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OZET

Izat N., Karacigerdeki Ila¢c Dispozisyonu Uzerine Rifampisinin Etkisinin
Incelenmesi ve Farmakokinetik Modelleme. Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri
Enstitiisii Biyofarmasotik ve Farmakokinetik Programi, Doktora Tezi, Ankara,
2020. Tastyict aracili farmakokinetik hepatik ilag¢ dispozisyonu ve ilag-ilag etkilesimleri
icin onemli belirleyici mekanizmalardan biridir. Hepatosit membranlarinda yer alan ¢esitli
influx tastyicilar arasinda hepatik organik anyon tasiyict polipeptidler (OATP’ler) ilag
gelistirme siirecinde degerlendirilmesi gereken ve klinik olarak 6nemli ana tasiyicilardir.
Bu tezin amaci in situ sigan karaciger perflizyonu yontemi kullanarak OATP/Oatp
inhibitorii rifampisin varlhiginda ve yoklugunda pitavastatinin hepatik dispozisyonunun
incelenmesi ve endojen biyobelirtecler olan koproporfirin I ve koproporfirin III’iin
izlenmesidir. Perfilizat, karaciger dokusu ve safradan toplanan ornekler valide edilmis
biyoanalitik yontemler ile analiz edilmistir. Pitavastatinin hepatik ve safra klerensleri ile
hepatik biyoyararlanimi modelden bagimsiz yontem kullanarak tayin edilmistir. Karaciger
ve safrada pitavastatin ve endojen biyobelirtegler arasida kabul edilebilir bir korelasyon
bulunmustur. Pitavastatinin hepatobiliyer dagilmni simiile etmek ve iki kosulda
(rifampisin varhgmnda ve yoklugunda) elde edilmis verilerin es zamanl analizi ile
pitavastatinin hepatik alim ve safra klerenslerini tayin etmek i¢in perfiizat, karaciger
ekstraseliiler, karaciger intraseliiler ve safra kompartmanlarindan olusan bir mekanistik
kompartman modeli gelistirilmistir. Karaciger dis1 degiskenlerin dahil edilmedigi mevcut
dinamik model, pitavastatinin sigan karacigerindeki dispozisyonunun karakterize

edilmesinde iyilestirilmis klerens kestirimleri sunmaktadir.

Anahtar Kelimeler:  Farmakokinetik modelleme, karaciger perfiizyonu, OATP,

pitavastatin, rifampisin, SLC tastyicilar.

Destekleyen Kurumlar: Bu c¢alisma Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastrma
Projeleri  (BAP)  Koordinasyon  Birimi tarafindan
desteklenmistir (Proje Kodu: TSA-2019-17756). Nihan izat
2211-A ve 2214-A burslart ile Tirkiye Bilimsel ve Teknolojik
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ABSTRACT

Izat N., Investigation of the Effect of Rifampicin on Drug Disposition in the Liver
and Pharmacokinetic Modelling. Hacettepe University Graduate School of
Health Sciences, PhD. Thesis in Biopharmaceutics and Pharmacokinetics,
Ankara, 2020. Transporter-mediated pharmacokinetics is one of the determinants in
hepatic drug disposition and drug-drug interactions. Among several influx (uptake)
transporters expressed in the membranes of hepatocytes, hepatic organic anion-
transporting polypeptides (OATPs) are clinically important major transporters to be
evaluated during drug development. The aim of this thesis was to investigate the
hepatic disposition of pitavastatin in the absence and presence of an OATP/Oatp
inhibitor rifampicin using in situ isolated perfused rat liver method with monitoring
coproporphyrin I and coproporphyrin 111 as endogenous biomarkers. The samples were
collected from perfusate, liver tissue and bile, and analysed by validated bioanalytical
methods. Hepatic and biliary clearances plus hepatic bioavailability of pitavastatin
were estimated using model independent analysis. Reasonable correlations between
pitavastatin and endogenous biomarkers in the liver and bile were obtained. A
mechanistic compartment model composed of perfusate, liver extracellular and
intracellular, and bile compartments was developed to simulate hepatobiliary
distribution and estimate hepatic uptake and biliary clearances of pitavastatin by
simultaneous fitting of the data obtained in two conditions (with and without
rifampicin). The current dynamic model, which excludes any extrahepatic variable,
delivers a refined clearance estimation to characterize the disposition of pitavastatin in

the rat liver.

Keywords: Liver perfusion, OATP, pharmacokinetic modelling, pitavastatin,

rifampicin, SLC transporters.
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Rifampisinin matriks i¢cindeki kalibrasyon dogrusu ve dogru denklemi .
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1. GIRIS

Bir ilacin kesfinden baslayarak piyasaya sunulmasina kadar yaklasik 12-15
yillik bir siire ve 3-5 milyar dolarlik bir maliyet gerekmektedir (1, 2). Bu siirecin en
belirleyici donemi olan klinik 6ncesi donemde (preklinik faz), ilag olmaya aday
bilesikler in vitro testler ve in vivo hayvan deneyleri ile arastirilmakta, fizikokimyasal
ve farmakokinetik ozellikleri (absorpsiyon, dagilma, metabolizma, itrah, ADME)
belirlenmektedir. Yeni etkin maddelerin (arastirma ilaci) ilag-ilag etkilesimi
potansiyeli agisindan mutlaka degerlendirilmesi gerekmektedir. Bu degerlendirme
ilacin ana eliminasyon yolagnin belirlenmesiyle baglamaktadir. Ardindan, enzimlerin
ve ilag tastyicilarinin ilacin dispozisyonu tizerindeki katkis1 degerlendirilmekte ve son

olarak ilacin enzimler ve tasiyicilar tizerindeki etkisi ortaya konulmaktadir (3).

[lag tasiyic1 proteinler absorpsiyon, dagilim ve itrah iizerinde rol oynayarak
lokal ve sistemik maruziyeti etkileyebilmektedir. Bu nedenle 6zellikle son on yilda
tastyici aracili ilag-ilag etkilesimlerine verilen dnem artmustir. Ilag endiistrisi yeni etkin
maddelere uygulanmasi gereken tasiyict aracili etkilesim calismalarini yasal
otoritelerin yayinladigi kilavuzlarin 6nerileri dogrultusunda yapmaktadir (3-6). Ayrica
Uluslararas1 Tasiyict Konsorsiyumu (International Transporter Consortium, ITC)
tarafindan bu alanda ¢alisan bilim insanlarmin ortak girisimiyle tasiyici aracili
farmakokinetik ve translasyonel modelleme gibi konularda dneriler sunulmakta, bu
alandaki sorunlar ortaya konularak akademi, endiistri ve yasal otoriteler i¢in bilimsel

giincellemeler yapilmaktadir (7-9).

Karaciger tasiyict aracili ilag-ilag etkilesimleri icin en Onemli hedef
organlardan biridir. Karaciger parenkimal hiicrelerinin (hepatositler) membranlarinda
bulunan c¢esitli ilag¢ tasiyici proteinler ilaclarin dispozisyonunu etkileyerek sistemik
maruziyetlerini etkileyebilmektedir. Hepatositlerin siniizoidal (apikal) membraninda
bulunan organik anyon tasiyici polipeptitler (organic anion transporting polypeptides,
OATP1B1, OATP1B3) klinik olarak anlamli etkilere yol agarak yasal otoritelerce
prospektif ve retrospektif olarak incelenmesi gereken en dnemli hepatik tasiyicilar

olarak kabul edilmektedir (3-6).



Karacigerde tasiyici aracili ilag-ilag etkilesimlerinin arastirilmasinda gesitli in
vitro, in situ ve in vivo yontemler ve farmakokinetik modelleme yaklagimlar1 birlikte
uygulanmaktadir (8, 10, 11). Boylece goriiniir hepatik klerens yaninda aktif tagima
Klerensi, (CLaxif), pasif tasima klerensi (CLpasif) Ve safrayla itrah klerensi (CLsafra) gibi
tastyict aracili kinetik parametreler hesaplanabilmektedir (12, 13). Son on yil
icerisindeki ¢aligmalara bakildiginda, CL degerlerinin arastiriimasinda in vitro hiicre
kiiltirii caligmalarinin 6ne ¢iktigi goriilmektedir (13). Bu ¢alismalardan elde edilen in
vitro CL degerlerinin in vivo’ya ekstrapolasyonunda genellikle fizyolojik
Olgeklendirme faktorleri (6r. hiicre sayisi, karaciger agirligi) kullanilmaktadir (14, 15).
Ancak tastyict kinetiklerinin in vitro-in vivo ekstrapolasyonunda (in vitro-in vivo
extrapolation, IVIVE) in vitro ¢aligmalarda hiicre izolasyonu ve kiiltiir kosullarina
bagl olarak tasiyici proteinlerin ekspresyon ve/veya aktivitesindeki potansiyel kayip
nedeniyle genel olarak kestirim degerleri gergek degerlerin altinda seyretmektedir (13,
15, 16). Ayrica iki boyutlu hiicre kiiltiirii ¢aligmalar1 safra ile itrah mekanizmasinin
incelenmesinde uygulanabilir degildir. Bu mekanizma i¢in siklikla kullanilan sandvig
kiiltiir hepatosit (sandwich cultured hepatocytes, SCH) sistemlerinde (17-20) ise
izolasyon ve kiiltiir kosullarina bagl olarak in vitro sistemler ve karaciger dokusuna

gore tastyici ekspresyonu ve aktivitesi farklilik gosterebilmektedir (21, 22).

Sican karaciger perflizyonu yontemi iyi tanimlanmis bir in situ dinamik sistem
olup doku ve safra 6rneklemesi ile birlikte karacigerdeki ¢oklu tasima ve metabolizma
mekanizmalarinin incelenmesine olanak sunmaktadir (11, 23-26). Ayrica in siliko
mekanistik farmakokinetik modellerin dinamik yapisi karaciger perflizyonu tekniginin
yapisi ile uyum gostermektedir. Mekanistik modeller ile ilaglarin etkilesim
bdlgesindeki serbest konsantrasyonlarinin zamana bagimli degisiklikleri bir seri esitlik
ile tanimlanmaktadir. Karaciger perfiizyonunun in siliko olarak ifade edilmesi ile
hepatositler icerisine aktif tasima, metabolizma ve safra yolu ile itrah mekanizmalar1

es zamanli olarak arastirilabilmektedir (27, 28).

Rifampisin bilinen bir OATP/Oatp inhibitorii olup substrata 6zgii inhibisyon
gostermektedir (29-31). Tez ¢calismasi kapsaminda rifampisinin model ilacin karaciger
dispozisyonu {izerindeki etkisi incelenmistir. Model ilag olarak klinik olarak anlamli

ilag-ilag etkilesimlerine giren ve etkilesim arastirmalarinda duyarliligi yiiksek bir



OATP/Oatp substratt olan pitavastatin (32-34) secilmistir. Ayrica rifampisinin
koproporfirin 1 (KPI) ve koproporfirin 111 (KPIII) endojen maddelerinin karaciger
dispozisyonu iizerindeki etkisi incelenmistir. KPI ve KPIII kan dolasiminda bulunan,
safra ve renal itraha ugrayan hem biyosentezisinin anyonik yan iiriinleridir. Hepatik
OATPI1B1/3 ve Oatpla/lb tastyicilart igin umut verici endojen biyobelirteglerdir (33,
35-37). Bu nedenle model ilag yaninda es zamanli incelenecek endojen maddeler
olarak KPI ve KPIII segilmistir. Tez ¢alismasinda in situ karaciger perfiizyonu
sisteminde goriilen tiim tasima mekanizmalarini agiklayan bir mekanistik
farmakokinetik model gelistirilerek rifampisinin  pitavastatinin ~ karaciger
dispozisyonundaki etkisinin degerlendirilecegi ve IVIVE ile elde edilen diisiik
kestirimin Oniine gegilebilecegi hipotezi One siirtilmiistiir. Ayrica KPI ve KPIII
diizeylerinin Oatp fonksiyonunun izlenmesinde biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi

hipotezi arastirilmistir. Bu hipotezlerin test edilmesi amaciyla;

e Pitavastatinin Oatp inhibitorii rifampisin yoklugunda ve varliginda hepatik
dispozisyonu resirkiile in situ sigan karaciger perflizyonu yontemi kullanilarak

incelenmistir.

e Sicanlarda KPI ve KPII'lin karaciger ve safra diizeyleri belirlenerek

pitavastatin dispozisyonu arasidaki iliski degerlendirilmistir.

e Rifampisinin karaciger dokusundaki diizeyinin belirlenmesi i¢in bir yiiksek
basingli sivi kromatografisi (high-performance liquid chromatography, HPLC)

yontemi gelistirilerek ve biyoanalitik yontem validasyonu yapilmustir.

e Pitavastatin, KPI ve KPIII’lin es zamanl1 nicel analizine olanak verecek bir
Swvi  Kromatografisi-Kiitle ~ Spektrometrisi ~ (liquid ~ chromatography—mass
spectrometry, LC-MS) yontemi gelistirilerek perflizat, karaciger dokusu ve safra

ortamlari i¢in biyoanalitik yontem validasyonu yapilmistir.

e Mekanistik farmakokinetik model gelistirme g¢aligmalari, 6n modelleme
caligmalarinin ardindan belirsizlik ve duyarlilik analizleri ile degerlendirilecektir.
Gelistirilen model ile in situ karaciger perflizyonu ¢aligma verileri analiz edilerek

model iyilestirmesi ve pitavastatin i¢in farmakokinetik parametre kestirimi yapilmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Karaciger ve Karacigerin Yapisi

Karaciger viicut agirliginin %2,5’ini olusturan en biiylik i¢ organdir. Kalpten
pompalanan kanin 9%25’i portal ven ve hepatik arter aracihiiyla karacigere
tasinmaktadir. Portal venin karaciger kan akisma katkis1 %75-80 iken hepatik arterin
katkis1 %20-25’tir. Karaciger igerisinde paralel olarak ilerleyen arter ve venlere safra
kanali, lenfler ve sinirler eslik etmektedir (38) (Sekil 2.1.).

Hepatik ven

Santral ven
sistemi

Hepatik arterin dallar
Safra kanalinin dallari
Portal venin dallar1

Sag ve sol safra kanali

Safra kesesi
Sag ve sol hepatik arter

Ana hepatik kanal

Sistik kanal
i Ana safra kanali

Portal iiglii yapisi

Sekil 2.1. Insan karacigerinin sematik gosterimi ((39) numarali kaynaktan hareketle
yeniden diizenlenmistir).

Karacigerde bulunan hiicrelerin sayica %60-70’ini parenkimal hiicreler
(hepatositler); %30-40’m1 ise parenkimal olmayan hiicreler (siniizoidal endotelyal
hiicreler, Kupfer hiicreleri, Pit hiicreleri, Ito hiicreleri, kolanjiositler) olusturmaktadir
(40) (Sekil 2.2.). Karaciger hiicrelerine ilerleyen basliklar altinda ayrmtili olarak yer
verilmistir. Karacigerin kompleks yapismin diizenlenmesinde ve immiin cevap
olusumunda parenkimal olmayan hiicreler 6nem tagimaktadir. Hepatik fonksiyonlarin
biiytik bir kismi hepatositler tarafindan yiiriitiilmektedir (11, 23). Bu fonksiyonlar

arasinda safra tiretimi, endojen ve eksojen maddelerin biyotransformasyonu, bilirubin



metabolizmasi, alblimin, globiilinler gibi plazma proteinlerinin ve pihtilasma

faktorlerinin sentezi ve cinsiyet hormonlar1 metabolizmasi bulunmaktadir (41).

Ito hiicresi
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kanalc1g Endotel hiicresi

Safra kanal

; Hepatosit
limeni P

Kupffer hiicresi

Portal ven Hepatik arter

R heh

Ito hiicresi

Siniis Kol

Kupffer hiicresi . . ‘

B e, Ldotel hilcresi . 3 - Primer silyum
. 0. \IQ(.U == Disse boslugu ' 2
\\> 1 S | ' Safra kanali imeni
== E—j Ara kavsaklar . icinde safra
S ®
Safra kanalcig 8 . y
Siki kavsaklar
Et.c
{

Pit hiicresi

== Safra
kanali

Elden v

Hepatosit

Sekil 2.2. Karacigerde yer alan yapilar ile parenkimal (hepatosit) ve parenkimal
olmayan hiicrelerin gosterimi ((39) numarali kaynaktan hareketle yeniden
diizenlenmistir).

2.1.1. Karacigerin Fonksiyonel Birimi: Hepatik Asinus

Karacigerin en kiiciik fonksiyonel birimi olan hepatik asinus, karacigerde
altigen sekilde konumlanmis olan hiicrelerden olusan lobiillerin hepatik {initelere
ayrilmasi olarak ifade edilmektedir (42, 43). Hepatik asinus, portal ven, hepatik arter
ve safra kanalmin terminal dallarindan (portal {iglii) santral vene dogru dik olarak
uzanan bir eksen etrafindaki hiicresel kitle olup komsu heksagonal alanlarin bitisik
kisimlarmi kaplamakta ve bir heksagonun merkezinde bulunan santral venden

digerinin merkezindeki santral vene kadar uzanmaktadir (Sekil 2.3.) (42).
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Sekil 2.3. Hepatik asinusun sematik gosterimi ((44) numarali kaynaktan hareketle
yeniden diizenlenmistir).

Kan karacigere portal {i¢liide bulunan portal veniil ve hepatik arterioller
aracilig1 ile girerek parenkimal hiicre dizileri ile g¢evrili siniizoidal mikrovaskiiler
sistem boyunca yol alarak santral venden ¢ikmaktadir. Hepatik asinusun portal tigliiye
yakin olan boliimii Zon 1 (periportal zon) olarak adlandirilirken, bu boliimii santral
vene dogru olmak iizere sirayla Zon 2 (ara zon) ve Zon 3 (perivendz zon) takip
etmektedir (Sekil 2.4.). Hepatik asinusta kan akimi Zon 1’den Zon 3’¢ dogru
gerceklestigi i¢in oksijen ve kandaki diger bilesenler agisindan bir konsantrasyon
gradyan1 mevcuttur. Periportal zondaki hiicreler oksijen ve besince en zengin kan ile
karsilagirken perivendz zondaki hiicreler daha az besin ve oksijen almaktadir (43-45).

Bu nedenle farkli zonlarda bulunan hepatositlerin metabolik kapasiteleri farklidir (46).
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Sekil 2.4. Hepatik asinus modelinde hepatik zonlar (1 periportal zon, 2 ara zon, 3
perivendz zonu gostermektedir. Kirmizi ok zonlar arasinda kan akis yoniinii
ifade etmektedir. (43) numarali kaynaktan hareketle yeniden
diizenlenmistir).

2.1.2. Siniisler

Siniisler, genellikle tek sira hepatosit dizilerini birbirinden ayiran ve kanin
karaciger hiicrelerine taginmasini saglayan 6zel kapilerlerdir (44, 47) (Sekil 2.5.).
Siniizoidal endotel hiicreleri, Kupffer hiicreleri ve Pit hiicreleri siniiste yer alan hiicre

tipleridir.

Siniislerin duvarlar1 50-200 nm capinda fenestreler iceren endotelyal
hiicrelerden olugmaktadir. Karacigerdeki hiicre popiilasyonunun sayica %10-20’sini
olugturan siniizoidal endotel hiicreler (40) fenestreli yapisi ile kanda tasinan
makromolekiillerin hepatosit membranina serbest¢e ulagsmasina izin verirken, hiicresel
bilesenlerin sinusoidal liimende kalmasini saglamaktadir (43-45). Endotelyumun bazal
membranimnin bulunmamasi ve fenestreli yapisi sayesinde endotel hiicreleri ve
parenkim hiicreleri arasinda yiiksek permeabilite saglanmakta ve hepatositlerin kan
dolasiminda bulunan ¢6ziinen maddelerle maruziyeti artirilmakta, endojen ve eksojen

maddeler i¢in artmig bir pasif difiizyon saglanmaktadir. Bu durum parenkimal



hiicrelerin  yliksek oranda oksijene ulasimma, ilag ve diger maddelerin

eliminasyonunda etkinligin artmasina neden olmaktadir (44).

Hepatosit dizileri

Hepatik

Santral ven arter

Portal
ven

Safra kanali

Siniisler

Safra - Portal tiglii
kanalciklari

Sekil 2.5. Siniislerin sematik gosterimi (1 periportal zon, 2 ara zon, 3 perivendz zonu
gostermektedir. Kirmizi ve mavi ok sirasiyla portal ven ve hepatik arterden
gelen kanin akig yoOniinii, yesil ok safra akis yOniinii yoniinii ifade
etmektedir. (44) numarali kaynaktan hareketle yeniden diizenlenmistir).

Karacigerdeki siniizoidal endotel hiicreleri retikiiloendotelyal sistemin bir
parcasi olarak hepatik homeostazin saglanmasinda ii¢ 6nemli rol oynamaktadir. Bu
rollerden ilki, kan ve hepatositler arasinda ¢ift yonlii madde ge¢isini diizenleyerek bir
secici elek gorevi gormesidir. Tkinci rolii ¢esitli dokulardaki biyokimyasal siireclerde
ac1ga c¢ikan makromolekiiler atik iiriinlerden kani temizlemesidir. Ugiincii rolii ise
yabanci patojenlere ve ekzojen maddelerin metabolizasyonu sonucu olusan yeni
antijenlere kars1 hepatik bagisikligin saglanmasinda, ve ayrica antijen-sunan hiicreler
gibi fonksiyon gostererek antijen spesifik T hiicre cevabinin olusmasimda gorev

almasidir (48).

Sintisler icerisinde kalict karaciger makrofajlar1 ad1 verilen yiiksek endositoz
ve fagositoz kapasitesine sahip Kupffer hiicreleri yer almaktadir (49). Kupffer
hiicreleri karacigerde bulunan hiicrelerin sayica %15-25’ini olusturmaktadir (40). Kan
dolagimindaki monositlerin karacigere go¢ etmesi ve yerlesik Kupffer hiicrelerinin

siirlt yenilenmesi ile yenilenmektedir (40). Siniis duvarinda endotel hiicrelerin



luminal yiizeyinde konumlanmis olan Kupffer hiicrelerinin uzun sitoplazmik uzantilari
nedeniyle hepatositlerle temas yilizeyi bulunabilmektedir. Kupffer hiicrelerinin %43’
Zon 1, %32’si Zon 2, %25’ Zon 3’te bulunmaktadir. Kupffer hiicreleri hepatositlere
gore lizozom organeli bakimindan daha zengindir. Zon 1’den Zon 3’e dogru Kupffer
hiicrelerinin lizozom sayis1 azalmaktadir (40). Kupffer hiicreleri, karacigere
gastrointestinal kanaldan taginan hiicresel kalintilar ve endotoksinler gibi maddelerin
ve diger makromolekiiler komplekslerin kandan uzaklastirilmasinda ve hepatik
hiicrelerin apoptozu ile hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde rol oynamaktadir.
Retikiiloendotelyal sistemin bir pargasi olarak sistemik immiin yanitin diizenlenmesi

ve sitokin yanitinin olugmasinda 6nemli bagisiklik sistemi elemanlaridir (44).

Siniis endotelinin luminal yiizeyinde konumlanan bir diger parenkimal
olmayan hiicre tipi pit hiicreleridir. Pit hiicreleri karacigere spesifik lenfositler olup
sayica Kupffer hiicrelerinin %10 u kadardir. Biiyiik graniiler lenfositler arasinda kabul
edilen pit hiicreleri baz1 tiimor hiicrelerine karsi spontan sitotoksisite gelistirmektedir.
Periportal zonda perivendz zona gore pit hiicre yogunlugu daha yiliksek oldugu icin
belirli timorlerin eliminasyonu baslica bu bolgede goriilmektedir. Normal kosullarda
Disse boslugunda bulunmazlar, ancak siniis duvar1i boyunca hareket etme yetisine

sahiptirler ve viral ve neoplastik hastaliklarda Disse bosluguna go¢ edebilirler (40).

2.1.3. Disse Boslugu

Karaciger sinusoidal endotel hiicreleri ve hepatositlerin sinusoidal membrani
arasindaki subendotelyal bosluga Disse boslugu (Space of Disse) adi verilmektedir.
Disse boslugu 0,2-0,5 mm genisliginde ve karaciger parenkimal kiitlesinin %2-4i
kadardir (40). Disse boslugu kollajen ve proteoglikanlar gibi ekstraselliiler matriks
bilesenlerini icermektedir (41). Ug boyutlu fiber ag yapisi sayesinde siniis agikligmin
korunmasina yardimc1 olurken, hepatosit cogalmasi ve yenilenmesinde destek gorevi
gormektedir (40). Bu boslukta Kupffer hiicrelerinin uzantilar1 ve perisiniizoidal

hiicreler bulunmaktadir (45).

Peristinizoidal hiicreler, hepatik stellat hiicreleridir. Bu hiicreler ayni zamanda

Ito hiicreleri, yag depolayan hiicreler, lipositler veya perisitler olarak da
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isimlendirilmektedir. Disse boslugunda bulunan bu hiicreler uzun dendritik yapida
olup hepatositler arasi alana kadar uzanabilirler. Karacigerdeki hiicre popiilasyonu
icerisinde sayilar1 %5’in altindadir. Periportal zondaki yogunluklari diger zonlara gore
yiiksek olup hiicre boyutlar1 yine bu zonda daha kiigiiktiir. Ito hiicreleri vitamin-A
tagtyan genis yag damlaciklarini igcerir ve vitamin A ve lipid metabolizmasinda rol
oynar. Ayrica sinusoidal kan akisinin diizenlenmesinde, ekstraselliiler matriksin
yapimi ve yikimida ve karaciger fibroziiniin gelismesinde etkilidir. Ayrica Ito
hiicreleri  hepatositlerin  biliylimesi ve ¢ogalmasinda, karacigerin bagisiklik

fonksiyonunda ve inflamasyon reaksiyonlarinda rol oynamaktadir (40).

2.1.4. Hepatositler

Karacigerin parenkimal hiicreleri olan hepatositler, poligonal sekilli, polarize
ve boyutlar1 20-40 mm olan hiicrelerdir. Parenkimal hacmin %80°1 ve karacigerdeki
toplam hiicre sayisinin %60-70’ini hepatositler olusturmaktadir (40). Hiicrelerin etrafi
plazma membrani ile ¢evrili olup hepatositler bazolateral yiizeyleri siniislere bakacak
sekilde konumlanirken (sinusoidal membran) apikal membranlar1 (kanalikiiler
membran) ile safra kanalciklarmi (bile canaliculi) olusturmaktadir (40, 45).
Kanalikiiler membrandan siniizoidal membranin smnirma kadar olan hiicreler arasi

membran ise lateral membran olarak adlandirilmaktadir (40).

Siniizoidal membranda Disse bosluguna kadar uzanan ¢ok sayida mikrovilliler
(0,5 mm) bulunur. Bu sayede hepatosit ile sinlizoidal kan arasinda dogrudan bir temas
saglanir. Hepatosit membraninin %15’ini ise apikal yiizeydeki kanalikiiler membran
olusturmaktadir. Iki veya ii¢c komsu hepatositin apikal kutbundaki hiicre zarmin
katlanmasi ile safra kanalikiilii olusmaktadir. Kanalikiiler membran hepatositler
arasindaki lateral membrandan siki kavsaklar, desmozomlar ve ara kavsaklar ile

ayrilmaktadir (40).

Endoplazmik retikulum ve hiicre ¢ekirdegi disinda, organeller ve hiicre iskeleti,
glikojen inkliizyon kompleksleri, fosfolipidler, proteinler ve yag damlaciklar1 da

hepatositler i¢ginde bulunabilmektedir (40).
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Hepatositler, karacigerin fizyolojik fonksiyonlar1 olan protein, steroid ve lipid
metabolizasyonunun, vitamin, demir ve sekerin depolanmasinin, ayrica endojen ve
eksojen maddelerin metabolizasyonu ve itrahinin gergeklestigi hiicrelerdir (44). Siniis
boyunca lokal kan bilesimindeki ve oksijen diizeyindeki degisim nedeniyle zonlar
arasinda hepatosit yapisinda ve metabolik fonksiyonlarda farkliliklar goriilmektedir.
Hepatositler bir veya daha fazla hiicre ¢ekirdegi icerebilmektedir. Zonlar arasinda
hepatositlerin boyutunun Zon 1’den Zon 3’e dogru biiyiidigi (50) ve birden fazla
cekirdek iceren hiicre sayisinda Zon 1°’den Zon 3’e dogru artis oldugu gozlenmistir
(44). Zon 3’te metabolizasyon enzimlerinin ekspresyonu daha yiiksek olup ilag

biyotransformasyonunda en 6nemli zon olarak degerlendirilmektedir (46).

Hepatositler genellikle safra kanalikiillerine bitisik sekilde konumlanmis Golgi
kompleksleri ile bol miktarda mitokondriye sahiptir. Sitoplazma graniillii (rough) ve
graniilsiiz (smooth) endoplazmik retikulumca zengindir. Graniillii endoplazmik
retikulum hepatositlerin sekresyon fonksiyonlarinda etkin iken, diiz endoplazmik
retikulum enzimatik biyotransformasyon reaksiyonlarinda yer almaktadir. Sitoplazma
boyunca dagilim gdosteren lizozomlar ise ekstraseliiler ve intraselliiler

makromolekiillerin degredasyonunu yiiriitmektedir (44).

Hepatositlerin sinusoidal ve kanalikiiler membranlari, hiicre icine alim,
metabolizasyon ve safra ile itrah mekanizmalarinin (51) isleyisi igin gerekli yapi,
bilesim ve fonksiyon farkliliklar1 gostermektedir (52, 53). Safraya tasima
gastrointestinal kanalda lipid absorpsiyonu i¢in gerekli safra bilesenlerinin tiretimi ve
sekresyonunun (54) yaninda endojen ve eksojen maddelerin detoksifikasyonunda rol
oynamaktadir (51). Ayrica safra liretiminin hepatositlerin sintizoidal ve kanalikiiler
membranlarindaki tasima mekanizmalarinin koordinasyonunun cesitli etkenlerle veya
ilaclarla bozulmasi kolestazise ve dolayisiyla toksik maddelerin karaciger ve plazmada

birikimine neden olabilmektedir (49).

2.1.5. Safra Kanallarinda Bulunan Hepatik Hiicreler

Safra kanalikiiler sistemi (safra agact) ¢ap1 giderek artan ve birbirine baglanan

birgok kanaldan olugmaktadir. Bu sistem intrahepatik safra kanallar1 ve ekstrahepatik
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safra kanallar1 olarak ikiye ayrilmaktadir. Safra kanallar1 kolanjiosit ad1 verilen epitel
hiicrelerden olugsmaktadir ve etrafi doku matriksi ve peribilier pleksus ile ¢evrilidir
(55). Karaciger hiicre popiilasyonun %5’ini olusturan kolanjiositler (44) lobiiller aras1
safra kanallarinda kiibik sekilli epitelyumu olustururken, karaciger digina dogru safra
kanal1 biiyiimekte ve kolanjiositler, kolon bi¢imli ve mukus salgilayan hiicreler olarak
goriilmektedir. Kolanjiosit popiilasyonu morfoloji, sekresyon ve ekspresyon diizenleri
ile hormonlara, peptidlere, biiyiime faktorlerine, sitokinlere, safra asitlerine,
yaralanmaya ve toksinlere olan tepkileri yoniinden heterojenlik gostermektedir (56,
57). Sitokin sekresyonunda ve inflamasyon cevabinin olusmasinda 6nemli rol oynayan
kolanjiositler (58), safra kanalinda su, organik iyonlar, lipidler ve elektrolitlerin

absopsiyon ve sekresyonunda gorev almaktadirlar (59).

Safra kanalikiiler sistemini lobiiller arasi kanallara baglayan ve safra
dolasiminin en kiigiik ve periferik dallarini temsil eden Hering kanallarinda hepatik
progenitdr hiicreler bulunmaktadir. Hepatik kok hiicreler olarak bilinen bu hiicreler

hepatositlere veya kolanjiositlere farklilasabilmektedir (55).

2.1.6. Karacigerde Mikrodolasim

Portal ven valf icermeyen bir damar olup bagirsak, dalak, pankreas ve safra
kesesi kapilerlerinden gelen besince zengin kani karacigere tasimaktadir. Normal
fizyolojik kosullarda karaciger kan akisinin %75-80’1 portal ven tarafindan, %20-25’1
ise oksijence zengin hepatik arter tarafindan saglanmaktadir. Hepatik kan akis hizi
yaklasik 1 mL/dk/g karaciger olup viicudun oksijen tiikketiminin %20’si karaciger
tarafindan gergeklestirilmektedir. Oksijence zengin arter kanma gore vendz kanin
oksijen igerigi diisiik olsa da yiiksek kan akis hizina bagli olarak karacigerin oksijen
thtiyacinin - %50’s1  portal ven tarafindan karsilanmaktadir. Sicanlarda portal
veniillerden gelen kan dogruca siniisler igine taginirken hepatik arteriollerden gelen
kan siniise dogrudan tasinmanin yam sira peribilier pleksus araciligiyla siniislere
taginabilir veya dogrudan hepatik ven ile birlesebilir (38). Siniislerin biiyiik bir kism1
karigmis kan ile perfiize olmakla birlikte vaskiiler yatagm yaklasik %10’luk kismi
sadece hepatik arter tarafindan perfiize edilmektedir (60, 61).
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Karacigerde kan akis1 periportal zondan perivendz zona dogru tek yonlii olup
hepatik ven araciligiyla karacigerden uzaklastirilmaktadir. Bireysel siniislerde kan
akisi arteriyollerin siniislerle birlesme acisi, siniislerin giris ve ¢ikisinda yer alan
kapak¢iklar ve Kupffer hiicrelerinin yer degistirmesi nedeniyle ters yonlii

olabilmektedir (62-64).

2.2. Karacigerde ila¢ Dispozisyonu

2.2.1. Pasif Difiizyon

Ilaglarin hepatositler icerisine girebilmesi i¢in hiicre membranmi agmalar1
gerekmektedir. Bu gecis mekanizmalardan ilki ilaclarm hepatosit membranindan
hiicre i¢ine veya hiicre digina olmak {izere konsantrasyon gradyani yoniinde bir
tastyiciya ihtiya¢ duymaksizin gecisini ifade eden pasif diflizyondur. Pasif diflizyonun
temel prensibi Fick’in 1. Kanunu’na dayanmaktadir. Buna gore, bir maddenin yiiksek
konsantrasyonda oldugu bélgeden diisiik konsantrasyonda oldugu bolgeye dogru
konsantrasyon gradyaninin biiyiikliigiiyle orantili bir hizda diflizyonu s6z konusudur.
Pasif diflizyon konsantrasyon dengesi saglanincaya dek spontan olarak gerceklesen ve
enerji gerektirmeyen bir mekanizmadir. Maddenin bir membrandan difiizyon hizi (v;
miktar/zaman), maddenin difiizyon sabiti (D; alan/zaman), membranin yilizey alani (A;

alan), partisyon katsayis1 (P), membran kalinlig1 (uzunluk) ve konsantrasyon gradyani

ile orantihidir (Esitlik 2.1.) (65).

v = D XA XP x(Cs—C)

: 1)

Diflizyon sabiti, sicaklik, membran yapist (66) ve ilacin fizikokimyasal
ozellikleri (6r. iyonizasyon derecesi, molekiil agirligi, lipofilisite) ile iliskilidir.
Molekiiliin iyonize halde bulunmamasi, diisiik molekiil agirhigi ve yiiksek yagda
¢Oziindrliik pasif difiizyon i¢in avantaj saglamaktadir (67-69). Ancak ortamin sicakligi
azaldik¢a hiicre membraninm esnekliginin azalmas1 ve molekiillerin hareketliliginin

diismesi pasif diflizyonun azalmasina neden olmaktadir (70).
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2.2.2. Tasiyic1 Aracih Tasima

Pasif diflizyon ile lipid membran1 gecemeyen endojen ve eksojen maddeler
hepatosit membranlardan hiicre i¢ine, hiicre disia veya ¢ift yonlii olarak gesitli ilag
tasiyict proteinler araciligiyla tagmabilmektedir. Bu tasiyicilar integral transmembran
proteinleri olup molekiiller icin segici bir tasima saglamaktadir. ilag tastyici proteinler
tasimanin yoniine dogru influx (hiicre igine dogru) ve efflux (hiicre disina dogru)
tastyicilar olarak siniflandirilmaktadir. Tasiyict proteinleri kodlayan gen ailesini esas
alarak kati lipit tasiyicilar (solute lipid carriers, SLC) ve adenozin trifosfat (ATP)-
baglayict kaset tasiyicilar1 (adenosine triphosphate (ATP)-binding cassette

transporters, ABC) tasiyicilar olarak siniflandirilmaktadir.

Tasiyici aracili tagima, enerji bagimli aktif tasima ve kolaylastirilmig diflizyon
olmak tizere iki farkli mekanizma ile gergeklesmektedir. Enerji kaynagina gore primer
ve sekonder aktif tasima olarak ikiye ayrilmaktadir. Primer aktif tasimada ATP
hidrolizinden ag¢iga ¢ikan enerji kullanilirken sekonder aktif tagimada farkli bir enerji
kaynagi kullanilmaktadir. Ornegin ATP bagimli primer tastyicilar tarafindan
olusturulan iyon gradyanimi kullanan tasiyicilar sekonder aktif tasima yapmaktadir

(72).

Primer aktif tasima yapan ABC tasiyicilarnin insanda bilinen 50 iiyesi
tanimlanmis olup, yapilarinda genellikle iki adet niikleotit baglanma bolgesi ve iki adet
transmembran bolgesi bulunmaktadir. ABC tasiyicilar1 ¢ok odakli integral membran
proteinleri olup ABC stiper ailesi, iki ATP baglanma motifi (Walker A ve Walker B),
ve ABC imza C motifine bagl olarak yedi farkli gen ailesine ayrilmistir (ABCA-
ABCQG) (72). ABC tastyicilari viicutta karaciger, bagirsak, bobrekler, plasenta, santral
sinir sistemi bariyerleri ve kan-testis bariyerinde yer almaktadir. Bu tasiyicilar
membranlarda birer koruyucu gibi davranmakta ve substratlari olan ilaglarin
farmakokinetik profillerini etkilemektedirler. Bu tastyicilar cogunlukla ilag metabolize

edici enzimlerle birlikte faaliyet gostermektedirler (73-77).

ABC tasiyicilar substratlarmi  membrandan tasirken dogrudan ATP
hidrolizinden agiga ¢ikan enerjiyi kullanmaktadir. SLC tastyicilarinin yapisinda ATP
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baglanma bolgesi bulunmadig: i¢in baz1 SLC tasiyicilar elektrokimyasal potansiyel
farkin1 kullanrken, digerleri iyon gradyanmi kullanarak sekonder aktif tasima
yapmaktadir (71). SLC tastyict siiper ailesi protein sekansina, membrani kestikleri
nokta sayis1 (genellikle 10-14 nokta) ve biyolojik fonksiyonlarina gore farkl ailelere
ayrilmaktadir (78). Bilinen SLC tastyict sayis1 400°iin iizerinde olup bu tastyicilar 65
SLC ailesi igerisinde siniflandirilmaktadir (79).

ABC ve SLC tasiyict proteinleri hepatositlerin sinusoidal ve kanalikiiler
membraninda eksprese edilmektedir. Ilag arastirmalar agisindan one ¢ikan hepatik
tastyict proteinler Sekil 2.6.°da verilmistir. Hepatik tasiyicilarin ekspresyon ve
fonksiyonlar1 genetik polimorfizm gibi intrinsik faktorler, hastalik durumu, ontojeni
(80) ve inhibitor/indiikleyici ilag varh@i gibi etkenlere bagli olarak degisiklige
ugrayabilmektedir (81, 82).

Kan

Sinitzoidal
membran

ENT1
ENT2
OSTa
OSTp

Hepatosit

MATE1

Kanalikiiler E.NTI )

membran

\_

Sekil 2.6. Insan hepatositlerinde tanimlanmis olan &nemli ilag tasiyici proteinler
(BSEP: safra tuzu atim pompasi; BCRP: meme kanseri direng proteini;
ENT: denge niikleozid tasiyici;, MATE: ¢oklu ilag ve toksin ekstriizyon
proteini; MRP: ¢oklu ilag direnci iliskili protein; OAT: organik anyon
tastyicl; OATP: organik anyon tasiyict polipeptid; OCT: organik katyon
tastyic; OST: organik ¢Oziinen tasiyici; P-gp: P-glikoprotein; NTCP:
sodyum/taurokolat tastyici polipeptid). Ok isaretleri tagimanin yoniinii
gostermektedir. Mavi renkli oklar influx, kirmizi renkli oklar efflux, sari
renkli oklar ¢ift yonlii tasimay1 gdsterirken, her renkte daha koyu olarak
belirtilmis olan tasiyicilar, yasal otoritelerin listelerinde belirtilmis olan
tastyicilart gostermektedir. (7, 9, 83) numarali kaynaklardan hareketle
yeniden diizenlenmistir).
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2.2.3. Siniizoidal Membranda Bulunan fla¢ Tasiyic1 Proteinler

Hepatositlerin sinusoidal membraninda (bazolateral) hem SLC (influx) hem de
ABC (efflux) tasiyicilar1 eksprese edilmektedir (Sekil 2.6.).

En oOnemli hepatik SLC tastyicilar1 SLCO, SLC22, SLC10 gen ailesinin
tyeleridir. OATP’ler SLCO1 (SLC21) gen ailesi tarafindan kodlanmakta, insanda
karaciger, bobrek, bagirsaklar, beyin ve plasenta dahil bir¢ok organ ve dokuda ekprese
edilmektedir. 11 tiyesi bulunan OATP tasiyicilar: gogunlukla anyonik yapidaki bir¢ok
endojen (Or. safra tuzlari, steroid konjugatlari, tiroid hormonu) ve ekzojen maddenin
(or. digoksin, pravastatin, metotreksat) hiicre i¢ine aliminda rol oynayan sodyum
bagimsiz tasiyicilardir. Hepatositlerin sinusoidal membraninda yiliksek oranda
eksprese edilen OATP iiyeleri OATP1B1 (OATP2, OATPC, SLCO1B1) ve OATP1B3
(SLCO1B3) (84-88)’tiir. Bu tasiyicilarin kemirgenlerde (rodent) dogrudan ortolog
proteinleri yoktur ancak rodent Oatp1b2 tasiyicisi insan OATP1B1/B3 tasiyicilarina
benzer fonksiyon gostermektedir (85). OATPIB1 ve OATPIB3 igin substrat (Or.
valsartan ve pitavastatin) ve inhibitor (or. rifampin ve siklosporin A) ilaclar cakigsma
gostermektedir. Ancak telmisartan baskin olarak OATP1B3 ile tasmmmaktadir (89).
OATP1B1 polimorfizmi ilag dispozisyonu iizerindeki etkileri sebebiyle Onemli
derecede dikkat ¢ekmistir. SLCO1B1 ¢.521T>C ve ¢.388A>G varyantlar1 bir¢ok

substrat ilacin sistemik konsantrasyonunu etkileyebilmektedir (90).

Bir diger Onemli hepatik OATP tasiyicisi OATP2B1 (SLCO2B1)’dir.
OATPI1BI1 ile benzer protein ekspresyonuna sahip olsa da hiicre i¢ine alimda yiiksek

katkis1 gosterilmemistir, bagirsaklarda daha 6nemli rol oynayan bir tastyicidir (90).

Organik anyon tastyicilari (organic anion transporter, OAT) ve organik katyon
tastyicilart (organic cation transporter, OCT) SLC22 gen ailesinin iyeleridir.
Hepatositlerin sinosoidal membraninda yer alan iyeleri arasmda OAT 2/7
(OAT2/OAT7, SLC22A7/SLC22A9; (91)), ve OCT 1/3 (OCT1/OCT3,
SLC22A1/SLC22A3; (91)) bulunmaktadir. OAT tasiyicilar1 birincil olarak bobreklerde
eksprese olurken (92), OAT?2 yiiksek oranda karaciger ekspresyonu gostermektedir
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(9). OAT?2 substratlar1 arasinda furosemid ve kaptopril gibi ilaglar 6rnek verilebilirken
OAT2-aracili tagima statinlerce inhibe olmaktadir (85).

Hepatik sinusoidal membranda yiiksek oranda eksprese edilen OCT1 pozitif
yukli molekiilleri (6r. tetrametilamonyum, metformin, oksaliplatin) negatif yiiklii
hiicresel bolgeye tasimakta ve OCT1 inhibitorleri (0r. verapamil) ile bu tagima inhibe

edilebilmektedir (7, 90).

Sodyum/taurokolat tasiyici polipeptid (Na*/taurocholate cotransporting
polypeptide, NTCP, SLC10A1; (93)) konjuge ve konjuge olmayan safra asitlerinin
sodyum bagimli tasimmmasindaki ana tasiyicidir. Ayrica rosuvastatin ve mikafungin

gibi ilaglarm NTCP’ye kars1 afinite gosterdikleri bilinmektedir (94).

Hepatositlerin  sinusoidal membraninda substratlarini her iki yonde de
tasiyabilen denge niikleozid tastyicilar1 (equilibrative nucleoside transporters,
hENT1/hENT2 (SLC29A1/ SLC29A2; (95)) ve organik ¢6ziinen tasiyicilar: (organic
solute transporter alpha/beta (OSTa/OSTp, SLC51A/SLC51B; (96)) yer almaktadir
(7). hRENT’ler viicutta gesitli tipte hiicrelerde eksprese edilir, niikleozid (6r. adenozin,
uridin) ve niikleozid analogu ilaglarin (6r. ribavirin ve gemsitabin) tasinmasinda rol
oynamaktadir (97). OSTa ve OSTp bagirsaklardan safra asitlerinin geri emiliminde
onemli bir role sahiptir. Ayrica safra asitleri, prostaglandin E2, digoksin ve steroid
konjugatlar1 gibi maddelerin hepatik dispozisyonunda rol oynamaktadir. Ancak
hepatik OSTo/OSTp’in in vivo katki derecelerinin ihmal edilebilecek diizeyde oldugu
diistiniilmektedir (90).

Sinusodial membranda efflux tasiyicilar da bulunmaktadir. Bu tasiyicilarin
baslicalar1 ¢oklu ilag direnci iliskili protein (multidrug resistance-associated protein,
MRP/Mrp) ailesinin iiyeleri olan MRP3, MRP4 ve MRP6 (ABCC3, ABCC4, ABCC;
(98-100))’dir. Substratlar1 olan endojen ve eksojen maddeler ile polar metabolitleri
hepatositlerden kana dogru tasimaktadirlar (9, 90). MRP3 birincil olarak kolestaziste
safra asitlerinin kana pompalanmasinda rol oynamaktadir. Safra asitlerinin safra ile
itrahinin  gergeklesemedigi durumlarda karacigeri toksik safra asidi seviyesinden

korumak i¢in MRP3 indiiklenmektedir. Hepatik sinuoidal MRP’ler ilaglarin yaninda


https://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=10905
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onlarin glukuronid ve siilfat konjugatlarinin kana taginmasinda da rol oynamaktadir.
MRP3 feksofenadinin MRP4 ise rosuvastatin enaprilat ve niikleozid analoglarinin
bazolateral effluxX’inda gorev almaktadir (90). MRP6’nin ekstraseliiler matriks
bilesenlerinin diizenlenmesinde rol oynadig: diisiiniilmektedir. Ancak fizyolojik etkisi

ve substratlari tam olarak aydinlatilamamistir (100).
2.2.4. Kanalikiiler Membranda Bulunan flac Tasiyic1 Proteinler

Kanalikiiler membranda (apikal) eksprese edilen ABC tastyicilar1 arasinda P-
glikoprotein (P-glycoprotein (P-gp)/multidrug resistance protein (MDR1), ABCB1)),
meme kanseri direng proteini (breast cancer resistance protein, BCRP, ABCG2),
BSEP, (ABCB11) ve MRP2 (ABCC2) 6ne ¢ikan efflux tasiyicilardir (85).

P-gp substratlar1 olan ilaglarin 6zellikle gastrointestinal sistem ve beyin olmak
tizere dokulara penetrasyonunu kisitlayan bir efflux tasiyicidir. Ayni zamanda
karaciger ve bobreklerde de eksprese edilmektedir. Karacigerde kanalikiiler
membranda substratlarini safra i¢ine tasiyarak safraya itrah mekanizmasinda rol
oynamaktadir. Substrat spekturumu genis olup yiiksek molekiil agirligina sahip,
lipofilik ve g¢ogunlukla katyonik bilesiklerin (6r. dosetaksel,siklosporin A,
atorvastatin, karvedilol) hiicre disina tasmmasinda rol oynamaktadir (85). P-gp
inhibitdrleri arasinda ise verapamil, itrakonazol ve ritonavir gibi ilaglar bulunmaktadir
(32). Bagirsak ve beyinden farkli olarak karaciger P-gp tasiyicisi belirgin bir klinik
durum ile iliskilendirilmemistir (90). ABCB1 polimorfizminin P-gp substratlarinin
taginmasi  tizerindeki etkisinin tekrarlanabilirligi gosterilemediginden  klinik

calismalarda ABCB1 polimorfizm analizinin rutin uygulamasi nerilmemistir (7).

Yarim ABC tasiyicist olarak bilinen BCRP bagirsak, karaciger, bobrekler,
beyin, plasenta ve testis gibi farkli dokularda eksprese olmaktadir. Karacigerde
kanalikiiler membranda bulunan BCRP tasiyicist substratlarmi  safra igine
tasimaktadir. Substratlar1 arasinda rosuvastatin, topotekan, siprofloksasin, diklofenak
gibi c¢esitli farmakolojik gruptan ilacin yani sira estron-3-siilfat ve iirik asit gibi
endojen maddeler bulunmaktadir (85). BCRP aktivitesini inhibe eden ilaglarin

arasinda ise siklosporin, omeprazol ve takrolimus &rnek olarak verilebilmektedir (85).
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BCRP’yi kodlayan gende goriilebilen polimorfizm (c.421C>A) ¢esitli ilaclarin

(rosuvastatin, atorvastatin, gefinitib gibi) farmakokinetigini etkilemektedir (90).

BSEP safra tuzu bagiml safra akisindan sorumludur. Bu 6nemli fonksiyonu
geregince BSEP’in inhibisyonu sonucunda safra akisinda bozukluk ve kolestazis
olusabilmektedir. BSEP ayni zamanda safra asidi disindaki maddelerin (0r.
pravastatin) tasinmasinda da rol oynamaktadir. Siklosporin A, rifampin ve vinblastin

gibi ilaglar BSEP inhibisyonuna sebep olabilmektedir (85).

MRP2, karaciger, bobrekler, ince bagirsak, safra kesesi ve plasentada yiiksek
oranda eksprese edilen MRP iiyesidir. Hepatositlerde apikal konumlanmasi ile ¢esitli
ilaglari (6r. metotreksat, melfalan, pravastatin), metabolitlerin ve endojen bilesikleri

safraya tagimaktadir (85).

Kanalikiiler membranda ekprese edilen SLC tasiyicilari arasinda yer alan coklu
ila¢ ve toksin ekstriizyon proteini (multidrug and toxin extrusion protein, MATE1
(SLC47A1) ) ve hENTI cift yonlii tasima yapmaktadir (101). MATE1’in endojen (or.
guanidin, kreatinin) ve eksojen (or. simetidin, asiklovir, prokainamid) birgok maddeye
kars1 afinitesi bulunmaktadir (85). Ancak birgok MATEI substratinin ana eliminasyon
organi bobrekler oldugu i¢in giiniimiizde hepatik MATE1 ’in katkis1 tam olarak ortaya
konulmamistir (90). hENT1 timidin, guanozin ve ribavirin gibi niikleozidler ve
niikleozid analoglermin hepatositler icine tasinmasinda ve belirli metabolize

niikleozidlerin (6r. ribavirin ve formisin B) safraya atiliminda rol oynamaktadir (101).

2.2.5. Albumin Aracih Tasima

Karacigerde albumin aracili tagima ilk olarak 1966 yilinda Baker ve Bradley
tarafindan ortaya atilmistir (102). Albumin aracili tagimanin mekanizmasi giiniimiizde
tam olarak aydinlatilamamais olup, yillar icerisinde ¢esitli mekanizma ve modeller ile
aciklanmaya c¢alisilmistir (103). Hepatosit hiicre membraninda albumin reseptoriiniin
varligl, hiz kisitlayict basamak olarak albumin-ligand kompleksinden ligandin
ayrilmast (104), hiz kisitlayic1 basamak olarak ligandin karigmamis sivi tabakadan

(unstirred water layer) difiizyonu (105), kolaylastirilmig disosiyasyon modeli
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(facilitated-dissociation model) (106), membran yiizeyi ve albumin-ligand kompleksi
arasindaki iyonik etkilesim (107) ve tasiyici ile indiiklenmis protein baglanma yer
degisimi (transporter induced protein binding shift) (108) albumin aracili

kolaylastirilmis tasimanin agiklanmasi i¢in Onerilmis olan mekanizmalardir.

Bu yaklagimlar arasinda kolaylastirilmig disosiyasyon modeli ve tasiyic ile
indiiklenmis protein baglanma yer degisimi yaklasimi One ¢ikmaktadir.
Kolaylastirilmig disosiyasyon modeli ilag-albumin kompleksinin hiicre yiizeyi ile
etkilesime ge¢cmesi sonucu ilacin disosiyasyonunun arttig1 ve hiicre i¢ine alinabilecek
serbest ilag fraksiyonunun arttig1 yaklasimina dayanmaktadir (106, 109, 110). Tasiyic1
ile indiiklenmis protein baglanma doniisiimii modeli ise yiiksek oranda proteine
baglanan ilaglarm, ila¢ tasiyici proteinlere albumine gore daha yiiksek afinite
gosterdikleri ve tasiyicilarin bu ilaglar1 serbest hale gegmelerini beklemeden albumin-

ligand kompleksinden ayirdig1 ve hiicre igine tasidigi prensibine dayanmaktadir (103).

Bilinen OATP/Oatp substratlarmin hepatik hiicre igine alimi T{izerinde
albuminin etkisi ¢esitli in vitro yontemler (6r. siispande insan hepatositleri, siispande
primer si¢an hepatositleri, OATP-eksprese eden insan embriyonik bobrek hiicreleri
(human embryonic kidney cells, HEK293) ile incelenmistir. Plazma veya albumin
iceren ortam kosullarinda serbest ilacin hiicre igine alimimnin arttigi gosterilmistir (103,
109-113). Ayrica Bowman ve ark. protein icermeyen ortama gore, protein varliginda

pasif diflizyonun da arttigin1 kaydetmistir (103, 111).

2.2.6. Hepatik Metabolizasyon

Karaciger, ilag metabolize edici enzimlerin yiiksek ekspresyonu nedeniyle ilag
eliminasyonunda merkezi bir rol istlenmektedir. Karaciger enzimatik
biyotransformasyonun ana organidir. Ancak gastrointestinal kanal ve bdbreklerde
bulunan metabolize edici enzimler de ilag dispozisyonu iizerinde etkin rol
oynamaktadrr.  Oral olarak uygulanan ilaglarda goriilen ilk-gecis etkisinde

gastrointestinal kanal ve karaciger 6nemli rol oynamaktadir (114).
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Klasik smiflandirmada ila¢ metabolizasyonu faz 1 ve faz 2 olarak ikiye
ayrilmaktadir. Birinci fazda rediiksiyon, oksidasyon ve hidroliz gibi reaksiyonlarla
molekiillere reaktif veya polar gruplar eklenmektedir. Bu reaksiyonlarin ¢ogu
sitokrom P450 (Cytochrome P450, CYP450) enzimleri tarafindan katalizlenmektedir.
Toplam ila¢ metabolizasyonunun yaklasik %75°1 CYP metabolizasyonlar1 araciligryla
gerceklesmektedir. Bu enzimlerden CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 ve
CYP3A4 bilinen ilaglarin birgogunun metabolizasyonundan sorumlu enzimlerdir

(115).

CYP450 enzimlerinin ekspresyonu ve aktivitesi gesitli etkenlere bagl olarak
degisiklik gostermektedir. Endojen veya eksojen maddeler (6r. ritonavir ve
ketokonazol) CYP450 enzimlerinin aktivitesini inhibe edebilmektedir. Bu durumda
CYP450 substratlarmin karaciger ve plazma konsantrasyonlarinda artis ve buna bagl
olarak toksisite goriilebilmektedir. CYP450 enzimlerinin indiiksiyonu ise substratlar1
olan ilaglarin klerensini artirmakta ve ilag etkinliginde diistise neden olabilmektedir.
CYP450 indiiktorleri (6r. rifampisin ve fenobarbital) ilaglara bagh hepetotoksisite
riskini de azaltabilmektedir (114).

Faz 2 reaksiyonlar1 ise maddelerin veya faz 1 reaksiyonlar1 ile olusan
metabolitlerinin  konjugasyon reaksiyonlaridir. Glukuronidasyon, asetilasyon,
stilfasyon, metilasyon ve glutatyon ile konjugasyon bilinen faz 2 reaksiyonlarmdandir.

Glutatyon konjugatlari itrah 6ncesi tekrar metabolize edilir (40).

Faz 2 reaksiyonlar1 her zaman faz 1’1 takiben gerceklesmez. Bu nedenle
enzimler ve reaksiyonlari CYP ve CYP olmayan (non-CYP) olarak da

isimlendirilebilmektedir.

CYP-olmayan enzimler arasmda UDP glukuronosiltransferazlar (UDP-
glucuronosyltransferases, UGTs), siilfotransferazlar (sulfotransferases, SULTS), N-
asetiltransferazlar ~ (N-acetyltransferases, NATS), glutatyon S-transferazlar
(glutathione S-transferases, GSTs), tiyopiirin S-metiltransferazlar (thiopurine S-
methyltransferases, TPMTs) ve Kkatekol O-metiltransferazlar (catechol O-
methyltransferases, COMTs) bulunmaktadir (114).
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Yas, genetik faktorler, cinsiyet, hastalik durumu, hamilelik ve ilag-ilag
etkilesimleri ila¢g metabolizasyonu {izerinde etkili olan unsurlardir (114). Ayrica ilag
tastyict proteinler ve enzim etkilesimi de ilag dispozisyonunda siklikla goriilen bir
durumdur. Ilaglarin metabolize edici enzimlerin bulundugu hepatosit igine
taginmasinda ve hepatositlerden ana ilacin ve/veya metabolitinin uzaklastirilmasinda

ilag tastyici proteinler rol oynamaktadir. (114).
2.3. Hepatik ila¢-la¢ Etkilesimleri

Bir ilacin diger bir ilacin farmakokinetik 6zelliklerini degistirme ihtimaline
farmakokinetik ilag-ilag etkilesimleri denir. Bu degisikliklerin biiyiikliigiine bagl
olarak, farmakokinetik ilac-ilag etkilesimleri klinige ilaglarmm giivenlik ve

etkinliklerinde farklilik olarak yansiyabilmektedir (3, 116).

Farmakokinetik ilag-ila¢ etkilesimleri altta yatan mekanizmaya bagli olarak
metabolizasyon-aracili, tasiyici-aracili ve tasiyici-enzim etkilesimi-aracili olarak
smiflandirilmaktadir. CYP enzimleri aracili ilag-ilag etkilesimi yillarca ana
mekanizma olarak goriilse de son yillarda UGT ve SULT enzimleri aracili etkilesimler
de dikkat ¢ekmektedir. Sadece enzimler ile agiklanamamis bazi etkilesimler ise ilag
tastyici proteinler ile iliskilendirilmistir. Tasiyici-aracili ilag-ilag etkilesimlerine 6rnek
olarak digoksin-kinidin, feksofenadin-ketokonazol ve rosuvastatin-siklosporin
verilebilir. Ayrica ila¢ metabolitlerinin de karacigerden kana veya safraya
tasinmasinda da tastyic aracili ilag-ilag etkilesimi goriilebilmektedir (90). lag tastyici
proteinler absorpsiyon, dagilim ve itrah iizerinde rol oynadiklar1 i¢in ilaglara lokal ve

sistemik maruziyet ve buna bagl ilag-ilag etkilesimleri i¢in dnemli belirleyicilerdir.
2.3.1. Klinik Onem Tasiyan ila¢ Tasiyic1 Proteinler

2007 yilinda akademi, endiistri ve Amerika Birlesik Devletler Gida ve Ilag
Dairesi (The US Food and Drug Administration, FDA)’nden bilim insanlarinin
katilimiyla ITC kurulmustur. ITC’nin 2008 yilindaki ilk ¢alistayinin ardindan ilag-ilag

etkilesimi yoniinden klinik 6nem tasiyan ilag tasiyici proteinler, iliskili substratlari,
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inhibitorleri ve tastyic1 arastirmalarinda dikkat edilecek Dbilimsel Oneriler

yaymlanmustir (7, 117).

2010 yilinda yayimnlanan ITC raporunda klinik énem tasiyan ve karacigerde
eksprese edilen sinuzoidal (OATP1B1, OATP1B3, OATP2B1, OCT1) ve kanalikiiler
(P-gp, BCRP, BSEP, MRP2, MRP3, MRP4, MDR3 (ABCB4), MATEI1) tasiyici
proteinler bulunmaktadir (7). Bu tasiyicilardan OATP1B1, OATP1B3, P-gp ve BCRP
klinik 1ilag-ilag etkilesimlerinde yer aldiklarma dair kanit bulunan ve ilag

basvurularinda takip edilmesi gereken tasiyicilar olarak verilmistir (7).

ITC 2013 yilinda, MATE1, BSEP ve MRP2’nin ilag-ilag etkilesimleri, etkinlik
ve ilagla indiiklenmis toksisite iizerindeki etkileri yoniinden incelenmeleri i¢in 6neride

bulunmustur (118).

Hepatositlerin kanalikiiler membraninda eksprese edilen MATE]1, katyonik
maddelerin (6r. metformin, simetidin ve asiklovir) safraya itrahina aracilik etmesine
ragmen renal ilag-ilag etkilesimleri i¢in ana tasiyicilar arasinda gosterilmistir. Total
klerensin %25 ve daha fazlasi renal sekresyonla gergeklesen ilaglar icin MATEI1
aracilt etkilesimin incelenmesi Onerilmistir. BSEP ve MRP2’nin inhibisyonu
kolestazis ile iligkili oldugundan ilagla indiiklenen toksisite mekanizmasmin
belirlenmesinde bu tasiyicilarin inhibisyonuna dair retrospektif analiz yapilmasi
Onerilmistir. Ancak hepatotoksisiteyi isaret eden inhibisyon potansiyelinin sinir

degerleri bilinmediginden rutin bir ¢alisma Onerilmemistir (118).

Son yillarda hepatik OCT1, farmakogenetik varyasyon kaynagi ve ilag-ilag
etkilesimlerinin belirleyici mekanizmalarindan biri olarak 6nerilmektedir. Fenoterol,
sumatriptan, ondansetron ve morfin gibi bir¢ok ilag icin OCT1 genetik polimorfizmi
goriilen kisilerde ilag-ilag etkilesimleri yoniinden farmakokinetik ve farmakodinamik
duyarlilik gozlenmektedir (119). Bu husus gz 6niine almarak ITC 2018 yilinda OCT 1
icin hem substrat hem de inhibitdr Ozelliklerinin degerlendirilmesi i¢in Oneride
bulunmustur. Ayrica OATP2B1’in ilaglarin hepatik klerensine etkisi tartisilmis ve
OATPI1BI1 ve OATP1B3 gibi bilinen mekanizmalarla aydinlatilamayan OATP-aracili

ilag-ilag etkilesimleri i¢in retrospektif ¢caligma Onerilmistir (9).
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2.3.2. Yasal Diizenlemeler

Son yillarda giderek artan ilag tasiyict protein aragtirmalari ve ITC’nin
calismalarina paralel olarak yasal otoriteler ilag-ilag etkilesimleri ile ilgili kilavuzlari
yaymlamis ve gilincellemislerdir. 2006 yilindaki kilavuzda sadece P-gp’ye yer veren
FDA, 2012 yilinda genisletilmis bir tasiyici boliimii igeren kilavuzu yaymlamistir.
Avrupa Ila¢ Ajans1 (European Medicines Agency, EMA)’nin “Ila¢ Etkilesimlerinin
Aragtirilmas1 Hakkida Kilavuz” (Guideline on the investigation of drug interactions)
2013 yilinda yiiriirlige girmistir (4). Ydrirliikte olan EMA kilavuzu revizyondadir.
Japonya lIlag ve Tibbi Cihaz Ajans1 (Pharmaceuticals and Medical Devices Agency of
Japan, PMDA) ilag tasiyici proteinlerin yer aldig1 kilavuzu 2014°te yaymlanmis ve
2018°de giincellenmistir. PMDA kilavuzu “Ila¢ Gelistirme ve Uygun Bilgi Saglama
icin Ila¢ Etkilesimleri Hakkinda Kilavuz” (Guideline on Drug Interaction for Drug
Development and Appropriate Provision of Information) basligi ile 2019 yilinda

Ingilizce olarak yaymnlanmustir (6).

FDA, ilag etkilesimleri ile ilgili Ocak 2020°de iki kilavuz yaymlamistir. Bu
kilavuzlarin basliklar1 “In vitro Etkilesim Calismalari- Sitokrom P450 Enzimleri ve
Tastyict Aracili ilag Etkilesimleri” (In vitro Drug Interaction Studies, Cytochrome
P450 Enzyme- and Transporter-Mediated Drug Interactions) ve “Klinik Ila¢ Etkilesim
Calismalar1-Sitokrom P450 Enzimleri ve Tastyict Aracili ilag Etkilesimleri” (Clinical
Drug Interaction Studies, Cytochrome P450 Enzyme and Transporter-Mediated Drug
Interactions)’dir (3, 5).

Tiirkiye Cumhuriyeti Saghk Bakanhgi, Tiirkiye ilag ve Tibbi Cihaz Kurumu
(TITCK) tarafindan yaymlanan Ortak Teknik Dokiiman (CTD) Kilavuzu Modiil 5
Klinik Calisma Raporlar1 kapsaminda “Insan Biyomateryallerinin Kullanildig:
Farmakokinetik Caligma Raporlarr” altinda basvuru sahiplerinden “Hepatik
Metabolizma ve Ilag¢ Etkilesimi Caligsmalar1 Raporlarr” beklenmektedir. Ancak tastyici

aracil ilag etkilesimleri ilgili kilavuzda yer almamaktadir (120).

Siniizoidal influx tasiyicilar1 (OATP1B1, OATP1B3 ve OCT1) ile kanalikiiler
tastyicilar (MATE1, BSEP ve MRP2) yasal otoritelerin kapsami igerisinde yer
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almistir. Bu tastyicilar klinik farmakokinetik, ilag-ilag etkilesimleri ve ilagla
indiiklenen toksisite yoniinden 6zelliklerine ve ana etkilesim organina gore in vitro ve
in vivo degerlendirmeye tabidir. Hepatik tasiyicilar agisindan yasal otoritelerin
onerileri Tablo 2.1.’de verilmistir. FDA kilavuzunda BSEP ile ilgili bir 6neri yoktur.
Ancak PMDA’da BSEP inhibisyonunun endojen maddelerin safra ile itrahinin
azalmasma yol agabilecegi bilgisine yer verilmistir (6). EMA’da BSEP
inhibisyonunun hepatik giivenlik ¢alismalar1 kapsaminda 6ncelikli olarak arastirilmasi
onerilmektedir. FDA’in aksine EMA OCT]1 polimorfizminin etkisini géz Oniinde
bulundurarak OCT1’i de kapsamma almistir (4). PMDA’da hepatik OCT1’i

tanimlanmaktadir ancak arastirma ve degelendirme kriterine yer verilmemistir (6).

Tablo 2.1. Hepatik tastyicilarn in vitro degerlendirilmesinde yasal otoritelerin
Onerilerinin karsilastirilmasi (3, 4, 6).

) Ana etkilesim Yasal Substrat Inhibitor
Gen Hepatik tasiyica . .
mekanizmasi otorite calismasi calismasi
FDA? + (hepatik
SLCO1B], OATP1B1, S eliminasyon
SLCO1BR3 OATP1B3 Hepatik hiicre i¢ine alim | PMDA S0425 total +
EMA klerens)
FDA - -
SLC22A1 OCT1 Hepatik hiicre i¢ine alim | PMDA +/- +/-
EMA +/-P +/-
o . FDA + +
SLC47AL MATEL | Bobrek hilcre igine alm/Gift "oy, ¥ ¥
yonlii tagima
EMA +/-P +/-
FDA +
ABCB1 P-gp Intestinal efflux PMDA + +
EMA +/-P
FDA +°
ABCG2 BCRP Intestinal efflux PMDA + +
EMA +/-b
_ . FDA - -
ABCC2 MRP2 Hepatik efflux ve ilacla 7oy 1 A +- +-
indiiklenen toksisite
EMA +/-b -
_ . FDA - -
ABCBI11 BSEP Hepatik efflux ve ilacla 7o\, +- +1-
indiiklenen toksisite
EMA +/-P +/-

(+) Onerilen ¢alismalari, (-) Ilgili kilavuzda yer verilmemis calismalar1 (+/-) ise degerlendirilebilir
caligmalar1 belirtmektedir.

8EDA in vitro substrat ¢aligmalarinin dikkate alinmasi igin ilacin fizyolojik 6zelliklerinin belirlenmesini
onermektedir. "EMA renal/safra /intestinal sekresyonun ilag eliminasyonunun %25’inden fazla olmasi
durumunda bu tastyicilarin rollerinin aydinlatilmasini 6nermektedir. “Dokulardaki dagilim bir
giivenlilik endisesi dogurmadigi siirece BCS Simif-1 ilaglar igin 6nerilmemektedir.
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flag gelistirme ¢alismalarmnda, in vitro etkilesim calismalarinin zamanlamasi
oldukc¢a 6nemlidir. EMA ilag etkilesimleri kapsamindaki bilginin faz 2 ve faz 3 klinik
caligmalarda ve ruhsat sonrasinda ilacin giivenliliginin temin edilmesi igin pratik
olarak elde edilebilecek en erken donemde elde edilmesi gerektigini belirtmektedir (4).
PMDA ilag etkilesimleri degerlendirmesinin erken ilag gelistirme evresinde elde
edilmesi ile ilag¢ gelistirme siirecinin etkinliginin artirilacagini, ilag-ilag etkilesimleri
aracili advers etkilerin Onlenerek risk-yarar dengesinin optimize edilemesini
saglayacagini belirtmektedir (6). FDA, arastirma ilacmin terapotik endikasyonuna
gore in vitro calismalarin yapilma zamanmm degiskenlik gosterebilecegini
belirtmistir. Ornek olarak ilacin kronik statin (OATP1B1/1B3 substrat1) kullanim1 olan
popiilasyonda uygulanacagi Ongoriiliiyorsa OATP-aracili etkilesim calismalarinin
klinik caligmalarda gereksiz goniilli’hasta diglamasmin Oniine ge¢mek icin klinik

caligmalardan 6nce yapilmasini dnermektedir (3).

In vitro ve klinik ila¢ etkilesim ¢aligmalarinda Onerilen substrat, inhibitor ve
indiikleyici ilaglar FDA’nin siirekli olarak giincellenen bir internet sitesinde
yayinlanmaktadir (32). PMDA’da ilgili listeler kilavuz i¢inde verilirken (6), EMA
prob ilaglarin ve in vitro sistemlerin se¢iminde giincel literatiiriin esas alinmasi

gerektigini belirtmistir (4).

2.3.3. OATP-Aracih ila¢-ilac Etkilesimlerinin Degerlendirilmesi

Ilaglarm hepatosit igerisine aliminda baskin olan yolak tastyici-aracili
tagimadir. OATP-aracili influx birgok ilacin eliminasyonu iginde hiz kisitlayici

basamak olup ilag-ilag etkilesimleri yoniinden 6nemli bir mekanizmadir (90).

Siniizoidal influx tastyicilar arasinda yer alan OATP1B1 ve OATP1B3 klinikte
goriilen ilag-ilag etkilesimleri ile iligskilendirildikleri i¢in farmakokinetik ¢aligmalarda
yiiksek bir 6neme sahiptir (121, 122). Yasal otoriteler hepatik klerensi total klerensin
en az %25’1 olan ilaglar icin OATP substrat 6zelliklerinin belirlenmesini 6nermektedir.
Substrat caligmasinin yanisira OATP inhibitorii veya indiikleyicisi olup olmadiklar1 da

oncelikle in vitro ¢aligmalar ile degerlendirilmelidir. OATP aracili tasimanin in vitro
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degerlendirmesinde, transfekte hiicre hatlari, insan hepatositleri veya hepatik hiicre

hatlar1 gibi ¢esitli hiicre temelli sistemler onerilmektedir.

In vitro ¢alismalarin gelistirilmesi ve validasyonu kapsaminda kullanilan in
vitro sistemlerde deney siiresince tastyici fonksiyonunun korundugunun gosterilmesi
gerekmektedir. Insan hepatositlerinin kullanildig1 calismalarda tasiyici fonksiyonunun
gosterilmesi i¢in pozitif kontrol grubu olarak bilinen OATP substratlar1 veya
inhibitorleri uygulanmaktadir. Transfekte hiicre hatlariin kullanildigi ¢alismalarda ise
negatif kontrol olarak transfekte edilmemis kontrol hiicreleri kullanilmaktadir. Ayrica
hiicresel sistemin (0r. hiicre kaynagi, pasaj numarasi, hiicre yogunlugu) ve deneysel
kosullarin (0r. inkiibasyon siiresi, pH, O0rnek alma araligi) karakterizasyonunun
tamamlanmis olmasi gerekmektedir. Organik solvan kullanim limiti %1 (tercihen
%0,5)’in altinda olmali ve solvan kontrol grubu calismaya eklenmelidir. Sisteme
spesifik olmayan baglanma, ilaglarin ¢6ziiniirliik sinir1 ve ortama serum veya protein
eklenmesinin etkisinin degerlendirilmesini takiben ilacin total geri kazanim derecesi
gosterilmelidir. Tasima c¢alismalar1 tasima hizinin dogrusal oldugu kosullarda
yapilmahidir. Calismada kullanilacak matriksin ilag ile etkilesim gostermemesi
gerekmektedir. Laboratuvar kabul kriterleri literatiirle uyumlu olmali, ¢alisma 6ncesi

prob substrat ve inhibitorler ile yapilan caligmalar dogrultusunda belirlenmis olmalidir

3).

Cesitli inhibitorlerin OATP1B1 ve OATP1B3 fonksiyonunu pre-inkiibasyon
zamanma bagli olarak uzun siireli inhibe ettigi gdsterilmistir (123). Ornegin, pre-
inkiibasyon sonucu siklosporin A (124-126), rifampisin ve dasatinibin (127)
OATP1B1 (124-127) ve OATP1B3 (124, 127) iizerindeki inhibisyon potensi artmus,
inhibisyon sabiti degerleri ise kiigiilmiistlir. Ayrica pre-inkiibasyon yaklasimi ile
inhibitor ve substratin birlikte uygulamasina goére inhibisyon derecesinin in Vvivo
kestiriminde basar1 artmustir. (124, 127). Bu bilgiler dogrultusunda FDA ve PMDA
OATPI1B inhibisyon ¢aligmalarinda en az 30 dk siireyle pre-inkiibasyon yapilmasmi
onermektedir (3, 6).

In vitro ¢alismalar sonucunda bir ilacin OATP1B1/B3 substrati veya inhibitorii

olarak degerlendirilmesi igin yasal kilavuzlarda onerilen kosullar Tablo 2.2.’de yer
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almaktadir. Tablo 2.2.’de belirtildigi gibi bir ilacin inhibitdr olarak belirlenmesinde
inhibitdr potensini yansitan maksimum inhibitér konsantrasyonun yarist (the half
maximal inhibitory concentration, 1C50), inhibisyon sabiti (inhibitory constant, Kj)
veya R degeri i¢in belirlenmis sinir degerler kullanilmaktadir. R degeri, inhibitor olup
olmadig1 arastirilan ilacin varliginda ve yoklugunda substrat ilacin egri altinda kalan
alan (EAA) degerlerinin kestirim orani olup (128) hesaplama Esitlikleri Tablo 2.2.’de

yer almaktadir.



Tablo 2.2. Substrat ve inhibitor ¢aligma sonuglariin yorumlanmasi (3, 4, 6).

Substrat cahismalar:

inhibitér Cahsmalar

Yasal otorite In vitro caligmalar-

Pozitif sonug kriteri

Pozitif sonu¢ degerlendirme

In vitro ¢caliymalar-
Pozitif sonu¢ kriteri

Pozitif sonug

Esitlik

Sinir deger

degerlendirme

Transfekte hiicrede kontrol grubuna

Giivenlilik kosullari,
terapdtik indeks ve birlikte
kullanilmasi olas1 inhibitor

Birlikte kullanilmasi olas1

R o I + % F. X k. X Dose substrat ilaglar
FDA ini‘i’g?tgf]zrﬁ e allr‘l‘;‘afrj fi} ‘S’gy&l ilaglar degerlendirilerek Linmaies = 28 (a X fy ko ) /R, 11 degerlendirilerek klinik
?3) eva ICSOE:nin > 10 l;ato bilinen klinik ¢aligma Qn ’ caligma yapilmasi dikkate
Vk g]nsantras onanda) ° yapilmasi dikkate alinir. In Fun X I alinir. In vivo prob substrat
Y vivo prob inhibitér R = 1 4 %P = inmaks kullanilmalidir
kullanilmalidir K; or ICsg
Transfekte hiicrede kontrol grubuna ( fa X Fy X kg X Doz)
NSRS Ry ) I; =C +
PMDA g(i);zalllluﬁze :i:)zilzlrlﬁ('jj}fﬁlgf; ivala Inhibitdr olarak rifampisin fntetmax maks Qn >1.1 Klinik ¢aliyma dikkate
©) aliminm vepbu mekanizmanin bﬁinen (tek doz) veya siklosporin ile R =14+ fup X lintetmaks alinir. In vivo prob
inhibitorlerle inhibisyonunun gosterimi klinik ¢alisma dikkate alinir - K; or IC<q substratlar kullanilir
* Esitlik Sinir deger

Sinir deger belirtilmemistir

EMA Inhibitér vahigimda ve yoklugunda
@] degerlendirme yapilir

Tastyic1 doygunlugu goz 6niine alinir

Potent inhibitorle veya
tastyici aktivitesi
gOstermeyen gen tasiyan
farmakogenetik grupla klinik

calisma uygulanir

[I]u,inlet,maks = fu,b X (Imaks,b
+ fo X Fy X kg X Doz/Qp)

25 X [I]u,inlet,maks
K; or ICsg

>1
Esdeger R
1.04(=1+1
125)

Valide edilmis prob ilaglarla
klinik ¢alisma Onerilir

*alternatif sinir degerler kanitlanabilir.

Kisaltmalar: Maksimum plazma konsantrasyonu (Cmaks), total ilacin maksimum hepatik inlet konsantrasyonu (lin, max, linlet maks), serbest ilacin maksimum hepatik
inlet konsantrasyonu ([I]u,inlet maks), kanda serbest ilag fraksiyonu (fu,b), plazmada serbest ila¢ fraksiyon (fu,p), absorbe olan ilag fraksiyonu (fa), intestinal
biyoyararlanim (Fg), absorpsiyon hiz sabiti (ka), kan-plazma konsantrasyon orani (Rb), hepatik kan akis hizi (Qh), inhibisyon sabiti (Ki), yari-maksimal inhibitor

konsantrasyonu (IC50), arastirma ilact varliginda ve yoklugunda substratin plazma konsantrasyon-zaman egrisi altinda kalan alan (EAA) degerlerinin orani (R).

6¢
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2.3.4. In vivo Preklinik Calismalar

Tasiyict aracili farmakokinetik ve ilag ilag etkilesimlerinin incelenmesinde in
vivo dogal tip (wild-type) fare, sican ve sinomolgus maymunu modellerinin yani sira
simerik fare ve sigan modellerinde insanlastirilmig karaciger, gen silinmis (knock-out)
fare modelleri (6r. Slcola/1b®?) ve humanized OATP1B1 transporter model gibi

insanlastirilmis tasiyici eksprese eden fare modelleri) kullanilmaktadir (129).

Sicanlarda OATP-aracili ilag-ilag etkilesimleri gozlenmektedir. Ancak sigan
Oatp1b2 ile insan OATP1B1 %64 aminoasit benzerligine sahipken (130), sinomolgus
maymunlarda OATP1B1 ve OATP1B3 tasiyicilar1 insan OATP1B1 ve OATP1B3
tastyicilara sirasiyla %92 ve %94 benzerlik (131) gosterdiginden son yillarda OATP-
aracili etkilesim ¢aligmalari i¢in yararli bir preklinik model olarak 6nerilmistir (132,

133).

Tastyict1 geni  diglanmig/silinmis hayvanlar ile dogal tip hayvanlarin
karsilagtirilmast ilaglarin ilgili tasiyic1 aracili farmakokinetik parametrelerinin
belirlenmesi ve ilag-ilag etkilesimi i¢in 6nemli bir 6ngorii saglamaktadir. Ancak insan
ve hayvanlar arasinda tasiyici ekspresyonu ve aktivite diizeyi yaninda ilaglarin
farmakokinetigi ve tasiyicilara karsi afinitelerinin farkli olmasi hayvan modellerinin
kullannmin1  kisitlamaktadir.  Ayrica, ilgili genin silindigi hayvanlarda diger
tastyicilarin ve enzimlerin inhibisyonu veya indiiklenmesi sz konusu olabilmektedir.
Bu nedenle ITC preklinik hayvan modellerinden klinige translasyonun sadece vaka
Ozelinde olmasi, in vitro ve insan farmakokinetik verisi ile desteklenmesi gerektigini

onermektedir (8).
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2.4. Hepatik Tasiyic1 Aracih Farmakokinetik ve Tlag¢ Tla¢ Etkilesimlerinin

Degerlendirilmesinde Kullanilan Yontemler

2.4.1. In vitro Yontemler

Hepatik tastyict aracili  farmakokinetik ve ilag-ilag etkilesimlerinin
degerlendirmesinde ekspresyon sistemleri, tam hiicre sistemleri ve bu tekniklerin

kombinasyonu kullanilmaktadir.

e Ekspresyon Sistemleri

Ekspresyon sistemleri, membran vezikiillerine, 6liimsiiz bir hiicre hattina veya
oositlere arastirilacak ila¢ tasiyici proteinin transfekte edildigi sistemlerdir. Bu
sistemler kinetik ve inhibisyon parametrelerinin tayini ig¢in kullanilmaktadir. (8).
Membran vezikiilleri ve hiicre temelli ¢ift yonlii tagima sistemleri P-gp ve BCRP-
aracili tasimanm arastirilmasinda kullanilmaktadir. Efflux tasimanin incelenmesinde
kullanilan bir diger sistem arastirilan tastyiciy1 eksprese eden ters ¢evrilmis (inverted)
plazma membran vezikiilleridir. Bu yontemde ila¢ molekiilleri membrana sitoplazmik
taraftan ulastigr i¢in dogrudan efflux tasiyicilarla etkilesime girmektedir (134).
Transfekte hiicre hatlar1 olarak ise P-gp-eksprese eden Madin-Darby képek bobrek
hiicreleri-11 (Madin-Darby Canine Kidney cells, MDCKII) hiicre hatt1 en sik kullanilan
sistemlerdendir (135).

OATP-aracili tasimanin incelenmesinde en sik kullanilan sistemler ise OATP-
eksprese eden HEK293 hiicre hattidir (136, 137). Ayrica insan OATP transfekte
edilmis Cin hamster over (Chinese hamster ovary) hiicreleri ve OATP-transfekte
edilmis MDCKII/FRT (flippase recognition target) hiicreleri de hepatik alim

kinetiklerinin incelenmesinde kullanilan sistemlerdir (137, 138).

e Tam Hiicre Sistemleri

Tam hiicre sistemleri (whole-cell systems) ise primer hepatositler, hepatik

mono/ko-kiiltiirler (6r. hepatosit yaninda Kupffer hiicreleri iceren ko-kiiltiir) veya
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diger hepatik hiicre hatlar1 (6r. HepG2) gibi hiicre temelli sistemler olup hiicre i¢ine
alim, metabolizma ve/veya efflux kinetik parametreleri gibi coklu parametre tayininde

kullanilabilmektedir (8).

Hepatositler siispande, tutunan veya sandvi¢ kiiltiir formunda tasiyici
kinetiklerinin arastirilmast amaciyla yaygin bir kullanima sahiptir. Siispande
hepatositlerde inkiibasyon sirasinda kanalikiiler tagtyicilarin hiicre igine dogru hareket
edebilmesi (internalization) yontemin kisitlayici unsurlarindandir (139). Tutunan
formdaki hepatositler siispande hepatosit kiiltiiriine gore daha uzun stireli inkiibasyona
izin vermektedir. Ancak hiicre kiltlirii kosullar1 tasiyicilarin  fonksiyonunu

etkileyebilecegi i¢in dikkatle belirlenmeli ve sistem valide edilmelidir (3).

SCH sistemi tastyici aracili ilag-ilag etkilesimleri hakkinda bilgi veren 6nemli
bir yontemdir. SCH sisteminde hepatositler arasindaki siki kavsak olusumunun
rejenarasyonu ile safra kanali benzeri yapilar gelismektedir. Bu siki kavsaklarin
olusumu ortamda kalsiyum ve magnezyum katyonlarmin varhg ile kontrol
edilebilmektedir. Boylece safraya itrah mekanizmasi olusturularak hepatik efflux
tastyicilar lizerinde ¢aligmalar yapilabilmektedir. Primer insan hepatosit kiiltiirleri
farkli matriks kosullarinda yapilarmi alt1 giin (140) boyunca korurken, kollajen
sandvig kiiltiir konfigiirasyonuna bu siire alt1 haftaya kadar uzamaktadir (141). SCH
sisteminde kiiltiir kosullarina gore influx tasiyicilarin ekspresyonu azalma efflux
tastyicilarin ekspresyon seviyeleri ise ¢ogunlukla artma egilimindedir (18). Ancak 96
saatlik kiltlir siiresince insan SCH sisteminde influx tasiyicilarin ekspresyon ve
fonksiyonunun (142) sican SCH sistemine gore daha iyi korundugu gosterilmistir
(142).

Kumar ve ark. tarafindan hepatosit modelleri (siispande, tutunan ve SCH
formda) ve karaciger dokusunda tastyicilarin total ve plazma membranindaki bollugu
(abundance) incelenmistir. OATP1B1/2B1/1B3, OCT1 ve OAT1 gibi hepatik influx
tastyicilarin total ve plazma membran miktar1 bakimidan hepatositler ve karaciger
dokusu arasinda anlamli bir fark bulunmazken, siniisoidal efflux tasiyict MRP3 ve
kanalikiiler efflux tastyicilart MRP2 ve P-gp’nin total miktar1 insan SCH sisteminde

karaciger dokusuna gore daha yiiksek bulunmustur (p < 0,05) (143).
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Bu yontemlerde hiicre i¢i ila¢ konsantrasyonu o&lglilmedigi igin in vitro
sistemlerin birden fazla tasima mekanizmasini birbirinden ayirt etmesi giictiir. Ayrica
secilen in vitro sisteme gore pasif diflizyon, tasiyict aracili tasima ve/veya
metabolizmanin tayin edilen katki derecesi de degisebilmektedir. Ozellikle pasif
diflizyonun 6nemli 6l¢iide katkis1 bulunan ilaglar i¢in bu fark daha 6nemli olmaktadir
(13). Ornegin, repaglinid icin aktif hiicre icine tasima ve pasif difiizyon klerensi

arasidaki fark tutunan hiicrelerde SCH sistemine gore daha belirgindir (14, 144).

Giiniimiizde bir¢ok yeni alternatif in vitro hepatik sistem gelistirilmektedir. Ilag
dispozisyonunda kullanilmak iizere gelistirilmis ve kullanima hazir sistemlere,
dondurulmus ve gegirgen (cryopermeabilized) Metmax hepatositleri, daha uzun
inkiibasyon siiresine dayanikli ko-kiiltiir sistemleri, 3D karaciger sferoidleri ve
mikroakigkan (microfluidic) dinamik sistemler 6rnek olarak verilebilir (145). Ancak,
ozellikle dondurulmus hepatositler i¢in izolasyon, dondurma ve hiicre kiiltiirii
asamalarinda tasiyici aktivitesi veya ekspresyonunda goriilebilecek kayip (16, 21) tiim

sistemler i¢in g6z oniinde bulundurulmalidir
2.4.2. In situ ve Ex vivo Preklinik Calismalar

Karaciger perfiizyonu teknigi, karacigerin anatomik ve fonksiyonel
biitiinliigiiniin korundugu ve tasiyici aracili farmakokinetik ve iligkili ilag-ilag

etkilesimlerinin arastirilmasinda kullanilan bir preklinik yontemdir.

Perfiizyonun amacina gore, karaciger kaniile edildikten sonra deney
hayvanlarindan c¢ikartilarak kapali 6zel bir sistem icinde (izole karaciger) veya
govdede tutularak (in situ karaciger) calisilabilmektedir (23). izole karacigerde organ
kapali bir sisteme alindigindan perfiizyon sirasinda karacigerin farkli loblarmin
incelenmesi ve ornek toplama islemleri daha kolay olarak gerceklestirilmektedir.
Ancak karacigerin orijinal pozisyonunun korunmasindaki zorluk ve mekanik hasara
maruz kalabilmesi bu yontemin dezavantajlari arasinda yer almaktadir. In situ
perfiizonda ise karacigerin ¢ikarilmasi islemi olmadigindan teknik gelistirme daha
kolay ve hata olasiligi daha diisiiktiir (23). Miller ve ark. tarafindan 1951 yilinda

gelistirilen in situ izole sican karaciger perfiizyon teknigi, hepatik absorpsiyon,
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metabolizasyon, hiicre i¢i/hiicreler arasi iletisim ve organ nakli gibi bir cok arastirma
konusu i¢in tercih edilen ve iyi tanimlanmis dinamik bir modeldir (11, 23-25, 146-

148).

Karaciger perflizyonu hepatik sistem dis1 bilesenlerin etkisinin ortadan
kaldirildig1 bir yontem olup hepatik farmakokinetik parametrelerinin tayininde altin
standart olarak kabul edilmektedir (26). ilacin karaciger dokusu ve safra icerisindeki
dagilim1 analiz edildigi i¢in hepatik tastyicilarin kismi rollerinin ve tasiyici girisiminin
aragtirilmasi i¢in 6nemli bir yontemdir (27). Karaciger perflizyonu verileri in vivo
klerens kestirimlerinin iyilestirilmesi i¢in de kullanilmaktadir (28). Ancak sigan ve
insan OATP/Oatp tasiyicilari arasindaki sinirli bir benzerlik (7) ve NTCP tastyicisinin
sicanlarda bulunmamasi nedeniyle karaciger perfiizyonu modeli sadece ilag-ilag

etkilesimleri kestiriminin ¢apraz kontroliinde kullanilmaktadir (27).

2.4.3. Klinik Cahsmalar

Preklinik c¢aligmalarda belirlenmis olan ilag-ila¢ etkilesimlerinin klinikte
onemli olup olmadiginin klinik ¢alismalarla gosterilmesi gerekmektedir (5). 2017
yilinda FDA tarafindan onaylanmis ilaclar i¢in raporlanmus ilag-ilag etkilesimlerinin
yarisindan fazlast OATP-iligkilidir. Bu ilaglarin 34’tinde OATP-aracili etkilesim EAA
diizeyinde 5 kat ve lizerinde bir artig yaratarak klinik olarak anlamli kabul edilmistir

(149).

Klinik ilag-ilag etkilesimi c¢aligmalar1 prospektif calismalar ve retrospektif
degerlendirmeler ile yapilabilmektedir. Retrospektif yontemde yararlanilan 6nceki
klinik calismalarinin amac1 etkilesimlerin tespiti olmadigimdan dogru bir
degerlendirme imkani sinirlidir. Prospektif calisma protokolleri ise farmakokinetik
ornekleme planit ve ilaglarin uygulanma zamani gibi faktorlerin belirlendigi ve
etkilesimlerin tespitine uygun olarak tasarlanmaktadir. Arastirma ilaci tasiyici aracil
ilag-ila¢ etkilesiminde substrat olarak test ediliyorsa, secilecek olan ilacin incelenen
tastyicinin bilinen bir inhibitorii olmasi gerekmektedir. Bir tastyict igin substrat veya
inhibitor olarak bilinen ilaglar diger bir tasiyict ve/veya enzim ile de etkilesime

girebilmektedir. Giiniimiizde halen sadece bir tasiyiciya yonelik indeks substrat veya
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indeks inhibitér olarak tanimlanmig bir ilag bulunmamaktadir. Bu nedenle tasiyici
aracili etkilesimlerin incelendigi klinik caligmalarda kullanilacak substrat veya
inhibitor ilag ¢ogunlukla popiilasyonda aragtirma ilact ile birlikte kullanim1 muhtemel
ilaglar arasindan seg¢ilmektedir. Ancak bu calisma sonuglarinin diger ilaglara
ekstrapolasyonu smirhdir. Ayrica ilacin OATP1B1 veya BCRP gibi genetik
polimorfizm gosteren bir tastyicinin substrati oldugu durumlarda ¢aligmalar farkl

tastyici genotipine sahip goniilliilerde de yapilabilmektedir (5).

Klinik ilag-ilag etkilesimi ¢alismalarina, etkilesimin biiylikliigiiniin  ve
degiskenliginin gbzlenebilece§i ve giivenilir bir kestirim saglayacak sayida saglikli
gbniillii veya hastanin (ilacin giivenlilik sebebiyle saglikli goniillillere uygulamadig:
durumlarda) dahil edilmesi gerekmektedir. Calismalarda genellikle en yiiksek ilag
dozu secilirek en kisa dozlama araliginda uygulanir. Inhibitdriin potansiyel bir
indiikleyici olmadig1 veya zaman bagimli inhibisyon gostermedigi durumlarda tek doz
uygulanabilir. Ancak yarilanma omrii uzun olan substratlar i¢in inhibitoriin coklu
dozda uygulanmasi gerekmektedir. Birden fazla etkilesim mekanizmasinin
goriilebilecegi  durumlarda ise tek doz inhibitér uygulama secenegi
degerlendirilmelidir. ~ Substratin zamana baglhh farmakokinetik gostermedigi
durumlarda substrat tek doz uygulanabilir, aksi halde ¢oklu dozda uygulanarak hem
substrat hem de inhibitdr igin kararli durum kosullar1 saglanmalidir. Ilaglarm birden
fazla uygulama yolu olmas1 durumunda genellikle beklenen etkilesim mekanizmasina
gore tercih yapilmaktadir. Klinik ¢alismalarda, paralel, randomize ¢apraz tasarim ve
tek-sekans ¢apraz tasarim kullanilabilmektedir. Cogunlukla substrat ve inhibitor es
zamanli uygulanirken, OATP1B tasiyicilarina yonelik caligmalarda substrat gecikmeli
olarak uygulanir. Ornek alma zaman noktalari, farmakokinetik parametreleri en iyi

tanimlayacak sekilde belirlenmelidir (5).

Klinik ilag-ilag etkilesimleri ¢calismalarinda sadece sistemik ilag maruziyetinin
Ol¢lilmesi halinde bu tip bir etkilesim belirgin olmayabilir. Ancak bir ilacm bir
tastyicinin substrati, inhibitorii veya indiikleyicisi olmasi halinde, ilacin toksisitesinde
ve/veya etkinliginde artig, dokulardaki dagilimmin degismesi ve endojen maddelerin
dispozisyonununda farklilik ortaya ¢ikabilir. Ozellikle etkilesim ¢alismalarmin

zamanlamasimin ilacin terapodtik endikasyonuna gore belirlenmesi Onerilmektedir.
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Omegin arastrma ilacin1  kullanan hastalarda es zamanlh statin  kullanimi
Ongoriiliiyorsa bu ilacin Oncelikle OATPI1B1/B3 tastyict ile etkilesiminin
degerlendirilmesi gerekmektedir. Etkilesimin diisiik bulunmasi halinde, klinik
arastirmalara statin kullanan goniillillerin dahil edilmesiyle hasta popiilasyonunu daha

Iyl yansitan bir klinik ¢aligma tasarimina gidilebilmektedir (3).

Klinik ¢alismalarda bir diger yaklasim prob ila¢ kokteyli uygulanmasidir. Bu
yaklasimin temel prensibi birden fazla tasiyici substratinin ayni anda uygulanmasi ile
arastrma ilacinin farkli enzim ve tasiyicilar tizerindeki etkisinin ayni anda
incelenmesidir (150). Bu yaklasim klinikte daha ¢ok CYP-aracili etkilesimler igin
kullanilsa da (151-153), son yillarda arastirmalar ¢oklu tasiyici substrat kokteylerinin
kullanilmasini 6nermektedir (154-156). Ancak, secilen prob substratlar arasinda
etkilesim olmamasima ve ilacin gilivenliligi acgisindan uygulanacak dozlara dikkat
edilmelidir. Bu yaklagim 6zellikle calisma sonucunda hicbir etkilesimin gosterilmedigi
durumlarda klinik ilag-ilag etkilesimleri caligmalarinin sayisinin azaltilmasi yoniinden
istiinliik saglamaktadir. Ancak 6zellikle birden fazla tastyic1 ve/veya enzime baglanan
bir prob substrat ile arastirma ilact arasinda etkilesim bulunmasi halinde ana etkilesim

mekanizmasi ilave ¢galismalar ile aydinlatilmahidir (157).

2.5.In Vivo Hepatik Klerens Kestirimi ve Tasiyicr Aracih ilac-flac

Etkilesiminin Degerlendirilmesi

2.5.1. Hepatik Klerens Kavram

CL birim zamanda ilagtan temizlenen kan hacmidir. Ilacin sistemik dolasimdan

eliminasyon hizini ifade eden klerens Esitlik 2.2.”ye gore hesaplanmaktadir.

= =cL x|[c] (2.2.)

dC/dt: Eliminasyon hizi, [C]: Plazma konsantrasyonu

[laglarm karacigerden eliminasyon hizinmn tanimlanmasinda hepatik klerens

kavrami kullanilmaktadir (158). Hepatik ilag dispozisyonun dogru bir sekilde tayin
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edilmesi icin hepatik eliminasyon hiz ve derecesinin belirlenmesinin yaninda
eliminasyonda rol oynayan enzim ve tastyicilar hakkinda da bilgi edinmek
gerekmektedir. Hepatik dispozisyon i¢in ana mekanizmalarin belirlenmesi ile ilag-ilag

etkilesimi ve polimorfizm potansiyeli konusunda 6n degerlendirme yapilabilmektedir.

Hepatik klerensi etkileyen faktorler ilaglarin hepatik ekstraksiyon oranina gore
farkli oranda belirleyici olmaktadir. Hepatik ekstraksiyon orani, ilaglarin karacigere
gelen ve karacigerden uzaklasan kan konsantrasyonlar1 arasindaki farkin gelen ilag
konsantrasyonunu oranlanmasi ile elde edilen bir degerdir. Yiksek hepatik
ekstraksiyon oranina (>0,7) sahip olan ilaglarm (6r. Morfin, lidokain, verapamil,
propranolol) hepatik klerensi kan (perfiizyon) akis hizina bagimlidir ve hepatik
klerensleri yiiksektir (>~800 mL/dk; <%30—40 biyoyararlanim). Bu grupta yer alan
ilaclar oral yolla uygulandiklarinda genellikle karacigerden ilk gecis etkisine
ugramaktadirlar. Hepatik klerensleri karaciger kan akisindaki degisiklere karsi
olduk¢a duyarl iken, plazma proteinlerine baglanma derecesi veya intrinsik klerens
degisikliklerinden (hepatik metabolizma ve safrayla atilimdaki farkliliklar)
etkilenmemektedir. Hipotansiyon, kalp yetmezligi, portal/hepatik ven trombozu gibi
hepatik kan akiginin diistiigii durumlarda bu tip ilaglarin hepatik klerensinde azalma

ve buna bagl olarak toksisitede artis gdzlenebilmektedir (40, 158, 159).

Diisiik hepatik ekstraksiyon oranina (<0,3) sahip ilaglar ise ‘kapasite bagimlr’
Klerense (<~300 mL/dk; >%70-80 biyoyararlanim) sahiptirler. Diisiik hepatik klerense
sahip olan ilaglar (6r. parasetamol, aminopirin, varfarin, fenitoin, diazepam) oral yolla
kullanildiklarinda genellikle ilk gecis etkisine ugramamaktadirlar. Bu ilaglarin
klerensleri, plazma proteinlerine baglanma veya ilac dispozisyonundaki
degisikliklerden etkilenirken karaciger kan akisindan bagimsizdir. Akut karaciger
yetmezligi ve ileri siroz vakalarinda karaciger hiicre kiitlesinde azalma olmasi
durumunda bu ilaglarin sistemik klerensleri azalmakta ve kronik maruziyetleri halinde
ilaglar karacigerde birikebilmektedir. Yiiksek klerense sahip ilaglarin aksine tek dozda

toksik yanit olusturma ihtimalleri azdir (40, 158, 159).
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Hepatik ekstraksiyon seviyesi orta (0,3-0,7) olan ilaglar (6r. aspirin, Kinidin,
kodein, nortriptilin) ise hem hepatik kan akigina bagli olarak hem de kapasite bagiml

degisikliklere duyarli olan hepatik klerens degerlerine sahiptir (40, 158, 159).

Ayrica logD degeri 0’dan biiyiik maddeler igin (6r. I0gDdikiofenak: 1,50) perfiizat
icerisinde protein olmamasi durumunda veya proteine baglanmanimn ihmal edilebilir
diizeyde oldugu durumlarda hiz kisitlayic1 mekanizma kan akisi iken, yiiksek oranda
proteine baglanma s6z konusu oldugunda hiz kisitlayict mekanizma hiicresel

permeabilitedir (25).

Gentigsletilmis klerens modeline gore son yillarda pasif diflizyon ve safraya itrah
gibi karaciger dispozisyon mekanizmalarinin tanimlanmasinda CL terimi
kullanilmaktadir (12). Metabolizma ile hepatik klerens (CLmet), aktif hiicre i¢ine alim
(CLakiir), pasif difiizyon (CLpasit)y Ve safraya itrah klerensi (CLsfa) olarak ifade
edilmektedir. Tastyict aracili tasima mekanizmasinda doygunluk s6z konusu
oldugundan substrat konsantrasyonu ve tasima hizi arasindaki iliski Michaelis-Menten
esitligi ile (Esitlik 2.3.) tanimlanmakta olup tasiyici aracili mekanizmalar igin CL

hesabi (CLtgiyic) Esitlik 2.4.°te belirtilmektedir.

Umaks X [S]
= 2.3.
T TR 4 8] (23.)
Vmaks
CLtasLwa = Ko +1S] (2.4.)

v: Tasmima hizi (mol/hacim/zaman), vmaks: Maksimum Tasima hizi
(mol/hacim/zaman), Km: Maksimum Tasima hizinin yarisinda tasman substrat

konsantrasyonu (mol/hacim), [S]: Substrat konsantrasyonu (mol/hacim)

2.5.2. In vitro-In vivo Ekstrapolasyon

In vitro ¢aligmalardan elde edilen CL degerlerinin farmakokinetik modellerde
kullanilmak tizere in vivo CL degerlerine ekstrapole edilmesi gerekmektedir. Hepatik
CL degerlerinin IVIVE ile tayin edilmesinde genellikle fizyolojik olgeklendirme
yaklagimi kullanilmaktadir (70, 144, 160, 161). Ornegin tutunan hepatositler iizerinde
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yapilan bir ¢alismadan elde edilen In vitro CL degerinin 6lgeklendirilmesinde
karacigerin her gramindaki hepatosit sayis1 (number of hepatocytes per gram liver,
HPGL/ hepatocellularity) ve karaciger agirligi kullanilan fizyolojik &lgeklendirme

faktorleridir.

Insanlar i¢in HPGL degerlerinin geometrik ortalamasi 99x10° cells/g (%95
giiven aralig: 74 - 131 x 10° cells/g) (162) olarak yaymlannis olup en yaygin
kullanilan deger 120x10° hiicre/g (14, 163-166) ve insan karaciger agirhig1 olarak 21,4
g karaciger/kg viicut agirhgr alinmaktadir (14, 164, 166). Sicanlarda referans
dlceklendirme degerleri olarak HPGL 120 x 10° hiicre/g karaciger ve sican karaciger

agirligi olarak 40 g/kg viicut agirhigi degerleri kullanilmaktadir (167).

Ozellikle transfekte hiicre hatlar1 ve membrane vezikiillerinin kullanildig:
durumlarda tasiyicilarin ekpresyonu ve aktivitesine yonelik diizeltme faktorlerinin
uygulanmasi gerekir. In vitro hepatosit ve transfekte hiicre hatlarinda ilgili tagtyicinin
spesifik prob substrati i¢in hesaplanan CL degerlerinin orani olan bagil aktivite faktorii
(relative activity factor, RAF) (168) veya bagil mRNA veya protein kantitasyonu
yapilarak in vitro in vivo sistemler arasindaki ekspresyon farkini ifade eden bagil
ekspresyon faktorii (relative expression factor, REF) ile in vitro CL degerlerine
diizeltme uygulanabilmektedir. Bir¢ok tasiyici i¢in spesifik prob substratlar1 heniiz
bilinmediginden RAF metodunun uygulanmasi simirhdir. Ancak spesifik inhibitérlerin
varliginda ve yoklugunda veya aktiviteleri icin kofaktér gereksinimi duyan
tastyicilarda kofaktor varligi ve yoklugunda karsilastirmali calismalar yapilarak her bir
tastyicinin katkis1 degerlendirilebilmektedir (169). Ayrica in vitro ve in vivo sistemler
arasinda aktivite/miktar oraninda fark olabilecegi gozetilerek Ol¢eklendirmeye
tastyicilar igin sistemler arasi ekstrapolasyon faktorii (intersystem extrapolation factor
for transporters, ISEF-T) eklenebilmektedir (168, 170).

2.5.3. Mekanistik Farmakokinetik Modelleme

Preklinik ¢alismalardan elde edilen veriler ile in vivo hiicre igerisine alim
kinetiklerinin kestirimi i¢in ¢esitli modelleme yaklasimlar1 kullanilmaktadir.

Ekspresyon sistemleri asir1 eksprese edilmis tasiyici icin kinetik ve inhibisyon
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parametrelerinin kestiriminde dogrudan kullanilabilirken, hiicresel sistemler ile hiicre
icine alm, metabolizma, eksorptif tasima ve bu mekanizmalarin birlikte
degerlendirilmesiyle kinetik parametre kestirimi yapilabilmektedir. Hiicre i¢ine alim
arastirmalarinda kullanilan baslica modelleme yaklagimlar1 arasinda mekanistik
kompartman modeli ile hiicre igine alim, mekanistik kompartman modeli ile hiicre
icine alim ve metabolizma ile mekanistik kompartman modeli ile hiicre igine alim,

metabolizma ve eksorptif tasima modelleri bulunmaktadir (8).

Mekanistik kompartman modelleri bir dizi matematiksel denklem araciligryla
ilaglarin organ temelli kinetiklerinin aydimlatilmasi amacmi tasimaktadir. Ilaclarmn
karaciger dispozisyonlarinin incelenmesi amaciyla siklikla kullanilan araglardir.
Modellerin kestirim performansi, girdi parametrelerinin kesinligine baghdir.
Mekanistik modelin karmasiklig1 ve simiilasyon siirelerinin optimizasyonu dikkate
almmalidir. Bu kapsamda mekanistik model gelistirilmesi sirasinda yapilan gesitli
varsayimlar yapilmas: gerekebilmektedir. Mekanistik modellemede izlenen yol
haritas1 Sekil 2.7.’de verilmektedir. Bu yaklagim fizyolojik farmakokinetik modeller
gibi ¢ok degiskenli daha karmasik modellerde de kullanilmaktadir (171, 172).



41

Model

Model tasarim .
parametreleri

Model

esitlikleri Kompartmanlarin

: : in vitro
Kiitle-denge belirlenmesi Sletimler,
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Sekil 2.7. Mekanistik farmakokinetik model gelistirme stireci ((171, 172) numarali
kaynaklardan hareketle yeniden diizenlenmistir).

Mekanistik modeller asagidan yukariya (bottom-up) yaklasim izlenerek in vitro
deneylerden elde edilmis parametrelerin girilmesiyle in vivo profillerin simiilasyonu
veya yukaridan-asagiya (top-down) yaklasim izlenerek in vivo deneysel verinin model
ile analizi ile c¢esitli parametrelerin kestiriminin yapilmasi veya bu yaklasimlarin
kombinasyonu olan ortadan-disar1 (middle-out) yaklasimi ile kullanilabilmektedir.
Mekanistik modellerin dinamik 6zellikleri hepatik hiicre igine alim, metabolizma ve
safraya itrah mekanizmalarmin es zamanl olarak tanimlanmasina izin verdigi i¢in ilag-
etkilesim bdlgesinde substrat ve inhibitore kars1 zamana bagli serbest konsantrasyon
degisiklikleri izlenebilmekte ve bir veya birden fazla mekanizma aracili gerceklesen

ilag-ilag etkilesimleri mekanistik olarak aydinlatilabilmektedir (173-175).

Mekanistik karaciger modellemelerinde karaciger, bir ekstraseliiler ve bir

intraseliller kompartmana (176) veya kan akisiyla seri bagli bir dizi karaciger
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ekstraseliiler ve karaciger intraseliiler alt kompartmana ayrilmaktadir (144, 177).
Karaciger ¢oklu alt kompartman modelleri, tek kompartman modeline kiyasla hepatik
klerens kestirimini iyilestirmek amaciyla ¢esitli galigmalarda kullanilmistir. Ancak bu
yaklagimimn etkinliginin gosterilmesi ve alt kompartman sayisinin belirlenmesi igin

genis bir madde seti ile ileri bir degerlendirme yapilmasi gerekmektedir (13).

2.5.4. Fizyolojik Farmakokinetik Modelleme

Fizyolojik farmakokinetik modelleme (physiologically based pharmacokinetic
modeling, PBPK), ilaglarin farmakokinetik (pharmacokinetic, PK) ve/veya
farmakodinamik (pharmacodynamics, PD) (PBPK-PD modeller) davraniglarini
mekanik olarak tanimlayan giiclii bir aractir. PBPK modellerde fizyoloji, popiilasyon
ve ilag oOzellikleri es zamanli olarak degerlendirilebilmektedir (178). PBPK
parametrelerini kullanan mekanik modeller 1937'de Teorell tarafindan baslatilmis olsa
da (179), PBPK'nin ilag dagilimmin arastirilmasinda kullanilmasina iliskin ilk
calismalar Bischoff ve arkadaslari tarafindan 60'larin sonlarinda ve 1970'lerin basinda
yaymlanmistir (180, 181). PBPK modeller etikete doz oOnerisi gibi bilgilerin
eklenmesinde ve belirli klinik caligmalarin gerekliligi ve uygulanmasina iliskin karar
almmasimda destekleyici bir ara¢ olarak kullanilmakta olup ilacin yasam dongiisii

boyunca ilaca dair temel bilgileri saglamaktadir (178, 182).

Temel olarak sistem bileseni ve ila¢ bileseninden olusan PBPK modelleri ile
farkli ¢aligma tasarimi segenekleri kullanilarak (6r. dozaj rejimi, goniillii sayisi, 6rnek
toplama zamani) in vivo simiilasyon ve/veya parametre Kestirimi yapilabilmektedir
(Sekil 2.8.). Sistem bileseni i¢inde tanimlanan parametreler fizyolojide degisikliklere
sebep olan i¢ ve/veya dis faktorlere bagh olarak degiskenlik gdsterebilmektedir. Bu
kosullarin sistem bileseni i¢inde tanimlanmasiyla pediyatrik grupta, karaciger
yetmezligi veya genetik olarak farkli enzim aktivitesi gosteren popiilasyonlar gibi 6zel
kosullar iizerinde calisilabilmekte ve ilag-ilag etkilesimi degerlendirmesi

yapilabilmektedir (183).
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Sekil 2.8. PBPK model bilesenleri ve ilag yanit1 lizerinde etkili olan faktorler (Bir
veya birden fazla i¢ ve dis faktoriin etkisi PBPK modelin hem sistem hem
de ilag bileseni araciligryla yansitilabilmektedir. ADME: Absorpsiyon,
dagilim, metabolizma, eliminasyon; PK: farmakokinetik; PD:
farmakodinamik; MoA: etki mekanizmasi. (183-185) numarali
kaynaklardan hareketle yeniden diizenlenmistir).

Ayn1  zamanda PBPK modeller ile klinik c¢alisma tasarimlari
iyilestirilebilmektedir veya klinik veriler PBPK modelin iyilestirilmesi icin
kullanilabilmektedir. [lag-ila¢ etkilesimi calismalarinda sadece substrat ilacin
profilinin izlenmesinin yaninda zamana bagl olarak inhibitor/indiikleyici ilacin
konsantrasyonu simiile edilebilmektedir (8, 186). PBPK modeller igerisinde duyarlilik
analizlerinin kullanilmasiyla sistem parametrelerinin farmakokinetik kestirimler

tizerindeki etkisi incelenebilmektedir (19, 124, 144).

PBPK modellerin tasiyici aracili ilag-ilag etkilesimlerinin degerlendirilmesinde

tastyic1 ekspresyonu ve aktivite profili iizerinde belirsizlik bulunmasi, doku
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konsantrasyon verisinin bulunmamas1 veya yetersizligi ve model iyilestirmesinde
kullanilacak in vivo verinin segiciliginin diisiik olmasi gibi gii¢liikler bulunmaktadir.
Ancak artan klinik ilag-ilag¢ etkilesimi verisi, tastyicilarin biyokimyasal ve fizyolojik
davraniglar1 hakkindaki bilginin gelisimi, enzim ve tasiyicilarin analizi igin
farmakogenetik calismalarin artmasi ile veri tabanmin giliclendirilmesi ile tastyici
aracili ve tagtyici-enzim girisimi aracili ilag-ilag etkilesimlerinin kestirimi daha yiiksek

bir giivenle yapilabilecektir (187-189).

Tim viicut (whole body/full body) PBPK modelleri igerisinde karaciger
mekanistik modelleri kullanilarak karaciger dokusu ve kan kompartmani olarak veya
kan akisi ile bagh coklu ekstraseliiler ve intraseliiler kompartmanlar seklinde ifade
edilmektedir. (144, 176, 177). Karaciger kompartmani “well-stirred” model, hiz
kisitlayict basamagin perfiizyon olarak tanimlandig: “perfusion-limited” model ve hiz
kisitlayici basamagm permeabilite oldugu ve aktif tasimanm tanimlandigi
“permeability-limited tissue model with active transport” gibi farkli yaklasimlar
kullanilarak tanimlanabilmekte ve ilag-ila¢ etkilesimi kinetikleri i¢in basarili
kestirimler saglanmaktadir. Bu ¢alismalarda tagima mekanizmalar1 i¢in genellikle
farkli in vitro sistemler kullanilarak elde edilmis veriler uygun 6l¢eklendirme faktorleri

kullanilarak, PBPK model igerisinde girdi parametresi olarak tanimlanmaktadir (13).

2.6. OATP-aracih ilag-ila¢c Etkilesiminin Degerlendirilmesinde Model
Substratlar, Endojen Biyobelirtecler ve Inhibitorler

Tastyic1 aracili 1ilag-ilag etkilesimlerinde o6ne c¢ikan hepatik tasiyicilar
OATP1B1 ve OATPI1B3’tiir. Statin grubu ilaclar basta olmak {izere cok sayida
OATPI1B substratinin bilinen OATP1B inhibitorii varliginda plazma seviyelerinde 5
kat ve tizerinde artig goriildiigiinden bu OATP aracili etkilesimler klinik olarak anlaml

ilag etkilesimleri arasinda yer almistir (34).

Yeni gelistirilen ilaglarin OATP1B aracili etkilesimleri incelenirken, in vitro
calismalarda bilinen inhibitorler ve substratlar kullanilirken, klinik c¢aligmalarda
bilinen inhibitorler ve klinik olarak duyarl substratlar kullanilmaktadir (Tablo 2.3.).
Tablo 2.3.’te verilen o6rnekler FDA ve PMDA tarafindan yaymlanmis ve ilgili
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aragtirmalarda kullanilmasi Onerilmis olan prob maddelerdir. Ancak Washington
Universitesi Metabolizma ve Tasiyici ilag Etkilesimler veritabaninda (University of
Washington Metabolism and Transport Drug Interaction Database) farkli maddelerin
kullanildig1 calisma ornekleri de yer almaktadir. Substratlar arasindan rosuvastatin ve
pitavastatin OATP1B inhibitorlerinin etkilesim potansiyelinin hem in vitro hem de
klinik degerlendirilmesinde siklikla kullanilan prob substratlardir (34). Prob
inhibitorler arasinda hem in vitro hem de in vivo galismalarda siklikla kullanilan

inhibitorler arasinda rifampisin ve siklosporin A yer almaktadir (150, 160, 165, 190).

Rifampisin bilinen bir OATP1B inhibitoriidiir ve klinikte intravendz (iv) ve
oral uygulamay1 takiben OATP1B substratlarmin plazma sevilerinde artisa neden
olmaktadir. Rifampisin oral yolla uygulandiginda BCRP ve MRP2 gibi intestinal efflux
tastyicilar1 da inhibe edebilmektedir. Bu nedenle iv ve oral uygulama sonuglar1
karsilagtirilarak hangi tasiyicinin  klinikte anlamli etkilesime neden oldugu

aragtirilabilmektedir (34).

Prueksaritanont ve ark. rosuvastatin ve pitavastatin prob substratlarindan
hangisinin klinikte OATP1B aracili etkilesimin degerlendirilmesinde daha duyarlh
oldugunu bir klinik ¢alisma ile arastirmistir. Rifampisinin tek doz iv uygulamasi
sonucunda pitavastatinin plazma konsantrasyon-zaman profilinin EAA degerinin 7,6
katlik artig1 karsisinda rosuvastatinin EAA degeri 3,3 kat artmustir. Oral rifampisin
uygulamasinin ardindan ise pitavastatinin EAA degeri 5,7 kat artarken, rosuvastatin
EAA degeri 4,4 katlik bir artig gostermistir. Pitavastatinin OATP1B-etkilesimleri i¢in
daha duyarli bir prob substrat oldugu degerlendirilirken, oral uygulamaya gore tek doz

iv uygulanan rifampisinin OATP1B i¢in daha segici oldugu tespit edilmistir (34).
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Tablo 2.3. OATP1B1-OATPI1B3 substrat ve inhibitor 6rnekleri (6, 32).

In vitro substrat* In vivo substrat** In vitro In vivo
inhibitor* inhibitor**
Kolesistokinin Asunaprevir Paklitaksel Siklosporin™™*P | Atazanavir ve
oktapeptid-8° Atorvastatin Pitavastatin' | Estradiol-17p- ritonavir
Estradiol-17p- Bosentan Pravastatin glukuronid™’ Eritromisin
glukuronid® Danoprevir Repaglinid Estron-3- Gemfibrozil
Estron-3-siilfat® | Dosetaksel Rosuvastatin' | siilfat™" Lopinavir ~ ve
Pitavastatin®®™® | Feksofenadin® | Serivastatin | Rifampisin ritonavir
Pravastatin®"" Gliburid Simvastatin | Rifamisin SV | Klaritromisin
Rosuvastatin®™e" | Nateglinid asit Rifampisin (tek
Telmisartan' doz)
Siklosporin®
Simeprevir

*In vitro galismalar igin model substrat ve inhibitorler

**Klinik ilag ilag etkilesim ¢aligmalarinda ve/veya ilag etiketinde kullanilmak {izere model substrat ve
inhibitdrler

(a) OATP1B3 selektif substrat (OATP1B1’e gore)

(b) Kidegeri inhibisyon ¢alismalarinda daha diisiik tayin edilir. Uygun model ilag 6zelliklerine sahiptir
(c) OATPIBI selektif substrat (OATP1B3’e gore). Inhibisyon ¢alismalarinda K; degeri daha diisiik
tayin edilme egilimindedir

(d) Ayn1 zamanda MRP2 substrati

(e) Ayn1 zamanda P-gp substrati

(f) Aym1 zamanda NTCP substrat

(g) Ayn1 zamanda BCRP substrati

(h) Ayn1 zamanda OAT3 substrati

(i) OATPI1BS3 selektif substrat (OATP1B1’e gore), nonspesifik absorpsiyonun azaltilmasi igin sisteme
albumin ilavesi 6nerilmektedir.

(j)OATP1B3’iin daha yiiksek katkisi i¢in in vitro veri dnerilmektedir

(k) Ayn1 zamanda P-gp substrati

(1) OATP1B1’in daha yiiksek katkisi igin in vitro ve farmakogenetik veri onerilmektedir

(m) Ayni zamanda NTCP inhibit6rii

(n) Ayn1 zamanda MRP2 inhibit6rii

(o) Ayni zamanda P-gp inhibit6rii

(p) Inhibitérle 6n inkiibasyon K; degerinde diismeye neden olur

(r) Ayn1 zamanda BCRP inhibit6rii

(s) Klinik konsantrasyonda intestinal P-gp inhibitorii

Son yillarda yeni bir yaklasgim olarak tasiyicilarin fonksiyonlarmin
degerlendirilmesinde ve tastyici aracili ilag etkilesimleri aragtirmalarinda prob substrat
kullaniminin yan1 sira endojen biyomarker (biyoisaretleyici) tayini giindeme gelmistir.
OATP1B aracili etkilesimlere yonelik olarak Onerilen endojen biyobelirteg
(biomarker) maddeler arasinda bilirubin, koproporfirinler, safra asitleri/siilfat
konjugatlar1 bulunmaktadir. Bu ¢aligmalarin bir¢ogu sinomolgus maymunu iizerinde
yapilmig olup, smirlt insan verisi bulunmaktadir ve OATPI1B aracili etkilesim

calismalarinda kullanimlar1 tam olarak standardize edilmemistir (191). Tas1yici aracili

ilag etkilesim calismalarinda endojen biyomarker verilerinin simiilasyon ve
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modelleme ile birlikte klinik ilag-ilag etkilesim c¢alisma tasarimina 1g1k tutacagi

diistiniilmektedir (191).

Bir diger yeni yaklasim ise pozitron emisyon tomografi (positron emission
tomography, PET) yontemi ile radyoaktif isaretli tagiyici substratlarinin (6r. safra asidi
izleyicisi [*'C]kolilsarkozin) gériintiileme verisinin kullanilmasiyla eliminasyonda hiz
kisitlayict basamagm belirlenmesi ve PBPK modellerin sadece plazma ve/veya
idrardaki ilag konsantrasyonu verisi degil dokulardaki ilag dispozisyonuna dair daha

ayrintili bilgi icerecek sekilde gelistirilmesidir (82, 192).

2.6.1. Pitavastatin

Pitavastatin  karacigerdeki kolesterol biyosentezinde goérev alan 3-
hidroksimetilglutaril koenzim A rediiktaz enzimini inhibe ederek etki gosteren
hiperkolesterolemi tedavisinde kullanilan statin grubu bir ilagtir (193, 194).
Pitavastatin 2003 yilinda Japonya’da gelistirilerek piyasaya sunulmustur. Ruhsat
sonras1 20,000 hasta ile her hasta i¢in 2 yillik periyodlarla 6 y1l boyunca genis 6lgekli
bir prospektif calisma yapilarak uzun dénem giivenlilik ve etkinligi gosterilmistir.
Bulgular pitavastatinin diisiik dansiteli lipoprotein (LDL) diisiiriicti etkisinin yaninda
uzun donemde yliksek dansiteli lipoprotein (HDL) seviyesini artirdigi gozlenmistir
(194). Genellikle hiperkolesterolemi, kardiyovaskiiler hastaliklar gibi baska
hastaliklarla birlikte seyrettigi icin pitavastatin siklikla diger ilaglarla birlikte regete
edilmektedir (160).

Pitavastatin sodyum, kalsiyum veya magnezyum tuzu tiirevleri bulunmaktadir.
Pitavastatinin polimorfik formlar1 (A, B, C, D, E, F, K kristalleri ve amorf tiirevler)
arasinda K formu diger kristallere gore daha iyi fiziksel ve kimyasal stabilite
gostermektedir (195). Pitavastatin kalsiyumun fizikokimyasal 6zellikleri Tablo 2.4.’te
yer almaktadir. Tedavide en yaygin olarak kullanilan pitavastatin kalsiyum tuzu olup
1 mg, 2 mg ve 4 mg pitavastatine esdeger pitavastatin kalsiyum i¢eren oral tablet dozaj

seklinde kullanilmaktadir (196).
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Pitavastatin kalsiyum Kaynak
L (3R,5S,6E)-7-[2-Siklopropil-4-(4-
Sinonimler fluorofenil)-3-inolil]-3,5-dihidroksi- (197)
6-heptenoik asit kalsiyum tuzu
Kimyasal yapisi (197)
Ca*?
2
CAS Numarasi
Molekiil formiilii C25H23FNO4 - 0.5Ca 147526-32-7
Goriiniim Beyaz, beyazimsi toz (198)
CAS Numarasi
Wl e e
Molekiil agirhgi 440,5 g/mol 147526-30-7
pH (%1 sulu
cozeltisi) 71 (198)
pKa 5,31 (198)
Partisyon katsayisi 0,08 (198)
2 (Dimetil siilfoksit, DMSO)
Coziiniirliik 0,67 (Su) CAS Numarasi
(mg/mL) 0,60 (0,1 N Hidroklorik asit, HCI) 147526-32-7,
g 0,56 (pH 4,5 asetat tamponu) (198)
3,2 (pH 6,8 fosfat tamponu)
Hidrojen bag
akseptor* 6 (199)
Hidrojen bag
donor* 3 (199)
Polar yiizey alam* 90.6 A2 (199)

* In siliko olarak hesaplanmus degerler

Biyofarmasotik Smiflandirma  Sistemi  (Biopharmaceutics Classification

System, BCS)’ne gore diisiik ¢oziiniirliik ve yiiksek permeabilite gosteren pitavastatin

BCS Smif 2°de yer almaktadir (195). Biyofarmasétik ilag Dispozisyonu Siniflandirma

Sistemi (Biopharmaceutics Drug Disposition Classification System, BDDCS)

smiflandirmasma Sinif 2°de bulunmaktadir. BDDCS’e gore diisiik ¢coziiniirliik yliksek

permeabilite/metabolizma gosteren smif 2 ilaglar intestinal efflux tasiyicilarin

aktivitesinden etkilenirken, karacigerde hem hepatik influx hem de hepatik efflux

tastyicilarmin  aktivitesinden etkilenmektedir (200). Tablo 2.5.’te pitavastatinin

insanlardaki farmakokinetik 6zellikleri 6zetlenmektedir.
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Tablo 2.5. Pitavastatinin insanlardaki farmakokinetik 6zellikleri.

Farmakokinetik o6zellikler (201) Pitavastatin
Lakton on ilag¢ Hayir
Biyoyarlanim (%) 60-80
Proteine baglanma (%) Albumin ve a1>-212it glikoprotein

Dagilma hacmi (L) 148
Total klerens (L/sa) (202) 5-9

Tmaks (sa) 0,5-0,8

t12 (sa) 10-13
Hepatik ekstraksiyon (%) 80
Renal itrah (%) 15
Feces ile itrah (%) 80

CYP CYP2C9, CYP2CS8 (Diisiik diizeyde)
Ilac tasiyic1 proteinler (198) OATP1B1/1B3, BCRP

[laglar1 permeabilite, iyonizasyon, molekiil agirlig: ile metabolizma ve tasima
mekanizmalarindaki hiz kisitlayict basamaklarina gore degerlendiren bir diger
smiflama sistemi “Genisletilmis Klerens Siniflandirma Sistemi” (Extended Clearance
Classification System, ECCS)’dir. ECCS’ye gore ilaglar Smif 1A (disiik molekiil
agirhgl, yiksek permeabilite, asit ve zwitterionlar, ana klerens mekanizmasi
metabolizasyon), Smif 1B (yiiksek molekiil agirligi, yiiksek permeabilite, asit ve
zwitterionlar, hepatik ana klerens mekanizmasi hiicre igine alim), Smif 2 (yiiksek
permeabilite, baz ve notr bilesikler, ana klerens mekanizmasi metabolizma), Smif 3A
(disik molekiil agirligi, disik permeabilite, asit ve zwitterion, ana klerens
mekanizmasi renal klerens), Smif 3B (yiiksek molekiil agirligi, diisiik permeabilite,
asit ve zwitterion, ana klerens mekanizmasi hepatik hiicre i¢ine alim veya renal
klerens), Smif 4 (diisiik permeabilite, baz ve notr bilesikler, ana klerens mekanizmasi

renal klerens) olmak iizere 6 smifta incelenmektedir. Pitavastatin Smif 1B’de yer

almaktadir (203).

Pitavastatin etkinlikteki tstiinliigiiniin yam sira farmakokinetik ve giivenlik
profilleri agisindan daha ¢ok tercih edilen statinlerden birisidir. Bunun nedeni 6zellikle
diger statinlerle karsilastirildiginda CYP enzimleriyle metabolizasyon derecesinin ¢ok

diisiik olmasidir. Boylece enzim aracili ilag-ilag etkilesmeleri ve statinle indiiklenen
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rabdomiyaliz riski daha disiiktir (194). Buna karsin tasiyict aracili ilag-ilag
etkilesmelerine konu olabilmektedir. Pitavastatin bilinen bir OATP1B1 ve OATP1B3
substratidir. Bu tasiyicilara afinite gosteren, inhibisyon veya indiiksiyona neden olan
bagka bir madde ile etkilesme halinde enzim etkisinden bagimsiz olarak hepatik
dispozisyonu degisim gostermektedir. Bu nedenle 6zellikle OATP1B aracili etkilegim
calismalarinda siklikla prob/model ilag olarak tercih edilmektedir (201).

Tiim statinler OATP1B1 substratidir ancak bu tasiyicty1 kodlayan SLCO1B1
genindeki polimorfizme baglh olarak farmakokinetik parametreleri farkli derecede
etkilenmektedir. Ornegin, ¢.521CC genotipi olan bireylerde ¢.521TT genotipi olanlara
gore simvastatinin EAA degeri %221 artmaktayken, bu oran atorvastatin i¢in %144 ve
rosuvastatin icin %62-117 ve pitavastatin i¢in %162-191°dir. Bu farkin statin
tasinmasinda etkili diger OATP tasiyicilarmin  katkisma  bagli  oldugu
diistiniilmektedir. Fluvastatin ve rosuvastatin ayn1 zamanda OATP1B3 ve OATP2B1
substrat1 iken, pravastatin ve atorvastatin OATP2B1 ve pitavastatin OATP1B3’iin
substratidir (204).

Pitavastatin karacigerde dagilim ve diisiik CYP metabolizasyonu gostermekte,
biiyiik oranda degismemis ilag halinde safra yoluyla atilmaktadir (88, 205). OATP1B1,
OATPIB3 ve NTCP tasiyicilar1 ile hepatosit igerisine tasimmmaktadir (32). Ancak
dondurulmus insan hepatositleri kullanilarak pitavastatin gegisini inceleyen bir
calismada sodyum varligmin etkisiz oldugu bu nedenle NTCP’nin pitavastatin
tasimasindaki katkismin diisiik oldugu gosterilmistir (88). Pitavastatin in vitro
(OATPIBI igin Km= 1.3-6.7 uM, OATPI1B3 i¢in Kn=3.25uM) ve in Vivo tasiyici
aracili ilag-ilag etkilesimlerinin degerlendirilmesinde Onerilen prob substratlardandir

(6).

Pitavastatinin safraya itrahinda MRP2, P-gp ve BCRP tasiyicilarmin rol
oynadig1 belirtilmistir (32). Ancak baska bir ¢aligmada pitavastatinin P-gp ve MRP2
substrat1 olmadig1 sadece in vitro BCRP substrat1 oldugu gosterilmistir. Pitavastatin
aynt zamanda P-gp inhibisyonu veya P-gp indiiksiyonuna neden olmamustir.
Pitavastatin lakton metabolitinin ise MRP2 ve BCRP substrat1 olmayip P-gp substrati
oldugu bulunmustur (198).
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UGT enzimlerinin (6r. UGT1Al, UGT1A3, UGT2B7) statinlerin ester tip
glukuronidasyonunda kritik rol oynadigini ve statin glukuronidlerinin lakton formuna
doniistiigii gosterilmistir. Insan hepatosit mikrozomlar1 kullanilarak yapilan bir
calismada, pitavastatin i¢in pitavastatinin asit formunun metabolizasyonunda CYP2C9
ve CYP2C8 sorumlu iken, lakton formun metabolizasyonunda CYP2D6 ve CYP3A4
sorumlu bulunmustur. Ancak hem asit hem de lakton form i¢in diisiik metabolizasyon

(3 ul/dk/mg) gosterilmistir (206).

Pitavastatin metabolizasyonunda tiirler arasindaki (sican, kopek, tavsan,
maymun, insan) farkliliklarin incelendigi bir ¢alismada UDP-glukuronik asit eklenmis
hepatik  mikrozomlar  kullanilmistir.  Pitavastatin,  pitavastatin-lakton  ve
tanimlanmamis metabolit oranlar1 insan hepatosit mikrozomlarinda yaklasik %88,
%10 ve %2 iken; sicanlarda bu oranlar yaklasik %94, %2 ve %4 olarak bulunmustur
(207). Bu sonuglar siganlarda pitavastatinin lakton disinda bir metaboliti olabilecegini

ancak metabolizasyon oranmin ihmal edilebilir diizeyde oldugunu géstermektedir.

Pitavastatin siganlarda yiiksek ve secici bir karaciger dagilimi gostermektedir.
[**C]pitavastatinin sicanlarda karaciger plazma konsantrasyon oran1 50’nin iizerinde
bulunmustur (208). Pitavastatin sigan Oatp1b2 substratidir. Efflux tasiyicilar arasinda,
pitavastatin sigan Mrp2 substrati olsa da bu tasiyici aracili efflux klerensi oldukga
diistiktiir (209). Sandvi¢ kiiltiir sigan hepatositleri tizerinde yapilan bir ¢alismada
Berp’nin pitavastatinin safraya itrahinda rol oynadigi gosterilmistir (210). Ancak
Bcrp-geni silinmis si¢anlarda pitavastatinin in vivo sistemik klerensi etkilenmemistir.
Bu nedenle sicanlarda Berp’nin pitavastatinin absorpsiyonu, dagilimi ve itrahi

tizerinde minimal bir rol oynadig1 diistiniilmektedir (211).

2.6.2. Koproporfirin | ve Koproporfirin 111

KPI ve KPIII hem biyosentezinin anyonik yan iiriinleridir. Koproporfirinlerin
molekiil yapis1 Sekil 2.9.°da verilmektedir. Hem KPI hem de KPIII i¢in logP degeri 5
olup, pKa degeri 3,56 (asit) ve 5,18 (baz)’dir (212).
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KPI ve KPIII sistemik dolagima gegmekte, karacigerden safra yoluyla ve renal
yolla viicuttan uzaklastiriimaktadirlar. Kunze ve ark. vektor transfekte hiicre hatlari ve
kontrol sistemleri kullanarak, ayrica ti¢ farkli klinik ¢alismadan kuvvetli, orta ve zayif
OATPIB inhibitorleri (rifampisin, simeprevir, ve JNJ-A kodlu molekiil) verilen
goniillillerin KPI ve KPIII plazma konsantrasyonlarini tayin etmiglerdir. Sonug olarak
bu endojen biyomarker’lar OATP1B1 ve OATP1B3 substrat1 olup, OAT1,3, OCT1,2
veya NTCP tastyicilarma ise afinite gostermedikleri gosterilmistir. KPIII, KPI’den
farkli olarak OATP2BI1 substrat1 6zelligi de gostermistir. KPI ve KPIII’iin MRP2 ve
MRP3 substrat1 oldugu bulunurken, her ikisinin de MRP4, MATE1,2, BSEP, BCRP
veya P-gp i¢in substrat olmadig1 gosterilmistir (35).

A B

Sekil 2.9. Koproporfirin-I (A), koproporfirin III (B) endojen maddelerinin molekiil
yapisi (Monoizotopik kiitle: 654,269 g/mol) (212).

Siganlarda Koproporfirin 1 ve IIT (KPI ve KPIII)’iin itrahinin incelendigi in
vitro calismalarda her iki izomerin de hem sigan plazmasi hem de karaciger
sitozollerine esit olarak baglandigi gosterilirken in vivo caligmalarda tez doz
uygulamanin ardindan plazmadan esit hizda uzaklastirildiklar1 gosterilmistir (213).
Membran vezikiilleri ilizerinde yapilan bir ¢alismada KPI’in sican Mrp2 tasiyicisi
aracihigryla tagdig gosterilmistir (214). Oatpla/lb” ile dogal tip farelerde KPI ve
KPIII taginmasi karsilastirildiginda bu endojen maddelerin Oatpla/lb substrati
olduklar1 gosterilmistir (215). Bezencon ve ark. (216) tarafindan Oatp eksprese eden
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HeLa hiicreleri kullanilarak yapilan bir ¢alismayla KPI ve KPIII’iin rodent Oatp1b2
tastyicisinin ve KPIII’lin ayn1 zamanda rodent Oatp2bl tasiyicisinin substrati oldugu
gosterilmistir. Ayrica TR™ siganlarda KP’lerin Mrp2 ve Mrp3 fonksiyonundaki

degisikliklere duyarli oldugu ve karaciger dispozisyonunun degistigi gdozlenmistir.

Barnett ve ark. tarafindan popiilasyon farmakokinetigi ve simiilasyon
kullanilarak gii¢ analizi yapilmis ve KPI’in OATP1B’nin zayif ve kuvvetli
inhibitorlerin tanimlanmasida duyarli oldugu bulunmustur (191). Farkli bir klinik
arastirmada rosuvastatin ve rifampisin model substrat ve inhibitor olarak kullanilmais,
ayni1 zamanda kan ve idrar 6rneklerinden KPI ve KPIII analizi yapilmistir. Rifampisin
varliginda rosuvastatin ve endojen biyomarker’larin Cmaks ve EAA degerleri uyumlu
bir sekilde artis gostermistir. Ayrica rosuvastatin KPI ve KPIII plazma ve idrar
profillerini etkilememistir. Sonug olarak KPI ve KPIII’iin OATP1B1 inhibisyonunu
yansitan endojen biyomarker’lar oldugu diisiiniilmekte ve klinikte erken donem doz

belirleme ¢aligmalarinda izlenmesi 6nerilmektedir (36).

2.6.3. Rifampisin

Rifampisin, makrosiklik yapida bir antibiyotik olup tiiberkiiloz, brucella,

Staphlococcus aureus gibi enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmaktadir.

Rifampisin ~ (sinonim: rifampin) turuncu renkli kokusuz bir toz
goriiniimiindedir. Sekil 2.10.’da molekiil yapis1 verilen rifampisinin molekiil agirlig
822,9 g/mol’diir. Suda (pH 6’nin altinda 1 g rifampisin 762 mL suda), aseton, karbon
tetraklortiir, etanol ve eterde c¢ok gii¢ ¢oziiniir. Kloroform ve DMSO’da serbestge
¢Oziiniir, etil asetat, metanol ve tetrahidrofuranda ¢6ziiniir (217). 25°C’de pH 1,5, 2,
5,3 ve 7,5’ta 1 kismi sirasiyla 5, 10, 250 ve 360 kisimda ¢6zilinen rifampisin pH bagimli
¢ozliniirliik gostermektedir (218). Erime derecesi 138—188 °C ve pKa degeri 1,7 (asit),
ve 7,9 (baz)’dir. Sudaki %1°lik siispansiyonunun pH degeri 4,5-6,5tur (217).
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Sekil 2.10. Rifampisin molekiil yapisi (C43H58N4012) (217).

Rifampisinin en yiliksek dozu (600 mg) pH 3-7 arasinda 250 mL sulu ortamda
¢oziinmemektedir. Ayrica intestinal permeabilitesi (sigan duodenum, jejunum ve
ileumda sirastyla 4,856x1078, 2,117x10°®, ve 2,149x107® cm/sn) diisiik bulunarak bu
bulgunun literatiirdeki kiitle denge ve mutlak biyoyararlanim degerleri ile
desteklenmesi ile ilk olarak BCS Smif 2 olarak smiflandirilmis olan rifampisin,

yeniden siniflandirma ile BCS Sinif 4 olarak belirlenmistir (219).

Rifampisinin gastarointestinal kanaldan absorpsiyonu yiyecek etkisi ile
yaklasik %36 oraninda azalmaktadir. Pulmoner tiiberkiiloz hastalarinda tek oral dozun
ardindan biyoyararlanimi %93 olup, 3 hafta oral ve iv rifampisin tedavisinin ardindan
biyoyararlanim %68’e diismektedir. Bu diisiisiin sebebi arasinda artan hepatik
metabolizasyon yaninda, ¢oklu rifampisin dozuna bagl olarak karacigere gelmeden
ilk gecis etkisindeki indiiksiyon yer almaktadir (220). Rifampisin bir¢ok organ ve
viicut sivisinda etkin konsantrasyona ulagmaktadir (221). Proteine baglanma orani
%75-90°dir. Yarilanma 6mrii 1,5-5 saat arasinda degiskenlik gostermekte (218) olup
maksimum konsantrasyona 2-4 saatte ulagmaktadir (217). Karacigerde metabolik
asetilasyona ugramakta ve enterohepatik sirkiilasyona girmektedir. Desasetil
rifampisin metaboliti mikrobiyolojik olarak aktif ve ana bilesikten daha polar

yapidadir. Rifampisin ve metaboliti safra ve idrarla viicuttan atilir (221).

Rifampisin, OATP/Oatp-aracili ila¢ etkilesimi ¢alismalarinda siklikla
kullanilan bir prob inhibitordiir (34, 191, 222). Rifampisin in vitro (OATP1B1 igin
Ki/IC50= 0,48-17 uM, OATP1B3 i¢in Ki/IC50=0,8-5uM) ve in vivo tastyici aracili
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ilag-ilag etkilesimlerinin degerlendirilmesinde Onerilen prob substratlardandir (6).
Aragtirmalar in vitro hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda hepatositlerin inhibitor ¢ozeltisi ile
Oon uygulama sonrasi inkiibasyon tamponunun uzaklastirilmasidan sonra bile
inhibisyon 6zelliginin devam ettigini gostermistir (122). Bu nedenle preklinik OATP-
aracili etkilesim calismalarinda rifampisin igin O6n inkiibasyon/perflizyon
uygulanmaktadir. Rifampisinin OATP1B disinda diger tasiyicilar iizerindeki es
zamanli inhibisyon etkisine iliskin sinirli ¢alisma bulunmaktadir. Bu durum OATP1B
substratlar1 i¢in (Or. statinler) ilag dispozisyonunun mekanistik degerlendirmesini

zorlagtirmaktadir (34).

Rifampisin birgcok CYP ve UGT enziminin ve P-gp’nin potent bir indiikleyicisi
olarak bilinmektedir (223, 224). Klinik ¢alismalarda rifampisinin tekrarl
uygulamasina bagli olarak tasiyici indiiksiyonunun elimine edilmesi i¢in tek doz

uygulanmasi gerekmektedir (6).

Rifampisin siganlarda diger influx tasiyicilar yaninda bagil olarak daha yiiksek
bir segicilik ile Oatpl ve Oatp2- aracili organik anyon tasimasini inhibe etmektedir
(225) (226). Rifampisininin sigan Oatp tasiyicilar1 tizerindeki IC50 degerleri farkli
substrat maddeler kullanilmasina bagli olarak degiskenlik gosterdigi i¢in rifampisin
icin substrat-bagimli inhibisyon 6zelligi gosterdigi diisiiniilmektedir. Ornegin, sican
hepatositleri iizerinde substrat olarak E217pG kullanilan bir ¢aligmada rifampisinin
Oatp i¢in IC50 degeri 32,7 uM bulunurken bu deger pravastatin inhibisyonu i¢in 1 uM
bulunmustur (31). Ayrica in vivo kosullarda serbest haldeki rifampisin konsantrasyonu

in vitro IC50 degerine ulasamasa dahi inhibisyon olusturabilmektedir (29).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasal ve Biyolojik Maddeler

Madde Ad1

Asetonitril (HPLC smif1)
Asetonitril (LC-MS sinifi)
D-(+)-Glikoz monohidrat
Dimetil siilfoksit

Formik asit ¢ozeltisi (98%)
Formik asit ¢6zeltisi (1.0 M)
Kalsiyum klortir dihidrat
Koproprofirin I dihidrokloriir
Koproprofirin II1 dihidrokloriir
Magnezyum siilfat heptahidrat
Pitavastatin kalsiyum
Potasyum dihidrojen fosfat
Sigir serum albumini

Sodyum hidrojen karbonat
Sodyum kloriir

Taurokolik asit sodyum tuzu

Tersiyer butil metil eter

Marka, Kaynak
Sigma-Aldrich, ABD
Isolab Chemicals, Almanya
Isolab Chemicals, Almanya
Isolab Chemicals, Almanya
J.T. Baker, Hollanda
Sigma-Aldrich, ABD
Isolab Chemicals, Almanya
Sigma-Aldrich, ABD
Chemische Fabrik Berg, Almanya
Isolab Chemicals, Almanya
Abcam, Ingiltere

Isolab Chemicals, Almanya
Sigma-Aldrich, ABD
Isolab Chemicals, Almanya
Isolab Chemicals, Almanya
Sigma-Aldrich, ABD
Sigma-Aldrich, ABD



3.2. Kullanilan Cihazlar ve Aletler

Cihaz/Alet Ad1

Cerrahi iplik

Derin dondurucu (- 20 °C)

Doku homojenizatorii (Isolab homogenizer,
light duty)

Mikrosantrifiij tiipii calkalayici

(Eppendorf Thermomixer, USA).

HPLC (LC-20 A/Prominence Alliance, Diot

Array Dedektor (DAD)
HPLC kolonu (C18, 5 um, 250 x 4.6 mm)
Is1 kontrollii kabin

Isiticil manyetik karistirict
Intavendz kaniil (14GA, 16GA)

LC-MS High Resolution Quadrupole Mass
Time-of-Flight (QTOF)

LC-MS kolonu

(C18, 2,7 um, 150 x 4,6 mm) ve 6nkolon

LC-MS kolonu (C18, 1,7 pum, 100% 2.1 mm)

Manyetik balik

Manyetik balik tutucusu

Maskito diiz klemp

Membran filtre

(Politetrafloroetilen (PTFE), 0,45 um)
Membran filter (Karisik seliiloz, 0,45 pm)
Mikropenset

Mikropipet (0,5-10, 10-100, 100-1000 pnL)
Mikrosantrifiij tiipii (renkli)

Nitril eldiven

Parafilm
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Marka, Kaynak
SMI, Belgika
Beko, Tiirkiye

Isolab, Almanya

Eppendorf, ABD

Shimadzu, Japonya

GL Sciences, Japonya
Comat, Tirkiye
Eppendorf, ABD
Kendall Argyle Medicut,

Ingiltere

Agilent, ABD

Restek, ABD

Waters, ABD
Isolab, Almanya
Isolab, Almanya

Steriway, Tiirkiye
Lubitech, Cin

Lubitech, Cin
Steriway, Tiirkiye
Brand, Almanya

LP Italiana Spa, italya
Isolab, Almanya

Isolab, Almanya



Perflizyon tiipleri

Peristaltik pompa

pH metre

Pipet ucu (10, 200, 1000 uL)

Santifiij tiipti (renkli)

Steril emici kompres

Siringa ucu filter (Karigik seliiloz, 0,45um)
Siringa ucu filter (PTFE, 0,45um)

Standart cerrahi makas

Standart cerrahi penset

Su banyosu

Ultra saf su cihaz1 (Mili-Q Integral 5)
Ultrasonik banyo

Vakum konsantratér (CentriVap Benchtop)
Vannas makas

Vial (amber renkli cam), insert ve kapak
Vorteks

3.3. Deney Hayvam
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Gilson, Fransa

Gilson, Fransa

Hanna Instruments, ABD
Greiner Bio-One, Almanya
Isolab, Almanya
Octacare, Tiirkiye
Lubitech, Cin

Lubitech, Cin

Steriway, Tiirkiye
Steriway, Tiirkiye
Jeiotech, Gliney Kore
Millipore, ABD
AdvantageLab, Almanya
Labconco, ABD
Steriway, Tiirkiye
Allpro, Cin

Biosan, Litvanya

Tiir Kaynak Barinma, Deney
Sprague Dawley Kobay Deney Hayvanlar1 A.S., Hacettepe Universitesi,
Erkek Sigan Tirkiye Tirkiye

3.4. Analitik Yontem Gelistirilmesi ve Validasyonu

Deneysel caligmalarda kullanilacak substrat ilag (pitavastatin) ve endojen

biyobelirteclerin (KPI ve KPIII) perfiizat, karaciger dokusu ve safra i¢indeki

konsantrasyonlarinin ve inhibitdr ilacin (rifampisin) karaciger dokusu i¢indeki

konsantrasyonun nicel olarak tayinine yonelik olarak iki farkli analitik yontem

gelistirilmis ve valide edilmistir.

Pitavastatin karaciger perflizyonu c¢aligmasinda 1pM  konsantrasyonda

uygulanmakta ve ilacin perflizyon ortami, karaciger dokusu ve safra sivisina dagilmasi
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beklenmektedir. Bu nedenle tiim ortamlarda nicel analize olanak saglayacak
hassasiyette bir analitik yontem gelistirilmesi gerekmektedir. Es zamanli olarak tayin
edilecek endojen maddeler olan KPI ve KPIII'iin ise si¢anlardaki diisiikk seviyedeki
endojen  konsantrasyonlar1 tayin edileceginden ekstraksiyon ile numune
zenginlestirilmesi ve ardindan LC-MS analiz yontemi olarak seg¢ilmistir. KPI ve
KPII’in amber renkli polipropilen tiiplerde toplanmasi ve analize kadar isiktan
korunmasi gerekmektedir. Ornek hazirlama islemi 2 saatten kisa bir siire icinde giin
is1ginda yapilmali, ornekler dogrudan giinesin ultraviyole (UV) isinlarina maruz
birakilmamalidir (212).

Biyolojik oOrnekler analiz edilmeden Once sivi sivi ekstraksiyona tabi
tutulmustur. Bu islemin esasi Orneklere organik ¢oziicii metil tersiyer butil eter
(MTBE) eklenerek santrifiije tabi tutulmasi, ardindan organik fazin ayrilmasi ve
ucurulmasidir. Kuruyan 6rnekler mobil faz icinde c¢oziindiiriildiikten sonra analiz
edilmistir. Bu asamada standartlar ve numuneler taze hazirlanarak analiz edilmistir.
Stabilite ¢alismasi yiiriitiilmemistir. Rifampisinin karaciger dokusundan analizi igin
HPLC yontemi kullanilmistir. Literatiirden derlenen bilgiler dogrultusunda analitik

yontem optimizasyonu ve validasyonu ¢alismalar1 gergeklestirilmistir.

3.4.1. Analitik Yontem Optimizasyonu

e Pitavastatin, KPI ve KPIII Tayini I¢in LC-MS Yénteminin

Optimizasyonu

Pitavastatin, KPI ve KPIII maddelerinin es zamanli olarak analiz edilmesi
gerekmektedir. Ancak KPI ve KPIII maddelerinin molekiil agirliklar1 ve kiitle/yiik
degerleri  esit  oldugundan  kiitle  spektroskopisi  yOnteminde  ayirim
goriilemeyeceginden kromatografik olarak farkli zaman noktalarinda pik vermelerini
saglamak gerekmektedir. Bu nedenle analitik yontem optimizasyonu kapsaminda

Tablo 3.1.’de belirtilen farkli LC kosullar1 ile ¢aligilmustir.
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Tablo 3.1. LC-MS analitik yontem optimizasyonu ¢alismasinda analiz kosullari.

LC-MS Kosullar

Waters Acquity UPLC BEH C18 (1,7 um 2,1 x 1 x 100 mm)

Kolon
Restek Raptor© C18 (2,7 um, 4,6 mm ID, 150 mm)

%0,1 formik asi
Mobil faz A Su (%01 formik asit)

Amonyum format ¢ozeltisi (%0,1 formik asit)

Mobil faz B Asetonitril (%0,1 formik asit)

(0-5. dk), (0-6. dk), (0-7 dk):
0655-65 A- 9%35-45 B — %10 A- %90 B
(5-10. dk), (6-10 dk), (7-10 dK):

9610 A- %90 B — %55-65 A- %35-45 B
(10-13.dK), (10-15.dK):

0655-65 A- %35-45 B

Gradyan eliisyon

Akis hizi 0,15- 0,6 mL/dk

Enjeksiyon hacmi | 10-50 pL

Pitavastatinin DMSO i¢indeki 1000 uM’lik stok ¢6zeltisinden hareketle mobil
faz (%55 A: %45 B; Tablo 3.1.) ile seyreltme yapilarak 10 uM konsantrasyondaki stok
cozeltisi hazirlanmistir. KPI ve KPIII’iin mobil faz igerisindeki 10 pM’lik stok
cozeltileri ayr1 ayr1 hazirlanmistir. Ardindan her {ic maddeyi 1 uM konsantrasyonda
iceren, KPI ya da KPIIIT’l tek basina iceren (0,1 uM) ¢ozeltiler analiz edilmistir. Farkli
kosullar kullanilarak elde edilen kromatogramlar incelenerek KPI ve KPIII ayriminin
saglandigr ve iic maddenin es zamanli nicel analizi i¢in en uygun kosullar

belirlenmistir (Bkz. 4.1.1. Analitik Yontem Optimizasyonu).

Numune hazirlama yontemi optimizasyonu kapsaminda sivi-sivi ekstraksiyon
(tek santrifiij basamagi), sivi-sivi ekstraksiyon (li¢ santrifiij basamagi), sivi-sivi
ekstraksiyon (kartus kullanim1) ve kati-sivi ekstraksiyon yontemleri karsilastirilarak
elde edilen madde pikleri, segicilik ve geri kazanim parametreleri iizerinden
degerlendirilmistir. En yliksek geri kazanim ve matriks girisiminin en diisiik diizeyde
izlendigi yontem olan ii¢ santrifiij basamag1 uygulanan sivi-sivi ekstraksiyon yontemi
kullanilmistir  (Sekil 3.1.). LC-MS yOnteminin validasyonu ¢alismalarinda
kullanilacak olan tiim standart ¢dzeltilere numunelere uygulanacak ayni islemler
uygulanmistir. Standartlarin ve numunelerin hazirlanmasida perfiizat, karaciger ve

safra orneklerine uygulanan islemlere iliskin akis semasi Sekil 3.1.’de verilmistir.
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4 STOK COZELTILERIN HAZIRLANMASI

» Pitavastatin
STOK A: 20 uM (Krebs bikarbonat tamponu, pIT 7.4,
%% 1 DMSO)
STOK B 100 pM {6 M Formik asit ¢dzeltisi, % 1
DMS0)
KPI = KPIII
STOK C: 20 uM (Krebs bikarbonat tamponu, pH 7.4,
% 1 DMSO)
STOK D: 20 uM (6 M Formik asit ¢ozeltisi, % 1

DMS0O)

- /

/- STANDARTLAR/NUMUNELER \
Mobil faz eklenmesi (65:35, Asetonitril, Su, %a0,1

Tormik asit) perfivat standartlanymeklen fzerme 200
uL, karacifer ve safta standartlary/drmekleri fizerine 100
ul)

0,45 um’lik PTFE filtrelerden siizme

LC-MS enjeksivonu

Perfiizat standartlar:

0,025, 0,05, 0,075, 0.25, 0.5, 1,5 pM pitavastatin
Karaciger standartlar:

0,025, 0,075, 0,25, 0,75, 2,5 ve 5 uM pitavastatin
0,01, 0,025, 0,1. 0,25, 0.3 ve 0,5 pM KP'I ve KPIII
Safra standartlarn:

0.5, 1, 2,5, 10, 30 ve 50 uM pitavastatin

f SEYRELTME N

= Perfiizat standartlar: STOK A + llag¢ igermeven Krebs
bikarbonat tamponu (100 pL) + 6 b Formik asit
gozeltisi (100 L)

* Karaciger dokusu standartlan: STOK A+ STOK C +
Tlag igermeyen Krebs bikarbonat tamponu (200 pl.) +
6 M Formik asit ¢izeltisi (200 pl.)

» Safra standartlari: STOKB | STOK D © 6 M Formik
asit gozeltisi (100 plL) + Safra (100 L)

NUMUNELER

+ Perfitzat drmeklert (100 pL) + 6 M Formik asit ¢bzeltisi
{100 uL)

«+ Karaciger omekleri (100 uL) + Tlag icermeyen Krebs
bikarbonat tamponu (100 pul.) + 6 M Formik asit
¢ozeltisi (200 pL)

» Safra drneklert (100 ul) + Formik asit ¢ihzeltisi (100
uL)y

0,05, 0,15, 0,3, 1. 3 ve 5 pM KPI ve KPIII

- /

A vy

(f ORGANIK FAZIN UCURULMASI -\
Wakum konsantratir
4°C, 30-60 dk

- /

KARISTIRMA
» Mikrosantrifii] tiplerinin karistirilmast
+ 25°C, 1400 rpm, 5 dk

~

/—_ SIVI SIVI EKSTRAKSIYON

3 tekrarl santrifiij (4000 rpm, 10 dk)*

1. Telrar: Metil tersiver biitil eter (MTBE) (1000 uL),
Ust fazin alinmasi (500 L)

2. Tekrar: MTBE (500 uL), Ut,l [azmn ahnmas (500 pl.)
3. Tekrar: MTRE (500 pl), Tlst fazm alimmasa (300 ul.)

* Santrifii] dncesinde her mtbe eklenmesinin ardindan
karigtirma (10 sn, 3000 rpm)

hN vy

Sekil 3.1. Pitavastatin, KPI ve KPIII’iin LC-MS analizi i¢in standart ve numunelerin hazirlama yonteminin sematik olarak gosterimi.

19
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¢ Rifampisin Tayini I¢cin HPLC Yénteminin Optimizasyonu

Rifampisinin karaciger dokusundan tayininde literatiirde (227, 228) bulunan
yontemlerden hareketle optimize edilen bir ters faz HPLC yontemi kullanilmistir.
Metanol (0,1% DMSO) igerisinde rifampisinin stok ¢ozeltisinden (1215 uM) hareketle
metanol ile seyreltme yapilarak hazirlanan standart ¢ozeltiler analiz edilmistir. DAD
dedektorii ile rifampisin i¢in en yiiksek absorbansin goriildiigii dalga boyu
belirlenmistir. Fosfat tamponu ve asetonitrilin degisken kombinasyonlarmda
calisilarak matriks bilesenleri ile girisimin goriilmedigi ve en iyi rifampisin pik

seklinin elde edildigi kombinasyon se¢ilmistir.

Rifampisin biyolojik materyalden tayin edileceginden analiz ¢dzeltileri ilgili
matriks icerisinde hazirlanmalidir. Matriks hazirlanirken sirasiyla oncelikle ilag
uygulanmamis karaciger homojenatlarma MTBE eklenmistir (her 1,5 mL homojenat
icin 3 mL). 4000 rpm’de 10 dk santrifiij edildikten sonra organik faz ayrilarak azot
gaz1 altinda ucurulmustur. Metanol eklenerek dokudan ekstreye gecmis maddeler
yeniden ¢Ozilindiiriilmiistiir (her 1,5 mL homojenat i¢in 1 mL metanol). Rifampisin
stok cozeltisi (145,82 uM) %0,1 DMSO iceren matriks igerisinde hazirlanmis ve
matriksle uygun seyreltmeler yapilarak kalibrasyon standartlar1 ve kalite kontrol
ornekleri (0,61, 1,82, 3,65, 6,08, 18,23, 36,46, 54,68, 72,91 uM) hazirlanmistir.

3.4.2. Analitik Yontem Validasyonu

Analitik yontem validasyon c¢aligmalarinda Uluslararas1 Harmonizasyon
Toplulugu (International Council for Harmonisation of Technical Requirements for
Pharmaceuticals for Human Use, ICH) M 10 Biyoanalitik Y6ntem Validasyonu Taslak
Kilavuzu (2019) (229) esas alinmustir.

Biyoanalitik yontem validayonu secicilik, 6zgiilliik, kalibrasyon dogrusu ve
smirlari, matriks etkisi, analit tasmmasi (carry-over), dogruluk, kesinlik ve

enjeksiyonlar arasi tekrar edilebilirlik tizerinden degerlendirilmistir.
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o Secicilik (Selectivity)

Secicilik analitik yontemin bos biyolojik matriks i¢indeki girisim yapabilecek
maddeler varliginda analiti tayin edebilme yetenegidir. Bos matriks ile girisim yapan
bir pik goriilmesi halinde, pik alaninin, en diisiik kalibrasyon sinirinda tayin edilen

alanin %20’sinin altinda olmas1 gerekmektedir.

Pitavastatin: Ilag icermeyen perfiizyon ortammmn uygulandigi siganlardan
toplanan perflizat, karaciger dokusu ve safra Ornekleri numune hazirlama
asamalarindan (Bkz. 3.4.1. Analitik Yontem Optimizasyonu) sonra LC-MS ile analiz

edilmistir.

KPI, KPIII: Endojen maddeleri icermeyen bos perfiizat perflizyon ortami
icinde standart hazirlama asamalarindan (Bkz. 3.4.1. Analitik Y 6ntem Optimizasyonu)

sonra LC-MS ile analiz edilmistir.

Rifampisin: ila¢ icermeyen perfiizyon ortammin uygulandig1 sigcanlardan
toplanan karaciger dokularindan (Bkz. 3.4.1. Analitik Ydntem Optimizasyonu)

hazirlanan matriks HPLC ile analiz edilmistir.

e Ozgiilliik (specificity)

Ozgiilliik bir analitik yontemin analit disindaki diger maddelerin, safsizliklarin
veya par¢alanma iriinlerinin varhiginda, analiz edebilme yetenegini gdstermektedir.
Bu maddelerin varliginda bir cevap elde edilmesi halinde, goriilen pik alaninin en
diistik kalibrasyon simirinda tayin edilen analite dair pik alaninin %20’sinin altinda

olmas1 gerekmektedir.

LC-MS yonteminde 0zgiilliik degerlendirilmesinde analit ile girisim
yapabilecek diger maddelerin molekiil agirliklar1 karsilagtirilmaktadir, var ise ilgili

maddenin analitten kromatografik olarak ayrimi saglanmalidir.
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Pitavastatin: LC-MS kullanilarak, KPI (0,1 uM), KPIII (0,1 uM) ve
rifampisin (10 uM) varliginda pitavastatine ait m/z degerinde bir pik olup olmadig1

incelenmistir.

KPI, KPIII: LC-MS kullanilarak, pitavastatin (1 pM) ve rifampisin (10 uM)
varliginda KPI ve KPII’e ait m/z degerinde bir pik olup olmadig1 incelenmistir. KPI

ve KPIII’iin kromatografik ayrimi saglanmistur.

Rifampisin:  Numune igerisinde bulunabilecek diger maddeler olan
pitavastatin (22,70 uM), KPI (13,74 uM), KPIII (13,74 uM)’lin matriks igindeki
cozeltisi hazirlanmis ve HPLC kullanilarak elde edilen kromatogramlar incelenmistir.

[lgili maddelere ait pik gdzlenip gdzlenmedigi degerlendirilmistir.

e Kalibrasyon dogrusu ve simirlar1 (Calibration curve and range)

Kalibrasyon dogrusu en az 6 konsantrasyon noktasinda kalibrasyon
standartlarinin analizi ile elde edilmistir. Kalite kontrol 6rnekleri en diisiik kalibrasyon
smiri, diisiik (en diisiik kalibrasyon smirmin 3 kati igerisinde), orta (kalibrasyon
araligmin %30-50’sinde) ve yiiksek (en yliksek kalibrasyon smirinin en az %75°1)
konsantrasyonda 4 farkli noktada olacak sekilde belirlenmistir (Tablo 3.2.).

Tablo 3.2. LC-MS analitik yontem validasyonu ¢alismalarinda kullanilan kalibrasyon

standartlari.
Kalite Pitavastatin KPI ve KPIII
kontrol - . .
ornekleri | Perfiizat | Karaciger | Safra | Karaciger | Safra
En diistik
Kalibrasyon kalibrasyon 0,025 0,025 0,500 0,010 0,050
standartlar Stnirt
Konsantrasyon Diisiik 0,050 0,075 1,000 0,025 0,150
(M) Orta 0,075 0,250 2,500 0,100 0,300
0,250 0,750 10,00 0,250 1,000
Yiiksek 0,500 2,500 30,00 0,300 3,000

1,500 5,000 50,00 0,500 5,000
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Rifampisin sadece karaciger dokusu igerinde Olciilmiistiir. Kalibrasyon
dogrular1 8 konsantrasyon noktasinda (0,61, 1,82, 3,65, 6,08, 18,23, 36,46, 54,68,
72,91 uM) 6 tekrarli olarak hazirlanmigtir. Kalite kontrol 6rnekleri 0,61, 1,82, 18,23
ve 54,68 uM olarak belirlenmistir. Her bir kalibrasyon standardi i¢in hesaplanan
konsantrasyonlarin teorik degerlerin %15°1 iginde olmas1 gerekmektedir. Bu kosul en
diistik kalibrasyon sinir1 i¢cin %20’dir. En az 6 kalibrasyon noktasinda kalibrasyon

standartlarinin en az % 75’inin belirtilen kosulu saglamas1 gerekmektedir.

Konsantrasyon-cevap (pik alani) iligkisi dogrusal regresyon modeline gore
degerlendirilmistir. Elde edilen standart dogru denklemi ve determinasyon katsayis1
(R?) tayin edilmistir. Dogrusalligin gdsterilmesi i¢in determinasyon katsayisinmn 1’e

yakin bulunmas1 gerekmektedir.

KPI ve KPIII endojen maddeler olduklari i¢in kalibrasyon standartlarma kars1
alman yanittan ila¢ igermeyen standart (ila¢ uygulanmamis siganlardan alinan
karaciger ve safra) yanmitinin ¢ikartilmasi (background subtraction approach) (229)

islemi uygulanmaistir.

e Matriks etkisi (Matrix effect)

En diisiik ve en yiiksek kalite kontrol 6rnekleri (n=3), ila¢ icermeyen perflizyon
¢oOzeltisi uygulanmig 3 farkli hayvandan elde edilen perfiizat, karaciger ve safra igin
standart hazirlama yontemi uygulanarak elde edilen standartlar analiz edilmistir.

Sonuglar dogruluk ve kesinlik kosullar1 ile degerlendirilmistir.

e Analit tasinmasi (Carry-over)

En yiiksek kalibrasyon standardinin (Bkz. Tablo 3.2.) ardindan ila¢ igermeyen
perflizyon ortaminin uygulandigi sicanlardan toplanan perfiizat, karaciger dokusu ve
safra Orneklerinden hazirlanan bos Orneklerin analizi ile analit tasmmasi etkisi
degerlendirilmistir. Bu maddelerin varliginda bir cevap elde edilmesi halinde, goriilen
pik alaninin en diisiik kalibrasyon smirinda tayin edilen analite dair pik alaninin

%20’sinin altinda olmas1 gerekmektedir.
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e Dogruluk ve kesinlik (Accuracy and precision)

Dogruluk, deneysel verilerin gercek verilere olan yakinliginin, kesinlik ise
Olctimler arasindaki yakinligin ifadesidir. Her kalite kontrol 6rneginin (Bkz. Tablo
3.2.) 6 tekrarli olacak sekilde hazirlanarak ayni giinde araliksiz analiz edilmesiyle giin
ici dogruluk ve kesinlik c¢alismast yapilmistir. Bu calismanin 3 ayr1 giinde
tekrarlanmasiyla giinler aras1 dogruluk ve kesinlik ¢alismasi yapilmistir. Dogruluk %
ortalama bagil hata (OBH) (Esitlik 3.1.), kesinlik ise % varyasyon katsayisinin (VK)
hesaplanmasi ile degerlendirilmistir. Dogrulugun gosterilmesi i¢in OBH’ nin %15’den
disik olmasi, kesinligin gosterilmesi igin  VK’nin %15’ten diisiik olmas1
gerekmektedir. Ayrica numune hazirlama ile ilgili protokoliin kesinliginin incelenmesi
icin geri kazanim c¢alismalarinda (n=6) bilinen miktarda rifampisin numuneye
eklenerek geri kazanilan rifampisin miktarlari kalibrasyon egrisinde yerine konularak

bulunmustur ve kesinlik degerlendirmesi yapilmaistir.

% OBH =

Tayin edilen konsantrasyon—Teorik konsantrasyon
y \rasy Yo% % 100 | (3.1
Teorik konsantrasyon

¢ Enjeksiyonlar arasi tekrar edilebilirlik (Reinjection reproducibility)

Kalite kontrol 6rneklerinin (Bkz. Tablo 3.2.) ayni analizde tekrarli 6l¢iimleri

almarak, sonuglar dogruluk ve kesinlik degerlendirmesine tabi tutulmustur.
e Geri kazanim (Recovery)

Analiz Oncesinde numunelere ekstraksiyon gibi islemlerin uygulandigi
yontemlerde % geri kazanimin gosterilmesi gerekmektedir. Geri kazanim analiti
iceren biyolojik Ornegin islemlere tabi tutulmasi ve yanitin, matrikse sonradan
eklenmis analit yanit1 ile karsilastirilmasi ile hesaplanmaktadir. Geri kazanimin %100
olmas1 gerekmemektedir. Ancak degerler tekrarlanabilir olmalidir. Geri kazanim
caligmalarinin genellikle diisiik, orta ve yiiksek olmak tizere kalibrasyon araligindaki

iic noktay1 kapsamasi onerilmektedir.
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Pitavastatin, KPI, KPIIl: LC-MS analitik yontem validasyonu ¢alismasinda
kullanilan tiim standart ¢ozeltilere numune hazirlama basamaklar1 uygulanmstir. Bu

nedenle geri kazanim ¢alismasi yapilmamistir.

Rifampisin: HPLC analitik yontem validasyonu ¢alismasinda tiim kalibrasyon
standartlarina numune hazirlama basamaklar1 uygulanarak (n=3) geri kazanim

calismasi yapilmistir.
e Sistem uygunluk testleri (System suitability tests)

Analitik yontemlerin sistem uygunluk testleri kapasite faktorii, kolon etkinligi
(teorik tabaka sayis1) ve simetri (kuyruklanma) faktorii parametrelerinin incelenmesi
ile gerceklestirilmistir (230). Her iki analiz yonteminde her madde igin ilgili tim
ortamlarda orta kalibrasyon standardina ait pikler kullanilarak hesaplamalar

yapilmistir.

Esitlik 3.2.”ye gore hesaplanan kapasite faktorii (k') maddenin kolondan eliie
olma hizin1 géstermektedir ve uygun kromatografik sartlarda genellikle 2’nin iizerinde

olmasi istenmektedir (230).

K =R (3.2.)

to

tr: Maddenin alikonma zamany, to: Olii zaman (kolonda tutunamayan maddenin

alikonma zamani)

Kolon etkinligi teorik tabaka sayisi (N) ile ifade edilmektedir. Esitlik 3.3.
kullanilarak hesaplanmistir. Bu deger eliisyon zamanina bagli olup genellikle 2000’in

tizerinde olmasi1 gerekmektedir (230).

N =16 (t—“)2 (3.3)

tw

N: Teorik tabaka sayisi, tR: Maddenin alikonma zamani, w: Pikin taban

genisligi
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Elde edilen piklerin asimetrisi kuyruklanma faktorii (tailing factor, T) ile ifade
edilmistir. Kuyruklanma faktoriiniin 1 olmasi pikin simetrik oldugunu gosterirken, bu
degerdeki artig analizin dogrulugunu azaltacagi i¢in kuyruklanma faktoriiniin 2’den
kiigiik olmast istenmektedir. Simetri faktoriiniin hesaplanmasi  Sekil 3.2.°de

gosterilmektedir (230).

Pik yiiksekliginin
%]10'u

Sekil 3.2. Kuyruklanma faktorii (T) hesabi.
3.5. In situ Karaciger Perfiizyonu

3.5.1. Perfiizyon Cozeltisi

Perflizyon ¢ozeltisi olarak glikoz (3 g/L) ve sodyum taurokolat (6 mg/L) igeren
Krebs-bikarbonat ¢ozeltisi kullanilmistir. Taze olarak hazirlanan perflizyon ¢ozeltisi
0,45 um por genisligine sahip membran filtreden siiziildiikten sonra 30 dk siiresince
karbojen gazi (%95 oksijen, %5 karbondioksit) ile oksijenlendirilmistir. Igerisine %1
sigir serum albumini eklendikten sonra pH’s1 7.4’e ayarlanmistir. Karaciger

perflizyonu ¢alismasinda kullanilan ¢ozeltinin bilesimi Tablo 3.3.’te yer almaktadir.
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Tablo 3.3. In situ karaciger perfiizyonu ¢alismalarinda kullanilan perfiizyon
¢ozeltisinin bilesimi.

Madde Konsantrasyon (g/L)
Sodyum kloriir 6,92
Sodyum bikarbonat 2,09
Kalsiyum kloriir dihidrat 0,37
Potasyum kloriir 0,35
Magnezyum siilfat heptahidrat 0,29
Potasyum dihidrojen fosfat 0,16
Glikoz 3,00
Sodyum taurokolat 0,006
Sigir serum albumini 10,00

3.5.2. Perfiizyon Sistemi

Perflizyon islemi resirkiile yontemle gerceklestirilmistir. Bu amacla, uygun tiip
(tubing) tipleri segilerek perflizyon ¢6zeltisinin rezervuardan portal vene ve hepatik
venden rezervuara akisi saglanmistir. Ug boyunlu balon joje kullanilarak rezervuari
oksijenlendirme, rezervuara ekleme ve ornek toplama boliimleri belirlenmistir (Sekil
3.3.). Oksijen kaynagi olarak karbojen gazi kullanilmistir. Rezervuarda bulunan
perfiizyon ¢6zeltisi (130 mL) tiipler ile peristaltik pompaya baglanarak, yine tiipler
aracilifiyla kabarcik tutucudan ge¢mesi saglanmig ve tiibiin ucu portal vene
yerlestirmek lizere bekletilmistir. Perflizyon ¢6zeltisinin akis hizi peristaltik pompa ile

15 mL/dakika olacak sekilde ayarlanmustir.
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Sekil 3.3. Karaciger perfiizyonu ve perflizyon sisteminin sematik olarak gosterimi
(Cp: perfiizat konsantrasyonu, Craraciger: karaciger doku konsantrasyonu,
Msafra: safra i¢indeki kiimiilatif miktar, 15: 15 dakika, 60: 60 dakika).

Caligmada kullanilan maddelerin plastik tiip materyallerine baglanma gosterip
gostermedigini, kendi aralarinda bir etkilesim olup olmadigini ve deney siiresince bir
bozulmanin meydana gelip gelmedigini tayin etmek amaciyla pitavastatin (1,4 uM),
rifampisin (12,15 uM), KPI (1,37 uM) ve KPIII (1,37 uM) igeren perfiizyon ¢ozeltisi
hazirlanarak sisteme deney hayvanmi olmadan uygulanmistir. 60 dakika boyunca
toplanan 6rnekler numune hazirlama islemlerini takiben (Bkz. 3.4.1. Analitik Yontem

Optimizasyonu) analiz edilmistir. Sonuglar % geri kazanim olarak belirtilmistir.

3.5.3. Cerrahi Yontem

Sprague-Dawley cinsi erkek si¢anlarda yapilan in situ karaciger perfiizyonu
deneyleri i¢in Hacettepe Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu tarafindan
18.09.2018 tarihinde 2018/53 kayit numarasi ile onay alinmistir. Etik kurul onay1 EK-
1’de yer almaktadir.

Cerrahi islemler anestezi altinda gerceklestirilmistir. Anestezi i¢in ketamin (90
mg/kg) - ksilazin (5 mg/kg) kombinasyonu intraperitoneal (i.p.) olarak uygulanmustir.
Perflizyon islemi sirasinda karacigerin kandan temizlenmesini kolaylagtirmak amaci
ile 1000 IU sodyum heparin ketamin-ksilazinden hemen sonra i.p. olarak enjekte

edilmistir.
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Karin duvar1 kuyruk bolgesinden baslayarak gogiis kafesi hizasina kadar
anestezi altinda kesilmis ve karin bolgesinin icerigi hayvanmn soluna alinarak
karaciger, portal ven, ve safra kanali agiga ¢ikarilmistir. Safra kanali bir PE10 tiip ile
kantile edilmis ve ucu bir ependorf tiip i¢erisine yerlestirilmistir. Portal ven etrafina iki
adet, abdominal vena cava etrafina ise bir adet cerrahi iplik (2/0) yerlestirildikten sonra
portal ven bir 16GA (1,7 mm dis ¢ap x 45 mm) kateterle kaniile edilmistir. Peristaltik
pompaya bagli olan tiibiin ucu katetere takilarak perfiizyon ¢ozeltisinin karacigere

girisi saglanmis ve kateter sikica baglanmistir.

Gogiis kafesi kesilerek ve kalbin sag atriumundan sokulan bir 14GA kateter
(2,1 mm dis cap x 45 mm) ile torasik vena kava aracilig1 ile hepatik venden gelen
perfiizat toplanmistir. Bu kantilasyon asamasinda hayvanlar 6lmektedir. Hepatik vene
yerlestirilen bu kaniiliin ucuna takilan tiipler yardimiyla perfiizyon ¢ozeltisinin
karacigerden c¢ikis1 saglanmistir ve c¢ozelti sirkiile olmak {izere rezervuara

dondiiriilecek sekilde diizenekte tutulmustur.

Gevsek haldeki tiim cerrahi iplikler sikica baglandiktan sonra karaciger
perflizyon ¢ozeltisi ile 1slatilarak kurumayr onlemek amaciyla bir parga parafilm ile
kaplanmistir. Organm canliligi gorsel olarak ve safra akisi ile tayin edilmistir.
Karacigerin temizlenmesi i¢in 20 dk beklenilmistir bu swrada ¢dzelti rezervuara
dondiirilmemistir (single pass) ardindan rezervuar ilag ¢6zeltisi ile sirkiile perfiizyon

asamasina gecilmistir.

Tablo 3.4.’te belirtilen bos perfiizyon ortami/ilag uygulamasinin bitimini
takiben perfiizyon sonlandirilmistir. Karaciger organ biitiinliigii korunacak sekilde
kesilerek viicuttan ¢ikarilmis, bir pecete yardimiyla kurulandiktan sonra tartilmastir.
Soguk perflizyon ¢dzeltisi igerisinde 1:2 oraninda seyreltme uygulanarak tiim organ
doku homojenizatorii kullanilarak karaciger homojenatlar elde edilmistir. Karaciger
homojenatlarinin son hacmi kaydedilmistir. Toplanan safra drnekleri tartilmistir ve

toplam safra hacmi safra yogunlugu 1 g/mL alinarak hesaplanmustir.
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3.5.4. Perfiizyon Deneyleri

Farmakokinetik modellemede kullanilmak {izere iki farkli zaman noktasinda
karaciger dokusu ve safradaki kiimiilatif substrat ila¢ miktarmin tayin edilmesi
gerekmektedir. Bu nedenle perflizyon islemi iki farkli zaman noktasinda (15, 60 dk)
tamamlanacak sekilde deney gruplari belirlenmistir. 1. grupta 6rnek toplama islemi ilk

15 dk boyunca, 2. grupta ise 6rnek toplama islemi 60 dk boyunca siirdiiriilmiistiir.

Deney plan1 Tablo 3.4.’te Ozetlenmektedir. Koproporfirinlerin bazal
diizeylerini belirlemek amaciyla 1. ve 2. gruptaki siganlara bos perflizyon ortami, 3.-
6. gruplardaki sicanlara ise sadece inhibitor uygulanmistir. 7 ve 8 nolu gruplara
sadece pitavastatin ilk konsantrasyonu 1 uM olacak sekilde (300 uM stok, 500 uL)
uygulanmistir.  Substrat ilagla birlikte inhibitor eklenen gruplarda inhibitor
(rifampisin), model ila¢ uygulamasmdan 5 dk oOnce rezervuara eklenmistir.
Rifampisinin son konsantrasyonu toplam hacim dikkate alinarak 3, 4, 9 ve 10 nolu
gruplarda 10 uM, ve 5, 6, 11 ve 12 nolu gruplarda 50 uM olarak ayarlanmistir. Model
ilaglarin uygulanmasimin hemen ardindan ve ¢esitli zaman noktalarinda (3, 5, 10, 15,
20, 30, 45 ve 60 dk) perflizat 6rnekleri (0,5 mL) rezervuardan alimmistir. 1, 3, 5, 7, 9
ve 11 nolu gruplarda ise perflizyon islemi 15. dk’dan sonra kesilerek ara zaman
noktasinda doku ve safra konsantrasyonlar1 tayin edilmistir. Diger gruplarda ise

perfiizyon 60 dk boyunca uygulanmaistir.
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Tablo 3.4. In situ karaciger perflizyonu deney plani.

Grup | Sigansayist | Perfiizyon siiresi (dK) Uygulama

1 3 15 Bos perflizyon ortami

2 3 60 Bos perflizyon ortami

3 3 15 10 uM Rifampisin

4 3 60 10 uM Rifampisin

5 3 15 50 uM Rifampisin

6 3 60 50 uM Rifampisin

7 6 15 1 uM Pitavastatin

8 6 60 1 uM Pitavastatin

9 5 15 10 uM R}famplslp +1uM
Pitavastatin

10 6 60 10 uM R}famplslp +1uM
Pitavastatin

11 5 15 50 uM R}famplslp +1uM
Pitavastatin

12 6 60 50 uM R}famplslp +1uM
Pitavastatin

Toplanan tiim Ornekler analiz oncesi -20°C’de saklanmigtir. Bolim 3.4.1.
Analitik Yontem Optimizasyonu’'nda detayli olarak verilen numune hazirlama
basamaklarmin ardindan pitavastatin, KPI ve KPIII LC-MS ile analiz edilmistir.

Karaciger dokusu 6rneklerindeki rifampisin miktar1 ise HPLC ile analiz edilmistir.
3.6. Veri Analizi

In situ karaciger perfizyonu c¢alismalarindan elde edilen perfilizat
orneklerindeki zamana kars1 pitavastatin konsantrasyon-zaman profili elde edilmis ve
bu egrilerin EAA degerleri kontrol ve inhibisyon gruplari i¢in trapezoidal yontem

(Esitlik 3.4.) kullanilarak tayin edilmistir.

Co+Cq

EAAy-e, = {29 x (1, — t)} +{

C1+Cy
2

X (t, — tl)} ot {@ X (t, — tn_l)}
(3.4)

Karaciger ve safra orneklerindeki pitavastatin, KPI ve KPIII miktarlar1 ve
karacigerdeki rifampisin konsantrasyonu her madde ile ilgili kalibrasyon dogrusu

kullanilarak hesaplanmistir. Sonuglar ortalama =+ standart sapma (X+SS) olarak
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verilmigtir. Veriler GraphPad Prism (ABD, 6. Siirim) programi kullanilarak
grafiklendirilmis ve istatistiksel olarak analiz edilmistir. Pitavastatin, KPI ve KPIII
icin karaciger/safra oranlar1 Esitlik 3.5. kullanilarak hesaplanmigtir. Pitavastatin ve

koproporfirinl/III arasindaki iliski coklu regresyon analizi ile incelenmistir.

Karacigerdeki toplam madde miktart

Karaciger/Safra = (3.5)

Safradaki toplam madde miktari
Modelden bagimsiz yontem kullanilarak kompartmanlardaki pitavastatin geri
kazanimi, hepatik klerens (CLn), hepatik biyoyararlanim (Fn) ve safrayla itrah (biliary

excretion, ClLsfra) klerensi asagida verilen esitlikler (Esitlik 3.6.-3.9.) kullanilarak

hesaplanmistir.

% Geri kazanim (kompartman) — Perfilizyon sonunda kompar[t;nzandakipitavastatin miktart % 100 (36)
Doz

CLy = A (mL/dk) (3.7)
—-CL

Fy = Qp—Clu (3.8)
Qp

Safradaki toplam madde miktart o .
CLsgfra = ! L (Modelden bagumsiz yontem) (3.9)

EAAg_;
3.7. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizlerde GraphPad Prism (siirim 6 ve siiriim 8.1.2)
kullanilmistir. Kullanilan istatistiksel analiz yontemleri Tablo 3.5.’te verilmistir.
Shapiro-Wilk testi ile degerlerin dagilimi incelenerek p > 0,05 diizeyinde normal
dagilima uyduklar1 kabul edilmistir. Tiim sonuglar normal dagilima uygunluk
gostermistir ve iki grup degerleri arasinda istatistiki olarak anlamli bir fark olup
olmadigini test etmek amaciyla parametik bir test olan Student’s t-test kullanilmustir.
Veri analizi kapsaminda rifampisinin karaciger diizeyleri i¢in ise verilere logaritmik

doniisiim uygulanarak parametrik test uygulanmistir.
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Tablo 3.5. Kullanilan istatistiksel analiz yontemleri

Calisma Istatistiksel Analiz Istatistiksel anlamhlik

Dogrusal regresyon analizi
Tek yonlii varyans analizi
Dogrusal regresyon analizi

Analitik yontem validasyonu

Veri analizi Student’s {-test p <0,05
Monte Carlo duyarlilik Kolmogorov-Smirnov testi
analizleri (K-S)

3.8. Mekanistik Modelleme

Mekanistik modelleme ve simiilasyon ¢alismalar1 Manchester Universitesi,
Saghk Bilimleri Fakiiltesi, Eczaciik ve Optometri Bolimii Uygulamali
Farmakokinetik ~Arastirmalar Merkezi’nde Prof. Dr. Aleksandra Galetin’in

gozetiminde gerceklestirilmistir.

Farmakokinetik modellemelerde NONMEM ve NM-TRAN alt programi (Icon
Development Solutions, Ellicott City, MD, ABD), acsIX (Aegis Technologies,
Huntsville, AL, ABD), SImCYP (SimCYP Ltd, Sheffield, Birlesik Krallik), R (R
Foundation for Statistical Computing, Avusturya) ve MATLAB (The MathWorks,
Inc., Natick, MA, ABD) gibi ¢esitli bilgisayar yazilimlar1 kullanilmaktadir.

Tez kapsaminda model gelistirme ve simiilasyon ¢alismalari ile belirsizlik ve
duyarlilik analizleri i¢in MATLAB® yazilimi siirim R2019b kullanilmistir. Bu
yazilim, farmakokinetik modelleme ¢alismalarinda parametrelerin belirlenmesi,
farmakokinetik model igerisinde yer alan diferansiyel denklemlerin tanimlanmasi ve
iizerinde degisiklik yapilabilmesi adimlarinda esnek bir platform sunmaktadir. Ayrica
Ozellesmis problem ¢6zme komutlari ve optimizasyon araglarmin kullanimi ile
simiilasyon profillerinin elde edilmesi ve farmakokinetik parametre kestirimi

gerceklestirilebilmekte ve ¢esitli grafikler elde edilebilmektedir.

3.8.1. Mekanistik Model Tasarimi

Mekanistik model, pitavastatinin karaciger dispozisyonunu agiklayacak ve elde
edilen verilerin analizine olanak saglayacak sekilde, deneysel kosullar dikkate alinarak

tasarlanmigtir. Karaciger perfiizyonu c¢alismasinda perfiizat Ornekleri sistemik
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dolasimda bulunan ila¢ miktarini, karaciger dokusu 6rnekleri karacigerde hiicre dist
alana (ekstraseliiler alan) veya hiicre igine (intraseliiler alan) girmis olan ilag miktarimn,
safra ornekleri ise safra ile itrah1 gereklesen ilag miktarini gostermektedir. Bu nedenle
perflizat, karaciger ve safra kompartmanindan olusan mekanistik ti¢ kompartman

modeli tasarlanmasina karar verilmistir (Sekil 3.4.).

1. Kompartman 2. Kompartman 3. Kompartman
Perfiizat drnekleri Karaciger doku érnekleri Safra sivis1 ornekleri
15 dk perfiizyon
3, 5,10, 15, 20, 30, 45 ve 60 dk sonunda karacigerdeki 60 dk perfiizyon
zamamndaki miktar degerleri toplam miktar sonunda safradaki
\ toplam miktar
60 dk perfiizyon 60 dk perfiizyon
sonunda karacigerdeki sonunda safradaki
\ toplam miktar toplam miktar

[

[ Mekanistik iic kompartman modeli ]

Sekil 3.4. Deneysel verilerin analizine olanak saglanayacak model semasi.

Pitavastatinin deneysel kosullardaki hepatik dispozisyonunu degerlendirmek
amaciyla mekanistik model gelistirme kapsaminda Oncelikle literatiir taramasi
yapilmistir. Kullanilan deneysel modeller ve ilaglarin klerens yolaklar1 dikkate
almarak caligmalar arasindan kaynak olarak alinabilecek olan ii¢ model belirlenmistir.
Bu modellerden ilki Pfeifer ve ark. tarafindan in situ tek gecis karaciger perfiizyonu
calismast sonrasi rosuvastatinin karaciger dispozisyonunu degerlendirmek {izere
gelistirilen 5 alt kompartmanli ¢oklu karaciger modelidir. Rosuvastatin i¢in ilgili
klerens yolaklar1 ise hiicre igine alim, bazolateral efflux, safra ile itrah ve
metabolizasyon olarak belirlenmistir (28). Ikinci olarak kaynak alman modelde, Hobbs
ve ark., in situ resirkiile karaciger perfliizyonu ile rosuvastatin dispozisyonunu gesitli
inhibitorler varliginda ve yoklugunda degerlendirmek iizere 5 alt kompartmanli coklu
karaciger modeli kullanmiglardir. Ancak rosuvastatin i¢in bazolateral efflux ve
ozellikle metabolizma klerensi modelde tanimlanmamustir (27). Ucgiincii olarak

kaynak alman modelde ise Gertz ve ark. repaglinid i¢in minimal PBPK modelde
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karacigeri karaciger dokusu (liver tissue) ve kani (liver blood) olarak tek alt
kompartman modeli ile tanimlamiglardir. Repaglinid i¢in pasif diflizyon ve
metabolizma klerens degerleri girdi parametreleri olarak belirlenirken karaciger hiicre
icine alim klerens kestirimi yapilmistir. Ayrica minimal PBPK modeli ile plazma
konsantrasyonu zaman profili kestirimi yapilarak in vivo bulgular ile karsilagtirma

sunulmustur (165).

Model tasarimi g¢alismalar1 kapsaminda tek alt kompartman ve coklu alt
kompartman modelleri 1lgili kaynaklardan hareketle degisiklikler yapilarak
gelistirilmigtir. Her iki modelde de bir perfiizat ve bir safra kompartmani
tanimlanmistir. Tekli modelde bir karaciger ekstraseliiler ve bir karaciger intraseliiler
kompartman tanimlanirken coklu alt kompartman modelinde her biri 5 ayr1 alt
kompartmana ayrilmistir. Model parametreleri olarak perflizyon akis hizi,
pitavastatinin perflizat ve karaciger dokusundaki serbest fraksiyonu, kompartman
hacimleri ve klerens degerleri belirlenmistir (Sekil 3.5.). Coklu alt kompartman
modelinde karaciger intraseliiler kompartmanlar arasinda gecis olmadigi varsayimi

yapilmaistir.

Perfiizat
Cp, Vi futp
N\ Q

Ay A | > > >
— Perflizat
Karaciger

Cp Vp fup

Karaciger ekstraseliiler V¢

ekstraseliiler
Cgss Vs
CLggur, lTCL ‘pasif’ Karaciger
intraseliiler

Cisy Visy Jtss

CLakir “Lipasic

Karaciger intraseliiler
Cis, Vis, fitgs

Clara

Safra CL,6a Safra

Asapa A

Sekil 3.5. Mekanistik A) tek alt kompartman ve B) ¢oklu alt kompartman karaciger
modellerinin sematik gosterimi (t, A, C, V sirasiyla zaman (dk), miktar (pg),
konsantrasyon (uM), ve hacim (mL); Q (mL/dk), CL (mL/dk), ve fu
sirasiyla perflizyon hizi, kompartmanlar arasi klerens ve serbest ilag
fraksiyonu, P, ES, ve IS alt karakterleri ise sirasiyla perfiizat, karaciger
ekstraseliiler, karaciger intraseliiler kompartmanlar1 ifade etmektedir).
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Pitavastatinin karacigerdeki tiim tagmma yolaklar1 mekanistik olarak pasif

tasinma klerensi (passive diffusion, Clyasif), aktif tasima (active uptake, CLakif), Ve

safraya itrah (biliary excretion, CLsafra) seklinde tanimlanmustir. Tek alt kompartman

modelinde kompartmanlar arasinda pitavastatin dagilimi asagidaki denklemler dizisi

araciligiyla ifade edilmistir (Esitlik 3.10-3.13).

e Perfiizat

dA

d_P=QP X (Cgs —Cp)
t

Cp = AP/VP' Baslangi¢c Ap = 63.075 pg (Cp = 1 uM), teorik

e Karaciger ekstraseliiler

da
thS =Qp X (CP = Cps) + (CLpasis X (fuys X Crs — fup X Cs )) B

(CLgkeis X fup X Cgs)

A
Ces = ES/VES , Baslangi¢c Ags = 0 ug

e Karaciger intraseliiler
dAIS _
d;

(CLsafra X fuIS X CIS)
Cis = AIS/ Baslangi¢A;s =0
Is Vis stangie Ajg Hg

e Safra

dAsafra

d, = CLsafra X fuIS X CIS

Baslangi¢ Asqpra = 0 pg

= CLpasir X (fup X Cgs — fuyg X Cpg) + (CLgyeir X fup X Cgg) —

(3.10.)

(3.11)

(3.12.)

(3.13)
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Coklu alt kompartman modelinde karaciger ekstraseliller ve intraseliiler
kompartmanlar1 1-5 arasinda numaralandirilmigtir ve kompartmanlar arasinda
pitavastatin dagilimi asagidaki denklemler dizisi araciligiyla ifade edilmistir (Esitlik
3.14-3.18.).

e Perfiizat

dAp

4 Qp X (Cgss — Cp) (3.14.)

Cp = AP/VP ,Baslangic Ap = 63.075ng (Cp = 1 uM), teorik

e Karaciger ekstraseliiler-1

dA
d_tES = Qp X (Cp — Cgs1) + (CLpgsif/5 X (fuIS X Cisq1 — fup X Cgsq )) -

(CLgkeif /5 % fup X Cgs 1)
(3.15)

A
Cesa1 = E5,1/VE5n , Baslangi¢ Ags; = 0 ug
e Karaciger ekstraseliiler-2-5

dAgsn
d—EtS = Qp X Cgspn_1 + (CLpgsif/S X (fugs X Crsn — fup X Cgsp ) —

(CLgktif /S5 X fup X Cgsyp)
(3.16)

A
CES,TL = ES,n/VESn ve n:(zl 31 41 5)! Ba$langl(,‘ AES,l = 0 Hg
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e Karaciger intraseliiler-1-5

da

d:S = CLyqsis/5 X (fup X Cesp — fitgs X Crspn) + (CLaprif /5 X fip X Csp) —
(Cl‘sufra/5 X fuIS X CIS,n) (3-17-)
Crop = i5m Baslangi¢ A;s, = 0 g

ISn VIS,n ) ISn

e Safra

dASa ra
d—tf = CLsqfra X fuis X Cis (3.18.)

A
CIS = IS/VISa Ais = 27111415,71 J Baslanglg Asafra =0 Hg ve n=(l, 2’ 3’ 4, 5)

Karaciger perfiizyonu calismasinda perfiizyon akis hizi 15 mL/dk ve
perfiizyon ¢ozeltisi hacmi 150 mL olarak belirlenmistir. Diger girdi parametreleri igin
litaratiirde rapor edilmis degerler dikkate almmustir (Tablo 3.6.) ve fizyolojik
Olceklendirme faktorleri ile IVIVE uygulanmistir. Bu faktorler siganlarda gram
karaciger basma hepatosit sayis1 (hepatoselliilerite) (120 x 108 hiicre/g karaciger)
(231), sigan karaciger agirligr (40 g/kg viicut agirhigr) (167) ve deneyde kullanilan
siganlarin ortalama viicut agirhgi (0,3 kg)’dir. Literatiirde yer alan in vitro klerens

degerlerinin in vivo’ya ekstrapolasyonunda Esitlik 3.19. kullanilmustir.

mL mL .. . hiicre
CLin vivo (dk ) CLin vitro (dkx 10 hiicre ) Hepatosellilerite (g karaciger)

) X Sigan vicut agirlig (kg) (3.19.)

g karaciger

Sican karaciger agirligt (
¢ g & 8 kg viicut agirligi
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Tablo 3.6. Modellemede kullanilan girdi parametreleri i¢in referans degerler.

Parametre Olgeklendirme faktorii Deger Yontem Kaynak
Ves Sican karavmgevr ve viicut 2,412 mL In situ karamger (61)
agirhig perfiizyonu
Vis Sican karavmgevr ve viicut 5,784 mL In situ karamger (61)
agirhig perfiizyonu
fup* - 0,1 In vivo sican galigmasi| (166)
In vivo sigan
fuis ] 0,053 hepatositleri (15)
Clos Hepatoselliilerite, sigan 15,696 In vivo sican (15)
pasif karaciger ve viicut agirhg mL/dk hepatositleri
wy 171,36 In vivo sigan
Hep at Ose”m?me’ siean mL/dk hepatositleri (15)
karaciger ve viicut agirlig
CLakit —— o
. . araciger perflizyonu
Sican karavmgevr ve viicut 1098 (coklu indikator (166)
agirhig mL/dk N .
yontemi)
0,074 In vivo sigan
mL/dk calismas1**
ClLsafra Sigan viicut agirligi L 365 In vivo sican (209)
J Fokok
mL/dk caligmast

*1% Sigan serum albumini i¢in hesaplanmistir, **Karaciger konsantrasyonuna gore normalize
edilmistir, ***Plazma konsantrasyonuna gore normalize edilmistir.

Kisaltmalar: Ves: karaciger ekstraseliiler alan hacmi; Vis: karaciger intraseliiler alan hacmi; fup: perfiizat
icerisindeki serbest ilag fraksiyonu; fus: intraseliiler alandaki serbest ilag fraksiyonu; CLpasit: pasif
difiizyon klerensi; CLauit: aktif hiicre i¢ine alim klerensi; CLsara: Safra klerensi.

3.8.2. On Modelleme ve Simiilasyon Calismalar

Modellerin karaciger perfiizyon c¢alismalarindan elde edilecek verileri
tanimlamadaki uygunluklarinin incelenmesi i¢in 6n mekanistik modelleme ve
simiilasyon caligmalar1 yiiriitiilmiistir. MATLAB® (R2019b) yazilimi kullanilarak
yazilan tiim kodlar EK-2’de verilmektedir. Oncelikle bir dizi diferansiyel denklemi
iceren (Bkz. 3.8.1 Mekanistik Model Tasarimi) model fonksiyon dosyalari
olugturulmustur. Birden fazla adi diferansiyel denklemlerin (ordinary differential
equation, ODE) ¢o6ziimiinde “ode” komutlar1 kullanilmaktadir. Cesitli ODE
¢oziimleyicileri (Ornegin, ode45, ode23, odel113, odel5s) bulunmakta olup bunlarin

icinden problem tipi ve amaglanan dogruluk derecesine gore uygun olan komutu
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kullanmak gerekmektedir. ODE komutlar1 problemin ¢éziimiinde tutukluk (stiffness)
gosterip gostermemesine gore ikiye ayrilmaktadwr. Genel olarak, tutukluk
goriilmemesi durumunda ode45 gibi ¢oziimleyiciler (Ornegin, ode45) segilmektedir.
Ancak ¢oziimiin saglanamamasi durumunda ya da ¢oziimiin hizlandirilmasi amaciyla
tutukluk gosteren ¢oziimler igin odelSs gibi ¢oziimleyiciler ile ¢alisilmaktadir (232).
Mekanistik yontem optimizasyonu sirasinda farmakokinetik modelin ¢oziimiinde
tutukluk gostermeyen ¢oziimleyici olan ode45 komutu ile hizli bir ¢6ziim elde

edilmistir.

[k olarak literatiirdeki referans girdi parametrelerinden hareketle perfiizat,
karaciger ve safra kompartmanlar1 i¢in simiilasyon grafikleri her iki model (tek ve
coklu alt kompartman) i¢in elde edilmistir. Bu amagla ana komut dosyasina asagida

belirtilen girdi parametreleri tantmlanmaistir:

e Sistem parametreleri:

Qp = 15 mL/dk
Vp =150 mL
VEs = 2,412 mL
Vis = 5,784 mL
fur=0,1

fuis = 0,053

e Sabit parametreler:

CLpasif = 15,696 mL/dk
CLaktif = 171,36 veya 1098 mL/dk

CLsafra = 0,074 veya 1,365 mL/dk
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Pasif diflizyon klerensi i¢in bir referans deger kullanilirken, aktif tagima ve
safra yolu ile itrah klerens i¢in literatiirde yer alan her iki kaynak degeri de kullanilarak
simiilasyon grafikleri elde edilmistir. Bu durumda uygulanmis olan 4 tip senaryo Tablo

3.7°de belirtilmektedir.

Tablo 3.7. On modelleme ve simiilasyon ¢aligmalarinda uygulanacak sabit
parametreler.

Senaryo numarasi CL pasit CLaktit CLsafra
(mL/dk)

1 15,696 171,36 0,074

2 15,696 171,36 1,365

3 15,696 1098 0,074

4 15,696 1098 1,365

Simiilasyonun elde edilecegi zaman noktalar1 0-60 dk arasinda 0,1 dk aralikli
olarak belirlenmistir. Pitavastatinin perfiizat kompartmanindaki 0.dk’daki baslangi¢
kosuluna deneysel verilerdeki deney sonu kiitle denge dikkate alinarak diizeltme
uygulanmistir (43,263 uM). Modellerdeki denklemlerin kiitle-denge kontrolii
gergeklestirilmistir.

Simiilasyon fonksiyon komutu olusturularak, belirlenmis olan simiilasyon
zamaninda, sistem parametreleri, sabit parametreler ve baslangic kosullarindan
hareketle perfiizat, karaciger ve safra kompartmanlari i¢in pitavastatin miktari-zaman
simiilasyon profilleri elde edilmistir. Deneysel (gdzlem) ve simiilasyon ile elde edilen
(kestirim) degerleri zamana kars1 bir grafikte gosterilmistir. Ayrica gézlem degerlerine
kars1 kestirim degerleri grafigi de elde edilmistir. Agirlikli rezidiiel (weighted residual)
Esitlik 3.20. yardimui ile hesaplanarak zamana karsi agirlikli rezidiiel ve gozlem

degerlerine kars1 agirlikl rezidiiel grafikleri elde edilmistir.

Gozlem degeri—Kestirim degeri (3 20 )

Agirliklirezidiel =

Kestirim degeri

Bu ¢alisma sonucunda tek alt kompartman ve ¢oklu alt kompartman modelleri
ile elde edilecek grafiklerin gorsel olarak incelenmesi ve rezidiiel karelerinin toplami1

(Sum of Squares of Residuals, SSR) degerinin g6z Oniinde bulundurulmas: ile
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modellerin (tek alt kompartman ve c¢oklu alt kompartman) elde edilecek verileri
tanimlamadaki uygunlugu karsilastirilarak ileri galismalarda kullanilacak olan modele

karar verilmistir.

3.8.3. Belirsizlik (Uncertainty) ve Duyarhlik (Sensitivity) Analizleri

Mekanistik model i¢in tanimlanmig olan girdi parametreleri, varyasyon, 6lgiim
hatalar1 veya mevcut tekniklerin 6l¢iimdeki yetersizligi gibi sebeplerden dolay1 ancak
belirli bir derecede kesinlik gostermektedir. Belirsizlik analizlerinin amaci, girdi
parametrelerindeki belirsizligin ¢ikt1 parametreleri tizerindeki etkisinin incelenmesi ve

boylece mevcut deneysel veri ve kestirimlerdeki giiven derecesini ifade etmektir (233).

Girdi parametrelerindeki belirsizlik (deneysel varyasyon ve parametre
belirsizligi) Tablo 3.8.’de gerekgelendirilerek belirlenmistir. Belirsizlik analizlerinde
eger literatiirde bilinen bir veri veya bilgi yok ise girdi parametrelerinin tanimlanan en
diisiik ve en yiiksek degerler arasinda tekdiize dagilima uydugu kabul edilmektedir.
Eger belirli bir parametre igin literatiirde daha sik veya beklenen bir deger var ise girdi
parametresinin belirlenen sinir igerisinde bu deger etrafinda normal dagilim gosterdigi
kabul edilmektedir (233). Tez ¢alismasinda girdi parametrelerinin belirlenmis olan
belirsizlik sinirlar1 igerisinde tekdiize dagilim gosterdigi varsayilarak 1000 adet

parametre seti olusturulmustur.

Parametre setleri arasindan ornekleme yontemi olarak Monte Carlo yontemi
kullanilmistir. Monte Carlo simiilasyonlar1 girdi parametrelerinin belirsizlik derecesi
icerindeki olasilik dagilimindan rastgele orneklem secilmesi ile model ile ¢oklu
simiilasyonlar elde edilmesi prensibine dayanmaktadir. Monte Carlo yontemi hem

model ¢iktilarimdaki belirsizligin ifade edilmesinde hem de duyarlilik analizi olarak

kullanilmaktadir (233).
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Parametre Basl? nele Belirsizlik Not Kaynak
degeri
Qr 15 mL/dk +%5 Deneysel varyasyon
Vp 150 mL +%5 Deneysel varyasyon
Rapor edilmis deneysel
0
Ves 2,412 mL +% 10 varyasyon (61)
Vis 5,784 mL £ 910 Rapor edilmis deneysel (61)
varyasyon
Hesapla elde edilen bir parametre
fup 0,1 + % 30 oldugu i¢in daha yiiksek (166)
varyasyon belirlenmistir
Rapor edilen degerler farkli
fuis 0,053 1+ 930 kosullar i¢in 0,03 ile 0,07 (15, 234)
arasimdadir
In vivo CLpasit degeri (15, 234)
Clpasit  [15,696 mL/min|  + % 30 bulunmadigi igin daha yiiksek ’
varyasyon belirlenmistir
Rapor edilen degerler ile
CL akiit 171,36 mL/min| 171,36-1098 belirsizlik aralik olarak (15, 166)
tammlanmistir
Rapor edilen degerler ile
Clume | Q0741865 | (0741365 | belirsizlik aralik olarak (209)
mL/min
tanimlanmustir

Kisaltmalar: Qp: perfiizyon akis hizi; Vp: perfiizat hacmi; Ves: karaciger ekstraseliiler alan hacmi; Vis:
karaciger intraseliiler alan hacmi; fup: perfiizat icerisindeki serbest ilag fraksiyonu; fuys: intraseliiler
alandaki serbest ilag fraksiyonu; CLpasir: pasif difiizyon klerensi; CLair: aktif hiicre icine alim klerensi;
CLasafra: safra klerensi.

Girdi parametrelerindeki belirsizligin model c¢iktilar1 tizerindeki etkisini
degerlendirmek tizere incelenecek olan ¢ikti parametreleri, pitavastatinin 0-15 dk ve
0-60 dk arasinda perflizattaki konsantrasyon-zaman egrisi altinda kalan alan (EAAo-15
ve EAA060), pitavastatinin karacigerde 15 ve 60.dk’daki miktar1 (amount, Ais, araciger,
Ao, karaciger), V€ pitavastatinin safradaki 15 ve 60.dk’daki miktar1 (amount, Ais, safra, Aso,
safra) olarak Dbelirlenmistir. EAA degerleri dogrusal trapezoidal yontem ile

hesaplanmuigtir.
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Belirsizlik analizleri tiim girdi parametre setlerinin sonucunda elde edilen ¢ikt1
parametrelerinin dagilimi ampirik kiimiilatif dagilim yogunluk fonksiyonu ve kutu

grafigi ile gorsel olarak degerlendirilmistir.

Duyarlilik analizleri modeldeki belirsizligin nicel olarak ifade edilmesi i¢in
kullanilan yontemlerdir. Duyarlilik analizlerinin amaci kritik girdi parametrelerinin
belirlenmesi ve girdi parametrelerindeki belirsizligin model ¢iktilarmi nasil
etkiledigini nicel olarak tayin etmektir. Genellikle girdi parametresindeki belirsizlik
diisiik oldugunda lokal duyarlilik analizi kullanilarak girdi parametresinin bir deger
etrafindaki dagilimi tanimlanarak tek basma c¢ikt1 parametresi ilizerinde etkisi
hesaplanan duyarlilik katsayis1 ile ifade edilmektedir. Ancak, ozellikle girdi
parametrelerinin ¢ogunlukla yiiksek varyasyon gosterdigi biyoloji gibi alanlarda bu
yaklasim nicel analiz olarak uygun degildir. Bunun yerine birgok parametrenin etkisini
ayni anda degerlendiren global duyarhilik analizleri kullanilmaktadir. Bu teknikler
icerisinde Monte Carlo simiillasyonu kullanilmakta olup o©rnekleme temelli

yontemlerdir.

Model girdi ve ¢ikt1 degerleri arasindaki iliskinin sagilim grafigi ile
incelenmesi ile global duyarlilik analizi yontemi belirlenir. Eger iliski dogrusal ise
“Pearson Korelasyon Katsayis1”, “Kismi Korelasyon Katsayisi” ve “Standart
Regresyon Katsayis1” hesaplama yontemleri kullanilmaktadir. Dogrusal olmayan
ancak tekdiize bir iligski olmasi durumda ise verinin siralamaya doniisiimii uygulanmasi
ile “Spearman’mn Sira Korelasyon Katsayisi1”, “Kismi Sira Korelasyon Katsayis1” ve
Standardize Sira Regresyon Katsayis1” hesaplama yontemleri kullanilmaktadir.
Dogrusal ve tekdiize olmayan iligskiler icin ise ¢ikt1 parametrelerinin varyans
ayrigimina dayanan yontemler (Ornegin Sobol yontemi) kullanilmaktadir (233). Tez
kapsaminda girdi ve ¢ikt1 parametreleri arasindaki dogrusal olmayan tekdiize iliskiye
(Bkz.4.3.2.  Belirsizlik ve Duyarlilik Analizleri) dayanarak global duyarlilik analizi
olarak “Kismi Sira Korelasyon” testi kullanilmistir. Bu test sonucunda kismi sira
korelasyon katsayisi (partial rank correlation coefficients, PRCC) degerleri ve ilgili p

degerleri elde edilmektedir.
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Ayrica, Monte Carlo simiilasyonu ile her bir girdi parametre seti i¢in (n=1000)
perfiizat, karaciger ve safra kompartmanlarinin simiilasyon profilleri elde edilmistir.
Deneysel veriler bu profiller iizerinde gosterilmistir. Ardindan, filtreleme yaklagimi
uygulanarak profillerin hedef bdlgesine odaklanilarak hangi girdi parametrelerinin
kritik oldugu degerlendirilmistir. Bu degerlendirmede istatistiksel olarak

Kolmogorov-Smirnov testi kullanilmustir.

Son olarak model iyilestirme calismalar1 kapsamindaki (Bkz. 3.8.4. Model
Iyilestirme) CLakit Ve CLsafra Kestirimlerinin veri analizi sirasinda sabit tutulan ve %30
belirsizlik tanimlanmis parametrelere (fuis, CLasif) olan duyarlilig1 incelenmistir. Bu
calismada Monte Carlo yontemi kullanilarak sabit parametreler i¢in + %0, %10 ve
%30 varyasyon gosterecek sekilde 25 set olusturulmustur. Ardindan ayni veri 25 farklh
parametre seti kullanilarak analiz edilmis ve 25 adet CLakiif, CLaktif, inh V& Clsafra
kestirimi elde edilmistir. CLaktif ve CLaktif, inn kestirimleri ile Esitlik 3.21. kullanilarak
hesaplanan % inhibisyon kestiriminin girdi parametrelerindeki belirsizlikten etkilenip
etkilenmedigi incelenmistir. Kestirimlerin fuis yaninda fup, parametresine olan

duyarhilig1 da ayni prensiple degerlendirilmistir.

% inhibisyon = 100 — (% x 100) (3.21)
aktif

Belirsizlik ve duyarlilik analizleri MATLAB® (R2019b) kullanilarak
gerceklestirilmis olup kodlar EK-2’de yer almaktadir.

3.8.4. Model Iyilestirme (Model Refinement)

Model igerisine deneysel veri-uyumunun (data-fitting) gergeklestirilmesindeki
ama¢ duyarhilik analizleri ile belirlenmis olan en kritik girdi parametrelerinin
kestiriminin yapilmas1 ve bu parametrelerin model igerisinde optimize edilmesiyle

elde edilen simiilasyon profillerinin iyilestirilmesidir.

Elde edilmis olan deneysel verinin inhibisyon varliginda ve yoklugunda olmak

tizere iki durumlu olarak es zamanli analizini gerceklestirebilmek {izere modele
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inhibisyon durumundaki aktif tasima klerensi (CLakit, inn) dahil edilmistir ve deneysel
veriler ilgili kosula uygun olarak es zamanl olarak analiz edilmistir. Model kodlar1

EK-2’de verilmektedir.

MATLAB® (R2019b) yaziliminda parametre kestiriminde dogrusal olmayan
veri uyum (data-fitting) problemlerinin ¢oziimiinde dogrusal olmayan en kiigiik
kareler (nonlinear least-squares, Isqnonlin) komutu kullanilmistir. CLsafra’nin kontrol
ve inhibisyon kosullarinda degismedigi varsayimi altinda, CLakiif, CLaxtif, inh V& CLsafra
parametrelerinin model ile kestirimi yapilmistir. Literatiirde yer alan degerler ile

karsilastirma yapilarak yapilan ¢alisma ve modelin katkis1 irdelenmistir.

Girdi parametrelerinin optimize edilmesinin ardindan simiilasyon profilleri
elde edilmistir. Her kompartman icin gozlem degerleri ayni grafik iizerinde
gosterilmistir. Gozlem degerlerine karsi kestirim degerleri, zamana kars1 agirlikli
rezidiiel ve gozlem degerlerine karsi agirlikl rezidiiel grafikleri elde edilmistir. Model
grafiklerin gorsel incelemesi ve SSR degeri esas alinarak degerlendirilmistir.
Farmakokinetik parametrelerin goézlem degerleri ile kestirim degerleri arasinda en

fazla 2 katlik fark olmasi kabul kriteri olarak belirlenmistir.

Modelde sabit tutulan fup, fuis ve CLpasit parametrelerindeki belirsizligin
kestirim ile elde edilen degerler lizerindeki etkisini degerlendirmek tizere modelde
sabitlenen fup, fuis ve CLpasit degerlerinin %70, %90, %100, %110 ve %130’u (%0,
%10 ve %30 varyasyon) alinarak Monte Carlo Orneklemesi ile her bir parametre
eslestirmesi i¢in 25 parametre kombinasyonu elde edilmistir. Her bir ikili parametre
seti (n=25) i¢in modelle veri analizi tekrarlanarak kestirim degerlerinin dagilimi

incelenmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Analitik Yontem Optimizasyonu

4.1.1. Pitavastatin, KPl ve KPIII Tayini i¢cin LC-MS Yénteminin
Optimizasyonu

Pitavastatin, KPI ve KPIII’ii es zamanl olarak tayin edebilecek KPI ve KPIII
piklerinin birbirinden ayrildigi optimum bir LC-MS yOntemi gelistirmek amaciyla
farklh kosullarda (farkl kolon, farkli gradyan eliisyonda kosullari, akis hiz1 ve farkh
enjeksiyon hacmi) analiz ¢aligmalar1 gerceklestirilmistir (Bkz. 3.4.1. Analitik Yontem

Optimizasyonu).

Oncelikle 100 mm’lik C18 kolon ile ¢alismalara baslanmustir. Mobil faz olarak
su (%0,1 formik asit):asetonitril (%0,1 formik asit) karigimi farkli oran ve gradyan
eliisyon kosullarinda kullanilmistir. Gradyan analizde zamanla asetonitril oran1 6nce
yiikselmekte sonra azalarak baslangi¢ diizeyine inmektedir. Diisiik akis hizinda (0,15
mL/dk) gradyan eliisyon zaman araliklar1 genis tutulmus ve toplam analiz siiresi 15
dk’ya kadar artirilmig ancak KPI ve KPIII ayrimi analiz siiresi icinde
gerceklestirilememistir. Cihazin geri basinci dikkate almarak akis hizi artirildiginda
(0,6 mL/dk), KPI ve KPIII i¢cin m/z oraninda sadece bir pike rastlanmasi maddelerin
kolonda ayrilamadan birlikte uzaklastiklarmi gostermistir. Ayni ¢alismada su yerine
amonyum format tamponu kullanimu ile yapilan analizlerde de KPI ve KPIII pikleri

elde edilememistir.

150 mm’lik ve etkinligi yiiksek bir C18 kolon ile caligmalar tekrarlanmistir.
Mobil faz olarak su (%0,1 formik asit): asetonitril (%0,1 formik asit) (h/h)
kullanilmistir. Baglangic gradyan eliisyon kosulunda (55:45 — 10:90 5 dk; 10:90 —
55:45, 5 dk), 0,5 mL/dk akis hizina ¢ikildiginda {i¢ maddenin piki ayrilmistir. Ancak
KPI ve KPIII pikleri birbirine yakin bulunmus ve pitavastatinin alikonma zaman1 da
KPI ve KPII ile cakismistir. Baslangic mobil faz bilesimi 65:35 olarak
degistirildiginde pitavastatin i¢in alikonma zamani azalmistir ancak ¢akigsmanin 6niine

gecilememistir. Akis hizi 0,6 mL/dk’ya ¢ikarildiginda ayrimda bir iyilestirme
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saglanamamistir. Akis hiz1 0,5 mL/dk’da sabit tutularak 65:35 h/h baslangi¢ mobil faz
bilesiminden 10:90 h/h bilesimine ¢ikis siiresinin 5 dk’dan 7 dk’ya ¢ikarilmasi ile ii¢
madde piki i¢in istenen ayrim saglanmistir (Sekil 4.1.). Enjeksiyon hacmini artirdik¢a
pik alani artmaktadir. Ancak numune hacmi dikkate alindiginda 50 pL enjeksiyon
hacmi yiiksek bulundugu i¢in ve 10 pL enjeksiyon hacmi ile diisiik konsantrasyonlarda
pik alanmi kiiglileceginden enjeksiyon hacminin 20 pL olarak belirlenmesine karar

verilmistir.

MS iinitesi kosullar1 olarak sinyal polaritesinin pozitif oldugu belirlenmis ve
Tablo 4.1°de verilen kosullarda her ti¢ madde i¢in kiitle spekturumlar1 (Sekil 4.2.) elde

edilmistir.

Tablo 4.1. Pitavastatin, KPI ve KPIII’iin es zamanli analizinde kullanilan optimum

LC-MS calisma kosullar1.

LC Kosullar MS
. Restek Raptor© C18 (2,7 pm, 4,6 o MS
Sabit faz mm ID, 150 mm) kolon ve énkolon Cihaz linitesi Q-TOF
Dual
Kolon sicakligi 60°C Iyon kaynagi I_Elekt_rosprey
iyonizasyon
(ESI)
Mobil faz A % 0,1 HCOOH igeren su Swnirlar (m/z) 50-1000
Mobil faz B % 0,1 HCOOH igeren asetonitril Gaz sicaklig 350°C
(0-7. dk)
%65A-%35B—%10A-%90
B
Gradyan (7-10. dk) Gaz akis1 10 L/dk
ellisyon %10A-%90B—>%65A-%35
B
(10-13.dKk)
% 65 A- %35 B
Akis hizi 0,5 mL/dk Piskiirtme 45 psi
basinc1
Otomat}'k .orn.ek 10°C Sln)_lal _ Pozitif
alma tinitesi polaritesi
Enjeksiyon (pit:vzazs,titin)
hacmi 20 uL m/z 655.3
(KPI1, KPIII)
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A

x10 & [+ESI EIC(422.0000) Scan Frag=175.0V TuMstd.d
64

Pitavastatin
5.5 5,42 dk

4.5

3.5
3
2.5

154
14
05 3078
0 A
18 2 22 24 26 28 3 32 34 36 38 4 42 44 46 48 5 52 54 56 53 6 62 64 66 68 7 72 74 76
B Zaman (dk)

%106 |+ESI EIC(655 3000) Scan Frag=175.0 Tubstd d

2] KPI KPIII
1.5 5,78dk 5,97dk

L

18 2 22 24 26 28 3 32 34 36 38 4 42 44 46 48 5 52 54 56 53 6 62 64 66 68 7 72 74 76
Zaman (dk)

Sekil 4.1. Pitavastatin (1 uM) (A), KPI (1 uM) ve KP III (1 uM) (B) maddelerinin
mobil faz i¢indeki ¢Ozeltisinin es zamanli analizine ait LC-MS

x10 6
1.4+
124 Pitavastatin 2
; 2
14 N
0.8
0,6
0,4 o~ o o n  ®©
0.2 < 2 o G 8
: N < r~ =3
ol \ 3 s 8
x10 6
1,4 5 KPI
0 .
1.2 = S
1 & -
0,8
0,6- o~
© = —
0.4 2 S 22 lee 2 £ 8 23 % 2|25
g S 88 138 = &8 8 3533|378
B 3 5 ~ ] i i < 5 by q 4
02 < & g 4 & g 82 8 8|l 25
o] ° & & § 3.8 b 3 gl6R
x10 6
1.8 8 KPIll
1.6 = -
144 g g -
1,2 E ,,,,,,
1+ -
0.8 =
©
0,6- 3 5 83 |pe + 2 288 8|eox
041 g g 2% |z8 ® 8§ RS S 8|55
4 & : - ! J A { > ™
02 g T8 |8¢ 2 2 3£88|¢e¢
0= ; . 7 T S ; T 3 ; > ; ; ; 7 T ; : ;
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000

mw/'z

Sekil 4.2. Pitavastatin (1 uM) (A), KPI (1 uM) ve KP III (1 puM) (B) maddelerinin
mobil faz i¢indeki ¢dzeltisinin es zamanl analizine ait MS spektrumlar1.
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4.1.2. Rifampisin Tayini I¢cin HPLC Yénteminin Optimizasyonu

Rifampisinin HPLC analizinde DAD dedektdrde en yiiksek absorbansin
gorildiigi dalga boyu 335 nm olarak bulunmustur. Rifampisin i¢in belirlenmis

optimum HPLC analiz kosullar1 Tablo 4.2°de verilmistir.

Tablo 4.2. Rifampisinin HPLC ile miktar tayininde kullanilan kromatografik kosullar.

HPLC Kosullar
Kolon C18 (5 um; 4,6 mm x 250 mm)
Mobil faz 0,05 M potasyum dihidsrsc;j?n (frc])/shf)at (pH:4,58):asetonitril
Akis hizi 1 mL/dk
Enjeksiyon hacmi 20 uL
Analiz stresi 7,5 dk
Alikonma zamani 5,5 dk
Dedektor DAD
Dalga boyu 335nm

4.2. Analitik Yontem Validasyonu

4.2.1. Pitavastatin, KPI ve KPIII Tayini I¢cin LC-MS Yonteminin

Validasyonu
o Secicilik (Selectivity)

Pitavastatin: Ila¢ icermeyen perfliizyon ortaminin uygulandigi sicanlardan
toplanan perfiizat, karaciger dokusu ve safra Orneklerinden hareketle hazirlanan
cozeltilerde pitavastatine ait m/z degerinde (422,2) gozlenen pikler en diisiik
kalibrasyon smirmda tayin edilen alanin %20’sinin altinda oldugundan segicilik

saglanmustir (Sekil 4.3.).
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x106 [+ESI (422.2000) Pitavastatin

1.25
1.29

L15
L1

1.05

222242628 3 32343.63.8 4 42444648 5 52545658 6 62646668 7 7.2747.67.8 8 8.28.48.68.8 9
Zaman (dk)

Bos perfiizat (A), bos karaciger (B) ve bos safra (C) ve pitavastatin (0,025
uM) varhiginda elde edilen LC-MS kromatogramlari.

KPI, KPIII: Endojen maddeleri igermeyen bos perfiizyon ortamindan

hareketle

hazirlanan ¢6zeltide KPI ve KPIII’e ait m/z degerinde (655,3) pik

gbzlenmemesiyle secicilik saglanmustir (Sekil 4.4.).

Sekil 4.4.

310217 LSI (655,3000)

1,051

095
09
0,857
08
0,75
0,71
0,65
0,671
0,55
05
0,45

0,25
0,29

015
0.1

0,05

46 47 48 49 5 51 52 53 sS4 55 56 57 58 59 6 61 62 63 64 65 66 67 68
Zaman (dk)

Bos perfiizat ortamindan hazirlanan ¢dzeltinin (A), KPIII (0,1 uM) (B), ve
KPI (0,1 uM) (C) iceren standartlarin enjeksiyonu ile elde edilen LC-MS
kromatogramlari.
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o Ogzgiilliik (Specificity)

Pitavastatin: KPI (0,1 puM), KPII (0,1 uM) ve rifampisin (10 pM)’in
pitavastatine ait m/z degerinde (422,2) bir pik vermemesi yontemin 6zgiil oldugunu

gostermistir (Sekil 4.5.).

x106 [+ESI (422.2000)

1,05 — Pitavastatin

0.9
0.9]
0.85

0,65
0.6
0.55

04
0,35

0.3
0.25
02| D o w, e
0,15
0.1

0.0 N\ _ :' L&
22242628 3 32343.638 4 42444648 5 52545658 6 62646665 7 T2T47.67.8 § 82845658 9 9294
Zaman (dk)

Sekil 4.5. Bos perflizyon ortaminda rifampisin (10 uM) (A), KPI (0,1 uM) (B), KPIII
(0,1 uM) (C) ve pitavastatin (0,025 uM) (D) varliginda elde edilen LC-MS
kromatogramlari.

KPI, KPIII: Pitavastatin (1 uM) ve rifampisin (10 uM)’in KPI ve KPII’e ait
m/z degerinde (655,3) bir pik vermemesi yontemin 6zgiil oldugunu gostermistir (Sekil
4.6.).

KPII |

6 57 58
aman (dk)

Sekil 4.6. Rifampisin (10 uM) (A), pitavastatin (1 uM) (B), ve KPI ve KPIII (0,25
uM) (C) varliginda elde edilen LC-MS kromatogramlari.
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e Kalibrasyon dogrusu ve simirlar1 (Calibration curve and range)

Pitavastatin: Pitavastatin’in perfiizat (0,025-1,5 uM), karaciger (0,025-5 uM)
ve safra (0,5-50 uM) oOrneklerinden tayini igin hazirlanan standart ¢ozeltilerden
hareketle kalibrasyon dogrulari ve dogru denklemleri elde edilmistir. Her ii¢ ortam igin
pitavastatinin teorik konsantrasyonlarma karst LC-MS analizinde gdzlenen pik
alanlar1 degerlerinin dogrusal regresyon analizi sonucunda istatistiksel olarak anlamli

dogrusal bir iliski elde edilmistir (Sekil 4.7.-Sekil 4.9.).

4.0x107-
3.0x107-
=
=
= 7]
= 2.0x10
&
7
1.0x10 Denklem: y= 18240000x+740589
R?:0,9967
Egim: 18240000 + 526927
. Kesim noktasi: 740589 + 344943
0 . T T T 1
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0

Konsantrasyon (pM)

Sekil 4.7. Pitavastatinin perflizyon ortami kullanarak hazirlanan standart ¢ozeltileri ile
elde edilen kalibrasyon dogrular1 ve dogru denklemleri (Hata ¢ubuklar1
ortalama pik alaninin standart hatasini, kiiciik noktalar ise kalibrasyon
dogrusunun % 95 giiven araligini ifade etmektedir; ortalama + SS; n=6).



8.0x 107

6.0x107

4,0x107

Pik alam

2.0x107

96

Denklem: y= 12480000x-176332
R2: 0,9997
Egim: 12480000 = 110639
Kesim noktasi: -174332 + 255080

4 6

Konsantrasyon (uM)

Sekil 4.8. Pitavastatinin karaciger dokusu kullanarak hazirlanan standart ¢6zeltileri ile
elde edilen kalibrasyon dogrular1 ve dogru denklemleri (Hata gubuklar1
ortalama pik alanmin standart hatasini, kii¢clik noktalar ise kalibrasyon
dogrusunun % 95 giiven araligin1 ifade etmektedir; ortalama + SS; n=6).

4.0x 103

Pik alam

2.0x 103

Denklem: y= 6307000x+11380000
R?:0,9953
Egim: 6307000 + 207732
Kesim noktasi: 1138000 £ 5023000

40 60

Konsantrasyon (uM)

Sekil 4.9. Pitavastatinin safra kullanarak hazirlanan standart ¢ozeltileri ile elde edilen
kalibrasyon dogrular1 ve dogru denklemleri (Hata ¢ubuklar1 ortalama pik
alaninin standart hatasini, kii¢lik noktalar ise kalibrasyon dogrusunun % 95
giiven araligini ifade etmektedir; ortalama + SS; n=6).
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KPI, KPIII: KPI i¢in karaciger (0,01-0,5 uM) ve safra (0,05-5 uM)
orneklerinden tayini i¢in hazirlanan standart ¢ozeltilerden bazal diizeyin ¢ikarilmasi
ile elde edilen kalibrasyon dogrular1 ve dogru denklemleri Sekil 4.10. ve Sekil 4.11°de
verilmektedir. KPIII igin de karaciger (0,01-0,5 uM) ve safra (0,05-5 uM)
orneklerinden tayini i¢in ayn1 yontem ile elde edilen kalibrasyon dogrular1 ve dogru
denklemleri Sekil 4.12. ve Sekil 4.13’te verilmektedir. Her iki madde i¢in her iki
ortamda istatistiksel olarak anlamli dogrusal konsantrasyon-cevap iligkisi elde

edilmistir.

30000007

20000004

Pik alam

1000000

Denklem: y= 4982000x-14548
R?:0,9977
Egim: 49820000 + 118641
Kesim noktast: -14548 + 31135

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
Konsantrasyon (uh)

Sekil 4.10. Karaciger dokusundan KPI analizlerinde kullanilmak iizere hazirlanan
standart c¢ozeltiler ile elde edilen kalibrasyon dogrular1 ve dogru
denklemleri (Hata c¢ubuklar1 ortalama pik alaninin standart hatasimni,
kiigiik noktalar ise kalibrasyon dogrusunun % 95 giiven araligini ifade
etmektedir; ortalama + SS; n=6).
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2.0x 1077

1.5x 107
]
= 1.0x 107
=
&

5.0 10 Denklem: y=2855000x-405162

R?: 0,9940
Egim: 2855000+ 111234
Kesim noktasi; -405162 + 269097
ol

0 ; ; ;
Konsantrasyon (uh)
Sekil 4.11. Safradan KPI analizlerinde kullanilmak iizere hazirlanan standart
cozeltiler ile elde edilen kalibrasyon dogrular1 ve dogru denklemleri (Hata

cubuklar1 ortalama pik alanmin standart hatasini, kiigiik noktalar ise
kalibrasyon dogrusunun % 95 giiven araligini ifade etmektedir; ortalama

+ SS; n=6).
20000001
. "i
1500000 '
£
=
~ 10000044
=
o
500000 Denklem: y= 3374000x-30466
R%: 0,9975
Egim: 3374000 + 83705
Kesim noktasi; -30466 + 21967
018 : - : . .
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

Konsantrasyon (uM)

Sekil 4.12. Karaciger dokusundan KPIII analizlerinde kullanilmak {izere hazirlanan
standart c¢ozeltiler ile elde edilen kalibrasyon dogrular1 ve dogru
denklemleri (Hata ¢ubuklar1 ortalama pik alaninin standart hatasini,
kiiciik noktalar ise kalibrasyon dogrusunun % 95 giiven araligini ifade
etmektedir; ortalama + SS; n=6).



4.0x 107

3.0x 1074

2.0x 1074

Pik alam

1.0x 107

=

99

" Denklem: y= 5631000x-1144000

R?:0,9922
Egim: 3631000 + 249677
Kesim noktasi: 1144000+ 604018

2

4 6

Konsantrasyon (uM)

Sekil 4.13. Safradan KPIII analizlerinde kullanilmak {izere hazirlanan standart
cozeltiler ile elde edilen kalibrasyon dogrular1 ve dogru denklemleri (Hata
cubuklar1 ortalama pik alaninin standart hatasini, kiiclik noktalar ise
kalibrasyon dogrusunun % 95 giiven araligin1 ifade etmektedir; ortalama
+ SS; n=6).

e Analit tasinmasi (Carry-over)

Pitavastatin: Bos perfiizat, karaciger ve safranin pitavastatinin her bir

ortamdaki yiiksek kalibrasyon standardinin analizinden sonra enjekte edilmesiyle elde

edilen pik alanlarmin her bir ortamdaki en diisiik kalibrasyon standardinin (0,025 pM)

pik alaninin %20’si altinda kalmasi ile analit taginmasi etkisi diglanmistir (Tablo 4.3.).

Tablo 4.3. Pitavastatinin LC-MS analizinde analit taginmasi etkisinin gosterimi
(ortalama £ SS; n=3).

Kosul: 10°C (6 sa)

Pitavastatin

Bos standart Pik alam1 orami*(%)
Perfiizat 530+2,70
Karaciger 2,84 +£0,82
Safra 1,23 +0,48

* En diistik kalibrasyon standardinin pik alanina gére oran

KPI ve KPI11I: Endojen maddeleri icermeyen bos perflizyon ortaminin KPI ve

KPIIT*iin karaciger ve safra ortamlarindaki yiiksek kalibrasyon standartlarinin analizi

sonrasi enjekte edilmesiyle herhangi bir pik dedekte edilememistir. Bu durum analit

taginmasi olusmadigini gostermektedir.
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e Matriks etkisi (Matrix effect)

Pitavastatin: Farkli siganlardan (n=3) toplanan perfiizat, karaciger ve safradan
hareketle hazirlanan standartlar kullanilarak her bir ortamda diisiik ve yiiksek kalite
kontrol drnekleri analiz edildiginde ortalama bagil hatanin ve varyasyon katsayisinin
%15’in altinda bulunmasiyla dogruluk ve kesinlik kosullar1 saglanmistir (Tablo 4.4.).

Biyolojik matriksler arasinda bir varyasyon olmadigi gosterilmistir.

Tablo 4.4. Farkli kaynaklardan hazirlanan matriks iginde hazirlanan standart
¢ozeltilere ait analiz sonuglari ile pitavastatinin LC-MS analizinde matriks
etkisinin gosterimi (ortalama + SS; n=3).

Teorik Tayin edilen OBH VK
konsantrasyon konsantrasyon (%) (%)
(M) (M)

Perfiiizat 0,050 0,050 + 0,006 0,15 12,81
0,500 0,525 + 0,023 5,00 4,29
Karaciger 0,075 0,066 + 0,009 11,43 12,99
2,500 2,426 + 0,047 2,97 1,94

Safra 1,000 0,983 + 0,063 1,73 6,41
30,000 29,469 + 0,980 1,77 3,32

KPI ve KPIII: Farkli siganlardan (n=3) toplanan karaciger ve safradan
hareketle hazirlanan standartlar kullanilarak her bir ortamda diisiik ve yiiksek kalite
kontrol 6rnekleri analiz edildiginde ortalama bagil hatanin ve varyasyon katsayisinin
%15’in altinda bulunmasiyla dogruluk ve kesinlik kosullar1 saglanmistir (Tablo 4.5).

Biyolojik matriksler arasinda bir varyasyon olmadigi gosterilmistir.

Tablo 4.5. Farkli kaynaklardan hazirlanan matriks i¢inde hazirlanan standart
cozeltilere ait analiz sonuglar1 ile KPI ve KPIII’tin LC-MS analizinde
matriks etkisinin gésterimi (ortalama + SS; n=3).

Teorik Tayin edilen OBH VK
konsantrasyon | konsantrasyon (%) (%)
(uM) (uM)

KPI 0,025 0,024 + 0,002 5,83 9,57

Karaciger 0,300 0,298 + 0,020 0,83 6,61
KPIII 0,025 0,026 + 0,003 5,22 11,94

0,300 0,296 + 0,013 1,42 4,56
KPI 0,150 0,139 £ 0,021 7,66 14,96

Safra 3,000 3,213 +0,176 7,10 5,48
KPIII 0,150 0,150 + 0,018 0,09 11,75

3,000 3,060 + 0,150 2,01 4,91
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e Dogruluk, kesinlik ve enjeksiyonlar arasi tekrar edilebilirlik (Accuracy,

precision and reinjection reproducibility)

Pitavastatin: Kalite kontrol standartlarinin giin i¢i, gilinler arasi ve
enjeksiyonlar arasi analizleri sonuglari ile dogruluk ve kesinlik degerlendirmesi Tablo
4.6.’da verilmistir. Ortalama bagil hata ve varyasyon katsayisinin en diisiik kalite
kontrol standarti i¢in %20 nin altinda, diger noktalar i¢in %15’in altinda bulunmasiyla

analitik yontemin dogruluk ve kesinligi gésterilmistir.

KPI ve KPIII: Kalite kontrol standartlarinin giin i¢i, giinler arasi ve
enjeksiyonlar arasi analizleri sonuglari ile dogruluk ve kesinlik degerlendirmesi Tablo
4.7. ve Tablo 4.8.°de verilmistir. Ortalama bagil hata ve varyasyon katsayisinin en
diisiik kalite kontrol standartlar1 i¢in %20’nin altinda, diger noktalar i¢in %]15’in

altinda bulunmasiyla yontemin dogruluk ve kesinligi gosterilmistir.

Tablo 4.6. Pitavastatinin LC-MS analizinde kullanilan yonteminin perfiizat, karaciger
ve safra ortamlarinda dogruluk, kesinlik (glin i¢i ve giinler arasi) ve
enjeksiyonlar arasi tekrar edilebilirlik degerlendirmesi (ortalama + SS;

n=6).
Teorik Tayin edilen OBH VK
konsantrasyon | konsantrasyon (%) (%)
(M) (uM)

0,025 0,022 + 0,001 13,03 6,56
Giin ici 0,050 0,053 + 0,007 5,58 13,10

0,250 0,238 + 0,017 4,85 6,96

0,500 0,546 + 0,017 9,25 3,05

= 0,025 0,021 + 0,002 15,93 7,34
= Giinl 0,050 0,050 + 0,003 0,48 5,95
T unier arast 0,250 0,230 + 0,004 8,16 1,88
R 0,500 0,541 + 0,022 8,29 4,13
0,025 0,024 + 0,003 3,67 14,05
Enjeksiyonlar 0,050 0,044 + 0,006 12,78 13,55

arasi 0,250 0,227 +0,021 9,29 9,34

0,500 0,531 + 0,015 6,21 2,85
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Tablo 4.6. (Devam) Pitavastatinin LC-MS analizinde kullanilan yonteminin perfiizat,
karaciger ve safra ortamlarinda dogruluk, kesinlik (giin i¢i ve giinler arasi)
ve enjeksiyonlar arasi tekrar edilebilirlik degerlendirmesi (ortalama + SS;

n=6).
Teorik Tayin edilen OBH VK
konsantrasyon | konsantrasyon (%) (%)
(M) (M)

0,025 0,024 + 0,001 3,39 3,50

Giin ici 0,075 0,078 + 0,002 4,58 2,33

0,75 0,732+ 0,016 2,46 2,17

2,5 2,660 + 0,152 6,39 5,73

);.30 0,025 0,024 + 0,001 2,19 2,52
E Giinler arasi 0,075 0,066 + 0,009 11,97 13,63
= 0,75 0,694 + 0,050 7,52 7,20
e 2,5 2,525 + 0,227 0,99 8,98
0,025 0,027 + 0,004 7,40 14,64
Enjeksiyonlar 0,075 0,067 + 0,009 11,30 12,84

arasi 0,75 0,753 + 0,002 0,35 0,32

2,5 2,378 + 0,028 4,88 1,19

0,500 0,530 + 0,015 5,95 2,88

Giin ici 1,000 1,035+ 0,015 3,46 1,50

10,000 10,662 + 0,786 6,62 7,37

30,000 31,400 +£1,794 4,67 571

0,500 0,527 + 0,016 5,33 2,95

i Giinl 1,000 1,033 +0,014 3,34 1,35
3 unler arast 10,000 10,865 +0,613 | 8,66 5,64
30,000 31,556 + 2,062 5,187 6,53

0,500 0,560 + 0,033 11,91 5,88

Enjeksiyonlar 1,000 1,001 + 0,039 0,11 3,89

arasl 10,000 10,855 + 0,191 8,55 1,76

30,000 31,423 + 0,988 4,74 3,14
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Tablo 4.7. KPI’in LC-MS analizinde kullanilan yonteminin karaciger ve safra
ortamlarinda dogruluk, kesinlik (giin i¢i ve giinler aras1) ve enjeksiyonlar
arasi tekrar edilebilirlik degerlendirmesi (ortalama + SS; n=6).

Teorik Tayin edilen OBH VK
konsantrasyon | konsantrasyon (%) (%)
(uM) (nM)

0,010 0,009 + 0,001 7,44 9,22
Giin ici 0,025 0,024 + 0,004 4,18 15,55
0,100 0,108 + 0,014 8,37 12,91
0,300 0,330 + 0,037 10,01 11,24

E,n 0,010 0,009 + 0,001 7,08 9,52
S Giinler arasi 0,025 0,025 + 0,001 1,57 4,62
= 0,100 0,107 + 0,003 6,69 2,77
N 0,300 0,337 £ 0,020 12,49 591
0,010 0,009 + 0,001 7,08 9,52

Enjeksiyonlar 0,025 0,025 + 0,001 1,57 4,62

arasi 0,100 0,107 + 0,003 6,69 2,77

0,300 0,337 £ 0,020 12,49 591

0,050 0,060 + 0,002 19,26 3,64

Giin ici 0,150 0,134 + 0,007 10,70 4,97

1,000 0,915 + 0,067 8,55 7,38

3,000 3,249 + 0,034 8,30 1,03

0,050 0,058 + 0,003 15,31 4,59
§ Giinl 0,150 0,144 + 0,019 4,23 13,05
3 unler arast 1,000 0,916+0,068 | 8,41 7,40
3,000 3,127 + 0,188 4,23 6,01

0,050 0,056 + 0,003 | 11,560 5,57

Enjeksiyonlar 0,150 0,164 + 0,002 9,26 1,45

arasi 1,000 0,988 + 0,007 1,20 0,69

3,000 3,069 + 0,187 2,31 6,08
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Tablo 4.8. KPIII’in LC-MS analizinde kullanilan yonteminin karaciger ve safra
ortamlarinda dogruluk, kesinlik (giin i¢i ve giinler arasi) ve enjeksiyonlar
arasi tekrar edilebilirlik degerlendirmesi (ortalama + SS; n=6).

Teorik Tayin edilen OBH VK
konsantrasyon | konsantrasyon (%) (%)
(M) (M)

0,010 0,010 + 0,000 0,17 4,81

Giin ici 0,025 0,028 + 0,002 10,73 6,88

0,100 0,096 + 0,005 4,05 5,43

0,300 0,306 + 0,021 2,13 6,95
;.SD 0,010 0,009 + 0,002 11,41 19,90
E Giinler arasi 0,025 0,028 + 0,002 10,20 8,67
= 0,100 0,097 + 0,005 3,22 4,94
N 0,300 0,303 + 0,010 0,96 3,38
0,010 0,009 + 0,002 7,55 17,66

Enjeksiyonlar 0,025 0,026 + 0,002 2,52 6,52

arasi 0,100 0,104 + 0,004 4,16 3,74

0,300 0,345 + 0,019 15,05 5,64

0,050 0,053 + 0,004 5,90 8,02
Giin ici 0,150 0,145 + 0,019 3,28 12,82

1,000 0,924 + 0,023 7,64 2,52

3,000 3,153 +£0,018 5,09 0,59
0,050 0,050 + 0,010 0,08 19,13
£l Gin 0,150 0,148 + 0,018 1,24 12,34
38 unler arast 1,000 0,937 + 0,048 6,30 5,15
3,000 3,114 + 0,083 3,81 2,66
0,050 0,047 + 0,006 6,41 13,81

Enjeksiyonlar 0,150 0,152 + 0,014 1,44 9,51

arasi 1,000 0,957 + 0,034 4,33 3,56

3,000 3,084 +0,175 2,79 5,68

e Sistem uygunluk testleri (System suitability tests)

Pitavastatin, KPI ve KPIII tayini i¢in kullanilan LC-MS y6nteminin sistem
uygunluk testleri sonuglar1 Tablo 4.9.’da verilmistir. Tiim maddeler i¢in her ortamda
N degerinin 2000’in iizerinde ve T degerinin 2’nin altinda bulunmasiyla sistem

uygunluk test kriterleri karsilanmaistir.



Tablo 4.9. LC-MS yonteminin sistem uygunluk testleri sonuglar1.
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Sistem uygunluk test

Teorik tabaka

Kuyruklanma

parametresi Ortam sayisi (N) faktorii (T)
Perfiizat 34074 1,1
Pitavastatin Karaciger 6119 1,3
Safra 14727 1,4
KPI Karaciger 21134 1,4
Safra 34661 1,3
Karaciger 3522 11

KPIII

Safra 50121 15

4.2.2. Rifampisin Tayini I¢cin HPLC Yénteminin Validasyonu

o Secicilik (Selectivity)

[lag igermeyen matriksin HPLC kolonuna enjeksiyonunu takiben, rifampisinin

almkonma zamaninda girisim yapan hi¢bir pik gozlenmemesi yOntemin segici

oldugunu goéstermistir (Sekil 4.14.).

e Ozgiilliik (Specificity)

Pitavastatin (22,70 uM), KPI (13,74 uM) ve KPIII (13,74 uM) igeren ¢cdzeltinin

analizi sonucunda rifampisin ile girisim yapan bir pik olmadiginin tespit edilmesiyle

tez ¢aligmalar1 kapsaminda kullanilacak olan HPLC analiz yonteminin rifampisine

Ozgiil oldugu gosterilmistir (Sekil 4.14.).
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Sekil 4.14. A) Rifampisinin matriks i¢indeki ¢ozeltisi (18,23 uM), B) pitavastatin
(22,70 uM), KPI (13,74 uM) ve KPIII (13,74 uM)’lin matriks i¢indeki
cozeltisi, C) bos matriks enjeksiyonlar1 ile elde edilen HPLC
kromatogramlart.

e Kalibrasyon dogrusu ve sinirlar1 (Calibration curve and range)

Rifampisinin teorik konsantrasyonlaria karst HPLC analizinde gozlenen pik
alanlar1 degerlerinin dogrusal regresyon analizi sonucu anlaml, ve 0,61-72,91 uM

araliginda dogrusal bir konsantrasyon-cevap iliskisi elde edilmistir.

Elde edilen kalibrasyon dogrusundan hareketle her bir kalibrasyon standardi
icin geri kazanim hesaplanarak en diisiik kalibrasyon noktasinda teorik degerlerin
%20’si igerisinde (%11,96) ve diger noktalarda %15 icinde (%1,82-8,37)
bulunmugstur. Kalibrasyon standartlarnm %98’inin bu kriteri sagladig1 gosterilerek
kalibrasyon dogrusunun ICH M10 taslak kilavuzunda belirtilen kriteri (degerlerin en
az %75’1) sagladig1 gosterilmistir. Kilavuz onerisi dogrultusunda uymayan tek nokta
cikarilarak regresyon analizi tekrarlanmis ve elde edilen kalibrasyon dogrusu, dogru
denklemi, egim, y-eksenini kesme noktasi ve determinasyon katsayis1 (R?) ile ifade

edilmistir (Sekil 4.15.).
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Sekil 4.15. Rifampisinin matriks i¢indeki kalibrasyon dogrusu ve dogru denklemi
(Hata cubuklar1 ortalama pik alaninin standart hatasmi, kiiciik noktalar ise
kalibrasyon dogrusunun % 95 giiven araligini ifade etmektedir; ortalama

+ SS; n=6).

¢ Analit tasinmasi (Carry-over)

Bos matriksin rifampisinin en yiiksek kalibrasyon standardinin (72,91 uM)
analizi sonrasi enjekte edilmesiyle elde edilen pik en diisiik kalibrasyon standardinin
(0,61 uM) pik alanmin %?20’si altinda oldugu i¢in analit tasmnmas: etkisi diglanmistir
(Sekil 4.16.).
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Sekil 4.16. Rifampisinin matriks i¢indeki ¢ozeltisinin (72,91 uM) analizi sonrasi (A)
bos matrikse ait (B) ve analit tayini dncesi enjekte edilmis bos matrikse

ait (C) HPLC kromatogramlari

(B’

ve C’

sirastyla B ve C

kromatogramlarmin yakinlastirilmis sekilde goriintimiidiir).

e Matriks etkisi (Matrix effect)

Farkli sicanlarin (n=3) karacigerlerinden hazirlanan matriksler kullanilarak

hazirlanan diisiik (1,82 uM) ve yiiksek (54,68 uM) kalite kontrol 6rnekleri analiz

edildiginde ortalama bagil hatanin ve varyasyon katsayismin 9%15’in altinda

bulunmasiyla dogruluk ve kesinlik kosullar1 saglanmistir (Tablo 4.10.). Boylece

matriks etkisi diglanmustir.

Tablo 4.10. Farkli kaynaklardan hazirlanan matriks iginde hazirlanan standart
cozeltilere ait analiz sonuglar1 ile matriks etkisinin gosterimi (ortalama +

SS; n=3).
Teorik Tayin edilen Ortalama bagil % Varyasyon
konsantrasyon konsantrasyon hata Katsayisi
(M) (M)
1,82 1,81 £0,11 0,42 5,89
54,68 54,72 £ 0,75 0,08 1,37
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e Dogruluk, kesinlik ve enjeksiyonlar arasi tekrar edilebilirlik (Accuracy,

precision and reinjection reproducibility)

Her bir kalite kontrol standard: i¢in giin i¢i, giinler arasi ve enjeksiyonlar arasi
analizleri sonuglar1 ile dogruluk ve kesinlik degerlendirmesi Tablo 4.11°de verilmistir.
Ortalama bagil hata ve varyasyon katsayisinin en diisiik kalite kontrol standart1 (0,61
uM) icin %20°nin altinda, diger noktalar i¢cin %15’in altinda bulunmasiyla analitik
yontemin dogruluk ve kesinligi gosterilmistir. Numune hazirlama protokolii ile ilgili

kesinlige ait veri geri kazanim baslig1 altinda ayrica sunulmustur.

Tablo 4.11. Rifampisinin HPLC analizinde yonteminin dogruluk, kesinlik (giin i¢i ve
giinler arasi) ve enjeksiyonlar arasi tekrar edilebilirlik degerlendirmesi.
(ortalama + SS; n=6).

Teorik Tayin edilen % %
konsantrasyon | konsantrasyon | Ortalama | Varyasyon

(uM) (uM) bagil hata katsayisi
0,61 0,64 = 0,06 4,37 9,19
Giin ici 1,82 1,79 £0,11 1,61 5,91
18,23 19,10 £ 0,22 4,76 1,16
54,68 55,64 £ 1,11 1,76 2,00
0,61 0,61 £ 0,04 0,51 7,41
Giinler arasi 1,82 1,83 + 0,04 0,60 2,32
18,23 18,84 £0,27 3,37 1,41
54,68 54,24 £1,67 0,81 3,08
0,61 0,61 £0,01 0,44 2,01
Enjeksiyonlar 1,82 1,70 £ 0,02 6,81 1,22
arasi 18,23 18,43 £ 0,01 1,12 0,06
54,68 54,68 £ 0,08 0,00 0,15

e Geri kazanim (Recovery)

Farkli konsantrasyonlarda rifampisinin gelistirilen numune hazirlama
protokolii 1ile geri kazaniminin belirlenmesi amaciyla numune hazirlama
protokoliinden 6nce bilinen miktarda karaciger dokusuna eklenen rifampisine ait pik
alanlar1 kalibrasyon egrisinde yerine konulmustur. Eklenen ve bulunan rifampisin
degerinden, numune protokoliine ait % geri kazanim hesaplanmistir. Sonuglar Tablo

4.12.’de sunulmustur.
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Tablo 4.12. Rifampisin tayininde % geri kazanim (ortalama + SS; n=6).

Teorik konsantrasyon (uM) | % Geri kazanim | % Varyasyon katsayisi
1,82 19,15+ 2,00 10,41
18,23 18,09 + 1,34 7,43
54,68 17,26 + 1,49 8,65

Geri kazanim degerlerinin tekrarlanabilir olmast numune hazirlama
protokoliiniin tekrarlanabilir oldugunu goéstermistir (p>0,05). Geri kazanim
degerlerinin diisiik bulunmasi sonucu ger¢ek humune analizlerinde sistematik hatanin
onlenmesi amaciyla numunelere eklenen standart ¢ozeltilerden elde edilen kalibrasyon

dogrusu kullanilarak analizlerin gerceklestirilmesine karar verilmistir.

e Sistem uygunluk testleri (System suitability tests)

Rifampisin tayini i¢in kullanilan HPLC ydntemi i¢in sistem uygunluk testleri
sonuglar1 Tablo 4.13.’te verilmistir. k" degerinin 1,5-10 arasinda, N degerinin 2000’in
iizerinde ve T degerinin 2’nin altinda bulunmasiyla sistem uygunluk test kriterleri

karsilanmuistir.

Tablo 4.13. Rifampisinin analizinde kullanilan HPLC ydnteminin sistem uygunluk
testleri sonuglari.

Sistem uygunluk test parametresi
Kapasite faktorii (k") 2,10
Teorik tabaka sayis1 (N) 2234,00
Kuyruklanma faktorii (T) 1,74

4.3. In situ Sigan Karaciger Perfiizyonu

In situ karaciger perflizyonu ¢alismalar1 toplam 54 sigan {izerinde
gerceklestirilmistir.  Perflizyon sirasinda sizinti goriilen sicanlar caligmadan
cikarilmistir. Ayrica yeterli safranin toplanamadigi sicanlarda karaciger ve safra

analizlerinin sonuglar1 veri setine dahil edilmemistir.

Sistemde  perflizyon  diizenegine  spesifik  olmayan  baglanma

degerlendirildiginde sican olmadan gergeklestirilen 60 dk akis sonrasi pitavastatin i¢in
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geri kazanim %109,22+2,55, rifampisin i¢in %94,12+1,16 KPI ve KPII i¢in sirasiyla
%100,52+3,37 ve %93,96+8,34 olarak bulunmistur. Elde edilen bu sonuglar ¢alismada
kullanilan maddelerin perflizyon sistemine baglanmadigmin bir gostergesi olarak

almmustir.

4.3.1. Pitavastatin

Pitavastatinin perfiizat i¢indeki konstrasyonunun zamana karsi degisimini
gosteren profiller ve herbir profil i¢in hesaplanan EAAo-6o degerleri Sekil 4.17.°de
verilmistir. Profiller  incelendiginde  pitavastatinin ~ perfiizat  igindeki
konsantrasyonunun hem kontrol grubunda hem de inhibitor varliginda (10 ve 50 uM
rifampisin) ilk 15 dk’da hizli bir diistis gosterdigi ve 60.dk’ya kadar ise eliminasyon

hizinin daha diisiik seyrettigi goriilmiistiir.

Kontrol grubuyla karsilastirildiginda, 50 pM rifampisin varliginda EAA
degerinde 1.4 katlhik yiikselme ile pitavastatinin perflizat diizeylerinde istatistiksel
olarak anlamli bir artis elde edilmistir (p<0,05). 10 uM rifampisinin pitavastatinin
perfiizat diizeyi lizerinde herhangi bir anlamli etkisi bulunamamistir (p>0,05) (Sekil

4.17).
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Perflizyon sonunda (15 veya 60 dk) karaciger dokusunda kalan ve safraya
atilan kiimiilatif pitavastatin miktar1 ve karaciger/safra oranlar1 hesaplanmstir (Sekil
4.18.). Tim degerler ayr1 ayr1 dikkate alindiginda her iki perflizyon zamaninda ve her
iki inhibitor konsantrasyonunda kontrol grubuna gore anlamli bir fark gozlenmemistir

(p>0,05).

10 uM rifampisinin perfiizat, karaciger ve safra kompartmanlarindaki
pitavastatin miktar1 izerinde anlaml bir etkisinin bulunmamasi nedeniyle modelden
bagimsiz yontem ve mekanistik modelleme yontemleri ile farmakokinetik
parametrelerin hesabinda ozellikle karaciger ve safra kompartmanlari i¢in veri
zenginlestirilmesi amaciyla 10 uM rifampisin uygulanan grup kontrol grubu igerisine

dahil edilmistir.

Modelden bagimsiz yontemle hesaplanan farmakokinetik parametreler Tablo
4.14.’te verilmistir. 15 dk perflizyon sonunda kontrol ve inhibisyon grubu arasinda
hicbir parametre i¢in anlamli fark bulunmazken, 60 dk perfiizyon sonunda kontrol
grubuna gore EAAo+, Fperfiizar parametrelerinde anlamli fark bulunmustur (p<0,05). 60
dk perflizyon sonucu hesaplanan CLH Ve ClLsfra parametreleri i¢in kontrol grubu ile

inhibisyon grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilmistir.
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In situ karaciger perfiizyonu uygulama gruplar (60 dk)
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Sekil 4.18. Pitavastatinin karaciger drneklerinde 15 dk (A) ve 60 dk (B) perfiizyon
sonrast tayin edilen miktarinin, safra 6rneklerinde 15 dk (C) ve 60 dk (D)
perflizyon sonrasi tayin edilen miktarina oranlar1 E:15 dk ve F: 60 dk i¢in
karaciger/safra oranlarmi gostermektedir (ortalama + SS; n=2-6; tiim veri

noktalar1 gosterilmektedir).
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Tablo 4.14. Pitavastatin karacigerdeki dispozisyonuna iligkin modelden bagimsiz
yontemle hesaplanan farmakokinetik parametreler (ortalama + SS, n*).

Kontrol grubu Inhibisyon grubu**
15 dk 60 dk 15 dk 60 dk
EAA0: (uM.dk) 8,58 +£1,28 19,60 + 4,74 9,73 £1,65 27,57 £ 3,28%**
Fperfiizar (%0) 54,21 +34,81 | 32,68 +15,60 | 49,76 + 14,58 36,71+ 12,27
Fraraciger (%0) 29,73+12,04 | 56,20+22,90 | 32,48 +21,69 | 31,78 +2,94***

Faafra (%) 1,38 1,06 6,59 + 2,85 1,02+£0,41 | 2,78+ 1,46%%*
Karaciger/Safra | 43,93+44,77 | 11,12+622 | 36,80+23,73 | 13,88 +598
CLy (mL/dK) 6,04+ 1,37 6,00 1,77
Fr 0,60 % 0,09 0,60 + 0,12
CLsatra (ML/dK) 0,34+ 0,16 0,15 + 0,08%**

*15 dk perfiizyon gruplarinda kontrol grubu (perflizat n=8, karaciger ve safra n=4), inhibisyon grubu
(perfiizat n=6, karaciger ve safra n=5); 60 dk perfiizyon gruplarinda kontrol grubu (perfiizat n=11,
karaciger ve safra n=9), inhibisyon grubu (perfiizat n=6, karaciger ve safra n=5)., **50 uM rifampisin
ile inhibisyon varliginda, ***Kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark
(p<0,05).

4.3.2. Koproporfirin I/111

KPI ve KPIII sadece karaciger ve safra kompartmanlarindan tayin edilmistir.
Elde edilen sonuglar sican karaciger ve safra orneklerindeki KPIII miktarinin KPI

miktarindan daha yiiksek oldugunu gostermistir.

KPI’in karacigerdeki miktarmda (Sekil 4.19.) 15 dk perfiizyon sonunda gruplar
arasinda anlamli bir degisme olmazken, 60 dk perfiizyon sonunda en yiiksek KPI
miktar1 pitavastatint10 uM rifampisin uygulama grubunda kaydedilmistir. Bu grupla
sadece inhibisyon uygulanan gruplar ve pitavastatint50 uM rifampisin uygulama
gruplarma gore anlamli bir fark bulunmustur (p<0,05). Safra ile atilan KPI miktar1 icin
yalnizca 15 dk sonunda pitavastatin+50 pM rifampisin uygulama grubu bazal KPI
seviyesinde anlamli artisa sebep olmustur (p<0,05). Ancak her bir sigan i¢in karaciger
miktar1 ve safra miktar1 oranlandiginda sadece pitavastatint10 puM rifampisin
uygulamasinin 60 dk perflizyon sonunda bazal degere gore anlamli fark olusturdugu

bulunmustur (p<0,05).

KPIHI dagilimi degerlendirildiginde (Sekil 4.20.) 15 dk perflizyon sonunda

karaciger miktar1 yoniinden gruplar arasinda anlaml bir degisme olmazken, 60 dk
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perflizyon sonunda pitavastatin ile pitavastatint50 uM rifampisin uygulama grubu
arasinda anlamli bir fark olustugu goriilmiistiir (p<0,05). 50 uM rifampisin uygulamasi
ile artan KPIII karaciger miktarlarinin yaninda safra miktarinda da artis olmasi

karaciger/safra oraninda degisiklik olugsmamasina sebep olmustur (p>0,05).
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Sekil 4.19. 15 dk ve 60 dk perfiizyon sonrasinda KPI’in karaciger (A, D), ve safra 6rneklerindeki (B, E) miktarlar1 ile karaciger/safra oranlar1
(C, F) (ortalama + SS; n=2-6; tiim veri noktalar1 gosterilmektedir; * p<0,05).
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Sekil 4.20. 15 dk ve 60 dk perfiizyon sonrasinda KPIII'iin karaciger (A, D), ve safra drneklerindeki (B, E) miktarlar1 ile karaciger/safra
oranlar1 (C, F) (ortalama + SS; n=1-6; tiim veri noktalar1 gosterilmektedir; * p<0,05).
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Coklu dogrusal regresyon analizleri ile pitavastatin ile KPI veya KPIIIiin
karaciger ve safra diizeyleri arasindaki iliski incelenmistir (Sekil 4.21.). 15 dk
orneklerinde KPI ve KPIII diizeylerinin varyasyonu olduk¢a yiiksek oldugu i¢in
sonuglar yaniltict olabilmektedir. Bu nedenle karaciger ve safra diizeyleri arasindaki
iliski sadece 60 dk perfiizyon sonucu elde edilen bulgular {iizerinden
degerlendirilmistir. Kontrol kosulunda pitavastatin ve KPIII'lin karaciger miktarlar1
arasinda ve pitavastatin ile KPI’in karaciger/safra oranlar1 arasinda anlamli dogrusal
bir iliski bulunurken, inhibisyon kosullarinda KPI i¢cin safra miktari, KPIII i¢in ise

safra ve karaciger/safra oran1 degerleri agisindan pitavastatin ile anlamli korelasyon

bulunmustur (p<0,05).
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Sekil 4.21. 60 dk’lik perflizyon sonrasinda inhibitor (50 uM rifampisin) varliginda ve
yoklugunda KPI ile pitavastatin arasindaki (A, C, D) ve KPIII ile
pitavastatin arasindaki (B, D, F) karacigerdeki miktar, safradaki miktar ve
karaciger/safra oran1 yoniinden korelasyonlarin gosterimi (Diiz ¢izgi,
dogrusal regresyon dogrusunu, kesikli ¢izgi 95% giiven araligini, * ve °
sirasiyla kontrol ve inhibisyon kosullarinda dogru egiminin istatistiksel
olarak sifirdan farkli oldugunu ifade etmektedir (n=4-5; p<0,05).
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4.3.3. Rifampisin

Rifampisinin karaciger dokusundaki konsantrasyonu inhibisyon derecesinin
degerlendirilmesi yoniinden 6nem tagimaktadir. Pitavastatin varliginda ve yoklugunda
her iki uygulama konsantrasyonunda (10 ve 50 uM) ve perfiizyon siiresinde (15 ve 60
dk) rifampisin konsantrasyonu tayin edilerek Tablo 4.15.’te verilmistir.

Tablo 4.15. Sigan karaciger dokusundan tayin edilen rifampisin konsantrasyonu
(ortalama + SS; n=2-6).

Perfiizyon Uygulama Gruplar: Rifampisin konsantrasyonu (uM)
15 dk 60 dk
10 uM Rifampisin 4,66 £2,15 45,10+ 11,15
50 uM Rifampisin 111,2+72,36 313,4 + 84,43
Pitavastatin + 10 uM Rifampisin 26,89 + 7,26 23,57+ 17,17
Pitavastatin + 50 pM Rifampisin 148,3 + 28,82 202,6 + 48,55

Konsantrasyon degerlerine logaritmik doniisiimden sonra Shapiro-Wilk
normalite testi uygulanmistir ve verilerin normal dagilima uydugu gosterilmistir (p

>0,05).

Sadece 15 dk perflizyon sonrasinda 10 uM rifampisin ve pitavastatin + 10 uM
rifampisin gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0,05).
Diger hicbir kosulda pitavastatin varligi rifampisinin karaciger konsantrasyonu

iizerinde etkili olmamistir (p >0,05).

Sonuglar daha sonra kendi i¢inde karsilastirilmistir (Sekil 4.22.). Rifampisin
yiiksek konsantrasyonda (50 pM) uygulandiginda her iki perflizyon siiresi i¢in diisiik
konsantrasyon uygulamasina gore karacigerdeki rifampisin konsantrasyonunda
anlamli bir artis gézlenmistir (p<0,05). Pitavastatin varliginda ve yoklugunda, yiiksek
konsantrasyonda rifampisin uygulandiginda 15 dk ve 60 dk arasinda anlamli bir fark
bulunmazken, pitavastatin  varliginda diisiik  konsantrasyonda rifampisin
uygulandiginda sadece rifampisin uygulanan gruplara (15 dk ve 60 dk) gore anlaml

bir fark bulunmustur (p<0,05).



121

A B

210047 ; * - . B o000 - |
= ' ) = _
= I { = X

- * -1 -

el — | - z —— -

| T = _5 =

5 j00 1004

- ;i

= P |l T

El — 5 -

= = 0

] 1 £ o

R 1T 2

oy

.% I E

= 2 1 -

2 : EENCENCER

S D D > ~ $ 5
as" Gy t.sz' & K '\*‘\ 5 B
N & & & F & & 8
O O \S &Q &Q Q\Q QQ
& & & & L 5 & &
& S & N & & § §
& & & & I\ N & &5
& A & A & h ) )
o~ % & & ¥ Q¥ N o
& N N e el
Q‘& @ o @‘ x x x X
i X Q¥ K & & & &
3 A o o S o & o
s R o o
& @ @ ¢

Sekil 4.22. Sadece rifampisin uygulanan (A) ve pitavastatin ile birlikte rifampisin
uygulanan (B) sicanlarin karacigerinde tayin edilen rifampisin
konsantrasyonu (ortalama =+ SS; n=2-5; tiim veri noktalar
gosterilmektedir, y ekseninde logaritmik skala kullanilmistir, * p<0,05).

4.4. Mekanistik Model Gelistirme ve Simiilasyon Calismalan

4.4.1. On Modelleme Calismalan

Literatiirde yer alan farkli CLakit Ve CLsafra degerlerine dayanarak 4 farkli
senaryoda tek alt kompartman ve ¢oklu alt kompartman modelleri i¢in (Bkz. 3.8.1.

Mekanistik Model Tasarimi) simiilasyon ¢alismalar1 yapilmistir.

Perflizat kompartmanindaki pitavastatin miktarma iliskin kestirim 1 ve 2
numaral: senaryolar (CLaktif: 171,36 mL/dk) izlendiginde gézlem degerlerinden daha
yiksek (Sekil 4.23.-4.24.), 3 ve 4 numarali senaryolar (CLakir: 1098 mL/dk)
izlendiginde ise gozlem degerlerinden daha diisiik bulunmustur (Sekil 4.25.-4.26.). Bu
durum literatlirden alinan her iki CLakir referans degerleri kullanildiginda modelin
verilere uymadigina ve pitavastatin i¢in CLakif degerinin literatiirde verilen degerler
arasinda olduguna isaret etmektedir. Tek alt kompartman ve ¢oklu alt kompartman
modellerinin perfiizat kestirimleri yakin bulunurken en diigitk SSR degeri 2 numarali

senaryonun tek kompartman modelinde uygulanmasi ile elde edilmistir (Tablo 4.16.).
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Karaciger simiilasyon egrileri ve kontrol grafikleri degerlendirildiginde (Sekil
4.27.- 4.30.) 1 ve 2 numarali senaryoda 15.dk’da karacigerdeki pitavastatin miktar1
kestirimleri gézlem verilerini karsilamaktadir (Sekil 4.27.-4.28.). Ancak 60. dk i¢in 1
ve 4 nolu senaryo ile en diisiik rezidiiel degerler elde edilmistir (Sekil 4.30.). Bu
durumun sebebi karaciger kompartmaninda pitavastatin dispozisyonunda hem CLaxtif
hem de CLsfra parametrelerinin rol almasidir. Tablo 4.16.’da goriildiigii tizere ¢oklu
alt kompartman modeli tek alt kompartman modeline gore karaciger kestirimleri i¢in
bir iistlinliik saglamamistir. Karaciger kompartmani i¢in en diisiik SSR degeri ile en
iyi kestirim 1. senaryoda tek kompartman modeli ile elde edilmistir (Sekil 4.27., Tablo
4.16.).

Safra kompartmanindaki pitavastatin miktar1 1 ve 3 numarali senaryolar
(CLsafra: 0,074 mL/dk) izlendiginde gozlem degerlerinden daha diisiik (Sekil 4.31.,
Sekil 4.33.), 2 ve 4 numarali senaryolar (CLsafra: 1,365 mL/dk) izlendiginde ise gézlem
degerlerinden daha yiiksek bulunmustur (Sekil 4.32., Sekil 4.34.). Ancak SSR
degerleri 1 ve 3 numarali senaryolarda diger senaryolardan daha diisiiktiir. Bu durum
modeli tanimlayacak CLsfra degerinin literatlirden alinan degerler arasinda ve daha
diisiik olan degere yakin oldugunu gostermektedir. 1. Senaryoda tek ve coklu alt
kompartman modelleri en diisiik SSR ile en iyi kestirim sonuglarini vermistir (Tablo
4.16.). Coklu alt kompartman modeli tek alt kompartman modeline bir istiinliik

saglamamistir (Tablo 4.16.).

Modelin tiim kompartmanlar i¢in es zamanli simiilasyonunu takiben
hesaplanan toplam SSR degerleri (Tablo 4.16.) tek kompartman modeli igin tiim
senaryolarda ¢oklu kompartman modeline gore daha diisiik bulunmustur. Boylece tek
alt kompartman modelinin verilere daha iyi uydugu gosterilmistir. Karaciger
kompartmanmnin  bes alt kompartmanda ifadesi pitavastatinin karaciger
dispozisyonunun mekanistik olarak incelenmesine bir katki saglamamstir. On
modelleme c¢aligmalar1 sonucunda mekanistik 3 kompartman modelinde karaciger tek
alt kompartman modelinin uygulanmasina, bes alt kompartman modelinin elenmesine,
modelin girdi parametrelerine karsi duyarlilik diizeylerinin tespit edilmesine ve
duyarlilig1 en yiiksek parametreler i¢in veri analizi ile model iyilestirme ¢caligmalarinin

uygulanmasina karar verilmistir.



Tablo 4.16. Modellerin rezidiiel kareler toplami (SSR) ile degerlendirilmesi.

1. Senaryo 2. Senaryo 3. Senaryo 4. Senaryo
CLpasit (mL/dK) 15,696
CLakif (mL/dk) 171,36 1098
CLsafra (ML/dK) 0,074 1,365 0,074 1,365
Alt kosr:yplilrtman 1 5 1 5 1 5 1 5
SSR (x 10%)
Perfiizat 1,0906 1,1008 0,9532 0,9603 1,6008 2,0810 1,7017 2,1898
Karaciger 0,0691 0,0715 0,1454 0,1464 0,2068 0,2527 0,1033 0,1328
Safra 0,0049 0,0049 0,0579 0,0643 0,0325 0,0304 0,1969 0,2236
Toplam SSR 1,1646 1,1772 1,1565 1,1710 1,8108 2,3367 2,0019 2,5462
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Sekil 4.24. A) Tek kompartman ve B) Coklu alt kompartman modelleri ile perfiizat simiilasyonlar1 ve diagnostik profiller (2. Senaryo, CLaxiif:

171,36 mL/dK, CLsafra: 1,365 mL/dk).
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Sekil 4.25. A) Tek kompartman ve B) Coklu alt kompartman modelleri ile perfiizat simiilasyonlar1 ve diagnostik profiller (3. Senaryo,
CLakir: 1098 mL/dk, CLsafra: 0,074 mL/dK).
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Sekil 4.26.
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A) Tek kompartman ve B) Coklu alt kompartman modelleri ile perflizat simiilasyonlar1 ve diagnostik profiller (4. Senaryo,

CLakif: 1098 mL/dk, CLsafra: 1,365 mL/dK).
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Sekil 4.27. A) Tek kompartman ve B) Coklu alt kompartman modelleri ile karaciger simiilasyonlar1 ve diagnostik profiller (1. Senaryo,
CLakif: 171,36 mL/dk, CLsafra: 0,074 mL/dk).
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A) Tek kompartman ve B) Coklu alt kompartman modelleri ile karaciger simiilasyonlar1 ve diagnostik profiller (2. Senaryo,
CLakif: 171,36 mL/dk, CLsafra: 1,365 mL/dK).

Sekil 4.28.
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Sekil 4.29. A) Tek kompartman ve B) Coklu alt kompartman modelleri ile karaciger simiilasyonlar1 ve diagnostik profiller (3. Senaryo,
CLakif: 1098 mL/dk, CLsafra: 0,074 mL/dK).
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Sekil 4.31.
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Sekil 4.32. A) Tek kompartman ve B) Coklu alt kompartman modelleri ile safra simiilasyonlar1 ve diagnostik profiller (2. Senaryo, CLaiif:
171,36 mL/dKk, CLsafra: 1,365 mL/dk).
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Sekil 4.33.
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Sekil 4.34.
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4.4.2. Belirsizlik ve Duyarhhk Analizleri

Oncelikle model igerisinde tanimlanan girdi parametrelerindeki belirsizlik
(Bkz. 3.8.3. Belirsizlik (Uncertainty) ve Duyarlilik (Sensitivity) Analizleri) sinirlar1
dahilinde ve tekdiize dagilima uyacak sekilde rastgele degerler atanarak ve modelin
islem siiresi goz oniinde bulundurularak 1000 farkl girdi parametre seti elde edilmistir

(Sekil 4.35.).

Q,, (mL/dk)

Frekans
n
= =

145 15 155
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100
g
e
z
-
52 56 6 64 0.08 0.1 012 0.04 0.06
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100
. 100 o
g g
#E 50 —“E 50
S S0
0 0
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Sekil 4.35. Belirsizlik varliginda girdi parametrelerinin tekdiize dagilimi (n=1000).

Bu parametre setleri kullanilarak yapilan 1000 adet simiilasyonun sonucunda
zamana kars1 perfiizattaki, karacigerdeki ve safradaki pitavastatin diizeyleri elde
edilmistir. Girdi parametrelerindeki belirsizligin etkilerini degerlendirmek iizere her
bir kompartman i¢in belirlenmis olan ¢ikt1 parametreleri (Bkz. 3.8.3. Belirsizlik

(Uncertainty) ve Duyarlilik (Sensitivity) Analizleri) hesaplanmistir (Tablo 4.17.).
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Tablo 4.17. Belirsizlik varhigmnda ¢iktt parametre kestirimlerinin dagilimma ait
istatistikler (n=1000).

Perfiizat Karaciger Safra
Istatistik EAAo15 | EAA0-60 . Ali‘ . AG_OV' Aus,safra | Aeo, safra
araclger araclger
pM.dk Hg Hg
Aritmetik 652 | 1527 | 2373 | 2440 | 149 8,78
ortalama
Geometrik | ooy | 1490 | 2347 | 2387 | 121 | 735
ortalama
Ortanca 6,39 14,44 24,47 24,11 1,42 8,70
VK (%) 7,56 23,02 14,32 20,50 56,66 51,59
%S5 yiizdelik 5,91 10,99 17,11 16,65 0,29 1,89
%95 yiizdelik 7,51 22,38 28,37 32,92 3,00 16,57

Kisaltmalar: EAAo1s ve EAAggo: sirastyla pitavastatinin 0-15 dk ve 0-60 dk arasinda perfiizattaki
konsantrasyon-zaman egrisi altinda kalan alan; Ais, araciger, A60, karaciger: SIrasiyla pitavastatinin
karacigerde 15. ve 60. dk’daki miktari; Ais, sara, Ao, safra SIrasiyla pitavastatinin safrada 15. ve 60.
dk’daki miktar1; VK: varyasyon katsayis1

Belirsizligin ¢ikt1 parametrelerinin dagilimi tizerindeki etkisi kutu grafikleri ve

kiimiilatif dagilim yogunluk fonksiyonu kullanilarak gorsel olarak Sekil 4.36. ve Sekil

4.37.°de gosterilmistir. Cikt1 parametreleri icin gézlem ve kestirim degerlerine ait

dagilimi gosteren kutu grafigi tizerinde belirtilmistir.
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Sekil 4.36. Belirsizlik varliginda ¢ikti parametreleri (A: EAA0-15 ve EAA0-60; B: A15, karaciger ve A60, karaciger;
safra) kestirimlerinin dagilimi1 (n=1000).
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Sekil 4.37. Cikt1 parametrelerine ait gozlem degerlerinin (n=2-6) ve belirsizlik

varliginda kestirim degerlerinin (n=1000) dagilima.

Her bir girdi parametresi ile her bir ¢ikt1 parametresi arasindaki iligkiyi

gosteren korelasyon grafikleri olusturulmustur. EAAo-15 ve EAAo-60 ile CLakif, (Sekil
438) A15, karaciger |Ie CLaktif (Sekll 439), A15, safra V€ AGO,safra ||e CLsafra arasmda (Sekll

4.40.) daha belirgin olmak tizere tiim iligskilerde dogrusal olmayan monotonik bir iligki

gbzlenmistir. Bu nedenle duyarlilik analizi olarak PRCC testi se¢ilmistir.
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Sekil 4.38. Belirsizlik varliginda girdi ve ¢gikt1 parametreleri (A: EAAQ-15 ve B: EAAQ-60) arasindaki korelasyon (n=1000).

ovl



o
<
=
w
=3
=
-
<
<
[—3 =
- ~Ju [} — - 3w o z —
Jgneaey ‘09 Jdneaey ()9
(3) v (8i) A4
g
L ~
A}
]
g
g z =
-
g =
- =3
PR |
(=] [—3 =] o™ =] (=3 =3 <
- adm [} — - 3M o . —
Jgneaey ‘09 Jgneaey 09
(8) v (8) v
b=
=
=
3
g o
g
)
o
-

=3 =3 = =
< L] L5 | —

(8n) Jogneaey ,cc<

(31)

=4 = <
Lag] [}

1
aFpeIEy 9

v

e
- z g
- S
£
- - o
@ ~ =
2 =
5 g
~ s
@ a -
Jdpeaey ‘g
(31) A4
o
@
- ~
e
S
=)
= e -
~ 4 1 =
> ®
=
=
g
==
—
Jgpeaey ‘g1
(81) v
©
-
=< °
=
= w
E 4 - w
B ) v
<o
-
o = o™ < = ="
L] M (] - L] 3 o v—
agneaey ‘g1 pgneaey ‘g1
(31) A4 (31) A4

(31)

CL

=3
-

(3n)

(31)

Ll
(31)

CL

(31)

0.5

0

[ =

J8peaey ‘99

v

1000

500

[ >
M N —

Jagpeaey ‘99
v

20

15

=
e = =™
Lag} o —_—
agneIey ‘99

v

0.5

0

Jo8peaey ‘g

v

1000

500

v

5 20

1

0

1

Jgpeaey ‘g

v

A60, karaciger) arasindaki korelasyon (n=1000).

iger ve B

AlS5, karac

Sekil 4.39. Belirsizlik varliginda girdi ve ¢ikt1 parametreleri (A

141



Q,, (mL/dk)
4 o
e 0 ®G, B
! 2
g £
32 !
o bt
< <
0

AIS, safra (ng)

—_
o0
=
=
=
&
-]
a
w
-
«

AIS, safra (ng)

Sekil 4.40. Belirsizlik varliginda girdi ve ¢ikti parametreleri (A: Al5, safra ve B: A60, safra) arasindaki korelasyon (n=1000).

0.04 0.05 0.06

CL,. (mL/dK)

B
QP (mL/dk)
5 20 ® 0. 90 mo@ ~
= S
Zw £
g 2
« <
0
14 15 16

o)
&
5
S
«
5 55 6 008 0.1 0.12 004 005 0.06
CL  (mL/dK) CL,, , (mL/dK) CL,,, (mL/dk)
~ 20| 9 JouLc o)
o0
S
)
3
=
<

0
10

0 0.5 1

44"



143

e Kismi Sira Korelasyon Testi

Kismi sira korelasyon testi sonucu elde edilen korelasyon katsayisi olan PRCC
degeri ile her bir girdi parametresindeki belirsizligin ¢ikt1 parametresi kestirimindeki
varyasyona katkis1 ifade edilmektedir. PRCC degeri biiyiik (> 0,5 veya <—0,5) ve p
degeri kiiglik olan (<0,05) parametreler model ¢iktilar1 iizerinde en biiyiik etkiye sahip
parametrelerdir (235).

PRCC testi sonucunda EAAo.15 ve EAAgeo’nin en duyarli oldugu girdi
parametresinin negatif korelasyon ile CLakif (PRCC: 0,98) olarak bulunmustur. EAAo-
15 ayrica fup (0,85), fuis (0,59) ve CLpasif (0,55) parametrelerine duyarlilik gostermistir.
ClLsafra’ya ise duyarlilik gostermemektedir (0,1). 60 dk perflizyon sonunda EAAo-eo,
fuis (0,77) ve Clpasit (0,79) parametrelerine artmis duyarlilikla birlikte CLsafra’ya
duyarhilik (0,52) gostermistir. Qp ve Vp perfiizat kompartmanini tanimlayan
denklemlerde yer alan parametreler olup EAAo-15’in bu parametrelere duyarliligi (0,54
ve 0,65) EAA0-60 i¢in azalmustir (0,21 ve 0,39) (Sekil 4.41.).

Pitavastatinin karacigerde 15. dk’daki miktar1 en yiiksek duyarliligi pozitif
korelasyon ile CLakit’e (0,97) gostermistir. CLsafra’nin rolii 60. dk pitavastatin miktari
tizerinde (0,91) CLakiif e gore (0,87) daha baskin bulunmustur. (Sekil 4.41.)

Safradaki pitavastatin miktarmin her iki terminal zaman noktasinda en yiiksek
duyarlilik gosterdigi girdi parametreleri fuis, Clakit Ve Clsafra olarak bulunmustur
(swrastyla Ais, safra i¢in 0,79, 0,70, 0,98 ve Aso, safra iin 0,74, 0,73, 0,98).
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Sekil 4.41. Belirsizligin ¢ikt1 parametrelerinin (A: EAA0-15; B: EAA0-60; C: Al5,
karaciger; D: A60, karaciger; E: A15, safra ve F: A60, safra) varyasyonuna
etkisinin sayisal ifadesi olarak PRCC degerlerinin grafiksel olarak

gosterimi.

Ayrica, girdi ve ¢ikt1 parametrelerinin siralanmasmin ardindan aralarindaki

iligkiyi goOsteren swra korelasyon grafikleri elde edilmistir. Sekil 4.42.-4.44.°da

gosterildigi gibi perfiizat ve karaciger kestirimleri i¢in CLakiif ve safra kestirimleri igin

CLsafra diger parametrelere gore daha belirgin bir korelasyon gostermektedir.
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Sekil 4.42. Belirsizlik varliginda girdi ve ¢ikt1 parametreleri (A: EAA0-15 ve B: EAA0-60) arasindaki sira korelasyonu (n=1000).
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Sekil 4.43. Belirsizlik varliginda girdi ve ¢ikt1 parametreleri (A: Al5, karaciger ve B: A60, karaciger) arasindaki sira korelasyonu (n=1000).
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e Monte Carlo Duyarhlik Analizleri

Belirsizligin gelistirilmis mekanistik model ile elde edilen profiller tizerindeki
etkisi statik Monte Carlo simiilasyonu ile degerlendirilmistir. Girdi parametreleri
(n=1000, (Sekil 4.35.) kullanilarak 1000 farkli simiilasyon senaryosu elde edilmistir
ve profiller lizerinde gozlem degerleri gosterilmistir. Sekil 4.45°te gorildiigii lizere,
tim kompartmanlar i¢in simiilasyon profilleri %95 giiven araliginda gozlem
degerlerini kapsamaktadir. Ancak kestirim degerlerinin ortanca egrileri
incelendiginde, perfiizat kompartmani igin gozlem degerlerinin altinda, safra
kompartmani i¢in ise gdzlem degerlerinin iizerinde bir pitavastatin miktar1 tahmini
yapildig1 goriilmektedir. Karaciger kompartmaninda ise simiilasyonlarm gozlem

degerlerini diger kompartmanlara gére daha 1yi ifade ettigi goriilmektedir.

Perfiizat Karaciger Safra
70 - 40 18
95% 95%
50% 50%
% Ortanca * 16 - Ortanca
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ﬁ a0l 14 -
50
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e@;* 251
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40 3 10+
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g
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0 ' 0 : 0 '
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Sekil 4.45. Monte Carlo duyarlilik testi ile elde edilen simiilasyon profileri (n=1000).

Bu nedenle bir filtreleme yaklasimi1 uygulanarak perfiizat ve safra icin

simiilasyonlarin gozlem degerleri ile cakistigi boliime ulasilmasi hedeflenmistir. Bu
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amagla perfiizat ve safra kompartmanlari i¢in filtre kosullar1 belirlenmistir. Perfiizat

ve safra simiilasyonlarinin filtrelemesi hem ayri1 ayr1 hem de es zamanli olarak

gerceklestirilmigtir.
Perfiizat Karaciger Safra
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Sekil 4.46. Perfiizat kompartmani igin filtreleme sonrasi elde edilen Monte Carlo
simiilasyon profileri (n=422).
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Sekil 4.47. Perfiizat kompartmani i¢in filtreleme yaklasimi uygulamasinda isabet eden (n=422) ve isabet etmeyen (n=578) parametre
dagilimlarinin karsilastirilmasi.
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Safra kompartmaninda 60. dk’da pitavastatin miktarini 5 pg’n altinda tahmin
eden simiilasyonlar filtrelendiginde (Sekil 4.48.) 1000 parametre setinden 246’s1
belirlenen kosulu saglamistir. Bu filtreyi saglayan parametreler ile saglamayan
parametrelerin dagilimi karsilagtirildiginda (Sekil 4.49.), CLpasit, CLakit Ve Clsafra

parametreleri i¢in anlamli fark bulunmustur (p < 0,05).
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simiilasyon profileri (n=246).

Sekil 4.48. Safra kompartmani i¢in filtreleme ile sonrasi elde edilen Monte Carlo
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Sekil 4.49. Safra kompartmani i¢in filtreleme yaklasimi uygulamasinda isabet eden (n=246) ve isabet etmeyen (n=754) parametre
dagilimlarinin karsilastirilmasi.
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Hem perflizat hem de safra kompartmani i¢in es zamanli olarak belirtilen filtre
kosullar1 uygulandiginda (Sekil 4.50.) 1000 parametre setinden 144’{iniin isabetli
oldugu bulunmustur. Uygulanan filtreler icin isabet eden ve isabet etmeyen
parametrelerin dagilimi incelendiginde (Sekil 4.51.), isabet eden ve isabet etmeyen

parametre setleri igerisinde fup, CLpasif, CLaktif Ve CLsafra parametrelerinin dagilimlar1

arasinda anlamli fark bulunmustur (p < 0,05).
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Sekil 4.50. Perflizat ve safra kompartmanlar: igin filtreleme ile sonrasi elde edilen
Monte Carlo simiilasyon profileri (n=144).
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Sekil 4.51. Perfiizat ve safra kompartmanlar: i¢in filtreleme yaklasimi uygulamasinda isabet eden (n=144) ve isabet etmeyen (n=856)
parametre dagilimlarinin karsilastirilmasi.
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4.5. Model Tyilestirme ve Farmakokinetik Parametre Kestirimi

Belirsizlik derecelerinin yiiksek olmasmin yiiksek duyarlilikla iligkili olmasi
nedeniyle CLatit V& CLsafra girdi parametrelerinin model ile kestiriminin yapilmasina

karar verilmistir. Bu amagla gbzlem verisi model ile analiz edilmistir.

Inhibisyon varliginda ve yoklugunda olmak iizere iki durumlu olarak es
zamanli analizi ger¢eklestirilmistir. Tablo 4.18.”de verilen kestirim degerlerinde % VK
ClLakiit Ve Clasfra igin swrasiyla %10,93 ve %56,32 olarak bulunmustur. 50 pM
rifampisin varliginda karaciger perfiizyonu ¢aligmasi kosullarinda CLaks¢ inhibisyon

derecesi %60 olarak hesaplanmustir.

Tablo 4.18. Mekanistik kompartman modeli ile wveri analizi sonucu Kklerens
parametrelerinin kestirimleri.

Parametre (mL/dk) Model kestirimi

CLakiit 278,57 + 30,44

CLaktif, inh 112,27 £16,97
CLsafra 0,35+0,20

Parametre kestirimlerinin fup, fuis ve CLasit parametrelerine olan duyarliligi
degerlendirilmistir (Sekil 4.52).
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Nihai simiilasyon, kestirim ile elde edilen CL degerleri kullanilarak
gerceklestirilmistir. Tablo 4.19.’da hem kontrol hem de inhibisyon kosullarinda her

kompartman i¢in SSR degerleri belirtilmistir.

Tablo 4.19. Gelistirilen model ile elde edilen SSR degerleri.

SSR (X104)

) Kontrol 0,918

Perfiizat Inhibisyon 0,847
kompartman

Toplam 1,766

» Kontrol 0,059

Karaciger inhibisyon 0,030
kompartmanm

Toplam 0,089

Kontrol 0,002

Safra kompartmam inhibisyon 0,001

Toplam 0,003

MODEL TOPLAM 1,857

Perflizat (Sekil 4.53.), karaciger (Sekil 4.54.) ve safra (Sekil 4.55.)
kompartmanlar1 i¢in simiilasyon profilleri elde edilerek 6n modelleme ¢alismalarinda
asagidan yukariya yaklasimi ile elde edilen grafiklere gére gbzlem verilerini daha iyi

tanimlayan bir modele ulagilarak model iyilestirme ¢aligsmalar1 tamamlanmustir.
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Sekil 4.53. Perfiizat simiilasyonu ve kontrol grafikleri (Kirmiz1 ve siyah renkli “o0”
simgeleri sirasiyla inhibisyon varliginda ve yoklugundaki gozlem
degerlerini belirtmektedir).
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Sekil 4.54. Karaciger simiilasyonu ve kontrol grafikleri (Kirmiz1 ve siyah renkli “o0”
simgeleri sirasiyla inhibisyon varliginda ve yoklugundaki gozlem

degerlerini belirtmektedir).
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5. TARTISMA

5.1. Analitik Yontem Gelistirilmesi ve Validasyonu

Maddelerin biyolojik 6rneklerdeki (6r. kan, idrar, feges, tiikiiriik, doku) analiz
yontemleri biyoanalitik yontemler olarak adlandirilmaktadir (236). Tez g¢alismasi
kapsaminda in situ sigan karaciger perfiizyonu calismasinda toplanan perfiizat,
karaciger dokusu ve safra gibi biyolojik 6rneklerden madde analizi yapildigindan,

biyoanalitik yontem gelistirme ve validasyon ¢alismalar1 yapilmastir.

[lag arastirma ve gelistirmede onemli role sahip biyoanalitik yontemler,
orneklerin toplanmasi, analiz yontemi ve veri raporlanmasi siire¢lerini kapsayan bir
dizi calismay1 kapsamaktadir. Orneklerin toplanma ve saklanma kosullarinin
belirlenmesi, numune hazirlama asamalarmin optimize edilerek biyolojik matriksten
gelebilecek girisimlerin - 6nlenmesi biyoanalitik yOntemlerin gelistirilmesi ve
uygulanmasimnda 6nemli hususlardir. Yontemlerin dogrulugunun ve gecerliligin ve
boylece giivenilir sonucglar elde edildiginin gosterilmesi i¢in analitik yontemlerin
valide edilmesi gerekmektedir. Yiiksek 0Ozgiillik ve duyarhiliga sahip LC-MS
teknikleri en ¢ok tercih edilen biyoanalitik yontemdir (236). Ayrica, ligand baglanma
yontemleri (ligand binding assays, LBA) farmakokinetik analizler, immiinojenite ve
biyobelirte¢ arastirmalar1 gibi bir¢ok alanda kullanilabilen ve son yillarda 6ne ¢ikan

bir diger 6nemli analitik yontemdir (237).

Biyoanalitik yontem validasyonu hususundaki giincel EMA (238) ve FDA
(239) kilavuzlart sirasiyla 2011 ve 2018 yilinda yaymlanmistr. EMA kilavuzu
calisma basamaklar1 konusunda daha kesin detaylar verirken, FDA veri raporlanmasi
boliimiinii daha kapsamli olarak vermektedir. ki yasal otoritenin giincel kilavuzlar
arasinda farkliliklar azaltilmis olmakla birlikte terminoloji ve Onerilen validasyon
parametreleri  arasinda  farkhliklar ~ bulunmaktadir.  Ornegin  kalibrasyon
standartlarindaki tekrar sayis1 ve kabul kriteri sadece EMA kilavuzunda verilmektedir.
Kalibrasyon standardinin dislanmasinda FDA modelin degistirilmemesini savunurken
EMA verinin diglanarak yeni bir kalibrasyon dogrusu olusturulmasini dnermektedir.

Matriks etkisinin incelenmesi hem FDA hem EMA tarafindan Onerilse de sadece
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EMA’da ayrmntili olarak izlenmesi gereken protokol verilmistir. Ayrica sadece EMA,
matriks etkisinin dislanmasi i¢in izotop isaretli i¢ standart kullanilabilecegini
belirtmistir. Her iki kilavuzda belirtilen kosullar LC-MS veya LBA yontemleri ile
endojen analitlerin veya biyobelirteglerin analizi i¢in uygulanabilir degildir (240). ICH
tarafindan biyoanalitik verilerin kalitesi ve tutarliliginin iyilestirilmesi amaciyla 2016
yilinda harmonize bir kilavuz hazirlama ¢aligmalarina baslanmigtir. Kilavuzun giincel
taslag1 Subat 2019°’da yayinlanmis ve iiye otoriteler tarafindan goriis ve Onerilerin
alinmas1 asamasi1 devam etmektedir (229). Tez kapsaminda yasal otoriteler arasindaki
farkliliklardan kagmmmak amaciyla ve endojen biyobelirteclerin analiz yonteminin
validasyonunda Onerilere yer vermesi nedeniyle ICH MI10 taslak kilavuzu esas

alinmustir.

5.1.1. Pitavastatin, KPI ve KPIII Tayini Icin LC-MS Yénteminin

Gelistirilmesi ve Validasyonu

Pitavastatinin insan plazma 6rnekleri icerisindeki analizi i¢in Kojima ve ark.
tarafindan normal faz HPLC yontemi gelistirilmistir. Kantitasyon smir1 0,5 ng/mL
olan bu yontemin analiz siliresinin uzun olmasi (25 dk) nedeniyle farkli aragtirma
gruplar1 tarafindan 8 (241) ve 2,1 dk (242) analiz siiresinde duyarlilig1 daha yiiksek
(0,2 ng/mL) LC-MS/MS yontemleri gelistirilmistir. Pitavastatin in vivo ¢alismalar
yaninda in vitro ilag-ilag etkilesimi ¢alismalari i¢in tercih edilen bir OATP substratidir.
Bu nedenle hiicre kiiltiirii ortaminda ve hiicre i¢indeki konsantrasyonun uygun
yontemlerle tayin edilmesi gerekmektedir. Menochet ve ark. pitavastatin dahil 7 Oatp
substratmim in vitro sigan hiicre kiiltiirii 6rnekleri i¢erisinden tayininde duyarliligi 5
nM olan bir LC-MS/MS analiz yontemi gelistirmiglerdir (15) ancak yontemin tam

validasyonuna dair veriler sunulmamustir.

Takehera ve ark. (243) OATP aktivitesinin arastirilmasinda substrat ve endojen
biyobelirte¢ uygulamasi yaklasimini incelemislerdir. Bu ¢alismada atorvastatin,
pitavastatin, rosuvastatin ve fluvastatinin plazmadan analizi i¢in bir LC-MS/MS
yontemi kullanilirken; bilirubin, glikokenodeoksikolat-3-siilfat ve KPI maddelerinin

plazmadan analizi i¢in ise farkli bir LC-MS/MS yontemi kullanmistir. Kullanilan sabit
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faz ve mobil faz bilesimleri benzer olmakla birlikte es zamanli analiz s6z konusu

degildir.

Literatiirde, KPI ve KPIII’iin plazma ve idrar 6rnekleri igerisindeki miktar
tayini i¢in gelistirilmis HPLC (244, 245) ve LC-MS/MS (36, 212, 243, 246, 247)
yontemleri bulunmaktadir. Sabit faz olarak genellikle C18 ve C18 pentafluorofenil
tipte kolonlar kullanilmistir. Ayn1 molekiil agirligina sahip KPI ve KPIII izomerlerinin
ayrimida gradyan eliisyon yontemi uygulanmis ve kolonun tipine gore farkl
oranlarda 10 mM amonyum format veya su (%0,1 formik asit) ile asetonitril
kullanilmugtir (212, 243, 247). Bu yontemler arasinda duyarlilik yoniinden fark

bulunmamastir.

KPI ve KPIII’iin biyolojik materyalden ekstraksiyonu asamasi oldukca
onemlidir. Takehera ve ark. (243) plazmaya 2:1 oraninda 12 M formik asit ekleyerek
etil asetat ile santrifiij islemi uygulamistir. Njumbe ve ark. (212) ise asetonitrille
protein ¢coktiirme, kati-S1v1 ekstraksiyon ve asitlendirilmis etil asetat ve MTBE ile s1vi-
sivi ekstraksiyon yontemleri {lizerinde calismis ve kat1 faz ekstraksiyon yontemini

optimize etmistir.

Biyobelirteclerin ilag arastirma gelistirme siiresince ¢ok c¢esitli kullanim
alanlar1 vardir ve analiz yonteminin gelistirilmesinde amaca yonelik yaklagim takip
edilmektedir (247). Tez kapsaminda KPI ve KPIII'in karaciger dokusu ve safra
ornekleri igerisinden analizi yapilmistir. Bu biyobelirtecler biyolojik Orneklerden
asitlendirilmis MTBE ile ekstrakte edilerek santrifriij isleminin ii¢ asamali
uygulanmasiyla geri kazanim artirilmistir. Takehera ve ark. (243) analizlerde KPIII
pikini KPI pikinin kuyruk boliimiinde elde etmis ancak insan plazmasinda KPIII’iin
endojen konsantrasyonunun KPI’den 6 kat daha diisiik olmasi nedeniyle KPIII pikinin
ihmal edilebilecegini belirtmistir. Ancak tez ¢caligmalar1 kapsaminda elde edilen analiz
sonuglar1 siganlarda KPIII'{in daha baskin oldugunu gostermistir. Dolayisiyla KPI ve

KPIII piklerinin birbirinden ayrilmasma 6nem verilmistir.

Tez kapsaminda LC-MS yontemi gelistirilirken literatiirde pitavastatinin

tayininde kullanilan yontemler ile KPI ve KPIII i¢in kullanilmig yontemler biitiinsel
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olarak degerlendirilmistir. Farkli numune hazirlama yontemleri ve farkli analiz
kosullar1 ile calisilarak analitik yontem optimize edilmis ve literatiirde ilk olarak
pitavastatin, KPI ve KPIII’in es zamanli analizine olanak veren bir ydntem
gelistirilmistir. Perfiizat, karaciger dokusu ve safra i¢in tekrarl validasyon ¢aligmasi

yiirlitiilmistir.

Secicilik, 6zgiilliik, kalibrasyon dogrusu ve siirlari, matriks etkisi, analit
taginmasi, dogruluk, kesinlik ve enjeksiyonlar arasi tekrar edilebilirlik parametreleri
icin ICH M10 taslak kilavuzu kabul kriterleri saglanarak analitik yontem valide

edilmistir.

5.1.2. Rifampisin Tayini Icin HPLC Yonteminin Gelistirilmesi ve
Validasyonu

Resirkiile in situ karaciger perfiizyonu ¢aligmalarinda rifampisin 10 ve 50 uM
konsantrasyonda uygulanmistir ve sadece karaciger dokusundan tayin edilmistir.
Rifampisin model inhibitor olarak siklikla tercih edilen bir madde oldugu i¢in benzer
calismalardaki analiz yontemleri arastirilmistir. Lau ve ark. tarafindan rifampisinin (5,
10 ve 50 uM) resirkiile olarak uygulandigi ex vivo karaciger perfiizyonu ¢alismasinda
rifampisinin karaciger dokusundaki konsantrasyonu bir HPLC yontemi ile tayin
edilmistir. Ancak bu analiz yonteminin validasyonuna iliskin herhangi bir ¢alisma

yapilmamustir (227, 228).

Tez ¢alismasi kapsaminda Lau ve ark. (227)’in ¢alismalarinda kullandig: iki
farkli rifampisin konsantrasyonu (10 ve 50 pM) uygulanacagindan ve benzer bir
biyolojik 6rnekten (karaciger dokusu) analiz yapilacagmdan ilgili HPLC yontemi esas
alinarak modifiye edilmistir. DAD dedektor dalga boyu 340 nm’den maksimum pik
siddetinin elde edildigi 335 nm’ye degistirilmistir. Kaynak alinan ¢aligmada mobil faz
olarak kullanilan fosfat tamponu: asetonitril orani 55:45 (h/h) kullanilmistir.
Literatiirde rifampisinin plazmadan tayini i¢in kullanilan ve benzer kosullara sahip bir
diger HPLC yonteminde bu oran 62:38 (h/h) olarak uygulanmis ve 7,8 dk’da

rifampisin pikleri elde edilmistir (248). Tez kapsaminda ise fosfat tamponu: asetonitril
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orani 55:45 (h/h) olarak daha diisilik retensiyon zamanina (5,5 dk) sahip diizgiin pikler

elde edilmistir.

ICH M10 taslak kilavuzu kabul kriterleri saglanarak, matriks etkisi ve analit
taginmasi etkisi diglanmis, yontemin segici, 6zgiil ve stabil oldugu gosterilmistir. 0,61 -
72,91 uM konsantrasyon araliginda kalibrasyon dogrusu (R?: 0.9983) elde edilmis,
dogruluk, kesinlik ve geri kazanim kilavuz limitleri i¢erisinde bulunmustur. Boylece
rifampisinin tayininde kullanilan biyoanalitik yontemin validasyonu tamamlanarak
karaciger dokusundan tayin edilen rifampisin konsantrasyon degerlerinin gegerliligi

ve giivenilirligi saglanmistir.
5.2. In situ Sican Karaciger Perfiizyonu

Karaciger perfiizyonu organ biitiinliigii korundugu icin c¢oklu dispozisyon
mekanizmalar1 arasindaki iliskinin incelenmesi i¢in oldukg¢a yararli bir yontemdir
(227). Yontem sadece preklinik hayvan modelleri {izerinde uygulanabilir olup
cogunlukla kemigenlerde (rodent, or. fare, sigan) uygulanmaktadir (23). izole
karaciger hiicrelerine kiyasla organ biitiinliigii ve safra kanallar1 korundugundan daha
kompleks bir yontem olmakla birlikte gastrointestinal kanaldan absorpsiyonun ve
renal eliminasyonun dislanmasi nedeniyle in vivo kosullara gore daha basit bir sistem
saglamaktadir. Ayrica fizyolojik parametreler deneysel kosullarin diizenlenmesine (6r.

perfiizyon akis hizi, protein konsantrasyonu, sicaklik) olanak saglamaktadir (27).

Karaciger  perfiizyonu  ¢aligmalar1  hepatobiliyer =~ mekanizmalarin
incelenmesinde altin standart olarak tanimlanmistir (26). Ayrica pitavastatin igin
karaciger hem farmakolojik hedef organ hem de eliminasyon organi oldugundan farkli
hepatik mekanizmalarin degerlendirilmesi i¢cin uygun bir yontem olarak se¢ilmistir.
Y ontemin kisitlayict faktorleri arasinda perflizyon iglemin zaman ve is yiikii agisindan
yogunlugu, kemirgen ve tavsanlar disi tiirlere uygulanamamasi ve deneysel siirenin
siirlt olmasi (2 sa) yer almaktadir (249). Uygun kosullar saglandiginda karaciger
canliliginin 2 saat kadar idame edilebilmesi nedeniyle tez ¢alismasi kapsaminda
uygulanan 20 dk kandan temizlenme siiresini takiben en uzun resirkiile perflizyon

stiresi 60 dk olarak belirlenmistir. Bu siire sonunda ilacin tam olarak karacigerden
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temizlendigi varsayilsa dahi yeniden inhibitér uygulanarak ayni siganda ikinci bir 60
dk’lik calisma uygulanmasi miimkiin olamamaktadir. Bu durum kontrol ve inhibisyon
gruplar1 arasindaki birebir karsilastirmay1 sinirlamaktadir ve degerlendirme yapilirken

hayvanlar arasindaki varyasyon g6z 6niinde bulundurulmasi gerekmektedir.

Deney sirasinda sabit bir perflizyon akis hizi ve basincinin belirlenmesi
fizyolojik kosullarin ve deneyler arasinda tekdiizeligin saglanmasi i¢in Onem
tagimaktadir. Perfiizyon basmmcmin diisiik olmasi perfiizatin karacier igerisinde
homojen bir dagilim gosterememesine neden olabilir, ayrica diisiik akis hizinda
oksijen tasima kapasitesi diismektedir. Ancak yiiksek akis hizi siniizoidal endotelyal
hiicreler arasindaki fenestrelerin genislemesine ve karaciger dokusunda hasara neden
olabilmektedir (23). Bu nedenle akis hizi en fazla 5 mL/dk/g karaciger olarak
ayarlanmaktadir (147). Karaciger perflizyonu ¢alismalar1 (27, 28, 146, 147, 227)
incelendiginde genellikle 15-40 mL/dk akis hizlar1 kullanildigi goriilmektedir. Tez
kapsaminda endotelyal hasar riski g6z 6niinde bulundurularak gerekli oksijen tagima
kapasitesini sagladig1 bilinen 15 mL/dk hizinda perflizyon uygulanmistir (147).
Karacigerin kandan temizlenmesi ve perflizyon ortami ile sartlanmasi i¢in 20 dk’lik
bir perfiizyondan sonra ila¢ uygulamasi yapilmistir. Inhibitdr ilagla &n perfiizyon
islemi literatiirle uyumlu olarak 5 dk ve substrat uygulamasini takiben toplam
perfiizyon siiresi 60 dk olarak belirlenmistir (227). Mekanistik modelin
giiclendirilmesi i¢in ara zaman noktasinda elde edilecek verilere ihtiyag oldugu igin
calisma substrat uygulamasini takiben toplam perfiizyon siiresi 15 dk olacak sekilde

deneyler tekrarlanmistir.

5.2.1. Pitavastatinin Karaciger Dispozisyonu ve Rifampisinin Etkisi

In situ karaciger perfiizyonu calismalari iki farkli perfiizyon siiresinde (15 dk
ve 60 dk) pitavastatin (kontrol grubu) ve iki farkli konsantrasyonda rifampisin (10 ve
50 uM; inhibitdr grubu) kullanilarak gerceklestirilmistir. Her iki perfilizyon siiresinde
de 10 pM rifampisin varliginda pitavastatin uygulamalar1 sonucunda higbir
kompartmanda pitavastatin diizeyleri arasinda anlamli bir fark olugsmamustir (p>0,05).
Ancak 50 pM rifampisin varliginda EAAo.e0 degerleri arasinda 1,4 katlik anlamli bir
fark (p<0,05) elde edilmistir.
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ECCS’ye gore 1B ve 3B smifinda bulunan ilaglar i¢in hiz kisitlayici basamak
hepatik influx oldugundan OATP1B aktivitesi i¢in umut verici prob substratlar olarak
diistiniilmektedir. McFeely ve ark. (250) OATPIB inhibisyonuna duyarliliklari
acisindan substratlar1 0’dan 6’ya kadar derecelendirmistir. Bu siralamada klinik
caligmalarda rifampisin varhiginda (rifampisin ile calisma yok ise siklosporin,
gemfibrozil veya farmakogenomik polimorfizm varliginda) ve yoklugunda EAA
diizeyleri arasindaki orana (EA Ainnibisyon/EAAKontrol) gore substratlar zayif duyarl (1:
1.25 < EAAinhibisyo/ EAAKontrol < 2), orta duyarli (2-3: 2 < EAAinnibisyon/EAAKontrol < 5),
duyarli  (4-5: 5 <EAAinnibisyo EAAKonrol < 10)  ve  giligli  duyarli  (6:
10 < EAAinhibisyon/EAAKontrol ) olarak siniflandirilmistir. En yiiksek EAA oranlari
ECCS 1B (5.0-10.5) ve 3B sinifindaki ilaglar igin (5.0-12.0) kaydedilmistir. ECCS’ye
gore Smif 1B’de yer alan pitavastatin i¢in klinik caligmalarda rapor edilmis en yiliksek
oran 6,67°dir. Gozlenen en yiiksek farmakogenomik etki ise pitavastatinin EAA
diizeyinde inhibitor etkisi olmaksizin sadece OATP1B polimorfizmi varliginda 3,85

katlik bir artis ile ifade edilmistir (250).

ECCS’ye gore Smif 1B’de yer alan bir diger Oatp substrati atorvastatin i¢in
klinik ¢aligmalarda rapor edilmis en yliksek oran ise 12,0’dwr. Ancak Lau ve ark.
(227)50 uM rifampisin ile birlikte perfiizyon sonucu atovastatin i¢in
EAAinnibisyon/EAAKontrol oranini 2,5 olarak kaydetmistir.

Pitavastatin igin tez kapsaminda kaydedilen EA Ainnibisyon/EAAKontrol Oraninina
(1,4) gore pitavastatinin duyarliligi karaciger perflizyonu modelinde zayif duyarh
olarak degerlendirilebilir. Ancak atorvastatinin de klinik ¢caligmalara gore duyarliligi
azalmigtir. Bu nedenle pitavastatinin duyarliligt yaninda deney kosullarinda

rifampisinin inhibisyon etkinliginin de degerlendirilmesi gerekmektedir.

Rifampisin sigan hepatositlerinin siniizoidal (bazolateral) membraninda
bulunan Oatpl ve Oatp2- aracili organik anyon tagimasini inhibe etmekte (225) ve
diger influx tastyicilarina gore Oatpl/2 tastyicilarina karst daha yiiksek bir 6zgiilliik
gostermektedir (226).
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OATP/Oatp aracili tagima mekanizmasi sodyum, kloriir ve potasyum
gradyanlarindan, membran potansiyeli ve ATP seviyelerinden bagimsizdir.
OATP/Oatp’lerin ¢ift yonlii bir tasima yaparak organik anyonlar1 hiicre i¢ine alirken
bikarbonat, glutatyon ve/veya glutatyon-S-konjugatlar1 gibi molekiilleri hiicre disina
tagidig1 diistiniilmektedir (251).

OATP/Oatp aracili tasima mekanizmasinin tam olarak aydinlatilabilmesi i¢in
yapilan ¢aligmalarda hem insan hem de rodentlerde hiicre disina tasinan karsit iyon
olarak bikarbonat tasinmasinin veya glutatyon tasinmasinin 6ne ¢iktigi goriilmektedir
(122). Farkli ¢aligmalarin sonuglarinin tekrar edilememesi nedeniyle giiniimiizde
tasima mekanizmasima giren molekiiller kesin olarak belirlenememis olsa da her iki
tiir i¢in ayni/benzer hipotezlerin desteklenmesi tasima mekanizmasinin tiirler arasinda

ayni/benzer oldugunu gostermektedir.

Karaciger perflizyonu ¢alismalarinda rifampisinin karaciger dokusunda
birikimi pitavastatin varligindan bagimsiz olarak yliksek konsantrasyonda (50 uM)
uygulandiginda her iki perfiizyon siiresi (15 dk ve 60 dk) icin diisiik konsantrasyona
(10 uM) gore anlamli olarak daha yiiksek bulunmustur (p<0,05). Lau ve ark. (227)
tarafindan izole sigan perflizyon sisteminde atorvastatin varliginda 10 uM ve 50 uM
rifampisin ile 1 saatlik resirkiile perflizyon sonunda rifampisinin karaciger
konsantrasyonu sirasiyla 18,4 + 3,6 uM ve 121 + 19 uM (X + SS) olarak tespit
edilmistir. Tez ¢alismas1 kapsaminda pitavastatin varliginda tespit edilen rifampisin
konsantrasyonu degerlerinin (10 pM ve 50 uM i¢in sirasiyla 23,57 £ 17,17 ve 202,6 +
48,55 uM) Lau ve ark. tarafindan (227) tayin edilen degerlerden sirasiyla 1,3 ve 1,7
kat daha yiiksek oldugu bulunmustur. Bu farkliligm her iki calismada kullanilan
deneysel kosullardaki farkliliklara (ex vivo/in situ, perfiizyon hizi) ve siganlar

arasindaki varyasyon gibi faktorlere bagl olabilecegi diisiiniilmektedir.

Estradiol 17pB-D-glukuronid maddesinin substrat olarak kullanildigi ve in vitro
sigan hepatositleri kullanilarak yapilan bir in vitro ¢alismada, rifampisinin sigan Oatp
tastyicilar i¢in IC50 degeri 32,7 uM olarak bulunmustur. Ayrica 1,22, 12,2 ve 122 uyM
(1, 10, 100 ppm) rifampisin konsantrasyonlar1 i¢in sigan karaciger homojenati

icerisinde serbest fraksiyonu sirastyla 0,0626 £ 0,0039, 0,0496 + 0,0009 ve 0,0538 +



169

0,0007 (X £ SS) olarak bulunmustur (29). Rifampisinin en yiiksek dozunda (80 mg/kg)
bile serbest plazma konsantrasyonunun in vitro IC50 degerine ulasamadigi ancak in
Vvivo inhibisyon ¢aligmasinda sigan Oatp tastyicilarinin 20 ve 80 mg/kg rifampisinin iv
uygulamasini takiben valsartanin hepatik alimmin inhibe edildigi gosterilmistir (29).
Bu degerler Imaoka ve ark. (30)’1n buldugu degerler ile tutarlidir. Sigan hepatositleri
kullanilarak yapilan bir ¢aligmada rifampisinin 1 M konsantrasyonda pravastatinin
hepatositler i¢ine alimin1 %50 oraninda inhibe ettigi bulunmustur. (31). Rifampisin
icin farkli inhibisyon sabiti degerlerinin bulunmasi nedeniyle rifampisinin substrata
0zgii inhibisyon ozelligi gosterdigi kabul edilmektedir. Tez ¢aligmast kapsaminda
pitavastatinin Oatp aracili tasimasinin rifampisin tarafindan inhibisyonu in situ sigan
karaciger perflizyonunda literatiirde ilk olarak incelenmistir. Rifampisinin
pitavastatinin hiicre i¢ine alimini tam olarak inhibe edememesinin sebepleri arasinda

substrata 6zgii inhibisyon 6zelliginin basta geldigi diistiniilmektedir.

OATPIB tastyicilarinin fonksiyonu ilaca bagl inhibisyon disinda genetik
varyasyon, gen transkripsiyonu, post-translasyonel —modifikasyonlar  (Or.
glikozilasyon, fosforilasyon ve ubikitinasyon) ve protein yikimi gibi asamalardaki

degisikliklerden etkilenmektedir (122).

Hepatositlerin OATP1B inhibitorleri ile 6n inkiibasyon islemine tabi
tutulduktan sonra inhibitorlerin ortamdan uzaklastirilmasindan sonra da inhibisyon
etkisinin devam ettigi gosterilmistir (123). On inkiibasyon uygulanmasi ile siklosporin
A (124-126), rifampisin ve dasatinib (127)’in OATP1B1 ve OATPIB3 iizerindeki
inhibisyon potensi artirilmistir (124, 127). Ayrica 6n inkiibasyon yaklagimi
uygulandiginda substrat ve inhibitdriin es zamanli uygulanmasina kiyasla etkilesimin
in vivo kestirimdeki basaris1 artirilmistir (124, 127). On inkiibasyonun OATP1B
tasiyict proteinlerinin post-translasyonel modifikasyonlar1 tizerinde bir etkisi oldugu
diistiniilmektedir (122). Sandvig kiiltiir insan hepatositlerinde yapilan bir ¢alismada
protein kinaz C aktivatorii kullanilarak OATP1B3 fosforilasyonunun indiiklenmesiyle
OATPI1B3’iin aktivitesinin azaldig1 bulunmustur (252). On inkiibasyon bagimli
OATP1B inhibisyonu ile post-translasyonel modifikasyonlar arasindaki iligkinin

aydinlatilabilmesi i¢in bu tastyict proteinlerin fonksiyonel fosforilasyon ve
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ubikitinasyon bolgelerinin MS temelli yontemlerle belirlenmesi gibi ileri ¢aligmalar

gerekmektedir (122).

Heniiz mekanizmasi tam olarak aydinlatilamasa da mevcut bilimsel bilgiler
1s18inda OATP1B i¢in Ki/IC50 tespitinde 6n inkiibasyon uygulamasinin yararli oldugu
goriilmektedir. Bu yaklasim FDA ve PMDA tarafindan kabul gorerek hiicre kiiltiirii
calismalarinda 30 dakika ve {izerinde inhibitor ile On inkiibasyon isleminin

uygulanmasi ilgili kilavuzlarda 6nerilere almmustir (3, 6).

On inkiibasyon islemi sigan karaciger perfiizyonu ¢calismalarinda substrat ilacin
eklenmesinden 6nce 5 dk 6n-perfiizyon agsamasi olarak aktarilmistir (27, 227). Lau ve
ark. (227) ex vivo sigan karaciger perflizyonu sistemi kullandigindan yiiksek perfiizat
akis hiz1 kullanmistir (40 mL/dk) ve atorvastatinin karaciger dispozisyonunda Oatp
inhibisyonunun saglandigimi gostermistir. Hobbs ve ark. (27) ise in situ karaciger
perflizyonunda perflizyon akis hizi 20-25 mL/dk olarak kullanmis ve 100 pM
konsantrasyonda rosuvastatinin influx mekanizmasi inhibe edilememistir. Tez
calismas1 kapsaminda da 6n perfiizyon yaklasimi takip edilerek rifampisin ile 5 dk 6n
perfiizyon islemi uygulanmistir. Ancak perflizyon akis hizinin 15 mL/dk olmasi
nedeniyle 6n perfiizyon etkisiyle rifampisin inhibisyon potensi artirilmasindaki

etkinligin diisiik olabilecegi degerlendirilmistir.

Pitavastatin i¢in modelden bagimsiz yontemle tayin edilen farmakokinetik
parametreler incelendiginde (Bkz. Tablo 4.14.) kontrol grubunda 15 ve 60 dk
perflizyon sonunda pitavastatinin sirastyla %54 ve %33’l perflizyon ortami iginde
kalmaktadir. Bu degerler inhibisyon grubunda ise sirasiyla %50 ve %37°dir. Bu durum
inhibitor aktivitesinin 15 dk’lik perfiizyon gruplar1 i¢in belirgin olmadigini
gostermektedir. Karaciger ve safra kompartmanlarindaki pitavastatin orani ise 60 dk
perflizyonu sonunda inhibitér varliginda anlamli diisiis gostermistir (p<0,05).
Karaciger/safra oranlar1 60 dk perfiizyon sonunda hem kontrol hem de inhibisyon
gruplar1 i¢in azalmaktadir. Bu durum pitavastatinin zamanla safra ile atilmasi ile
aciklanabilir. Ayrica inhibisyon grubunda kontrol grubuna gore karaciger/safra

oraninin daha diisiik olmasi karacigere giren pitavastatin miktarindaki azalmaya bagl
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olmaktadir. Pitavastatinin kontrol ve inhibisyon varliginda CLn ve Fn degerleri (6
mL/dk ve 0,6) arasinda anlaml1 bir fark bulunmamistir (p>0,05).

5.2.2. Oatp Fonksiyonunun izlenmesinde KPI ve KPIII Endojen

Biyobelirteclerinin Kullanim

[lag-ilag etkilesimlerinin degerlendirilmesinde tasiyict substratlarma olan
ithtiyact azaltmak amaciyla endojen biyobelirte¢ molekiillerin kullanimi son yillarda
one cikan arastirma konularindan biri olmustur (191, 243, 253). KPI ve KPIII’iin
endojen biyobelirteg olarak kullaniminda ¢esitli tistiinliikleri arasinda bazal seviyeleri
arasinda wk veya etnik farkliliklarin goriilmemesi, bazal diizeylerinin sirkadyen

ritimden etkilenmemesi ve metabolik olarak stabil molekiiller olmalar1 yer almaktadir
(216).

KPI ve KPIII’iin insan OATP1B1 ve OATP1B3 siniizoidal influx tasiyicilari
ile MRP2 ve MRP3 tasiyicilari tarafindan tagindigi bilinirken hayvan modellerinde
onemli rol oynayan tasiyici proteinler iizerinde az sayida c¢alisma (Bkz. 2.6.2.
Koproporfirin I ve Koproporfirin III) bulunmaktadir. KP’lerin renal ve safra yoluyla
itrah mekanizmalarmin tiirler arasinda degisiklik gostermesi ve bunun yaninda tasiyici
kinetikleri arasindaki farkliliklar preklinik hayvan verilerinin insan KP’leri i¢in

translasyonunu smirlamaktadir (216).

Insanlarda KPI’in plazma diizeyi KPIII’e baskindir (243). Sicanlarda ise
KPIIT’in serum, idrar, karaciger, safra ve feces diizeyleri KPI’den daha yiiksektir.
Safrada KPIII’lin toplam KPI ve KPIII miktarma oran1 %88,4 diizeyinde bulunmustur
(216). Tez bulgularinda da gorildiigii gibi (Bkz. 4.3.2. Koproporfirin 1/111) KPIII
karaciger ve safradaki miktar1 literatiirle uyumlu olarak KPI’ten daha yiiksek

seyretmektedir.

Safradaki KPIII oran1 kontrol grubunda %64,7 (15 dk perfiizyon sonunda) ve
%76,2 (60 dk perflizyon sonunda)’dir. Bu oranlar 10 uM rifampisin varhiginda
sirasiyla %83,9 ve %87,3’e 50 uM rifampisin varliginda ise %87,6 ve %93,4’e
¢ikmaktadir.
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Karacigerdeki KPIII oran1 da KPI’e gore daha yiiksektir. Kontrol grubunda
KPIII oranm %58,5 (15 dk perfiizyon sonunda) ve %61,1 (60 dk perflizyon
sonunda)’dir. Bu degerler 10 uM rifampisin varliginda sirastyla %85,3 ve %57,9 ve
50 pM rifampisin varliginda ise %82,9 ve %81,9 olarak bulunmaktadir.

Bu durum rifampisin ile Oatp inhibisyonunun KPI taginmasi iizerinde daha
etkili olabilecegini diisiindiirmektedir. Ancak perfiizat kompartmanindaki
diizeylerinin bilinmemesi nedeniyle bu yorum desteklenememektedir. inhibisyon
durumunda safrada KPI diizeyinin daha diigiik bulunmasmin karacigerdeki KPI

diizeyinin diislik olmasi ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir.

Takehera ve ark. (243) OATPIB substratlar1 ile OATP1B endojen
biyobelirtegleri icin rifampisin varliginda doz bagimli EAA artiglarini incelemistir.
EAA degerleri yoniinden maddeler arasinda bir korelasyon bulunup bulunmadigi
degerlendirildiginde atorvastatin ile pitavastatin arasinda bir korelasyon (R% 0,74)
elde edilmistir. Ayrica atorvastatin ile endojen biyobelirtegler KPI,
glikokenodeoksikolat-3-siilfat ve konjuge bilirubin arasinda bir iliski oldugu (R?: 0,54-
0,70) gosterilmistir.

Bu dogrultuda tez calismasinda karaciger ve safra kompartmanlarindaki miktar
bulgular1 ve karaciger/safra oranlar1 yoniinden pitavastatin ve KP’ler arasindaki iligki
incelenmistir. Sekil 4.21.’de goriildiigii gibi KPI i¢in kontrol kosulunda karaciger ve
safra miktarlar1 yoniinden R?: 0,83 diizeyinde bir iliski gdsterilirken her bir sigan igin
karaciger/safra oram1 yoniinden giiglii koralasyon (R2: 0,95) oldugu bulunmustur.
Inhibisyon varh@inda ise her bir karsilastirma igin korelasyonun degismesi 50 uM

rifampisinin pitavastatin ve KPI tizerinde ayni etkiyi olusturmadigin1 géstermektedir.

KPII i¢in ise kontrol kosulunda sadece karaciger diizeyleri arasinda
pitavastatin ile anlamli bir dogrusal iliski gosterilmistir (R% 0,92). Safrada ise R?
degerinin 0,03 bulunmasi1 verilerin dogrusal iligkiye uymadigini gdstermektedir.
Karaciger/safra oram1 ydniinden ise R?: 0,71’lik bir iliski olmasi, safra diizeyleri
arasindaki farkin sicanlar arasindaki varyasyondan kaynaklandigina isaret etmektedir.

Inhibisyon kosulunda ise KPI’den farkli olarak KPIII i¢in safra miktarlar1 (R?: 0,92)
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ve karaciger/safra oran1 (R% 0,97) yoniinden pitavastatin ile gii¢lii bir korelasyon

gosterilmistir.

Kontrol ve inhibisyon kosullarinda bilinen OATP substratlar1 ile endojen
biyobelirteglerin diizeylerinin karsilagtirilmasi ile bu maddelerin OATP inhibisyon
caligmalarindaki kullanim potansiyeli gosterilmektedir. Ancak insanlarda karaciger ve
safra diizeylerinin belirlenmesi kisitlt olup bu karsilastirma ancak plazma seviyeleri
icin yapilmaktadir. Tez kapsaminda ise literatiirde ilk olarak doku ve safra
konsantrasyonlar1 agisindan bir Oatp substrati ile Oatp endojen biyobelirtegleri
arasindaki iliski incelenmistir. Bu bulgular gelecek calismalar icin umut verici olup
sonuclarin daha genis 6rneklem iizerinde zenginlestirilmesi gerekmektedir. Ancak
endojen biyobelirteg diizeylerinin izlenmesi yaklagiminin preklinik hayvan

modellerinde de uygulanabilecegi 6nerilmektedir.

5.3. Mekanistik Model Gelistirme ve Simiilasyon

5.3.1. On Modelleme Calismalar

Tastyic1 aracili farmakokinetik ve ilag-ilag etkilesimleri calismalarinda
karaciger kompartmani igin ¢esitli model yaklasimlar1 (6r. well-stirred model,
perflizyon bagimli, permeabilite bagimli modeller) kullanilarak basarili kestirimler

saglanmaktadir.

Tez kapsamimnda mekanistik model tasariminda iizerinde durulan 6nemli
noktalar yontemin anatomik ve fizyolojik olarak karacigeri yansitmasi, karaciger
perflizyonundan elde edilen verilerinin model ile analiz edilebilir olmasi,
pitavastatinin karaciger dispozisyonunda rol oynayan mekanizmalari icermesi ve
kompartmanlar arasindaki madde gecis hizi dikkate alinarak alt kompartman sayisinin

belirlenmesidir.

Gelistirilen modelde karaciger intraselliiler kompartmani hepatositlerin hiicre
ici bolgesini, ekstraseliiler kompartman ise siniisler ve Disse boslugunu (Bkz. 2.1.

Karaciger ve Karacigerin Yapisi) ifade etmektedir. Perfiizat kompartmani plazmay1
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yansitmaktadir. Burada dozlama perflizat kompartmani igerisine yapilmakta ve portal
ven araciligiyla karacigere ulagmaktadir. Perflizat ve karaciger ekstraseliiler
kompartmani arasindaki madde tasmmmasi tanimlanirken sinlizoidal endotelyal
hiicrelerin fenestreli yapist goz Oniinde bulundurulmustur. Ayrica hepatositlerin
kanalikiiler membraninda olusan safra kanalciklar1 yapisi dikkate alinarak safra

kompartmani tanimlanmaistir.

Karacigerden c¢ikan perflizyon ortami yeniden sirkiile edilerek yeniden
karacigere dondiiriilmektedir. Mekanistik modellerin diferansiyel denklemlerinde
(Bkz. 3.8.1. Mekanistik Model Tasarimi) bu dolasim dikkate alinmistir. Pitavastatinin
kompartmanlardaki serbest fraksiyonunun yani sira pitavastatinin karaciger
dispozisyonunda rol oynayan farmakokinetik parametreler belirlenmistir. Bu
parametreler hepatositlerin sintizoidal membraninda yer alan Oatp tastyicilar1 aracili
pitavastatin tagimnmasi (CLakif) ve pitavastatinin pasif diflizyonuna iliskin CL
parametreleri (CLpasif) ile hepatositlerin kanalikiiler membraninda tanimlanan
CLsafra’d1r. Pitavastatinin siganlardaki CLaksif ‘1 i¢in literatiirde bulunan degerler 171,36
mL/dk (15) ile 1098 mL/dk (166) olup birbirinden 6 kat farklilik arz etmektedir. In
vitro sican hepatositlerinde (15) ¢oklu indikator seyreltme yontemi esasli karaciger
perfiizyonu caligmasina gore in vitro sistemlerde daha diisiik CLakit Kestirimi bu
sistemlerde tasiyici aktivitesinin daha diigsiik oldugunu dogrular niteliktedir. Ancak
calismalarda kullanilan sistemler ve kullanilan hiicre/organ kaynaklar1 arasinda fark
oldugu da g6z ardi edilmemelidir. CLsa igin ise ayni1 ¢alismada iki farkli deger rapor
edilmistir. Sicanlarda in vivo ¢alisma sonucunda CLsfra hesaplanirken degerlerin
plazma pitavastatin diizeylerine oranlanmasiyla 4,55 + 0,13 mL/dk/kg (6l¢eklendirme:
1,365 mL/dk), karaciger dokusu diizeylerine gore normalize edilmesiyle 0,248 = 0,042
(6lceklendirme: 0,074 mL/dk) degeri elde edilmistir. Safra kompartmani karaciger
kompartmani ile sadece kanalikiiler membranla ayrilmaktadir. Fizyolojik olarak
kompartmanlarin yakinligi diistiniildiigiinde ikinci degerin pitavastatinin in vivo safra
klerensi degerine daha yakin olabilecegi diisliniilmiistiir. Ancak her iki parametre i¢in

her iki deger de 6n modelleme ¢aligsmalar1 kapsaminda degerlendirilmistir.

On modelleme ¢aligmalar1 kapsaminda, karaciger kompartmanmin 1

ekstraseliiler ve 1 intraseliiler kompartman olarak belirtildigi tek alt kompartman
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modeli ile 5 ekstraseliiler ve 5 intraseliiler kompartman olarak ayrildigi ¢oklu alt
kompartman modeli karsilastirilmistir (Sekil 4.23.-4.34.). Literatiirde her iki
yaklagima ait uygulama 6rnekleri bulunmaktadir. Coklu alt kompartman modelinde
baz1 ¢aligma gruplar alt kompartman sayisini1 5 bazi ¢aligma gruplar1 ise 7 olarak
almaktadir. Bu deger ampirik bir degerdir. Uygulanan islem yalnizca kinetik
parametrelerin basit olarak ilgili alt kompartman sayisina boliinmesi ve boylece model
icerisinde madde gecis hizinin distlriilmesidir. Ayrica coklu alt kompartman
modellerinde ekstraseliiler kompartmanlar kendi aralarinda seri olarak baglanirken

intraseliiler kompartmanlar arasindaki madde gecisi ihmal edilmektedir.

Coklu alt kompartman modeli ilk olarak Watanabe ve ark. tarafindan
pravastatinin hepatik dispozisyonunu incelemek {iizere gelistirilmistir. Coklu alt
kompartman modeli ile hepatik dispozisyonun karaciger dispersiyon modeline
yakinlastirilmas1 amag¢lanmustir. Pravastatin hepatik klerensi yiiksek olup hizi kan akis
hizina baghdir. Bu nedenle dispersiyon modeli pravastatinin sicanlardaki hepatik
dispozisyonu tanimlamak i¢in uygun bulunmustur. Coklu alt kompartman
modelindeki kompartman sayisi ise hepatik biyoyararlanimin dispersiyon modeli ile
hesaplanan hepatik biyoyararlanim ile karsilastirilmasiyla hesaplanmustir (177). Bir
baska ifade ile alt kompartman sayisina degerler atanarak model ile hesaplanan hepatik
klerensin dispersiyon modeli ile hesaplanan hepatik klerense en yakin bulundugu say1
alt kompartman sayisi (5) olarak belirlenmistir. Ancak bu deger farkli hepatik Klerense
sahip ilaglar i¢in farkli olabilmektedir. Ayrica hepatik klerensi daha diisiik ilaglar i¢in
kan akis hiz1 yaninda permeabilite de hiz kisitlayic1 basamak olmaktadir (40, 158,
159).

Bir¢ok arastirma grubu bu g¢alismaya (27, 28, 144) atifta bulunarak 5 alt
kompartman yaklasimini benimsemistir. Coklu alt kompartman modeli bircok hepatik
klerens kestiriminin iyilestirildigi ¢alisma Ornekleri (144) olmakla birlikte bu
yaklasimin farkli ozellikteki ilaglara uygulanarak etkinliginin netlestirilmesi ve

karaciger alt kompartman sayisinin belirlenmesi gerekmektedir (13).

Pitavastatin hepatik eliminasyonundaki hiz kisitlayici basamak aktif tagimadir

(166). Tez galismasi kapsaminda her iki kompartman (tek alt kompartman ve 5 alt
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kompartman) modelinin veri simiilasyonundaki basaris1 karsilastirilarak 5 alt
kompartman modelinin pitavastatinin karaciger dispozisyonu tanimlamada bir
istiinliikk saglamadigi gosterilmistir. Bu sonug literatiirde yer alan farkli kinetik
degerlerden hareketle 4 farkli senaryo i¢in asagidan yukariya yaklasim ile elde edilen
simiilasyonlarin tamaminda goriilmiistiir. Bu nedenle daha basit bir model olan tek alt

kompartman modeli ile ¢aligmalara devam edilmistir.

Tek alt kompartman modelinde asagidan yukariya yaklagim ile en iyi
simiilasyon en kiigiik toplam SSR degeri ile (1,1565 x 10*) 2 numarali senaryoda
(CLakiir: 171,36, Clpasit. 15,696, Clsafra: 1,365 mL/dk) elde edilmistir. Ancak 1
numarali senaryoda karaciger ve safra kompartmanlar1 igin SSR degerlerinin daha
diisiik olmas1 nedeniyle toplam SSR degeri 1,1646 x 10* olan 1 numarali senaryo en
basarili simiilasyon olarak degerlendirilmistir. Ancak perflizat ve safra
kompartmanlarindaki simiilasyon profillerinin deneysel profillerin sirasiyla lizerinde
ve altinda seyrettigi goriilmiistiir. Bu durum pitavastatinin aktif klerensinin 171,36
mL/dk’dan, safra klerensinin ise 0,074 mL/dk’dan daha yiiksek olduguna isaret

etmektedir.

On modelleme c¢alismalarida farkli senaryolar kullanildiginda pitavastatinin
karaciger dispozisyonu i¢in birbirinden farkli simiilasyon profilleri elde edildigi
goriilmiistiir. Bu durum model igerisinde sabit tutulan girdi parametrelerinin model

kestirimleri lizerindeki belirgin roliine isaret etmektedir.

5.3.2. Belirsizlik ve Duyarhlik Analizleri

On modelleme ¢alismalarinda girdi parametrelerinin model sonuglari {izerine
etkisinin 6nemli oldugu gosterilmistir. Ancak her bir kompartman i¢in model ile elde
edilen profillerin hangi girdi parametrelerindeki belirsizlikten baskin olarak

etkilendiginin tespit edilmesi i¢in belirsizlik ve duyarlilik analizleri yapilmustir.

[laca ait parametreler icin farkli in vivo/in vitro/in situ caligmalar referans
almmigtir. Ancak model ilacin karaciger dispozisyonunun daha net bir sekilde

anlasilabilmesi i¢in sabit bir parametre seti yerine bu parametrelerin belirsizlikleri goz
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onlinde bulundurularak belirli sinirlar dahilinde bir dizi simiilasyonun yapilarak

degerlendirilmesi 6nem tasimaktadir.

Girdi parametrelerindeki belirsizlik dereceleri (Bkz. Tablo 3.7.) incelendiginde
deneysel olarak kontrol edilmis olan Qp Ve Vp parametreleri i¢in en diigiik belirsizlik
(%5), Ves ve Vs degerleri igin kaynak almman calismada rapor edilmis deneysel
varyasyondan hareketle orta seviye belirsizlik (%10) ve serbest fraksiyon degerleri
(fup, fuis) ile CLpasit igin yiiksek belirsizlik (%30) belirlenmistir. CLakiit Ve CLsafra igin
ise kaynaklardaki degerler genis bir aralikta oldugundan bu degerler smir degerler
olarak alinmistir. Ayrica 6n modelleme caligmalarinda elde edilen simiilasyon

profilleri ger¢ek degerlerin bu referans degerler arasinda oldugunu gostermistir.

Belirsizlik varliginda ¢ikt1 parametrelerinin (EAAo-15, EAA0-60, Ais,karaciger,
Ago xaraciger, Aissafra V& Agosafra) kestirim degerlerinin (n=1000) normal dagilima
uymadigi gosterilmistir (Bkz. Sekil 4.36.). Ats, karacizer degerleri negatif carpik dagilim
gosterirken Ago, karaciger degerleri dagilimmin daha simetrik bir profile yaklagmasi
model kestirimlerinin zamana bagimli oldugunu goéstermistir. Bu durum karaciger
kompartmaninda zamana bagh olarak aktif ve pasif tasima yaninda safraya itrah
mekanizmasinin katkisinin artmig olmasma bagl olabilir. Gozlem degerlerinin
ortalamasi ¢ikti parametrelerinin dagilimi igerisinde degerlendirilmistir. EAAo-15
haricinde tiim parametreler simiilasyon dagilimi smirlar1 igerisinde bulunmustur.
Ancak Aco, karaciger haricinde kestirimlerin ortalamasinin gozlem degerlerinin

ortalamasi ile uyumlu olmadig1 goriilmektedir (Bkz. Sekil 4.37.).

Girdi ve ¢ikt1 parametreleri arasindaki dogrusal olmayan monotonik iliski
(Bkz. Sekil 4.38.-4.40.) ve degerlerin normal olmayan dagilima uymasi nedeniyle
global duyarlilik analizi olarak kismi sira korelasyon testi uygulanmistir. Bu testin
hedefi kestirimlerdeki belirsizligine katkida bulunan anahtar parametreleri

belirlemektir (235).

Kismi sira korelasyon testinde verilere sira doniigiimii uygulanarak bir sira
korelasyon katsayis1 degeri (PRCC) elde edilir. Verilere bu doniisiim

uygulanmadiginda girdi ve c¢ikt1 parametrelerinin nominal degerleri arasindaki
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regresyondan Pearson korelasyonu elde edilir. Ancak Pearson korelasyonu dogrusal
olmayan iliskilerin degerlendirilmesi i¢in uygun degildir. Sira donlsimii
uygulanmasindaki amag dogrusal olmayan verilerin etkisinin azaltilmasidir. Ozellikle
parametreler arasinda tekdiize bir iliski oldugunda PRCC degerlendirmesi en iyi
sonucu vermektedir. PRCC degerinin pozitif (+) olmasi parametrelerin dogru orantili,
negatif (-) olmasi ise ters orantili oldugunu ifade etmektedir. PRCC degerinin +1 veya
—1’e yaklagmasi girdi parametrelerinin ¢ikt1 parametreleri tizerindeki etkisinin daha

yiiksek oldugunu gostermektedir (235).

Model ¢iktilarinin girdi parametrelerine duyarliliginin zamana bagimli iliskisi
degerlendirildiginde tiim kompartmanlarda Qp, Vp Ve Vs parametrelerine duyarliligin
zamana bagl olarak azaldig1 goriilmiistiir (Bkz. Sekil 4.41.). Pitavastatin miktarinin
CLsafra parametresine olan duyarliligi perfiizat ve karaciger kompartmani kestirimleri
icin zamanla artarken, safra kompartmaninda her iki zaman noktasinda pitavastatin
miktar1 kestirimi ClLsfra’ya ayni diizeyde ve yiiksek bir duyarlihik (PRCC: 0,98)
gostermektedir. Ayni sekilde perflizat kompartmanindaki pitavastatin diizeyleri
CLakir’e yiksek (PRCC: 0,98) ve zamandan bagimsiz bir sekilde duyarhidir.
Karacigerdeki pitavastatin miktarinin birden fazla mekanizmanin etkilesimi ile kontrol

edildigi goriilmektedir.

Girdi ve ¢ikt1 parametrelerinin arasindaki sira korelasyon grafiklerinde (Bkz.
Sekil 4.42.-4.44.)) pitavastatinin perfiizat ve karaciger kompartmanlarindaki
dagiliminin baskin olarak CLakit parametresi ile kontrol edildigi, safra
kompartmanindaki dagimmin ise CLsfra parametresi ile kontrol edildigi
goriilebilmektedir. Diger girdi parametreleri ile ¢ikt1 parametreleri arasindaki iligki

zayif olarak degerlendirilmistir.

Farkli parametre setleri kullanildiginda Monte Carlo simiilasyon profillerinin
(Sekil 4.45.) gozlem sonuglarindan uzaklasabildigi gosterilmistir. Filtre yaklasimi
uygulanarak gozlem degerlerini en iyi tanimlayan simiilasyonlara ulagilmig ve

simiilasyonu saglayan parametre setleri incelenmistir.
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Sekil 4.46.°da  goriildigli lizere perfiizat kompartmani igin filtre
uygulandiginda elde edilen Monte Carlo simiilasyon profilleri gbzlem degerlerine
yaklasacak sekilde yukari gekilmistir. Ancak safra kestirimleri hala gozlem
degerlerine uzaktir. Ilgili filtre icin isabet eden ve isabet etmeyen parametrelerin
dagilimi incelendiginde, K-S test istatistigi degerine gore en biiyiilk farkin CLaxtif
parametresi kaynakli oldugu goriilmektedir (Sekil 4.47., (p < 0,05)).

Safra kompartmani i¢in filtre uygulandiginda (Sekil 4.48.) safra
kompartmanindaki goézlem degerlerini daha iyi yansitan simiilasyon profillerine
ulagilirken, perfliizat profili gézlem degerlerinin altinda seyretmektedir. K-S test
istatistikleri irdelendiginde en biiylik farkin CLsfra parametresi kaynakli oldugu
goriilmektedir. (Sekil 4.49., (p < 0,05)).

Her iki kompartman ic¢in ayni filtreler birlikte uygulandiginda tiim
kompartmanlarda gdzlem degerlerine en yakin simiilasyonlar elde edilebilmistir (Sekil
4.50.). Bu sonucu veren parametre setleri ile diger parametre setleri arasimndaki
dagilimlar karsilastirildiginda fup, Clpasit, Clakit Ve Clsa parametrelerinin
dagilimlar1 arasinda anlamli fark bulunmustur (p < 0,05). K-S test istatistikleri
irdelendiginde en biiyiik farkin CLaktif V& ClLsara parametrelerine bagli oldugu
goriilmektedir (Sekil 4.51.). Nitekim Ornek sayisi azaldiginda birbirlerine benzer
dagilimlarda sonug istatistiksel olarak anlamli farka p<0,05 isaret ederek yaniltici

olabilmektedir. Bu nedenle test istatistiginin sayisal degeri dikkate alinmalidir.

CLaxif Ve CLsafra parametrelerinin yiiksek belirsizlige sahip olmasi ve
sonuglarin bu parametrelere yiiksek duyarlilik gostermesi nedenleriyle bu

parametrelerin model igerisinde veri analizi ile kestirilmesine karar verilmistir.
5.3.3. Model Iyilestirme ve Farmakokinetik Parametre Kestirimi

Pitavastatinin hepatositlerin siniizoidal membranida Oatp aracili influx tagima
hizinin gostergesi olan CLakit Ve safraya itrah hizmin gostergesi olan CLsafra
parametresi i¢in IVIVE yaklagimiyla literatiir degerlerleri kullanilarak olusturulmus in

silico model sigan karacigerinde pitavastatin dispozisyonunu agiklayamamistir.
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In vitro hepatosit hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda siniizoidal membrandaki influx
ve efflux tasima ve metabolizasyon mekanizmalar1 birlikte incelenmektedir. Bu
caligmalarda genellikle literatiirde “media loss assay” olarak yer alan bir yontem
kullanilmaktadir. Bu yontemde uygulanan ilag miktar1 ve inkiibasyon ortaminda
zamana bagl ilag konsantrasyonu verisinden hareketle in vitro intrinsik hepatik
klerens degeri hesaplanmaktadir. Ancak Soars ve ark. bu yontem ile in vitro insan
hepatositleri kullanilarak ilaglarin in vivo intrinsik klerensinin ortalama 16 katlik bir
hata ile daha diisiik bulundugunu rapor etmistir. Bu duruma inkiibasyon stiresince

tastyict ve enzimlerin azalmig aktivitesinin neden oldugu belirtilmistir (254).

In vitro insan hepatositlerinin maliyetinin yiiksek olmas1 6zellikle yeni deney
modelleri olusturulmasinda yaygin kullanimlarmi kisitlamaktadir. Menochet ve ark.
(15) intrinsik klerens kestirimi i¢in en uygun deney tasariminin gelistirilmesi amaciyla
in vitro sican hepatositlerini kullanmis, inkiibasyon ortamu verileri yaninda hiicre igi
madde konsantrasyonlarint da kullanilarak konvansiyonel iki basamak yaklasimi ve
mekanistik farmakokinetik model ile birden fazla parametrenin es zamanli kestirimini
yapmuistir. Ayrica uzun inkiibasyon siiresi uygulanmasi ile inkiibasyon ortami ve hiicre
arasinda kararli durum saglanarak hiicre ici serbest fraksiyon kestirimleri
tyilestirilmistir. Bu ¢alismada pitavastatin i¢in iki basamak yonteminde aktif klerensin
katkis1 %94 olarak bulunmustur ve serbest ilacin aktif klerensi 70 pg/mL/10° hepatosit
olarak rapor edilmistir. 90 dk’lik uzun inkiibasyon uygulamasi sonunda elde edilen
verilerin mekanistik iki kompartman modelinde tanimlanmasiyla bu bulgular sirasiyla
%92 ve 119 pg/mL/10° hepatosit olarak elde edilmistir. Ancak tez kapsaminda bu
deger IVIVE yaklasimi ile 171,36 mL/dk olarak hesaplanarak model igerisinde

kullanildiginda simiilasyon profilleri deneysel verileri tam olarak tanimlayamamastir.

Intirinsik hepatik klerens kestiriminin iyilestirilmesi icin Onerilen bir diger
yaklasim da aktif tagima klerensinin ve metabolik klerensin bu mekanizmalar1 en iyi

yansitacak deney yontemleri kullanilarak ayri ayri tayin edilmesidir (166).

Pitavastatinin insanlardaki in vivo intrinsik hepatik klerens degeri 14-35
mL/dk/g karacigerdir (166). Watanabe ve ark. (166) pitavastatinin insanlarda in vivo

CLakif degerini, dondurulmus insan hepatositleri kullanilarak tayin edilen in vitro
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CLaxif degerine sican Olgeklendirme faktorlerini uygulayarak hesaplamis ve degeri
30,6 mL/dk/g karaciger olarak raporlamistir (166). Buradaki sican 6lgeklendirme
faktori ise in vitro sican hepatositleri ¢alismasindan elde edilen degerin (53 mL/dk/g
karaciger) sican karaciger perflizyonu (¢oklu indikator diliisyon yontemi esasli) ile
elde edilen degere (92 mL/dk/g karaciger) oranlanmasiyla elde edilmistir. Olgek
faktorleri uygulandiginda 1098 mL/dk olarak hesaplanan bu deger tez kapsaminda
gelistirilen model icerisinde kullanildiginda simiilasyon profilleri deneysel verileri tam

olarak tanimlayamamustir.

Coklu indikator diliisyon yonteminde 10 sn gibi kisa bir 6rnek toplama stiresi
uygulanmaktadir ve arastrma ilacinin influx hiz sabiti bir ekstraseliiler referans
maddeye oranla hesaplanmaktadir. Bu ¢aligmalarda birden fazla substrat ayni anda
uygulandigindan maddeler influx tasiyici proteinlerle yarismaya girebilir, tasiyict

proteinler doygunluga ulasabilir ve diger tasima yolaklar1 indiiklenebilir.

Model iyilestirme galismalar1 kapsaminda elde edilen gdzlem verileri modelde
veri uyumuna tabi tutularak CLakit Ve ClLsafra degerleri kestirimi yapilmistir. CLakiit
278,57 mL/dk olarak tayin edilmistir. Bu deger IVIVE ile hesaplanmis olan degerin
(171,36 mL/dk) 1,6 kat1 olup Watanabe ve ark. elde ettigi sigan 6lgeklendirme faktorii
ile (1,7) uyum gostermistir. Ayrica 50 uM rifampisin varliginda pitavastatinin aktif
tagimasinin %60 oraninda inhibe oldugu bulunmustur. Model kontrol ve inhibisyon
gruplarinin es zamanl analizine olanak vermis ve inhibisyon derecesini yansitmistir.
Boylece ilag-ilag etkilesimlerinin degerlendirilmesi i¢in uygulanabilir bir model

oldugu gosterilmistir.

Ayrica in situ resirkiile sican karaciger perfiizyonu calismasi ile CLsafra da
model ile kestirilmistir (0,35 mL/dk). CLsafra kestiriminde varyasyon katsayisinin
yiiksek olmasi (%56) perflizyon kompartmanidaki 6rnek sayisinin karaciger ve safra
kompartmanlarindaki 6rnek sayisina gore daha fazla olmasi ile iligkili olup model

hesaplamalar1 yaparken perfiizat kompartmanindaki verilere agirlik vermektedir.

CLsafra i¢in kestirim degeri (0,35 mL/dk) modelden bagimsiz yontem ile kontrol
grubu i¢in hesaplanan 0,34 mL/dk degerine benzer bulunmustur. Modelden bagimsiz
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yontemde CLsafra hesaplanirken (Bkz. 3.6. Veri Analizi) pitavastatinin safra ve perfiizat
kompartmanindaki diizeyleri kullanilmaktadir. Bu nedenle inhibisyon varliginda
CLsafra 0,15 mL/dk olarak hesaplanmistir. Oysa rifampisinin sadece Oatp inhibisyonu
yaptig1 varsayildiginda bu gruplar arasinda safraya itrah klerensinin degismesi
beklenmemektedir. Nitekim kontrol grubu icin hesaplanan deger ile uyumlu olarak
modelde hem kontrol hem inhibisyon grubu bu varsayima gore birlikte analiz
edildiginde CLsfra degeri 0,35 mL/dk olarak elde edilmistir. Bu deger Hirano ve ark.
tarafindan (209) sicanlarda in vivo galisma sonrasi pitavastatin safra diizeylerinin
plazma ve karaciger diizeylerine gore normalize edilerek hesaplanan CLsafra

degerlerinden (1,365 ve 0,074 mL/dk) sirayla 3,9 kat ve 4,7 kat farkli bulunmustur.

In vivo ¢alismada CLsfra hesaplanirken plazma diizeyine gbre normalize
edildiginde CLsafra 3,9 kat daha yliksek bulunmaktadir. Ancak in situ karaciger
perfiizyonu calismasinda plazma yerine perflizat diizeyleri kullanilmistir. Karaciger
dis1 klerens yolaklar klerense katkisi goriilmedigi i¢in gelistirilen modelde CLsafra
daha diisiik bulunmus olabilir. Bu deger in vivo ¢alismada pitavastatinin karaciger
diizeylerine gore normalize edilen degere daha yakindir. Sonug olarak kestirim ile elde
edilen CLsafra degeri in vivo ¢alisma sonucu plazma ve karaciger pitavastatin diizeyine
gore normalize edilen degerlerin her ikisine de benzer fark gostermistir. Bu husus in
situ karaciger perflizyonu teknigi ve tez kapsaminda gelistirilen mekanistik ii¢
kompartman modelinin hem perfiizat hem de karaciger diizeylerini es zamanli dikkate

alarak safra klerensi tayinindeki etkinligini ortaya koymaktadir.

Sager ve ark. (255) 2008-Mayis 2015 tarihleri arasinda yaymlanmis ve 106’s1
ilag-ila¢ etkilesimine konu olan 366 molekiil icin gelistirilmis PBPK modelleri
derlemistir. Bu calismalarin bir kismmda kabul kriteri belirtilmezken, yayginlikla
uygulanan kabul kriteri model ile elde edilen farmakokinetik parametrelerinin gézlem
degerinin %30’u veya 2 kati igerisinde olmasi zorunlulugudur. Tez caligmasi
kapsaminda literatiirde mekanistik modellerin degerlendirilmesinde kullanilan
“farmakokinetik parametrelerde en fazla 2 kathk fark” kabul kriterine gore

degerlendirme yapilmistir.
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CLakiit V& Clsafra degerlerinin optimize edilmesiyle pitavastatinin karaciger
dispozisyonunu acgiklayan bir mekanistik model elde edilmistir. Perfiizat
kompartmaninda perfiizyon isleminin 20. dk’sindan sonra gozlem ve Kkestirim
degerleri arasindaki farkin baslangi¢ zaman noktalarina gore azaldig1 goriilmektedir.
Bu durum perfiizatin karacigerde zamana bagli olarak homojen dagiliminin
saglanmastyla aciklanabilir. Ayrica modelin zamanin fonksiyonu olarak perfiizat
icindeki pitavastatin diizeyi degisimini yansitabildigini gostermektedir. Kestirim ve
gozlem degerleri arasindaki iligki incelendiginde hem inhibisyon hem de kontrol
kosullarinda bir aykir1 deger hari¢ degerlerin tamami 2 katlik fark penceresi igerisinde

kalarak model kabul kriterini karsilamistir (Sekil 4.53.).

Gelistirilen modelin pitavastatinin karaciger dokusundaki dagilimini nasil
simiile ettigi incelemek amaciyla hem kontrol hem de inhibisyon kosullarinda rezidiiel
dagilimlari incelemis ve dagilimlarin benzer oldugu goriilmiistiir. Kestirim ve gézlem
degerleri arasinda dogrusal bir iligki elde edilemese de verilerin %97’si 2 katlik fark

penceresi igerisindedir (Sekil 4.54.).

Safra kompartmaninda hem kontrol hem de inhibisyon kosullar1 i¢in degerlerin
%741 i¢cin gozlem ve kestirim degerleri arasindaki fark 2 katin altindadir. Tez
kapsaminda gelistirilen model ile 15. dk’da safradaki pitavastatin miktarmin kestirimi
60. dk’ya gore daha diisiik rezidiizel degerleri ile daha iyi bir kestirim saglamistir
(Sekil 4.55.). Bu durum safraya itrah mekanizmasmnin doygunluga ulasmis
olabilecegini ama modelin bu degisimi ifade edemedigini gosterebilir. Safra i¢in

orneklem sayis1 genisletilerek bu hipotez arastirilabilir.

Model ile CLakif Ve CLsafra degerlerinin kestirimi yapilmis, 50 uM rifampisin
varliginda inhibisyon derecesi elde edilmistir. Ancak bu parametrelerin kestirimi
yapilirken fup, fuis ve CLpasit parametreleri sabit tutulmustur. Bu parametrelerin tayin
yontemlerindeki kosullara bagli olarak (protein baglanma deneyleri, in vitro hiicre
kiiltiiri ¢aligmalart) varyasyonu yliksek olabilmektedir. Bu nedenle bu parametrelerde
tanimlanmis olan belirsizligin parametre optimizasyonu {izerindeki etkisi

incelenmelidir.
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fup, fuis ve CLpasitparametrelerinin modelde sabitlenen degerlerinin %70, %90,
%100, %110 ve %130’u (iki yonlii %0, %10 ve % 30 varyasyon) alinarak her bir
parametre eslestirmesi i¢in 25 kombinasyonda olmak iizere CLaktif, CLakiif, inh, V& CLsafra

kestirimleri tekrarlanmustir.

Sekil 4.52. incelendiginde CLaktif’in fup ile ters fuis ve ClLpasit’ile ise dogru
orantili oldugu goriilmektedir. CLsafra kestirimleri tizerinde fupnin etkisi goriilmezken

CLsafra’nin fuis ile ters CLpasif’ile ise dogru orantili olarak degistigi goriilmektedir.

Modelde sabit tutulan fup, fuis ve Clyasit parametrelerine %10 oraninda
varyasyon uygulandiginda CLakiit kestirimleri optimize edilen degerden 0,8-1,2 katlik
bir fark gostermektedir. Ancak fup’nin gercek degeri modelde sabitlenen degerin
%130’u oraninda ise ve es zamanli olarak fis veya Clpasif’in ise gergek degerlerinin
%70’inde oldugunda CLakit kestiriminde 0,6 katlik bir azalma; tam tersi durumda ise
1,8 katlik bir artma s6z konusudur (Sekil 4.52.). fuis ve CLpasit parametrelerine ayni
anda %30 varyasyon uygulanmasi halinde ise ulasilan CLaxsif Kestirimi 0,6-1,6 katlik
bir degisme gostermektedir. Ancak bu parametrelerin her iki kosulda da CLakif
kestirimi (CLakiir Ve CLakif, inh) Uizerinde esit derecede etkili olarak % inhibisyon

kestirimlerinin parametre belirsizliklerinden etkilenmedigi gosterilmistir (Sekil 4.52.).

CLsafra parametresi, fup ve CLpasit parametrelerinin %70-130 sinirlarinda dahi
sadece %90-110 araliginda bir degiskenlik gostermistir. Bu durum CLsfra’nin bu
parametrelere olan duyarhiliginmm diisik oldugunu gostermektedir. Ancak ClLsafra
fup’deki belirsizlikten etkilenmezken fuis’ye karsit duyarli bulunmustur. fuis’nin
modelde sabitlenen degerinin %70°1 olmas1 halinde CLsafra 1,3 kat; %110’u olmasi
halinde ise CLsafra kestirim degerinin 0,8 kat1 olarak bulunmaktadir (Sekil 4.52.). Bu
kosula CLpasif’in sirastyla %70 ve %130 smur degeri eslik ettiginde bulunacak CLsafra

kestirim degerinin sirasiyla 1,4 ve 0,7 kat1 olmaktadir.

Gelistirilen model ile fup, fuis ve Clpasit parametrelerindeki varyasyon
varliginda dahi inhibisyon orani kestirimleri ayni kalmaktadir. Bu durum modelin ilag-

ilag etkilesimleri degerlendirilmesinde kullanilabilecegini gostermistir.
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Glinlimiizde farmakokinetik ve farmakodinamik verilerin sigandan insana
dogrudan translasyonu yapilamamaktadir. Bunun baslica sebebi tiirler arasinda tagiyici
ve/veya enzim ekspresyonu ve aktivitesi arasinda fark olmasidir. Fare ve siganlarda
insanlardakine benzer olarak Oatp2bl tasiyicist bulunurken OATPIBI ve
OATP1B3’iin ortolog proteinleri bulunmamaktadir. insan OATP1B1 ve OATP1B3
tastyicilarina sirasiyla %63 ve %66 homolog olan sican Oatp tastyicist Oatp1b2’dir
(256, 257). Fare ve sican hepatositlerinde eksprese edilen Oatplb2, Oatplal ve
Oatplad tasiyicilarinin substrat secicilikleri degerlendirildiginde insan OATPIB

tasiyicilari ile en azindan nitel olarak ayni fonksiyona sahip oldugu 6ne siiriilmiistiir.

Soars ve ark. 36 yeni molekiil i¢in insan hepatositlerindeki aktif tagimanin
sican hepatositlerine gore ortalama 3 kat daha yavas oldugunu gostermistir (254).
Tiirler arasindaki farkliligin incelenmesi amaciyla kullamilan bir yaklagim
hepatositlerde in vitro aktif tasima klerensi, safra ile itrah klerensi (SCH metodu ile)
ve metabolik klerens verilerinin mekanistik veya PBPK modellere uygulanmasidir
(258). Menochet ve ark. (14) tarafindan yedi OATP/Oatp substratinin in vitro sigan ve
insan hepatositlerine uygulanmasinin ardindan sigan hepatositlerinde tayin edilen Km
Ve CLakiif, serbest degerleri insan hepatositleri kullanilarak elde edilen degerlerden

sirastyla 4,3 ve 7,1 kat daha yiiksek bulunmustur.

Tirler arasinda tasiyict protein ekspresyonu, substrat ve inhibitorlerin
secicilikleri farklilik gosterse de (259), si¢anlarda gelistirilmis farmakokinetik
modeller insan hepatik dispozisyonunun 6n goriilmesi i¢in bir temel olusturmaktadir
(15, 70, 177). In vitro CLakif parametresinin CLsafra Ve CLmetabolizma ile birlikte IVIVE
yaklagimiyla PBPK modellere mekanistik girdi parametresi olarak eklenmesi ile
OATP/Oatp substratlarinin farmakokinetik profillerinin kestirimi yapilabilmektedir
(144, 177).

In vitro ve in vivo veriler ile hayvanlardaki fizyolojik parametreler yaninda
tastyic1 proteinlere ait proteomik verilerin (or. proteinlerin mutlak miktar1) PBPK
modellerde tanimlanmas1 preklinik hayvan modellerinin insana translasyonu i¢in
onem tagimaktadir. Boylece insanlarda klinik dozda dokulardaki dagilimi ve genel

olarak ila¢ dispozisyonu daha iyi anlasilabilecektir (258). Gelistirilen modelin yeni
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ilaclara uygulanmasiyla ilaglarin karaciger dispozisyonu tayin edilebilir. Tagima
mekanizmalarin  katkist  belirlenerek ilag-ilag  etkilesimleri potansiyelleri

aydnlatilabilir.

BDDCS ve ECCS ilaglarin siiflandirilmasinda ana eliminasyon yolaklarina
ve ilag tastyici proteinlerle olan etkilesimlere dikkat ¢cekmektedir. Eliminasyonlarinda
hiz kisitlayict basamak hepatik hiicre i¢ine alim ve hepatik metabolizasyon olan ilaglar
icin hepatik tastyic1 ve/veya enzim aracilikli etkilesimler onem kazanmaktadir.
Hepatik OATP1B tasiyicilari klinik olarak 6nemli ve etkilesim riski yiiksek bircok
ilacin (Or. antihiperlipidemik, antidiyabetik ve antineoplastik) ve safra asitleri gibi
endojen maddelerin karaciger hiicreleri igerisinde tasinmasinda Onemli rol
oynamaktadir (260). Bu nedenle yasal otoriteler tarafindan yeni gelistirilen
molekiillerin OATP substrat1 (hepatik klerens total klerensin en az %25°1 ise) ve
inhibitori olup olmadiklarimm belirlenmesini onermektedir. Bu kapsamda in vitro
caligmalarda OATP-aracili etkilesim potansiyelinin gosterilmesi durumunda ise in
vivo klinik ¢aligmalar yiirtitiilmektedir. Bu kapsamda farmakokinetik modeller in vivo
yanit kestiriminde 6nemli rol oynayarak klinik ¢aligma tasarimina 1s1k tutabilmektedir.
Ayrica klinik ¢aligma bulgulari ile model iyilestirmesi ve validasyonu yapilarak klinik
calismadaki parametrelerin degistirilmesi (farkl inhibitor ilag, farkli doz rejimi, farkl
popiilasyon) ile in siliko bulgular elde edilebilmektedir. Boylece ilag-ilag
etkilesimlerine bagl etkinlik kayb1 veya statinle indiiklenen rabdomiyaliz (261) gibi

ciddi istenmeyen etkiler 6ngdriilerek onlenebilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Tez ¢aligmasindan elde edilen sonuglar asagida siralanmistir:

e Rifampisinin karaciger dokusundaki diizeyinin belirlenmesi i¢in bir HPLC
yontemi gelistirilmistir ve literatliirde ilk olarak ICH M10 Biyoanalitik Ydntem

Validasyonu taslak kilavuzuna uygun olarak valide edilmistir.

e Literatiirde ilk olarak pitavastatin, KPI ve KPIII’lin es zamanli nicel
analizine olanak verecek bir LC-MS yontemi gelistirilerek perfilizat, karaciger dokusu
ve safra ortamlar1 i¢in ICH M10 Biyoanalitik Yontem Validasyonu taslak kilavuzuna

uygun olarak valide edilmistir.

e Pitavastatinin Oatp inhibit6rii rifampisin yoklugunda ve varliginda hepatik
dispozisyonu literatiirde ilk olarak in situ sigan karaciger perflizyonu yontemi
kullanilarak incelenmistir. 15 ve 60 dk perflizyonun ardindan 10 uM rifampisin
varliginda pitavastatinin karaciger kompartmanlarindaki diizeyleri degismezken 50
uM rifampisin varhigindan Oatp inhibisyonuna bagl olarak pitavastinin EAA
diizeyinde anlaml1 artis olmustur (p<0,05).

e Siganlarda KPI ve KPIII’lin karaciger ve safra diizeyleri belirlenmistir. Veri
sayisinin sinirli olmasi nedeniyle dispozisyonlar1 {izerindeki rifampisin etkisi tam
olarak aydinlatilamamistir. Sicanlarda KPIII diizeyi KPI’e gore daha baskin
bulunmustur. Pitavastatin ile karaciger ve safra diizeyleri agisindan belirli kosullarda
(KPI i¢in inhibisyon kosulunda safrada, KPIII i¢in kontrol kosulunda karacigerde,
inhibisyon kosulunda safrada) ve karaciger/safra oranlar1 acisindan KPI i¢in kontrol,
KPII i¢in inhibisyon kosulunda korelasyon elde edilmesi Oatp aktivitesinde
biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegini ancak ileri calismalarla ve genis bir 6rneklemde

bu hipotezin desteklemesi gerektigi degerlendirilmistir.

e Modelden bagimsiz yontem ile EAAot, Fperfizat, Fraraciger, Fsafra,

karaciger/safra orani, CLn, Fn Ve CLsafra parametreleri hesaplanmigtir.
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e Pitavastatinin karaciger dispozisyonunun tanimlanmasida mekanistik
karaciger modelinde tek alt kompartman modelinin ¢oklu alt kompartman modeline

gore daha uygun oldugu bulunmustur.

e Belirsizlik ve duyarlilik analizleri ile perfizat kompartmanindaki
pitavastatin diizeyinin en ¢ok CLakir parametresindeki belirsizlikten etkilenerek bu
parametreye karsi yliksek duyarlilik gosterdigi, safra kompartmanindaki pitavastatinin
diizeyinin ise en ¢ok CLsafra parametresindeki belirsizlikten etkilenerek bu parametreye

kars1 en yliksek duyarlilik gosterdigi bulunmustur.

e Mekanistik model ile veri analizi gergeklestirilerek model iyilestirmesi

yapilmis ve simiilasyon profilleri pitavastatinin karaciger dispozisyonunu yansitmistir.

e Pitavastatin i¢in CLakif Ve CLsafra farmakokinetik parametrelerinin kestirimi
yapilmistir. CLakit kestirimi ile IVIVE iyilestirilirken, ilk olarak in situ karaciger
perflizyonu ¢alismasindan hareketle pitavastatinin safraya itrahini tanimlayan CLsafra

degeri elde edilmistir.

Tez calismasi kapsaminda in situ sigan karaciger perflizyonu yonteminin
tastyici-aracili ilag ilag etkilesimi calismalarindaki rolii gosterilmistir. Ayrica bu
alanda yeni bir yaklasim olan endojen biyobelirteg¢ takibi litertiirde ilk olarak ilgili
deney modelinde literatiirde ilk olarak uygulanmustir. leriye yonelik ¢alismalarda KPI
ve KPIII maddelerinin sicanlarda biyobelirteg¢ olarak kullanimlarma yo6nelik
isaretleme teknikleri kullanilarak ileri ¢alismalar yapilabilir. Preklinik ¢aligmalarin
tasarim1  swrasinda  ilaglarm  karaciger dispozisyonunda rifampisinin  etkisi
degerlendirilirken daha genis bir konsantrasyon araliginda 6n calismalar ile
uygulanacak rifampisin konsantrasyonu belirlenerek OATP/Oatp iizerinde tam
inhibisyon saglanabilir. Tez kapsaminda gelistirilen mekanistik model ile gelecek
caligmalarda farkli ilaglarin karaciger dispozisyonu incelenebilir. Karaciger yetmezligi
ya da farkli hastalik modellerindeki dispozisyon simiilasyonu ig¢in model
gelistirilebilir. Mekanistik karaciger modeli PBPK modeller igerisine almarak in vivo
plazma konsantrasyon zaman profili kestiriminin yaninda ilaglarm diger dokulardaki
dagilimi incelenebilir. Ayrica farkli albiimin konsantrasyonlar1 kullanilarak albiimin

aracili tasima ve OATP iliskisi irdelenebilir.
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EK-2: MATLAB® (R2019b) Programu ile Uygulanan Kodlar ve Komutlar

1. Tek Alt Kompartman Modeli
1.1. Komut dosyasi
%% veriler

drug name = {'Pitavastatin'}; %ilac adi
MW = 0.4205; % molekul agirligi ug/mol

fitdata=importfile('fitdatapool.txt', 1, inf);
fitdata2=fitdata (25:end, :);

datamean=43.2630; %datamean kontrol+inh verisi

t=importtimepoints ('fitdatapool.txt', [1, Inf]);
t2=t (25:end, :);

tmax=max (t2) ;
tmin=min (t2) ;

%% Sistem parametreleri
$parametreler a

Q p =15, $ mL/min

V. p = 150; % mL

V ES = 0.201%40*0.3; % mL/g karaciger *40g karaciger/sican kg*0.3 kg
sican

V_ IS = 0.482*%40*0.3; % mL/g karaciger *40g karaciger/sican kg*0.3 kg
sican

fup =20.1; % % BSA icin
fu IS = 0.053; % sican hepatosiylerinde pitavastatin serbest
fraksiyonu

a=[Q p;V p;V ES;V IS;fu p;fu IS]; % sistem parametreleri
%% Sabit parametreler

tparametreler b

Clpasif = 15.696; % mL/dk

CLaktif= 171.36; % mL/dk (deger ilk simulasyon icin verilmistir)
% CLaktif= 1098;

ClLsafra = 0.074; % mL/dk (deger ilk simulasyon icin
verilmistir)

% CLsafra = 1.365;
b=[CLpasif;CLaktif;CLsafral; % sabit/kestirimi yapilacak
parametreler

%% Klerens kestirimi %on simulasyon calismasinda baslangic kosullary
alinacak

initcond=[datamean;0;0;0]; S%baslangic kosullari deneysel

[)

% aktif ve safra
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x0 =[CLaktif;CLsafra];
1b = [0;0];
ub = [inf;inf];

objfunZ = @(x) iprl objfun(x,fitdata2,t2,initcond, a,b):;

lsgnoptions= optimset ('Algorithm', 'trust-region-

reflective', 'Diagnostics’', ...
'on', 'Display', 'iter', '"MaxFunEvals',10000, 'Maxiter',1000, ...
'TolX',le-8, 'PrecondBandWidth', 0) ;

[x, resnorm, residual, ~,~,~,jacobian]=1sgnonlin (objfun2,x0, 1b,ub, 1sqno
ptions);

jacobian full=full (jacobian);

vr = sum((residual-mean (residual)).”2)/ (length(residual)-length(x));
Cov = inv(jacobian full'*jacobian full) *var (residual);

sd = sqrt(diag(Cov));

CVv sgrt (diag(Cov)) ./x*100; % percentage CV

corr = (Cov./sd)./(sd")
Summary = [x,sd,CV]

CLaktif=x(1);
ClLsafra=x(2);

a=[Q p;V p;V ES;V IS;fu p;fu IS];
b=[CLpasif;CLaktif;CLsafral;

%% reziduel hesabi
initcond=[datamean;0;0;0]; %baslangic kosullari deneysel
simdata=sim iprl objfun(t2,initcond,a,b);

%kestirim degerleri

perfusate predicted=simdata(:,1); %perfuzat
liver predicted=simdata(:,2); S%karaciger
bile predicted=simdata(:,3); %safra

%gozlem degerleri
perfusate observed=fitdata2(:,1); S%perfuzat

liver observed= fitdata2(:,2); %karaciger
bile observed= fitdata2(:,3); %safra
$rezidiel

resid=[fitdata2-simdatal;

perfusate resid=resid(:,1); S%perfuzat
liver resid=resid(:,2); S%karaciger

bile resid=resid(:,3); %safra

resid all=resid(:);
resid all(any(isnan(resid all),2),:) = [];
resnorm2=sum( (resid all) ."2);

%1l.kolon zaman , 2. kolon gozlem, 3. kolon kestirim, 4. kolon
reziduel

iprl perf=[t2 perfusate observed perfusate predicted
perfusate resid];
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iprl perf(any(isnan(iprl perf),2),:) = []; % perfiizat

iprl liver=[t2 liver observed liver predicted liver resid];

Q

iprl liver (any(isnan(iprl liver),2),:) = []; % karaci?er

iprl bile=[t2 bile observed bile predicted bile resid];
iprl bile(any(isnan(iprl bile),2),:) = []; % safra

%% Simiilasyon

t sim = [0:0.1:60];

s =iprl multisolvesimulation(t sim,a,b,initcond);

sumliver= s(2,:)+s(3,:);
massbalance=sum(s) ;
pred s= [s(1l,:); sumliver(l,:);s(end,:)];

simulated perf= pred s(l,:); S%perfiizat similasyon
simulated liver= pred s(2,:); Skaraciger similasyon
simulated bile= pred s(3,:); %safra similasyon

1.2. Grafikler icin komutlar

%% PERFUSAT GRAFIKLERI
% zamana karsi gozlem ve kestirim degerleri grafigi
figure('Position', [400 10 800 800])

subplot (2,2,1)

hl = plot(t _sim,simulated perf, 'black');

hold on

scatter (iprl perf(:,1),iprl perf(:,2), 'ko'");

set (gca, "Xtick', [0 3 5 10 15 20 30 45 60])

set (gca, 'FontName', 'Times')

title('Miktar - Zaman', 'FontSize', 12, 'fontweight','b"')

xlabel ('Zaman (dk)', 'FontSize', 10, 'fontweight',6 'b'")

ylabel ('Perflizattaki pitavastatin miktari (pg)','FontSize', 10,
'fontweight', 'b"'")

legend ('Kestirim profili', 'Gozlem degerleri', 'location', 'best')
set (legend, 'FontSize', 8, 'FontName', 'Times')

hold off

o
°

p = polyfit(iprl perf(:,2),iprl perf(:,3),1); % p returns slope and
intercept of any polynomial function; here 1 indicates first order
(linear)

ypfit = polyval (p,iprl perf(:,2)); % returns predicted y for all
values of x using slope and intercepts defined in p same as yfit =
p (1) *x+p (2)

ypresid = iprl perf(:,3) - ypfit;

SSresidp = sum(ypresid.”2);
Sstotalp = (length(iprl perf(:,3))-1)*var(iprl perf(:,3));
rsq p = 1 - SSresidp/SStotalp;

’

LOU = [0.1;100]

TFB [0.05;501;
TFA = [0.2;200];
xsim = linspace(1,100,0.01);

LOBF

polyval (p, xsim) ;
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Q

% gozlem degerlerine karsi kestirim degerleri grafigi

subplot (2,2,2)
h2 = loglog(iprl perf(:,2),iprl perf(:,3),'ko'...
, LOU,LOU, "k'...
, TFB,LOU, 'k:'...
, TFA,LOU, 'k: ") ;
hold on;
x1im([7 100]);
ylim([7 100]);
set (gca, 'FontName', 'Times')
title('Kestirim - Gozlem (log - log)', 'FontSize', 12,
'fontweight', 'b'")
xlabel ('Perfliizattaki pitavastatin miktari-Goézlem (ug)', 'FontSize',
10, 'fontweight','b')
ylabel ('Perfliizattaki pitavastatin miktari-Kestirim (pg)','FontSize',
10, 'fontweight','b')
set (h2 (1), 'LineWidth',1.0)
set (h2(2), '"MarkerEdgeColor', 'c', "MarkerFaceColor','c', '"MarkerSize', 1
0)

% zamana karsi agirlikli reziduel grafigi

subplot (2,2, 3)

h3 = plot(iprl perf(:,1), (iprl perf(:,4)/iprl perf(:,3)),'ko"); %
weighted residuals

hold on

plOt([Or 60]/ [OIO]I 'k_')

title('A§Girlikli Rezidiiel - Zaman', 'FontSize', 12, 'fontweight', 'b')
xlabel ('Zaman (dk)', 'FontSize', 10, 'fontweight',6 'b'")

ylabel ('A§1rlikli rezidiel', 'FontSize', 10, 'fontweight',6'b'")
x1im ([0 60]);

ylim([-1 1]);

set (gca, 'FontName', 'Times')

set (gca, "Xtick', [0 3 5 10 15 20 30 45 60])

set (h3(1), 'LineWidth',1.0)

[

% kestirim degerlerine karsi agirlikli reziduel grafigi

subplot (2,2,4)

h4 = semilogx (iprl perf(:,3), (iprl perf(:,4)/iprl perf(:,3)),'ko");
hold on

plot ([1 1001, [0,0],"k-")

hold off

title('Kestirim - Agirlikli Rezidiiel', 'FontSize', 12,
'fontweight', 'b'")

xlabel ('Perfiizattaki pitavastatin miktari-Kestirim (pg)', 'FontSize',
10, 'fontweight','b')

ylabel ('"A§1rlikli rezidiiel', '"FontSize', 10, 'fontweight',6'b")
x1lim([min (iprl perf(:,3)) max(iprl perf(:,3))]);

ylim([-1 17]);

set (gca, 'FontName', 'Times')

set (h4 (1), 'LineWidth',1.0)

%% KARACIGER GRAFIKLERI

% zamana karsi gozlem ve kestirim degerleri grafigi
figure ('Position', [400 10 800 8001)

subplot (2,2,1)

hl liver = plot(t sim,simulated liver, 'black');
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hold on

scatter (iprl liver(:,1),iprl liver(:,2),'ko");

set (gca, 'Xtick', [0 15 60], 'FontName', 'Times')

title('Miktar - Zaman', 'FontSize', 12, 'fontweight',6 'b')

xlabel ('Zaman (dk)', 'FontSize', 10, 'fontweight', 'b',6 'FontName',
'Times"')

ylabel ('Karacigerdeki pitavastatin miktari (pug)','FontSize', 10,
'fontweight', 'b"'")

legend ('Kestirim profili', 'Gozlem degerleri', 'location', 'best')
set (legend, '"FontSize', 8)

hold off

o°

p 1 = polyfit(iprl liver(:,2),iprl liver(:,3),1); % p returns slope
and intercept of any polynomial function; here 1 indicates first
order (linear)

ylfit = polyval(p_1,iprl liver(:,2)); % returns predicted y for all
values of x using slope and intercepts defined in p same as yfit =
p (1) *x+p (2)

ylresid = iprl liver(:,3) - ylfit;

SSresidl = sum(ylresid.”2);

Sstotall = (length(iprl liver(:,3))-1)*var(iprl liver(:,3));

rsqg 1 = 1 - SSresidl/SStotall;

LOU_1 = [1;100];
TFB_1 = [0.5;50];
TFA 1 = [2;200];

xsim 1 = linspace(0.1,1,0.0001);

LOBF 1 = polyval(p 1l,xsim 1);

[

% gozlem degerlerine karsi kestirim degerleri grafigi

subplot (2,2,2)

h3 liver = loglog(iprl liver(:,2),iprl liver(:,3),'ko'...
,LOU 1,L0U 1,'k'...
,TFB 1,L0U 1, 'k:"...
,TFA 1,L0U 1, 'k:");

hold on;

x1lim ([5 10071);

ylim([5 100]);

set (gca, 'FontName', 'Times')

title('Kestirim - Gozlem (log - log)','FontSize', 12,
'fontweight', 'b'")

xlabel ('Karacigerdeki pitavastatin miktari-Gozlem (pg)', 'FontSize',
10, 'fontweight','b')

ylabel ('Karacigerdeki pitavastatin miktari-Kestirim

(ng) ', 'FontSize', 10, 'fontweight', 'b'")

set (h3 liver(l), 'LineWidth',1.0)

set (h3 liver(2), 'MarkerEdgeColor', 'c', '"MarkerFaceColor', 'c', 'MarkersS
ize',10)

[

% zamana karsi agirlikli reziduel grafigi
subplot (2,2,3)
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h4 liver =

plot (iprl liver(:,1), (iprl liver(:,4)/iprl liver(:,3)),'ko"); %
weighted residuals

hold on

plOt<[oltmaX]I [OI O]I 'k_')

title('Agirlikli Rezidiiel - Zaman', 'FontSize', 12, 'fontweight', 'b'")
xlabel ('Zaman (dk)','FontSize', 10, 'fontweight',6 'b'")

ylabel ('Agirlikli rezidiiel', 'FontSize', 10, 'fontweight',6 'b')
x1lim([tmin tmax]);

ylim([-1 11);

set (gca, 'Xtick', [0 15 60])

set (gca, 'FontName', 'Times')

set (h4 liver(l), 'LineWidth',1.0)

[

% kestirim degerlerine karsi agirlikli reziduel grafigi

subplot (2,2,4)

h5 liver =

semilogx (iprl liver(:,3), (iprl liver(:,4)/iprl liver(:,3)),'ko");
hold on

plot ([10 1001, (0,01, 'k=")

hold off

title('Kestirim - AJirlikli Rezidiel', 'FontSize', 12,
'fontweight', 'b'")

xlabel ('Karacigerdeki pitavastatin miktari-Kestirim

(ng) ', 'FontSize', 10, 'fontweight','b'")

ylabel ('A§1rlikli rezidiel', 'FontSize', 10, 'fontweight',6'b'")
xlim([min (iprl liver(:,3)) max(iprl liver(:,3))]);

ylim([-1 1]);

set (gca, 'FontName', 'Times')

set (h5 liver(l), 'LineWidth',1.0)

%% SAFRA GRAFIKLERI

% zamana karsi gozlem ve kestirim degerleri grafigi
figure('Position', [400 10 800 800])

subplot (2,2,1)

hl bile = plot(t_sim,simulated bile, 'black'");

hold on

scatter (iprl bile(:,1),iprl bile(:,2), 'ko");

set (gca, "Xtick', [0 15 60], 'FontName', 'Times')

title('Miktar - Zaman', 'FontSize', 12, 'fontweight',6'b'")
xlabel ('Zaman (dk)','FontSize', 10, 'fontweight','b')

ylabel ('Safradaki pitavastatin miktari (pg)','FontSize', 10,
'fontweight', 'b'")

legend ('Kestirim profili', 'Gozlem deferleri', 'location', 'best')
set (legend, "FontSize', 8)

hold off

o

p b = polyfit(iprl bile(:,2),iprl bile(:,3),1); % p returns slope
and intercept of any polynomial function; here 1 indicates first
order (linear)

ybfit = polyval(p_b,iprl bile(:,2)); % returns predicted y for all
values of x using slope and intercepts defined in p same as yfit =
p (1) *x+p(2)

ybresid = iprl bile(:,3) - ybfit;

SSresidb = sum(ybresid.”2);

Sstotalb = (length(iprl bile(:,3))-1)*var (iprl bile(:,3));
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rsqg_b 1 - SSresidb/SStotalb;

LOU b = [0.1;100];

TFB b [0.05;50];

TFA b [0.2;200];

xsim b = linspace(0.01,0.1,0.00001);

LOBF b

polyval (p_b,xsim b);

Q

% gozlem degerlerine karsi kestirim degerleri grafigi

subplot (2,2,2)
h3 bile = loglog(iprl bile(:,2),iprl bile(:,3),'ko"...
,LOU b,LOU b, 'k'...
,TFB_b,LOU b, 'k:'...
,TFA b,LOU b, 'k:');
hold on;
x1im([0.1 2071);
ylim([0.1 20]);
set (gca, 'FontName', 'Times')
title('Kestirim - Gozlem (log - log)', 'FontSize', 12,
'fontweight', 'b'")
xlabel ('Safradaki pitavastatin miktari-Goézlem (pg)', 'FontSize', 10,
'fontweight', 'b'")
ylabel ('Safradaki pitavastatin miktari-Kestirim (ng)','FontSize',
10, 'fontweight','b')
set (h3 bile(l), 'LinewWidth',1.0)
set (h3 bile(2), '"MarkerEdgeColor', 'c', '"MarkerFaceColor', 'c', '"MarkerSi
ze',10)

% zamana karsi agirlikli reziduel grafigi

subplot (2,2, 3)

h4 bile = plot(iprl bile(:,1), (iprl bile(:,4)/iprl bile(:,3)),'ko");
% weighted residuals

hold on

plot ([0, tmax], [0,0], "'k=")

title('A§girlikli Rezidiiel - Zaman', 'FontSize', 12, 'fontweight',6 'b'")
xlabel ('Zaman (dk)','FontSize', 10, 'fontweight',6 'b'")

ylabel ('A§1rlikli rezidiiel', '"FontSize', 10, 'fontweight',6'b")
xlim([tmin tmax]);

ylim([-1 1]);

set (gca, 'FontName', 'Times')

set (gca, "Xtick', [0 15 601])

set (h4 bile(l), 'LineWidth',1.0)

[

% kestirim degerlerine karsi agirlikli reziduel grafigi

subplot (2,2,4)

h5 bile =

semilogx (iprl bile(:,3), (iprl bile(:,4)/iprl bile(:,3)),'ko");
hold on

plot ([0.1 1001,[0,01, " 'k=")

hold off

title('Kestirim - Agirlikli Rezidiiel', 'FontSize', 12,
'fontweight', 'b'")

xlabel ('Safradaki pitavastatin miktari-Kestirim (pg)
10, 'fontweight','b')

ylabel ('A§1irlikli rezidiiel', 'FontSize', 10, 'fontweight',6'b")

, 'FontSize',



xlim([min (iprl bile(:,3)) max(iprl bile(:,3))1);

ylim([-1 171);
set (gca, 'FontName', 'Times')
set (h5 bile(1l), 'LineWidth',1.0)

1.3. Fonksiyonlar
function dA=iprl(~,A,a,b)

Sparametreler a

O p=a(l);
V_p = a(2);
V ES = a(3);
V IS = a(4);
fu p = a(d);
fu IS = a(6);

$parametreler b

Clpasif = b(l);
CLaktif= b (2);
CLsafra = b (3

~ ~

’

%diferansiyel denklemler

dA=[0;0;0;0]; $ 4 denklem tanimlanacagini belirtir
dA(l)= Q p*((A(2)/V_ES)-(A(1)/V_ p)); % perfuzat

dA(2)= (Q p*(A(1)/V p-A(2)/V _ES))+ (CLpasif*((fu IS*A(3)/V_IS)-

(fu p*A(2)/V_ES))) -

°

(CLaktif*fu p*A(2)/V_ES); % karaciger ekstraseluler

dA(3)= (CLpasif* ((fu_p*A(2)/V_ES)-(fu IS*A(3)/V_IS))) +

(CLaktif*fu p*A(2)/V_ES)-...

(CLsafra*fu IS*A(3)/V_IS); % karaciger intraseluler

dA(4)= (CLsafra*fu_IS*A(3)/V_IS);% safra
end

function s =iprl multisolvesimulation(t sim,a,b, initcond)

tmax=max (t_sim);

options=odeset ('RelTol', le-8, "AbsTol',1le-10);

sol = oded45(@iprl, [0, tmax], initcond,options,a,b);
s = deval(sol,t sim);
end

function simdata = sim iprl objfun(t2,initcond, a,b)

tmax=max (t2) ;

options = optimset();
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odefun = @ (t2,A) iprl(t2,A,a,b);
sol = oded5 (odefun, [0, tmax],initcond, options) ;

simulatedData = deval (sol,t2);

simdata=

[simulatedData (1, :); (simulatedData (2, :)+simulatedData(3,:)); ...
simulatedData(4,:)]"';

end

function resid = iprl objfun(x, fitdata2,t2,initcond,a,b)

tmax=max (t2) ;

options = optimset();

odefun = @ (t2,A) iprl(t2,A,a,b);

sol = oded5 (odefun, [0, tmax], initcond, options) ;

simulatedData = deval (sol,t2);

simData2=

[simulatedData(l, :); (simulatedData (2, :)+simulatedbData(3,:)); ...
simulatedData(4,:)]"';

resid = [fitdata2-simData?];

resid= resid(:);

resid(isnan (resid))=[1];

end

2. 5 Alt Kompartman Modeli

2.1. Komut dosyasi

[

$% veriler

drug name = {'Pitavastatin'}; %ilac adi
MW = 0.4205; % molekul agirligi ug/mol

fitdata=importfile('fitdatapool.txt', 1, inf);
fitdata2=fitdata (25:end, :);

datamean=43.2630; %datamean kontrol+inh verisi

t=importtimepoints ('fitdatapool.txt', [1, Inf]);
t2=t (25:end, :);

tmax=max (t2) ;
tmin=min (t2) ;

[

%% Sistem parametreleri
tparametreler a

Q p = 15; % mL/min
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V. p = 150; 5 mL

V ES = 0.201*40*%0.3; % mL/g karaciger *40g karaciger/sican kg*0.3 kg
sican

V_ IS = 0.482*40*%0.3; % mL/g karaciger *40g karaciger/sican kg*0.3 kg
sican

fup =20.1; % 1% BSA icin
fu IS = 0.053; % sican hepatosiylerinde pitavastatin serbest
fraksiyonu

a=[Q p;V p;V ES;V IS;fu p;fu IS]; % sistem parametreleri
%% Sabit parametreler

$parametreler b

Clpasif = 15.696; % mL/dk

CLaktif= 171.36; $ mL/dk (deger ilk simulasyon icin verilmistir)
$ CLaktif= 1098;

ClLsafra = 0.074; $ mL/dk (deger ilk simulasyon icin
verilmistir)

% CLsafra = 1.365;
b=[CLpasif;CLaktif;CLsafral; % sabit/kestirimi yapilacak
parametreler

%% Klerens kestirimi %on simulasyon calismasinda baslangic kosullary
alynacak
initcond=[datamean;0;0;0;0;0;0;0;0;0;0;0];

$ aktif ve safra

x0 =[CLaktif;CLsafral; %tahmin degeri
lb = [0;07;
ub = [inf;inf];

objfun2 = @(x) iprl objfunb5(x,fitdata2,t2,initcond,a,b);

lsgnoptions= optimset ('Algorithm', 'trust-region-

reflective', 'Diagnostics’', ...
'on','Display', 'iter', '"MaxFunEvals',10000, 'Maxiter', 1000, ...
'TolX',le-8, 'PrecondBandWidth', 0) ;

[x, resnorm, residual,~,~,~,jacobian]=1lsgnonlin (objfun2,x0,1b,ub, lsqno
ptions);

jacobian full=full (jacobian);

vr = sum((residual-mean (residual)) .”2)/ (length (residual)-length(x));
Cov = inv(jacobian full'*jacobian full) *var (residual);

sd = sqgrt(diag(Cov));

CV = sqgrt(diag(Cov)) ./x*100; % percentage CV

corr = (Cov./sd)./(sd")

Summary = [x,sd,CV]

CLaktif=x(1);
CLsafra=x(2);

a=[Q p;V p;V ES;V IS;fu p;fu IS];
b=[CLpasif;CLaktif;CLsafra];



%% reziduel hesabi
initcond=[datamean;0;0;0;0;0;0;0;0;0;0;01;
simdata=sim iprl objfunb(t2,initcond, a,b);

$kestirim degerleri

perfusate predicted=simdata(:,1); S%perfuzat
liver predicted=simdata(:,2); S%Skaraciger
bile predicted=simdata(:,3); %safra

$gozlem degerleri

perfusate observed=fitdata2(:,1); %perfuzat
liver observed= fitdata2(:,2); %karaciger
bile observed= fitdata2(:,3); %safra

$rezidiel

resid=[fitdataZ2-simdatal;

perfusate resid=resid(:,1); S%perfuzat
liver resid=resid(:,2); S%karaciger
bile resid=resid(:,3); %safra

resid all=resid(:);
resid all(any(isnan(resid all),2),:) = [];
resnorm2=sum( (resid all) ."2);

%1.kolon zaman , 2. kolon gozlem, 3. kolon kestirim, 4. kolon
reziduel

iprl perf=[t2 perfusate observed perfusate predicted
perfusate resid];

o)

iprl perf (any(isnan(iprl perf),2),:) = []; % perfluzat

iprl liver=[t2 liver observed liver predicted liver resid];

o)

iprl liver (any(isnan(iprl liver),2),:) = []; % karaci?er

iprl bile=[t2 bile observed bile predicted bile resid];

iprl bile(any(isnan(iprl bile),2),:) = []; % safra

%% Simtlasyon

t sim = [0:0.1:60];

s =iprl multisolvesimulation5(t sim,a,b,initcond);

sumliver= s(2,:)+s(3,:)+s(4,:)+s(5,:)+s(6,:)+s(7,:) ...
+s(8,:)+s(9, :)+s (10, :)+s (11, :);

massbalance=sum (s) ;

pred s= [s(1l,:); sumliver(l,:);s(end,:)];

simulated perf= pred s(l,:); %perfiizat similasyon
simulated liver= pred s(2,:); S%karaci?er similasyon
simulated bile= pred s(3,:); %safra similasyon

2.2. Grafikler (Bkz. 1.2.)

2.3. Fonksiyonlar

function dA=iprl5(~,A,a,b)
tparametreler a

OQp=al(l);
V_p = al(2);
V_ ES = a(3);
V. IS = a(4);
fu p = a(d);
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fu IS = a(6);
$parametreler b
Clpasif =

b (1)
CLaktif= b (2);
CLsafra = b (3)

$diferansiyel denklemler

dA=[0;0;0;0;0;0;0;0;0;0;,0;0]; % 12 denklem tanimlanacagini belirtir

dA(l)= Q p*((A(6)/(V_ES/5))-(A(1)/V_ p)); % perfuzat

dA(2)= (Q_p* )/V_p - A(2)/(V ES/5

(CLpasif/5%*( fu_IS*A(7)/ (V IS/5) fu p*A(2)/(V_ES/5)))) - ...
)

((CLaktif/5) *fu p*A(2 / V_ES/5 ; % karaciger ekstraseluler-1

dA(3)= (Q p*(A(2)/(V_ES/5) - A(3)/ V_ES/5)

(CLpasif/5*((fu_IS*A(8)/ (V IS/5) (fu p*A(3)/(V_ES/5)))) - ...
((CLaktif/5)*fu_p*A(3)/ V_ES/5 % karaciger ekstraseluler-2
dA(4)= (Q_p*(A(3)/(V_ES/5 - A(4)/ \Y ES/5
(CLpasif/5*((fu_IS*A(9)/ (V IS/5) (fu p*A( )/(V_ES/5)))) - ...
((CLaktif/5)*fu p*A(4 )/ V_ES/5 % karaciger ekstraseluler-3
dA(5)= (Q_p*(A(4)/(V_ES/5 - A(5)/ \Y% ES/5
(CLpasif/5*((fu_IS*A(lO)/ (V_ IS/5) (fu p*A(5)/(V_ES/5)))) - ...
((CLaktif/5)*fu p*A(5)/ V_ES/5 % karaciger ekstraseluler-4
dA (6)= (Q_p*(A(5)/(V_ES/5 - A(6)/ \Y% ES/5
(CLpasif/5*((fu_IS*A(ll)/ (V_ IS/5) (fu p*A(6)/(V_ES/5)))) - ...
((CLaktif/5)*fu p*A(6)/ V_ES/5 % karaciger ekstraseluler-5
dA(7)= (CLpasif/5*((fu_p*A(2)/ (V ES/5 (fu IS*A(7)/(V_IS/5))) +

((CLaktif/5)*fu p*A(2)/(V_ES/5))
((CLsafra/5)*fu_IS*A(7)/(V_IS/5)));% karaciger intraseluler-1

dA (8)= (CLpasif/5*((fu_p*A(3)/ (V ES/5 (fu IS*A(8)/(V_IS/5))) +
((CLaktif/5)*fu p*A(3)/(V_ES/5))
((CLsafra/5)*fu_IS*A(S)/(V_IS/5)));% karaciger intraseluler-2

dA (9) = (CLpaSif/5*((fu_p*A(4)/ (V ES/5 (fu IS*A(9)/(V_IS/5))) +
((CLaktif/5)*fu p*A(4)/(V_ES/5))

((CLsafra/S)*fu_IS*A(9)/(V_IS/5)));% karaciger intraseluler-3
dA (10)= (CLpaSif/5*((fu_p*A(5)/ (V ES/5 (fu IS*A(lO)/(V_IS/S))) +
((CLaktif/5)*fu p*A(5)/(V_ES/5))

((CLsafra/S)*fu_IS*A(lO)/(V_IS/S)));% karaciger intraseluler-4
dA(11)= (CLpaSif/5*((fu7p*A(6)/ (V ES/5 (fu IS*A(ll)/(Vils/S))) +
((CLaktif/5)*fu p*A(6)/(V_ES/5)) .

((CLsafra/5)*fuils*A(ll)/(Vils/5)));% karaciger intraseluler-5
dA(12)= (CLsafra*fuils*(A(7)+A(8)+A(9)+A(10)+A(11))/(VﬁIS));% safra

function s =iprl multisolvesimulation5(t sim,a,b,initcond)

tmax=max (t sim);



223

options=odeset ('RelTol', le-8, "AbsTol', 1le-10) ;

sol = oded5 (@iprl5, [0, tmax], initcond,options,a,b);
s = deval(sol,t _sim);

end

function simdata = sim iprl objfun5(t2,initcond, a,b)

tmax=max (t2) ;

options = optimset();

odefun = @ (t2,A) iprl5(t2,A,a,b);

sol = oded5 (odefun, [0, tmax],initcond, options) ;
simulatedData = deval (sol,t2);

simdata=

[simulatedData (1, :); (simulatedData (2, :)+simulatedData(3,:) ...
+simulatedData (4, :) +simulatedData (5, :) +simulatedData (6, :)+...
simulatedData (7, :)+simulatedData (8, :)+simulatedData (9, :)+...
simulatedData (10, :)+simulatedData (11, :));simulatedData(12,:)]1"';

end

function resid = iprl objfunb(x,fitdata2,t2,initcond, a,b)

tmax=max (t2) ;
options = optimset();

odefun = @ (t2,A) iprl5(t2,A,a,b);
sol = oded5 (odefun, [0, tmax],initcond,options);

simulatedData = deval (sol,t2);

simData2=

[simulatedData (1, :); (simulatedData (2, :)+simulatedData(3,:) ...
+simulatedData (4, :) +simulatedData (5, :) +simulatedData (6, :)+...
simulatedData (7, :)+simulatedData (8, :)+simulatedData (9, :)+...
simulatedData (10, :)+simulatedbData (11, :));simulatedData(12,:)1]1"';

resid = [fitdata2-simData?];
resid= resid(:);

resid(isnan (resid))=[];

end
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3. Belirsizlik analizi ve PRCC Analizi

3.1. Komut dosyasi
%% BELIRSIZLIK VE DUYARLILIK ANALIZLERI
%% PRCC analizi

%% PRCC analizi

clear
close all

%% parametreler

drug name = {'Pitavastatin'};
MW = 0.4205; % ug/mol
t = [0:0.1:60]"

t2= [0:0.1:15]"
initcond=[43.2630;0;0;0]; %baslangic kosullari deneysel

’
’

n_samples = 1000;
P= load (P):;
P = loadParam(n_samples) ;
param names = {'Q {P} (mL/dk)', 'V {P} (mL)', 'V {ES} (mL)', 'V {IS}
(mL)', 'fu {P}', 'fu {IS}', 'CL {pasif} (mL/dk)', 'CL {aktif}
(mL/dk) "', 'CL {safra} (mL/dk)'};
param names2 = {'Q {P}', 'V {P}', 'V {ES}', 'V _{Is}', "fu {P}',
'fu {Is}', 'CL {pasif}', 'CL {aktif}', 'CL {safra}'};
n_param = size (P, 2);
% parametreler icin dagilim seklinin kontrolu
figure ()
for i = 1:n param

subplot (3,3,1)

histogram(P(:,1))

ylabel ('Frekans')

title (param names{i})

set (gca, 'FontName', 'Times', 'FontSize', 10)
end

%% Simulasyon

1t = length(t);

simulated perf = zeros(lt, n_ samples);
simulated liver = zeros(lt, n samples);

simulated bile = zeros(lt, n_samples);

%60 dk simulasyon
for i = 1:n samples

simdata = mc_iprl objfun(t, initcond, P(i,:)");

simulated perf(:,i) = simdata(:,1);
simulated liver(:,1i) = simdata(:,2);
simulated bile(:,1i) = simdata(:,3);

end

%15 dk simulasyon



for i = 1:n samples
simdata = mc_iprl objfun(t2, initcond, P(i,:)");
simulated perf2(:,i) = simdata(:,1);
simulated liver2(:,i) = simdata(:,2);
simulated bile2(:,1i) = simdata(:,3);
end

$kestirim AUC
auc_perf60=trapz(t, (simulated perf/150/MW)); %60 dk
auc_perflS=trapz(t2, (simulated perf2/150/MW)); %15 dk

$kestirim karacigerdeki miktar
A liver60O=simulated liver (end, :); 3%A60, karaci?er
A liverlbS=simulated liver2(end, :); %Al5, karaciZer

$kestirim safradaki miktar
A bile60= simulated bile(end, :); %A60, safra
A bilelb5= simulated bile2(end, :); %Al5, safra
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outputs=[auc _perfl5; auc perf60; A liverl5; A liver60; A bilel5;...

A bile60];
output names = {'EAA {0-15} (uM.dk)', 'EAA {0-60} (uM.dk)',...
'A {15, karacider} (npg)', 'A {60, karacider} (pg)', 'A {15,
safra}l (pg)',...
'A_{60, safra} (pg)'};
output names2 = {'EAA {0-15}', 'EAA {0-60}",...

'A {15, karacider}', 'A {60, karacider}', 'A {15, safral',...

'A {60, safra}'};
n_outputs = size (outputs,2);

%% gbzlem degerleri
load 'fitdatapool.mat'
%gozlem EAA (AUC)
AUC15 observed=

[6.2281;7.3643;8.5774;8.3353;8.8791;9.5139;9.8890;9.8589];
AUC60_observed=

[20.2823;18.9420;13.4427;19.2322;17.4955;26.8506;14.5426;16.8915;16.

9381;28.6048;22.4162];

%gozlem karacigerdeki miktar
Aliverl5 observed= fitdatapool.liver(1:120);
Aliverl5 observed(any(isnan (Aliverl5 observed),2),:) = [];

Aliver60 observed= fitdatapool.liver(121:168);
Aliver60 observed(any(isnan (Aliver60 observed),2), :)

—
[—
~

%gozlem safradaki miktar
Abilel5 observed= fitdatapool.bile(1:120);
Abilel5 observed(any(isnan(Abilel5 observed),2),:) = [];

Abile60 observed= fitdatapool.bile(121:168);
Abile60 observed(any(isnan(Abile60 observed),2),:)

—
[a—
~
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o

% Belirsizlik analizleri

Empirik kumulatif dagilim yogunluk fonksiyonu

auc_perfuzat

figure ('Position', [400 10 800 800]) -

subplot(2,1,1);

[y2,x2]=ecdf (log(auc_perfld));

[yl,x1]=hist (log(auc_perfl5));

l[ax,~,~]=plotyy(x1l,yl./n samples,x2,y2,Q(x,y)bar(x,y,1,'c'), 'stairs’
)

set (gca, 'FontName', 'Times', 'FontSize', 14)

ylabel (ax (1), 'Histogram: Kestirim dederlerinin fraksiyonu',
'FontSize', 12, 'FontName', 'Times');

ylabel (ax(2), 'Kumilatif yodunluk fonksiyonu: Kumtlatif olasylvyk',
'FontSize', 12, 'FontName', 'Times');

xlabel ('log (EAA {0-15})");

title (output names(1l));

o

o°

subplot(2,1,2);

[y2,x2]=ecdf (log(auc_perf60));

[yl,x1]=hist (log(auc_perf60));

l[ax,~,~]=plotyy(x1l,yl./n samples,x2,y2,Q(x,y)bar(x,y,1,'c'), 'stairs’
) ;

set (gca, 'FontName', 'Times', 'FontSize', 14)

ylabel (ax (1), 'Histogram: Kestirim dederlerinin fraksiyonu',
'FontSize', 12, 'FontName', 'Times');

ylabel (ax (2), 'Kumtlatif yodunluk fonksiyonu: Kimilatif olasylvk',
'FontSize', 12, 'FontName', 'Times');

xlabel ('log (EAA {0-60})");

title (output names(2));

% Amax liver

figure('Position', [400 10 800 800]) -

subplot(2,1,1);

[y2,x2]=ecdf (log (A liverl5));

[yl,x1]=hist (log(A liverl5));

l[ax,~,~]=plotyy(x1l,yl./n samples,x2,y2,Q(x,y)bar(x,y,1,'c'), 'stairs’
) ;

set (gca, 'FontName', 'Times', 'FontSize', 14)

ylabel (ax (1), 'Histogram: Kestirim dederlerinin fraksiyonu',
'FontSize', 12, 'FontName', 'Times');

ylabel (ax (2), 'Kumtlatif yodunluk fonksiyonu: Kimilatif olasylvk',
'FontSize', 12, 'FontName', 'Times');

xlabel ('"Log (A {15, karacider})');

title (output names(3));

subplot (2,1,2);

[y2,x2]=ecdf (log (A 1liver60));

[yl,x1]=hist (log(A 1liver60));

l[ax,~,~]=plotyy(x1l,yl./n samples,x2,y2,Q(x,y)bar(x,y,1,'c'), 'stairs’
) ;

set (gca, 'FontName', 'Times', 'FontSize', 14)

ylabel (ax (1), 'Histogram: Kestirim dederlerinin fraksiyonu',
'FontSize', 12, 'FontName', 'Times');

ylabel (ax (2), 'Kumtlatif yodunluk fonksiyonu: Kimilatif olasylvk',
'FontSize', 12, 'FontName',6 'Times');

xlabel ('Log (A {60, karacider})');

title (output names (4));



[

% Amax bile

figure ('Position', [400 10 800 800]1) ;
subplot(2,1,1);
[y2,x2]=ecdf (log (A bilel5));
[yl,x1]=hist (log (A bilel5));
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l[ax,~,~]=plotyy(x1l,yl./n samples,x2,y2,Q(x,y)bar(x,y,1,'c'), 'stairs’

)

set (gca, 'FontName', 'Times', 'FontSize', 14)

ylabel (ax (1), 'Histogram: Kestirim dederlerinin fraksiyonu',
'FontSize', 12, 'FontName', 'Times');

ylabel (ax (2), 'Kumilatif yodunluk fonksiyonu: Kimtlatif olasylyk'

'FontSize', 12, 'FontName', 'Times');
xlabel ('Log (A {15, safra})');
title (output names(5));

subplot(2,1,2);
[y2,x2]=ecdf (log (A bile60));
[yl,x1]=hist (log(A bile60));

l[ax,~,~]=plotyy(x1l,yl./n samples,x2,y2,Q(x,y)bar(x,y,1,'c'), 'stairs’

) ;

set (gca, 'FontName', 'Times', 'FontSize', 14)

ylabel (ax (1), 'Histogram: Kestirim dederlerinin fraksiyonu',
'FontSize', 12, 'FontName', 'Times');

ylabel (ax (2), 'Kumtlatif yodunluk fonksiyonu: Kimiilatif olasylyk',

'FontSize', 12, 'FontName', 'Times');
xlabel ('Log (A {60, safra})');
title (output names(6));

% Kutu grafikleri

figure('Position', [400 10 800 800]) -
subplot (3,2,1);

gl = [ones(size (AUCl5 observed)); 2*ones(size(auc_perfl5'))];
boxplot ([AUC15 observed; auc perfl5'], gl)
set (gca, 'XTickLabel', {'GOzlem', 'Kestirim'})
set (gca, 'FontName', 'Times', 'FontSize', 14)
title (output names(1l));

ylabel ("EAA (uM.dk) ") ;

hold on;

scatter (2,mean (auc_perfld5), 'b");

scatter (1, mean (AUC15 observed), 'b'");

subplot (3,2,2);

g2 = [ones(size (AUC60 observed)); 2*ones(size(auc _perf60'))];
boxplot ([AUC60 observed; auc perf60'], g2)

set (gca, 'XTickLabel', {'GOzlem', 'Kestirim'})

set (gca, 'FontName', 'Times', 'FontSize', 14)

title (output names(2));

ylabel ("EAA (uM.dk) ") ;

hold on;

scatter (2,mean (auc_perf60),'b");

scatter (1,mean (AUC60 observed), 'b');

subplot (3,2,3);

g3 = [ones(size(Aliverl5 observed)); 2*ones(size (A liverl5'))];

boxplot ([Aliverl5 observed; A liverl5'], g3)
set (gca, 'XTickLabel', {'GOzlem', 'Kestirim'})
title (output names (3));
ylabel ("Miktar (ug)'");
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set (gca, 'FontName', 'Times', 'FontSize', 14)
hold on;

scatter (2,mean(A liverl5), 'b');

scatter (1l,mean (Aliverl5 observed), 'b');

subplot (3,2,4);

g4 = [ones(size(Aliver60 observed)); 2*ones(size (A liverc0'))];
boxplot ([Aliver60 observed; A liver60'], g4)

set (gca, 'XTickLabel', {'Gozlem', 'Kestirim'})

title (output names(4));

ylabel ('Miktar (ug)');

set (gca, 'FontName', 'Times', 'FontSize', 14)

hold on;

scatter (2,mean (A liver60), 'b'");

scatter (1,mean (Aliver60 observed), 'b');

subplot (3,2,5);

g5 = [ones(size(Abilel5 observed)); 2*ones(size(A bileld5'))];
boxplot ([Abilel5 observed; A bilel5'], gb)

set (gca, 'XTickLabel', {'Gozlem', 'Kestirim'})

title (output names(5));

ylabel ('Miktar (ug)');

set (gca, 'FontName', 'Times', 'FontSize', 14)

hold on;

scatter (2,mean(A bilel5), 'b');

scatter (l,mean (Abilel5 observed), 'b');

subplot (3,2,6);

g6 = [ones(size(Abile60 observed)); 2*ones(size(A bile60'))];
boxplot ([Abile60 observed; A bile60'], gb)

set (gca, 'XTickLabel', {'Gozlem', 'Kestirim'})

title (output names(6));

ylabel ('"Miktar (ug)'");

set (gca, 'FontName', 'Times', 'FontSize', 14)

hold on;

scatter (2,mean (A bile60),'b");

scatter (1,mean (Abile60 observed), 'b');

legend('show', 'Ortalama', 'Position',[0.825 0.03 0.05 0.05])

[

% table - statistical metrics:

stats auc perfl5=[mean(auc_perfld); geomean (auc_perfl));
median (auc_perfl5); std(auc perfl5)/mean (auc_perfl5) *100;
prctile(auc _perfl5,5); prctile(auc perfl5,95)];

stats_auc perf60=[mean (auc perf60); geomean (auc perf60);
median (auc_perf60); std(auc perf60)/mean (auc_perf60) *100;
prctile (auc perf60,5); prctile(auc perf60,95)];

stats A liverl5=[mean (A liverl5); geomean(A liverl5);
median (A liverlb); std(A liverld)/mean (A liverl5)*100;
prctile(A liverl5,5); prctile(A liverl5,95)];

stats A liver60=[mean (A liver60); geomean(A liver60);
median (A liver60); std(A liver60)/mean (A liver60)*100;
prctile(A liver60,5); prctile(A liver60,95)];

stats A bilel5=[mean(A bilel5); geomean(A bilel5); median (A bilelb);
std(A bilel5)/mean(A bilel5)*100; prctile(A bilel5,5);
prctile (A bilel5,95)];
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stats A bile60=[mean (A bile60); geomean (A bile60); median (A bile60);
std(A bile60)/mean(A bile60)*100; prctile(A bile60,5);
prctile (A bile60,95)];

$istatistik tablosu elde etme ve kaydetme
StatsTablel=table (categorical ({'Arithmetic mean';'Geometric
mean'; 'Median';'CV (%) '; 'percentile: 5th';'percentile:
95th'}),stats_auc _perfl5,stats auc perf60,stats A liverl5,
stats A liver60, stats A bilel5, stats A bile6O, ...
'VariableNames', {'Stats' 'AUC perfusate 15 min', 'AUC perfusate
60 min', ...
'A in liver 15 min', 'A in liver 60 min', 'A in bile 15 min',...
'A in bile 60 min'});

filename = 'statstablel.xlsx';
writetable (StatsTablel, filename, 'Sheet',1, '"Range', 'Al");

%% Korelasyon grafikleri

for j= 1:6
figure ('units', "inch', 'position', [0,0,10,10*8/8]);
for i = 1:n param
subplot (3,3,1)

scatter (P (:,1i),outputs(j,:))
set (gca, 'FontName', 'Times', 'FontSize', 16)
ylabel (output names{j})
title (param names{i})
set (gca, 'FontWeight', 'bold"');
end
end

%% PRCC analizi

[rho perfl5, pval perfl5]=partialcorri (outputs(l,:)"',
P, 'Type', 'Spearman') ;
[rho perf60, pval perf60]=partialcorri (outputs(2,:)"',
P, 'Type', 'Spearman') ;

[rho liverl5, pval liverl5]=partialcorri (outputs(3,:)"',
P, 'Type', 'Spearman') ;
[rho liver60, pval liver60]=partialcorri (outputs(4,:)"',

P, 'Type', 'Spearman') ;
[rho bilel5, pval bilel5]=partialcorri (outputs(5,:)"',
P, 'Type', 'Spearman') ;
[rho bile60, pval bile60]=partialcorri (outputs(6,:)"',
P, 'Type', 'Spearman') ;

% Plot PRCC's

figure ('units', "inch', 'position', [0,0,10,7*6/6]) ;
subplot (3,2,1);

bar ((rho perfl5),'r');

set (gca, 'FontName', 'Times', 'FontSize', 12)

title (output names(1l));

ylabel ('PRCC");

set (gca, 'XTickLabel',param names2);
xtickangle (45)

set (gca, 'YTick', (-1:0.5:1))



subplot(3,2,2);
bar ((rho _perf60),'r');

set (gca, 'FontName', 'Times', 'FontSize',

title (output names (2));

ylabel ('PRCC'");

set (gca, 'XTickLabel',param names2) ;
xtickangle (45)

set(gca, 'YTick', (-1:0.5:1))

subplot (3,2,3);
bar (rho_liverl5);

set (gca, 'FontName', 'Times', 'FontSize',

title (output names(3));

ylabel ('PRCC'") ;

set (gca, 'XTickLabel',param names2) ;
xtickangle (45)

set(gca, 'YTick', (-1:0.5:1))

subplot (3,2,4);
bar (rho liver60);

set (gca, 'FontName', 'Times','FontSize',

title (output names(4));

ylabel ('PRCC'") ;

set (gca, 'XTickLabel',param names2) ;
xtickangle (45)

set (gca, 'YTick', (-1:0.5:1))

subplot (3,2,5);
bar ((rho bilel5), 'y');

set (gca, 'FontName', 'Times', 'FontSize',

title (output names(5));

ylabel ("PRCC'") ;

set (gca, 'XTickLabel',param names2) ;
xtickangle (45)

set (gca, 'YTick', (-1:0.5:1))

subplot(3,2,6);
bar ((rho bile60), 'y');

set (gca, 'FontName', 'Times', 'FontSize',

title (output names(6));

ylabel ("PRCC'") ;

set (gca, 'XTickLabel',param names2);
xtickangle (45)

set(gca, 'YTick', (-1:0.5:1))

% PRCC tablosu olusturma ve kaydetme

12)

12)

12)

12)

12)
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prccTable2=table (categorical (param names)',rho perfl5',pval perfl5',

rho perf60',pval perf60',rho liverl5',pval liverl5',

rho liver60', ...

pval liver60',rho bilel5',pval bilel5',rho bile60',pval bile60', ...

'VariableNames', {'Parameters' 'PRCC AUC perfusate 15 min',

'Pval AUC perfusate 15 min',...

'"PRCC_AUC perfusate 60 min', 'Pval AUC perfusate 60 min',...
'"PRCC_A in liver 15 min', 'Pval Amax in liver 15 min',
'"PRCC_A in liver 60 min', 'Pval Amax in liver 60 min',...
'"PRCC_A in bile 15 min','Pval Amax in bile 15 min',...
'"PRCC_A in bile 60 min', 'Pval Amax in bile 60 min'});
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filename = 'prcctable2.xlsx';
writetable (prccTable2, filename, 'Sheet', 1, '"Range', 'A1");

$% Kysmi syra korelasyon grafikleri

[~,1idxperfl5]=sort (auc_perfl5, 'descend');
[~,1idxperf60]=sort (auc_perf60, 'descend');
[~,idx1liverl5]=s (A _liverl5, 'descend')
[~ )
[~
[~

ort ;
ort ;

’

,1dxliver60]=s (A _liver60, 'descend'
,idxbilel5]=sort (A bilel5, "descend');
,1dxbile60]=sort (A bile60, "descend');

[~,idxParam]=sort (P, '"descend') ;

idx=[idxperfl5; idxperf60; idxliverlb5; idxliver60;idxbilel5;
idxbile60];
n_idx=size (idx,1);

for j=1:6
figure('units', 'inch', 'position', [0,0,10,10*%8/8])
temp = l:length (idx(j,:));

r = ones (length (idx(j,:)),1);
r(idx(j,:)) = temp;
temp = repmat([l:length(idx(j,:))]1"',1,9);

for iParam = 1:9
temp = l:length (idx(j,:));
temp2 = ones (length (idx(j,:)),1);
temp?2 (idxParam(:, iParam)) = temp;
r param(:,iParam) = temp2;

end

for iParam = 1:9

subplot (3,3, iParam) ;

scatter (r _param(:,iParam),r);

set (gca, 'FontName', 'Times', 'FontSize', 16)
title (param names2{iParam}) ;

ylabel (output names2{j})

set (gca, 'FontWeight', 'bold"') ;

end

end



3.2. Fonksiyonlar
function [P] = loadParam(n_samples)

%% parametreler icin ortalama degerler

= 15;

= 150;
0.201*40%0.3;
- 0.482*40%0.3;
fu p =10.1;

fu IS = 0.053;
Clpasif = 15.696;
CLaktif= 171.36;
CLsafra = 0.074;

<< <O
H =T O

S
S

paramlist=[Q p;V p;V ES;V IS;fu p;fu IS;CLpasif;CLaktif;CLsafra];

%% Parametrelerdeki belirsizlik, varyasyon eklenmesi

o

Q p ve V_p deneysel varyasyon
Pl inf = paramlist(1:2)*0.95;
Pl sup = paramlist(1:2)*1.05;

Ul = rand(n_samples, 2);
P QpVp = zeros(n_samples, 2);
for i = 1:n samples
P QpVp (i, :) = Pl inf' + Ul(i,:).*(P1 _sup' - Pl inf');
end
% V_ES ve V_IS deneysel varyasyon

P2 inf = paramlist(3:4)*0.9;
P2 sup = paramlist(3:4)*1.1;

U2 = rand(n_samples, 2);
P VESVIS = zeros(n_samples, 2);

for i = 1:n samples
P VESVIS (i, :) = P2 inf' + U2(i,:).*(P2 sup' - P2 inf');
end
% fu p, fu IS ve CLpasif % 30 varyasyon
P3 inf paramlist (5:7)*0.7;
P3 sup = paramlist(5:7)*1.3;

U3 = rand(n_samples, 3);
P fupfulISCLpasif = zeros(n samples, 3);

for i = 1:n samples
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P fupfulSCLpasif(i, :) = P3 inf' + U3(i,:).*(P3 _sup' - P3 inf');

end
%CL_aktif synyr degerler

P4 inf = 171.36;
P4 sup 1098;
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U4 = rand(n_samples, 1);
P CLaktif = P4 inf + U4.* (P4 sup - P4 inf);

$CLsafra s?n?r degerler

P5 inf = 0.074;

P7 sup = 1.365;

U7 = rand(n_samples, 1);

P CLsafra = P5 inf + U7.*(P7 _sup - PS5 inf);

% parametre vektorunun olusturulmas?
P = [P _QpVp, P VESVIS, P fupfulISCLpasif, P CLaktif, P CLsafra];
end

function [dA]= mc iprl(~,A,paramlist)
$girdi parametreleri

Q p = paramlist(1l);

V_p = paramlist(2);

V_ES = paramlist(3);

V_IS = paramlist(4);

fu p paramlist (5);
fu IS = paramlist(6);
Clpasif = paramlist (7
CLaktif= paramlist (8)
CLsafra = paramlist (9

) ;

) ;

$diferansiyel denklemler

dA=[0;0;0;0]; % 4 denklem yazilacagini belirtir

dA(1)= Q p* ((A(2)/V_ES)-(A(1)/V_p)); % perfusat

dA(2)= (Q p*(A(1)/V p-A(2)/V_ES))+ (CLpasif* ((fu IS*A(3)/V_IS)-
(fu_p*A(2)/V_ES))) -

(CLaktif*fu p*A(2)/V_ES); % karaciger ekstraseluler
dA(3)= (CLpasif* ((fu p*A(2)/V_ES)-(fu IS*A(3)/V_IS))) +
(CLaktif*fu p*A(2)/V_ES)-...

(CLsafra*fu IS*A(3)/V_IS);% karaciger intraseluler

dA(4)= (CLsafra*fu_IS*A(3)/V_IS);% safra

end

function simdata = mc_iprl objfun(t,initcond,paramlist)
options = optimset();

odefun = @ (t,A) mc_iprl(t,A,paramlist);

sol = oded5 (odefun,t,initcond,options);

simulatedData = deval (sol,t);



simdata=

[simulatedData (1, :); (simulatedData (2,

simulatedData (4, :)]1"';

end

4. Monte Carlo Simiilasyonu

4.1. Komut dosyasi
%% MONTE CARLO ANALIZI

clear
close all

%% parametreler

drug name = {'Pitavastatin'}; %ilac adi
MW = 0.4205; % ug/mol
t = [0:0.1:60]"'; %simulasyon zaman noktalari

initcond=[43.2630;0;0;0]; %baslangic kosullari deneysel

n_samples = 1000;
P = loadParam(n_samples) ;
param names = {'Q {P} (mL/dk)

'y 'V_{P}
(mL) ', 'fu {P}', 'fu {IS}', 'CL {pasif}

(mL/dk) "', 'CL {safra} (mL/dk)'};

param names2 = {'Q {P}', 'V {P}',

'fu {Is}', 'CL {pasif}', 'CL_ {aktif}',

n_param = size(P,2);

[

figure ()

for i = 1:n param
subplot (3,3,1)
histogram(P(:,1))
ylabel ('Frekans')
title (param names{i})

set (gca, 'FontName', 'Times')

end

%% Simulasyon

1t = length(t);

simulated perf = zeros(lt, n_ samples);
simulated liver = zeros(lt, n samples)
simulated bile = zeros(lt, n samples);

for i = 1:n samples

simdata = mc_iprl objfun(t, initcond,
simulated perf(:,i) = simdata(:,1);
simulated liver(:,1i) = simdata(:,2);

, 2
simulated bile(:,1i) = simdata(:,3)

’

’

:)+simulatedData (3,

(mL) ',
(mL/dk) ',

'V_{ES}'",

% parametreler icin dagilim seklinin kontrolu

'V_{IS}',
'CL_{safral}'};

D)) ...

(mL) ",
'CL_ {aktif}

"fu {P}',
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end
$% Grafikler

load 'fitdatapool.mat'

fitdatapool.perf=fitdatapool.perf;

plotResults (t, simulated perf, simulated liver, simulated bile,
fitdatapool)

%% Filtreleme

limit bile = 5;
limit perf=10;
idx hit = false(n_samples,1);

for i = 1:n samples
idx bile = simulated bile(end,i) < limit bile;
idx perf = simulated perf(end,i) > limit perf;

idx hit(i) = idx bile;
% idx hit(i) = idx perf;
% idx hit(i) = idx bile && idx perf;

end

plotResults (t, simulated perf(:,idx hit),

simulated liver(:,idx hit), simulated bile(:,idx hit), fitdatapool)
% yline (subplot(1,3,1),10,'k--', 'DisplayName', 'Filtre')

yline (subplot(1,3,3),5, 'k--", 'DisplayName',6 'Filtre')

%% Kolmogorov Smirnov Testi

[kstat, pval, h] = MCFiltering (P, idx hit, param namesZ2);

4.2. Fonksiyonlar
function [P] = loadParam(n_samples)

o\°
o\°

mean parameters

Qp = 15; % expressed in mL/min

Vp 150; % expressed in mL

Ve = 0.201*%40*%0.3; % mL/g liver*40g liver/rat kg*0.3 kg rat
Vt = 0.482*%40*0.3; % mL/g liver*40g liver/rat kg*0.3 kg rat
fup = 0.1; $ for 1.5% BSA in perfusate

fut = 0.053; % unbound fraction of pitavastatin estimated in rat
hepatocytes

Clpassive = 15.696; $expressed in mL/min

CLactive= 275; % expressed in mL/min

Clbiliary = 0.36; % expressed in mL/min (value inserted just

for the simulation)

o

CLactive= 171.36; % expressed in mL/min
% Clbiliary = 0.074; % expressed in mL/min (value inserted
just for the simulation)

paramlist=[Qp;Vp;Ve;Vt; fup; fut;CLpassive;CLactive;CLbiliary];

o

% Add variability



[

3 Op and Vp
Pl inf = paramlist(1:2)*0.95;
Pl sup = paramlist(1:2)*1.05;

Ul = rand(n_samples, 2);
P QOpVp = zeros(n_samples, 2);
for i = 1:n _samples
P QpVp (i, :) = Pl inf' + Ul(i,:).*(P1 _sup' - Pl inf');
end
% Ve and Vt due to reported CV

P2 inf = paramlist(3:4)*0.9;
P2 sup = paramlist(3:4)*1.1;

U2 = rand(n_samples, 2);
P VeVt = zeros(n_samples, 2);
for i = 1:n samples
P vVevt (i, :) = P2 inf' + U2(i,:).* (P2 _sup' - P2 inf');
end

[

% fup, fut and Clpassive 30%
P3 inf = paramlist(5:7)*0.7;
P3 sup paramlist (5:7)*1.3;

U3 = rand(n_samples, 3);
P fupfutClpassive = zeros(n_samples, 3);

for i = 1:n samples

P fupfutClpassive (i, :) = P3 inf' + U3(i,:).*(P3_sup' -
P3 inf');
end

$CLactive limits

P4 inf = 171.36;

P4 sup = 1098;

U4 = rand(n_samples, 1);

P CLactive = P4 inf + U4.* (P4 sup - P4 inf);

%CLbiliary limits
P5 inf = 0.074;
P7 sup = 1.365;

U7 = rand(n_samples, 1);
P Clbiliary = P5 inf + U7.*(P7 sup - P5 inf);

% build parameters vector
P = [P QpVp, P VeVt, P fupfutClpassive, P CLactive, P Clbiliary];

end
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function [dA]= mc iprl(~,A,paramlist)
%girdi parametreleri

Q p = paramlist(1);

V_ p = paramlist(2);

V_ES = paramlist(3);

V_IS = paramlist(4);

fu p = paramlist (5);
fu IS = paramlist(6);
Clpasif = paramlist (7
CLaktif= paramlist (8)
CLsafra = paramlist (9

);
) ;

$diferansiyel denklemler

dA=[0;0;0;0]; % 4 denklem yazilacagini belirtir

da(1l)= Q p*((A(2)/V_ES)-(A(1)/V_p));

perfusat

dA(2)= (Q p*(A(1)/V p-A(2)/V _ES))+ (CLpasif*((fu IS*A(3)/V IS)-

(fu_p*A(2)/V_ES))) -

(CLaktif*fu_p*A(Z)/V_ES); % karaciger ekstraseluler

dA(3)= (CLpasif* ((fu p*A(2)/V ES)-(fu IS*A(3)/V IS))) +

(CLaktif*fu p*A(2)/V ES)-...

°

(CLsafra*fu IS*A(3)/V_IS);% karaciger intraseluler

dA (4)= (CLsafra*fu_IS*A(3)/V_IS);% safra

end

function simdata = mc_iprl objfun(t,initcond,paramlist)

options = optimset();

odefun = @ (t,A) mc_iprl(t,A,paramlist);

sol = oded5 (odefun,t,initcond,options);

simulatedData = deval (sol,t);

simdata=

[simulatedData (1, :); (simulatedData (2, :)+simulatedbData(3,:)); ...

simulatedData(4,:)]"';

end

function [kstat, pstat, h] = MCFiltering (P,

n param = size(P,2);
kstat = zeros(n param, 1);

pstat = zeros(n param, 1);
h = zeros(n_param, 1);
for i = 1:n param

P hit = P(idx hit,1i);
P nhit = P(~idx hit,1i);

idx hit, param names)

[h(i), pstat(i), kstat(i)] = kstest2(P _hit, P nhit);

end
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%% Istatistik test grafigi

figure ()

bar (kstat)

set (gca, 'xticklabel',param names, 'FontName', 'Times')
title('kstat')

xtickangle (45)

%% parametreler histogram grafigi

figure('units', '"inch', 'position', [0,0,10,10*8/8]);
for i = 1:n param
subplot (3,3,1)
hold on
histogram(P(idx hit, i), 'normalization', 'probability")
histogram(P(~idx hit,i), 'normalization', 'probability")
title (param names{i})
set (gca, 'FontName', 'Times')
if i==
legend('isabet eden', 'isabet etmeyen', 'location',
'none', 'Position', [0.825 0.03 0.05 0.05])
end
end

end

function [] = plotResults(t, simulated perf, simulated liver,
simulated bile, data)

%% perfuzat grafigi

median perfusate = median (simulated perf, 2);

sup perfusate = prctile(simulated perf, 97.5, 2);

inf perfusate = prctile(simulated perf, 2.5, 2);

sup _perfusate2 = prctile(simulated perf, 75, 2);

inf perfusate2 = prctile(simulated perf, 25, 2);

CI95 area = [sup perfusate; flipud(inf perfusate)];
CI50 area = [sup perfusate2; flipud(inf perfusate2)];
t area = [t; flipud(t)];

face alpha = 0.5;
face colorl = 'c'
face color2 'r

’
T .
’

figure ('units', "inch', 'position', [0,0,8,8%*8/8]);
subplot(1,3,1)

hold on

fill(t _area, CI95 area, face colorl, 'FaceAlpha', face alpha,
'LineStyle', 'none')

fill(t _area, CI50 area, face color2, 'FaceAlpha', face alpha,
'LineStyle', 'none')

plot (t, median perfusate, 'LineWidth', 2)

xlabel ('Zaman (dk) ")

ylabel ('Perflizattaki pitavastatin miktari (ug)"')
title('Perfiizat')

plot (data.time, data.perf, '*')
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set (gca, 'FontWeight', 'bold', 'FontName', 'Times"') ;
legend ('95%', '50%"', 'Ortanca', 'Gozlem
degerleri', 'Location', 'northeast')

%% karaciger grafigi

median liver = median(simulated liver, 2);
sup liver = prctile(simulated liver, 97.5,
inf liver = prctile(simulated liver, 2.5, 2
sup liver2 = prctile(simulated liver, 75, 2
inf liver2 prctile(simulated liver, 25, 2

2);
) ;
) ;
)

’

CI95 area = [sup liver; flipud(inf liver)];
CI50 area = [sup liver2; flipud(inf liver2)];
t area = [t; flipud(t)];

face alpha = 0.5;
face colorl = 'c'
face color2 r

)

’
T .
’

subplot (1, 3,2)

hold on

fill(t_area, CIO95 area, face colorl, 'FaceAlpha', face alpha,
'LineStyle', 'none')

fill(t_area, CI50 area, face color2, 'FaceAlpha', face alpha,
'LineStyle', 'none')

plot (t, median liver, 'LineWidth', 2)

xlabel ('Zaman (dk) ")

ylabel ('Karacigerdeki pitavastatin miktari (ug)')
title('Karaciger'")

plot (data.time, data.liver, '*')

set (gca, 'FontWeight', 'bold', 'FontName', 'Times"') ;

legend ('95%'", '50%"', 'Ortanca', 'Gozlem

degerleri', 'Location', 'southeast')

%% safra grafigi

median bile = median(simulated bile, 2);
sup bile = prctile(simulated bile, 97.5,
inf bile = prctile(simulated bile, 2.5, 2
sup bile2 = prctile(simulated bile, 75, 2
inf bile2 = prctile(simulated bile, 25, 2

2);
)7
) ;
)

’

CI95 area = [sup bile; flipud(inf bile)];
CI50 area = [sup bile2; flipud(inf bile2)];
t area = [t; flipud(t)];

face alpha = 0.5;
face colorl = 'c'
face color2 r

14
|l T .
14

subplot (1, 3, 3)

hold on

fill(t _area, CI95 area, face colorl, 'FaceAlpha', face alpha,
'LineStyle', 'none')

fill(t _area, CI50 area, face color2, 'FaceAlpha', face alpha,
'LineStyle', 'none')

plot (t, median bile, 'LineWidth', 2)

xlabel ('Zaman (dk) ")
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ylabel ('Safradaki pitavastatin miktari (ug)"')
title('Safra')

plot (data.time, data.bile, '*'")

set (gca, 'FontWeight', 'bold', 'FontName', 'Times"') ;
legend ('95%", '50%"', 'Ortanca', 'Gozlem

degerleri', 'Location', 'northwest')

end

5. Tek Alt Kompartman Modelinde Kontrol ve inhibitor kosulu ile veri analizi

5.1. Komut dosyasi
close all

clc

clear

%% veriler

drug name = {'Pitavastatin'}; %ilac adi
MW = 0.4205; % molekul agirligi ug/mol

fitdatal=importfile('fitdatapool.txt', 1, inf);
fitdata2=fitdatal (25:end, :); %fitdatapool
fitdata3=importfile('fitdatahighinhibitor.txt"', 1, inf);
fitdatad=fitdata3(13:end, :); %high inhibitor
fitdata=[fitdata?2; fitdata4d];

fitdata massbalance= sum(fitdata');
fitdata massbalance (isnan(fitdata massbalance))=[];
datamean=mean (fitdata massbalance) ;

tl=importtimepoints ('fitdatapool.txt', [1, Inf]);
t2=t1(25:end, :); %fitdatapool

t3=importtimepoints ('fitdatahighinhibitor.txt', [1, Inf]);
t4=t3(13:end, :); %high inhibitor

t=[t2;t4d];

tmax=60;
tmin=0;
%% Sistem parametreleri

tparametreler a

= 15; % mL/min

p = 150; % mL

V ES = 0.201%40*0.3; % mL/g karaciger *40g karaciger/sican kg*0.3 kg
sican

V_ IS = 0.482*%40*0.3; % mL/g karaciger *40g karaciger/sican kg*0.3 kg
sican

< 1O
' 'O

fup=20.1; % % BSA icin
fu IS = 0.053; % sican hepatosiylerinde pitavastatin serbest
fraksiyonu

a=[Q p;V p;V ES;V IS;fu p;fu IS]; % sistem parametreleri
%% Sabit parametreler

$parametreler b
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ClLpasif = 15.696; % mL/dk

CLaktif= 171.36; $ mL/dk (deger ilk simulasyon icin verilmistir)
CLaktif inh= 171.36%0.4; % mL/dk (deger ilk simulasyon icin
verilmistir)

Clsafra = 0.074; $ mL/dk (deger ilk simulasyon icin
verilmistir)

b=[CLpasif;CLaktif;CLaktif inh;CLsafral]; % sabit/kestirimi yapilacak
parametreler

%% Klerens kestirimi

initcond=[datamean;0;0;0]; %baslangic kosullari deneysel

% %%aktif, aktif inh, safra
=

x0 171.36;0;0.074]; % tahmin degeri
lb = [0;0;07;
ub = [inf;inf;inf];

objfun2 = @(x) iprl objfun(x,fitdata,t,initcond,a,b):;

lsgnoptions= optimset ('Algorithm', 'trust-region-

reflective', 'Diagnostics’', ...
'on','Display', 'iter', '"MaxFunEvals',10000, 'Maxiter',1000,...
'TolX',1e-8, 'PrecondBandWidth',0) ;

[x, resnorm, residual,~,~,~,jacobian]=1lsgnonlin (objfun2,x0,1b,ub, lsqgno
ptions);

jacobian full=full (jacobian);

vr = sum( (residual-mean (residual)) .”2)/ (length(residual)-length (x)) ;
Cov = inv(jacobian full'*jacobian full) *var (residual);

sd = sqgrt(diag(Cov));

CV = sqrt(diag(Cov))./x*100; % % varyasyon katsayisi

corr = (Cov./sd)./(sd")

[}

Summary = [x,sd,CV] % ortalama standart sapma ve varyasyon katsayisi
CLaktif=x(1);

CLaktif inh=x(2);

CLsafra=x(3);

inhibition=100-(CLaktif inh/CLaktif*100); %inhibisyon

a=[Q p;V p;V _ES;V IS;fu p;fu IS];
b=[CLpasif;CLaktif;CLaktif inh;CLsafral;

o
°

o\

reziduel hesabi
%kestirim degerleri
simdata=iprl objfun simdata (t,initcond, a,b);

simdata pool=simdata(l:144,:); %kontrol grubu simulasyonu
simdata highinh=simdata (145:216,:); %inhibitor grubu simulasyonu

perfusate predicted=simdata(:,1); S%perfuzat
liver predicted=simdata(:,2); %karaciger
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bile predicted=simdata(:,3); S%safra

perfusate predicted pool=simdata pool(:,1); Skontrol grubu perfuzat
liver predicted pool=simdata pool(:,2); %kontrol grubu karaciger
bile predicted pool=simdata pool(:,3); S%kontrol grubu safra

perfusate predicted highinh=simdata highinh(:,1); %inhibitor grubu
perfuzat

liver predicted highinh=simdata highinh(:,2); %inhibitor grubu
karaciger

bile predicted highinh=simdata highinh(:,3); %inhibitor grubu safra

$gozlem degerleri

perfusate observed=fitdata(:,1); %perfuzat
liver observed= fitdata(:,2); S%Skaraciger
bile observed= fitdata(:,3); %safra

perfusate observed pool=fitdata2(:,1); %kontrol grubu perfuzat
liver observed pool=fitdata2(:,2); %kontrol grubu karaciger
bile observed pool=fitdata2(:,3); %kontrol grubu safra

perfusate observed highinh=fitdata4d(:,1); %inhibitor grubu perfuzat
liver observed highinh=fitdatad(:,2); %inhibitor grubu karaciger
bile observed highinh=fitdatad4(:,3); %inhibitor grubu safra

resid=[fitdata-simdata]; %reziduel
resid pool=[fitdataz2-simdata pool]; S%kontrol grubu reziduel
resid highinh=[fitdatad4-simdata highinh]; %inhibitor grubu reziduel

perfusate resid=resid(:,1); %perfuzat reziduel
liver resid=resid(:,2); %karaciger reziduel
bile resid=resid(:,3); %safra reziduel

perfusate resid pool=resid pool(:,1); S%perfuzat reziduel kontrol
grubu

liver resid pool=resid pool(:,2); S%karaciger reziduel kontrol grubu
bile resid pool=resid pool(:,3); %safra reziduel kontrol grubu

perfusate resid highinh=resid highinh(:,1); S%perfuzat reziduel
inhibitor grubu

liver resid highinh=resid highinh(:,2); S%karaciger reziduel
inhibitor grubu

bile resid highinh=resid highinh(:,3); %safra reziduel inhibitor
grubu

%1l.kolon zaman , 2. kolon gozlem, 3. kolon kestirim, 4. kolon
reziduel

iprl perf=[t perfusate observed perfusate predicted
perfusate resid];
iprl perf(any(isnan(iprl perf),2),:) = []; % Perfuzat

iprl liver=[t liver observed liver predicted liver resid];
iprl liver (any(isnan(iprl liver),2),:) = []; % Karaciger

iprl bile=[t bile observed bile predicted bile resid];
iprl bile(any(isnan(iprl bile),2),:) = []; % Safra
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iprl perf pool=[t2 perfusate observed pool perfusate predicted pool

perfusate resid pool];
iprl perf pool(any(isnan(iprl perf pool),2),:) = []; % Kontrol grubu
perfuzat

iprl liver pool=[t2 liver observed pool liver predicted pool
liver resid pool];

iprl liver pool (any(isnan(iprl liver pool),2),:) = []; % Kontrol

grubu karaciger

iprl bile pool=[t2 bile observed pool bile predicted pool

bile resid pool];
iprl bile pool(any(isnan(iprl bile pool),2),:) = []; % Kontrol grubu
safra

iprl perf highinh=[t4 perfusate observed highinh

perfusate predicted highinh perfusate resid highinh];
iprl perf highinh(any(isnan(iprl perf highinh),2),:) = []; %
Inhibitor grubu perfuzat

iprl liver highinh=[t4 liver observed highinh
liver predicted highinh
liver resid highinh];
iprl liver highinh(any(isnan(iprl liver highinh),2),:) = []; %
Inhibitor grubu karaciger

iprl bile highinh=[t4 bile observed highinh bile predicted highinh

bile resid highinh];
iprl bile highinh(any(isnan(iprl bile highinh),2),:) = []; %
Inhibitor grubu safra

%% Simtlasyon
t sim = [0:0.1:60];

o)

simulation pool =iprl simulation pool(t sim,a,b,initcond); % kontrol
simulasyon

simulation highinh =iprl simulation highinh(t sim,a,b,initcond);
%inhibitor simulasyon

b2= [CLlpasif;CLaktif;0;CLsafral]; % %100 inhibisyon simulasyonu
simulation zero =iprl simulation highinh(t sim,a,b2,initcond);

5.2. Grafikler (Bkz. 1.2.)

5.3. Fonksiyonlar
function dA=iprl(~,A,a,b)

tparametreler a

O p=a(l);
V_p = al(2);
V ES = a(3);
V IS = a(4);
fu p = a(d);
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fu IS = a(6);
sparametreler b

Clpasif = b(1l);
CLaktif= b (2);
b (4

CLsafra =

~ ~.

$diferansiyel denklemler
dA=[0;0;0;0]; $ 4 denklem tanimlanacagini belirtir
dA(l)= Q p*((A(2)/V_ES) ) /V_p) % perfuzat
dA(2)= (Q _p* ) /V_p-A(2)/V_ES))+ (CLpasif* ((fu IS*A(3)/V_IS)-
(fu p*A(2 /V_ES )) -
(CLaktif*fu_p*A(Z)/V_ES); % karaciger ekstraseluler
dA(3)= (CLpasif* ((fu p*A(2)/V_ES)-(fu IS*A(3)/V_IS))) +
(CLaktif*fu p*A(2)/V_ES)-

(CLsafra*fu IS*A(3)/V_IS); % karaciger intraseluler

dA(4)= (CLsafra*fu IS*A(3)/V_IS);% safra
end

function dA=iprl inh(~,A,a,b)
$parametreler a

0 p=a(l);
V. p = al(2);
V ES = a(3);
V_ IS = a(4);
fu p = a(d);
fu IS = a(6);

tparameters Db

Clpasif = b(l); % expressed in mL/min
CLaktif inh= b(3); % expressed in mL/min
ClLsafra = b(4); % expressed in mL/min

%diferansiyel denklemler
dA=[0;0;0;0]; % 4 denklem tanimlanacagini belirtir
dA(1l)= QO p*((A(2)/V_ES) ) /V_p) % perfuzat
dA(2)= (Q p*(A(1)/V_p-A(2)/V_ES))+ (CLpasif* ((fu IS*A(3)/V_IS)-
(fu p*A(2)/V_ES))) -
(CLaktif inh*fu p*A(2)/V_ES); % karaciger ekstraseluler
dA (3)= (CLpasif* ((fu p*A(2)/V_ES)-(fu IS*A(3)/V_IS))) +
(CLaktif inh*fu p*A(2)/V_ES)-
(CLsafra*fu IS*A(3)/V_IS); % karaciger intraseluler

dA(4)= (CLsafra*fu IS*A(3)/V_IS); % safra
end



function residual = iprl objfun(x, fitdata,t,initcond, a,b)

tmax=60;
options = optimset();

t pool= t(1:144);
t _highinh= t(145:216);

odefun pool= @ (t pool,A) iprl(t pool,A,a,b);
odefun highinh= @ (t highinh,A) iprl inh(t highinh,A,a,b);

sol pool = ode45 (odefun pool, [0, tmax], initcond, options) ;
sol highinh = oded45 (odefun highinh, [0, tmax], initcond, options) ;

simulatedData pool = deval(sol pool,t pool);
simulatedData highinh = deval (sol highinh,t highinh);

simulatedData=[simulatedData pool, simulatedData highinh];

simdata=

[simulatedData(l, :); (simulatedData (2, :)+simulatedbData(3,:)); ...
simulatedData(4,:)]"';

residual = [fitdata-simdatal;

residual= residual(:);

residual (isnan(residual))=[1];

end

function simdata = iprl objfun simdata(t,initcond, a,b)

tmax=60;

options = optimset();

t pool= t(1:144);
t highinh= t(145:216);

odefun pool= @ (t pool,A) iprl(t pool,A,a,b);
odefun highinh= @ (t _highinh,A) iprl inh(t highinh,A,a,b);

sol pool = ode45 (odefun pool, [0, tmax],initcond, options);
sol highinh = oded45 (odefun highinh, [0, tmax], initcond, options) ;

simulatedData pool = deval(sol pool,t pool);
simulatedData highinh = deval (sol highinh,t highinh);

simulatedData=[simulatedData pool, simulatedData highinh];
simdata=

[simulatedData (1, :); (simulatedData (2, :)+simulatedData(3,:)); ...
simulatedData (4, :)]1"';
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end
function simulation highinh
=iprl simulation highinh(t sim,a,b, initcond)

MW = 0.4405;
tmax=max (t_sim) ;

options=odeset ('RelTol',le-8, "'AbsTol',1le-10);
sol = oded45(Qiprl inh, [0, tmax], initcond,options,a,b);
simulation highinh = deval(sol,t sim);

simulation highinh=
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[simulation highinh (1, :); (simulation highinh (2, :)+simulation highinh

(3,:))7...
simulation highinh(4,:)]"';

end
function simulation pool =iprl simulation pool(t sim,a,b,initcond)

tmax=max (t_sim);

options=odeset ('RelTol',le-8, "AbsTol"',1le-10);

sol = oded45(@iprl, [0, tmax], initcond,options,a,b):;
simulation pool = deval(sol,t sim);

simulation pool=

[simulation pool (1, :); (simulation pool(2, :)+simulation pool(3,:));..

simulation pool(4,:)]"';
end

6. Kestirim ile elde edilen parametrelerin duyarhlik analizleri icin ek kodlar

n_samples = 25;

param names2 = {'Q {P}', 'V _{P}', 'V {ES}', 'V _{Is}', "fu {P}',
"fu {Is}', 'CL {pasif}'};

n param = size(P,2);

CLaktif = zeros(n_samples,1);
CLaktif inh = zeros(n_samples,l);
CLsafra = zeros(n_samples,1);

$ %%aktif, aktif inh, safra
for i = 1:n samples

initcond=[datamean;0;0;0];

x0 =[171.36;0;0.074]; % tahmin degeri

1b [0;0;0];

ub = [inf;inf;inf];

objfun2 = @(x) iprl objfun(x,fitdata,t,initcond,P (i, :),CL);
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lsgnoptions= optimset ('Algorithm', 'trust-region-

reflective', 'Diagnostics’', ...
'on', 'Display', 'iter', '"MaxFunEvals',10000, 'Maxiter', 1000, ...
'TolX',le-8, 'PrecondBandWidth', 0) ;

[x, resnorm, residual,~,~,~, jacobian]=1lsgnonlin (objfun2,x0,1lb,ub, 1sqno
ptions);
jacobian full=full (jacobian);

CLaktif (i, :)= x(1);
CLaktif inh(i,:)= x(2);
CLsafra (i, :)= x(3);

end

o°
o°

CL predicted=[CLaktif,CLaktif inh,CLsafra]l;

output names = {'CL {aktif} (mL/dk) ', 'CL_ {aktif-inh} (mL/dk) "', ...
'CL {safra} (mL/dk)'};

output names2 = {'CL {aktif}', 'CL {aktif-inh}',...
'CL {safra}'};

n_outputs = size (CL predicted,2);

CL finalprediction= [278.5681,112.2686,0.3470];
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