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OZET

Akyel, Y.K. (2021). Kapesitabinin faredeki kronofarmakokinetiginin incelenmesi
Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Farmakoloji ABD. Doktora Tezi.
Istanbul.

Sirkadiyan zamanlama sistemi, yaklasik 24 saatlik bir periyod ile, ilag
farmakokinetigine iliskin absorpsiyon, dagilim, metabolizma ve eliminasyon
stireclerinde degisiklikler olusturmaktadir. Kronofarmakokinetige bagli olarak hedef
dokularin ilacin aktif formuna maruziyeti ve sitotoksisite degiskenlik gostermektedir.
Terapotik araliklart dar olan ve doz kisitlayict yan etkiler gosteren antikanser ilaglar igin
farmakokinetikteki uygulama zamanina bagli degisikliklerin bilinmesi, 6zellikle 6nem
tasimaktadir. Caligmamizda kapesitabinin ve metabolitlerinin farmakokinetigine iliskin
sirkadiyan degisiklikleri ortaya koymak amaglanmistir. Bu amagla ZT1, ZT7, ZT13 ve
7ZT19 zamanlarinda, C57BL/6J soyu erkek farelere oral yoldan 500 mg/kg kapesitabin
uygulanmis ve bunu takiben kapesitabin ile 5’DFCR, 5’DFUR, 5-FU metabolitlerinin
plazma ve karacigerdeki farmakokinetigi degerlendirilmistir. Ayrica kapesitabinin
metabolizmasinda rol oynayan enzim ekspresyonlarindaki zamana bagh degisiklikler
incelenmistir. Calismamizda kapesitabin uygulanan farelerde, kapesitabin, 5’DFUR ve
5-FU’nun plazma Cmaks Ve AUCo.6sa degerleri farelerin dinlenme periyodunda (ZT1 ve
ZTT7) aktivite periyoduna (ZT13 ve ZT19) gore daha yiiksek olmustur (p<0,05).
Karaciger dokusunda da benzer sekilde 5’DFUR ve 5-FU’nun plazma Cmaks Ve AUCo-6sa
degerleri dinlenme periyodunda aktivite periyoduna gore daha yiiksek iken (p<0,05),
kapesitabin ve 5’DFCR karaciger konsantrasyonlarinda gruplar arasinda anlamli bir
farklilik olugsmamustir. Ayrica, CES1, CES2, CDA, UPP2 ve DPD protein diizeylerinde
sirkadiyan  ritimler  gosterilmistir  (p<0,05). Bulgularimiz, kapesitabin ile
metabolitlerinin farmakokinetiginde ve kapesitabini metabolize eden enzimlerin
diizeylerinde, uygulama zamanma bagli olarak anlamli farkliliklar oldugunu
gostermektedir.  Kapesitabinin  farmakokinetigindeki  giin  i¢i  farkliliklart
mekanizmalariyla beraber ortaya koyan ¢alismamiz, antikanser ilaglarin
kronofarmakokinetigine iliskin bilgi birikimine katki sunmakta ve kronoterapinin
gerekliligini desteklemektedir.

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

Bu c¢alisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: TDK-2018-30939
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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 AUCo.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 AUCo.h 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

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No: TDK-2018-30939



1. GIRIS VE AMAC

Memelilerde bircok fizyolojik fonksiyon sirkadiyan ritim gostermektedir.
Sirkadiyan ritimler, yaklasik 24 saatlik periyoda sahip olan tekrarlayici degisiklikler
olarak tanimlanir (Lévi & Okyar, 2011). Beyinde bulunan ve merkezi saat olarak
adlandirilan suprakiazmatik ¢ekirdek (SKC), periferik dokularda bulunan saatleri
senkronize etmekte ve sirkadiyan fizyolojiyi diizenlemektedir (Brown & Azzi, 2013;
Musiek & Fitzgerald, 2013).

Sirkadiyan ritimlere bagli olarak ilag metabolizmasinda ve hiicresel ya da
molekiiler diizeydeki ila¢ hedeflerinde giin i¢i degisiklikler olusmaktadir (Lévi &
Okyar, 2011). Karaciger, bobrek ve ince barsakta metabolizma ve detoksifikasyon,
gastrointestinal kanal motilitesi, mide asiditesi, plazma proteinleri, tasiyict proteinler ve
iyon kanallar1, karaciger ve bobrek kan akimi, glomeriiler filtrasyon hizi gibi ilag
farmakokinetigine iliskin ¢ok sayida siire¢ sirkadiyan ritim géstermektedir. Sirkadiyan
ritimler acisindan ¢ok sayida calisma bulunan karacigerde ritmik olarak eksprese edilen
birgok gen metabolizma ve detoksifikasyonda rol oynayan enzimleri kodlamaktadir
(DeBruyne ve ark., 2014; Dibner ve ark., 2010). ila¢ uygulama zamanmna bagli olarak
metabolizma ve detoksifikasyonda goriilen degisiklikler, antikanser ilaglar i¢in doz
kisitlayici olabilen sitotoksisitede anlamli degisiklikler olusturabilmektedir (Kettner ve
ark., 2014; Levi & Schibler, 2007).

Antikanser ilaglarin saglikli dokulara olan toksisitesinin ve tiimor dokusundaki
efikasitesinin ila¢ uygulama zamaninda degisiklik yapilarak diizenlenebilecegi hem
deney hayvanlarinda yapilan preklinik caligmalarla hem de klinik c¢aligmalar ile
gosterilmistir (N. Ozturk ve ark., 2017). Antikanser ilaglarin ciddi advers etkilere sebep
olabilmesi nedeniyle, bu ilaglari en uygun zamanda uygulamak &zel bir O6nem
tasimaktadir.  Kronofarmakokinetik, = kronofarmakodinamik  ¢alismalardan  ve
kronotoksisite ¢alismalarinda elde edilen verilerle gergeklestirilen kronoterapi
uygulamalar araciligiyla, ilaglarin en uygun zamanda verilmesi ve boylelikle en yliksek

etkinligi ve en diisiik toksisiteyi elde etmeyi amaglanmaktadir (Dallmann ve ark., 2014).

Kapesitabin oral yol ile kullanilan fluoropirimidin tiirevi bir antikanser ilagtir.
Bir 6n ilag olan kapesitabin; karboksilesteraz (CES), sitidin deaminaz (CDA), pirimidin

fosforilaz (PyNPase) enzimleri araciligiyla {i¢ basamakli bir enzimatik doniisiimle aktif



metaboliti olan 5-fluorourasil’e (5-FU) doniismektedir (Reigner ve ark., 2001). Bir
antimetabolit olan 5-FU, hem DNA sentezini inhibe etmekte, hem de DNA ve RNA’nin
normal fonksiyonlarini bozmaktadir (Longley ve ark., 2003). Kapesitabin tedavisine
bagli olarak en yaygin goriilen yan etkiler; diyare, bulanti-kusma, el-ayak sendromu,
stomatit ve ¢esitli hematolojik yan etkilerdir (Mckendrick & Coutsouvelis, 2005).

Son yillarda yapilan gesitli kronoterapi ¢alismalarinda, kapesitabinin uygulama
zamanindaki degisikliklerin kapesitabinin plazma diizeylerinde, etkililiginde ve
toksisitesinde degisiklige sebep olabilecegi goriilmiistiir (Akgun ve ark., 2014; Pilanci
ve ark., 2016). Bahsedilen calismalarda ila¢ uygulamalarinin smirli zamanlarda
yapilmis olmasi nedeniyle kapesitabinin plazma diizeylerindeki sirkadiyan degisiklikler
tam olarak aydinlatilamamistir. Ayrica kapesitabinin metabolizmasinda goérev alan
enzimlerin sirkadiyan ritimleriyle kapesitabinin farmakokinetiginin iliskilendirilmesi

konusunda da yeterli veri bulunmamaktadir.

Calismamiz farmakokinetik c¢alismalart ve molekiiler analizleri igeren iki
boliimden olusmaktadir. {lk kistmda dort farkli 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 karacigerdeki farmakokinetiginde zamana bagli olarak
gerceklesebilecek degisiklikleri ortaya koymak amaglanmustir. Ikinci kisimda ise,
molekiiler analizler ile kapesitabinin 5-FU’ya metabolize olmasinda gorev alan CES,
CDA, PyNPase enzimlerinin ve 5-FUnun metabolizmasinda rol oynayan
dihidropirimidin dehidrojenaz (DPD) enziminin protein diizeylerindeki zamana bagl
degisiklikleri belirlemek hedeflenmistir. Son asamada ise farmakokinetik veriler ve
molekiiler analizlerin sonuglar1 biitiinciil olarak degerlendirilerek kapesitabinin
farmakokinetigindeki ve farmakodinamigindeki sirkadiyan degisiklikleri ortaya koymak

amaglanmaktadir.

Kapesitabinin metabolizmasi agisindan insan ile en ¢ok benzerlik gosteren
kemirgen faredir (Shindoh ve ark., 2006). Farelerde uygulama zamanina bagli olarak
kapesitabinin farmakokinetigindeki farkliliklar1 ortaya koyan ve bununla beraber
kapesitabin metabolizmasinda rol alan enzimlerin sirkadiyan ritmini inceleyen bir

calisma bulunmamaktadir. Yapilan bu ¢alismada, klinik kronoterapi uygulamalarina ve



preklinik kronoefikasite ¢alismalarina temel olusturabilecek veriler elde edilebilecegi

distiniilmektedir.



2. GENEL BILGIiLER

2.1. Sirkadiyan Zamanlama Sistemi

Insan hayati, bir dizi tekrarlayan dongiiye dayanmaktadir. Bu dongiilerin
bazilari, gilinesin dogusu-batisi, mevsimlerin degisimi gibi fiziksel ¢evremizdeki
degisiklikleri yansitirken, bazlar1 ise hafta igi-hafta sonu dongiisii, vardiyali ¢alisma
dongiisii gibi sosyal degisiklikleri yansitmaktadir. I¢sel bir viicut saati olan “biyolojik
saat” tarafindan metabolizma, fizyoloji ve davranislarda olusturulan ritmik degisiklikler
sayesinde, canlilar bu gevresel dongiilere senkronize olup uyum saglayabilmektedir
(Hastings, 1997). Siyanobakterilerden insanlara kadar tiim 1s1ga duyarli organizmalarda
biyolojik saat, dongiisel fizyolojiyi ¢evresel zamana adapte etmektedir. Giinliik
ritimlerin programli oldugu ve dogal 151k veya sicaklik dongiilerine pasif bir tepkiden
ibaret olmadig, ilk olarak Jean-Jacques D’Ortous de Mairan (1678-1771) tarafindan
1729 yilinda mimoza yapraklarinin agilip kapanma ritminin 151k yoklugunda da devam
ettigini gozlemlenmesiyle ortaya konmustur (Roenneberg & Merrow, 2005; Schibler &
Naef, 2005). Bunu izleyen yillarda ¢ok sayida farkli tiirde canlida ve hiicre tipinde

intrinsik sirkadiyan ritimlerin varlig1 gosterilmistir.

Biyolojik saat tarafindan olusturulan ritmik degisiklikler, meydana gelme
sikliklarina gore ultradiyan, sirkadiyan ve infradiyan ritimler olarak gruplandirilirlar.
Ultradiyan ritimler, periyodu (t: bir déngiiniin tamamlanma stiresi) 20 saatten kisa olan,
infradiyan ritimler ise periyodu 30 saatten uzun olan ritimlerdir. Kalp atis1 (insanda t =
1 saniye), uyku evreleri (sicanda T ~ 10, insanda Tt ~ 90 dakika) ultradiyan ritimlere;
disilerdeki ostrus dongiisii (farede © ~ 4-5 giin, insanda t ~ 28 giin), yillik ¢iftlesme
ritimleri (z =~ 1 yil), agustos boceginin ortaya ¢ikma zamanlart (t ~ 13-17 yil)
infradiyan ritimlere 6rnektir (Schibler & Naef, 2005). Yaklasik 24 saat periyodundaki
ritimler, sirkadiyan ritimler olarak adlandirilmaktadir. Sirkadiyan terimi “yaklasik”
anlamina gelen “circa” ve “glin” anlamina gelen “dies” sozciiklerinden tliremistir
(Musiek & Fitzgerald, 2013). insanlarda ve ¢ok sayida memelide viicut sicakligi, kan
basinci, hormon diizeyleri, metabolizma, retinal elektroretinogram yanitlar1 (ERG) ve
diger bir¢ok fizyolojik parametre sirkadiyan ritimler gostermektedir (Aschoff, 1983;
Cameron ve ark., 2008; Eckel-Mahan & Storm, 2009; Green ve ark., 2008).



Tiim sirkadiyan ritimlerin sahip oldugu temel o6zelliklerden biri, herhangi bir
gevresel ipucu bulunmamasi durumunda dahi siirdiiriilebilir olmalaridir. Zamansal
izolasyon durumunda (sabit sicaklik ve daimi 1sik (LL) veya daimi karanlik (DD))
goriilen 'free running’ ritimlerin periyodu genellikle 24 saatten farklidir; tam uzunlugu
kosullara (6rnegin DD veya LL), tiire ve hatta bireye baghdir. Sirkadiyan ritimler,
normal kosullar altinda, siiriikleme (entrainment) veya senkronizasyon olarak bilinen
proseslerle ¢evresel dongiilere uyum saglama ozelligi gosterirler. Sirkadiyan ritimlerin
bir diger temel 6zelligi; sicaklik kompensasyonudur. Yani; fizyolojik sinirlar i¢indeki
sicaklik degisimlerinde sirkadiyan ritimlerin periyodu neredeyse degismemektedir
(Aguilar-Roblero ve ark., 2015; Ethan & Takahashi, 2013; Roenneberg & Merrow,
2005).

Insanlarda, ¢ok sayida hastalik sirkadiyan sistemle iliski gdstermektedir ve
sirkadiyan sisteme iliskin bozukluklar bir¢ok hastaliga sebep olabilmektedir. Insomnia
ya da hipersomnia’ya neden olabilen gecikmis uyku fazi bozuklugu (DSPS: Delayed
sleep phase disorder), erken uyku fazi bozuklugu (ASPS: Advanced sleep phase
disorder), jet lag, vardiyali ¢alismaya bagli uyku bozuklugu gibi uyku bozukluklari
bireyin igsel saati ve g¢evresel ritimler ya da sosyal saat arasindaki uyumsuzluktan
kaynaklanir (Reid & Zee, 2009). Ornegin; ailesel ASPS (FASPS) goriilen bireylerde,
sirkadiyan saat genlerinden PER2 ve PER2-fosforile edici kinazda (CK! 6) mutasyon
goriilmektedir (Toh ve ark., 2001; Xu ve ark., 2005). Ayrica, saat genlerinden
CRY1’deki bazi mutasyonlarin insanlarda DSPS ve dikkat eksikligi hiperaktivite
bozuklugu (DEHB) ile iliskili oldugu gosterilmistir (Onat ve ark., 2020; Patke ve ark.,
2017). Sirkadiyan saat, beslenme ve hiicresel metabolizma ile dogrudan iligkilidir. Son
yillarda yapilan ¢aligmalarda, CRY1’in hepatik asir1 ekspresyonunun glukagonla
indiiklenen karaciger glukoneojenezini inhibe ederek, insiiline direncli db/db farelerdeki
kan glukoz diizeylerini diigiirdiigii ve insiilin duyarliligini artirdig1 gosterilmistir (E. E.
Zhang ve ark., 2010). Cryl nakavt farelerde yapilan baska bir ¢alismada, azalmis
sistatiyonin 3 sentaz (CBS) aktivitesinin eksojen CRY'1 eklenmesi sonucunda arttig1 ve
bu sayede translasyon sonrasi bazi aminoasit yolaklarinin diizenlendigi gorilmiistiir
(Cal-Kayitmazbatir ve ark., 2020). Sirkadiyan saat ve metabolik yolaklar arasindaki
iletisim bozuklugu birgok metabolik bozukluga neden olabilmektedir (Green ve ark.,
2008). Sirkadiyan saatin metabolitlerin  %50’sini kontrol ettigi gbéz Oniinde

bulunduruldugunda sirkadiyan saatin bozulmasinin ¢ok sayida metabolik hastaliga yol



acmast kaciilmazdir (Krishnaiah ve ark., 2018). Pankreatik beta hiicrelerinde
sirkadiyan saat genlerinden Bmall’deki fonksiyon kaybi, hipoinsiilinemi ve diyabete
sebep olabilmektedir (Marcheva ve ark., 2010). Ayrica miyokard infarktiisti, astim
ataklar1 gibi birgok patolojik durum sirkadiyan ritim gostermektedir, gece ya da sabah
erken saatlerde atak sikligi artmaktadir (Musiek & Fitzgerald, 2013). Farelerde,
sitkadiyan saate bagli olarak UV 1sinlarla indiiklenen cilt kanseri ya da
kemoterapotiklere olan duyarliligin degisiklik gosterdigi tespit edilmistir (Gaddameedbhi
ve ark., 2011; Gorbacheva ve ark., 2005). Sirkadiyan saatin bozulmasi kanser
stireclerine katki saglamakta, kanserli insan ve kemirgenlerde sagkalimi azaltmaktadir

(Lévi ve ark., 2010).

2.1.1. Merkezi Saat: Suprakiazmatik Cekirdek

Memelilerde, beyinde ventral hipotalamusta yer alan SKC, sirkadiyan saatte
merkezi senkronize edici (merkezi saat) olarak gorev yapmaktadir. SKC, ikili bir yap1
bicimindedir ve her bir yarisi farede yaklasik 10.000 ndron, insanda ise 50.000 néron

icermektedir. SKC, dorsomedial (kabuk) ve ventrolateral (¢ekirdek) olmak iizere iki ana

bolimden olusur (Musiek & Fitzgerald, 2013).

Ventrolateral bolge, gdzden retinohipatolamik yolak (RHY) ile direkt girdileri
alirken ikincil olarak intergenikulat bolgeden genikulohipotalamik yolak (GHY) ile
indirekt olarak 151k bilgisini ve medyan rafe c¢ekirdeginden diger girdileri alir.
Ventrolateral bolge, yaygin olarak vazoaktif intestinal polipeptid (VIP) ve gastrin
saliverici peptid (GRP) igeren noronlari; dorsomedial bolge ise arginin-vazopressin
(AVP) igeren noronlari bulundurmaktadir. Dorsomedial bdolge; limbik sistem,
hipotalamus, paraventrikiiler talamik ¢ekirdek ve medyan rafe ¢ekirdeginden girdileri
almaktadir. RHY de bulunanan néromediyatérler; glutamat, P maddesi (SP: Substance
P), hipofizer adenilat siklaz aktive edici polipeptid (PACAP: Pituitary adenylate cyclase
activating polypeptide), GHY de bulunan néromediyatorler; gama aminobutirik asit
(GABA), noropeptid Y’dir. Orta beyindeki rafe baglantilarinda ise serotonin (5-HT)
norotransmiteri  bulunmaktadir. SK(C’de hem venterolateral bdlgeden hem de
dorsomedial bolgeden ¢ikan eferent ndronlar, 6n beyindeki bir¢cok ¢ekirdege ulasir.

(Hannibal & Fahrenkrug, 2006).

SKC’nin 6nemli bir 6zelligi, sirkadiyan olarak spontan aksiyon potansiyeli

olusturrma yetenegidir. Noronal atesleme fazi aydinlik-karanlik dongiisti tarafindan



ayarlanmaktadir fakat daimi karanlik durumunda ya da SKC’den alinan kesitlerde ex
vivo olarak da siirdiiriilmektedir. In vitro sartlarda SKC hiicreleri haftalar boyunca
ritmik olarak aksiyon potansiyeli olusturmaya devam etmekle beraber hiicrelerin fazlar
birbiriyle uyum gostermez (Musiek & Fitzgerald, 2013). Organizmada SKC izole
edildiginde, periferik bircok dokuda ve hiicre tipinde de sirkadiyan gen ekspresyonlari
goriilmeye devam etmektedir fakat periferik molekiiler saatlerin uyum iginde ¢alismasi
icin SKC tarafindan senkronize edilmeleri gerekmektedir. Bu nedenle SKC, tempo
olusturucudan (pacemaker) ziyade bir orkestra sefine benzetilmektedir (Musiek &

Fitzgerald, 2013).

Gece-giindiiz dongiisii, sosyal hayata iliskin aligkanliklar ve yemek zamanlari
gibi ¢evresel senkronize ediciler, biyolojik saatin periyodunu 24 saate kalibre etmekte
ve ayarlamaktadir. Sirkadiyan sistemde, 151k, esas “zeitgeber” (ritim verici) olarak
tanimlanmakla beraber; beslenme, sicaklik, sosyal etkilesimler, davranigsal aktivite,
uyku bozuklugu gibi fotik olmayan ipuglari sirkadiyan ritim {izerinde 151g1n etkisini faza
bagli bir sekilde etkileyebilir ve hatta antagonize edebilir (Hannibal & Fahrenkrug,
2006; Lévi ve ark., 2010). Siirekli karanlik fazda (DD) tutulan free-running hamsterlarin
kafes degisiminden sonra veya hayvan c¢iftlerinin normal dinlenme fazinda sosyal
etkilesimde bulunmasi durumunda goriilen faz kaymalari, sirkadiyan ritimlerde fotik
olmayan ipuglartyla olusan faz kaymasina ornektir. Bu girisimsel olmayan prosediirler,
hayvanlari uyandirmakta, aktiviteyi ya da uyarilmay: stimule etmektedir (Mrosovsky,
1988). Programli egzersiz iskelet kasi ve akcigerde bulunan saatlerde faz kaymasina
neden olabilmektedir (Astiz ve ark., 2019). Yemek yeme zamani, SKC’yi etkilemeden
karaciger, bobrek, kalp ve pankreasta bulunan saatler iizerinde giiclii bir etki
olusturmaktadir (Damiola ve ark., 2000). Memelilerde, c¢evresel 1s1ik bilgisi (fotik
sinyaller) retinada yer alan fotoreseptorler araciligiyla algilamakta ve melanopsin i¢eren
retinal gangliyon hiicrelerinden retinohipotalamik yolak ile SKC’ye ulasmaktadir. SKC,
fotik olmayan girdileri ise intergenukolat yolak ve genikulohipotalamik yolak
araciligryla almaktadir. SKC, fotik ve fotik olmayan girdilerden elde ettigi faz bilgisini
noral, hormonal ve sistemik sinyaller ile beynin diger bolgelerine ve viicuda
iletmektedir (Astiz ve ark., 2019; Lévi ve ark., 2010; Musiek & Fitzgerald, 2013; Wolff
& Esser, 2012).



SKC, transforme edici biiytime faktorii-a (TGFa; transforming growth factor o),
epidermal bliylime faktorii (EGF; epidermal growth factor), prokinetisin-2 (PK-2),
kardiyotropin benzeri sitokin ve hormon sekresyonu, noroanotomik sempatik ve
parasempatik yolaklar gibi yayilabilir sinyaller araciligiyla sirkadiyan fizyolojiyi
olusturur (Lévi ve ark., 2010). SKC’nin hormon sekresyonu iizerine etkisi ve bu
hormonlarin periferik dokulardaki etkisi, sistemik senkronizasyon igin temel
mekanizmalardan biridir. Ayrica SKC, otonom sinir sistemini modiile ederck periferik

dokularin bu hormonlara duyarliligini saglamaktadir (Buijs ve ark., 2006).

Onemli bir senkronize edici sinyal olan sirkadiyan glukokortikoid sekresyonu;
SKC, otonom sinir sistemi ve periferik adrenal saatlerin etkilesimi sonucu
gerceklesmektedir (Oster ve ark., 2006). Glukokortikoid sinyalleri ve molekiiler saat
sistemi karsilikli olarak bir¢ok yolla etkilesime girmektedir. Hormona bagh
glukokortikoid reseptorleri (GR), ¢ok sayida genin promotdr bolgesinde yer alan
glukokortikoid yanit elementlerine (GREs) baglanmaktadir. Ayrica birgok saat proteini
GR’nin intraseliiler lokalizasyonunu ve aktivitesini diizenlemektedir. Karacigerde
glukoneojenezin gergeklesmesi ve kan glukoz diizeylerinin artmasi, adipoz dokuda
lipolizin stimule edilmesi ve yag asidi saliverilmesi gibi fizyolojik prosesleri kontrol
eden glukokortikoidlerin giinlik pik zamani, enerji ihtiyact duyulmasi beklenen
zamanda yani aktivite periyodunun baslangicindadir (Astiz ve ark., 2019; Oster ve ark.,
2017; Takabe ve ark., 2008).

Bir diger temel senkronize edici sinyal melatonin sekresyonudur. Giiglii
sirkadiyan ritim gosteren melatonin sekresyonu, gece daha yiiksek diizeylerdedir ve
nokturnal (gece aktif) canlilarda glukokortikoid ritimleriyle es fazli, diurnal (giindiiz
aktif) canlilarda ise zit fazlidir. Memelilerin ¢ogunda, melatoninin ritmik olarak
salgilanmasi, SKC ve pineal bez arasindaki sempatik noronal baglantilarla
diizenlenmektedir. Melatonin sinyalinin beyine ve adrenal bezler, akciger, kalp ve
karaciger gibi periferik organlara iletiminde G-protein kenetli reseptorler gorev
almaktadir (Astiz ve ark., 2019; Zawilska ve ark., 2009). Salgilanmasi gece uzunluguna
gore ayarlanan melatoninin birincil fizyolojik islevi, gilinliik aydinlik-karanlik dongiisii
ile ilgili viicut yapilarma bilgi vermektir. Bu bilgi, mevsimsel ritimler gibi
fotoperiyottaki (giin uzunlugu) degisikliklere cevap veren fonksiyonlarin organizasyonu

icin kullanilir. Melatonin, insanlarin da dahil oldugu diurnal canlilarda 6nemli bir



fizyolojik uyku diizenleyicisidir. Geceleri uyku egilimindeki keskin artis genellikle
insanlarda endojen melatonin {iretiminin baslamasindan 2 saat sonra ortaya ¢ikar ve
gece melatonin salgilanma siiresi, gece uzunluguna iliskin bilgiyi SKC de dahil olmak
tizere beyine ve gesitli organlara iletir (Zisapel, 2007, 2018). Melatonin, fareler gibi
nokturnal canlilarda uyku egilimi olusturmaz, uyku degil uyaniklik periyoduyla
iligkilidir. Bagisiklik yaniti, antioksidan savunma, homeostaz, uyku-uyaniklik
donemlerindeki kan basinci, metabolizma ve glikoz regiilasyonu gibi diger fizyolojik
fonksiyonlarin sirkadiyan organizasyonu da melatonin sinyaliyle diizenlenmektedir

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

Sirkadiyan fizyoloji ve SKC’den direkt ya da indirekt olarak c¢ikan diger
sinyaller, her bir hiicredeki molekiiler saatleri diizenler. Molekiiler saatler ise ilag
metabolizmas1 ve detoksifikasyonu, hiicre proliferasyonu, DNA hasarinin algilanmasi
ve tamiri, apoptoz, anjiyogenez gibi kanser tedavisi ile alakali hiicresel iglevleri ve diger
birgok hiicresel fonksiyonu ritmik olarak diizenlemektedir (Lévi ve ark., 2010; Levi &
Schibler, 2007).

Sirkadiyan Zamanlama Sistemi

Uyku/

/> uyaniklik

Cevre

> Gunduz/gece Suprakiazmatik
> Sosyal ekirdek
ahskanlhklar ¢
> Aile | Dinlenme-
aktivite ritmi \
Yemek yeme =
zamani Hornenal Vicut sicakhg Beslenme
ritimler ritmi bigimi
Sempatik/
parasempatik
sistem
' v v "' > Hiicre donglsd,

apoptoz ve DNA tamiri
Periferal
organlardaki
sirkadiyan saatler

ilag metabolizmasi ve
detoksifikasyonu

» Anjiyogenez

Sekil 2-1: Sirkadiyan zamanlama sisteminin sematik gosterimi -Lévi ve ark. (2010)’dan
degistirilerek.
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2.1.2. Periferik Saatler

Sirkadiyan ritimler, SKC’de bulunan merkezi saate bagli olmakla beraber
neredeyse tim doku ve hiicrelerde periferik saatler bulunmaktadir. SKC merkezi saat
olarak bir yandan indirekt yol ile periferik dokulardaki saatleri (slave clocks) senkronize
ederek diger yandan direkt olarak sirkadiyan fizyolojiyi diizenlemektedir. Benzer
sekilde periferik saatler, bazen SKC’den gelen sinyalleri kabul ederken bazen direkt
olarak gevresel sinyalleri alirlar. Periferik saatlerde direkt ve indirekt sinyallerin bir
arada olusturdugu senkronizasyon, dokudan dokuya degisiklik gosterebilmektedir
(Brown & Azzi, 2013). Yapilan gesitli calismalarda, Karaciger, akciger, bobrek, dalak,
kalp, mide, tiroid bezi, adrenal bez, iskelet kasi, kahverengi ve beyaz yag dokusu, aorta
ve korneadan izole edilen dokular ile kiiltiire edilen hiicrelerin gen ekspresyonlarinda
giicli sirkadiyan osilasyonlar goriilmiistiir. Karaciger, sirkadiyan transkripsiyon
acisindan en fazla galisilan organdir ve ¢aligmalarda ¢ok sayida sirkadiyan transkript
gosterilmistir (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
bir¢ok karaciger geni, metabolizmada, detoksifikasyonda ve enerji homeostazinda gorev
alan enzimleri kodlamaktadir. Sonu¢ olarak; karaciger, bobrek ve ince barsakta
ksenobiyotik metabolizmasi/endobiyotiklerin detoksifikasyonu, karaciger, kas ve adipoz
dokuda karbonhidrat ve lipid metabolizmasi, renal kan akimi, idrar olusumu, kan
basmct ve kalp atis hizi gibi periferik organlarda gergeklesen bircok fizyolojik
fonksiyon sirkadiyan ritim gostermektedir (Dibner ve ark., 2010).

2.1.3. Sirkadiyan Saatin Molekiiler Mekanizmasi

Memelilerde, molekiiler saatin temelini olusturan bir diizine saat geni,
transkripsiyonel ve posttrankripsiyonel aktivasyonu ve inhibisyonu diizenleyici
dongiilerde yer alarak her bir memeli hiicresinde sirkadiyan osilasyonun
olusturulmasindan sorumludur. Aktive edici ve baskilayicilardan olusan igice ge¢mis
geri bildirim dongiileri, pozitif ve negatif geri bildirim gen ag1 motifini olugturmaktadir
(Kavakli ve ark., 2017; Levi & Schibler, 2007; Liu ve ark., 2007; Novak & Tyson,
2008).

Memelilerde ana saat genleri; Clock (ve paralogu olan Npas2), Bmall (veya
Arntl) geri bildirim dongiisiiniin pozitif kolunu olustururken; Perl, Per2, Cryl, Cry2
genleri negatif kolunu olusturmaktadir. CLOCK ve BMALL, basic helix-loop-helix
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(bHLH) — PER-ARNT-SIM (PAS) transkripsiyon faktorlerindendir (Gekakis ve ark.,
1998; King ve ark.,, 1997; Lowrey & Takahashi, 2011). CLOCK:BMAL1 ve
NPAS2:BMAL1 protein dimerleri, Per ve Cry genlerinin transkripsiyonunun
aktivasyonunu saglamalar1 nedeniyle molekiiler saatte 6nemli géreve sahiptir (Levi &
Schibler, 2007; Liu ve ark., 2007). CLOCK:BMAL1 kompleksi, PER (Perl, Per2,
Per3) ve CRY (Cryl, Cry2) proteinlerini kodlayan genlerin E-box igeren diizenleyicli
elemanlarina baglanir (Gekakis ve ark., 1998; Kume ve ark., 1999; Shearman ve ark.,
2000). Farelerde, CLOCK:BMALI aktivasyonu giindiiz ger¢eklesirken Per ve Cry
genlerinin transkripsiyonu 6gleden sonra gerceklesir. PER, CRY proteinlerinin birikimi
ise 6gleden sonra geg saatlerde ya da aksam olur. PER ve CRY proteinleri birbirleriyle
ve serin treonin kinazlar (kazein kinaz 16 (CK16), CKe) ile etkilesime girerler (Gallego
& Virshup, 2007; C. Lee ve ark., 2001; Lowrey & Takahashi, 2011). Gece nukleusa
gecen PER ve CRY, CLOCK:BMAL1 kompleksiyle etkilesime girerek kendi
transkripsiyonlarin1 baskilar ve sonugta Per ve Cry genlerinin transkripsiyonu azalir.
Spesifik E3 ligaz kompleksleriyle ubikutinleme ve proteozom ile degradasyon
prosesleri sonucunda PER ve CRY proteinlerinin diizeyleri azalir. PER ve CRY’dan
olusan baskilayici kompleks yikildiktan sonra CLOCK:BMALI transkripsiyonuyla,
ertesi sabah yeni bir transkripsiyon dongiisii baslatilir. PER ve CRY proteinlerinin
stabilitesi/degradasyon hizi, saatin periyodunun ayarlanmasini saglamaktadir (Gallego
& Virshup, 2007; Preuiner & Heyd, 2016; Takahashi, 2017). Genetik ve biyokimyasal
calismalar ile hesaplama c¢alismalari, saat modiilasyon faktorlerinden ve ek saat
bilesenlerinden olusan zengin bir agin var olduguna isaret etmektedir (Anafi ve ark.,
2014; Robles ve ark., 2010) Nitekim, yapilan bir ¢alismada Gm129 geninin de ana saat
proteinlerinden birini kodladigt ve BMALL’in Omriinii diizenledigi gosterilmistir
(Annayev ve ark., 2014).

CLOCK:BMALL1 kompleksi Cry ve Per disinda, niikleer reseptorler olan ve
sirastyla Nrld1 ve Nrld2 tarafindan kodlanan, niikleer reseptor Rev-Erb alfa ve beta’y:
(REV-ERBa ve REV-ERBf) da aktive etmektedir. REV-ERBa ve f, REV-
ERB/Retinoik asit iliskili yetim reseptor yanit elemanlarma (retinoik asid related orphan
receptor (ROR) response elements: RORES) baglanmak i¢in RORa, RORP ve RORy ile
yarismaktadir. REV-ERBa ve p’nin ritmik ekspresyonu, Bmal ve Clock’un

baskilanmasimna neden olur ve buna bagli olarak bu genlerde Per genine zit fazh
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ekspresyon ritimleri olusur (Preitner ve ark., 2002; Sato ve ark., 2004; Takahashi, 2017;
Y. Zhang ve ark., 2015).

BMAL1 CLOCK
BMAL1 CLOCK
mCry1/2

BMAL1 CLOCK

BMAL1 CLOCK

Poliubikitin Poliubikitin

26S proteozom

4 T
ﬂ‘«ﬂ; Degradasyon

Sekil 2-2: Memelilerde molekiiler saatin sematik gosterimi -Ethan & Takahashi
(2013)’dan degistirilerek.

CLOCK-BMALL1 transaktivasyon kompleksi, Proline-acidic amino acid-rich
basic leucine zipper (PAR bZip) transkripsiyon faktorlerinin mRNA ekspresyonlarini
ritmik bir bi¢imde kontrol etmektedir (Gachon ve ark., 2006). Albiimin D bolgesi
baglayici protein (DBP), tirotrop embriyonik faktér (TEF) ve hepatik 16semi faktorii
(HLF)’yi iceren PAR bZip transkripsiyon faktorleri, ksenobiyotik metabolizmasi ve
detoksifikasyonunda gorev alan C-androstan reseptorii (CAR), P450 oksido-rediiktazlar
(POR), 5-amino-6-levulinik asit sentetaz (ALAS1) gibi proteinlerin ekspresyonunu
diizenlemektedir (Gachon ve ark., 2006; Levi & Schibler, 2007).

Molekiiler saatteki sirkadiyan ritimler, fosforilasyon ve ubikiitinasyon gibi
posttranslasyonel modifikasyonlarla  kontrol edilmektedir. Posttransyonel
modifikasyonlar, ana saat proteinlerinin stabilitesini ve niikleer translokasyonunu

etkileyerek sirkadiyan saatin hassasiyetine 6nemli 6l¢iide katkida bulunur. CK16 ve
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CKe, ana sirkadiyan saat proteinlerinin dongiisiinde 6nemli rol oynamaktadir (Ko &
Takahashi, 2006). PER proteinleri, CK15 ve CKe tarafindan fosforilasyona tabi
tutulmaktadir ve bu E3 ubikiitin ligaz S-TrCP tarafindan ubikiitinlenmeye ve
proteozomal degradasyona yatkinligi kontrol etmektedir. (Eide ve ark., 2005; Meng ve
ark., 2008; Ohsaki ve ark., 2008; Shirogane ve ark., 2005). AMP-aktive edilmis protein
kinaz (AMPK) tarafindan gergeklestirilen CRY fosforilasyonu, CRY1 ve CRY2’yi E3
ubikiitin ligazlar olan FBXL3 ve FBXL21 igin hedef haline getirmektedir (Busino ve
ark., 2007; Hirano ve ark., 2013; S.-H. Yoo ve ark., 2013).

Siklik transkripsiyonel aktivite i¢in gerekli olan kromatin yeniden modellemesi,
saate 0zgl ve yaygin olarak bulunan histon modifiye edici proteinler ile elde edilir ve
birgok saat hedef geninde histonlarda (H3 ve H4) ritmik asetilasyon/deasetilasyon
gozlemlenebilir (Etchegaray ve ark., 2003; Ripperger & Schibler, 2006; Sahar &
Sassone-Corsi, 2013). CLOCK proteini, intrinsik histon asetil transferaz (HAT)
aktivitesine sahiptir ve H3K9, H3K 14 histonlarini asetillemektedir (Doi ve ark., 2006;
Hirayama ve ark., 2007). Transkripsiyon dongiisiiniin basinda CLOCK ve BMALI1
sirastyla histon asetil transferazlar olan p300 ve CREB baglayici protein (CBP) ile
etkilesime girer ve bdylece histonlar asetillenir, kromatinler transkripsiyon i¢in uygun
hale gelir (Curtis ve ark., 2004; Etchegaray ve ark., 2003; Hosoda ve ark., 2009; J. Lee
ve ark., 2008). NAD* bagimli histon deasetilaz (HDAC) sirtuin 1 (SIRT1); CLOCK,
BMAL1 ve PER2 ile etkilesime girmekte ve CLOCK:BMAL1 kompleksinde
inhibisyona neden olmaktadir. NAD® diizeylerine iliskin sirkadiyan ritim,
CLOCK:BMALL1 hedef geni olan Nampt ekspresyonu tarafindan diizenlenmektedir ve
SIRT1 aktivitesinde bir ritim olusturmaktadir (Asher ve ark., 2008; Nakahata ve ark.,
2008, 2009; Ramsey ve ark., 2009). CLOCK:BMAL1 kompleksinin metiltransferaz
MLL1 (mixed lineage leukemia 1) ile etkilesime girmesi sonucu Histon H3K4 ritmik
olarak metillenirken, histon lizin demetilazlar olan jumonji AT-rich interactive domain
la (JARID1a) ve lizin-spesifik histon demetilaz 1A (LSD1) ile etkilesimi sonucu
transkripsiyonal aktivasyon kolaylastirilir (DiTacchio ve ark., 2011; Katada & Sassone-
Corsi, 2010; Nam ve ark., 2014).

2.2. Kronofarmakoloji
Transkripsiyon ve translasyondan hiicre i¢i sinyalizasyona hiicresel fizyolojinin

biiyiik kisminda goriilen sirkadiyan ritimlere bagl olarak bir¢ok organ ve sistemde
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giinliik fizyolojik varyasyonlar ortaya ¢ikmaktadir. Organizma fizyolojisinde goriilen
sirkadiyan ritimlerin, ilag farmakokinetigi, farmakodinamigi ve toksisitesinde
olusturdugu ritmik degisiklikleri inceleyen farmakoloji disiplini kronofarmakoloji
olarak tamimlanir. Kronofarmakolojik c¢alismalarda elde edilen bilgilerle yapilan
krononoterapi uygulamalari, ilag uygulama zamanlarimi optimize ederek maksimum
etkinligi saglamay1 ve toksisiteyi en aza indirmeyi hedeflemektedir (Dallmann ve ark.,
2014; Gaspar ve ark., 2019).

2.2.1. Kronofarmakokinetik

Kronofarmakokinetik, ilacin farmakokinetigini olusturan absorpsiyon, dagilim,
metabolizma ve eliminasyon proseslerinde sirkadiyan ritimlerin sebep oldugu 24 saatlik
degisiklikleri ifade etmektedir. Absorpsiyon, dagilim, metabolizma ve eliminasyon
stireclerinde ve/veya ilag toksisitesinde meydana gelen 24 saatlik degisiklikler, gastrik
pH, mide ve barsak motilitesi, plazma proteinleri ve protein alt tipleri, membran
mikroviskozitesi, reseptdr yogunlugu ya da baglayici enzim aktivitesi, tastyici proteinler
ve iyon kanallari, karaciger ve bobrek kan akimi, karaciger metabolizmasi, safra hacmi
ve tuz atilimi, bobrek glomeriiler filtrasyon hizi, tiibiiler reabsorpsiyon hizi, liriner ¢ikis
ve pH olarak siralanan birgok fizyolojik faktore bagli olarak olusmaktadir (Ballesta ve
ark., 2017; Dallmann ve ark., 2016; Levi & Schibler, 2007). ilag farmakokinetiginin

sirkadiyan saat tarafindan diizenlenmesi Sekil 2-3’te gosterilmistir.
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Sekil 2-3: Ila¢ farmakokinetiginin sirkadiyan saat tarafindan diizenlenmesi -DeBruyne ve
ark. (2014)’ten degistirilerek.

Kirmizi tablolar iginde yer alan tiim parametreler, ilag metabolizmasini ve taginmasini ritmik bir bi¢imde
etkilemektedir. Sirkadiyan saatin ila¢ farmakokinetigine iliskin karakteristik fonksiyonlar1 gorev alan organlar
tizerinde belirtilmistir.

2.2.1.1. Absorpsiyon

Absorpsiyon, bir ilacin uygulandigi farmasétik formundan sistemik dolasima
gecme hiz ve miktarii belirleyen bir dizi prosesten olugmaktadir. Absorpsiyonun
degerlendirilmesinde maksimum konsantrasyon (Cmaks), maksimum konsantrasyona
ulagsma zamani (tmaks), plazma konsantrasyonu-zaman egrisi altinda kalan alan (Area
under the curve: AUC) ve absorpsiyon hiz sabiti (Aa/ka) parametreleri kullanilmaktadir.
Damar dis1 yolla uygulanan bir ilacin absorpsiyonunda ilag ve dozaj formuna iliskin
faktorler ve biyolojik fonksiyona ait faktorler degisiklige sebep olabilmektedir
(Bélanger ve ark., 1997).

llag absorpsiyonunda degisiklige sebep olan biyolojik fonsiyona iliskin
faktorler; mide kan akimi, mide bosalma hizi, mide pH’si, gastrointestinal kanal
motilitesi, enzimler, safra sekresyonu, ylizey alani, membran gegirgenligi, tasiyici

proteinler ve aglik/tokluk durumu olarak siralanabilir (Bélanger ve ark., 1997).

Insanda mide pH’sindaki sirkadiyan degisimler, ilk olarak Moore ve Englert
(1970) tarafindan yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir. Mide pH’sindaki degisiklikler
ilacin iyonizasyonunu ve ¢oziliniirliigiinii etkilemektedir. Sirkadiyan osilasyon gdsteren
mide kan akimi ve motilitesi, giindiiz artarken gece azalmaktadir. Sonug¢ olarak, ¢ogu
ilacin absorpsiyonu mide kan akimi, gastrointestinal kanal motilitesi ve mide
pH’sindaki artisa paralel olarak sabah daha fazladir (Musiek & Fitzgerald, 2013).
Midede oksintik hiicreler tarafindan iiretilen ve {retimi sirkadiyan saat genleri
tarafindan diizenlenen ghrelin hormonu, beslenmeden dnce aktivitedeki (gida beklenti
aktivitesi) sirkadiyan degisiklikleri diizenlemektedir (Lesauter ve ark., 2009). Oksintik
hiicreler, gastrointestinal kanalin sirkadiyan osilasyonunu 1siktan ziyade yemek yeme

zamanlarina gore diizenlemektedir (Musiek & Fitzgerald, 2013).

Gastrointestinal kanalda gorev yapan disa atim (efluks) proteinleri,
ksenobiyotikleri sitoplazmadan barsak liimenine pompalayarak bir¢ok ilacin
absorpsiyonunu ve biyoyarlanimin1 azaltmaktadir (Bardal ve ark., 2011; Levi &
Schibler, 2007). Disa atim proteinleri olan ATP baglayic1 kaset (ABC) ailesinden ¢ok
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sayida proteinin ekspresyonu sirkadiyan varyasyon gostermektedir. P-glikoprotein (P-
gp, Mdrla, Abcbla), meme kanseri rezistans proteini (Bcrp, Abcg2), ¢oklu ilag direnci
iliskili protein’in (Mrp2, Abcc2) ince bagirsaktaki ritmik ekspresyonlart PAR bZIP
ailesine ait transkripsiyon faktorleri basta olmak iizere sirkadiyan transkripsiyon
faktorleri tarafindan diizenlenmektedir. Farelerde ritmik intestinal Mdrla mRNA
ekspresyonunun, HLF ve E4 promotor baglayici protein-4 (E4BP4) tarafindan
diizenlendigi gosterilmistir (Ando ve ark., 2005; Murakami ve ark., 2008). Okyar ve
ark. (2019) tarafindan fare ileum dokusunda yapilan bir ¢alismada, P-gp’ye ait mMRNA
ve protein diizeylerinde cinsiyete bagli olarak farklilik gosteren sirkadiyan degisiklikler
rapor edilmistir. Ando ve ark. (2005) tarafindan C57BL/6j soyu farelerde yapilan
caligmada, Abcbla mMRNA ekspresyonuna iligkin pik degeri karaciger dokusunda
ZT16’da, barsak dokusunda ise ZT12’de goriilmiistiir. Intestinal dokuda protein
ekspresyonuna ait gukur degeri ZT0’da, pik degeri ZT8’de goriilmiistiir. P-gp substrati
olan digoksinin intestinal birikimi degerlendirildiginde, ZT12’de ZT0’a kiyasla anlamli
olarak diisiik bulunmustur ve bu P-gp aktivitesinin de sirkadiyan varyasyon gosterdigine
isaret etmektedir (Ando ve ark., 2005). Murakami ve ark. (2008) tarafindan yapilan
calismada da benzer sekilde Abcbla mRNA diizeylerinin ZT10°da pik yaptigi
gosterilmistir. Ayrica Clock-/- farelerin ileum dokusunda, yabanil tip farelere kiyasla P-
gp aktivitesi azaldigi ve Clock-/- farelerde P-gp ekspresyonu sirkadiyan ritim
gostermedigi gortilmistiir (Murakami ve ark., 2008). Farelerin ileum dokusunda yapilan
bir ¢alismada, Abcc2’ye ait ortalama mRNA ve protein ekspresyonlarinda zamana bagl
olarak 2-6 kat arasi farklilik goriilmistir (Okyar ve ark., 2011). Sirkadiyan ritim
gosteren Abcc2 (Mrp2) ekspresyonu karaciger ve bobrekte ZT12’de, intestinal dokuda
ise ZT8’de pik yapmaktadir (Ando ve ark., 2005).

Intestinal ilag absorpsiyonunda gérev yapan ve soliit tastyicilar ailesinde (SLC)
yer alan peptid tasiyici-1 (PepT1, Slcl5al), organik katyon tasiyict yeni tip-1 (Octn-1,
Slc22a4) gibi proteinleri kodlayan genler de sirkadiyan ritim gostermektedir (Okamura
ve ark., 2014; Wada ve ark., 2015). Yemekten sonra intestinal liimene salgilanan safra
asitleri, hem yaglarin sindiriminde gorev almakta hem de epitel hiicrelerindeki gen
ekspresyonunu diizenlemektedir (Sinal ve ark., 2001). Okamura ve ark. (2014)
tarafindan yapilan calismada, safra asitlerinin farelerin intestinal hiicrelerinde zamana
bagli olarak biriktigi ve bu zamana bagl birikimin peroksizom proliferator aktive edici

reseptor-o.  (PPARa) aracili transaktivasyonun periyodik olarak baskilanmasi
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mekanizmasi ile intestinal peptid absorpsiyon tasiyicist olan PepT1 ekspresyonunda
sirkadiyan degisikliklere sebep oldugu gosterilmistir. Ekspresyonunun PPARa
araciligiyla diizenlendigi gosterilen bir diger gen Slc22a4 ve kodladigi protein olan
Octn-1 de belirgin sirkadiyan osilasyon gostermektedir. Farelerde yapilan ¢alismalarda,
Octn-1 ekspresyonunda goriilen sirkadiyan osilasyonlarin antiepileptik bir ajan olan
gabapentinin barsaktan emiliminde uygulama zamanina bagli degisikliklere neden

oldugu ortaya koyulmustur (Wada ve ark., 2015).

Ilag absorpsiyonunda degisiklige sebep olan ilag ve dozaj formuna iliskin
faktorlerden biri suda ve yagdaki ¢Oziiniirliiktir (Bélanger ve ark., 1997).
Absorpsiyonda goriilen sirkadiyan degisiklikler, yagda ¢oziinen (lipofilik) ilaglar igin
daha belirgin olmaktadir. Ayrica, mikrozomal transport proteini (MTP) gibi lipid
transportunda rol oynayan bazi proteinler sirkadiyan saatin kontrolii altindadir. insanda
bir¢ok lipofilik ilag i¢in, gastrointestinal kanal kan akimi ve mide pH’sindaki artisa
paralel olarak genellikle sabah (aktivite doneminde), aksam saatlerine gore absorpsiyon
hizi ve miktar1 daha fazladir, Cmaks degerleri daha yiiksektir ve tmaks daha kisadir
(Baraldo, 2008; Musiek & Fitzgerald, 2013; Pan ve ark., 2010; Selfridge ve ark., 2016).
Shiga ve ark. (1993) tarafindan hipertansiyon hastalarinda yapilan ¢alismada, yagda ¢ok
¢oziinen bir beta bloker olan propranololiin emilimi sabah geceye gore anlamli olarak
daha fazlayken, suda ¢oziinebilen beta bloker atenolol igin emilim agisindan giinliik
sirkadiyan varyasyon goriilmemistir. Farelerde yapilan bir c¢aligmada yabanil tip
farelerde lipid absorpsiyonunda sirkadiyan degiliklikler goriilirken (en fazla
absorpsiyon aktivite doneminde), Clock geni mutant olan farelerde zamana bagh
herhangi bir degisiklik goriilmemektedir. Ayrica Clock mutant farelerde, barsaktaki
sirkadiyan aktivitenin bozulmasina bagli olarak karbonhidrat, yag ve proteinlerin

absorpsiyonunun diizenlenmesinde bozukluk goriilmektedir (Pan & Hussain, 2009).

2.2.1.2. Dagilm

llaglarin dagilimma etki eden faktorler; viicut hacmi ve kompozisyonu, kan
akimi, plazma proteinlerine baglanma, ilaglarin yagda c¢oziniirliigli ve membran
permeabilitesidir (Bélanger ve ark., 1997). Ilacin, doku kompartmanina difiize olarak
etkisini olusturabilmesi i¢in plazmada serbest halde bulunmasi gerekmektedir. Serbest
ila¢ diizeyindeki degisiklikler, etkinlik ve yan etki profili agisindan 6nem tagimaktadir.

Plazma proteinlerinden albumin, globulin ve «-1-glikoproteinin sirkadiyan ritim
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gosterdigine dair gesitli ¢alismalar bulunmaktadir. Glukokortikoid baglayici protein
transkortinin plazma diizeyleri de sirkadiyan varyasyon gostermektedir. Insanda ve
kemirgenlerde yapilan gesitli c¢alismalarda, valproik asit, karbamazepin, diazepam,
dizopiramid, lidokain, prednizolon, sisplatin ve propranololiin proteinlere baglanma
miktarinda sirkadiyan degisiklikler gosterilmistir (Bélanger ve ark., 1997; Kanabrocki
ve ark., 1988; Musiek & Fitzgerald, 2013; Scheving & Pauly, 1968). Suda ¢oziiniirligii
yiiksek olan ilaglar, doku kompartmanina gegebilmek igin membran proteinlerine
(tastyicilar/ kanallar) ihtiya¢ duymaktadir ve bu proteinlerin sirkadiyan regiilasyonu ilag
dagiliminda degisikliklere sebep olmaktir (Musiek & Fitzgerald, 2013). Kan akimi ve
kardiyak output, otonom sinir sistemi araciligiyla olusan sirkadiyan degisiklikler
nedeniyle insanda sabah saatlerinde aksama gore daha fazla olmaktadir. Buna bagh

olarak ilaglarin doku dagiliminda degisiklikler olmaktadir (Baraldo, 2008).

2.2.1.3. Metabolizma

llaglarin hepatik metabolizmas: genellikle faz 1 ve faz II olmak iizere iki
basamakta gerceklesmektedir. Faz I reaksiyonlari, cogunlukla sitokrom P450 enzimleri
tarafindan gerceklestirilen oksidasyon, rediiksiyon, hidroliz ya da siklizasyon
reaksiyonlarindan olusurken, faz Il reaksiyonlart glutatyon-S-transferaz (GSH), UDP
glukuroniltransferaz  (UGT), metil transferaz, N-asetil transferaz (NAT) ve
stilfotransferaz ~ (SULT) enzimleri  tarafindan  gergeklestirilen ~ konjugasyon
reaksiyonlarindan olusmaktadir. Ksenobiyotiklerin hiicre digina atilmasindan sorumlu
olan ABC tasiyict proteinleri ve hiicre i¢ine tagimada gorev yapan Slc ailesi faz 111
bashigi altinda bulunmaktadir. Faz I, faz 1l metabolize edici enzimlerine ve faz Il
tastyicilarina iliskin aktivitelerin, protein ve/veya mRNA diizeylerinin sirkadiyan
ritimlerle diizenlendigi bilinmektedir (Ballesta ve ark., 2017; Musiek & Fitzgerald,
2013; N. Ozturk ve ark., 2017). Faz I, II ve III metabolizma ve transport yolaklarinin
sirkadiyan koordinasyonu, ksenobiyotiklerin suda ¢oziiniirliigiinii ve eliminasyonunu
zamana bagli olarak en etkin sekilde saglamaya yoneliktir ve organizmanin giinliik
muhtemel ksenobiyotik maruziyeti dongiilerine adaptasyonu gibi diisiiniilebilir

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

Sirkadiyan transkripsiyonun diizenlenmesinde rol oynayan genler, ilag
metabolizmasindaki bir¢ok yolagi dogrudan kontrol etmektedir. PAR bZIP
transkripsiyon faktorleri olan DBP, TEF ve HLF; POR, ALAS, CAR, PPAR-a ve aril
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hidrokarbon reseptoriic  (AHR) proteinlerini  koplayan genlerin  D-box igeren
promotorlerine  ritmik bir bigimde baglanmakta ve boylelikle ksenobiyotik
metabolizmasini1 diizenlemektedir (Ballesta ve ark., 2017). Gachon ve ark. (2006)
tarafindan yapilan bir c¢alismada, PAR bZip proteinlerinin tglii knock-out oldugu
farelerde faz | enzimlerinden Cyp2b, Cyp2c, Cyp3a, Cyp4a’ya iliskin genlerin ve CYP
oksidorediiktazlari, aldehid dehidrojenaz (ALDH), GSH, SULT, UGT proteinlerine ait
gen ekspresyonlarinin azaldigi belirlenmistir. PAR bZip knock-out farelerde hepatik
metabolizmada ciddi bozulma goriilmiis ve ksenobiyotiklere kars1 duyarlilik artmistir.
Kang ve ark. (2007) tarafindan fare karaciger dokusunda yapilan analizlerde, ROR-a ve
v genleri knock out olan farelerde birgok faz I ve faz Il enziminin diizeylerinde belirgin

azalma gorilmistiir (Musiek & Fitzgerald, 2013).

Fare ve sicanlarda yapilan calismalar, bircok sitokrom P450 (CYP) geninin
sirkadiyan ekspresyon profili izledigini gostermistir (Desai ve ark., 2004; Hirao ve ark.,
2006; Y. K. J. Zhang ve ark., 2009). Farelerde Cyp2a4 ve Cyp2a5 ekspresyonlari direkt
olarak DBP proteini tarafindan kontrol edilmekte ve giiclii sirkadiyan osilasyon
gostermektedir. Sican ve farelerde, ¢cogu mikrozomal oksidaz enziminin aktivitesi
karanlik donemde yani aktivite periyodunda en yiiksek diizeyindeyken, aydinlik
donemde yani dinlenme periyodunda en diisiik seviyededir. Yapilan calismalarda,
sirkadiyan ritimlere bagli olarak karaciger ve bagirsaktaki sitokrom P-450
oksidorediiktazlarinin (POR) mMRNA ekspresyonlarinda 2-8 kat degisiklik goriilmustiir
ve maksimum POR mRNA ekspresyonu ZT12’dedir. Karaciger ve bagirsaktaki
maksimum mRNA ekspresyonu Cyp2b10 enzimi i¢in ZT16’da, Cyp2c50 enzimi igin
ZT20’dedir (Gachon ve ark., 2006; Lévi ve ark., 2010).

Faz | metabolik reaksiyonlarinda Onemli rol oynayan CES’lerin ritmik
transkripsiyonunun PAR bZip proteinleriyle kontrol edildigi in vivo ve in vitro
calismalarla gosterilmistir (Ballesta ve ark., 2011; Gachon ve ark., 2006). CES enzimi,
antikanser ilaglar olan kapesitabin ve irinotekanin biyoaktivasyonunda rol
oynamaktadir. Sirkadiyan ritim gosteren faz | DPD enziminin aktivitesine bagl olarak,
5-fluorourasil ve kapesitabinin sirasiyla dehidrojenasyon ve deaminasyonu zamana
bagl degisiklikler gostermektedir (Lévi ve ark., 2010). B6D2F; soyu erkek farelerde
yapilan bir ¢alismada, karacigerde DPD ekspresyonunun ZT15’te, aktivitesinin ise

ZT3’te yani dinlenme doneminde pik yaptig1 goriilmiistiir. Kosinor analizine gore, DPD
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ekspresyonu ve aktivitesinin akrofazi arasindaki gecikme siiresi 16 saattir (Porsin ve
ark., 2003). 5-FU metabolizmasinda gorev alan ve sitotoksik metabolitleri olusturan
orotat fosforiboziltransferaz, uridin fosforilaz ve deoksitimidin kinaz enzimlerinin
aktiviteleri, fare ve siganlarda aktivite periyodunda en yiiksektir ve buna bagh olarak 5-

FU’nun saglikli dokulara olan toksisitesi en fazladir (Levi & Schibler, 2007).

Faz II ila¢ metabolizmasinda rol oynayan GST enzimi aktivitesinde ve glutatyon
igerigindeki sirkadiyan degisiklikler, paresatemol, platin/kadmiyum bilesikleri gibi
ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda biiyiik 6neme sahiptir (Matsunaga ve ark., 2004;
N. Miura ve ark., 2013). Farelerde, karaciger ve jejunumdaki GSH diizeylerinin
sirkadiyan ritim gosterdigi ve giin ortasina kiyasla gecenin ikinci yarisinda yaklasik 3
kat daha yiiksek oldugu bulunmustur. GSH biyosentezi inhibe edilen farelerde sisplatin
uygulamasi sonucu goriilen toksisite artmis, ayrica sisplatine bagl toksisite ve sagkalim
ila¢ uygulama zamanina gore degisiklik gostermistir (X. M. Li ve ark., 1997). UGT
aktivitesi, sicanlarda aktivite doneminde pik yapmakla beraber Ugtlal’in sirkadiyan
ekspresyonu tiir, soy ve cinsiyete gore degisiklik gostermektedir. UGT1A, selisiklib,
irinotekan ve irinotekanin aktif metaboliti olan SN-38’in detoksifikasyonunda gorev alir
(Y. Guo ve ark., 2007; Lévi ve ark., 2010; X. M. Li ve ark., 2013).

Hepatobiliyer tasiyicilar, karaciger hiicreleri tarafindan ksenobiyotiklerin hiicre
igine tasinmasinda ve atiliminda gérev almakta ve ilk gegis etkisine katki saglamaktadir.
Karaciger SLC proteinleri, ksenobiyotiklerin sinuzoidal membrandan hiicre igine
alinmasin1  saglarken; ABC proteinleri, ksenobiyotiklerin ve metabolitlerin
hepatositlerin digina safraya ya da bobreklerle elimine edilmek iizere kana atilmasini
saglamaktadir. SLC ailesindeki organik anyon tasiyicilardan Oatplal, Oatpla4,
Oatplb2 ve Oat2 ile organik katyon tasiyicilardan Octl’in fare karacigerindeki mMRNA
ekspresyonlarimin diurnal ritimler izledigi gosterilmistir. Absorpsiyon bagligi altinda
detayli olarak bahsedilen ve metabolizmada da rolii olan ABC proteinlerine iligskin
olarak fare karaciger dokusunda yapilan ¢alismalarda, Abcbla, Abcblb, Abcc2, Abcg2,
Abcb4 mRNA ekspresyonlarinin sirkadiyan ritim gosterdigi belirlenmistir (Y. K. J.
Zhang ve ark., 2009).

2.2.1.4. Eliminasyon
Suda c¢oziinen c¢ogu ilag ya da metabolit renal yol ile yani idrarla elimine

edilmektedir. Bobrekten (renal) eliminasyona iligkin faktorler olan, glomeriiler
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filtrasyon hizi, tiibiiler reabsorpsiyon, tiibiiler sekresyon, bobrek kan akimi, idrar hacmi
ve pH’st ve bunlara bagl olarak ¢esitli ilaglarin idrarla atilimi sirkadiyan ritim
gostermektedir (Bélanger ve ark., 1997; Dallmann ve ark., 2014; Musiek & Fitzgerald,
2013). Bobrek kan akimi ve glomeruler filtrasyon hizina iliskin sirkadiyan ritimler, aktif
donemde pik yapmaktadir (Koopman ve ark., 1989). Sirkadiyan saatin renal
eliminasyonun diizenlenmesindeki rolii, Cry 1/Cry2 ikili knock out (DKO) farelerde
yapilan ¢alismalarda gosterilmistir. Cryl/2 DKO farelerde, renal kan akiminda
anormallik goriilmektedir ve bu duruma renin-anjiyotensin-aldosteron sistemindeki
bozulmanin ya da arteriyal kan bazinci ve kardiyak output’taki degisikliklerin neden
oldugu diisiiniilmektedir (Doi ve ark., 2010). Suda ¢6ziinen ilaglarin ve kiigiikk organik
iyonlarin bobrekten reabsorpsiyonu ve sekresyonu, proksimal tiibiil ve bobrekteki ABC
ve SLC tasiyict proteinlerinin  diurnal ekspresyonuna baglh olarak degisiklik
gostermektedir (Selfridge ve ark., 2016). PAR bZip ti¢lii knock out farelerde yapilan bir
calismada, knockout farelerin bobreklerinde Abccd ve Slc22a7 ekspresyonunun
heterozigot farelere kiyasla anlamli bicimde azalmis oldugu goriilmiistiir. Bu sonug,
tiibiiler reabsorpsiyon ya da sekresyonun sirkadiyan saat tarafindan kontrol edildigine
isaret etmektedir (Dallmann ve ark., 2014; Gachon ve ark., 2006). Oda ve ark. (2014)
tarafindan yapilan calismada, fare bobrek dokusuna organik katyon tasiyici-2’nin
(OCT2-SIc22a2) protein ve mMRNA ekspresyonlarina iliskin sirkadiyan ritim
gosterilmistir. Clock/Clock mutant farelerde, yabanil tipe kiyasla OCT2-Slc22a2 ve
MATE1-SIc47al protein-mRNA ekspresyonlarinin azaldigit ve bu tasiyicilarin
sirkadiyan ritim gostermedigi belirlenmistir. Ayrica, renal proksimal tiibiilde sisplatin
eliminasyonunda gorev yapan OCT2’nin, bobrek dokusunda zamana bagli olarak
degisen protein diizeyi ile sisplatin nefrotoksisitesinin sirkadiyan ritmi arasinda iliski
oldugu gosterilmistir (Oda ve ark., 2014). Idrardaki pH degisiklikleri, ilacin
iyonizasyonu ile ¢oziiniirliigiinii ve nefrondan reabsorpsiyonunu etkilemektedir. idrar
pH’s1 genellikle sabah saatlerinde daha diisiik olmaktadir. Sodyum-proton degistirici-3
(NHE3 ya da SLC9A3), proksimal tiibiilde eksprese edilmekte ve idrar pH’sinda
sirkadiyan degisiklere sebep olmaktadir (Dallmann ve ark., 2014). Fare ve siganlarda
yapilan ¢aligmalarda bobrek dokusundaki NHE3 mRNA ve/veya protein
ekspresyonlarinin sirkadiyan ritim gosterdigi ve  mRNA ekspresyonunun aktivite

periyodunun ortasinda pik yaptigi gorilmiistiir. Yabanil tipteki farelerin aksine
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Cry1/Cry2 DKO farelerin bobrek dokusunda NHE3 ekspresyonun sirkadiyan varyasyon
gostermedigi belirlenmigtir (Rohman ve ark., 2005).

Ilag eliminasyonundaki ikinci yol hepatobiliyer eliminasyondur. Bazi ilaglar
hepatobiliyer (safra-karaciger tizerinden) sistemle gastrointestinal kanala atildiktan
sonra tekrar emilip karacigerde metabolizmaya ugramakta ya da feges ile elimine
edilmektedir. Hepatobiliyer tasinmada, ila¢ ya da metabolitlerinin yapisina gére ABC
proteinleri ailesinden safra tuzu disar1 atim pompas:1 (BSEP/ABCB11), MRP2, MDR2
(ABCB4), MDR1, ABCG5/8, BCRP tasiyici proteinleri gorev almaktadir (Dallmann ve
ark., 2014). Ksenobiyotiklerin, safra asitlerinin ve lipidlerinin safra yoluyla atiliminin
sirkadiyan ritim gosterdigi, kemirgenlerde yapilan ¢alismalarda ortaya koyulmustur
(Nakano ve ark., 1990). Safra sekresyonunda gorev yapan tasiyici proteinleri kodlayan
genlerin bir¢ogu, karacigerde sirkadiyan ritmik olarak eksprese edilmektedir. Siganlarda
yapilan calismalarda ampisilinin ve flomoksefin safra ile atiliminda ilag uygulama
zamanina bagh olarak degisiklikler goriilmistiir (Hishikawa ve ark., 2003; Mesnard-
Ricci & White, 1998). insanda 09:00 veya 21:00°de flomoksef uygulandiktan sonra 6
saat boyunca perkiitan transhepatik biliyer drenaj ile izole edilen safrada bulunan ilag
miktart uygulama zamanina bagl olarak degisiklik gostermistir (Hishikawa ve ark.,
2001).

2.2.2. Kronofarmakodinamik

Kronofarmakodinamik, ilacin farmakodinamiginde sirkadiyan ritimlere bagh
olarak olusan yaklasik 24 saatlik degisiklikleri ifade etmektedir. Sirkadiyan ritimler ilag
aktivitesini hem 1ilaca iliskin direkt intraseliiler hedefler ve bununla iliskili yolaklar
tizerine etki ederek hem de kardiyovaskiiler sistem, immun sistem, sinir sistemi, enerji
diizenlenmesi gibi fizyolojik fonksiyonlar1 kapsayan ekstraseliiler ¢evreye etki ederek

modiile ederler (Ballesta ve ark., 2017).

Reseptor-ligand (ilag, hormon ve norotransmiter gibi) etkilesimi ve
sinyalizasyona iliskin parametrelerdeki sirkadiyan varyasyonlar, farmakodinamik olarak
karakterize edilen ilk biyolojik siireg¢lerdendir. Elde edilen bulgular, potens, efikasite,
reseptor duyarliigi ve reseptor-ligand etkilesimi sonucu uyarilan sinyalizasyon
yolaklarinda diurnal varyasyonlarin oldugunu gostermistir. Yakin zamanlarda, spesifik
sirkadiyan saat genlerinin silindigi/islevsiz hala getirildigi fare genetik modellerinde

yapilan ¢ok sayida c¢alismada hedef fonksiyonda ve ilag etkinliginde molekiiler saatin
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onemi gosterilmistir. Yillar i¢inde edinilmis olan, kardiyovaskiiler sistem ilaglari,
kemoterapotikler, analjezikler, antidepresanlar, anksiyolitikler, antipsikotikler gibi
bircok ila¢ grubunun kronofarmakodinamigine iliskin bilgiler, bu ilaglarla yapilan
tedavilere ¢ok sayida katki saglamaktadir. (Musiek & Fitzgerald, 2013; Reinberg, 1992;
Selfridge ve ark., 2016).

Kronofarmakodinamik degisiklerin goriildiigii ilag gruplarina iligkin drneklerden
biri olan kardiyovaskiiler sistem ilaglar1 hakkinda c¢okga c¢alisma yapilmistir.
Hemodinamik parametreler, ventrikiiler atim hacmi, kalp atis hizi, noradrenalin, renin,
anjiyotensin, aldosteron gibi hormonlarin ve siklik adenozin monofosfatin (CAMP)
plazma konsantrasyonlari, trombosit agregasyonuna egilim ve fibrinolitik aktivitede
goriilen sirkadiyan varyasyonlar ila¢ farmakodinamiginde degisiklige neden
olabilmektedir. Glukokortikoidler, anjiyotensin Il ve katekolaminlerin saliverilmesi ve
endotelyal NO sentaz aktivitesinde goriilen diurnal varyasyonlar, vazoaktif yaniti ve kan
basincini etkilemektedir. Miyokard enfarktiisi ya da iskemiye iliskin semptomlar,
giindiiz 06:00-12:00 saatleri arasinda pik yapmaktadir. Anjina ataklarinin en sik olarak
02:00-04:00 saatleri arasinda goriildiigli bilinmektedir. Kardiyovaskiiler sistem
hastaliklarinda yaygin olarak kullanilan ajanlar olan propranolol gibi B-blokerlerin,
sabah erken saatlerde alinmasi 6nerilmektedir. Sabah erken saatlerde alinan propranolol,
aktivite periyodunun basinda p-adrenoreseptorleri bloke ederek hemodinamik
kosullarda ve kalp atis hizinda degisiklie neden olmaktadir. Nitrat tiirevi ilaglar,
uygulama zamanma bagli olarak Onemsenmeyecek farmakokinetik degisiklikler
gostermesine karsin, bu ilaclarin terapotik etkinligi sabah erken saatlerde (yaklasik
sabah 02:00) uygulandiginda daha belirgin olmaktadir (Lemmer ve ark., 1991; Paschos
& FitzGerald, 2010; Selfridge ve ark., 2016).

Onemli kronofarmakodinamik degisiklerin goriildiigii ve cokca calisilan ilag
gruplarindan olan antikanser ilaglarin bir¢ogu belirli hiicre dongiisii safhalarimi
hedeflemektedir. Memelilerde, bir¢ok fizyolojik fonksiyon gibi hiicre dongiisii, DNA
tamiri ve apoptoz da sirkadiyan zamanlama sistemi tarafindan diizenlenmektedir.
Kanser kemoterapisine bagl olarak, dzellikle saglikli kemik iligi, gastrointestinal kanal
ve deri hiicrelerinde toksisite goriilme sikligi daha fazladir (Lévi ve ark., 2007).
Farelerin total kemik iligi dokularinda yapilan galismalarda, S ve G2/M fazindaki

hiicrelerin oran1 karanlik fazin ikinci yarisinda %50 oraninda artarken, GO-G1 fazindaki
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hiicrelerin aydinlik fazda daha fazla oldugu gorilmistiir. Farelerde, kemik iliginde
antiapoptik B-hiicreli lenfoma 2 (BCL2) proteininin ekspresyonu giin i¢inde 3 kat
degisiklik gostererek, aydinlik fazin basinda pik yapmaktadir. Proapoptik BCL2-iliskili
X (BAX) proteini ise giin i¢inde 5 kat degisiklik gostermekte ve zit sekilde ZT15’te pik
yapmaktadir (Granda ve ark., 2004; Tampellini ve ark., 1998). Farelerde aydinlik fazda
(dinlenme fazi), hiicrelerin agirlikli olarak GO-G1 fazinda bulunmasinin, BCL2’nin
yiiksek ve BAX’in diisiik olmasinin 5-FU, gemsitabin, irinotekan ve dosetaksel gibi
antikanser ilaglarin tolere edilebilirligine katki sagladigi diistiniilmektedir (Filipski ve
ark., 2004; Granda ve ark., 2001; Lévi, 2003; X. M. Li ve ark., 2005; Tampellini ve
ark., 1998). Antikanser ilaglardan 5-FU’nun hedefi olan timidilat sentaz enziminin
aktivitesi, yaklasik olarak karanlik fazin ortasinda pik yapmaktadir. Farelerde yapilan
caligmalarda timidilat sentaz (TS) pik zamaninin, 5-FU’nun hematolojik toksisitesinin
en yliksek oldugu zamanla ayni oldugu gortilmistiir (Wood ve ark., 2006). Faz | ve faz
Il metabolik enzimlerindeki sirkadiyan ritimler, kismen irinotekan farmakolojisini
belirlemekle beraber, irinotekanin hedefledigi protein olan ve genellikle ge¢ S fazinda
daha aktif olan topoizomeraz 1 (Top 1) aktivitesindeki ritmik degisikliklerin, farelerde
irinotekanin dinlenme doneminde hematolojik toksisite agisindan daha iyi tolere

edilmesine katki sagladig1 gosterilmistir (Kuramoto ve ark., 2006; Ohdo ve ark., 1997).

2.3. Kronoterapi

Kronoterapi, toksisite ile advers etkileri en aza indirmek ve tedavinin etkinligini
artirmak amaciyla tedavinin biyolojik ritimlere gére en uygun zamanda
gerceklestirilmesidir. Kronoterapi kapsaminda cerrahi, fiziksel ajanlar, psikoterapi,
profilaksi gibi bircok farmakolojik ve non-farmakolojik yaklagimlar bulunmaktadir
(Ballesta ve ark., 2017; Sancar ve ark., 2015; Selfridge ve ark., 2016).

1960-70°’1i yillarda yapilan preklinik g¢alismalarda sirkadiyan zamana bagl
olarak metopirapon, morfin, lidokain, oubain, metadon, arabinozilsitozin, siklofosfamid
ve lityuma iliskin ilag toksistesinde 7 kata kadar degisiklik olusabildigi gosterilmistir.
Bu ¢alismalar metodolojik problemler nedeniyle ¢esitli tartismalara sebep olmus olsa
da, sonraki yillarda yaklasik 50 tanesi antikanser ilaglar olmak iizere 400’den fazla
ilacin fare ve sicanda sirkadiyan zamana bagli farmakolojisinin gosterilmesine onciilikk
etmigtir (Dallmann ve ark., 2016; Lévi ve ark., 2010; Levi & Schibler, 2007).

Laboratuvar hayvanlarinda yapilan deneysel ¢aligmalarda sirkadiyan saate bagl olarak
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tolere edilebilirlik, farmakokinetik ya da efikasitesinde degisiklik oldugu belirlenen
antikanser ilaglar ve ilgili referanslar Tablo 2-1°de listelenmistir. Antikanser ilaglarin
deney hayvanlariindaki potansiyel letal dozlar1 uygulama zamanina bagli olarak 2-10
kat degisebilmektedir (Lévi ve ark., 2010).

Kronoterapiyi konvansiyonel tedaviyle kiyaslayan cesitli Faz-111  klinik
calismalardan elde edilen sonuglara gore, kronoterapi konvansiyonel tedaviden bes kata
kadar daha iyi tolere edilirken, kronoterapi ile elde edilen efikasite konvansiyonel
tedavinin neredeyse iki kat1 olmaktadir (Dallmann ve ark., 2016). Kanser tedavisinin en
uygun zamanda gergeklestirilmesi, antikanser ilaglarin genellikle maksimum tolere
edilen doza yakin dozlarda kullanilmasi ve ciddi advers etkilere neden olabilmesi
nedeniyle 6zel bir 6neme sahiptir (Ballesta ve ark., 2017). Antikanser ilaglarin hedefleri
olan hiicre dongiisii, apoptoz, DNA tamiri molekiiler diizeyde sirkadiyan saatin kontrolii
altindadir. Timor dokusunda, genellikle sirkadiyan organizasyon bozulmustur ve
saglikli doku ile timor dokusunun sirkadiyan ritimler agisindan farkliligi, antikanser
ilaglarla tedavi zamanlamasinda kanser hiicreleri hedeflenirken saglikli hiicreleri
korumak  amaciyla fayda  saglayabilmektedir.  Ayrica  metabolizma  ve
detoksifikasyondaki zamana bagh degisiklikler doz kisitlayici olabilen sitotoksik etkide
onemli degisikliklere sebep olabilmektedir (Kettner ve ark., 2014; Levi & Schibler,
2007). Son yillarda antikanser ilaglarla gerceklestirilen bazi kronoterapi ¢alismalari

ornekleri ve elde edilen temel bulgular Tablo 2-2’de 6zetlenmistir.
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Tablo 2-1: Deney hayvanlarinda sirkadiyan saate bagh olarak tolere edilebilirlik, farmakokinetik ya da efikasitesinde degisiklik oldugu belirlenen
antikanser ilaclar ve ilgili referanslar -Lévi ve ark. (2010)’dan degistirilerek.

Farmakolojik Grup

Antimetabolitler

Topoizomeraz-1
inhibitorleri

Topoizomeraz-2
inhibitorleri

Antrasiklinler

ilac ismi
D-aktinomisin
Metotreksat
5-Fluorourasil

Kapesitabin

Floksuridin

Sitarabin
Gemsitabin
L-alanozin

Irinotekan

Topotekan

9-amino kamptotesin

Mitoksantron
Etopozid
Daunorubisin

Doksorubisin

Epirubisin

Gergeklestirilen ¢alismalar ve ilgili referanslar

Tolerans
Concannon ve ark., 1973

English ve ark., 1982; Ohdo ve ark.,
1997

Burns & Beland, 1984; Popovic ve
ark., 1982; Wood ve ark., 2006

Roemeling & Hrushesky, 1990; Zhang
ve ark, 1993
Haus ve ark., 1972

Li ve ark., 2005
Li ve ark., 2006

Ahowesso ve ark., 2009; Filipski ve
ark, 2004; Filipski ve ark., 2014; Ohdo
ve ark., 1997

Mullins ve ark., 2005

Kirichenko ve ark., 1999
Levi ve ark., 1994

Levi ve ark., 1985
Davies ve ark., 1974

Granda ve ark., 2001; Levi ve ark.,
1980; Sothern ve ark., 1988; To ve
ark., 2003

Mormont ve ark., 1988

Farmakokinetik

Efimov ve ark., 1992; Ohdo ve ark.,
1997

Codacci-Pisanelli ve ark., 1995; Harris
ve ark., 1989; Kobuchi ve ark., 2020
Kobuchi ve ark., 2018

Ahowesso ve ark., 2009; Ohdo ve ark.,
1997

Levi ve ark., 1994

To ve ark., 2003

Efikasite

Efimov ve ark. 1992

Peters ve ark., 1987; Wood ve ark.,
2006

Kemeny ve ark., 1994; Roemeling &
Hrushesky, 1990
Haus ve ark., 1972, Rose ve ark., 1978

Li ve ark., 2005
Li ve ark., 2006

Filipski ve ark., 2014; Granda ve ark.,
2002

Kirichenko ve ark., 1999

Granda ve ark., 2001; Halberg ve ark.,
1980; Scheving ve ark, 1980; Sothern
ve ark., 1989



Mitoz inhibitorleri

Alkilleyiciler

Nitrozoiireler
Sitokinler

CDK1
COX-2 inhibitérleri

Vinkristin

Vinblastin

Vinorelbin

Dosetaksel

Siklofosfamid

Ifosfamid
Melfalan

Mitomisin-C
Sisplatin

Karboplatin
Oksaliplatin

Nedaplatin
Sistemustin
rHu-interferon o
rMu-interferon y
Interferon B

Tiimor nekroz faktor a.
Interlokin-2

Selisiklib

Selekoksib

Halberg ve ark., 1977

Mormont ve ark., 1986

Filipski ve ark., 1999; Tampellini ve
ark.,1995

Granda ve ark., 2001; Tampellini ve
ark.,1998

Gorbacheva ve ark., 2005; Haus ve
ark.,1974

Snyder ve ark.,1981

Halberg ve ark., 1980; Sothern ve
ark.,1977

Klein ve ark., 1988

Boughattas ve ark.,1990; Hrushesky ve
ark., 1982

Boughattas ve ark.,1988; 1990; Ron ve
ark., 1998

Boughattas ve ark., 1989

Cui ve ark., 2004
Martineau-Pivoteau ve ark.,1996
Koren ve ark., 1993

Koren ve ark., 1993

Takene ve ark., 2000

Hrushesky ve ark., 1994

Levi ve ark.,1991

lurisci ve ark., 2009

Blumenthal ve ark., 2001

Gorbacheva ve ark., 2005

Boughattas ve ark.,1990; Levi ve ark.,
1982a
Boughattas ve ark.,1990

Boughattas ve ark.,1989; 1994; Levi ve
ark., 2000
Cui ve ark., 2004

Takene ve ark., 2000

lurisci ve ark., 2009
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Filipski ve ark., 1999

Granda ve ark., 2001; Tampellini ve
ark.,1998

Badran ve ark., 1965; Cardoso ve ark.,
1978; Rose ve ark., 1978; Scheving ve
ark., 1977; 1980

Halberg ve ark., 1980

Levi ve ark., 1982b; Li ve ark., 2005;
Sothern ve ark., 1989

Granda ve ark., 2002

Koren ve ark., 1993
Koren ve ark., 1993
Takene ve ark., 2000
Hrushesky ve ark.,1987
Kemeny ve ark., 1992
lurisci ve ark., 2006
Blumenthal ve ark., 2001
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Tablo 2-2: Son yillarda antikanser ilaclarla gerceklestirilen bazi klinik kronoterapi calisma érnekleri -Dallmann ve ark. (2016)’dan degistirilerek.

Ila¢ Hastahk ve hasta Cahsma Uygulama zamanlari Temel Bulgular Referans
sayisi dizaym
5-FU-LV ve oksaliplatin | petastatik Uluslararast Kronomodiile Notropeni (tiim evreler): ChronoFLO4 ile %33, | (Innominato
(5'|/:U23 38\9013880 - kolorektal kanser, randomize Faz | uygulama FOLFOX2 ile %61 ve ark.,
mg/m-, mg/m®, 1 225 kadm ve 331 IIT ¢alisma (ChronoFLO4)/ i y . 2011
oksaliplatin 100 mg/m?, | erkek hasta konvansiyonel Evre 3-4 nojcrolgem. ChronoFLO4 ile %7, )
2 hattada bir) uygulama (FOLFOX2) ~FO-FOX2ile %25
5-FU-LV ve Oksaliplatin | Metastatik Ug uluslararas1 | ChronoFLO4/ Cinsiyete bagl olarak kronoterapini (Giacchetti
(5-FU: 3000-3600 kolorektal kanser, randomize Faz | konvansiyonel tedavi etkinliginde farklilik var ve ark.,
5 ) .
g LY 00 s lodn o7 Wby (EOLEOKE RSN g it 04| 00
100-125 mg/m, 2-3 16,6 ay, konvansiyonel tedaviyle 18,4 ay
haftada bir) Medyan sagkalim erkeklerde ChronoFLO4 ile
20,8 ay, konvansiyonel tedaviyle 17,5 ay
Sisplatin (20mg/m?x 4 Kiigiik hiicreli Randomize Faz | 06:00/18:00 Evre 3-4 nétropeni: 18:00’da %12, 6:00°da (J. Live ark.,
giin, dosetaksel ya da olmayan akciger IT ¢alisma %33 2015)
gemsitabinle kombine kanseri (ileri), 13 i o, i
olarak) Kadim ve 28 erkek Evre 1-2 bulanti: 18:00 < 6:00
hasta Total ve serbest sisplatin klirensi: 18:00 > 6:00
Tamoksifen (20/40 mg) | Meme Kkanseri, 27 Capraz 08:00/13:00/20:00 (her | Tamoksifen ve aktif metaboliti endoksifen i¢in | (Binkhorst
kadin hasta farmakokinetik | bir dozaj zamaninda 4 | ortalama Cmaks Ve AUCo.gsa 8:00 >> 20:00 ve ark.,
calisma hafta) (yaklasik 9%20) 2015)

Ortalama tmaks 8:00 < 20:00



Kapesitabin (1650
mg/m?), radyoterapiyle
beraber 5 hafta boyunca
haftada 5 giin

Kapesitabin (2000
mg/m?, her 21 giinde 1-
14.giinler arasi,

Oksaliplatin (130 mg/m?)

3 haftada bir

Kapesitabin (21 giin
araliksiz, 1000/1275/
1600/2000/2550 mg/m?)

frinotekan (180 mg/m?,
sabit zamanli
ChronoFLO4 ile
beraber)

Lokal ileri rektal
kanser (evre Il ve
[11), 85 hasta

Metastatik
kolorektal kanser,
30 hasta

Lokal
ileri/metastatik
kanser, 25 hasta

Metastatik
kolorektal kanser,
63 kadin ve 130
erkek hasta

Prospektif, tek
merkezli, tek
kollu, Faz Il
calisma

Prospektif, tek
merkezli, tek
kollu, Faz 1l
calisma

Faz 1, acik
etiket, doz
arttirma
calismasi

Uluslararasi,
randomize,
kontrollii, gcok
kollu, zaman
bulma ¢aligmasi

Dozun %60°1 8:00’da,
%40°’1 12:00’da

Dozun %50’si 8:00°da,
%50’si 12:00’da

Dozun %37,5’u
09:00°da, %62,5’u
24:00’da

6-saatlik kronomodule
infiizyon, pik
zamanlar1 1:00/5:00/
9:00/13:00/17:00/21:00

Konvansiyonel tedavini aksine higbir hastada
evre IV toksiste goriilmedi

Konvansiyonel tedavide kapesitabini en yaygin
yan etkilerinden olan el-ayak sendromu
kronomodiile tedavide %3,3 oraninda

Medyan progresyonsuz sagkalim 10 ay

Higbir hastada evre IV toksiste goriilmedi

El-ayak sendromu %10 oraninda

Araliksiz kronomodiile kapesitabin tedavisi i¢in
MTD 750+1250 mg/m?/giin olarak belirlendi

21 giin araliksiz kronomodiile uygulama,
konvansiyonel tedaviden (14 giin ilag-1 hafta
ara, 1250 mg/m?x2) %20 daha yiiksek total
dozda tolere edildi

Kadinlarda 13:00/17:00’de pik yapan infiizyon
daha iyi tolere edilirken,

Erkeklerde 09:00°da pik yapan infiizyon daha
iyi tolere edildi

29

(Akgun ve
ark., 2014)

(Pilanc1 ve
ark., 2016)

(Roosendaal
ve ark.,
2020)

(Innominato
ve ark.,
2020)

5-FU-LV: 5-fluorourasil, 16kovorin, MTD: Maksimum tolere edilen doz, FOLFOX: 5-FU, folinik asit, oksaliplatin kombinasyonu, ChronoFLO4: 5-fluorourasil, 16kovorin, ve oksaliplatin ile

kronomodiile kemoterapi
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Yapilan ¢alismalarla antikanser ilaclar disinda birgok farkli ilag grubu icin de
optimal uygulama zamanlar1 belirlenmistir. Giinliik tip pratiginde, glukokortikoidler
icin sabah saatlerinde uygulama onerilmektedir. Boylelikle adrenal supresyonun neden

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

Bronsiyal astimda ve allerjik rinitte semptomlar genellikle gece boyunca
kotiilesmekte ve sabah uyanildiginda yogun semptom goriilmektedir. Astim
hastalarinda, bir¢ok teofilin miistahzar1 i¢in bronkodilator etkiyi artirmak ve yan etkileri
azaltmak amaciyla aksam saatlerinde uygulama Onerilirken siirekli salim yapan (SR)
teofilin miistahzarlar1 sabah saatlerinde uygulandiginda etkinlik ve giivenlik a¢isindan
daha iyi sonuglar alinmaktadir. Antihistaminikler (H1 ve H2 reseptor antagonistleri)
genelde aksam saatlerinde alindiginda daha iyi tolere edilmekte ve daha etkili
olmaktadir. Alerjik rinit hastalarinda yapilan randomize ¢ift kor bir galismanin
sonuclarina gore, antihistaminik bir ila¢ olan mekitazin, 10 mg dozda oral yolla aksam
saatlerinde alindiginda sabah saatlerinde alinmasina gore semptomlarin ortadan
kaldirilmasinda daha etkili bulunmustur (Levi & Schibler, 2007; Smolensky ve ark.,
2007).

Non-steroidal antienflamatuvar ilaglardan olan indometazin ve ketoprofen ile
saglikli ya da hasta bireylerde yapilan ¢aligmalarin sonuglarina gore bahsedilen ilaglar
sabah alindiklarinda absorpsiyon hizi, Cmaks degeri ve eliminasyon hizi aksam
alinmalarina gore daha yiiksektir. Levi ve ark. (1985) tarafindan osteortrit hastalarinda
yapilan bir klinik calismada indometazin (75 mg/giin, SR) bir hafta saat 08:00’da, bir
hafta 12:00°da ve bir hafta 20:00’da uygulanmigtir. 08:00°da ilag alan grupta yan etkiler
%33 oraninda goriiliirken, 20:00°da uygulama yapilan grupta %7 oraninda olmustur.
Boissier ve ark. (1990) tarafindan ketoprofen (200 mg/giin, SR) ile yapilan randomize
bir calismada 118 osteoartrit hastasina 08:00°de ya da 20:00°da ila¢ verilmistir. Yan etki
goriilme sikligr 08:00°de ilag verilen grupta %47 olurken 20:00°da ila¢ verilen grupta
%23 olmugstur. Ayrica her iki calismada da aksam uygulama yapilan gruplarda daha iyi
agr1 kontrolii saglandig1 tespit edilmistir (Levi & Schibler, 2007).
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2.4. Kapesitabin

2.4.1. Genel Ozellikleri

Kapesitabin, oral yolla kullanilan fluoropirimidin tiirevi bir antikanser ilagtir. Bir
on ilag olan kapesitabin, li¢ basamakli metabolik doniisiim ile aktif metaboliti olan 5-
fluorourasile doéniisiir. Kapesitabinin kimyasal ismi 5’-deoksi-5-fluoro-N-[(pentiloksi)
karbonil]-sitidin’dir ve molekiil agirligi 359,35 g/mol’diir. Kapesitabinin a¢ik kimyasal
formiili Sekil-2.1°de gosterilmistir. Kapesitabin, beyaz ya da beyazimsi kristal toz
bi¢imindedir ve 20 °C’de sudaki ¢oziiniirliigii 26 mg/mL’dir (FDA, 2015; Reigner ve
ark., 2001).

Sekil 2-4: Kapesitabinin a¢ik kimyasal formiilii (Kim ve ark., 2018).

2.4.1.1. Etki Mekanizmasi

Bir on ilag olan kapesitabin, karacigerde karboksilesteraz enzimiyle 5-deoksi-5-
fluorositidin  (5’DFCR) metabolitine doniisiir. 5’DFCR  sitidin  deaminaz enzimi
tarafindan 5-deoksi-5-fluorouridin’e (5’DFUR) doniistiiriiliir.  Son basamakta ise
5’DFUR, timidin fosforilaz (dThdPase) enzimi araciligiyla aktif ilag olan 5-FU’ya
doniismektedir (Reigner ve ark., 2001; Walko & Lindley, 2005). Kapesitabinin
metabolik doniisiimde rol oynayan dThdPase enzimi, saglikli dokulara oranla timor
dokusunda 3-10 kat daha fazla bulunmaktadir. Bu durum kapesitabinin aktif metaboliti
olan 5-FU’ya tiimor spesifik olarak doniismesini ve sistemik maruziyetin azalmasini

saglamaktadir (Dooley & Goa, 1999; Walko & Lindley, 2005).
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5-FU bir urasil analogudur ve antimetabolit antikanser ilaglar sinifindadir. Hem
DNA sentezini inhibe ederek hem de DNA ve RNA’nin yapisina dahil olup normal
fonksiyonlarin1 bozarak etkinlik gostermektedir. 5-FU, urasile benzer sekilde
kolaylastirilmis diflizyon yoluyla hiicre i¢ine girdikten sonra hiicre iginde aktif
metabolitlerine doniisiir. Bu aktif metabolitler; fluorodeoksiuridin - monofosfat
(FAUMP), fluorodeoksiuridin trifosfat (FAUTP), fluorouridin trifosfat (FUTP)’tir
(Longley ve ark., 2003).
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Sekil 2-5: Kapesitabinin sitotoksik etkinliginde ya da eliminasyonunda rol alan metabolik
yolaklar -Reigner ve ark. (2001); Walko & Lindley (2005)’den degistirilerek.

FAUMP, TS’ye baglanarak timidilat sentaz ve 5,10-metilen tetrahidrofolat
(CH2THF) ile stabil bir Giglii kompleks olusturur. Fizyolojik kosullarda, TS deoksiuridin
monofosfat (dUMP)’in deoksitimidin monofosfata (d{TMP) doniisiimiinii katalize eder
ve bu reaksiyonda metil verici olarak CH>THF yer alir. Bu reaksiyon sonucunda ise
DNA replikasyonu ve tamiri i¢in gereken timidilat elde edilir. 5-FU’nun bir aktif
metaboliti olan FAUMP, TS’ye baglanarak dUMP’1n baglanmasina engel olur ve dTMP
sentezi inhibe edilir. dTMP sentezindeki inhibisyon, deoksiniikleotid (INTP) sentezinde
bozukluk ve dengesizliklere, buna bagli olarak DNA sentez ve tamirinde bozukluklara
ve DNA hasarina neden olur. Ayrica, dUMP birikimine bagli olarak hiicrede dUTP
artig1 gergeklesir. FAUTP ve dUTP DNA’nin yapisina katilabilir, bu yanlig niikleotidler
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DNA hasarmma ve apoptoza sebep olur. FAUMP araciligiyla gergeklesen TS
inhibisyonunun mekanizmasi Sekil 2-3’te verilmistir. Artmig dUTP nedeniyle olusan
DNA hasar1, dUTP miktarinin azaltilmasinda gérev alan dUTPaz enziminin miktariyla
yakindan iliskilidir (Longley ve ark., 2003; Zhang ve ark., 2008). Ayrica, timidin kinaz
(TK) enzimi araciligiyla timidinden timidilat elde edilmesini saglayan kurtarict yolak,
5-FU ilag direncinin olasi mekanizmalarindan biri olarak degerlendirilmektedir. 5-FU’in
aktif metabolitlerinden bir digeri olan FUTP, RNA’nin yapisina dahil olup normal
fonksiyonunu bozar ve bunun sonucunda hiicresel metabolizma ve canlilik {izerine etki

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

DNA

1/dTMP » | dTTP | = replikasyonu ve

TS \’ tamiri
{ dNTP dengesizlikleri }—» DNA
Artmis dUTP. .|.—b ey

dUTPaz | UbG

Sekil 2-6: 5-FU’nun bir aktif metaboliti olan FAUMP araciligiyla gerceklesen timidilat
sentaz inhibisyonunun mekanizmasi -Longley ve ark. (2003)’dan degistirilerek.

5-Fluorourasilin neden oldugu hiicresel hasar, hiicre boliinmesinin ii¢ farkll
safhasi lizerine etki eder. Bunlar; S fazindaki hiicrelerin kaybi/birikimi, G2/M bloku ve
G1-S durmasidir. 5-FU’nun sebep oldugu DNA ve RNA hasarlar sirasiyla S ve G1
fazlarinda meydana gelmektedir (Carrillo ve ark., 2015; Guo ve ark., 2008).

2.4.1.2. Endikasyonlar:

Meme kanseri: Lokal ileri veya metastatik meme kanseri olan hastalarin
tedavisinde, uygulanan antrasiklin tedavisinin basarisiz olmasi veya kontrendike olmasi
nedeniyle antrasiklin tedavisinin uygulanamamasi durumlarinda taksanlar ile kombine
olarak kullanilir. Onceden taksan ve antrasiklin tedavisi uygulanmis hastalarda

monoterapi olarak endikedir.
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Kolon kanseri ve kolorektal kanser: Erken evrede operasyon geg¢irmis olan evre
1l ve lenf nodu metastazi bulunan kolon kanserli hastalarin adjuvant tedavisinde
oksaliplatinle kombinasyon seklinde kullanilir. Metastatik kolorektal kanserde de
endikedir.

Mide kanseri: Metastatik veya opere edilemeyen mide adenokanserinde
sisplatinle kombine olarak endikedir (Ustiines, 2020).
2.4.1.3. Kontrendikasyonlari

Kapesitabin tedavisi asagida belirtilen durumlarda kontrendikedir:

e Fluoropirimidin tedavisine karsi siddetli beklenmeyen reaksiyon Oykiisii olan

hastalarda,

e Kapesitabine veya formiilasyonda bulunan yardimci maddelerden herhangi

birine veya 5-FU’ya kars1 asir1 duyarlilik gosteren hastalarda,
e DPD enzimi aktivitesinin olmadig bilinen hastalarda,
e Hamilelik ve emzirme doneminde,
e (Ciddi I6kopeni, ndtropeni ya da trombositopenisi olan hastalarda,
e Siddetli karaciger yetmezligi olan hastalarda,

e Siddetli bobrek yetmezligi olan hastalarda (kreatinin klerensinin 30 ml/dk'nin

altinda olmas1 durumunda),

e Brivudin ile yakin zamanli veya es zamanli tedavinin sdz konusu olmasi

durumunda (ilag-ilag etkilesimi nedeniyle),

e Kombinasyon rejimindeki tibbi iriinlerden herhangi  birine iliskin

kontrendikasyon varsa, bu tibbi tiriin kullanilmamalidir (EMA, 2019).

2.4.1.4. Advers Etkiler

Kapesitabin, genel olarak iyi tolere edilen bir antikanser ilagtir. Advers etkilerin
birgogu oOngoriilebilir ve gecicidir. Meme kanseri ve kolorektal kanser tedavisinde
kapesitabinin monoterapi olarak uygulandig1 hastalarda advers etkilerin goriilme siklig
benzerdir. Siirekli kullanim durumunda, daha yiiksek dozda aralikli kullanima oranla

daha fazla advers etki goriilmistiir. Faz II ve Faz III ¢alismalarin sonuglarina gére en
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sik karsilagilan yan etkiler; diyare, bulanti, kusma, stomatit ve el-ayak sendromudur
(Mckendrick & Coutsouvelis, 2005; Mikhail ve ark., 2010).

Kapesitabine bagli gastrointestinal yan etkilerden olan diyare, genellikle
tedavinin ilk ayinda ortaya ¢ikmaktadir ve goriilme siklig1 %55-57’dir. Bulant1 %43-53
oraninda goriiliirken, kusmanin goriilme sikligi %27-37’dir. Calismalarda, Stomatit
%24-25, abdominal agr1 %20-35, kabizlik %14-15, anoreksi %11 oraninda goriilmiistiir
(Mckendrick & Coutsouvelis, 2005).

El-ayak sendromu, yani palmar plantar eritrodisestezi, kutanoz (deriyle ilgili) bir
reaksiyondur. Klinik ¢aligmalarda kapesitabin monoterapisine bagli el-ayak sendromu
goriilme sikligr %53-60 olurken, dosetaksel ile kombine kullanimda bu yan etki %63
oraninda rapor edilmistir. Goriilen diger dermatolojik yan etkiler; dermatit (%10), cilt
kurulugu (%7), alopesi (%5), pigmentasyon ve tirnak bozukluklaridir (%6) (Mckendrick
& Coutsouvelis, 2005; Ustiines, 2020; Walko & Lindley, 2005).

Kapesitabin tedavisine bagli olarak ¢esitli hematolojik yan etkiler

goriilebilmektedir. Bunlar; notropeni (%20), trombositopeni (%20), anemi (%41) ve
lenfopenidir (%58) (Mckendrick & Coutsouvelis, 2005).

Kapesitabin tedavisi alan hastalarda goriilen norolojik yan etkiler; yorgunluk
(%24), bas agris1 (%5), parestezi (%5), bas donmesi (%5), tat alma bozukluklar1 (%4),
uykusuzluk (%4) olarak rapor edilmistir (Mckendrick & Coutsouvelis, 2005).

Kapesitabin tedavisine bagli yaygin olarak goriilen diger advers etkiler,
hiperbilirubinemi, karaciger fonksiyon testlerinde bozukluklar, dehidratasyon, dispne,
konjonkvitit, artralji, miyalji, trombofilebit, depresyon ve enfeksiyona yatkinlik olarak
siralanabilir.  Hastalarda, yaygin  olmamakla beraber kardiyotoksisite de
goriilebilmektedir (EMA, 2019; Mckendrick & Coutsouvelis, 2005).

Kapesitabin kullaniminin (giinde 2 defa 1250 mg/m? dozda, 2 hafta ilag
uygulama-1 hafta ara) 5-FU/Iékovorin (20 mg/m? 16kovorin uygulamasini takiben 425
mg/m? i.v. bolus 5-FU, her 28 giinde 1.-5.giinlerde) kullanimiyla kiyaslandig1 metastatik
kolorektal kanser hastalarinda yapilan faz-IIl randomize iki klinik ¢aligmanin
sonuglarina gore diyare, stomatit, notropeni, bulanti ve alopesi 5-FU/lokovorin

uygulanan grupta daha sik goriilirken el-ayak sendromu ve hiperbilirubinemi
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kapesitabin uygulanan grupta daha sik goriilmistiir (p<0,05) (Cutsem ve ark., 2001,
Hoff ve ark., 2001; Mikhail ve ark., 2010).

2.4.2. Klinik FarmakoKinetigi

2.4.2.1. Absorpsiyon
Kapesitabin oral yolla uygulandiktan sonra hizli bir sekilde ve biiyiik 6l¢iide

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

Insanda, 14 giin boyunca tok karna 1250 mg/m? dozda kapesitabin uygulanmasi
sonucunda 14. giinde elde edilen Cmaks degerleri kapesitabin i¢in 4,67 pg/ml, 5’DFCR
icin 3,05 pg/ml, 5S’DFUR i¢in 12,1 pg/ml, 5-FU i¢in 0,95 pg/ml ve a-fluoro-p-alanin
(FBAL) igin 5,46 ug/ml olarak bulunmustur. Ayni ¢alismada kapesitabin, 5’DFCR,
5’DFUR, 5-FU ve FBAL i¢in AUCo. degerleri sirasiyla 7,75, 7,24, 24,6, 2,03, 36,3
ug.sa/ml ve tmaks degerleri 1,5, 2, 2, 2, 3,34 saat olarak belirlenmistir. Tek doz 1250-
1255 mg/m? kapesitabin uygulanmas1 sonucunda, plazma AUCo-. degerleri kapesitabin
i¢in, 5,5-7,3 pg.sa/ml, 5-FU igin ise 0,46-0,69 pg.sa/ml olarak bulunmustur. Terapotik
dozlarda i.v. olarak uygulanan 5-FU ile kiyaslandiginda oral kapesitabin uygulamasi
sonucu elde edilen plazma 5-FU konsantrasyonlari daha diisiiktiir ve bu durumun
kapesitabin kullaniminda goriilen diisiik sistemik toksisiteyle iliskili oldugu

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

Gidalarla beraber kullanimda kapesitabinin absorpsiyon hizi azalmakla beraber
bu durumun 5’DFUR ve 5-FU’ya ait AUC degerleri lizerine yalnizca mindr bir etkisi

vardir (EMA, 2019).

2.4.2.2. Dagihm

Insan plazmasiyla yapilan in vitro ¢aligmalarin sonucuna gore, kapesitabin %54
oraninda, 5’DFCR %10, 5’DFUR %62 ve 5-FU %10 oraninda baslica albumin olmak
tizere plazma proteinlerine baglanmaktadir (EMA, 2019; Reigner ve ark., 2001).

Kapesitabinin ~ metabolik  aktivasyonundan sorumlu enzimlerin  doku
diizeylerindeki farklilik nedeniyle 5-FU’nun doku dagilimlar1 farklilik gostermektedir.
Kolorektal tiimorii ve/veya karaciger metastazi olan hastalarda yapilan bir ¢alismada,
hastalar cerrahi 6ncesi 5-7 giin boyunca giinde 2 defa 1255 mg/m? dozunda kapesitabin
almistir. Son kapesitabin dozunundan sonra 2-12 saat i¢inde ¢alismadaki her hastadan

tiimor dokusu, tiimor dokusunun yakinindaki saglikli doku ve kan 6rnekleri alinmistir.
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Kanda ve dokularda yapilan analizler sonucunda, kolorektal tiimorde ortalama 5-FU
konsantrasyonu yakinindaki saglikli kolorektal dokuya kiyasla 3,2 kat daha yiiksek
bulunmustur. 5-FU konsantrasyonu, plazma ile kiyaslandiginda kolorektal tiimdrde
ortalama 21,4 kat daha yiiksek, saglikli kolorektal dokuda ise ortalama 8,8 kat daha
yiiksek bulunmustur. Karaciger metastazinda ve saglikli karaciger dokusunda 5-FU
konsantrasyonu plazmaya oranla 8-10 kat daha yiiksektir. Karaciger metastazi ve
saglikll karaciger dokusundaki 5-FU konsantrasyonlar1 karsilastirildiginda anlamh bir

fark bulunmamustir (Reigner ve ark., 2001; Schiiller ve ark., 2000).

2.4.2.3. Metabolizma

Kapesitabinin 5-FU’ya metabolize edilmesi ii¢ basamakta ger¢eklesmektedir.
Kapesitabin oncelikle, baslica karacigerde olmak tizere karboksilesteraz enzimleriyle 5-
DFCR’ye dontigmektedir. Daha sonra 5’DFCR, karaciger ve tiimor dokusunda yaygin
olarak bulunan sitidin deaminaz enzimiyle 5’DFUR’a doniisiir ve son basamakta birgok
timor dokusunda saglikli dokulara kiyasla daha yiiksek miktarda eksprese edilen
dThdPase enzimi araciligiyla 5’DFUR’dan 5-FU olusur. Bu ti¢ basamakli metabolik
dontisiimiin agirlikli olarak karaciger ve tiimor dokularinda gergeklesmesi, 5-FU’ nun
plazma ve saglikli dokularda birikmesini minimize etmektedir (Blesch ve ark., 2003;
Miwa ve ark., 1998; Rustum ve ark., 1997). Yapilan g¢esitli ¢alismalarda, timor
dokularinda saglikli dokuya kiyasla daha yiiksek dThdPase ekspresyonu bulunan
dokular; meme, mesane, mide, kolon-rektum, akciger, yemek borusu ve rahim agzidir.
Fakat karaciger, ana safra kanali ve tiroid kanserlerinde bu fark gosterilmemistir

(Bronckaers ve ark., 2009).

5-FU’nun metabolizmasinda anabolik ve katabolik yolak olarak siniflandirilan
iki temel yolak vardir. 5-FU’nun %@80-85’1ik kismi inaktif metabolitlere katabolize
edilir. Katabolik yolak ii¢ basamaklidir ve detoksifikasyon ile eliminasyondan
sorumludur. 5-FU’nun yalnizca %1-3’liik kismi anabolik yolak ile sitotoksik aktivite
gosteren metabolitlere doniismektedir (Miura ve ark., 2010; Saif ve ark., 2009; Walko
& Lindley, 2005).

5-FU hiicreye girdikten sonra anabolizmasi sonucunda birkag aktif metabolitine
dontigiir. Bunlar; FUTP, FdUTP, FdUMP’dir ve kapesitabinin etkinliginden
sorumludur. Fosforibozil pirofosfatin kofaktdr oldugu reaksiyonda 5-FU’dan orotat

fosforibozil transferaz  (OPRT) enzimiyle fluorouridin  monofosfat (FUMP)
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olusmaktadir. indirekt olarak ise 5-FU’dan riboz-1-fosfatin kofaktdr oldugu reaksiyonda
uridin fosforilaz (UrdPase) enzimiyle fluorouridin (FUR) olusur ve daha sonra FUR
uridin kinaz (UK) enzimiyle FUMP’yi olusturur. FUMP’nin fosforile olmasi sonucu
fluorouridin difosfat (FUDP), FUDP’nin fosforile olmasi sonucunda ise aktif metabolit
olan FUTP olusur. Diger yolakta ise FUDP, riboniikleotid rediiktaz enzimiyle
fluorodeoksiuridin difosfat’a (FAUDP) doniisiir. FAUDP fosforile veya defosforile
olarak sirasiyla aktif metabolitler olan FAUTP ve FAUMP’yi olusturur. 5-FU’nun
aktivasyonundan sorumlu diger yolakta, 5-FU deoksiriboz-1-fosfatin kofaktér oldugu
reaksiyonda dThdPase enzimiyle fluorodeoksiuridin’e (FUDR) doniisiir, daha sonra
FUDR, TK enzimiyle fosforile olur ve aktif metabolit olan FAUMP olusur (Longley ve
ark., 2003; Miura ve ark., 2010).

Katabolik yolakta, oncelikle 5-FU DPD enzimiyle dihidroksifluorourasil’e
(FUH2) dontgiir. Daha sonra FUH: dihidropirimidinaz (DHP) enzimiyle 5-fluoro-
tireido-propiyonik asid’e (FUPA) doniistiiriilir. Son basamakta ise FUPA B-iireido-
propiyonaz (BUP) enzimiyle FBAL’e doniisiir. FUH2, FUPA ve FBAL antiproliferatif
aktiviteye sahip degildir. 5-FU’nun katabolizmasinda DPD hiz sinirlayict enzim olarak
kabul edilmektedir ve insanda DPD eksikligi 5-FU toksisitesiyle yakindan iligkilidir.
DPD, bir¢ok tiimér dokusunda ve saglikli dokuda bulunmakla beraber karacigerde
yiiksek aktiviteye sahiptir. (Blesch ve ark., 2003; Dobritzsch ve ark., 2001; Reigner ve
ark., 2001). Kapesitabinin metabolik yolaklar1 Sekil 2-2’de gosterilmistir.

5’DFUR’nin 5-FU’ya doniligmesini saglayan dThdPase enzimi ve 5-FU’nun
inaktive edilmesini saglayan DPD enziminin tiimdrdeki orani kapesitabinin etkinligiyle
yakindan iligkilidir. Timoérde dThdPase enzimi aktivitesinin diisilk olmasina bagh
olarak 5’DFUR’un 5-FU’ya doniisiimiiniin yetersiz olmasi, kapesitabinin etkinliginin
azalmasina sebep olabilecek bir diren¢ mekanizmasi olarak karsimiza cikmaktadir.
Diger yandan, DPD enziminin aktivitesinin yiiksek olmasi etkinligin azalmasina sebep

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

2.4.2.4. Eliminasyon

Insan plazmasinda yapilan calismalarin  sonucuna gore, kapesitabinin
eliminasyon yar1 6mrii (t12) 0,85 saattir. 5S’DFCR i¢in t12 degeri 1,11 saat, 5S’DFUR igin
0,66 saat, 5-FU i¢in 0,76 saat ve FBAL i¢in 3,23 saattir (EMA, 2019).
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Kapesitabin 1250-1255 mg/m? ve tek doz olarak uygulandiktan sonra,
kapesitabin ve metabolitleri igin idrardan ortalama total geri kazanim %71-87
araligindadir. Dozun % 51-62’si FBAL, %7-11’1 5’DFUR, %6-7’si 5’DFCR, %1’den az
bir kismi ise 5-FU ve FUH; olarak geri kazanilmistir. Judson ve ark. (1999) tarafindan
yapilan bir calismada ise *C ile isaretlenmis kapesitabin verilen hastalara ait idrar ve
feces numunelerinde radyoaktivite degerlendirilerek kapesitabin ve metabolitlerine
iliskin total geri kazanim hesaplanmistir. Kapesitabin ve metabolitlerine iliskin total geri
kazanim idrarda %95,5, fegeste ise %2,64 olarak bulunmustur. Bu veriler kapesitabinin
tama yakin oral absorpsiyonunu kanitlar niteliktedir (Reigner ve ark., 1999, 2001,
Twelves ve ark., 1999).

2.4.3. Deney Hayvanlarindaki Farmakokinetigi
Onodera ve ark. (2000) tarafindan yapilan bir ¢alismada fare ve maymunda oral

uygulanan kapesitabinin farmakokinetigi degerlendirilmistir.

Kapesitabin erkek BALB/c nu/nu tiimor tasiyan farelere 539 mg/kg (maksimum
tolere edilen dozda) tek doz olarak uygulandiktan sonra 24. saate kadar kan Ornekleri
toplanmistir. Farelerde, kapesitabin hizli bir sekilde absorbe olup 5‘DFCR, 5°’DFUR ve
5-FU metabolitlerine doéniismiistiir. Ilag uygulandiktan sonra 30 dakika iginde
kapesitabin ve metabolitleri tmas degerlerine ulagmistir. Kapesitabin ve 5-FU’nun ti2
degerleri yaklagik olarak 1 saattir ve eliminasyonlart hizli ger¢eklesmektedir. 5’DFCR
ve 5’DFUR metabolitleri i¢in ise ti2 degerleri sirasiyla 2,9 saat ve 4,5 saattir. AUCo-»
degerleri kapesitabin i¢in 99,7 pg.sa/ml, 5’DFCR i¢in 110 pg.sa/ml, 5S’DFUR ig¢in 28,1
ug.sa/ml ve 5-FU igin 0,313 pg.sa/ml olarak bulunmustur (Onodera ve ark., 2000).

Calismada her iki cinsiyette BDF1 farelere 198, 395 ve 791 mg/kg dozlarinda
kapesitabin uygulanmig ve 1. ve 36. giinlerde ilag uygulamasindan sonra 6.Saate kadar
kan ornekleri toplanmistir. Uygulanan dozlarda, 5’DFCR ve 5’DFUR’a ait AUC
degerleri dozla orantili bulunurken, kapesitabinin AUC degerindeki artis en yiiksek
dozda orantisal degerden daha yiliksek olmustur. 395 mg/kg dozundaki uygulama
sonucunda 1.glinde elde edilen AUCo6sa degeri erkek ve disi farelerde sirasiyla
kapesitabin i¢in 12,6-19,7 pg/ml , S’DFCR i¢in 84,6-102 pg/ml ve 5’DFUR i¢in 21,4-
30 pg/ml olarak bulunmustur. Tekrarli uygulamadan sonra 36.giinde elde edilen AUCo-
esa degeri erkek ve disi farelerde sirasiyla kapesitabin icin 8,49-8,96 ng/ml, 5’DFCR igin
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62,3-68,8 ug/ml ve S’DFUR igin 16,6-20,4 pg/ml olarak bulunmustur (Onodera ve ark.,
2000).

Yine ayni ¢alismada disi ve erkek sinomolgus maymunlarinda tek doz 27, 54 ve
108 mg/kg dozlarinda kapesitabin uygulandiktan sonra 48.saate kadar kan Ornekleri
toplanmistir. Kapesitabin, 5’DFCR, 5’DFUR ve 5-FU plazma konsantrasyonlari ilag
uygulandiktan sonra 2 saat i¢inde Cmaks degerlerine ulagmis ve daha sonra hizlica
azalmistir. Kapesitabin ve metabolitleri igin, ti> degerleri 1 saatten daha kisadir.
Maymunlarda, genel olarak tiim cinsiyet ve doz gruplar1 degerlendirildiginde
kapesitabin ve 5’DFUR’a ait AUCo.48sa degerleri birbirine yakin ve 5S’DFCR’nin AUCo.-
4gsa degerinden 4-8 kat yiiksek bulunmustur. 5-FU’nun AUCo4gsa degeri ise
5’DFUR’dan yaklasik 10 kat diisiikk bulunmustur (Onodera ve ark., 2000).

Sakai ve ark. (2020) tarafindan yapilan bir calismada, Wistar soyu erkek
siganlara 14 giin boyunca giinde bir kez 180 mg/kg dozda kapesitabin uygulanmis ve 1.,
7. ve 14. giinlerde kapesitabin, 5’DFCR, 5’DFUR ve 5-FU konsantrasyonlari tayin
edilmistir. Tek doz uygulamadan sonra elde edilen ortalama tmaks degerleri kapesitabin
icin 0,5 saat, 5’DFCR i¢in 0,9 saat, 5’DFUR icin 1,5 saat ve 5-FU icin 0,6 saat
olmustur. Tek dozdan sonra ortalama AUCo-. degerleri kapesitabin i¢in 19,3 umol.sa/L,
5’DFCR i¢in 1180,1 pmol.sa/L, 5’DFUR i¢in 33,9 pmol.sa/L, 5-FU i¢in 664,7
umol.sa/L olarak bulunmustur. 14 giin tekrarli kapesitabin uygulanmasindan sonra ise
ortalama AUCo. degerleri, kapesitabin i¢in 4,4 umol.sa/L, 5’DFCR igin 692,2
pmol.sa/L, 5’DFUR i¢in 33,2 umol.sa/L, 5-FU i¢in 453,2 pmol.sa/L olarak
bulunmustur (Sakai ve ark., 2020).

Kapesitabin farmakokinetiginde insana benzer ozellik gostermeleri nedeniyle
maymunlar ve fareler ¢alisilmaya uygun tiirler olarak degerlendirilmektedir. Sicanlarda,
sitidin deaminaz diizeylerinin diigiik olmasina bagl olarak plazma 5’DFUR seviyeleri
cok diistiktiir. Kopeklerde ise plazmada 5’DFUR bulunmamaktadir. (Shindoh ve ark.,
2006).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kimyasallar ve Laboratuvar Malzemeleri
Kapesitabin (Kocak Farma, Tiirkiye tarafindan projemizde kullanilmak iizere

hediye edilmistir.)
5’-DFCR (TCI Chemicals, Japonya)
5’-DFUR (TCI Chemicals, Japonya)
5-FU (BioChemPartner, Cin)

Yiiksek basingli likit kromatografi cihazi (HPLC) grade metanol (Merck,
Almanya)

Disodyum hidrojen fosfat (Merck, Almanya)

Orto-fosforik asit (Merck, Almanya)

Cinko siilfat heptahidrat (Merck, Almanya)

HPLC grade distile su, rezistans: 18,2 MQ.cm (Elga Purelab OptionQ, ABD)
Izotonik sodyum kloriir (%0,9 NaCl) ¢ozeltisi (Eczacibasi Baxter, Tiirkiye)
Propilen glikol (Tekkim, Tiirkiye)

Sevofluran (Sevorane likid %100 inhalasyon ¢ozeltisi, 250 ml sise, Abbvie,
Tiirkiye)

EDTA’l1 kan tiipleri (BD Microtainer, Tiirkiye)

Kapakli polipropilen mikrotiipler ve santrifiij tiipleri, pipet uglari, insiilin

enjektorleri (Isolab, Tiirkiye).
RevertAid first strand cDNA sentez Kiti (Thermo Scientific, ABD)
RNeasy RNA izolasyon kiti (Qiagen, ABD)
Proteaz inhibitor kokteyli (Thermo Scientific, ABD)
Immobilon-P PVDF transfer membran: (Millipore, ABD)

Yagsiz siit tozu (PanReac AppliChem, Almanya)
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Anti-CDA antikoru (Sigma Aldrich, Almanya)
Anti-CES1 antikoru (Abcam, ingiltere)
Anti CES2 antikoru (R&D Systems, ABD)
Anti-uridin fosforilaz 1 (UPP1) antikoru (Abcam, Ingiltere)
Anti-uridin fosforilaz 2 (UPP2) antikoru (Fisher Scientific, ABD)
Anti-DPD antikoru (Abcam, Ingiltere)
Anti-mouse m-IgGk BP-HRP konjuge antikor (Santa Cruz, ABD)
Anti-rabbit 1IgG HRP konjuge antikor (Cell Signaling, ABD)
Anti-goat IgG HRP konjuge antikor (R&D Systems, ABD)

3.1.2. Cihazlar ve Aletler
HPLC cihazi, 2695 ayirma modiilii (Waters, ABD)
LC-HRMS Thermo Orbitrap Q-Exactive (Thermo Fisher, ABD)
Cift dalga boyunda galisan UV/VIS dedektor (Waters, ABD)
Gemini HPLC kolonu, C18, 5 um, 150x4.6 mm (Phenomenex, ABD)
InertSustain HPLC kolonu, C18, 150x4.6 mm (GL Sciences, Japonya)
On kolon kartusu tutucu (Phenomenex, ABD)
On kolon kartusu, C18, 4x3 mm (Phenomenex, ABD)
Vakum manifoldu (KNF, Almanya)
Oasis HLB ekstraksiyon kartusu, 1cc/30 mg (Waters, ABD)
Otomatik pipetler (Eppendorf, Almanya)
Ultrasonik banyo (Elma, Almanya)
Mekanik doku homojenizatorii (Art-Miccra-D1, Almanya)
Vortex karistirict (IKA, Almanya)
Paslanmaz ¢elik fare gavaji (Fine Science Tools, ABD)
Cerrahi makaslar ve pensler (Bahadir Medikal, Tirkiye)

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

Geldoc jel goriintiileme cihazi (Biorad, ABD)

Agaroz jel elektroforez modiilii (Bio-Rad, ABD)

Immunoblot elektroforez sistemi (Bio-Rad, ABD)

ChemiDoc Touch kemiliiminesan goriintiileme sistemi (Bio-Rad, ABD)

Microplate Reader- Mikroplaka Okuyucu (Biotek Synergy, ABD)

Mikropipetler (Eppendorf, Almanya)

Buz makinasi (Scotsman, ABD)

Sogutmali santrifiij (Sigma Aldrich, Almanya)

Santrifiij Z326K (Hermle, Almanya)

Elektronik Hassas Terazi (Sartorius, Almanya)

Buzdolabi, +4 °C (Argelik, Tiirkiye)

Derin Dondurucular -20 (Argelik, Tiirkiye) ve -80 °C (Esco, Singapur)
3.1.3. Bilgisayar Yazilimlari

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 Hayvanlari ve Senkronizasyon

Deneylerde, 14-16 haftalik C57BL/6J soyu erkek fareler kullanilmuistir. Aziz
Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitlisii (Aziz Sancar DETAE) Laboratuvar
Hayvanlar1 Anabilim Dali’'ndan temin edilen fareler, deney siiresince Istanbul
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Deney Hayvani Bakim ve Barindirma Unitesinde
(EDEHAB), 4 tanesi bir arada olmak iizere uygun biiyiikliikteki polikarbonat kafeslerde
barildirlmistir. Deney ve bakim odalarinda, standart sicaklik (22+2°C) ve nem kosullari

(%5542) saglanmigtir. Deney hayvanlar1 ad libitum olarak beslenmis su almalari

deneyler boyunca serbest birakilmistir. Aydinlatma diizeni, 12 saat aydinlik- 12 saat
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karanlik olacak bigimdedir ve aydinlatmada kullanilan 1s1k siddeti kafesin konumuna
gore 100-150 liikstiir.

Calismada farkli fare gruplarina dort farkl sirkadiyan zamanda ilag uygulamasi
yapilmistir. Deney gruplari ve her bir grupta kullanilan fare sayilar1 Tablo 3-1’de
verilmistir. ZT ifadesi Zeitgeber Time’in kisaltmasidir ve zaman/ritim verici
anlamindadir. Isik en Onemli ritim vericidir ve farelerin 1sikla senkronizasyonlari
gerceklestirilmektedir. ZT1 ifadesi 151k acildiktan 1 saat sonrayi ifade eder. ZT7, 151k
acildiktan 7 saat sonra; ZT13, 1s1k acildiktan 13 saat sonra; ZT19 ise 1s1k agildiktan 19
saat sonra anlamina gelir. Farelerin ila¢ uygulama zamanina gore senkronize edilmesi
belirlenen 151k diizenlerinde 3 hafta siirede gergeklestirilmistir. ZT1 ve ZT7 grubundaki
fareler 07:00-19:00 saatlerinde aydinlik, 19:00-07:00 saatlerinde karanlik diizeninde
tutulurken; ZT13 ve ZT19 gruplart 19:00-07:00 saatlerinde aydinlikta, 07:00-19:00
saatlerinde karanlikta kalacak sekilde bir 151k diizeninde tutulmustur. Farelerin 1s18a
senkronizasyonunu teyit etmek amaciyla, sirkadiyan saat proteinlerinden olan BMAL1
ve CRY1 diizeyleri ve Bmall mRNA ekspresyonlarindaki zamana bagh degisiklikler

degerlendirilmistir.

Tablo 3-1: Deney gruplari ve kullanilan fare sayilari.

Tlac uygulama Numune toplama zamanlari

zamanlari O.saat | 0,25.saat | 0,5.saat | l.saat | 2.saat | 4.saat | 6.saat
ZT1 5 fare* | 5 fare 5 fare S5fare | 5fare | S5fare | 5fare
ZT7 5 fare* | 5 fare 5 fare S5fare | 5fare | 5fare | 5fare
ZT13 5 fare* | 5 fare 5 fare Sfare | 5fare | S5fare | 5fare
ZT19 5 fare* | 5 fare 5 fare Sfare | 5fare | 5fare | 5fare

ZT1’ (baslangictan 24 | 5 fare* | - - - - - _
saat sonra)

Toplam fare sayisi 145

*saretli gruplarin karaciger drnekleri molekiiler analizlerde kullanilmstir.

3.3. Kronofarmakokinetik Cahisma

3.3.1. fla¢ Uygulama ve Numune Toplama
Farelere uygulanacak olan kapesitabin, propilen glikol:distile su (25:75) i¢inde
coziilerek formiile edilmistir. Her grup i¢in belirlenen sirkadiyan saatte tek seferde 500

mg/kg dozda kapesitabin oral gavaj ile uygulanmistir. Kapesitabin uygulanmasini
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takiben 0, 0,25, 0,5, 1, 2, 4 ve 6. saatlerde sevofluran anestezisi altinda farelerin gogiis
kafesleri agilmis ve kalpten 0,7-0,8 ml kan alinarak fareler sakrifiye edilmistir. K2
EDTA’l1 tiiplere alinan kan 6rnekleri 4000 rpm’de 10 dakika siireyle santrifiij edilmis
ve enzimatik doniisiimii durdurmak amaciyla her bir 6rnege 1/50 oraninda 1 N NaOH
cozeltisi eklenmistir (Onodera ve ark., 2000). Elde edilen plazmalar farmakokinetik
analizler yapilincaya kadar -80 °C derin dondurucuda saklanmistir. Farelerden karaciger
dokular1 ¢ikarilmis ve hemen sivi azotla dondurulmustur. Farmakokinetik ve molekiiler

analizler yapilana kadar tiim dokular -80 °C sogutucu dolapta saklanmuistir.

3.3.2. Kapesitabinin Analitik Tayin Metodu

Plazma ve karaciger 6rneklerinde kapesitabin diizeylerinin tayininde Farkouh ve
ark.’a (2010) ait olan HPLC metodu bazi minor degisiklikler yapilarak kullanilmustir.
Kapesitabin tayininde kullanilan metoda ait kromatografik kosullar Tablo 3-2’de

gosterilmistir.

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

kosullar.
Parametre/Alet Kromatografik Kosullar
Analitik kolon C18 kolon, 150%4,6 mm, 5 um
Mobil faz Metanol: HPLC grade su (50:50, v:v)
Akis iz 0,6 ml/dak
Kolon sicakhgi 40 °C
Enjeksiyon hacmi 30 ul
Dedektor dalga boyu 305 nm
Ornekleyici sicaklig 4°C
Retansiyon zamani 13,5 dakika
Ortalama basing 1000 psi

3.3.2.1. Mobil Fazin Hazirlanmasi
Mobil fazi hazirlamak amaciyla, 500 ml HPLC grade metanol ve 500 ml Ultra
saf su meziir ile 6l¢iildiikten sonra 1 L hacmindeki bir sisede karistirilmistir. Daha sonra

bu karigim ultrasonik banyoda 40 dakika siireyle ultrasonik banyoda degaze edilmistir.
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3.3.2.2. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

Standart ¢ozeltileri hazirlamak amaciyla Oncelikle kapesitabinin 1 mg/ml
konsantrasyonunda ana stok ¢ozeltisi hazirlanmis ve tiim diger seyreltmeler ana stok
cozeltisi kullanilarak yapilmistir. Ana stogun ve standart ¢ozeltilerin hazirlanmasinda
¢oziicii olarak metanol:distile su (50:50, v:v) kullanilmis ve bu ¢ozeltiler +4 °C’de

buzdolabinda saklanmuistir.

Plazma standartlar1 hazirlanirken 0,2, 0,5, 1, 2, 5 ve 10 pg/ml son
konsantrasyonlar1 elde etmek amaciyla, her bir standart i¢in 90 pul bos fare plazmasina
10 pl sirasiyla 2, 5, 10, 20, 50 ve 100 pg/ml konsantrasyonlarinda kapesitabin ¢ozeltileri

ilave edilmistir.

Karaciger standartlar1 hazirlanirken 0,5, 1, 2, 5 ve 10 pg/ml son
konsantrasyonlari elde etmek amaciyla, her bir standart i¢in 180 ul bos fare karaciger
homojenatina 20 pl hacimde sirasiyla 5, 10, 20, 50 ve 100 ug/ml konsantrasyonlarinda

kapesitabin ¢ozeltileri ilave edilmistir.

3.3.2.3. Ekstraksiyon

Kapesitabinin plazmadan ekstraksiyonunda, Oasis HLB kati faz ekstraksiyon
kartuslar1 kullanilmistir. Ekstraksiyon Kkartuslari énce 1 ml metanol ile sartlandirilmus,
sonra kartugtan 1 ml distile su gegirilmistir. Daha sonra 100 pl plazma 6rnegi kartustan
gegirilmis ve bunu takiben ekstraksiyon kartusu 250 pl distile su:metanol (95:5 v:v) ile
yikanmuistir. Son olarak kartustan 200 ul metanol gegirilerek kapesitabin eliie edilmistir.

Karaciger orneklerinde kirliliklerin daha fazla olmasi nedeniyle kapesitabinin
karacigerden ekstraksiyonunda sivi-sivi ekstraksiyon ve kat1 faz ekstraksiyon bir arada
kullanilmistir. ilk olarak karaciger dokularina agirliklarina gére 1:1 oraninda izotonik
sodyum kloriir ¢ozeltisi eklenerek mekanik homojenizatérle buz iizerinde
homojenizasyon yapilmistir. 200 pl karaciger homojenatina 600 ul 0,25 M ¢inko siilfat
¢ozeltisi (distile suda hazirlanmig) eklenmis, 90 saniye vortekslendikten sonra 4000
rpm’de 10 dakika siireyle santrifiij edilip Gist faz ayrilmigtir. Kapesitabinin bulundugu
iist faz ile Oasis HLB ekstraksiyon kartuslarina gegilmis ve kartustan ekstraksiyon igin

plazma kisminda belirtilen protokol uygulanmaigtir.
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3.3.2.4. Metot Validasyonu

Farkouh ve ark. (2010) tarafindan yayinlanan ve insan plazmasinda kullanilan
analitik metodun fare plazmasinda ve karacigerinde validasyonu gergeklestirilmistir.
Kapesitabine ait standart ¢ozeltiler ve fare plazma ve karaciger standartlar1 kullanilarak
gerceklestirilen validasyon calismalart kapsaminda dogrusallik, dogruluk, kesinlik,

secicilik, tayin smir1, geri kazanim ve stabilite parametreleri degerlendirilmistir.

Dogrusallik, 0,2-10 pg/ml konsantrasyon araliginda plazma veya karaciger
standartlar1 kullanilarak degerlendirilmistir. Belirlenen konsantrasyonlarda standartlar
altisar defa analiz edilmistir. Regresyon denklemi, denkleme ait r?> degeri ve bagil

standart sapma degerleri hesaplanmustir.

Dogruluk ve Kkesinlik, giin i¢i ve giinler aras1 tekrarlanabilirligin test edilmesiyle
degerlendirilmistir. Giinler arasi tekrarlanabilirlik ¢alismas1 yapilirken ii¢ farkli giinde,
giin i¢i tekrarlanabilirlik ¢alismasi yapilirken ise ayni giin ti¢ farkli zamanda 0,2, 0,5, 1,
2, 5 ve 10 pg/ml konsantrasyonlarinda plazma ve karaciger standartlar1 hazirlanmis ve
sisteme enjeksiyon yapilmistir. Pik alanlarinin ortalamalari ile degisim katsayilari

hesaplanmustir.

Segicilik degerlendirilirken, kapesitabin icermeyen bos plazma veya karaciger
ornekleri ilgili ekstraksiyon metodlar kullanilarak ¢alisilmis ve enjeksiyon yapilmistir.
Sonucta bos plazma ve karaciger Orneklerinde kapesitabine ait pikin bulundugu

zamanda pik olup olmadig1 degerlendirilmistir.

Tayin smirinin  (LOD) hesaplanmasinda 3.3xc/S denklemi, kantifikasyon
smirmin (LOQ) hesaplanmasinda ise 10x6/S denklemi kullanilmistir. 6 degeri yanitin

standart sapmasini ifade ederken, S degeri kalibrasyon egrisinin egimini gosterir (D.

Ozturk, 2019).

Geri kazanimin hesaplanmasi amaciyla, farkli zamanlarda g¢alisilan ¢ farkli
konsantrasyondaki ornegin standart egriden % ka¢ oraninda dogru olarak elde
edilebildigi degerlendirilmistir. Plazma ve karaciger standartlariyla 0,5, 2 ve 10 pg/ml

konsantrasyonlarinda geri kazanim degerlendirilmistir.

3.3.3. 5’DFCR ve 5’ DFUR Metabolitlerinin Analitik Tayin Metodu
Plazma ve karaciger 6rneklerinde 5’DFCR ve 5’DFUR diizeylerinin tayininde
Farkouh ve ark.’a (2014) ait olan HPLC metodu degistirilerek kullanilmigtir. S’DFCR
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ve 5’DFUR tayininde kullanilan metoda ait kromatografik kosullar Tablo 3-3’de

gosterilmistir.

Tablo 3-3: ’DFCR ve 5’DFUR miktar tayininde kullamlan HPLC metoduna ait
kromatografik kosullar.

Parametre/Alet Kromatografik Kosullar
Analitik kolon C18 kolon, 150x4,6 mm, 5 pm
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 akis diizeni = Zaman (dakika) Akis hizi (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 sicakhg 34°C

Enjeksiyon hacmi 30 pl

Dedektor dalga boyu | 254 nm

Ornekleyici sicakhigi | 4 °C

Retansiyon zamam 5’DFCR igin 6,5 dakika; 5’DFUR i¢in 9,9 dakika
Ortalama basing 1200 psi

3.3.3.1. Mobil Fazin Hazirlanmasi

5’DFCR ve 5’DFUR diizeylerinin tayininde gradient akis diizeniyle ¢aligilan iki
farkll mobil faz (mobil faz A ve mobil faz B) kullamlmistir. Oncelikle 1 L distile su
kullanilarak 5 mM konsantrasyonda disodyum hidrojen fosfat tamponu hazirlanmig ve
o-fosforik asit ile pH 8’e ayarlanmistir. Daha sonra, mobil faz A’y1 hazirlamak i¢in 1 L
hacmindeki bir siseye disodyum hidrojen fosfat tamponundan 900 ml alinmis ve iizerine
100 ml metanol ilave edilmistir. Mobil faz B’yi hazirlamak igin ise disodyum hidrojen
fosfat tamponundan 100 ml alinmis ve tizerine 900 ml metanol ilave edilmistir.
Hazirlanan mobil fazlar iyice karistirildiktan sonra ultrasonik banyoda 40 dakika

siireyle degaze edilmistir.
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3.3.3.2. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

Standart ¢ozeltilerini hazirlarken kullanmak i¢in 1 mg/ml 5’DFCR ve 5’DFUR
stok c¢ozeltileri hazirlanmistir.  Swrastyla 10, 20, 30, 50 ve 100 pg/ml
konsantrasyonlarinda 5’DFCR ve 1, 2, 5, 10 ve 20 ug/ml konsantrasyonlarinda 5’DFUR
iceren 5 adet plazma standardini hazirlanmak amaciyla 90 pul bos fare plazmasina 10 pl
5’DFCR ve 5’DFUR c¢ozeltileri ilave edilmistir.

3.3.3.3. Ekstraksiyon

5’DFCR ve 5’DFUR, plazma ve karaciger drneklerinin ekstraksiyonunda sivi-
sivi ekstraksiyon ve kati faz ekstraksiyon bir arada kullanilmigtir. Karaciger dokulari
icin, agirliklara gore 1:1 oraninda izotonik sodyum kloriir ¢ozeltisi eklenerek mekanik
homojenizatorle buz iizerinde homojenizasyon yapilmistir. 100 ul plazma 6rnegi veya
karaciger homojenatina, 200 ul 0,25 M ¢inko siilfat ¢ozeltisi (distile suda hazirlanmis)
eklenmis, 30 saniye vortekslendikten sonra 4000 rpm’de 10 dakika siireyle santrifiij
edilip st faz ayrilmistir. 5’DFCR ve 5’DFUR igeren st faz ile Oasis HLB ekstraksiyon
kartuslarina gegilmistir. Ekstraksiyon kartuslar1 6nce 1 ml metanol ile sartlandirilmas,
sonra kartustan 1 ml distile su gecirilmistir. Daha sonra 5’DFCR ve 5’DFUR igeren iist
faz kartustan gegirilmis ve bunu takiben ekstraksiyon kartusu 250 ul distile su:metanol
(95:5 viv) ile yikanmigtir. Son olarak kartustan 200 pl metanol:su (50:50, v:v)
gegirilerek 5’DFCR ve 5’DFUR eliie edilmistir.

3.3.3.4. Metot Validasyonu

Plazma ve karacigerde, 5’DFCR ve 5’DFUR metabolitlerinin analitik tayin
metodunun validasyonunda, standart ¢ozeltiler, fare plazma ve karaciger standartlart
kullanilmistir. Dogrusallik, dogruluk, kesinlik, segicilik, tayin simniri1, geri kazanim ve

stabilite parametreleri kapesitabin i¢in belirtilen bigimde degerlendirilmistir.

3.3.4. 5-FU Metabolitinin Analitik Tayin Metodu

Plazma ve karaciger orneklerinde 5-FU diizeylerinin tayininde Giilgin ve ark.'a
(2010) ait olan yiiksek performansh sivi kromatografisi-ardisik kiitle spektrometresi
(LC—MS/MS) metodu degistirilerek kullanilmistir. 5-FU tayininde kullanilan metoda ait
kromatografik kosullar Tablo 3-4’te gdsterilmistir.
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Tablo 3-4: 5-FU miktar tayininde kullamilan LC-MS metoduna ait kromatografik

kosullar.

HPLC Kosullar:

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

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

Gradient akis diizeni Zaman (dakika) Akis hizi (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 Kosullari

Sistem Thermo Orbitrap Q-Exactive

Iyon kaynag Elektro Sprey Iyonizasyon (ESI)

Kiitle tarama arahigi 100-900 m/z

Sheath gazi akis hiz 45

Auxiliary (Aux) gaz1 akis mz1 | 10

Sprey voltaji 3,80 kv

Kapiler sicakhik 320 °C

Aux gaz 1sitic sicakhi@i 320 °C

S-lens  radyofrekans (RF) | 50,0

seviyesi

3.3.4.1. Mobil Fazin Hazirlanmasi
Mobil fazlari hazirlamak amaciyla, 1 L HPLC grade metanol ve 1 L ultra saf su
meziir ile olgtldiikten sonra her birine hacimce %1 formik asit eklenmis ve

karistirilmastir.

3.3.4.2. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

Standart ¢ozeltilerini hazirlamak amaciyla 6ncelikle 1 mg/ml konsantrasyonda
5-FU stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. Ana stogun ve standart ¢ozeltilerin hazirlanmasinda
¢Oziicli olarak metanol kullanilmistir. Plazma standartlar1 hazirlanirken 1, 10, 100, 200,

400, 500 ve 750 ng/ml son konsantrasyonlar1 elde etmek amaciyla, her bir standart igin
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80 ul bos fare plazmasina 20 pl sirastyla 5, 50, 500, 1000, 2000, 25000 ve 3750 ng/ml

konsantrasyonlarinda 5-FU ¢ozeltileri ilave edilmistir.

Karaciger standartlar1 hazirlanirken 5, 10, 100, 200, 750, 1000, 2000 ve 5000
ng/ml son konsantrasyonlar1 elde etmek amaciyla, her bir standart igin 80 ul bos fare
karaciger homojenatina 20 pl hacimde sirasiyla 0,025, 0,05, 0,5, 1, 3,75, 5, 10 ve 25

ug/ml konsantrasyonlarinda 5-FU ¢ozeltileri ilave edilmistir.

3.3.4.3. Ekstraksiyon

5-FU’nun plazma ve karaciger 6rneklerinin ekstraksiyonunda Shiokawa ve ark.
(2019) tarafindan ¢alisilan sivi-sivi ekstraksiyon metodu kullanilmistir. 100°er ul
plazma 6rnegine ve karaciger homojenatina, 80 ul 2 M amonyum asetat ¢ozeltisi (distile
suda hazirlanmis) eklenerek 30 saniye vortekslenmistir. Sonra 6rneklere 500 pl formik
asit:asetonitril (2:98 v:v) ilave edilmis ve tiipler 30 saniye vortekslenmistir. 14000
rpm’de 5 dakika siireyle santrifiij edilen tiiplerde 5-FU’nun bulundugu {ist faz analiz

edilmek iizere ayrilmistir.

3.3.4.4. Metot Validasyonu
Plazma ve karacigerde, 5-FU’nun analitik tayin metodunun validasyonunda,
standart ¢ozeltiler ile fare plazma ve karaciger standartlari kullanilmigtir. Dogrusallik,

segicilik, tayin siniri, geri kazanim parametreleri degerlendirilmistir.

3.3.5. Farmakokinetik Parametrelerin Hesaplanmasi

Plazma ve karaciger standartlarina ait kromatogramlardan elde edilen pik
alanlar1 kullanilarak kalibrasyon egrisi ¢izilmistir. Bu egrinin y=ax+b bi¢imindeki
denkleminde konsantrasyonu bilinmeyen orneklere ait pik alanlari yerlestirilerek ilgili
pik alaninin karsilik geldigi konsantrasyon degeri bulunmustur. 0-6.saat arasindaki
plazma ve karaciger konsantasyon zaman egrilerine ait AUCo.ssa degerleri yamuklar
yontemiyle bulunmustur. Konsantrasyon zaman grafiklerindeki son dort konsantrasyon
degeri alinarak iissel grafik cizilmistir ve grafigin denklemi kullanilarak eliminasyon hiz
sabiti (ker) degeri belirlenmistir. AUCegsa- degerinin hesaplanmasinda Cesa/Kel formiilii
kullanilmigtir. Plazma ve Kkaraciger konsantrasyon-zaman egrilerine bakilarak Cmaks Ve
tmaks degerleri tespit edilmistir. ti2 degeri, 0,693/ke; denklemi kullanilarak bulunmustur.
Klirens (CL/F) degerinin hesaplanmasinda Doz/AUC... denkleminden, Vd/F degerinin

hesaplanmasinda ise (CI/F)/kel denkleminden yararlanilmstir.
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3.3.6. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel anlamlilik, Prism 5.00 (GraphPad, ABD) programinda tek yonlii
varyans analizini (ANOVA, Analysis of Variance) takiben Tukey post-hoc test kullanilarak
degerlendirilmistir. Sirkadiyan ritimlere iligkin istatistiksel degerlendirme, SPSS Statistics
22 (IBM, ABD) programinda Cosinor analizi ile yapilmistir. Tiim analizlerde p<0,05
degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

3.4. Molekiiler Calisma
3.4.1. mRNA Ekspresyonlarmin Belirlenmesi

3.4.1.1. Karaciger dokusundan RNA izolasyonu

Karaciger dokularindan RNA izolasyonu, RNeasy mini kit (Qiagen, Almanya)
kullanilarak ticari kitin protokoliine uygun bi¢imde yapilmistir. -80 °C’de saklanan
karaciger dokulari, cam bir petri kabina alinarak buz tizerinde makas/bistiiri yardimiyla
caligmaya uygun (yaklasik 10 mg) parcalara ayrilmistir. Daha sonra Karaciger doku
ornekleri, cam doku 6giitiici ve %1 oraninda -merkaptoetanol igeren RLT tamponu
kullanilarak mekanik bigimde homojenize edilmistir. Homojenizasyonda, her 10 mg
doku i¢in 350 pl RLT tamponu kullanilmigtir. Homojenize edilen karaciger dokularini
iceren tiiplere 350 pl %70’lik etanol ¢ozeltisi eklenmis ve elde edilen 700 pl 6rnek
¢ozeltisi RNeasy kitinin kolon igeren santrifiij tiiplerine alinmistir. 8000g’de 15 saniye
slireyle santrifiij edildikten sonra alt tiipe gegen kisim uzaklastirilmistir. Kolonda DNAz
par¢alama yapildiktan sonra, kolona 700 pul RW1 tamponu eklenmis ve 8000g’de 15
saniye siireyle santrifiij edilerek alt tiipe gecen kisim uzaklastirilmistir. Daha sonra
kolona 500 pl RPE tamponu eklenmis ve 8000g’de 15 saniye siireyle santrifiij
edildikten sonra alt tiipe gecen kisim uzaklastirilmistir. Son yapilan islem santrifiij
stiresi 2 dakika olacak sekilde tekrar edilmistir. RNeasy santrifiij kolonu temiz ve RNAz
ve DNAZz igermeyen bir tiipe yerlestirilerek kolonun membranina 40 pl RNaz igermeyen
su eklenmis ve 1 dakika siireyle 8000g’de santrifiij edilerek total RNA eliie edilmistir.
Elde edilen RNA’larin konsantrasyonlart NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, ABD)
spektrofotometre cihaziyla ile Ol¢lilmiis ve her bir Ornek i¢in cDNA’ya ¢evrilirken
kullanilmas: gereken hacimler belirlenmistir. Ayrica elde edilen RNA’nin kalitesini
degerlendirmek amaciyla RNA o6rnekleri %0,5’lik agaroz jelde (dietil pirokarbonat
(DEPC) igeren su ile hazirlanmistir) yiiriitiilmiis ve daha sonra jel UV 1sik altinda

gortintiilenerek RNA &rneklerinde degredasyon olmadigi tespit edilmistir.
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3.4.1.2. cDNA Sentezi

Izole edilen total RNA’lardan cDNA sentezi, RevertAid Ters Transkriptaz
cDNA sentez kiti (Thermo, ABD) kullanilarak ve kit i¢in Onerilen protokole uygun
olarak yapilmistir. cDNA sentezi igcin RNA konsantrasyonuna bagli olarak 0,5-1,2 pl
total RNA kullanilmustir. Steril ve niikleaz igermeyen eppendorf tiiplerine her bir 6rnek
icin hesaplanan miktarlarda total RNAlar, 1 ul oligo (dT)18 primer, 10 ul nukleaz
icermeyen su eklenmistir. Ornekler, 65 °C’de 5 dakika siireyle thermal cycler polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) cihazinda inkiibe edildikten sonra buz iizerine alinarak her bir
tiipe, 4 ul 5X reaksiyon tamponu, 1 pul RNaz inhibitorii, 2 ul 10 mM DNTP karigim, 1
ul RevertAid M-MuLV Ters Transkriptaz eklenmis ve 6rnekler 42 °C’de 60 dakika ve
70 °C’de 5 dakika siireyle inkiibe edilmistir. Daha sonra her bir 6rnegin hacmi RNAz ve

DNAZz igermeyen su ile 100 ul’ye tamamlanmustir.

3.4.1.3. mRNA Ekspresyonlarmin belirlenmesi

Elde edilen cDNA’lar kullanilarak ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
(QRT-PCR) ile 6rneklerdeki Bmall mRNA ekspresyonlart belirlenmistir. Referans gen
olarak gliseraldehit-3 fosfat dehidrojenaz (Gapdh) kullanilmistir. Kullanilan primerler
Tablo 3-5’te gosterilmistir. Elde edilen ¢cDNA’lar PCR’da kullanilmak tizere 1/5
oraninda seyreltilmistir. Her bir tiipe 10 pl 2x SYBR Green, 3 pl cDNA, 1pul gene 6zgii
primer, 6 ul RNAz ve DNAZz igermeyen su eklenmistir. 95 °C’de 10 saniye
denatiirasyon, 60 °C’de 20 saniye primer baglanmasi (annealing) ve 72 °C’de 30 saniye
uzama (extension) basamaklarindan olusan 35 dongii ile gergeklestirilmistir. Her bir
ornek iki tekrar olacak sekilde reaksiyona tabii tutulmus ve elde edilen degerlerin
ortalamasi alinmstir. Sonugta elde edilen CT (cycle of threshold) degerleri kullanilarak
gen ekspresyonlarina iliskin hesaplamalar yapilmistir. Her bir 6rnek igin calisilan gene
ait CT degerinden, referans gene ait CT degeri ¢ikarildiktan sonra 222t formiilii ile

hesaplama yapilmistir.
Tablo 3-5: Kullamlan primer dizileri.

Gen Primer dizileri

Bmall Forward: Reverse:
mbma GACTACCAAGAAAGTATGGACACA | TTTGTCCCGACGCCTCTTTT

Forward: Reverse:

mGapdh | AACTTTGGCATTGTGGAAGG ACACATTGGGGGTAGGAACA
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3.4.2. Protein Diizeylerinin Belirlenmesi

3.4.2.1. Karaciger Dokusundan Protein izolasyonu

-80 °C’de saklanan karaciger dokulari, cam bir petri kabma alinarak buz
tizerinde makas/bistiiri yardimiyla ¢alismaya uygun (yaklasik 10 mg) parcalara
ayrilmistir. Daha sonra karaciger doku ornekleri, cam doku ogiitlicii ve pargalama
tamponu (RIPA tamponu: Radio-immunoprecipitation assay buffer (50 ml i¢in): 50 mM
Tris pH 7.4, 150 mM NaCl, %1 Triton X, %0,1 SDS, 44,5 ml distile su, %1 proteaz
inhibitérit  kokteyli)  kullanilarak ~ mekanik  olarak  homojenize  edilmistir.
Homojenizasyonda, her bir mg doku i¢in 50 ul RIPA tamponu kullanilmistir.
Homojenize edilen &rnekler buz lizerinde 10 dakika siireyle inkiibe edildikten sonra,
+4°C’de, 13.000 g’de, 15 dakika siireyle santrifiij edilip iist faz temiz tiipe ayrilmistir.
Elde edilen 6rneklerin protein miktar tayini, Pierce protein analizi (Thermo Scientific,
ABD) ile iiretici firmanin onerileri dogrultusunda yapilmistir. Absorbans degerleri,
Biotek Synergy H1 (ABD) mikroplaka okuma cihazi ile 660 nm’de dl¢iilmiistiir. Sigir
serum albumin (BSA: Bovine serum albumin) proteininin strandart egrisinden

hareketle, orneklerdeki protein miktarlari belirlenmistir.

3.4.2.2. Western Blotlama

Protein 6rnekleri, 4X Laemmli tampon ¢ozeltisiyle (250 mM Tris HCI pH: 6,8;
%4 SDS; %40 gliserol; %0,02 bromofenol mavisi; hacmin %10°u kadar beta
merkaptoetanol) karistirilarak 8 dakika siireyle 95°C’de inkiibe edilmis ve SDS-PAGE
jellere yiiklenene kadar buza saplanmustir. Ornekler, farkli zamanlarda tekrar

kullanilmalar1 gerektiginde -20 °C’de saklanmuistir.

Ornekler, hesaplanan total protein miktarlarina gore, her bir cukurda esit protein
olacak bigcimde SDS-PAGE jellere yiiklenmis ve elektroforez tankina yerlestirilmistir.
Tank elektroforez ¢ozeltisiyle doldurulduktan sonra, gii¢ kaynagia baglanmis ve 100

V’a ayarlanarak 90 dakika siireyle elektroforez gergeklestirilmistir.
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Tablo 3-6: SDS-PAGE jelin hazirlanisi.

Ayrict jel 1,9 ml distile su, 1,7 ml akrilamid karisimi, 1,3 ml tris (pH 8.8), 50 ul %10’luk
(%10’luk)  SDS, 50 ul %10’luk APS, 2 ul TEMED

Yigict jel 1,4 ml distile su, 330 ul akrilamid karigimi, 250 pl tris (pH 6.8), 20 ul %10°luk
SDS, 20 ul %10’1uk APS, 2 ul TEMED

Elektroforez bittikten sonra, 2-3 dakika boyunca transfer tamponunda bekletilen
jel, proteinlerin jelden membrana transferi i¢in PVDF membran ile beraber transfer
kasetine yerlestirilmistir. Transfer kaseti, transfer c¢ozeltisiyle doldurulan transfer
tankina yerlestirildikten sonra, buz akiileri de tanka yerlestirilip 100 V’da 90 dakika

stireyle soguk transfer gergeklestirilmistir.

Elektroforez ve transfer asamalarinda kullanilan tamponlar Tablo 3-7’de

gosterilmistir.
Tablo 3-7: Elektroforez ve transfer asamalarinda kullanilan c¢ozeltilerin hazirlamsi.

Cozeltiler Kullanmilan kimyasallar

Elektroforez ¢ozeltisi ~ SDS Tamponu (10 L): 30,3 g Tris, 144 g Glisin, 10 g SDS, distile su
ile son hacim 10 L’ye tamamlanir. Manyetik karistiricida bilesenlerin

iyice ¢Oziinmesi saglanir.

Transfer ¢ozeltisi Transfer tamponu (1 L): 3,04 g Tris baz1 ve 14,4 g glisin kullanilarak
hazirlanan 10X transfer tamponundan 100 ml alinarak, 200 ml

metanol ve 700 ml distile su ile karistirilir.

Transferden sonra, membranlar antikorun membrana non-spesifik baglanmasin
onlemek i¢in %5’lik siit tozu igeren TBS-T ¢ozeltisi kullanilarak calkalayicida 1 saat
stireyle bloklama islemine tabi tutulmustur. Birincil ve ikincil antikorlar %5 siit tozu
iceren TBS-T c¢ozeltisinde dreticinin Onerdigi konsantrasyonlarda hazirlanmistir.
Membranlar +4 °C‘de calkalayic1 tizerinde, birincil antikor ile gece boyunca (18 saat)
inkiibe edildikten sonra 3 defa 5’er dakika siireyle TBS-T ¢ozeltisiyle yikanmistir. Daha

sonra, oda sicakliginda calkalayici iizerinde ikincil antikor ile 1 saat boyunca
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inkiibasyon gerceklestirilmis ve 3 defa 5’er dakika siireyle TBS-T ¢ozeltisiyle yikama
yapilmustir.

Tablo 3-8: Bloklama ve yikama asamalarinda kullanilan ¢ézeltilerin hazirlamsu.

Cozeltiler Kullamlan kimyasallar ve hazirlanislar:

10X TBS ¢ozeltisi 24 g Tris bazi ve 80 g NaCl’iin 800 mL distile suda manyetik karistirici
ile kanigtirilarak ¢oziinmesi saglamir ve pH 7,6’ya ayarlandiktan sonra

hacim 1L’ye tamamlanr.
TBST-T ¢ozeltisi Filtrelenmis 50 ml 10X TBS, 450 ml distile su, 750 ul Tween 20

%5’lik st tozu 2 gsiit tozu, 40 ml TBS-T

¢Ozeltisi

Goriintilleme asamasi i¢in, kemiliiminesan ¢ozeltisi (WesternBright Sirius,
Advansta, ABD) hazirlanmis ve membran {izerine membran1 kaplayacak miktarda
eklenmistir. Cozelti membrandan uzaklastirildiktan sonra goriintiileme cihazi (Bio-Rad
ChemiDoc Imaging System, ABD) ile goriintileme yapilmis ve istenen goriintiiler
kaydedilmistir. Elde edilen goriintiilerde, Bio-Radlmage Lab 6.1 (ABD) yazilimi
kullanilarak CRY1, BMAL1, CDA, CES1, CES2, UPP2, DPD proteinlerinin bant
yogunluklarina iliskin alanlar hesaplanmig ve daha sonra elde edilen alanlar her bir
ornek i¢in yilikleme kontrolii olarak kullanilan p-Aktin proteinine ait bant
yogunluklarma baglh olarak elde edilen alanlara boliinmiistiir. Her bir membran igin

normalizasyon islemleri yapilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Analitik Metot Validasyonu Bulgulari

4.1.1. Kapesitabin Tayininde Kullamlan Analiz Metodunun Validasyon Bulgular:
Kapesitabin plazma tayininde kullanilan analitik metot, 0,1-10 upg/ml
konsantrasyon araliginda dogrusallik gostermektedir. Kapesitabin plazma standartlarina

ait kalibrasyon egrisi Sekil 4-1’de verilmistir.

180000
160000
140000
120000
100000
80000
60000
40000
20000

y=15261x - 1680.6

Kapesitabin pik alani

Konsantrasyon ([1g/ml)

Sekil 4-1: Kapesitabin plazma standartlarina ait kalibrasyon egrisi.

0,2 pg/ml ile 10 pg/ml konsantrasyonlari arasinda yapilan giin i¢i ve glinler arasi
tekrarlanabilirlik ¢alismalarinda elde edilen % CV degerleri sirasiyla %4,08 ve
%06,03’tiir. Geri kazanim degerleri ise, 0,75 pg/ml konsantrasyonunda kapesitabin
plazma standardi i¢in %110,1; 3 ug/ml konsantrasyonunda kapesitabin plazma standardi
icin %98,87 ve 7,5 ug/ml konsantrasyonunda kapesitabin plazma standardi i¢in 98,31
olarak bulunmustur. Plazmada kapesitabin tayinine iliskin analitik metot validasyonu

bulgular1 Tablo 4-1°de 6zetlenmistir.
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Tablo 4-1: Plazmada kapesitabin tayininde kullamilan analitik metoda iliskin validasyon

bulgular.

Validasyon . Degerlendirilen degiskenler Elde edilen degerler
Parametreleri

Dogrusallik sinirlar 0,1-10 pg/ml
Dogrusallik Regresyon denklemi y=15261x-1680,6

R?degeri 0,9979

. S o 0

Dogruluk ve Giin ici tekrarlanabilirlik (% CV) %4,08
Kesinlik Giinler aras1 tekrarlanabilirlik (% CV)  %6,03
Tayin simirn LOD ve LOQ degerleri (ng/ml) 4,95; 15

0,75 ug/ml, 3 pg/ml ve 7,5 ug/ml

0, . .
konsantrasyonlar1 igin (%) %110,1; 98,87; 98,31

Geri kazanim

Kapesitabin tayininde kullanilan ters faz kromatografi metoduyla bos fare plazmasindan
ve kapesitabin spike edilmis fare plazmasindan elde edilen kromatogramlar Sekil 4-2 ve
Sekil 4-3’te gosterilmistir. Kapesitabin i¢in alikonma zamami 13,0 dakikadir.
Kapesitabinin alikonma zamaninda bos plazmada baska herhangi bir pik
goriilmemektedir ve bu veri analitik metodun kapesitabin tayini i¢in segiciligini

gostermektedir.
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U
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0001

0.000

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
2,00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00

Minutes

Sekil 4-2: Kapesitabin tayininde kullanilan ters faz kromatografi metoduyla bos fare
plazmasindan elde edilen kromatogram.
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Sekil 4-3: Kapesitabin tayininde kullanilan ters faz kromatografi metoduyla 1 pg/ml
kapesitabin cozeltisi spike edilen fare plazmasindan elde edilen kromatogram.
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Sekil 4-4: Kapesitabin tayininde kullanilan ters faz kromatografi metoduyla bos fare
karacigerinden elde edilen kromatogram.
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Sekil 4-5: Kapesitabin tayininde kullanilan ters faz kromatografi metoduyla 2 pg/ml
kapesitabin cozeltisi spike edilen fare karacigerinden elde edilen kromatogram.
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4.1.2. 5’DFCR ve 5’DFUR Tayininde Kullamlan Analiz Metodunun Validasyon
Bulgulan

5’DFCR ve 5’DFUR plazma tayininde kullanilan analitik metot, S’DFCR igin 5-
100 pg/ml konsantrasyon araliginda, 5’DFUR igin ise 1-20 pg/ml konsantrasyon
araliginda dogrusallik gostermektedir. 5’DFCR ve 5’DFUR plazma standartlarina ait
kalibrasyon egrileri Sekil 4-6 ve Sekil 4-7’de verilmistir.

4000000
3500000 ¥ = 33966% - 35426
3000000 R?=0.9986
2500000
2000000
1500000
1000000
500000

0
0 20 40 60 80 100 120

Konsantrasyon (pg/ml)

5'DFCR pik alanm

Sekil 4-6: 5’DFCR plazma standartlarina ait kalibrasyon egrisi.

450000
400000 y=19780x - 1385.7

350000 R*=10,9997
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50000
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Sekil 4-7: 5’DFUR plazma standartlarina ait kalibrasyon egrisi.
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Plazmada 5’DFCR ve 5°DFUR tayinine iligkin analitik metot validasyonu

bulgular1 Tablo 4-2°de 6zetlenmistir.

Tablo 4-2: Plazmada 5’DFCR ve 5’DFUR tayininde kullamlan analitik metoda iliskin
validasyon bulgulari.

Validasyon - .. <. . o
Parametreleri Degerlendirilen degiskenler Elde edilen degerler
5’DFCR 5’DFUR
Dogrusallik sinirlar 5-100 pg/ml 1-20 pg/ml
Dogrusallik Regresyon denklemi y=33966Xx-35426 y=19780x-1385,7
R?degeri R?=0,9986 R?=0,9997
Giin i¢i tekrarlanabilirlik 960,99 %1.36
< (%CV)
Dogruluk ve
Kesinlik i
esintl Giinler aras1 tekrarlanabilirlik %7 04 %2 94
(%CV) R 06
. LOD ve LOQ degerleri
Tayin smir1 5,61; 17 512; 15,5
Y (ng/mi)

5’DFCR (0,5 pg/ml, 3 pg/ml,

. 9 ng/ml) (%);
Geri kazanim %102,5; 100,3; 95,1 %106,8; 104,8; 99,9
5’DFUR (2 pg/ml, 15 pg/ml,

45 pg/ml) (%)

5’DFCR ve 5’DFUR tayininde kullanilan ters faz kromatografi metoduyla bos fare
plazmasindan ve 5’DFCR ve 5’DFUR spike edilmis fare plazmasindan elde edilen
kromatogramlar Sekil 4-8 ve Sekil 4-9’da gosterilmistir. 5’DFCR igin alikonma zamani
12,1 dakika; icin ise 8,2 dakikadir. 5’DFCR ve 5’DFUR ‘nin alikonma zamaninda bos
plazmada baska herhangi bir pik goriilmemektedir ve bu veri analitik metodun 5’DFCR

ve 5’DFUR tayini i¢in seciciligini gostermektedir.
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Sekil 4-8: 5’DFCR ve 5S’DFUR metabolitlerinin tayininde kullamlan ters faz kromatografi
metoduyla bos fare plazmasindan elde edilen kromatogram.

5’DFCR
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Sekil 4-9: 5’DFCR ve 5’DFUR metabolitlerinin tayininde kullamilan ters faz kromatografi
metoduyla 5 pg/ml 5’DFCR ve 1 pg/ml 5’DFUR cozeltisi spike edilen fare
plazmasindan elde edilen kromatogram.

4.1.3. 5-FU Tayininde Kullanilan Analiz Metodunun Validasyon Bulgular:

5-FU’nun tayininde kullanilan analitik metodun, plazma igin 1-750 ng/ml
konsantrasyon araliginda; karaciger i¢in 5-5000 ng/ml konsantrasyon araliginda
dogrusallik gosterdigi belirlenmistir. 5-FU plazma standartlarina ait kalibrasyon egrisi
Sekil 4-10°da, 5-FU karaciger standartlarina ait kalibrasyon egrisi ise Sekil 4-11’de

verilmistir.
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5-FU
¥ = 4.663e3X + 6,784e5; R"2: 0,9997; Origin: Ignore; W: Equal; Area
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Sekil 4-10: 5-FU plazma standartlarina ait kalibrasyon egrisi.

¥ = 0. 74e3X - 2,168:5; R 2: ogn':ala;-, Origin: lgnore; W: Equal; Area
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Sekil 4-11: 5-FU karaciger standartlarina ait kalibrasyon egrisi.

5-FU tayinine iliskin analitik metot validasyonu bulgular1 Tablo 4-3’te

Ozetlenmistir.



Tablo 4-3: 5-FU tayininde kullamlan analitik metoda iliskin plazmada ve karacigerde
validasyon bulgulari.

Validasyon Degerlendirilen Elde edilen degerler
Parametreleri degiskenler
Plazma Karaciger
Dogrusallik Dogrusallik sinirlart 1-750 ng/ml 5-5000 ng/ml
Lineer regresyon y=4,663e3x-6,784e5 y=9,74e3x-2,168e5
denklemi
R?degeri 0,999 0,999
Tayin siniri LOD ve LOQ degerleri 1, 3,3 1,5; 5,04
(ng/ml)
Geri kazanim (%) 99,56 99,25
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5-FU tayininde kullanilan LC-MS metoduyla 5-FU spike edilmis fare plazmasindan

elde edilen kromatogram ve kiitle spektrumu Sekil 4-12°de gosterilmistir.
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Sekil 4-12: 5-FU’nun tayininde kullamilan LC-MS metoduyla 5-FU cozeltisi spike edilen
fare plazmasindan elde edilen kromatogram (iistte) ve 5-FU’nun Kiitle

spektrumu (altta).
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4.2. Kronofarmakokinetik Calisma Sonuclari

4.2.1. Kapesitabinin Plazmadaki Kronofarmakokinetiginin Degerlendirilmesi

ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarinda oral yoldan uygulanan kapesitabinin
farmakokinetiginin degerlendirilmesi sonucunda, gruplar arasinda uygulama zamanina
bagli olarak anlamli farkliliklar goriilmiistiir. Kapesitabinin plazma konsantrasyon
grafiginden elde edilen ortalama Cmaks degeri, ZT1 grubunda ZT13 ve ZT19’a gore
sirasiyla 2,68 ve 5 kat fazladir (*p<0,05). ZT7 grubuna ait ortalama Cmaks degeri, ZT13
ve ZT19’a gore sirastyla 2,01 ve 3,74 kat fazla bulunmustur. Ortalama AUCo.6sa
degerleri karsilastirildiginda, ZT1 grubundaki ortalama AUCoesa, ZT13 ve ZT19
gruplarina gore sirasiyla 1,77 ve 2,61 kat fazla bulunmustur. ZT7 grubunda ise ortalama
AUCo.6sa, ZT13 ve ZT19 gruplarina kiyasla sirasiyla 1,61 ve 2,38 Kkat fazladir. tmaks, tim
gruplar igin 0,25 saattir. Kapesitabin, tim gruplarda hizli bir sekilde metabolize
olmustur ve yarilanma 6mrii kisadir. ty2 degeri, ZT19 grubunda ZT1 ve ZT7 gruplar
icin sirasiyla 1,43 ve 1,56 kat uzun olmakla beraber gruplar arasinda anlamli bir
farklilik gostermemektedir. ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarinda kapesitabin
uygulanmasini1 takiben elde edilen kapesitabin plazma konsantrasyon-zaman grafigi
Sekil 4-13’te, Cmaks Ve AUCo.6sa degerlerinin karsilagtirilmasini igeren grafikler ise Sekil
4-14’te verilmistir.

1101
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80+
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601
50+
40+
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201

Plazma Konsantrasyonu (pg/ml)

10

0

0 2

Zaman (sa)

Sekil 4-13: C57BL/6J soyu erkek farelere ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarinda oral
yoldan 500 mg/kg kapesitabin uygulanmasim takiben elde edilen kapesitabin
plazma konsantrasyon-zaman grafigi.

Sonuglar, ortalama + SEM seklinde ifade edilmistir (n=5/her bir zaman noktast i¢in).



66

A B
*%
120+ % 50-
=
= oA £ 407
E 90 E
o : 30-
(=]
3 60 e
< © 201
£ S
O 301 D 10
<
0- 0

ZT1 ZT7 ZT13 ZT19 ZT1 ZT7 ZT13 ZT19

Sekil 4-14: C57BL/6J soyu erkek farelere ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarinda oral
yoldan 500 mg/kg kapesitabin uygulanmasim takiben elde edilen kapesitabine ait
plazma Cmaks (A) ve AUCo.6s2 (B) degerleri.

Sonuglar, ortalama = SEM seklinde ifade edilmistir (n=5/her bir zaman noktas i¢in). 1-yonli ANOVA’y1
takiben Tukey post-test uygulanmigtir (*p<0,05; **p<0,01).

Kapesitabinin eliminasyonuna iliskin parametreler degerlendirildiginde, ZT19
grubuna ait ortalama CL/F degeri, ZT1 ve ZT7 gruplarina gore sirastyla 2,29 ve 2,12 kat
yiiksek bulunmustur (¥*p<0,05). ZT13 grubuna ait ortalama CL/F degeri, ZT1 ve ZT7
gruplarina gore sirasiyla 1,58 ve 1,46 kat yiiksektir. Ortalama Vd/F degerleri ise, ZT19
grubunda ZT1 ve ZT7 gruplarina gore sirasiyla 3,06 ve 3,07 kat fazla bulunmustur
(*p<0,05). ZT13 grubuna ait ortalama Vd/F degeri, ZT1 ve ZT7 gruplarina gore
sirasiyla 1,80 ve 1,81 kat fazladir. ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarinda kapesitabin
uygulanmasini takiben elde edilen, kapesitabine ait plazma ty2, CL/F ve Vd/F degerleri
Sekil 4-15’te verilmistir. Kapesitabinin plazma farmakokinetigine iligkin elde edilen

degerler Tablo 4-4’te sunulmustur.
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Sekil 4-15: C57BL/6J soyu erkek farelere ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarinda oral
yoldan 500 mg/kg kapesitabin uygulanmasini takiben elde edilen kapesitabine ait
plazma ti; (A), CL/F (B) ve Vd/F (C) degerleri.

Sonuglar, ortalama + SEM seklinde ifade edilmistir (n=5/her bir zaman noktasi i¢in). 1-yonli ANOVA’y1
takiben Tukey post test uygulanmistir (*p<0,05).

Tablo 4-4: Kapesitabinin plazma farmakokinetigine iliskin bulgular.

ZT1 ZT7 ZT13 ZT19
AUCossa(ng.sa/ml) | 33,64 = 7,06 30,63 £ 6,73 19,03+£3,39 | 12,88+2,55
AUCo. (ng.sa/ml) 33,87 £ 7,06 30,83+ 6,72 19,27 + 3,38 13,17+ 2,56
Crnaks (ng/ml) 8550+ 17,45 | 63,94+14,63 | 31,87+4,73 | 17,09+3,30
tmaks (58) 0,25 0,25 0,25 0,25
tu (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?) 0,76 + 0,05 0,83+ 0,05 0,68 + 0,05 0,58 + 0,08
V4/F (ml) 584,4+ 150,10 | 581,5+173,50 | 1051 £313,00 | 1787 +432,10

Sonuglar, ortalama + SEM seklinde ifade edilmistir (n=5/her bir zaman noktast i¢in).
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4.2.2. Kapesitabinin Karacigerdeki Kronofarmakokinetiginin Degerlendirilmesi

Kapesitabin C57BL/6J soyu erkek farelerin karaciger dokusunda da kisa siire
iginde tmaks degerine ulagsmis ve hizla metabolize olmustur. tmaks, ZT1, ZT7 ve ZT19
gruplart i¢in 0,25 saat ve ZT13 grubu i¢in ise 0,5 saattir. Kapesitabinin karaciger
konsantrasyon grafiginden elde edilen ortalama AUCo.esa degerleri karsilastirildiginda,
ZT13 grubundaki ortalama AUCo.esa, ZT1, ZT7 ve ZT19 gruplarina gore sirasiyla 1,63,
1,79 ve 1,93 kat fazla bulunmustur. Kapesitabinin karaciger-konsantrasyon grafiginden
elde edilen ortalama Cmaks degeri, ZT1 grubunda ZT19’a gore 1,71 kat, ZT13 grubunda
ise ZT19’a gore 1,65 kat fazladir. ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarinda kapesitabin
uygulanmasini takiben elde edilen kapesitabin plazma konsantrasyon-zaman grafigi
Sekil 4-16’da, Cmaks Ve AUCoesa degerlerinin karsilastirilmasini igeren grafikler ise
Sekil 4-17’de verilmistir.
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Sekil 4-16: C57BL/6J soyu erkek farelere ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarinda oral
yoldan 500 mg/kg kapesitabin uygulanmasim takiben elde edilen kapesitabine ait
karaciger konsantrasyon-zaman grafigi.

Sonuglar, ortalama + SEM seklinde ifade edilmistir (n=5/her bir zaman noktast i¢in).
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Sekil 4-17: C57BL/6J soyu erkek farelere ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarinda oral
yoldan 500 mg/kg kapesitabin uygulanmasim takiben elde edilen kapesitabine ait
karaciger Cmaks (A) ve AUCq¢sa (B) degerleri.

Sonuglar, ortalama £ SEM seklinde ifade edilmistir (n=5/her bir zaman noktast i¢in).

Kapesitabinin karacigerdeki yarilanma omrii degerlendirildiginde, ti» degeri
ZT19’da ZT13’¢ gore 1,41 kat uzun bulunmustur (*p<0,05). Kapesitabinin
karacigerden klirensi ZT13’te, ZT1, ZT7 ve ZT19’a gore sirastyla 1,52, 1,62 ve 1,77 kat
fazladir. Karacigerdeki ortalama Vd/F degerleri ise, ZT13’te, ZT1, ZT7 ve ZT19’a gore
sirastyla 1,59, 1,68 ve 2,29 kat fazladir. ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarinda
kapesitabin uygulanmasini takiben elde edilen, kapesitabinin karacigerdeki t12, CL/F ve
Vd/F degerleri Sekil 4-18de verilmistir. Kapesitabinin karacigerdeki farmakokinetigine
iligkin elde edilen degerler Tablo 4-5’te bulunmaktadir.
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Sekil 4-18. C57BL/6J soyu erkek farelere ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarinda oral
yoldan 500 mg/kg kapesitabin uygulanmasmi takiben elde edilen karaciger
kapesitabin ti, (A), CL/F (B) ve Vd/F (C) degerleri.

Sonuglar, ortalama + SEM seklinde ifade edilmistir (n=5/her bir zaman noktasi i¢in). 1-yonlii ANOVA’y1
takiben Tukey post-test uygulanmustir (*p<0,05).

Tablo 4-5: Kapesitabinin karacigerdeki farmakokinetigine iliskin bulgular.

ZT1 ZT7 ZT13 ZT19
AUCo-6sa (ng.sa/g) 20,12 + 4,38 18,25+ 421 32,75 + 9,07 16,93 + 3,96
AUCo-» (ng.52/g) 20,12 + 4,39 18,25+ 4,21 32,75+ 9,07 16,94 +3,96
Craks (ng/0) 37,77 + 10,60 20,47 + 6,24 36,47+ 10,11 22,10 3,25
tmaks (53) 0,25 0,25 05 0,25
tu2 (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?) 1,71 +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

Sonuglar, ortalama + SEM seklinde ifade edilmistir (n=5/her bir zaman noktast i¢in).
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4.2.3. ’DFCR ve 5’DFUR Metabolitlerinin Plazmadaki Kronofarmakokinetiginin
Degerlendirilmesi

ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarinda kapesitabin uygulanmasini takiben
olusan 5’DFCR ve 5’DFUR metabolitlerinin farmakokinetik profili degerlendirilmistir.
5’DFCR plazma konsantrasyon grafiginden elde edilen ortalama Cmas degeri ve
ortalama AUCo.esa degerleri karsilastirildiginda, gruplar arasinda anlamli bir farklilik
goriilmemistir. ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarinda kapesitabin uygulanmasini
takiben elde edilen 5’DFCR plazma konsantrasyon-zaman grafigi Sekil 4-19°da, Crmaks

ve AUCo.6sa degerlerinin karsilastirilmasini igeren grafikler ise Sekil 4-20°de verilmistir.
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Sekil 4-19: C57BL/6J soyu erkek farelere ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarinda oral
yoldan 500 mg/kg kapesitabin uygulanmasim takiben elde edilen 5’DFCR
metabolitine ait plazma konsantrasyon-zaman grafigi.

Sonuglar, ortalama + SEM seklinde ifade edilmistir (n=5/her bir zaman noktast i¢in).
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Sekil 4-20: C57BL/6J soyu erkek farelere ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarinda oral
yoldan 500 mg/kg kapesitabin uygulanmasim takiben elde edilen 5’DFCR
metabolitine ait plazma Cmaks (A) ve AUCo.6sa (B) degerleri.

Sonuglar, ortalama + SEM seklinde ifade edilmistir (n=5/her bir zaman noktast i¢in).

C57BL/6J soyu erkek farelere oral yoldan verilen kapesitabin, tiim gruplarda
kisa siire i¢inde 5’DFCR’ye metabolize olmustur. 5’DFCR’nin tmaks degeri, ZT1 ve
ZT13 gruplan igin 0,25 saat iken, ZT1 ve ZT19 gruplar1 i¢in 0,5 saattir. Ortalama ti
degeri, ZT19 grubunda ZT1 ve ZT7 gruplarina gore sirasiyla 1,25 ve 1,29 kat uzundur
(*p<0,05). ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarinda kapesitabin uygulanmasini takiben
elde edilen, 5S’DFCR’ye ait plazma ti> degerlerinin karsilastirilmasi Sekil 4-21°de
verilmistir. 5’DFCR’nin plazma farmakokinetigine iliskin veriler, Tablo 4-6’da

sunulmustur.
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Sekil 4-21: C57BL/6J soyu erkek farelere ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarinda oral
yoldan 500 mg/kg kapesitabin uygulanmasini takiben elde edilen 5>’ DFCR’ye ait
plazma kapesitabin ti, degerleri.

Sonuglar, ortalama + SEM seklinde ifade edilmistir (n=5/her bir zaman noktas i¢in). 1-yonli ANOVA’y1
takiben Tukey post-test uygulanmistir (*p<0,05; **p<0,01).



Tablo 4-6: 5’DFCR’nin plazma farmakokinetigine iliskin bulgular.
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ZT1 zZT7 ZT13 ZT19
AUCo.a (pg.sa/ml) | 15040+1926 | 13480+17,09 | 12870+1759 | 140,10+ 21,01
AUC,... (ng.sa/ml) 152,80+19,36 | 136,30+17,07 | 132,10+1858 | 145002285
Chnaks (ng/ml) 95,45 + 13,13 86,98 + 10,55 95,11+12,36 | 91,79+11,03
tmaks (58) 05 0,25 0,25 05
tu2 (sa) 0,93+ 0,05 0,90 + 0,03 1,04+ 0,04 1,16+ 0,07
kel (s27) 0,75+ 0,03 0,77 40,02 0,67 + 0,03 0,61+ 0,03

Sonuglar, ortalama + SEM seklinde ifade edilmistir (n=5/her bir zaman noktasi i¢in).

Kapesitabinin metabolik doniisiimiinde 5’DFCR’den sonraki basamakta olusan
5’DFUR metabolitinin plazma konsantrasyon grafiginden elde edilen ortalama AUCo-6sa
degerleri, ZT7 grubunda ZT13 ve ZT19’a gore 2,35 ve 2,51 kat fazla bulunmustur
(**p<0,05). ZT1 grubuna ait ortalama AUCo.esa degerleri ise, ZT13 ve ZT19 gruplarina
gore sirastyla 1,91 ve 2,05 kat fazladir. 5’DFUR plazma konsantrasyon grafiginden elde
edilen ortalama Cmaks degerleri karsilastirildiginda, ZT7 grubuna ait ortalama Cmaks’in
ZT13 ve ZT19 gruplarina gore sirastyla 3,21 ve 4,25 kat fazla oldugu gorilmiistiir
(**p<0,01). ZT1 grubunda ortalama Cmaks, ZT13 ve ZT19 gruplarina kiyasla sirasiyla
2,14 ve 2,83 kat fazladir. ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarinda kapesitabin
uygulanmasini takiben elde edilen 5’DFUR plazma konsantrasyon-zaman grafigi Sekil
4-22°de, Cmaks V& AUCo.6sa degerlerinin karsilastirilmasini iceren grafikler ise Sekil 4-

23’te verilmistir.
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Sekil 4-22: C57BL/6J soyu erkek farelere ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarinda oral

yoldan 500 mg/kg kapesitabin uygulanmasim takiben elde edilen 5’DFUR
metabolitine ait plazma konsantrasyon-zaman grafigi.

Sonuglar, ortalama + SEM seklinde ifade edilmistir (n=5/her bir zaman noktast igin).
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Sekil 4-23: C57BL/6J soyu erkek farelere ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarinda oral
yoldan 500 mg/kg kapesitabin uygulanmasim takiben elde edilen 5°’DFUR
metabolitine ait plazma Cmaks (A) ve AUCo.6sa (B) degerleri.

Sonuglar, ortalama + SEM seklinde ifade edilmistir (n=5/her bir zaman noktasi igin). 1-y6nli ANOVA’y1
takiben Tukey post-test uygulanmigtir (**p<0,01).

ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 gruplarinda 5’DFUR igin plazmadaki tmaks 0,5 saattir.
Gruplar arasinda 5’DFUR’un ortalama ty2 degerleri kiyaslandiginda, ZT19 grubunda

ti2’nin ZT1 ve ZT7 gruplarinda gore 1,6 kat uzun oldugu goriilmiistiir (*p<0,05). ZT1,

ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarinda kapesitabin uygulanmasini takiben elde edilen,
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5’DFUR’a ait plazma ti» degerleri Sekil 4-24’te verilmistir. 5’DFUR’un plazma
farmakokinetigine iliskin elde edilen degerler Tablo 4-7°de bulunmaktadir.
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Sekil 4-24: C57BL/6J soyu erkek farelere ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarinda oral
yoldan 500 mg/kg kapesitabin uygulanmasim takiben elde edilen 5’ DFUR’a ait
plazma kapesitabin ti, degerleri.

Sonuglar, ortalama = SEM seklinde ifade edilmistir (n=5/her bir zaman noktast i¢in). 1-yonlii ANOVA’y1
takiben Tukey post-test uygulanmigtir (*p<0,05).

Tablo 4-7: S’DFUR’un plazma farmakokinetigine iliskin bulgular.

ZT1 ZT7 ZT13 ZT19
AUCo.65a (ng.sa/ml) 16,33 + 2,68 20,05 + 4,39 8,54 + 1,44 7,98 + 1,40
AUCo.. (ng.sa/ml) 16,69 + 2,74 20,30 + 4,39 8,98 +1,51 9,13+2,13
Chmaks (ng/ml) 10,67 + 1,42 16,02 + 3,47 4,984 + 0,35 3,768 0,43
tmaks (S2) 0,5 0,5 0,5 05
ti2 (sa) 1,01+ 0,01 1,02+ 0,07 1,29+ 0,05 1,63+ 0,23
kel (sa) 0,68 + 0,00 0,69 + 0,04 0,54 + 0,02 0,45+ 0,05

Sonuglar, ortalama + SEM seklinde ifade edilmistir (n=5/her bir zaman noktast i¢in).

4.2.4. 5’DFCR ve 5’DFUR Metabolitlerinin Karacigerdeki
Kronofarmakokinetiginin Degerlendirilmesi

C57BL/6J soyu erkek farelere, ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarinda oral

yoldan

kapesitabin

Uygulanmasi

sonucunda

olusan

5’DFCR

ve S5’DFUR

metabolitlerinin karaciger dokusundaki farmakokinetik profili degerlendirilmistir.
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Kapesitabin, karaciger dokusunda da plazmaya benzer bir farmakokinetik profil izlemis
ve hizla 5’DFCR ile 5’DFUR’ye metabolize olmustur. 5’DFCR metabolitine ait
karaciger konsantrasyon-zaman grafigi kullanilarak elde edilen ortalama Cmaks Ve
ortalama AUCo.esa degerleri, ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 gruplar arasinda anlamli bir
farklillk gostermemistir. ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarinda kapesitabin
uygulanmasini takiben elde edilen 5’DFCR karaciger konsantrasyon-zaman grafigi
Sekil 4-25’te, Cmaks Ve ortalama AUCo.esa degerlerinin Karsilastirildigr grafikler Sekil 4-

26’°da verilmistir.
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Sekil 4-25: C57BL/6J soyu erkek farelere ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarinda oral
yoldan 500 mg/kg kapesitabin uygulanmasim takiben elde edilen 5’DFCR
metabolitine ait karaciger konsantrasyon-zaman grafigi.

Sonuglar, ortalama + SEM seklinde ifade edilmistir (n=5/her bir zaman noktasi i¢in).
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Sekil 4-26: C57BL/6J soyu erkek farelere ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarinda oral
yoldan 500 mg/kg kapesitabin uygulanmasim takiben elde edilen 5’DFCR
metabolitine ait karaciger Cmaks (A) ve AUCq.sa (B) degerleri.

Sonuglar, ortalama = SEM seklinde ifade edilmistir (n=5/her bir zaman noktas i¢in). 1-yonli ANOVA’y1
takiben Tukey post-test uygulanmugtir.

C57BL/6J soyu erkek farelere oral yoldan verilen kapesitabin, karaciger
dokusunda da plazmaya benzer bir bigimde ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 gruplarinin
timiinde kisa siire i¢inde 5’DFCR’ye metabolize olmustur. ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19
zamanlarinda kapesitabin uygulanmasini takiben karaciger dokusunda elde edilen
5’DFCR’ye ait tmaks degeri, tim gruplar i¢in 0,25 saat olarak bulunmustur. ZT19
grubuna ait ortalama ty» degeri, ZT1 ve ZT7 gruplariyla kiyaslandiginda sirasiyla 1,63
ve 1,68 kat uzundur. ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarinda kapesitabin uygulanmasini
takiben elde edilen 5°’DFCR’nin Kkaraciger dokusundaki ti> degerleri Sekil 4-27°de
verilmistir. 5’DFCR’nin karaciger farmakokinetigine iliskin veriler, Tablo 4-8’de

verilmistir.
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Sekil 4-27: C57BL/6J soyu erkek farelere ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarinda oral
yoldan 500 mg/kg kapesitabin uygulanmasini takiben elde edilen 5°’DFCR’ye ait
karaciger t1, degerleri.

Sonuglar, ortalama = SEM seklinde ifade edilmistir (n=5/her bir zaman noktast i¢in). 1-yonli ANOVA’y1
takiben Tukey post-test uygulanmustir.



Tablo 4-8: 5’ DFCR’nin karacigerdeki farmakokinetigine iliskin bulgular.
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ZT1 ZT7 ZT13 ZT19
AUC.5a (ng.sa/g) 75,20 + 9,25 66,81 + 10,71 84,80 + 12,40 78,86 + 10,81
AUC. (ng.sa/g) 75,20 + 9,25 66,81 + 10,71 84,89 + 12,63 79,43+ 11,2
Craks (ng/9) 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
tu2 (sa) 0,34+0,03 0,35+ 0,01 0,44 + 0,09 0,57 +0,15
Kel (sa) 2,118 +0,15 2,008 + 0,05 1,801 + 0,30 1,565 + 0,33

Sonuglar, ortalama + SEM seklinde ifade edilmistir (n=5/her bir zaman noktasi i¢in).

ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarinda Kkapesitabin uygulanana farelerde,
5’DFUR metabolitine ait karaciger konsantrasyon-zaman grafigi degerlendirildiginde,
ZT1 ve ZT7 gruplarina ait ortalama AUCo.esa degerleri ZT19 grubuna gore sirasiyla 7
(***p<0,001) ve 6,24 (**p<0,01) kat fazla bulunmustur. ZT13 grubuna ait ortalama
AUCo.6sa degeri ZT19 grubuna gore 3,86 kat fazla bulunmustur. Karaciger
5’DFUR  Caks
karsilastirildiginda, ZT1 grubuna ait ortalama Cmaks degeri, ZT13 ve ZT19 gruplarina

konsantrasyon zaman grafiginden elde edilen degerleri
kiyasla sirasiyla 1,53 (p>0,05) ve 5,56 (*p<0,05) kat fazla bulunmustur. ZT7 grubuna
ait ortalama Cmaks degeri, ZT13 ve ZT19 gruplarina kiyasla sirasiyla 2,63 (**p<0,01) ve
9,59 (***p<0,001) kat fazladir. ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarinda kapesitabin
uygulanmasini takiben elde edilen 5’DFUR metabolitine ait karaciger konsantrasyon-
zaman grafigi Sekil 4-28’de, Cmaks Ve AUCo.esa degerlerini igeren grafikler ise Sekil 4-

29’da gosterilmistir.
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Sekil 4-28: C57BL/6J soyu erkek farelere ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarinda oral
yoldan 500 mg/kg kapesitabin uygulanmasim takiben elde edilen 5’DFUR
metabolitine ait karaciger konsantrasyon-zaman grafigi.

Sonuglar, ortalama + SEM seklinde ifade edilmistir (n=5/her bir zaman noktasi i¢in).
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Sekil 4-29: C57BL/6J soyu erkek farelere ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarinda oral
yoldan 500 mg/kg kapesitabin uygulanmasim takiben elde edilen 5°DFUR
metabolitine ait karaciger Cmaks (A) ve AUCo.es2 (B) degerleri.

Sonuglar, ortalama = SEM seklinde ifade edilmistir (n=5/her bir zaman noktasi i¢in). 1-yonli ANOVA’y1
takiben Tukey post-test uygulanmustir (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).

Karaciger dokusunda yapilan analizlerde, ZT1, ZT7 ve ZT13 gruplarinda
5’DFUR’unN tmaks degeri 0,25 saat iken, ZT19 grubunda tmaks 0,5 saattir. ZT1, ZT7, ZT13
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ve ZT19 gruplan arasinda 5’DFUR’a ait ortalama ti> degerleri karsilastirildiginda,
ZT19 grubuna ait tyz degeri ZT13 grubuna gore 1,44 kat daha uzun bulunmustur
(*p<0,05). ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarinda kapesitabin uygulanmasini takiben
elde edilen, 5S’DFUR’a ait karaciger ti» degerleri Sekil 4-30°da, 5’DFUR’un karaciger

farmakokinetigine iliskin sayisal veriler ise Tablo 4-9’da verilmistir.

t12 (sa)

ZT1 zZT7 ZT13 ZT19

Sekil 4-30: C57BL/6J soyu erkek farelere ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarinda oral
yoldan 500 mg/kg kapesitabin uygulanmasim takiben elde edilen 5°’DFUR
metabolitine ait karaciger ti» degerleri.

Sonuglar, ortalama + SEM seklinde ifade edilmistir (n=5/her bir zaman noktast i¢in). 1-yonli ANOVA’y1
takiben Tukey post-test uygulanmistir (*p<0,05).

Tablo 4-9: 5’DFUR’un karacigerdeki farmakokinetigine iliskin bulgular.

ZT1 ZT7 ZT13 ZT19
AUCo.6sa (ng.sa/g) 6,51+ 0,89 5,80 + 1,09 3,59+0,81 0,93+0,21
AUC,... (ng.sa/q) 6,51 + 0,89 5,80 + 1,09 3,59 0,81 0,93+ 0,21
Crmaks (19/9) 4,50+ 0,71 7,77+ 1,42 2,95 + 0,66 0,81 + 0,26
tmaks (52) 0,25 0,25 0,25 05
1 (sa) 0,52 + 0,02 0,56 + 0,05 0,48 + 0,06 0,69+ 0,05
Kel (sa) 1,34+ 0,06 1,30+ 0,13 1,49+ 0,13 1,03 + 0,09

Sonuglar, ortalama + SEM seklinde ifade edilmistir (n=5/her bir zaman noktasi i¢in).

4.2.5. 5-FU’nun Plazmadaki Kronofarmakokinetiginin Degerlendirilmesi
C57BL/6J soyu erkek farelere, ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarinda oral
yoldan kapesitabin uygulandiginda kapesitabinin metabolik doniistimiinde 5’DFUR’dan
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sonraki basamakta olusan 5-FU metabolitinin plazmadaki farmakokinetigi
degerlendirilmistir. Plazmadaki 5-FU diizeyleri bircok zaman noktasinda tayin limitinin
altinda kalmistir ve dedekte edilememistir. Gruplar arasinda 5-FU’ya ait plazma
konsantrasyon-zaman  grafigi  kullanilarak elde edilen AUCoesa degerleri
kiyaslandiginda, ortalama AUCossa ZT1 grubunda ZT13 ve ZT19 gruplarma gore
sirasiyla 6,89 ve 12,44 kat fazla bulunmustur (**p<0,01). ZT7 grubuna ait ortalama
AUCo.6sa degeri, ZT13 ve ZT19 gruplarina gore sirasiyla 6,61 (*p<0,05) ve 11,93
(**p<0,01) kat fazladir. Cmaks degerleri, ZT1 grubunda ZT13 ve ZT19 gruplarina goére
sirasiyla 6,94 ve 6,38 kat fazla bulunmustur (*p<0,05). ZT7 grubuna ait Cmaks degerleri,
ZT13 ve ZT19 gruplarina gore sirastyla 7,70 (**p<0,01) ve 7,09 (*p<0,05) kat fazladur.
ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarinda kapesitabin uygulanmasini takiben elde edilen
5-FU plazma konsantrasyon-zaman grafigi Sekil 4-31’de, Cmaks Ve ortalama AUCo.6sa

degerlerine iliskin grafikler Sekil 4-32’de verilmistir.
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Sekil 4-31: C57BL/6J soyu erkek farelere ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarinda oral
yoldan 500 mg/kg kapesitabin uygulanmasimi takiben elde edilen 5-FU
metabolitine ait plazma konsantrasyon-zaman grafigi.

Sonuglar, ortalama + SEM seklinde ifade edilmistir (n=5/her bir zaman noktast i¢in).
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Sekil 4-32: C57BL/6J soyu erkek farelere ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarinda oral
yoldan 500 mg/kg Kkapesitabin uygulanmasim takiben elde edilen 5-FU
metabolitine ait plazma Cmaks (A) ve AUCo.6sa (B) degerleri.

Sonuglar, ortalama = SEM seklinde ifade edilmistir (n=5/her bir zaman noktast i¢in). 1-yonli ANOVA’y1
takiben Tukey post-test uygulanmigtir (*p<0,05; **p<0,01).

Plazmada yapilan 5-FU konsantrasyon tayini analizlerde, ZT1, ZT7 ve ZT19
gruplarinda 5-FU’nun tmaks degeri 0,5 saat iken, ZT13 grubunda tmaks 0,25 saat olarak

belirlenmistir. 5-FU’nun plazma farmakokinetigine iliskin veriler, Tablo 4-10’da

bulunmaktadir.

Tablo 4-10: 5-FU’nun plazmadaki farmakokinetigine iliskin bulgular.

ZT1 ZT7 ZT13 ZT19
AUCq.6sa (Ng.sa/ml) 105,9 + 25,58 101,6 + 21,97 15,37 + 7,46 8,51+ 8,51
AUCo., (ng.sa/ml) 105,9 £ 25,58 101,6 +21,97 15,37 £ 7,46 8,51 8,51
Crnaks (ng/ml) 144,9 + 31,63 160,9 + 32,92 20,89 + 13,13 22,70 + 22,70
tmaks (S) 0,5 0,5 0,25 0,5
ti2 (s@) 0,26 + 0,01 0,28 + 0,003 0,56 + 0,06 0,47+0,0

Sonuglar, ortalama + SEM seklinde ifade edilmistir (n=5/her bir zaman noktast i¢in).
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4.2.6. 5-FU’nun Karacigerdeki Kronofarmakokinetiginin Degerlendirilmesi

ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarinda kapesitabin uygulanana farelerde, 5-FU
metabolitine ait karaciger konsantrasyon-zaman grafigi degerlendirildiginde, ZT7
grubuna ait ortalama AUCo.esa degeri ZT1, ZT13 ve ZT19 gruplarina gore sirasiyla 1,82
(*p<0,05), 1,94 (*p<0,05) ve 3,20 (**p<0,01) kat fazla bulunmustur. Karaciger
konsantrasyon zaman grafiginden elde edilen 5-FU Cmaks degerleri karsilastirildiginda,
ZT7 grubuna ait ortalama Cmaks degeri, ZT1, ZT13 ve ZT19 gruplarina kiyasla sirasiyla
3,52, 3,14 ve 11,73 kat fazladir (***p<0,001). ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarinda
kapesitabin uygulanmasini takiben elde edilen 5-FU metabolitine ait karaciger
konsantrasyon-zaman grafigi Sekil 4-33’te, Cmas Ve AUCossa degerlerini iceren

grafikler ise Sekil 4-34’te gosterilmistir.
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Sekil 4-33: C57BL/6J soyu erkek farelere ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarinda oral
yoldan 500 mg/kg kapesitabin uygulanmasini takiben elde edilen 5-FU
metabolitine ait karaciger konsantrasyon-zaman grafigi.

Sonuglar, ortalama + SEM seklinde ifade edilmistir (n=5/her bir zaman noktast i¢in).
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Sekil 4-34: C57BL/6J soyu erkek farelere ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarinda oral
yoldan 500 mg/kg Kkapesitabin uygulanmasim takiben elde edilen 5-FU
metabolitine ait karaciger Cmaks (A) ve AUCq.¢sa (B) degerleri.

Sonuglar, ortalama = SEM seklinde ifade edilmistir (n=5/her bir zaman noktasi i¢in). 1-yonli ANOVA’y1
takiben Tukey post-test uygulanmstir (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).

Karaciger dokusunda yapilan analizlerde, 5-FU’ya ait ortalama tmaks degeri ZT1
grubunda 0,5 saat, ZT7 ve ZT13 gruplarinda 0,25 saat, ZT19 grubunda ise 1 saattir.
ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 gruplarn arasinda 5-FU’ya ait ortalama ti» degerleri
karsilastirildiginda, ZT19 grubuna ait ti» degeri ZT1, ZT7 ve ZT13 gruplarina gore
sirasiyla 1,6 kat, 1,7 kat ve 1,5 kat daha uzun bulunmustur (p>0,05). ZT1, ZT7, ZT13 ve
ZT19 zamanlarinda kapesitabin uygulanmasini takiben elde edilen, 5-FU’ya ait
karaciger ti2 degerleri Sekil 4-35’te, 5-FU’nun karaciger farmakokinetigine iliskin

sayisal veriler ise Tablo 4-11’de verilmistir.
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Sekil 4-35: C57BL/6J soyu erkek farelere ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarinda oral
yoldan 500 mg/kg kapesitabin uygulanmasimi takiben elde edilen 5-FU
metabolitine ait karaciger ti» degerleri.

Sonuglar, ortalama + SEM seklinde ifade edilmistir (n=5/her bir zaman noktasi i¢in). 1-y6nlii ANOVA’y1
takiben Tukey post-test uygulanmustir.



Tablo 4-11: 5-FU’nun karacigerdeki farmakokinetigine iliskin bulgular.
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ZT1 ZT7 ZT13 ZT19
AUC.sa (Ng.58/9) 1402 + 153,1 2548 + 417,8 1313+ 292,8 797,4+181,0
AUC;.. (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
tu2 (sa) 1,39+0,12 1,33+0,12 1,48 + 0,22 2,22 +0,49
kel (sal) 0,51+ 0,04 0,54 + 0,04 0,51 + 0,07 0,36 + 0,05

Sonuglar, ortalama + SEM seklinde ifade edilmistir (n=5/her bir zaman noktasi i¢in).

4.3. Molekiiler Calisma Sonuglari

4.3.1. Sirkadiyan Saat Genlerinden Bmall Ekspresyonlarindaki Zamana Bagh
Degisikliklerin Degerlendirilmesi

C57BL/6J soyu erkek farelerden ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarinda izole

edilen karaciger dokulari ile gergeklestirilen gRT-PCR analizlerinde, ana sirkadiyan

saat genlerinden olan Bmall’in mRNA ekspresyonunda zamana bagli anlaml

degisiklikler goriilmistiir. Bmall ekspresyonlarinda goriilen ritmik degisikliklerin

istatistiksel anlamliligi, Cosinor analizi ile degerlendirilmistir (*p<0,0001). ZT1, ZT7,

ZT13 ve ZT19 zamanlarinda izole edilen karaciger dokularina ait Bmall mRNA

diizeyleri Sekil 4-36’da gosterilmistir.
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Sekil 4-36: C57BL/6J soyu erkek farelerde ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarinda izole
edilen karaciger dokularinda Bmall mRNA diizeyleri.

Sonuglar, ortalama = SEM seklinde ifade edilmistir (n=5/her bir zaman noktas: i¢in). Cosinor analizi

uygulanmistir (*p<0,

0001).
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4.3.2. Sirkadiyan Saat Proteinlerinden BMAL1 ve CRY1 Diizeylerindeki Zamana
Bagh Degisikliklerin Degerlendirilmesi

C57BL/6J soyu erkek farelerden ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarinda izole
edilen karaciger dokular ile gergeklestirilen Western Blot analizlerinde, ana sirkadiyan
saat proteinlerinden olan BMAL1 ve CRY1’in protein ekspresyonlarinda zamana bagl
anlaml degisiklikler goriilmistir. BMALL ve CRY1 protein ekspresyonlarinda goriilen
ritmik degisikliklerin istatistiksel anlamliligi, Cosinor analizi ile degerlendirilmistir
(*p<0,05). ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarinda izole edilen karaciger dokularina ait
BMALL (A) ve CRY1 (B) protein diizeyleri Sekil 4-37°de gosterilmistir.
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Sekil 4-37: C57BL/6J soyu erkek farelerde ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarinda izole
edilen karaciger dokularinda BMALL1 ve CRY1 protein diizeyleri.

Sonuglar, ortalama = SEM seklinde ifade edilmistir (n=5/her bir zaman noktas: i¢in). Cosinor analizi
uygulanmugtir (*p<0,05).

4.3.3. Kapesitabinin  Metabolizmasinda Rol Oynayan Enzimlerin Protein
Diizeylerinde Zamana Bagh Degisikliklerin Degerlendirilmesi

43.3.1. CES1 ve CES2 Protein Diizeylerinde Zamana Bagh Degisikliklerin
Degerlendirilmesi

ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarinda farelerden izole edilen karaciger
dokular1 ile gergeklestirilen Western Blot analizlerinde, kapesitabinin 5’DFCR’ye
metabolize edilmesinde gorev alan CES1 ve CES2’nin protein ekspresyonlari
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degerlendirilmistir. CES2 protein ekspresyonunda zamana bagl olarak anlamli ritmik
degisiklikler gortilmiistiir (Cosinor analizi; **p<0,01). CES1 protein ekspresyonunda da
sirkadiyan ritim goriilmiistiir (Cosinor analizi; ***p<0,001). ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19
zamanlarinda izole edilen karaciger dokularindaki CES1 (A) ve CES2 (B) protein
diizeyleri Sekil 4-38’de gosterilmistir.
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Sekil 4-38: C57BL/6J soyu erkek farelerde ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarinda izole
edilen karaciger dokularinda CES1 ve CES2 protein diizeyleri.

Sonuglar, ortalama = SEM seklinde ifade edilmistir (n=5/her bir zaman noktas: i¢in). Cosinor analizi
uygulanmigtir (CES1: ***p<0,001; CES2: **p<0,01).

4.3.3.2. CDA Protein Diizeylerinde Zamana Bagh  Degisikliklerin
Degerlendirilmesi

C57BL/6J soyu erkek farelerin karaciger dokularinda, 5’DFCR’nin 5’DFUR’ye
dontistiiriilmesinde gorev alan CDA proteininin ekspresyonunda zamana bagli olarak
anlamli ritmik degisikliler goriigsmistiir (Cosinor analizi; *p<0,05). ZT1, ZT7, ZT13 ve
ZT19 zamanlarinda izole edilen karaciger dokularmdaki CDA protein diizeyleri Sekil 4-

39’da gosterilmistir.
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Sekil 4-39: C57BL/6J soyu erkek farelerde ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarinda izole
edilen karaciger dokularinda CDA protein diizeyleri.

Sonuglar, ortalama = SEM seklinde ifade edilmistir (n=5/her bir zaman noktas: igin). Cosinor analizi
uygulanmigtir (*p<0,05).

4.3.3.3. UPP2  Protein  Diizeylerinde @ Zamana  Bagh  Degisikliklerin
Degerlendirilmesi

C57BL/6J soyu erkek farelerin karaciger dokularinda, 5’DFUR’nin 5-FU’ya
dontistiiriillmesinde gorev alan UPP2 proteininin ekspresyonunda zamana bagli olarak
anlamli ritmik degisikliler goriismiistiir (Cosinor analizi; *p<0,05). ZT1, ZT7, ZT13 ve
ZT19 zamanlarinda izole edilen karaciger dokularmdaki UPP2 protein diizeyleri Sekil

4-40’da gosterilmistir.
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Sekil 4-40: C57BL/6J soyu erkek farelerde ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarinda izole
edilen karaciger dokularinda UPP2 protein diizeyleri.

Sonuglar, ortalama += SEM seklinde ifade edilmigtir (n=5/her bir zaman noktas: igin). Cosinor analizi
uygulanmigtir (*p<0,05).

4.3.3.4. DPD Protein Diizeylerinde Zamana Bagh Degisikliklerin Degerlendirilmesi
C57BL/6J soyu erkek farelerin karaciger dokularinda, 5-FU’nun katabolize

edilmesinde gorev alan DPD proteininin ekspresyonunda zamana bagl olarak anlamli
degisiklik gortlmiistir (Cosinor analizi; **p<0,01). ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19
zamanlarinda izole edilen karaciger dokularindaki DPD protein diizeyleri Sekil 4-41°de

gosterilmistir.
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Sekil 4-41: C57BL/6J soyu erkek farelerde ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarinda izole
edilen karaciger dokularinda DPD protein diizeyleri.

Sonuglar, ortalama = SEM seklinde ifade edilmistir (n=5/her bir zaman noktasi igin). Cosinor analizi
uygulanmigtir (**p<0,01)

Ana sirkadiyan saat proteinlerinden ikisi olan BMALL ile CRYZ1’in ve
kapesitabinin metabolizmasinda gorev alan CES1, CES2, CDA, UPP2 ile DPD’nin,
ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarindaki protein ekspresyonlarina iliskin olarak
cosinor analizi ile elde edilen veriler Tablo 4-12°de verilmistir.

Tablo 4-12: C57BL/6J soyu erkek farelerde BMAL1L, CRY1, CES1, CES2, CDA, UPP2 ve
DPD proteinlerinin ekspresyonlarindaki sirkadiyan degisiklikler.

Protein P degeri Mesor Amplitid 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. TARTISMA

Sirkadiyan zamanlama sisteminin kontroliinde, memelilerde birgok fizyolojik
fonksiyon zamana bagh ritmik degisiklikler gostermektedir (Smolensky & Peppas,
2007). Her giin basta aydmlik-karanlik dongiisii olmak tiizere ¢evresel dongiiler
tarafindan senkronize edilen sirkadiyan ritimler, insanlarda ve kemirgenlerde ¢esitli
fizyolojik fonksiyonlarmn pik ve c¢ukur zamanlarinin tahmin edilebilmesine olanak
saglamaktadir. Sirkadiyan saatin kontroliinde olan absorpsiyon, dagilim, metabolizma
ve eliminasyon siirecleri, ila¢g hedefleri, hiicre dongiisii, DNA tamiri, apoptoz gibi
fonksiyonlar antikanser ilag farmakolojisinde uygulama zamanina bagli degisikliklere
neden olmaktadir (Lévi ve ark., 2010).

Kronoterapi ile antikanser ilaglarin sirkadiyan ritimler dikkate alinarak
uygulanmasi gelismekte olan bir alandir. Klinikte yaygin olarak kullanilan ¢ok sayida
antikanser ila¢ i¢in uygulama zamaninin ilag tolere edilebilirligine etkisinin anlamli
diizeyde oldugu gosterilmistir (Hill ve ark., 2020; Innominato ve ark., 2010). Cesitli
klinik ¢alismalarda elde edilen sonuglar, kronoterapiyle uygulanan antikanser ilaglarin
konvansiyonel tedaviye kiyasla 5 kata kadar daha iyi tolere edildigini ve yaklasik iki kat
daha fazla etkililik gosterdigini ortaya koymustur (N. Ozturk ve ark., 2017). ilag tolere
edilebilirliginde ve etkililiginde goriilen sirkadiyan ritimler, ilag ve metabolitlerine
maruziyetteki tekrarlayict degisikleri ifade eden “kronofarmakokinetik” ile ilag
hedeflerindeki ritmik degisikleri ele alan “kronofarmakodinamik” alanlarinda yapilan

detayli arastirmalara kaynaklik etmistir (Ballesta ve ark., 2017).

Son yillarda gergeklestirilen ¢esitli kronoterapi ¢alismalarinda, kapesitabinin
uygulama zamanindaki degisikliklerin kapesitabinin etkinliginde ve toksisitesinde bir
takim degisikliklere neden olabildigi gosterilmistir (Akgun ve ark., 2014; Bajetta ve
ark., 2014; Pilanc1 ve ark., 2016; Roosendaal ve ark., 2020; Santini ve ark., 2007).
Akgun ve ark. (2014), Bajetta ve ark, (2014) ile Santini ve ark. (2007) tarafindan
gerceklestirilen c¢aligmalarda toksisite ve/veya etkililik degerlendirilmis olup,
kapesitabin ve metabolitlerinin farmakokinetigine iligkin parametrelerde uygulama
zamanina bagli olusabilecek degisiklikler incelenmemistir. Pilanci ve ark. (2016)
tarafindan yapilmis ¢alismada, 30 metastatik kolorektal kanser hastasina oksaliplatin

(30 mg/m?, 1.giin) ile beraber kronomodiile edilmis oral kapesitabin (2000 mg/m?/giin,
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14 giin boyunca, her 21 giinde) tedavisi uygulanmistir. Calismada tercih edilen
kronomodiile tedavi rejimine gore, kapesitabinin %50°si sabah 08:00°da %50’si ise
0glen 12:00’da verilmistir ve tedavinin birinci giiniinde 5 hastadan alinan kan
ornekleriyle farmakokinetik degerlendirme yapilmistir. 08:00 ve 12:00 gruplarinda
AUC.4sa degerleri sirasiyla 3,70 = 0,70 ve 2,30 £ 0,72 pg.sa/ml olarak bulunmustur
(p=0,06). Degerlendirilen farmakokinetik parametreler (AUCo.4sa, Crmaks, tmaks, t1/2)
acisindan gruplar arasinda anlamli bir fark gosterilmemistir (Pilanci ve ark., 2016).
Bahsedilen ¢alismada kapesitabinin plazma diizeylerindeki sirkadiyan degisiklikler tam
olarak aydilatilmamakla birlikte sabah uygulama ile 6glen uygulama sonrasinda elde
edilen plazma seviyeleri ve kapesitabine maruziyet (AUCo.4sa) farklilik gostermektedir.
Dolayisiyla zamana bagli farmakokinetik farkliliklar sinirli sayida hasta iizerinde ortaya
konmustur. Ancak bu giin i¢i farkliliklarin mekanizmasi1 konusunda, bahsedilen klinik
calismada herhangi bir veri ortaya konmamistir. Bu verilerden yola ¢ikilarak
kapesitabinin kronofarmakokinetigine iliskin kapsamli bir preklinik calisma yapmak

gerekli goriilmiistiir.

Roosendaal ve ark. (2020) tarafindan yakin zamanda gergeklestirilen bir
calismada, ileri evre solid tiimor tasiyan 25 adet hastaya, kapesitabin oral yol ile
kronomodiile sekilde (dozun 3/8’i 09:00°da ve 5/8’i 24:00°da) araliksiz olarak (21 giin
boyunca, her 21 giinde) uygulanmistir. Kapesitabin, 1000, 1275, 1600, 2000 ve 2550
mg/m?/giin olarak basamakl sekilde artan dozlarda uygulanmis ve her doz seviyesi icin
tedavinin 7. ve 8. giinlerinde hastalardan alinan kan Ornekleriyle farmakokinetik
analizler yapilmistir. Kapesitabin, 5’DFCR, 5’DFUR ve 5-FU’nun plazma AUCoss
degerleri doza gore normalize edilerek kiyaslandiginda 09:00 ve 24:00 saatleri arasinda
AUC.5sa degerleri agisindan anlamli bir farklilik goriilmemistir. Bahsedilen ¢alismada
kapesitabin, 5’DFCR, 5’DFUR ve 5-FU’nun plazma farmakokinetiginde sirkadiyan
ritim goriilmedigi rapor edilmistir. Caligmada kapesitabin tedavisi alan hastalarin
periferik kan mononiikleer hiicrelerinde (PBMC) DPD enzimi aktivitesinin sirkadiyan
ritim gosterdigi ortaya konmustur (Roosendaal ve ark.,, 2020). Fakat sonucta
farmakokinetik parametreler agisindan yalnizca iki zaman noktasi karsilastirilmis ve

farmakokinetik-farmakodinamik etkilesim yeterli sekilde agiklanamamustir.

Klinik diizeyin yami sira preklinik diizeyde de kapesitabinin metabolizmasinda

gorev alan enzimlerin sirkadiyan ritimleriyle kapesitabinin farmakokinetiginin
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iligkilendirilmesi konusunda yeterli veri bulunmamaktadir. Deney hayvanlarinda
kapesitabinin farmakokinetigindeki sirkadiyan degisiklikler ilk defa Kobuchi ve ark.
(2018) tarafindan Wistar soyu erkek siganlarda ortaya koyulmustur. Bu ¢alismada ag
birakilan siganlara, ZT5, ZT11 ya da ZT23 zamanlarinda kapesitabin uygulanmis ve
bunu takiben kapesitabin, 5’DFCR, 5’DFUR ve 5-FU’nun plazma diizeyleri analiz
edilmistir. Bu ¢aligmada kapesitabin ve metabolitlerinin farmakokinetigi sadece plazma
diizeyinde ve yalnizca ii¢ sirkadiyan zamanda incelenmistir. Calismaya bakildiginda,
kapesitabinin kronofarmakokinetigini tam olarak ortaya koymak igin kapesitabinin
plazma farmakokinetiginin farkli sirkadiyan zamanlarda da degerlendirilmesi gerekli
gozikkmektedir. Ayrica literatiirde, karaciger dokusunda kapesitabinin sirkadiyan ritmini

gosteren bir veri bulunmamaktadir.

Calismalarimizin  basinda, farelerin 1s18a senkronizasyonunu teyit etmek
amaciyla, aydinlik-karanlik dongiisti degistirilen C57BL/6J soyu erkek farelerden ZT1,
ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarinda izole edilen karaciger dokularinda ana sirkadiyan
saat proteinlerinden olan BMAL1 ve CRY1’in ekspresyonlar1 zamana bagli olarak
degerlendirilmistir. Yapilan cosinor analizi sonucunda BMALL ve CRY1’in sirkadiyan
ritim gosterdigi gorillmiis (*p<0,05) ve farelerin uygun sekilde senkronize edilmis
oldugu belirlenmistir. Yakin zamanda Lu ve ark. (2020) tarafindan C57BL/6 soyu
yabanil tip farelerin karaciger dokusunda yapilan Western Blot analizlerinde BMAL1
protein diizeylerine ait pik zaman1 ZT8, ¢ukur zaman1 ZT20 olarak bulunmustur. Wang
ve ark. (2019) tarafindan yapilan bir ¢aligmada ise, C57BL/6 soyu erkek farelerin
karaciger dokusunda yapilan protein analizlerinde BMALL1’in ZT16-ZT20 zamanlarinda
cukur degerlerini gosterdigi belirlenmistir. Bilindigi gibi, CRY1 proteini sirkadiyan
dongiliniin basinda (ZTO0) yiiksek diizeydedir, aydinlik faz boyunca degrade olan
CRY?2’in diizeyi diigmektedir. Karanlik donemin sonunda ise CRY'1 seviyeleri yiiksektir
(Ye ve ark., 2014). Bizim ¢alisgmamiza ait sonuglarda da literatiir ile oldukca benzer
sekilde, BMALZY’in pik zamanm1 ZT7, ¢ukur zaman1 ZT19; CRY21’in pik zamam ZT1,
cukur zamani ise ZT13 olarak belirlenmistir. Ayrica daha 6nce kronofarmakokinetik
caligma birimimizde, farelerin senkronizasyonunu teyit etmek igin viicut sicaklig
ritimleri degerlendirilmistir. Giinde 4 defa olg¢tim yapilan farelerin ortalama viicut
sicakliklarinin farelerin aktivite periyodu olan karanlik fazda, dinlenme periyodu olan
aydinlik faza gore daha fazla oldugu ve giinlik viicut sicakligr degisikliklerinin

sirkadiyan ritim izledigi (Fourier analizi, p<0,0001) gosterilmistir (Oztiirk, 2019).
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Calismamizda, 4 farkli sirkadiyan zamanda oral yol ile 500 mg/kg kapesitabin
uygulanan C57BL/6J soyu erkek farelerde kapesitabinin ve metabolitlerinin
farmakokinetigine iliskin veriler incelendiginde, uygulama zamanina bagli anlamli
farmakokinetik degisiklikler gorilmistir. Kapesitabine ait ortalama plazma Cmaks
degerleri ZT1 grubunda ZT13 ve ZT19 gruplarina gore anlamli olarak daha yiiksek
bulunmustur (*p<0,05). Ortalama plazma AUCo.esa degerleri de ZT1 (33,64 ug.sa/ml)
ve ZT7 (30,63 ng.sa/ml) gruplarinda ZT13 (19,03 pg.sa/ml) ve ZT19 (12,88 ug.sa/ml)
gruplarina gére daha yiiksektir. Kapesitabinin plazmada tmaks degeri ise tim gruplarda
aynidir. Kobuchi ve ark. (2018) tarafindan siganlarda yapilan ¢alismada, ZT5, ZT11,
ZT23 zamanlarindan kapesitabin uygulanmasi sonucunda plazmada Cmaks Ve AUCo-»
degerinin en yiiksek oldugu grup ZT5, en disik oldugu grup ise ZT11 olarak
belirlenmistir (*p<0,05). Kapesitabin tmaks degerleri ise ZT5, ZT11, ZT23 gruplari
arasinda farklilik gostermemistir (Kobuchi ve ark., 2018). Bizim caligmamizda da
benzer bi¢imde kapesitabinin plazma diizeylerinin farelerin aktivite zamaninda
dinlenme zamanina kiyasla daha diisiik oldugu goriilmektedir. Kapesitabine sistemik
maruziyet agisindan gruplarin siralanmasi; ZT1>ZT7>ZT13>ZT19 bigimindedir.
Kapesitabinin oral yol ile verilen bir ilag olmasi nedeniyle absorpsiyon diizeyinde
goriilen degisikliklerin tmaks degerlerinde farkliliga neden olmasi beklenebilir. Mide kan
akimi, gastrointestinal kanal motilitesi ve mide asiditesi gibi absorpsiyona iliskin
farktorlerin sirkadiyan ritim gosterdigi ve cogu ilag icin absorpsiyonun aktivite
doneminde daha fazla oldugu bilinmektedir (Musiek & Fitzgerald, 2013). Fakat
kapesitabin i¢in absorpsiyon ¢ok hizlidir ve gruplar arasinda tmaks (0,25 saat) degerleri
arasinda bir fark olugsmamistir. Metabolizma agisindan, kapesitabinin karacigerde CES
enzimleri araciligiyla hizli bir bi¢imde 5’DFCR’ye metabolize oldugu bilinmektedir
(Reigner ve ark., 2001). Ces izoformlarinin birgogu sirkadiyan ritim gosterir ve fare
karaciger dokusunda genellikle aktivite doneminde daha yiiksek diizeylerde eksprese
edilir (Y. K. J. Zhang ve ark., 2009). Insanda plazmada CES1’in bulunmadig1 kabul
edilirken fare ve sican plazmasinda CES1 yiiksek diizeyde bulunmaktadir. Fare
karacigerinde ise CES1 ve CES2 enzimlerinin her ikisi de yiiksek diizeyde bulunur (Di,
2018; S. Oda ve ark., 2015). CES1 ve CES2’nin kapesitabinin katabolize edilmesindeki
katalitik aktivitelerinin benzer derecelerde oldugu in vitro enzim aktivite ¢aligmalariyla
belirlenmistir (Quinney ve ark., 2005). Elde ettigimiz sonuglara bakildiginda
kapesitabinin plazma diizeylerindeki zamana bagl degisikliklikler, CES1 protein
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diizeyleriyle iliskili goziikmektedir. CES1’in pik yaptigt ZT19 zamaninda plazmada
kapesitabin en diisik diizeydedir. Kapesitabinin Kkaraciger farmakokinetigi
degerlendirildiginde, AUCo.6sa degerleri ZT13 (32,75 pg.sa/ml) grubunda, ZT1 (20,12
ug.sa/ml), ZT7 (18,25 ug.sa/ml) ve ZT19 (16,93 pg.sa/ml) gruplarina gore daha yiiksek
bulunmustur (*p>0,05). Karacigerde tmaks degerleri ZT13 grubunda 0,5 saat iken, ZT1,
ZT7 ve ZT19 gruplarinda 0,25 saattir. Karacigerde plazmadan farkli olarak CES2
diizeyinin yiiksek olmasi ve sirkadiyan ritim gosteren CES2’nin farelerin aktivite
doneminde azalmasi karaciger farmakokinetigindeki bu farkliligin nedeni olabilir.
Uygulanma zamanina bagl olarak kapesitabinin plazma dagilim hacmi ve oral klirens
degerlerinin de sirkadiyan degisiklikler gosterdigi tespit edilmistir. Elde edilen verilere
bakildiginda, Vd/F ve CL/F degerleri ZT19 grubunda ZT1 ve ZT7 gruplarina gore
anlamli olarak fazladir (p<0,05). Vd/F ve CL/F degerlerine iliskin bahsedilen
degisikliklerin, kapesitabinin metabolizmasin1 etkileyen sirkadiyan varyasyonlar
sonucunda biyoyararlanim ve AUC degerlerinin de etkilenmesine bagli olarak olustugu
diistiniilebilir. Klirens tizerinde etkili olan ve sirkadiyan ritim gosteren, karaciger ve
bobrek kan akimi, glomeriiler filtrasyon hizi da farelerde aktivite doneminde
artmaktadir (Koopman ve ark., 1989; Musiek & Fitzgerald, 2013). ZT13 ve ZT19
gruplarinda, ZT1 ve ZT7 gruplarina gore Klirens degerlerinin yiiksek olmasi, Karaciger

ve bobrek kan akiminda artis ile de iligkilendirilebilir.

Calismamizda, 500 mg/kg kapesitabin uygulanan erkek farelerde 5°’DFCR
metabolitinin plazma farmakokinetigine iliskin veriler degerlendirildiginde, ortalama
Cmaks Ve AUCo.eh degerleri i¢in gruplar arasinda bir farklilik goriilmemistir, degerler
birbirine oldukga yakindir ve sirkadiyan ritim géstermemektedir. 5’DFUR metaboliti ise
farelerin dinlenme periyoduna denk gelen ZT1 ve ZT7 zamanlarinda aktivite
periyoduna gore plazmada daha yiiksek diizeyde bulunmaktadir. 5’DFUR i¢in ortalama
plazma Cmaks Ve AUCo.eh degerleri, ZT7 gruplarinda ZT13 ve ZT19 gruplarina gore
anlamli olarak daha yiiksek bulunmustur (**p<0,01). Kobuchi ve ark. (2018) tarafindan
sicanlarda yapilan kronofarmakokinetik ¢alismada, kapesitabin ve 5’DFCR’nin
sirkadiyan ritmi ayni semayi1 izlemistir, yani Cmas Ve AUCo degerinin en yiiksek
oldugu grup ZT5, en diistiik oldugu grup ise ZT11l olmustur (*p<0,05). 5’DFUR ise
plazmada herhangi bir ritim goéstermemistir (Kobuchi ve ark., 2018). 5’DFCR’yi
5’DFUR’a metabolize eden CDA enziminin sigan dokularinda oldukca diisiik diizeyde

eksprese edildigi bilinmektedir. insanda ve farede ise CDA siganlara gore daha yiiksek
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diizeydedir (Shindoh ve ark., 2006). Kobuchi ve ark., (2018) tarafindan si¢anlarda
yapilan ¢aligmayla kiyaslandiginda, fareler tizerinde yapilan ¢alismamizda, 5’DFCR ve
5’DFUR diizeylerinde goriilen giin igi farkliliklar CDA ekspresyonundaki tiire 6zgii
degisimle agiklanabilir. Eliminasyona iliskin parametreler degerlendirildiginde 5’DFUR
icin ty2’de uygulama zamanina bagh degisiklikler tespit edilmistir. ZT19 grubunda ti/
degeri ZT1 ve ZT7 gruplarina gore anlamli olarak daha fazladir (*p<0,05). Karaciger
farmakokinetigi degerlendirildiginde, 5’DFCR metaboliti i¢in ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19
gruplar1 arasinda farmakokinetik parametreler agisindan ilag uygulama zamanina bagh
bir farklilik goriilmemistir. 5’DFUR’un  karacigerdeki farmakokinetigine iliskin
sirkadiyan degisiklikler plazma ile benzerdir ve farelerin dinlenme periyodunda
karacigerde daha yiiksek 5’DFUR konsantrasyonlar: goriilmiistiir. 5’DFUR’a ait AUCo.
esa degerleri agisindan gruplarin siralanmasi; ZT1>ZT7>ZT13>ZT19 bi¢iminde, Cmaks
degerleri agisindan ise siralama ZT7>ZT1>ZT13>ZT19 bigimindedir. Karacigerden
5’DFUR eliminasyonuna iliskin parametrelerden ti2 degeri ZT19 grubunda ZT13

grubuna gore anlamli olarak daha uzundur (p<0,05).

Oral kapesitabin uygulanan C57BL/6J soyu erkek farelerde 5-FU’nun plazma
farmakokinetigine iliskin veriler incelendiginde, dinlenme dénemine karsilik gelen ZT1
ve ZT7 gruplar ile aktivite donemine karsilik gelen ZT13 ve ZT19 gruplart arasinda
Cmaks V& AUCoesa degerleri agisindan 6-12 kat farklilik goriilmiistir. 5-FU’ya ait
ortalama Cmaks degerleri agisindan gruplarin siralanmasi, ZT7>ZT1>>ZT19>7T13
bigimindedir. 5-FU’ya iliskin ortalama AUCo.esa degerleri agisindan ise gruplar
ZT1>ZT7>>ZT13>ZT19 biginde siralanmaktadir. Oral kapesitabin uygulanan farelerde
sistemik 5-FU maruziyeti ¢ok diisiik diizeyde olmustur. Plazma 5-FU konsantrasyonlari
¢ogu zaman noktasinda tayin limitinin (3 ng/ml) altinda kalmistir. Kobuchi ve ark.
(2018) tarafindan yapilan ¢alismada, siganlara ZT5, ZT11 veya ZT23’te kapesitabin
uygulanmasi sonucunda 5-FU’ya ait AUC degerleri ZT5’te en diisiik diizeyde, ZT23’te
ise en yiiksek diizeyde olmustur. 5’DFCR ve sonrasinda olusan metabolitlere iliskin
sirkadiyan ritimlerin fare ve sicanda farklilik gostermesi, tiirler arasinda metabolize
edici enzim ekspresyonlarindaki farkliliklarla iligkili olabilir. Kapesitabinin 5-FU’ya
doniistimiindeki metabolik enzim aktivitelerine iliskin farkliliklar, fare, sican ve
insanlarda Kkarsilagtirllmali olarak gosterilmistir (Shindoh ve ark., 2011). Ayrica
Kobuchi ve ark., (2018) tarafindan sicanlarda yapilan ¢aligmada, kapesitabin 12 saat

acligi takiben uygulanmistir. Ac¢lik-tokluk durumunun da sirkadiyan ritimler iizerinde
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etkisinin oldugu bilinmektedir (Levi & Schibler, 2007). Kapesitabin klinik kullanimda
hastalara tok olarak verilmektedir (Reigner ve ark., 2001). 11 kolorektal kanser hastasi
ile yapilan bir klinik ¢alismada, gidalarin kapesitabinin absorpsiyon hiz ve derecesini
azalttig1 belirtilmig, fakat kapesitabinin metabolitleri olan 5’DFCR, 5’DFUR ve 5-
FU’nun AUC degerlerine gidanin etkisi énemsiz olmustur (Reigner ve ark., 1998).
Yapilan tiim klinik caligmalarda kapesitabin yemeklerden sonra 30 dakika icinde
verilmistir (Xeloda, 2021). Bu nedenle ¢alismamizda ad libitum uygulama tercih
edilmistir. Calisamamizda, kapesitabinden metabolize edilen 5-FU miktar1 tam olarak
bilinmedigi i¢in 5-FU’ya iligskin klirens ve dagilim hacmi degerleri hesaplanamamastir.
5-FU’nun plazma konsantrasyonlarindaki ve toksisitesindeki degisikliklerin DPD enzim
aktivitesindeki sirkadiyan degisikliklerle iliski gosterdigi one stiriilmektedir (Harris ve
ark., 1990; Levi & Schibler, 2007). Gergeklestirdigimiz Western blot analizleriyle,
farelerde DPD proteininin ZT7’de maksimum diizeyde oldugu, ZT1’de ise minimum
diizeyde oldugu ortaya koyulmustur. Molekiiler ve farmakokinetik veriler beraber
degerlendirildiginde, 5-FU’nun plazmada en fazla oldugu zamanda DPD diizeyinin
disik  oldugu  goriilmektedir.  5-FU’nun  Kkaracigerdeki  farmakokinetigi
degerlendirildiginde, karacigerde plazmaya gore 20-25 kat fazla 5-FU bulundugu
goriilmiistiir.  Kapesitabin uygulanan insanlardaki 5-FU diizeylerinin, Kkaraciger
dokusunda plazmaya gore 8-10 kat daha fazla oldugu, kolorektal tiimér dokusunda ise
plazmaya gore yaklastk 20 kat daha fazla oldugu bilinmektedir. 5-FU’nun
plazma/karaciger dokusu dagilimindaki farklilik, kapesitabini 5-FU’ya metabolize eden
enzim aktivitelerinin karacigerde plazmaya gore daha fazla olmasiyla agiklanmaktadir
(Reigner ve ark., 2001). Karacigerdeki 5-FU Cmaks degerlerinde, dinlenme déneminin
ortasina karsilik gelen ZT7 grubu ile ZT1, ZT13 ve ZT19 gruplari arasinda 3-12 kat
farklillk goriilmistiir (***p<0,001). 5-FU’ya ait karaciger ortalama Cmaks degerleri
acisindan gruplarin siralamasi, ZT7>>ZT13>ZT1>>ZT19 bigimindedir. 5-FU’ya iliskin
karaciger ortalama AUCoesa degerleri agisindan ise gruplar ZT7>>ZT1>ZT13>>ZT19
biginde siralanmaktadir. Karacigerde 5-FU’nun en fazla bulundugu zamanda, DPD
diizeyi de fazladir. Kobuchi ve ark. (2016) tarafindan popiilasyon farmakokinetigi
modeliyle yapilan ¢alismada, sicanlarda i.v. yolla uygulanan 5-FU klirensinin en fazla
oldugu zamanin DPD aktivitesinin pik zamanina tam olarak denk gelmemesi, 5-FU’nun
Klirensi tizerinde DPD enzim aktivitesi disinda birgok faktoriin etkili olabilecegini

disiindiirmiustiir. 5-FU’yu anabolize edici bir enzim olan ve DPD aktivitesi ile ters fazli
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olarak sirkadiyan ritim gosteren timidin kinaz aktivitesinin 5-FU diizeylerindeki
sirkadiyan degisikliklerde etkili olabilecegi diisiiniilmektedir (Kobuchi ve ark., 2016).
Bizim c¢alismamizda da 5-FU karaciger diizeylerine, DPD metabolizmas: disinda
sirkadiyan ritim gosteren enzimlerin ve fizyolojik fonksiyonlarin etkisi s6z konusu

olabilir.

ZT1, ZT7, ZT13 ve ZT19 zamanlarinda C57BL/6J soyu erkek farelerden izole
edilen karaciger dokularinda yapilan Western Blot analizleriyle, kapesitabini metabolize
edici enzimler olan CES1’in pik zamanm ZT19 (***p<0,001), CES2’nin pik zamani ise
ZT3 (**p<0,01) olarak belirlenmistir. Her iki protein i¢in de zamana bagli bir
varyasyon soz konusudur. Fare Kkaraciger dokusunda Cesl ve Ces2 mMRNA
ekspresyonlarinin sirkadiyan ritim izledigi daha once gosterilmistir (Y. K. J. Zhang ve
ark., 2009). Insan Caco-2 hiicrelerinde de CES2 'nin mRNA diizeyinde sirkadiyan ritmi
ortaya koyulmustur (Ballesta ve ark., 2011). Fakat CES1 ve CES2 proteinlerinin

sirkadiyan ritimlerine iliskin yeterli ¢alisma bulunmamaktadir.

Farelerden izole edilen Kkaraciger dokularinda yapilan analizlere, CDA protein
ekspresyonunda sirkadiyan ritim goériilmustiir (Cosinor; *p<0,05). CDA proteini, ZT1
grubunda en yiiksek diizeydeyken, ZT19 grubunda en disiik diizeydedir. Geg¢mis
yillarda Thompson ve ark. (1989) tarafindan romatoit artrit hastalarinda yapilan bir
calismada, insan serumunda CDA diizeylerinde zamana bagli degisiklikler
gosterilmistir. Bunun disinda literatiirde CDA proteininin sirkadiyan ritmine ilisin veri
bulunmamaktadir. Calismamiz, farelerde CDA sirkadiyan ritmini ilk defa gostermesi

bakimindan 6nem tasimaktadir.

5’DFUR’nin 5-FU’ya metabolize edilmesi, insanlarda agirlikli olarak timidin
fosforilaz enzimi ile gerceklesirken, fare ve siganlarin bulundugu kemirgenler sinifinda
uridin fosforilazlar (UPP1 ve UPP2) araciligiyla gerceklesir (Miwa ve ark., 1998;
Onodera ve ark., 2000). Calismamizda farelere ait karaciger dokularinda sirkadiyan
ritim gosterdigi belirlenen UPP2 protein ekspresyonu, ZT1 grubunda en yiiksek
diizeydeyken, ZT19 grubunda en diisiik diizeyde olmustur (Cosinor; *p<0,05). Eckel-
Mahan ve ark. (2012) tarafindan C57BL/6 soyu erkek farelerde yapilan ¢alismada, ZT3,
ZT9, ZT15 ve ZT21 zamanlarinda alinan karaciger dokularinda yapilan PCR analizleri
sonucunda Upp2 mRNA diizeylerinin ZT15’te pik yaptigi gosterilmistir (*p<0,05).

Bahsedilen c¢alismada, UPP2 protein ekspresyonlarinda da giinliik osilasyon oldugu
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gosterilmekle beraber UPP2 proteinin pik zaman belirtilmemistir (Eckel-Mahan ve
ark., 2012). Bunun disinda literatiirde farelerde UPP2 proteininin sirkadiyan ritim

profilini gésteren bir veri bulunmamustir.

Farelerin karaciger dokularinda; DPD protein ekspresyonunda olusan zamana
bagl degisiklikler incelendiginde, DPD proteininin en fazla oldugu zaman ZT7 en az
oldugu zaman ise ZT1 olarak belirlenmistir (**p<0,01). Porsin ve ark. (2003) tarafindan
B6D2F1 soyu farelerin karaciger dokularinda yapilan ¢alismada, DPD aktivitesi i¢in
akrofaz zamam1i ZT6 olarak gosterilmistir. Sprague-Dawley soyu Si¢anlarin
karacigerinde ise DPD proteini, ZT6’da en yiiksek diizeyde olmaktadir (Jiang ve ark.,
2004). Ornek alma zamanlarindaki farklhiliklar, fare soyundaki degisiklik, gen ve protein
ekspresyonu arasindaki zamansal gecikme sonuglardaki farkliligin nedeni olarak

diistintilebilir.

Kapesitabinin aktif metaboliti olan 5-FU’nun i.v. yolla uygulanmasi durumunda,
etkinlik ve toksisitesinde uygulama zamanma bagl degisiklikler oldugu uzun yillardir
bilinmektedir. 5-FU’nun kronomodiile olarak uygulanmasinin, tolere edilebilirlik ve
klinik yanit agisindan konvansiyonel tedaviye gore istiin oldugu c¢ok sayida klinik
kronoterapi calismasi ile gosterilmistir (Lévi ve ark., 1994, 1997, 1999). Bununla
beraber, 5-FU’nun toksisitesinin ve etkinliginin plazma konsantrasyonuyla iliskili
oldugu bilinmektedir (Saif ve ark., 2009). Intravendz yolla uygulanan 5-FU’nun
farmakokinetiginin, uygulanma zamanina bagli olarak sirkadiyan ritim izledigi
insanlarda (Fleming ve ark., 2015; Harris ve ark., 1990; Kuwahara ve ark., 2010;
Metzger ve ark., 1994; Petit ve ark., 1988) ve deney hayvanlarinda (Kobuchi ve ark.,
2016, 2020) yapilan ¢aligmalar ile ortaya koyulmustur. 5-FU’nun siirekli i.v. infiizyon
ile sabit hizda verimesi durumunda, plazma 5-FU konsantrasyonlart hem kanser
hastalarinda hem de farelerde dinlenme periyodunun baginda zamaninda pik yapar (Lévi
ve ark., 2007). Calismamizda elde edilen sonuglara bakildiginda oral yolla kapesitabin
verilmesiyle elde edilen plazma 5-FU konsantrasyonlarinin, 5-FU’nun siirekli i.v.
inflizyon ile sabit hizda verimesi durumunda oldugu gibi dinlenme doneminin basinda

yiiksek diizeyde oldugu goriilmektedir.

Sonu¢ olarak, elde edilen veriler degerlendirildiginde kapesitabinin
farmakokinetiginde ve metabolize edici enzimlerin protein diizeylerinde ila¢ uygulama

zamanina bagl olarak anlamli degisiklikler goriilmiistiir. Kapesitabinin, 5’DFUR ve 5-
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FU’nun plazma diizeyleri dinlenme periyodunda aktivite periyoduna gore daha
yiiksektir. 5’DFCR’nin plazma diizeyleri ise tiim gruplarda benzerdir. Karacigere
bakildiginda, kapesitabin ve 5’DFCR diizeylerinde uygulama zamanina bagli olarak
anlamli bir farklilhik goériilmezken, karaciger 5’DFUR ve 5-FU diizeyleri dinlenme
periyodunda aktivite periyoduna gore daha yiiksektir. Ayrica c¢alismamizda,
kapesitabinin 5-FU’ya metabolize edilmesinde gorev alan CES1, CES2, CDA, UPP2,
DPD enzim diizeylerinde zamana bagli farkliliklar ortaya konmustur. Sirkadiyan
degisiklikler gosteren CES1 proteini aktivite doneminde yiiksek diizeylerdeyken, CES2,
CDA, UPP2 aktivite doneminde diisiik diizeylerdedir. DPD ise dinlenme fazinin

sonunda ve aktivite fazinin basinda yiiksek diizeydedir.

Calismamiz gelistirilebilecek yonleri agisindan degerlendirildiginde, deney
gruplar artirllarak daha fazla sirkadiyan zamanda farmakokinetik degerlendirme
yapilmasi diistiniilebilir. Fakat bu durumda, ¢alismaya alinan fare sayilarini da artirmak
gerekecektir. Ayrica gelecek calismalarda, matematiksel farmakokinetik modelleme

yapilmasi da planlamaktadir.

Uygulama zamanina bagli olarak kapesitabinin farmakokinetigindeki
farkliliklar1 ve kapesitabin metabolizmasinda rol alan enzimlerin sirkadiyan ritmini bir
arada inceleyen bagska bir ¢alisma bulunmamaktadir. Calismamizin, bahsedilen farklar
ortaya koymasi nedeniyle klinik kronoterapi uygulamalarina temel olusturma
potansiyeli bulunmaktadir. Bir 6n ilag olan kapesitabinin plazma diizeylerindeki
sirkadiyan degisikliklerin, kapesitabinin aktif metaboliti olan 5-FU diizeylerindeki
degisiklerle olan iligkisinin  bilinmesi tedavinin etkinlik ve toksisitesinin
degerlendirilmesi acisindan Oneme sahiptir. Antikanser ilaglarla ilgili olarak
farmakokinetik ve farmakodinamik diizeyde ortaya c¢ikan uygulama zamana bagh
degisiklikler ve bu degisikliklerin ortaya ¢ikma mekanizmalar1 hakkinda bilgi birikimini
artirmak, klinikte doz kisitlayict yan etkileri ile sikga karsilagilan antikanser ilaglarin
tedavi edici etkilerinin en ist diizeye c¢ikarilmasini ve yan etkilerinin en aza

indirilmesini saglayacaktir.
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