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Vizsgalati mdodszer fejlesztése atorvastatin és rosuvastatin
folyadékkromatograffal kapcsolt tandem
tomegspektrométerrel térténd vizsgalatahoz, és a mdodszer
alkalmazasa populacios gyogyszerkinetikai modellek
megalkotasahoz

A klinikai laboratérium alapvetd szerepének demonstralasa a precizios
farmakoterapiakban
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Klinikai problémak az atorvastatin és a rosuvastatin kezelések soran

A statinok vilagszerte a legtobbszor felirt szerek kozé tartoznak, arany standard
készitmények az emelkedett kardiovaszkularis rizikoval tarsuld dyslipidaemia gyogyszeres
kezelése soran

mellékhatasok (myalgiak, myopathidk) miatt a betegek 40-75%-a hagyja el a kezelést 2
éven belul, még koronarias szivbetegeknél is 50% feletti ez az arany

hepatikus transzaminazok és a CK emelkedése gyakori

A kezelés a 2-es tipusu diabetes mellitus rizikojat jelent6s mértékben noveli

Firchett DH, Hegele RA, Verma S. Circulation 2015;131:e389.
Crandall JP, Mather K, Rajpathak SN et al. BMJ Open Diab Res Care 2017;5:e000438.
Toth PP, Patti AM, Giglio RV et al. Am J Cardiovasc Drugs 2018;18:157.



Am J Cardiovasc Drugs (2018) 18:157-173
https://doi.org/10.1007/s40256-017-0259-7
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A gyogyszeres kezelések gydgyszerkinetikai modellek segitségével egyénre
szabhatdk a Pmetrics™ és a BestDose™ alkalmazdsok hasznélataval
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Pmetrics is an R package for non-parametric and parametric population
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A gydgyszerkinetikai informacidkon alapuld

terapia individualizalas folyamata

Klinikai laboratorium

vizsgalati képesség kialakitasa

vizsgalati hibapolinom meghatarozasa

/ Klinikai osztaly

+

Klinikai laboratorium

Klinikai gyogyszerészi
\ szolgalat

populacios farmakokinetikai modell megalkotasa

kreatinin clearance és kovariansok meghatarozasa

egyéni farmakokinetikai paraméterek meghatarozasa
(tobbszoros modellezésen alapuld dozistervezéssel)

egyéni terapia tervezés és monitorozas

>




Célkitlzések

* vizsgalati modszer fejlesztése és validalasa a European Medicines Agency elbirasai szerint
* a modellezéshez szlikséges vizsgalati hibapolinomok meghatarozasa

* a kés6bbi egyénre szabott kezelések alapjaul szolgalo populaciés farmakokinetikai
modellek megalkotasa



A kutatas keretei

A kutatas cime: Nagy intenzitasu statinok szérum koncentracidjanak kovetésén alapuld
személyre szabott terapias algoritmusok kifejlesztése

ldotartam: 2017 oktdber 1 — 2020 december 31.

Kutatas vezets: Prof. Karadi Istvan

Résztvevok: SE lll. sz. Belgydgyaszati Klinika, SE Laboratoriumi Medicina Intézet



A vizsgalatbdl torténd kizarasra vonatkozd dontési fa - atorvastatin

Vizsgalatba bevont személyek: 50 f6

\ 4

Megfelel6en rogzitett adatokkal
rendelkez6 személyek: 46 f6

v

Hianyzé vagy téves adatok miatt
kizart személyek: 4 f6

Elettanilag megfeleld alanynak itélt
személyek: 41 f6

v

Szérum kreatinin szint a referencia
tartomany hatarain kivil esett
>10%-kal: 5 f6

\ 4

Farmakokinetikai modellezéshez
hasznalt adatbazisban szerepl6
személyek: 34 6

v

Nem volt kimutathatd atorvastatin a
mintaban: 7 f6




A vizsgalatbdl torténd kizarasra vonatkozd dontési fa - rosuvastatin

Vizsgalatba bevont személyek: 92 6

\ 4

Megfelel6en rogzitett adatokkal
rendelkez6 személyek: 86 f6

v

Hianyzo vagy téves adatok miatt
kizart személyek: 6 f6

Elettanilag megfelel$ alanynak itélt
személyek: 67 f6

v

Szérum kreatinin szint a referencia
tartomany hatarain kivil esett
>10%-kal: 19 f6

A\ 4

Farmakokinetikai modellezéshez
hasznalt adatbazisban szerepl6
személyek: 63 f6

\ 4

Nem volt kimutathatd atorvastatin a
mintaban: 4 f6




A vizsgalatba bevont személyek fontosabb jellemzéi

_ atorvastatin, median (tartomdany) | rosuvastatin, median (tartomany)

férfi (n=10) né (n=24) férfi (n=31) né (n=32)
életkor 69 (47-77) 72 (48-86) 71 (43-89) 73 (43-85)
szérum kreatinin (umol/l) 77 (58-87) 66 (43-92) 83 (68-109) 66 (42-92)

LDL-koleszterin (mmol/l) 2,21 (1,5-3,29) 2,25(1,52-3,77) 2,20(1,44-4,26) 2,28 (1,25-3,80)
HDL-koleszterin (mmol/l) 1,17 (0,89-1,62) 1,32(0,77-2,01) 1,17 (0,75-2,28) 1,30(1,15-1,99)
triglicerid (mmol/I) 1,05 (0,52-2,57) 1,30(0,70-6,14) 1,53 (0,78-4,07) 1,32 (0,81-4,13)
osszkoleszterin (mmol/l) 3,80 (2,40-4,80) 4,15 (2,90-5,90) 3,70 (2,80-6,30) 4,20 (2,70-6,10)



Vizsgalati mddszer

gyari kit, kalibrator, kontroll nem elérhet6
kalibracid: atorvastatinnal, rosuvastatinnal adalékolt liofilezett szérum mintak
belsd standard (IS): ?H:-atorvastatin, 13C,2H,-rosuvastatin

preanalitika:
* minta: 1 cs6 nativ szérum
* tarolas: -75°C
* deproteinizacidé: 50 pl minta+100 pul IS oldat (acetonitril), kicsapas utan a felliliszéban
végezzik a mérést



Vizsgalati mddszer

analizis: Shimadzu Nexera ultrahatékonysagu folyadékkromatograffal kapcsolt LCMS-
8060 tomegspektrométer

allofazis: Phenomenex Kinetex XB-C18 50x2.1 mm, 1.7 um, 40 °C
mozg6 fazis: viz (0.1% hangyasav) — metanol 0.1% hangyasav) 45:55
gradiens program: 4,00 min — 15:85; 4,01 min — 45:55.

kalibralt koncentracié tartomany: 0,5-100 ng/ml
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Linearis hibafliggvények vizsgalata

| Atorvastatin

Szérum
egyenlet 0.0379x-0.2289 0.06x-0.0655
r2 0.9628 0.9955
Hemolizalt szérum
egyenlet 0.0222x-0.00192 0.0282x-0.0138
r2 0.9971 0.9648
Icterikus szérum
egyenlet 0.0213x+0.1148 0.0513x-0.0295
r2 0.9802 0.9897
Lipaemias szérum
egyenlet 0.1704x+0.1054 0.1875x+0.2726
r2 0.9983 0.9988

szintek szama: 6, mintak szama szintenként: 8



Observed

Atorvastatin populaciés farmakokinetikai modellje (egyrekeszes)
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Weighted residual ermor (pred - obs)

Atorvastatin populaciés farmakokinetikai modellje (egyrekeszes)
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Az atorvastatin irodalmi és kisérletiinkben kapott farmakokinetikai paramétereinek

O0sszehasonlitasa

jellemz6 Irodalom Sajat modell

felszivodasi sebességi allando (K,) 3,5 ht
biohasznosulas 12 %
|latszolagos megoszlasi térfogat 381 |
eliminacios feléletido (t,/,) 14 h

" median (els6 kvartilis — harmadik kvartilis)

3,54 (1,15-4,72)" h?
21,8 (18,9-28,2) %
277,9 (229,4-466,0) |
4,86 (4,24-8,38) h
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A rosuvastatin irodalmi és kisérletinkben kapott farmakokinetikai paramétereinek
dsszehasonlitasa

iellemz6 szakirodalmi Sajat modeli
adatok egyrekeszes modell kétrekeszes modell

felszivodasi sebességi allando (K,) 0,37 ht 0,07 (0,05-0,11) * h1 17,8 (4,9-25,6) ht
biohasznosulas 20 % 73 (65-75) % 34 (32-35) %

latszélagos megoszlasi térfogat 134 | 14,3 (11,0-15,0) | 96,1 1(82,4-100,1)
eliminacios féléletid6 (t1/z) 19 h 0,15 (0,14-0,16) h 2,52 h (1,72-2,73)

"'median (elsé kvartilis — harmadik kvartilis)



Osszefoglalds

LC-MS/MS vizsgalati moddszer kerlilt bevezetésre az atorvastatin és a rosuvastatin
szérumban torténd meghatarozasara

meghataroztuk a vizsgalati hibapolinomot szérumban, hemolizalt, hiperbilirubinémias és
lipémias mintakban
* az igy nyert informaciok fontos kiegészitéssel szolgalnak az EMA elGirasok szerint
végzett validalas eredmeényeihez
* az eljaras alkalmas a matrix interferenciak megitélésére
e az atorvastatin és a rosuvastatin vizsgalata a bemutatott mdodszer esetében lipaemias
mintakban nagyobb bizonytalansaggal terhelt

nemparameéteres populacids farmakokinetikai modelleket alkottunk az atorvastatinnal és
a rosuvastatinnal torténd egyénre szabott kezelésekhez; a farmakokinetikai paraméterek
statisztikai megfelel6 egyezést mutatnak az irodalmi adatokkal

a bemutatott folyamat demonstralja, hogy a klinikai laboratorium kulcsszerepet tolt be a
precizios farmakoterapiaban
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A kutatast részben a Nemzeti Bionika Program keretében (1336/2017. Korm. rendelet) végeztiik, a
Nemzeti Kutatasi, Fejlesztési és Innovacios Hivatal tamogatasaval.



 atorvastatin: p.os 5-80 mg filmtabletta — tobb mint 100 készitmény van forgalomban

@ 0 OH OH O
N s N/\/'\/'\/U\OH
H _
F

* rosuvastatin: p.os 5-40 mg filmtabletta — kb. 90 készitmény van forgalomban




Az atorvastatin es rosuvastatin populacios farmakokinetikai modellek
megalkotasanak altalanos szempontjai

a legtobb bevont személy 1 alkalommal adott mintat
rogzitett adatok: utolso bevett dozis, a bevétel id6pontja, a mintavétel id6épontja
kizarasi kritériumok:

* barmely adat hianya

* hibas adatfelvételre utalo érték

 referencia tartomany (ffi: 59-104 umol/l, n6: 45-84 umol/I) hatarain >10%-kal kivl
esO szérum kreatinin szint

egyrekeszes modelleket készitettiink
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Istvan E. Atheroscler Suppl 2003;4:3.



Az atorvastatin és a rosuvastatin fontosabb gyogyszerészeti jellemz0i

jellemzs | atorvastatin rosuvastatin

log P 6,36
Felszivodasi sebességi allandd (K,) 3,5ht
CL/F 116 I/h
V. /F 3250 1/h
fehérjekotés >98 %
maximalis koncentracio eléréséig 1-2 h
szukséges id6tartam

biohasznosulas 12 %
latszélagos megoszlasi térfogat 381 |
eliminacios féléletid6 14 h

Aoyama T et al. Biol Pharm Bull 2010;33:1082.
Narwal R et al. Clin Pharmacokinet 2010;49:693.
https://www.ogyei.gov.hu/gyogyszeradatbazis/
https://www.drugbank.ca/

0,13
0,368 ht
264 1/h
11701/h
kb. 90 %
5h

20 %
134 |
19 h



Tomegspektrometer beallitasok

altalanos beallitasok vegyuletspecifikus beallitadsok
porlasztd gazaram 3 |/min célion-atmenet 559.1>440.1 482.0>258.0
szaritd gazaram 6 |/min Q1 bias -26V -22V
fit6 gazdram 12 I/min CE -23V -35V
interface hGmérséklet 350 °C Q3 bias -22V -13V
flt6blokk hémérséklet 400 °C dwell time 50 ms 50 ms
desolvation line h6mérseklet 250 °C IS célion-atmenet 564.2>440.0 487.1>263.2
Q1 bias -26V =22V
CE -23V -35V
Q3 bias -22V -13V

IS: belsé standard dwell time 50 ms 50 ms



