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OZET

Oztiirk, F. (2019). mTOR inhibitdrii everolimusun yasa bagli farmakokinetiginin
incelenmesi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisti, Farmakoloji Anabilim
Daly, Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

Yas, ilaglarin farmakolojik ve advers/toksik etkilerinde bireyleraras1 farkliliga neden
olabilecek 6nemli bir faktordur. Olusan bu farkliliklar terap6tik indeksleri dar olan
antikanser/immanosupresan ilaclar icin etkililik ve glvenlilik yoniinden 6zel bir 6nem
tasimaktadir. Everolimus, kanser tedavisinde ve immunosupresan tedavinin gerektigi
durumlarda oral yoldan degisik yas gruplarinda kullanilabilmektedir. Bu ¢alismamizda
yasa bagli farmakokinetik farkliliklari ortaya koymak amaciyla everolimus geng (~9
haftalik), yetiskin (~23 haftalik) ve yasli (~ 56 haftalik) erkek farelere oral yoldan 5
mg/kg ve tek doz halinde uygulanmistir. Uygulama sonrasinda 24. saate kadar belirli
zaman noktalarinda fareler feda edilerek kan 6rnekleri toplanmistir. Kan drneklerinden
elde edilen plazmalarda everolimus miktar1t HPLC metodu ile tayin edilmistir. AUCtoplam
degerleri yash fare grubuna kiyasla, gen¢ fare grubunda %129, yetiskin fare grubunda
%86 oraninda daha fazladir. Istatistiksel olarak geng ve yash fare gruplarinin arasindaki
fark anlamli bulunmustur (p<0,05). Cmaks degerleri yash fare grubuna kiyasla, geng fare
grubunda %95, yetiskin fare grubunda %72 oraninda daha fazladir (sirasiyla p<0,01,
p<0,05). AUCtoplam V& Cmaks degerlerinin azalmasi yasin artigiyla birlikte everolimus
biyoyararlaniminin azaldigini gostermektedir. Oral klirens degerleri geng fare grubuna
kiyasla, yetiskin fare grubunda %68, yasli fare grubunda %230 oraninda daha fazladir.
[statistiksel olarak geng ve yash fare gruplarmin arasindaki fark anlamli bulunmustur
(p<0,05). Dagilim hacmi degerleri geng fare grubuna kiyasla, yetiskin fare grubunda
%47, yash fare grubunda %187 oraninda daha fazladir (sirasiyla p<0,01, p<0,001).
Calismamizin sonuglar1 everolimusun farmakokinetiginde yasa bagli anlamli farklarin
olduguna isaret etmektedir. Klinikte c¢esitli yaslardaki hasta gruplarinda kullanilan
everolimusun insanlardaki farmakokinetiginde yasa bagli farkliliklarin belirlenmesi
tedavilerin bireysellestirilmesi ve etkinliklerinin arttirllmasit agisindan Onem arz
etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Everolimus, farmakokinetik, antikanser ilag, mTOR.

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 24831
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ABSTRACT

Oztirk, F. (2019). Investigation of the age-dependent pharmacokinetics of mTOR
inhibitor everolimus. Istanbul University, Institute of Health Science, Department of
Pharmacology. Master Thesis. Istanbul.

Age is an important factor that may cause interindividual differences in
pharmacological and adverse/toxic effects of drugs. These differences are of particular
importance for safety and efficacy of anticancer/immunosuppressant drugs with narrow
therapeutic index. Everolimus is an anticancer and immunosuppressant drug that can be
used by oral route in different age groups. In order to determine age-related
pharmacokinetic differences, everolimus was administered to young (~ 9 weeks old),
adult (~23 weeks old) and old (~56 weeks old) male mice at a dose of 5 mg/kg orally.
The mice were sacrificed at certain time points until 24h. The concentration of
everolimus in plasma was determined by HPLC. AUCqotal Values were 129% (p<0,05)
higher in young mice and 86% higher in adult mice compared to old mice. Cmax values
were 95% higher (p<0,01) in young mice and 72% higher (p<0,05) in adult mice
compared to old mice. The decrease in AUCit and Cmax Vvalues showed that
bioavailability of everolimus decreases with increasing age. Oral clearance values were
68% higher in adult mice and 230% higher (p<0,05) in old mice compared to young
mice. The volume of distribution values were 47% higher (p<0,01) in adult mice and
187% higher (p<0,001) in old mice compared to young mice. The results revealed that
there are significant age-related differences in the pharmacokinetics of everolimus. The
determination of age-related differences in the pharmacokinetics of everolimus in
humans is important for the individualization of the treatments and for increasing their
efficacy.

Key Words: Everolimus, pharmacokinetics, anticancer drug, mTOR.

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 24831



1. GIRIS VE AMAC

Kanser tedavisinde son yillarda siiregelen yaklasim tedavinin hastalara gore
bireysellestirilmesi baska bir ifade ile kisiye 0zgii tedavinin yapilmasi iizerinedir.
Antikanser ilaglar oldukga yiiksek bireylerarast degiskenlik gostermekte olup ilacin
etkililigi ve advers/toksik etkileri hastadan hastaya farklilik arz etmektedir. Bu
baglamda oldukga fazla ¢alisma yapilmakta ve ilacin bireylerarasi farkliligina sebep

olabilecek olas1 faktorler arastirilmaktadir (Deeken ve ark. 2007).

Yas, ilaglarin farmakolojik etkilerinde ve advers/toksik etkilerinde bireylerarasi
farkliliga neden olabilecek Onemli bir faktordiir. Yasa bagli olarak ilaglarin
farmakokinetiginde; absorpsiyon, dagilim, metabolizma ve atilm dlzeyinde
degisiklikler gergeklesebilmektedir. Yasa bagl olarak meydana gelen mide pH’s1, mide
bosalma zamani, bagirsak transit zamani, mide bagirsak salgilar1 ve bagirsaktaki tasiyici
proteinlerin  ekspresyonlarindaki  degisimler absorpsiyon diizeyinde; membran
gecirgenlikleri, plazma proteinlerine baglanma ve vicut kompozisyonundaki degisimler
dagilim diizeyinde; karacigerin anatomik ve enzim kapasitesindeki degisimleri
metabolizma diizeyinde; bobregin anatomik ve glomeriiler filtrasyon, tubuler sekresyon,
tiilbliler reabsorpsiyon fonksiyonlarindaki degisimleri atihm diizeyinde ilag
farmakokinetigini etkileyebilmektedir (Turnheim 2003; Benedetti ve ark. 2005;
Hutchison ve O’Brien 2007; Anderson 2010; Fernandez ve ark. 2011; Shi ve Klotz
2011; Tayman ve ark. 2011; Sara ve McPherson 2012).

Ozellikle kanser tedavisinde kullanilan antineoplastik ilaclarin tedavi basarisinin
yiiksek olmasi ve toksisitenin en aza indirilmesi i¢in tedavinin bireysellestirilmesi 6nem
arz etmektedir (Deeken ve ark. 2007). Yasa bagli olarak meydana gelen fizyolojik
degisiklikler de son yillarda Onemi artan ve Kklinikte daha sik kullanilan bir
antineoplastik ila¢ olan everolimusun farmakokinetigini degistirerek kanser tedavisinin
basarisin1 ve hastanin yasam kalitesini etkileyebilir. Bu ¢alismanin amaci everolimusun
farmakokinetiginin yasa bagli olarak degisip degismediginin preklinik olarak

belirlenmesidir.

Everolimus makrolit yapida ve oral yoldan uygulanabilen bir ilag olup,
immiinosiipresan etkinligi ile solid organ transplant reddini onlemek amaciyla

kullanilmaktadir. Everolimus ayni zamanda bir antikanser ilagtir. ilerlemis hormon



reseptor pozitif/insan epidermal biuyume faktorli reseptoru-2 negatif postmenopozal
meme kanseri hastalarinda letrozol ve anastrozole yanit alinamadigt durumlarda
eksemestan ile kombine olarak, vaskiler endotelyal biyime faktéri hedefli tedaviye
yanit alinamayan ve rezekte edilemeyen metastatik renal hiicreli karsinomada ve lokal
veya ileri evre pankreatik noroendokrin tumérlerin tedavisinde kullanilmaktadir
(Motzer ve ark. 2008; Yao ve ark. 2011; Baselga ve ark. 2012).

Everolimus farmakokinetiginde yasa bagli olarak meydana gelebilecek olasi
degisiklikleri bilmek ve tedavi dozunu buna gore ayarlamak, everolimusun terapotik
etkisinin en ist diizeye ¢ikarilmasini ve toksik etki goriilme riskinin en aza indirilmesini
saglayacaktir. Literatlirde, yasin meydana getirdigi fizyolojik degisikliklere bagli olarak
everolimus farmakokinetiginde meydana gelebilecek olast degisikliklerin incelendigi
herhangi bir preklinik calisma bulunmamaktadir. Calismamizda bu degisiklikleri
incelemek iizere Ui¢ farkli yas grubundaki farelere oral yoldan ve tek doz olarak
everolimus uygulanmis olup, toplanan kan numunelerinde everolimus yiiksek basingli
stvi kromatografisi ile kantitatif tayin edilerek plazma farmakokinetik profilleri

olusturulmustur.

Preklinik ¢alisma bulgularimiz  Klinik ¢aligmalara temel teskil ederek
everolimusun kullanildigi immiinosupresan ve kemoterapi uygulamalarinda hastanin
fizyolojik ozelliklerinin de goz Oniine alinarak tedavinin bireysellestirilmesine ve daha

etkin hale getirilmesine yonelik girisimlere katkida bulunacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Everolimus

2.1.1. Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Makrolit yapili bir immiinosiipresan olan everolimusun kimyasal adi [40-O-(2-
hidroksietil)-rapamisin] veya [40-O-(2-hidroksietil)-sirolimus]’tur. Kapali kimyasal
formill CszHgsNOq4’tiir. Everolimusun molekiil agirligi 958,2 g/mol’diir. Polaritesi
sirolimustan yuksektir. Everolimus; alkollerde, asetonitrilde, eterlerde ve halojenlenmis
hidrokarbonlarda ¢ozln(r ve pratik olarak suda ve alifatik hidrokarbonlarda ¢dziinmez.
Yapisindaki trien grubundan dolayr maksimum ultraviole absorpsiyon 278 nm’de
gerceklesmektedir (Kirchner ve ark. 2004). Everolimusun kimyasal yapis1 Sekil 2-1’de

gosterilmistir.

Sekil 2-1: Everolimusun kimyasal yapisi — https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov’dan

2.1.2. Farmakodinamik Ozellikleri
Everolimus oral yoldan uygulanan bir rapamisin (sirolimus) turevidir ve

PIBK/AKt/mTOR (Fosfatidilinositol-3  kinaz/Protein kinaz B/Rapamisin protein

kompleksinin memeli hedefi) sinyal yolaginda énemli bir sinyal iletim molekiilii olan



mTOR’un inhibitoriidiir. PI3K/Akt/mTOR sinyal yolagi bazi kanser tiirlerinde
bozulmustur ve bu yolak antikanser tedavi i¢in 6nemli bir hedeftir (Meric-Bernstam ve
Gonzalez-Angulo 2009).

Everolimus sitoplazmada hiicre ici reseptér FKBP-12 (FK506 baglayici protein
12) ile bir kompleks olusturur. Bu kompleks mTOR ’a yiiksek afinite ile baglanmaktadir.
mTOR; metabolizma, blylme, proliferasyon, anjiojenez ve otofaji dahil olmak (zere
bircok hticresel fonksiyonun dizenlenmesinde merkezi bir rol oynayan ve evrimsel
olarak korunan bir serin/treonin kinazdir. Everolimus ve mTOR etkilesimi, aktive
oldugunda protein sentezi ve hiicre dongiisii i¢in gerekli ribozomal bilesiklerin {iretimini
indikleyen 4EBP1 (6karyotik translasyon baslatma faktorii 4E baglayici protein 1) ve
ribozomal p70S6 kinaz1 defosforile ederek inaktivasyonlarina yol ag¢maktadir.
Boylelikle hlicre déngusi icin gereken proteinlerin translasyonu ve hiicre dénglsiinin
Gl fazindan S fazina gecisi Onlenmektedir (Sanchez-Fructuoso 2008; O’Reilly ve
McSheehy 2010; Shipkova ve ark. 2016). PI3K-Akt-mTOR yolagi Sekil 2-2’de
gosterilmistir (Shtivelband 2013).

Bilyiime faktorleri
Insiilin benzeri biiyiime faktorii, Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii vb.
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Sekil 2-2: PI3K-Akt-mTOR yolag: - Shtivelband (2013)’den degistirilerek



2.1.3. Farmakokinetik Ozellikleri

2.1.3.1. Absorpsiyon

Everolimus oral yoldan uygulandiginda hizli bir sekilde absorbe olmaktadir.
Maksimum plazma konsantrasyonuna (Cmaks) 0,5-1 saat icerisinde ulagsmaktadir. Kararl
durum konsantrasyonuna 7 giin igerisinde wulasilir. Kararli durum pik/cukur
konsantrasyonlar1 ve egri altinda kalan alan (AUC) degerleri doz ile dogru orantilidir.
Sicanlarda oral biyoyararlanimi diisiiktiir (%16) ancak sirolimustan ylksektir (%210).
Insanlara uygulanabilecek uygun intravendz formiilasyon bulunmadigindan mutlak
biyoyararlanimi bilinmemektedir. Yag oran1 yiiksek yiyeceklerle alindiginda
absorpsiyon degeri yaklasik %50 oraninda azalmaktadir. Bu nedenle biyoyararlanim
degerlerindeki dalgalanmalarin onlenebilmesi i¢in siirekli bir sekilde ya besinli ya da
besinsiz alinmasi Onerilmektedir. Everolimusun toplam absorpsiyonu intestinal P-
glikoprotein (P-gp) aktivitesinden etkilenmektedir (Klimpen ve ark. 2010). Ilerlemis
solid tumoru olan 6 hastaya gunlik 10 mg dozda oral yoldan everolimus uygulamasi
sonucu ortalama Cmaks 61 ng/ml, ortalama AUC 514 ng.sa/ml olarak hesaplanmistir
(O’Donnell ve ark. 2008).

2.1.3.2. Dagilhm

Everolimusun terap6tik konsantrasyonlarda kanda %75’ten fazlasi eritrositlere
bagli bulunmaktadir. Plazmadaki everolimusun yaklasik %75°1 plazma proteinlerine
bagli bulunmaktadir. Everolimusun proteinlere baglanma orani orta dereceli karaciger
yetmezliginde degismemektedir (Kliimpen ve ark. 2010). 53 renal transplant alicist ile
yapilan ¢alismada everolimusun santral kompartmana ait dagilim hacmi (Vd/F) degeri
ortalama 148 L, periferik kompartmana ait Vd/F degeri ortalama 498 L olarak
bulunmustur (Moes ve ark. 2012).

2.1.3.3. Metabolizma

Everolimus, bagirsaklarda ve karacigerde sitokrom P450 enzim ailesinden olan
CYP3A4, CYP3AS ve CYP2C8 enzimleri ile metabolize edilir (Jacobsen ve ark. 2001).
Bu enzimlerden CYP3A4 metabolizmada 6nemli rol oynamaktadir. Everolimus ve

baslica dort ana metaboliti kanda bulunur. Bunlar hidroksi-everolimus, dihidroksi-



everolimus, demetil-everolimus ve ac¢ik halkali everolimus formudur. Bu
metabolitlerden en 6nemlisi hidroksi-everolimustur. Bu metabolitler uygulamadan sonra
yaklasik 1,2-2 saat icerisinde kanda ortaya ¢ikar. Metabolitlerin farmakolojik etkinlige
katkilar1 bulunmamaktadir (Kirchner ve ark. 2004; Sanchez-Fructuoso 2008).

2.1.3.4. Eliminasyon

Everolimus yalnizca metabolitleri halinde yaklasik %98 oraninda safra ile
atilmaktadir. Idrar ile atilan oran yalmizca %2’dir. Ortalama eliminasyon yarilanma
Omru (t2) farkl tedavi gruplarinda 18-35 saat araliginda bulunmustur. Orta derecede
hepatik yetmezligi olanlarda klirens degeri yaklasik %353 oraninda daha diisiik
bulunmustur (Kliimpen ve ark. 2010). Renal transplant alicisi, kombine olarak
siklosporin ve prednizon gibi immiinosiipresan ilaglar1 da kullanan 673 kisiden olugan
hasta grubu ile yapilan ¢aligmada everolimusun ortalama oral klirens (CL/F) degeri 8,82
L/sa olarak belirlenmistir. Bu ¢alismadaki tlim hastalarin verileri degerlendirildiginde
viicut agirliginda her 1 kg’lik artis klirens degerinde %0.44 oraninda artisa, her 1 yas
artist klirens degerinde %0.34 oraninda azalmaya neden olmustur (Kovarik ve ark.
2001). Tek doz 4 mg everolimus kullanan 12 saglikli denek ile gerceklestirilen
caligmada ortalama oral klirens 19,74£5,4 L/sa, ortalama eliminasyon yarilanma omrii

32,246,1 saat olarak hesaplanmistir (Kovarik ve ark. 2002).

2.1.4. Deney Hayvanlarinda Everolimus Farmakokinetigi

Sigan ve farede everolimus farmakokinetiginin incelendigi ¢aligmalar literatiirde
mevcuttur. Bu iki tiir arasinda 6zellikle eliminasyon yarilanma omrii, dagilim hacmi ve
eritrositlere baglanma yoninden farkliliklar bulunmaktadir. Everolimusun deney
hayvanlarina uygulanmasiyla elde edilen bazi farmakokinetik parametreler Tablo 2-1’de

verilmistir (FDA 2009; EMA 2009; O’Reilly ve ark 2010).



Tablo 2-1: Everolimusun deney hayvanlarindaki farmakokinetigi — FDA (2009); EMA
(2009); O’Reilly ve ark. (2010)’dan degistirilerek

Fare Sican
Absorpsiyon orani %12 %40
Biyoyararlanim %5 %14-26
tmaks 1 saat 1,6-2,2 saat
tu2 4-6 saat 47-61 saat
Plazma proteinlerine baglanma %99,9 %92,4
Eritrositlere baglanma %2 %60
Atihm %95-99 feges %68-89 feges
Vd (Dagilim hacmi) 0,42 L/kg 44-52 L/kg

2.1.5. Endikasyonlari

Everolimus 2003 yilindan beri immiinosiipresan etkinligi ile solid organ
transplant reddini &nlemek amaciyla kullanilmaktadir. ilk olarak bazi Avrupa
ulkelerinde, glukokortikoidlerle ve diisiik doz siklosporin ile kombine olarak kalp ve
bobrek transplant alicilarinda akut rejeksiyonu onlemek amaciyla giinde iki defa 0,75
mg dozunda kullanilmaya baslanmistir. Ayrica tedaviye uyumun diisiik oldugu
durumlarda veya giinde bir kez takrolimus tedavi rejimine ek olarak giinde bir kez 1,5
mg everolimus uygulamasi da yapilmaktadir (Shipkova ve ark. 2016). 2012 yilinda ise
karaciger transplantasyonu sonrasi reddi onlemede endikasyon almistir (Yee ve Tan

2017).

Onkolojide; ilerlemis hormon reseptdr pozitif/insan epidermal biiyiime faktorii
reseptori-2 negatif postmenopozal meme kanseri hastalarinda letrozol ve anastrozole
yanit alimamadigr durumlarda eksemestan ile kombine olarak, vaskiiler endotelyal
biiyiime faktorii hedefli tedaviye yanit alinamayan ve rezekte edilemeyen metastatik

renal hicreli karsinomada ve lokal veya ilerlemis pankreatik néroendokrin timdrlerin



tedavisinde kullanilmaktadir (Motzer ve ark. 2008; Yao ve ark. 2011; Baselga ve ark.
2012). Everolimus ayrica tuberoskleroz kompleksi (TSC) ile iliskili subependimal dev
hlcreli astrositom ve renal anjiomiyolipom tedavisinde endikedir. Genellikle onkolojide
giinde bir kez 10 mg, TSC’de giinde bir kez 4,5 mg/m? dozlarinda kullanilmaktadir
(Shipkova ve ark. 2016).

2.1.6. Kontrendikasyonlar: ve Ozel Kullanim Uyarilan

Everolimus, everolimusa ve diger sirolimus tiirevlerine karsi asir1 duyarliligi
olan hastalarda kontrendikedir. Everolimusun hamile kadinlarda kullanimina iliskin
yeterli diizeyde veri bulunmamakta olup, gebelik kategorisi D’dir. Gebelik doneminde
kullanilmamalidir. Hayvan ¢alismalarinda everolimusun ve metabolitlerinin stle
atiliminin oldugu tespit edilmistir. Everolimusun insan siitiiyle atilimina iliskin bilgi
bulunmamaktadir. Everolimusa maruziyet karaciger bozuklugu olan hastalarda artig
gostermektedir. Karaciger yetmezliginde doz azaltilmalidir. Bobrek yetmezliginde doz
ayarlanmasina gerek yoktur (Ustiines 2018).

2.1.7. Yan Etkileri

Everolimus ile tedavide stomatit goriilme siklig1 yaklasik %40°tir. Kullanimdan
sonra bir hafta icerisinde ortaya cikmaktadir. Cilt dokiintiileri ile %25-50 oraninda
karsilagilmakta ve cilt kurulugu, egzema, deride renk degisimi seklinde de ortaya
cikabilmektedir. Pulmoner toksisite %8-14 oraninda goriilmektedir. Hiperglisemi %10-
50, hiperlipidemi %75, hipokalemi %32-37 oraninda tespit edilmistir. Everolimus
kemik iligi tizerine toksik etkileri nedeniyle anemi, trombositopeni, nétropeni, 16kopeni
gibi yan etkiler olusturabilmektedir. Asteni, tat alma duyusunda bozulmalar ve diyare de

siklikla karsilagilan yan etkiler arasindadir (Soefje ve ark. 2011).
Gorulen yan etkiler daha kapsamli olarak asagida sunulmaktadir:

Cok yaygin (>1/10): Enfeksiyon belirtileri (yiiksek ates, soguk terleme),
pnomoni belirtileri (ates, Oksiiriikk, nefes alma gii¢liigii, hirlt), hiperglisemi,

hiperkolesterolemi, epistaksis, stomatit, anemi, 6dem (Ustiines 2018)



Yaygin (>1/100 ve <1/10): Trombositopeni, dispne, dehidrasyon (susama, idrar
¢ikisinda azalma, koyu renkli idrar vb.), l6kopeni, nétropeni, lenfopeni, enflamasyon
(ag1z, mide ve bagirsak mukozalarinda), karaciger fonksiyon bozuklugu (ALT, AST
yukselmesi), hiperlipidemi, hipertrigliseridemi, bobrek fonksiyon bozuklugu (idrarda
artmis kreatinin diizeyleri), hipokalemi, hipofosfatemi, hipokalsemi, dispepsi, kusma,
disfaji, hipertansiyon, agiz iilserleri, adet diizensizligi, eritem, tirnak kirilmalari, hafif

sa¢ dokiilmesi, gdzde kizariklik ve sisme (Ustiines 2018)

Yaygin olmayan (>1/1000 ve <1/100): Pansitopeni, aguzi, hemoptizi, amenore,

sik idrar ¢ikma, gogiis agrisi, yara iyilesmesinde problemler, sicak basmasi, konjunktivit

(Ustiines 2018)

Seyrek (>1/10000 ve <1/1000): Saf kirmiz1 hiicre aplazisi, anjioédem (Ustiines
2018)

2.1.8. Ila¢ Etkilesimleri

Everolimus CYP3A4 enziminin substrati, P-gp’nin substratt ve orta derecede
inhibitoriidiir. Bu durum everolimusun ilag etkilesim potansiyelini arttirmaktadir
(Kirchner ve ark. 2004). Everolimus in vitro kosullar altinda yarismali olarak
CYP3A4’i inhibe etmektedir (Urva ve ark. 2013). Ketokonazol, siklosporin,
eritromisin, verapamil, ritonavir gibi gucli CYP3A4 ve P-gp inhibitorleri everolimusun
eliminasyonunu yavaslatirken; deksametazon, fenitoin, karbamazepin, rifampin gibi
CYP3A4 ve P-gp indiikleyicileri everolimusun eliminasyonunu hizlandirmaktadir.
Siklosporin everolimusun metabolizmasini yaklasik %50 oraninda yavagslatmaktadir.
Everolimusun AUC’si; birlikte uygulandiklarinda verapamil ile 3,5 Kkat, eritromisin ile
4,4 kat artmistir. Azitromisin ile itrakonazol, everolimusun klirens degerini
diisiirmektedir. Ketokonazolle uygulandiginda everolimusun AUC’si 15,3 kat, Cmaks
degeri 4,1 kat, yarilanma omrii ise 1,9 kat artmaktadir. Rifampisin everolimusun
klirensini arttirmakta (%172’ye kadar) ve Cmaks degerini %58 AUC degerini %63
azaltmaktadir (Sanchez-Fructuoso 2008; Shipkova ve ark. 2016; Ustiines 2018).
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2.1.9. Miistahzarlari

Ulkemizde, organ transplantasyonu sonrasinda organ reddini &nlemek igin
Certican® tablet 0,25 mg, Certican® tablet 0,75 mg, Certican® suda ¢ozunir tablet 0,25
mg ve kanser tedavisi icin Afinitor® tablet 5 mg, Afinitor® tablet 10 mg olarak
pazarlanmaktadir (Ustiines 2018).

2.2. Yasin Ila¢ Farmakokinetigine Etkisi

Yas, ilaglarin terapotik etkinliginde ve advers/toksik etkilerinde bireylerarasi
farkliliga neden olabilecek onemli bir faktordiir. Yasa bagl olarak ilaglarin ve cesitli
kimyasal maddelerin farmakokinetiginde degisiklikler olabilmektedir. Yasa bagli olarak
meydana gelen gastrik pH, gastrik bosalma zamani, intestinal transit zamani,
gastrointestinal salgilar ve intestinal tastyici ekspresyonlarindaki degisimler absorpsiyon
diizeyinde; membran gecirgenlikleri, plazma proteinlerine baglanma ve viicut
kompozisyonundaki degisimler dagilim diizeyinde; karacigerin anatomik ve enzim
kapasitesindeki degisimleri metabolizma diizeyinde; bobregin anatomik ve glomeriiler
filtrasyon, tiibiiler sekresyon, tiibliler reabsorpsiyon fonksiyonlarindaki degisimleri
atilim diizeyinde ila¢ farmakokinetigini etkileyebilmektedir (Turnheim 2003; Benedetti
ve ark. 2005; Hutchison ve O’Brien 2007; Anderson 2010; Fernandez ve ark. 2011; Shi
ve Klotz 2011; Tayman ve ark. 2011; Sara ve McPherson 2012). FDA (Amerikan Gida
ve Ilag Dairesi) tarafindan 0-1 ay yenidogan, 1 ay — 2 yas bebek, 2-12 yas ¢ocuk, 12-21
yas adolesan ve 65 yas lstii bireyler yash sinif olarak tanimlanmistir (FDA 2014).

2.2.1. Absorpsiyon

Oral yoldan uygulanan bir ilacin sistemik dolasima ulagabilmesi i¢in Oncelikle
absorbe olmasi gerekir. Ilag absorpsiyonunda iki parametre 6nemlidir. Bunlar;
absorpsiyon hiz1 ve absorpsiyon derecesidir. Gastrointestinal sistemde yasa bagli olarak
ilag farmakokinetigini etkileyebilen gesitli anatomik ve fizyolojik degisimler olmaktadir

(Lu ve Rosenbaum 2014).
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2.2.1.1. Pediatrik Populasyon

Gastrik pH dogumda nétraldir (6-8). Dogumdan sonra 24-48 saat icerisinde pH
degeri yaklasik 1-3 seviyesine diiser ve 10 giin icerisinde tekrar nétrale doner. Daha
sonra yavasga azalarak 2 yasa kadar yetiskin degerlerine (pH 2-3) ulasir (Bartelink ve
ark. 2006; Fernandez ve ark. 2011). Yenidogan ve bebeklerde mide asidine dayaniksiz
olan ampisilin, amoksisilin, eritromisin gibi ilaglarin yikimi azalir ve biyoyararlanimlari
artar. Bazik ilaglarin noniyonize fraksiyonu artar ve yetiskinlere gore daha fazla oranda
absorbe edilir. Yenidogan ve bebeklerde fenitoin, fenobarbital, parasetamol gibi zayif
asitlerin iyonize fraksiyonu artar ve bu nedenle absorpsiyonlar1 yetiskinlere oranla
diisiiktiir (Fernandez ve ark. 2011). Yenidogan ve bebeklerde; gastrik bosalma ve
intestinal motilite yavas, diizensiz ve degiskendir. Yenidoganda gastrik bosalma siiresi
yaklasik 6-8 saattir. Bu durum oral yolla uygulanan ilaglarin absorpsiyonunun
gecikmesine yol agmaktadir. Gastrik bosalma hizinin yavas olmasi; maksimum plazma
konsantrasyonunun diigitk olmasina ve maksimum plazma konsantrasyonuna ulagmak
icin gecen zamanin (tmaks) fazla ve degisken olmasina neden olabilmektedir (Benedetti
ve ark. 2005). Gastrik bosalma hiz1 6-8 ayda yetiskin degerlerine ulagsmaktadir
(Benedetti ve Baltes 2003).

Safra ve pankreatik sivilar yenidoganda yetersiz seviyede salgilanmaktadir.
Pankreatik ekzokrin salgilar, safra salgisi olusumu, safra asidi havuzunun biytikligi
(yetiskin degerlerinin %350’si), safra asitlerinin bagirsaklarda emilimi yenidoganda
yetersiz seviyededir. Bu durum; prodrug esterlerinin intraluminal hidrolizini, lipofilik
ilaglarin ve vitaminlerin ¢ozunurliklerini azaltarak biyoyararlanimlarini diisiirmektedir
(Alcorn ve McNamara 2003). Safra fonksiyonlar1 1 yil igerisinde, pankreatik lipaz
aktivitesi ilk 9 ayda yetiskin degerlerine ulagmaktadir (Tagen ve Stewart 2014).

Bagirsakta, metabolizmadan sorumlu enzimlerin (CYP3A4/5, CYP1A, N-asetil
transferaz, glutatyon S-transferaz vb.) ve tasiyici proteinlerin (P-gp, organik anyon ve
katyon tasiyicilar vb.) aktiviteleri yasa bagl degisim gostererek ilag biyoyararlanimini
etkileyebilmektedir (Fakhoury ve ark. 2005). Bir ¢alismada yenidoganda ve
yetigskinlerde intestinal P-gp mRNA ekspresyonlar1 benzer diizeylerde bulunmustur

(Mooij ve ark. 2014).
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2.2.1.2. Geriatrik Populasyon

Yaslilik siirecinde gergeklesen gastrik asit sekresyonunda azalma, mide bosalma
siiresinin artmasi, intestinal motilitenin yavaslamasi ve gastrointestinal sistemde kan
akiminin azalmasi gibi durumlar ilag absorpsiyonunu etkileyebilmektedir (McLean ve
Le Couteur 2004). Yaslilik siirecinde gastrik asit sekresyonunun azalmakta oldugu
bildirilmistir (McLean ve Le Couteur 2004).

Mide bosalma hizinin ve intestinal motilitenin yaslanma ile birlikte nasil
degistigini belirlemeye yonelik ¢alismalarin sonuglar1 degiskendir (Shi ve Klotz 2011).
Ortalama yasin 81 oldugu yasli bir grup ve ortalama yasin 24 oldugu yetiskin bir grupla
yapilan calismada yas gruplar arasinda gastrik bosalma hizi ve ince bagirsak
motilitesinin farklilik gostermedigi, kalin bagirsak motilitesinin ise yaslilarda daha
yavas oldugu tespit edilmistir (Madsen ve Graff 2004). Diger bir ¢aligmada yaslilarda
gastrik bosalma siiresinin genglere gore daha uzun oldugu bildirilmistir (Shimamoto ve

ark. 2002).

Yaglanma ile birlikte splanknik kan akiminda ve ince bagirsak yiizey alaninda
azalma meydana gelmektedir (Shi ve Klotz 2011). Yaslilarda gastrointestinal kanalda
pasif difiizyon ile absorbe olan bir¢gok ilacin absorpsiyonunda gecikme
gerceklesmektedir ancak bu durum genellikle absorpsiyon derecesinde anlamli farklilik
olusturmamaktadir (Hutchison ve O’Brien 2007). Absorpsiyonu aktif transportla
gerceklesen Bz vitamini, demir, kalsiyum ve 16sinin emiliminde bozulmalar meydana
gelmektedir (Shi ve Klotz 2011).

Yapilan bir ¢alismada intestinal CYP3A4 mRNA ve P-gp mRNA diizeyleri
yaglilarda yetiskinlere gore diisiik bulunmustur, fakat bu azalmalar istatistiksel olarak
anlamli degildir (Miki ve ark. 2005).

2.2.2. Dagihm

llaglar sistemik dolasima katildiktan sonra gesitli viicut kompartmanlarina,
dokulara ve hiicrelere dagilim gosterirler. Yasa bagh olarak vicut kompartmanlarinin
kompozisyonunda, plazma proteinlerinin miktarlarinda ve baglama kapasitelerinde,
membran gecirgenliklerinde ve hemodinamik faktorlerde meydana gelen degisimler ilag

farmakokinetigini etkileyebilmektedir (Tayman ve ark. 2011).
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2.2.2.1. Pediatrik Populasyon

Genel olarak asidik ilaclar albimine, bazik ilaclar ise alfa-1 asit glikoproteine,
globulinlere ve lipoproteinlere baglanmaktadir. Toplam plazma protein duzeyleri
yenidoganlarda 59 g/l iken yetiskinlerde bu deger yaklasik 72 g/I’dir. Pediatrik
populasyonda plazma protein konsantrasyonlari yetiskin degerlerine yaklagik 12 ayda
ulagsmaktadir (Benedetti ve ark. 2005).

Plazma proteinleri yenidogan ve bebeklerde, yetiskinlere gére hem niceliksel
hem de niteliksel olarak farklilik gosterdigi i¢in ilaglarin plazma proteinlerine baglh ve
bagli olmayan fraksiyonlar1 bu gruplar arasinda farklilik gostermektedir. Ilaglarin
yalmzca serbest fraksiyonlar1 farmakolojik olarak etkindir. Ozellikle yenidoganda
plazma proteinlerinin miktar1 ve ayni zamanda baglama kapasiteleri diistiktiir, bunun
sonucunda ilaglarin serbest fraksiyonlar1 artmaktadir (Kearns ve ark. 2003).
Yenidoganda plazma albiimin konsantrasyonu yetigskin diizeylerinin %75-80’1, alfa-1
asit glikoprotein konsantrasyonu yetiskin diizeylerinin %50’si kadardir (McNamara ve
Alcorn 2002). Plazmada alfa-1 asit glikoproteine baglanan sufentanilin serbest
fraksiyonu yenidoganda %20, bebeklerde %12, ¢ocuklarda ve yetiskinlerde %8 olarak
belirlenmistir (Meistelman ve ark. 1990). Bazi ilaglarin yenidogan ve yetiskinlerde
plazma proteinlerine baglanma oranlar1 Tablo 2-2’de gosterilmistir (Tayman ve ark.
2011).

Tablo 2-2: Bazi ilaglarin yenidogan ve yetiskinlerde plazma proteinlerine baglanma
oranlari (%) — Tayman ve ark. (2011)

Mlac¢ Yenidogan Yetiskin
Ampisilin 10 18
Diazepam 84 99
Digoksin 20 32
Morfin 20 42
Nafsilin 69 89

Fenitoin 80 90
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Fenobarbital 32 47

Teofilin 36 56

Yenidogan ve bebeklerde toplam vicut suyu ve ekstraseluler su igeriginin viicut
agirliklarina orani yetiskinlere gore daha fazladir. Yasin ilerlemesi ile birlikte bu oran
azalmaktadir. Yenidoganda yaklasik %75-80 olan viicut su oran1 bir yilin sonunda %60
civarina diismektedir ve bundan sonra ise azalarak diismeye devam ederek 12 yasa
kadar yetigkin seviyeleri olan %50-60 duzeyine inmektedir. Ekstraseliiler sivi orani
yenidoganda %40 iken yetiskinlerde %20’dir (Tetelbaum ve ark. 2005). intraseliiler s1v1
orani yenidoganda %33, 4 ila 6 aylik bebeklerde %37, adolesanlarda ve yetigkinlerde
%40 dizeyindedir (Tayman ve ark. 2011).

Suda ¢ozlintirligl yiiksek olan ilaglarin sanal dagilim hacmi yenidoganlarda
yetiskinlere oranla yiiksektir. Omegin suda ¢oziiniirliigii yiiksek bir ilag olan
gentamisinin sanal dagilim hacmi prematlre yenidoganda 0,5-0,7 L/kg, ilk yilin
sonunda 0,4 L/kg ve yetiskinlerde 0,2-0,3 L/kg olarak bildirilmistir (Buck 2012).

Viicut yag kiitlesinin toplam viicut kiitlesine oran1 dogumdan sonra ilk 9 ayda
artar, sonrasinda adolesanliga kadar azalma gosterir ve adolesanliktan sonra tekrar artig
gosterir (Benedetti ve ark. 2005). Prematiire yenidoganda %1 kadar diisiik bir oranda
olabilen viicut yag orani yenidoganda %15, 4 aylik bebekte %25, yetiskinlerde %20
seviyelerindedir. Bu nedenle yagda iyi ¢oziinen diazepam ve flunitrazepam gibi ilaglarin
dagilim hacmi prematiire yenidoganda diger yas gruplarmma gore daha distiktiir

(Tetelbaum ve ark. 2005).

Vicut yag orani, viicut su orani ve yagsiz viicut kiitlesinin yasa bagli degisim
grafigi Sekil 2-3’te verilmistir (Churry ve Whelpton 2017). Bazi suda ve yagda ¢6ziinen
ilaglarin pediatrik yas gruplarindaki dagilim hacmi degerleri (L/kg) Tablo 2-3’te
verilmistir (Tayman ve ark. 2011). Yenidoganlarda siklikla kullanilan bazi ilaglarin
dagilim hacmi degerlerinin yetiskin degerleri ile karsilastirmasi Tablo 2-4’te verilmistir
(Tayman ve ark. 2011).
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Sekil 2-3: Bebek, cocuk ve yetiskinlerde viicut kompozisyonu - Churry ve Whelpton (2017)

Tablo 2-3: Bazi suda ve yagda ¢oziinen ilaglarin pediatrik yas gruplarindaki dagilim
hacimleri (L/kg) — Tayman ve ark. (2011)

Bytitrem Prematiire

ila¢ prematiire o Yenidogan Bebek Cocuk
o yenidogan

yenidogan
Suda Cozinen
Amikasin 0,7 0,65 0,5 0,4 0,35
Vankomisin 0,97 0,65 0,55 0,45 0,4
Parasetamol 0,7 0,65 0,6 0,5 0,5
Yagda Coziinen
Propofol NA 3,14 3,7 6,4 7,1
Tiopental NA NA 3,6 5,4 8,3

NA: Veri bulunmamaktadir.
Prematiire yenidogan: 37 haftalik gebelikten dnce dogan

Ekstrem prematiire yenidogan: 28 haftalik gebelikten once dogan
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Tablo 2-4: Baz ilaglarin yenidoganlarda ve yetiskinlerde dagilim hacimleri (L/kg) —
Tayman ve ark. (2011)

Mla¢ Yenidogan Yetiskin
Digoksin 8-10 7
Gentamisin 0,7-1,5 0,2-0,45
Ibuprofen 0,2-0,38 0,15
Indometazin 2,5-4 1-1,5
Midazolam 1,2-2 0,8-2
Fenobarbital 0,8-1,2 0,5-0,6
Fenitoin 1,2-14 0,6-0,7

2.2.2.2. Geriatrik Populasyon

Yaslilarda plazma albiimin konsantrasyonlari %10-20 oraninda azalmaktadir,
plazma alfa-1 asit glikoprotein konsantrasyonlar1 ise degismemekte veya artmaktadir.
Bu durum; asidik ilaglar icin plazmada proteinlere baglanma oraninin azalmasina ve
serbest fraksiyonunun artmasina, bazik ilaglar icin plazmada proteinlere baglanma

oraninin artmasina ve serbest fraksiyonunun azalmasina yol agabilmektedir (Butler ve
Begg 2008).

Yaglilarda viicut yag oraninda artma, viicut su oraninda ve yagsiz viicut
agirhiginda azalma meydana gelmektedir. Bunun sonucunda yaglilarda aminoglikozitler,
digoksin, teofilin gibi suda ¢oziiniir ilaglarin dagilim hacimleri azalmakta ve plazma
konsantrasyonlar1 artmaktadir. Yagda ¢oziiniirliigi yiiksek diazepam, verapamil gibi
ilaclarin dagilim hacimleri yaslilarda artmakta ve yarilanma omiirleri uzamaktadir (Shi
ve Klotz 2011). Yasa bagh olarak viicut yag, plazma, toplam su ve ekstraseliiler su
oranlarindaki degisim Sekil 2-4’te verilmistir (Shi ve Klotz 2011). Yagda ¢oziiniirligii
yiiksek bir ilag olan diazepamin dagilim hacminin yasa bagh degisim grafigi Sekil 2-
5’te verilmistir (Cusack 2004).
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Sekil 2-5: Diazepamin dagihim hacminin yasa bagh degisim grafigi — Cusack (2004)
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2.2.3. Metabolizma

2.2.3.1. Pediatrik Populasyon

Karaciger ilag metabolizmasi i¢in en 6nemli organdir. Ayrica ince bagirsakta,
akcigerde, bobrekte ve kan hiicrelerinde de ilaglar metabolize olabilmektedir. Karaciger,
yenidoganda viicut agirhiginin  %5’ini, yetiskinlerde viicut agirhiginin %2’sini
olusturmaktadir (De Zwart ve ark. 2004). Farkli yas gruplarina ait bireylerde
metabolizma enzimlerinin aktivite dizeylerinin degiskenlik gostermesi ilaglarin
yarilanma Omiirlerini etkileyebilmektedir. Sitokrom P450 enzimleri ile metabolize olan
bazi ilaclarin yenidogan, bebek, cocuk ve yetiskinlerdeki yarilanma Omiirleri Tablo 2-

5’te verilmistir (Fernandez ve ark. 2011).

Duedonum biyopsi o6rnekleri ile yapilan bir ¢aligmanin sonuglarina gore
intestinal CYP3A4 fetal duedonumda bulunmamaktadir, yenidoganda aktivitesi
diisiiktiir ve yasla birlikte aktivitesi artmaktadir. Intestinal CYP3A4 enzim aktivitesi
bakimindan, yenidoganlarda ve 12 yasindan biiyiik bireyler arasindaki farklar anlaml
bulunmustur. intestinal CYP3A4 enzim aktivitesi 12 yasindan biiyiik bireylerde
yenidoganlara gore 3 kat daha fazladir. intestinal CYP3A4 protein ekspresyonlar
bakimindan; fetiis ve diger ¢alisilan biitiin yas gruplar1 arasinda, yenidoganlarda ve 5
yasin tzerindeki ¢ocuklar arasinda anlamli farklar bulunmaktadir (Johnson ve ark.
2001). Oral yolla uygulanan CYP3A4 enzim substrati midazolamin biyoyararlanimi
preterm yenidoganda diisiik intestinal CYP3A4 enzim aktivitesi nedeniyle yetiskinlere
gore daha fazladir (De Wildt ve ark. 2002). CYP3A alt grubundan karacigerde en ¢ok
eksprese edilen sitokrom enzimi yetigskinlerde CYP3A4 iken, fetiiste CYP3A7’dir.
CYP3A5 mRNA fetal karaciger orneklerinde tespit edilebilir ama miktar1 CYP3A7
enzimine gore 700 kat daha disiiktiir (Hakkola ve ark. 2001). CYP3A5 ekspresyonu
yastan bagimsiz olarak olduk¢a degiskenlik gostermektedir. Fetal karacigerde CYP3A7
enzimi oldukga aktiftir. Dogumdan sonra ilk 1 hafta i¢erisinde maksimum aktivitesine
ulasir ve sonrasinda hizli bir sekilde diizeyleri azalmaktadir. Yetigskinlerde CYP3A7
enzim diizeyleri ya ¢ok disiiktiir ya da hi¢ bulunmamaktadir (Stevens 2006). Fetiiste
hepatik CYP3A4 aktivitesi ya ¢ok zayiftir ya da hi¢ yoktur. Dogumdan sonra ilk 1 ayda
artarak yetiskin aktivitelerinin yaklagik %30-40’1na, 6. ve 12. aylar arasinda %50’sine,
ilk 1 yilin sonunda %72’sine ulasmaktadir. CYP3A4 enzim aktivitesi c¢ocuklarda

yetigkinlerden daha yiiksektir ve puberte doneminin sonuna kadar tekrar yetiskin
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seviyelerine diismektedir. Bu nedenle CYP3A4 enzimi ile metabolize olan ilaglarin
klirens degerleri ¢ocuklarda yetiskinlere gore daha fazladir (Lacroix ve ark. 1997; De
Wildt ve ark. 1999; Johnson ve ark. 2008).

CYP1A2 dogumdan sonra tespit edilebilmesi ¢ok zor diizeylerde eksprese edilir.
Bir ila U¢ aylik bebeklerde tespit edilebilecek diizeylerde eksprese edilmektedir. Bir
yasindan kiigiik bebeklerde ekspresyon yetiskin seviyelerinin yaklasik %30’u iken, 1
yilin sonunda yetiskin seviyelerinin yaklasik %50’si ve 2 yilin sonunda yetiskin
seviyelerinin yaklasik %80’idir (Sonnier ve Cresteil 1998; Benedetti ve ark. 2007).
CYP1A2 enzim diizeyleri 3 yasindan biiyiikk ¢ocuklarda ve yetiskinlerde benzerdir
(Tateishi ve ark. 1999). CYP1A2 enzimi ile metabolize olan teofilinin yenidoganlarda
klirens degeri yetigkinlerin %50’sidir. Bes yasina kadar klirens degerleri yetiskin
degerlerinin %50 fazlasina ulasir ve 15 yasina kadar tekrar yetiskin degerlerine diiser

(Bjorkman 2005).

CYP2D6 enzimi yetiskin insanlarin karacigerinde toplam sitokrom P450 enzim
iceriginin yalnizca %?2’sini temsil etmektedir (Allegaert ve ark. 2007). Fetal
karacigerdeki aktivitesi thmal edilebilir diizeylerdedir. CYP2D6 protein ekspresyonlari
dogum sonrasi ilk bir haftada hizli artis gostermektedir. CYP2D6 enzim aktivitesi
yenidoganda yetiskin degerlerinin yalnizca %20’sidir. Bebeklerde ve 5 yasma kadar
olan gocuklarda CYP2D6 protein ekspresyon degerleri yetiskin degerlerinin 2/3’{ine
kadar ulagmaktadir. Tam olarak yetiskin degerlerine ulagmasi 10 yil1 bulabilmektedir

(Benedetti ve ark. 2005; Blake ve ark. 2005).

CYP2E1 enzimi etanol, parasetamol gibi kiicik molekiillerin metabolizmasinda
gorev almaktadir. Dogumdan sonra diizenli bir sekilde artis gdstermektedir. Ik 1 yiln
sonunda yetigkin degerlerinin %40’1na ulagsmaktadir. Daha sonra 1-10 yaslar1 arasinda

tam olarak yetiskin degerlerine ulagsmaktadir (Benedetti ve ark. 2005).

CYP2C alt grubu enzimleri yenidoganda ¢ok diisiik oranda eksprese
edilmektedir. ik 1 aym sonunda yetiskin degerlerinin 1/3’iine ulasmakta ve 1 yil
boyunca bu diizeylerde kalmaktadir. CYP2C9 enziminin substratlarindan antikonviilsan
bir ila¢ olan fenitoinin yarilanma Omrii preterm yenidoganda yaklasik 75 saat, 1
haftaliktan kiiclik normal yenidoganda yaklasik 20 saat, 2 haftaliktan biiyiik normal
yenidoganda yaklasik 8 saattir. CYP2C19 enzim ekspresyonlart dogumdan itibaren ilk 5
ayda lineer bir sekilde artig gostermektedir. Bes aylik ve 10 yasindaki bireyler arasinda
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CYP2C19 enzim ekspresyonlari arasinda 21 kat fark bulunmaktadir. On yasindan biiyiik
bireylerde ve yetiskinlerde CYP2C19 enzim eckspresyonlart ve aktiviteleri esit
duzeylerdedir (Benedetti ve ark. 2007).

Tablo 2-5: Baz sitokrom P450 enzim substratlarimin farkh yas gruplarinda yarilanma
omurleri (saat) — Fernandez ve ark. (2011)

Enzim flac Yenidogan Bebek Cocuk Yetiskin
CYP1A2 Kafein 95 7 3 4
CYP1A2 Teofillin 24-36 7 3 3-9
CYP2C9 Fenitoin 30-60 2-7 2-20 20-30
CYP2C19 Fenobarbital ~ 70-500 20-70 20-80 60-160
CYP2C19 Diazepam 22-46 10-12 15-21 24-48
CYP3A Karbamazepin 8-28 - 14-19 16-36
CYP3A Lidokain 2,9-3,3 - 1-5 1-2,2

UGT (Uridin difosfat glukuronil transferaz) izoformlarindan UGTIAl ve
UGT2B7 hizli gelisim gosterirken, UGT1A6 ve UGT1A9 yavas gelisim gostermektedir.
UGTI1A1 ekspresyonu dogum ile birlikte baslar ve 3-6 ayda yetigskin aktivitelerine
ulagmaktadir. UGT2B7 fetiiste bulunmaktadir. Dogumla birlikte artarak 2-6 ayda
yetiskin degerlerine ulagmaktadir. UGT1AG6 fetiiste tespit edilemez. Dogumla birlikte
ekspresyonu artar ve yavas bir gelisim gostererek yaklasik 10 yilda yetiskin degerlerine
ulagir (Lu ve Rosenbaum 2014). Morfin ¢ogunlukla glukuronidasyon ile metabolize
olmakta ve sonucunda 3-glukuronid ve 6-glukuronid metabolitleri ortaya ¢ikmaktadir.
Morfinin metabolizmas: yenidoganlarda ve c¢ocuklarda aragtirilmistir. Morfin 3-
glukuronid/morfin ve morfin 6-glukuronid/morfin oranlart ¢ocuklarda yenidoganlara
gore anlamli derecede yliksek bulunmustur. Bu durum yenidoganda glukuronidasyon

mekanizmasinin gelismemis oldugunu gdstermektedir (Choonara ve ark. 1989). UGT
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ile metabolize olan ilaglardan lorazepam ve =zidovudinin klirensi yenidoganlarda
diisiiktiir. Ketoprofen, zidovudin, lorazepam ve lamotrijinin oral klirens degerleri

cocuklarda ve yetiskinlerde esittir (Anderson ve Lynn 2009).

GST (Glutatyon S-transferaz) enzim grubunun GSTA ve GSTM izoformlari
fetal karaciger dokusunda ¢ok diisikk diizeylerde eksprese edilmektedir. GSTA ve
GSTM enzimlerinin ekspresyonlart dogumdan sonra hizli bir sekilde artmaktadir. GSTP
izoformu gestasyonun ilk zamanlarinda yiiksektir ve sonrasinda yavasga azalarak

yetiskinlerde ¢ok diisiik diizeylere inmektedir (Tagen ve Stewart 2014).

Sulfatasyon mekanizmast SULT  (Sulfotransferaz) enzim grubu ile
gerceklesmektedir. Yenidoganda gelismistir ve bu donemde gelismemis olan
glukuronidasyon mekanizmasini telafi edebilmektedir (Benedetti ve ark. 2005).
Yenidogan, bebek ve 9 yasa kadar olan ¢ocuklarda parasetamol agirlikli olarak
stilfatasyon mekanizmasi ile metabolize olurken 9 yasin {lizerindeki bireylerde agirlikli

olarak glukuronidasyon mekanizmasi ile metabolize olmaktadir (De Zwart ve ark.

2004).

NATL1 (N-asetil transferaz 1) enzimi ile para-aminobenzoik asit asetilasyonu
yenidoganda gerceklesmektedir. Bebeklerde bu diizeyler hafifce artmakta ve ¢cocuklarda
tekrar azalmaktadir. Yetiskin karaciger dokusunda NAT enzim aktivitesi fetal karaciger

dokusuna gore yaklasik 3 kat daha fazladir (Benedetti ve ark. 2005).

2.2.3.2. Geriatrik Populasyon

Yaslanma ile birlikte karaciger boyutunda, karaciger kan akiminda ve karaciger
metabolik kapasitesinde meydana gelen degisimler ilaglarin hepatik klirensini
etkileyebilmektedir. Karaciger hacminde 20 ve 90 yaslar arasinda %17-32 oraninda
azalma meydana gelmektedir. Karaciger agirliginin viicut agirligina oran1 50 yasindaki
bireylerde %2,5 iken 90 yasindaki bireylerde bu oran %1,6’dir. Hepatik kan akimi 30
yastan itibaren her yil yaklagik %1 oraninda azalmaktadir ve bdylece 30-90 yaslar
arasinda hepatik kan akiminda yaklasik %60 oraninda bir azalma meydana gelmektedir

(Butler ve Begg 2008).

Literatiirde Faz 1 enzimlerinin yaslanma sirecine bagli degisimini inceleyen

calismalardan elde edilen sonuglar degiskendir (Tan ve ark. 2015). In vitro Faz 1 enzim
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calismalarindan elde edilen sonucglarda yaslilardaki enzim aktivitesinde diger yas
gruplarina gére farklilik gdzlenmemektedir. In vivo calismalarin sonuglarma gore ise
bazi ilaclarin metabolik klirens degerleri yashilarda %20-40 oraninda azalmaktadir,

bazilariin ise metabolik klirens degerleri degismemektedir (Turnheim 2003).

CYP1A2 ile metabolize olan kafeinin baglica metaboliti paraksantindir. Geng
(ort. 25 yas) ve yash (ort. 70 yas) gruplarla yapilan bir g¢alismada plazmada
paraksantin/kafein oranlar1 benzer bulunmustur. Bu ¢alismanin sonucuna goére CYP1A2
aktivitesi yaslilarda farklilik gostermemektedir (Simon ve ark. 2001). Baska bir
calismada CYP1A2 ile metabolize olan teofilinin klirensinin yasl grupta yetiskin gruba
gore %15-30 oraninda daha diisiik oldugu belirtilmistir. Bu calisma ise yaslilarda
CYP1A2 aktivitesinin azaldigin1 géstermektedir (Ohnishi ve ark. 2003). Teofilinin
yaslilarda metabolizmasi ile ilgili olarak; bir derlemede yer alan on calismanin bes
tanesinde teofilinin yashlarda klirens degerleri anlamli derecede azalmistir (%22-35).
Iki calismada yaslilarda teofilin klirensindeki azalma anlamli bulunmamistir (%15-16).
Ug ¢alismada yaslilarda teofilin klirensinde artis mevcuttur (%11-33), ancak bu artiglar
anlamli bulunmamaistir (Butler ve Begg 2008).

CYP2A alt grubu enzimlerinin substratlarinin metabolizmalar1 literatiire gore

yaslilarda azalmis veya degismemistir (Benedetti ve ark. 2007).

CYP2C9 ve CYP2C19 enzimleri ile metabolize olan fenitoin Klirensi
retrospektif ve prospektif iki degerlendirmeyi kapsayan bir ¢aligmada incelenmistir. Bu
calismalarda yashlarda fenitoin klirensi daha diisilk bulunmustur ancak bu fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (Wright ve Begg 2010). CYP2C19 enzim
substrat1 olan omeprazol kullanilarak yapilan ¢alismada CYP2C19 enzim aktivitesinin
yaslilarda azaldig belirtilmistir (Ishizawa ve ark. 2005). Baska bir calismada CYP2C19
enzimi ile metabolize olan mefenitoinin idrardaki metaboliti 4-hidroksi mefenitoin
uzerinden elde edilen sonuglara gore 50 yas tizerindeki bireylerde CYP2C19 enzim
aktivitesi 35 yas altindaki bireylere gore %35 oraninda daha diisiik bulunmustur (Bebia
ve ark. 2004).

CYP2D6 enzim aktivitesi bir ¢alismada debrizokin ve metaboliti 4-hidroksi
debrizokin ile degerlendirilmis ve aktivitesinin yasa gore farklilik gostermedigi

saptanmistir (Bebia ve ark. 2004). Ayrica bazi derlemelerde CYP2D6 enzim
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aktivitesinin yasa gore farklilik gostermedigi belirtilmistir (Kinirons ve O’Mahony

2004; Cusack 2004).

CYP2E1 enzim aktivitesi ile ilgili literatiirde yasa bagli artis gosterdigi (Bebia
ve ark. 2004), azalma gosterdigi (George, Byth ve ark. 1995; Kinirons ve O’Mahony
2004) ve degismedigi (Kinirons ve O’Mahony 2004) yoniinde bilgiler mevcuttur.

CYP3A enzim aktivitesi ve karaciger CYP3A enzim igerigi yasa bagh olarak
baz1 ¢alismalara gore degismemektedir (Schmucker ve ark. 1990; Hunt ve ark. 1992;
Schmucker 2001; Parkinson ve ark. 2004), baz1 ¢alismalara gore azalmaktadir (George,
Murray ve ark. 1995; Patki ve ark. 2004).

Glukuronidasyon, asetilasyon, sulfatasyon, glutatyon konjugasyonu gibi Faz 2

metabolizma reaksiyonlar1 yasa bagli olarak degisim gostermemektedir (Shi ve Klotz

2011).

Bazi ilaglarin yashlarda metabolik klirens degerlerinin degisimine ait bilgiler

Tablo 2-6’da verilmistir (Turnheim 2003).

Tablo 2-6: Bazi ilaglarin yashlardaki metabolik klirens degerleri degisimi — Turnheim

(2003)
Enzim Azalmis klirens Degismemis klirens
CYP1A2 Teofilin
Amiodaron
aramszsan ol
CYP3A4/3A5 . Alfentanil
Fentanil Diazenam
Diltiazem P
Nifedipin
CYP2C19 Imipramin
Irbesartan
Sitalopram
Diklofenak
CYP2C9 Naproksen Selekoksib
Fenitoin
Fluoksetin
CYP2D6 Venlafaksin

Propranolol
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Risperidon
UGT Salisilik asit
NAT Izoniazid
GST Parasetamol

2.2.4. Attlim

2.2.4.1. Pediatrik Populasyon
Nefrogenez insanda embriyo 5 haftalik iken baslamakta ve embriyo 8 haftalik

oldugunda nefronlar fonksiyonel hale gelmektedir. Gestasyonun 36. haftasina kadar
nefrogenez tamamlanmaktadir ve bu anda her bir bobrek yaklasik 1.000.000 adet
fonksiyonel nefrona sahiptir. Bundan sonraki siireglerde yeni nefron olusumu
gerceklesmez (Solhaug ve ark. 2004). Bobrek agirliginin yasa bagl degisimi Sekil 2-
6’da verilmistir (Chen ve ark. 2006).

Renal kan akimi yagla birlikte artar. Bu artisin nedeni bu siirecte gerceklesen
kalp debisindeki artma ve periferik vaskiiler direncteki azalmadir. Renal plazma akimi
dogum sonrasi ortalama 12 ml/dk iken bir yilin sonunda bu deger 140 ml/dk olmaktadir
(Benedetti ve ark. 2005).

llaglarin bobreklerden atilimi {i¢ kisimdan olusmaktadir. Bunlar; glomeriiler
filtrasyon, tibuler sekresyon ve tiibuler reabsorpsiyondur. Bu fonksiyonlar gelisimlerini

farkli zamanlarda tamamlamaktadirlar (Tagen ve Stewart 2014).
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Sekil 2-6: Bobrek agirh@imin yasa bagh degisimi — Chen ve ark. (2006)

Yenidoganda bobrekler anatomik ve fonksiyonel olarak gelismemistir, renal
fonksiyonlar ¢ok zayiftir. Yenidoganda yaklastk 20 ml/dk/1,73m? olan GFR
(Glomertiiler filtrasyon hizi) degerleri bir yilin sonunda yetiskin degerlerine (100-120
ml/dk/1,73m?) ulasmaktadir (Chen ve ark. 2006; Baum 2016). GFR degerlerinin
(ml/dk/kg cinsinden) yasa bagli degisim grafigi Sekil 2-7°de verilmistir (Chen ve ark.
2006). Saglikli yenidogan, bebek, ¢ocuk ve yetiskinlerde inulin klirensine gore
hesaplanmig GFR degerleri Tablo 2-7°de verilmistir (Schwartz ve Furth 2007).
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Sekil 2-7: GFR degerlerinin yasa bagh degisimi — Chen ve ark. (2006)
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Tablo 2-7: Pediatrik ve yetiskin yas gruplarinda iniilin klirensine gore hesaplanmis GFR
degerleri — Schwartz ve Furth (2007)

Yas GFR OrtalamatStandart sapma (ml/dk/1,73m?)
Preterm yenidogan 1-3 glnlik 14,045,0

1-7 gunlik 18,745,5
Normal yenidogan 1-3 glnlik 20,845,0

4-14 giinluk 36,8+7,2

15-19 gunluk 46,9+12,5

1-3 aylik 85,3+35,1
4-6 aylik 87,4+22,3
7-12 aylik 96,2+12,2
1-2 yas 105,2+17,3
Cocuk 3-4 yas 111,2+18,5
5-6 yas 114,1+18,6
7-8 yas 111,3+18,3
9-10 yas 110,0+21,6
11-12 yas 116,4+18,9
13-15 yas 117,2+16,1
Geng-Yetiskin 16,2-34 yas 112,0+13,0

Glomeriler filtrasyonun aksine tubiler sekresyon ve reabsorpsiyon
mekanizmalar1 daha ge¢ gelisim gostermektedir. Dogum sonrasi tlbuler sekresyon
mekanizmas1 degerleri yetiskin degerlerinin  %20-30’udur. Tiibiiler sekresyon
mekanizmas1 yaklasik 15 ayda yetiskin seviyelerine ulagmaktadir (Lu ve Rosenbaum
2014). Yenidoganda tiibiiler sekresyon mekanizmasi penisilinler, sefalosporinler ve

digoksin gibi ilaglarin renal atilimi i¢in 6nemlidir (Tayman ve ark. 2011). Tubuler
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sekresyona ugrayan digoksinin ortalama renal klirens degerleri 1 haftalik yenidogan, 3
aylik bebek ve 1,5 yasindaki bebeklerde sirasiyla 1,92 L/sa/1,73m?, 3,94 L/sa/1,73m?,
5,2 L/sa/1,73m? dir (Halkin ve ark. 1978). Tiibiiler sekresyon aktivitesinin yasa bagl
degisim grafigi Sekil 2-8’de verilmistir (Chen ve ark. 2006).

2.5
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N.i
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.
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Sekil 2-8: Tiibiiler sekresyon degerlerinin (mg/dk/kg) yasa bagh degisimi — Chen ve ark.
(2006)

Tibiiler reabsorpsiyon mekanizmasi gelisimi en son tamamlanan bobrek
fonksiyonudur. Yenidoganda gelismemistir. Dogumdan sonra adolesanliga kadar olan
sliregte gelisimi zamana bagli olarak degisen hizlardadir ancak siireklidir. Bir ve (g

yaslar arasinda maksimum gelisimi gostermektedir (Tayman ve ark. 2011).

2.2.4.2. Geriatrik Populasyon

Yaglilarda bobreklerden atilan ilaglarin  eliminasyonu yavaslamaktadir.
Fonksiyonel glomeriil sayisi, filtrasyon kapasitesi, bobrek agirligi, renal kan akimi,
tibller fonksiyonlar yaslanma siirecinde azalmaktadir (Delafuente 2008). Yasin
ilerlemesiyle birlikte 30 ve 80 yaslar arasinda bobrek agirliginda %20-30 oraninda
azalma meydana gelmektedir (Sara ve McPherson 2012). Renal kan akimi 40 yastan

itibaren her yil yaklasik %1 oraninda azalmaktadir (Turnheim 2003).
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GFR degerleri 20 ve 90 yaslar arasinda yaklasik %25-50 oraninda azalmaktadir
(Turnheim 2003). Bu azalma fonksiyonel glomeriil sayisinin azalmas: ve sklerotik
glomertl sayisinin artmasi ile iligkilidir (Aymanns ve ark. 2010). Bir ¢calismada 60 ve
93 yaslar arasinda 1254 erkek katilimcinin Cockeroft-Gault formdili ile hesaplanmis
GFR degerlerinin yasa bagl degisim grafigi Sekil 2-9’da verilmistir (Christensson ve
Elmstahl 2011). Diger bir ¢alismada 18 ve 90 yaslar arasinda saglikli 1660 erkek
katilimcinin MDRD (Modification of Diet in Renal Disease) formiilii ile hesaplanmis
GFR ortalama ve %S5, %25, %75, %95’lik degerlerinin gosterimi Sekil 2-10’da
verilmistir. Bu ¢alismaya gére GFR degerlerinde azalma miktar1 yillik yaklasik 0,4
ml/dk’dir (Wetzels ve ark. 2007). Farkli ¢caligmalarda GFR degerlerinde yillik ortalama
azalma miktarlar1 0,4-1,02 ml/dk olarak belirlenmistir (Aymanns ve ark. 2010).
Yaslanma siirecinde tiibiiler sekresyon ve tiibiiler reabsorpsiyon mekanizmalar1 da
zayiflamaktadir. Bobrek fonksiyonlarmin yashilarda zayiflamasindan dolayr agirlikli
olarak renal yolla atilan ilaglarin klirens degerleri yashlarda azalmaktadir (Lau ve

Abernethy 2012).
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Sekil 2-9: GFR degerlerinin 60 yas iizerindeki bireylerde yasa bagh degisimi —
Christensson ve Elmstahl (2011)
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Sekil 2-10: GFR degerlerinin 18-90 yas arasi bireylerde yasa bagh degisimi — Wetzels ve
ark. (2007)
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlari

Calismamizda 11-23 g agirliginda 8,5-9,5 haftalik 30 adet, 21-30 g agirliginda
22,5-23,5 haftalik 30 adet, 19-28 g agirliginda 54-58 haftalik 30 adet C57BL/6J erkek
fareler kullanilmistir. Fareler, Istanbul Universitesi Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma
Enstitlisii (ASDETAE), Laboratuvar Hayvanlari Bilimi Anabilim Dali’ndan temin
edilmistir. Farelere standart pellet yem ve g¢esme suyu verilmistir. Deneyler iU
EDEHAB’da (IU Eczacilik Fakiiltesi Deney Hayvani Bakim ve Arastirma Birimi)
yapilmistir. Fareler 4-5 tanesi birlikte olmak {izere uygun biyiikliikteki seffaf plastik
kafeslerde, 2242 °C’de ve 12 saat aydinlik 12 saat karanlik periyodunun oldugu bir
ortamda muhafaza edilmislerdir. Deney 6ncesinde ve deney gunlerinde hayvanlara su
ve yem kisitlamasi yapilmamistir. Deneyler her zaman giiniin ayni saatinde (ZT1: Isigin
verilmesini takip eden 1. saat) baslatilmistir. Deneylere, 1.U. Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu'nun (IUHADYEK), 04.08.2017 tarihli ve 295816 no.lu Etik Kurul karari

onayindan sonra baglanmaistir.

3.2. Kullanilan flaclar ve Formiilasyonu
Everolimus (ApexBio, ABD) oral uygulama icin propilen glikol:distile su
(50:50, v/v) igerisinde ¢oziindiiriilmiis ve 1 mg/ml olarak hazirlanmistir. Repaglinid,

Prof. Dr. Durisehvar Unal tarafindan ¢alismamizda kullanilmak {izere hediye edilmistir.

3.3. Kullamlan Kimyasal Maddeler ve Malzemeler

Metanol HPLC Grade (No. 6007) (Merck, Almanya)

Asetonitril HPLC Grade (No. 1030) (Merck, Almanya)

o-Fosforik asit (Merck, Almanya)

Amonyum asetat (Merck, Almanya)

Cinko sulfat (Merck, Almanya)

Su HPLC Grade (rezistans degeri 18,2 MQ.cm) (Milli Q-Millipore, ABD)
Oasis ekstraksiyon kartusu HLB tipinde (1 cc/30 mg) (Waters, ABD)

HPLC vialleri 200 pl’lik (Waters, ABD)

HPLC kolonu 150 mm x 4,6 mm (5 pm) Cg ters faz kolon (Phenomenex, ABD)
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HPLC 6n kolonu 4 x 3.0mm C8 ters faz 6n kolon (Phenomenex, ABD)

Calismamizda ayrica Eppendorf tiipleri, cam tlpler, kapakli polipropilen tiipler,

otomatik mikropipetler, otomatik pipet uglari, aliminyum folyo, parafilm ve ¢esitli

laboratuvar malzemeleri kullaniimistir.

3.4. Kullanilan Aletler

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

pH-metre:

Ultrasonik Banyo:

Vakum Pompasi (-0,40 mbar):

VacElut® Ekstraksiyon Tablast:

Vorteks Cihazi:

Santrifuj Aleti:

Etlv:

Buzdolabi (+4°C):

Derin Dondurucu (-20°C):
Derin Dondurucu (-80°C):

3.5. Bilgisayar Programlari

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

Elma (Almanya)
KNF (Almanya)
Varian (ABD)

IKA (Almanya)
VWR (ABD)
Susarka (Polonya)
Arcelik (Turkiye)
Arcelik (Tarkiye)
Daihan (Gliney Kore)

HPLC sistemini kontrol etmek i¢cin Empower kromatografi yoneticisi programi

(Waters-ABD) kullanilmistir. Farmakokinetik hesaplamalar MS Excel programi ile

istatistiksel degerlendirme ise GraphPad Prism versiyon 5.00 (ABD) programi ile

yapilmistir.

3.6. in Vivo Cahsmalar

Deney gruplart her bir zaman noktasinda 5 hayvan olacak sekilde (n=5)

diizenlenmis ve Tablo 3-1°de gosterilmistir. Everolimus uygulamasi hayvanlara isik

verilmesini takip eden 1. saatte (ZT1; Zeitgeber time-1) yapilmustir.
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Tablo 3-1: Deney gruplari

Deney gruplarn Aciklama

Geng grup 8,5-9,5 haftalik C57BL/6J erkek fareler
Yetigkin grup 22,5-23,5 haftalik C57BL/6J erkek fareler
Yagh grup 54-58 haftalik C57BL/6] erkek fareler

Geng fare grubu insanda yaklasik 20 yasa, yetiskin fare grubu insanda yaklagik
34 yasa, yashh fare grubu insanda yaklasik 58 yasa denk gelmektedir (Age-
converter.com). Deney hayvanlarina everolimus oral yoldan (gavaj ile) 5 mg/kg dozda
ve tek sefer uygulanmistir (Mabuchi ve ark. 2007; Huynh ve ark. 2009; Dubois ve ark.
2014). ilag uygulamasi esnasinda anestezi kullanilmamistir. flaglarin uygulanmasini
takiben kan 6rnekleri 0,5., 1., 2., 4., 12. ve 24. saatlerde alimmustir. Farelerin izofluran
anestezisi altinda toraksi acilmustir. Insilin enjektori ile kalpten 0,5-0,8 ml kan
heparinli eppendorf tuplerine alinarak fareler feda edilmistir. Alinan kanlar 4000
doniis/dakika hizinda 10 dakika stre ile santrifijlenmistir. Islem bittiginde plazmalar

ayrilmistir. Plazmalar analiz guntine kadar -80 °C’de muhafaza edilmistir.

3.7. Everolimusun Fare Plazmasindan Ters Faz Kromatografi ile Tayini
Everolimusun fare plazmasindan tayinine ait kromatografik kosullar Tablo 3-2’

de verilmistir. Asagida kosullar1 belirtilen analitik metot Prof. Dr. Alper Okyar’in

danismanhginda vyiiriitiilen Dilek Oztiirk’iin doktora tezi kapsaminda gelistirilmistir

(yayinlanmamais vert).

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

Kolon Phenomenex® 150 mm x 4,6 mm (5 um) C8 ters faz kolon

On kolon Phenomenex® 4 x 3.0mm Security Guard C8 ters faz 6n kolon
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Mobil faz Asetonitril : 0,01 M Amonyum asetat tamponu , (60:40, v/v) pH=4
Internal standart Repaglinid (5 pg/ml)

Akis hiz1 1 ml/dakika

Kolon sicakligi 50°C

Enjeksiyon hacmi 40 pl

Dedektor 2487 c¢ift dalga boylu UV/VIS dedektor

Dalga boyu 278 nm

Alikonma zamani Everolimus 12,1 dakika / Repaglinid 6,4 dakika

) 0,25 M g¢inko silfat ile ¢oktirme + SPE kolon (Oasis® 1 cc/30 mg;
Ekstraksiyon
Waters) ile kat1 faz ekstraksiyonu

3.7.1. Mobil Fazin Hazirlamsi

0,01 M amonyum asetat tamponunun hazirlanmasi i¢in 770,8 mg amonyum
asetat tartilmis ve 1 L’lik balon jojede HPLC safligindaki distile su ile hacmine
tamamlanmistir. 1 L’lik mezirde 400 ml amonyum asetat tamponu ile 600 ml asetonitril
karigtirilarak mobil faz hazirlanmistir. Mobil fazin pH’s1t 1M o-fosforik asit ile 4’e
ayarlanmigtir. Mobil faz hazirlandiktan sonra ultrasonik banyoda 30 dakika sire ile

degaze edilmistir.

3.7.2. Stok ve Calisma Standart Cozeltilerinin Hazirlanmasi

10 mg everolimus 10 ml metanol ile ¢ozulerek 1 mg/ml konsantrasyonunda stok
everolimus ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu stok ¢Ozeltiden metanol ile yapilan
seyreltmelerle 50 pg/ml, 20 pg/ml, 10 pg/ml, 5 pg/ml, 2 pg/ml, 1 pg/mi
konsantrasyonunda g¢alisma ¢ozeltileri elde edilmis ve 5 pg/ml, 2 pg/ml, 1 pg/ml, 0,5
pg/ml, 0,2 pg/ml, 0,1 pg/ml plazma standartlart elde etmek igin sirasiyla 180 pl
plazmaya 20 pl hacminde spike edilmistir (toplam plazma hacmi 200 pl). Internal
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standart olarak 50 pg/ml konsantrasyonunda 20 pl hacminde repaglinid, everolimusa ek

olarak her bir plazma 6rnegine spike edilmistir (toplam plazma hacmi 220 pl).

3.7.3. Everolimusun Plazmadan Ekstraksiyonu

Farelerden elde edilen plazmalarin her birinden 200 pl alinip her birine 20 pl
hacminde 50 pg/ml konsantrasyonunda repaglinidin metanoldeki ¢ozeltisi ilave
edilmistir ve 20 sn vortekslenmistir. Daha sonra her birine protein ¢oktiirme amaciyla
400 pl hacminde 0,25 M ¢inko silfat (metanolde ¢6ziinmiis) ¢ozeltisi ilave edilip 1 dk
vortekslenmistir. Bu karistm 4000 doniis/dakika hizinda 10 dakika sire ile
santrifijlendikten sonra (st faz ayrilip 400 pl distile su iceren eppendorf tlipiine alinarak
ekstraksiyon cihazindan gecirilecek karisim elde edilmistir. Ekstraksiyon su sekilde
yapilmistir: Oasis® 1lcc/30mg ekstraksiyon kartuslarindan 6nce 1 ml metanol ve
ardindan 1 ml distile su gegirilerek kartus sartlandirilmistir. Daha sonra baslangigta
anlatilan, plazmalardan elde edilen karisimlar kartuslardan gecirilmistir. Everolimus
0,25 ml metanol ile temiz eppendorf tiiplerine alinmustir. Islem bir vakum pompas1 ve
kartustan geg¢irilen sivilarin toplandigi cam tiipleri igeren Ozel bir cam kavanoz
(VacElut®) ile gergeklestirilmistir. Vakum pompasinin basinc1 0,1 bar’a ayarlanmistir
ve kartuslardan dakikada 1 ml’den daha hizli s1v1 gecisine izin verilmemistir. Bog 6rnek
olarak ila¢ uygulamasi yapilmamis fare ve siganlardan aliman kanlardan elde edilen
plazma karisimi kullanilmistir. Elde edilen ekstreler cihaza 40 pl enjeksiyon hacminde 2

kez enjekte edilmistir.

3.7.4. Biyoanalitik Yontemin Validasyonu

3.7.4.1. Dogrusallik

Dogrusallik, analizi yapilacak olan maddenin konsantrasyonu ile dedektor
cevabinin belli bir konsantrasyon araliginda dogrusallik gostermesidir. 3.7.2.°de
belirtildigi sekilde hazirlanan 5 pg/ml, 2 pg/ml, 1 pg/ml, 0,5 pg/ml, 0,2 pg/ml ve 0,1
ng/ml konsantrasyonlarindaki plazma standartlar1 3’er adet hazirlanarak 3.7.3’te
belirtilen sekilde ekstraksiyon isleminden gecirilmistir. Elde edilen ekstreler 2 kez
ayirma modiiliine enjekte edilmistir. Elde edilen pik alanlarinin Everolimus/Repaglinid

seklinde orani kullanilarak y=ax+b denklemine gore kalibrasyon egrisi ¢izilmistir.
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3.7.4.2. Dogruluk

Analitik metodun dogrulugu, analiz sonucunda bulunan degerin gercek degere
yakinhgidir ve % geri kazanim olarak ifade edilir. Geri kazanim degerleri, farklh
zamanlarda calisilan 6 farkli konsantrasyonun standart egriden ylizde ka¢ oraninda

dogru olarak tespit edilebildiginin hesaplanmasi ile bulunmustur.

3.7.4.3. Kesinlik
Kesinlik (Tekrarlanabilirlik), ayn1 6rnekten yapilan tekrarl analizlerde metodun

benzer sonucu verebilmesidir.
e Gun ici tekrarlanabilirlik

Yiiksek, orta ve diisilk konsantrasyonlari temsil eden 5 pg/ml, 1 pg/ml, 0,2
pg/ml konsantrasyonunda everolimus iceren plazma orneklerinden 3.7.2.°de belirtildigi
sekilde 6’sar adet hazirlanmis ve 3.7.3.°teki gibi c¢alisilarak ekstraksiyon iglemi
gerceklestirilmistir. Elde edilen ekstreler 2 kez ayirma moddiiliine enjekte edilmistir.

e Giinler Arasi Tekrarlanabilirlik

Yiiksek, orta ve diigsiik konsantrasyonlari temsil eden 5 pg/ml, 1 pg/ml, 0,2
pg/ml konsantrasyonunda everolimus igeren plazma orneklerinden 3.7.2.’de belirtildigi
sekilde 1’er adet hazirlanmis ve 3.7.3.teki gibi ¢alisilarak ekstraksiyon islemi
gerceklestirilmistir. Bu islemler ardisik olarak 5 gun siireyle yapilmistir. Elde edilen

ekstreler 2 kez ayirma modiiliine enjekte edilmistir.

3.7.4.4. Secicilik

Bir analitik metodun segciciligi, o metodun ornekte bulunan analiz edilecek
madde ve diger maddeleri birbirinden ayirma yetenegidir. Bunun i¢in everolimus ve
repaglinid icermeyen bos plazma oOrnekleri ile 3.7.3’te belirtildigi gibi ¢alisiimistir,

everolimusun ve repaglinidin pik alikonma zamaninda pik verip vermedigi saptanmistir.
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3.7.4.5. Tayin Simirlar:
Bir yontemin teshis siir1 (LOD, limit of detection) teshis edilebilecegi en
diisiik, miktar tayini sinir1 (LOQ, limit of quantification) ise dogru ve kesin olarak

kantifiye edilebilecegi en diislik konsantrasyondur.

3.8. Farmakokinetik Parametrelerin Hesaplanmasi

Kromatogramlardan elde edilen pik alanlari kullanilarak y=ax+b denklemine
gore ¢izilen kalibrasyon egrisinden everolimusun plazma  6rneklerindeki
konsantrasyonlar1 hesaplanmistir. Everolimusun 0-24. saat i¢in plazma konsantrasyonu-
zaman egrisi, MS Excel programi kullanilarak elde edilmistir. Plazmadaki everolimus
duzeyleri ortalama + standart hata (XxSE) olarak gosterilmistir. 0-24. saat arasinda her
zaman noktasindaki ortalama konsantrasyonlardan elde edilen plazma konsantrasyonu-
zaman egrisi kullanilarak, egri altinda kalan alan (AUCo-245a) lineer trapezoidal
yontemine (yamuklar yontemi) gore hesaplanmistir. AUC24sa- degeri Caasa/Ker formuli
ile hesaplanmistir. AUCo Yyani AUCiopiam; AUCo24sa Ve AUC24sa degerlerinin
toplanmasiyla elde edilmistir. t=0 ve son Ornegin alindigi zaman noktasi1 arasindaki
AUC degerleri ortalama+standart hata (X+SE) olarak gosterilmistir. Maksimum plazma
konsantrasyonu (Cmaks) ve maksimum konsantrasyona ulasma zamani (tmaks)
parametreleri plazma konsantrasyonu-zaman egrisi kullanilarak tespit edilmistir. Son (¢
zaman noktasina karsilik gelen ortalama plazma everolimus konsantrasyonlari ile tissel
konsantrasyon-zaman grafigi ¢izilmistir ve C=Co*e"' denklemi elde edilmistir.
Eliminasyon hiz sabiti (ke)) bu denklemden bulunmustur. Yarilanma omrii (ti2) ise
0,693/ke isleminden tespit edilmistir. Oral klirens (CL/F), Doz/AUCo.» isleminden elde
edilmistir. Dagilim hacmi (Vd/F) ise (CL/F)/Kel islemi ile hesaplanmustir.

3.9. Istatistiksel Analiz

Gruplar arasindaki farkliliin istatistiksel anlamlilig1 parametrik bir test olan tek
yonli ANOVA ve Tukey c¢oklu karsilastirma testleri ile degerlendirilmistir. 0,05’ten
kiiciik olan p degerleri (p<0,05) anlamli olarak kabul edilmistir. Istatistiksel
degerlendirme GraphPad Prism versiyon 5.00 (ABD) programui ile yapilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Biyoanalitik Yontem Validasyonuna Ait Bulgular

4.1.1. Dogrusallik

3.7.4.1.°de belirtildigi sekilde hazirlanan 6 farkli konsantrasyondan elde edilen
pik alanlart ve oranlar1 (everolimus pik alani/repaglinid pik alani) Tablo 4-1’de, bu
verilerin kullanilmasiyla olusturulan plazma standarti kalibrasyon egrisi Sekil 4-1’de

gosterilmigtir.

Tablo 4-1: Everolimus konsantrasyonlari, elde edilen pik alanlar: ve oranlari

Konsantrasyon (ug/ml) Everolimus alani Repaglinid alam Alan oram
5 235038 33054 7,11
5 235665 33942 6,94
5 205159 33972 6,04
5 223639 36414 6,14
5 210623 30698 6,86
5 231400 33036 7,00
2 78357 30889 2,54
2 84412 32199 2,62
2 80317 30339 2,65
2 84433 30945 2,73
2 74626 30049 2,48
2 77976 31024 2,51
1 40760 32515 1,25
1 41479 32398 1,28

1 42917 25473 1,68
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0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,2
0,2
0,2
0,2
0,2
0,2
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1

0,1

43433

41145

45872

21873

18190

21535

12714

24623

6898

10495

7443

10768

7999

12852

5592

6261

4554

6599

3724

5782

4938

25352

32058

33922

30716

26490

33288

18175

33785

10922

33083

24690

33774

28713

34205

16115

33181

22061

31322

18344

30124

25553

1,71
1,28
1,35
0,71
0,69
0,65
0,70
0,73
0,63
0,32
0,30
0,32
0,28
0,38
0,35
0,19
0,21
0,21
0,20
0,19

0,19
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Everolimus plazma stardarti kalibrasyon grafigi

)
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Everolimus konsantrasyonu (ng/ml)

Sekil 4-1: Everolimus plazma standarti kalibrasyon grafigi

4.1.2. Dogruluk
Everolimus kalibrasyon egrisine ait pik alanlar1 oraninin ortalamalari, SD
(Standart sapma), SE, CV (Varyasyon katsayisi) ve geri kazanim degerleri Tablo 4-2°de

verilmistir.

Tablo 4-2: Everolimus kalibrasyon egrisine ait pik alanlar1 oraminin ortalamalari, SD, SE,
CV ve geri kazamim degerleri

Konsantrasyon (ug/ml)  Pik alanlari oran1 SD SE CV (%) Geri Kazanim (%)

5 6,68 047 0,19 7,00 103,4
2 2,59 0,09 0,04 3,60 104,1
1 1,43 021 0,09 1489 101,1
0,5 0,68 0,04 0,02 553 93,6
0,2 0,32 0,03 0,01 10,58 85,3

0,1 0,20 0,01 0,00 448 75,0
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4.1.3. Kesinlik

e Gun Ici Tekrarlanabilirlik
3.7.4.3.te gun ici tekrarlanabilirlik maddesinde belirtildigi gibi ¢alisilan 3 farkli
konsantrasyonda  hazirlanan  plazma  standart  ¢ozeltilerinden elde  edilen
everolimus/repaglinid alan oranlari, ortalama, SD, SE ve CV degerleri Tablo 4-3’te

gosterilmistir.

Tablo 4-3: Gin ici tekrarlanabilirlik verileri

Ornek no 5 pg/ml 1 pg/mi 0,2 pg/ml
1 6,18 1,51 0,25
2 6,72 1,44 0,26
3 6,61 1,41 0,25
4 7,28 1,37 0,29
5 7,46 1,43 0,27
6 7,29 1,42 0,29
X 6,93 1,43 0,27
SD 0,50 0,04 0,02
SE 0,20 0,02 0,01
CV (%) 7,21 3,12 7,00

e Giinler Arasi1 Tekrarlanabilirlik
3.7.4.3.’te giinler aras1 tekrarlanabilirlik maddesinde belirtildigi gibi ¢alisilan 3
farkli konsantrasyonda hazirlanan plazma standart c¢Ozeltilerinden elde edilen
everolimus/repaglinid alan oranlari, ortalama, SD, SE ve CV degerleri Tablo 4-4’te

gosterilmistir.



Tablo 4-4: Giinler arasi tekrarlanabilirlik verileri
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Gun 5 yg/ml 1 pg/mi 0,2 pg/ml
1 6,88 1,38 0,27
2 7,40 1,36 0,35
3 7,03 1,41 0,36
4 7,61 1,32 0,31
5 6,94 1,27 0,30
X 7,17 1,35 0,32
SD 0,33 0,04 0,04
SE 0,17 0,02 0,02
CV (%) 4,66 2,95 12,77
4.1.4. Secicilik

3.7.3’te belirtildigi gibi yapilan c¢alismalar ile bos plazma o6rneklerinde

everolimusun ve repaglinidin pik alikonma zamanlarinda baska piklerin olusmadig

belirlenmistir. Bos plazma 6rneginden elde edilen kromatogram Sekil 4-2de verilmistir.

0.10—
0.08—

0.06—

AU

0.02—

T
4.00

6.00

T T
9.00

Minutes

O_OO,Q\HWW\%‘

T T T T L S e e e B B L T
11.00 12.00 13.00

Sekil 4-2: Bos plazma numunesinin ekstraksiyonundan elde edilen kromatogram
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4.1.4.1. Everolimus Tayinine Ait Kromatogram Ornekleri
5 pg/ml everolimus konsantrasyonuna ait plazma standartinin kromatogram
ornegi Sekil 4-3’te, yetiskin fare grubundan 1. saate ait konsantrasyonu bilinmeyen

plazma 6rneginden elde edilen kromatogram Sekil 4-4°te verilmistir.

0.012-

0.010-

12.187

0.008—

AU

0.006-

6.423

0.004-
0.002-

0.000— AN AN AN /N

T T T T [ T T T T [ T T T T [ T T T T [ T T T T [ T T T T [ T T T T [ T T T T [ T T T T ]
4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00

Minutes

Sekil 4-3: 5 pg/ml konsantrasyonunda everolimus plazma standarti kromatogrami
(Repaglinid alikonma zamani1 6,4 ve everolimus alikonma zamani 12,2 dakika)

0.012

0.010—

12.128

0.008

0.006

]
<

6.383
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0.002

0.000— AN A

T T T T T T T [ By B B B L B e e By B By By
4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00
Minutes

Sekil 4-4: Yetiskin fare grubundan 1. saate ait plazma 6rnegi kromatogrami
(Repaglinid alikonma zamani 6,4 ve everolimus alikonma zamani 12,1 dakika)
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4.1.5. Tayin Smirlarn
Kantifiye edilebilir minimum everolimus konsantrasyonu 7,5 ng/ml, teshis

edilebilir minimum everolimus konsantrasyonu 2,5 ng/ml olarak belirlenmistir.

4.2. Farkh Yas Gruplarindaki Farelerin Farmakokinetik Parametreleri

AUCioplam degeri geng grupta 47,32 + 7,88 pg.sa/ml olarak hesaplanmistir. Geng
grup en yiksek AUCtopiam degerine sahip olmakla birlikte, bu parametre yetiskin grupta
38,37 £ 5,77 pg.sa/ml ve yash grupta 20,63 * 5,38 pg.sa/ml olarak tespit edilmistir.
Cmaks degerleri geng grupta 4,02 £ 0,30 pg/ml, yetiskin grupta 3,54 £ 0,43 pg/ml ve
yasli grupta 2,06 £ 0,40 pg/ml olarak hesaplanmistir. AUCtoplam V€ Cmaks degerleri
birbirine paralel olarak yasla birlikte azalma gostermektedir. Maksimum plazma
konsantrasyonlarina (tmaks) U¢ grupta da ortalama olarak 30. dakikada ulasilmistir. En
yiiksek oral klirens degeri 7,43 = 1,76 ml/sa olarak yasli grupta tespit edilmistir. Oral
klirens degerleri yetiskin grupta 3,79 £ 0,64 ml/sa ve gen¢ grupta 2,25 + 0,41 ml/sa
olarak belirlenmistir. En yuksek dagilim hacmi degeri 51,06 + 5,62 ml olarak yash
grupta tespit edilmistir. Dagilim hacmi degerleri yetiskin grupta 26,21 + 2,24 ml ve
geng grupta 17,77 + 1,95 ml olarak belirlenmistir. Oral klirens ve dagilim hacmi
degerleri yasla birlikte artis gostermektedir. Ug gruba ait eliminasyon yarilanma émrii
degerleri birbirlerine yakin dizeylerdedir (Geng grup 5,87 + 0,74 sa, yetiskin grup 5,09
+ 0,51 sa, yash grup 5,62 = 1,00 sa).

Geng, yetiskin ve yash grup farelere ait hesaplanan AUCo-24sa, AUCtoplam, Cmaks,
tue, Kel, CL/F, VA/F degerleri ortalama+SE seklinde Tablo 4-5’te verilmistir. Everolimus
uygulamasini takiben tayin edilen plazma konsantrasyon degerleri ortalama+SE
seklinde Tablo 4-6’da gosterilmistir. Tablo 4-6’daki konsantrasyon degerlerine gore
olusturulmus konsantrasyon-zaman grafikleri gen¢ fareler igin Sekil 4-5’te, yetiskin
fareler icin Sekil 4-6’da, yaslhi fareler icin Sekil 4-7’de ve biitiin yas gruplarini
kapsayacak sekilde Sekil 4-8’de verilmistir.
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Tablo 4-5: Geng, yetiskin ve yash grup farelere ait farmakokinetik parametreler

Farmakokinetik Geng grup Yetiskin grup Yash grup
parametreler (8595 haftallk) ~ (22,5-23,5 haftak)  (54-58 haftalik)
AUCo2s5a (ng.5a/ml) 43,93 + 6,63 36,95 + 5,42 19,05 +4,74
AUCtopiam (ng.sa/ml) 47,32+ 7,88 38,37+ 5,77 20,63 + 5,38
Conaks (g/ml) 4,02 +0,30 3,54 +0,43 2,06 + 0,40

tuz (sa) 5,87 £ 0,74 5,09 £ 0,51 5,62 + 1,00

ke (sa%) 0,13 £ 0,01 0,14 £ 0,02 0,14 £0,03
CL/F (ml/sa) 2,25 £0,41 3,79 £0,64 7,43 1,76
Vd/F (ml) 17,77 £ 1,95 26,21+2,24 51,06 + 5,62

Degerler Ortalama + Standart Hata olarak verilmistir.

Tablo 4-6: Geng, yetiskin ve yash grup farelere ait plazma everolimus konsantrasyonlari

(Mg/ml)

Grup 0,5.5a lsa 2.5a

4.5a 12.sa 24.5a

Geng 386+024 379+041 3,35+0,66

Yetiskin 3,30+0,41 3,14+0,62 3,07+0,32

Yash 204+041 170+0,46 1,51+0,23

301+040 1,70x029 0,34+0,12

2,11+0,37 167+023 0,18+0,05

1,41+0,24 0,65+0,24 0,15+0,06

Degerler Ortalama + Standart Hata olarak verilmistir.
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=y

Konsantrasyon (mcg/ml)

Geng grup (8,5-9,5 haftahk)

Zaman (saat)

Sekil 4-5: Geng grup farelere ait plazma everolimus konsantrasyon-zaman grafigi

(ortalama + SE)

=y

Konsantrasyon (mcg/ml)

Yetiskin grup (22,5-23,5 haftahk)

Zaman (saat)

Sekil 4-6: Yetiskin grup farelere ait plazma everolimus konsantrasyon-zaman grafigi

(ortalama £ SE)
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Konsantrasyon (mcg/ml)

Yash grup (54-58 haftahk)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
Zaman (saat)

24

Sekil 4-7: Yash grup farelere ait plazma everolimus konsantrasyon-zaman grafigi

(ortalama + SE)

Konsantrasyon (mcg/ml)

@ Geng

Zaman (sa)

Sekil 4-8: Everolimusun 5 mg/kg ve oral yoldan uygulanmasini takiben elde edilen geng,
yetiskin ve yash gruplarimm plazma konsantrasyon-zaman grafikleri (ortalama +

SE)
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4.2.1.1. AUCtoplam Degerleri Karsilastirmasi

AUCiopiam degerleri yash fare grubuna kiyasla, gen¢ fare grubunda %129,
yetiskin fare grubunda %86 oraninda daha fazladir. Istatistiksel olarak geng ve yaslh fare
gruplart arasindaki fark anlamli bulunmustur (*p<0,05). Sekil 4-9°da  AUCiopiam

degerlerinin karsilastirmasi verilmistir.
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Sekil 4-9: Geng, yetiskin ve yash gruplarin plazma AUCopiam degerleri (ortalama + SE)
Tek yonli ANOVA’y1 takiben Tukey post hoc test (* p<0,05, ** p<0,01, ***
p<0,001)
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4.2.1.2. Cmaks Degerleri Karsilagtirmasi

Cmaks degerleri yasli fare grubuna kiyasla, geng fare grubunda %95, yetiskin fare
grubunda %72 oraninda daha fazladir. Istatistiksel olarak geng ve yash fare gruplari ile
yetiskin ve yaslt fare gruplarinin arasindaki farklar anlamli bulunmustur (sirasiyla

**p<0,01, *p<0,05). Sekil 4-10’da Cmaks degerlerinin karsilastirmasi verilmistir.
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Sekil 4-10: Geng, yetiskin ve yash gruplarin plazma Cnas degerleri (ortalamazSE) Tek
yonli ANOVA’y1 takiben Tukey post hoc test (* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001)
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4.2.1.3. ti2 Degerleri Karsilastirmasi
tue degerleri yetigkin fare grubuna kiyasla, geng fare grubunda %15, yash fare
grubunda %10 oraninda daha fazladir. Bu degerler arasindaki farklar istatistiksel olarak

anlamli  bulunmamistir (p>0,05). Sekil 4-11°de ti» degerlerinin karsilastirmasi

verilmigtir.
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Sekil 4-11: Geng, yetiskin ve yash gruplarin plazma t;, degerleri (ortalama+SE) Tek yonli
ANOVA’y1 takiben Tukey post hoc test (* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001)
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4.2.1.4. CL/F Degerleri Karsilastirmasi

Oral Klirens degerleri geng fare grubuna kiyasla, yetiskin fare grubunda %68,
yash fare grubunda %230 oraninda daha fazladir. Istatistiksel olarak gen¢ ve yash fare
gruplarinin arasindaki fark anlamli bulunmustur (*p<0,05). Sekil 4-12°de CL/F

degerlerinin karsilagtirmasi verilmistir.
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Sekil 4-12: Geng, yetiskin ve yash gruplarin plazma CL/F degerleri (ortalama+SE) Tek
yonli ANOVA’y1 takiben Tukey post hoc test (* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001)
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4.2.1.5. Vd/F Degerleri Karsilastirmasi

Vd/F degerleri geng fare grubuna kiyasla, yetiskin fare grubunda %47, yaslh fare
grubunda %187 oraninda daha fazladir. Istatistiksel olarak geng ve yash fare gruplari ile
yetiskin ve yaslt fare gruplarinin arasindaki farklar anlamli bulunmustur (sirasiyla

***p<0,001, **p<0,01). Sekil 4-13°te Vd/F degerlerinin karsilastirmasi verilmistir.
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Sekil 4-13: Geng, yetiskin ve yash gruplarin plazma Vd/F degerleri (ortalama+SE) Tek
yonli ANOVA’y1 takiben Tukey post hoc test (* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001)
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5. TARTISMA

Calismamizda mTOR inhibitorii everolimusun yasa bagli farmakokinetigi geng
(~9 haftalik), yetiskin (~23 haftalik) ve yashi (~ 56 haftalik) olmak iizere li¢ farkli yas
grubundan C57BL/6J erkek fareler iizerinde incelenmistir. Farelere oral yoldan tek doz
5 mg/kg everolimus uygulanmis ve plazmadaki everolimus diizeyleri valide edilmis

HPLC yontemi ile tayin edilmistir.

Everolimusun faredeki farmakokinetigi (zerinde Fransiz ¢alisma grubumuzla
gerceklestirdigimiz bir preliminer ¢alismada ilging sonuglar ortaya ¢ikmistir. C57BL/6J
erkek farelere 10 mg/kg dozda everolimus uygulanmasini takiben 1. ve 2. saatlerde
everolimus plazma konsantrasyonlari tayin edilmistir. Daha sonra deney ayni kosullarda
farklit C57BL/6J erkek farelerle tekrarlanmis ve yine ayni saatler igin everolimus plazma
konsantrasyonlar1  tayin  edilmistir. Farkli fare gruplarindan e¢lde edilen
konsantrasyonlarda oldukga fazla degisiklikler gézlenmistir. Arastirma grubundaki
arkadaglarimizla bu konuyu derinlemesine tartistigimizda, ilk yapilan deneyde 8
haftalik, ikinci deneyde ise ~18 haftalik fareler kullandigi ve konsantrasyonlardaki
azalmalarin yasin artisiyla iligkili olabilecegi giindeme gelmistir. Everolimusun
farmakokinetiginde yasa bagl farklilik mevcut olabilecegini diislindiiren bu sonuglar
tamamen rastlantisal olabilecegi gibi, everolimusun yasa bagli bir farmakokinetik
farklilik gosterebilecegi diistinlilmls ve  bu ¢alisma tasarlanmistir. Ek olarak
everolimus, antikanser ve immiinosiipresan olarak farkli yastaki hastalarda da

kullanilabileceginden, ¢alismanin klinik olarak da 6nem tasiyabilecegi anlagilmistir.

Calismamizin sonuglarina gore everolimusun farelerde AUCiopiam Ve Crmaks
degerleri ve boylelikle sistemik dolasima gegen ilag miktar1 yasa bagl olarak azalma
gdstermistir. Ilerleyen yasla birlikte gastrointestinal bolgedeki anatomik degisiklikler
(6rnegin villuslarin atrofiye ugramasi) everolimus emiliminin azalmasina yol agabilir.
Ek olarak, bagirsaktaki oksidatif metabolizmadan sorumlu bir enzim olan CYP3A
ekspresyonlarindaki artis everolimusun bu bélgede metabolizmasini hizlandirarak ve bir
diga atim proteini olan P-gp ekspresyonlarindaki artis da everolimusun bagirsak

limenine geri atilimini arttirarak everolimus biyoyararlaniminin azalmasina yol agabilir.

Yapilan bir ¢alismada Sprague-Dawley soyu ve yashi kabul edilen 24 aylik

sicanlarin intestinal villus yapilarmin yetigkin (3 aylik) sicanlara gore daha kisa ve dar
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olduklari, dolayisiyla villuslarda hacimsel olarak yasla birlikte azalmalar oldugu
bildirilmigtir. Ayni c¢aligmada yasl sicanlarda intestinal liimenin bazal membran
kalinliklariin arttig1 bildirilmistir (Chen ve ark. 2003). Bes ayliktan 30 ayliga kadar yas
araliginda C57BL/6J farclerin ince bagirsak dokulari ile yapilan bir ¢alismaya gore
yagla birlikte milimetre basina diisen villuslarin ve kriptlerin sayisinin azaldigi
belirlenmistir (Martin ve ark. 1998). Bu faktorler bagirsaktan ilag emilimini olumsuz

yonde etkileyebilmektedir.

Yaklasik 2, 12 ve 24 aylik Fischer-344 soyu sicanlar ile yapilan bir ¢alismaya
gore yasa bagli olarak intestinal CYP3A ve MDR1 (P-gp) protein ekspresyon
duzeylerinde farklilik gdzlenmemistir (Warrington ve ark. 2004a; 2004b). insanlarda
intestinal CYP3A4 ve MDR1 (P-gp) mRNA ekspresyon diizeyleri yaslilarda
yetiskinlere gore daha diisiikk bulunmustur, fakat bu azalmalar istatistiksel olarak anlamli
degildir (Miki ve ark. 2005). Siganlardaki ve insanlardaki bu sonuglara gore intestinal
CYP3A ve MDR1 dizeylerinin yasa bagli olarak everolimus biyoyararlanimini
etkilemesi olas1 goriinmemektedir. Literatiirde, deneylerimizde kullandigimiz yas
gruplar: goz 6niine alindiginda farelere ait intestinal Cyp3a ve mdrla/lb (farede P-gp)
mRNA/protein  ekspresyonlarinin yasa bagli degisimini gosteren bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Ancak farelerde yasa bagli olarak intestinal Cyp3a ve mdrla/lb
mRNA/protein  ekspresyonlarinda artis mevcutsa, bu durumun everolimusun
biyoyararlaniminin azalmasina katkida bulunma olasili1 yiiksektir. Calismamizda,
Cyp3a ve mdrla/lb mRNA veya protein ekspresyonlarina ait caligmalar, ¢aligma
zamaninin kisa olmasi ve biitge kisitliligi nedeniyle gergeklestirilememistir. Ancak, bu

calismalarin yapilmasi planlanmaktadir.

Everolimusun farelerde CL/F degerleri yasla birlikte artmaktadir. Elimizde
everolimusun intravendz uygulamaya ait AUC verileri bulunmadigindan mutlak
biyoyararlanimin1 ve dolayisiyla sistemik klirens (CL) degerini hesaplamak mimkin
olmamaktadir. CL/F degerlerindeki artis; CL degerindeki artistan ve/veya F
(biyoyararlanim) degerindeki azalmadan kaynaklanabilir. F degeri, AUCtoplam V€ Cmaks
degerlerindeki azalmadan dolay: yasla birlikte azalmaktadir. Farelerde yiiksek derecede
(%95-99) hepatik biyotransformasyonla elimine edilen (FDA 2009) everolimusun CL
degerindeki olas1 artis; hepatik enzim kapasitesindeki, hepatik kan akimindaki ve

plazma proteinlerine baglanma oranlarindaki degisiklikler sonucu olusabilir.
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iki (2), 6, 18 ve 30 aylik dort farkli yas grubundan C57BL/6J fareler ile yapilan
bir calismada hepatik mikrozomal protein dizeylerinde ve toplam sitokrom enzim
diizeylerinde yasa bagli bir degisim gozlenmemistir. Cyp3all protein diizeyleri 18 aya
kadar korunmaktadir (Kwak ve ark. 2015). Bu verilere gore hepatik enzim diizeylerinin
yasla birlikte degismemesi sistemik klirens artisina bu durumun neden olmadigi
anlamina gelmektedir. Farelerde hepatik kan akiminin yasa bagh degisimi 1, 3, 14 ve 27
aylik C57BL/6J erkek farelerde incelenmistir. Ilk ii¢ yas gruplar1 arasinda hepatik kan
akimi degerlerinde anlamli farklilik bulunmamaktadir (Ito ve ark. 2007). Bu bilgiye
gore hepatik kan akimlarinin, ¢alismamizda kullandigimiz yas gruplari arasinda benzer
duzeylerde olabilecegi diisiiniildiigiinde sistemik klirens degerlerini etkilemesi olasi
gorinmemektedir. Everolimus farelerde plazma proteinlerine %99,9 oraninda
baglanmaktadir (O’Reilly ve ark. 2010). ilaglarin plazma proteinlerine bagl olmayan
serbest fraksiyonlar1 hepatositlere alinip metabolize olmaktadir (Chu ve ark 2013).
Farelerde yasla birlikte ozellikle 12 aylik farelerde albiiminin bir¢ok izoformunun
plazma konsantrasyonlar1 azalma géstermektedir (Ding ve Kopchick 2011). Farelerde
yasa bagli olarak plazma protein dlzeylerinin azalmasiyla birlikte plazmada artan
serbest everolimus fraksiyonunun hepatositlere daha fazla oranda alinarak daha hizli bir

sekilde elimine olmas1 sonucu sistemik klirens artig1 gergeklesmis olabilir.

Everolimusun farelerde Vd/F degerleri yasla birlikte artmaktadir. Bir grup
C57BL/6J erkek farenin kullanildigi boylamsal bir ¢aligmada farelerin 6. haftadan 52.
haftaya kadar dort haftada bir viicut yag oranlar1 6l¢iilmiistiir. Altinci haftada yaklasik
%4 civarinda olan viicut yag orami yagla birlikte diizenli olarak artarak 52. haftada
yaklasik %26 diizeylerine yiikselmistir (Palmer ve ark. 2009). Bu durum LogP degeri
5,9 (PubChem) olarak hesaplanmig lipofilik bir molekil olan everolimusun yag
dokusuna gegisini arttirarak dagilim hacminin yasla birlikte yukselmesine katkida
bulunmus olabilir. Ayrica farelerde plazma proteinlerine ylksek derecede baglanan
(O’Reilly ve ark. 2010) everolimusun, farelerde yasla birlikte plazma proteinlerinin
konsantrasyonlarinda azalma sonucu (Ding ve Kopchick 2011) plazmada serbest
fraksiyonunun artmasi ve bunun sonucunda damar disina ¢ikisinin kolaylagmasiyla
dagilim hacmi artmis olabilir. Bununla beraber, sadece plazma everolimus diizeylerine
gore dagilim hacmi ve klirens degerleri i¢in net bir yorum yapilamayacagi, plazmanin

yan1 sira karaciger, bobrek, beyin gibi organlarda ve yag dokusunda everolimus



55

konsantrasyonlarinin hesaplanmasini takiben bir degerlendirme yapilmasinin gerekliligi

aciktir.

Geng, yetiskin ve yash gruplarin ti2 degerlerinin arasinda anlamli farklilik
bulunmamaktadir. CL/F ve Vd/F degerlerindeki paralel artisin, ikincil bir parametre
olan eliminasyon yarilanma dmrii degerlerinin {i¢ yas grubunda ayni diizeyde kalmasina

yol agtigini diisiinmekteyiz.

Bu calisma ile everolimusun farmakokinetik 6zelliklerinin yasa bagli olarak
degisiklik gosterdigi ortaya konulmustur. Konuyla ilgili resmin daha net ortaya
konulmasi agisindan, baz1 molekiiler ¢calismalarin gergeklestirilmesi ve everolimus doku
duzeylerinin belirlenmesi gerekmektedir. Yasa bagli olarak gerceklesen farmakokinetik
farkliliklarin  insanlar igin gegerli olup olmadigmin arastirilmasi everolimusun

kullanildig: tedavilerin bireysellestirilmesi acisindan 6nem tasimaktadir.



56

KAYNAKLAR

Age-converter.com. Erisim 08.12.2018. http://www.age-converter.com/mouse-age-
calculator.html

Alcorn, J. ve McNamara, P.J. (2003). Pharmacokinetics in the newborn. Advanced Drug
Delivery Reviews, 55(5), 667-686.

Allegaert, K., Van Der Anker, J.N., Naulaers, G. ve De Hoon, J. (2007). Determinants
of drug metabolism in early neonatal life. Current Clinical Pharmacology, 2(1), 23-
29

Anderson, G.D. ve Lynn, A.M. (2009). Optimizing pediatric dosing: a developmental
pharmacologic approach. Pharmacotherapy, 29(6), 680-690.

Anderson, G.D. (2010). Developmental pharmacokinetics. Seminars in Pediatric
Neurology, 17(4), 208-213.

Aymanns, C., Keller, F., Maus, S., Hartmann, B. ve Czock, D. (2010). Review on
pharmacokinetics and pharmacodynamics and the aging kidney. Clinical Journal of
the American Society of Nephrology, 5(2), 314-327.

Bartelink, I.H., Rademaker, C.M., Schobben, A.F. ve Van Den Anker, J.N. (2006).
Guidelines on paediatric dosing on the basis of developmental physiology and
pharmacokinetic considerations. Clinical Pharmacokinetics, 45(11), 1077-1097.

Baselga, J., Campone, M., Piccart, M., Burris 3, H.A., Rugo, H.S., Sahmoud, T. ve
ark. (2012). Everolimus in postmenopausal hormone-receptor-positive advanced
breast cancer. The New England Journal of Medicine, 366(6), 520-529.

Baum, M. (2016). Neonatal Nephrology. Current Opinion in Pediatrics, 28(2), 170-172.

Bebia, Z., Buch, S.C., Wilson, JW., Frye, R.F., Romkes, M., Cecchetti, A. ve ark.
(2004). Bioequivalence revisited: influence of age and sex on CYP enzymes. Clinical
Pharmacology and Therapeutics, 76(6), 618-627.

Benedetti, M.S. ve Baltes, E.L. (2003). Drug metabolism and disposition in children.
Fundamental and Clinical Pharmacology, 17(3), 281-299.

Benedetti, M.S., Whomsley, R. ve Baltes, E.L. (2005). Differences in absorption,
distribution, metabolism and excretion of xenobiotics between the paediatric and
adult populations. Expert Opinion on Drug Metabolism and Toxicology, 1(3), 447-
471.



57

Benedetti, M.S., Whomsley, R. ve Canning, M. (2007). Drug metabolism in the
paediatric population and in the elderly. Drug Discovery Today, 12(15-16), 599-610.

Bjorkman, S. (2005). Prediction of drug disposition in infants and children by means of
physiologically based pharmacokinetic (PBPK) modelling: theophylline and
midazolam as model drugs. British Journal of Clinical Pharmacology, 59(6), 691-
704.

Blake, M.J., Castro, L., Leeder, J.S. ve Kearns, G.L. (2005). Ontogeny of drug
metabolizing enzymes in the neonate. Seminars in Fetal and Neonatal Medicine,
10(2), 123-138.

Buck, M.L. (2012). Pediatric pharmacotherapy. iginde Alldredge, B.K., Corelli, R.L.,
Ernst, M.E., Guglielmo, B.J., Jacobson, P.A., Kradjan, W.A. ve ark. (Ed), Koda-
Kimble and Young's Applied Therapeutics The Clinical Use of Drugs, Philadelphia:
Lippincott Williams and Wilkins; 2265-2276.

Butler, J.M. ve Begg, E.J. (2008). Free drug metabolic clearance in elderly people.
Clinical Pharmacokinetics, 47(5), 297-321.

Chen, N., Aleksa, K., Woodland, C., Rieder, M. ve Koren, G. (2006). Ontogeny of drug
elimination by the human kidney. Pediatric Nephrology, 21(2), 160-168.

Chen, Y.M,, Zhang, J.S. ve Duan, X.L. (2003). Changes of microvascular architecture,
ultrastructure and permeability of rat jejunal villi at different ages. World Journal of
Gastroenterology, 9(4), 795-799.

CHMP Assessment Report for Afinitor (2009). Erisim 25.09.2018. European Medicines
Agency: http://www.ema.europa.eu/docs/en_GB/document_library/EPAR_-_Public_
assessment_report/human/001038/WC500022817.pdf

Choonara, I.A., McKay, P., Hain, R. ve Rane, A. (1989). Morphine metabolism in
children. British Journal of Clinical Pharmacology, 28(5), 599-604.

Christensson, A. ve Elmstahl, S. (2011). Estimation of the age-dependent decline of
glomerular filtration rate from formulas based on creatinine and cystatin C in the
general elderly population. Nephron Clinical Practice, 117(1), c40-50.

Chu, X., Korzekwa, K., Elsby, R., Fenner, K., Galetin, A., Lai, Y. ve ark. (2013).
Intracellular drug concentrations and transporters: measurement, modeling, and
implications for the liver. Clinical Pharmacology and Therapeutics, 94(1), 126-141.

Coughtrie, M.W., Burchell, B., Leakey, J.E. ve Hume, R. (1988). The inadequacy of

perinatal glucuronidation: immunoblot analysis of the developmental expression of



58

individual UDP-glucuronosyltransferase isoenzymes in rat and human liver
microsomes. Molecular Pharmacology, 34(6), 729-735.

Curry, S.H. ve Whelpton, R. (2017). Introduction to Drug Disposition and
Pharmacokinetics. United Kingdom: Wiley

Cusack, B.J. (2004). Pharmacokinetics in older persons. The American Journal of
Geriatric Pharmacotherapy, 2(4), 274-302.

De Wildt, S.N., Kearns, G.L., Hop, W.C., Murry, D.J., Abdel-Rahman, S.M. ve Van
Der Anker, J.N. (2002). Pharmacokinetics and metabolism of oral midazolam in
preterm infants. British Journal of Clinical Pharmacology, 53(4), 390-392.

De Wildt, S.N., Kearns, G.L., Leeder, J.S. ve Van Der Anker, J.N. (1999). Cytochrome
P450 3A: ontogeny and drug disposition. Clinical Pharmacokinetics, 37(6), 485-505.

De Zwart, L.L., Haenen, H.E.M.G., Versantvoort, C.H.M., Wolterink, G., Van Engelen,
J.G.M. ve Sips, A.J.A.M. (2004). Role of biokinetics in risk assessment of drugs and
chemicals in children. Regulatory Toxicology and Pharmacology, 39(3), 282-309.

Deeken, J.F., Figg, W.D., Bates, S.E. ve Sparreboom, A. (2007). Toward individualized
treatment: prediction of anticancer drug disposition and toxicity with
pharmacogenetics. Anti-Cancer Drugs, 18(2), 111-126.

Delafuente, J.C. (2008). Pharmacokinetic and pharmacodynamic alterations in the
geriatric patient. The Consultant Pharmacist: The Journal of the American Society of
Consultant Pharmacists, 23(4), 324-334.

Ding, J. ve Kopchick, J.J. (2011). Plasma biomarkers of mouse aging. Age (Dordrecht,
Netherlands), 33(3), 291-307.

Dubois, M., LeJoncour, V., Tonon, M.C., Anouar, Y., Proust, F., Morin, F. ve ark.
(2014). Evaluation of the impact of the cancer therapy everolimus on the central
nervous system in mice. Plos One, 9(12), e113533.

Everolimus 2D Structure.  Erisim  21.09.2018. PubChem  Website:
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Everolimus#section=2D-Structure

Everolimus Chemical and Physical Properties. Erisim 22.12.2018. PubChem Website:
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/6442177#section=Computed-Properties

Everolimus Pharmacology Review (2009). Erisim 25.09.2018. Food and Drug
Administration:https://www.accessdata.fda.gov/drugsatfda_docs/nda/2010/021560s0
O0Opharmr.pdf



59

Fakhoury, M., Litalien, C., Medard, Y., Cave, H., Ezzahir, N., Peuchmaur, M. ve ark.
(2005). Localization and mRNA expression of CYP3A and P-glycoprotein in human
duodenum as a function of age. Drug Metabolism and Disposition, 33(11), 1603-
1607.

Fernandez, E., Perez, R., Hernandez, A., Tejada, P., Arteta, M. ve Ramos, J.T. (2011).
Factors and mechanisms for pharmacokinetic differences between pediatric
population and adults. Pharmaceutics, 3(1), 53-72.

George, J., Byth, K. ve Farrell, G.C. (1995). Age but not gender selectively affects
expression of individual cytochrome P450 proteins in human liver. Biochemical
Pharmacology, 50(5), 727-730.

George, J., Murray, M., Byth, K. ve Farrell, G.C. (1995). Differential alterations of
cytochrome P450 proteins in livers from patients with severe chronic liver disease.
Hepatology, 21(1), 120-128.

Hakkola, J., Raunio, H., Purkunen, R., Saarikoski, R., Vahakangas, K., Pelkonen, O. ve
ark. (2001). Cytochrome P450 3A expression in the human fetal liver: evidence that
CYP3A5 is expressed in only a limited number of fetal livers. Biology of the
Neonate, 80(3), 193-201.

Halkin, H., Radomsky, M., Millman, P., Almog, S., Blieden, L. ve Boichis, H. (1978).
Steady state serum concentrations and renal clearance of digoxin in neonates, infants
and children. European Journal of Clinical Pharmacology, 13(2), 113-117.

Hunt, C.M., Westerkam, W.R. ve Stave, G.M. (1992). Effect of age and gender on the
activity of human hepatic CYP3A. Biochemical Pharmacology, 44(2), 275-283.

Hutchison, L.C. ve O’Brien, C.E. (2007). Changes in Pharmacokinetics and
Pharmacodynamics in the Elderly Patient. Journal of Pharmacy Practice, 20(1), 4-
12.

Huynh, H., Chow, K.H., Soo, K.C., Toh, H.C., Choo, S.P., Foo, K.F. ve ark. (2009).
RADO001 (everolimus) inhibits tumour growth in xenograft models of human
hepatocellular carcinoma. Journal of Cellular and Molecular Medicine, 13(7), 1371-
1380.

Ishizawa, Y., Yasui-Furukori, N., Takahata, T., Sasaki, M. ve Tateishi, T. (2005). The
effect of aging on the relationship between the cytochrome P450 2C19 genotype and

omeprazole pharmacokinetics. Clinical Pharmacokinetics, 44(11), 1179-1189.



60

Ito, Y., Sorensen, K.K., Bethea, N.W., Svistounov, D., McCuskey, M.K., Smedsrod,
B.H. ve ark. (2007). Age-related changes in the hepatic microcirculation in mice.
Experimental Gerontology, 42(8), 789-797.

Jacobsen, W., Serkova, N., Hausen, B., Morris, R.E., Benet, L.Z. ve Christians, U.
(2001). Comparison of the in vitro metabolism of the macrolide immunosuppressants
sirolimus and RAD. Transplantation Proceedings, 33(1-2), 514-515.

Johnson, T.N., Tanner, M.S., Taylor, C.J. ve Tucker, G.T. (2001). Enterocytic CYP3A4
in a paediatric population: developmental changes and the effect of coeliac disease
and cystic fibrosis. British Journal of Clinical Pharmacology, 51(5), 451-460.

Johnson, T.N., Tucker, G.T. ve Rostami-Hodjegan, A. (2008). Development of
CYP2D6 and CYP3A4 in the first year of life. Clinical Pharmacology and
Therapeutics, 83(5), 670-671.

Kearns, G.L., Abdel-Rahman, S.M., Alander, S\W., Blowey, D.L., Leeder, J.S. ve
Kauffman, R.E. (2003). Developmental pharmacology--drug disposition, action, and
therapy in infants and children. The New England Journal of Medicine, 349(12),
1157-1167.

Kinirons, M.T. ve O’Mahony, M.S. (2004). Drug metabolism and ageing. British
Journal of Clinical Pharmacology, 57(5), 540-544.

Kirchner, G.1., Meier-Wiedenbach, 1. ve Manns, M.P. (2004). Clinical pharmacokinetics
of everolimus. Clinical Pharmacokinetics, 43(2), 83-95.

Klimpen, H.J., Beijnen, J.H., Gurney, H. ve Schellens, J.H. (2010). Inhibitors of
mTOR. Oncologist, 15(12), 1262-12609.

Kovarik, J.M., Hartmann, S., Figueiredo, J., Rouilly, M., Port, A. ve Rordorf, C. (2002).
Effect of rifampin on apparent clearance of everolimus. The Annals of
Pharmacotherapy, 36(6), 981-985.

Kovarik, J.M., Hsu, C.H., McMahon, L., Berthier, S. ve Rordorf, C. (2001). Population
pharmacokinetics of everolimus in de novo renal transplant patients: Impact of
ethnicity and comedications. Clinical Pharmacology and Therapeutics, 70(3), 247-
254,

Kwak, H.C., Kim, H.C., Oh, S.C. ve Kim, S.K. (2015). Effects of age increase on
hepatic expression and activity of cytochrome P450 in male C57BL/6 mice. Archives
of Pharmacal Research, 38(5), 857-864.



61

Lacroix, D., Sonnier, M., Moncion, A., Cheron, G. ve Cresteil, T. (1997). Expression of
CYP3A in the human liver: evidence that the shift between CYP3A7 and CYP3A4
occurs immediately after birth. European Journal of Biochemistry, 247(2), 625-634.

Lau, S.W.J. ve Abernethy, D.R. (2012). Drug therapy in the elderly. i¢inde Atkinson,
A., Huang, S.M., Lertora, J. ve Markey, S. (Ed), Principles of Clinical
Pharmacology, ABD: Academic Press; 437-453

Lu, H. ve Rosenbaum, S. (2014). Developmental Pharmacokinetics in pediatric
populations. The Journal of Pediatric Pharmacology and Therapeutics, 19(4), 262-
276.

Mabuchi, S., Altomare, D.A., Connolly, D.C., Klein-Szanto, A., Litwin, S., Hoelzle,
M.K. ve ark. (2007). RADQO1 (Everolimus) delays tumor onset and progression in a
transgenic mouse model of ovarian cancer. Cancer Research, 67(6), 2408-2413.

Madsen, J.L. ve Graff, J. (2004). Effects of ageing on gastrointestinal motor function.
Age and Ageing, 33(2), 154-159.

Martin, K., Kirkwood, T.B. ve Potten, C.S. (1998). Age changes in stem cells of murine
small intestinal crypts. Experimental Cell Research, 241(2), 316-323.

McLean, AJ. ve Le Couteur, D.G. (2004). Aging biology and geriatric clinical
pharmacology. Pharmacological Reviews, 56(2), 163-184.

McNamara, P.J. ve Alcorn, J. (2002). Protein binding predictions in infants. The
American Association of Pharmaceutical Scientists, 4(1), 1-8.

Meistelman, C., Benhamou, D., Barre, J., Levron, J.C., Mahe, V., Mazoit, X. ve ark.
(1990). Effects of age on plasma protein binding of sufentanil. Anesthesiology, 72(3),
470-473.

Meric-Bernstam, F. ve Gonzalez-Angulo, A.M. (2009). Targeting the mTOR signaling
network for cancer therapy. Journal of Clinical Oncology, 27(13), 2278-2287.

Miki, Y., Suzuki, T., Tazawa, C., Blumberg, B. ve Sasano, H. (2005). Steroid and
xenobiotic receptor (SXR), cytochrome P450 3A4 and multidrug resistance gene 1 in
human adult and fetal tissues. Molecular and Cellular Endocrinology, 231(1-2), 75-
85.

Moes, D.J., Press, R.R., Den Hartigh, J., Van Der Straaten, T., De Fijter, J.W. ve
Guchelaar, H.J. (2012). Population pharmacokinetics and pharmacogenetics of

everolimus in renal transplant patients. Clinical Pharmacokinetics, 51(7), 467-480.



62

Mooij, M.G., Schwarz, U.l., De Koning, B.A., Leeder, J.S., Gaedigk, R., Samson, J.N.
ve ark. (2014). Ontogeny of human hepatic and intestinal transporter gene expression
during childhood: age matters. Drug Metabolism and Disposition: The Biological
Fate of Chemicals, 42(8), 1268-1274.

Motzer, R.J., Escudier, B., Oudard, S., Hutson, T.E., Porta, C., Bracarda, S. ve ark.
(2008). Efficacy of everolimus in advanced renal cell carcinoma: a double blind,
randomized, placebo-controlled phase 11 trial. Lancet, 372(9637), 449-456.

O’Donnell, A., Faivre, S., Burris 3, H.A., Rea, D., Papadimitrakopoulou, V., Shand,
N. ve ark. (2008). Phase | pharmacokinetic and pharmacodynamic study of the oral
mammalian target of rapamycin inhibitor everolimus in patients with advanced solid
tumors. Journal of Clinical Oncology, 26(10), 1588-1595.

O’Reilly, T. ve McSheehy, P.M.J. (2010). Biomarker development for the clinical
activity of the mTOR inhibitor everolimus (RADO001): Processes, limitations, and
further proposals. Translational Oncology, 3(2), 65-79.

O’Reilly, T., McSheehy, P.M.J., Kawai, R., Kretz, O., McMahon, L., Brueggen, J. ve
ark. (2010). Comparative pharmacokinetics of RAD0OO0L (everolimus) in normal and
tumor-bearing rodents. Cancer Chemotherapy and Pharmacology, 65(4), 625-639.

Ohnishi, A., Kato, M., Kojima, J., Ushiama, H., Yoneko, M. ve Kawai, H. (2003).
Differential pharmacokinetics of theophylline in elderly patients. Drugs and Aging,
20(1), 71-84.

Palmer, A.J., Chung, M.Y., List, E.O., Walker, J., Okada, S., Kopchick, J.J. ve ark.
(2009). Age-related changes in body composition of bovine growth hormone
transgenic mice. Endocrinology, 150(3), 1353-1360.

Parkinson, A., Mudra, D.R., Johnson, C., Dwyer, A. ve Carroll, K.M. (2004). The
effects of gender, age, ethnicity, and liver cirrhosis on cytochrome P450 enzyme
activity in human liver microsomes and inducibility in cultured human hepatocytes.
Toxicology and Applied Pharmacology, 199(3), 193-209.

Patki, K.C., Von Moltke, L.L., Harmatz, J.S., Hessel, L.M., Court, M.H. ve Greenblatt,
D.J. (2004). Effect of age on in vitro triazolam biotransformation in male human
liver microsomes. The Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics,
308(3), 874-879.



63

Premarket Assessment of Pediatric Medical Devices (2014). Erisim 24.12.2018. Food
and Drug Administration. https://www.fda.gov/downloads/MedicalDevices/Device
RegulationandGuidance/GuidanceDocuments/ucm089742.pdf

Routledge, P.A. (1994). Pharmacokinetics in children. The Journal of Antimicrobial
Chemotherapy, 34, 19-24.

Sanchez-Fructuoso, A.l. (2008). Everolimus: an update on the mechanism of action,
pharmacokinetics and recent clinical trials. Expert Opinion on Drug Metabolism and
Toxicology, 4(6), 807-819.

Sara, L.C. ve McPherson, M.L. (2012). Pharmacokinetics and pharmacodynamic
changes associated with aging and implications for drug therapy. Clinics in Geriatric
Medicine, 28(2), 273-286.

Schmucker, D.L., Woodhouse, K.W., Wang, R.K., Wynne, H., James, O.F., McManus,
M. ve ark. (1990). Effects of age and gender on in vitro properties of human liver
microsomal monooxygenases. Clinical Pharmacology and Therapeutics, 48(4), 365-
374.

Schmucker, D.L. (2001). Liver function and phase | drug metabolism in the elderly: a
paradox. Drugs and Aging, 18(11), 837-851.

Schwartz, G.J. ve Furth, S.L. (2007). Glomerular filtration rate measurement and
estimation in chronic kidney disease. Pediatric Nephrology, 22(11), 1839-1848.

Shi, S. ve Klotz, U. (2011). Age-related changes in pharmacokinetics. Current Drug
Metabolism, 12(7), 601-610.

Shimamoto, C., Hirata, 1., Hiraike, Y., Takeuchi, N., Nomura, T. ve Katsu, K. (2002).
Evaluation of gastric motor activity in the elderly by electrogastrography and the
(13)C-acetate breath test. Gerontology, 48(6), 381-386.

Shipkova, M., Hesselink, D.A., Holt, D.W., Billaud, E.M., Van Gelder, T., Kunicki,
P.K. ve ark. (2016). Therapeutic drug monitoring of everolimus: a consensus report.
Therapeutic Drug Monitoring, 38(2), 143-169.

Shtivelband, M.l. (2013). Everolimus in hormone receptorepositive advanced breast
cancer: Targeting receptor-based mechanisms of resistance. The Breast Journal,
22(4), 405-410.

Simon, T., Becquemont, L., Hamon, B., Nouyrigat, E., Chodjania, Y., Poirier, J.M. ve

ark. (2001). Variability of cytochrome P450 1A2 activity over time in young and



64

elderly healthy volunteers. British Journal of Clinical Pharmacology, 52(5), 601-
604.

Soefje, S.A., Karnad, A. ve Brenner, A.J. (2011). Common toxicities of mammalian
target of rapamycin inhibitors. Targeted Oncology, 6(2), 125-129.

Solhaug, M.J., Bolger, P.M. ve Jose, P.A. (2004). The developing kidney and
environmental toxins. Pediatrics, 113(4), 1084-1091.

Sonnier, M. ve Cresteil, T. (1998). Delayed ontogenesis of CYP1A2 in the human liver.
European Journal of Biochemistry, 251(3), 893-898.

Stevens, J.C. (2006). New perspectives on the impact of cytochrome P450 3A
expression for pediatric pharmacology. Drug Discovery Today, 11(9-10), 440-445.
Tagen, M. ve Stewart, C.F. (2014). Clinical pharmacology in pediatrics. I¢inde Rudek,
M.A., Chau, C.H., Figg, W.D. ve McLeod, H.L. (Ed), Handbook of Anticancer

Pharmacokinetics and Pharmacodynamics, New York: Springer; 625-659.

Tan, J.L., Eastment, J.G., Poudel, A. ve Hubbard, R.E. (2015). Age-Related Changes in
Hepatic Function: An Update on Implications for Drug Therapy. Drugs and Aging,
32(12), 999-1008.

Tateishi, T., Asoh, M., Yamaguchi, A., Yoda, T., Okano, Y.J., Koitabashi, Y. ve ark.
(1999). Developmental changes in urinary elimination of theophylline and its
metabolites in pediatric patients. Pediatric Research, 45(1), 66-70.

Tayman, C., Rayyan, M. ve Allegaert, K. (2011). Neonatal pharmacology: extensive
interindividual variability despite limited size. The Journal of Pediatric
Pharmacology and Therapeutics, 16(3), 170-184.

Tetelbaum, M., Finkelstein, Y., Nava-Ocampo, A.A. ve Koren, G. (2005). Back to
basics: understanding drugs in children: pharmacokinetic maturation. Pediatrics in
Review, 26(9), 321-328.

Turnheim, K. (2003). When drug therapy gets old: pharmacokinetics and
pharmacodynamics in the elderly. Experimental Gerontology, 38(8), 843-853.

Urva, S., Bouillaud, E., Delaney, R., Jappe, A. ve Cheung, W. (2013). A phase | study
evaluating the effect of everolimus on the pharmacokinetics of midazolam in healthy
subjects. The Journal of Clinical Pharmacology, 53(4), 444-450.

Ustiines, L. (Genel Editor). (2018). Everolimus-Afinitor. Rx MediaPharma Interaktif
llag Bilgi Kaynag. izmir: Gemas.



65

Warrington, J.S., Greenblatt, D.J. ve Von Moltke, L.L. (2004a). Age-related differences
in CYP3A expression and activity in the rat liver, intestine, and kidney. The Journal
of Pharmacology and Experimental Therapeutics, 309(2), 720-729.

Warrington, J.S., Greenblatt, D.J. ve Von Moltke, L.L. (2004b). The effect of age on P-
glycoprotein expression and function in the Fischer-344 rat. The Journal of
Pharmacology and Experimental Therapeutics, 309(2), 730-736.

Wetzels, J.F., Kiemeney, L.A., Swinkels, D.W., Willems, H.L. ve Den Heijer, M.
(2007). Age- and gender-specific reference values of estimated GFR in Caucasians:
the Nijmegen Biomedical Study. Kidney International, 72(5), 632-637.

Wright, D.F.B. ve Begg, E.J. (2010). The ‘apparent clearance’ of free phenytoin in
elderly vs. younger adults. British Journal of Clinical Pharmacology, 70(1), 132-
138.

Yao, J.C., Shah, M.H., Ito, T., Bohas, C.L., Wolin, E.M., Van Custem, E. ve ark.
(2011). RADOO1 in advanced neuroendocrine tumors, third trial (RADIANT-3) study
group. Everolimus for advanced pancreatic neuroendocrine tumors. The New
England Journal of Medicine, 364(6), 514-523.

Yee, M.L. ve Tan, H.H. (2017). Use of everolimus in liver transplantation. World
Journal of Hepatology, 9(23), 990-1000.



66

ETiK KURUL KARARI

T.C
ISTANBUL UNIVERSITESI
HAYVAN DENEYLERI YEREL ETiK KURULU

Saym Dog. Dr. Alper OKYAR
Istanbul Universitesi Eczacilik Fakiiltesi

Basvuru : 03.07.2017

Toplanti Tarihi :27.07.2017

Sorumlulugunu iistlendiginiz, asagida galigma materyali belirtilen “mTOR inhibitrii everolimusun yaga bagh
farmakokinetiginin incelenmesi” isimli projeniz Kurulumuz tarafindan incelenmis ve Etik Kurul ilkelerine

uygun bulunmustur.

Calisilacak Tiirii Fare
Hayvanin Cinsiyeti Erkek
Sayis1 96
Proje Baglangig/Bitis Tarihi | 15.08.2017/31.12.2018

Prof. Dr. Alev AKDFGAN KAYMA!

Bagkan

Prof. et YALTIRIK Proffir. X CAKATAY Prof. Dr.»_Ilhan ILKILIC

Y Uye

;(»/Q
Dog. Dr. Alper OKYAR Dog. Dr. Aygiil EKICI Dog. Dr. Ug SU
Uye Uye Uye
_ =M A E

Yard. Dog. Dr Altan Al AK Yrd. Dog. Dr. Aydn CEVIK Uzm.Vet.Hek. Fatma TEKELI

Uye Uye Uye
Dr. Burak OLGUN Avukat Selma DEMIR

Mak.Yik. Mith Uye
Uye

Istanbul Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Baskanlig1 1.U. Veteriner Fakiiltesi Dekanlik kat1 A 221 nolu
Oda Avcilar -ISTANBUL TEL : (0 212) 4737070/ 17031 E mail: hadyek@istanbul.edu.tr



67

INTIHAL RAPORU iLK SAYFASI

MTOR INHIBITORU EVEROLIMUSUN YASA BAGLI
FARMAKOKINETIGININ INCELENMESI

ORIJINALLIK RAPORU

W] 0] %0 %0

BENZERLIK ENDEKSI INT ERNET YAYINLAR OGRENCI ODEVLERI
KAYNAKLARI

BIRINCIL KAYNAKLAR

tez.yok.gov.tr & y

internet Kaynagi

.

www.omicsonline.org <o)
internet Kaynagi Yo

El

library.cu.edu.tr <o, 4

internet Kaynagi

]

etd.ohiolink.edu &, y

internet Kaynagi

=

Zhou, Shufeng. "Introduction to Human <oy 4
Cytochrome P450 Superfamily”, Cytochrome °
P450 2D6, 2016.

Yayin

El

KUCUKONER, Mehmet and ISIKDOGAN,
Abdurrahman. "Kanser tedavisinde mTOR
sinyal yolagi ve mTOR inhibitorleri", Dicle

Universitesi, 2013.
Yayin

<%1

Zhengtang Qi. "Physical Exercise Regulates



68

OZGECMIS

Kisisel Bilgiler
Ad Ferdi Soyadi Oztirk
Dog.Yeri |Erfelek Dog.Tar. 23.04.1988
Uyrugu T.C. TC Kim No |18182736792
Email ferdio1988@gmail.com Tel 05366526148
Egitim DUzeyi

Mezun Oldugu Kurumun Adi Mez. Yili
Lisans Istanbul Universitesi Eczacilik Fakiiltesi 2010
Lise Cihangir Koleji 2005

Is Deneyimi (Sondan gecmise dogru siralayin)

| Gorevi Kurum Siire (Y1l - Yil)

1. Mesul Mudur Istanbul Eczacilar Kooperatifi 2013 -
Yabanca |Okudugunu " - YDS (Diger)
Dilleri Anlama* fpnusmasggprazma Puam Puam
ingilizce |lyi Orta Iyi 71,25
*Cok iyi, iyi, orta, zayif olarak degerlendirin

Sayisal Esit Agirhk Sozel
ALES Puam 76,2 75,4 65,6
Bilgisayar Bilgisi
Program Kullanma becerisi
MS Office Cok iyi
SAP Iyi

Yaynlary/Tebligleri Sertifikalari/Odiilleri

B.V.U. Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Deney Hayvanlar1 Kullanim Sertifikasi,
2017.

Ozel Tlgi Alanlar1 (Hobileri):
Film-dizi, spor, fotograf



mailto:ferdio1988@gmail.com

