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Tez kabul edildikten sonra yapılan sabit ciltte sırt 

yazısı bu şablona göre yazılacak. Yazılar tek satır olacak 

Cilt sırtı yazıların yönü yukarıdan aşağıya  

(sol yandaki gibi) olacak . 

Tez, Yüksek Lisans’sa, YÜKSEK LİSANS TEZİ; 

Doktora ise  DOKTORA TEZİ  ifadesi kalacak 

Adınızı soyadınızı giriniz 

Tez Sınavının yapılacağı yılı yazınız 
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ÖZET 

Akyel, Y.K. (2021). Kapesitabinin faredeki kronofarmakokinetiğinin incelenmesi 

İstanbul Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Farmakoloji ABD. Doktora Tezi. 

İstanbul.  

Sirkadiyan zamanlama sistemi, yaklaşık 24 saatlik bir periyod ile, ilaç 

farmakokinetiğine ilişkin absorpsiyon, dağılım, metabolizma ve eliminasyon 

süreçlerinde değişiklikler oluşturmaktadır. Kronofarmakokinetiğe bağlı olarak hedef 

dokuların ilacın aktif formuna maruziyeti ve sitotoksisite değişkenlik göstermektedir. 

Terapötik aralıkları dar olan ve doz kısıtlayıcı yan etkiler gösteren antikanser ilaçlar için 

farmakokinetikteki uygulama zamanına bağlı değişikliklerin bilinmesi, özellikle önem 

taşımaktadır. Çalışmamızda kapesitabinin ve metabolitlerinin farmakokinetiğine ilişkin 

sirkadiyan değişiklikleri ortaya koymak amaçlanmıştır. Bu amaçla ZT1, ZT7, ZT13 ve 

ZT19 zamanlarında, C57BL/6J soyu erkek farelere oral yoldan 500 mg/kg kapesitabin 

uygulanmış ve bunu takiben kapesitabin ile 5’DFCR, 5’DFUR, 5-FU metabolitlerinin 

plazma ve karaciğerdeki farmakokinetiği değerlendirilmiştir. Ayrıca kapesitabinin 

metabolizmasında rol oynayan enzim ekspresyonlarındaki zamana bağlı değişiklikler 

incelenmiştir. Çalışmamızda kapesitabin uygulanan farelerde, kapesitabin, 5’DFUR ve 

5-FU’nun plazma Cmaks ve AUC0-6sa değerleri farelerin dinlenme periyodunda (ZT1 ve 

ZT7) aktivite periyoduna (ZT13 ve ZT19) göre daha yüksek olmuştur (p<0,05). 

Karaciğer dokusunda da benzer şekilde 5’DFUR ve 5-FU’nun plazma Cmaks ve AUC0-6sa 

değerleri dinlenme periyodunda aktivite periyoduna göre daha yüksek iken (p<0,05), 

kapesitabin ve 5’DFCR karaciğer konsantrasyonlarında gruplar arasında anlamlı bir 

farklılık oluşmamıştır. Ayrıca, CES1, CES2, CDA, UPP2 ve DPD protein düzeylerinde 

sirkadiyan ritimler gösterilmiştir (p<0,05). Bulgularımız, kapesitabin ile 

metabolitlerinin farmakokinetiğinde ve kapesitabini metabolize eden enzimlerin 

düzeylerinde, uygulama zamanına bağlı olarak anlamlı farklılıklar olduğunu 

göstermektedir. Kapesitabinin farmakokinetiğindeki gün içi farklılıkları 

mekanizmalarıyla beraber ortaya koyan çalışmamız, antikanser ilaçların 

kronofarmakokinetiğine ilişkin bilgi birikimine katkı sunmakta ve kronoterapinin 

gerekliliğini desteklemektedir. 

Anahtar Kelimeler:  Kapesitabin, kronofarmakokinetik, kronoterapi, kanser, sirkadiyan 

ritimler 
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ABSTRACT 

Akyel, Y.K. (2021). Investigation of chronopharmacokinetics of capecitabine in mice. 

Istanbul University, Institute of Health Science, Department of Pharmacology. PhD 

Thesis. Istanbul.   

Circadian timing system modifies absorption, distribution, metabolism and elimination 

processes of drug pharmacokinetics over a period of approximately 24-hours. 

Depending on chronopharmacokinetics, exposure of target tissues to the active form of 

the drug and cytotoxicity display variations. For anticancer drugs with narrow 

therapeutic ranges and dose-limiting side effects, it is particularly important to know 

time dependent changes in pharmacokinetics. In our study, we aimed to evaluate 

circadian variations in pharmacokinetics of capecitabine and its metabolites. For this 

purpose, 500 mg/kg capecitabine was administered orally to C57BL/6J male mice at 

ZT1, ZT7, ZT13 or ZT19, and pharmacokinetics of capecitabine and 5'DFCR, 5'DFUR, 

5-FU in plasma and liver were evaluated. In addition, time-dependent changes in 

capecitabine metabolising enzyme expressions were investigated. In our study, plasma 

Cmax and AUC0-6h values of capecitabine, 5'DFUR and 5-FU were higher during the rest 

span (ZT1 and ZT7) than the activity span (ZT13 and ZT19) (p<0.05). Similarly, Cmax 

and AUC0-6h values of 5'DFUR and 5-FU in liver were higher during the rest span than 

activity span (p<0.05), while there was no significant difference in liver concentrations 

of capecitabine and 5'DFCR. In addition, circadian rhythms were shown in CES1, 

CES2, CDA, UPP2 and DPD levels (p<0.05). Our findings show significant time-

dependent changes in pharmacokinetics of capecitabine and its metabolites, and in 

capecitabine metabolizing enzyme levels. Our study, which reveals the circadian 

rhythms in the capecitabine pharmacokinetics with its mechanisms, contributes to the 

knowledge on the chronopharmacokinetics of anticancer drugs and supports the vital 

role of chronotherapy. 

 

Key Words: Capecitabine, chronopharmacokinetics, chronotherapy, cancer, circadian 

rhythms  
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

Memelilerde birçok fizyolojik fonksiyon sirkadiyan ritim göstermektedir. 

Sirkadiyan ritimler, yaklaşık 24 saatlik periyoda sahip olan tekrarlayıcı değişiklikler 

olarak tanımlanır (Lévi & Okyar, 2011). Beyinde bulunan ve merkezi saat olarak 

adlandırılan suprakiazmatik çekirdek (SKÇ), periferik dokularda bulunan saatleri 

senkronize etmekte ve sirkadiyan fizyolojiyi düzenlemektedir (Brown & Azzi, 2013; 

Musiek & Fitzgerald, 2013). 

Sirkadiyan ritimlere bağlı olarak ilaç metabolizmasında ve hücresel ya da 

moleküler düzeydeki ilaç hedeflerinde gün içi değişiklikler oluşmaktadır (Lévi & 

Okyar, 2011). Karaciğer, böbrek ve ince barsakta metabolizma ve detoksifikasyon, 

gastrointestinal kanal motilitesi, mide asiditesi, plazma proteinleri, taşıyıcı proteinler ve 

iyon kanalları, karaciğer ve böbrek kan akımı, glomerüler filtrasyon hızı gibi ilaç 

farmakokinetiğine ilişkin çok sayıda süreç sirkadiyan ritim göstermektedir. Sirkadiyan 

ritimler açısından çok sayıda çalışma bulunan karaciğerde ritmik olarak eksprese edilen 

birçok gen metabolizma ve detoksifikasyonda rol oynayan enzimleri kodlamaktadır 

(DeBruyne ve ark., 2014; Dibner ve ark., 2010). İlaç uygulama zamanına bağlı olarak 

metabolizma ve detoksifikasyonda görülen değişiklikler, antikanser ilaçlar için doz 

kısıtlayıcı olabilen sitotoksisitede anlamlı değişiklikler oluşturabilmektedir (Kettner ve 

ark., 2014; Levi & Schibler, 2007). 

Antikanser ilaçların sağlıklı dokulara olan toksisitesinin ve tümör dokusundaki 

efikasitesinin ilaç uygulama zamanında değişiklik yapılarak düzenlenebileceği hem 

deney hayvanlarında yapılan preklinik çalışmalarla hem de klinik çalışmalar ile 

gösterilmiştir (N. Ozturk ve ark., 2017). Antikanser ilaçların ciddi advers etkilere sebep 

olabilmesi nedeniyle, bu ilaçları en uygun zamanda uygulamak özel bir önem 

taşımaktadır. Kronofarmakokinetik, kronofarmakodinamik çalışmalardan ve 

kronotoksisite çalışmalarında elde edilen verilerle gerçekleştirilen kronoterapi 

uygulamaları aracılığıyla, ilaçların en uygun zamanda verilmesi ve böylelikle en yüksek 

etkinliği ve en düşük toksisiteyi elde etmeyi amaçlanmaktadır (Dallmann ve ark., 2014). 

Kapesitabin oral yol ile kullanılan fluoropirimidin türevi bir antikanser ilaçtır. 

Bir ön ilaç olan kapesitabin; karboksilesteraz (CES), sitidin deaminaz (CDA), pirimidin 

fosforilaz (PyNPase) enzimleri aracılığıyla üç basamaklı bir enzimatik dönüşümle aktif 
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metaboliti olan 5-fluorourasil’e (5-FU) dönüşmektedir (Reigner ve ark., 2001). Bir 

antimetabolit olan 5-FU, hem DNA sentezini inhibe etmekte, hem de DNA ve RNA’nın 

normal fonksiyonlarını bozmaktadır (Longley ve ark., 2003). Kapesitabin tedavisine 

bağlı olarak en yaygın görülen yan etkiler; diyare, bulantı-kusma, el-ayak sendromu, 

stomatit ve çeşitli hematolojik yan etkilerdir (Mckendrick & Coutsouvelis, 2005). 

Son yıllarda yapılan çeşitli kronoterapi çalışmalarında, kapesitabinin uygulama 

zamanındaki değişikliklerin kapesitabinin plazma düzeylerinde, etkililiğinde ve 

toksisitesinde değişikliğe sebep olabileceği görülmüştür (Akgun ve ark., 2014; Pilancı 

ve ark., 2016). Bahsedilen çalışmalarda ilaç uygulamalarının sınırlı zamanlarda 

yapılmış olması nedeniyle kapesitabinin plazma düzeylerindeki sirkadiyan değişiklikler 

tam olarak aydınlatılamamıştır. Ayrıca kapesitabinin metabolizmasında görev alan 

enzimlerin sirkadiyan ritimleriyle kapesitabinin farmakokinetiğinin ilişkilendirilmesi 

konusunda da yeterli veri bulunmamaktadır. 

Çalışmamız farmakokinetik çalışmaları ve moleküler analizleri içeren iki 

bölümden oluşmaktadır. İlk kısımda dört farklı sirkadiyan zamanda (ZT1, ZT7, ZT13 

ve ZT19) oral yol ile 500 mg/kg dozda maksimum tolere edilen dozda (MTD) 

kapesitabin uygulanan farelerde, kapesitabinin ve 5’DFCR, 5’DFUR, 5-FU 

metabolitlerinin plazma ve karaciğerdeki farmakokinetiğinde zamana bağlı olarak 

gerçekleşebilecek değişiklikleri ortaya koymak amaçlanmıştır. İkinci kısımda ise, 

moleküler analizler ile kapesitabinin 5-FU’ya metabolize olmasında görev alan CES, 

CDA, PyNPase enzimlerinin ve 5-FU’nun metabolizmasında rol oynayan 

dihidropirimidin dehidrojenaz (DPD) enziminin protein düzeylerindeki zamana bağlı 

değişiklikleri belirlemek hedeflenmiştir. Son aşamada ise farmakokinetik veriler ve 

moleküler analizlerin sonuçları bütüncül olarak değerlendirilerek kapesitabinin 

farmakokinetiğindeki ve farmakodinamiğindeki sirkadiyan değişiklikleri ortaya koymak 

amaçlanmaktadır. 

Kapesitabinin metabolizması açısından insan ile en çok benzerlik gösteren 

kemirgen faredir (Shindoh ve ark., 2006). Farelerde uygulama zamanına bağlı olarak 

kapesitabinin farmakokinetiğindeki farklılıkları ortaya koyan ve bununla beraber 

kapesitabin metabolizmasında rol alan enzimlerin sirkadiyan ritmini inceleyen bir 

çalışma bulunmamaktadır. Yapılan bu çalışmada, klinik kronoterapi uygulamalarına ve 
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preklinik kronoefikasite çalışmalarına temel oluşturabilecek veriler elde edilebileceği 

düşünülmektedir. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Sirkadiyan Zamanlama Sistemi 

İnsan hayatı, bir dizi tekrarlayan döngüye dayanmaktadır. Bu döngülerin 

bazıları, güneşin doğuşu-batışı, mevsimlerin değişimi gibi fiziksel çevremizdeki 

değişiklikleri yansıtırken, bazları ise hafta içi-hafta sonu döngüsü, vardiyalı çalışma 

döngüsü gibi sosyal değişiklikleri yansıtmaktadır. İçsel bir vücut saati olan “biyolojik 

saat” tarafından metabolizma, fizyoloji ve davranışlarda oluşturulan ritmik değişiklikler 

sayesinde, canlılar bu çevresel döngülere senkronize olup uyum sağlayabilmektedir 

(Hastings, 1997). Siyanobakterilerden insanlara kadar tüm ışığa duyarlı organizmalarda 

biyolojik saat, döngüsel fizyolojiyi çevresel zamana adapte etmektedir. Günlük 

ritimlerin programlı olduğu ve doğal ışık veya sıcaklık döngülerine pasif bir tepkiden 

ibaret olmadığı, ilk olarak Jean-Jacques D’Ortous de Mairan (1678–1771) tarafından 

1729 yılında mimoza yapraklarının açılıp kapanma ritminin ışık yokluğunda da devam 

ettiğini gözlemlenmesiyle ortaya konmuştur (Roenneberg & Merrow, 2005; Schibler & 

Naef, 2005). Bunu izleyen yıllarda çok sayıda farklı türde canlıda ve hücre tipinde 

intrinsik sirkadiyan ritimlerin varlığı gösterilmiştir. 

Biyolojik saat tarafından oluşturulan ritmik değişiklikler, meydana gelme 

sıklıklarına göre ultradiyan, sirkadiyan ve infradiyan ritimler olarak gruplandırılırlar. 

Ultradiyan ritimler, periyodu (τ: bir döngünün tamamlanma süresi) 20 saatten kısa olan, 

infradiyan ritimler ise periyodu 30 saatten uzun olan ritimlerdir. Kalp atışı (insanda τ ≈ 

1 saniye), uyku evreleri (sıçanda τ ≈ 10, insanda τ ≈ 90 dakika) ultradiyan ritimlere; 

dişilerdeki östrus döngüsü (farede τ ≈ 4-5 gün, insanda τ ≈ 28 gün), yıllık çiftleşme 

ritimleri (τ ≈ 1 yıl), ağustos böceğinin ortaya çıkma zamanları (τ ≈ 13-17 yıl)   

infradiyan ritimlere örnektir (Schibler & Naef, 2005). Yaklaşık 24 saat periyodundaki 

ritimler, sirkadiyan ritimler olarak adlandırılmaktadır. Sirkadiyan terimi “yaklaşık” 

anlamına gelen “circa” ve “gün” anlamına gelen “dies” sözcüklerinden türemiştir 

(Musiek & Fitzgerald, 2013). İnsanlarda ve çok sayıda memelide vücut sıcaklığı, kan 

basıncı, hormon düzeyleri, metabolizma, retinal elektroretinogram yanıtları (ERG) ve 

diğer birçok fizyolojik parametre sirkadiyan ritimler göstermektedir (Aschoff, 1983; 

Cameron ve ark., 2008; Eckel-Mahan & Storm, 2009; Green ve ark., 2008).  
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Tüm sirkadiyan ritimlerin sahip olduğu temel özelliklerden biri, herhangi bir 

çevresel ipucu bulunmaması durumunda dahi sürdürülebilir olmalarıdır. Zamansal 

izolasyon durumunda (sabit sıcaklık ve daimi ışık (LL) veya daimi karanlık (DD)) 

görülen 'free running' ritimlerin periyodu genellikle 24 saatten farklıdır; tam uzunluğu 

koşullara (örneğin DD veya LL), türe ve hatta bireye bağlıdır. Sirkadiyan ritimler, 

normal koşullar altında, sürükleme (entrainment) veya senkronizasyon olarak bilinen 

proseslerle çevresel döngülere uyum sağlama özelliği gösterirler. Sirkadiyan ritimlerin 

bir diğer temel özelliği; sıcaklık kompensasyonudur. Yani; fizyolojik sınırlar içindeki 

sıcaklık değişimlerinde sirkadiyan ritimlerin periyodu neredeyse değişmemektedir 

(Aguilar-Roblero ve ark., 2015; Ethan & Takahashi, 2013; Roenneberg & Merrow, 

2005). 

İnsanlarda, çok sayıda hastalık sirkadiyan sistemle ilişki göstermektedir ve 

sirkadiyan sisteme ilişkin bozukluklar birçok hastalığa sebep olabilmektedır. İnsomnia 

ya da hipersomnia’ya neden olabilen gecikmiş uyku fazı bozukluğu (DSPS: Delayed 

sleep phase disorder), erken uyku fazı bozukluğu (ASPS: Advanced sleep phase 

disorder), jet lag, vardiyalı çalışmaya bağlı uyku bozukluğu gibi uyku bozuklukları 

bireyin içsel saati ve çevresel ritimler ya da sosyal saat arasındaki uyumsuzluktan 

kaynaklanır (Reid & Zee, 2009). Örneğin; ailesel ASPS (FASPS) görülen bireylerde, 

sirkadiyan saat genlerinden PER2 ve PER2-fosforile edici kinazda (CK1 δ) mutasyon 

görülmektedir (Toh ve ark., 2001; Xu ve ark., 2005). Ayrıca, saat genlerinden 

CRY1’deki bazı mutasyonların insanlarda DSPS ve dikkat eksikliği hiperaktivite 

bozukluğu (DEHB) ile ilişkili olduğu gösterilmiştir (Onat ve ark., 2020; Patke ve ark., 

2017). Sirkadiyan saat, beslenme ve hücresel metabolizma ile doğrudan ilişkilidir. Son 

yıllarda yapılan çalışmalarda, CRY1’in hepatik aşırı ekspresyonunun glukagonla 

indüklenen karaciğer glukoneojenezini inhibe ederek, insüline dirençli db/db farelerdeki 

kan glukoz düzeylerini düşürdüğü ve insülin duyarlılığını artırdığı gösterilmiştir (E. E. 

Zhang ve ark., 2010). Cry1 nakavt farelerde yapılan başka bir çalışmada, azalmış 

sistatiyonin β sentaz (CBS) aktivitesinin eksojen CRY1 eklenmesi sonucunda arttığı ve 

bu sayede translasyon sonrası bazı aminoasit yolaklarının düzenlendiği görülmüştür 

(Cal-Kayitmazbatir ve ark., 2020). Sirkadiyan saat ve metabolik yolaklar arasındaki 

iletişim bozukluğu birçok metabolik bozukluğa neden olabilmektedir (Green ve ark., 

2008). Sirkadiyan saatin metabolitlerin %50’sini kontrol ettiği göz önünde 

bulundurulduğunda sirkadiyan saatin bozulmasının çok sayıda metabolik hastalığa yol 
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açması kaçınılmazdır (Krishnaiah ve ark., 2018). Pankreatik beta hücrelerinde 

sirkadiyan saat genlerinden Bmal1’deki fonksiyon kaybı, hipoinsülinemi ve diyabete 

sebep olabilmektedir (Marcheva ve ark., 2010). Ayrıca miyokard infarktüsü, astım 

atakları gibi birçok patolojik durum sirkadiyan ritim göstermektedir, gece ya da sabah 

erken saatlerde atak sıklığı artmaktadır (Musiek & Fitzgerald, 2013). Farelerde, 

sirkadiyan saate bağlı olarak UV ışınlarla indüklenen cilt kanseri ya da 

kemoterapötiklere olan duyarlılığın değişiklik gösterdiği tespit edilmiştir (Gaddameedhi 

ve ark., 2011; Gorbacheva ve ark., 2005). Sirkadiyan saatin bozulması kanser 

süreçlerine katkı sağlamakta, kanserli insan ve kemirgenlerde sağkalımı azaltmaktadır 

(Lévi ve ark., 2010). 

2.1.1. Merkezi Saat: Suprakiazmatik Çekirdek 

Memelilerde, beyinde ventral hipotalamusta yer alan SKÇ, sirkadiyan saatte 

merkezi senkronize edici (merkezi saat) olarak görev yapmaktadır. SKÇ, ikili bir yapı 

biçimindedir ve her bir yarısı farede yaklaşık 10.000 nöron, insanda ise 50.000 nöron 

içermektedir. SKÇ, dorsomedial (kabuk) ve ventrolateral (çekirdek) olmak üzere iki ana 

bölümden oluşur (Musiek & Fitzgerald, 2013).  

Ventrolateral bölge, gözden retinohipatolamik yolak (RHY) ile direkt girdileri 

alırken ikincil olarak intergenikulat bölgeden genikulohipotalamik yolak (GHY) ile 

indirekt olarak ışık bilgisini ve medyan rafe çekirdeğinden diğer girdileri alır. 

Ventrolateral bölge, yaygın olarak vazoaktif intestinal polipeptid (VIP) ve gastrin 

salıverici peptid (GRP) içeren nöronları; dorsomedial bölge ise arginin-vazopressin 

(AVP) içeren nöronları bulundurmaktadır. Dorsomedial bölge; limbik sistem, 

hipotalamus, paraventriküler talamik çekirdek ve medyan rafe çekirdeğinden girdileri 

almaktadır. RHY’de bulunanan nöromediyatörler; glutamat, P maddesi (SP: Substance 

P), hipofizer adenilat siklaz aktive edici polipeptid (PACAP: Pituitary adenylate cyclase 

activating polypeptide), GHY’de bulunan nöromediyatörler; gama aminobutirik asit 

(GABA), nöropeptid Y’dir. Orta beyindeki rafe bağlantılarında ise serotonin (5-HT) 

nörotransmiteri bulunmaktadır. SKÇ’de hem venterolateral bölgeden hem de 

dorsomedial bölgeden çıkan eferent nöronlar, ön beyindeki birçok çekirdeğe ulaşır. 

(Hannibal & Fahrenkrug, 2006). 

SKÇ’nin önemli bir özelliği, sirkadiyan olarak spontan aksiyon potansiyeli 

oluşturrma yeteneğidir. Nöronal ateşleme fazı aydınlık-karanlık döngüsü tarafından 
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ayarlanmaktadır fakat daimi karanlık durumunda ya da SKÇ’den alınan kesitlerde ex 

vivo olarak da sürdürülmektedir. İn vitro şartlarda SKÇ hücreleri haftalar boyunca 

ritmik olarak aksiyon potansiyeli oluşturmaya devam etmekle beraber hücrelerin fazları 

birbiriyle uyum göstermez (Musiek & Fitzgerald, 2013). Organizmada SKÇ izole 

edildiğinde, periferik birçok dokuda ve hücre tipinde de sirkadiyan gen ekspresyonları 

görülmeye devam etmektedir fakat periferik moleküler saatlerin uyum içinde çalışması 

için SKÇ tarafından senkronize edilmeleri gerekmektedir. Bu nedenle SKÇ, tempo 

oluşturucudan (pacemaker) ziyade bir orkestra şefine benzetilmektedir (Musiek & 

Fitzgerald, 2013). 

Gece-gündüz döngüsü, sosyal hayata ilişkin alışkanlıklar ve yemek zamanları 

gibi çevresel senkronize ediciler, biyolojik saatin periyodunu 24 saate kalibre etmekte 

ve ayarlamaktadır. Sirkadiyan sistemde, ışık, esas “zeitgeber” (ritim verici) olarak 

tanımlanmakla beraber; beslenme, sıcaklık, sosyal etkileşimler, davranışsal aktivite, 

uyku bozukluğu gibi fotik olmayan ipuçları sirkadiyan ritim üzerinde ışığın etkisini faza 

bağlı bir şekilde etkileyebilir ve hatta antagonize edebilir (Hannibal & Fahrenkrug, 

2006; Lévi ve ark., 2010). Sürekli karanlık fazda (DD) tutulan free-running hamsterların 

kafes değişiminden sonra veya hayvan çiftlerinin normal dinlenme fazında sosyal 

etkileşimde bulunması durumunda görülen faz kaymaları, sirkadiyan ritimlerde fotik 

olmayan ipuçlarıyla oluşan faz kaymasına örnektir. Bu girişimsel olmayan prosedürler, 

hayvanları uyandırmakta, aktiviteyi ya da uyarılmayı stimule etmektedir (Mrosovsky, 

1988). Programlı egzersiz iskelet kası ve akciğerde bulunan saatlerde faz kaymasına 

neden olabilmektedir (Astiz ve ark., 2019). Yemek yeme zamanı, SKÇ’yi etkilemeden 

karaciğer, böbrek, kalp ve pankreasta bulunan saatler üzerinde güçlü bir etki 

oluşturmaktadır (Damiola ve ark., 2000). Memelilerde, çevresel ışık bilgisi (fotik 

sinyaller) retinada yer alan fotoreseptörler aracılığıyla algılamakta ve melanopsin içeren 

retinal gangliyon hücrelerinden retinohipotalamik yolak ile SKÇ’ye ulaşmaktadır. SKÇ, 

fotik olmayan girdileri ise intergenukolat yolak ve genikulohipotalamik yolak 

aracılığıyla almaktadır. SKÇ, fotik ve fotik olmayan girdilerden elde ettiği faz bilgisini 

nöral, hormonal ve sistemik sinyaller ile beynin diğer bölgelerine ve vücuda 

iletmektedir (Astiz ve ark., 2019; Lévi ve ark., 2010; Musiek & Fitzgerald, 2013; Wolff 

& Esser, 2012).  
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SKÇ, transforme edici büyüme faktörü-α (TGFα; transforming growth factor α), 

epidermal büyüme faktörü (EGF; epidermal growth factor), prokinetisin-2 (PK-2), 

kardiyotropin benzeri sitokin ve hormon sekresyonu, nöroanotomik sempatik ve 

parasempatik yolaklar gibi yayılabilir sinyaller aracılığıyla sirkadiyan fizyolojiyi 

oluşturur (Lévi ve ark., 2010). SKÇ’nin hormon sekresyonu üzerine etkisi ve bu 

hormonların periferik dokulardaki etkisi, sistemik senkronizasyon için temel 

mekanizmalardan biridir. Ayrıca SKÇ, otonom sinir sistemini modüle ederek periferik 

dokuların bu hormonlara duyarlılığını sağlamaktadır (Buijs ve ark., 2006).  

Önemli bir senkronize edici sinyal olan sirkadiyan glukokortikoid sekresyonu; 

SKÇ, otonom sinir sistemi ve periferik adrenal saatlerin etkileşimi sonucu 

gerçekleşmektedir (Oster ve ark., 2006). Glukokortikoid sinyalleri ve moleküler saat 

sistemi karşılıklı olarak birçok yolla etkileşime girmektedir. Hormona bağlı 

glukokortikoid reseptörleri (GR), çok sayıda genin promotör bölgesinde yer alan 

glukokortikoid yanıt elementlerine (GREs) bağlanmaktadır. Ayrıca birçok saat proteini 

GR’nin intraselüler lokalizasyonunu ve aktivitesini düzenlemektedir. Karaciğerde 

glukoneojenezin gerçekleşmesi ve kan glukoz düzeylerinin artması, adipoz dokuda 

lipolizin stimule edilmesi ve yağ asidi salıverilmesi gibi fizyolojik prosesleri kontrol 

eden glukokortikoidlerin günlük pik zamanı, enerji ihtiyacı duyulması beklenen 

zamanda yani aktivite periyodunun başlangıcındadır (Astiz ve ark., 2019; Oster ve ark., 

2017; Takabe ve ark., 2008).  

Bir diğer temel senkronize edici sinyal melatonin sekresyonudur. Güçlü 

sirkadiyan ritim gösteren melatonin sekresyonu, gece daha yüksek düzeylerdedir ve 

nokturnal (gece aktif) canlılarda glukokortikoid ritimleriyle eş fazlı, diurnal (gündüz 

aktif) canlılarda ise zıt fazlıdır. Memelilerin çoğunda, melatoninin ritmik olarak 

salgılanması, SKÇ ve pineal bez arasındaki sempatik nöronal bağlantılarla 

düzenlenmektedir. Melatonin sinyalinin beyine ve adrenal bezler, akciğer, kalp ve 

karaciğer gibi periferik organlara iletiminde G-protein kenetli reseptörler görev 

almaktadır (Astiz ve ark., 2019; Zawilska ve ark., 2009). Salgılanması gece uzunluğuna 

göre ayarlanan melatoninin birincil fizyolojik işlevi, günlük aydınlık-karanlık döngüsü 

ile ilgili vücut yapılarına bilgi vermektir. Bu bilgi, mevsimsel ritimler gibi 

fotoperiyottaki (gün uzunluğu) değişikliklere cevap veren fonksiyonların organizasyonu 

için kullanılır. Melatonin, insanların da dahil olduğu diurnal canlılarda önemli bir 
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fizyolojik uyku düzenleyicisidir. Geceleri uyku eğilimindeki keskin artış genellikle 

insanlarda endojen melatonin üretiminin başlamasından 2 saat sonra ortaya çıkar ve 

gece melatonin salgılanma süresi, gece uzunluğuna ilişkin bilgiyi SKÇ de dahil olmak 

üzere beyine ve çeşitli organlara iletir (Zisapel, 2007, 2018). Melatonin, fareler gibi 

nokturnal canlılarda uyku eğilimi oluşturmaz, uyku değil uyanıklık periyoduyla 

ilişkilidir. Bağışıklık yanıtı, antioksidan savunma, homeostaz, uyku-uyanıklık 

dönemlerindeki kan basıncı, metabolizma ve glikoz regülasyonu gibi diğer fizyolojik 

fonksiyonların sirkadiyan organizasyonu da melatonin sinyaliyle düzenlenmektedir 

(Claustrat & Leston, 2015; Zisapel, 2007, 2018). 

 Sirkadiyan fizyoloji ve SKÇ’den direkt ya da indirekt olarak çıkan diğer 

sinyaller, her bir hücredeki moleküler saatleri düzenler. Moleküler saatler ise ilaç 

metabolizması ve detoksifikasyonu, hücre proliferasyonu, DNA hasarının algılanması 

ve tamiri, apoptoz, anjiyogenez gibi kanser tedavisi ile alakalı hücresel işlevleri ve diğer 

birçok hücresel fonksiyonu ritmik olarak düzenlemektedir (Lévi ve ark., 2010; Levi & 

Schibler, 2007). 

➢ Hücre döngüsü, 
apoptoz ve DNA tamiri

➢ İlaç metabolizması ve 
detoksifikasyonu

➢ Anjiyogenez

Periferal
organlardaki 
sirkadiyan saatler

➢ Gündüz/gece
➢ Sosyal 

alışkanlıklar
➢ Aile

Yemek yeme 
zamanı Hormonal

ritimler

Sempatik/
parasempatik 

sistem

Vücut sıcaklığı 
ritmi

Dinlenme-
aktivite ritmi

Beslenme 
biçimi

Sirkadiyan Zamanlama Sistemi

Uyku/ 
uyanıklık

Çevre

Suprakiazmatik
çekirdek

 

Şekil 2-1: Sirkadiyan zamanlama sisteminin şematik gösterimi -Lévi ve ark. (2010)’dan 

değiştirilerek. 
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2.1.2. Periferik Saatler 

Sirkadiyan ritimler, SKÇ’de bulunan merkezi saate bağlı olmakla beraber 

neredeyse tüm doku ve hücrelerde periferik saatler bulunmaktadır. SKÇ merkezi saat 

olarak bir yandan indirekt yol ile periferik dokulardaki saatleri (slave clocks) senkronize 

ederek diğer yandan direkt olarak sirkadiyan fizyolojiyi düzenlemektedir. Benzer 

şekilde periferik saatler, bazen SKÇ’den gelen sinyalleri kabul ederken bazen direkt 

olarak çevresel sinyalleri alırlar. Periferik saatlerde direkt ve indirekt sinyallerin bir 

arada oluşturduğu senkronizasyon, dokudan dokuya değişiklik gösterebilmektedir 

(Brown & Azzi, 2013). Yapılan çeşitli çalışmalarda, karaciğer, akciğer, böbrek, dalak, 

kalp, mide, tiroid bezi, adrenal bez, iskelet kası, kahverengi ve beyaz yağ dokusu, aorta 

ve korneadan izole edilen dokular ile kültüre edilen hücrelerin gen ekspresyonlarında 

güçlü sirkadiyan osilasyonlar görülmüştür. Karaciğer, sirkadiyan transkripsiyon 

açısından en fazla çalışılan organdır ve çalışmalarda çok sayıda sirkadiyan transkript 

gösterilmiştir (Panda ve ark., 2002; Yamamoto ve ark., 2004; Yamazaki ve ark., 2000, 

2009; S. H. Yoo ve ark., 2004; R. Zhang ve ark., 2014). Ritmik olarak eksprese edilen 

birçok karaciğer geni, metabolizmada, detoksifikasyonda ve enerji homeostazında görev 

alan enzimleri kodlamaktadır. Sonuç olarak; karaciğer, böbrek ve ince barsakta 

ksenobiyotik metabolizması/endobiyotiklerin detoksifikasyonu, karaciğer, kas ve adipoz 

dokuda karbonhidrat ve lipid metabolizması, renal kan akımı, idrar oluşumu, kan 

basıncı ve kalp atış hızı gibi periferik organlarda gerçekleşen birçok fizyolojik 

fonksiyon sirkadiyan ritim göstermektedir (Dibner ve ark., 2010). 

2.1.3. Sirkadiyan Saatin Moleküler Mekanizması 

Memelilerde, moleküler saatin temelini oluşturan bir düzine saat geni, 

transkripsiyonel ve posttrankripsiyonel aktivasyonu ve inhibisyonu düzenleyici 

döngülerde yer alarak her bir memeli hücresinde sirkadiyan osilasyonun 

oluşturulmasından sorumludur. Aktive edici ve baskılayıcılardan oluşan içiçe geçmiş 

geri bildirim döngüleri, pozitif ve negatif geri bildirim gen ağı motifini oluşturmaktadır 

(Kavakli ve ark., 2017; Levi & Schibler, 2007; Liu ve ark., 2007; Novak & Tyson, 

2008). 

Memelilerde ana saat genleri; Clock (ve paraloğu olan Npas2), Bmal1 (veya 

Arntl) geri bildirim döngüsünün pozitif kolunu oluştururken; Per1, Per2, Cry1, Cry2 

genleri negatif kolunu oluşturmaktadır. CLOCK ve BMAL1, basic helix-loop-helix 
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(bHLH) – PER-ARNT-SIM (PAS) transkripsiyon faktörlerindendir (Gekakis ve ark., 

1998; King ve ark., 1997; Lowrey & Takahashi, 2011). CLOCK:BMAL1 ve 

NPAS2:BMAL1 protein dimerleri, Per ve Cry genlerinin transkripsiyonunun 

aktivasyonunu sağlamaları nedeniyle moleküler saatte önemli göreve sahiptir (Levi & 

Schibler, 2007; Liu ve ark., 2007). CLOCK:BMAL1 kompleksi, PER (Per1, Per2, 

Per3) ve CRY (Cry1, Cry2) proteinlerini kodlayan genlerin E-box içeren düzenleyici 

elemanlarına bağlanır (Gekakis ve ark., 1998; Kume ve ark., 1999; Shearman ve ark., 

2000). Farelerde, CLOCK:BMAL1 aktivasyonu gündüz gerçekleşirken Per ve Cry 

genlerinin transkripsiyonu öğleden sonra gerçekleşir. PER, CRY proteinlerinin birikimi 

ise öğleden sonra geç saatlerde ya da akşam olur. PER ve CRY proteinleri birbirleriyle 

ve serin treonin kinazlar (kazein kinaz 1δ (CK1δ), CKε) ile etkileşime girerler (Gallego 

& Virshup, 2007; C. Lee ve ark., 2001; Lowrey & Takahashi, 2011). Gece nukleusa 

geçen PER ve CRY, CLOCK:BMAL1 kompleksiyle etkileşime girerek kendi 

transkripsiyonlarını baskılar ve sonuçta Per ve Cry genlerinin transkripsiyonu azalır. 

Spesifik E3 ligaz kompleksleriyle ubikutinleme ve proteozom ile degradasyon 

prosesleri sonucunda PER ve CRY proteinlerinin düzeyleri azalır. PER ve CRY’dan 

oluşan baskılayıcı kompleks yıkıldıktan sonra CLOCK:BMAL1 transkripsiyonuyla, 

ertesi sabah yeni bir transkripsiyon döngüsü başlatılır. PER ve CRY proteinlerinin 

stabilitesi/degradasyon hızı, saatin periyodunun ayarlanmasını sağlamaktadır (Gallego 

& Virshup, 2007; Preußner & Heyd, 2016; Takahashi, 2017). Genetik ve biyokimyasal 

çalışmalar ile hesaplama çalışmaları, saat modülasyon faktörlerinden ve ek saat 

bileşenlerinden oluşan zengin bir ağın var olduğuna işaret etmektedir (Anafi ve ark., 

2014; Robles ve ark., 2010) Nitekim, yapılan bir çalışmada Gm129 geninin de ana saat 

proteinlerinden birini kodladığı ve BMAL1’in ömrünü düzenlediği gösterilmiştir 

(Annayev ve ark., 2014). 

CLOCK:BMAL1 kompleksi Cry ve Per dışında, nükleer reseptörler olan ve 

sırasıyla Nr1d1 ve Nr1d2  tarafından kodlanan, nükleer reseptör Rev-Erb alfa ve beta’yı 

(REV-ERBα ve REV-ERBβ) da aktive etmektedir. REV-ERBα ve β, REV-

ERB/Retinoik asit ilişkili yetim reseptör yanıt elemanlarına (retinoik asid related orphan 

receptor (ROR) response elements: ROREs) bağlanmak için RORα, RORβ ve RORγ ile 

yarışmaktadır. REV-ERBα ve β’nın ritmik ekspresyonu, Bmal ve Clock’un 

baskılanmasına neden olur ve buna bağlı olarak bu genlerde Per genine zıt fazlı 
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ekspresyon ritimleri oluşur (Preitner ve ark., 2002; Sato ve ark., 2004; Takahashi, 2017; 

Y. Zhang ve ark., 2015). 

Poliubikütin Poliubikütin

26S proteozom

Degradasyon

 

Şekil 2-2: Memelilerde moleküler saatin şematik gösterimi -Ethan & Takahashi 

(2013)’dan değiştirilerek. 

CLOCK-BMAL1 transaktivasyon kompleksi, Proline-acidic amino acid-rich 

basic leucine zipper (PAR bZip) transkripsiyon faktörlerinin mRNA ekspresyonlarını 

ritmik bir biçimde kontrol etmektedir (Gachon ve ark., 2006). Albümin D bölgesi 

bağlayıcı protein (DBP), tirotrop embriyonik faktör (TEF) ve hepatik lösemi faktörü 

(HLF)’yi içeren PAR bZip transkripsiyon faktörleri, ksenobiyotik metabolizması ve 

detoksifikasyonunda görev alan C-androstan reseptörü (CAR), P450 oksido-redüktazları 

(POR), 5-amino-δ-levulinik asit sentetaz (ALAS1) gibi proteinlerin ekspresyonunu 

düzenlemektedir (Gachon ve ark., 2006; Levi & Schibler, 2007). 

Moleküler saatteki sirkadiyan ritimler, fosforilasyon ve ubikütinasyon gibi 

posttranslasyonel modifikasyonlarla kontrol edilmektedir. Posttransyonel 

modifikasyonlar, ana saat proteinlerinin stabilitesini ve nükleer translokasyonunu 

etkileyerek sirkadiyan saatin hassasiyetine önemli ölçüde katkıda bulunur. CK1δ ve 
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CKε, ana sirkadiyan saat proteinlerinin döngüsünde önemli rol oynamaktadır (Ko & 

Takahashi, 2006). PER proteinleri, CK1δ ve CKε tarafından fosforilasyona tabi 

tutulmaktadır ve bu E3 ubikütin ligaz β-TrCP tarafından ubikütinlenmeye ve 

proteozomal degradasyona yatkınlığı kontrol etmektedir. (Eide ve ark., 2005; Meng ve 

ark., 2008; Ohsaki ve ark., 2008; Shirogane ve ark., 2005). AMP-aktive edilmiş protein 

kinaz (AMPK) tarafından gerçekleştirilen CRY fosforilasyonu, CRY1 ve CRY2’yi E3 

ubikütin ligazlar olan FBXL3 ve FBXL21 için hedef haline getirmektedir (Busino ve 

ark., 2007; Hirano ve ark., 2013; S.-H. Yoo ve ark., 2013). 

Siklik transkripsiyonel aktivite için gerekli olan kromatin yeniden modellemesi, 

saate özgü ve yaygın olarak bulunan histon modifiye edici proteinler ile elde edilir ve 

birçok saat hedef geninde histonlarda (H3 ve H4) ritmik asetilasyon/deasetilasyon 

gözlemlenebilir (Etchegaray ve ark., 2003; Ripperger & Schibler, 2006; Sahar & 

Sassone-Corsi, 2013). CLOCK proteini, intrinsik histon asetil transferaz (HAT) 

aktivitesine sahiptir ve H3K9, H3K14 histonlarını asetillemektedir (Doi ve ark., 2006; 

Hirayama ve ark., 2007). Transkripsiyon döngüsünün başında CLOCK ve BMAL1 

sırasıyla histon asetil transferazlar olan p300 ve CREB bağlayıcı protein (CBP) ile 

etkileşime girer ve böylece histonlar asetillenir, kromatinler transkripsiyon için uygun 

hale gelir (Curtis ve ark., 2004; Etchegaray ve ark., 2003; Hosoda ve ark., 2009; J. Lee 

ve ark., 2008). NAD+ bağımlı histon deasetilaz (HDAC) sirtuin 1 (SIRT1); CLOCK, 

BMAL1 ve PER2 ile etkileşime girmekte ve CLOCK:BMAL1 kompleksinde 

inhibisyona neden olmaktadır. NAD+ düzeylerine ilişkin sirkadiyan ritim, 

CLOCK:BMAL1 hedef geni olan Nampt ekspresyonu tarafından düzenlenmektedir ve 

SIRT1 aktivitesinde bir ritim oluşturmaktadır (Asher ve ark., 2008; Nakahata ve ark., 

2008, 2009; Ramsey ve ark., 2009). CLOCK:BMAL1 kompleksinin metiltransferaz 

MLL1 (mixed lineage leukemia 1) ile etkileşime girmesi sonucu Histon H3K4 ritmik 

olarak metillenirken, histon lizin demetilazlar olan jumonji AT-rich interactive domain 

1a  (JARID1a) ve lizin-spesifik histon demetilaz 1A (LSD1) ile etkileşimi sonucu 

transkripsiyonal aktivasyon kolaylaştırılır (DiTacchio ve ark., 2011; Katada & Sassone-

Corsi, 2010; Nam ve ark., 2014).  

2.2. Kronofarmakoloji 

Transkripsiyon ve translasyondan hücre içi sinyalizasyona hücresel fizyolojinin 

büyük kısmında görülen sirkadiyan ritimlere bağlı olarak birçok organ ve sistemde 
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günlük fizyolojik varyasyonlar ortaya çıkmaktadır. Organizma fizyolojisinde görülen 

sirkadiyan ritimlerin, ilaç farmakokinetiği, farmakodinamiği ve toksisitesinde 

oluşturduğu ritmik değişiklikleri inceleyen farmakoloji disiplini kronofarmakoloji 

olarak tanımlanır. Kronofarmakolojik çalışmalarda elde edilen bilgilerle yapılan 

krononoterapi uygulamaları, ilaç uygulama zamanlarını optimize ederek maksimum 

etkinliği sağlamayı ve toksisiteyi en aza indirmeyi hedeflemektedir (Dallmann ve ark., 

2014; Gaspar ve ark., 2019). 

2.2.1. Kronofarmakokinetik 

Kronofarmakokinetik, ilacın farmakokinetiğini oluşturan absorpsiyon, dağılım, 

metabolizma ve eliminasyon proseslerinde sirkadiyan ritimlerin sebep olduğu 24 saatlik 

değişiklikleri ifade etmektedir. Absorpsiyon, dağılım, metabolizma ve eliminasyon 

süreçlerinde ve/veya ilaç toksisitesinde meydana gelen 24 saatlik değişiklikler, gastrik 

pH, mide ve barsak motilitesi, plazma proteinleri ve protein alt tipleri, membran 

mikroviskozitesi, reseptör yoğunluğu ya da bağlayıcı enzim aktivitesi, taşıyıcı proteinler 

ve iyon kanalları, karaciğer ve böbrek kan akımı, karaciğer metabolizması, safra hacmi 

ve tuz atılımı, böbrek glomerüler filtrasyon hızı, tübüler reabsorpsiyon hızı, üriner çıkış 

ve pH olarak sıralanan birçok fizyolojik faktöre bağlı olarak oluşmaktadır (Ballesta ve 

ark., 2017; Dallmann ve ark., 2016; Levi & Schibler, 2007). İlaç farmakokinetiğinin 

sirkadiyan saat tarafından düzenlenmesi Şekil 2-3’te gösterilmiştir. 

Gastrik pH
Gastrik boşalma
Gastrik kan akımı

Gastrointerstinal
kanal motilitesi

Feçes yoluyla 
eliminasyon

İlaç girişi Safra sentezi ve salgılanması

İdrar ile 
eliminasyon

Metabolitlerin
eliminasyonu

Karaciğerde ilaç 
metabolizması

Sirkadiyan detoksifikasyon

Sirkadiyan osilatör

CYP 2B-2C-2A-3A, SULT, UGT, ABC taşıyıcıları

Hepatobiliyer sistem 
ile eliminasyon

Portal sistemle 
taşınma

ALAS1
POR

CAR

DBP, TEF, HLF

Sirkadiyan
osilatör

İlaç taşıyıcıları
ABCC4, SLC22A

Renal kan akımı
Glomerüler filtrasyon hızı
İlaç transportu
İdrar pH’si
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Şekil 2-3: İlaç farmakokinetiğinin sirkadiyan saat tarafından düzenlenmesi -DeBruyne ve 

ark. (2014)’ten değiştirilerek. 
Kırmızı tablolar içinde yer alan tüm parametreler, ilaç metabolizmasını ve taşınmasını ritmik bir biçimde 

etkilemektedir. Sirkadiyan saatin ilaç farmakokinetiğine ilişkin karakteristik fonksiyonları görev alan organlar 

üzerinde belirtilmiştir.  

 

2.2.1.1. Absorpsiyon 

Absorpsiyon, bir ilacın uygulandığı farmasötik formundan sistemik dolaşıma 

geçme hız ve miktarını belirleyen bir dizi prosesten oluşmaktadır. Absorpsiyonun 

değerlendirilmesinde maksimum konsantrasyon (Cmaks), maksimum konsantrasyona 

ulaşma zamanı (tmaks), plazma konsantrasyonu-zaman eğrisi altında kalan alan (Area 

under the curve: AUC) ve absorpsiyon hız sabiti (λa/ka) parametreleri kullanılmaktadır. 

Damar dışı yolla uygulanan bir ilacın absorpsiyonunda ilaç ve dozaj formuna ilişkin 

faktörler ve biyolojik fonksiyona ait faktörler değişikliğe sebep olabilmektedir 

(Bélanger ve ark., 1997). 

İlaç absorpsiyonunda değişikliğe sebep olan biyolojik fonsiyona ilişkin 

faktörler; mide kan akımı, mide boşalma hızı, mide pH’sı, gastrointestinal kanal 

motilitesi, enzimler, safra sekresyonu, yüzey alanı, membran geçirgenliği, taşıyıcı 

proteinler ve açlık/tokluk durumu olarak sıralanabilir (Bélanger ve ark., 1997). 

İnsanda mide pH’sındaki sirkadiyan değişimler, ilk olarak Moore ve Englert 

(1970) tarafından yapılan çalışmalarda gösterilmiştir. Mide pH’sındaki değişiklikler 

ilacın iyonizasyonunu ve çözünürlüğünü etkilemektedir. Sirkadiyan osilasyon gösteren 

mide kan akımı ve motilitesi, gündüz artarken gece azalmaktadır. Sonuç olarak, çoğu 

ilacın absorpsiyonu mide kan akımı, gastrointestinal kanal motilitesi ve mide 

pH’sındaki artışa paralel olarak sabah daha fazladır (Musiek & Fitzgerald, 2013). 

Midede oksintik hücreler tarafından üretilen ve üretimi sirkadiyan saat genleri 

tarafından düzenlenen ghrelin hormonu, beslenmeden önce aktivitedeki (gıda beklenti 

aktivitesi) sirkadiyan değişiklikleri düzenlemektedir (Lesauter ve ark., 2009). Oksintik 

hücreler, gastrointestinal kanalın sirkadiyan osilasyonunu ışıktan ziyade yemek yeme 

zamanlarına göre düzenlemektedir (Musiek & Fitzgerald, 2013). 

Gastrointestinal kanalda görev yapan dışa atım (efluks) proteinleri, 

ksenobiyotikleri sitoplazmadan barsak lümenine pompalayarak birçok ilacın 

absorpsiyonunu ve biyoyarlanımını azaltmaktadır (Bardal ve ark., 2011; Levi & 

Schibler, 2007). Dışa atım proteinleri olan ATP bağlayıcı kaset (ABC) ailesinden çok 
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sayıda proteinin ekspresyonu sirkadiyan varyasyon göstermektedir. P-glikoprotein (P-

gp, Mdr1a, Abcb1a), meme kanseri rezistans proteini (Bcrp, Abcg2), çoklu ilaç direnci 

ilişkili protein’in (Mrp2, Abcc2) ince bağırsaktaki ritmik ekspresyonları PAR bZIP 

ailesine ait transkripsiyon faktörleri başta olmak üzere sirkadiyan transkripsiyon 

faktörleri tarafından düzenlenmektedir. Farelerde ritmik intestinal Mdr1a mRNA 

ekspresyonunun, HLF ve E4 promotör bağlayıcı protein-4 (E4BP4) tarafından 

düzenlendiği gösterilmiştir (Ando ve ark., 2005; Murakami ve ark., 2008). Okyar ve 

ark. (2019) tarafından fare ileum dokusunda yapılan bir çalışmada, P-gp’ye ait mRNA 

ve protein düzeylerinde cinsiyete bağlı olarak farklılık gösteren sirkadiyan değişiklikler 

rapor edilmiştir. Ando ve ark. (2005) tarafından C57BL/6j soyu farelerde yapılan 

çalışmada, Abcb1a mRNA ekspresyonuna ilişkin pik değeri karaciğer dokusunda 

ZT16’da, barsak dokusunda ise ZT12’de görülmüştür. İntestinal dokuda protein 

ekspresyonuna ait çukur değeri ZT0’da, pik değeri ZT8’de görülmüştür. P-gp substratı 

olan digoksinin intestinal birikimi değerlendirildiğinde, ZT12’de ZT0’a kıyasla anlamlı 

olarak düşük bulunmuştur ve bu P-gp aktivitesinin de sirkadiyan varyasyon gösterdiğine 

işaret etmektedir (Ando ve ark., 2005). Murakami ve ark. (2008) tarafından yapılan 

çalışmada da benzer şekilde Abcb1a mRNA düzeylerinin ZT10’da pik yaptığı 

gösterilmiştir. Ayrıca Clock-/- farelerin ileum dokusunda, yabanıl tip farelere kıyasla P-

gp aktivitesi azaldığı ve Clock-/- farelerde P-gp ekspresyonu sirkadiyan ritim 

göstermediği görülmüştür (Murakami ve ark., 2008). Farelerin ileum dokusunda yapılan 

bir çalışmada, Abcc2’ye ait ortalama mRNA ve protein ekspresyonlarında zamana bağlı 

olarak 2-6 kat arası farklılık görülmüştür (Okyar ve ark., 2011). Sirkadiyan ritim 

gösteren Abcc2 (Mrp2) ekspresyonu karaciğer ve böbrekte ZT12’de, intestinal dokuda 

ise ZT8’de pik yapmaktadır (Ando ve ark., 2005).  

İntestinal ilaç absorpsiyonunda görev yapan ve solüt taşıyıcılar ailesinde (SLC) 

yer alan peptid taşıyıcı-1 (PepT1, Slc15a1), organik katyon taşıyıcı yeni tip-1 (Octn-1, 

Slc22a4) gibi proteinleri kodlayan genler de sirkadiyan ritim göstermektedir (Okamura 

ve ark., 2014; Wada ve ark., 2015). Yemekten sonra intestinal lümene salgılanan safra 

asitleri, hem yağların sindiriminde görev almakta hem de epitel hücrelerindeki gen 

ekspresyonunu düzenlemektedir (Sinal ve ark., 2001). Okamura ve ark. (2014) 

tarafından yapılan çalışmada, safra asitlerinin farelerin intestinal hücrelerinde zamana 

bağlı olarak biriktiği ve bu zamana bağlı birikimin peroksizom proliferatör aktive edici 

reseptör-α (PPARα) aracılı transaktivasyonun periyodik olarak baskılanması 
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mekanizması ile intestinal peptid absorpsiyon taşıyıcısı olan PepT1 ekspresyonunda 

sirkadiyan değişikliklere sebep olduğu gösterilmiştir. Ekspresyonunun PPARα 

aracılığıyla düzenlendiği gösterilen bir diğer gen Slc22a4 ve kodladığı protein olan 

Octn-1 de belirgin sirkadiyan osilasyon göstermektedir. Farelerde yapılan çalışmalarda, 

Octn-1 ekspresyonunda görülen sirkadiyan osilasyonların antiepileptik bir ajan olan 

gabapentinin barsaktan emiliminde uygulama zamanına bağlı değişikliklere neden 

olduğu ortaya koyulmuştur (Wada ve ark., 2015). 

İlaç absorpsiyonunda değişikliğe sebep olan ilaç ve dozaj formuna ilişkin 

faktörlerden biri suda ve yağdaki çözünürlüktür (Bélanger ve ark., 1997). 

Absorpsiyonda görülen sirkadiyan değişiklikler, yağda çözünen (lipofilik) ilaçlar için 

daha belirgin olmaktadır. Ayrıca, mikrozomal transport proteini (MTP) gibi lipid 

transportunda rol oynayan bazı proteinler sirkadiyan saatin kontrolü altındadır. İnsanda 

birçok lipofilik ilaç için, gastrointestinal kanal kan akımı ve mide pH’sındaki artışa 

paralel olarak genellikle sabah (aktivite döneminde), akşam saatlerine göre absorpsiyon 

hızı ve miktarı daha fazladır, Cmaks değerleri daha yüksektir ve tmaks daha kısadır 

(Baraldo, 2008; Musiek & Fitzgerald, 2013; Pan ve ark., 2010; Selfridge ve ark., 2016). 

Shiga ve ark. (1993) tarafından hipertansiyon hastalarında yapılan çalışmada, yağda çok 

çözünen bir  beta bloker olan propranololün emilimi sabah geceye göre anlamlı olarak 

daha fazlayken, suda çözünebilen beta bloker atenolol için emilim açısından günlük 

sirkadiyan varyasyon görülmemiştir. Farelerde yapılan bir çalışmada yabanıl tip 

farelerde lipid absorpsiyonunda sirkadiyan değiliklikler görülürken (en fazla 

absorpsiyon aktivite döneminde), Clock geni mutant olan farelerde zamana bağlı 

herhangi bir değişiklik görülmemektedir. Ayrıca Clock mutant farelerde, barsaktaki 

sirkadiyan aktivitenin bozulmasına bağlı olarak karbonhidrat, yağ ve proteinlerin 

absorpsiyonunun düzenlenmesinde bozukluk görülmektedir (Pan & Hussain, 2009).  

2.2.1.2. Dağılım 

İlaçların dağılımına etki eden faktörler; vücut hacmi ve kompozisyonu, kan 

akımı, plazma proteinlerine bağlanma, ilaçların yağda çözünürlüğü ve membran 

permeabilitesidir (Bélanger ve ark., 1997). İlacın, doku kompartmanına difüze olarak 

etkisini oluşturabilmesi için plazmada serbest halde bulunması gerekmektedir. Serbest 

ilaç düzeyindeki değişiklikler, etkinlik ve yan etki profili açısından önem taşımaktadır. 

Plazma proteinlerinden albumin, globulin ve α-1-glikoproteinin sirkadiyan ritim 
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gösterdiğine dair çeşitli çalışmalar bulunmaktadır. Glukokortikoid bağlayıcı protein 

transkortinin plazma düzeyleri de sirkadiyan varyasyon göstermektedir. İnsanda ve 

kemirgenlerde yapılan çeşitli çalışmalarda, valproik asit, karbamazepin, diazepam, 

dizopiramid, lidokain, prednizolon, sisplatin ve propranololün proteinlere bağlanma 

miktarında sirkadiyan değişiklikler gösterilmiştir (Bélanger ve ark., 1997; Kanabrocki 

ve ark., 1988; Musiek & Fitzgerald, 2013; Scheving & Pauly, 1968). Suda çözünürlüğü 

yüksek olan ilaçlar, doku kompartmanına geçebilmek için membran proteinlerine 

(taşıyıcılar/ kanallar) ihtiyaç duymaktadır ve bu proteinlerin sirkadiyan regülasyonu ilaç 

dağılımında değişikliklere sebep olmaktır (Musiek & Fitzgerald, 2013). Kan akımı ve 

kardiyak output, otonom sinir sistemi aracılığıyla oluşan sirkadiyan değişiklikler 

nedeniyle insanda sabah saatlerinde akşama göre daha fazla olmaktadır. Buna bağlı 

olarak ilaçların doku dağılımında değişiklikler olmaktadır (Baraldo, 2008). 

2.2.1.3. Metabolizma 

İlaçların hepatik metabolizması genellikle faz I ve faz II olmak üzere iki 

basamakta gerçekleşmektedir. Faz I reaksiyonları, çoğunlukla sitokrom P450 enzimleri 

tarafından gerçekleştirilen oksidasyon, redüksiyon, hidroliz ya da siklizasyon 

reaksiyonlarından oluşurken, faz II reaksiyonları glutatyon-S-transferaz (GSH), UDP 

glukuroniltransferaz (UGT), metil transferaz, N-asetil transferaz (NAT) ve 

sülfotransferaz (SULT) enzimleri tarafından gerçekleştirilen konjugasyon 

reaksiyonlarından oluşmaktadır. Ksenobiyotiklerin hücre dışına atılmasından sorumlu 

olan ABC taşıyıcı proteinleri ve hücre içine taşımada görev yapan Slc ailesi faz III 

başlığı altında bulunmaktadır. Faz I, faz II metabolize edici enzimlerine ve faz III 

taşıyıcılarına ilişkin aktivitelerin, protein ve/veya mRNA düzeylerinin sirkadiyan 

ritimlerle düzenlendiği bilinmektedir (Ballesta ve ark., 2017; Musiek & Fitzgerald, 

2013; N. Ozturk ve ark., 2017). Faz I, II ve III metabolizma ve transport yolaklarının 

sirkadiyan koordinasyonu, ksenobiyotiklerin suda çözünürlüğünü ve eliminasyonunu 

zamana bağlı olarak en etkin şekilde sağlamaya yöneliktir ve organizmanın günlük 

muhtemel ksenobiyotik maruziyeti döngülerine adaptasyonu gibi düşünülebilir 

(Dallmann ve ark., 2016; Lévi ve ark., 2010). 

Sirkadiyan transkripsiyonun düzenlenmesinde rol oynayan genler, ilaç 

metabolizmasındaki birçok yolağı doğrudan kontrol etmektedir. PAR bZIP 

transkripsiyon faktörleri olan DBP, TEF ve HLF; POR, ALAS, CAR, PPAR-α ve aril 
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hidrokarbon reseptörü (AHR) proteinlerini koplayan genlerin D-box içeren 

promotörlerine ritmik bir biçimde bağlanmakta ve böylelikle ksenobiyotik 

metabolizmasını düzenlemektedir (Ballesta ve ark., 2017). Gachon ve ark. (2006) 

tarafından yapılan bir çalışmada, PAR bZip proteinlerinin üçlü knock-out olduğu 

farelerde faz I enzimlerinden Cyp2b, Cyp2c, Cyp3a, Cyp4a’ya ilişkin genlerin ve CYP 

oksidoredüktazları, aldehid dehidrojenaz (ALDH), GSH, SULT, UGT proteinlerine ait 

gen ekspresyonlarının azaldığı belirlenmiştir. PAR bZip knock-out farelerde hepatik 

metabolizmada ciddi bozulma görülmüş ve ksenobiyotiklere karşı duyarlılık artmıştır. 

Kang ve ark. (2007) tarafından fare karaciğer dokusunda yapılan analizlerde, ROR-α ve 

γ genleri knock out olan farelerde birçok faz I ve faz II enziminin düzeylerinde belirgin 

azalma görülmüştür (Musiek & Fitzgerald, 2013). 

Fare ve sıçanlarda yapılan çalışmalar, birçok sitokrom P450 (CYP) geninin 

sirkadiyan ekspresyon profili izlediğini göstermiştir (Desai ve ark., 2004; Hirao ve ark., 

2006; Y. K. J. Zhang ve ark., 2009). Farelerde Cyp2a4 ve Cyp2a5 ekspresyonları direkt 

olarak DBP proteini tarafından kontrol edilmekte ve güçlü sirkadiyan osilasyon 

göstermektedir. Sıçan ve farelerde, çoğu mikrozomal oksidaz enziminin aktivitesi 

karanlık dönemde yani aktivite periyodunda en yüksek düzeyindeyken, aydınlık 

dönemde yani dinlenme periyodunda en düşük seviyededir. Yapılan çalışmalarda, 

sirkadiyan ritimlere bağlı olarak karaciğer ve bağırsaktaki sitokrom P-450 

oksidoredüktazlarının (POR) mRNA ekspresyonlarında 2-8 kat değişiklik görülmüştür 

ve maksimum POR mRNA ekspresyonu ZT12’dedir. Karaciğer ve bağırsaktaki 

maksimum mRNA ekspresyonu Cyp2b10 enzimi için ZT16’da, Cyp2c50 enzimi için 

ZT20’dedir (Gachon ve ark., 2006; Lévi ve ark., 2010). 

Faz I metabolik reaksiyonlarında önemli rol oynayan CES’lerin ritmik 

transkripsiyonunun PAR bZip proteinleriyle kontrol edildiği in vivo ve in vitro 

çalışmalarla gösterilmiştir (Ballesta ve ark., 2011; Gachon ve ark., 2006). CES enzimi, 

antikanser ilaçlar olan kapesitabin ve irinotekanın biyoaktivasyonunda rol 

oynamaktadır. Sirkadiyan ritim gösteren faz I DPD enziminin aktivitesine bağlı olarak, 

5-fluorourasil ve kapesitabinin sırasıyla dehidrojenasyon ve deaminasyonu zamana 

bağlı değişiklikler göstermektedir (Lévi ve ark., 2010). B6D2F1 soyu erkek farelerde 

yapılan bir çalışmada, karaciğerde DPD ekspresyonunun ZT15’te, aktivitesinin ise 

ZT3’te yani dinlenme döneminde pik yaptığı görülmüştür. Kosinor analizine göre, DPD 



 20 

ekspresyonu ve aktivitesinin akrofazı arasındaki gecikme süresi 16 saattir (Porsin ve 

ark., 2003). 5-FU metabolizmasında görev alan ve sitotoksik metabolitleri oluşturan 

orotat fosforiboziltransferaz, uridin fosforilaz ve deoksitimidin kinaz enzimlerinin 

aktiviteleri, fare ve sıçanlarda aktivite periyodunda en yüksektir ve buna bağlı olarak 5-

FU’nun sağlıklı dokulara olan toksisitesi en fazladır (Levi & Schibler, 2007). 

Faz II ilaç metabolizmasında rol oynayan GST enzimi aktivitesinde ve glutatyon 

içeriğindeki sirkadiyan değişiklikler, paresatemol, platin/kadmiyum bileşikleri gibi 

ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda büyük öneme sahiptir (Matsunaga ve ark., 2004; 

N. Miura ve ark., 2013). Farelerde, karaciğer ve jejunumdaki GSH düzeylerinin 

sirkadiyan ritim gösterdiği ve gün ortasına kıyasla gecenin ikinci yarısında yaklaşık 3 

kat daha yüksek olduğu bulunmuştur. GSH biyosentezi inhibe edilen farelerde sisplatin 

uygulaması sonucu görülen toksisite artmış, ayrıca sisplatine bağlı toksisite ve sağkalım 

ilaç uygulama zamanına göre değişiklik göstermiştir (X. M. Li ve ark., 1997). UGT 

aktivitesi, sıçanlarda aktivite döneminde pik yapmakla beraber Ugt1a1’in sirkadiyan 

ekspresyonu tür, soy ve cinsiyete göre değişiklik göstermektedir. UGT1A, selisiklib, 

irinotekan ve irinotekanın aktif metaboliti olan SN-38’in detoksifikasyonunda görev alır 

(Y. Guo ve ark., 2007; Lévi ve ark., 2010; X. M. Li ve ark., 2013). 

Hepatobiliyer taşıyıcılar, karaciğer hücreleri tarafından ksenobiyotiklerin hücre 

içine taşınmasında ve atılımında görev almakta ve ilk geçiş etkisine katkı sağlamaktadır. 

Karaciğer SLC proteinleri, ksenobiyotiklerin sinuzoidal membrandan hücre içine 

alınmasını sağlarken; ABC proteinleri, ksenobiyotiklerin ve metabolitlerin 

hepatositlerin dışına safraya ya da böbreklerle elimine edilmek üzere kana atılmasını 

sağlamaktadır. SLC ailesindeki organik anyon taşıyıcılardan Oatp1a1, Oatp1a4, 

Oatp1b2 ve Oat2 ile organik katyon taşıyıcılardan Oct1’in fare karaciğerindeki mRNA 

ekspresyonlarının diurnal ritimler izlediği gösterilmiştir. Absorpsiyon başlığı altında 

detaylı olarak bahsedilen ve metabolizmada da rolü olan ABC proteinlerine ilişkin 

olarak fare karaciğer dokusunda yapılan çalışmalarda, Abcb1a, Abcb1b, Abcc2, Abcg2, 

Abcb4 mRNA ekspresyonlarının sirkadiyan ritim gösterdiği belirlenmiştir (Y. K. J. 

Zhang ve ark., 2009).  

2.2.1.4. Eliminasyon 

Suda çözünen çoğu ilaç ya da metabolit renal yol ile yani idrarla elimine 

edilmektedir. Böbrekten (renal) eliminasyona ilişkin faktörler olan, glomerüler 
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filtrasyon hızı, tübüler reabsorpsiyon, tübüler sekresyon, böbrek kan akımı, idrar hacmi 

ve pH’sı ve bunlara bağlı olarak çeşitli ilaçların idrarla atılımı sirkadiyan ritim 

göstermektedir (Bélanger ve ark., 1997; Dallmann ve ark., 2014; Musiek & Fitzgerald, 

2013). Böbrek kan akımı ve glomeruler filtrasyon hızına ilişkin sirkadiyan ritimler, aktif 

dönemde pik yapmaktadır (Koopman ve ark., 1989). Sirkadiyan saatin renal 

eliminasyonun düzenlenmesindeki rolü, Cry 1/Cry2 ikili knock out (DKO) farelerde 

yapılan çalışmalarda gösterilmiştir. Cry1/2 DKO farelerde, renal kan akımında 

anormallik görülmektedir ve bu duruma renin-anjiyotensin-aldosteron sistemindeki 

bozulmanın ya da arteriyal kan bazıncı ve kardiyak output’taki değişikliklerin neden 

olduğu düşünülmektedir (Doi ve ark., 2010). Suda çözünen ilaçların ve küçük organik 

iyonların böbrekten reabsorpsiyonu ve sekresyonu, proksimal tübül ve böbrekteki ABC 

ve SLC taşıyıcı proteinlerinin diurnal ekspresyonuna bağlı olarak değişiklik 

göstermektedir (Selfridge ve ark., 2016). PAR bZip üçlü knock out farelerde yapılan bir 

çalışmada, knockout farelerin böbreklerinde Abcc4 ve Slc22a7 ekspresyonunun 

heterozigot farelere kıyasla anlamlı biçimde azalmış olduğu görülmüştür. Bu sonuç, 

tübüler reabsorpsiyon ya da sekresyonun sirkadiyan saat tarafından kontrol edildiğine 

işaret etmektedir (Dallmann ve ark., 2014; Gachon ve ark., 2006). Oda ve ark. (2014) 

tarafından yapılan çalışmada, fare böbrek dokusuna organik katyon taşıyıcı-2’nin 

(OCT2-Slc22a2) protein ve mRNA ekspresyonlarına ilişkin sirkadiyan ritim 

gösterilmiştir. Clock/Clock mutant farelerde, yabanıl tipe kıyasla OCT2-Slc22a2 ve 

MATE1-Slc47a1 protein-mRNA ekspresyonlarının azaldığı ve bu taşıyıcıların 

sirkadiyan ritim göstermediği belirlenmiştir. Ayrıca, renal proksimal tübülde sisplatin 

eliminasyonunda görev yapan OCT2’nin, böbrek dokusunda zamana bağlı olarak 

değişen protein düzeyi ile sisplatin nefrotoksisitesinin sirkadiyan ritmi arasında ilişki 

olduğu gösterilmiştir (Oda ve ark., 2014). İdrardaki pH değişiklikleri, ilacın 

iyonizasyonu ile çözünürlüğünü ve nefrondan reabsorpsiyonunu etkilemektedir. İdrar 

pH’sı genellikle sabah saatlerinde daha düşük olmaktadır. Sodyum-proton değiştirici-3 

(NHE3 ya da SLC9A3), proksimal tübülde eksprese edilmekte ve idrar pH’sında 

sirkadiyan değişiklere sebep olmaktadır (Dallmann ve ark., 2014). Fare ve sıçanlarda 

yapılan çalışmalarda böbrek dokusundaki NHE3 mRNA ve/veya protein 

ekspresyonlarının sirkadiyan ritim gösterdiği ve mRNA ekspresyonunun aktivite 

periyodunun ortasında pik yaptığı görülmüştür. Yabanıl tipteki farelerin aksine 
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Cry1/Cry2 DKO farelerin böbrek dokusunda NHE3 ekspresyonun sirkadiyan varyasyon 

göstermediği belirlenmiştir (Rohman ve ark., 2005).  

İlaç eliminasyonundaki ikinci yol hepatobiliyer eliminasyondur. Bazı ilaçlar 

hepatobiliyer (safra-karaciğer üzerinden) sistemle gastrointestinal kanala atıldıktan 

sonra tekrar emilip karaciğerde metabolizmaya uğramakta ya da feçes ile elimine 

edilmektedir. Hepatobiliyer taşınmada, ilaç ya da metabolitlerinin yapısına göre ABC 

proteinleri ailesinden safra tuzu dışarı atım pompası (BSEP/ABCB11), MRP2, MDR2 

(ABCB4), MDR1, ABCG5/8, BCRP taşıyıcı proteinleri görev almaktadır (Dallmann ve 

ark., 2014). Ksenobiyotiklerin, safra asitlerinin ve lipidlerinin safra yoluyla atılımının 

sirkadiyan ritim gösterdiği, kemirgenlerde yapılan çalışmalarda ortaya koyulmuştur 

(Nakano ve ark., 1990). Safra sekresyonunda görev yapan taşıyıcı proteinleri kodlayan 

genlerin birçoğu, karaciğerde sirkadiyan ritmik olarak eksprese edilmektedir. Sıçanlarda 

yapılan çalışmalarda ampisilinin ve flomoksefin safra ile atılımında ilaç uygulama 

zamanına bağlı olarak değişiklikler görülmüştür (Hishikawa ve ark., 2003; Mesnard-

Ricci & White, 1998). İnsanda 09:00 veya 21:00’de flomoksef uygulandıktan sonra 6 

saat boyunca perkütan transhepatik biliyer drenaj ile izole edilen safrada bulunan ilaç 

miktarı uygulama zamanına bağlı olarak değişiklik göstermiştir (Hishikawa ve ark., 

2001). 

2.2.2. Kronofarmakodinamik 

Kronofarmakodinamik, ilacın farmakodinamiğinde sirkadiyan ritimlere bağlı 

olarak oluşan yaklaşık 24 saatlik değişiklikleri ifade etmektedir. Sirkadiyan ritimler ilaç 

aktivitesini hem ilaca ilişkin direkt intraselüler hedefler ve bununla ilişkili yolaklar 

üzerine etki ederek hem de kardiyovasküler sistem, immun sistem, sinir sistemi, enerji 

düzenlenmesi gibi fizyolojik fonksiyonları kapsayan ekstraselüler çevreye etki ederek 

modüle ederler (Ballesta ve ark., 2017). 

Reseptör-ligand (ilaç, hormon ve nörotransmiter gibi) etkileşimi ve 

sinyalizasyona ilişkin parametrelerdeki sirkadiyan varyasyonlar, farmakodinamik olarak 

karakterize edilen ilk biyolojik süreçlerdendir. Elde edilen bulgular, potens, efikasite, 

reseptör duyarlılığı ve reseptör-ligand etkileşimi sonucu uyarılan sinyalizasyon 

yolaklarında diurnal varyasyonların olduğunu göstermiştir. Yakın zamanlarda, spesifik 

sirkadiyan saat genlerinin silindiği/işlevsiz hala getirildiği fare genetik modellerinde 

yapılan çok sayıda çalışmada hedef fonksiyonda ve ilaç etkinliğinde moleküler saatin 
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önemi gösterilmiştir. Yıllar içinde edinilmiş olan, kardiyovasküler sistem ilaçları, 

kemoterapötikler, analjezikler, antidepresanlar, anksiyolitikler, antipsikotikler gibi 

birçok ilaç grubunun kronofarmakodinamiğine ilişkin bilgiler, bu ilaçlarla yapılan 

tedavilere çok sayıda katkı sağlamaktadır. (Musiek & Fitzgerald, 2013; Reinberg, 1992; 

Selfridge ve ark., 2016). 

Kronofarmakodinamik değişiklerin görüldüğü ilaç gruplarına ilişkin örneklerden 

biri olan kardiyovasküler sistem ilaçları hakkında çokça çalışma yapılmıştır. 

Hemodinamik parametreler, ventriküler atım hacmi, kalp atış hızı, noradrenalin, renin, 

anjiyotensin, aldosteron gibi hormonların ve siklik adenozin monofosfatın (cAMP) 

plazma konsantrasyonları, trombosit agregasyonuna eğilim ve fibrinolitik aktivitede 

görülen sirkadiyan varyasyonlar ilaç farmakodinamiğinde değişikliğe neden 

olabilmektedir. Glukokortikoidler, anjiyotensin II ve katekolaminlerin salıverilmesi ve 

endotelyal NO sentaz aktivitesinde görülen diurnal varyasyonlar, vazoaktif yanıtı ve kan 

basıncını etkilemektedir. Miyokard enfarktüsü ya da iskemiye ilişkin semptomlar, 

gündüz 06:00-12:00 saatleri arasında pik yapmaktadır. Anjina ataklarının en sık olarak 

02:00-04:00 saatleri arasında görüldüğü bilinmektedir. Kardiyovasküler sistem 

hastalıklarında yaygın olarak kullanılan ajanlar olan propranolol gibi β-blokerlerin, 

sabah erken saatlerde alınması önerilmektedir. Sabah erken saatlerde alınan propranolol, 

aktivite periyodunun başında β-adrenoreseptörleri bloke ederek hemodinamik 

koşullarda ve kalp atış hızında değişikliğe neden olmaktadır. Nitrat türevi ilaçlar, 

uygulama zamanına bağlı olarak önemsenmeyecek farmakokinetik değişiklikler 

göstermesine karşın, bu ilaçların terapötik etkinliği sabah erken saatlerde (yaklaşık 

sabah 02:00) uygulandığında daha belirgin olmaktadır (Lemmer ve ark., 1991; Paschos 

& FitzGerald, 2010; Selfridge ve ark., 2016). 

Önemli kronofarmakodinamik değişiklerin görüldüğü ve çokça çalışılan ilaç 

gruplarından olan antikanser ilaçların birçoğu belirli hücre döngüsü safhalarını 

hedeflemektedir. Memelilerde, birçok fizyolojik fonksiyon gibi hücre döngüsü, DNA 

tamiri ve apoptoz da sirkadiyan zamanlama sistemi tarafından düzenlenmektedir. 

Kanser kemoterapisine bağlı olarak, özellikle sağlıklı kemik iliği, gastrointestinal kanal 

ve deri hücrelerinde toksisite görülme sıklığı daha fazladır (Lévi ve ark., 2007). 

Farelerin total kemik iliği dokularında yapılan çalışmalarda, S ve G2/M fazındaki 

hücrelerin oranı karanlık fazın ikinci yarısında %50 oranında artarken, G0-G1 fazındaki 
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hücrelerin aydınlık fazda daha fazla olduğu görülmüştür. Farelerde, kemik iliğinde 

antiapoptik B-hücreli lenfoma 2 (BCL2) proteininin ekspresyonu gün içinde 3 kat 

değişiklik göstererek, aydınlık fazın başında pik yapmaktadır. Proapoptik BCL2-ilişkili 

X (BAX) proteini ise gün içinde 5 kat değişiklik göstermekte ve zıt şekilde ZT15’te pik 

yapmaktadır (Granda ve ark., 2004; Tampellini ve ark., 1998). Farelerde aydınlık fazda 

(dinlenme fazı), hücrelerin ağırlıklı olarak G0-G1 fazında bulunmasının, BCL2’nin 

yüksek ve BAX’in düşük olmasının 5-FU, gemsitabin, irinotekan ve dosetaksel gibi 

antikanser ilaçların tolere edilebilirliğine katkı sağladığı düşünülmektedir (Filipski ve 

ark., 2004; Granda ve ark., 2001; Lévi, 2003; X. M. Li ve ark., 2005; Tampellini ve 

ark., 1998). Antikanser ilaçlardan 5-FU’nun hedefi olan timidilat sentaz enziminin 

aktivitesi, yaklaşık olarak karanlık fazın ortasında pik yapmaktadır. Farelerde yapılan 

çalışmalarda timidilat sentaz (TS) pik zamanının, 5-FU’nun hematolojik toksisitesinin 

en yüksek olduğu zamanla aynı olduğu görülmüştür (Wood ve ark., 2006). Faz I ve faz 

II metabolik enzimlerindeki sirkadiyan ritimler, kısmen irinotekan farmakolojisini 

belirlemekle beraber, irinotekanın hedeflediği protein olan ve genellikle geç S fazında 

daha aktif olan topoizomeraz 1 (Top 1) aktivitesindeki ritmik değişikliklerin, farelerde 

irinotekanın dinlenme döneminde hematolojik toksisite açısından daha iyi tolere 

edilmesine katkı sağladığı gösterilmiştir (Kuramoto ve ark., 2006; Ohdo ve ark., 1997). 

2.3. Kronoterapi 

Kronoterapi, toksisite ile advers etkileri en aza indirmek ve tedavinin etkinliğini 

artırmak amacıyla tedavinin biyolojik ritimlere göre en uygun zamanda 

gerçekleştirilmesidir. Kronoterapi kapsamında cerrahi, fiziksel ajanlar, psikoterapi, 

profilaksi gibi birçok farmakolojik ve non-farmakolojik yaklaşımlar bulunmaktadır 

(Ballesta ve ark., 2017; Sancar ve ark., 2015; Selfridge ve ark., 2016).  

1960-70’li yıllarda yapılan preklinik çalışmalarda sirkadiyan zamana bağlı 

olarak metopirapon, morfin, lidokain, oubain, metadon, arabinozilsitozin, siklofosfamid 

ve lityuma ilişkin ilaç toksistesinde 7 kata kadar değişiklik oluşabildiği gösterilmiştir. 

Bu çalışmalar metodolojik problemler nedeniyle çeşitli tartışmalara sebep olmuş olsa 

da, sonraki yıllarda yaklaşık 50 tanesi antikanser ilaçlar olmak üzere 400’den fazla 

ilacın fare ve sıçanda sirkadiyan zamana bağlı farmakolojisinin gösterilmesine öncülük 

etmiştir (Dallmann ve ark., 2016; Lévi ve ark., 2010; Levi & Schibler, 2007). 

Laboratuvar hayvanlarında yapılan deneysel çalışmalarda sirkadiyan saate bağlı olarak 
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tolere edilebilirlik, farmakokinetik ya da efikasitesinde değişiklik olduğu belirlenen 

antikanser ilaçlar ve ilgili referanslar Tablo 2-1’de listelenmiştir. Antikanser ilaçların 

deney hayvanlarıındaki potansiyel letal dozları uygulama zamanına bağlı olarak 2-10 

kat değişebilmektedir (Lévi ve ark., 2010).  

Kronoterapiyi konvansiyonel tedaviyle kıyaslayan çeşitli Faz-III klinik 

çalışmalardan elde edilen sonuçlara göre, kronoterapi konvansiyonel tedaviden beş kata 

kadar daha iyi tolere edilirken, kronoterapi ile elde edilen efikasite konvansiyonel 

tedavinin neredeyse iki katı olmaktadır (Dallmann ve ark., 2016). Kanser tedavisinin en 

uygun zamanda gerçekleştirilmesi, antikanser ilaçların genellikle maksimum tolere 

edilen doza yakın dozlarda kullanılması ve ciddi advers etkilere neden olabilmesi 

nedeniyle özel bir öneme sahiptir (Ballesta ve ark., 2017). Antikanser ilaçların hedefleri 

olan hücre döngüsü, apoptoz, DNA tamiri moleküler düzeyde sirkadiyan saatin kontrolü 

altındadır. Tümör dokusunda, genellikle sirkadiyan organizasyon bozulmuştur ve 

sağlıklı doku ile tümör dokusunun sirkadiyan ritimler açısından farklılığı, antikanser 

ilaçlarla tedavi zamanlamasında kanser hücreleri hedeflenirken sağlıklı hücreleri 

korumak amacıyla fayda sağlayabilmektedir. Ayrıca metabolizma ve 

detoksifikasyondaki zamana bağlı değişiklikler doz kısıtlayıcı olabilen sitotoksik etkide 

önemli değişikliklere sebep olabilmektedir (Kettner ve ark., 2014; Levi & Schibler, 

2007). Son yıllarda antikanser ilaçlarla gerçekleştirilen bazı kronoterapi çalışmaları 

örnekleri ve elde edilen temel bulgular Tablo 2-2’de özetlenmiştir. 
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Tablo 2-1: Deney hayvanlarında sirkadiyan saate bağlı olarak tolere edilebilirlik, farmakokinetik ya da efikasitesinde değişiklik olduğu belirlenen 

antikanser ilaçlar ve ilgili referanslar -Lévi ve ark. (2010)’dan değiştirilerek. 

Farmakolojik Grup İlaç ismi Gerçekleştirilen çalışmalar ve ilgili referanslar 

Tolerans Farmakokinetik Efikasite 

Antimetabolitler D-aktinomisin Concannon ve ark., 1973 - - 

Metotreksat English ve ark., 1982; Ohdo ve ark., 

1997 

Efimov ve ark., 1992; Ohdo ve ark., 

1997 

Efimov ve ark. 1992 

5-Fluorourasil Burns & Beland, 1984; Popovic ve 

ark., 1982; Wood ve ark., 2006 

Codacci-Pisanelli ve ark., 1995; Harris 

ve ark., 1989; Kobuchi ve ark., 2020 

Peters ve ark., 1987; Wood ve ark., 

2006  

Kapesitabin  Kobuchi ve ark., 2018  

Floksuridin Roemeling & Hrushesky, 1990; Zhang 

ve ark, 1993 

- Kemeny ve ark., 1994; Roemeling & 

Hrushesky, 1990 

Sitarabin Haus ve ark., 1972 - Haus ve ark., 1972, Rose ve ark., 1978 

Gemsitabin Li ve ark., 2005 - Li ve ark., 2005 

L-alanozin Li ve ark., 2006 - Li ve ark., 2006 

Topoizomeraz-1 

inhibitörleri 

İrinotekan Ahowesso ve ark., 2009; Filipski ve 

ark, 2004; Filipski ve ark., 2014; Ohdo 

ve ark., 1997 

Ahowesso ve ark., 2009; Ohdo ve ark., 

1997 

Filipski ve ark., 2014; Granda ve ark., 

2002 

Topotekan Mullins ve ark., 2005 - - 

9-amino kamptotesin Kirichenko ve ark., 1999 - Kirichenko ve ark., 1999 

Topoizomeraz-2 

inhibitörleri 

Mitoksantron Levi ve ark., 1994 Levi ve ark., 1994 - 

Etopozid Levi ve ark., 1985 - - 

Antrasiklinler Daunorubisin Davies ve ark., 1974 - - 

Doksorubisin Granda ve ark., 2001; Levi ve ark., 

1980; Sothern ve ark., 1988; To ve 

ark., 2003 

To ve ark., 2003 Granda ve ark., 2001; Halberg ve ark., 

1980; Scheving ve ark, 1980; Sothern 

ve ark., 1989 

Epirubisin Mormont ve ark., 1988 - - 
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Mitoz inhibitörleri Vinkristin 

 

Halberg ve ark., 1977 - - 

 Vinblastin Mormont ve ark., 1986 - - 

 Vinorelbin Filipski ve ark., 1999; Tampellini ve 

ark.,1995 

- Filipski ve ark., 1999 

 Dosetaksel Granda ve ark., 2001; Tampellini ve 

ark.,1998 

- Granda ve ark., 2001; Tampellini ve 

ark.,1998 

Alkilleyiciler Siklofosfamid Gorbacheva ve ark., 2005; Haus ve 

ark.,1974 

Gorbacheva ve ark., 2005 Badran ve ark., 1965; Cardoso ve ark., 

1978; Rose ve ark., 1978; Scheving ve 

ark., 1977; 1980  

 İfosfamid Snyder ve ark.,1981 - - 

 Melfalan Halberg ve ark., 1980; Sothern ve 

ark.,1977 

- Halberg ve ark., 1980 

 Mitomisin-C Klein ve ark., 1988 - - 

 Sisplatin Boughattas ve ark.,1990; Hrushesky ve 

ark., 1982 

Boughattas ve ark.,1990; Levi ve ark., 

1982a 

Levi ve ark., 1982b; Li ve ark., 2005; 

Sothern ve ark., 1989 

 Karboplatin Boughattas ve ark.,1988; 1990; Ron ve 

ark., 1998 

Boughattas ve ark.,1990 - 

 Oksaliplatin Boughattas ve ark., 1989 Boughattas ve ark.,1989; 1994; Levi ve 

ark., 2000 

Granda ve ark., 2002 

 Nedaplatin Cui ve ark., 2004 Cui ve ark., 2004 - 

Nitrozoüreler Sistemustin Martineau-Pivoteau ve ark.,1996 - - 

Sitokinler rHu-interferon α Koren ve ark., 1993 - Koren ve ark., 1993 

 rMu-interferon γ Koren ve ark., 1993 - Koren ve ark., 1993 

 İnterferon β Takene ve ark., 2000 Takene ve ark., 2000 Takene ve ark., 2000 

 Tümör nekroz faktör α Hrushesky ve ark., 1994 - Hrushesky ve ark.,1987 

 İnterlökin-2 Levi ve ark.,1991 - Kemeny ve ark., 1992 

CDK1 Selisiklib Iurisci ve ark., 2009 Iurisci ve ark., 2009 Iurisci ve ark., 2006 

COX-2 İnhibitörleri Selekoksib Blumenthal ve ark., 2001 - Blumenthal ve ark., 2001 



28 

 

Tablo 2-2: Son yıllarda antikanser ilaçlarla gerçekleştirilen bazı klinik kronoterapi çalışma örnekleri -Dallmann ve ark. (2016)’dan değiştirilerek. 

İlaç  Hastalık ve hasta 

sayısı 

Çalışma 

dizaynı 

Uygulama zamanları Temel Bulgular Referans 

5-FU-LV ve oksaliplatin 

(5-FU: 3000-3600 

mg/m2, LV 1200 mg/m2, 

oksaliplatin 100 mg/m2, 

2 haftada bir) 

Metastatik 

kolorektal kanser, 

225 kadın ve 331 

erkek hasta 

Uluslararası 

randomize Faz 

III çalışma 

Kronomodüle 

uygulama 

(ChronoFLO4)/ 

konvansiyonel 

uygulama (FOLFOX2) 

Nötropeni (tüm evreler): ChronoFLO4 ile %33, 

FOLFOX2 ile %61 

Evre 3-4 nötropeni: ChronoFLO4 ile %7, 

FOLFOX2 ile %25 

(Innominato 

ve ark., 

2011) 

5-FU-LV ve Oksaliplatin 

(5-FU: 3000-3600 

mg/m2, LV 1200-1500 

mg/m2, L-Oksaliplatin 

100-125 mg/m2, 2-3 

haftada bir) 

Metastatik 

kolorektal kanser, 

345 kadın ve 497 

erkek 

Üç uluslararası 

randomize Faz 

III çalışmanın 

meta analizi 

ChronoFLO4/ 

konvansiyonel tedavi 

(FOLFOX2 ya da sabit 

hızda infüzyon) 

Cinsiyete bağlı olarak kronoterapini 

etkinliğinde farklılık var 

Medyan sağkalım kadınlarda ChronoFLO4 ile 

16,6 ay, konvansiyonel tedaviyle 18,4 ay 

Medyan sağkalım erkeklerde ChronoFLO4 ile 

20,8 ay, konvansiyonel tedaviyle 17,5 ay 

(Giacchetti 

ve ark., 

2012) 

Sisplatin (20mg/m2 x 4  

gün, dosetaksel ya da 

gemsitabinle kombine 

olarak) 

Küçük hücreli 

olmayan akciğer 

kanseri (ileri), 13 

kadın ve 28 erkek 

hasta 

Randomize Faz 

II çalışma 

06:00/18:00 Evre 3-4 nötropeni: 18:00’da %12, 6:00’da 

%33 

Evre 1-2 bulantı: 18:00 < 6:00 

Total ve serbest sisplatin klirensi: 18:00 > 6:00 

(J. Li ve ark., 

2015) 

Tamoksifen (20/40 mg) Meme kanseri, 27 

kadın hasta 

Çapraz 

farmakokinetik 

çalışma 

08:00/13:00/20:00 (her 

bir dozaj zamanında 4 

hafta) 

Tamoksifen ve aktif metaboliti endoksifen için 

ortalama Cmaks ve AUC0-8sa  8:00 >> 20:00 

(yaklaşık %20) 

Ortalama tmaks 8:00 < 20:00 

(Binkhorst 

ve ark., 

2015) 
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Kapesitabin (1650 

mg/m2), radyoterapiyle 

beraber 5 hafta boyunca 

haftada 5 gün 

Lokal ileri rektal 

kanser (evre II ve 

III), 85 hasta 

Prospektif, tek 

merkezli, tek 

kollu, Faz II 

çalışma 

Dozun %60’ı 8:00’da, 

%40’ı 12:00’da 

Konvansiyonel tedavini aksine hiçbir hastada 

evre IV toksiste görülmedi 

Konvansiyonel tedavide kapesitabini en yaygın 

yan etkilerinden olan el-ayak sendromu 

kronomodüle tedavide %3,3 oranında 

(Akgun ve 

ark., 2014) 

Kapesitabin (2000 

mg/m2, her 21 günde 1-

14.günler arası, 

Oksaliplatin (130 mg/m2) 

3 haftada bir 

Metastatik 

kolorektal kanser, 

30 hasta 

Prospektif, tek 

merkezli, tek 

kollu, Faz II 

çalışma 

Dozun %50’si 8:00’da, 

%50’si 12:00’da 

Medyan progresyonsuz sağkalım 10 ay 

Hiçbir hastada evre IV toksiste görülmedi 

El-ayak sendromu %10 oranında 

(Pilancı ve 

ark., 2016) 

Kapesitabin (21 gün 

aralıksız, 1000/1275/ 

1600/2000/2550 mg/m2) 

Lokal 

ileri/metastatik 

kanser, 25 hasta 

Faz I, açık 

etiket, doz 

arttırma 

çalışması 

Dozun %37,5’u 

09:00’da, %62,5’u 

24:00’da 

Aralıksız kronomodüle kapesitabin tedavisi için 

MTD 750+1250 mg/m2/gün olarak belirlendi  

21 gün aralıksız kronomodüle uygulama, 

konvansiyonel tedaviden (14 gün ilaç-1 hafta 

ara, 1250 mg/m2x2) %20 daha yüksek total 

dozda tolere edildi 

(Roosendaal 

ve ark., 

2020) 

İrinotekan (180 mg/m2, 

sabit zamanlı 

ChronoFLO4 ile 

beraber)  

Metastatik 

kolorektal kanser, 

63 kadın ve 130 

erkek hasta 

Uluslararası, 

randomize, 

kontrollü, çok 

kollu, zaman 

bulma çalışması 

6-saatlik kronomodule 

infüzyon, pik 

zamanları 1:00/5:00/ 

9:00/13:00/17:00/21:00 

Kadınlarda 13:00/17:00’de pik yapan infüzyon 

daha iyi tolere edilirken, 

Erkeklerde 09:00’da pik yapan infüzyon daha 

iyi tolere edildi 

(Innominato 

ve ark., 

2020) 

5-FU-LV: 5-fluorourasil, lökovorin, MTD: Maksimum tolere edilen doz, FOLFOX: 5-FU, folinik asit, oksaliplatin kombinasyonu, ChronoFLO4: 5-fluorourasil, lökovorin, ve oksaliplatin ile 

kronomodüle kemoterapi 
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Yapılan çalışmalarla antikanser ilaçlar dışında birçok farklı ilaç grubu için de 

optimal uygulama zamanları belirlenmiştir. Günlük tıp pratiğinde, glukokortikoidler 

için sabah saatlerinde uygulama önerilmektedir. Böylelikle adrenal supresyonun neden 

olabileceği yan etkileren aza indirilebilmektedir (Ballesta ve ark., 2017). 

Bronşiyal astımda ve allerjik rinitte semptomlar genellikle gece boyunca 

kötüleşmekte ve sabah uyanıldığında yoğun semptom görülmektedir. Astım 

hastalarında, birçok teofilin müstahzarı için bronkodilatör etkiyi artırmak ve yan etkileri 

azaltmak amacıyla akşam saatlerinde uygulama önerilirken sürekli salım yapan (SR) 

teofilin müstahzarları sabah saatlerinde uygulandığında etkinlik ve güvenlik açısından 

daha iyi sonuçlar alınmaktadır. Antihistaminikler (H1 ve H2 reseptör antagonistleri) 

genelde akşam saatlerinde alındığında daha iyi tolere edilmekte ve daha etkili 

olmaktadır. Alerjik rinit hastalarında yapılan randomize çift kör bir çalışmanın 

sonuçlarına göre, antihistaminik bir ilaç olan mekitazin, 10 mg dozda oral yolla akşam 

saatlerinde alındığında sabah saatlerinde alınmasına göre semptomların ortadan 

kaldırılmasında daha etkili bulunmuştur (Levi & Schibler, 2007; Smolensky ve ark., 

2007). 

Non-steroidal antienflamatuvar ilaçlardan olan indometazin ve ketoprofen ile 

sağlıklı ya da hasta bireylerde yapılan çalışmaların sonuçlarına göre bahsedilen ilaçlar 

sabah alındıklarında absorpsiyon hızı, Cmaks değeri ve eliminasyon hızı akşam 

alınmalarına göre daha yüksektir. Levi ve ark. (1985) tarafından osteortrit hastalarında 

yapılan bir klinik çalışmada indometazin (75 mg/gün, SR) bir hafta saat 08:00’da, bir 

hafta 12:00’da ve bir hafta 20:00’da uygulanmıştır. 08:00’da ilaç alan grupta yan etkiler 

%33 oranında görülürken, 20:00’da uygulama yapılan grupta %7 oranında olmuştur. 

Boissier ve ark. (1990) tarafından ketoprofen (200 mg/gün, SR) ile yapılan randomize 

bir çalışmada 118 osteoartrit hastasına 08:00’de ya da 20:00’da ilaç verilmiştir. Yan etki 

görülme sıklığı 08:00’de ilaç verilen grupta %47 olurken 20:00’da ilaç verilen grupta 

%23 olmuştur. Ayrıca her iki çalışmada da akşam uygulama yapılan gruplarda daha iyi 

ağrı kontrolü sağlandığı tespit edilmiştir (Levi & Schibler, 2007). 
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2.4. Kapesitabin 

2.4.1. Genel Özellikleri 

Kapesitabin, oral yolla kullanılan fluoropirimidin türevi bir antikanser ilaçtır. Bir 

ön ilaç olan kapesitabin, üç basamaklı metabolik dönüşüm ile aktif metaboliti olan 5-

fluorourasile dönüşür. Kapesitabinin kimyasal ismi 5’-deoksi-5-fluoro-N-[(pentiloksi) 

karbonil]-sitidin’dir ve molekül ağırlığı 359,35 g/mol’dür. Kapesitabinin açık kimyasal 

formülü Şekil-2.1’de gösterilmiştir. Kapesitabin, beyaz ya da beyazımsı kristal toz 

biçimindedir ve 20 ºC’de sudaki çözünürlüğü 26 mg/mL’dir (FDA, 2015; Reigner ve 

ark., 2001). 

 

Şekil 2-4: Kapesitabinin açık kimyasal formülü (Kim ve ark., 2018). 

 

2.4.1.1. Etki Mekanizması 

Bir ön ilaç olan kapesitabin, karaciğerde karboksilesteraz enzimiyle 5-deoksi-5-

fluorositidin (5’DFCR) metabolitine dönüşür. 5’DFCR sitidin deaminaz enzimi 

tarafından 5-deoksi-5-fluorouridin’e (5’DFUR) dönüştürülür. Son basamakta ise 

5’DFUR, timidin fosforilaz (dThdPase) enzimi aracılığıyla aktif ilaç olan 5-FU’ya 

dönüşmektedir (Reigner ve ark., 2001; Walko & Lindley, 2005). Kapesitabinin 

metabolik dönüşümde rol oynayan dThdPase enzimi, sağlıklı dokulara oranla tümör 

dokusunda 3-10 kat daha fazla bulunmaktadır. Bu durum kapesitabinin aktif metaboliti 

olan 5-FU’ya tümör spesifik olarak dönüşmesini ve sistemik maruziyetin azalmasını 

sağlamaktadır (Dooley & Goa, 1999; Walko & Lindley, 2005). 
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5-FU bir urasil analoğudur ve antimetabolit antikanser ilaçlar sınıfındadır. Hem 

DNA sentezini inhibe ederek hem de DNA ve RNA’nın yapısına dahil olup normal 

fonksiyonlarını bozarak etkinlik göstermektedir. 5-FU, urasile benzer şekilde 

kolaylaştırılmış difüzyon yoluyla hücre içine girdikten sonra hücre içinde aktif 

metabolitlerine dönüşür. Bu aktif metabolitler; fluorodeoksiuridin monofosfat 

(FdUMP), fluorodeoksiuridin trifosfat (FdUTP), fluorouridin trifosfat (FUTP)’tır 

(Longley ve ark., 2003).  

Karboksilesteraz

Kapesitabin 5’DFCR

5’DFUR
5-Fluorourasil

dThdPase

Sitidin deaminaz

5-Fluorourasil

DNA ve RNA’nın 
yapısına katılma

Timidin
kinaz

Timidin
fosforilaz

Dihidropirimidin
dehidrojenaz

Eliminasyon

Sitotoksisite

Timidin sentezinin 
bloke edilmesi

FdUMP
+ Timidilat sentaz

+ CH2THF

 

Şekil 2-5: Kapesitabinin sitotoksik etkinliğinde ya da eliminasyonunda rol alan metabolik 

yolaklar -Reigner ve ark. (2001); Walko & Lindley (2005)’den değiştirilerek. 

FdUMP, TS’ye bağlanarak timidilat sentaz ve 5,10-metilen tetrahidrofolat 

(CH2THF) ile stabil bir üçlü kompleks oluşturur. Fizyolojik koşullarda, TS deoksiuridin 

monofosfat (dUMP)’ın deoksitimidin monofosfata (dTMP) dönüşümünü katalize eder 

ve bu reaksiyonda metil verici olarak CH2THF yer alır. Bu reaksiyon sonucunda ise 

DNA replikasyonu ve tamiri için gereken timidilat elde edilir. 5-FU’nun bir aktif 

metaboliti olan FdUMP, TS’ye bağlanarak dUMP’ın bağlanmasına engel olur ve dTMP 

sentezi inhibe edilir. dTMP sentezindeki inhibisyon, deoksinükleotid (dNTP) sentezinde 

bozukluk ve dengesizliklere, buna bağlı olarak DNA sentez ve tamirinde bozukluklara 

ve DNA hasarına neden olur. Ayrıca, dUMP birikimine bağlı olarak hücrede dUTP 

artışı gerçekleşir. FdUTP ve dUTP DNA’nın yapısına katılabilir, bu yanlış nükleotidler 
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DNA hasarına ve apoptoza sebep olur. FdUMP aracılığıyla gerçekleşen TS 

inhibisyonunun mekanizması Şekil 2-3’te verilmiştir. Artmış dUTP nedeniyle oluşan 

DNA hasarı, dUTP miktarının azaltılmasında görev alan dUTPaz enziminin miktarıyla 

yakından ilişkilidir (Longley ve ark., 2003; Zhang ve ark., 2008). Ayrıca, timidin kinaz 

(TK) enzimi aracılığıyla timidinden timidilat elde edilmesini sağlayan kurtarıcı yolak, 

5-FU ilaç direncinin olası mekanizmalarından biri olarak değerlendirilmektedir. 5-FU’in 

aktif metabolitlerinden bir diğeri olan FUTP, RNA’nın yapısına dahil olup normal 

fonksiyonunu bozar ve bunun sonucunda hücresel metabolizma ve canlılık üzerine etki 

gösterir (Grem & Fischer, 1989; Ladner, 2001; Longley ve ark., 2003).  

Timidin

DNA 
replikasyonu ve 

tamiri

dUTPaz

dNTP dengesizlikleri

Artmış dUTP

DNA 
hasarı

 

Şekil 2-6: 5-FU’nun bir aktif metaboliti olan FdUMP aracılığıyla gerçekleşen timidilat 

sentaz inhibisyonunun mekanizması -Longley ve ark. (2003)’dan değiştirilerek. 

 

5-Fluorourasilin neden olduğu hücresel hasar, hücre bölünmesinin üç farklı 

safhası üzerine etki eder. Bunlar; S fazındaki hücrelerin kaybı/birikimi, G2/M bloku ve 

G1-S durmasıdır. 5-FU’nun sebep olduğu DNA ve RNA hasarları sırasıyla S ve G1 

fazlarında meydana gelmektedir (Carrillo ve ark., 2015; Guo ve ark., 2008). 

2.4.1.2. Endikasyonları 

Meme kanseri: Lokal ileri veya metastatik meme kanseri olan hastaların 

tedavisinde, uygulanan antrasiklin tedavisinin başarısız olması veya kontrendike olması 

nedeniyle antrasiklin tedavisinin uygulanamaması durumlarında taksanlar ile kombine 

olarak kullanılır. Önceden taksan ve antrasiklin tedavisi uygulanmış hastalarda 

monoterapi olarak endikedir. 
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Kolon kanseri ve kolorektal kanser: Erken evrede operasyon geçirmiş olan evre 

III ve lenf nodu metastazı bulunan kolon kanserli hastaların adjuvant tedavisinde 

oksaliplatinle kombinasyon şeklinde kullanılır. Metastatik kolorektal kanserde de 

endikedir. 

Mide kanseri: Metastatik veya opere edilemeyen mide adenokanserinde 

sisplatinle kombine olarak endikedir (Üstünes, 2020). 

2.4.1.3. Kontrendikasyonları 

Kapesitabin tedavisi aşağıda belirtilen durumlarda kontrendikedir: 

• Fluoropirimidin tedavisine karşı şiddetli beklenmeyen reaksiyon öyküsü olan 

hastalarda, 

• Kapesitabine veya formülasyonda bulunan yardımcı maddelerden herhangi 

birine veya 5-FU’ya karşı aşırı duyarlılık gösteren hastalarda, 

• DPD enzimi aktivitesinin olmadığı bilinen hastalarda,  

• Hamilelik ve emzirme döneminde, 

• Ciddi lökopeni, nötropeni ya da trombositopenisi olan hastalarda, 

• Şiddetli karaciğer yetmezliği olan hastalarda, 

• Şiddetli böbrek yetmezliği olan hastalarda (kreatinin klerensinin 30 ml/dk'nın 

altında olması durumunda), 

• Brivudin ile yakın zamanlı veya eş zamanlı tedavinin söz konusu olması 

durumunda (ilaç-ilaç etkileşimi nedeniyle), 

• Kombinasyon rejimindeki tıbbi ürünlerden herhangi birine ilişkin 

kontrendikasyon varsa, bu tıbbi ürün kullanılmamalıdır (EMA, 2019). 

2.4.1.4. Advers Etkiler 

Kapesitabin, genel olarak iyi tolere edilen bir antikanser ilaçtır. Advers etkilerin 

birçoğu öngörülebilir ve geçicidir. Meme kanseri ve kolorektal kanser tedavisinde 

kapesitabinin monoterapi olarak uygulandığı hastalarda advers etkilerin görülme sıklığı 

benzerdir. Sürekli kullanım durumunda, daha yüksek dozda aralıklı kullanıma oranla 

daha fazla advers etki görülmüştür. Faz II ve Faz III çalışmaların sonuçlarına göre en 
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sık karşılaşılan yan etkiler; diyare, bulantı, kusma, stomatit ve el-ayak sendromudur 

(Mckendrick & Coutsouvelis, 2005; Mikhail ve ark., 2010). 

Kapesitabine bağlı gastrointestinal yan etkilerden olan diyare, genellikle 

tedavinin ilk ayında ortaya çıkmaktadır ve görülme sıklığı %55-57’dir. Bulantı %43-53 

oranında görülürken, kusmanın görülme sıklığı %27-37’dir. Çalışmalarda, stomatit 

%24-25, abdominal ağrı %20-35, kabızlık %14-15, anoreksi %11 oranında görülmüştür 

(Mckendrick & Coutsouvelis, 2005). 

El-ayak sendromu, yani palmar plantar eritrodisestezi, kutanöz (deriyle ilgili) bir 

reaksiyondur. Klinik çalışmalarda kapesitabin monoterapisine bağlı el-ayak sendromu 

görülme sıklığı %53-60 olurken, dosetaksel ile kombine kullanımda bu yan etki %63 

oranında rapor edilmiştir. Görülen diğer dermatolojik yan etkiler; dermatit (%10), cilt 

kuruluğu (%7), alopesi (%5), pigmentasyon ve tırnak bozukluklarıdır (%6) (Mckendrick 

& Coutsouvelis, 2005; Üstünes, 2020; Walko & Lindley, 2005). 

Kapesitabin tedavisine bağlı olarak çeşitli hematolojik yan etkiler 

görülebilmektedir. Bunlar; nötropeni (%20), trombositopeni (%20), anemi (%41) ve 

lenfopenidir (%58) (Mckendrick & Coutsouvelis, 2005). 

Kapesitabin tedavisi alan hastalarda görülen nörolojik yan etkiler; yorgunluk 

(%24), baş ağrısı (%5), parestezi (%5), baş dönmesi (%5), tat alma bozuklukları (%4), 

uykusuzluk (%4) olarak rapor edilmiştir (Mckendrick & Coutsouvelis, 2005).  

Kapesitabin tedavisine bağlı yaygın olarak görülen diğer advers etkiler, 

hiperbilirubinemi, karaciğer fonksiyon testlerinde bozukluklar, dehidratasyon, dispne, 

konjonkvitit, artralji, miyalji, trombofilebit, depresyon ve enfeksiyona yatkınlık olarak 

sıralanabilir. Hastalarda, yaygın olmamakla beraber kardiyotoksisite de 

görülebilmektedir (EMA, 2019; Mckendrick & Coutsouvelis, 2005). 

Kapesitabin kullanımının (günde 2 defa 1250 mg/m2 dozda, 2 hafta ilaç 

uygulama-1 hafta ara) 5-FU/lökovorin (20 mg/m2 lökovorin uygulamasını takiben 425 

mg/m2 i.v. bolus 5-FU, her 28 günde 1.-5.günlerde) kullanımıyla kıyaslandığı metastatik 

kolorektal kanser hastalarında yapılan faz-III randomize iki klinik çalışmanın 

sonuçlarına göre diyare, stomatit, nötropeni, bulantı ve alopesi 5-FU/lökovorin 

uygulanan grupta daha sık görülürken el-ayak sendromu ve hiperbilirubinemi 
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kapesitabin uygulanan grupta daha sık görülmüştür (p<0,05) (Cutsem ve ark., 2001; 

Hoff ve ark., 2001; Mikhail ve ark., 2010). 

2.4.2. Klinik Farmakokinetiği 

2.4.2.1. Absorpsiyon 

Kapesitabin oral yolla uygulandıktan sonra hızlı bir şekilde ve büyük ölçüde 

absorbe edilir ve metabolitlerine dönüşür (Reigner ve ark., 2001).  

İnsanda, 14 gün boyunca tok karna 1250 mg/m2 dozda kapesitabin uygulanması 

sonucunda 14. günde elde edilen Cmaks değerleri kapesitabin için 4,67 µg/ml, 5’DFCR 

için 3,05 µg/ml, 5’DFUR için 12,1 µg/ml, 5-FU için 0,95 µg/ml ve α-fluoro-β-alanin 

(FBAL) için 5,46 µg/ml olarak bulunmuştur. Aynı çalışmada kapesitabin, 5’DFCR, 

5’DFUR, 5-FU ve FBAL için AUC0-∞ değerleri sırasıyla 7,75, 7,24, 24,6, 2,03, 36,3 

µg.sa/ml ve tmaks değerleri 1,5, 2, 2, 2, 3,34 saat olarak belirlenmiştir. Tek doz 1250-

1255 mg/m2 kapesitabin uygulanması sonucunda, plazma AUC0-∞  değerleri kapesitabin 

için, 5,5-7,3 µg.sa/ml, 5-FU için ise 0,46-0,69 µg.sa/ml olarak bulunmuştur. Terapotik 

dozlarda i.v. olarak uygulanan 5-FU ile kıyaslandığında oral kapesitabin uygulaması 

sonucu elde edilen plazma 5-FU konsantrasyonları daha düşüktür ve bu durumun 

kapesitabin kullanımında görülen düşük sistemik toksisiteyle ilişkili olduğu 

düşünülmektedir (EMA, 2019; Reigner ve ark., 2001). 

Gıdalarla beraber kullanımda kapesitabinin absorpsiyon hızı azalmakla beraber 

bu durumun 5’DFUR ve 5-FU’ya ait AUC değerleri üzerine yalnızca minör bir etkisi 

vardır (EMA, 2019).  

2.4.2.2. Dağılım 

İnsan plazmasıyla yapılan in vitro çalışmaların sonucuna göre, kapesitabin %54 

oranında, 5’DFCR %10, 5’DFUR %62 ve 5-FU %10 oranında başlıca albumin olmak 

üzere plazma proteinlerine bağlanmaktadır (EMA, 2019; Reigner ve ark., 2001). 

Kapesitabinin metabolik aktivasyonundan sorumlu enzimlerin doku 

düzeylerindeki farklılık nedeniyle 5-FU’nun doku dağılımları farklılık göstermektedir. 

Kolorektal tümörü ve/veya karaciğer metastazı olan hastalarda yapılan bir çalışmada, 

hastalar cerrahi öncesi 5-7 gün boyunca günde 2 defa 1255 mg/m2 dozunda kapesitabin 

almıştır. Son kapesitabin dozunundan sonra 2-12 saat içinde çalışmadaki her hastadan 

tümör dokusu, tümör dokusunun yakınındaki sağlıklı doku ve kan örnekleri alınmıştır. 
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Kanda ve dokularda yapılan analizler sonucunda, kolorektal tümörde ortalama 5-FU 

konsantrasyonu yakınındaki sağlıklı kolorektal dokuya kıyasla 3,2 kat daha yüksek 

bulunmuştur. 5-FU konsantrasyonu, plazma ile kıyaslandığında kolorektal tümörde 

ortalama 21,4 kat daha yüksek, sağlıklı kolorektal dokuda ise ortalama 8,8 kat daha 

yüksek bulunmuştur. Karaciğer metastazında ve sağlıklı karaciğer dokusunda 5-FU 

konsantrasyonu plazmaya oranla 8-10 kat daha yüksektir. Karaciğer metastazı ve 

sağlıklı karaciğer dokusundaki 5-FU konsantrasyonları karşılaştırıldığında anlamlı bir 

fark bulunmamıştır (Reigner ve ark., 2001; Schüller ve ark., 2000). 

2.4.2.3. Metabolizma 

Kapesitabinin 5-FU’ya metabolize edilmesi üç basamakta gerçekleşmektedir. 

Kapesitabin öncelikle, başlıca karaciğerde olmak üzere karboksilesteraz enzimleriyle 5-

DFCR’ye dönüşmektedir. Daha sonra 5’DFCR, karaciğer ve tümör dokusunda yaygın 

olarak bulunan sitidin deaminaz enzimiyle 5’DFUR’a dönüşür ve son basamakta birçok 

tümör dokusunda sağlıklı dokulara kıyasla daha yüksek miktarda eksprese edilen 

dThdPase enzimi aracılığıyla 5’DFUR’dan 5-FU oluşur. Bu üç basamaklı metabolik 

dönüşümün ağırlıklı olarak karaciğer ve tümör dokularında gerçekleşmesi, 5-FU’nun 

plazma ve sağlıklı dokularda birikmesini minimize etmektedir (Blesch ve ark., 2003; 

Miwa ve ark., 1998; Rustum ve ark., 1997). Yapılan çeşitli çalışmalarda, tümör 

dokularında sağlıklı dokuya kıyasla daha yüksek dThdPase ekspresyonu bulunan 

dokular; meme, mesane, mide, kolon-rektum, akciğer, yemek borusu ve rahim ağzıdır. 

Fakat karaciğer, ana safra kanalı ve tiroid kanserlerinde bu fark gösterilmemiştir 

(Bronckaers ve ark., 2009). 

5-FU’nun metabolizmasında anabolik ve katabolik yolak olarak sınıflandırılan 

iki temel yolak vardır. 5-FU’nun %80-85’lik kısmı inaktif metabolitlere katabolize 

edilir. Katabolik yolak üç basamaklıdır ve detoksifikasyon ile eliminasyondan 

sorumludur. 5-FU’nun yalnızca %1-3’lük kısmı anabolik yolak ile sitotoksik aktivite 

gösteren metabolitlere dönüşmektedir (Miura ve ark., 2010; Saif ve ark., 2009; Walko 

& Lindley, 2005). 

5-FU hücreye girdikten sonra anabolizması sonucunda birkaç aktif metabolitine 

dönüşür. Bunlar; FUTP, FdUTP, FdUMP’dir ve kapesitabinin etkinliğinden 

sorumludur. Fosforibozil pirofosfatın kofaktör olduğu reaksiyonda 5-FU’dan orotat 

fosforibozil transferaz (OPRT) enzimiyle fluorouridin monofosfat (FUMP) 
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oluşmaktadır. İndirekt olarak ise 5-FU’dan riboz-1-fosfatın kofaktör olduğu reaksiyonda 

uridin fosforilaz (UrdPase) enzimiyle fluorouridin (FUR) oluşur ve daha sonra FUR 

uridin kinaz (UK) enzimiyle FUMP’yi oluşturur. FUMP’nin fosforile olması sonucu 

fluorouridin difosfat (FUDP), FUDP’nin fosforile olması sonucunda ise aktif metabolit 

olan FUTP oluşur. Diğer yolakta ise FUDP, ribonükleotid redüktaz enzimiyle 

fluorodeoksiuridin difosfat’a (FdUDP) dönüşür. FdUDP fosforile veya defosforile 

olarak sırasıyla aktif metabolitler olan FdUTP ve FdUMP’yi oluşturur. 5-FU’nun 

aktivasyonundan sorumlu diğer yolakta, 5-FU deoksiriboz-1-fosfatın kofaktör olduğu 

reaksiyonda dThdPase enzimiyle fluorodeoksiuridin’e (FUDR) dönüşür, daha sonra 

FUDR, TK enzimiyle fosforile olur ve aktif metabolit olan FdUMP oluşur (Longley ve 

ark., 2003; Miura ve ark., 2010). 

Katabolik yolakta, öncelikle 5-FU DPD enzimiyle dihidroksifluorourasil’e 

(FUH2) dönüşür. Daha sonra FUH2 dihidropirimidinaz (DHP) enzimiyle 5-fluoro-

üreido-propiyonik asid’e (FUPA) dönüştürülür. Son basamakta ise FUPA β-üreido-

propiyonaz (BUP) enzimiyle FBAL’e dönüşür. FUH2, FUPA ve FBAL antiproliferatif 

aktiviteye sahip değildir. 5-FU’nun katabolizmasında DPD hız sınırlayıcı enzim olarak 

kabul edilmektedir ve insanda DPD eksikliği 5-FU toksisitesiyle yakından ilişkilidir. 

DPD, birçok tümör dokusunda ve sağlıklı dokuda bulunmakla beraber karaciğerde 

yüksek aktiviteye sahiptir. (Blesch ve ark., 2003; Dobritzsch ve ark., 2001; Reigner ve 

ark., 2001). Kapesitabinin metabolik yolakları Şekil 2-2’de gösterilmiştir. 

5’DFUR’nin 5-FU’ya dönüşmesini sağlayan dThdPase enzimi ve 5-FU’nun 

inaktive edilmesini sağlayan DPD enziminin tümördeki oranı kapesitabinin etkinliğiyle 

yakından ilişkilidir. Tümörde dThdPase enzimi aktivitesinin düşük olmasına bağlı 

olarak 5’DFUR’un 5-FU’ya dönüşümünün yetersiz olması, kapesitabinin etkinliğinin 

azalmasına sebep olabilecek bir direnç mekanizması olarak karşımıza çıkmaktadır. 

Diğer yandan, DPD enziminin aktivitesinin yüksek olması etkinliğin azalmasına sebep 

olabilmektedir (Ishikawa ve ark., 1998; Miura ve ark., 2010). 

2.4.2.4. Eliminasyon 

İnsan plazmasında yapılan çalışmaların sonucuna göre, kapesitabinin 

eliminasyon yarı ömrü (t1/2) 0,85 saattir. 5’DFCR için t1/2 değeri 1,11 saat, 5’DFUR için 

0,66 saat, 5-FU için 0,76 saat ve FBAL için 3,23 saattir (EMA, 2019).  
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Kapesitabin 1250-1255 mg/m2 ve tek doz olarak uygulandıktan sonra, 

kapesitabin ve metabolitleri için idrardan ortalama total geri kazanım %71-87 

aralığındadır. Dozun % 51-62’si FBAL, %7-11’i 5’DFUR, %6-7’si 5’DFCR, %1’den az 

bir kısmı ise 5-FU ve FUH2 olarak geri kazanılmıştır. Judson ve ark. (1999) tarafından 

yapılan bir çalışmada ise 14C ile işaretlenmiş kapesitabin verilen hastalara ait idrar ve 

feçes numunelerinde radyoaktivite değerlendirilerek kapesitabin ve metabolitlerine 

ilişkin total geri kazanım hesaplanmıştır. Kapesitabin ve metabolitlerine ilişkin total geri 

kazanım idrarda %95,5, feçeste ise %2,64 olarak bulunmuştur. Bu veriler kapesitabinin 

tama yakın oral absorpsiyonunu kanıtlar niteliktedir (Reigner ve ark., 1999, 2001; 

Twelves ve ark., 1999). 

2.4.3. Deney Hayvanlarındaki Farmakokinetiği 

Onodera ve ark. (2000) tarafından yapılan bir çalışmada fare ve maymunda oral 

uygulanan kapesitabinin farmakokinetiği değerlendirilmiştir.  

Kapesitabin erkek BALB/c nu/nu tümör taşıyan farelere 539 mg/kg (maksimum 

tolere edilen dozda) tek doz olarak uygulandıktan sonra 24. saate kadar kan örnekleri 

toplanmıştır. Farelerde, kapesitabin hızlı bir şekilde absorbe olup 5‘DFCR, 5’DFUR ve 

5-FU metabolitlerine dönüşmüştür. İlaç uygulandıktan sonra 30 dakika içinde 

kapesitabin ve metabolitleri tmaks değerlerine ulaşmıştır. Kapesitabin ve 5-FU’nun t1/2 

değerleri yaklaşık olarak 1 saattir ve eliminasyonları hızlı gerçekleşmektedir. 5’DFCR 

ve 5’DFUR metabolitleri için ise t1/2 değerleri sırasıyla 2,9 saat ve 4,5 saattir. AUC0-∞ 

değerleri kapesitabin için 99,7 µg.sa/ml, 5’DFCR için 110 µg.sa/ml, 5’DFUR için 28,1 

µg.sa/ml ve 5-FU için 0,313 µg.sa/ml olarak bulunmuştur (Onodera ve ark., 2000). 

Çalışmada her iki cinsiyette BDF1 farelere 198, 395 ve 791 mg/kg dozlarında 

kapesitabin uygulanmış ve 1. ve 36. günlerde ilaç uygulamasından sonra 6.saate kadar 

kan örnekleri toplanmıştır. Uygulanan dozlarda, 5’DFCR ve 5’DFUR’a ait AUC 

değerleri dozla orantılı bulunurken, kapesitabinin AUC değerindeki artış en yüksek 

dozda orantısal değerden daha yüksek olmuştur. 395 mg/kg dozundaki uygulama 

sonucunda 1.günde elde edilen AUC0-6sa değeri erkek ve dişi farelerde sırasıyla 

kapesitabin için 12,6-19,7 µg/ml , 5’DFCR için 84,6-102 µg/ml ve 5’DFUR için 21,4-

30 µg/ml olarak bulunmuştur. Tekrarlı uygulamadan sonra 36.günde elde edilen AUC0-

6sa değeri erkek ve dişi farelerde sırasıyla kapesitabin için 8,49-8,96 µg/ml, 5’DFCR için 
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62,3-68,8 µg/ml ve 5’DFUR için 16,6-20,4 µg/ml olarak bulunmuştur (Onodera ve ark., 

2000). 

Yine aynı çalışmada dişi ve erkek sinomolgus maymunlarında tek doz 27,  54 ve 

108 mg/kg dozlarında kapesitabin uygulandıktan sonra 48.saate kadar kan örnekleri 

toplanmıştır. Kapesitabin, 5’DFCR, 5’DFUR ve 5-FU plazma konsantrasyonları ilaç 

uygulandıktan sonra 2 saat içinde Cmaks değerlerine ulaşmış ve daha sonra hızlıca 

azalmıştır. Kapesitabin ve metabolitleri için, t1/2 değerleri 1 saatten daha kısadır. 

Maymunlarda, genel olarak tüm cinsiyet ve doz grupları değerlendirildiğinde 

kapesitabin ve 5’DFUR’a ait AUC0-48sa değerleri birbirine yakın ve 5’DFCR’nin AUC0-

48sa değerinden 4-8 kat yüksek bulunmuştur. 5-FU’nun AUC0-48sa değeri ise 

5’DFUR’dan yaklaşık 10 kat düşük bulunmuştur (Onodera ve ark., 2000). 

Sakai ve ark. (2020) tarafından yapılan bir çalışmada, Wistar soyu erkek 

sıçanlara 14 gün boyunca günde bir kez 180 mg/kg dozda kapesitabin uygulanmış ve 1., 

7. ve 14. günlerde kapesitabin, 5’DFCR, 5’DFUR ve 5-FU konsantrasyonları tayin 

edilmiştir. Tek doz uygulamadan sonra elde edilen ortalama tmaks değerleri kapesitabin 

için 0,5 saat, 5’DFCR için 0,9 saat, 5’DFUR için 1,5 saat ve 5-FU için 0,6 saat 

olmuştur. Tek dozdan sonra ortalama AUC0-∞ değerleri kapesitabin için 19,3 µmol.sa/L, 

5’DFCR için 1180,1 µmol.sa/L, 5’DFUR için 33,9 µmol.sa/L, 5-FU için 664,7 

µmol.sa/L olarak bulunmuştur. 14 gün tekrarlı kapesitabin uygulanmasından sonra ise 

ortalama AUC0-∞ değerleri, kapesitabin için 4,4 µmol.sa/L, 5’DFCR için 692,2 

µmol.sa/L, 5’DFUR için 33,2 µmol.sa/L, 5-FU için 453,2 µmol.sa/L olarak 

bulunmuştur (Sakai ve ark., 2020). 

Kapesitabin farmakokinetiğinde insana benzer özellik göstermeleri nedeniyle 

maymunlar ve fareler çalışılmaya uygun türler olarak değerlendirilmektedir. Sıçanlarda, 

sitidin deaminaz düzeylerinin düşük olmasına bağlı olarak plazma 5’DFUR seviyeleri 

çok düşüktür. Köpeklerde ise plazmada 5’DFUR bulunmamaktadır. (Shindoh ve ark., 

2006). 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Materyal 

3.1.1. Kimyasallar ve Laboratuvar Malzemeleri 

Kapesitabin (Koçak Farma, Türkiye tarafından projemizde kullanılmak üzere 

hediye edilmiştir.) 

5’-DFCR (TCI Chemicals, Japonya) 

5’-DFUR (TCI Chemicals, Japonya) 

5-FU (BioChemPartner, Çin) 

Yüksek basınçlı likit kromatografi cihazı (HPLC) grade metanol (Merck, 

Almanya) 

Disodyum hidrojen fosfat (Merck, Almanya) 

Orto-fosforik asit (Merck, Almanya) 

Çinko sülfat heptahidrat (Merck, Almanya) 

HPLC grade distile su, rezistans: 18,2 MΩ.cm (Elga Purelab OptionQ, ABD) 

İzotonik sodyum klorür (%0,9 NaCl) çözeltisi (Eczacıbaşı Baxter, Türkiye) 

Propilen glikol (Tekkim, Türkiye) 

Sevofluran (Sevorane likid %100 inhalasyon çözeltisi, 250 ml şişe, Abbvie, 

Türkiye) 

EDTA’lı kan tüpleri (BD Microtainer, Türkiye) 

Kapaklı polipropilen mikrotüpler ve santrifüj tüpleri, pipet uçları, insülin 

enjektörleri (İsolab, Türkiye). 

RevertAid first strand cDNA sentez kiti (Thermo Scientific, ABD) 

RNeasy RNA izolasyon kiti (Qiagen, ABD) 

Proteaz inhibitör kokteyli (Thermo Scientific, ABD) 

Immobilon-P PVDF transfer membranı (Millipore, ABD)  

Yağsız süt tozu (PanReac AppliChem, Almanya) 
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Anti-CDA antikoru (Sigma Aldrich, Almanya) 

Anti-CES1 antikoru (Abcam, İngiltere) 

Anti CES2 antikoru (R&D Systems, ABD) 

Anti-uridin fosforilaz 1 (UPP1) antikoru (Abcam, İngiltere) 

Anti-uridin fosforilaz 2 (UPP2) antikoru (Fisher Scientific, ABD) 

Anti-DPD antikoru (Abcam, İngiltere) 

Anti-mouse m-IgGκ BP-HRP konjuge antikor (Santa Cruz, ABD) 

Anti-rabbit IgG HRP konjuge antikor (Cell Signaling, ABD) 

Anti-goat IgG HRP konjuge antikor (R&D Systems, ABD) 

3.1.2. Cihazlar ve Aletler 

HPLC cihazı, 2695 ayırma modülü (Waters, ABD) 

LC-HRMS Thermo Orbitrap Q-Exactive (Thermo Fisher, ABD) 

Çift dalga boyunda çalışan UV/VIS dedektör (Waters, ABD) 

Gemini HPLC kolonu, C18, 5 μm, 150×4.6 mm (Phenomenex, ABD) 

InertSustain HPLC kolonu, C18, 150×4.6 mm (GL Sciences, Japonya) 

Ön kolon kartuşu tutucu (Phenomenex, ABD) 

Ön kolon kartuşu, C18, 4x3 mm (Phenomenex, ABD) 

Vakum manifoldu (KNF, Almanya) 

Oasis HLB ekstraksiyon kartuşu, 1cc/30 mg (Waters, ABD) 

Otomatik pipetler (Eppendorf, Almanya) 

Ultrasonik banyo (Elma, Almanya) 

Mekanik doku homojenizatörü (Art-Miccra-D1, Almanya) 

Vortex karıştırıcı (IKA, Almanya) 

Paslanmaz çelik fare gavajı (Fine Science Tools, ABD) 

Cerrahi makaslar ve pensler (Bahadır Medikal, Türkiye) 

CFX Connect Real-Time Detection System (Bio-Rad, ABD) 
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T100 Thermal Cycler cihazı (Bio-Rad, ABD) 

Geldoc jel görüntüleme cihazı (Biorad, ABD) 

Agaroz jel elektroforez modülü (Bio-Rad, ABD) 

İmmunoblot elektroforez sistemi (Bio-Rad, ABD) 

ChemiDoc Touch kemilüminesan görüntüleme sistemi (Bio-Rad, ABD) 

Microplate Reader- Mikroplaka Okuyucu (Biotek Synergy, ABD) 

Mikropipetler (Eppendorf, Almanya) 

Buz makinası (Scotsman, ABD) 

Soğutmalı santrifüj (Sigma Aldrich, Almanya) 

Santrifüj Z326K (Hermle, Almanya) 

Elektronik Hassas Terazi (Sartorius, Almanya) 

Buzdolabı, +4 ºC (Arçelik, Türkiye) 

Derin Dondurucular -20 (Arçelik, Türkiye)  ve -80 ºC (Esco, Singapur) 

3.1.3. Bilgisayar Yazılımları 

Empower Chromatography Data Software (Waters, ABD) 

Prism 5.00 (GraphPad Software, ABD) 

Image Lab (Bio-Rad, ABD) 

IBM SPSS Statistics 22 (IBM, ABD) 

3.2. Deney Hayvanları ve Senkronizasyon 

Deneylerde, 14-16 haftalık C57BL/6J soyu erkek fareler kullanılmıştır. Aziz 

Sancar Deneysel Tıp Araştırma Enstitüsü (Aziz Sancar DETAE) Laboratuvar 

Hayvanları Anabilim Dalı’ndan temin edilen fareler, deney süresince İstanbul 

Üniversitesi Eczacılık Fakültesi Deney Hayvanı Bakım ve Barındırma Ünitesinde 

(EDEHAB), 4 tanesi bir arada olmak üzere uygun büyüklükteki polikarbonat kafeslerde 

barıldırlmıştır. Deney ve bakım odalarında, standart sıcaklık (22±2°C) ve nem koşulları 

(%55±2) sağlanmıştır. Deney hayvanları ad libitum olarak beslenmiş su almaları 

deneyler boyunca serbest bırakılmıştır. Aydınlatma düzeni, 12 saat aydınlık- 12 saat 
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karanlık olacak biçimdedir ve aydınlatmada kullanılan ışık şiddeti  kafesin konumuna 

göre 100-150 lükstür. 

Çalışmada farklı fare gruplarına dört farklı sirkadiyan zamanda ilaç uygulaması 

yapılmıştır. Deney grupları ve her bir grupta kullanılan fare sayıları Tablo 3-1’de 

verilmiştir. ZT ifadesi Zeitgeber Time’ın kısaltmasıdır ve zaman/ritim verici 

anlamındadır. Işık en önemli ritim vericidir ve farelerin ışıkla senkronizasyonları 

gerçekleştirilmektedir. ZT1 ifadesi ışık açıldıktan 1 saat sonrayı ifade eder. ZT7, ışık 

açıldıktan 7 saat sonra; ZT13, ışık açıldıktan 13 saat sonra; ZT19 ise ışık açıldıktan 19 

saat sonra anlamına gelir. Farelerin ilaç uygulama zamanına göre senkronize edilmesi 

belirlenen ışık düzenlerinde 3 hafta sürede gerçekleştirilmiştir. ZT1 ve ZT7 grubundaki 

fareler 07:00-19:00 saatlerinde aydınlık, 19:00-07:00 saatlerinde karanlık düzeninde 

tutulurken; ZT13 ve ZT19 grupları 19:00-07:00 saatlerinde aydınlıkta, 07:00-19:00 

saatlerinde karanlıkta kalacak şekilde bir ışık düzeninde tutulmuştur. Farelerin ışığa 

senkronizasyonunu teyit etmek amacıyla, sirkadiyan saat proteinlerinden olan BMAL1 

ve CRY1 düzeyleri ve Bmal1 mRNA ekspresyonlarındaki zamana bağlı değişiklikler 

değerlendirilmiştir. 

Tablo 3-1: Deney grupları ve kullanılan fare sayıları. 

İlaç uygulama 

zamanları 

Numune toplama zamanları 

0.saat 0,25.saat 0,5.saat 1.saat 2.saat 4.saat 6.saat 

ZT1 5 fare* 5 fare 5 fare 5 fare 5 fare  5 fare 5 fare 

ZT7 5 fare* 5 fare 5 fare 5 fare 5 fare  5 fare 5 fare 

ZT13 5 fare* 5 fare 5 fare 5 fare 5 fare  5 fare 5 fare 

ZT19 5 fare* 5 fare 5 fare 5 fare 5 fare  5 fare 5 fare 

ZT1’ (başlangıçtan 24 

saat sonra) 

5 fare* - - - - - - 

Toplam fare sayısı 145 

*İşaretli grupların karaciğer örnekleri moleküler analizlerde kullanılmıştır.  

 

3.3. Kronofarmakokinetik Çalışma 

3.3.1. İlaç Uygulama ve Numune Toplama 

Farelere uygulanacak olan kapesitabin, propilen glikol:distile su (25:75) içinde 

çözülerek formüle edilmiştir. Her grup için belirlenen sirkadiyan saatte tek seferde 500 

mg/kg dozda kapesitabin oral gavaj ile uygulanmıştır. Kapesitabin uygulanmasını 
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takiben 0, 0,25, 0,5, 1, 2, 4 ve 6. saatlerde sevofluran anestezisi altında farelerin göğüs 

kafesleri açılmış ve kalpten 0,7-0,8 ml kan alınarak fareler sakrifiye edilmiştir. K2 

EDTA’lı tüplere alınan kan örnekleri 4000 rpm’de 10 dakika süreyle santrifüj edilmiş 

ve enzimatik dönüşümü durdurmak amacıyla her bir örneğe 1/50 oranında 1 N NaOH 

çözeltisi eklenmiştir (Onodera ve ark., 2000). Elde edilen plazmalar farmakokinetik 

analizler yapılıncaya kadar -80 °C derin dondurucuda saklanmıştır. Farelerden karaciğer 

dokuları çıkarılmış ve hemen sıvı azotla dondurulmuştur. Farmakokinetik ve moleküler 

analizler yapılana kadar tüm dokular -80 °C soğutucu dolapta saklanmıştır. 

3.3.2. Kapesitabinin Analitik Tayin Metodu 

Plazma ve karaciğer örneklerinde kapesitabin düzeylerinin tayininde Farkouh ve 

ark.’a (2010) ait olan HPLC metodu bazı minör değişiklikler yapılarak kullanılmıştır. 

Kapesitabin tayininde kullanılan metoda ait kromatografik koşullar Tablo 3-2’de 

gösterilmiştir. 

Tablo 3-2: Kapesitabin miktar tayininde kullanılan HPLC metoduna ait kromatografik 

koşullar. 

Parametre/Alet Kromatografik Koşullar 

Analitik kolon C18 kolon, 150×4,6 mm, 5 µm 

Mobil faz Metanol: HPLC grade su (50:50, v:v) 

Akış hızı 0,6 ml/dak 

Kolon sıcaklığı 40 °C 

Enjeksiyon hacmi 30 µl 

Dedektör dalga boyu 305 nm 

Örnekleyici sıcaklığı  4 °C 

Retansiyon zamanı 13,5 dakika 

Ortalama basınç          1000 psi 

 

3.3.2.1. Mobil Fazın Hazırlanması 

Mobil fazı hazırlamak amacıyla, 500 ml HPLC grade metanol ve 500 ml Ultra 

saf su mezür ile ölçüldükten sonra 1 L hacmindeki bir şişede karıştırılmıştır. Daha sonra 

bu karışım ultrasonik banyoda 40 dakika süreyle ultrasonik banyoda degaze edilmiştir. 
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3.3.2.2. Standart Çözeltilerin Hazırlanması 

Standart çözeltileri hazırlamak amacıyla öncelikle kapesitabinin 1 mg/ml 

konsantrasyonunda ana stok çözeltisi hazırlanmış ve tüm diğer seyreltmeler ana stok 

çözeltisi kullanılarak yapılmıştır. Ana stoğun ve standart çözeltilerin hazırlanmasında 

çözücü olarak metanol:distile su (50:50, v:v) kullanılmış ve bu çözeltiler +4 °C’de 

buzdolabında saklanmıştır.  

Plazma standartları hazırlanırken 0,2, 0,5, 1, 2, 5 ve 10 µg/ml son 

konsantrasyonları elde etmek amacıyla, her bir standart için 90 µl boş fare plazmasına 

10 µl sırasıyla 2, 5, 10, 20, 50 ve 100 µg/ml konsantrasyonlarında kapesitabin çözeltileri 

ilave edilmiştir. 

Karaciğer standartları hazırlanırken 0,5, 1, 2, 5 ve 10 µg/ml son 

konsantrasyonları elde etmek amacıyla, her bir standart için 180 µl boş fare karaciğer 

homojenatına 20 µl hacimde sırasıyla 5, 10, 20, 50 ve 100 µg/ml konsantrasyonlarında 

kapesitabin çözeltileri ilave edilmiştir. 

3.3.2.3. Ekstraksiyon 

 

Kapesitabinin plazmadan ekstraksiyonunda, Oasis HLB katı faz ekstraksiyon 

kartuşları kullanılmıştır. Ekstraksiyon kartuşları önce 1 ml metanol ile şartlandırılmış, 

sonra kartuştan 1 ml distile su geçirilmiştir. Daha sonra 100 µl plazma örneği kartuştan 

geçirilmiş ve bunu takiben ekstraksiyon kartuşu 250 µl distile su:metanol (95:5 v:v) ile 

yıkanmıştır. Son olarak kartuştan 200 µl metanol geçirilerek kapesitabin elüe edilmiştir.  

 Karaciğer örneklerinde kirliliklerin daha fazla olması nedeniyle kapesitabinin 

karaciğerden ekstraksiyonunda sıvı-sıvı ekstraksiyon ve katı faz ekstraksiyon bir arada 

kullanılmıştır. İlk olarak karaciğer dokularına ağırlıklarına göre 1:1 oranında izotonik 

sodyum klorür çözeltisi eklenerek mekanik homojenizatörle buz üzerinde 

homojenizasyon yapılmıştır. 200 µl karaciğer homojenatına 600 µl 0,25 M çinko sülfat 

çözeltisi (distile suda hazırlanmış) eklenmiş, 90 saniye vortekslendikten sonra 4000 

rpm’de 10 dakika süreyle santrifüj edilip üst faz ayrılmıştır. Kapesitabinin bulunduğu 

üst faz ile Oasis HLB ekstraksiyon kartuşlarına geçilmiş ve kartuştan ekstraksiyon için 

plazma kısmında belirtilen protokol uygulanmıştır. 
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3.3.2.4. Metot Validasyonu 

Farkouh ve ark. (2010) tarafından yayınlanan ve insan plazmasında kullanılan 

analitik metodun fare plazmasında ve karaciğerinde validasyonu gerçekleştirilmiştir. 

Kapesitabine ait standart çözeltiler ve fare plazma ve karaciğer standartları kullanılarak 

gerçekleştirilen validasyon çalışmaları kapsamında doğrusallık, doğruluk, kesinlik, 

seçicilik, tayin sınırı, geri kazanım ve stabilite parametreleri değerlendirilmiştir.  

Doğrusallık, 0,2-10 µg/ml konsantrasyon aralığında plazma veya karaciğer 

standartları kullanılarak değerlendirilmiştir. Belirlenen konsantrasyonlarda standartlar 

altışar defa analiz edilmiştir. Regresyon denklemi, denkleme ait r2 değeri ve bağıl 

standart sapma değerleri hesaplanmıştır. 

Doğruluk ve kesinlik, gün içi ve günler arası tekrarlanabilirliğin test edilmesiyle 

değerlendirilmiştir. Günler arası tekrarlanabilirlik çalışması yapılırken üç farklı günde, 

gün içi tekrarlanabilirlik çalışması yapılırken ise aynı gün üç farklı zamanda 0,2, 0,5, 1, 

2, 5 ve 10 µg/ml konsantrasyonlarında plazma ve karaciğer standartları hazırlanmış ve 

sisteme enjeksiyon yapılmıştır. Pik alanlarının ortalamaları ile değişim katsayıları 

hesaplanmıştır. 

Seçicilik değerlendirilirken, kapesitabin içermeyen boş plazma veya karaciğer 

örnekleri ilgili ekstraksiyon metodları kullanılarak çalışılmış ve enjeksiyon yapılmıştır. 

Sonuçta boş plazma ve karaciğer örneklerinde kapesitabine ait pikin bulunduğu 

zamanda pik olup olmadığı değerlendirilmiştir. 

Tayin sınırının (LOD) hesaplanmasında 3.3×σ/S denklemi, kantifikasyon 

sınırının (LOQ) hesaplanmasında ise 10×σ/S denklemi kullanılmıştır. σ değeri yanıtın 

standart sapmasını ifade ederken, S değeri kalibrasyon eğrisinin eğimini gösterir (D. 

Ozturk, 2019). 

Geri kazanımın hesaplanması amacıyla, farklı zamanlarda çalışılan üç farklı 

konsantrasyondaki örneğin standart eğriden % kaç oranında doğru olarak elde 

edilebildiği değerlendirilmiştir. Plazma ve karaciğer standartlarıyla 0,5, 2 ve 10 µg/ml 

konsantrasyonlarında geri kazanım değerlendirilmiştir. 

3.3.3. 5’DFCR ve 5’DFUR Metabolitlerinin Analitik Tayin Metodu 

Plazma ve karaciğer örneklerinde 5’DFCR ve 5’DFUR düzeylerinin tayininde 

Farkouh ve ark.’a (2014) ait olan HPLC metodu değiştirilerek kullanılmıştır. 5’DFCR 
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ve 5’DFUR tayininde kullanılan metoda ait kromatografik koşullar Tablo 3-3’de 

gösterilmiştir. 

Tablo 3-3: 5’DFCR ve 5’DFUR  miktar tayininde kullanılan HPLC metoduna ait 

kromatografik koşullar. 

Parametre/Alet Kromatografik Koşullar 

Analitik kolon C18 kolon, 150×4,6 mm, 5 µm 

Mobil faz Mobil faz A: %10 metanol: %90 5 mM disodyum hidrojen fosfat 

tamponu (pH: 8) 

Mobil faz B: %90 metanol: %10 5 mM disodyum hidrojen fosfat 

tamponu (pH: 8) 

Gradient akış düzeni Zaman (dakika) Akış hızı (ml/dak) %A %B 

 0 0,6 100 0 

 12 0,6 100 0 

 20 0,8 0 100 

 30 0,8 0 100 

 32 0,6 100 0 

Kolon sıcaklığı 34 °C 

Enjeksiyon hacmi 30 µl 

Dedektör dalga boyu 254 nm 

Örnekleyici sıcaklığı  4 °C 

Retansiyon zamanı 5’DFCR için 6,5 dakika; 5’DFUR için 9,9 dakika 

Ortalama basınç          1200 psi 

 

3.3.3.1. Mobil Fazın Hazırlanması 

5’DFCR ve 5’DFUR düzeylerinin tayininde gradient akış düzeniyle çalışılan iki 

farklı mobil faz (mobil faz A ve mobil faz B) kullanılmıştır. Öncelikle 1 L distile su 

kullanılarak 5 mM konsantrasyonda disodyum hidrojen fosfat tamponu hazırlanmış ve 

o-fosforik asit ile pH 8’e ayarlanmıştır. Daha sonra, mobil faz A’yı hazırlamak için 1 L 

hacmindeki bir şişeye disodyum hidrojen fosfat tamponundan 900 ml alınmış ve üzerine 

100 ml metanol ilave edilmiştir. Mobil faz B’yi hazırlamak için ise disodyum hidrojen 

fosfat tamponundan 100 ml alınmış ve üzerine 900 ml metanol ilave edilmiştir. 

Hazırlanan mobil fazlar iyice karıştırıldıktan sonra ultrasonik banyoda 40 dakika 

süreyle degaze edilmiştir. 
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3.3.3.2. Standart Çözeltilerin Hazırlanması 

Standart çözeltilerini hazırlarken kullanmak için 1 mg/ml 5’DFCR ve 5’DFUR 

stok çözeltileri hazırlanmıştır. Sırasıyla 10, 20, 30, 50 ve 100 µg/ml 

konsantrasyonlarında 5’DFCR ve 1, 2, 5, 10 ve 20 µg/ml konsantrasyonlarında 5’DFUR 

içeren 5 adet plazma standardını hazırlanmak amacıyla 90 µl boş fare plazmasına 10 µl 

5’DFCR ve 5’DFUR çözeltileri ilave edilmiştir. 

3.3.3.3. Ekstraksiyon 

5’DFCR ve 5’DFUR, plazma ve karaciğer örneklerinin ekstraksiyonunda sıvı-

sıvı ekstraksiyon ve katı faz ekstraksiyon bir arada kullanılmıştır. Karaciğer dokuları 

için, ağırlıklarına göre 1:1 oranında izotonik sodyum klorür çözeltisi eklenerek mekanik 

homojenizatörle buz üzerinde homojenizasyon yapılmıştır. 100 µl plazma örneği veya 

karaciğer homojenatına, 200 µl 0,25 M çinko sülfat çözeltisi (distile suda hazırlanmış) 

eklenmiş, 30 saniye vortekslendikten sonra 4000 rpm’de 10 dakika süreyle santrifüj 

edilip üst faz ayrılmıştır. 5’DFCR ve 5’DFUR içeren üst faz ile Oasis HLB ekstraksiyon 

kartuşlarına geçilmiştir. Ekstraksiyon kartuşları önce 1 ml metanol ile şartlandırılmış, 

sonra kartuştan 1 ml distile su geçirilmiştir. Daha sonra 5’DFCR ve 5’DFUR içeren üst 

faz kartuştan geçirilmiş ve bunu takiben ekstraksiyon kartuşu 250 µl distile su:metanol 

(95:5 v:v) ile yıkanmıştır. Son olarak kartuştan 200 µl metanol:su (50:50, v:v) 

geçirilerek 5’DFCR ve 5’DFUR elüe edilmiştir.  

3.3.3.4. Metot Validasyonu 

Plazma ve karaciğerde, 5’DFCR ve 5’DFUR metabolitlerinin analitik tayin 

metodunun validasyonunda, standart çözeltiler, fare plazma ve karaciğer standartları 

kullanılmıştır. Doğrusallık, doğruluk, kesinlik, seçicilik, tayin sınırı, geri kazanım ve 

stabilite parametreleri kapesitabin için belirtilen biçimde değerlendirilmiştir. 

3.3.4. 5-FU Metabolitinin Analitik Tayin Metodu 

Plazma ve karaciğer örneklerinde 5-FU düzeylerinin tayininde Gülçin ve ark.'a 

(2010) ait olan yüksek performanslı sıvı kromatografisi-ardışık kütle spektrometresi 

(LC–MS/MS) metodu değiştirilerek kullanılmıştır. 5-FU tayininde kullanılan metoda ait 

kromatografik koşullar Tablo 3-4’te gösterilmiştir. 
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Tablo 3-4: 5-FU miktar tayininde kullanılan LC-MS metoduna ait kromatografik 

koşullar. 

HPLC Koşulları 

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

Mobil faz Mobil faz A: %1 Formik asit içeren HPLC grade su 

Mobil faz B: %1 Formik asit içeren metanol 

Gradient akış düzeni Zaman (dakika) Akış hızı (ml/dak) %A %B 

 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 Koşulları 

Sistem Thermo Orbitrap Q-Exactive 

İyon kaynağı Elektro Sprey İyonizasyon (ESİ) 

Kütle tarama aralığı 100-900 m/z 

Sheath gazı akış hızı 45 

Auxiliary (Aux) gazı akış hızı 10 

Sprey voltajı 3,80 kV 

Kapiler sıcaklık  320 °C 

Aux gaz ısıtıcı sıcaklığı 320 °C 

S-lens radyofrekans (RF) 

seviyesi 

50,0 

 

3.3.4.1. Mobil Fazın Hazırlanması 

Mobil fazları hazırlamak amacıyla, 1 L HPLC grade metanol ve 1 L ultra saf su 

mezür ile ölçüldükten sonra her birine hacimce %1 formik asit eklenmiş ve 

karıştırılmıştır.  

3.3.4.2. Standart Çözeltilerin Hazırlanması 

Standart çözeltilerini hazırlamak amacıyla öncelikle 1 mg/ml konsantrasyonda 

5-FU stok çözeltisi hazırlanmıştır. Ana stoğun ve standart çözeltilerin hazırlanmasında 

çözücü olarak metanol kullanılmıştır.  Plazma standartları hazırlanırken 1, 10, 100, 200, 

400, 500 ve 750 ng/ml son konsantrasyonları elde etmek amacıyla, her bir standart için 
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80 µl boş fare plazmasına 20 µl sırasıyla 5, 50, 500, 1000, 2000, 25000 ve 3750 ng/ml 

konsantrasyonlarında 5-FU çözeltileri ilave edilmiştir. 

Karaciğer standartları hazırlanırken 5, 10, 100, 200, 750, 1000, 2000 ve 5000 

ng/ml son konsantrasyonları elde etmek amacıyla, her bir standart için 80 µl boş fare 

karaciğer homojenatına 20 µl hacimde sırasıyla 0,025, 0,05, 0,5, 1, 3,75, 5, 10 ve 25 

µg/ml konsantrasyonlarında 5-FU çözeltileri ilave edilmiştir. 

3.3.4.3. Ekstraksiyon 

5-FU’nun plazma ve karaciğer örneklerinin ekstraksiyonunda Shiokawa ve ark. 

(2019) tarafından çalışılan sıvı-sıvı ekstraksiyon metodu kullanılmıştır. 100’er µl 

plazma örneğine ve karaciğer homojenatına, 80 µl 2 M amonyum asetat çözeltisi (distile 

suda hazırlanmış) eklenerek 30 saniye vortekslenmiştir. Sonra örneklere 500 µl formik 

asit:asetonitril (2:98 v:v) ilave edilmiş ve tüpler 30 saniye vortekslenmiştir. 14000 

rpm’de 5 dakika süreyle santrifüj edilen tüplerde 5-FU’nun bulunduğu üst faz analiz 

edilmek üzere ayrılmıştır. 

3.3.4.4. Metot Validasyonu 

Plazma ve karaciğerde, 5-FU’nun analitik tayin metodunun validasyonunda, 

standart çözeltiler ile fare plazma ve karaciğer standartları kullanılmıştır. Doğrusallık, 

seçicilik, tayin sınırı, geri kazanım parametreleri değerlendirilmiştir. 

3.3.5. Farmakokinetik Parametrelerin Hesaplanması 

Plazma ve karaciğer standartlarına ait kromatogramlardan elde edilen pik 

alanları kullanılarak kalibrasyon eğrisi çizilmiştir. Bu eğrinin y=ax+b biçimindeki 

denkleminde konsantrasyonu bilinmeyen örneklere ait pik alanları yerleştirilerek ilgili 

pik alanının karşılık geldiği konsantrasyon değeri bulunmuştur. 0-6.saat arasındaki 

plazma ve karaciğer konsantasyon zaman eğrilerine ait AUC0-6sa değerleri yamuklar 

yöntemiyle bulunmuştur. Konsantrasyon zaman grafiklerindeki son dört konsantrasyon 

değeri alınarak üssel grafik çizilmiştir ve grafiğin denklemi kullanılarak eliminasyon hız 

sabiti (kel) değeri belirlenmiştir. AUC6sa-∞ değerinin hesaplanmasında C6sa/kel formülü 

kullanılmıştır. Plazma ve karaciğer konsantrasyon-zaman eğrilerine bakılarak Cmaks ve 

tmaks değerleri tespit edilmiştir. t1/2 değeri, 0,693/kel denklemi kullanılarak bulunmuştur. 

Klirens (CL/F) değerinin hesaplanmasında Doz/AUC0-∞ denkleminden, Vd/F değerinin 

hesaplanmasında ise (Cl/F)/kel denkleminden yararlanılmıştır. 
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3.3.6. İstatistiksel Analiz 

İstatistiksel anlamlılık, Prism 5.00 (GraphPad, ABD) programında tek yönlü 

varyans analizini (ANOVA, Analysis of Variance) takiben Tukey post-hoc test kullanılarak 

değerlendirilmiştir. Sirkadiyan ritimlere ilişkin istatistiksel değerlendirme, SPSS Statistics 

22 (IBM, ABD) programında Cosinor analizi ile yapılmıştır. Tüm analizlerde p<0,05 

değerleri istatistiksel olarak anlamlı kabul edilmiştir. 

3.4. Moleküler Çalışma 

3.4.1. mRNA Ekspresyonlarının Belirlenmesi 

3.4.1.1. Karaciğer dokusundan RNA izolasyonu 

Karaciğer dokularından RNA izolasyonu, RNeasy mini kit (Qiagen, Almanya) 

kullanılarak ticari kitin protokolüne uygun biçimde yapılmıştır. -80 °C’de saklanan 

karaciğer dokuları, cam bir petri kabına alınarak buz üzerinde makas/bistüri yardımıyla 

çalışmaya uygun (yaklaşık 10 mg) parçalara ayrılmıştır. Daha sonra karaciğer doku 

örnekleri, cam doku öğütücü ve %1 oranında β-merkaptoetanol içeren RLT tamponu 

kullanılarak mekanik biçimde  homojenize edilmiştir. Homojenizasyonda, her 10 mg 

doku için 350 µl RLT tamponu kullanılmıştır. Homojenize edilen karaciğer dokularını 

içeren tüplere 350 µl %70’lik etanol çözeltisi eklenmiş ve elde edilen 700 µl örnek 

çözeltisi RNeasy kitinin kolon içeren santrifüj tüplerine alınmıştır. 8000g’de 15 saniye 

süreyle santrifüj edildikten sonra alt tüpe geçen kısım uzaklaştırılmıştır. Kolonda DNAz 

parçalama yapıldıktan sonra, kolona 700 µl RW1 tamponu eklenmiş ve 8000g’de 15 

saniye süreyle santrifüj edilerek alt tüpe geçen kısım uzaklaştırılmıştır. Daha sonra 

kolona 500 µl RPE tamponu eklenmiş ve 8000g’de 15 saniye süreyle santrifüj 

edildikten sonra alt tüpe geçen kısım uzaklaştırılmıştır. Son yapılan işlem santrifüj 

süresi 2 dakika olacak şekilde tekrar edilmiştir. RNeasy santrifüj kolonu temiz ve RNAz 

ve DNAz içermeyen bir tüpe yerleştirilerek kolonun membranına 40 µl RNaz içermeyen 

su eklenmiş ve 1 dakika süreyle 8000g’de santrifüj edilerek total RNA elüe edilmiştir. 

Elde edilen RNA’ların konsantrasyonları NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, ABD) 

spektrofotometre cihazıyla ile ölçülmüş ve her bir örnek için cDNA’ya çevrilirken 

kullanılması gereken hacimler belirlenmiştir. Ayrıca elde edilen RNA’nın kalitesini 

değerlendirmek amacıyla RNA örnekleri %0,5’lik agaroz jelde (dietil pirokarbonat 

(DEPC) içeren su ile hazırlanmıştır) yürütülmüş ve daha sonra jel UV ışık altında 

görüntülenerek RNA örneklerinde degredasyon olmadığı tespit edilmiştir. 
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3.4.1.2. cDNA Sentezi  

İzole edilen total RNA’lardan cDNA sentezi, RevertAid Ters Transkriptaz 

cDNA sentez kiti (Thermo, ABD) kullanılarak ve kit için önerilen protokole uygun 

olarak yapılmıştır. cDNA sentezi için RNA konsantrasyonuna bağlı olarak 0,5-1,2 µl 

total RNA kullanılmıştır. Steril ve nükleaz içermeyen eppendorf tüplerine her bir örnek  

için hesaplanan miktarlarda total RNAlar, 1 µl oligo (dT)18 primer, 10 µl nukleaz 

içermeyen su eklenmiştir. Örnekler, 65 °C’de 5 dakika süreyle thermal cycler polimeraz 

zincir reaksiyonu (PCR) cihazında inkübe edildikten sonra buz üzerine alınarak her bir 

tüpe, 4 µl 5X reaksiyon tamponu, 1 µl RNaz inhibitörü, 2 µl 10 mM DNTP karışımı, 1 

µl RevertAid M-MuLV Ters  Transkriptaz eklenmiş ve örnekler 42 °C’de 60 dakika ve 

70 °C’de 5 dakika süreyle inkübe edilmiştir. Daha sonra her bir örneğin hacmi RNAz ve 

DNAz içermeyen su ile 100 µl’ye tamamlanmıştır. 

3.4.1.3. mRNA Ekspresyonlarının belirlenmesi 

Elde edilen cDNA’lar kullanılarak gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu 

(qRT-PCR) ile örneklerdeki Bmal1 mRNA ekspresyonları belirlenmiştir. Referans gen 

olarak gliseraldehit-3 fosfat dehidrojenaz (Gapdh) kullanılmıştır. Kullanılan primerler 

Tablo 3-5’te gösterilmiştir. Elde edilen cDNA’lar PCR’da kullanılmak üzere 1/5 

oranında seyreltilmiştir. Her bir tüpe 10 µl 2x SYBR Green, 3 µl cDNA, 1µl gene özgü 

primer, 6 µl RNAz ve DNAz içermeyen su eklenmiştir. 95 °C’de 10 saniye 

denatürasyon, 60 °C’de 20 saniye primer bağlanması (annealing) ve 72  °C’de 30 saniye 

uzama (extension) basamaklarından oluşan 35 döngü ile gerçekleştirilmiştir. Her bir 

örnek iki tekrar olacak şekilde reaksiyona tabii tutulmuş ve elde edilen değerlerin 

ortalaması alınmıştır. Sonuçta elde edilen CT (cycle of threshold) değerleri kullanılarak 

gen ekspresyonlarına ilişkin hesaplamalar yapılmıştır. Her bir örnek için çalışılan gene 

ait CT değerinden, referans gene ait CT değeri çıkarıldıktan sonra 2-ΔΔCt formülü ile 

hesaplama yapılmıştır. 

Tablo 3-5: Kullanılan primer dizileri. 

Gen Primer dizileri 

mBmal1 
Forward: 

GACTACCAAGAAAGTATGGACACA

  

Reverse: 
TTTGTCCCGACGCCTCTTTT  

mGapdh 
Forward: 

AACTTTGGCATTGTGGAAGG  

Reverse: 

ACACATTGGGGGTAGGAACA  
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3.4.2. Protein Düzeylerinin Belirlenmesi 

3.4.2.1. Karaciğer Dokusundan Protein İzolasyonu 

-80 °C’de saklanan karaciğer dokuları, cam bir petri kabına alınarak buz 

üzerinde makas/bistüri yardımıyla çalışmaya uygun (yaklaşık 10 mg) parçalara 

ayrılmıştır. Daha sonra karaciğer doku örnekleri, cam doku öğütücü ve parçalama 

tamponu (RIPA tamponu: Radio-immunoprecipitation assay buffer (50 ml için): 50 mM 

Tris pH 7.4, 150 mM NaCl, %1 Triton X, %0,1 SDS, 44,5 ml distile su, %1 proteaz 

inhibitörü kokteyli) kullanılarak mekanik olarak homojenize edilmiştir. 

Homojenizasyonda, her bir mg doku için 50 µl RIPA tamponu kullanılmıştır. 

Homojenize edilen örnekler buz üzerinde 10 dakika süreyle inkübe edildikten sonra, 

+4°C’de, 13.000 g’de, 15 dakika süreyle santrifüj edilip üst faz temiz tüpe ayrılmıştır. 

Elde edilen örneklerin protein miktar tayini, Pierce protein analizi (Thermo Scientific, 

ABD) ile üretici firmanın önerileri doğrultusunda yapılmıştır. Absorbans değerleri, 

Biotek Synergy H1 (ABD) mikroplaka okuma cihazı ile 660 nm’de ölçülmüştür. Sığır 

serum albumin (BSA: Bovine serum albumin) proteininin strandart eğrisinden 

hareketle, örneklerdeki protein miktarları belirlenmiştir.  

3.4.2.2. Western Blotlama 

Protein örnekleri, 4X Laemmli tampon çözeltisiyle (250 mM Tris HCl pH: 6,8; 

%4 SDS; %40 gliserol; %0,02 bromofenol mavisi; hacmin %10’u kadar beta 

merkaptoetanol) karıştırılarak 8 dakika süreyle 95°C’de inkübe edilmiş ve SDS-PAGE 

jellere yüklenene kadar buza saplanmıştır. Örnekler, farklı zamanlarda tekrar 

kullanılmaları gerektiğinde -20 °C’de saklanmıştır.  

Örnekler, hesaplanan total protein miktarlarına göre, her bir çukurda eşit protein 

olacak biçimde SDS-PAGE jellere yüklenmiş ve elektroforez tankına yerleştirilmiştir. 

Tank elektroforez çözeltisiyle doldurulduktan sonra, güç kaynağına bağlanmış ve 100 

V’a ayarlanarak 90 dakika süreyle elektroforez gerçekleştirilmiştir. 
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Tablo 3-6:  SDS-PAGE jelin hazırlanışı. 

Ayırıcı jel 

(%10’luk) 

1,9 ml distile su, 1,7 ml akrilamid karışımı, 1,3 ml tris (pH 8.8), 50 µl %10’luk 

SDS, 50 µl %10’luk APS, 2 µl TEMED 

Yığıcı jel 1,4 ml distile su, 330 µl akrilamid karışımı, 250 µl tris (pH 6.8), 20 µl %10’luk 

SDS, 20 µl %10’luk APS, 2 µl TEMED 

 

Elektroforez bittikten sonra, 2-3 dakika boyunca transfer tamponunda bekletilen 

jel, proteinlerin jelden membrana transferi için PVDF membran ile beraber transfer 

kasetine yerleştirilmiştir. Transfer kaseti, transfer çözeltisiyle doldurulan transfer 

tankına yerleştirildikten sonra, buz aküleri de tanka yerleştirilip 100 V’da 90 dakika 

süreyle soğuk transfer gerçekleştirilmiştir.  

Elektroforez ve transfer aşamalarında kullanılan tamponlar Tablo 3-7’de 

gösterilmiştir. 

Tablo 3-7: Elektroforez ve transfer aşamalarında kullanılan çözeltilerin hazırlanışı. 

Çözeltiler Kullanılan kimyasallar 

Elektroforez çözeltisi  SDS Tamponu (10 L): 30,3 g Tris, 144 g Glisin, 10 g SDS, distile su 

ile son hacim 10 L’ye tamamlanır. Manyetik karıştırıcıda bileşenlerin 

iyice çözünmesi sağlanır. 

Transfer çözeltisi  Transfer tamponu (1 L): 3,04 g Tris bazı ve 14,4 g glisin kullanılarak 

hazırlanan 10X transfer tamponundan 100 ml alınarak, 200 ml 

metanol ve 700 ml distile su ile karıştırılır. 

 

Transferden sonra, membranlar antikorun membrana non-spesifik bağlanmasını 

önlemek için %5’lik süt tozu içeren TBS-T çözeltisi kullanılarak çalkalayıcıda 1 saat 

süreyle bloklama işlemine tabi tutulmuştur. Birincil ve ikincil antikorlar %5 süt tozu 

içeren TBS-T çözeltisinde üreticinin önerdiği konsantrasyonlarda hazırlanmıştır. 

Membranlar +4 °C‘de çalkalayıcı üzerinde, birincil antikor ile gece boyunca (18 saat) 

inkübe edildikten sonra 3 defa 5’er dakika süreyle TBS-T çözeltisiyle yıkanmıştır. Daha 

sonra, oda sıcaklığında çalkalayıcı üzerinde ikincil antikor ile 1 saat boyunca 
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inkübasyon gerçekleştirilmiş ve 3 defa 5’er dakika süreyle TBS-T çözeltisiyle yıkama 

yapılmıştır. 

Tablo 3-8: Bloklama ve yıkama aşamalarında kullanılan çözeltilerin hazırlanışı. 

Çözeltiler Kullanılan kimyasallar ve hazırlanışları 

10X TBS çözeltisi 24 g Tris bazı ve 80 g NaCl’ün 800 mL distile suda manyetik karıştırıcı 

ile karıştırılarak çözünmesi sağlanır ve pH 7,6’ya ayarlandıktan sonra 

hacim 1L’ye tamamlanır. 

TBST-T çözeltisi Filtrelenmiş 50 ml 10X TBS, 450 ml distile su, 750 µl Tween 20 

%5’lik süt tozu 

çözeltisi 

2 g süt tozu, 40 ml TBS-T 

 

Görüntüleme aşaması için, kemilüminesan çözeltisi (WesternBright Sirius, 

Advansta, ABD) hazırlanmış ve membran üzerine membranı kaplayacak miktarda 

eklenmiştir. Çözelti membrandan uzaklaştırıldıktan sonra görüntüleme cihazı (Bio-Rad 

ChemiDoc Imaging System, ABD) ile görüntüleme yapılmış ve istenen görüntüler 

kaydedilmiştir. Elde edilen görüntülerde, Bio-RadImage Lab 6.1 (ABD) yazılımı 

kullanılarak CRY1, BMAL1, CDA, CES1, CES2, UPP2, DPD proteinlerinin bant 

yoğunluklarına ilişkin alanlar hesaplanmış ve daha sonra elde edilen alanlar her bir 

örnek için yükleme kontrolü olarak kullanılan β-Aktin proteinine ait bant 

yoğunluklarına bağlı olarak elde edilen alanlara bölünmüştür. Her bir membran için 

normalizasyon işlemleri yapılmıştır. 
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4. BULGULAR 

4.1. Analitik Metot Validasyonu Bulguları 

4.1.1. Kapesitabin Tayininde Kullanılan Analiz Metodunun Validasyon Bulguları 

Kapesitabin plazma tayininde kullanılan analitik metot, 0,1-10 µg/ml 

konsantrasyon aralığında doğrusallık göstermektedir. Kapesitabin plazma standartlarına 

ait kalibrasyon eğrisi Şekil 4-1’de verilmiştir.  

 

 

Şekil 4-1: Kapesitabin plazma standartlarına ait kalibrasyon eğrisi. 

 

0,2 µg/ml ile 10 µg/ml konsantrasyonları arasında yapılan gün içi ve günler arası 

tekrarlanabilirlik çalışmalarında elde edilen % CV değerleri sırasıyla %4,08 ve 

%6,03’tür. Geri kazanım değerleri ise, 0,75 µg/ml konsantrasyonunda kapesitabin 

plazma standardı için %110,1; 3 µg/ml konsantrasyonunda kapesitabin plazma standardı 

için %98,87 ve 7,5 µg/ml konsantrasyonunda kapesitabin plazma standardı için 98,31 

olarak bulunmuştur. Plazmada kapesitabin tayinine ilişkin analitik metot validasyonu 

bulguları Tablo 4-1’de özetlenmiştir. 
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Tablo 4-1: Plazmada kapesitabin tayininde kullanılan analitik metoda ilişkin validasyon 

bulguları. 

Validasyon 

Parametreleri 
Değerlendirilen değişkenler Elde edilen değerler 

Doğrusallık 

Doğrusallık sınırları 0,1-10 µg/ml 

Regresyon denklemi y=15261x-1680,6 

R2 değeri 0,9979 

Doğruluk ve 

Kesinlik 

Gün içi tekrarlanabilirlik (% CV) %4,08 

Günler arası tekrarlanabilirlik (%  CV) %6,03 

Tayin sınırı LOD ve LOQ değerleri (ng/ml) 4,95; 15 

Geri kazanım 
0,75 µg/ml, 3 µg/ml ve 7,5 µg/ml 

konsantrasyonları için (%) 
%110,1; 98,87; 98,31 

 

Kapesitabin tayininde kullanılan ters faz kromatografi metoduyla boş fare plazmasından 

ve kapesitabin spike edilmiş fare plazmasından elde edilen kromatogramlar Şekil 4-2 ve 

Şekil 4-3’te gösterilmiştir. Kapesitabin için alıkonma zamanı 13,0 dakikadır.  

Kapesitabinin alıkonma zamanında boş plazmada başka herhangi bir pik 

görülmemektedir ve bu veri analitik metodun kapesitabin tayini için seçiciliğini 

göstermektedir.  
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         Şekil 4-2: Kapesitabin tayininde kullanılan ters faz kromatografi metoduyla boş fare 

plazmasından elde edilen kromatogram. 
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       Şekil 4-3: Kapesitabin tayininde kullanılan ters faz kromatografi metoduyla 1 μg/ml 

kapesitabin çözeltisi spike edilen fare plazmasından elde edilen kromatogram. 
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         Şekil 4-4: Kapesitabin tayininde kullanılan ters faz kromatografi metoduyla boş fare 

karaciğerinden elde edilen kromatogram. 
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       Şekil 4-5: Kapesitabin tayininde kullanılan ters faz kromatografi metoduyla 2 μg/ml 

kapesitabin çözeltisi spike edilen fare karaciğerinden elde edilen kromatogram. 
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4.1.2. 5’DFCR ve 5’DFUR Tayininde Kullanılan Analiz Metodunun Validasyon 

Bulguları 

5’DFCR ve 5’DFUR plazma tayininde kullanılan analitik metot, 5’DFCR için 5-

100 µg/ml konsantrasyon aralığında, 5’DFUR için ise 1-20 µg/ml konsantrasyon 

aralığında doğrusallık göstermektedir. 5’DFCR ve 5’DFUR plazma standartlarına ait 

kalibrasyon eğrileri Şekil 4-6 ve Şekil 4-7’de verilmiştir. 

 

 

Şekil 4-6: 5’DFCR plazma standartlarına ait kalibrasyon eğrisi. 

 

 

Şekil 4-7: 5’DFUR plazma standartlarına ait kalibrasyon eğrisi. 
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Plazmada 5’DFCR ve 5’DFUR tayinine ilişkin analitik metot validasyonu 

bulguları Tablo 4-2’de özetlenmiştir. 

Tablo 4-2: Plazmada 5’DFCR ve 5’DFUR tayininde kullanılan analitik metoda ilişkin 

validasyon bulguları. 

Validasyon 

Parametreleri 
Değerlendirilen değişkenler Elde edilen değerler 

  5’DFCR 5’DFUR 

Doğrusallık 

Doğrusallık sınırları 5-100 µg/ml 1-20 µg/ml 

Regresyon denklemi y=33966x-35426 y=19780x-1385,7 

R2 değeri R2= 0,9986 R2= 0,9997 

Doğruluk ve 

Kesinlik 

Gün içi tekrarlanabilirlik 

(%CV) 
%0,99 %1,36 

Günler arası tekrarlanabilirlik 

(%CV) 
%7,04 %2,94 

Tayin sınırı 
LOD ve LOQ değerleri 

(µg/ml) 
5,61; 17 5,12; 15,5 

Geri kazanım 

5’DFCR (0,5 µg/ml, 3 µg/ml, 

9 µg/ml) (%); 

5’DFUR (2 µg/ml, 15 µg/ml, 

45 µg/ml) (%) 

%102,5; 100,3; 95,1 %106,8; 104,8; 99,9 

 

5’DFCR ve 5’DFUR tayininde kullanılan ters faz kromatografi metoduyla boş fare 

plazmasından ve 5’DFCR ve 5’DFUR  spike edilmiş fare plazmasından elde edilen 

kromatogramlar Şekil 4-8 ve Şekil 4-9’da gösterilmiştir. 5’DFCR için alıkonma zamanı 

12,1 dakika;  için ise 8,2 dakikadır. 5’DFCR ve 5’DFUR ‘nin alıkonma zamanında boş 

plazmada başka herhangi bir pik görülmemektedir ve bu veri analitik metodun 5’DFCR 

ve 5’DFUR tayini için seçiciliğini göstermektedir.  
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Şekil 4-8: 5’DFCR ve 5’DFUR metabolitlerinin tayininde kullanılan ters faz kromatografi 

metoduyla boş fare plazmasından elde edilen kromatogram. 
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Şekil 4-9: 5’DFCR ve 5’DFUR metabolitlerinin tayininde kullanılan ters faz kromatografi 

metoduyla 5 µg/ml 5’DFCR ve 1 µg/ml 5’DFUR çözeltisi spike edilen fare 

plazmasından elde edilen kromatogram. 

 

4.1.3. 5-FU Tayininde Kullanılan Analiz Metodunun Validasyon Bulguları 

5-FU’nun tayininde kullanılan analitik metodun, plazma için 1-750 ng/ml 

konsantrasyon aralığında; karaciğer için 5-5000 ng/ml konsantrasyon aralığında 

doğrusallık gösterdiği belirlenmiştir. 5-FU plazma standartlarına ait kalibrasyon eğrisi 

Şekil 4-10’da, 5-FU karaciğer standartlarına ait kalibrasyon eğrisi ise Şekil 4-11’de 

verilmiştir. 

5’DFUR 

5’DFCR 
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Şekil 4-10: 5-FU plazma standartlarına ait kalibrasyon eğrisi. 

 

 

Şekil 4-11: 5-FU karaciğer standartlarına ait kalibrasyon eğrisi. 

5-FU tayinine ilişkin analitik metot validasyonu bulguları Tablo 4-3’te 

özetlenmiştir. 

 

 

 



 64 

Tablo 4-3: 5-FU tayininde kullanılan analitik metoda ilişkin plazmada ve karaciğerde 

validasyon bulguları. 

Validasyon 

Parametreleri 

Değerlendirilen 

değişkenler 

Elde edilen değerler  

Plazma Karaciğer 

Doğrusallık Doğrusallık sınırları 1-750 ng/ml 5-5000 ng/ml 

Lineer regresyon  

denklemi 

y=4,663e3x-6,784e5 y=9,74e3x-2,168e5 

R2 değeri 0,999 0,999 

Tayin sınırı LOD ve LOQ değerleri 

(ng/ml) 

1; 3,3 1,5; 5,04 

Geri kazanım (%) 99,56 99,25 

 

5-FU tayininde kullanılan LC-MS metoduyla 5-FU spike edilmiş fare plazmasından 

elde edilen kromatogram ve kütle spektrumu Şekil 4-12’de gösterilmiştir.  

 

Şekil 4-12: 5-FU’nun tayininde kullanılan LC-MS metoduyla 5-FU çözeltisi spike edilen 

fare plazmasından elde edilen kromatogram (üstte) ve 5-FU’nun kütle 

spektrumu (altta). 
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4.2. Kronofarmakokinetik Çalışma Sonuçları 

4.2.1. Kapesitabinin Plazmadaki Kronofarmakokinetiğinin Değerlendirilmesi 

ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarında oral yoldan uygulanan kapesitabinin 

farmakokinetiğinin değerlendirilmesi sonucunda, gruplar arasında uygulama zamanına 

bağlı olarak anlamlı farklılıklar görülmüştür. Kapesitabinin plazma konsantrasyon 

grafiğinden elde edilen ortalama Cmaks değeri, ZT1 grubunda ZT13 ve ZT19’a göre 

sırasıyla 2,68 ve 5 kat fazladır (*p<0,05).  ZT7 grubuna ait ortalama Cmaks değeri, ZT13 

ve ZT19’a göre sırasıyla 2,01 ve 3,74 kat fazla bulunmuştur. Ortalama AUC0-6sa 

değerleri karşılaştırıldığında, ZT1 grubundaki ortalama AUC0-6sa, ZT13 ve ZT19 

gruplarına göre sırasıyla 1,77 ve 2,61 kat fazla bulunmuştur. ZT7 grubunda ise ortalama 

AUC0-6sa, ZT13 ve ZT19 gruplarına kıyasla sırasıyla 1,61 ve 2,38 kat fazladır. tmaks, tüm 

gruplar için 0,25 saattir. Kapesitabin, tüm gruplarda hızlı bir şekilde metabolize 

olmuştur ve yarılanma ömrü kısadır. t1/2 değeri, ZT19 grubunda ZT1 ve ZT7 grupları 

için sırasıyla 1,43 ve 1,56 kat uzun olmakla beraber gruplar arasında anlamlı bir 

farklılık göstermemektedir. ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarında kapesitabin 

uygulanmasını takiben elde edilen kapesitabin plazma konsantrasyon-zaman grafiği 

Şekil 4-13’te, Cmaks ve AUC0-6sa değerlerinin karşılaştırılmasını içeren grafikler ise Şekil 

4-14’te verilmiştir. 
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Şekil 4-13: C57BL/6J soyu erkek farelere ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarında oral 

yoldan 500 mg/kg kapesitabin uygulanmasını takiben elde edilen kapesitabin 

plazma konsantrasyon-zaman grafiği.  

Sonuçlar, ortalama ± SEM şeklinde ifade edilmiştir (n=5/her bir zaman noktası için). 
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Şekil 4-14: C57BL/6J soyu erkek farelere ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarında oral 

yoldan 500 mg/kg kapesitabin uygulanmasını takiben elde edilen kapesitabine ait 

plazma Cmaks (A) ve AUC0-6sa (B) değerleri.  

Sonuçlar, ortalama ± SEM şeklinde ifade edilmiştir (n=5/her bir zaman noktası için). 1-yönlü ANOVA’yı 

takiben Tukey post-test uygulanmıştır (*p<0,05; **p<0,01). 

 

Kapesitabinin eliminasyonuna ilişkin parametreler değerlendirildiğinde, ZT19 

grubuna ait ortalama CL/F değeri, ZT1 ve ZT7 gruplarına göre sırasıyla 2,29 ve 2,12 kat 

yüksek bulunmuştur (*p<0,05). ZT13 grubuna ait ortalama CL/F değeri, ZT1 ve ZT7 

gruplarına göre sırasıyla 1,58 ve 1,46 kat yüksektir. Ortalama Vd/F değerleri ise, ZT19 

grubunda ZT1 ve ZT7 gruplarına göre sırasıyla 3,06 ve 3,07 kat fazla bulunmuştur 

(*p<0,05). ZT13 grubuna ait ortalama Vd/F değeri, ZT1 ve ZT7 gruplarına göre 

sırasıyla 1,80 ve 1,81 kat fazladır. ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarında kapesitabin 

uygulanmasını takiben elde edilen, kapesitabine ait plazma t1/2, CL/F ve Vd/F değerleri 

Şekil 4-15’te verilmiştir. Kapesitabinin plazma farmakokinetiğine ilişkin elde edilen 

değerler Tablo 4-4’te sunulmuştur. 
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Şekil 4-15: C57BL/6J soyu erkek farelere ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarında oral 

yoldan 500 mg/kg kapesitabin uygulanmasını takiben elde edilen kapesitabine ait 

plazma t1/2 (A), CL/F (B) ve Vd/F (C) değerleri.  

Sonuçlar, ortalama ± SEM şeklinde ifade edilmiştir (n=5/her bir zaman noktası için). 1-yönlü ANOVA’yı 

takiben Tukey post test uygulanmıştır (*p<0,05). 

 

Tablo 4-4: Kapesitabinin plazma farmakokinetiğine ilişkin bulgular.  

 ZT1 ZT7 ZT13 ZT19 

AUC0-6sa (μg.sa/ml) 33,64 ± 7,06 30,63 ± 6,73 19,03 ± 3,39 12,88 ± 2,55 

AUC0-∞ (μg.sa/ml) 33,87 ± 7,06 30,83 ± 6,72 19,27 ± 3,38 13,17 ± 2,56 

Cmaks (μg/ml) 85,50 ± 17,45 63,94 ± 14,63 31,87 ± 4,73 17,09 ± 3,30 

tmaks (sa) 0,25 0,25 0,25 0,25 

t1/2 (sa) 0,93 ± 0,06 0,85 ± 0,05 1,04 ± 0,08 1,33 ± 0,24 

CL/F (ml/sa) 416,2 ± 83,67 450,3 ± 109,40 658,3 ± 143,80 954,5  ± 146,60 

kel (sa-1) 0,76 ± 0,05 0,83 ± 0,05 0,68 ± 0,05 0,58 ± 0,08 

Vd/F (ml) 584,4 ± 150,10 581,5 ± 173,50 1051 ± 313,00 1787 ± 432,10 

Sonuçlar, ortalama ± SEM şeklinde ifade edilmiştir (n=5/her bir zaman noktası için). 
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4.2.2. Kapesitabinin Karaciğerdeki Kronofarmakokinetiğinin Değerlendirilmesi 

Kapesitabin C57BL/6J soyu erkek farelerin karaciğer dokusunda da kısa süre 

içinde tmaks değerine ulaşmış ve hızla metabolize olmuştur. tmaks, ZT1, ZT7 ve ZT19 

grupları için 0,25 saat ve ZT13 grubu için  ise 0,5 saattir. Kapesitabinin karaciğer 

konsantrasyon grafiğinden elde edilen ortalama AUC0-6sa değerleri karşılaştırıldığında, 

ZT13 grubundaki ortalama AUC0-6sa, ZT1, ZT7 ve ZT19 gruplarına göre sırasıyla 1,63, 

1,79 ve 1,93 kat fazla bulunmuştur. Kapesitabinin karaciğer-konsantrasyon grafiğinden 

elde edilen ortalama Cmaks değeri, ZT1 grubunda ZT19’a göre 1,71 kat, ZT13 grubunda 

ise ZT19’a göre 1,65 kat fazladır. ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarında kapesitabin 

uygulanmasını takiben elde edilen kapesitabin plazma konsantrasyon-zaman grafiği 

Şekil 4-16’da, Cmaks ve AUC0-6sa değerlerinin karşılaştırılmasını içeren grafikler ise 

Şekil 4-17’de verilmiştir. 
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Şekil 4-16: C57BL/6J soyu erkek farelere ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarında oral 

yoldan 500 mg/kg kapesitabin uygulanmasını takiben elde edilen kapesitabine ait 

karaciğer konsantrasyon-zaman grafiği.  

Sonuçlar, ortalama ± SEM şeklinde ifade edilmiştir (n=5/her bir zaman noktası için). 
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Şekil 4-17: C57BL/6J soyu erkek farelere ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarında oral 

yoldan 500 mg/kg kapesitabin uygulanmasını takiben elde edilen kapesitabine ait 

karaciğer Cmaks (A) ve AUC0-6sa (B) değerleri.  

Sonuçlar, ortalama ± SEM şeklinde ifade edilmiştir (n=5/her bir zaman noktası için). 

 

Kapesitabinin karaciğerdeki yarılanma ömrü değerlendirildiğinde, t1/2 değeri 

ZT19’da ZT13’e göre 1,41 kat uzun bulunmuştur (*p<0,05). Kapesitabinin 

karaciğerden klirensi ZT13’te, ZT1, ZT7 ve ZT19’a göre sırasıyla 1,52, 1,62 ve 1,77 kat 

fazladır. Karaciğerdeki ortalama Vd/F değerleri ise, ZT13’te, ZT1, ZT7 ve ZT19’a göre 

sırasıyla 1,59, 1,68 ve 2,29 kat fazladır. ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarında 

kapesitabin uygulanmasını takiben elde edilen, kapesitabinin karaciğerdeki t1/2, CL/F ve 

Vd/F değerleri Şekil 4-18’de verilmiştir. Kapesitabinin karaciğerdeki farmakokinetiğine 

ilişkin elde edilen değerler Tablo 4-5’te bulunmaktadır. 
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Şekil 4-18: C57BL/6J soyu erkek farelere ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarında oral 

yoldan 500 mg/kg kapesitabin uygulanmasını takiben elde edilen karaciğer 

kapesitabin t1/2 (A), CL/F (B) ve Vd/F (C) değerleri.  

Sonuçlar, ortalama ± SEM şeklinde ifade edilmiştir (n=5/her bir zaman noktası için). 1-yönlü ANOVA’yı 

takiben Tukey post-test uygulanmıştır (*p<0,05). 

 

Tablo 4-5: Kapesitabinin karaciğerdeki farmakokinetiğine ilişkin bulgular.  

 ZT1 ZT7 ZT13 ZT19 

AUC0-6sa (μg.sa/g) 20,12 ± 4,38 18,25 ± 4,21 32,75 ± 9,07 16,93 ± 3,96 

AUC0-∞ (μg.sa/g) 20,12 ± 4,39 18,25 ± 4,21 32,75 ± 9,07 16,94 ±3,96 

Cmaks (μg/g) 37,77 ± 10,60 29,47 ± 6,24 36,47 ± 10,11 22,10 ± 3,25 

tmaks (sa) 0,25 0,25 0,5 0,25 

t1/2 (sa) 0,42 ± 0,05 0,40 ± 0,01 0,37 ± 0,01 0,52 ± 0,04 

CL/F (ml/sa) 709,90 ± 153,30 760,90 ± 174,10 468,50 ± 138,00 828,90 ± 210,50 

kel (sa-1) 1,71 ± 0,15 1,74 ± 0,05 1,90 ± 0,08 1,37 ± 0,11 

Vd/F (ml) 410,6 ± 80,30 434,8 ± 100,10 258,3 ± 83,72 590,4 ± 131,70 

Sonuçlar, ortalama ± SEM şeklinde ifade edilmiştir (n=5/her bir zaman noktası için). 
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4.2.3. 5’DFCR ve 5’DFUR Metabolitlerinin Plazmadaki Kronofarmakokinetiğinin 

Değerlendirilmesi 

ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarında kapesitabin uygulanmasını takiben 

oluşan 5’DFCR ve 5’DFUR metabolitlerinin farmakokinetik profili değerlendirilmiştir. 

5’DFCR plazma konsantrasyon grafiğinden elde edilen ortalama Cmaks değeri ve 

ortalama AUC0-6sa değerleri karşılaştırıldığında, gruplar arasında anlamlı bir farklılık 

görülmemiştir. ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarında kapesitabin uygulanmasını 

takiben elde edilen 5’DFCR plazma konsantrasyon-zaman grafiği Şekil 4-19’da, Cmaks 

ve AUC0-6sa değerlerinin karşılaştırılmasını içeren grafikler ise Şekil 4-20’de verilmiştir. 
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Şekil 4-19: C57BL/6J soyu erkek farelere ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarında oral 

yoldan 500 mg/kg kapesitabin uygulanmasını takiben elde edilen 5’DFCR 

metabolitine ait plazma konsantrasyon-zaman grafiği.  

Sonuçlar, ortalama ± SEM şeklinde ifade edilmiştir (n=5/her bir zaman noktası için). 
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Şekil 4-20: C57BL/6J soyu erkek farelere ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarında oral 

yoldan 500 mg/kg kapesitabin uygulanmasını takiben elde edilen 5’DFCR 

metabolitine ait plazma Cmaks (A) ve AUC0-6sa (B) değerleri.  

Sonuçlar, ortalama ± SEM şeklinde ifade edilmiştir (n=5/her bir zaman noktası için). 

 

C57BL/6J soyu erkek farelere oral yoldan verilen kapesitabin, tüm gruplarda 

kısa süre içinde 5’DFCR’ye metabolize olmuştur. 5’DFCR’nin tmaks değeri, ZT1 ve 

ZT13 grupları için 0,25 saat iken, ZT1 ve ZT19 grupları için 0,5 saattir. Ortalama t1/2 

değeri, ZT19 grubunda ZT1 ve ZT7 gruplarına göre sırasıyla 1,25 ve 1,29 kat uzundur 

(*p<0,05). ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarında kapesitabin uygulanmasını takiben 

elde edilen, 5’DFCR’ye ait plazma t1/2 değerlerinin karşılaştırılması Şekil 4-21’de 

verilmiştir. 5’DFCR’nin plazma farmakokinetiğine ilişkin veriler, Tablo 4-6’da 

sunulmuştur.  
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Şekil 4-21: C57BL/6J soyu erkek farelere ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarında oral 

yoldan 500 mg/kg kapesitabin uygulanmasını takiben elde edilen 5’DFCR’ye ait 

plazma kapesitabin t1/2 değerleri.  

Sonuçlar, ortalama ± SEM şeklinde ifade edilmiştir (n=5/her bir zaman noktası için). 1-yönlü ANOVA’yı 

takiben Tukey post-test uygulanmıştır (*p<0,05; **p<0,01). 
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Tablo 4-6: 5’DFCR’nin plazma farmakokinetiğine ilişkin bulgular.  

 ZT1 ZT7 ZT13 ZT19 

AUC0-6sa (μg.sa/ml) 150,40 ± 19,26 134,80 ± 17,09 128,70 ± 17,59 140,10 ± 21,01 

AUC0-∞ (μg.sa/ml) 152,80 ± 19,36 136,30 ± 17,07 132,10 ± 18,58 145,00 ± 22,85 

Cmaks (μg/ml) 95,45 ± 13,13 86,98 ± 10,55 95,11 ± 12,36 91,79 ± 11,03 

tmaks (sa) 0,5 0,25 0,25 0,5 

t1/2 (sa) 0,93 ± 0,05 0,90 ± 0,03 1,04 ± 0,04 1,16 ± 0,07 

kel (sa-1) 0,75 ± 0,03 0,77 ± 0,02 0,67 ± 0,03 0,61 ± 0,03 

Sonuçlar, ortalama ± SEM şeklinde ifade edilmiştir (n=5/her bir zaman noktası için). 

 

Kapesitabinin metabolik dönüşümünde 5’DFCR’den sonraki basamakta oluşan 

5’DFUR metabolitinin plazma konsantrasyon grafiğinden elde edilen ortalama AUC0-6sa 

değerleri, ZT7 grubunda ZT13 ve ZT19’a göre 2,35 ve 2,51 kat fazla bulunmuştur 

(**p<0,05). ZT1 grubuna ait ortalama AUC0-6sa değerleri ise, ZT13 ve ZT19 gruplarına 

göre sırasıyla 1,91 ve 2,05 kat fazladır. 5’DFUR plazma konsantrasyon grafiğinden elde 

edilen ortalama Cmaks değerleri karşılaştırıldığında, ZT7 grubuna ait ortalama Cmaks’ın 

ZT13 ve ZT19 gruplarına göre sırasıyla 3,21 ve 4,25 kat fazla olduğu görülmüştür 

(**p<0,01). ZT1 grubunda ortalama Cmaks, ZT13 ve ZT19 gruplarına kıyasla sırasıyla 

2,14 ve 2,83 kat fazladır. ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarında kapesitabin 

uygulanmasını takiben elde edilen 5’DFUR plazma konsantrasyon-zaman grafiği Şekil 

4-22’de, Cmaks ve AUC0-6sa değerlerinin karşılaştırılmasını içeren grafikler ise Şekil 4-

23’te verilmiştir. 
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Şekil 4-22: C57BL/6J soyu erkek farelere ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarında oral 

yoldan 500 mg/kg kapesitabin uygulanmasını takiben elde edilen 5’DFUR 

metabolitine ait plazma konsantrasyon-zaman grafiği.  

Sonuçlar, ortalama ± SEM şeklinde ifade edilmiştir (n=5/her bir zaman noktası için). 
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Şekil 4-23: C57BL/6J soyu erkek farelere ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarında oral 

yoldan 500 mg/kg kapesitabin uygulanmasını takiben elde edilen 5’DFUR 

metabolitine ait plazma Cmaks (A) ve AUC0-6sa (B) değerleri.  

Sonuçlar, ortalama ± SEM şeklinde ifade edilmiştir (n=5/her bir zaman noktası için). 1-yönlü ANOVA’yı 

takiben Tukey post-test uygulanmıştır (**p<0,01). 

 

ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 gruplarında 5’DFUR için plazmadaki tmaks 0,5 saattir. 

Gruplar arasında 5’DFUR’un ortalama t1/2 değerleri kıyaslandığında, ZT19 grubunda 

t1/2’nin ZT1 ve ZT7 gruplarında göre 1,6 kat uzun olduğu  görülmüştür (*p<0,05). ZT1, 

ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarında kapesitabin uygulanmasını takiben elde edilen, 
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5’DFUR’a ait plazma t1/2 değerleri Şekil 4-24’te verilmiştir. 5’DFUR’un plazma 

farmakokinetiğine ilişkin elde edilen değerler Tablo 4-7’de bulunmaktadır. 
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Şekil 4-24: C57BL/6J soyu erkek farelere ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarında oral 

yoldan 500 mg/kg kapesitabin uygulanmasını takiben elde edilen 5’DFUR’a ait 

plazma kapesitabin t1/2 değerleri.  

Sonuçlar, ortalama ± SEM şeklinde ifade edilmiştir (n=5/her bir zaman noktası için). 1-yönlü ANOVA’yı 

takiben Tukey post-test uygulanmıştır (*p<0,05). 

 

Tablo 4-7: 5’DFUR’un plazma farmakokinetiğine ilişkin bulgular.  

 ZT1 ZT7 ZT13 ZT19 

AUC0-6sa (μg.sa/ml) 16,33 ± 2,68 20,05 ± 4,39 8,54 ± 1,44 7,98 ± 1,40 

AUC0-∞ (μg.sa/ml) 16,69 ± 2,74 20,30 ± 4,39 8,98 ± 1,51 9,13 ± 2,13 

Cmaks (μg/ml) 10,67 ± 1,42 16,02 ± 3,47 4,984 ± 0,35 3,768 ± 0,43 

tmaks (sa) 0,5 0,5 0,5 0,5 

t1/2 (sa) 1,01 ± 0,01 1,02 ± 0,07 1,29 ± 0,05 1,63 ± 0,23 

kel (sa-1) 0,68 ± 0,00 0,69 ± 0,04 0,54 ± 0,02 0,45 ± 0,05 

Sonuçlar, ortalama ± SEM şeklinde ifade edilmiştir (n=5/her bir zaman noktası için). 

 

4.2.4. 5’DFCR ve 5’DFUR Metabolitlerinin Karaciğerdeki 

Kronofarmakokinetiğinin Değerlendirilmesi 

C57BL/6J soyu erkek farelere, ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarında oral 

yoldan kapesitabin uygulanması sonucunda oluşan 5’DFCR ve 5’DFUR 

metabolitlerinin karaciğer dokusundaki farmakokinetik profili değerlendirilmiştir. 
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Kapesitabin, karaciğer dokusunda da plazmaya benzer bir farmakokinetik profil izlemiş 

ve hızla 5’DFCR ile 5’DFUR’ye metabolize olmuştur. 5’DFCR metabolitine ait 

karaciğer konsantrasyon-zaman grafiği kullanılarak elde edilen ortalama Cmaks ve 

ortalama AUC0-6sa değerleri, ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 grupları arasında anlamlı bir 

farklılık göstermemiştir. ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarında kapesitabin 

uygulanmasını takiben elde edilen 5’DFCR karaciğer konsantrasyon-zaman grafiği 

Şekil 4-25’te, Cmaks ve ortalama AUC0-6sa değerlerinin karşılaştırıldığı grafikler Şekil 4-

26’da verilmiştir. 
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Şekil 4-25: C57BL/6J soyu erkek farelere ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarında oral 

yoldan 500 mg/kg kapesitabin uygulanmasını takiben elde edilen 5’DFCR 

metabolitine ait karaciğer konsantrasyon-zaman grafiği.  

Sonuçlar, ortalama ± SEM şeklinde ifade edilmiştir (n=5/her bir zaman noktası için). 
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Şekil 4-26: C57BL/6J soyu erkek farelere ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarında oral 

yoldan 500 mg/kg kapesitabin uygulanmasını takiben elde edilen 5’DFCR 

metabolitine ait karaciğer Cmaks (A) ve AUC0-6sa (B) değerleri.  

Sonuçlar, ortalama ± SEM şeklinde ifade edilmiştir (n=5/her bir zaman noktası için). 1-yönlü ANOVA’yı 

takiben Tukey post-test uygulanmıştır. 

 

C57BL/6J soyu erkek farelere oral yoldan verilen kapesitabin, karaciğer 

dokusunda da plazmaya benzer bir biçimde ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 gruplarının 

tümünde kısa süre içinde 5’DFCR’ye metabolize olmuştur. ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 

zamanlarında kapesitabin uygulanmasını takiben karaciğer dokusunda elde edilen 

5’DFCR’ye ait tmaks değeri, tüm gruplar için 0,25 saat olarak bulunmuştur. ZT19 

grubuna ait ortalama t1/2 değeri, ZT1 ve ZT7 gruplarıyla kıyaslandığında sırasıyla 1,63 

ve 1,68 kat uzundur. ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarında kapesitabin uygulanmasını 

takiben elde edilen 5’DFCR’nin karaciğer dokusundaki t1/2 değerleri Şekil 4-27’de 

verilmiştir. 5’DFCR’nin karaciğer farmakokinetiğine ilişkin veriler, Tablo 4-8’de 

verilmiştir. 
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Şekil 4-27: C57BL/6J soyu erkek farelere ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarında oral 

yoldan 500 mg/kg kapesitabin uygulanmasını takiben elde edilen 5’DFCR’ye ait 

karaciğer t1/2 değerleri.  
Sonuçlar, ortalama ± SEM şeklinde ifade edilmiştir (n=5/her bir zaman noktası için). 1-yönlü ANOVA’yı 

takiben Tukey post-test uygulanmıştır. 
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Tablo 4-8: 5’DFCR’nin karaciğerdeki farmakokinetiğine ilişkin bulgular.  

 ZT1 ZT7 ZT13 ZT19 

AUC0-6sa (μg.sa/g) 75,20 ± 9,25 66,81 ± 10,71 84,80 ± 12,40 78,86 ± 10,81 

AUC0-∞ (μg.sa/g) 75,20 ± 9,25 66,81 ± 10,71 84,89 ± 12,63 79,43 ± 11,2 

Cmaks (μg/g) 66,45 ± 4,94 63,00 ± 11,74 70,67 ± 9,90 55,24 ± 2,92 

tmaks (sa) 0,25 0,25 0,25 0,25 

t1/2 (sa) 0,34 ± 0,03 0,35 ± 0,01 0,44 ± 0,09 0,57 ± 0,15 

kel (sa-1) 2,118 ± 0,15 2,008 ± 0,05 1,801 ± 0,30 1,565 ± 0,33 

Sonuçlar, ortalama ± SEM şeklinde ifade edilmiştir (n=5/her bir zaman noktası için). 

 

ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarında kapesitabin uygulanana farelerde, 

5’DFUR metabolitine ait karaciğer konsantrasyon-zaman grafiği değerlendirildiğinde, 

ZT1 ve ZT7 gruplarına ait ortalama AUC0-6sa değerleri ZT19 grubuna göre sırasıyla 7 

(***p<0,001) ve 6,24 (**p<0,01) kat fazla bulunmuştur.  ZT13 grubuna ait ortalama 

AUC0-6sa değeri ZT19 grubuna göre 3,86 kat fazla bulunmuştur. Karaciğer 

konsantrasyon zaman grafiğinden elde edilen 5’DFUR Cmaks değerleri 

karşılaştırıldığında, ZT1 grubuna ait ortalama Cmaks değeri, ZT13 ve ZT19 gruplarına 

kıyasla sırasıyla 1,53 (p>0,05)  ve 5,56 (*p<0,05) kat fazla bulunmuştur. ZT7 grubuna 

ait ortalama Cmaks değeri, ZT13 ve ZT19 gruplarına kıyasla sırasıyla 2,63 (**p<0,01) ve 

9,59 (***p<0,001) kat fazladır. ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarında kapesitabin 

uygulanmasını takiben elde edilen 5’DFUR metabolitine ait karaciğer konsantrasyon-

zaman grafiği Şekil 4-28’de, Cmaks ve AUC0-6sa değerlerini içeren grafikler ise Şekil 4-

29’da gösterilmiştir. 
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Şekil 4-28: C57BL/6J soyu erkek farelere ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarında oral 

yoldan 500 mg/kg kapesitabin uygulanmasını takiben elde edilen 5’DFUR 

metabolitine ait karaciğer konsantrasyon-zaman grafiği.  

Sonuçlar, ortalama ± SEM şeklinde ifade edilmiştir (n=5/her bir zaman noktası için). 
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Şekil 4-29: C57BL/6J soyu erkek farelere ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarında oral 

yoldan 500 mg/kg kapesitabin uygulanmasını takiben elde edilen 5’DFUR 

metabolitine ait karaciğer Cmaks (A) ve AUC0-6sa (B) değerleri.  

Sonuçlar, ortalama ± SEM şeklinde ifade edilmiştir (n=5/her bir zaman noktası için). 1-yönlü ANOVA’yı 

takiben Tukey post-test uygulanmıştır (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001). 

 

Karaciğer dokusunda yapılan analizlerde, ZT1, ZT7 ve ZT13 gruplarında 

5’DFUR’un tmaks değeri 0,25 saat iken, ZT19 grubunda tmaks 0,5 saattir. ZT1, ZT7, ZT13 
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ve ZT19 grupları arasında 5’DFUR’a ait ortalama t1/2 değerleri karşılaştırıldığında, 

ZT19 grubuna ait t1/2 değeri ZT13 grubuna göre 1,44 kat daha uzun bulunmuştur 

(*p<0,05). ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarında kapesitabin uygulanmasını takiben 

elde edilen, 5’DFUR’a ait karaciğer t1/2 değerleri Şekil 4-30’da, 5’DFUR’un karaciğer 

farmakokinetiğine ilişkin sayısal veriler ise Tablo 4-9’da verilmiştir. 
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Şekil 4-30: C57BL/6J soyu erkek farelere ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarında oral 

yoldan 500 mg/kg kapesitabin uygulanmasını takiben elde edilen 5’DFUR 

metabolitine ait karaciğer t1/2 değerleri.  

Sonuçlar, ortalama ± SEM şeklinde ifade edilmiştir (n=5/her bir zaman noktası için). 1-yönlü ANOVA’yı 

takiben Tukey post-test uygulanmıştır (*p<0,05). 

 

Tablo 4-9: 5’DFUR’un karaciğerdeki farmakokinetiğine ilişkin bulgular.  

 ZT1 ZT7 ZT13 ZT19 

AUC0-6sa (μg.sa/g) 6,51 ± 0,89 5,80 ± 1,09 3,59 ± 0,81 0,93 ± 0,21 

AUC0-∞ (μg.sa/g) 6,51 ± 0,89 5,80 ± 1,09 3,59 ± 0,81 0,93 ± 0,21 

Cmaks (μg/g) 4,50 ± 0,71 7,77 ± 1,42 2,95 ± 0,66 0,81 ± 0,26 

tmaks (sa) 0,25 0,25 0,25 0,5 

t1/2 (sa) 0,52 ± 0,02 0,56 ± 0,05 0,48 ± 0,06 0,69 ± 0,05 

kel (sa-1) 1,34 ± 0,06 1,30 ± 0,13 1,49 ± 0,13 1,03 ± 0,09 

Sonuçlar, ortalama ± SEM şeklinde ifade edilmiştir (n=5/her bir zaman noktası için). 

4.2.5. 5-FU’nun Plazmadaki Kronofarmakokinetiğinin Değerlendirilmesi 

C57BL/6J soyu erkek farelere, ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarında oral 

yoldan kapesitabin uygulandığında kapesitabinin metabolik dönüşümünde 5’DFUR’dan 
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sonraki basamakta oluşan 5-FU metabolitinin plazmadaki farmakokinetiği 

değerlendirilmiştir. Plazmadaki 5-FU düzeyleri birçok zaman noktasında tayin limitinin 

altında kalmıştır ve dedekte edilememiştir. Gruplar arasında 5-FU’ya ait plazma 

konsantrasyon-zaman grafiği kullanılarak elde edilen AUC0-6sa değerleri 

kıyaslandığında, ortalama AUC0-6sa ZT1 grubunda ZT13 ve ZT19 gruplarına göre 

sırasıyla 6,89 ve 12,44 kat fazla bulunmuştur (**p<0,01). ZT7 grubuna ait ortalama 

AUC0-6sa değeri, ZT13 ve ZT19 gruplarına göre sırasıyla 6,61 (*p<0,05) ve 11,93 

(**p<0,01) kat fazladır. Cmaks değerleri, ZT1 grubunda ZT13 ve ZT19 gruplarına göre 

sırasıyla 6,94 ve 6,38 kat fazla bulunmuştur (*p<0,05). ZT7 grubuna ait Cmaks değerleri, 

ZT13 ve ZT19 gruplarına göre sırasıyla 7,70 (**p<0,01) ve 7,09 (*p<0,05) kat fazladır. 

ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarında kapesitabin uygulanmasını takiben elde edilen 

5-FU plazma konsantrasyon-zaman grafiği Şekil 4-31’de, Cmaks ve ortalama AUC0-6sa 

değerlerine ilişkin grafikler Şekil 4-32’de verilmiştir. 
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Şekil 4-31: C57BL/6J soyu erkek farelere ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarında oral 

yoldan 500 mg/kg kapesitabin uygulanmasını takiben elde edilen 5-FU 

metabolitine ait plazma konsantrasyon-zaman grafiği.  

Sonuçlar, ortalama ± SEM şeklinde ifade edilmiştir (n=5/her bir zaman noktası için). 
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Şekil 4-32: C57BL/6J soyu erkek farelere ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarında oral 

yoldan 500 mg/kg kapesitabin uygulanmasını takiben elde edilen 5-FU 

metabolitine ait plazma Cmaks (A) ve AUC0-6sa (B) değerleri.  

Sonuçlar, ortalama ± SEM şeklinde ifade edilmiştir (n=5/her bir zaman noktası için). 1-yönlü ANOVA’yı 

takiben Tukey post-test uygulanmıştır (*p<0,05; **p<0,01). 

 

Plazmada yapılan 5-FU konsantrasyon tayini analizlerde, ZT1, ZT7 ve ZT19 

gruplarında 5-FU’nun tmaks değeri 0,5 saat iken, ZT13 grubunda tmaks 0,25 saat olarak 

belirlenmiştir. 5-FU’nun plazma farmakokinetiğine ilişkin veriler, Tablo 4-10’da 

bulunmaktadır. 

Tablo 4-10: 5-FU’nun plazmadaki farmakokinetiğine ilişkin bulgular. 

 ZT1 ZT7 ZT13 ZT19 

AUC0-6sa (ng.sa/ml) 105,9 ± 25,58 101,6 ± 21,97 15,37 ± 7,46 8,51 ± 8,51 

AUC0-∞ (ng.sa/ml) 105,9 ± 25,58 101,6 ± 21,97 15,37 ± 7,46 8,51 ± 8,51 

Cmaks (ng/ml) 144,9 ± 31,63 160,9 ± 32,92 20,89 ± 13,13 22,70 ± 22,70 

tmaks (sa) 0,5 0,5 0,25 0,5 

t1/2 (sa) 0,26 ± 0,01 0,28 ± 0,003 0,56 ± 0,06 0,47 ± 0,0 

Sonuçlar, ortalama ± SEM şeklinde ifade edilmiştir (n=5/her bir zaman noktası için). 
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4.2.6. 5-FU’nun Karaciğerdeki Kronofarmakokinetiğinin Değerlendirilmesi 

ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarında kapesitabin uygulanana farelerde, 5-FU 

metabolitine ait karaciğer konsantrasyon-zaman grafiği değerlendirildiğinde, ZT7 

grubuna ait ortalama AUC0-6sa değeri ZT1, ZT13 ve ZT19 gruplarına göre sırasıyla 1,82 

(*p<0,05), 1,94 (*p<0,05) ve 3,20 (**p<0,01) kat fazla bulunmuştur. Karaciğer 

konsantrasyon zaman grafiğinden elde edilen 5-FU Cmaks değerleri karşılaştırıldığında, 

ZT7 grubuna ait ortalama Cmaks değeri, ZT1, ZT13 ve ZT19 gruplarına kıyasla sırasıyla 

3,52, 3,14 ve 11,73 kat fazladır (***p<0,001). ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarında 

kapesitabin uygulanmasını takiben elde edilen 5-FU metabolitine ait karaciğer 

konsantrasyon-zaman grafiği Şekil 4-33’te, Cmaks ve AUC0-6sa değerlerini içeren 

grafikler ise Şekil 4-34’te gösterilmiştir. 
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Şekil 4-33: C57BL/6J soyu erkek farelere ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarında oral 

yoldan 500 mg/kg kapesitabin uygulanmasını takiben elde edilen 5-FU 

metabolitine ait karaciğer konsantrasyon-zaman grafiği. 

Sonuçlar, ortalama ± SEM şeklinde ifade edilmiştir (n=5/her bir zaman noktası için). 
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Şekil 4-34: C57BL/6J soyu erkek farelere ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarında oral 

yoldan 500 mg/kg kapesitabin uygulanmasını takiben elde edilen 5-FU 

metabolitine ait karaciğer Cmaks (A) ve AUC0-6sa (B) değerleri.  

Sonuçlar, ortalama ± SEM şeklinde ifade edilmiştir (n=5/her bir zaman noktası için). 1-yönlü ANOVA’yı 

takiben Tukey post-test uygulanmıştır (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001). 

 

Karaciğer dokusunda yapılan analizlerde, 5-FU’ya ait ortalama tmaks değeri ZT1 

grubunda 0,5 saat, ZT7 ve ZT13 gruplarında 0,25 saat, ZT19 grubunda ise 1 saattir. 

ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 grupları arasında 5-FU’ya ait ortalama t1/2 değerleri 

karşılaştırıldığında, ZT19 grubuna ait t1/2 değeri ZT1, ZT7 ve ZT13 gruplarına göre 

sırasıyla 1,6 kat, 1,7 kat ve 1,5 kat daha uzun bulunmuştur (p>0,05). ZT1, ZT7, ZT13 ve 

ZT19 zamanlarında kapesitabin uygulanmasını takiben elde edilen, 5-FU’ya ait 

karaciğer t1/2 değerleri Şekil 4-35’te, 5-FU’nun karaciğer farmakokinetiğine ilişkin 

sayısal veriler ise Tablo 4-11’de verilmiştir. 
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Şekil 4-35: C57BL/6J soyu erkek farelere ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarında oral 

yoldan 500 mg/kg kapesitabin uygulanmasını takiben elde edilen 5-FU 

metabolitine ait karaciğer t1/2 değerleri.  

Sonuçlar, ortalama ± SEM şeklinde ifade edilmiştir (n=5/her bir zaman noktası için). 1-yönlü ANOVA’yı 

takiben Tukey post-test uygulanmıştır. 
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Tablo 4-11: 5-FU’nun karaciğerdeki farmakokinetiğine ilişkin bulgular.  

 ZT1 ZT7 ZT13 ZT19 

AUC0-6sa (ng.sa/g) 1402 ± 153,1 2548 ± 417,8 1313 ± 292,8 797,4 ± 181,0 

AUC0-∞ (ng.sa/g) 1460 ± 151,0 2603 ± 417,0 1377 ± 288,6 920,5 ± 178,4 

Cmaks (ng/g) 1210 ± 337,8 4258 ± 487,5 1355 ± 219,1 362,9 ± 84,50 

tmaks (sa) 0,5 0,25 0,25 1 

t1/2 (sa) 1,39 ± 0,12 1,33 ± 0,12 1,48 ± 0,22 2,22 ± 0,49 

kel (sa-1) 0,51 ± 0,04 0,54 ± 0,04 0,51 ± 0,07 0,36 ± 0,05 

Sonuçlar, ortalama ± SEM şeklinde ifade edilmiştir (n=5/her bir zaman noktası için). 

4.3. Moleküler Çalışma Sonuçları 

4.3.1. Sirkadiyan Saat Genlerinden Bmal1 Ekspresyonlarındaki Zamana Bağlı 

Değişikliklerin Değerlendirilmesi 

C57BL/6J soyu erkek farelerden ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarında izole 

edilen karaciğer dokuları ile gerçekleştirilen qRT-PCR analizlerinde, ana sirkadiyan 

saat genlerinden olan Bmal1’in mRNA ekspresyonunda zamana bağlı anlamlı 

değişiklikler görülmüştür. Bmal1 ekspresyonlarında görülen ritmik değişikliklerin 

istatistiksel anlamlılığı, Cosinor analizi ile değerlendirilmiştir (*p<0,0001). ZT1, ZT7, 

ZT13 ve ZT19 zamanlarında izole edilen karaciğer dokularına ait Bmal1 mRNA 

düzeyleri Şekil 4-36’da gösterilmiştir. 
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Şekil 4-36: C57BL/6J soyu erkek farelerde ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarında izole 

edilen karaciğer dokularında Bmal1 mRNA düzeyleri. 

Sonuçlar, ortalama ± SEM şeklinde ifade edilmiştir (n=5/her bir zaman noktası için). Cosinor analizi 

uygulanmıştır (*p<0,0001). 
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4.3.2. Sirkadiyan Saat Proteinlerinden BMAL1 ve CRY1 Düzeylerindeki Zamana 

Bağlı Değişikliklerin Değerlendirilmesi 

C57BL/6J soyu erkek farelerden ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarında izole 

edilen karaciğer dokuları ile gerçekleştirilen Western Blot analizlerinde, ana sirkadiyan 

saat proteinlerinden olan BMAL1 ve CRY1’in protein ekspresyonlarında zamana bağlı 

anlamlı değişiklikler görülmüştür. BMAL1 ve CRY1 protein ekspresyonlarında görülen 

ritmik değişikliklerin istatistiksel anlamlılığı, Cosinor analizi ile değerlendirilmiştir 

(*p<0,05). ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarında izole edilen karaciğer dokularına ait 

BMAL1 (A) ve CRY1 (B) protein düzeyleri Şekil 4-37’de gösterilmiştir. 
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Şekil 4-37: C57BL/6J soyu erkek farelerde ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarında izole 

edilen karaciğer dokularında BMAL1 ve CRY1 protein düzeyleri. 

Sonuçlar, ortalama ± SEM şeklinde ifade edilmiştir (n=5/her bir zaman noktası için). Cosinor analizi 

uygulanmıştır (*p<0,05). 

 

4.3.3. Kapesitabinin Metabolizmasında Rol Oynayan Enzimlerin Protein 

Düzeylerinde Zamana Bağlı Değişikliklerin Değerlendirilmesi 

4.3.3.1. CES1 ve CES2 Protein Düzeylerinde Zamana Bağlı Değişikliklerin 

Değerlendirilmesi 

ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarında farelerden izole edilen karaciğer 

dokuları ile gerçekleştirilen Western Blot analizlerinde, kapesitabinin 5’DFCR’ye 

metabolize edilmesinde görev alan CES1 ve CES2’nin protein ekspresyonları 
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değerlendirilmiştir. CES2 protein ekspresyonunda zamana bağlı olarak anlamlı ritmik 

değişiklikler görülmüştür (Cosinor analizi; **p<0,01). CES1 protein ekspresyonunda da 

sirkadiyan ritim görülmüştür (Cosinor analizi; ***p<0,001). ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 

zamanlarında izole edilen karaciğer dokularındaki CES1 (A) ve CES2 (B) protein 

düzeyleri Şekil 4-38’de gösterilmiştir.  
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Şekil 4-38: C57BL/6J soyu erkek farelerde ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarında izole 

edilen karaciğer dokularında CES1 ve CES2 protein düzeyleri. 

Sonuçlar, ortalama ± SEM şeklinde ifade edilmiştir (n=5/her bir zaman noktası için). Cosinor analizi 

uygulanmıştır (CES1: ***p<0,001; CES2: **p<0,01). 

 

4.3.3.2. CDA Protein Düzeylerinde Zamana Bağlı Değişikliklerin 

Değerlendirilmesi 

C57BL/6J soyu erkek farelerin karaciğer dokularında, 5’DFCR’nin 5’DFUR’ye 

dönüştürülmesinde görev alan CDA proteininin ekspresyonunda zamana bağlı olarak 

anlamlı ritmik değişikliler görüşmüştür (Cosinor analizi; *p<0,05). ZT1, ZT7, ZT13 ve 

ZT19 zamanlarında izole edilen karaciğer dokularındaki CDA protein düzeyleri Şekil 4-

39’da gösterilmiştir. 
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Şekil 4-39: C57BL/6J soyu erkek farelerde ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarında izole 

edilen karaciğer dokularında CDA protein düzeyleri. 

Sonuçlar, ortalama ± SEM şeklinde ifade edilmiştir (n=5/her bir zaman noktası için). Cosinor analizi 

uygulanmıştır (*p<0,05). 

 

4.3.3.3. UPP2 Protein Düzeylerinde Zamana Bağlı Değişikliklerin 

Değerlendirilmesi 

C57BL/6J soyu erkek farelerin karaciğer dokularında, 5’DFUR’nin 5-FU’ya 

dönüştürülmesinde görev alan UPP2 proteininin ekspresyonunda zamana bağlı olarak 

anlamlı ritmik değişikliler görüşmüştür (Cosinor analizi; *p<0,05). ZT1, ZT7, ZT13 ve 

ZT19 zamanlarında izole edilen karaciğer dokularındaki UPP2 protein düzeyleri Şekil 

4-40’da gösterilmiştir. 
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Şekil 4-40: C57BL/6J soyu erkek farelerde ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarında izole 

edilen karaciğer dokularında UPP2 protein düzeyleri. 

Sonuçlar, ortalama ± SEM şeklinde ifade edilmiştir (n=5/her bir zaman noktası için). Cosinor analizi 

uygulanmıştır (*p<0,05). 

 

 

4.3.3.4. DPD Protein Düzeylerinde Zamana Bağlı Değişikliklerin Değerlendirilmesi 

C57BL/6J soyu erkek farelerin karaciğer dokularında, 5-FU’nun katabolize 

edilmesinde görev alan DPD proteininin ekspresyonunda zamana bağlı olarak anlamlı 

değişiklik görülmüştür (Cosinor analizi; **p<0,01). ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 

zamanlarında izole edilen karaciğer dokularındaki DPD protein düzeyleri Şekil 4-41’de 

gösterilmiştir. 
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Şekil 4-41: C57BL/6J soyu erkek farelerde ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarında izole 

edilen karaciğer dokularında DPD protein düzeyleri. 

Sonuçlar, ortalama ± SEM şeklinde ifade edilmiştir (n=5/her bir zaman noktası için). Cosinor analizi 

uygulanmıştır (**p<0,01) 

Ana sirkadiyan saat proteinlerinden ikisi olan BMAL1 ile CRY1’in ve 

kapesitabinin metabolizmasında görev alan CES1, CES2, CDA, UPP2 ile DPD’nin, 

ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarındaki protein ekspresyonlarına ilişkin olarak 

cosinor analizi ile elde edilen veriler Tablo 4-12’de verilmiştir. 

Tablo 4-12: C57BL/6J soyu erkek farelerde BMAL1, CRY1, CES1, CES2, CDA, UPP2 ve 

DPD proteinlerinin ekspresyonlarındaki sirkadiyan değişiklikler. 

Protein P değeri Mesor Amplitüd Akrofaz 

BMAL1 0,02 0,92 0,40 5,64 

CRY1 0,01 0,90 0,36 22,55 

CES1 0,001 1,08 0,41 18,91 

CES2 0,008 0,54 0,28 3,27 

CDA 0,04 0,60 0,29 2,89 

UPP2 0,03 0,64 0,19 2,76 

DPD 0,004 1,37 0,46 9,63 
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5. TARTIŞMA 

Sirkadiyan zamanlama sisteminin kontrolünde, memelilerde birçok fizyolojik 

fonksiyon zamana bağlı ritmik değişiklikler göstermektedir (Smolensky & Peppas, 

2007). Her gün başta aydınlık-karanlık döngüsü olmak üzere çevresel döngüler 

tarafından senkronize edilen sirkadiyan ritimler, insanlarda ve kemirgenlerde çeşitli 

fizyolojik fonksiyonların pik ve çukur zamanlarının tahmin edilebilmesine olanak 

sağlamaktadır. Sirkadiyan saatin kontrolünde olan absorpsiyon, dağılım, metabolizma 

ve eliminasyon süreçleri, ilaç hedefleri, hücre döngüsü, DNA tamiri, apoptoz gibi 

fonksiyonlar antikanser ilaç farmakolojisinde uygulama zamanına bağlı değişikliklere 

neden olmaktadır (Lévi ve ark., 2010).  

Kronoterapi ile antikanser ilaçların sirkadiyan ritimler dikkate alınarak 

uygulanması gelişmekte olan bir alandır. Klinikte yaygın olarak kullanılan çok sayıda 

antikanser ilaç için uygulama zamanının ilaç tolere edilebilirliğine etkisinin anlamlı 

düzeyde olduğu gösterilmiştir (Hill ve ark., 2020; Innominato ve ark., 2010). Çeşitli 

klinik çalışmalarda elde edilen sonuçlar, kronoterapiyle uygulanan antikanser ilaçların 

konvansiyonel tedaviye kıyasla 5 kata kadar daha iyi tolere edildiğini ve yaklaşık iki kat 

daha fazla etkililik gösterdiğini ortaya koymuştur (N. Ozturk ve ark., 2017). İlaç tolere 

edilebilirliğinde ve etkililiğinde görülen sirkadiyan ritimler, ilaç ve metabolitlerine 

maruziyetteki tekrarlayıcı değişikleri ifade eden “kronofarmakokinetik” ile ilaç 

hedeflerindeki ritmik değişikleri ele alan “kronofarmakodinamik” alanlarında yapılan 

detaylı araştırmalara kaynaklık etmiştir (Ballesta ve ark., 2017). 

Son yıllarda gerçekleştirilen çeşitli kronoterapi çalışmalarında, kapesitabinin 

uygulama zamanındaki değişikliklerin kapesitabinin etkinliğinde ve toksisitesinde bir 

takım değişikliklere neden olabildiği gösterilmiştir (Akgun ve ark., 2014; Bajetta ve 

ark., 2014; Pilancı ve ark., 2016; Roosendaal ve ark., 2020; Santini ve ark., 2007). 

Akgun ve ark. (2014), Bajetta ve ark, (2014) ile Santini ve ark. (2007) tarafından 

gerçekleştirilen çalışmalarda toksisite ve/veya etkililik değerlendirilmiş olup, 

kapesitabin ve metabolitlerinin farmakokinetiğine ilişkin parametrelerde uygulama 

zamanına bağlı oluşabilecek değişiklikler incelenmemiştir. Pilancı ve ark. (2016) 

tarafından yapılmış çalışmada, 30 metastatik kolorektal kanser hastasına oksaliplatin 

(30 mg/m2, 1.gün) ile beraber kronomodüle edilmiş oral kapesitabin (2000 mg/m2/gün, 
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14 gün boyunca, her 21 günde) tedavisi uygulanmıştır. Çalışmada tercih edilen 

kronomodüle tedavi rejimine göre, kapesitabinin %50’si sabah 08:00’da %50’si ise 

öğlen 12:00’da verilmiştir ve tedavinin birinci gününde 5 hastadan alınan kan 

örnekleriyle farmakokinetik değerlendirme yapılmıştır. 08:00 ve 12:00 gruplarında 

AUC0-4sa değerleri sırasıyla 3,70 ± 0,70 ve 2,30 ± 0,72 µg.sa/ml olarak bulunmuştur 

(p=0,06). Değerlendirilen farmakokinetik parametreler (AUC0-4sa, Cmaks, tmaks, t1/2) 

açısından gruplar arasında anlamlı bir fark gösterilmemiştir (Pilancı ve ark., 2016). 

Bahsedilen çalışmada kapesitabinin plazma düzeylerindeki sirkadiyan değişiklikler tam 

olarak aydınlatılmamakla birlikte sabah uygulama ile öğlen uygulama sonrasında elde 

edilen plazma seviyeleri ve kapesitabine maruziyet (AUC0-4sa) farklılık göstermektedir. 

Dolayısıyla zamana bağlı farmakokinetik farklılıklar sınırlı sayıda hasta üzerinde ortaya 

konmuştur. Ancak bu gün içi farklılıkların mekanizması konusunda, bahsedilen klinik 

çalışmada herhangi bir veri ortaya konmamıştır. Bu verilerden yola çıkılarak 

kapesitabinin kronofarmakokinetiğine ilişkin kapsamlı bir preklinik çalışma yapmak 

gerekli görülmüştür.  

Roosendaal ve ark. (2020) tarafından yakın zamanda gerçekleştirilen bir 

çalışmada, ileri evre solid tümör taşıyan 25 adet hastaya, kapesitabin oral yol ile 

kronomodüle şekilde (dozun 3/8’i 09:00’da ve 5/8’i 24:00’da) aralıksız olarak (21 gün 

boyunca, her 21 günde) uygulanmıştır. Kapesitabin, 1000, 1275, 1600, 2000 ve 2550 

mg/m2/gün olarak basamaklı şekilde artan dozlarda uygulanmış ve her doz seviyesi için 

tedavinin 7. ve 8. günlerinde hastalardan alınan kan örnekleriyle farmakokinetik 

analizler yapılmıştır. Kapesitabin, 5’DFCR, 5’DFUR ve 5-FU’nun plazma AUC0-5sa 

değerleri doza göre normalize edilerek kıyaslandığında 09:00 ve 24:00 saatleri arasında 

AUC0-5sa değerleri açısından anlamlı bir farklılık görülmemiştir. Bahsedilen çalışmada 

kapesitabin, 5’DFCR, 5’DFUR ve 5-FU’nun plazma farmakokinetiğinde sirkadiyan 

ritim görülmediği rapor edilmiştir. Çalışmada kapesitabin tedavisi alan hastaların 

periferik kan mononükleer hücrelerinde (PBMC) DPD enzimi aktivitesinin sirkadiyan 

ritim gösterdiği ortaya konmuştur (Roosendaal ve ark., 2020). Fakat sonuçta 

farmakokinetik parametreler açısından yalnızca iki zaman noktası karşılaştırılmış ve 

farmakokinetik-farmakodinamik etkileşim yeterli şekilde açıklanamamıştır. 

Klinik düzeyin yanı sıra preklinik düzeyde de kapesitabinin metabolizmasında 

görev alan enzimlerin sirkadiyan ritimleriyle kapesitabinin farmakokinetiğinin 
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ilişkilendirilmesi konusunda yeterli veri bulunmamaktadır. Deney hayvanlarında 

kapesitabinin farmakokinetiğindeki sirkadiyan değişiklikler ilk defa Kobuchi ve ark. 

(2018) tarafından Wistar soyu erkek sıçanlarda ortaya koyulmuştur. Bu çalışmada aç 

bırakılan sıçanlara, ZT5, ZT11 ya da ZT23 zamanlarında kapesitabin uygulanmış ve 

bunu takiben kapesitabin, 5’DFCR, 5’DFUR ve 5-FU’nun plazma düzeyleri analiz 

edilmiştir. Bu çalışmada kapesitabin ve metabolitlerinin farmakokinetiği sadece plazma 

düzeyinde ve yalnızca üç sirkadiyan zamanda incelenmiştir. Çalışmaya bakıldığında, 

kapesitabinin kronofarmakokinetiğini tam olarak ortaya koymak için kapesitabinin 

plazma farmakokinetiğinin farklı sirkadiyan zamanlarda da değerlendirilmesi gerekli 

gözükmektedir. Ayrıca literatürde, karaciğer dokusunda kapesitabinin sirkadiyan ritmini 

gösteren bir veri bulunmamaktadır. 

Çalışmalarımızın başında, farelerin ışığa senkronizasyonunu teyit etmek 

amacıyla, aydınlık-karanlık döngüsü değiştirilen C57BL/6J soyu erkek farelerden ZT1, 

ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarında izole edilen karaciğer dokularında ana sirkadiyan 

saat proteinlerinden olan BMAL1 ve CRY1’in ekspresyonları zamana bağlı olarak 

değerlendirilmiştir. Yapılan cosinor analizi sonucunda BMAL1 ve CRY1’in sirkadiyan 

ritim gösterdiği görülmüş (*p<0,05) ve farelerin uygun şekilde senkronize edilmiş 

olduğu belirlenmiştir. Yakın zamanda Lu ve ark. (2020) tarafından C57BL/6 soyu 

yabanıl tip farelerin karaciğer dokusunda yapılan Western Blot analizlerinde BMAL1 

protein düzeylerine ait pik zamanı ZT8, çukur zamanı ZT20 olarak bulunmuştur. Wang 

ve ark. (2019) tarafından yapılan bir çalışmada ise, C57BL/6 soyu erkek farelerin 

karaciğer dokusunda yapılan protein analizlerinde BMAL1’in ZT16-ZT20 zamanlarında 

çukur değerlerini gösterdiği belirlenmiştir. Bilindiği gibi, CRY1 proteini sirkadiyan 

döngünün başında (ZT0) yüksek düzeydedir, aydınlık faz boyunca degrade olan 

CRY1’in düzeyi düşmektedir. Karanlık dönemin sonunda ise CRY1 seviyeleri yüksektir 

(Ye ve ark., 2014). Bizim çalışmamıza ait sonuçlarda da literatür ile oldukça benzer 

şekilde, BMAL1’in pik zamanı ZT7, çukur zamanı ZT19; CRY1’in pik zamanı ZT1, 

çukur zamanı ise ZT13 olarak belirlenmiştir. Ayrıca daha önce kronofarmakokinetik 

çalışma birimimizde, farelerin senkronizasyonunu teyit etmek için vücut sıcaklığı 

ritimleri değerlendirilmiştir. Günde 4 defa ölçüm yapılan farelerin ortalama vücut 

sıcaklıklarının farelerin aktivite periyodu olan karanlık fazda, dinlenme periyodu olan 

aydınlık faza göre daha fazla olduğu ve günlük vücut sıcaklığı değişikliklerinin 

sirkadiyan ritim izlediği (Fourier analizi, p<0,0001) gösterilmiştir (Öztürk, 2019).  
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Çalışmamızda, 4 farklı sirkadiyan zamanda oral yol ile 500 mg/kg kapesitabin 

uygulanan C57BL/6J soyu erkek farelerde kapesitabinin ve metabolitlerinin 

farmakokinetiğine ilişkin veriler incelendiğinde, uygulama zamanına bağlı anlamlı 

farmakokinetik değişiklikler görülmüştür. Kapesitabine ait ortalama plazma Cmaks 

değerleri ZT1 grubunda ZT13 ve ZT19 gruplarına göre anlamlı olarak daha yüksek 

bulunmuştur (*p<0,05). Ortalama plazma AUC0-6sa değerleri de ZT1 (33,64 µg.sa/ml) 

ve ZT7 (30,63 µg.sa/ml) gruplarında ZT13 (19,03 µg.sa/ml) ve ZT19 (12,88 µg.sa/ml) 

gruplarına göre daha yüksektir. Kapesitabinin plazmada tmaks değeri ise tüm gruplarda 

aynıdır. Kobuchi ve ark. (2018) tarafından sıçanlarda yapılan çalışmada, ZT5, ZT11, 

ZT23 zamanlarından kapesitabin uygulanması sonucunda plazmada Cmaks ve AUC0-∞ 

değerinin en yüksek olduğu grup ZT5, en düşük olduğu grup ise ZT11 olarak 

belirlenmiştir (*p<0,05). Kapesitabin tmaks değerleri ise ZT5, ZT11, ZT23 grupları 

arasında farklılık göstermemiştir (Kobuchi ve ark., 2018). Bizim çalışmamızda da 

benzer biçimde kapesitabinin plazma düzeylerinin farelerin aktivite zamanında 

dinlenme zamanına kıyasla daha düşük olduğu görülmektedir. Kapesitabine sistemik 

maruziyet açısından grupların sıralanması; ZT1>ZT7>ZT13>ZT19 biçimindedir. 

Kapesitabinin oral yol ile verilen bir ilaç olması nedeniyle absorpsiyon düzeyinde 

görülen değişikliklerin tmaks değerlerinde farklılığa neden olması beklenebilir. Mide kan 

akımı, gastrointestinal kanal motilitesi ve mide asiditesi gibi absorpsiyona ilişkin 

farktörlerin sirkadiyan ritim gösterdiği ve çoğu ilaç için absorpsiyonun aktivite 

döneminde daha fazla olduğu bilinmektedir (Musiek & Fitzgerald, 2013). Fakat 

kapesitabin için absorpsiyon çok hızlıdır ve gruplar arasında tmaks (0,25 saat) değerleri 

arasında bir fark oluşmamıştır. Metabolizma açısından, kapesitabinin karaciğerde CES 

enzimleri aracılığıyla hızlı bir biçimde 5’DFCR’ye metabolize olduğu bilinmektedir 

(Reigner ve ark., 2001). Ces izoformlarının birçoğu sirkadiyan ritim gösterir ve fare 

karaciğer dokusunda genellikle aktivite döneminde daha yüksek düzeylerde eksprese 

edilir (Y. K. J. Zhang ve ark., 2009). İnsanda plazmada CES1’in bulunmadığı kabul 

edilirken fare ve sıçan plazmasında CES1 yüksek düzeyde bulunmaktadır. Fare 

karaciğerinde ise CES1 ve CES2 enzimlerinin her ikisi de yüksek düzeyde bulunur (Di, 

2018; S. Oda ve ark., 2015). CES1 ve CES2’nin kapesitabinin katabolize edilmesindeki 

katalitik aktivitelerinin benzer derecelerde olduğu in vitro enzim aktivite çalışmalarıyla 

belirlenmiştir (Quinney ve ark., 2005). Elde ettiğimiz sonuçlara bakıldığında 

kapesitabinin plazma düzeylerindeki zamana bağlı değişikliklikler, CES1 protein 
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düzeyleriyle ilişkili gözükmektedir. CES1’in pik yaptığı ZT19 zamanında plazmada 

kapesitabin en düşük düzeydedir. Kapesitabinin karaciğer farmakokinetiği 

değerlendirildiğinde, AUC0-6sa değerleri ZT13 (32,75 µg.sa/ml) grubunda, ZT1 (20,12 

µg.sa/ml), ZT7 (18,25 µg.sa/ml) ve ZT19 (16,93 µg.sa/ml) gruplarına göre daha yüksek 

bulunmuştur (*p>0,05). Karaciğerde tmaks değerleri ZT13 grubunda 0,5 saat iken, ZT1, 

ZT7 ve ZT19 gruplarında 0,25 saattir. Karaciğerde plazmadan farklı olarak CES2 

düzeyinin yüksek olması ve sirkadiyan ritim gösteren CES2’nin farelerin aktivite 

döneminde azalması karaciğer farmakokinetiğindeki bu farklılığın nedeni olabilir. 

Uygulanma zamanına bağlı olarak kapesitabinin plazma dağılım hacmi ve oral klirens 

değerlerinin de sirkadiyan değişiklikler gösterdiği tespit edilmiştir. Elde edilen verilere 

bakıldığında, Vd/F ve CL/F değerleri ZT19 grubunda ZT1 ve ZT7 gruplarına göre 

anlamlı olarak fazladır (p<0,05). Vd/F ve CL/F değerlerine ilişkin bahsedilen 

değişikliklerin, kapesitabinin metabolizmasını etkileyen sirkadiyan varyasyonlar 

sonucunda biyoyararlanım ve AUC değerlerinin de etkilenmesine bağlı olarak oluştuğu 

düşünülebilir. Klirens üzerinde etkili olan ve sirkadiyan ritim gösteren, karaciğer ve 

böbrek kan akımı, glomerüler filtrasyon hızı da farelerde aktivite döneminde 

artmaktadır (Koopman ve ark., 1989; Musiek & Fitzgerald, 2013). ZT13 ve ZT19 

gruplarında, ZT1 ve ZT7 gruplarına göre klirens değerlerinin yüksek olması, karaciğer 

ve böbrek kan akımında artış ile de ilişkilendirilebilir. 

Çalışmamızda, 500 mg/kg kapesitabin uygulanan erkek farelerde 5’DFCR 

metabolitinin plazma farmakokinetiğine ilişkin veriler değerlendirildiğinde, ortalama 

Cmaks ve AUC0-6h değerleri için gruplar arasında bir farklılık görülmemiştir, değerler 

birbirine oldukça yakındır ve sirkadiyan ritim göstermemektedir. 5’DFUR metaboliti ise 

farelerin dinlenme periyoduna denk gelen ZT1 ve ZT7 zamanlarında aktivite 

periyoduna göre plazmada daha yüksek düzeyde bulunmaktadır. 5’DFUR için ortalama 

plazma Cmaks ve AUC0-6h değerleri, ZT7 gruplarında ZT13 ve ZT19 gruplarına göre 

anlamlı olarak daha yüksek bulunmuştur (**p<0,01). Kobuchi ve ark. (2018) tarafından 

sıçanlarda yapılan kronofarmakokinetik çalışmada, kapesitabin ve 5’DFCR’nin 

sirkadiyan ritmi aynı şemayı izlemiştir, yani Cmaks ve AUC0-∞ değerinin en yüksek 

olduğu grup ZT5, en düşük olduğu grup ise ZT11 olmuştur (*p<0,05). 5’DFUR ise 

plazmada herhangi bir ritim göstermemiştir (Kobuchi ve ark., 2018). 5’DFCR’yi 

5’DFUR’a metabolize eden CDA enziminin sıçan dokularında oldukça düşük düzeyde 

eksprese edildiği bilinmektedir. İnsanda ve farede ise CDA sıçanlara göre daha yüksek 
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düzeydedir (Shindoh ve ark., 2006). Kobuchi ve ark., (2018) tarafından sıçanlarda 

yapılan çalışmayla kıyaslandığında, fareler üzerinde yapılan çalışmamızda, 5’DFCR ve 

5’DFUR düzeylerinde görülen gün içi farklılıklar CDA ekspresyonundaki türe özgü 

değişimle açıklanabilir. Eliminasyona ilişkin parametreler değerlendirildiğinde 5’DFUR 

için t1/2’de uygulama zamanına bağlı değişiklikler tespit edilmiştir. ZT19 grubunda t1/2 

değeri ZT1 ve ZT7 gruplarına göre anlamlı olarak daha fazladır (*p<0,05). Karaciğer 

farmakokinetiği değerlendirildiğinde, 5’DFCR metaboliti için ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 

grupları arasında farmakokinetik parametreler açısından ilaç uygulama zamanına bağlı 

bir farklılık görülmemiştir. 5’DFUR’un karaciğerdeki farmakokinetiğine ilişkin 

sirkadiyan değişiklikler plazma ile benzerdir ve farelerin dinlenme periyodunda 

karaciğerde daha yüksek 5’DFUR konsantrasyonları görülmüştür. 5’DFUR’a ait AUC0-

6sa değerleri açısından grupların sıralanması; ZT1>ZT7>ZT13>ZT19 biçiminde, Cmaks 

değerleri açısından ise sıralama ZT7>ZT1>ZT13>ZT19 biçimindedir. Karaciğerden 

5’DFUR eliminasyonuna ilişkin parametrelerden t1/2 değeri ZT19 grubunda ZT13 

grubuna göre anlamlı olarak daha uzundur (p<0,05).  

Oral kapesitabin uygulanan C57BL/6J soyu erkek farelerde 5-FU’nun plazma 

farmakokinetiğine ilişkin veriler incelendiğinde, dinlenme dönemine karşılık gelen ZT1 

ve ZT7 grupları ile aktivite dönemine karşılık gelen ZT13 ve ZT19 grupları arasında 

Cmaks ve AUC0-6sa değerleri açısından 6-12 kat farklılık görülmüştür. 5-FU’ya ait 

ortalama Cmaks değerleri açısından grupların sıralanması, ZT7>ZT1>>ZT19>ZT13 

biçimindedir. 5-FU’ya ilişkin ortalama AUC0-6sa değerleri açısından ise gruplar 

ZT1>ZT7>>ZT13>ZT19 biçinde sıralanmaktadır. Oral kapesitabin uygulanan farelerde 

sistemik 5-FU maruziyeti çok düşük düzeyde olmuştur. Plazma 5-FU konsantrasyonları 

çoğu zaman noktasında tayin limitinin (3 ng/ml) altında kalmıştır. Kobuchi ve ark. 

(2018) tarafından yapılan çalışmada, sıçanlara ZT5, ZT11 veya ZT23’te kapesitabin 

uygulanması sonucunda 5-FU’ya ait AUC değerleri ZT5’te en düşük düzeyde, ZT23’te 

ise en yüksek düzeyde olmuştur. 5’DFCR ve sonrasında oluşan metabolitlere ilişkin 

sirkadiyan ritimlerin fare ve sıçanda farklılık göstermesi, türler arasında metabolize 

edici enzim ekspresyonlarındaki farklılıklarla ilişkili olabilir. Kapesitabinin 5-FU’ya 

dönüşümündeki metabolik enzim aktivitelerine ilişkin farklılıklar, fare, sıçan ve 

insanlarda karşılaştırılmalı olarak gösterilmiştir (Shindoh ve ark., 2011). Ayrıca 

Kobuchi ve ark., (2018) tarafından sıçanlarda yapılan çalışmada, kapesitabin 12 saat 

açlığı takiben uygulanmıştır. Açlık-tokluk durumunun da sirkadiyan ritimler üzerinde 
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etkisinin olduğu bilinmektedir (Levi & Schibler, 2007). Kapesitabin klinik kullanımda 

hastalara tok olarak verilmektedir (Reigner ve ark., 2001). 11 kolorektal kanser hastası 

ile yapılan bir klinik çalışmada, gıdaların kapesitabinin absorpsiyon hız ve derecesini 

azalttığı belirtilmiş, fakat kapesitabinin metabolitleri olan 5’DFCR, 5’DFUR ve 5-

FU’nun AUC değerlerine gıdanın etkisi önemsiz olmuştur (Reigner ve ark., 1998). 

Yapılan tüm klinik çalışmalarda kapesitabin yemeklerden sonra 30 dakika içinde 

verilmiştir (Xeloda, 2021). Bu nedenle çalışmamızda ad libitum uygulama tercih 

edilmiştir. Çalışamamızda, kapesitabinden metabolize edilen 5-FU miktarı tam olarak 

bilinmediği için 5-FU’ya ilişkin klirens ve dağılım hacmi değerleri hesaplanamamıştır. 

5-FU’nun plazma konsantrasyonlarındaki ve toksisitesindeki değişikliklerin DPD enzim 

aktivitesindeki sirkadiyan değişikliklerle ilişki gösterdiği öne sürülmektedir (Harris ve 

ark., 1990; Levi & Schibler, 2007).  Gerçekleştirdiğimiz Western blot analizleriyle, 

farelerde DPD proteininin ZT7’de maksimum düzeyde olduğu, ZT1’de ise minimum 

düzeyde olduğu ortaya koyulmuştur. Moleküler ve farmakokinetik veriler beraber 

değerlendirildiğinde, 5-FU’nun plazmada en fazla olduğu zamanda DPD düzeyinin 

düşük olduğu görülmektedir. 5-FU’nun karaciğerdeki farmakokinetiği 

değerlendirildiğinde, karaciğerde plazmaya göre 20-25 kat fazla 5-FU bulunduğu 

görülmüştür. Kapesitabin uygulanan insanlardaki 5-FU düzeylerinin, karaciğer 

dokusunda plazmaya göre 8-10 kat daha fazla olduğu, kolorektal tümör dokusunda ise 

plazmaya göre yaklaşık 20 kat daha fazla olduğu bilinmektedir. 5-FU’nun 

plazma/karaciğer dokusu dağılımındaki farklılık, kapesitabini 5-FU’ya metabolize eden 

enzim aktivitelerinin karaciğerde plazmaya göre daha fazla olmasıyla açıklanmaktadır 

(Reigner ve ark., 2001). Karaciğerdeki 5-FU Cmaks değerlerinde, dinlenme döneminin 

ortasına karşılık gelen ZT7 grubu ile ZT1, ZT13 ve ZT19 grupları arasında 3-12 kat 

farklılık görülmüştür (***p<0,001). 5-FU’ya ait karaciğer ortalama Cmaks değerleri 

açısından grupların sıralaması, ZT7>>ZT13>ZT1>>ZT19 biçimindedir. 5-FU’ya ilişkin 

karaciğer ortalama AUC0-6sa değerleri açısından ise gruplar ZT7>>ZT1>ZT13>>ZT19 

biçinde sıralanmaktadır. Karaciğerde 5-FU’nun en fazla bulunduğu zamanda, DPD 

düzeyi de fazladır.  Kobuchi ve ark. (2016) tarafından popülasyon farmakokinetiği 

modeliyle yapılan çalışmada, sıçanlarda i.v. yolla uygulanan 5-FU klirensinin en fazla 

olduğu zamanın DPD aktivitesinin pik zamanına tam olarak denk gelmemesi, 5-FU’nun 

klirensi üzerinde DPD enzim aktivitesi dışında birçok faktörün etkili olabileceğini 

düşündürmüştür. 5-FU’yu anabolize edici bir enzim olan ve DPD aktivitesi ile ters fazlı 
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olarak sirkadiyan ritim gösteren timidin kinaz aktivitesinin 5-FU düzeylerindeki 

sirkadiyan değişikliklerde etkili olabileceği düşünülmektedir (Kobuchi ve ark., 2016). 

Bizim çalışmamızda da 5-FU karaciğer düzeylerine, DPD metabolizması dışında 

sirkadiyan ritim gösteren enzimlerin ve fizyolojik fonksiyonların etkisi söz konusu 

olabilir. 

ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarında C57BL/6J soyu erkek farelerden izole 

edilen karaciğer dokularında yapılan Western Blot analizleriyle, kapesitabini metabolize 

edici enzimler olan CES1’in pik zamanı ZT19 (***p<0,001), CES2’nin pik zamanı ise 

ZT3 (**p<0,01) olarak belirlenmiştir. Her iki protein için de zamana bağlı bir 

varyasyon söz konusudur. Fare karaciğer dokusunda Ces1 ve Ces2 mRNA 

ekspresyonlarının sirkadiyan ritim izlediği daha önce gösterilmiştir (Y. K. J. Zhang ve 

ark., 2009). İnsan Caco-2 hücrelerinde de CES2’nin mRNA düzeyinde sirkadiyan ritmi 

ortaya koyulmuştur (Ballesta ve ark., 2011). Fakat CES1 ve CES2 proteinlerinin 

sirkadiyan ritimlerine ilişkin yeterli çalışma bulunmamaktadır.  

Farelerden izole edilen karaciğer dokularında yapılan analizlere, CDA protein 

ekspresyonunda sirkadiyan ritim görülmüştür (Cosinor; *p<0,05). CDA proteini, ZT1 

grubunda en yüksek düzeydeyken, ZT19 grubunda en düşük düzeydedir. Geçmiş 

yıllarda Thompson ve ark. (1989) tarafından romatoit artrit hastalarında yapılan bir 

çalışmada, insan serumunda CDA düzeylerinde zamana bağlı değişiklikler 

gösterilmiştir. Bunun dışında literatürde CDA proteininin sirkadiyan ritmine ilişin veri 

bulunmamaktadır. Çalışmamız, farelerde CDA sirkadiyan ritmini ilk defa göstermesi 

bakımından önem taşımaktadır. 

5’DFUR’nin 5-FU’ya metabolize edilmesi, insanlarda ağırlıklı olarak timidin 

fosforilaz enzimi ile gerçekleşirken, fare ve sıçanların bulunduğu kemirgenler sınıfında 

uridin fosforilazlar (UPP1 ve UPP2) aracılığıyla gerçekleşir (Miwa ve ark., 1998; 

Onodera ve ark., 2000). Çalışmamızda farelere ait karaciğer dokularında sirkadiyan 

ritim gösterdiği belirlenen UPP2 protein ekspresyonu, ZT1 grubunda en yüksek 

düzeydeyken, ZT19 grubunda en düşük düzeyde olmuştur (Cosinor; *p<0,05). Eckel-

Mahan ve ark. (2012) tarafından C57BL/6 soyu erkek farelerde yapılan çalışmada, ZT3, 

ZT9, ZT15 ve ZT21 zamanlarında alınan karaciğer dokularında yapılan PCR analizleri 

sonucunda Upp2 mRNA düzeylerinin ZT15’te pik yaptığı gösterilmiştir (*p<0,05). 

Bahsedilen çalışmada, UPP2 protein ekspresyonlarında da günlük osilasyon olduğu 
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gösterilmekle beraber UPP2 proteinin pik zamanı belirtilmemiştir (Eckel-Mahan ve 

ark., 2012). Bunun dışında literatürde farelerde UPP2 proteininin sirkadiyan ritim 

profilini gösteren bir veri bulunmamıştır. 

Farelerin karaciğer dokularında; DPD protein ekspresyonunda oluşan zamana 

bağlı değişiklikler incelendiğinde, DPD proteininin en fazla olduğu zaman ZT7 en az 

olduğu zaman ise ZT1 olarak belirlenmiştir (**p<0,01). Porsin ve ark. (2003) tarafından 

B6D2F1 soyu farelerin karaciğer dokularında yapılan çalışmada, DPD aktivitesi için 

akrofaz zamanı ZT6 olarak gösterilmiştir. Sprague-Dawley soyu sıçanların 

karaciğerinde ise DPD proteini, ZT6’da en yüksek düzeyde olmaktadır (Jiang ve ark., 

2004). Örnek alma zamanlarındaki farklılıklar, fare soyundaki değişiklik, gen ve protein 

ekspresyonu arasındaki zamansal gecikme sonuçlardaki farklılığın nedeni olarak 

düşünülebilir. 

Kapesitabinin aktif metaboliti olan 5-FU’nun i.v. yolla uygulanması durumunda, 

etkinlik ve toksisitesinde uygulama zamanına bağlı değişiklikler olduğu uzun yıllardır 

bilinmektedir. 5-FU’nun kronomodüle olarak uygulanmasının, tolere edilebilirlik ve 

klinik yanıt açısından konvansiyonel tedaviye göre üstün olduğu çok sayıda klinik 

kronoterapi çalışması ile gösterilmiştir (Lévi ve ark., 1994, 1997, 1999). Bununla 

beraber, 5-FU’nun toksisitesinin ve etkinliğinin plazma konsantrasyonuyla ilişkili 

olduğu bilinmektedir (Saif ve ark., 2009). İntravenöz yolla uygulanan 5-FU’nun 

farmakokinetiğinin, uygulanma zamanına bağlı olarak sirkadiyan ritim izlediği 

insanlarda (Fleming ve ark., 2015; Harris ve ark., 1990; Kuwahara ve ark., 2010; 

Metzger ve ark., 1994; Petit ve ark., 1988) ve deney hayvanlarında (Kobuchi ve ark., 

2016, 2020) yapılan çalışmalar ile ortaya koyulmuştur. 5-FU’nun sürekli i.v. infüzyon 

ile sabit hızda verimesi durumunda, plazma 5-FU konsantrasyonları hem kanser 

hastalarında hem de farelerde dinlenme periyodunun başında zamanında pik yapar (Lévi 

ve ark., 2007). Çalışmamızda elde edilen sonuçlara bakıldığında oral yolla kapesitabin 

verilmesiyle elde edilen plazma 5-FU konsantrasyonlarının, 5-FU’nun sürekli i.v. 

infüzyon ile sabit hızda verimesi durumunda olduğu gibi dinlenme döneminin başında 

yüksek düzeyde olduğu görülmektedir. 

Sonuç olarak, elde edilen veriler değerlendirildiğinde kapesitabinin 

farmakokinetiğinde ve metabolize edici enzimlerin protein düzeylerinde ilaç uygulama 

zamanına bağlı olarak anlamlı değişiklikler görülmüştür. Kapesitabinin, 5’DFUR ve 5-
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FU’nun plazma düzeyleri dinlenme periyodunda aktivite periyoduna göre daha 

yüksektir. 5’DFCR’nin plazma düzeyleri ise tüm gruplarda benzerdir. Karaciğere 

bakıldığında, kapesitabin ve 5’DFCR düzeylerinde uygulama zamanına bağlı olarak 

anlamlı bir farklılık görülmezken, karaciğer 5’DFUR ve 5-FU düzeyleri dinlenme 

periyodunda aktivite periyoduna göre daha yüksektir. Ayrıca çalışmamızda, 

kapesitabinin 5-FU’ya metabolize edilmesinde görev alan CES1, CES2, CDA, UPP2, 

DPD enzim düzeylerinde zamana bağlı farklılıklar ortaya konmuştur. Sirkadiyan 

değişiklikler gösteren CES1 proteini aktivite döneminde yüksek düzeylerdeyken, CES2, 

CDA, UPP2 aktivite döneminde düşük düzeylerdedir. DPD ise dinlenme fazının 

sonunda ve aktivite fazının başında yüksek düzeydedir. 

Çalışmamız geliştirilebilecek yönleri açısından değerlendirildiğinde, deney 

grupları artırılarak daha fazla sirkadiyan zamanda farmakokinetik değerlendirme 

yapılması düşünülebilir. Fakat bu durumda, çalışmaya alınan fare sayılarını da artırmak 

gerekecektir. Ayrıca gelecek çalışmalarda, matematiksel farmakokinetik modelleme 

yapılması da planlamaktadır. 

Uygulama zamanına bağlı olarak kapesitabinin farmakokinetiğindeki 

farklılıkları ve kapesitabin metabolizmasında rol alan enzimlerin sirkadiyan ritmini bir 

arada inceleyen başka bir çalışma bulunmamaktadır. Çalışmamızın, bahsedilen farkları 

ortaya koyması nedeniyle klinik kronoterapi uygulamalarına temel oluşturma 

potansiyeli bulunmaktadır. Bir ön ilaç olan kapesitabinin plazma düzeylerindeki 

sirkadiyan değişikliklerin, kapesitabinin aktif metaboliti olan 5-FU düzeylerindeki 

değişiklerle olan ilişkisinin bilinmesi tedavinin etkinlik ve toksisitesinin 

değerlendirilmesi açısından öneme sahiptir. Antikanser ilaçlarla ilgili olarak 

farmakokinetik ve farmakodinamik düzeyde ortaya çıkan uygulama zamana bağlı 

değişiklikler ve bu değişikliklerin ortaya çıkma mekanizmaları hakkında bilgi birikimini 

artırmak, klinikte doz kısıtlayıcı yan etkileri ile sıkça karşılaşılan antikanser ilaçların 

tedavi edici etkilerinin en üst düzeye çıkarılmasını ve yan etkilerinin en aza 

indirilmesini sağlayacaktır. 
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