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OZET

Oztiirk D. mTOR inhibitérii everolimusun faredeki kronofarmakokinetigi. Istanbul
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Farmakoloji AD. Doktora Tezi. Istanbul. 2019.

Sirkadiyan zamanlama sistemi memelilerde absorpsiyon, dagilim,
metabolizma/detoksifikasyon ve eliminasyon gibi ila¢ farmakokinetigiyle ilgili 6nemli
basamaklar1 kontrol etmektedir. Ozellikle terapotik indeksi dar, bireyler aras
degiskenligi yiiksek antikanser ilaglarin kronofarmakokinetiginin bilinmesi énemlidir.
Calismamizin amaci, uygulama zamani (ZT1-dinlenme ve ZT13-aktivite), cinsiyet ve
aclik/tokluk durumunun everolimusun farmakokinetigi iizerine etkilerini arastirmaktir.
Everolimus (5 mg/kg, tek doz), ZT1 ve ZT13 zamanlarinda a¢ birakilmis veya ad
libitum beslenen C57BL/6J erkek ve disi farelere oral yoldan uygulanmig, plazma ve
dokulardaki farmakokinetik parametreleri degerlendirilmistir. Ayrica, ZT1 ve ZT13
zamanlarinda everolimus (5 mg/kg, 14 giin) veya vehikiil uygulanan farelerde P-
glikoprotein diizeyleri dl¢lilmiistiir. Plazma Crmaks, AUCo-24 V& AUCotal tiim gruplarda
ZT13’te ZT1’e gore yliksek bulunmustur. Karacigerde ise everolimusun diizeyleri, tim
gruplarda ZT1’de ZT13’e gore anlamli olarak yiiksektir (p<0,05). Erkek farelerde aglik
durumunda everolimusun karacigere dagilimi artnustir.  fleumda  everolimus
konsantrasyonlari, ad libitum farelerde ag birakilanlara gore ve disilerde erkeklere gore
daha yiiksek bulunmustur. Everolimusun hedef organlarindan olan timusta, everolimus
diizeyleri ZT1’de ZT13’¢ ve erkek farelerde disilere gore anlamli derecede yiiksektir
(p<0,05). 14 giin everolimus/vehikiil uygulanan farelerde ZT13’te karaciger P-gp
ekspresyonu ZT1’e gore yiiksek bulunmus, her grupta everolimus uygulamasina bagl
olarak P-gp hafifce artmigtir. Kontrol gruplarinda ZT13’te ileum P-gp ekspresyonu
ZT1’e gore yiiksekken, everolimus disi ve erkek farelerde P-gp ekspresyonunu farkli
etkilemistir. Bulgularimiz everolimus farmakokinetiginin farelerde, uygulama zamani
ve cinsiyete gore degisebildigini ve besinlerden etkilendigini gostermektedir. Farelerde
everolimusun doku dagiliminin ZT1’de ZT13’e gore daha yiiksek olmasi everolimusa
bagli kronotoksisiteyi agiklayabilmektedir. Calismamiz, insanda everolimusun
kronoterapotik yaklagim ile kullanilmasinin daha etkili ve giivenli olabilecegini
destekler niteliktedir.

Anahtar Kelimeler: Everolimus, kronofarmakokinetik, antikanser ilag, sirkadiyan saat,
kronoterapi.

Bu caligma, Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu TUBITAK (216S475),
Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi (YOP-24831) ve Bezmialem
Vakif Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi 6.2015/25 nolu projeleri
tarafindan desteklenmistir.
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ABSTRACT

Oztiirk D. Chronopharmacokinetics of mTOR inhibitor everolimus in mice. Istanbul
University, Institute of Health Science, Department of Pharmacology. PhD Thesis.
Istanbul. 2019.

Circadian timing system controls drug pharmacokinetics including absorption,
distribution, metabolism/detoxification and elimination. Chronopharmacokinetics are
especially important for anticancer drugs with narrow therapeutic index and high inter-
individual variability. The aim of our study was to investigate effects of dosing-time
(ZT1-rest/ZT13-activity), sex and feeding on everolimus pharmacokinetics. Everolimus
(5mg/kg, single-dose) was administered orally to C57BL/6J male/female, fasted/fed
mice at ZT1 and ZT13, and pharmacokinetic parameters were evaluated. Additionally,
P-glycoprotein levels were measured in everolimus (5mg/kg, 14-days)- or vehicle-
treated male/female mice at ZT1/ZT13. Plasma Cmax, AUCo-24 and AUCotal Were higher
at ZT13 than ZT1 in all groups. In liver, everolimus levels were significantly higher at
ZT1 than ZT13 (p<0.05). In males, distribution of everolimus to liver was increased in
fasting. lleum concentrations were higher in fed mice compared to fasted and were
higher in females than males. In thymus, one of the target organs of everolimus,
concentrations were significantly higher at ZT1 than ZT13 and males compared to
females (p<0.05). In mice treated with everolimus/vehicle for 14 days, liver P-gp
expression was found higher at ZT13 than ZT1, and P-glycoprotein was slightly
increased in each group upon everolimus administration. In controls, ileum P-gp
expression was higher at ZT13 than ZT1, was affected by everolimus in both sexes
differently. Our findings indicate that everolimus pharmacokinetics may vary according
to dosing-time, sex, and feeding in mice. Higher everolimus tissue distribution at ZT1
may explain the cause of everolimus chronotoxicity. Our study support that everolimus
can be more effective and safer with chronotherapeutical approach.

Key Words: Everolimus, chronopharmacokinetics, anticancer drug, circadian clocks,
chronotherapy.

The present work was supported by The Research and Technological Council of Turkey
~TUBITAK (216S475), the Research Fund of Istanbul University (YOP-24831) and the
Research Fund of Bezmialem Vakif University (6.2015/25).



1. GIRIS VE AMAC

Memelilerde, ¢ogu molekiiler ve hiicresel siireg, fizyolojide ve sonug¢ olarak
davraniglarda giin i¢i degisikliklere yol acan sirkadiyan ritimler ile diizenlenmektedir.
Bu giinlik degisimler, homeostaz1 siirdiirmek ve sagligi korumak igin gerekli olan
stireclerin koordinasyonunu saglamaktadir. Memelilerde protein kodlayan genomun
yarisinin  sirkadiyan ritim gosterdigi bilinmektedir. Bu nedenle, bir¢ok ilacin
farmakokinetigi-farmakodinamigi ve sonug olarak etkinlikleri ve tolere edilebilirlikleri
sirkadiyan  ritme bagli degisim  gosterir.  Sirkadiyan ritimlerin  ilaglarin
farmakokinetigini, farmakodinamigini ve toksisitesini nasil etkiledigini anlamak
tedavinin etkinligini 6nemli Glglide artirabilir ve yan/toksik etkileri azaltabilir. Bu
nedenle, 6zellikle kisa yar1 dmre sahip, terapdtik indeksi dar, bireyler arast degiskenligi
yiiksek ve hedef proteinlerinin de ritmik siiregleri olan ilaglar ile yapilan farmakolojik
calismalarda sirkadiyan degisimleri hesaba katmak ve ilaglarin sirkadiyan

parametrelerini belirlemek esastir'~>.

Sirkadiyan zamanlama sistemi ila¢ farmakokinetigini giiglii bir sekilde etkiler.
Ilaglarmn absorpsiyonu, dagilimi, metabolizmasi ve atilimi ile etkinliginin ve/veya
toksisitesinin, giinliik degisimler gosterdigi belirlenmistir. ilag farmakokinetigindeki
sirkadiyan degisiklikler; ilag metabolizmasindan sorumlu enzim aktivitesi, ilag tasiyici
proteinlerin ekspresyonu, mide asit sekresyonu, bagirsak motilitesi, karaciger ve bobrek
kan akimi, glomeriiler filtrasyon hiz1 gibi fizyolojik siireglerin ritimleri ile iligkilidir ve
bu ritimler ile diizenlenmektedir®*®. Benzer sekilde, ilaglarm farmakodinamigi de
sirkadiyan degisimler gosterir. Yaklasik 500 ilacin etkinliginin ve tolere edilebilirliginin
hem deneysel modellerde hem de hastalarda sirkadiyan ritme bagl olarak bes kata
kadar degisebildigi gosterilmistir’. Ayrica ilag etkinligi/toksisitesi {izerinde potansiyel
bir etkiye sahip spesifik ilag hedefleri de (reseptorler, tasiyicilar, enzimler, hiicre ici
sinyal sistemleri, transkripsiyon faktdrleri) sirkadiyan farklhiliklar gosterebilir®.
Kronofarmakoloji, sirkadiyan ritimlerin ilag farmakokinetigi, farmakodinamigi ve
toksisitesi tlizerindeki etkisini arastirmaktadir. Buna gore, kronoterapinin amact en
yiiksek etkinligi elde etmek ve toksisiteyi minimum indirmektir. Kronofarmakolojik
yaklagimlar bir hastaligin semptomlarinin zamana bagli olarak tahmin edilebilir sekilde

PO

degistigi, tedavide kullanilan ilacin farmakokinetiginin bireyler arasi ve birey i¢i yiiksek



degiskenlik gosterdigi, ilag hedefinin sirkadiyan ritim gosterdigi, ilag plazma
konsantrasyonlarinin terapotik veya toksik etkiler ile iliskili ve sirkadiyan faza bagimli
oldugu durumlarda yiiksek énem kazanmaktadir”®. Bununla birlikte, diinya ¢apinda en
cok satan ilaglarin yarisindan fazlasinin ¢ekirdek saat genlerinin veya saat kontroli
altindaki genlerin proteinlerini hedef aldigi, ancak bunlarin g¢ogunun sirkadiyan
ritimlerle iligkilendirilmedigi ve klinik calismalarda uygulama zamaninin etkisinin

dikkate alinmadig1 anlasiimaktadir'®,

Kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilan 5-FU, irinotekan, sisplatin,
doksorubisin, oksaliplatin, metotreksat ve oral olarak kullanilan kapesitabin,
tamoksifen, erlotinib, sunitinib, selisiklib gibi pek ¢ok antikanser ilacinin
farmakokinetik Ozelliklerinin ve ilacin organ ve dokulara maruziyetinin uygulama
zamanma gore degisiklik gosterdigi bulunmustur®!. Kolorektal kanser hastalarma; 5-
FU, folik asit ve oksaliplatin kemoterapi rejiminin sabit hizda ve kronomodiile sekilde
(en 1iyi tolere edilebilen saatlerde) uygulandigi randomize bir klinik ¢alismada 3-4.
kademe mukozit sabit rejimde %89’iken kronomodiile rejimde %18’e gerilemistir. Ayni
caligmada tedaviye alinan cevap da sabit rejimde %32 iken kronomodiile rejimde

%53’e yiikselmistir?.

Everolimus, oral yoldan kullanilan bir mTOR inhibitoriidiir. Everolimus kanser
tedavisinde ve organ reddini Onlemek amaciyla immiinosiipresan olarak
kullanilmaktadir. Everolimus, ilerlemis bobrek hiicre karsinomu, ilerlemis pankreatik ve
gastrointestinal néroendokrin tiimorler ve insan epidermal biiyiime faktorii reseptorii-2
negatif meme kanserinde eksemestan ile kombine kullanilmaktadir’>. mTOR bir
serin/treonin kinaz olup mTOR aktivitesi de sirkadiyan saat kontrolii altindadir, mTOR

inhibitdrlerinin antikanser etkileri zamana bagh degisiklik gosterebilmektedir®®,

Everolimus tedavisinin optimizasyonunda cinsiyet ve zamana bagh
degisikliklerin ila¢ detoksifikasyonu iizerine olan etkilerinin belirlenmesi 6nem arz
etmektedir. Ilag efluks pompas1 P-gp ve ilaclar1 metabolize eden CYP3A4, CYP3AS5 ve
CYP2C8 enzimleri everolimus farmakokinetiginden sorumlu parametrelerdir.
Everolimusun bireyler arasi farmakokinetik degiskenligi yiiksektir. Bu degiskenligin P-
gp ve CYP enzimlerinden kaynakl oldugu diisiiniilmektedir’**®. Everolimus P-gp’nin
substrati ve inhibitoriidiir ve diger P-gp substratlar ile etkilesmektedir. Ksenobiyotik

tastyicist P-gp memelilerde karaciger, bagirsak, bobrek ve beyin gibi pek ¢ok organin



epitelyal hiicrelerinde eksprese olmakta ve bdylece ilaglarin biliyer, intestinal ve renal
eliminasyonunda ve dokulara dagiliminda rol oynamaktadir. Yapilan ¢aligmalarda; P-gp
ekspresyonunun giin i¢i degisim gosterdigi ve bunun zamana bagimh olarak ilaglarin

biyoyararlanim ve toksisitesini degistirebilecegi bulunmustur®2°,

Calisma grubumuzca yapilan bir ¢alismada, everolimus ZT1, ZT7, ZT13 ve
ZT19 zaman C57BL/6J soyu erkek (5 - 10 mg/kg/giin ) ve disi (15 - 20 mg/kg/giin)
farelere iki farkli dozda oral yoldan 14 giin boyunca uygulanmis, hayvanlarin lokomotor
aktivite ve viicut sicakligi ritimleri, ilaca baglh kilo kayiplar1 ve klinik gézlemlere
bakilarak ilacin en iyi (ZT13) ve en kotii (ZT1) tolere edildigi zaman belirlenmistir.
Ayni calismada, erkek farelerin (5 mg/kg) ve disi farelerin (15 mg/kg) tolere
edebildikleri dozun farkli oldugu bulunmustur?®. Bu galismalara dayanarak ZT1 ve
ZT13 sirkadiyan zamanlarinda disi (15 mg/kg) ve erkek (5 mg/kg) farelere everolimus
uygulanmis ve ilag uygulama zamanina bagli olarak everolimusun toksisitesi
incelenmistir. Viicut agirligi ve organ agirlhiklart degisimleri, imminolojik ve
hematolojik parametreler incelenmis; disi ve 6zellikle erkek farelerde ZT1 zamaninda
ZT13’e gore daha fazla toksisite gozlenmistir. Bu toksisite bulgulari timus ve testis

dokularinda daha belirgin olarak izlenmistir®’.

Yukarida verilen literatiir bilgisi ve toksisite ¢alismamiza dayanarak
everolimusun farede tolere edilebildigi en iyi (ZT13) ve en koti (ZT1) zamanda
farmakokinetiginin belirlenmesi hedeflenmistir. Bu tez ¢alismasinda amaclarimiz su
sekildedir: 1) Iki farkli sirkadiyan zamanda (ZT1-en kotii ve ZT13-en iyi), aclik ve
tokluk durumunda, disi ve erkek farelere oral yoldan 5 mg/kg olarak uygulanan
antikanser ilag everolimusun, giin i¢i uygulanma zamanina bagl olarak farmakokinetik
parametrelerindeki degisimini aragtirmak. 2) Farmakokinetik verilerden elde edilen
sonuglarin everolimusun kronotoksisitesi ile iligkisini belirlemek 3) Tekrarli doz (5
mg/kg/gilin; 14 giin) everolimus uygulamasinin zamana bagli olarak P-gp ekspresyonu
tizerindeki etkisini belirlemek 4) Tekrarli doz everolimus uygulamasi sonrasinda kararli

durum plazma everolimus diizeyinin uygulama zamanina bagli degisimini belirlemek.

Deney hayvanlar1 lizerinde yapilan bu deneysel ¢aligmalar ile everolimusun
farmakokinetiginde ilacin uygulama zamanina bagli olarak goriilebilecek farkliliklarin
ortaya konmasi planlanmaktadir. Bu preklinik ¢alismanin everolimusun kronoterapisini

optimize etmede klinik ¢caligmalara temel olusturabilecegi diisiiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Sirkadiyan Zamanlama Sistemi ve Molekiiler Saat

2.1.1. Sirkadiyan Zamanlama Sistemi

Sirkadiyan zamanlama sistemi, bir¢ok organizmada bulunan ve evrimsel avantaj
saglayan sistemlerdir. Bu biyolojik saatler biiyiik olasilikla diinyanin kendi ekseni
etrafinda donmesinin neden oldugu c¢evresel kosullardaki tekrarlayan giinliik
degisikliklere adapte olmak igin geligsmistir. Endojen sirkadiyan saatler yaklasik 24
saatlik bir periyotla (Latin: circa = yaklasik, dies =day) organizmalari, yiyeceklerin
mevcudiyeti veya cevresel sicakliktaki degisiklikler gibi Onemli gilinliikk olaylara
organizmanin davranis ve fizyolojisini ayarlayarak hazirlar. Memelilerde pek ¢ok
biyolojik fonksiyon sirkadiyan zamanlama sistemi (SZS) tarafindan kontrol
edilmektedir?’, SZS ayrmtil olarak Sekil 1°de gdsterilmistir.

SZS, bir organizmadaki tiim osilatorlerin gesitli fizyolojik siireglerle
birlesmesinden olusur. SZS’nin santral ve ana saati ventral hipotalamusta yer alan
SK(’de bulunur. Buradan viicudun diger organ, doku ve hiicrelerine endojen sirkadiyan
sinyaller gonderilir. SKC’nin harabiyeti, ritmik olmayan hormon salinimi ve ritmik
olmayan fizyolojik etkilere yol agar. SKC viicudun geri kalanina sirkadiyan ritim
bilgisini viicut sicakligi, hormonlar ve otonom sinir sistemi gibi fizyolojik siiregler
araciligiyla gonderir ve bu fizyolojik siireglerin ritimlerini diizenlemesi yoluyla
organizma iizerinde bir kontrole sahip olur. Pineal bez tarafindan salinan bir hormon
olan melatonin, SKC'in multisinaptik ¢iktisinin bir 6rnegidir. SKC i¢in bir faz isareti
olarak yaygin sekilde kullanilir ve salgilanmasinin SKC iizerinde geri bildirim etkisi
oldugu gosterilmistir. Periferde her bir ¢ekirdekli hiicre, hiicre i¢i (intraseliiler)
sirkadiyan ritim tireten, SKC ve doku kaynakli sinyalleri alan bir molekiiler saate

sahiptirt:2’.

Cevresel degisiklikleri algilamak igin organizmanin kendisini dig uyaranlar ile
senkronize etmesi gerekir. SZS’yi hem hiicresel hem de organizma diizeyinde etkileyen,
SZS’yi olusturan molekiiler saatlerin faz ve amplitiidiinii diizenleyerek onu 24 saatlik
bir ritme sokan “Zeitgeber” ler (Almanca, zaman/ritim verici) bulunmaktadir. Bu

zamana kadar en iyi bilinen ve en ¢ok calisilmis zaman/ritim verici aydinlik-karanlik



dongiistidiir. Memelilerde 151k, retinada bulunan fotoreseptorlerin yani sira SKC ile
dogrudan sinaptik baglantis1 bulunan 6zellesmis retinal gangliyon hiicreleri araciligiyla
saptanir. Uyku-uyaniklik dongiisii, sosyal etkilesimler ve fiziksel aktivite de santral
saati etkilerken, 6glin zamanlamasinin periferal saatler lizerinde diizenleyici etkisi
bulunmaktadir-2’.
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Sekil 1: Sirkadiyan Zamanlama Sistemi

SZS ¢ bilesenden olusur: giris bileseni, ana saat ve ¢ikis bileseni. Girig bileseni, makroskobik
seviyede 1s181n gorsel algisi tarafindan yonlendirilmektedir. Ek olarak, 6glin zamanlamasi ve
sosyal etkilesim de 151k ile birlikte Zeitgeber (ritim verici) olarak calismaktadir. ikinci bilesen,
ana sirkadiyan saat, hipotalamusta suprakiazmatik ¢ekirdek (SKC) olarak bilinen bir ¢ift ndron
kiimesi olarak bulunur. SKC'deki sirkadiyan saat, ¢evresel faktorler tarafindan tam olarak 24-
saatlik bir ritim ile salinim gosterir. Viicut 1s1s1 ve uyku/uyaniklik ritimleri, kalp hizi, kortizol ve
melatonin salgis1 gibi SKC tarafindan tiretilen ve sirkadiyan biyobelirtegler olarak adlandirilan
fizyolojik ritimler, davranigsal, noroendokrin ve noronal yolaklar ile SKC'nin periferik
dokulardaki molekiiler saatleri koordine etmesini saglar. Molekiiler saatler, 24 saatlik bir siire
zarfinda ksenobiyotik metabolizmas1 ve detoksifikasyonu, hiicre dongiisii, apoptoz, DNA
onarimi Ve anjiyogenezi ritmik olarak kontrol eder?®.

Normal fizyolojik kosullarda tiim hiicrelerde islevsel bir sirkadiyan saatin
oldugu tahmin edilmektedir. Bu saati olusturan temel molekiiler mekanizma negatif bir
geri besleme dongiisiidiir. Bu temel mekanizma ilk olarak meyve sineklerinde
(drosofila) tanimlanmigtir. Temel yap1 tek hiicreli siyanobakterilerden, karmagik
memelilere kadar korunmaktadir. Transkripsiyonel/translasyonel geri besleme

dongiilerini olusturan bu ana sirkadiyan saat genleri tiim canlilarda genetik olarak



birbirine benzemektedir. Bu genlerin ¢ogunun silinmesi veya mutasyonu, sirkadiyan
ritim davranisinin bozulmasma yol agar?’. Sirkadiyan ritmi kontrol eden molekiiler
mekanizmalar1 kesiflerinden dolay:r 2017 yilinda Jeffrey C. Hall, Michael Rosbash ve
Michael W. Young Nobel Fizyoloji veya Tip 6diiliinii kazanmislardir.

2.1.2. Molekiiler Saat

Memelilerde sirkadiyan saatin mekanizmasi, temel heliks-loop-heliks (bHLH) -
PER-ARNT-SIM (PAS) transkripsiyon faktorleri olan aktivatérler CLOCK (ve
paralogu NPAS2) ve heterodimerik ortagt BMALIl'den (ARNTL) olusur. CLOCK-
BMALI1 kompleksi, baskilayict proteinleri kodlayan periyod (PER1, PER2 ve PER3) ve
kriptokrom (CRY1 ve CRY2) genlerinin E-kutular1 igeren diizenleyici elemanlarina
baglanir. Farelerde, CLOCK-BMALI aktivasyonu giindiiz meydana gelir ve 6gleden
sonra Per ve Cry genlerinin transkripsiyonuna ve 6gleden sonra veya aksam geg
saatlerde PER ve CRY proteinlerinin birikmesine neden olur. PER ve CRY proteinleri
hem birbirleri ile hem de serin/treonin kinazlar olan kazein kinaz 16 (CK158) ve CKle
ile etkilesime girerek, gece hiicre ¢ekirdegine goc¢ ederler. Cekirdekte kendi
transkripsiyonlarin1 bastirmak i¢cin CLOCK-BMALL ile etkilesime gegerler. Per ve
Cry’nin yaptig1 baskilama ilerledikge, Per ve Cry genlerinin transkripsiyonu ve PER ve
CRY protein seviyeleri diiser. Spesifik E3 ligaz kompleksleri, bu proteinleri
ubikitinasyon ve proteozomlarda pargalanmalari i¢in hedefler. Per ve Cry’nin yaptigi
negatif geri bildirim azalinca, CLOCK-BMALL ertesi sabah yeni bir transkripsiyon
dongiisiine baglayabilir. Ana saat genlerinin, 6rnegin PER2 ve onu diizenleyen kinaz
CK1¢’in insanda uyku bozukluklari ile iliskili oldugu bulunmustur. CLOCK-BMAL1
kompleksi ayrica niikleer reseptorler Rev-Erb alfa ve beta’yr (REV-ERBa ve REV-
ERBp; sirasiyla NR1D1 ve NR1D2 tarafindan kodlanir) deaktive eder. REV-ERBa ve
REV-ERBB, RORE’ler (RevDR2 ve retinoik asit-iligkili yetim reseptor (ROR)
baglanma elemanlar1) i¢in RORa, RORB ve RORy (sirastyla RORA, RORB ve RORC
tarafindan kodlanan) ile yarisir. REV-ERBa ve REV-ERf'nin ritmik ifadesi BMALL ve
CLOCK'un baskilanmasina yol agar, bu da BMAL1 ve CLOCK genlerinde PER
ekspresyon ritimlerinin anti-fazi olan bir ritme neden olur. Birbirine bagli bu
aktivatorlerin ve baskilayicilarin geri besleme dongiileri kanonik bir pozitif geri
besleme ve negatif geri besleme gen ag1 motifi olusturur. Ugiincii bir CLOCK-BMAL1-
iligkili transkripsiyonel dongii PAR-bZip (prolin ve asidik amino asit bakimindan



zengin bazik 16sin fermuar) faktorlerini DBP (Albumin D-boélgesi baglayici protein),
TEF (tirotrop embriyonik faktor) ve HLF (hepatik 16semi faktorii) igerir. Bu proteinler,
D-kutular1 ve baskilayict NFIL3 i (Niikleer faktor, interlokin-3; ayrica diizenlenmis;
E4BP4 (E4 promotdr baglayici protein 4) olarak da bilinir) igeren ve REV-ERB-ROR
halkas1 tarafindan indiiklenen bolgelerle etkilesime girer. Bu {i¢ birbirine gegen
transkripsiyonel geri besleme dongiisii, promotorlerdeki cis-elementlerinin (yani E-
kutulari, RORE'lar ve D-kutular1) kombinasyonuna ve spesifik hedef genlerin
arttiricilarina bagh olarak, g¢esitli ekspresyon fazlarina sahip transkripsiyon dongiileri

7,22

tiretebilir““. Molekiiler Saat Sekil 2’de gosterilmistir.
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Sekil 2: Molekiiler Saat

Sirkadiyan osilatér, birbirine bagli pozitif ve negatif transkripsiyonel geri besleme
dongiilerinden olusur. Pozitif transkripsiyonel geri besleme dongiisinde CLOCK/NPAS4 ve
BMALL bir dimer olusturur ve Per ve Cry de dahil olmak iizere saat kontrollii genlerinin
(CCG'ler) E-kutusunu baglanir. Daha sonra CRY ve PER ile CKle negatif transkripsiyonel geri
besleme dongiisii olan bir trimerik kompleks olusturur ve ¢ekirdege girerek BMAL: CLOCK
aktivitesini bastirirlar. ikinci bir geri besleme déngiisii, yetim reseptérler olan RORa ve REV-
ERBa proteinlerinin Bmall transkripsiyonu {izerindeki etkisiyle olusturulur. RORa ve REV-
ERB, Bmall promotoriindeki tepki elemanlar1 (RORE) lizerindeki rekabet¢i etkileriyle Bmall
transkripsiyonunu sirasiyla aktive eder ve bastirir>?,



2.2. Kronofarmakoloji

Kronofarmakoloji, sirkadiyan ritimlerin ila¢ farmakokinetigi, farmakodinamigi
ve toksisitesi lizerindeki etkisini aragtirmaktadir. SZS, ilaglarin etkinligi, metabolizma
ve detoksifikasyonunu etkileyen bir¢ok faktorii diizenmektedir. Yapilan ¢aligsmalar ile
SZS’nin ilaglarin farmakodinamik ve farmakokinetigini etkileyebilecek fizyolojik
siirecler, hedef reseptorler, tasiyict proteinler ve enzimler, hiicre i¢i sinyal iletim
sistemleri ve transkripsiyon faktorleri tizerinde kontrol edici roli oldugunu
kanitlanmistir. Kronofarmakolojik caligmalarin nihai amaci, ilaglarin en iyi tolere
edilebildigi, etkisinin en yiiksek ve toksisitesinin en diisiik oldugu zamani belirleyerek
tedaviyi diizenlemektir. Kronofarmakoloji; ila¢ etkisinin sirkadiyan degisimini
inceleyen kronofarmakodinamik, ilag plazma/doku diizeylerinin giin i¢i degisimini
inceleyen kronofarmakokinetik alanlarindan olusur (Sekil 3). ilag yan etki ve
toksisitesinin sirkadiyan degisimini inceleyen kronotoksisite de kronofarmakolojiye

dahil edilebilmektedir®4824.25,

2.2.1. Kronofarmakokinetik

SZS’nin ilaglarin absorpsiyon, dagilim, metabolizma ve eliminasyon siire¢lerini
etkiledigi gosterilmistir. SZS ilag farmakokinetigini; hem mide asit sekresyonu ve
pH’s1, bagirsak motilitesi, gastrointestinal kan akimi, plazma proteinlerine baglanma,
membran gecirgenligi, karaciger ve bobrek kan akimi, safra iretimi, sindirim
enzimlerinin gastrointestinal kanala sekresyonu, glomeriiler filtrasyon hizi, tiibiiler
reabsorpsiyon hizi gibi fizyolojik siireglerin ritimlerini hem de ilag metabolize edici
enzim ve tasiyict proteinlerin aktivitesi ve ekspresyonu gibi molekiiler siireclerin
ritimlerini etkileyerek diizenlemektedir. Bu nedenle, ila¢ uygulama zamani ve periferal
molekiiler saatlerin pek ¢ok organda (bagirsak, karaciger, bobrek ve ilag hedef dokusu
dahil) senkronizasyonunun ilag seviyeleri ve biyoyararlanim iizerinde 6nemli etkileri
olabilmektedir. ilag farmakokinetigindeki sirkadiyan degisimler sonraki boliimlerde
ayrintili olarak verilmis olup, klinik kronofarmakokinetik ¢alismalara 6rnekler Tablo

1’de sunulmustur.



Molekiiler Saat
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Sekil 3: Molekiiler Saatin Ilaclarin Farmakolojisine Etkisi

Molekiiler saat, antikanser ajanlarin farmakokinetik (FK) ve farmakodinamigini (FD) kontrol
etmektedir. 24 saat boyunca antikanser ilag FK'dan sorumlu ana yolaklar PARDZip
transkripsiyon faktorleri (DBP, TEF ve HLF) araciligiyla molekiiler saat tarafinda kontrol edilir.
Sirkadiyan saatler ayrica, antikanser ilaglarinin FD'sini etkileyen hiicre dongiisii, DNA onarimi
ve apoptoz genleri gibi gesitli ila¢ hedeflerini de kontrol etmektedir. ABC: ATP-Baglayict
Kaseti ailesi SLC: Soliit Tasiyicilar, CYP: Sitokrom, UGT: Uridin difosfat (UDP) glukronil
transferaz, GST: Glutatyon S-transferaz, DPYD: Dihidropirimidin dehidrojenaz, PT: Pasif
taginma, PP: Plazma proteinlerine baglanma, TOP-1: topoizomeraz 1, TS: timidilat sentaz, Bax:
BCL2- iligkili X proteini, B¢l-2: B-hiicreli lenfoma 2, CDK: Sikline bagimli kinaz®.



10

Tablo 1 Antikanser ilaglarla yapilmis baz1 klinik kronofarmakokinetik calismalar

Antikanser laclar Kanser Tipi Cahisma Tipi Doz/Dozlama Zamam Bulgular Ref.

Kronomodiile hepatik arter infiizyonu

irinotek Irinotekan (180 mg/m?)- 6sa siniisoidal Irinotekan, SN-38, ultrafiltre Pt’nin
rinotekan+

o ) o infiizyon 05:00’te pik, Oksaliplatin (85 AUC’si ve 16kopeni arasinda iyi
Oksaliplatin+ Karaciger metastazli Farmakokinetik ) ] )
mg/m?)-12sa siniisoidal infiizyon korelasyon. Ultrafiltre Ptnin AUC ve ¢
5-FU (setiiksimab ile  Kkolorektal kanser calisma ) . o
. 16:00’da pik, Cmaks'1 diyare siddeti ile anlamli olarak
kombine) )
5-FU (2800 mg/m?)-12sa siniisoidal iliskili.

infiizyon 04:00°da pik

. . . ) Randomize kontrollii
Sisplatin (Gemsitabin Kiigiik hiicreli-

) ) calisma, Sisplatin 06:00 veya 18:00°de Total ve baglanmamis Pt CL 18:00 >
ve Dosetaksel ile olmayan akciger o o 2
) ] farmakokinetik 30-dK i.v. inflizyon 06:00
kombine) kanseri ]
analizler

o Metastatik kolorektal Prospektif tek- o o
Kapesitabin+ ) ) Oral Kapesitabin (2000 mg/m?) dozun  Kapesitabin AUCg.4sa 08:00 > 12:00
o kanser (tedavi merkezli, tek-kollu, o 28
Oksaliplatin ) %50’si 8:00°de ve %50°si 12:00°de ~ Kapesitabin Cmaks 08:00 > 12:00
gdrmemis hastalarda) faz II ¢alismasi

Tamoksifen AUCo.gsa V& Crnaks 08:00 >
) ] Farmakokinetik Oral 20 veya 40 mg giinde tek doz 8:00 20:00 (%20)
Tamoksifen Meme kanseri ) 29
¢apraz ¢alisma veya 13:00 veya 20:00 Tamoksifen tmas 08:00 < 20:00

Endoksifene sistemik maruziyet
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08:00 > 20:00 (%15)
Geligmis renal
hiicreli (berrak
o hiicreli tip) karsinom, Prospektif randomize Coukur13:00 veya 18:00 > Cykur 8:00
Sunitinib 8:00 veya 13:00 veya 18:00 %0
Pankreas capraz ¢alisma (p=0,006)
noéroendokrin
tiimorleri
Ileri veya metastatik
Faz I, agik etiketli,
o solid tiimorler _ 0.25 mg/kg (maks. 17.5 mg) sabah veya
Linifanib ] randomize, ¢apraz Crnaks Sabah > aksam (p<0,01) 81
(standart tedaviye aksam
calisma
direngli)

5-FU: 5-fluorourasil; Pt: Platin; i.v.:intravenz; AUC: Konsantrasyon-zaman egrisi altinda kalan alan; Cmaks: Maksimum kan konsantrasyonu; Cmin: Minimum kan
konsantrasyonu; Ceukur: Bir sonraki dozdan 6nce ilacin ulastigi en diisiik konsantrasyon; tmaks: Maksimum kan konsantrasyonuna ulagma zamani.
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2.2.1.1. Absorpsiyon

Oral uygulama, ila¢ aliminin en yaygin yoludur. Oral yoldan alinan bir ilag dnce
gastrointestinal sistemden absorbe olur, kan dolasimina gectikten sonra portal ven ile
karacigere gelir. Oral yoldan verilen ilaglarin emilimi, gastrointestinal kanalin fizyolojik
parametreleri; mide pH’si, mide bosalma hizi, gastrointestinal motilite, viicut
pozisyonu, bagirsak mukozasi kan akimi ve epitel hiicre yiizeyleri iizerinde bulunan
spesifik ilag-alim ve atim pompalari/tasiyict proteinleri ve enzimlerinin ekspresyonu ve
fonksiyonu gibi ¢esitli faktorlere baglidir. Mide asit sekresyonu ve pH, mide bosalma
zamani ve gastrointestinal kan akimi giin igerisinde degistiginden, bircok c¢aligmada
insanlarda ila¢ emiliminde gegici degisiklikler oldugu bildirilmistir. Lipofilik ilaglarin
sabah saatlerinde, aksama gore daha hizli absorbe edildigi bildirilmistir. Suda ¢6ziinen

ilaglarda bu degisiklik daha azdir®%32,

Gastrointestinal sisteme giden kan akimindaki giinliik degisiklikler, ilaglarin
emilimindeki zamana bagli degisime de katkida bulunabilir. Saglikli erkek goniilliilerde
yapilan bir ¢alismada, hepatik kan akimi indosiyanin yesili kinetiginden belirlenmistir.
Giiniin basinda elde edilen tahmini kan akimi zirvesinin, giiniin ilerleyen diger {i¢ farkli
saatinden onemli olgiide daha yiiksek oldugu bulunmustur®. Pek cok ilacin (teofilin,
terbutalin, simetidin, omeprazol, digoksin, propranolol, nitratlar ve nifedipin) aksam
uygulamasinda, sabah uygulamasina gére maksimum kan konsantrasyonun ulagma
zamani (fmaks) degerinde gecikme gozlenebilmektedir, bu da absorpsiyonun sirkadiyan
ritme bagli oldugunu gostermektedir. Sirkadiyan ritimler ilaglarin  biyolojik
membranlardan gecisini etkiler. Gastrointestinal absorpsiyon hiz1 gece-gilindiiz
degisiminden etkilenmektedir. Oral uygulama sonrasi izosorbit-5-mononitrat, diazepam,
nifedipin, parasetamol, temazepam ve amitriptilin sabah saatlerinde aksam saatlerine
gore daha hizli absorpsiyon gostermistir. Bu farkliik mide gegis siiresi ve/veya
intestinal kan akimindaki giin i¢i degisim ile aciklanabilir. Sabah erken saatlerde
gastrintestinal ve hepatik perfiizyondaki bu artig, ilag absorpsiyonunda artisa yol

acabilmektedir®?434,

Mide bosalma zamanindaki giinliikk degisim ila¢ emilimini ve maksimum kan
konsantrasyonu (Cmaks), tmaks Ve konsantrasyon zaman egrisi altinda kalan alan (AUC)
gibi farmakokinetik parametreleri etkileyebilir. Goo ve ark.® giinliik aktivite ve gece
dinlenme periyotlar1 ile senkronize edilmis 16 saglikli erkek goniilliiye sabah 8 ve

aksam 8 saatlerinde standart bir 6glin vermisler ve yemek sonrasi mide bosalma
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hizlarin1 6l¢miislerdir. Aksam yemegi icin mide bosaltma siiresi sabaha kiyasla 6nemli
6l¢iide daha uzun bulunmustur (p<0,001), sivilarda ise aynidir. Aksam saatinde yenen
yemegin bosalma siiresindeki artis (%53,6), baz1 ilaglar icin gosterilen tepe plazma
konsantrasyonlarina ulasmada aksam saatlerinde goriilen gecikmeyi agiklayabilir. Sabah
saatlerindeki artmig mide bosalma hizi ve motilite lipofilik ilaglarin emiliminin sabah
saatlerinde artmasma neden olabilir®?*3, Lemmer ve ark.® saglikli goniillii ve
hipertansif hastalara giiniin farkli zamanlarinda nifedipin preparatlarini uygulayarak,
nifedipinin farmakokinetik farklarini incelemislerdir. Hemen salim yapan nifedipin
preparatinda sabah saatlerindeki biyoyararlanim %40’a varan oranda diismiistiir.
Nifedipin esas olarak bagirsaktan absorbe oldugu i¢in aksam saatlerinde mide
bosalmasinin gecikmesi tmaks’1 uzatarak bu sonuca katki saglamis olabilir. Bu nedenle,
sabahin erken saatlerinde aksam saatlerine kiyasla daha yiiksek perfiizyon hizi, daha
hizli mide bosalma siiresi ile birlikte, sabahin erken saatlerinde daha hizli bir ilag

emilimine neden olabilir®36.

llaglarin iyonizasyon durumu da sabah ve aksam uygulamalarinda degisebilir.
Mide asit sekresyonu ve pH’s1 iyonizasyonu etkilemektedir. Mide asiditesi sirkadiyan
ritim gosterir, aksam saatlerinde daha fazla sabah saatlerinde daha az asit salgis1 olur.
pH tamponlayict yiyecekler ve nokturnal duodenal-gastrik reflii mide pH’sini
degistirebilmektedir. Artmis mide asiditesi, lipofilik ilaglarin emilimini azaltir. Pek ¢ok
lipofilik ilag sabah alindiginda daha hizli absorbe olmaktadir. Hidrofilik ilaclarda ise

boyle bir degisim gézlenmemistir®2437%8,

2.2.1.2. Dagilm

Absorbe olup kan dolasgimina gegen ilag, kan akimi ile diger organlara dagilir ve
etki bolgesine ulagir. Bir ilacin dagilim hacmi, hedef bolgedeki konsantrasyonunun ve
etkinliginin kritik bir belirleyicisidir. Bir ilacin kan ve dokular arasindaki dagilimi
lipofilite ve diger fizikokimyasal 6zellikleri yaninda; dokulara ulasan kan akimi, plazma
proteinlerine baglanma ve plazma proteinlerinin viicuttaki miktar1 gibi fizyolojik
faktorlere de baglidir®®. Her organ biiyiikliigiine ve metabolik aktivitesine gore
kardiyak debinin bir kismini alir. Sabahlart sempatik tonusun daha yiiksek olmasi
organlara ulagan kan akimini degistirmektedir. Kardiyovakiiler sistemin sirkadiyan ritmi
ekstrasplankik renal bolgenin aldigi kardiyak debinin (%30) ve kan akimi dagiliminin

sabahlar1 aksam saatlerine gore daha yiiksek olmasina neden olmaktadir. Bu durumun
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sabah ve aksam saatlerinde plazma/doku ilag miktarini etkiledigi goriilmektedir. Bir
organin aldig1 kan akimi ne kadar yiiksek olursa, ilact kilcal damarlarin digina aktarmak
i¢in gerekli hiz sabiti o kadar yiiksektir. ilaglarin farmakokinetiginin bu asamasi, asidik
ve bazik ilaglarin  proteinlere baglanmasindaki sirkadiyan degisimlerinden

etkilenebilir®*°,

Plazma proteinlerine ilacin baglanmasindaki zamana bagli degisimin, proteinlere
yiiksek oranda baglanan ve dagilim hacmi diisiik olan ilaglarin dagilimini etkilemesi
muhtemeldir. Ilacin serbest (aktif) fraksiyonundaki degisikliklerin, bu ilaglarm hem
etkinlik hem de yan etki profili icin 6nemli etkileri vardir®. Ilaglarin yaygm olarak
baglandigr plazma proteinlerinin miktarindaki sirkadiyan degisim daha Onceki
calismalarda gosterilmistir. Scheving ve ark.*! sicanlarda yaptiklar1 ¢alismada; hem total
plazma proteinlerinde, hem de ilaglarin en ¢ok baglandigi albiimin, al, a2, B ve y
globiilin diizeylerinde sirkadiyan ritim varligmm gostermislerdir. Saghikli erkek
goniillillerde yapilan bir ¢alismada ise kortikosteroid baglayici protein transkotrinin de
hem prednisolona hem de dogal hormonlara baglanirken sirkadiyan ritim gosterdigi
gosterilmistir. En diisiik baglama kapasitesi gece 04:00 civar1 ve en yiiksek baglanma
ise 0gleden sonra 04:00 civari olmustur. Ayrica bu durumun yas ile degistigi, yaslilarda
pik baglanma zamaninin sabah saatlerine kaydig1 saptanmistir®?, Patel ve ark.*®, giin
boyunca 2 saatlik araliklarla alt1 saglikli goniilliiden toplanan numunelerde valproik
asidin plazma proteinlerine baglanma oranin tayin etmislerdir. Plazmadaki serbest
valproat oran1 zamanla 6nemli 6l¢iide de§ismis ve sabah erken saatlerde maksimum ve
0gleden sonra minimum diizeyde gézlenmistir. Kemoterapdtik bir ajan olan sisplatin ile
yapilan bir ¢alismada da, sisplatinin plazma proteinlerine baglanma orani giiniin farkl
saatlerinde dlgiilmiistiir. Saat 16:00°da en yiiksek baglanma gozlenmistir. Ogleden sonra
uygulamada nefrotoksisitenin daha az gdzlenmesinin, plazma proteinlerine daha fazla
baglanma ile iliskili olabilecegi bildirilmistir***°. Plazma protein seviyelerindeki giinliik
farkliliklar; o6zellikle yiiksek oranda proteinlere baglanan (>%80) ve dagilim hacmi
(Vd/F) kiigiik olan ilaglar i¢in, ilag proteini baglanmasini etkileyebilir ve énemli klinik

sonuclara neden olabilir®.

Ilag dagilimi1 ayrica membranlarin ilaglara gecirgenligi ile de alakalidir. Birgok
ilag, membranlardan gecisi ilag tastyict proteinler veya kanallar araciligiyla olmaktadir.

Bu tastyicilarin sirkadiyan ritimleri de dagilimi etkilemektedir®®. Bu proteinlerin ritmini
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gosteren pek ¢ok c¢alisma mevcuttur!®11%4 By caligmalarin detaylarina Tablo 3’te

deginilmistir.
2.2.1.3. Metabolizma

Memelilerde, ila¢ metabolizmasi/detoksifikasyon islemleri, basta karaciger
olmak Tlizere, bagirsak ve bobrek gibi c¢esitli organlarda ilaglarin kimyasal
degisikliklerini icerir. Ilag metabolizmasindaki ana amag, ilaclarin sudaki
¢oziiniirliigiinii arttirarak feces veya idrarla atilmasii kolaylastirmaktir®*’. Memelilerde
ilag metabolizmasi ii¢ fazdan olusur. Faz | metabolizma reaksiyonlari, oksidasyon,
indirgenme ve hidrolizden sorumlu enzimleri igerir. Sitokrom P450 (CYP450)
mikrozomal enzim siiper ailesi, karaciger ve bagirsakta yiiksek ekspresyonu nedeniyle
cok Onemli rol oynar. Faz II metabolize edici veya UDP-glukuronozil transferazlar
(UGT'ler), glutatyon-S-transferazlar (GST), siilfotransferazlar (SULT) ve N-asetil
transferazlar (NAT) gibi enzimler konjugasyondan sorumludur. Faz III bilesenleri,
sirastyla ilaglarin hiicreden efluks ve influksundan sorumlu olan ABC tasiyicilart ve
soliit tastyict (SLC) siiper ailesinden olusur. Ek olarak, P450 oksidorediiktaz (POR) ve
aminolevulinik asit sentaz (ALAS1) enzimleri Faz I enzimlerinin gogunun aktivitesinin

diizenlenmesinde rol oynar?48-*0,

Faz 1, Il ve 1l detoksifikasyon proteinlerinin sirkadiyan ifadesi, PARbZip
transkripsiyon faktorii ailesinin {i¢ liyesi olan DBP, HLF ve TEF proteinleri tarafindan
diizenlenir (Sekil 3)3°15% PARbZip transkripsiyon faktérleri, Faz I ve Faz II ilag
metabolizmasinda yer alan sayisiz anahtar genin transkripsiyonunu ve bu genlerin D-
box iceren promotdrlerine ritmik olarak baglanarak ilag tasmmasini diizenler®™>*
Gachon ve ark.®®, PARDZip genleri silinmis (triple-knockout) farelerin, antikanser
ilaglarin zararli etkilerine kars1 olduk¢a savunmasiz olduklarini gostermistir. Bu genleri
silinmis fareler, ksenobiyotikleri metabolize etmek icin oldukca diisiik kapasiteye
sahiptir®™®. Ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu icin ii¢ &nemli organ olan Kkaraciger,
bobrek ve ince bagirsaktaki molekiiler saatler, PARbZip transkripsiyon faktdrlerinin
sirkadiyan ekspresyonunu kontrol etmektedir. Buna karsilik PARbZip proteinleri,
yapisal androstan reseptdrii (CAR), peroksizom proliferator aktive edici reseptor-alfa
(PPAR-a) ve aril hidrokarbon reseptorii (Ahr) dahil olmak iizere ilag metabolizmasinin
kontroliinde rol oynayan ii¢ iyi bilinen niikleer reseptoriin sirkadiyan ifadesini

17,34,51,52,55

yOnetir . PARbZip proteinlerinin, pregnan X reseptoriiniin (PXR) ritmik
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ifadesini nasil yonlendirdigi kesin olarak bilinmemektedir. Kriebs ve ark.>®, CRY1'in,
tim fare niikleer reseptorlerinin yarisindan fazlasi ile dogrudan etkilesime girdigini,
PXR'nin CRY1/2 ile dogrudan baskilanmasinin bu niikleer reseptoriin Sirkadiyan
modiilasyonunu miimkiin kildigini1 ve ayrica ritmik olarak kopyalanan CAR dahil olmak
tizere diger niikleer reseptorlerin sirkadiyan saat diizenlemesi igin ek bir yol
olusturdugunu ortaya koymustur. Gorbacheva ve ark.>’, Bmall’in bos alleli veya Clock
geninde mutasyona sahip farelerin, antikanser bir ilag olan siklofosfamidin toksik
etkisine kars1 daha fazla duyarlilik sergiledigini ancak iki Cry geninden yoksun farelerin
toksik etkiye daha direngli oldugunu gostermistir. Bu bulgular, sirkadiyan saatin,
dogrudan ilag metabolizmasinda yer alan genleri diizenleyerek veya sirkadiyan saat
tarafindan diizenlenen transkripsiyon faktorleri araciligiyla ilaglarin kronotoksisitesine
dogrudan dahil oldugunu gostermektedir. PARDZip transkripsiyon faktorleri ayrica
MRNA ve/veya protein seviyesinde ALAS1 ve POR'un ritmik ifadesini de kontrol

etmektedir®1°,

Niikleer reseptorler, ksenobiyotik sensorler gibi islev goriir. Ksenobiyotikler
tarafindan indiiklenen ksenobiyotik baglanma veya aktivasyon sinyallerine cevap
olarak, c¢ekirdek iginde birikir ve ilag metabolizmasi ve tasinmasinda rol alan Faz I, 11
ve Il genlerinin transkripsiyonunu aktive ederler*®°8 Niikleer reseptorler REV-
ERBo/B ve RORa/y ¢ekirdek saat fonksiyonunun ana diizenleyicileridir ve bir¢ok bagka
niikleer reseptor, ¢ekirdek saat bilesenlerinin kontrolii altinda ritmik olarak ifade
edilirt’#°1 RORo/y genleri silinmis (double knockout) farelerde, gen diizenlemesi
tizerindeki ana etkiler, Cyp2b9/10, Cyp4al0 ve Cyp4al4d, Sultlel/Est ve Sult2a9/2a'nin
aktivasyonu ve Cyp7bl, Cyp8bl, 3p-hidroksisteroid dehidrojenaz 4 ve 5’in
baskilanmasinda gozlenmistir®®. Karacigerdeki 49 niikleer reseptoriin farelerde giinliik
mRNA ekspresyon profilleri, iskelet kasi, beyaz ve kahverengi adipoz dokularda
Yiksek Verimli Gergek Zamanli RT-PZR (Ters Transkriptaz-Polimeraz Zincir
Reaksiyonu) ile detayli bir analizde arastirilmistir. Calismada analiz edilen niikleer
reseptorlerin %50'sinden fazlast metabolik olarak aktif bu dokularda, dokuya 06zgii
salmim ile ritmik degisiklikler gostermistir®. ki anahtar niikleer reseptor, CAR ve
PPAR-a ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda rol oynayan CYP450 ve ABC
tastyicilarinin ritmik ifadelerini modiile etmekten sorumludur®!’34%, CAR'm mRNA
ifadesinin zamana bagli degisimi sigan karacigerindeki Cypla ve Cyplb mRNA
ifadelerinin zamana bagl degisimi ile uyumludur®. CAR’m hedefi olan Cyp2b10’nin
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fare karacigerindeki aktivitesi, geceleri en yiiksek ve giindiiz en diisiiktiir>. ifadelerinde
sirkadiyan ritimler gosteren Cyp2a5, Cyp2b10 ve Cyp3all, CAR niikleer reseptoriiniin

en iyi bilinen hedefleridir®,

Gachon ve ark.® PARDZip kodlamayan farelerde, karaciger ve bobrekte
ksenobiyotiklerin  detoksifikasyonunda rol alan enzimleri kodlayan genlerin
baskilandigin1 ortaya koymustur. Bu genler arasinda Faz I (Cyp2b, Cyp2c, Cyp2a ve
Cyp3a), Faz Il (Ces3, GSTtl ve GSTa3) ve Faz Il (Abcg2) grubu detoksifikasyon
enzim ve ilag tasiyicilart bulunmaktadir. POR ve ALASI'in ifadesinin de azaldig:
saptanmigtir™.  Son bulgular PARDbZip proteinlerinin bu enzim veya tasiyicilari
kodlayan genlerin, drnegin Cyp3a4% ve Mdrla (¢oklu ilag direnci 1a veya Abcbla)Y’,
promotdr bolgelerine ritmik olarak baglanarak bu enzimlerin bazilarinin ekspresyonunu
dogrudan diizenledigini gostermistir. PARbZip eksikligi olan farelerin, siklofosfamid ve
mitoksantron gibi antikanser ilaca bagli toksisiteye karst asirt duyarli oldugu
bulunmustur. Ote yandan, ritmik olmayan Cyp3al3, ritmik Cyp2b10 ve muhtemelen
Cyp2c29, siklofosfamidin sirkadiyan tolere edilebilirligine katiki saglamaktadir®. DBP,
insan Cyp3a4'ii, fare homologu Cyp3all'i ve sican Cyp2c6 genlerini transkripsiyonunu,
transkripsiyonel baslangic bolgelerine baglanarak aktive etmektedir®®. Lavery ve ark.®®,
DBP'nin, fare karacigerinde Cyp2a4 ve Cyp2aS'in sirkadiyan diizenlemesini kontrol
ettigini ve Dbp geni olmayan farelerde, her iki genin de 6nemli 6lgiide bozulmus
ekspresyon gosterdigini saptamistir. Serum soku ile senkronize edilen insan hepatoma
(HepG2) hiicre hattinda, DBP aktivitesi ve CYP3A4 transkripsiyonunun giindiiz en
yiiksek oldugu saptanmustir. Tersine, CYP3A4 baskilayict E4BP4 ifadesi geceleri en

yiiksek bulunmustur®?,

Karacigerde ve bir miktar bagirsakta olmak tizere Faz | enzimleri ile oksidasyon,
rediiksiyon veya hidroliz reaksiyonlarina giren antikanser ilaglarin ¢ogunun sirkadiyan
tolerabilite gosterdigi bulunmustur?. Cypla, Cyp2a, Cyp3all, Cyp4al4, Cyp2bi0,
Cyp2el dahil olmak iizere bircok CYP450 enziminin aktiviteleri, protein ve mRNA
seviyeleri sigan ve fare karaciger ve bobrek dokularinda, karanlikta (aktivite fazi) daha
yiiksek ve aydinlikta (dinlenme fazi) daha diisiiktiir 2. CYP450 enzimlerinin aktivitesi,
MRNA ve protein ifadesi ile ilgili kemirgenlerde yapilan in vivo sirkadiyan c¢alismalar
Tablo 2'de verilmektedir®.

Ksenobiyotiklerin atiliminda 6nemli rol oynayan ve ilaglari kandan barsak

liimenine tagiyan ana efluks tasiyici protein P-gp (P-glikoprotein, MDR1, ABCBL1) gibi
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Enzim Parametre Metot Doku Tiir Soy Cinsiyet Yas Pik Cukur Cosinor ANOVA Ref,
Cyplal mMRNA RT-PZR Karaciger Fare Kunming Erkek  8H ZT6 2-58_ p<0.05 - 62
Cyplal MRNA RT- PZR Karaciger Fare Kunming Disi 8H ZT6 27122 p<0.05 - 62
Cyplal MRNA RT- PZR Akciger Fare WT - - ZT14 ZT6 - p<0.05 66
Cyplal Protein Western blot Akciger Fare WT - - ZT18 ZT6 - - 66
Cyplal Aktivite P450-Glo kiti Akciger Fare WT - - ZT18 ZT12 - p<0.05 66
Cypla2 mMRNA RT- PZR Karaciger Fare C57BL/6 Erkek 8H ZT13 ZT1 - - 67
Cypla2 mMRNA RT- PZR Karaciger Fare Kunming Erkek  8H ZT6 2228_ p<0.05 - 62
Cypla2 MRNA RT- PZR Karaciger Fare Kunming Disi 8H ZT6 ZT22 p<0.05 - 62
Cyp27al MRNA RT-PZR Karaciger Fare Kunming Erkek 8H ZT10 ZT22 p<0.05 - 62
Cyp27al MRNA RT-PZR Karaciger Fare Kunming Disi 8H ZT10 2122 p<0.05 - 62
Cyp2a4 MRNA RT-PZR Karaciger Fare Kunming Erkek 8H ZT10 77122 p<0.05 - 62
Cyp2bl0 mRNA RT-PZR Karaciger Fare Kunming Erkek  8H Z-EA" ZT22-2  p<0.05 - 62
Cyp2b10 MRNA RT-PZR Karaciger Fare Kunming Disi 8H ZT18 ZT6 p<0.05 - 62
Cyp2c1ll  mRNA RT-PZR Hipokampiis  Sigan Wistar Erkek - ZT2.58 - - p=0.0017 °©8
Cyp2cll  mRNA RT-PZR Orta;fgfbra' Sigan  Wistar Erkek -  ZT5.11 - - p=0.025  ©8
Cyp2cll  mRNA RT-PZR Infeﬂ;’\r/;e“a Sigan Wistar Erkek -  ZT4.20 - - p=0.011 8
Cyp2d10  mRNA RT-PZR Karaciger Fare FVB Disi 12;4 ZT20  ZT8  p<0.0413 - 20
Cyp2d22  mRNA RT-PZR Karaciger Fare FVB Disi 12;4 ZT20  ZT8  p<0.0413 - 20
Cyp2el MRNA RT-PZR Karaciger Sican Wistar Erkek 8H ZT12 ZT721 - p<0.05 69
Cyp2el Protein Western blot Karaciger Sigan Wistar Erkek 8H ZT18 ZT3 - p<0.01 69
Cypel  Aktivite OO 1aYOn Karaciger ~ Sian  Wistar  Erkek 8H  zT21  ZT3 i p<0.05  ©
Cyp2el Protein Western blot Bobrek Sigan Wistar Erkek  8H Z121 ZT6 - p<0.05 69
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p<0.05
p<0.05

p<0.01

p<0.01

p<0.05
p<0.05
p<0.01
p<0.05
p<0.01
p<0.01
p<0.01
p<0.01

p<0.01

20

72

72

62
62
62

71

71

71

71

74

74

74

72

72

ZT; “Zeitgeber Time”, RT-PZR; revers transkriptaz-polimeraz zincir reaksiyonu, WT; dogal tip (wild type), KO; geni silinmis (knock-out), AD, ad libitum; TRF; zaman-

kisitli beslenme (time-restricted feeding), 7ACoD; 7-alkoksikumarin o-dealkilaz, H; hafta, Y; yil, (-); bahsedilmemis.
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ABC tastyicilarinin transkripsiyonu SZS’nin kontrolii altindadir. P-gp dolayli olarak
ksenobiyotik metabolizmasina dahil olur ve CYP450 enzimleri ile, 6zellikle CYP3A4,
beraber c¢alisarak potansiyel olarak zararli maddelerin detoksifikasyonunu saglar.
Hiicresel seviyedeki son c¢alismalar, farede total ileum, ileal mukoza ve
karacigerde® ™%, sicanda total jejunumda*®’"® ve maymunda karacigerde’® Abcbla
(Mdrla), Abcblb (Mdrlb), Abccl (Coklu ilag direnci ile iligkili protein 1; Mrpl),
Abcc2 (Mrp2), Abcb4 (Mdr2), Abcc2 (Mrp2), Abcb4 (Mdr2), Bcrpl dahil ABC
tastyicilarinin gen ekspresyonunun sirkadiyan kontrol altinda oldugunu gostermektedir.
Abcbla transkripsiyonunun, HLF ile alternatif aktivasyonu ve E4BP4 ile
baskilanmasinin bir sonucu olarak fare ileumunda ritmik oldugu gosterilmistir. Saatin
abcbla sirkadiyan transkripsiyonundaki rolii Clock/Clock mutant farelerde de
gdsterilmistir, abcbla ritmi vahsi tipe kiyasla mutant farelerde bozulmustur!’. Ando ve
ark.1® C57BL/6J farelerde karaciger ve barsakta abcbhla mRNA ekspresyonunda ZT12-
16'da pik yapan 24 saatlik bir ritim saptamislardir. EK olarak, P-gp substrati digoksinin
intestinal konsantrasyonunun ZT12'de daha diisik oldugu, P-gp aktivitesinin de
sirkadiyan bagiml oldugu saptanmistir!®, ABC tastyicilarinin aktivitesi, mRNA ve
protein ifadesi ile ilgili deney hayvanlarinda yapilan in vitro ve in vivo sirkadiyan

calismalar Tablo 3'te 6zetlenmistir®.

SLC tasiyicilari, bagirsaktan ilaglarin  absorpsiyonu, ksenobiyotiklerin
hepatositlere alinmasi ve bobreklerde ksenobiyotiklerin yeniden emilimi ve atilimindan
sorumludur. Ksenobiyotiklerin karacigere alinmasi, hepatositlerde metabolize
edilmeleri nedeniyle 6zel bir dneme sahiptir. Zhang ve ark.” Oatplal, Oatpla4,
Oatplb2, Oatp2bl, Oat2 ve Octl'in fare karacigerinde giinlik mRNA ekspresyon
ritimlerini  gdstermislerdir’™.  Ayrica sirkadiyan saatin PPARa araciligiyla Octl
proteininin bobreklerde ritmik ekspresiyonunu sagladigi gosterilmistir’®. Benzer sekilde,

Octn1’in giinliik intestinal MRNA ifadesi PPARo. tarafindan yonetilmektedir®.

Karboksilesteraz 1 ve 2 (Cesl ve Ces2), karaciger ve gastrointestinal kanaldaki
PARbZip proteinleri araciligiyla SZS ile ritmik olarak kontrol edilir®®l, Cesl ve
Ces2'nin ritmik ifadeleri, ICR farede aydinlikta irinotekanin SN-38'e daha fazla
metabolize olmasindan sorumlu olabilir>®!. Irinotekanim sirkadiyan detoksifikasyonu in

82,83

vitro c¢alismalarda da gozlenmistir Insan kolon adenokarsinom (Caco-2)

hiicrelerinde, irinotekanin biyoaktivasyon (CES) ve detoksifikasyonundan (UGT1A)



Tablo 3: ABC tasiyic1 protein ailesinin mRNA, protein veya aktivitelerinin zamana bagh degisimi
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Parame

Cinsi

Cuku Cosino

ANO

Tastyicl Metot Doku Tiir Soy Yas Pik Ref.
tre yet r r VA
Abcbl MRNA RT-PZR Ince bagirsak ~ Maymun  Sinomolgus  Erkek 4-7Y  ZT3 ZT9 - NS &
Abcbl MRNA RT-PZR Karaciger Maymun Sinomolgus Erkek 4-7v  ZT21 ZT15 - NS 7
Abcbla MRNA RT-PZR Karaciger Fare C57BL/6 Erkek  10H Z']I'-]éZ— ZT0 - p<0,01 16
Abcbla MRNA RT-PZR Jejunum Fare C57BL/6 Erkek  10H ZT12 ZT0 - p<0,01 16
Abcbla MRNA RT-PZR Bobrek Fare C57BL/6 Erkek  10H ZT12 ZT0 - NS 16
Abcbla MRNA RT-PZR fleum Fare B6D2F1 Disi 10H ZT15 ZT3 - NS 19
Abcbla  MRNA RT-PZR Jejunum Sican - Wistar Erkek 8H ZT12  ZTO - p<005 7
(proksimal) AD
Abcbla  mRNA RT-PZR Jejunum Sican - Wistar Erkek 84  ZTO ZzT12 -  p<001 7
(proksimal) TRF
Digoksin Jeiunum S i
Abcbla  Aktivite  kons./intestinal jun tean Wistar Erkek 8H  ZT18 ZT6 - p<0,05 7
. (proksimal) AD
perflizyon
Digoksin Jeiunum S i
Abcbla  Aktivite  AUC/intestinal jun 1¢an Wistar Erkek 8H ZT18 ZT6 - p<001 7
. (proksimal) AD
perflizyon
Abchbla  Aktivite  Digoksin kons. Jejunum Sigan - Wistar Erkek 8H  ZT6 ZT18 - p<005 7
(proksimal) TRF
Abchla  Aktivite  Digoksin AUC Jejunum Sican - Wistar Erkek 8H zT6 ZT18 -  p<005 7
(proksimal) TRF
. p=0,01 p=0,02
Abcbla MRNA RT-PZR Karaciger Fare C57BL/6 - 8H ZT13 ZT1 6 9
Abcbla/lb  mRNA RT-PZR Jejunal mukoza Sigan SD Erkek - ZT6  ZT18 p<0,05 p<81’00 46
Abcblb MRNA RT-PZR Karaciger Fare C57BL/6 Erkek  10H ZT16 ZT0 - NS 16
Abcblb MRNA RT-PZR Jejunum Fare C57BL/6 Erkek  10H ZT20 ZT0 - NS 16
Abcblb MRNA RT-PZR Bobrek Fare C57BL/6 Erkek  10H ZT20 ZT0 - NS 16
Abcblb MRNA RT-PZR lleum Fare B6D2F1 Disi 10H ZT15 ZT3 - p=0,03 19




23

P-gp
P-gp
P-gp
P-gp
P-gp
P-gp
P-gp
P-gp

P-gp

Abcb4
Abcbh4

Protein
Protein
Protein

Protein

Aktivite
Protein

Aktivite

Aktivite

Aktivite

Aktivite

Aktivite

Aktivite

Aktivite

Aktivite

Aktivite

Aktivite

Aktivite

Aktivite

MRNA
mMRNA

Western blot
Western blot
Western blot

Western blot
Digoksin birikimi
Western blot
Kinidin kons.

BOS’ta serbest
kinidin
Talinolol intestinal
perfiizyon
Talinolol intestinal
perflizyon
Losartan intestinal
perfiizyon
Losartan intestinal
perfiizyon

[18F]MC225 PET
[18F]MC225 PET
[18F]MC225 PET
[18F]MC225 PET
[18F]MC225 PET

[18FIMC225 PET

RT-PZR
RT-PZR

Karaciger
Karaciger
Bobrek

Jejunum

Jejunum
Jejunum
Beyin
homojenat

Mikrodiyaliz
Jejunum
Ileum
Jejunum
lleum
Tiim Beyin
Korteks
Striatum
Hippokampiis
Serebellum

Pons

Karaciger
Jejunum

Fare
Fare
Fare

Fare

Fare
Maymun

Sigan
Sigcan
Sican -a¢
Sigan -a¢
Si¢an -ag
Sican -a¢
Sigcan
Sican
Sican
Sigcan
Sican

Sican

Fare
Fare

C57BL/6
C57BL/6
C57BL/6

C57BL/6

C57BL/6
Sinomolgus

Wistar
Wistar
Wistar
Wistar
Wistar
Wistar
SD
SD
SD
SD
SD

SD

C57BL/6
C57BL/6

Erkek
Erkek

Erkek

Erkek
Erkek

Erkek

Erkek

Erkek

Erkek

Erkek

Erkek

Erkek

Erkek

Erkek

Erkek

Erkek

Erkek

Erkek
Erkek

8H
10H
10H

10H

10H
4-7Y

14-
16H
14-
16H
14-
16H
14-
16H
14-
16H
14-
16H
10H
10H

ZT20
ZT8
ZT0

ZT8

ZT12
7721

ZT8

ZT8

ZT13-
15
ZT13-
15
ZT13-
15
ZT13-
15

ZT3-9

ZT3-9

ZT3

ZT3

ZT3-9

ZT3-9

ZT8
ZT4

ZT0
ZT20
ZT16

ZT0

ZT0
ZT9

ZT20

ZT20
ZT1-

ZT1-

ZT1-

ZT1-

ZT15

ZT15

ZT15

ZT15

ZT15

ZT15

ZT20
ZT16

NS

NS
NS

0,04
p<0,05
p<0,05
p<0,05
p<0,05
p<0,05
p<0,05

p<0,05
p<0,00

p<0,00

p<0,01
p<0,01
p<0,01

p<0,01

p=0,06
NS

84
16
16

16
79

85

85

86

86

86

86

87

87

87

87

87

87

16
16
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Abcbh4
Abcc?2
Abcc?2
Abcc?2

Abcc2
Abcc2
Abcc2

Abcc2

Abcc2

Abcc2

Abcc2
Abcc2

Abcc2
Abcc2
Abcc2

Abcc2
MRP-2
Abcg?

Abcg?2

MRNA
MRNA
MRNA
MRNA

MRNA
Protein
MRNA

MRNA

MRNA

MRNA

MmRNA
Protein

Protein

Protein

Protein

MRNA
Protein
MRNA

MRNA

RT-PZR
RT-PZR
RT-PZR
RT-PZR

RT-PZR
Western blot
RT-PZR

RT-PZR

RT-PZR

RT-PZR

RT-PZR
IHC

IHC

IHC

IHC

RT-PZR
Western blot
RT-PZR

RT-PZR

Bobrek
Karaciger
Jejunum
Bobrek

Karaciger
Karaciger

fleum mukoza

fleum mukoza

fleum mukoza

fleum mukoza

fleum seroza

fleum mukoza
fleum mukoza
fleum mukoza

fleum mukoza

Jejunal mukoza

Jejunum

Karaciger

Jejunal mukoza

Fare
Fare
Fare
Fare

Fare
Fare

Fare

Fare

Fare

Fare

Fare

Fare

Fare

Fare

Fare

Sican

Maymun

Fare

Sican

C57BL/6
C57BL/6
C57BL/6
C57BL/6

C57BL/6
C57BL/6
B6D2F1

B6D2F1

B6CBAF1

B6CBAF1

B6D2F1
B6D2F1

B6D2F1

B6CBAF1

B6CBAF1

SD

Sinomolgus

KO

SD

Erkek
Erkek
Erkek
Erkek

Erkek
Disi

Erkek

Disi
Erkek
Erkek

Disi
Erkek

Disi
Erkek
Erkek

Erkek

10H
10H
10H
10H

8H
8H

4-7Y
8H

ZT0
ZT12
ZT8
ZT12

ZT7
ZT16
ZT12

ZT9

ZT12

ZT9

ZT4
ZT12

ZT12

ZT15

ZT0

ZT12
ZT121
ZT7

ZT3

ZT12
ZT0
ZT20
ZT0

ZT19
ZT4
ZT0

ZT0

ZT0

ZT0

ZT20
ZT15

ZT3

ZT12

ZT15

ZT3
ZT9
ZT19

ZT15

p<0,05
p=0,02

p<0,05

NS
p<0,01
p<0,01
p=0,02
p=0,04

p=
0,04

0,008

p:
0,004

0,004
NS
p<0,00
p<0,00
p<0,00

p<0,00

0,001
NS
p=0,04

p:
0,04

16
16
16
16

84

84

88

88

88

88

88

88

88

88

88

46

79

84
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Abcg?
izoform B
Abcg2
izoform B
Abcg?
izoform B

ABCG2

MRNA

MRNA

MRNA

Protein

RT-PZR

RT-PZR

RT-PZR

Western blot

Karaciger
Bobrek
Ince bagirsak

Jejunum

Fare
Fare
Fare

Maymun

ICR
ICR
ICR

Sinomolgus

Erkek 4-7Y

ZT6

ZT10

ZT6

ZT15-
21

ZT18

ZT18

7722

ZT9

p<0,05
p<0,05
p<0,05

NS

76

76

76

79

ZT; “Zeitgeber Time”, RT-PZR; revers transkriptaz-polimeraz zincir reaksiyonu, KO; geni silinmis (knock-out), AD; ad libitum, TRF; zaman-kisith beslenme (time-restricted
feeding), AUC; egri altinda kalan alan (area under the curve), BOS; beyin-omurilik sivisi, PET; pozitrom emisyon tomogrofisi, IHC; immiinohistokimya, SD; Sprague
Dawley, H; hafta, Y; yil, NS; anlaml degil (not significant), (-); bahsedilmemis.
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sorumlu enzimlerin saat genleri tarafindan kontrol edildigi gésterilmistir. Irinotekanin
CES ile biyolojik olarak aktiflestirilmesi, detoksifikasyon enzimi UGT1A'nin en diisiik
oldugu zamanda en yiiksektir, bu da sitotoksisitesinin artmasina neden olmaktadir.
[lacin uygulama zamanina bagh olarak; aktif metabolit SN38'e biyotransformasyon ve
irinotekan kaynakli apoptoz yaklasik 4 kat artmistir®83, Dihidropirimidin dehidrojenaz
(DPYD), 5-fluorourasil (5-FU) ve kapesitabinin detoksifikasyonundan sorumlu olan
sirkadiyan kontrol altinda baska bir Faz I enzimidir®. Erkek B6D2F1 farelerin
karacigerinde transkripsiyonu ve aktivitesinin SZS ile kontrol edildigi gosterilmistir.
DPYD aktivitesi, hayvanlarin dinlenme periyodunun ortalarinda pik yapmaktadir®®,
Saglikli goniillillerin ve gastrointestinal veya nazofarengeal kanserli hastalarin
mononiikleer hiicrelerinde DPYD mRNA ekspresyon ve aktivite ritmi, farelere benzer
sekilde, gece pik yapmaktadir®® 92, Ayrica saglhkli bireylerin oral mukoza biyopsilerinde
de DPYD aktivitesi gece yaris1 en yiiksek bulunmustur®®. 5-FU'nun hedef proteini
timidilat sentaz (TS) ise oral mukozada DPYD’ye ters bir sekilde 13:00’te pik
yapmaktadir; bu durumun gece uygulandiginda 5-FU toleransinin artmasini sagladigi
gosterilmistir?. Faz II detoksifikasyon enzimlerinden GST’nin sirkadiyan ritmi, platin
komplekslerinin  toksisitesini  etkilemektedir®. ~ GST, glutatyonun  (GSH)
ksenobiyotiklere konjugasyonunu katalize eder®®. Karacigerin ve jejunumun GSH
icerigi, fareler ve si¢anlarda karanlik fazin ikinci yarisinda, giin ortasina kiyasla
neredeyse ii¢ kat daha yiiksektir ve GSH sentezinin butiyonin siilfoksimit ile
baskilanmasi, farelerde sisplatin ve oksaliplatin kronotoleransini biiyiik 0Olgiide

etkilemektedir®’,

2.2.1.4. Eliminasyon

Bobrek ¢ogu ilacin atilmasindan sorumlu organ olan ana organdir. Metabolize
olan ilaglarm idrarla atilimi, bobrek fonksiyonlarmm durumuna baglidir®. Glomeriiler
filtrasyon hizi, renal kan akimi ve idrar ¢ikisi gibi bobrek parametrelerinde diiirnal
degisimler tanimlanmis ve idrarla atilan ilaglar da bu diurnal degisimlerden etkildigi

55.98-100  Farelerde sirkadiyan saatin, epitelyal sodyum tasiyicilarii da

gosterilmistir
iceren pek cok renal iyon kanali ve tasiyici proteinlerinin ekspresyonunu diizenledigi
gosterilmistir'®192, idrar pH'sinin sirkadiyan kontrolii de ilag atilminda degisikliklere

sebep olabilir; cogu ilag yiiksek pH’da daha daha fazla eliminasyona ugramaktadir®,

Glomeriiler filtrasyon, tiibiiler sekresyon ve tiibiiler reabsorpsiyon, ilaglarin

bobrek tarafindan atilmasini kontrol eden ii¢ asamadir. Iniilinin, glomeriiler filtrasyon
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hizi (GFR) i¢in bir belirte¢ olarak kullanildigi ¢alismalarda, GFR'nin aktif periyotta
(kemirgenler icin karanlik ve insanlar icin aydinlik) pik yaptigi saptanmistir'®. Renal
kan akimi, kan basinci ve renin-anjiyotensin sistemindeki sirkadiyan degisim, GFR'nin
sirkadiyan ritmini kontrol eder'®. Yiiksek oranda proteinlere baglanan ilaglar igin,
proteinlere baglanmadaki sirkadiyan degisim, ilaglarin bobrek atilimindaki sirkadiyan
degisikliklerini de etkileyebilir®2,

Tibiiler sekresyon, endojen bilesiklerin ve ilaglarin, P-glikoprotein ve diger
ABC tasiyicilari, organik anyon tasiyicilar, organik katyon tasiyicilar ve solut tasiyici
ailelerin proteinleri dahil olmak iizere spesifik tastyicilar yoluyla elimine edildigi aktif
bir tasima islemidir®. Bu proteinlerin ekspresyonu ve aktivitesindeki sirkadiyan
ritimler, bobrek sekresyonu yoluyla ilaglarm atilmmi etkileyebilir. Zuber ve ark.1%2,
cesitli bilesiklerin ve ilaglarin tasinmasinda rol oynayan solut tasiyici proteinlerin, aktif
beslenme periyodunun baslangicinda ifadelerinin pik yaptigini ve sirkadiyan ritim

106

gosterdiklerini saptamistir. White ve ark.”™, esas olarak tiibiiler sekresyonla atilan bir

ila¢ olan ampisilinin, atiliminda sirkadiyan degisim gésterdigini ortaya koymuslardir.

Tiibiiler reabsorpsiyon, su ve ¢6ziinmiis maddelerin viicuda geri kazanildig
islemdir. Birgok ilag da aktif veya pasif diflizyon ile tekrar emilir. Aktif difiizyona
spesifik tastyicilar aracilik etmektedir. Bununla birlikte, bir ilacin pasif yeniden emilimi
ilacin lipofilitesi, pKa'si, idrar pH's1 ve idrar akis hiz1 baglhidir®2. Sirkadiyan degisim
hem idrar pH'sinda hem de idrar akis hizinda gozlenirken, aktif donemde idrar pH'st

daha bazik ve idrar akis hiz1 da daha yiiksektir'®.

Bobrekte ayrica sodyum iyonu ve su dengesini kontrol eden genleri ve
tastyicilart iceren pek ¢ok genin mRNA ifadelerinde sirkadiyan degisimleri
gozlenmektedir?21%6197 By genlerin ekspresyonundaki sirkadiyan ritim Clock mutant
ve DBP, TEF ve HLF f{iglii mutant kemirgenlerde bozulmustur'®®. Bu da bobrek
fonksiyonlarin diizenlenmesi ve koordine edilmesinde molekiiler saatin belirgin bir

rolii oldugunu gostermektedir®.

2.2.2. Kronofarmakodinamik

SZS, hiicre proliferasyonu, hiicre dongiisii, anjiyogenez, DNA onarimi ve
apoptoz gibi kanser ile ilgili siireglerde rol oynayan reseptor, enzim ve transkripsiyon
faktorlerini ritmik diizenlenmesini saglayarak antikanser ilaglarin farmakodinamigini

etkilemektedir. SZS nin etkiledigi baz1 antikanser ila¢ hedefleri Tablo 4’te sunulmustur.
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Tablo 4: Antikanser ilaclarin hedefi olan bazi proteinlerin mRNA, protein veya aktivitelerinin zamana bagh degisimi

Hedef Parametre Metot Doku Tiir Soy Cinsiyet Pik Cukur Cosinor ANOVA Ref.
BCL2 Protein  Western blot Kl‘;rg: k Fare C3H/HeN Erkek  ZT3  ZT15  p=0,024 - 108
emik | MAL3IC
BCL2 Protein Western blot y' tiimorlii C3H/HeN Erkek  zT7 ZT23 p= 0,001 - 108
iligi fare
BCL2 Protein  Western blot 'i?g K Fare B6D2F1 Erkek 7147  ZT1 p= 0,025 - 108
c-Myc mRNA  Northernblot  Karaciger Fare 129/C57BL6 - ZT14  ZT10 - - 109
Cdk-4 mRNA  Northernblot  Karaciger Fare 129/C57BL6 - ZT18  ZT10 - - 109
C‘g;‘” mRNA  Northernblot  Karaciger Fare 129/C57BL6 - ZT14  ZT22 - - 109
Cyclin . Oral ; ) Erkek _ 110
A(G2) Protein IHC mukoza Insan ZT20 T4 p<0,001
Cyclin i Oral Insan . Erkek - . 110
B1 (M) Protein IHC mukoza ZT20 ZT12 p=0,016
Cyclin E . Oral fnsan ) Erkek ) 110
(G1/S) Protein IHC mukoza ZT16 T4 p <0,001
p33 i Oral Insan - Erkek — . 110
(G1) Protein IHC mukoza ZT12 ZT0 p= 0,016
TS Aktivite Tritiyum Oral Insan - Erkek 7116  ZT4 p= 0,008 NS 110
salim deneyi mukoza
TS Aktivite Tritiyum - Kemik Fare CD2F1 Disi  ZT18  ZT2 p<0,001  p<0,001 11
salim deneyi iligi
TS Aktivite Tritiyum Ince Fare CD2F1 Disi ZT6  ZT18  p<0001  p<0,001 M
salim deneyi bagirsak
TS Aktivite Tritiyum Timor Fare CD2F1 Disi ZT6  ZT14  p=0,003  p<0,001

salim deneyi
TS mRNA PZR Timor Fare CD2F1 Disi ZT2 ZT14 NS NS m




TS
Wee-1
Top-1
Top-1

Top-1

Protein
Protein
mRNA
mRNA

Aktivite

Western blot
Western blot
RT-PZR

RT-PZR

SCP
DNA’nin
relaksasyonu

Timor
Timor
Karaciger
Timor
Sarkoma

180
tumoru

Fare
Fare
Fare
Fare

Tumorli
fare

CD2F1
CD2F1
ICR
ICR

ICR

Disi
Disi
Erkek
Erkek

Erkek

77122
ZT14
7721
7721

ZT5

ZT14
ZT18
ZT9
ZT9

ZT13

p<0,001
p=0,011

p= 0,008
p= 0,047

p<0,05

29

111
111
112

112

112

ZT, Zeitgeber Time; BCL2, B-hiicreli lenfoma 2 (B-cell lymphoma 2); c-Myc, Cellular myelocytomatosis oncogene Cdk-4, siklin bagiml kinaz-4; PZR, polimeraz zincr
reaksiyonu; IHC, 1mm1'in0hist0kimya; Top-1, Topoizomeraz-1 enzimi; TS, Timidilat sentaz; MA13/C, Meme adenokarsinoma; NS, “anlaml degil”; SCP, Supercoiled (asirt
sargili) plazmit; (-),“belirtilmemis”.
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Bu ritimler ilaglarin doz uygulama zamanina bagli olarak ilacin etkisini ve toksisitesini

degistirebilmektedir®.

Kemoterap6tik ajanlarin ¢ogu, hiicre boliinmsi sirasinda hem timor hem de
saglikli hiicreler (kemik iligi, oral mukoza, bagirsak ve cilt) i¢in toksisite
gostermektedir. Ayrica, antikanser ajanlarin ¢ogu hiicre boliinme dongiisiiniin belirli
asamalarinda sitotoksik etkilerini gosterir. Ornegin, S fazindaki hiicreler (DNA sentezi
sirasinda) 5-FU ve irinotekana daha hassastir. S fazindaki ve G2/M fazindaki hiicrelerin
oran1 karanlikta yaklasik %50 artar. Aksine farelerde, kemik iligi hiicreleri 1s1k
déneminde baskin olarak GO/G1 fazindadir. Farelerde 5-FU, irinotekan, dosetaksel ve
gemsitabinin en iyi tolere edilebildigi zaman, erken aydmlik fazda antiapoptotik B
hiicreli lenfoma-2 (BCL2) ekspresyonunun yiiksek ve proapoptotik BCL2 iligkili X

proteini (BAX) ekspresyonunun diisiik oldugu zamana karsilik gelmektedir®.

In vitro galismalar ayrica, hedef proteinlerin ekspresyonlarmin sirkadiyan degisiminin
de ilacin etkisini degistirebildigini gostermistir. Topoizomeraz 1 (TOP1) enzimi,
kolorektal kansere kars1 kullanilan antikanser ajan irinotekanin molekiiler hedefidir. Bu
enzimin irinotekan tarafindan inhibe edilmesi, DNA kirilmalarina ve apopitoza yol agar.
Dulong ve ark.®, TOP1 enziminin senkronize edilmis kolorektal kanser hiicre
kiiltiirlerinde mRNA ve protein seviyesinde sirkadiyan ritim gdsterdigini bildirmistir.
[rinotekanin zamana bagli uygulanmasi, apopitoza siiriiklenen hiicre miktarinda
zamana bagh dort kata kadar fark olusturmustur®®, Everolimusun molekiiler hedefi
olan mTOR (Rapamisin protein kompleksinin memeli hedefi) ile ilgili yapilan

caligmalara Boliim 2.3.5°te yer verilmistir.

2.2.3. Kronotoksisite

Bircok antikanser ajan azalmis bagisiklik fonksiyonu ve miyelosupresyon,
gastrointestinal reaksiyonlar, karaciger ve bobrek fonksiyon bozuklugu gibi ciddi
toksisiteler ve yan etkiler gostermektedir. Her ne kadar kronoterapi yaklasimi tim
advers etkilerin Onlenmesini saglayamasa da, etkileri hafifleterek hastanin tedaviye
uyuncunu artirabilir®, Kemirgenlerde yapilan caligmalarda; metotreksat 8, siklofosfamid
5 dosetaksel ve doksorubisinl®®13114 yinorelbin!!®, gemsitabin ve sisplatin'®!7 5-
FUL118 ye |_-alanosint!®, irinotekan!®1?, oksaliplatint?!, selisiklib® ve etoposidin?? de
icinde oldugu 40'tan fazla antikanser ilacin tolere edilebilirliginin dozlama zamanina
bagli olarak 10 kat kadar degisebildigi gosterilmistir®. Ayrica bu alanda yapilan insan

calismalarina 6rnekler de Tablo 5’te sunulmustur®.
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Antikanser Ilaclar Kanser Tipi Calisma Tipi Doz/Dozlama Zamani
. . - Kiiciik hiicreli . . ; A ;
Sisplatin (gemsitabin ve .~ Randomize kontrollii Sisplatin; 06:00 veya 18:00°de
) . olmayan akciger o
dosetaksel ile kombine) K . calisma 30-dk i.v. infiizyon.
anserli
Metastatik kolon Ug adet Faz 111 KronoFLO= 5-FU-LV; 22:15’ten
5-FU, LV ve oksaliplatin . calismasinin meta 09:45’e, ve oksaliplatin; 10:15’ten
ve rektum kanseri - ,
analizi 21:45%.
Prospektif tek Oral kapesitabin (1650 mg/m?)

Kapesitabin (radyoterapi ile

. %50 doz 8:00°de ve %50 doz
kombine)

12:00°de

merkezli, tek kollu,
faz Il galigmasi

Rektum kanseri

Metastatik meme
kanseri

Everolimus (eksemestan ve

tamoksifen ile kombine) - Oral sabah veya aksam uygulamasi

Uygulama zamanlart; 08:00- 11:00,

Kohort caligmast 11:01 - 14:00 veya 14:01- 17:00

Radyoterapi Kemik metastazi

Etki/ Advers Etki/ Toksisite

Lokopeni, ndtropeni ve bulanti
semptomlari 18:00’de daha diisiik

Erkeklerde toplam sagkalim
KronoFLO ile konvansiyonel
tedaviye gore daha yiiksek (p =
0.009).

Hicbir 4. derece toksisite ve 3.
derece el-ayak sendromu
gozlenmemistir.

Everolimusun sabah uygulanmasi
metabolik degisiklikleri ve bitkinligi
azaltmigtir. Sabah uygulamasi
sonrast pndmoni gozlenmemistir.

11:01-14:00 aras1 uygulamada daha
yiiksek etkinlik gozlenmistir.

Ref.

27

123

125

126

i.v.; intraven6z, 5-FU; 5-fluorourasil, LV;l6kovorin.
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2.3. Everolimus

2.3.1. Tanim

Everolimus, rapamisinin  memeli hedefinin bir inhibitériidir (mTOR).
Rapamisinin eter tiirevi olan everolimus, immunosiipresan ve antineoplastik bir ajandir.
Everolimusun kimyasal adi (1R, 9S, 12S, 15R, 16E, 18R, 19R, 21R, 23S, 24E, 26E,
28E, 30S, 32S, 35R) -1,18-dihidroksi-12 - {(1 R) -2 - [(1 S, 3R, 4R) -4- (2-
hidroksietoksi) -3-metoksisiklohekzil] -1-metiletil} -19,30-dimetoksi-
15,17,21,23,29,35-heksametil-11,36-dioksa-4-aza-trisiklo [30.3.1.04,9] hekzatriakonta-
16,24,26,28-tetraen-2,3,10, 14,20-pentaon’dur. Molekiiler formilii Cs3HgsNO1s ve
agirlig1 958,2 g/mol’diir. Yapisal formiilii Sekil 4’te verilmistir'?’.

Sekil 4: Everolimusun yapisal formiilii

2.3.2. Farmakodinamik Ozellikleri

Everolimus, mTOR sinyal iletim yolunu hedef alan bir rapamisin tiirevidir.
mTOR, bir besin sensorii olarak islev goren ve protein sentezini diizenleyerek hiicresel
metabolizmay1 kontrol eden, bdylece hiicre biiylimesini ve ¢ogalmasini uyaran bir serin-
treonin kinazdir. mMTOR aktivitesinin bir ¢ok kanser tiiriinde arttigi bilinmektedir.
Everolimus, hiicre i¢inde immiinofilin FK506'ya (takrolimus) baglanan protein 12 Da
izoformuna (FKBP12) baglanarak bir kompleks olusturur ve bu kompleks mTOR un
FKBP-rapamisin-baglanan bolgesine (mTOR kompleks 1’in pargasi) baglanarak mTOR
kompleksi-1 (mMTORC1) aktivitesini ve asag1 yonde sinyali inhibe etmektedir. Baska bir
multiprotein kompleksi olan mTOR kompleksi 2, mTOR rapamisin veya rapamisin ile
iliskili  bilesikler tarafindan inhibe edilemeyecek bir formda bulunmaktadir.

Everolimusun, FK506'nin FKBP12'ye baglanmasinin %50’sini (ICso) inhibe ettigi dozu
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5,3 nM’dur. Rapamisin ve everolimus, hiicre i¢i proteine, FKBP-12'ye benzer
afinitelerle baglanir (sirastyla 3,3 nM ve 5,3 nM)*2128.129,

mTORCI1 sinyal yolaginin inhibisyonu, hiicre biiyiimesinin diizenlenmesinde
gorev alan translasyonel aktivator S6 ribozomal protein kinaz (S6K1) aktivitesini
azaltmak suretiyle; hiicre dongiisii, anjiyojenez ve glikoliz ile alakali olan proteinleri
diizenleyen translasyonel baskilayicit dkaryotik baglangi¢ faktorii 4E baglayici protein
1'in (4E-BP1) aktivitesini azaltarak proteinlerin translasyonu ve sentezini engeller.
Everolimus, tiimoriin anjiyojenik siireglerini potansiyalize eden vaskiiler endotelyal
bliylime faktorii (VEGF) diizeylerini azaltir. Everolimus, timoér hiicreleri, endotelyal
hiicreler, fibroblastlar ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinin biiylimesi ve proliferasyonunun
potent bir inhibitoriidiir. Solid tiimoérlerde in vitro ve in vivo glikolizi azalttigi

gosterilmistir'®128,

Pankreatik  tiimor tasiyan sigcanlara plaseboya karsilik  everolimus
uygulandiginda, 4E-BP1 fosforilasyonunun azaldigi ve S6K1’in tiimér, deri ve periferik
kan mononiikleer hiicre (PBMC) ekstraktlarinda aktivitesinin azaldigi bulunmustur. 4E-
BP1 ve S6K1 asag1 yonde mTOR efektorleridir. Everolimusun yaptigi bu degisikliklerin
hiicrelerin G1 fazinda birikimine ve biiylimenin yavaslamasina yol actig1 gosterilmistir.
Everolimus tedavisinin antitimor aktivitesi, CA20948 pankreas timor tasiyan
sicanlarda PBMC, tiimoér ve deride uzun siireli S6K1 inaktivasyonuna bagl oldugu

gosterilmistir'?15128,

Everolimus ayrica antianjiyogenik aktivite gostermektedir. Bir calismada,
everolimusa duyarli ve direncli hiicre hatlarindan koken alan tiimorlerde, everolimus
uygulamasina bagli olarak tiimér damarlanmasinin, plazma ve timér VEGF
seviyelerinin azaldigr gosterilmistir. Bir bagka c¢aligmada, radyasyon uygulanmis
umbilikal ven endotel hiicrelerinde everolimus uygulamasina bagli olarak apopitozun
arttig1; farelerde everolimus uygulamasi sonrasinda ise radyasyon uygulanmasindan

bagimsiz olarak tiimér damarlanmasinin azaldig bulunmusgtur!?128:12°,

Afinitor® (5 ve 10 mg tablet) malign tiimérlerde ve Votubia® (2.5, 5 ve 10 mg
tablet; 2, 3 ve 5 mg dagilabilir tablet) benign tiimdrlerde Avrupa ve Tiirkiye’de
onaylanmistir. Everolimus ayni zamanda immiinosiipresif bir ajandir. Avrupa ve
Tiirkiye’de, kalp ve bdbrek nakli alicilarinda, organ reddinin énlenmesi igin Certican®

(0,25 ve 0,75 mg tablet) ad1 altinda onaylanmistir. Everolimus kemirgenlerde transplant
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reddinin Onlenmesinde kullanildiginda, 5-10 ng/mL tam kan c¢ukur seviyesi ile

maksimum etkinlik elde edilmistir!®®

. Kemirgenlerde gosterilen tam kan ¢ukur diizeyleri
insan calismalari ile benzerdir. Hastalarda giinliik dozun, kan seviyeleri 3 ng/ml'nin
tizerinde olacak sekilde ayarlandiginda organ reddi riskini azaltabilecegi, 15 ng/ml'nin
altinda olacak sekilde ayarlandiginda ise advers etkileri engelleyebilecegi ileri

stiriilmiistiirt®?,

2.3.3. Farmakokinetik Ozellikleri

2.3.3.1. Absorpsiyon

Yapilan ¢alismlarada oral (p.0.) ve intravendz (i.v.) Yyoldan uygulanan
everolimus uygulamasinin sonucunda, tek doz radyoaktif isaretli everolimusun oral
emilimi farede %12, sicanda %39-43, maymunda %18 ve insanlarda %11 olarak
saptanmustir. Oral biyoyararlanim farede %S5, sicanda %14-26 ve maymunda %6 olarak

belirlenmistir*?°.

0,9 mg/kg 3H-isaretli everolimusun CD-1 soyu erkek farelere tek doz olarak i.v.
veya oral yolla wverildigi bir c¢alismada everolimusun oral biyoyararlanimi
degerlendirilmistir. Farede oral biyoyararlanimin %5 civari oldugu ve uygulanan dozun
yaklasik %12’sinin absorbe oldugu bulunmustur. Cmaks’a ulagsma siiresi oral uygulama
ile 0,5 ve i.v. uygulama ile 1 saat olarak bulunmustur. CD-1 erkek farelere 0,9 mg/kg
everolimusun tek doz i.v. bolus enjeksiyon olarak verildigi bir baska c¢aligmada
farmakokinetik parametreler hesaplanmistir. Everolimusun AUC degeri 18,7 pg.sa/ml

olarak bulunmustur. Yarilanma omrii, klirens ve dagilim hacmi degerleri ise sirasiyla

9,83 saat; 0,79 ml/dk/kg ve 0,37 L/kg’dir'?°.

Ilerlemis solid tiimorlii hastalarda giinlik 5 ve 10 mg oral everolimus
uygulamasindan sonra, doruk everolimus konsantrasyonuna aclik durumunda ya da yag
icermeyen bir 6giin ile, 1 saatte ulasilmaktadir. Cmaks, 5 ve 10 mg’lik doz araliginda,
uygulanan doz ile orantilidir. Saglikli goniillillerde, yiiksek yagli 6giinler 10 mg
everolimus uygulamasindan sonra sistemik maruziyeti (AUC) %22 oraninda ve Cmaks
degerini %54 oraninda azaltmistir. Diisiik yaglh dgiinler AUC'yi %32 ve Cmaks degerini
%42 azaltmistir. Ancak besinler emilim sonrasi faz konsantrasyonu-zaman profili

lizerinde belirgin bir etkiye sahip olmamugtir'?1>127,

Everolimusun farkli tiirlerde belirlenen farmakokinetik parametrelere ait

bulgulari karsilastirmali olarak Tablo 6°da sunulmustur!>!2°,
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Tablo 6: Everolimusun cesitli tiirlerdeki farmakokinetik parametre degerleri

Fare Sican Maymun Insan
Doz (mg/kg) 0,9 15 5 0,038
ty (Saat) 4-6 61-47 18 33
tmaks (Saat) 1 1,6‘2,2 1,2 1,5
o .
' Oral %5 %14-26 %6 %30 (yliksek
biyoyararlanim varyasyon)
Proteine %99 %93 %85 %75
baglanma (%0,1 serbest) (%7,6 serbest) (%16 serbest) (%25 serbest)
Eliminasyon: 9695-99 9668-89 9665-75 %79
feces
Er:i'[r?3|tlere 02 %60 i 9480
agilim
Vs (L/kg) 0,42 44-53 - -

tyo: plazma yarilanma Omri; tmaks: Maksimum plazma konsantrasyonunun goriildiigii zaman; Vss: karakh
durum dagilim hacmi

2.3.3.2. Dagilim

Maymun (%16 serbest), sigan (%7,6 serbest) ve insanlar (%25 serbest) arasinda
plazma proteinlerine baglanma orani benzer bulunmustur. Farede ise proteinlere daha
yiiksek oranda baglanmaktadir (%0,1 serbest). Sicanda doku dagilimi, radyoaktif igaretli
everolimusun i.v. verilmesinden 5 dakika sonra radyoaktivite 6l¢iilerek belirlenmistir.
Radyoaktivite karacigerde ve bobreklerde en yiiksek bulunmustur. Cogu dokuda isaretli
everolimusun yart 6mri beyin (10 giin), testis (13 giin) ve epididim (5 giin) harig¢ 1,4 ile
1,9 giin arasinda saptanmistir. Oral dozu takiben 2 saat sonra kalp, karaciger, akciger,
bobrek, dalak, tiroid bezi ve adrenal bezlerde en fazla miktarda isaretli everolimus

bulunmustur??®,

Everolimusun in vitro dagilimi, plazma proteinlerine baglanma orani ve
stabilitesini  belirlemek amaciyla CD-1 farelerden alinmis tam kana farkh
konsantrasyonlarda everolimus uygulanmistir. Plazma proteinlerine baglanma eritrosit
ayirma yontemi ile tayin edilmistir. %0,1 ila %60 plazma dillisyonlarinda, 5-5000
ng/mL konsantrasyon araliginda *H-isaretli everolimus uygulanmistir. 5-5000 ng/mL
konsantrasyon araliginda 3H-isaretli everolimusun c¢ogunlugu, plazma fraksiyonunda
(%98+4) bulunmustur. 10 ng/mL'de plazmada bagl fraksiyon %99,9’dur. Bu durum
everolimusun farede plazma proteinlerine diger tiirlere gore ¢ok yiiksek oranda
baglandigimi gostermektedir. Bu oran sigan ve insanda yaklasik %75 ve maymunda
yaklasik %84’ tiir'?°,
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Everolimusun fare (CD-1), maymun ve insan plazmasindaki stabilitesi bu
tirlerden alman plazmaya 3H-isaretli 100 ng/ml everolimusun eklenmesi ile
saptanmistir. Everolimusun plazma yarilanma omrii farede 19,7, maymunda 1,9 ve
insanda 4 saat olarak bulunmustur. Fareye gore maymun ve insanda plazmadaki
stabilitesi daha azdir, yarilanma 6mrii kisadir. Siganlardan alinan plazma ile yapilan bir
caligmada everolimus 5-5000 ng/ml konsantrasyon araliginda uygulanmis ve eritrosit
ayirma yontemi ile dagilim tayin edilmistir. Everolimusun kandaki dagiliminin
konsantrasyona bagli degistigi saptanmistir. Bu oran 5 ng/ml’de %33,6 ve 5000
ng/mL’de %85,5°dir. Plazmaya bagli oldugu fraksiyon ise %92,4’tiir. Konsantrasyona
bagli olarak everolimusun total kandaki dagiliminda gézlenen bu degisiklik maymun ve

insanda da gdzlenmis ancak farede gozlenmemistir'?®.

Erkek Wistar sicanlara everolimusun i.v. infiizyon veya bolus seklinde
uygulandig1 bir calismada beyine dagilimi arastinlmistir. 3H-isaretli everolimusun
beyine dagilimi nonlineer ve doza-bagimli bulunmustur. 0,1-1 mg/kg doz araliginda
beyin/kan dagilim orani diisiiktiir ve yaklasik 0,3 bulunmustur. 30 mg/kg dozda ise bu
oran yiikselmis ve 3’e kadar ¢ikmistir. Everolimus metabolitlerinin, everolimus kadar

beyine penetre olamadig1 bulunmustur!?®.

Insanda 5 ila 5000 ng/mL araliginda konsantrasyona bagl olan everolimusun
kan-plazma oranm1 %17 ile %73 arasindadir. 10 mg/giin everolimus uygulanan kanser
hastalarinda, plazmada bulunan everolimus orani, kan konsantrasyonunun yaklasik
%20's1 olmustur. Plazma proteinine baglanma oram1 saglikli goniilliilerde ve orta
siddette karaciger yetmezligi olanlarda yaklasik %74'tiir. Ilerlemis solid tiimérleri olan
hastalarda dagilim hacmi, sanal merkezi kompartman i¢in 191 L ve sanal periferik

kompartman icin 517 L olarak saptanmigtir!?1>1%7,

2.3.3.3. Metabolizma

Everolimusun uygulandiginda fare, sican ve insanda radyoaktivitenin %31 ile
%63’ ve maymunda ise %12’si kanda bulunur. Everolimusun insanda alti, maymun,
sigan ve farede bes temel metaboliti belirlenmistir. Bunlar ii¢ tane monohidroksile
metabolit, iki hidrolitik agik halkali {iriin ve everolimusun fosfatidilkolin konjugatidir.
Rapamisin de bir metabolit olarak ortaya ¢ikabilir, ancak klinik farmakokinetik
calismalarda toplam AUC'ye oranla az miktarda (~%?5) bulunmustur. Bu metabolitler
toksisite ¢aligmalarinda kullanilan hayvan tiirlerinde de tanimlanmistir ve aktiviteleri

ana bilesenden 60-500 kat daha diisiiktiir. Bu nedenle, everolimusun genel farmakolojik
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aktivitesine en biiylik katkiyr ana ilacin yaptigi diisiiniilmektedir. Everolimus ve
metabolitler kan beyin bariyerine ve plasentaya niifuz edebilir ve siganlarda siite
gegebilir. RAD metabolizmasinda rol oynayan ana enzim CYP3A4'tir. Everolimus P-
gp’nin substratidir. CYP3A4 ve P-gp inhibitorleri ketokonazol ve itrakonazoliin

everolimus biyotransformasyonunu inhibe ettigi gosterilmistirt21>127:129,

Everolimusun faredeki biyotransformasyonunu degerlendirmek i¢in CD-1 erkek
farelere 0,9 mg/kg dozunda i.v. ve oral yoldan ®H-isaretli everolimus uygulanmistir.
Fareler metabolik kafeslerde tutularak feges ve idrar toplanmustir. Oral uygulama
sonrast kandaki major komponentin ana ilag¢ (%63) oldugu saptanmistir.
Biyotransformasyon ile everolimusun hidroliz/dehidrasyon ve hidroksilasyon formlari
olusmustur.  Everolimusun  metabolizmast  sinomolgus  maymunlarda  da
degerlendirilmistir. Orogastrik tiip ile 5 mg/kg *H-isaretli everolimus uygulanmistir.
Metabolizma hidroliz/dehidrasyon ve hidroksilasyon formlari ile olmustur. Halka agma
hidrolizi ve hidroksile formlar yoluyla metabolizma, insanda in vivo metabolizma

yoluyla saptananlar ile benzer bulunmustur®?®,

2.3.3.4. Eliminasyon

Radyoaktivitenin biiyliik bir kismi fare (%95-99), sigan (%68-89), maymun
(%66-75) ve insanlarda (%79) feceste elimine edilmistir. Idrardan atilimi diisiiktiir
(~%7). Safra kanali kaniile edilmis siganlarda yaklasik %71 biliyer atilim g6zlenmistir.
Farelere 0,9 mg/kg dozunda i.v. ve oral yoldan 3H-isaretli everolimus uygulamasindan
sonra, hem i.v. hem de oral uygulamada radyoaktivitenin 48 saat sonunda %96 oraninda
atildig1 saptanmistir. Atilimin neredeyse tamami her iki uygulama yolunda da feges ile

olmustur (>%95)*2°,

Everolimusun ilerlemis solid tiimérleri olan hastalara 10 mg dozunda verildikten
sonra ortalama oral klerens (CI/F) degeri 24,5 L/saattir. Everolimusun ortalama
eliminasyon yarilanma dmrii insanda yaklasik olarak 30 saattir. Organ nakli hastalarinda
siklosporin ile birlikte tek doz radyoaktif isaretli everolimus uygulamasi sonrasinda,
radyoaktivitenin %80'i feges ile %5'i idrar ile atilmistir. Ana ilag feces ya da idrarda

belirlenmemigtirt?1>127,

2.3.3.5. Kararhh Durum Farmakokinetigi
llerlemis solid tiimérleri olan hastalarda giinlik 5-10 mg doz araliginda

everolimus uygulamasi ile kararli durum AUC degerine ulasilmigtir. Kararli durum
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kosullarina, glinlik doz rejimi ile 2 haftada ulasilmaktadir. Cmaks, 5 Ve 10 mg giinliik
doz araliginda dozla orantilidir. tmaks degerine doz uygulamasindan 1 ila 2 saat sonra
ulasilmigtir. Kararli durumda AUC ve doz oncesi ¢ukur konsantrasyon arasinda anlamli

bir korelasyon gozlenmistir'?*°.

2.3.3.6. Deney Hayvanlarinda Yapilan Diger Calismalar

O’Reilly ve ark.’in yaptig1 bir ¢alismada everolimusun fare ve sicandaki
farmakokinetigi karsilastirilmistir. Everolimusun hem farclerde hem de si¢anlarda kan
hiicrelerine dagilimi, plazma proteinlerine baglanmasi, kan ve dokularda (beyin dahil)
farmakokinetik parametreleri belirlenmistir. Eritrositlere dagilim, plazma proteinlerine
baglanma, plazma/kan yarilanma Omrii, oral biyoyararlanim, dagilim hacmi,
doku/tiimér penetrasyonu ve eliminasyon dahil olmak iizere everolimusun
farmakokinetik ozellikleri fareler ve siganlar arasinda farklilik gostermistir. Farede, *H-
isaretli everolimusun kan hiicreleri ve plazma arasindaki dagilimi, 5-5000 ng/mL
araliginda konsantrasyondan bagimsiz bulunmustur. Everolimusun ¢ogu, %98+4 orani
ile plazmada saptanmistir, eritrositlerde sadece %2 oraninda bulunmustur®®?, Sicanlar ve
insanlarda ise bu oran sirasiyla %60 ve %80°dir!®, 3H-isaretli everolimusun plazma
protein baglanma orani, fare plazmasinda %99,9 iken bu oran sigan ve insanda fareye

gore daha diisiik gozlenmis ve sirastyla %92 ve %75 olarak bulunmusgtur!3213,

Everolimusun Balb/c ¢iplak farelere oral yoldan bir defa 5 mg/kg dozunda
uygulanmasi ile Cmaks (~4530 ng/mL) degerine 1 saatte ulasilmistir. Everolimus 24 saate
kadar (Czs4; ~115 ng/mL) kanda saptanmustir. Yarilanma omri (ti2 ) ~4,3 saat ve
~AUCo.24 ~29800 ng.sa/mL olarak saptanmistir. Everolimus, gastrointestinal sistem (0,5
saat) ve deri (6 saat) disinda tiim dokularda Cmaks’a 1 saatte ulasmigtir. Cmaks degerleri
~3961 ng/g (gastrointestinal sistem) ve ~69 ng/g (beyin) arasinda degismistir.
Everolimus, 24 saate kadar tiim dokularda saptanmigtir. Dokulardaki yarilanma émrii
~4,0 saat (gastrointestinal sistem) ile ~9,6 saat (deri) arasindadir. KB-31 insan timori
bulunan BALB/c ¢iplak farelere, everolimus 5 mg/kg dozunda p.o. bir defa uygulanmig
ve 72 saate kadar plazma ve tiimor, deri, kas dokular1 elde edilmistir. Plazma ve kas
dokusunda Cmaks'a (sirasiyla ~2513 ng/mL ve ~144 ng/g) 1 saatte, ancak timor ve
deride 2 saatte (swrasiyla ~102 ng/mL ve ~71 ng/g) ulasilmistir. Everolimus,
uygulamadan 72 saat sonraya kadar tiim dokularda saptanmistir. Timorden
eliminasyonu (ti2; ~16 sa), plazma, deri veya kasa gore daha yavas bulunmustur

(swrasiyla ~7.5, ~9 ve ~10 sa). Everolimus tiimdr seviyeleri sicanlarda farelere gore dort
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ile sekiz kat daha yiiksek bulunmustur. Sican timdrlerinin fare timdrlerine kiyasla,
timor ilag aliminda farkliliklara katkida bulunabilecek olan 2 kat daha biiyiik plazma
icerigine ve gecirgenlige sahip oldugu saptanmistir. Giinlilk uygulamadan sonra her iki
tirde de baglanmamis (serbest) everolimus, benzer Cmaks ve AUC degerleri ile
maksimum antitimor etkileri gostermistir. Hem fare hem siganda, everolimusun beyin
penetrasyonunun zayif ancak doza-bagimli oldugu gosterilmistir. Ancak beyine penetre
olduktan sonra yavas ayrildigi beyin dokusunda yarilanma 6mriiniin uzun oldugu ve

yavas metabolize oldugu siganlarda gosterilmistir’®?,

Chu ve ark.’in yaptigi ¢alismada hem mdrla-/1b- genleri silinmis (knockout)
farelerde hem de P-gp inhibit6rii de olan antitiiméral ilag lapatinib ile kombine olarak
normal farelerde everolimus farmakokinetigi arastirilmistir. mdrla-/1b- geni silinmis
farelere ve Fvb (normal) farelere everolimus 0,25 mg/kg uygulanmis, plazma
everolimus AUC’si geni silinmis farelerde 1,3 kat artmistir. Everolimus plazma AUC’si
2 giin lapatinib uygulanan farelerde ise verilmeyenlere gore 2,6 kat artmistir. Lapatinib
uygulanan hayvanlarda P-gp’nin duodenumdaki ekspresyonu %38,5 daha az

bulunmustur'3*.

Minocha ve ark.’in yaptigi bir c¢aligmada tirozin kinaz inhibitorii olan
vandetanibin P-gp ve meme Kkanseri rezistans proteini (BCRP1) transfekte edilmis
Madin-Darby kopek bobrek (MDCK) hiicrelerine ve FVB farelerde beyine
gecirgenligine everolimusun etkisi incelenmistir. Everolimus, MDCK- BCRP1
hiicrelerinde vandetanibin hiicre i¢ine girisini artirmistir. Ayni ¢alismada MDCK-
MDRI1 hiicrelerinde everolimus P-gp’nin substrati olan 3H-isaretli digoksinin hiicre
icine girisini, P-gp aracili efluksu inhibe ederek artirmistir. FVB farelerde everolimus

vandetanibin beyine gegisini 3-4 kat artirmistir'®®,

Pawaskar ve ark.’in yaptigi bir calismada everolimus ve sorafenib tek veya
kombine halde tek doz veya c¢oklu doz olarak normal veya tiimor tasiyan farelere
uygulanmistir. BALB/c, CB17-SCID ve tiimor tasiyan CB17-SCID farelerine
uygulanan everolimusun zamana Kkarsi plazma ve doku konsantrasyonlart elde
edilmistir. Oral uygulamadan sonra everolimusun doruk konsantrasyona plazma ve
cogu dokuda 1 saatte, adipoz doku ve deride ise 6 saatte ulagtig1 bildirilmistir. 24 saate
kadar tiim dokularda everolimus saptanmistir. Everolimusun tek basina ve kombinasyon

halinde verildigi ¢aligmalarda ilacin AUC’si karsilastirildiginda, sorafenib ile
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kombinasyonun everolimus farmakokinetigine istatistiksel olarak anlamli bir etkisi

olmamugtir™®®.

Tang ve ark. ABCB1, ABCG2 ve CYP3A'nin everolimusun kan ve beyine
maruziyetindeki roliinii netlestirmek igin normal ve Abcbla/ b7, AbCQZ'/', Abcbla/lb;
Abcg2”- ve Cyp3a” geni silinmis fare modelleri kullanmslardir. Everolimus
uygulamasinin  ardindan, Abcbla/lb” ve Abcbla/lb; Abcg2” farelerde beyin
konsantrasyonlar1 ve beyin-karaciger oranlari énemli olgiide artarken, ancak Abcg2”
farelerde degisiklik goriilmemistir. Plazma kompartmaninda bulunan everolimus orani,
tim geni silinmis suglarda yiiksek oranda artmistir. Everolimus normal hayvanlarda
plazmada hizli sekilde pargalanmamis ancak geni silinmis farelerde olmamistir. Normal
farelere gore geni silinmis hayvanlarda Ceslc 80 kat daha fazla bulunmustur ve
Ceslc’nin everolimusun plazmada kalis siiresinin (stabilitesinin) artirdigi saptanmustir.
Everolimus ayrica fare plazmasinda irinotekanin (karboksilesterazlar ile metabolize

olur) hidrolizini inhibe etmistir!®’.

2.3.3.7. Farmakokinetik Ila¢ Etkilesmeleri

Saglikli goniilliilerde, yalnizca everolimus tedavisine kiyasla, belirtilen ilaglar
ile birlikte uygulandiginda everolimus maruziyetinde belirgin artiglar olmustur:
Ketokonazol (giiclii bir CYP3A4 ve P-gp inhibitoril) - Cmaks Ve AUC, sirastyla 3.9 ve
15.0 kat artmustir. Eritromisin (orta derecede bir CYP3A4 inhibitorii ve bir Pgp
inhibitorii) - Cmaks ve AUC, sirasiyla 2.0 ve 4.4 kat artmistir. Verapamil (orta derecede
bir CYP3A4 inhibitorii ve bir Pgp inhibitdrii) - Cmaks ve AUC, sirasiyla 2.3 ve 3.5 kat

artm1§t1r12'127.

Saglikli goniilliilerde everolimusun CYP3A4'in giiclii bir indiikleyicisi olan
rifampin ile birlikte uygulanmasi, everolimus AUC ve Cmaks'n tek basma everolimus
tedavisine kiyasla sirasiyla %63 ve %58 azaltmistir. St. John’s Wort everolimus
maruziyetini tahmin edilemez bir sekilde azaltabilmektedir ve birlikte kullanilmasindan

kaginilmasi gerekirt?127,

Saglikli goniilliiler iizerinde yapilan bir arastirma, oral midazolam (CYP3A4
substrati) everolimus ile birlikte uygulandiginda, midazolam Cmaks1 %25 ve AUC’si
%30 artmistir. Everolimus ve eksemestanin birlikte uygulanmasi, eksemestanin Cmin
degerini %45 ve Cosa'y1 %64 arttirmistir. Bununla birlikte, kombinasyonu alan hormon

reseptorii pozitif, HER2 negatif ileri meme kanseri olan hastalarda eksemestan ile
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iligkili advers olaylarda bir artis gozlenmemistir. Everolimus ve depo oktreotidin

birlikte uygulanmasi, oktreotid Cmin degerini yaklasik %50 arttirmustir'®%7,

2.3.4. Everolimusun Endikasyon, Kontrendikasyon ve Yan Etkileri

2.3.4.1. Endikasyonlari

Afinitor® tabletin endikasyonlar1 asagida siralanmigtir'?:

e Hastaligit VEGF hedefli tedavi sirasinda veya sonrasinda progresyon gosteren
metastatik renal hiicreli karsinomu (RHK) olan hastalarin tedavisinde,

e Cerrahi ya da diger tedavi yaklagimlarina uygun bulunmayan, son 12 ay i¢inde
Solid Tiimorlerde Tepki Degerlendirme Kriterleri’ne (RECIST) gore progresyon
gosteren, metastatik ya da lokal ileri evrede olan, daha Once somatostatin
analogu kullanmig ve sonrasinda progresyon gosteren iyi diferansiye pankreatik
noroendokrin timérii (NET) olan hastalarda,

e Cerrahi ya da diger tedavi yaklagimlarina uygun bulunmayan, son 12 ay iginde
RECIST kriterlerine gore progresyon gosteren metastatik ya da lokal ileri evrede
olan, daha dnce somatostatin analogu ve bir seri sistemik kemoterapi kullanmis
ve sonrasinda progresyon gosteren orta diferansiye (Ki-67: %3-20) pankreatik
NET olan hastalarda endikedir.

e Rezekte edilemeyen metastatik veya lokal ilerlemis hastaligt olan,
gastrointestinal veya akciger kokenli progresif iyi derecede diferensiasyon
gosteren, fonksiyonel olmayan, WHO performans skoru 0-1 olan, fonksiyonel
olmayan NET bulunan eriskin hastalarda en az bir basamak tedavi sonrasinda
kullanim1 endikedir.

e Daha 6nce relaps/metastatik meme kanseri i¢in sadece bir seri kemoterapi ve bir
seri non-steroidal aromataz inhibitorii kullanmis ve sonrasinda progresyon
gostermis, HER 2/neu negatif, postmenopozal, semptomatik visseral hastaligi
olmayan, hormon reseptorii kuvvetli pozitif (>%40), hastalarda sadece

eksemestanla birlikte progresyona kadar kullanimi endikedir.
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Hastalik/Organ Simifi

Cok Yaygin

Yaygin

Yaygin Olmayan

Enfeksiyonlar ve enfestasyonlar

Iyi huylu, kétii huylu ve spesifiye
edilmemis neoplazmalar

Kan ve lenf sistemi hastaliklar1

Endokrin hastaliklar

Metabolizma ve beslenme hastaliklari

Psikiyatrik hastaliklar

Sinir sistemi hastaliklari

Enfeksiyonlar (Viriis, bakteri ve
mantar enfeksiyonlari), alt solunum
yolu ve akciger enfeksiyonlari
(pnémoni dahil), iist solunum yolu
enfeksiyonu, idrar yolu enfeksiyonu

Anemi/eritrositopeni, 16kopeni,
trombositopeni

Hiperlipidemi (kolesterol ve trigliserit

artis1), yeni basglangich diyabet,
hipokalemi

Uykusuzluk, anksiyete

Bas agrisi

Sepsis, yara enfeksiyonu

Malign veya belirtilmemis tiimdrler,
malign veya belirtilmemis deri
neoplazmlar:

Pansitopeni, trombotik
mikroanjiyopatiler (trombotik
trombositopenik purpura, hemolitik
tiremik sendrom dabhil)

Lenfomalar / Transplantasyon sonrasi
lenfoproliferatif bozukluklar

Erkeklerde hipogonadizm (testosteron
diizeylerinde azalma, FSH ve LH
diizeylerinde artma)
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Kardiyak hastaliklar Perikardiyal efiizyon

Vaskiiler hastaliklar Hipertansiyon, ven6z tromboembolik
olaylar

Solunum bozukluklar1 ve mediastinal

hastaliklar Plevral eflizyon, Oksiiriik, dispne

Gastrointestinal hastaliklar Ishal, bulanti, kusma, karin agrist

Hepato-bilier hastaliklar

Deri ve deri alti dokusu hastaliklari

Kas-iskelet bozukluklari, bag doku ve

kemik hastaliklar1

Bobrek ve idrar yolu hastaliklar

Ureme sistemi ve meme hastaliklari

Genel bozukluklar ve uygulama Agr, ates, periferal 6dem, yara

bolgesine iliskin hastaliklar iyilesmesinde bozulma

Laboratuvar bulgular

Tasikardi

Burun kanamasi, lenfosel, renal greft
trombozu

Pankreatit, stomatit/agizda iilserasyon,
orofaringeal agr1

Anjiyoddem, akne, dokiintii

Miyalji, artralji

Proteiniiri, renal tiibiiler nekroz

Erektil fonksiyon bozuklugu
Insizyonel fitik

Hepatik enzim anormallikleri

Interstisyel akciger hastalig

Enfeksiy6z olmayan hepatit, sarilik




Certican® tabletin endikasyonlar1 asagida siralanmistir'®;

e Bobrek ve kalp transplantasyonunda, allojenik bobrek veya kalp nakledilen ve
diisiik-orta dereceli immiinolojik riski bulunan eriskin hastalarda organ reddine
karsi korunma amaciyla kullanilir. Bobrek ve kalp transplantasyonunda,
siklosporin ve kortikosteroidlerle birlikte kullanilmalidir.

e Karaciger transplantasyonunda, karaciger nakli olan hastalarda organ reddinin
profilaksisi i¢in endikedir. Karaciger naklinde, takrolimus ve kortikosteroidlerle

kombinasyon halinde kullanilmalidir.

Votubia ® tablet endikasyonlar1 asagida siralanmustirt3®:

e Cerrahi tedaviye uygun olmayan ancak tedavi ihtiyact olan Tuberoz Skleroz
Kompleksle (TSC) ilintili subependimal dev hiicreli astrositom (SEGA)

hastalarinin tedavisinde endikedir.

Votubia ® dagilabilir tablet endikasyonlar1 asagida siralanmugtir'4C:

e TSC ile iliskili refrakter nobetlerde, sekonder jeneralizasyonun eslik ettigi veya
etmedigi refrakter parsiyel baslangicli ndbetleri TSC ile iliskili olan 2 yas ve
lizeri hastalarda ek tedavi olarak endikedir.

e Cerrahi tedaviye uygun olmayan ancak tedavi ihtiyact olan TSC ile ilintili
SEGA hastalarinin tedavisinde endikedir.

2.3.4.2. Kontrendikasyonlar:
Everolimus igeren tiim preparatlar, everolimus ve diger rapamisin tiirevlerine

kars1 bilinen asir1 duyarliligi olan hastalarda kontrendikedir!2138-140,

2.3.4.3. Yan Etkileri
Everolimusun klinik calismalarin sonuglarina gore derlenen advers etkileri

sikliklarina gore Tablo 7°de sunulmustur?138-140,

2.3.5. mTOR Yolagimin Sirkadiyan Ritim ile liskisi

SKC, retina tarafindan alinan 151k sinyalleriyle diizenlenir. SKC'ye iletilen 151k
sinyallerinin, ¢ekirdek saat genlerinin transkripsiyonunu ve translasyonunu
diizenleyerek saati sifirladigi bilinmektedir. SKC'deki mTORCL'in aktivitesinin faz
bagimli sekilde fotik sinyallerle diizenlendigi gosterilmistir. Karanlik fazdaki 1sik
sinyalleri, SKC'de mTOR asag1 akis hedefleri, S6K1 ve 4EBP1'in fosforilasyonunu
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indiikler ***. Ayrica, 151810 indiikledigi mTORC1 aktivasyonunun, SKC'de artan PER1
ve PER2 protein ekspresyonu ile sonuglandigit ve mTORC!1'in rapamisin ile inhibe
edilmesinin, fare lokomotor aktivitesinde 151k kaynakli faz kaymasinda bozulmaya
neden oldugu gosterilmistir’*?143, SKC'deki mTORC1 aktivitesi, saat geni Perl
ekspresyonunun ritimleriyle iliskili sirkadiyan ritimler gostermektedir. Bu veriler giin
icindeki mTORCI1 aktivitesinin SKC saati tarafindan kontrol edildigini gostermektedir
144 SKC ayrica 4EBP1 ekspresyonunun sirkadiyan ritimlerini mTORC1'e bagimli bir
sekilde kontrol etmektedir. Bu diizenlemenin fizyolojik 6nemi, 4EBP1 geni silinmis
(knockout) fareler kullanilarak gosterilmigtir. Bu farelerin, isik/karanlik dongiisii
degisimine daha hizli adapte olduklar1 ve siirekli 1518a maruziyetin neden oldugu
desenkronizasyona direncli olduklar1 gdstermistir. Cao ve ark.!*® mTORC1/4EBP1
tarafindan yapilan translasyon kontroliiniin, SKC’deki ana saatin adaptasyonu igin

gerekli oldugunu ileri siirmiistiir.

Periferik saatler de mTOR sinyaliyle baglantilidir. mTORC1'in karacigerdeki
ve diger baz1 cevresel organlardaki aktivitesi, hem beslenme hem de aclik kosullari
altinda sirkadiyan ritim gosterir. Bu ritimler, periyodik beslenmenin basit bir sonucu
degildir, baz1 periferik saatlerin rolii ile olusmaktadir’*®. mTORC1 aktivitesindeki bu
ritimler, ¢ekirdek saat genleri Bmall ve Cryl/2 bulunmayan farelerde korunmustur
147 Transkripsiyon faktorii BMALI, ¢esitli dokularda mTORC]1 aktivitesini negatif
olarak diizenler. Bu diizenleme kismen, Deptor ekspresyonunun transkripsiyonel
kontrolii yoluyla olusabildigi diistiniilmektedir. mTORC1 aktivitesinin BMAL1'e
bagimli regiilasyonu ozerk hiicreler seviyesinde gergeklesir; BMALL eksikligi olan
hiicrelerde, mTORC]1 sinyalinin ve hiicre proliferasyonunun arttigi gosterilmistir.
MTORC1'in diizenlenmesinin BMALI1'in saatten bagimsiz bir islevi oldugu
diisiniilmektedir'®®. Artan mTORC]1 aktivitesi, Bmall eksikligi olan farelerde erken
yaslanma fenotipine katkida bulunur ve mTORCI1 aktivitesinin rapamisin ile
farmakolojik olarak baskilanmasi, bu farelerin omriinii arttirir. Bu verilerle uyumlu
olarak kardiyomiyosit spesifik Clock veya Bmall bozulmasi, mTORCI1 sinyalinin
aktivasyonunun artmasina neden olur!*®, BMAL1 ayrica, RICTOR ifadesinin kontrolii
yoluyla mTORC2-protein kinaz B (AKT) yolunu da diizenler™®°.

BMAL1 ve mTORCL1 yolu arasindaki bir baska 6nemli baglant1 Lipton ve ark.

151

tarafindan bildirilmistir BMALI'in, kapak baglayict kompleksi - Okaryotik

translasyon baslatma (eIF) ve uzama faktorleri (eEF) ve poliadenilat baglayici protein
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1 (PABP1) bilesenleri ile kompleks olusturdugu gosterilmistir'®. Kompleks, 7-metil
guanozine (M7-GTP) baglanir ve ¢ogu mRNA'nin 5' ucunda "kapak" benzeri bir yap1
olusturur. Bu kapak baglayici kompleksler, fare karacigerinde ve beyinde
bulunmustur. S6K1, Ser42 bolgesinden BMALL'i fosforile eder ve bu fosforilasyon,
BMALLl'in bashga bagimli translasyonda yer alan faktorlerle birlesmesi icin
gereklidir. S6K1, mTORC1 hedeflerinden biridir, bu nedenle BMAL1, mTOR'a
bagimlhi  bir sekilde “kapak”-bagimli translasyonu diizenler®™. BMAL1
transkripsiyonel bir faktor iken, translasyonu diizenleme kabiliyeti transkripsiyonel

aktivitesinden bagimsizdir'4®.

mTorC2/Rictor’un  periferik ve merkezi saat gen ekspresyonunun
diizenlenmesindeki rolii de aragtirllmistir. Karacigerde azalmis mTorC2'ye sahip
fareler (Rictor eksikligi nedeniyle), karacigerdeki ¢ekirdek sirkadiyan saat genlerinin
ekspresyonunda oOnemli bir fark gostermemistir. Viicut sicakligi ve lokomotor

152 Ote yandan, Rictor'un

aktivitedeki ritimler de bu farelerde etkilenmemistir
adipositlerde geni silinmis olan farelerde, adipositlerde birkag ¢ekirdek saat geninin
ifadesini bozulmustur. Ayrica kan basinct ve lokomotor aktivite ritimleri bu farelerde
degismistir'®,

Yeni bir caligmada, PER2'nin, sitozolde mTORCI1'i inhibe ettigi gdostermistir.
Wu ve ark.’®; PER2'nin, sitozolde mTORC1 kompleksinin ana bilesenleri olan
mTOR diizenleyici iliskili protein (RAPTOR) ve mTOR ile gii¢lii bir sekilde
etkilesime girdigini bulmuslardir. Diger analizler PER2'nin, RAPTOR, TSC1 ve
mTOR'u birlestiren, mTORC1 kompleksinin aktivitesinin baskilayan bir iskele
proteini oldugunu ortaya koymustur. Daha sonra Wu ve ark., PER2'nin protein sentezi
icin gerekli oldugunu ve otofajinin diizenlenmesinde rol oynadigini gostermek i¢in
Per2” fareleri kullanmislardir. A¢ kalmanin fare karacigerinde PER2 seviyelerinde
Oonemli bir artisa yol agtigini, buna mTORC1'in inhibisyonunun eslik ettigini ve
glukagon enjeksiyonunun bu etkileri taklit ettigini saptamislardir. Glukagon enjekte
edilen Per2” farelerde ise, hepatik mTORCI aktivitesinin baskilanmasi ortadan
kaldirilmistir. Bu bulgular, glukagonun mTORCI iizerindeki inhibitor etkileri igin

PER2'nin gerekli oldugunu gostermektedir'®*1%°,

Okazaki ve ark., fare renal karsinoma (RenCa) timorlii farelerde everolimusun
uygulama zamanina bagli olarak antitimor etkinin iyilestirilip iyilestirilemeyecegini

arastirmiglardir. Bu ¢alismada aktif fosforile mTOR ve total mTOR proteininin (ama
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mRNA’sinin degil) 24 saatlik ritim sergiledigi saptanmistir. mRNA’da gozlenmeyen
ancak proteinde olusan ritmin ubikitinasyon faktorii olan Fbxw7 (F-box with 7 tandem
WD40) araciligiyla olustugu saptanmistir. mTOR inhibitorii everolimusun mTOR’un
yiiksek oldugu periyotlar boyunca uygulanmasi, timor tasiyan farelerde sagkalimi
arttirmigtir. mMTOR hem RenCa kanser hiicrelerinde hem de fare karacigerinde gece,
yani farelerin aktif periyodunda daha yiiksektir. Saat 19:00°da uygulanan (aktif periyot)
everolimus ile sag kalimin yiikseldigi saptanmistir. Bu ¢alismada everolimus i.v. yoldan
iki farkli zamanda (7:00 ve 19:00) uygulanarak kan diizeyi tayin edilmistir, kan

diizeyinde farklilik gdzlenmemistir®®.

Zhang ve ark., everolimusun etkinliginin, ER+ meme kanseri hiicre dizisi MCF-
7'de uygulama zamanlamasina gore degisip degismedigini aragtirmigtir. Serum sokunun
ardindan MCF-7 hiicrelerinde 24 saatlik mTOR ritmi gézlenmistir ancak sirkadiyan saat
genlerinin osilasyonlart bozulmustur. Everolimusun farkli zamanda uygulanmasi serum
soku ile senkronize edilmis MCF-7 hiicrelerinde GO/G1 faz blokajinda farkli etkinlik
gostermistir. Serum sok senkronizasyonunun, MCF-7 hiicrelerinde G1 progresyon
proteinlerinin sentezini veya fosforilasyonunu ritmik olarak diizenleyerek mTOR
aktivitesinde sirkadiyan ritmi indiikledigini, bunun sonucu olarak da farkli zamanlarda

uygulanan everolimusun G1 blokaj etkinliginin degistigi gsterilmistir!*®7,

Calisma grubumuzca yapilan telemetri ¢alismasinda, everolimus ZT1, ZT7,
ZT13 ve ZT19 olmak {iizere dort farkli sirkadiyan zamanda C57BL/6J erkek ve disi
farelere iki farkli dozda (erkek farelere 5 - 10 mg/kg/giin; disi farelere 15 - 20
mg/kg/giin) oral yoldan 14 giin boyunca (subakut) uygulanmis, ilacin saglikl
hayvanlarin dinlenme-aktivite (lokomotor aktivite) ve viicut sicakligr ritimleri iizerine
etkisi in vivo gergcek zamanli olarak incelenmis, genel toksisite gostergesi olarak ilaca
bagl kilo kayiplarina ve klinik gozlemlere bakilarak ilacin en iyi (ZT13) ve en koti
(ZT1) tolere edildigi sirkadiyan zaman belirlenmistir. Ayni ¢alismada, erkek farelerin (5
mg/kg) ve disi farelerin (15 mg/kg) tolere edebildikleri dozun farkli oldugu bulunmustur
20, Bu calismalarin akabinde ZT1 ve ZT13 sirkadiyan zamanlarinda disi (15 mg/kg) ve
erkek (5 mg/kg) farelere everolimus uygulanmis ve ila¢ uygulama zamanina bagh
olarak everolimusun kronotoksisitesi yine farelerde incelenmistir. 28 giin uygulama
sonucunda mortalite erkekte %6 (1/16) ve diside %0 (6lim yok) olarak saptanmustir.
Viicut agirhgr ve organ agirliklart degisimleri, immiinolojik ve hematolojik

parametreler incelenmistir. Her iki cinsiyette de (ancak ozellikle erkeklerde) ZT1
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zamaninda kontroliine gore agirlik kayiplar1 daha fazla olmustur. Disi ve 6zellikle erkek
farelerde ZT1 zamaninda ZT13’e gore daha fazla toksisite gézlenmistir. Hem disi hem
de erkek farede timus agirliginda azalma ve timik mediiller atrofi ZT1 zamanina gore
ZT13’te daha diisiik bulunmustur. Everolimus uygulamasindan sonra erkek farelerde;
toplam 16kosit, toplam lenfosit, yardimec1 T hiicreleri ve B lenfosit sayilarinda, ZT13'te
onemli olmayan degisiklikler gozlenirken ZT1’de sirasiyla %56.9 (p<0.01), %45.5
(p<0.01), %43.1 (p<0.05) ve %48.7 (p<0.01) azalma gozlenmistir. Bu calisma ile
everolimusun kronoterapisinin tolerabiliteyi artirabilecegi ve immiin sistem toksisitesini

azaltabilecegi gdsterilmistir®8,

Everolimusun sirkadiyan farmakokinetigini incelemek amaciyla, giinde iki defa
everolimus alan kalp nakli hastalari ile ¢alisilmistir. 28 hastadan aktif (09:00 - 21:00) ve
dinlenme dénemlerinde (21:00 - 09:00) 0, 1, 2, 4, 6, 8 ve 12 saatlerinde kan 6rnekleri
almmistir. AUCo-4sa, Cmaks, Cmaks/min KOnsantrasyonu ve pik-dip dalgalanmasi dinlenme
periyodunda aktif periyoda gore anlamli derecede diisiik bulunmustur. Yarilanma 6mri,
dinlenme déneminde aktif siireye gore anlamli derecede uzundur. AUCo-12sa iSe benzer
bulunmustur. Everolimusun farmakokinetigi dinlenme déneminde gecikmis absorpsiyon
ve metabolik aktivitede azalma gibi sirkadiyan degisiklikler gosterse de; bu

degisiklikler AUCo-1252’i etkilememistir'®.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kimyasallar
Everolimus ApexBio Technology, ABD

Repaglinid Prof. Dr. Durisehvar Unal tarafindan

calismamizda kullanilmak {izere hediye edilmistir.

Takrolimus Prof. Dr. Durisehvar Unal tarafindan

calismamizda kullanilmak tizere hediye edilmistir.

Siklosporin Prof. Dr. Durisehvar Unal tarafindan

calismamizda kullanilmak tizere hediye edilmistir.

Darifenasin Prof. Dr. Durisechvar Unal tarafindan

calismamizda kullanilmak {izere hediye edilmistir.

Metanol (HPLC grade) Merck, Almanya

Asetonitril (HPLC grade) Merck, Almanya

Amonyum asetat Merck, Almanya

Orto-fosforik asit Merck, Almanya

Cinko siilfat hepta hidrat Merck, Almanya

Distile su (HPLC grade) Human Power | Scholor UV, JJS, ABD
Serum fizyolojik Eczacibasi Baxter, Tiirkiye

(izotonik sodyum kloriir soliisyonu %0,9)

Propilen glikol Tekkim, Tiirkiye

Izofluran Adeka, Tiirkiye

(Isoflurane USP, inhalasyon i¢in soliisyon 100 ml)

NucleoSpin RNA Kkiti Macherey Nagel, Almanya
ProtoScript Il First Strand cDNA Sentez Kiti New England Biolabs, ABD
Sensifast SYBR No-Rox Kit Bioline, ABD

Agaroz Research Products International, ABD



Boyalt DNA marker

RIPA hiicre par¢alama tamponu
Laemmli 6rnek hazirlama tampon
Betamerkaptoetanol

Proteaz inhibitdr karigimi
%10’luk TGX Stain-Free Fast Cast
PVDF 0,45 pm membran
Yagsiz siit tozu

Sodyum dodesil siilfat

Tris HCI

Sodyum Kloriir

Glisin

Tween 20

Hidroklorik asit

Boyali protein marker
Coomassie Brilliant Blue G-250
APS

TEMED

Akrilamid

Bisakrilamid

[zopropanol

Anti-P-gp antikoru

Anti-Lamin B1 antikoru
Anti-mouse 1gG antikoru
Anti-rabbit 1gG antikoru

ECL substrat1 (Lumiglo)

Invitrogen, ABD
Santa Cruz, ABD
Biorad, ABD
Merck, Almanya
CST, ABD
Biorad, ABD
Millipore, ABD
Applichem, Almanya
Merck, Almanya
Sigma, ABD
Merck, Almanya
Affymetrix, ABD
Affymetrix, ABD
Merck, Almanya
GangNam-Stain, Kore
Sigma, ABD
Alfa Aesar, ABD
Alfa Aesar, ABD
Affymetrix, ABD
Affymetrix, ABD
Merck, Almanya
Millipore, ABD
CTS, ABD

CTS, ABD

CTS, ABD

CTS, ABD
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3.1.2. Ekipman ve cihazlar

LC 20 Ayirma Modiilii
LC-20AT pompa
SIL AT-HT otodrnekleyici

SPD-20A UV/VIS Dedektor

Luna C8 kolon; 5 um, 150 x4.6 mm

C8 6n kolon kartusu; 4x 3 mm (id)
Oasis HLB kartus (1cc/30 mg)
Vakum Pompasi

Ekstraksiyon tablasi

Vorteks

Otomatik pipetler

108 dijital termometre

Rektal termometre probu (fare)
Paslanmaz ¢elik gavaj

CFX Connect™ RT PZR Sistemi
NanoDrop 8000 Spektrofotometre
Yatay Elektroforez Sistemi

Qubit 2.0 Fluorometre

Dikey Elektroforez

Jel Transfer Aparati

Elektroforez Gii¢ Kaynagi

Chemidoc Jel Gortintiileme Cihazi

Shimadzu, Japonya
Shimadzu, Japonya
Shimadzu, Japonya
Shimadzu, Japonya
Phenomenex, ABD
Phenomenex, ABD
Waters, ABD

KNF (Almanya)
Varian (ABD)
Benchmark, USA
Thermo, ABD

Testo, Almanya

Harvard Apparatus, ABD

Fine Science Tools, ABD

Biorad, ABD
Thermo, ABD
Biorad, ABD
Thermo, ABD
Biorad, ABD
Biorad, ABD
Biorad, ABD

Biorad, ABD
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Ultrasonik Homojenizator Sonopuls HD 2200, Almanya

Cerrahi aletler Bahadir A.S., Samsun-Tiirkiye

Santrifiij Hermle Z326K, Almanya
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Santrifiij Niive NF800, Tiirkiye
Mekanik Homojenizator Art-Miccra-D1, Almanya
Buzdolab1 (+4 °C) Argelik, Tiirkiye
Buzdolab1 (-20 °C) Argelik, Tiirkiye

Derin dondurucu (-80 °C) Esco, Singapur

3.1.3. Istatistiksel Programlar
Graphpad Prism 8.00 GraphPad Software, ABD

IBM SPSS Statistics 22 IBM, ABD

3.2. Analitik Metod Gelistirilmesi ve Validasyonu

Everolimusun biyolojik materyalden tayini i¢in yeni bir analitik tayin metodu
gelistirilmistir. Bu mettotta, mobil faz bilesimi ve pH’s1, kullanilan kolon, ekstraksiyon

metodu ve internal standart, literatiirdeki analitik metotlara gére yenilik arz etmektedir.

3.2.1. Stok ve Calisma Standart Cozeltilerinin Hazirlanmasi

10 mg everolimus 10 ml metanol ile ¢oziilerek 1000 pg/ml konsantrasyonunda
stok everolimus ¢oOzeltisi hazirlanmistir. Bu ¢ozeltiden 50, 20, 10, 5, 2, 1 ul/ml
konsantrasyonunda calisma cozeltileri elde edilmis ve 5, 2, 1, 0.5, 0.2, 0.1 pl/ml plazma
ve karaciger standartlar1 elde etmek i¢in sirasi ile 20 pl bos plazma veya karacigere

eklenmistir (toplam plazma ve karaciger homojenat hacmi 200 pl).

3.2.2. Mobil Fazin Optimizasyonu

Optimizasyona farkli oranlarda asetonitril:su kullanilarak baglanmistir. En iyi
60:40 (v/v) oraninda asetonitril:distile su karisimindan sonu¢ alinmistir. Everolimus ve
internal standart (iS) piklerinin diizgiin ¢ikmamasi nedeniyle pH ayar1 yapabilmek
amaciyla distile su yerine amonyum asetat tamponu (10 pM) kullanilmistir. pH, orto-
fosforik asit ile ayarlanmigtir. 3,5-6 arasinda denemeler yapilarak optimum pH degeri 4

olarak bulunmustur.

3.2.3. Internal Standardin Sec¢imi
Everolimusun yapisina yakin maddeler denenmistir. Bunlar; takrolimus,
siklosporin, darifenasin ve son olarak repagliniddir. Kullanilan internal standartlarin

bazilar1 kullanilan analitik metod ile hi¢ dedekte edilemezken, baz1 internal standartlarin
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kromatogramlari istenen kalitede olmamis ve madde pikleri simetrik ¢ikmamuistir. En iyi

sonug repaglinid ile alinmis ve deneylere rapeglinid ile devam edilmistir.

3.2.4. Ekstraksiyon Metodunun Optimizasyonu

Tek basina kat1 faz ekstraksiyon ve tek basina sivi-sivi ekstraksiyon denenmistir.
Ancak 6rnek kirliligi nedeniyle kombine bir metot denenmis ve bu sekilde optimizasyon
saglanmistir. Farkli protein ¢oktiirme islemleri uygulanmistir. 0,25 M ¢inko siilfat (1:9
su:metanolde, v/v) uygulanmis ve sonu¢ olarak bu c¢oOktiirme metodu segilmistir.
Coktiirme islemi ile metanol fazina gegen everolimus ve IS, HLB tipi (hydrophilic-
lipophilic balance) Oasis (Waters, ABD) kartuslardan gecirilerek, metanol ile eliie
edilmistir. Bu sekilde proteinden ve diger kirliliklerden arindirirlmis berrak c¢ozelti
numunesi kolona verilecek duruma gelmistir. Kromatografik kosullar Tablo 8’de
sunulmustur.

Tablo 8: Plazma ve karacigerden everolimus tayini i¢in gelistirilen HPLC metodunda
kullanmilan cihazlar, calismaya ait kromatografik kosullar ve calismada kullanilan

materyaller.

Parametreler Kromatografik Kosullar

. Asetonitril: 0,01 M Amonyum asetat tamponu
Mobil faz (60:40, v:v) pH:4
Akis hizt 1 ml/dak (plazma) ve 0,6 ml/dak (karaciger)
Numune 6rnekleyici sicakligt Oda sicakligi
Kolon sicaklig1 50 °C
Dalga boyu 278 nm

0,25 M g¢inko siilfat ile ¢oktirme + kat1 faz

Ekstraksiyon metodu ekstraksiyon

5 pg/ml (plazma) ve 10 pg/ml (karaciger)

Internal standart Repaglinid

Enjeksiyon hacmi 40 pl

3.2.5. Metot Validasyonu

Dogrusallik, dogruluk, hassasiyet, 0Ozgillik, deteksiyon limiti (LOD),
kantifikasyon limiti (LOQ) ve saglamlik degerleri hesaplanmigtir. Dogrusallik 5-0.1
png/ml konsantrasyonda plazma ve karaciger standartlar1 hazirlanarak test edilmistir. Bu
konsantrasyonlarda alt1 tekrarli ¢alisilarak sistem test edilmistir. R2 degeri, regresyon

denklemi ve bagil standart sapma (%RSD) hesaplanmistir.
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Glin i¢i ve gilinler arasi tekrarlanabilirlik tekrarli analizlerle test edilmistir. 5, 2,
1, 0.5, 0.2, 0.1 pl/ml konsantrasyonlarindaki everolimus kullanilarak gilinler arasi
tekrarlanabilirlik deneyi iki farkli giinde; giin i¢i tekrarlanabilirlik ise ayni giin
calisilarak gergeklestirilmistir. Geri kazanim, farkli zamanda c¢alisilan ¢ farklh
konsantrasyonun standart egriden % kag¢ oraninda dogru saptandiginin hesaplanmasi ile
bulunmustur. 5, 1, 0.5 pg/ml konsantrasyonlarda geri kazanim plazma ve karaciger
ornekleri calisilmistir. LOD ve LOQ, LOD=3.3xc/S ve LOQ=10xc/S denklemleri
kullanilarak hesaplanmistir. 6, cevabin standart sapmasidir ve S, kalibrasyon egrisinin

egimidir.
3.3. Everolimusun Kronofarmakokinetigi (Tek Doz Uygulama)

3.3.1. Deney Hayvanlari ve Senkronizasyon

Calismamizda 10-12 haftalik 13-21 g’lik disi ve 16-26 g’lik erkek C57BL/6J
soyu fareler kullanilmigtir. C57BL/6J fareler, Bezmialem Vakif Universitesi Deney
Hayvanlar1 Biriminden temin edilmis ve Istanbul Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Deney Hayvani Bakim ve Barindirma Unitesinde (EDEHAB) barindirilmis ve deneyler
gerceklestirilmistir. Fareler 4-5 tanesi bir arada olmak {iizere uygun biiytikliikteki
polikarbonat kafeslerde, standart sicaklik (22+2°C), aydinlatma (12 saat aydinlik/12
saat karanlik) ve uygun nem kosullarinda (%55+2) barindirilmistir. Deneylerden 6nce
hayvanlara su ve yem kisitlamasi uygulanmamistir. Deney giinleri ise sadece aglik
caligmasindaki hayvanlara yem kisitlamas1 uygulanmis ancak su kisitlamasi
yapilmamistir. Isik, floresan lambalar ile saglanmig her bir kafes diizeyindeki 151k
siddeti 100-150 liiks olacak sekilde ayarlanmistir. Karanlikta uygulanacak islemler, los
kirmizi 151k (7 liiks) altinda gerceklestirilmistir.

ZT13’te (15181n verilmesini takip eden 13. saat veya karanlik baslangicindan 1
saat sonraki zaman) ila¢ uygulanacak farelerin yeni 151k diizenine adaptasyonlarinin
saglanmasi i¢in 3 haftalik senkronizasyon siiresi gerekmektedir. Hayvanlarin deney
boyunca ayni senkronizasyon semasina uyularak 151tk almasi  saglanmistir.
Senkronizasyon, hayvanlarin sirkadiyan saatlerini, ilag uygulama zamanina gore (ZT1;
151k baglangicindan 1 saat sonraki zaman ve ZT13; 151k baslangicindan 12 saat veya
karanlik baslangicindan 1 saat sonraki zaman) senkronize etmek amaciyla

gerceklestirilir.
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Isik diizeni:
ZT1 grubu fareler i¢in: 07:00 — 19:00 aydinlik ve 19:00 — 07:00 karanlik
ZT13 grubu fareler i¢in: 07:00 — 19:00 karanlik ve 19:00 — 07:00 aydinlik

Senkronizasyon deney giiniinden 6nce 1 giin boyunca giinde 4 defa (7:00, 13:00,
19:00 ve 01:00 saatlerinde) rektal yoldan sicaklik Olgliimii (Testo 108 Termometre,
Harvard Apparatus) yapilarak kontrol edilmistir (Sekil 5). Viicut sicakliginin karanlik
(aktivite) — aydinlik (dinlenme) periyotlarindaki degisimi belirlenmistir. Viicut
sicakliklarimin zamana bagli degisimi tek-yonlii ANOVA ve Fourier analizleri ile
istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Fourier analizi ile giinlin degisik zamanlarinda
yapilan 6l¢iimler analiz edilerek, degisimin ritmik olup-olmadig1 degerlendirilmistir. Bu
analizler sirasi ile Graphpad Prism versiyon 8.00 (ABD) ve IBM SPSS Statistics v.22
(ABD) programlart ile yapilmistir.

Sekil 5: Dijital termometre ve rektal yoldan sicaklik 6lgmek igin prob ile farede sicaklik
Olciimii.

3.3.2. Deney Gruplari, Ila¢c Uygulamasi ve Deneysel Calismalar

Ayrmtili deney gruplari Tablo 9°da sunulmustur. Everolimus, erkek ve disi
farelere 5 mg/kg dozda ve agiz yolundan (gavaj ile) uygulanmistir. Everolimus, propilen
glikol: distile su (50:50, v/v) iginde ¢Ozlindiriilmiistiir. Everolimusun her bir deney
hayvanina 5 mg/kg dozda aglik ve tokluk (ad libitum) kosullarinda oral yoldan gavaj ile
uygulanmasi sonrasinda; 0.5, 1, 2, 4, 12 ve 24. saatlerde kalpten kan alinarak fareler
feda edilmis; karaciger, ileum, timus ve testis dokular1 ¢ikarilmistir. EDTA’h tiiplere
alinan total kan 4000 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek plazmasina ayrildi. Dokular ve
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plazma analiz giiniine kadar -80 °C’de saklanmistir. Dokular tartildiktan sonra 1:1
oraninda serum fizyolojik eklenerek mekanik homojenizator (Art-Miccra-D1, Almanya)
ile homojenize edilmis ve homojenat -20 °C’de saklanmustir. Plazma ve doku
homojenatlar1 valide edilmis HPLC-UV yontemi ile tayin edilmis ve farmakokinetik

hesaplamalar yapilmstir.

Tablo 9: Deney gruplari ve kullanilan deney hayvani sayisi.

Deney Gruplari Kisaltma Hayvan Adedi*
ZT1/erkek/ad libitum 1M ad 5*%6=30
ZT13/erkek/ad libitum 13M ad 5*%6=30
ZT1/disi/ad libitum 1F ad 5*%6=30
ZT13/disi/ad libitum 13F ad 5*%6=30
ZT1/erkek/aclik 1M aglik 5*6=30
ZT13/erkek/aglik 13M aclik 5*6=30
ZT1/disi/aghik 1F aclik 5*6=30
ZT13/disi/aglik 13F aghk 5*6=30
Toplam Hayvan Sayisi 240

*n=5 ve 6 zaman noktas1 (0.5, 1, 2, 4, 12 ve 24. saatler)

3.3.3. Plazma ve Karaciger Orneklerinin Analizi

200 pl plazma veya karaciger 6rnegi 1,5 ml’lik deney tiipline alinmustir. 20 pl IS
orneklere eklenmis ve 20 sn vortekslenmistir. Plazma ve karaciger i¢in sirasi ile 400 pl
ve 500 ul 0,25 M ¢inko siilfat (1:9su:metanol: v/v) eklenmistir. Sirasi ile 1 dk ve 4 dk
vortekslendikten sonra 4000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir. Ust faz, plazma ve
karaciger i¢in siras1 ile 400 pl ve 500 pl distile su bulunan temiz bir deney tiipiine
alimmustir. Oasis HLB kartuslar sirasi ile 1 ml metanol ve 1 ml distile su ile vakum
manifold yardimi ile sartlandiktan sonra, santrifiij sonrasi elde edilen 6rnek kartusdan
gecirilmistir. Karaciger orneklerinde, bu asamadan sonra 500 ul distile su gegirilerek
kartus yikanmistir. Vakum manifolduna temiz tiip yerlestirilerek ornekler 250 pl
metanol ile eliie edilmistir (Sekil 6). Eliie edilen 6rnek mikroinsert iceren viallere

alinarak 40 pl olarak kolona enjekte edilmistir.
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Sekil 6: Oasis HLB kartuslari, ekstraksiyon tablasi ve vakum manifold cihazi. Vakum manifold
sag taraftadir ve eksi 0,4 Bar’lik bir basing saglayarak sivi gecisini temin eder. Sol tarafta cam
ekstraksiyon tablas1 ve lizerinde HLB tipi ekstraksiyon kartuslar1 goriilmektedir.

3.3.4. ileum, Timus ve Testis Orneklerinin Analizi

fleum, timus ve testis drnekleri boyutlari kiiciik olmas1 sebebi ile karaciger gibi
analiz edilmemistir. Doku 6rneklerinin tamami kullanilmistir. Doku 6rneklerini igeren
deney tiiptine 100 pl IS eklenmis ve 1 dk boyunca vortekslenmistir. Bu karisima 100 pl
0,25 M ¢inko siilfat (1:9su:metanol: v/v) eklenmistir. Kisa vorteksten sonra ultrasonik
homojenizator (Sonopuls, Almanya) ile doku parcalanmistir. Homojenizasyondan sonra
ornek 1 dk daha vortekslenmis, ardindan 4000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir.
Proteinlerin ¢oktiiriilmesinden sonra siipernatant temiz bir deney tiipline alinmis ve 0,45
um naylon filtrelerden siiziilerek, mikroinsert iceren viallere alinmis ve 40 ul olarak

kolona enjekte edilmistir.

3.3.5. Farmakokinetik Parametrelerin Hesaplanmasi ve Istatistiksel
Degerlendirme

Plazma ve karaciger standart kromatogramlardan elde edilen pik alanlar
kullanilarak ¢izilen kalibrasyon egrisinden standartlara ait y=ax+b denklemleri elde
edilmistir. Plazma Orneklerinden elde edilen kromatogramlardan integre edilen pik
alanlari, plazma y=ax+b denklemine yerlestirilerek konsantrasyonlari hesaplanmistir.
Karaciger 6rneklerinden elde edilen kromatogramlardan integre edilen pik alanlar ise,
karaciger y=ax+b denklemine yerlestirilerek konsantrasyonlar hesaplanmistir. Ileum,
timus ve testis Ornekleri, plazma y=ax+b denklemi kullanilarak hesaplanmistir.
Everolimusun 0-24 saat i¢in tiim plazma ve dokulara ait konsantrasyonu-zaman egrisi,
Microsoft Excel ve Graphpad Prism versiyon 8.00 (ABD) programlar1 kullanilarak elde
edilmistir. 0-24. saat arasinda her zaman noktasindaki ortalama konsantrasyonlardan
elde edilen plazma konsantrasyonu-zaman egrisi kullanilarak, AUCo.24sa lineer

trapezoidal yontemine (yamuklar yontemi) gore hesaplanmistir. Cmaks V€ tmaks)
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parametreleri plazma konsantrasyonu-zaman egrisine bakilarak  saptanmistir.
Eliminasyon hiz sabiti (kel), son dort zaman noktasinin issel grafigi c¢izilerek
bulunmustur. ti, 0.693/Kei denklemi ile hesaplanmistir. Klirens (CI/F), Doz/AUChotal
denklemi ile, Vd/F ise (CI/F)/kel denklemi kullanilarak hesaplanmustir.

Gruplar arasindaki farkin istatistiksel anlamliligi Graphpad Prism versiyon 8.00
programi ile Student t-test, tek yonlii, c¢ift-yonlii ve li¢-yonlii varyans analizlerini
(ANOVA, Analysis of Variance) takiben Tukey veya Sidak post-hoc testler ile

degerlendirilmis ve p<0,05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

3.4. Zamana Bagh Subakut Everolimus Uygulamasinin P-Glikoprotein mRNA ve
Protein Diizeylerine Etkisi ve Everolimus Kronofarmakokinetigi (Tekrarh
Doz Uygulama)

3.4.1. Deney Hayvanlari ve Senkronizasyon

Calisma Bezmialem Vakif Universitesi Deney Hayvanlar1 Laboratuvarinda
gerceklestirildi. 58 adet 20-30 g agirhiginda disi ve erkek C57BL/6J soyu fareler
kullanildi. Fareler standart 1s1 (2242°C), aydinlatma (12 saat aydinlik/12 saat karanlik)
ve nem kosullarinda barindirildi. Karanlikta yapilan islemler, los kirmizi 1s1k (7 liiks)

altinda yapildi.
Isik diizeni:
ZT1 grubu fareler i¢in: 07:00 — 19:00 aydinlik ve 19:00 — 07:00 karanlik
ZT13 grubu fareler i¢in: 04:00 — 16:00 aydinlik ve 16:00 — 04:00 karanlik

3.4.2. Deney Gruplari, Ila¢c Uygulamasi ve Deneysel Calismalar

Deney gruplar1 Tablo 10’da sunulmustur:

Tablo 10: Deney gruplari ve kullanilan deney hayvani sayisi.

Deney Gruplari Kisaltma Hayvan Adedi*
ZT1 erkek kontrol IMC 7
ZT1 erkek everolimus 1IME 8
ZT13 erkek kontrol 13MC 7
ZT13 erkek everolimus 13ME 8
ZT1 disi kontrol 1FC 7
ZT1 disi everolimus 1FE 7
ZT1 disi kontrol 13FC 7
ZT1 disi everolimus 13FE 7
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Toplam Hayvan Sayisi 58

Everolimus ad libitum beslenen farelere 5 mg/kg dozda ve oral yoldan gavaj ile
uygulandi. Everolimus propilen glikol:distile su (1:1, v/v) karisimi igerisinde
¢Oziindiiriildii. Kontrol grubuna ilag icermeyen propilen glikol:distile su (1:1, v/v)
karisimi uygulandi. Everolimus 14 giin siire ile her giin bir gruba ZT1 ve diger gruba
ZT13 saatlerinde uygulandi. Klinik belirtiler, viicut agirhigi degisiklikleri ve besin

tiikketimi her giin kontrol edildi ve degisimler kayit altina alinda.
ZT1 grubu farelere her giin saat 08:00’de uygulama yapilda.

ZT13 grubu farelere her giin saat 17:00°de uygulama yapildi.

3.4.3. Farelerin Feda Edilmesi ve Dokularin Cikarilmasi

14 giinlin sonunda (15. giin) fareler kalpten kan alinarak feda edildi. Total
kandan 4000 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek plazma ayrildi ve -20 °C’de saklandi.
Karaciger ii¢ par¢a halinde izole edildi ve ayr1 ayn tartilarak -80 °C’de saklandi. Tleum
cikarilarak soguk PBS ile yikandi. Fegesten temizlenen ileum dokusunun i¢i agilarak

mukoza siyrildi ve izole edilmis mukoza -80 °C’de saklandi.

3.4.4. Plazmadan ve Dokulardan Everolimus Tayini ve Everolimus
Konsantrasyonlarinin Hesaplanmasi

14 giin everolimus uygulanan farelerde kararli diizey everolimus tayini boliim
3.3.3’te belirtilen sekilde yapilmistir. Kisaca; 200 pl plazma 1,5 ml’lik deney tiipiine
alimmustir. 20 pl IS 6rneklere eklenmis ve 20 sn vortekslenmistir. 400 pl 0,25 M ¢inko
stilfat (1:9su:metanol: v/v) eklenmis, 1 dk vortekslendikten sonra 4000 rpm’de 10 dk
santrifiij edilmistir. Ust faz, 400 pl distile su bulunan temiz bir deney tiipiine alinmistr.
Oasis HLB kartuslardan gecirilmistir. Vakum manifolduna temiz tiip yerlestirilerek
ornekler 250 pl metanol ile eliie edilmis, mikroinsert iceren viallere alinarak 40 pl
olarak kolona enjekte edilmistir. Kararli durum konsantrasyonu (Css), bolim 3.3.5’te
belirtildigi gibi 6rneklerin kromatogramlarindan integre edilen pik alanlari, plazma
y=ax+b denklemine yerlestirilerek hesaplanmistir. AUCss degeri, Css’nin doz araligiyla

(24 saat) carpilmasi ile hesaplanmaistir.
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3.4.5. mRNA ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi

3.4.5.1. Karaciger ve ileum dokularindan RNA izolasyonu

-80 °C’de saklanan karaciger dokulart ¢dziinmesine izin verilmeden havan
icerisinde s1v1 azot ile pargalandi ve NucleoSpin RNA kiti (Macherey Nagel, Almanya)
ile RNA izolasyonu yapildi. Siv1 azot ile parcalanan dokular bos eppendorf tiiplere
alinarak 350 pl hiicre pargalama tamponu ve 3,5 pl betamerkaptoetanol eklendi ve 30 sn
vorteks yapildi. Karisim NucleoSpin (Macherey Nagel, Almanya) filterelere alindi ve
11.000 devirde 1 dk santrifiij edildi. Filtre atild1, alta gegen kisim 350 ul %70 etanol ile
karistirildi. NucleoSpin kartuslarina yiiklendi ve 11.000 devirde 30 sn santrifiij edildi.
Kartusun iizerine 350 ul membrani tuzdan arindiran tampon eklendi ve 11.000 g’de 1
dk santrifiij edildi. 10 pl sulandirilmig DNAse ve 90 pl reaksiyon tamponu karistirildi.
Filtrenin tlizerine bu karisimdan 95 pl eklendi ve oda sicakliginda 15 dk inkiibe edildi.
Yikama tamponu 1°den 200 pl eklendi ve 11.000 devirde 30 sn santrifiij edildi. Yikama
tamponu II’den 600 pl eklendi ve 11.000 devirde 30 sn santrifiij edildi. Yikama
tamponu II’den 250 pl eklendi ve 11.000 devirde 2 dk santrifiij edildi. 60 ul RNAse
icermeyen distile su eklenerek 11.000 devirde 1 dk santrifiij edildi. Tiipte toplanan
¢ozelti total RNA’y1 olusturdu. Elde edilen RNA’nin miktar1 ve safligit NanoDrop 8000
(Thermo, ABD) spektrofotometre cihaziyla 6l¢iim yapilarak ng/ml olarak belirlendi.

3.4.5.2. Karaciger ve ileum dokularindan ¢cDNA sentezi

Izole edilen total RNA’lardan komplementer DNA’larinin (cDNA) sentezi igin
ProtoScript Il First Strand cDNA Sentez Kiti (New England Biolabs, ABD) kullanildi.
cDNA sentezi i¢in 1-6 pl total RNA kullanilarak cDNA reaksiyonu i¢in Tablo 11°deki

karisim hazirlandi.

Tablo 11: Hazirlanan ¢cDNA reaksiyon karisimi

Icerik Miktar
ProtoScript I Reaksiyon karisimi (2X) 10 pl
10X RT Random Primer 2ul
Ters Transkriptaz Enzim Karigimi 2 ul
ddH20 0-5 ul
RNA 1-6 pl
Toplam Hacim 20 pl

n=1 igin gosterilmistir.
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Total RNA’larin iizerine hazirlanmis olan reaksiyon karisimi eklendikten sonra
ornekler 25°C’de 5 dk, 42°C’de 60 dk, 85°C’de 5dk ve 4°C’de 5dk olacak sekilde
programlanan thermal cycler PZR cihazina yerlestirildi. Reaksiyon siiresinin sonunda
elde edilen cDNA ornekleri gen ekspresyonlarini belirleme asamasi i¢in yapilacak qRT-

PZR islemine gegilene kadar -20°C’de muhafaza edildi.

3.4.5.3. Karaciger ve ileum dokularindan Abcbla ve Abcblb mRNA ekspresyon
diizeylerinin belirlenmesi

Elde edilen cDNA’lardan hedef genler Abcbla ve Abcblb mRNA seviyesindeki
azalis veya artis oranlar1 referans gen (36b4) ekpresyonu ile kiyaslanmasi sonrasinda
saptand1. Bunun i¢in, Tablo 12’de gosterilen primerler Abcbla, Abcblb ve p-aktin
genlerine 6zgiil olarak tasarlanip sentezlettirildi. Bu genlere 6zgiil liyofilize halde gelen
primerler son konsantrasyonlar1 100uM olacak sekilde PZR safligindaki su ile ¢oziilerek
ana stoklar1 hazirlandi. Hazirlanan stoktan 1/10 diliisyon yapilarak 10uM final
konsantrasyonlardaki ara stoklar olusturuldu. Tasarlanan primerlerin erime sicakliklar

(Tm) gradient PZR yapilarak belirlendi.

Tablo 12: Primer dizileri ve erime sicakligi degerleri.

Gen Primer Dizisi Tm

Ileri: AAT GTT TCG TTA TGC AGG TTG GC
Abcbla ) 59 °C
Geri: TGG CTC TTT TAT CGG CCT CAC

fleri: GAG ACA GGA TAT AAG CTG GTT CG
Abcblb 61 °C
Geri: CGC CCC TTT AAC ACT AGAAGCA

26b4 [leri: TGA GAT TCG GGA TAT GCT GTT GG 61 °C
Geri: CGG GTC CTAGAC CAG TGT TCT

Her bir 6rnek igin 6 pl distile su, 1 ul ileri primer, 1 ul geri primer, 10 ul
SensiFAST SYBR Mix (Bioline, ABD) eklenerek mikrosantrifiij tiipine konuldu.
Hazirlanan PCR karisimi vortekslenerek her bir drnek i¢in lightcycler kapiller tiiplere
18 pl olacak sekilde aktarildi ve 2 ul cDNA 6rnekleri eklendi. Termal dongii, 95°C’de 2
dk 1 siklus 6n denatiirasyonun ardindan toplam 40 siklusluk 95°C’de 5 sn denatiirasyon,

her primere 6zgii Tm’ye gore 10 sn baglanma ve 72°C’de 20 sn sentez ile tamamlandi.

SYBR Green hidrolizine bagli floresan artig1 goriilen inceleme 6rneklerinden
elde edilen grafiklerdeki cycle of threshold (CT) verileri degerlendirildi. mRNA

ekspresyon degerlerinin belirlenmesi i¢cin JRT-PZR deneylerinde kullanilan 58 6rnegin
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her biri ikili olarak calisildi ve elde edilen CT degerlerinin ortalamasit alindi. Genlerin
artis, azalis oranlar1 2-AACt (hedef gen-referans gen) yontemi kullanilarak hesaplandi.

Y ontem formiilii;
ACT= CT(hedef) — CT(referans)

AACT=2"ACT = Uriin miktar1 orani

3.4.6. Protein ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi

3.4.6.1. Karacigerden protein izolasyonu

-80 °C’de saklanan karaciger dokulart ¢dziinmesine izin verilmeden havan
igcerisinde sivi azot ile pargalandi, ¢cok ince toz haline getirildi. Hiicreleri pargalayan
tampon c¢ozelti (RIPA, Santa Cruz, ABD) ve proteaz inhibitdér kokteyl karisimi
icerisinde en az bir gece -80 °C’de bekletildi. Sonikatdr ile iyice pargalandiktan sonra
sogutmali santrifiijde +4 °C’de 30 dk 14000 rpm’de santrifiij edildi. Ust faz ayr1 bir
eppendorf tiipiine alindi ve -80 °C’de saklandi. Total protein konsantrasyonu Qubit 2.0

Fluorometer (Thermo, ABD) cihazi ile dlgiildii.

3.4.6.2. Ileumdan protein izolasyonu

-80 °C’de saklanan dokular Tris-HCI (0,01 M, pH 7.4) ve proteaz inhibitor
kokteyl karisimi icerisine alindi, vorteks yapildiktan sonra sonikator ile iyice parcalandi.
Bir gece -80 °C’de bekletildikten sonra sogutmali santrifiijde +4 °C’de 40 dk 15000
rpm’de santrifiij edildi. Tekrar Tris-HCI eklenerek vorteks ve sonikasyon yapildi. Ayni
grup ornekler miktar1 ¢ogaltmak igin birlestirildi. Total protein konsantrasyonu Qubit
2.0 Fluorometer (Thermo, ABD) cihazi ile 6lgildii.

3.4.6.3. Western Blotting Islemi

Jel elektroforezinde kullanilan tampon ¢ozeltiler Tablo 13’te belirtilmistir.

Tablo 13: Jel elektroforezi icin kullamlan tamponlarin icerik ve miktarlar

Tampon Hazirlamisi
4X Ayristirict Tampon (1.5 M Tris/HCL pH: 8.8; %0.4 SDS)
18.2 g Tris/HCL + 0.4 g SDS distile su igerisinde
coziilerek 100 ml’ ye tamamlanir.
4X Yigict Tampon (0.5 M Tris/HCL pH: 6.8; %0.4 SDS)
6.1 g Tris/HCL + 0.4 g SDS distile su icerisinde ¢oziilerek

100 ml’ ye tamamlanir.
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10X Yiiriitme Tamponu 30 g Tris baz + 144 g Glisin + 10 g SDS + 4.5 ml
konsantre HCI toplam hacim 1L olacak sekilde ¢6ziiliir.
Tampon ¢aligma esnasinda distile suyla 1x

konsantrasyonuna getirildi.

Konsantrasyonlar1 tayin edilen protein 6rnekleri 2X Laemmli tampon ¢ozelti
(Biorad, ABD) ile esit miktarda karistirilarak 95 °C’de 5 dk 1sitic1 blok igerisinde
inkiibe edildi ve sonrasinda buza alindi. Proteinlerin ayristirilmast i¢in %10’luk TGX
Stain-Free FastCast jellere (Biorad, ABD) ilk kuyusuna boyali marker devaminda
protein ornekleri yiiklenerek 120V’de 2 saat siireyle yiiriitiildii. Proteinlerin ayristiginin

belirlenmesinin ardindan transfer agsamasina gegildi.

Transfer basamagi i¢in gerekli tamponlarin hazirlaniglar1 Tablo 14°te gosterilmistir.

Tablo 14: Transfer asamasi icin kullanilan tamponlarin icerik ve miktarlar:

Tampon Hazirlamisi
Transfer Tamponu 40ml 5X Trans Blot Turbo Transfer tamponu + 40ml
Metanol + 80ml distile su
20X TBS 48.8gr Tris Baz + 160gr NaCl + 800ml Distile su, pH
7.6’ya ayarlandiktan sonra tampon 1L’ye tamamlandi.
+4°C’de muhafaza edildi.
IX TBST 50ml 20X TBS + 950ml distile su + %0,2 Tween-20

Jel elektroforez islemi tamamlanmadan 15dk kadar 6nce 3 ayr1 kiivete sirasiyla metanol,
distile su ve 1X transfer tamponu eklendi. Jelin biiyiikligiine gore kesilmis 0.45um
gozenek biiylikligi olan PVDF membrane (Millipore, ABD) 2dk arayla tamponlarda
bekletilerek aktive edildi. Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra jel filtre kurutma
kagitlari ve membran arasina yerlestirilerek transfer i¢in sandvi¢ modeli olusturuldu.
Biorad soguk transfer aparatina ile 100 mA’da 10 saatte proteinler jelden membrane
transfer edildi. Transfer tamamlandiktan sonra membran spesifik olmayan reaksiyon
odaklarinin bloke edilmesi amaciyla 1X TBST ile hazirlanmis %5 yagsiz siit tozu

soliisyonu i¢inde 4°C’de bir gece bekletildi.

Primer ve sekonder antikorlar 1X TBST ile %5 yagsiz siit tozu soliisyonu i¢inde
P-gp 1:250, Lamin Bl 1:4000, Anti-mouse IgG 1:2000 ve Anti-rabbit IgG 1:2000
olacak sekilde hazirlandi. Primer antikor inkiibasyon +4°C’de bir gece uygulandi ve
sonrasinda membran 1X TBST ile 5 defa 5dk 80 devirde calkalayici ile yikandi.

Ardindan sekonder antikor inkiibasyonu oda sicakliginda 1 saat siireyle uygulandi ve
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membran 1X TBST ile 5 defa 5dk 80 devirde calkalayici ile yikandi. Kemiliiminesan
goriintiileme i¢in LumiGlo ECL kiti (CTS, ABD) igerisindeki substratlar 1:1 oraninda
karistirilarak, asetat kagidi {izerine alinan membrana eklendi. 1 dakika inkiibe edildikten
sonra membran biiyiikliigiinde kesilmis asetat kagidi ile membran hava kalmayacak
sekilde kapatilarak Biorad Chemidoc Jel Goriintiilleme Sistemi ile goriintiileme saglandi.
Western blotlama sonucunda elde edilen bantlarin derecelendirilmesi ImageJ] programi

ile belirlendi.

3.4.7. istatistiksel Analiz

Gruplar arasindaki farkin istatistiksel anlamliligi1 Graphpad Prism versiyon 8.00
programi ile Student t-test, tek yonli, ¢ift-yonli ve li¢-yonlii varyans analizlerini
(ANOVA, Analysis of Variance) takiben Tukey veya Sidak post-hoc testler ile

degerlendirilmis ve p<0,05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Validasyon sonuclari

4.1.1. Plazma HPLC metodu validasyon sonuglari

Everolimusun plazmadan kantifikasyonu i¢in kullanilan metodun validasyon
sonuglar1 Tablo 15°te sunulmustur. Everolimus plazmada 100 — 5000 ng/ml
konsantrasyon araliginda dogrusal bulunmustur. Plazma everolimus kalibrasyon egrisi
Sekil 7°de sunulmustur. Giin i¢i ve giinler arasi tekrarlanabilirlik degerlerinin %
varyasyon katsayis1 (%CV) degerleri %10’dan diisiik bulunmustur. 5 pg/ml, 1 pg/ml,

0,5 png/ml konsantrasyonlar i¢in geri kazanim degerleri %100°e ¢ok yakindir.

Tablo 15: Plazmadan everolimus tayini igin gelistirilen HPLC metodunun validasyon verileri.

Parametreler Kromatografik Kosullar
Dogrusallik araligi (ng/ml) 100 — 5000

R? degeri 0,9978

Regresyon denklemi y =1,6226x + 0,04

LOD (ng/ml) 2,49

LOQ (ng/ml) 7,55

Giin i¢i tekrarlanabilirlik (%CV) n=6 4,87

Giinler aras1 tekrarlanabilirlik (%CV) n=6 3,97

Geri kazanim (5 pg/ml, 1 pg/ml, 0,5 ug/ml) %98.5, %98.3, %100.2

Alikonma zamani (dk; IS ve everolimus igin
5,6 ve 14,3
sirayla)

LOD: dedeksiyon limiti (limit of detection); LOQ: kantifikasyon limiti (limit od quantification);
%CV: varyasyon katsayisi (coefficient of variation); IS: i¢ (internal) standart

Kalibrasyon EJrisi

y = 1,6226x + 0,04
R?=0,9978

Everolimus/IS Pik Alani
O =2 MNWkAEAOOO 0O

0 1 2 3 4 5 6
Konsantrasyon (pg/ml)

Sekil 7: Everolimus plazma standartlarinin pik alani-konsantrasyon kalibrasyon egrisi.
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Plazma validasyon verilerine gore, everolimusun plazmadan tayin metodunun
tekrarlanabilir oldugu valide edilmistir. Validasyon calismalarinda kullanilan bos
plazma ve everolimus ve IS eklenmis plazma standartlarina ait 6rnek kromatogramlar

Sekil 8 ve 9’da sunulmustur.
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Sekil 8: Fare bos plazma o6rneklerinin ekstraksiyonu ve HPLC sistemine enjeksiyonu ile elde
edilen kromatogram. Everolimusa ve internal standart rapeglinide ait pik gézlenmemistir.
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Sekil 9: Fare plazmasina spike edilen everolimus standardi (5 pg/ml) ve internal standart
repaglinide (5 pg/ml) ait kromatogram. Alikonma zamani rapeglinid i¢in 5,6 dakika ve
everolimus icin 14,3 dakika olarak saptanmistir.

4.1.2. Karacigerden HPLC metodu validasyon sonuclari

Everolimusun fare karacigerinden kantifikasyonu i¢in kullanilan metodun
validasyon sonuglart Tablo 16°da sunulmustur. Everolimus karaciger homojenatinda
100 — 5000 ng/ml konsantrasyon aralifinda dogrusal bulunmugstur. Karaciger
everolimus kalibrasyon egrisi Sekil 10’da sunulmustur. Giin i¢i ve giinler arasi
tekrarlanabilirlik degerlerinin %CV degerleri %10°dan diisiik bulunmustur. 5 pg/ml, 1
png/ml, 0,5 pg/ml konsantrasyonlar i¢in geri kazanim degerleri %100’e ¢ok yakindir.
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Tablo 16: Karacigerden everolimus tayini i¢in gelistirilen HPLC metodunun validasyon

verileri.
Parametreler Veriler
Dogrusallik aralig1 (ng/ml) 100 - 5000
R? degeri 0,9994
Regresyon denklemi y =1,7459x + 0,193
LOD (ng/ml) 7,01
LOQ (ng/ml) 21,26
Giin i¢i tekrarlanabilirlik (%RSD) 1,12
Glinler arasi tekrarlanabilirlik (%RSD) 4,40
Geri kazanim (5 pg/ml, 1 pg/ml, 0,5 pg/ml) 2099,39, %98,41, %96,26

Alikonma zamani (dakika olarak; IS ve everolimus i¢in
5,6 ve 14,3
sirayla)

LOD: dedeksiyon limiti (limit of detection); LOQ: kantifikasyon limiti (limit od quantification);
%CV: varyasyon katsayisi (coefficient of variation); IS: i¢ (internal) standart

Kalibrasyon Egrisi

y =1,7459x + 0,193
R?*=0,9994

Everolimus/IS Pik Alani
O=_2MNWRROO~NOOO

o
-

2 3 4 5 6
Konsantrasyon (pg/ml)

Sekil 10: Everolimus karaciger standartlarinin pik alani-konsantrasyon kalibrasyon egrisi.
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Sekil 11: Bos karaciger homojenatlarinin ekstraksiyonu ve HPLC sistemine enjeksiyonu ile elde
edilen kromatogram. Everolimusa ve internal standart rapeglinide ait pik gézlenmemistir.
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Karaciger validasyon verilerine gore bu raporda sunulan everolimusun karaciger
numunelerinden tayin metodu tekrarlanabilir bulunmustur. Validasyon calismalarinda
kullanilan bos karaciger ve everolimus ve IS eklenmis karaciger homojenati

standartlarina ait 6rnek kromatogramlar Sekil 11 ve 12°de sunulmustur.
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Sekil 12: Fare karaciger homojenatina spike edilen everolimus standardi (5 pg/ml) ve internal
standart repaglinide (5 pg/ml) ait kromatogram. Alikonma zamani rapeglinid i¢in 5,6 dakika ve
everolimus i¢in 14,3 dakika olarak saptanmustir.

4.2. Everolimusun Kronofarmakokinetigi (Tek Doz Uygulama)

Yapilan in vivo ¢alismalarda kullanilan fare agirliklar erkeklerde 22,4 + 2,5 g ve
disilerde 18,1 + 1,5 g olarak belirlenmistir. ila¢ uygulanmas1 sonrasinda everolimusa
bagli herhangi bir advers etki gozlenmemistir. Huzursuzluk, salya akmasi ve
piloereksiyon gibi agr1 belirtileri ve everolimusa bagli gelisebilecek bulanti, kusma,
diyare gibi yan etkiler deneye alinan farelerde gozlenmemistir. Bu ¢aligmamizda akut

uygulama yapilmstir ve deneylerde higbir fare kaybedilmemistir.

4.2.1. Viicut Sicakhiga Olgiimleri

Calismada sirkadiyan ritmin bir biyobelirteci olan viicut sicakligi ritimleri
deneyden onceki bir giin giinde 4 defa Olgiilerek kayit altina alinmistir. Gece aktif
(noktiirnal) olan farelerin karanlik periyodunda, beklendigi gibi viicut sicakliginin artis
gosterdigi saptanmustir. Erkek ve disi farelere ait ZT1 ve ZT13 zamaninda yapilan
Olctimlerde viicut sicakliklarinin aktivite yani karanlik periyodunda farelerin dinlenme
periyoduna gore (glindiiz) daha yiiksek oldugu goriilmektedir (Sekil 13). Tiim gruplarda
viicut sicakligr degisimi tek-yonlit ANOVA ile istatistiksel olarak anlamli (p<0,0001) ve
Fourier analizi ile ritmik (p<0,0001) bulunmustur.
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Sekil 13: Viicut sicakliginin karanlik (aktivite) — aydinlik (dinlenme) periyotlarindaki degisimi.

4.2.2. Everolimusun Plazma Konsantrasyon Verileri ve Farmakokinetik
Parametreleri

Everolimusun oral yoldan uygulanmasi sonrasinda Cmaks V€ tmaks degerleri
uygulama zamani ve cinsiyete gore degismektedir. Tiim deney gruplarinda son numune
toplama noktasi olan 24. saatte everolimus konsantrasyonu plazmada saptanabilmistir.
Bu da son numune toplama noktasinin dogru olarak secildigini gostermektedir. Plazma
konsantrasyon-zaman grafikleri tiim gruplar ig¢in karsilastirmali olarak asagida
sunulmustur (Sekil 14-15).

ZT1 ve ZT13 zamanlarinda ad libitum beslenen erkek farelere oral yoldan 5
mg/kg everolimus uygulanmasini takiben elde edilen plazma konsantrasyon-zaman
grafikleri degerlendirildiginde, 0,5. (p<0,0001), 1. (p<0,0001), 2. (p<0,01) ve 4.
(p<0,001) saatlerde plazma everolimus konsantrasyonunun 13M ad grubunda 1M ad
grubuna gore yiiksek oldugu goriilmektedir, 12. ve 24. saatlerde fark yoktur. ZT13

zamaninda uygulamada 30. dakikada en yiiksek degerlere ulasilmis elde edilen Crmaks
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degerlerinin (tmaks=0,5.sa; 2,754+0,227 pg/ml) ZT1’e gore (tmaks=2.sa; 1,62+0,109
png/ml) yiiksek oldugu goriilmektedir. ZT1 zamaninda ise 2. saatin sonunda en yiiksek
plazma degerleri elde edilmistir (Sekil 14A).
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Sekil 14: ZT1 ve ZT13 zamanlarinda ad libitum beslenen erkek (A) ve disi (B) farelere oral
yoldan 5 mg/kg everolimus uygulanmasini takiben elde edilen plazma konsantrasyon-zaman
grafikleri. iki-yonlii ANOVA; ** p<0.01; *** p<0.001; **** n<0.0001. Ort + SEM.

Diger taraftan, disi farelere farkli zamanda uygulanan everolimusun tmaks
degerleri farkli olsa bile (1F ad: 1. sa ve 13F ad: 0,5. sa) benzer bir kinetik profil ¢izdigi
goriilmekte olup Cmaks degerleri arasinda anlamli bir fark yoktur (1F ad: 2,674+0,406
ug/ml ve 13F ad: 3,384+0,768 pg/ml, p>0,05). 1. saatte plazma everolimus
konsantrasyonunun 13F ad grubunda 1F ad grubuna gore yiiksek oldugu goriillmektedir
(p<0,01) (Sekil 14B).

Ad libitum beslenen disi ve erkek farelere ZT1 zamaninda ilag uygulanmasini
takiben 2 saat igerisinde en yliksek everolimus plazma konsantrasyonlarina erisilmis ve
sonrasinda ila¢ diizeyleri 24. saate kadar kademeli olarak azalmistir. ZT1 zamaninda
disi farelerde saptanan maksimum ilag konsantrasyonu erkek farelere gore daha fazla
olmustur (1M ad Cmaks 1,624+0,109 pg/ml, 1F ad Cmaks 2,674+0,406 pg/ml, p>0,05). 0,5.
(p<0,0001) ve 1. (p<0,05) saatlerde plazma everolimus konsantrasyonunun 1F ad

grubunda 1M ad grubuna gore yiiksek oldugu goriilmektedir.

ZT13 zamaninda ise, her iki cinsiyete uygulanan everolimus plazma
konsantrasyonunun 1. Saatte (p<0,001) disilerde yliksek oldugu saptanmistir. Ancak
Cmaks diizeyleri arasinda anlamli bir fark bulunmamistir (13M ad: 2,754+0,227 ug/ml ve
13F ad: 3,384+0,768 pg/ml, p>0,05).
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Sekil 15: ZT1 ve ZT13 zamanlarinda a¢ birakilan erkek (A) ve disi (B) farelere oral yoldan 5
mg/kg everolimus uygulanmasini takiben elde edilen plazma konsantrasyon-zaman grafikleri.
Iki-yonlii ANOVA,; *,p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001. Ort + SEM.

ZT1 ve ZT13 zamanlarinda a¢ birakilan erkek farelere oral yoldan 5 mg/kg
everolimus uygulanmasini takiben elde edilen plazma konsantrasyon-zaman grafikleri
degerlendirildiginde; ZT1 ve ZT13 zamanlarinda siras1 ile 0,5 ve 1. saatlerde Cmaks’a
erisilmistir. ZT13 zamaninda 1. saatte (p<0,001) ZT1’e gore istatistiksel olarak anlamli
bir yiikselme gozlenmesine ragmen Cmaks degerlerinde anlamli bir fark bulunmamaistir

(1M aglik: 2,314+0,247 pg/ml ve 13M achik: 2,953+0,222 pg/ml, p>0,05) (Sekil 15A).

Aclik grubu disi farelerde ise; ZT1 ve ZT13 zamanlarinda siras1 ile 2. ve 1.
saatlerde en yiiksek konsantrasyona erisilmistir. ZT13 zamaninda 1. saatte (p<0,05)
ZT1’e gore istatistiksel olarak anlamli bir yiikselme gozlenmesine ragmen Cmaks
degerlerinde anlamli bir fark bulunmamistir (1F a¢lik: 2,25+0,135 pg/ml ve 13F ag¢lik:
2,940,256 pg/ml, p>0,05) (Sekil 15B).

ZT1 zamaninda ve aglik kosullarinda uygulanan everolimusun erkek farelerde
Cmaks degeri 2,314+0,247 pg/ml (tmaks=0,5.52) iken disi farelerde bu deger 2,254+0,135
ug/ml (tmaks=2.sa) olarak goriilmektedir. 1M aglik ve 1F aglik plazma konsantrasyon
zaman grafiginde zaman noktalar1 arasinda ve Cmaks degerlerinde anlamli fark
bulunmamistir. ZT13 zamaninda aclik gruplarinda plazma everolimus zaman grafiginde
her iki grupta Cmaks’a ulagsma siiresi 1. saattir. 13M a¢lik Cmaks degeri 2,953+0,222
ug/ml iken 13F a¢lik Cmaks degeri 2,940,256 pg/ml “dir. 13M aglik ve 13F aglik plazma
konsantrasyon zaman grafiginde zaman noktalar1 arasinda ve Cmaks degerlerinde

anlamli fark bulunmamuistir.

Ad libitum ve aclik gruplar karsilastirildiginda; ZT1 grubu erkek farelerde aglik

kosullarinda everolimusun tokluk kosullarina goére, her zaman noktasinda daha yiiksek
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plazma konsantrasyonu olusturdugu goriilmektedir. 1M ad ve 1M aglik gruplar
arasindaki bu fark 0,5. (p<0,0001) ve 4. (p<0,05) saatlerde istatistiksel olarak
anlamlidir, ancak Cmaks degerleri arasinda fark yoktur. 13M ad ve 13M aglik gruplarinin
plazma everolimus konsantrasyon-zaman grafikleri karsilastirildiginda beslenmenin bu
gruplar arasinda bir fark olusturmadig1 goriilmektedir. Ayni sekilde disi gruplarinda da
aclik-tokluk durumu everolimusun plazma konsantrasyonlarini degistirmemistir. 1F ad
ve 1F achk gruplarn arasinda ve 13F ad ve 13F aglik gruplar1 arasinda zaman
noktalarinda ve Cmaks degerlerinde fark bulunmamistir. Tim gruplarin plazma

everolimus konsantrasyon zaman grafikleri karsilatirmali olarak Sekil 16’da

sunulmustur.
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Sekil 16: ZT1 ve ZT13 zamanlarinda a¢ birakilan farelere oral yoldan 5 mg/kg everolimus
uygulanmasini takiben elde edilen karsilastirmali plazma konsantrasyon-zaman grafikleri. iki-
yonlit ANOVA; *, #,8,p<0.05; *; ZT1 vs ZT13, #; erkek vs disi, $; ad libitum vs aglik. Ort +
SEM.

0.-24. saat arasinda egri altinda kalan alan (AUCo-24) degerlerine bakildiginda en
belirgin farklililk 1M ad grubunda gozlenmektedir. Diger tiim gruplara gore AUCo-24
daha disiik bulunmustur. Erkek ve disi ad libitum gruplarmin (Sekil 17A) iki-yonlii
ANOVA ile karsilastirilmast sonucu ZT fonksiyonu (p=0.048) istatistiksel olarak
anlamlt bulunmasina ragmen Sidak post-hoc test ile gruplar arasi anlamlilik
bulunmamustir. Cinsiyet ve ZT*Cinsiyet, fonksiyonlar1 anlamli degildir (p>0,05). Bu da
ad libitum gruplarinin  AUCo.24 degerlerinde goriilen istatistiksel farkin ZT’den
kaynaklandigim1 gdstermektedir. Erkek ve disi aclik gruplarmin (Sekil 17B) iki-yonlii
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ANOVA ile karsilastirilmasi sonucu ZT’ye ve Cinsiyet’e bagl bir fark gézlenmemistir.
Erkek ad libitum ve aglik gruplarinin (Sekil 17C) iki-yonlit ANOVA ile karsilagtirilmasi

sonucu ZT fonksiyonu istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,0138). FS and

ZT*FS, fonksiyonlar1 anlamli degildir (p>0,05). Disi ad libitum ve aglik gruplarinin
(Sekil 17D) iki-yonliit ANOVA ile karsilastirilmasi sonucu ZT’ye ve FS’ye baglh bir

fark gozlenmemistir. Tiim gruplar arasindaki fark ZT'nin bir fonksiyonu olarak ti¢-yonlii
ANOVA ile istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,022). ZT*FS, ZT*Cinsiyet,
ZT*FS*Cinsiyet ve diger etkilesimler anlamli degildir (p>0,05) (Sekil 18).
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Sekil 17: ZT1 ve ZT13 zamanlarinda ad libitum beslenen (A) veya ag birakilan (B) erkek (C) ve
disi (D) farelere oral yoldan 5 mg/kg everolimus uygulanmasini takiben elde edilen plazma

AUC.24 verileri. Iki-yonlii ANOVA; Ort + SEM.
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Sekil 18: ZT1 ve ZT13 zamanlarinda ad libitum beslenen veya a¢ birakilan farelere oral yoldan

5 mg/kg everolimus uygulanmasini takiben elde edilen plazma AUCo.4 verileri. Ug-yonlii
ANOVA,; Ort + SEM.
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Sekil 19: ZT1 ve ZT13 zamanlarinda ad libitum beslenen (A) veya ag birakilan (B) erkek (C) ve
disi (D) farelere oral yoldan 5 mg/kg everolimus uygulanmasini takiben elde edilen plazma
AUCiota Verileri. Tki-ydnlii ANOVA,; Ort = SEM.

Total egri altinda kalan alan (AUCtotal) degerlerine bakildiginda; beklendigi gibi
AUC.24 degerleri ile benzerdir. Erkek ve disi ad libitum gruplarmin (Sekil 19A) iki-
yonliic ANOVA ile karsilastirilmasi sonucu ZT fonksiyonu istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur (p=0.0297). Cinsiyet ve ZT*Cinsiyet, fonksiyonlart anlamli degildir
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(p>0,05). Erkek ve disi aglik gruplarmin (Sekil 19B) iki-yonlii ANOVA ile
karsilastirilmasi sonucu ZT’ye ve Cinsiyet’e bagl bir fark gézlenmemistir. Erkek ad
libitum ve aclik gruplarinin (Sekil 19C) iki-yonlii ANOVA ile karsilastirilmasi sonucu
ZT fonksiyonu istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0.0174). FS and ZT*FS,
fonksiyonlart anlamli degildir (p>0,05). Disi ad libitum ve aglik gruplarmin (Sekil 19D)
iki-yonli ANOVA ile karsilastirilmasi sonucu ZT’ye ve FS’ye bagh bir fark
gbzlenmemistir. Tim gruplar arasindaki fark ZT'nin (p=0,0094) bir fonksiyonu olarak
tic-yonlic ANOVA ile istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. ZT*FS, ZT*Cinsiyet,
ZT*FS*Cinsiyet ve diger etkilesimler anlamli degildir (p>0,05) (Sekil 20).
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Sekil 20: ZT1 ve ZT13 zamanlarinda ad libitum beslenen veya ag birakilan farelere oral yoldan
5 mg/kg everolimus uygulanmasini takiben elde edilen plazma AUCiw Verileri. Ug-yonli
ANOVA; Ort + SEM.

Tiim gruplarin plazma yarilanma 6mrii verilerine bakildiginda tiim gruplarin
plazma yarilanma omriiniin (t1/2) benzer oldugu goriilmektedir. Erkek ve disi ad libitum
gruplarinin (Sekil 21A) iki-yonliit ANOVA ile karsilastirilmast sonucu ZT ve Cinsiyet’e
bagl bir fark gozlenmemistir. Erkek ve disi aglik gruplarmin (Sekil 21B) iki-yonli
ANOVA ile karsilastirilmas: sonucu ZT ve Cinsiyet’e bagh bir fark gézlenmemistir.
Erkek ad libitum ve aglik gruplarinin (Sekil 21C) karsilastirilmasi sonucu ZT ve FS’ye
bagli bir fark gdzlenmemistir. Disi ad libitum ve aglik gruplarinin (Sekil 21D) iki-yonli
ANOVA ile karsilastirilmasi sonucu ZT ve FS’ye bagh bir fark gézlenmemistir. Tiim
gruplar arasindaki fark ti¢c-yonliit ANOVA ile degerlendirildiginde ZT, Cinsiyet ve
FS’ye bagl istatistiksel bir fark bulunmamistir (Sekil 22).
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Sekil 21: ZT1 ve ZT13 zamanlarinda ad libitum beslenen (A) veya ag birakilan (B) erkek (C) ve
disi (D) farelere oral yoldan 5 mg/kg everolimus uygulanmasini takiben elde edilen plazma ty.
verileri. Iki-yonlit ANOVA; Ort + SEM.
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Sekil 22: ZT1 ve ZT13 zamanlarinda ad libitum beslenen veya a¢ birakilan farelere oral yoldan
5 mg/kg everolimus uygulanmasimi takiben elde edilen plazma ty, verileri. Ug-yonlii ANOVA,;
Ort + SEM.
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Sekil 23: ZT1 ve ZT13 zamanlarinda ad libitum beslenen (A) veya ag birakilan (B) erkek (C) ve
disi (D) farelere oral yoldan 5 mg/kg everolimus uygulanmasini takiben elde edilen plazma total
Klirens (CI/F) verileri. Iki-yonlit ANOVA; *,p<0.05; *; ZT1vs ZT13. Ort + SEM.

Tim gruplarin plazma CI/F verilerine bakildiginda 1M ad CI/F’nin diger
gruplara gore daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Ad libitum erkek ve disi gruplarinin
(Sekil 23A) iki-yonliit ANOVA ile karsilagtirilmasi sonucu ZT (p=0,0094) ve Cinsiyet
(p=0,0259) fonksiyonlar1 istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. ZT*Cinsiyet
fonksiyonu anlamli degildir (p>0,05). IM ad CI/F degeri, 13M ad grubuna gore anlamli
olarak yiiksektir (p=0,0256; iki-yonliit ANOVA, Sidak post-hoc test).

Erkek ve disi aghk gruplarmin (Sekil 23B) iki-yonli ANOVA ile
karsilastirilmast sonucu ZT ve Cinsiyet’e bagl bir fark gézlenmemistir. Erkek ad
libitum ve aclik gruplarinin (Sekil 23C) iki-yonlit ANOVA ile karsilastirilmast sonucu
ZT fonksiyonu istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,007). FS ve ZT*FS
fonksiyonlart anlamli degildir (p>0,05). Disi ad libitum ve aglik gruplariin (Sekil 23D)
iki-yonlii ANOVA ile karsilagtirilmasi sonucu ZT ve FS’ye bagh bir fark
gbzlenmemistir. Tiim gruplar arasindaki fark ZT (p=0,0039) ve Cinsiyet’in (p=0,0119)
bir fonksiyonu olarak iig-yonliic ANOVA ile istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
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ZT*FS, ZT*Cinsiyet, ZT*FS*Cinsiyet ve diger etkilesimler anlamli degildir (p>0,05)
(Sekil 24).
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Sekil 24: ZT1 ve ZT13 zamanlarinda ad libitum beslenen veya a¢ birakilan farelere oral yoldan
5 mg/kg everolimus uygulanmasini takiben elde edilen plazma CI/F verileri. Ug-yonlii
ANOVA; * p<0.05; *; ZT1vs ZT13. Ort + SEM.
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Sekil 25: ZT1 ve ZT13 zamanlarinda ad libitum beslenen (A) veya ag birakilan (B) erkek (C) ve
disi (D) farelere oral yoldan 5 mg/kg everolimus uygulanmasini takiben elde edilen plazma
dagilim hacmi (Vd/F) verileri. Iki-yénlii ANOVA; *®p<0,05; **# p<0,01 *; ZT1 vs ZT13, *
erkek vs disi, %; ad libitum vs aclik. Ort + SEM.
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Tim gruplarin plazma Vd/F verilerine bakildiginda; CI/F sonuglarinda oldugu
gibi 1M ad Vd/F degerinin diger gruplara gore daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Ad
libitum gruplarinin (Sekil 25A) iki-yonli ANOVA ile karsilastirilmasi sonucu ZT
(p=0,0135), Cinsiyet (p=0,027) ve ZT*Cinsiyet (p=0,0332) fonksiyonlar1 istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur. 1M ad Vd/F degeri, 1F ad grubuna gore anlamli derecede
yiiksektir (p=0,0044; iki-yonlii ANOVA, Sidak post-hoc test). Aynt zamanda, 1M ad
Vd/F degeri, 13M ad grubuna gore de yiiksek bulunmustur (p=0,009; ikKi-yonlii
ANOVA, Sidak post-hoc test).

Erkek ve disi aglik gruplarinin (Sekil 25B) iki-yonlii ANOVA ile
karsilagtiritlmast sonucu Cinsiyet (p=0,0107) fonksiyonu istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur. Erkek gruplarmin (Sekil 25C) iki-yonli ANOVA ile karsilastiriimasi
sonucu ZT (p=0,0108), FS (p=0,0336) ve ZT*FS (p=0,0301) fonksiyonu istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur. 1M ad Vd/F degeri, IM aglik grubuna gore yiiksek
bulunmustur (p=0,0201; iki-yonliic ANOVA, Sidak post-hoc test).Disi ad libitum ve
aclik gruplarmin (Sekil 25D) iki-yonlii ANOVA ile karsilastirilmas: sonucu ZT ve
FS’ye bagl bir fark gézlenmemistir. Tiim gruplar arasindaki fark ZT (p= 0,0038),
Cinsiyet (p<0,0001), FS (p=0,0434) ve ZT*FS*Cinsiyet (p=0,0298) bir fonksiyonu
olarak {ig-yonlit ANOVA ile istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Sekil 26).

Everolimusun plazma farmakokinetik parametrelerine ait tim degerler Tablo

17°de sunulmustur.
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Sekil 26: ZT1 ve ZT13 zamanlarinda ad libitum beslenen veya a¢ birakilan farelere oral yoldan
5 mg/kg everolimus uygulanmasi takiben elde edilen plazma Vd/F verileri. Ug-yonlii
ANOVA; **% n<0,01; ##p<0,001; *; ZT1 vs ZT13, *; erkek vs disi, *; ad libitum vs aclik. Ort +
SEM.



Tablo 17: Everolimusun plazma farmakokinetik verileri

1M ad 13M ad 1F ad 13F ad 1M achk 13M achk 1F achk 13F achk

tmaks (Sa) 2 0,5 0,5 1 0,5 1 2 1
Crmaks (ng/ml) 1,620 2,754 2,674 3,834 2,314 2,953 2,250 2,900
+SEM +0,109 +0,227 +0,406 +0,768 +0,247 +0,222 +0,135 +0,256
AUCo-24 (ng.sa/ml) 12,58 20,66 19,62 24,17 18,78 22,21 19,70 23,52
+SEM +1,818 +1,232 +3,358 +4,325 +2,308 +2,684 +2,964 +3,472
AUCrotal (ng.sa/ml) 13,29 24,83 20,50 25,70 19,96 24,79 20,52 27,10
+SEM +1,937 +3,070 +3,644 +4,772 +2,896 +4,066 +3,179 +4,429
tu (sa) 5,805 5,795 4,989 5,751 5,304 6,224 5,032 5,885
+SEM +0,318 +0,247 +0,467 +0,952 +0,513 +1,067 +0,297 +0,904
Kei(sa) 0,121 0,121 0,145 0,138 0,138 0,122 0,140 0,132
+SEM +0,006 +0,006 +0,017 +0,027 +0,018 +0,016 +0,009 +0,023
CI/F (ml/sa) 9,265 4,688 5,170 3,999 6,066 4,900 5,001 3,754
+SEM +1,290 +0,507 +1,233 +0,594 +0,999 +0,728 +1,041 +0,681
ValF (ml) 77,84 39,69 33,91 30,58 43,76 40,09 34,92 28,49
+SEM +12,85 +5,179 +3,751 +4,126 +3,735 +2,019 +5,449 +1,521

tmaks: Maksimum plazma konsantrasyonunun izlendigi zaman. Cmaks: Maksimum plazmakonsantrasyonu. ti,: Plazma yarilanma omrii. AUCo.24: 24. saate kadar egri
altinda kalan alan. AUCqgta: Toplam egri altinda kalan alan. kei: Eliminasyon hiz sabiti. CI/F: Klirens. V¢/F: Dagilim hacmi




4.2.3. Everolimusun Karaciger Konsantrasyon Verileri ve Farmakokinetik
Parametreleri

Everolimusun oral yoldan uygulanmasini takiben karaciger dokusuna ait Cmaks
ve tmas degerleri uygulama zamani, cinsiyet ve aclik/tokluk durumuna gore
degismektedir. Tiim deney gruplarinda son numune toplama noktasi olan 24. saatte
everolimus konsantrasyonu karacigerde tayin edilmis olup, tiim gruplar i¢in 48. saat
sonunda da karaciger dokusunda everolimusun saptanabilecegi 6n goriilmustiir (Sekil
27-28). 13M ad, 13F ad, IM aclik, 13M aglik, 1F aglik gruplarinda karaciger
everolimus konsantrasyonu son saatlerde azalmaya devam etmemis, 4. veya 12.
saatlerden sonra artmistir. Bu artis sebebiyle eliminasyon hiz sabiti (Kel)) ve buna bagh
olarak da eliminasyon yarilanma Omrii, klirens ve dagilim hacmi parametreleri
hesaplanamamistir. Karsilastirma yapilamayacagindan dolayi, hesaplama yapilabilen
gruplarin degerleri de teze dahil edilmemistir. Hesaplanabilen tiim farmakokinetik

parametreler Tablo 18‘de sunulmustur.

1M ad ve 13M ad gruplarinin karaciger everolimus konsantrasyon-zaman
grafigi karsilastirildiginda, tmaks’1n iki grup arasinda farkli oldugu goriilmektedir. Cmaks
degerine 1M ad ve 13M ad gruplarinda sirasiyla 12. ve 0,5. saatlerde ulasilmistir. 1.
(p<0,05), 4. (p<0,05) ve 12. (p<0,01) saatlerinde everolimus konsantrasyonlarinda bu
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik oldugu halde Cmaks degerleri

arasinda farklilik gozlenmemistir (Sekil 27A).

Ad libitum erkek gruplarinda oldugu gibi 1F ad ve 13F ad gruplarinda da tmaks’in
farkli oldugu goriilmektedir; sirasiyla 12 ve 0,5°tir. 0,5. (p<0,001), 1. (p<0,05) ve 12.
(p<0,05) saatlerde everolimus konsantrasyonlarinin bu gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli farklilik oldugu halde Cmaks degerleri arasinda farklilik gozlenmemistir

(Sekil 27B).

Aclik kosullarindaki erkek farelere ait ZT1 ve ZT13 zamanlarindaki karaciger
konsantrasyon-zaman profilleri incelendiginde iki grup arasinda belirgin fark oldugu
goriilmektedir. 1M aglik grubunda 4. saatte ve 13M aglik grubunda 0,5. saatte Cmaks’a
ulasilmigtir. Cmaks degeri 1M aclik grubunda daha yiliksek bulunmustur (p<0,05). 2., 4.
12. ve 24. zaman noktalarinda da 1M aglik grupu anlamli derecede daha ytiksektir
(p<0,001) (Sekil 28A).
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Sekil 27: ZT1 ve ZT13 zamanlarinda ad libitum beslenen erkek (A) ve disi (B) farelere oral
yoldan 5 mg/kg everolimus uygulanmasini takiben elde edilen karaciger konsantrasyon-zaman
grafikleri. Iki-ydnlit ANOVA, *,p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001. Ort + SEM.
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Sekil 28: ZT1 ve ZT13 zamanlarinda a¢ birakilan erkek (A) ve disi (B) farelere oral yoldan 5
mg/kg everolimus uygulanmasini takiben elde edilen plazma konsantrasyon-zaman grafikleri.
Iki-y&nlii ANOVA, *,p<0.05; **,p<0.01; *** p<0.001; **** p<0.001. Ort + SEM.

Aclik kosullarindaki disi farelere ait ZT1 ve ZT13 zamanlarindaki karaciger
konsantrasyon-zaman profilleri incelendiginde 1., 2., 4. ve 24. saatlerde iki grup
arasinda anlamli fark bulunmaktadir (p<0,01) 1F aglik ve 13F aglik gruplarinin Cmaks
degerleri arasinda farklilik gézlenmemistir (Sekil 28B).

Ad libitum gruplar1 arasinda cinsiyete bagli karaciger konsantrasyon-zaman
profillerindeki farklilik degerlendirildiginde 1M ad ve 1F ad gruplar arasinda ve 13M

ad ve 13F ad gruplar1 arasinda anlamli farklilik gézlenmemistir.

Aclik gruplart arasinda cinsiyete bagli karaciger konsantrasyon-zaman
profillerindeki farklilik degerlendirildiginde 1M aglik ve 1F aglik gruplari arasinda ve
13M aglik ve 13F aglik gruplar arasinda anlamli farklilik gézlenmemistir.
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Everolimusun karaciger konsantrasyon-zaman grafikleri aglik/tokluk durumuna
gore degerlendirildiginde; ZT1 grubu erkek farelerde aclik kosullarinda everolimusun
tokluk kosullarina gore, her zaman noktasinda karacigerde daha yiiksek konsantrasyon
olusturdugu goriilmektedir. IM ad ve 1M aglik gruplari arasindaki bu fark 2. (p<0,001)
ve 24. (p<0,05) saatlerde istatistiksel olarak anlamlidir, Cmaks degerleri arasinda da
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmaktadir, 1M aglik grubunda Cmaks daha yiliksek
bulunmustur (p<0,05).

13M ad ve 13M aglik gruplarmin karaciger everolimus konsantrasyon-zaman

grafikleri karsilastirildiginda beslenmenin bu gruplar arasinda bir fark olusturmadigi

goriilmektedir.
Em M ad
20+ Bl 13M ad

| 1F ad
_ * B 13F ad
5i154
é‘] B 1M achik
) Bm 13M aghk
;-; "
g 10- I & |F achik
E 13F achik
g
-

$

0,5 1 2 4 12
Zaman (sa)

Sekil 29: ZT1 ve ZT13 zamanlarinda a¢ birakilan farelere oral yoldan 5 mg/kg everolimus
uygulanmasini takiben elde edilen karsilastirmali karaciger konsantrasyon-zaman grafikleri. iki-
yonlii ANOVA; ™ #%p<0.05; *; ZT1 vs ZT13, #; erkek vs disi, %; ad libitum vs aglik. Ort + SEM.

IF ad ve IF aglik gruplarinin karaciger everolimus konsantrasyon-zaman
grafikleri arasinda 0,5. (p<0,05), 1. (p<0,001) ve 12. (p<0,05) saatlerde anlaml1 fark

bulunmaktadir. Ancak Cmaks degerleri arasinda anlamli fark bulunmamustir.

ZT13 grubu disi fareler aclik/tokluk durumuna gore degerlendirildiginde; 13F
ad 13F aclik grubuna gore 2. (p<0,01) ve 24. (p<0,0001) saatlerde daha yiiksek

bulunmustur. Cmaks degerleri arasinda anlamli fark bulunmamaistir.
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Tim gruplarin karsilagtirmali  everolimus karaciger konsantrasyon-zaman

grafikleri Sekil 29°da sunulmustur.
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Sekil 30: ZT1 ve ZT13 zamanlarinda ad libitum beslenen (A) veya ag birakilan (B) erkek (C) ve
disi (D) farelere oral yoldan 5 mg/kg everolimus uygulanmasini takiben elde edilen karaciger
AUC.24 verileri. iki-yonlii ANOVA; *$p<0,05; **#% n<0,01 *; ZT1 vs ZT13, #; erkek vs disi,
$; ad libitum vs aglik. Ort + SEM.

AUCo.24 degerlerine bakildiginda ZT1 ve ZT13 zamanlar arasinda farklilik
oldugu gozlenmektedir. 1M aglik grubunda AUCo-24 degeri diger tim gruplara gore
daha yiiksek ve 13F aglik grubunda en diisiiktiir. Ad libitum gruplarinin (Sekil 30A) iki-
yonlii ANOVA ile karsilastirilmast sonucu ZT (p=0,0124) fonksiyonu istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur. Cinsiyet ve ZT*Cinsiyet, fonksiyonlar1 anlamli degildir
(p>0,05). 1M ad grubu AUCo.-24 degeri, 13M ad grupuna goére anlamli derecede yiiksek
bulunmustur (p=0,0413; iki-yonlit ANOVA, Sidak post-hoc test).

Aglik gruplarmin (Sekil 30B) iki-yonlit ANOVA ile karsilastirilmasi sonucu ZT
(p=0,0002), Cinsiyet (p=0,0095) ve ZT*Cinsiyet (p=0,0243) fonksiyonlar1 istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur. 1M aglik grubu AUCo-24 degeri, 13M aglik grubuna gore
anlamli derecede yiiksektir (p=0,0004; iki-yonli ANOVA, Sidak post-hoc test). 1M
aclik grubu AUCo.24 degeri, 1F aclik grubuna gore de anlamli derecede yiiksektir
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(p=0,0091; iki-yonlit ANOVA, Sidak post-hoc test). Ayn1 zamanda, 1F aglik AUCo.24
degeri, 13F aglik grubuna gore anlamli derecede yiiksektir (p=0,0301; iki-yonlii
ANOVA, Sidak post-hoc test).

Erkek gruplarinin (Sekil 30C) iki-yonlit ANOVA ile karsilastirilmasi sonucu ZT
(p=0,0003) ve ZT*FS (p=0,0288) fonksiyonlari istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
FS fonksiyonu anlamli degildir (p>0,05). 1M aglik grubu AUCo24 degeri, 1M ad
grubuna gore anlamli derecede yiiksektir (p=0,0373; iki-yonliit ANOVA, Sidak post-hoc
test).

Disi gruplarinin (Sekil 30D) iki-yonliit ANOVA ile karsilagtirilmast sonucu ZT
(p=0,0132) fonksiyonu istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. FS and ZT*FS,
fonksiyonlart anlamli degildir (p>0,05). 13F ad AUCo.24 degeri, 13F aglik grubuna gore
anlamli derecede yiiksektir (p=0,0084; iki-yonlii ANOVA, Sidak post-hoc test). Ayni
zamanda, 1F aghik AUCo.24 degeri, 13F aglik grubuna gore anlamli derecede yiiksektir
(p=0,0301; iki-yonlii ANOVA, Sidak post-hoc test).
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Sekil 31: ZT1 ve ZT13 zamanlarinda ad libitum beslenen veya ag birakilan farelere oral yoldan
5 mg/kg everolimus uygulanmasini takiben elde edilen karaciger AUCo.24 Verileri. Ug-yonli
ANOVA; #% p<0,05; ***p<0,001; *; ZT1 vs ZT13, #; erkek vs disi, *; ad libitum vs aglik. Ort £
SEM.

Tim gruplar arasindaki fark ZT (p<0,0001), Cinsiyet (p=0,0202), ZT*FS
(p=0,01), ZT*Cinsiyet (p=0,0087), FS*Cinsiyet (p=0,013) bir fonksiyonu olarak {ig-
yonli ANOVA ile istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. ZT*FS*Cinsiyet
fonksiyonu anlamli degildir (p>0,05) (Sekil 31).
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Tablo 18: Everolimusun karaciger dokusuna ait farmakokinetik verileri

IMad |13Mad| 1Fad | 13Fad | 1M 13M 1F 13F
achk achk achk achk

tmaks (Sa) 12 0.5 12 0.5 4 0.5 1 0.5

Craks 8,083 | 5,715 | 6,726 | 6,408 | 15,406 | 4,302 | 8,637 | 5,368
(ng/g)

+ SEM +1,552 | £1,391 | +1,561 | £0,641 | +4,576 | £1,032 | £0,332 | +1,127

AUCo2¢ | 1350 | 4301 | 1093 | 77,34 | 3108 | 27,41 | 97,53 | 8,247
(ng.sa/g)

+ SEM +22,57 | £12,17 | £32,53 | £19,06 | £70,51 | £12,52 | £19,19 | £2,734

tmaks: Maksimum plazma konsantrasyonunun izlendigi zaman. Cmaks: Maksimum plazmakonsantrasyonu.
AUCq.4: 24. saate kadar egri altinda kalan alan.
4.2.3.1. Karaciger/Plazma Oranlar

Doku dagiliminin bir gostergesi olan, everolimus karaciger ve plazma
konsantrasyonlarinin oranlanmasi ile bulunan karaciger/plazma oranlarina bakildiginda
(Sekil 32), 13F ag¢lik grubu harig¢ tiim gruplarda karaciger/plazma oranlarinin zamana

bagli olarak arttig1 saptanmuistir.

Ad libitum erkek gruplarinda ilk saatlerde 13M ad grubunda karaciger/plazma
oranlar yiiksek iken, 4. saatten sonra 1M ad grubunda 13M ad’a gore doku dagiliminin
daha yiiksek oldugu gozlenmistir. 1M ad ve 13M ad gruplan karaciger dagilimlari
arasinda 12. ve 24. saatlerde anlamli fark gbzlenmistir (p<0,0001; iki-yonliit ANOVA
Sidak post-hoc test). 1M ad ve 13M ad arasindaki fark ZT (p<0,0001) fonksiyonu
olarak iki-yonlit ANOVA ile istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Sekil 32A).

1F ad ve 13F ad gruplan karsilastirildiginda, karaciger dagilim profillerinin
benzedigi goriilmektedir. Bu gruplar arasinda karaciger dagilimlart agisindan anlamli

fark bulunamamstir (Sekil 32B).

Tim ad libitum gruplari beraber degerlendirildiginde ZT*Cinsiyet (p=0,0172)

fonksiyonlar1 lic-yonlii ANOVA ile istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

Acglik gruplarinda hesaplanan karaciger/plazma oranlarma bakildiginda ilk
zaman noktasindan itibaren ZT1 gruplarinda ZT13 gruplarina gore daha yiiksek dagilim
gdzlenmistir. Ozellikle IM a¢lik grubunda 24. saatte bu oranin diger gruplardan anlamli
olarak yiiksek oldugunu goérmekteyiz (p<0,0001). 1M aglik ve 13M aclik gruplar
karaciger dagilimlari arasinda 24. saatte anlamli fark gozlenmistir (p<0,0001; iki-yonlii

ANOVA, Sidak post-hoc test). 1M aglik ve 13M aglik arasindaki fark ZT (p=0,016)
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fonksiyonu olarak iki-yonliit ANOVA ile istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Sekil
32C).

1F aglik ve 13F aglik gruplar1 karsilastirildiginda diger gruplara benzer olarak
ZT1’de doku dagiliminin yliksek oldugu goriilmektedir. 1F aglik ve 13F a¢lik gruplari
karaciger dagilimlar arasinda 1. saatten itibaren anlamli fark gézlenmistir (p<0,05; iki-
yonliic ANOVA, Sidak post-hoc test). 1F aclik ve 13F aglik arasindaki fark ZT
(p<0,0001) fonksiyonu olarak iki-yonli ANOVA ile istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (Sekil 32D).

Tim aglik gruplart beraber degerlendirildiginde ZT (p=0,0125) ve Cinsiyet
(p=0,0403) fonksiyonlari iig-yonlii ANOVA ile istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

Ad libitum gruplar1 cinsiyete bagh olarak karsilastirildiginda; 1M ad ve 1F ad
gruplarinda karaciger dagilim profillerinin benzedigi goriilmektedir. Bu gruplar arasinda

karaciger dagilimlar agisindan anlamli fark bulunamamastir.

13M ad ve 13F ad gruplart karsilastirildiginda ise, 24. saatte 13F ad’nin 13M
ad’ye gore anlamli olarak yiiksek oldugu goriilmektedir (p<0,001; iki-yonli ANOVA,
Sidak post-hoc test). 13F ad ve 13M ad arasindaki fark Cinsiyet (p=0,0329) fonksiyonu
olarak iki-yonlit ANOVA ile istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

Aclik gruplart cinsiyete bagli olarak karsilagtirildiginda; 1M aglik ve 1F aghik
gruplarinin  karaciger dagilim profillerinin benzedigi goriilmektedir. Bu gruplarin
karaciger dagilimlar1 arasinda 24. saatte anlamli fark gozlenmistir (p<0,01; iKi-yonli
ANOVA, Sidak post-hoc test). Ancak iki-yonliit ANOVA ile genel degerlendirildiginde

karaciger dagilimlari agisindan anlamli fark bulunamamastir.

13M aglik ve 13F aclik gruplari karsilastirildiginda ise, 24. saatte 13M aglik’in
13F aglik’a gore anlamli olarak yiiksek oldugu goriilmektedir (p<0,0001; iki-yonlii
ANOVA, Sidak post-hoc test). 13F aglik ve 13M acglik arasindaki fark Cinsiyet
(p=0,0015) ve fonksiyonu olarak iki-yonli ANOVA ile istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur.

Aclik/tokluk  durumuna bagli olarak da karaciger/plazma  oranlari
degerlendirilmistir. 1M ad ve 1M aglik gruplart karsilastirildiginda; 24. saatte 1M
aclik’in 1M ad‘a gore anlamli olarak yiiksek oldugu goriilmektedir (p<0,001; iki-yonlii
ANOVA, Sidak post-hoc test). IM ad ve IM aghk arasindaki fark FS*Zaman’in
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(p=0,0109) fonksiyonu olarak iki-yonlii ANOVA ile istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur.
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Sekil 32: ZT1 ve ZT13 zamanlarinda ad libitum beslenen erkek (A) ve disi (B) veya aglik
kosullarindaki erkek (C) ve disi (D) farelere oral yoldan 5 mg/kg everolimus uygulanmasini
takiben elde edilen karaciger ve plazma konsantrasyonlarindan hesaplanan karaciger/plazma
oranlar1. Iki-ydnlii ANOVA,; *,p<0.05; **,p<0.01; *** p<0.001; **** p<0.001. Ort = SEM.

13M ad ve 13M aglik gruplar karsilastirildiginda; 24. saatte 13M ad’in 13M
aclik‘a gore anlamli olarak yiiksek oldugu goriilmektedir (p<0,001; iki-yonli ANOVA,
Sidak post-hoc test). 13M ad ve 13M aglik arasindaki fark FS (p=0,008) fonksiyonu
olarak iki-yonlit ANOVA ile istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

Tim erkek gruplart beraber degerlendirildiginde ZT (p=0,0153) ve FS*ZT
(p=0,0442) ve fonksiyonlar1 ii¢c-yonli ANOVA ile istatistiksel olarak anlaml

bulunmustur.

1F ad ve 1F aglik gruplar karsilastirildiginda, karaciger dagilim profillerinin
benzedigi goriilmektedir. Bu gruplar arasinda karaciger dagilimlar1 agisindan anlaml
fark bulunmamustir. 13F ad ve 13F aglik gruplart aglik/tokluk  durumuna gore
karsilastirildiginda; 24. saatte 13F ad’nin 13F aglik‘a gére anlamli olarak yiiksek oldugu
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goriilmektedir (p<0,0001; iki-yonlii ANOVA, Sidak post-hoc test). 13F ad ve 13F aglik
arasindaki fark FS (p=0,008) fonksiyonu olarak iki-yonlii ANOVA ile istatistiksel

olarak anlamli bulunmustur.
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Sekil 33: Tiim gruplarin karsilastirmali karaciger/plazma oranlari. Iki-yonli ANOVA;
*#% n<0.05; *; ZT1 vs ZT13, #; erkek vs disi, ¥; ad libitum vs aglik. Ort + SEM.

Tiim disi gruplar1 beraber degerlendirildiginde FS (p=0,0139), ZT (p=0,0443) ve
FS*ZT (p=0,00015) fonksiyonlar1 {ig-yonlii ANOVA ile istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur. Tiim gruplarin karsilastrimali olarak karaciger/plazma oranlar1 Sekil 33°te

sunulmustur.

4.2.4. Everolimusun fleum Konsantrasyon Verileri ve Farmakokinetik
Parametreleri

Everolimusun oral yoldan uygulanmasini takiben ileum dokusuna ait Cmaks V€
tmaks degerleri uygulama zamani, cinsiyet ve aclik/tokluk durumuna goére degismektedir.
Tiim deney gruplarinda son numune toplama noktasi olan 24. saatte everolimus
konsantrasyonu ileumda tayin edilebilmistir (Sekil 34). 13M a¢lik disindaki tim
gruplarda ileum everolimus konsantrasyonu zamana bagli olarak azalmustir. Ileum

dokusuna ait everolimusun tiim farmakokinetik parametreleri Tablo 19°da sunulmustur.

1M ad ve 13M ad gruplariin ileum everolimus konsantrasyon-zaman grafigi
karsilagtirildiginda, Cmaks degerine 1M ad ve 13M ad gruplarinda sirasiyla 1. ve 4.
saatlerde ulasilmistir.  0,5. (p=0,0107) ve 4. (p=0,0013) saatlerde everolimus

konsantrasyonlarinda bu gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik oldugu
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halde Cmaks degerleri arasinda farklilik gozlenmemistir. Bu gruplarin (Sekil 34A) iki-
yonlii ANOVA ile karsilagtirilmast sonucu ZT (p=0,0049) fonksiyonu istatistiksel

olarak anlaml1 bulunmustur.
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Sekil 34: ZT1 ve ZT13 zamanlarinda ad libitum beslenen veya a¢ birakilan farelere oral yoldan
5 mg/kg everolimus uygulanmasini takiben elde edilen ileum konsantrasyon-zaman grafikleri.
Iki-yonlii ANOVA; *,p<0.05; ** p<0.01. Ort + SEM.

Ad libitum erkek gruplarinda oldugu gibi 1F ad ve 13F ad gruplarinda tmaks’in
farkli oldugu goriilmektedir; sirasiyla 2. ve 1. saatlerde ulasilmistir. 1. saatte (p=0,0022)
ileum everolimus konsantrasyonlarinda bu gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml
farklilik oldugu halde Cmaks degerleri arasinda farklilik gézlenmemistir. Bu gruplarin
(Sekil 34B) iki-yonli ANOVA ile karsilastirilmasi sonucu ZT*Zaman (p=0,0432)

fonksiyonu istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

Ad libitum gruplar1 arasinda cinsiyete bagh farklilik degerlendirildiginde; 1M ad
ve 1F ad gruplarimin iki-yonliit ANOVA ile karsilastirilmasi sonucu Cinsiyet (p<0,0001)
fonksiyonu istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. 1. (p=0,0143), 2. (p<0,0001), 4.
(p<0,0001) ve 24. (p=0,0331) saatlerde 1F ad ileum everolimus konsantrasyonlart 1M
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ad grubuna gore daha yiiksektir. 1F ad (tmaks=2.58) Cmaks degeri de 1M ad’a (tmaks=1.5)
gore yliksek bulunmustur (p=0,0245).

13M ad ve 13F ad gruplarmin iKi-yonliit ANOVA ile karsilastirilmasi sonucu
ise; Cinsiyet (p<0,0001) fonksiyonu istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Zaman
noktalar1 arasinda da 1. (p<0,0001) ve 24. (p=0,0054) saatlerde 13F ad istatistiksel
olarak daha yiiksek bulunmustur

Aclik kosullarindaki erkek farelere ait ZT1 ve ZT13 zamanlarindaki ileum
konsantrasyon-zaman profilleri incelendiginde iki grup arasinda belirgin fark olmadigi
goriilmektedir (34C).

Aglik kosullarindaki disi farelere ait ZT1 ve ZT13 zamanlarindaki ileum
konsantrasyon-zaman profilleri incelendiginde 0,5, ve 1. saatlerde iki grup arasinda
anlamli fark bulunmaktadir (p<0,05), 13F aglik grubu daha yiiksektir (Sekil 34D).

Aclik gruplar arasinda cinsiyete bagl farklilik degerlendirildiginde; 1M aglik ve
IF aglik gruplar1 arasinda istatistiksel olarak fark olmadig1 goriilmektedir. 13M aglik ve
13F aglik gruplarmin iki-yonliic ANOVA ile karsilastirilmasi sonucu 0,5. saatte 13F
aclik grubunda ileum everolimus konsantrasyonu anlamli olarak daha yiiksek

bulunmustur (p=0,0393).
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Sekil 35: ZT1 ve ZT13 zamanlarinda a¢ birakilan farelere oral yoldan 5 mg/kg everolimus
uygulanmasini takiben elde edilen karsilastirmali ileum konsantrasyon-zaman grafikleri. Tki-
yonlii ANOVA;"#$p<0.05; *; ZT1 vs ZT13, #; erkek vs disi, %; ad libitum vs aclik. Ort = SEM.
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Aglik/tokluk  durumunun karsilagtirildiginda; 2. saatte 1M aglik grubu ileum

everolimus konsantrasyonu 1M ad grubuna gore anlamli olarak daha yiiksektir
(p=0,0109).
Ay sekilde 13M ad ve 13M aglik gruplarinin da iki-yonlii ANOVA ile

karsilastirilmast sonucu zaman noktalari arasinda anlamli fark bulunmamistir.

1F ad ve 1F aglik gruplarmin iki-yonlii ANOVA ile karsilastirilmasi sonucunda
ise 2. (p=0,0016) ve 4. (p=0,0281) saatlerde 1F ad ileum everolimus konsantrasyonu 1F

aclik grubuna gore daha yiiksektir.

13F ad ve 13F aghk gruplart arasinda istatistiksel olarak fark olmadigi
goriilmektedir.

Tiim gruplarin karsilastirmali everolimus ileum konsantrasyon-zaman grafikleri

Sekil 35°te sunulmustur.
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Sekil 36: ZT1 ve ZT13 zamanlarinda ad libitum beslenen (A) veya ag birakilan (B) erkek (C) ve
disi (D) farelere oral yoldan 5 mg/kg everolimus uygulanmasini takiben elde edilen ileum
AUC.24 verileri. Iki-yonlii ANOVA, Ort + SEM.

AUC.24 degerlerine bakildiginda zamana bagl fark olmadigi ancak cinsiyete ve

aclik/tokluk durumuna bagl farklilik oldugu gozlenmektedir. Ad libitum gruplarinin
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(Sekil 36A) iki-yonli ANOVA ile karsilagtirilmast sonucu Cinsiyet (p=0,0019)

fonksiyonu istatistiksel olarak anlamli bulunmustur, ZT ye bagh fark gozlenmemistir.

Aglik gruplarmin (Sekil 36B) iki-yonlii ANOVA ile karsilastirilmasi sonucu
ZT’ye veya Cinsiyete bagl bir fark bulunmamistir. Aymi sekilde erkek gruplar (Sekil
36C) beraber degerlendirildiginde de ZT’ ye ve FS’ye bagl bir fark gézlenmemistir.
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Sekil 37: ZT1 ve ZT13 zamanlarinda ad libitum beslenen veya ag birakilan farelere oral yoldan
5 mg/kg everolimus uygulanmasini takiben elde edilen ileum AUCo.os verileri. Ug-yonlii

ANOVA; Ort + SEM.

Tablo 19: Everolimusun ileum dokusuna ait farmakokinetik verileri

IMad |13Mad| 1Fad | 13F ad alc'l\:'k iz’l':{'( 1F achk althk
tmaks (58) | g 4 2 1 2 2 1 0.5
Cmaks
(ge) | 3132 | 508 | 7446 | 11548 | 5128 | 5039 | 2,829 |14866

+SEM | £0,348 | £1,237 | £1,243 | £0,830 | £1,042 | £2,225 | +0,958 | +5,506
AUCo-24
(ng.sa/g)
+SEM | £10,09 | £15,34 | +9,616 | +29,83 | +6,403 | £17,28 | +20,86 | +28,74

tmaks: Maksimum plazma konsantrasyonunun izlendigi zaman. Cmas: Maksimum plazma
konsantrasyonu. AUCo.24: egri altinda kalan alan t: 0-24

42,16 | 50,96 | 1043 | 120,1 | 28,37 | 39,98 | 48,32 | 71,74

Disi gruplar1 (Sekil 36D) beraber degerlendirildiginde iki-yonlic ANOVA ile
FS’ye bagl olarak fark bulunmustur (p=0,0453), ZT ye bagl fark gozlenmemistir. Tim
gruplar birlikte ti¢-yonlii ANOVA ile degerlendirildiginde Cinsiyet (p=0,0014) ve
FS’nin (p=0,0186) fonksiyonlari istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Sekil 37).
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4.2.4.1. ileum/Plazma Oram

Intestinal dagilimin bir gostergesi olan, everolimus ileum ve plazma
konsantrasyonlarinin oranlanmasi ile bulunan ileum/plazma oranlarina bakildiginda
(Sekil 38), erkek aglik gruplari hari¢ tiim gruplarda ileum/plazma oranlarinin ZT1’de
daha yiiksek oldugu goriilmektedir.

1M ad ve 13M ad gruplarinda ileum dagilimlar1 arasinda 24. saatte anlamli fark
gbzlenmistir (p<0,0001). IM ad ve 13M ad arasindaki fark ZT (p<0,0001) fonksiyonu
olarak iki-yonlit ANOVA ile istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Sekil 38A). 1F
ad ve 13F ad gruplarmin iki-yonli ANOVA ile karsilastirilmast sonucu ileum

dagilimlari arasinda istatistiksel fark bulunmamustir (Sekil 38B).

Ad libitum gruplarinin ileumdaki everolimus dagilimlar cinsiyete bagli olarak
karsilastirildiginda; 1F ad grubunun 1M ad’e gore ileum dagilimmin 24. saatte daha
yiiksek oldugu bulunmustur (p<0,0001). 1M ad ve 1F ad arasindaki fark Cinsiyet
(p<0,0001) fonksiyonu olarak iki-yonlii ANOVA ile istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur. 13M ad ve 13F ad gruplan karsilastirildiginda ise, 24. saatte 13F’nin
13M’ye gore anlamli olarak yiiksek oldugu goriilmektedir (p<0,01). 13F ad ve 13M ad
arasindaki fark Cinsiyet (p=0,005) fonksiyonu olarak iki-yonlit ANOVA ile istatistiksel

olarak anlamli bulunmustur.

Tiim ad libitum gruplart beraber degerlendirildiginde Cinsiyet (p<0,0001) ve ZT
(p<0,0173) fonksiyonlari tig-yonlit ANOVA ile istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

Aclik gruplarinda hesaplanan ileum/plazma oranlarina bakildiginda; 1M aclik ve
13M aghik gruplart ileum dagilimlart arasinda 24. (p<0,0001) saatlerde anlamli fark
gbzlenmistir, 13M aglik daha yiiksektir. 1M aclik ve 13M aclik arasindaki fark ZT
(p=0,0034) fonksiyonu olarak iki-yonli ANOVA ile istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (Sekil 38C). 1F aglhik ve 13F aglik gruplarinin ileum dagilimlar
karsilastirildiginda; zaman noktalar1 arasinda fark olmamasina ragmen 1F aclik ve 13F
aclik arasinda ZT*Zaman’in (p=0,0417) fonksiyonu iki-yonliit ANOVA ile istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (Sekil 38D).



95

A B
15 -~ 1Mad . - 1Fad
-& 13Mad = 13Fad
= ]
E 10_ dokksk E 20_
= =
z z
£ £
g 54 £ 104
0-1 T T T T T f 0 T T T T T 1
0 4 8 12 16 20 24 0 4 8 12 16 20 24
Zaman (sa) Zaman (sa)
C D
154 -~ 1M achk 8- -~ 1F achk
- 13M achk - 13F achk
o g 6
£ 5
“E' S ok ok "g 4
Z 5 z
- b 2_
0 T T T T T ¢ 0 T T T T T 1
0 4 8 12 16 20 24 0 4 8 12 16 20 24
Zaman (sa) Zaman (sa)

Sekil 38: ZT1 ve ZT13 zamanlarinda ad libitum beslenen ve aglik kosullarinda, farelere oral
yoldan 5 mg/kg everolimus uygulanmasimi takiben elde edilen ileum ve plazma
konsantrasyonlarindan hesaplanan ileum/plazma oranlari. iki-yénli ANOVA; **** p<0.001.
Ort + SEM.

Aglik gruplan cinsiyete bagli olarak karsilastirildiginda; 1F ag¢hk grubunun 12.
ve 24. saatlerde 1M aclik grupundan yiiksek oldugu goriilmektedir (p<0,001). 1F aglik
ve 1M aglik arasindaki fark Cinsiyet (p=0,0048) fonksiyonu olarak iki-yonliit ANOVA
ile istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. 13M aghik ve 13F acglik gruplan
karsilastirildiginda ise, 1. saatte 13F aclik’in 13M aglik’a gore anlamli olarak yiliksek
oldugu gorilmektedir (p<0,05). 13F aclik ve 13M aghk arasindaki fark
Cinsiyet*Zaman’in (p=0,0195) fonksiyonu olarak iki-yonliic ANOVA ile istatistiksel

olarak anlamli bulunmustur.

Tim aglik gruplart beraber degerlendirildiginde ZT (p=0,0316), Cinsiyet
(p=0,018) ve ZT*Cinsiyet*Zaman (p<0,0001) fonksiyonlar1 ii¢-yonlii ANOVA ile

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

Aglik/tokluk  durumuna  bagli  olarak da  ileum/plazma  oranlari

degerlendirilmistir. 1M ad ve 1M aglik gruplar karsilastirildiginda; 12. ve 24. saatlerde
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1M ad’nin 1M aglik‘a gére anlamli olarak yiiksek oldugu goriilmektedir (p<0,001). 1M
ad ve 1M aglik arasindaki fark FS (p<0,0001) fonksiyonu olarak iki-yonliit ANOVA ile
istatistiksel olarak anlamli  bulunmustur. 13M ad ve 13M aglik gruplar
karsilastirildiginda; 24. saatte 13M aglik’in 13M ad‘ye gore anlamli olarak yiiksek
oldugu gorilmektedir (p<0,001). 13M ad ve 13M aglik arasindaki fark FS*Zaman’in
(p=0,001) fonksiyonu olarak iki-yonlii ANOVA ile istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur.

Tim erkek gruplart beraber degerlendirildiginde FS (p<0,0001), FS*ZT
(p<0,0001) ve ZT*FS*Zaman (p<0,0001) fonksiyonlari ii¢-yonli ANOVA ile

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
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Sekil 39: Tiim gruplarm karsilastirmali ileum/plazma oranlari. Iki-yonlii ANOVA;™ #$,p<0.05;
*. ZT1vs ZT13, #; erkek vs disi, %; ad libitum vs aclik. Ort + SEM.

1F ad ve IF aglik gruplari karsilastirildiginda, 24. saatte 1F ad’in 1F aglik‘a gore
anlamli olarak yiiksek oldugu goriilmektedir (p<0,0001). 1F ad ve 1F aglk arasindaki
fark FS (p<0,0001) fonksiyonu olarak iki-yonliit ANOVA ile istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur. 13F ad ve 13F aglik gruplart aglik/tokluk durumuna gore
karsilastirildiginda; 24. saatte 13F ad’nin 13F aglik‘a gére anlamli olarak yiiksek oldugu
goriilmektedir (p<0,01). 13F ad ve 13F aglik arasindaki fark FS*Zaman’in (p=0,0074)

fonksiyonu olarak iki-yonlit ANOVA ile istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
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Tiim disi gruplart beraber degerlendirildiginde FS (p<0,0001) ve ZT (p=0,0443)
fonksiyonlart iig-yonli ANOVA ile istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Tim

gruplarin karsilastrimali olarak ileum/plazma oranlar1 Sekil 39°da sunulmustur.

4.2.5. Everolimusun  Timus Konsantrasyon Verileri ve Farmakokinetik
Parametreleri

Everolimusun oral yoldan uygulanmasimi takiben timus dokusunda ad libitum
grubu hayvanlardan everolimus tayin edilmistir. Daha Onceki ¢alismamizda
everolimusun zamana bagl toksisitesi ad libitum beslenen hayvanlarda degerlendirildigi
icin sadece ad libitum erkek ve disi farelerin timus everolimus konsantrasyonlari
calistlmistir. Cmaks V€ tmaks degerlerleri uygulama zamani ve cinsiyete gore
degismektedir. Erkek gruplarinda everolimus timus konsantrasyonu zamana bagli olarak
artarken, disi gruplarinda azalmis ya da sabit kalmigtir. Timus dokusuna ait

everolimusun tiim farmakokinetik parametreleri Tablo 20°de sunulmustur.
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Sekil 40: ZT1 ve ZT13 zamanlarinda ad libitum beslenen farelere oral yoldan 5 mg/kg
everolimus uygulanmasini takiben elde edilen timus konsantrasyon-zaman grafikleri. Tki-yonli
ANOVA,; *p<0.05. Ort +£ SEM.

1M ad ve 13M ad gruplarinin timus everolimus konsantrasyon-zaman grafigi
karsilastirildiginda, Cmaks degerine 1M ad ve 13M ad gruplarinda 24. saatte ulasiimustir.
12. saatte (p=0,0105) everolimus konsantrasyonlarinda bu gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli farklilik oldugu halde Cmaks degerleri arasinda farklilik goézlenmemistir

(Sekil 40A).

Ad libitum disi gruplarinda tmaks’in farkli oldugu goriilmektedir; sirasiyla 2 ve
0,5°dir. 2. (p=0,0256) ve 24. (p=0,0165) saatlerde everolimus timus konsantrasyonlari
1F ad grubunda 13F ad’a gore istatistiksel olarak daha yiiksek olmasina ragmen Cmaks

degerleri arasinda farklilik gézlenmemistir (Sekil 40B).
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Timus konsantrasyon-zaman garfikleri cinsiyete baglh olarak incelendiginde 1M
ad timus everolimus konsantrasyonlalrmin 1. (p=0,391), 12. (p=0,0007) ve 24.
(p=0,0003) saatlerde 1F ad grubundan yiiksek oldugu saptanmistir. 13M ad ve 13F ad
gruplarinin konsantrasyon-zaman grafikleri karsilastirildiginda 13M ad’m 2. (p=0,0003)
ve 24. (p<0,0001) saatlerde 13F ad’a gore yiiksek oldugu goriilmektedir.
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Sekil 41: ZT1 ve ZT13 zamanlarinda ad libitum beslenen farelere oral yoldan 5 mg/kg
everolimus uygulanmasini takiben elde edilen timus AUC,.s verileri. iki-yonli ANOVA,
* p<0.05; #* p<0,001. *; ZT1 vs ZT13, # erkek vs disi. Ort = SEM.

Tablo 20: Everolimusun timus dokusuna ait farmakokinetik verileri

1M ad 13M ad 1F ad 13F ad

tmaks (S) 24 24 2 0.5
Cmaks (ng/g) 260,067 126,047 38,273 15,591
+ SEM +65,877 +25,631 +15,309 +0,982
AUCo-24 (ng.sa/g) 4534 1640 507,6 253,8
+ SEM +1097 +324,5 +188,4 +51,35

tmaks: Maksimum plazma konsantrasyonunun izlendigi zaman. Cmas: Maksimum plazma
konsantrasyonu. AUCo.24: egri altinda kalan alan t: 0-24

Everolimus timus AUCo24 degerlerine bakildiginda uygulama zamanina ve
cinsiyete bagl farklilik oldugu gozlenmektedir. 1M ad grubu AUCo-24 degeri, 13M ad
grubuna gore anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p<0,05), 1M ad timus AUCo.24
degeri 13M ad’a gore 2,8 kat daha yiiksektir. IM ad, 1F ad’ye gore de anlamli derecede
yiiksektir (p<0,001), IM ad timus AUCo-24 degeri 1F ad’a gore 8,9 kat daha yiiksektir.
Tim gruplarm (Sekil 41) iki-yonli ANOVA ile karsilastirilmast sonucu ZT
(p=0,00154), Cinsiyet (p=0,0003) ve ZT* Cinsiyet (p=0,037) fonksiyonlari istatistiksel

olarak anlamli bulunmustur.
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4.2.5.1. Timus/Plazma Oranlar
Timus/plazma oranlarma bakildiginda (Sekil 42), ilk saatten itibaren ZT1
gruplarinin ZT13’e gore daha yiiksek oldugu bulunmustur.

1M ad ve 13M ad gruplarinda timus dagilimlart arasinda 12. (p<0,01) ve 24.
(p<0,0001) saatlerde anlamli fark gozlenmistir. 1M ad ve 13M ad arasindaki fark ZT
(p<0,0001) fonksiyonu olarak iki-yonli ANOVA ile istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (Sekil 42A). 1F ad ve 13F ad gruplar karsilastirildiginda timus dagilimlari
arasinda 24. saatte anlamli fark gozlenmistir, 1F ad daha yiiksek bulunmustur
(p<0,0001). 1F ad ve 13F ad arasindaki fark ZT (p=0,0027) fonksiyonu olarak iki-yonlii
ANOVA ile istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Sekil 42B).
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Sekil 42: ZT1 ve ZT13 zamanlarinda ad libitum beslenen farelere oral yoldan 5 mg/kg
everolimus uygulanmasini takiben elde edilen timus ve plazma konsantrasyonlarindan
hesaplanan timus/plazma oranlar1. Iki-yonlii ANOVA; ** p<0.01; **** p<0,0001. Ort + SEM.

Ad libitum  gruplarmin  timus dagilimlart  cinsiyete bagli  olarak
karsilastirildiginda; 1M ad grubunun 1F ad’a gore timus dagiliminin yiiksek oldugu
bulunmustur. 12. ve 24. saatte 1M ad anlamli derecede yiiksektir (p<0,001). 1M ad ve
1F ad arasindaki fark Cinsiyet (p<0,0001) fonksiyonu olarak iki-yonlic ANOVA ile
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. 13M ad ve 13F ad gruplar karsilastirildiginda
ise, 12. (p<0,05) ve 24. (p<0,0001) saatte 13M timus dagilimmnin 13F’ye gore anlaml
olarak yiiksek oldugu goriilmektedir. 13F ad ve 13M ad arasindaki fark Cinsiyet
(p<0,0001) fonksiyonu olarak iki-yonlii ANOVA ile istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur.

Tim ad libitum gruplar1 beraber degerlendirildiginde Cinsiyet (p<0,0001), ZT
(p<0,0001), ZT*Cinsiyet (p<0,0001), ZT*Cinsiyet*Zaman (p<0,0001) fonksiyonlari

tic-yonlii ANOVA ile istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
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4.2.6. Everolimusun  Testis Konsantrasyon Verileri ve Farmakokinetik
Parametreleri

Everolimusun oral yoldan uygulanmasini takiben testis dokusunda ad libitum
grubu hayvanlardan everolimus tayin edilmistir. Daha Onceki ¢alismamizda
everolimusun zamana bagl toksisitesi ad libitum beslenen hayvanlarda degerlendirildigi
icin sadece ad libitum erkek farelerin testis everolimus konsantrasyonlar: ¢alisilmistir.
Cmaks Ve tmaks degerlerleri uygulama zamanima gore degismektedir. Her iki grupta da
everolimus testis konsantrasyonu zamana bagli artmis ve 4. saatten sonra sabit kalmistir.

Testis dokusuna ait everolimusun tiim farmakokinetik parametreleri Tablo 21’de

sunulmustur.
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Sekil 43: ZT1 ve ZT13 zamanlarinda ad libitum beslenen erkek farelere oral yoldan 5 mg/kg
everolimus uygulanmasini takiben elde edilen testis konsantrasyon-zaman grafikleri. Iki-yonlii
ANOVA; *,p<0,05; **,p<0,01; ***p<0,001. Ort = SEM.
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Sekil 44: ZT1 ve ZT13 zamanlarinda ad libitum beslenen erkek farelere oral yoldan 5 mg/kg
everolimus uygulanmasini takiben elde edilen testis AUCo.24 Verileri. Student t-test; *,p<0,05.
Ort + SEM.

1M ad ve 13M ad gruplarinin testis everolimus konsantrasyon-zaman grafigi

karsilastirildiginda, Cmaks degerine 1M ad ve 13M ad gruplarinda sirasiyla 4. ve 2.
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saatlerde ulagilmistir. 0,5., 1., 2. ve 24. saatlerde everolimus konsantrasyonlarinda bu
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik oldugu goézlenmistir (p<0,05). Bu
gruplarin testis everolimus konsantrasyon-zaman grafikleri (Sekil 43) iki-yonlii
ANOVA ile karsilagtirilmasi sonucu ZT fonksiyonu istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur (<0,0001).

Everolimus testis AUCo24 degerlerine bakildiginda zamana bagl farklilik
oldugu gozlenmektedir. 1M ad ve 13M ad gruplarinin testis AUCo.24 degerlerinin
Student t-test ile karsilastirilmasi sonucu; 13M ad grubu 1M ad grubuna gore anlamli

derecede yiiksek bulunmustur (p=0,0427) (Sekil 44).

Tablo 21: Everolimusun testis dokusuna ait farmakokinetik verileri

1M ad 13M ad
Tmaks (sa) 4 2
Crmaks (ug/g) 11001 1,820
+SEM 0,176 +0,390
AUCo-24 (ng.sa/g) 21,34 40,41
+SEY +7,27 13,17

4.2.6.1. Testis/Plazma Oranlar:
Testis/plazma oranlarina bakildiginda (Sekil 45), testis dagilim profillerinin her

iki saatte de benzedigi goriilmektedir. 13 ad’de 24. saatte hafif bir yiikselme olsa da
istatistiksel olarak anlam olusturmamistir. 1M ad ve 13M ad arasindaki fark iki-yonli
ANOVA ile degerlendirildiginde istatistiksel anlamlilik bulunmamistir (P>0,05).

12
-~ 1M ad

- 13Mad

testis/plazma

0 I 1 1 I I 1
0 4 8 12 16 20 24

Zaman (sa)

Sekil 45: ZT1 ve ZT13 zamanlarinda ad libitum beslenen farelere oral yoldan 5 mg/kg
everolimus uygulanmasini takiben elde edilen testis ve plazma konsantrasyonlarindan
hesaplanan testis /plazma oranlari. Iki-yonli ANOVA. Ort + SEM.
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4.3. Everolimusun Kronofarmakokinetigi (Tekrarh Doz Uygulama)

4.3.1. Deney hayvanlarimn giinliik agirhk degisimi

Everolimus (5 mg/kg) veya sivag disi ve erkek farelere 14 giin boyunca
uygulanms ve her giin farelerin viicut agirlig1 takip edilmistir. Viicut agirlik degisimi ilk
giine kiyasla hesaplanmistir. Kontrol ve everolimus uygulanmis disi ve erkek farelerin

viicut agirlik degisimi Sekil 46 ve Sekil 47°de verilmistir.
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Sekil 46: ZT1 ve ZT13 grubu erkek farelerde everolimus uygulamasimnin baslangi¢ giiniine
kiyasla % viicut agirligi degisimleri A. Giinliik degisim B. Everolimus uygulamasinin baslangi¢
giiniine kiyasla sonuncu giin (deney giinii) degisim farki. Iki-yonliit ANOVA; *** p<0,001, Ort
+ SEM.

Sekil 46A’da goriildiigli gibi everolimus uygulanan ZT1 grubu erkek farelerde
zamana bagl olarak %5,6 agirlik kaybt yasanmistir. ZT13 grubunda ise zamana bagh

olarak agirlik kaybi gozlenmemistir. 13ME grubu kontrol gruplarma benzer viicut
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agirhgr degisim profili gostermistir. Sekil 46B’de everolimus uygulamasimin son
giinliine ait (15. giin) viicut agirlik degisim yiizdelerine bakildiginda; 1ME (%-5,6)
grubunda 1MC (%+3.,5) ve 13ME (%%+3,1) grubuna kiyasla agirlik kaybi oldugu
gorilmektedir (p<0,001).

Sekil 47A’da gorildigi gibi everolimus uygulanan ZT1 ve ZT13 grubu disi
farelerde zamana bagli olarak agirhk kaybi yasanmamistir. Ancak everolimus
uygulanan disi farelerde her iki grupta da agirlik artis1 kontrol grubuna gore durmustur.
Sekil 47B’de everolimus uygulamasimnin son giliniine ait viicut agirhik degisim
yiizdelerine bakildiginda; 1FE grubunda kontroliine kiyasla agirlik kaybinin, 13FE
grubuna gore daha fazla oldugu goriilmektedir (1FE; p<0,001 ve 13FE; p<0,05).
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Sekil 47: ZT1 ve ZT13 grubu disi farelerde everolimus uygulamasinin baslangig¢ giiniine kiyasla
% wviicut agirhi@ degisimleri. A. Giinliik degisim B. Everolimus uygulamasinin baglangi¢
giiniine kiyasla sonuncu giin (deney giinii) degisim farki. Iki-yonlii ANOVA; * p<0,05; ***,
p<0,001, Ort + SEM.
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4.3.2. Plazma everolimus kararh-durum diizeyi
14 giin boyunca oral yoldan 5 mg/kg everolimus uygulamasi sonrasi 15. giinde toplanan

plazmalardan everolimus tayin edilmistir. Farelerin sakrifikasyon islemi son everolimus
uygulamasindan yaklasitk 24 saat sonra yapilmistir. Kararli durum gukur
konsantrasyonu son uygulamadan yaklasitk 24 saat sonrasina denk gelmektedir
(everolimus giinde tek doz halinde kullanilir). Erkek farelerde ZT1 zamaninda
everolimusun kararli durum AUC degeri (AUCss) daha yiiksektir. Disi farelerde ise
AUCss, ZT13’te daha yiiksek bulunmustur. Ancak her iki grupta da istatistiksel olarak

anlamlilik saptanmamistir (Sekil 48).

6_

AUC, (ug.sa/ml)

&

Sekil 48: ZT1 ve ZT13 zamanlarinda disi ve erkek farelere 14 giin boyunca 5 mg/kg everolimus
uygulamasi sonrasi Ol¢iilen kararli durum plazma everolimus konsantrasyonlarindan elde edilen
AUCs;, Iki-yonlii ANOVA, Ort = SEM.

4.3.3. Zamana bagh subakut everolimus uygulamasmin P-glikoprotein mRNA ve
protein diizeylerine etkisi

14 giin boyunca oral 5 mg/kg everolimus uygulamasi sonrasi 15. giinde deney
hayvanlar1 sakrifiye edilmistir. Karaciger ve intestinal mukozadan RNA ve protein
izolasyonu yapilmistir. P-gp ekspresyonu mRNA (Abcbla ve Abcblb) ve protein
diizeyleri agisindan belirlenmis ve zamana ve cinsiyete bagli olarak everolimus

uygulamasinin P-gp ekspresyonu iizerindeki rolii degerlendirilmistir.

4.3.3.1. Zamana bagh subakut everolimus uygulamasinin karacigerde abcbla/b
MRNA ve P-glikoprotein diizeylerine etkisi

14 giin boyunca oral 5 mg/kg everolimus uygulamasi sonrasinda Abcbla mRNA
ekspresyonu erkek ve disi fare karacigerinde degerlendirilmistir (Sekil 49). Karacigerde
Abcbla ekspresyonu kontrol gruplarinda incelendiginde; 13MC grubunda 1MC

grubuna gore yiiksek oldugu goriilmektedir. Everolimus uygulamasi ile ise ZT1’de
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degisiklik olmazken ZT13’te everolimus Abcbla ekspresyonunu azaltmigtir. Bu
gruplarin (Sekil 49A) iki-yonlii ANOVA ile karsilastirilmasi sonucu ZT (p=0,0161),
Tedavi (p=0,0005) ve ZT*Tedavi (p=0,0053) fonksiyonlar1 istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur.

Disilerde karaciger Abcbla ekspresyonu hem kontrol hem everolimus
gruplarinda zamana bagl fark gostermektedir. Ancak everolimusun karacigerde Abcbhla
ekspresyonu tizerinde etkisi olmamustir. Abcbla ekspresyonu hem kontrol hem
everolimus gruplarinda ZT13’te ZT1’e gore daha yiiksek bulunmustur (p<0,05). Disi
gruplarin (Sekil 49B) iki-yonlii ANOVA ile karsilagtirilmas: sonucu ZT (p<0,0001)

fonksiyonu istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
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Sekil 49: ZT1 ve ZT13 zamaninda everolimus uygulanmig veya kontrol grubu erkek (A) ve disi
(B) farelerde karaciger Abcbla mRNA diizeyleri. iki-ydnlii ANOVA; * p<0,05; **, p<0,01; Ort
+ SEM.

14 giin sireyle 5 mg/kg everolimus uygulamasi sonrasinda Abcblb mRNA
ekspresyonu erkek ve disi fare karacigerinde degerlendirilmistir (Sekil 50). Karacigerde
Abcblb ekspresyonu kontrol gruplarinda incelendiginde; erkek farelerde everolimsu

uygulamsini takiben Abcblb ekspresyonu kontrole gore her iki zamanda da artmustir.
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Ancak ZT13’te anlamli bulunmustur (p<0,05). Bu gruplarin (Sekil 50A) iki-yonlii
ANOVA ile karsilagtirilmasi sonucu Tedavi (p=0,0144) fonksiyonu istatistiksel olarak
anlamli  bulunmustur. Disilerde karaciger Abcblb ekspresyonu 1FE grubunda
kontroliine gore artmistir. ZT13’te ise degisiklik goriilmemistir. Bu gruplar (Sekil
50B) iki-yonli ANOVA ile Kkarsilastirilmasi sonucu istatistiksel —anlamlilik

bulunmamustir.
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Sekil 50: ZT1 ve ZT13 zamaninda everolimus uygulanmis veya kontrol grubu erkek (A) ve disi
(B) farelerde karaciger Abchlb mRNA diizeyleri. Iki-yonlit ANOVA; * p<0,05; Ort £+ SEM.

Everolimusun karecigerde P-gp protein ekspresyonu iizerine etkisi
incelendiginde tiim gruplarda everolimus uygulamasinin P-gp ekspresyonunu arttirdigi
goriilmektedir. Tiim gruplarin (Sekil 51) tig-yonliit ANOVA ile karsilastirilmast sonucu
ZT (p=0,0018), Tedavi (p=0,0221) ve ZT*Cinsiyet (p=0,247) fonksiyonlar1 istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur. Sadece erkek gruplarinin iki-yonli ANOVA ile
karsilagtirilmast  sonucu ZT (p=0,0026) fonksiyonu istatistiksel olarak anlamh
bulunurken, sadece disi gruplarinin iki-yonlit ANOVA ile karsilagtirilmasi sonucu ZT

fonksiyonu istatistiksel olarak anlamli degildir.
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Sekil 51: ZT1 ve ZT13 zamamnda everolimus uygulanmis veya kontrol grubu erkek ve disi
farelerde karaciger P-glikoprotein protein ekspresyonu diizeyleri (n=5-8). U¢-y6nlii ANOVA,
Ort + SEM.

4.3.3.2. Zamana bagh subakut everolimus uygulamasimin ileumda abcbla/b mRNA
ve P-glikoprotein diizeylerine etkisi

14 giin 5 mg/kg everolimus uygulamasi sonrasinda Abcbla mRNA ekspresyonu

erkek ve disi fare ileum mukozasinda degerlendirilmistir (Sekil 52).

Erkek farelerde ileum Abcbla ekspresyonu hem kontrol hem everolimus
gruplarinda zamana bagli fark gostermektedir. Ancak everolimusun ileum Abcbla
ekspresyonu flizerinde etkisi olmamistir. Abcbla ekspresyonu hem kontrol hem
everolimus gruplarinda ZT13’te ZT1’e gore daha yiiksek bulunmustur (p<0,001). Tiim
gruplarin (Sekil 52A) iki-yonlii ANOVA ile karsilastirilmasi sonucu ZT (p<0,0001)

fonksiyonu istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

Disilerde ileum Abcbla ekspresyonu incelendiginde; kontrol gruplarinda
13FC’nin 1FC’ye gore anlamli derece yiiksek oldugu goriilmektedir (p<0,001).
Everolimus uygulamasi ile ise ZT1’de degisiklik olmazken ZT13’te everolimus Abcbla
ekspresyonunu azaltmistir (p<0,01). Bu gruplarin (Sekil 52B) iki-yonlit ANOVA ile
karsilagtiritlmast sonucu ZT (p=0,0082), Tedavi (p=0,0106) ve ZT*Tedavi (p=0,012)

fonksiyonlart istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
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Sekil 52: ZT1 ve ZT13 zamaninda everolimus uygulanmis veya kontrol grubu erkek (A) ve disi
(B) farelerde ileum Abchla mRNA diizeyleri. Iki-yonliit ANOVA; ** p<0,01; ***, p<0,001, Ort
+ SEM.

14 giin 5 mg/kg everolimus uygulamasi sonrasinda Abcblb mRNA ekspresyonu
erkek ve disi fare ileum dokusunda degerlendirilmistir (Sekil 53). ileumda Abcblb
ekspresyonu erkek hayvanlarda kontrol gruplarinda zamana bagh fark gdstermezken
everolimus gruplarinda ZT13’te daha yiiksek bulunmustur (p<0,001). ZT13’te
kontroliine gore de everolimus Abcblb ekspresyonunu artirmistir (p<0,05). Tiim
gruplarin (Sekil 53A) iki-yonlit ANOVA ile karsilastirilmasi sonucu ZT (p=0,0006) ve
ZT*Tedavi (p=0,0067) fonksiyonlari istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

Disilerde ileum Abcblb ekspresyonu incelendiginde; everolimusun her iki
zamanda da Abcblb ekspresyonunu artirdigi goriilmektedir, ancak ZT13 gruplarinda
anlamli fark olmustur (p<0,05). Bu gruplarin (Sekil 53B) iki-yonli ANOVA ile
karsilagtirilmast sonucu Tedavi (p=0,0097) fonksiyonu istatistiksel olarak anlaml

bulunmustur.



109

0.0204
I bl = Kontrol

0.015- Em Everolimus

0.010+

AACT

0.005-

0.000

0.0254
=3 Kontrol

0.0204 El Everolimus

5 0.015+

AA

0.0101

0.0051

0.000

1F 13F

Sekil 53: ZT1 ve ZT13 zamaninda everolimus uygulanmis veya kontrol grubu erkek (A) ve disi
(B) farelerde ileum Abcblb mRNA diizeyleri. iki-ydnlii ANOVA; * p<0,05; ***, p<0,001, Ort
+ SEM.

Everolimusun ileumda P-gp protein ekspresyonu iizerine etkisi incelendiginde
kontrol gruplarinda P-gp ekspresyonunun ZT13’te daha yiliksek oldugu gozlenmistir,
erkek gruplarinda daha bariz ve istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,0001). Everolimus
uygulamasinin disi ve erkek farelerde P-gp ekspresyonunu farkli sekilde etkiledigi
goriilmektedir. Everolimus uygulamast ZT13 erkek farelerde ileumda P-gp
ekspresyonunu azaltmis (p<0,0001), ZT1 disi farelerde artirmustir (p<0,0001). Tim
gruplarin (Sekil 54) lig-yonli ANOVA ile karsilastirilmasi sonucu ZT (p=0,0064),
Cinsiyet (p=0,0002), ZT*Tedavi (p<0,0001), Cinsiyet*Tedavi (p<0,0001) ve
Cinsiyet*ZT (p<0,0001) fonksiyonlari istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Tedavi

fonksiyonu tek basia anlamli degildir.
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Sekil 54: ZT1 ve ZT13 zamamnda everolimus uygulanmis veya kontrol grubu erkek ve disi
farelerde ileum P-glikoprotein protein ekspresyonu diizeyleri (n=5-8 6rnek birlestirildi). Ug-
yonlii ANOVA; **p<0,01; ***, p<0,001; **** p<0,0001; Ort £ SEM.
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5. TARTISMA

Fizyolojik fonksiyonlardan, hastalik durumlarina kadar viicudumuzdaki pek ¢ok
siire¢, cevresel uyaricilarin diizenlemesi ve sirkadiyan saat sisteminin kontrolii altinda
ritmik bir devinim gostermektedir. Dogal olarak da, hastalik durumlarinda uygulanacak
tedavi gerek hastaligin ritminden ve gerekse ilacin farmakodinamigi ve
farmakokinetigindeki zaman boyutlu degisikliklerden etkilenmektedir. Sirkadiyan saat
sistemi, memelilerde, ilag metabolizmas1 ve detoksifikasyonu, hormon sekresyonu,
hiicre dongiisii olaylari, DNA onarimi ve anjiyojenez gibi pek ¢ok 6nemli biyolojik
fonksiyonu kontrol etmektedir®!®®. Son 10 yilda yapilan preklinik ve klinik
calismalarda, pek cok viicut fonksiyonunda belirgin giin ici ritimlerin bulundugu,
ilaglarin farmakokinetiginin ve farmakodinamiginin, bu ritimlere bagl olarak ilacin
verilis zamanina gore degisebilecegi konusunda yeterli kanitlar ortaya
konulmustur?>?>16%-162_flaclarin farmakokinetik ve farmakodinamik parametrelerinde 24
saat boyunca gozlenen ritmik degisiklikler, dozlama zamanina bagli olarak 6zellikle
terapotik indeksi dar olan ve bireyler arasi yiiksek degiskenlik gosteren antikanser
ilaclarin  farmakokinetigini, hedef organ toksisitesini ve sitotoksik aktivitesini
etkilemektedir. Antikanser ilaglarin saglikli hiicrelerdeki tolere edilebilirligi ve kotii
huylu tiimoérlerdeki etkinliginin ila¢ uygulama zamanina bagli olarak degisebilecegi,
hem deneysel modellerde hem de kanser hastalarinda yapilan klinik g¢aligmalarla
gosterilmistir. ilaglar, en iyi tolere edildikleri zamanda verildiklerinde, etkinliklerinin de

219.25.21.88,124.163  (zellikle yiiksek toksisite potansiyeline sahip

arttigr  gorilmistiir
antikanser ilaglarin en etkili oldugu ve/veya en az advers/toksik etki gosterdigi zamanda
uygulanmas1 ve bu uygulama zamanlarinda ilag farmakokinetiginin bilinmesi énem

tasimaktadir.

Everolimusun aglik-tokluk, cinsiyet ve uygulanma zamanina bagli olarak
farmakokinetigini degerlendirdigimiz bu ¢alismamizda, everolimus kronotoksisitesini
inceledigimiz Onceki c¢alismamiza ait bulgularin  aydinlatilmasi hedeflenmistir.
Calismamizda, iki farkl sirkadiyan zamanda (ZT1 ve ZT13), aglik/tokluk durumunda,
disi/erkek farelere uygulanan antikanser ve immunosupresan etkili bir ila¢g olan
everolimusun, uygulanma zamanma bagl olarak farmakokinetik parametrelerdeki
degisimin arastirilmasi hedeflenmistir. Bu kapsamda, a¢ birakilmis veya ad libitum

beslenen (tok) disi/erkek C57BL/6J farelere, oral yoldan 5 mg/kg everolimus, giiniin iki
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farkli zamaninda uygulanmis ve ilag uygulamasi sonrasi 6 farkli zaman noktasinda kan
ve doku oOrnekleri toplanmistir. Plazma, karaciger, ileum, timus ve testis dokularinda
everolimusun farmakokinetik parametreleri hesaplanmistir. Ayrica, 5 mg/kg dozda
everolimusun iki farkli sirkadiyan zamanda (ZT1 ve ZT13), disi ve erkek farelere 14
giin boyunca uygulanmasinin ardindan efluks proteini P-gp’nin mRNA ve protein
ekspresyonlar1 iizerine etkisi incelenmistir. 14 giin boyunca farelere uygulanan
everolimusun plazmadan tayini yapilarak kararli durum ¢ukur diizeyi de zamana baglh

olarak degerlendirilmistir.

Arastirma grubumuzun 6nceki ¢aligmasinda?®?!

, everolimusun saglikli farelerde,
sirkadiyan saat sisteminin fizyolojik biyobelirtecleri olan viicut sicaklig1 ve lokomotor
aktivite ritimleri lizerine cinsiyet, doz ve uygulama zamanina baglh etkileri ve
kronotoksisitesi incelenmistir. Bu kapsamda, saglikli C57BL/6J disi ve erkek farelere
telemetrik sensor implante edilmis, everolimus oral yoldan iki farkli dozda (erkeklerde 5
ve 10 mg/kg; disilerde 15 ve 20 mg/kg) dort farkli sirkadiyan zamanda (ZT1, ZT7,
ZT13 veya ZT19) 14 giin boyunca uygulanmistir. Bu ¢alisma ile en iyi tolere edilen
zaman, en toksik zaman ve en uygun dozlar belirlenmis; akabinde bulgularimiz bir
kronotoksisite ¢alismasi ile desteklenmistir. Subakut toksisite ¢alismasinda everolimus,
erkek (5 mg/kg dozda) ve disi (15 mg/kg dozda) farelere oral yoldan ZT1-en kétii tolere
edilen- ve ZT13-en iyi tolere edilen- zamanlarda 28 giin boyunca uygulanmis; ilaca
bagli kilo kaybi, biyokimyasal, hematolojik ve immunolojik parametrelerdeki
degisiklikler 1ile organ toksisitesi arastirilmistir. Genel toksisite bulgularina ve
everolimusun her iki ritim ilizerindeki etkilerine bakildiginda, hem disilerde hem de
erkeklerde everolimus tolere edilebilirliginin ZT13’te en iyi oldugu goriilmiistiir. Ritim
parametrelerinde en ciddi degisiklikler, en toksik zaman ZT1’de everolimus
uygulamasinda gozlenmistir. Everolimusun en az toksik etki gdsterdigi zaman olan
ZT13’te uygulanmasi ile sirkadiyan fizyoloji c¢iktilarinda da en az degisiklikler
goriilmistiir. Everolimusun zamana bagh etkilerinin gii¢lii bir sekilde goriildiigii organ
timustur. Everolimus uygulamasi ile her iki ZT de de timusta kortikal atrofi gézlenmis
ve timus agirliklart kontrol farelere gore diisiik bulunmustur. Ancak histolojide ve organ
agirh@inda gozlenen bu fark ZT1’de daha fazladir. Ayn1 zamanda; total 16kosit, total
lenfosit sayilart ve T yardimci1 (+ CD4), B (+ CD19) hiicrelerinin mutlak degerleri
kontrol grubuna kiyasla ZT1’de anlamli derecede azalmistir, ancak ZT13’te degisiklik

olmamistir. Everolimus toksisitesinden zamana bagl olarak etkilenen bir diger organ da
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testislerdir. Testis agirlig1 ve testisin morfolojisinde histopatolojik degisiklikler kontrol
gruplarina kiyasla en fazla ZT1 gruplarinda gozlenmistir. Ana periferal saatlerden
karacigerde de everolimusun toksisitesine bagli olarak ZT1’de total kolesterol daha
yiiksek bulunmustur?®?!, Bu farkliliklardan yola ¢ikarak everolimusun zamana bagl
gozlenen toksik etkilerinin ilacin farmakokinetigine bagli olup olmadiginin
ararstirilmast bu tezin ana amacidir. EK olarak, aglik/tokluk durumunun, cinsiyet
farkinin ve efluks tasiyicisi P-gp’nin sirkadiyan ritmik ekspresyonuna bagli farkliliklarin
everolimus kronofarmakokinetigine etkileri de bu tez c¢alismast kapsaminda
arastirilmistir. Literatiire bakildiginda, tiimor tasiyan veya saglikli farelerde everolimus
farmakokinetiginin incelendigi cesitli calismalar mevcutturt*2134137 Ancak everolimus
farmakokinetiginin uygulama zamanina gore degerlendirildigi sadece tek bir ¢alisma
bulunmaktadir. Bu ¢alismada everolimus, Balb/c soyu erkek farelere 20 mg/kg dozda
saat 07:00°da (ZTO-giindiiz) ve 19:00°da (ZT12-gece) i.v. yoldan uygulanmigtir®,
Everolimus oral olarak kullanilan bir ila¢ olup, bahsedilen ¢alismalarda ilag
farmakokinetigine etki edebilecek faktdrler olan zaman, cinsiyet ve uygulama zamani
bir arada degerlendirilmemistir. Bu sekilde tasarlanmis bir ¢alisma literatiirde

bulunmadigindan ¢alismamiz 6zgiinliik arz etmektedir.

Farmakokinetik c¢alisma Oncesinde aydinlik/karanlik dongiisii degistirilen
hayvanlarda senkronizasyonu kontrol etmek i¢in hem ZT1 hem ZT13 gruplarinda viicut
sicakliklart Olclilmiistiir. Viicut sicakligi, sirkadiyan ritim gosteren fizyolojik bir
stiregtir. Uzun yillardir sirkadiyan ritmin biyolojik belirteci olarak lokomotor aktivite ile
beraber kullanilmaktadir 1*41%, Bu calismada da gece aktif (noktiirnal) olan farelerin
karanlik periyodunda, beklendigi gibi viicut sicakliginin artis gosterdigi saptanmuistir.
Erkek ve disi farelere ait ZT1 ve ZT13 zamaninda yapilan o6l¢iimlerde viicut
sicakliklarmin aktivite yani karanlik periyodunda farelerin dinlenme periyoduna gore
(glindiiz) daha fazla oldugu goriilmektedir (Tek yonlii ANOVA (p<0,0001) ve Fourier
(p<0,0001)). Bu bulgu bize laboratuvarda farelerin sirkadiyan senkronizasyonunun

uygun olarak yapildigini géstermektedir.

Tek doz farmakokinetik ¢alismasinda plazma, karaciger, ileum, timus ve testis
dokularindan everolimus tayini yapilmistir. Calismada karaciger ve bagirsak dokularinin
secilmesinin amaci; bu organlarin everolimus farmakokinetigini sirkadiyan ritme baglh
olarak etkileyebilecek ana organlar olmasidir. Everolimus, ilag absorpsiyonunda ve

eliminasyonunda onemli rol oynayan ve ritmik olarak eksprese edilen P-gp’nin bir
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substrati ve orta derecede inhibitoriidiir. Ayni1 zamanda sirkadiyen ritim gosteren
CYP3A4’in de bir substratidir. Everolimus baslica bagirsaklarda ve daha c¢ok
karacigerde CYP3A4 ile metabolize edilmekte ve P-gp ile hiicre disina atilmaktadir
1415166167 Timus ve testis dokularinin secilme nedeni ise; daha 6énceki calismamizda
zamana bagl toksisite gordiigiimiiz dokular olmasindan kaynaklanmaktadir?®2L,
Everolimusun toksik etkileri, immiinosupresan etkisinden dolay1, ¢ogunlukla 16kositler
ve lenfatik organlar (timus, dalak, lenf nodiilleri) lizerinde goriilmektedir. Ayrica testis,

ovaryum ve uterus, gibi iireme organlari da everolimustan etkilenmektedir!>12%:167-169,

Calismamizda everolimusun 5 mg/kg dozda, oral yoldan disi ve erkek farelere
uygulanmasini takiben plazma verileri incelendiginde tim gruplarda tmas 0,5 ile 2.
saatler arasinda goriilmiistiir, ancak gruplar arasinda zaman, cinsiyet ve aglik/tokluk
durumuna bagl farkliliklar bulunmaktadir. Absorpsiyon hizinin tmaks’1 etkiledigi
bilinmektedir'’®, Sirkadiyan ritimler, ilag absorpsiyonunu mide bosalma hizi, mide kan
akimi ve motilite gibi fizyolojik foksiyonlar: etkileyerek degistirebilmektedir®®2.
Aktivite doneminde ilag absorpsiyonu daha yiiksek olmaktadir®?43%, Bu da ad libitum-
erkek ve aglik-disi gruplarindaki dinlenme doneminde (ZT1) gozlenen yiiksek tmaks (2.
sa) bulgumuzu ve aktivite doneminde (ZT13) gozlenen diisik tmaks’t (0,5-1. sa)
aciklayabilmektedir. Plazma Cmaks degerleri incelendiginde, her grupta ZT13’te daha
yiiksek degerler dlgiilmistiir. Tiim gruplar arasinda en diisiik plazma Cmaks degeri 1M ad
grubunda goriilmistir. 1M ad plazma Cmaks degeri; ZT, cinsiyet ve aglik/tokluk
durumuna bagh olarak sirasiyla 13M ad, 1F ad ve 1M aglik gruplarmin Cmaks
degerinden diisiik bulunmustur (p<0,05). Tiim gruplarda plazma everolimus AUCo.24 Ve
AUCota degeri ZT13’te ZT1’e gore daha yiiksek olarak hesaplanmistir (lig-yonli
ANOVA p<0,05). Crmaks’ta oldugu gibi AUCo-24 Ve AUCotal ‘nin en diisiik degerleri, IM
ad grubunda goriilmistiir. Birim zamanda belirli bir ilagtan temizlenen plazma hacmini
ifade eden plazma CI/F verilerine bakildiginda, 1M ad Cl/F’nin diger gruplara gore
daha yiiksek oldugu goriilmektedir. CI/F degeri tiim gruplarda, ZT1’de ZT13’e gore
daha yiiksek bulunmustur (iig-yonlit ANOVA p<0,05). Bu da birim zamanda plazmadan
temizlenen everolimusun ZT1’de daha fazla oldugunu gostermektedir. Cinsiyete bagh
olarak da fark gozlenmistir, erkeklerde disilere gore CI/F degeri daha yiiksek
bulunmustur (iig-y6nlit ANOVA p<0,05). Vd/F de ZT1’de daha yiiksektir. Vd/F’nin
yiiksek olmasi ozellikle 1M ad grubunda eveolimusun plazma dagiliminin yiiksek

oldugunu gostermektedir.
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Calismamizda everolimusun 5 mg/kg dozda, oral yoldan disi ve erkek farelere
uygulanmasini takiben karaciger farmakokinetik verileri incelendiginde tiim gruplarda
ZT1’de karacigede everolimus tmaks degerinin ZT13’e gore daha yiiksek oldugu
gorilmektedir. Dinlenme zamaninda (ZT1) absorpsiyon hizindaki diisiis plazmada
oldugu gibi karacigerde de tmaks’1 geciktirmistir. Karaciger everolimus Cmaks Ve AUCo-24
degerlerinin de tim gruplarda ZT1’de ZTI13’e¢ oranla daha yiiskek oldugu
goriilmektedir. Hem absorpsiyonun daha yavas gerg¢eklesmesi hem de karacigerde ilag
metabolizmasinin dinlenme fazinda (ZT1) yavaslamasi nedeniyle ZT1’de karaciger
everolimus dagilimmin fazla olmas1 agiklanabilmektedir?®9%4%, Doku dagilimmin bir
gostergesi olan, everolimus karaciger ve plazma konsantrasyonlarinin oranlanmasi ile
bulunan karaciger/plazma oranlarmma bakildiginda ZT1 disi gruplar1 harig,
karaciger/plazma oram1 ZT1’de daha yiliksek bulunmustur. Karaciger doku
dagilimlarinin ZT1’de daha yiliksek oldugu bu veri ile de dogrulanmaktadir. Ac¢lik
gruplarmin karaciger/plazma oranlarina bakildiginda everolimus uygulama zamanina
bagl olarak olusan farkin, bu gruplarda daha da belirgin oldugu gériilmektedir. Ilag
absorpsiyon ve metabolizmasinin zamana bagli etkisine besin aliminin kisitlanmasi da
eklenince karaciger everolimus dagiliminin artist s6z konusu olmus olabilir. Ciinki

besin alim1 everolimus biyoyararlanimini azaltabilmektedir'?1°1%",

lleum farmakokinetik verileri degerlendirildiginde; everolimusun ileum
konsantrasyon-zaman grafikleri ve AUCo-24 degerlerinin, uygulama zamani, cinsiyet ve
aclik/tokluk durumuna gore degistigi goriilmektedir. Ad libitum erkek ve disi-aglik
gruplarinda everolimus ileum konsantrasyonlar1 genel olarak ZT13’te daha yiiksektir
(p<0,05). Ancak zamana bagli olarak gorillen bu fark AUCo24 degerlerinde
gozlenmemistir. Cinsiyete bagli olarak ise ZTl1-aghk gruplari disinda disilerde
everolimus ileum konsantrasyonlar: daha yiiksektir (p<0,05). Ozellikle cinsiyete bagl
fark ad libitum gruplarinda daha belirgindir, AUCo-24 her iki aglik/tokluk durumunda da
disilerde daha yiiksektir (p<0,05). Aclik durumunda tiim gruplarda ileumda everolimus
AUCo-24 degeri azalmistir. Bu azalma ZT1 disi gruplarinda belirgindir, everolimus
konsantrasyonlar1 ad libitum grubunda daha yiiksektir (p<0,05). AUCo-24 degerleri tiim
gruplar icin degerlendirildiginde de uygulama zamani1 degil, cinsiyet ve aglik/tokluk
durumu fonksiyonlar1 anlamli bulunmustur (p<0,05). Okyar ve ark. tarafindan ¢ok

yakinda yayimnlanan bir ¢alismada P-gp ekspresyonu ve aktivitesi, P-gp substrati

talinolol kullanilarak uygulama zamanina, cinsiyete ve aglik/tokluk durumuna gore
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degerlendirilmistir. ileum P-gp aktivitesinin mezor degeri erkeklerde disilere gore daha
yiiksek bulunmustur. Ancak ZT15°te P-gp ekspresyonu disilerde anlamli derecede
yiiksektir'’t, P-gp ekspresyonunun yiiksek olmasi everolimusun P-gp tarafindan ileuma
daha fazla atilacagin1 gostermektedir. Bu durum bizim bulgularimiz ile uyumludur,
everolimus AUCo24 degeri ileumda disilerde daha yiiksektir. Okyar ve ark.’in
caligmasinda aglik durumu P-gp aktivitesinin mezor degerini artirmig ve ritmisitesini

171

engellemistir-*. Bu durum ise bizim bulgularimiz ile ¢elismektedir, ¢linkii bizim

bulgularimizda a¢lik durumunda ileumda everolimus AUCo.24 degeri azalmistir.

Everolimusun timus dagilimina bakildiginda her iki cinsiyette de ZT1
zamaninda AUCo.24 daha yiiksektir (p<0,05). Erkek gruplarinda disilere gore doku
dagiliminin anlamli derecede yiiksek oldugu goriilmektedir (p<0,05). Everolimus timus
dagilimindaki bu degisim daha Onceki toksisite ¢alismamiz ile paralellik
gostermektedir??. Toksisite ¢alismasinda farelerin everolimusu en kotii tolere ettigi
zaman ZT1’dir. Erkekler disilere gore everolimus toksisitesine daha duyarl
bulunmustur. Timusta da hem organ agirlik kayb1 hem de histopatolojik olarak ZT1’de
daha yiiksek toksisite gozlenmistir?l. Timusta uygulama zamanma bagl goriilen

toksisite, ZT1’de everolimusun dokuya dagiliminin artmasiyla agiklanabilir.

Everolimusun testise dagilimi ise ZT13’te daha yiiksek gozlenmistir. Ancak her
iki zamanda da testis everolimus konsantrasyonlarinin diger dokulara gore ¢ok diisiik
oldugu goriilmektedir. Everolimusun testise dagilimi testis-kan bariyeri ile engellenmis
olabilir 12, Daha &nceki ¢alismamiza ait toksisite bulgularinda testiste hem organ
agirhign hem histolojik agidan everolimusa bagl toksisite gdzlenmistir®®. Bu durum
ZT1’de daha barizdir. Uzun siireli kullanima bagli olarak toksistede artis gdzlenmis

olabilir. Everolimusun iireme organlarinda toksisitesi literatiirde tanimlanmustir>127:169,

Besinler; ilaglarin farmakokinetigini, mide bosalmasinda gecikme, safra akiginin
uyarilmasi, gastrointestinal pH'taki ve liimen metabolizmasindaki degisiklikler veya ilag
ve besinlerin dogrudan etkilesimleri gibi ¢esitli mekanizmalar yoluyla etkileyebilir.
Besinlerin ilacin farmakokinetigini ne yonde etkileyecegi, ilacin fizikokimyasal
ozellikleri ile ilgilidir. Everolimus suda az ¢6ziinen ve membran gecirgenligi diigiik olan
bir ila¢ etkin maddesidir (BCS smif IV). Bu 6zelliklere sahip ilaglar, formulasyona gore
smif II (disiik ¢oziiniirliik, yiiksek permeabilite) veya smif Il (yiiksek c¢oziiniirliik,
diisiik permeabilite) olarak davranabilmektedir. Smif III ilaglar besinlerden negatif

olarak etkilenirler. Yani Cmaks ve AUC achik durumuna gbre azalir, tmaks iSe uzar'’,
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Everolimusun da besinler ile alindiginda Cmaks ve AUC’sinin azaldigi ve tmaks’inin
uzadig1 saptanmustirt’41”, Bu calismamizda ad libitum beslenen erkek farelerde, aglik
durumuna gore tmaks uzamis, Cmaks ve AUC degeri azalmistir. Ayn1 grup farelerde
hepatik everolimus diizeyi de aclik durumunda yiliksek bulunmustur. Hepatik kan
akimmin Dbesinlerle arttig1 bilinmektedir, ancak bunun ilag absorpsiyonu ve

dagilimindaki  6nemi  kamitlanamamistir!’®.

Ayrica  besinler  everolimusun
metabolizmasini Cyp3a4 ve P-gp’yi etkileyerek degistirmis olabilir'” ", Aclk
durumunda everolimusun biyoyararlanimindaki bu artis sadece ZT1 grubu erkek
farelerde goriilmiistir. Bu durum ilag metabolizmasinin ZT13’te (aktivite fazi) ve
erkeklere gore disilerde daha yiiksek olmasi ile agiklanabilir®%180-183 Besin alimmin
everolimus farmakokinetigine etkisi ileum verilerine bakildiginda da goriilmektedir.
[leumda her grupta besin alimi ile, ileum everolimus diizeyi artmistir. Besin etkisi ile

emilemeyen/P-gp ile atilan fraksiyonun daha fazla oldugu gorilmektedir. Bu da

karacigerdeki bulgular ile uyumludur.

Everolimus farmakokinetigini etkileyebilecek bir diger faktor cinsiyettir. Disi ve
erkek fizyolojisi arasindaki fark ilag farmakokinetigini c¢esitli  sekillerde
etkileyebilmektedir. Oregin disilerde besinlerin gastrointestinal gegis siiresi daha
uzundur, bu da everolimusun absorpsiyonunu azaltmaktadir. Bu durum ileumda
emilmeyen everolimus miktarinin disilerde daha fazla olmasimi aciklayabilir. Ayni
zamanda CYP3A4 (farede Cyp3all) aktivitesi disilerde daha yiiksektir'32183 bu da yine
karaciger ve bagirsakta daha hizli metabolize olmasina yol acacaktir. Hepatik P-gp
ekspresyonunun insanda erkekte daha yiiksek oldugu bilinmesine ragmen, fare
caligmalarinda diside daha yiiksek ekspresyon gozlenmistir'’t. Bu da yine everolimusa
total maruziyetin diside daha az olmasimi agciklayabilir. Ancak calismamizda disi ve
erkek fareler arasindaki en biiyiik fark timus everolimus diizeylerinde goriilmiistiir.
Everolimusun erkek farelerde timusa afinitesinin daha yiiksek oldugu timus/plazma
oranlarina bakildiginda net bir sekilde goriilmektedir. Timus farmakokinetiginde
goriilen bu fark oOnceki ¢alismamiz ile benzerlik gostermektedir'®®. Onceki
calismamizda 28 giin boyunca, erkek farelere 5 mg/kg, disi farelere ise 15 mg/kg dozda
everolimus uygulanmistir. Timusta everolimusa bagli goriilen toksisitenin doz farkina
ragmen disi ve erkekte esit oldugu goriilmiistiir. Bu da disi farelerde ancak 3 kat fazla
doz uygulandiginda erkek farelerdeki timus everolimus diizeylerine erisildigini

diistindiirmektedir.
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ZT1’de everolimus uygulanan disi ve Ozellikle erkek farelerde ZT13’te
everolimus uygulananlara gore daha fazla toksik etki gézlenmesinin ve sirkadiyan Saat
sisteminin fizyolojik biyobelirtecleri olan lokomotor aktivite ve viicut sicaklgi
ritimlerinin daha fazla bozulmasinin altinda yatan nedenin, everolimusun uygulanma
zamanina bagl olarak farmakokinetik profilindeki degisikliklere bagli olup olmadig1 bu
calismamiz ile kismen ortaya konulmustur. Everolimusun plazma AUC degerleri yani
sistemik dolasima gegen ila¢ miktarlar1 arasinda cinsiyet, aglik-tokluk ve uygulama
zamanina bagli belirgin bir fark olmamasina ragmen ilacin karaciger dokusundaki
konsantrasyonlari aglik ve tokluk durumlarinda hem disi hem de erkek farelerde ZT1’de
ilag uygulandiginda ZT13’e gore &nemli Olciide yiiksek bulunmustur. Onceki
calismamizda, everolimus uygulanan farelerde, trigliserit ve ¢ok daha belirgin olmak
izere kolesterol diizeylerinde artis (karaciger toksisitesi agisindan 6nemli) gozlenmistir
2021 By artis, ZT1’de ilag uygulanan farelerde ZT13’e gore ozellikle erkek farelerde
¢ok daha fazla olmustur. PI3K/AKT/mTOR yolaginin everolimus tarafindan
inhibisyonunun hiperlipidemi gibi metabolik toksisiteye yol agtig1 bilinmektedir>184,
ZT1 grubunda daha fazla metabolik toksisitenin gozlenmesi, bu grupta everolimusun
karacigerde daha yiiksek diizeylere ulastigini gosteren farmakokinetik bulgularimizla
aciklanabilir. Yine daha onceki calismamizda ZT1’de toksisite gozledigimiz timus
dokusunda da everolimus AUC’si erkek farelerde daha belirgin olmakla beraber her iki
cinsiyette de ZT1’de anlamli derecede yiiksek bulunmustur 2**, Bu durum timusta
ZT1’de daha anlamli olarak gozledigimiz organ toksisitesinin farmakokinetik bulgularla

aciklanabilecegini gostermektedir.

Okazaki ve ark.’in®® yaptig1 calismada parenteral yol tercih edilmis olup,
everolimus uygulanmasinin zamana bagli olarak farmakokinetiginin degismedigi
goriilmiistiir. S6zi edilen makale incelendiginde farmakokinetik parametrelerin detayli
olarak hesaplanmadigi goriildiigiinden ortaya ¢ikan deg8isimi sayisal olarak ifade etmek
mimkiin olmamistir. Calismaya bakildiginda kan konsantrasyonu-zaman profillerinde
anlamli bir degisimin olmadig1 dolayisiyla da AUC ve eliminasyon yarilanma omrii
parametrelerinde bir degisim olmadig1 sonucuna varilmistir'®, Everolimus tedavide oral
yoldan kullanilan bir ajan oldugundan, parenteral uygulama yerine calismamizda
oldugu gibi oral yoldan uygulama sonucunda bir fark olup olmadigini gérmenin daha
dogru bir yaklasim oldugu degerlendirilmistir. Calismamizda everolimus 5 mg/kg tek

doz halinde ve oral yoldan uygulanmistir. Bu doz ve uygulama yolu O’Reilly ve
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ark.’1n**? metodolojisi ile ayn1 olup sadece kullanilan fare soyu farklilik gdstermektedir.

O’Reilly ve ark.’in!%2

ad libitum kosulda oral uygulamayi takiben 1. saatte total kanda
4,53 pg/ml’lik everolimus diizeyi saptanirken bu deger karacigerde ortalama 1,38 pg/ml
ve gastrointestinal kanalda ortalama 3,96 pg/ml olarak saptanmistir. Calismamizda ise
ad libitum oral uygulamay1 takiben elde edilen Cmaks degerleri plazma igin 1,62-3,83
ng/ml olurken karaciger icin 4,30 ile 15,41 pg/ml ve ileum igin ise 2,83-14,87 pg/ml
arasinda saptanmustir.  O’Reilly ve ark.’in**? tarafindan gercgeklestirilen calisma
bulgular ile bizim c¢alisma bulgularimiz arasinda gozlenen farmakokinetik farkliliklarin
fare soyundan ve oral yoldan uygulanan everolimusun farmasétik formiilasyonundan

32

kaynaklandigii diisiinmekteyiz. O’Reilly ve ark.’in*?, calismasinda everolimusun

%2’lik mikroemiilsiyon formiilasyonu kullanilmistir. Ayrica O’Reilly ve ark.’11%2,

sadece disi farelerle ¢alismis olup, uygulama zamani da belirtilmemistir.

Swiss albino farelerin kullanildigi everolimus uygulamasina ait bir baska
farmakokinetik c¢alismada, farelere everolimusun suda dagilabilen ticari olarak mevcut
tablet formu kullanilmis ve yine everolimusun farmakokinetik profilinde farkliliklar

138 O’Reilly ve ark.’n!® caligmasinda, everolimusun plazma ve karaciger

saptanmistir
konsantrasyonlarinin daha yiiksek bulunmasinda everolimusun mikroemiilsiyon
formiilasyonu seklinde uygulanmasinin gastrointestinal absorpsiyonu kolaylagtirmasinin

etkili olacag diisinilmektedir.

Calismamizin ikinci kisminda, disi ve erkek farelere 14 giin boyunca oral olarak
5 mg/kg/giin everolimus uygulamasi sonrasinda karaciger ve ileumda P-gp mRNA ve
protein ekspresyonlar1 degerlendirilmistir. Everolimusun P-gp’nin ekspresyonuna etkisi
ile ilgili bu giine kadar yapilan galismalar hiicre kiiltiirleri iizerinde yapilmistir'®-187,
everolimusun P-gp ekspresyonuna etkisi in vivo olarak gosterilmemistir. Bizim
caligmamizda everolimusun tekrarli doz uygulamasinin in vivo olarak, saglikl
dokularda P-gp ekspresyonuna etkisi ilk defa incelenmistir. Calismamizda oncelikle disi
ve erkek kontrol gruplarma bakildiginda Abcbla’nin her iki dokuda da ritmik
ekspresyon gosterdigi ve ZT13’te daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Abcblb
ekspresyonu ise zamana bagli olarak degismemistir. Everolimus uygulamasi ile
karacigerde Abcbla ekspresyonu azalmis ya da degismemis, Abcblb ise artmis ya da
degismemistir. Karacigerde P-gp protein ekspresyonu her grupta ZT13’te daha
yiiksektir, ancak istatistiksel olarak anlamli degildir. Ileumda da karacigere benzer

sekilde everolimus uygulamasi ile Abcbla artmis ya da degismemis, Abcblb ise
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azalmis ya da degismemistir. Ileumda everolimus uygulamasi P-gp protein
ekspresyonunu disi ve erkek farelerde farkli etkilemistir. Erkek farelerde ZT13’te
everolimus ekspresyonu azaltirken, ZT1 disi farelerde artirmistir (p<0,001). Everolimus
genel olarak Abcbla ekspresyonunu azaltmis, Abcblb ve P-gp protein ekspresyonunu
ise artirmistir. Abcbla ve Abcblb’nin ilag uygulamasina bagli olarak farkli sekilde
uyarildiklar1 anlasilmaktadir. fleumda ZT1’de everolimusa bagli P-gp ekspresyonunun
disi farelerde artis1 da, viicudun dis uyarilara kars1 zayif oldugu bir zamanda (dinlenme

fazinda) ilaca kars1 direng gelistirmeye daha yatkin olabilecegini diistindiirmektedir.

Everolimus kararli-durum plazma diizeylerinde bakildiginda ise (1ME;
0,20+0,02 — 13ME; 0,17+0,01 ve 1FE; 0,18+0,02 — 13FE; 0,22+ 0,02 pg/ml) zamana
bagli bir degisiklik olmadigi gorilmistir. Calismada P-gp mRNA ve protein
ekspresyonunun zamana, cinsiyete ve everolimus uygulamasina baglh olarak degistigi
ancak bu degisimlerin everolimusun kararli-durum plazma diizeylerini etkilemedigi
izlenmistir. Buna gore, yinelenen dozda uygulanan everolimusun zaman-bagli P-gp
ekspresyonuna etkisinin kararli durum plazma farmakokinetigini degistirmeyecegi
degerlendirilmistir. Ancak P-gp’nin karaciger ve ileumda zamana bagli ekspresyonu ve
P-gp ekspresyonuna everolimusun etkisi, everolimusun dokulardaki dagilimini

etkileyebilir.

Everolimusun etki ve yan etki/toksisite profillerini degistirebilecek hem
farmakokinetik (P-glikoprotein ve CYP3A) hem de farmakodinamik (mTOR yolagi)
faktorlerin giin ici ritim gosterdikleri bilinmektedir®'®1"4862 Everolimus, karacigerde
ve bagirsak duvarinda sitokrom P450 (CYP) enzimleri CYP3A4 ve CYP3AS tarafindan
metabolize edilir'®, Everolimus ayrica coklu ilag tasiyicist P-gp ile hiicreden
atilmaktadir’®®1°. Ando ve ark.'8, C57BL/6J farelerde karaciger ve GI kanalda Abcbla
(P-gp'nin kemirgen homologlari; Abcbla ve Abcblb) mRNA ekspresyonunda, ZT12-
16'da zirve yapan net bir 24 saatlik ritim bulmuslardir. Bagirsakta, P-gp protein
seviyeleri de giinliik ritim gostermis, dinlenme fazinin ikinci yarisinda tepe ve dinlenme
fazinin baslangicinda ¢ukur olusturmustur. C57BL/6J erkek farelerin karacigerinde P-gp
ekspresyonunda, ZT17'de maksimum ve ZT1'de minimum olmak tizere 2.9 kat degisen
dalgalanma gozlenmistir®®. Benzer sekilde, P450 enzimi Cyp3all (insan CYP3A4'e
homologu), C57BL/6J farelerin karacigerinde ZT21'deki en yiiksek ve ZT1'deki en
diisiik mRNA seviyelerini gostermistir*®®2. Bu nedenle, P-gp ve CYP3A'nin sirkadiyan

ritimlerinin, dozaj siiresine bagli olarak organizmanin everolimusa duyarliligini
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degistirebilecegi ve dolayisiyla bu ilacin kronofarmakokinetik ve kronotoksisitesine
katkida bulunabilecegi disiiniilmektedir. Farede ZT1'de everolimusun zayif
detoksifikasyonu, bu sirkadiyan zamanda everolimusun toksisitesine karsi organizmay1
daha savunmasiz yapabilir. Ayrica hem 6nceki hem simdiki ¢alismamizda everolimusun
siras1 ile kronotoksisite ve kronofarmakokinetiginde cinsiyete bagli farkliliklar
gozlemledik. Erkek fareler, everolimusun toksik etkilerine disilere gore daha duyarlh

2021 Ahowesso ve ark.!® irinotekanin toksisitesinin cinsiyete gore

bulunmustur
degismekte olup, erkeklerde disilerden daha yiiksek oldugunu saptamislardir.
Everolimus toksisite ve farmakokinetiginin bu cinsiyet bagimliligi, karaciger, bagirsak
ve bobreklerde CYP3A ve P-gp'nin mRNA ekspresyonlarini igeren ilag metabolizmasi
ve detoksifikasyonundaki cinsiyete bagl farkliliklarla ilgili olabilir. Bu hipotez
dogrultusunda, bazi calismalar Cyp3all mRNA'nin, disilerde farelerde erkeklerden
daha yiiksek oldugunu, yani kadinlarda everolimusun daha iyi tolere edilebilirligini

kismen orataya koymaktadir®2183

. Kemirgen karacigerindeki cinsiyete 0zgii gen
transkripsiyonu ayrica erkeklerde epizodik olan ve kadinlarda siirekli olan biiyiime
hormonunun salgilama diizenleri ile de diizenlenir. Ozellikle, birkag sitokrom P450
enzimi cinsiyetler arasinda farkli sekilde eksprese edilir!®t. Cui ve ark.!®? C57BL/6J
farelerde Abcbla ve Abcblb'nin, ilag efluksunda ana bolgelerden biri olan bdbrek

dokusunda, disilerde daha yiiksek ekspresyon paterni gosterdigini bulmuslardir.

Yapilan caligmalar mTOR yolaginin sirkadiyan ritim gosterdigini ortaya
koymustur. Cao ve ark.!®? tarafindan yapilan bir calismada mTOR yolaginin farelerde
SKC’deki sirkadiyan saat tarafindan kontrol edildigi ve mTOR aktivitesinin ZT4’te
maksimum oldugu gosterilmistir. Ayn1  zamanda mTOR’un da SKC’nin
senkronizasyonunda rol oynadigi ortaya konulmustur. Periferal organlardaki saatler,
SKC ile siki bir koordinasyon icinde c¢alismaktadir. Farmakokinetik c¢aligma
bulgularimiza baktigimizda, mTOR inhibitorii everolimusun ZT1 grubunda karacigerde
daha fazla doku konsantrasyonuna ulastig1 goriilmiistiir. Calismamizda, ZT1 grubunda
hem everolimusun karaciger dokusunda daha fazla birikmesi hem de mTOR
aktivitesinin ZT4’te daha yliksek olmasi nedeniyle daha fazla inhibe edilmesi; hiicre
metabolizmasi, biiyiimesi ve proliferasyonundan sorumlu mTOR yolaginin inhibe
edilmesinden kaynaklanan metabolik bozukluklar1 ve genel toksisite bulgularini

aciklayabilir.
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Everolimusun saat genleri tizerine etkileri in vitro ve in vivo olarak arastirma
grubumuz tarafindan  gergeklestirilen c¢esitli ¢alismalarla  gdsterilmistir. Bir
calismamizda, everolimusun, U20S Bmall-dLuc hiicre hatlarinda, saat geni Bmall’in
ekspresyon ritmi iizerine etkisine bakilmis, gen ekspresyon ritminin uzadigi ve
amplitiidiin diistiigli gozlenmistir. Yine ¢alisma grubumuz tarafindan yapilan bir in vivo
calismada, KI/KI Per2::Luc erkek farelerde saat geni Per2 ekspresyonu ve lokomotor
aktivite ritimleri lizerine everolimusun uygulama zamanina bagh etkisi incelenmis;
ZT1’de ilag uygulanan farclerde hem Per2 gen ekspresyon ritminin hem de lokomotor
aktivite ritminin ZT13’e gore daha fazla bozuldugu saptanmistir. Farmakokinetik
calisma bulgularimiza gore everolimusun karacigerde ZT1 grubunda ZT13’e gore daha
yiiksek oranda birikmesi, karacigerdeki sirkadiyan saat genleri ile sirkadiyan saat
genleri tarafindan kontrol edilen ve ila¢ metabolizmasi ile detoksifikasyonunda énemli
rol oynayan genlerin ekspresyon ritimlerinin daha fazla bozulmasina yol agmasi
muhtemel goriinmektedir. Karacigerdeki metabolik ritimlerin bozulmasi da genel bir
internal desenkronizasyona yol agarak organizmanin dengesinin bozulmasina, bu da
SKC’de bulunan ana sirkadiyan saat ile koordinasyonun bozulmasina yol agmaktadir.
Calisma bulgularimiz, lokomotor aktivite ve viicut sicakligi gibi sirkadiyan saatin
diizgiin bir sekilde calisip c¢alismadigini gosteren fizyolojik biyobelirteclerdeki
ritimlerin ZT1’de daha fazla bozuldugunu ortaya koymustur?®?!, flaca baglh olarak
olusabilecek biyolojik ritim degisiklikleri, kavramsal olarak ila¢ yan etkisi olarak
degerlendirilmektedir. Biyolojik ritimlerin degismesi, degismis bir homeostatik
diizenlenme demektir ki bu da organizmanin pek ¢ok temel fonksiyonunu
etkileyebilecek ciddi problemlere yol acabileceginden dikkatle iizerinde durulmasi
gereken bir durumdur. Sirkadiyan saatteki bozulmalar; psikolojik bozukluklar,
norodejeneratif hastaliklar, kognitif performans, motor kontrol ve mental aktivitede
bozulma, metabolik sendrom, kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet, obezite, inflamatuar
hastaliklar ve kanser gibi pek ¢ok hastaligin patofizyolojisi ile yakindan

iligkilidir?160-194-196

ZT1 ve ZT13 zamanlarinda ad libitum beslenen erkek/disi farelere everolimus
uygulanmasini takiben elde edilen plazma verileri degerlendirildiginde, ZT1 grubu
erkek farelerde plazma Cmas degerlerinin ZT13’e gore diisiik bulunmasi, calisma
grubumuz tarafindan gerceklestirilen everolimusa ait kronotoksisite bulgulariin sadece

ila¢c plazma diizeyleri ile agiklanamayacagini da gostermistir. Genel olarak antikanser
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ilaclarin kan ve organdaki konsantrasyonlari ile toksisite gézlenme zamani arasinda bir
iliski kurulabilir. Ornegin bir antikanser ve immunsupresan ila¢ olan metotreksat i¢in bu
sekilde bir iliskiden bahsetmek miimkiindiir. Everolimus i¢in bu husus tam olarak
bilinmemekte olup, yaptigimiz ¢alismada incelenmistir. Plazma verilerine genel olarak
bakildiginda en iyi tolere edilen zaman olan ZT13’te, ZT1’e gore ad libitum beslenen
disi ve erkek farelerde daha fazla plazma konsantrasyonu olusmasina ragmen AUCo-24
degerlerinde gruplar arasinda belirgin bir farklilik goriilmemistir. Yani gruplar arasinda
sistemik maruziyet agisindan onemli bir farklilik olusmamistir. Bununla birlikte,
karaciger farmakokinetik verilerine bakildiginda, tiim gruplarda, en fazla toksisite
gozledigimiz zaman olan ZT1 zamaninda, en az toksisite gozledigimiz ZT13 zamanina
gore, karaciger everolimus AUC degerlerinin (maruziyetin) daha fazla oldugu; bunun da
ozellikle ZT1 zamaninda ve ag¢ birakilan erkek farelerde olustugu saptanmistir. Plazma
icin degil ancak karaciger dokusunda olusan maruziyet ile everolimus toksisitesi
arasinda bir korelasyonun oldugu degerlendirilmistir. Ayni sekilde ileum Cmaks Ve
AUC.24 verilerine bakildiginda genel olarak ZT1 ve ZT13 arasinda fark gézlenmezken,
cinsiyete ve aglik/tokluk durumuna goére farklilik yiiksektir. ileumda zamana baglh fark
doku/plazma oranlarinda goriilmiis ve ZT1’de ileuma dagilim daha yiiksek olmustur.
Yine timus verileri de onceki ¢aligmamizi dogrulayacak sekilde, ZT1’de ve 6zellikle
erkek farelerde everolimus konsantrasyon ve AUCo.24 degerleri daha yiiksektir. Bu
durum timusta ZTI1’de goriilen kronotoksisitenin everolimus maruziyetiyle
aciklanabilecegini gostermektedir. Ancak ayn1 durum testiste gdzlenmemistir. Onceki
calismamizda  everolimus  toksisitesi ZT1’de  daha  fazla  goriiliirken,

kronofarmakokinetik ¢alismamamizda ZT13’te daha yiiksek maruziyet goriilmistiir.

Li ve ark.'%", tarafindan yapilan kapsamli bir preklinik ¢alismada ilging sonuglar
elde edilmis, sistemik maruziyet ile toksik etki olusma veya toksik etkinin gozlenmesi
durumlarinin her zaman paralel olmayabilecegi gosterilmistir. Bu ¢alismada, paranteral
yoldan irinotekan uygulanan farelerde olusan toksisite ile plazma verileri degisik
ozellikler gostermis ve arastiricilar fare gruplarini siniflara ayirmistir. Siif-1 grubuna,
B6D2F; ve C57BL/6 disi fareler dahil edilmistir. Bu grupta, antikanser bir ilag olan
irinotekan, en iyi tolere edildigi zaman olan ZT15’te verildiginde, AUC degerinin en
diisiik oldugu; en toksik oldugu ZT3’te verildiginde ise AUC’nin en yiiksek oldugu
saptanmigtir. Smuif-11 grubuna B6D2F; ve C57BL/6 erkek fareler dahil edilmistir. Bu

grupta, en iyi zaman ZT11 ve en kotii zaman ZT23 olarak saptanmistir. Ancak
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irinotekanin hem ZT11 hem de ZT23’te uygulandiginda AUC degerleri arasinda
kronotoksisite ile iligkilendirilebilecek belirgin bir farklilik goriilmemistir. Sinif-I11
grubuna, B6CBAF1 disi ve erkek fareler dahil edilmistir. Bu grupta, en iyi zaman ZT15
ve en kotii zaman ZT7 olarak saptanmistir. Irinotekan, en iyi tolere edildigi zaman olan
ZT15’te uygulandiginda toksisitenin en diigiik oldugu ancak AUC degerlerinin en
yiiksek oldugu goriilmiistiir. Ayni sekilde ilacin en toksik etki gdsterdigi zaman olan
ZT7’de verildiginde AUC degerinin en az oldugu saptanmistir'®’. Sonug olarak, bazi
antikanser ilaglar i¢in toksik etkinin siddeti ile plazma/kan konsantrasyonlar1 arasinda
zay1f bir iligkinin oldugu gozlenmektedir. Everolimus acisindan degerlendirdigimizde,
ila¢ plazma konsantrasyonu degerleri ile toksisite goriilmesi arasinda bir korelasyon
goriilmemekle  birlikte, karacigerdeki everolimus maruziyeti  kronotoksisite

bulgularimizi destekler niteliktedir.

Sonuglar1 6zetlemek gerekirse ¢alismamizda; everolimus doku dagiliminin, ilag
uygulama zamani, cinsiyet Ve aclik/tokluk durumuna gore onemli Ol¢lide degistigi
gortiliirken, plazma farmakokinetiginde onemli bir farklilik saptanmamistir. Karaciger
everolimus diizeyleri tiim gruplarda ZT1°de daha yiiksek bulunmustur. Ayrica 6zellikle
erkek farelerde aclik durumunda everolimusun Karacigerdeki dagilimi artmigtir. [leumda
ise ila¢ uygulama zamanina bagl olarak major bir fark goriillmezken besin alimi ile ve
ozellikle disilerde ileum everolimus diizeyleri artmistir. Timus everolimus dagilimi
baktigimizda ise toksisite bulgularimiz1 destekleyecek sekilde ZT1’de ve 6zellikle erkek
farelerde anlamli derecede yiiksek oldugu tespit edilmistir. Farelerde everolimusun en
toksik oldugu zaman ZT1 olup ¢alismamizda da ZT1’de everolimusun doku dagiliminin
ZT13’e gore daha yliksek oldugu gosterilmistir. Son yillarda 6nemi iyice artmis olan
antikanser ilag everolimusun, uygulama zamanma bagli olarak farmakokinetik
profilindeki degisiklikler yani everolimus kronofarmakokinetigi ilk kez bu ¢alisma ile
ortaya konulmustur. Ayn1 zamanda ¢alismamiz, farelerde beslenme (aglik-tokluk) ve
cinsiyet (disi-erkek) gibi faktorlerin, everolimus farmakokinetigine, etkisini detayli
olarak ortaya koymasi acgisindan 6nem arz etmektedir. Kronofarmakokinetik c¢alisma
bulgularimiz, everolimusun saglikli farelerdeki kronotoksisitesi ve sirkadiyan saat
fonksiyonu {iizerindeki uygulama zamanina bagimli etkilerini ortaya koydugumuz
onceki galismanin mekanizmasini farmakokinetik acidan aydinlatmasi agisindan da
olduk¢a Onemlidir. Preklinik c¢alisma bulgularimizin, klinik ¢alismalara temel

olusturarak  kemoterapinin, hastanin sirkadiyan zamanlama sistemine gore
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bicimlendirilmesiyle tedavinin bireysellestirilmesine ve daha etkin hale getirilmesine
yonelik girisimlere katkida bulunacagini diistinmekteyiz. Tedavinin uygulanma zamani
bakimindan, biyolojik saatin viicutta olusturdugu ritimleri bilmek ve kanser hastalarinda
kullanilan ilaglarin uygulama zamanlarina yonelik teorik bilgiyi arttirmak, antikanser
ilaclarin terapdtik etkilerinin en st diizeye ¢ikarilmasini ve yan etkilerinin de en aza
indirilmesini saglayacaktir. Bu sekilde antikanser ilaglarin daha etkin ve dogru
kullanilmas1 ve ilag tolere edilebilirliginin arttirilmasi yoniinde kanser tedavisine bir

katkimiz olabilecektir.
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