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Forkortelser
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Ekstracelluleer konsentrasjon av ubundet legemiddel
Intracelluleer konsentrasjon av ubundet legemiddel
Cytokrom P450

Ekstensiv transporter (extensive transporter)
Biotilgjengelighet

Food and drug administration

High-density lipoprotein
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Mellomliggende transportgr (intermediate transporter)
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Low-density lipoprotein

Metabolsk hemmendekompleks (metabolic inhibitory complex)
Organisk aniontransporter

Organisk aniontransporterende polypeptid
Organisk kationtransportar

Fysiologibasert farmakokinetisk modell
Permeabilitetsglykoprotein

Darlig transportgr (poor transporter)

«Solute carrier



SNP Enkeltnukleotidpolymorfismer (singel nucleotid polymorphism)

TDI Tidsavhengig hemming (time-dependent inhibition)
uT Ultra-rask transporter (ultra-rapid transporter)
Vmax Den maksimale reaksjonshastigheten for enzymet
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Sammendrag

Problemstilling

Insidensen av hyperkolesterolemi hos nyretransplanterte pasienter er hgy og bruk av HMG-
CoA reduktasenemmere (statiner) er vanlig som tilleggsbehandling. Samtidig inntak av
atorvastatin og ciklosporin A (CsA), en kalsinevrinhemmer som i stor grad brukes av denne
pasientgruppen, farer til kraftig skning av systemisk atorvastatinkonsentrasjon. Interaksjonen
antas i hovedsak a vere konsekvensen av hemming av transportgren til atorvastatin i
hepatocytter ~ (OATP1B1), men ogsa hemming av  CYP3A-enzymer 0g
permeabilitetsglykoprotein (P-gp) i enterocytter og hepatocytter antas a veere involvert.
Hensikten med denne oppgaven var a studere den klinisk observerte interaksjonen ved bruk av
en fysiologibasert farmakokinetisk (PBPK) modell bygget opp av kjente parametre fra in vitro

0g in vivo studier, i simuleringsverktgyet Simcyp.
Metode

Interaksjon mellom CsA og atorvastatin ble studert etter bade enkelt og multiple doser av
atorvastatin, i virtuelle populasjoner av friske individer, samt i populasjoner med forskjellige
SLCO1B1-genotyper (ET og PT). Parameterne for oppbygging av atorvastatin-modellen i
Simcyp ble hentet fra litteraturen, mens CsA allerede var inkorporert som substrat i
programmet. Disse parameterverdiene ble brukt i oppbygging av modellen for CsA som
hemmer. Simuleringer ble utfart med preinkuberings Ki-verdi for CsA for OATP1B1 pa 0,014
UM og CYP3A4 pa 0,98 uM, som ble hentet fra en in vitro studie. Det ble ogsa simulert med
en kraftigere hemmer, der Ki for hemming av OATP1B1 ble redusert 10 ganger til 0,001 pM.
Grad av interaksjon ble fremstilt som ratio av arealet under plasma-konsentrasjons-tidskurven

med og uten hemmer (AUCR).
Resultater

AUCR for atorvastatin etter en enkelt dose og multiple doser av CsA var henholdsvis 3,3 og
3,4 da parametere fra en in vitro studie ble brukt. Disse verdiene var henholdsvis 7,6 og 9,7 da
Ki for CsA ble redusert til 0,001 uM. | populasjoner av individer med forskjellige SLCO1B1-
genotyper (ET- og PT) var AUCR for atorvastatin 3,4 og 2,9 henholdsvis etter en enkel dose
atorvastatin, mens den var 7,9 og 5,2 henholdsvis da modellen med en kraftigere hemmer ble
brukt.
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Diskusjon og konklusjon

@kning i plasmakonsentrasjon av atorvastatin i en populasjon av friske individer etter samtidig
administrering med CsA pa 3,3 (3,4) var lavere enn det som har blitt rapportert i kliniske
studier. Slik underpredikering kan blant annet forklares med at Simcyp ikke forelgpig kan
simulere tidsavhengig hemming av OATP1B1, som finner sted i in vitro-studier. En kraftig
hemmer som har slatt ut OATP1B1 gav 7,6 (9,7) ganger gkning i AUC for atorvastatin, som
var i samsvar med kliniske observasjoner. | populasjoner med ET- og PT-genotyper ble det
sterkere interaksjon i de med ET-genotype, selv. om AUC for atorvastatin var heyere i
populasjonen med PT-genotype.

Resultatene indikerer at hemming av OATP1B1 trolig er den viktigste mekanismen i
interaksjonen mellom atorvastatin og CsA, og resultater fra simuleringene statter hypotesen om
at en tidsavhengig hemming av OATP1B1 finner sted in vivo. Videre ber individualisering av
behandling med atorvastatin med og uten CsA vurderes i populasjoner med forskjellige
SLCO1B1-genotyper.
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Abstract

Introduction

Because of high incidence of hypercholesterolemia in renal transplant patients, the use of HMG-
CoA reductase inhibitors (statins) is common as an additional treatment. Atorvastatin, taken
together with CsA, which is a calcineurin inhibitor widely used in treatment of renal transplant
recipients, leads to a considerable increase in systemic atorvastatin concentration. It is assumed
that interaction occurs essentially as a consequence of inhibition of a transporter for atorvastatin
in hepatocytes (OATP1B1), and inhibition of CYP3A enzymes and P-glycoprotein (P-gp) in
enterocytes and hepatocytes. The purpose of this thesis was to study the clinically observed
interaction between atorvastatin and CsA, using Simcyp physiologically based pharmacokinetic

(PBPK) modelling, built up by known parameters from in vitro and in vivo studies.
Method

The interaction between atorvastatin and CsA have been studied after single and multiple doses
of atorvastatin in populations of helthy individuals, as well as in populations with different
SLCO1B1-genotypes. The atorvastatin model was built up using parameters from the literature,
while CsA was already incorporated in the program as a substrate and those parameters were
used for developing a model of CsA as an inhibitor. Simulations were performed with
preincubations Ki-values for CsA which were 0.014 pM for OATP1B1, and 0.98 uM for
CYP3A4 as in an in vitro study. It has also been simulated with a stronger inhibitor with K; for
OATP1B1 reduced 10 times to 0.001 uM. The extent of interactions were presented as the ratio
of the area under the plasma concentration time curves with and without inhibitor present
(AUCRs).

Results

AUCR after one single dose hand multiple doses of atorvastatin were 3.3 and 3.4 respectively,
when in vitro paramerers have been used. These values were 7.6 and 9.7 respectively with 10
times reduced K; for CsA. Atorvastatin AUCRs in populations with different SLCO1B1-

genotypes (ET and PT) were 3.4 and 2.9 respectively, after one single dose of atorvastatin,

while the ratios were 7.9 and 5.2 respectively when a stronger inhibitor was used.
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Discussion and conclusion

Increased atorvastatin plasma concentration in SimCyp's healthy population of 3.3 (3.4) times,
with simultaneous administration of CsA, was lower than reported in clinical studies. Simcyp
cannot currently simulate time dependent inhibition, which is probably the main reason for this
underprediction. Simulation with a model of a stronger inhibitor showed 7.6 (9.7) times increase
of atorvastatin AUC, which is in accordance with clinical observations. The interaction was
manifested as stronger in populations with extensive transporters of OATP1B1 than in the
populations with poor transporters, although AUC for atorvastatin was higher in the population
with PT-genotype.

These results show that inhibition of OATP1B1 probably is the most important mechanism of
the interaction between atorvastatin and CsA, and the results of the simulations support that an
time-dependent inhibition takes place in vivo. Furthermore, individualised treatment with
atorvastatin with or without CsA should be considered in populations with different SLCO1B1-

genotypes.
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1. Innledning

1.1 Farmakokinetikk

Farmakodynamikk er den delen av farmakologien som beskriver hva legemidlet gjgr med
kroppen, mens farmakokinetikk omhandler hvordan kroppen pavirker legemiddeleffekt.
Farmakokinetikk omfatter absorpsjon av legemidler, distribusjon mellom ulike vev og

kroppsvaesker, metabolisme og eliminasjon fra kroppen (ADME) [1].

Alle farmakokinetiske prosesser inkluderer transport av legemidler gjennom biologiske
membraner, som for eksempel epitelceller i tarm, endotelceller i kapillerer, osv [1, 2].
Transport gjennom cellemembraner kan vare passiv (diffusjon) eller aktiv. Passiv diffusjon er
en prosess hvor stoffer beveger seg fra et omrade med hgyere konsentrasjon til et omrade hvor
konsentrasjonen av stoffet er lavere, det vil si med konsentrasjonsgradienten. Passiv diffusjon
krever ikke bruk av energi. Aktiv transport skjer mot konsentrasjonsgradienten ved hjelp av
transportproteiner i cellemembranen. Denne prosessen krever energi fra adenosintrifosfat

(ATP) og er karakteristisk for store vannlgselige molekyler og ioner [2].

Etter oral administrering, absorberes de fleste legemidlene gjennom tynntarmveggen pa grunn
av tynntarmens gode vaskularisering, motilitet og rundt 200 m? store overflate. De fleste
legemidlene diffunderer gjennom lipidlag i membraner av tynntarmens epitelceller, og
legemidlets lipidopplaselighet er avgjgrende for absorpsjon. Minimal vannopplgselighet av
legemidler er ogsa viktig, slik at virkestoff kan lgses opp i tynt lag av slim som dekker

epitelceller i tynntarm [2].

Far de nar systemisk sirkulasjon, overfgres legemidler absorbert i tynntarm til portaren, en vene
som samler blod fra mage-tarm-kanalen, og fares videre til lever. Bade lever og tynntarm
inneholder enzymer som metaboliserer legemidler, noe som resulterer i nedsatt
biotilgjengelighet (F), som er den andelen av legemiddeldosen som nar det systemiske
kretslgpet. Denne effekten av presystemisk metabolisme er ogsa kjent som «first-pass effect».
Legemidler distribueres videre via blod og lymfe. | blodet kan legemidler veere reversibelt
bundet til proteiner (albumin, alfai-surt glykoprotein), blodceller (erytrocytter) og
cellemembraner (lipoproteiner), eller de kan veere i ubundet form. Farmakologisk effekt av et
legemiddel, samt bivirkninger og eventuelle toksiske effekter, gker ved gkning av ubundet
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fraksjon av legemidlet, siden fri fraksjon er den som er ansvarlig for legemidlets effekter i

kroppen [1].

1.1.1 Legemiddelmetabolisme

Legemiddelmetabolisme er en sammensatt prosess hvor legemidler blir omdannet til derivater
som enklere kan skilles ut fra kroppen [3], hovedsakelig via nyrene. Leveren er hovedorgan for
metabolske reaksjoner pa grunn av hgyest innhold av enzymer som katalyserer metabolisme av
bade endogene kjemiske stoffer (for eksempel kolesterol, steroidhormoner, fettsyrer og
proteiner) og xenobiotika (substanser som er fremmede for kroppen) [4]. For mange legemidler

administrert oralt skjer likevel de farste metabolske reaksjonene i tynntarmens epitelceller [4].

Legemiddelmetabolisme deles vanligvis inn i to grupper av biokjemiske reaksjoner, sakalt fase
I- og fase ll-reaksjoner. Fase I-reaksjoner omfatter oksidasjon, reduksjon eller hydrolyse, og
enzymer som katalyserer disse reaksjonene introduserer funksjonelle grupper, for eksempel
OH-, COOH-, SH-, O-, eller NH2- grupper, som videre resulterer i et modifisert legemiddel [4].
Den funksjonelle fasen av legemiddelmetabolisme farer hovedsakelig til inaktivering av det
aktive legemidlet, men kan ogsa lede enten til dannelse av mer aktive derivater som er
ansvarlige for farmakologiske effekter eller toksiske effekter av legemidler [5]. Fase II-
reaksjoner omfatter konjugasjon av legemidler eller metabolitter med polare grupper som for
eksempel sulfat, glutation eller glukuronsyre [4]. Slike reaksjoner gker vannlgseligheten av

transformert legemiddel og dermed utskillelsen fra kroppen [4].

1.2 Cytokrom P450 (CYP) systemet

Cytokrom P450 (CYP)-systemet er det viktigste enzymsystemet som er involvert i metabolisme
av legemidler hos mennesker. CYP-enzymer er ansvarlige for 75-80% av fase I-reaksjoner og
omtrent 65-70% av eliminasjonen av vanlige legemidler [6]. Det humane genom inneholder 57
aktive CYP-gener, delt i 18 familier [6]. Enzymer som har over 40% likhet i
aminosyresekvensen klassifiseres i ulike familier og merkes med et arabisk tall, for eksempel
CYP1 [7]. Familier deles videre i subfamilier av enzymer, og de som har over 55% likhet i
aminosyrefrekvens, merkes med en stor bokstav, eksempelvis CYP1A; individuelle enzymer
(isoenzymer) innen subfamilier merkes igjen med et arabisk tall, slik som CYP1Al og CYP1A2
[7]. Mens enzymer fra CYP1, CYP2 og CYP3 familiene katalyserer oksidative reaksjoner av

eksogene stoffer, slik som legemidler, er enzymer fra andre familier involvert i metabolisme av
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endogene substanser, som for eksempel fettsyrer, steroidhormoner eller prostaglandiner [8].
Isoenzymene CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP3A4 og CYP3A5 betraktes som

de viktigste enzymene i metabolismen av legemidler [9].

1.2.1 CYP3A-subfamilien

Subfamilien CYP3A bestar av tre isoenzymer CYP3A4, CYP3A5 og CYP3A7 og er involvert
i metabolismen av mange strukturelt forskjellige xeno- og endobiotika [10]. Noen studier har
ogsa vist at det finnes et fjerde isoenzym fra denne subfamilien, CYP3A43, som i likhet med
CYP3AY ikke har betydelig rolle i legemiddelmetabolisme [11]. Selv om disse isoenzymene
viser stor likhet i aminosyresekvensen, minst 85%, er det ulikt utrykk av dem hos mennesker
[12].

CYP3A4 er mest utbredt av alle CYP-enzymer bade i lever og tarm og er sannsynligvis
involvert i metabolsk oksidasjon av omtrent halvparten av alle legemidler [13]. En studie som
har undersgkt utrykk av forskjellige CYP-enzymer i 60 humane levere har vist at CYP3A4
omfattet mellom 29% og 60% av den totale mengden CYP-enzymer [10]. Nivaet av CYP3A4
vil vere indusert eller gkt ved eksponering for ulike legemidler, som for eksempel
deksametason, karbamazepin eller rimfapicin [10]. P& den andre siden kan mengden CYP3A4
veere redusert som konsekvens av mekanisme-basert (MB) hemming. Et typisk eksempel er
grapefruktjuice som forarsaker sterk nedregulering av CYP3A4 i tarmens enterocytter hvor
komponenter fra grapefruktjuice farer til intracelluleer nedbryting av enzymet [10].

Bidrag av CYP3AGS i den totale metabolismen av CYP3A-substrater i leveren in vivo er ikke sa
godt beskrevet [14]. CYP3A5, sammenlignet med CYP3AA4, viser lignende substratspesifisitet
men det finnes noen unntak [15]. Kuehl et al. har vist at CYP3AS5 er et polymorft enzym, som
er utrykt i starre grad i leveren hos afroamerikanere (60%) enn hos kaukasiere (33%) [16]. Dette
kan forklares med at mennesker som har minst en CYP3A5*1-allel utrykker betydelige
mengder av enzymet, men at enkelt nukleotidpolymorfisme (SNP) i gener (CYP3A5*3 og
CYP3A5*6) farer til alternativ skjeting og proteintrunkering som resulterer i mangel av
enzymet hos andre mennesker [16]. Dette forarsaker individuelle forskjeller i metabolisme og
effekt av legemidler. Differensiering av enzym-funksjonen i forhold til genotype som beskrevet
for CYP3AGS ble i de siste darene ogsa vist for CYP3A4. CYP3A4*1B er assosiert til endret
CYP3A4-aktivitet uten at betydning av polymorfisme er helt avklart, mens CYP3A4*22 er
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knyttet til redusert utrykk av CYP3A4 og redusert enzymaktivitet [17]. Interindividuell
variasjon av CYP3A4-aktivitet kan ogsa veere forarsaket av andre, ikke genetiske faktorer [9]

1.2.2 Enzymkinetikk for CYP-enzymer

Enzymkinetikk er den delen av enzymologien som undersgker hvordan forskjellige faktorer
som enzymkonsentrasjon, ligandkonsentrasjon (substrat, produkt, hemmer eller aktivator), pH,
ionestyrke og temperatur pavirker hastigheten av enzymkatalyserte reaksjoner. En slik analyse
kan lede til en modell av den enzymkatalyserte reaksjonen og videre til utforming av kinetiske
ligninger som forteller hvordan ligander interagerer med hverandre og pavirker

reaksjonshastigheten. Med en ligning pa plass kan en modell bli testet eksperimentelt [18].

Michaelis-Menten modellen kan som oftest brukes for & beskrive kinetikken til CYP-enzymer,

i henhold til falgende ligning:

Vi * S

max

v =
K, +8S
hvor v er hastigheten av den enzymkatalyserte reaksjonen, S er substratkonsentrasjon, Vmax €r
den maksimale hastigheten for metabolismen og Km er substratkonsentrasjonen som gir
halvparten av den maksimale reaksjonshastigheten [19]. Km ( Michaelis-Menten-konstanten) er
et mal for substratets affinitet til enzymet — lav verdi av Kn, viser til stor affinitet til enzymet
[1]. Michaelis-Menten kinetikk kalles ogsa for hyperbolsk kinetikk (Figur 1-1) og viser hvordan
substratkonsentrasjon pavirker hastigheten av en enzymkatalysert reaksjon: hastigheten pa
produktdannelse viser rask gkning ved lave substratkonsentrasjoner til et punkt hvor, ved
hgyere substratkonsentrasjoner, enzymene blir mettet og reaksjonen nar maksimal hastighet

[20]. Videre gkning av substratkonsentrasjon pavirker ikke reaksjonshastigheten betydelig.

o

Siden intrinsisk metabolsk clearance Clint (organenes evne til a metabolisere ubundet
legemiddel uten begrensninger som blodstrgm og proteinbinding [21]) er definert som v/S, kan
den ved bruk av Michaelis-Mentens modellen estimeres som Clint = Vmax/Km ved lave
substratkonsentrasjoner (S<<Kp), som ved terapeutiske konsentrasjoner. In vitro clearance av

legemidler kan videre brukes for a estimere in vivo clearance [22].
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Figur 1-1. Michaelis-Menten hastighetskurve [20].

Selv om Michaelis-Menten modellen, med enkeltenzymets aktive sete for substratbinding og
kompetitiv interaksjon mellom substrater, kan anvendes for beskrivelse av kinetikken av mange
enzymer, finnes det ogsa fenomener av atypisk kinetikk, serlig karakteristisk for CYP3A4, som
indikerer at substrater kan bindes til flere seter pa enzymet. To eller flere molekyler av samme
(homotropi) eller forskjellige substrater (heterotropi) kan bindes samtidig til CYP3A4-
enzymets store aktive sete, og dette kan resultere i atypiske effekter [23]. Aktivering,
autoaktivering, partiell hemming og substrathemming er forskjellige kategorier av denne typen
kinetikk [24].

1.3 Legemiddeltransportarer

Legemiddeltransportegrer er ogsa viktige faktorer som pavirker sikkerhet og effekt av mange
legemidler. Dette er proteiner lokalisert i membraner av celler i forskjellige organer slik som
tarm, lever og nyrer, som har viktig funksjon i absorpsjon og eliminasjon av legemidler, og
ogsa i placentabarrieren og blod-hjernebarrieren. Mens deres funksjon i disse barrierene er a
begrense at potensielt toksiske stoffer skader vevet, er transportarer uttrykt i tarmen, leveren og
nyrene sarlig viktige i forhold til biotilgjengelighet av legemidler og i forhold til muligheten
for legemiddelinteraksjoner (DDI) [25].

To superfamilier av legemiddeltransportgrer med Kklinisk interesse 1 forbindelse med
legemiddelinteraksjoner er ATP-bindende-kassett familien (ABC) og «solute carrier»-familien
(SLC) [26]. I forhold til funksjon i biologiske membraner, kan disse ogsa klassifiseres i to
grupper: opptak-transportgrer, som regulerer opptak av legemidler inn i cellene og hgrer til

SLC-familien, og effluks-transportarer, som regulerer eksport av legemidler ut av cellene, og
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stort sett, med noen unntak, herer til ABC-familien [25]. | det humane genom omfatter ABC-
genfamilien 49 gener i 8 underfamilier, mens SLC genfamilien omfatter 362 gener i 55
underfamilier [27]. Transporterer med stgrst interesse i forhold til legemidler er
permeabilitetsglykoprotein (P-glykoprotein, P-gp,) og bryst-kreft motstandsprotein (BCRP) fra
ABC-familien, og organisk aniontransporterer (OAT1 og OATS3), organisk kationtransportgren
OCT2 og organisk aniontransporterende polypeptider (OATP1B1 og OATP1B3) fra SLC-
familien [26].

P-glykoprotein, et produkt av multidrug resistance protein 1-gen (MDR1) [28], deltar i ATP-
basert transport av legemidler ut av celler [29]. Transportgren er lokalisert i den luminale
membranen av epitelceller i tarm, nyrer og lever, noe som tyder pa at den deltar i eliminasjon
av xenobiotika og endogene metabolitter [30]. Tilstedeveerelse i binyrebark kan veere knyttet til
mulig rolle i fysiologisk steroidsekresjon og i blod-hjernebarrieren begrenser den opptak av
xenobiotika og beskytter hjernevevet [30]. Mange forskjellige legemidler er substrater for P-
gp, slik som statiner, immunosuppressiva, beta-blokkere, og en rekke andre legemidler [25].
Mange legemidler er substrater for bade P-gp og CYP3A4, noe som tyder pa at de kan ha enten
synergistisk eller additiv effekt i kinetikken av legemidler [31]. MDR1-polymorfisme har blitt
undersgkt i mange studier uten at det er funnet sammenheng mellom slike genetiske endringer

og funksjonen av P-gp [29].

OATP-familien, et produkt av SLC21/SLCO-genet, bestar av 11 forskjellige medlemmer som
i forhold til likhet i aminosyresekvensen er delt i 6 underfamilier (OATP1-OATP6) [25]. Disse
regulerer transport av flere endogene stoffer som gallesyre, tyreoideahormoner, prostaglandiner
og bilirubin-glukuronsyre gjennom cellemembraner, og blant dem har OATP1B1, OATP1B3,
OATP2B1 og OATP1A2 en viktig rolle i kinetikken av mange legemidler [32]. Lokalisering
av disse transportarene hos mennesker er illustrert i Figur 1-2. OATP1A2 er lokalisert i epitel
av tarmceller, nyreepitel og i hgy grad i luminal membran av endotelceller i hjerne hvor den
deltar i transport av legemidler gjennom blod-hjernebarrieren. OATP1B1 og OATP1B3 (som
har omtrent 80% likhet i aminosyresekvensen) er uttrykt i membraner av hepatocytter, hvor de
bidrar i opptak av legemidler fra portaren, mens OATP2B1 finnes i nesten alle vev, men har

muligens den viktigste rollen i opptak av xenobiotika fra tarmen [25, 32].
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Figur 1-2. Plassering av OATP-transportgrer og andre relevante transportgrer i tarm og lever hos
mennesker. OATP2B1 har muligens hovedrolle i opptak av legemidler fra tarmen; OATP1B1, OATP1B3
og OATP2BL1 er lokalisert i membraner av hepatocytter og er involvert i opptak av legemidler fra
portaren. MDR1 (P-gp), BCRP og MRP2 (Multidrug resistance-associated protein 2) formidler effluks
av legemidler fra enterocytter til tarmlumen og fra hepatocytter til galle [32].

OATP1BL1 er uttrykt i den basolaterale membranen i humane hepatocyter og transportgren
bidrar til opptak av et bredt spekter av anioniske legemidler: statiner (atorvastatin, pravastatin,
pitavastatin), antibiotika (benzylpenicillin, rifampin), ACE hemmere (enalapril), angiotesin |-
reseptorantagonister  (valsartan og olmesartan), antiinflammatoriske medikamenter
(metotreksat), antihistaminet feksofenadin, HIV-proteasehemmere og flere andre [33].
Ekstensiv transportgr (ET), mellomliggende transporter (IT), darlig transporter (PT) og ultra-
rask transportar (UT) er forskjellige genotyper av SLCO1B1, genet som koder OATP1BL1 [34].
Polymorfisme i SLCO1B1 pavirker i betydelig grad funksjonen av transportgren og mange
studier har undersgkt hvordan denne polymorfe transportgren kan pavirke biotilgjengeligheten
av ulike legemidler, samt deres effekt [35]. Det er for eksempel vist at SLCO1B1*1b er relatert
til gkt transportaktivitet hos omtrent 40% av kaukasiere, mens SLCO1B1*5 finnes hos 15% av

kaukasiere og viser redusert OATP1B1-aktivitet [9]. Slik kunnskap er viktig bade for bedre
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forstaelse av individuelle forskjeller i legemiddeleffekter og individualisering av
legemiddelbehandling [35].

OATP1B3 viser 80% likhet i aminosyrefrekvensen med OATP1B1 og i stor grad har disse
samme substratspesifisitet, som inkluderer blant annet statiner, blodtrykkssenkende legemidler
som enalapril og valsartan, og metotreksat [35, 36]. OATP1B3 er hovedsakelig uttrykt i den
basolaterale membranen av humane hepatocytter hvor den bidrar til opptak av legemidler fra
portaren (Figur 1-2) [32]. Selv om OATP1B3 er en polymorf transporter, er kunnskapen om
SLCO1B3-polymorfisme relativ sparsom sammenlignet med SLCO1B1 [35].

1.4 Atorvastatin

Statiner er de mest brukte legemidlene i behandling av hyperkolesterolemi og forebygging av
kardiovaskulaer sykdom. Det kan forklares med at de har dokumentert effekt i forhold til
reduksjon av LDL og en viss gkning i HDL-nivaer, men ogsa i forhold til det faktum at de er
generelt sikre i bruk og er godt tolerert [37]. Deres virkningsmekanisme manifesteres i
hemming av enzymet hydroksymetyl-glutaryl-koenzym A (HMG-CoA)-reduktase, som
katalyserer omdannelse av HMG-CoA til mevalonat i kolesterolsyntesen [37]. Atorvastatin,
rosuvastatin, simvastatin og pravastatin er eksempler pa noen statiner som brukes i klinisk

praksis i dag.

Atorvastatin administreres oralt i form av kalsium-saltet av den aktive hydroksysyren [38].
Aktiv syreform konverteres in vivo til inaktiv laktonform som star i likevekt med
atorvastatinsyre, og siden de to formene har forskjellige fysiske og kjemiske egenskaper er
deres farmakokinetikk ogsa ulik [39]. Etter nesten komplett absorpsjon, blir atorvastatin
metabolisert av CYP-enzymer (CYP3A4 og CYP3A5 og i liten grad av CYP2C8 [40]) i lever
og tarm til de aktive metabolittene, 2-hydroksyatorvastatinsyre og 4-hydroksyatorvastatinsyre
som ogsa star i likevekt med de inaktive laktonformene (Figur 1-3) [39]. Siden laktonformen
har mye hgyere fettopplgselighet enn syreformen, bindes atorvastatin lakton i hgyere grad til
CYP3A4, og derfor betraktes denne veien som relevant i eliminasjon av atorvastatin,

hovedsakelig i leveren [39].

Den relativt lave biotilgjengeligheten av atorvastatin (omtrent 14%) forklares med omfattende
farstepassasjemetabolisme [40]. En viktig rolle i denne prosessen tilskrives ogsa OATP1B1
som formidler opptaket av atorvastatin inn i hepatocytter og farer til gkt intracelluleer

konsentrasjon av atorvastatin i hepatocytter, samt ekskresjon via galle [41]. I tillegg til

22



OATPI1BL1 er atorvastatin ogsa substrat for OATP1B3 i lever [42]. Aktivt opptak er den
dominerende opptaksmekanismen for atorvastatin. Det er vist i rottehepatocytter, hvor passiv
diffusjon utgjer bare liten del av prosessen (18:1) [43]. Ulike legemidler som er
hemmere/iduktorer for CYP3A-enzymer og/eller OATP1B1, samt OATP1B3, kan hos
pasienter som bruker atorvastatin forarsake interaksjoner og fare til gkt risiko for bivirkninger
av atorvastatin slik som myalgi, myopati og rabdomyolyse [34]. Rabdomyolyse er en sjelden,
men potensielt livstruende tilstand, som manifesteres med muskelnekrose hvor innhold fra
musklene lekker ut i blodet og kan fare til akutt nyreskade, og hjertekomplikasjoner som arytmi
0g hjertestans [44]. Blant legemidler som kan potensere ugnskede effekter av atorvastatin er
CsA, makrolidantibiotika (erytromycin) og noen antimykotika (ketokonazol,itrakonazol,
flukonazol) [39].
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Figur 1-3. Kjemisk struktur for atorvastatinsyre (i midten til hgyre), 2-hydroksyatorvastatinsyre
(nederst til hgyre), 4-hydroksyatorvastatinsyre (gverst til hgyre) og tilhgrende laktonformer [39].

23


https://static-content.springer.com/image/art:10.2165/00003088-200342130-00005/MediaObjects/40262_2012_42131141_Fig1.jpg

1.5 Ciklosporin A

Ciklosporin A (CsA) er et potent immunosuppressivum isolert fra soppkulturer Tolypocladium
inflatum og Cylindrocarpon lucidum Booth. CsA har en unik kjemisk struktur bestaende av 11
aminosyrer som danner et syklisk peptid. Virkningsmekanismen inkluderer hemming av
dannelsen og frigjgringen av interleukin-2 og andre lymfokiner fra aktiverte T-celler og videre
hemming av dannelsen av cytotoksiske celler som kan gdelegge transplantert vev. Pa denne

maten forhindrer CsA avstgtning av organer ved transplantasjon [2].

Farmakokinetikken til CsA er kompleks og viser stor variabilitet i forhold til pasientens
sykdomstilstand, type organtransplantasjon, pasientens alder og samtidig bruk av andre
legemidler. Derfor er legemiddelmonitorering ved behandling med CsA viktig, bade i forhold
til opprettholdelse av blodkonsentrasjoner ngdvendige for forhindring av avstating, og i forhold
til minimering av toksiske effekter som kan forekomme pa grunn av legemidlets smale
terapeutiske vindu, samt forebygging av darlig compliance [45]. CsA er et lipofilt virkestoff
med lav absorpsjon etter oral administrering, og absorpsjonen kan variere bade fra pasient til
pasient og hos samme pasient [46]. Denne variasjonen kan i stor grad pavirke
biotilgjengeligheten som kan variere fra 5% til 89%, med gjennomsnittlig verdi rundt 30% [45,
46]. Det er vist at biotilgjengeligheten gker med tiden etter transplantasjon pa grunn av
forbedret gastrointestinal funksjon [46]. Absorbsjonen kan ofte veere gkt med samtidig

matinntak, selv om noen studier har vist motsatt eller ingen effekt [46].

CsA er i stor grad bundet til erytrocytter (58%) og cirka 33% til plasmaproteiner og
lipoproteiner [47]. Derfor kan distribusjon av legemiddelet endres med endring i pasientens
hematokrit og verdier av lipoproteiner [45]. Hgye konsentrasjoner av CsA i fettvevet, nyrene,

leveren og bukspyttkjertelen tilsier at legemidlet har et hgyt distribusjonsvolum [46].

Metabolismen av CsA skjer via CYP3A-enzymer og resulterer i dannelse av over 30
forskjellige metabolitter (som beholder syklisk struktur) [47]. Det er primart hydroksylering
0og N-demetylering som er involvert i metabolismen [45], samt videre dannelse av
sulfonsyrekonjugater og glukuronider [47]. Ca 80% av ciklosporins metabolisme i leveren
skjer via CYP3A4 og i mindre grad via CYP3AS5 [47]. Siden CYP3A4 og CYP3A5 ogsa finnes
i enterocytter, er det antatt at disse deltar med bidrag pa naer 50% av metabolismen til CsA etter
oral administrasjon [48]. P-gp er en annen faktor som pavirker intestinal metabolisme.

Mengden av intestinale CYP3A-enzymer, som kan vere variabel, har ikke stor innflytelse pa
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farmakokinetikken til CsA hos nyretransplanterte pasienter [48]. | motsetning til intestinale
CYP3A-enzymer, vil endringer i mengden av P-gp forarsake om lag 17% av variabilitet i den
perorale farmakokinetikken til CsA, som kan eventuelt forklares med cyklosporins hemmende
effekt pa P-gp og gkning i eksponering til enzymer [48]. Hovedvei for eliminasjon av CsA er

via galle i form av metabolitter. Eliminasjon via urin er ubetydelig [49].

CsA er substrat for bade CYP3A-enzymer, P-gp og OATP1B1 og noen andre OATP-
transportgrer, som OATP1B3 for eksempel. Legemidlet er derfor involvert i mange
interaksjoner med legemidler som metaboliseres og transporteres av de samme enzymene og
transportgrene. En interaksjon av stor interesse er den med statiner, siden insidensen av
dyslipidemi og kardiovaskuler sykdom er hgy hos transplanterte pasienter [41]. Observert
systemisk statineksponering kan veere opptil 20 ganger hagyere, sannsynligvis pa grunn av den
hemmende effekten CsA har vist & ha pa CYP3A4, P-gp og OATP1B1 [41]. Legemidler som
induserer CYP3A, blant annet rimfapicin, fenobarbital og fenytoin, kan redusere effekten av
CsA, mens pa den andre siden kan CYP3A-hemmere som erytromycin, ketokonazol og
verapamil, gke risiko for bivirkninger av CsA og komplikasjoner som nyre- og leverskade,

hypertensjon, infeksjoner, m.m. [46, 49].

1.6 Legemiddelinteraksjoner

Samtidig bruk av flere forskjellige legemidler er vanlig i behandling av pasienter i dag. Dette
farer til at virkestoffer med ulike fysiske og kjemiske egenskaper, og farmakologiske effekter,
kommer i kontakt og kan interagere med hverandre. A kjenne til og undersgke mekanismer av
slike interaksjoner gjar det lettere & forutsi effekter av legemiddelbehandling, bade @nskende
og ugnskede [1].

Legemiddelinteraksjoner kan deles inn i farmakokinetiske og farmakodynamiske interaksjoner.
Farmakokinetiske interaksjoner kan oppsta i en eller flere av de farmakokinetiske prosessene
legemidlet er underlagt i kroppen: absorpsjon, distribusjon, metabolisme og eliminasjon.
Farmakodynamiske interaksjoner oppstar nar et legemiddel endrer effekten av et annet
legemiddel pa virkestedet, som for eksempel hos beta-reseptoragonister og beta-

reseptorantagonister [50].
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1.6.1 Interaksjoner via CYP-enzymer

Legemiddelmetaboliserende enzymer i lever og andre (ekstrahepatiske) vev som for eksempel
tynntarm, er involvert i mange legemiddelinteraksjoner. Mens noen legemidler kan virke
induserende og gke mengden og aktiviteten av CYP-enzymer, kan andre legemidler virke

motsatt og hemme effekten av enzymer [51].

Legemidler som kan indusere effekten av CYP-enzymer kan fare til nedsatt effekt av et annet
legemiddel som er substrat for samme enzym, gjennom gkt metabolisme [52]. Dette betyr at
den gnskede terapeutiske effekten kan oppnas hvis hgyere doser av det andre legemidlet
administreres. Som oftest tar det tid far man far gkning i enzymaktivitet, det vil si at denne
gkningen ikke oppstar umiddelbart, og den er avhengig av halveringstiden til det induserende
legemidlet: jo kortere halveringstid av induserende legemiddel jo kortere tid tar det for
konsentrasjonen av substrat reduseres [53]. Rifampicin, barbiturater, karbamazepin og fenytoin
er noen av de mest kjente legemidler med induserende effekt pa CYP-enzymer [53].
Mekanismen av en slik effekt kan forklares med at induserende legemidler farer til gkt

genekspresjon og proteinsyntese gjennom a binde seg til forskjellige nuklezre reseptorer [52].

Dersom legemidler kan hemme effekten av CYP-enzymer, kan det forventes gkt farmakologisk
effekt av et annet legemiddel som blir metabolisert via det samme enzymet, noe som ikke
ngdvendigvis ma vare problematisk, avhengig av det terapeutiske vinduet til substratet, men
det kan ogsa fare til gkt risiko for bivirkninger [54]. Hemming av enzymaktivitet kan veere
reversibel, kvasi-irreversibel og irreversibel [55]. Mens hemming via reversible hemmere er
bare dose-avhengig er kvasi-irreversibel og irreversibel hemming bade dose- og tidsavhengig
[56].

Reversibel hemming oppstar i de fleste kliniske legemiddelinteraksjonene og karakteriseres
med gjenoppretting av enzymets funksjon etter at hemmeren er fjernet fra kroppen [57]. Den
kan veere kompetitiv, non-kompetitiv og ukompetitiv [58]. Kompetitiv hemmer hindrer
substratbinding til enzymets aktive sete og kan overvinnes med gkning i substrat
konsentrasjonen. Non-kompetitiv hemmer bindes til et annet sted pa enzymet enn substratet
uten pavirkning av substratbinding, og dette resulterer videre i dannelse av et uproduktivt
enzym-substrat-hemmer kompleks, mens ukompetitiv hemmer bindes til enzym-substrat
komplekset (og ikke til fritt enzym) som ogsa ferer til dannelse av et uproduktivt enzym-
substrat-hemmer kompleks [58]. Figur 1-4 viser hvordan kinetiske parametere, den maksimale

reaksjonshastigheten for enzymet (Vmax) 0g substratkonsentrasjonen som gir halvparten av
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reaksjonshastigheten (Km) endrer seg i forhold til type av reversible hemmere i et Michaelis-

Menten plot.
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Figur 1-4. Michaelis-Menten hastighetskurver ved kompetitiv (A), non-kompetitiv (B) og ukompetitiv
hemming (C). Ved kompetitiv hemming er Vimax upavirket, mens K er gkt, ved non-kompetitiv hemming
er Vimax redusert, mens K, er upavirket, mens ved ukompetitiv hemming er bade Vimax 0g Km redusert [9].

Legemidler involvert i kvasi-irreversibel hemming danner hemmende metabolitter i kontakt
med CYP-enzymer som bindes non kovalent til enzymets hem og lager et metabolsk hemmende
kompleks (MIC) [55]. Dannelsen av MIC er i fysiologiske forhold en irreversibel prosess, selv
om det er mulig & gjenopprette enzymaktivitet in vitro som for eksempel ved bruk av

kaliumferrocyanid [55]. Eneste mate & oppna det in vivo er syntese av nye enzymer [58].

Ved irreversibel hemming, slik som ved kvasi-irreversibel hemming, er en syklus med CYP-
kalatytisk prosess ngdvendig for dannelsen av reaktiv hemmende metabolitt [59]. Metabolitten

bindes kovalent til hemgruppen eller apoproteinet, og dette farer til irreversibel inaktivering av
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enzymet og syntese av nye enzymer er ngdvendig for enzymers videre funksjon og aktivitet [9].
Legemidler som farer til irreversibel hemming av enzymer kalles ogsa for mekanisme-baserte
hemmere eller suicide-substrater [58]. Hovedprinsipp som skiller reversible og irreversible
hemmere er fenomenet tidsavhengighet: hvis en irreversibel hemmer preinkuberes med enzym
far substrat tilsettes, skal dette fare til tidsavhengig tap av enzymets aktivitet mot substratet,

noe som ikke skjer ved reversible hemmere [58].

1.6.2 Interaksjoner via legemiddeltransportgrer

P& samme mate som for CYP-enzymer, som har fatt starst oppmerksombhet i studier i forhold
til legemiddelinteraksjoner, kan ogsa hemming eller induksjon av legemiddeltransportgrer
pavirke kinetikken av legemidler som er substrater til samme transportgr. Eksempler er P-gp
interaksjonen mellom digoksin og kinidin, OATP1B1-interaksjoner mellom statiner
(atorvastatin, rosuvastatin) og CsA eller OAT-interaksjoner mellom probenecid og
cefalosporiner. Siden disposisjon av mange legemidler er avhengig av bade CYP-enzymer og
transportarer blir det ofte vanskelig & predikere deres individuelle bidrag i

legemiddelinteraksjoner [60].

Interesse for legemiddeltransportarers rolle i farmakokinetiske legemiddelinteraksjoner kom i
fokus kort tid etter oppdagelse av P-gp og per i dag har mange hundre legemidler testet som P-
gps substater og/eller hemmere, noe som gjer at denne transportgren er mest undersgkt [31].
Evaluering av sikkerhet av nye kjemiske stoffer i forhold til induksjon og hemming av P-gp har
blitt ngdvendig praksis i legemiddelindustrien [61]. Noen kjente legemidler som kan indusere
effekten av P-gp er rifampicin og prikkperikum, mens P-gp-hemmere er verapamil, kinidin,
ketokonazol og CsA [62]. Effekten av P-gp-hemmere manifesteres i gkning av
legemiddelnivaer i blodet og gkning av toksisitet i organer beskyttet med blod-vevsbarrierer
[63]. Dyrestudier har vist at P-gp-hemmere pavirker i mye starre grad distribusjon av legemidler
I vevet (farst og fremst hjernen) enn deres plasmakonsentrasjon [62]. Mekanismer involvert i
P-gp-baserte interaksjoner er kompetitiv eller non-kompetitiv hemming, samt en potensiell
virkning pa ATP-binding og ATP-hydrolyse, prosesser som er ngdvendige for transport av
legemidler [64].

Organer som er mest undersgkt i forhold til betydningen av opptakstransporterer i
legemiddelinteraksjoner, er leveren og i mindre omfang nyrene og tarmen [65]. Betydelig

gkning i antall slike interaksjoner som involverer hemming av OATP1B1 er blitt registrert i de
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siste 10-15 arene [66]. Legemidler med stort potensiale for & hemme denne transportaren er
CsA, rifampicin, ritonavir og gemfibrozil [32, 67], som alle i betydelig grad kan gke blod-
konsentrasjon og redusere den intracelluleere konsentrasjon av OATP1B1-substrater i leveren
[68]. Hemming av OATP1B1 kan vaere kompetitiv og nonkompetitiv [32, 66]. Det er
rapportert at OATP1B1 viser substratavhengig hemming, noe som tyder pa at transportgren har
flere seter for substratbinding [51]. Amundsen et al. har vist at hemmingseffekten av CsA
potenseres ved preinkubasjon av . OATP1B1 med CsA [41]. En slik oppdagelse kan
sammenlignes med irreversibel tidsavhengig hemming av CYP-enzymer, men dannelse av et

MIC-lignende kompleks er lite sannsynlig i dette tilfellet [9].

1.7 Fysiologibaserte farmakokinetiske (PBPK) modeller

Fysiologibasert farmakokinetisk modellering og simulering har i de ti siste arene vist rask
utvikling bade innenfor det akademiske feltet og i legemiddelindustrien, og metoden har blitt
et viktig verktay 1 utviklingen av nye legemidler. Siden legemiddelutvikling er en lang og
kostbar prosess, kan bruk av PBPK-modeller gke effektivitet av denne prosessen ved a redusere
behov for dyre og langvarige kliniske studier, samt dyreforsgk. | dag brukes disse modellene i
legemiddelindustrien mest for predikering og simulering av legemiddelinteraksjoner, samt for
simuleringer av farmakokinetiske parametere hos pasienter med svekket lever- og
nyrefunksjon, eller for & studere om et potensielt legemiddel er substrat for polymorfe enzymer,
som for eksempel CYP2D6 [69].

PBPK modeller er utviklet for a predikere og simulere kinetikken av legemidler hos mennesker,
og slike modeller anvendes for & studere hvordan forskjellige endogene (for eksempel alder,
kjgnn, genetikk, graviditet, sykdommer) og eksogene (for eksempel legemiddelinteraksjoner,
alkoholbruk) faktorer kan pavirke legemiddeleksponering. Komponenter i et slikt
simuleringssystem er basert pa langvarige studier og sammensetning av kunnskap om
dynamikken av kroppens vasker (som for eksempel blod- og urinstrem), komposisjon av
organer og vevsstarrelse, samt tilstedeveerelse og distribusjon av legemiddelmetaboliserende
enzymer, legemiddeltransportgrer og reseptorer. Ved a studere absorbsjon, distribusjon,
metabolisme og eliminasjon av legemidler og virkningsmekanismer pa celluleert niva kan man
undersgke starrelsen og tidsforlgpet for legemiddeleksponering i det aktuelle vevet [70]. Bred
kunnskap om fysiologiske, biokjemiske og fysiske prosesser involvert i ADME-prosesser av

legemidler i PBPK modeller er presist beskrevet i form av matematiske ligninger [71].

29



Simcyp populasjonsbasert ADME-simulator er en, blant flere verktgy som brukes for
modellering og simulering av komplekse ADME-prosesser til legemidler i populasjoner av
friske og syke (kategorisert med alder, sykdom, rase), og for predikering av omfang av
metabolisme-baserte legemiddelinteraksjoner. Simulatoren kombinerer eksperimentelle data
fra prekliniske legemiddelstudier, undersgkelser av in vitro enzym- og cellulersystemer,
fysiske og kjemiske egenskaper av legemidler og deres doseringsformer med demografiske,
fysiologiske og genetiske informasjoner om forskjellige populasjoner, for a predikere in vivo
farmakokinetiske parametere og profiler [72]. Som de fleste andre PBPK-modellene, er den
basert pa en sakalt «bottom up» tilneerming, hvor parameterne kommer a priori fra in vitro

studier, in silico predikeringer og der det er ngdvendig, fra in vivo studier [71].

Hovedelementene i Simcyp-verktgy er legemiddeldata, populasjonsdata og forsgksoppsett
(Figur 1-5). Legemiddeldata i modellen omfatter ADME, fysiske og kjemiske egenskaper ved
legemidlet og data relatert til binding i blodet. Populasjonsdata inkorporerer variasjoner i
populasjoner slik som demografiske (kjgnn, alder, kroppsstarrelse, osv), genetiske
(enzympolymorfisme), sosiale og fysiologiske faktorer. Dette er seerlig viktig for optimalisering
av dosering hos individer med gkt risiko for legemiddelbivirkninger. Forsgksoppsett omfatter
spesifikasjoner av valgt populasjon (alder, andel av menn/kvinner) knyttet til doseringsregimet
av valgte legemidler. «PK-parametere» og «PK-profiler» er to simuleringsmoduser som
henholdsvis ekskluderer eller inkluderer tid- og konsentrasjonsavhengige fenomener. For
eksempel Clinx er en PK-parameter siden den er bestemt under forutsetning av at
legemiddelkonsentrasjonen alltid er lavere enn Kn. Den andre modusen inkluderer parametere

som krever full konsentrasjon-tid-profil [72].
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Siden PBPK-modeller brukes mer og mer i alle faser av legemiddelutviklingen, anbefaler
mange regulatoriske organer som for eksempel FDA, bruk av in silico modeller for mer effektiv
utvelgelse og undersgkelse av legemidler [73]. Selv om modeller har mange fordeler, er det
ogsa viktig & nevne noen begrensninger. For & verifisere en slik modell er det ngdvendig & samle
store mengder data, noe som kan vere vanskelig pa grunn av problemer med & analysere
legemiddelinnhold i ulike vev hos mennesker. Siden verdier av noen parametere kan komme
fra dyreforsgk, kan de veere villedende hvis legemidlet omsettes veldig forskjellig i dyr
sammenlignet med mennesker [74]. Kvaliteten av in vitro data er viktig for at modellen skal
vaere presis, men kvaliteten av in vivo data som modellen skal sammenlignes med er ogsa av
stor betydning [75]. Siden bade in vitro og in vivo data kan vere ufullstendige og fragmenterte,
er det viktig a skille mellom en nyttig simulering og presis predikering [75, 76].

1.8 Utfordringer ved legemiddelbehandling med
atorvastatin hos nyretransplanterte pasienter som bruker
CsA

Hyperkolesterolemi, med insidensen fra 16-60%, betraktes som en vanlig tilstand hos

nyretransplanterte pasienter, og mer utbredt enn i vanlig populasjon [77, 78]. Tilstanden kan
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hos disse pasientene gke risiko for mortalitet gjennom utvikling av kardiovaskulaer sykdom og
allograft vaskulopati, en uvanlig, akselerert form av areforkalking som kan lede til kronisk
rejeksjon av nyregraft [79]. Forskjellige faktorer som kan forarsake hyperkolesterolemi etter
transplantasjon er diett, andre sykdommer (diabetes), arv, samt anvendelse av
immunosuppressiva [77, 79]. CsA kan gke niva av LDL, mens kortikosteroider kan gke
konsentrasjoner av VLDL, total kolesterol og triglyserider og samtidig redusere HDL-
konsentrasjonen [77]. Siden dosereduksjon av CsA og kortikosteroider ofte er uaktuelt, er bruk
av HMG-CoA reduktasehemmere (statiner) vanlig som tilleggsbehandling [77].

Statiner viser god effekt i reduksjon av kolesterolniva i blodet, men samtidig skaper
legemidlene problemer pa grunn av potensiale for a interagere med CsA, som resulterer i gkning
av plasmakonsentrasjoner og bivirkninger. Risiko for interaksjon mellom pravastatin eller
fluvastatin og CsA er lavere enn for de andre statinene, men bruken av disse ved behandling av
transplanterte pasienter med alvorlig hyperlipidemi kan veere utilstrekkelig [41]. Jones et al.
har vist at atorvastatin er mer effektiv enn andre statiner i forhold til reduksjon av
lipidkomponenter i blodet [80]. Blodkonsentrasjoner av atorvastatin kan gke flere ganger ved
samtidig administrering med CsA [81, 82]. Mekanismen for denne interaksjonen er ikke helt

avklart selv om det finnes flere indikasjoner pa mulige interaksjonsmekanismer.

Bade CsA og atorvastatin metaboliseres via CYP3A4 og en interaksjon som involverer
CYP3A4 kan veere en mulig interaksjonsmekanisme. Siden alle statiner viser gkt systemisk
eksponering hos pasienter behandlet med CsA, inkludert fluvastatin som primeert metaboliseres
via CYP2C9, er imidlertid hemming av CYP3A4 (som folge av CsA), ikke den eneste
mekanismen som kan forklare denne interaksjonen [78]. CsA kan ogsa hemme P-gp i
enterocytter og hepatocytter, noe som ferer til redusert intestinal effluks av atorvastatin samt
ekskresjon via galle og gkt biotilgjengelighet av atorvastatin [82]. Asberg et al. har vist at selv
om plasmakonsentrasjonen av atorvastatin var 6 ganger hgyere ved samtidig behandling med
CsA, var effekten av atorvastatin ikke betydelig forandret i forhold til en kontrollgruppe som
ikke fikk CsA [81]. Dette kan vere en indikasjon pa at det finner sted en interaksjon via
legemiddeltransporterer (OATP1B1) i leveren, siden hemming av atorvastatinopptak i
hepatocytter ikke bare vil hemme eliminering av atorvastatin via galle, men ogsa begrense

tilgang av legemiddelet pa virkningsstedet i hepatocytter [41, 81].
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1.9 Hensikt med oppgaven

Denne oppgaven skal preve a gi et svar pa hvorvidt tilgjengelig informasjon om mulige
interaksjonsmekanismer mellom atorvastatin og CsA reflekterer interaksjonen som er observert
i kliniske studier. En PBPK-modell (Simcyp) skal brukes for & simulere denne interaksjonen og

predikere farmakokinetiske parametere som brukes for beskrivelse av interaksjonsgrad.

Hensikten med denne oppgaven var, med ande ord, & bygge opp en modell i Simcyp for a
studere interaksjonen mellom atorvastatin som substrat og CsA som hemmer av P-gp, CYP3A4
og OATP1B1. Parameterverdiene for legemidlene skulle farst og fremst tas fra tidligere in vitro
studier, men ogsa fra in vivo studier eller predikeres der ngdvendig informasjon manglet.
Resultater fra denne oppgaven skulle til slutt sammenlignes med observasjoner fra kliniske
studier og forhapentligvis gi et bidrag til bedre forstaelse av den komplekse

interaksjonsmekanismen.
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2. Metoder

2.1 Modellerings- og simuleringsprogramvare

Programvaren som ble brukt for modellering og simulering av legemiddelinteraksjonen mellom
atorvastatin og ciklosporin var Simcyp® Populasjosbasert ADME Simulator (Versjon 16;
Certara, Sheffield, UK). Tre moduler i Simcyp (legemiddeldata, populasjonsdata og
forsgksoppsett)  inneholder  informasjon  som  genererer  resultater  gjennom
hovedberegningsmotoren [72]. Ulike populasjoner integrert i populasjonsdata er for eksempel
friske individer, gravide, barn, sykelig overvektige, eldre, samt nord-europeiske kaukasiere og
japanere. Parameterverdiene for de ulike populasjonene ligger under ulike skjermbilder som
beskriver demografiske egenskaper av en bestemt populasjon, samt informasjon knyttet til ulike
vev 0g organer som lever, nyrer, mage- og tarmkanal, hjerne, lunger, osv (Figur 2-1).
Parameterne fra denne modulen blir automatisk genererte i programmet, men det er mulig &
manipulere dem i forhold til simuleringsmal, slik det ble gjort i denne studien ved simulering
av interaksjonen i individer med forskjellige SLC1B1-genotyper.

Legemiddeldata-modulen inneholder en liste over inkorporerte virkestoffer (substrater og
hemmere) med parametere inndelt i forskjellige skjermbilder: fysiske og kjemiske egenskaper
og blodbinding, informasjon om absorpsjon, distribusjon, eliminasjon, interaksjoner og
transport, samt oppsett som spesifiserer type virkestoff — sma molekyler, proteiner eller
antistoff-legemiddel-konjugater (Figur 2-2). | vedlegg 5.1 ligger oversikt over parameterne
(malte eller predikerte) fra denne modulen presentert for atorvastatin. Fysiske og kjemiske
egenskaper inneholder informasjon om molekylvekt, type virkestoff og pKa-verdi, mens
blodbinding gir informasjon om blod-plasma ratio (B/P) og ubundet fraksjon i plasma (fup).
Absorbsjonsdata omfatter valg av absorpsjonsmodell (ADAM) og intestinal permeabilitet fatt
ved bruk av Caco-2 celler. «Distribusjon» inneholder data om valg av distribusjonsmodell. 1
dette arbeidet ble fullstendig PBPK-modell anvendt mens distribusjonsvolum ved steady-state
(Vss) ble predikert med metoden til Rogers et al. [83]. «Eliminasjonx» viser til blant annet Vmax,
Km og fraksjon av ubundet legemiddel fra in vitro mikrosomal inkubasjon (fumic) for enzymer
(se under «Eliminasjon» i Vedlegg 5.1). «Interaksjon», som naturlig ble brukt bare for
hemmeren (CsA), inneholder Kj-verdier fra in vitro studier for kompetitiv hemming av
CYP3A4 og legemiddeltransportgrer (OATP1BL1 i lever og P-gp i lever og tarm). «Transport»

inneholder data om maksimal hastighet av P-gp-effluks (Jmax) 0g tilsvarende Ky, i tarmen, samt
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data relatert til OATP1B1 i lever som clearence for passiv diffusjon (CLpd), CLint, 0g ubundet
fraksjon intracellulart og i ekstracelluler vaeske (fulW og fuEW). Oppsett ble satt til sma

molekyler.
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Figur 2-1. Populasjonsdata-modulen i Simcyp inneholder demografiske data knyttet til utvalgt

populasjon (eks. friske individer), samt data knyttet til forskjellige organer og kroppsvasker (nede til
venstre).
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Figur 2-2. Legemiddeldata-modulen i SimCyp inneholder data om fysiske og kjemiske egenskaper og

blodbinding av substrater og hemmere (eks. atorvastatin), samt data knyttet til ADME-prosesser (nede
til venstre) (Vedlegg 5.1).
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Under forsgksoppsett finner man informasjon om blant annet gnsket dosering og administrasjon
av legemidler, prevetakingsplan, aldersfordeling i populasjonen og antall deltakere, antall
studier og deres varighet. Forsgksoppsett er modulen som styrer hvordan informasjon fra
populasjonsdata og legemiddeldata skal benyttes.

ADAM (avansert opplgselighet, absorpsjon og metabolisme)-modellen er en blant fire
forskjellige absorpsjonsmodeller som er integrert i Simcyp simulatoren. Den ble brukt for &
beskrive absorpsjon av legemidler fra mage-tarm-kanalen. 1 denne modellen er mage-tarm-
kanalen delt i 9 anatomisk definerte segmenter, hvor hvert segment er beskrevet som funksjon
av frisetting fra legemiddelformulering, oppleselighet, utfelling, luminal degradering,

permeabilitet, metabolisme og transport fra det ene segmentet til det andre [84].

Distribusjon av legemidler ble beskrevet ved bruk av en fullstendig PBPK-modell. | denne
modellen er blodsirkulasjon, som binder vev, vevsvasker og organer sammen, presentert som

en anatomisk helkropps sirkulasjonsmodell [85].

Interaksjon mellom atorvastatin og CsA ble simulert under forutsetning av kompetitiv hemming
av CYP3A4 og OATP1BL1. Til forskjell fra enzymer, er mulighet for simulering av mekanisme-

basert hemming av legemiddeltransportarer fortsatt ikke integrert i programmet.

Resultater ble presentert som de farmakokinetiske parametrene Cmax, arealet under plasma-
konsentrasjons-tidskurven (AUC) og AUC-ratio (AUCR). AUCR viser til forskjell mellom
AUC for substrat (atorvastatin) med og uten samtidig administrering av hemmeren (CsA), eller
mellom individer med forskjellige genotyper (PT-individer i forhold til ET-individer).
Endringer i AUC og Cmax ble benyttet til & beskrive omfanget av en legemiddelinteraksjon som
anbefalt av FDA, og ogsa en eventuell effekt av SLC01B1-polymorfisme. Verdier av AUCR
fra 1,5-2 viste til liten interaksjonsgrad, 2,0-4,9 til moderat og fra 5 og oppover til alvorlig
interaksjonsgrad [86]. Microsoft Excel ble brukt for presentasjon av resultater etter

simuleringen.

2.2 Parametere for atorvastatin og CsA

Parameterne som ble benyttet til oppbygging av atorvastatin-modellen i Symcyp er beskrevet i
litteraturen (Vedlegg 6.1) [87]. CsA var allerede inkorporert som substrat i Simcyp og samme
parameterverdier ble brukt i oppbygging av modellen til CsA som hemmer. Verdier for
hemmingskonstanten (Ki) til CsA for kompetitiv hemming av OATP1B1 og CYP3A4 ble hentet
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fra Amundsen et al. [41, 88]. Kiwverdi for CsA for preinkubering var 0,014+0,03 puM for
OATP1B1 og 0,98 uM for CYP3AA4. Ki-verdier pa 0,032 uM for OATP1B3 og 0,02 uM for P-
gp ble hentet fra Simcyp. For bedre predikering av interaksjonen, samt pa grunn av
begrensninger av denne modellen, ble ogsa Ki-verdi for OATP1B1 pa 0,001 uM anvendt.

2.3 Simulering og predikering av
legemiddelinteraksjonen mellom atorvastatin og CsA

Simuleringer ble utfgrt i populasjoner av friske individer fra Simcyp-databasen hvor
demografiske, anatomiske, fysiologiske og genetiske parametere er generert for hver enkel
person ved bruk av Monte Carlo-metoden. Monte Carlo simulering er en datastyrt matematisk
teknikk for utfering av risikoanalyse med & bygge opp en modell av mulige resultater ved
erstatning av verdier av usikre parametere [89]. Den beregner resultater mange ganger ved bruk
av forskjellige sammensetninger av tilfeldige verdier fra en sannsynlighetsfunksjon og til slutt

vises distribusjonen av mulige utfall [89].

Hver simulering ble utfert med 5 studier av 10 personer (totalt 50 personer), noe som i
tilstrekkelig grad burde representere interindividuelle variasjoner. Interaksjonen ble studert i
populasjoner av friske individer hvis ikke noe annet ble spesifisert. Andel av menn eller kvinner
var satt til 0,5, og alderen fra 20-50 ar hvis ikke noe annet ble spesifisert. Verdier av simulerte
AUC (ug/L-t) og Cmax (ug/L) ble presentert som snittverdier. Analyse av AUC 0g Cmax for
atorvastatin ble tatt fra O til 24 timer etter siste dose av atorvastatin. Simuleringer ble deretter

sammenlignet med resultater fra kliniske studier.
Simuleringer med en enkelt dose atorvastatin

En enkelt oral dose pa 10 mg atorvastatin ble gitt etter at steady-state var nadd for CsA, og 200
mg CsA ble administrert oralt 2 ganger daglig. CsA ble gitt i en uke, og atorvastatin ble gitt den
syvende dagen. Halveringstiden for CsA er ca 11 timer hos nyretransplanterte, og den kan
variere mellom 4-25 timer. Anbefalt vedlikeholdsdose i henhold til retningslinjer ved
immunosuppressiv behandling er 2-6 mg/kg/dagn. Samme simuleringsoppsett ble ogsa studert
uten samtidig hemming av CYP3A4 og uten samtidig hemming av OATP1BL.

En enkelt dose pa 10 mg atorvastatin ble gitt sammen med en modell av en kraftigere hemmer
da Kj for OATP1B1 for CsA ble redusert 10 ganger til 0,001uM. K; for CYP3A4 var 0,98 uM.
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Interaksjonen ble ogsa studert uten samtidig hemming av CYP3A4 og uten samtidig hemming
av OATP1BL1.

Simuleringer med multiple doser atorvastatin

Atorvastatin 10 mg daglig ble gitt sammen med 200 mg CsA 2 ganger daglig i 4 uker.
Simulering med redusert Kitil 0,001 uM ble ogsa utfgrt med multiple doser atorvastatin og CsA
i 4 uker.

Simuleringer 1 populasjoner med forskjellige SLCO1B1-
genotyper

Interaksjonen mellom atorvastatin og CsA ble studert i populasjoner med forskjellige
OATP1B1-transportgrfenotyper. Frekvensen av transportgrfenotype i en populasjon av friske
individer i Simcyp er 0,64 for ET, 0,02 for PT, 0,27 for IT og 0,07 for UT. Verdier for relativ
tilstedeveerelse for hver av de overnevnte genotyper var 1, 0,68, 0,37 og 1,47 for ET, IT, PT og
UT, henholdsvis. Relativ tilstedeveerelse bestemmer CLin for OATP1B1 hos individer med PT,

IT og UT, som fraksjon av tilstedeveerelsen i ET (som er satt til 1) [34].

Simuleringer ble utfart ved a sette frekvensen til aktuell transportgrfenotype (PT eller ET) til 1,
mens frekvensen til de andre fenotypene ble satt til 0. Det ble simulert med en enkelt dose
atorvastatin 10 mg som ble gitt den syvende dagen i 7-dagers simulering med CsA 200 mg 2

ganger daglig.

2.4 Predikering av intracelluleere leverkonsentrasjoner
av atorvastatin

For predikering av intracelluleere leverkonsentrasjoner av atorvastatin ble simuleringer med en
enkelt dose pa 10 mg atorvastatin gitt etter at steady-state var nadd for CsA, og 200 mg CsA
ble administrert oralt 2 ganger daglig. CsA ble gitt i en uke, og atorvastatin ble gitt den syvende
dagen. Samme simuleringsoppsett, bare med redusert K; for OATP1B1 for CsA til 0,001 puM,
ble ogsa utfgrt, og predikering av intracelluleere leverkonsentrasjoner ved bruk av CsA-

modellen ble studert.

Simcyp predikerer intracellulere leverkonsentrasjoner som konsentrasjoner av ubundet

fraksjon av atorvastatin intracellulert (CulW). Resultater er derfor presentert i samsvar med det
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og sammenlignet med konsentrasjoner av ubundet fraksjon av atorvastatin i ekstracelluleert
vaeske (CUEW).
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3. Resultater

3.1 Simuleringer med en enkelt dose atorvastatin

AUC til atorvastatin med samtidig administrering av CsA var 42,1 pg/L-t nar hemming av bade
CYP3A4 og OATP1B1 ble studert (Tabell 3-1), mens den var 17,8 ug/L-t uten samtidig
hemming av OATP1B1 (Tabell 3-2) og 30,5 uten samtidig hemming av CYP3A4 (Tabell 3-3).
AUC til atorvastatin uten hemmer var 12,6 pg/L-t. Cmax var henholdsvis 9,34 pg/L (Tabell 3-1,
Figur 3-1), 3,96 pg/L (Tabell 3-2, Figur 3-2) og 6,52 ug/L (Tabell 3-3, Figur 3-3), mot 2,60
pg/L uten hemmer. AUCR var 3,3 ved samtidig hemming av OATP1B1 og CYP3A4. AUCR
var 1,4 da bare hemming av CYP3A4 ble inkludert, og 2,4 da bare hemming av OATP1B1 ble
studert.

Tabell 3-1. AUC, Cnax 0g AUCR for atorvastatin med og uten hemmer (CsA) i en 7 dagers simulering
nar bade hemming av CYP3A4 og OATP1B1 ble studert

Fra (t) Til (t) Cmax (ug/L) AUC (ug/L+t) AUCR

Atorvastatin uten hemmer (CsA) 144 168 2,60 12,6 3,3
Atorvastatin med hemmer (CsA) 144 168 9,34 42,1
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Figur 3-1. Endring i AUC for atorvastatin med og uten interaksjon med CsA nar bade hemming av
CYP3A4 og OATP1B1 ble studert med Kj-verdiene for CYP3A4 og OATP1BL1 for CsA tatt fra in vitro
studier [38, 85]. CsA ble administrert i dose pa 200 mg 2 ganger daglig i 7 dager, mens atorvastatin
ble gitt som en enkelt dose pa 10 mg den 7.dagen (etter at steady-state for CsA hadde blitt nadd).
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Tabell 3-2. AUC, Cnax 0g AUCR for atorvastatin med og uten hemmer (CsA) i en 7 dagers simulering
nar bare hemming av CYP3A4 ble studert

Fra (t) Til (t) Cmax (ug/L) AUC (ug/L-t)
e e/ he AUCR
Atorvastatin uten hemmer (CsA) 144 168 2,60 12,6 14
Atorvastatin med hemmer (CsA) 144 168 3,96 17,8
4,0
3,5
3,0
E 2,5
E 2,0
g uten hemmer
® 15
@ hemming CYP3A4
5
= 1,0
E
& 0,5
0,0
0 5 10 15 20 25
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Figur 3-2. Endring i AUC for atorvastatin med og uten interaksjon med CsA nar bare hemming av
CYP3A4 ble studert med Ki-verdi for CYP3A4 for CsA tatt fra in vitro studier [38, 85]. CsA ble
administrert i dose pa 200 mg 2 ganger daglig i 7 dager, mens atorvastatin ble gitt som en enkelt dose
pa 10 mg den 7.dagen (etter at steady-state for CsA hadde blitt nadd).

Tabell 3-3. AUC, Cnax 0g AUCR for atorvastatin med og uten hemmer (CsA) i en 7 dagers simulering
nar bare hemming av OATP1B1 ble studert

Fra (t) Til (t) Cmax (ng/L) AUC (pg/L-t) AUCR
Atorvastatin uten hemmer (CsA) 144 168 2,60 12,6 2,4
Atorvastatin med hemmer (CsA) 144 168 6,52 30,5
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Figur 3-3. Endring i AUC for atorvastatin med og uten interaksjon med CsA nar bare hemming av
OATP1BL1 ble studert med Ki-verdi for OATP1B1 for CsA tatt fra in vitro studier [38, 85]. CsA ble
administrert i dose pa 200 mg 2 ganger daglig i 7 dager, mens atorvastatin ble gitt som en enkelt dose
pa 10 mg den 7.dagen (etter at steady-state for CsA hadde blitt nadd).

AUC til atorvastatin med samtidig administrering av en CsA-modell med redusert K; for
OATP1B1, med hemming av bade CYP3A4 og OATP1B1, var 96,1 ug/L-t (Tabell 3-4), mens
den var 17,8 pg/L-t uten samtidig hemming av OATP1B1 (Tabell 3-2) og 70,0 pg/L-t nar
hemmingen av CYP3A4 ikke ble inkludert (Tabell 3-5). Tilsvarende verdier av Cmax Vvar
henholdsvis 16,7 pug/L (Tabell 3-4, Figur 3-4), 3,96 ug/L (Tabell 3-2, Figur 3-2) og 11,7 ug/L
(Tabell 3-5, Figur 3-5), mot 2,60 ug/L uten hemmer. AUCR var 7,6 ved samtidig hemming av
OATP1B1 og CYP3AA4.

Tabell 3-4. AUC, Cnax 0g AUCR for atorvastatin med og uten hemmer (CsA-modell) i en 7 dagers
simulering nar bade hemming av CYP3A4 og OATP1B1 ble studert

Fra (t Til (t C /L AUC (ng/L-t
®) ® max (ng/L) (ng/L-1) AUCR
Atorvastatin uten hemmer (CsA- 144 168 2,60 12,6 7,6
modell)
Atorvastatin med hemmer (CsA- 144 168 16,7 96,1
modell)
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Figur 3-4. Endring i AUC for atorvastatin med og uten interaksjon med CsA-modell nar bade hemming
av CYP3A4 og OATP1BL1 ble studert. Ki-verdi for CsA for hemming av OATP1B1 ble redusert 10
ganger. CsA-modell ble administrert i dose pa 200 mg 2 ganger daglig i 7 dager, mens atorvastatin ble
gitt som en enkelt dose pa 10 mg den 7.dagen (etter at steady-state for CsA hadde blitt nadd).

Tabell 3-5. AUC, Cnax 0g AUCR for atorvastatin med og uten hemmer (CsA-modell) i 7 dagers
simulering nar bare hemming av OATP1B1 ble studert

Fra (t) Til (1) Cmax (ng/L) AUC (ug/L-t) AUCR
Atorvastatin uten hemmer (CsA- 144 168 2,60 12,6 5,6
modell)
Atorvastatin med hemmer (CsA- 144 168 11,7 70,0
modell)
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Figur 3-5. Endring i AUC for atorvastatin med og uten interaksjon med CsA-modell nar bare hemming
av OATP1B1 ble studert. Ki-verdi for CsA for hemming av OATP1B1 ble redusert 10 ganger. CsA-
modell ble administrert i dose pa 200 mg 2 ganger daglig i 7 dager, mens atorvastatin ble gitt som en
enkelt dose pa 10 mg den 7.dagen (etter at steady state for CsA hadde blitt nadd).

3.2 Simuleringer med multiple doser atorvastatin

Simulering med multiple doser atorvastatin gav falgende resultater: AUC for atorvastatin uten
samtidig administrering av hemmer (CsA) var 154 pg/Lt, mens AUC med samtidig
administrering av CsA var 53,0 pg/L-t (Tabell 3-6). Cmax var 10,1 pg/L med hemmer, og 2,79
ug/L uten hemmeren (Tabell 3-6, Figur 3-6). AUCR var 3,4.

Tabell 3-6. AUC, Cnax 0g AUCR for atorvastatin med og uten hemmer (CsA) i en 28 dagers simulering
nar bade hemming av CYP3A4 og OATP1B1 ble studert

Fra (t) Til (t) Crmax (ng/L) AUC (ug/L-t) AUCR
Atorvastatin uten hemmer (CsA) 648 672 2,79 15,4 3,4
Atorvastatin med hemmer (CsA) 648 672 10,1 53,0
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Figur 3-6. Endring i AUC for atorvastatin med og uten interaksjon med CsA nar bade hemming av
CYP3A4 og OATP1BL1 ble studert med Kj-verdiene for CYP3A4 og OATP1BL1 for CsA tatt fra in vitro
studie. Atorvastatin 10 mg administrert 1 gang daglig og CsA administrert i dose pa 200 mg 2 ganger
daglig, ble gitt sammen i 28 dager.

AUC for atorvastatin inkludert interaksjon med modell av en kraftigere hemmer var 149,0
nug/L-t, sammenlignet med 15,4 pg/L-t uten hemmer (Tabell 3-7). Verdier til Cmax var
henholdsvis 19,6 ug/L og 2,79 ug/L (Tabell 3-7, Figur 3-7). AUCR var 9,7.

Tabell 3-7. AUC, Cnax 0g AUCR for atorvastatin med og uten hemmer (CsA-modell) i en 28 dagers
simulering nar bade hemming av CYP3A4 og OATP1B1 ble studert

Fra (t) Til (t) Cmax (ng/L) AUC (ug/L-t)
AUCR
Atorvastatin uten hemmer (CsA- 648 672 2,79 154 9,7
modell)
Atorvastatin med hemmer (CsA- 648 672 19,6 149,0
modell)
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Figur 3-7. Endring i AUC for atorvastatin med og uten interaksjon med CsA-modell nar bade hemming
av CYP3A4 og OATP1B1 ble studert med 10 ganger redusert Ki-verdi for OATP1B1 for CsA.
Atorvastatin 10 mg administrert 1 gang daglig og CsA-modell administrert i dose pa 200 mg 2 ganger
daglig, ble gitt sammen i 28 dager.

3.3 Simuleringer | populasjoner med forskjellige
SLCO1B1-genotyper

AUC i populasjon med PT-fenotype var 21,0 pug/L-t, mens den var 11,9 ug/L-t i populasjon med
ET-fenotype (villtype). Forskjell i AUC for atorvastatin mellom forskjellige SLCO1B1-
genotyper (PT og ET) uten interaksjon med hemmeren var 1,8 (Tabell 3-8 og 3-9). Samme
AUCR-verdi ble funnet da dosen pa 20 mg atorvastatin ble brukt, dvs at en dobbling av dosen
til atorvastatin som forventet ikke pavirket AUCR. @kningen i AUC for atorvastatin mellom

PT og ET var 1,5 da atorvastatin ble administrert etter at steady state til CsA hadde blitt nadd.

AUC for atorvastatin etter interaksjon med CsA i populasjon med PT-fenotype var 60,4 ug/L-t
(Tabell 3-8) mens Cmax var 12,3 pg/L, sammenlignet med 4,1 pg/L uten interaksjon (Tabell 3-
8, Figur 3-8). AUCR med og uten interaksjon med CsA var 2,9.

Tabell 3-8. AUC, Cnax 0g AUCR for atorvastatin med og uten hemmer (CsA) i en 7 dagers simulering
nar bade hemming av CYP3A4 og OATP1BL1 ble studert i populasjon med PT-fenotype

Fra (t) Til (t) Cmax (ug/L) AUC (ng/L-t) AUCR
Atorvastatin uten hemmer (CsA) 144 168 4,10 21,0 2,9
Atorvastatin med hemmer (CsA) 144 168 12,3 60,4

46



14,0

12,0

10,0

8,0

6.0 uten hemmer

med hemmer
4,0

Plasmakons. atorvastatin (ug/L)

2,0

0,0

Tid (t)

Figur 3-8. Endring i AUC for atorvastatin med og uten interaksjon med CsA i populasjon med PT-
genotype, nar bade hemming av CYP3A4 og OATP1B1 ble studert med Ki-verdiene for CYP3A4 og
OATP1BL1 for CsA tatt fra in vitro studie. CsA ble administrert i dose pa 200 mg 2 ganger daglig i 7
dager, mens atorvastatin ble gitt som en enkelt dose pa 10 mg den 7.dagen (etter at steady state for CsA
hadde blitt nadd).

Nar det gjelder populasjon med villtype var AUC for atorvastatin etter interaksjon med CsA
40,4 pg/L-t (Tabell 3-9), mens Cmax hadde verdi pa 9,02 pg/L, sammenlignet med 2,47 pg/L
uten interaksjon (Tabell 3-9, Figur 3-9). AUCR i denne populasjonen med og uten interaksjon
med CsA var 3,4.

Tabell 3-9. AUC, Cnax 0g AUCR for atorvastatin med og uten hemmer (CsA) i en 7 dagers simulering
nar bade hemming av CYP3A4 og OATP1BL1 ble studert i populasjon med ET-fenotype

Fra (t) Til (t) Cmax (ng/L) AUC (ug/L-t) AUCR
Atorvastatin uten hemmer (CsA) 144 168 247 119 3,4
Atorvastatin med hemmer (CsA) 144 168 9,02 40,4
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Figur 3-9. Endring i AUC for atorvastatin med og uten interaksjon med CsA i populasjon med ET-
genotype, nar bade hemming av CYP3A4 og OATP1B1 ble studert med Ki-verdiene for CYP3A4 og
OATP1B1 for CsA tatt fra in vitro studie. CsA ble administrert i dose pa 200 mg 2 ganger daglig i 7
dager, mens atorvastatin ble gitt som en enkelt dose pa 10 mg den 7.dagen (etter at steady state for CsA
hadde blitt nadd).

Interaksjon med en kraftig hemmer, med K; redusert til 0,001 pM, ble studert. | populasjon med
PT var AUC for atorvastatin 110 pg/L-t (Tabell 3-10), mens Cmax hadde verdi pa 17,7 pg/L,
sammenlignet med 4,1 pg/L uten interaksjon med CsA-modell (Tabell 3-10, Figur 3-10).
AUCR med og uten interaksjon med CsA var 5,2.

Tabell 3-10. AUC, Cnax 0g AUCR for atorvastatin med og uten hemmer (CsA-modell) i en 7 dagers
simulering nar bade hemming av CYP3A4 og OATP1B1 ble studert i populasjon med PT-fenotype

Fra (t Til (t C /L AUC (ug/L-t
Atorvastatin uten hemmer (CsA- 144 168 4,10 21,0 5,2
modell)
Atorvastatin med hemmer (CsA- 144 168 17,7 110
modell)
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Figur 3-10. Endring i AUC for atorvastatin med og uten interaksjon med CsA-modell i populasjon med
PT-genotype, nar bade hemming av CYP3A4 og OATP1B1 ble studert, med 10 ganger redusert Ki-verdi
for OATP1B1 for CsA. CsA-modell ble administrert i dose pa 200 mg 2 ganger daglig i 7 dager, mens
atorvastatin ble gitt som en enkel dose pa 10 mg den 7.dagen (etter at steady state for CsA-modell hadde
blitt nadd).

| populasjonen med ET var AUC for atorvastatin 94,1 ug/L-t (Tabell 3-11), Cmax var 16,5 ug/L,
sammenlignet med 2,47 pg/L uten interaksjon med CsA-modell (Tabell 3-11, Figur 3-11).
AUCR for ET, med og uten interaksjon med CsA var 7,9.

Tabell 3-11. AUC, Cnax 0g AUCR for atorvastatin med og uten hemmer (CsA-modell) i en 7 dagers
simulering nar bade hemming av CYP3A4 og OATP1B1 ble studert i populasjon med ET-fenotype

Fra (t) Til (t) Cmax (ng/L) AUC (pg/L-t) AUCR
Atorvastatin uten hemmer (CsA- 144 168 2,47 11,9 7,9
modell)
Atorvastatin med hemmer (CsA- 144 168 16,5 94,1
modell)
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Figur 3-11. Endring i AUC for atorvastatin med og uten interaksjon med CsA-modell i populasjon med
ET-genotype, nar bade hemming av CYP3A4 og OATP1B1 ble studert, med 10 ganger redusert Ki-verdi
for OATP1B1 for CsA. CsA-modell ble administrert i dose pa 200 mg 2 ganger daglig i 7 dager, mens
atorvastatin ble gitt som en enkel dose pa 10 mg den 7.dagen (etter at steady state for CsA-modell hadde
blitt nadd).

3.4 Predikering av intracelluleere leverkonsentrasjoner
av atorvastatin

Cmax for ubundet fraksjon av atorvastatin i hepatocytter med og uten interaksjon med CsA var
henholdsvis 0,14 pg/L og 0,12 pg/L (Figur 3-12). Cmax for ubundet fraksjon av atorvastatin med
og uten interaksjon med CsA i ekstracellulert veeske var henholdsvis 0,93 ug/L og 0,26 pg/L
(Figur 3-13).

Da simuleringen ble utfart med CsA-modell med redusert Ki var Cmax for ubundet fraksjon av
atorvastatin intracellulaert med og uten interaksjon med CsA-modell henholdsvis 0,07 pug/L og
0,12 pg/L (Figur 3-14). Tilsvarende verdier av Cmax for ubundet fraksjon av atorvastatin
ekstracelluleert med og uten interaksjon med CsA var henholdsvis 1,68 pug/L og 0,26 pg/L
(Figur 3-15).
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Figur 3-12.. Endring i CulW med tid for atorvastatin, med og uten interaksjon med CsA nar bade
hemming av CYP3A4 og OATP1BL1 ble studert med Ki-verdiene for CYP3A4 og OATP1BL1 for CsA tatt
fra in vitro studier [38, 85]. CsA ble administrert i dose pa 200 mg 2 ganger daglig i 7 dager, mens

atorvastatin ble gitt som en enkelt dose pa 10 mg den 7.dagen (etter at steady-state for CsA hadde blitt
nadd).
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Figur 3-13. Endring i CUEW med tid for atorvastatin, med og uten interaksjon med CsA nar bade
hemming av CYP3A4 og OATP1B1 ble studert med K;i-verdiene for CYP3A4 og OATP1BL1 for CsA tatt
fra in vitro studier [38, 85]. CsA ble administrert i dose pa 200 mg 2 ganger daglig i 7 dager, mens

atorvastatin ble gitt som en enkelt dose pa 10 mg den 7.dagen (etter at steady-state for CsA hadde blitt
nadd).
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Figur 3-14. Endring i CulW med tid for atorvastatin, med og uten interaksjon med CsA-modell nar bade
hemming av CYP3A4 og OATP1B1 ble studert. Ki-verdi for CsA for hemming av OATP1B1 ble redusert
10 ganger. CsA-modell ble administrert i dose pa 200 mg 2 ganger daglig i 7 dager, mens atorvastatin
ble gitt som en enkelt dose pa 10 mg den 7.dagen (etter at steady-state for CsA hadde blitt nadd).
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Figur 3-15. Endring i CUEW med tid for atorvastatin, med og uten interaksjon med CsA-modell nar
bade hemming av CYP3A4 og OATP1B1 ble studert. Ki-verdi for CsA for hemming av OATP1B1 ble
redusert 10 ganger. CsA-modell ble administrert i dose pa 200 mg 2 ganger daglig i 7 dager, mens
atorvastatin ble gitt som en enkelt dose pa 10 mg den 7.dagen (etter at steady-state for CsA hadde blitt
nadd).

52



Radata med tabeller og figurer fra Simcyp er presentert i Vedlegg 6.3 og 6.4 for hver simulering
utfart i denne oppgaven. Tabeller 3-1 til 3-11 fra resultater tilsvarer tabeller 6-1 til 6-11 fra
vedlegg, mens figurer 3-1 til 3-15 fra resultater tilsvarer figurer 6-1 til 6-15 fra vedlegg.
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4. Diskusjon

Det har i denne oppgaven blitt bygget opp en modell i Simcyp med atorvastatin som substrat
og CsA som hemmer av P-gp, CYP3A4 og OATP1B1, for & studere den klinisk observerte
interaksjonen  mellom disse legemidlene. En kraftig egkning av atorvastatin
plasmakonsentrasjon som ble observert i kliniske studier, ble underpredikert ved simulering av
interaksjonen med CsA i Simcyp [81, 82]. Interaksjonen ble simulert under forutsetning av
kompetitiv hemming av CYP3A4 og OATP1B1 ved hemmekonstanter for enzymet og
transporteren tatt fra in vitro studier [41, 88]. Predikering av interaksjonen var i samsvar med
kliniske observasjoner da simulering ble utfgrt med en 10 ganger sterkere hemmer for
OATP1B1 (CsA-modell), siden det var indikert at CsA viste tidsavhengig hemming av
transportgren [41]. Simcyp predikerte ogsa at transportgrens bidrag i den aktuelle interaksjonen
var starre i forhold til enzymet (Vedlegg 6.4). Siden OATP1B1 er en polymorf transporter, har
resultater i denne oppgaven vist at opptak av atorvastatin i hepatocytter hos individer med
forskjellige SLCO1B1-genotyper kan ha betydning for individualisering av behandling med

atorvastatin.

Utvikling av kardiovaskulaer sykdom etter transplantasjon er den vanligste risikofaktoren for
ded blant nyretransplanterte pasienter, siden komplikasjoner tidlig etter transplantasjon er blitt
betydelig redusert [90]. Siden bruk av statiner er vanlig i behandling av disse pasientene, har
potensiell interaksjon med immunosuppressiva blitt et omrade av interesse for mange forskere.
Arnadotirr et al. har i sin studie pavist gkning i AUC for simvastatin som var 3 ganger hgyere
hos nyretransplanterte pasienter behandlet med CsA enn i en kontrollgruppe som ikke fikk CsA
[91]. @kning av AUC ved administrering av cerivastatin hos nyretransplanterte som ble
behandlet med CsA var ca. 3-5 ganger hgyere i forhold til en kontrollgruppe [92]. CsA gkte
ogsa AUC for lovastatin med fra ca 5-20 ganger hos nyretransplanterte i forhold til en
kontrollgruppe [93, 94]. Selv om atorvastatin har vist best effekt i reduksjon av
lipidkomponenter i blodet [80], kan bruk av atorvastatin veere begrenset hos pasienter behandlet
med CsA. Hermann et al. har i sin studie med 18 nyretransplanterte pasienter behandlet med
CsA vist at administrering av 10 mg atorvastatin i 4 uker har gkt AUC for atorvastatin ca 10
ganger i forhold til en kontrollgruppe med friske individer, som fikk administrert bare
atorvastatin i 1 uke [82]. En annen Kklinisk studie utfart av Asberg et al. har vist 6-ganger gkning
I plasma HMG-CoA reduktasehemmende aktivitet av atorvastatin ved samtidig administrering

med CsA [81]. Siden CsA gker risiko for potensielt alvorlige bivirkninger av atorvastatin, ble
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det anbefalt & bruke maksimalt 10 mg atorvastatin som startdose ved behandling av
nyretransplanterte pasienter som bruker de to legemidlene [81]. Derfor ble alle simuleringer i

Simcyp utfgrt med denne anbefalte dosen.

Det ble i dette arbeidet predikert en gkning i AUC for atorvastatin pa 3,3, etter at en enkelt dose
atorvastatin ble gitt etter at steady-state for CsA var nadd, sammenlignet med AUC-verdi uten
hemmer. En lignende AUCR pa 3,4 ble pavist ved gjentatt dosering av atorvastatin og CsA. Det
indikerer at Simcyp predikerte lavere AUCR enn den som ble observert i kliniske studier [81,
82]. Slik underpredikering ble ogsa rapportert ved simulering av interaksjonen mellom
pitavastatin og CsA i Simcyp [34], samt mellom rosuvastatin og CsA [95]. Det kan veere mange
arsaker til en slik underpredikering. Som nevnt tidligere, er bade atorvastatin og CsA substrater
av CYP3A4 og P-gp i tarm og lever og OATP1B1 i lever, som tyder pa at interaksjon mellom
legemidlene kan oppsta: i tarm, hvor CsA kan hemme P-gp og redusere effluks av atorvastatin
i tarmlumen og samtidig hemme CYP3A4 og redusere metabolismen av atorvastatin; i lever,
hvor CsA hemmer OATP1B1 i membraner av hepatocytter som hindrer transport av
atorvastatin inn i hepatocytter, samt metabolisme via CYP3A4. De sammensatte og komplekse
interaksjonsmekanismene i denne interaksjonen kan fglgelig veere medvirkende arsak til

underpredikering av in vivo observasjonene.

Predikering av enkeltvis bidrag av CYP3A4 mot OATP1B1 ved simulering av interaksjonen i
Simcyp, med parametrene tatt fra in vitro studier utfgrt av Amundsen et al [41, 88], viste starre
betydning av transportgren i forhold til enzymet. AUCR for atorvastatin nar bare hemming av
CYP3A4 ble studert etter en enkelt dose atorvastatin var 1,4, mens den var 2,4 nar bare
hemming av OATP1B1 ble inkludert. Disse AUCR-verdiene var henholdsvis 1,4 og 5,6 ved
bruk av CsA-modell med redusert Ki. Hemming av CYP3A var tidligere betraktet som den
viktigste mekansimen for interaksjonen mellom CsA og statiner [88]. Reduksjon av CYP3A-
aktivitet hos nyretransplanterte behandlet med CsA ble pavist i studien til De Jonge et al. Oral
clearence til midazolam, et probe-substrat for CYP3A, ble redusert med 31%, noe som tyder pa
at CsA er en moderat hemmer av CYP3A i kliniske doser [96]. In vitro funn har ogsa vist at
hemming av CYP3A4 i tarm, men ikke i lever, kan vaere klinisk relevant nar det gjelder
behandling med CsA sammen med andre CYP3A4 substrater, som for eksempel, statiner [88].
Lemahieu et al. har konkludert med at hemmingen via CYP3A4 ikke var den dominerende
mekanismen av interaksjonen og det inkluderte manglende hemmende effekt av CsA pa bade

hepatisk og intestinal CYP3A4 aktivitet [90]. Dette var i samsvar med tidligere nevnte funn om
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at CsA gker systemisk eksponering av alle statiner, til og med fluvastatin, som ikke
metaboliseres via CYP3A4 [81]. Derfor kom andre mulige mekanismer i fokus, serlig
interaksjon via OATP1B1, samt interaksjon via P-gp. Det viste seg videre at CSA er mer potent
hemmer av OATP1B1 enn CYP3A4, som kan bli konkludert fra studier utfert av Amundsen et
al. [41, 88]. Derfor kan resultater av enkeltvis bidrag ved hemming av disse proteinene i
interaksjonen mellom atorvastatin og CsA ogsa forklares med lavere K; .verdi for CsA for
hemming av OATP1B1, enn for hemming av CYP3A4.

Resultatene i denne oppgaven statter hypotesen om at hemming av OATP1B1 kan vere den
viktigste interaksjonsmekanismen mellom atorvastatin og CsA. In vitro-studier, som
predikeringene i Simcyp er basert pa i dette arbeidet, stgtter ogsa oppfatningen om at hemming
av OATP1B1 er en vesentlig arsak til den observerte interaksjonen. Ved studering av
intracelluleere og ekstracellulere leverekonsentrasjoner av ubundet fraksjon av atorvastatin ved
interaksjon med CsA ble det vist at maksimal konsentrasjon av ubundet fraksjonen av
atorvastatin ekstracelluleert var 6,6 ganger hgyere enn intracelluleert som indikerer at CsA
hemmet transport av atorvastatin over cellemembraner i hepatocytter. CulWmax for atorvastatin
etter interaksjon med CsA var litt hgyere i forhold til samme konsentrasjon uten interaksjon
med CsA. Det kan forklares med at CsA hemmer opptak av atorvastatin inn i hepatocytter men
at CsA samtidig hemmer metabolismen av atorvastatin i hepatocytter via CYP3A4. Da modell
av en kraftigere hemmer for OATP1B1 ble benyttet (CsA-modell), var CulWmax etter
interaksjon 2 ganger lavere, og CUEWmax var 24 ganger hagyere i forhold til CUEWmax uten
interaksjon med CsA. Disse resultatene viser ogsa at Simcyp har predikert at OATP1B1 har
starre betydning i den aktuelle interaksjonen enn CYP3A4, og at aktiv transport av atorvastatin
via OATP1B1 over hepatocytternes membraner er en viktigere opptakksmekanisme for
atorvastatin enn passiv diffusjon.. Maeda et al. har videre vist at opptak av atorvastatin via
OATP-transporterer i lever kan veere den dominerende mekanismen for eliminering av
atorvastatin [97]. Samtidig, er det ogsa rapportert at selv om CsA gker plasmakonsentrasjonen
til atorvastatin flere ganger, uteblir tilsvarende lipidnedsettende effekt [81]. Like viktig var funn
som tyder pa at CsA viser mekanismebasert tidsavhengig hemming av OATP1B1 [41, 98].
Hemmingspotensialet til CsA in vitro har som tidligere nevnt blitt vist & gke med gkende
inkubasjonstid og konsentrasjon av CsA, og hemming var tilstede selv om hemmeren var fjernet
fra inkubasjonsbufferen [98]. Ki-verdier for CsA for preinkubasjon og koinkubasjon i studien
utfgrt av. Amundsen et al. var henholdsvis 0,014+0,003 pM og 0,31+0,22 pM [41]. Den

rapporterte Kj-verdien, funnet ved preinkubasjon med CsA, ble folgelig benyttet i
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simuleringene i Simcyp. Imidlertid er denne hemmekonstanten funnet under forutsetting av
kompetitiv hemming av fri konsentrasjon av CsA og derfor kan ikke anvendelse av denne

konstanten i simuleringen fullt ut forklare interaksjonen som er observert i kliniske studier.

Den siste versjonen av Simcyp kan forelgpig ikke simulere mekanismebasert tidsavhengig
hemming av transportgrer, noe som kunne forklare simulert underpredikering av AUC for
atorvastatin bade etter enkel dosering og gjentatt dosering. Ved anvendelse av en modell med
en kraftigere hemmer i denne oppgaven, med simulering utfart med en 10 ganger redusert Kj-
verdi for CsA ble det funnet at AUC og Cmax for atorvastatin etter gjentatt dosering av begge
legemidlene pa 149,0 pg/L-t og 19,6 pg/L-t henholdsvis, som var i samsvar med observerte
kliniske funn [82]. @kningen i AUCR for atorvastatin pa 9,7 var i samsvar med studien utfgrt
av Hermann et al. [82]. I den studien var AUCo.24 for atorvastatinsyre med og uten interaksjon
med CsA 226+111 ng/mL-t og 26£15 ng/mL-t, mens Cmax var henholdsvis 37,3+18,2 ng/mL og
3,5+2,6 ng/mL. Verdier av AUC og Cmax med og uten interaksjon med CsA i simuleringen var
nermere nedre intervaller fra den kliniske studien, noe som kan skyldes en forskjell i

metabolismen av legemidler mellom nyretransplanterte pasienter og friske individer.

En mulig rolle i denne interaksjonen kan ogsa tilskrives P-gp. Siden CsA farer til gkning i
systemisk eksponering av alle statiner, uten at terminal halveringstid blir pavirket, kan det tyde
pa at gkt biotilgjengelighet av atorvastatin kan oppsta pa grunn av hemming av effluks-
transportarer i tarm, slik som P-gp [82]. Lemahieu et al. har observert betydelig reduksjon i P-
gp aktivitet i bade tarm og lever in vivo [90]. Flere studier for & fa kunnskap om rollen til P-gp
er ngdvendige for & fa bedre forstaelse av betydningen av en eventuell hemming av P-gp i den

aktuelle interaksjonsmekanismen.

Siden bade atorvastatin og CsA ogsa er substrater for OATP1B3, ber ikke bidrag av denne
transportgren utelukkes i den aktuelle interaksjonen. Karlgen et al. har i sin studie indikert at
OATP1B3 har starre betydning i opptak av atorvastatin inn i hepatocytter enn det som tidligere
har veert antatt [42]. CsA har ogsa blitt vist & vaere mekanismebasert tidsavhengig hemmer av
OATP1B3 [99]. Derfor er, som allerede nevnt, mulighet for simulering av tidsavhengig
hemming i Simcyp viktig for mer presis predikering av interaksjonsgrad i forhold til
atorvastatin-cyclosporin interaksjonen. Selv om flere studier indikerer at statiner, inkludert
atorvastatin, hovedsakelig tas opp i hepatocytter via OATP1B1 [100], begr opptak av

atorvastatin via OATP1B3 undersgkes videre.
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Simulering av interaksjonen mellom atorvastatin og CsA i populasjoner med forskjellige
SLCO1B1-genotyper i denne oppgaven viste nesten dobbelt sa stor gkning i AUC for
atorvastatin i en populasjon med PT-fenotype i forhold til en populasjon med ET-fenotype uten
interaksjon med CsA. AUC-verdier pa henholdsvis 21,0 pg/L-t og 11,9 pg/L-t i populasjoner
med PT- og ET-fenotype gav en gkning i AUC pa 1,8, som var i godt samsvar med 2,4 ganger
gkning i AUC for atorvastatin observert klinisk [101]. AUCR for atorvastatin med og uten
interaksjon med CsA hos individer med PT-fenotype pa 5,2 var lavere enn hos individer med
ET-fenotype med AUCR pa 7,9, da modellen med redusert Ki-verdi ble brukt i denne oppgaven.
Selv om gkning i AUCR for atorvastatin hos individer med PT-genotype var lavere, var
plasmakonsentrasjonen til atorvastatin i denne pasientgruppen fortsatt stgrre. Som allerede
nevnt, kan individualisering av behandling med atorvastatin, serlig hos personer med PT-

fenotype, vere viktig for & unngd mulighet for ugnskede effekter av legemidlet.
KONKLUSJON

Resultatene fra denne oppgaven viser at hemming av OATP1B1 trolig er den viktigste
interaksjonsmekanismen mellom atorvastatin og ciklosporin. AUCR pa 9,7, da en kraftig
hemmer som har slatt ut transportaren ble brukt, ved gjentatt dosering av begge legemidlene,
er i samsvar med kliniske observasjoner. Det kan tyde pa at ciklosporin farer til tidsavhengig
hemming av OATP1B1 in vivo. Mulighet for simulering av tidsavhengig hemming av
transportgren i Simcyp er viktig for mer presis predikering av interaksjonsgrad i forhold til den
aktuelle interaksjonen. Resultatene fra denne oppgaven statter ogsa hypotesen om betydningen
av individualisering av behandling med atorvastatin hos personer med forskjellige SLCO1B1-

genotyper.
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6.Vedlegg

6.1. Parameterverdiene til atorvastatin i Symcyp

Parameter Input Value Reference/comment
Molecular weight (g/mol) 558.66 PubChem
logPo:w 5.7 http://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/
pKa 4.46 Drug bank, http://www.drugbank.ca
Compound type Monoprotic acid PubChem,
Blood-to-plasma ration (B/P) 0.61 http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
Fup 0.051
Ref. (Watanabe et al., 2010)
Ref. (Watanabe et al., 2010)
Absoption
Absorption model ADAM
P.. in man (10E-4 cm/s) 2.05 Simcyp Predicted based on Caco-2
Caco-2 permeability[Papp,caco-2(7.4:7.4)(10E- | 8.6 data
6 cm/s)]
Reference compound Propranolol Lietal. (2011)
Reference [Papp,caco-2(7.4:7.4)(10E-6 cm/s)] 20 Lietal. (2011)
Distribution
Distrubution model 1 Full PBPK
V. (L/Kg) (Method 1) Predicted with Poulin and Theil
Kp scalar 8.7 method
Distrubution model 2 2 Assigned,see text for details
Vss (L/kg) Full PBPK
Kp scalar (Method 2) Predicted with Rogers method
8.7 Assigned, see text for details
4.6
Elimination
Metabolism data
CYP3A4 (Metabolite: 2-hydroxy atorvastatin
acid) 29.3 Jacobsen et al. (2000)
Vmax (pmol/min/pmol of isoform) 29.7 Jacobsen et al. (2000)
km (UM) 1 Simcyp default value
Fumic 7 Assigned, see text for details
ISEF
CYP3A4
Vmax (pmol/min/pmol of isoform) 29.8 Jacobsen et al. (2000)
km (uM) 25.6 Jacobsen et al. (2000)
Fumic 1 Simcyp default value
ISEF 7 Assigned, see text for details
CYP2C8
Vmax (pmol/min/pmol of isoform) 0.29 Jacobsen et al. (2000)
km (uUM) 35.9 Jacobsen et al. (2000)
Fumic 1 Simcyp default value
ISEF 4 Assigned, see text for details
UGT1A1 (Metabolite: Atorvastatin lactone)
Vmax (pmol/min/mg microsomal protein) 72 Assigned based on Prueksaritanont et
al. (2002)
km (UM) 11 Assigned based on Prueksaritanont et
al. (2002)
Fumic 1 Simcyp default value
ISEF 2 Aswsigned, see text for details
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UGT1A3 (Metabolite: Atorvastatin lactone)

Vmax (pmol/min/mg microsomal protein) 72 Assigned based on Prueksaritanont et
al. (2002)

km (uUM) 11 Assigned based on Prueksaritanont et
al. (2002)

Fumic 1 Simcyp default value

ISEF 2 Assigned, see text for details

Cl:(L/h) 0.47 Lennernas (2003)

Transporter

Intestinal efflux (P-gp)

Jmax (pmol/cmz/min) 141 Wou et al. (2000

km (uM) 115 Wou et al. (2000

RAF/REF 1 Simcyp default value

Liver (with Distrubution Model 2)

CLPD (mL/min/106 cells) 0.023 Assigned based on Camenisch and
Umehara (2012)

Fulw 0.324 Simcyp predicted value

FUEW 0.038 Simcyp predicted value

OATP1B1

CLint, T (uL/min) 55 Assigned based on Camenisch and
Umehara (2012)

RAF/REF 10 Assigned, see text for details
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6.2. Tabeller med radata fra Simcyp for hver simulering

6.2.1. Tabeller med radata fra Simcyp etter en enkelt dose atorvastatin

Tabell 6-1. AUC, Cmax 0g Tmax for atorvastatin og CsA i en 7 dagers simulering nar bade
hemming av CYP3A4 og OATP1BL1 ble studert

Summary Statistics

Atorvastatin_simv_zhang

144,00

168,00

1,32

2,60E-03

i

1,26E-02

Atorvastatin_simv_zhang + Interaction

144,00

168,00

1,32

9,34E-03

4,21E-02

SV-Cyclosporine_Neoral

156,00

168,00

108

7,54E-01

3,67E+00

Tabell 6-2. AUC, Cmax 0g Tmax for atorvastatin og CsA i en 7 dagers simulering nar bare

hemming av CYP3A4 ble studert

Summary Statistics

Atorvastatin_simv_zhang

144,00

168,00

132

2, 60E-03

1,26E-02

Atorvastatin_simv_zhang + Interaction

144,00

168,00

132

3,96E-03

1,78E-02

SV-Cyclosporine_Neoral

156,00

168,00

1,08

7,54E-01

3,67E+00

Tabell 6-3. AUC, Cmax 0g Tmax for atorvastatin og CsA i en 7 dagers simulering nar bare

hemming av OATP1B1 ble studert

A |
e _
Atorvastatin_simv_zhang 144,00 168,00 1,32 2,60E-03 1,26E-02
Atorvastatin_simv_zhang + Interaction 144,00 168,00 1,32 6,52E-03 3,05E-02
SV-Cyclosporine_Neoral 156,00 168,00 1,08 7,54E-01 3,67E+00

Tabell 6-4. AUC, Cmax 0g Tmax for atorvastatin og CsA-modell i en 7 dagers simulering nar
bade hemming av CYP3A4 og OATP1B1 ble studert

Summary Statistics

i

Atorvastatin_simv_zhang 144,00 168,00 1,32 2,60E-03 1,26E-02
Atorvastatin_simv_zhang + Interaction 144,00 168,00 1,32 1,67E-02 9,61E-02
SV-Cyclosporine_Neoral 156,00 168,00 1,08 7,54E-01 3,67E+00




Tabell 6-5. AUC, Cmax 0g Tmax for atorvastatin og CsA-modell i en 7 dagers simulering nar
bare hemming av OATP1B1 ble studert

Summary Statistics

i

Atorvastatin_simv_zhang 144,00 168,00 1,32 2,60E-03 1,26E-02
Atorvastatin_simv_zhang + Interaction 144,00 168,00 1,32 1,17E-02 7,00E-02
sV-Cyclosporine_Neoral 156,00 168,00 1,08 7,54E-01 3,67E+00

6.2.2. Tabeller med radata fra Simcyp etter multiple doser atorvastatin

Tabell 6-6. AUC, Cmax 0g Tmax for atorvastatin og CsA i en 28 dagers simulering nar bade
hemming av CYP3A4 og OATP1BL1 ble studert

Summary Statistics

i

Atorvastatin_simv_zhang 648,00 672,00 1,15 2,79E-03 1,54E-02
Atorvastatin_simv_zhang + Interaction 648,00 672,00 115 1,01E-02 5,30E-02
SV-Cyclosporine_MNeoral 660,00 672,00 125 7,63E-01 3,66E+00

Tabell 6-7. AUC, Cmax 0g Tmax for atorvastatin og CsA-modell i en 28 dagers simulering nar
bade hemming av CYP3A4 og OATP1B1 ble studert

b |
e _
Atorvastatin_simv_zhang 648,00 672,00 1,15 3, 79E-03 1,54E-02
Atorvastatin_simv_zhang + Interaction 648,00 672,00 1,15 1,96€-02 1,49E-01
sV-Cyclosporine_Neoral 660,00 £72,00 1,25 7,63E-01 3,66E+00

6.2.3. Tabeller med radata fra Simcyp i populasjoner med forskjellige

SLCO1B1-genotyper

Tabell 6-8. AUC, Cmax 09 Tmax for atorvastatin og CsA i en 7 dagers simulering nar bade
hemming av CYP3A4 og OATP1BL1 ble studert i populasjon med PT-fenotype

Summary Statistics

i

Atorvastatin_simv_zhang 144,00 168,00 1,32 4,10E-03 2,10E-02
Atorvastatin_simv_zhang + Interaction 144,00 168,00 1,32 1,23E-02 6,04E-02
SV-Cyclosporine_Meoral 156,00 168,00 1,08 7,54E-01 3,67E+00




Tabell 6-9. AUC, Cmax 0g Tmax for atorvastatin og CsA i en 7 dagers simulering nar bade
hemming av CYP3A4 og OATP1BL1 ble studert i populasjon med ET-fenotype

A

Summary Statistics

Atorvastatin_simv_zhang 144,00 168,00 1,32 2,47E-03 1,19E-02
Atorvastatin_simv_zhang + Interaction 144,00 168,00 1,32 9,02E-03 4,04E-02
sV-Cyclosporine_Neoral 156,00 168,00 1,08 7,54E-01 3,67E+00

Tabell 6-10. AUC, Cmax 0g Tmax for atorvastatin og CsA-modell i en 7 dagers simulering nar
bade hemming av CYP3A4 og OATP1B1 ble studert i populasjon med PT-fenotype

h|

Summary Statistics
Atorvastatin_simv_zhang 144,00 168,00 1,32 4,10E-03 2,10E-02
Atorvastatin_simv_zhang + Interaction 144,00 168,00 1,32 1,77E-02 1,10E-01
sv-Cyclosporine_Neoral 156,00 168,00 1,08 7,54E-01 3,67E+00

Tabell 6-11. AUC, Cmax 0g Tmax for atorvastatin og CsA-modell i en 7 dagers simulering nar
bade hemming av CYP3A4 og OATP1B1 ble studert i populasjon med ET-fenotype

A

Summary Statistics

Atorvastatin_simv_zhang 144,00 168,00 1,32 2,47E-03 1,19E-02
Atorvastatin_simv_zhang + Interaction 144,00 168,00 1,32 1,65E-02 9,41E-02
SV-Cyclosporine_Meoral 156,00 168,00 1,08 7.54E-01 3,67E+00
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6.3. Figurer med radata fra Simcyp for hver simulering

6.3.1. Figurer med radata fra Simcyp etter en enkelt dose atorvastatin

Mean Values of Systemic concentration in plasma of
Atorvastatin_simv_zhang with and without Interaction over Time
using SV-Cyclosporine_Neoral
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Figur 6-1. Endring i AUC for atorvastatin med og uten interaksjon med CsA i en 7 dagers
simulering nar bade hemming av CYP3A4 og OATP1B1 ble studert

Mean Values of Systemic concentration in plasma of
Atorvastatin_simv_zhang with and without Interaction over Time
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Figur 6-2. Endring i AUC for atorvastatin med og uten interaksjon med CsA i en 7 dagers
simulering nar bar hemming av CYP3A4 ble studert
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Mean Values of Systemic concentration in plasma of
Atorvastatin_simv_zhang with and without Interaction over Time
using SV-Cyclosporine_Neoral
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Figur 6-3. Endring i AUC for atorvastatin med og uten interaksjon med CsA i en 7 dagers
simulering nar bare hemming av OATP1B1 ble studert

Mean Values of Systemic concentration in plasma of
Atorvastatin_simv_zhang with and without Interaction over Time
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Figur 6-4. Endring i AUC for atorvastatin med og uten interaksjon med CsA-modell i en 7
dagers simulering nar bade hemming av CYP3A4 og OATP1BL1 ble studert
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Mean Values of Systemic concentration in plasma of
Atorvastatin_simv_zhang with and without Interaction over Time
using SV-Cyclosporine_Neoral
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Figur 6-5. Endring i AUC for atorvastatin med og uten interaksjon med CsA-modell i en 7
dagers simulering nar bare hemming av OATP1B1 ble studert

6.3.2. Figurer med radata fra Simcyp etter multiple doser atorvastatin

Mean Values of Systemic concentration in plasma of
Atorvastatin_simv_zhang with and without Interaction over Time
using SV-Cyclosporine_Neoral
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Figur 6-6. Endring i AUC for atorvastatin med og uten interaksjon med CsA i en 28 dagers
simulering nar bade hemming av CYP3A4 og OATP1BL1 ble studert
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Mean Values of Systemic concentration in plasma of
Atorvastatin_simv_zhang with and without Interaction over Time
using SV-Cyclosporine_Neoral
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Figur 6-7. Endring i AUC for atorvastatin AUC med og uten interaksjon med CsA-modell i en
28 dagers simulering nar bade hemming av CYP3A4 og OATP1B1 ble studert

6.3.3. Figurer med radata fra Simcyp i populasjoner med forskjellige
SLCO1B1-genotyper

Mean Values of Systemic concentration in plasma of
Atorvastatin_simv_zhang with and without Interaction over Time
using SV-Cyclosporine_Neoral
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Figur 6-8. Endring i AUC for atorvastatin med og uten interaksjon med CsA i en 7 dagers
simulering nar bade hemming av CYP3A4 og OATP1B1 ble studert i populasjon med PT-
fenotype
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Mean Values of Systemic concentration in plasma of
Atorvastatin_simv_zhang with and without Interaction over Time
using SV-Cyclosporine_Neoral
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Figur 6-9. Endring i AUC for atorvastatin med og uten interaksjon med CsA i en 7 dagers
simulering nar bade hemming av CYP3A4 og OATP1B1 ble studert i populasjon med ET-
fenotype
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using SV-Cyclosporine_MNeoral

200E-04

180E-04 |
=
S 160E-04 -
£
= 140E-04 -
:E 120E-04
B 04 -
£ 100E-04 |
g
§ 080E04
o 04 |
: 060E-04
2 -04 |
g 040E02
w

020E-04 \

0 0D0E=00 ; ; ; ; ; : e
0 20 40 60 80 100 120 140 160
Time - Substrate (h)
——CSys with Interaction —CSys I

Figur 6-10. Endring i AUC for atorvastatin med og uten interaksjon med CsA-modell i en 7
dagers simulering nar bade hemming av CYP3A4 og OATP1B1 ble studert i populasjon med
PT-fenotype
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Mean Values of Systemic concentration in plasma of
Atorvastatin_simv_zhang with and without Interaction over Time
using SV-Cyclosporine_Neoral
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Figur 6-11. Endring i AUC for atorvastatin med og uten interaksjon med CsA-modell i en 7
dagers simulering nar bade hemming av CYP3A4 og OATP1B1 ble studert i populasjon med
ET-fenotype

6.3.4 Figurer med radata fra Simcyp for predikering av intracelluleere og
ekstracelluleere leverkonsentrasjoner av ubundet fraksjon av atorvastatin

Mean Values of Liver Culw of
Atorvastatin_simv_zhang with and without
interaction over Time using SV-
Cyclosporine_Neoral
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Figur 6-12. Endring i CulW med tid for atorvastatin, med og uten interaksjon med CsA nar bade
hemming av CYP3A4 og OATP1B1 ble studert med Kj-verdiene for CYP3A4 og OATP1BL1 for CsA tatt
fra in vitro studier [38, 85] . CsA ble administrert i dose pa 200 mg 2 ganger daglig i 7 dager, mens

atorvastatin ble gitt som en enkelt dose pa 10 mg den 7.dagen (etter at steady-state for CsA hadde blitt
nadd).
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Mean Values of Liver CuEW of
Atorvastatin_simv_zhang with and without
interaction over Time using SV-
Cyclosporine_Neoral
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Figur 6-13. Endring i CUEW med tid for atorvastatin, med og uten interaksjon med CsA nar bade
hemming av CYP3A4 og OATP1B1 ble studert med Kj-verdiene for CYP3A4 og OATP1B1 for CsA tatt
fra in vitro studier [38, 85]. CsA ble administrert i dose pa 200 mg 2 ganger daglig i 7 dager, mens
atorvastatin ble gitt som en e nkelt dose pa 10 mg den 7.dagen (etter at steady-state for CsA hadde
blitt nadd).
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Figur 6-14. Endring i CulW med tid for atorvastatin, med og uten interaksjon med CsA-modell nar bade
hemming av CYP3A4 og OATP1BL1 ble studert. Ki-verdi for CsA for hemming av OATP1B1 ble redusert
10 ganger. CsA-modell ble administrert i dose pa 200 mg 2 ganger daglig i 7 dager, mens atorvastatin
ble gitt som en enkelt dose pa 10 mg den 7.dagen (etter at steady-state for CsA hadde blitt nadd).
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Mean Values of Liver CuEW of
Atorvastatin_simv_zhang with and without
interaction over Time using SV-
Cyclosporine_Neoral
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Figur 6-15. Endring i CUEW med tid for atorvastatin, med og uten interaksjon med CsA-modell nar
bade hemming av CYP3A4 og OATP1B1 ble studert. Ki-verdi for CsA for hemming av OATP1B1 ble
redusert 10 ganger. CsA-modell ble administrert i dose pa 200 mg 2 ganger daglig i 7 dager, mens
atorvastatin ble gitt som en enkelt dose pa 10 mg den 7.dagen (etter at steady-state for CsA hadde blitt
nadd).
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6.4 Poster fra Beito

Predikering av interaksjon mellom atorvastatin’ Js
og ciklosporin (CsA) ved bruk av PBPK modell (SlmCyp)

Ana Todosijevic'-2, Rune Amundsen'.2 og Hege Christensen’
1Avdeling for farmaseytisk biovitenskap, Farmaseytisk institutt, Universitetet i Oslo
2Vitusapotek Maxis, Arendal

Bakgrunn

Fysiologibaserte farmakokinetiske (PBPK) modeller brukes for a
predikere og simulere kinetikken til legemidler, for a studere hvordan
ulike endogene (f.eks. alder, kjenn, genetikk, sykdommer) og
eksogene (f.eks. legemiddelinteraksjoner (LMI), alkoholbruk) faktorer
kan pavirke legemiddeleksponering. SimCyp populasjonsbasert ADME
simulator er et eksempel pa en slik simulator. Denne kombinerer
eksperimentelle data fra prekliniske studier, studier fra in vitro
enzym- og celluleersystemer, fysiske og kjemiske egenskaper av
legemidler og doseringsformer samt demografiske, fysiologiske og
genetisk informasjon om ulike populasjoner, for & predikere in vivo
farmakokinetikk.

Insidensen av hyperkolesterolemi hos nyretransplanterte pasienter er
hey og bruk av HMG-CoA reduktasehemmere (statiner) er vanlig som
tilleggs-behandling. Kliniske studier har vist at CsA ferer til 6-10
ganger gkning av systemisk atorvastatinkonsentrasjon, sammenlignet
med en kontrollgruppe som kun fikk atorvastatin’-2. Hemming av
legemiddeltransporteren OATP1B1 i lever og CYP3A-enzymer i tarm og
lever er mulige mekanismer for denne interaksjonen (Fig. 1).
Amundsen et al. har tidligere vist at CsA-hemming av OATP1B1 var
tidsavhengig, dvs. at preinkubering med CsA okte
hemmingspotensialet til CsA. Det er imidlertid en utfordring a
simulere denne tidsavhengigheten i SimCyp.

Malet med denne oppgaven var a bygge opp en modell for
atorvastatin for a simulere den klinisk observerte interaksjonen
mellomatotyastann.og CsA.
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Metoder

SimCyp populasjonsbasert ADME simulator (vs. 16; Certara, Sheffield,
UK) ble brukt for modellering og simulering av interaksjonen mellom
atorvastatin og CsA. Parametrene for oppbygging av atorvastatin-
modellen i SimCyp er hentet fra litteraturen, mens CsA allerede var
inkorporert som substrat i programmet og disse parameterverdiene
ble brukt i oppbygging av modellen for CsA som hemmer.

Simuleringene ble utfert i virtuelle populasjoner av friske individer
fra SimCyps database. Hver simulering inkluderte 50 personer (5
studier med 10 personer). Andelen menn og kvinner var satt til 0,5,
og alderen fra 20-50 ar. En enkelt dose pa 10 mg atorvastatin ble
administrert med CsA med en dosering pa 200 mg daglig. Verdier for
hemmingskonstanten (Ki) til CsA for OATP1B1 og CYP3A4 ble hentet
fra Amundsen et al’. Ki-verdi for CsA for preinkubering var
0,014+0,003 uM for OATP1B1. K;for CYP3A4 var 0,98 uM. Det ble ogsa
simulert med en kraftigere hemmer da Ki for OATP1B1 ble redusert 10
ganger til 0,001 pM.
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Resultater

AUC (pg/L-t) til atorvastatin med samtidig administrering av CsA var
39,6 nar hemming av bade CYP3A4 og OATP1B1 ble studert, mens den
var 28,7 uten samtidig hemming av CYP3A4 og 17,5 uten samtidig
hemming av OATP1B1. C,, (ug/L) var henholdsvis 9,36, 6,45 og 4,09,
mot 2,63 uten hemmer (Fig. 2). AUC-ratio var 3,2 ved samtidig
hemming av OATP1B1 og CYP3A4.
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Figur 2: Predikert interaksjon mellom atorvastatin og CsA

AUC (pg/L-t) til atorvastatin med samtidig administrering av en CsA-
modell med redusert K;,, med hemming av bade CYP3A4 og OATP1B1,
var 88,3, mens den var 64,2 uten samtidig hemming av CYP3A4 og
17,5 nar hemmingen av OATP1B1 ikke ble inkludert. Tilsvarende
verdier av C,,, (Hg/L) var henholdsvis 16,7, 11,6 og 4,09 (2,63 uten
hemmer (Fig. 3). AUC-ratio okte til 7,1 ved samtidig hemming av
OATR4B1 og CYP3A4.
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Figur 3: Predikert interaksjon mellom atorvastatin og CsA-modell med redusert K;

Diskusjon og konklusjon

En 3,2 ganger okning i plasmakonsentrasjon av atorvastatin etter
samtidig administrering med CsA var lavere enn det som ble rapportert
i de kliniske studiene. Slik underpredikering er ogsa rapportert ved
interaksjoner mellom pitavastatin eller rosuvastatin og CsA. Det finnes
flere mulige forklaringer pa det: som nevnt tidligere, SimCyp kan
forelopig ikke simulere tidsavhengig hemming observert i in vitro
studier. Simuleringer ble utfert i populasjoner av friske individer, og
eksponering av CsA kan vaere forskjellig hos transplanterte pasienter.
Andre interaksjonsmekanismer kan ogsa vare involvert, som for
eksempel hemming av P-glykoprotein i tarm og lever.

Resultatene viser at hemming av OATP1B1 trolig er den viktigste
mekanismen i interaksjonen mellom atorvastatin og CsA. En kraftig
hemmer som har slatt ut OATP1B1 ga en 7,1 ganger ekning i AUC for
atorvastatin, noe som er pa linje med kliniske observasjoner. Det
kan tyde pa at en tidsavhengig hemming av OATP1B1 finner sted in
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