut kiitlesi veya ideal vicut agirhg gibi
degiskenler de model gelistirmede degisken olarak kullanilarak test edilebilmektedir.
Kestirimi yapilacak parametreler ile en iliskili olarak bulunan degiskenler dozaj
senaryosuna ve pozoloji modellerine dahil edilmektedir. Ayrica, hastalarda zamanla

olusabilecek degisiklikler de popPK modelleme ¢alismalarinda dikkate alinmalidir (59).

Bireyler arasi ve birey ici degiskenleri degerlendirme olanagi sagladigi icin
malnitrisyonda popPK galismalari 6nemli bir yere sahiptir. Otuz iki obez ¢ocuga IV
fentanil uygulamasindan sonra plazma fentanil konsantrasyonlari popPK analizi ile
degerlendirilmistir. IV uygulanan fentanilin farmakokinetigini tanimlamak icin agirhk
ve klerens arasindaki allometrik iliskinin kullanilmasinin uygun oldugunu sonucuna

ulasiimistir (136).

Tez kapsaminda yapilacak in vitro, in situ ve in vivo calismalarda PEM
gelistirilmesi amaglanmistir. Bu nedenle bundan sonraki bélimlerde malnitrisyon

terimi, PEM yerine kullaniimistir.
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2.9. Calismada Kullanilan Maddelerin Ozellikleri
e Atenolol

Kimyasal adi (+)-4-[2-Hidroksi-3-[(1-metiletil)amino]propoksi]benzenasetamid,
4-[2" Hidroksi-3'-(izopropilamino)propoksilfenilasetamit olan atenolol (Ci4H22N;0s3,
molekul agirhgi: 266,34 g/mol, Sekil 2.7.) renksiz, kokusuz kristal bir tozdur.
Metanolde serbestce ¢oziinir; asetik asitte ve dimetil silfoksit (DMSO)’te ¢ozliniir;
izopropanolde az ¢6zlnir; asetonitril, etil asetat ve kloroformda ¢6ziinmez (137).
Atenolol BSS ve BDDCS'ye gore Sinif Il (yluksek ¢ozlnirlik, diisik permeabilite;

yuksek ¢ozindlrlik, zayif metabolizma)’te yer alir (138).

OH
TSR
HoN CHs

Sekil 2.7. Atenololiin kimyasal yapisi.

Atenolol; hipertansiyon, angina pektoris, kalp yetmezligi ve miyokard
enfarktlsiniin tedavisinde kullanilan hidrofilik yapida kardiyoselektif beta-1
adrenerjik reseptor antagonistidir (139). Diger beta blokorlerde oldugu gibi atenolol
uygulamasina bagli olarak kan basincinda, kalp atis hizinda (yaklasik %15-25) ve kalp
debisinde (genellikle yaklasik %20) azalma olmaktadir (140). Piyasada atenololiin oral
olarak kullanilan hemen salim saglayan formilasyonlari mevcuttur. Atenolol’in
kantitatif analizlerinde spektrofotometre, gaz sivi kromatografisi ve HPLC yontemleri

kullaniimaktadir (141-143).

Hidrofilik ilaglarin hiicre membranlarindan gegisi zor oldugu icin atenololiin
bagirsaktan absorpsiyonu zayiftir. Bu nedenle, oral yolla uygulamasindan sonra
yaklasik %50’si sistemik dolagima gegmektedir (139). Atenololiin absorpsiyonunun iki
asamada gerceklesen gorinir birinci dereceye uygun oldugunu destekleyen
calismalar mevcuttur. iki hizli absorpsiyon asamasinin, iki fazli mide bosalmasina bagli

oldugu disinilmektedir (139, 144).
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Atenololin farkl dozlarda uygulanmasi ile plazma atenolol konsantrasyonu
arasinda dogrusal bir korelasyon vardir. Ornegin, 100 mg’lik atenolol dozundan sonra
elde edilen Cmaks, 25 mg dozun uygulanmasiyla elde edilen Cnaks'a gore 4 kat artmistir.
Plazma proteinlerine baglanmasi ¢ok azdir ve genellikle alblimine baglanmaktadir

(~ %3).

Tek doz oral uygulamada acglik durumunda hastalarda plazma pik
konsantrasyonu 3 saat icinde (2-4 saat arasinda) goriilmektedir. 100 mg oral
uygulamadan sonra sonra plazma konsantrasyonlari yaklasik 0,6 ya da 0,9 pg/mL
olarak bulunmustur. Atenololiin biyoyararlanimi besin varligina bagh olarak
degismektedir. Besinlerle beraber atenolol uygulamasi sonucu elde edilen AUC

degerlerinde %20’lik azalma tespit edilmistir (139).

Hidrofilik yapisi nedeni ile neredeyse tamami bdbreklerden elimine
edilmektedir (~%90). Plazma verilerinden elde edilen eliminasyon hiz sabitleri
idrardan elde edilen degerlere benzerdir ve her ikisi de yaklasik 1 sa™’e ulasmaktadir
(144). Bobrek fonksiyonlari normal olan hastalara tek doz IV atenolol uygulamasini
takiben atenololiin eliminasyon yarilanma omri yaklagik 6 ve 9 saat olarak
hesaplanmistir. Toplam klerensi 97,3 mL/dk ile 176,3 mL/dk arasinda degismektedir.
Bu nedenle sadece glomeriiler filtrasyon degil, tlibliler sekresyonun da goruldiugu
soylenebilmektedir. IV uygulamayi takiben idrardan geri kazanim yaklasik %90 iken

oral uygulamadan sonra yaklasik %50 geri kazanim oldugu tespit edilmistir (139).

Atenolol neredeyse tamamen degismeden bdbrekler tarafindan atildigi igin
bobrek yetmezliginde eliminasyonunun degismesi beklenir. Oral yoldan tek doz
atenolol (100 mg) uygulamasindan sonra ortalama glomeriiler filtrasyon hizi (GFR) 54
mL/dk ve 16 mL/dk olan hastalarda yarilanma émriniin sirasiyla 14,1 ve 22,0 saat
oldugu tespit edilmistir. Ayrica, oral yolla 50 mg atenolol uygulamasindan sonra
plazma atenolol seviyesi bobrek yetmezligi olanlarda yaklasik iki kat artmistir. Bu
nedenle GFR’ye gore atenolol dozu ayarlanmalidir. Diger yandan, karaciger fonksiyon
bozuklugu olan hastalarda ya da yaslanmaya bagh olarak degisen karaciger

fonksiyonlari atenololiin eliminasyon kinetigini etkilememektedir (139).
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e Metoprolol Tartarat

Kimyasal adi 1-(izopropilamino)-3-(p-(2-metoksietil)fenoksi)-2-propanol (2:1)
dekstro tartarat tuzu olan metoprolol tartarat ((C15H25NO3)2-CaHsOs, molekil agirhgi:
684,82 g/mol; Sekil 2.8.) renksiz, kokusuz kristal bir tozdur (137). 1 mol metoprolol
tartarat, yapisinda 2 mol metoprolol icerdigi icin 684,82 g/mol metoprolol tartarat,
534,728 g/mol metoprolole (molekil agirhg: 267,364 g/mol) esdegerdir. Suda
¢OzUnlragu yuksektir. Ayrica, kloroform, diklorometan ve alkolde ¢6ziinmektedir.
Fakat, benzen, dietil eter ve asetonda ¢ozlinmemektedir (46). Metoprolol BSS ve
BDDCS'ye gore Sinif | (yUksek ¢ozinlrlik, yiksek permeabilite; yiksek ¢ozindrlik,

ylksek metabolizma)’de yer alir (138).

Sekil 2.8. Metoprolol tartaratin kimyasal yapisi.

Metoprolol, 1969 yilinda ABD tarafindan gelistirilen ve 1978 yilinda FDA
tarafindan onaylanan, kardiyoselektif bir beta-1 adrenerjik reseptor antagonisti olan
bir ilagtir. R- ve S- enantiyomerlerin rasemik karisimi olan MET’in klinikteki kullanimi
genellikle hipertansiyon, angina pektoris, kalp yetmezligi ve miyokard enfarktiistiniin
tedavisi icindir (145). Piyasada metoprololiin IV, oral, hemen salim, uzatilmis salim ve

kontrollii salimli formilasyonlari mevcuttur.

MET permeabilite ydnteminin uygunlugunun degerlendiriimesinde ve
calisilacak maddelerin permeabilitelerini 6zelliklerini kiyaslamak amaci ile referans

madde olarak kullanilmaktadir (146). Metoprolol tartaratin analizi icin HPLC yaygin
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olarak kullaniimaktadir. Ayrica, sivi kromatografisi/kitle spektrometresi (147), gaz

kromatografisi/kiitle spektrometresi (148) gibi yontemler de kullaniimaktadir.

Oral uygulamayi takiben GiS’ten absorpsiyonu hizli ve neredeyse tamdir (%95)
(149). Mideden absorpsiyonu ihmal edilebilir dizeydedir ve bulylk bir kismi
bagirsaklardan absorplanir. Oral yolla uygulanan ilaglar sistemik dolasima ulasmadan
karacigerden gectigi icin ilk gecis etkisi gorilebilmektedir (150). Gastrointestinal
absorpsiyonu tam olmasina ragmen, ilk gecis etkisine ugradigi icin metoprololin
yaklasik %50'si sistemik dolasima ulasir (151, 152). 1,5-2 saatte plazmada maksimum
ilag konsantrasyonuna ulasmaktadir. Plazma yarilanma 6émri 4 saat oldugu icin ilacin
kandaki seviyesini korumak igin sik dozlama yapilmalidir. Plazma ve serum
proteinlerine baglanmasi dislktir (%12) ve genellikle albiimine baglanir (153).
Metoprololiin organik katyon tasiyicilarinin (OCT2) substrati oldugu bilinmektedir
(154).

Metoprolol sistemik dolasima ulastiktan sonra dokulara hizli bir sekilde dagilir.
Sicanlarda akciger, karaciger ve bobrek gibi dokulardaki metoprolol diizeyinin
plazmaya kiyasla daha yliksek oldugu gésterilmistir. Bu nedenle dagilim hacmi gergek
vicut hacminden birkag kat daha fazla olup kararli durum dagilim hacmi yaklasik 3,2

L/kg'dir (155, 156).

Metoprolol, esas olarak CYP2D6 enzimi tarafindan ve daha az oranda CYP3A4,
CYP2B6 ve CYP2C9 tarafindan metabolize edilir (157, 158). Metoprololiin yarilanma
omri, terapotik doz araligindaki uygulamalarda dozdan etkilenmedigi icin saglikh
bireylerde eliminasyon vyarilanma omrii 2,5-5 saat arasinda degismektedir.
Metoprolol, buyilik oranda (~%95) karacigerden metabolize oldugu icin bobrek
fonksiyonlarindaki azalma metoprololiin dispozisyonu lizerinde daha az etkilidir. Oral

olarak uygulanan dozun idrar ile degismeden atilan kismi %5’ten daha azdir (153).

Metoprolol tartaratin yarilanma 6mri ve sistemik yararlanimi agisindan
bobrek hastalari ve saglikli gondlliler arasindaki fark anlamli bulunmamistir. Bu

nedenle kronik bébrek hastalari icin metoprolol dozunda kisitlama yapilmasina gerek
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yoktur. Ayrica, metoprolol uygulanmasindan 10-12 saat sonra ikinci bir yavas
eliminasyon fazinin meydana gelebilecegi ©ne slirGlmistir. Ancak bunun
kanitlanmasi icin metoprolol uygulamasindan sonra 10-24 saat araliginda daha fazla

ornek toplanmalidir (155).

Metoprolol saglikl gondllilere IV yolla uygulandiginda toplam viicut klerensi
0,72-1,54 L/dk olarak tespit edilmistir. Metoprolol hepatik klerensi yliksek bir ilag
oldugu icin, hepatik kan akisindaki degisiklikler metoprololiin plazma seviyeleri ve

eliminasyon hizi lizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir (151, 155, 159, 160).

Metoprololiin farmakokinetigi 20-65 yas arasi kisilerde degerlendirilmis ve bu
aralikta ilacin farmakokinetiginin yastan neredeyse hig etkilenmedigi gosterilmistir.
Bu nedenle geng bireylerden elde edilen verilere dayali doz tahminlerinin 65 yas alti

hipertansif hastalara uygulanabilecegi belirtilmistir (161, 162).

e Elakridar

Kimyasal adi N-[4-[2-(3,4-dihidro-6,7-dimetoksi-2(1H)-izokinolinil)etil]fenil]-
9,10-dihidro-5-metoksi-9-okso-4-akridinkarboksamid  olan  elakridar  akridon
karboksamid tirevi sari bir tozdur (GF120918, GG918, GW0918; C34H33N30s, molekil

agirhgi: 563,6 g/mol; Sekil 2.9.) (163). Elakridar (ELA) kloroform, diklorometan, DMSO

ve metanolde ¢ozinir (163).
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Sekil 2.9. Elakridarin kimyasal yapisi.

P-gp’e baglanarak ilacin hicre icine girmesini inhibe ederek hiicreleri
sitotoksik ilaclara karsi duyarli hale getirdigi icin P-gp inhibitéri olarak

kullanilmaktadir. intestinal limende bulunan P-gp’lerin ELA ile inhibe edilmesi
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antikanser amagla kullanilan ilaglarin biyoyararlanimlarini arttirabilmektedir. Kanserli
hastalara elakridar uygulamasina bagl olarak minimum diizeyde yan etki gdzlendigi
tespit edilmistir (164). Ayrica, diger tasiyici proteinler (BCRP gibi) lizerinde de segcici
olarak etki gosterebilmektedir (165-167). Ancak MRP ve CYP3A igin inhibitor etkisi

actklanmamistir (168).

ELA’nin miktar tayini amaciyla HPLC ve sivi kromatografi-kiitle spektrometrisi
(Liquid chromatography—mass spectrometry/LC-MS) ve flow sitometri gibi yontemler

kullanilmaktadir (169, 170).

e Fenol Kirmizisi

Kimyasal adi fenolsulfonftalin olan fenol kirmizisi (C1gH140sS, molekdil agirligi:
354,37 g/mol; Sekil 2.10) kirmizi renkte, kokusuz kristal bir tozdur (137). Suda,

etanolde ve metanolde ¢ozilinir, kloroformda ¢6ziinmez (171).

HO OH
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Sekil 2.10. Fenol kirmizisinin kimyasal yapisi.

Hicre kaltard calismalarinda pH indikatorl, bagirsaklarda su dengesini
incelemek amaciyla referans madde ve bobrek fonksiyonlarinin takibi icin fenol

kirmizisi (FK) kullaniimaktadir.

e Ketokonazol

Kimyasal adi ()-cis-1-Asetil-4-{4-[2(2,4-diklorofenil)-2-imidazol-1-ilmetil 1,3-
dioksolan-4-ilmetoksi]fenilpiperazin olan ketokonazol (C2sH2sCl2N4O4, molekil agirhgr:

531,4 g/mol; Sekil 2.11) imidazol yapisinda olup, beyaz veya beyaza yakin bir tozdur.
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Suda pratik olarak ¢éziinmemekle beraber, metil alkolde ¢6ziinir, diklorometanda
kolayca c¢oOzlinlir (137). Ketokonazol (KET) BSS ve BDDCS’ye gore Sinif Il (dustk
¢ozinurlik, yliksek permeabilite; diisiik ¢ozindrliuk, zayif metabolizma)’de yer alir

(172).
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Sekil 2.11. Ketokonazollin kimyasal yapisi.

KET, antifungal olarak mantar enfeksiyonlarinda sistemik ve topikal olarak
uygulanabilmektedir (173). Ayrica literatiirde ve gesitli kilavuzlarda CYP3A4 inhibitori

olarak 6nerilen referans ilagtir (174).

Mide pH’sindaki diisme sonucu GiS'ten ketakonazoliin absorpsiyonu
artmaktadir. Oral yolla uygulanan ketakonazoliin (200 mg) uygulamadan 2 saat sonra
ortalama pik plazma konsantrasyonu 3,5 ug/mL olarak tayin edilmistir. Ayrica, saglikli
gondullilere topikal ve vajinal ketakonazol uygulamasina bagli absorpsiyon disuktr.
Plazma proteinlerine baglanmasi > %90’dir ve alblimine yliksek oranda baglanir. Anne
sitline gecer, fakat serebrospinal siviya gecisi azdir. Bifazik eliminasyon gosterir,
yartlanma 6émri ve terminal yarilanma 6mra sirasiyla 2 ve 8 saat’tir. Karacigerde aktif
olmayan metabolitlerine donistirilir. Metabolitler ve degismemis ilag blyuk

oranda fecesle atilirken idrar ile atilmasi azdir (137).

e Verapamil Hidrokloriir

Kimyasal adi 2-(3,4-dimetoksifenil)-5-[2-(3,4-dimetoksifenil)etil-metilamino]-
2-propan-2-ilpentannitril;hidroklorir olan verapamil (C27H39CIN204, molekil agirligi:

491,1 g/mol; Sekil 2.12) beyaz, kokusuz kristal bir tozdur. Suda ¢éztintirken alkolde az
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¢oziinmektdir. Kloroformda kolayca ¢ozliniirken, eterde ¢6ziinmemektedir (137). BSS
ve BDDCS’ye gore Sinif Il (dlisik ¢cozunurlik, yiksek permeabilite; disiik ¢cozanarlik,
yuksek metabolizma)’de yer alir. Ancak, pH 7,3 - 8 arasinda ¢ozlinirlik problemi olsa
da pH 1 — 6,8 arasinda ¢oziiniirlik dzellikleri ile ilgili bir sorunu olmadigi icin DSO

tarafindan Sinif | olarak siniflandirilabilecegi de belirtilmektedir (175).

*HCI

Sekil 2.12. Verapamil hidrokloririin kimyasal yapisi.

Verapamil (VER) antianjinal, antihipertansif ve antiaritmik etkileri olan selektif
olmayan bir kalsiyum kanal blokortdir. Piyasa preparatlarinda farmakokinetik ve
farmakodinamik 6zellikleri farkli olan optik izomerlerini ((+)-(R)-Verapamil ve (-)-(S)
Verapamil) esit oranda iceren rasemik bir karisim halindedir. Enantiyomerlerinin
insan jejunumundan permeabilitesi ylksektir ve esas olarak pasif transselliler
difizyon ile tasinmaktadir. Metabolizmasi stereoselektiftir ve S-Verapamil hizli, R-
Verapamil orta oranda hepatik ekstraksiyona ugrar. Oral yolla tek dozda
uygulandiktan (160 mg) sonra insanlardaki biyoyararlanim S- ve R- izomerleri igin
sirasiyla %20 ve %45’tir. Metabolizasyonunda major olarak etkili enzim CYP3A4’tlr
(176). FDA kilavuzuna gore orta derecede CYP3A4 inhibisyonu saglayan VER’in (174),

yapilan son calismalarda PMAT inhibitori de oldugu gosterilmistir (175).
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3. GEREG VE YONTEM

3.1. Geregler

3.1.1. Kimyasal Maddeler ve Biyolojik Maddeler

Madde Adi

Asetonitril

Atenolol

Caco-2 hiicre hatti

D-(+)-Glikoz monohidrat

Dimetil stilfoksit

Dimetil stlfoksit steril

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium)

Elakridar

FBS (Fetal Bovin Serumu)

Fenol kirmizisi

HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution)

HCT-8 hiicre hatti
HEPES

Ketokonazol

Lusifer sarisi

MES hidrat

Metanol

Metoprolol tartarat

Tiazolil mavi tetrazolyum bromur (MTT)

Penisilin-Streptomisin

Marka / Kaynak

Merck / Almanya
Sigma-Aldrich / ABD

ATCC / ABD

Isolab Chemicals / Almanya
Isolab Chemicals / Almanya
Origen Biomedical, CryoPur / ABD
Cegrogen Biotech GmbH /
Almanya

Cayman Chemical / ABD
Cegrogen Biotech GmbH /
Almanya

Sigma-Aldrich / Almanya
Cegrogen Biotech GmbH /
Almanya

ATCC / ABD

Cegrogen Biotech GmbH /
Almanya

Sandoz / Tlrkiye
Sigma-Aldrich / ABD
Sigma-Aldrich / ABD

Isolab Chemicals / Almanya
Novartis Pharma AG / isvicre
AppliChem GmbH / Almanya
Cegrogen Biotech GmbH /

Almanya



Potasyum dihidrojen fosfat

Potasyum klorr

RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute)

Sodyum klorir
Trietilamin

Tripsin-EDTA ¢ozeltisi

Verapamil

3.1.2. HPLC Geregleri

Cihaz/Alet Adi

HPLC (LC-20 A/Prominence Alliance, Diot Array

Dedektor (DAD)

HPLC kolonu (Intersustain C18, 5 um, 250 x 4.6

mm)

Vakumlu Pompa (Shimadzu, LC-20AT)

3.1.3. Perfiizyon Geregleri

Cihaz/Alet Adi

Cerrahi iplik

Isi kontrollt kabin
Maskito diiz klemp
Perflizyon tipleri
Peristaltik pompa
Standart cerrahi makas
Standart cerrahi penset

Vannas makas

Isolab Chemicals, Almanya
Sigma-Aldrich / ABD
Cegrogen Biotech GmbH /
Almanya

Isolab Chemicals / Almanya
J.T. Baker / ABD

Cegrogen Biotech GmbH /
Almanya

Sigma-Aldrich / Almanya

Marka / Kaynak
Shimadzu / Japonya

GL Sciences / Japonya

Shimadzu / Japonya

Marka / Kaynak
SMI / Belgika
Comat / Turkiye
Steriway / Tlrkiye
Gilson / Fransa
Gilson / Fransa
Steriway / Tlrkiye
Steriway / Tlrkiye
Steriway / Tlrkiye
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3.1.4. Aletler

Cihaz/Alet Adi

Derin dondurucu (-20 °C)

Isitict manyetik karistirici

Manyetik balik

Manyetik balik tutucusu

Membran filtre (Karisik seltiloz, 0,45 um)
Membran filtre (Politetrafloroetilen (PTFE), 0,45
um)

Mikropipet (0,5-10, 10-100, 100-1000 pL)
Mikrosantrifuj tipa (renkli)

Mikrosantrifuj tipu galkalayici (Eppendorf
Thermomixer, USA)

Nitril eldiven

Parafilm

pH Metre

Pipet ucu (10, 200, 1000 pL)

Plate (96 Kuyucuklu)

Santiftij ttpd (renkli) (15 ve 50 mL)
Siringa ucu filtre (Karisik seliiloz, 0,45um)
Siringa ucu filtre (PTFE, 0,45um)

Thincert

Ultra saf su cihazi (Mili-Q integral 5)
Ultrasonik Banyo
Vial (amber renkli cam), insert ve kapak

Vorteks
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Marka / Kaynak
Beko, Tirkiye

Eppendorf, ABD
Isolab, Almanya
Isolab, Almanya

Lubitech, Cin
Lubitech / Cin

Eppendorf / Almanya
LP Italiana Spa, italya

Eppendorf, ABD

Isolab, Almanya

Isolab, Almanya

Hanna Instruments / ABD
Greiner Bio-One / Almanya
Greiner Bio-One
(Frickenhausen, Germany)
Isolab, Almanya

Lubitech / Cin

Lubitech / Cin

Greiner Bio-One
(Frickenhausen, Germany)
Millipore / ABD
Advantagelab / Almanya
Allpro / Cin

Biosan / Litvanya
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3.1.5. Deney Hayvani

Tir Kaynak Barinma
Sprague Dawley, Kobay Deney Hayvanlari A.S., Kobay Deney Hayvanlari
Erkek Sican Turkiye A.S., Tirkiye

3.2. Yontem

Malnitrisyonda ilaglarin  bagirsaklardan absorpsiyonu/permeabilitesi ve
farmakokinetik parametrelerinin tespit edilmesi amaglanmistir. Bu kapsamda yapilan

¢alismalar:

e (Cahsmada kullanilan etkin maddeler icin uygun analiz yonteminin belirlenmesi
ve valide edilmesi,
e Hicre kiltlru calismalari,
o Hucre canhiligi testleri,
o GCift yonla transport galismalari,
e Hayvan deneyleri,
o In situ ¢l bagirsak perfiizyonu calismalari,
o In vivo farmakokinetik calismalar,
e Modelden bagimsiz yontem ile in vivo sonuglarin degerlendirilmesi
e Minimal fizyolojik esasli farmakokinetik modelleme galismalari,
o Oral profillerin birlikte uyumu (joint fitting),

o PopPK analizleri

3.2.1. Analitik Yontem Gelistirilmesi ve Validasyonu

Hiicre kiltlirt, in situ bagirsak perflizyonu ve in vivo calismalarindan elde
edilen numunelerdeki etkin madde miktarlari HPLC cihazi kullanilarak valide edilmis
analitik yontemlerle tayin edilmistir. ATN ve MET’in es zamanli miktar tayini icin
yapilan literatir taramasi sonucunda denenmek Uzere Tablo 3.1.'de yer alan

yontemler secilmistir.
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Tablo 3.1’de yer alan yontemlerin denenmesi sonucu belirlenen optimum

yontemle calismalar baslatiimistir.

in vitro ve in situ Galismalar igin Analitik Yontem Optimizasyonu

ATN, MET ve FK’nin ayni anda tayin edilmesini saglayan biyoanalitik yontem
gelistirme amaciyla yapilan 6n denemeler sonucunda Delamoye ve ark. tarafindan
kullanilan gradient yontemi (177) modifiye edilerek ATN, MET ve FK’'nin es zamanli
olarak tayin edebilen bir metot taslagi olusturulmustur (Tablo 3.2.). Cesitli denemeler
yapilarak en uygun kolon, sicaklik, hareketli faz, enjeksiyon hacmi, dalga boyu ve akis

hizi tayin edilmistir.
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Tablo 3.2. Metot optimizasyonu ve gelistirilen HPLC metot taslagi.

Kolon

Optimum: InertSustain C18 (5 um; 4,6 mm x 250 mm)
Denenen kolonlar: InertSustain C18; ODS-2 C18; Waters
Spherisorb® ODS 2 ve C8

Kolon Sicakhgi

Optimum: 35°C
Denenen sicaklik degerleri: 20, 25, 35 ve 40°C

Hareketli Faz | -
A Hatti

Optimum: ACN
Denenen organik ¢oziicitler: ACN ve MeOH

Hareketli Faz Il

Optimum: pH 7,0 Fosfat Tamponu (12,5 mM)
Denenen pH’lar: 2,51; 3,0; 3,5; 3,8; 5,3; 6,61; 7,0 ve 7,10

~ B Hatt Denenen konsantrasyonlar: 12,5; 25,5 ve 50 mM
D Hatti Tip I Su
Optimum: 1 mL/dk
Alas Hiz Denenen hizlar: 0,8; 1; 1,2 ve 1,5 mL/dk
Enjeksiyon 20 pL
Hacmi Denenen enjeksiyon hacimleri: 10 ve 50 pL
Optimum: 224 nm
Dalga Boyu Denenen dalga boylari: 224, 225, 227, 228, 232, 237, 243, 273,
274 ve 450 nm
e e . Optimum: 23 dk
Analiz Siiresi Denenen analiz siireleri: 10, 15, 23 ve 26 dk
90:10 (tampon:ACN) — Baslangig
%10 — 35’e ACN gradient
0,01- %10
.. 15,00 - %35
Yontem

23,00 - %35
* Ardisik numuneler arasi dengelenme silresi 3 dk olarak
baslangic oranlarinda hareketli faz ile (tampon:ACN, 90:10)
yapilacaktir.

ACN: asetonitril, MeOH: metanol.

Metot gelistirme silirecinde Tablo 3.2.de verilen gesitli C18 kolonlari ve C8

kolon kullanilarak denemeler vyapilmistir. C18 kolonlari kullanilarak yapilan

denemelerde ATN, MET ve FK'nin alikkonma zamanlari farklihk gostermistir. C8

kolonda ayiricihk yetersiz oldugu icin C18 kolonda analizlerin yapilmasina karar

verilmistir. Farkli C18 kolon markalari arasinda sistem uygunluk parametreleri

degerlendirilerek InertSustain C18 kolonda calismalarin devam ettirilmesine karar

verilmistir.
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Metot gelistirme icin oncelikle izokratik akis denenmis fakat analiz edilecek
maddelerin birbirinden ayrilmasi igin yeterli olmadigindan gradient yontemleri
denenerek metot belirlenmistir. Metot optimizasyonu icin gesitli analiz strelerinde ve
cesitli hiz ve hareketli faz oranlarinda denemeler yapilmis ve optimum analiz siresi

ve hareketli faz oranlari tespit edilmistir.

Taslak  metot  kullanilarak  vyapilan  analizler oda  sicakhginda
gerceklestirildiginde elde edilen piklerin asimetri oranlari daha yiksek bulundugu icin
cesitli sicakliklar denenerek metot optimize edilmistir. Optimum diizey 35°C’'de elde

edilmistir.

Hareketli faz icin organik ¢ozlcl olarak cesitli oranlarda ACN ve MeOH
denenmistir. Metoda MeOH dabhil edildiginde MET ve FK’'nin alikonma zamanlarinin

arttig1 tespit edilmistir. Bu nedenle hareketli faz olarak ACN secilmistir.

Ayrica cesitli pH ve konsantrasyonlarda fosfat tamponlarinin denenmesi
sonucu asidik pH’lerde ATN’nin alikkonma zamaninin kisaldigi, MET ve FK piklerinin
birbirlerine yakin ciktig tespit edilmistir. Bu nedenle asidik pH’lerde ATN’nin, asidik
ortamda urasil enjekte edilerek tespit edilen 6li hacme ¢ok yakin pik vermesi ve 2-
(N-morfolino) etansilfonik asit (MES) tampon ¢o6zeltisi kullanilarak yapilan
calismalarda tampondan gelen piklerle girisim yapma olasiligi mevcuttur. Ayrica,
asidik pH’lerde yapilacak validasyon calismalarinda yiksek konsantrasyonlarda
hazirlanacak standart numuneler icin MET ve FK piklerinin arasinda 1 dk’dan az
siirenin olmasi girisimlere sebep olma riskini arttirmaktadir. Bu nedenlerle asidik
karakterli bir tampon secilmemistir. Bazik pH’da ise analiz edilecek maddelerin sistem
uygunluk parametrelerinin istenen araliklar icinde olmadigl tespit edilmistir.
Optimum sonuglar pH 7,0 tamponu kullanilarak elde edilmistir. pH 7,0 fosfat tamponu
farkh konsantrasyonlarda (12,5; 25,5 ve 50 mM) kullanilarak denemeler yapilmistir.
Bunun sonucunda pik asimetri orani en uygun cikan konsantrasyon degeri 12,5 mM

olarak tespit edilmistir.
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Metot optimizasyonunda cesitli hareketli faz hizlarinda galisiimistir. Akis hizi
degeri 1 mL/dk’nin altina indiginde maddelerin alikonma zamanlari uzamis, pik
sekilleri bozulmus ve pik asimetri oranlari artmistir. Akis hizi degeri 1 mL/dk’nin
ustline c¢iktiginda ise maddelerin alikonma zamanlari kisalmis ve pik asimetri
oranlarinda artis gozlenmistir. Bu nedenle optimum akis hizi degeri 1 mL/dk olarak

belirlenmistir.

Optimum kosullarda yapilan analizler sonucunda elde edilen kromatogramlar
degerlendirilirken ¢ maddenin de ayni kromatografik pencerede analizini saglayan
dalga boyunu bulmak icin ¢esitli dalga boylarinda incelemeler yapilmistir. Bunun
sonucunda 224 nm (¢ maddenin de gozlenebildigi optimum dalga boyu olarak

secilmistir.

Optimum kosullarda yapilan analizlerde 15 dk’lik analiz stiresinin ATN, MET ve
FK’nin es zamanl tayinlerinde vyeterli oldugu bulunmustur. Hicre kultiri
calismalarinda ise MET ile birlikte nitel olarak analiz edilecek ELA, KET ve VER
alikonma zamanlari sirasi ile 19,620; 19,668 ve 19,660 dakika oldugu igin nitel analiz

yapilabilmesi icin analiz stiresi 23 dk olacak sekilde uzatiimistir.

in vivo Calismalar igin Metot Optimizasyonu

Hicre kiltlri ve in situ perfliizyon ¢alismalarindan elde edilen numunelerin
analizi igin gelistirilen HPLC metodu modifiye edilerek in vivo ¢alismalardan elde
edilen numunelerin analizleri yapilmistir. Enjeksiyon hacmi 20 pl’den 50 ul'ye,
analizler arasi dengelenme siiresi 3 dk’dan 5 dk’ya cikarilmis ve analiz stiresi 23 dk’dan
15 dk’ya indirilmistir (Tablo 3.2.). Enjeksiyon hacminin artmasi ile kolona verilen
madde miktarinin artmasi ve daha distik konsantrasyonlarin tayininin saglanabilmesi
amaclanmistir. Plazma numuneleri ile ¢alisildigl icin dengelenme siiresi uzatilarak, bir
onceki analizden sonra sistemin dengelenmesi saglanmistir. Analiz edilecek ATN ve
MET’in alikonma zamanlari dogrultusunda analiz siiresi 23 dk'dan 15 dk'ya

kisaltilarak, daha az solvan harcanarak analizler yapilmistir.
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Biyolojik numunelerden ekstraksiyondan sonra vyapilacak analizlerde
genellikle i¢ standart kullanimi tercih edilmektedir. in situ bagirsak perfiizyonu
¢alismasi igin gelistirilmis olan HPLC yontemi ile ATN ve MET’in ayni anda analizi
yapilabilmektedir. in vivo calismalarda ATN ve MET uygulamasi ayri yapildigi icin ATN
olan numunelerde i¢ standart olarak MET (20 pug/mL); MET olan numunelerde ise i¢
standart olarak ATN (20 pug/mL) kullanilmistir. in vivo ¢alismalar igin kullanilan HPLC

yontemi Tablo 3.3.’te 6zetlenmistir.

Tablo 3.3. /n vivo calismalarda kullanilan HPLC yéntemi.

Kolon InertSustain C18 (5 um; 4,6 mm x 250 mm)
Kolon Sicakhgi 35°C

Hareketli Faz | ACN

Hareketli Faz Il pH 7,0 Fosfat Tamponu (12,5 mM)

Akis Hizi 1 mL/dk

Enjeksiyon Hacmi 50 pL

Dalga Boyu 224 nm

Analiz Suresi 15 dk

90:10 (tampon:ACN) — Baslangi¢

%10 — 35’e ACN gradient

0,01 - %10

Yoéntem 15,00 - %35

*Ardisik numuneler arasi dengelenme siresi 5 dk olarak
baslangi¢ oranlarinda hareketli faz ile (tampon:ACN, 90:10)

yapimistir.

ACN: asetonitril, MeOH: metanol.

Biyoanalitik Yontem Validasyonu

Bir analitik yontem sonucunda elde edilen verilerin dogru, kesin ve glivenilir
olarak tayin edildiginin kanitlanmasi icin metodun valide edilmesi gerekmektedir. Bir
yontemin validasyonu, bir veya bir seri analitin belirli bir matriks icindeki
konsantrasyonunun tayini icin kullanilan belirli bir ydntemin, amaclanan uygulama
bakimindan guvenilirligini gostermek icin yapilmasi gereken bitiin islemleri

kapsamaktadir. Yapilmasi planlanan analizler icin hiicrelerden, sican bagirsagindan ve
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kandan elde edilen numuneler kullanilacagl icin metod validasyonu biyoanalitik
metot validasyonu ICH M10 kilavuzunda yer alan kabul kriterlerine gére yapiimistir
(182). Bu amagla segicilik, 6zgullik, matriks etkisi, kalibrasyon dogrusu ve arahgi,
dogruluk ve kesinlik, analit tasinmasi, kararhlik, enjeksiyonlar arasi tekrar edilebilirlik,

geri kazanim ve sistem uygunluk testleri yapilmistir.

o Secicilik (Selectivity)

Tayin edilecek analitlerin matrikste yer alan diger maddelerin varliginda analiz
edilmesi ile segicilik gcalismalari yapilmistir. Segicilik ¢alismalari kapsaminda tayin
edilecek maddeleri (ATN ve MET) icermeyen, in vitro hiicre kiltari (cift yonla
transport) ve in situ Ucll bagirsak perflizyon ¢alismalarinda matriks olarak kullanilan
siraslyla Hanks' Balanced Salt Solution (HBSS) ve MES tamponu ¢ozeltilerinin ve in vivo

¢alismalar igin bos plazmanin kolona enjeksiyonu yapilarak degerlendirilmistir.
o Ozgiilliik (Specificity)

Tayin edilecek analitlerin, analite vyapisal olarak benzeyen maddeler,
metabolitler, izomerler, safsizliklar, bozunma {Urunleri dahil olmak Uzere diger
maddelerin varliginda saptanmasi ve ayirt edilebilirliginin degerlendirilmesi amaciyla
ozgullik g¢alismalari yapiimistir. Bu kapsamda yapilan ¢alismalarda birlikte
uygulanacak ATN, MET ve FK’nin, ATN ve Lucifer sarisi (Lucifer Yellow, LY)'nin, MET ve
ELA, KET ve VER’in kolona enjeksiyonlari sonucu girisim olup olmadig

degerlendirilmistir.
e Matriks Etkisi (Matrix effect)

Numunenin bulundugu matrikste girisime neden olan ve c¢ogunlukla
tanimlanamayan bilesen(ler) nedeniyle analitin analiz edilmesinde meydana
gelebilecek degisiklikler tespit edilmelidir. Bu nedenle yontemin validasyonu sirasinda
matriks etkisi degerlendirilmistir. Matriks etkisi, her biri en az 6 farkh kaynaktan alinan
matriksler kullanilarak hazirlanan diisiik ve yliksek kalite kontrol numunelerinin en az

3 tekrarl olarak analiz edilmesi ile degerlendirilmistir.
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o Kalibrasyon Dogrusu ve Araligi (Calibration Curve and Range)

Analitlerin gesitli konsantrasyonlari ile cihazin analit cevaplari arasindaki iliskiyi
incelemek amaciyla kalibrasyon dogrusu ve araligl tespit edilmelidir. Kalibrasyon
dogrusu ve araligini tespit etmek ile ATN, MET ve FK’nin stok ¢ozeltileri hazirlanmistir.
ATN, MET ve FKnin hareketli faz icinde hazirlanan stok ¢ozeltilerinden (100 pg/mL)
uygun seyreltmeler yapilarak standart ¢ozeltiler (ATN: 0,76; 1; 2; 5; 10; 20; 30; 37,5;
40 ve 50 pg/mL, MET: 1,14; 3; 5; 10; 20; 30; 37,5; 40 ve 50 pg/mL, FK: 0,47; 1; 2,5; 7,5;
8; 10; 12,5; 15; 17,5 ve 20 pg/mL) hazirlanmistir. ATN, MET ve FK’'nin teorik
konsantrasyonlarina karsi HPLC analizinde gozlenen pik alanlarinin dogrusal
regresyon analizleri yapilmistir. in vivo calismalar icin ATN analizlerinde MET, MET
analizlerinde ise ATN i¢ standart olarak kullanilarak her bir etkin madde igin

kalibrasyon dogrusu olusturulmustur.

Konsantrasyonlar ve bunlara karsilik gelen pik alanlari kullanilarak standart
dogru denklemi ve determinasyon katsayisi (R?) hesaplanmistir. Kalibrasyon dogrulari
her bir konsantrasyon noktasinda 6 tekrarli olarak hazirlanmistir. R? degerinin 1’e

yakin olmasina gore degerlendirme yapilmistir.

Kalite kontrol standartlari (KKS) kalibrasyon egrisi araliginda en duslk
kalibrasyon siniri, disiuk (en dusik kalibrasyon sinirinin 3 kati igerisinde), orta
(kalibrasyon arahginin %30-50'sinde) ve yiiksek (en yiksek kalibrasyon sinirinin en
az %75’i) konsantrasyonu icerecek sekilde minimum 4 farkli nokta belirlenmistir (182).
Dogrusallik ¢alismalarindan sonra ATN, MET ve FK icin kalite kontrol standartlari
belirlenerek dogruluk ve kesinlik c¢alismalari bu standartlar kullanilarak

gerceklestirilmistir (Tablo 3.4. ve Tablo 3.5.).



kontrol standartlari ve konsantrasyonlari.

Tablo 3.4. in vitro ve in situ calismalar icin validasyon calismalarinda kullanilan kalite

ATN MET FK
KKS
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
En diigik kalibrasyon siniri (LLOQ) 0,76 1,14 0,47
Dusiik 2 3 1
Orta 20 20 8
Yiiksek 37,5 37,5 15

standartlari ve konsantrasyonlari.

Tablo 3.5. in vivo ¢alismalar icin validasyon ¢alismalarinda kullanilan kalite kontrol

ATN MET
55 (ug/mL) (ug/mL)
En disiik kalibrasyon siniri (LLOQ) 5,13 4,97
Diisuik 10 10
Orta 20 30
Yiiksek 37,5 56,25

Dogruluk ve Kesinlik (Accuracy and Precision)

Analitlerin gercek konsantrasyon degeri ile 6lcllen deger arasindaki farki
gostermek icin dogruluk, ayni sartlarda ve ayni yontemle elde edilen sonuglarin
birbirini takip eden oOlgiimleri arasindaki yakinligin derecesini tespit etmek igin ise

kesinlik analizleri yapiimistir.

Metot validasyonunda dogruluk ve kesinlik ¢alismalariigin ¢alisma numunelerini
temsil eden KKS’ler hazirlanmistir. Bu numuneler, ¢alisma numuneleri icin dngoriilen
kosullarda saklanarak analiz edilmistir. Her bir etkin madde i¢in ayni diizeydeki kalite
kontrol 6rnekleri es zamanli olarak tayin edilmistir. Diger bir deyisle ATN, MET ve
FK’nin LLOQ konsantrasyonundaki numuneleri ayni vial igcinde hazirlanmistir. Her bir
kalite kontrol standardi icin ATN, MET ve FK’nin belirtilen konsantrasyonunu iceren 4
farkli vial hazirlanmistir. Analizler her bir vial icin alti tekrarh (4 x 6 = 24 vial) olacak

sekilde hazirlanarak giin ici dogruluk ve kesinlik calismasi yapiimistir.
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Ayrica, yapilan gin igi ¢alismanin 3 ayri ginde tekrarlanmasiyla glinler arasi
dogruluk ve kesinlik calismasi yapilmistir. Dogruluk % ortalama bagil hata (OBH, Esitlik

3.1.), kesinlik ise % bagil standart sapma (BSS) hesaplanmasi ile degerlendirilmistir.

% OBH = (Bulunan konsantrasyon — Eklenen konsantrasyon) 100 (3.1)
° B (Eklenen konsantrasyon) X o

e Analit Tasinmasi (Carry-over)

Analitlerin tayininde cihazda ©nceki numuneden kalan analitin olgllen
konsantrasyon ustlindeki etkisini degerlendirmek igin analit tasinmasi analizi
yapilmistir. Bu kapsamda hareketli faz icinde ATN, MET ve FK'nin enjekte edilen en
yiksek kalibrasyon standartlarinin analizi sonrasi bos matriks analiz edilerek elde

edilen pikler degerlendirilmistir.
o Kararhlik (Stability)

Analitleri igceren numunelerin analiz edilecegi zamana kadar saklanacagi
kosullarda kararliliginin degerlendirilmesi i¢cin kararlilik analizleri yapilmistir.
Analitlerin kararlihg), disiik ve yiksek konsantrasyonda kalite kontrol o6rnekleri
kullanilarak degerlendirilmistir. Ornekler enjekte edildikten sonra buzdolabinda
+4°C'de ve buzlukta -20°C'de muhafaza edilmistir. 24 saat, 1 hafta ve 1 ay sonra

numuneler analiz edilerek geri kazanim degerleri (%) hesaplanmistir.
e Enjeksiyonlar Arasi Tekrar Edilebilirlik (Reinjection Reproducibility)

Ayni yontem, ayni analizci, ayni cihaz ve ayni laboratuvar kosullarinda
Olgimlerin tekrarlanabilirligini gostermek amaci ile enjeksiyonlar arasi tekrar
edilebilirlik ¢ahsmalari  yapilmistir. Enjeksiyonlar arasi tekrar edilebilirlik,
depolamadan sonra kalite kontrol drneklerinden dislik, orta ve yiksek olanlarin
minimum 5 tekrarindan olusan bir calismayr yeniden enjekte ederek
degerlendirilmistir (182). Enjeksiyonlar arasindaki tekrar edilebilirlik analizleri icin 6
tekrarl olacak sekilde dislik, orta ve yiiksek konsantrasyonlarindaki kalite kontrol

standartlari kullanilarak analizler yapilmistir.
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e Geri Kazanim (Recovery)

Analitlerin gercek konsantrasyonu ile analiz edilen analit miktarlarinin dlglim
sonucunun karsilastiriimasi amaci ile geri kazanim ¢alismalari yapilmigtir. ATN, MET
ve FK’'nin disik, orta ve ylksek konsantrasyondaki kalite kontrol standartlari igin

yapilan geri kazanim ¢alisma sonuglari degerlendirilmistir.
e Sistem Uygunluk Testleri (System Suitability Tests)

Cihazin, elektronik pargalarin, analitik islemlerin ve analitlerin bir arada
degerlendirilebilmesi amaci ile sistem uygunluk testleri yapilmistir. Gelistirilen
metodun sistem uygunluk testleri USP’de belirtilen ayiricilik, teorik tabaka sayisi
(kolon etkinligi) ve pik asimetri orani (kuyruklanma faktori) gibi parametreler dikkate
alinarak kantitatif analizi yapilacak olan ATN, MET ve FK icin degerlendirilmistir (183,
184).

Kapasite faktorlerinin (k’) hesaplanmasinda kullanilan 6li hacmi tayin etmek icin
gelistirilen metot kullanilarak urasil (0,1 mg/mL) enjekte edilmistir. Olii hacim 3,014
dakika olarak tespit edilmis ve maddelerin kapasite faktorleri Esitlik 3.2. kullanilarak
manuel olarak hesaplanmistir.

(tr — to)

k/=—— 3.2.
0 (3.2.)

tr: Maddenin alikonma zamani, to: 6li zaman (kolonda tutunamayan maddenin
alikonma zamani)

Kolon etkinligi teorik tabaka sayisi (N) ile ifade edilmekte olup bu degerin 2000’in
Uzerinde olmasi gerekmektedir (Esitlik 3.3). ATN, MET ve FK igin bu deger HPLC cihazi
tarafindan hesaplanmistir.

N =16 (:—R)Z (3.3)

w

tr: maddenin alikonma zamani, w: pikin taban genisligi
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Elde edilen piklerin asimetrisi kuyruklanma faktoru (tailing factor, T) ile
gosterilmistir. Bu degerin 1 olmasi pikin simetrik oldugunu gosterirken bu degerdeki
artis analizin dogrulugunun azaldigini gostermektedir. Simetri faktorid (Sekil 3.1)
Esitlik 3.4.”e hesaplanmaktadir (183). ATN, MET ve FK igin kuyruklanma faktori HPLC

cihazi tarafindan hesaplanmistir.

(3.4.)

Sekil 3.1. Pik kuyruklanma faktori (T) hesabi (183).

h: pik ylksekligi, Wo.0s: %5 ylkseklikte pikin genisligi, f: taban cizgisinden tepe yiksekliginin %5'lik
noktasinda olgiilen mesafe.

Ayiricilik (rezolisyon), analiz edilecek madde pikleri arasindaki ayrimin
Olglistidir ve kullanilan kolonun pikleri ayirma kapasitesini ifade etmektedir.
Rezolisyonun yiksek olmasi pikler arasindaki taban cizgisinin ayriminin iyi oldugunu
gosterir. ATN, MET ve FK icin rezolisyon degerleri HPLC cihazi tarafindan

hesaplanmistir.

3.2.2. Hiicre Kiiltiiri Calismalari

e Hiicre Canlihgi Testleri

Canli hiicrelerin renksiz ya da az renkli 3-(4,5-dimetiltiyazol2-yl)-2,5-
difeniltetrazolyum-bromiir (MTT) Gn, renkli formazan tirevlerine dontstirmesi
esasina dayanan yontem 1983 yilinda Mosmann tarafindan immdinolojik calismalar
icin hizli bir kolorimetrik yontem olarak tanimlanmistir (185). Sari renkli olan MTT,

cogalan hiicrelerde bulunan mitokondriyal siksinik dehidrogenaz enzimi tarafindan
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suda ¢oziinmeyen ve spektrofotometrik olarak o6lglilebilen mor renkli formazana
dontsmektedir. Hicre canlihgl galismalari hiicrelerin mitokondriyal enzimlerinin MTT
tetrazolyum tuzunu MTT formazana donustirmesi ile hiicre canhliginin ve eklenen
konsantrasyondaki etkin maddelerin toksik olup olmadiginin test edilmesi esasina

dayanan hicre canhhg testi ile yapiimistir.

Hiicre canhligi testi icin saghkli ve malnitrisyon gelistirilecek hicreler ayri
flasklarda buyatalmastir. Saglikh hiicreler %10 fetal bovin serum (FBS) iceren kiltir
ortami ile beslenmeye devam ederken, kronik malnitrisyon (KMAL) gelistirilecek
hiicreler 21 giin boyunca %1 FBS ile beslenmistir. Hiicre siispansiyonlar 1 x 10*
hicre/kuyucuk olacak sekilde hemasitometre ve tripan mavisi kullanilarak sayilip 96
kuyucuklu steril plakalara ekilmistir. Her plakanin dis tarafinda bulunan kuyucuklara
inklibatorde kurumayi engellemek amaciyla hiicre ekilmeyip fosfat tamponlu salin
(phosphate buffered saline-PBS; pH 7,4) eklenmistir. Hucrelerin kuyucuklara
tutunabilmesi igin 37°C'de %5 CO: igeren inkibatorde 24 saat inkiibe edilmigtir. Bu
sire sonunda kiltir ortami icinde c¢ozindirilerek hazirlanan  farkh
konsantrasyonlardaki ATN ve MET ¢ozeltileri (ATN: 5, 10, 50, 100 ve 150 pg/mL; MET:
5, 10, 50, 100 ve 300 pg/mL) kuyucuklara (n=5) eklenmistir. Ayrica etkin madde

icermeyen kontrol gruplari igin (n=5) kuyucuklara PBS ve kiltiir ortami eklenmistir.

KMAL gelistirilen ve akut malnitrisyon (AMAL) gelistirilecek olan hiicrelere etkin
maddeler %1 FBS igeren kultir ortaminda ¢ézlindirilerek uygulanmistir (186, 187).
KMAL gelistirilen hiicreler hicbir asamada yliksek oranda FBS iceren kiiltlir ortami ile
muamele edilmemis, AMAL gelistirilmesi hedeflenen hicrelerin ilk kez %1 FBS ile
karsilasmasi etkin madde uygulamasi ile beraber olmustur. Hicre canlihgi testleri icin

malnitrisyon gelistirme yontemleri Sekil 3.2.’de 6zetlenmistir.
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Kiltir ortami 3 — Saglikli

+ %10 FBS

Kaltir ortami
+ %10 FBS
. “ + ATN/MET
y. % 4 -
2 /‘_\

— AMAL
‘ ! Kltir ortami
!.' + %1 FBS
+
Kiltir ortami AIN/MET _

+9%10 FBS 1 4 -

Y

— KMAL
Kiltir ortami

Kdltir ortami : : + %1 FBS
+%1 FBS + ATN/MET

B > ,

Sekil 3.2. Hiicre canhligl testi icin AMAL ve KMAL gelistirme yontemleri.

1: saglklrhiicrelerin iki ayri flaska bolinmesi, 2: hiicrelerin 96 kuyucuklu plakalara ekilmesi, 3: 24 saatlik
inkibasyon, 4: inkiibasyon sonunda kuyucuklara ATN/MET iceren ¢6zeltilerin eklenmesi.

Etkin madde eklenen steril plakalar 24, 48 ve 72 saat boyunca inkiibatorde
bekletilmistir. inkiibasyon siiresi sonunda MTT (5 mg/mL) ¢ozeltisi hiicre iceren
kuyucuklara ilave edilerek 4 saat inkiibatdrde (37°C, %5 CO?) bekletilmistir. 4 saatlik
sire sonunda plakalarin icindeki cozeltiler bosaltilarak kuyucuklara DMSO (50
uL/kuyucuk) eklenmistir. Kuyucuklarda olusan kristal yapilar inverted mikroskopta
incelenmistir. 570 ve 650 nm’de mikroplaka okuyucu (Elisa Plate Reader) kullanilarak
absorbanslar okunmustur. Elde edilen degerler ile etkin maddelerin sitotoksisite
ylzdesi hesaplanarak transport calismalarinda kullanilacak en uygun konsantrasyon

belirlenmistir.
e Cift Yonli Transport Calismalari

Hicre kiltliri cahsmalarina baslamak icin -200°C’de dondurulmus olarak temin
edilen Caco-2 ve HCT-8 hiicreleri 37°C’lik su banyosunda sivi hale getirildikten sonra
santriftij tlplne alinan 5-6 mL kiltiir ortamina (Caco-2 i¢in Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium, DMEM; HCT-8 icin Roswell Park Memorial Institute, RPMI 1640)

laminar akis kabini altinda eklenmistir. Hiicreler 1000 rpm’de 3 dakika



68

santrifijlendikten sonra stipernatant atilmistir. Hiicreler taze kiltiir ortaminda (Tablo
3.6.) siispande edilerek 25 cm? hiicre kultur kaplarina (flask) aktarilarak 37°C’de %5

CO? iceren inkiibatorde 3 gin slreyle inkiibe edilmistir.

Tablo 3.6. Hicre kiltiri calismalarinda kullanilan ortamlar ve igerikleri.

Hiicre Hatti Ortam Eklenen Maddeler
Caco-2 DMEM %10 FBS, 50 U/mL penisilin ve 50 pg/mL
HCT-8 RPMI streptomisin

Hiicre yogunlugu %70-80 oranina ulastiginda inklibe edilen flask icindeki
kaltir ortami laminar akis kabini altinda uzaklastirilarak hiicreler PBS ile yikanmistir.
Flasklara yapismis halde bulunan hicreler lzerine %0,025 tripsin-EDTA ¢Ozeltisi
eklenerek 5-10 dakika siireyle inkiibatdrde bekletilmistir. inkiibatérden alinan hiicre
siispansiyonu besleme ortami iceren uygun sayida steril flasklara eklenerek pasaj
islemi tamamlanmistir. Pasaj islemi Caco-2 hiicreleri igin ilk 7-10 giin boyunca her 3
glinde bir daha sonra her 2 giinde bir; HCT-8 hiicreleri igin ise ilk 7-10 giin boyunca

her 2 giinde bir daha sonra her glin yapiimistir.

Kontrol grubu: Hicreler %2 glutamin, %10 FBS ve 100 U/mL penisilin-streptomisin

iceren kaltur ortami ile beslenmistir.

Malniitrisyon grubu: Hicreler %2 glutamin, %1 FBS ve 100 U/mL penisilin-

streptomisin iceren kiltlr ortami ile beslenmistir.

Transport calismalarinda 0,4 um por biylkligline sahip olan insert’ler ve 12
kuyucuklu plakalar kullaniimistir. Flasklara ekilip buydtilen hiicreler tripsin-EDTA ile

muamele edilerek flasklara yapismis olan hiicrelerin kolay kalkmasi saglanmistir.

Literatirde malnutrisyon gelistiriimis hicrelerde vyapilmis transport
calismalari bulunmamaktadir. Bu nedenle transport deneyleri icin hiicrelerin uygun
sekilde biylyebilmesi amaciyla insertlere saglkli hicre ekimi yapilmistir. Hiicre
stispansiyonlari 12 kuyucuklu plakalardaki her insertin (por yogunlugu: 2 x 106,
transparent; yiizey alani: 1,131 cm?; por buyikligi: 0,4 um) apikaline 1 x 10° hiicre

olacak sekilde (500 upL hiicre slispansiyonu) hemasitometre ve tripan mavisi
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kullanilarak sayilarak ekilmistir. Bazolateral’e 1 mL biylime ortami eklendikten sonra
plakalar 37°C'de %5 CO; iceren inkibatére koyulmustur. Hlicrelerin insertlere
yapisabilmesi icin hicreler ekildikten sonra ilk 3 gin ortam degisimi yapilmayip,
sonraki glinlerde biylime ortami gin asirt degistirilmistir. Hicrelerin ortam
degisimleri sirasinda saglikli hicreler igin %10 FBS, KMAL gelistirilecek hiicreler
icin %1 FBS iceren kultir ortami kullaniimistir. HCT-8 hicreleri igin hiicre ekimi
yapildiktan 8 glin (188), Caco-2 hicreleri icin ise 21 gin (189) sonra transepitel
elektrik rezistans (TEER) degerleri (Millicell-ERS epitel voltometre) olglilmistir. TEER
degeri belli bir degerin Ustlinde olan hicreler permeabilite ¢alismalarina dabhil

edilmistir.

Transport ¢alismalarinda kullanilmadan énce hiicrelerin TEER degerleri Esitlik

3.5. yardimi ile hesaplanmistir.

TEER = Rpumune = Rpos (3.5.)

Rnumune= Olglilen TEER degeri, Ryos = hiicre igermeyen kontrol insertlerin TEER degeri
Transport deneylerinde kullanilacak;

e HCT-8 hiicreleri (pasaj sayisi: 6): Saglkh hicrelerin TEER degerleri 1300-1700
Q.cm? arasinda bulunurken, KMAL gelistirilen hiicrelerin TEER degerleri 450-750

Q.cm? arasinda bulunmus ve tiim insertler transport deneylerinde kullanilmistir.

e Caco-2 hiicreleri (pasaj sayisi: 33): Saglkli hicrelerin TEER degerleri 1100-1700
Q.cm? arasinda bulunurken, KMAL gelistirilen hiicrelerin TEER degerleri 700-1300

Q.cm? arasinda bulunmus ve tim insertler transport deneylerinde kullaniimistir.

Transport deneylerinde D-glikoz (25 mM, saghkl; 5,6 mM KMAL) ve HEPES (10
mM) iceren HBSS (kalsiyum, magnezyum ve FK icermeyen; pH 7,4 — 7,6) transport
ortami olarak kullanilmistir. Hiicreler deneyden 6nce transport ortaminda 30 dakika
streyle 6n inklibasyona (37°C) tabi tutulmustur. Transport deneylerinde kullanilacak
etkin maddelerin, inhibitorlerin ve sifir permeabilite belirteci LY'nin transport ortami

icindeki stok cozeltileri hazirlanmistir. Hazirlanan stok ¢ozeltiler transport ortami ile
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1:1 oraninda seyreltildikten sonra hicrelere uygulanmistir. Transport ¢alismalarinda

hiicrelere uygulanan maddeler ve konsantrasyonlari Tablo 3.7.’de verilmistir.

Tablo 3.7. Transport calismalarinda uygulanan maddeler ve konsantrasyonlari.

Madde Gorev Uygulanan Konsantrasyon (ug/mL)
ATN etkin madde* 150
MET etkin madde** 300
ELA P-gp inhibitoru 0,003 (5 uM)
KET CYP3A4 inhibitora 50
VER PMAT inhibitoriu 2,5
LY sifir permeabilite belirteci 100

* paraseliiler gecis, orta permeabilite belirteci; ** transselliler gegis, ylksek permeabilite belirteci (44).

Cift yonli transport calismasi icin apikalden bazolaterale gecisin (A-B,
absorptive) arastirilacagl insertlerde etkin madde apikal bolmeye eklenerek
bazolateral bolmeden 6rnekleme yapilmistir. Bazolateralden apikale gegisin (B-A,
secretory) arastirilacagi insertlerde ise etkin maddeler bazolateral bélmeye eklenerek
apikal bolmeden o6rnekleme vyapilmistir.  Sadece etkin maddenin gecisinin
arastirilacagi insertlerde etkin maddenin olmadigi kompartmana sadece transport
ortami eklenmistir. inibitér etkisinin arastirilacagi insertlerde ise ilgili inhibitér hem

apikal hem de bazolateral kompartmana eklenmistir.

LY hiicrelerden hem pasif diflizyon hem de paraseliiler yollarla gegtigi icin
hiicre tek tabaka btlnlGgl LY nin gegisi izlenerek incelenebilmektedir. LY lipofilik
bariyerlerden serbestce gecemedigi icin yiiksek LY gecisi hiicre tek tabaka
bltlnliglniin bozuldugunun bir gostergesidir. Bu nedenle ATN iceren kuyucuklara LY
de eklenmistir. Transport deneylerindeki gruplar ve deney tasarimi Tablo 3.8.'de

verilmistir.



Tablo 3.8. Transport calismalari deney tasarimi.

A-B
Madde - -
Apikal Bazolateral Apikal Bazolateral
Transport Transport
ATN ATN + LY ATN + LY
Ortami Ortami
Transport Transport
MET MET
Ortami Ortami
MET MET + ELA ELA ELA MET + ELA
MET + KET KET KET MET + KET
MET + VER VER VER MET + VER

Calkalamali su banyosunda 37°C’de 50-60 rpm’de 2 saat inkiibasyondan sonra
apikal ve bazolateral kompartmanlardan 6rnekler alinmistir. A-B ¢alismalari igin
bazolateral, B-A calismalari icin ise apikal 6rnekleri HPLC ile analiz edilerek etkin

maddelerin konsantrasyon degerleri kalibrasyon dogrusu ile hesaplanmistir.

Ayrica, ATN igeren kuyucuklardan 2 saat inkiibasyon sonunda hem bazolateral
hem de apikal kompartmanlardan 100 uL 6rnekler alinarak 96 kuyucuklu plakaya
koyulmus ve bir mikroplaka okuyucuda 430, 485, 530, 538 ve 540 nm’de LY'nin
absorbans degerleri olgilmis ve en yiksek absorbans verdigi dalgaboyu 485 nm

olarak tespit edilmistir (190).

Cift yonla transport calismalari ile her bir bolme (A-B ve B-A) icin etkin
maddelerin permeabilite degerleri tespit edilmistir. Transport calismalari kapsaminda

yapilacak hiicre kiltiiri ¢alismalari Sekil 3.3. ve 3.4."te 6zetlenmistir.
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Ornek alma

Atenolol / Metoprolol

[

—> Transwell
Transwell insert
Apikal (A)
(3RS I Hucreler

Bazolateral (B)

Benekalma Atenolol /Metoprolol

Sekil 3.3. Model etkin maddeler igin ¢ift yonll transport ¢alismalarinin sematik
gosterimi.

Metoprolol + inhibitér Ornek alma

inhibitor Inhibitor

Ornek alma Metoprolol + inhibitor

Sekil 3.4. inhibitér kullanilan gift yonlii transport calismalarinin sematik gdsterimi.

MET’in Caco-2 ve HCT-8 hiicrelerinden permeabilitesi lizerine inhibitorlerin
etkilerini incelemek amaciyla apikale MET ve inhibitor iceren transport ortami (250
uL), bazolaterale ise sadece inhibitor iceren transport ortami (750 pL) eklenmistir.
37°C'de 50-60 rpm’de 2 saat inkiibasyondan sonra bazolateralden 6rnekler alinarak
HPLC ile analiz edilmis ve konsantrasyon degerleri kalibrasyon dogrusu yardimiyla

hesaplanmistir.
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MET’in inhibitor varliginda bazolateralden apikale permeabilitesinin
incelenmesi amaciyla bazolaterale MET ve inhibitor iceren transport ortami (750 L),
apikale ise sadece inhibitor iceren transport ortami (250 uL) eklenmistir (191, 192).
37°C'de 50-60 rpm’de 2 saat inklibasyondan sonra apikalden 6rnekler alinarak HPLC
ile analiz edilmis ve konsantrasyon degerleri kalibrasyon dogrusu yardimiyla

hesaplanmistir.

3.2.3. Hayvan Deneyleri

Hayvan deneyleriicin Kobay Deney Hayvanlari Laboratuvari A.S.’den etik kurul
izni alinmis ve tim hayvanlar Kobay Deney Hayvanlari Laboratuvari A.S."den temin

edilmistir. Etik kurul olan belgesi ve revizyonlar EK-1’de yer almaktadir.

In situ ve in vivo ¢alismalarda 200-225 g agirhginda erkek Sprague Dawley (SD)
siganlar kullanilmistir. Hayvanlar iki gruba ayrilarak, ilk grup izokalorik kontrol
diyetiyle (protein igerigi %20), malnitrisyon gelistiriimesi planlanan diger grup ise
distk protein icerikli diyetle (protein icerigi %5) 17-20 giin boyunca beslenmistir
(Sekil 3.5.). Sicanlarin yem icerikleri ARDEN Arastirma & Deney tarafindan formiile
edilerek Uretilmistir. Sicanlar igin hazirlanan yemlerin igerikleri Tablo 3.9.da yer
almaktadir. Sicanlarin besine ve suya erisimleri sinirsizdir. Maln(trisyon gelistirilecek
siganlara, saglikh siganlarin beslenme sikligina gbére yem saglanmistir. Hayvan
deneylerinden 6nce siganlardan kan alinarak, serum albliimin ve total kolesterol

miktarlari belirlenmistir.



Kontrol diyeti * s

(%20 protein)

Sekil 3.5. Siganlar igin hazirlanan %5 ve %20 protein iceren yemler.

Diisuk proteinli diyet
(%5 protein)

Tablo 3.9. %5 ve %20 kcal protein iceren yemlerin formdlleri.
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Besin Yapi Taslar g (%) g (%)
Protein 4,78 5 19,2 20
Karbonhidrat 80,80 85 67,3 70
Yag 4,26 10 4,3 10
Yem icerigi g kcal/kg g kcal/kg

Kazein, 90 mesh 47,5 190 200 800
L-Sistin DL metiyonin 3 12 3 12
Misir nisastasi 315 1260 315 1260
Maltodekstrin 187,5 750 35 140
Sakkaroz 350 1400 350 1400
Selliloz, BW200 50 0 50
Misir yagi 25 225 25 225
Palmiye yagi 20 180 20 180
Mineral karisimi1 S10026 10 0 10 0
Dikalsiyum fosfat 13 0 13 0
Kalsiyum karbonat 5,5 5,5
Potasyum sitrat, 1 H20 16,5 16,5
Vitamin karisimi V10001 10 40 10 40
Kolin bitartrat 2 0 2 0
FDC 0 0

1055 4057 1055 4057
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Uglii Bagirsak Perfiizyonu Calismalari

In situ cahsmalar Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiltesi Farmasotik
Teknoloji Anabilim Dali Arastirma laboratuvarinda 1si kontrolli kabin iginde

gercgeklestirilmistir.

e Cerrahi Teknigin Gelistirilmesi

Cerrahi islemler anestezi altinda gerceklestirilmistir. Anestezi ketamin (90
mg/kg)-ksilazin (5 mg/kg) kombinasyonunun intraperitoneal (i.p.) olarak verilmesiyle
saglanmis ve anestezi derinligi sicanlarin ayak parmaklarinin sikistirilmasina verilen
reaksiyona gore degerlendirilmistir. Deney boyunca anestezi derinligi takip edilerek
gerektiginde ek doz ketamin-ksilazin kombinasyonu uygulanmigtir. Tim perfiizyon
calismalari 1s1 kontrolli kabin icerisinde gerceklestirilmistir. Karin duvari orta hat
boyunca kesildikten sonra jejunum, ileum ve kolon agiga ¢ikarilmistir. Perfiize
edilecek bagirsak segmenti uzunluklari jejunum igin 4,0-10,0 cm, ileum icin 3,0-4,8 cm
ve kolon igin 2,0-3,0 cm olarak ayarlanmistir ve bdlgedeki kan akimi korunarak
izolasyonlari saglanmistir. izole edilen bagirsak segmentlerinin proksimal ve distal
uclarina silikon tiipler yerlestirilerek cerrahi iplikle sabitlenmistir. izole bagirsak
segmenti serum fizyolojik (37°C) ile yikanarak temizlenmis ve temizlenme gostergesi
olarak ¢ozeltinin berrak gelmesi esas alinmistir. Peristaltik pompa araciligiyla akis hizi
0,2 mL/dk olacak sekilde ayarlanmis ve deney sirasinda perfiizyon ¢ozeltisi sirkiile
edilmeyerek tek gecisli (single pass) olarak diizenlenmistir. izole edilen bagirsak
segmentleri (jejunum, ileum ve kolon) serum fizyolojikle yikandiktan sonra perfiizyon
¢ozeltisiyle 0,2 mL/dk hizda dengeye ulasana kadar (yaklasik 30 dk) perfiize edilmistir.
Perflize edilen bagirsak segmentleri dengeye ulastiktan sonra model etkin
maddelerin bagirsaklardan absorpsiyon ve permeabilitesini incelemek amaciyla

calismalar 2 grup altinda gerceklestirilmistir.
e Perfiizyon Ortami

Perflizyon ¢Ozeltisi olarak kimyasal ve enzimatik olarak dayanikli olan,

biyoanalitik uygulamalarda siklikla kullanilan, suda ¢6zlinen, pKa’si sicakliktan
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etkilenmeyen MES tamponu (pH 6,5) kullanilmistir (192). Perflizyon ¢alismalarinda

kullanilan perflizyon ¢6zeltisinin bilesimi Tablo 3.10.’da 6zetlenmistir.

Tablo 3.10. Bagirsak perfiizyonu calismalarinda kullanilan perflizyon ¢ozeltisinin

bilesimi.
Madde Konsantrasyon
MES tamponu 10 mM
NacCl 135 mM
KCl 5mM

Perflizyon deneylerinde su dengesine ulasihp ulagilmadigini tayin etmek
amaciyla FK referans madde olarak perfiizyon c¢ozeltisine eklenmistir. Perflizyon
calismalarinda ATN paraseliiler yolla absorplanan model ilag, MET ise transselller
yolla absorplanan model ilag olarak kullanilmistir. Ayrica MET bagirsak perflizyonu

calismalarinda yliksek permeabilite referansi olarak da kullaniimistir.

e Perfiizyon Sisteminden Kaynaklanan Gecikme Siiresinin Tayini ve

Perfiizyon Sistemi ile Etkilesmenin incelenmesi

Perflizyon ¢Ozeltisi rezervuardan plastik tlipler aracihigiyla 6nce peristaltik
pompaya sonra da bagirsak segmentlerine ulasmaktadir. Perflizyon ¢ozeltisinin akis
hizi (0,2 mL/dk) goz onlne alindiginda bagirsak segmentlerine ulasana kadar bir
gecikme siiresi olmaktadir. Gecikme siresini tayin etmek amaciyla Evans mavisi
¢ozeltisi (0,1 mg/mL) hazirlanarak rezervuara konmus ve plastik/silikon tlpler bos
iken peristaltik pompa galistirilmistir. Evans mavisi iceren ¢ozeltinin rezervuardan
bagirsak segmentlerine ulasmasina kadar gecen siire bir kronometre yardimiyla
Olgllmustir. Ayrica, perflizyon ¢ozeltisinin bagirsak segmentlerini doldurarak izole
segmentin diger ucundan toplanabilmesi icin de bir slire gerekecektir. Bu siire
perflizyon ¢ozeltisinin akis hizi (Q) ve bagirsak segmentlerinin hacmine baghdir. Her
bir bagirsak segmentinin hacmi (V) silindirin hacmini hesaplamak amaciyla kullanilan

Esitlik 3.6. ile hesaplanmustir.
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V=mr2l (3.6.)
| = Perflize edilen segment uzunlugu (cm), r = Bagirsak segmentlerinin yarigapi
(jejunum ve ileum: 0,18 cm; kolon: 0,2 cm)
Perflizyon ¢Ozeltisinin bagirsak segmentlerinden ortalama gegis siiresi (OGS, dk)

Esitlik 3.7. kullanilarak hesaplanmistir.

OGS—Y (3.7.)
i) 7.

Q= perflizyon ¢ozeltisinin akis hizi (mL/dk), V= bagirsak segmentinin hacmi (mL)

Model etkin maddeler ile perflizyon ¢alismalarinda kullanilan plastik ve silikon
tupler arasinda olasi bir etkilesim olmasi rezervuardan bagirsak segmentlerine ulasan
madde dozunda azalmaya neden olacaktir. Boyle bir etkilesim olup olmadigini
incelemek amaciyla, deney hayvani kullanilmadan model etkin maddelerin ¢ozeltileri
hazirlanarak rezervuara eklenmistir. Peristaltik pompa araciligiyla rezervuardaki
cozeltiler 0,2 mL/dk akis hizinda olacak sekilde plastik ve silikon tiiplerden gegirilmis
ve 140 dk sireyle belirli zaman araliklarinda érnekler toplanmistir. Numunelerdeki

model etkin madde konsantrasyonlari HPLC yontemiyle analiz edilmistir.

e Uglii Bagirsak Perfiizyonu Calismalari

In situ bagirsak perfiizyonu ¢alismalari iki grup olarak yapilmistir. Gruplar ile

ilgili bilgiler asagida 6zetlenmistir.

Grup 1 - Kontrol Grubu: ATN (0,4 mg/mL) + MET (0,8 mg/mL) ve MET (0,8 mg/mL) +
ELA (1 uM)

izole segmentler (jejunum, ileum ve kolon) perfiizyon cozeltisiyle dengeye
ulasana kadar (30 dk) perfiize edildikten sonra FK (0,1 mg/mL), ATN ve MET iceren
perfizyon c¢ozeltisiyle es zamanli olarak 60 dk sireyle perfiize edilmis ve her 5

dakikada bir manuel olarak ependorf tlplere 6rnek toplanmistir.
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Spesifik P-gp inhibitorl olan ELA perflizyon ¢ozeltisine eklenerek jejunum,
ileum ve kolon 30 dk sureyle perfiize edilmistir. Bu sire sonunda izole edilen
segmentler FK (0,1 mg/mL), MET ve ELA igceren perflizyon ¢ozeltisiyle 60 dk siireyle
perflize edilerek her 5 dakikada bir manuel olarak ependorf tliplere 0Ornek

toplanmistir.

Grup 2 - Malniitrisyon Grubu: ATN (0,4 mg/mL) + MET (0,8 mg/mL) ve MET (0,8
mg/mL) + ELA (1 uM)

izole segmentler (jejunum, ileum ve kolon) perfiizyon ¢ézeltisiyle dengeye
ulasana kadar (30 dk) perfize edildikten sonra FK (0,1 mg/mL), ATN ve MET iceren
perflizyon c¢ozeltisiyle es zamanl olarak 60 dk sireyle perfize edilmis ve her 5

dakikada bir manuel olarak ependorf tiiplere 6rnek toplanmistir.

Spesifik P-gp inhib6tori olan ELA perflizyon ¢ozeltisine eklenerek jejunum,
ileum ve kolon 30 dk sureyle perfiize edilmistir. Bu slre sonunda izole edilen
segmentler FK (0,1 mg/mL), MET ve ELA iceren perflizyon ¢ozeltisiyle 60 dk siireyle
perfiize edilerek her 5 dakikada bir manuel olarak ependorf tliplere Ornek

toplanmistir.



79

Ucli bagirsak perfiizyonu ¢alismalari ve perfiizyon deneyi akis semasi Sekil 3.6.

ve 3.7.de gosterilmistir.

Duodenum
1-2cm

Jejunum

Peristaltik
Pompa

U T
10 cm

R

5cm

Sekil 3.6. Perflizyon sistemi ve cerrahi yontemin sematik olarak gosterilmesi.

30 dk MES tamponu + FK
60 dk (5 di'da bir MES tamponu + FK + ATN + MET
ornek toplama)

30 dk MES tamponu + FK + MET + ELA
60 dk (S dk'da bir MES tamponu + FK + MET + ELA

ornek toplama)

Sekil 3.7. Perflizyon deneyi akis semasi.

Perflizyon deneyleri tamamlandiktan sonra hayvanlar eksanguinasyon

yontemi ile oldirllerek her bir bagirsak segmenti cikarilip uzunluklari yeniden
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Olcilmustlir. Deney slresince toplanan tim perfiizyon 6rnekleri analiz edilinceye
kadar -20°C'de dondurularak saklanmistir. Toplanan orneklerdeki etkin madde

miktarlari valide edilmis HPLC yontemi kullanilarak tayin edilmistir.

in vivo Galismalar

In vivo calismalar Kobay Deney Hayvanlari Laboratuvari A.S.’de yapilmstir. in
vivo galismalar igin gece boyunca a¢ birakilan siganlardan ilag uygulamasindan 6nce
kuyruk venlerinden kan alinarak albimin ve total kolesterol miktarlari belirlenmistir.
Daha sonra paslanmaz celik bilye uclu gavaj kanili kullanilarak oral gavaj yoluyla
etkin maddeler uygulanarak kan o6rnekleri toplanmistir (~100 uL). Toplanan kan
ornekleri santrifijlendikten sonra plazma ayrilarak, uygun yontemlerle analiz

edilinceye kadar -20 derecede saklanmistir.

e Pilot Calismalar

In vivo ¢alismalarda uygulanacak etkin madde dozunu ve érnek alma sikhgini
belirlemek amaciyla ATN (n=3) ve MET (n=3) deney hayvanlarina ayri ayri oral yolla
uygulandiktan sonra farkli zaman noktalarinda kan drnekleri alinarak pilot calismalar
gerceklestirilmistir. Literatir verileri dogrultusunda MET’in 3 saat stireyle, ATN’nin ise
9 saat slreyle takip edilmesi planlanmistir. Pilot calismalardan elde edilen bulgular

dogrultusunda nihai 6rnekleme zamanlari ve siiresi belirlenmistir.
e Saglikli ve Malniitrisyon Gelistirilen Siganlarda in vivo Calismalar

Kontrol Gruplari:

Grup 1-K: ATN (250 mg/kg)

Kontrol grubundaki sicanlara (n=4) paslanmaz celik bilye uclu gavaj kanuli

kullanilarak oral gavaj yoluyla su icinde siispanse edilmis ATN (250 mg/kg) verildikten
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sonra belirli araliklarla (0, 30, 60, 90, 120, 180, 240, 300, 360, 420, 450 ve 480 dk)

siganlarin kuyruk venlerinden kan toplanmistir.
Grup 2-K: MET (400 mg/kg)

Kontrol grubundaki sicanlara (n=4) paslanmaz celik bilye uclu gavaj kanilu
kullanilarak oral gavaj yoluyla su iginde MET (400 mg/kg) ¢Ozeltisi verildikten sonra
belirli araliklarla (0, 5, 15, 30, 45, 60, 90, 105, 120, 150, 180, 240, 300, 360 ve 420 dk)

siganlarin kuyruk venlerinden kan toplanmistir.

Grup 3-K: MET (400 mg/kg) + ELA (5 mg/kg)

Kontrol grubundaki sicanlara (n=3) paslanmaz celik bilye uclu gavaj kanli
kullanilarak oral gavaj yoluyla su icinde slispanse edilmis ELA (5 mg/kg) cozeltisi
uygulandiktan 30 dk sonra su iginde MET (400 mg/kg) ¢bzeltisi uygulanarak belirli
arahklarla (0, 5, 15, 30, 45, 60, 90, 105, 120, 150, 180, 240, 300, 360 ve 420 dk)

sicanlarin kuyruk venlerinden kan toplanmistir.

Malniitrisyon Gruplari:

Grup 1-M: ATN (250 mg/kg)
Malnitrisyon grubundaki siganlara (n=4) paslanmaz celik bilye uglu gavaj
kantla kullanilarak oral gavaj yoluyla su icinde sispanse edilmis ATN (250 mg/kg)

verildikten sonra belirli araliklarla (0, 30, 60, 90, 120, 180, 240, 300, 360, 420, 450 ve

480 dk) sicanlarin kuyruk venlerinden kan toplanmistir.

Grup 2-M: MET (400 mg/kg)
Malnitrisyon grubundaki sicanlara (n=4) paslanmaz celik bilye uclu gavaj
kantla kullanilarak oral gavaj yoluyla su icinde MET (400 mg/kg) ¢ozeltisi verildikten

sonra belirli arahklarla (0, 5, 15, 30, 45, 60, 90, 105, 120, 150, 180, 240, 300, 360 ve

420 dk) sicanlarin kuyruk venlerinden kan toplanmistir.
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Grup 3-M: MET (400 mg/kg) + ELA (5 mg/kg)

Malnitrisyon grubundaki sicanlara (n=3) paslanmaz celik bilye uglu gavaj
kanGli kullanilarak oral gavaj yoluyla su iginde slUspanse edilmis ELA (5 mg/kg)
¢ozeltisi uygulandiktan 30 dk sonra su icinde MET (400 mg/kg) ¢Ozeltisi uygulanarak
belirli araliklarla (0, 5, 15, 30, 45, 60, 90, 105, 120, 150, 180, 240, 300, 360 ve 420 dk)

sicanlarin kuyruk venlerinden kan toplanmistir.

In vivo calismalar tamamlandiktan sonra hayvanlar servikal dislokasyon
yontemiyle dldiiriilmistir. /n vivo ¢alismalar sonucunda elde edilen kan numuneleri
santrifiijlenerek plazmalar elde edilmis ve analiz edilinceye kadar -20°C'de

saklanmustir.

e in vivo Calismalar igin Plazmadan Ekstraksiyon Yéntemleri

Plazmadan ATN ve MET konsantrasyonlarinin tayin edilebilmesi amaciyla
yapilacak ekstraksiyon yontemi igin literatir taramasi yapilmis ve yontemler Tablo

3.11.'de 6zetlenmistir.

Tablo 3.11. ATN ve MET igin ekstraksiyon yontemleri.

Etkin Plazma
i¢ Standart Miktan Organik Faz Yontem Kaynak
Madde
(nL)
kloroform:bitanol
MET 500 (4:1, h/h) HPLC (193)
6,7-dimethyl- 2,3-
ATN di(2- 200 asetonitril UHPLC (194)
. . . MS/MS
pyridyl)quinoxaline
prokainamid n-bitanol—n-
hidroklorir >00 heksan(1:1) HPLC (195)
etil asetat: dietil
ATN 500 eter (2:1, h/h) GC-MS (196)
kolik asit-d4 50 metanol UHPLC (197)
nevirapin 100 etil asetat LC-MS-MS (198)
MET - - -
i 50 tersiyer bitil metil HPLC (199)
eter
. tersiyer bitil metil LC-ESI-
fenasetin 50 oter MS/M (200)
katesin 50 asetonitril HPLC (201)

GC/MS: Gaz kromatografisi/kitle spektrometrisi; HPLC: Yiiksek performansli sivi kromatografisi; LC-
ESI-MS/M: Elektrosprey iyonizasyon kutle spektrometresi; LC MS/MS: Sivi  kromatografi
tandem kutle/kutle spektrometre; UHPLC: Ultra yiiksek performansli sivi kromatografisi.
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Farkli ekstraksiyon yodntemlerinin denenmesi ve optimum ekstraksiyon
yonteminin belirlenmesinden sonra kalibrasyon egrisinin plazma igin tekrar
olusturulmasi icin Kobay Deney Hayvanlari Laboratuvari A.S.”den birden fazla saglikh

sicandan toplanmis plazma 6rnekleri temin edilerek kullaniimistir.

Ekstraksiyon igin gesitli yontemler denenmistir (193, 194, 197, 199, 200).
Ayrica tersiyer bitil metil eterin kullanildigi yontemde farkli miktarlarda organik
solvan kullanilarak ve organik solvanin azot ile ugurulma asamasindan sonra yapilan
hareketli faz ile seyreltmede farkli seyreltme oranlari kullanilarak ekstraksiyon

yapilmistir. Denenen ekstraksiyon islemleri asagida 6zetlenmistir.

50 uL sican plazmasina, hazirlanan 100 pg/mL stoktan 20 pg/mL
konsantrasyonda olacak sekilde etkin madde (ATN/MET) eklenmesi ile olusan

karisima asagidaki islemler yapilmistir.

1. Plazmaya 50 pL 1 M NaOH c¢ozeltisi eklenmistir. Numune 5 saniye
vortekslendikten sonra kloroform:1-butanol (4:1, h/h, 400:100 uL) eklenmistir.
Numune 30 saniye vortekslendikten sonra 3000 g'de 7 dk santrifijlenmistir.
Organik faz farkl bir tiipe alinarak oda sicakliginda azot gazi ile ugurulmustur.
Tipe 100 pL metanol eklenerek c¢ozelti analiz edilmistir. Azot ile ucurma
asamasinda ucurma islemi manuel olarak yapildigi icin potansiyel ilag kaybi

nedeni ile bu yontem tercih edilmemistir.

2. Karisima su:asetonitril (98:2, h/h) eklenmistir. Elde edilen karisim 5 dk boyunca
12000 rpm’de santrifiijlenmistir. Stpernatan ayrilarak 0,22 um polivinil diflorir
(PVDF) siringa filtresinden gegirildikten sonra analiz edilmistir. Ekstraksiyon icin
eklenen asetonitrilin suya gore diisiik oranda olmasi ve numunenin bir kisminin

siringa icinde kalmasi nedeni ile bu yontem tercih edilmemistir.
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3. Karisima 150 pL etanol eklendikten sonra elde edilen karisim 10000 rpm’de 10

dk santrifiijlenerek elde edilen siipernatan analiz edilmistir.

4. Karisima 150 plL etanol eklendikten sonra elde edilen karisim 1 dakika 10000

rom’de 10 dk santriflijlenmis ve elde edilen slipernatan analiz edilmistir.

5. Karisima 1,2 mL tersiyer bitil metil eter eklenerek 5 dk vortekslenmistir. 5 dk
6000 rpm’de santrifiijlenmistir. Sipernatan oda sicakhiginda azotla ugurulmus
ve 200 pL hareketli faz eklenerek analiz edilmistir. Ayrica bu yontemde farkli
tersiyer bitil metil eter miktarlari (0,5; 1 ve 1,5 mL) kullanilarak ve analiz 6ncesi
seyretme islemi 200 uL yerine 100 pL hareketli faz ile de denenerek analiz
edilmistir. Azot ile ugurma asamasinda ugurma islemi manuel olarak yapildigi

icin potansiyel ilag kaybi nedeni ile bu yontem tercih edilmemistir.

6. Karisima 100 pL asetonitril ve 50 pL metanol eklenmis ve 5 dk vortekslenmistir.
10000 rpm’de 10 dk santrifijlendikten sonra silpernatan ayrilarak analiz
edilmistir. Bu yontem sadece 50 uL etanol degil, 100 pL etanol kullanilarak da

degerlendirilmistir.

Denenen ekstraksiyon yontemleri icin geri kazanim degerleri Esitlik 3.8.’e gore
hesaplanarak degerlendirilmistir. Tersiyer bitil metil eter, kloroform-1-biitanol,
etanol, asetonitril ve asetonitril-metanol kullanilarak yapilan ekstraksiyonlarda verim
degerleri sirasiyla yaklasik %40, 50, 70, 75 ve 85 olarak bulunmustur. Bu nedenle
plazma numunelerinden ATN ve MET ekstraksiyonu icin 6. yontem tercih edilerek

asetonitril:metanol kullaniimistir.

Y Geri k _ Analiz sonucu elde edilen konsantrasyon 100
olert kazanim = Eklenen konsantrasyon X (3.8.)

Ekstraksiyon islemi Yoon ve ark. kullandigi yonteme uygun olacak sekilde

hazirlanmistir. Yoon ve ark. ekstraksiyonda organik solvan olarak sadece asetonitril
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kullanmis, metanoli i¢ standart ile plazmaya eklemistir. Bu nedenle uygulanan
ekstraksiyon yonteminde organik faz olarak 100 pL asetonitril ve 50 pL metanol

kullanilmistir (201). Plazma numunelerinin analizleri icin kullanilan ekstraksiyon

yontemi Sekil 3.8."de 6zetlenmistir.

0N\

50 pL metanol

S0 pL 100 pL asetonitril

Plazma
[ N
—_— < 3
— Asetonitril + metanol
= + ATN/MET
(==
| —

= : : 5 Plazma —
- = '

10000 rpm,
10 dakika santrifiij

Sekil 3.8. Sican plazmasindan ATN ve MET’in ekstraksiyonu igin kullanilan yontem.

Yapilan in vivo galismalardan elde edilen numunelerdekiilag konsantrasyonlari
belirlendikten sonra konsantrasyon degerleri zamana karsi grafige gecirilerek plazma
konsantrasyon-zaman profilleri cizilmistir. Farmakokinetik parametreler modelden

bagimsiz yontem ve farmakokinetik modelleme ¢alismalari ile tayin edilmistir.

3.2.4. Modelden Bagimsiz Yontem ile Analiz

Maksimum plazma konsantrasyonu (Cmaks) ve maksimum konsantrasyona
ulasma zamani (tmaks) plazma konsantrasyon-zaman profillerinden tayin edilmistir.
Eliminasyon hiz sabiti (ke)) plazma konsantrasyon-zaman profillerinin dogrusallik

gosteren terminal fazinin regresyon analiziyle tayin edilmistir. Son o&lglilen
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konsantrasyona kadar olan egri altinda kalan alan (AUC:) log-lineer trapezoidal
yontemle tayin edilmis, son olclilen konsantrasyonun ke'e bollinmesiyle sonsuza
kadar ekstrapole edilmistir (AUC-). Ayrica klerens (CL/F) ve dagilim hacmi (V4/F) de
plazma konsantrasyon zaman profilinden tayin edilmistir. Modelden bagimsiz

analizler PKanalix (2024R1, Lixoft SAS, Similasyon Plus Sirketi) kullanilarak yapilmistir.

3.2.5. Minimal Fizyolojik Esasli Farmakokinetik Modelleme

Modelleme ¢alismalari Prof. Dr. William J. Jusko’nun danismanliginda Eczacihk
ve Eczacilik Bilimleri Okulu, Buffalo, New York Eyalet Universitesi (The State University
of New York at Buffalo (SUNY) School of Pharmacy and Pharmaceutical Sciences)’ nde
gergeklestirilmistir. Yapilan modelleme ¢alismalari ve analizleri kapsaminda lisansh
yazilimlar da dahil olmak (izere gerekli olabilecek tiim yazihm (ADAPT 5, Monolix,
GastroPlus, R, Matlab, Simcyp, PK-Sim, SPSS, GraphPad gibi) erisimleri ve egitimleri

Buffalo Universitesi tarafindan cretsiz olarak saglanmistir.

Tez kapsaminda model gelistirme ¢alismalari igin ADAPT 5 (202) kullanilmistir.
ADAPT, ilaglarin temel farmakokinetik ve farmakodinamik (PK/PD) o6zelliklerinin
kesfedilmesi, arastirilmasi ve uygulanmasi icin Giiney Kaliforniya Universitesi
tarafindan gelistiriimis bir modelleme platformdur. Bu yazihm kullanilarak sistem
parametreleri belirlenmis, model kompartmanlar igin diferansiyel denklemleri
tanimlanarak ATN ve MET igin minimal fizyolojik esash farmakokinetik modeller
gelistirilmistir ve parametre kestirimleri yapilmistir. Gelistirilen modelin poptilasyon
analizleri Monolix (versiyon 2023 R1, Lixoft SAS, Antony, France) kullanilarak
yapilmistir. Monolix, farmakometri alaninda poptlasyon
farmakokinetik/farmakodinamik (PK/PD) modellemesi ve Sistem Farmakolojisi
alanlarinda yaygin olarak kullanilan Simtlasyon Plus firmasi tarafindan gelistirilmis bir

yazilimdir.



87

Tez kapsaminda yapilan farmakokinetik modelleme galismalari Sekil 3.9.’da

Ozetlenmektedir.

Modele yoénelik fizyolojik parametrelerin literatlirden toplanmasi
(kalp debisi, doku kan akis hizlari ve doku hacimleri gibi)

N\

ATN ve MET i¢in 6n mPBPK modelin gelistiriimesi

N\

Referans IV profillerinin veri uyumuna (data fitting) gore 6n modellerin degerlendirilmesi

N\

in vivo calismalardan elde edilen oral profillerin veri uyumu

N/

IV ve oral profillerin birlikte uyumu
(joint fitting)

N\

Modellerin popilasyon analizi ile degerlendirilmesi

N\

Modellerin eksternal validasyonu

Sekil 3.9. Farmakokinetik model gelistirme sireci.
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¢ Model Tasarimi

Atenolol
ATN igin G¢ doku kompartmanli mPBPK modeli kullaniimistir (Sekil 3.10.), Doku

1'in hizli perflize olan, Doku 2'nin ise yavas perfiize olan dokular oldugu varsayilmistir.

PO IV
Kot Koo Ko [ |

Doku 1 (Qco-QrenaI)'fdl
Vl’ Kpl’ Cl

Vb Doku 2 (Qco'Qrenal)-de
Cb V2r I(p2l CZ

Bobrekler Qrenai

K &

%

renal” "*p_renal? “~renal

CL
Sekil 3.10. ATN icin t¢ doku kompartmanli mPBPK model yapisi.

ATN icin doku:plazma partisyon katsayisi (Ky) degerleri icin GastroPlus PBPK
similatord (versiyon 9.9; Simiilasyonlar Plus, Inc., Lancaster, CA, ABD)'nden elde
edilen deger kullanilmistir (203, 204). Buna gore karaciger, bobrek ve akciger, yiksek
Ko degerlerine sahip Doku 1 (karaciger: 2,87, bobrek: 3 ve akciger: 2,63), geri kalan
dokular ise Doku 2 olarak tanimlanmistir. ATN hidrofiliktir ve esas olarak bobrekler
tarafindan elimine edilmektedir. Bu nedenle bébrek, modelde ayri bir kompartman

olarak degerlendirilmistir.
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Sekil 3.10.'da verilen ATN modeli asagidaki diferansiyel denklemler (Esitlik
3.9.-3.12.) ile tanimlanmustir:

dC
Vb Rb.d—tp = Girdi (PO/IV)

C
+ (QCO - Qrenal)- fdl- Rb- — - Cp
Kp1

C
+ (QCO - Qrenal)- fdz- Rb- <K_2 - Cp>
p2
C
+ Qrenal- Rb- < renal - Cp>
Kp_renal

Co(0) = 0 (PO), Co(0) = Doz/Vs (IV) (3.9)

dC, C,
Vi ¢ = (Qco = Qrena)-far-Ro-{ Cp = C1(0)=0 (3.10.)

p1

dc, c,
Va:Tgp = (Qeo = Qrenat)- faa- Ro- { Cp = = C2(0)=0 (3.11.)

p2

dC C _
Vrenal-%mll = Qrenal- Rp- (Cp — renal ) — CL. Cp Crenal(0) = 0 (3.12.)
p_renal

Co plazma ilag konsantrasyonu, Ci, C; ve Crenat Doku 1, 2 ve bobrekteki ilag
konsantrasyonlari, Vp kan hacmi, V1 ve V, Doku 1 ve 2'nin hacimleri, Vrenal bObrek
hacmi, Q¢ kardiyak output, fq1 ve fg2 Doku 1 ve 2 icin Qco'nun fraksiyonlari, Qrenal renal
kan akisi, Kp1 ve Kp2 Doku 1 ve 2 igin doku:plazma partisyon katsayisi, Ky _renal bébrek
icin doku:plazma plazma partisyon katsayisi, CL sistemik (bdbrek) klerensi, ko1, ko2 ve
kos belirlenmis zaman araliklari boyunca gorinir sifir dereceli absorpsiyon hiz
sabitleri ve Ry kan/plazma oranidir.
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Metoprolol

MET lipofiliktir (log P = 1,76) (205) ve buyilk oranda karaciger tarafindan
elimine edilmektedir. Ayrica MET'in ilk gecis etkisi yuksek olup oral dozun
yaklasik %50'sidir (155, 206). Bu nedenle karaciger, eliminasyon kompartmani olarak
degerlendirilmistir. Bobrek ve akciger K, degeri yiksek (bobrek: 14 ve akciger: 21,15)

Doku 1, geri kalan dokular ise Doku 2 olarak tanimlanmustir (Sekil 3.11.).

A%

Doku 1 (Qco_Qhep)-fdl
Vi, Ko G4
Kan
vV Doku 2 (Qco_Qhep)'de
b
Cb V2: Kle C2
Karaciger Qhep
Vhepl Kp_hepl Chep

Kon koz| |

PO CL

int

Sekil 3.11. MET icin ic doku kompartmanlh mPBPK model yapisi.
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Sekil 3.11.'deki MET modeli asagidaki diferansiyel denklemler (Esitlik 3.13.-

3.16.) ile tanimlamistir:

dcp o Cy
Vb' Rb? = Girdi (IV) + (QCO - Qhep)' fdl' Rb- K_ - Cp
p1

C
+ (Qco — Qnep)- faz- Ro. <_2 - Cp)

Kp2
Ch
+ Qhep-: R (% — cp>
p_hep
Co(0) = 0 (PO), Cy(0) = Doz/V5, (IV) (3.13)
dC C
Vi.—— = (Qco — Qnep)-far-Rp. { Cp ——— Ci(0)=0  (3.14))
dt Kpl
dC C
Vo.—= = (Qco = Qnep): faz- Ro- | Cp — o= C200)=0  (3.15)
dt sz
dCy . Ch
Vhep.T""p = Girdi (PO) + Qnep- Ro- <cp - . )
C. p-hep Chep(0)=0  (3.16.)
e
= CLint-Rp. 7 P
p_hep

Vhep karaciger hacmi, Qnep hepatik kan akisi, Kp1 ve Kp2 Doku 1 ve 2 igin doku:plazma
plazma partisyon katsayilari, Ko hep karaciger icin doku:plazma plazma partisyon
katsayisi (62,25), CLint karacigerdeki (Chep) intirinsik klerens. Diger semboller Sekil
10'daki parametreler ile aynidir.

¢ Fizyolojik Parametreler / Sistem Parametreleri

mPBPK modelleri, doku hacmi, kalp debisi (kardiyak output) ve doku kan akis
hizlari gibi sistem parametrelerini tanimlayarak fizyolojik ve anatomik 6zelliklere
dayanmaktadir (127). Malnitrisyonda kan akisindaki degisimin anlamli olmadigi
bilinmekle birlikte, beta blokerlerin etkisiyle kalp debisinde ve dokulara kan akisinda

azalma modelleme calismalari kapsaminda degerlendirilmistir (Tablo 3.12.) (207).
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Doku hacimleri Esitlik 3.17. kullanilarak hesaplanmistir:

Vicut Agirhigi=Vp +V1+ V2 + V3 (3.17.)

V3, ATN veya MET igin bobrek/karaciger hacmidir (127, 208). Tum doku hacimleri

modelde fizyolojik degerlere gore sabitlenmistir (209, 210).

Tablo 3.12. Modelleme galismalarinda kullanilan dokularin fizyolojik parametreleri
(207, 209, 210).

Hacim Kan akisgi Diizletilmis kan akigi*
Parametre
(V, mL/kg) (Q, mL/dk/kg) (Q, mL/dk/kg)
Akciger 3,27° 314,55 179,91¢
Karaciger 33,812 80,75 75,348°¢
Bobrek 6,16° 38,95 29¢
Kan 58,82° 314,55 179,91¢

2(210),°(209), ¢ (207), *Beta blokdr kullanimina bagli olarak hesaplanarak modelde kullaniimistir (207).

ATN icin dusilk fq1 ve fq; ile karakterize edilen permeabilite ile sinirlandiriimis

dagilim Esitlik 3.18.’e gore varsayllmigtir (129):

fd,toplam =fa+fi2<1 (318)

MET icin perflizyon ile sinirh dagilim ise Esitlik 3.19.’a gore varsayilmistir (129):

fd toplam = fa1 + fa2 = 1 (3.19.)

Ro degeri, plazma konsantrasyonlarina dayali verileri kullanarak kan
konsantrasyonuna bagli farmakokinetik parametreleri hesaplamak igin Esitlik 3.20

kullanilarak hesaplanmistir (211):

_HCT—1+R,

P =—HeT ) (3.20.)

p kan hiicreleri icin afinite, HCT hematokrit ve f, plazmada baglanmamis (serbest) ilag
fraksiyonudur.

p degeri ATN icin hesaplanirken MET icin 2,57 olarak sabitlenmistir (212).
HCT'nin diyetlerdeki protein icerigine bagh olarak degisebilecegi bildirilmistir. Buna

gore, malnitrisyon gelistirilen ve saglikh SD sicanlarinin HCT'leri sirasiyla %45,5
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ve %47,5’tir (213). ATN ve MET'in plazma proteinlerine baglanmasi diigiktir ve esas
olarak albimine baglanmaktadir. Bu nedenle, malnitrisyon gelistirilen grubun f,
degerleri, kontrol grubunun alblimin konsantrasyonuyla (f, ATN: 0,970; f, MET: 0,805)
karsilastirilarak hesaplanmistir (fu ATN: 1,00, f, MET: 0,908) (205, 211). Kontrol ve
malnutrisyon gelistirilen gruplar icin ATN'nin Ry degerleri 1,00 ve 1,014, MET'in Rp
degerleriise 1,508 ve 1,607 olarak hesaplanmistir. Ayrica referans IV MET uygulamasi

icin Ry degeri 1,7'dir (R- ve S-MET ortalamasi).

e |V ve Oral Profil Uyumlari

ATN ve MET'in IV uygulamasini takiben plazma profilleri, oral profiller igin
referans olarak literattirden alinmistir (201, 214). ATN'nin farmakokinetigi, erkek SD
sicanlarda 1 mg/kg IV dozdan sonra elde edilen profil kullanilarak degerlendirilmistir
(214). MET icin referans olarak erkek SD sicanlara 0,5; 1 ve 2 mg/kg olmak Uzere Ug¢

farkh dozda IV uygulama sonucu elde edilen profiller kullaniimistir (201).

ATN ve MET absorpsiyon profilleri ilk olarak nokta-alan dekonviiliisyon (point-
area deconvolution) yontemi kullanilarak degerlendirilmistir (215). Boylece, ilaglarin
her zaman noktasindaki absorpsiyon orani, IV ve PO profillerinin karsilastiriimasi

yoluyla Esitlik 3.21. kullanilarak hesaplanmistir:

Do. Cpr

Girdi h1zi = ———~
F.AuCY) ™"

(3.21.)

Do doz, Cpt t zamaninda oral uygulama sonrasi plazma ilag konsantrasyonu, F

biyoyararlanim, AUCI(S_O IV uygulama icin t zamanina kadar olan egri altinda kalan
alandir.

Sonuclar, ATN ve MET'in absorpsiyon oranlarinin, sifir dereceli girdinin bir
gostergesi olarak sabit kaldigini gostermistir (215). Her ilag icin iki veya (¢ faz
goruldigi icin absorpsiyon iki veya (¢ asamali sifir dereceli siire¢ olarak

tanimlanmustir. Oncelikle IV ve oral profillerin popiilasyon uyumu test edilmis, daha
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sonra tim veriler, her ilag icin ¢ogu parametrelerin ortak degerlendirilmesi ile veri

uyumu saglanmistir.

Her ilacin biyoyararlanimi, model uyumu ile elde edilen oral ve IV plazma
konsantrasyon profillerinin doza gére normalize edilmis toplam AUC degerlerinden

hesaplanmistir.

e Modellerin Eksternal Validasyonu

Modellerin eksternal validayonunun degerlendirmesi icin literatlirde yer alan
farkli IV veri setleri kullanilmistir. ATN icin Ni ve ark. erkek SD si¢anlarda 1,67 mg/kg
IV doz uygulamasindan sonra elde edilen farmakokinetik profil kullanilmistir (216).
MET icin ise erkek SD siganlarinda R-MET'in 1,5 mg/kg IV doz uygulamasindan sonra
elde edilen farmakokinetik profil kullaniimistir (212). Plazma profili verileri Web Plot
Digitizer versiyon 5.0 (Automeris LLC, California, ABD, https://automeris.io)

kullanilarak elde edilmistir.

e Naif Havuzlama (Naive pooling)

Naif havuzlama, farmakokinetik ve farmakodinamik modellerde
kullaniimaktadir. Naif havuzlamada tiim sicanlarin IV ve oral profillerini iceren veriler
birlestiriimekte ve bireysel farkhliklar dikkate alinmamaktadir. Referans IV
profillerinde her noktanin standart sapmalari da degerlendirilerek farkl sigcanlar
olarak varsayilmistir. Boylece her bir IV referans dozu icin li¢ sican degerlendirilmistir.
Naif havuzlama, tim IV ve PO verilerinin birlikte uyumunun saglanmasini
icermektedir. On veri analizi yapmak ve genel bilgi elde etmek icin kullanilmaktadir.
Fakat bireyler arasi degiskenligi dikkate almadigi icin kestirimlerin dogrulugu daha
distk olabilmekte ve detayli modellemeler icin uygun olmayabilmektedir. Boylece
naif havuzlama ile vyapilan analizlere ek olarak bireysel farkliliklari da

degerlendirebilen poplilasyon analizleri yapilmistir.
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e Popiilasyon Analizi (PopPK)

mPBPK modelleri kullanilarak IV referanslarinin farmakokinetik parametre
kestirimleri yapilmis (fs1, Kep1 ve CL) ve bu parametreler oral profillerin
absorpsyionlarini  degerlendirmek icin saglikh ve malnutrisyonlu gruplarda
sabitlenmistir. Parametrelerin bireyler arasi degiskenligi (between-subjects variability,
BSV, w?) ve rastgele etkilerinin log-normal dagildigi varsayilmistir. Rezidlel hatalari
tanimlamak igin c¢esitli hata modelleri (6rnegin sabit, orantisal ve birlesik)
uygulanmistir. Tim gruplar icin orantisal hata modeli, MET oral profillerini
tanimlamak igin ise sabit hata modeli kullaniimistir. Fisher Bilgi Matrisini (Fisher
Information Matrix, FIM) hesaplamak i¢in dogrusallastirma yontemi kullaniimis ve
kestirimi yapilan parametrelerin standart hatalari degerlendirilmistir. Yapilan
degerlendirmelere gore her iki ilag icin de sadece CL'nin rastgele etkisi modele dahil

edilmistir.

3.2.6. Veri Analizi

e Hiicre Kulturu

Hiicre Canlihg Testleri

Hiicre canlihgl testleri sonucunda hicre canlihgl Esitlik 3.22. kullanilarak

hesaplanmistir.

Sitotoksisite = 100 — Hiicre canlilig1 (3.22.)
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Cift Yonli Transport Calismalari

Hicre kultlri gcalismalarindan elde edilen goériiniir permeabilite katsayisi (Papp)

Esitlik 3.23. kullanilarak hesaplanmistir.

_ Vb-Cb

Py = —— 23,
PP T Co AT (3:23)

A, Uygulama vyizey alani (1,13 cm?); Co, Apikal bolgedeki baslangic ilag
konsantrasyonu (M); C,, Bazolateral bolgedeki konsantrasyon (M); Papp, gorinir
permeabilite (cm/sn); T, deney siiresi (sn); Vb, Bazolateral kompartman hacmi (mL).

Netflux orani bazolateralden apikale geciste elde edilen goriiniir permeabilite
katsayisinin (Papp (B-A)), apikalden bazolaterale geciste elde edilen gorinir

permeabilite katsayisina (Papp (A-B)) orani (Papp (B-A) /Papp (A-B) olarak hesaplanmistir.

e Uglii Bagirsak Perfiizyonu Calismalari

lyonize olmayan ilaclarin gastrointestinal absorpsiyonunu simiile etmek icin
mixing-tank model kullanilirken (217) ince bagirsagin fiziksel 6zellikleri de dikkate
alinarak paralel tiip modeli yaklasiminin kullanimi da yayginlasmaktadir (218, 219).
Elde edilen sonuglardan, efektif permeabilite degerlerinin (Pef) ve absorpsiyon hiz
sabitlerinin (ka) hesaplanabilmesi icin paralel tiip modeli yaklasimi icin asagida verilen

esitlikler (Esitlik 3.24. ve 3.25.) kullanilmistir (220-222).

-Q. h(@)
C in

Ferr = 5 R 1 (3.24.
[1 - (CC,?-M)] ¢ (3.25.)
ko = mr2l o

Cin, segmente giren perflizyon c¢ozeltisindeki ilag konsantrasyonu (pg/mL); Cout,
segmentten cikan perflizyon ¢ozeltisindeki ilag konsantrasyonu (ug/mL); /, perfiize
edilen bagirsak segmentinin uzunlugu (cm), Q, Akis hizi (mL/sn); R, perfiize edilen

bagirsak segmentinin yaricapidir (cm).
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Segmentlerin ortalama yarigaplari jejunum ve ileum igin 0,18 cm, kolon igin
0,2 cm olarak kabul edilmistir. Esitlikte verilen (Cout/Cin)' orani (Cout/Cin diizeltilmis)

asagida verilen esitlik (Esitlik 3.26.) kullanilarak hesaplanmistir.

C’out — Cout Cin fenol kirmizisi (3.26.)

!
C in Cin Cout fenol kirmizisi

Segmente giren ve segmentten c¢ikan perflizyon c¢ozeltisindeki FK
konsantrasyon degerleri kullanilarak net su akisi degeri (net water flux (mL/sn/cm);
NWEF) Esitlik 3.27. kullanilarak hesaplanmistir.

Q. [1 CO“t] fenol kirmisizi

— Cin

L

NWE — (3.27.)

Yapilan hesaplamalar sonucunda net su akisi degerinin negatif ¢ikmasi
mukozal bolgeden (limen) serozal boélgeye (kan) sivi kaybi (absorpsiyon) oldugunu
ifade etmektedir. Bu degerin pozitif cikmasi ise mukozal bolgeye sivi girisi (sekresyon)

oldugunu ifade etmektedir.

Ayrica, sicanlardan tayin edilen permeabilite degerleri kullanilarak Esitlik 3.28.
ve 3.29. araciligi ile insanlardaki tahmini absorpsiyon dereceleri (%fa) hesaplanmistir

(223).

Pesfman = 3,6-Pegrrar +0,03. 107* (3.28.)

tres ]

_ e_[z-l:)eff,man-T-z'8 (329)

fa,man =1

faman, insanlarda absorplanan fraksiyon; Pefiman, insanlarda efektif permeabilite
degerleri; r, insan ince bagirsaginin yaricapi (1,75 cm); tres, insandaki ortalama ince

bagirsak gecis zamani (3 saat).
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e in vivo ve Farmakokinetik Modelleme Calismalari
Naif Havuzlama (Naive pooling)

Plazma konsantrasyonu-zaman profilinin model uyumu ADAPT 5'teki
maksimum olabilirlik kestirim yontemi (maximum likelihood estimation method)

kullanilarak yapilmistir (202).
Varyans modeli Esitlik 3.30. ile tanimlanmugtir:
Vi = (Okesisim + OegimYi)? (3.30.)

Vi i'inci veri noktasinin varyansi, Y; modele gore tahmin edilen i'nci konsantrasyon,
varyans parametreleri Oesisim V€ Oegim Varyans modeli parametreleridir. Modelin uyum
iyiligi (goodness of fit, GoF), kestirimlerin gorsel incelemesi, Akaike Bilgi Kriteri (The
Akaike information criterion, AIC), Schwarz Kriteri (SC) ve varyasyon katsayisi (% VK)

ile degerlendirilmistir.

Naif havuzlama analizi ADAPT 5 kullanilarak yapilmis ve sonuclar GraphPad

Prism (versiyon 6) kullanilarak gorsellestirilmistir.

PopPK

PopPK modellerinin veri analizleri, Y; gozlemine iliskin iliski, i'inci bireyin

gozlemlenen j'inci konsantrasyonu igin Esitlik 3.31."deki gibi tanimlanmugtir:

log(YI]) = log(cpred,ij) + b. log(cpred,i]') . 81] (331)

Cpred,ij, I'inCi bireyin j'inci konsantrasyonu igin tahmin edilen ilag konsantrasyonu, b
orantisal hata terimi ve &;'nin, ortalama olarak sifir ve o, varyansi ile i'inci bireyin j'inci
konsantrasyonu icin rezidiel hatayl temsil eden standartlastiriimis Gauss rastgele

degiskenleri oldugu varsayilmaktadir (224).

Modeller GoF, -2 kat log-olabilirlik (-2 times log-likelihood, -2LL), AIC, Bayes
Bilgi Kriterleri (BIC), Duzeltilmis Bayes Bilgi Kriterleri (BICc) ve parametre

kestirimlerinin relatif standart hatalarina (RSH) gore degerlendirilmistir.
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PopPK analizi Monolix kullanilarak yapilmistir. Modelleme ¢alismalari igin

kullanilan ADAPT 5 ve Monolix kodlari EK-2’de verilmektedir.

3.2.7. istatistiksel Analiz

Transport ¢alismalarindan elde edilen Pay, degerlerinin saglhkh ve KMAL
gelistirilen hicreler igin karsilagtirmali analizleri IBM SPSS (versiyon 29.0)’de iki grup
icin bagimsiz 6rneklem t-testi (unpaired t-test) ve birden fazla grup icin ise tek yonlu
ANOVA (one-way ANOVA) kullanilarak yapilmistir (a, anlamlilik diizeyi = 0,05; %95
glven dizeyi). MET ve inhibitorlerinin karsilastiriimasi amaciyla ANOVA kullaniimis,
farkh olan gruplarin MET'ye gore ikili karsilastirmasi igin post hoc analizlerinden

Dunnett's testi kullanilarak p degerleri elde edilmistir.

In situ galismalarda saghkli ve malniitrisyon gelistirilen sicanlar icin elde edilen
degerler IBM SPSS’de Wilcoxon eslestirilmis iki ornek testi kullanilarak karsilastiriimis

ve sonuglar degerlendirilmistir.

Modelleme galismalari sonucu kestirimi yapilan parametrelerin istatistiksel
karsilastirmalari Kruskal-Wallis testi ve ardindan IBM SPSS ile post hoc analiz olarak

Mann-Whitney U ile yapilmistir.
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4. BULGULAR

Tez kapsaminda yapilan analitik ydontem validasyon ¢alismalari, in vitro hiicre
canlihik testleri ve cift yonli transport calismalari, in situ bagirsak perflizyonu
¢alismalari, in vivo ¢alismalar, modelden bagimsiz yontem ile analiz sonuglari ve

farmakokinetik modelleme ¢alismalarinin sonuglari asagida degerlendirilmistir.

4.1. Analitik Yontem Optimizasyonu

Gelistirilen ve optimize edilen analitik metot kullanilarak analiz edilen ATN,

MET ve FK’ye ait HPLC kromotogrami Sekil 4.1.”de yer almaktadir.

mAU
T24nmdnm (1.00)
1 MET
100] ATN 'I
1 \
| ”
75 |\ “
] “ “ FK
" \ |
| | o
1 | L
| | | I
1 I IR A ~
ol B e + 4 T (s
00 10 20 30 40 5.0 60 70 80 90 100 110 120 13.0 140 dk

Sekil 4.1. Optimum kosullarda ATN, MET ve FK’nin es zamanli analizi ile elde edilen
HPLC kromotogrami.

Geligtirilen yontemlerin validasyonunda ICH’in 2022 yilinda yayinlanan M10
kilavuzunda (/International Conference on Harmonisation-2022) belirtilen asagidaki

validasyon parametreleri incelenmistir.

4.2. Biyoanalitik Yontem Validasyonu

4.2.1. Segicilik (Selectivity)

Yapilan calismalar sonucu tayin edilecek maddeleri (ATN, MET ve FK)
icermeyen, in vitro hiicre kilttrd (cift yonli transport), in situ Gcli bagirsak perfiizyon
calismalari ve in vivo calismalarda matriks olarak kullanilan HBSS, MES tamponu ve

sican plazmasinin kolona enjeksiyonu yapilmistir. Elde edilen kromatogramlar
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degerlendirilmis ve tayin edilecek maddelerin alikonma zamanlarinda girisim yapan
hicbir pik olmadigi tespit edilmistir. Ayrica, yapilan validasyon ¢alismalarinda ATN,
MET ve FK’'nin hareketli faz icindeki stok ve standart ¢ozeltileri kullanilacagi igin
kolona hareketli faz enjeksiyonu da yapilarak tayin edilecek maddeler ile girisim
yapan herhangi bir pikin olmadigi kanitlanmistir (Sekil 4.2.). Bu nedenle uygulanan

yontem tayin edilecek maddeler igin segicidir.

uv
8000001

7000001
ATN MET

600000 FK
R N

5000001

HF

4000001
- — . ~~——1HBSS

3000004 MES

2000001

100000,

Plazma
0_

0.0 25 5.0 75 10.0 12.5 dk

Sekil 4.2. Matrikslerin ve ATN-MET-FK’nin kolona enjeksiyonu ile elde edilen HPLC
kromatogramlari.

4.2.2. Ozgiilliik (Specificity)

in vitro ve In situ Galismalar igin Ozgiilliik

Hicre kiltard ¢ahismalarinda ATN ile uygulanacak olan LY’nin hareketli faz
icinde ATN ile beraber uygulanmasi sonucu, ATN piki ile girisim yapmadigi tespit
edilmistir (Sekil 4.3.).
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Sekil 4.3. Hareketli faz icinde ATN ve LY’'nin enjeksiyonu ile elde edilen HPLC
kromatogrami.

dk

Hicre kiltlrd ¢alismalarinda MET ile uygulanacak ELA (Sekil 4.4.), KET (Sekil

4.5.) ve VER’in (Sekil 4.6.) hareketli faz icinde MET beraber enjeksiyonu yapilmis ve

MET ile girisim yapan herhangi bir pik tespit edilmemistir. Ayrica, MES tampon

¢Ozeltisinin kromatogrami incelendiginde MET ile beraber uygulanacak higbir

inhibitér madde ile MES tampon ¢ozeltisinden gelen piklerin girisim yapmadigi tespit

edilmistir.
mAU
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Sekil 4.4. Hareketli faz icinde MET ve ELA enjeksiyonu ile elde edilen HPLC

kromatogrami.
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Sekil 4.5. Hareketli faz icinde MET ve KET enjeksiyonu ile elde edilen HPLC
kromatogrami.
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Sekil 4.6. Hareketli faz icinde MET ve VER enjeksiyonu ile elde edilen HPLC
kromatogrami.

FK, hiicre kultlirt ¢alismalarinda yer almayip, sadece in situ Ugli bagirsak
perfizyonu calismalarinda ATN ve MET ile beraber kullanilacaktir. Kromatograma
gore hareketli faz icindeki ATN, MET ve FK’'nin girisim yapmadig tespit edilmistir.
Ayrica, perflizyon galismalarinda kullanilacak olan MES tampon ¢0zeltisinden gelen

pikler ile FK enjeksiyonu sonucunda elde edilen pikin girisim yapmadigi gosterilmistir.

Elde edilen kromatogramlarin degerlendirilmesi sonucu ATN, MET ve FK'nin

es zamanli tayinleri icin gelistirilen metodun 6zgllligu kanitlanmistir (Sekil 4.2.).

in vivo Calismalar igin Ozgiilliik

ATN ve MET cozeltileri sican plazmasina eklenerek, ekstraksiyon islemi
gerceklestirilmistir. Elde edilen ekstraktin analiz edilmesi sonucu ATN ve MET'in
piklerinin girisim yapmamasi lzerine, ATN ve MET nin es zamanl tayinleri icin

gelistirilen metodun 6zgullGgu kanitlanmistir.

4.2.3. Matriks Etkisi (Matrix Effect)

Matriks etkisi kapsaminda degerlendirilen her bir matriks kaynagi icin
dogruluk, gercek konsantrasyonun * %15'i icinde olmali ve kesinlik (%VK) %15'ten

blyik olmamalidir (182).
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in vitro ve In situ Calismalar i¢in Matriks Etkisi
Farkh kaynaklardan hazirlanmis olan perflizyon c¢ozeltileri kullanilarak

hazirlanan g¢ozeltilere ait analiz sonuglari Tablo 4.1.’de verilmektedir.

Tablo 4.1. Perflizyon ¢ozeltileri kullanilarak hazirlanan g¢ozeltilere ait analiz sonuglari
(ortalama * standart hata, SH; n=3).

EK BK Kesinlik Dogruluk
Maddeler KKS
(ng/mL) (ng/mL) (%BSS) (%OHB)

Disuk 2 1,76 £ 0,05 511 12,00

ATN Yiksek 37,5 41,3+0,09 0,36 10,13
MET Dusuk 3 2,68 0,03 2,24 10,67
Yiksek 37,5 38,50+ 0,06 0,26 2,67

FK Dusuk 1 1,14+0,01 1,75 14,00
Yiksek 15 16,20 £ 0,05 0,56 8,00

BK, bulunan konsantrasyon; BSS, bagil standart sapma; EK, eklenen konsantrasyon; KKS, kalite kontrol
standartlari; OBH, ortalama bagil hata.

in vivo GCalismalar igin Matriks Etkisi
Farkli kaynaklardan hazirlanmis olan plazmalar kullanilarak elde edilen ilag

cOzeltilerine ait analiz sonuclari Tablo 4.2.'de verilmektedir.

Tablo 4.2. Plazma 6rnekleri kullanilarak elde edilen ilag ¢ozeltilerine ait analiz
sonuglari (ortalama + SH; n=3).

EK BK Kesinlik Dogruluk
Maddeler KKS
(ng/mL) (ng/mL) (%BSS) (%OHB)
ATN Dustk 10 8,70+ 0,06 1,15 13,00
Yiksek 37,5 32,40+ 0,68 3,64 13,60
MET Distik 10 8,60 £ 0,05 1,05 14,00
Yiksek 56,25 63,20 £ 0,08 0,21 12,36

BK, bulunan konsantrasyon; BSS, bagil standart sapma; EK, eklenen konsantrasyon; KKS, kalite kontrol
standartlari; OBH, ortalama bagil hata.

Farkli sicanlarin (n=6) ila¢ icermeyen plazmalari kullanilarak ATN ve MET

iceren diisiik ve yiksek kalite kontrol 6rnekleri 3 tekrarli olarak analiz edildiginde
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OBH’nin ve %VK'nin %15’in altinda bulunmasiyla dogruluk ve kesinlik kosullari

saglanarak (Tablo 4.1. ve Tablo 4.2.) matriks etkisi dislanmigtir.

4.2.4. Kalibrasyon Dogrusu ve Araligi (Calibration Curve and Range)

in vitro ve In situ Galismalar igin Kalibrasyon Dogrusu ve Araligi

ICH M10 kilavuzuna gore her bir kalibrasyon standardi igin hesaplanan
konsantrasyonlarin, teorik degerlerin £ %15’i icinde olmalidir. Bu kosul en disik
kalibrasyon siniri igin + %20 olarak belirlenmistir. En az 6 kalibrasyon noktasinda
kalibrasyon standartlarinin en az % 75’inin belirtilen kosulu saglamasi gerekmektedir

(182).

ATN’nin standart ¢ozeltilerin HPLC kolonuna enjeksiyonu ile elde edilen pik

alani yanit olarak kabul edilmistir (Sekil 4.7.).

2500000
2000000
E)
< 1500000
c
K
< 1000000 v = 38585x + 6837,5
o R?=0,9999
500000
0 L L | L 1
0 10 20 30 40 50 60

Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 4.7. ATN’nin hareketli fazdaki kalibrasyon dogrusu ve dogru denklemi
(ortalama * standart sapma (SS); n=6).

ATN icin elde edilen kalibrasyon dogrusunda yer alan her bir kalibrasyon
standardi icin geri kazanim hesaplanarak en diisik kalibrasyon noktasinda teorik

degerlerin + %20’si icerisinde (%18,94) ve diger noktalarda ise + %15 icinde (%0,26-
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13,65) oldugu bulunmustur. Boylece belirlenen kalibrasyon standartlarinin ICH M10

kilavuzunda belirtilen kriterleri sagladigi gosterilmistir (182).

MET’in standart ¢Ozeltilerin HPLC kolonuna enjeksiyonu ile elde edilen pik

alani yanit olarak kabul edilmistir (Sekil 4.8.).

2000000 A

1500000 -

1000000 -

y = 32355x + 10365
R%=0,9998

Pik Alani (AU)

500000

0 10 20 30 40 50 60
Konsantrasyon (pug/mL)

Sekil 4.8. MET’in hareketli fazdaki kalibrasyon dogrusu ve dogru denklemi (ortalama
1 SS; n=6).

MET icin elde edilen kalibrasyon dogrusunda yer alan her bir kalibrasyon
standardi i¢in geri kazanim hesaplanarak en disik kalibrasyon noktasinda teorik
degerlerin £ %20'si igerisinde (%18,89) ve diger noktalarda ise + %15 iginde (%0,16 -
12,32) oldugu bulunmustur. Boylece belirlenen kalibrasyon standartlarinin ICH M10

kilavuzunda belirtilen kriterleri sagladigi gosterilmistir (182).

FK’'nin standart ¢ozeltilerin HPLC kolonuna enjeksiyonu ile elde edilen pik

alani yanit olarak kabul edilmistir (Sekil 4.9.).
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Sekil 4.9. FK’'nin hareketli fazdaki kalibrasyon dogrusu ve dogru denklemi (ortalama
t SS; n=6).

FK icin elde edilen kalibrasyon dogrusunda yer alan her bir kalibrasyon
standardi i¢in geri kazanim hesaplanarak en disik kalibrasyon noktasinda teorik
degerlerin £ %20’si icerisinde (%9,20) ve diger noktalarda + %15 icinde (%0,14 - 5,06)
bulunmustur. Boylece belirlenen kalibrasyon standartlarinin ICH M10 kilavuzunda

belirtilen kriterleri sagladigi gosterilmistir (182).
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ATN, MET ve FK icin elde edilen kalibrasyon dogrularina ait bilgiler Tablo

4.3.’te 6zetlenmistir.

Tablo 4.3. ATN, MET ve FK’ye ait dogrusallik bulgulari.

Parametreler ATN MET FK
Dogru Denklemi | y=38585x+6837,5 | y=32355x+ 10365 | y =27498x — 841,96
Egimin Standart

52,68 66,60 134,65

Hatasi
Kesisimin

1188,75 1401,53 654,25
Standart Hatasi
Determinsayon

0,9999 0,9998 0,9998
Katsayisi (R?)
Dogrusallik

. 0,76 - 50 1,14 - 50 0,47 - 20

Araligi (ug/mL)
Nokta Sayisi 10 9 10
LOD (pg/mL) 0,23 0,34 0,14
LLOQ, (ug/mL) 0,76 1,14 0,47

Analiz yonteminin duyarlihginin kanitlanmasi amaciyla gelistirilen yontemlerin
gozlenebilirlik sinirt (LOD) ve alt tayin sinirt (LLOQ) saptanmistir. HPLC yonteminin
gozlenebilirlik siniri, analiz edilecek maddenin sinyal/gtirtilti (S/G) orani 3 oldugunda
saptanabilen en kiiclik konsantrasyon degerleridir. Alt tayin siniri ise, analiz edilecek
maddenin S/G orani 10 oldugunda saptanabilen en kiicik konsantrasyon degeridir

(184).

Optimize metot kullanilarak ATN, MET ve FK igin sirasiyla 0,5; 0,5 ve 1 pg/mL
konsantrasyonlarinda elde tayin edilen S/G oranlarinin sirasiyla 6,57; 4,39 ve 21,34
olarak bulunmustur. Tayin edilen her bir madde icin S/G oraninin 3 ve 10 olacak
sekilde hesaplamalar yapilarak LOD ve LOQ degerleri tespit edilmistir ve elde edilen
sonuclar Tablo 4.3."te verilmistir. Ayrica optimize metot kullanilarak her bir etkin
madde icin tespit edilen LOD ve LLOQ konsantrasyonlarinda numune enjekte edilerek

ATN, MET ve FK icin S/G oranlari kontrol edilmistir.
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in vivo Galismalar igin Kalibrasyon Dogrusu ve Araligi

ATN ve MET’in teorik konsantrasyonlarina karsi HPLC analizinde gozlenen pik
alanlarinin i¢ standardin pik alanlarina oranlanmasi ile dogrusal regresyon analizleri

yapilarak elde edilen kalibrasyon dogrulari Sekil 4.10. ve 4.11’de verilmistir.

2.0
§ 1.5-
@]
T -
T‘:u 1.0
< y=0,0298x + 0,1123
X 2_
3 0.5 R“=0,9976
0-0 ] ] 1
0 20 40 60

Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 4.10. ATN’nin plazmadaki kalibrasyon dogrusu ve dogru denklemi (ortalama +

SS; n=6).
8.0~

E 6.0

o

S 404

T% 4.0

P=4 y =0,0828x + 0,0025

X 2 _

= 2.0 R?=0,9949
0.0'_' T T T 1

0 20 40 60 80

Konsantrasyon (pug/mL)

Sekil 4.11. MET’in plazmadaki kalibrasyon dogrusu ve dogru denklemi (ortalama *
SS; n=6).
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ATN ve MET icgin plazmadan tayin edilen kalibrasyon dogrularina ait bilgiler

Tablo 4.4.’te 6zetlenmistir.

Tablo 4.4. Plazmadan analiz edilen ATN ve MET’e ait dogrusallik bulgulari.

Parametreler ATN MET
Dogru Denklemi y =0,0298x + 0,1123 y =0,0828x — 0,0025
Determinsayon Katsayisi (R?) 0,9976 0,9949
Dogrusallik Araligr (ug/mL) 5,13 -50 4,97 -75
Nokta Sayisi 6 8
LOD (pg/mL) 1,69 1,64
LLOQ (ug/mL) 5,13 4,97

4.2.5. Dogruluk ve Kesinlik (Accuracy and Precision)
in vitro ve In situ Calismalar i¢in Dogruluk ve Kesinlik

Dogruluk ve kesinlik ¢ahsmalari icin ATN, MET ve FK’'nin kalite kontrol
standartlarinin glin igi, glinler arasi ve enjeksiyonlar arasi analizlerinin sonuglari Tablo
4.5.'te verilmistir. Her bir madde igin OBH ve %VK’'nin en disiik kalite kontrol
standartlari igin £ %20’nin altinda, diger noktalar igin + %15’in altinda bulunmasiyla

analitik yontemin dogruluk ve kesinligi gosterilmistir.
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in vivo Galismalar igin Dogruluk ve Kesinlik

Dogruluk ve kesinlik calismalari icin ATN ve METin kalite kontrol
standartlarinin glin ici, glinler arasi ve enjeksiyonlar arasi analizlerinin sonuglari Tablo

4.6’da verilmistir.

Tablo 4.6. ATN ve MET’in glinler arasi ve gln i¢i kesinlik ve dogruluk sonuglari
(ortalama * SH; n=6).

Giinler Arasi® Giin igi?
b
§ EX Kesinlik | Dogruluk Kesinlik Dogruluk
s (he/mb) | BK (ug/ml) | peg (%) | (%OHB) BK(ke/mL) | gos %) | (%0HB)
5,13 4,20+ 0,32 18,67 14,42 4,36 £ 0,35 18,52 14,04
= 10 8,60 £ 0,40 11,40 14,00 8,82 £0,25 6,94 11,80
|<_': 20 17,49 +0,61 8,54 12,55 17,25+0,44 6,25 13,75
37,5 39,47 +0,76 4,74 4,72 39,26 £ 0,50 3,12 4,91
4,97 4,75 +0,35 18,05 11,07 4,39+0,32 19,08 17,30
— 10 8,72+0,51 14,33 12,80 8,79 £0,46 12,82 12,10
E 30 26,52 £ 0,65 6,00 11,60 26,61+0,48 4,42 11,30
56,25 49,32 £ 0,67 3,33 12,32 50,50+0,78 3,78 10,22

BK, bulunan konsantrasyon; BSS, bagil standart sapma; EK, eklenen konsantrasyon; OBH, ortalama
bagil hata. ! Giinler arasi calismalar her bir etkin madde icin 4 tane kalite kontrol érneklerinin 6 tekrarli
analizi Ui¢ farkh giinde yapilarak gerceklestirilmistir. 2 Giin ici calismalar her bir etkin madde icin 4 adet
kalite kontrol 6rneklerinin 6 tekrarl analizi ayni giin igcinde yapilarak gerceklestirilmistir.

Her bir madde igin OBH ve %VK’'nin en disuk kalite kontrol standartlari igin
+ %20’nin altinda, diger noktalar icin + %15’in altinda bulunmasiyla analitik yontemin

dogruluk ve kesinligi gbsterilmistir.

4.2.6. Analit Taginmasi (Carry-over)

in vitro ve In situ Galismalar igin Analit Tasinmasi

Bos matriksten elde edilen pikin en disutk kalibrasyon standartlarinin pik

alanlarinin £ %20’sinin altinda olmasi gerekmektedir.
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Bos matriksin ATN, MET ve FK’'nin en yiksek kalibrasyon standartlarinin
(sirasiyla 50, 50 ve 20 pg/mL) analizi sonrasi enjekte edilmesiyle elde edilen pik en
disuk kalibrasyon standartlarinin (sirasiyla 0,76; 1,14 ve 0,47 pg/mL) pik alaninin

* %20’sinin altinda oldugu igin analit tasinmasi etkisi dislanmigtir.

in vivo Galismalar igin Analit Taginmasi

Bos plazmanin ATN ve MET’in en yliksek kalibrasyon standartlarinin (sirasiyla
37,5 ve 56,25 pg/mL) analizi sonrasi enjekte edilmesiyle elde edilen pik en dusiik
kalibrasyon standartlarinin (sirasiyla 5,13 ve 4,97 pg/mL) pik alaninin £ %20’sinin

altinda oldugu igin analit taginmasi etkisi dislanmigtir.

4.2.7. Kararhlk (Stability)

Analitlerin kararlihgi, distk ve ylksek konsantrasyonlu kalite kontrol 6rnekleri

kullanilarak degerlendirilmistir.

in vitro ve In situ Galismalar igin Kararlilik

Ornekler toplandiktan sonra buzdolabinda +4°C’de ve buzlukta -20°C’de
muhafaza edilmistir. 24 saat, 1 hafta ve 1 ay sonra numuneler analiz edilerek geri

kazanim degerleri (%) hesaplanmistir (Tablo 4.7. ve 4.8.).

Tablo 4.7. Hareketli faz icindeki ATN, MET ve FK’nin buzdolabinda (+4°C’de) 24 saat,
1 hafta ve 1 ay boyunca kararlilik ¢calismasi (ortalama + SS; n=3).

EK Hemen dl¢iim 24 saat 1 hafta la
Madde KKS (ng/mL) (% Kalaf\) (% Kalan) (% Kalan) (% Ka:;n)

ATN Duslik 2 84,11+0,01 85,36+ 0,02 86,19 +£ 0,02 88,75+ 0,07
Yiiksek 37,5 99,90+1,27 99,56+1,34 99,49+1,38 | 101,50+ 1,95

MET Duslk 3 110,34 £ 0,00 108,85+0,14 | 113,58 +0,04 | 113,52 +0,05
Yiiksek 37,5 95,78 +1,21 96,09 + 1,23 96,06 £ 1,27 98,27 £1,59

Daslk 1 93,86 £ 0,12 115,14+0,04 | 83,76+0,13 99,22 + 0,09

K Yiiksek 15 110,13+0,72 107,77 +0,71 | 110,29+0,72 | 113,62 +0,76

EK: eklenen konsantrasyon; KKS, kalite kontrol standartlari.
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Tablo 4.8. Hareketli faz icindeki ATN, MET ve FK’nin buzlukta (-20°C’de) 24 saat, 1
hafta ve 1 ay boyunca kararlilik ¢alismasi (ortalama + SS; n=3).

EK Hemen olgiim 24 saat 1 hafta 1lay
Madde KKS (ng/mL) (% Kalan) (% Kalan) (% Kalan) (% Kalan)

Dustk 2 88,06 £0,11 86,32 £ 0,02 85,43 + 0,02 85,43 £+ 0,02

ATN
Yuksek 37,5 100,44 £ 0,68 99,99 + 0,67 99,70 + 0,62 99,70+ 0,62
Diisiik 3 111,82 +0,00 112,14+0,02 | 114,26+0,10 | 112,71+0,07

MET
Yiiksek 37,5 97,92 £ 0,69 97,96 £ 0,62 97,24 £ 0,56 97,49 £ 0,54
f Diisiik 1 97,98 0,09 113,41 +£0,02 93,24 + 0,09 90,31 +0,07
Yuksek 15 111,50 £0,52 109,01+ 0,40 110,20+0,39 | 110,55%0,38

EK, eklenen konsantrasyon; KKS, kalite kontrol standartlari.

Kalite kontrol 6rnekleri, donma-¢6zme doéngiileri arasinda en az 12 saat

donmus halde tutulmahdir ve analiz sonucu elde edilen ortalama konsantrasyon,

gercek konsantrasyonun

+

%20'sinin icinde olmahdir (182). Yapilan kararlhk

calismalari sonucunda Olglilen konsantrasyon degerleri, gercek konsantrasyon

degerlerinin £ %20'si icinde oldugu tespit edilmistir (Tablo 4.9. ve 4.10.).

Tablo 4.9. Hareketli faz icindeki ATN, MET ve FK'nin buzdolabinda (+4°C’de) 24 saat,
1 hafta ve 1 ay boyunca dayanikhiligina ait konsantrasyon sonuglari
(ortalama £ SS; n=3).

Kabul Hemen

Madde | KKS X Arahgi Olglim 24 saat | 1hafta 1ay
(ng/mL) (ng/mL) | (ng/mL) | (ng/mL)

(ng/mL) | (ug/ml)
ATN Disuk 2 1,6-2,4 1,68 1,71 1,72 1,77
Yuksek | 37,5 30-45 37,46 37,33 37,31 38,06
MET Diasuk 3 2,40 - 3,60 3,31 3,27 3,41 3,41
Yiiksek 37,5 30-45 35,92 36,04 36,02 36,85
FK Dusilk 1 0,80-1,20 0,94 1,15 0,84 0,99
Yiiksek 15 12-18 16,52 16,32 16,54 17,04

EK, eklenen konsantrasyon; KKS, kalite kontrol standartlari.
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Tablo 4.10. Hareketli faz icindeki ATN, MET ve FK’nin buzlukta (-20°C’de) 24 saat, 1

hafta ve 1 ay boyunca dayanikliligina ait konsantrasyon sonuglari
(ortalama % SS; n=3).

Kabul Hemen
Madd KKS EK Aralis 1l 24 saat | 1 hafta 1ay

adde ralig olgiim

(ng/mL) (ng/mL) | (ug/mL) | (ng/mL)

(ug/mL) | (ng/mL)
ATN Dusuk p 1,6-2,4 1,76 1,73 1.71 1,71
Yiksek 37,5 30-45 37,66 37,50 37,39 37,32
MET Disuk 3 2,40 - 3,60 3,35 3,36 3,43 3,38
Yiksek 37,5 30-45 36,72 36,73 36,46 36,56
FK Dusuk 1 0,80-1,20 0,98 1,13 0,93 0,90
Yiksek 15 12 -18 16,72 16,35 16,53 16,58

EK, eklenen konsantrasyon; KKS, kalite kontrol standartlari.
Kalite kontrol standartlarinin geri kazanim degerlerinin -20°C'de

saklandiginda, +4°C’de saklanmasina kiyasla daha yiksek ciktigi icin numuneler -

20°C’de saklanmustir.

in vivo Galismalar igin Kararhihk

Plazma ornekleri analiz edilinceye kadar buzlukta -20°C'de muhafaza
edilmistir. Stabilite ¢alismalari -20°C’de 1 hafta olacak sekilde yapiimistir. 1 haftanin
sonunda numuneler analiz edilerek gercek konsantrasyon degerlerinin + %20'si igcinde

oldugu tespit edilmistir (Tablo 4.11.).

Tablo 4.11. Plazma icindeki ATN ve MET’in buzlukta (-20°C’de) 1 hafta boyunca
kararhlik calismasina ait bulgular (ortalama * SS; n=3).

EK Hemen 6lg¢iim 1 hafta
Madde | KKS
(ng/mL) (% Kalan) (% Kalan)
ATN Diasuk 5,13 85,58+ 0,14 85,96 + 0,17
Yiksek 37,5 104,67 £ 0,26 104,88 £ 0,32
MET Dusilk 4,97 88,93 +0,21 88,73 10,24
Yiksek 56,25 118,79 +£0,31 118,84 + 0,39

EK, eklenen konsantrasyon; KKS, kalite kontrol standartlari.
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Tablo 4.12. Plazmadaki ATN ve MET’in buzlukta (-20°C’de) 1 hafta boyunca
dayanikhihgina ait konsantrasyon sonuglari (ortalama + SS; n=3).

EK Kabul Arahgi Hemen 6lgiim 1 hafta
Madde KKS
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
ATN Dusuk 5,13 4,10-6,16 4,39 4,41
Yiksek 37,5 30,0-45,0 39,25 39,33
MET Disuk 4,97 3,98 - 5,96 4,42 4,11
Yiksek 56,25 45,0-67,5 66,82 66,85

EK, eklenen konsantrasyon; KKS, kalite kontrol standartlari.

Kalite kontrol 6rnekleri, donma-¢6zme donglleri arasinda en az 12 saat
donmus halde tutulmaldir ve analiz sonucu elde edilen ortalama konsantrasyon,
gercek konsantrasyonun £ %20'si icinde olmalidir (182). Yapilan kararllik ¢alismalari
sonucunda olclilen konsantrasyon degerleri, gercek konsantrasyon degerlerinin +

%20'si iginde oldugu tespit edilmistir (Tablo 4.12.).

4.2.8. Enjeksiyonlar Arasi Tekrar Edilebilirlik (Reinjection Reproducibility)

Enjeksiyonlar arasi tekrar edilebilirlik, depolamadan sonra kalite kontrol
orneklerinden distk, orta ve yiiksek olanlarin minimum 5 tekrarindan olusan bir

calismayi yeniden enjekte ederek degerlendirmektedir (182).

in vitro ve in situ Cahsmalar igin Enjeksiyonlar Arasi Tekrar Edilebilirlik

Enjeksiyonlar arasindaki tekrar edilebilirlik analizleri icin 6 tekrarli olacak sekilde
distk, orta ve yiksek konsantrasyonlarindaki kalite kontrol standartlari kullanilarak

analizler yapilmistir (Tablo 4.13.).
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Tablo 4.13. ATN, MET ve FK’nin HPLC ile analizinde yonteminin enjeksiyonlar arasi
tekrar edilebilirliginin degerlendirmesine ait bulgular (ortalama + SH;

n=6).
Madde KKS EK BK OBH BSS
(ng/mL) (ng/mL) (%) (%)
Diisiik 2 1,70 + 0,05 15,13 6,52
ATN Orta 20 19,16 + 0,03 4,19 0,43
Yiiksek 37,5 37,84 40,13 0,91 0,83
Diisiik 3 2,61+0,01 13,16 8,79
MET Orta 20 19,79+ 0,10 1,05 0,60
Yiiksek 37,5 37,10+ 0,05 1,07 4,51
Dusik 1 1,02 + 0,02 1,62 4,12
FK Orta 8 8,72 +0,16 9,06 4,48
Yiiksek 15 14,22 + 0,48 5,23 8,27

BK, bulunan konsantrasyon; BSS, bagil standart sapma; EK, eklenen konsantrasyon; KKS, kalite kontrol
standartlari; OBH, ortalama bagil hata.

Her bir madde igin OBH ve BSS en dislik kalite kontrol standartlariigin £ %20’nin
altinda, diger noktalar igin £ %15’in altinda bulunmasiyla analitik yontemin dogruluk

ve kesinligi gosterilmistir.

in vivo Galismalar igin Enjeksiyonlar Arasi Tekrar Edilebilirlik

Enjeksiyonlar arasindaki tekrar edilebilirlik analizleri icin 6 tekrarli olacak
sekilde dusuk, orta ve ylksek konsantrasyonlarindaki kalite kontrol standartlari

kullanilarak analizler yapilmistir (Tablo 4.14.).

Tablo 4.14. ATN ve MET’in HPLC ile analizinde yénteminin enjeksiyonlar arasi tekrar
edilebilirliginin degerlendirmesine ait bulgular (ortalama + SS; n=6).

Madde KKS EK BK OBH BSS
(ng/mL) (ng/mL) (%) (%)
Dusuk 10 8,59+2,09 14,05 13,57
ATN Orta 20 17,25+1,42 13,74 11,17
Yuksek 37,5 32,45+ 0,08 13,47 10,19
Dusuk 10 8,72+1,24 12,76 13,89
MET Orta 30 26,52 + 3,65 11,59 13,68
Yuksek 56,25 49,32 + 6,07 12,32 12,25

BK, bulunan konsantrasyon; BSS, bagil standart sapma; EK, eklenen konsantrasyon; KKS, kalite kontrol
standartlari; OBH, ortalama bagil hata.
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Her bir madde i¢cin OBH ve BSS en dusiik kalite kontrol standartlari igin
* %20’nin altinda, diger noktalar igin £ %15’in altinda bulunmasiyla analitik ydntemin

dogruluk ve kesinligi gosterilmistir.

4.2.9. Geri Kazanim (Recovery)

in vitro ve In situ Galismalar igin Geri Kazanim

ATN, MET ve FK’'nin disik, orta ve yliksek konsantrasyondaki kalite kontrol

standartlari icin yapilan geri kazanim galisma sonuglari Tablo 4.15.te 6zetlenmistir.

Tablo 4.15. ATN, MET ve FK igin gelistirilen HPLC metodu igin geri kazanim
calismasina ait bulgular (ortalama + SH; n=6).

Tayin edilecek EK BK Geri kazanim BSS
madde (ng/mL) (ng/mL) (%) (%)
2 1,74 86,76 £ 0,71 2,00

ATN 20 19,20 95,98 £ 0,26 0,67
37,5 37,93 101,13 +£0,26 0,64

3 2,63 87,68 + 8,13 9,27

MET 20 19,91 99,56 £ 0,28 0,68
37,5 37,78 100,75 £ 0,40 0,96

1 1,03 102,65+ 1,32 3,16

FK 8 8,02 100,26 + 0,24 0,60
15 14,89 99,25+0,76 1,89

BK, bulunan konsantrasyon; BSS, bagil standart sapma; EK, eklenen konsantrasyon.

Geri kazanimin %100 olmasi gerekmemektedir, ancak degerler tekrarlanabilir
olmalidir. Geri kazanim c¢alismalarinin genellikle disik, orta ve yliksek olmak lzere
kalibrasyon araligindaki li¢ noktayir kapsamasi onerilmektedir (182). Elde edilen

sonuclara gére ATN, MET ve FK icin geri kazanim degerleri uygun bulunmustur.
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in vivo Galismalar igin Geri Kazanim

ATN ve METin duslik, orta ve yliksek konsantasyondaki kalite kontrol

standartlari igin yapilan geri kazanim galisma sonuglari Tablo 4.16.”da 6zetlenmistir.

Tablo 4.16. ATN ve MET igin gelistirilen HPLC metodu igin geri kazanim galismasina
ait bulgular (ortalama £ SS; n=6).

Tayin edilecek EK BK Geri kazanim BSS
madde (ng/mL) (ng/mL) (%) (%)

10 8,81+2,10 89,26 13,34

ATN 20 17,49 + 1,08 91,82 12,62

37,5 32,70+ 0,26 87,65 11,04

10 8,79+1,12 80,57 12,41

MET 30 26,61 + 3,41 87,67 12,72
56,25 50,50 + 3,65 87,43 7,18

BK, bulunan konsantrasyon; BSS, bagil standart sapma; EK, eklenen konsantrasyon.

Geri kazanimin %100 olmasi gerekmemektedir, ancak degerler tekrarlanabilir
olmalidir. Geri kazanim g¢alismalarinin genellikle disik, orta ve yiiksek olmak lzere
kalibrasyon araligindaki li¢ noktayi kapsamasi onerilmektedir (182). Elde edilen

sonuglara gére ATN ve MET igin geri kazanim degerleri uygun bulunmustur.

4.2.10. Sistem Uygunluk Testleri (System Suitability Tests)

in vitro ve in situ Calismalar igin Sistem Uygunluk Testleri

Elde edilen sonuglara goére ATN, MET ve FK igin sistem uygunluk parametreleri

Tablo 4.17.”de verilmistir.

Tablo 4.17. ATN, MET ve FK icin sistem uygunluk test kriterleri (183) ve elde edilen
analiz sonuglari.

Parametre Sinir Deger ATN MET FK
Alikonma zamani (dk) 5,028 12,401 13,507
Kapasite faktori (k') 0,668 3,115 3,481
Ayiricilik (Rs) Rs>1,5 6,316 33,687 5,863
Pik asimetri orani <1,5 1,347 1,287 1,226
Teorik tabaka sayisi (N) N > 2000 7208 60987 94032
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ATN, MET ve FK igin elde edilen ayiricilik, pik asimetri orani ve teorik tabaka
sayisi sonuclari USP’de belirtilen sistem uygunluk test sinirlarinin icinde yer
almaktadir. Boylece gelistirilen metodun, kantitatif olarak analizi yapilacak maddeler

icin sistem uygunluk test kriterlerini kargiladigi kanitlanmistir.

in vivo Calismalar igin Sistem Uygunluk Testleri

Gelistirilen metodun sistem uygunluk testleri USP’de belirtilen ayiricilik, teorik
tabaka sayisi (kolon etkinligi) ve pik asimetri orani (kuyruklanma faktori) gibi
parametreler dikkate alinarak kantitatif analizi yapilacak olan ATN ve MET igin
degerlendirilmistir (183, 184). Elde edilen sonuglara gore ATN ve MET igin sistem

uygunluk parametreleri Tablo 4.18.’de yer almaktadir.

Tablo 4.18. Plazmadan analiz edilen ATN ve MET igin sistem uygunluk test kriterleri
(183) ve elde edilen analiz sonuclari.

Parametre Sinir Deger ATN MET
Alikonma zamani (dk) 5,568 13,432
Kapasite faktoria (k) 1.202 4,312
Ayiricilik (Rs) Rs>1,5 5,309 2,370

Pik asimetri orani <1,5 0,921 1,118
Teorik tabaka sayisi (N) N > 2000 2158 9271

Piklerin safliklarini ve herhangi bir madde ile girisim yapip yapmadiginin 6l¢iiti
olan pik saflik indeksleri sirasiyla ATN ve MET icin sirasiyla 0,9999 ve 0,9879 olarak
bulunmustur. Elde edilen pik saflik indeksleri 1’e yakin oldugu icin kromatogramda iki

pikin basarili bir sekilde ayrildigi sonucuna ulasiimistir.

4.3. Hiicre Kiiltiirii Calismalari

Hicre kiltari calismalarinin yapildigi Caco-2 ve HCT-8 hiicrelerinin inverted

mikroskoptaki goriintileri Sekil 4.12’de verilmistir.

Caco-2 hicrelerinin bliyimelerinde KMAL gelistirme calismalari sirasinda

inverted mikroskopta gozle goriinir dlglide yavaslama oldugu tespit edilmistir. Saglikh
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Caco-2 hiicreleri giin asiri olarak pasajlanirken, KMAL gelistirilen Caco-2 hiicrelerinde

2 glinde bir sadece ortam degisimi yapilmis, 4 giinde bir pasajlanmistir.

HCT-8 hiicrelerinin flasklara yapismasi ve bliyiimesinin Caco-2 hiicrelerine gore
daha hizli oldugu gozlenmistir. HCT-8 hiicrelerinin bliyimesinde KMAL
gelistirildiginde dahi inverted mikroskopta gozle gorinir bir yavaslama olmamistir.
Saglikl hicrelerin pasaj zamaninda KMAL gelistirilen hiicreler de pasajlanmistir.
KMAL gelisimi igin 3 glin streyle (2 pasaj) saglikh hiicreler %1 FBS igeren kiltliir ortami
ile (RPMI 1640) beslenmislerdir.

Sekil 4.12. HCT-8 ve Caco-2 hiicrelerinin inverted mikroskoptaki gériintileri (x20).

a ve b: yeni acgilan HCT-8 hiicrelerinin koloni seklinde blylmeleri; ¢: HCT-8 hiicrelerinin flaska
ekildikten 1 gin sonundaki goriintlist; d: HCT-8 hcrelerinin flaska ekildikten 2 giin sonundaki
gorintisl; e: HCT-8 hiicrelerinin flaska ekildikten 3 giin sonundaki goriintiisi; f: Caco-2 hiicrelerinin
flasktaki goruntisa.
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4.3.1. Hiicre Canlihgi Testleri
HCT-8 Hiicreleri icin Hiicre Canlihg Testleri

HCT-8 hiicrelerinde yapilan hiicre canhligl testi pasaj sayisi 2 olan saglikh
hiicreler, pasaj sayisi 5 olan AMAL ve KMAL gelistirilen hiicreler igin ¢ farkh zaman
noktasinda (24, 48 ve 72 saat) ve 5 farkh konsantrasyonda (ATN: 5, 10, 50, 100 ve 150
ug/mL; MET: 5, 10, 50, 100 ve 300 pug/mL) gergeklestirilmistir (Sekil 4.13., Sekil 4.14.,
Sekil 4.15. ve Sekil 4.16.).
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Sekil 4.13. HCT-8 hiicrelerinde ATN ile yapilan hiicre canliligi testi sonuglari

(

ortalama * standart hata (SH); n=3).
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Sekil 4.14. HCT-8 hiicrelerinde ATN ile yapilan hiicre canliligi testi sonuglarinin
karsilastirilmasi (ortalama + SH; n=3).
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ATN ile saghkli HCT-8 hiicrelerinde yapilan 24 saatlik hiicre canhligi testi
sonuclarina gore hiicrelere uygulanan konsantrasyonlarda hiicre
canliliklarinin %84,73-91,45 arasinda degisiklik gosterdigi tespit edilmistir. 48 saatlik
hicre canhhg testi sonuglarina gore ise 150 pg/mL konsantrasyonda ATN
uygulamasina bagli olarak hiicre canlihigl %85,65e kadar diismistiir. 72 saatlik hiicre
canliligi testi sonucunda en ylksek hiicre canliligi 5 pg/mL’de (%95,04) tespit edilirken,

hiicre canhligl %68,12'ye kadar dismdstdr.

AMAL gelistirilen HCT-8 hiicrelerinde 24 ve 72 saatlik hiicre canhligi testi
sonuglarina gore hiicre canliliklari tim konsantrasyonlar igin %100’Un Ustlinde
bulunurken, 48 saat sonunda 150 pg/mL ATN uygulanmasina bagl olarak hicre
canhhgr %73,23’e kadar dusmustir. KMAL gelistirilen HCT-8 hiicrelerinde 24 ve 72
saatlik hlcre canliigi 24 saatlik 5 pg/mL ATN uygulamasi (%88,84) hari¢ hicre
canhliklari tiim konsantrasyonlar igin %100 ve Ustlinde bulunmustur. Elde edilen
bulgular dogrultusunda AMAL ve KMAL gelisitirilmis hicrelere ATN uygulamasinin

hiicre proliferasyonunu arttirdigi sonucuna ulagilmistir.
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Sekil 4.15. HCT-8 hiicrelerinde MET ile yapilan hiicre canliligi testi sonuglar

(ortalama * SH; n=3).
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Sekil 4.16. HCT-8 hiicrelerinde MET ile yapilan hiicre canliligi testi sonuglarinin
karsilastirilmasi (ortalama + SH; n=3).
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MET ile saghkli HCT-8 hiicrelerinde yapilan 24 saatlik hiicre canliligi testi
sonuclarina gore hiicrelere uygulanan konsantrasyonlarda hiicre
canliliklarinin %70,55-85,36 arasinda degisiklik gosterdigi tespit edilmistir. 48 saatlik
deney sonucuna gore ise tim konsantrasyonlar icin hiicre canlihig degerleri %92,3-
99,33 arasinda bulunmustur. 72 saatlik deney sonucunda ise ylksek MET

konsantrasyonuna bagli olarak hiicre canliligl %66,17’ye kadar dlismustdir.

AMAL gelistirilen HCT-8 hiicrelerinde yapilan 24 ve 72 saatlik hiicre canhhigi
testi sonucunda hiicre canhligl uygulanan tiim MET konsantrasyonlarinda %100 ve
Uzerinde bulunmustur. 48 saatlik deney sonucuna gore ise uyulanan

konsantrasyonun artmasi ile beraber %60,37’ye kadar diismistir.

KMAL gelistirilen HCT-8 hiicrelerinde yapilan 24 saatlik hiicre canlihg testi
sonucu hticre canhliklari tim konsantrasyonlar igin %100’e yakin bulunurken, 48 ve
72 saat icin MET konsantrasyonununun artmasina bagl olarak sirasi ile %49,07

ve %54,24’e kadar dismdistdr.

Caco-2 Hiicreleri igin Hiicre Canlilig1 Testleri

Hicre canlihgl testleri pasaj sayisi 25 olan saglikli Caco-2 hiicrelerinde 24, 48
ve 72 saat; pasaj sayisi 32 olan KMAL gelistirilen Caco-2 hiicrelerinde ise 24 saat olmak
Uzere ATN ve MET’in 5 farkli konsantrasyonlarinda (ATN: 5, 10, 50, 100 ve 150 pg/mL;
MET: 5, 10, 50, 100 ve 300 pg/mL) gergeklestirilmistir. ATN ve MET icin saglikli ve
KMAL gelistirilen Caco-2 hiicrelerinde elde edilen bulgular Sekil 4.17. ve 4.18.de

sunulmustur.
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Sekil 4.17. Saglikli Caco-2 hiicrelerinde yapilan 24, 48 ve 72 saatlik hiicre canlihg
testi sonuclari (ortalama + SH; n=3).

Saglikh Caco-2 hiicrelerinde yapilan 24 ve 72 saatlik hiicre canhligi testi
sonuclarina gore ¢esitli konsantrasyonlarda ATN uygulanmasiyla hiicre canliliginin
ATN konsantrasyonu artsa da %100’e oldugu tespit edillmistir. 48 saatlik hiicre
canlihgr testi sonuclarina gore ise ATN konsantrasyonu arttikca hicre

canhhiginin %110,19'dan %62,07’lere kadar distigu gdzlenmistir.
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Saglikli Caco-2 hiicrelerinde yapilan 24 saatlik hiicre canliligi testi sonuglarina
gore c¢esitli konsantrasyonlarda MET uygulanmasiyla hiicre canhliginin  MET
konsantrasyonu arttikca arttigi tespit edilirken, 48 ve 72 saatlik hiicre canhlig testi
sonuglarina gére MET konsantrasyonu arttikga hiicre canhliginin sirasi ile %86,69

ve %80,08’e kadar distiigl gozlenmistir.

Transport deneylerinde hiicreler etkin maddeye 2 saat boyunca maruz
kalacagl icin Caco-2 hiicrelerinde yapilan hiicre canlihigl testi sonuglarina gore
uygulanan tiim ATN ve MET konsantrasyonlarinin transport deneyleri igin uygun
olacagl ve segilen konsantrasyonlarda saglkli ve KMAL gelistirilen hicrelerde

herhangi bir toksik etki gozlenmeyecegi sonucuna ulagiimistir.
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Sekil 4.18. Caco-2 hiicrelerinde kontrol, saglkli ve KMAL gelistirilen hiicrelerde ATN

ve MET uygulanarak yapilan 24 saatlik hiicre canhligi testi sonuglarinin
karsilastirilmasi (ortalama + SH; n=3).

ATN ile Caco-2 hiicrelerinde yapilan 24 saatlik hiicre canhligi testi sonuglarina
gore saglikli hiicrelere uygulanan 5 ve 10 pg/mL konsantrasyonlarda hiicre canhliklari
sirasiyla %93,62 ve 82,85 olarak bulunmustur. Diger konsantrasyonlarda ise
canhlik %100 ve Gzeri olarak bulunmustur. KMAL gelistirilen hiicrelere uygulanan tim
ATN konsantrasyonlarinda hiicre canhligi kontrol grubuna ve saglkli hiicrelere gore
daha yuksek bulunmustur. Elde edilen bulgular dogrultusunda ATN’nin KMAL
gelistirilen hiicrelerde proliferasyona neden oldugu ve ATN konsantrasyonun artmasi

ile proliferasyon oraninin azaldigi sonucuna ulasilmistir.
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MET ile Caco-2 hiicrelerinde yapilan 24 saatlik hiicre canliligi testi sonuglarina
gore saglikli hiicrelere uygulanan 5 ve 10 pg/mL konsantrasyonlarda hiicre canhliklari
siraslyla %71,57 ve 83,06 olarak bulunmustur. Diger konsantrasyonlarda ise
canhlik %100 ve Gzeri olarak bulunmustur. KMAL gelistirilen hlcrelere uygulanan tim
MET konsantrasyonlarinda hiicre canlihigl kontrol grubuna ve saglikh hiicrelere gore
daha yliksek olarak bulunmustur. Elde edilen bulgular dogrultusunda MET nin KMAL
gelistirilen hiicrelerde proliferasyona neden oldugu ve MET konsantrasyonun artmasi

ile proliferasyon oraninin azaldigi sonucuna ulasiimistir.

Hicre canhihgl testi, hicrelere ¢ift yonli transport c¢alismalarinda
uygulanabilecek konsantrasyonu belirlemek amaci ile yapilmistir. Cift yonli transport
deneyleri 2 saat sirecegi icin hem saglikll hem de malnitrisyon gelistirilen HCT-8 ve
Caco-2 hicreleri icin segilen ATN ve MET konsantrasyonlarinin (5-150; 5-300 pg/mL)
¢ift yonll transport deneyleri icin uygun oldugu sonucuna varilmistir. Etkin madde
tayiniicin kullanilacak HPLC yontemi ile tayin edilebilirligi saglamak amaci ile ¢ift yonli
transport c¢alismalarinda kullanilmak tGzere ATN igin 150 pg/mL, MET icin ise 300

ug/mL konsantrasyonlari segilmistir.

4.3.2. Cift Yonlii Transport Calismalari

ATN ile beraber kuyucuklara eklenen LY'nin konsantrasyonunu 6lgmek i¢in 0,5
— 500 pg/mL konsantrasyon araliginda (0,5; 1; 2; 5; 10; 25; 50; 75; 100; 125; 150; 175;
200; 300; 400; 500) LY’nin sudaki c¢ozeltisi hazirlanmistir. 485 nm’de elde edilen
kalibrasyon dogrusu ve denklemi (Sekil 4.19.) kullanilarak transport deneyleri
sonucunda elde edilen LY’nin absorbans degerlerinden konsantrasyonlari

hesaplanmistir.
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Sekil 4.19. LY'nin kalibrasyon dogrusu ve denklemi (ortalama + SS; n=6).

HCT-8 Hiicrelerinde Yapilan Cift Yonli Transport Calismasi

Saglikh ve KMAL gelistirilmis HCT-8 hiicrelerinden elde edilen sonuglar Tablo
4.19., Sekil 4.20. ve Sekil 4.21.'de 6zetlenmistir. LY'nin permeabilitesi tiim gruplarda
<1x10°%cm/sn olarak bulundugu icin ATN uygulanan insertlerin tamami deneye dahil

edilmistir (180).



Tablo 4.19. Saglikli ve malnitrisyon gelistirilen HCT-8 hiicrelerinden elde edilen
gorinilr permeabilite katsayilari (ortalama + SH, n=4).
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Saghkh Malniitrisyon

Madde A-B B-A A-B B-A
. . NFO e . NFO

(x 10 cm/sn) | (x 10® cm/sn) (x 10 cm/sn) | (x 10® cm/sn)

ATN 6,38 +0,25*%** | 6,72 +0,21*** | 1,05 9,69 £0,53 10,16 £ 0,47 1,05
MET 4,72 £ 0,09 4,34 +0,17** 0,92 4,81+0,14 5,71+£0,18 1,19
MET + ELA 4,81 +0,02 4,36 £ 0,09 0,91 4,28 £ 0,07 4,53 £ 0,08 1,06
MET + KET 4,62 +£0,16 5,03+0,36 1,09 4,80 £ 0,25 4,66 +£0,13 0,97
MET + VER 4,87 +0,09* 4,60 £+ 0,05* 0,94 5,68 + 0,05 4,88 £ 0,07 0,86

NFO: Netflux orani, malnitrisyon gelistirilen gruba gére anlamli olarak farklidir *(p < 0,05), **(p < 0,01),
***(p <0,001).

Hem saglikh hem de KMAL gelistirilen HCT-8 hiicrelerinde yapilan transport
¢alismalarindan elde edilen sonuglar ATN’nin bazolateral yondeki permeabilitesinin
(Papp B-A) apikal yondeki permeabilitesinden (Papp A-B) biraz daha yliksek oldugu tespit
edilmistir. Malnutrisyon grubunda ATN’nin her iki yondeki permeabilitesinin saghkli
gruba gore anlamli derecede yiliksek oldugu tespit edilmistir (p < 0,001). Ayrica
ATN’nin hem saglkli hem de KMAL gelistiriimis gruplardaki A-B ve B-A yoniindeki
permeabilite degerleri MET ve inbitér gruplari igin tayin edilen permeabilite
degerlerine gore daha yuksektir. Ancak MET B-A ve MET+VER A-B ve B-A gruplari igin

bu fark istatistiksel agcidan dnemli bulunmustur (p < 0,05)

MET’in saghkli hiicrelerdeki ve KMAL gelistirilen hiicrelerdeki apikal yondeki
permeabilite degerleri benzer (4,72 x 10® cm/sn vs 4,81 x 10 cm/sn) bulunurken,
bazolateral yondeki permeabilite degerinin KMAL gelistirilen hiicrelerde daha yliksek
oldugu (4,34 x 10® cm/sn vs 5,71 x 10® cm/sn) bulunmustur (p < 0,05). MET ve

inhibitorlerin (ELA, KET ve VER) birlikte uygulanmasi ile elde edilen apikal ve
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bazolateral permeabilite degerleri hem saglikli hiicrelerde hem de KMAL gelistirilen
hiicrelerde benzer bulunmustur. Ayrica inhibitorler varliginda (ELA, KET ve VER) MET
icin hesaplanan netflux oranlari (Papp (B-A) / Papp (A-B))'nin 2’den kiglk olmasi
MET’nin hem saglikli hiicrelerde hem de KMAL gelistirilmis hiicrelerde P-gp, PMAT ve

CYP3A4 substrati olmayabileceginin bir gostergesi olarak alinmistir.
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Sekil 4.20. Saglikli ve malnttrisyon gelistirilen HCT-8 hiicrelerine ATN ve MET’in

uygulanmasi sonucu elde edilen gériniir permeabilite degerleri
(ortalama * SH, n=4).
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Sekil 4.21. Saglikli ve malnitrisyon gelistirilen HCT-8 hiicrelerine MET ve
inhibitorlerin uygulanmasi sonucu elde edilen goriiniir permeabilite
degerleri (ortalama * SH, n=4).
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Caco-2 Hiicrelerinde Yapilan Cift Yonlii Transport Calisma Sonuglari

Saglikh ve KMAL gelistirilmis Caco-2 hiicrelerinde yapilan ¢ift yonli transport
¢alismalarindan elde edilen sonuglar Tablo 4.20., Sekil 4.22. ve Sekil 4.23.te
dzetlenmistir. LY’nin permeabilitesi tiim gruplarda < 1 x 10°® olarak bulundugu icin

ATN uygulanan insertlerin tamami deneye dahil edilmistir (180).

Tablo 4.20. Saglikli ve KMAL gelistirilen Caco-2 hiicrelerinden elde edilen gorinir
permeabilite katsayilari (ortalama + SH, n=4).

Saghkh Malniitrisyon
Madde AB B-A FO AB B-A NFO
(x 105 cm/sn) | (x 10 cm/sn) (x 106 cm/sn) (x 105 cm/sn)

ATN 1,47 £0,10 4,77 £ 0,08** 3,24 2,06+0,31 3,81+0,14 1,86
MET 4,12 + 0,04 3,77 £0,09 0,92 4,15 +0,04 3,80+ 0,08 0,92
MET + ELA 4,39+0,22 3,40 £ 0,08* 0,77 4,11 +0,07 3,69+0,03 0,90
MET + KET 3,99+0,12 3,83 £ 0,04*** 0,96 4,60+0,33 4,33 £ 0,06 0,94
MET + VER 4,47 £0,12 4,27 £0,12* 0,96 4,76 £ 0,11 3,84 £0,02 0,81

NFO: Netflux orani, malnitrisyon gelistirilen gruba gére anlamli olarak daha disuktir *(p < 0,05), **(p
<0,01), ***(p < 0,001).
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Sekil 4.22. Saglikli ve malnitrisyon gelistirilen Caco-2 hiicrelerine ATN ve MET’in
uygulanmasi sonucu elde edilen goériniir permeabilite degerleri
(ortalama * SH, n=4).
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Sekil 4.23. Saglikli ve malnitrisyon gelistirilen Caco-2 hiicrelerine MET ve
inhibitorlerin uygulanmasi sonucu elde edilen gériiniir permeabilite
degerleri (ortalama * SH, n=4).

Saglkli Caco-2 hiicrelerinde ATN’nin A-B yonilindeki permeabilitesi B-A
yoniindeki permeabilitesinden anlamli derecede daha disiik olup (p < 0,05) netflux
orani 3,24 olarak tayin edilmistir. Saglikh Caco-2 hiicrelerinde ATN’nin B-A yondeki
permeabilite degeri, MET’in inhibitorlerle (ELA, KET VER) birlikte uygulandiginda tayin
edilen B-A permeabilite degerlerinden anlamli olarak yiliksek bulunmustur (p < 0,05).
KMAL gelistirilen hicrelerde ATN’nin A-B yonlindeki permeabilitesi B-A yoniindeki
permeabilitesinden dislik olmakla birlikte aradaki fark anlaml bulunmamistir (Tablo

4.20.).

MET ve inhibitorlerin (ELA, KET ve VER) birlikte uygulanmasi ile elde edilen
apikal ve bazolateral permeabilite degerleri hem saglikli hiicrelerde hem de KMAL
gelistirilen hiicrelerde olduk¢a benzer bulunmustur. Ayrica inhibitorler varliginda (ELA,
KET ve VER) MET icin hesaplanan netflux oranlarinin 2’den kiigik olmasi MET’in hem
saglikh hicrelerde hem de KMAL gelistirilmis hiicrelerde P-gp, PMAT ve CYP3A4

substrati olmayabileceginin bir gostergesi olarak alinmistir.
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Sonug olarak her iki hiicre hattinda da hem saglkli hem de KMAL gelistirilen
hiicrelerden elde edilen sonuclar paraseliiler yolla tasinan ATN‘nin permeabilite
degerleri arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamhl oldugunu gostermistir.
Hiicrelerden transseliiler yolla gecen MET icin ise elde edilen sonuclar ise kullanilan

hiicre hattina bagli olarak farkliliklar géstermistir.

4.4, Hayvan Deneyleri

Hayvan deneylerinden 6nce sicanlardan kan alinarak, serum albiimin ve total

kolesterol miktarlari belirlenerek sicanlarda malnitrisyon gelisimi degerlendirilmistir.
in situ Caligmalar

In situ ¢alismalarda kullanilan sicanlarin deney dncesi dlgiilen agirlik, serum

albimin ve total kolesterol degerleri Tablo 4.21’de 6zetlenmistir.

Tablo 4.21. in situ gcalismalarda kullanilan siganlarin agirlik, serum albiimin ve total
kolesterol degerleri (ortalama £ SS; n=4).

Parametre Saghkh Malniitrisyon
Viicut Agirhg (g) 301 + 20,49* 253,43 £ 10,83
Serum Albimin (g/dL) 4,2 +£0,2* 3,4+0,2
Total Kolesterol (mg/dL) 60,29 + 13,45 50,86 + 4,88

* Saglikh ve malnitrisyon gelistirilen gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p < 0,001).

Saglikli sicanlarin agirlik ve serum albimin degerleri malnitrisyon gelistirilen
gruba gore anlamli olarak azalirken, total kolesterol degerleri malnitrisyon gelistirilen

gruba gore azalmis olsa da bu fark anlamli bulunmamustir.
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in vivo Galismalar

In vivo calismalarda kullanilan sicanlarin deney éncesi dlciilen agirlik, serum

albimin ve total kolesterol degerleri Tablo 4.22’de 6zetlenmistir.

Tablo 4.22. in vivo calismalarda kullanilan siganlarin agirlik, serum albiimin ve total
kolesterol degerleri (ortalama £ SS; n=4).

Viicut Agirhgi

Serum Albiimin

Total Kolesterol

Grup
(8) (g/dL) (mg/dL)

Saghikh 300 + 18,27 4,40 £ 0,07 78,4 + 15,01

ATN
Malniitrisyon | 216 + 14,99* 3,75+0,17** 50,3 £ 8,34**
Saghkh 302 + 16,47 4,68 £0,13 66,5+ 10,01

MET
Malniitrisyon | 233 + 14,25** 4,15+ 0,15** 49,5 + 2,69**
Saghkh 316,00 + 13,49 5,00+0,71 69,67 £ 12,76

MET-ELA

Malniitrisyon | 241,67 + 12,50* 4,37 £0,48* 46,67 £ 0,47*

Saglikli ve malnUtrisyon gelistirilen gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir *(p < 0,05) ve
** (p <0,001).

Saglikh siganlarin agirlik, serum albimin ve total kolesterol degerleri
malnitrisyon gelistirilen gruba goére anlamh olarak azalmistir (p < 0,05). Boylece

malnutrisyon gelisimi kanitlanmistir (225).

Ayrica, malnitrisyon gelistirilen sicanlarin karacigerlerinin gorsel olarak
farkhlastigi gozlenmis olmakla birlikte (Sekil 4.24.) yeterince kesit alinamadigi igin

histopatolojik inceleme yapilamamuistir.
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Sekil 4.24. Maln(trisyon gelistirilen sicanlarin karaciger yapisi.

4.4.1. Uglii Bagirsak Perfiizyonu Calismalari

e Perfiizyon Sisteminden Kaynaklanan Gecikme Siiresinin Tayini ve

Perfiizyon Sistemi ile Etkilesmenin incelenmesi

Perflizyon c¢Ozeltisinin  bagirsak segmetlerine ulasma ve bagirsak
segmentlerinden numune toplanacak eppendorf tlpine ulasma sireleri
hesaplanarak dengelenme siresi 30 dk olarak tespit edilmistir. Bu nedenle 6rnek

toplamaya 30 dk dengelenme siiresinden sonra baslanmistir.

Bagirsak perflizyonu ¢alismalari sonunda zamanin fonksiyonu olarak toplanan
numunelerdeki madde konsantrasyonlari hazirlanan standart dogru denklemleri
kullanilarak tayin edilmistir. Tayin edilen konsantrasyon degerleri rezervuardaki
madde konsantrasyonuna oranlanarak normalize edilmis ve bu konsantrasyon
degerleri zamana karsi grafiklenerek her bir bagirsak segmentinin (jejunum, ileum ve
kolon) limeninden zamanin fonksiyonu olarak absorpsiyonu gosteren konsantrasyon

zaman profilleri elde edilmistir. Rezervuardaki model etkin madde
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konsantrasyonlariyla toplanan numunelerdeki konsantrasyonlar karsilastirilarak

perfliizyon sisteminde bulunan plastik ve silikon tlplerle etkilesme olmadigi sonucuna

ulagilmistir.

e Uglii Bagirsak Perfiizyonu Calismalari

Perflizyon ¢alismalarinda kullanilan siganlara ait bilgiler Tablo 4.23.te

Ozetlenmistir.

Tablo 4.23. Saglikli ve malnitrisyonlu gruplarinda kullanilan siganlara ait bilgiler
(ortalama £ SS, n=4).

Gruplar Saghkh Malniitrisyon
Sican Agirhigi (g) 301+17,37 224,5 + 14,62
Akis Hizi (mL/dak) 0,2 0,2
Segment Uzunluklari (cm)
Jejunum 8,57 +2,09 8,21+1,28
ileum 3,88+ 0,89 3,63 +0,65
Kolon 1,63+0,22 2,63+041

In situ bagirsak perfiizyonu calismalarindan elde edilen numunelerin analizi

sonucu elde edilen konsantrasyon degerlerinin FK’ye gére normalize edilmesiyle elde

edilen profiller Sekil 4.25- 4.27‘de verilmistir.
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Sekil 4.25. in situ bagirsak perfiizyonu ¢alismalarinda ATN uygulanan segmentlerden
(jejunum, ileum, kolon) elde edilen ilag konsantrasyonunun FK’ye gore
normalize edilmis degerleri. Mavi cizgiler saglikli yesil gizgiler ise
malnutrisyon gelistirilen sicanlarin sonugclarini géstermektedir (ortalama
+SS; n=4).
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Sekil 4.26. in situ bagirsak perfiizyonu ¢alismalarinda MET uygulanan segmentlerden
(jejunum, ileum, kolon) elde edilen ilag konsantrasyonunun FK’ye gore
normalize edilmis degerleri. Mavi cizgiler saglikli yesil gizgiler ise
malntrisyon gelistirilen sicanlarin sonuclarini gostermektedir (ortalama
+ SS; n=4).
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Sekil 4.27. in situ bagirsak perfiizyonu ¢alismalarinda MET ve ELA uygulanan
segmentlerden (jejunum, ileum, kolon) elde edilen ilag¢
konsantrasyonunun FK’ye goére normalize edilmis degerleri. Mavi cizgiler
saglikh yesil cizgiler ise malnUtrisyon gelistirilen sicanlarin sonuglarini
gostermektedir (ortalama % SS; n=4).
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e Saglikli ve Malniitrisyon Gelistirilen Gruplarin Permeabilite Degerleri

ATN ve MET icin saglikli ve malnitrisyonlu gruplarda hesaplanan permeabilite

degerleri Tablo 4.24., Sekil 4.28.- 4.30.’da 6zetlenmektedir.

Tablo 4.24. ATN ve MET igin tayin edilen Pefr degerleri (ortalama + SH; n=4).

Pes (x 10 cm/sn)
Bagirsak
Segmenti Saghkh Malniitrisyon
ATN MET MET-ELA ATN MET MET-ELA
Jejunum | 3,74+0,19* 4,35+ 0,69 3,95+0,65 6,07 £ 0,39 3,95+0,63 4,68 + 0,89
ileum 4,39 + 0,90%* 12,08 £ 0,79 12,10 +1,88 12,30+1,12 | 12,60+1,37 | 18,03+2,63
Kolon 26,53 +4,92 | 28,74+3,53* | 28,02+4,08* | 26,98+2,88 | 13,15+1,62 | 13,23+1,62

*Saglkh ve malnitrisyon gelistirilmis sican gruplari arasindaki fark istatistiksel olarak anlamhdir (p <

0,05).

Hem

saglikh

hem de

malnitrisyon

gelistirilen

sicanlarda

ATN’nin

permeabilitesinin jejunumdan kolona dogru arttigi (jejunum < ileum < kolon) tespit
edilmistir. Malnutrisyon gelistirilen sicanlarin jejunum ve ileumlarindan ATN
permeabilitesi istatistiksel olarak anlamli diizeyde saglikli sicanlardan daha fazladir (p
< 0,05). Ancak ATN’nin kolondan permeabilitesi her iki grup icin de diger segmentlere
gore daha yuksek bulunmakla beraber saglikli ve malnitrisyon gelistirilen siganlar

arasinda anlamli bir fark bulunmamustir.
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Sekil 4.28. ATN igin tayin edilen Petr degerleri (ortalama + SH; n=4).

Hem saglkhh hem de malnitrisyon gelistirilen siganlarda  MET’in
permeabilitesinin jejunumdan kolona dogru arttigi (jejunum < ileum < kolon) tespit
edilmistir. MET’in saglikli siganlarin perfiize edilen segmentlerinden (jejunum, ileum
ve kolon) permeabilitesinin malnitriyon grubuna gore daha yiksek oldugu ancak bu

farkin sadece kolonda istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur (p < 0,05).

40- " B «ontrol
| Malnutrisyon
3 30-
£
w
"?o 20-
=
X
510+ '
0'_-| T T
& <& N
O A AN
L QAL )
\é\o N +
Segment

Sekil 4.29. MET icin tayin edilen Pess degerleri (ortalama * SH; n=4).
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Perflzyon ortamina P-gp inhibitéri ELA ilave edildiginde MET'in
permeabilitesinin saglkl sicanlarda jejunumdan kolona dogru arttigi (jejunum <
ileum < kolon) ve bu permeabilite degerlerinin ELA icermeyen gruplarla oldukca
benzer oldugu tespit edilmistir. MalnUtrisyon gelistirilen sicanlarda MET
permeabilitesinin ELA varliginda en disik jejunumda en yilksek ileumda oldugu
bulunmustur (jejunum < kolon <ileum). ELA’nin uygunlandigi gruplardan tayin edilen
MET’in permeabilite degerleri karsilastirildiginda sadece kolondan permeabilitesinin
saglikli sicanlarda malndtrisyon gelistirilenlere gére anlamli derecede daha yiiksek (p

< 0,05) oldugu bulunmustur.
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Sekil 4.30. ELA ile uygulanan MET icin tayin edilen Pt degerleri (ortalama + SH;
n=4).

Sonug olarak bagirsaktan paraseliiler yolla absorbe olan model etkin madde
ATN’nin malnitrisyona bagli olarak permeabilitesi artmistir. Elde edilen sonuclar
malnitrisyonda hiicreler arasi siki kavsaklarin (tight junctions) gevsemesine bagli
olarak paraseliiler yolla gecis yapan ilaglarin permeabilitelerinin artabilecegi

distincesini desteklemektedir (8, 226).
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Bagirsaktan transselller yolla absorbe olan model etkin madde METin
malnitrisyona bagh olarak permeabilitesi jejunum ve ileumda degismezken, kolonda
anlamli derecede azalmistir (p < 0,05). ATN ve MET’in absorpsiyon hiz sabitleri (ka)
Tablo 4.25’te yer almaktadir.
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Hem ATN hem de MET igin tayin edilen ki degerleri permeabilite degerleriyle
paralellik gostermektedir. Saglikh sicanlarda ATN, MET ve MET-ELA gruplarinda ka
degerleri jejunumdan kolona dogru artmistir (jejunum < ileum < kolon). Malnitrisyon
gelistirilen sicanlarda ATN grubunda k. degerleri jejunumdan kolona dogru artarken,
MET ve MET-ELA gruplarinda ise en disik k, degerleri jejunumda en yiksek ka degeri

ileumdan (jejunum < kolon < ileum) tayin edilmistir.

Saglikli ve malnitrisyon gelistirilen sicanlarda hesaplanan net su akis degerleri Tablo

4.26’da verilmistir.

Tablo 4.26. Saglikh ve malnitrisyon gelistirilen sicanlarda hesaplanan net su akis
degerleri (ortalama * SH; n=4).

Net Su Akisi (x 10* mL/sn/cm)
Bagirsak " T
. Saghkh Malnitrisyon
Segmenti
ATN/MET MET-ELA ATN/MET MET-ELA

Jejunum | 0,68 £ 0,15 0,34 + 0,06 0,96 + 0,16 0,53+0,10

ileum 0,94 +0,14 0,51+0,18 1,00 £ 0,19 1,66 £ 0,39

Kolon 4,37 £ 0,58 2,96+0,43 2,75+0,35 1,25+0,37

Elde edilen degerler tiim gruplar icin pozitif bulunmus ve mukozal bolgeye sivi

girisi (sekresyon) oldugunu sonucuna ulasiimistir.

¢ insan igin Tahmin Edilen Absorpsiyon ve Permeabilite Degerleri

ATN ve MET icin tahmin edilen insan absorpsiyon dereceleri ve Pess degerleri

sirasl ile Tablo 4.27. ve 4.28.de verilmistir.
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4.4.2. in vivo Calismalar
e Pilot Calismalar

In vivo calismalarda ne kadar siklikta 6rnek alinacagini ve analizler icin uygun
dozu belirlemek icin yapilan pilot ¢alismalar sonucunda ATN 250 mg/kg, MET 400
mg/kg ve ELA 5 mg/kg dozda uygulanmistir (199, 227-229). Kan 6rneklerinin toplanma
sikhgr arttirilarak, toplanan kan hacmi azaltilmistir. Boylece elde edilen kan
orneklerindeki ilag konsantrasyonlari icin farmakokinetik profil dogru sekilde
degerlendirilebilecektir. Pilot calismalarda kullanilan siganlarin sayisinin artmasindan

dolayi, in vivo calisma gruplarinda kullanilacak sican sayisi azaltilmistir.

e Saglikli ve Malniitrisyon Gelistirilen Siganlarda in vivo Calismalar

Yapilan in vivo calismalar icin elde edilen plazma numunelerinin HPLC ile analiz
edilmesi sonucu ilag plazma konsantrasyonu-zaman (Sekil 4.31.) profili elde edilmistir.
ATN ve MET’ nin vazodilatasyon etkisine bagh olarak bazi zaman noktalarindan kan

ornegi alinamamistir.
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Sekil 4.31. Sicanlara oral yolla ATN, MET ve MET+ELA uygulanmasiyla elde edilen
plazma konsantrasyon-zaman profilleri (ortalama £ SS, n=4).
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In vivo ¢alismalar sonucunda elde edilen plazma konsantrasyon-zaman

profilleri modelden bagimsiz yontem ve farmakokinetik modeller gelistirilerek

degerlendirilmistir.

4.5. Modelden Bagimsiz Yontem

Modelden bagimsiz yontem kullanilarak yapilan analizlerin sonuglari Tablo

4.29.da verilmistir.

Tablo 4.29. ATN ve MET igin modelden bagimsiz yontem ile tayin edilen
farmakokinetik parametreler (ortalama + SS; n=4).

ATN MET
Parametre " . - L .
Saghkh Malnitrisyon Saghkh Malnitrisyon
AUC(0=) 7318 + 40 7951 + 950 3094 + 446* 5584 + 1503
(ug.dk/mL)
AUCo4 5684 + 2465 7241 + 498 2364 + 570* 3969 + 498
(ug.dk/mL)
CL/F 34,16+ 0,19 31,74 +3,73 102,4 + 15,6* 58,7+ 13,9
(mL/d k/kg) 7 - ’ ’ - ’ ’ - ’ 7 - ’
Cnaks (Lg/mL) 24,02 4,91 23,46 + 2,41 14,34 + 1,78* 23,04+ 1,55
kei (dk™) 0,0096 + 0,0022 | 0,017 +0,013 | 0,0067 +0,0011 | 0,0038 +0,0019
tiast (k) 390 + 140 480+ 0 300 + 98* 420+0
tmaks (dk) 240 + 69 240 + 49 120 + 0* 93,8+7,5
Vo/F (mL/kg) 3662 + 870 2945 + 2242 15345 + 993 20408 + 12826

*Malnutrisyonlu grup ile istatistiksel olarak anlamli fark vardir (p < 0,05).
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ATN icin elde edilen farmakokinetik parametrelerin saglikli ve malnitrisyon
gelistirilen gruplar arasinda anlaml bir farklilik bulunmamustir (p > 0,05). MET igin elde
edilen AUC(g-), AUC(0-t), Cmaks, V€ tiast degerleri malnitrisyon gelistirilen grupta saglikh
gruba gore anlamli olarak artarken, CL/F ve tmaks degerleri anlamli olarak azalmistir (p
<0,05).

MET ve ELA uygulanan malnitrisyon gelistirilmis sicanlarda MET'in
eliminasyon fazindaki noktalarda siganlardan yeterince kan toplanamadigi igin
profilin eliminasyon kismi tamamlanamamistir. AUC(o-t)/AUCo--) orani %20.90 (< %75-
80) oldugu icin plazma MET konsantrasyonu-zaman egrisinin profili dogru sekilde
tanimlayamayacagi sonucuna ulasiimistir (230). Bu nedenle MET-ELA grubundan elde
edilen sonuclar modelden bagimsiz yontem ve modelleme c¢alismalarinda

kullaniimamuistir.

4.6. Minimal Fizyolojik Esash Farmakokinetik Modelleme

Literatlrden elde edilen ATN IV uygulamasindan sonra hizli bir baslangi¢ diisis
fazi ve bunu izleyen uzun bir dogrusal terminal faz sergilemistir. Saglikh ve
malnitrisyonlu gruplarda oral dozun ardindan, ilk zaman noktasinda ilag
konsantrasyonunda hizli bir artis gézlenmistir. Ayrica, 120 dk sonra absorpsiyon orani
artmistir. Plazma konsantrasyonlari iki belirgin fazda ylikselerek saglkh icin 25,0 +
3,82 pg/mL ve malnitrisyonlu gruplar icin 22,8 + 2,56 ug/mL'lik benzer bir Cmaks
degerine 240-300 dk’da ulasmistir. Plazma ila¢ konsantrasyonlari saglkli grupta
tmaks'tan sonra IV profiline benzer hizli bir diislis gosterirken, malnitrisyonlu grupta
farkli bir yavas dulsis gostermistir. Profillerdeki bu degisiklikler ve 6n dekonvoliisyon
analizi sonucu ATN'nin 2 veya 3 absorpsiyon fazina sahip oldugu varsayilmistir.

ATN'nin popilasyonu ve IV ve oral (saglikli ve malniitrisyon) verilerin ADAPT 5

kullanilarak birlikte uyumlari Sekil 4.32. ve 4.33.'te gosterilmistir.
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Sekil 4.32. ATN’nin plazma konsantrasyon- zaman profilinin populasyon uyumlari.
Semboller gdzlemleri, gizgiler ise popllasyon uyumlarini
gostermektedir. Kesikli ¢izgi kos olmadan popilasyon uyumu
gostermektedir.
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Sekil 4.33. mPBPK modeli kullanilarak IV ve oral dozlar icin ATN’nin plazma
konsantrasyonunun ortak uyumunu gostermektedir. Semboller
gozlemleri, cizgiler ise mPBPK modeliyle uyumunu gostermektedir. Kesikli
¢izgi kos olmadan uyumu gostermektedir.
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ATN'nin PopPK parametre kestirimleri Tablo 4.30. ve 4.31'de 6zetlenmistir.

Tablo 4.30. Atenolol icin kestirilen poplilasyon farmakokinetik parametreleri.

Linearizasyon

Parametre Tanim Kestirim SH BSH
(%)
Sabit Etki
Doku 1 icin fraksiyonel dagilim
far?® ¢ y . & 0,134 0,016 11,9
parametresi
Kb Doku 1 i¢in doku:plazma partisyon 1,43 0,0973 | 6,81
Pt katsayisi
CL
Toplam klerens 16,04 1,28 8,00
(mL/dk/kg)
ko1 S .
Gorundr sifirinci derece 1,19 0,0758 6,38
(mg/dk/kg) . .
—Y absorpsiyon sabiti 1
o (t = 0-120 dk) 1,012* 0,0633 | 6,26
(mg/dk/kg)
Koz S N 1,86%* 0,138 | 7,41
(mg/dk/ke) Gorunur s.|f|r|nC| d.e.rece ’ ’ ’
o M absorpsiyon sabiti 2
02 (t =120-300 dk) 1,68 0,134 | 7,99
(mg/dk/kg)
Gorundr sifirinci derece
k03 S ¢ . oy e
(me/dk/kg) absorpsiyon sabiti 3 0
m
& & (t =300-360 dk)
Gorundr sifirinci derece
k03 M . ope
(me/dk/kg) absorpsiyon sabiti 3 1,16 0,147 12,6
m
g/ clke (t = 300-420 dk)
Vs (L/kg) ¢ Kararh durumdaki dagilim hacmi 1,41
FSe 0,426
Gorindr mutlak biyoyararlanim
FMme 0,673
Rastgele Etkilerin Standart Sapmasi
Kestirim (VK%)
w CL CL'nin rastgele etkisi 0,124 (12,5) 0.0589 | 47.4
Hata Modeli Parametreleri
bIv 0,154 0,0328 | 21,3
bS Orantili hata terimi 0,256 0,03204 | 12,5
b M 0,234 0,0272 | 11,6

3f41= fa2, P Kp1= Koz, € GoF’a gére 0 olarak varsayilmistir, ¢ Vss = (Vo+V1.Kp1+V2.Kp2+V3.Kps)/viicut agirhg);
¢F = (AUCro.Dozv)/(AUCw.Dozro), BSH, bagil standart hata, M: malnitrisyonlu grup, S: saglikli grup, SH:
kestirilen standart hata, *ko2 S ve ko2 M’ye gére anlamli olarak disik (p < 0,05), ** kozs M’den anlamli
olarak yuksek (p < 0,05).
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ATN uygulanan saglkli ve malnitrisyon gelistirilen siganlarin popiilasyon
analizleri sonucu elde edilen plazma konsantrasyon-zaman profillerinin AUC’leri sirasi

ile 6750,443 pg.dk/mL ve 7655,095 ug.dk/mL’dir.

Tablo 4.31. Naif havuzlama ile elde edilen ATN ortak uyumlu model igin kestirimi
yapilan farmakokinetik parametreler.

Parametre Tanim Kestirim (%VK)
Gorundr sifirinci derece absorpsiyon sabiti 1
ko1 (mg/dk/k 1,32 (8,83
o1 (mg/dk/kg) (t = 0-120 dK) ( )
Gorundr sifirinci derece absorpsiyon sabiti 2
ko2 (mg/dk/kg) psly 1,61* (9,51)

(t =120-300 dk)
kes S° (mg/dk/kg) Gorundr sifirinci derece absorpsiyon sabiti 3 0
m
N ° ° (t =300-360 dk)

Gorundr sifirinci derece absorpsiyon sabiti 3

kos M (mg/dk/kg) (t = 300-420 dk) 0,817 (19,3)
fa1® Doku 1 icin fraksiyonel dagilm parametresi 0,312 (18,2)
Kp1 € Doku 1 icin doku:plazma partisyon katsayisi 1,79 (9,68)
CL (mL/dk/kg) Toplam klerens 16,3 (6,68)
Vss 4 (L/kg) Kararl durumdaki dagilim hacmi 1,75 (9,25)
Oslope Varyans parametresi 0,284 (8,37)

FSe 0,390

EM e Gorindr mutlak biyoyararlanim 0,631

20 oldugu varsayilmistir, ° fa1 = fao, Koz = Kpa, ¢ Vis = (Vb+V1.Kp1+V2.Kp2+V3.Kp3)/viicut agirhigi ikincil
parametre olarak hesaplanmistir, ¢ F = (AUCpo.Dozv)/(AUCw.Dozpo), M: malnitrisyonlu grup, S: saglkli
grup, *kos M’den anlamli olarak ylksek (p < 0,05).

ATN uygulanan saglikl ve malntrisyon gelistirilen sicanlarin naif havuzlama
ile profillerin ortak uyumlari sonucu elde edilen plazma konsantrasyon-zaman

profillerinin AUC’leri sirasi ile 6279,52 pg.dk/mL ve 7289,91 pg.dk/mL’dir.

Uyum ile ilgili parametreler (fq1, Kp1 ve CL) tim gruplarda paylasiimistir. f41 ve
fa2'nin esit oldugu varsayilmis ve ¢ok kigik (0,134) bulunmustur; bu sonu¢ ATN'nin
permeabilite sinirh dagilim ile tutarlidir. PopPK'de ko1 ve ko2 ayri ayri degerlendirilmis,
saglikh ve malnitrisyon gelistirilen gruplar arasinda 6nemli bir fark olmadigi
bulunmustur. Bu nedenle ko1 ve ko2 parametreleri paylasilmistir. Gorsel incelemeye
gore tmaks hem kontrol hem de malnitrisyonlu gruplar icin 300 dk’ya sabitlenmistir.

ilk absorpsiyon fazinin siiresi (t1) dekonvoliisyon ve deneme-yanilma ile belirlenmis
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ve ardindan her iki grup icin 120 dk’ya sabitlenmistir. Saglkli ve malnitrisyonlu
gruplar arasindaki farkin Uglinci absorpsiyon fazindan (kos) kaynaklandig

distndlmastar.

MET ayrica IV uygulamada iki fazl (biexponential) kinetik sergilemistir. U¢ IV
doz seviyesi icin farmakokinetik veriler dogrusallik gdstermistir. Oral uygulamadan
sonra MET, her iki grup icin baslangic zaman noktalarinda ila¢ konsantrasyonunda
hizli bir artis gostermistir. Absorpsiyon orani saglkl grup icin 60 dk’dan sonra
artarken, malnutrisyon gelistirilen grup icin tiim absorpsiyon fazi boyunca benzer
oldugu goérilmaistir. Tmaks'tan sonra ilag konsantrasyonu her iki grup icin de benzer
sekilde azalmistir. 100-120 dk’daki Cmaks, saghkh grupta 14,3 = 1,54 ug/mL ve
malnitrisyonlu grupta 20,6 + 3,12 pg/mL’dir. Oral profillerde IV egrilere 6re daha

yavas bir dusus fazi gbzlenmistir.

MET'in Monolix ile analiz edilen popiilasyon uyumlari ve ADAPT ile analiz
edilen IV ve oral (saglkli ve malnitrisyon) verilerin birlikte uyumlari Sekil 4.34. ve

4.35.'te gosterilmistir.
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Sekil 4.34. MET’in plazma konsantrasyonunun zamana gore profilinin popilasyon

uyumlari. Semboller goézlemleri, cizgiler ise popiilasyon uyumunu
gostermektedir.
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Sekil 4.35. mPBPK modeli kullanilarak IV ve oral dozlar igin MET’in plazma
konsantrasyonunun ortak uyumu. Semboller gézlemleri gizgiler ise
mPBPK modeliyle uyumu gostermektedir.
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Popiilasyon ve ortak uyum ile elde edilen MET'in son parametre tahminleri

Tablo 4.32. ve 4.33.'te 6zetlenmistir.

Tablo 4.32. Metoprolol igin kestirilen popilasyon farmakokinetik parametreleri.

Linearizasyon
Parametre Tanim Kestirim SH BSH
(%)
Sabit Etki
Doku 1 icin fraksiyonel dagilim
far® . 0,464 0,104 22,4
parametresi
Doku 1 icin doku:plazma partisyon
Kon® ¢ plazma partisy 4,033 054 | 13,4
katsayisi
Clin intrinsik kl 148 26,7 | 18,0
ntrinsik klerens E ,
(mL/dk/kg)
ko1 S Gorlinr sifirinci derece absorpsiyon
. 4,5 0,463 10,3
(mg/dk/kg) sabiti 1 (t = 0-60 dk)
ot M 7,56 0,611 | 8,076
(mg/dk/ke) ' ' '
ko2 S Gorundr sifirinci derece absorpsiyon
. 5,57 1,02 18,4
(mg/dk/kg) sabiti 2 (t = 60-135 dk)
koz M Gorlnr sifirinci derece absorpsiyon
. 7,12%* 1,12 15,8
(mg/dk/kg) sabiti 2 (t = 60-110 dk)
frS . . 0,336 0,0611 | 18,2
CLint'in fraksiyonu
fr M 0,256 0,0387 | 15,1
Vs (L/kg) © Kararli durumdaki dagilim hacmi 5,82
FSe 0,422
Gorindr mutlak biyoyararlanim
FMe 0,839
Rastgele Etkilerin Standart Sapmasi
Kestirim | %VK
w CL CL'nin rastgele etkisi 0,258 | 26,2 | 0,137 53,2
Hata Modeli Parametreleri
b IV Orantili hata terimi 0,365 0,033 9,11
as ) o 1,76 0,194 | 11,04
Sabit hata terimi
aM 2,54 0,274 | 10,78

afgp=1-fq1, ® Kp1 = Kp2, © Vs = (Vo+V1.Kp1+V2.Kp2+V3.Kp3) /viicut agirligi, © F = (AUCpo.Doziv)/(AUCw.Dozro),
M: malniitrisyonlu grup, S: saglkli grup, *ko1 S’den anlamh olarak blyktir (p<0,05).

MET uygulanan saglikli ve malntrisyon gelistirilen sicanlarin poptlasyon

analizleri sonucu elde edilen plazma konsantrasyon-zaman profillerinin AUC’leri sirasi

ile 2497,467 pg.dk/mL ve 3835,368 ug.dk/mL’dir.
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Tablo 4.33. Naif havuzlama ile elde edilen MET ortak uyumlu model igin kestirimi
yapilan farmakokinetik parametreler.

Parametre Tanim Kestirim (%VK)
ko1 S 2 (mg/dk/kg) Gorlndr sifirinci derece absorpsiyon sabiti 1 4 (10,7)
ko: M ® (mg/dk/kg) (t = 0-60 dk) 7 (11,8)
ke S < (ma/dk/kg) Gorundr sifirinci derece absorpsiyon sabiti 2 6 (16,05)

(t =60-135 dk)
Gorilnir sifirinci derece absorpsiyon sabiti 3

koz M ¢ (mg/dk/kg) (t = 60-110 dk) 11,1* (17,9)
fa Doku 1 igin fraksiyonel dagilim parametresi 0,82 (2,98)
fa® Doku 2 icin fraksiyonel dagilim parametresi 0,18 (13,5)
Kp1 " Doku 1 icin doku:plazma partisyon katsayisi 5,40 (19,1)
CLint (mL/dk/kg) intrinsik klerens 40,4 (8,56)
Vss? (L/kg) Kararl durumdaki dagihm hacmi 7,062 (13,3)
Oslope Varyans parametresi 0,55 (7,17)

Fsh 0,492

EMb Gorindr mutlak biyoyararlanim 0,815

22,5-4 arasi ile sinirlandiriimistir, ® 5,5-7 arast ile sinirlandirilmistir, € 4-6 arasi ile sinirlandinilmistir, ¢ 10-
11,5 arasi ile sinirlandirilmistir, ©ikincil parametre olarak fs2=1 - fa1’e gére hesaplanmistir, fKp1 = Ko, &
Vss = (Vb+V1.Kp1+V2.Kp2+V3.Kps)/viicut agirhgr ikincil parametre olarak heesaplanmistir, " F =
(AUCpo.Dozv)/(AUCv.Dozro) formiliine gére hesaplanmis ve her referans IV dozuyla (0,5, 1 ve 2 mg/kg)
oral profillerin karsilastirlmasi sonucu elde edilen F degerlerinin ortalamasi alinmistir, M:
malnutrisyonlu grup, S: saglikli grup, * ko1 S’den anlamli olarak biyktir (p < 0,05).

MET uygulanan saglikli ve malnitrisyon gelistirilen siganlarin naif havuzlama
ile profillerin ortak uyumlari sonucu elde edilen plazma konsantrasyon-zaman

profillerinin AUC’leri sirasi ile 1987,31 pg.dk/mL ve 2542,33 pg.dk/mL’dir.

Dagilimla ilgili parametreler (f41, Kp2 ve CL) tim gruplarda paylasiimistir. MET
icin kestirilen fq1 (0,464) ve f42 (0,536) degerleri, ATN'den daha yliksektir. Boylece elde
edilen sonug, MET ic¢in perfliizyon ile sinirli dagihm varsayimina uygundur.
Absorpsiyon fazlari, saglikli ve malnGtrisyonlu gruplar igin ayri ayri tanimlanmistir.
Absorpsiyon orani sabitleri, birlikte uyum icin paylasilmamistir ve iki grubu
karsilastirmak icin ayri parametreler olarak degerlendirilmistir. Tmaks, saglikh ve
malnitrisyon gruplari icin 135 ve 110 dk’lara sabitlenmistir ve t1, optimizasyonla her

iki grup icin 60 dk’ya sabitlenmistir.
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koi degerleri miktar/zaman (mg/dk/kg) birimlerine sahip oldugundan, genel
biyoyararlanim (F), kestirilen konsantrasyon-zaman profilleri  kullanilarak
hesaplanmistir. Parametrelerle ve malnitrisyonlu gruplarda goézlenen daha yiksek
konsantrasyonlarla tutarli olarak, F, ATN icin 0,43'ten 0,67'ye ve MET icin 0,42'den
0,84'e ylikselmistir. Poplilasyon modelleri, GoF'ye gore saghkli ve malnitrisyonlu
gruplar icin IV uyumundan elde edilen CL'nin 0,34 ve 0,27 fraksiyonlari kullanilarak
optimize edilmistir. Bu nedenle, poplilasyon analizinde oral profiller icin CL degeri
(43,8 £ 5,92 mL/dk/kg), birlikte uyumda tahmin edilen CL'ye (40,4 mL/dk/kg) benzer

bulunmustur.

Popiilasyon Analizleri

Popiilasyon uyumlari icin profiller Sekil 4.32. ve 4.34.'te gosterilmistir.
Referans IV ve oral (saghkli ve malnitrisyonlu gruplar) profillerin mPBPK modeli
tarafindan basarili bir sekilde kestirimi yapilmistir. Ayrica, malnitrisyonlu grup igin
absorpsiyon fazlarini iki veya ¢ asamali sifirinci dereceli siire¢ olarak tanimlayan
model kestirimleri Tablo 4.34. ve 4.35.'te gosterilmistir. ATN ve MET igin gozlemler ve
kestirimler icin aykiri degerler oranlari %7,59 + 0,524 ve %10,32 + 2,26’dir (Sekil 4.36.
ve 4.37.). Rezidlelin dagilim grafiklerinde herhangi bir yone dogru egilim yoktur (Sekil
4.38. ve 4.39.). Gorsel kestirim kontrol grafikleri Sekil 4.40. ve 4.41'de verilmistir.
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Sekil 4.36. ATN icin gozlemlere karsi kestirimlerin grafigi.
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Sekil 4.37. MET icin gdzlemlere karsi kestirimlerin grafigi.
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Sekil 4.38. ATN icin rezidiiellerin dagilim grafigi.
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Sekil 4.39. MET icin rezidiellerin dagilim grafigi.
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0.8

0.6

04

0.2

v
F

35

30

25

20

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

Saghikli

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Malniitrisyon

Sekil 4.40. ATN igin gorsel kestirim kontrol grafigi (Noktalar gozlemleri, gizgiler
model uyumunu, pembe ve mavi bolgeler ise model tahmin araligini

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Zaman (dk)

gostermektedir).

170



171

100 120 140 160 180

Saghkh

16
14
12

10

Gozlem

50 100 150 200 250 300 350 400

Malniitrisyon

100 150 200 250 300 350 400

Zaman (dk)

Sekil 4.41. MET igin gorsel tahmini kontrol grafigi (Noktalar gozlemleri, gizgiler
model uyumunu, pembe ve mavi bélgeler ise model tahmin araligini
gostermektedir).
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ATN ve MET igin kestirilen poptilasyon parametreleri Tablo 4.32 ve 4.34'te
listelenmigtir. Dlisiik SH ve %BSH degerlerine sahip olduklari igin tim parametrelerin

kestirimleri basarilidir.

Modellerin Eksternal Validasyonu

Simulasyon ¢alismalari, referans olarak kullanilan IV profillerden farkli IV

veriler kullanilarak gergeklestirilmistir (Sekil 4.42.).
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Sekil 4.42. ATN ve MET icin simulasyonlar ve harici veri setleri ile karsilastirma.
Semboller gozlemleri (+ 2SD), diiz cizgi ve kesikli ¢izgi sirasiyla ADAPT ve
Monolix tarafindan kestirimi yapilan profilleri gostermektedir.
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ATN uygulamasina baglh olarak ADAPT ve Monolix tarafindan basarili
kestirimler saglanmistir. MET uygulamasina bagh elde edilen profilin Monolix
tarafindan iyi bir sekilde kestirimi yapilirken, ADAPT tarafindan yapilan kestirim
yalnizca erken veriler ile uyumludur. Ky hep, MET IV referansinin karisik R- ve S-
izomerleri varsayilarak hesaplanmistir; ancak, MET igin kullanilan harici veri seti R-
MET uygulamasindan sonra elde edildigi i¢cin Ky_hep, R-MET'in closed-loop K, kestirimi
ile elde edilen 39,1'e sabitlenmistir (212). Bu nedenle modelin R-MET’in ge¢ zaman
noktalarindaki asiri  tahmini, MET'in stereoselektif metabolizmasiyla ilgili
olabilmektedir. Clinkii R-MET, insanlarda CYP2D6 enzimi tarafindan metabolize
edilmektedir ve S-MET'ten %40 daha ylksek bir klerense sahiptir (231). Yapilan
validasyon calismalari ile uygulanan modelin ATN ve MET profillerinin givenli bir

sekilde degerlendirdigi sonucuna ulasilmistir.
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5. TARTISMA
5.1. Analitik Yontem Gelistirilmesi ve Validasyonu

Analizi yapilacak maddelerin tayinleri uygun bir analitik yontem kullanilarak
yapilmaktadir. Gelistirilen analitik yontemlerin 6zelliklerinin istenilen amaglara uygun
oldugunu gostermek icin validasyon c¢alismalari yapilmalidir. Analizi yapilacak
maddenin tayin edilecegi matrikse gore analitik ya da biyoanalitik yontem
validasyonu yapilmaktadir. Tayini yapilacak maddeler kan, serum, idrar, feges, tikrik
ve doku gibi biyolojik bir matriks icinde ise validasyon parametreleri ve
degerlendirmeleri biyolojik yontem validasyonuna goére yapilir (232). Tez ¢alismalari
kapsaminda in situ bagirsak perfizyonu sonucu toplanan perfiizat ve in vivo
calismalardan toplanan kan 6rneklerinden madde analizi yapildigi icin biyoanalitik

yontem gelistirme ve validasyon galismalari yapilmistir.

In situ ¢alismalarda, perfiizyon ortaminda yer alan ATN, MET ve FK’nin
analizleri igin literatiir taramasi yapilmis ve gelistirilen yontemler (177, 178, 180, 181,
193) incelenmistir. Literatliirde ATN ve MET’in ayri ayri ve ayni anda tayinleri olsa da
ATN, MET ve FK’nin ayni anda tayini igin kullanilan bir yéntem bulunmamaktadir. Bu
nedenle, on (g beta blokorin (ATN, MET, sotalol, nadolol, pindolol ve labetalol gibi)
tayini igin gelistirilen yontem (177) modifiye edilerek ATN, MET ve FK'nin ayni anda
tayin edilmesine olanak saglayan HPLC yontemi gelistirilmis ve valide edilmistir (233).
Ayrica, in vivo galismalardan elde edilen plazmadaki ATN ve MET’in miktar tayinleri
icin Kir ve ark. tarafindan gelistirilen yontem modifiye edilmis ve yonteme i¢ standart
(internal standard) eklenmistir. ic standart, kan gibi biyolojik numunelerden madde
miktari tayinlerinde duyarlihg arttirmak amaci ile kullanilmaktadir. in vivo
calismalarda sicanlara ATN ve MET ayri ayri uygulanacaklari icin ATN olan plazma
orneklerinde MET; MET olanlarda ise ATN bulunmamaktadir. Bu nedenle ATN iceren
numuneler icin MET; MET icerenler icin ise ATN i¢ standart olarak kullanilarak in situ
icin gelistirilen HPLC yontemi modifiye edilmis ve validasyonu yapilarak in vivo
calismalardan elde edilen numunelerin analizleri icin kullanilmistir. i¢ standart iceren

numunelerin analizlerinde, miktari tayin edilecek maddenin ve numuneye bilinen
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konsantrasyonda eklenen i¢ standardin pik alanlari oranlanarak kalibrasyon egrisi

olusturulmus ve tim degerlendirmeler bu dogrultuda yapilmistir.

Biyoanalitik ydontem validasyonu igin EMA ve FDA’nin 2011 ve 2018 yillarinda
yayimlanan kilavuzlari mevcuttur (234, 235). Bu kilavuzlar arasinda terminoloji ve
degerlendirilmesi gereken validasyon parametreleri agisindan bazi farkliliklar
bulunmaktadir. Ornegin, kalibrasyon icin kullanulan standartlarin tekrar sayisi ve
kabul kriterleri EMA kilavuzunda belirtilirken, FDA kilavuzunda yer almamaktadir.
Diger yandan, FDA elde edilen kalibrasyon standartlarinin dislanmasinda mevcut
modelin degismemesini 6nerirken, EMA veri dislanmasinda yeni kalibrasyon dogrusu
olusturulmasini 6nermektedir. Matriks etkisinin incelenmesi FDA ve EMA tarafindan
onerilmek ile beraber EMA’da detayli olarak agiklanirken, FDA’nin kilavuzunda detayh

bir aciklama yer almamaktadir.

Biyoanalitik analizlerde verilerin kalite ve tutarlihginin iyilestirilmesi amaci ile
2016 yilinda ICH tarafindan harmonize bir kilavuz hazirlanmaya baslanmis, kilavuzun
glncel taslagi 2019 yilinda yayinlanmis ve kilavuz son haline 2022’de gelmistir (182,
236). Tez cgalismalari kapsaminda yukarida orneklerle belirtilen yasal otoriteler
arasindaki farkhliklardan kag¢inmak amaci ile ICH M10 kilavuzu esas alinarak
biyoanalitik yontem igin validasyon parametreleri belirlenmis ve degerlendirilmistir
(182).  Validasyon calismalari kapsaminda secicilik, 6zgillik, matriks etkisi,
kalibrasyon dogrusu ve aralig, dogruluk ve kesinlik, analit tasinmasi, kararlilik,
enjeksiyonlar arasi tekrar edilebilirlik, geri kazanim ve sistem uygunluk testleri
yapilmistir. Validasyon parametreleri gelistirilen iki yontem (in vitro - in situ ve in vivo)
icin de degerlendirildiginde ICH M10 kilavuzunda belirtilen sinirlar iginde oldugu
tespit edilmistir. Bu bulgular gelistirilen metotlarin tez kapsaminda yapilan
deneylerden elde edilen numunelerdeki model etkin maddelerin tayinlerinde giivenle

kullanilabilecegini gostermistir.
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5.2. Malniitrisyon Gelistirilmesi
5.2.1. in vitro Hiicre Kiiltiirii Calismalari

Hicre kaltlrd ¢alismalarinda kullanilan hiicre hattina bagh olarak ¢esitli
ortamlar (DMEM, RPMI 1640 ve MEM (Minimum Essential Medium) gibi)
kullanilmaktadir. Bu ortamlarin farkli glikoz, glutamin, magnezyum ve kalsiyum
iyonlarini igerip icermeme, iceriyorsa da farkli oranlarda icermeleri s6z konusudur.

Hicreleri beslemek igin kullanilan ortamlara FBS eklenmektedir (186, 187).

Literatlrde hiicrelerde malnitrisyon gelistiriimesi ile ilgili sinirli sayida yayin
mevcuttur (186, 187, 237). Lynam ve ark. hipertrofik yara izi kaynakli fibroblastlarin
yetersiz beslenme sonucu hiicre apoptozuna sebep olup olmadigini arastirmistir. Bu
amagla kontrol grubu %10 FBS iceren DMEM ile beslenirken, malnitrisyon gelistirilen
hicreler %5 ve %0,5 FBS iceren DMEM ile beslenmistir (237). Ayrica HCT-8
hiicrelerinde malnitrisyon gelistirmek amaciyla hiicreler %0,1 - 1 oraninda FBS iceren

ortam ile beslenerek hiicrelerin besin alimi kisitlanmistir (186, 187).

Literatirde vyer alan c¢esitli calismalarda HCT-8 (ileogekal kolorekral
adenokarsinoma), Caco-2 (kolorektal adenokarsinoma) ve HT-29 (kolorektal
adenokarsinoma) hiicre hatlarinda calismalar vyapilarak bu hiicre hatlarinin
birbirlerinin yerine kullanilabilirligi degerlendirilmistir (238-240). Bu tez calismasi
kapsaminda malnutrisyon gelistirmek amaciyla HCT-8 ve Caco-2 hiicre hatlari

kullaniimistir.

Malnutrisyon gelistirme ¢alismalari kapsaminda literatiirden farkl olarak akut
(AMAL) ve kronik malnutrisyon (KMAL) olmak Gzere iki farkli yontem kullaniimistir.
AMAL’de hiicreler deney giiniine kadar kontrol grubundaki hiicreler gibi %10 FBS
iceren ortam ile beslenirken, KMAL gelistirilen hicreler deney guniine kadar %1 FBS
iceren ortam ile beslenmistir. Deney glini kontrol grubu icin hazirlanan ilag
¢Ozeltilerinde %10 FBS iceren DMEM kullanilirken, AMAL ve KMAL gelistirilen hiicreler
icin %1 FBS iceren DMEM kullanilmistir. AMAL ve KMAL gelistirilen hiicrelerde hiicre

canhlig testleri yapilmis ve farkli stirelerde (24, 48 ve 72 saat) ATN ve MET’e maruz
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kalan hticrelerin canliliklari degerlendirilmistir. HCT-8 ve Caco-2 hiicrelerinde KMAL
ve AMAL gelistirilmesi sonucu yapilan hiicre canliligi testi ATN ve MET uygulamasinin
hiicre canhligina genellikle olumlu yonde etkisinin oldugu sonucuna ulasiimistir. Bu
nedenle ¢ift yonli transport g¢alismalarinda kullanilacak dozun belirlenmesinde

malnatrisyonlu hicrelerden kaynakl doz azaltilmasi yapilmamistir.

Cift yonli transport calismalarinda kullanilan hiicrelerde KMAL gelistirilmistir.
Cift yonlu transport deneylerinde model etkin maddeler glikoz ve HEPES igeren
HBSS'de c¢ozindirilerek hiicrelere uygulanmaktadir. Etkin madde c¢o6zeltileri
hazirlanirken kontrol grubu icin 25 mM glikoz iceren HBSS, malnitrisyon grubu igin
56 mM glikoz iceren HBSS kullanilmistir. Malnitrisyonlu gruptaki glikoz
konsantrasyonu hesaplanirken ylksek (4,5 g/L) ve duslk (1 g/L) konsantrasyonlarda
glikoz iceren DMEM’deki glikoz konsantrasyonlari dikkate alinmigtir. Boylece
malnatrisyon gelistirilecek hiicrelerde kullanilacak HBSS'ye distik glikoza gore yapilan
hesaplama sonucunda elde edilen konsantrasyonda (5,6 mM) glikoz eklenmistir.

Boylece yetersiz beslenme durumu deney sliresince de saglanmistir.

5.2.2. Hayvan Deneyleri

Sicanlar genelde kazein (protein kaynagi), jelatin, siikroz, dekstroz, vitamin ve
mineral karisimi iceren yemlerle beslenmektedir (225, 241-243). Sican yemleri
protein igerigine gore protein kisitli (%5), protein kisith olmayan (%18), besin olarak
dengeli (%18,7) ve protein acgisindan zengin (%35) pelletler olarak adlandiriimaktadir
(241, 244, 245).

Sicanlarda malnitrisyon gelistirmek amaciyla literatirde farkh protein
iceriklerine sahip yemler kullanilmistir (241, 242, 244, 246-248). Varma’'nin 1979
yilinda yaptigi bir calismada erkek SD sicanlari (yaklasik 35 gtinliik, 100-125 g) iki gruba
ayrilarak kontrol grubu %21, malnitrisyon grubu %5 protein iceren izokalorik pellet
ile beslenmistir. Protein eksikliginin en belirgin etkisi viicut agirliginda azalma oldugu

icin tlm sicanlarin viicut agirliklari diizenli olarak kaydedilmistir. Kontrol grubundaki
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sicanlarin viicut agirhgi artarken (117 £ 1,8 g’dan 249 £ 3 g’a), malnitrisyon gelistirilen
sicanlarin vicut agirhg azalmistir (118 + 1,6’dan 112 + 1,7’ye). Malnitrisyon
grubunda diyetteki protein eksikligi toplam plazma proteinlerinde, albimin ve
globulinlerde, hepatik toplam ve mikrozomal proteinlerde ve sitokrom P-450'de

kiicik ama 6nemli bir azalmaya (p < 0,05) neden olmustur (241).

Benzer sekilde, Williams ve ark. ‘nin erkek SD sicanlarda (9-42 giinliik, 150-175
g) yaptigi bir ¢calismada kontrol grubu %22,5 ve malnitrisyon grubu %5,5 protein
iceren izokalorik diyetle 17-20 giin sire ile beslenmistir. 15. glinde plazma protein
seviyeleri kontrol grubunda 5,69 g/100 mL (5,32-6,01 g/100 mL) ve malnitrisyon
grubunda 4,34 g/100 mL (4,01-4,94 g/100 mL) olarak bulunmustur. ilac
uygulamasindan hemen 6nce vicut agirliklari kontrol ve malnitrisyon grubunda

sirasiyla 345 g (327-363 g) ve 199 g (186—208 g) olarak olctlmustir (244).

Bobyn ve ark. ‘nin yaptigi bir calismada yetiskin erkek Mogol ¢ol fareleri %12,5
protein iceren (kontrol diyeti) ve %2 protein iceren disik proteinli diyetle 28 giin
boyunca beslenmistir. Besin ve suya sinirsiz erisimi olan farelerin iki haftada bir viicut
agirliklari ve glinlik yiyecek alimlari kaydedilmistir. Ayrica karaciger glutatyon (GSH)
konsantrasyonu (249) 6lclilms ve karaciger lipit dlizeyleri tespit edilmistir. 28. giinde
malndtrisyonlu farelerin viicut agirhgr kontrol grubundan %17 daha disik
bulunmustur (p < 0,001). Ayrica, malnitrisyonlu gruptaki farelerin ortalama besin
aliminin 28 giin boyunca kontrol grubunun %85'i oldugu tespit edilmistir (p < 0,001).
Malnutrisyonlu farelerde karacigerdeki lipit dizeyi artarken (p < 0,001), karaciger

glutatyon (GSH) konsantrasyonu énemli 6lctide azalmistir (p < 0,001) (247).

Erkek Swiss Webster fareler (2-3 aylik, 25 g) kontrol (%20 protein) ve az
protein (%4 protein, hipoprotein) iceren diyetle beslenmislerdir. Diyetler sadece
protein (kazein) miktari agisindan farkli olup diger tim maddeler aynidir. Besine ve
suya erisimleri sinirsiz olan farelerin vicut agirliklari her 72 saatte bir, besin tiketimi
ise her 48 saatte bir 6lclilmdistir. Fareler beslenmeye basladiktan 14 giin sonra
malntrisyon gelistirilen grubun viicut agirliginda %20 azalma meydana gelmistir (248,

250). Hipoprotein iceren diyetle beslenen farelerin vicut agirliklarinda, protein
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tuketimlerinde, albimin ve pre-albimin konsantrasyonlarinda kontrol grubuna gore

azalma olmustur (p < 0,05) (248).

Erkek ve disi SD sicanlar (5-10 haftalik) yiksek (fare kiipli, mouse cube) ve
disik protein (Average Grade bake’s flour) iceren yemlerle beslenmislerdir. 2 hafta
sonra kontrol grubuna kiyasla diisiik protein iceren diyetle beslenen siganlarin viicut
agirhklar yaklasik %40 oraninda azalmistir. Maymunlar kontrol grubuna verilen
diyetin onda biri oraninda bir diyetle beslendiklerinde 2 hafta sonunda viicut
agirliklarinin yaklasik %20’sini kaybetmislerdir. Maln(trisyon seviyesinin belirlenmesi
amaciyla vicut agirhg, serum alblimin konsantrasyonu ve plazma 11-
hidroksikortikosteroid diizeyi 6lctilmustir. Ayrica, bazi sicanlarda beyin agirhgi ve
beyin asetilkolinesteraz aktivitesi de belirlenmistir. Malnitrisyon gelistirilen
sicanlarin %25’i, 6zellikle lic aydan sonra yetersiz beslenme ve enfeksiyon (burun, goz

gibi) sonucu olmiustir (246).

Ayrica, kolesterol ve serum alblimin seviyelerine gére malnitrisyon sinifinin
belirlenmesi ile ilgili calismalar da mevcuttur (243, 251). Ignacio de Ulibarri ve ark.
yatan hastalar icin malnitrisyon seviyesinin belirlenmesinde kullanilan CONUT
(CONtrolling NUTritional status, beslenmenin kontrolii) siniflama sisteminde serum

albimin, kolesterol ve toplam lenfostilere gore skorlama yapmistir (Tablo 5.1.) (251).

Tablo 5.1. CONUT ile malnutrisyon derecesinin degerlendirilmesi (251).

Parametre Malniitrisyon Derecesi
Normal Hafif Orta Siddetli

Serum albimin (g/dL) 3,5-4,5 3,0-3,49 2,5-2,9 <2,5
Skor 0 2 4 6

Toplam lenfosit/mL > 1600 1200-1599 800-1199 < 800
Skor 0 1 2 3
Kolesterol (mg/dL) 0 1 5 3

Skor
Toplam Skor 0-1 2-4 5-8 9-12

Merino-Sanjudn ve ark. tarafindan yapilan bir calismada kontrol grubunda yer

alan sicanlar (erkek Wistar: 8-9 haftalik, 220-250 g) %14 protein iceren standart
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pelletlerle glinlik besin alimi 20 g/60,2 kcal olacak sekilde, malnitrisyon grubunda
yer alan sicanlar ise %5 protein iceren glinluk besin alimi 10 g/38 kcal olacak sekilde
26 gin sureyle beslenmistir. Besin alimlari kisitl ancak suya erisimleri sinirsiz olan
siganlarin agirhiklari, serum albimin ve toplam kolesterol konsantrasyonlari
Olcilmuistiir. Serum alblimin seviyesindeki degisiklikler protein miktarindaki degisiklik;
kolesterol seviyesindeki degisiklik ise kalori tiiketimi ile ilgili parametreler olarak
degerlendirilmistir. Olglimler sonucunda serum albiimin diizeyleri < 2,3 g/dL ve
agirhklart < 240 g ise malnitrisyon gelistigi sonucuna ulasiimistir. Ayrica, bu
parametrelere gore sicanlar hafif, orta ve siddetli olmak Gzere Ui¢ farkli malnitrisyon
derecesine CONUT’a gore siniflandiriimislardir (243). Parametre degerleri ve yetersiz

beslenme derecesine gore atanan puanlar Tablo 5.2.'de gosterilmektedir.

Tablo 5.2. Serum albimin diizeyi ve viicut agirligi analizine gére malnitrisyon
derecesinin degerlendirilmesi (243).

Parametre Beslenme Durumu
Normal Hafif Orta Siddetli
Serum albumin (g/dL) 4,3-2,3 2,3-1,9 1,89-1,5 <1,5
Skor 0 2 4 6
Vicut agirligi (g) 310-24 240-220 219-190 <190
Skor 0 1 2 3
Toplam skor 0 1-3 4-6 8-9
Maln(trisyon derecesi Nomal Hafif Orta Siddetli

Rossi ve ark. tarafindan yapilan bir calismada erkek Wistar sicanlari (81 g) bes
gruba ayrilarak 6 ve 12 hafta boyunca yuiksek (%16 protein, sirasiyla grup A ve C) ve
disik protein iceren (~%4 protein, sirasiyla grup B ve D) bir diyetle beslenmistir.
Diyetler izokalorik (4,15 kcal/g) olup sicanlarin suya erisimi sinirsizdir. Sicanlar haftada
iki kere tartilmistir. Ayrica, 6 hafta boyunca disiik proteinli diyet ile beslendikten
sonra 6 hafta boyunca yiksek proteinli diyet ile beslenen bir grup (grup E, rehabilite
edilen) olusturularak karsilastirmalar yapilmistir (225). Agirlik 6l¢ciimleri sonucu distik
proteinle beslenen siganlarin agirlik artislarinin, yiksek proteinle beslenenlere kiyasla
daha az oldugu tespit edilmistir (p < 0,05). Alti hafta boyunca dusiik proteinli diyetle
beslenen sicanlarda toplam plazma proteinleri ve alblimin diizeyleri kontrol grubuna

(yuksek protein iceren diyetle beslenen grup) gore daha dasuktir (p < 0,05). Ancak
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kolesterol diizeyleri arasinda anlaml bir fark bulunmamistir. 12 hafta boyunca dusik
proteinli diyetle beslenen sicanlarda toplam plazma proteinleri ve albiimin dizeyleri
kontrol grubuna goére daha disik bulunmustur. Diger taraftan, rehabilite edilen
sicanlarin plazma protein konsantrasyonu kontrol grubundan (grup C) daha distikken
(p < 0,05), iki grubun plazma albliimin dizeyleri arasinda anlamli bir fark
bulunmamistir. Ayirca, grup C, D ve E’'nin kolesterol konsantrasyonlari arasinda

anlamh bir fark bulunmamistir (225).

Gonzalez-Hernandez ve ark.’nin yapmis oldugu bir ¢alismada marasmus ve
kwashiorkora benzer malnitrisyon tiplerini olusturmak amaciyla iki farkl diyet
kullaniimistir. Erkek SD sicanlari (35-40 g) kontrol, marasmus ve kwashiorkor olmak
Uzere Ug gruba ayrilmistir. Kontrol grubundaki sicanlar %84,3 kazein (%89,19 ham
protein) iceren diyetle beslenirken kwashiorkor grubundaki sicanlar kazein icermeyen
bir diyetle beslenmistir. Kontrol ve kwashiorkor grubundaki siganlarin besine
erisimleri sinirsizdir. Marasmus grubundaki sigcanlar ise kontrol grubu tarafindan
yenen yem miktarinin %70’i verilmis (viicut agirliklarina gore) ve %84,3 kazein iceren
diyetle beslenerek besine erisimi sinirlandirilmistir. Sigcanlar ¢ hafta boyunca
beslenmis ve viicut agirliklari diizenli olarak 6lglilmustir. Hayvanlarin viicut agirliklari
malnitrisyonun bir gdstergesi olarak kullaniimistir. U¢ hafta sonra sicanlarin (i)
protein miktari (plazma, karaciger ve ince bagirsagin proksimal segmenti), (ii) toplam
plazma protein miktari, (iii) karaciger yag icerigi, (iv) esteraz aktivitesi (bagirsagin
proksimal segment mukozasindan) gibi biyokimyasal parametreleri olclilerek
degerlendirilmistir. Yapilan degerlendirmeler sonucunda kontrol grubu ile
malnutrisyonlu gruplar arasinda vicut agirligindaki farklar anlamh bulunmustur (p <
0,05): kontrol grubu en yiksek ortalama vicut agirhigina sahipken, kwashiorkor
grubundaki sicanlarin agirhigi en disik olarak bulunmustur. Ayrica, lg grup tarafindan
tuketilen toplam yem miktari arasinda anlamh bir fark oldugu tespit edilmistir.
Kwashiorkor grubunda hayvanlar sinirsiz beslenmelerine ragmen, diger iki gruptan
anlamli derecede daha az miktarda yiyecek tiketmistir. Kwashiorkor grubunun
ortalama plazma protein icerigi diger gruplara kiyasla anlamli derecede duslik

bulunmustur (p < 0,05). Kontrol ve marasmus gruplari arasinda karacigerdeki lipit
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icerigi acisindan bir fark bulunmazken, kwashiorkor grubundaki karaciger lipit
icerikleri diger gruplara kiyasla anlamli derecede daha yiiksektir (p < 0,05) (242). U¢
grup arasinda ince bagirsak esteraz aktivitesinde anlamh bir fark bulunmamasina
ragmen, her iki malnitrisyonlu grup icin de bagirsagin proksimal segmentinde daha
disuk protein seviyeleri tespit edilmistir (p < 0,05) (242). Ayrica, kontrol grubunda
duodenum mukozasinin absorptif hiicreleri diizgiin bir sekilde siralanmis ve
mikrovilluslar normal gérinimdedir. Kwashiorkor grubunda mikrovilluslar daha kisa
ve bazilari pargalanmis goérinimindedir. Marasmus grubunda kontrol grubuna
kiyasla, villus sayisinda belirgin farkliliklar olmasina ragmen bu farkhliklarin
kwashiorkor grubunda goézlenen farkliliklardan daha az belirgin oldugu sonucuna
ulasilmistir. Malndtrisyon icin gelistirilen hayvan modelleri marasmus (iyi kalitede bir
diyetin dusik miktarlarda tiiketimi ile) ve kwashiorkor (distk protein icerikli diyet
tuketimi ile) olmak Uzere ikiye ayrilmaktadir. Kwashiorkor gelistiriimesinde kullanilan
diyetin protein iceriginin ¢ok distk olmasi ve malnitrisyon gelistirme siresinin uzun
olmasi hayvanlarda strese neden olabilmektedir. Bu nedenle, malnitrisyon
gelistirmek icin yontem belirlerken diyetin protein igerigi ve malnitrisyon gelistirme

suresinin belirlenmesi blyik 6nem tasimaktadir (242).

Sonu¢ olarak, malnitrisyon modeli gesitli tlrlerde gelistirilmistir. Bunlar
arasinda cesitli fare tirleri (Swiss, C57BL/6, BALB/c ve C57BL/6)), sigan turleri (SD ve
Wistar), tavsanlar ve maymunlar bulunmaktadir. Malnitrisyon gelisimi icin kullanilan
diyetlerin igeriklerinde farkhliklar olsa da genellikle ortak noktalari disiik protein
icermeleridir. Sican ve fare yemlerinde protein kaynagi olarak kullanilan kazein
oraninin azaltilmasiile malntrisyon gelistiriimektedir. MalnUtrisyon gelisimi sonunda
kanda IL-4, IL-10 ve serum eritropoetin dizeyi artmis, IL-2, IFN-y, TNF-a, IL-1 a ve IL-
6’nin azalmis, karacigerdeki toplam ekstraseliiler matriks azalmis, akcigerde elastin ve
a-diz kas aktini artmistir. Ayrica lenfosit, plasenta, periton makrofajlari ve
fibroblastlarda apoptoz azalirken timus ve dalakta apoptozda artis tespit edilmistir

(252).

Malnutrisyon gelisiminin kanitlanmasi icin serum alblimin, kolesterol

konsantrasyonu ve agirlik 6lcimi gibi cesitli parametreler degerlendirilmektedir.
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Olgiilen parametreler degerlendirilerek malniitrisyonun seviyesi (hafif, orta ve
siddetli) belirlenmektedir (Tablo 5.1. ve 5.2.). Bu kapsamda literatiirde CONUTu
kullanan c¢alismalar vardir. Fakat, CONUT insanlar i¢in olusturulmustur (251) ve
hayvanlar icin olusturulan sistemde (243) degerlendirme kriterleri ve sinirlari farkhlik
gostermektedir (243, 251). Boylece malniitrisyon gelisiminin kanitlanmasinda takip
edilen parametreler albiimin, kolesterol ve agirlik degisimi iken, O&lgilen
parametrelere bagh malnitrisyonun siniflandiriimasi ve parametrelerin sinir degerleri
farkhlik gostermektedir. Bu nedenle tez kapsaminda vyapilan c¢alismalarda
malnitrisyon gelisimi kontrol ve malnitrisyon gelistirilen grubun serum albimin,
total kolesterol ve agirlik olmak Uzere li¢ parametre 6l¢imi ve gruplar arasindaki
farkin anlamliliginin degerlendirilmesi ile yapilmistir. Olglimii yapilan parametreler,
in situ grubundaki total kolesterol konsantrasyonlari hari¢ malnitrisyon gelistirilen
sicanlarda kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak azalmistir (p < 0,05). Boylece in situ
ve in vivo ¢alismalarda kullaniimak Uzere %5 protein igeren diyetle beslenmis

siganlarda malnitrisyon gelisimi kanitlanmistir.

5.3. Bagirsak Permeabilitesini Tayin Etmek Amaciyla Yapilan Calismalar
5.3.1. Hiicre Kiltirii Cahigmalari

Literatirde malnutrisyon gelistirilen hiicrelerde hiicre canhligi testi yer
almamaktadir ve ilk defa bu tez kapsaminda yapilmistir. Cift yonli transport
calismalarinda HCT-8 ve Caco-2 hicrelerine uygulanacak optimum ATN ve MET
konsantrasyonunu belirlemek amaci ile kontrol ve malnitrisyon gelistirilen
hiicrelerde hiicre canhligi testi yapiimistir. Ayrica, hiicrelerde akut ve kronik olmak
Uzere iki farkli malnitrisyon gelistirilerek hicre canlihg testi yapilmis ve sonuclar
degerlendirilmistir. Hiicre canhligi testi sonucunda, ¢ift yonli transport calismalarinda

ATN icin 150 pg/mL, MET icin ise 300 pug/mL konsantrasyonlari secilmistir.

Ayrica, literatlirde malnitrisyon gelistirilen ¢ift yonli transport calismalari
bulunmamaktadir. Boylece malnitrisyon gelistirilen hicrelerde yapilan c¢ift yonli

transport calismalari ile literatiire katki saglanmistir.



184

e Atenolol

Tez kapsaminda HCT-8 ve Caco-2 hiicrelerinde yapilan ¢ift yonll transport
¢alismalari sonucunda ATN’nin kontrol grubunun A-B permeabilite degerleri sirasiyla
6,38 + 0,25 x 10® cm/sn ve 1,47 + 0,10 x 10°® cm/sn olarak bulunurken, B-A
permeabilite degerleri sirasiyla 6,72 + 0,21 x 10°® cm/sn ve 4,77 + 0,08 x 10°® cm/sn
olarak bulunmustur. Malnitrison gelistirilen HCT-8 ve Caco-2 hiicrelerinde yapilan gift
yonli transport calismalari sonucunda ise kontrol grubunun A-B permeabilite
degerleri sirasiyla 9,69 *+ 0,53 x 10® cm/sn ve 2,06 + 0,31 x 10® cm/sn olarak
bulunurken, B-A permeabilite degerleri sirasiyla 10,16 + 0,47 x 10°® cm/sn ve 3,81

0,14 x 10°® cm/sn olarak bulunmustur.

Literatlirde ATN’nin permeabilitesi farkl yéntemler kullanilarak incelenmistir.
ATN’nin Caco-2 hiicre hatlari kullanilarak tayin edilen permeabilite degerleri 0,147 x
10®ile 1,17 x 10® cm/sn arasinda degismektedir (253-255). Tez kapsaminda bulunan
degerler literatlirdeki calismalar sonucunda bulunan degerlerden farklilik
gostermektedir. Bulgulardaki farkhligin nedeni hicre hatlarinin pasaj sayilarinin
farklihgi, hicrelere uygulanan etkin madde konsantrasyonunun farkli olmasi ve

deneysel kosullardaki farkliliklara bagh oldugu distntlmektedir.

e Metoprolol

Tez kapsaminda HCT-8 ve Caco-2 hiicrelerinde yapilan cift yonlli transport
¢alismalari sonucunda MET’in kontrol grubunun A-B permeabilite degerleri sirasiyla
4,72 + 0,09 x 10® cm/sn ve 4,12 + 0,04 x 10°® cm/sn olarak bulunurken, B-A
permeabilite degerleri sirasiyla 4,34 + 0,17 x 10°® cm/sn ve 3,77 + 0,09 x 10°® cm/sn
olarak bulunmustur. Malnutrsiyon gelistirilen HCT-8 ve Caco-2 hiicrelerinde yapilan
¢ift yonll transport calismalari sonucunda ise kontrol grubunun A-B permeabilite
degerleri sirasiyla 4,81 + 0,14 x 10 cm/sn ve 4,15 * 0,04 x 10® cm/sn olarak
bulunurken, B-A permeabilite degerleri sirasiyla 5,71 + 0,18 x 10® cm/sn ve 3,80 +

0,08 x 10°® cm/sn olarak bulunmustur.
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Hicre kultlrd gahsmalari kapsaminda HCT-8 ve Caco-2 hicre hatlarinda
MET’in permeabilitesi hem tek basina hem de P-gp inhibitori olan ELA varliginda
incelenmistir. HCT-8 hiicrelerinde MET’in A-B ve B-A permeabilite degeri tek basina
ve ELA ile uygulandiginda sirasi ile 4,72 + 0,09 x 10%; 4,34 + 0,17 x 10® cm/sn ve 4,81
+ 0,02 x 10%; 4,36 + 0,09 x 10® cm/sn olarak bulunmustur. Diger taraftan, Caco-2
hicrelerinde MET’in A-B ve B-A permeabilite degeri tek basina ve ELA ile
uygulandiginda sirasi ile 4,12 + 0,04 x 10°®; 3,77 + 0,09 x 10® cm/sn ve 4,39 + 0,22 x
10%; 3,40 + 0,08 x 10® cm/sn olarak bulunmustur. Elde edilen bulgulara gore ELA
uygulamasi ile MET’in permeabilite degerleri anlamli olarak degismemistir (p > 0,05).
MET’in Net flux orani HCT-8 ve Caco-2 hiicreleri icin sirasiyla 1,19 ve 0,92 olarak
bulunmustur olarak bulunmus ve MET’in absorpsyionunda P-gp’nin bir rollinin

olmayabilecegi sonucuna ulasiimistir.

Malnutrisyon gelistirilen HCT-8 hiicrelerinde MET’in A-B ve B-A permeabilitesi
tek basina uygulandiginda 4,81 + 0,14 x 10 5,71 + 0,18 x 10® cm/sn, ELA ile
uygulandiginda ise 4,28 + 0,07 x 10°®; 5,53 + 0,08 x 10® cm/sn olarak bulunmustur.
Malnitrisyon gelistirilen Caco-2 hiicrelerinde MET'in permeabilitesi tek basina
uygulandiginda 4,15 + 0,04 x 10%; 3,80 + 0,08 x 10® cm/sn, ELA ile uygulandiginda ise
4,11 + 0,07 x 10%; 3,69 + 0,03 x 10 cm/sn olarak bulunmustur. Boylece elde edilen
bulgulara gore ELA uygulamasi ile MET'in permeabilite degerleri anlamli olarak

degismemistir (p > 0,05).

Kontrol ve malnitrisyonlu hiicre guruplari karsilastirildiginda MET’in B-A
permeabilitesi Caco-2 hiicrelerinde ELA ile uygulandiginda malnutrisyonlu grupta

artmistir (p < 0,05).

Hiicre kultlrd cahsmalari kapsaminda HCT-8 ve Caco-2 hicre hatlarinda
MET’in permeabilitesi hem tek basina hem de CYP3A4 inhibitori olan KET varliginda
incelenmistir. HCT-8 hiicrelerinde MET’in A-B ve B-A permeabilite degeri tek basina
ve KET ile uygulandiginda sirasi ile 4,72 + 0,09 x 10%; 4,34 + 0,17 x 10® cm/sn ve 4,62
+ 0,16 x 10®; 5,03 + 0,36 x 10® cm/sn olarak bulunmustur. Diger taraftan, Caco-2

hiicrelerinde MET’in A-B ve B-A permeabilite degeri tek basina ve KET ile
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uygulandiginda sirasi ile 4,12 + 0,04 x 10°%; 3,77 £ 0,09 x 10® cm/sn ve 3,99 + 0,12 x
10%; 3,38 + 0,04 x 10°® cm/sn olarak bulunmustur. Elde edilen bulgulara gore KET
uygulamasi ile MET’in permeabilite degerleri anlamli olarak degismemistir (p > 0,05).
MET’in Net flux orani HCT-8 ve Caco-2 hiicreleri icin sirasiyla 1,19 ve 0,92 olarak
bulunmustur olarak bulunmus ve MET’in metabolizasyonunda CYP3A4'iin bir rolinin

olmayabilecegi sonucuna ulasiimistir.

Malntrisyon gelistirilen HCT-8 hiicrelerinde MET’in A-B ve B-A permeabilitesi
tek basina uygulandiginda 4,81 + 0,14 x 10 5,71 + 0,18 x 10® cm/sn, KET ile
uygulandiginda ise 4,28 + 0,07 x 10°®; 5,53 + 0,08 x 10°® cm/sn olarak bulunmustur.
Malnitrisyon gelistirilen Caco-2 hiicrelerinde MET'in permeabilitesi tek basina
uygulandiginda 4,15 + 0,04 x 10®; 3,80 + 0,08 x 10® cm/sn, KET ile uygulandiginda ise
4,60 + 0,33 x 10%; 4,33 + 0,06 x 10°® cm/sn olarak bulunmustur. Boylece elde edilen
bulgulara gore KET uygulamasi ile MET'in permeabilite degerleri anlamli olarak

degismemistir (p > 0,05).

Kontrol ve malnitrisyonlu hiicre guruplari karsilastirildiginda MET’in B-A
permeabilitesi Caco-2 hiicrelerinde KET ile uygulandiginda malnitrisyonlu grupta

artmistir (p < 0,001).

Hiicre kultlrd cahsmalari kapsaminda HCT-8 ve Caco-2 hicre hatlarinda
MET’in permeabilitesi hem tek basina hem de PMAT inhibitori olan VER varliginda
incelenmistir. HCT-8 hiicrelerinde MET’in A-B ve B-A permeabilite degeri tek basina
ve VER ile uygulandiginda sirasiile 4,72 + 0,09 x 10°%; 4,34 + 0,17 x 10® cm/sn ve 4,87
+ 0,09 x 10°®; 4,60 + 0,05 x 10® cm/sn olarak bulunmustur. Diger taraftan, Caco-2
hicrelerinde MET'in A-B ve B-A permeabilite degeri tek basina ve VER ile
uygulandiginda sirasi ile 4,12 + 0,04 x 10°®; 3,77 + 0,09 x 10® cm/sn ve 4,47 + 0,12 x
10%; 4,27 + 0,12 x 10°® cm/sn olarak bulunmustur. Elde edilen bulgulara gore KET
uygulamasi ile MET’in permeabilite degerleri anlamli olarak degismemistir (p > 0,05).
MET’in Net flux orani HCT-8 ve Caco-2 hiicreleri icin sirasiyla 1,19 ve 0,92 olarak

bulunmustur.
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Malntrisyon gelistirilen HCT-8 hiicrelerinde MET’in A-B ve B-A permeabilitesi
tek basina uygulandiginda 4,81 + 0,14 x 10 5,71 + 0,18 x 10® cm/sn, KET ile
uygulandiginda ise 5,68 + 0,05 x 10°®; 4,88 + 0,07 x 10°® cm/sn olarak bulunmustur.
Malnitrisyon gelistirilen Caco-2 hiicrelerinde MET'in permeabilitesi tek basina
uygulandiginda 4,15 + 0,04 x 10®; 3,80 + 0,08 x 10® cm/sn, KET ile uygulandiginda ise
4,76 + 0,11 x 10%; 3,84 + 0,02 x 10°® cm/sn olarak bulunmustur. Boylece elde edilen
bulgulara gore VER uygulamasi ile MET'in permeabilite degerleri anlamh olarak

degismemistir (p > 0,05).

Kontrol ve malnutrisyonlu hiicre guruplari karsilastirildiginda malnutrisyonlu
grupta MET’in A-B ve B-A’ya permeabilitesi HCT-8 hiicre hattinda VER uygulamasi ile
artarken (p < 0,05), B-A permeabilitesi Caco-2 hiicrelerinde azalmistir (p < 0,05).
Bunun sonucunda PMATIn MET absorpsiyonunda etkisinin olabilecegi

distnilmistir.

Malnitrisyonlu grupta MET’in permeabilitesindeki artisin malnitrisyonda
hicreler arasi siki kavsaklarin gevsemesinin bir sonucu olarak ortaya ciktig

distnlilmastir (8).

Literatirde MET’in permeabilitesi farkl yontemler kullanilarak incelenmistir.
MET’in Caco-2 hiicre hatlari kullanilarak tayin edilen permeabilite degerleri 0,37 x 10
6 cm/sn ile 54,8 x 10 arasinda degismektedir (255-259). Tez kapsaminda yapilan
calismalardan elde edilen permeabilite sonuclari literatiir ile benzerlik

gostermektedir.

Ayrica, yluksek hiz ve diisik maliyetli olan Paralel Yapay Membran Gegirgenlik
Testi (Parallel Artificial Membrane Permeability Assay, PAMPA) ile da MET'in
permeabilitesi arastirilmistir. MET in PAMPA’dan tayin edilen permeabilite degeri
1,53 + 0,05 x 10°® cm/sn olarak bulunmustur (260). Caco-2 hiicrelerinden ve bagirsak
perflizyonu calismalarindan tayin edilen permeabilite degerleri sirasi ile 4,0 x 10
cm/sn ve 2,0 x 10— 3,3 x 10 cm/sn olarak birbirlerine yakin bulunmustur (221, 260-

262). PAMPA ile tayin edilen MET permeabilitesi tez kapsaminda yapilan Caco-2 ve
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HCT-8 hiicrelerinden elde edilen MET permeabilite degerlerine kiyasla daha yuksek

olarak bulunmustur.

PAMPA daha disik maliyetli bir yontem olsa da permeabilite ¢calismalarinda
hicrelerin kullanimi bagirsak epitel hiicrelerinin yapisini ve tasima mekanizmalarini
daha dogru temsil etmektedir. Ayrica, hiicre kullanilarak yapilan ¢alismalarda aktif
tasima ve metabolizma gibi mekanizmalari da modellenebilmektedir. Teksin ve ark.
PAMPA ile elde edilen permeabilite degerleri ile Caco-2 hiicrelerinden elde edilen
permeabilite degerlerini karsilastirmiglardir. Metoprolol dahil olmak Uzere etkin
maddelerin (6rn. asiklovir, atenolol, karbamazepin, ketoprofen, verapamil gibi)
PAMPA ile bulunan permeabilite degerleri Caco-2 hiicrelerine kiyasla genellikle daha
dusiktlr (260). Bu sonuglar tez kapsaminda hiicreler kullanilarak yapilan transport
calismalarindan elde edilen permeabilite degerlerine kiyasla literatlirde yer alan

PAMPA sonucunun daha dislik olmasini agiklamaktadir.

Wu ve Benet’in ilaglarin absorpsiyonlari Gzerinde tasiyici proteinlerin etkisini
inceledigi calismada metoprolol gibi Sinif I’'de yer alan ilaglarin absorpsiyonlari
Uzerinde taslyici proteinlerin etkisinin minimum diizeyde oldugunu 6ne siiriilmustir.
Bu durum Sinif I’de yer alan ilaglarin yiiksek ¢éziiniirliik 6zelliklerindan dolayi GiS'te
eksorptif tastyicilari doygunluga ulastiracak kadar yiksek oranda bulunmasina
baglamistir. Sinif lll'te yer alan ilaglarin absorpsiyonu lizerinde absorptif tasiyicilarin
etkisinin daha baskin oldugu 6ngorilmektedir (104). Sinif I'de yer alan MET'in
inhibitor varhiginda HCT-8 ve Caco-2 hiicrelerinden permeabilitesindeki degisiklikler
anlamli bulunmamistir. Elde edilen sonuglar Wu ve Benet’in varsayimi ile tutarhdir.
Diger yandan, tez kapsaminda ATN’nin permeabilitesi/absorpsiyonu lizerine inhibitor
etkisi incelenmedigi icin absoptif tasiyicilarin ATN’nin absorpsiyonu Uzerine etkisi ek

¢alismalar yapilarak arastirilabilir.

HCT-8 ve Caco-2 hiicrelerinden MET'in inhibitér varligi ve yoklugundaki
permeabilite degerleri birbirlerine yakin olarak bulunmustur. ATN’nin permebilite
degerleri ise HCT-8 hiicrelerinde Caco-2'ye gore daha yuksek bulunmustur. Ayrica,

Caco-2 hiicrelerindeki permeabilite degerlerine gére ATN icin net flux orani 1,86
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bulunmus olup, ATN’nin P-gp substarti olup olmadigi arastirilabilir. Sonug olarak HCT-
8 hiicreleri MET igin Caco-2 hicrelerinin yerine kullanilmasi diistintlebilirken ATN igin
elde edilen sonuglarin farkliligina dayanarak bu degisim icin daha fazla calisma
yapilmasi gerekmektedir. Ayrica hiicrelerin birbirlerinin yerlerine kullaniminin ilacin
ince bagirsaktan absorpsyion 6zelliklerine (transseliler ve paraseliiler) dayandirilarak

bir genelleme yapilabilmesi igin daha fazla ilag kullanilarak ek ¢alismalar yapilmalidir.

Hucre kiltari gahismalari hayvan deneylerine kiyasla daha hizli ve daha diistik
maliyetli olsa da hticre kiltlri calismalarinda elde edilen sonuglar etkin maddelerin
permeabilite degerleri icin sinirli bilgi saglamaktadir. in situ bagirsak perfiizyonu ile
permeabilite tayininde hayvanlarin kullanilmasi, canli organizmanin temsiline olanak
saglamaktadir. Béylece elde edilen sonuglar daha gilivenilir olabilmektedir. Ayrica, in
situ bagirsak perflizyonu calismalarinda perfiize edilen segment(ler)e bagh olarak
etkin maddenin permeabilitesindeki degisiklikler degerlendirilebilmektedir. Bdylece
hicre kiltliriine kiyasla daha fazla veri elde edilmesine olanak saglamaktadir. Bu
nedenle hiicre kiltird ¢ahsmalarindan sonra in situ bagirsak perflizyonu galismalari

yapilarak sonuglar degerlendirilmistir.

5.3.2. in situ Bagirsak Perfiizyonu Calismalar
in situ Uglii Bagirsak Perfiizyonu Teknigi

Etkin maddelerin ¢ozinlrlik ve permeabilite degerlerine gore BSS
siniflandirmasi yapilmaktadir. CozUnurlik tayinlerinin yapilmasinda genellikle shake-
flask yontemi onerilirken, permeabilite tayini igin insanlarda farmakokinetik
calismalar (kutle-denge ve mutlak biyoyararlanim calismalari), in vivo bagirsak
perfiizyon calismalari, insan ya da hayvan bagirsak dokulari kullanilarak in vitro
permeasyon calismalari ve tek tabakali epitel hiicre kiltlrlerinden in vitro
permeasyon calismalari gibi birden fazla yontem 6nerilmektedir (45). Hayvanlarda
yapilan in situ bagirsak perfiizyonu calismalari noral endokrin, lenfatik ve mezenterik
kan dolasiminin korunmasi ve insanlarda yapilan in vivo deneylere benzer sonuglar

vermesinden dolay siklikla tercih edilmektedir (263). Bu nedenle tez kapsaminda
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yapilan calismalarda in situ bagirsak perflizyonu ¢alismalari yapilarak permeabilite

degerlendirilmistir.

intestinal perfiizyon, 1958 yilinda Schanker ve ark. tarafindan énerilmis olup
ekonomik olmasi ve cerrahi teknigin kolayligindan dolayi yaygin olarak kullanilmistir
(264). Bagirsaklardan aborpsiyon ve permeabiliteyi incelemek amaciyla perfiizyon
¢Ozeltisinin tek gecisli (single pass) (265, 266) veya sirkilasyonlu (recirculation) (267)
olarak gerceklestirildigi iki farkli yontem kullanilmaktadir. Doluisio ve ark. tarafindan
tanimlanan, perfiizyon ¢ozeltisinin sirklle edildigi yontemlerin (268) en biylk
dezavantaji, zamanin fonksiyonu olarak perflizyon c¢ozeltisinden eksilen kisim
Olculdugl icin, absorpsiyonu disik olan etkin maddelerle ¢aligildiginda hatali

sonuglar verebilmesidir (269).

Tez kapsaminda vyapilacak in situ bagirsak perflizyonu calismalarinda
permeabilitesi yuksek olan MET ve dusik olan ATN kullanilmistir. Ayrica,
malnitrisyon gelisimine bagh olarak ATN ve MET’in permeabilitelerinde degisiklik
(artma/azalma) olacagi 6ngorilmektedir. Bu nedenle ATN ve MET’in bagirsaklardan
permeabilite ve absorpsiyon 6zellikleri Gizerinde malnitrisyonun etkisini incelemek
amaciyla limenden kayip esasina dayanan, Higuchi ve ark. tarafindan o6nerilen,
bagirsak segmentinin perflizyon ¢oOzeltisinin tek gecisli (single pass) olarak perflize
edildigi yontem kullanilarak tg¢ farkli bagirsak segmenti (jejunum, ileum ve kolon) ayni
anda perfiize edilmistir (218). Boylece ATN ve MET ic¢in kontrol ve malnitrisyonlu
gruplardan elde edilen permeabilite degerleri daha glivenilir olacak ve farkli bagirsak
segmentlerinin es zamanh perflizyonu gerceklestirilebilecektir. Tek gecisli bagirsak
perfizyonunun dezavantajlari arasinda (i) perflizyon c¢ozeltisi sirkiile edilmedigi icin
fazla miktarlarda perflizyon ¢ozeltisine ihtiya¢ duyulmasi, (ii) cerrahi islem esnasinda
barsaklarin iyi temizlenememesi ve (iii) perfiize edilen segmentlerden kan sizintinin
olmasina bagli olarak numunelerin limen icerigi ile kontamine olabilmesidir. Bu
nedenle, perflizyon ¢ozeltisi fazlasi Ustlinden hazirlanmis, perfize edilecek bagirsak
segmentleri izole edildikten sonra serum fizyolojik ile yikanmis ve gerekli 6nlemler

alinarak kan sizintisi olusumu énlenmistir.
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Perflizyon deneylerinde deney hayvani olarak uygun boyutlu olmasi, kolay
Uretilmesi ve literatlirde yaygin olarak kullanilmasindan dolayi SD cinsi erkek sicanlar
kullanilmistir (270). Perflizyon galismalarinda, perflizyon ¢ozelitisi olarak Golytely
¢Ozeltisi, MES tamponu ve HBSS gibi cesitli ¢ozeltiler kullanilmaktadir (271-273).
Bunlardan MES tamponu kolay hazirlanir, kimyasal ve enzimatik olarak dayanikhdir,
biyoanalitik uygulamalarda siklikla kullanilir, suda ¢ozinir ve pKa’si sicakliktan
etkilenmez (192, 274). Bu nedenle tez kapsaminda yapilan perfiizyon ¢alismalarinda

perflizyon ¢ozeltisi olarak MES tampon kullaniimistir.

Perfiizyon Deneyleri
e Su Dengesine Ulasma Zamaninin Tayini

intestinal epitelden su akisi paraseliler ve transseliiler vyollarla
gerceklesmektedir. GiS epitelinden suyun hareketi aktif iyonik transport veya ozmotik
gradyanla gerceklesmektedir. Yapilacak calismalarda, bagirsaklardan permeabilitesi
olmayan (hemoglobin, radyoaktif olarak isaretlenmis polietilen glikol ve fenol kirmzisi
gibi) bir referans madde kullanilarak bagirsaklardaki su dengesinin incelenmesi
gerekmektedir (275, 276). Referans maddeler arasinda en yaygin olarak cesitli
konsantrasyonlarda (0,005-0,1 mg/mL) fenol kirmizisi kullaniimaktadir (24).
Perflizyon c¢ozeltisine yiksek konsantrasyonda fenol kirmizisinin kullanimi sonucu
olusan ¢6zeltinin analizinde yliksek oranda seyreltmeye gereksinim duyulmaktadir.
Bu nedenle perflizyon ¢ozeltisine sifir permeabilite referans maddesi olarak eklenen

fenol kirmisizi 0,1 mg/mL konsantrasyonunda kullaniimistir.

Fenol kirmizisinin bagirsaga giris ve ¢ikis konsantrasyonlarinin oraninin bire
esit olmasi kararli duruma ulagsma zamanidir ve bagirsak segmentlerinde su
dengesinin saglandiginin gostergesidir. Literatlirde yer alan c¢alismalarda bagirsak
segmentleri icin su dengesine ulasma zamani arastiriimistir. Dahan ve Amidon’un
calismasinda proksimal jejunum, orta ince barsak ve distal ileum ortak olarak

degerlendirilmis ve su dengesine ulasma siresi 1 saat olarak belirtilmistir (Dahan and
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Amidon, 2009). Diger taraftan, Wagner ve ark. ise jejujum, ileum ve kolon igin su
dengesine ulagma siresinin 30 dk oldugunu bildirmislerdir (277). Zakeri Milani ve ark.
yapmis oldugu bir ¢alismada jejunum igin su dengesine ulasma siresi 40 dk olarak
belirlenmistir (262). Bolimimiizde daha o6nce vyapilan bagirsak perflizyonu
¢alismalarinda fenol kirmizisinin dengeye ulasma zamani jejunum, ileum ve kolon igin
sirasiyla 20, 15 ve 30 dk olarak belirlendigi icin tez kapsaminda yapilan ¢alismalarda
fenol kirmizisinin kararl duruma ulasma sireleri tim bagirsak segmentleri icin 30 dk

olarak kabul edilmistir (278, 279).

e Atenolol ve Metoprolol Tartaratin Permeabilitesini incelemek Amaciyla

Yapilan Galigmalar

ATN yuksek ¢oznurlik, distuk permabilite 6zelligi gdsterdigi icin BSS Sinif llI’te
yer almaktadir. Dislik permeabilite 6zelligi gostermesi nedeni ile elde edilen
permeabilite degerlerinde /n fonksiyonuna bagli olarak negatif sonuglar bulunmustur.
Ayrica, MET icin de numunelerin ¢ogu icin pozitif permeabilite degerleri bulunmus
olsa da bir kismi negatiftir. Elde edilen bulgular lizerine literatiir taramasi yapilmistir.
Salphati ve ark. ATN ve MET’in de yer aldigi etkin maddeler kullanilarak yapmis olugu
in situ bagirsak perflizyonu ¢alismasi sonuglari Pesricin kullanilan denkleme eksi isareti
koyularak degerlendirilmistir (220). Ayrica Gokce ve ark. tarafindan yapilan calismada
da Petr degeri hesaplamak icin kullanilan formiile eksi koyularak elde edilen sonuglar

degerlendirilmistir (222).

Wagner ve ark. tarafindan yapilmis olan bir c¢alismada farkh talinolol
konsantrasyonlari (0,025; 0,05; 0,1; 0,25 and 0,5 mmol/L) ve perfiizyon ¢6zeltisinin
sistemden farkl gecis hizlari (1,8; 3,6; 9,1; 18,2 and 36,4 mg/min) kullanilarak in situ
bagirsak perfiizyonu calismalari yapilmistir. Elde edilen sonuclara gore 6zellikle diisiik
dozda (0,025 mmol/L) ve dusiuk hizda (1,8 mg/dk) uygulanan talinolol ¢ozeltileri
sonucunda elde edilen permeabilite degerleri negatif olarak bulunmustur (277).
Talinolol BSS Sinif Il (dusik ¢ozlintrlik, yiksek permeabilite)’de (138) yer almasina

ragmen negatif Pets degerleri elde edilmistir.
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Dahlgren ve ark. ATN, enalaprilat, ketoprofen ve MET etkin maddeleri ile
yapmis oldugu in situ bagirsak perflizyonu galismasi sonuglari limenden kayip esasina
gore ve plazma etkin madde konsantrasyonlarinin 6lglilmesi ile degerlendirilmistir.
Limenden kayip esasina dayali olarak yapilan hesaplamalarda negatif permeabilite
degerleri tespit edilmistir. Permeabilite degerleri (i¢ yaklasim (negatif degerler isleme
dahil edilerek, negatif degerler ihmal edilerek ve negatif degerler sifir kabul edilerek)
kullanilarak degerlendirilmistir. Limenden kayip esasina gore elde edilen sonuclar
plazma konsantrasyonlari 6l¢tlerek hesaplanan sonuglarla kiyaslandiginda limenden
kayip sonucu bulunan negatif degerlerin ihmal edilmemesi gerektigi sonucuna

ulasiimistir (280).

Literatlr arastirmalari sonucuna permeabilite icin kullanilan denklemin Esitlik
3.24’te verilmis ve permeabilite degerleri hesaplanarak n=4 {stiinden

degerlendirmeler yapilmigtir (Bkz. Tablo 4.24.).

e Atenolol

Kontrol grubunda (saglikh) vyapilan c¢alismalarda farkli  bagirsak
segmentlerinden tayin edilen permeabilite degerleri (jejunum: 3,74 + 0,19 x 10°
cm/sn; ileum: 4,39 + 0,90 x 10 cm/sn, kolon: 26,53 + 4,92 x 10 cm/sn (ortalama
1SH) ATN’nin absorpsiyonunun en yiiksek oldugu segmentin kolon ve en disuk

oldugu segmentin ise jejunum oldugunu gostermistir (Bkz. Tablo 4.24.).

Malnltrisyonlu  grupta vyapilan calismalarda ise farkhh  bagirsak
segmentlerinden tayin edilen permeabilite degerleri (jejunum: 6,07 + 0,39 x 10~
cm/sn; ileum: 12,30 + 1,12 x 10°cm/sn, kolon: 26,98 + 2,88 x 10 cm/sn) ATN’nin
absorpsiyonunun en yiiksek oldugu segmentin kolon ve en disik oldugu segmentin
ise  jejunum oldugunu gostermistir. Kontrol ve malnitrisyonlu gruplar
karsilastirildiginda ATN’nin kolondan permeabilitesi malnttrisyondan etkilenmezken

(p > 0,05), jejunum ve ileumdan permeabilitesi malntitrisyonda azalmistir (p < 0,05).
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Literatlirde ATN’nin bagirsaklardan permeabilitesini inceleyen c¢esitli
calismalar bulunmaktadir (281-283). Lozoya-Agullo ve ark. tarafindan yapilan bir
¢alismada erkek Wistar sigcanlarin (250-300 g) kolonu “closed loop” perflizyon teknigi
(268) ile perfiize edilmistir. ATN’nin (500 uM) kolon permeabilitesi 2,32 + 0,21 x 10~
(ortalama % SS, n=6-7) cm/sn ve absorpsiyon hiz sabiti 0,429 + 0,038 sa! olarak
bulunmustur (283). Venkatesh ve ark. (erkek SD sicanlar: 250-350 g) tek gecisli insitu
tek gecisli perfliizyon calismasi ile ATN’nin (400 pM) sican jejunumundan
permeabilitesini 2,2 + 0,40 x 10~ cm/sn olarak tayin etmistir (281). Brouwers ve ark.
tarafindan sigcanlarda (erkek Wistar: ~350 g) gergeklestirilen perflizyon ¢alismasinda
ATN’nin (50 mM) ileumdan permeabilitesi 0,2 + 0,0040 x 10 cm/sn olarak
bulunmustur (282).

Tez kapsaminda vyapilan c¢alismalarda 400 pg/mL konsantrasyonunda
uygulanan ATN’nin kontrol grubundaki permeabilitesi jejunum, ileum ve kolon icin
sirastyla 3,74 + 0,19 x 10°; 4,39 + 0,90 x 10 ve 26,53 + 4,92 x 10 cm/sn olarak
bulunmustur. Bulunan degerler literatlirdeki permeabilite degerlerinden farklidir.
Ayrica, malnutrisyon gelistirilen sicanlarda in situ intestinal perfizyon teknigi
kullanilarak ATN’nin permeabilitesini inceleyen herhangi bir calisma literatirde
mevcut olmadigl icin malnitrisyon gelistirilen sicanlardan elde edilen permeabilite

degerleri literatiir ile kiyaslanamamistir.
e Metoprolol Tartarat

Kontrol grubunda (saghkh) vyapilan calismalarda farkh bagirsak
segmentlerinden tayin edilen permeabilite degerleri (jejunum: 4,35 + 0,69 x 10~
cm/sn; ileum: 12,08 + 0,79 x 10 cm/sn, kolon: 28,74 + 3,53 x 10° cm/sn) MET’in
absorpsiyonunun en yiiksek oldugu segmentin kolon ve en disik oldugu segmentin

ise jejunum oldugunu gostermistir (Bkz. Tablo 4.27.).

Malnltrisyonlu  grupta vyapilan calismalarda ise farklh  bagirsak
segmentlerinden tayin edilen permeabilite degerleri (jejunum: 3,95 + 0,63 x 107

cm/sn; ileum: 12,60 + 1,37 x 10°cm/sn, kolon: 13,15 + 1,62 x 10 cm/sn) MET’in
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absorpsiyonunun en yuksek oldugu segmentin kolon ve en diisiik oldugu segmentin
ise jejunum oldugunu gostermistir. Kontrol ve malnitrisyonlu gruplar
karsilastirildiginda MET’in jejunum ve ileumdan permeabilitesi malnitrisyondan

etkilenmezken (p > 0,05), malnitrisyonda kolondan MET permeabilitesi azalmistir.

Kontrol grubunda MET’in tek basina ve P-gp inhibitori olarak kullanilan
ELA'nin perflizyon ortamina eklenmesiyle bagirsak segmentlerinden elde edilen
permeabiliteleri jejunum, ileum ve kolon igin sirasiyla 4,35 + 0,69 x 10>; 12,08 + 0,79
x 10°; 28,74 + 3,53 x 10° cm/sn ve 3,95 + 0,65 x 10; 12,10 + 1,88 x 10~°; 28,02 + 4,08

x 10 cm/sn olarak bulunmustur.

Malnutrisyonlu grupta MET’in tek basina ve ELA’nin perflizyon ortamina
eklenmesiyle bagirsak segmentlerinden elde edilen permeabiliteleri jejunum, ileum
ve kolon igin sirasiyla 3,95 + 0,63 x 10; 12,60 + 1,37 x 10°; 13,15 + 1,67 x 10 cm/sn
ve 4,68+0,89x107>; 18,03+2,63x10>; 13,23+ 1,62 x 10> cm/sn olarak bulunmustur.

Kontrol ve malnitrisyonlu hiicre guruplar karsilastirildiginda MET’in
permeabilitesinin ELA uygulamasi ile anlamli olarak degismemistir (p > 0,05). Elde
edilen bulgulara gére MET’in absorpsyionunda P-gp’nin bir roliiniin olmayabilecegi

sonucuna ulasiimistir.

Literatirde MET’in bagirsaklardan permeabilitesini inceleyen ¢esitli calismalar
bulunmaktadir (189, 273). Incecayir ve ark. tarafindan erkek Wistar sicanlar (250-310
g) ve BALB/c fareler (20-25 g) kullanilarak tek gegcisli perflizyon calismasi yapilmistir.
Metoprololiin (400 pg/mL) sican jejunum ve ileumundan permeabilitesi sirasiyla 3,3
+ 1,1 x 10 ve 5,7 + 1,7 x 107 cm/sn olarak bulunurken, farelerin jejunumundaki
permeabilite degeri 5,5 + 0,5 x 107> cm/sn olarak tayin edilmistir (189). Gulsun ve ark.
erkek SD sicanlarinda (250-350 g) tek gecisli perflizyon calismasi yapmis ve MET igin
tayin edilen permeabilite degerleri jejunum, ileum ve kolon icin sirasiyla 5,77 + 3,37 x
10>; 4,33 + 0,48 x 10° ve 10,50 + 3,15 x 10° cm/sn olarak bulunmustur.
Segmentlerdenki permeabilite degerleri karsilastirildiginda jejunum ile kolon ve ileum
ile kolon arasindaki fark anlaml bulunurken (p < 0,05) jejunum ile ileum arasinda

anlamli bir fark bulunmamistir (273).
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Tez kapsaminda vyapilan c¢alismalarda 800 pg/mL konsantrasyonunda
uygulanan MET’in permeabilitesi jejunum, ileum ve kolon igin sirasiyla 4,35 + 0,69 x
10, 12,08 + 0,79 x 10 ve 28,74 + 3,53 x 10> cm/sn olarak bulunmustur. Bulunan
degerler literatirdeki mevcut permeabilite degerleri ile karsilastirildiginda jejunum
icin benzer permabilite degerleri elde edilirken, ileum ve kolon igin elde edilen
permeabilite degerleri literatlire gorre daha vyiksek bulunmustur. Ayrica,
malnitrisyon gelistirilen sicanlarda in situ intestinal perfiizyon teknigi kullanilarak
MET’in permeabilitesini inceleyen herhangi bir calisma literatlirde mevcut olmadigi
icin malnitrisyon gelistirilen sicanlardan elde edilen permeabilite degerleri literatir

ile kiyaslanamamistir.

MET’in referans olarak kullanildigi HBSS, Golytely ¢ozeltisi ve MES tamponu
gibi cesitli perflizyon ortamlari kullanilarak yapilan in situ bagirsak perfiizyonu
¢alismalarinda MET’in permeabiliteleri farkh bulunmustur. HBSS kullanildiginda
MET’in permeabilitesi jejunum, ileum ve kolon icin sirasiyla 1,37; 4,83; 3,27 x 107
cm/sn; Golytely c¢ozeltisi kullanildiginda ise MET’in permeabilite degerleri sirasiyla
2,90; 2,71; 2,91 x 10 cm/snh olarak bulunmustur (278). HBSS kullanilarak yapilan
perflizyon deneylerinde MET’in permeabilite degerleri her bir bagirsak segmentinde
birbirinden farkh bulunurken, Golytely ¢ozeltisi kullanildiginda permeabilite degerleri
tim segmentler icin birbirine yakin olarak bulunmustur. Diger taraftan, Kaynak ve ark.
tarafindan yapilan bir galismada Golytely ¢ozeltisi kullanilmis ve MET’in permeabilite
degerleri jejunumdan 3,19 + 0,18 x 10> cm/sn, ileumdan 6,39 + 0,24 x 10 cm/sn, ve
kolondan 8,43 + 0,52 x 10> cm/sn olarak bulunmustur (284). Perfiizyon ortami olarak
MES tamponu kullanildiginda ise MET’in permeabilitesi jejunum, ileum ve kolon igin
sirasi ile 5,77 + 3,37 x 10°; 4,33 + 0,48 x 10 ve 10,50 * 3,15 x 10 cm/sn olarak
bulunmustur (273, 284). Boylece, kullanilan perflizyon c¢ozeltisinin permeabilite

degerleri Gstiinde etkisinin oldugu sonucuna ulasilmistir.

Literatirde malnitrisyon gelistirilen sicanlarda MET’in  permeabilitesini
inceleyen herhangi bir calisma bulunmadigl icin sonuclar literatir ile

kiyaslanamamustir.
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MET, BSS Sinif | (ylksek ¢ozlinlrliik ve yliksek permeabilite)’de yer almakta
(285) ve etkin maddelerin permeabilite siniflarini tayin etmek igin referans olarak
kullanilmaktadir (45, 286). Permeabilite degerleri MET’ten dusik olan etkin
maddelerin distk permeabiliteye sahip oldugu kabul edilmektedir (221). Ayrica, logP
degeri MET'in logP degerinden (logP=1,72) daha disik olan maddelerin
permeabilitesinin disik oldugu kabul edilmektedir (287). Tez kapsaminda yapilan
calismalarda tim segmentlerinde ATN’nin permeabilitesi MET’ten daha duslk
bulunmustur. Boylece ATN’nin permeabilitesinin disiik oldugu yapilan deneysel

calismalarla da kanitlanmistir.

5.3.3. insan Absorpsiyon Derecesinin Kestirimi Calismalari

Farmakokinetik parametrelerin tlrler arasinda ekstrapole edilebilmesi igin
alometri gibi yontemler kullanilmaktadir. Sicanlarda yapilan in situ perfiizyon
deneylerinden elde edilen permeabilite degerleri kullanilarak Fagerholm ve ark.
tarafindan 1996 yilinda insan absorpsiyon derece kestirimlerinin yapilabilecegi
gosterilmistir (288). Tez kapsaminda sicanlarda yapilan in situ bagirsak perflizyonu
calismalarindan her bir bagirsak segmenti icin elde edilen permeabilite degerleri

kullanilarak insan Pefs ve absorpsiyon dereceleri kestirimleri yapilmistir.

Kontrol ve malnitrisyonlu gruplarda hem ATN hem de MET icgin en yiliksek
absorpsiyon dereceleri kolonda bulunmustur (~ %1). ATN’nin jejunum ve ileumdan
absorpsiyon dereceleri malnitrisyonlu grupta artmistir (p < 0,01). MET’in ise tek ve
ELA ile uygulamasinda kolondaki absorpsiyon derecesi malniitrisyonlu grupta
azalmistir (p < 0,05). Elde edilen sonuglar permeabilite degerlerinin degisimi ile

uyumlu bulunmustur.

Lennernas ve ark. single-pass perfiizyon calismalari ile ATN ve MET’in insan
jejunumundaki Petrdegerlerini arastirmistir. Ortalama net sivi akisi yaklasik olarak 1,5-
2,0 mL/sa/cm olarak tespit edilmis ve segmente net bir sekresyon oldugu sonucuna
ulasilmistir. Pesrdegerleri well-stirred modele gore hesaplanmistir. ATN ve MET’in Pes

degerleri sirasiile 0,2 ve 1,4 x 10 cm/sn olarak bulunmustur (289). Tez kapsaminda



198

yapilan ¢alismalarda benzer sekilde segmete sekresyon oldugu sonucuna ulasiimistir.
Ayirca, saglikliinsanlar igin yapilan jejunumdan ATN ve MET’in kestirim sonuglari sirasi
ile 1,375 + 0,069 ve 1,597 + 0,249 x 10*cm/sn olarak bulunmustur. ATN i¢in bulunan
permeabilite degerleri Lennernas ve ark.’na kiyasla daha ytiksek bulunurken, MET icin

bulunan permeabilite degerleri birbirlerine yakindir.

In vitro calismalardan elde edilen ATN ve MET’in permeabililte degerleri in situ
¢alismalardan elde edilen her bir bagirsak segmentindeki degerlere kiyasla daha
kiiclik olarak bulunmustur. in vitro ve in situ sistemler izole edilmis sistemler oldugu
icin saglamis olduklari bilgiler izole edilen bélgeye bagli olarak sinirlidir. Bu nedenle
tez kapsaminda in vitro ve in situ galismalarin devami niteliginde karsilagtirma

saglanmasi i¢in in vivo ¢alismalar yapilmistir.

5.4. in vivo Galismalar

Plazma ila¢ konsantrasyonu-zaman egrisinin dogru sekilde tanimlanabilmesi
icin kan ornegi alma zamanlarinin uygun sekilde belirlenmesi biylik ©6nem
tasimaktadir. Bu nedenle, pilot ¢calismalar icin 6rnekleme zamanlari literatiirde yer
alan ornekleme zamanlari denenerek belirlenmistir. Pilot calismalar sonucu elde
edilen numuneler HPLC'de o6nceden valide edilmis yontem kullanilarak tayin
edilmistir. HPLC yonteminde ATN ve MET igin LLOQ degerleri sirasi ile 5,13 ve 4,97
ug/mL Bulundugu icin, plazma ilag konsantrasyonlarinin glivenilir tayinleri igin,
konsantrasyonlar LLOQ degerlerinden bulylik olmalidir. LLOQ degerlerinden kigik
olan konsantrasyonlar profillerin olusturulmasina dahil edilmemistir. ATN ve MET’in
uygulamasi sonucu elde edilen plazma numunelerinden miktar tayinlerinin
yapilabilmesi ve farmakokinetik profillerinin olusturulabilmesiigin sirasiyla 250 pg/mL

ve 400 pg/mL dozlari segilmistir.

ATN ve MET icin yapilacak in vivo ¢alismalarda doz ve kan 6rnegi alma sikligini
belirlemek amaciyla pilot calismalar yapilmistir. ATN (250 pg/mL) ve MET (400 pg/mL)

tek doz olarak sicanlara uygulanmistir. ATN uygulanan kontrol ve malnitrisyonlu
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gruptan elde edilen farmakokinetik profiller birbirlerine yakin bulunurken, MET
uygulanan malnitrisyonlu gruplarin absorpsiyon fazlari kontrol grubuna kiyasla daha
yuksek bulunurken egri benzer sekilde inmistir. Ayrica, ELA uygulanan (5 mg/kg)
kontrol grubu, sadece MET uygulanan malnitrisyonlu grubun profiline benzerlik
gostermistir. Diger taraftan, ELA uygulanan malnitrisyonlu sicanlarin plazma MET
konsantrasyon-zaman egrisinin inen kismi yeterince kan 6rnegi toplanamadig igin
tanimlanamamistir. Ayrica, secilen doz literatire gore daha yiksek oldugu icin

enzimlerin/tasiyici proteinlerin doygunlugu ihtimali ortaya ¢ikmistir.

5.5. Modelden Bagimsiz Yontem

Sicanlarda yapilan in vivo farmakokinetik calismalarin sonuglari modelden
bagimsiz yontemle analiz edilmistir. Elde edilen sonuglara gére ATN’nin saglikl ve
malnutrisyon gelistirilen sicanlarin farmakokinetik parametreleri arasinda istatistiksel
olarak anlamh bir fark bulunmamistir (p > 0,05). Diger yandan, MET uygulamasi
sonucu elde edilen AUC(g-), AUC(0-t), Cmaks, V€ tiast degerleri malnitrisyon gelistirilen
grupta saglikh gruba gore anlamli olarak artmistir (p < 0,05). CL/F ve tmaks degerleri ise
malnitrisyonlu grupta anlamli olarak azalmistir. Béylece malnttrisyonda MET e olan

ilag maruziyeti saglkli sicanlara gére daha fazla oldugu sonucuna ulasilmistir (p <0,05).

Modelden bagimsiz yétem, viicudu kompartmanlara ayirarak incelemez. Bu
nedenle organlarin fizyolojik 6zelliklerinin ayri degerlendirmesi mimkin degildir.
Malnutrisyonda viicutta meydana gelen degisikliklere bagl olarak model etkin
maddelerin absorpsiyon 06zelliklerinin arastiriimasi amaglandigl icin modelleme

calismalari yapilmistir.

Literatlrdeki bircok calismada sicanlara oral yoldan ATN ve MET uygulanmistir.
Yoon ve ark. saglikli erkek SD sigcanlara (200-250 g, n=5) 1, 2 ve 5 mg/kg dozlarinda
oral yoldan MET uygulamis ve farmakokinetik parametreleri degerlendirmistir. Elde
edilen AUC, Cmaks, tmaks, terminal t1/2 ve renal klerens (CLr) degerleri artan dozlar icin
sirasi ile 3,04 + 0,390; 6,61 + 1,23; 61,5 + 18,7 pg.dk/mL, 0,0610 + 0,0208; 0,126 +
0,0508; 0,828 + 0,177 ug/mL, 20; 20; 30 dk, 31,0 £ 9,50; 36,6 + 5,55; 45,4 + 8,27 dk ve
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5,14 + 3,62; 4,34 + 2,37; 3,31 + 2,48 mL/dk/kg’dir. Ayrica MET’in 0,5, 1 ve 2 mg/kg
dozlarinda IV inflizyon (1 dk) olarak uygulanmasi ile elde edilen sonuglardan elde
edilen CLR degerleri sirasi ile 9,13 + 2,83; 11,6 + 3,09 ve 10,0 + 4,14 mL/dk/kg olarak
bulunmustur. Diger yandan CLioplam degerleri artan dozlara gore sirasiile 71,9 £ 9,79;
76,8 £ 17,1 ve 71,3 + 13,3 mL/dk/kg bulunmustur. Boylece MET’in eliminasyonunda

bobreklerin etkisinin ihmal edilebilir oldugu sonucuna ulasiimistir (201).

Funai ve ark. saglikh erkek Wistar sicanlara (7-8 haftalik, n=6) 1 mg/kg
dozlarinda oral yoldan ATN uygulamis ve farmakokinetik profilleri degerlendirmistir.
Elde edilen AUC(p-), Cmaks, V€ tmaks degerleri sirasi ile 307 + 40 ng.sa/mL, 72,3 + 7,2
ng/mL ve 2,83 + 0,75 saattir (290).

Literatide yapilan galismalarda ATN ve MET icin daha disik dozlarla
¢ahsiimistir ve bu nedenle elde edilen farmakokinetik parametre sonuglari tez
kapsaminda yapilan galismalara kiyasla daha kiglik olarak bulunmustur. Diger yandan,
ATN ve MET icin literatlrde yer alan bircok calismada farmakokinetik parametreler
modelden bagimsiz yontem ile degerlendirilmistir. Ayrica, farmakokinetik
calismalarda yetersiz beslenen sicanlarda ATN ve MET'in farmakokinetik profilleri
degerlendirilmemistir. Bu nedenle tez kapsaminda yapilan calismalar literatire

onemli bir katki saglamaktadir.
5.6. Minimal Fizyolojik Esasli Farmakokinetik Modelleme Calismalari

Verrest ve ark. tarafindan yapilan calismalarda malnitrisyonda ilaglarin
absorpsiyonlarinin, protein baglanmasinin, dagilim hacimlerinin ve klerenslerin hem
arttigi hem de azaldig tespit edilmistir (103). Bu degisiklikler malniitrisyonda viicutta
meydana gelen degisikliklerin yaninda ilaca bagh da olabilmektedir. Maln(itrisyonda
ilaglarin farmakokinetigindeki degisiklikleri incelemek igin yapilan modelleme

calismalari sinirli sayidadir.

Williams ve ark. malnitrisyon gelistirilen sicanlarda ketaminin farmakokinetik
degerlendirmesi icin lineer memeli plazma klerens (linear mammillary plasma

clearance) modelleri kullanmislardir (244). Modelleme calismalari ile malnitrisyon
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sirasinda absorpsiyon oraninin arttigl ve klerensin azaldigi sonucuna ulasiimistir.
Ketamin esas olarak CYP450 enzimleri (CYP2B6, 2C9 ve 3A4) tarafindan metabolize
edilmektedir ve ylksek oranda ilk gecis metabolizmasina ugramaktadir. Diger
taraftan, Sjogren ve ark. saglikh ve malnitrisyonlu yetiskinler ile cocuklar arasindaki
vucuttaki farkliliklari degerlendirmistir  (67). Doku bilesenlerindeki azalma,
malnitrisyon seviyelerine goére tanimlanmis ve farkli malnitrisyon seviyelerinde
fizyolojik degisikliklerin gocuklara korele edilmesine yonelik fizyolojik dlgeklendirme
parametreleri belirlenmistir. Boylece, malnitrisyonlu sanal pediatrik popilasyonlar
olusturulmus ve bir PBPK modeli gelistirilmistir. ilaca maruziyetteki degisiklikler
(kafein, sefoksitin ve siprofloksasin icin artis; lumefantrin, pirimetamin ve silfadoksin
icin azalma) malnltrisyonda meydana gelen eliminasyon kapasitesindeki

degisikliklere baglanmistir.

Tez kapsaminda yapilan mPBPK modelleme galismalari ile oral uygulamayi
takiben kontrol (saglkli) ve malnitrisyonlu sicanlar icin ATN ve MET'in
farmakokinetigi degerlendirilmistir. mMPBPK modelleri anatomik ve fizyolojik 6zellikleri
icerip yalnizca kan/plazma verileri mevcut oldugunda ilaglarin plazma farmakokinetik
profillerini basariyla tanimlayabilmektedir. Ayrica mPBPK modelleri, benzer kinetik
ozelliklere sahip dokulari birlestirerek 'lumping' yaklasimini icerdiginden esnek
ozelliktedir (127). MET igin mPBPK modeli karaciger ve ilk gegis etkisi de dahil edilerek,
ATN modeli ise bobrek eklenerek genisletilmistir. Tez ¢alismalarindan elde edilen oral
profiller ve literatlir IV verileriyle beraber mPBPK modelleri kullanilarak
degerlendirilmistir. Ayrica, K, degerleri literatirden alinarak kullanilmis ve beta
blokoérlerin beklenen etkilerine uygun olarak kan akislari azaltilarak modelde

tanimlanmistir.

Malnutrisyonlu grupta ATN ve MET icin artan biyoyararlanim (0,43'ten 0,67'ye
ve 0,42'den 0,84'e) her iki absorpsiyon asamasinda daha yiksek absorpsiyon
oranlariyla iliskilendirilmistir. ATN icin hesaplanan F degerinin MET’e gore daha az
olmasi ATN’nin diisiik permeabilite 6zelligine baglanabilmektedir. MET icin elde
edilen F, Qn ve CLint ile hesaplanan biyoyararlaniminin 0,79 olmasi beklendiginden ilk

gecis etkisiyle iliskili olabilmektedir (F* = 1-CLn/Qn'den, CLn = IV Doz/AUC).
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ilaglarin absorpsiyonunu GiS'in farkli segmentlerinde farkhlik géstermektedir
(291). Tez kapsaminda yapilan in situ bagirsak perflizyonu ¢alismalari sonucunda ATN
ve MET’in absorpsiyonlarinin farkl bagirsak segmentlerine goére degisiklik gosterdigi
kanitlanmistir. Ayrica, ATN ve MET'in sican bagirsaginin farkh boéllimlerindeki
gecirgenligini arastirmak icin yapilan in situ ¢alismalarin sonuglari, ATN ve MET'in
gegirgenliginin GIS pH'sina bagll olarak degismesi nedeniyle her iki ilacin
absorpsiyonunun da bodlgeye bagh olarak degistigini gostermistir (292, 293). Bu
nedenle, mPBPKs modellerinde ATN ve MET icin iki veya ¢ absorpsiyon fazi
tanimlanmistir. Bu yaklasima benzer sekilde, oral uygulamadan sonra plazma ilag
konsantrasyonu-zaman profili asamalarindaki farkhliklar, ilaclarin GiS'te asagi dogru
hareket etmesiyle bélgeye bagl absorpsiyon oranlarinin degistigi hatta bu degisikligin
biyoyararlanimi da sinirlayabildigi "sonlu absorpsiyon siresi (finite absorption time)"

modelleri kullanilarak yorumlanmistir (217, 294).

Malnutrisyonda hticreler arasindaki siki kavsaklarin gevsemesine bagl olarak
ilaglarin absorpsiyonu artabilmektedir (8). Ayrica achk ve malnitrisyon sirasinda
tasiyicilarin ekspresyon seviyeleri artmaktadir. Ornegin, OATP (sicanlarda ve farelerde)
ve OCT'nin (farelerde) gen ekspresyonu, aclik ve malnitrisyonda artmistir (295-297).
ATN ve MET, OCT tasiyicilarinin substratlaridir (154, 298, 299). Fakat, OCT’nin
bagirsaklardaki ekspresyonunun ihmal edilecek kadar az olmasi nedeni ile OCT gen
ekspresyonunun malnitrisyondaki artisi, ATN ve METin absorpsiyonlarindaki

degisikligi ile iliskilendirilememistir.

Optimizasyon (t; degerleri) ve bulgularla birlikte popPK degerlendirmeleri de
uygun uyumlar saglamistir. ADAPT'deki naif havuzlama ve birlikte uyum ile benzer

sonuclar bulunmustur (Tablo 4.32.-4.35.).
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5.6.1. On Modelleme Calismalari

mPBPK modelleri genellikle kan kompartmani ile beraber bir ya da iki doku
kompartmani ile tanimlanmaktadir. Ayrica, mPBPK modelleri karaciger gibi organlar
ile de genisletilerek ilk gecis etkisinin de incelenmesine olanak saglamaktadir (127).
Cao ve Jusko tarafindan yapilan bir ¢calismada iki doku kompartmanh mPBPK modeli
karacigerin ayri bir kompartman olarak tanimlanmasi ile genisletilmis ve karacigerde
ilk gecis etkisine maruz kalan dihidrokodein, verapamil, repaglinid ve midazolamin
farmakokinetik parametrelerinin kestirimleri basariyla yapiimis ve ilk gecis etkisi
degerlendirilmistir (127). Nan ve Jusko ise ¢ kompartmanli mPBPK modelinde
ayirmis olduklari karaciger kompartmanini ¢ alt kompartmana bdlerek her bir alt
kompartmaninin intrinsik klerensleri de modele dahil edilmistir (208). Boylece
karacigerin mPBPK modellerinde ayri bir kompartman olarak degerlendirilmesi
yayginlagsmistir. Bu kapsamda ATN ve MET igin gelistirilen 6n modelde iki doku
kompartmanli mPBPK modeli kullanilmis olsa da ATN ve MET’in farmakokinetik
Ozellikleri dikkate alinmis ve ana eliminasyon organlari olan sirasiyla bobrek ve
karaciger, ayri kompartmanlar olarak degerlendirilmistir. Boylece hem ATN i¢in hem

de MET icin 3 doku kompartmanlh mPBPK modelleri gelistirilmistir.

Gelistirilen 6n modeller, ATN ve MET icin literatlirden elde edilen referans IV
profilleri kullanilarak test edilmistir. Referans IV profillere ait veriler Web Plot Digitizer
aracthigiile elde edilmistir. Verilerin bu sekilde elde edilmesi, asil verilerden sapmalari
da beraberinde getirebilmektedir. Bu nedenle orijinal verilerden elde edilecek sonug
ile tamamen ayni olamayabilmektedir. IV profillerin model uyumlarindaki az da olsa

sapmalar bu nedene baglamistir.

Literatlirde yer alan IV ATN uygulamasini takiben elde edilen plazma ATN
konsantrasyonu-zaman verileri kullanilarak ¢esitli 6n denemeler yapilmis ve model
uyumu degerlendirilmistir. Model uyumu en iyi olan Kumar ve ark. calismasindan elde
edilen ATN profili, referans olarak secilmistir (214). Ni ve ark. calismasi ise modelin
eksternal validasyonunda kullanilmak Uzere secilmistir (216). Referans olarak

kullanilan IV profilindeki zaman noktalari ve her zaman noktasindaki 6rnek sayisi azdir.
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Referans IV ATN’nin populasyon analizlerinde mPBPK model uyumlari GoF’'a
gore iyi bulunurken, oral profillerle birlikte uyumunda referans IV profilinde model
kestirimlerinde saplamalar goriilmektedir (Sekil 4.26.). Bu sapmalarin nedeni, ortak
uyuma bagh olarak oral profillerle paylasilan parametrelerle (fs, K, ve CL gibi)

iliskilendirilmistir.

MET’in popillasyon analizlerinde bulunan sonuglara goére malnitrisyonlu
grubun iki absorpsiyon faz sabitleri birbirlerine ¢ok yakin bulunmustur (ko1 M: 7,56
mg/dk/kg; ko2 M: 7,12 mg/dk/kg). Bu nedenle malnltrisyonlu grup igin tek
absorpsiyon fazli sifirinci derece farmakokinetige gore kodlanarak degerlendirilmistir.
GoF ve oral profillerindeki farkhliklarin degerlendirilebilmesi igin kontrol ve

malnutrisyonlu grup icin iki absorpsiyon fazli sifirinci derece kinetigi tanimlanmistir.

Literatlrde yer alan IV MET uygulamasini takiben elde edilen plazma MET
konsantrasyonu-zaman verileri kullanilarak gesitli 6n denemeler yapilmis ve model
uyumu degerlendirilmistir. Model uyumu en iyi olan, lg farkl dozda (0,5; 1 ve 2 mg/kg)
MET uygulamasi yapilan ve gesitli zaman noktalarinda bircok veri saglayan Yoon ve
ark. calismasindan elde edilen MET profilleri, referans olarak secilmistir (201).
Modelde yer alan K, gibi parametreler igin kaynak olarak kullanilan Cheung ve ark.
¢alismasi sonucu elde edilen IV MET profili ise eksternal validasyon olarak
kullanilmistir  (212). On modellerin degerlendirilmesinde kullanilan IV MET
profillerinin karaciger kompartmani ile genisletilmis toplam l¢ doku kompartmanli

mPBPK modeli kullanilarak 6nce ayri ayri sonra birlikte uyumlari saglanmistir.

Lineer farmakokinetik 6zellik gésteren maddelerin farkh dozlarda uygulanmasi
sonucu elde edilen AUC degerleri doz ile orantili olarak artmakta/azalmaktadir. Yoon
ve ark. 2 mg/kg dozda IV uygulanan MET’in AUC degerinin (29 + 6,51 pg.dk/mL) diger
dozlara kiyasla (0,5 mg/kg: 7,07 + 1,08 pg.dk/mL ve 13,5 + 2,58 mg/kg: 29 + 6,51
ug.dk/mL) stperpozisyon kuralina uymadigi sonucuna ulasiimistir. Oral profiller ve li¢
MET dozu icin birlikte uyumda IV 2 mg/kg MET dozu uygulamasina bagl elde edilen

profilde mPBPK model kestirimleri daha az olmustur.
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Birlikte profil uyumlarinda gesitli parametreler (fq4, Kp ve CL gibi) tim profiller
arasinda paylasiilmaktadir. Literatlirden alinan IV profiller ile in vivo deneyler sonucu
elde edilen profillerin ortak uyumunda gesitli kaynaklar kullanildigi igin profillerin
farkhlik gdstermesi beklenmektedir. Bu farklilik nedeni ile profillerin ortak uyumunda

IV referans profillerde de oral profillerde de sapmalar goriilmektedir (Bkz. Sekil 4.34.).

5.6.2. Model lyilestirme ve Parametre Kestirimi

Oral uygulama sonucu her zaman noktasinda absorbe olan ilag miktarinin
belirlenmesi icin dekonviilisyon yodntemi kullaniilmaktadir. Rescigno ve Segre
tarafindan 1966 yilinda O©nerilen dekonviliisyon yontemi ile iki kompartman
arasindaki transfer fonksiyonunun belirlenmesi saglanmistir (300). Benet ve Chiang
tarafindan 1974 yilinda dekonviliisyonun ilag absorpsiyonunun belirlenmesindeki
uygulamalari ortaya koyulmustur (301). Absorpsiyon siirecini tanimlayan transfer
fonksiyonunun antitransformunu tahmin etmek icin nokta-alan dekonvilisyon
metodu Onerilmistir (301). Dekonviilisyon teknigi ile sifirinci ve birinci derece
absorpsiyon hiz sabitlerinin tahminleri de saglanabilmektedir (215, 302). Bu nedenle
tez kapsaminda vyapilan in vivo calismalar sonucunda elde edilen profillerin
absorpsiyon fazlarinin tanimlanmasi igin referans IV profiller kullanilarak nokta-alan

dekonviliisyon yontemi ile yapiimistir.

ATN igin iki ve Ug¢ fazh absorpsiyon denenmis ve kontrol grubu igin iki ve (¢
fazl absorpsiyon profilleri arasinda GoF agisindan farkliik bulunmamasi ile kontrol
grubunun absorpsiyon fazi iki asamali olarak tanimlanmistir. Diger taraftan, ATN

uygulanan malnitrisyonlu grupta absorpsiyon i¢ fazli asama olarak tanimlanmustir.

Geligtirilen modellerin glvenilirliklerinin degerlendirilebilmesi igin referans
veri setinden farkli bir veri seti kullanilarak eksternal validasyon yapilmistir. Bu
kapsamda, referans IV verileri icin mPBPK model kestirimleri kaydedilerek, eksternal
veri seti icin yapilacak similasyonlarda sabitlenmis ve doz eksternal veri setlerinde

kullanilan dozlar modele tanimlanarak simiilasyonlar yapilmistir. Elde edilen sonuglar
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GoF’e gore degerlendirilmistir. Eksternal validasyon icin kullanilan ATN verilerin
uyumlari hem oral profiller ve referans IV profillerin toplu uyumunda kestirilerek
(ADAPT 5) sabitlenen parametrelere hem de poplilasyon uyumuna goére kestirilen
parametrelerin (Monolix) sabitlenmesi ile elde edilen sonuglara gore uygun
bulunmustur. Diger taraftan, MET icin gelistirilen mPBPK modelin eksternal
validasyon calismasinda popilasyon analizi sonucu elde edilen kestirilen
parametrelerin (Monolix) sabitlenmesi ile olan uyum, ortak uyum sonucu kestirilen
parametrelerin (ADAPT 5) sabitlenmesi ile olan uyumdan daha iyidir. ADAPT 5
sonuglari kullanilarak yapilan similasyonlarda eliminasyon fazinin son kisminda uyum
saglanamamistir. Bu durumun, ortak uyum sonucu parametrelerde saplamalarin

gorilebilmesinden kaynaklandigi distinilmektedir.

ATN ve MET igin modelden bagimsiz yontem ile hesaplanan AUC degerleri
modeller ile hesaplanandan farklilik gostermektedir. Saglikh siganlarda ATN igin
modelden bagimsiz yontem, ADAPT 5 ve Monolix kullanilarak hesaplanan AUC
degerleri sirasiyla 7317,98 + 39,77; 6279,52 ve 6750,443 pg.dk/mL iken malnitrisyon
gelistirilen sicanlarda ise sirasi ile 7951,27 + 950,06 pg.dk/mL; 7289,91 pg.dk/mL ve
7655,095 pg.dk/mL’dir. Diger yandan, saglikli sicanlarda MET icin modelden bagimsiz
yontem, ADAPT 5 ve Monolix kullanilarak hesaplanan AUC degerleri sirasiyla 3094,16
+ 445,67 pg.dk/mL; 1987,31 pg.dk/mL ve 2497,467 pg.dk/mL iken malnitrisyon
gelistirilen sicanlarda ise sirasi ile 5584,05 + 1503,22; 2542,33 ve 3835,368
ug.dk/mL’dir. ATN ve MET igin saglikh ve malnitrisyon gelistirilmis sicanlarda
modelden bagimsiz ve modellemeler ile hesaplanan AUC degerleri birbirlerinden

farkhidir (p < 0,05).
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6. SONUGC VE ONERILER

Tez kapsaminda yapilan c¢alismalardan elde edilen sonuglar asagida

Ozetlenmistir:

* Analitik yontem ve validasyonu
- Literatlirde ilk olarak ATN, MET ve FK’'nin in situ perflizyon ¢alismalarindan elde
edilen numunelerden es zamanli tayin edilmesi igin HPLC yontemi gelistirilerek
ICH M10 Biyoanalitik Yontem Validasyonu kilavuzuna goére valide edilmistir.
Gelistirilen yontem ATN ve MET’in analizi igin in vitro hiicre kiltliri ¢calismalari

icin de basariyla kullaniimistir.
- ATN ve MET’in in vivo ¢alismalarindan elde edilen kan numunelerinden tayin
ediebillmesiigin in situ perflizyon ¢alismalariigin gelistirilmis olan HPLC yontemi
modifiye edilerek ICH M10 Biyoanalitik Yontem Validasyonu kilavuzuna gore

valide edilmistir.

* Hiicre kiiltiirii cahismalari

- Hucre canlihg testleri malnitrisyonlu hiicrelerde ilk defa bu tez kapsaminda
yapiimistir. Bu kapsamda hiicrelerde akut ve kronik olmak Uzere iki farkl
malnitrisyon gelistirilerek  hiicre canlihgl testi yapilmis ve sonuclar
degerlendirilerek ¢ift yonli transport c¢alismalari icin optimum ilag
konsantrasyonlari belirlenmisgtir.

- Malnutrisyon gelistirilen hiicrelerde ¢ift yonli transport ¢calismalari ilk kez bu tez
kapsaminda yapilmistir. HCT-8 ve Caco-2 hiicrelerinde ATN ve MET uygulanarak
¢ift yonll transport calismalari yapilmistir. Ayrica, MET’in absorpsiyonunda P-gp
ve PMATIn, metabolizasyonda ise CYP3A4 enzimlerinin etkisinin
incelenebilmesi amaci ile ELA, VER ve KET uygulamalari yapilarak MET’in
permeabilite degisimi ve net flux oranlari degerlendirilmistir. Elde edilen
bulgular dogrultusunda PMAT In MET absorpsiyonunda etkisinin olabilecegi

gorilmustir.
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Hayvan deneyleri

In situ bagirsak perfiizyonu ve in vivo calismalarda kullaniimak amaciyla
sicanlarda malnitrisyon gelistirilmis ve malnitrisyon gelisimi sicanlardaki agirhk
degisimi, serum albimin dizeyleri ve toplam kolesterol konsantrasyonlari
kontrol grubu ile kiyaslanarak kanitlanmistir. Malnitrisyon gelistirilen siganlarin
agirhiklari ve serum albimin diizeyleri kontrol grubuna kiyasla daha dusuk (p <
0,05) bulunurken toplam kolesterol konsantrasyonu in situ perflizyon
¢alismalarindaki saglikh sicanlara benzer, in vivo ¢alismalarda kullanilacak kontrol
grubuna goére daha disik bulunmustur (p < 0,05).

Malnutrisyon gelistirilen sicanlarda in situ perflizyon ¢alismalari ilk kez bu tez
kapsaminda yapilmistir. Saglikli (kontrol) ve malnitrisyonlu siganlarda in situ
perflizyon ¢alismalari yapilarak ATN ve MET’in bagirsaktan permeabiliteleri tayin
edilmistir ve malnitrisyon grubunda ATN ve MET permeabiliteleri jejunum,
ileum ve kolon igin sirasi ile 6,07 + 0,39; 12,30 + 1,12; 26,98 + 2,88 x 10° cm/sn
ve 3,95 + 0,63; 12,60 + 1,37; 13,15 + 1,62 x 10° cm/sn olarak bulunmustur. /n
vitro ve in situ calismalarda MET permeabilitesi ELA uygulanmasi ile degismedigi
icin MET absorpsiyonunda P-gp’nin etkisinin olmayabilecegi tespit edilmistir.

in situ bagirsak perfiizyonu calismalarinda elde edilen permeabilite degerleri
insanlardaki absorpsiyon derecelerinin kestiriminde kullaniimis ve hem ATN hem
de MET icin hem kontrol (ATN: %0,91; MET: %0,99) hem de malnitrisyonlu
gruplarda (ATN: %0,96; MET: %0,46) en yiliksek kolonda bulunmustur. ELA
uygulanan kontrol grubunda en vyiksek absorpsiyon derecesi kolonda
bulunurken (%1,04), malnitrisyonlu grupta ileumdaki absorpsiyon derecesi diger
segmentlere kiyasla daha blytk olarak bulunmustur (%0,67).

Saglkli ve malnitrisyonlu sicanlara oral olarak tek doz uygulanan ATN (250
mg/kg) ve MET (400 mg/kg) uygulanarak in vivo calismalar yapilmis ve plazma
konsantrasyon profilleri elde edilmistir. Modelden bagimsiz yontemle tayin
edilen farmakokinetik veriler degerlendirilmis ve malnitrisyonda hem ATN hem
de MET’in AUC degerlerinin arttigi tespit edilmistir.

ELA varliginda MET’in kandaki konsantrasyonunun arttig1 gézlenmistir.
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- Plazma konsantrasyon zaman profillerinin modellenmesinde mPBPK modeller
gelistirilmistir. in vivo calismalarda kullanilan sicanlardan elde edilen profillerden
popilasyonlar olusturulmustur. Farmakokinetik profillerin  dagilm ve
eliminasyonlari literatiirden alinan ve referans olarak kullanilan IV profillerin
poptlasyon analizleri kullanilarak mPBPK modelleri ile parametre kestirimleri
yapilmig ve kestirilen parametreler oral profiller igin sabitlenmistir.

- Modelleme ¢alismalari ATN (kontrol) ve MET (kontrol ve malnitrisyonlu) igin iki,
malnutrisyonlu sicanlara uygulanan ATN igin ise Ui¢ asamali sifirinci derece
absorpsiyon gosterdigine isaret etmistir. ATN’nin malnitrisyon grubunda ko
degerleri kontrol grubuna benzer bulunmustur. MET uygulanan malnutrisyon

grubunda ise absorpsiyon hiz sabitleri artmistir.

Tez kapsaminda yapilan calismalardan elde edilen bulgular model ila¢ olarak
kullanilan ve bagirsaklardan sirasiyla paraseliiler ve transseliiler olarak gecen ATN
(kontrol grubu jejunum: 3,74 + 0,19 x 10 cm/sn; ileum: 4,39 + 0,90 x 10> cm/sn,
malnitrisyonlu grup: jejunum: 6,07 + 0,39 x 10° cm/sn; ileum: 12,30 + 1,12 x 10
>cm/sn) ve MET’in (kontrol grubu kolon: 28,74 + 3,53 x 10 cm/sn; malntrisyonlu
grup kolon: 13,15 + 1,62 x 10° cm/sn) malnitrisyonda permeabilite ve
absorpsiyonunun degistigini desteklemektedir. Bu degisikliklerin nedenlerini
incelemek amaciyla farkh bagirsak segmentlerindeki tasiyici protein ve enzim

ekspresyon dlizeyleri incelenebilir.

BSS Sinif I'de yer alan ilaglarin ¢ozlnurllklerinin yiiksek olmasi nedeni ile
GiS'te eksorptif tasiyicilari  doygunluga ulastiracak kadar yiiksek oranda
bulunabileceginden dolayr Wu ve Benet, tasiyici proteinlerin etkisinin Sinif I'de yer
alan ilaglarin absorpsiyonu lzerine minimal diizeyde olacagini varsaymislardir. Diger
yandan, Sinif lll'te yer alan ilaglarin absorpsiyonu lzerinde absorptif tasiyicilarin
etkisinin daha baskin oldugu 6ngorilmektedir (104). MET, Sinif I'de yer almaktadir ve
inhibitor varliginda MET’in permeabilitesindeki degisiklik anlamli bulunmamistir. Elde

edilen sonucglar Wu ve Benet’in varsayimi ile tutarlidir. Tez kapsaminda ATN’nin
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permeabilitesi/absorpsiyonu Uzerine inhibitor etkisi incelenmedigi icin absoptif

tasiyicilarin ATN’nin absorpsiyonu Uzerine etkisi ek calismalar yapilarak arastirilabilir.

Oral ve IV uygulama ile malnitrisyonda model ilaglarin hem mutlak
biyoyararlanimlari degerlendirilebilir hem de elde edilen veriler modelleme
¢alismalarinda referans olarak kullanilabilir. Malnitrisyona bagh olarak vicutta
meydana gelen degisiklikler, dokularda biriken ilag miktarini da etkileyebilecegi igin in
vivo ¢alismalarda plazma verilerine ilave olarak doku konsantrasyonlari belirlenip
mPBPK model PBPK model olarak genisletilerek plazma ve doku konsantrasyonlari

kullanilip, daha ¢ok parametrenin daha glivenilir olarak kestirimleri yapilabilir.

Tirkiye’de malnitrisyon riski ile ilgili yapilan bir arastirmalarda hastanelerde
yatan hastalarda malnitrisyon riskinin yaygin oldugu (%15) sonucuna ulasiimistir
(303). Tez cahsmalarindan elde edilen sonuca gore malnitrisyonda ilaglarin
farmakokinetigindeki degisiklikler meydana gelebilecegi kanitlanmistir. Bu durum,
hastanede yatan malnutrisyonlu hastalar icin ila¢ dozlarinin diizenlenmesinin 6nemini

ortaya koymaktadir.

Diyet degisikligine bagli olan vejetaryenlik ve veganlik diinya genelinde gittikce
artmaktadir. Vejetaryen bireyler et ve balik gibi hayvan kaynakli gidalari tiiketmezken
hayvansal yan Grlnleri (sit Grlinleri, yumurta ve bal gibi) tiiketmektedir. Vegan
bireyler ise hem et ve balik dahil hicbir hayvansal Urinleri hem de hayvansal yan
urtinleri tuketmemektedir. Boylece besin 6gelerinin alimi vejetaryen/vegan olmayan
bireylere kiyasla farklilik gosterebilmektedir. Bu nedenle vejetaryen/vegan bireyler
icin farkh diyetler mevcuttur. Vejetaryen ve vegan diyetlerindeki besinler ilaglarin
emilimini ve absorpsiyonunu etkileyebilir. Ornegin, bitkisel proteinlerin ve B12
vitamininin eksikligi, bazi ilaglarin emilimini ve metabolizmasini etkileyebilir. Diger
yandan, bu diyetlerdeki besinler, viicuttaki mikrobiyotayi etkileyebilir ve bdylece
ilaclarin metabolizmasi degisebilir. Boylece vejetaryen/vegan bireylerde ilaglarin
farmakokinetik profili etkilenebilmektedir. Bu nedenle, vejetaryen/vegan birey

poptlasyonlari lizerinde de diyetisyenler ile is birligi icerisinde cesitli ¢calismalar
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yapiimasi gerekmektedir. Vejetaryen ve vegan bireylerin ilag tedavisinde dikkatli

olunmasi ve gerekirse ilaglarin dozlarinin ayarlanmasi gerekmektedir.
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EK-3: Monolix ve ADAPT 5 Programlari ile Uygulanan Kodlar

1. ATN IV Profilinin Popiilasyon Analizi igin Monolix Kodu
DESCRIPTION: Model for ATN IV

[LONGITUDINAL]
input={fd1,Kp1,CL,Group}
Group = {use=regressor}

PK:
depot(target=B, p=1/58.82)

EQUATION:
Vb =58.82
V1=37.08
V2 =897.94
Vkid = 6.16

Qco=179.91
Qkid = 29.00

Rb_H = 1.000

Kpkid = 3.0
Kp2 =Kpl

fd2 =fd1
fdt =fd1+fd2

;Initial Conditions
t 0=0

B 0=0

T1.0=0
T2.0=0

K0=0

AUC_ 0=0

;ODEs
odeType=stiff

;Blood Compartment
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ddt_B = ((Qco-Qkid)*fd1*T1*Rb_H/Kp1+(Qco-
Qkid)*fd2*T2*Rb_H/Kp2+Qkid*K*Rb_H/Kpkid-((Qco-Qkid)*fd1*Rb_H+(Qco-
Qkid)*fd2*Rb_H-+Qkid*Rb_H)*B)/(Vb*Rb_H)

ddt_T1 = ((Qco-Qkid)*fd1*Rb_H*B-(Qco-Qkid)*fd1*T1*Rb_H/Kp1)/V1
ddt_T2 = ((Qco-Qkid)*fd2*Rb_H*B-(Qco-Qkid)*fd2*T2*Rb_H/Kp2)/V2
ddt_K = (Qkid*Rb_H*B-Qkid*K*Rb_H/Kpkid-CL*B)/Vkid

ddt_AUC=B

OUTPUT:
output = {B}
table = (247)

2. ATN Kontrol Grubunun Popiilasyon Analizi igin Monolix Kodu

DESCRIPTION: Model for ATN H
[LONGITUDINAL]
input={k01,k02,Group}

Group = {use=regressor}

PK:
EQUATION:
Vb = 58.82
V1=37.08
V2 =897.94

Vkid = 6.16

Qco =179.91
Qkid = 29.00

Rb_H = 1.000
Kpkid = 3.0

tfirst= 120
tmax =300

fdl =0.134
fd2 =0.134
Kpl =1.43
Kp2 =1.43



CL =16.04

;Initial Conditions
t 0=0

B_0=0

T1.0=0

T2 0=0

K0=0
AUC_0=0

;ODEs
odeType=stiff

if (t <= tfirst)

input_H = k01*250000

elseif (t>tfirst&t<=tmax)
input_H = k02*250000

else
input_H=0
end

;Blood Compartment

ddt_B = (input_H+(Qco-Qkid)*fd1*T1*Rb_H/Kp1+(Qco-
Qkid)*fd2*T2*Rb_H/Kp2+Qkid*K*Rb_H/Kpkid-((Qco-Qkid)*fd1*Rb_H+(Qco-
Qkid)*fd2*Rb_H+Qkid*Rb_H)*B)/(Vb*Rb_H)

ddt_T1 = ((Qco-Qkid)*fd1*Rb_H*B-(Qco-Qkid)*fd1*T1*Rb_H/Kp1)/V1
ddt_T2 = ((Qco-Qkid)*fd2*Rb_H*B-(Qco-Qkid)*fd2*T2*Rb_H/Kp2)/V2
ddt_K = (Qkid*Rb_H*B-Qkid*K*Rb_H/Kpkid-CL*B)/Vkid

ddt_AUC =B

OUTPUT:
output = {B}
table = (247)
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3. ATN Yetersiz Beslenen Grubun Popiilasyon Analizi igin Monolix Kodu
DESCRIPTION: Model for ATN M
[LONGITUDINAL]

input={k01,k02,k03,Group}
Group = {use=regressor}

PK:

EQUATION:
Vb =58.82
V1=37.08
V2 =897.94
Vkid = 6.16

Qco=179.91
Qkid = 29.00

Rb_M=1.014

Kpkid = 3.0

tfirst= 120
tmax =300
tmal =420

fdl =0.134
fd2 =0.134
Kpl =1.43
Kp2 =1.43
CL =16.04

;Initial Conditions

t 0=0
B 0=0
T1.0=0
T2.0=0
K 0=0
AUC_0=0

;ODEs
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odeType=stiff

if (t <= tfirst)

input_M = k01*250000

elseif (t>tfirst&t<=tmax)
input_M = k02*250000

elseif (t>tmax&t<=tmal)
input_M = k03*250000

else

input_M =0

end

;Blood Compartment

ddt_B = (input_M+(Qco-Qkid)*fd1*T1*Rb_M/Kp1+(Qco-
Qkid)*fd2*T2*Rb_M/Kp2+Qkid*K*Rb_M/Kpkid-((Qco-Qkid)*fd1*Rb_M+(Qco-
Qkid)*fd2*Rb_M-+Qkid*Rb_M)*B)/(Vb*Rb_M)

ddt_T1 = ((Qco-Qkid)*fd1*Rb_M*B-(Qco-Qkid)*fd1*T1*Rb_M/Kp1)/V1
ddt_T2 = ((Qco-Qkid)*fd2*Rb_M*B-(Qco-Qkid)*fd2*T2*Rb_M/Kp2)/V2

ddt_K = (Qkid*Rb_M*B-Qkid*K*Rb_M/Kpkid-CL*B)/Vkid

ddt_AUC=B

OUTPUT:
output = {B}
table = (247)
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4. MET IV Profilinin Popiilasyon Analizi igcin Monolix Kodu

DESCRIPTION: Model for MET IV

[LONGITUDINAL]
input={fd1,Kp1,CL}

PK:

depot(target=B, p=1/58.82)

EQUATION:
Vb =58.82
V1=9.43

V2 =897.94
Vliver = 33.81
Qco=179.91
Qliver =75.34

Kp2 =Kp1l
Kpliver = 62.25
Rb_H=1.70

;Initial Conditions
t 0=0

B 0=0

T1.0=0
T2.0=0

LO0=0

AUC 0=0

;ODEs
odeType=stiff

;Blood Compartment

ddt_B = (((Qco-Qliver)*fd1*T1*Rb_H/Kp1+(Qco-Qliver)*(1-
fd1)*T2*Rb_H/Kp2+Qliver*L*Rb_H/Kpliver)-((Qco-Qliver)*fd1*Rb_H+(Qco-Qliver)*(1-
fd1)*Rb_H+Qliver*Rb_H)*B)/(Vb*Rb_H)

ddt_T1 = ((Qco-Qliver)*fd1*Rb_H*B-(Qco-Qliver)*fd1*T1*Rb_H/Kp1)/V1

ddt_T2 = ((Qco-Qliver)*(1-fd1)*Rb_H*B-(Qco-Qliver)*(1-fd1)*T2*Rb_H/Kp2)/V2
ddt_L = (Qliver*Rb_H*B-Qliver*L*Rb_H/Kpliver-CL*L*Rb_H/Kpliver)/Vliver

ddt_AUC=B

OUTPUT:
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output = {B}
table = (247)

5. MET Kontrol Grubunun Popiilasyon Analizi igin Monolix Kodu
DESCRIPTION: Model for MET H
[LONGITUDINAL]

input={k01_H,k02_H,b,Group}
Group = {use=regressor}

PK:
EQUATION:
Vb = 58.82
V1=9.43

V2 =897.94
Vliver = 33.81
Qco=179.91
Qliver = 75.34
Kpliver = 62.25
Rb_H =1.508
tfirst = 60
tmax_H =135
fdl =0.464
Kpl =4.033
Kp2 =4.033
CL =148.63

;Initial Conditions
t 0=0

B 0=0

T1.0=0
T2.0=0

LO0=0

AUC 0=0

;ODEs



odeTypes=stiff

if (t <= tfirst)
input_PO=k01_H*312327.4

elseif (t>tfirst&t<=tmax_H)
input_PO=k02_H*312327.4

else
input_PO=0

end

;Blood Compartment

ddt_B = (((Qco-Qliver)*fd1*T1*Rb_H/Kp1+(Qco-Qliver)*(1-
fd1)*T2*Rb_H/Kp2+Qliver*L*Rb_H/Kpliver)-((Qco-Qliver)*fd1*Rb_H+(Qco-Qliver)*(1-
fd1)*Rb_H+Qliver*Rb_H)*B)/(Vb*Rb_H)

ddt_T1 = ((Qco-Qliver)*fd1*Rb_H*B-(Qco-Qliver)*fd1*T1*Rb_H/Kp1)/V1

ddt_T2 = ((Qco-Qliver)*(1-fd1)*Rb_H*B-(Qco-Qliver)*(1-fd1)*T2*Rb_H/Kp2)/V2

ddt_L = (input_PO+Qliver*Rb_H*B-Qliver*L*Rb_H/Kpliver-CL¥*b*L*Rb_H/Kpliver)/Vliver
ddt_AUC=B

OUTPUT:
output = {B}
table = (247)
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6. MET Yetersiz Beslenen Grubun Popiilasyon Analizi i¢in Monolix Kodu

DESCRIPTION: Model for MET M

[LONGITUDINAL]

input={k01_M,k02_M,b,Group}

Group = {use=regressor}

PK:
EQUATION:
Vb =58.82
V1=9.43

V2 =897.94
Vliver = 33.81
Qco=179.91
Qliver =75.34
Kpliver = 62.25
Rb_H=1.607
tfirst = 60
tmax_M =110
fdl =0.464
Kpl =4.033
Kp2 =4.033
CL =148.63

;Initial Conditions
t0=0

B 0=0

T1 0=0

T2 0=0

LO0=0

AUC 0=0

;ODEs
odeTypes=stiff

if (t <= tfirst)
input_PO=k01_M*312327.4

elseif (t>tfirst&t<=tmax_M)
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input_PO= k02_M*312327.4

else
input_PO=0

end

;Blood Compartment

ddt_B = (((Qco-Qliver)*fd1*T1*Rb_H/Kp1+(Qco-Qliver)*(1-
fd1)*T2*Rb_H/Kp2+Qliver*L*Rb_H/Kpliver)-((Qco-Qliver)*fd1*Rb_H+(Qco-Qliver)*(1-
fd1)*Rb_H+Qliver*Rb_H)*B)/(Vb*Rb_H)

ddt_T1 = ((Qco-Qliver)*fd1*Rb_H*B-(Qco-Qliver)*fd1*T1*Rb_H/Kp1)/V1

ddt_T2 = ((Qco-Qliver)*(1-fd1)*Rb_H*B-(Qco-Qliver)*(1-fd1)*T2*Rb_H/Kp2)/V2

ddt_L = (input_PO+Qliver*Rb_H*B-Qliver*L*Rb_H/Kpliver-CL*b*L*Rb_H/Kpliver)/Vliver
ddt_ AUC=B

OUTPUT:
output = {B}
table = (247)
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7. ATN icin ADAPT-5 Kodlan

Rkt d I e b b b b b A dh db b I b S A IR b b b b R A I b b b b AR I I b b b S S AR A b b b b AR dh b b b b e dh A A b b b 4

* Kk ok kK

C

*

C

*

ADAPT

Version 5

c****************************************************************

* Kk kk kK

(@]

or *

Q *xQ *xOQO~0Q~Q xQ *xQ *xQ *xQ xQ *xQ *xOQrHhQ xQ xQ xQ xQ *

*

1. Symbol-

2. DiffEqg-

3. Output-

4. Varmod-

5. Covmod-

6. Popinit-
ITS,MLEM) *

7. Prior -
ID,NPD, STS) *

8. Sparam-

9. Amat -

MODEL

This file contains Fortran subroutines into which the user
must enter the relevant model equations and constants.
Consult the User's Guide for details concerning the format

entered equations and definition of symbols.

Parameter symbols and model constants
System differential equations

System output equations

Error variance model equations
Covariate model equations (ITS,MLEM)
Population parameter initial values
Parameter mean and covariance values
Secondary parameters

System state matrix

C****************************************************************

* Kk kk kK

CHEHHHHHHHHHAHHHHHH A A

#HHHFHHC

Subroutine SYMBOL
Implicit None
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Include 'globals.inc'
Include 'model.inc'

ccC
c ________________________________________________________________
—————— C
C Enter as Indicated
C
C————C— = -
—————— C
NDEqgs 15 ! Enter # of Diff. Egs.
NSParam = 6 ! Enter # of System Parameters.
NVparam = 1 ! Enter # of Variance Parameters.
NSecPar = 1 ! Enter # of Secondary Parameters.
NSecOut = 0 ! Enter # of Secondary Outputs (not used).
Iegsol = 1 ! Model type: 1 - DIFFEQ, 2 - AMAT, 3 -
OUTPUT only.

I
3
o
o
)
=

Descr model with two tissue compartments for ATN

joint fitting'

C Enter Symbol for Each System Parameter (eg. Psym(l)='Kel')

Psym(1)="£fdl"'
Psym (2)="Kpl'
Psym(3)="'CL'

Psym(4)="k01"
Psym (5)="k02"

Psym(6)="k03"'

CcC
C ________________________________________________________________
—————— C
C Enter Symbol for Each Variance Parameter {eg:
PVsym(l)="'Sigma'} C
O e e e e e
—————— C

PVsym(l)="'Sigma'
ccC
C ________________________________________________________________
—————— C
C Enter Symbol for Each Secondary Parameter {eg:
PSsym(1l)="'CLt"'} C
C—-———C——————
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PSsym(1l)="'Vss'

Return
End

CHAFHHH A HHH A AR HHHHHHH AR HH R HH AR R H RS S A S

#HE#HHC

Subroutine DIFFEQ (T, X, XP)
Implicit None

Include
Include

Real*8

'globals.inc'
'model.inc'

T, X (MaxNDE) , XP (MaxNDE)

Real*8 fdl,fd2, fdt,Vss

Real*8 Kpl,Kp2,Kpkid

Real*8 Qco,Qkid

Real*8 CL,CL M

Real*8 k01,k02,k03

Real*8 Vb,V1l,V2,Vkid

Real*8 Rb H,Rb M

Real*8 input H,input M

Real*8 tfirst,tmax, tmal
cC
C ________________________________________________________________
C Enter Differential Equations Below {e.g. XP(1l) = -P(1)*X(1)
} C
C————C———mm————mm

fdil
Kpl
CL

k01
k02

k03

Vb
V1
V2
Vkid

Qco
Qkid

P (1)
P(2)
P(3)
P (4)
P (5)

= P(6)
= 58.82 'mL/kg
= 37.08 'mL/kg
= 897.94 'mL/kg
= 6.16 'mL/kg
= 179.91 'mL/min/kg

= 29.00 'mL/min/kg



Rb H = 1.000

Rb M = 1.014

Kpkid = 3.0

Kp2 = Kpl

fdt = fdl+£fd2

£d2 = fdil

tfirst = 120 'min

tmax = 300 Imin

tmal = 420 Imin
ATN iv

1. Blood Compartment
IF (fdt>1) THEN
XP(1)=0
ELSE

XP(1l) = (R(1)+(Qco-Qkid)*£d1*X(2)*Rb H/Kpl
c +(Qco-Qkid) *£d2*X (3) *Rb_H/Kp2+Qkid*X (4) *Rb H/Kpkid

c - ((Qco-Qkid) *£d1*Rb_H+

¢ (Qco-Qkid) *£d2*Rb_H+Qkid*Rb H) *X (1)) / (Vb*Rb_H)

ENDIF

2. Tissue Compartment 1
XP(2) = ((Qco-Qkid)*fdl*Rb H*X (1) -
c (Qco-Qkid) *£d1*X(2)*Rb H/Kpl) /V1l

3. Tissue Compartment 2
XP(3) = ((Qco-Qkid)*fd2*Rb H*X (1)
c - (Qco-Qkid) *£d2*X (3) *Rb_H/Kp2) /V2
4. Kidney
XP(4) = (Qkid*Rb H*X (1)
c —-Qkid*X (4) *Rb_H/Kpkid-CL*X (1)) /Vkid
Healthy Rats

IF (T<=tfirst) THEN
input H = k01*Bolus(1,1)

ELSE IF (T>tfirst.and.T<=tmax) THEN
input H = k02*Bolus(1,2)

ELSE
input H = 0

END IF

2. Blood Compartment
IF(fdt>1) THEN
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XP(5)=0
ELSE

XP(5) = (input H+(Qco-Qkid)*fd1*X (6)*Rb H/Kpl
c +(Qco-Qkid) *fd2*X (7) *Rb_H/Kp2+Qkid*X (8) *Rb H/Kpkid
c - ((Qco-Qkid) *fd1*Rb H
c +(Qco-Qkid) *fd2*Rb H+Qkid*Rb_H) *X(5))/ (Vb*Rb_H)

ENDIF

3. Tissue Compartment 1
XP(6) = ((Qco-Qkid)*fdl*Rb H*X(5) -
¢ (Qco-Qkid) *£d1*X (6) *Rb_H/Kpl) /V1

4. Tissue Compartment 2
XP(7) = ((Qco-Qkid)*fd2*Rb H*X(5)
c - (Qco-Qkid) *£d2*X (7) *Rb_H/Kp2) /V2

5. Kidney
XP(8) = (Qkid*Rb H*X(5)
c -Qkid*X(8)*Rb_H/Kpkid-CL*X(5)) /Vkid

Malnourished Rats

IF (T<=tfirst) THEN
input M = k01*Bolus(1,2)

ELSE IF (T>tfirst.and.T<=tmax) THEN
input M = k02*Bolus(1,2)

ELSE IF (T>tmax.and.T<=tmal) THEN
input M = k03*Bolus(1,2)

ELSE
input M = 0
END IF

2. Blood Compartment

XP(9) = (input M+ (Qco-Qkid)*£d1*X(10)*Rb M/Kpl
c +(Qco-Qkid) *£d2*X (11) *Rb_M/Kp2+Qkid*X (12) *Rb_M/Kpkid
c - ((Qco-Qkid) *£dl*Rb M
c +(Qco-Qkid) *£d2*Rb M+Qkid*Rb M) *X(9))/ (Vb*Rb_M)

3. Tissue Compartment 1
XP(10) = ((Qco-Qkid) *fdl1*Rb M*X(9) -
c (Qco-Qkid) *£d1*X(10)*Rb_M/Kpl) /V1

4. Tissue Compartment 2
XP(11) = ((Qco-Qkid)*fd2*Rb M*X (9)
¢ —(Qco-Qkid) *£d2*X (11) *Rb_M/Kp2) /V2

5. Kidney
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XP(12) = (Qkid*Rb M*X(9)
c -Qkid*X(12) *Rb_M/Kpkid-CL*X(9))/Vkid

C AUC Calculation

XP(13) = X (1)
XP(14) = X(5)
XP(15) = X(9)

C ________________________________________________________________
—————— C
c ________________________________________________________________
—————— C
C

Return

End

CHAF#HAF A AH SR A F AR AR
#HHHFHHC

Subroutine OUTPUT (Y, T, X)
Implicit None

Include 'globals.inc'
Include 'model.inc'

Real*8 Y (MaxNOE),T,X (MaxNDE)

C Enter Output Equations Below {e.g. Y(1) = X(1)/P(2) }

¢c-—-———(C¢c-————""""""""""""""""""""~"————————~—~——————————————————————
—————— C

Y(1) = X(1)

Y(2) = X(5)

Y (3) = X(9)

Y (4) = X(13)

Y(5) = X(14)

Y(6) = X(15)
c ________________________________________________________________
—————— C
c ________________________________________________________________
—————— C
C
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CH¥HHAFHHAHA AR HHHF A A H A H A H AR AR F AR AR
#HHHFHHC

Subroutine VARMOD (V,T,X,Y)
Implicit None

Include 'globals.inc'
Include 'model.inc'

Real*8 V (MaxNOE), T, X (MaxNDE),Y (MaxNOE)

CC
c ________________________________________________________________
—————— C
C Enter Variance Model Equations Below
C
C {e.g. V(1) = (PV(1l) + PV(2)*Y(1l))**2 }
C
C-————C———
—————— C
V(l:6) = (0.0001+PV(1)*Y(l:6))**2

C ________________________________________________________________
—————— C
C ________________________________________________________________
—————— C
C

Return

End

CHAFH A HHH A AR HHH R H A H AR R
#H#H##C

Subroutine COVMOD (Pmean, ICmean, PC)
Implicit None

Include 'globals.inc'
Include 'model.inc'

Real*8 PC (MaxNCP)
Real*8 Pmean (MaxNSP+MaxNDE), ICmean (MaxNDE)
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C Enter Symbol for Covariate Params {eg: PCsym(l)='CLRenal'}

O S et
—————— C

cc

c ________________________________________________________________
—————— C

C For the Model Params. that Depend on Covariates Enter the
Equation C

C {e.g. Pmean(l) = PC(1l)*R(2) }
C
C————C——m—mm e
—————— C
c ________________________________________________________________
—————— C
c ________________________________________________________________
—————— C
C

Return

End

CHAeF#HHF A AH R FHF AR F AR
#HHHFHEHC

Subroutine POPINIT (PmeanI,ICmeanI,PcovI,ICcovI, PCI)
C Initial parameter values for population program parameters
(ITS, MLEM)

Implicit None

Include 'globals.inc'
Include 'model.inc'

Integer I,J

Real*8 PmeanI (MaxNSP+MaxNDE), ICmeanI (MaxNDE)

Real*8 PcovI (MaxNSP+MaxNDE, MaxNSP+MaxNDE) ,
ICcovI (MaxNDE, MaxNDE)

Real*8 PCI (MaxNCP)

CcC

C ________________________________________________________________
—————— C

C Enter Initial Values for Population Means

C

C { e.g. PmeanI(l) = 10.0 }

C

Cm———C—mmmmmm—m
—————— C

CC
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c ________________________________________________________________
—————— C
C Enter Initial Values for Pop. Covariance Matrix (Lower
Triang.) C
C { e.g. PcovI(2,1) = 0.25 }
C
C-———C———— ===
—————— C
cc
c ________________________________________________________________
—————— C
C Enter Values for Covariate Model Parameters
C
C { e.g. PCI(1l) = 2.0 }
C
C-———C———— ===~
—————— C
c ________________________________________________________________
—————— C
C ________________________________________________________________
—————— C
C

Return

End

OF 88 5 3 i
#HE#HHC

Subroutine PRIOR (Pmean, Pcov, ICmean, ICcov)
Implicit None

Include 'globals.inc'
Include 'model.inc'

Integer I,J

Real*8 Pmean (MaxNSP+MaxNDE), ICmean (MaxNDE)

Real*8 Pcov (MaxNSP+MaxNDE, MaxNSP+MaxNDE) ,
ICcov (MaxNDE, MaxNDE)

cc

C ________________________________________________________________
—————— C

C Enter Nonzero Elements of Prior Mean Vector

C

C { e.g. Pmean(l) = 10.0 }

C

C-———C———— ===

CC
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Enter Nonzero Elements of Covariance Matrix (Lower Triang.)

{ e.g. Pcov(2,1) = 0.25 }
e
---C
---C
---C

Return
End

CHA&F#HAHF A AH SR FHF AR F AR A

#H####C

Subroutine SPARAM (PS, P, IC)

Implicit None

Include 'globals.inc'

Real*8 PS (MaxNSECP), P (MaxNSP+MaxNDE), IC (MaxNDE)
CC
C ________________________________________________________________
—————— C
C Enter Equations Defining Secondary Paramters
C
C { e.g. PS(l) = P(l)*P(2) }
C
C————C— === ==
—————— C

PS(1) = (58.82+P(2)*37.08+P(2)*897.44+3.0*%6.16) /1000

'L/kg
C ________________________________________________________________
—————— C
C ________________________________________________________________
—————— C
C

Return

End

CHAF#HHAAHHHHH AR HHFHHH AR FH R F AR F SRS
#H#HEHC

Subroutine AMAT (A)
Implicit None



cc
—————— C
P(1) }
—————— C
—————— C
—————— C
C

Include 'globals.inc'
Include 'model.inc'

Integer I,J
Real*8 A (MaxNDE,MaxNDE)

DO I=1,Ndegs
Do J=1,Ndegs
A(I,J)=0.0DO0
End Do
End Do

Return
End

{e.qg.
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CHAeF#HAHF A AH AR A AR F AR

#HE#HHC



263

8. MET icin ADAPT-5 Kodlan

KA AR R A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR AR AR AR A KR AR AR AR A KR A KR AR A R A KR AR A A AR AR AR K kK

* Kk kk kK

C

*

C

*

ADAPT

Version 5

c****************************************‘k***********‘k***********

MODEL

This file contains Fortran subroutines into which the user

relevant model equations and constants.

Consult the User's Guide for details concerning the format

entered equations and definition of symbols.

* Kk Kk ok k%

C

*

C

*

C

*

C

*

C must enter the
*

C

for *

C

*

C

*

C 1. Symbol-
*

C 2. DiffEqg-
*

C 3. Output-
*

C 4. Varmod-
*

C 5. Covmod-
*

C 6. Popinit-
(ITS, MLEM) *

C 7. Prior -
(ID,NPD, STS) *

C 8. Sparam-
*

C 9. Amat -
*

C

*

Parameter symbols and model constants
System differential equations

System output equations

Error variance model equations
Covariate model equations (ITS,MLEM)
Population parameter initial values
Parameter mean and covariance values
Secondary parameters

System state matrix

C****************************************************************

* Kk kk kK

CHAFHHHFAHHHAH AR A HF A AR FH R F SRR F RS

#H#HEHC

Subroutine SYMBOL
Implicit None
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Include 'globals.inc'
Include 'model.inc'

ccC
c ________________________________________________________________
—————— C
C Enter as Indicated
C
C————C— -
—————— C
NDEqgs 25 ! Enter # of Diff. Egs.
NSParam = 7 ! Enter # of System Parameters.
NVparam = 1 ! Enter # of Variance Parameters.
NSecPar = 6 ! Enter # of Secondary Parameters.
NSecOut = 0 ! Enter # of Secondary Outputs (not used).
Iegsol = 1 ! Model type: 1 - DIFFEQ, 2 - AMAT, 3 -
OUTPUT only.
Descr = 'mPBPK model with two tissue compartments for MET

joint fitting'

C————C— = — -
—————— C

Psym(1l)="£dl'

Psym (2)="Kpl'

Psym (3)="'CL'

Psym(4)="k0ldummy H'

Psym(5)="k02dummy H'

Psym(6)="k0ldummy M'

Psym(7)="k02dummy M'
CcC
C ________________________________________________________________
—————— C
C Enter Symbol for Each Variance Parameter {eg:
PVsym(l)="'Sigma'} C
Cm——— G mm
—————— C

PVsym(l)="Sigma'
ccC
c ________________________________________________________________
—————— C

C Enter Symbol for Each Secondary Parameter {eg:
PSsym(1l)="CLt"'} C



265

PSsym(1l)="k01 H'
PSsym(2)="k02 H'

PSsym(3)="k01 M'
PSsym(4)="'k02 M'

PSsym(5)="'£d2"
PSsym (6)="'Vss'

c ______________
—————— C
c ______________
—————— C
C
Return
End

CHEFHHH A HHHH R H AR H A R R

#HHHFHHC

Subroutine DIFFEQ (T, X, XP)
Implicit None

Include
Include

Real*8

Real*8
Real*8
Real*8
Real*8
Real*8
Real*8
Real*8

'globals.inc'
'model.inc'

T, X (MaxNDE) , XP (MaxNDE)

fdl, £d2, fdt

Kpl,Kp2,Kpliver

Vb,V1l,V2,Vliver,Vss

Qco,Qliver,CL

Rb H iv,Rb H,Rb M

k01 H,k02 H,tfirst H,tmax H,input H
k01 M, k02 M, tfirst M,tmax M, input M

C Enter Differential Equations Below {e.g. XP(1l) = -P(1)*X (1)

fdl
Kpl
CL

k01 H
K02 H

K01 M

= P(1)
P(2)
P (3)

0.0025+(0.0015*P(4))/(0.0015+P (4))
= 0.0040+(0.0020*P(5))/(0.0020+P (5))

0.0055+(0.0015*P(6))/(0.001L5+P (6))
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k02 M = 0.0100+(0.0015*P(7))/(0.0015+P (7))
Vb - 58.82 'mL/kg

V1 = 9.43 'mL/kg

V2 = 897.94 'mL/kg
Vliver = 33.81 'mL/kg

Qco = 179.91 'mL/min/kg
Qliver = 75.348 'mL/min/kg
Kpliver = 62.25

Rb H iv = 1.70

Rb H = 1.508

Rb M = 1.607

tfirst H = 60 !min
tfirst M = 60 !min

tmax H = 135 'min

tmax M = 110 !min

Kp2 = Kpl

fd2 = 1-£fdl
fdt = fdl+£fd2

C IV 0.5

C 1. Blood Compartment
IF (fdt>1) THEN
XP(1) =0
ELSE

XP(1l) = (R(1)+(Qco-Qliver)*fdl*Rb H iv*X(2)/Kpl
+(Qco-Qliver)*fd2*Rb H iv*X(3) /Kp2
+Qliver*X (4) *Rb_H iv/Kpliver

- ((Qco-Qliver) *f£d1*Rb H iv+(Qco-Qliver)

*fd2*Rb H iv+Qliver*Rb H iv)*X(1l))/(Vb*Rb H iv)

QQ Q0

ENDIF

C 2. Tissue Compartment 1
XP(2) = ((Qco-Qliver)*fdl*Rb H iv*X(1l)
c - (Qco-Qliver)*fdl1*Rb H iv*X(2) /Kpl) /V1

C 3. Tissue Compartment 2
XP(3) = ((Qco-Qliver)*fd2*Rb H iv*X (1)
c - (Qco-Qliver) *fd2*Rb H iv*X(3) /Kp2) /V2

C 4. Liver Compartment
XP(4) = (Qliver*Rb H iv*X (1)
c - Qliver*X(4)*Rb H iv/Kpliver-
CL*X(4)*Rb_H iv/Kpliver)/Vliver
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C Iv 1.0

C 1. Blood Compartment
IF (fdt>1) THEN
XP(5) =0
ELSE

XP(5) = (R(2)+(Qco-Qliver)*fdl*Rb H iv*X(6)/Kpl
+(Qco-Qliver) *fd2*Rb H iv*X(7)/Kp2
+Qliver*X (8)*Rb H iv/Kpliver

- ((Qco-Qliver) *£dl1*Rb_H iv+(Qco-Qliver)

*fd2*Rb H iv+Qliver*Rb H iv)*X(5))/(Vo*Rb _H iv)

QQQQ

ENDIF

C 2. Tissue Compartment 1
XP(6) = ((Qco-Qliver)*fdl*Rb H iv*X(5)
c —(Qco-Qliver)*fdl*Rb H iv*X(6) /Kpl) /V1

C 3. Tissue Compartment 2
XP(7) = ((Qco-Qliver)*fd2*Rb H iv*X(5)
c - (Qco-Qliver)*£d2*Rb H iv*X(7) /Kp2) /V2

C 4. Liver Compartment
XP(8) = (Qliver*Rb H iv*X(5)
c - Qliver*X(8)*Rb H iv/Kpliver-
CL*X(8)*Rb H iv/Kpliver)/Vliver

C Iv 2.0
C 1. Blood Compartment
IF (fdt>1) THEN
XP(9) =0
ELSE
XP(9) = (R(3)+(Qco-Qliver)*fdl*Rb H iv*X(10)/Kpl

c +(Qco-Qliver)*fd2*Rb H iv*X(11l)/Kp2
c +Qliver*X(12)*Rb H iv/Kpliver
c - ((Qco-Qliver)*fdl*Rb_H iv+ (Qco-Qliver)
c *fd2*Rb_H iv+Qliver*Rb H iv)*X(9))/(Vb*Rb H iv)
ENDIF
C 2. Tissue Compartment 1
XP(10) = ((Qco-Qliver)*fdl*Rb H iv*X(9)

c - (Qco-Qliver)*fdl*Rb H iv*X(10)/Kpl) /V1

C 3. Tissue Compartment 2
XP(11) = ((Qco-Qliver)*fd2*Rb H iv*X(9)
c —(Qco-Qliver)*fd2*Rb_H iv*X(11l)/Kp2)/V2

C 4. Liver Compartment
XP(1l2) = (Qliver*Rb H iv*X(9)
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c - Qliver*X(12)*Rb H iv/Kpliver-
CL*X(12)*Rb H iv/Kpliver) /Vliver

C Healthy Rats

IF (T<=tfirst_H) THEN
input H= kOl H*Bolus(1,1)

ELSE IF (T>tfirst_H.and.T<=tmaX_H) THEN
input H= k02 H*Bolus(1,1)

ELSE
input H= 0
END IF
C 1. Blood Compartment
IF (fdt>1) THEN
XP(13) =0
ELSE
XP(13) = ((Qco*fdl*X(14)*Rb H/Kpl+Qco*fd2*X(15) *Rb H/Kp2

c +Qliver*X(16) *Rb H/Kpliver)
~ (Qco*£d1*Rb_H+Qco*fd2*Rb_H+Qliver*Rb H)
c *X(l3))/(Vb*Rb_H)

Q

ENDIF
C 2. Tissue Compartment 1

XP(14) = (Qco*fdl*Rb H*X(13)-Qco*fdl*X(14)*Rb H/Kpl)/V1
C 3. Tissue Compartment 2

XP(15) = (Qco*fd2*Rb H*X (13)

c —Qco*fd2*X (15) *Rb_H/Kp2) /V2
C 4. Liver Compartment
XP(16) = (input H+Qliver*Rb H*X(13)
c - Qliver*X(16)*Rb H/Kpliver-CL*X(16)*Rb H/Kpliver) /Vliver

C Malnoursihed Rats

IF (T<=tfirst M) THEN
input M= kOl M*Bolus (1, 2)

ELSE IF (T>tfirst_M.and.T<:tmax_M) THEN
input M= k02 M*Bolus (1, 2)

ELSE
input M= 0

END IF

C 1. Blood Compartment



X

IF (f£dt>1)
XP(17) =0
ELSE

THEN

c +Qliver*X(20) *Rb M/Kpliver)

c - (Qco*fdl*Rb M+Qco*fd2*Rb M+Qliver*Rb M)

c *X(17))/ (Vb*Rb_M)

XP(18) = (Qco*fdl*Rb M*X(17)-Qco*fdl*X (18)*Rb M/Kpl)/V1

ENDIF
C 2. Tissue Compartment 1
C 3. Tissue Compartment 2
XP(19) = (Qco*fd2*Rb M*X (17)

c —Qco*fd2*X (19) *Rb_M/Kp2) /V2

C 4.
X

Liver Compartment

P(20) = (input M+Qliver*Rb M*X(17)

P(17) = ((Qco*fdl*X(18)*Rb M/Kpl+Qco*fd2*X (19)*Rb M/Kp2
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c - Qliver*X(20) *Rb_M/Kpliver-CL*X(20) *Rb M/Kpliver) /Vliver

C Calculation of AUC
XP(21) = X(1)/Rb H iv
XP(22) = X(5)/Rb_H iv
XP(23) = X(9)/Rb H iv
XP(24) = X(13)/Rb H
XP(25) = X(17)/Rb M

—————— C

—————— C

C

Return
End

CHEFHHHHHHHHHH A A A R R R

#H#H##C
cc
—————— C

C Enter Output Equations Below

Subroutine OUTPUT (Y, T, X)
Implicit None

Include 'globals.inc'
Include 'model.inc'

Real*8 Y (MaxNOE), T, X (MaxNDE)

{e.qg. X(1)/P(2)



C

270

Y(1) = X(1)
Y (2) = X(5)
Y (3) = X(9)
Y (4) = X(13)

Y(5) = X(17)

Calculation of AUC

Y(6) = X(21)
Y(7) = X(22)
Y(8) = X(23)

=
Ne]
Il

X (24)

Return
End

CHAFH A HHH A AR HHH R H A H AR R

#H#H##H#C

Subroutine VARMOD (V,T,X,Y)

Implicit None

Include 'globals.inc'

Include 'model.inc'

Real*8 V (MaxNOE),T,X (MaxNDE),Y (MaxNOE)
CcC
C ________________________________________________________________
—————— C
C Enter Variance Model Equations Below
C
C {e.g. V(1) = (PV(1) + PV(2)*Y(1))**2 }
C
Cm o O m m o o
—————— C

V(1:10) = (0.0001+PV(1)*Y(1:10))**2

C ________________________________________________________________
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Return
End

CHAFHHHFAHHH A AR HHH A AR H AR HH AR H RS ERFHFES S
#HEHHEHC

Subroutine COVMOD (Pmean, ICmean, PC)
Implicit None

Include 'globals.inc'
Include 'model.inc'

Real*8 PC (MaxNCP)
Real*8 Pmean (MaxNSP+MaxNDE), ICmean (MaxNDE)

ccC
c ________________________________________________________________
—————— C
C Enter # of Covariate Parameters
C
Cm——— G mm T
—————— C
NCparam = 0 ! Enter # of Covariate Parameters.
cc
C ________________________________________________________________
—————— C

C Enter Symbol for Covariate Params {eg: PCsym(l)='CLRenal'}

O e
—————— C

cc

C ________________________________________________________________
—————— C

C For the Model Params. that Depend on Covariates Enter the
Equation C

C {e.g. Pmean(l) = PC(1l)*R(2) }
C
C-———C—————— =~
—————— C
C ________________________________________________________________
—————— C
C ________________________________________________________________
—————— C
C

Return

End
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CHHHHAFHAAHA AR HHHF A A H A H A H AR H SRS AR
#HHHFHHC

Subroutine POPINIT (PmeanI, ICmeanI, PcovI,ICcovI, PCI)
C Initial parameter values for population program parameters
(ITS, MLEM)

Implicit None

Include 'globals.inc'
Include 'model.inc'

Integer I,J

Real*8 PmeanI (MaxNSP+MaxNDE), ICmeanI (MaxNDE)

Real*8 PcovI (MaxNSP+MaxNDE, MaxNSP+MaxNDE) ,
ICcovI (MaxNDE, MaxNDE)

Real*8 PCI (MaxNCP)

CC

c ________________________________________________________________
—————— C

C Enter Initial Values for Population Means

C

C { e.g. PmeanI(l) = 10.0 }

C

C-——C—————
—————— C

CC

C ________________________________________________________________
—————— C

C Enter Initial Values for Pop. Covariance Matrix (Lower
Triang.) C

C { e.g. PcovI(2,1) = 0.25 }

C

C————C———mm————mm
—————— C

CC

C ________________________________________________________________
—————— C

C Enter Values for Covariate Model Parameters

C

C { e.g. PCI(1l) = 2.0 }

C

cC-———C————"——""—"——
—————— C

C ________________________________________________________________
—————— C

C ________________________________________________________________
—————— C
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Return
End

CHAFHHAHHHHHAH AR H AR A HH R H AR H AR H S FH AR R S HH
#HEHHEHC

Subroutine PRIOR (Pmean, Pcov, ICmean, ICcov)
Implicit None

Include 'globals.inc'
Include 'model.inc'

Integer I,J

Real*8 Pmean (MaxNSP+MaxNDE), ICmean (MaxNDE)

Real*8 Pcov (MaxNSP+MaxNDE, MaxNSP+MaxNDE) ,
ICcov (MaxNDE, MaxNDE)

cc
C ________________________________________________________________
—————— C
C Enter Nonzero Elements of Prior Mean Vector
C
C { e.g. Pmean(l) = 10.0 }
C
C-———C——————— ==~
—————— C
cc
C ________________________________________________________________
—————— C
C Enter Nonzero Elements of Covariance Matrix (Lower Triang.)
C
C { e.g. Pcov(2,1) = 0.25 }
C
C-———C——————— =~
—————— C
C ________________________________________________________________
—————— C
C ________________________________________________________________
—————— C
C
Return
End

CHEFHHHHHHHHHH A HH AR A H R 4
#HHHFHHC

Subroutine SPARAM (PS, P, IC)
Implicit None

Include 'globals.inc'

Real*8 PS (MaxNSECP), P (MaxNSP+MaxNDE), IC (MaxNDE)
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ccC
c ________________________________________________________________
—————— C
C Enter Equations Defining Secondary Paramters
C
C { e.g. PS(l) = P(1)*P(2) }
C
C————C— -
—————— C
PS(l) = 0.0025+(0.0015*P(4))/(0.0015+P(4))
'ng/min/kg
PS(2) = 0.0040+(0.0020*P(5))/(0.0020+P (5))
'ug/min/kg
PS(3) = 0.0055+(0.0015*P(6))/(0.0015+P(6))
'ug/min/kg
PS(4) = 0.0100+(0.0015*P(7))/(0.0015+P (7))
'ug/min/kg
PS(5) = 1-P(1)
PS(6) = (58.82+9.43*P(2)+897.94*P(2)+33.81*%62.25) /1000
'L/kg
c ________________________________________________________________
—————— C
c ________________________________________________________________
—————— C
C
Return
End

CHAFH A HAH AR FHF A AR AR
#H#HEHC

Subroutine AMAT (A)
Implicit None

Include 'globals.inc'
Include 'model.inc'

Integer I,J
Real*8 A (MaxNDE,MaxNDE)

DO I=1,Ndegs
Do J=1,Ndegs
A(I,J)=0.0D0
End Do
End Do

C Enter non zero elements of state matrix {e.g. A(l,1) = -
P(l) } C
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C————C———— ===~
—————— C
c ________________________________________________________________
—————— C
c ________________________________________________________________
—————— C
C

Return

End

CHAFHHH A HHH A AR HHH A AR HH R F AR RS S
#HHHEHC
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