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OZET

Giilsiin Inal T., flaclarin Absorpsiyonu ve Permeabilitesi Uzerine Diyabetin
Etkisinin Incelenmesi. Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii
Biyofarmasotik ve Farmakokinetik Programi, Doktora Tezi, Ankara, 2016. Bu
tezin amaci, Tip 2 diyabetli siganlarda metformin hidrokloriiriin farkli bagirsak
segmentlerinden (jejunum, ileum, kolon) absorpsiyonu ve permeabilitesi {izerine
diger diyabet ilaglarinin (repaglinid, gliburid), CYP3A4 (ketokonazol) ve PMAT
(verapamil) inhibitorlerinin, etkisinin in Situ bagirsak perfiizyonu yontemi
kullanilarak incelenmesidir. Streptozotosin ve nikotinamid kullanilarak sicanlarda
Tip 2 diyabet gelistirilmistir. Tiim perfiizyon ¢ozeltilerine referans madde olarak
metoprolol tartarat ve fenol kirmizisi eklenmistir. ~ Metformin hidrokloriir,
metoprolol tartarat, fenol kirmizisinin perfiizyon 6rneklerindeki konsantrasyonlar
valide edilmis bir HPLC yontemi kullanilarak es zamanli olarak tayin edilmistir.
Metformin hidrokloriiriin Caco-2 hiicrelerinden permeabilitesi verapamil valiginda
ve  yoklugunda incelendiginde  verapamilinin metformin  hidrokloriiriin
permeabilitesini onemli derecede azalttigi bulunmustur (p<0,05). Benzer sekilde,
diyabette gerceklestirilen perfiizyon deneylerinde de verapamilin tiim bagirsak
segmentlerden metformin hidrokloriiriin permeabilitesini 6nemli derecede azalttigi
bulunmustur. Metformin hidrokloriiriin intestinal permeabilitesinin (jejumum harig)
Tip 2 diyabette kontrol grubuna gére 6nemli derecede arttigi ve diyabette intestinal
permeabilitenin kolon>ileum>jejunum sirasina goére azaldigr bulunmustur. Diger
diyabet ilaglar1 ile birlikte perfiize edildiginde, metformin hidrokloriiriin 1ileal
(gliburid  ve repaglinid varhiginda) ve kolonik (repaglinid varliginda)
permeabilitesinin Onemli derecede degistigi bulunmustur.  Ayrica, CYP3A4
inhibitdrii ketokonazol perfiizyon ¢ozeltisine ilave edildiginde diyabette metformin
hidrokloriiriin permeabilitesinde anlamli farklar bulunmustur. Bu calismadan elde

edilen sonuglar diyabette intestinal permeabilitenin degistigini acikca gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Diyabet, bagirsak perfiizyonu, permeabilite, metformin hidrokloriir

Destekleyen Kurumlar: Bu calisma TUBITAK tarafindan desteklenmistir (Proje numarast:
112S638).
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ABSTRACT

Giilsiin Inal T., Investigation of Influence of Diabetes on Drug Absorption and
Permeability. Hacettepe University Health Science Institute, PhD. Thesis in
Biopharmaceutics and Pharmacokinetics, Ankara, 2016. The purpose of this
thesis is to investigate the effect of other diabetic agents (repaglinide, glyburide),
CYP3A4 (ketoconazole) and PMAT (verapamil) inhibitors on the absorption and
permeability of metformin hydrochloride across different intestinal segments
(jejunum, ileum, colon) in rats with Type 2 diabetes by using in situ intestinal
perfusion method. Type 2 diabetes was developed in the rats by using streptozotocin
and nicotinamide. Metoprolol tartrate and phenol red were added as the reference
compounds to all perfusion mediums. Concentrations of metformin hydrochloride,
metoprolol tartrate and phenol red in perfusion samples were determined
simultaneously by means of a validated HPLC method. When the Caco-2
permeability of metformin hydrochloride was investigated in the absence and
presence of verapamil, verapamil has been found to decrease metformin
hydrochloride permeability significantly (p<0,05). Similarly, in perfusion
experiments performed in diabetic rats, verapamil has been found to reduce the
permeability of metformin hydrochloride in all segments, significantly. The intestinal
permeability of metformin hydrochloride (except jejunum) was increased
significantly in Type 2 diabetes compared to the control group, and intestinal
permeability in diabetes was found to decrease in the order of colon>ileum>
jejunum. When co-perfused with the other diabetic agents, ileal (in the presence of
glyburide and repaglinide) and colonic (in the presence of repaglinide) permeabilities
of metformin hydrochloride have been found to change significantly. Also, with the
addition of CYP3A4 inhibitor ketoconazole to the perfusion medium, significant
differences have been found in the intestinal permeability of metformin
hydrochloride in diabetes. The results obtained from this study indicated clearly that

intestinal permeability changes in diabetes.

Keywords: Diabetes, intestinal perfusion, permeability, metformin hydrochloride

Supporting organizations: This study was supported by TUBITAK (Project number: 112S638).
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1. GIRIS ve AMAC

[lacin o6zelliklerine ve tedavi amacma gore ilag uygulama yollar1 enteral,
parenteral ve diger uygulama yollar1 olarak {i¢ temel gruba ayrilmaktadir. Oral
(enteral) uygulama, en giivenli ve en kolay uygulama oldugu i¢in sistemik etki etmek
amaciyla en ¢ok tercih edilen uygulama yoludur. Oral yolla verilen ilaglarin
absorpsiyonu ve biyoyararlanimi iizerine ilacin fizikokimyasal 6zellikleri, dozaj

sekline ait etkenler ve fizyolojik etkenler 6nemli derecede etki etmektedir.

Diinya niifusunun 6nemli bir kismini etkileyen diyabet (Diabetes Mellitus),
karbonhidrat, yag ve protein metabolizmalarinda bozuklukla karakterize edilen,
yiiksek kan glikoz diizeyleri ile seyreden, karmasik metabolik bir hastaliktir. Tiim
diinyada 2014 yilinda 387 milyon diyabet hastas1 bulunurken bu sayinin 2035 yilinda
592 milyona ¢ikacagi ongoriilmektedir. Bunun yani sira, 2014 yilinda Tip 2 diyabet
nedeniyle 4,9 milyon kisi oliirken bu rakam her gegen yil artmaktadir. Diyabette
albiimin ve metabolitlerinin enzimatik olmayan glikolizlenmesi ile ila¢ emiliminin
etkilenmesi ve trigliserid ve serbest yag asitlerinin plazma konsantrasyonlarindaki
artisa baglh olarak plazma proteinlerine baglanmada degisiklikler go6zlenebilir.
Sistemik etki elde etmek amaciyla oral yolla uygulanan ilaglarin absorpsiyonu
lizerine absorptif/eksorptif tasiyicilar ve/veya enzimler etki etmektedir. Yapilan
arastirmalarda bu tagiyicilarin ve enzimlerin diizeylerinde diyabete bagli degisiklikler
bulunmustur. Bu degisiklikler diyabet tedavisinde kullanilan ilaglarin absorpsiyon,
dagilma ve metabolizasyon gibi farmakokinetik o6zelliklerini 6nemli derecede
etkileyebilir, terapotik yanitin farkli olmasina yol agabilir. Bu nedenle giivenli ve
etkili bir ilag tedavisi igin diyabetin ila¢ absorpsiyonu iizerine etkisinin incelenmesi

Onemlidir.

Bu c¢alismada diyabetin secilen model ilacin (metformin hidrokloriir)
bagirsaklardan absorpsiyonu ve permeabilitesi iizerine etkisi incelenecektir. Bu

amagcla;



Model (metformin hidrokloriir) ve referans ilaglarin (metoprolol tartarat,
fenol kirmizisi) perfiizyon orneklerindeki miktarlarinin simultane olarak

tayini i¢in analitik yontem gelistirilerek validasyonu yapilacaktir.

Siganlarda streptozotosin ve streptozotosin/nikotinamid uygulamasi ile Tip 2
diyabet gelistirilecektir.

Model ilacin (metformin hidrokloriir) absorpsiyon ve permeabilitesini
incelemek amaciyla, jejunum, ileum ve kolonun simultane olarak perfiize

edilecegi ticlii bagirsak perflizyonu teknigi gelistirilecektir.

Metformin hidrokloriiriin farkli bagirsak segmentlerinden absorpiyon ve
permeabilitesi diyabet ve kontrol gruplarinda incelenecektir. Metformin
hidrokloriiriin absorpiyonu ve permeabilitesi lizerine PMAT inhibitoriiniin

(verapamil) etkisi diyabet ve kontrol gruplarinda incelenecektir.

Metformin hidrokloriiriin absorpiyonu ve permeabilitesi iizerine gliburidin

etkisi diyabet ve kontrol gruplarinda incelenecektir.

Metformin hidrokloriiriin absorpiyonu ve permeabilitesi lizerine repaglinidin

etkisi diyabet ve kontrol gruplarinda incelenecektir.

Metformin hidrokloriiriin absorpiyonu ve permeabilitesi iizerine gliburid ve
CYP3A4 inhibitoriintin (ketokonazol) kombine etkisi diyabet ve kontrol

gruplarinda incelenecektir.

Metformin hidrokloriiriin absorpiyonu ve permeabilitesi iizerine repaglinid ve
CYP3A4 inhibitoriiniin (ketokonazol) kombine etkisi diyabet ve kontrol

gruplarinda incelenecektir.

Metformin hidrokloriiriin permeabilitesi {izerine PMAT inhibitoriiniin

(verapamil) etkisi Caco-2 hiicrelerinden incelenecektir.

Siganlarin farkli bagirsak segmentlerinden tayin edilen permeabilite verileri
kullanilarak insanlardaki absorpsiyon dereceleri kestirimi yapilacaktir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Gastrointestinal Kanal ve Ila¢ Absorpsiyonu

Sistemik etki elde etmek amaciyla ilaglar oral, parenteral, sublingual,
transdermal, rektal gibi farkli yollardan uygulanmaktadir. Bu uygulama yollar
arasinda oral yol en fazla tercih edilen yoldur (1). Oral yolla verilen bir ilacin
farmakolojik etki gosterebilmesi i¢in gastrointestinal (GI) kanal ve karacigeri
gecerek sistemik dolasima sonra da etki yerine ulasmasi gerekir. Oral yolla verilen
bir ilacin sistemik dolagima gegmesini kontrol eden iki temel etken vardir. Bunlar
ilacin dozaj seklinden ¢oziinmesi(dissoliisyon) ve ¢oziinmiis ilacin gastrointestinal
kanal membranindan ge¢me hizi (permeabilite)’dir. Coziintirliigii diisiik olan ilaglar
icin ¢oziinme hizi, permeabilitesi diisiik olan ilaclar icin membranlardan ge¢me hizi,

hiz sinirlayan basamak olarak kabul edilmektedir (2, 3).

Gastrointestinal  kanal agiz yoluyla aliman besinlerin  sindirilmesi,
absorplanmasi ve sindirilemeyen besinlerin viicuttan atilmasindan sorumlu olan,
agizdan baglayip aniisle sonlanan iki ucu acgik bir kanal olarak kabul edilmektedir.
Oral yolla kullanilan ve sistemik etki gdsteren ilaglarin absorpsiyonunda da oldukga
onemli rolii olan gastrointestinal kanal fonksiyonel 6zelliklerine gore agiz, 6zefagus,
mide; ince bagirsak (duodenum, jejunum, ileum); ve kalin bagirsak (¢ekum, kolon,

rektum) olmak iizere ti¢ baslik altinda toplanabilir.

Agiz, besinlerin ya da ilaglarin ilk igsleme ugradigi kisimdir. Oral mukozada
absorpsiyon genellikle pasif diflizyonla veya konvektif tasima ile gerceklesmektedir
(4). Ancak ilacin tiikiirikle uzaklastirilmasina bagli olarak absorpsiyonda
degisiklikler olabilmektedir (5). Ozefagus ise, besinlerin ya da ilaglarin agizdan
mideye taginmasint saglayan yaklasik 20-22 cm uzunlugunda, 2,5 cm capinda diiz
kaslardan ve iskelet kaslarindan olusan kasli bir borudur (pH:5-6). Saglikli kisilerde
yapilan bir calismada 6zefagustan gegis siiresi 9,442 saniye olarak ol¢iilmiistiir (6).
Bu nedenle 6zefagustan ilag absorpsiyonu yoktur. Mide (20 cm uzunlugunda, 15 cm
genisliginde, pH:1,2-3,5); fundus, gévde ve pilor olarak adlandirilan ii¢ kisimdan

olusur, mukus, hidroklorik asit ve pepsin (bir proteaz) salgilar. Midenin absorpsiyon



alan1 (yaklagik 1 mz) diisiik olmakla birlikte bazi ilaglar mideden absorplanmaktadir

(aspirin, fenitoin, varfarin, tolbutamid gibi).

Ince bagirsak pilorik sfinkterten baslayip ¢ekuma kadar uzanmaktadir. Ince
bagirsak yaklasik 6 metre uzunlugunda olup duodenum (25 cm uzunlugunda, 5 cm
genisliginde), jejunum (300 cm uzunlugunda, 5 cm genisliginde) ve ileum (300 cm
uzunlugunda, 2,5 - 5 cm genisliginde) olmak {izere li¢ kisimdan olugmaktadir. Bu
segmentler arasinda tam bir aynnm olmamakla birlikte, jejunum genellikle
duodenumdan sonra ince bagirsagin proksimalinde 2/5’lik kismi, ileum ise distalinde
3/5°lik kismi olarak tanimlanir. Dolayisiyla bu segmentler arasinda absorpsiyon ve
sekresyon agisindan da farkliliklar vardir. Ince bagirsagim yiizey alani (yaklasik 200
m?) dairesel plikalar, vili ve mikrovili adi verilen olusumlar nedeniyle oldukga
artmistir (Sekil 2.1). Gortiniir mukozal veya submukozal invajinasyonlari igeren
dairesel plikalar cogunlukla jejunum ve duodenumda yer almaktadir. Parmak benzeri
sekilleri ile bagirsak liimeni i¢ine dogru ¢ikint1 yapan vililer yaklasik 0,5-1,5 mm
uzunlugunda olup mukozal yiizeyi kaplamaktadir. Duodenal vililer genis ve yaprak
seklinde, jejunal vililer uzun ve ince, ileal vililer ise kisa ve genis sekilleri ile
karakterize edilmektedirler. Apikal hiicre zarina uzanan ve firca kenar olusturan
mikrovililer mikroskobik tiibiiler bir goriintiiye sahiptir. Mikrovililerin yiizey
alanindaki artisa katkis1 vililere gore yaklasik 600 kat daha fazladir. 1 ing karelik
alanda 20 bin vili ve 130 milyar mikrovili oldugu belirtilmistir. Bu karmasik
membrandz ag, sindirim ve absorpsiyonun son asamasi i¢in gerekli olan enzimleri,
reseptorleri ve tasiyicilart icermektedir (7). Ince bagirsak hem oldukga biiyiik yiizey
alan1 hem de yiiksek kan akimi (25 mL/dkx100 g) nedeniyle gastrointestinal kanalin
absorpsiyon i¢in en 6nemli bolgesini olusturmaktadir (8). Yiiksek kan akim hizi
intestinal limenle kan dolagimi arasinda konsantrasyon gradyani olusumuna yardim
ettigi icin pek cok ilacin absorpsiyonu bu bolgeden pasif diflizyonla gerceklesir.
Ilaglarm absorpsiyonu yapilarindaki vili ve mikrovili yogunlugundan dolay:

duodenum ve jejunumda ileuma goére daha fazladir.
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Sekil 2.1. ince bagirsagin yiizey alanini artiran olusumlar: dairesel plikalar (a), vili

(b), ve mikrovili (c) (7).

Ince bagirsakta bulunan enterositlerin apikal (liimen) ve bazolateral (kan)
yiizeylerinde ilaglarin absorpsiyonundan sorumlu birgok absorptif (influx) ve
eksorptif (efflux) tasiyici protein bulunmaktadir. Ayrica ila¢ metabolizasyonundan
sorumlu olan bazi sitokrom enzimlerinin de (CYP3A4 gibi) ince bagirsaktaki
mikrovililerin u¢ kisimlarinda bulundugu bilinmektedir (Sekil 2.2). Bu tasiyict
proteinler ve enzimler, substrati olan ilaglarin absorpsiyonunu 6nemli derecede
etkileyebilirler. Absorptif tasiyicilar (OATP-B, PEPT-1, MCT1, OCTN2, HPT2 gibi)
absorpsiyonu artirirken eksorptif tagiyicilar (MDR1, MRP2, BCRP2 gibi) substrati

olan ilaglarin absorpsiyonunu genellikle azaltmaktadirlar.
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Sekil 2.2. Hiicrei¢i metabolizasyon ve apikal-bazolateral membranlardaki

absorptif ve eksorptif tasiyicilari gosteren enterositlerin sematik gosterimi (9).

Kalin bagirsak (pH:7,5-8); ¢ekum (10-30 cm uzunlugunda, 7 cm
genigliginde), kolon (150 cm uzunlugunda, 5 cm genisliginde) ve rektumdan (15-19
cm uzunlugunda, 2,5 cm genisliginde) olusmaktadir. Kalin bagirsagin sindirilmeyen
besinlerin feges ile uzaklastirilmasi, bagirsak bakterileri tarafindan iiretilen esansiyal
vitaminlerin emilmesi ve fecesden suyun geri emilmesi gibi islevleri vardir. Kalin
bagirsak, villiler olmadig1 i¢in ince bagirsaga gore ¢cok daha kiigiik ylizey alanina
sahiptir. Kolon ve rektumun mukozal yiizeyleri villilerden yoksun olmasina ragmen
diiz degildir. Kolonun duvarlarinda, kolonun bir akeordeon gibi geniglemesine ve
uzamasina yardimci olan, kese seklinde katlanmalar (haustra) bulunur. Bu bdlgeden
ilag absorpsiyonu sinirli olmakla birlikte c¢oziiniirliigli az olan maddelerin ve

geciktirilmis salim yapan iriinlerin absorpsiyonunda onemli bir bolgedir. Ayrica



kolonda bulunan aerobik ve anaerobik mikroorganizmalar bazi maddelerin
(siilfosalazin, L-dopa, laktiiloz gibi) metabolizasyonunu gergeklestirir (10). ilag
tagiyict sistemler i¢in rektal yolun bazi iistiinliikleri bulunmaktadir. Bunlar, bir¢ok
diisitk molekiil agirlikli ilacin hizli emilimi, ilk gecis etkisinden kismi olarak kagis,
kontrollii salim saglayan sistemlerin emilimine imkan saglamasi ve absorpsiyonun
artirilabilmesidir. Bunun yani sira bir¢ok ilacin rektal mukozadan kotii ve diizensiz
emilmesi, ylizey alaninin kii¢iik olmasindan dolayr smirli ilag emilimi, rektumun
diisik sivi hacminden dolayr ¢6ziinme hizi problemleri, mikroorganizmalar

tarafindan ila¢g metabolizasyonu gibi birgok sakincasi da bulunmaktadir (11).

Ayrica gastrointestinal kanalin bir parg¢asi olmamakla birlikte pankreas,
karaciger ve safra kesesi gibi organlar sindirime yardimci olan salgilarin

gastrointestinal kanala salgilarlar.

Oral yolla uygulanan ve sistemik etki gdsteren bir ilag etki edecegi bolgeye
ulagana kadar gastrointestinal kanal membrani da dahil olmak birka¢ biyolojik
membrandan ge¢gmek zorundadir. Gastrointestinal kanaldan ilaglarin absorpsiyonu
transseliiler ve paraseliiler yol olmak {izere baslica iki mekanizmaya gore gerceklesir.
Transseliiller yol epitel hiicre membranindan ilaglarin absorpsiyonu olup pasif
diftizyon, Kkolaylastirilmis pasif diflizyon ve aktif transport gibi mekanizmalarla
gergeklesir. Paraseliiler absorpsiyon ise epitel hiicreler arasindaki bosluklardan ilag
absorpsiyonu olup siki kavsaklar (tight juction) tarafindan kontrol edilir. Ayrica
endositoz (pinositdz, fagositdz, reseptor aracilikli endositoz), ve absorptif /eksorptif
tasiyict sistemler de gastrointestinal kanaldan ilag absorpsiyonuna katkida

bulunmaktadir (5, 12, 13).

Gastrointesinal kanaldan etkin maddenin absorpsiyonunu etkileyen etkenler

li¢ grup altinda toplanabilir:
1. Etkin maddeye ait fizikokimyasal etkenler

2. Farmasotik dozaj sekline ait etkenler



3. Fizyolojik etkenler

Sadece ¢oziinmiis haldeki madde gastrointestinal membrandan gecebildigi
icin ¢ozlinlirliige etki eden etkenler (partikiil biytikligi, tuz sekli, kristal sekli,
polimorfizm, solvatlar, kompleks olusumu gibi) ilacin absorpsiyonunu da
etkileyecektir (14-16). Ayrica etkin maddenin yag/su partisyon Kkatsayisi,
iyonizasyon derecesi ve pKa degeri absorpsiyonu etkileyen diger etkenlerdir. Hiicre
membran1 lipid Ozellikte oldugu i¢in yagda coziiniirliigii yiiksek olan ilaglarin
membran permeabiliteleri daha yiiksektir (17-19). Oral yolla kullanilan bir dozaj
seklinin tipi, icerdigi etkin maddenin biyoyararlanimimi Onemli dlgiide
etkileyebilmektedir. Ayrica bir dozaj seklinin formiilasyonunda kullanilan yardimci
maddeler (dagitici, baglayici, yiizey etkin madde gibi) ilacin ¢oziintirligiini, GI
kanalda  kalis siiresini veya membranlardan difiizyonunu etkileyerek
biyoyararlanimimni degistirebilir. Ornegin magnezyum stearat, formiilasyondaki
maddeler etrafinda ince bir hidrofobik tabaka olusturarak suyun penetrasyonunu
yavaglatir ve dagilmay1 geciktirir. Magnezyum stearat yiiksek oranda kullanildiginda
ise 1ilacin ¢oziinme hizim1 yavaslatarak absorpsiyonun yavas bir sekilde
gerceklesmesine yol agar. Yiizey etkin maddeler diisikk konsantrasyonlarda
kullanildigr zaman yiizey gerilimini diislirerek ¢oziiniirliigh artirirken, yiiksek
konsantrasyonlarda misel olusturarak ilacin ¢oziintlirliigiinii azaltir. Ayrica etkin
madde ile yardimc1 maddeler arasindaki fiziksel ve kimyasal etkilesmelere baglh
olarak ilacin GI kanaldan absorpsiyonu azalabilir (20). Bir ilacin optimum
absorpsiyonu, absorpsiyon bolgesinde yeterli slire kalmasina baghdir. Peristaltik
hareketler, duodenumdaki ila¢ partikiillerinin mukozal hiicrelerle temasini artirir.
Peristaltik hareketleri etkileyen etkenler (fiziksel aktivitenin derecesi, yas, hastalik
durumu, diger ilaglar gQibi) intestinal motiliteyi degistirecegi igin ilacin
absorpsiyonunu etkileyecektir (21, 22). Ishal gibi intestinal motilitenin yiiksek
oldugu durumlarda ilacin absorpsiyonu azalirken ¢esitli nedenlerden dolay1
(antikolinerjik ilaglar gibi) bagirsak motilitesindeki azalmaya bagli olarak ilacin
absorpsiyonu beklenenden daha diisiik olabilir (1, 21). Mide igeriginin hacminin
artmasi, yagli ve sicak besinler, heyecan, yiiksek konsantrasyonda elektrolit ve

hidrojen iyonu, bazi ilaglar (antikolinerjik ilaclar, trisiklik antidepresanlar, narkotik



analjezikler gibi) ve mide tilseri gibi etkenler mide bosalmasin1 geciktirirken aglik,
soguk besinler, hafif egzersiz ve yatma (6zellikle sag yan lizerine) gibi etkenler
midenin bosalmasimi hizlandirir. Mide bosalma siiresindeki gecikmeler ilacin
absorpsiyon hizin1 yavaslatacak ve muhtemelen absorpsiyon derecesini etkileyecektir
(1, 21, 22). Gastrointestinal kanaldaki kan akis hizin1 etkileyen etkenler (konjestif
kalp yetmezligi gibi) ilacin ince barsaktan uzaklastirilma hizini ve biyoyayarlanimini
azaltacaktir. Ayrica bireysel farkliliklar (yas, cinsiyet, genetik, patolojik durumlar
gibi) ila¢ absorpsiyonunda farkliliklara yol acabilmektedir.

Tasiyic1 proteinler genel olarak spesifik molekiilleri (substrat) c¢esitli
membranlardan gecirmeye aracilik eden molekiillerdir. Iki 6nemli tastyici ailesi
mevcuttur: ABC (ATP binding casette) ve SLC (solute carrier). ABC protein
ailesinde 7 alt simnifa (ABCA-ABCG) ayrilabilecek toplam 49 ABC protein geni
tanimlanmistir (23). Bagirsaklarda bulunan absorptif (OATP-B, PEPT-1, MCT1,
OCTN2, HPT2, PMAT gibi) ve eksorptif (MDR1, MRP2, BCRP gibi) tasiyicilar

substrati olan ilaglarin absorpsiyonu iizerinde énemli rol oynarlar (Sekil 2.3, 24).

Patolojik  durumlar ilaglarin  biyoyararlanimimmi  6nemli  oranda
etkileyebilmektedir. Ornegin hepatik (viral hepatit, siroz gibi), renal (bdbrek
yetmezligi gibi), kardiyovaskiiler fonksiyonlardaki bozukluklar ve diyabet ilacin
biyoyararlanimi1 tiizerine etki edecektir (25). Ayrica gastrointestinal kanaldan
absorpsiyonu etkileyen hastaliklarda (malabsorpsiyon, Crohn hastaligl, total
gastrektomi gibi) ilaglarin (metronidazol, propranolol, rifampin, trimetoprim, folik
asit gibi) biyoyararlanimi degisecektir (1). Bu ¢alismada diyabetin, model ilag olarak
secilen metformin hidrokloriiriin  bagirsaklardan (jejunum, ileum ve kolon)

absorpsiyon ve permeabilitesi iizerine etkisi incelenmistir.
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Sekil 2.3. Gastrointestinal kanalda bulunan eksorptif ve absorptif tasiyicilarin
lokalizasyonu (26).

2.2. Bagirsak Permeabilitesini Tayin Yontemleri

Bir ilag etkin maddesinin permeabilitesi; fizikokimyasal 6zellikleri [molekiil
biiyiikligi, lipofilisite, polar van der Waals yiizey alant ve molekiiler esneklik
(molekiil i¢i hidrojen baglarinin konumu)], bagirsak membran yapisi ve biitiinliigi,
ve spesifik transport mekanizmalari gibi bircok etkene baglidir. Hidrojen bagi
donorlerinin sayist arttikca biyoyararlanim azalirken diisiik molekiil agirligr ve
hidrojen bag1 akseptorlerinin varliginda biyoyararlanim artmaktadir. Lipid
membranlardan molekiillerin gegisi, membranlarin polaritesinin, yogunlugunun,
hidrofobikliginin farkli olmas1 nedeniyle son derece karmagiktir. Yagda ¢oziintirliik
artttkca membranlardan gecis genellikle artmaktadir. Buna karsin, polar van der
Waals yiizey alani intestinal gegisi ters orantili olarak etkilemektedir. Ilag etkin
maddelerinin  membranlardan  gegisi aktif transport, pasif transport gibi
mekanizmalarla ve lipid /safra asidi tasiyicilari, monokarboksilat tasiyicilari, organik
katyon tasiyicilari, niikleosit tastyicilari, intestinal dipeptid tasiyicilari, amino asid
tastyicilari, vitamin tastyicilari, fosfat tasiyicilari ve P-glikoprotein (P-gp) araciligi
ile gergeklesmektedir (27, 28). Avrupa Ilag Ajansi1 (EMA) na gore, insanlarda tam
absorpsiyonun kanitlamasi, biyofarmasotik simiflandirma sistemine (BSS) gore

biyoyararlanim basvurulari i¢in tercih edilmektedir. Bu amacla, dlgiilen absorpsiyon
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derecesinin > %85 oldugu durumlarda absorpsiyonun tam oldugu kabul
edilmektedir. Tam absorpsiyon ise yiiksek permeabilite ile iliskilidir ve tayin
edilebilmesi i¢in mutlak biyoyararlanim veya kiitle denge caligmalarinin yapilmasi
onerilmektedir. Kiitle denge ¢alismalarindan elde edilen veriler tam absorpsiyonu
desteklemek i¢in kullanildiginda, absorbe edilen fraksiyonun tayin edilmesinde
kullanilan metabolitlerin absorpsiyondan sonra olustugundan emin olunmalidir. Bu
nedenle idrarla atilan total radyoaktivite oOlgiildiiglinde, degismemis ilag etkin
maddesinin mide veya bagirsak sivilarinda pargalanmadigindan veya metabolize
olmadigindan emin olunmalidir. Faz 1 oksidasyon ve Faz 2 konjugasyon
metabolizasyonun sadece absorpsiyondan sonra meydana gelebilecegi belirtilmistir.
Faz 1 oksidasyon ve Faz 2 konjugasyon metabolitlerinin idrar ve fegesten geri
kazanilan miktar1 ile ana ilacin idrardan geri kazanilan miktarinin toplami verilen
dozun > %85 ise kiitle denge ¢alismalarinda elde edilen verilerin tam absorpsiyonu
destekleyecegi belirtilmektedir (29). Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA), etkin
maddenin gastrointestinal kanalda instabilite sorunu olmadiginda, kiitle denge
calismalar1 veya mutlak biyoyararlanim ¢alismalari ile verilen dozun absorpsiyon
derecesinin %90 ya da daha fazla oldugu gosterildiginde etkin maddenin
permeabilitesinin yiiksek oldugunu kabul etmektedir. Bir ilag etkin maddesinin
permeabilite sinifin1 tayin etmek amaciyla insanlarda yapilan kiitle denge ¢alismalari,
mutlak  biyoyararlanim calismalari veya intestinal perfiizyon yoOntemleri
kullanilabilmektedir. Ayrica, insan goniilliilerin kullanilmadigi yontemler arasinda
uygun bir hayvan modelinde (sigan gibi) in vivo ya da in situ intestinal perfiizyon
yontemi ve/veya intestinal doku kesitlerinin kullanildigi in vitro permeabilite
yontemleri ya da uygun bir epitel hiicre tek tabakasindan permeabilite tayini

onerilmektedir. Bu yontemler asagida kisaca 6zetlenmistir.
1. insanlarda farmakokinetik ¢calismalar

- Kiitle denge ¢alismalari: Farmakokinetik kiitle denge calismalar1 isaretli
olmayan, dayanikli izotop veya radyoaktif isaretli ila¢ etkin maddesi kullanilarak bir
ilacin  absorpsiyon derecesini tayin etmek amaciyla kullanilabilmektedir.

Absorpsiyon derecesinin giivenilir bir sekilde tayin edilebilmesi igin yeterli sayida
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gonillic gereklidir. Yiiksek permeabiliteyi gostermek igin kiitle denge calismalari
kullanildig1 zaman, ilacin %85'i veya daha fazlasinin idrarla degismeden atilmadigi
durumlarda ilacin gastrointestinal kanalda dayanikli oldugunun da gosterilmesi

gerekmektedir.

- Mutlak biyoyararlanim ¢alismalari: Oral yolla verilen bir ilacin
biyoyararliliginin intravendéz yolla sistemik dolagima giren ilag miktarina
oranlanmasi ile bulunan biyoyararlanimdir. Calismalar arasindaki degiskenlige baglh
olarak, absorpsiyon derecesinin giivenilir bir sekilde tayin edilmesi igin yeterli sayida
g6niilli olmalidir. FDA’ya gore bir ilacin mutlak biyoyararlanimimin %90 veya daha
fazla oldugu gosterildiginde gastrointestinal sividaki dayanikliliginin kanitlanmasi

icin ek veriye gerek yoktur.
2. intestinal permeabilite yontemleri

Pasif difiizyonla tasinan etkin maddeler i¢in uygun ydntemlerdir. insanlarda
bazi ilaglarda gozlenen diisiik permeabilite, P- gp gibi eksorptif tastyicilar tarafindan
taginmasina bagl olabilmektedir. Kullanilan sistemlerde effluks tasiyict proteinleri
yoksa ya da ekspresyon derecesi diisiikse bu ilaglarin permeabilite sinifinin hatali
tayin edilmesine yol agabilir. Bu nedenle permeabilite sinifini tayin etmek amaciyla
kullanilan sistemlerde effluks sistemlerinin varligt model ilaclar kullanilarak
(siklosporin A, vinblastine, rodamine 123 gibi) ¢ift yonlii transport ¢alismalari ile
gosterilmelidir. FDA tarafindan bir etkin maddenin permeabilite sinifinin tayininde

kullanilmasi 6nerilen yontemler asagida siralanmastir.

-Insalarda in vivo bagirsak perfiizyon galigmalari

-Uygun hayvan modelleri kullanilarak in vivo veya in situ bagirsak perfiizyon
calismalari

-Insan ya da hayvan bagirsak dokulart g¢ikarilip kullanilarak in vitro
permeasyon caligsmalari

-Tek tabakal1 epitel hiicre kiiltiirlerinden in vitro permeasyon ¢alismalari
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Pek ¢ok durumda sadece tek bir yontemle permeabilite belirlemek yeterli
olmaktadir. Mutlak biyoyararlanim %90 veya daha fazla ise, uygulanan ilacin %90
veya daha fazlasi idrarla degismeden atiliyorsa, uygulanan ilacin %90 veya daha
fazlas1 Gl kanalda dayanikli olup idrardan aynen veya metaboliti olarak geri elde
ediliyorsa tek bir yontem yeterli olmaktadir. Ancak bir etkin maddenin permeabilite
sinifin1 tayin etmede tek bir yontem yetersiz oluyorsa FDA tarafindan iki farkh
yontem kullanilmasi tavsiye edilmektedir. FDA’in 2015 yilinda yayinladig: taslak
rehberde, farkli yontemler arasinda geligkili veriler elde edildiginde, insan verilerinin
in vitro veya hayvan verilerinin yerini alacagi belirtilmistir. Permeabilite sinifinin
siir1 dolayli olarak ilag etkin maddesinin insanlardaki absorpsiyon derecesine ve
direkt olarak insan intestinal membranindan kiitle transferinin hizinin 6lgiimiine
dayanmaktadir (30). Yiiksek permeabilitenin gostergesi olarak kabul edilen %90

absorpsiyon derecesi taslak rehberde %85’¢ indirilmistir (31).

Bu c¢aligmada secilen model ilacin (metformin hidrokloriir) bagirsak
permeabilitesinin tayini amaciyla liimenden kayip esasina dayanan in situ iglii

intestinal bagirsak perfiizyonu yontemi kullanilmistir.
2.3. Diyabet
2.3.1. Pankreas

Pankreas (Sekil 2.4) karin boslugunda yer alan sindirim enzimleri ve
hormonlar treten ekzokrin ve endokrin dokulardan olusmus 2. ve 3. lomber
vertebralar hizasinda bulunan 15-25 cm uzunlugunda, yaklasik 55-100 g agirliginda
bir organdir. Pankreas bas, govde ve kuyruk olmak {izere iic bolgeye ayrilmaktadir.
Gastrointestinal kanalin duodenal kivriminin i¢ kisminda yer alan sigkin sag ucu bas,
omurga ile onun Oniinde yerlesik bulunan, kan damarlarinin iistiinde uzunlamasina
yer alan ve daha dar olan orta boliim govde, ince uzun olan ve dalaga kadar uzanan
son bolim ise kuyruk olarak adlandirilmaktadir (32). Pankreas ince, gevsek bir bag
dokusu kilifi ile sarilmistir. Bag dokusunun dis tabakasi pankreasi lob ve lobiillere

ayirir. Lobiiller arasinda kanallar, kan damarlart ve sinirler bulunmaktadir. Pankreasa
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ait asiniisler ve kanallar endodermden; bag doku yapisindaki kilif, interlobiiler septa

ve kan damarlar1 ise mezodermden koken almaktadir (33).

Pankreasin ekzokrin boliimii saf ser6z asiniislerden olusmustur ve sindirim
enzimlerini (lipaz, proteaz, amilaz gibi) salgilamaktadir. Bu enzimler bir kanal
araciligiyla duodenuma dokiiliir. Pankreasin endokrin bolimii ise ekzokrin
parenkimada diizensiz olarak dagilmig hiicre topluluklar1 olan Langerhans
adaciklarindan olusmustur. Pankreasin Langerhans adaciklarinda dort farkli hiicre
tipi (alfa, beta, delta, F) bulunmaktadir ve karbonhidrat metabolizmasini diizenleyen
hormonlar salgilamaktadir. Alfa hiicreleri glukagon, beta hiicreleri insiilin, delta
hiicreleri somatostatin, F tipi hiicreler ise pankreatik polipeptid hormununu
salgilamaktadir. Glukagon, kandaki diisiik glikoz konsantrasyonuna bagl olarak
salgilanirken instilin, kandaki yiliksek glikoz konsantrasyonuna yanit olarak
salgilanmaktadir. Somatostatin, insulin ve glukagon salinmasini parakrin bir sekilde
inhibe etmektedir. Bunun yani sira ekzokrin pankreas enzimlerinin salinmasini, mide
pariyetal hiicrelerinden HCI salinmasini, enteroendokrin hiicrelerden gastrin
salinmasini, safra kesesinin kasilmasimi inhibe etmektedir. Pankreatik polipeptid

hormunu pankreas ve safra kesesi salgilarini azaltan bir hormondur (34).

Sekil 2.4. a) Pankreasin anatomisi, b) Ekzokrin pankreas, c) Tek bir asini,

d) Ekzokrin dokusuna gémiilii bir pankreas adacigi (23).
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2.3.2. Insiilin

Insiilin, pankreastaki Langerhans adaciklarindan salgilanan, molekiil agirligt
5,8 kilodalton olan, kimyasal olarak birbirine disiilfit kopriileriyle baglanmis iki
polipeptid zinciri ve 51 amino asitten olusan ayrica viicuttaki karbonhidrat
metbolizmasiin diizenlenmesinde rol oynayan anabolik bir hormondur (Sekil 2.5).
Insiilin ilk defa 1921 yilinda Banting ve Best tarafindan pankreastan izole edilerek
diyabet tedavisinde kullanilmistir (35).
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Sekil 2.5. insan insiilininin primer yapis1 (36).

Kanda serbest halde bulunan insiilinin plazmadaki yarilanma 6mrii ¢ok
kisadir (yaklasik 6 dk). Genellikle karaciger ve bobreklerde parcalanip, 10-15 dk

icinde plazmadan tamamen uzaklastirilmaktadir (37).

Insiilin karbonhidrat, lipid ve protein metabolizmasmi diizenlemektedir.
Karbonhidrat metabolizmasinda insiilin glikozun hiicre igerisine alinmasinda gorev
almaktadir. Pankreastaki beta hiicrelerinden insiilin salgilanmasi, kan glikoz
diizeyinin ylikselmesi ile tetiklenmektedir. GLUT2 tasiyicist tarafindan glikoz
alimmnin  baglamas1  glikozun  glikolitik fosforilasyonu ATP/ADP  oraninin
yiikselmesine neden olurken bu ylikselme membrani depolarize eden potasyum
kanallarini inaktive etmektedir. Kalsiyum kanallar1 agilarak kalsiyum iyonlar1 hiicre
icine girmektedir. Kalsiyum diizeyinin yiikselisini takiben insiilin depo

graniillerinden salinmaktadir (Sekil 2.6). Glikozun glikojene c¢evrilmesinde rol
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oynayan glikokinaz enzimi karaciger tarafindan iiretilmektedir ve insiilini kontrol
altina almaktadir. Yag metabolizmasinda ise trigliseritlerin serbest yag asitlerine
hidrolizini saglayan lipoprotein lipazi inhibe etmektedir. Ayrica yag dokusu ve
karaciger hiicrelerinde trigliserit sentezini ve depolanmasimni artirmaktadir. Insiilin
aminoasitlerin hiicre i¢ine alimim artirirken proteinlerin yikimini ise azaltmaktadir.
Ayrica alin, 16sin, izoldsin, tirozin, fenilalanin gibi aminoasitlerin hiicre igine
alinmasini hizlandirmaktadir. Diger yandan, bazi iyonlarmm (K+, Mg++ ve fosfat
gibi) hiicre i¢ine alimini hizlandirmaktadir. Daha uzun vadede insiilin se¢ilmis DNA
genetik sekanslarinin transkripsiyon hizini artirmaktadir. Boylelikle, RNA miktar1 ve

protein sentezi artmaktadir (38).
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Sekil 2.6. Pankreasin beta hiicreleri tarafindan insiilin salgilanmasi ve glikoz

stimulasyonunun temel mekanizmalari (38).
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2.3.3. Diyabetin Tamimm ve Tarihgesi

Diinya niifusunun 6nemli bir kismimni etkileyen diyabet (Diabetes Mellitus),
karbonhidrat, yag ve protein metabolizmalarinda bozuklukla karakterize edilen,
yiiksek kan glikoz diizeyleri ile seyreden, karmasik metabolik bir hastaliktir (39).
Diyabet halk dilinde seker hastaligi olarak bilinmektedir. Ik olarak M.O. 1552
yilinda ¢ok idrara ¢ikma belirtileri ile bu hastaliktan bahsedilmistir. Diyabet kelimesi
ilk olarak Arateus tarafindan M.S. ikinci yiizyilda kullanilmistir (40). 1764 yilinda
ise, Thomas Wills tarafindan mellitus (bal tadi anlaminda) kelimesi diyabetin
sonuna eklenmistir. 1776’da ise, Dobson isimli bir arastirmaci diyabet hastalarinin
kaninda ve idrarinda normalden fazla miktarda seker oldugunu tespit etmistir (41).
1921 yilinda Frederick Banting ve Charles Best tarafindan insiilinin sentezlenmesiyle
diyabetin tedavisinde kullanilmaya baslanmistir. Bu bilim adamlar1 1923 yilinda

insiilini kesfettikleri i¢in Nobel 6diiliine layik goriilmiislerdir (42).

2.3.4. Diyabet Prevelansi (Goriilme Sikhgr)

Diyabetli insan sayisi; diinya niifusunun artmasi, yaglanma, kentlesme,
obezite siklig1 ve fiziksel hareketsizlik gibi nedenlerden dolayir artmaktadir (43).
Diinya Saghk Orgiitii, diyabet prevelansmin gelecek 20 yil iginde iki katmna
¢ikacagimi ongdérmektedir. Tim diinyada, 2013 yilinda toplam 381 milyon diyabet
hastas1 oldugu bildirilmistir (44). Diyabet, diinyada 6liime neden olan hastaliklar
arasinda ilk bes sirada yer almaktadir. 2014 yilinda Tip 2 diyabet nedeniyle 4,9
milyon kisi dliirken bu rakam her gecen yil artmaktadir. Cagin yeni vebasi olarak
goriilen diyabet ile ilgili arastirma sonuclarina gore tiim diinyada 2014 yilinda 387
milyon diyabet hastasi bulunurken bu sayinin 2025 yilinda tiim diinyada yaklagik 300
milyon, 2030 yilinda yaklasik 366 milyon, 2035 yilinda ise 592 milyona ¢ikacagi
ongoriilmektedir. Bu sayinin %90-95’ini ise insiiline bagimli olmayan Tip 2 diyabetli
hastalar olusturmaktadir (43, 45). Ayrica, diyabete bagl komplikasyonlarin bireye ve
topluma getirdigi dogrudan (tedavi) ve dolayli (sakatlik, is kaybi, erken Oliim)

maliyet ¢ok fazladir. Cesitli iilkelerde toplam saglik hizmeti harcamalarinin %3-
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12’sini diyabet giderleri olusturmaktadir (46). 2013 yili Sosyal Giivenlik Kurumu
verilerine gore Tiirkiye’de diyabet hastasi 2.421.483 kisi bulunmaktadir. Uluslararasi
Diyabet Federasyonu (IDF) 21. Diinya Diyabet Kongresi’nde, 2011 yilinda
Tirkiye’de yillik Tip 2 diyabet dogrudan maliyeti 12.810.623.435 TL olarak
belirtilmistir. Bu nedenlerle, diyabet tiim diinyada Oncelikli arastirma alanlarina

girmistir ve bu hastalikla ilgili caligmalar giderek artan bir onem kazanmuistir.

2.3.5. Diyabetin Tamis1 ve Komplikasyonlari

Diyabetin belirtileri; kilo kaybi, yorgunluk, poliiiri, polidipsi, polifaji,
ketoasidoz ve pruritis olarak siralanabilir (47). Diyabette, insiilin saliminda azalma
sonucunda karbonhidrat, yag, protein metabolizmalarinda bozulmalar ile akut veya
kronik komplikasyonlar goriilmektedir. Akut komplikasyonlari; hipoglisemi,
hiperglisemi, ketoasidoz, laktik asidoz, bakteriyel veya fungal enfeksiyonlar
olusturmaktadir. Diyabetli hastalarda, zamanin ve metabolik bozulmanin fonksiyonu
olarak ozellikle gozler, bobrekler, sinirler, kalp, kan damarlari, ayak, karaciger gibi
cesitli organlarda uzun siireli ciddi hasar ve fonksiyon bozuklugu olusmaktadir.
Dokularda olusan hasar veya vaskiiler hasar; hastalik ilerledik¢e retinopati, noropati,
nefropati, kardiyovaskiiler ve iilser gibi ciddi diyabetik kronik komplikasyonlarin
ortaya ¢ikmasina neden olur (48, 49). Diyabetin tanisinda genellikle aglik plazma
glikoz diizeyine bakilmaktadir. Ayrica, oral glikoz tolerans testi, glikolize
hemoglobin testi, idrarda seker aranmasi, solukta aseton kokusu tayini yapilarak da

diyabet teshis edilebilmektedir (Tablo 2.1, 50).

Bir bireyin diyabet tipini belirlemek genellikle tan1 aninda mevcut kosullara
baglidir ve birgok diyabetik birey kolayca tek bir smifa uymaz (51). 1997 yilinda
Amerikan Diyabet Birligi bozulmus aglik glikozu (IFG) tanisini da igeren diyabet
tan1 ve smiflandirma kriterlerini yaymlamistir ve hemen ardindan 1999 yilinda
Diinya Saglik Orgiitii (DSO) bu degisiklikleri kabul etmis ve yaymlamistir. 2003
yilinda ise Amerikan Diyabet Birligi tarafindan IFG tanisi ile ilgili modifikasyonlar

yapilmistir. DSO tarafindan onerilen Oral Glikoz Tolerans Testi (OGTT) ne
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alternatif olarak Amerikan Diyabet Birligi tarafindan ortaya atilan yeni tani sistemi
en son kabul goren smiflandirmadir. Buna goére, diyabet tanisi i¢in plazma aglik
glikoz diizeyine bakilarak normal, IFG ve diyabet seklinde bir siniflandirma
yapilmasi tavsiye edilmektedir (52). 2011 yilindan itibaren HbAlc &lgiimii DSO

tarafindan diyabet tan1 kriterleri arasina katilmistir.

Tablo 2.1. Diyabet tanisi1 i¢in kan diizeyleri (53).

Oral Glikoz
Achk Kan )
) Tolerans Testi
Glikozu ) HbAlc
(Kan glikoz
(mg/dL)
diizeyi mg/dL)
Normal <100 <140 %S5 civarinda
Bozulmus glikoz
toleransi
100-125 141-200 %05,7-%6,4
(diyabet adayn,
prediyabet)
Diyabetik >125 >200 >%6,5

2.3.6. Diyabet Siniflandirilmasi

1997 yilinda American Diabetes Association® (ADA) etiyolojinin 6n plana
cikarildig1r ve halen kullanilan yeni bir siniflandirma yapmistir. Bu siiflandirmada
diyabet Tip 1, Tip 2, Diyabetin diger spesifik tiirleri, gestasyonel diyabet olarak
kategorize edilmistir. DSO ise Tip 1, Tip 2 ve gestasyonel diyabet olarak ii¢ sinifa

ayirmaktadir.

Tip 1 diyabette viicut, bagisiklik sistemindeki hatadan dolayr antikorlar
tiretmekte, bunlar ise pankreasin insiilin iireten hiicrelerini yok etmektedirler. Tip 1

diyabet insiiline bagimli diyabet olarak da bilinir. Pankreas bezinden insiilin sentezi
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ve salimi ya yoktur ya da yok denecek kadar azdir. Bu tip diyabeti olan hastalar
mutlaka disaridan insiilin almak zorundadirlar. Daha ¢ok c¢ocuklarda ve gencg
erigkinlerde goriiliir. Diyabetli tiim bireylerin yaklasik %5-10u Tip 1 diyabetli
hastalardir ve Tip 1 diyabetlilerin %75’inde hastalik 15 yasindan dnce baslamaktadir
(54, 55). DSO ve IDF’nin verilerine gore tiim yas gruplarinda toplam olarak 4,9
milyon civarinda Tip 1 diyabetli birey bulundugu ve prevalansin ise %0,09 oldugu
bildirilmistir (46).

Tip 2 diyabet ise, insiilinin etkisine karsi diren¢ gelismesi ya da insiilin
duyarliligimin azalmasi ile insiilin sentezi ve salgilanmasinin azalmasi ya da bazen
tamamen ortadan kalkmas: ile ortaya ¢ikan bir hastaliktir (56). Insiiline bagiml
olmayan diyabet veya erigkin diyabet olarak da adlandirilmaktadir. Erigkin diyabet
denilmesinin sebebi, genellikle 40 yasindan sonra goriilmesidir. Fakat son yillarda
yasam tarzi degisikliklerine bagli olarak (6zellikle obezitenin goriilme sikliginin
artmasiyla iligkili olarak) ¢ocuk ve genglerde de goriilmeye baslamigtir. Diyabetli
hastalarin ~% 90-95°1 Tip 2 diyabete sahiptir. Insiilin direnci, insiiline kars1 biyolojik
yamitin bozulmasidir. Insiilin karacigerde glikoneogenezi ve glikojenolizi inhibe
ederek glikoz iiretimini baskilarken ayni zamanda glikozun kas ve yag dokusuna
alimimini ve burada enerji kaynagi olarak biriktirilmesini saglar. Insiilin direnci olan
hastalarda, kan glikozunun kas, yag ve karaciger hiicrelerine girmesi zorlasmistir. Bu
nedenle kanda glikoz artar ve hiperglisemi olusur. Bu durumda pankreas
hiperglisemiyi azaltmak i¢in daha ¢ok insiilin iretmeye ve normalden daha fazla
calismaya baglar. En sonunda ise pankreastaki [ hiicreleri yeterli insiilin saglama
yetenegini kaybeder ve insiilinin viicutta tam olarak kullanilamamasina insiiliin

direnci denir. Bunu takiben diyabet gelisir (57).

Gestasyonel diyabet hamilelige bagli diyabettir (58, 59). Ilk gebelik sirasinda
tespit edilir ve cesitli derecelerde glikoz intoleransi olarak tanimlanmaktadir.
Belirtileri genelde Tip 2 diyabete benzer, dogumdan sonra genellikle diizelir; ancak
hamile degilken de diyabet gelisimi i¢in yiiksek risk tasirlar (60). Diyabetin diger
spesifik tiirleri ise nadir goriiliirler ve spesifik bir bozukluk nedeniyle olusan

hiperglisemi tiirlerini igermektedir. Bunlar, asagidaki sekilde siralanabilir (61).



21

1. B hiicrelerinin fonksiyonun genetik hasar1 (Kromozom 12, HNF-1 o
(MODY3), Kromozom 7, glikokinaz (MODY2), Kromozom 20, HNF-4 «
(MODY1), Kromozom 13, insulin diizenleyici faktor-1 (IPF-1; MODY4),
Kromozom 17, HNF-1 (MODY5), Kromozom 2, NeuroD1 (MODY6),
Mitokondriyal DNA ve digerleri)

2. Insiilin aktivitesinde genetik hasarlar (Tip A insiilin direnci,

Leprechaunizm, Rabson-Mendenhall sendromu, Lipoatropik diyabet ve digerleri)

3. Ekzokrin pankreas hastaliklar1 (pankreatit, pankreotektomi, neoplazi,

kistik fibrozis, hemokratozis ve digerleri)

4. Endokrinopatiler (Akromegali, Cushing sendromu, glukagonema,

feokromaitoma, hipertirodizm, somatostatinoma, aldosteronoma ve digerleri)

5. llaglar veya kimyasallar (Glukokortikoidler, tiazidler, nikotinik asit, vakor,
pentamidin, tiroid hormonu, diazoksid, dilantin, B-adrenerjik agonistler, a-interferon

ve digerleri)
6. Enfeksiyonlar (Konjenital kizamik, Sitomegaloviriis ve digerleri)

7. Immiin aracilikli diyabetin sik olmayan formlar1 (Stiffman Sendromu, Anti

instilin reseptor antikorlar1 ve digerleri)

8. Diyabetle iligkili diger genetik sendromlar (Down sendromu, Klinefelter
sendromu, Turner sendromu, Wolfram sendromu, Prader-Willi sendromu ve

digerleri).

2.3.7. Diyabette Degisen Enzim ve Tasiyic1 Proteinler

Absorptif ve eksorptif tasiyici proteinlerin ekspresyonu patolojik durumlarda
degisebildigi i¢in substrat olan ilaglarin absorpsiyonlart diyabette de 6nemli dlgiide

etkilenebilecektir. Diyabette ilag metabolize eden enzimlerin diferansiyel
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diizenlemesi sonucunda albimin ve metabolitlerinin enzimatik olmayan
glikolizlenmesi ile ila¢ emiliminin etkilenmesi, trigliserid ve serbest yag asitlerinin
plazma konsantrasyonlarindaki artisa bagli olarak plazma proteinlerine baglanmadaki
degisiklikler ilaglarin hem farmakokinetik hem de farmakodinamik o6zelliklerinde
degisikliklere yol agabilmektedir (62). Diyabet tedavisinde kullanilan ilaglar
(metformin, repaglinid, gliburid) bagirsaklarda yiiksek oranlarda bulunan enzim
[CYP3AA4: repaglinid (63), CYP3A4: gliburid (64)] ve tasiyicilarin [P-MAT:
metformin (65), OATP1B1: repaglinid (66), OCT3: metformin (67) gibi]

substratidir.

Yapilan arastirmalarda, ilag metabolizasyonundan sorumlu olan bazi sitokrom
(CYP) P450 enzim diizeylerinin diyabette degistigi gosterilmistir. Bunlardan
CYP1A2 (68), CYP2B1/2 (69), CYP2E1 (70), CYP3Al (71), CYP3A2 (69)
enzimlerinin diizeyleri artarken CYP2C11 (70) diizeyinde azalma oldugu tespit
edilmistir.  Ayrica viicutta ilaglarin tasinmasindan sorumlu olan absorptif ve
eksorptif tasiyicilarin  diizeylerinde de diyabete bagli olarak degisikliklerin
olabilecegi belirtilmistir (Tablo 2.2). Bu tasiyicilardan Mdr2, Mrp2 ve 4, Oatp2bl,
GLUT2, GLUT4 diizeyleri diyabete bagli olarak artarken Oatplal, Oatpla4 ve
Oatplb2 diizeyleri azalmistir (72). Diyabette enzim ve tasiyici diizeylerinin
degismesine bagli olarak ilaglarin absorpsiyon, dagilma ve metabolizasyon gibi
farmakokinetik &zellikleri etkilenebilir. Ilaclarn farmakokinetik &zelliklerinde
diyabete bagl olarak ortaya ¢ikabilecek olasi degisiklikler terapdtik yanitin da farkli
olmasia yol acabilir. Bu nedenle giivenli ve etkin bir ila¢ tedavisi i¢in ilaglarin

farmakokinetigi lizerine diyabetin etkisinin arastirilmast 6nemlidir.



Tablo 2.2. Diyabette degisen enzim ve tasiyicilar.
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Artan _ Artan Azalan
enzimler Azalan enzimler tasiyicilar tasiyicilar
CYP1A Lipoprotein lipaz GLUT2 Oatplal
CYP1Al CYP2A2 GLUT4 Oatplad
CYP1A2 CYP2C11 Mdr2 Oatplb2
CYP2B1/2 CYP2C13 Mrp2
CYP2B10 Mrp4
CypP2C Oatp2bl
CYP2D
CYP2E1l
CYP3Al
CYP3A2
CYP3A4

2.3.8. Diyabet Tedavisi

Diyabet tedavisinin amaglari; kan sekerini normal sinirlarda tutmak, diyabete
bagli gelisebilecek akut ve kronik komplikasyonlarin ortaya ¢ikisini engellemek,
yasam siiresini ve kalitesini artirmaktir. Diyabetteki tedavi yaklasimlari ise, diyabet
egitimi, beslenme, egzersiz, yasam tarzi1 degisiklikleri ve ila¢ tedavisi (oral

antidiyabetikler ve insiilin gibi)’ dir (73).

Diyabetin oral monoterapisinde siilfoniliireler (gliburid, gliklazid, glipizid,
glimeprid vb.), biguanidler (metformin vb.), alfa-glikosidaz inhibitorleri (akarboz
vb.), glinidler (repaglinid, nateglinid vb.), tiazolidinedionlar (rosiglitazon,
pioglitazon, rivoglitazon, troglitazon vb.) kullanilmaktadir (74). Ayrica
metformin-+siilfoniliire,

metformin+tiazolidinedion, metformin+meglitinid,

metformin+alfa-glukosidaz inhibitorleri, stilfoniliire+tiazolidinedion,
stilfoniliire+alfa-glukosidaz inhibitorii gibi kombine ila¢ tedavisi de uygulanmaktadir

(75, 76). Oral kombine tedavilerin yetersiz kaldigi durumlarda Tip 2 diyabette ve
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neredeyse Tip 1 diyabetli hastalarin tamaminda insiilin tedavisi gerekli
goriilmektedir. Insiilin tedavisinin amaci1 viicuttaki insiilin salimini taklit edip plazma

insiilin ve kan glikoz diizeylerini normal sinirlarda tutmaktir.

2.3.9. Deneysel Diyabet Gelistirme Yontemleri

Insanlarda goriilen diyabetin tamisi, tedavisi ve &nlenebilmesi igin deney
hayvanlarinda deneysel diyabet modelleri olusturulmaktadir. Klinik ¢alismalarin yani
sira bu modelller de arastirmalarda siklikla kullanilmaktadir. Hayvanlarda deneysel

diyabet gelistirmek amaciyla farkli yontemler kullanilmaktadir. Bunlar:

Cerrahi diyabet: Kismi (parsiyel) veya total pankreatektomi, hipotalamik

lezyon gibi cerrahi miidahaleler sonucu hayvanlarda diyabet gelistirilmektedir.

Spontan diyabet: Agir diizeyde hiperglisemili hayvan modelleri (db/db fare,
Rhesus maymunu, ¢6l kemirgenleri) ve 1limli hiperglisemili hayvan modelleri (ob/ob
fare) kullanilarak Tip 2 diyabet ¢alismalari, BioBreeding sican, obez olmayan
diyabetik fare ve digerleri (Macaca nigra maymunu, Keeshand kopegi, Cin hamsteri,
kobay, Yeni Zelanda beyaz tavsani, Komedo Diabetes Prone sican kullanilarak da
Tip 1 diyabet ¢alismalar1 gerceklestirilebilir. Genellikle gen mutasyonu ile bu
hayvanlar tiretilmektedirler (77).

Viral diyabet: Insanlarda ve hayvanlarda diyabet gelisimi ile iliskili viriisler
bulunmaktadir. Bu viriislerin hayvanlara enjeksiyonu sonucu hayvanlarda diyabet
gelistirilebilmektedir. Coxsackie B viriisleri, Hepatitis A viriisii, Rubella viriisi,
Mumps viriisii, Rotaviriis, Retroviriis gibi RNA viriisleri, Sitomegaloviriisii, Epstein-
Barr viriisii, Insan Herpes viriisii gibi DNA viriisleri insanlarda diyabet gelismesine
neden olurken benzer sekilde Coxsackie B virlisleri Ensefalomiyokart viriisii,
Mengo viriisii, Reovirlis ve Retroviriis gibi RNA viriisleri, Kilham sigan viriisii ve
Sitomegaloviriis gibi DNA viriisleri deneysel hayvanlarda diyabet gelistirilmesine

neden olmaktadirlar (78).
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Transgenik diyabet: Biyoteknolojik yontemlerle kendi tiirti haricinde bir
tirden hayvanlara gen aktarilarak belirli 6zellikleri degistirilmektedir ve bu

hayvanlarda diyabet gelistirmek miimkiin olmaktadir (77).

Kimyasal diyabet: Bu yontemler arasinda en ¢ok tercih edilen yontem
kimyasal diyabettir. Deneysel diyabet gelistirmek amaciyla uygulanan kimyasal
maddeler arasinda 6zellikle streptozotosin (25-80 mg/kg) ve alloksan (40-80 mg/kg)
yaygin olarak kullanilmaktadir. Alloksan kullanildiginda 24-72 saat i¢inde hepatik
glikojen azalmasma neden olur. Streptozotosin uygulandiktan 48 saat sonra
pankreasin beta hiicrelerinde yapisal degisiklikler (toplam degraniilasyon) meydana
gelir ve 4 ay kadar devam eder. Alloksan, streptozotosin ve ¢inko selatlar1 gibi
kimyasal maddelerin uygulanmasiyla hayvan modellerinde insiiline bagimli diyabet
gelistirildigi bildirilmistir. Deneysel diyabet gelismesi birka¢ asamada gerceklesir.
Kimyasal ajanlar verildikten sonra, ilk asamada hiperglisemi olusur. Bunun nedeni
dokularin glikoz kullanilmasina yapilan inhibisyon nedeniyle karaciger glikojeninin
ani yitkimima bagh olarak asir1 glikoz serbestlesmesidir. Daha sonraki agamada ise
hipoglisemi olusur. Hipogliseminin, glikozun dokular tarafindan kullaniminin
artmasi glikozun dokulardan kana geg¢mesinin baskilanmasi ve Ozellikle tahrip
sirasinda  beta  hiicrelerinden  serbestlesen  insiilinden  kaynaklanabilecegi
diistiniilmektedir. Son olarak kalici hiperglisemik faz olusur. Bu asamada insiilin
diizeyi, kullanilan ajanin dozu ile orantili olarak diiser ve kan sekeri yiikselir (79). Bu
tez kapsaminda diyabet gelistirmek amaciyla kullanilan streptozotosin, ilk defa 1959
yilinda Herr ve Eble tarafindan Streptomyces achromogenes kiiltiirlerinden elde
edilmistir. Streptozotosin diyabetojenik 6zelligi olan dar spektrumlu bir antibiyotiktir
ve pankreastaki Langerhans adaciklariin beta hiicreleri lizerine toksik etkisi vardir.
Ayrica genotoksik etkisi de vardir. Deney hayvanlarinda yapilan aragtirmalarda orta
derecede insan karsinojeni oldugu tespit edilmistir (80). Streptozotosin ile sigan, fare,
hamster, kopek, kuzu ve maymunlarda diyabet gelistigi tespit edilmistir (81). Ayrica
beta hiicreleri {lizerine etkisinin alloksandan fazla oldugu gosterilmistir.
Streptozotosin pH 4,5’da ¢ozilindiigii zaman dayaniklidir ancak bu pH disinda hemen
parcalanir. Streptozotosin diyabet gelistirmek amaciyla genellikle 40-65 mg/kg tek
dozda kullanilmaktadir. Bu doz artirilabilir ya da daha diisiik dozlarda birkac kere
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uygulama yapilabilir. Ancak 40 mg/kg dozun altinda etkili olmadigi belirtilmistir.
Streptozotosin kullanilarak gelistirilen deneysel diyabetin tipi ile ilgili olarak
literatlirde farkli sonuglar mevcuttur. Baz1 ¢aligmalarda streptozotosin kullanilarak
Tip 1 diyabet gelistirildigi belirtilirken bazi ¢aligmalarda Tip 2 diyabet gelistirildigi
rapor edilmistir (82-85). Ayrica streptozotosinin pankreastaki beta hiicrelerindeki
sitotoksik etkisini azaltmak amaciyla, uygun dozda niktotinamidin streptozotosinle
birlikte verildigi Tip 2 diyabet modeli de mevcuttur (86,87). Bu yontemde, hayvanlar
12 saat oncesinden a¢ birakilir. Once uygun dozda (110 mg/kg) nikotinamid
intraperitoneal (i.p.) olarak uygulanir. 15 dakika sonra uygun dozda (65 mg/kg)
streptozotosin i.p. uygulanir. 6 saat sonra %10 glikoz ¢ozeltisi 24 saat siireyle
sicanlara igirilir. 3 giin ve 1 hafta sonra aglik kan glikoz diizeyleri kuyruk veninden
kan alinarak ol¢iiliir. A¢lik kan glikoz diizeyi 250 mg/dL {izerinde ¢ikan hayvanlarda
diyabet gelistigi kabul edilir.

2.4. Cahsmada Kullamilan Maddelerin Fizikokimyasal ve Farmakokinetik
Ozellikleri

2.4.1. Metformin Hidrokloriir

Bu c¢alismada model ila¢ olarak secilen metformin hidrokloriir (N,N-
dimetilimidodikarbonimidik diamid hidrokloriir; C4H1;Ns.HCI, Sekil 2.7) biguanid
grubu oral antidiyabetik bir ilagtir. Biguanidler Galega officinalis (Fransiz leylagi)

bitkisinde bulunan guanidinin tiirevleridir.

CH,
|

N N N
7N N\
c c c

H;

0 "
NH NH

Sekil 2.7. Metformin hidrokloriiriin kimyasal yapist.
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Molekiil agirligit 165,63 g/mol olan metformin hidrokloriir suda kolayca
¢Oziiniir, aseton, eter ve diklorometanda pratik olarak ¢oziinmez. pKa’s1 12,4’diir.
Erime derecesi 223-226°C’dir (88). Metformin hidrokloriir’iin miktar tayini igin
yilksek basingli sivi  kromotografisi (HPLC), yaklasik kizilotesi yansima
spektroskopisi (Near infra-red reflectance spectroscopy), UV-goriiniir bolge
spektroskopisi, spektroflorometri, potansiyometri, sivi kromatografisi-kiitle/kiitle
spektrometrisi (LC-MS-MS) yontemleri kullanilmistir (89, 90). Bu ¢alismada
metformin hidrokloriiriin miktarini tayin etmek i¢cin HPLC yontemi kullanilmasina
karar verilmistir. Metformin oda sicakliginda insan plazmasinda 48 saat boyunca
dayanikli bulunmustur. -80°C’de dondurularak saklanmis insan plazmasi i¢indeki
metforminin 2 yil boyunca dayanikli oldugu gosterilmistir. UV 15181, sicaklik, asit,
baz, peroksidasyon ve oksidasyon gibi stres kosullarinda metformin hidrokloriiriin

bozunmadig1 gozlenmistir (91, 92).

Metforminin oral biyoyararlanimi %50-60 olup alindiktan 6 saat sonra
gastrointestinal kanaldan emilimi tamamlanir. Emilim sonrasinda metformin hizla
viicutta dagilir ve plazma proteinlerine baglanmaz. Metforminin hi¢bir metabolitine
rastlanmamasi hepatik metabolizasyona ugramadigini gdstermektedir. Bobrek
fonksiyon bozuklugu ve kreatinin klerensi ile baglantili olarak metforminin
eliminasyon hizi azalmaktadir. Bu nedenle metformin bdbrek yetmezligi olan
hastalarda kullanilmamalidir. Metforminin farmakokinetik 6zellikleri Tablo 2.3’de
verilmistir (93). Yapilan arastirmalarda metformin hidrokloriiriin yiiksek dozlarda

(500,850,1000 mg) nonlineer farmakokinetik 6zellik gosterdegi belirtilmistir.

Metformin hidrokloriiriin baslangi¢c dozu yemeklerle beraber giinde iki kere
500 mg veya bir kere 850 mg’dir. Giinde iki kere 500 mg metformin kullanimi
yetmediginde giinde iki kere 850 mg’a gegilir. Dozaj haftada 500 mg veya iki
haftada 850 mg olarak artirilir. Gliseminin kontrolii i¢in gerektiginde giinliikk doz
boliinerek 2550 mg’a kadar cikilabilir. Klorpropamid disindaki standart oral
hipoglisemik ajanlardan metformine gecilmek istenildiginde tedaviye ara vermek
gerekmez. Film tabletlerin yemeklerden sonra cignenmeden az miktarda sivi ile

alimmas1 gerekir. Bobrek fonksiyon bozukluklarinda serum kreatinin diizeyi
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erkeklerde 1,5 mg/dl veya kadinlarda 1,4 mg/dl {izerindeyse veya kreatinin klerensi
60 mL/dk altindaysa metformin kullanilmamalidir. 17 yasin altinda kullanimi
onerilmemektedir. Diyabet tedavisinin basarilt olmadigi durumlarda ve 6zellikle Tip
2 diyabetli sigman hastalarda etkili olur. Baslangi¢ tedavisi olarak tek basina veya
diger antidiyabetik ajanlarla ya da insiilinle kombine halde verilebilir. Tip 1 diyabetli
hastalarda ise, insiilin tedavisine yardimci olarak Ozellikle belirtilerin iyi kontrol

edilemedigi hastalarda kullanilabilir (94).

Tablo 2.3. Metformin hidrokloriiriin farmakokinetik 6zellikleri (93).

Farmakokinetik Parametre Deger/Ozellik

Oral biyoyararlanim %50-60 ince bagirsaklardan emilir
Metabolizasyon Olgiilebilecek kadar metabolize olmaz
Eliminasyon %090 idrarla atilir

tmaks 2 — 3,3 saat

ti 1.5-4,7 saat

Vi 63-276 L

Craks (850 mg doz) 1,5-2 mg/L

AUC (850 mg doz) 8,7-9,6 mg saat/L

CLr 26,5-42,4 (L/saat)

Alkol, beta blokorler ve MAO inhibitorleri metforminin etkisini artirirlar.
Alkol ayrica laktik asidoz riskini arttirir. Bezafibrat ve klofibrat toleransim
arttirabilirler, ilacin etkisini ¢ogaltabilirler. Kortikosteroidler, diazoksit, bumetanid,
furosemid ve tiyazid grubu diger diiiretikler ve oral kontraseptifler antagonist etki
gostererek dozun yeniden ayarlanmasini gerektirebilirler. Lityum tuzlar glikoz

toleransin1  azaltabilirler. ~ Antikoagiilanlarla  etkilesebileceginden  birlikte
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kullanildiklar1 durumlarda antikoagiilan dozunun yeniden ayarlanmasi gerekebilir.
Metformin, B12 vitamini emilmesini azaltabilir. Bu nedenle siirekli tedavi goren
hastalarin B12 vitamini diizeyleri yilda bir kez dl¢iilmelidir. Tek basina kullanildig:
zaman hipoglisemiye neden olmaz. Ancak insiilin ya da antidiyabetiklerin etkilerini
arttirabilecegi unutulmamalidir. Metformin ile tedavi edilen hastalar alkol

kullanmamalidir (95). Metforminin ilag etkilesimleri Tablo 2.4’de verilmistir.



Tablo 2.4. Metforminle diger bazi ilaglarin etkilesmeleri (94).

Tlaclar

Etkilesimler

Gliburid

Metforminin farmakokinetiginde ve

farmakodinamiginde degisiklik yapmaz.

Ancak gliburidin AUC ve Cpaks ‘1nin

azalmasina neden olabilir

Furosemid

Furosemid ve gliburidle birlikte
alindiginda, furosemidin Cpas (%022
oraninda ) ve AUC’si (%15 oraninda )
artar fakat metforminin renal klerensi

degismez

Nifedipin

Metforminin Cpaxs’1nin %20 oraninda,
AUC’sinin %9 oraninda artmasina ve
idrardaki miktarinin artmasina neden

olabilir

Katyonik Ilaclar (amilorid,
digoksin, morfin,
prokainamid, Kinin, kinidin,
ranitidin, triamteren,
trimetoprim, veya

vankomisin gibi)

Proksimal renal tiibiiler sekresyonla
elimine olurlar ve metforminin

farmakokinetigini etkileyebilirler

Digerleri (tiazidler ve diger
diiiretikler,

kortikosteroidler,
fenotiazinler, dstrojenler,
oral kontraseptifler, fenitoin,
nikotinik asid,
sempatomimetikler,
kalsiyum kanal blokdrleri ve

izoniazid gibi)

Yeterli glisemik kontrolii saglamak i¢in

hasta yakindan izlenmelidir

30
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Metformin genellikle iyi tolere edilmesine ragmen bazen gastrointestinal
kanalda iritasyona bagl olarak bulanti, kusma, agizda metalik tat, diyare, epigastrik
agrt ve kilo kaybina neden olabilmektedir. Bu nedenle yemeklerle birlikte
kullanilmast 6nerilmektedir. Nadiren kronik kullanimda vitamin B12 ve folat
absorpsiyonunda azalmaya neden olmaktadir. Metformin kullanim1 ¢ok az da olsa
laktik asidoz, cilt rahatsizliklari, karaciger problemleri ve anormal laboratuvar
bulgularma da sebep olabilmektedir. Metformin hidrokloriir bobrek hastalig
olanlarda, akut veya kronik asidozu olanlarda kontrendikedir.

Biyofarmasoétik siniflandirma sistemine gore Siif 3 (yliksek ¢oziiniirliik ve
diisiik permeabilite)’te yer alan (96) metformin insan organik katyon tasiyicilarinin
(OCT1, OCT2, OCT3) substratidir (65, 97). OCT1 metforminin hepatik alimindan
sorumludur. Yapilan bir ¢alismada, normal ve Oct 1 (-/-) farelere metformin 210
dakika boyunca i.v. infiizyonla 150 mg/sa’kg dozda verilmistir. Daha sonra,
metforminin plazma, karaciger ve kasdaki konsantrasyonu tayin edilmistir.
Metforminin hepatik konsantrasyonu Octl(-/-) ve normal farelerde sirasi ile
49,3+10,4 pg/g ve 417+178 pg/g bulunmustur. Buna karsin, metforminin Octl(-/-)
(107£17 png/g) ve normal farelerin (15318 pg/g) iskelet kaslarindaki
konsantrasyonu kiyaslanabilir bulunmustur (98). Bir baska calismada, Higgins ve
dig. (99) metforminin farmakokinetigi tizerine tasiyicilarin etkisini incelemek
amaciyla Octl/Oct2 ¢ift-knockout ve normal FVB erkek fareler kullanmiglardir. Her
iki gruba da 5 mg/kg dozda metformin intravendz olarak verilmistir. Tim plazma
konsantrasyonlart  Octl/2-knockout farelerde yiiksek bulunmustur. Sistemik
maruziyet Octl/2-knockout farelerde ortalama 4,4 kat daha fazla bulunmustur.
Normal farelerde renal klerens 81,7 mL/dk.kg iken Octl/2-knockout farelerde
18mL/dk.kg bulunmustur. Dagilma hacminin normal farelerde 3,5 kat fazla oldugu
gosterilmistir (99). OCT3 insan ince bagirsak epitel hiicrelerinin membranlarinda

lokalize olmustur (100).

Enterositlerin luminal kisminda lokalize olan plazma membran monoamin
tasiyict (PMAT) protein metforminin gastrointestinal kanaldan hiicre igerisine

alinmasindan sorumlu major tasiyicidir. Bu nedenle enterositlerdeki metformin
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hidrokloriir pH’ya bagimli olarak PMAT aracilig1 ile tasinmaktadir (65). Ayrica,
metformin MATE1 ve MATE2-K (human multidrug and toxin extrusion 1 ve 2) i¢in
iyi bir substrattir. MATE1 ve MATE2-K bdobreklerin firga kenar membranlarindan
metforminin tiibiiler sekresyonunu saglamaktadirlar. Dolayisiyla metforminin
dagilma hacmini ve renal klerensini etkilemektedirler. MATE1’in metformini safra
kanalinin igine tasidigi da savunulmaktadir. Ayrica MATEL metformini bobrekten
idrara tagimaktadir. Yoon ve dig. (101) OCT1-3, OCTN1, MATEL, ve MATE2’nin
metforminin egri altinda kalan alan ve maksimum konsantrasyon gibi farmakokinetik

parametrelerini etkiledigini gostermislerdir.

2.4.2. Gliburid

Gliburid (5-kloro-N-(4-[N-(siklohekzilkarbamil)sulfamoil] fenetil)-2-
metoksibenzamid; C3H2sCIN3OsS; Sekil 2.8) siilfoniliire grubu oral antidiyabetik bir

ilactir.

Cl

Sekil 2. 8. Gliburidin kimyasal yapisi.

Molekiil agirligi 494,004 g/mol olan gliburid suda ¢oziinmez, etanol ve
metanolde kismen ¢oziiniir. Diklorometanda biraz ¢oziiniir. pKa’st 13,72°diir. Erime
derecesi 169-170°C’dir (88). Gliburid sudaki diisiik ¢oziiniirliigii ve yiiksek

gecirgenligi nedeniyle Biyofarmasdtik Siiflandirma Sistemine gore Sinif 2°de yer
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alan bir ilagtir ve CYP2C9, BCRP, CYP3A4, CYP3AS5 substratidir (102-105).
Gliburid diger siilfoniliireler gibi pankreas beta hiicrelerinden insiilin salgilanmasini
artirmaktadir. Stlfoniliireler pankreasin beta hiicrelerinin yiizeyinde yer alan ATP-
bagimli potasyum kanallarina baglanarak hiperpolarize edici potasyum akimini
engeller. Potasyumun hiicre disina ¢ikamamasi hiicre igerisindeki elektriksel
potansiyeli, hiicre disina gére daha pozitif hale getirir ve hiicre depolarize olur. Bu
depolarizasyon voltaj-duyarli kalsiyum kanallariin agilmasina neden olur ve hiicre
icerisine giren kalsiyum molekiilleri, sentezlendikten sonra graniiller halinde

depolanmis insiilinin ekzositoz yoluyla hiicre disina ¢ikmasina yol agar.

Gliburid’in miktar tayini amaciyla literatirde HPLC, LC-MS ve yiiksek
basingli ince tabaka kromatografisi (HPTLC) yontemleri kullanilmistir (106).
Yapilan bir ¢alismada, dondurulup c¢oziindiiriilmiis 6rneklerde, -40°C’de 14 giin
boyunca saklanmis oOrneklerde ve 24 saat boyunca saklanmis Orneklerde
glibanklamidin dayanikli oldugu bulunmustur (107). Gliburid oral yoldan alimini
takiben hizla absorbe olur. Plazma pik konsantrasyonuna 4 saatte ulasir. Normal
saglikli kisilerde serumdan uzaklastirilmasi bifaziktir, eliminasyon yar1 émrii 10
saattir. Gliburid karacigerde ana metaboliti olan 4-transhidroksil tiirevine doniisiir.
Ayrica 3-sishidroksil tiirevi de vardir. Ancak bu metabolitlerin hipoglisemik etkileri
belirgin degildir. Gliburid viicuttan metabolitler halinde %50 safra ve % 50 idrar
yolu ile atilir. Gliburid albiimine yiiksek oranda (%98) baglanir (108). Ancak diger
ilaglar tarafindan gliburidin proteinlere baglanma bdlgesinden ayrilmasi hipoglisemik
etkide artmaya yol acabilir. Gliburidin farmakokinetik o6zellikleri Tablo 2.5’de
verilmistir (109).



Tablo 2.5. Gliburidin farmakokinetik 6zellikleri (109, 110).

Farmakokinetik

Parametre

Deger/Ozellik

Oral biyoyararlanim

%84-93 emilir: %98’u serum proteinlerine

baglanir

Plazma eliminasyon yar1

omru

Yaklasik 10 saat

Metabolizasyon

Karacigerde major metaboliti 4-transhidroksil

tiirevine doniisilir. Ayrica 3- sishidroksil tiirevi

de vardir
Eliminasyon %50 safra ve %50 idrarla atilir
tmaks 1,4 saat
Crmaks (7 mg doz) 0,46 mg/L

AUC (7 mg doz)

2,086 mg saat/L

\&

56,8 L

CLy

3,1 L/saat
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Gliburid igin sabit bir doz semas1 yoktur. Minimum etkili dozu saptamak igin
kan ve idrardaki glikoz degerleri periyodik olarak izlenmelidir. Baslangi¢ dozu
giinde 1 kez sabahlar1 kahvalt1 sirasinda alinan 2,5-5 mg’dir. Hipoglisemik ajanlara
duyarh kisilerde baslangi¢ dozu giinde 1 kez 1,25 mg olabilir. Bir baska oral
hipoglisemik tedaviden gliburid tedavisine gegen hastalarda baslangi¢ dozu yine
giinde 1 kez 2,5-5 mg olmalidir. Klorpropamid hari¢ diger oral hipoglisemik
ajanlardan gliburid tedavisine gegiste, gegis siiresine veya baslangi¢ dozuna gerek
yoktur. Klorpropamid kullanan hastalar gliburid tedavisine gegtiklerinde
Klorpropamidin etkisi uzayabileceginden ve hipoglisemiye neden olabileceginden ilk
2 hafta boyunca yakindan izlenmelidir. Insiilin ile tedavi edilen hastalarda giinliik
insiilin dozu 20 initeden az ise ginde tek doz 2,5-5 mg gliburid tedavisine

gecilebilir. Insiilin dozu giinde 20-40 iinite ise giinde tek doz 5 mg gliburid
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tedavisine gegilebilir. Giinliik insiilin dozu 40 {nitenin tizerinde ise gliburid
tedavisine gegmeden 6nce 10-20 giin gibi bir gegis siiresine ihtiya¢ vardir (111).
Insiilin dozu %350 azaltilip giinde 5 mg gliburid tedaviye eklenmelidir.

Idame dozu giinde 1,25-20 mg’dir. Bu doz bir defada veya boliinmiis dozlar
halinde uygulanir. Doz artirnmlar1 kan glikoz diizeylerine gore haftada 2,5 mg’1
asmamalidir. 5 mg gliburid, 250-375 mg klorpropamid, 250-375 mg tolazamid, 500-
750 mg asetoheksamid ve 1000-1500 mg tolbutamide esdeger kan glikoz kontrolii
saglar. Giinde 40 iiniteden fazla insiilin kullanan hastalar gliburid tedavisine
gececeklerse insiilin dozu %50 azaltilip, 5 mg gliburid tedaviye eklenir. Daha sonra
insiilin dozu giderek azaltilir. Gliburid dozu ise 2-10 giinliik aralar ile 1,25-2,5 mg
dozunda artirilir. Bu degisim siireci igerisinde hem insiilin hem gliburid kullanildig:
donemlerde nadiren hipoglisemi olusabilir. Insiilin dozu azaltilirken idrarda glikoz ve
aseton sik¢a kontrol edilmelidir. Inat¢1 glikoziiri ve asetoniiri hastanmn Tip 1 diyabeti

oldugunu ve insiilin tedavisine gerek duydugunu gdosterir.

Glinlik maksimum doz 20 mg’1t agsmamalidir. Giinde tek doz seklinde
uygulanan gliburid, ozellikle 10 mg’dan daha yiiksek dozlarla tedavi edilen
hastalarda giinliik doz 2’ye bdliinerek uygulanabilir. Yash hastalarda, zayif diismiis
malniitrisyonlu hastalarda, bobrek ve karaciger fonksiyonlart bozuk hastalarda
baslangic ve idame dozlar1 hipoglisemik reaksiyona yol ac¢mayacak sekilde

ayarlanmalidir (112).

Stilfoniliirelerin hipoglisemik etkileri non-steroidal antienflamatuar ilaglar,
salisilatlar, siilfonamidler, kloramfenikol, probenesid, kumarin, monoamino oksidaz
inhibitorleri ve B-1-adrenerjik blokor ilaglar gibi proteinlere yiiksek oranda baglanan
ilaglar tarafindan artirilabilir. Bu ilaglarla birlikte kullanim sirasinda ve tedavi
kesilirken hastalar hipoglisemi yoniinden dikkatle gézlenmelidir. Tiazidler ve diger
ditiretikler, kortikosteroidler, fenotiazinler, tiroid {iriinleri, Ostrojenler, oral
kontraseptifler, fenitoin, nikotinik asit, sempatomimetikler, kalsiyum kanal

blokorleri, izoniazid hiperglisemiye neden olabilirler. Bu ilaglarla birlikte kullanim
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sirasinda ve tedavi kesilirken hastalar hipoglisemi yoniinden dikkatle gozlenmelidir

(112).

Gliburid ile siprofloksazin arasinda, gliburidin hipoglisemik etkisinin artmasi
seklinde sonuglanan olasi bir etkilesim bildirilmistir. Ancak bu etkilesimin
mekanizmasi bilinmemektedir. Gliburid oral mikonazol preparatlar1 ile birlikte
kullanildiginda ciddi hipoglisemi goriilebilir. Bu etkilesmenin i.v., topikal vajinal

mikonazol preparatlari ile olusup olusmadigi bilinmemektedir (112).

2.4.3. Repaglinid

Repaglinid (S)-(+)-2-etoksi-4-[2-(3-metil-1-[2-(piperidin-1-il)fenil]
butilamino)-2-okzoetil]benzoik asit; Cy7H3sN204; Sekil 2.9) glinid grubu oral
antidiyabetik bir ilagtir.

I I
CH C
ch/ \5 o} \OH
A .
N N 7\
N C CH,
H H,
N

Sekil 2.9. Repaglinidin kimyasal yapisi.

Molekiil agirhigr 452,58 g/mol olan repaglinid suda ¢6ziinmez,

diklorometanda ve metanolde kolayca ¢oziiniir. pKa’s1 15,52°dir. Erime derecesi
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130-131°C’dir  (88). Repaglinid pankreastaki beta hiicrelerinden insiilin
salgilanmasini stimule eder ve kan glikoz diizeylerini disiiriir. Beta hiicrelerinin
membranlarindaki ATP bagimli potasyum kanallarinin kapanmasini saglayarak
kalsiyum kanallarinin  ag¢ilmasini  saglar ve insiilin salgilanir. Repaglinid
Biyofarmasotik Siniflandirma Sistemine gore Simif 2 (disiik ¢oziiniirlik, yliksek
gecirgenlik)’de yer alan bir ilagtir ve CYP3A4, CYP2C8, OATP1B1 substratidir
(113).

Repaglinid’in miktar tayini amaciyla literatirde HPLC, UV, HPTLC,
spektroflorometri ve LC-MS-MS yontemleri bulunmaktadir (114). Repaglinid,
20°C’de 5 saat, 1 hafta, 1 ay ve 3 ay bekletildikten sonra analiz edildiginde, plazma
iginde dayanikli oldugu bulunmustur. Yapilan bir ¢calismada, repaglinid 0,1 N HCI
icinde 4 saat bekletildikten sonra 9%15,3’niin, 0,1 N NaOH iginde 4 saat
bekletildikten sonra %38,5tniin, %3 H,O, eklenip 36 saat bekletildikten sonra
%33,9’nun, giines 1s18ina 3 giin maruz kaldiktan sonra %22,5’inin ve 60°C’de

birakildiginda %23 {inlin bozundugu bulunmustur (115, 116).

Repaglinid, oral kullanim sonrasinda gastrointestinal kanaldan hizla ve
tamamen emilir ve 1 saat i¢inde maksimum plazma konsantrasyonuna ulasir ve 4-6
saat icinde elimine edilir. Repaglinidin plazma diizeyi, yaklasik 1 saat olan yarilanma
stiresi nedeniyle hizla diiser. Repaglinidin oral biyoyararlanim: %56’dir. Dagilma
hacminin 30 litre oldugu saptanmistir. Plazma proteinlerine (albiimin) baglanma
orant %98'dir (117, 118). Bunun yani sira repaglinidin néronal kalsiyum sensor
proteinlerine baglandigi yapilan c¢alismalarla gosterilmistir (119). Repaglinid,
oksidasyon ve konjugasyonla tamamen metabolize edilir ancak metabolitlerin
farmakolojik ve klinik belirgin  bir etkisi yoktur. CYP3A4 repaglinidin
metabolizasyonunda etkilidir. Repaglinid ve metabolitleri, baslica safra yoluyla atilir.
Tek doz oral uygulama sonras1 96 saat i¢inde, radyoaktif isaretli repaglinidin %90
fegeste, %8'1 idrarda saptanmistir. Fegeste metabolize edilmemis repaglinid miktar1
%1'in altindadir. Repaglinidin farmakokinetik 6zellikleri Tablo 2.6’da verilmistir
(120).
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Repaglinidin yeterince siv1 ile birlikte, agiz yoluyla ve yemeklerden 15-30
dakika once veya yemekle birlikte biitiin olarak alinmasi dnerilir. Giinde 2, 3 veya 4

kez kullanilabilir. Alindiktan sonra yemek yenmesi gerekir.

Daha oOnce antidiyabetik tedavi gérmemis veya HbAIC diizeyi 8 mg/dL
altinda olan hastalarda, onerilen baslangi¢ tedavi dozu 0,5 mg'lik tek tablettir. Daha
once antidiyabetik tedavi almis veya HbAIC diizeyi 8 mg/dL iistiinde olan
hastalarda, tedaviye baslangi¢ dozu 1 veya 2 mg'lik tek tablettir. Idame dozu 0,5 ile 4
mg arasinda degisebilmektedir. Hastanin klinik yanmit, kan glikoz ve HbAIC
diizeylerine gore tedavi dozu bireysellestirilmelidir. Doz artirnmlari, iki katina
cikarma suretiyle ve birer hafta aralarla yapilmalidir. Onerilen giinliik maksimum
toplam doz 16 mg'dir. Diger kisa siire etkili antidiyabetik ilaglardan repaglinid
tedavisine gecildiginde, bekleme siiresi gerekmez. Diger ilacin son dozunun
alinmasindan sonraki giin repaglinid tedavisine baslanabilir. Uzun siire antidiyabetik
ilaglarm kullaniminda, 1 hafta veya daha uzun siireli gdzlem gerekebilir. Onerilen
tedavi dozunun yeterli klinik yararlanimi saglamamasi durumunda, repaglinid diger
antidiyabetik ilaglarla kombine olarak kullanilabilir. Metforminle yeterince kontrol
altina alinamayan hastalarda, repaglinid ile metformin kombine olarak kullanilabilir

(121).

Hipoglisemik etkiyi gli¢lendirebilecek ilaglar, diger antidiyabetik ilaglar,
mono-aminoksidaz inhibitorleri, selektif olmayan beta-blokor ilaglar, angiotensin
doniistiiriici enzim inhibitorleri, salisilatlar, steroid olmayan anti-enflamatuvar
ilaglar, alkol ve anabolizan steroidler ve hipoglisemik etkiyi azaltabilecek ilaclar,
oral kontraseptifler, tiyazid grubu ditiretikler, kortikosteroidler, tiroid hormonlari,
danazol ve sempatomimetik ilaglar ile birlikte verildiginde dikkat edilmelidir.
CYP3A4 iizerine etkili olan ilaglarla ilgili herhangi bir sistematik bilgi olmamasina
karsin, imidazol grubu antifungal ilaglar (ketokonazol, itrakonazol), simetidin,
rifampisin ve nifedipin gibi ilaglar repaglinidin metabolizasyonunu artirabilir veya

azaltabilir (117).



Tablo 2.6. Repaglinidin farmakokinetik 6zellikleri (122, 123).

Farmakokinetik

Parametre

Deger/Ozellik

Oral biyoyararlanim

%56-63 ince bagirsaklardan emilir

Plazma eliminasyon yar1

omri

1 saatten az

Metabolizasyon

Hepatik oksidasyon ve konjugasyon ile

(CYP3A4 aracili) tamamen metabolize edilir

Eliminasyon %90 fecesle ve %8 bobreklerden atilir
Doku dagilimi %98 oraninda plazma proteinlere baglanir
tmaks 0,6-0,8 saat

Crmaks (4 mg doz) 46,7 ng/mL

AUC (4 mg doz)

91,6 ng.mL/saat

CLy

33-38 (L/saat)

2.4.4. Ketokonazol

39

Kimyasal adi (£)-cis-1-Asetil-4-{4-[2(2,4-diklorofenil)-2-imidazol-1-ilmetil-
1,3-dioksolan-4-ilmetoksi]fenilpiperazin olan ketokonazol (CysH2sCloN4O4,Molekiil

Agirligi: 531,4; Sekil 2.10) beyaz veya beyaza yakin renkte isiktan korunmasi

gereken bir tozdur. Suda pratik olarak ¢oziinmez, diklorometanda kolayca ¢6ziiniir

ve metil alkolde ¢6ziiniir (88). Ketokonazol BSS’e gore Simif 2 (diisiik ¢oziintirliik,

yiiksek gecirgenlik)’de yer alan bir ilagtir (124).
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H, H ¢l

Sekil 2.10. Ketokonazoliin kimyasal yapisi.

Ketokonazol imidazol yapisinda antifungal bir ilag olup cesitli mantar
enfeksiyonlarinda hem sistemik hem de topikal olarak uygulanabilmektedir.
Tedavide, dort enantiyomerinden, (2R,4S)-(+)-Ketokonazol ve (2S,4R)-(2)-
Ketokonazol olmak iizere iki cis enantiyomerinin rasemik karisimi kullanilmaktadir
(125). Ayrica ketokonazol literatiirde ve cesitli kilavuzlarda referans ilag olarak

gosterilen giiglii bir CYP3A4 inhibitoridiir (126).

Ketokonazoliin Gl kanaldan absorpsiyonu mide pH’sinin diismesine baglh
olarak artar. 200 mg dozda oral olarak uygulandiktan 2 saat sonra ortalama pik
plazma konsantrasyonu 3,5 pg/mL olarak tayin edilmistir. Saglikli goniillilerde
topikal ve vajinal uygulama sonrasi Sistemik absorpsiyon minimumdur. Plazma
proteinlerine baglanma orani1 %90°ndan fazla olup yiliksek oranda albiimine baglanir.
Anne siitiine gecer. Serebrospinal siviya gecisi zayiftir. Bifazik eliminasyon
gostermekte olup yarilanma Omrii 2 saat ve terminal yarilanma omrii yaklasik 8 saat
olarak rapor edilmistir. Karacigerde inaktif metabolitlerine doniistiiriliir.
Metabolitler ve degismemis ilac biiyiik oranda fecesle bir miktar1 da idrar ile atilir
(88).

2.4.5. Verapamil

Kimyasal adi 5-[N-(3,4-Dimetoksifenetil)-N-metilamino]-2-(3,4-
dimetoksifenil)-2-izopropilvaleronitril hidrokloriir olan verapamil (C37H3sN204,HCI,
MA: 491,1; Sekil 2.11) beyaz, pratik olarak kokusuz kristal bir tozdur. Suda ¢6ziinir,
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alkolde az coziiniir, kloroformda kolayca ¢0ziiniir, eterde pratik olarak ¢oziinmez.
Sudaki %5’lik ¢ozeltisinin pH degeri 4,5 ile 6,5 arasindadir. Isiktan korunarak
25°C’de saklanmalidir (88).

OCHj,

\(J—/ OCH3
N—C—C

H,CO
OCH,

Sekil 2.11. Verapamilin kimyasal yapisi.

Verapamil selektif olmayan bir kalsiyum kanal blokorii olup antianjinal,
antihipertansif ve antiaritmik etkileri olan bir ilagtir. Ticari formiilasyonunda, farkli
farmakokinetik ve farmakodinamik o6zelliklere sahip (+)-(R)-Verapamil ve (-)-(S)-
Verapamil optik izomerlerini esit oranda igeren rasemik karisim halinde
bulunmaktadir. Her iki enantiyomer de insan jejunumundan yiiksek permeabiliteye
sahiptir ve esas olarak pasif transselliller difiizyon ile tasinir. Verapamilin
metabolizmasi stereoselektif olup S-Verapamil hizli, R-Verapamil orta oranda
hepatik ektraksiyona ugrar. 160 mg’lik tekli dozun oral uygulanmasindan sonra
insanlardaki biyoyararlanim S- ve R- izomerleri i¢in sirastyla %20 ve %45 olarak

bulunmustur. Metabolizasyonu major olarak CYP3A4 enzimi ile gergeklesir (127).

Verapamil FDA kilavuzunda orta dereceli bir CYP3A4 inhibitorii olarak
tanimlanmistir (126). Ayrica yapilan son g¢alismalarda PMAT inhibitorii oldugu
gosterilmistir. Verapamil BSS’e gore, disik cozinirlik ve yiiksek gecirgenlik
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gosteren Smif 2°de yer almaktadir. Verapamilin pH 7,3 - 8 arasinda ¢oziintirliik
problemi vardir. Bunun yani sira pH 1 — 6,8 arasinda ¢6ziiniirliik sorunu olmadigi

icin Diinya Saglik Orgiitii tarafindan Sinif 1 olabilecegi belirtilmektedir (128).

2.4.6. Metoprolol Tartarat

Kimyasal adi1 1-(izopropilamino)-3-(p-(2-metoksietil)fenoksi)-2-propanol
(2:1) dekstro tartarat tuzu olan metoprolol tartarat (Ci5H2sNO3),'C4HeOs, MA:
684,82; Sekil 2.12) renksiz, kokusuz kristal bir tozdur (88). Suda ¢ok ¢O6ziiniir,
kloroform, diklorometan, alkolde ¢Oziiniir, benzen, dictil eter ve asetonda ¢dziinmez

(129).

OH
o\)\/NH\(CHs
/ﬁ CHj
H3;CO o OH
OH
HO

Sekil 2.12. Metoprolol tartaratin kimyasal yapisi.

Beta-adrenerjik reseptor blokorii olan metoprolol tartarat R- ve S-
enantiyomerlerin rasemik bir karisimidir. Klinikte genellikle anjina, hipertansiyon
gibi bazi kalp hastaliklarinin tedavisinde kullanilmaktadir (130). Oral alinmasini
takiben GI kanaldan absorpsiyonu hizli ve neredeyse tamdir (%95). Ancak

presistemik metabolizasyona ugramasi nedeniyle sistemik biyoyararlanimi %40-60
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civarindadir (129). Maksimum plazma konsantrasyonuna 1,5-2 saat igerisinde ulasir.
Plazma yarilanma 6mriiniin 4 saat olmasi nedeniyle terapétik kan diizeyini korumak
icin sik dozlama yapilmasi1 gerekmektedir. Diislik oranda (%12) alblimine baglanir.
Metoprolol tartarat karacigerde bulunan CYP2D6 izoenzimi tarafindan metabolize

edilir. Oral verilen dozun %5’ten daha az bir kismi1 idrardan degismeden atilir (131).

Hem ¢oziiniirliigii hem de permeabilitesi yiiksek olan metoprolol tartarat
BSS’de Sinif 1 (yliksek ¢oOziiniirliik, yiiksek permeabilite)’de yer alir. Metoprolol
tartarat hem kullanilacak permeabilite yonteminin uygunlugunun
degerlendirilmesinde hem de permeabilitesi tayin edilecek maddelerin
permeabilitelerini karsilagtirmak amaciyla referans madde olarak kullanilmaktadir

(132).
2.4.7. Fenol Kirmizisi

Kimyasal adi phenolsulfonphthalein olan fenol kirmizisi (C19H1405S), MA:
354,37; Sekil 2.13) kirmizi renkte, kokusuz Kristal bir tozdur (88). Cogunlukla hiicre
kiiltirii caligmalarinda pH indikatorii olarak kullanilmaktadir. Suda (3 mg/mL),
etanolde (4 mg/mL), metanolde (3 mg/mL) ¢oziiniir. Kloroformda ¢6ziinmez (133).
Bagirsaklarda su dengesini incelemek amaciyla fenol kirmizisi ¢ok tercih edilen
referans maddedir. Bobrek fonksiyonlarini takip etmek amaciyla da fenol kirmizisi

¢Ozeltisi i.v. olarak verilmektedir.

OH

OH

Sekil 2.13. Fenol kirmizisinin kimyasal yapist.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerecler

3.1.1. Kimyasal Maddeler

Asetonitril

Fenol Kirmizisi

Gliburid

Ketokonazol

Metformin Hidrokloriir

Metoprolol Tartarat

Nikotinamid

Orto-fosforik asit

Repaglinid

Streptozotosin

Verapamil

3.1.2. HPLC Geregleri

Dedektor (Shimadzu, SPD-M20A DAD)
Kolon (Waters C18 250 x 4.6 mm, 5 um)
Vakumlu Pompa (Shimadzu, LC-20AT)
3.1.3. Perfiizyon Gerecleri

Peristaltik Pompa

Tubingler

3.1.4. Aletler

Derin Dondurucu (-20 °C)

Glikometre

Mikropipet (10-100 pL, 100-1000 uL)
pH Metre

Ultrasonik Banyo

3.1.5. Deney Hayvani

Sprague-Dawley Erkek Sican

Sigma-Aldrich / Almanya
Sigma-Aldrich / Almanya
Nobel Farma / Tiirkiye
Sandoz / Tirkiye

Bilim Ilag / Tiirkiye
Novartis Pharma AG / Isvigre
Sigma-Aldrich / Almanya
Merck / Almanya
Biofarma Ilac / Tiirkiye
Sigma-Aldrich / Almanya
Sigma-Aldrich / Almanya

Shimadzu / Japonya
Waters HPLC Coloums / ABD
Shimadzu / Japonya

Gilson / Fransa

Gilson / Fransa

Beko / Tiirkiye
BayerContour TS / Almanya
Eppendorf / Almanya
Sartorius / Tiirkiye
AdvantagelLab / Almanya

Hacettepe Universitesi/ Tiirkiye
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3.2. Yontem

Tiim perfiizyon deneylerinde limenden kayip esasina dayanan ve farkli
bagirsak segmentelerinin (jejunum, ileum, kolon) simultane olarak perfiize edildigi in
situ single pass bagirsak perfiizyon teknigi kullamilmustir (10, 134-137).
Bagirsaklardan ilag absorpsiyonu flizerine diyabetin etkisini incelemek amaciyla
model ilag olarak metformin hidroklorii, PMAT inhibitoérii olarak verapamil,
CYP3A4 inhibitorii olarak ketokonazol kullanilmistir. Ayrica klinikte metformin
hidrokloriir ile birlikte kullanilan diger diyabet ilaglarinin (gliburid ve repaglinid)
secilen model ilacin bagirsaklardan absorpsiyon ve permeabilitesi lizerine etkisi de
incelenmistir. Diyabetin metformin hidrokloriiriin absorpsiyonu ve permeabilitesi
tizerine etkisini karsilagtirabilmek amaciyla tiim perfiizyon deneyleri kontrol

grubunda da gerceklestirilmistir.

3.2.1. Sicanlarda Streptozotosin ve Nikotinamid Uygulamas ile Diyabet

Gelistirilmesi

Bu tez kapsaminda Tip 2 diyabet tedavisinde kullanilan ilaglarin permeabilite
degerleri tayin edileceginden deney hayvanlarinda (sicanlarda) Tip 2 diyabet
gelistirilmesi hedeflenmistir. Literatiirde streptozotosin tek dozda uygulandiginda
insiiline bagimh (Tip 1) ve insiiline bagimli olmayan (Tip 2) diyabet gelistigini
gosteren yayinlar mevcuttur (82-85). Ayrica streptozotosinin pankreastaki beta
hiicrelerindeki sitotoksik etkisini azaltmak amaciyla, uygun dozda nikotinamidin
streptozotosinle birlikte verildigi Tip 2 diyabet modeli de literatiirde bulunmaktadir
(82, 86). Streptozotosin kullanilarak gelistirilmis diyabet modelinde hem Tip 1 hem
de Tip 2 diyabetin tedavisinde kullanilan ilaglarla yapilan c¢aligmalar da
bulunmaktadir (138-140). Bu nedenle, Tip 2 diyabet olusturmak amaciyla hem
streptozotosin hem de nikotinamid ve streptozotosinin beraber verildigi yontemin
denenmesine ve elde edilen bulgular dogrultusunda en uygun yontemin se¢ilmesine
karar verilmistir (87). Bu amagla, dokuz (9) Sprague-Dawley erkek siganlar1 rastgele

tic gruba ayrilmistir. Bu gruplar:
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Grup 1: Kontrol (K) grubu

Grup 2: Streptozotosin (S) grubu

Grup 3: Nikotinamid+streptozotosin (N+S) grubu

Her bir gruba yapilan uygulamalar Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1. Diyabet gelistirmek i¢in olusturulan gruplar, diyabet ajanlari, uygulama

dozlar1 ve yollart (n=3).

Gruplar Diyabet ajanlar: Uygulanan | Uygulama
Doz Yolu
Kontrol grubu Steril 0,1 M soguk sitrat i.p.
(Grup 1) tamponu
Streptozotosin | 0,1 M soguk sitrat tamponu | 65 mg/kg .p.
grubu i¢inde ¢oziindiirilmiis
streptozotosin (steril)

(Grup 2)

Serum fizyolojik igerisinde | 110 mg/kg .p.
Nikotinamid ¢Oziindiiriilmiis nikotinamid

(steril)

+Streptozotosin

15 dakika sonra 0,1 M sitrat | 65 mg/kg i.p.
grubu tamponu i¢inde
(Grup 3) ¢cozliindlrilmiis

streptozotosin (steril)

Kontrol grubuna (Grup 1) ve kimyasal ajanlarin uygulandigi gruplara (Grup
2 ve Grup 3), enjeksiyondan 6 saat sonra %10 glikoz ¢o6zeltisi 24 saat boyunca
verilmistir. Kimyasal ajanlarin uygulanmasindan 3 giin ve 1 hafta sonra sicanlarin

kuyruk verinden kan 6rnekleri alinarak kan glikoz diizeyleri glikometre kullanilarak
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Olclilmiistiir. Ayrica, diyabetin tipini tayin etmek amaciyla, ¢alismaya dahil olan
sicanlara 1 hafta sonra Otenazi uygulanarak pankreaslar1 ¢ikarilip histopatolojik
degerlendirme yapilmistir. Pankreas dokulari diseksiyondan sonra %10’luk tamponlu
formaldehit ¢ozeltisinde 1 hafta siire ile tespit edilmistir. Histopatolojik inceleme igin
rutin takip ve Hematoksilen&eozin boyamalar1 gerceklestirilmistir. Siganlara
uygulanan tiim c¢ozeltiler laminar akis kabini altinda 0,22 pm por capina sahip
filtreden siiziilerek sterilize edilmistir. Calismada kullanilan ¢o6zeltiler ve bu

¢ozeltilerin hazirlanmasi agagida verilmistir.

Serum fizyolojik: 0,9 g NaCl tartilarak balon jojede distile su ile 100 mL’ye

tamamlanmistir.

%10 glikoz ¢ozeltisi: 100 g glikoz tartilarak balon jojede 1000 mL’ye distile

su ile tamamlanmustir.

0,1 M sitrik asit monohidrat: 2,101 g sitrik asit monohidrat tartilarak balon

jojede 100 mL’ye soguk distile su ile tamamlanmistir.

0,1 M trisodyum sitrat dihidrat: 2,941 g trisodyum sitrat dihidrat tartilarak

balon jojede 100 mL’ye soguk distile su ile tamamlanmastir.

Soguk sitrat tamponu: 44,5 mL 0,1 M sitrik asit monohidrat ve 55,5 mL 0,1
M trisodyum sitrat dihidrat hazirlandiktan sonra karistirilmistir. Laminar akis kabini
altinda 0,22 pm por capina sahip filtreden siiziilerek sterilize edilmistir. Deney

boyunca buz kaliplar1 arasinda tutularak stabil kalmasi saglanmstir.

Formalin cozeltisi: Pankreaslarin tespit edilmesi (sabitlenmesi) amaciyla
formalin ¢6zeltisi kullanilmistir. Formalin ¢o6zeltisi hazirlanirken 4 g monobazik
sodyum fosfat ve 6,5 g dibazik sodyum fosfat tartilarak bir behere alinmis ve

tizerlerine 100 mL formaldehit ve 900 mL distile su eklenerek iyice karistirilmistir.
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3.2.2. in situ Uclii Bagirsak Perfiizyonu Teknigi

e Deney Hayvani

In situ bagirsak perflizyonu g¢alismalarinda deney hayvani olarak literatiirde
cok sayida veri bulunmasi, blyiikliigliniin uygun olmasi nedeniyle 250-350 gram
agirh@inda Sprague-Dawley cinsi saglikli erkek siganlar kullanilmistir (141). Tez
kapsaminda kullanilan deney hayvanlari Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlar1 Arastirma ve Yetistirme Laboratuvarindan saglanmistir ve bu

laboratuvarda deney yapilana kadar barindirilmistir.

e Cerrahi Islemler

Sprague-Dawley cinsi erkek sicanlarda gergeklestirilen tiim perflizyon
deneyleri Hacettepe Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu’ndan alinan izinle

(12 Temmuz 2011, Karar Numarasi: 2011/33-4) gergeklestirilmistir (Bkz. EK I).

Hayvanlar standart sigan diyeti ile beslenmis ve deneyden bir gece dnce igme
sular1 kisitlanmadan a¢ birakilmiglardir. Cerrahi  islemler anestezi altinda
gerceklestirilmistir.  Anestezi  ketamin (90  mg/kg)-ksilazin (5  mg/kg)
kombinasyonunun i.p. olarak verilmesiyle saglanmistir. Anestezi derinligi siganlarin
ayak parmaklarinin sikistirilmasina verilen reaksiyona gore degerlendirilmistir.
Deney boyunca anestezi derinligi takip edilerek gerektiginde ek doz ketamin-ksilazin
kombinasyonu uygulanmistir. Karin duvar1 orta hat boyunca kesildikten sonra
jejunum, ileum ve kolon agiga cikarilmistir. Perfiize edilecek bagirsak segmenti
uzunluklar1 jejunum i¢in 4,0-10,0 cm, ileum i¢in 3,0-4,8 cm ve kolon i¢in 2,0-3,0 cm
olarak ayarlanmistir ve bolgedeki kan akimi korunarak izolasyonlar1 saglanmistir.
Izole edilen bagirsak segmentlerinin proksimal ve distal uglarna silikon tiipler
yerlestirilerek cerrahi iplikle sabitlenmistir. Izole bagirsak segmenti serum fizyolojik
(37°C) ile yikanarak temizlenmis ve temizlenme gostergesi olarak ¢dzeltinin berrak
gelmesi esas alinmustir. Peristaltik pompa araciligiyla akis hizi 0,2 mL/dk olacak

sekilde ayarlanmis ve deney sirasinda perfiizyon ¢ozeltisi sirkiile edilmemistir.
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Deneyler 37°C’ye  ayarlanmis  bir perflizyon kabini  igerisinde
gerceklestirilmistir. Perfiize edilen bagirsak segmentlerin  deneyler sirasinda
kurumasini onlemek amaciyla serum fizyolojik ile ara ara islatilmig ve izerleri
parafilm ile kapatilmistir. Her deney sonunda hayvanlar eksanguinasyon yontemi ile
oldiirtilmiis ve perfiize edilen segmentler ¢ikartilarak uzunluklar1 tekrar 6l¢iilmiistiir.

Perflizyon sistemi ve cerrahi islem sematik olarak Sekil 3.1°de gdsterilmistir.

37°C Y
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Sekil 3.1. Perfiizyon sistemi ve cerrahi yontemin sematik olarak gosterilmesi (135).

e Perfiizyon Cozeltisi

On denemelerde ‘Golytely’ olarak adlandirilan izoozmotik ¢dzelti perfiizyon
cozeltisi olarak kullanilmis olmakla birlikte perfiizyon deneylerinde Dahan ve
dig.’nin bagirsak perfiizyon ¢alismalarinda kullandigit MES tamponu kullanilmistir
(132, Tablo 3.2). Perfiizyon ¢ozeltisi taze olarak hazirlanmig, model ilaglarin

ilavesinden sonra istenen hacme tamamlanip iyice karigtirilmistir. Perflizyon
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deneylerinde su dengesine ulasilip ulasilmadigini tayin etmek amaciyla fenol

kirmizis1 referans madde olarak perfiizyon ¢ozeltisine eklenmistir.

Tablo 3.2. Bagirsak perflizyonu ¢alismalarinda kullanilan perflizyon ¢o6zeltisinin

bilesimi.
Madde Konsantrasyon
MES tamponu 10 mM
NaCl 135 mM
KCI 5 mM
Fenol kirmizisi 0,1 mg/mL

Perfiizyon c¢ozeltisine eklenecek etkin (metformin hidrokloriir, repaglinid,
gliburid) ve referans (metoprolol tartarat) maddelerin konsantrasyonlari literatiir esas
alinarak belirlenmistir. Bagirsak perflizyonu caligmalarinda etkin madde dozunu
belirlemek amaciyla en sik kullanilan yaklagim etkin maddenin piyasada mevcut en
yiksek dozunun 250 mL’ye bolinmesidir (132). Bu nedenle, tez kapsaminda
kullanilacak repaglinid ve giburidin dozlarinin se¢iminde bu yaklasim
benimsenmistir. Metforminle yapilan 6n denemelerde metformin hidrokloriiriin
piyasadaki dozu 250 mL’ye bdliinmiis ve 2000 pg/mL konsantrasyonda ¢alisilmaya
karar verilmistir. Metformin hidrokloriir BSS’e gore Smf 3 (yiiksek ¢oziiniirlik,
diisiik permeabilite)’te yer alan bir ilactir. Literatiirde, metformin hidrokloriiriin
duodenumdan permeabilitesinin doza bagli olarak degistigi belirtilmektedir.
Duodenum 50 ve 200 pg/mL dozda metformin hidrokloriir ile perfiize edildiginde,
metformin hidrokloriiriin permeabilitesinin doz arttikca %60 oraninda azaldigi
bulunmustur (142). Bu nedenle ¢alismada kullanmak tizere segtigimiz dozun (2000
ng/mkL) literatiire gore oldukga yiliksek olmasi nedeniyle tiim perfiizyon deneylerinde
200 pg/mL konsantrasyonda metformin hidrokloriir kullanilmasina karar verilmistir

(142). Perfiizyon deneylerinde kullanilmasi planlanan model ve referans ilaglarin

konsantrasyonlar1 Tablo 3.3’de verilmistir.
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Tablo 3.3. Perfiizyon deneylerinde kullanilacak model ve referans ilaglar ve

perfiizyon ¢ozeltisine eklenecek konsantrasyonlari.

Model/Referans Ilag Konsantrasyon (ng/mL)
Metformin Hidroklortir 200

Gliburid 20

Repaglinid 8

Metoprolol Tartarat 100
Verapamil 480
Ketokonazol 50

Metformin hidrokloriiriin permeabilitesini karsilagtirmak amaciyla bagirsak
permeabilitesi oldukca yiiksek olan metoprolol tartarat referans madde olarak
perfiizyon ¢ozeltisine eklenmistir (143). Perfiizyon ¢alismalarinda verapamil PMAT
inhibitorii (132), ketokonazol ise CYP3A4 inhibitorii olarak kullanilmistir (144).

3.2.3. Perfiizyon Sisteminde Yapilan Calismalar

Tez kapsaminda yapilmasi planlanan perfiizyon deneylerine baglamadan 6nce
gelistirmis oldugumuz analitik yontemi test etmek amaciyla bazi 6n denemeler
yapilmistir. On denemeler sirasinda perfiizyon calismalarindan elde edilen ilk
numunelerde maddelere ait pikler gozlenemedigi i¢in perfiizyon sisteminden
kaynaklanan bir gecikme olup olmadiginin incelenmesine karar verilmistir. Ayrica,
metformin hidrokloriir ile perfiizyon sisteminde kullanilan plastik tiipler arasinda

etkilesim olup olmadig1 da arastirilmistir.

e Perfiizyon Sisteminden Kaynaklanan Gecikme Siiresinin Tayini

Metformin hidrokloriirle yapilan 6n deneyler sirasinda ilk 15 dakikada

toplanan numunelerde etkin maddeye ait pik HPLC’de goriilmemistir. Perfiizyon
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¢ozeltisi rezervuardan plastik tiipler aracilifiyla 6nce peristaltik pompaya sonra da
bagirsak segmenlerine ulagsmaktadir. Perfiizyon ¢6zeltisinin akis hizi (0,2 mL/dk) goz
Oniline alindiginda bagirsak segmentlerine ulagana kadar bir gecikme siiresi olmasi
kagimilmazdir. Bu gecikme siiresini tayin etmek amaciyla Evans mavisi ¢ozeltisi (0,1
mg/mL) hazirlanarak rezervuara konmus ve plastik/silikon tiipler bos iken peristaltik
pompa calistirilmistir. Evans mavisi igeren c¢ozeltinin rezervuardan bagirsak
segmentlerine ulagmasina kadar gecen siire bir kronometre yardimiyla 6l¢iilmiis ve
bu siire 7 dakika olarak tespit edilmistir. Ayrica, perfiizyon ¢ozeltisinin bagirsak
segmentlerini doldurarak izole segmentin diger ucundan toplanabilmesi i¢in de bir
siire gerekecektir. Bu siire perflizyon ¢ozeltisinin akis hizi (Q: mL/dk) ve bagirsak
segmentlerinin hacmi ile alakali bir degerdir. Her bir bagirsak segmentinin hacmi
(V) silindirin hacmini hesaplamak amaciyla kullanilan formiil (Formiil 3.1)

vasitastyla hesaplanmustir.

V=ILr%h (3.1)
Formiilde:
r= Bagirsak segmentlerinin yarigapi (jejunum ve ileum: 0,18 cm; kolon:0,2 cm)
h=Perfiize edilen segment uzunlugu (cm)

Perflizyon ¢ozeltisinin bagirsak segmentlerinden ortalama gegis siiresi (MTT)

Formiil 3.2 kullanilarak tayin edilmistir.

MTT = V/Q 3.2)
Formiilde:
V= bagirsak segmentinin hacmi (mL)

Q= perflizyon ¢ozeltisinin akis hizi (mL/dk)
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e Perfiizyon Sistemi ile Etkilesmenin Incelenmesi

Metformin hidrokloriir ile perfiizyon c¢alismalarinda kullanilan plastik ve
silikon tiipler arasinda olas1 bir etkilesim olmasi rezervuardan bagirsak segmentlerine
ulasan madde dozunda azalmaya neden olacaktir. Bdyle bir etkilesim olup
olmadigini incelemek amaciyla, deney hayvani kullanilmadan metformin hidrokloriir
¢oOzeltisi hazirlanarak rezervuara konmustur. Peristaltik pompa calistirilarak
rezervuardaki ¢ozelti 0,2 mL/dk akis hizinda olacak sekilde plastik ve silikon
tiiplerden gecirilmis ve 140 dk siireyle belirli zaman araliklarinda Ornekler
toplanmistir. Numunelerdeki metformin hidrokloriir konsantrasyonu HPLC
yontemiyle  analiz  edilmistir. Rezervuardaki ~ metformin  hidrokloriir
konsantrasyonuyla toplanan numunelerdeki konsantrasyon karsilastirilarak perfiizyon
sisteminde bulunan plastik ve silikon tiiplerle etkilesme olup olmadigina karar

verilmistir.

e Perfiizyon Deneyleri

Bolim 3.2.2°de belirtilen yontem kullanilarak izole edilen bagirsak
segmentleri (jejunum, ileum ve kolon) serum fizyolojikle yikandiktan sonra
perfiizyon ¢ozeltisiyle 0,2 mL/dk hizda dengeye ulasana kadar (yaklasik 30 dk)
perfiize edilmistir. Perfiize edilen bagirsak segmentleri dengeye ulastiktan sonra
metformin hidrokloriiriin bagirsaklardan absorpsiyon ve permeabilitesini incelemek

amaciyla yapilan ¢aligmalar 6 grup altinda gergeklestirilmistir.

Grup 1: metformin hidrokloriir (kontrol grubu, 200 pg/mL) kullanilarak yapilan

caligmalar

Grup 2: metformin hidrokloriir (200 pg/mL) ve verapamil (480 pg/mL) kullanilarak

yapilan ¢aligmalar

Grup 3: metformin hidrokloriir (200 pg/mL) ve repaglinid (8 pg/mL) kullanilarak

yapilan ¢alismalar
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Grup 4: metformin hidrokloriir (200 pg/mL) ve gliburid (20 pg/mL) kullanilarak

yapilan ¢alismalar

Grup 5: metformin hidrokloriir (200 pg/mL), gliburid (20 pg/mL) ve ketakonazol (50
ng/mL) kullanilarak yapilan ¢alismalar

Grup 6: metformin hidrokloriir (200 pg/mL), repaglinid (8 pg/mL) ve ketakonazol
(50 pg/mL) kullanilarak yapilan ¢alismalar

Her bir grup kapsaminda yapilan caligmalar asagida belirtildigi iizere

gerceklestirilmis ve perflizyon akig semasi Sekil 3.2°de verilmistir.

*Grup 1 (Metformin Hidrokloriir; Kontrol Grubu): Uygun
konsantrasyonda metformin hidrolkoriir perfiizyon c¢ozeltisine eklenerek her bir
bagirsak segmenti (jejunum, ileum ve kolon) 60 dk siireyle perfiize edilmis ve her 5

dakikada bir 6rnek toplanmistir.

Grup 2 (Metformin Hidrokloriir +Verapamil) : izole segment perfiizyon
cozeltisiyle dengeye ulasana kadar (30 dk) perfiize edilmistir. Ardindan uygun
konsantrasyonda metformin hidrokloriir (200 pg/mL), metoprolol tartarat (100
ug/mL) ve fenol kirmizisi (0,1 mg/mL) iceren perflizyon ¢ozeltisi ile her bir
bagirsak segmenti (jejunum, ileum ve kolon) 60 dk siireyle perfiize edilerek her 5
dakikada bir 6rnek toplanmistir. Daha sonra spesifik bir PMAT inhibotorii olan
verapamil (480 pug/mL) perflizyon ¢ozeltisine eklenerek jejunum, ileum ve kolon 30
dk stireyle perfiize edilmistir. Bu siire sonunda izole edilen segmentler metformin
hidrokloriir ve verapamil iceren perfiizyon c¢ozeltisiyle tekrar 60 dk siireyle perfiize
edilerek her 5 dakikada bir oOrnek toplanmis ve  metforminin

absorpsiyonunda/permeabilitesinde bir degisiklik olup olmadig1 incelenmistir.

*Grup 3 (Metformin hidrokloriir+Repaglinid): Izole edilen bagirsak
segmentleri perflizyon ¢ozeltisiyle dengeye ulasana kadar (30 dk) perfiize edilmistir.
Ardindan uygun konsantrasyonda metformin hidrokloriir (200 pg/mL), metoprolol

tartarat (100 pg/mL) ve fenol kirmizisi (0,1 mg/mL) igeren perflizyon ¢ozeltisi ile
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her bir bagirsak segmenti (jejunum, ileum ve kolon) 60 dk siireyle perfiize edilerek
her 5 dakikada bir 6rnek toplanmistir. Daha sonra repaglinid (8 pg/mL) perfiizyon
cozeltisine eklenerek jejunum, ileum ve kolon 30 dk siireyle perfiize edilerek
perflizyon dengesine ulagilmasi saglanmistir. Bu silire sonunda izole edilen
segmentler metformin ve repaglinid iceren perfiizyon ¢ozeltisiyle tekrar 60 dk
siireyle perfiize edilerek her 5 dakikada bir 6rnek toplanmis ve metforminin

absorpsiyonunda/permeabilitesinde bir degisiklik olup olmadigi incelenmistir.

*Grup 4 (Metformin hidrokloriir+Gliburid): izole edilen bagirsak
segmentleri perfiizyon ¢ozeltisiyle dengeye ulasana kadar (30 dk) perfiize edilmistir.
Ardindan uygun konsantrasyonda metformin hidrokloriir (200 pg/mL), metoprolol
tartarat (100 pg/mL) ve fenol kirmizis1 (0,1 mg/mL) iceren perfiizyon ¢ozeltisi ile
her bir bagirsak segmenti (jejunum, ileum ve kolon) 60 dk siireyle perfiize edilerek
her 5 dakikada bir 6rnek toplanmistir. Daha sonra gliburid (20 pg/mL) perfiizyon
¢ozeltisine eklenerek jejunum, ileum ve kolon 30 dk siireyle perfiize edilmistir. Bu
stire sonunda gliburid igeren perflizyon ¢ozeltisiyle tekrar 60 dk siireyle perfilize
edilerek her 5 dakikada bir 6rnek toplanmis ve metforminin absorpsiyonunda/

permeabilitesinde bir degisiklik olup olmadigi incelenmistir.

*Grup 5 (Metformin hidrokloriir+Gliburid+Ketakonazol): Izole edilen
bagirsak segmentleri metformin hidrokloriir (200 pg/mL), metoprolol tartarat (100
ug/mL), fenol kirmizist (0,1 mg/mL) ve gliburid (20 pug/mL) igeren perfiizyon
cozeltisiyle 30 dk siireyle perfiize edilmistir. Bu siire sonunda izole edilen segmentler
ayn1 perflizyon ¢ozeltisiyle 60 dk siireyle perfiize edilerek her 5 dakikada bir 6rnek
toplanmistir. Daha sonra bir CYP3A4 inhibitérii olan ketakonazol (50 pg/mL)
metformin (200 pg/mL) ve gliburid (20 pg/mL) igeren perflizyon cozeltisine
eklenerek 30 dk siireyle perfiize edilmistir. Bu silire sonunda izole edilen segmentler
metformin, gliburid ve ketokonazol igeren perfiizyon cozeltisiyle 60 dk siireyle
perfiize edilerek her 5 dakikada bir Ornek toplanmig ve gliburidin
metabolizasyonundaki olas1 degisikliklerin metformin hidrokloriiriin absorpsiyonu/

permeabilitesi lizerine etkisinin olup olmadig incelenmistir.
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*Grup 6 (Metformin hidrokloriir+Repaglinid+Ketakonazol): Izole edilen
bagirsak segmentleri metformin hidrokloriir (200 pg/mL), metoprolol tartarat (100
pug/mL), fenol kirmizist (0,1 mg/mL) ve repaglinid (8 pg/mL) iceren perfiizyon
cozeltisiyle 30 dk siireyle perfiize edilmistir. Bu siire sonunda izole edilen segmentler
ayni perfiizyon c¢ozeltisiyle 60 dk siireyle perfiize edilerek her 5 dakikada bir 6rnek
toplanmistir. Daha sonra uygun bir CYP3A4 inhibitérii olan ketakonazol (50
pg/mL), metformin (200 pg/mL) ve repaglinid (8 pg/mL) igeren perfiizyon
cozeltisine eklenerek 30 dk siireyle perfiize edilmistir. Bu siire sonunda izole edilen
segmentler metformin, repaglinid ve ketokonazol igeren perfiizyon ¢ozeltisiyle tekrar
60 dk stireyle perfiize edilerek her 5 dakikada bir 6rnek toplanmis ve repaglinidin
metabolizasyonundaki olast degisikliklerin metformin hidrokloriiriin absorpsiyon/

permeabilitesi lizerine etkisinin olup olmadig1 incelenmistir.

Perfiizyon deneylerinin tamamlanmasini takiben hayvanlar eksanguinasyon
yontemiyle oOldiiriilerek her bir bagirsak segmenti ¢ikarilarak uzunluklar1 yeniden
Olciilmiistiir. Deney siiresince toplanan tiim perfiizyon ornekleri analiz edilinceye
kadar -20°C' de dondurularak saklanmistir. Toplanan &rnekler analiz &ncesi
coziindiiriilerek, perfiizyon ¢ozeltisi ile kalibrasyon denklemindeki konsantrasyon
araliginda kalacak sekilde seyreltildikten sonra 0,45 pum’lik membran filtrelerden
stizlilmistiir. Numunelerdeki metformin hidrokloriir, metoprolol tartarat ve fenol
kirmizis1 konsantrasyonlart bu tez kapsaminda gelistirilen ve valide edilen HPLC

yontemi kullanilarak tayin edilmistir.

Ayrica  perfiizyon deneylerinin  gergeklestirildigi  tiim  hayvanlarin

pankreasinda histopatolojik degerlendirme yapilmigtir (Boliim 3.2.1).
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MES Tamponu * 30 dk

MES Tamponu+Metformin ¢ g%ﬁ,‘;gHbei:
HCIl+ Metoprolol Tartarat ~
ornek)

MES
Tamponu+Metformin
HCl+ Metoprolol * 30dk
Tartarat+ Gliburid veya
Repaglinid

MES
Tamponu+Metformin * 60 dk
HCIl+ Metoprolol (Her 5
Tartarat+ Gliburid veya dk'da bir
Repaglinid ornek)

Sekil 3.2. Perflizyon deneyi akis semasi.

3.2.4. Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

Merformin hidrokloriiriin permeabilitesini tayin etmek amaciyla hiicre
kiiltirtinde yapilan c¢alismalar bagirsak epitel hiicrelerini taklit eden kolon
adenokarsinom (Caco-2) hiicre hatt1 kullanilarak gergeklestirilmistir.

Pasaj sayilar1 28-32 arasinda olan Caco-2 hiicreleri 37°C’lik su banyosunda
sivilastirildiktan sonra kiiltiir ortamu iizerine laminar akis kabini altinda eklenmistir.
Hiicreler 1000 rpm’de 3 dakika santrifiijlendikten sonra siipernatant atilmistir.
Hiicreler taze kiiltiir ortaminda (%10 fetal bovine serum- FBS, 50 {inite/mL penisilin
ve 50 pg/mL streptomisin iceren Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
siispande edildikten sonra 25 cm? hiicre kiiltiir kaplarina (flask) aktarilarak 37°C’de
nemli hava %5 CO; igeren atmosferde 3 giin siireyle inkiibe edilmistir. Bu siire
sonunda kiiltiir kaplarindaki ortam laminar akis kabini altinda uzaklastirilmis, yerine
taze kiiltlir ortam1 eklenmis ve inkiibasyona ayni kosullar altinda devam edilmistir.
Hiicre kiiltlir ortam1 her 2 giinde bir ayni sekilde degistirilmistir. Hiicre yogunlugu

%70-80 oranina ulasinca hiicre kiiltiir kaplarindaki kiiltiir ortami laminar akis kabini
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altinda uzaklastirilarak hiicreler fosfatla tamponlanmis salin (phosphate buffered
saline- PBS; pH 7,4) ile iki kez yikanmustir. Flasklara yapismis halde bulunan
hiicreler iizerine %0,025 tripsin-EDTA c¢ozeltisi eklenerek 10 dakika siireyle
inkiibatorde tutulmustur. Inkiibatdrden alinan hiicre siispansiyonu besleme ortami

iceren kaba eklenmistir.

Caco-2 hiicre siispansiyonlar1 24 kuyucuklu (0,333 cm? 1 um) insertlere
tripan mavisi ile sayim yapildiktan sonra apikalde 30000 hiicre/kuyucuk olacak
sekilde (250 pL hiicre siispansiyonu) ekilmistir. Bazolaterale 750 pL biiylime ortami
eklendikten sonra plakalar 37°C’de % 5 CO; i¢eren nemli havada inkiibe edilmistir.
Ortam giin asir1 degistirilmis, 21 giin sonra Caco-2 hiicrelerinin transepitel elektrik
rezistans (TEER) degerleri Millicell-ERS epitel voltometre ile 6l¢iilmiistir. TEER

degeri 600 Q/cm? den biiyiik olan hiicreler permeabilite deneylerinde kullanilmistir

Permeabilite deneylerinde 25 mM D-glikoz ve 10 mM HEPES igeren HBSS
transport ortami olarak kullanilmistir. Hiicreler deneyden dnce bu ortamla 37°C’de
30 dakika silireyle bir 6n inkiibasyon islemine tabi tutulmustur. Metformin
hidrokloriiriin (80 uM) 25 mM D-glikoz ve 10 mM HEPES iceren HBSS tampon
igindeki ¢ozeltisi hazirlanmistir. Apikale 250 pulL hacimde metformin igeren (80 uM)
transport ortami, bazolaterale ise 750 pL transport ortami eklenmistir. 37°C’de 50-60
rpm’de 2 saat inkiibasyondan sonra bazolateralden 6rnekler alinarak HPLC ile analiz

edilmis ve konsantrasyon degerleri kalibrasyon dogrusu yardimiyla hesaplanmistir.

Metformin hidrokloriiriin Cac0-2 hiicrelerinden permeabilitesi tizerine
verapamilin etkisini incelemek amaciyla apikale metformin hidroklortir (80 M) ve
verapamil (50 pM) igeren 250 pL transport ortami, bazolaterale ise sadece transport
ortami1 (750 pL) eklenmistir. 37°C’de 50-60 rpm’de 2 saat inkiibasyondan sonra
bazolateralden 6rnekler alinarak HPLC ile analiz edilmis ve konsantrasyon degerleri

kalibrasyon dogrusu yardimiyla hesaplanmstir.
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3.2.5. Analitik Yontem Gelistirilmesi ve Validasyonu

Deneysel calismalarda kullanilacak model ila¢ (metformin hidrokloriir) ve
referans maddeler (metoprolol tartarat, fenol kirmizisi) ile ilgili fizikokimyasal
Ozellikleri, miktar tayini yontemleri gibi konularda literatiir taramasi1 yapilmistir.
Literatiirden derlenen bilgiler 1s18inda etkin madde ve referans maddelerin tayininde
kullanilabilecek optimum bir analitik yontem gelistirmek amaciyla farkli HPLC
kosullariin kullanilmasina karar verilmistir. Farkli kosullarda denemeler yapilarak
en uygun mobil faz, akis hizi, dalga boyu ve enjeksiyon hacmi tayin edilmistir. Bu
kapsamda yapilan caligmalar analitik ydntem optimizasyonu baglig1 altinda

verilmigtir.

Analitik Yontem Optimizasyonu

Etkin ve referans maddelerin miktar tayini amaciyla optimum bir analitik

yontem gelistirmek amaciyla kullanilan HPLC kosullar1 agsagida verilmistir.

Kolon: Waters Spherisorb® 5p ODS 2 (5 um; 4,6 mm x 250 mm)

HPLC: Shimadzu

Mobil faz:  pH 3 fosfat tamponu: Asetonitril (degisen oranlarda)

pH 2,5 fosfat tamponu: Asetonitril (degisen oranlarda)

pH 3 fosfat tamponu: Metanol (degisen oranlarda)

Akis hzi: 0,5 mL/dk’dan 1 mL/dk’ya kadar degisen akis hizlarinda

Dalga boyu: 218, 230, 232, 240, 244, 254 nm gibi degisik dalga boylarinda

Enjeksiyon hacmi: 10 plL’den 50 pL’ye kadar degisen enjeksiyon
hacimlerinde denemeler yapilarak her ii¢c maddenin ayni dalga boyunda pik verdigi

optimum bir yontem tespit edilmistir.
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Uygun konsantrasyonlarda metformin hidrokloriirtin (1000 pg/mL) sudaki,
stok c¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu stok cozeltiler mobil fazla seyreltildikten sonra
HPLC’ye enjekte edilmistir. Farkli HPLC kosullar1 kullanilarak elde edilen
kromatogram oOrnekleri incelenerek, etkin maddenin miktar tayini i¢in analitik
yontem gelistirilmesi ve validasyonunda kullanilacak en uygun HPLC kosullari tespit
edilmistir. Bu amagla, her bir bagirsak segmentinden toplanan 6rneklerdeki etkin
madde ve referans maddelerin konsantrasyonlar1 HPLC yontemi kullanilarak

asagidaki kosullar altinda es zamanli olarak tayin edilmistir (Tablo 3.4).

Tablo 3.4. Analitik yontem ve validasyonunda kullanilan HPLC kosullari.

Mobil Faz 30:70 (pH:3 fosfat tamponu:asetonitril)
Akis hizi 1 mL/dk
Kolon Waters Spherisorb® 5Sp ODS 2

(5 um; 4,6 mm x 250 mm)

Enjeksiyon hacmi | 20 uLL

Dedektor Diode array (DAD) dedektor
Dalga boyu 232 nm
Analiz siiresi 8 dk

Kolon sicakligi 25°C

Alikonma Fenol kirmizisi: 2,02 dk

zamanlari
Metformin hidrokloriir: 4,31 dk

Metoprolol tartarat: 5,68 dk

Analitik Yontem Validasyonu

Analitik yontem validasyonu, kullanilan analitik yontemden elde edilen
verilerin dogru ve kesin bir sekilde bekleneni gerceklestirip gerceklestirmedigi

konusunda bilgi verir. Kullanilacak analitik yontemin gegerliligini kontrol etmek
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amaciyla ICH kilavuzuna gore 6zgiilliik, dogrusallik, duyarlilik, saptanabilirlik sinir1
ve tayin edilebilirlik siniri, kesinlik, dogruluk parametreleri ve sistem uygunluk

testleri incelenmis ve sonuglar istatistiksel olarak degerlendirilmistir (145).

e Ogzgiilliik (Specificity)

Bir analitik yontemin 6zgiilliigli; ortamda bulunan etkin maddelerin, yardimci
maddeler, safsizliklar veya parcalanma {iriinleri varliginda analiz edebilmesidir.
Kullanilacak analitik yontemin sadece tayini yapilacak madde veya maddeleri tayin

edebilmesi 6zgiilliik olarak tanimlanmaktadir.

Metformin Hidrokloriir: Jejunum, ileum ve kolonun perfiizyon ¢ozeltisi ile
perflizyonundan toplanan perfiizat karisimin, ayrica c¢alismada kullanilacak
maddelerden (repaglinid, gliburid, ketakonazol, verapamil) sadece birini igeren
perflizyon ¢ozeltisinin metformin hidrokloriiriin alikonma zamaninda pik vererek

girisim yapip yapmadig1 incelenmistir.

Metoprolol Tartarat: Jejunum, ileum ve kolonun perfiizyon ¢ozeltisi ile
perfliizyonundan toplanan perfiizat karisimin, ayrica ¢alismada kullanilacak
maddelerden (repaglinid, gliburid, ketakonazol, verapamil) sadece birini igeren
perflizyon ¢ozeltisinin metoprolol tartaratin alikonma zamaninda pik vererek girisim

yapip yapmadig1 incelenmistir.

Fenol Kirmizisi: Jejunum, ileum ve kolonun perfiizyon c¢ozeltisi ile
perfiizyonundan toplanan perfiizat karistmin, ayrica calismada kullanilacak
maddelerden (repaglinid, gliburid, ketakonazol, verapamil) sadece birini igeren %40
metanol ve %60 perfiizyon c¢ozeltisi karigiminin fenol kirmizisinin alikonma

zamaninda pik vererek girisim yapip yapmadig: incelenmistir.
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e Dogrusallik (Linearity)

Metformin Hidrokloriir: Metformin hidrokloriiriin perfiizyon ¢ozeltisi
icerisindeki stok ¢ozeltisinden (1000 pg/mL) uygun seyreltmeler yapilarak 2,5, 7,5,
10, 12,5, 25, 50, 100 ve 200 pg/mL konsantrasyonlarda standart c¢ozeltiler
hazirlanmistir. Standart ¢ozeltilerin hazirlanmasinda jejunum, ileum ve kolonun
perflizyon ¢ozeltisi ile perflizyonundan toplanan bos perfiizat karigimi kullanilmistir.
Standart ¢ozeltilerin HPLC kolonuna enjeksiyonu ile elde edilen pik alani yanit
olarak kabul edilmistir. Konsantrasyonlar ve bunlara karsilik gelen pik alanlar
kullanilarak standart dogru denklemi ve korelasyon katsayist tayin edilmistir.

Korelasyon katsayisinin 1’e yakin olmasina gore degerlendirme yapilmistir.

Metoprolol Tartarat: Metoprolol tartaratin perfiizyon ¢ozeltisi igerisindeki
stok ¢ozeltisinden (400 pg/mL) uygun seyreltmeler yapilarak 1, 5, 10, 20, 30, 40, 50
ve 60 pg/mL konsantrasyonlarda standart ¢ozeltiler hazirlanmistir. Standart
¢ozeltilerin hazirlanmasinda jejunum, ileum ve kolonun perflizyon c¢ozeltisi ile
perflizyonundan toplanan bos perfiizat karisimi kullanilmistir.  Standart ¢ozeltilerin
HPLC kolonuna enjeksiyonu ile elde edilen pik alani yanit olarak kabul edilmistir.
Konsantrasyonlar ve bunlara karsilik gelen pik alanlar1 kullanilarak standart dogru
denklemi ve korelasyon katsayisi tayin edilmistir. Korelasyon katsayisinin 1°e yakin

olmasina gore degerlendirme yapilmistir.

Fenol Kirmmzisi: Fenol kirmizisinin %40 metanol ve %60 perfiizyon
cozeltisi igindeki stok ¢ozeltisinden (200 pg/mL) uygun uygun seyreltmeler
yapilarak 1, 2,5; 7,5; 10; 12,5; 15; 20 ve 30 pg/mL konsantrasyonlarda standart
cozeltiler hazirlanmistir. Fenol kirmizisinin perfiizyon ¢ozeltisindeki ¢oziintirliigliniin
sinirlt olmast nedeniyle hem stok ¢ozeltinin hazirlanmasinda hem de stok ¢6zeltinin
seyreltilmesinde %40 metanol ve %60 jejunum, ileum ve kolonun perfiizyon
cozeltisi ile perfiizyonundan toplanan bos perfiizat karisimi kullanilmigtir. Standart
cozeltilerin HPLC kolonuna enjeksiyonu ile elde edilen pik alani yanit olarak kabul

edilmistir. Konsantrasyonlar ve bunlara karsilik gelen pik alanlari kullanilarak
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standart dogru denklemi ve korelasyon katsayisi tayin edilmistir. Korelasyon

katsayisinin 1’e yakin olmasina gore degerlendirme yapilmstir.

e Kesinlik (Precision)

Kesinlik, bir yontemin birbirini izleyen Olgiimleri arasindaki yakinligin
derecesini ifade etmektedir. Spesifik analiz kosullar1 altinda elde edilen bagimsiz
analitik sonuglar arasindaki uyumun bir derecesidir. Kesinlik yalniz tesadiifi
hatalarin dagilimi ile iliskilidir, gercek degerle ilgisi yoktur. Sayisal bir degeri
yoktur. Analitik yontemin kesinligini tayin etmek amaciyla giin i¢i ve giinler arasi
kesinlik caligmalari yapilmistir. Analitik yontemin kesinligini gostermek i¢in
ortalama deger, standart sapma (SS) ve varyasyon katsayist (VK) degerleri

hesaplanmustir.

Giin ici kesinlik ¢aligmalar1 i¢in, kalibrasyon dogrusu araliginda kalan ve
calisilacak numunelerin  konsantrasyonlart da g6z Oniine alinarak diisiik
(kalibrasyonun diisiik noktasi), orta (kalibrasyonun orta noktasi) ve yiiksek
(kalibrasyonun en yiiksek noktasi) diizeyde ii¢ konsantrasyon belirlenerek her
konsantrasyon noktasi i¢in 6 tane standart hazirlanmistir (Tablo 3.5). Hazirlanan
standartlarin ayni1 giin igerisinde maddeye ait miktar tayini yontemi kullanilarak
analizleri yapilmis ve elde edilen bulgulardan hareketle ortalama, SS ve VK

hesaplanmuistir.

Glinler aras1 kesinlik calismalar1 icin ise, kalibrasyon dogrusu araliginda
kalan ve ¢alisilacak numunelerin konsantrasyonlar1 da goz oniine alinarak diisiik
(kalibrasyonun diisiik noktasi), orta (kalibrasyonun orta noktasi) ve yiiksek
(kalibrasyonun en yiiksek noktasi) diizeyde {i¢ konsantrasyon belirlenerek her
konsantrasyon noktasi igin 6 farkli giinde standartlar hazirlanmistir (Tablo 3.5).
Hazirlanan standartlarin maddeye ait miktar tayini yontemi kullanilarak analizleri

yapilmis ve elde edilen bulgulardan hareketle ortalama, SS ve VK hesaplanmistir.
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Tablo 3.5. Giin i¢i ve giinler arasi kesinlik deneylerinde kullanilan konsantrasyonlar.

Deney Diizey Cahisilan Madde ve Konsantrasyonu
(ng/mL)
Metformin Metoprolol Fenol

Hidrokloriir Tartarat Kirmizisi

Bagirsak Diisiik 10 5 2,5
permeabilitesi Orta 25 30 12,5
Yiiksek 200 60 30

e Dogruluk (Accuracy)

Dogruluk, deneysel verilerin gercek verilere olan yakinliginin olgiitiidiir.
Dogruluk, % ortalama bagil hata (OBH) olarak ifade edilmistir (Formil 3.3).
Degerlendirme OBH’nin +%20’den kiigiik olmasina gére yapilmistir (146).

% OBH= (A-B)/ B x100 (3.3)

Formiilde, A: Tayin edilen konsantrasyon ve B: Gergek konsantrasyon olarak

verilmistir.

Metformin hidrokloriir, metoprolol tartarat ve fenol kirmizisinin miktar
tayininde kullanilan analiz yonteminin dogrulugunun tayini i¢in giin i¢i ve giinler

arasi kesinlik ¢aligmalarindan elde edilen sonuglar kullanilmistir.

e Duyarhlik (Sensitivity)

Duyarlilik, bir analitik yontemin saptayabilecegi en kiiciik konsantrasyon
degeri olup saptayabilme sinir1 (LOD) ve kantitatif olarak tayin edebilecegi en kiigiik
konsantrasyon (kantitasyon sinirt; LLOQ) degeri ile ifade edilir. LOD sinyal: giiriilti
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oraninin 3:1 oldugu konsantrasyondur. LLOQ ise sinyal:giiriiltii oraninin 10:1 oldugu

konsantrasyondur.

e Dayamikhhk (Stability)

Analiz siiresince kullanilan etkin maddenin dayanikli olup olmadiginin
saptanabilmesi i¢in yapilan bir validasyon Olciitiidiir. Perflizyon deneylerine
baslamadan once gerceklestirilen 6n deneme calismasindan elde edilen numuneler
hemen ve -20'C’de dondurulduktan 24 saat, 1 hafta ve 1 ay sonra kullanilan miktar
tayin yontemi ile analiz edilmistir. Sonuglar arasindaki farkin anlamli olup olmadig:

istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

e Sistem Uygunluk Testleri

Analiz esnasinda sistemin dogru olarak isledigini gostermek amaciyla sistem

uygunluk parametreleri incelenmistir (147).

-Kapasite Faktorii (k)

Kapasite faktorii ile analizi yapilan maddelerin kolondaki gé¢ etme hizlar
tayin edilmektedir. k' birden kiigiikse maddenin ¢ok hizli eliie oldugu ve alikonma
zamaninin dogru tayin edilmedigi diisiiniilmektedir. Ideal kromatografik kosullarda
maddelerin kapasite faktorlerinin 0,5 ile 10 arasinda olmasi istenmektedir. Kapasite

faktorii Formiil 3.4’e gore hesaplanmustir.
k' = R0 (3.4)
to
tr: Maddenin alikonma zamani

to: Olii zaman (kolonda tutunamayan maddenin alikonma zamant)
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-Kolon Etkinligi (Teorik Tabaka Sayis1)

Teorik tabaka sayisi kromatografik kolon etkinligini kantitatif olarak ifade
etmek icin kullanilmaktadir. Teorik tabaka sayisi Formiil 3.5 kullanilarak

hesaplanmustir.

— tr)
N =16 (E) (3.5)
N: Teorik tabaka sayis1

tr: Maddenin alikonma zamani

w: Pikin taban genisligi

-Kuyruklanma Faktorii (T)

Kuyruklanma faktorii pik asimetrisini gostermektedir. Pik kuyruklanma
faktorlinlin 1 olmas1 pikin simetrik oldugunu gosterirken bu degerin 2’den kiiciik
olmasi istenmektedir. Kuyruklanma faktorii Formiil 3.6 ve Sekil 3.3’e gore

hesaplanmustir.

AC+BC
2AC

Pik kuyruklanma faktori = (3.6)



67

Dedelktir cevaln

Pik yviiksekliginin
%10'n

Zaman
Sekil 3.3. Pik kuyruklanma faktoriiniin tayini (148).

-Olii Hacim Tayini

Olii hacim kolonda tutunamayan bir maddenin alikonma zamanini ifade
etmektedir ve bunun mutlaka tespit edilmesi gerekmektedir. Bu amagla belirli
konsantrasyondaki (0,1 mg/mL) urasil (6lii hacim belirteci) ¢ozeltisi kolona enjekte

edilerek alikonma zamani tespit edilmistir (149).

3.2.6. Veri Analizi

Bagirsak perfiizyonu caligmalart sonunda zamanin fonksiyonu olarak
toplanan numunelerdeki madde miktarlar1 hazirlanan standart dogru denklemleri
kullanilarak konsantrasyon olarak ifade edilmistir. Tayin edilen konsantrasyon
degerleri rezervuardaki madde konsantrasyonuna oranlanarak normalize edilmistir.
Normalize edilen bu konsantrasyon degerleri zamana karsi grafiklenerek her bir
bagirsak segmentinin (jejunum, ileum ve kolon) liimeninden zamanin fonksiyonu

olarak absorpsiyonu gosteren konsantrasyon zaman profilleri elde edilmistir.

In situ intestinal perfiizyon deneylerinden elde edilen verilerden efektif
permeabilite degerleri (Pery) hesaplanmistir.  Metformin  hidrokloriiriin -~ efektif

permeabilite degerleri (Peff) lizerine diger diyabet ilaglarinin (gliburid, repaglinid),
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CYP3A4 enzim inihibitorii (ketokonazol) ve PMAT inhibitoriiniin (verapamil)
etkisini incelemek amaciyla her grup kendi kontrol degerleri ile karsilastirilmistir.

Pefr degerlerinin hesaplanmasinda Formiil 3.7 kullanilmigtir (150).

C
Qin(— 4y’
C:
in
1 e — (3.7)
2.r.R.L
Q : Akis hizi (mL/s)
Cout :Segmentten ¢ikan perfiizyon ¢Ozeltisindeki ilag
konsantrasyonu
Cin : Segmente giren perfiizyon ¢ozeltisindeki ilag konsantrasyonu
R : Perfiize edilen bagirsak segmentinin yarigap1 (cm)
L : Perfiize edilen bagirsak segmentinin uzunlugu (cm)

Segmentlerin ortalama yarigaplari jejunum ve ileum igin 0,18 c¢m, kolon igin

0,2 cm olarak kabul edilmistir (134).

Formiilde verilen (Cout/Cin)' orani (Cou/Cin diizeltilmis) asagida verilen formiil

(Formiil 3.8) kullanilarak hesaplanmistir:

(CCL:)] = (%) ilag x ((i:t) fenol kirmizisi (3.8)
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Segmente giren ve segmentten ¢ikan perfiizyon ¢ozeltisindeki fenol kirmizisi
konsantrasyon degerleri kullanilarak net su akisi degeri (net water flux; NWF,
Formiil 3.9) hesaplanmistir (143).

Q,[l- (%) fenol klrmIZISI]

NWF= ni (3.9)

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

su akisi degerleri bu dogrultuda degerlendirilmistir.

Hiicre kiiltiirii ¢alismalarindan elde edilen goriinlir permeabilite katsayisi

(Papp) Formiil 3.8 kullanilarak hesaplanmustir.

1
Papp = dC/dt (A—CO) (3.10)

dC/dt= Ilag¢ permeasyon orani (ug/s)
A= caligmalarinda kullanilan insertin yiizey alani (cm?)

Co= Apikaldeki baslangi¢ konsantrasyonu (png/mL)

Sicanlardan tayin edilen permeabilite degerleri kullanilarak Formiil 3.11 ve
3.12’deki denklemler araciligi ile insanlardaki tahmini absorpsiyon dereceleri

hesaplanmistir (151).
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Pest man = 3,6 - Pesrrar + 0,03 - 10-4 (3.11)

=1_ e-[z - Peff,man “tres /r - 2,8] (312)

fa,man

fa,man=Insanlarda absorplanan fraksiyon
tres= ortalama ince bagirsak ge¢is zamani (3 saat)

r=insan ince bagirsaginin yarigap1 (1,75 cm)

3.2.7. istatistiksel Analiz

Elde edilen biitiin veriler Ortalama+SS olarak tablolanmigtir. Konsantrasyon-
zaman profillerinin karsilastirllmasinda yapilan istatistiksel analizlerde giiven aralig
%95 olarak secilmistir. Grup igi verilerin istatistiksel karsilastirilmasinda non-
parametrik bir test olan Wilcoxon eslestirilmis iki Ornek testi kullanilmistir.
Inhibitorler ve diger diyabet ilaglarmin varliginda farkli bagirsak segmentlerindeki
metformin hidrokloriir konsantrasyonlarindaki degismeleri karsilastirmak amaciyla
tek yonli-ANOVA testi uygulanmustir. Analizler lisansli IBM SPSS Statistics
Versiyon 23 (Hacettepe Universitesi Bilgi Islem Daire Baskanligi-Lisanshi Yazilim
Sunucusu) programi kullanilarak bilgisayar ortaminda gergeklestirilmistir. Gruplar
arasindaki farkin onemliligi elde edilen p degerinin o yanilma diizeyinden biiyiik
(p>a; istatistiksel olarak anlamsiz) veya kiigiik (p<a; istatistiksel olarak anlamli)
olmasma gore degerlendirilmistir. Analitik yontem i¢in ise validasyon Olgiitlerinin

varyasyon katsayis1 (VK) degerleri hesaplanmustir.
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4. BULGULAR

4.1. Analitik Yontem Gelistirilmesi ve Validasyonu

4.1.1. Analitik Yontem Optimizasyonu

Etkin ve referans maddelerin miktar tayini i¢in optimum bir analitik yontem
gelistirmek amaciyla farkli kosullarda (farkli akis hizi, farkli dalga boyu, farkli mobil
faz bilesimi, farkli enjeksiyon hacmi gibi) HPLC calismalar1 gerceklestirilmistir. Bu
calismalarda kullanilan HPLC kosullar1 asagida verilmistir.

Enjeksiyon hacmi: 10 pL - 20 pL - 50 uL

Akis hizi: 0,5 mL/dk-1 mL/dk

Dalga boyu: 230, 232, 240, 244, 254 nm

Mobil faz: 30:70 (pH:3 fosfat tamponu:metanol) - 30:70 (pH:3 fosfat

tamponu:asetonitril)

Mobil faz olarak pH:3 fosfat tamponu:metanol (30:70) kullanildiginda her ii¢
maddenin alikonma stirelerinin birbirine ¢ok yakin oldugu ve tam bir ayrim
yapilamadig1r goriilmiistiir. Bu nedenle, mobil fazda metanol yerine asetonitril
kullanilmasina karar verilmistir. Akis hiz1 0,5 mL/dk’dan 1 mL/dk’ya ¢ikarildiginda
alikonma siiresinin azaldig1r goriilmiistiir. Alikonma siiresinin kisalmasi total analiz
siiresini de kisaltacagi icin mobil fazin akis hizi1 1 mL/dk olarak secilmistir. Ayrica
218, 230, 232, 240, 244, 254 nm gibi farkli dalga boylar1 kullanilarak yapilan
denemelerde en iyi pikler 232 nm dalga boyunda elde edilmistir. Enjeksiyon hacmini
artirdik¢a pik alaninin da artmakta oldugu goriilmiistiir. Ancak 50 pL’ye gore daha
az miktarda numune ile analiz yapildig1 ve 10 uL’ye gore de daha yiiksek pik alam

verdigi i¢in 20 pL’de calisilmaya karar verilmistir.

Tez ¢alismasinda model ila¢ olarak metformin hidrokloriir kullanildigindan

metformin hidrokloriir i¢in analitik yontem gelistirilmistir. Ayrica, permeabilite
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caligmalarinda BSS Smif 1 (yiiksek ¢Oziiniirliik, yiiksek permeabilite) kapsaminda
yer alan metoprolol tartarat hem kullanilacak permeabilite yonteminin uygunlugunun
degerlendirilmesinde hem de permeabilitesi tayin edilecek maddenin permeabilitesini
karsilagtirmak amaciyla referans madde olarak kullanilmistir. Bu nedenle metoprolol
tartaratin da metformin hidrokloriiriin tayininde kullanilacak ayni analitik yontemle
tespit edilmesi gerekmektedir. Perfiizyon deneylerinde bagirsaklardaki NWF’1n tayin
edilmesi ve permeabilite degeri hesaplanirken etkin madde konsantrasyonlarinin net
su akisina gore diizeltilmesi gerekmektedir. Bu amagla perflizyon ¢ozeltisine referans
madde olarak fenol kirmizis1 (0,1 mg/mL) eklenmistir. Bu nedenle metformin
hidrokloriir ve referans maddelerin (fenol kirmizisi ve metoprolol tartarat) tayini ve
validasyonu HPLC yontemi kullanarak asagida verilen optimum kosullar altinda
gerceklestirilmistir. Bu kosullarda elde edilen HPLC kromatogrami Sekil 4.1°de

verilmistir.
Analitik yontem ve validasyonunda kullanilan optimum HPLC kosullar::
Kolon: Waters Spherisorb® 5 ODS 2 (5 um; 4,6 mm x 250 mm)
Mobil Faz: 30:70 (pH:3 fosfat tamponu:asetonitril)
Akis hizi:1 mL/dk
Enjeksiyon hacmi:20 uL
Dalga boyu:232 nm
Alikkonma zamanlari:
Fenol kirmizisi: 2,030 dk
Metformin hidrokloriir: 4,307 dk
Metoprolol tartarat: 5,676 dk

Analiz siiresi:8 dk
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Sekil 4.1. Fenol kirmizisi, metformin hidrokloriir, metoprolol tartaratin birlikte

enjeksiyonuyla elde edilen HPLC kromatogrami.

4.1.2. Analitik Yontem Validasyonu

Etkin (metformin hidrokloriir) ve referans (metoprolol tartarat ve fenol
kirmizis1) maddelerin miktar tayininde kullanilacak analitik yontemin uygunlugunu
kontrol etmek amaciyla 6zgiilliik, dogrusallik, duyarlilik, saptanabilirlik smir1 ve
tayin edilebilirlik smiri, kesinlik, dogruluk parametreleri incelenmis ve bu

calismalardan elde edilen bulgular asagida verilmistir.

o Ozgiilliik

Ug farkli bagirsak segmentinin (jejunum, ileum, kolon) fenol kirmizist
eklenmeden hazirlanan perflizyon ¢ozeltisiyle perfiizyonundan toplanan perfiizatlar
birlestirilerek 232 nm’de HPLC’de kromotogrami ¢ekildiginde fenol kirmizist (2,030
dk), metformin hidrokloriir (4,307 dk) ve metoprolol tartaratin (5,676 dk) alikonma

zamanlarinda (Sekil 4.2) pik vererek girisim yapmadiklar1 gézlenmistir.
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Sekil 4.2. Jejunum, ileum, kolondan toplanan ve fenol kirmizisi igermeyen perfiizat

5.0 min

¢ozeltisi karistminin 232 nm dalga boyundaki HPLC kromatograma.

Perfiizyon deneylerinde kullanilacak olan perfiizyon ¢ozeltisi fenol kirmizisi
da igerdigi i¢in (Bkz. Tablo 3.1) jejunum, ileum ve kolondan toplanan perfiizatlarin

karisimiyla yapilan 0Ozgiilliik c¢alismalarinda sadece fenol kirmizisina ait pik

gozlenmektedir (Sekil 4.3).

mAU ~
4232nmdnm (1.00) |©
300 7
] =
] I~
200 N
] i

100
0 R —
‘ I I ‘ I I ‘ I I ‘ I I ‘ I I ‘ I I ‘ I I ‘ I I I ‘
0.0 10 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 min

Sekil 4.3. Jejunum, ileum, kolondan toplanan ve fenol kirmizisi i¢eren perfiizat

cozeltisi karigiminin 232 nm dalga boyundaki HPLC kromatograma.

Perfiizyon deneylerinde kullanilmas:1 planlanan inhibitorler (ketokonazol,
verapamil) ve metforminle kombine olarak kullanilan gliburid ve repaglinidin
perfiizyon ¢ozeltisine ayr1 ayri eklenerek 232 nm’de HPLC’de kromotogrami
cekildiginde fenol kirmizisi, metformin hidrokloriir ve metoprolol tartaratin alikonma
zamanlarinda pik vererek girisim yapmadiklari gézlenmistir (Sekil 4.4- 4.7). Elde

edilen bu sonuglar gelistirilen analitik yontemin 6zgiil oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.4. Ketokonazol igeren perfiizyon ¢ozeltisinin 232 nm dalga boyundaki HPLC
kromatogrami.
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Sekil 4.5. Verapamil igeren perfiizyon ¢ozeltisinin 232 nm dalga boyundaki HPLC
kromatogrami.
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Sekil 4.6. Repaglinid igeren perfiizyon ¢ozeltisinin 232 nm dalga boyundaki HPLC

kromatogrami.
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Sekil 4.7. Gliburid igeren perfiizyon ¢6zeltisinin 232 nm dalga boyundaki HPLC

kromatogrami.

e Dogrusallik

Metformin hidrokloriiriin kalibrasyon dogrusu Sekil 4.8’de, dogrusallik
bulgulart Tablo 4.1°de verilmistir.

25000000
| y = 100290x + 135474
20000000 R — 0.9986
E 15000000 -
<«
=< i
2= 10000000
5000000 -
O i T T T T
0 50 100 150 200 250
Konsantrasyon (mikrogram/mL)

Sekil 4.8. Perflizyon ¢ozeltisi ile uygun seyreltmeler yapilarak hazirlanan metformin

hidrokloriir ¢ozeltilerine ait kalibrasyon dogrusu ve denklemi (Ortalama+Standart

Hata (SH); n=6).



Tablo 4.1. Metformin hidrokloriire ait dogrusallik bulgular1 (n=6).

Dogru Denklemi y=100290x+135474
Egimin Standart Hatas: 49,21
Kesisimin Standart Hatasi 3595,06
Determinsayon Katsayisi (r°) 0,9986
Dogrusallik Arahgi (ng/mL) 2,5-200
Nokta Sayis1 8

LOD (pg/mL) 0,85
LLOQ (pg/mL) 2,5

77

Metoprolol tartaratin kalibrasyon dogrusu Sekil 4.9’da, dogrusallik bulgulari

Tablo 4.2’de verilmistir.
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Sekil 4.9. Perfiizyon ¢ozeltisi ile uygun seyreltmeler yapilarak hazirlanan metoprolol

tartarat ¢ozeltilerine ait kalibrasyon dogrusu ve denklemi (Ortalama+SH; n=6).
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Tablo 4.2. Metoprolol tartarata ait dogrusallik bulgular1 (n=6).

Dogru Denklemi y=11065x+80167
Egimin Standart Hatasi 88,32
Kesisimin Standart Hatasi 1715,63
Determinasyon Katsayisi (r2) 0,9995
Dogrusallik Arahig (ng/mL) 1-60
Nokta Sayisi 8

LOD (pg/mL) 0,25
LLOQ (pg/mL) 0,77

Fenol kirmizisinin kalibrasyon dogrusu Sekil 4.10°da, dogrusallik bulgular
Tablo 4.3’de verilmistir.
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Sekil 4.10. Perflizyon ¢ozeltisi ile uygun seyreltmeler yapilarak hazirlanan fenol

kirmizisi ¢ozeltilerine ait kalibrasyon dogrusu ve denklemi (Ortalama+SH; n=6).
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Tablo 4.3. Fenol kirmizisina ait dogrusallik bulgular1 (n=6).

Dogru Denklemi y=38119x +10290
Egimin Standart Hatasi 402,8
Kesisimin Standart Hatasi 4568,2
Determinasyon Katsayisi (r2) 0,9994
Dogrusallik Aralhigi (ng/mL) 1-30
Nokta Sayis1 8

LOD (pg/mL) 0,12
LLOQ (pg/mL) 0,38

Daha once belirtildigi gibi stok cozeltilerden hareketle hazirlanan standart
cozeltilerin pik alanlar1 tayin edilmistir. Konsantrasyonlar ve bu konsantrasyona
karsilik gelen pik alanlar1 en kiiclik kareler yontemine gore degerlendirilerek dogru
denklemi ve korelasyon katsayist hesaplanmistir. Metformin hidrokloriir, metoprolol
tartarat ve fenol kirmizisi i¢in elde edilen kalibrasyon dogrularinin korelasyon
katsayilar1 1’e yakin bulunmustur. Bu sonuglar, her madde i¢in c¢alisilan
konsantrasyon aralifinda pik alanlar1 ile konsantrasyonlar arasindaki iliskinin

dogrusal oldugunu gostermektedir.

e Kesinlik

Metformin hidrokloriir, metoprolol tartarat ve fenol kirmizisinin miktar tayini
amaciyla kullanilan yontemin kesinligini tayin etmek amaciyla yapilan giin ici ve
giinler arasi kesinlik ¢aligmalarinda metformin hidrokloriir, metoprolol tartarat ve

fenol kirmizisti i¢in elde edilen bulgular Tablo 4.4°de verilmistir.

Bu tez kapsaminda bagirsak perfiizyonu c¢aligsmalarindan elde edilen tiim
ornekler biyolojik bilesenler iceren bir matriks (bagirsak perfiizyonu sonucu toplanan
ornekler gibi) igerisinden tayin edildigi i¢in validasyon bulgular1 biyoanalitik yontem

kabul kriterlerine uygun olarak degerlendirilmistir (varyasyon katsayisinin %20’den



80

kiiciik olmasi). Metformin hidrokloriir, metoprolol tartarat ve fenol kirmizisinin
tayininde kullanilan analitik yontemin giin i¢i, giinler arasi kesinligini gostermek
amaciyla yapilan ¢aligmalarindan elde edilen bulgular incelendiginde ¢alisilan tiim
konsantrasyonlarda varyasyon katsayisi degerlerinin  %8’den kiiciik oldugu

gozlenmistir. Bu sonuglar kullanilan analitik yontemin kesinligini kanitlamaktadir.

e Dogruluk

Metformin hidrokloriir, metoprolol tartarat, fenol kirmizis1 tayininde
kullanilan analitik yonteminin dogrulugunun gosterilmesi amaciyla yapilan
caligmalara ait bulgular Tablo 4.4’de verilmistir. Her bir maddenin her bir
konsantrasyonu ic¢in hesaplanan ortalama bagil hata degeri %4’den kiiglik

bulunmustur.



Tablo 4.4. Metformin hidrokloriir, fenol kirmizisi ve metoprolol tartaratin giinler

(OrtalamatSH; n=6).
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arast ve giin i¢i kesinlik ve dogruluk sonuglari

Giinler Arasi Giin Ici
Gergek i i
Tayin Edilen 5 c Tayin Edilen inlikP
Maddeler | Konsantrasyon Y Kesinlik® Dogruluk Y Kesinlik Dogruluk®
(ng/mL) Konsantrasyon?® RSS (%) Konsantrasyon?® (% OBH)
m
He (ug/mL) | (% oBH) (ug/mL) | RSS (%) | 7
c 5 10 8,45+0,04 0,10 -15,49 10,37+0,22 0,55 3,72
£ 5
S Tg 25 24,40+0,15 0,37 -2,36 24,75+0,23 0,58 -0,99
5 =
L =
= T 200 199,13+0,08 0,21 -0,43 199,29+2,93 7,18 -0,35
2.5 2,28+0,01 0,04 -8,56 2,43+0,05 0,13 -2,54
2 z 12,5 12,70+0,10 0,25 1,66 12,68+0,04 0,11 1,51
L =
~ 30 30,11+0,30 0,75 0,38 30,00+0,41 1,02 0,02
_ 5 5,08+0,09 0,23 1,60 5,094+0,05 0,14 1,80
O
o &
g_ g 30 29,74+0,11 0,28 -0,86 29,65+0,20 0,50 -1,16
= ©
(5]
s F 60 60,63+0,62 1,52 1,05 60,34+0,26 0,64 0,58

*Ortalama+SH, "RSS, Relatif Standart Sapma, ¢ %OBH=Ortalama Bagil Hata= (Tayin Edilen Konsantrasyon-Gergek Konsantrasyon)/ Gergek Konsantrasyonx100
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e Duyarhhk

Etkin ve referans maddelerin tayininde kullanilan analitik yontemin LOD ve
LLOQ degerleri metformin hidrokloriir i¢cin Tablo 4.1°de, metoprolol tartarat icin
Tablo 4.2°de, fenol kirmiz1 i¢in Tablo 4.3°de verilmistir.

e Dayamkhhk

Deneyden hemen sonra ve -20°C’de dondurulduktan 24 saat, 1 hafta ve 1 ay
sonra numuneler HPLC’de analiz edilerek geri kazanim degerleri (%) hesaplanmistir
(Tablo 4.5). Geri kazanim degerlerinin %100’e yakin olmasi nedeniyle perfiizyon

deneylerinden toplanan numuneler analiz edilinceye kadar -20°C’de saklanmistr.

Tablo 4.5. -20°C’de saklanan metformin hidrokloriir, fenol kirmizis1 ve metoprolol
tartaratin perfiizyon cozetisindeki 24 saat, 1 hafta ve 1 ay boyunca dayaniklilig

(ortalama £ SS; n=3).

% Kazanilan 24 saat 1 hafta 1ay

Metformin Hidrokloriir 99,67+0,62 | 100,85+150 99,22+0,45

Fenol Kirmizisi 98,14+0,86 | 104,76+1,37 98,52+0,43

Metoprolol Tartrat 98,68+0,29 | 112,28+4,27 | 101,52+2,21

e Sistem Uygunluk Testleri

Sistem uygunluk testleri Bolim daha once Dbelirtildigi  sekilde
gergeklestirilmistir. Fenol kirmizisi, metformin hidrokloriir ve metoprolol tartarat
icin tayin edilen kapasite faktorleri (k') sirasiyla 2,05; 1,17; 1,87 olarak bulunmustur.
Teorik tabaka sayilar1 ise ayn1 maddeler icin sirasiyla 1567, 1864, 2138 olarak tayin

edilmistir. Kuyruklanma faktorii metformin hidrokloriir i¢in 1,66, metoprolol tartarat
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icin 1,25 ve fenol kirmizisi i¢in 1,5 olarak bulunmustur. Analizde kullanilan HPLC
kolonuna urasilin enjeksiyonu sonrasinda 6lii hacim degeri 1,1 dakika olarak tayin

edilmistir.

4.2. Sicanlarda Streptozotosin ve Nikotinamid Uygulamasi1 ile Diyabet

Gelistirilmesi

Bolim 3.2.1°de bahsedildigi tizere dokuz (9) Sprague-Dawley sicanlar
rastgele olacak sekilde ii¢ gruba ayrilmistir.

Grup 1: Kontrol (K) grubu

Grup 2: Streptozotosin (S) grubu

Grup 3: Nikotinamid+streptozotosin (N+S) grubu

Grup 1-3’de yer alan sicanlarin kodlari, viicut agirliklart ve enjeksiyon

hacimleri Tablo 4.6- 4.8’de verilmistir.

Tablo 4.6. Kontrol grubunda yer alan siganlarin kodlari, viicut agirliklari ve

enjeksiyon hacimleri (n=3).

Hayvan Viicut Sitrat 1 hafta Agirhk Farki
Kodu Agirhgi (g) | Tamponu icin | sonra Viicut
Enjeksiyon Agirhgi (g)

Hacmi (mL)
K1 279,9 0,18 303,0 +23,1
K2 333,1 0,22 348,0 +14,9

K3 365,5 0,24 371,0 +5,5
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Tablo 4.7. Streptozotosin grubunda yer alan siganlarin kodlari, viicut agirliklart ve

enjeksiyon hacimleri (n=3).

Hayvan Viicut Streptozotosin 1 hafta Agirhk

Kodu Agirhg (g) icin Enjeksiyon | sonra Viicut | Farki
Hacmi (mL) Agirhg (g)

S1 3354 0,22 311,1 -24,3

S2 314,3 0,21 268,5 -45,8

S3 320,2 0,21 275,5 -44.7

Tablo 4.8. Nikotinamid + Streptozotosin grubunda yer alan siganlarin kodlari, viicut

agirliklar1 ve enjeksiyon hacimleri (n=3).

Hayvan| Viicut | Nikotinamid | Streptozotosin | 1 haftasonra | Agirhk
Kodu Agirhg: Icin Icin Enjeksiyon | Viicut Agirhg | Farka
9) Enjeksiyon Hacmi (mL) (9)
Hacmi (mL)
N+S1 354,9 0,12 0,23 342,8 -12,1
N+S2 335,1 0,11 0,22 293,8 -41,3
N+S3 347,7 0,11 0,23 330,4 -17,3

Tablolarda da goriildiigii izere kontrol grubunda (Grup 1) yer alan si¢anlarin

viicut agirliklarinda artma gozlenirken, streptozotosin (Grup 2) ve nikotinamid +

streptozotosin (Grup 3) uygulanan sicanlarin viicut agirliklarinda azalma olmustur.

Tiim gruplarda enjeksiyondan 3 giin ve 1 hafta sonra glikometre kullanilarak

tayin edilen glikoz diizeyleri Tablo 4.9’da verilmistir.
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Tablo 4.9. Streptozotosin ve nikotinamid + streptozotosin uygulanmasindan 3 giin ve

1 hafta sonra tiim gruplarda tayin edilen kan glikoz diizeyleri (n=3).

Hayvan 3 giin sonra kan glikoz 1 hafta sonra kan glikoz
kodu diizeyi (mg/dL) diizeyi (mg/dL)
K1 107 H1

K2 76 139

K3 73 153

Sl H1 H1

S2 545 494

S3 83 120
N+S1 H1 H1

N+S2 H1 H1

N+S3 106 421

H1: 600 mg/dL’nin tizeri

Kontrol grubunda glikoz diizeyi 250 mg/dL nin altinda iken streptozotosin ve
nikotinamid+streptozotosin  gruplarinda bu deger 250 mg/dL’nin iizerinde
bulunmustur  (Tablo 4.9). Kan glikoz degerleri streptozotosin  ve
nikotinamid+streptozotosin gruplarinda diyabet gelistigini gostermekle birlikte

gelisen diyabetin tipi hakkinda bilgi vermemektedir (87).

Gelistirilen diyabetin tipini tayin etmek amaciyla, calismaya dahil olan
sicanlara 1 hafta sonra Otenazi uygulanarak pankreaslar1 c¢ikarilip histopatolojik
degerlendirme yapilmistir ve elde edilen bulgular Sekil 4.11°de verilmistir.
Histopatolojik degerlendirme sonuglari, streprozotosin grubunda Tip 1 diyabet,

nikotinamid+streptozotosin grubunda ise Tip 2 diyabet gelistigini gostermektedir.
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Sekil 4.11. 40x biiylitmede normal (a), streptozotosin (b) ve nikotinamid (c)
gruplarinda Langerhans adaciklarinin (ok) pankreas lobiiliindeki sayis1 ve dagilim1
goriilmektedir. 400x biiyiitmede Langerhans adaciklarinin normal gruba kiyasla (d)
streptozotosin grubunda hiicre sitoplazmalarinda kiiciilme, niikleer hiperkromazi ve

piknozis (elips), niikleol belirginligi goriilmektedir (e); dolayisiyla adacik hacmi
kiigtilmiistiir (f). Nikotinamid grubunda da benzer degisiklikler goriilmekle birlikte
bunlar streptozotosin grubundan daha hafif siddetlidir (g).

Bu bulgular 1s18inda Tip 2 diyabet gelistirmek amaciyla nikotinamid ve

streptozotosinin birlikte kullanildig1 yontemin kullanilmasina karar verilmistir.

Perflizyon deneylerinde kullanilan tiim sicanlarin kan glikoz degerleri tayin
edilmis ve bu deger 250 mg/dL’nin {izerinde bulunmustur. Deney tamamlandiktan
sonra pankreaslar toplanmig Bolim 3.2.1.°de belirtildigi sekilde sabitlenerek
histopatolojik degerlendirme yapilmistir. Elde edilen bulgular her gruptan birer 6rnek
olacak sekilde Sekil 4.12°de verilmistir. Histopatolojik incelemede tiim gruplarda Tip
2 diyabetin gelistigini gosteren patolojik degisiklikler (adacik sayisinda azalma,
adacik c¢apinda azalma, piknozis, sitoplazmik daralma ve niikleol belirginligi)

gozlenmistir.
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Sekil 4.12. Perfiizyon deneylerinde kullanilan tiim siganlarda pankreas adaciklarinda
cesitli degisiklikler dikkati ¢cekmistir: 1) adacik sayisinda azalma (A, C, E, G, I, K),
2) lobiil capinda azalma (F, H, L), 3) vakuolizasyon ve dejeneratif degisiklikler (D),
4) piknozis (D, F, H), 5) niikleol belirginligi (D, F, L), ve 6) sitoplazma hacminde
azalma (D, F, H, J). Baz1 adaciklarda bu degisiklikler minimaldir (J).
(Hematoksilen&Eozin; A, C, E, G, I: 100x; B, D, F, H, J: 400x)
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4.3. Perfiizyon Sisteminde Yapilan Calismalar

Perflizyon sisteminde yapilan ¢aligmalar Boliim 3.2.2°de belirtildigi sekilde
gerceklestirilmistir. Elde edilen bulgular agsagida verilmistir.

4.3.1. Gecikme Siiresinin Tayini

Perflizyon sisteminde bir gecikme olup olmadigmni incelemek amaciyla

yapilan ¢alismalardan elde edilen bulgular Tablo 4.10’da verilmistir.

Tablo 4.10. Farkli bagirsak segmentleri i¢in tayin edilen hacim ve ortalama gegis

stireleri.
Segment Tayin Edilen Segment | Segmentten Ortalama
Hacimi (mL) Gegis Siiresi (dk)
Jejunum 0,77 3,85
ileum 0,61 3,05
Kolon 0,37 1,85

Hem perfiizyon sistemindeki gecikme (7 dakika) hem de bagirsak
segmentlerinden ortalama gegis siireleri goz oniine alinarak perfiizyon deneylerinde

60’ar dakika siireyle 6rnek toplanmasina karar verilmistir.

4.3.2. Perfiizyon Sistemi ile Etkilesmenin incelenmesi

Metformin hidrokloriiriin perfiizyon sistemindeki plastik ve silikon tiiplerle
etkilesip etkilesmedigini incelemek amaciyla hem rezervuardaki hem de 140 dakika

siireyle toplanan numunelerdeki etkin madde konsantrasyonlart HPLC ile tayin
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edilmistir. Metformin hidrokloriiriin rezervuardaki konsantrasyonu (1283ug/mL) ile
140 dakika sonraki konsantrasyonu (1272 ug/mL) arasinda anlamli bir fark olmadig1
bulunmustur. Bu sonu¢ metformin hidrokloriirle perflizyon sisteminde kullanilan
plastik ve silikon tiipler arasinda bir etkilesme olmadiginin gostergesi olarak

alimustir.

4.4. Perfiizyon Deneyleri

Tim perfiizyon caligmalarinda kullanilan (kontrol ve diyabet gruplari)
sicanlara ait bilgiler (perflizyon akis hizi, sican agirligi, perfiize edilen segment

uzunluklar1 gibi) Tablo 4.11°de verilmistir.



Tablo 4.11. Kontrol ve diyabet gruplarinda

(Ortalama+SS, n=6).

90

kullanilan sicanlara ait bilgiler

Gruplar Kontrol Grubu Diyabet grubu
Grup 1

Sican Agirligi (g) 368,83 + 44,16 300,83 + 24,21
Akis Hiz1 (mL/dak) 0,2 0,2

Segment Uzunluklar1

Jejunum 10,35 + 4,99 10,33+ 1,28
fleum 7,43 +£272 6,32 £ 0,81
Kolon 3,21+ 0,64 3,14 £ 0,57
Grup 2

Sican Agirligi (g) 368,33+37,76 302,83+40,24
Akis Hiz1 (mL/dak) 0,2 0,2

Segment Uzunluklari

Jejunum 9,36+2,77 10,58+2,22
[leum 5,74+1,46 5,72+1,15
Kolon 3,12+0,61 3,52+0,42
Grup 3

Sican Agirligt (g) 372,00+37,44 303,33+28,80
Akis Hiz1 (mL/dak) 0,2 0,2

Segment Uzunluklar1

Jejunum 10,50+1,40 10,08+3,42
lleum 6,15+1,63 6,06+0,85
Kolon 3,19+0,53 3,42+1,13
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Tablo 4.11 (devam). Kontrol ve diyabet gruplarinda kullanilan si¢anlara ait bilgiler
(Ortalama+SS, n=6).

Gruplar Kontrol Grubu Diyabet grubu
Grup 4

Sigan Agirhigi (g) 368,83 + 44,16 300,83 + 24,21
Akis Hizi (mL/dak) 0,2 0,2

Segment Uzunluklar1 (cm)

Jejunum 10,35+ 4,99 10,33 +1,28
leum 743+£2]72 6,32+ 0,81
Kolon 3,21+ 0,64 3,14 £ 0,57
Grup 5

Sican Agirligi (g) 367,66+49,30 289,33+30,21
Akis Hiz1 (mL/dak) 0,2 0,2

Segment Uzunluklar1 (cm)

Jejunum 10,15+1,74 0,08+2,43
[leum 5,82+1,70 5,75+1,03
Kolon 2,75+0,63 3,5340,93
Grup 6

Sican Agirligi (g) 372,00+37,44

Akis Hiz1 (mL/dak) 0,2 0,2

Segment Uzunluklar1 (cm)

Jejunum 10,50+1,40 10,08+3,42
lleum 6,15+1,63 6,06+0,85
Kolon 3,19+0,53 3,424+1,13

Bolim 3.2.2°de belirtildigi sekilde gerceklestirilen perflizyon deneylerine ait

bulgular asagida verilmistir.
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4.4.1. Kontrol Grubuna Ait Bulgular

e Grup 1 (Metformin Hidrokloriir; Kontrol Grubu):

Herhangi bir inhibitér veya kombine kullanilan etkin maddelerin olmadigi
perfiizyon caligmalarinda metformin hidrokloriiriin jejunum, ileum ve kolon
liimeninden zamanin fonksiyonu olarak absorpsiyonunu gosteren konsantrasyon-
zaman profilleri Sekil 4.13’de verilmistir. Metformin hidrokloriir ve metoprolol
tartarat icin permeabilite degerleri (Peff) Tablo 4.12°de Ozetlenmis ve Pest

degerlerindeki degismeler ise Sekil 4.14°de gosterilmistir.

=
H
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o
00

=—t==jejunum

o
o

=—@=ileum

kolon

Normalize Konsantrasyon
o
D
1

o
N
1

o

0 20 40 60 80

zaman (dakika)

Sekil 4.13. Kontrol grubunda jejunum, ileum ve kolonun metformin hidroklortir ile

perfiizyonu sonucu elde edilen konsantrasyon-zaman profilleri (Ortalama+SH; n=6).
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Tablo 4.12. Metformin hidrokloriir ve metoprolol tartarat icin tayin edilen Pes

degerleri (Ortalama+SS; n=6).

Pesr (10™ cm/sn)
Bagirsak i
) Metformin Metoprolol Tartarat
Segmenti
Hidrokloriir
Jejunum 5,59+3,09 5,77+ 3,37
Ileum 11,50+1,26 4,33+ 0,48
Kolon 7,86+2,69 10,50+ 3,15
14,00
12,00
— 10,00
<
€ 800
2 6,00 B Metformin Hidroklorir
=
a® 400 B Metoprolol Tartarat
2,00
0,00
Jejunum ileum Kolon
intestinal Bolge

Sekil 4.14. Saglikl sicanlarin farkli bagirsak segmentlerinden metformin hidrokloriir

ve metoprolol tartarat igin tayin edilen Pets degerleri (Ortalama+SS; n=6).

Kontrol grubunda yapilan c¢alismalar (Grup 1) metformin hidrokloriiriin

bagirsaklardan absorpsiyonunun en yiiksek oldugu segmentin ileum ve en diisiik

oldugu segmentin ise jejunum oldugunu gostermistir (Tablo 4.12). Jejunum-kolon ve

ileum-kolon arasindaki fark istatistiksel olarak anlamsizken (p>0,05) jejunum-ileum

arasindaki fark anlamli bulunmustur (p<0,05).
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Metoprolol tartaratin permeabilitesi ileumdan (4,33+0,48x10° cm/s) kolona
(10,5+ 3,15X10'5cm/sn) dogru artis gostermistir (Tablo 4.12). Segmentler arasindaki
permeabilite farki jejunum-kolon ve ileum-kolon arasinda istatistiksel olarak anlamli
bulunurken (p<0,05) jejunum-ileum arasinda anlamli bir fark bulunamamigtir
(p>0,05).

e Grup 2 (Metformin Hidrokloriir+Verapamil)

Verapamilin PMAT inhibitorii olarak kullanildigi perfiizyon ¢aligmalarinda
metformin hidrokloriiriin jejunum, ileum ve kolon liimeninden zamanin fonksiyonu
olarak absorpsiyonunu gosteren konsantrasyon-zaman profilleri Sekil 4.15°te
verilmistir. Metformin hidrokloriir ve metoprolol tartarat i¢in permeabilite degerleri
Tablo 4.13’da oOzetlenmis ve Pers degerlerindeki degismeler ise Sekil 4.16’da

gosterilmistir.
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Sekil 4.15. Kontrol grubunda PMAT inhibitérii olarak verapamil kullanilan
calismalarda jejunum (A), ileum (B) ve kolonun (C) metformin hidrokloriir ile
perfiizyonu sonucu elde edilen konsantrasyon-zaman profilleri [(-): verapamil yok;

(+):verapamil var].



Tablo 4.13. Verapamil yoklugunda ve varliginda metformin hidrokloriir ve

metoprolol tartarat i¢in tayin edilen Pess degerleri (Ortalama+SS; n=6).

Pest (10™ cm/sn)
Bagirsak Metformin Hidrokloriir Metoprolol Tartarat
Segmenti Kontrol | Verapamil | Kontrol | Verapamil
(+) (+)
Jejunum 5,34+0,75 | 4,83+0,69 | 3,64+0,18 | 4,09+0,82
fleum 4,16+0,00 | 4,45+0,73 | 4,29+ 0,60 | 3,33%0,12
Kolon 2,99+0,12 | 1,86+0,50 | 8,55+0,01 | 6,63+0,21
12
10 -

M Metformin Hidroklortr
Verapamil (-)

B Metformin Hidroklortr
{ Verapamil (+)

P.s(10° cm/sn)
[e)}

Metoprolol Tartarat
Verapamil (-)

M Metoprolol Tartarat
Verapamil (+)

Jejunum fleum Kolon

intestinal Bolge

Sekil 4.16. Verapamil yoklugunda (-) ve varliginda (+) farkli bagirsak
segmentlerinden metformin hidrokloriir ve metoprolol tartarat i¢in tayin edilen Pest

degerleri (Ortalama+SS; n=6).

Wilcoxon eslestirilmis iki 6rnek testi ile yapilan analizler, calismada PMAT

inihibitorii olarak kullanilan verapamilin jejunum, ileum ve kolonda metformin
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hidrokloriiriin permeabilitesi iizerine etkisinin istatistiksel agidan anlamli olmadigini

gostermistir (p>0,05).

Metoprolol tartaratin permeabilitesinin verapamil varliginda jejunumda
artarken, ileum ve kolonda azaldig1 ancak aradaki bu farklarin istatistiksel olarak

anlamli olmadig1 bulunmustur (p>0,05).

e Grup 3 (Metformin Hidrokloriir+Repaglinid)

Repaglinidin metformin hidrokloriir ile birlikte kullanildigi perfiizyon
calismalarinda metformin hidrokloriiriin jejunum, ileum ve kolon liimeninden
zamanin fonksiyonu olarak absorpsiyonunu gosteren konsantrasyon-zaman profilleri
Sekil 4.17°de verilmistir. Metformin hidrokloriir ve metoprolol tartarat igin
permeabilite degerleri Tablo 4.14’de 6zetlenmis ve Pesr degerlerindeki degismeler ise

Sekil 4.18’de gosterilmistir.
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Sekil 4.17. Kontrol grubunda repaglinid kullanilan ¢alismalarda jejunum (A), ileum

(B) ve kolonun (C) metformin hidrokloriir ile perfiizyonu sonucu elde edilen

konsantrasyon-zaman profilleri [(-): repaglinid yok; (+):repaglinid var].
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Tablo 4.14. Repaglinid varliginda metformin hidrokloriir ve metoprolol tartarat igin

tayin edilen Pes degerleri (Ortalama+SS; n=6).

Jejunum

ileum
intestinal Bolge

Kolon

Peir (10 cm/sn)
Bagirsak Metformin Hidrokloriir Metoprolol Tartarat
Segmenti Kontrol Repaglinid Kontrol Repaglinid
(+) (+)
Jejunum 5,59+3,09 3,93+0,56 5,77+ 3,37 4,50+ 0,22
Ileum 11,50+1,26 | 4,01+0,66 4,33+ 0,48 | 2,88+0,55
Kolon 7,86%+2,69 5,09+0,80 10,50+ 3,15 2,07+ 0,09
14 -
12 -
g 10 1 I ® Metformin Hidroklortr
g g | Repaglinid (-)
w B Metformin Hidroklorir
S 6 - { Repaglinid (+)
n.% 4 I Metop.ro.lol Tartarat
Repaglinid (-)
2 B Metoprolol Tartarat
0 Repaglinid (+)

Sekil 4.18. Repaglinid yoklugunda (-) ve varliginda (+) farkli bagirsak

segmentlerinden metformin hidrokloriir ve metoprolol tartarat i¢in tayin edilen Pest

degerleri (Ortalama£SS; n=6).

Metformin hidrokloriir ve repaglinidin birlikte kullanildigr perfiizyon

calismalarindan elde edilen permeabilite degerleri Wilcoxon eslestirilmis iki 6rnek

testi ile karsilastirildiginda repaglinidin metformin hidrokloriiriin jejunum, ileum ve

kolondan permeabilitesinde anlamli derecede azalmaya neden oldugu bulunmustur
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(p<0,05). Ayrica, repaglinidin metoprolol tartaratin tiim bagirsak segmentlerinden
(jejunum, ileum ve kolon) permeabilitesinide anlamli derecede azalttigi gosterilmistir

('strasiyla p<0,05).

e Grup 4 (Metformin Hidrokloriir+Gliburid)

Gliburidin metformin hidrokloriir ile birlikte kullanildig1 perfiizyon
caligmalarinda metformin hidrokloriiriin jejunum, ileum ve kolon liimeninden
zamanin fonksiyonu olarak absorpsiyonunu gosteren konsantrasyon-zaman profilleri
Sekil 4.19’da verilmistir. Metformin hidrokloriir ve metoprolol tartarat igin
permeabilite degerleri Tablo 4.15°de 6zetlenmis ve Pt degerlerindeki degismeler ise

Sekil 4.20°de gosterilmistir.
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Sekil 4.19. Kontrol grubunda gliburid kullanilan ¢aligsmalarda jejunum (A), ileum (B)

ve kolonun (C) metformin hidroklortir ile perflizyonu sonucu elde edilen

konsantrasyon-zaman profilleri [(-): gliburid yok; (+):gliburid var].
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Tablo 4.15. Gliburid varliginda metformin hidrokloriir ve metoprolol tartarat igin

tayin edilen Pes degerleri (Ortalama+SS; n=6).

Jejunum

ileum

intestinal Bolge

Kolon

Pest (10™ cm/sn)
Bagirsak Metformin Hidrokloriir Metoprolol Tartarat
Segmenti Kontrol Gliburid Kontrol Gliburid
(+) (+)
Jejunum 5,5943,09 7,88+3,14 5,77+ 3,37 11,10+0,35
Ileum 11,504£1,26 | 13,90+ 3,58 | 4,33+ 0,48 4,89+0,34
Kolon 7,86%+2,69 6,62+2,94 | 10,50+ 3,15 | 4,16%1,60
16 -+
14 -
— 12 7
S B Metformin Hidrokloriir
E 10 A I Gliburid (-)
mlu 8 - B Metformin Hidroklorir
g 6 - I Gliburid (+)
ﬂ_% I Metoprolol Tartarat
4 7 Gliburid (-)
2 - B Metoprolol Tartarat
0 - Gliburid (+)

Sekil 4.20. Gliburid yoklugunda (-) ve varliginda (+) farkl bagirsak

segmentlerinden metformin hidrokloriir ve metoprolol tartarat i¢in tayin edilen Pest

Metformin hidrokloriir

calismalarindan elde edilen permeabilite degerleri

degerleri (Ortalama+SS; n=6).

ve gliburidin birlikte kullanildig1

perfiizyon
(Tablo 4.15) Wilcoxon

eslestirilmis iki Ornek testi ile karsilastirildiginda metformin hidrokloriiriin tiim

segmentlerden permeabiliteleri {izerine gliburidin etkisinin istatistiksel agidan

onemsiz oldugu gozlenmistir (sirastyla p>0,05).
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Gliburidin perfiizyon ortamina eklenmesiyle metoprolol tartaratin jejunumdan
permeabilitesi onemli derecede artarken (p<0,05) kolondan permeabilitesi azalmistir
(p<0.05). Ancak metoprolol tartaratin ileumdan permeabilitesi tizerine gliburidin

etkisinin olmadig1 bulunmustur (p>0,05).

e Grup 5 (Metformin Hidrokloriir+Gliburid+Ketokonazol)

Metformin hidrokloriir, gliburid ve ketokonazol (CYP3A4 inhibitorii)’iin
birlikte kullanildig1 perfiizyon c¢aligmalarinda metformin hidrokloriiriin jejunum,
ileum ve kolon liimeninden zamanin fonksiyonu olarak absorpsiyonunu goésteren
konsantrasyon-zaman profilleri Sekil 4.21°de verilmistir. Metformin hidrokloriir ve
metoprolol tartarat i¢in hesaplanan permeabilite degerleri Tablo 4.16’da 6zetlenmis

ve Per degerlerindeki degismeler ise Sekil 4.22°de gosterilmistir.
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Sekil 4.21. Kontrol grubunda gliburid ve ketokonazol kullanilan ¢aligmalarda

jejunum (A), ileum (B) ve kolonun (C) metformin hidrokloriir ile perflizyonu sonucu

elde edilen konsantrasyon-zaman profilleri [(-): ketokonazol yok; (+):ketokonazol

var].
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Tablo 4.16. Gliburid ve ketokonazol varliginda metformin hidrokloriir ve metoprolol

tartarat i¢in tayin edilen Pt degerleri (Ortalama+SS; n=6).

Per (10™ cm/sn)
Bagirsak Metformin Hidrokloriir Metoprolol Tartarat
Segmenti | Gliburid(+) | Gliburid(+) | Gliburid(+) | Gliburid(+)
Ketokonazol(+) Ketokonazol(+)
Jejunum | 5,96+0,35 3,36+0,51 4,71+ 0,37 1,83+0,39
Ileum 7,78%0,34 7,31+ 0,95 3,51+ 0,37 3,65+0,56
Kolon 9,41+0,44 3,13+0,36 10,15+ 0,32 7,37+£0,10
12 4
{
c
< g | H Metformin Hidrokloriir
g Gliburid Ketokonazol (-)
LPo 6 - B Metformin Hidroklorir
= { Gliburid Ketokonazol (+)
=
o’ 4 { Metoprolol Tartarat
Gliburid Ketokonazol (-)
2 .
B Metoprolol Tartarat
0 - Gliburid Ketokonazol (+)
Jejunum ileum Kolon
intestinal Bolge

Sekil 4.22. Gliburid ve ketokonazol yoklugunda (-) ve varliginda (+) farkli bagirsak

segmentlerinden metformin hidrokloriir ve metoprolol tartarat i¢in tayin edilen Pest

degerleri (Ortalama£SS; n=6).

Metformin hidrokloriir, gliburid ve ketokonazoliin birlikte kullanildig

calismalardan elde edilen permeabilite degerleri Wilcoxon eglestirilmis iki 6rnek testi

kullanilarak incelenmistir. Metformin hidrokloriir ve gliburid igeren perflizyon

ortamina ketokonazol ilave edildiginde metforminin permeabilitesi jejunumda 0,56
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kat, kolonda ise 0,33 kat azalmis ve bu azalmalar istatistiksel agidan anlamli
bulunmustur  (p<0,05). Ileumda ise metformin hidrokloriiriin permeabilitesi

ketakonazol ilavesinden anlamli derecede etkilenmemistir (p>0,05).

Ayni1 kosullar altinda metoprolol tartaratin permeabilitesi jejunumda 0,38 kat
azalmistir (p<0,05). Metoprolol tartaratin ileum ve kolondaki permeabiliteleri ise,

ketokonazol ilavesinden anlamli derecede etkilenmemistir (p>0,05).

e Grup 6 (Metformin Hidrokloriir+Repaglinid+Ketokonazol)

Metformin hidrokloriir, repaglinid ve ketokonazol (CYP3A4 inhibitorii)’iin
birlikte kullanildig1 perfiizyon caligmalarinda metformin hidrokloriiriin jejunum,
ileum ve kolon liimeninden zamanin fonksiyonu olarak absorpsiyonunu gosteren
konsantrasyon-zaman profilleri Sekil 4.23’de verilmistir. Metformin hidrokloriir ve
metoprolol tartarat i¢in tayin edilen permeabilite degerleri Tablo 4.17°de 6zetlenmis

Ve Pefr degerlerindeki degismeler ise Sekil 4.24°de gosterilmistir.
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Sekil 4.23. Kontrol grubunda repaglinid ve ketokonazol kullanilan ¢aligmalarda
jejunum (A), ileum (B) ve kolonun (C) metformin hidrokloriir ile perflizyonu sonucu
elde edilen konsantrasyon-zaman profilleri [(-): ketokonazol yok; (+):ketokonazol

varl].
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Tablo 4.17. Repaglinid ve ketokonazol varliginda metformin hidrokloriir ve

metoprolol tartarat i¢in tayin edilen Per degerleri (Ortalama+SS; n=6).

Pett (10 cm/sn)
Bagirsak Metformin Hidrokloriir Metoprolol Tartarat
Segmenti Repaglinid Repaglinid(+) Repaglinid Repaglinid(+)
(+) Ketokonazol(+) (+) Ketokonazol(+)
Jejunum 3,93+0,56 3,61+1,01 4,50+ 0,22 5,66+0,37
fleum 4,01+0,66 3,13+ 0,46 2,88+ 0,55 9,87+0,58
Kolon 5,09+0,80 5,36+0,87 2,07+ 0,09 19,60+0,11
25 -

m Metformin Hidroklorir

20 A
Repaglinid Ketokonazol (-)

&
€15 1

o B Metformin Hidroklorir
"'-’° Repaglinid Ketokonazol (+)
=10 -

£

(]
o Metoprolol Tartarat

5 - 1 Repaglinid Ketokonazol (-)

B Metoprolol Tartarat
Repaglinid Ketokonazol (+)

Jejunum ileum Kolon
intestinal Bolge

Sekil 4.24. Repaglinid ve ketokonazol yoklugunda (-) ve varliginda (+) farkli
bagirsak segmentlerinden metformin hidrokloriir ve metoprolol tartarat i¢in tayin

edilen Pess degerleri (Ortalama+SS; n=6).

Metformin hidrokloriir ve repaglinid igeren perfiizyon ¢6zeltisine ketokonazol
ilavesiyle metformin hidrokloriiriin jejunum, ileum ve kolondan permeabilitesi

anlamli derecede degismemistir (p>0,05). Ayni kosullaraltinda ketokonazol
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ilavesiyle metoprolol tartaratin permeabilitesi ise her li¢ segmentte de anlaml

derecede artmistir (p<0,05).

4.4.2. Diyabet Grubuna Ait Bulgular

Streptozotosin ve nikotinamid kullanilarak Tip 2 diyabet gelistirilen
siganlarda metformin hidrokloriirtin farkli bagirsak segmentlerinden permeabilitesini
incelemek amaciyla yapilan ¢alismalar ve bu ¢alismalardan elde edilen bulgular alti

grup altinda incelenmistir.

e Grup 1 (Metformin Hidrokloriir)

Herhangi bir inhibitor veya kombine kullanilan etkin maddelerin olmadigi
perflizyon calismalarinda metformin hidrokloriiriin jejunum, ileum ve kolon
liimeninden zamanin fonksiyonu olarak absorpsiyonunu gosteren konsantrasyon-
zaman profilleri Sekil 4.25’de verilmistir. Metformin hidrokloriir ve metoprolol
tartarat icin hesaplanan permeabilite degerleri (Perr) Tablo 4.18” de 6zetlenmis ve Pest

degerlerindeki degismeler ise Sekil 4.26’da gosterilmistir.
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Sekil 4.25. Diyabetli siganlarda jejunum, ileum ve kolonun metformin hidroklortir ile

perfiizyonu sonucu elde edilen konsantrasyon-zaman profilleri.

Tablo 4.18. Diyabet grubunda metformin hidrokloriir ve metoprolol tartarat i¢in
tayin edilen Pes degerleri (Ortalama+SS; n=6).

Peit (10™ cm/sn)
Bagirsak i
) Metformin Metoprolol Tartarat
Segmenti
Hidrokloriir

Jejunum 10,09+0,37 3,71+ 0,57
Tleum 22,59+1,11 2,33+ 0,54
Kolon 50,21+0,19 12,70+ 0,92
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50 -

M Metformin Hidroklortr

B Metoprolol Tartarat

10 -

Jejunum fleum Kolon
intestinal Bolge

Sekil 4.26. Diyabetli siganlarin farkli bagirsak segmentlerinden metformin

hidrokloriir ve metoprolol tartarat i¢in tayin edilen Pess degerleri (Ortalama+SS; n=6).

Diyabet grubunda yapilan g¢aligmalar (Grup 1) metformin hidrokloriiriin
bagirsaklardan absorpsiyonunun en yiiksek oldugu segmentin kolon ve en diisiik
oldugu segmentin ise jejunum oldugunu gostermistir (Tablo 4.18). Jejunum-ileum
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamsizken (p>0,05), jejunum-kolon ve ileum-
kolon arasindaki fark anlamli bulunmustur (p<0,05).

Metoprolol tartaratin permeabilitesi ileumdan (2,33+ 0,54x10™ cm/s) kolona
(12,7 + 3,15x10°cm/sn) dogru artis gostermistir (Tablo 4.18). Segmentler arasindaki
permeabilite farki jejunum-kolon ve ileum-kolon arasindaki fark istatistiksel olarak
anlaml1 bulunurken (p<0,05), jejunum-ileum arasindaki fark anlamsiz bulunmustur
(p>0,05).

e Grup 2 (Metformin Hidrokloriir+Verapamil)

Verapamilin PMAT inhibitorii olarak kullanildigi perfiizyon ¢aligmalarinda

metformin hidrokloriiriin jejunum, ileum ve kolon liimeninden zamanin fonksiyonu
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olarak absorpsiyonunu gosteren konsantrasyon-zaman profilleri Sekil 4.27°de
verilmistir. Metformin hidrokloriir ve metoprolol tartarat icin hesaplanan
permeabilite degerleri Tablo 4.19°da 6zetlenmis ve Pess degerlerindeki degismeler ise

Sekil 4.28°de gosterilmistir.
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Sekil 4.27. Diyabet grubunda PMAT inhibitorii olarak verapamil kullanilan
calismalarda jejunum (A), ileum (B) ve kolonun (C) metformin hidrokloriir ile
perfiizyonu sonucu elde edilen konsantrasyon-zaman profilleri [(-): verapamil yok;

(+):verapamil var].



114

Tablo 4.19. Diyabet grubunda verapamil yoklugunda ve varliginda metformin

hidrokloriir ve metoprolol tartarat i¢in tayin edilen Pess degerleri (Ortalama£SS; n=6).

Pest (10™ cm/sn)
Bagirsak Metformin Hidrokloriir Metoprolol Tartarat
Segmenti Kontrol Verapamil Kontrol Verapamil
() (+)
Jejunum 5,96+0,35 0,21+0,66 5,61+ 0,17 2,10+0,23
Tleum 4,02+0,13 2,31+ 0,30 0,39+ 0,03 0,92+0,21
Kolon 20,50+0,13 9,81+0,10 7,73+ 0,70 | 10,20+0,25
30 ~
25 A
E 20 1 B Metformin Hidrokloriir
E Verapamil (-)
u?u 15 - ® Metformin Hidroklorir
g Verapamil (+)
n.% 10 - Metoprolol Tartarat
Verapamil (-)
T B Metoprolol Tartarat
> Verapamil (+)
o - I
Jejunum ileum Kolon
intestinal Bolge

Sekil 4.28. Verapamil yoklugunda (-) ve varliginda (+) diyabetli sicanlarin farkl

bagirsak segmentlerinden metformin hidrokloriir ve metoprolol tartarat i¢in tayin

edilen Pes degerleri (Ortalama+SS; n=6).

Wilcoxon eslestirilmis iki 6rnek testi ile yapilan analizler, diyabetli grupta

yapilan ¢alismada verapamilin jejunum, ileum ve kolonda metformin hidrokloriiriin



115

permeabilitesi lizerine etkisinin istatistiksel a¢idan anlamli oldugunu gdstermistir
(p<0,05). Ayrica, metoprolol tartaratin permeabilitesi verapamil varhiginda
jejunumda 0.37 kat azalirken (p<0,05), metoprolol tartaratin jejunumdan
permeabilitesi anlamli derecede artmis (p<0,05) ancak kolondaki artis anlamli

bulunamamistir (p<0,05).

¢  Grup 3 (Metformin Hidrokloriir+Repaglinid)

Repaglinidin metformin hidrokloriir ile birlikte kullanildig1 perfiizyon
calismalarinda metformin hidrokloriiriin jejunum, ileum ve kolon limeninden
zamanin fonksiyonu olarak absorpsiyonunu gosteren konsantrasyon-zaman profilleri
Sekil 4.29’da verilmistir. Metformin hidrokloriir ve metoprolol tartarat igin
hesaplanan permeabilite degerleri Tablo 4.20°de 6zetlenmis ve Per degerlerindeki

degismeler ise Sekil 4.30°da gosterilmistir.
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Sekil 4.29. Diyabet grubunda repaglinid kullanilan ¢alismalarda jejunum (A),

ileum (B) ve kolonun (C) metformin hidrokloriir ile perfiizyonu sonucu elde edilen

konsantrasyon-zaman profilleri [(-): repaglinid yok; (+):repaglinid var].
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Tablo 4.20. Diyabet grubunda repaglinid yoklugunda ve varliginda metformin

hidrokloriir ve metoprolol tartarat i¢in tayin edilen Pess degerleri (Ortalama£SS; n=6).

Pest (10™ cm/sn)
Bagirsak Metformin Hidrokloriir Metoprolol Tartarat
Segmenti Kontrol Repaglinid Kontrol Repaglinid
(+) (+)
Jejunum 10,09+0,37 6,31+0,37 3,711+£0,57 | 3,59+ 0,53
Ileum 22,59+1,11 | 11,50+0,68 | 2,33+£0,54 | 9,79+ 0,99
Kolon 50,21+0,19 | 12,10+0,76 |12,70+0,92 | 19,88+ 0,21
60 -
50 A
E 40 - B Metformin Hidroklorir
~ .
£ Repaglinid (-)
upu 30 A B Metformin Hidroklorir
g Repaglinid (+)
£ 20 1 Metoprolol Tartarat
o e
10 - I Repaglinid (-)
I B Metoprolol Tartarat
0 - L Repaglinid (+)
Jejunum fleum Kolon
intestinal Bolge

Sekil 4.30. Repaglinid yoklugunda (-) ve varlifinda (+) diyabetli sicanlarin farkl
bagirsak segmentlerinden metformin hidrokloriir ve metoprolol tartarat i¢in tayin

edilen Peg degerleri (Ortalama+SS; n=6).

Diyabet grubunda, metformin hidrokloriir ve repaglinidin birlikte kullanildig:
perflizyon ¢alismalarindan elde edilen bulgular Wilcoxon eslestirilmis iki 6rnek testi
ile karsilagtirllmis ve jejunumdaki farkin istatistiksel ac¢idan anlamsiz oldugu
bulunmustur (p>0,05). Ancak perfiizyon ortamina repaglinid ilave edildiginde

metformin hidrokloriiriin ileum ve kolondan permeabilitesi anlamli derecede
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azalmistir (p<0,05). Ayrica, repaglinidin metoprolol tartaratin jejunum ve kolondan
permeabilitesi tlizerine etkisi istatistiksel agidan anlamsiz bulunurken (p>0,05)

ileumdan anlamli derecede arttirdigi (Tablo 4.20, p<0,05).

e Grup 4 (Metformin Hidrokloriir+Gliburid)

Gliburidin metformin hidrokloriir ile birlikte kullanildig1 perfiizyon
caligmalarinda metformin hidrokloriiriin jejunum, ileum ve kolon liimeninden
zamanin fonksiyonu olarak absorpsiyonunu gosteren konsantrasyon-zaman profilleri
Sekil 4.31°de verilmistir. Metformin hidrokloriir ve metoprolol tartarat igin
hesaplanan permeabilite degerleri Tablo 4.21°de 6zetlenmis ve Per degerlerindeki

degismeler ise Sekil 4.32°de gosterilmistir.
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Sekil 4.31. Diyabet grubunda gliburid kullanilan ¢alismalarda jejunum (A), ileum
(B) ve kolonun (C) metformin hidrokloriir ile perfiizyonu sonucu elde edilen

konsantrasyon-zaman profilleri [(-): gliburid yok; (+):gliburid var].
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Tablo 4.21. Diyabet grubunda gliburid varliginda metformin hidrokloriir ve

metoprolol tartarat i¢in tayin edilen Pess degerleri (Ortalama£SS; n=6).

Pest (10™ cm/sn)
Bagirsak
) Metformin Hidrokloriir Metoprolol Tartarat
Segmenti _ —
Kontrol Gliburid(+) Kontrol Gliburid (+)
Jejunum 10,09+0,37 8,47+1,99 3,71+ 0,57 9,60+0,18
Ileum 22,59+1,11 | 11,90+1,32 2,33+ 0,54 11,80+0,12
Kolon 50,21+0,19 | 60,80+0,66 | 12,70+0,92 | 30,70+0,42
70 ~
60 -
g 50 - B Metformin Hidroklorir
E Gliburid (-)
5 40 -
" B Metformin Hidrokloriir
S 30 - Gliburid (+)
n:}:' 20 - Metoprolol Tartarat
< Gliburid (-)
10 1 B Metoprolol Tartarat
0 4 t I Gliburid (+)
Jejunum ileum Kolon
intestinal Bolge

Sekil 4.32. Gliburid yoklugunda (-) ve varliginda (+) diyabetli sicanlarin farkl
bagirsak segmentlerinden metformin hidrokloriir ve metoprolol tartarat i¢in tayin

edilen Peg degerleri (Ortalama+SS; n=6).

Metformin hidrokloriir ve gliburidin birlikte kullanildigi  perfiizyon

calismalarindan elde edilen permeabilite degerleri (Tablo 4.21) Wilcoxon

eslestirilmis 1ki ornek testi ile karsilastirildiginda metformin hidrokloriiriin
jejunumdan ve kolondan permeabilitesinde anlamli bir fark yokken (p>0,05),

ileumdan permeabilitesinde anlamli derecede bir azalma gézlenmistir (p<0,05).
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Gliburidin perflizyon ortamina eklenmesiyle metoprolol tartaratin jejunum, ileum
ve kolondan permeabilitesinde istatistiksel acidan anlamli bir artis bulunmustur

(p<0,05).

e Grup 5 (Metformin Hidrokloriir+Gliburid+Ketokonazol)

Diyabet grubunda metformin hidrokloriir, gliburid ve ketokonazol (CYP3A4
inhibitorii)’tin ~ birlikte  kullanildigr  perfiizyon  caligmalarinda  metformin
hidrokloriiriin jejunum, ileum ve kolon liimeninden zamanin fonksiyonu olarak
absorpsiyonunu gosteren konsantrasyon-zaman profilleri Sekil 4.33’de verilmistir.
Metformin hidrokloriir ve metoprolol tartarat i¢in hesaplanan permeabilite degerleri
Tablo 4.22°de Ozetlenmis ve Perr degerlerindeki degismeler ise Sekil 4.34’de

gosterilmistir.
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Sekil 4.33. Diyabet grubunda gliburid ve ketokonazol kullanilan ¢aligmalarda
jejunum (A), ileum (B) ve kolonun (C) metformin hidrokloriir ile perflizyonu sonucu
elde edilen konsantrasyon-zaman profilleri [(-): ketokonazol yok; (+):ketokonazol

var].



123

Tablo 4.22. Diyabet grubunda gliburid ve ketokonazol varliginda metformin

hidrokloriir ve metoprolol tartarat i¢in tayin edilen Pess degerleri (Ortalama£SS; n=6).

Per (10™ cm/sn)
Bagirsak Metformin Hidrokloriir Metoprolol Tartarat
Segmenti Gliburid(+) Gliburid(+) Gliburid(+) Gliburid(+)
Ketokonazol(+) Ketokonazol(+)
Jejunum 6,81+0,56 0,45%0,67 6,87+ 0,87 1,70+0,14
Ileum 6,29+0,10 8,07+ 0,10 5,10+ 0,64 4,90+0,78
Kolon 29,41+0,11 21,20+0,16 7,69+ 0,84 20,61+0,14
35 +
30 A
E 25 1 B Metformin Hidrokloriir
] Gliburid Ketokonazol (-)
o 20 -
n B Metformin Hidroklorir
g 15 - Gliburid Ketokonazol (+)
:-5 10 - Mfetoprolol Tartarat
T T Gliburid Ketokonazol (-)
5 - T B Metoprolol Tartarat
Gliburid Ketokonazol (+)
0 -
Jejunum ileum Kolon
intestinal Bolge

Sekil 4.34. Gliburid ve ketokonazol yoklugunda (-) ve varliginda (+) diyabetli
siganlarin farkl bagirsak segmentlerinden metformin hidrokloriir ve metoprolol

tartarat i¢in tayin edilen Pt degerleri (Ortalama+SS; n=6).

Diyabet grubunda, metformin hidrokloriir, gliburid ve ketokonazoliin birlikte
kullanildig1 ¢alismalardan elde edilen permeabilite degerleri Wilcoxon eslestirilmis
iki ornek testi ile karsilagtirildiginda, ketokonazol ilavesiyle metformin hidrokloriiriin

permeabilitesi jejunumda anlamli derecede azalirken (p<0,05), ileum ve kolondaki
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permeabilite degerlerinde gozlenen degisiklikler istatistiksel olarak anlamli

bulunmamustir (p>0,05).

Ketokonazol ilavesiyle metoprolol tartaratin jejunumdan permeabilitesi
anlamli derecede azalirken, kolondan permeabilitesi anlamli derecede artmistir
(p<0,05). Metoprolol tartaratin ileumdan permeabilitesi ise ketokonazol ilavesinden

anlamli derecede etkilenmemistir (p>0,05).

e Grup 6 (Metformin Hidrokloriir+Repaglinid+Ketokonazol)

Diyabet grubunda metformin hidrokloriir, repaglinid ve ketokonazol
(CYP3A4 inhibitorii)’iin birlikte kullanildigi perfiizyon calismalarinda metformin
hidrokloriiriin jejunum, ileum ve kolon liimeninden zamanin fonksiyonu olarak
absorpsiyonunu gosteren konsantrasyon-zaman profilleri Sekil 4.35’te verilmistir.
Metformin hidrokloriir ve metoprolol tartarat icin hesaplanan permeabilite degerleri
Tablo 4.23’de Ozetlenmis ve Pesr degerlerindeki degismeler ise Sekil 4.36’da

gosterilmigtir.
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Sekil 4.35. Diyabet grubunda repaglinid ve ketokonazol kullanilan ¢aligmalarda
jejunum (A), ileum (B) ve kolonun (C) metformin hidroklortir ile perfiizyonu sonucu
elde edilen konsantrasyon-zaman profilleri [(-): ketokonazol yok; (+):ketokonazol

var].
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Tablo 4.23. Diyabet grubunda repaglinid ve ketokonazol varliginda metformin

hidrokloriir ve metoprolol tartarat i¢in tayin edilen Pess degerleri (Ortalama£SS; n=6).

Pesr (10™ cm/sn)
Bagirsak Metformin Hidrokloriir Metoprolol Tartarat
Segmenti | Repaglinid(+) | Repaglinid(+) | Repaglinid(+) | Repaglinid(+)
Ketokonazol(+) Ketokonazol(+)
Jejunum 6,31+0,37 13,15+0,20 3,59+ 0,53 0,41+0,01
Ileum 11,50+0,68 2,63+0,43 9,79+ 0,99 3,10+0,42
Kolon 12,10+0,76 9,86+1,10 19,88+ 0,21 12,93+0,21
25 -
20 - T m Metformin Hidroklorir
Repaglinid Ketokonazol (-)
5
€15 -
o B Metformin Hidrokloriir
lc‘?: Repaglinid Ketokonazol (+)
=10 - T
o’ Metoprolol Tartarat
5 - Repaglinid Ketokonazol (-)
T
0 - M Metoprolol Tartarat
. . Repaglinid Ketokonazol (+)
Jejunum lleum Kolon
intestinal Bolge

Sekil 4.36. Repaglinid ve ketokonazol yoklugunda (-) ve varliginda (+) diyabetli
siganlarin farkl bagirsak segmentlerinden metformin hidrokloriir ve metoprolol

tartarat i¢in tayin edilen Pess degerleri (Ortalama+SS; n=6).

Diyabet grubunda, metformin hidrokloriir ve repaglinid iceren perfiizyon
coOzeltisine ketokonazol ilave edildiginde metformin hidrokloriiriin ileumdan
permeabilitesi anlamli derecede azalmistir (p<0,05). Metformin hidrokloriiriin

jejunum ve kolondan permeabilitesinde gozlenen farklar ise istatistiksel olarak
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anlamli bulunmamistir (p>0,05). Ketokonazol ilavesiyle metoprolol tartaratin
jejunum ve ileumdan permeabilitesi anlamli derecede azalirken (p<0,05) kolondaki

azalma anlamli bulunmamuistir (p>0,05).

4.4.3. Metformin Hidrokloriiriin Jejunumdan Permeabilitesine Ait

Bulgular

Farkli diyabet ilaglarinin (gliburid ve repaglinid), verapamilin (PMAT
inhibitorii) ve ketokonazoliin (CYP3A4 inhibitorii) metformin hidrokloriirtin kontrol
ve diyabetli sicanlarin jejunumundan permeabilitesi lizerine etkisi Sekil 4.37-4.41°de

gosterilmistir.

H Kontrol

M Diyabet

Verapamil (-) Verapamil (+)

Sekil 4.37. Kontrol ve diyabet gruplarinda verapamil yoklugunda (-) ve varliginda

(+) metformin hidrokloriir i¢in jejunumdan tayin edilen Per degerleri (ortalama+SS).

Metformin hidrokloriiriin  diyabet ve kontrol gruplarmin jejunumdan
permeabilite degerleri karsilastirildiginda aradaki fark anlamsiz iken (p>0,05),

perflizyon ortamina verapamil ilave edildiginde metformin hidrokloriiriin diyabetli
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sicanlarin jejunumundan permeabilitesi kontrol grubuna gore anlamli derecede

azalmistir (p<0,05).

12

10 -

m Kontrol

M Diyabet

Pe; (10° cm/sn)
a

Repaglinid (-) Repaglinid (+)

Sekil 4.38. Kontrol ve diyabet gruplarinda repaglinid yoklugunda (-) ve varliginda

(+) metformin hidrokloriir i¢in jejunumda tayin edilen Pefr degerleri (ortalama+SS).

Metformin hidrokloriiriin kontrol ve diyabetli gruplarin jejunumundan tayin
edilen permeabilite degerleri karsilastirildiginda hem repaglinid yoklugunda hem de
repaglinid varhiginda diyabetli gruplarda gozlenen permeabilite artisi anlaml

bulunmustur (p<0,05).
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Sekil 4.39. Kontrol ve diyabet gruplarinda gliburid yoklugunda (-) ve varliginda (+)

metformin hidrokloriir i¢in jejunumda tayin edilen Per degerleri (ortalama+SS).

Metformin hidrokloriiriin diyabetli si¢anlarin jejunumundan permeabilitesi
kontrol grubundan anlamli derecede daha yiiksek iken (p<0,05), perfiizyon ortamina
gliburid ilavesi metformin hidrokloriiriin ~ diyabetli grubun jejunumundan

permeabilitesini anlamli derecede degistirmemistir (p>0,05).
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H Kontrol

M Diyabet

Peff (10-5 cm/sn)
(o)}

Metformin Ketokonazol (-)  Ketokonazol (+)
Hidroklorir

Sekil 4.40. Kontrol ve diyabet gruplarinda ketokonazol yoklugunda (-) ve varliginda
(+) gliburidle birlikte verilen metformin hidrokloriir i¢in jejunumdan tayin edilen Pes
degerleri (ortalama+SS).

Perflizyon ¢ozeltisine metformin hidrokloriirle birlikte gliburid ve
ketokonazol ilave edilerek perfiizyon caligmalar1 gerceklestirildiginde diyabet ve
kontrol gruplart kendi aralarinda tek yonlii varyans analizi (one-way ANOVA)
yapilarak karsilastirilmistir.  Analiz  sonuglart  kontrol grubunda metformin
hidrokloriiriin jejunumdan permeabilitesi iizerine gliburid ve ketokonazoliin anlamli
bir etkisinin olmadigin1 (p>0,05), diyabet grubunda ise metformin hidrokloriiriin
permeabilite degerleri arasindaki farkin gliburid ve ketokonazol varliginda anlaml

derecede farkli oldugunu gostermistir (p<0,05).
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H Kontrol
6 - M Diyabet
4 .
2 .
0 -
Metformin Ketokonazol (-) Ketokonazol (+)
Hidroklorr

Sekil 4.41. Kontrol ve diyabet gruplarinda ketokonazol yoklugunda (-) ve varliginda
(+) repaglinidle birlikte verilen metformin hidrokloriir i¢in jejunumdan tayin edilen

Pers degerleri (ortalama+SS).

Perflizyon ¢ozeltisine metformin hidrokloriirle birlikte repaglinid ilave
edilerek perfiizyon ¢aligmalar1 gergeklestirildiginde ketokonazol varliginda ve
yoklugunda diyabet ve kontrol gruplari kendi iglerinde tek yonlii varyans analizi
(one-way ANOVA) yapilarak karsilastirilmistir. Analiz sonuglari hem kontrol hem
de diyabetli gruplarda metformin hidrokloriiriin jejunumdaki permeabilite
degerlerinin repaglinid ve ketokonazol tarafindan anlamli derecede etkilenmedigini

gostermistir (p>0,05).

4.4.4. Metformin Hidrokloriiriin ifleumdan Permeabilitesine Ait Bulgular

Farkli diyabet ilaglarinin (gliburid ve repaglinid), verapamilin (PMAT
inhibitorii) ve ketokonazoliin (CYP3A4 inhibitorii) metformin hidrokloriirtin kontrol
ve diyabetli sicanlarin ileumudan permeabilitesi lizerine etkisi Sekil 4.42-4.46’da

gosterilmistir.



132

M kontrol

H diyabet

P.s (105 cm/sn)

Verapamil (-) Verapamil (+)

Sekil 4.42. Kontrol ve diyabet gruplarinda verapamil yoklugunda (-) ve varliginda

(+) metformin hidrokloriir i¢in ileumdan tayin edilen Pes degerleri (ortalama+SS).

Metformin hidrokloriiriin diyabet ve kontrol gruplarmin ileumundan
permeabilite degerleri karsilastirildiginda aradaki fark anlamsiz iken (p>0,05),
perflizyon ortamina verapamil ilave edildiginde metformin hidrokloriiriin diyabetli
siganlarin ileumundan permeabilitesi kontrol grubuna gore anlamli derecede

azalmistir (p<0,05).
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Sekil 4.43. Kontrol ve diyabet gruplarinda repaglinid yoklugunda (-) ve varliginda

(+) metformin hidrokloriir i¢in ileumdan tayin edilen Pt degerleri (ortalama+SS).

Metformin hidrokloriiriin kontrol ve diyabetli gruplarin ileumundan tayin
edilen permeabilite degerleri karsilastirildiginda hem repaglinid yoklugunda hem de
repaglinid varliginda diyabetli gruplarda goézlenen permeabilite artigi istatistiksel

acidan anlamli bulunmustur (p<0,05).
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Sekil 4.44. Kontrol ve diyabet gruplarinda gliburid yoklugunda (-) ve varliginda (+)

metformin hidrokloriir i¢in ileumdan tayin edilen Pes degerleri (ortalama+SS).

Metformin hidrokloriiriin diyabetli sicanlarin ileumundan permeabilitesi
kontrol grubundan anlamli derecede daha yiiksek iken (p<0,05), perflizyon ortamina
gliburid ilave edildiginde diyabetli grupta permeabilite degerinde gozlenen azalma

istatistiksel agidan 6nemsiz bulunmustur (p>0,05).
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Metformin Ketokonazol (-) Ketokonazol (+)
Hidroklortr

Sekil 4.45. Kontrol ve diyabet gruplarinda ketokonazol yoklugunda (-) ve varliginda
(+) gliburidle birlikte verilen metformin hidrokloriir i¢in ileumdan tayin edilen Pest

degerleri (ortalama+SS).

Perflizyon ¢6zeltisine metformin hidrokloriirle birlikte gliburid ilave edilerek
perfiizyon caligmalar1 gergeklestirildiginde ketokonazol varliginda ve yoklugunda
diyabet ve kontrol gruplari kendi iclerinde tek yonlii varyans analizi (one-way
ANOVA) yapilarak karsilagtirilmigtir. Analiz sonuglar1 kontrol grubunda metformin
hidrokloriiriin ileumdan permeabilitesi iizerine gliburid ve ketokonazoliin anlamli bir
etkisinin olmadigim1  (p>0,05), diyabet grubunda ise metformin hidrokloriiriin
permeabilite degerleri arasindaki farkin gliburid ve ketokonazol varliginda anlaml

derecede farkli oldugunu géstermistir (p<0,05).
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Metformin Ketokonazol (-) Ketokonazol (+)
Hidroklorir

Sekil 4.46. Kontrol ve diyabet gruplarinda ketokonazol yoklugunda (-) ve varliginda
(+) repaglinidle birlikte verilen metformin hidrokloriir i¢in ileumdan tayin edilen Pest

degerleri (ortalama+SS).

Perflizyon ¢ozeltisine metformin hidrokloriirle birlikte repaglinid ilave
edilerek perflizyon ¢aligmalar1 gergeklestirildiginde ketokonazol varliginda ve
yoklugunda diyabet ve kontrol gruplari kendi iglerinde tek yonlii varyans analizi
(one-way ANOVA) yapilarak karsilagtirilmistir.  Analiz sonuglar1 kontrol grubunda
metformin  hidrokloriiriin  ileumdan permeabilitesi {izerine repaglinid ve
ketokonazoliin anlamli bir etkisinin olmadigin1 (p>0,05), diyabet grubunda ise
metformin hidrokloriiriin permeabilite degerleri arasindaki farkin repaglinid ve

ketokonazol varliginda anlamli derecede farkli oldugunu gostermistir (p<0,05).

4.4.5. Metformin Hidrokloriiriin Kolondan Permeabilitesine Ait

Bulgular

Farkli diyabet ilaglarinin (gliburid ve repaglinid), verapamilin (PMAT

inhibitorii) ve ketokonazoliin (CYP3A4 inhibitorii) metformin hidrokloriirtin kontrol
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ve diyabetli sicanlarin kolondan permeabilitesi iizerine etkisi Sekil 4.47-4.51°de

gosterilmistir.

30 +

25 A

15 - m kontrol

M diyabet

Verapamil (-) Verapamil (+)

Sekil 4.47. Kontrol ve diyabet gruplarinda verapamil yoklugunda (-) ve varliginda

(+) metformin hidrokloriir i¢in kolondan tayin edilen Pt degerleri (ortalama+SS).

Metformin hidrokloriiriin kontrol ve diyabetli gruplarin kolonundan tayin
edilen permeabilite degerleri karsilastirildiginda hem verapamil yoklugunda hem de
verapamil varliginda diyabetli gruplarda gozlenen permeabilite artist anlaml

bulunmustur (p<0,05).
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Sekil 4.48. Kontrol ve diyabet gruplarinda repaglinid yoklugunda (-) ve varliginda

(+) metformin hidrokloriir i¢in kolondan tayin edilen Pess degerleri (ortalama+SS).

Metformin hidrokloriiriin kontrol ve diyabetli gruplarin kolonundan tayin
edilen permeabilite degerleri karsilastirildiginda hem repaglinid yoklugunda hem de
repaglinid varliginda diyabetli gruplarda gozlenen permeabilite artist anlaml

bulunmustur (p<0,05).
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M kontrol

H diyabet

Gliburid (-) Gliburid (+)

Sekil 4.49. Kontrol ve diyabet gruplarinda gliburid yoklugunda (-) ve varliginda (+)

metformin hidrokloriir i¢in kolondan tayin edilen Pes degerleri (ortalama+£SS).

Metformin hidrokloriiriin kontrol ve diyabetli gruplarin kolonundan tayin
edilen permeabilite degerleri karsilagtirildiginda hem gliburid yoklugunda hem de
gliburid varhiginda diyabetli gruplarda gozlenen permeabilite artis1 anlaml

bulunmustur (p<0,05).
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M kontrol

H diyabet

Metformin Ketokonazol (-) Ketokonazol (+)
Hidroklorir

Sekil 4.50. Kontrol ve diyabet gruplarinda ketokonazol yoklugunda (-) ve varliginda
(+) gliburidle birlikte verilen metformin hidrokloriire ait kolondan tayin edilen P

degerleri (ortalama+SS).

Perflizyon ¢o6zeltisine metformin hidrokloriirle birlikte gliburid ilave edilerek
perfiizyon caligmalar1 gerceklestirildiginde ketokonazol varliginda ve yoklugunda
diyabet ve kontrol gruplar kendi iclerinde tek yonlii varyans analizi (one-way
ANOVA) yapilarak karsilastirilmistir. Analiz sonuglart hem kontrol hem de diyabetli
gruplarda metformin hidrokloriiriin kolondan permeabilite degerlerinin gliburid ve

ketokonazol tarafindan anlamli derecede etkilenmedigini gostermistir (p>0,05).



141

M kontrol

M diyabet

Metformin Ketokonazol (-) Ketokonazol (+)
Hidroklortr

Sekil 4.51. Kontrol ve diyabet gruplarinda ketokonazol yoklugunda (-) ve varliginda
(+) repaglinidle birlikte verilen metformin hidrokloriire ait kolondan tayin edilen Pes

degerleri (ortalama+SS).

Perfiizyon c¢ozeltisine metformin hidrokloriirle birlikte repaglinid ilave
edilerek perfiizyon calismalar1 gerceklestirildiginde ketokonazol varliginda ve
yoklugunda diyabet ve kontrol gruplart kendi iglerinde tek yonlii varyans analizi
(one-way ANOVA) yapilarak karsilastirilmistir. Analiz sonuglari kontrol grubunda
metformin  hidrokloriiriin ~ kolondan permeabilitesi {izerine repaglinid ve
ketokonazoliin anlamli bir etkisinin olmadigin1 (p>0,05), diyabet grubunda ise
metformin hidrokloriiriin permeabilite degerleri arasindaki farkin repaglinid ve

ketokonazol varliginda anlamli derecede farkli oldugunu géstermistir (p<0,05).

4.4.6. Net Su Akis1 Degerlerine Ait Bulgular

Kontrol ve diyabet gruplarinda yapilan perfiizyon calismalarinda intestinal
segmente giren ve c¢ikan perfiizyon c¢ozeltisi igerisindeki fenol kirmizisi

konsantrasyonlar1 belirlenerek net su akist [net water flux (NWF)] degerleri
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hesaplanmistir. Elde edilen degerler Tablo 4.24 ve 4.25’de 6zetlenmistir. Net su akisi
degerinin negatif ¢cikmasi mukozal bolgeden (liimen) serozal bolgeye (kan) sivi kaybi
oldugunu ifade etmektedir. Bu degerin pozitif ¢ikmasi ise mukozal bolgeye sivi girisi
oldugunu ifade etmektedir. Yapilan deneyler sonucunda hesaplanan net su akisi
degerleri bu dogrultuda degerlendirilmistir. Buna gore metformin hidrokloriir hem
tek basma hem gliburid ile birlikte verildiginde liimenden kana sivi gegisi oldugu

gorilmektedir.
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Tablo 4.24. Kontrol gruplarinda hesaplanan net su akis degerleri (uL/dk/cm, n=6).

Grupl | Grup2 Grup 3 Grup 4 Grup 5 Grup 6
V() |V [REG) [RE) |G |G(H) [ KG) [KH) [ KE) [ K(H)
Jejunum | Ortalama | -5,80 -0,26 |-335 |-580 |061 |-580 |-1358 |-0,94 |1,82 0,61 | 1,77

SS 0,63 0,15 |0,27 |0,63 0,08 |0,63 1,91 0,38 |0,57 0,08 | 0,56
fleum Ortalama | -4,00 307 |-1,80 |-400 |-593 |-400 |-551 1,90 |4,86 -593 | -7,52
SS 0,81 0,28 1,48 |0,81 3,17 120,81 | 2,30 0,67 |1,06 3,17 10,37

Kolon Ortalama | -3,58 6,61 |-148 |-358 |-0,55 |-3,58 |-0,80 5,16 19,27 |-0,55 |-2,56

SS 1,87 1,05 090 |1,87 0,03 |187 0,65 3,47 | 5,66 0,03 |1,70

Grup 1: Metformin hidrokloriir, Grup 2: Metformin hidrokloriir+Verapamil(V), Grup 3: Metformin hidrokloriir+Repaglinid (R), Grup 4: Metformin
hidrokloriir+Gliburid (G), Grup 5: Metformin hidrokloriir+Gliburid +Ketokonazol(K) Grup 6: Metformin hidrokloriir+Repaglinid +Ketokonazol(K)



Tablo 4.25. Diyabet gruplarinda hesaplanan net su akis degerleri (uL/dk/cm, n=6).

Grupl |Grup?2 Grup 3 Grup 4 Grup 5 Grup 6

V() V() [RE() |RM) [GH) |G(H)  |K() |KH) [ KE) | K()

Jejunum | Ortalama 2,96 8,90 |10,75 |2,96 -1,97 | 2,96 -1251 |-265 |-761 |-197 |6,92
SS 0,72 074 |092 |0,72 |088 |072 |246 069 (0,79 |088 |0,97

Ileum Ortalama 14,89 558 19,30 | 14,89 |1,39 14,89 | -9,10 0,86 -8,37 | 1,39 6,89
SS 2,75 0,80 |2,32 2,75 0,79 2,75 3,23 1,60 3,81 0,79 1,04

Kolon Ortalama 9,77 2,23 | 21,40 |9,77 1,25 9,77 -12,42 | 21,20 | 28,79 | 1,25 14,78
SS 1,99 092 [486 199 |206 |199 |5,08 194 423 |206 |5,19
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Grup 1: Metformin hidrokloriir, Grup 2: Metformin hidrokloriir+Verapamil(V), Grup 3: Metformin hidrokloriirtRepaglinid (R), Grup 4: Metformin

hidrokloriir+Gliburid (G), Grup 5: Metformin hidrokloriir+Gliburid +Ketokonazol(K) Grup 6: Metformin hidrokloriir+Repaglinid +Ketokonazol(K)
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4.4.7. Hiicre Kiiltiirii Calismalari

Merformin hidrokloriiriin permeabilitesi tlizerine PMAT inhibitorii olan
verapamilin etkisini incelemek amaciyla Caco-2 hiicre hatti kullanilarak yapilan
calismalar Bolim 3.2.3’de belirtildigi sekilde yapilmistir ve sonuglar Sekil 4.52°de

verilmistir.
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Metformin Metformin + Verapamil

Sekil 4.52. Verapamil varliginda ve yoklugunda metformin hidrokloriire ait Caco-
2’den gegis calismalar1 sonucunda elde edilen permeabilite katsayilar1 (ortalama+SH,

n=6).

Metformin hidrokloriiriin Caco-2 hiicrelerinden permeabilitesinin 4,14x10
cm/s bulunurken verapamil varliginda bu degerin 2,92x10° cm/s’ye diistiigii
gosterilmistir. Permeabilite degerleri arasindaki bu fark istatistiksel agidan 6nemli

bulunmustur (p<0,05).
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4.4.8. Metformin Hidrokloriiriin Insandaki Absorpsiyon Derecesinin

Kestirimi
Kontrol Grubuna Ait Absorpsiyon Derecesi

e Grup 1 (Metformin Hidrokloriir)

Herhangi bir inhibitér veya kombine kullanilan etkin maddelerin olmadigi
yalnizca metformin hidrokloriiriin jejunum, ileum ve kolondan perflizyonu sonucu
elde edilen metformin hidrokloriir ve metoprolol tartarat i¢in permeabilite degerleri
(Pesr) kullanilarak tahmin edilen insan absorpsiyon dereceleri (%fa) Tablo 4.26’da

Ozetlenmistir.

Tablo 4.26. Metformin hidrokloriir ve metoprolol tartarat i¢in tahmin edilen insan

absorpsiyon dereceleri (%fa) (Ortalama+SS; n=6).

fa(%0)
Bagirsak i
] Metformin Metoprolol Tartarat
Segmenti
Hidrokloriir

Jejunum 99,78+0,29 99,51+1,05
Tleum 99,99+0,01 97,65+2,72
Kolon 99,99+0,02 99,98+0,03

e Grup 2 (Metformin Hidrokloriir+Verapamil)

Verapamilin PMAT inhibitorii olarak kullanildigi perfiizyon caligmalarinda
metformin hidrokloriiriin jejunum, ileum ve kolondan perfiizyonu ile elde edilen
metformin hidrokloriir ve metoprolol tartarat icin permeabilite degerleri (Pes)
kullanilarak tahmin edilen insan absorpsiyon dereceleri (%fa) Tablo 4.27°de

Ozetlenmistir.
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Tablo 4.27. Verapamil yoklugunda ve varliginda metformin hidrokloriir ve

metoprolol tartarat i¢in tahmin edilen insan absorpsiyon dereceleri (%fa)

(Ortalama+SS; n=6).

fa(%0)
Bagirsak Metformin Hidrokloriir Metoprolol Tartarat
Segmenti Kontrol Verapamil Kontrol Verapamil
(+) (+)
Jejunum 97,72+4,79 | 99,24+1,76 | 97,03+4,19 | 98,72+2,45
Ileum 99,48+0,67 | 99,93+0,05 | 99,99+0,00 | 98,76+0,51
Kolon 99,03+1,84 | 92,27+£0,96 | 99,39+0,91 | 99,99+0,07

e Grup 3 (Metformin Hidrokloriir+Repaglinid)

Metformin hidrokloriir ve repaglinidin birlikte kullanildigi perflizyon
calismalarinda metformin hidrokloriiriin jejunum, ileum ve kolondan perfiizyonu ile
elde edilen metformin hidrokloriir ve metoprolol tartarat i¢in permeabilite degerleri
(Pefr) kullanilarak tahmin edilen insan absorpsiyon dereceleri (%fa) Tablo 4.28’de

Ozetlenmistir.

Tablo 4.28. Repaglinid varliginda metformin hidrokloriir ve metoprolol tartarat igin

tahmin edilen insan absorpsiyon dereceleri (%fa) (Ortalama+SS; n=6).

fa(%o)
Bagirsak Metformin Hidrokloriir Metoprolol Tartarat
Segmenti Kontrol Repaglinid Kontrol Repaglinid
(+) (+)
Jejunum 99,78+0,29 99,41+0,12 | 99,51+1,05 99,99+0,35
ileum 99,99+0,01 99,38+0,01 97.,65+2,72 99,42+1.85
Kolon 09,99+0,02 09,99+0,17 | 99,98+ 0,03 | 97,124+2,95
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e Grup 4 (Metformin Hidrokloriir+Gliburid)

Metformin hidrokloriir ve gliburidin birlikte kullanildigi  perfiizyon
calismalarinda metformin hidrokloriiriin jejunum, ileum ve kolondan perfiizyonu ile
elde edilen metformin hidrokloriir ve metoprolol tartarat i¢in permeabilite degerleri
(Pefr) kullanilarak tahmin edilen insan absorpsiyon dereceleri (%fa) Tablo 4.29’da

Ozetlenmistir.

Tablo 4.29. Gliburid varliginda metformin hidrokloriir ve metoprolol tartarat igin
tahmin edilen insan absorpsiyon dereceleri (%fa) (Ortalama+SS; n=6).

fa(%o)
Bagirsak
. Metformin Hidrokloriir Metoprolol Tartarat
Segmenti — E—
Kontrol Gliburid(+) Kontrol Gliburid(+)
Jejunum 99,7840,29 |99,99+0,92 |99,51+1,05 | 99,99+0,02
Ileum 99,994+0,01 |99,99+0,05 |97,65+2,72 |99,26+0,71
Kolon 99,99+0,02 | 99,28+0,84 | 99,98+0,03 | 99,82+0,35

e Grup 5 (Metformin Hidrokloriir+Gliburid +Ketokonazol)

Metformin hidrokloriir, gliburid ve ketokonazol (CYP3A4 inhibitdrii)’iin
birlikte kullanildig1 perfiizyon ¢aligmalarinda metformin hidrokloriiriin jejunum,
ileum ve kolondan perfiizyonu ile elde edilen metformin hidrokloriir ve metoprolol
tartarat i¢in elde edilen permeabilite degerleri (Pesr) kullanilarak tahmin edilen insan

absorpsiyon dereceleri (%fa) Tablo 4.30°da 6zetlenmistir.
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Tablo 4.30. Gliburid ve ketokonazol varliginda metformin hidrokloriir ve metoprolol

tartarat i¢in tahmin edilen insan absorpsiyon dereceleri (%fa) (Ortalama+SS; n=6).

fa(%)
Bagirsak Metformin Hidrokloriir Metoprolol Tartarat
Segmenti | Gliburid(+) | Gliburid(+) | Gliburid(+) | Gliburid(+)
Ketokonazol(+) Ketokonazol(+)
Jejunum | 99,94+0,05 91,44+9,70 97,24+2,22 93,1645,56
Tleum 98,90+1,55 99,99+0,06 99,21+0,51 98,61+0,95
Kolon 99,99+0,02 99,94+1,63 99,37+1,46 99,80+0,43

e Grup 6 (Metformin Hidrokloriir+Repaglinid +Ketokonazol)

Metformin hidrokloriir, repaglinid ve ketokonazol (CYP3A4 inhibitorii)’iin

birlikte kullanildig1 perfiizyon caligmalarinda metformin hidrokloriiriin jejunum,

ileum ve kolondan perfiizyonu ile elde edilen metformin hidrokloriir ve metoprolol

tartarat i¢in elde edilen permeabilite degerleri (Pesr) kullanilarak tahmin edilen insan

absorpsiyon dereceleri (%fa) Tablo 4.31°de 6zetlenmistir.

Tablo 4.31. Repaglinid ve ketokonazol varliginda metformin hidrokloriir ve

metoprolol tartarat i¢in tahmin edilen

(Ortalama+£SS; n=6).

insan absorpsiyon dereceleri

(%fa)

fa(%o)
Bagirsak Metformin Hidrokloriir Metoprolol Tartarat
Segmenti Repaglinid Repaglinid(+) Repaglinid Repaglinid(+)
(+) Ketokonazol(+) (+) Ketokonazol(+)
Jejunum 99,41+0,12 99,25+1,10 99,99+0,35 99,99+0,13
fleum 99,38+0,01 99.99+0,01 99,42+1,85 100,0040,01
Kolon 99,99+0,17 99,99+0,11 97,12+2,95 100,0040,01
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Diyabet Grubuna Ait Absorpsiyon Derecesi

e Grup 1 (Metformin Hidrokloriir)

Diyabet grubunda herhangi bir inhibitér veya kombine kullanilan etkin
maddelerin olmadig1 yalnizca metformin hidrokloriiriin jejunum, ileum ve kolondan
perflizyonu sonucu elde edilen metformin hidrokloriir ve metoprolol tartarat icin
permeabilite degerleri (Pesr) kullanilarak tahmin edilen insan absorpsiyon dereceleri
(%fa) Tablo 4.32’de 6zetlenmistir.

Tablo 4.32. Diyabet grubunda metformin hidrokloriir ve metoprolol tartarat i¢in

tahmin edilen insan absorpsiyon dereceleri (%fa) (Ortalama+SS; n=6).

fa(%o)
Bagirsak i
] Metformin Metoprolol Tartarat
Segmenti
Hidrokloriir

Jejunum 99,97+0,02 94,03+7,20
Tleum 99,54+0,84 98,84+3,51
Kolon 100,00+0,01 98,26+4,87

e Grup 2 (Metformin Hidrokleriir+Verapamil)

Diyabet grubunda verapamilin PMAT inhibitorii olarak kullamildig:
perflizyon calismalarinda metformin hidrokloriiriin jejunum, ileum ve kolondan
perflizyonu ile elde edilen metformin hidrokloriir ve metoprolol tartarat icin
permeabilite degerleri (Pesr) kullanilarak tahmin edilen insan absorpsiyon dereceleri
(%fa) Tablo 4.33de 6zetlenmistir.
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Tablo 4.33. Diyabet grubunda verapamil yoklugunda ve varliginda metformin

hidrokloriir ve metoprolol tartarat i¢cin tahmin edilen insan absorpsiyon dereceleri
(%fa) (Ortalama+SS; n=6).

fa(%o)
Bagirsak Metformin Hidrokloriir Metoprolol Tartarat
Segmenti Kontrol Verapamil Kontrol Verapamil
(+) (+)
Jejunum 97,40+3,62 | 34,90+4,84 |99,99+0,08 | 95,62+2,59
Ileum 99,99+0,18 | 94,66+4,18 |44,87+0,01 | 71,99+0,66
Kolon 100,00+0,01 | 99,99+0,02 | 99,93+0,07 | 95,24+7,44

e Grup 3 (Metformin Hidrokloriir+Repaglinid)

Diyabet grubunda metformin hidrokloriir ve repaglinidin birlikte kullanildig

perflizyon calismalarinda metformin hidrokloriiriin jejunum, ileum ve kolondan

perflizyonu ile elde edilen metformin hidrokloriir ve metoprolol tartarat igin

permeabilite degerleri (Pesr) kullanilarak tahmin edilen insan absorpsiyon dereceleri
(%fa) Tablo 4.34°de 6zetlenmistir.

Tablo 4.34. Diyabet grubunda repaglinid yoklugunda ve varliginda metformin

hidrokloriir ve metoprolol tartarat i¢cin tahmin edilen insan absorpsiyon dereceleri
(%fa) (Ortalama+SS; n=6).

fa(%)
Bagirsak Metformin Hidrokloriir Metoprolol Tartarat
Segmenti Kontrol Repaglinid Kontrol Repaglinid
(+) (+)
Jejunum 99,97+0,02 | 99,96+0,07 | 94,03+7,20 | 95,63+7,40
fleum 99,54+0,84 | 99,94+0,07 | 98,84+1,51 | 99,99+0,09
Kolon 100,00+0,01 | 99,99+0,01 | 98,26+4,87 | 99,95+0,12




152

e Grup 4 (Metformin Hidrokloriir+Gliburid)

Diyabet grubunda metformin hidrokloriir ve gliburidin birlikte kullanildig
perflizyon calismalarinda metformin hidrokloriiriin jejunum, ileum ve kolondan
perfiizyonu ile elde edilen metformin hidrokloriir ve metoprolol tartarat igin
permeabilite degerleri (Pesr) kullanilarak tahmin edilen insan absorpsiyon dereceleri
(%fa) Tablo 4.35’de dzetlenmistir.

Tablo 4.35. Diyabet grubunda gliburid varliginda metformin hidrokloriir ve

metoprolol tartarat (%fa)

(Ortalama+SS; n=6).

icin tahmin edilen insan absorpsiyon dereceleri

fa(%0)
Bagirsak
) Metformin Hidrokloriir Metoprolol Tartarat
Segmenti A E—
Kontrol Gliburid(+) Kontrol Gliburid (+)
Jejunum 99,97+0,02 | 99,99+3,23 | 94,03£7,20 | 99,99+0,08
Ileum 99,54+0,84 | 97,80+4,11 | 98,841,551 | 99,93+0,11
Kolon 100,00+0,01 | 100,00+0,01 | 98,26+4,87 | 100,00+0,01

e Grup 5 (Metformin Hidrokloriir+Gliburid +Ketokonazol)

Diyabet grubunda metformin hidrokloriir, gliburid ve ketokonazol (CYP3A4

inhibitorii)’tin -~ birlikte  kullanildigr  perfiizyon  ¢alismalarinda  metformin

hidrokloriiriin jejunum, ileum ve kolondan perfiizyonu ile elde edilen metformin
hidrokloriir ve metoprolol tartarat i¢in elde edilen permeabilite degerleri (Pes)
kullanilarak tahmin edilen insan absorpsiyon dereceleri (%fa) Tablo 4.36’da

Ozetlenmistir.
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Tablo 4.36. Diyabet grubunda gliburid ve ketokonazol varhiginda metformin
hidrokloriir ve metoprolol tartarat i¢cin tahmin edilen insan absorpsiyon dereceleri

(%fa) (Ortalama+SS; n=6).

fa(%)
Bagirsak Metformin Hidrokloriir Metoprolol Tartarat
Segmenti | Gliburid(+) | Gliburid(+) | Gliburid(+) | Gliburid(+)
Ketokonazol(+) Ketokonazol(+)

Jejunum | 92,98+12,12 48,68+0,01 98,85+1,61 99,22+1,56
Ileum 99,99+0,09 98,88+1,50 97,57£3,83 96,46+3,73
Kolon 99,99+0,05 99,97+0,04 98,90+2,42 99,99+0,01

e Grup 6 (Metformin Hidrokloriir+Repaglinid +Ketokonazol)

Diyabet grubunda metformin hidrokloriir, repaglinid ve ketokonazol
(CYP3A4 inhibitorii)’iin birlikte kullanildigi perfiizyon calismalarinda metformin
hidrokloriiriin jejunum, ileum ve kolondan perfiizyonu ile elde edilen metformin
hidrokloriir ve metoprolol tartarat i¢in elde edilen permeabilite degerleri (Pefr)
kullanilarak tahmin edilen insan absorpsiyon dereceleri (%fa) Tablo 4.37°de

Ozetlenmistir.

Tablo 4.37. Diyabet grubunda repaglinid ve ketokonazol varliginda metformin
hidrokloriir ve metoprolol tartarat icin tahmin edilen insan absorpsiyon dereceleri

(%fa) (Ortalama+SS; n=6).

fa(%)
Bagirsak Metformin Hidrokloriir Metoprolol Tartarat
Segmenti | Repaglinid(+) | Repaglinid(+) | Repaglinid(+) | Repaglinid(+)
Ketokonazol(+) Ketokonazol(+)
Jejunum | 99,96+0,07 99,08+0,91 95,63£7,40 64,35+£19,25
Ileum 99,94+0,07 95,53£3,04 99,99+0,09 92,6645,73
Kolon 99,99+0,01 99,90+0,19 99,95+0,12 99,24+1,48
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5. TARTISMA
5.1. Analitik Yontem Gelistirilmesi ve Validasyonu

Analitik yontem validasyonu, gelistirilen analiz yonteminin O6zelliklerinin
istenilen amaglara uygun oldugunu gostermek i¢in yapilan iglemler biitiinii olarak
tanimlanmaktadir. Analizi yapilacak olan bir maddenin biyolojik bir matriks (kan,
serum, idrar gibi) veya sentetik bir ¢oziicii icinde bulunmasina bagli olarak kullanilan
analiz yontemi; biyoanalitik ya da analitik yontem olarak siniflandirilir ve validasyon
calismalarindan elde edilen bulgular bu smiflandirmaya gore degerlendirilir. Bu
calismada bagirsak perfiizyonu ¢alismalarindan elde edilen tiim 6rnekler biyolojik
bilesenler iceren bir matriks (bagirsak perfiizyonu sonucu toplanan ornekler)
icerisinden tayin edildigi i¢in validasyon bulgular1 biyoanalitik yontem kabul
kriterlerine uygun olarak degerlendirilmistir. Biyoanalitik yontem validasyonunda
gerekli temel parametreler FDA tarafindan dogruluk, kesinlik, duyarlilik, 6zgiillik ve
dayaniklilik olarak belirtilmistir. FDA’in 2013 yilinda yayinladig1 biyoanalitik metod
validasyonu ile ilgili taslak rehberde kabul kriterleri i¢in gerekli olan varyasyon

katsayisi degerlerinin %20 den kii¢iik olmasi istenmektedir (146).

Metformin hidrokloriiriin bagirsaklardan absorpsiyonunu incelemek amaciyla
yapilan c¢alismalarda kullanilan model (metformin hidrokloriir) ve referans
(metoprolol tartarat, fenol kirmizist) maddelerin perfiizyon 6rneklerinden es zamanl
olarak tayini HPLC yontemi kullanilarak gerceklestirilmistir. Literatiirde metformin
hidrokloriir (152-156), metoprolol tartarat (157, 158) ve fenol kirmizisinin (158)
tek tek tayini amaciyla ¢alismalar bulunmakla birlikte bu {i¢ maddenin es zamanlh
tayini ic¢in higbir calisma bulunmamaktadir. Bu nedenle metformin hidrokloriir,
metoprolol tartarat ve fenol kirmizisinin bagirsak perfiizyonu calismalarindan elde
edilen numunelerden es zamanli olarak tayini amaciyla bir HPLC yontemi
gelistirilerek valide edilmistir. Bu amag¢ dogrultusunda yapilan 6zgiilliik, kesinlik
(glin i¢i ve glinler aras1 kesinlik, cihaz ve yontem kesinligi), dogrusallik, dogruluk ve
duyarlilik (LOD ve LLOQ) gibi validasyon c¢alismalarindan elde edilen bulgular

HPLC yonteminin giivenle kullanilabilecegini gostermistir. Ayrica tiim validasyon
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parametreleri istatistiksel olarak degerlendirilmis ve FDA’in kabul kriterlerlerine

uygun oldugu bulunmustur.

5.2. Sicanlarda Streptozotosin ve Nikotinamid Uygulamasi ile Diyabet

Gelistirilmesi

Diyabetik  hayvan modelleri insanlardaki semptomlar1 tam olarak
gostermemelerine ragmen diyabetin gelismesini, ilerlemesini ve patogenezini
aydinlatmaya ve antidiyabetik ilaglar1 tanimlayip karakterize etmeye yardimci olan
modellerdir. Hayvanlarda deneysel diyabet gelistirmek amaciyla kimyasal diyabet
(159), cerrahi diyabet (160), spontan diyabet (161), viral diyabet (162) ve
transgenik diyabet (163) gibi farkli yontemler kullanilmaktadir. Bu yontemler
arasinda en cok tercih edilen yontem kimyasal diyabettir. Diger yontemlerin kismi
veya total pankreatektomi gerektirmesi (cerrahi diyabet gibi; 164, 165), pahali olmasi
(transgenik diyabet gibi; 81), daha uzun siirede diyabet gelismesi (Spontan diyabet
gibi; 77), ve daha komplike olmasi (viral diyabet gibi; 165) nedenleriyle bu ¢alisma

kapsaminda tercih edilmemistir.

Bu ¢alismada kolay uygulanmasi, ucuz olmasi ve en fazla bir hafta gibi kisa
bir siirede diyabet gelistirilebilmesi gibi nedenlerle kimyasal diyabet yontemi
kullanilmistir. Hayvanlarda deneysel diyabet gelistirmek amaciyla uygulanan
kimyasal maddeler arasinda 6zellikle streptozotosin (25-80 mg/kg) ve alloksan (40-
80 mg/kg) yaygm olarak kullanilmaktadir (166). Alloksan ve streptozotosin
uygulanmasiyla instiline bagimli diyabet gelistirildigi bildirilmistir. Streptozotosinin
beta hiicreleri iizerine etkisinin alloksandan fazla olmasi nedeniyle bu calismada
diyabet gelistirmek amaciyla streprozotosin kullanilmasina karar verilmistir. Ancak
streptozotosin kullanilarak gelistirilen deneysel diyabetin tipi ile ilgili olarak
literatiirde celiskili sonuglar mevcuttur. Bazi ¢alismalarda streptozotosin kullanilarak
Tip 1 diyabet gelistirildigi belirtilirken baz1 ¢aligmalarda Tip 2 diyabet gelistirildigi
rapor edilmistir (82, 84, 85, 167). Literatiirde streptozotosinin pankreastaki beta
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hiicrelerindeki sitotoksik etkisini azaltmak amaciyla, uygun dozda niktotinamidin

streptozotosinle birlikte verildigi Tip 2 diyabet modeli de mevcuttur (86, 87).

Perfiizyon ¢alismalarima baslamadan once diyabet gelistirmek amaciyla
yapilan pilot ¢alismada si¢anlara hem streptozotosin (65 mg/kg) hem de nikotinamid
(110 mg/kg) + streptozotosin (65 mg/kg) uygulanmistir. Her iki grupta hayvanlarin
viicut agirligl ve kan glikoz diizeylerindeki degismeler incelemis ve sonuglar kontrol
grubuyla karsilastirilmistir. Kontrol grubunda yer alan sigcanlarin viicut agirliklarinda
artma gozlenirken, streptozotosin ve nikotinamid + streptozotosin uygulanan
siganlarin  viicut agirliklarinda azalma olmustur. Kan glikoz degerlerinin
streptozotosin ve nikotinamid+streptozotosin gruplarinda 250 mg/dL’nin {izerinde
olmasi her iki grupta da diyabet gelistigini gostermekte ancak gelisen diyabetin tipi
hakkinda higbir bilgi vermemektedir (87). Diyabetin tipini belirlemek amaciyla
calismaya dahil edilen hayvanlarin pankreaslar1 histopatolojik olarak incelenmistir.
Normal pankreas dokusundaki Langerhans adaciklarinin dagilimi bir pankreatik
lobiilde 7-8 tane olacak sekildedir (Bkz. Sekil 4.21a). Normal pankreas ile
karsilastirildiginda, streptozotosin grubunda bu saymnin olduk¢a azaldigi (0-1
adacik/lobiil; Bkz. Sekil 4.21b), nikotinamid +streptozotosin grubunda ise lobiil
basina 4-5 adacigin mevcut oldugu gozlenmistir (Bkz. Sekil 4.21¢). Bu sonuglar,
streptozotosin grubunda adaciklarin kayboldugunu ve Tip 1 diyabet gelistigini, buna
karsin nikotinamid+streptozotosin grubunda ise adaciklarin korundugunu ve Tip 2

diyabet gelistigini gostermektedir (168).

Langerhans adaciklarim1  olusturan ndroendokrin  hiicrelerin  detayl
incelenmesinde, normal adaciklara (Bkz. Sekil 4.21d) kiyasla streptozotosin
grubunda hiicre sayisinda azalma ve hiicre sitoplazmalarinda daralma (Bkz. Sekil
4.21e) nedeniyle adacik caplarinda azalma (Bkz. Sekil 21f) goriilmiistiir. Ozellikle
sitoplazmalar1 daralan hiicrelerde niikleol belirginligine ilave olarak c¢ekirdekte
hiperkromazi ve piknozis (Bkz. Sekil 4.21e) dikkati ¢ekmistir. Nikotinamid
grubunda ise hiicrelerde niikleol belirginligi izlenmekle birlikte hiicre
sitoplazmalarindaki daralmanin minimal oldugu ve dolayisiyla adacik hacminin

nispeten korundugu kaydedilmistir. Piknotik hiicreler goriilmekle birlikte bu
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hiicrelerin sayisi streptozotosin grubuna gore oldukga azdir (Bkz. Sekil 4.21g). Tiim
bu sonuglarda streptozotosin grubunda Tip 1, nikotinamid+streptozotosin grubunda
ise Tip 2 diyabet gelistigini desteklemektedir (169). Elde edilen bu bulgular 1s18inda
perfiizyon deneylerinde kullanilanacak hayvanlarda Tip 2 diyabet gelistirmek

amaciyla nikotinamid+streptozotosin kullanilmasina karar verilmistir.

Perflizyon deneylerinde kullanilan tiim sicanlarin kan glikoz degerleri tayin
edilmis ve bu deger 250 mg/dL’nin iizerinde bulunmustur. Perfiizyon deneyi
tamamlandiktan sonra pankreaslar histopatolojik olarak incelendiginde tiim gruplarda
Tip 2 diyabetin gelistigini gosteren patolojik degisiklikler (adacik sayisinda azalma,
adacik capinda azalma, piknozis, sitoplazmik daralma ve niikleol belirginligi)

gozlenmistir.
5.3. in situ Uclii Bagirsak Perfiizyonu Teknigi

Bir ilacin permeabilitesini tayin etmek amaciyla insanlarda farmakokinetik
calismalar (kiitle denge c¢alismalari, mutlak biyoyararlanim caligmalar1 gibi) ve
insanlarda in vivo bagirsak perflizyon ¢alismalari (uygun hayvan modelleri
kullanilarak in vivo veya in situ bagirsak perflizyon ¢aligmalari, insan ya da hayvan
bagirsak dokular1 ¢ikarilip kullanilarak in vitro permeasyon g¢alismalari, tek tabakali
epitel hiicre kiiltirlerinden in vitro permeasyon c¢aligmalari gibi) yapilmasi
onerilmektedir. Bu yontemler arasinda in situ bagirsak perfiizyonu yontemi noral
endokrin, lenfatik ve mezenterik kan dolagiminin korunmasi ve insanlarda yapilan in
vivo deneylere benzer sonuglar vermesi nedenleriyle siklikla kullanilmaktadir. Bizim

caligmamizda da bu yontem tercih edilmistir (170).

Intestinal perfiizyon teknigi, 1958 yilinda Schanker ve dig. tarafindan
onerilmis olup basitligi, ucuzlugu ve cerrahi teknigin kolayligindan dolay1 yaygin
olarak kullanilmistir (171). Bir ilacin bagirsaklardan absorpsiyon ve permeabilitesini
incelemek amaciyla perfiizyon ¢ozeltisinin tek gecisli  (single pass) veya
sirkiilasyonlu (recirculation) olarak gergeklestirildigi yontemler mevcuttur. Doluisio
ve dig. tarafindan tanimlanan ve perfiizyon ¢ozeltisinin sirkiile edildigi yontemde

(172) zamanim fonksiyonu olarak perfiizyon ¢ozeltisinden eksilen kisim odl¢iildiigi
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icin, absorpsiyonu diisiik olan maddelerle calisildiginda hatali sonuglar elde
edilebilmektedir (173). Bu nedenle ¢alismamizda Higuchi ve dig. tarafindan onerilen
ve bagirsak segmentinin perflizyon ¢ozeltisinin tek gecisli (single pass) olarak

perfiize edildigi yontem kullanilmistir (174).

Calismamizda model ilag olarak secilen metformin hidrokloriiriin saglikli ve
diyabetli sicanlarin bagirsaklarindan permeabilitesi ve absorpsiyonu iizerine Tip 2
diyabet tedavisinde kullanilan diger ilaglarin (gliburid, repaglinid), verapamilin
(PMAT inhibitorii) ve ketokonazoliin (CYP3A4 inhibitorii) etkisini incelemek
amactyla limenden kayip esasina dayanan ve ii¢ farkli bagirsak segmenti (jejunum,
ileum, kolon)’nin es zamanl olarak sirkiile edilmeden perfiize edildigi son yillarda
literatiirde de sik¢a gegen ve boliimiimiizde de daha 6nce basariyla uygulanan in situ
single pass perflizyon teknigi kullanilmistir (10, 134-136, 175-178). Bu yontemin
secilme nedenleri; cerrahi yontemin kolay olmasi, farkli bagirsak segmentlerinin es
zamanlt olarak perfiizyonunun gerceklestirilebilmesi, perfiize edilen her segmentin
kan, lenf ve sinir sistemlerinin biitinligiiniin korunmasi ve in vivo kosullara yakin
bir teknik olmasidir (179). Yontemin dezavantajlar ise; perflizyon ¢ozeltisi sirkiile
edilmedigi icin daha fazla miktarlarda ¢ozeltiye ihtiya¢ duyulmasi, cerrahi islem
esnasinda bagirsaklarin iyi temizlenememesi ve perflize edilen segmentlerden kan
sizintinin olmasina baglh olarak numunelerin liimen igerigi ile kontamine olmasidir
(170). Bu sakincalarin olugsmasini engellemek igin perfiizyon ¢o6zeltisi fazlasi
tizerinden hazirlanmigtir. Perfiize edilecek bagirsak segmentleri izole edildikten
hemen sonra serum fizyolojikle temiz oldugundan emin olana kadar yikanmustir.
Ayrica bagirsaklarin kaniilasyonu sirasinda gerekli onlem alinarak kan sizintisi
olusumu engellenmistir. Kontaminasyon olmasi durumunda ise Ornekler

kullanilmay1p deneyler tekrarlanmistir.

Perflizyon deneylerinde deney hayvani olarak boyutunun uygun olmasi,
ekonomik olmasi, kolay iiremesi ve literatirde de yaygin olarak kullanilmasi

nedenleriyle Sprague-Dawley cinsi erkek si¢anlar kullanilmistir (180).
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Perflizyon cozeltisi olarak kolay hazirlanan, kimyasal ve enzimatik olarak
dayanikli olan, biyoanalitik uygulamalarda siklikla kullanilan, suda ¢6ziinen, pKa’s1

sicakliktan etkilenmeyen MES tamponu segilmistir (132, 181).
5.4. Perfiizyon Deneyleri

Oral yolla verilen bir ilacin sistemik dolasima geg¢mesi ilacin dozaj seklinden
¢oziinme hiz1 (dissoliisyon) ve ¢6zlinmiis ilacin gastrointestinal kanal membranindan
gegme hizi (permeabilite) gibi iki temel etken tarafindan kontrol edilmektedir.
Coziniirliigii diisiik olan ilaglar icin ¢oziinme hizi, permeabilitesi diisiik olan ilaglar
icin membranlardan ge¢me hizi, bir ilacin sistemik dolagima gecisini smirlayan
basamak olarak kabul edilmektedir. Ilaglarin gastrointestinal kanaldan absorpsiyonu
bagirsak epitel hiicreleri icinden (transseliiler yol) veya hiicreleraras1 bosluklardan
(paraseliiler yol) pasif difiizyon, aktif transport, kolaylastirilmis difiizyon gibi ¢esitli
mekanizmalarla  gerceklesmektedir. Bu  ¢alismada  kullanilan  metformin
hidrokloriiriin gastrointestinal kanaldan sistemik dolasima gegisinde hiz kisitlayici
basamagin absorpsiyon basamagi oldugu, ve flip-flop farmakokinetik 6zellik
gosterdigi (eliminasyon hizi > absorpsiyon hizi) belirtilmistir (182). Ayrica, Caco-2
hiicreleri ile yapilan bir ¢alismada, metformin hidrokloriiriin paraseliiler yoldan pasif

diftizyonla absorplandigi gosterilmistir (183).

Gastrointestinal kanaldan ilag absorpsiyonu iizerine pek ¢ok etken (etkin
maddeye ait fizikokimyasal etkenler, dozaj sekline ait etkenler, fizyolojik etkenler
gibi) etki etmektedir. Ayrica hepatik, renal, kardiyovaskiiler fonksiyonlardaki
bozukluklar, ve bu organlarin fonksiyonlarinda bozulmaya yol acan diyabet gibi
hastaliklar da ilaglarin biyoyararlanimini 6nemli oranda etkileyebilmektedir. Diyabet,
zamanin ve metabolik bozulmanin fonksiyonu olarak 6zellikle bobrekler, karaciger
ve kalp gibi ¢esitli organlarda uzun siireli ciddi hasar ve fonksiyon bozuklugu
olugmaktadir. Bu nedenle diyabetli hastalarda sadece diyabetin degil diyabetin neden
oldugu diger organlarin fonksiyon bozukluklarinin tedavisi amaciyla ¢oklu ilag
uygulamasi yaygin olarak kullanilmaktadir. Diyabetin oral yoldan tedavisinde en ¢ok

tercih edilen ilag metformin hidrokloriirdiir (184). Ancak metforminin yetersiz
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olmast durumunda kombine ilag¢ tedavisi de (metformin+tsiilfoniliire,
metformin+tiazolidinedion,  metformin+meglitinid,  metformin+alfa-glukosidaz
inhibitorleri, siilfoniliiret+tiazolidinedion, siilfoniliire+alfa-glukosidaz inhibitorii gibi)
siklikla uygulanmaktadir. Kombine ilag tedavisi sirasinda ortaya cikabilecek olasi
etkilesmeler de (hem enzimatik hem de tasiyict protein diizeyinde) ilacin
biyoyararlanimi etkileyebilecektir. Bu calismada model ila¢ olarak biguanid grubu
oral antidiyabetik bir ilag olan metformin hidrokloriir seg¢ilmistir. Metformin
hidrokloriir BSS’ye gore Sinif 3 (yiiksek ¢oziiniirliikk ve diisiik permeabilite)’de yer
alan bir ilag olup hepatik metabolizasyona ugramaz ancak GI kanal, karaciger ve
bobreklerde yer alan gesitli tasiyici proteinlerin (OCT1 - OCT3, PMAT, MATEL ve
MATE2-K) susbtratidir (185, 186). Bu tasiyici proteinlerden PMAT (Plazma
membran monoamin tasiyicisi)’in gastrointestinal kanalda lokalize olmasi nedeniyle
metformin hidrokloriiriin  bagirsaklardan absorpsiyonunda rol oynayabilecegi
belirtilmistir (65). Bu nedenle PMAT’in metformin hidrokloriiriin saglikli ve
diyabetli sicanlarin bagirsaklarindan permeabilitesi ve absorsiyonu iizerine etkisini
incelemek amaciyla perflizyon deneyleri PMAT inhibitorii verapamil (187)
kullanilarak ~ incelenmistir. ~ Ayrica ~ PMAT’in =~ metformin  hidrokloriin

permeabilitesindeki rolii Caco-2 hiicreleri kullanilarak da tayin edilmistir.

Gliburid ve repaglinidin metformin hidrokloriirle kombine halde kullanilmas1
nedeniyle, bu iki ilacin metformin hidrokloriiriin bagirsaklardan permeabilitesi ve
absorpsiyonu iizerine etkileri hem saglikli hem de diyabetli sicanlarda arastirilmistir.
Gliburid ve repaglinid bagirsaklarda yiiksek oranda bulunan CYP3A4 enziminin
substratidir (188, 189). Bu ilaglarin gastrointestinal kanal duvarinda metabolizasyonu
sonucu olusabilecek metabolitlerin metformin hidrokloriiriin permeabilitesi ve
absorpsiyonu iizerine olas1 etkileri bir CYP3A4 inhibit6rii olan ketokonazol (190)

kullanilarak incelenmistir.

Tiim perflizyon c¢alismalarinda metformin hidrokloriiriin permeabilitesini
karsilastirmak amaciyla BSS’e gore Smif 1 (yliksek c¢oziiniirliik ve yiiksek

permeabilite)’de yer alan metoprolol tartarat referans madde olarak kullanilmistir.
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Bagirsaklardan ilag absorpsiyonunu etkileyen bir diger etken de intestinal su
akisidir (intestinal water flux, net water flux, NWF). Literatiirde bagirsaklardan
paraseliiler yolla tasinan kiigiik molekiillii referans maddelerin absorpsiyonlarinin net
su absorpsiyonuyla dogru orantili bir sekilde arttigi ve bu referans maddelerin
absorpsiyon derecesinin paraseliiler yolla absorbe edilen suyun akisina bagli oldugu
gosterilmistir  (191). Bagirsak perflizyonu ¢alismalarinda etkin  maddenin
permeabilitesinin dogru olarak tayin edilebilmesi igin olasi su absorpsiyonu veya
sekresyonu i¢in diizeltme yapilmasi gerekmektedir. Bagirsaklardaki su dengesini
incelemek amaciyla bagirsaklardan absorplanmayan referans maddeler (hemoglobin,
radyoaktif olarak isaretlenmis polietilen glikol, fenol kirmizis1 gibi) yaygin olarak
kullanilmaktadir (192-194). Bunlardan hemoglobinin biyolojik bir ajan olmasi ve
radyoaktif isaretli PEG’in giivenlik agisindan sorun yaratmasi nedeniyle bu referans
maddeler arastirmamizda tercih edilmemistir. Perfiizyon c¢alismalarimizda
bagirsaklardan net su akisinin tayin edilmesi amaciyla fenol kirmizis1 kullanilmistir
(195). Literatiirde referans madde olarak yaygin olarak kullanilan fenol kirmizisinin
kullanim araligi oldukg¢a genis olmakla birlikte (5-100 pg/mL) bizim ¢alismamizda
fenol kirmizis1 100 pg/mL konsantrasyonda (10, 135, 196) perflizyon ¢ozeltisine
eklenmis ve net su akis degerleri tayin edilmistir. Metformin hidrokloriir ve
metoprolol tartarat i¢in tayin edilen permeabilite degerleri fenol kirmizisi
kullanilarak tayin edilen net su akis degerlerine gore diizeltilmistir. Fenol
kirmizisinin  kararli duruma ulasma zamani (giris ve c¢ikis konsantrasyonlarmin
oraninin 1’e yakin olmasi) bagirsak segmentlerinde su dengesine ulasildiginin
gostergesi olarak almmistir. Boliimiizde daha Once yapilan bagirsak perfiizyonu
caligmalarinda fenol kirmizisinin kararli duruma ulasmas icin gegen siireler jejunum
icin 20 dk, ileum icin 15 dk ve kolon i¢in 30 dk olarak bulundugu i¢in bizim
caligmamizda da bu siire 30 dk olarak alinmistir (135). Bu ¢aligsmada tayin edilen net
su akis1 degerleri incelendiginde kontrol ve diyabet gruplarinda hem liimenden kana
absorpsiyon hem de kandan liimene dogru sekresyonu oldugu goriilmiistiir (Bkz.
Tablo 4.24 ve Tablo 4.25). Bu konuyla ilgili literatiir calismalar1 (137, 148)
incelendiginde hem negatif (limenden kana sivi gecisi; Or. metoprolol i¢in -8

puL/sa/cm) hem de pozitif (kandan liimene sivi gegisi; Or. propranolol igin 28
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uL/sa/cm ) NWF degerleri mevcuttur. Stabil su akisinin olmasi intestinal bariyer

fonksiyonunun korundugunun gostergesi olarak da alinmistir (143).

5.4.1. Metformin Hidrokloriir ve Metoprolol Tartaratin Permeabilitesini

incelemek Amaciyla Yapilan Calismalar

Metformin Hidrokloriir

Kontrol grubunda yapilan ¢aligmalarda farkli bagirsak segmentlerinden
tayin edilen permeabilite degerleri (jejunum: 5,59+3,09x10°cm/sn; ileum:
11,50+1,26x10° cm/sn, kolon: 7,86+2,69x107° cm/sn) metformin hidrokloriiriin
absorpsiyonunun en yiiksek oldugu segmentin ileum ve en diisiik oldugu segmentin
ise jejunum oldugunu gostermistir (Bkz. Tablo 4.12). Her bir segment i¢in tayin
edilen permeabilite degerleri karsilastirildiginda jejunum- ileum (p<0,05) arasindaki
farkin anlamli oldugu, jejunum-kolon (p>0,05) ve ileum-kolon (p>0,05) arasinda

anlamli bir fark olmadig1 bulunmustur.

Diyabet grubunda yapilan ¢aligmalarda ise farkli bagirsak segmentlerinden
tayin edilen permeabilite degerleri (jejunum: 10,09+0,37x10° cm/sn; ileum:
22,59+1,11x10°cm/sn, kolon: 50,21+0,19x10° cm/sn) metformin hidrokloriiriin
absorpsiyonunun en yiiksek oldugu segmentin kolon ve en diisiik oldugu segmentin ise
jejunum oldugunu gostermistir. Kontrol ve diyabet gruplart karsilastirildiginda
metformin hidrokloriiriin  jejunumdan permeabilitesi diyabetten etkilenmezken
(p>0,05), diyabette ileumdan ve kolondan permeabilitesi sirasiyla 1,96 (p<0,05) ve 6,4
kat artmigtir (p<0,05).

Literatiirde metformin hidrokloriiriin permeabilitesinin farklt yontemler
kullanilarak incelendigi ¢alismalar mevcuttur. Metformin hidrokloriir i¢in Caco-2
hiicre hatlar1 kullanilarak tayin edilen permeabilite degerleri 3,7x107" cm/sn ile
7,68x107° cm/sn arasinda degismektedir (183, 197-199). Everted gut sac ydntemi
(7,37x10"" cm/sn) ve Sartorius SM 16750 Absorpsiyon Simulatér aparati (6,13x10™

cm/sn) kullanilarak tayin edilen permeabilite degerleri Caco-2 hiicre hatlarindan
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tayin edilen permeabilite degerlerine olduk¢a benzer bulunmustur (200). Bizim
calismamizda metformin hidrokloriiriin  Caco-2 hiicrelerinden permeabilitesi
(4,14x10° cm/s) literatiirde verilen degerlere gore daha yiiksek bulunmustur. Bu
farkin kullanilan hiicre hattinin pasaj sayisina (pasaj sayisi: 18, 25-40, 95-115 gibi),
calisilan etkin madde konsantrasyonuna (0,05-10 mM, 80mCi/mmol, 0,5 uC; gibi) ve
deneysel kosullardaki farkliliklara bagli olabilecegi diisiiniilmektedir. Literatiirde
metformin hidrokloriiriin bagirsaklardan permeabilitesini inceleyen sadece bir
calisma mevcuttur. Bu ¢alismada metformin hidrokloriiriin (10, 50, 200 pg/mL)
siganlarin farkli bagirsak segmenlerinden (duodenum, jejunum, ileum) permeabilitesi
incelenmistir. Metformin hidrokloriirin 50 ug/mL konsantrasyonda permeabilitesi
ileumda 2,96+0,36x10™ cm/sn, duodenumda 4,51+1,08x10 cm/sn ve jejunumda
3,26+0,73x10™ cm/sn olarak bulunmustur. Metforminin hidrokloriiriin duodenumdan
permeabilitesi iki farkli konsantrasyonda (10 ve 200 pg/mL) incelendiginde diisiik
konsantrasyonlarda tayin edilen permeabilite degerleri hemen hemen aym
bulunurken (10 pg/mL icin 4,71+0,86 x 10® cm/sn; 50 pg/mL icin 4,51+1,08x107
cm/sn) yiksek konsantrasyonda (200 pg/mL) permeabilite daha diisik
(2,70£0,63x10°cm/sn)  bulunmustur (142). Bizim ¢alismamizda metformin
hidrokloriir (200 pg/mL) igin jejumum (5,59+3,09 x10°cm/sn) ve ilemundan
(11,50+1,26x10™° cm/sn) tayin edilen permeabilite degerleri literatiirdeki meveut
permeabilite degerlerine benzer bulunmustur. Ancak metforminin hidrokloriiriin
kolondan permeabilitesi ile ilgili literatiirde herhangi bir bilgi bulunmadig1 i¢in
karsilastirma yapilamamistir.  Ayrica, diyabet gelistirilmis siganlarda in situ
intestinal perfiizyon teknigi kullanilarak metformin hidrokloriiriin permeabilitesini

inceleyen herhangi bir ¢alisma literatiirde mevcut degildir.

Metoprolol Tartarat

Kontrol grubunda yapilan ¢alismalarda metoprolol tartaratin permeabilitesi
ileumdan (4,33+0,48x10° cm/s) kolona (10,50+3,15x10°cm/sn) dogru artis
gostermistir (Bkz. Tablo 4.12). Her bir segment icin tayin edilen permeabilite

degerleri karsilastirildiginda jejunumla kolon ve ileumla kolon arasindaki fark
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anlamli bulunurken (p<0,05) jejunumla ileum arasinda anlamli fark bulunamamistir
(p>0,05).

Diyabet grubunda yapilan g¢aligmalarda da kontrol grubuna benzer sekilde
metoprolol tartaratin  permeabilitesi ileumdan (2,33+0,54x10° cm/s) kolona
(12,70+0,92x10°cm/sn) dogru artis gdstermistir (Bkz. Tablo 4.21). Kontrol ve diyabet
gruplart karsilagtirildiginda metoprolol tartaratin her ii¢ segmentte de permeabiliteleri

diyabette anlamli derecede degismemistir (p>0,05).

Boliimiimiizde iki farkli perflizyon ortami (HBSS: Hank’s dengeli tuz
cozeltisi ve Golytely) kullanilarak gercgeklestirilen bagirsak perfiizyonu
calismalarinda metoprolol tartarat referans madde olarak kullanilmistir. Perfiizyon
ortami1 olarak HBSS kullanildiginda metoprolol tartaratin permeabilite degerleri
segmentler arasinda farklilik gosterirken (jejunum, ileum, kolon i¢in sirasiyla 1,37;
4,83; 3,27x10™ cm/sn), Golytely ¢ozeltisi kullanidiginda tiim segmentler icin hemen
hemen ayn1 permeabilite degerleri (jejunum, ileum, kolon igin sirasiyla 2,90; 2,71,
2,91x10° cm/sn) bulunmustur (135). Bu sonuglar perflizyon ¢ozeltisinin
permeabilite degerleri iizerine etkisi olabilecegini gostermektedir. Ayrica Kaynak ve
dig. tarafindan yapilan bir calismada, Golytely perfiizyon c¢ozeltisi kullanilarak
gerceklestirilen Tglii bagirsak perfiizyonu calismalarinda metoprolol tartaratin
permeabilite degerleri jejunumdan 3,19+0,18x10™ cm/sn, ileumdan 6,39+0,24x10”
cm/sn, ve kolondan 8,4340,52x10™ cm/sn olarak tespit edilmistir (137). Literatiirde
metoprolol tartarat i¢in verilen diger permeabilite degerleri incelendiginde,
PAMPA’dan tayin edilen permeabilite degerinin (1,53+0,05x10° cm/sn) oldukca
diisiik oldugu gozlenmistir (201). Caco-2 (4,0x10-5 cm/sn; 201) ve bagirsak
perfiizyonu ¢alismalarindan tayin edilen permeabilite degerleri (2,0x10° — 3,3x107
cm/sn; 143, 150, 202) ise benzer bulunmustur. Bizim ¢alismamizda farkli perfiizyon
ortami (MES tamponu) kullanilmasina ragmen tayin edilen permeabilite degerleri
jejunumdan kolona dogru artmis ve literatiirde verilen degerlere benzer bulunmustur
(137). Literatiirde, diyabette metoprolol tartaratin permeabilitesini inceleyen
herhangi bir calisma bulunmamakla birlikte bu ¢alismadan elde edilen sonuglar bu
maddenin permeabilitesinin diyabetten ©Onemli derecede etkilenmedigini isaret

etmektedir.
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Metoprolol tartarat BSS sistemine gore Simif 1 (yiiksek c¢oziiniirlik ve
yiiksek permeabilite)’de yer alan bir ila¢ olup (203) bir etkin maddenin permeabilite
smifini tayin etmek amaciyla referans madde olarak siklikla kullanilmaktadir (30,
204). Permeabilitesi metoprolol tartarattan daha diisiik olan ilaglarin disiik
permeabiliteye sahip oldugu kabul edilmektedir (150). Ayrica logP degeri
metoprololiin logP degerinden (1,72) daha diisiik olan maddelerin permeabilitesinin
diisiik oldugu kabul edilmektedir (205). Calismamizda, jejunum ve kolonda
metformin hidrokloriiriin  permeabilitesi metoprolol tartarattan daha diisiik
bulunurken ileumda yiiksek bulunmustur. Ilave olarak metformin hidrokloriiriin logP
degeri (-2,6) metoprololiin logP degerinden daha diisiiktiir (206). Tiim bu veriler

metforminin diisiik permeabiliteye sahip oldugunu gostermektedir.

5.4.2. Metformin Hidrokloriir ve Metoprolol Tartaratin Permeabilitesi
Uzerine Diyabet ilaclarmi ve Inhibitorlerin Etkisini Incelemek Amaciyla

Yapilan Calismalar
Verapamil Kullanilarak Yapilan Calismalar
Hiicre Kiiltiirii Calismalari:

Bir etkin maddenin gastrointestinal kanaldan permeabilitesini tayin etmek
amaciyla epitel hiicre tek tabakalar1 yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu amagla insan
kolorektal adenokarsinoma’dan elde edilen Caco-2 hiicreleri, uygun kosullarda ve
destekler iizerinde (0,4 p insertler gibi) biyiitildiigiinde polarize olarak saglikli
bagirsak epitel hiicrelerinin 6zelliklerini gostermeleri (enzim ve tasiyict protein
ekspresyonu, siki kavsaklarin olugsmasi gibi) sebebiyle intestinal permeabilitenin
tayininde en ¢ok tercih edilen hiicre hattidir (207-209). Bu ¢alismada metformin
hidrokloriiriin Caco-2 hiicrelerinden permeabilitesi hem tek basina hem de PMAT
inhibitdrii olan verapamil varliginda incelenmistir. Metformin hidrokloriiriin Caco-2
hiicrelerinden permeabilitesi (4,14x10™° cm/s) verapamil varliginda (2,92x107° cm/s)

onemli derecede azalmistir (p<0,05). Bu bulgu literatiir verileriyle uyumlu
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bulunmustur (65). Hiicre kiiltiirii ¢alismalarindan elde edilen sonuglar ile in situ
intestinal perflizyon deneylerinden elde edilen sonuglar karsilastirildiginda hem
kontrol grubunda (p>0,05) hem diyabet grubunda (p<0,05) verapamil eklendiginde
benzer sekilde permeabilitede azalma gorilmistir. Bu azalmalar metformin
hidrokloriiriin  intestinal  absorpsiyonunda PMAT’mm  bir roli  oldugunu

desteklemektedir.
Perfiizyon Calismalar:
Metformin Hidrokloriir:

Kontrol grubunda PMAT inhibitérii olarak kullanilan verapamilin
perflizyon ortamina ilave edilmesiyle metformin hidrokloriiriin perfiize edilen
bagirsak segmentlerinden permeabilitesinde Onemsiz derece azalmaya (jejunum:
verapamil bulunmayan ortamda Pes: 5,34+0,75x10° cm/s, verapamil bulunan
ortamda Pesr: 4,83+0,69x10 cm/s, p>0,05; kolon: verapamil bulunmayan ortamda
Perr: 2,99+0,12x10° cm/s, verapamil bulunan ortamda Pes: 1,8640,50x10° cm/s,
p>0,05) ya da artmaya (ileum: verapamil bulunmayan ortamda Pess: 4,16+0,00x10°
cm/s, verapamil bulunan ortamda Pesr:4,45+0,73x10™ cm/s, p>0,05) neden oldugu

gozlenmistir.

Diyabet grubunda perfiizyon ortaminda verapamil yokken metformin
hidrokloriiriin permeabilitesi jejunum ve ileum i¢in kontrol grubunda tayin edilen
degerlere oldukca benzerken (jejumum: 5,34ﬂ:0,75xlO'5 cm/s vs 5,96+0,35x107
cm/s; ileum: 4,16+0,00x10° cm/s vs. 4,02+0,13x10™ cm/s) kolondan permeabilite
Oonemli oranda artmistir (2,99ﬂ:0,12x10'5 cm/s vs. 20,50ﬂ:0,13X10'5 cm/s). Perflizyon
ortamma verapamil ilavesi metformin hidrokloriirin tiim segmentlerden
permeabilitesini 6nemli derecede azaltmistir (jejunum: verapamil bulunmayan
ortamda Pess: 5,96:+0,35x10™ cm/s, verapamil bulunan ortamda Pes: 0,21+0,66x10°
cm/s; p<0,05; ileum: verapamil bulunmayan ortamda Pes: 4,02+0,13 x 10 cm/s,
verapamil bulunan ortamda Pes: 2,31+0,30 x 10 cm/s, p<0,05; kolon: verapamil
bulunmayan ortamda Pes: 20,50+0,13x10° cm/s, verapamil bulunan ortamda Pes:
9,81+0,10x10™ cm/s, p<0,05). Verapamil ilavesi ile diyabet grubunda gdzlenen bu
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azalma tim segmentlerde PMAT ekspresyonunda olasi bir azalmaya ve verapamilin
kullanilan konsantrasyonda PMAT aktivitesini etkin bir sekilde inhibe etmesine

baglanabilir.
Metoprolol Tartarat:

Kontrol grubunda metoprolol tartaratin jejunum (verapamil bulunmayan
ortamda Pes: 3,64+0,18x 10™ cm/s, verapamil bulunan ortamda Pes: 4,09+0,82x107
cm/s), ileum (verapamil bulunmayan ortamda Pes: 4,29+0,6x10° cm/s, verapamil
bulunan ortamda Pes: 3,33+0,12 x10™ cm/s) ve kolondan permeabilitesi (verapamil
bulunmayan ortamda Pes: 8,55+0,01x10™ cm/s, verapamil bulunan ortamda Pes:

6,63+0.,21x10” cm/s) iizerine verapamilin etkisi énemli bulunmamustir (p>0,05).

Diyabet grubunda ise verapamil metoprolol tartaratin jejumundan
permeabilitesini 0nemli oranda azaltirken (verapamil bulunmayan ortamda Peg:
5,61:+0,17x10™ cm/s, verapamil bulunan ortamda Pesr: 2,10+0,23x10™ cm/s; p<0,05)
ileumdan permeabilitesini dnemli oranda attirmistir (verapamil bulunmayan ortamda
Peri: 0,39+0,03x10° cm/s, verapamil bulunan ortamda Pe: 0,92+0,21x10° cm/s;
p<0,05). Bununla birlikte kolondan permeabilitesi lizerine verapamilin etkisinin
onemli olmadigi bulunmustur (verapamil bulunmayan ortamda Pes: 7,73ﬂ:0,70X10'5

cm/s, verapamil bulunan ortamda Pesr: 10,20:£0,25x10 cm; p>0,05).

Wu ve Benet (96), BSS’de farkli siniflarda yer alan ilaglarin oral yoldan
absorpsiyonu {iizerine tastyict proteinlerin olasi etkilerini incelemislerdir. Sinif 1
(yliksek coziiniirlik ve yiiksek permeabilite)’de yer alan ilaglarin (6r. metoprolol
tartarat) ¢Oziintirliikklerinin yliksek olmasina bagli olarak gastrointestinal kanalda
eksorptif tastyicilart doygunluga ulastiracak kadar yiiksek oranda bulunacagindan
Smif 1’de yer alan ilaglarin absorpsiyonu iizerine tasiyicit proteinlerin etkisinin
minimal diizeyde olacagi varsayilmistir (96). Sinif 3 (yiiksek ¢oziiniirlik ve diisiik
permeabilite)’de yer alan ilaglar i¢in absorptif tasiyicilarin etkisinin daha baskin
olmast Ongoériilmektedir. Bu c¢alismada hem metformin hidrokloriir hem de
metoprolol tartarat icin verapamil yokken ve varken tayin edilen degerler bu

varsayimlari destekler niteliktedir.
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Gliburid Kullanmilarak Yapilan Calismalar
Metformin hidrokloriir

Kontrol grubunda perfiizyon ortamima gliburid eklendiginde metformin
hidrokloriiriin perfiize edilen tiim segmentlerden permeabilitesinde 6nemli derecede
bir degisme olmadigr goézlenmistir (jejunum: gliburid bulunmayan ortamda Pes:
5,59+3,09x10™ cm/s, gliburid bulunan ortamda Pes: 7,88+3,14x10™ cm/s; ileum:
gliburid bulunmayan ortamda Pes: 11,50+1,26x10° cm/s, gliburid bulunan ortamda
Pesr: 13,943,58 x 10™° cm/s; kolon: gliburid bulunmayan ortamda Pefs: 7,86+2,69X 107
cm/s, gliburid bulunan ortamda Peg: 6,62+2,94x10° cm/s).

Kontrol grubunda perfiizyon ortamina gliburidle birlikte CYP3A4 inhibitorii
ketokonazol eklendiginde metformin hidrokloriiriin  jejunum  (ketokonazol
bulunmayan ortamda Pes: 5,96+0,35 x10° cm/s, ketokonazol bulunan ortamda P
3,36:+0,51x10™ cm/s; p<0,05) ve kolondan permeabilitesi (ketokonazol bulunmayan
ortamda Pesr: 9,4140,44x10 cm/s, ketokonazol bulunan ortamda Pess: 3,13+0,36x10°
cm/s; p<0,05) anlamli derecede azalirken ileumdan permeabilitesi oldukga benzer
(ketokonazol bulunmayan ortamda Peg: 7,784+0,34x10° cm/s, ketokonazol bulunan
ortamda Pesr: 7,31£0,95x10° cm/s; p>0,05) bulunmustur.

Diyabet grubunda perfiizyon ortaminda gliburid yokken metformin
hidrokloriiriin tim segmentlerden permeabilitesi kontrol grubuna gore daha
yiiksektir. Perfiizyon ortamina gliburid ilave edildiginde metformin hidrokloriiriin
jejunumdan (gliburid bulunmayan ortamda Pe: 10,09+0,37x10° cm/s, gliburid
bulunan ortamda Pes: 8,47+1,99 x 10 cm/s; p>0,05) ve kolondan permeabilitesinde
(gliburid bulunmayan ortamda Pesr: 50,21+0,19 x 10 cm/s, gliburid bulunan ortamda
Pest: 60,80i0,66X10'5 cm/s; p>0,05) oOnemli bir fark gozlenmezken, ileumdan
permeabilitesi Onemli derece azalmistir (gliburid bulunmayan ortamda Pes:

22,59+1,11x10° cm/s; gliburid bulunan ortamda Pesr: 11,90+1,32x10° cm/s; p<0,05).

Diyabet grubunda perfiizyon c¢ozeltisine gliburidle birlikte ketokonazol

eklendiginde metformin hidrokloriiriin jejunumdan permeabilitesi anlamli derecede
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azalirken (ketokonazol bulunmayan ortamda Pes: 6,81+0,56 X 107 cm/s, ketokonazol
bulunan ortamda Pes:0,45+0,67x10°° cm/s; p<0,05), ileum (ketokonazol bulunmayan
ortamda Pes: 6,29 +0,10x10° cm/s, ketokonazol bulunan ortamda Pes: 8,07+0,10x
10° cmfs; p>0,05) ve kolondan (ketokonazol bulunmayan ortamda Pes:
29.41+0,11x10° cm/s, ketokonazol bulunan ortamda Pes: 21,20+0,16x10° cm/s;
p>0,05) permeabilitesinde gozlenen farklar 6nemsiz bulunmustur. Bunun birlikte
kontrol grubu ile karsilastirildiginda, metformin hidrokloriiriin jejunumdan ve
kolondan permeabilitesi gliburid ve ketokonazol varliginda diyabet grubunda anlamli
derecede farkli iken (p<0,05) ileumdan permeabilitesinin gliburid ve ketokonazol

tarafindan anlamli derecede etkilenmedigi gbzlenmistir.
Metoprolol tartarat

Kontrol grubunda perfiizyon ¢ozeltisine gliburid ilave edildiginde
metoprolol tartaratin jejunum (gliburid bulunmayan ortamda Pesr: 5,77+3,37x107
cm/s, gliburid bulunan ortamda Pes: 11,10+0,35x10™ cm/s; p<0,05) ve kolondan
permeabilitesi (gliburid bulunmayan ortamda Per: 10,50+3,15x10™ cm/s, gliburid
bulunan ortamda Pe: 4,16+1,6x10° cm/s; p<0,05) énemli oranda degisirken,
ileumdan permeabilitesi degismemistir (gliburid bulunmayan ortamda Pess: 4,33+0,48
x10™ cm/s, gliburid bulunan ortamda Pess: 4,89+0,34x10 cm/s; p>0,05).

Kontrol grubunda perfiizyon ortamina gliburidle birlikte CYP3A4 inhibitorii
ketokonazol eklendiginde metoprolol tartaratin jejunumdan permeabilitesi onemli
derecede azalirken (ketokonazol bulunmayan ortamda Pes: 4,7 1ﬂ:0,37x10'5 cm/s,
ketokonazol bulunan ortamda Pes: 1,83+0,39x107 cm/s; p<0,05), ileum (ketokonazol
bulunmayan ortamda Pes: 3,51+0,37 x10™ cm/s, ketokonazol bulunan ortamda Pess:
3,65+0,56x10™ cm/s; p>0,05) ve kolondan (ketokonazol bulunmayan ortamda Pes:
10,15+0,32x10° cm/s, ketokonazol bulunan ortamda Pes: 7,37+0,10x10° cm/s;

p>0,05) permeabilitesinde 6nemli derecede bir degisiklik gozlenmemistir.

Diyabet grubunda perfiizyon ¢ozeltisine gliburid ilave edildiginde
metoprolol tartaratin jejunum (gliburid bulunmayan ortamda Pes: 3,71+0,57x10°

cm/s, gliburid bulunan ortamda Pesr: 9,60+0,18x10° cm/s; p<0,05), ileum (gliburid
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bulunmayan ortamda Pes: 2,33+0,54x10° cm/s, gliburid bulunan ortamda Pes:
11,80+0,12x10° cm/s; p<0,05), ve kolondan (gliburid bulunmayan ortamda Pes:
12,70+0,92x10° cm/s, gliburid bulunan ortamda Pes: 30,70+0,42x10 cm/s: p<0,05)

permeabilitesi anlamli derecede artmuistir.

Diyabet grubunda perfiizyon ¢ozeltisine gliburidle birlikte ketokonazol ilave
edildiginde metoprolol tartaratin jejunumdan permeabilitesi 6nemli derecede
azalirken (ketokonazol bulunmayan ortamda Pess: 6,87ﬂ:0,87x10'5 cm/s, ketokonazol
bulunan ortamda Pesr: 1,70+0,14x10° cm/s; p<0,05) kolondan permeabilitesi énemli
derecede artmistir (ketokonazol bulunmayan ortamda Pess: 7,69ﬂ:0,84X10'5 cm/s,
ketokonazol bulunan ortamda Pes:  20,61+0,14x10° cm/s; p<0,05). Ancak
meteoprolol tartaratin ileumdan permeabilitesi {lizerine ketokonazoliin 6nemli bir
etkisinin olmadigr  bulunmustur (ketokonazol bulunmayan ortamda Pes:
5,10+0,64x10° cm/s, ketokonazol bulunan ortamda Pe: 4,90+0,78x10° cm/s;
p>0,05).

Repaglinid Kullanilarak Yapilan Cahsmalar
Metformin hidrokloriir

Kontrol grubunda perfiizyon ortamina repaglinid ilavesi metformin
hidrokloriiriin jejunum (repaglinid bulunmayan ortamda Per: 5,59+3,09x10° cm/s,
repaglinid bulunan ortamda Pes: 3,93+0,56x10° cm/s; p<0,05), ileum (repaglinid
bulunmayan ortamda Pe: 11,50+1,26x10™ cm/s, repaglinid bulunan ortamda Pes:
4,01+0,66x10™ cm/s; p<0,05) ve kolondan (repaglinid bulunmayan ortamda Pes:
7,86+2,69x10° cm/s, repaglinid bulunan ortamda Pesr: 5,09+0,80x107° cm/s; p=0,05)

permeabilitesinde anlamli derecede azalmaya neden olmustur.

Kontrol grubunda perfiizyon c¢ozeltisine repaglinidle birlikte ketokonazol
ilave edildiginde, metformin hidrokloriiriin jejunum (ketokonazol bulunmayan
ortamda Pesr: 3,93+0,56x10™° cm/s, ketokonazol bulunan ortamda Pes: 3,61+1,01x10°
cm/s; p>0,05), ileum (ketokonazol bulunmayan ortamda Pesr: 4,01+0,66x10™ cm/s,

ketokonazol bulunan ortamda Pes: 3,13+0,46x10° cm/s; p>0,05), ve kolondan
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(ketokonazol bulunmayan ortamda Pes: 5,09+0,80x10™ cm/s, ketokonazol bulunan
ortamda Pes: 5,36+0,87x10° cm/s; p>0,05) permeabilitesi iizerine CYP3A4

inhibitoriiniin 6nemli bir etkisinin olmadig1 bulunmustur.

Diyabet grubunda perflizyon ortamina repaglinid ilave edildiginde
metformin hidrokloriiriin  jejunumdan permeabilitesi (repaglinid bulunmayan
ortamda Pes: 10,09+0,37x107° cm/s, repaglinid bulunan ortamda Pesr: 6,31+0,37x107
cm/s; p>0,05) 6nemli derecede degismezken, ileum (repaglinid bulunmayan ortamda
Pes: 22,59+1,11x10° cm/s, repaglinid bulunan ortamda Pes: 11,50+0,68x10° cm/s;
p<0,05) ve kolondan (repaglinid bulunmayan ortamda Pes: 50,21+0,19x10™ cm/s,
repaglinid bulunan ortamda Pesr:12,10+0,76x10”° cm/s; p<0,05) permeabilitesi 5nemli

derecede azalmistir.

Diyabet grubunda perflizyon ortamina repaglinidle birlikte ketokonazol ilave
edildiginde metformin hidrokloriiriin jejunumdan (ketokonazol bulunmayan ortamda
Pesr: 6,31£0,37x10™ cm/s, ketokonazol bulunan ortamda Pesr: 13,15+0,20x10° cm/s;
p>0,05), ve kolondan (ketokonazol bulunmayan ortamda Pes;: 12,10+0,76x10™ cm/s,
ketokonazol bulunan ortamda Pesr: 9,86+1,10x10° cm/s; p>0,05) permeabilitesi
onemli derecede etkilenmezken, ileumdan permeabilitesi 6nemli derecede azalmistir
(ketokonazol bulunmayan ortamda Pes: 11,50+0,76x10° cm/s, ketokonazol bulunan
ortamda Pes: 2,63+0,43x10™ cm/s; p<0,05).

Metoprolol tartarat

Kontrol grubunda perfiizyon ¢o6zeltisine repaglinid ilavesi metoprolol
tartaratin jejunum (repaglinid bulunmayan ortamda P 5,77+3,37x10° cml/s,
repaglinid bulunan ortamda Pess: 4,50+0,22x10° cm/s; p<0,05), ileum (repaglinid
bulunmayan ortamda Pesr: 4,33+0,48x10™ cm/s, repaglinid bulunan ortamda Pes:
2,88+0,55x10™ cm/s; p<0,05) ve kolondan permeabilitesini 6nemli oranda azaltmistir
(repaglinid bulunmayan ortamda Pe: 10,50+3,15x10™ cm/s, repaglinid bulunan
ortamda Pesr: 2,07+0,09x10° cm/s; p<0,05).
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Kontrol grubunda perflizyon ¢ozeltisine repaglinidle birlikte ketokonazol
ilavesi metoprolol tartaratin jejunumdan (ketokonazol bulunmayan ortamda Pes:
4,50+0,22x10® cm/s, ketokonazol bulunan ortamda Pes: 5,66+0,37x10° cm/s;
p<0,05) ileumdan (ketokonazol bulunmayan ortamda Pes: 2,88+0,55x10™ cm/s;
ketokonazol bulunan ortamda Pesr: 9,87+0,58x10° cm/s; p<0,05) ve kolondan
permeabilitesini onemli derecede artirmistir (ketokonazol bulunmayan ortamda Peg:
2,07+0,09x10° cm/s, ketokonazol bulunan ortamda Pey: 19,60+0,11x10° cm/s;
p<0,05).

Diyabet grubunda perfiizyon ¢ozeltisine repaglinid ilave edildiginde
metoprolol tartaratin jejunumdan (repaglinid bulunmayan ortamda Pef: 3,71£0,57X
10 cm/s, repaglinid bulunan ortamda Pes: 3,59+0,53x10° cm/s; p>0,05) ve
kolondan permeabilitesinde (repaglinid bulunmayan ortamda Pes: 12,70+0,92x107
cm/s, repaglinid bulunan ortamda Pes: 19,88+0,21x10™ cm/s; p>0,05) gozlenen
degismeler onemli bulunmazken ileumdan permeabilitesi (repaglinid bulunmayan
ortamda Pesr: 2,33+0,54x10™° cm/s, repaglinid bulunan ortamda Pes: 9,79+0,99x107

cm/s; p<0,05) 6nemli oranda artmustir.

Diyabet grubunda perfiizyon ortamina repaglinidle birlikte ketokonazol ilave
edildiginde metoprolol tartaratin jejunumdan (ketokonazol bulunmayan ortamda Pes:
3,59+0,53x10° cm/s, ketokonazol bulunan ortamda Pes: 0,4120,01x107° cm/s;
p<0,05) ve ileumdan permeabilitesi anlamli derecede azalirken (ketokonazol
bulunmayan ortamda Pes: 9,79+0,99x10™ cm/s, ketokonazol bulunan ortamda Pes:
3,1010,42X10'5 cm/s; p<0,05) kolondan permeabilitesine gozlenen farklar Gnemsiz
bulunmustur (ketokonazol bulunmayan ortamda Pes: 19,88ﬂ:0,21X10'5 cm/s,
ketokonazol bulunan ortamda Pesr: 12,93+0,21x107° cm/s; p>0,05).

Literatiirde Tip 1 diyabette ilaglarin absorpsiyonunun degistigini belirten ¢ok
sayida ¢aligma bulunmakla birlikte Tip 2 diyabette bu konuyla ilgili ¢alisma sayisi
oldukga smirlidir. 1999 yilinda, Secondulfo ve dig. (210) Tip 2 diyabeti olan 18
hastada intestinal permeabiliteyi Cellobiose (kript’lerdeki siki kavsaklardan

gecer)/mannitol (vililerden geger) ¢it-seker testi (CE/MA) kullanarak incelemistir.


http://europepmc.org/abstract/med/16498329/?whatizit_url_Chemicals=http://www.ebi.ac.uk/chebi/searchId.do?chebiId=CHEBI%3A36217
http://europepmc.org/abstract/med/16498329/?whatizit_url_Chemicals=http://www.ebi.ac.uk/chebi/searchId.do?chebiId=CHEBI%3A29864
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Diyabetli hastalardan elde edilen sonuglar saghkli goniillillerden elde edilen
sonuglarla karsilastirildiginda arada fark olmadigi ve Tip 2 diyabette instetinal
permeabilitenin degigsmedigi belirtilmistir. Ancak, bu ¢alismada kullanilan testin
ince bagirsaklardan permeabiliteyi incelemek i¢cin uygun oldugu ve yas, cinsiyet
acisindan uyumlu bir kontrol grubu kullanilmadig1 i¢in sonuglarin kesin olamayacagi
bir bagka grup tarafindan ifade edilmistir (211). 2014 yilinda, Horton ve dig. (211)
Tip 2 diyabeti olan 20 erkek hastada oral yolla tek dozda (2-MBq) verilen krom
(51Cr)-EDTA’nin idrardan geri kazanimini tayin ederek intestinal permeabiliteyi
incelemistir. Elde edilen sonuglar yas, cinsiyet ve viicut kitle indeksi agisindan
uyumlu kontrol grubuyla karsilastirildiginda, Tip 2 diyabeti olan hastalarda intestinal
permeabilitenin 6nemli derecede arttig1 belirtilmistir. Arastiricilar, bu sonuglarin Tip
2 diyabette insanlarda intestinal permeabilitenin arttigin1 gosteren literatiirdeki ilk
bulgu oldugunu da ifade etmistir. Ayrica permeabilitedeki artisin enflamatuar
belirteglerin [C-reaktif protein (CRP), interlokin 6 (IL-6), ve tiimor nekroz faktorii
alfa (TNFa)] serum diizeyindeki artisla iliskili olduguda belirtilmistir.

Siganlarda cerrahi olarak izole edilen kolonik segmentler Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, ve Streptococcus viridans gibi bazi bakterilerle yeniden
kolonize edildiginde intestinal permeabilitenin arttig1, Lactobacillus brevi’nin ise
intestinal permeabiliteyi azalttigi gosterilmistir (212). Bu sonuglar bagirsak florast ile
intestinal ~ bariyer  arasindaki  etkilesmelerin  intestinal = permeabiliteyi
etkileyebilecegini gostermektedir. Hayvanlarda gelistirilen obesite ve Tip 2 diyabet
modellerinde siki kavsak proteinlerinin bozulmasimma bagli olarak intestinal
permeabilitenin arttig1, bunun sonucu bakteriyel endotoksinlerin yer degistirdigi ve
diisiik dereceli sistemik enflamasyona neden oldugu tespit edilmistir (213). intestinal
permeabilitedeki artisin siki kavsak proteinlerinin bozulmasi ve mikrobiotadaki
degisikliklerle ilgili oldugu varsayildiginda degisikliklerin daha ¢ok ince bagirsagin
alt kismi ve kalin bagirsakta olabilecegi ifade edilmistir (212).

Diyabette metformin hidrokloriir (ya da bir bagska maddenin) tek basina veya
kombine halde verildiginde intestinal permeabilitesini inceleyen bir ¢alisma
bilidigimiz kadariyla literatiirde mevcut degildir. Bu nedenle bu calismadan elde

edilen bulgular bir ilk niteligindedir. Bizim c¢alismamizda elde edilen sonuglar
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meformin hidrokloriiriin intestinal permeabilitesinin (jejumum hari¢) Tip 2 diyabette
kontol grubuna goére Onemli derecede arttigini gostermistir. Ayrica diyabette
intestinal permeabilitenin kolon > ileum > jejumum sirasina gore azalmasi
degisikliklerin daha ¢ok ince bagirsagin alt kismi ve kalin bagirsakta olabilecegi
tezini destekler niteliktedir. Ayrica PMAT inhibitorii verapamilin diyabette tiim
segmentlerden (jejunum, ileum ve kolon) permeabiliteyi 6nemli derecede azaltmasi
bu absorptif tasiyici proteinin metformin hidroloriiriin bagirsaklardan absorpsiyonu
tizerindeki roliinii acik¢a ortaya koymaktadir. Dolayisiyla metformin hidrokloriiriin
sadece verapamille degil baska PMAT inhibitorleriyle birlikte kullanilmasi bu etkin
maddenin intestinal permeabilite/absorpsiyon ve biyoyararlanimini 6nemli oranda
azaltabilecektir. Metformin hidrokloriir repaglinidle birlikte kullanildiginda ileum ve
kolondaki permeabilitesi diyabette dnemli derecede azalmistir. Saglikli goniilliilerde
yapilan bir calismada metformin hidrokloriiriin absorpsiyonunun tiim bagirsak
segmentlerinden gerceklestigi (verilen dozun %20’si duodenumdan, %60°1 jejunum
ve ileumdan absorplanmaktadir, kolona dozun %?20’si ulasmakla birlikte bu
segmentten absorplanmamaktadir) belirtilmistir (214) ancak diyabette bagirsak
segmentlerinden absorpsiyon konusunda literatiirde herhangi bir bilgi yoktur.
Diyabette, intestinal permeabilitedeki degisikliklerin daha ¢ok ince bagirsagin alt
kismi ve kalin bagirsakta olabilecegi (212) varsayildiginda, repaglinidle birlikte
verildiginde ileal ve kolonik permeabilitede gozlenen bu azalma metformin
hidrokloriiriin absorpsiyon ve biyoyararlanimi iizerinde etkili olabilecegini isaret
etmektedir.  Permeabilitedeki bu azalma metforminin  biyoyararlanimini
azaltabilecegi i¢in klinikte metformin ve repaglinidi kombine kullanan hastalarda
ayni etkinin goriilebilmesi i¢in metforminin dozunun artirllmasi gerekebilir.
Metformin hidrokloriir gliburid ile birlikte kullanildiginda ise sadece ileumdan
permeabilitesi diyabette dnemli derecede azalmistir. Yine benzer sekilde gliburidle
yapilan kombine tedavide metforminin biyoyararlanimi azalabilecegi i¢in klinikte
doz ayarlamasi gerekebilir. Calismamizda CYP3A4 inhibit6rii ketokonazol gliburid
veya repaglinidle birlikte kullanilarak metforminin permeabilitesi iizerine etkisi
arastirilmis olup, gliburidle birlikte kullanildiginda sadece jejunumda, repaglinidle

birlikte kullanildiginda ise sadece ileumda permeabilitede azalmaya neden oldugu
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bulunmustur. Diyabette farkli bagirsak segmentlerinden metformin hidrokloriiriin
absorpsiyon derecesi bilinmediginden ketokonazoliin gliburidle veya repaglinidle
birlikte kullanildiginda biyoyararlanimi ne oranda etkileyebilecegini 6ngdrmek
zordur. Bu maddeler kullanilarak gergeklestirilecek in vivo ¢alismalar bu konuya
aciklik getirecektir. Yapilan arastirmalarda diyabette kan ve plazma viskozitesinin
arttig1 (215), gastrik pH‘nin arttig1 (214), gastrik ve intestinal bosalmanin geciktigi
(216) ve peristaltik hareketlerin degistigi (217) tespit edilmistir. Bu degisikliklere
bagl olarak diyabette ilag biyoyararlanimimin da degismesi s6z konusudur. Ancak
ilaglarin biyoyararlanimi lizerine diyabetin etkisi inceleyen in vivo galismalarda bazi
ilaglarin biyoyararlanimi artarken (domperidon gibi), bazilarinin biyoyararlaniminin
azaldig1 (tolazamid, antipirin, aminoglikazid, benzilpenisilin gibi), bazilarinda ise
biyoyararlanimda degisme olmadigi (metoklopramit gibi) bulunmustur (218-222).

Genelleme yapmak zor oldugu i¢in durum her madde i¢in ayr1 ayr1 incelenmelidir.

5.5. Insan Absorpsiyon Derecesinin Kestirimi Cahismalari

Farkli tiirler arasinda farmakokinetik parametrelerin ekstrapolasyonu
amactyla farkli yontemler (alometri, fizyolojik farmakokinetik model gibi)
kullanilmaktadir. Fagerholm ve dig. 1996 yilinda siganlarda yapilan in situ perfiizyon
deneylerinden elde edilen permeabilite degerlerini kullanilarak bir takim denklemler
aracilig1 ile insan absorpsiyon derecelerinin kestirilebilecegini gostermislerdir (151).
Bizim ¢alismamizda da bu denklemler kullanilarak metformin i¢in tiim gruplarda her

bir bagirsak segmentinden insan absorpsiyon dereceleri kestirimi yapilmistir.

Fizyolojik pH’larda net pozitif yiikkiine ve Onemli derecede hidrofilik
ozelligine ragmen metforminin GI kanaldan absSorpsiyonunun yiiksek oldugu
belirtilmistir. Metforminin absorplanan fraksiyonu %65-80 civarinda olup verilen
dozun %20-35’1 fegesle atilmaktadir (223). Metformin hidrokloriirin oral
biyoyararlanimi ise %50-60 arasindadir (224). Bir ilacin 6lgiilen biyorararlanimi (F),
absorplanan fraksiyon (Fa), GI kanal duvarindaki metabolizasyondan kagan ilag

fraksiyonu (Fg) ve karacigerdeki metabolizasyondan kagan ila¢ fraksiyonunun (Fh)
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net sonucudur (F=Fa x Fg x Fh). Metforminin GI kanal duvarinda ve karacigerde
metabolize olmadigi (225) g6z oniinde bulunduruldugunda oral biyoyararlanimin
diisiik olmasi enterositlerde (226) ve karacigerde (227) birikmesine, verilen dozun
bir kisminin absorplanmadan fegesle atilmasina baglanabilir. Calismamizda
siganlardan tayin edilen intestinal permeabilite degerleri kullanilarak metformin
hidrokloriiriin insanlardaki absorpsiyon derecesi Kestirilmis ve bu degerler tiim
gruplarda %100’e yakin bulunmustur. Absorplanan fraksiyonun bu kadar yiiksek
olmasi1 tiirler arasinda intestinal permeabilitenin farkli olmasina, hesaplamada
kullanilan denklemlerin metformin hidrokloriir sonuglarina uygulanabilirliginde

sorun olmasina bagli olabilir.
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6. SONUCLAR
Bu calismadan elde edilen sonuglar agsagida siralanmistir:

1. Nikotinamid ve streptozotosin kullanilarak Tip 2 diyabet basariyla

gelistirilmistir.

2. Biyofarmasotik Siniflandirma Sistemine gore Sinif 1°de yer alan metoprolol
tartarat referans olarak kullanildiginda, metformin hidrokloriir permeabilitesi
kontrol grubunda jejunumda benzer, ileumda yiiksek ve kolonda diisiik
bulunmustur. Diyabet gelistirilmis hayvanlarda ise metformin hidrokloriiriin
permeabilitesi tiim bagirsak segmentlerinde metoprolol tartarattan daha

yiiksek bulunmugtur.

3. Metformin hidrokloriiriin bagirsaklardan permeabilitesi {lizerine diyabet
ilaglar1 (gliburid, repaglinid), PMAT inhibit6rii (verapamil) ve CYP3A4
inhibitorii (ketokonazol) etkisi hem kontrol hem de diyabet gelistirilmis
sicanlarda farkli bagirsak segmentlerinin es zamanli perfiizyonuna imkan

veren li¢lii bagirsak perflizyonu teknigi kullanilarak incelenmistir.

a. Metformin hidrokloriiriin intestinal permeabilitesinin (jejumum harig)
Tip 2 diyabette kontrol grubuna gore Onemli derecede arttigi,
diyabette intestinal permeabilitenin kolon > ileum > jejumum sirasina

gore azaldig1 bulunmustur.

b. PMAT inhibitorii verapamil diyabette tiim segmentlerden (jejunum,
ileum ve kolon) metformin hidrokloriiriin permeabilitesini 6nemli
derecede azalttigi bulunmustur. Verapamilin Caco-2 hiicrelerinden
metformin hidrokloriiriin permeabilitesini énemli derecede azalttig1

bulunmustur.

C. Metformin hidrokloriir repaglinidle birlikte kullanildiginda ileum ve
kolondaki permeabilitesinin diyabette Onemli derecede azaldigi

bulunmustur. Perflizyon c¢ozeltisine repaglinidle birlikte CYP3A4
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inhibitérii ketokonazol ilave edildiginde metformin hidrokloriiriin
ileumdan permeabilitesinde anlamli deredece azalmaya neden oldugu

bulunmustur.

. Metformin hidrokloriir gliburid ile birlikte kullanildiginda ileumdan

permeabilitesinin diyabette Onemli derecede azaldigi bulunmustur.
Perfiizyon ¢ozeltisine gliburidle birlikte CYP3A4 inhibitori
ketokonazol ilave edildiginde metformin hidrokloriiriin jejunumdan
permeabilitesinde anlamli derecede azalmaya neden oldugu

bulunmustur.

4. Sicanlarda yapilan in situ bagirsak perfiizyonu teknigi ile elde edilen

permeabilite degerleri kullanilarak insan absorpsiyon dereceleri kestirilmis,

ve bu degerler %100’e yakin bulunmusgtur.

Bu c¢alismadan elde edilen bulgular diyabette intestinal permeabilitenin

degistigini kanitlar niteliktedir (Tablo 5.1).

Tablo 5.1. Permeabilitede gozlenen degisimler

Kontrol (K) /Diyabet (D) | Jejunum | ileum | Kolon
Grup 2 K ﬂ ﬁ ﬂ
D g1 474
Grup 3 K ﬂ ﬂ ﬂ
D g1 471
Grup 4 K ﬂ ﬁ ﬂ
D b1 g 10
Grup 5 K ﬂ- ﬂ ﬂ-
° gl o 4
Grup 6 K ﬂ ﬂ ﬂ
D [ U

ﬂPermeabilitedeki azalmayi ifade eder ﬁPermeabilitedeki artis1 ifade eder
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Degisikligin kaynagini arastirmak amaciyla kontrol ve diyabet gelistirilmis
siganlarda model ilag uygulamadan once ve uygulandiktan sonra perflize edilen
bagirsak segmentleri histopatolojik olarak incelenerek siki kavsak yapisinda
degisiklik olup olmadig1 arastirilabilir. Ayrica diyabette permeabilitede gdzlenen
degisikliklerin  metformin  hidrokloriiriin ~ biyoyararlanimina ne  derecede
yansiyacagini incelemek amaciyla hem kontrol hem de diyabet gelistirilmis
siganlarda repaglinid, gliburid, verapamil ve ketokonazol kullanilarak in vivo ¢alisma
yapilabilir.  Ayrica Caco-2 hiicre hatlarindan metformin  hidrokloriiriin

permeabilitesine gliburid, repaglinid ve ketokonazoliin etkisi arastirilabilir.
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