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OZET

Gerger, E., (2024). CLOCK Proteininin Fonksiyonunu Diizenleyen CLK-8 Bilesiginin
Faredeki Farmakokinetigi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitlsii, Farmakoloji
ABD. Yiksek Lisans Tezi. Istanbul.

Sirkadiyen ritimler, 24 saatlik periyotlarda tekrarlanan biyolojik doéngulerdir. Son
donemlerde, sirkadiyen saatin 6nemi nedeniyle ¢ekirdek saat mekanizmasini hedefleyen
kii¢iik molekiil modiilatorlerin gelistirilmesi ivme kazanmistir. Bu, ¢esitli fizyolojik ve
metabolik bozukluklara etkili tedavi stratejilerinin gelistirilmesine olanak saglayabilir.
CLK-8, sirkadiyen ritmi artiran bir molekiil adayidir, BMAL1 ve CLOCK proteinlerinin
etkilesimini diizenleyerek molekiiler saat mekanizmasinda kilit bir rol oynar.
Calismamizda, CLK-8'in parenteral uygulama sonrasi plazma farmakokinetiginin ortaya
konmasi amacglanmigtir. CLK-8 molekili uygun bir formilasyonla erkek farelere
intraperitoneal (i.p.) yoldan tek dozda uygulanmistir. Uygulamay1 takiben 30. dk, 1., 2.,
4., 6., 10., 24., 48. saatlerde kan ornekleri alinmis ve plazmalar elde edilmistir. Plazma
orneklerinde miktar tayini icin gecerli LC-MS/MS yontemleri kullanilmis ve plazma
konsantrasyonlar1 hesaplanmistir. Temel farmakokinetik parametreler, pik plazma
konsantrasyonu (Cmaks), pik konsantrasyona ulasma siiresi (tmaks), Ortalama eliminasyon
yartlanma Omrii (u2) ve egri altinda kalan alan (AUCo.48s2) Verileri 0-48 saat icin
hesaplanmistir. Bu ¢alisma, CLK-8'in farelerde i.p. uygulama sonrasi farmakokinetik
ozelliklerini ilk kez ortaya koymustur. Molekiiliin faredeki eliminasyon yarilanma 6mrii
yaklasik 12 saat olarak hesaplanmistir. CLK-8’in karaciger dokusuna genis olarak
dagildig1 ve yiiksek yagda ¢Ozilniirliigii nedeniyle beyin dokusuna da gectigi tespit
edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Sirkadiyen ritim, CLK-8, farmakokinetik, LC-MS/MS

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. (Proje No: 39301)



ABSTRACT

Gerger, E. (2024). Pharmacokinetics of the CLK-8 Compound Regulating CLOCK
Protein Function in Mice. Istanbul University, Institute of Health Science, Department of
Pharmacology. MSc. Thesis. istanbul.

Circadian rhythms are biological cycles that repeat approximately every 24 hours.
Recently, the development of small molecule modulators targeting the core clock
mechanism has gained momentum due to the importance of the circadian clock in
regulating various physiological and metabolic processes. CLK-8 is a candidate molecule
that enhances circadian rhythm by regulating the interaction of BMALL and CLOCK
proteins, which play a key role in the molecular clock mechanism. This study aims to
determine the plasma pharmacokinetics of CLK-8 following parenteral administration.
The CLK-8 molecule was administered to male mice via the intraperitoneal route (i.p.)
in a single dose with an appropriate formulation. Blood samples were collected at 30
minutes, and 1, 2, 4, 6, 10, 24, and 48 hours post-administration, and plasma was obtained.
Validated LC-MS/MS methods were used for the quantification of plasma samples, and
plasma concentrations were calculated. Basic pharmacokinetic parameters, peak plasma
concentration level (Cmax), time to reach peak concentration (tmax), mean elimination half-
life (t 12), and area under the curve (AUCo.4sn), Were calculated for the 0-48 hour period.
This study is the first to determine the pharmacokinetic properties of CLK-8 in mice
following i.p. administration. The elimination half-life of the molecule in mice has been
calculated to be approximately 12 hours. It has been determined that CLK-8 is widely
distributed in liver tissue and, due to its high lipid solubility, also crosses into brain tissue.

Key Words: Circadian rhythm, CLK-8, pharmacokinetics, LC-MS/MS

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project No.
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1. GIRIS VE AMAC

"Sirkadiyen (Circadian)" kelimesi Latinceden tiiretilmis olup "yaklasik bir giin"
anlamina gelmektir. Memelilerde ise sirkadiyen ritim organizmanin giinliik aktivitelerini
belirli zaman dilimlerinde yerine getirmesine olanak saglamaktadir. Insanlarin sirkadiyen
ritim (24 saatlik dongude) icerisinde yasadigi bazi degisimler sunlardir: Saat 02.00’de
viicut en derin uyku evresine girer. Bu, ayn1 zamanda viicudun kendini onardig1 ve ertesi
giin i¢in enerji depoladigi zamandir. 04.30’da viicut sicakligi en diisiikk diizeyine iner.
07.30’da melatonin salgilanmas1 durur ve viicut uyanmaya baglar. Saat 10.00’da yiiksek
bir uyaniklik asamasina gegilir. 15.30’da viicut en yiiksek tepki hizina ulasir. 17.00’de
kalp-damar sisteminin isleyis etkinligi ve kas giicii en yiiksek diizeyine ¢ikar. Fizyolojik
acidan yogun egzersizler i¢in bu 1yi bir zamandir. 19.00°da viicut sicaklig1 tepe noktasina
cikar. 21.00’de melatonin salgilanmasi baslar ve viicudu yorgun hissettirerek uykuya
dalmasini saglar. Tiim bu fiziksel, zihinsel ve davranigsal degisimlerin diizenlenebilmesi
icin ¢ok sayida genin sirkadiyen saatle kontrol edilmesi beklenir. Farelerde yapilan
caligmada genlerin yaklasik %35°1 ve protein kodlayan genlerin %43’ sirkadiyen saatin
kontrolli altinda oldugu belirlenmistir (1). Cok sayida gen ifadesi ve metabolitlerin
sirkadiyen saate bagli olarak tiretilmesinden dolayi, sirkadiyen saatte olas1 bir bozuklugun
bir¢ok hastaliga neden olmasi veya yatkinlig1 artirmasi beklenmektedir (2). Sirkadiyen
ritmin bozulmasi duygudurum bozukluklarina, hizli yaglanmaya, metabolik hastaliklara
neden olabilir. Bu nedenle, sirkadiyen ritmi dizenleyen cekirdek proteinlerini spesifik
olarak modiile eden kiiclik molekiillerin tanimlanmasi, bu bozukluklarin daha iyi
yonetilmesini saglayabilir. Doruk ve ark., CLOCK proteinine 6zgii olarak baglanan
kiigiik molekiilleri kesfetmek amaciyla yap1 tabanli bir molekiiler yerlestirme yontemi
kullanmistir. CLK-8 adli, CLOCK proteinine spesifik olarak baglanan bir molekiil
bulunmus ve detayli biyokimyasal karakterizasyonu tamamlanip yayinlanmistir (3).
CLK-8in CLOCK ve BMALI arasindaki etkilesimi diizenledigi béylece CLOCK'un
cekirdek translokasyonuna miidahale ettigi in vitro ve ex vivo ¢aligmalarda belirlenmistir.
CLK-8 ile muamele edilen hiicrelerin g¢ekirdeklerinde kontrol gruplarina gore anlamli
olarak daha az miktarda CLOCK ve BMALI proteinleri belirlenmistir (3). Bunun sonucu
olarak, CLK-8, hiicrelerdeki periyot uzunlugunu etkilemeden transkripsiyon/translasyon

geri besleme dongiisliniin negatif kolunu stabilize ederek sirkadiyen ritmin genligini



arttirmistir. Fare modellerinde yasliliga bagl olarak sirkadiyen ritim genliginin distigi

birgok ¢aligsmada gosterilmistir (2, 4).

Saglam bir sirkadiyen ritim olmadan, organizmalar g¢evresel degisikliklere
yeterince uyum saglayamazlar ve bu da sirkadiyen saatin evrimsel amacini bozar.
Bozulmus bir sirkadiyen ritmi degistirmek i¢in kii¢iik molekiiller biiylik 6nem tagir ¢iinkii
bunlar sistem (lizerinde tersine gevrilebilir ve zamana ve doz ayarl etkilere sahiptir (5).
Diizensizlesmis ritimleri diizeltmek ve dolayisiyla hastalik belirtilerini ve yaslandirmay1
hafifletmek i¢in CLK-8’in sirkadiyen ritim tizerindeki amplitiid artirict etkisinin in vivo
ortamda gosterilmesi durumunda ilag aday1 bir molekiil oldugu gosterilmektedir (3).
Yaslanmanin yani sira; metabolik, psikiyatrik, norodejeneratif hastaliklar gibi diger
kronik hastaliklarin da sirkadiyen ritim ile iliskilendirildigi gosterilmistir (6).

[lacin klinik olarak etkinliginin belirlenebilmesi igin farmakokinetik ¢alismalara
ihtiyac vardir. Baglica degerlendirilen farmakokinetik parametreler; ilacin absorpsiyonu,
dagilimi, metabolizmasi ve eliminasyonudur. Bu tez ¢alismasinda CLK-8 molekulinin
farmakokinetigini belirlemek tizere 40 erkek fareye parenteral yoldan CLK-8 maddesi
uygulanmistir. Belirli zaman araliklarinda farelerden alinan kan ve doku oOrnekleri
incelenmis, farmakokinetik hesaplamalar ve analizler yapilmistir. Bu projede yapilan
caligmalar dogrultusunda CLK-8’in plazma farmakokinetik profili belirlenmis ve

dokulara dagilimi da incelenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Biyolojik Ritimler

Biyolojik ritimler; canli organizmalarin tekrarlayan g¢evresel faktorlere yanit olarak
gosterilen dongusel, biyokimyasal, fizyolojik ve davranissal tepkileri ifade eder (7, 8).
Biyolojik ritimler ve onlarin zamansal organizasyonu, Diinya’nin kendi ekseni etrafindaki
doniisii ve Giines’in etrafindaki yoriingesiyle iliskili periyodik degisikliklere uyum
saglayan adaptif fenomenlerdir (9). Mavi-yesil alglerden insanlara kadar ¢ogu tiir,
zamansal degisikliklere uyum saglamak i¢in endojen biyolojik ritimler gelistirmistir (10).
Biyolojik saatin olusturdugu ritimler genellikle ultradian (t < 20 saat, T = periyod
uzunlugu), sirkadiyen (t = 20 ila 30 saat) ve infradian (t > 30 saat) gibi farkli zaman
olgeklerine ayrilir (11, 12). Biyolojik ritim, organizmanin giin ve gece ile iliskilendirilen
fiziksel ¢evredeki degisikliklere hazirlanmasina ve bunlar1 6nceden tahmin etmesine

olanak tanir (11-13).

Biyolojik ritimler, organizmanin fizyolojik islevlerin diizenli bir sekilde gerceklesmesini
saglar. Bir organizmanin dis ve i¢ ¢evresiyle senkronizasyonu, organizmanin refahi ve

hayatta kalmasi i¢in hayati 6neme sahiptir. (13).

2.1.1. Sirkadiyen Ritim
"Sirkadiyen™ terimi, Latince "circa ve dies" ifadesinden gelir, bu da "bir giin" demektir.

Bakterilerden, mantarlardan, bitkilere, meyve sineklerine, baliklara, farelere ve insanlara
kadar neredeyse tim yasam formlar1 sirkadiyen ritim sergiler. Sirkadiyen saat bircok
biyokimyasal ve fizyolojik fonksiyona glnluk ritim verir (8, 14). Bu ritimler, uyku-
uyaniklik dongiileri, hareket aktivitesi, kan basinci, sindirim, hormon salinimi, viicut
sicaklig1 degisimleri gibi bir¢ok fizyolojik ve davranigsal siireci diizenler (11, 15). Bu i¢
saatin varligi, bir organizmanin fizyolojisini gece ile giindiiz arasindaki gegcislere gore
uyum saglamasma olanak tanir. Diizenli isleyen sirkadiyen ritimlerin bozulmasi,
norodejenerasyon ve metabolik bozukluklar da dahil olmak tzere klinik olarak 6nemli

bozukluklara yol acar (1).



2.1.2. Memelilerde Sirkadiyen Saat

Memelilerdeki sirkadiyen sistem, merkezi bir zamanlayici olan 6n hipotalamusun
suprakiazmatik ¢ekirdeginde (SKC) hiyerarsik bir diizende organize edilmistir. Son
zamanlarda, sirkadiyen saatlerin SKC disindaki ek beyin bolgelerinde, retinada ve bir¢ok
periferik dokuda da bulundugu gozlenmistir (16). Bu merkezi zamanlayici;
karaciger,pankreas, bagirsaklar, iskelet kas1 ve adipoz doku gibi diger viicut dokularinda

yer alan bir dizi periferik sirkadiyen osilatorleri senkronize eder (17).

Retina 15181 algiladig1r zaman, retinohipotalamik yol adi verilen bir sinir demeti
araciligiyla SKC aktivasyonu gergeklesir (18). Merkezi saat, viicudu 1s18a gore ayarlar ve
genellikle 151k ve karanlik dongiisiinii kullanir (11). Sirkadiyen zamanlayici, her giin
retinadaki 151k tarafindan sifirlanir ve 6zel monosinaptik projeksiyonlar tarafindan aktive
edilir. Bu aktivasyon, saat genlerinin transkripsiyonunu ve kromatin yeniden
diizenlenmesini i¢eren ¢esitli sinyal yollariin devreye girmesine neden olur. (19). SKC,
gundiiz vakti yiiksek metabolik aktiviteye sahiptir, ancak geceleyin bu aktivite diiser.
Ancak gece periyodunda, metabolik aktivite 1s18a akut maruziyet olusursa artabilir.
Zeitgeber; biyolojik saati sifirlayan herhangi bir uyarici (ritim verici) olarak tanimlanir.
(20). Isik, insanlarda ana ritim vericidir ve sirkadiyen fazi degistirebilir. SKC’nin
etkiledigi 6nemli mekanizmalar arasinda beslenme, uyku-uyaniklik dongiisii, glukoz
metabolizmasi, insiilin salinimi, 6grenme ve hafiza gibi metabolik olaylar yer alir. (15,

21).

2.1.3. Periferik Saatler

Merkezi saat, tim organizma boyunca birbirini takip eden birden fazla periferik
saati senkronize ederek ortak bir ritmi belirler. Periferik dokulardaki saatler, 6zgurce
salinirlar ve neredeyse tiim hiicrelerde bulunan molekiiler bilesenleri esas alir (22).
Periferik saat; SKC’den gelen sinyalleri ve 151k, beslenme, fiziksel aktivite, uyku gibi dis
faktorlerden gelen uyaranlara tepki olarak metabolik olaylar1 kontrol eder. Bu, glikoz ve
lipid dengesi, hormon salinimi, bagisikli yanit1 ve sindirim gibi i¢ fizyolojik sireclerle
ilgilenir. SKC, viicuttaki diger sirkadiyen saatleri senkronize eder ve saatler arasindaki

etkilesim, memelilerde i¢ homeostaz i¢in oldukga kritiktir (15, 21).

Periferik saatlerin senkronizasyonunda yer alan cesitli faktorler istikrari
saglayabilir ve organizmanin, ¢evresel (zeitgeber) sinyallerinde kisa siireli bir kesinti

sonrasinda bile genel ritmi korumasina izin verebilir (22).



Periferik saatlerin fizyolojik strecler (zerindeki etkisi olduk¢a onemlidir.
Ornegin; karaciger-i¢ saati, ilag metabolizmasi igin ¢ok kritiktir. Gece yiiksek ancak
giindiiz diisiik toksisiteye sahip olan parasetamol toksisitesinin ritmi, hepatosit sirkadiyen
saati tarafindan belirlenir. Karaciger spesifik BMALI veya CLOCK’un genetik
ablasyonu olan farelerde, parasetamol karaciger toksisitesi ritmi kaybolmstur. Pankreatik
B hicre-spesifik BMALI eksikligi olan farelerde sirkadiyen saatin genetik ablasyonunun
tip 2 diyabete yol agtig1 gosterilmistir (23). Ayni sekilde, kas hiicreleriinde KIf15 geninin
eksik veya asir1 eksprese edidigi farelerde, kalp kaslarinin ritmik olarak diizenlendigi
sirkadiyen kardiyak QT aralig1 etkilenmez. Beyindeki periferal saatlerin lokal olarak yok
edilmesinin, organizmanin biitiinii iizerinde onemli etkileri vardir. Farelerde, histamin
noronlarinin sirkadiyen saat mekanizmasinin silinmesi, histamin seviyelerini degistirir ve
bu da uyku diizeninin bozulmasina neden olur (23). Ayrica periferik saatler bagisiklik
sisteminde, farkli hematopoietik hiicre hatti boyunca, makrofajlar ve lenfositler dahil
olmak Uzere pek cok yerde mevcuttur ve gesitli bagisiklik hiicrelerindeki hiicre igi

saatlerin giintin farkli zamanlarinda islevsel 6nem tasidigi bulunmustur (22).
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Sekil 2-1: Molekdiler saat, periferik saat ve senkronizasyonu.

Molekiiler saatte sirkadiyen siireg, belirli genlerin transkripsiyonuyla baslar ve bu genlerin iiriinleri, hiicre i¢inde ¢esitli
etkilesimlerle sirkadiyen ritimleri diizenler. Onemli bilesenler arasinda BMAL1, CLOCK, PER, CRY ve ROR yer alir.
Bu bilesenlerin etkilesimi, gen ifadesinin dengelenmesini saglar ve sirkadiyen ritimlerin olugsmasina katkida bulunur.
Ayrica, post-translasyonel modifikasyonlar ve kofaktdrlerin diizenlenmesi de bu streci etkiler. Sirkadiyen ritimler,
ozellikle 1s18a uyumlanarak diizenlenir ve senkronize edilir. Isik, retinadan alinir ve beyindeki suprakiazmatik
¢ekirdeklere iletilir, burasi organizmanin "ana saati" olarak hizmet eder. Hipotalamus-hipofiz-adrenal (HPA) ekseni bu
sinyalleri periferik dokulardaki saatleri ayarlamak i¢in kullamir. Bu siireg, hormonlarin dongiisel salimmi ve sinirsel

iletim yoluyla gergeklesir. (22)



2.1.4. Sirkadiyen Saatin Molekiiler Mekanizmasi

Memelilerdeki sirkadiyen saatlerin molekiiler mekanizmasi, hiicre iginde
otomatik transkripsiyonel geri bildirim dongiisiiyle olusturulur. Geri bildirim dongusu,
sirkadiyen ritimlerin Gretimi ve surddrilmesinde kritik bir rol oynar ve 24 saat boyunca
devam eder. Bu ana geri bildirim dongusi; CLOCK, BMAL1, Periyod (Per 1-2),
Cyrptochrome (Cry 1-2) gibi ¢ekirdek saat genlerinin diizenlenmesine dayanir (17, 24).
Bmall ve Clock, Per ve Cry genlerinin aktivasyonunu dizenlerken, Per ve Cry proteinleri
de BMALI1 ve CLOCK’u inhibe ederek kendi transkripsiyonlarini baskilar (17, 25, 26).
Bu donguler, pozitif ve negatif geri besleme gen agi motifini olusturur. Aktivatorler ve
inhibitdrlerin bir araya gelmesiyle olusan bu yapi, hiicrelerdeki biyolojik saati diizenler
ve yaklasik 24 saatlik bir periyotla otonom salinimi saglar (27-29).

Yillarca siiren davramigsal arastirmalari takip eden memeli molekiiler saat
hikayesi, Clock adli bir genis kesfiyle baslamistir. Bu gen, bir temel Helix-Loop-Helix
(bHLH) bolgesi ve iki ardisik Per-Arnt-Sim (PAS) bdlgesini kodlayan bir protein Gretir
(30).

Clock geninin kesfi ve klonlanmasindan kisa bir siire sonra, ikinci bir BHLH-PAS
geni olan BMALI de klonlanmistir. Ayrica, CLOCK ve BMALI'in, genomdaki E-kutusu
elementlerinden transkripsiyonu aktive eden heterodimerik bir transkripsiyon faktor(
oldugu bulunmustur. Bu transkripsiyonel aktivator rolii, eksik bir ekzon 19’a baghdir,
cunkli CLOCK- A19, BMALL1 ile hedef gen ekspresyonunu indukleyemez (31). Bu
caligmalarla birlikte, memeli biyolojik saatinin temel Ozelliklerinden birinin gen
hedeflerinin transkripsiyonel kontrolii oldugu fikri 6ne siiriilmiistiir. (32). Bu bulguyla
birlikte, daha 6nce meyve sineklerinde ve ekmek kifli Neurospora crassa Uzerinde
yapilan arastirmalar hiz kazanmistir. Calismalar, bu organizmalardaki endojen saatlerin,
pozitif diizenleyicilerin kendi gen hedeflerinin {irlinleri tarafindan baskilandig1
transkripsiyon/geviri geri besleme dongiilerinden olustugunu 6ne siirmiistiir. (30).

Sirkadiyen ritmi olusturan ana saat genleri Clock ve Bmall (veya Arntl), geri
bildirim dongiisiiniin pozitif kismini olusturur. Diger yandan, Perl, Per2, Cryl ve Cry2
genleri bu dongiiniin negatif kismini temsil eder (26, 28, 29, 33, 34). Clock ve Bmall
genleri geri bildirim devresinin pozitif kolunu olusturan CLOCK ve BMALL proteinlerini
kodlar. CLOCK:BMALI1 heterodimeri, belirli DNA elementlerine baglanarak

transkripsiyonu baslatir.



CLOCK ve BMALI proteinleri, hiicrenin ¢ekirdegindeki belirli  genlerin
transkripsiyonunu uyarir. Bu aktive edilen gen seti, geri bildirim dongiisiiniin kolu olan
Per (Perl ve Per2) ve Cry (Cryl ve Cry2) genlerini icerir (33, 34). CLOCK ve BMALL,
PER proteinlerini (PER1 ve PER2) ve kriptokromlar1 (CRY1 ve CRY2) uyarr.
Sirkadiyen dongiiniin ilk yarisinda transkripsiyon artar; ancak, daha sonra baski baskin
hale gelir ve yeni sentezlenen inhibitorler, PER ve CRY gibi proteinler birikir ve
transkripsiyonu engeller. (29, 35, 36). Yeni bir biyolojik giiniin baslamasi i¢in CLOCK-
BMALT1’i baskilayan inhibisyon proteinlerinin uzaklastirilmas: gerekir. PER ve CRY
tarafindan olusturulan inhibisyon kompleksi post-translasyonel modifikasyonlarla
ortadan kalktiktan sonra, CLOCK:BMALI transkripsiyonuyla bir sonraki giin yeni bir
transkripsiyon dongiisii baslatilir. (17, 37, 38). BMAL1/BMAL2, CLOCK/NPAS2
(néronal PAS alani igeren protein 2), CRY1/CRY2, PER1/PER2/PER3, ERBo/REV-
ERBp disinda saat fonksiyonu i¢in onemli diger faktorler arasinda, BMAL1 ve REV-
ERBa'nin transkripsiyonunu aktive eden ve REV-ERBa tarafindan baskilanan Retinoid
iliskili yetim reseptorler ROR'lar (RORa, RORB, RORY) bulunur (27, 37-39).

SKC, BMAL1 ifadesini aktive eden yetim nikleer reseptor RORa ve baskilayan
REV-ERB a'nin karsit islevleri tarafindan stabilize edilir (37, 38). Ror ve Rev-Erba’nin
gerceklestirdigi bu BMALI1 aktivasyonu ise sistemdeki ikinci bir geri besleme
mekanizmasidir (27, 28, 30). Bu ikinci dongii, bir zamanlar yardimci bir mekanizma
olarak diisiiniilse de, son zamanlarda saat fonksiyonu i¢in temel oldugu kanitlanmistir
(40), (41). Son yillarda yapisal ve biyokimyasal analizler, sirkadiyen zamanlamaya temel
olusturan protein etkilesimlerini yonlendiren bir dizi ilkenin aydinlatilmasina yardimci
olmustur (30).

Saglikli bir sirkadiyen ritmin siirdiiriilmesi igin fosforilasyon ve ubikiitinasyon
gibi posttranslasyonel modifikasyonlar son derece énemlidir. Kazein kinazlar, dzellikle
PER ve CRY gibi sirkadiyen proteinlerin stabilitesini ve aktivitesini dizenleyerek
sirkadiyen ritmin ayarlanmasinda kritik roller istlenirler (27). Bu kinazlar, sirkadiyen
proteinlerin fosforilasyonunu kontrol ederek hiicresel konumlarini, islevlerini ve
stabilitesini diizenlerler. Ote yandan, ubikiitin E3 ligazlari, sirkadiyen proteinlerin
ubikutinasyonunu diizenler ve béylece hiicresel seviyelerini kontrol ederler. Ozellikle, B-
TrCP, FBXL3 ve ARF-BP1/PAM gibi ligazlar, hedef proteinlerin ubikitinasyonunu
baglatarak  proteazomal  parcalanmalarint  saglarlar. Bu  post-translasyonel

modifikasyonlar, sirkadiyen proteinlerin par¢alanmasini diizenleyerek sirkadiyen ritmin



devamliligint ve dogrulugunu saglarlar. Bu nedenle sirkadiyen saat mekanizmasinin
saglam bir sekilde isleyisine Onemli katkilarda bulunurlar (42, 43). Ayrica SKC
mekanizmast belirli proteinlerin ve genlerin belirli zaman dilimlerinde ne zaman ve
nerede ifade edilecegini diizenleyen kompleks diizenleyici aglar igerir (27). Ek saat
bilesenleri ise, temel saat mekanizmalarinin disinda yer alan ve sirkadiyen ritimlerin
olusumunu veya modiilasyonunu etkileyen genler ve proteinlerdir. Bu bilesenler, saat
sistemlerinin ¢esitli yonlerini diizenler ve ¢evresel sinyallerle etkilesime girerek ritmik
davranislari ve fizyolojik siirecleri yonlendirirler. Ornegin, bir ek saat bileseni, sirkadiyen
saatlerin digindaki bir sinyal tarafindan indiiklenerek sirkadiyen ritimlerin belirli bir

yoninl modile edebilir veya degistirebilir (44).

2.2. Preklinik Arastirmalarda Farmakokinetigin Onemi

2.2.1. Farmakokinetik

Farmakokinetik, temelde ilaglarin emilimi, dagilimi, metabolizmasi ve atiliminin
incelenmesidir; yani, viicudun ila¢ Uzerindeki etkileridir (45). Ancak, ayni1 zamanda ilagla
iliskili toksik veya terapotik yanitlari arastirir (46). Farmakokinetigin alani, sadece
saglikli bireylerle simnirli degildir. Ayrica, biyoyararlanimda, fizyolojik veya patolojik
kosullardaki degisiklikleri, hastalikla iliskili doz ayarlamalarini ve ilag etkilesimlerini de
icerir. Farmakokinetik, bireylerde ila¢ doz rejimlerinin 6zellestirilmesini igerir (45-48).
Ilag, uygulandig1 bolgeden viicudun genel dolasimina gecis yapmasina absorpsiyon denir.
Bu gecis siireci ve buna etki edebilecek faktorler, ilacin biyoyararlanimini direkt olarak
etkiler. (49,50)

Dagilim, bir ilacin viicuttaki sistemik dolasgimdan dokulara yayilmasi siirecidir.
[lacin terapotik etkisini gdsterebilmesi icin, Uygulama alanina yeterli konsantrasyonda
dagitilmalidir. Dagilim, vicutta dolasim sistemi tarafindan saglanir ve ilaglar tiim
dokulara dagilir. Dolayisiyla, dokulara gore degisen goreceli kan akisi gereken dozu
etkileyecektir (45). Bir ilacin doku konsantrasyonunu 6l¢gmek zordur, bu nedenle doku
konsantrasyonunu tahmin etmek igin plazma konsantrasyonu kullanilir (51). ilaglarin
dagilimini etkileyen baslica faktorler, difiizyon hizi, ilacin dokulara olan afinitesi, kan

akis1 (perfiizyon) ve plazma proteinlerine baglanmadir (45, 49).



Metabolizma, viicuttaki endojen ve eksojen bilesiklerin atilmasini kolaylastirmak
amactyla onlar1 daha polar {irlinlere dontiistiiren bir biyotransformasyon siirecidir. Faz |
metabolizmasi, fonksiyonel gruplarin eklenmesiyle gerceklestirilirken, Faz II ilag
metabolizmasi baglama reaksiyonlarini igerir. Faz Il ise ilaglarin ve/veya metabolitlerin
viicuttan atilmasimi igeren tastyict aracili eliminasyonu ifade eder (52). ilag
metabolizmas1 biiyiik 0Ol¢iide karacigerde gerceklesmekle beraber bobreklerde,
akcigerlerde, ciltte ve gastrointestinal sistemde de olabilir (51). Metabolizma, ilacin
cesitli hiicrelerde (6rnegin, karacigerde hepatositlerde) degismesini saglayan enzimleri
icerir. Cogu ilag, oral emilim i¢in uygun olabilmeleri i¢in fosfolipid ¢ift katman zarlarini
gecebilecek sekilde formiile edilmistir (45). Yagda ¢ozunir ilaglar, eliminasyondan sonra
bobrekten geri emilirler, bu nedenle yagda ¢oziiniir ilaglarin etkili bir sekilde bobrekten
eliminasyonu i¢in suda ¢oziiniir yapilar haline doniistiiriilmesi gerekmektedir (49).
Viicuttan ilaclar ve metabolitleri birka¢ mekanizma ve birka¢ formda atilabilir, hatta bazi
ilaclar birden fazla yoldan kismi olarak atilabilir. Siv1 atilim genellikle bobrek ve safra

(idrar ve safra) atilimini igerir, ancak ter, gozyasi, tiikiiriik ve anne siitii gibi diger atilim

yollarini da igerir (53, 54).
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2.2.2 Farmakokinetik Cahsmalarin ila¢ Gelistirmedeki Rolii Nedir?

Farmakokinetik, bir organizmanin aldig1 bir ilag tizerindeki etkilerini inceleyen
bir bilim dalidir. Bu c¢alismalar genellikle kan, plazma, serum ve bazen tiikiiriik gibi
kolayca Orneklenebilen fizyolojik sivilarda belirli bilesiklerin 6l¢iilmesini igerir. Ayrica
idrar ve digkr gibi atik maddeler de incelenir. Daha nadir durumlarda, doku biyopsisi,
beyin omurilik si1visi, bronkoalveolar lavaj sivisi veya orta kulak efiizyon sivisi gibi daha
invaziv Ornekleme yontemleri kullanilir. Hangi Ornekleme yontemi kullanilirsa
kullanilsin, 6lgililen konsantrasyonlar ilacin etki yerindeki konsantrasyonlarini yansitir.
Idrar ve diskidaki ilag verileri dahi farmakokinetigi anlamada kullanilabilir; idrardaki ilag
atilim hizlari, belirli bir toplama araligindaki plazma konsantrasyonlarina orantili olarak
kabul edilir ve bu veriler atilim yollar1 hakkinda bilgi saglar. Biyolojik sivilarda zamanla
Olcilen ila¢ konsantrasyonlari, bu konsantrasyonlarin zaman igindeki degisimini analiz
ederek viicuttaki cesitli bolmelerdeki goriilmeyen ila¢ hakkinda bilgi saglar. Uygulamali
farmakokinetikler, akademik arastirmalar, klinik arastirmalar ve klinik tipta
(bireysellestirilmis dozaj ve terapotik ilag izleme) gibi g¢esitli farmakolojik

degerlendirmelerde kullanilir (56).

Erken ilag gelistirme siirecinde, baslangigtaki klinik Oncesi veya klinik
calismalarindan elde edilen farmakokinetik verisi ¢ok Onemlidir. Bu veriler, ilacin
giivenligi ve etkinligi hakkinda daha fazla bilgi edinmeyi saglayarak sonraki ¢alismalari
bilgilendirir. Farmakokinetik, klinik ilag¢ gelistirmenin tiim asamalarinda hayati bir rol
oynar. Genellikle saglikli goniilliiler tizerinde yapilan Faz 1 galismalari, guvenlik ve
tolere edilebilirligi belirlemeye, doz araliklarin1 belirlemeye ve ilag etkilesimlerini
anlamaya yardimei olur. Faz 2 ¢alismalarinda, hedef hastaligi olan hastalarda giivenlik ve
etkinlige odaklanilirken, farmakokinetik verileri doz ayarlamalarini belirlemeye ve farkli
hasta popiilasyonlarinda ilacin davranigin1 6ngérmeye yardimer olur. Faz 3'te, daha genis
capli caligmalar, nihai doz se¢imini ve hasta yanitlarindaki degiskenligi anlamaya
yardimci olan farmakokinetik 6lgtimleri ile genis kapsamli giivenlik ve etkinlik verileri
toplar (56).

[lag gelistirme; zamanlama, cinsiyet, yas, yasam tarz1 ve ek hastaliklar dikkate
alinmaksizin potansiyel yeni bir bilesik i¢in Onerilen dozu tanimlamayi amaglar (23).

Potansiyel bir ila¢ aday1 belirleme siireci tekrarlayicidir ¢iinkii ilag moleklinin, hem



hedeflenen etkinlik duzeyine ve en ylksek potansiyele sahip sekilde sentezlenmesi
hedeflenir hem de en yuksek guvenlik profili ve istenilen ADME (emilim, dagilim,

metabolizma, atilim) 6zelliklerine sahip olmast istenir.

Preklinik ila¢ ¢aligmalarinda {riinlerin amaglanan klinik kullanim igin
karsilastirilabilirlik ve uygunlugunu degerlendirmek i¢in iki tiir biyofarmasdtik calisma
yapilir. Birincisi, goreceli biyoyararlanim (BY) ¢alismasidir, bu ¢alisma genellikle iki
veya daha fazla formiilasyonun goreceli olarak karsilastirildigi farmakokinetik 6zellikleri
acisindan yapilir, genellikle AUC, Cmaks, tmaks ve yarilanma omrii gibi parametreler
karsilagtirilir. Bu tlr BY calismalari, genellikle yeni bir formiilasyonun bir referansla
karsilastirilan goreceli performansini degerlendirmek icin kullamlir. Ilag gelistirme
stirecinde kullanilan bir diger ¢alisma, bir test formilasyonunun AUC'sinin i.v yola

(%100 BY sahip kabul edilir) gore bir karsilagtirmasi olan mutlak BY ¢aligsmasidir (57).

Uzerinde calisilan ilacin diger ilaclarla es zamanli uygulanmasi durumunda
etkisini  degerlendirmek, ilaglarin  birbirleriyle veya besinlerle etkilesimini
degerlendirmek i¢in de farmakokinetik ¢alismalar yapilmaktadir. Etkilesimler, metabolik

faktorler (CYP450 etkilesimleri, enzim indiiksiyonu) veya aktif bir tasiyici i¢in rekabet

gibi nedenlerle ortaya ¢ikabilir (57).

Farmakokinetik ¢alismalar; yaslilar, cocuklar, gebeler, karaciger, renal yetmezlik
hastalar1 gibi 6zel hasta popiilasyonlarinda ila¢ dozlarinin ayarlanmasina yardimci olur.
Karaciger ve bobrek yetmezliginde, albiimin gibi plazma proteinleri saglikli
goniillillerden daha diisiik olabilir, bu nedenle serbest ila¢ konsantrasyonlarinin
incelenmesi, baglanma farkliliklar ile iliskili herhangi bir farmakokinetik farkinin olup
olmadigini belirlemek veya artmis serbest ilag konsantrasyonlarinin herhangi bir ilag
etkisi farkliligina neden olup olmayacagini belirlemek igin siklikla yapilir. Bu
popiilasyonlarda, herhangi bir farkliligi hesaba katmak i¢in doz ve/veya dozaj

diizenlemeleri yapilmasi gerekebilir (56).



2.3. Merkezi Saati Hedefleyen K¢tk Molekl Modulatorler

Sirkadiyen ritmin kigik molekil modulatorleri, saat cekirdek dongusi ve

sirkadiyen saat gekirdek proteinleri bilesenleri iizerinde dogrudan etki edebilir veya

sirkadiyen saat kontroliinde 6nemli dlglide degisiklik yapabilen ¢ekirdek olmayan saat

proteinlerini hedef alirlar. Agonist, ters agonist veya antagonist olarak fizyolojik etkileri

modile ederler (58).

Tablo 1: Cekirdek saat proteinlerini hedefleyen kii¢ciik molekul modulatorleri.

Bilesik Molekiiler Hedef Sirkadiyen Etkiler | Fizyolojik
Etkiler

KLO001 CRY 1/2 - aktivator Periyot uzamasi Obez farelerde

Amplitiid azalmast | glukoz toleransini
artirir.

KL044 CRY 1/2 - aktivator Periyot uzamasi -

G0O214 CRY 1/2 - aktivator Periyot uzamasi -

GO044 CRY 1/2 - aktivator Periyot kisalmasi -

G0200 CRY 1/2 - aktivator Periyot kisalmasi -

GO211 CRY 1/2 - aktivator Periyot kisalmasi -

KS15 CRY 1/2 - inhibitor Periyot kisalmasi Meme kanseri hiicre

Amplitiid azalmas1 | bilyiimesini engeller.

SR9009 REV-ERB — agonist Amplitiid azalmas1 | Obez farelerde
glukoz dengesini
diizeltir.

SR9011 REV-ERB — agonist Amplitiid azalmas1 | Uyaniklig: tesvik
eder. Anksiyeteyi
azaltir.

GSK2945 REV-ERB - agonist Amplitiid azalmasi

GSK5072 REV-ERB —agonist | Amplitid azalmasi | o matuvar yanit
inhibe eder.

GSK2667 REV-ERB - agonist Amplitiid azalmasi

GSK4112 REV-ERB - agonist Bilinmiyor Primer hiicrelerde
glukoneogenezi ve
inflamatuvar yaniti
engeller.

SR8278 REV-ERB —invers Bilinmiyor Fare alfa

agonist hiicrelerinden
glukagon salgisini
azaltir,

ARNS5187 REV-ERB — agonist Bilinmiyor Kanser hiicrelerine
kars1 sitotoksik

SR1078 ROR - agonist Bilinmiyor Apoptozu indiikler.

Hepatom hiicre
biiylimesini inhibe
eder.




T0901317 ROR - invers agonist Bilinmiyor Cesitli biyolojik

aktiviteler
LXR tarafindan
diizenlenir.
SR1001 ROR - invers agonist Bilinmiyor Th17 hiicre
farklilagmasini ve
otoimmiiniteyi
inhibe eder.
SR2211 ROR —invers agonist Bilinmiyor
SR1555 ROR - invers agonist Bilinmiyor Th17 hiicre
ML209 ROR - invers agonist Bilinmiyor farklilasmasini
inhibe eder.
SR3335 ROR - invers agonist Bilinmiyor Obez farelerde kan

sekerini azaltir.

BMALY1, beyin ve kas ARNT-benzeri 1; CRY, kriptokrom; LXR, karaciger X reseptorii; ROR, RAR ile iligkili yetim
reseptor.

Cekirdek saat proteini bilesenleri, BMALI, NPAS2, CLOCK, PER1/2, CRY1/2, REV-ERB'ler ve ROR'lar gibi
transkripsiyonel-translasyonel geri bildirim dongiilerinin bilesenlerini igerir. CRY1/2, REV-ERB'ler ve ROR'lar i¢in
sentetik veya dogal ligandlar bildirilmistir (58-60).

Son arastirmalarda, farelerde kan-beyin bariyerini asan ve olumlu bir
farmakokinetik profili olan yeni bir secici CRY 1 destabilizatorii olan M47 kestedilmistir.
M47 tedavisi, kansere yatkinlig1 olan p53~ farelerde kontrol grubuna kiyasla yasam
stiresini %25 oraninda artirmistir, bu da p53 mutasyonlu kanserlerin tedavisi igin

potansiyel bir yontem olarak dnerilmektedir (5).

Yine yakin zamanda in vitro ¢alismalarla, TW68 adl1 CRY proteinlerine baglanan
kiigiik bir molekiiliin CRY1 ve CRY2'yi stabilize ettigi kesfedilmistir. TW68'in U20S
Bmall-dLuc hiicrelerinde periyot uzunlugunu artirdigint ve HepG2 hiicre hatlarina
TW68 tedavisi uygulandiginda, glukoneogenezde kritik roller tistlenen PCKI1
(Fosfoenolpiriivat Karboksikinaz 1) ve G6PC (Glukoz-6-fosfataz) genlerinin mRNA
seviyelerinin azalmasina bagl olarak glukoz seviyelerinde bir azalmaya neden oldugu
bulunmustur. Ardindan diyabetik obez farelere uygulandiginda aglik kan glukoz

seviyelerini azalttigi gosterilmistir (61).
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Sekil 2-3: Sirkadiyen saat dongiileri ve kiiciik molekiil modiilatorlerin olas1 molekiiler
hedefleri.

Sirkadiyen saat osilatord, temel bir dénglii (BMAL1/CLOCK ve PER/CRY) ve bir stabilizasyon dongiisu (REVERB'ler
ve ROR'lar) iceren transkripsiyonel-translasyonel geri besleme dongiilerinden olusur. Temel saat bilegenlerine ek
olarak, molekiiler geri besleme dongiilerini diizenleyen gesitli hiicresel yollar, sirkadiyen ritimlerin genligi, faz1 ve
periyodunda degisikliklere yol agabilecek sekilde kii¢iik molekiiller tarafindan hedef alinabilir. Sirkadiyen fenotip
tabanli tarama veya hedef tabanli mantiksal tasarim sonuglari, potansiyel ilaglanabilir yollari genisletecek ve saatle

iliskili bozukluklar igin yeni terap6tik stratejilere yol agabilecektir. (59)

2.4. Sirkadiyen Saat ile iliskili Hastahklar ve Kiiciik Molekiil Modiilatorlerin
Farmakolojik Etkileri

Sirkadiyen ritmin diizensizligi; uyku bozukluklari, metabolik ve kardiyovaskiiler
hastaliklar, kanser ve diger patolojilere neden olur. Uygun olmayan 151k maruziyeti, gece
yemek alimi ve i¢ ve dis dongiilerin uyumsuzlugu, jet lag ve vardiyali calisma gibi

nedenlerden dolayi, sirkadiyen saat sistemindeki bozukluklarin yaygin nedenleridir (62).
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Sekil 2-4: Sirkadiyen ritmin etkiledigi fizyolojik sistemler.

Uyku: Sirkadiyen diizensizlikler insanlarin uyku zamanlamasini ve niteligini dogrudam etkileyerek ailesel ileri uyku

fazi bozukluklar1 (FASPD) veya gecikmis uyku fazi bozuklugu (DSPS) gibi durumlara yol agabilir.
Metabolizma: Kortikosteroidlerin ritmik sinyalleri, adipogenezde PPARy ile biitiinleserek metabolik siiregleri etkiler.

Kardiyovaskiiler sistem: Aktif donemden dinlenme dénemine gecis sirasinda nétrofiller ve monositlerin
aterosklerotik plaklara yapismasi, kardiyovaskiiler sagligi etkileyebilir. Saat diizensizlikleri ve vaskiiler sistem

izerinde etkili olabilir.

Yaslanma: Yaslanma siirecinde, kok hiicrelerdeki sirkadiyen gen ifadesi yeniden diizenlenir ve bu, dokunun

yenilenmesini etkiler. Zayif ritimler yasla iliskili saglik sorunlarini kétiilestirebilir.

Mikrobiyata: Barsak mikrobiyatasi, NFIL3 seviyelerini diizenleyerek lipid alimimi ve viicut yagim modiile eder.

Sirkaditen diizensizlikler, mikrobiyata bilesimini ve metabolik saglig etkiler.

Kanser: Sirkadiyen ritmin bozulmasi, hiicre ¢ogalmasint ve timaor olusum riskini artirabilir. Optimal sirkadiyen

ritimlerin korunmasi, kanserin énlenmesi ve tedavisinde dnemlidir (63).

Ornegin yapilan ¢aligmalarda, 10 giin boyunca zorunlu olarak 28 saatlik bir
ritimde yasayan Kkisilerin glukoz toleransinda bozulma ve hiperinsiilinemi
gozlemlenmistir  (59). Ayrica, sirkadiyen genlerinde genetik bozulma olan
ClockA19/A19, Bmall” Cry1/2 mutant farelerin, obezite, hiperlipidemi, karacigerde yag
birikimi gibi bir dizi metabolik bozukluk sergiledigi bildirilmistir (64, 65).



Beslenme ve aglik, AMPK, CREB ve AKT gibi besin homeostazi ana
dizenleyicilerinin aktivitelerinde glnlik ritimlere neden olur. Yapilan ¢alismalarda,
yalnizca gece yarisi yiksek yagl diyet aliminin, sinirsiz beslenmeye kiyasla fareleri
metabolik hastaliklara karst korudugu ve motor koordinasyonlarmi iyilestirdigi
gosterilmistir (66). Bununla birlikte, REV-ERB agonisti SR9009'un, yiiksek yagl diyetle
beslenen obez farelerde olumlu metabolik etkilere neden oldugu ancak ayni zamanda
sirkadiyen davranisit ve gen ekspresyonunun salinimli genligini akut olarak baskiladigi
gosterilmistir (59). SR9011 ve SR1555’in obez farelerde sirkadiyen davranist modile
ettigi, gida alimini, yag kiitlesini ve viicut agirligini azalttigini1 ve obez diyabetik farelerde
insiilin duyarliligini artirdig1 gosterilmistir (67, 68). Ilk tanimlanan saat hedefli CRY
stabilizatori KLOO1 molekdli, fare karaciger hiicrelerinde glukagon tarafindan tetiklenen
glukoneogenezi baskilamistir. CRY'1 ve CRY?2 selektif stabilizatorleri KL101 ve TH301,
kahverengi yag dokusunun farklilagmasini artirmis ve enerji harcamasini kontrol etme

stratejisi olarak obeziteye karsi etkili bir yaklasim sunmustur (67, 68).

Aragtirmalar, vardiyali calisma gibi sirkadiyen ritim bozukluklar1 ile kanser riski
arasinda bir iliski oldugunu gostermektedir. (69). Gece vardiyasinda galisan kadinlar
arasinda meme kanseri insidansinin daha yiiksek oldugu bir¢ok c¢alisma bulunmaktadir
(70). Ayrica, REV-ERBf'nin ¢esitli meme kanseri hiicre hatlarinda asir1 ifade edildigi
bildirilmistir. REV-ERB agonistlerinden biri olan SR9011’in meme kanseri hiicresine
uygulandiginda, siklin A2 seviyelerinde 6nemli bir azalmaya ve doza baglh olarak hiicre
canliliginda azalmaya neden oldugu bulunmustur (71). SR9009 ve SR9011, tumér
hiicrelerinde ¢esitli onkogenik stiriiciilere karst secici antikanser aktivite gostermislerdir
(72). CRY1/2 inhibitéri olan KS15, MCF-7 hiicre biiyiimesini azaltmis ve bu meme
kanserinde kemoterapinin etkinligini artirmistir(71). KLO0O1’in de glioblastoma
biiytimesini azalttigi ve CLOCK-BMAL1 kompleksinin inhibisyonu yoluyla antitimor
etkinlik gosterdigi  gosterilmistir  (72). Ayrica ARN5187, REV-ERB aracili
transkripsiyonu ve otofajiyi inhibe ederek kanser hiicrelerine karsi aktivite gostermistir
(72).

Sirkadiyen uyku bozukluklari, jetlag gibi ani uyku problemlerinin yani sira,
genetik bir kdkene sahip olan ailesel ileri uyku fazi sendromu (FASPS) veya gecikmis
uyku fazi sendromu (DSPS) gibi durumlari da igerir (73). Periyot (PER2) eksikligi ailesel

ileri uyku fazi sendromuna (FASPS) neden olurken CK 13 proteinindeki bir mutasyon ise



gecikmis uyku fazi sendromu (DSPS) olarak adlandirilan uyku bozukluguna neden olur
(72). CK16 inhibitori PF-670462'nin farelerde sirkadiyen ritmi dlzenleyici bir etki
gosterdigi goriilmustiir. Bu, CK18'nin farmakolojik olarak hedef alinmasinin sirkadiyen
davranig bozukluklarinin tedavisinde etkili olabilecegini 6ne stirmektedir (59). REV-ERB
agonistlerinden SR9009 ve SR9011, karaciger, iskelet kasi ve yag dokusunda metabolik
genlerin sirkadiyen ekspresyonunu degistirerek enerji harcamasini artirdiklart icin jet lag

ve uyku bozukluklari ile metabolik hastaliklarin tedavisinde faydali olabilir (72).

Sirkadiyen saat dogustan ve adaptif bagisiklik fonksiyonlari etkiler. Saatin ¢esitli
proinflamatuar sitokinlerin (IL-6, IL-17, tumor nekroz faktori ve CXCL1 gibi)
ekspresyon zamanlamasini ve siiresini diizenledigi bilinmektedir. REVERB ve ROR'larin
ligandlari, bagisiklik fonksiyonlarim olumlu ydnde etkileyebilir. Ornegin, REV-ERB
ligandi GSK4112, insan primer makrofajlarda LPS indiiksiyonunu baskilamistir ve
makrofajlarda sitokin IL-6 protein sekresyonunu azaltir. RORy ters agonistleri olan
digoksin ve ursolik asit, artrit ve ensefalomyelit gibi otoimmiin bozukluklar
tyilestirebilir. Birgok optimize edilmis RORa/y ligandi, sitokinlerin ekspresyonunu

azaltarak otoimmiin hastalik semptomlarini hafifletebilir (60).

Yaglanma siireci sirkadiyen ritimlerin zayiflamasina ve uyku/uyaniklik
dongiisiinlin bozulmasina neden olur. Endojen ritimler yasla birlikte zayifladigi i¢in dis
ipuglarinin zamanlamasi, saglam bir ritim genliginin korunmasi i¢in Onemlidir.
Resveratrol ve benzeri bilesikler de SIRT1 aktivitesini artirarak yaglanma ve yasa baglh

hastaliklar1 geciktirme potansiyeline sahiptir (58, 60).

CLOCK ve BMALI hedeflenmesine gelince, her iki proteinin etkilesimlerini
dizenleyen CLK-8 molekiilii yakin zamanda kesfedilmistir. CLK-8, CLOCK'un
cekirdege tasinmasini engelleyerek saat genligini artirir, ancak periyot uzunlugunu
etkilemez. Sirkadiyen ritimlerin yaglanma ve c¢esitli hastaliklarda zayifladig:
gosterildiginden, CLK-8 gibi genlik artirict molekiiller biiylik terapotik vaatler
tasimaktadir (72). CLK-8 ile ilgili detayli bilgi baslik 2.5.’te sunulmustur.
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Sekil 2-5: Memelilerde sirkadiyen gen ag1 ve genom capinda diizenleme katmanlari.

Sirkadiyen agin ¢ekirdeginde, transkripsiyon faktdrleri CLOCK ve BMALL, Perl, Per2, Cry1 ve Cry2 genlerini aktive
eder. Bu genlerin protein {riinleri (PER ve CRY) kendi transkripsiyonlarim baskilar. PER ve CRY proteinleri, CRY
icin FBXL3 ve FBXL21 ve PER i¢in B-TrCP olan paralel E3 ubikitin ligaz yollar1 tarafindan post-translasyonel olarak
diizenlenir ve PER seviyeleri ayrica CK1 tarafindan da kontrol edilir. CLOCK ve BMALI, gekirdek reseptorler REV-
ERBo/B'yi kodlayan Nr1d1/2 genlerinin ifadesini diizenler. Bu ¢ekirdek reseptorleri, ritmik olarak Bmall ve Nfil3
genlerinin transkripsiyonunu baskilar; bu genler retinoik asit iligkili yetim reseptor-o/pf (RORo/p) tarafindan aktive

edilir. Sirasiyla, NFIL3, D-box baglayict protein (DBP) ile birlikte, CLOCK ve BMALI ile birlikte REV-ERBo/3
cekirdek reseptorlerinde bir ritim dlzenler. Son aragtirmalar, sirkadiyen gen ifadesinin ek diizenleme katmanlarini

ortaya ¢ikarmustir. Bu katmanlar arasinda ritmik histon modifikasyonlari, RNA polimeraz II (Pol IT) alimi, sirkadiyen

kromozomal konformasyon etkilesimleri ve post-translasyonel modifikasyonlar (PTM'ler) yer alir. (63).

2.5. CLK-8
CLK-8, CLOCK ve BMALI arasindaki etkilesimi bozabilen ve CLOCK'un

niikleer translokasyonunu engelleyebilen gicli ve 6zgil bir CLOCK inhibitorudur.

Kimyasal formili C29H26N20e olup molekiil agirligi 498.53 g/mol’diir (74).



Sekil 2-6: CLK-8 molekiiliiniin kimyasal yapisi.

CLK-8 bilesigi, Doruk ve ekibi tarafindan tanimlanmistir. CLK-8, bHLH alaninin
a2 sarmali ile PAS-A alaninin Hb zinciri arasindaki bir bosluga baglanir. Doruk ve ark.,
2 milyon kiigiik molekiiliin sanal taramasini birlestirerek ve ¢esitli biyokimyasal analizler
yaparak, CLK-8 adli bu saat ligandinin CLOCK:BMALI1 dimerizasyonunu kismen
engelledigini ve dolayisiyla CLOCK'un c¢ekirdege translokasyonunu hem canl
organizmada hem de laboratuvar ortaminda azalttigini gdstermistir (58). In vitro
arastirmalar, CLK-8'in sirkadiyen ritmin genligini artirdigini ve bunu muhtemelen
CLOCK proteininin niikleer seviyelerini azaltarak gerceklestirdigini ortaya koymustur.
Bu, sirkadiyen saatin negatif geri bildirim dongiisiiniin stabilitesine katki saglamaktadir

ve periyot uzunluguna miidahale etmeden gergeklesmektedir (3).

CLK-8'n in vivo etkilerini degerlendirmek igin farelere intraperitoneal (i.p.)
olarak 25 mg/kg dozunda uygulanmistir. Enjeksiyondan 6 saat sonra, hayvanlar feda
edilerek karacigerleri asagi akis analizlerinde kullanilmigtir. CLK-8'in ¢ekirdek saat
bilesenlerinin hiicre-alt1 lokalizasyonunu degistirip degistirmedigini arastirmak adina;
fare karaciger Orneklerini sitoplazma ve ¢ekirdek fraksiyonlarina ayirip a-tiibdlin ve
histon H3 gibi, sirasiyla sitoplazmada ve ¢ekirdekte 6zellikle lokalize olan proteinler,
fraksiyonun safligini degerlendirmek i¢in kullanilmigtir. Sonuglar, CLOCK proteininin
cekirdekteki miktarinin azaldigini, BMAL1'in TTFL'nin pozitif kolu ve TTFL'nin negatif
kolunun gostergesi olan CRY1'in miktarinin degismedigini gostermistir. Calismalar,
CLK-8'in ozellikle CLOCK proteinine baglandigint ve CLOCK'u BMALI ile birlikte
artirmanin, CLOCK'un ¢ekirdekteki bollugunun ve CLOCK'un transaktivasyon
aktivitesinin tiimiiniin azaldig1 bir sekilde CLOCK proteinlerini etkiledigini gostermistir.
CLK-8, hem CLOCK!'un sirkadiyen saati diizenlemedeki roltinlin agiklanmasina yardimci
olabilir (3).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasallar, Cihazlar, Programlar

Tablo 2: Kullanmilan Kimyasallar

CLK-8

Enamine, Ukrayna

Asetonitril

Merck, Almanya

Metanol (HPLC grade)

Merck, Almanya

DMSO (Dimetil Siilfoksit)

Merck, Almanya

Distile su (HPLC grade)

Human Power | Scholor UV, JJS, ABD

Sevofluran

Sevorane Likit %100, Abbvie, ABD

Kremofor EL

Merck, Almanya

Dihidrokapseisin

Sigma, ABD

Tablo 3: Cihazlar ve Sarf Malzemeler

LC/HRMS

Thermo Scientific- Qexactive, ABD

Hassas terazi

SHIMADZU AUW220D, Japonya

Vortex

DLAB MX-S, Cin

Mini santrifiij

MINI4K-10K, Cin

Hassas terazi

OHAUS, ABD

-80°C dondurucu

Esco UUS 480A 15D SS, ABD

Ultrasonik homojenizattr

Bandelin SONEREX, Almanya

Buzdolabi

Selecta, Ispanya

Saf su cihaz1

Sartorius, Almanya

Otomatik pipetler

CAPP Solo Pipetler, Almanya

Liyofilizator

Labogene Scanvac CoolSafe, Danimarka

EDTA’l1 kan tiipleri

BD Microtainer, Turkiye

Kapakli polipropilen mikrotlpler ve santrifij
tiipleri, pipet uglari, insiilin enjektorleri

ISOLAB, Tirkiye

Cerrahi aletler

Bahadir A.S., Samsun-Turkiye




Tablo 4: Programlar

Graphpad Prism 9.00 GraphPad Software, ABD

MS Excel MS, ABD

3.2. Hayvanlar ve Barindirilma Sekli

Deneylerde, 8-12 haftalik CS7BL/6J soyu 40 erkek fare kullanilmistir (25-30 g).
Fareler, Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitlisii (Aziz Sancar DETAE)
Laboratuvar Hayvanlari Anabilim Dali’ndan temin edilmistir. Fareler, deney stresince
Istanbul Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Deney Hayvani Bakim ve Barindirma
Unitesinde (EDEHAB) barmdirilmistir. Calisma &ncesi Istanbul Universitesi Hayvan
Deneyleri Etik Kurul’undan (IUHADYEK) onay alinmistir (19.8.2022 & 2022-26). Bes
fare bir arada olmak (izere uygun biiyiikliikteki polikarbonat kafeslerde barindirilmustir.
Deney ve bakim odalarinda, standart sicaklik (2242°C) ve nem kosullar1 (%40-70)
saglanmistir. Farelere yiyecek ve su ad libitum olarak saglanmistir. Aydinlatma diizeni,

12 saat aydinlik- 12 saat karanlik olacak bigimdedir.

Calismada fare gruplarina farkli zamanlarda ilag uygulamasi yapilmistir. ZT
ifadesi Zeitgeber Time’in kisaltmasidir ve zaman/ritim verici anlamindadir. Isik en
onemli ritim vericidir ve farelerin 1s1ikla senkronizasyonlar1 gergeklestirilmektedir. ZT1
ifadesi 1s1k agildiktan 1 saat sonrayi ifade eder. Deneyler ZT0-1 zaman periyodunda

gerceklesmistir.

3.3. ila¢ Uygulama ve Numune Toplama

Farelere uygulanacak olan CLK-8 molekild; 5 ml/kg olacak sekilde
intraperitoneal (i.p.) uygulanmigtir. Farelere uygulanacak olan CLK 8 molekult; DMSO
(dimetil sulfoksit), Kremofor EL ve serum fizyolojik kullanilarak formiile edilmistir.
CLK-8 (10 mg) molekuld, 25 ul DMSO, 150 ul Kremofor EL ile ¢oziilmiis 825 ul serum
fizyolojik ile 1 ml’ye tamamlanmistir. CLK-8 maddesinin artan miktarlar1 i¢in yardimci

maddelerin hacimleri ayni oranda artirilmastir.



Fareler kafeslerinde sakrifiye edilecekleri zaman araliklarina gore gruplandiriimistir (8
zaman periyodu i¢in n=4 veya 5 olacak sekilde.) CLK-8 molekuli uygun basit
formilasyonu yapilarak C57Bl/6]J soyu erkek farelere i.p. yoldan tek seferde
uygulanmigtir. CLK-8 uygulamasi sonrasi, 30. dakika ile 1., 2., 4., 6., 10., 24. ve 48.
saatlerde sevofluran anestezisi altinda farelerin gogiis kafesleri agilmig ve kalpten 0,8-1
ml kan alinarak fareler sakrifiye edilmistir. Kan numuneleri her zaman noktasinda fareler
feda edilerek EDTA’ tiiplerde toplanmistir. 4000 rpm 10 dk santrifuj edildikten sonra
elde edilen plazmalar farmakokinetik analizler yapilincaya kadar -80 °C derin
dondurucuda saklanmistir. Farelerden karaciger ve beyin dokular1 da izole edilmistir.
Dokular tartilarak hizlica sivi azotla dondurulmustur. Farmakokinetik analizler yapilana

kadar tum dokular -80 °C derin dondurucuda saklanmuistir.

3.4. CLK-8 Plazma ve Dokulardan Miktar Tayini

3.4.1. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

Standart ¢ozeltileri hazirlamak amaciyla dncelikle 1 mg/ml konsantrasyonunda
ana stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. 1,45 g CLK-8 tartilmistir. 145 pl DMSO ve 1305 pl
metanol yardimu ile ¢oziilmistiir. 20, 10, 5, 2 ve 1ug/ml olmak tizere diger seyreltmeler
hazirlanmistir. 1 ve 2 pg/ml konsantrasyonu 20 pg/ml kullanilarak hazirlanmistir ve ana

stoklar -20°C’de saklanmstir. Internal standart olarak dihidrokapseisin kullanilmustir.

3.4.2. Plazma ve Doku Standartlarinin Hazirlanmasi

Ila¢ uygulanmamis hayvanlardan elde edilen beyin ve karaciger dokular: iki giin
boyunca liyofilizatorde tutularak suyu ugurulmustur. Plazma ve doku standartlar
hazirlanirken 1, 2, 5 ve 10, 20 pg/ml son konsantrasyonlar1 elde etmek amaciyla, her bir
standart igin 90 pl bos fare plazmasma 10 pL sirasiyla 10, 20, 50, 100, 200 pg/mi
konsantrasyonlarinda CLK-8 c¢ozeltileri ilave edilmistir. 10, 20, 50, 100, 200 pg/ml
konsantrasyonlarinda doku standartlarini elde etmek i¢in yaklagik 10-15 gram karaciger
ve beyin dokusu tartilmistir. Ornegin 20 pg/ml son konsantrasyonu elde etmek icin 200
pg/mL metanol stok ¢ozeltisinden 10 pL eklenmistir. 30 sn vorteks edilmistir. Ardindan
200 pL ACN: MeOH (1:1, v/v) eklenmistir. 15 uL 1.S (dihidrokapseisin) ve 185 pL
MeOH eklenerek 1 dk daha vorteks yapilmistir. Ardindan 6000 rpm 5 dk santrifij
edilmistir. Supernatant temiz bir tiipe alinmistir. 6000 rpm 5 dk bir kez daha santrif(j

edildikten sonra stipernatant HPLC vialine aktarilmistir.



3.4.3. Ornek hazirlama

Karaciger ve beyin dokular1 2 gin boyunca liyofilizatorde tutularak suyu
ucurulmustur. Toz haline gelen dokular yaklasik 50 mg olacak sekilde tartilmistir.
Ornekler standartlara uygulanan yukaridaki aymi yontem ile ekstrakte edilmislerdir.
Kisaca 100 pL plazma veya 50 mg dokuya 200 pL ACN: MeOH (1:1, v/v) eklenmistir
ve girdap karistiricida karistirilmigtir. 1.S (dihidrokapseisin) 15 pL ve 185 uL MeOH
eklenerek 1 dk daha karistirilmistir. Iki kere 6000 rpm 5 dk santrifiij edildikten sonra

stipernatant HPLC vialine aktarilmistir.

3.5. LC-MS/MS Analizi

Plazma, karaciger ve beyin 6rneklerinde CLK-8 diizeylerinin tayininde Giilgin ve
ark. (2010)’daki yiiksek performansl sivi kromatografisi-ardisik kiitle spektrometresi
(LC-MS/MS) metodu degistirilerek kullanilmistir (75). CLK-8 tayininde kullanilan

metoda ait kromatografik kosullar Tablo 5’te gosterilmistir.

Tablo 5: HPLC Kosullar:

Analitik kolon Troyasil C18 HS, 150 x 3 mm, 5 pum

Mobil faz Mobil faz A: %1 Formik asit iceren HPLC grade su
Mobil faz B: %1 Formik asit iceren metanol

Gradient akis diizeni Zaman (dk) Akis hizi %A %B

(ml/dk)

0 0,35 50 50
1 0,35 50 50
3 0,35 0 100
6 0,35 0 100
7 0,35 50 50
15 0,35 50 50

MS Kosullar: (Kitle Spektrometresi)

Sistem Thermo Orbitrap Q-Exactive
Iyon kaynag Elektro Sprey Iyonizasyon (ESI)
Kitle tarama arahgi 100-1200 m/z

Sheath gazi akis hizi 45

Auxiliary (Aux) gaz akis hiz 10

Sprey voltaji 3,80 kV



Kapiler sicaklik 320 °C

Aux gaz 1siticl sicakhigi 320 °C
S-lens radyofrekans (RF) seviyesi 50,0
Tammlamalar ILMER Kiitiiphanesi

3.6. Metot Validasyonu

CLK-8 tayin metodunun validayonu i¢in dogrusallik, dogruluk, o&zgiilliik,
degerleri hesaplanmustir. Dogrusallik 1, 2, 5, 10, 20 pg/ml konsantrasyonlarinda plazma,
karaciger ve beyin standartlar1 hazirlanarak test edilmistir. R? degeri hesaplanmis ve
regresyon denklemi elde edilmistir. Geri kazanim, farkli zamanda calisilan {i¢ farkl
konsantrasyonun standart egriden % kac¢ oraninda dogru saptandiginin hesaplanmasi ile
bulunmustur. Geri kazanim i¢in 20, 10 ve 5 pg/ml konsantrasyonlarinda ornekleri ile

calisilmistir.

3.7. Farmakokinetik Analizler

Plazma, karaciger ve beyin 0rneklerinden elde edilen standart
kromatogramlardaki pik alanlarin1 kullanarak, kalibrasyon egrilerinden standartlara ait
y=ax+b denklemleri tiiretilmistir. Plazma, karaciger ve beyin drneklerinden hesaplanan
konsantrasyonlar, pik alanlarinin plazma, karaciger veya beyin y=ax+b denklemine
yerlestirilmesiyle elde edilmistir. CLK-8’in 0-48 saatlik plazma ve dokulara ait
konsantrasyon-zaman egrisi, Microsoft Excel ve Graphpad Prism versiyon 9.00 (ABD)

programlari kullanilarak ¢izilmistir.

Farmakokinetik parametreler kompartmantal olmayan yontem ile hesaplanmistir.
Pik plazma konsantrasyonu (Cmaks) ve pik plazma konsantrasyonuna ulagma siiresi (tmaks)
konsantrasyon-zaman egrisindeki verilerin gorsel olarak incelenmesiyle elde edilmistir.
Konsantrasyon-zaman grafiklerindeki son 2-7 konsantrasyon degeri alinarak iissel bir
grafik ¢izilmis ve bu grafikten eliminasyon hiz sabiti (kel) degeri belirlenmistir. Terminal
yartlanma omrii (ti2, 0,693/ker denklemi kullanilarak hesaplanmistir. Konsantrasyon-
zaman egrilerine dayanarak, AUCo.4gsa degerleri yamuklar yontemiyle (dogrusal
trapezoidal kural) hesaplanmistir. AUCussaw degeri Cassa/Ker formiilii kullanilarak
hesaplanmistir. Klirens (CL/F) degeri i¢in Doz/AUCo.. denklemi, Vd/F degeri i¢in ise
(Cl/F)/ker denklemi kullanilmustir.



4. BULGULAR

4.1. Metod Validasyonu ile Tlgili Bulgular:

CLK-8 plazma standardina ait kromatogram Sekil 4.1’de sunulmustur.
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Sekil 4-1: CLK-8 plazma standardina ait kromatogram (10 pg/ml)



4.1.1. Plazma Verilerine iliskin Bulgular

Plazmaya ait CLK-8 standart egrisi Sekil 4.2’de verilmistir. CLK-8’in plazmadan
kantifikasyonu i¢in kullanilan metodun validasyon sonuglar1 Tablo 6’da sunulmustur.CLK-8
plazmada 1-20 pg/ml konsantrasyon araliginda dogrusal bulunmustur. 20 pg/ml, 10 pg/ml ve

5 pg/ml konsantrasyonlar i¢in geri kazanim degerleri %100’e yakin bulunmustur.

CLE-MEG
¥ = 1.328e-2X; R"2: 0.9521; Origin: Forca; W: Equal; Area

0.30

0.25

0.20

Area Ratio
=
o

=
o

0.05

0.00

Sekil 4-2: CLK-8 plazma standart egrisi

Tablo 6: Plazmadan CLK-8 tayini igin gelistirilen LC-MS/MS metodunun validasyon verileri.

Parametreler Kromatografik Kosullar
Dogrusallik araligi (ug/ml) 1-20

R? degeri 0,9521

Regresyon denklemi y = 1.329e-2x

Geri kazanim (20, 10 ve 5 pg/ml) %95,34; %105,98; %131,56
Alikonma zamani 7,40

IS: i¢ (internal) standart



4.1.2. Karaciger Dokusu Verilerine iliskin Bulgular

Karacigere ait CLK-8 standart egrisi Sekil 4.3’te sunulmustur. CLK-8’in fare

karacigerinden kantifikasyonu icin kullanilan metodun validasyon sonuglar1 Tablo 7°de

sunulmustur. CLK-8 karaciger homojenatinda 1-20 pg/ml konsantrasyon araliginda dogrusal

bulunmustur. 20 pg/ml, 10 pg/ml ve 5 pg/ml konsantrasyonlar icin geri kazanim degerleri

%100’e yakin bulunmustur.

CLK-NEG
¥ = 4.345e-3X; R*2: 0.9978; Origin: Force; W: Equal; Area
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Sekil 4-3: CLK-8 karaciger standart egrisi

Tablo 7: Karaciger CLKS8 tayini i¢in gelistirilen LC-MS/MS metodunun validasyon verileri.

Parametreler

Kromatografik Kosullar

Dogrusallik araligi (ug/ml)

R? degeri

Regresyon denklemi

Geri kazanim (20, 10 ve 5 pg/ml)

Alikonma zamani

1-20
0,9978
y = 4.345e-3x

%100,26; %100,19; %90,36
7,40

IS: i¢ (internal) standart



4.1.3. Beyin Dokusu Verilerine Iliskin Bulgular

Beyine ait CLK-8 standart egrisi Sekil 4.4’te sunulmustur. CLK-8’in fare beyninden
kantifikasyonu i¢in kullanilan metodun validasyon sonuglar1 Tablo 8’de sunulmustur. CLK-8
beyin homojenatinda 1-20 pg/ml konsantrasyon araliginda dogrusal bulunmustur. 20 pg/ml,

10 pg/ml ve 5 pg/ml konsantrasyonlar i¢in geri kazanim degerleri %100’e yakin bulunmustur.

CLK-MEG
¥ = 1.385e-2X; R*2: 0.824&; Origin: Farce, W: Equal; Area

0.32]
0.30-
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Area Ratio

Sekil 4-4: CLK-8 beyin standart egrisi

Tablo 8: Beyin CLK-8 tayini i¢in gelistirilen LC-MS/MS metodunun validasyon verileri.

Parametreler Kromatografik Kosullar
Dogrusallik araligi (ug/ml) 1-20

R? degeri 0,9978

Regresyon denklemi y = 4.345e-3x

Geri kazanim (20, 10 ve 5 pg/ml) %95,75; %101,6; %137,64
Alikonma zamani 7,40

IS: i¢ (internal) standart



ZT0-1 zaman periyodunda, C57BI/6J soyu erkek farelere intraperitoneal (i.p)
yoldan uygulanan CLK-8 uygulamasi sonrasinda CLK-8’in farmakokinetiginin

degerlendirilmesi sonucunda; plazma, karaciger ve beyin verileri Tablo 9’da detayl

olarak verilmistir.

Tablo 9: Farelerde CLK-8’in plazma, karaciger, beyin farmakokinetik verileri.

PLAZMA KARACIGER BEYIN

tmaks (Sa) 1,4 15,2 0,5
Cmaks (ug/mL)

+SEM | 2.82+1.80 1%31%3751 = 21,53 +8.22
Cmaks (ug/l(m mg) ’
AUC.485a (ng.sa/mL)

+SEM | 687 <345 21635626;13; 199,82 + 95,58
AUC.485a (ug.sa/100 mg) ’
AUCota1 (ug.sa/mL)

+SEM | 7.62+3.70 315;32976553; 246,05 + 128,08
AUCota (ng.sa/100 mg) ’
t12 (sa) + SEM 11,53 2,57 11,07 4,52 12,17 +2.91
ke (sa™') + SEM 0,11 +0,06 0,18 +0,10 0,09 + 0,03
CV/F (L/sa) + SEM 0,43 +0,18 0,04 + 0,08 0,04 + 0,03
Vd/F (L) + SEM 471 +1,32 1,11 0,45 0,26 £ 0,13

t 172: Plazma yarilanma 6mrii. tmaks: Maksimum plazma konsantrasyonunun izlendigi zaman. AUC o-48sa: 48. saate

kadar egri altinda kalan alan. AUCtotai: Toplam eg@ri altinda kalan alan. kel: Eliminasyon hiz sabiti. Cmaks:

Maksimum plazma konsantrasyonu. CI/F: Klirens. Vd/F: Dagilim hacmi. SEM: Standart hata.




CLK-8 ‘in fare plazmasinda konsantrasyon-zaman grafigi Sekil 4-5’te sunulmustur.
Cmaks degeri fareler arasinda varyasyon gostermis olup 2,825 + 1,804 pg/mL

bulunmustur.

th
1

N
1

Konsantrasyon (pg/ml)

U . . ?

24 32 40 48
Zaman (sa)

Sekil 4-5: C57BL/6J soyu erkek farelere intraperitoneal 50 mg/kg CLK-8 uygulanmasini
takiben elde edilen CLK-8’e ait plazma konsantrasyon-zaman grafigi.

CLK-8’in fare karacigerinde konsantrasyon-zaman grafigi sekil 4-6’da verilmistir. Sekil
4.6’da da goriilecegi gibi tmaks degeri 2. ve 24. saatte olmak iizere iki yerde pik yapmustir.
Fareler arasi tmaks degerinde varyasyon yliksek bulunmus, ortalama olarak 15,2 saat olarak

hesaplanmistir (Tablo 9).

2000

Konsantrasyon (pg/g)

Zaman (sa)

Sekil 4-6: C57BL/6J soyu erkek farelere intraperitoneal 50 mg/kg CLK-8 uygulanmasini
takiben elde edilen CLK-8e ait karaciger konsantrasyon-zaman grafigi.



CLK-8 ‘in fare beyninde konsantrasyon-zaman grafigi Sekil 4-7’de verilmistir. tmaks
degeri 0.5 olmasina ragmen 2. ve 10. saatlerde de beyindeki dlgtilen konsantrasyonun pik

yaptig1 gorilmiistiir.
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Sekil 4-7: C57BL/6J soyu erkek farelere intraperitoneal 50 mg/kg CLK-8 uygulanmasini
takiben elde edilen CLK-8’¢ ait beyin konsantrasyon-zaman grafigi.

CLK-8’in plazma, karaciger, beyin AUCo.48sadegerleri Sekil 4-8’de verilmistir. Karaciger
AUC’sinin plazma ve beyne gore cok yiksek oldugu gortlmektedir, bu durum
karacigerde biyodagilimin yiiksek oldugunu gostermektedir. CLK-8’in plazma,
karaciger, beyin AUCiotal degerleri Sekil 4-9°da verilmistir.
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Sekil 4-8: C57BL/6J soyu erkek farelere intraperitoneal 50 mg/kg CLK-8 uygulanmasini
takiben elde edilen CLK-8’e ait plazma, karaciger, beyin AUC.4s5a degerleri.
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Sekil 4-9: C57BL/6J soyu erkek farelere intraperitoneal 50 mg/kg CLK-8 uygulanmasini
takiben elde edilen CLK-8¢ ait plazma, karaciger, beyin AUC ot degerleri.

CLK-8’in plazma, karaciger, beyin Vd degerleri Sekil 4-10’da verilmistir.
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Sekil 4-10: C57BL/6J soyu erkek farelere intraperitoneal 50 mg/kg CLK-8 uygulanmasini
takiben elde edilen CLK-8e ait plazma, karaciger, beyin Vd degerleri.



5. TARTISMA

Sirkadiyen ritim, canlilarda 24 saatlik biyokimyasal, fizyolojik ve davranigsal
ritimleri diizenler ve merkezi zamanlayici olan suprakiazmatik niikleus (SCN) ile ¢esitli
periferal dokular tarafindan kontrol edilir (7). Sirkadiyen ritimlerin bozulmasi, saglik
tizerinde genis capli etkilere sahiptir ve insiilin direnci, obezite, metabolik hastaliklar,
kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser, uyku bozukluklar1 gibi pek c¢ok hastalikla
iliskilendirilmistir (7,58). Sirkadiyen saat fonksiyonu yaslanma ile birlikte azalma
gosterir  ve sirkadiyen saat bozulmasinin yaslanma ile iliskili hastaliklara

(nérodejenerasyon, osteoporoz ve sarkopeni gibi) sebep olabildigi diistiniilmektedir (58).

Son zamanlarda, genel sagligi korumak icin saglam bir sirkadiyen saate sahip
olmanin 6nemi anlasilmistir. Bu dogrultuda, sirkadiyen saatin kiigiik molekiil
modiilatérlerinin tamimlanmas1t ve bu modiilatérlerin metabolik, ndropsikiyatrik,
enflamatuvar ve kanser gibi saatle iligkili hastaliklardaki terapotik potansiyellerine olan
ilgi artmaktadir. Kiiciik molekiiller, sirkadiyen saat bilesenlerini inhibe ederek veya
aktiflestirerek ve bu miidahalelerin fizyolojik sonuglarin1 inceleyerek, saat
mekanizmasinin molekiiler diizeyde daha iyi anlasilmasina olanak tanir. Sirkadiyen
ritmin kiiclik molekiil modiilatorleri, dogrudan saat bilesenleriyle veya Onemli

diizenleyici mekanizmalarla etkilesime girerek sirkadiyen saati degistirebilir ve kontrol

edebilir (76, 77)

Sirkadiyen ritmi etkileyen kuciik molekil modulatérlerinin fizyolojik etkilerinin
anlasilmas1 kadar farmakokinetik parametrelerinin belirlenmesi de kritik 6neme sahiptir.
Uzun siireli etkilerin ve tedaviye uygunluk acisindan doz ayarlamalarinin dogru
yapilabilmesi i¢in farmakokinetik 6zelliklerin iyi anlasilmasi gereklidir. In vitro olarak
bircok saat hedefli molekiil gelistirilmistir ancak zay1f farmakokinetik 6zellikler (yetersiz
emilim, santral sinir sistemine ge¢isin olmamasi ve ¢ok kisa yarilanma 6mrii) nedeniyle
klink ¢alismalara gegilememistir (72). Bu nedenle yapilan in vitro ve in vivo ¢aligmalarda
etkinligi kanitlanmis kigik molekil modulatorlerin farmakokinetik parametrelerinin

ortaya konulmasi oldukg¢a onemlidir.

CLK-8, sirkadiyen saat mekanizmasinin ana bilesenlerinden biri olan CLOCK ve
BMAL1 transkripsiyon faktorlerinin  aktivitelerini  duzenler. CLOCK/BMAL1

kompleksinin hedef genlere baglanma ve bu genlerin transkripsiyonunu artirma veya



azaltma kapasitesini etkileyebilir. CLK-8 sirkadiyen saat mekanizmalarini hedef alarak,
uyku bozukluklari, depresyon, jet lag ve diger sirkadiyen ritim ile iliskili bozukluklarin

tedavisinde potansiyel bir farmakolojik ajan olarak kullanilabilir.

CLK-8, yeni kesfedilmis bir molekiil olup potansiyel bir ilag adayidir.
Calismamiz, CLK-8'in faredeki farmakokinetigine dair yapilan ilk arastirmadir..
Calismamizda CLKS8’in onceki ¢alismalarinda belirlendigi Uzere 50 mg/kg i.p. doz
farelere uygulanmistir. Intraperitoneal uygulama yontemi, laboratuvar hayvanlarinda
ilaglarin sistemik dolasima hizli bir sekilde gegmesini saglar. Ayrica, tekrarlanabilir ve

kontrollii dozaj saglama imkani sunar.

CLK-8’in fare plazmasinda yarilanma Omriiniin yaklastk 12 saat oldugu
belirlenmistir. (11,53 + 2,57 saat). CLK-8'in 12 saatlik yarilanma omrii, fare tiirii i¢in
oldukga uzun kabul edilebilir. Bu uzun yarilanma 6mrii, ilacin viicutta daha uzun siire
aktif kalabilecegini ve dozaj sikliginin azaltilabilecegini gdstermektedir. Karaciger ve
beyindeki CLK-8 yarilanma 6mrii de benzer ¢ikmustir. (Sirasiyla 11,07 ve 12,17 saat).
[lacin plazmada 1,4 saat sonra maksimum konsantrasyon diizeyine ¢iktig1 (tmaks) Ve
maksimum konsantrasyon degerinin ise (Cmaks) 2,82 + 1,80 pg/mL oldugu tespit

edilmistir.

CLK-8'in yagda ¢oOzlniirliigiiniin yiiksek olmasi, beyin dokusuna ge¢isini
kolaylastirict bir etkendir. Bu ¢alismada, CLK-8'in beyin dokusuna gectigi ilk kez tespit
edilmistir. Bu 0zellik, merkezi sinir sistemi iizerinde potansiyel etkileri olabilecegini
gostermektedir. CLK-8'in karacigere yiiksek dagilimi, lipofiliklik (yagda ¢oziiniirliik)
ozelligi ile agiklanabilir. Karaciger, yiliksek perfiizyona sahip bir organ olup, lipofilik
bilesiklerin burada yogunlasmasi yaygindir. Bu durum, CLK-8'in karacigerde metabolize

olabilecegine isaret etmektedir.

CLK-8'in dagilim hacmi yiiksek bulunmustur ( 4,71 £ 1,32 L/kg). Bu, ilacin viicut
dokularna genis bir sekilde yayildigin1 gostermektedir. Yiiksek dagilim hacmi, ilacin
plazma yerine dokularda daha fazla bulundugunu ve hedef dokulara etkin bir sekilde
ulasabilecegini gosterir. Bu ¢alisma temel diizeyde planlanmis oldugu i¢in CLK-8'in .
sitokrom P-450 enzimlerinin hangi izoformlarma afinite duydugu heniiz
bilinmemektedir. Metabolitleri ve tasiyici proteinlere olan afinitesi hakkinda heniiz bilgi
sahibi degiliz. Metabolitlerin tanimlanmast, ilacin giivenligi ve etkinligi agisindan 6nemli

olup, gelecekteki galigmalarda ele alinmasi gereken bir konudur.



CLK-8'in atilim mekanizmalar1 heniiz arastirilmamistir. Ilacin viicuttan nasil
atildigi, hem farmakokinetik profilin anlasilmasi hem de olast yan etkilerin
degerlendirilmesi agisindan kritik 6neme sahiptir. Gelecek ¢alismalar, bu mekanizmalari
detayli olarak incelemelidir. Ozellikle, safradan atilimin metabolitleri de igine alacak
sekilde incelenmesi uygun bir yaklasim olacaktir. Intestinal atilimin da incelenmesi
gerekmektedir, ¢linkii molekil oldukca lipofiliktir. Bu sekilde karaciger dokusunda

olusan ¢ift pikleri agiklamasi yapilabilir.

CLK-8'in  mutlak biyoyararlanimi  heniiz ~ belirlenmemistir. ~ Mutlak
biyoyararlanim, ilacin i.v. yolla uygulamaya gore sistemik dolasima ne kadarinin
ulastigini belirler ve bu bilgi, dozaj ayarlamalarinin yapilmasi igin gereklidir. ilerleyen

aragtirmalar, mutlak biyoyararlanim ¢alismalarini da icermelidir.

Sirkadiyen saat tlizerinde etkinligi c¢alismalarda gosterilmis kicik molekdl
modulatorlerin farmakokinetik 6zellikleri, bu molekdllerin terapétik potansiyelini ve
kullanim seklini belirlemede kritik 6neme sahiptir. Bu anlamda potansiyel terap6tik bir
ajan grubu olan REV-ERBa ligandlarinin genel farmakokinetik 6zelliklerine
baktigimizda, diisiik oral biyoyararlanima sahip olduklarin1 ve kisa yar1 dmre sahip
olduklarim1 goriiyoruz. Normal ve diyabetik siganlarda SR8278'in farmakokinetik
parametrelerinin Glg¢lildigii bir ¢alismada, SR8278’in plazma konsantrasyon-zaman
egrisi altindaki alan (AUC) degerleri normal farelerde 608.33 + 295.25 ng-sa/mL,
diyabetik farelerde 598.59 + 276.92 ng-sa/mL olarak belirlenmistir. Eliminasyon yari
omurlerininse (t/2) normal farelerde 0.17 + 0.08 saat, diyabetik farelerde 0.11 + 0.04 saat
oldugu gosterilmistir (78). Benzer sekilde, GSK4112 de SR8278 gibi zayif
farmakokinetik 6zellikler sergilemektedir (79). SR9009 ve SR9011, GSK4112'nin
kimyasal yapisina dayanarak tasarlanmis giicli REV-ERBo agonistleridir. Bu iki
bilesigin GSK4112'den yaklasik ii¢ kat daha giicli ve etkili oldugu ve daha iyi
farmakokinetik Ozelliklere sahip oldugu bilinmektedir. GSK2945 de ayni sekilde
GSK4112 sablonuna dayanilarak tasarlanmis bir bilesiktir, ancak daha uzun bir yar1 émre
(2 saat) ve %23 oral biyoyararlanima sahip Ustlin bir farmakokinetik profille éne
cikmaktadir (80). Diisiik biyoyararlanim ve suboptimal farmakokinetik 6zelligi sahip

olmalar1 REV-ERBa ligandlarinin ilag gelistirme siirecindeki sinirlayici faktorlerdendir.



Calismamizin kisitliliklarina bakacak olursak; ilacin karaciger ve beyin dokularindaki
dagilm ve metabolizmasin1 daha dogru analiz edebilmek i¢in kompartmantal analiz
yapilmasi uygun bir yaklagim olabilir. Ayrica ¢alismamizda molekiliin farmakokinetiginin
belirlenmesi icin 48. saate kadar verilerimiz bulunmaktadir. Molekiil 48 saat sonra bile
Ozellikle karaciger dokusunda tespit edilmistir, bu nedenle daha uzun sireli numune
toplanmas1 ve degerlendirilmesi daha ilgi cekici olabilir. Preklinik farmakokinetik
caligmalarin tamamlanmas1 ve giivenlilik farmakolojisi ¢aligmalarinin tamamlanmasini

takiben molekul klinik faza gecebilecektir.
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