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OZET

Oztiirk, D. (2013). P-glikoprotein substrat1 talinololiin disi ve erkek farelerdeki
farmakokinetigi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Farmakoloji Anabilim
Daly, Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

ABC (ATP-binding cassette) tastyici list familyasina ait ilag tasiyici proteinler ilacin
farmakokinetiginde degisiklige yol acan 6nemli bir faktordiir, dolayisiyla tasiyicilarin
ekspresyonlarinda ve aktivitelerinde cinsiyete baglh farklilik olusmasi,  ilacin
farmakolojik etkisinde degisiklige yol acabilir. Caligmanin amaci; bir ilag efluks
proteini olan P-glikoprotein (P-gp) substrati talinololiin erkek ve disi C57BL/6J
farelerdeki farmakokinetigini in vivo olarak incelemektir. Caligmada disi ve erkek
farelere i.p. yoldan 20 mg/kg talinolol ve/veya P-gp inhibitorii 30 mg/kg zosukidar
giindiiz periyodunda (ZT3) uygulanmistir. Talinolol uygulamasini takiben farelerden
30, 60, 120, 240 ve 300. dakikalarda kan alinmis ve plazma talinolol konsantrasyonlar1
valide edilmis HPLC yontemi ile tayin edilmistir. Zosukidar uygulamasi ile erkek
farelerde, kontrol grubuna gore talinolol Cpaks Ve AUCy.s5s, degerleri sirastyla %57 ve
%69 artis gostermistir. Disi farelerde ise, zosukidar uygulamasi ile talinolol Cyaks V€
AUC.55, degerleri kontrol grubuna gore sirasiyla %78 ve %102 artmugtir. Verilerin gift
yonli ANOVA kullanilarak yapilan istatistiki analizine gore, cinsiyetin talinololiin
AUC ve Cpaks parametreleri lizerinde anlamli bir etkisi bulunmamaktadir (p= 0,97 ve
p=0,49). Zosukidarin, talinolol AUC degerleri iizerinde anlamli gekilde
yorumlanabilecek bir artis yaptigi (p= 0,05) fakat Cpmaks izerinde anlamli bir artisa yol
agmadigr goriilmiistir (p= 0,25). Calismamizin bundan sonraki agamasinda, talinololiin
dokulardaki diizeyinin belirlenmesi ve ayni deney prosediiriiniin gece periyodunda
(ZT15) tekrar edilerek, zamana bagli bir farmakokinetik farkliligin degerlendirmesi ile
devam edilmesi planlanmaktadir. Calismamizin sonuglari, P-gp ile tasinan ilaglarin
farmakokinetiginde cinsiyet farkinin 6neminin ortaya konmasi ve bu konuda yapilacak

olan klinik ¢aligsmalara temel teskil etmesi yonlerinden 6nem arz etmektedir.

Anahtar kelimeler: P-glikoprotein, talinolol, farmakokinetik, cinsiyete bagl farklar,
zosukidar.

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 31183.
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ABSTRACT

Oztiirk, D. (2013). Pharmacokinetics of P-glycoprotein substrate talinolol in female and
male mice. Istanbul University, Institute of Health Science, Department of
Pharmacology. Master Thesis. Istanbul.

The member of the ABC (ATP-binding cassette) superfamily transport proteins are
important players leading to change of drug pharmacokinetics. Therefore sex-related
differences in expression and function of transport proteins may change the
pharmacological effects of drugs. The aim of this study is to investigate in vivo
pharmacokinetics of talinolol as a P-glycoprotein substrate in female and male
C57BL/6J mice. In the study, 20 mg/kg talinolol and/or 30 mg/kg zosuquidar were
administrated i.p. to female and male mice at day period (ZT3). Following talinolol
administration blood samples were taken at 30, 60, 120, 240 and 300 min from mice.
Plasma concentrations of talinolol were determined by using validated HPLC method.
As a result of zosuquidar administration, in male mice talinolol Cpax and AUC s, values
increased 57% and 69%, respectively as compared to control group. In female mice,
talinolol Cpax and AUC.s, values increased 78% and 102%, respectively as the stuff
combined with zosuquidar. According to two way ANOVA, gender has no remarkable
effect on talinolol AUC and Chax  (p= 0.97 and p= 0.49) although zosuquidar almost
significantly increased talinolol AUC values (p= 0.05). However, no significant effect
was observed in Cpax. (p= 0.25). In the next stage of our study, we plan to determine
talinolol in tissues and evaluate time-dependent differences of pharmacokinetics via
repetition the same experimental procedure at night period (ZT15). The result of our
study is important as it revealed the importance of sex-related differences in
pharmacokinetics of drugs transported by P-gp and it will provide basic knowledge on
related clinical studies.

Key words: P-glycoprotein, talinolol, pharmacokinetics, sex-related differences,
zosuquidar
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1. GIRIS VE AMAC

Ilag etkinliginin ve ilaca bagli cevabm degiskenlik gdstermesinde 6nemli bir
faktor olarak goriilen cinsiyete bagli degisiklikler, sadece ilag metabolizmasindan
sorumlu enzimler i¢in degil, ABC (ATP-binding cassette) tastyici iist familyasina ait
ilag tasiyic1 proteinler icin de gosterilmistir. ABC tasiyici list familyasi ¢esitli ilaglarin,
ksenobiyotiklerin ve endojen bilesiklerin, biyolojik membranlardan taginmasini
saglayan membran proteinlerinden olugmaktadir. ABC proteinleri, substratlarint aktif
olarak membranlardan pompalamak i¢in ATP hidrolizine bagimli olarak ¢alisan primer
aktif tasiyicilardir. Bu tasiyicilar baglica bagirsak segmentleri, karaciger, bobrek gibi
ilag emilimi, metabolizmas1 ve atilimindan sorumlu organlarda eksprese olmaktadir.
Tasiyicilarin ekspresyon ve fonksiyonel aktivitelerinde cinsiyete bagli degisikliklerin
olusmasi, ilacin farmakolojik etkilerini, toksisitesini ve farmakokinetigini degistirebilen

onemli etkenler olarak goriilmektedir.

llag efluks tasiyicilarindan biri olan ve ABCB1 (MDR1) geni tarafindan
kodlanan P-glikoprotein (P-gp), ilacin viicutta farmakolojik bariyerlerden gegisini
siirlayan onemli bir aracidir. P-gp’nin doku spesifik lokalizasyonu, dnemli bolgeler
bagsta olmak iizere tiim viicudun zararli ksenobiyotiklere karsi korunmasini saglar (Chen

ve ark. 2012).

Cinsiyet aras1 farkliliklar ilag etkisinin regiilasyonunda, uzun siiredir
arastirilmaktadir  (Ofotukun ve ark. 2007). Karaciger ilag metabolizmasindaki
farkliliklardan kaynaklanan cinsiyet ayrimi da, ilag cevabinda cinsiyetler arasi
degiskenligin molekiiler temelini agiklamak amaci ile dikkate alinmistir (Franconi ve
ark. 2007). Ilag metabolizmas1 ve ila¢ efluksu arasindaki olas1 dinamik etkilesmede,
ilaglarin yapisi ve terapotik cevap agisindan cinsiyet degisikliklerinin kavranmasinda P-
gp gibi ilag tasiyicilarinin 6nemli rolii bulunmaktadir (Benet ve Cummins 2001; Benet
ve ark. 2003).
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Cinsiyet farkli ilaca maruz kalma, ilag yanit1 ve toksisitesinde tedavi etkinliginin
belirleyicilerinden biridir. Bu farkliliga birbiri ile iliskili ¢ok yonlii bir dizi fizyolojik ve
molekiiler aracilar eslik etmektedir. Bireysellestirilmis tedavileri gelistirmek amaciyla
stratejik bir ¢aba olarak FDA, klinik calismalara ¢ocuk dogurma potansiyeli olan
kadinlarin da dahil edilmesini onaylamis ve cinsiyetin giivenlik, etkinlik ve doz
belirleme ¢alismalarinda degerlendirilmesi ¢agrisinda bulunmustur. Bununla birlikte,
ila¢ farmakokinetik ve farmakodinamiginde cinsiyet farklilig1 ilaca bagli cevapta goz
onilinde bulundurulmasi gereken 6nemli bir degisken olarak kabul edilmistir (Bebawy
ve Chetty 2009).

Beta reseptor blokorii olarak halen tedavide kullanilan talinolol ¢ok diisiik
metabolik klirensi, genis terapdtik araligi, plazma proteinlerine diisiik oranda
baglanmas1 gibi avantajli farmakokinetik 6zellikleri nedeniyle P-gp aracili intestinal
transportun degerlendirilmesinde ve P-gp ile iliskili ila¢ etkilesme ¢aligmalarinda model
bir bilesik olarak kullanilmaktadir (Wetterich ve ark. 1996; Spahn-Langguth ve ark.
1998; Fischer ve ark. 2005; Tubic ve ark. 2006b).

Zosukidar, en potent P-gp modulatorlerinden biridir. Diger igiincii kusak
modiilatorler gibi zosukidarin da baska farmakolojik etkisi yoktur ve P-gp’ye yiiksek
afinite gostermesi i¢in gelistirilmistir (Pfister ve ark. 1995; Dantzig ve ark. 1996;
Starling ve ark. 1997). Zosukidar P-gp’ye selektiftir, diger tasiyici proteinleri inhibe
etmez. Zosukidarin selektif ve potent bir modiilatér olmast c¢oklu ila¢ rezistansi

calismalarindaki klinik 6nemini arttirmaktadir (Dantzig ve ark. 2001).

Calismadaki amacimiz, saf P-gp substrati olan talinololiin erkek ve disi
C57BL/6J farelerdeki farmakokinetigini in vivo olarak incelemektir. Calismamizda
talinolol tek basina veya P-gp'nin spesifik ve gii¢lii bir inhibit6rii olan zosukidar ile
birlikte intraperitoneal (i.p) yoldan disi ve erkek C57BL/6J farelere uygulanmis ve
belirlenmis  zaman araliklarinda kan Ornekleri alimmustir. Plazmadaki talinolol
konsantrasyonlari valide edilmis yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC) ile analiz

edilmistir. P-gp fonksiyonunun cinsiyete bagli degisimi talinolol farmakokinetigindeki
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degisiklikler ile degerlendirilmistir. Muhtemel bir cinsiyete bagli farkliligin varligi, P-
gp ile taginan ilaglarin farmakokinetiginde cinsiyet farkinin 6neminin ortaya konmasi ve
bu konuda yapilacak olan klinik ¢aligmalara temel teskil etmesi yonlerinden énem arz

etmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. ABC Tasiyic Proteinleri

ABC (ATP-binding cassette) tasiyict ist familyasit ¢esitli ilaglarin,
ksenobiyotiklerin ve endojen bilesiklerin (fosfolipidler, steroller, safra asitleri, peptidler,
amino asitler, polisakkaritler, inorganik iyonlar, metabolik {irlinler) biyolojik
membranlardan tasinmasini saglayan membran proteinlerinden olusmaktadir. ABC
proteinleri, substratlarini aktif olarak membranlardan pompalamak i¢in ATP hidrolizine
bagimli olarak c¢alisan primer aktif tasiyicilardir. ABC tasiyici familyasi oldukea farkl
bilesikleri tasiyan yaklasik 300 protein icermektedir ve bu familyanin proteinleri
bakterilerden insanlara kadar tiim canlilarda bulunmaktadir. Insan genomunda 49 gen
ile temsil edilmekte olan bu {ist familya, gen yapilari, domainlerinin sayisi ve
organizasyonu, amino asit dizilim homolojileri temel alinarak 7 alt familyaya ayrilmistir
(Tablo 2-1) (Stavrovskaya ve Stromskaya 2008; Huls ve ark. 2009; Ravna ve Sager
2009; Padowski ve Pollack 2010).

ABC tastyict proteinleri agirlikli olarak karaciger, bagirsak, bobrek, kan-beyin
bariyeri, kan-testis bariyeri ve plasenta gibi dokularda eksprese edilerek yapisal olarak
farkli ¢esitli ilaclarin absorpsiyonlar1 ve oral biyoyararlanimlar: ile hepatobiliyer,
intestinal ve Uriner atilimlar1 iizerinde 6nemli rol oynarlar. Ayrica ilaglarin beyin, testis
ve fetlis ile diger bazi 06zel hiicre ve doku kompartmanlarina penetrasyonlarini
sinirlandirarak ila¢ dagilimi lizerinde de major etkilere sahiptirler. ABC tastyicilarindan
bazilar1 (MDR1, MRP1 ve BCRP gibi) ilag farmakokinetigi tizerindeki etkilerinin yani
sira Ozellikle tiimor hiicrelerinde asir1 eksprese edilerek kemoterapdtik ilaglara karsi
gelisen ¢oklu ilag rezistansindan (multidrug resistance; MDR) da sorumludurlar
(Schinkel ve Jonker 2003; Aszalos 2007; Huls ve ark. 2009).
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Tablo 2-1: insanda ABC iist familyasina ait proteinlerin simflandirilmas: — Stavrovskaya
ve Stromskaya (2008)’den degistirilerek

. . ilac; Rezistansina Neden Olan
Alt Familya Alternatif Isim  Protein Sayisi )
Proteinler

Isim Say1

ABCA ABC1 12 ABCAZ2 1

ABCBL1 (P-gp)
ABCB MDR 11 ABCB4 (MDR?2) 3
ABCB11 (BSEP)

ABCC1 (MRP1)

ABCC MRP 13 ABCC2-6 (MRP2-6) g
ABCC10 (MRP7)
ABCC11 (MRPS8)

ABCD ALD 4

ABCE OABP 1

ABCF GCH20 3

ABCG White 5 ABCG2 (BCRP) 1

Yapisal analizler, tasiyict molekiiliin transmembranal heliksleri tarafindan
membran iginde genis bir cep olusturuldugunu ortaya koymustur. Bu cep, membranin
icine dogru substratlarin cebin igine girebilecegi iki lateral agikliga sahiptir. Genel
olarak kabul edilen modele gore ilaclar sitozolden veya cift tabakali membranin
sitoplazmik yapragindan tasiyicinin yiiksek afiniteli baglanma bdolgesine girer ve
baglanir. Tagtyicinin intraseliiler niikkleotid baglayici domainlerine ATP baglanmasi ile
olusan giiclii konformasyonel degisiklik sonucunda lateral agikliklar kapanir ve ilag
baglayici ceplerin ilaca afinitesi azalarak ilacin ekstraseliiler ortama atilmasina yol agar.
ATP hidrolizini takiben tasiyict molekiil substratlara yiiksek afinite gosteren
baslangigtaki orijinal konformasyonunu yeniden olusturur (Loo ve Clarke 2008;
Stavrovskaya ve Stromskaya 2008; Seeger ve van Veen 2009). ABC tasiyici
proteinlerinden tizerinde en ¢ok ¢aligilan protein olan P-gp’nin efluks fonksiyonu Sekil

2-1’de gosterilmistir.



Ekstraseliiler
ksenobiyotik

Plazma € A 2P
membrani {&OO’O

2 ADP
+ 2 Pi

Sekil 2-1: ABC tasiyici proteinlerinden P-gp’nin efluks (disa atim) fonksiyonu — Marzolini
ve ark. (2004)’ ten degistirilerek.

2.2. P-glikoprotein (P-gp, ABCB1, MDR1)

2.2.1. P-gp’nin Molekiiler Yapisi

ABC iist familyasinin ilk kesfedilen {iyesi olan P-gp, ATP hidrolizine bagimli
olarak c¢alisan ve efluks pompasi islevi goren bir membran proteinidir. ABC
familyasinin ABCB alt familyasina ait olan P-gp insanlarda 7921.1 kromozomda yer
alan MDR1/ABCB1 geni tarafindan kodlanmaktadir ve klonlanan ilk ABC tasiyicisidir.
P-gp, oOzellikle tiimor hiicrelerinde kemoterapi ilaglarina karsi gelisen coklu ilag
rezistansi ve ilag farmakokinetigindeki onemli roliinden dolayr ABC {ist familyasinin
tizerinde en ¢ok calisilan ve en iyi karakterize edilen proteinidir (Lin ve Yamazaki
2003; Varma ve ark. 2003; Marzolini ve ark. 2004; DuBuske 2005). P-gp (MDR1), ilk

defa 1976 yilinda Juliano ve Ling tarafindan, kolsisine direngli Cin hamsteri yumurtalik
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hiicrelerinde asir1 eksprese edilen ve yapisal olarak farkli ilaglara karsi direng gosteren
bir yilizey glikoproteini olarak tanimlanmistir. Bu glikoprotein yapisal olarak birbiriyle
iligkili olmayan ¢esitli ilaca karst membran permeabilitesini modiile edici etkisinden
dolay1 “Permeability” kelimesinin bas harfi olan “P” harfi ile adlandirilmistir (Juliano
ve Ling 1976; Takano ve ark. 2006).

P-gp 1280 amino asitin birlesmesinden olusur ve molekill agirligi 170
kilodalton’dur. Tek bir polipeptid zinciri iizerinde, esit uzunlukta iki homolog bdlimden
membrana baglidir. Molekiil altigsar transmembranal segment igeren iki transmembranal
domain (TMD) ve iki niikleotid baglayan domain (NBD)’den olusmaktadir. NH,- ve
COOH- terminali ve NBD’ler intraseliiler olarak yerlesmistir. Her bir NBD, Walker A
ve B motifleri ile Signature C motifini igermektedir. Bu motifler niikleotidlerin direkt
olarak baglanmasinda ve hidrolizinde rol oynamaktadir. Ilk ekstraseliiler kivrim N-
glikozillenmistir. Oldukca hidrofobik olan transmembranal segmentler, substratlarin
baglanmasinda ve atilmasinda gorev yaparken, son derece korunumlu bdlgeler olan
ATP baglayan domainler, ATP hidrolizi ile substratlarin aktif olarak tasinmasi igin
gerekli enerjiyi saglarlar. P-gp {izerinde yapilan in vitro calismalar glikozilasyonun
ATPaz aktivitesi ve transport fonksiyonunu etkilemedigini gostermistir (Schinkel ve
Jonker 2003; Varma ve ark. 2003; DuBuske 2005; Zhou 2008; del Amo ve ark. 2009).

2.2.2. P-gp izoformlan

Insanlarda P-gp gen ailesinin iki iiyesi (ABCB1/MDR1 ve ABCB3/MDR3); fare
ve siganlarda ise bu ailenin ii¢ tiyesi (mdrla, mdrlb ve mdr2) bulunmaktadir. Fare ve
sicanlardaki mdrla ve mdrlb birlikte insandaki MDR1’in gorevini iistlenmektedir.
Insanda MDR1 geni, fare ve siganlarda ise mdrla ve mdrlb genleri tarafindan kodlanan
P-gp, ilaglarin hiicre digina atilmasindan ve ¢oklu ilag rezistansindan sorumlu iken;
insan MDR3 geni ile fare ve sicanlarda mdr2 geni tarafindan kodlanan P-gp’ler
hepatositlerin kanalikiiler plazma membranlarinda lokalize olarak safraya fosfolipid
transportunda gorev almaktadirlar (Zhang ve Benet 2001; Lin ve Yamazaki 2003;
Klaassen ve Aleksunes 2010). MDR3’iin fosfolipidlere ek olarak digoksin, paklitaksel
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ve vinblastin gibi ¢esitli ilaglarin transportunda gorev aldigi, MDR3 transfer edilmis
hiicrelerde yapilan ¢alismalar ile gdsterilmistir (Lin ve Yamazaki 2003). Insan MDR1
ile fare mdrla arasinda %82 ve insan MDR1 ile fare mdrlb arasinda %79 homoloji
bulunmaktadir (del Amo ve ark. 2009). insanlarda ve kemirgenlerde eksprese edilen P-

gp izoformlar1 Tablo 2-2’de verilmistir.

Tablo 2-2: insanlarda ve kemirgenlerde P-gp izoformlar1 — Zhang ve Benet (2001)’den
degistirilerek.

Organizma flac tasiyic1 protein Fosfolipid tasiyici protein
Insan MDR1 MDR2 (MDR3)

Fare mdrla, mdrlb mdr2

Sigan mdrla, mdrlb mdr2

Hamster P-gp 1, P-gp 2 P-gp 3

2.2.3. P-gp’nin Dokulardaki Ekspresyonu ve Fonksiyonu

Monoklonal antikor kullanilarak gerceklestirilen immiinohistokimyasal analizler
P-gp’nin, tiimor hiicrelerindeki ekspresyonunun yani sira, saglikli insan dokularinda da
biiyiik olglide eksprese edildigini gdstermistir. Insanlarda bu tasiyici, karacigerde
hepatositlerin kanalikiiler yilizeyinde, bdbreklerde proksimal tiibiillerin epitel
hiicrelerinin apikal yiizeyinde, ince bagirsaklarin ve kolonun silindirik epitel
hiicrelerinin apikal ylizeyinde ekprese edilmektedir. P-gp ayrica, beyin, periferik sinirler
ve testislerde kapiller endotel hiicrelerinin luminal yiizeyinde, koroid pleksus epitel
hiicrelerinin apikal yiizeyinde, plasentanin epitel hiicrelerinin (sinsitiyotrofoblast) apikal
yiizeyinde ekprese edilereck kan-beyin ve kan-serebrospinal sivi, kan-testis ve
kan-plasenta gibi gesitli kan-doku bariyerlerini olusturmaktadir (Fromm 2002; Lin ve
Yamazaki 2003; Balayssac ve ark. 2005). P-gp’nin dokulardaki lokalizasyonu ve

fonksiyonu Tablo 2-3’te verilmistir.

Yapilan galismalar, P-gp’nin pankreas kanalciklarinin apikal yiizeyinde, adrenal

medulla ve korteksin ylizeyel hiicrelerinde, kalp, hematopoietik kok hiicreleri, dogal
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oldiriicti hiicreler (natural killer cells), antijen sunan dentritik hiicreler, T ve B
lenfositleri ile retina, deri, 6zofagus, mide, iskelet kas1 gibi ¢esitli hiicre ve dokularda
da eksprese edildigini gostermistir (Johnstone ve ark. 2000; Fromm 2002; Takano ve
ark. 2006).

Tablo 2-3: P-gp’nin dokulardaki ekspresyonu ve fonksiyonu — Fromm (2002) ve Takano
(2006)’dan degistirilerek.

Doku Lokalizasyon Fonksiyon

Ince bagirsaklar ve [laglarn bagirsak liimenine

Epitel hiicrelerin apikal membrani

kolon sekresyonu
Karaciger Hepatositlerin kanalikiiler membrani llaglarin safraya sekresyonu
" Proksimal tiibiillerin epitel hiicrelerinin flaglarin tiibiil liimenine
Bobrek .
apikal membrani sekresyonu

Santral sinir sistemini

Kapiller endotel hiicrelerin luminal ksenobiyotiklere Karst

Santral sinir sistemi

membrani
koruma
Testis Kapiller kan damarlarinin endotel hiicreleri  Kan-testis bariyeri
Plasenta Trofoblastlar Fetiisii ksenobiyotiklere

kars1 koruma

Retinal kapiller endotel hiicreleri,
Goz konjonktiva epitel hiicreleri, iris ve siliyer Kan-okiiler bariyeri
kas hiicreleri

P-gp’nin anatomik lokalizasyonu ve efluks fonksiyonu gbz Oniine alindiginda
ilaglarin farmakokinetigi tizerinde 3 farkli yolla etkili oldugu goriilmektedir (Fromm
2004; Marchetti ve ark. 2007; Padowski ve Pollack 2010):

1.Gastrointestinal kanalda enterositlerin apikal (luminal) membraninda ekprese
olan P-gp, oral yoldan alinan substratlarinin enterositlere alinmasini sinirlandirarak
absorpsiyonlarmi ve dolayisiyla oral biyoyararlanimlarint etkileyebilir. Ayrica,
intestinal sekresyonla kandan bagirsak liimenine atilmalarimi kolaylastirarak intestinal

atilimlarini artirabilir.

2.Bobreklerde proksimal tiibiil hiicrelerinin apikal membraninda ve karacigerde

hepatositlerin kanalikiiler membraninda eksprese edilen P-gp, kan dolasimia gegen
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ilaglarin sirasiyla idrar ve safra ile atilimlarii hizlandirarak ilag eliminasyonuna ve

detoksifikasyona katkida bulunabilir.

3.Beyin, plasenta, testis, lenfosit gibi dokularda lokalize olan P-gp, cesitli
kan-doku bariyerini olusturarak ilaglarin duyarli doku ve hiicrelere penetrasyonlarini
siirlandirabilir ve bu hiicrelerdeki akiimiilasyonlarin1 6nleyebilir. P-gp, bu hassas
dokular1 zararli maddelere karst dogal koruma fonksiyonunu gerceklestirirken, bir
taraftan da ilag dagilimimi etkileyerek 6zellikle bazi ilaglarin (antipsikotik ilaglar, HIV
proteaz inhibitorleri, antineoplastik ilaglar) terapotik etkilerini gdstermelerine engel

olabilir.

P-gp, ilaglari ve diger ksenobiyotikleri viicuttan uzaklastirarak dogal bir
savunma mekanizmast islevi gérmesinin yani1 sira hormonlar ve fosfolipidler gibi

endojen molekiillerin transportunda ve regiilasyonunda da gorev almaktadir (Balayssac

ve ark. 2005).

2.3. P-gp’nin ila¢ Farmakokinetigindeki Rolii

2.3.1. Tla¢ Absorpsiyonundaki Rolii

llaglarm hedef bolgelerine ulasabilmeleri igin cesitli biyolojik bariyerleri
asmalar1 gerekir. Oral yoldan kullanilan ilaglarin kan dolasimina ve oradan da etkili
olduklar1 bolgelere ulagabilmeleri icin ge¢meleri gereken ilk biiyiik engel bagirsak
epitelidir. Bagirsak duvari, distan ice dogru seroza, kas tabakasi, submukoza ve mukoza
tabakalarindan olusur. Bagirsak dokusunun liimene bakan yiizeyinde yer alan mukoza
tabakas1 apikal membran olarak adlandirilirken, kilcal kan damarlarinin bulundugu
submukoza tabakasina bazolateral membran adi verilir. Ilaglarm absorpsiyonu apikal
membrandan bazolateral membrana dogru (A — B) iken, kandan bagirsak liimenine
sekresyon (intestinal sekresyon) bazolateralden apikal membrana dogru (B — A)

gerceklesir (Lin ve ark.1999; Chan ve ark. 2004).
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Bir transmembranal efluks tasiyicisi olan P-gp, gastrointestinal kanalda,
ozellikle kolon ve ileumda, kolumnar (silindirik) epitel hiicrelerinin apikal
membraninda (firca kenarli membran) yiiksek miktarda ekprese edilmektedir. P-gp
ekspresyonu jejunum, duodenum ve mideye dogru giderek azalmaktadir. P-gp
ekspresyonunun duodenumdan ileuma dogru arttigi1 kemirgenlerde ve insanlarda yapilan
cesitli calismalarla gosterilmistir. Ekspresyon kolonda da yiiksek olmakla beraber
segmentler aras1 farklar gézlenmektedir. P-gp yapisal ve farmakolojik olarak birbiriyle
iligkili olmayan, notral veya pozitif yiikli c¢ok cesitli hidrofobik bilesigi
tasiyabilmektedir (Chan ve ark. 2004; Takano ve ark. 2006; Hu ve ark. 2003). P-gp,
substratt olan ilaclarin enterositlerin i¢ine alinmasim1 kisitlayarak emilimlerini
azaltirken, enterositlerden disartya atilmalarimi  da  kolaylastirarak  hiicresel
akiimiilasyonlarini 6nlemektedir. Bu sekilde substrat ilaglarin oral biyoyararlanimlari ve
intestinal klirensleri tizerinde belirleyici rol oynamaktadir (Takano ve ark. 2006; del
Amo ve ark. 2009). Ince bagirsak epitel hiicrelerinde ABC familyasina dahil olan P-

gp’nin ve diger tasiyici proteinlerin lokalizasyonu Sekil 2-2’de gosterilmistir.

Intestinal P-gp’nin ilag absorpsiyonundaki rolii ile ilgili direkt kanitlar md riat”
knockout farelerin kullanildigi in vivo calismalardan elde edilmistir. Yapilan bir
calismada paklitakselin oral absorpsiyonu, mdrla®” ve mdria®*) farelerde
incelenmistir. Paklitakselin intravendz (i.v.) ve oral uygulanmasindan sonra oSlgiilen
plazma AUC degerleri mdrla™ farelerde, mdria®™* farelere gore sirasiyla 2 ve 6 kat
yiiksek bulunmustur. Paklitakselin oral biyoyararlanimi mdriat™™ farelerde %11 iken
mdria®™ farelerde %35 olarak hesaplanmistir. Ayrica paklitakselin  i.v.
uygulanmasindan sonra kan dolasimindan intestinal liimene salgilanan miktari
mdr1a®*) farelerde, mdr1a™ farelere gére énemli dlgiide yiiksek bulunmustur. mdrla®
") farelerde, i.v. uygulama sonrasinda, mdrla®’* farelere gére paklitakselin plazma
diizeylerindeki artigi, eliminasyondaki azalmayi gosterirken, oral yoldan uygulanan
paklitakselin plazma diizeylerindeki artist hem eliminasyondaki azalmayir hem de
intestinal llimenden absorpsiyon derecesindeki artisi yansitmaktadir. Bu in vivo ¢aligsma
intestinal P-gp’nin ilag absorpsiyonu ve intestinal sekresyondaki roliinii agik bir sekilde

ortaya koymaktadir. Intestinal P-gp’nin ilag absorpsiyonundaki rolii digoksin ile yapilan
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klinik bir ¢alismayla da desteklenmistir. Duodenal P-gp ekspresyonu ile digoksinin

plazma diizeyleri arasinda negatif bir korelasyon goriilmiistiir (Lin ve Yamazaki 2003).

Bazolateral

| | |
(Kan) ‘ I | ‘ [ ” ] Epitel hiicreler
Apikal
P-gp MRP-2 BCRP P

INTESTINAL LUMEN

Apikal MRP-4 |
Epitel hiicreler
MRP-3 MRP-5 & MRP-1 Bazolateral

Sekil 2-2: Ince bagirsak epitel hiicrelerinde P-gp ve diger ABC tasiyic1 proteinlerinin

lokalizasyonu.

Bir ¢alismada, safra akimi engellenen mdr1a®* ve mdria®™ farelere i.v.
yoldan uygulanan digoksin dozunun intestinal liimene atilan miktarlar1 90 dakika
slireyle izlenmis ve sirasiyla %16 ve %2 olarak tespit edilmistir (Lin ve Yamazaki
2003). Bir klinik ¢aligmada ise i.v yoldan uygulanan talinololiin liimene sekrete edildigi
ve bu sekresyonun iyi bilinen bir P-gp inhibitorii olan verapamil tarafindan inhibe
edildigi gosterilmistir (Gramatte ve Oertel 1999). Siganlara hem i.v. hem de oral yoldan,
talinolol ve verapamilin birlikte uygulandigi bir preklinik ¢alismada; P-gp inhibitorii
verapamilin, model bir P-gp substrati olan talinololiin AUC Ve Cyas degerlerini belirgin
bir sekilde arttirdig1 goriilmiistiir (Spahn-Langguth ve ark. 1998). in vitro galigmalar ile
in vivo preklinik ve klinik ¢alismalardan elde edilen bu bulgular P-gp’nin, oral yoldan
aliman substrat ilaglarin bagirsak liimeninden absorpsiyonlarini sinirlandirarak oral
biyoyararlanimlarinda ve ayrica kandan bagirsak liimenine geri salgilanmalarini

saglayarak intestinal eliminasyonlarinda 6nemli rol oynadigini gostermektedir.
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2.3.2. fla¢ Dagimindaki Rolii

2.3.2.1. Kan — Beyin Bariyeri

Beyin kapiller endotel hiicrelerinin arasindaki siki kavsaklar nedeniyle ilaglarin
endotel hiicrelerinin arasindan (sulu fazdan, paraseliiler) gecislerine pek olanak yoktur.
Sadece lipofilik ilaglar endotel hiicrelerinin i¢inden (transseliiler) gecerek beyin
dokusuna ve BOS’a (beyin-omurilik sivis1) ulasabilir. Ilaglarin  beyine
penetrasyonlarinda lipofilite nemli bir faktoér olmasina ragmen pek ¢ok lipofilik ilacin
(vinkristin, epipodofilotoksin vb.) beyne penetrasyonu zayiftir (Lin ve Yamazaki 2003;
Urquhart ve Kim 2009). Monoklonal antikor kullanilarak yapilan immiinohistokimyasal
calismalarda P-gp’nin beyin kapiller endotel hiicrelerinin apikal yiizeyinde ve ayrica
BOS’u tireten siki kavsakli koroid pleksus epitel hiicrelerinin apikal yiizeyinde yliksek
oranda eksprese edildigi gosterilmistir (Fromm 2002; Urquhart ve Kim 2009). Bu
bulgulara gore yagda ¢oziinlirligii yiiksek bazi ilaglarin beyine diisiik oranda
gecmelerinin, P-gp’nin efluks fonksiyonundan kaynaklandigi sonucuna varilmistir. Bu
dokularda eksprese olan P-gp kan-beyin ve kan-serebsrospinal sivi bariyerini
olusturarak ilaglarin beyin ve omurilik dokusu ile BOS’a ge¢cmelerini engellemek ve
gecmis olanlart kana geri atmak suretiyle ilaglarin dagiliminda 6nemli rol oynamaktadir
(Lin ve Yamazaki 2003; Fromm 2004). Beyin kapiller endotel hiicrelerinde P-gp ve
diger ABC familyasina ait tasiyici proteinlerin lokalizasyonlart Sekil 2-3’de

gosterilmistir.

Transgenik fareler ile yapilan ¢aligmalarda, kan-beyin bariyerindeki P-gp’nin,
kardiyovaskiiler ilaglar (digoksin, kinidin), opioidler (morfin, loperamid, metadon), HIV
proteaz inhibitorleri, ikinci kusak antihistaminikler, bazi antidepresan ilaglar ve
antipsikotikler gibi g¢esitli farmakolojik gruptaki ilaclarin beyine girislerinin
engellenmesinde o6nemli rol oynadigi goriilmiistiir. P-gp substratlarinin beyindeki
diizeyleri mdrla®” knockout farelerde normal farelere gore daha yiiksektir. Bu farelerde
P-gp eksikligi substrat ilaglarin farmakolojik ve toksik etkilerini artirabilmektedir.

Mdr1a/1b"") fareler asimadolinin sedatif etkilerine ve ivermektinin norotoksik etkilerine
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kars1 normal farelere gore, sirasiyla 8 ve 100 kat daha duyarlidir (Balayssac ve ark.
2005; Linnet ve Ejsing 2008). Ikinci kusak antihistaminikler (6. feksofenadin,
setirizin) P-gp igin substrat iken, birinci kusak antihistaminiklerin P-gp substrati
olmamasi, ikinci kusak antihistaminiklerin nigin sedatif etkilerinin olmadigin1 kismen
aciklayabilmektedir (Chishty ve ark. 2001). Antipsikotik bir ilag olan risperidonun P-gp
knockout farelerde, kontrol grubu farelerine goére 10 kat daha fazla beyin dokusuna
gectigi goriilmiistiir. Psikiyatride politerapinin olduk¢a yaygin oldugu gbéz Oniinde
bulunduruldugunda, kan-beyin bariyerindeki P-gp ile iligkili ilag-ilag etkilesmelerinin
olusma riskine kars1 dikkatli olunmalidir (Linnet ve Ejsing 2008).

Kapiller
endotel
A B
® o
P-ap .gug Hiicresi
(ABCB1) —
o )

> D
o
O
2
.\-.-r

MRP1

I

MRP2

I

Kan akimi

BCRP

i

ABCC4

i

Sekil 2-3: Beyin kapiller endotel hiicrelerinde P-gp ve diger ABC familyasina ait tasiyici
proteinlerin lokalizasyonlari.

2.3.3. Ila¢ Metabolizmasindaki Rolii

Enterositler tarafindan alindiktan sonra bazi ila¢ molekiilleri CYP3A4 tarafindan
metabolize edilmektedir. Metabolik ¢evrilmeden kagan ila¢g molekiillerinden bazilari
kan dolasimina gecerken bazilar1 hiicrelerden P-gp tarafindan liimene geri atilmaktadir.

Liimene geri atilan ilacin bir kismi1 fecesle atilirken bir kismi enterositlere tekrar



15
girmektedir. Bu sekilde ilacin bagirsakta kalis siiresi P-gp yardimiyla uzatilmis, ayni
zamanda CYP3A4 tarafindan lokal metabolik ¢evrilme olasiligi da arttirilmigtir
(DuBuske 2005; Padowski ve Pollack 2010). Sekil 2-4’te intestinal CYP3A4 ve P-

gp’nin fonksiyonel etkilesimi gosterilmistir.

‘ fla¢ O ‘ Bagirsak
metaboliti liimeni
O ila¢

MV

Enterosit

| Abpikal membran

> @

@ CYP3A4 ?

l ll Bazolateral membran |

( 0

Sekil 2-4: insan enterositlerinde intestinal CYP3A4 ve P-glikoproteinin fonksiyonel
etkilesimi.

(1) Pasif diflizyon veya tasiyict aracili transport ile ilag absorpsiyonu, (2) CYP3A4 aracili metabolizma,
(3) Ana ilag ve/veya metabolitlerinin P-gp tarafindan enterositlerden bagirsak liimenine geri atilmasi, (4) Ana ilag
ve/veya metabolitlerinin enterositlerin bazal membranindan pasif diflizyon veya tastyici aracili transport ile portal
vene taginmasi.

P-gp ve CYP3A4’iin substrat spesifitelerinin genellikle ayni1 olmasi, bu iki
proteini kodlayan genlerin ayn1 kromozomun birbirlerine ¢ok yakin lokuslarinda
lokalize olmalarindan kaynaklanmaktadir. P-gp’yi kodlayan MDR1 geni 7q21.1°de
bulunurken, CYP3A4’1 kodlayan gen 7q22.1°de yer almaktadir. P-gp substratlarinin
cogunun ayni zamanda CYP3A4 icin de substrat olmasina ragmen bu kesin bir kural
degildir. Ornegin, digoksin, feksofenadin ve talinolol P-gp’nin birer substrat1 olduklari
halde CYP3A4 ile onemli olgiide etkilesmemektedirler. Ayni sekilde bir CYP3A4
substrati olan midazolam, P-gp ile tasinmamaktadir (Choudhuri ve Klaassen 2006;
Takano ve ark. 2006).
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P-gp’nin intestinal metabolizmadaki roliinii aydinlatmak amaciyla yapilan bir in

vivo calismada siganlara oral yoldan 3 giin boyunca 40 mg/kg dozda deksametazon
uygulanmis, ince bagirsaklardaki P-gp ve CYP3A4 diizeyleri 2,5 kat artmistir. Bunu
takiben oral olarak uygulanan indinavirin intestinal ilk gecis metabolizmasinin kontrol
grubuna gore 6 kat daha fazla oldugu gdzlenmistir. Indinavirin intestinal ilk gecis
metabolizmasindaki 6 katlik artis sadece intestinal CYP3A4 diizeylerindeki 2,5 katlik
artis ile degil; CYP3A4 ve P-gp’nin her ikisinin de intestinal diizeylerindeki artis ile
aciklanabilmektedir. Bu bulgu P-gp’nin, indinavirin ilk-gecis metabolizmasin

artirdigin1 gostermektedir (Lin, Chiba, Chen ve ark. 1999).

2.3.4. lla¢ Atithmindaki Rolii

2.3.4.1. Safra ile Atthm

P-gp’nin  ilaglarin  biliyer atilmindaki rolii  ilk  olarak, yapilan
immiinohistokimyasal c¢alismalar sonucunda, karacigerde hepatositlerin kanalikiiler
(apikal) membraninda eksprese edildiginin gosterilmesi ile ortaya konmustur (Lin ve
Yamazaki 2003). Biliyer atilim i¢in ilacin ilk olarak pasif diflizyon ve/veya hepatik
“uptake” tastyicilart aracilifiyla hepatositlerin siniizoidal (bazolateral) membranindan
gecmesi gerekir. Hepatositlerin siniizoidal membrani katyonlarin, anyonlarin ve endojen
bilesiklerin kan dolasimindan hepatositlere alinmasini saglayan ¢ok sayida aktif tasiyict
icermektedir. Hepatositlerde ila¢ molekiilleri difiize olarak kanalikiiler membrana
ulagirlar ve buradan kanalikiiler membranda bulunan P-gp ve diger efluks tasiyici
sistemleri tarafindan safraya pompalanirlar. Genellikle ilag molekiilleri hepatositler
icinde bazolateral membrandan apikal membrana difiize olurken biyotransformasyona
ugramaktadirlar (Lin ve Yamazaki 2003; Padowski ve Pollack 2010). Karacigerdeki
P-gp ve diger ABC familyasina ait tasiyict proteinlerin lokalizasyonu Sekil 2-5te

gosterilmistir.
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MRP4 MRPS MRPS

Bazolateral
membran

Kanalikiiler
membran

o G
\I/

Sekil 2-5: Karacigerde P-gp’nin ve diger ABC familyasina ait tasiyic1 proteinlerin
lokalizasyonu - http://www.solvobiotech.com’dan degistirilerek.

Karacigerin kanalikiiler membraninda mdrla ve mdrlb genlerinin her ikisinin de
eksprese edilmesinden dolayi, P-gp’nin ilaglarin biliyer atilimindaki roli
mdrla/1b™ farelerde (double knockout mice) incelenmistir. Kanalikiiler membranda
mdrla ve mdrlb P-gp ekspreyonunun olmamasi, ¢ok sayida ilacin biliyer atiliminda
mdria®™ ve normal farelere kiyasla biiylik oranda azalmaya neden olmustur.
Noromuskiiler bloke edici bir ajan olan vekuronyum farelerde biiyiik Olgiide biliyer
atilm ile elimine edilmektedir. Yapilan ¢aligmalarda vekuronyumun biliyer atilimi
mdrla/1b™ knockout farelerde, mdria™ ve normal farelere gore oldukea diisiik
bulunmustur. Vekuronyumun biliyer klirensi mdrla™ farelerde normal farelere gore
2,5 kat daha az iken, mdrla/1b™” knockout farelerde normal farelere gore 6 kat daha
diistiktiir (Lin ve Yamazaki 2003). Bir P-gp substrati olan Rhodamin 123 ile yapilan bir
baska calismada sicanlara rifampin, deksametazon ve St. John’s Wort gibi P-gp
indiiktorlerinin uygulanmast sonucu, Rhodamin 123’{in safraya atilimi sirasiyla %40,

%355 ve %14 oraninda artmistir (Kageyama ve ark. 2006).


http://www.solvo.com'dan/
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2.3.4.2. idrar ile Atthm

P-gp bobreklerde, proksimal tiiblillerin firga kenarli (apikal) membraninda
lokalize olmustur. Renal atilimda ilk olarak ila¢ molekiilleri renal epitel hiicrelerinin
bazolateral membranindan gecerek kan dolasimindan (peritiibiiler kapillerlerden) hiicre
icine pasif difiizyon veya tastyici aracili transport ile almirlar. Ilaglar renal epitel
hiicrelerinde biyotransformasyona ugrayabilirler. Bazolateral membran ilaglarin hiicre
icine alinmasindan sorumlu ¢ok sayida aktif tasiyici igermektedir. Substrat ilag ve/veya
metaboliti renal epitel hiicrelerinin firga kenarli (luminal) membraninda bulunan P-gp
tarafindan hiicre disina tasinarak tiibiiler filtrata karisir ve idrarla atilir (Lin ve
Yamazaki 2003). Bobrekte P-gp ve diger ABC familyasina ait tasiyici proteinlerin

lokalizasyonlar1 Sekil 2-6’da gosterilmistir.

( Peritiibiiler kapiller C )

ﬂ Bazolateral membran

-
Proksimal
tiibuil bobrek
epitel hiicreleri

ﬁ

Firga kenarl Tubil limeni
apikal membran

Siki
kavsaklar

Sekil 2-6: Bobrekte P-gp’nin ve diger ABC familyasina ait tasiyict proteinlerin
lokalizasyonu.

P-gp’nin, digoksinin renal klirensindeki roliinii degerlendirmek amaciyla yapilan
bir klinik calismada, 0,125 mg/giin dozunda oral yoldan digoksin uygulanan saglikli
goniillillere, bir P-gp inhibitérii olan valspodarin (PSC 833) tek doz uygulanmasi
sonucunda, digoksinin renal klirensi 6,5 L/saat’ten 2,3 L/saat’e diismistiir. 5. giin
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valspodar uygulamasi sonucunda digoksinin renal klirensi 1,6 L/saat’e gerilemistir. Bu
bulgular P-gp’nin, substrat ilaglarin bobrek epitel hiicrelerinden idrara atilmasinda

onemli rol oynadigini1 gostermektedir (Matheny ve ark. 2001).

2.4. Cinsiyete Bagh Farkhhiklar

2.4.1. ABC Tasiyicr Proteinlerinin Ekspresyon ve Fonksiyonunda Cinsiyete Bagh
Farkhliklar

ABC tasiyic1 proteinlerinin cinsiyetler arasi farklilik gosterip gdstermedigi
hususunda klinik ve preklinik ¢alismalar mevcuttur. Preklinik c¢alismalarin sadece
kemirgenlerin dokularinda yapildigi goriilmektedir. Insanda ve kemirgenlerde P-gp
ekspresyonunun cinsiyete bagli farkliligi ile ilgili yapilan galismalar Tablo 2-4’te

ayrintili gosterilmistir.

Berpl mRNA ve protein ekspresyonu disi fare karacigerinde erkeklere gore 2
kat daha azdir (Tanaka ve ark. 2005; Merino 2005). Diger fare dokularinda cinsiyete
bagli Bcerpl ekspresyonunda fark gézlenmemistir (Tanaka ve ark. 2005).
Farmakokinetik arastirmalar, nitrofurantoin, simetidin, topotekan ve PhPI (2-amino-1-
metil-6-fenilimidazo[4,5-b]piridin) gibi Berpl substratlarina maruziyetin disi farelerde
daha fazla oldugunu gostermistir. Nitrofurantoin ve PhIP’nin i.v uygulanmasi ile bu
ilaglarin hepatobiliyer atilimi erkek sicanlarda disilere gore daha fazladir. Berpl geni
silinmis farelerde bu substratlarin safradan atiliminda cinsiyet farki gozlenmemistir
(Merino 2005). Cinsiyete bagli farklar, hayvan tiirleri arasinda degiskenlik arz
edebilmektedir. Chen ve Klaassen (2004) tarafindan yapilan c¢alismada, mrp4
ekspresyonu erkek sicanlarin bobrek dokusunda disiye gore fazla iken; Maher ve ark.

(2005) disi farede mrp4 ekspresyonunu erkek farelere gore daha yiiksek bulmustur.
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Tablo 2-4: ABC familyasina dahil baz1 tasiyici proteinlerin cinsiyete bagh farkhiliklar -
(Pala ve ark. 2013).

Tiir Cinsiyete Test
Tastyic1 Doku Parametre Ref.
(soy) bagh fark substrati
MRNA Kalabis ve
abchl kobay plasenta  erkek=disi betametazon
ekspresyonu ark. 2009
fare MRNA Cui ve ark,
abcbla bobrek erkek<disi
(C57BL/6) ekspresyonu 2009
fare MRNA
bobrek erkek<disi
(C57BL/6) ekspresyonu
fare MRNA Cui ve ark,
abcblb akciger  erkek<disi
(C57BL/6) ekspresyonu 2009
fare ) mMRNA
beyin erkek>disi
(C57BL/6) ekspresyonu
) Protein Schuetz ve
insan karaciger : erkek>disi
ekspresyonu ark. 1995
) ~ Kimve ark.
insan plazma erkek=disi Plazma ila¢ diizeyi :feksofenadin 2001
P-gp : :
) proksimal MRNA Paine ve ark.
(MDR-1) insan erkek=disi
bagirsak ekspresyonu 2005
distal Bagirsaktan atilimal ) )
sican . o ) |Ivermektin, | Mariana ve
) jejunum/ |erkek>disi|ugrayan ila¢ diizeyi
(Wistar) i ) PSC833 ark. 2011
ileum (ex-vivo)
mdr2 fare MRNA Cui ve ark,
akciger  erkek<disi
(abch4) (C57BL/6) ekspresyonu 2009
a-naftilizot
mMRNA o
hiyosiyanat
fare . ~_ ekspresyonu Kong ve ark
karaciger erkek>disi ] (yliksek
(C57BL/6) &Protein . 2012
mrp2 yaghh diyet
ekspresyonu ]
(abcc2) ile)
sigan
Protein Rost ve ark.
(Sprague  |karaciger |erkek<disi
ekspresyonu 2005
Dawley
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sigan .
o ) ) . Hayashi ve
(Sprague plazma  erkek=disi Plazma ila¢ diizeyi ' garenoksasin
ark. 2011
Dawley
fare ileum Protein
erkek=disi
(B6D2F1) mukoza ekspresyonu Okyar ve
fare ileum Protein ark., 2011
erkek=disi
(BECBAF1) mukoza ekspresyonu
si¢can .
. __ protein Rost ve ark.
(Sprague  karaciger | erkek<disi
ekspresyonu 2005
Dawley
si¢can .
) . ~ |mRNA Cherrington
mrp3 (Wistar karaciger |erkek<disi
ekspresyonu ve ark. 2003
(abce3) | Kyoto)
fare Karaci eldisi MRNA
araciger @ erkek=disi Maher ve
(C57BL/6) £ ekspresyonu
ark, 2005
fare mMRNA
bobrek erkek<disi
(C57BL/6) ekspresyonu
sigan MRNA Chen ve
(Sprague  bobrek . erkek>disi: ekspresyonu Klaassen,
Dawley) 2004
mrp4 MRNA
(abcc4) fare bobrek kek<disi: ek
abcc obre erkek<disi ekspresyonu Maher ve
(C57BL/6)
ark, 2005
fare mMRNA
karaciger erkek<disi
(C57BL/6) ekspresyonu
sican
MRNA
(Sprague  bobrek | erkek>disi
ekspresyonu Tanaka ve
Dawley)
ark. 2005
becrpl sigan
MRNA
(abcg2)  (Sprague  karaciger | erkek=disi
ekspresyonu
Dawley)
MRNA Merino ve
fare karaciger |erkek>disi
ekspresyonu ark. 2005
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&Protein
ekspresyonu
) Protein
insan karaciger  erkek>disi
ekspresyonu
fare Jejunum mMRNA
erkek=disi
(C57BL/6) |mukoza ekspresyonu
Dieter 2004
abch sican . mMRNA
Jejunum
(Sprague erkek>disi| ekspresyonu
mukoza
Dawley)
Jejunum mRNA
fare )
ve ileum erkek=disi: ekspresyonu
(C57BL/6)
mukosa Dieter 2004
abcg8
sigan jejunum MRNA
(Sprague  |ve ileum|erkek>disi| ekspresyonu
Dawley) mukoza
fare mMRNA
bobrek erkek<disi
(C57BL/6) ekspresyonu Cheng ve
fare mMRNA Klaassen
abcal karaciger | erkek>disi
(C57BL/6) ekspresyonu 2009
fare mMRNA
duodenum erkek<disi
(C57BL/6) ekspresyonu

2.4.2. P-gp’nin Ekspresyonunda ve Fonksiyonunda Cinsiyete Bagh Farkhhklar

P-gp, adrenal bez, testis ve overler de dahil olmak {izere steroid hormon iireten
organlarda da lokalize olmaktadir. Tastyic1 proteinlerin, testis ve overlerin endotelyal
abliminal ve liminal membranlarindaki ekspresyonlart germ  hiicrelerini
ksenobiyotiklerin olas1 zararli etkilerinden korur (Stewart ve ark. 1996). Ayrica, P-gp
endokrine duyarli hiicre cevabmin diizenlenmesi saglayan steroidlerin sistemik disa
atiminda rol oynar (Ueda 1992). Gonadal steroidler, P-gp ekspresyonu ve fonksiyonunu
diizenlerler (Fedoruk ve ark. 2004; Kim ve ark. 2004; Mutoh ve ark. 2006). ABCB1

geni, hormonal tetiklemeye karsi olduk¢a duyarlidir (Piekarz ve ark. 1993).
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Dolasimdaki cinsiyet hormonlar1 sistemik organlardaki P-gp ekspresyonu ve
fonksiyonunu etkileyerek cinsiyete bagli ila¢ cevabinda farkliliklara neden
olabilmektedir. (Arceci ve ark. 1988; Suzuki ve ark. 2006).

2.4.2.1. Steroidler ve P-glikoprotein Regiilasyonu

Kortizol ve aldosteron gibi pek cok steroid hormone ve deksametazon gibi
sentetik glukokortikoitler aktif olarak P-gp ile tasimir (Ueda ve ark. 1992). Adrenal
hiicrelerde P-gp ekspresyon regiilasyonunun ACTH’1 da iceren bir geri bildirim

mekanizmasi ile gergeklestigine inanilmaktadir (Altuvia ve ark. 1993).

Gonadal steroidler, P-gp ekspresyonu ve fonksiyonunu diizenlerler. ABCB1
geni, yukar1 promotor bdlgesindeki hormon yanit elemanlar1 veya Pregnan X reseptorii
(PXR) yoluyla gozlenen artmis transkripsiyon nedeniyle hormonal tetiklemeye karsi
oldukga duyarlidir. abcblb geninin promotor bélgesi, A tip progesteron reseptor yolu ile
progesteron etkisinden sorumludur. P-gp’nin yavas progesteron-bagimli ve hizl
progesteron-bagimsiz diizenleyici yolaklar yoluyla eksprese oldugu gosterilmistir.
Progesteron-bagimli yolakta, P-gp transkripsiyonel olarak progesteronun, genin yukari
promotor bolgesindeki progesteron yanit elemanlarima baglanmasini indiikler.
Progesteron bagimsiz yolakta da PXR’in etkisi arastirllmistir. ABCB’1n diizenleyici
bolgesinde de dstrogenik yanit elemanlari tespit edilmistir (Bebawy ve Chetty 2009).

Progesteronun, siganlarda bagirsak duvarinda yer alan P-gp’yi inhibe ederek
vinblastin absorpsiyonunu hem jejenum hem de duedenum da arttirdig1 ortaya
konulmustur (Nakayama ve ark. 1999). Ayrica, hem endojen hem de sentetik
Ostrojenler, estriol, estron ve etinil estradiol P-gp substratidir ve P-gp ekspresyonunu
inhibe ederler. Sentetik progestinler hem in vivo hem ex vivo P-gp efluksunu 6nemli
olgtide inhibe ederler (Frohlich, Albermann ve ark. 2004). Progestinlerin P-gp’yi inhibe

etmesi sebebiyle hormon replasman tedavisi uygulanan ve digoksin kullanan kadinlarda
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erkeklere gore daha yiiksek plazma ve doku digoksin konsantrasyonuna ve buna bagl

olarak daha fazla 6liim gozlenmistir (Rathore ve ark. 2002).

Hamilelik donemi ve menstrual siklus sirasinda meydana gelen hormonal
dalgalanmalar, P-gp ekspresyon ve fonksiyonunu dolayisiyla ilac dagilimi ve cavabini
etkileme potansiyeline sahiptir. Arceci ve arkadaglar1 farede 16. gestasyonel giine
rastlayan rahimigi mdr mRNA ekspresyonu ve progesteron sekresyonunun ayni

zamanda pik yaptigini gostermislerdir (Arceci ve ark. 1988).

Testosteron, P-gp’nin substrati olmamakla beraber (van Kalken ve ark. 1993;
Fedoruk ve ark. 2004), onun potent inhibitdriidiir (Dey ve ark. 2004) ve progesterondan
iki kat fazla inhibitor etkisi vardir (Hamilton ve ark. 2001). Testosteronun tersine,
testosteronun biyolojik olarak aktif metaboliti dihidrotestosteron bir P-gp substratidir
(van Kalken ve ark. 1993; Cummins, Jacobsen ve ark. 2002; Fedoruk ve ark. 2004),
efluksu androjenden bagimsiz prostat kanserinde androjene duyarli gen aktivitesini
azaltmaktadir (Fedoruk ve ark. 2004). Erkek androjenler P-gp ekspresyon ve
fonksiyonunu baskilayacak sekilde etki ederler (Suzuki ve ark. 2006). P-gp tizerindeki
testosteron baskisinin kesin mekanizmasi aydinlatilamamistir. Suzuki ve arkadaslari,
disi siganlara 7 giin boyunca testosteron uygulamis ve erkek sicanlara kiyasla disi sican
karacigerinde P-gp ekspresyonunun etkili bir sekilde azaldigi ve buna bagli olarak
doksorubisinin hepatobiliyer klirensinin de azaldig1 gosterilmistir (Suzuki ve ark. 2006).
Bu c¢alisma dolagimdaki cinsiyet hormonlarinin sistemik organlarda P-gp
ekspresyonunu regiile ettigini gostermis ve cinsiyetler arasi metabolik etkilerde

gozlenen farkliliklara katki saglamstir.
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2.4.2.2. Cinsiyet ve Ilac Etkisi

Biyoyararlamim

Oral uygulanan ilaglarin 6ncelikli absorpsiyon bolgesi bagirsak enterosit villus
ucudur. Bu bolgedeki ilag absorpsiyon derecesini ilacin fizikokimyasal ozellikleri,
enzim aracili oksidatif metabolizma ve tasiyict aracili ilag efluksu etkilemektedir.
Kadinlar erkeklere gore yaklasik 0,5 tinite daha fazla gastrik asite sahiptir ve gastrik

bosalma zamani daha yavastir (Floridia ve ark. 2008).

Potter ve arkadaslart (2004) kadinlarin erkeklere gore diisikk enterosit P-gp
ekspresyonuna sahip oldugunu, buna bagl olarak prednisolon ve siklosporin A alan
renal transplantasyon hastalarinda, siklosporin A’nin P-gp iizerindeki inhibe edici
etkisinin daha fazla goriildiigli ve plazma prednisolon konsantrasyonu ve prednisolon
yan etkilerinin kadinlarda daha fazla goriildiiginii tespit etmislerdir. Ancak Paine ve
arkadaglarinin (2005) yaptig1 ¢alismada, duodenal biyopsi alinan kadin ve erkeklerde P-
gp ekspresyonunda cinsiyetler arasi fark bulunmamistir. Oral kontraseptif veya hormon
replasman tedavisi gibi yiiksek konsantrasyonda oral uygulanan stereiodler, bagirsak
duvarinda P-gp ekspresyon ve fonksiyonunu kadinlarda erkeklere kiyasla degistirebilir
(Frohlich, Burhenne ve ark. 2004). Bu baglamda hormon ilag etkilesmeleri ilaglarin oral

biyoyararlanimlarini erkeklere kiyasla disilerde daha fazla bozmaktadir.

Erkek ve disi sicanlarda intestinal P-gp ekspresyonunu gostermek icin yapilan
calismada, P-gp’nin proksimalden distale artisi cinsiyet farki gostermemistir (MacLean
ve ark. 2008).

Metabolizma ve Eliminasyon

Karacigerdeki P-gp ekspresyonun ve fonksiyonunun cinsiyete bagh farkliligi da
tartigmalidir. 46 insan karaciger biyopsisinde yapilan ¢aligmada, P-gp ekspresyonunun

cinsiyete bagh farklilik gosterdigi, erkeklerin kadinlara gore 2,4 kat fazla P-gp
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ekspresyon diizeyi gosterdigi bulunmustur (Schuetz ve ark. 1995). Bunun aksine
Wolbold ve ark. (2003) insanlarda karaciger P-gp ekspresyonunda cinsiyete bagli
farklihgin olmadigmi bildirmislerdir. Insan karacigerindeki bulgularin aksine disi
sicanlarda erkek sicanlara gore bazal P-gp diizeyi daha yiiksek bulunmustur. Ancak
sicanlarda insan CYP3A4’tin direkt bir homologunun bulunmadig1 da dikkate
alinmalidir (Wolbold ve ark. 2003; Suzuki ve ark. 2006).

Hem P-gp hem de CYP3A4 hepatositler icinde lokalize olmustur. Substrat
ozellikleri agisindan ortiismektedirler (Wacher ve ark. 1995) ve pek ¢ok ilag etkilesimi
yetim niikleer reseptor PXR yoluyla ayni bilesik tarafindan her iki proteinin de

transkripsiyonel indiiksiyonu ile iliskilendirilmektedir (Benet ve ark. 2004).

Hepatobiliyer atilimi, ilacin hepatositin siniisoidal tarafindan igeri alinmasi ve
bunu takiben kanalikiiler membran boyunca hepatosit i¢inden safraya atilimi olusturur.
Sonug olarak, hepatobiliyer klirensin 6lgiisii, influks tasiyicilari, efluks tasiyicilart ve
ilag metabolize eden enzimlerin diizeylerine bagli olacaktir. Aynit miktarda CYP3A4’iin
disi ve erkekte farkli enzim aktivitesi olusturdugu hesaba katilirsa, karacigerde P-gp ilag
efluksu ve CYP3A4 aracili oksidatif metabolizma arasinda koordineli fonksiyonel bir
etkilesimin oldugu gorilir (Cummins, Wu ve ark. 2002). Shuetz ve arkadaslarinin
(1995) bulgulari, P-gp ekspresyonundaki cinsiyete bagl farklarin, i.v. verilen CYP3A4
ve P-gp’nin dual substratlarinin kadinlardaki klirensinin daha biiyiik olmasi, hiicresel

mekanizmalarin olasi etkilerine baglanmistir.

Dagilim

Pek ¢ok calismada, birgok ilag igin hem toksisite hem de terapdtik yanitta
cinsiyete bagli farklar rapor edilmistir. Cinsiyete bagli toksisite sonuglart hem
antiretroviral (Floridia ve ark. 2008) hem de antikanser (Sloan ve ark. 2000; Sloan ve
ark. 2002) ilaglar i¢in ¢ok sayida rapor edilmis olup, disilerde erkeklere gore daha
yiiksek toksisite, ilaca daha iyi cevap ve daha yiiksek sagkalim gozlenmistir (Bebawy ve
Chetty 2009).
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Kan beyin bariyerinde P-gp’ye bagl yas ve cinsiyet farkini degerlendiren bir
calismada; verapamilin beyinde dagilim hacmi geng erkeklerde kadinlara gore daha az
bulunmustur. Bu da P-gp fonksiyonunun erkeklerde fazla oldugunu gostermektedir.
Calismada verapamil dagilim hacmi erkeklerde yasla birlikte artmis, ancak kadinlarda
yasa bagl bir degisim gozlenmemistir. Alzheimer hastaliginin kadinlarda daha fazla
gorilmesi, P-gp’nin kadinlarda daha az ekspresyonu nedeniyle kadinlarin yasam

stiresince daha fazla nérotoksine maruz kalmasi ile agiklanmistir (van Assema ve ark.

2012).

P-gp’ya bagh cinsiyet farkinin buprenorfinin nérolojik yan etkileri {izerindeki
etkisini aragtiran disi ve erkek farelerde yapilan bir calismada; disi ve erkek farelerde
kan-beyin bariyerinde P-gp aracili buprenorfin tasinmasi ve efluksunda fark
gbzlenmemistir (Alhaddad ve ark. 2013).

Fetal kobay beyin mikrodamarlarinda yapilan bir ¢aligmada, P-gp protein
ekspresyonuna bakilmig ve disi ve erkek kobaylarda beyin mikrodamarlarindaki P-gp

ekspresyonunda anlamli bir fark bulunmamustir (Igbal ve ark. 2011).

2.5. P-gp Substratlarn

Son derece genis bir substrat spesifitesine sahip olan P-gp, antikanser ajanlar,
immiinosupresanlar, streoid hormonlar, kalsiyum kanal blokorleri, B-blokorler ve
kardiyak glikozidler gibi birbiriyle iliskili olmayan yapisal ve farmakolojik olarak
farkli, ¢cok sayida hidrofobik ilaci tasiyabilmektedir (Takano ve ark. 2006). P-gp
substratlarinin ortak ozelligi amfipatik yapida olmalaridir. P-gp substratlarinin g¢ogu
yiiksiiz velveya fizyolojik pH’da organik katyonlar, yani bazik ilaglardir, ancak
metotreksat ve fenitoin gibi bazi asidik bilesikler de diisiikk oranda tasinabilmektedir. P-
gp’nin ¢ogu substratt aromatik gruplar igermektedir, ancak aromatik olmayan halka
tastyan molekiiller de substrat olabilmektedir (Schinkel ve Jonker 2003; DuBuske 2005;
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Ceckova-Novotna ve ark. 2006). P-gp substratlar1 farmakolojik etki kalibina goére

gruplandirilabilir. Bu sekildeki bir gruplandirma Tablo 2-5’te verilmistir.

Tablo 2-5: P-gp substratlarimin farmakolojik etkilerine gore gruplandirilmasi — Fromm
(2002), Schinkel ve Jonker (2003), Balayssac (2005) ve Zhou (2008)’den

Farmakolojik Grup ilaglar
Amebisidler Emetin
Analjezikler Asimadolin, Morfin
Antiaritmik Ilaglar Kinidin

Antibiyotikler
Antidepresanlar
Antidiyareik ilaglar
Antiepileptikler

Antigut Ilaglar

Antihiperlipidemik ilaglar

Antineoplastik ilaglar

B-blokorler
Diagnostik Maddeler
H;-reseptor Blokarleri

H,-reseptor Blokorleri

HIV Proteaz Inhibitorleri

Eritromisin, Gramisidin, Levofloksazin,
Sparfloksazin, Rifampisin, Doksisiklin,

Tetrasiklin, Valinomisin

Amitriptilin, Venlafaksin, Paroksetin
Loperamid

Fenitoin, Karbamazepin, Fenobarbital,
Lamotrijin, Felbamat

Kolsisin

Atorvastatin, Lovastatin

Aktinomisin D, Mitomisin C, Daktinomisin,
Bisantren, Mitoksantron, Dosetaksel,
Paklitaksel, Doksorubisin, Daunprubisin,
Epirubisin, Etoposid, Teniposid, Imatinib,
Metotreksat, Irinotekan, Topotekan,
Tamoksifen, Vinblastin, Vinkristin,
Vindesin,Vinorelbin, Idarubisin, Amsakrin,
Trimetreksat

Bunitrolol, Seliprolol, Talinolol

Rhodamin 123, Hoechst 33342

Feksofenadin, Desloratadin

Ranitidin, Simetidin

Amprenavir, Indinavir, Lopinavir,
Nelfinavir, Ritonavir, Sakinavir
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Immunsupresif Ilaglar Siklosporin A, Takrolimus, Sirolimus

Kardiyak Glikozidler a-metil digoksin, B-metil digoksin, Digoksin,
Dijitoksin

Kortikosteroidler Deksametazon, Hidrokortizon, Kortikosteron,
Triamsinolon

Noroleptikler Klorpromazin, Fenotiyazin

Pestisitler, Antihelmintikler, Akarisidler Abamektin, Ivermektin

Proton Pompast Inhibitorleri Lansoprazol, Omeprazol, Pantoprazol

Kalsiyum Kanal Blokorleri Diltiazem, Mibefradil, Verapamil

Digerleri Debrizokin, Losartan, Terfenadin, VVekuronyum

2.6. P-gp Inhibitorleri

P-gp substratlarinin P-gp aracili transportlart bazi bilesikler tarafindan inhibe
edilebilmektedir. Bagirsaklar, karaciger, bobrekler, beyin, plasenta ve testis gibi 6nemli
dokularda ekprese edilen P-gp’nin inhibe edilmesi, P-gp substrati ilaglarin
absorpsiyonlarinin artmasi ve atilimlarmin azalmasi sonucu sonucu sistemik ve hedef
doku maruziyetlerinin artmasina yol agabilmektedir (Fischer ve ark. 2005) P-gp, sayisi
bilinmemekle beraber birden fazla substrat baglanma bolgesine sahiptir ve ilag
transportu i¢in gerekli enerjiyi saglamak {iizere iki adet ATP-baglayici domain
icermektedir. Tiim ila¢ baglayic1 bolgeler ve ATP baglayict domainler fonksiyonel bir
birim olusturarak isbirligi i¢inde ¢aligirlar (Lin ve Yamazaki 2003). P-gp inhibitorleri,
P-gp’nin ilag baglanma bolgeleri igin yarisarak P-gp aktivitesini kompetitif olarak
inhibe edebilecegi gibi (kompetitif inhibitorler), direkt ATP hidrolizini bloke ederek
(non-kompetitif inhibitorler) P-gp aktivitesini inhibe edebilmektedir (Marchetti ve ark.
2007). Ornegin, verapamil P-gp’nin transport fonksiyonunu, ATP hidrolizini
etkilemeksizin kompetitif bir sekilde inhibe ederken; vanadat, substrat baglanma
bolgeleri ile etkilesmeden, ATP hidrolizini bloke ederek P-gp’nin tagima fonksiyonunu

inhibe etmektedir. Siklosporin ise hem substrat baglanma bolgeleri ile etkileserek hem



30
de ATP hidrolizini bloke ederek P-gp inhibisyonuna neden olmaktadir (Lin ve
Yamazaki 2003).

P-gp inhibitorlerinin (P-gp modiilatorleri) klinikteki kullanimlari, ilk olarak,
kemoterapiye direncli, yiiksek oranda P-gp igeren kanser hiicrelerindeki rezistansi geri
cevirmelerine odakli iken, ilerleyen zamanlarda, bu inhibitorlerin, ilaglarin
farmakokinetik davraniglarini modiile etmek amaciyla da kullanilabilecegi kanisina
vartlmistir (Schinkel ve Jonker 2003). P-gp inhibitorleri, kanser, epilepsi, bakteriyel,
parazitik ve fungal hastaliklarin kemoterapisinde basarisizlifa yol acan coklu ilag
rezistansini azaltmak veya inhibe etmek amaciyla kullanilmaktadirlar (Seelig ve
Gatlik-Landwojtowicz 2005). P-gp modiilatorleri, P-gp’yi inhibe etme kapasiteleri ile
farmakodinamik etkilerden yoksun olma 6zellikleri géz oniinde tutularak birinci, ikinci
ve lglinci kusak modiilatorler olarak siniflandirilmaktadir (Coley 2010; Lee 2010)
(Tablo 2-6).

Bir P-gp substrati olan verapamilin 16semili hiicrelerde P-gp aracili ¢oklu ilag
rezistansini tersine c¢evirdiginin kesfedilmesinden sonra P-gp inhibitorlerinin tespit
edilmesine ve gelistirilmesine yonelik ¢alismalar artmistir ve ilk kesfedilen bu ilaglar
birinci kusak modiilatérler olarak adlandirilmigtir. Cesitli hiicre serileri ile yapilan
caligmalarda verapamilin, doksorubisin, felodipin, isradipin, nikardipin, nifedipin,
bepridil ve diltiazem gibi diger bazi kalsiyum kanal blokérlerinin de P-gp’yi inhibe
ederek coklu ilag rezistansini tersine ¢evirme yetenegine sahip olduklar1 goriilmustiir.
Immiinsupresan bir ilag olan siklosporin A, bu grup ilaglarn en etkin olanidur.
Siklosporin A’nin ¢oklu ilag rezistansini tersine g¢evirici etkisi miyelomlu ve akut
l16semili hastalar ile yiiriitilen faz II ¢alismalar1 sirasinda bulunmustur (Krishna ve
Mayer 2000; Marchetti ve ark. 2007; Lee 2010, Morjani ve Madoulet 2010). Ancak bu
grup ilaglar, afinitelerinin diisiikk olmasi1 ve farmakolojik etkilerinin olmasi sebebiyle
yiikksek dozlarda kullanilmalar1 gerektiginden in vivo kosullarda toksisiteye yol
acabilmektedirler. Ayrica, bazi ilaglarin diger tasiyicilar ve enzim sistemleri icin de
substrat olmasi, kemoterapi ajanlariyla birlikte kullanildiklarinda istenmeyen

farmakokinetik ilag etkilesmelerine yol agabilmektedir. Bu yiizden bazi durumlarda
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P-gp modiilatorleri, antikanser ilaglarla birlikte kullanildiklarinda toksisiteyi

Onleyebilmek i¢in antikanser ilaglarin dozlarinin azaltilmasi gerekmektedir (Coley

2010; Morjani ve Madoulet 2010; Potschka 2010).

Ikinci kusak modiilatorler, ¢cogu verapamil ve siklosporin A analogu olan,
birinci kusak modiilatorlere gére daha potent ve farmakolojik etkileri dolayisi ile
toksisiteleri daha az olan bilesiklerdir. Bir siklosporin analogu olan PSC 833, P-gp
aracili ¢oklu ilag rezistansinin tersine gevrilmesinde siklosporin A’ya gore 10 kat daha
potent bulunmustur. Valspodar olarak da bilinen bu bilesik immiinosupresif etkiye
sahip degildir (Coley 2010; Morjani ve Madoulet 2010). Ancak, bu ilaglar da
seciciliklerinin diisiik olmasindan dolayi, diger tasiyicilar ve CYP3A4 enzimi ile
etkileserek birlikte kullanildiklart ilaglarin sistemik maruziyetlerini artirmakta ve

istenmeyen ilag-ilag etkilesmelerine neden olabilmektedir (Coley 2010; Potschka 2010).

Uciincii kusak modiilatorler, yeni kesfedilen ve ¢ok diisiik konsantrasyonlarda
etkin olan, selektif, P-gp’ye afiniteleri yiiksek, farmakodinamik aktiviteden yoksun
bilesiklerdir. P-gp inhibisyonu i¢in in vivo ¢aligmalarda da diisiik dozlarda kullanilirlar.
Uciincii  kusak modiilatdrlerin  P-gp substrati olan antikanser ilaglarla olan
kombinasyonlar1 6nemli farmakokinetik etkilesmelere yol agmamaktadir ve iyi tolere
edilmektedir. Birinci ve ikinci kusak modiilatérlerin aksine {igiincli kusak modiilatorler
non-kompetitif inhibitdrlerdir. Bu bilesikler kanser tedavisinde, antineoplastik ilaglarin
etkinliklerini artirmak i¢in klinik calismalarda denenmektedir. Ancak, ¢oklu ilag
direncini yenmede su ana kadar istenen sonuglara ulasilamammustir (Seelig ve
Gatlik-Landwojtowicz 2005; Ravna ve Sager 2009; Coley 2010; Potschka 2010;
Velingkar ve Dandekar 2010).
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Tablo 2-6: P-glikoprotein inhibitorlerinin (MDR modiilatorlerinin) siniflandiriimasi
- Krishna ve Mayer (2001) ve Srinivas ve ark. (2006)’dan degistirilerek.

Kategori

1. Kusak Modiilatorler

Kalsiyum Kanal Blokérleri
Noroleptikler

Antiaritmik

Indol Alkaloitleri
Kinolonlar

Hormonlar ve hormon antagonistleri
Sefalosporinler
Antikanser Ilag Analoglar
Immiinosupresanlar
Protein Kinaz inhibitorleri
Surfaktanlar ve Lipidler

Antikorlar

2. Kusak Modiilatorler

1. Kusak Modiilatorlerin Yapisal Analoglari

Siklosporin A Analoglari

Digerleri

3. Kusak Modiilatorler

Siklopropildibenzosuberan

Akridonkarboksamid
Diketopiperazin

Diarilimidazol

Ornekler

Verapamil, diltiazem, bepridil, nifedipin

Trifluperazin, proklorperazin, transflupentiksol

Amiodaron

Vindolin, rezerpin
Klorokin, kinin, kinidin
Progesteron, tamoksifen

Sefoperazon, seftriakson

N-asetildaunorubisin, C-20-vinblastin

Siklosporin A
Staurosporin
Kremofor-EL, Tween 80

MRK16, UIC-2

Deksverapamil, emopamil,
R011-2933, deksniguldipi

PSC 833 (Valspodar)

Ro44-5912

Zosukidar (LY335979)
Elakridar (GF120918)
XR9051

Ontogen (OC144-093)

gallopamil,
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Antrasiklin Annamisin

Antranilamid Tarikidar (XR9576)

Diklorodifenildikloroetan Mitotan, NSC-38721

Kinolin MS-209

Pipekolinat Birikodar (VX-710)

Digerleri Lanikidar (R101933), Mifepriston (RU486),
ONT-093

2.7. Talinolol

2.7.1. Tanim ve Tarihgesi

Talinolol, uzun etkili, selektif B-1 adrenerjik reseptdor antagonisti ve
antihipertansif bir ilactir. Intrinsik sempatomimetik aktiviteye (ISE, parsiyel agonistik
aktivite) ve membran stabilize edici etkiye sahip degildir. Talinolol 1975 yilindan bu
yana Almanya’da ve Dogu Avrupa iilkelerinde siklikla kullanilmaktadir. Almanya’da
Arzneimittelwerk Dresden GmbH (AWD) firmasi tarafindan, Cordanum® ticari ismiyle
tiretilmektedir (Trausch ve ark. 1995; Wetterich ve ark. 1996; He ve ark. 2007). Oral
yoldan giinde 50-300 mg dozlarda arteriyel hipertansiyon, koroner kalp yetmezligi ve
tasiaritmi  gibi ¢esitli kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde kronik olarak
kullanilmaktadir. Piyasada hizli-salimli tabletleri ile i.v. infiizyon i¢in injektabl

soliisyonlart mevcuttur (Tubic ve ark. 2006b).

2.7.2. Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Talinololiin kimyasal ad1 S(—)/R(+)-1-(4-sikloheksil-iireido-fenoksi)-2-hidroksi-
3-tersiyer butil-aminopropan'dir. Kapali kimyasal formiilii CyoH33N303’tiir. Molekiil
agirligr 363,5 g/mol olan talinolol beyaz renkte bir tozdur. Zayif baz karakterinde bir
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bilesik olan talinolol (pK; = 9,43), suda az (0,2 mg/ml), metanolde ise ¢ok ¢Oziiniir
(Wetterich ve ark. 1996; Oertel ve ark. 1998; He ve ark. 2007). Talinololiin suda
¢Oziiniirligli pH’ya bagimlidir. Suya seyreltik asit ¢ozeltisi eklemek suretiyle pH’ nin
diistiriilmesi talinololiin sudaki c¢oziinlirliigiinii artirir. Diger B-adrenerjik reseptor
antagonistlerine kiyasla, orta derecede lipofilik bir bilesik olan talinololiin n-oktanol/su
(pH 7, 37°C) sistemi i¢in yag/su dagilim katsayisinin (partisyon katsayisi) 0,74 oldugu
bildirilmistir (Trausch ve ark. 1995; Wetterich ve ark. 1996; Tubic ve ark. 2006a).
Talinololiin kimyasal yapis1 Sekil 2-7’de gosterilmektedir.

OH
CH3

O\ U) U\/Jvl-llﬂ\éCH

3

NKLN;J’/{ CH3
H H

Sekil 2-7 : Talinololiin kimyasal yapisi

2.7.3. Farmakodinamik Ozellikleri

Talinolol selektif B-1 adrenerjik reseptdr antagonistidir ve organizmadaki -1
adrenerjik stimiilasyonu kompetitif olarak bloke eder. Normal tedavi dozlarinda
kullanildiginda B-2 reseptorlerine etkisi yok denecek kadar azdir (de Mey ve ark. 1995;
Verlag 2000).Talinolol, aterojenik lipid profili lizerinde olumsuz bir etki géstermez ve
glukoz metabolizmasi iizerine etkisi yoktur. Son yapilan caligmalarda, sigara icenlerde
ve koroner kalp hastaligi olanlarda, talinololiin antioksidan etkilere sahip oldugu,
plazma lipid peroksitlerini ve nétrofil aktivasyonunu anlamli olarak azalttigi rapor
edilmistir (He ve ark. 2007). Talinolol B1-adrenoreseptorlerine orta derecede afinite
gosterir. Talinololiin S (-) enantiyomerinin afinitesi rasemat formuna gore iki kat daha
yiiksektir, B; — selektiviteleri ise hemen hemen aynidir (Tubic ve ark. 2006a; He ve ark.
2007). Terapdtik doz araliginda (50-300 mg/giin), talinololiin B;-selektivitesi,

atenololden iistiin, metoprolol ile benzer ve bisoprololden diisiiktiir (He ve ark. 2007).
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2.7.4. Farmakokinetik Ozellikleri

2.7.4.1. Absorpsiyonu

Oral olarak uygulanan talinolol gastrointestinal kanaldan hizla emilir ancak
emilimi tam degildir. Mutlak biyoyararlanimi % 55’tir. Talinolol emilimi sirasinda P-gp
araciligiyla aktif intestinal sekresyona ugramaktadir. Oral uygulama sonrasi plazmadaki
maksimum diizeylerine yaklasik 2 saat sonra ulagir (Trausch ve ark. 1995; Wetterich ve
ark. 1996; Gramatte ve Oertel 1999). Sicanlarda da plazmadaki maksimum
konsantrasyonlarina 2 saat sonra ulastigi saptanmistir (Spahn-Langguth ve ark. 1998).
Talinololiin absorpsiyonu besinlerle yaklasik %50 oraninda azalir, bu sebepten ilacin
yemeklerden 1 saat 6nce alinmasi tavsiye edilir (Terhaag ve ark. 1992). Talinolol minor

derecede enterohepatik resirkiilasyona ugramaktadir (Tubic ve ark. 2006b).

Talinololiin metabolik klirensi ¢ok disiiktiir ve metabolik ilk-gegis etkisine
ugramamaktadir. Talinololiin oral biyoyararlanimindaki diistikliiglin, P-gp aracili aktif
intestinal sekresyondan kaynaklandigi diisiiniilmektedir (Trausch ve ark. 1995;
Gramatte ve ark. 1996). P-gp’nin gastrointestinal kanaldaki dagilimimnin tekdiize
olmamasindan dolay1 talinololiin absorpsiyon derecesi absorpsiyon bdlgesine
bagimlhidir. P-gp ekspresyonunun bagirsagin asagr segmentlerine dogru artmasina
paralel olarak talinololiin absorpsiyonu azalmaktadir. Duodenumdaki P-gp ekspresyonu
jejunum, ileum ve kolona kiyasla daha diisiiktiir, bu nedenle talinolol gastrointestinal
kanalin st kisimlarinda daha hizli absorbe edilmektedir. (Gramatte ve ark. 1996; Tubic
ve ark. 2006b). Talinololiin absorpsiyonu doza-bagimlidir ve lineer olmayan bir
absorpsiyon profili gostermektedir (Wetterich ve ark. 1996). Yapilan bir caligmada, P-
gp substrati olan talinololiin, 25, 50, 100 ve 400 mg’lik hizli saliml tabletlerinin
uygulanmasindan sonra lineer olmayan bir doz-AUC iliskisi goriilmiistiir. Bu lineer
olmayan, doza bagimli absorpsiyon; P-gp’nin yliksek dozlarda talinolol tarafindan

doyurulmasi sonucunda efluks transportunun azalmasindan kaynaklanmaktadir. Yani
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talinololiin oral biyoyararlanimi daha yiiksek dozlarda uygulandiginda artmaktadir
(Tubic ve ark. 2006a).

2.7.4.2. Dagilimi

Talinolol ekstraseliiler sivi kompartmanina ve tiim dokulara dagilmaktadir.
Talinololiin dagilim hacmi insanda 3,3 + 0,5 L/kg’dir. Bu deger alprenolol, bisoprolol,
karteolol ve propranolol gibi beta blokor ilaglarin dagilim hacmine yakin bir degerdir
(Trausch ve ark. 1995). Plazma proteinlerine baglanma orani diisiiktiir (Zschiesche ve
ark. 2002).

2.7.4.3. Metabolizmasi

Talinololiin metabolizma orani ¢ok diisiiktiir. Uygulanan dozun sadece %!’
metabolize edilmektedir. Oral olarak uygulanan talinololiin hidroksi metabolitleri,
%1’den daha az oranda idrarda saptanmistir. Dolayisiyla talinololiin metabolik
degredasyonu thmal edilebilir diizeydedir (Oertel ve ark. 1994). Talinolol, karacigerde,
cok diisiik oranda, sikloheksil halkasindan hidroksilasyonla, metabolitleri olan 4-trans
3-cis, 4-cis ve 3-trans hidroksitalinolol’e doniistiiriiliir. 4-trans hidroksitalinolol
olusumu major metabolik yolaktir. Talinololiin metabolik degredasyonunda rol oynayan
enzimin  CYP3A4  oldugu  disinilmektedir,  ¢linkii  talinololiin  tiim
hidroksimetabolitlerinin olusumu ketokonazol tarafindan inhibe edilirken, kinidin veya
a-naftoflavon tarafindan inhibe edilmemistir. Metabolitlerinin  herhangi  bir
farmakodinamik etkiye sahip olup olmadig:1 bilinmemektedir (Trausch ve ark. 1995;

Zschiesche ve ark. 2002; Tubic ve ark. 2006a).
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2.7.4.4. Eliminasyonu

Talinolol insanlarda yaklasik olarak %60 oraninda bobreklerden ve %40
oraninda ise ekstrarenal yollardan — biiyiik oranda feges ile — atilmaktadir. Oral olarak
uygulanan talinolol dozunun yaklasik %99’u degismeden ve %]1°1 hidroksi metabolitleri
halinde elimine edilir. Talinololiin yarilanma 6mrii 11,9 saattir. Bu nedenle giinde tek
doz olarak 100 mg dozda alinan talinolol 24 saat boyunca terapétik etkinlik
saglayabilmektedir (Trausch ve ark. 1995; Tubic ve ark. 2006a). Talinolole ait

farmakokinetik parametreler Tablo 2-7°de verilmistir.

Tablo 2-7: 12 saghkh goniillitye oral yoldan tek doz halinde 50 mg dozda uygulanan
talinolole ait farmakokinetik parametreler — He ve ark. (2007)’den degistirilerek.

Parametre X+SD

AUC. 601 (ng.saat/ml) 1763,7 £377,5
AUC,., (ng.saat/ml) 1860,0 £ 3779
Craks (ng/ml) 147,8 £ 63,8
tmaks (Saat) 2,0+0,7

ty/, (saat) 12,0£2.6
CL/F (L/saat) 279+55

2.7.5. Endikasyonlari

Talinolol, akut tagikardi, instabil anjina pektoris, akut miyokard enfarktiisii, post
miyokardial enfarktiis, arteriyel hipertansiyon ve koroner kalp hastaliginda

kullanilmaktadir (Verlag 2000; He ve ark. 2007).
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2.7.6. Kontrendikasyonlari

Konjestif kalp yetmezligi, II. ve IIl. derece atriyoventrikiiler blok, sinoatriyal
blok, kardiyojenik sok, bradikardi, bronsiyal astim ve hipotansiyonda, ayrica beta
blokorlere asir1 duyarliligi olanlarda ve pulmoner 6demde kullanilmamalidir (Verlag

2000).

2.7.7. Yan Etkileri

Kardiyovaskiiler yan etkiler olarak bradikardi, hipotansiyon, ekstremitelerde
sogukluk hissi ve uyusma sayilabilir. Gastrointestinal yan etki olarak karin agrisi, diyare
ve bulant1 goriilebilir. Mental yavaslama, kabus gérme ve kisa siireli diisiince kayb1
santral sinir sistemine ait yan etkilerdir. Bunun disinda, sa¢ dokiilmesi, isitme
bozukluklari, kilo artis1 ve erektil disfonksiyon bildirilmistir. Renal bozukluklarda veya
P-gp inhibitorleri ve indiiktorleri ile birlikte kullanildiginda rutin terapétik ilag izlemi

yapilmasi yararlidir (Verlag 2000; He ve ark. 2007).

2.7.8. Dozu ve Verilis Yolu

Akut kalp ritim bozuklugu ve miyokard enfarktiisii sonrasi talinolol i.v. yoldan
10 mg dozda uygulanir. Ila¢ damar icine 3-5 dakika i¢inde uygulanmalidir. Ayni doz 10
dakika sonra tekrarlanir. Kalp fonksiyonlar1 (EKG ile), kan basinct ve nabzin yakindan
izlenmesi kosuluyla doz tekrar edilebilir. Instabil anjinada 10-20 mg talinolol, 24 saat
1.v. inflizyon ile uygulanir. Hipertansiyon tedavisi i¢in, oral yoldan giinde bir kez 100
mg veya 2 kez 50 mg dozda kullanilir. Gerektiginde doz 300 mg’a kadar ¢ikartilabilir.
Koroner kalp hastaliginda ise doz 100-200 mg/giin’diir. Tasikardi durumlarinda da 100-
200 mg/giin dozunda uygulanir (Verlag 2000).
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Bobrek yetmezligi olan hastalarda, talinololiin oral biyoyararlaniminin arttigi,
yarilanma Omriiniin uzadigi ve idrardan atilminin anlamli derecede azaldigi
saptanmugtir. Ozellikle ileri derecede bébrek yetmezligi bulunan hastalarda (Cle; < 10
ml/dakika) doz ayarlamasina gidilmelidir. Bobrek yetmezligi bulunan hastalarda dozun

%30-50 oraninda azaltilmasi tavsiye edilmektedir (Krueger ve ark. 2001).

2.7.9. Ila¢ Etkilesmeleri

Talinolol, i.v. yoldan, verapamil veya diltiazem gibi kalp {lizerine depresif etkisi
bulunan kalsiyum antagonistleri ile birlikte uygulanmamalidir. Disopiramid, kinidin ve
amiodaron gibi antiaritmik ilaglarla beraber talinololiin i.v. olarak uygulanmasindan
kacinilmalidir (Verlag 2000). Talinolol, MAO (monoaminoksidaz) inhibitorleri,
periferik kas gevseticiler, oral antidiyabetikler ve alkolle birklikte alinmamalidir.
Talinolol hipoglisemiye eslik eden tagikardiyi maskeleyeceginden, insiilin ve oral
hipoglisemikler ile beraber kullanilmamalidir (Verlag 2000). Non-steroidal
antienflamatuvar ilaglar viicutta su ve tuz tutulmasina yol agtigindan, beta blokorlerin
antihipertansif  etkisini  azaltabilir. Talinolol bu gruptaki ilaglarla beraber

uygulanmamalidir (Verlag 2000).

Siilfasalazin, talinololiin absorpsiyonunu ve biyoyararlanimmi biiylik 6l¢iide
azaltir. Talinolol ve siilfasalazin beraber kullanilmamali, eger mutlaka birlikte
kullanilmalar1 gerekiyorsa uygulamalar arasinda 2-3 saatlik bir siire birakilmalidir

(Terhaag ve ark. 1992).

2.7.10. Miistahzarlari

Talinololiin Almanya’da 50 ve 100 mg talinolol iceren film tabletleri ve 5
ml’sinde 10 mg talinolol igeren ampul seklindeki preparatlari mevcuttur (Cordanum®
ASTA Medica AWD GmbH, Frankfurt a.M., Almanya) (Verlag 2000). Ilag Tiirkiye’de

pazarlanmamaktadir.
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2.8. Zosukidar

2.8.1. Tanim ve Tarihgesi

LY335979 olarak da isimlendirilen zosukidar, Syntex tarafindan RS-33295-198
ismi ile lisans almig, en potent P-gp modulatorlerinden  Dbiridir.  Bir
siklopropildibenzosuran tiirevi olan zosukidar, aktivitesini arttiran dibenzosuberan
kismina bagli bir diflorosiklopropil grubu igerir. Diger {i¢iincii jenerasyon modiilatorler
gibi zosukidarin da farmakolojik etkisi yoktur. P-gp’ye yiiksek afinite gostermesi igin
gelistirilmistir (Pfiser ve ark. 1995; Dantzig ve ark. 1996; Starling ve ark. 1997).

2.8.2. Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Kimyasal ismi (2R)-1-{4-[(1aR,6r,10bS)-1,1-Difluoro-1,1a,6,10b-
tetrahydrodibenzo[a,e]cyclopropa[c]cyclohepten-6-yl]piperazin-1-yl}-3-(quinolin-5-ylo
xy)propan-2-ol, trihydrochloride’dir. Kimyasal formiilii Cs2Hs1F2NsO2.sHCI diir.
Molekiil agirligi 636,99 g/mol olan zosukidar sari renkte bir tozdur. 100 mg/ml
oraninda DMSO’da, 23 mg/ml oraninda suda ve <I mg/ml oraninda etanolde ¢6ziiniir.

Zosukidarin kimyasal agik formiilii Sekil 2-8’de goriilmektedir:

Sekil 2-8: Zosukidar’m acik kimyasal formiilii (Dantzig ve ark. 1996).
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2.8.3. Farmakodinamik Ozellikleri

Zosukidar 59 nM Ki ile P-gp’nin en potent modiilatorlerinden biridir. Zosukidar
P-gp’ye selektifti, MRP1 (ABCCl), MRP2 (ABCC2) ve BCRP’yi inhibe
etmemektedir. Zosukidar, P-gp eksprese eden murin l6semi (P388/ADR) implante
edilmis farelerde danurobisin, doksorubisin veya etoposit ile kombine verildiginde
sagkalim oranini anlamli bir bigimde arttirmistir. Parental ilag-duyarli UCLA-P3 timor
implante edilmis farelerde, paklitaksel zosukidar ile verildiginde kontrol grubuna gore
timor gelisimi gecikmis ve zenograf yontemi ile P-gp eksprese eden UCLA-P3.003
VLB akciger kanser kiitlesinde kontrol grubuna gore anlamli diizeyde azalma
gbzlenmistir. Zosukidar bu ilaglarin farmakokinetik diizeylerine etki etmemistir. Bu
durumun doksorubisin ve diger antikanser ilaglarin metabolizmasindan sorumlu olan 4
ana sitokrom P450 enziminin zosukidar tarafindan zayif inhibisyonundan kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Zosukidarin selektif ve potent bir modiilator olmasi ¢oklu ilag
rezistansi c¢aligmalarindaki klinik énemini arttirmaktadir. Zosukidar ile yapilan klinik
calismalar devam etmektedir (Dantzig ve ark. 2001; Shephard ve ark. 2003; Robak
2011).

Diger ti¢iincii kusak modiilatorler gibi zosukidarin da farmakolojik etkisi yoktur
ve P-gp’ye yiiksek afinite gostermektedir. Ayrica, bilesik yiiksek oranda selektiftir. P-
gp’nin selektif inhibisyonu ile zosukidar diger tasiyici proteinler ve sitokrom P450
enzim yolaklarin1 inhibe etmemektedir (Dantzig ve ark. 2001). Fareler ve kopeklerle
yapilan farmakokinetik c¢aligmalar zosukidarin birlikte verildigi sitotoksik ajanin

maruziyetini engellemedigini gostermistir (Slapak ve ark. 2001)

Coklu ilag direnci olan CEM/VLBjgo hiicrelerinde zosukidarin etkisi
arastirilirken, hiicreler dort farkli grubu temsilen uygulanan antikanser ilaglardan,
doksorubisin, etoposit, vinblastin ve paklitaksele daha duyarli hale gelmistir. Calismada
zosukidar varliginda ve yoklugunda ila¢ duyarliligi ECsg olarak dl¢lilmiistiir. Resistans
CEM/VLB hiicreler 0,1 uM ve 0,2 uM zosukidar varliginda antikanser ilaglara daha
duyarli hale gelirken, ilaca duyarli parental CCRF-CEM hiicreleri modiilatérden
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etkilenmemislerdir. Zosukidar CEM/VLBig hiicre membranina [3H]Vinb|astin ile
dengeli baglanma gerceklestirir ve [*H]vinblastini Ki 59 nM ATP varliginda
membrandan koparir. Zosukidarin dengeli baglanmasi direkt dl¢iildiiginde Kd 73 nM
ve Bmax 79 pmol/mg bulunmustur. Bu deger ATP yoklugunda &lgiilen [*H]vinblastin
baglanmasinin Bmax degerine ¢ok yakindir. Bu durum zosukidarin P-gp’nin ATP
baglanmayan bolgesine baglandigini dngérmektedir. P-gp substrati [*H]vinblastinin
ilaca direngli CEM/VLBjqo hiicrelerinden ve ilaca duyarli CCRF-CEM hiicrelerinden
artmig efluks gostermektedir. Tersine zosukidar ise ayni hiicrelerden 3 saatlik siire
boyunca efluks olmamistir. Bu durum zosukidarin p-gp substrati olmadigini ve hiicreler

ile baglandiktan sonra uzun siire modiilatér olarak goérev yaptigim1 gostermektedir

(Dantzig ve ark.1996; 2001).

2.8.3.1. Sitokrom P-450 Uzerine Etkileri

Sitokrom P-450 (CYP450) enzimleri pek ¢ok ilacin oksidatif metabolizmasinda
yer alan enzimlerdir. Bu enzimlerin 4 tanesi tiim ilaglarin metabolizmasinin %90’indan
sorumludur. CYP3A4 %50’den fazla ilact ve P-gp ile tasimnan dort grup antikanser
ilacin1 da metabolize etmektedir. Bu enzimlerin zosukidara afinitesi, her bir izoenzimin
secici substrati kullanilarak, enzim kinetik tayini ile hesaplanmistir. CYP3A4’{in

zosukidara afinitesi P-gp’ye gore 60 kat daha az bulunmustur (Dantzig ve ark. 2001).

2.8.3.2. Zosukidarin In vivo etkinliginin degerlendirilmesi

Zosukidar, coklu ilag direnci gosteren P-gp’yi asir1 eksprese eden tlimor
hiicrelerini duyarlilagtirma etkisi acisindan incelenmistir (Dantzig ve ark.1996; Starling
ve ark. 1997). P388/ADR P-gp eksprese eden ¢oklu ilag direnci gésteren 16semi hiicre
dizisidir ve antikanser ilaglara karst P-gp modiilatorleri tarafindan duyarlilagtirma
calismalarinda siklikla kullanilmaktadir. P388/ADR hiicreleri implante edilmis farelerde
I.v. verilen zosukidar, i.p. uygulanan antineoplastikler daunorubisin, doksorubisin veya

etoposit ile beraber verildiginde sagkalim orani artmistir. Bu sonug¢ zosukidarin timor
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hiicresindeki veya normal hiicrelerdeki P-gp’yi inhibe etmesine bagli olabilir. Ayrica,
bu antineoplastik ilaglarin 8 saatlik plazma diizeyleri 6l¢iilmiis ve AUC degerleri
hesaplanmuistir. Bu verilere gore siklosporin A AUC tizerinde belirgin bir etki yaparken,
zosukidar ¢ok kiiciik bir etki yapmistir. Bu durum artmis sagkalim oraninin P388/ADR
implante edilmis farelerde P-gp’nin tiimor bolgesindeki direkt modiilasyonuna bagl
oldugunu diisiindiirmektedir. Paklitaksel de baska bir timdér modelinde, insan kiiciik
hiicreli olmayan akciger kanserinde incelenmistir. Paklitaksel zosukidar ile kombine
uygulandiginda P-gp eksprese eden UCLA-P3.003VLB tiimorler iizerine etkili
bulunmustur. Kombine verilen paklitaksel ve zosukidar ile tiimor kitlesinde azalma

gozlenmis, kilo kayb1 olmamis ve plazma paklitaksel diizeyleri degismemistir (Starling

ve ark. 1997).

Zosukidar’in Faz I doz-artis caligmalar1 ilerlemis maligniteleri bulunan kanser
hastalar1 lizerinde yapilmistir. Zosukidar i.v. infiizyon veya oral olarak doksorubisin ile
kombine veya tek basina verilmistir (Rubin ve ark. 2002; Sandler ve ark. 2004).
Zosukidar iyi tolere edilmistir. Ayrica doksorubisin toksisitesinde de artis
gbzlenmemistir. Zosukidar’in P-gp’yi inhibe etme yetenegini degerlendirmek amaciyla
P-gp substrati rodamin 123’tin birikimi c¢alismadaki hastalardan alinan CDS56(+)
lenfositler {izerinde flow sitometri (akis sitometresi, akigli hiicre Ol¢imii) ile
Ol¢iilmiistiir. P-gp inhibisyon diizeyinin zosukidara sistemik maruziyete bagli oldugu
bulunmustur (Robey 1999; Sandler ve ark. 2004). Zosukidar oral verildiginde geri
doniislii serebral toksisite gozlenmistir. Ataksi doz kisitlayici toksisite olmustur.
Maksimum tolere edilebilir oral doz 4 giin boyunca 12 saatte bir 300 mg/m?
bulunmustur (Rubin ve ark. 2002). Zosukidar i.v. verildiginde oral doza gore daha az
yaygin serebral toksisite gdzlenmistir. Bu toksisite agirlikli olarak serebral baglantili
tremordur. Zosukidar maksimal i.v. dozu 480-640 mg/m? dir. Toksisite sebebiyle oral
doz ile istenen P-gp inhibe edici plazma konsantrasyonu saglanamazken, i.v. doz ile
saglanabilmektedir. Doksorubisin, zosukidar farmakokinetigi iizerine etki yapmamustir.

Zosukidar, doksorubisin klirensini %17 azaltmis ve AUC’yi %25 arttirmistir.
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Akut miyeloid 16semili hastalara danurobisin ve sitarabin ile kombine verilen
zosukidar hastalarda iyi tolere edilmistir. Ancak, i.v. infiizyon kesildikten 8 saat sonra
P-gp inhibisyonu azalmistir (Gerrard ve ark. 2004). Akut miyeloid 16semili hastalara
yapilan baska bir calismada >%90 P-gp inhibisyon diizeyine 2 saatlik 132 ng/ml
zosukidar diizeyi ile ulasilmis ve bunun sonucunda Faz II ¢alismalar1 i¢in Onerilen
zosukidar dozunun 700 mg/giin oldugu bulunmustur (Lancet ve ark. 2009; Robak ve
ark. 2011). CHOP rejimi uygulanan tedavi edilemeyen Hodgkins olmayan lenfoma
hastalarinda yapilan faz I/II calismasinda, zosukidarin CHOP rejimi ile beraber gilivenle

verilebilecegi bulunmustur. Ataksi ancak 24 saati asan dozlarda go6zlenmistir

(Morschhauser ve ark. 2007).

2.8.4. Farmakokinetik Ozellikleri

Daunorubisin ile kombine verilen zosukidarin farmakokinetik ozelliklerinin
degerlendirildigi bir Faz I ¢alismasinda, zosukidarin iki-kompartmanli farmakokinetik

model gosterdigi tespit edilmistir (Callies ve ark. 2004).

Zosukidarm iv. wverildigi bir Faz [ c¢alismasinda, zosukiarin lineer
farmakokinetik gosterdigi  bulunmustur. Zosukidarin farmakokinetik paremetreleri

Tablo 2-8’de verilmistir.

In vitro ve in vivo zosukidar metabolizmasini inceleyen bir ¢alismada; zosukidar
yart omrii sican ve maymun karaciger mikrozomlarinda <10 dk, kopek karaciger
mikrozomlarinda 10 dk, insan karaciger mikrozomlarinda 20 dk olarak bulunmustur.
Zosukidar metabolitleri izole edilmeye ¢alisilmis ancak stabil olmadiklari i¢in bagarili
olunamamistir. CYP3A4 ile inkiibe edilmis insan karaciger kromozomlarinda zosukidar

daha hizli sekilde kaybolmus ve metabolitlerin kararli durumda kalma siiresi artmistir.
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Tablo 2-8: Kanser hastalarinda yapilan Faz I ¢alismasinda i.v. infiizyon ile verilen
zosukidarin farmakokinetik ozellikleri (Sandler ve ark. 2004).

Doz (mg/m?/giin) n Comaks ng/litre (aralik) AUC pg*saat/litre (aralik)
20-60 9 NA* NA*
80 3 64 (54-75) NA*
160 3 119 (67-157) 5890 (2820-7800)
320 3 234 (196-283) 10,960 (8,600-14,050)
640 6 786 (637-954) 33,790b (24,550-43,520)
640 4 790 (566-951) 35,260 (26,450-39,030)
480 10 427 (247-581) 19,400 (10,320-24,950)
Parametreler Aritmetrik ortalama (£SD)
Cl (litre/saat) 96 (£36)
Vss (litre) 1190 (+£500)
ty/» (Saat) 17 (£7,3)

*NA: tespit edilememistir.

2.8.5. Dozu ve Verilis Yolu

Yapilan Faz I caligmalarinda; maksimum tolere edilebilir oral doz 4 giin
boyunca 12 saatte bir 300 mg/m? bulunmustur (Rubin ve ark. 2002). Zosukidarin
maksimal i.v. dozu ise 480-640 mg/m? bulunmustur (Sandler ve ark. 2004). Akut
miyeloid 16semili hastalara yapilan baska bir calismada >%90 P-gp inhibisyon diizeyine
2 saatlik 132 ng/ml zosukidar diizeyi ile ulasilmis ve bunun sonucunda Faz II
calismalari i¢in Onerilen zosukidar dozunun 700 mg/giin oldugu bulunmustur (Lancet ve
ark. 2009, Robak ve ark. 2011). Akut miyeloid 16semi hastalarinda zosukidarin etkisini
incelemek i¢in yapilan bir ¢alismada, zosukidar dozu 550 mg secilmistir (Cripe ve ark.
2010).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlari

Calismamizda 15-25 g agirliginda, 10-12 haftalik C57BL/6J disi ve erkek fareler
kullanilmistir.  Fareler, Istanbul Universitesi Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii
(DETAE), Deney Hayvanlar1 Biyolojisi ve Biyomedikal Uygulama Teknikleri Anabilim
Dali’ndan temin edilmistir. Fareler standart pellet yem ile beslenmis ve ¢esme suyu
verilmistir. Fareler 4-5 tanesi bir arada olmak tizere uygun biyiikliikteki seffaf plastik
kafeslerde, 2242 °C’de ve 12 saat aydinlik 12 saat karanlik periyodunun saglandigi bir
ortamda muhafaza edilmislerdir. Deneyden once ve deney giinleri hayvanlara su ve yem
kisitlamas1 uygulanmamustir. Deneylere, 1.U. Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu nun
(IUHADYEK), 03.05.2013 tarihli ve 60 no.lu Etik Kurul kararinin alinmasindan sonra

baslanmugtir.

3.2. Kullamlan Tlaclar ve Formiilasyonu

Talinolol (TAL): Arzneimittelwerk Dresden GmbH (Radebeul-Almanya) (Seri No.
9604014/01).

Talinolol (TAL): I.p uygulama icin talinolol, polietilenglikol 400: etanol: su
(15:15:70, v/v/v) karisiminda ¢6zlindiiriilmiis ve 2 mg/ml olarak hazirlanmistir (Chu ve

ark. 2011).

Zosukidar (ZSQ): Medkoo Biosciences- ABD (CAS No: 167465-36-3).

Zosukidar (ZSQ): Ilag %S5’lik mannitol ¢dzeltisi iginde ¢oziindiiriilmiistiir. 2

mg/ml olarak hazirlanmistir (Dantzig ve ark. 1996).



3.3. Kullamilan Kimyasal Maddeler ve Malzemeler

Metanol: HPLC Grade (No. 6007)
Asetonitril: HPLC Grade (No. 1030)
Potasyum dihidrojen fosfat: Saf
o-Fosforik asit: Saf

Eter: Saf

Su: HPLC grade

(rezistans degeri 18,2 MQ.cm)

Oasis® ekstraksiyon kartusu: HLB tipinde
(1 cc/30 mg)

HPLC vialleri: 200 pL’lik
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Merck (Almanya)
Merck (Almanya)
Merck (Almanya)
Merck (Almanya)
Merck (Almanya)
Milli Q-Millipore (ABD)

Waters (ABD)

Waters (ABD)

HPLC kolonu: ~ Phenomenex 250 mm x 4,6 mm (5 pm) Cyg ters faz kolon

HPLC 6n kolonu: Phenomenex 2,1 x 3,9 mm Cig ters faz 6n kolon

Calismada ayrica Eppendorf tiipleri (2 mL) ve otomatik mikropipetler, kapakli

polipropilen ve cam tiipler, otomatik pipet uglari, aluminyum folyo, parafilm ve gesitli

cam laboratuvar malzemeleri kullanilmistir.

3.4. Kullanilan Aletler

2695 Ayirma Modiili (HPLC):
2487 UV/VIS Dedektor:
Hassas Terazi:

pH-metre:

Ultrasonik Banyo:

Vakum Pompasi (-0,40 mbar):

VacElut® Ekstraksiyon Tablasi:

Waters (ABD)
Waters (ABD)
Sartorius (Almanya)
Orion (ABD)

Elma (Almanya)
KNF (Almanya)

Varian (ABD)
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Vorteks Cihazi: IKA (Almanya)
Santrifiij Aleti: VWR (ABD)
Etiiv: Susarka (Polonya)
Buzdolabi (+4°C): Argelik (Tiirkiye)
Derin Dondurucu (-20°C): Argelik (Tirkiye)

3.5. Bilgisayar Programlari

HPLC sistemini kontrol etmek i¢in Empower (Waters-ABD) kullanilmistir.
Hesaplamalar Microsoft Excel 2010 ile istatistiksel degerlendirme ise SPSS 20.0
(IBM-ABD) programu ile yapilmistir.

3.6. In vivo ¢alismalar

Deney gruplart her bir zaman noktasinda 5 hayvan olacak sekilde (n= 5)
diizenlenmis ve Tablo 3-1’de gosterilmistir. Talinolol (Tal) uygulamasi, hayvanlara 1s1k
verilmesini takip eden 3. Saatte (ZT3; Zeitgeber time-3) yapilmistir. Zosukidar (ZSQ)

uygulamalari ise talinolol uygulamasindan bir saat dnce gergeklestirilmistir

Tablo 3-1: Deney gruplari

Deney gruplarn Aciklama

Tal (erkek) Sadece talinolol uygulanan erkek fareler
Tal+ZSQ (erkek) Talinolol ve zosukidar uygulanan erkek fareler
Tal (disi) Sadece talinolol uygulanan disi fareler
Tal+ZSQ (disi) Talinolol ve zosukidar uygulanan disi fareler

Deney hayvanlarina talinolol ve zosukidar intraperitoneal (i.p.) yoldan sirasi ile

20 mg/kg ve 30 mg/kg dozda uygulanmistir. Zosukidar’in organizmaya dagiliminin
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saglanmas1 i¢in, zosukidar uygulamasi talinolol uygulanmasindan 1 saat Once
gerceklestirilmistir. Ilag uygulamalar1 sirasinda anestezi kullanilmamustir. flaglarin
uygulanmasini takiben kan ornekleri 30, 60, 120, 240, 300. dakikalarda alinmustir..
Farelerin eter anestezisi altinda toraksi agilmig ve insiilin enjektorii ile kalpten 0,5-0,8
ml kan heparinli eppendorf tiiplere alinarak fareler feda edilmistir. Alinan kanlar, 3500
doniis/dakika hizinda hemen santrifiijlenerek plazmalari ayrilmistir. Plazmalar analiz

edilinceye kadar -20 °C’de saklanmustir.

3.7. Talinololiin Fare Plazmasindan Ters Faz Kromatografi ile Tayini

3.7.1. Analitik Tayin Metodu

Fare plazma 6rneklerindeki talinolol konsantrasyonlarinin tayini i¢in Oertel ve
ark. ile Pathak ve arkadaslarinin kullandigt HPLC metodu esas alinmistir (Oertel ve ark.
1994; Oertel ve ark. 1998; Pathak ve ark. 2010). Talinololiin fare plazmasindan tayinine
ait kromatografik kosullar Tablo 3-2” de verilmistir.

Tablo 3-2: Talinololiin fare plazmasindan tayinine ait kromatografik kosullar

Kolon Phenomenex® 250 mm x 4 mm (5 pm) Cg ters faz kolon

On kolon Phenomenex® 2,1 x 3,9 mm Cgg ters faz 6n kolon

Mobil faz 0,05 M fosfat tamponu : asetonitril = 73:27 (v:v) ; pH=4

Akis hizi 1 ml/dak

Kolon sicakligi 35°C

Enjeksiyon hacmi 20 ul

Dedektor 2487 ¢ift dalga boylu UV/VIS dedektor

Dalga boyu 242 nm

Alikonma zamani 9,5 dakika

Ekstraksiyon SPE kolon (Qasis® 1 cc/30 mg; Waters) ile kati faz

ekstraksiyonu
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3.7.2. Mobil Fazin Hazirlanisi

0,05 M fosfat tamponunun hazirlanmasi i¢in 6,8 gram KH,PO, hassas terazide
tartilmis ve 1 L’lik balon jojede HPLC safligindaki distile su ile hacmine
tamamlanmustir. 1 L’lik meziirde 730 ml potasyum dihidrojen fosfat tamponu ile 270 ml
asetonitril karistirilarak mobil faz elde edilmistir. Mobil fazin pH’s1 1M o-fosforik asit
ile 4’e ayarlanmistir. Mobil faz hazirlandiktan sonra ultrasonik banyoda 30 dakika siire

ile degaze edilmistir.

3.7.3. Biyoanalitik Yontemin Validasyonu

Validasyon, herhangi bir metod, islem, cihaz, materyal, faaliyet ve sistemin
gercekten kendisinden beklenen sonuglar1 verdiginin kanitlanmasidir. Analitik metod
validasyonundaki parametreler dogrusallik, dogruluk, kesinlik, segicilik, teshis siniri,
kantitatif sinir, geri kazanim orani ve stabilitedir (Okyar 2004). Calismamizda valide
edilmis analitik yontem kullanilmistir. Kullanilan analitik yontemin dogrusallik,
dogruluk ve kesinliginin saptanmasi amaciyla gerek talinolole ait standart ¢ozeltiler,

gerekse talinolol spike edilmis plazma 6rnekleriyle calisiimistir.

3.7.4. Talinololiin Plazmadan Ekstraksiyonu

Ekstraksiyon su sekilde gerceklestirilmistir: Oasis® 1cc/30mg ekstraksiyon
kartuslarindan o6nce 1 ml metanol ve ardindan 1 ml distile su gecirilerek
sartlandirilmigtir. Daha sonra numune toplama saatlerinde farelerden elde edilen
plazmalarin her birinden 0,15 - 0,25 mI’lik 6rnekler kartuslardan gegirilmistir. Kartuslar
%35 metanol igeren 1 ml distile su ile yitkanmustir. 2 dakika kurutulduktan sonra kirli
¢ozelti iceren tiipler atilmistir. Talinolol 0,5 ml metanol ile temiz cam tiiplere alinmistir.
Islem bir vakum pompasi ve kartustan gecirilen sivilarin toplandigi cam tiipleri iceren
6zel bir cam kavanoz (VacElut®) ile gerceklestirilmistir. Vakum pompasinin basinci 0,1

bar’a ayarlanmistir ve kartuslardan dakikada 1 ml’den daha hizli sivi gegisine izin
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verilmemistir. Bos 6rnek olarak ila¢g uygulamasi yapilmamis si¢anlardan aliman kan
orneginden elde edilen plazma kullanilmistir. Her analiz giinii i¢in yeni bir standart egri
cizilmis ve y=ax+b formiilii kullanilarak, 6rneklerin pik alanindan konsantrasyonlari

hesaplanmigtir.Elde edilen ekstreler 2 kez ayirma modiiliine enjekte edilmistir.

3.8. Farmakokinetik Parametrelerin Hesaplanmasi

Kromatogramlardan elde edilen pik alanlar1 kullanilarak y=ax+b denklemine
gore cizilen kalibrasyon egrisinden talinololiin plazma 6rneklerindeki konsantrasyonlari
hesaplanmistir. Talinololiin 0-5. saat igin plazma konsantrasyonu-zaman egrisi,
Microsoft Excel programi kullanilarak elde edilmistir. Plazmadaki talinolol diizeyleri
ortalama =+ standart hata (X-SEM) olarak gosterilmistir. 0-5. saat arasinda her zaman
noktasindaki ortalama konsantrasyonlardan elde edilen plazma konsantrasyonu-zaman
egrisi kullanilarak, egri altinda kalan alan (AUCyss) lineer trapezoidal yonteme
(yamuklar yontemi) gore hesaplanmistir. t=0 ve son Ornegin alindig1 zaman noktasi
arasindaki AUC degerleri ortalama + standart hata (X+SEM) olarak gosterilmistir.
Maksimum plazma konsantrasyonu (Cmaks) ve maksimum konsantrasyona ulagma
zamani (tmas) parametreleri plazma konsantrasyonu-zaman egrisine bakilarak tespit
edilmistir. Son {i¢ zaman noktasina karsilik gelen ortalama plazma talinolol
konsantrasyonlari ile iistel konsantrasyon-zaman grafigi ¢izilmistir. y=C0™*"* denklemi
elde edilmistir. Eliminasyon hiz sabiti (ke¢j) bu denklemden bulunmustur. Yarilanma
omrii (t1/2), 0,693/ kg isleminden tespit edilmistir. Dagilim hacmi(Vd) Doz/CO

isleminden elde edilmistir. Total klirens (C1) ise ke*Vd islemi ile hesaplanmustir.

3.9. istatistiksel Analiz

Gruplar arasindaki farkliligin istatistiksel anlamliligi parametrik bir test olan
cift yonlii ANOVA ile degerlendirilmistir. 0,05’ten kiiciik olan p degerleri (p<0,05)

anlamli olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Biyoanalitik Yontem Validasyonuna Ait Bulgular

0,1 pg/ml, 0,2 pg/ml, 05 pg/ml, 1 pg/ml, 2 pg/ml, 5 pg/ml
konsantrasyonlarinda talinololiin metanoldeki standart ¢o6zeltilerinin (n= 5-6)
kalibrasyon egrisi dogrusallik gostermektedir. Degisim katsayis1 (%CV) degerleri bu
konsantrasyonlar i¢in %1,08 — 3,41 arasindadir. Giin igi tekrarlanilabilirlik ¢alismasi
icin 0,2 pg/ml, 1 pg/ml, 5 pg/ml konsantrasyonlart kullanilmistir (n= 6). Bu
konsantrasyon i¢in %CV degerleri sirastyla %5,69 — 1,59 — 3,10 bulunmustur. Giinler
aras1 tekrarlanilabilirlik ¢aligmasi i¢in 0,2 pg/ml, 1 pg/ml, 5 pg/ml konsantrasyonlar
kullanilmigtir (n= 6). Bu konsantrasyon i¢in %CV(RSD) degerleri sirasiyla %1,46 —
1,19 — 2,83 bulunmustur. Talinololiin plazma 6rneklerinden ekstraksiyonu sonucu elde
edilen geri kazanim oranlart 0,05 pg/ml, 0,1 pg/ml, 0,25 pg/ml, 0,5 pg/ml, 1 pg/ml, 2
ug/ml konsantrasyonlart igin ortalama % 83,9 — 105,6 araliginda bulunmustur (n= 4-6)

ve %CV degerleri %2,34 — 9,34 araligindadir.

4.1.1. Talinolol Standartlarina ait Kromatogram Ornekleri

Talinololiin plazmada ters faz kromatografi ile tayinine ait kromatogramlar Sekil
4-1 ve Sekil 4-2’de ve talinololiin metanoldeki ¢6zeltisine ait kromatogram Sekil 4-3’te

gosterilmektedir. Belirtilen kosullarda talinolol piki 9,8. dakikada gozlenmistir

4.1.2. Tayin Sinirlari

Kantifiye edilebilir minimum talinolol konsantrasyonu 50 ng/ml, teshis edilebilir

minimum talinolol konsantrasyonu 25 ng/ml olarak belirlenmistir.
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Sekil 4-1: Talinololiin plazmada ters faz kromatografi ile tayinine ait kromatogram (bos
plazma numunesinin ekstraksiyonu).

Sekil 4-2: Talinololiin plazmada ters faz kromatografi ile tayinine ait kromatogram
(1pg/mP’lik numune ekstre edilmistir).
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Sekil 4-3: Talinololiin metanoldeki standart ¢ozeltisine ait kromatogram (1pg/ml).

4.2. Talinololiin Zosukidar Varhginda Disi ve Erkek Farelerdeki Bulgular:

20 mg/kg dozda talinololiin i.p. yoldan; erkek ve disi farelere tek basina ve
zosukidar ile beraber uygulandigi gruplara ait 30, 60, 120, 240 ve 300. dakikalarda

saptanan talinolol plazma konsantrasyonlar1 Tablo 4-2’de verilmistir.

Tiim gruplarda maksimum plazma konsantrasyonuna 30. dakikada ulasilmistir.
Sadece talinolol uygulanan erkek farelerde (TAL (erkek)) maksimum plazma
konsantrasyonu (Cpaks) 6,56£1,16 upg/ml bulunmustur. Talinolol konsantrasyonu
giderek azalmig ve 5. saatte 0,05+0,04 pg/ml’ye diigmiistiir. Talinololiin 30 mg/kg
zosukidar ile beraber uygulandigi erkek farlerde (TAL+ZSQ (erkek)) talinololiin
plazma konsantrasyonu 30. dakikada 10,28 + 4,57 pg/ml degerine ulagsmis 5. saat
sonunda azalarak 0,06 + 0,06 pg/ml olarak tespit edilmistir. TAL+ZSQ (erkek)
grubunda talinolol plazma konsantrasyonu TAL (erkek) grubuna gore %57 oraninda

artmistir.
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Sadece talinolol uygulanmis disi farelerde (TAL (disi)) maksimum plazma
konsantrasyonu 4,45+1,41 pug/ml olarak bulunmustur. Talinolol konsantrasyonu TAL
(disi) grubunda 2. saatte 0,93+0,07 pg/ml olarak tespit edilmis, daha sonra 4. ve. 5.
saatlerde plazmada tayin edilememistir. Talinolol ile birlikte zosukidar uygulanan disi
farelerde (TAL+ZSQ (disi)) Cmaks degeri 7,93+1,77 ng/ml olarak bulunmustur. 5. saatte
giderek azalarak 0,09+0,09 pg/ml degerine ulagsmistir. TAL+ZSQ (disi) grubunda
talinolol plazma konsantrasyonu TAL (disi) grubuna gore %78 oraninda artmustir.

Sadece talinolol uygulanan kontrol grubunda, erkek farelerde disilere gore
talinolol Cpaks Ve AUCq.ss, degerleri sirasiyla %47 ve %27 dafa fazla bulunmustur.
Talinolol ile birlikte Zosukidar uygulanan gruplarda erkeklerde disilere gore talinolol

Cmaks degeri %30 artig gostermistir.

Veriler ¢ift yonliit ANOVA ile degerlendirilmis ve cinsiyetin talinolol Cpaks
degeri tlizerinde anlamli bir etkisi bulunmamistir (p= 0,49). Ek olarak, P-gp inhibitorii

zosukidarin Cpgs lizerinde etkisi saptanmamustir (p=0,25).

TAL (erkek) grubunda 0-5. saatler arasinda hesaplanan plazma konsantrasyonu-
zaman egrisi altindaki alan (AUCgysss) 7,18+1,38 pg.h/ml’dir. TAL+ZSQ (erkek)
grubunda ise AUC.ssa degeri 12,13 + 4,16 ug.h/ml olarak hesaplanmigtir. TAL+ZSQ
(erkek) AUC.5sa degerinde TAL (erkek) grubuna gore %69 artis gozlenmistir. TAL
(disi) grubunda hesaplanan AUCq.ss, degeri 6,13 + 1,21 pg.h/ml’dir. TAL+ZSQ (disi)
grubunda ise AUC.ssa degeri 12,37 + 2,55 ug.h/ml olarak hesaplanmigtir. TAL+ZSQ
(disi) AUCq.5¢4 degerinde TAL (disi) grubuna gore %102 artis gdzlenmistir.

AUC verileri yine parametrik bir test olan ¢ift yonli ANOVA kullanilarak
analiz edilmistir. Buna gore cinsiyetin talinolol AUC'sine anlamli bir etkisi yoktur (p=
0,97). Zosukidarin, talinolol AUC’si iizerinde etkisi ise anlamliliga yakin (p=0,05),

olarak degerlendirilmistir.
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Tablo 4-1: C57BL/6J disi ve erkek farelere 20 mgkg dozda i.p. uygulanan talinolole ait
hesaplanan farmakokinetik veriler.

TAL erkek TAL +ZSQ erkek TAL disi TAL +ZSQ disi

AUCoss (ng.saiml)* 7,18 £ 1,38 12,13+4,16 6,13+ 121 12,37+2,55
Crnaks (ng/ml)* 6,56+ 1,16 10,28 + 4,57 486+ 1,40 7,93+1,77
Keisa™) 0,85 1,10 NA 0,94

tip (sa) 0,82 0,63 NA 0,74

Vg (ml) 92,75 16,66 NA 26,61

Cl (ml/sa) 78,56 18,36 NA 24,88

*Ortalama + standart hata seklinde verilmistir. Diger parametreler ortalama olarak verilmistir. NA: hesaplama

yapilamamustir.

TAL (erkek), TAL+ZSQ (erkek), TAL (disi), TAL+ZSQ (disi) gruplarina ait
karsilastirmali plazma konsantrasyon zaman egrileri Sekil 4-4, Sekil 4-5, Sekil 4-6 ve
Sekil 4-7’de gosterilmistir. Talinolole ait AUCq.5sa, Craks, Kel, t12, Vd, Cl parametreleri
Tablo 4-1’de verilmistir. Karsilastirmalt AUCp.ssa V& Craks histogramlart Sekil 4-8, Sekil
4-9, Sekil 4-10 ve Sekil 4-11°de verilmistir.



Tablo 4-2: C57BL/6J disi ve erkek farelere talinololiin tek basina ve zosukidar ile birlikte i.p uygulanmasini takiben saptanan talinolole ait plazma
konsantrasyon verileri. Ort: ortalama; SD: standart sapma; SE: standart hata.

Zaman TAL (erkek) TAL + ZSQ (erkek) TAL (disi) TAL +ZSQ (disi)
Noktalar1 : Fare - : : :
(dk) Talinolol ort* SD SE Talinolol Ort. sD SE Talinolol Ort. sD SE Talinolol Ort. sD SE
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
f1 7,38 3,33 0,81 9,47
£2 8,16 11,4 1,37 12,36
30' f3 5,33 656 2,59 1,16 5,4 10,28 10,21 . 4,57 5,82 445 314 140 10,2 793 | 395 | 1,77
f4 2,69 3,68 7,69 3,02
f5 9,23 27,6 6,56 4,58
f1 3,33 0,9 2,25 4,69
£2 4,4 5,89 5,04 5,58
60’ f3 2,46 333 076 034 4,62 38 183 g2 3,66 33 125 056 10,78 @ 672 | 354 158
f4 2,79 3,94 2 2,54
f5 3,69 3,9 3,81 10
f1 0,57 1,46 0,77 1,38
f2 0,75 1,24 0,82 1,22
120' f3 0 065 04 0,8 1,07 203 11 @ 049 1,15 093 015 @ 0,07 1,72 1,73 051 | 0,23
f4 0,96 3,52 0,97 1,8
f5 0,96 2,85 0,91 2,53
f1 0 0 0 0
£2 0 2,44 0 0,76
240’ f3 1,35 027 06 027 0,58 069 | 1,01 | 045 0 0 0 0,00 0,66 049 03 0,13
f4 0 0,44 0 0,59
f5 0 0 0 0,43
f1 0,21 0,28 0 0
£2 0 0 0 0
300" f3 0 0,04 | 0,09 | 0,04 0 0,06 | 0,13 | 0,06 0 0 0 0,00 0 0,09 | 02 | 0,09
f4 0 0 0 0
f5 0 0 0 0,45

LS
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Sekil 4-4: TAL (erkek) ve TAL+ZSQ (erkek) gruplarimin plazma talinolol konsantrasyon
zaman egrisi (ortalama = SE).
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Sekil 4-5: TAL (disi) ve TAL+ZSQ (disi) gruplarimin plazma talinolol konsantrasyon
zaman egrisi (ortalama + SE).
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Sekil 4-6: TAL (erkek) ve TAL (disi) gruplarimin plazma talinolol konsantrasyon zaman
egrisi (ortalama + SE).
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Sekil 4-7: TAL+ZSQ (erkek) ve TAL+ZSQ (disi) gruplarimin plazma talinolol
konsantrasyon zaman egrisi (ortalama + SE).
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Sekil 4-8: TAL (erkek) ve TAL+ZSQ (erkek) grubunda talinolole ait plazma AUC 5 saat
degerleri (ortalama = SE; pg.sa/ml)
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Sekil 4-9: TAL (disi) ve TAL+ZSQ (disi) grubunda talinolole ait plazma AUCg.5 saat
degerleri (ortalama = SE; pg.sa/ml)
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Sekil 4-10: TAL (erkek) ve TAL+ZSQ (erkek) grubunda talinolole ait plazma Caks
degerleri (ortalama + SE; ng/ml)

C haks (ng/ml)

12,00

10,00

8,00
6,00
4,00
2,00
0,00

TAL (disi) TAL+ZSQ (disi)

Sekil 4-11: TAL (disi) ve TAL+ZSQ (disi) grubunda talinolole ait plazma Cy,a degerleri
(ortalama + SE; pg/ml)
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4.3. In vivo cahsmalarda ila¢ uygulamasi sonrasi farelerde gozlenen davranis ve
aktivite degisiklikleri

C57BL/6J disi ve erkek farelere talinolol ve zosukidar i.p. yoldan uygulanmaistir.
Talinolol tek basina veya zosukidar ile birlikte uygulandig1 gruplarda disi ve erkek
farelerin lokomotor aktivitesinde azalma gozlenmistir. 2 saatten fazla yasayan
hayvanlarin bu durumu atlattig1 goriilmiistiir. Caligmada kullanilan ilaglara bagli baska
bir yan etki tespit edilmemistir. Calisma sirasinda mortalite goriilmemistir. C57BL/6J

farelere ait 6rnek Sekil 4:12°de verilmistir.

Sekil 4-12: C57BL/6J soyu bir fare.
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5. TARTISMA

Calismamizda, P-gp substrati olan talinololiin farmakokinetigine cinsiyetin ve P-
gp inhibisyonunun etkisi C57BL/6J disi ve erkek fareler lizerinde karsilastirmali olarak
incelenmistir. P-glikoprotein substrati talinolol 20 mg/kg dozda tek basina, spesifik P-
gp inhibitorii zosukidar ise 30 mg/kg dozda, talinolol ile birlikte siganlara i.p. yoldan
uygulanmis ve plazmadaki talinolol diizeyleri valide edilmis HPLC-UV yontemi ile

tayin edilmistir.

Deneyler giindiiz yapilmis olup (ZT3), bu zaman zarfinda farelerin istirahat
periyodunda oldugu bilinmektedir (Levi 2006). Bu zaman dilimi bundan 6nce yapilan
caligmalarin gilindiiz periyodundaki talinolol uygulama saati olmasi1 nedeniyle tercih
edilmistir (Okyar ve ark. 2013, Okyar ve ark. 2012). Zosukidar, farmakolojik 6zellikleri
iyi bilinen ve spesifik bir P-gp inhibit6rii oldugu i¢in farkli dozda uygulanmasinin
sunulan farmakokinetik ¢alismaya ilave katkisi olmayacagi degerlendirilmistir (Kemper
ve ark. 2004). Calisma i¢in kan dokusuna ek olarak, karaciger, beyin, ileum mukoza ve
bobrek dokusu ornekleri de toplanmis olup, analizleri bitirilemedigi i¢in tez ¢alismasina

dahil edilmemistir.

Caligmamiz esnasinda, uygulama hatasi, ila¢ yan advers etkisi gibi nedenlere
bagli olabilecek bir mortalite tespit edilmemisir. Bununla beraber hem talinololiin tek
basina, hem de zosukidar ile kombine uygulamasindan sonra, farelerin hemen uygulama
sonrasinda, lokomotor aktivitesinde azalma gozlenmistir. Bu sadece arastiricilar
tarafindan yapilan basit bir gozlem olup, farelerin lokomotor aktiviteleri kantifiye
edilmemistir. Fakat 2 saatten fazla yasayan farelerin (yani, 4. ve 5. saatte numune
alman) bu durumu atlattiklar1 belirlenmigstir.  Lokomotor aktivitedeki degisiklik,
talinololiin oral yoldan uygulandigi daha oOnceki calismalarimizda gdzlenmemistir.
(Okyar 2004, Pala 2004, Okyar ve ark. 2012). Ek olarak talinololiin siganlarda ¢ok
yiiksek (500 mg/kg) oral uygulamadan sonra bile iyi tolere edildigi bilinmektedir
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(yaymlanmamis veri). Farelerde izlenen bu durum invazif bir prosediir olan i.p.

uygulamasina bagli olabilir.

Talinolol ¢alisma grubumuzca ilk kez C57BL/6J soyu disi ve erkek farelere i.p.
yoldan uygulanmistir. Bu soy fareler, daha Once g¢alisma grubumuzca kullanilan
B6D2F; (erkek DBA2 X disi C57BL/6) soyundaki farelere genetik yonden yakin
olmas1 ve Universitemizin deney hayvani iiretim enstitiisiinde bulunabilir olmasi
bakimindan tercih edilmistir. Kullanilan fare soyu, diger fare soylarina gére (6rn.
Balb/c) daha yavas biiyliyen, siyah tiiylii bir fare soyudur. Kuyruk venleri belirgin
degildir, bu nedenle kuyruktan i.v. ilag uygulamaya yapmaya elverigli degildir.
Talinololiin i.p. uygulanmasiyla elde edilen AUC degerlerinin, i.v. uygulama ile elde
edilen AUC degerleri ile karsilastirildig: bir ¢alisma bizim bilgilerimize gore literatiirde
bulunmamaktadir. Bu nedenle, i.p. uygulamada talinololiin mutlak biyoyararlanimi
tizerinde bir fikrimiz yoktur. Ancak oral uygulama ile kiyaslandiginda, farelere daha
diisiik doz verilen (i.p. 30 mg/kg ve p.o. 100 mg/kg) talinololiin daha fazla Cpaks
degerlerine sahip oldugu, ancak plazmada 5. saatten sonra tespit edilemeyecegi
goriilmustiir. Buna karsin, p.o. uygulamada talinolol 8. saate kadar HPLC-UV
yontemiyle kantifiye edilebilmektedir. Calismamizda i.p. uygulamay1 takiben 5 noktada
(0.5, 1, 2, 4, 5. saatler) numune alinmistir. Etik nedenlerden Otiirli, her zaman

noktasindaki deney hayvani sayisi 5 ile sinirlandirilmigtir.

Oral uygulama ile karsilagtirildiginda, i.p. yoldan uygulanan talinololiin
intestinal lumen ve mukoza konsantrasyonlarinin daha az olmasi beklenir. Dolayistyla,
talinololiin intestinal sekresyona (eksorpsiyon) ugrayan miktarinin da oral uygulamaya
gore daha az olmast beklenebilir. Bu durum, ileum mukoza Orneklerinin analizini
takiben teyit edilebilir. Parenteral yoldan uygulanan talinolol basta karaciger olmak
lizere, intestinal segmentler, beyin, bobrek, dalak, kalp ve akcigerler gibi birincil
kompartmanlara dagilmaktadir. Burada goérev alan disa atim pompast P-gp’nin,
zosukidar ile inhibisyonu sonucunda; talinololiin beyine ge¢isinin artisi, karacigerden
safra yoluyla atilimimin azalmasi, intestinal sekresyonun inhibisyonu ve bobrekten
atthmin  azalmasi ile sonuglanir. Sonugta, talinololiin plazma ve doku

konsantrasyonlarinin ve plazma konsantrasyonu — zaman egrisi altinda kalan alan
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(AUC) artis1 goriilmesi beklenir. Talinololiin oral yoldan uygulanan dozunun ancak
%1°1 metabolize edilmekte ve ilag biiyiik oranda intestinal sekresyon ve degismemis
olarak bobreklerden atilmaktadir. Dolayisiyla, talinolol ile zosukidar arasinda metabolik

diizeyde bir etkilesmenin olugsmas1 miimkiin géziilkmemektedir.

Calismamizda hem erkek hem de disi farelerde zosukidar ile kombine
uygulamada talinololiin Cnas Ve AUC degerlerinde (0-5 saat i¢in hesaplanan) artis
tespit edilmistir. Verilerin parametrik bir test olan ANOVA (¢ift yonli) kullanilarak
yapilan istatistiki analizine gore, cinsiyetin talinololiin biyoyararlanimina anlamli bir
etkisi bulunmamaktadir (p= 0,97). Zosukidarin, talinolol AUC degerleri iizerinde
anlamli artis yaptigr soylenebilir (p= 0,052). Disi farelerde zosukidar ile birlikte
uygulama, talinolol AUC degerlerini 2 kat (%102) artirmigtir bu artis erkek farelerde
%69 olarak gerceklesmistir. Talinololiin i.p. uygulanmasiyla, oral uygulamaya gore
daha az luminal talinolol diizeylerine ulagilacagindan intestinal sekresyona ugrayan
talinololiin inhibisyonu sonucu olusabilecek talinolol plazma diizeyi artiglarinin daha az
olacagi One siirtilebilir. Eldeki verilerimiz bu artislarin, bundan onceki ¢alismalarla
(Hanafy 2001; Okyar ve ark. 2012) benzer oldugu sdylenebilir. Talinololiin (20 mg/kg,
p.o.) oral yoldan Wistar si¢anlara tek basina ve verapamil (40 mg/kg, p.o.), siklosporin
(10 mg/kg, p.o.), vinblastin (0,1 mg/kg i.v.) ve ikinci kusak modiilator olan PSC833 (50
mg/kg, p.o.) ile birlikte uygulanmasi talinolol AUC degerlerini (0-8 saat igin
hesaplanan) sirasiyla %54, %112, % 94, %188 arttirmistir (Hanafy 2001). Burada
kullanilan tiim modiilatorler icerisinde PSC833 en poent ve en spesifik inhibitér olmasi

nedeniyle, en fazla talinolol AUC artisinin PSC833 ile gerceklestigi ileri siiriilebilir.

Bu varyasyonu ortadan kaldirmak iizere ilk zaman noktalarinda ek deney
yapilmasinin uygun olacagi degerlendirilmektedir. Ek olarak, c¢ift yonlii ANOVA ile
yapilan analize gore zosukidara bagli AUC degerleri tizerinde cinsiyetin etkisi
saptanmamistir (p= 0,56). Benzer sekilde, cinsiyetin de talinololin Cyas degeri
lizerinde anlamli bir etkisi olmadig1 goriilmektedir (p= 0,49). Zosukidarin Cpaks
tizerinde etkisi istatistiki bakimdan anlaml sayilabilecek bir artig olusturmadigr (p=
0,25) ve Cpaks tizerinde cinsiyet-zosukidar etkilesmesinin olmadigi degerlendirilmistir

(p= 0,61). AUC ve Cpaks degerlerindeki artisin disi farelerde daha belirgin oldugu goze
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carpmaktadir. Bu farkliligin bir nedeni de erkek ve disi farelerdeki P-gp mRNA ve
protein ekspresyonu arasindaki farklilik olabilir. (Okyar ve ark 2013; Pala Kara ve ark.
2013). Yiritilen baska bir ¢alismamizda B6D2F; disi ve erkek farelerin ileum
mukozast P-gp mRNA seviyelerini ve ileum dokusu P-gp protein seviyelerini 24 saat
boyunca incelenmistir. P-gp izoformlar1 olan abcbla ve abcblb mRNA
ekspresyonlarinin disilerde erkeklere gore daha yiiksek amplitiidli seyir gosterdigi ve
ilaveten P-gp protein ekspresyonunun (abcbla/abeblb ve abeb4; tiim izoformlart igine
alan) disilerde erkeklere gore daha fazla oldugu goriilmiistiir. (Okyar ve ark 2013; Pala
Kara ve ark. 2013). Bu farkliliga ragmen talinololiin tek basina i.p. uygulamasinda AUC
ve Cmnas agisindan anlamli cinsiyet farki tez calismamizda goriilmemistir. Fakat
disilerdeki talinolol konsantrasyonlarinin, erkeklere gore daha az oldugu tespit
edilmigtir. S6z konusu g¢alismamizda, talinolol B6D2F; farelere peroral 100 mg/kg
uygulanmis ve talinolol plazma konsantrasyonlari 0-8 saat arasinda belirlenmistir.
Talinololiin oral uygulandigi ¢alismamizda da talinolol AUC ve Cmaks parametreleri
yoniinden cinsiyetler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamis ve ayni
sekilde disilerdeki plazma konsantrasyonlar1 erkeklere gore daha diisiik oldugu tespit
edilmistir. Bahsedilen ¢alismamizda talinolol karaciger AUC degerleri yoniinden erkek-
disi arasinda ileri derecede anlamli fark goriiliirken (disilerde dikkat ¢ekici derecede
talinolol diizeyleri diisiik bulunmustur), ileum mukozasinda tam tersine disi talinolol
doku diizeyleri erkeklere gore istatistiksel yonden anlamli bicimde daha fazla

seyretmistir (Okyar ve ark 2013; Pala Kara ve ark. 2013).

Tez ¢alismamizda su an i¢in yalnizca plazma talinolol konsantrasyonlar1 tespit
edilmis olup; doku talinolol diizeylerinin belirlenmesi planlanmaktadir. Bu bakimdan,
zosukidar ile birlikte olusan talinololiin AUC ve Cpas degerlerindeki artislar beklenen
diizeyde kabul edilebilir. Ancak, bu hususta daha net bir degerlendirme yapabilmek igin
bagirsak mukozasindaki ve Kkaracigerdeki talinolol wverilerinin degerlendirilmesi

gerekmektedir.

Talinolol zosukidar ile birlikte uygulandiginda talinolol degerlerinde olusan
yiiksek varyasyon istatistiksel anlamlilig1 azaltmaktadir. Enjeksiyon hatasi, hayvanlarin

inbred olmamasi, oaral yoldan uygulanan talinololiin i.p. yoldan uygulandiginda da



67
degisken ve diizensiz absorpsiyon goOsterme potansiyeli gibi nedenlerin varyasyonu
arttirdig1 diistiniilmektedir. Talinolol biyofarmasoétik siniflama sistemi igerisinde ikinci
siifta (Class II; yiliksek gegirilgelik — diisiik ¢6zliniirliik) yer alan bir ilagtir (Okyar ve
ark., 2012). Ek olarak, talinololiin kemirgende bireyler aras1 degiskenligi yiiksek bir
molekiil oldugu, hem oral hem intravendz uygulamadan sonra kan diizeyleri
bireylerarasinda degiskenlik gosterdigi bilinmektedir (Spahn-Langguth ve ark. 1998;
Okyar 2004; Pala 2004; Okyar ve ark. 2012). Bu durumu daha iyi yorumlamak i¢in ek

deney yapilmasi planlanmaktadir.

Talinololiin eliminasyonu bakimindan erkek ve disi arasinda goriiniir bir fark
bulunmamaktadir. Ortalama veriler kullanilarak yapilan hesaplamalarda erkekte
talinololiin ty;’si 0,81 saat, diside 0,84 saat olarak bulunmustur. Zosukidar ile birlikte
uygulamada talinololiin ti;’si erkek farelerde 1,1 saat olarak bulunmustur (diside
terminal fazda talinolol tesbit edilemediginden hesaplama yapilamamistir). Buna gore
i.p. uygulama ile, eliminasyon yarilanma omrii giindiiz uygulamada disi ve erkekte
degismemektedir. Bu sonugclar, talinololiin oral uygulama sonrasinda daha Onceki
calismamizda alinan sonuglarla ortiismektedir. Bahsedilen calismada da yarilanma
Omriiniin cinsiyetler arasi fark gostermedigi gorilmustiir. Ancak, talinolol yarilanma
omrii hem erkekte hem de diside, gece uygulamada giindiiz uygulamaya gore anlamh

derecede azalmistir (Okyar ve ark 2013; Pala Kara ve ark. 2013).

Sonug olarak, parenteral uygulanan talinololiin plazma farmakokinetiginde
giindiiz uygulamada anlamli bir cinsiyet farki tespit edilememistir. P-gp inhibitori ile
birlikte uygulamada, talinolol plazma diizeylerinde C57BL/6J soyu disi ve erkek
farelerde artis goriiliirken, meydana gelen bu artiglarin yiiksek bireylerarasi degiskenlik
ile birlikte oldugu degerlendirilmistir. Calismamiza, talinololiin dokulardaki diizeyin
belirlenmesi ve ayni deney prosediiriiniin gece periyodunda (ZT15) tekrar edilerek,
zamana baglh bir farmakokinetik farkliligin degerlendirmesi ile devam etmesi
planlanmaktadir. Bu arada, disi ve erkek farelerdeki zamana bagli P-gp protein
ekspresyonlarinin  karaciger ve ileumda ortaya konmasi sonucglarin daha iyi

yorumlanmasina yardimei olabilir. Yapilan ¢alisma; P-gp ile ilgili yapilan ¢alismalarda
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cinsiyete bagl degisikliklere dikkat ¢ekmesi ve preklinik/klinik ¢aligmalara temel teskil

etmesi yonlerinden 6nem arz etmektedir.
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