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OZET

Kalkisim, S. Saghkl Goniilliilerde Tenofovir ile para-Aminosalisilik Asit Arasin-
daki Farmakokinetik Etkilesmenin Incelenmesi, Hacettepe Universitesi, Saghk Bi-
limleri Enstitiisii Tibbi Farmakoloji Program Doktora Tezi, Ankara, 2018. Diin-
yada yilda yaklasik on milyon yeni tami alan tiiberkiiloz hastasi oldugu ve bunlarin bir
milyonunun HIV ile de enfekte oldugu tahmin edilmektedir. Tenofovir, HIV enfeksiyonu
tedavisinde en sik kullanilan ilaglardandir. para-Aminosalisilik asit (PAS) direncli tiiber-
kiiloz tedavisinde kullanilan ikinci sira ilaglar arasindadir. Tenofovir baglica glomeriiler
filtrasyon ve OAT1 (Organik Anyon Tasiyicisi 1) - OAT3 aracili tiibiiler sekresyon ile
atilir. PAS’1n in vitro ortamda tenofovirin OAT1 ve OAT3 aracili tasinmasini baskiladigi
gosterilmistir. Bu tez calismasinin amaci; in vitro ortamda gergeklesen bu etkilesmenin
saglikli insanlarda olup olmadigini aragtirmaktir. Bu amagla agik etiketli, randomize, ¢ift
kollu, ¢ift periyotlu, ¢apraz gecisli bir calisma tasarlanmistir. 20 saglikli, Giiney Koreli
goniilliiye tek doz tenofovir (300 mg, Referans grup) veya test grubu olarak tek doz
tenofovir (300 mg) esliginde 7 doz PAS (2,64 g, 2x2) uygulandi. PAS’1n tasinmasinda so-
rumlu oldugu gosterilen Organik Katyon Tastyicis1 2 (OCT2) genetik polimorfizmlerinin
(c.808G>T, c.602C>T, ¢.596C>T) PAS farmakokinetigine etkileri incelendi. Calismada
katilimcilarin plazma ve idrar orneklerinden tenofovir ve PAS ilag diizeyleri 6l¢iildii.
Plazma tenofovir diizeylerinin, PAS ile beraber uygulandiginda anlamli oranda azaldig1
gozlendi. Plazma doruk konsantrasyonu (C,.xs) degerleri (ortalama =+ standart sapma)
referans ve test grubunda sirasiyla 245,2 4 78,1 ve 86,5 £ 39,7 ng/mL; egri altindaki alan
(EAA) degerleri, 2205,9 4 426,0 ve 789,3 4 253,2 ng-sa/mL olarak hesaplandi. Cy;axs
ve EAA degerlerinin geometrik ortalama oranlar1 (%90 giiven aralif1) sirasiyla 0,33
(0,28-0,38) ve 0,29 (0,26-0,33) bulundu. Bu degerler, FDA tarafindan 6nerilen 0,80-1,25
etkisizlik araligindan oldukg¢a uzaktir ve bu nedenle 6nemli bir etkilesmeyi gostermek-
tedir. OCT?2 haplotiplerinin plazma PAS farmakokinetigini etkilemedigi gbzlenmistir.
Sonug olarak PAS ile beraber uygulandiginda tenofovirin plazma konsantrasyonlarinda
belirgin bir azalma gozlenmistir. Bu etkilesmenin uygulamada klinik dneminin olup

olmadig1 hastalar iizerinde yapilacak diger klinik ¢alismalarla desteklenmelidir.

Anahtar kelimeler: tenofovir, para-aminosalisilik asit, ila¢-ila¢ etkilesmesi, organik
anyon tagstyicisi (OAT), farmakokinetik, farmakogenetik.

Bu ¢alisma TUBITAK tarafindan 2214-A Doktora Siras1 Yurtdist Arastirma Bursu ile
desteklenmistir (No: 1059B14150052).
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ABSTRACT

Kalkisim, S. Evaluation of Pharmacokinetic Interaction Between Tenofovir and
para-Aminosalicylic Acid in Healthy Volunteers, Hacettepe University Graduate
School of Health Sciences, PhD thesis in Medical Pharmacology Program, Ankara,
2018. Tuberculosis has an annual incidence rate of 10 million globally. One million
of these new patients are expected to be HIV(+). Tenofovir is a widely used drug in
HIV treatment. para-Aminosalicylic acid is a second line drug for treatment of drug
resistant tuberculosis. Tenofovir is mainly excreted in urine via glomerular filtration
and Organic Anion Transporter 1 (OAT1) and OAT3 mediated tubular secretion. It has
been shown that PAS inhibits OAT1 and OAT3 mediated transport of tenofovir, in vitro.
The aim of this study was to investigate if there is a drug-drug interaction between PAS
and tenofovir in healthy human subjects. For this purpose, we designed an open-label,
randomised, two-period and two-sequence, crossover clinical study. Twenty healthy
Korean volunteers were included into the study. The drugs have been administered as
single dose tenofovir (300 mg) in the reference group and simultaneous single oral dose of
tenofovir (300 mg) and 7 oral doses of PAS (5.28 g, BID) in the test group. Since PAS is a
substrate of organic cation transporter 2 (OCT2), effect of OCT?2 genetic polymorphisms
(c.808G>T, ¢.602C>T, ¢.596C>T) on PAS pharmacokinetics was evaluated. Plasma and
urine samples of the volunteers were collected and tenofovir and PAS concentrations
were analysed. Plasma tenofovir concentrations significantly decreased when it was
administered concomitantly with PAS. Maximum plasma concentration (Cy,,x) values
(mean + SD) were 245.2 + 78.1 and 86.5 £ 39.7 ng/mL; area under the curve (AUC)
values were 2205.9 4+ 426.0 and 789.3 + 253.2 ng-h/mL in the reference and test
groups, respectively. The geometric mean ratios (test/reference) and 90% Cls of the C,.x
and AUC were 0.33 (0.28-0.38) and 0.29 (0.26-0.33), respectively. These values were
beyond the range of 0.80-1.25 "no effect boundaries” suggested by the FDA. Therefore
the interaction was significant. OCT?2 haplotypes did not affect PAS pharmacokinetics. In
conclusion, concomitant administration of PAS significantly decreased plasma tenofovir
concentration in healthy human subjects. Other clinical studies are warranted to support

the clinical significance of this interaction.

Key words: tenofovir, para-aminosalicylic acid, drug-drug interaction, organic anion
transporter (OAT), pharmacokinetics, pharmacogenetics.

This study was supported by TUBITAK 2214-A International Doctoral Research Prog-
ramme (No: 1059B14150052).
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1. GIRIS

Tiiberkiiloz ve HIV her yil milyonlarca insani etkileyen kiiresel bir saglik soru-
nudur. Her yi1l yaklasik on milyon kisi ilk defa tiiberkiiloz tanis1 almakta ve bunlarin
yaklagik bir milyonunun HIV (Insan immiinyetmezlik viriisii) ile ayn1 zamanda enfekte
oldugu diisiiniilmektedir (1). Bu durum tiiberkiiloz ve HIV tedavilerinin siklikla beraber
verilmesini gerektirmektedir. Coklu ila¢ tedavilerinde karsilagilan 6nemli sorunlardan
bir tanesi, birlikte kullanilan ilaclarin birbiriyle etkilesmesi ve bunun tedavi sonucunu
olumsuz etkilemesi veya advers olaylara yol agmasidir. Bu iki tedavinin beraber ve-
rilmesi, istenmeyen ters etkilerin artmasina ve ilag-ilag etkilesmelerine neden olarak

hastalarin tedaviye uyuncunu etkileyebilir (2).

Tenofovir HIV ve Hepatit B enfeksiyonunun tedavisinde siklikla kullanilan bir
ilactir. Tenofovir hastalara ¢esitli 6n-ila¢ bicimlerinde uygulanabilir. Bu ¢alismada diin-
yada da en sik kullanilan tenofovir 6n-ila¢ bicimi olan tenofovir disoproksil fumarat
(TDF) kullanilmistir. TDF barsaklardan absorbe olduktan sonra barsakta ve daha sonra
plazmada bulunan spesifik olmayan esteraz enzimleri tarafindan tenofovire (TFV) do-
niistiiriiliir (3). Tenofovir ise hiicre i¢i ortamda iki fosfat ile birleserek tenofovir difosfata
(TFVpp) doniistiiriiliir. Major anti-viral etkiden tenofovir difosfat sorumludur (4). Te-
nofovirin bityiik bir kism1 bobreklerden degigsmeden atilir. Tenofovirin atiliminda hem
tiibiiler sekresyonun hem de glomeriiler filtrasyonun rolii vardir. Tenofovirin tiibiiler
sekresyonu bazal limende Organik Anyon Tasiyicist 1 (OAT1) ve Organik Anyon Tasi-
yicis1 3 (OAT3) tastyici proteinleri; apikal limende Coklu Ilag Direnci ile Iliskili Protein
4 (MRP4) tasiyic1 proteinleri araciligiyla gereklestirilir (5). Bu tasiyicilar igerisinden
OAT1 tasiyici proteininin aktivitesi hiicresel tenofovir birikmesiyle iligkili oldugun-
dan dolay1 bu tastyicinin baskilanmasi tenofovire bagli bobrek hasarini azaltabilecegi

diisiiniilmektedir (6-8).

para-Aminosalisilik asit (PAS) tiiberkiiloz tedavisinde kullanilan bir ilactir. Ikinci

sira (second-line) tedavi secenekleri arasinda yer alir. PAS kullanimi giiniimiizde ¢oklu



ilaca direncli tiiberkiiloz (MDR-TB)' ve yaygin ila¢ direncli tiiberkiiloz (XDR-TB)?
olgulariyla siirlandirilmigtir (9). PAS temel olarak karacigerde N-asetil transferaz
(NAT) enzimleri tarafindan asetil-PAS’a (as-PAS) metabolize olur (10). PAS ve as-PAS

cogunlukla idrar yoluyla viicuttan atilir.

Inje Universitesi Farmakogenomik Arastirma Merkezindeki ¢alisma grubu tara-
findan daha 6nce yapilan bir ¢alismada para-aminosalisilik asitin (PAS) in vitro OAT1
ve OATS3 tastyici aktivitesini inhibe ettigi bulunmustur (11). Bu calismada PAS, OAT1
ve OAT3 aktivitesi 6l¢iimii i¢in prob ilaglar olarak kullanilan para-aminohippiiratin
ve Ostron siilfatin sirastyla OAT1 ve OAT3 transfekte edilmis HEK293 hiicrelerine
almini azaltmistir. Gergeklesen in vitro baskilanmanin klinik dnemini Amerikan Gida
ve Ilac Idaresi (F.D.A.) tarafindan OAT tasiyicilari icin dnerilen formiil (1.1) numarali
esitlikte belirtilmigtir (12). Bu formiilde in vitfro ortamda inhibisyon gdsteren ilacin
plazma maksimum serbest ila¢ konsantrasyonu, ayni ilacin OAT1 veya OAT3 i¢in in
vitro olarak hesaplanmis IC5, (yaniti %50 azaltan konsantrasyon) degerine boliiniir.
Bunun sonucunda ilag-ila¢ etkilesme indeksi hesaplanmis olur. Bu formiile gére PAS’1n
OAT1 ve OATS3 icin ilag-ilag etkilesme indeksleri (ortalama+standart sapma) sirastyla
9,31+0,24 ve 12,042,01 olarak hesaplandi. Bu degerler FDA’nin yeni arastirma ilaglar

icin ileri klinik arastirma istedigi 0,1 degerinden oldukga fazlaydi.?

Bagli olmayan C),, 415
I1Cs0

> 0,1 (1.1)

Eger PAS, in vitro ortamda oldugu gibi in vivo kosullarda da OAT1 ve OAT3
tastyicilarinin aktivitesini baskilarsa tenofovirin renal tiibiiler sekresyonu azalacagi
i¢cin tenofovir plazma konsantrasyonlarinin yiikselmesi beklenir. Ayrica bobrek tiibiil

hiicrelerindeki tenofovir birikimi azalacagindan tenofovire bagl bobrek toksiste riski

Coklu ilaca direncli TB, (MDR-TB): En azindan izoniyazid ve rifampin’e direnc gelisimi

2Yaygin ila¢ direngli TB, (XDR-TB): MDR-TB hastaliginin nadir bir formudur. MDR-TB’nin sart-
larina ek olarak her hangi bir florokinolona ve ikinci-sira injektabl ilaglardan (amikasin, kanamisin ve
kapreomisin gibi) en az birine diren¢ gelismesidir. Ayrintilar i¢in bkz. s. 11

3Klinikte kullanilan ilaglara yonelik her hangi bir kurum tarafindan belirlenmis ilac-ilag etkilesimi
sinir degeri bulunmamaktadir.



azalacaktir.

PAS’1n organik katyon tastyici proteini (OCT) 1 ve 2 tarafindan tasindig in
vitro deneylerde gosterilmistir (13). OCT1 ¢ogunlukla karacigerde bulunurken OCT2
bobreklerde bulunur (14). OCT2 genetik polimorfizmleri olan bireylerde metformin gibi

ilaglarin tiibiiler sekresyonunun azaldig1 gosterilmistir (15).

Bu calismada PAS tarafindan in vitro ortamda gozlenmis OAT1 ve OAT3 inhibis-
yonundan yola ¢ikarak ilk kez insanda, saglikli goniillillerde in vivo kosullarda tenofovir
ve PAS arasinda ilag-ila¢ etkilesmesi incelenmistir. Bu calismadaki hipoteze gore, PAS
OAT1 ve OAT3 araciligiyla olusan tenofovir tiibiiler sekresyonunu azaltir ve plazma
tenofovir diizeylerinin artirir (Sekil 1.1). Ayrica OCT2 genetik polimorfizmlerinin PAS

farmakokinetigi tizerine etkileri de aragtirilmistir.
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Sekil 1.1: Hipotezin sematik goriiniimii. TFV=tenofovir, TFV-pp=tenofovir difosfat,
PAS=para-aminosalisilik asit



2. GENEL BILGILER

2.1. Ilac-Tlac Etkilesmeleri

lag ilag etkilesmeleri ilag tedavisinde karsilagilan 6nemli bir sorundur. Oliimciil
yan etkilere yol agabilecegi gibi tedavi basarisini da etkileyebilir. Nadir durumlarda
ise tedavi etkililigini artirmak amaciyla tasarlanmis olarak kullanilabilmektedir. Ilag
ilac etkilesmelerinde etkileyen ilac fail (perpetrator) etkilenen ilag ise magdur (victim)
olarak adlandirilir. Temel olarak farmakodinamik ve farmakokinetik ila¢ etkilesmeleri

olarak iki gruba ayrilir.

HIV enfeksiyonu tedavisinde ritonavirin proteaz inhibitorlerinin plazma kon-
santrasyonlarini artirmak i¢in kullanilmasi, tasarlanmig kullanima bir 6rnektir (16).
Ritonavir, proteaz inhibitorlerinin CYP3A4 aracili metabolizmasini baskilayarak ilacin
biyoyararlaniminin artmasi ve klerensinin azalmasi sonucunda proteaz inhibitorlerinin

daha seyrek verilebilmesini saglamistir (16).

2.1.1. Farmakokinetik Etkilesmeler

Farmakokinetik etkilesme, bir ilacin farmakokinetik parametrelerini degistirir.
Bu etkilesme, farmakokinetigin temel agamalar1 olan absorpsiyon, dagilim, metabo-
lizma ve itrah asamalarindan birinde veya birkacinda olusabilir. Tlac-ilac etkilesme

mekanizmalarindan bazilart Tablo 2.1°de agiklanmugtir.

Mide pH’si ilaglarin ¢oziiniirliigii ve emilimini etkileyebilir. Ilaglar, barsaktan
1yl emilebilmek i¢in Oncelikle ¢oziinmeli ve non-iyonize durumda olmalidir. Asidik
ilaglar bazik ortamda, bazik ilaglar ise asidik ortamda daha iyi ¢6ziinmektedir. Ancak
ayni durum iyonize olan ila¢ oranini da artirmakta ve bunun sonucunda ilacin pasif
difiizyon aracili emiliminde azalma olmaktadir. Ornegin proton pompa inhibitorleri 19

saate kadar mide pH’sini 5’in iizerinde tutabilir (18). Mide pH’sinin artmasi ise zayif



Tablo 2.1: Farmakokinetik etkilesmelerin olas1 mekanizmalari (17)

Absorpsiyon
Mide pH’sinin degismesi
Selasyon olusmasi
[laclarm birbirlerini adsorbe etmeleri
Mide bosalma hizinin degismesi
Barsak motilitesinin degismesi
Barsaktaki aktif ve pasif tasinmanin degismesi
Barsaktaki metabolize edici enzimlerin aktivitelerinin degismesi
Enterohepatik sirkiilasyonun etkilenmesi

Dagilim
Proteine baglanmanin degismesi
Iyon tuzag1 olusmasi

Metabolizma
Enzim aktivitesinin degismesi
Enzim ekspresyonunun degismesi

Itrah
Glomeriiler filtrasyon hizinin degismesi
Tiibiiler sekresyonun degismesi
Tiibiiler reabsorpsiyonun degismesi

bazik ilaclarin absorpsiyonunda ve kan konsantrasyonlarinda azalmalara yol acar (19).

Selasyon, merkezi bir atomla ligandin birden fazla baglanma noktalart ile birbi-
rine baglanmasi veya etkilesmesidir (20). Tedavide de bu etkilesmeden yararlanilabilir.
Ca-EDTA kursun zehirlenmesi tedavisinde kullanilir. Viicutta biriken kursunla selasyon
gerceklestirip idrar yoluyla kursunun atilmasini saglar (21). Selasyonun kalp damar
hastaliklarinda da kullanilabilecegini 6nerilmektedir. Kalp damar hastaligi olan 1708
hastanin ortalama 55 ay takip edildigi bir calismada, EDTA kullaniminin 55 yas iistii
diyabetik hastalarda mortalite ve morbiditeyi azalttig1 gosterilmistir (22). Ancak klinikte

rutin kullanim i¢in ileri ¢calismalar gerekmektedir.

Adsorpsiyon, bir maddenin bagka bir maddenin yiizeyi ile etkilesmesi olarak
tanimlanir. Tiiberkiiloz tedavisinde kullanilan rifampin ile PAS arasindaki ilag ilag

etkilesmesinin PAS’ta kullanilan bentonit adl1 eksipiyan bir maddenin rifampini ad-



sorbe etmesi sonucu gerceklestigi gosterilmistir (23). Klinikte zehirlenmelerde siklikla

kullanilan aktif komiir bir cok maddeyi adsorbe etme 6zelligine sahiptir (24).

Gastrointestinal motilite, migren atag: sirasinda yavaglamakta ve buna bagh
olarak aspirin emilimi azalmaktadir. Metoklopramid bu etkiyi motiliteyi arttirarak tersine
cevirir (25). Ancak metoklopramid ve aspirin etkilesmesi saglikli insanda gdzlenmez
(26). Bu durum hastaya baglh 6zelliklerin ilag¢ ila¢ etkilesmesini etkilemesine de bir
ornektir. Aspirin asidik bir ilagtir. Yukarida da ac¢iklandig1 izere midedeki asidik ortamda
non iyonize (difiizyonu daha kolay), barsaktaki bazik ortamda ise iyonize (difiizyonu
daha zor) durumda bulunur. Ancak aspirin goriindii§ii kadariyla barsaktan daha iyi
ve hizli emilmektedir. Mide ve barsak karsilastirildiginda midenin yiizey alan1 1 m?
ve perfiizyon hiz1 150 mL/dk, barsagin yiizey alan1 200 m? ve perfiizyon hiz1 1 L/dk
olarak hesaplanmigtir. Buna ek olarak barsak membranlarinin gecirgenligi mideye gore
daha fazladir. Morfin tiirevleri de mide bosalmasini yavaslatarak ilaglarin emilimini

geciktirebilir (27).

Barsakta bulunan CYP3A enzimlerinin midazolam metabolizmasinda 6nemli
rolii oldugu gosterilmistir (28). Midazolam ile klaritromisinin etkilesmesinde karaciger-
deki CYP3A enzimlerinin yaninda barsaktaki CYP3A enzimlerinin de etkilesmede rolii
bulunmustur (29). Buna ek olarak bu iki ¢calismada da barsaktaki enzim aktivitelerinin
midazolamda gozlenen bireyler arasi1 farmakokinetik farkliliklarda ciddi rolii oldugu
tahmin edilmektedir (28, 29). Kendisi bir ilag olmasa da greyfurt suyu da barsaktaki
CYP3A enzimlerini inhibe ederek ilaglarla etkilesmektedir (30). Bu inhibisyonun bar-
saktaki enzimlerle sinirli oldugu karaciger metabolizmasini etkilemedigi gosterilmistir.

(31).

Bazi durumlarda ilaglar ayni plazma proteini igin yarisabilir. Ornegin fenitoin
ve salisilat beraber verildiklerinde albiimin i¢in yarisirlar ve salisilat fenitoinin proteine
bagh fraksiyonunu azaltir (32). Bu durumda plazmadaki toplam ila¢ konsantrasyonu
diiser. Bunun sebebi serbest konsantrasyonun ¢evre dokularla olan dengesinden dolay1

proteinden serbestlesen ilacin ¢cevre dokulara dagilmasidir.



Simvastatin CYP3A enzim alt ailesi tarafindan metabolitlerine cevrilir (33).
Ketokonazol CYP3A4 enzimini inhibe eden bir ilagtir. Ketokonazol ve simvastatinin

beraber verilmesi simvastatine bagli rabdomiyoliz vakalarina yol agabilmektedir (34, 35).

Metabolik enzimlerin indiiklenmesi; tedaviye yeterli yanitin alinamamasina, tok-
sik metabolitlerin birikmesine veya tedaviye direng gelismesine yol acabilir (36). Saglikli
goniilliilerde rifampin, CYP3A enzimini 5 giinliik kullanim sonucu indiiklemekte ve
risperidon egri altindaki alan degerini ortalama (+ standart hata) 157,5 (£48,8)’den

42,6 (+£7,8) ng-sa/L’ye diisiirmiistiir (37).

Ilaglarin bobrekten atilmalarinda glomeriiler filtrasyon, tiibiiler sekresyon ve
tiibiiler reabsorpsiyon yolaklar1 kullanilir. Glomeriiler filtrasyonu etkileyen faktorler;
bobrek kan akimi ve plazma serbest ila¢ diizeyidir. Dopamin kullanimi gibi kalp de-
bisinin arttig1 durumlarda glomeriiler filtrasyon aracili eliminasyon artar. Glomeriiler
filtrasyon bircok ilag i¢in ana eliminasyon yolagidir. Glomeriiler filtrasyonun tahmin edil-
mesinde kreatinin klerensi kullanilir. Bir ilacin renal klerensinin kreatinin klerensinden
yiiksek olmasi, ilacin tiibiiler sekresyona da ugradiginin bir gostergesidir. Bobrek tiibiil
hiicrelerinde, aktif olarak liimene atilan ilaglar ve tiibiil liimeninden geri emilen ilaglar
bulunmaktadir. Bu iglem tagiyici protein aracili gergeklestiginden afinite onem kazanir
ve ilaglar aras1 bir yarisma olabilmektedir. Ornegin, para-aminohippiirat, adefovirin

renal tiibiil hiicrelerindeki OAT1 aracili taginmasini saglikli insanlarda baskilar (38).

Maclarin renal atilhminda diger 6nemli bir konu iyon tuzagidir. Yukarida da bah-
sedildigi iizere ilaglarin hiicre zarindan difiizyon yoluyla kolaylikla gecebilmesi i¢in non
iyonize olmasi onemlidir. Asidik ilaglar bazik ortamda, bazik ilaglar da asidik ortamda
iyonize durumdadirlar. Bu duruma iyon tuzagi denir. Ciinkii ila¢ iyonize duruma gegtigi
icin bulundugu kompartmandan ¢ikamaz. Idrarin bikarbonat araciliiyla baziklestiril-
mesi asidik ilaclarin (varfarin, salisilat, v.b.) tiibiil limeninde hapsolmasina ve reabsorbe
olamamalarina neden olur. Idrarin amonyum kloriir aracihigiyla asidlestirilmesi de bazik

ilaglarin (amfetamin, fenitoin, v.b.) tiibiil limeninde hapsolmasina neden olur (39).



2.1.2. Farmakodinamik Etkilesmeler

Farmakodinamik etkilesme, ilacin farmakolojik etkisinin normal plazma kon-
santrasyon araliginda degismesidir. Bu asamadaki bir etkilesim ilacin etkisini artirabilir
veya azaltabilir. Ilaclarin beraber verildiklerinde ayr1 ayr1 gosterdikleri etkinin toplamini
gostermesi aditif etki, toplam etkiden daha fazla etki gostermesi supra-aditif (potansi-
yasyon, sinerjizma) etki olarak adlandirilmaktadir. Bir ilacin bagka bir ilacin etkililigini

farmakodinamik diizeyde azaltmasi antagonizma olarak adlandirilmaktadir.

Antagonizma farkli sekillerde olusabilir. Bir ilacin bagka bir ilacin etkisini farkli
bir yolagi kullanarak azaltmasi fizyolojik antagonizma, ayni1 reseptor iizerinden etkisinin
azaltilmasi farmakolojik antagonizma olarak adlandirilir. Farmakolojik antagonizma
kompetitif veya non-kompetitif olarak gerceklesebilir. Kompetitif antagonizmada ilacin
medyan etkin doz (EDsy) degeri artar ve ancak efikasitesi (E,) degismez. Bagka
bir deyisle ilacin ayn1 etkiyi gostermesi i¢in daha yiliksek dozda uygulanmasi gerekir.
Non-kompetitif antagonizmada ise ilacin efikasitesi yani gosterebilecegi maksimum etki

azalir.

Antagonist, bir ila¢ hedefine baglanip hi¢ bir yanit olusturmayan maddedir. Dola-
yisiyla antagonizma ortamda agonist olmadan etki gostermez. Kompetitif antagonizmada
agonistin konsatrasyonunun artmasi ile antagonistin etkileri azalirken, nonkompetitif
antagonizmada bu durum s6z konusu degildir. Parsiyel agonist ise tek basina normal
agonistten daha az bir etki gosterir ancak ortamda agonist varliginda onun hedefe bag-
lanmasini azaltacagi icin antagonist gibi davranir. Invers agonist ise yapisal aktivitesi

olan reseptorlerin bu bazal etkisini de inhibe eden ilaclardir.

2.1.3. llac Ila¢ Etkilesmelerinin Onemi

Iag ilag etkilesmelerinin degerlendirilmesinde ilaglarin farmakokinetik ve farma-

kodinamik ozellikleri, hangi amacla kullanildiklar1 ve hastalarla ilgili 6zellikler biiyiik



onem tagir. Ornegin terapotik indeksi dar olan bir ilacin plazma konsantrasyonlarindaki
degisim terapotik indeksi genis olan bir ilaca gore daha 6nemlidir. Akut hastalig1 tedavi
icin verilen ilacin Ty, degerindeki degisim 6nemli olabilirken kronik kullanilan bir

ilacta genellikle onemsizdir.

Ilag yan etkileri ve hastane basvurulariyla ilgili 13 ¢alismanin incelendigi bir
meta analizde, toplam hastane bagvurularindaki ilag-ila¢ etkilesme oran1 %1,1 olarak
hesaplanmustir. lac yan etkisi yakinmast ile poliklinik basvurularinda bu oran %22,2

olarak hesaplanmistir (40).

2.2. Tiberkiiloz

Tiberkiiloz (TB) hastaligi, Mycobacterium tuberculosis kompleksinin neden
oldugu bir enfeksiyondur. Bu komplekste M. tuberculosis’e ek olarak M. bovis, M.
caprae gibi bagska mikobakteri tiirleri de bulunmaktadir. Genellikle Akciger tutulumu
ile seyreder. Vakalarin 3’te 1’inde diger organ tutulumlari1 da gozlenebilir. Hastaligin
bulagmas1 akciger tiiberkiilozu olan hastalardan yayilan damlaciklarin havayolu ile
iletilmesi araciyla olur. M. tuberculosis basil yapisinda bir mikroorganizmadir. Hiicre
duvar1 kalin mikolik asit ve yag asitlerinin sagladig1 izolasyon sayesinde boyanmaya
direng gosterir, boyandiginda da asit veya alkol uygulamasi boyay1 hiicreden yikayamaz.
Bu 6zelligi sayesinde erken tanida aside direncli basil fenotipinin varligi 6nemlidir. Bu
kalin hiicre duvarinin tiiberkiiloz tedavisinde bir cok ilacin hiicre i¢ine girmesine engel
olarak tedaviyi kisitlayici etkisi de bulunmaktadir. Diinya genelinde 1,7 milyar tiiberkiiloz
basili tagtyicist oldugu tahmin edilmektedir. Bu kisilerin %5 - %15°1 6miirlerinde bir kez
tiiberkiiloz hastalig1 gecirmektedir (41). Diinya Saglhik Orgiitii tarafindan 2017 yilinda
201 iilkeden toplanan verilere dayanarak tiiberkiiloz insidanst 10.400.000 olarak tahmin
edilmektedir. Bu hastalarin 600.000’inde ¢oklu ila¢ direngli tiiberkiiloz veya rifampisine
direncli tiiberkiiloz gelistigi diistiniilmektedir. Yeni tan1 alan tiiberkiiloz hastalarinin

1.000.000’unda HIV enfeksiyonunun da bulundugu tahmin edilmektedir (41).
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2.2.1. Tiiberkiiloz Tanmsi

ARB (Aside Resistan Basil) siiriintii mikroskopisi pulmoner tiiberkiilozdan siip-
helenilen hastalara uygulanmasi tavsiye edilmektedir (42). Bu yontem ucuz, basit ve
saatler icerisinde sonug verebilen bir yontemdir. Hastadan alinan 3 farkli 6rnekte siiriintii
mikroskopisi yapilmasi duyarlilik degerini %70’e kadar ¢ikarmaktadir (43). Orneklerin
degerlendirilmesinde floresan mikroskop kullanmak sensitivite degerlerini %10 artir-
maktadir (44). Tanida altin standart hiicre kiiltiirtidiir. Niikleik asit amplifikasyon testi

(NAAT) de onerilen yontemler arasindadir (45).

2.2.2. Tiiberkiiloz Tedavisi

Tiiberkiiloz tedavisinde Onerilen tedavi protokolleri sekil 2.1°de 6zetlenmistir
(46). Sekilde belirtilen tedavi protokollerindeki tedavi etkililigi 1 numarali protokolden
4 numaral protokole dogru giderek azalmaktadir. Ozellikle 3 ve 4 numaral1 protokol-
ler HIV(+) hastalarda 6nerilmemektedir. Ayn protokolde farkli iki alternatif dozlam
semasinin bulunabilmesinin temel nedeni Dogrudan Gozlenen Tedavi (DGT, Directly

Observed Therapy - DOT) yaklasiminin uygulanmasidir.

TB hastaliginin tedavi siiresinin uzun olmasi ve advers olaylar hastalarin tedaviye
uyuncunda sorunlar olugturabilmektedir. Tedaviye uyuncu takip etmek i¢cin DGT pro-
tokolii uygulanabilmektedir. Bu tedavi protokolii hastanin ilac1 kullaniminin bir saglik
kurulusunda veya hastanin ¢evresindeki biri tarafindan takip edilmesini icerir. Saghk
calisani tarafindan takip edilen DGT’lerde hastanin bir saglik kurulusuna gelmesi ge-
rekmekte ve bunun haftada 7 doz yerine 5 doz alinmasi gibi doz sikligin sinirlayici bir
etkisi bulunabilmektedir. Yapilan calismalar DGT ile uygulanan TB hastalig1 tedavisinde
hasta uyuncunun arttigim1 ve mikrobiyolojik basarisizligin azaldigini ortaya koymak-
tadir. Ancak bu yontemin sagladigi sinirli olumlu etkinin karsilig1 olarak artan tedavi
maliyetinin ve harcanan emegin karsiliginin alinabildigi tartisma konusudur (47). Bu

yontemin bir diger dezavantaji da baz1 durumlarda fiziksel imkanlarin yetersizliginden
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+— Yogunlastinlmis Tedavi —e idame Tedavisi >

Tedavi

INH RIF PZA EMB INH RIF ctkililigi

1 Haftada 5 veya 7doz Haftada 5 veya 7 doz Yiiksek
2 Haftada 5 veya 7doz Haftada 3 doz
3 Haftada 3 doz Haftada 3 doz

Haftada 7 doz 2. haftadan

4 sonra haftada 2 doz i Al Disiik

<«—— En az 8 hafta > En az 18 hafta

Sekil 2.1: Ilaca duyarl tiiberkiiloz hastalig1 tedavisinde 6nerilen tedavi protokolleri.
INH=izoniyazid, RIF=rifampin, PZA=pirazinamid, EMB=etambutol

dolay1 tedavinin her giin uygulanmasina olanak saglayamamasidir.

2.2.3. Tiiberkiilozda Ilac Direnci ve Advers Olaylar

Tiiberkiilozda ila¢ direnci, hastali§in tedavi protokoliinii ve prognozunu ciddi
oranda etkiler. Tiiberkiilozda gozlenen ilac direnci sekilleri tablo 2.3’te siralanmugtir.

Tablo 2.2°de direngli tiiberkiiloz tedavisinde kullanilan ila¢ gruplar1 gosterilmektedir.

Yapilan bir meta analizde direngli TB tedavisinde 1706 hastanin 208’inde (%12,2)
PAS ile iligkilendirilen ciddi advers olay gbzlenmistir (51). Bu oran ayni meta analizde
incelenen ilaglar arasinda linezolidin (%14,7) ardindan ikinci en yiiksek ciddi advers
olay goriinme oranidir. PAS kullanimina bagli gozlenen ciddi advers olaylar gastroin-
testinal sistem rahatsizliklar1 ve hipotiroidi seklinde olup ilacin kesilmesinin ardindan
kendiliginden diizelme egilimindedir (48). Ancak yazarlarin dikkat ¢ektigi bir bagka
husus ise PAS tedavisi uygulanan hastalarin gérece genel durumlarinin daha kétii oldugu,
cocuk hasta oranlarinin fazla oldugu, eslik eden HIV enfeksiyonunun bulunmas: gibi

advers olay sikligini olumsuz yonde etkileyecek faktorlerin bulunmasidir (48).
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Tablo 2.2: Rifampisine direngli veya ¢oklu ilaca direncli tiiberkiiloz tedavisi i¢in

onerilen ila¢ gruplari (48).

A Grubu; Florokinolonlar

Levofloksasin
Moksifloksasin
Gatifloksisin

B Grubu; ikinci sira enjektabl ilaglar

Amikasin
Kapreomisin
Kanamisin

Streptomisin'

C Grubu; Diger temel ikinci sira ilaglar

Etionamid / protionamid
Sikloserin / terizidon
Linezolid

Klofazimin

D Grubu; Ek ilaclar D1

Pirazinamid
Etambutol
Yiiksek doz izoniyazid

D2

Bedakilin
Delamanid

D3

para-Aminosalisilik asit
Imipenem-silastatin
Meropenem
Amoksisilin-kluvanat
Tiosetazon?

! {kinci sira enjektabl ilaclardan yalniz streptomisine direng gelismesi XDR-TB tanist iin yeterli

degildir (49).

2 Tiosetazon tedavisi uygulanmadan 6nce hastanin HIV(-) oldugundan emin olunmasi gerek-

mektedir.
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Tablo 2.3: Tiiberkiiloz tedavisinde gozlenen ila¢ direnci siniflamalar1 (50).

Tekli ilag direncli [Ik sira ilaclardan sadece birine direng
Monoresistance gelismesi

Coklu ilag direngli S . . . . .
Multidrug resistance MDR-TB Izoniyazid ve rifampine diren¢ gelismesi
Cogul ilag direncli Izoniyazid ve rifampin disinda birden fazla
Polydrug resistance ilk sira ilaca direng gelismesi

MDR-TB’ye ek olarak
XDR-TB florokinolonlardanbirine ve ikinci sira
enjektabl ilaglardan birine direng gelismesi

Yaygin ila¢ direncli
Extensive drug resistance

Rifampisine direncli

Rifampicin resistance RR-TB Rifampisine diren¢ gelismesi

2.3. HIV Enfeksiyonu

Insan immiinyetmezlik viriisii (HIV , Human Immunodeficiency Virus), retroviriis
yapisinda olup kronik persistan bir enfeksiyona yol agar. 2016 yil1 verilerine gore HIV
enfeksiyonunun prevalansi 36,7 milyon, insidansi 1,8 milyon olup HIV enfeksiyonuyla

iligkili olarak yilda 1 milyon kisinin yasamin1 kaybettigi tahmin edilmektedir (52).

2.3.1. HIV Enfeksiyonu Tedavisi

HIV enfeksiyonu tedavisinde anti retroviral tedavi (ART) uygulanmaktadir. ART

ile agsagidaki tedavi amaglarina ulagilmasi hedeflenir (53):

* Maksimum diizeyde ve stabil olarak HIV RNA’sinin baskilanmasi

« Immiinolojik fonksiyonlarin geri getirilmesi ve korunmasi

HIV ile iliskili morbiditelerin azaltilmasi ve kaliteli yasam siiresinin uzatilmasi

HIV bulasinin engellenmesi

Tedaviye baslangic son yillara kadar iizerinde tartisma bulunan bir konuydu.

Kilavuzlarda asemptomatik hastalarin veya CD4+ sayisinin 350 veya 500 hiicre/mm?
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seviyesinin iizerindeki hastalarin tedavisinin ertelenebilecegi onerilmekteydi (54). Pros-
pektif olarak 4685 hastanin ortalama 3 yil (55) ve 2056 hastanin ortalama 2,3 yil takip
edildigi (56) iki calismada CD4 + hiicre sayis1 yiiksek olup tedaviye baglanan hastalarda
tedavisi ertelenenlere gore hastaligin daha iyi seyrettigi gdsterilmistir. Bunun sonucunda

giiniimiizde ART’nin tan1 konur konmaz baslanmasi gerektigi vurgulanmaktadir (53).

Hastanin tedaviye uyumu olduk¢a énemlidir. Hastanin bu konuda egitilmesi ve
tedavinin hastanin eslik eden durumlarina gore optimize edilmesi ve tedavinin aksa-
tilmamasinin saglanmasi gerekmektedir. Prospektif olarak 5472 hastanin ortalama 16
ay takip edildigi randomize bir calismada (kontrollii olarak) tedaviye ara verilmesinin;
firsatci enfeksiyonlar ve 6liim riskini artirdig, ilag yan etki sikligini ise degistirmedigi

gosterilmistir (57).

HIV ile enfekte hastalarin ilk tedavisi genel olarak iki niikleozid revers transk-
riptaz inhibitorii (NRTI) ve asagida belirtilen antivirallerden birinin kombinasyonu ile

gerceklestirilir (53).

« Integraz zincir transfer inhibitorii (INSTI)
* Niikleozid olmayan revers trasnkriptaz inhibitorii (NNRTT)

* Proteaz inhibitorii (PI)

NRTI grubundan genellikle abakavir/lamivudin ve tenfovoir/emtrisitabin kombi-
nasyonlar1 kullanilir. Ila¢ se¢iminde genellikle tenofovir ve abakavir arasinda bir tercih
yapilir. Tenofovir, abakavirin aksine tedavisinde de kullanilir ve tedaviye baslanirken
HLA-B*5701 testine ihtiya¢ duyulmaz. Lamivudin ve emtrisitabin gorece giivenli ilag-
lardir ve kombinasyonlarda birbirlerinin yerine kullanilabilirler. Kombinasyonun iigiincii
ilact secilirken hastanin eslik eden durumu ve genetik diren¢ g6z 6niinde bulunduru-
labilir. Cogu hasta i¢in INSTT grubu (raltegravir veya dolutegravir) bir ilacin tedaviye

eklenmesi etkililik ve giivenlik agisindan onerilmektedir (53).
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Sekil 2.2: Tenofovirin molekiil yapisi.
2.4. Tenofovir Farmakolojisi

Tenofovir niikleotid analoglart grubundan bir anti-viral ilactir. HIV ve Hepatit
B tedavisinde genis bir kullanim alani bulunmaktadir. 2015°te diisiik ve orta gelirli
tilkelerdeki 8,7 milyon HIV+ hastada (toplam hastalarin %60°1) tenofovir iceren tedavi
protokolleri kullanmistir. Buna ek olarak ABD ve Avrupa’da Hepatit B tedavisinde en
sik kullanilan ilactir (58). Tenofovir, adenozin 5’-monofostatin analogudur. Tenofovirin

molekiil yapist Sekil 2.2°de gosterilmistir.

2.4.1. Tenofovir Farmakokinetigi

Tenofovir molekiiliiniin kendisinin gastrointestinal sistemde absorpsiyonu iste-
nen diizeyde olmadig1 i¢in On ilag¢ bi¢cimlerinde hazirlanmaktadir. Bunlar i¢inde en yaygin
kullanilani tenofovir disoproksil fumarat (TDF) bicimidir. TDF emildikten sonra spesifik
olmayan esterazlar tarafindan hizlica tenofovire yikilir (3). Tenofovir hiicre i¢ine gectik-
ten sonra tenofovir difosfata doniistiiriiliir (4) (Sekil 2.5). Tenofovir difosfat' (TFVpp)
antiviral etkinlikten sorumludur (4). Tenofovirin bilyiik cogunlugu bobreklerden degis-
meden atilir. Itrahinda hem glomeriiler filtrasyon hem de tiibiiler sekresyon rol oynar.
Tenofovirin tiibiiler sekresyonu temel olarak bazal membranda OAT1-OAT3 ve apikal

membranda MRP4 tasiyicist aracilifiyla gergeklestirilir (5). Tenofovir farmakokinetigi

IDiger niikleotid analoglar1 gibi tenofovir molekiiliinde de bir fosfat vardir. Dolayisiyla tenofovir
difosfat icinde toplam ii¢ fosfat bulunur.
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Hedef hiicre
Tenofovir

difosfat
(aktif)

1

Spesifik olmayan esterazlar

Tenofovir disoproksil

fumarat barsak

tenofovir

Sekil 2.3: Tenofovirin farmakokinetiginin sematik gosterimi.
Sekil 2.3’te gosterilmistir.

Tenofovir disoproksil fumarat piyasada kullanilan tenofovir preparatlari i¢inde
en yaygin kullanilan 6n ila¢ formudur. Bu 6n ilacin farmakokinetik profili yukarida
aciklanmigtir. Bagka bir tenofovir 6n ila¢ formu olan tenofovir alafenamit (TAF) 2015

FDA onay1 alarak HIV tedavisinde kullanilmaya baglanmistir.

Tenofovir alafenamit, klasik tenofovir disoproksil fumarat kullanimina baglh
gelisen bobrek toksisitesinin Oniine gecmek i¢in tasarlanmis bir ilagtir (59). Tenofovir
alafenamit barsaklardan emildikten sonra plazmada biiyiik oranda degismeden kalir.

Ayn1 zamanda tedavi hedefi olan lenfoid hiicrelerde birikir (60).

Bu birikmenin savunma hiicrelerinde yogunlukla bulunan ve tenofovir alafena-
midin tenofovire doniisiimiinii gerceklestiren katepsin A enziminin rolii oldugu diisiiniil-
mektedir (61, 62). Bu da plazmadaki tenofovir diizeylerinin TDF uygulanan bireylere
oranla olduk¢a diisiik seyretmesine neden olur. HIV(+) hastalarda yapilan kisa siireli bir
klinik ¢calismada tenofovir alafenamit ile TDF formiilasyonlar: karsilagtirildiginda erken

donemde daha az idrarda protein, albiimin, retinol baglayici protein gibi bobrek toksi-
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Sekil 2.4: Tenofovirin renal proksimal tiibiil hiicreleri aracilifiyla tasinma
mekanizmasi. Tenfovir-PP; tenofovir difosfat

sitesi belirtegleri gdzlenmistir (63). Ancak uzun donem kullanimda bobrek toksisitesi

izerine etkileri veya tedavi etkililigi iizerine caligmalar heniiz tamamlanmamugtir.

Tenofovir disoproksil fumaratin tenofovire yikimi barsak ve plazmada bulunan
spesifik olmayan esterazlar tarafindan gerceklestirilir (64). TDF’den tenofovire doniisiim
dakikalar i¢inde gerceklesir. Yapilan farmakokinetik calismalarda plazma 6rneklerinde
hizl1 doniisiimden dolay1 dlciilebilir diizeyde TDF’ye rastlanilamamustir (3). Tenofovir
hedef hiicrede adenilat kinaz ve niikleozid difosfat kinaz enzimleri aracilifiyla sirasiyla
tenofovir monofosfata (TFVp) ve tenofovir difosfata(TFVpp) cevrilir 2.5. Tenofovir

difosfat ilacin aktif halidir (4).

Tenofovir glomeriiler filtrasyon ve aktif tiibiiler sekresyon ile baglica bobrek
yoluyla viicuttan uzaklagstirilir. Bazolateral ylizeyde OAT1 ve OAT3 araciligiyla kandan
tiibiil epiteline alinir, apikal yilizeyde ise MRP4 (5, 65) ve MRP7 (66) araciliiyla tiibiil

epitelinden idrara atilir (Sekil 2.4).

Tenofovire bagh gelisen tiibiiler toksisite hiicre ici tenofovir konsantrasyonuyla

iligkilidir (6-8). Bu baglamda OAT1 ve OAT3 aktivitesinin azalmasi hiicre i¢i teno-
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Tenofovir

Antiviral etki

Tenofovir \

Tenofovir-pp

Adenilat
Kinaz
Nukleozid
difosfat
Kinaz

Tenofovir-p

Sekil 2.5: Tenofovirin hiicre i¢cinde tenofovir difosfata doniisiimii (3).

fovir birikmesini azaltacagindan tenofovire bagh tiibiiler toksisiteye kars1 koruyucu
rolii olabilir (6). MRP4 aktivitesinin azalmasi ise tenofovirin hiicre i¢inde birikmesini

arttiracagindan tiibiiler toksisiteyi arttiric1 yonde etki gosterir.

Tenofovirin toksisitesi iizerine yapilan farmakokinetik ¢calismalarda MPR2 (ABCC?2)
ve MRP7 (ABCC10) genetik polimorfizmlerinin tenofovir toksisitesi ile iligkili oldugu
gosterilmistir (67) . Ancak in vitro ortamda yapilan deneylerde MRP2’nin tenofovirin
tasinmasinda etkisinin olmadig1 gosterilmistir (65). Bu nedenle MRP2 genetik polimor-
fizmlerinin bir baglant1 esitsizligi (linkage disequilibrium) tizerinden veya indirekt bir
yolla bu etkiyi olusturdugu diisiiniilmektedir. OAT geni silinmis fareler tenofovir bobrek
toksisitesine kargi korunurken MRP4 geninin silinmesi tiibiiler toksisitenin artmasiyla

iligkili bulunmustur (8).

2.4.2. Tenofovir Farmakodinamigi

Tenofovir, HIV ve Hepatit B enfeksiyonu tedavisinde kullanilan niikleotid analog-
lar1 grubundan bir antiviraldir. Tenofovirin aktif formu olan tenofovir-di-fosfat (TFV-pp)
DNA sentezi sirasinda deoksiadenozin 5’-trifosfat ile yarigarak viriis transkripsiyonu

sirasinda DNA’ya entegre olur. Daha sonra revers transkriptaz enzimini bloke ederek
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uzamay1 engeller (3). Tenofovir, 2001 yilinda HIV tedavisinde; devam eden yillarda

Hepatit B tedavisinde kullanilmak iizere onay almigtir.

2.4.3. Tenofovirin Ilac-Tlac Etkilesmeleri

HIV (+) hastalar tizerinde gerceklestirilen bir ¢alismada tenofovir, ritonavir
ve aztanavirin Cs ve EAA(_o4 degerlerinde anlamli olarak azaltmistir. Geometrik
ortalama oranlar1 ve %90 giiven araliklar1 aztanavir i¢in sirastyla 0,72 (0,50-1,05) ve 0,75
(0,58-0,97); ritonavir icin 0,72 (0,43-1,21) ve 0,75 (0,44-1,24) olarak hesaplanmistir (68).
Boseprevir 7 giin birlikte kullanildiginda tenofovir maksimum plazma konsantrasyonunu
932 artirmistir (69). Darunavir, tenofovir Cy,.xs ve EAA degerlerini sirasiyla %19 ve

923 artirmustir (70).

Tenofovir ve didanozin arasindaki ilag-ila¢ etkilesmesinin ve bu ilaclarin yemekle
etkilesmesinin saglikli goniilliilerde incelendigi bir ¢alismada. Tenofovir ve didanozin
standart yemekle birlikte uygulandiginda didanozinin C,,,xs ve EAA degerleri sirasiyla
%64 ve %60 artmistir. Tenofovir konsantrasyonlari ise didanozinden etkilenmemistir

(71).

2.5. para-Aminosalisilik Asit Farmakolojisi

para-Aminosalisilik asit tiiberkiilozun kemoterapisinin ilk yillarinda yogun ola-
rak kullanilmis olan bir ilagti. Ancak yeni ilaclarin piyasaya siiriilmesi ve PAS’a bagh
gastrointestinal yan etkiler bu ilacin kullaniminda azalmaya sebep olmustur. PAS gii-
niimiizde MDR-TB ve XDR-TB tedavilerinde kullanilir. Giiney Afrika’da yapilan bir
calismada 48 XDR-TB hastasindan alinan 6rneklerin sadece 3 tanesinde PAS direnci

gozlenmistir (72). para-Aminosalisilik asidin molekiil yapis1 Sekil 2.6’da gosterilmistir.

Son 70 yilda bir cok PAS formiilasyonu iiretilmistir (9). Bu formiilasyonlardaki
en belirgin 6zellik PAS’1n bir tuzla kombine edilip edilmedigidir. PAS tuzlar1 da diye-

bilecegimiz bu grup diger formiilasyonlara gore daha farkli bir farmakokinetik profil
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Sekil 2.6: para-Aminosalisilik asidin molekiil yapisi.
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Sekil 2.7: para-Aminosalisilik asidin farmakokinetigi.

gostermektedir. PAS tuzlari normal PAS’a gore barsaktan daha hizli emilirler (73).
Bunun sonucunda T, degeri azalirken ve Cp,s degeri artar (73-75). Hizli emilim
kisa siire i¢inde yiiksek miktarda PAS’1n NAT enzimlerine sunulmasina ve enzim ka-
pasitesinin doyurulmasina ve uygulanan PAS’1n bir kisminin doyurulmus NAT enzimi

sayesinde ilk gecis etkisine maruz kalmadan kana ge¢isine olanak saglar.

PAS ilk kullanilmaya baglandig1 donemlerde 12 grama varan dozlarda kullanil-
maktaydi (76). Baz1 durumlarda ise giinde toplam 20 g’ye ulasan dozlar uygulanmaktaydi
(77). Lehmann ve arkadaglarinin yaptig1 bir calismada 4, 8 ve 12 g PAS uygulanan hasta-
larin idrar 6rneklerinde biyoaktif PAS, 4 g uygulanan hastalarda %17, 8 g uygulananlarda
%28 ve 12 g uygulanan hastalarda %44 olarak bulunmustur. Bu oranlardaki ciddi de-
gisim smirli NAT enzim kapasitesiyle aciklanmistir (78). Dikkat edilirse PAS diger
ilaglara kiyasla ¢ok yiiksek dozlarda uygulanmaktadir. Bu da NAT kapasitesini doyura-
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bilme potansiyeline imkan tanimakta ve 12 g dozunda uygulanan PAS’1n 4 g dozunda
uygulanan PAS’dan daha az ilk gecis etkisine ugramasiyla sonu¢lanmaktadir. PAS’1n ilk
kullanildig1 yillarda kendi anti-tiiberkiiloz etkisinin yaninda NAT enzimini doyurucu
etkisi izoniyazid plazma seviyeleri yeterli olmayan hastalarda izoniyazidin NAT tara-
findan metabolizmasini baskilayarak plazmada istenen izoniyazid konsantrasyonlarini

saglamak amaciyla da kullanilmaktaydi (79, 80).

Giiniimiizde baz1 iilkelerde mide asidine dayanikli (GR, GastroResistant) kap-
lamali farmasétik sekillerde PAS iiriinleri (PAS-GR) kullanilmaktadir. Ilacin boyle
tasarlanmasinda iki ana neden bulunmaktadir. Bunlardan ilki PAS’1n hizli emilmesinin
gastrointestinal advers etkileri arttirdigin1 destekleyen caligsmalarin bulunmasidir (81).
Ikincisi ise PAS molekiiliiniin asidik ortamda meta-aminofenol adl1 bir maddeye doniis-
mesidir. meta-Aminofenol toksik bir madde olarak siiflandirilmistir. Insandaki gastro-
intestinal sistem etkileri ile iligkili bir ¢caligma yapilamamais olsa da meta-aminofenoliin
gastrointestinal sistemi irrite ettigi diisiiniilmektedir (9). Bu sebeple mide asidine daya-
nikli kaplama uygulanarak ilacin mide asitlerine maruz kalmasinin oniine gecilmistir
(81). Yapilan calismalarda PAS-GR kullanan tiiberkiiloz hastalarda gastrointestinal
ve hipersensitivite tipi yan etkilerin klasik PAS-tuzlar1 ile tedavi edilmis tiiberkiiloz

hastalarina gore daha az gbzlendigi belirtilmistir (81).

2.5.1. para-Aminosalisilik Asit Farmakokinetigi

para-Aminosalisilik asit gastrointestinal sistemden emildikten sonra biiyiik
oranda NAT enzimi tarafindan asetil-PAS (as-PAS) metabolitine doniistiiriiliir (10).
Glinsinle konjugasyon ile de metabolize oldugu gosterilmistir. Glisin ile konjugasyon
sonucu glisin-PAS olusur (82). Yiiksek PAS uygulanmasi1 NAT aracili metabolizmanin
doyurulmasini ve PAS’1n glisin ile konjugasyona daha ¢ok yonelmesine neden olur
(9, 78). Plazma proteinlerine baglanma oran1 %50-60 olarak ol¢iilmiistiir (83). PAS ve

as-PAS baslica glomeriiler filtrasyon ve tiibiiler sekresyon yoluyla viicuttan atilir (10).
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2.5.2. para-Aminosalisilik Asit Farmakodinamigi

PAS’1n etki mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamistir (84). 2013 yilinda
onerilen bir mekanizmaya gore PAS tetrahidrofolat biyosentezindeki dihidropteroat
sentaz enzimine para-aminobenzoik asit ile yarigarak baglanir. Bunun sonucunda olusan
hidroksi dihidrofolat, dihidrofolat rediiktaz enzimini baskilar. Bundan dolay1 PAS’1n
kendisinin degil hiicre icinde folat biyosentezindeki hidroksi dihidrofolat araciligiyla

etki gostermesinden dolayi bir 6n ilag¢ oldugu 6ne siiriilmiistiir (84).

2.6. OAT1 ve OAT3 Tasiyic1 Proteinleri

Organik anyon tagiyicilari insan viicudunda ¢ogunlukla bobrek proksimal tiibiil
hiicrelerinin bazolateral kisminda bulunan bir ice alim (influx) tasiyicisidir. Bu tastyict
proteinler bir ¢ok endojen ve ekzojen maddenin hiicre zarindan taginmasinda gorev alir.
Sadece anyonik maddelerin degil notr veya katyonik maddelerin tasinmasinda da rol
oynayabilmektedir (14, 85, 86). OAT1 tasiyici proteini SLC22A6 geni tarafindan, OAT3

tasiyici proteini ise SLC22A8 geni tarafindan kodlanir.

OAT tagtyici proteinleri iiclii aktif tagima sistemiyle calisir. Sekil 2.8’de de dzet-
lendigi gibi ilk olarak Na*/K* ATPaz tasiyici proteini araciligiyla hiicre ici ve hiicre dis1
arasinda Na* iyon gradienti olusturulur. Bu gradientten yararlanarak Na*/Dikarboksilat
tastyici proteini (NaDC3) ile Na* ve a-ketoglutarat (a-KG) hiicre i¢ine taginir. Son
olarak OAT tagiyic1 proteini igeri tagiyacagi substrati ile a-ketoglutarati karsilikli olarak

tasir (88).

Literatiirde bildirilen baglica OAT1 ve OAT3 substratlar1 Tablo 2.4’te verilmistir.

20 OAT1 genetik polimorfizminin in vitro etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada
R50H (149G>A; rs11568626) genetik polimorfizminin in vitro ortamda OAT]1 tagsiyi-
cis1 i¢in prob ila¢ olarak kullanilan para-aminohippiiratin tasinmasina etkisi olmazken

adefovir, tenofovir ve sidefovir gibi antiviral ilaglarin Km degerlerinde azalma gozlen-



23

ISLIdS QI0NY Y2IqQq YIUOALIGUId Uesu] |,

ISLIdS QI0NY J1q SIW[IPS 9P[S ULPUNWIOUISIEY [EYIIONOUSIPE UBSU]
ISLISS 210Ny SIW[IPI 9o uspunuawsas ¢g nqm ewisyoid urofare] .
&4paQ 421SUDE] 2S2ULY)) |

(T101) Ld[RIoNY S TELF ISP 86'CF6'SY uIpnAoprz
(0or) LMY  OHD - v'EF8EE 1IAOJOUR],
(66) Ld[aoNy [ OHO - L'SF0°8S ITAOJOPIS
(86) LIQ[)ISOO0 $149D] sndouay STFVL — UneISBANZOY
(L6) L[Ny S 80°0F 60°1 00 F 850 "t uIpuR[301S01d
(L6) Ld[RIoNY S ¥0°0 F ¥£°0 SO'0F L60 g urpue[3o1solq
(96) LgRIONY S L°LT — uneIseArld
(c6) LIQ[)ISO0 $149D] sndouay I'TF¢¢ — unejseAeId
(v6) LIQ[)ISOO0 $149D] sndouay — C1F6€ yemnddyjourwry-vand
(€6) LIR[IONY L €67-MHH €0°0 F 210 €0°0 F LO°0 ue)Iesaw|Q
(26) LIQ[ISO0 $149D] sndouay OCFTLI — JeSYAI01N
(16) LIS[aIoNY YS6TH-TON 90F VT — [0ZD10Y
(06) 192100y S LTOF1TT — Jej[ns-¢ uonsy
(68) L[Ny OHO - Ty F8eC 1TAOJopY
4 1dn a1ony uepue[ny (AM) Wy €1VO0 (JAM) Wy [LVO jensqng

"LIR[Iensqns o4J14 u1 utre[dikise) ¢ VO 2A [LVO ' OI9eL



24

Substrat a-KG Nat K+

plazma

bazolateral membran

apikal membran

idrar

Sekil 2.8: OAT tastyici proteinlerinin ¢alisma mekanizmast (87)

mistir (102). Ancak bu polimorfizm olduk¢a nadir gbzlenmektedir. Diinya genelinde
sadece Afrikali popiilasyonda varyant allel %7 oraninda gozlenmektedir (103). Diger
toplumlarda varyant allel frekansi sifira yakindir (103). Nefrektomi gerceklestirilen bob-
rek kanseri hastalarinda yapilan bir calismada OAT3 genetik polimorfizmleri arasinda

bobrek orneklerindeki mRNA seviyelerinin degismedi8i gosterilmistir (104).

OAT1 ve OAT3 tasiyici proteinlerinin tenofovire bagli gelisen bobrek toksisite-

sindeki rolii ilgili boliimde (Boliim: 2.4.1, s. 17) aciklanmustir.

2.7. OCT?2 Tasiyici Proteini

Organik katyon tastyici proteini 2 (organic cation transporter 2, OCT2) insanda

en ¢ok bobrekte bulunan bir ice alim (influx) tasiyicisidir (14, 105).

OCT?2 tasiyicisi eksprese eden HEK-293 hiicrelerinde yapilan bir ¢alismada
OCT2’nin PAS’1n hiicresel ice alimina aracilik ettigi gosterilmistir (13). Literatiirde

bildirilen baslica OCT2 substratlar1 Tablo 2.5’te dzetlenmistir.
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OCT?2 genetik polimorfizmlerinin tastyici aktivitesinde degisime yol actigini gos-
teren ¢aligsmalar mevcuttur. Xenopus laevis oositlerinde yapilan bir calismada ¢.808G>T
(Ala270Ser, rs316019) genetik polimorfizmi tetrabiitilamonyumun (TEA)1-metil-4-
fenilpiridinum (MPP") taginmasi iizerindeki K; degerini yaklagsik iki kat artirmigtir (106).
Bagka bir calismada c.808G>T, c.602C>T, ¢.596C>T genetik polimorfizmlerinde met-
forminin HEK293 hiicrelerindeki tasinmasi azaldig1 gosterilmistir (15). Insanda yapilan
farmakokinetik caligmalarda, OCT2 genetik polimorfizmlerinin ilaglarin dispozisyo-
nunu degistirebildigi gosterilmistir. Koreli saglikli goniilliilerde yapilan bir ¢alismada
¢.808G>T (rs316019), c.602C>T (rs145450955) ve ¢.596C>T (rs2019198874) varyant-
larinin metforminin bobrekteki eliminasyonunu tiibiiler sekresyon tizerinden azalttig1 ve
bunun sonucunda kan konsantrasyonlarini arttirdig1 gozlenmistir (15). Sisplatin tedavisi
uygulanan hastalarda ise ¢.808G>T varyantinin sisplatin farmakokinetigini degistirmese
de sisplatine bagh gelisen bobrek toksistesine karsi koruyucu rolii oldugu gosterilmistir
(107, 108). Bu tez calismasinda, ek bir hedef olarak PAS farmakokinetiginin OCT?2

genetik polimorfizmlerinden etkilenip etkilenmedigi de arastirilmistir.
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3. BIREYLER VE YONTEM

3.1. Klinik Calisma Tasarim

Bu calisma Inje Universitesi Tip Fakiiltesi (Pusan/ Kore Cumhuriyeti) Farmako-
genomik Arastirma Merkezi ve Klinik Arastirma Merkezinde gergeklestirildi. Calismaya
dahil edilime ve hari¢ tutma kriterlerine uygun olarak belirlenen Koreli saglikli goniillii-
ler caligmaya davet edildi. Dahil edilme ve hari¢ tutma kriterleri boliim 3.2°de (s. 29)

ayrintili olarak belirtilmektedir.

Calisma Helsinki bildirgesine ve Iyi Klinik Uygulamalara uygun olarak yiiriitiildii.
Calisma Inje Universitesi Etik Kurulu Institutional Review Board tarafindan onaylandi
(16-0138). Aydinlatilmis onam formu tiim katilimcilar tarafindan imzalandi. Calisma

ClinicalTrials.gov sitesine kaydedildi (NCT03070405).

Calisma acik-etiketli, randomize, iki dizi, iki periyotlu ¢apraz gegcisli bir calisma
olarak tasarlandi. Calismaya 19-45 yas araliginda 20 saglikli Koreli goniillii dahil edildi.
Caligsmadan 6nce tiim katilimcilara fizik muayene, EKG, rutin kan biyokimya, hemogram
ve idrar analizleri uygulandi. Katilimcilardan bu testler sonucunda normal sinirlar diginda

olan veya eslik eden hastalig1 bulunanlar ¢calismadan ¢ikartildi.

Katilimcilar randomize edilerek onar kisilik iki kola ayrildi ve asagida belirtildigi
gibi siralandi. Randomizasyon, katilimcilar hakkinda bilgisi olmayan ve caligsma ekibinde
yer almayan bir biyoistatistik uzmani tarafindan yapildi.

* Birinci kol: T'enofovir + PAS — Arindirma dénemi — T'eno fovir;

« Ikinci kol: T'enofovir — Arindirma dénemi — Tenofovir + PAS

Tenofovir ! ve PAS?’1n beraber uygulandig1 grup, test; sadece tenofovir (300
mg, tek doz) uygulanan grup ise referans olarak adlandirildi. Test grubunda tenofovir

(300 mg, tek doz) ile para-aminosalisilik asit (2,64 g, 2x2, 7 doz) beraber uygulanirken,

IVIREAD®, Gilead Sciences Inc., tenofovir disoproksil fumarat, 300 mg, tablet
2PAS kalsiyum graniil, CMG, 2.64 g, sase
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referans grubunda sadece tenofovir (300 mg, tek doz) uygulamasi yapildi. Calismaya
20 saglikli goniillii dahil edildi. Ik periyodu tiim katilimcilar tamamlarken, 2. periyota
2 katilimci kisisel programlarina uymamasini gerekce gostererek caligmaya katilmada.
Capraz gecisli bir calisma oldugundan bu iki katilimcinin verileri analizde kullanilmada.

18 katilimci ¢aligmanin tamamina katildi. Calisma tasarimi Sekil 3.1°de belirtilmektedir.

TDF
+
PAS PAS PAS PAS PAS PAS PAS TOF
v v v v v v v lest v Referans
e 20w e 208 g 200 g (n=10) " lein  2.Gin  3.Gin 4 Gin (0=10)
Arindirma
D6nemi TDF
TDF 10 Gin PAS PAS PAS PAS PAS PAS PAS
Referans ) v Y Y v v v 4 Test
' 1.Gin = 2.Gin  3.Gin  4.Gin (N=10) "gu 0m ge 0@ ge 02 gw (n=8)

Sekil 3.1: Klinik calisma tasarimi

Katilimcilar Inje Universitesi Klinik Arastirma Merkezi’ne ila¢ uygulanmasin-
dan bir giin énce yatirildi. Ila¢c uygulama saatleri Sekil 3.1°de belirtilmektedir. Tiim
katilimcilar ilk ilag alimindan 6nce geceyarisindan itibaren ag birakildi. Tlaglar 200 mL
su ile uygulandi. Ila¢ alimindan sonra katilimcilarin agizlar1 kontrol edilip ve ilaglarin
tam olarak yutuldugundan emin olundu. Katilimcilarin ilag alimindan sonraki 2 saat
icinde bir sey icmemesi ve ilk 4 saat iginde bir sey yememesi saglandi. Katilimcilar her
periyotta ilk ila¢ uygulamasindan itibaren 24 saat boyunca arastirma merkezinde tutuldu.
24 saatten sonraki kan Ornekleri arastirma merkezinin ayaktan hasta polikliniginde

alindi.

Orneklerin alim saatleri Tablo 3.1°de belirtilmektedir. Kan 6rnekleri (5-7 ml)
heparin kapl tiiplere alindi. Ornekler, 2000g ve +4°C’de 10 dakika santrifiij edildikten
sonra plazma Ornekleri toplandi ve analiz giiniine kadar -80°C’de sakland1. 24 saatlik
idrar 6rnekleri toplanilan giin icerisinde +4°C’de tutuldu giin sonunda -80°C’ye konuldu

ve analiz giiniine kadar -80°C’de sakland.

Advers olaylar diizenleyici faaliyetler i¢in tip sozliigii (Medical Dictionary for

Regulatory Activities, MedDRA) yonergelerine gore siniflandirilip kaydedildi.
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Tablo 3.1: Katilimcilardan tenofovir ve PAS analizi i¢in ilaglarin uygulanmasini takiben
ornek alim saatleri

Saatler
Tenofovir Plazma 0,0,5,1,2,4,6,8,12,24, 48,72, 84*
Idrar 0-6, 6-12, 12-24
PAS Plazma 0,05,1,1,5,2,3,4,6,8, 12
Idrar 0-6, 6-12

* PAS’1n tenofovirin eliminasyonunu inhibe edecegi ongoriildiigiinden test grubuna 84. saat
ornegi eklenmigtir

3.2. Dahil Edilme ve Hari¢ Tutma Kriterleri
3.2.1. Dahil Edilme Kriterleri

1. Giiney Koreli, 19-45 yas arasi, saglikli ve erkek goniilliiler

2. Yapilan incelemeler sonucunda konjenital veya kronik bir hastaliginin bulunma-
mast.

3. Viicut kitle indeksinin! 18-25 kg/m? arali§inda olunmasi

4. EKG, fizik muayene, tibbi 0ykii ve laboratuvar testleri sonug¢larinin incelenme-
sinden sonra arastirmacilar tarafindan goniilliiniin calismaya uygun oldugunun
degerlendirilmesi

5. Calismanin tamamina katilinabilecek durumda olunmasi

6. Calismanin amaci, iceri8i ve ¢alisma ilaclarinin genel 6zellikleri hakkinda bilgi

aldiktan sonra aydinlatilmig onam formunun imzalanilmasi

3.2.2. Hari¢ Tutma Kriterleri

1. Tibbi Oykii
a. Katilimcida; karaciger, sindirim sistemi, solunum sistemi, kas-iskelet sistemi,
endokrin sistem, noropsikiyatrik sistem, hemato-onkolojik sistem, iiriner ve

kardiyovaskiiler sistem ile iligkili ciddi bir hastali§inin bulunmasi

"Viicut Kitle Indeksi= Viicut Agirhigi(kg) / (Boy(m))?



30

b. Katilimcidaki gastrointestinal hastalik veya durumun c¢alisma ilacinin emili-
mini etkileme olasiliginin olmasi
2. Laboratuvar ve EKG bulgulari
a. AST ve ALT diizeylerinin normal iist degerinin 1,5 katinin {izerinde olmasi
b. Total biliriibin diizeyinin normal iist degerin 1,5 katinin iizerinde olmasi
c. Hesaplanmis kreatinin klerensi degerinin 60mL/dakikanin altinda olmasi
d. EKG’de klinik olarak anlamli anormallik saptanmasi
3. Herhangi bir ilaca kars1 alerji Oykiisiiniin olmasi veya klinik olarak anlamli alerji
Oykiisiiniin olmast
4. Tlac ve besin kullanimi
a. Calismaya baslamadan 2 hafta 6nceki donemde receteli ilag/bitkisel ilag
kullanimi veya 1 hafta 6nceki donemde tezgah iistii ilag/vitamin haplarinin
kullanilmas1
b. Katilimcilar tarafindan ¢alisma ilaglarinin farmakokinetiklerini etkileyecek
diyet uygulanmasi
c. Probenesid ve penisilin gibi OAT1 tasiyict proteinini fonksiyonlarini ektile-
digi bilinen ilaclarin son iki hafta i¢inde kullanilmis olmasi
5. Kan bagis1 ve transfiizyon
a. Son 60 giin icerisinde kan veya plazma bagisinda bulunmak veya klinik
calisma i¢in kan vermek
b. Son 30 giin i¢inde kan transfiizyonu yaptirmak
6. Diger Digslanma kriterleri
a. Giinde 30 g’den fazla alkol almak
b. Son 3 ay igerisinde sigara icmis olmak veya caligma siiresince sigara igmeyi
kesememek
c. Calisma siiresince alkol veya kafein igeren iceceklerin alimini kesemeyecek
olmak

d. Arastirmaci tarafindan ¢alismaya uygun olmadig1 belirtilmek
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3.3. LC/MS-MS Analizleri

Tenofovir ve para-aminosalisilik asit konsantrasyonlar1t LC-MS/MS (S1v1 Kro-
matografisi - Ardigik Kiitle Spektrometrisi) yontemiyle analiz edildi. Ilaclar ve internal
standartlarin analizinde pozitif iyon ve ¢oklu reaksiyon monitdrleme yontemi kullanildi.
Agilent 1200 serisi HPLC (Yiiksek performansl sivi kromatografisi) sistemi (Agi-
lent, Wilmington, DE, ABD) Qtrap 5500 LC-MS/MS sistemine (AB-SCIEX, Toronto,
Kanada) veya Agilent 6410 LC-MS/MS sistemine (Agilent, Wilmington, DE, ABD)
baglandi. Plazma tenofovir analizi Qtrap 5500 sistemiyle yapilirken diger maddeler

Agilent 6410 sistemiyle analiz edildi.

3.3.1. Plazma Tenofovir Diizeyinin Belirlenmesi

Plazma tenofovir analizinde Atlantis HILIC (150 x 2,1 mm, partikiil capi: 3
um) kolonu, i¢ standart i¢in adefovir kullanildi. Kiitle degisimleri tenofovir i¢in m/z
288,1/176, adefovir i¢in 274,1/162 olarak 6l¢iildii. Mobil faz olarak %0,1 formik asit
iceren %10’luk asetonitril soliisyonu kullamild: ve 0,25 ml./dakika hizinda kolona
gonderildi. 2 pg/mL konsantrasyondaki adefovir soliisyonundan 10 pL internal standart
50 uL plazma ornegine eklendi. Daha sonra 200 ul. %0,5’lik trifliiro asetikasit protein
coktiirme i¢in eklendi. Karisim vorteks cihaziyla karistirildiktan sonra 16100 g’de 10
dakika santrifiij edildi. Ust tabakadan 1 uL’lik 6rnek LC-MS/MS sistemine enjekte

edildi. Validasyon sinir1 5-1000 ng/mL olarak belirlendi.

3.3.2. Idrar Tenofovir Diizeylerinin Belirlenmesi

Idrar tenofovir analizinde Atlantis HILIC (150 x 2,1 mm, partikiil ¢ap1: 3 um)
kolonu, i¢ standart olarak tenofovir-de (tenofovir-déteryum) kullanildi. Kiitle degisimleri
tenofovir i¢in m/z 288,3/176, tenofovir-d6 icin 294,3/182,3 olarak o6l¢iildii. Mobil faz ola-
rak %0,1 formik asit iceren %15’lik asetonitril soliisyonu kullanild: ve 0,25 mL/dakika
hizinda kolona gonderildi. 10 pg/mL konsantrasyondaki tenofovir-d6 soliisyonundan 10
uL internal standart 50 uL idrar 6rnegine eklendi. Daha sonra 100 uL. %0,5’lik trifliiro

asetikasit karisima eklendi. Karisim vorteks cihaziyla karistirildiktan sonra 16100 g’de
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5 dakika santrifiij edildi. Ust tabakadan 5 uL’lik 6rnek LC-MS/MS sistemine enjekte

edildi. Validasyon sinir1 1-100 pg/mL olarak belirlendi.

3.3.3. Plazma para-Aminosalisilik Asit Diizeylerinin Belirlenmesi

Plazma para-aminosalisilik asit analizinde Atlantis Luna C18 (100 x 2 mm,
partikiil ¢api: 3 um) kolonu (Phenomenex, Torrance, CA, ABD), i¢ standart i¢in 5-
aminosalisilik asit (5-ASA) kullanildi. Kiitle degisimleri PAS ve 5-ASA icinm/z 154,1/136
olarak 6l¢iildii. Mobil faz olarak %0,1 formik asit iceren %40’ lik asetonitril soliisyonu
kullanild1 ve 0,2 mL/dakika hizinda kolona gonderildi. PAS ve 5-ASA’nin pik zamanlar1
sirasiyla 2,04 ve 1,16 dk. olarak gozlendi. 180 pL asetonitril icinde ¢dziinmiis 0,1 pg/mL
5-ASA 20 pl’'lik plazma orneklerine eklendi. Karisim vorteks cihaziyla karistirildiktan
sonra 16100 g’de 10 dakika santrifiij edildi. Ust tabakadan 2 pL’lik 6rnek LC-MS/MS

sistemine enjekte edildi. Validasyon sinir1 0,5-300 ug/mL olarak belirlendi.

3.3.4. Idrar para-Aminosalisilik Asit Diizeylerinin Belirlenmesi

Idrar para-Aminosalisilik asit analizinde Atlantis dC18 (150 x 2,1 mm, partikiil
cap1: 3um) kolonu (Waters, Milford, MA, ABD), i¢ standart icin moksifloksasin kulla-
nildi1. Kiitle degisimleri PAS i¢in m/z 154,1/136, moksifloksasin i¢in 402/384 olarak
oOl¢iildii. Mobil faz olarak %0,1 formik asit iceren %20’lik asetonitril soliisyonu kulla-
nild1 ve 0,2 mL/dakika hizinda kolona gonderildi. 400 uL asetonitril icinde ¢oziinmiis 1
ug/mL moksifloksasin 100 uL’lik idrar 6rneklerine eklendi. Karisim vorteks cihaziyla
karistirildiktan sonra 16100 g’de 5 dakika santrifiij edildi. Ust tabakadan 1 uL’lik &rnek
LC-MS/MS sistemine enjekte edildi. Validasyon sinir1 1-2000 pg/mL olarak belirlendi.

3.4. Organik Katyon Tasiyicisi-2 Genotip Analizi

Organik Katyon Tasiticisi-2 (OCT2) genetik polimorfizmleri PCR - SNaPshot
metodu kullanilarak analiz edildi. Analiz edilecek 3 genetik polimorfizmin ikisi ekzon
3’te (596C>T ve 602C>T) biri ekzon 4’te (808G>T) idi. OCT-2 ekzon 3 ve ekzon 4 icin
kullanilan primerler Tablo 3.3’te gosterilmistir. iki ekzon da tek seferde multipleks PCR

yontemiyle ¢cogaltildi. PCR i¢in 30 pL toplam hacim i¢inde 1x PCR Buffer, 0,25 mM
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Tablo 3.2: PCR kosullar:

Derece Siire
[k denatiirasyon fazi 94°C 5 dakika
94°C 30 saniye
35 tur 57°C 30 saniye
72°C 30 saniye
Son uzama fazi 72°C 10 dakika

Tablo 3.3: OCT-2 geninin ¢ogaltilmasinda kullanilan primerler (115).

Ekzon Primer Uriin

3 F: 5“TCCATGCATTTTCCACAATC-3¢ 233b
R: 5-TCTATTTTGGCAGCGAGGTT-3° ¢

4 F: 5°-CTGATAGCTGGACAGCCAAC-3¢ 306b
R: 5*“TTAAGGAAGGCAGACTTCTT-3° ¢

dNTP karigimi, primerlerin her birinden 0,16 uM, 1,25 U d-Taq DNA polimeraz ve 100
ng DNA 06rne8i icerikleri hazirlandi. Reaksiyon kosullar1 Tablo 3.2’de 6zetlenmistir.
PCR’den sonra ornekler 1 tinite ExoSAP-IT ile 37°C’de 30 dakika bekletierek SNaPshot
analizine hazir hale getirildi. SNaPshot analizi i¢in Tablo 3.4 teki primerler kullaniimstir.
Uzatma reaksiyonu 96°C’de 10 saniye, 50°C’de 5 saniye ve 60°C’de 30 saniyeden olusan
40 siklusta olusturulmustur. Uzatma reaksiyonu iiriinlerine 37°C’de 30 dakika siireyle 1
tinite shrimp alkaline fosfataz uygulandi ve 1 pl’lik iirtine 0,25 uL. GeneScan-120LIZ
standart1 ve 8,75 uL. Hi-Di formamid eklendi. Uriinler 95°C’de 5 dakika bekletilerek
denatiire edildi. Sonuglar ABI PRISM 3130 DNA Analiyzer (Applied Biosystems, Foster

City, CA, ABD) ve GeneMapper v3,7 programui ile analiz edildi.

3.5. Verilerin Istatistiksel Degerlendirilmesi

Farmakokinetik analiz kompartmansiz analiz yontemi kullanilarak Winnonlin®
(NJ, ABD) programu ile yapildi. EAA ve C,, degerlerinin geometrik ortalamalar1 ve

%90 giiven aralif1 (%90 CI) hesaplandi. Gruplar arasi karlilastirmada bu geometrik
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Tablo 3.4: OCT-2 genetik polimorfizmlerinin SNaPshot analizinde kullanilan primerler

SNP Ekzon SNaPshot Primeri
596C>T 3 F(TO0): 5‘-CTCATGGCCATTTCCCCAA-3¢
602C>T 3 R(T19): 5‘-T. TTGGATTAAGCGAAAAATTAACATCCAC-3¢
808G>T 4

F(T3): 5*-TTTTGGAGGTGGTTGCAGTTCACAGTT-3¢

ortalamalarin oranlar1 (GOO) hesaplandi. Geometrik ortalama oranlari i¢in 0,80 ve

1,25 degerleri etkisizlik sinirlar1 (no effect boundary) olarak de8erlendirildi (12). Yan

etkilerin degerlendirilmesinde McNemar’1n testi kullanildi (116).
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4. BULGULAR

Calismaya 20 saglikli erkek goniillii 6zne dahil edildi ve bunlarin 18’1 ¢aligmanin
tiimiinii tamamladi. 1ki goniillii 6zne kisisel programlar1 nedeniyle calismanin ikinci
yarisina katilmadi. Katilimcilara ait demografik veriler Tablo 4.1’de 6zetlenmistir.

Tablo 4.1: Katilimcilara ait demografik veriler. (Ortalama £ standart sapma olarak

gosterilmisgtir)
Ozellik
Cinsiyet (Erkek/Kadin) 20/0
Yas (y1l) 26,8 £+ (2,9)
Boy (cm) 174,5 £ (4,6)
Agirlik (kg) 70,6 + (7,2)
Viicut Kitle indeksi (kg/m?) 23,2 + (1,9)

4.1. Tenofovir Farmakokinetik Verileri

Calismay1 tamamlayan 18 saglikli 6znede, beraberinde PAS verilmesi (test grubu)
referans (kontrol) grubuna gore tenofovir plazma konsantrasyonlarinin 6nemli derecede
azalmasina neden oldu (Sekil 4.1). Maksimum plazma konsantrasyonu (C,.xs) degerleri
kontrol grubunda 245,2 4 78,1; test grubunda (PAS+tenofovir) 86,5 £ 39,7 ng/mL idi.
Ortalama EAA oranlar1 (EAA,,/EAA ) referans ve test gruplarinda sirasiyla 0,89 ve
0,78 olarak hesaplandi.

Referans ve test gruplarinin egri altindaki alan (EAA) ve maksimum plazma
konsantrasyonu (Cp,.xs) degerlerinin geometrik ortalamalar1 ve geometrik ortalama orani
(GOO, Geometric Mean Ratio) ve %90 giiven aralig1 hesaplandi. Bu oranlar C,,, i¢in
(test/referans) 0,33 (0,28-0,38); EAA i¢in 0,29 (0,26-0,33) olarak hesaplandi. Bagka
bir deyisle Cp s ve EAA degerleri test grubunda referans (kontrol) grubuna gore
yaklasik %70 azaldi.

Bireysel farmakokinetik egriler incelendiginde her katilimcinin test fazindaki
plazma tenofovir diizeylerinin referans fazindakine oranla anlamli olarak azaldig1 goz-

lendi. Calismay1 tamamlayan 18 katilimcinin bireysel farmakokinetik egrileri Sekil
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3001
Gruplar
O Tenofovir
2507 @ Tenofovir + PAS

Plazma tenofovir
konsantrasyonu [ng/mL]
o
o

012468 12 24 48 72
Zaman (Saat)

Sekil 4.1: Plazma tenofovir konsantrasyonlarinin gruplar arasindaki kargilastirilmasi.
Veriler ortalama + standart sapma olarak gosterilmistir (n=18).

4.2a-e’de gosterilmektedir.

Yirmi dort saatlik tenofovir idrar konsantrasyonlarin 6l¢iimiiyle hesaplanan top-
lam renal klerens, referans grubunda 14,7 (+3,7) L/sa; test grubunda ise 13,2 (£2,8)
L/sa idi ve anlaml fark yoktu (GOO= 0,91, Sekil 4.3). Tenofovirin renal sekretuvar
klerensi, referans grubunda 7,9 (£2,6); test grubunda 7,0 (£1,7) L/sa olarak hesaplandi
(GOO= 0,91, Sekil 4.4). [lk 6 saatte toplanan idrarla hesaplanan tenofovir renal klerensi,
referans grubunda 13,7 (£4,1); test grubunda 11,9 (£2,9) L/sa olarak hesaplandi ve
anlamli bir farklilik gozlenmedi (GOO=0,88). [1k 12 saat klerens degerlerinde de anlamli
bir farklilik gézlenmedi (GO0=0,92). Tenofovir renal klirenslerinin farkli zaman dilim-
lerindeki degerleri birey bazinda (Sekil 4.6) ve grup olarak (Sekil 4.5) gosterilmistir.
Plazmada tenofovir eliminasyon yarilanma 0mrii, referans grubunda ortalama 18,7 +3,4
saat, test grubunda 14,8 +3,3 saat olarak hesaplandi. Tenofovir sanal dagilim hacminin
biyoyararlanima oran1 (Vd/F) referans grubunda 6,4 +1,9 litre; test grubunda ise 23,6
£9,5 litre olarak hesaplandi. Tenofovir plazma farmakokinetik verileri Tablo 4.2’de

ayrintili olarak sunulmaktadir.
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24 saatlik tenofovir renal klirensi (L/sa)

-
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0 -
Tenofovir Tenofovir
PAS

Sekil 4.3: Idrar tenofovir miktariyla hesaplanan 24 saatlik renal tenofovir klerensi
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Sekil 4.4: Idrar tenofovir miktariyla hesaplanan 24 saatlik renal sekretuvar tenofovir
klerensi
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25- GOO0=0,88 GO0=0,92 GOO0=0,91
1 1 1

20-

—
i

Tenofovir renal klerensi (L/sa)
o

Tenéfovir Tenéfovir Tenéfovir Tenéfovir Ten(Sfovir Tenéfovir
PAS PAS PAS

Sekil 4.5: Tenofovir renal klerensinin farkli zaman dilimlerindeki degisimi. GOO,
Geometrik ortalama orant; kutu, %25-75 ¢eyrekler arasi aralik; yatay cizgi,
ortanca deger. Ceyrekler aras1 aralifin 1,5 kat1 whisker ¢ubuklarinin sinir
degeri olarak belirlenmistir.
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25-
20-

EILTE

Tenofovir  Tenofovir Tenofovir  Tenofovir Tenofovir  Tenofovir
PAS PAS PAS

Tenofovir renal klerensi (L/sa)

Sekil 4.6: Bireyler arasinda tenofovir renal klerensinin farkli zaman dilimlerindeki
degisimi.
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4.2. para-Aminosalisilik Asit Farmakokinetik Verileri

Calismay1 tamamlayan 18 saglikli katilimcinin plazma para-aminosalisilik dii-

zeyleri Sekil 4.7°de verilmektedir. Katilimcilarin maksimum plazma konsantrasyonlari

ortalama 68,9 + 16,3 ug/mL, EAA degeri ise 172,2 £37,5 ug-sa/mL olarak hesaplandi.

PAS plazma farmakokinetik verileri Tablo 4.3’te ayrintili olarak sunulmaktadir.

80+

Plazma PAS
konsantrasyonu [ug/mL]
N
o

Grup
@® Tenofovir + PAS

0 05

1 15 2 3 4 6 8
Zaman (Saat)

Sekil 4.7: Olgiilen plazma PAS konsantrasyonlar1. Veriler ortalama = standart sapma
olarak gosterilmistir (n=18).

Tablo 4.3: Tenofovir uygulanan hastalardaki PAS plazma farmakokinetik verileri.
Veriler ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir (n=18).

Test grubu
Cmaks (Mg/mL) 68,9 + 16,3
EAA; (ug-sa/mL) 172,2 £+ 37,5
tmaks>l< (Sa) 1,5 (0,5—3,0)
ty, (sa) 0,75 £ 0,28
KL/F (L/sa) 32,4 £+ 8,7
V4/F (L) 15,5 £ 37,3

* Ortanca ve aralik degerleri verilmistir.
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4.3. OCT-2 Polimorfizmlerinin Genetik Analizi

Orneklerdeki OCT-2 genetik polimorfizmlerinin dagilimi Tablo 4.4’te verilmek-
tedir. 808 G>T ve 602 C>T polimorfizmleri incelendiginde sirasiyla 7 ve 1 heterozigot
birey saptandi. Diger 6znelerde yabanil tip genotip tespit edilmistir. Katilimcilar arasinda

596 C>T genetik polimorfizmine rastlanmadi.

Tablo 4.4: Katilimcilardaki OCT-2 genotiplerinin dagilimi

SLC22A2(0OCT2)
s numarasi rs316019 rs145450955 rs201919874
Niikleik asit degisimi c.808G>T c.602C>T c.596C>T
aa degisimi Ala270Ser Thr201Met Thr1991le
Yabanil tip (say1) GG(11) CC7) CC(18)
Heterozigot (say1) GT() CT(1) CT(0)
Homozigot mutant (say1) TT(0) TT(0) TT(0)
G(%80) C(%97) C(%100)
Alel frekansi T(%20) T(%3) T(%0)

Katilimcilar OCT-2 haplotipleriyle gruplandirilip plazma PAS farmakokinetik
parametreleri kargsilastirildiginda gruplar arasinda belirgin bir fark gézlenmedi. PAS 1n
plazma C,,s ve EAA, degerlerinin geometrik ortalama oranlar1 ve %90 giiven araliklar1
CC/GG haplotipi referans olarak alindiginda CC/GT haplotipi i¢in 103,1 (80,1 - 132,7)
ve 113,0 (88,5 -144,4); CT/GT haplotipi i¢in 91,4 (55,8 -149,8) ve 100,8 (62,5-162,6)
olarak hesaplandi. PAS farmakokinetik parametrelerinin OCT-2 haplotiplerine gore

karsilastirilmasi Tablo 4.5°de ayrintili olarak sunulmaktadir.

4.4. Advers Olaylar ve Ko-medikasyon Gereksinimi

Higbir katilimcida yasami tehdit eden ciddi advers olay gelismedi. Calismaya
katilan 20 saglikli goniilliiden ikisi kisisel nedenlerle ¢alismanin ikinci periyoduna
katilamadi. Calisma boyunca 7 katilimcida toplamda 9 advers olay gbzlendi. Bunlardan

5’1 bas agrisi, 3’1 yiikselmis AST, ALT ve 1’1 dis agrisiydi. AST ve ALT enzimleri en



48

Tablo 4.5: OCT-2 haplotipleri arasinda PAS farmakokinetiginin karsilagtirilmasi.

c.602C>T/c.808G>T

CC/GG (n=11) CC/GT (n=6) CT/GT (n=1)
Coaes  (ug/mL) 68,4 +15.6 71,1 4+ 20,0 61,0
Coas  GOO!  Referans 103,1 (80,1-132,7) 91,4 (55,8 -149,8)
EAA, (ug-sa/mL) 167 + 42,0 185,6 + 29,6 160,4
EAA,  GOO' Referans 113,0 (88,5 -144,4)  100,8 (62,5 -162,6)
fnaks sa)? 1,0(1,02,0)  1,5(0,5-3,0) 2,0
s (sa) 0,8+0,3 0,7 40,2 0,5
KL/F (L/sa) 338+102 29,1 +49 32,9
V4/F (L) 41,9+300 29,1 +82 22,7

! Geometrik ortalama oranlar.
2 Ortanca ve aralik degerleri verilmistir.

fazla 3 kata kadar yiikseldi. Advers olaylarin ¢aligma gruplar: aras1 karsilagtirilmasinda
bir fark bulunamadi (p=0,65).

20 numaral1 goniillii disg agris1 sebebiyle tenofovir alimindan 10 saat sonra ve 15
saat sonra parasetamol kullandi. Bunun disindaki advers olaylar kendiliginden remisyon
gosterdi ve tedaviye gerek duyulmadi. Caligsma sirasinda gozlemlenen advers olaylar

Sekil 4.8’de gosterilmektedir.
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5. TARTISMA

Bu tez ¢alismasinda saglikli goniilliilerde in vivo kosullarda para aminosalisilik
asit (PAS) ve tenofovir arasindaki etkilesme incelendi. Daha 6nce yapilmis ve heniiz
bildiri olarak yayimlanmis bir ¢alismada PAS’1n tenofovirin OAT1 ve OAT3 tasiyici
proteinleri araciligindaki tasinmasini hiicre kiiltiirii ortaminda inhibe ettigi gosterilmisti
(117). Bu tez ¢alismasinin temel hipotezi, PAS ile in vitro ortamda gbzlenen inhibisyon,
in vivo ortamda da olugursa tenofovirin renal tiibiiler sekresyonun azalacagi ve plazma
konsantrasyonlarinin artacag tizerine kuruludur.

Calismamizda beklenilenin aksine PAS verilen saglikli bireylerde, tenofovir
plazma konsantrasyonlar1 anlamli sekilde azaldi. Test ve referans gruplar1 arasinda
(test/referans) maksimum plazma konsantrasyonu (C,.xs) ve egri altindaki alan (EAA )
degerlerinin geometrik ortalama oranlar sirasiyla 0,33 ve 0,29 olarak hesaplandi. Bu
degerler Amerikan Gida ve Ilag Idaresi (US-FDA) (12) tarafindan etkisizlik aralig:
olarak belirtilen 0,8-1,25 degerlerinden olduk¢a uzakti. Bagka bir deyigle PAS, tenofovir
konsantrasyonlarinm1 kontrole gore %70’e varan oranlarda diisiirdii.

Calismamizda gozlemledigimiz bu etkilesmesinin mekanizmasi heniiz bilinme-
mektedir. Ancak etkilesmenin biiyiik olasilikla tenofovirin emilim diizeyinde oldugu
diistiniilmiistiir. Olas1 mekanizmalar asagida tartisiilmaktadir:

Mide bosalmasinin yavaslamasi Cy,.xs ve EAA, degerlerinin azalmasina yol aga-
bilir. Ancak bu durumda absorpsiyonda gecikme yasanacagindan plazma konsantrasyon
dorugunun gecikmesi yani t,s degerinin artmasi beklenir (118). Bizim calismamizda
tmaks degeri degismediginden bu mekanizmanin tenofovir-PAS etkilesmesinde rol almasi
beklenmez.

PAS, gerek ilk gecis etkisi yliziinden gerekse hizli metabolize olmasindan dolay1
diger ilaglara gore yiiksek dozda uygulanan bir antibiyotiktir. Bizim calismamizda ka-
tilimcilar, sabah ve aksam 5,28 g olmak iizere toplamda giinde 10,56 g PAS kullandi.
Katilimcilarin a¢ olarak 200 mL s1v1 ile bu ilaglar aldiklar1 diisiiniildiigiinde yiiksek

dozda alinan ilacin ortam pH’sini degistirerek tenofovir disoproksil fumaratin iyoni-
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zasyonunu etkileyebilecegi akla gelebilir. Tenofovir 6n ilact olan tenofovir disposoksil
fumaratin pKa degeri 3,75’tir (119). Gastrointestinal liimendeki pH degisimlerinden co-
gunlukla bazik ilaglar etkilenmektedir (19). PAS gibi asidik olan portakal suyunun (pH
~ 3,8) (120) tenofovirle beraber verilmesi ilacin uygulama onerileri arasindadir (121).
Bu nedenle gastrointestinal sistemdeki olasi pH degisiminin PAS-tenofovir etkilesmesine
neden olmasi1 beklenmez.

PAS ile tenofovirin birlikte verildigi durumda, tenofovir plazma diizeylerinin
azalmasinin bir bagka olasi nedeni kimyasal bir etkilesme sonucu PAS ile tenofovirin
birbirini ¢coktiirmesi olabilir. Ancak bu durumda PAS konsantrasyonlarinda da azalma
gozlenmesi beklenir. Calismamizda sadece PAS uygulanan grubun olmamas: bir kar-
silastirma yapmamizi zorlastirmaktadir. Ancak ¢calismamizda gozlenen PAS konsant-
rasyonlart literatiirle benzerlik gostermektedir (122). Bu nedenle bu tiir bir etkilesme
olasilig1 dislanmamakla birlikte zay1f gortinmektedir.

PAS’1n sudaki ¢oziiniirliik degeri bilinmemektedir. Ancak sicanlarda yapilan bir
calismada 200 mg/kg dozu suda ¢oziiniip bolus i.v. olarak uygulanmistir. Uygulanan
dozun hacmi ¢alismada belirtilmemistir (83). Bu calisgmada PAS, bolus doz i¢in ¢ok
yiiksek bir hacim olan 1 mL suda ¢ozdiiriiliip verilse dahi PAS’1n sudaki ¢oziiniirliik
degeri yaklasik 70 mg/mL olarak hesaplanmaktadir. Sonug olarak 200 mL i¢inde 14 g
PAS’1n ¢oziinebilecegi diisiiniilebilir. Calismamizdaki PAS dozu 5,28 g olup 200 mL
suda ¢oziinmesi halinde konsantrasyonu 150 mM olur. A¢likta midedeki s1vi miktari
35 mL, barsaktaki s1vi miktar1 43 mL olarak ol¢iilmiistiir (123). Bu nedenle 150mM
konsantrasyonunda minimal bir diliisyon beklenir.

PAS’1n gastrointestinal sividaki yiiksek konsantrasyonu in vitro deneylerde 6n-
goriilemeyen etkilere yol agcmis olabilir. Etkilesme, TDF’ nin taginmasinda rolii oldugu
bilinmeyen bir tastyici protein iizerinden gerceklesmis olabilir. PAS 1n in vitro ortamda
tasiyici proteinlerle iligkisinin incelendigi deneylerinde en yiiksek 400 uM konsantras-
yonu kullanilmistir (11, 13, 124). Bunun nedeni ise PAS’1n plazma konsantrasyonlarinin
gastrointestinal sividaki konsantrasyonlardan oldukga diisiik olusudur. Calismamizda

hesaplanan plazma serbest C,,,,;s ortalama degeri 200 uM’dir. Ayn1 deger yavag saliml
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(4g) tabletlerde 65 uM’dir (75). PAS 1n gastrointestinal liimende yiiksek konsantrasyona
erismesi in vitro deneylerde ongoriilemeyen tasiyici protein inhibisyonu gibi farmakolo-
jik etkilere yol agabilir. Ancak TDF’nin emiliminde heniiz 6zel ya da bilinmeyen bir
tastyicinin rolii oldugu gosterilmemistir.

Tenofovirin 6n ilaci olan tenofovir disoproksil fumarat, lipofilik oldugundan
difiizyon yoluyla emildigi varsayilir (3). TDF ile tastyici protein iligkisini inceleyen
caligmalar sayica azdir. TDF barsaklardan emildikten sonra hizlica yikilir. Buna ek
olarak tenofovire bagli bobrek toksisitesinin tiibiiler tasiyicilarla iliskili olmasindan
dolay1 ¢aligsmalar bu alana yogunlagmistir. Siganlarda yapilan bir calismada TDF nin
plasental tasinmasinda ¢oklu ila¢ direnci proteini 1’in (MDR1) rolii oldugu onerilir
(125). MDR1 geni silinmis farelerde yapilan bir ¢calismada beyindeki PAS ve as-PAS
(ana metabolit) konsantrasyonlarinin arttif1 gozlenmis ve bunun sonucunda PAS’1n
MDRI1 substrati olabilecegi bildirilmistir (126). Buna karsin yeni yayimlanan in vitro
bir calisma PAS’1n MDR1 tarafindan tasinmadigini 6ne siirmektedir (13). Sonug olarak
MDRI aktivitesi tenofovir plazma konsantrasyonlarini azaltict yonde etki gostermektedir.
PAS ve tenofovirin MDRI iizerinde yarigmasi, tenofovirin 6n ilact olan TDF nin barsaga
daha az atilmasina ve tenofovir konsantrasyonlarinin plazmada artmasiyla sonuclanirdi.
Bizim ¢alismamizda ise aksine plazma tenofovir konsantrasyonlarinda azalma gozlendi.
Ancak bir MDR1 substratinin allosterik etkiyle bagka MDR1 substratlarin taginmasini
artirmasi s0z konusu olabilir (127). Bir calismada farkli MDR1 boélgelerine baglanan
rodamin ve prazosinin baska bir MDR1 substrati olan Hoechst 33342 maddesinin in vitro
ortamdaki taginmasini artirdigi gosterilmistir (128). PAS’1n allosterik olarak MDR1
tastyicisinin aktivitesini artirmast TDF’nin emiliminin azalmasina ve ¢alismamizdaki
gibi bir etkilesmeye sebep olabilir.

Erken donem PAS calismalarinda PAS’a baglh gelisen ¢esitli malabsorpsiyon
olgulari bildirilmigtir. Brown ve arkadaslarinin yaptig1 bir calismada iki haftalik kulla-
nimda PAS’m nonspesifik olarak emilimde inhibisyon yaptig1 D-ksiloz' testi ile saptan-

mugtir (118). Ayni calismada 10 saglikli goniilliide PAS’1n (4 x 2g, 2 hafta), tek doz (0,75

'D-ksiloz (D-xylose), organizmadaki seyrinde bir enzim veya tasiyici proteine gerek duymadan emilip
degismeden atildig: diisiiniilen bir monosakkarittir (129).
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mg) digoksinin kan konsantrasyonlarini azaltti§1 gosterilmistir. PAS ve digoksin arasinda
adsorpsiyon olmadig1 da gdzlenmistir (118). Bir tiiberkiiloz hastasinda 10 haftalik PAS
kullaniminin yag ve B, vitamininin emilimini azalttig1 ilacin kesilmesinden sonra bu
etkilerin geri dondugii gosterilmistir (130). PAS, 12 ve 6 g dozunda 4 hafta boyunca
saglikli goniillillere uygulanmis ve 12 g grubunda diyare olmaksizin steatore saptanmis-
tir. Jejunal mukoza biyopsi incelemesinde histolojik degisiklige rastlanmamistir (131).
Ancak bu etkilesmelerin mekanizmasi heniiz aydinlatilabilmis degildir. Otuz tiiberkiiloz
hastasinda yapilan bir ¢calismada PAS’1n plazma rifampisin konsantrasyonlarim1 %50’ye
varan oranlarda azalttig1 gosterilmistir (132). Ancak daha sonra bu etkilesmenin PAS
graniillerinde kullanilan bentonit adl1 yardimei bir maddenin rifampisini adsorbe ederek
gerceklestirdigi kimyasal bir etkilesme oldugu ortaya konmustur (23).

TDF gibi ester yapis1 bulunduran 6n ilaglarin emilim asamasinda barsaktaki
esterazlar tarafindan yikilmasi ilacin daha hidrofilik formlarinin barsak liimeninde veya
barsak epitelinde olusmasina ve barsakta hapsolmasina neden olabilir. Bu formlarin
permeabilitelerinin daha diisiik olmasindan dolay1 emilim 6nemli oranda azalmaktadir
(133). Emilim gergeklesmeden hizlica yikima ugradigi icin bagarisiz olan on ilag tasa-
rimlar1 olarak L-dopa (134) ve timolol (135) ornek gosterilebilir. TDF, yiiksek yagl
(%40-50 yag) yemeklerle birlikte uygulandiginda plazma EAA ve C, s degerleri
sirastyla %40 ve %14 oranlarinda artmaktadir (136). Bu etkilesmenin mekanizmasi
yagl yemegin barsaktaki esteraz aktivitesini kismen doyurmasi olabilir. Yagl yemekler
genellikle midenin bosalma siiresini uzatip ty, degerlerini uzatirlar ve bazi ilaglarin
disintegrasyon/dissoliisyonunu arttirarak daha fazla emilmesine neden olabilirler. Te-
nofovirin 6n ilac1 olan TDF iizerine yapilan in vitro bir stabilite calismasinda en stabil
oldugu pH’nin 2-3 aralig1 oldugu gosterilmistir (137). Ayrica TDF uygulanan saglikli
insanlarda duodenal orneklerin de incelendigi bir calismada TDF’nin mide ortaminda
esteraz enziminin olmamasi ve asiditeye dayanikli olmasindan dolay1 degrede olmadigini
gostermistir (138). Bizim ¢alismamizda dznelere bir gecelik agliktan sonra tenofovir (ve
kontrol grubunda PAS) uygulamasi yapilmis olup takip eden dort saat boyunca yemek

yememislerdir.
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Calismamizda gozlenen etkilesmeyi aciklayabilecek bir diger mekanizma ilag
dagiliminin degismesidir. Kdpeklerde yapilan bir ¢calismada tenofovirin baglica karaciger
ve bobrek olmak iizere doku dagilim paterni gosterdigi belirtilmistir. Ornegin 24. saatte
sistemik dolagimdaki tenofovir konsantrasyonu ortalama 0,85 ug-eq/g iken karacigerde
38,3 ng-eq/g, bobrekte ise 87,9 ug-eq/g olarak ol¢iilmiistiir (60). Ancak bu veriler
degerlendirilirken tenofovirin i.v. Img/kg dozunun kdpekte (139) ve insandaki (140)
yarilanma 6mriiniin 4,5 saat olarak hesaplandig1 goz oniinde bulundurulmalidir. Insanda
oral uygulamada ise yarilanma 6mrii 12-18 saat arasinda degigsmektedir. Tenofovirin
hiicre i¢i yarilanma omrii olduk¢a uzundur. Tenofovir, lamivudin ve abakavir iiclii
tedavisi uygulanan 15 HIV(+) hastanin periferik mononiikleer kan hiicrelerinde yapilan
analizlerde tenofovir-pp’nin hiicre i¢i yarilanma 6mrii ortanca degeri 150 saat olarak
hesaplanmugtir (141). Tenofovir karacier ve bobrekte birikim gosterir. Tenofovirin
bobrek tiibiiliine taginmast OAT1 ve OAT3 araciligiyla gerceklesir (5). Ancak karacigere
hangi tastyict araciligiyla gectigi bilinmemektedir. HEK hiicrelerinde eksprese ettirilen
OATPI1B1, OATP1B3, OATP2B1, OAT2, OCT1, NTCP tasiyicilar1 ve S2 hiicrelerinde
eksprese ettirilen OAT7 tasiyicilarinin tenofovirin in vitro hiicre i¢cine alinmasinda rolii
olmadig1 gosterilmistir (142). Tenofovirin si1vi faz endositozu ile hiicre i¢ine tagindigi
diisiiniilse de (3) bunu direkt olarak gosteren bir caligma yapilmamustir.

Plazma proteinlerine baglanmanin etkilenmesinin PAS ile tenofovir arasinda bir
etkilesmeye yol agcmasi ¢ok zayif olasiliktir. Ciinkii PAS’1n albiimine baglanma oran
%350-60 (83) aralifinda bulunmusken, tenofovirin plazma proteinlerine baglanma orani
%7 (3) olarak hesaplanmistir. Tenofovirin proteine baglanma oran diisiik oldugu i¢in
bu etkilesmeye protein baglanmasindaki degisimin neden olmasi beklenmez.

Calismamizdaki bireylerde, tenofovir farmakokinetik egrilerinde yaklagik 8-12
saatleri arasinda redistribiisyon dorugu (piki) gdzlenmistir (Sekil 4.1). Bireysel far-
makokinetik egriler incelendiginde baz1 katilimcilarda bu pikin daha belirgin oldugu
gozlenmektedir. Baz1 6znelerde referans grubunda bu ikinci doruk belirgin iken ayni
katilimcilarin test grubundaki farmakokinetik egrisinde bu pik kaybolmakta veya kii-

clilmektedir. Bireysel farmakokinetik egrilerde (Sekil 4.2a-e) de goriilebilecedi iizere;
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ozellikle 1, 2, 3,5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 16, 18 numarali goniillillerde bu fark daha be-
lirgindir. Tenofovirin bobrek tiibiil hiicreleri disindaki diger dokulara hangi tasiyici
araciligiyla gectigi heniiz bilinmemektedir. Bu etki PAS’1n dokulardaki tasiyici protein-
leri etkileyerek tenofovirin viicuttaki dagilimini etkilemesi sonucu olusabilecegi gibi,
plazma tenofovir konsantrasyonlarinin test grubunda daha diisiik seyretmesi ve bunun
tenofovirin doku penetrasyonunu etkilemesi sonucu dagilim paterninde bir degisme
kaynakl1 da olabilir.

Bir 6n ilacin metabolizmasinin inhibisyonu, yarilanma dmriinde artma ile sonug-
lanabilir. Tenofovir disopsoksil fumarat gibi bir 6n ila¢ olan losartan, viicuda alindiktan
sonra E-3174 adli aktif metabolitine cevrilir. Bu islem baslica CYP2C9 enzimi ara-
ciligryla gerceklesir (143). Bu enzimlerin flukonazol tarafindan inhibisyonu, E-3174
plazma C,,,x ve EAA seviyelerini %30-40 dolayinda azaltriken yarilanma omriinti
kontroliin %167 sine kadar artirmaktadir ve t,,s degerini degistirmemektedir (144).
Bizim ¢alismamizda ise eliminasyon yarilanma omrii artmamis tersine azalmistir. Dola-
yistyla tenofovir-PAS arasindaki etkilesmenin TDF (6n ilag)’nin tenofovire doniisiimii

asamasinda gerceklesmedigi diisiiniilebilir.

d
— i 1
hjs = 0,603 - (5.1)

Hesaplanan plazma yarilanma omiirleri (t,;) karsilagtirildiginda ortalama plazma
tenofovir yarilanma omrii; tenofovir ve PAS’1n beraber uygulanmasinda 18,6 ve yalniz
tenofovir uygulanmasinda 14,8 saat olarak hesaplandi (p<0,005). Katilimcilardan 24
saatlik idrar 6rnegi toplanmis ve bu drneklerdeki tenofovir ilag diizeyleri dl¢iildii. Bu
veriler kullanilarak hesaplanan toplam renal tenofovir klerensi (ortalama=SS, L/sa) test
grubunda (13,242,8), referans grubuna (14,743,7) gore anlaml bir fark géstermedi
(GOO=0,90). Formiil 5.1°e gore yarilanma 0mriiniin azalmasi, ancak bobrek dis1 kleren-
sin artmasi veya sanal dagilim hacminin azalmasi sonucu olabilir. Tenofovir, metabolize
olmadan baslica bobrek yoluyla viicuttan atilmaktadir (3). Her ne kadar sicanlarda

yapilan bir calismada safra yoluyla da atildig: (145) gosterilse de insanda bobrek ana
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eliminasyon organidir (3). Intravendz uygulanan tenofovirin 72 saat icerisinde %70-
80’inin idrarda degismeden atildig1 saptanmustir (136). Kopeklerde ve sicanlarda yapilan
caligmalarda tenofovirin yaygin bir doku dagilimi gosterdigi belirtilmistir (3). HIV(+)
hastalarda yapilan bir ¢alismada i.v. uygulanan 1mg/kg tenofovirin sanal dagilim hacmi
800 mL/kg olarak hesaplanmustir (140). Kopeklerde ['*C] ile isaretlenmis tenofovir
ile yapilan farmakokinetik bir ¢calismada 48 saatte biliyer atilim %0,3’ten daha az ,
gaita ile atilim %0,42 olarak ol¢iilmiistiir (139). Ancak hayvan farmakokinetik verileri
degerlendirilirken hayvan dokularindaki tasiyici protein ve enzim ekspresyonlarinin
insandan farkli oldugu g6z 6niinde bulundurulmalidir. Sonug olarak sadece dagilim
hacminin azalmasi plazma tenofovir konsantrasyonlarini arttiracagindan ¢calismamiz-
daki bulgularla uyumlu degildir. Tenofovir bifazik bir eliminasyon profili ¢izmektedir.
Literatiirde tenofovir yarilanma Omiirleri 24 saatlik dl¢ctimlerde genellikle 12-13 saat
araliginda hesaplanirken 48-96 saatlik dl¢timlerde yarilanma omriiniin yaklagik 17 saat
olarak hesaplandig bildirilmektedir (3, 146, 147). Bu fenomen A' acisinin etkilenme-
siyle agiklanabilir. Yarilanma omrii A agisi ile ters orantilidir (Formiil: 5.2). Kisa siiren
farmakokinetik olctimlerde 8-12. saatlerde gerceklesen redistribiisyon (Bkz. Sekil 4.1)
nedeniyle plazma konsantrasyonlarinda bir miktar artis gézlenmektedir. Bu sebeple,
24. saatte biten bir analizde A acis1 daha dik hesaplanirken uzun dénem ol¢iimlerde
eliminasyon fazi daha yatay seyreder ve bu a¢ida azalmayla sonuglanir. Calismamizda

hesaplanan 18,6 ve 14,8 saat yarilanma omrii degerleri bu durum ile acgiklanabilir.

_ In(2)
by = =

(5.2)

Bu calismada tenofovir sadece oral yoldan uygulandig: i¢in oral klerens, Formiil
5.3 ve 5.4°den dolay1 biyoyararlanima oran iizerinden hesaplanabilmektedir. Burada
klerensin sabit kalip biyoyararlanimin diismesi KL/F degerinde yiikselmeye neden olmak-

tadir. Tenofovir idrar konsantrasyonlar1 ve idrar kreatinin konsantrasyonlari iizerinden

I\, Lambda agis1 ilacin yar1 logaritmik zaman konsantrasyon grafiginde eliminasyon fazindaki
regresyon ¢izgisinin agisidir.
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hesaplanan tenofovirin renal klerensi' ve sekretuvar klerensi? degerlerinde de anlamli bir
degisim olmamistir. Calismamizdaki neredeyse 3 kata varan KL/F degerindeki artigin
biyoyararlanimdaki degismeye bagli oldugu diisiiniilmektedir. Tenofovir metabolize
olmadan viicuttan atilan bir ilagtir. PAS’1n tenofovirin metabolizmasini indiikleyerek bi-
yoyararlanimini azaltmasi beklenmez. Dolayisiyla biyoyararlanimdaki azalmanin ilacin

barsaktan emilimi sirasindaki bir etkilesme sonucunda gerceklesme olasilig1 fazladir.

F,,-Doz,, = KL-EAA,, (5.3)
—_——
Absorbe edilen toplam miktar Elimine edilen toplam miktar
Doz,, KL (5.4)
EAA,, F,

Hesaplanan % degerleri sadece tenofovir uygulanan grupta ortalama (=4 standart
sapma) 6,4 (£1,9), tenofovir ve PAS uygulanan grupta 23,6 (49,5) olarak bulundu.
Sanal dagilim hacmi de sadece oral yoldan uygulama yapildiginda viicuttaki ilag miktar1
bilinemediginden biyoyararlanima orani olarak hesaplanabilmektedir (Formiil 5.5). Bu
da sanal dagilim hacmindeki artmanin biyoyararlanimdaki degismeden kaynaklandigini

diisiindiirmektedir.

Doz X F

A

Viicuttaki ila¢ miktar1

Dagilim hacmi =

Plazma ila¢ konsantrasyonu
(5.5

Dagilim hacmi Doz

F ~ Plazma ilag konsantrasyonu

Caligmada toplam 9 advers olay gozlendi. Bunlardan 8’1 hafif siddetteydi. 20
numarali katilimcida postoperatif dig agris1 gozlendi. Caligmanin 1. ve 2. periyot arasin-

daki 2 haftalik arindirma doneminde katilimci dis ¢ekimi prosediirii gecirdi. 2. periyotta

Renal klerens, sadece bobrek aracili birim zamanda ilagtan temizlenen plazma hacmini tanimlar.
Renal klerens=glomeriiler klerens + sekretuvar klerens. Sekretuvar klerens tiibiiler sekresyon ve tiibiiler
reabsorpsiyon etkilerinin bilesimiyle olusmaktadir.

2Sekretuvar klerens, sadece tiibiiler sekresyon yoluyla birim zamanda ilactan temizlenen plazma hac-
mini tamimlar. Sekretuvar klerens= Renal klerens - Kreatinin klerensi. Burada kreatinin klerensi glomeriiler
filtrasyon yerine kullanilmakta ve toplam renal klerensten ¢ikarilinca tiibiiler klerens hesaplanmaktadir.
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(referans grubu) gelisen dis agris1 sebebiyle tenofovir uygulanmasindan (8:00) 10 saat
ve 15 saat sonra katilimciya 650 mg parasetamol uygulandi. Katilimci ¢alismanin 2.
giiniinde (17:30) evde kendine 300 deksibuprofen uyguladi. Calismanin 3. giinii (10:00)
dis hekimi tarafindan lokal lidokain uygulandi. Bu ilaclarin uygulanmasinin tenofovir
farmakokinetigini etkilemedigi gozlendi. Lidokain ugulamasindan 1 giin sonra hastada
izole AST yiikselmesi (AST:79, ALT:10) gozlendi. 1 hafta sonra yapilan dl¢ciimde AST
ve ALT enzimleri normal seviyelerdeydi.

Parasetamol ve metabolitleri her ne kadar tiibiiler sekresyon ile atilsa da tasinma
yolag1 tenofovirle farklilik gostermektedir (148). Parasetamol’tin OAT1 tasiyicisi icin
IC5 degeri 639 uM (=96 ug/mL) olarak ol¢iilmiistiir (149). Bu diizey saglikli insandaki
maksimum plazma parasetamol konsantrasyonun (8 ug/mL (150)) yaklasik 12 katidir.
Ayni ¢alismada OAT3 i¢in IC50 degeri ¢alismadaki maksimum parasetamol konsant-
rasyonu olan 2000 uM’1n iizerinde bulunmustur (149). Tenofovirin apikal tastyicisi
olan MRP4’iin parasetamoliin %25-35 oraninda metaboliti olan parasetamol siilfatin
da taginmasina aracilik ettigi diisiintilmektedir (151, 152). Ancak bu konuda ayrintili
calismalar yapilmamustir. 20 numarali goniilliiniin tenofovir renal atiliminin 0-6, 6-12,
12-24 saatleri araliginda sirasiyla; 6,6, 5,1, 5,7 mg olarak hesaplanmaistir. 1S paraseta-
mol dozunun 10. saatte alindig1 goz oniine alinarak parasetamol kullaniminin tenofovir
klerensi ve kan diizeyi iizerine etkinin olmayacagi diisiiniildii ve katilimci calismadan
cikarilmadi. Diger advers olaylar tedaviye gerek duymaksizin kendiliginden diizelme
gosterdi.

Hipotezimizde PAS etkileyen ("perpetrator"), tenofovir ise etkilenen ("victim")
roliinde oldugundan calisma tasarimi tenofovir farmakokinetigindeki degisimi 6l¢cmek
temelinde gelistirildi. Bu da sadece PAS uygulanan tigiincii bir saghikli goniillii grubu
olusturulmasini1 6nemsiz kildi. Ancak fail ilacin plazmada istedigimiz seviyeye cikip
cikmadigini belirlemek ve bireyler arasi karsilastirmada plazma PAS konsantrasyonlari
ile olas1 bir etkilesme arasinda bir iligkinin olup olmadigini incelemek i¢in plazma PAS

konsantrasyonlar1 da ol¢iildii.



59

Yakin zamanda ayni1 ¢alisma grubu tarafindan PAS’1n OCT2’nin in vitro ortamda
substrat1 oldugu bildirilmistir (13). Literatiirde OCT?2 genetik polimorfizmlerinin ilag
farmakokinetigi iizerine etkileri olabilecegi bilinmektedir. Saglikli goniilliilerde yapilan
bir ¢calismada OCT2 808TT genotipinde metformin C,,,s ve EAA degerlerini sirasiyla;
%60 ve %70 oranlarinda artmigtir. Ayni calismada metforminin renal sekretuvar klerensi
ise %60 oraninda azalmistir (15). Bu tez ¢caligmasinda, 3 OCT?2 genetik polimorfizminin
PAS farmakokinetigi {izerine bir etkisinin olup olmadig1 incelendi. OCT?2 genotipleri 3
haplotipte degerlendirildi. Yapilan karsilastirmada PAS farmakokinetik degerlerinde
anlamli bir fark bulunmadi (Tablo 4.5).

Calisma tek doz-tek doz ilag ilag¢ etkilesimi ¢alismasi olarak planlandi. Ancak
PAS’1n hizli eliminasyonu nedeniyle tek doz PAS uygulanmasi yeterli inhibisyonu sag-
layamayabileceginden dolay1 yeterli maruziteyi (exposure) saglamak i¢in; PAS, 2 x 5,28
g, 7 doz olarak uygulandi. Hizli eliminasyon nedeniyle devamli bir PAS konsantrasyonu
saglanamadi (Sekil 4.7). Ik 6 saatlik dsnemde, OAT1 inhibisyonu icin yeterli PAS
maruziyetinin (exposure) saglandig1 diisiiniilmektedir. Bu donemdeki tenofovir renal kli-
rensleri incelendiginde bir miktar azalma gozlense de anlamli bir fark gézlenmemektedir
(GO0O=0,88, Sekil 4.5).

Sonug olarak, saglikli goniillillerde PAS ve tenofovirin birlikte uygulanmasinda;
tenofovir plazma konsantrasyonlar: tek basina verildigi duruma gore onemli Ol¢iide
azaltmaktadir. Etkilesmenin mekanizmasi tam olarak bilinmemekle beraber yukarida
anlatildig1 sekilde emilim/biyoyararlanim agamasinda bir etkilesme oldugu diisiiniilmek-

tedir. OCT2 genetik polimorfizmleri PAS farmakokinetigini etkilememektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada saglikli goniilliillerde PAS ile tenofovir birlikte uygulandiginda tek
basina uygulamaya gore tenofovir plazma konsantrasyonlarinin 6nemli oranda azaldig1
gosterildi. In vitro deneylere dayanan hipotezimizde PAS, OAT1 ve OAT3 iizerinden
tenofovirin tiibiiler sekresyonunu azaltacagini ve bunun sonucunda plazma tenofovir kon-
santrasyonlarinin artacagi ongoriilmiistii. Ancak klinik ¢alismada tam tersi bir durumla
karsilasildi. Bu ¢alisma, in vitro ortamda gozlenen OAT1 ve OAT3 inhibisyonunun
in vivo ortamda gozlenen etkilesmede roliiniin olmadigin1 ya da minimal oldugunu
diistindiirmektedir.

PAS ve tenofovirin bilinen tasiyic protein iligkileriyle bu etkilesim agiklana-
mamaktadir. Mekanizmanin aydinlatilabilmesi i¢in PAS ve tenofovir arasinda olasi bir
kimyasal etkilesme veya TDF ile barsaktaki tasiyici proteinlerinin iligkileri incelenebilir.

Bu caligmanin sonuglar1 dogrultusunda tenofovir ve PAS’1n beraber uygulan-
masinda dikkatli olunmasi1 ve tenofovir plazma konsantrasyonlarinin takip edilmesi
onerilebilir.

Bu tez calismasinda in vitro ilag ilag etkilesmelerinin in vivo deneylerle zit yonde
bulgular verebilecegi gosterilmistir. Literatiirdeki deneyler ve olgular degerlendirilirken

bu tiir ters yonde bulgularin da g6z oniine alinmas1 gerektigi onerilebilir.
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