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ONSOZ

Tasiyic1 bir membran proteini olan permeabilite-glikoprotein (P-gp), viicudun
ksenobiyotiklerden = korunmasinda ve bazi ilaglarin  farmakokinetik  ve
farmakodinamiginde biiyilk rol oynamaktadir. P-gp’nin bazi fizyopatolojik
olgulardaki ve ilag-ilag ve ilag-besin etkilesimlerindeki Gneminin belirlenmesiyle
birlikte, belirli hastaliklarin tedavisinde P-gp modiilatorlerinin kullanabilirligi

lizerine yogun caligsmalar yuriitildiigii goriilmektedir.

Genellikle P-gp’nin, ilaglarin doku ve organlara gegisini kisitlamasi ve
bakteri ve parazitlerde direng¢ gelisimin mekanizmalarinda rol almasi nedeni ile bazi
hastaliklarin tedavisinde o6zellikle P-gp inhibisyonu ile ilgili tedavi protokolleri
gelistirilmistir. Ancak, P-gp hayati 6nem tasiyan organlarda bulunarak viicut koruma
ve savunmasindaki temel taglardan birini olusturmaktadir. Bu baglamda bazi
zehirlenme olgularinda ve hayati 6nem arz eden dokularin ksenobiyotiklerden
korunmas1 gibi olgularda P-gp modiilasyonundan faydalanilarak alternatif ve etkili
tedavi  protokolleri  gelistirilebilecegi  Ongoriilmektedir.  Ancak, biyolojik
mekanizmalarin ¢ok fazla faktorlii, kompleks 6zelliginden dolay1 P-gp modiilasyonu,
beklenen etki yaninda beklenmedik ve Oliimle bile sonuglanabilen ciddi sonuglara
neden olabilir. Bu nedenle P-gp temelinde gerceklesen ilag-ilag etkilesimlerinde tiim

thtimaller degerlendirilerek ona gore bir tedavi protokolii se¢ilmelidir.

Bu arastirmanin yapilmasinda ilgisini, bilgi ve deneyimleri ile destek ve
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1. GIRIS

Okaryotik ve prokaryotik canlilarin hiicre membranlarinin yapisinda yer alan
transmembran proteinler (tasityict proteinler) normal yasam igin gerekli cesitli
biyolojik olaylarin ve c¢esitli hastaliklarin etiyolojisinde de biiyiik rol oynarlar
(Silverman 1999, Garmory ve Titball 2004, Choi 2005).

Kanser ve enfeksiyoz hastaliklarin tedavisinde kullanilan ilaglara kars1 direng
gelisiminde tasiyici proteinlerin etkisi ortaya konmus, kanser hiicresine ilag girigini
kisitlayan ve effluks proteinler olarak nitelenenlerin genetik sifresi belirlenmistir (Ho

ve Kim 2005, Avcu 2009).

ABCB1 (MDR1/TAB, multidrug resistans/transporter associated with antigen
proccessing) tarafindan kodlanan Permeabilite-glikoprotein (P-gp), hakkinda en fazla
bilgi edinilen (substratlari, indiikleyicileri ve inhibitorleri) tasiyici proteindir (Ho ve
Kim 2005, Avcu 2009).

Ilag etkilesimleri; iki ya da daha fazla ilacin es zamanli olarak uygulanilmasi
ile ortaya cikar. flac etkilesimleri, farmakokinetik ve farmakodinamik diizeyde ortaya
¢ikmakla birlikte daha ¢ok farmakokinetik temelli sekillenir (Byrne 2003, Pal ve
Mitra 2006).

Ilag-ilag etkilesimleri istemli ya da istemsiz olarak meydana gelebilir. Her iki
etkilesim tiirli de pratikte sik olarak goriilmektedir. Bilingli olarak gergeklestirilen
ilag etkilesimlerinin amaci ilaglarin klinik etkinligini artirmak ve istenmeyen
etkilerini azaltmaktir (Aszalos 2007b). Ilag etkilesimleri, 6liimle de sonuclanabilen
ciddi saglik problemlerine ve ekonomik kayiplara yol acabilir (Sandson ve ark 2005,
Zhou 2008). Insan ve hayvanlardaki istenmeyen ilag-ilag Ve ilag-gida etkilesimlerinin
muhtemel nedenlerinden birini de membran tasiyic1 proteinler (ABC tip cassette
pompalar1, efflux pompalari) olusturur. Tasiyict proteinlerde indiiksiyona veya
inhibisyona neden olan bir ilacin, tasiyici proteinin substrati olan diger bir ilagla
birlikte verilmesi klinik yonden 6nemli olan farmakokinetik etkilesimlere neden
oldugu ¢ok sayida deneysel ¢alismalarla ortaya konmustur (Zhang ve ark 2008).
Etkilesimler, aktif ila¢ maddesinin ya da onun dozaj formundan serbest kalan

kisminin degisen ¢oziliniirliigii ile ilgili olabilir (Blume ve ark 2006).



Klinikte, birden fazla hastali§i bulunanlar basta olmak iizere c¢ogu
hastaliklarin tedavisinde birden fazla ilag kullanilmaktadir (Byrne 2003). Coklu ilag
rejimlerinin, tedavilerde basarisizligin ve istenmeyen ilag reaksiyonlarin ortak ve
yaygin bir sebebi oldugu bildirilmistir (Blume ark 2006, Pal ve Mitra 2006).
Istenmeyen ilag reaksiyonlarmin oranlari birden fazla ilagla tedavi gorenlerde daha
yiiksektir (Blume ark 2006). Klinik yonden onem arz eden ilag etkilesimlerinin
ortaya ¢ikma orani birka¢ ila¢ alan hastalarda %3-5’iken, 10-20 arasi ilag alan

hastalarda %20’dir (Byrne 2003).

Farmakokinetik temelli ilag-ilag¢ etkilesimlerini tahmin etmenin zor oldugu
(Sandson ve ark 2005) ve bu etkilesimlerin ciddi yan etkilere neden oldugu
bildirilmistir. Ilac etkilesimleri, yeni bir ilag gelistirilmesinde énemli bir sorun olarak
tanimlanmustir.  {lag-ilag etkilesim potansiyeline sahip yeni bir molekiiliin
onaylanmasi i¢in hangi ilaglarla etkilesime girdiginin ortaya konmasi yasal bir
zorunluluktur. Membran tastyicilarinin aracilik ettigi ilag etkilesimlerine son yillarda
biiylik 6nem verilmekte ve bu alandaki arastirma sayilarinda artis gézlenmektedir.
Ciinkii membran tasiyicilar ilaglarin emilim, dagilim ve atilimlarinda 6nemli rol
oynarlar. EMEA ve FDA ila¢ diizenlemelerinde P-gp substratt olan yeni bir
molekiiliin, ilag olarak gelistirilme siirecinde etkilesimin potansiyelinin aragtirilmasi

zorunlulugu vurgulanmaktadir (Zhang ve ark 2008).

Klinik yonden 6nemli olan ilag etkilesimlerinin bir¢ogunun nedeni olarak
metabolik klerensteki degisimler gosterilmistir. Yakin zamana kadar ilag
etkilesimleri daha ¢ok metabolizma ve plazma proteinlerine baglanma diizeyinde
yiiriitiilmekteydi. Fakat artan kanitlar, metabolik klerensteki degisikliklere atfedilen
etkilesimlere, gercekte tasiyici proteinlerinin fonksiyonundaki degisikliklerin neden

oldugu gosterilmistir (Ayrton ve Morgan 2001, Bebawy ve Chetty 2008).

P-gp gibi membran proteinlerinin modifikasyonlarmin miimkiinliigiiniin
anlasilmasi, kanser, doku bariyerli organ hastaliklar1 ve zehirlenme gibi klinik
olgularda transmembran temelli yeni tedavi stratejileri gelistirmeye yonelik yogun

calismalarin oldugu goriilmektedir (Aszalos 2007b).

1.1. Permeabilite-Glikoprotein

P-gp, tasiyici proteinlerin ATP bagimli tasiyici proteinler ailesine ait olan bir

plazma membran proteinidir. Ayrica c¢esitli bilesiklerin biiylik bir grubuna direng



gosteren ve bu 6zelligi ile ¢oklu ilag direncine sebep olan aktif bir ila¢ atim pompasi
olarak da tanimlanmistir. Bu proteine, sitotoksik ilaglarin gegisini etkiledigi ve
ilaglara karst bir gecirgenlik (permeability) bariyeri olusturdugu i¢in P-gp adi
verilmistir (Oh ve ark 1999, Silverman 1999, Okyar 2005, Bansal ve ark 2009). Bu
proteinin temelde kemoterapilere bir direng faktorii olarak kanser arastirmalarinda
tanimlandigi ve ilk basta tiimor hiicrelerinde bulundugu bildirilmistir (Demeule ve
ark 2002, Balayssac ve ark 2005, Coelho ve ark 2009). P-gp, kolsisine direngli olan
ve ¢oklu ila¢ direnci gosteren Cin hamster ovaryum (CHO) hiicrelerinde bir hiicre
yiizey proteininin fazlaca sentezlendiginin fark edilmesi iizerine ilk defa 1976 yilinda
Juliano ve Ling tarafindan kesfedilmistir (Silverman 1999, Delph 2000, Mealey
2004, Balayssac ve ark 2005). P-gp c¢alismalari sirasinda, bu proteinin viicuttaki
sentezi ilk olarak karaciger ve kan-beyin bariyerinde belirlenmis ve toksik ajanlardan
hiicreleri korumakla gorevli oldugu disiinilmistiir (Dean ve ark 2001, Ldscher ve
Potschka 2005).

1.1.1. Sentezi

P-gp, c¢oklu ilag direncinden (multidrug resistance-MDR) sorumlu genler
olarak bilinen MDR genleri arasinda yer alan yedinci kromozomdaki (7q21) MDR1
geni tarafindan ekstra ve intra hiicre membranlarinda sentez edilmektedir (Silverman
1999, Sun ve ark 2003, Mealey 2004, Choi 2005, Loscher ve Potschka 2005). Timor
hiicreleri ile yapilan c¢aligmalarda, P-gp’nin hiicre ylizeyi lizerinde, stoplazmik
vezikiillerde, Golgi aparatinda ve cekirdek zarinda sentez edildigi bildirilmistir
(Troutman ve ark 2008). MDR1 genine, bir¢ok ilaca karsi direng gosteren timor
hiicrelerinde fazla sentez edilmesinden dolayr 1980’li yillarda ¢oklu ila¢ diren¢ geni
ad1 verilmis ve bu genin 6zellikle ilag direncinde problem olusturdugu bildirilmistir.
Ayrica bu gen ABCBI1 geni olarak ta bilinir. MDR genlerinin, en i1yi tanimlanani ve
en iyi karakterize edileni P-gp’dir (Silverman 1999, Sun ve ark 2003, Mealey 2004,
Choi 2005, Loscher ve Potschka 2005).

Insanlar MDR1 ve MDR3 (MDR2 olarak ta isimlendirilir) olmak {izere 2 tane
MDR genine sahip olmakla birlikte tiirler arasinda farkliliklar gézlenmektedir (Delph
2000, Demeule ve ark 2002).



1.1.2. Yapis1

P-gp; bir transmembran tastyict pompasi olarak goérev yapan, yaklasik olarak
1280 aminoasitten olusmus, 170 kDa agirliginda biiyiik bir membran-zincir
proteinidir (Mealey 2004, Okyar 2005). P-gp, bir adet hiicre i¢i ATP-baglayici
bolgeye ve her biri alti tane transmembran halka i¢eren amino ve karboksilli iki
kisma sahiptir. Bu yapisindan dolayi bilateral simetri gosterir (Silverman 1999). Bu
proteinin, yapisinda yer alan iki tane transmembran bdlge araciligi ile iki ayr
boliimden membrana baglandig1 bildirilmistir (Okyar 2005). P-gp’nin, yapisindaki
transmebran halkalar sayesinde degisen affinite gosterdigi genis bir ¢esitlilige sahip

substratlarini disar attigi belirtilmistir (Kannan ve ark 2009).
1.1.3. Bulundugu Yerler

P-gp, fizyolojik olarak normal insan viicudunda atilim ve korumada rol
oynayan organlarin epitel hiicrelerinde genis Olgiide sentez edilmektedir (Lin ve
Yamazaki 2003).

Anatomik olarak bakildiginda ise, P-gp’nin emilim ya da atilimda onemli
olan organ hiicrelerine yerlestigi, emilimde 6nem arzeden hiicrelerdeki P-gp’nin,
bagirsak enterositlerine ilaglarin alimini engelleyen bir disar1 atim tastyicist (efflux
transporter) olarak iglev gordiigii, atilimda 6nem arzeden hiicrelere yerlesmis olan P-
gp’nin ise hepatositlerden safraya ve bobrek tubiil epitel hiicrelerinden ilaglarin

atilimini artirmada gorev aldigi bildirilmistir (Lin ve Yamazaki 2003).

Bu proteinin atilimdaki rolii dikkate alindiginda bobrek, karaciger ve bagirsak
gibi organlarin hiicre membranlarinda olduk¢a yiliksek diizeyde sentezinin oldugu
ongoriilmektedir. P-gp’nin bdbrekte proksimal tubiillerin villuslarinin sinirina,
karacigerde hepatositlerin apikal membranina, bagirsaklarda ise alt gastrointestinal
sistemdeki mukozal hiicrelerin apikal membranina yerlestigi belirtilmistir (Balayssac
ve ark 2005, Choi 2005, Ho ve Kim 2005, Okyar 2005, Coelho ve ark 2009, Kannan
ve ark 2009).

P-gp’nin koruyucu rolii dikkate alindiginda ise iki organ arasinda bir ara yiiz
olusturan membranlarda sentez edildigi ve kan-beyin bariyeri, kan-testis bariyeri ve
plasenta gibi arayiizlerdeki P-gp’nin, ksenobiyotiklerin girigsine karsi hayati organlari

(beyin, testis ve fotus) korudugu ifade edilmistir. Merkezi sinir sistemi (MSS), 6zel
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bir doku yapisina sahip olan kan-beyin bariyeri tarafindan korunur. Kan-beyin
bariyeri, terapotik molekiillerin yani1 sira ndrolojik toksinlerin de kandan MSS’e
gecisini kontrol eder. Bu yiizden beyin hastaliklarinin tedavisinde bu bariyer biiyiik
bir engel olusturmaktadir (Jeulin ve ark 2009). Kan-beyin bariyerini olusturan
endotelyumun spesifikligi beyin kapiller endotel hiicreleri arasindaki siki
birlesimlerden kaynaklanir. Bunlar gogunlukla paraselliiler difiizyon yolu ile kandan
beyine hidrofilik bilesiklerin girisini engeller (Eisenblatter ve Galla 2002, Sun ve ark
2003). P-gp ilk olarak tiimor hiicrelerinin ¢oklu ilag diren¢ mekanizmasinin bir
komponenti olarak tanimlanmasina ragmen yeni bilgiler P-gp’nin beyin kapiller
endotel hiicrelerinin luminal membraninda fizyolojik olarak bulundugunu ve (Sun ve
ark 2003) beyine bazi lipofilik bilesiklerin gegisinin kan beyin bariyerinde bulunan
bu protein tarafindan engellenebildigini gostermistir (Eisenblatter ve Galla 2002, Sun
ve ark 2003). P-gp’nin kan-testis bariyerindeki endotel hiicrelerde, fGtusta ise
plasentanin apikal ylizeyinde bulundugu bildirilmistir (Balayssac ve ark 2005, Choi
2005, Ho ve Kim 2005, Okyar 2005, Coelho ve ark 2009, Kannan ve ark 2009).

Ayrica, P-gp’nin gézde ve koroid pleksus epitelinin yiizeyinde (Balayssac ve
ark 2005, Choi 2005, Ho ve Kim 2005, Okyar 2005, Coelho ve ark 2009, Kannan ve
ark 2009), adrenal bezde, medulla ile korteksteki hiicrelerin yiizeyi iizerinde de
bulundugu belirtilmistir (Delph 2000). P-gp’nin 6zellikle lenfoid kemik iligi olmak
lizere hematopoetik hiicrelerde de orta derecede sentez edildigi bildirilmistir

(Silverman 1999).

Cogu ilacin goz dokusuna gegisi kan-retina bariyerini (blood-retinal barrier,
BRB) olusturan 6zellesmis epitel hiicreleri tarafindan sinirlandirilir. BRB’nin epitel
hiicreleri, ilaglarin paraselliiler difiizyonunu sinirlayan oldukca gelismis siki birlesim
komplekslerine sahiptir (Schlosshauer ve Steuer 2002, Steuer ve ark 2005) P-gp,
coklu ilag direng proteinleri (Multidrug resistance proteins-MRPS), gogiis kanser
direng proteini (Breast cancer resistance protein-BCRP) ve organik anyon transport
polipeptidleri (OATP) gibi bazi membran tasiyici proteinleri BRB’nde belirlenmis ve
bu proteinlerin bazi1 farmakolojik ajanlarin doku biyoyararlanimini diizenlemede
biiyiikk rol oynadiklar1 bildirilmistir (Sun ve ark 2003, Mannermaa ve ark 2006,
Hosoya ve Tachikawa 2009, Chan ve Bendayan 2011). P-gp’nin ayrica, kirpigin
pigment olmayan epitelyumunda (Wu ve ark 1996), konjiktivanin epitelyal



hiicrelerinde (Saha ve ark 1998), iris ve kirpigin kas hiicrelerinde sentez edildigi
bildirilmistir (Holash ve Stewart 1993).

Ilag tasiyic proteinlerinin yiiksek kapasiteye ve tasman molekiillerin genis bir
cesitlilige sahip oldugu goz Oniinde tutularak, bu tasiyicilar ile ilaglar arasindaki
etkilesimlerin gozdeki ilag dagiliminin 6nemli belirleyicileri oldugu belirtilmistir
(Sun ve ark 2003, Hosoya ve Tachikawa 2009). BRB’ndeki ilag tasiyici proteinleri
ile etkilesimler sonucu goz hastaliklarinda kullanilan ilaglarin etkinliginin ciddi
sekilde sinirlanabildigi ve bu tasiyicilar sayesinde ilaglarin gézde olusturabilecekleri
yan etkilerin engellenerek g6z icin avantajli bir durum olusturabilecegi

ongoriilmektedir (Miller ve ark 2011)

Van Kalken ve ark (1992), insan fotusundaki P-gp sentezini incelemisler ve
hamileligin 7. haftasinda P-gp sentezini saptamiglardir. Bu proteini,
immunohistokimyasal analizler ile hamileligin 11. haftasinda bobrekte, 13.
haftasinda karacigerde, bobrek iistii bezinde, kalpte ve diiz kasta, 28. haftasinda ise

bagirsak, mide, safra kanallar1 ve beyinde gozlemlemislerdir.

MDR1 mRNA sentezinin her organda ayni1 yogunlukta olmadigi, bobrek iistii
bezi ve bobrekte yiiksek, karaciger, akciger, jejunum, kolon ve rektumda orta, beyin,
prostat, deri, kas, dalak, kemik iligi, mide, ovaryum ve 0zefagusta diisiik seviyelerde
olmak {tizere farkli organlarda degisen derecelerde sentez edildigi ve farkli kisilerde
genetik ve cevresel faktorlerin sentez seviyesini etkiledigi bildirilmistir (Silverman

1999).

Plasmodium falciparum, Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae ve
Lactococcus lactis gibi birgok mikroorganizmada, parasitik helmintlerin phylasinda
ve nematodlarda P-gp homologlarinin varligi belirlenmis ve ayrica, antelmentiklere
diren¢ gosteren populasyonlardaki P-gp’nin allel frekanslari ve sentez

seviyelerindeki degisiklikler nematodlarda gézlemlenmistir (Mealey 2004).
1.1.4. Hareket Mekanizmasi

Yapilan aragtirmalarin  genelinde, P-gp’nin  hiicre = membran ve
stoplazmasindan ilaglar1 uzaklastiran bir transmembran pompasi olarak hareket ettigi
ifade edilmektedir (Kannan ve ark 2009). P-gp’nin transport aktivitesini tanimlamak

i¢cin iki model gelistirilmistir. Bu modellerden ilki Higgins ve Gottesman tarafindan
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kabul edilen hidrofobik vacumm cleaner modelidir. Bu modelde P-gp bir hidrofobik
vacumm cleaner olarak hareket ederek substratlar1 stoplazmaya girmeden dnce onlari
plazma membranindan hiicre dis1 ortama atar. Bu isleyisin temelinde P-gp
substratlarinin hiicre membrani ya da P-gp’nin kendisine affinite duymalar1 yatar. Bu
hipotez P-gp’nin neden genis bir substrat spesifitesine sahip oldugunu ve hemen
hemen tiim substratlarinin nigin lipofilik oldugunu agiklar. Ikinci model ise flippase
modelidir. Hiicre i¢i ortam ile hiicre dis1 ortam arasinda normalde bir konsantrasyon
dengesi vardir. Basit difiizyonla hiicre i¢i ortama alinan P-gp substrat1 bu dengenin
bozulmasina ve hiicre membraninda bulunan P-gp’nin hidrofobik bir kanal
olusturarak aktif hale gelmesine neden olur. Aktif duruma gecen P-gp, substratini
hiicre membraninin en i¢ kismindan en dis kismma ATP enerjisini kullanarak atar
(Troutman ve ark 2008). P-gp’nin substratlarini disari atma mekanizmasi olarak
sunulan modellerden ATP hidrolizi mekanizmas1 genellikle kabul edilmistir
(Troutman ve ark 2008, Kannan ve ark 2009). Bu mekanizmada ATP hidrolizi,
yiiksek konsantrasyon derecelerine karsi koyabilen aktif ila¢ transportu i¢in enerji

saglamaktadir (Delph 2000, Mealey 2004, Ho ve Kim 2005, Okyar 2005).
1.1.5. Fizyolojik Fonksiyonu

P-gp, viicuda disardan alinan ksenobiyotikler ile viicut iginde sentezlenen
endojen substratlarin atilimini saglayarak viicut savunmasinda 6nemli bir rol oynar.
Lokalizasyon ve farmakokinetik caligmalar bu proteinin, substratlarini membranin en
icteki her bir boliimiinden ¢ikarabildigini gostermis, bu islevi substratlarini ya direk
olarak luminal bosluk i¢ine pompalayarak ya da membranin en distaki bir boliimiine
birakarak gergeklestirdigi bildirilmistir (Eytan 2005, Kannan ve ark 2009). P-gp’nin
enerjiye bagimli olarak islev gordiigli ve hiicre icine giren ilacin disar
pompalanmasini saglayarak, hiicre ici ila¢ konsantrasyonunu azaltmaya calistigi
ifade edilmistir. Tasiyic1 protein olmasi nedeni ile bazi kiigiik lipofilik molekiillerin
yaninda biiylik kompleks yapiya sahip lipidleri, steroid hormonlari, peptidleri
tasiyabildigine de dikkat g¢ekilmistir (Ho ve Kim 2005, Avcu 2009). P-gp’nin,
endojen toksik bilesikler ve ksenobiyotiklere karsi hematopoetik sistemi korudugu
ifade edilmistir (Silverman 1999, Avcu 2009). Plazma membrani iizerindeki
yerlesiminden dolayr aktif bir sekilde hiicre i¢i ortamdan hiicre dis1 ortama
ksenobiyotikleri (Mealey 2004) ve yiiksek konsantrasyon derecelerine karsi ilaglari
(Ho ve Kim 2005), endojen ve eksojen substratlart (Coelho ve ark 2009) tasidigi
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bildirilmistir. Prokaryotik ve okaryotik hiicrelerin i¢ine ya da disina biyolojik olarak
onemli olan molekiillerin, besin maddelerinin, hormonlarin ve ksenobiyotiklerin
tasinmasini  diizenledigi, molekiillerin i¢ ve dis konsantrasyolarini ayarlayarak
kimyasal homeostasisin siirdiiriilmesine yardim ettigi belirtilmistir (Balayssac ve ark
2005, Kannan ve ark 2009). P-gp’nin hamileligin ilk devrelerindeki sentezi ve genis
doku dagilimi, bu proteinin endojen substratlarin tasinmasinda ve kritik gelisme
donemi stiresince ksenobiyotiklerden bahsi gecen organlarin korunmasinda 6nemli
bir role sahip oldugunu gostermistir (Silverman 1999). Kolon ile jejunumun liimene
bakan apikal yiizeyi lizerindeki hiicrelerde bulunan P-gp’nin ila¢ biyoyararlanimini
azalttig1 bildirilmistir (Choi 2005). Besindeki bilesenlere ve gevresel toksinlere karsi
bir koruma gelistirebilmesi, P-gp’nin diger bir fonksiyonu olarak belirtilmistir
(Silverman 1999). P-gp’nin kanserojen maddeler ve ksenobiyotiklere karsi
organizmanin dogal bir savunma mekanizmasi1 olarak calistigi ve bu maddeleri
viicuttan uzaklastirma gorevinin oldugu bildirilmistir (Okyar 2005). Bu proteinin
adrenal bezden steroid salinimina, dendritik hiicre migrasyonuna ve lenfositlerden

sitokin salinimina da katildig ifade edilmistir (Demeule ve ark 2002).

Mikroorganizmalardaki ¢oklu ilag tasiyicilarinin, patojenlerde ila¢ direnci
acisindan 6nemli rol oynadiklar1 ve Plasmodium falciparum daki pfmdrl geninin
kloroquin direnci ile iliskili oldugu belirlenmistir (Mealey 2004). Ayni rastirmaci, P-

gp homologlarinin antelmentik direngte etkili olduklarini bildirmistir.

Basit ve kompleks organizmalardaki P-gp ¢oklu ilag tasiyicilarmin ana
fizyolojik roliiniin, metabolizma tarafindan iiretilen endojen hidrofobik bilesikleri ve
cevreden gelen ksenobiyotikleri ya da heniiz tanimlanmamis bir ortak endojen P-gp

substratini digar1 pompalama olabilecegi diistintilmiistiir (Mealey 2004).

In  vivo yapilan c¢alismalarda, P-gp’nin beyin icine endojen
glukokortikoidlerin gegisinde diizenleyici rol oynadigi ortaya konmustur. Farelerde
yapilan bir c¢aligma, kan beyin bariyerindeki P-gp’nin hipotalamus-hipofiz-
adrenokortikal sistemin diizenlenmesinde etkili oldugunu gostermistir (Thuerauf ve
Fromm 2006). Ayni arastirmacilarin abcblab (-/-) farelerde yaptiklart diger bir
caligmada ise, siirekli olarak plazma adreno Kortikotropik hormon ve plazma

kortikosteron (aksam saatlerinde) seviyelerinin diisiik oldugu bildirilmistir.



P-gp’nin hiicre icine ilag girisi iizerine olan etkisinin hiicreden ilag atilimi
tizerine olan etkisinden daha biiylik oldugu ve mdrla/lb genini tagimayan fareler
(transgenik fareler) ile yapilan galismalarda, P-gp’nin ilaglarin emilimindeki ve
beyne gegcis siirecindeki roliiniin, safra ve idrarla atilim siirecindeki roliinden daha

onemli oldugu gosterilmistir (Lin ve Yamazaki 2003).

Son zamanlarda ise P-gp’nin Alzheimer hastaligina sebep olan beta-amiloid

proteinini uzaklastirdig: bildirilmistir (Choi 2005).
1.1.6. P-gp’nin Substratlar:

P-gp substratlar1 katyonik ve notr amfifilik maddelerdir ve ¢ogunlukla nitro
grubu ihtiva ederler (Demeule ve ark 2002, Thuerauf ve Fromm 2006, Kannan ve ark
2009). P-gp, substrat ¢esitliliginin olduk¢a genis oldugu, yapisal ve farmakolojik
olarak benzer olmayan hidrofobik bilesiklerin biiyiik bir kismini tasir (Schinkel ve
Jonker 2003, Mealey 2004, Okyar 2005, Coelho ve ark 2009). Bu durumun P-gp’nin
ilag—ila¢ etkilesimlerinde biiylik rol oynamasina ve zehirlenme olgularinda oldugu
gibi yiiksek konsantrasyonlarda P-gp’nin doyurulabilirliginin ve konsantrasyona
bagli inhibisyonunun s6z konusu olabilecegine neden oldugu bildirilmistir
(Doppenschimtt ve ark 1999, Tamai 2000, Angelis ve ark 2005, Matsson ve ark
2009). P-gp substratlar1 arasinda tasiyici proteine baglanma igin yarisma oldugu
(Doppenschimtt ve ark 1999, Jolliet-Riant ve Tillement 1999) ve florokinolon grubu
antibakteriyal ilaglarin eritromisinin atilimini azalttigi in vitro ¢alisma ile ortaya

konmustur (Pal ve Mitra 2006).

P-gp substratlarina; antikanser, immunosuppressant, antiparaziter ajanlar,
HIV-1 proteaz inhibitorleri ve steroid hormonlar gibi farkli kimyasal ve fiziksel
ozelliklere sahip birgok madde 6rnek olarak verilmistir (Litman ve ark 2001, Mealey
2004, Okyar 2005). Yapilan deneyler sonucunda, P-gp’nin substrat listesinin birkag
yiize kadar genisleyebilecegi bildirilmistir (Litman ve ark 2001). ilging bir sekilde
pek cok P-gp substratinin dogal bilesikler oldugu, sentetik olanlarin ise dogal
bilesiklerden (bitki ya da mikroorganizmalardan) tiiretildigi bildirilmistir (Demeule
ve ark 2002, Mealey 2004).

P-gp substrati olarak tanimlanan bazi ilag gruplari ve bu grupta yer alan ilaglar:

e Antikanser ajanlar: Doksorubisin, dosetaksel, vinkristin, vinblastin,
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etoposid, mitoksantron, aktinomisin D, paklitaksel, daunorubisin, imatinib,
teniposid.

Steroid hormonlar: Aldosteron, kortizol, deksametazon, metilprednizolon,
hidrokortizon, kortikosteron.

Kemoterapdtikler: Eritromisin, ketokonazol, itrakonazol, tetrasiklin,

doksisiklin, levofloksasin, sparfloksasin, rifampin.

Opioidler: Loperamid, morfin, domperidon, pentazosin, methadon,

asimadolin, fentanil.

Kalp iizerine etkili ilaclar: Digoksin, digitoksin, diltiazem, verapamil,

talinolol.

Immiinodepresif ilaglar: Siklosporin A, takrolimus, sirolimus (Mealey
2004, Linardi ve Natalini 2006).

Endojen bilesikler: Kortikosteron, beta-estradiol 17beta-D-glukuronid
(estradioliin endojen kolestatik metaboliti), 1-O-alkil-2-asetil-sn-glisero-3-

fosfokolin (trombosit aktive edici faktor), glutamat, endorfin (Choi 2005).
Antiasitler: Simetidin, ranitidin.
Antiemetik: Ondansetron.

Beta adrenoseptor antagonistleri: Bunitrolol, karvedilol, seliprolol,

talinolol, rezerpin.
Kalsiyum kanal blokorleri: Diltiazem, mibefradil.
Histamin H1 reseptor antagonistleri: Feksofenadin, terfenadin.

HIV proteaz inhibitorleri: Amprenavir, indinavir, nelfinavir, saquinavir,

ritonavir (Linardi ve Natalini 2006).

Digerleri: Ivermektin, amitripitilin, terfenadin, domperidon, fenotiazin, vekuronium,

kolsisin, itrakonazol, fenotiazindir (Mealey 2004, Linardi ve Natalini 2006).

Levofloksasin en yaygin sekilde tanimlanan P-gp substrati bir florokinolondur

(Ito ve ark 1997, Linder ve ark 2005). Levofloksasinin P-gp tarafindan tasindigi ve
bu nedenle LLC-GA5-COL 150 hiicreleri gibi P-gp’nin bulundugu hiicrelerde

levofloksasinin bazoleteralden apikale tasinmasinin 6nemli derecede arttigi ve bu
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tasinmanin P-gp inhibitorleri olan siklosporin ve kinidin tarafindan énemli derecede
inhibe edildigi bildirilmistir (Ito ve ark 1997). Benzer sekilde P-gp tarafindan
levofloksasinin transportu bagirsak Caco 2 hiicrelerinde de gosterilmisir (Yamaguchi
ve ark 2000).

Feksofenadin klinikte yaygin olarak kullanilan non sedatif bir antihistaminiktir.
Yapilan in vitro ve in vivo ¢alismalarda feksofenadinin P-gp ve OATP substrati
oldugu (Cvetkovic ve ark 1999, Simpson ve Jarvis 2000, Dresser ve ark 2002) ve
farmakokinetik profilinin Oncelikli olarak P-gp’nin aktivitesi ile iligkili oldugu

bildirilmistir (Cvetkovic ve ark 1999, Perloff ve ark 2002).

Ivermektin beseri ve 6zellikle veteriner hekimlikte endo ve ekto parazitlere
kars1 yaygin olarak kullanilan bir makrolit lakton bilesigidir (Lifschitz ve ark 2000).
Ivermektin en iyi tanimlanan bir P-gp substratidir (Schinkel ve ark 1994, Pouliot ve
ark 1997). Yapr olarak ivermektine benzer bilesiklerin P-gp ile etkilestigi agik olarak
gosterilmistir (Schinkel ve ark 1994, Lespine ve ark 2007). P-gp’nin ivermektinin
gastrointestinal sistemdeki emilimi {izerine etkisi ratlarda bagirsak closed-loop model

kullanilarak ortaya konmustur (Laffont ve ark 2002).

MSS’deki P-gp’nin, kan beyin bariyerini olusturan Kkapiller endotelyal
hiicrelerde bulundugu ve avermektinlerin P-gp tarafindan, kapiller limenin igine
bakan endotelyal hiicrelerin ig¢inden disina atildigr bildirilmistir. Boylelikle
avermektinlerin MSS’e daha fazla yayillmasinin engellenmis oldugu ve P-gp
yoklugunda avermektinlerin MSS i¢inde birikip serbest sekilde yayilarak
nerotoksisiteye yol agtigi belirlenmistir (Kwei ve ark 1999).

P-gp ve makrolit laktonlar arasindaki iligki ilk olarak P-gp’i kodlayan geni
tasimayan farelerin (mdrla -/-, knock-out, transgenik) genetik olarak gelistirilmesi ile
tamimlanmustir. ivermektin uygulamasi sonrasi bu farelerde zehirlenme belirtilerinin
olustugu ve knock-out mutasyon gosteren bu homozigotlarin neredeyse tamaminin
0ldiigli ve bu farelerin beyinlerinde yabanil tip farellerden 100 kat daha yliksek
ivermektin kosantrasyonu bulundugu bildirilmistir (Schinkel ve ark 1994). Bu
durum, makrolit laktonlarim memelilerde MSS’deki GABA reseptorlerine
baglanmalar1 ve etki sekillerinin parazit ve insektlere spesifik glutamat reseptorlerine
yiiksek ilgi duymalari ile agiklanmistir. Norotoksisite ve ivermektin hipersensivitesi,

P-gp genindeki bir mutasyonla iligkili olan koli rk1 kdpekler (Mealey ve ark 2001,
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Roulet ve ark 2003) ve CF1 farelerin (Kwei ve ark 1999) alt populasyonlarinda
gbzlenmistir. Bu nedenle P-gp’nin agik bir sekilde beyin dokusunu ivermektinden

korudugu ve onun tiim organizmalarda, ilacin doku dagilimini kontrol etmede énemli

bir rol {istlendigi bildirilmistir (Schinkel ve ark 1994).
1.1.7. P-gp’nin Inhibitorleri

P-gp inhibitorleri, kanser hiicreleri ile bazi hiicrelerdeki P-gp’nin transport
aktivitesini inhibe ederek bu hiicrelerin ilaglara kars1 duyarli hale gelmesini ve bu
hiicrelerde ilaglarin birikmesini saglayan molekiillerdir (Demeule ve ark 2002, Okyar
2005). Bu etkilerinden dolayr bu molekiiller, MDR modiilatorleri ya da tersine
cevirici ajanlar (reversal agent) olarak adlandirilir. MDR modiilatorleri, P-gp’ni
inhibe etme kapasitesi ve farmakodinamik etkilerden yoksun olma o6zellikleri g6z
Oniinde tutularak birinci, ikinci ve tglincli kusak P-gp inhibitorleri olarak
siiflandirilmaktadir (Okyar 2005). Birinci kusak P-gp inhibitorleri; in vitro deneyler
ile P-gp’nin digsar1 atim aktivitesini inhibe ettigi belirlenen ve bu amagla pratikte
kullanilan ilaglar1 igerir. Bu bilesiklerin P-gp’ne diisiik affiniteyle baglanmalarindan
ve islevlerini yerine getirebilmeleri i¢in toksik etki olusturacak diizeydeki dozlarina
ihtiya¢ duyulmasindan dolay1 bu ajanlardan bir kag¢1 pratikte P-gp modiilasyonu igin
kullanilmistir. Bunlar, verapamil, siklosporin A, tamoksifen ve kinidindir. ikinci
kusak P-gp inhibitorleri; birinci kusak inhibitorlerin toksik etkilerini azaltma
caligmalarinin sonucu olarak gelistirilmislerdir. Bu ilaglar ile yeterli derecede P-gp
inhibisyonu, toksik etki olusturmayan konsantrasyonlarda saglanabilir. Bunlar,
deksniguldipin ~ (B8509-035), deksverapamil  (R-verapamil) ve PSC833
(valspodar)’diir. Ugiincii kusak P-gp inhibitérleri; ikinci kusak P-gp inhibitdrleri gibi
daha az toksik etkili bilesikler gelistirme cabalarinin sonucu olarak gelistirilmistir.
Bu bilesiklerin ¢ogu in vitro sartlarda ¢ok diisiik diizeylerde P-gp’i inhibe ederler.
Bunun yaninda, bu maddelerin ¢cogu CYP3A4’li inhibe etmedikleri i¢in substrat
farmakokinetigindeki degisikliklere bagli istenmeyen etkilesimler daha az ortaya
cikar. Bu bilesikler, GF120918 (elakridar), CGP41251, S9788 ve LY335979
(zosuquidar)’dur (Troutman ve ark 2008). P-gp inhibitorlerinin yarigsmali inhibisyon
seklinde etkilesime girmelerinin yani sira hiicre membran biitiinliigiinii bozarak ve

ATP’az inhibisyonu yaparak da etkili olduklar1 bildirilmistir (Okyar 2005).
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Portakal ve greyfurt suyunun P-gp’nin fonksiyonunu engelleyerek ilag

farmakokinetigini degistirdigi belirlenmistir (Choi 2005).

P-gp substratt ve inhibitérii olan ilaglarin es zamanli kullanimindan
kagimilmasi gerektigi, eger bu ilaglar es zamanl olarak kullanilacaksa hastalarin ilag

toksisitesi agisindan izlenmesi gerektigi vurgulanmustir.
P-gp inhibitorii olarak tanimlanan bazi ilag¢ gruplar1 ve bu grupta yer alan ilaglar:

e Antideprasanlar: Fluoksetin, paroksetin.
o Kemoterapotikler: Eritromisin, itrakonazol, ketokonazol.
e Opioidler: Methadon, Pentazosin.

e Kalp iizerine etkili ilaglar: Verapamil, amiodaron, karvedilol, Kinidin,

nikardipin.
e Immiinodepresif ilaclar: Siklosporin, takrolimus.

e Digerleri: Bromokriptin, klorpromazin, tamoksifen, greyfurt suyu (Mealey
2004, Linardi ve Natalini 2006).

1.2. P-gp’nin fla¢ Davramsindaki Rolii

P-gp’nin ilaglarin emilim, dagilim, metabolizma ve atilim mekanizmalarin
etkiledigi belirlenmis ve bu etkileri 6zellikle bazi terapétik ilaglarin MSS’e
dagiliminda ve oral biyoyararlaniminda gosterilmistir (Demeule ve ark 2002). P-
gp’nin kanser kemoterapisindeki roliine ek olarak, pek ¢ok ilacin farmakokinetiginde
potansiyel bir role sahip oldugu ve ilaglarin atilimi kadar emiliminde de onemli
oldugu gosterilmistir (Mealey 2004, Loscher ve Potschka 2005). P-gp’nin
inhibisyonu sonucu, digoksinin atilimindaki azalisa oranla emilimindeki ve
biyoyararlanimindaki artig bu duruma 6rnek olarak verilmistir. P-gp’nin karaciger,
bobrek ve bagirsak gibi dokularda sentez edilmesi ve hem ana ilag hem de
metabolitlerinin tasinmasinda rol oynamasi, onun ilaglarin davranis ve emiliminde
onemli oldugu seklinde degerlendirilmistir (Silverman 1999). P-gp’nin, ilag
molekiillerini gastrointestinal liimen i¢ine pompalayarak emilimi, ilaglarin beyin gibi
dokular icine girisi engelleyerek dagilimi, sitokrom P450 3A (CYP 3A) ile ortak

hareket ederek metabolizmayi, hem safra hem de bobrek fonksiyonuna etki ederek
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atilmu etkiledigi bildirilmistir (Bansal ve ark 2009). Transgenik fareler ile 1990’11
yillarin ortalarinda yapilan deneysel calismalar, P-gp i¢in yeni bir ilgi ve merak
dogmasina, ayrica P-gp’nin ila¢ dagiliminda 6nemli olan aktif transporttaki roliiniin
daha iyi anlasilmasma katki saglamistir (Fromm 2003, Mealey 2004, Loscher ve
Potschka 2005). Bu farelerin saglikli, normal yasam siiresine ve iireme yetenegine
sahip olduklari, anatomik olarak herhangi bir bozukluk goéstermedikleri, tam kan
sayimi, serum biyokimya profilleri ve fizyolojik parametrelerinin normal oldugu
bildirilmistir (Silverman 1999, Demeule ve ark 2002, Mealey 2004). Transgenik
fareler, fizyolojik ve anatomik olarak normal olmalarina ragmen bu farelerde
ivermektin, digoksin, taksol ve vinblastin gibi ilaglarin farmakokinetiklerinin farkli
oldugu goriilmistlir. Ayrica, kan-beyin bariyeri ve bagirsaktaki P-gp’nin
fonksiyonunu arastirmak i¢in oldukc¢a kullanisli modeller olarak kabul edilmislerdir
(Silverman 1999). Transgenik fareler yabanil tip fareler ile karsilastirildiginda,
transgenik farelerde, P-gp’nin substrati olan ilaglarin MSS penetrasyonlarinin

degistigi, oral emilimlerinde bir artma kaydedildigi ve hem idrar hem de safra ile
atilimlarinin degistigi bildirilmistir (Mealey 2004). HIV tedavisinde kullanilan HIV-
proteaz inhibitdrlerinin, membrana yerlesmis bir ilag transport mekanizmasi olarak
gorev yapan P-gp tarafindan aktif transportla disar1 atildigi ve bu etki sonucu

ilaglarin biyoyararlaniminda azalma goriildiigi bildirilmistir (Delph 2000).

P-gp’nin kendisini inhibe eden ajanlar ile modiile edilmesi sonucu, soz
konusu ajanlar ile es zamanli uygulanilan ilaglarin emilim ve biyoyararlanimlarinda
bir artig gorildiigi bildirilmistir. Ancak, bir P-gp inhibitorii ile verilen substrat bir
ilacin plazma konsantrasyonunun distiigii c¢alismalar da mevcuttur. Bu nedenle
emilim diizeyindeki etkilesmelerin sadece P-gp’nin inhibisyonu ile ilgili olmadigi,
ayni zamanda eliminasyon organlarindaki hemodinamik degisimlerin, metabolik
inhibisyonun ve diger bazi tastyicilarin (OATP, MRP) da bu etkilesimlerde rol
oynayabilecegi bildirilmistir (Okyar 2005).

1.2.1. P-gp ve Bagirsakta ilac Emilimi

P-gp’nin, oral uygulanan substrati konumundaki ilaglarin emilimini
degistirdigi ve ilaglarin emilimini engelleyerek biyoyararlanimlarini azalttig
gosterilmistir (Oh ve ark 1999, Choi 2005, Ho ve Kim 2005, Troutman ve ark 2008).

P-gp’nin bagirsak mukozasi1 {lizerindeki stratejik yerlesimi ve genis bir substrat
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spesifitesine sahip olmasi, klinik olarak Onemli cesitli ilaglarin ve pek c¢ok
ksenobiyotigin emilimine karsi aktif bir engel olusturmaktadir. Transgenik fareler
kullanilarak yapilan ¢alismalarda, mdrla P-gp’nin bagirsak mukozasi boyunca ilag
atilimina dahil oldugunu ortaya konmustur (Oh ve ark 1999). P-gp substrati ve
kemoterapoétik bir ilag olan paklitakselin, transgenik farelere uygulanilmasini takiben
biyoyararlaniminin yabanil tip farelerdeki biyoyararlanimindan 3 kat fazla oldugu
gbzlenmistir (Choi 2005, Ho ve Kim 2005, Troutman ve ark 2008). Benzer sonuglar,
siklosporin A, HIV-1 proteaz inhibitorleri, beta-adrenerjik antagonistler, opioidler,
ivermektin, digoksin, deksametazon, florokinolonlar gibi oral olarak uygulanilan P-
gp substratlar1 i¢in de bildirilmistir (Mealey 2004, Ho ve Kim 2005). Aym
arastirmalarda, HIV-1 proteaz inhibitorlerinin yabanil tip fareler ile transgenik
farelere oral olarak uygulanilmasini takiben her iki grubun pik plazma
konsantrasyonlari Olglilmiis ve transgenik farelerdeki plazma konsantrasyonun
yabanil tip farelere oranla 2-5 kat daha yiiksek oldugu gosterilmistir. Benzer sekilde
P-gp substrati olan morfinin oral uygulamadan sonraki pik plazma konsantrasyonu
Olciilmiis ve sadece morfin alan hastalar ile karsilastirildiginda bir P-gp inhibitori ile
On uygulamaya tabi tutulan insanlarda pik plazma konsantrasyonunun iki kat daha
yiiksek oldugu ve oral yol disinda uygulanan ilaglarin emilimi iizerinde P-gp’nin
etkisinin olmadig1 ifade edilmistir (Mealey 2004). Ayni arastirmaci, bir P-gp
inhibitdrii ile es zamanli olarak uygulanilan paklitakselin pik konsantrasyonlarindaki
artisin yalniz basia uygulanilan paklitaksele gére 15 kat daha yiiksek oldugunu ve
hem P-gp hem de bir CYP 3A inhibitorii olan greyfurt suyunun siklosporin ile es
zamanli olarak kullanilmasini takiben kopeklerde siklosporinin oral emiliminin

artti@ini bildirmistir.
1.2.2. P-gp ve Ila¢ Dagilim

Fizyolojik bariyerler beyin, testis ve fotus gibi bazi dokulara ila¢ dagilimin
sinirlar. Beyin kapiller endotel hiicrelerinde bulunan P-gp’nin, beyin dokusuna
ivermektin dahil pek ¢cok P-gp substrati olan ilaglarin girisini ve bu ilaglarin beyinde
birikimini engelleyerek MSS’nin korunmasi adina kan-beyin bariyerinin 6nemli bir
parcasi oldugu ortaya konmustur (Demeule ve ark 2002, Mealey 2004, Ho ve Kim
2005). Ivermektine duyarli transgenik farelerde merkezi ndrotoksisite gelistigi ancak
yabanil tiplerde gelismedigi bildirilmistir (Demeule ve ark 2002, Balayssac ve ark
2005). Transgenik farelerin ivermektinin norotoksik etkilerine 50-100 kat daha
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duyarli oldugu ve bu ilacin transgenik farelerde beyin dokusundaki birikiminin,
kontrol farelere kiyasla 80-100 kat arttigi gosterilmistir (Demeule ve ark 2002,
Troutman ve ark 2008). Transgenik farelerde digoksin, ondansetron, loperamid,
paklitaksel, vinblastin ve doksorubisin igeren diger P-gp substrati olan ilaglar
kullanilarak yapilan deneylerde de benzer sonuglarin ortaya c¢iktigi bildirilmistir
(Mealey 2004, Ho ve Kim 2005, Troutman ve ark 2008). MSS’e gegisi zayif olan ve
ishal oOnleyici ilag olarak kullanilan loperamidin, transgenik hayvanlara oral
uygulanilmasini takiben beyindeki konsantrasyonu oOl¢iilmiis ve kontrol hayvan
grubuna gore beyinde 14 kat daha yiiksek konsantrasyonda biriktigi ve transgenik
farelerde loperamid uygulamasindan sonra morfin benzeri etkiler tipik olarak
gozlenmistir (Thuerauf ve Fromm 2006). Koli irki1 kdpeklerin alt populasyonlarinda
ve bazi1 ¢oban kopeklerinde, transgenik farelerdeki ivermektin hassasiyetine benzer
hassasiyetin oldugu gosterilmistir (Mealey 2004). Ayni arastirmaci tarafindan
yapilan bir ¢calismada, ivermektine duyarli kolilerde MDR1 geninde mutasyonal bir
bozulmanin oldugu ve etkilenen kolilerin milbemisin, selamektin ve moksidektin
iceren diger avermektinlerin sinirsel yan etkilerine olan hassasiyetlerinde bir artis
gozlenmistir. Kolilerde ivermektin hassasiyetine benzer bir durum opioid olan
loperamid i¢inde bildirilmistir. Testis ve fotusa bazi ilaglarin dagiliminin P-gp
tarafindan sinirlandirilabildigi ve bu durumun insanlarda belirli hastaliklarin
tedavisinde bir problem olusturdugu ve 6rnek olarak ise testis ve beynin HIV igin bir
barinak konumunda olmasi verilmistir. HIV-1 proteaz inhibitorlerinin P-gp’nin
substratt konumunda olmasindan dolay: virilisin bu organlarda canli kalabilecegi ve
etkili bir tedavinin gerceklesemeyecegi ve benzer sekilde testikiiler kanserlerde
kullanilan belli kemoterapdtik ilaglarin tedavi konsantrasyonlarinin P-gp tarafindan

diigiiriilmesi ile tedavide basarinin saglanamayacag bildirilmistir (Mealey 2004).
1.2.3. P-gp ve fla¢ Metabolizmasi

P-gp’nin intrinsik metabolik etkiye sahip olmadiginin belirtilmesine ragmen
son zamanlarda onun bagirsak ilag metabolizmasinin onemli bir pargasi oldugu
bildirilmektedir. Memelilerde ilag metabolize eden enzim ailesinden biri olan CYP
3A ile P-gp’nin, oral yolla uygulanan ilaglarin emiliminde ilk bolgeyi olusturan
gastrointestinal kanaldaki enterositlerin villuslarinda yiliksek seviyelerde sentez
edildigi ve P-gp substratlarinin siklikla CYP 3A i¢in de substrat teskil etmesinden

dolay1 ilaglarin oral emilimini engellemede uyum ig¢inde g¢alistiklar1 bildirilmistir
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(Kivisto ve ark 2003, Ho ve Kim 2005, Okyar 2005, Troutman ve ark 2008). Pek ¢ok
ilac CYP 3A ve P-gp icin substrat konumundadir. Bu ilaglar CYP 3A aracilig ile
metabolize olup P-gp ile sekresyona ugrar. Bu durumun sebebi olarak, enzim ve P-
gp’i kodlayan genlerin ayni kromozom iizerinde birbirlerine ¢ok yakin yerlerde
yerlesmis olmalar1 gosterilmistir (Okyar 2005). ince bagirsakta mevcut olan bir
substrat ilacin enterositler i¢ine pasif diffiizyon ile alindigi, enterosit icine gegen
ilacin ise, ya CYP 3A tarafindan metabolize edilerek ya sistemik dolasima gecerek
ya da P-gp tarafindan bagirsak liimenine atilarak eliminasyonunun gergeklestigi
bildirilmistir (Mealey 2004). P-gp tarafindan bagirsak liimenine atilan ilacin sindirim
kanalinin daha alt bolgelerindeki diger enterositlere gecebilecegi ve bu nedenle
ileriki asamada tekrar CYP 3A’a maruz kalabilecegi belirtilmistir (Kivisto ve ark
2003, Mealey 2004). Sonug olarak P-gp substrati olmayan ilaglarin enterositlerden
sadece birkez gececegi, P-gp substratlarinin ise enterositler ile bagirsak limeni
arasinda bir dongili halinde seyredip bu dongii esnasinda ya CYP 3A ile metabolize
edilecegi ya da P-gp tarafindan pompalanip diski ile atilabilecegi ifade edilmistir
(Mealey 2004). P-gp’nin, CYP 3A tarafindan {iretilen metabolitleri enterositlerin
disina atmak suretiyle bu metabolitler ile enzim arasinda ileride olusabilecek bir
etkilesmeyi Onledigi ve P-gp ve CYP 3A’nin substrati olan ilaglarin diigiik bir oral
biyoyararlanima sahip oldugu bildirilmistir (Kivisto ve ark 2003). I vitro ve hayvan
deneyleri ile yapilan ¢ogu caligmaya dayanarak, pek c¢ok ilacin hem P-gp hem de
CYP 3A substratt olmasindan dolayi, oral ilag emilimini azaltmada enzim ve P-
gp’nin 6zgiin katkilarin1 ayirt etmenin giic oldugu ifade edilmistir (Kivisto ve ark
2003, Mealey 2004). Ketokonazoliin hem CYP 3A’nin metabolik aktivitesini ve hem
de P-gp aktivitesini inhibe ederek siklosporinin oral biyoyaralanimi artirdigi ve bu
0zel ilag etkilesimlerinin tedavide fayda saglamak amaciyla kullanilmasinin yaninda,
CYP 3A ve P-gp substrat ve inhibitorleri arasindaki etkilesimlerin ayni zamanda
ilaglar arasinda istenmeyen ilag etkilesimlerinin ortaya ¢ikmasina neden olabilecegi

de bildirilmistir (Mealey 2004).
1.2.4. P-gp ve fla¢ Atthm

P-gp’nin bagirsak enterositleri, bobrek tubiil ve safra kanali hiicrelerindeki
sentezi, onun substrat1 olan ilaclarin karaciger, bobrek ve bagirsaktan atilimlarinda
rol oynayabilecegi, bu etkisine bagli olarak substratlarinin dokudan ve plazmadan

atilim oranlarimi etkileyebilecegi belirtilmistir (Mealey 2004, Troutman ve ark 2008).
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Ratlarda yapilan ¢alismada, doksorubisinin bir P-gp inhibitorii ile es zamanl olarak
kullanilmasi sonucunda safra ve bobrek klerensinin azaldigi gosterilmistir (Mealey

2004).
1.3. P-gp Modiilasyonu Temelli la¢-Ila¢ Etkilesimlerinin Klinik Onemi

P-gp konusunda elde edilen yogun bilgiler sonucunda, bu tasiyici proteinin
modiile edilebilecegi ve bu modiilasyonun klinik yonden Onemli olabilecegi
ongoriilmektedir (Oh ve ark 1999, Dinis-Oliveria 2006, Aszalos 2007a, Aszalos
2007b). Bu amag¢ dogrultusunda asagida belirtilen alanlarda ¢alismalarin siirdiigii

goriilmektedir.

-Kanser hiicrelerindeki direnci Onlemek ve ilaglarin klinik etkinligini

artirmak,
-Epilepsi, psikoz gibi sinir sistemi hastaliklarinin tedavisi,
-Oral uygulanilan ilaglarin biyoyararlanimin1 artirmak,

- Bakteri ve parazitlerde olusan direnci kirarak, antibakteriyel ve antiparaziter

ilaclarin etkinligini artirmak ve ilaglarin klinikte kullanim siirelerini uzatmak,
- Gidalardaki ila¢ kalintisin1 6nlemek,

- Zehirlenme olgularinda farkli doz ve zamanlarda P-gp induktori
kullanilarak toksisitesi yliksek P-gp substratinin, hedefi olan dokuya geg¢isinin

azaltilarak hayatta kalma ve kaliteli yasam sansin1 artirmak.

Kan-beyin bariyerinde bulunan P-gp’nin inhibisyonu sonucu MSS’e pek ¢ok
ilacin ulasacagi, karaciger, bobrek ve bagirsaktaki inhibisyonunun ise atilimda
azalmaya neden olarak ila¢ klerensinde azalmaya neden olacagi bildirilmistir. Bu
organlardaki inhibisyonun diger bir sonucu olarak ila¢ emiliminin artmasi sonucu
ilag biyoyararlaniminin degismesi gosterilmistir. Biyoyararlanimi degistirmesi ile
ilgili olarak siklosporin A ile doksorubusinin diisiik dozlarinin es zamanh
uygulanilmasindan sonra bu ilaglarin %25 daha yiiksek dozlarmin uygulanmasina
esit seviyelerde kemoterapide bir basar1 kazanildig1 6rnek olarak verilmistir (Oh ve
ark 1999, Mealey 2004). Boylelikle toksisitesi yiiksek P-gp substratlarinin dokuya
gegis orani artirilarak, bu substratlarin kiigiik dozlar ile toksisite olugsmadan istenilen

tedavi saglanabilir.
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P-gp modiilasyonuna bagli olarak arzu edilmeyen bazi saglik problemlerinin
ortaya ¢ikabilme potansiyeli oldugu da ongoriilmektedir. MSS, testis, fotus, goz ve
diger P-gp ihtiva eden dokularda potansiyel toksik ksenobiyotiklere maruziyetin
artacagl Dbildirilmistir. MDR1 polimorfizminin sadece P-gp’nin sentez ve
fonksiyonunu, ilaglarin dagilimini ve tedavi sonucunu etkilemedigi, aynt zamanda
insanlarda Parkinson hastalig1, bobrek tiimdrleri, refrakter nobetler, HIV hastaligi ve
iilseratif kolitis gibi belli hastaliklarin riskini de artirdigi goz Oniine alindiginda
modiilasyonun ciddi saglik problemlerine neden olabilecegi ortaya konmustur
(Mealey 2004, Choi 2005, Troutman ve ark 2008). Ayrica P-gp inhibisyonu sonucu
karaciger ve bobrek gibi atilim organlarinda toksisite riskinin artabilecegi
ongoriilmektedir (Silverman 1999, Balayssac ve ark 2005). P-gp temelli ilag
etkilesimleri, tedaviye yeni giren ilaglar icinde 6nem arz eder. Ayrica P-gp diizeyinde

gida-ilag arasinda da etkilesimler bildirilmektedir (Aszalos 2007b).

P-gp fonksiyonunda meydana gelebilecek degisikliklerin, hipotalamus-
hipofiz-adrenokortikal sistem yolu ile etkili olan hastaliklar ve davraniglar1 kapsayan
stres ve bunalimin gelismesinde etkili olabilecegi bildirilmistir (Thuerauf ve Fromm
2006).

1.3.1. P-gp’nin Inhibisyonuna Bagh ila¢-Ila¢ Etkilesimleri

Oral yolla uygulanan ¢ogu ilag bagirsaktan yeterli oranda emilemez. Bunun
bir sebebi olarak bagirsak enterositlerinin villuslarinda P-gp’nin bulunmasi
gosterilmis ve bu nedenle istenilen ilag-ilag etkilesimlerinde oldugu gibi bazi
istenmeyen ilag-ilag  etkilesimlerinin  bagirsak  enterositlerindeki  P-gp’nin
fonksiyonunun engellenmesi sonucu ortaya c¢ikabilecegi bildirilmistir (Aszalos
2007b).

CYP3AA4 ile P-gp’nin giiglii bir inhibitérii olan ritonavir saglikli insanlara oral
olarak uygulandiginda digoksinin plazma konsantrasyon-zaman egrisinin altinda
kalan alanda (EAA) 6nemli derecede (1,86 kat) artis saglanmistir. Bu etkilesim, P-
gp’nin bobrek digoksin klerensi iizerine olan fonksiyonunun ritonavir tarafindan
engellenmesinin bir sonucu olarak degerlendirilmistir (Balayssac ve ark 2005).
Ayrica ritonavirin, P-gp ve CYP3A4’i inhibe ederek lopinavirin EAA’sinda 6nemli

bir artisa neden oldugu gosterilmistir (Pal ve Mitra 2006).
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Diltiazemin P-gp’i inhibe ederek plazma digoksin seviyesini yaklasik olarak
%20 artirabilecegi kaydedilmistir (Opie 2000).

Eritromisin ve tetrasiklin kullanimi ile digoksin biyoyararlaniminda goériilen
artis Onceleri antibiyotiklerin neden oldugu gastrointestinal sistem florasindaki
degisikliklere atfedilmis fakat daha sonra eritromisinin P-gp’i inhibe etmesi sonucu

bdyle bir durumun olusabilecegi de ifade edilmistir (Opie 2000).

Baz1 anti-deprasanlar tarafindan P-gp’nin inhibisyonu biri insan P-gp modeli
digeri kan-beyin bariyer modeli olan iki hiicre kiiltiiriinde calisilmis ve sertralin,
desmetilsertralin ve paroksetinin, giiclii bir P-gp inhibitorii olan kinidine benzer
sekilde P-gp aktivitesini inhibe ettikleri bildirilmistir (Balayssac ve ark 2005). Ayni
arastirmaci rat beyin kapilleri {izerine ex-vivo yapilan bir ¢alismada, farkli P-gp
substratlarinin, P-gp inhibisyonunu takiben doku konsantrasyonlarmin arttigini

gostermistir.

Klaritromisin, atorvastatin ve esomeprazol ile tedavi edilen bir hastada
rabdomiyolizin (kas hasar1) goriilmesi, bu ilaclarin insanlarda istenmeyen ilag
etkilesimlerine neden olabilecegini ve gozlenilen yan etkilerin esomeprazol ve
klaritromisin tarafindan P-gp’nin inhibisyonu nedeniyle ortaya ¢ikmig olabilecegi

diisiiniilmistiir (Aszalos 2007b).

Gastrointestinal ~ sistem  diizeyinde  bagirsak  P-gp  aktivitesinin
engellenmesinin, es zamanli uygulanilan ilag substratlarinin biyoyararlaniminda
degisikliklere neden oldugu ve atipik bir antipsikotik olan risperidon ile klasik bir P-
gp transport engelleyicisi olan verapamil birlikte uygulandiklarinda, risperidonun
maksimum plazma konsantrasyonunda (Cmax) ve EAA’da yaklasik 2 katlik bir artis
oldugu gozlemlenilmistir (Bebawy ve Chetty 2008).

Beta-bloker olan talinololun bir P-gp substrati oldugu ve konsantrasyon-
zaman profilinin P-gp inhibitorleri ile es zamanli uygulanildiginda degistigi ve
ratlarda verapamilin, insanlarda eritromisinin bagirsaktaki P-gp aktivitesini
disiirdiigii gosterilmistir. Bu nedenle bu ilaglarin talinololun bagirsak emilimini
artirarak daha yiiksek bir oral biyoyararlanima neden olduklari ifade edilmistir

(Balayssac ve ark 2005).
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Verapamilin, Haemonchus contortusun serbest yasayan evrelerindeki
(konaklarinda) benzimidazol direncini tersine ¢evirdigi belirtilmistir (Martinez ve ark
2008).

Siklosporin, CYP3A4’iin yan1 sira MDR1’inde dahil oldugu birka¢ membran
tastyicisinin inhibitdriidiir. Siklosporinin simvastatin, lovastatin ve pravastatinin
EAA’larini yaklasik olarak 10 kat, fluvastatinin plazma konsantrasyonunu yaklagik
olarak 2-4 kat artirdig1 ve fluvastatinin siklosporinin etkilerine en az duyarl statin
oldugu, ancak siklosporin-statin etkilesimlerinin kapsaminin kisiler arasi farkliliklar
gosterdigi bildirilmistir (Neuvonen ve ark 2008). Ayni ¢alismada, statinler iizerine
siklosporinin etkileri, terminal atilim yarilanma dmriine 6nemli bir etkisi olmaksizin,
statinin EAA’s1 ve Cma’inda bir artis ile karakterize oldugu ve bu etkilesim
profilinin, siklosporin tarafindan bagirsakdaki P-gp tastyicilarinin inhibisyonu

sonucu artmig biyoyararlanima bagli oldugu ifade edilmistir.

P-gp’nin suda eriyebilen vitamin E tiirevi (2,6 IU/kg) tarafindan inhibe
edilmesi, immun sistemi baskilayict ila¢ olan siklosporinin emilimini artirarak

EAA’sinda 6nemli artisa yol agmistir (Aszalos 2007b).

Caco-2 hiicreleri tarafindan pristinamisin Ia’nin alinimi, toplam radyoaktif
uygulanildiktan 4 saat sonra hiicrelerde %0,34 + %0,12 olarak diisiik belirlenmistir.
Bu alinimin verapamil, rezerpin ve klorpromazinin dahil oldugu 100 uM P-gp
inhibitorlerinin varliginda arttigi ve rezerpinin pristinamisin la’nmn alinimini 4 kat
artirdigi bildirilmistir (Yu 1999). Ayni ¢alismada, verapamilin varliginda bazoletaral
membrandan apikal membrana tasinmanin %44’e¢ kadar azaldigi ve apikal
membrandan bazoletaral membrana taginmanin ise 8 kathk bir artis gosterdigi

belirlenmistir.

Sistemik triazol antifungallerin P-gp ile etkilesimlerinin farkli oldugu ve
itrakonazol ve flukonazol P-gp substratlari oldugu ve itrakonazolun P-gp’i inhibe
etmesine karsin flukonazolun P-gp’i inhibe etmedigi bildirilmistir (Nivoix ve ark
2008).

Itrakonazolun takrolimus ve siklosporinin biyoyararlanimim artirdigi ve
takrolimusu ya da siklosporini es zamanli olarak tedavide kullanmak gerektiginde,

immun sistemi baskilayict ilacin dozunun azaltilmasi ve bdbrek fonksiyon
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parametreleri ile serum konsantrasyonlarinin siki bir sekilde takip edilmesi gerektigi

vurgulanmigtir (Nivoix ve ark 2008).

Itrakonazolun digoksinle de P-gp diizeyinde etkilestigi ve itrakonazol ve
digoksinin es zamanli olarak uygulanilmasi ile digoksinin serum konsantrasyonunun
arttig1 ve bobrek digoksin klerensinin azaldig: belirtilmistir. Itrakonazol ve digoksin
alan hastalarda serum digoksin konsantrasyonunun siki bir sekilde izlenmesi
gerekliligi vurgulanmustir. itrakonazol, P-gp fonksiyonunun bir modiilatérii oldugu
icin itrakonazolun P-gp seviyesindeki ilag-ila¢ etkilesimlerine sebep oldugu

disiiniilmistiir (Yu 1999, Aszalos 2007b, Nivoix ve ark 2008).

P-gp inhibitorii olan ketokonazolun, kopeklerdeki immun hastaliklarin
tedavisinde bir P-gp substrati olan siklosporinin tedavide kullanilan dozlarini
azaltmak i¢in kullanildig1 ve ketokonazolun P-gp’i inhibe ederek siklosporinin oral

biyoyararlanimini artirdigi bildirilmistir (Martinez ve ark 2008).

P-gp inhibitorlerinin koyunlarda ivermektinin biyoyararlanimini artirdigi
belirlenmistir (Martinez ve ark 2008). Koyunlarda yapilan c¢alismalar ivermektinin
plazma davranisinda meydana gelen 6nemli degisikliklerin, oldukca yiiksek plazma
konsantrasyonlarina neden olan verapamil tarafindan saglandigr gosterilmistir

(Molento ve ark 2004, Martinez ve ark 2008).

Bazi proton pompa inhibitorlerinin P-gp ile etkileserek ilag emilim ve
metabolizmasini ve buna bagli olarak bagirsak ilk geg¢is metabolizmasi ve karaciger
klerensini etkiledikleri bildirilmistir (Blume ve ark 2006). Caco-2 hiicre
sistemlerindeki in vitro bulgular, P-gp tasiyict sistemi ile proton pompa
inhibitorlerinin degisen derecelerde etkilesime girdigini ve omeprazol, lansoprazol ve
pantoprazolun bu tasiyici sistemin substratlar1 olmalarinin yani sira tiimiiniin P-gp
iligkili digoksin atilimimi engelledikleri bulunmustur. Bu yiizden proton pompa
inhibitorleri ile P-gp’nin substrat, inhibitdr ve indiikleyicileri olarak hareket eden
bilesikler arasinda ilag-ila¢ etkilesimleri agisindan belli bir potansiyelin oldugu

bildirilmistir (Blume ve ark 2006).

Deve dikeni siitiinden (Silybum marianum) elde edilen silymarinin karaciger
koruyucu etkilerinin oldugu ve ylizyillardir karaciger hastaliklarinin tedavisinde
kullanildig: bildirilmistir. Silymarinin 1yi bir giivenlik profiline sahip oldugu fakat az

miktarlarinin ilag etkilesimleri i¢in potansiyel olusturdugu belirtilmistir. Silymarinin
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P-gp transportunu azaltmasina ragmen in vivo olarak birkag ilacin farmakokinetikleri
tizerine smirlayici etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Wu ve ark 2009). Ayni
caligmada, silymarinin, konsantrasyona bagli etkisi ile Caco-2 hiicrelerindeki P-gp
iliskili atilim1 6nledigi ve P-gp bulunan hiicrelerde daunomisin birikiminde bir artisa
neden oldugu bildirilmis, ancak ayni durum P-gp bulunmayan hiicrelerde

bildirilmemistir.

P-gp, kan-beyin bariyeri, plasenta gibi kan-doku bariyerlerinin tamamiyla
iliskilidir. P-gp’nin kismi blokaji bu bariyerlerin bulundugu organlarda ilaca
maruziyet artisi ile canlida yeni bir ila¢ dagilimina neden olabilir. Bu yiizden P-gp
substrat ve inhibitorlerinin es zamanli olarak uygulanilmasi ilaglarin organa alinim
ve biyoyararlanimini artirabilir. Bu durum ilacin farmakolojik etkinligini artirir fakat

ayni zamanda ilag yan etkilerinin olusmasina da neden olur (Balayssac ve ark 2005).

Domperidon, P-gp substratidir ve bu nedenle MSS girisi sinirlidir. Bu durum
domperidonun sinirsel yan etkilerini sinirlar. Fakat ratlardaki domperidonun beyin
dagiliminin verapamil gibi bir P-gp inhibitoriiniin es zamanli uygulanilmasi ile arttig1
gosterilmistir (Balayssac ve ark 2005). Ayni arastirmaci, verapamil ve PSC 833’{in
karbamazepin, fenitoin, fenobarbital, lamotrijin ve felbamat gibi antiepileptiklerin

beyin konsantrasyonlarini artirdigini bildirmistir.

Bazi proteaz inhibitorlerinin  beyindeki konsantrasyonlarinin, MDR
modiilatorleri ile birlikte uygulanildiklarinda arttigi  kaydedilmistir. Benzer
sonuglarin kolsisinde de ortaya ciktigi belirtilmistir. PSC 833’iin es zamanh
uygulanilmasi ile kolsisinin beyin seviyesinin 10 kat arttig1 bildirilmistir (Balayssac

ve ark 2005).

Transgenik farelerdeki doksorubisin, doksorubusinol ve vinblastin gibi P-gp
substratlarmin kalp dokusundaki konsantrasyonlarinin normal farelerinkinden daha
yiikksek oldugu, bu nedenle kalp seviyesinde P-gp blokajina neden olan MDR
modiilatorlerinin ya da P-gp ile etkilesen molekiillerin doksorubisin ile birlikte
uygulanilmasinin, doksorubisinin kardiyotoksisite riskini artirdigi ifade edilmistir

(Balayssac ve ark 2005).

Vinblastin, vinkristin ve digoksin gibi ilaglarin fotusa gegisinin siklosporin A,
verapamil ve progesteron gibi P-gp inhibitorleri tarafindan artirilabildigi, ancak

Kinidin ve verapamilin fotal kompartmanda digoksin konsantrasyonunu artirmadigi
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perfuse olmus insan plasentasinda gosterilmis ve bu durum gebeligin evresi ile
iliskilendirilmistir. Progesteron, P-gp aktivitesinin gii¢lii bir inhibitdridiir.
Progesteron seviyeleri hamilelik siiresince artar. P-gp aktivitesi, yash plasentalarda
oldukca diisiik olarak gorilmiistir. Bu olay, P-gp aktivitesinin ilag
farmakokinetikleri {izerine olan 6neminin ve fizyolojik olarak modiile edilebildiginin

gostergesi olarak degerlendirilmistir (Balayssac ve ark 2005).

Siklosporin A’nin (200 mg/kg) farelerin beyin ve kulak i¢inde vinblastin ve
doksorubusin konsantrasyonunu onemli derecede artirabildigi, bu nedenle farelerin
kulak i¢i fonksiyonlariin 3 hafta siiresince 6nemli derecede degistigi ve 8 haftadan

sonra tekrar geri kazanildigi bildirilmistir (Balayssac ve ark 2005).

Siklosporin A’nin erkek ratlarda doksorubusinin testikiiler konsantrasyonunu
doza bagl olarak artirdigt ve bu artisin P-gp aktivitesinin direk olarak
engellenmesinden kaynaklandigi bildirilmistir (Balayssac ve ark 2005). Ayni
aragtirmada, vinblastinin damar i¢i enjeksiyonundan Once periton i¢i uygulanilan
trifluoperazin, siklosporin A, amiodaron, kinidin, Bay K8644 (nifedipin analogu) ve

verapamilin testikiiler vinka alkaloid konsantrasyonunu artirmadiklar1 gosterilmistir.

Geleneksel antipsikotik bir ila¢ olan klorpromazinin, P-gp sentezinin asir
oldugu hiicrelerdeki vinblastin direncini etkili bir sekilde tersine ¢evirdigi ve (°*H)
vinblastin atilimini inhibe ettigi, ancak bu durumun aksine klorpromazinin diger bir
P-gp substratt olan fluoressein-kolsisinin P-gp ile tasinmasini aktive ettigi
bildirilmistir. Klorpromazinin farkli etkilerinin sebebi olarak, plazma membrani

iginde farkl etkilesim bolgelerinin olmasi gosterilmistir (Bebawy ve Chetty 2008).

Digoksin ve kinidin arasindaki klinik ilag-ilag etkilesimleri iyi bir sekilde
belirlenmis ve P-gp’nin bobrek hiicrelerinde digoksinin salgilanmasina katildigi ve
kinidin, verapamil ve siklosporin A gibi ilaclarin apikal P-gp’i inhibe ederek
digoksinin tubiiler salgilanmasini azalttig1 belirtilmistir (Yu 1999, Opie 2000, Horn
ve ark 2004, Martinez ve ark 2008). Bu mekanizma ile digoksinin bdbrek
klerensinin, kan digoksin seviyelerinde bir yiikselise neden olan kinidin tarafindan
azaltildigi, verapamilin kan digoksin seviyelerini yaklagik olarak % 50’e kadar
artirabildigi  bildirilmistir. Kan digoksin seviyelerindeki bu artiglarin  toksik
olabilecegi ve boyle bir durumda da kinidinin dozunun azaltilmasi ya da digoksinin

dozunun disiiriilmesi ve kan digoksin seviyelerinin kontrol edilmesi gerektigi ifade
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edilmistir. Siklosporinin P-gp inhibisyonu ile digoksinin boébrek klerensini ve
dagilim hacmini azaltarak toksisitesini etkiledigi belirtilmistir (Opie 2000).
Digoksinin emilim ve atilimi iizerine kinidinin muhtemel etkisi rat bagirsak
modelinde c¢alisilmis ve digoksinin plazma konsantrasyonunun kinidin verildigi
zaman 2 kat arttigi, ancak bagirsak limeninde gozlenen ilag miktarinin yaklagik
olarak %40 azaldigi, kinidin mevcudiyetinde digoksinin bagirsak klerensinin 28,8 +
1,7°den 11,1 + 1,6 ml/h’a distiigii gozlemlenilmistir. Bu sonug kinidinin, digoksinin
hem emilim hem de atilimimi etkiledigini dogrulamasi bakimindan kaydadeger
bulunmustur (Yu 1999). P-gp aktivitesinin engellenmesi halinde enterositler yoluyla
daha fazla ilacin emilecegi ve bu ilaglarin plazma konsantrasyonlarinin artacagi, ayni
zamanda safra ya da idrara P-gp vasitasiyla atilan ilaglarin viicutta birikebilecegi
kaydedilmistir. Bu nedenle kinidin ile digoksin birlikte uygulandiklari zaman, kinidin
tarafindan P-gp’nin inhibisyonu, digoksinin emiliminde bir artisa ve 6zellikle bobrek
yoluyla digoksin atiliminda bir azalisa neden oldugu bildirilmistir (Horn ve ark
2004).

Istenmeyen digoksin-klaritromisin etkilesimi, digoksin konsantrasyonu
yiikselen 2 hastada gozlemlenilmis ve bir hastaya klaritromisin ile digoksin birlikte
uygulanildiginda, bobrek digoksin klerensinin azaldigi bildirilmistir. P-gp’nin,
digoksinin bobreklerden atiliminda 6nemli rol oynamasindan dolayi, klaritromisinin,
digoksinin P-gp iliskili tasmnmasini engelleyerek bobrek digoksin atilimini azalttig
belirtilmis ve bu durum bdbrek epitel hiicre kiiltiiriinlin  kullanilmasi ile
dogrulanmistir. Klaritromisinin es zamanli uygulanilmasi sonucu digoksinin hiicresel
konsantrasyonunun arttig1 ve konsantrasyona bagli olarak digoksinin bazoleteralden

apikale gecisinin engellendigi gozlemlenilmistir (Yu 1999).

Kinidin, klaritromisin ve propafenon gibi maddelerin bobrek tubuliinde P-gp
fonksiyonunu engelleyerek digoksinin bobrekten atilimini azalttiklart ve ayrica,
kinidinin ratlarin ince bagirsaginda digoksin emilimi ile etkilesime girdigi
belirtilmistir. Bu iki mekanizmanin, serumdaki digoksin seviyelerinde bir artisa
neden oldugu gosterilmistir. Kinidin ve digoksin arasindaki etkilesimin direk olarak
P-gp inhibisyonu ile iliskili oldugu bildirilmis ve bu durum, transgenik farelerde
digoksinin plazma seviyelerinin kinidin tarafindan degistirilememesi ile
dogrulanmistir. Ancak normal farelerde kinidinin, %73 oraninda digoksinin plazma

seviyesini artirdigi ifade edilmistir (Balayssac ve ark 2005).
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Simetidin ve itrakonazoliin birlikte uygulanilmasi sonucu simetidinin bdbrek
klerensinde onemli bir azalis oldugu belirtilmis ve bu sonug itrakonazoliin P-gp

inhibisyonuna yol a¢gmasi ile iliskili oldugu seklinde yorumlanmistir (Martinez ve
ark 2008).

1.3.2. P-gp’nin Indiiksiyonuna Bagh la¢-la¢ Etkilesimleri

Rifampin iyi bilinen P-gp substratlarindan biridir. Rifampinin P-gp’i
indiikleyebilecegi ve digoksin ve talinolol gibi P-gp substratlarinin plazma

konsantrasyonlarinda azalisa neden olabilecegi bildirilmistir (Greiner ve ark 1999).

Normal dokulardaki P-gp indiiksiyonu iizerine ¢ok fazla ¢alisma
yapilmamasina ragmen bu konunun klinik bir 6neme sahip oldugu diisiiniilmistiir
(Fromm ve ark 1997). P-gp sentezinin tiimdr hiicrelerinin yani sira normal dokularda
da artabilecegi gosterilmistir (Aquilante ve ark 2000). [n vitro olarak insan kolon
karsinoma hiicrelerinde yapilan calismalar (Schuetz ve ark 1996) ile yine insanlarda
in vivo olarak yapilan ¢alismalar (Greiner ve ark 1999) rifampinin P-gp’i
idiikleyebildigini gostermis, 6rnegin saglikli goniilli 10 insan {izerinde yapilan bir
calismada P-gp’nin rifampin ile indiiklenmesi sonucu morfine karsi farmakodinamik

cevapta azalma oldugu kaydedilmistir (Fromm ve ark 1997).

Rifampinin bagirsaktaki P-gp sentezini artirdigt bildirilmistir (Horn ve ark
2004). Rifampin ve digoksin arasindaki etkilesim farmakokinetik ¢alisma ile ortaya
konmustur (Chen ve Raymond 2006, Aszalos 2007b). Aymi ¢alismalarda, oral
digoksin ile rifampinin (600 mg/giin) birlikte uygulanilmasi sonucu digoksinin
EAA’ninin olduk¢a diistiigii, ancak digoksinin damar i¢i uygulanilmasi sonucu bu
azalis Onemsiz olarak kabul edilmistir. Digoksinin yar1 Omriiniin ve Kklerensinin
rifampinle ya da rifampinsiz uygulanisi ile yaklasik olarak ayni kaldigi, P-gp’nin
artmis bagirsak sentezi (rifampin mevcudiyetinde 3,5 kat), EAA’da g6zlenen azalisin
sebebi olarak gosterilmis ve gastrointestinal sistem boyunca daha az digoksin
emilmesi bu duruma baglanmistir. Bu durum, bir ila¢ tarafindan P-gp’nin
indiiksiyonu sonucu ilag-ilag¢ etkilesimlerinin gergeklestiginin agik bir gdstergesi

olarak sunulmustur.

Klinik gozlemler rifampisin ile tedavi edilen hastalarda digoksin serum
konsantrasyonunun 6nemli 6l¢iide azaldigini gostermistir (Chen ve Raymond 2006).

Rifampinin digoksin plazma konsantrasyonlari iizerine olan etkisinin, damar i¢i
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digoksin uygulamasindan daha ¢ok oral digoksin wuygulamasi ile oldugu
bildirilmistir. Rifampinin etkisinin digoksinin bobrek atilimindan daha ¢ok emilimi
tizerine oldugunu gosteren (Horn ve ark 2004) bu durum digoksinin genelde bobrek
yoluyla elimine edildigi diisiiniildiigii i¢in 6zel bir dneme sahip oldugu belirtilmistir.
Saglikli goniillilerde rifampisin ve digoksinin oral olarak birlikte uygulanilmasi,
rifampisin tedavisi esnasinda digoksinin plazma konsantrasyonun daha diisiik

olmasina neden olmustur (Chen ve Raymond 2006).

Rifampisin tiiberkiilozisin kemoterapisinde izoniazid, pirazinamid ve
etambutol/streptomisin ile birlikte siklikla kullanilmaktadir. Cogu hastalarin bu
sekilde tedavi edilebildigi fakat bazen tedavinin basarisiz ya da yetersiz oldugu
bildirilmistir. Yetersiz ya da basarisiz tedavinin nedeni olarak diger ilaclar tarafindan
rifampisinin farmakokinetiginin degistirilebilecegi gosterilmistir. Ancak daha sonra,
rifampisinin enzim indiiksiyonu yaninda P-gp’lerde de indiiksiyona neden oldugu
belirtilmistir. Bu ylizden rifampisin, ilag metabolize eden enzimler ve tasiyicilarin
protipik indiikleyicisi olarak klinik ¢alismalarda genis Olciide kullanilmaktadir.
Insanlarda yapilan c¢alismalar ile ilag tastyicilarmn, rifampisinin karaciger ve
bagirsaktan atilmima katildiklar1 gosterilmistir. (Chen ve Raymond 2006).
Maymunlarda rifampisinin tedavi 6ncesi karaciger P-gp’ninde 4-13 katlik bir artiga
neden oldugu bildirilmistir. Benzer sekilde insanlarda rifampisinin tedavi 6ncesi hem
digoksin hem talinololun oral emiliminde bir azalis ile iliskili olan bagirsak P-gp
seviyelerinde 3,5 katlik bir artisa neden oldugu belirtilmistir (Ayrton ve Morgan
2001).

Yapilan birkag arastirma, bazi kortikosteroitlerin P-gp’nin fizyolojik substrati
olabilecegini ve bu bilesiklerin ya mdrl gen sentezini modiile ederek ya da P-gp ilag
transport fonksiyonunun yarismali inhibitorleri olarak hareket ederek MDR sistemine

engel olabilecegini gdstermistir (Van Kalken ve ark 1993).

Giicli bir kortikosteroit olan (Ueda ve ark 1992) dekzametazonun karaciger,
beyin, bagirsak dokusu ve ayrica akciger dokusundaki P-gp seviyelerini indiikledigi
ve bu etkinin glikokortikoid konsantrasyonuna bagli oldugu bildirilmistir (Demeule
ve ark 1999). Ayni aragtirmada, maksimum etkinin tek uygulamadan sonraki 24.
saatte gbzlenmesinden dolay1 bu indiiksiyon olgusunun hizli oldugu belirtilmistir. /n
vitro ¢alismalarda da P-gp sentezi iizerine dekzametazonun etkileri degerlendirilmis

ve P-gp lizerine dekzametazonun etkilerinin kullanilan hiicre hattinin tipi ile ilgili
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olabilecegini gosteren sonuglar elde edilmistir. Yapilan in vivo c¢alismalarda ise
dekzametazonun erkek ratlarda P-gp sentezini karacigerde artirmasia ragmen disi
ratlarin karacigerindeki P-gp sentezini azalttigi gosterilmistir (Fardel ve ark 1993,
Schuetz ve ark 1995, Salphati ve Benet 1998). Su ana kadar yapilan ¢aligsmalarin pek
cogunda dekzametazonun bir P-gp induktorii olarak tanimlanmasina ragmen bazi
calismalarda onun bir induktoreden daha c¢ok bir P-gp inhibitérii oldugu da
bildirilmistir (Vautier ve ark 2006). Dekzametazonun, kemoterapi ve ¢oklu ilag
tedavisinde genis 6l¢iide kullanilmasindan dolay1, normal dokularda P-gp sentezinde
neden olacagt modiilasyonun, tedavinin etkinligini ve ilag yan etkilerini

degistirebilecek potansiyele sahip oldugu bildirilmistir (Demeule ve ark 1999).

P-gp’nin ayrica fenobarbital, isosafrol, klotrimazol, rezerpin ve St John’s
Wort’tan elde edilen bitki ekstraklar1 gibi maddelerle de in vitro ve in vivo olarak

indiiklenebildigi gosterilmistir (Ayrton ve Morgan 2001).

P-gp’nin pek ¢ok ksenobiyotik ve endojen bilesige karst hayati 6nemi olan
doku ve organlar ile fotusu korumadaki rolii degerlendirildiginde, P-gp’nin bilingli
modifikasyonu sonucu sekillenen ilag-ilag etkilesimleri ile P-gp substrati MSS
zehirleri ile zehirlenmelerde hayatta kalma oranini ve kaliteli yasamu artirabilecek,
saglik giderlerini azaltabilecek, fotusa yonelik maddelerin teratojenik etkisini
onleyebilecek ve dokulart koruyabilecek yeni ve etkili tedavi stratejilerinin

gelistirilmesine yonelik yeni ve farkli bir klinik yaklagim (bakis agis1) olusturulabilir.

P-gp diizeyindeki ila¢ etkilesimlerinin 6nemini vurgulamak ve su zamana
kadar ¢ok fazla lizerinde durulmayan P-gp’nin indiiksiyon ve yarigmali inhibisyonun
zehirlenme olgularinda hayatta kalma orani1 ve dokulara ilag gegisi lizerine etkinligini
ortaya koymak amaciyla ile dekzametazonun farkli doz ve zamanda uygulanmasi ile
levofloksasinin dokulara gecis oraminin nasil degistigine, levofloksasin ve
feksofenadinin es zamanl uygulanmasi durumunda P-gp diizeyinde yarismali bir
inhibisyonun gerceklesip gerceklesmemesine bagli olarak ilag gec¢isinin nasil
etkilendigine, dekzametazon, rifampin ve levofloksasinin, MSS zehiri olan
ivermektinin beyin konsantrasyonunu azaltici etkisinin 6ngoriisii ile bu maddelerin

akut zehirlenme olgularinda kullanilabilirligine bakilmustir.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Kullanilan Alet ve Malzemeler

Yiiksek Performanshi Sivi Kromatografi sistemi (HPLC) (Shimadzu, Tokyo,
Japonya)

— Gemini Cyg kolon (250x4.6 mm; internal diameter, 5 pm; Phenomenex,

Torrance, Kaliforniya)
— Operon -86 (Ultra low temperature freezer -86 °C, Giiney Kore)
— Doku homojenizatorii (Heidolph, SilentCrusher M, Almanya)
— pH metre (WTW 82362, Wellhelm, pH 315, Almanya)
— Saf su sistemi (YOUNGLIN, AquaMAX™, Kore)
— Santrifiij (Sigma, 3K 18, Almanya)
— Terazi (Sartorius, CP224S, Almanya)
— Ultrasonik su banyosu (T840DH; ELMA, Almanya)
— Vorteks (M37610-26; Barnstead/Thermolyne, Amerika Birlesik Devletleri)
— Rutin laboratuvar malzemeleri.
2.2. Kimyasal Maddeler

Levofloksasin (LVF) (>%98.0, HPLC, Sigma-Aldrich, Co., St. Louis,
Amerika Birlesik Devletleri), ivermektin (ivM) (HPLC, Sigma-Aldrich, Co., St.
Louis, Amerika Birlesik Devletleri), feksofenadin hidroklorid (>%98.0, HPLC,
Sigma-Aldrich, Co., St. Louis, Amerika Birlesik Devletleri), asetonitril (ACN),
metanol (MeOH) ve orthofosforik asit (Merck, Darmstadt, Almanya), trietilamin
(Merck, Hohenbrunn, Almanya) ve trifluoroasetik asit (TFA) (%99; Aldrich, WI)
analitik saflikta kullanildi. Deksametazon (DM) (Dekort, 8 mg/2ml IM/IV, Enjektabl
Soliisyon Igeren Ampul, Deva Holding A.S), LVF (Tavanic, IV, 500 mg, Sanofi
Aventis Ilaglar1 Ltd. Sti.), feksofenadin (FF) (Fexadyne, Ali Raif Ila¢ Sanayi A.S) ve
rifampin (RIF) (RIF, steril ampul, 250 mg 3 ml IM, Kogak Farma Ila¢ ve Kimya
Sanayi A.S.) ilag enjeksiyonlar i¢in temin edildi. HPLC i¢in kullanilan ultra saf su,
saf su sistemi ile elde edildi.
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2.3. Hayvan Materyali

Calismada 48 adet Sprague-Dawley ki erkek rat (327431 g) ve 40 adet
Balb-c irki erkek fare (32+3 g) kullanildi. Hayvanlar temin edildikten sonra
denemeye alinmadan Once ortama alismalari i¢in bir hafta boyunca normal pelet
yemle Dbeslenildi ve ad libitum su verildi. Denemeye baslamadan 6nce Selguk
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Etik Kurulu’na yapilan basvuru sonrasi bu proje
i¢cin, tiim caligma siiresince hayvanlar iizerinde gerceklestirilecek islemlerin Etik

Kurul Yonergesi’ne uygunluguna dair rapor (2010/067) alindi.
2.4. Deneysel Uygulamalar

Calisma birincisi ratlarda, ikincisi farelerde olmak {izere iki asamada

gerceklestirildi.

Birinci asamada; LVF’nin beyin, testis ve plazma konsantrasyonlar1 {izerine
DM ve FF’nin etkilerini degerlendirmek i¢in ratlar her bir grupta 6 hayvan olacak
sekilde kontrol grubu (0. Grup) ve deney gruplarina (1-7. Grup) ayrildi ve asagida
belirtilen uygulamalar yapildi.

0. Grup: Higbir uygulamanin yapilmadigi, metot validasyon ¢aligmalart igin

kullanilan grup,
1. Grup: Bir kez 100 mg/kg dozunda LVF periton igi (PI),

2. Grup: Bir kez 100 mg/kg dozunda LVF (Pi) ve 30 dakika sonra 7,5 mg/kg
dozunda DM (PI),

3. Grup: Bir kez 100 mg/kg dozunda LVF (PI) ve 2 saat sonra 7,5 mg/kg dozunda
DM (Pi),

4. Grup: Bir kez 100 mg/kg dozunda LVF (PI) ve 2 saat sonra 20 mg/kg dozunda
DM (PD),

5. Grup: Bir kez 100 mg/kg dozunda LVF (PI) ve 2 saat sonra 100 mg/kg dozunda
DM (PI),

6. Grup: Bir kez 100 mg/kg dozunda LVF (PI) ve 4 saat sonra 7,5 mg/kg dozunda
DM (PD),

7. Grup: Es zamanl olarak bir kez 100 mg/kg dozunda LVF (PI) ve 100 mg/kg FF
(Oral) uygulandi.
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LVF uygulamasindan sonraki 7. saatte eter anestezisi altinda, tiim gruplardaki
hayvanlarin kalplerinden kan 6rnekleri heparin igeren tiiplere alindi. Takiben servikal
dislokasyon yontemi ile Otenazi uygulandi. Beyin ve testis dokular1 alindi. Kan
ornekleri bir saat i¢inde 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi ve plazmalar1 ayrildi.

Doku ve plazma 6rnekleri derin dondurucuda (-80 °C) sakland.

Ikinci asamada; LDso (Lethal doz 50) dozunda (80 mg/kg) IVM uygulanan
farelerde hayatta kalma oran1 iizerine DM, RIF ve LVF’nin etkilerini degerlendirmek

icin fareler 10’arl1 4 gruba ayrildi ve asagida belirtilen uygulamalar yapildi.
1. Grup: 80 mg/kg dozunda IVM (Oral),

2. Grup: 80 mg/kg dozunda IVM (Oral) uygulamasini takiben zehirlenme belirtileri
(sendeleme, arka bacaklarda baglayan paraliz ve genel durumun bozulmasi) ortaya

cikinca (30. dk’da) 1. asamadan c¢ikan sonuca gore belirlenen indiiksiyonun

gerceklestigi dozda DM (7,5 mg/kg, PI),

3. Grup: 80 mg/kg dozunda IVM (Oral) uygulamasin1 takiben zehirlenme belirtileri
gozlendikten sonra (30. dk’da) LVF (100 mg/kg, P),

4. Grup: 80 mg/kg dozunda iVM (Oral) uygulamasini takiben zehirlenme belirtileri
ortaya ¢ikinca (30. dk’da) RIF, saf su ile diliie edilerek (10 mg/kg, PI) uyguland.

Gruptaki hayvanlar 24 saatlik hayatta kalma yoniinden degerlendirildi.
2.5. Beyin, Testis ve Plazma Orneklerinin Analiz icin Hazirlanmasi

Beyin, testis ve plazma 6rneklerindeki ilag diizeyleri, Ishiwata ve ark (2007)
ile Goudah ve Hasabelnaby (2010) tarafindan belirtilen metotlarda kiigiik
modifikasyonlar yapilarak asagida detaylar belirtilen sekilde HPLC’de belirlendi.

Dokular (tam beyin ve sol testis) 5 ml’lik doku tiiplerine aktarildi ve doku
homojenizatoriinde 5000 rpm’de 20 sn homojenize edildikten sonra 200 mg’t 1,5
ml’lik ependorf tiiplere aktarildi. Plazma 6rneklerinden ise 200 pl alinip 1,5 ml’lik
ependorf tiiplere konuldu. Tiim numunelerin iizerlerine metanol:trifluoraasetik asit
(99.9:0.1, v/v) karistmindan 600 pl eklendi ve 60 sn vortekste karigtirildi. Tiim
numuneler 12.000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Ust faz (siipernatant) 0,45 pum
filitreden (Millipore, Bedford, MA) gecirildi. Viallere alinarak 50 pl HPLC’ye
uygulanda.
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2.6. Standartlar ve Stok Soliisyonlar

LVF igin stok soliisyon standardi direk tartilarak konsantrasyonu 1 mg/ml
olacak sekilde saf suda ¢ozdiiriilmesiyle hazirland1 ve caligma siiresince -80 “C’de
tutuldu. Calisma boyunca kullanilacak standartlar, stok soliisyonun (1 mg/ml) 0,01;
0,05; 0,1; 0,5; 1, 5, 10, 50 ve 100 pg/ml’lik diliisyonlar1 seklinde giinliik olarak

hazirlandi.

LVF igermeyen doku ve plazma o&rneklerine LVF igeren standart
soliisyonlarin farkli miktarlar1 (0,01; 0,05; 0,1; 0,5; 1, 5, 10, 50 ve 100 pg/ml’lik)
eklenerek kalibrasyon standartlar1 hazirlandi. LVF igeren kalite kontrol 6rneklerinin
diisiik (1 pg/ml), orta (10 pg/ml) ve yiiksek (100 pg/ml) konsantrasyonlart HPLC

metodunun gergeklik ve kesinlik degerlerini belirlemek i¢in kullanildi.
2.7. HPLC ve Kromatografik Sartlar

Yiiksek Performanshi Sivi Kromatografi Sistemi (HPLC) (Shimadzu, Tokyo,
Japonya); CBM-20A sistemi ile kontrol edilen ve diisiik basing-gradient akis kontrol
valfli (LPGE {init) pompa (LC-20AT) ile degasser (DGU-14A), autosampler (SIL-
10AD) ve kolon firmindan (CTO-10A) olusmaktadir. Tespit SPD-10A UV-VIS
dedektor ile 290 nm’de gergeklestirildi. Kolon sicakligi 30 °C, autosampler ise oda
sicakliginda tutuldu. LVF ayrimi1 Gemini C;g kolon (250x4.6 mm; internal diameter,
5 wm; Phenomenex, Torrance, CA) ile gerceklestirildi. Sivi kromotografisine
uygulanmadan 6nce tiim soliisyonlar vakum esliginde 0,45 um filtreden gegcirilerek
20 dakika sonikasyona tabi tutuldu. Metotta mobil faz; mobil faz A (ACN) ve mobil
faz B (orthofosforik asit ile pH’s1 2,5’e ayarlanmis %]1°lik trietilamin)’den 13:87
(v/v) olacak sekilde diisiik basingli gradient sistem igeren pompa yardimiyla
HPLC’ye gonderildi. Akis hizi 1 ml/dk, enjeksiyon hacmi 50 pl olarak ayarlandi.
Asus PC kontrollii LC solution software program (Shimadzu, Japonya), veri analizi

i¢in kullanildz.
2.8. Metot Validasyonu

Ozgiinliik, dogrusallik, geri kazanim, duyarlilik (tespit limiti ve hesaplanabilir
limit) ve kesinlik metot validasyonunun belirlenmesinde performans olgiitleri olarak

alindi.
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2.8.1. Ozgiinliik (Specificity)

Tayin edilecek maddelerin analiz sonuglar1 ortamda bulunan bagka
maddelerden etkilenmemelidir. Ozgiinliik, kullanilan metodun 6rneklerde bulunan
bilesiklerden herhangi biri ile etkilesim olmadan aranan maddelerin tayin

edilebilmesidir.

Ana maddeyi icermeyen doku (bos doku) ve plazma (bos plazma) 6rnekleri
kullanilarak kromatogramda LVF nin alikonma zamanlarinda plazma, doku, DM, FF
ve diger kaynakli piklerin girisim yapip yapmadigi incelendi. LVF’nin alikonma

zamani ~13. dk olarak belirlendi.
2.8.2. Dogrusallik (Linearity)

Bir analitik prosediiriin dogrusalligi (belirli simirlar igerisinde) oOlgiilen

sinyalin konsantrasyonu ile ne derece dogru orantili oldugu ile belirlenir.

Calisma ve kalibrasyon standartlarinin  pik alanlar1t tayin edildi.
Konsantrasyonlar ve bu konsantrasyonlara karsilik gelen pik alan degerleri

kullanilarak kalibrasyon egrileri ¢izildi ve korelasyon katsayilar1 hesaplandi.
2.8.3. Geri kazanim (Recovery)

LVF icermeyen doku ve plazma Orneklerine LVF iceren standart
soliisyonlarin farkli miktarlar1 (0,01; 0,05; 0,1; 0,5; 1, 5, 10, 50 ve 100 pug/ml’lik)
eklenerek kalibrasyon standartlar1 hazirlandi. Geri kazanimlar, herhangi bir numune
gibi degerlendirilen doku ve plazma orneklerinde tayin edilecek maddelerin pik

alanlarinin standartlarin pik alanlar ile karsilastirilmasiyla hesaplandi.
2.8.4. Duyarhlik (Sensitivity)

Bir analitik yontemin saptayabildigi en kiiciik konsantrasyon degeri olup
tespit limiti [limit of detection (LOD)] ve hesaplanabilir limit [limit of quanification
(LOQ)] olarak ifade edilir. LOD, analit sinyalinin geri plan giiriiltiiden ayrilabilmesi
icin gereken en az analit miktaridir. LOQ, analitin giivenilir bir sekilde dogru
Olclimiiniin yapilabilmesi i¢in gerekli en diisiik miktardir. Tespit limiti olarak
kromotogramin temel ¢izgisi iizerinde maddelerin olusturduklar: sinyallerin geri plan
giiriiltiiye oraninin (S/G) 3 oldugu konsantrasyon, hesaplanabilir limit olarak ise

sinyal/giirtiltii oraninin 6 oldugu konsantrasyon diizeyi baz alind.
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Tespit limiti (LOD) ve hesaplanabilir limiti (LOQ) belirlemek i¢in LVF’nin
en diisiik standart soliisyonlar1 (0,01; 0,015; 0,25; 0,50 pg/ml) LVF icermeyen doku
ve plazma oOrneklerine yiliklendi. Kromatogram iizerinde S/G oram1 3 olan

konsantrasyon LOD, S/G orani1 6 olan konsantrasyon LOQ olarak tespit edildi.
2.8.5. Kesinlik (Precision)

Bir analitik metodun birbirini takip eden oOlgilimleri arasindaki yakinlik
derecesinin ifadesidir. Kesinlik parametresi standart sapma ve/veya varyasyon
katsayisiyla (VK, relatif standart sapma) ifade edilir. Analitik yontemin kesinliginin
belirlenmesi i¢in istatistiksel acidan yeterli sayida ayni konsantrasyona sahip

ornekler kullanilarak ortalama, standart sapma ve varyasyon katsayilari tayin edilir.

Kesinlik i¢in giin i¢i ve glinler arasi1 tekrar edilebilirlik Sl¢iit olarak kullanildi.
Giin i¢i ve giinler arasi farkliligin tespiti i¢in standart soliisyonlarin 6l¢lim araliginda
yer alan 3 farkli miktar1 (0,1; 1, 10 pg/ml) LVF icermeyen doku ve plazma
orneklerine eklendi. Her diizeyde 3 tekrarli analiz yapildi. Bu kademeler 3 farkli
giinde tekrarlandi. Tiim oOrneklerde konsantrasyon tayin edildi. Zenginlestirilmis
plazma Orneklerindeki konsantrasyonlar lizerinden % varyasyon katsayis1 hesaplandi.
Tekrar edilebilirlik, pik alanlara karsilik gelen konsantrasyonlarin % varyasyon

katsayilarinin 15°den kii¢iik olmasina gore degerlendirildi.
2.9. istatistik Analizleri

Tim degerler ortalama + SS (standart sapma) olarak gosterildi. Gruplar
arasinda LVF’nin beyin, testis ve plazma konsantrasyonlari istatistiki olarak
““Varyans Analizi (ANOVA) ve Duncan testi’’ ile degerlendirildi. LDsy dozunda
IVM uygulanan gruplardan elde edilen veriler istatistiki olarak ‘‘ki kare testi’’ ile
degerlendirildi. P<0,05 degeri istatistiki a¢idan onemli kabul edildi. Tiim testler
SPSS 10,0 (SPSS for Windows, SPSS Inc., Chicago, Il., USA) istatislik paket

programi kullanilarak gerceklestirildi.
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3. BULGULAR
3.1. Metot Validasyonu
3.1.1. Ozgiinliik

LVF igermeyen plazma ve doku 6rneklerinin HPLC sistemine uygulanmasi
sonrasinda kromatogram iizerinde LVF’nin alikonma zamanlarinda plazma (Grafik

3.1), beyin (Grafik 3.2) ve testis (Grafik 3.3) kaynakl1 pikler gézlenmedi.
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Grafik 3.1. LVF’nin rat plazma 6rneklerindeki HPLC kromatogramlari, A; LVF i¢cermeyen
bos plazma 6rnegi, B; LVF yiiklenmis plazma piki (0,5 pg/ml), C; Ratlara 100 mg/kg dozunda periton
ici LVF uygulamasi sonras1 7. saatteki plazma 6rnegi. LVF: Levofloksasin.
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Grafik 3.2. LVF’nin rat beyin dokusu 6rneklerindeki HPLC kromatogramlari, A; LVF
icermeyen bos beyin dokusu 6rnegi, B; LVF yiiklenmis beyin dokusu piki (0,5 pg/ml), C; Ratlara 100
mg/kg dozunda periton i¢gi LVF uygulamasi sonrasi 7. saatteki beyin dokusu Ornegi. LVEF:

Levofloksasin.
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Grafik 3.3. LVF’nin rat testis dokusu 6rneklerindeki HPLC kromatogramlari, A; LVF
icermeyen bos testis dokusu 6rnegi, B; LVF yiikklenmis testis dokusu piki (0,5 pg/ml), C; Ratlara 100
mg/kg dozunda periton ici LVF uygulamasi sonrasi 7. saatteki testis dokusu Ornegi. LVF:

Levofloksasin.
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3.1.2. Dogrusallik

LVF stok soliisyonunun 0,01-100 pg/ml’lik diliisyonlar1 seklinde hazirlanan
standartlarin 10 pl’si HPLC sistemine enjekte edildi. LVF icermeyen doku ve plazma
orneklerine LVF igeren standart soliisyonlarin farkli miktarlar1 (0,01-100 pg/ml’lik)
ile hazirlanan kalite kontrol standartlarinin ekstraksiyonu takiben 50 pl’si HPLC’ye
verildi. Konsantrasyonlar ve bu konsantrasyonlara karsilik gelen pik alan degerleri
kullanilarak hesaplanan korelasyon katsayilari LVF’nin saf standart diliisyonlar1 i¢in
>0,9995, kalite kontrol 6rnekleri i¢in >0,9991 olarak belirlendi.

3.1.3. Geri Kazanim

LVF i¢in hesaplanan ortalama geri kazanim degerleri testis, beyin ve plazma

orneklerinde sirasiyla %89+5,5; %90+4,5 ve %97+3,0 olarak tespit edildi.
3.1.4. Duyarhhk

- LOD: S/G orant 3’den biiyiik olan en diisiikk konsantrasyon LVF i¢in 0,01
ng/ml olarak tespit edildi.

- LOQ: S/G orani 6’dan biiyiik olan en diisiik konsantrasyon LVF i¢in 0,025
pg/ml olarak tespit edildi.

3.1.5. Kesinlik

Testis, beyin ve plazma oOrneklerinde LVF igin giin i¢i tekrar edilebilirlik
sirastyla %2,88-4,42; %3,51-5,58 ve %1,59-6,45, giinler arasi tekrar edilebilirlik ise
strastyla %3,91-4,84; %3,35-5,54 ve %3,56-5,51 olarak hesaplandi.

3.2. Deneysel Uygulama Sonuclar:

LVF’nin beyin, testis ve plazma konsantrasyonlar1 iizerine DM ve FF’in

etkileri Cizelge 3.1°de sunuldu.
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Cizelge 3.1. Levofloksasinin beyin, testis ve plazma konsantrasyonlari {izerine

deksametazon ve feksofenadinin etkileri (n=6).

Grup Beyin (ug/g) Testis (ng/g) Plazma (ng/ml)
1 0.680+0.116° 3.887+0.920° 0.619+0.564°
2 0.404+0.143¢° 5.082+0.568° 0.540+0.197°
3 0.752+0.112° 4.817+1.096° 0.594+0.209°
4 0.964+0.086° 4.930+1.092° 0.476+0.216°
5 1.138+0.082° 10.192+1.555% 2.138+0.360°
6 0.72240.077° 4.273+1.109° 0.622+0.340°
7 0.909+0.177° 4.751+0.844° 0.774+0.297°

Aynut stitundaki farkli harfler istatistiksel agidan 6nemlidir (p<0.05).

LVF; Levofloksasin, DM; Deksametazon, FF; Feksofenadin, PI; Periton ici

. Grup: 100 mg/kg LVF (PI),

. Grup: 100 mg/kg LVF (PI) + LVF enjeksiyonundan 30 dakika sonra 7,5 mg/kg DM (PI),
. Grup: 100 mg/kg LVF (PI) + LVF enjeksiyonundan 2 saat sonra 7,5 mg/kg DM (PI),

. Grup: 100 mg/kg LVF (PI) + LVF enjeksiyonundan 2 saat sonra 20 mg/kg DM (P1),

. Grup: 100 mg/kg LVF (PI) + LVF enjeksiyonundan 2 saat sonra 100 mg/kg DM (Pi),

. Grup: 100 mg/kg LVF (PI) + LVF enjeksiyonundan 4 saat sonra 7,5 mg/kg DM (PI),

. Grup: 100 mg/kg LVF (PI) + LVF enjeksiyonu ile eszamanli 100 mg/kg FF (Oral).

NN AW

LVF’nin 100 mg/kg dozunda periton i¢i uygulamasindan 30 dakika sonra 7,5
mg/kg periton i¢gi DM uygulamasi diger uygulamalara gore istatistiksel anlamda
sadece beyin dokusuna LVF’nin ge¢isini azalttig1 (p<0.05, Cizelge 3.1) belirlendi.

LVF’nin 100 mg/kg dozunda periton i¢i uygulamasindan 2 saat sonra 100
mg/kg dozunda periton i¢gi DM uygulamasi, diger uygulamalara gore istatistiksel
anlamda belirgin derecede beyin ve testis dokusuna LVF’nin gegisini ve plazma
konsantrasyonunu artirdigi (p<0.05, Cizelge 3.1), testis ve plazmada bu uygulama
disindaki uygulamalarin ise istatistiksel anlamda bir fark olusturmadigi (p>0.05,
Cizelge 3.1) belirlendi.

LVF’nin 100 mg/kg dozunda periton i¢i uygulamasindan 2 saat sonra 20
mg/kg dozunda periton i¢ci DM uygulamasi ile 100 mg/kg dozunda periton i¢i LVF
uygulamast ile eszamanli 100 mg/kg dozunda oral FF uygulamasi diger
uygulamalara gore istatistiksel anlamda aymi etkiyi gosterdigi ve sadece beyin
dokusuna LVF’nin gegisini artirdigr (p<0.05, Cizelge 3.1) belirlendi.

Ivermektinin LDsy dozunda (80 mg/kg) farelere oral uygulanmasi sonrasi

hayatta kalma orani iizerine DM, RIF ve LVF nin etkileri Cizelge 3.2°de sunuldu.
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Cizelge 3.2. Ivermektinin LDsy dozunda (80 mg/kg) farelere oral uygulanmasi
sonrasi hayatta kalma orami tizerine deksametazon, rifampin ve levofloksasinin
etkileri (n=10).

Ivermektin Deksametazon Levofloksasin Rifampin Hayatta
Grup (80 mg/kg, (7,5 mg/kg, (100 mg/kg, (10 mg/kg, Kalma
Oral) Pi) Pi) Pi) Orani
1 + - - - 5/10
2 + + - - 6/10
3 + - + - 6/10
4 + - - + 8/10

Pi; Periton ici.

Ivermektinin 80 mg/kg dozunda oral uygulamasindan 30 dk sonra 10 mg/kg
dozunda RIF uygulamas: diger gruplara gore istatistiksel anlamda bir fark
olusturmamasina (p>0.05, Cizelge 3.2) ragmen pratikte 10 hayvandan 8 tanesinin
hayatta kalmasini saglayarak, hayatta kalma orani iizerine en iyi etkiyi gosterdigi

gorilldii.

Ivermektinin 80 mg/kg dozunda oral uygulamasindan 30 dk sonra 7,5 mg/kg
dozunda DM ve 100 mg/kg dozunda LVF uygulamasinin hayatta kalma orani iizerine
istatistiksel anlamda bir fark olusturmadiklar1 ve pratikte de 10 hayvandan 6
tanesinin hayatta kalmasini saglayarak ayni etki gosterdikleri (p>0.05, Cizelge 3.2)

goriildil.
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4. TARTISMA

llag-ilag etkilesimlerinde, P-gp’nin &nemli bir rol oynadigi ve etkisinin
emilim, dagilim, metabolizma ve atilim diizeyinde ortaya ¢iktig1 goriilmektedir. Bu
nedenle bazi hastaliklarin tedavisinde ve zehirlenmelerde yeni tedavi stratejileri
gelistirmek i¢in P-gp modifikasyonunun klinik 6nemini ortaya koyacak caligmalara
ihtiya¢ vardir. Ayrica bu tastyici transmembran proteinin inhibisyon ve indiiksiyon

gibi modifikasyonlarinin ¢esitli maddelerle yapilabilecegi ortaya konmustur.

Yapilan literatiir incelemeler sonucunda P-gp’nin inhibisyonuna yonelik
gergeklestirilmis ¢ok sayida ¢alismaya ragmen P-gp’nin indiiksiyonu ve yarigsmali
inhibisyonu ile ilgili ¢ok fazla ¢alismanin yapilmadigi goriildi. Bundan hareketle
yeni tedavi protokollerinin gelistirilmesine bir katki saglamas1 amaciyla ¢calisma P-gp

indiiksiyon ve yarigmali inhibisyonu temelleri {izerine oturtuldu.

Ratlarda LVF’nin beyin ve testis dokularina gegisi ile plazma konsantrasyonu
tizerine, DM ve FF’nin etkilerinin degerlendirildigi ¢alismanin birinci asamasinda,
LVF uygulamasindan 30 dk sonra 7,5 mg/kg dozunda DM uygulamasinin, LVF’nin
sadece beyin dokusuna gegisini azalttigi (p<0.05, Cizelge 3.1), testis dokusuna gegisi
ile plazma konsantrasyonu tiizerine etkisiz oldugu (p>0.05, Cizelge 3.1) belirlendi.
LVF uygulamasindan 2 saat ve 4 saat sonra 7,5 mg/kg dozunda DM uygulamasinin
ise LVF’nin beyin ve testis dokusuna gegisi ile plazma konsantrasyonu iizerine
herhangi bir etkisinin olmadig (p>0.05, Cizelge 3.1) goriildii. P-gp sentezi iizerine
DM’nun etkisinin zamana bagli oldugu bildirilmistir (Zhao ve ark 1993). DM’nun
konsantrasyona bagli bir etki olarak karaciger, beyin, bagirsak dokusu ve akcigerdeki
P-gp seviyelerini indiikledigi ve bu indiiksiyon olaymin, maksimum etkinin tek
uygulamadan sonraki erken donemde gozlenmesinden dolayr hizli gerceklestigi
bildirilmistir (Demeule ve ark 1999). Benzer sekilde DM’nun zamana bagli olarak P-
gp’i indiikledigi belirtilmesine ragmen, bu ¢aligmada da daha sonraki zamanda DM
uygulamasinin, gerek beyin gerekse testis dokusu ve plazmada etkisiz olmasi, P-gp

indiiksiyon olgusunun hizli sekillenmis olmasi ile iligkilendirilebilir.

LVF uygulamasindan 2 saat sonra 7,5 mg/kg dozunda DM uygulamasi
LVF’nin beyin ve testis dokularina gecisi ile plazma konsantrasyonu {izerine
herhangi bir fark olusturmazken (p>0.05, Cizelge 3.1), 20 mg/kg dozunda DM
uygulamasi LVF’nin sadece beyin dokusuna geg¢isini (p<0.05, Cizelge 3.1), 100
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mg/kg dozunda DM uygulamasi ise, belirgin derecede LVF’nin beyin ve testis
dokusuna gecisi ile plazma konsantrasyonunu artirdign (p<0.05, Cizelge 3.1)
belirlendi. Mevcut ¢alismada, DM’nun dozu arttik¢a, dokulara gore degismekle
birlikte beklenene zit bir etki gozlendi. P-gp sentezi lizerine DM’nun etkisinin
konsantrasyona da bagli oldugu bildirilmistir (Zhao ve ark 1993). Zhao ve ark
(1993), DM’nun P-gp sentezi lizerindeki etkisinin dozla iliskili oldugu ayrica,
DM’nun bir P-gp induktorii olarak tanimlanmasina ragmen daha ¢ok bir P-gp
inhibitéri oldugu da bildirilmistir (Vautier ve ark 2006). DM konsantrasyonun
artisiyla iligkili olarak beyin ve testis dokusuna LVF gecisinin ve plazma
konsantrasyonunun azalmasi beklenirken ortaya ¢ikan bu sonug, DM’nun P-gp
inhibitorii olusu ile agiklanabilir. Ratlarda paraquat zehirlenmesi {izerine DM’nun
etkisi degerlendirilmis ve 100 mg/kg DM’nun akciger dokusundaki P-gp’nin de novo
sentezini artirarak bu dokuda paraquat birikmesini engelledigi ve buna bagli olarak
tedavide basar1 saglandigi bildirilmistir (Dinis-Oliveria ve ark 2006). Mevcut
caligmada ise 100 mg/kg DM’nun LVF’nin beyin ve testis dokusuna geg¢isi ile
plazma kosantrasyonunu artirdigi goriildii. Geleneksel antipsikotik bir ilag olan
Klorpromazinin P-gp’i indiikleme ve inhibe etme etkisinin P-gp substratlarina gore
degistiginin gosterildigi bir ¢aligmada, klorpromazinin P-gp sentezinin asir1 oldugu
hiicrelerdeki vinblastin direncini etkili bir sekilde tersine ¢evirdigi ve (*H) vinblastin
atilimini inhibe ettigi belirtilmistir. Fakat bu durumun aksine klorpromazinin diger
bir P-gp substrati olan fluoressein-kolsisinin P-gp ile tagmmasini aktive ettigi
bildirilmistir. Klorpromazinin farkl etkilerinin sebebi olarak, hiicre membrani i¢cinde
farkli etkilesim bolgelerinin olmasi gosterilmistir (Bebawy ve Chetty 2008). Benzer
sekilde DM’ nun da klorpromazin 6rneginde oldugu gibi plazma membrani i¢inde
farkli etkilesim bolgeleri olabilir ve bu nedenle de farkli P-gp substratlarina karsi

farkl etkiler gdstermis olabilir.

LVF uygulamasindan 30 dk sonra 7,5 mg/kg dozda DM uygulamas1 kontrol
grubuna gére LVF’nin sadece beyin dokusuna ge¢isini azaltirken (p<0.05, Cizelge
3.1) testis dokusuna gecisi ve plazma konsantrasyonunu etkilemedigi (p>0.05,
Cizelge 3.1) gorildii. LVF uygulamasindan 2 saat sonra 20 mg/kg dozda DM
uygulamasi ise kontrol grubuna gore LVF’nin sadece beyin dokusuna gecisini
artirirken (p<0.05, Cizelge 3.1) testis dokusuna gegisi ve plazma konsantrasyonunu
etkilemedigi (p>0.05, Cizelge 3.1) belirlendi. Ancak 100 mg/kg dozda DM
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uygulamasinin ise kontrol grubuna gore LVF nin beyin ve testis dokusuna gegcisi ile
plazma konsantrasyonunu artirdigi (p<0.05, Cizelge 3.1) belirlendi. Beyindeki P-gp
sentezinin  ksenobiyotik iliskili  indiiksiyonunda doku spesifitesinin  rol
oynayabilecegi bildirilmis (Zong ve Pollack 2003), DM’nun P-gp sentezini rat
karacigerinde 4,5 kat, akcigerinde ise 2 kattan daha fazla artirmasina ragmen
bobrekteki P-gp sentezini %40 azalttigt bu duruma bir 6rnek olarak verilmistir
(Demeule ve ark 1999). Ratlarda yapilan benzer bir ¢alismada P-gp induktorlerinin
(DM, RIF, St John’s Wort) bagirsak ve karacigerdeki P-gp sentezini artirdigi
bobrekte ise artirmadigi belirlenmis ve ayrica Western blot analizi ile P-gp sentez
seviyelerinin bagirsakta, karaciger ve bobrekten daha yiiksek oldugu da tespit
edilmistir. Bu durumun nedeni olarak; induktorlerin oral olarak uygulandigi zaman
bagirsakta karacigere nazaran daha yiliksek konsantrasyonda bulunmasi
gosterilmigtir. Bobrekte bu induktorlerin P-gp sentezini neden indiiklemedigi acik
olmamasina ragmen her bir induktor tarafindan P-gp sentezinin organ-spesifik
olabilecegi diisiiniilmiistiir. Buna ragmen P-gp sentez mekanizmasinin altinda yatan
nedenler ve induktorler ile tedavi esnasinda diger tasiyicilarin katkisi konusunda
daha fazla arastirma yapma gerekliligi vurgulanmistir (Kageyama ve ark 2006).
Ayrica in vivo olarak P-gp sentezi lizerine DM’nun etkisinin farkli dokular arasinda
oldukea gesitli oldugu yani dokuya spesifik oldugu (Seree ve ark 1998, Demeule ve
ark 1999) ve gen ve hiicre tipi spesifitesi gosterdigi de belirtilmistir (Zhao ve ark
1993). LVF’nin smirli oranda metabolize edildigi ve degismemis sekilde ozellikle
bobrek yoluyla atildigi bildirilmistir (Chien ve ark 1997, Chien ve ark 1998). Yiiksek
dozda DM (100 mg/kg) uygulamasi sonrast LVF’nin plazma konsantrasyonunun
yiiksek olmasi, DM’nun bobrekdeki P-gp’i inhibe etmesi ile iligkili olabilir.
Belirtilen tiim bu nedenlerden dolay1 DM farkli dokularda P-gp {izerinde farkli

etkiler gostermis olabilir.

LVF uygulamasindan 2 saat sonra 100 mg/kg dozunda uygulanan DM’nun,
kontrol grubuna gore yapilan oranlama sonrasi konsantrasyon olarak en fazla
plazmada daha sonra testis dokusunda en son olarak da beyinde oldugu goriildii.
Ratlarda yapilan bir calisjmada mdrla mRNA sentezi yiiksek seviyede ince
bagirsakta, orta seviyelerde karaciger, bobrek, akciger ve beyinde, diislik seviyelerde
dalak ve kalpte belirlenmis, iskelet kasinda ise mdrla mRNA sentezi

belirlenmemistir. Beyin korteksi, beyincik, bobrek, akciger ve karacigerdeki mdrla
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mRNA sentez seviyelerinin ise ince bagirsaktakinin 1-10 kat daha az oldugu
goriilmistiir. Yine ayni calismada ratlardaki mdrla mRNA sentezinin sindirim
sisteminde proksimalden distale dogru (mide, duodenum, jejunum, ileum ve biiylik
bagirsak) giderek artan derecede daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Brady ve ark
2002). P-gp’nin yoklugu durumunda ksenobiyotiklerden beyin dokusunun diger
dokulara nazaran daha ¢ok etkilendigi belirlenmistir (Schinkel ve ark 1994). LVF
uygulamasindan sonra ayni doz ve zamanda DM uygulamasinin, P-gp {izerine
etkisinin dokulara gore farklilik gostermesi, dokulardaki mdrla mRNA sentez
sevilerindeki farkliliktan kaynaklanabilir. Bu nedenle tedavide hedeflenen dokunun
P-gp sentez seviyesinin arastirilip buna gore bir dozaj rejimi belirlemek tedavide

daha basarili bir sonug elde edilmesine yardimc1 olabilir.

Sonu¢ olarak DM’nun P-gp iizerindeki induktor/inhibitér etkisi, doza,
uygulama zamanina, dokuya, tiire ve dokulardaki P-gp yogunluguna gore degisebilir.
Ayrica, DM’nun diger tasiyicilar iizerindeki etkileri de s6z konusu olabilir. Zira
beyinde BCRP de bulunmaktadir (Schinkel ve ark 1996, Staud ve Pavek 2005). Bu
konu iizerinde daha fazla ¢alisma yapilmasi ve bu ¢alismalarinda giivenilir testlerle,
arastirmalar ve metotlarla desteklenmesi daha basarili sonuclarin elde edilmesine

yardimc1 olabilir.

FF ile LVF’nin es zamanli olarak ayn1 dozda uygulanmasi sonucu FF’nin
LVF’nin kontrol grubuna gore beyine gegisini artirdig1 (p<0.05, Cizelge 3.1) ancak
testis dokusuna gecisi ile plazma konsantrasyonu iizerine herhangi bir etkisinin
olmadig1 (p>0.05, Cizelge 3.1) gozlendi. Yu (1999) tarafindan yapilan bir ¢alismada
bir hastaya klaritromisin ile digoksin birlikte uygulanildiginda, bobrek digoksin
klerensinin distiigii bildirilmistir. P-gp’nin, digoksinin bodbreklerden atiliminda
onemli rol oynamasindan dolayi, klaritromisinin, digoksinin P-gp iligkili tasinmasini
engelleyerek bobrek digoksin atilimini azalttigi belirtilmis ve bu durum bir bobrek
epitel hiicre kiiltiirtinlin kullanilmasi ile dogrulanmistir. Klaritromisinin es zamanl
uygulanilmast  sonucu digoksinin hiicresel konsantrasyonunun arttigi = ve
konsantrasyona bagli olarak digoksinin bazoleteral taraftan apikal tarafa hiicreler
aras1 gecisinin engellendigi gozlenmistir. P-gp substratlar1 arasindaki etkilesimin
daima basit bir kinetik izlemedigi ve bu etkilesimde yarismali inhibisyon, yarismali
olmayan inhibisyon ve birlikte stimiilasyon gibi en az ii¢ biyiik etkilesimin

mekanizmasinin rol oynayabilecegi bildirilmistir. Yarigmali inhibisyonda iki
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substratin P-gp’nin ayn1 bdlgeleri iizerine hareket ettikleri ve sadece biri ya da
digerinin herhangi bir zamanda baglanabildigi belirtilmistir. Yarismali olmayan
inhibisyonda ise bir P-gp molekiiliiniin fonksiyonel olarak bagimsiz olan farkli
bolgelerine es zamanli baglanabildikleri bildirilmistir. Substrat ve inhibibitorleri
arasindaki etkilesime allosterik etkiler de dahil olursa bu durumun daha da komplike
bir hale gelebilecegi belirtilmistir. P-gp inhibisyonunun kompleks molekiiler
mekanizmasi potansiyel P-gp iliskili ilag-ilag etkilesimlerini nicelik ve nitelik olarak
tahmin etmemizi zorlastirabilecegi bildirilmistir. Bu sonuglar P-gp inhibisyonunda
pek c¢ok mekanizmanin sorumlu oldugunu gostermistir (Lin 2003).  Mevcut
calismada LVF ve FF arasindaki etkilesimin altinda yatan mekanizmalar tam olarak
bilinmemekle birlikte bahsi gegen ilic mekanizmadan biri bu durumun
gerceklesmesine neden olmus olabilir. Ayrica 6zellikle kan-beyin bariyerindeki P-
gp’nin FF’e, LVFden daha fazla affinite gosterdigi de sdylenebilir. Bu konu iizerinde
daha fazla aragtirma yapilmasi konunun aydinlanmasi agisindan énemlidir. Mevcut
calismada belirtilen uygulama sonrasi gozlenen etkinin dokular arasindaki farkliligin
nedeni P-gp sentez seviyesinin dokulardaki farkliligindan kaynaklanabilir. P-gp
induktorleri ile yapilan bir ¢alismada ise kullanilan induktorlerin farkli dokularda
farkl etkiler gdstermelerinin nedeni olarak her bir induktoriin organ spesifik olarak
P-gp sentezini etkiledikleri diistiniilmiistiir (Kageyama ve ark 2006). FF’nin LVF’nin
dokulara ge¢isi ve plazma konsantrasyonu flizerine farkli etkiler gostermesinin
temelinde de P-gp substratlarinin organ spesifik olarak etki gostermeleri olabilir. Bu
nedenle beyin dokusunda FF ile LVF arasindaki etkilesim sonucu ortaya ¢ikan
etkinin testis dokusunda goriilmemis olmast muhtemeldir. Ayrica testisin beyin kadar
fazla kanlanmamasi veya testisdeki P-gp affinitesinin daha diisiik olabilecegi
thtimalleri de g6z ardi edilmemelidir. Ayn1 zamanda bu durum bir¢ok bilinmeyen
degisken ve mekanizmalarin sonucu olarak da sekillenebilir. Bu sonuglarin altinda

yatan nedenler konusunda kapsamli ¢calismalar yapilarak degerlendirilmelidir.

P-gp seviyesindeki ilag-ilag etkilesimlerinin zehirlenme olgularinda pratige
aktarilmasi ve bu baglamda zehirlenme olgularinda hayatta kalma sansini artirmak
amaci ile norotoksisite 6zelligi bulunan IVM LDsy dozunda (80 mg/kg) farelere oral
uygulandiktan sonra hayatta kalma orami iizerine DM, RIF ve LVF gibi P-gp
modiilatorlerinin ve substratlarmin etkinligi degerlendirildi. Sadece IVM uygulanan

farelerde zehirlenme belirtileri genellikle 30. dk da g6zlendigi ve klinik uygulamaya
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da yénelik olmasi icin DM, RIF ve LVF uygulamalari IVM uygulamasindan 30 dk
sonra yapild:. Belirtilen uygulamalar sonrasi, kontrol grubuna gére DM, RIF ve LVF
uygulamalarinin farelerde hayatta kalma orani tizerine istatistiksel anlamda bir fark
olusturmadiklar1 (p>0.05, Cizelge 3.2), ancak klinik ac¢idan (farelerin yem ve su
tiiketimlerinin, hareketliliklerinin normale donmesi gibi) gozle goriiliir sekilde etkili
olduklar1 gdzlendi. Kontrol grubuna gére en fazla etkinin RIF uygulamasi sonrasi
gozlendi, DM ve LVF’nin ise hayatta kalma orani iizerine ayn1 etkiyi gosterdikleri
goriildii. Pek ¢ok ilag ve steroid hormonlarin P-gp sentezini indiikledigi (Arceci ve
ark 1990, Greiner ve ark 1999) ancak bagirsak P-gp sentez seviyesinin hem genetik
hem de ¢evresel faktorler tarafindan kontrol edilen, genis bireyler arasi farkliliklar
gosterdigi bildirilmistir (Lown ve ark 1997). Yapilan in vivo bir ¢alismada DM nun
rat karaciger, bobrek ve ince bagirsagindaki mdrla mRNA sentezini indiiklemedigi
gdzlenmistir (Brady ve ark 2002). RiF’nin ise bagirsak P-gp sentezini 6nemli
derecede artirdigi bildirilmis ve bunun bir sonucu olarak oral olarak uygulanan
digoksinin plazma konsantrasyonunu o6nemli derecede diislirdiigii bildirilmistir
(Greiner ve ark 1999). Mevcut ¢alismada RIF uygulamasinin sagladig1 hayatta kalma
orani (8/10) istatistiksel olarak 6nemli olmasa da, klinik yonden ¢ok 6nemli bir sonug
olarak degerlendirilebilir. Istatistiksel olarak onemli bulunmamasi denek sayismin
azlig ile iliskili olabilir. RIF’nin DM’a gére hayatta kalma oran1 iizerine daha etkili
olmasi, RiF’nin bagirsaktaki P-gp sentezini énemli derecede artirmasi sonucu oral
olarak alinan IVM’nin atiliminda da etkin rol iistlenmis olmasi olabilir. Ancak RIF
ve diger indiiksiyona sebep olan substratlarin mekanizmalar1 su ana kadar c¢ok iyi
anlagilmamistir. Bu nedenle P-gp induktorlerinin, kendi aralarindaki sonuca yonelik
goriilen farkliliklarin bilinen veya bilinmeyen pek ¢ok mekanizma, degisken ve

durum kaynakli olusmasit muhtemeldir.

Siklosporin A’nin P-gp’nin oldukc¢a fazla sentez edildigi ilaca direncli
hiicrelerden hazirlanan membranlara baglanmak i¢in IVM ile yaristig1 (Pouliot ve ark
1997) aym sekilde P-gp’i yiiksek seviyelerde igeren membran vezikiillerinde
IVM’nin verapamil ile yaristig1 bildirilmistir (Lespine ve ark 2007). Bu sonuglar her
iki ilacin verapamil ile P-gp’e baglanma bolgesinin ortak olabilecegi goriisiinii
desteklemistir (Garrigues ve ark 2002). Siklosporin A’nin verapamil ve diger P-gp
substratlar1 ile yarismast onun P-gp’nin tanimlanan iki baglanma bdlgesinin

kapanmasina neden olan biiyiilk molekiiler yapisinin bir sonucu olabilecegi
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bildirilmistir. Siklosporin A’nin biiyiik molekiiler yapisindan dolayr IVM’nin, P-
gp’nin bu substratlari ile de yarigtigi tahmin edilmektedir (Lespine ve ark 2009). P-
gp diizeyinde gerceklestigi tahmin edilen IVM ve LVF arasindaki etkilesimin nedeni
tam bilinmemekle birlikte, IVM ve LVF’nin P-gp’e baglanma noktalar1 ayni olabilir,
LVF IVM’e gore daha yiiksek baglanma affinitesine veya daha biiyiikk molekiil
yapisina sahip olabilir. Biitlin bunlarin disinda bilmedigimiz bir¢ok mekanizma
sonras1 boyle bir sonug sekillenmis olabilir. Bu konular ile ilgili 6ngoriilerin ispatina

yonelik daha fazla arastirmalara ihtiyag¢ vardir.
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5. SONUC ve ONERILER

Mevcut calismanin sonuglari, bu alanda yapilan cok sayidaki calisma
sonuclar1 ve P-gp ile ilgili yorum ve Ongoriiler 1s1¢inda analiz edildiginde asagida

belirtilen sonug ve degerlendirmelere ulasildi.

- DM’nun beyin kapiller damarlarindaki P-gp tizerindeki indiikleyici etkisinin

doz ve zamanla iliskili oldugu,

- DM’nun yiiksek dozlarda ge¢ uygulanmasinin beyin, testis ve bobrekteki P-
gp tizerinde inhibisyon yaptigi,

- FF’nin, LVF’nin beyine gegisini artirdigi ve beyin kapiller P-gp’lerinin
affinitesinin FF’e LVFden daha fazla oldugu,

- Dokularin P-gp diizeylerinin ve her dokudaki P-gp’lerin substrat ve

modiilatorlere duyarliliklarinin farkli oldugu,

- RiF’nin IVM zehirlenmesinde hayatta kalma oranimi artirdigi ve klinik

tabloyu iyilestirdigi gozlendi.

- DM’nun P-gp aktivitesi iizerine etkisinin doza bagli olup olmadigini ortaya

koymak i¢in yiiksek dozda erken uygulamanin yapilmasi gerekliligi,

- DM’nun yiikksek dozunun, bazi maddelerin beyin konsantrasyonunu
artirabileceginden, MSS’ne etkili ilaglarla birlikte DM nun kullanilmas1 gerektigi

durumunlarda toksikasyon riskinin olabilecegi anlasildu.

- P-gp substratlart arasinda baglanma i¢in yarigma tipindeki etkilesimin her
iki ilag arasinda her dokuda deneysel olarak ortaya konulmasi, genel

degerlendirilmeden kaginilmasi gerekliligi anlagildi.

- P-gp induktorlerinin MSS zehirleri ile zehirlenmelerde ve doku koruyucu
olarak klinikte kullanilmasimin tavsiye edilebilecegi ve induktorlerin erken evrede

kullanilmasinin gerekliligi anlagildu.

- Tedavisi zor hastaliklara ve zehirlenmelere yonelik yeni tedavi stratejileri
gelistirilmesinde P-gp gibi transmembran proteinlerin  bir potansiyel olarak

degerlendirilebilecegi kanaatine varildi.
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6. OZET

T.C
SELCUK UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

Farkh Doz ve Zamanda Uygulanan P-glikoprotein induktér ve Substratlarimin Dokulara ilac

Gegisi Uzerine Etkinliginin Belirlenmesi

“Giil CETIN”
FARMAKOLOJi ve TOKSIKOLOJI (VET.) ANABILIiM DALI

DOKTORA TEZi / KONYA-2013

Aragtirmanin amaci, P-glikoprotein’in (P-gp) induktor ve substratlari ile modifikasyonunun
dokulara ilag gecisini nasil etkiledigini ortaya koymaktir. Arastirma rat ve fareler lizerinde, iki
asamada ylriitildii. Birinci asamada 48 adet erigkin erkek Sprague-Dawley ki rat kullanildi.
Ratlardan 6 adedi metot validasyon ¢alismalarinda kullanilmak tizere kontrol grubu (0. Grup) olarak
ayridiktan sonra 42 adedi 7 esit gruba ayrildi. 1. gruba levofloksasin (LVF) (100 mg/kg, periton i¢i),
2. gruba LVF (100 mg/kg, periton i¢i) + LVF uygulamasindan sonraki 30. dakikada 7,5 mg/kg
dozunda deksametazon (DM) (periton igi), 3. gruba LVF (100 mg/kg, periton igi) + 2 saat sonra 7,5
mg/kg dozda DM (periton igi), 4. gruba LVF (100 mg/kg, periton i¢i) + 2 saat sonra 20 mg/kg DM
(periton igi), 5. gruba LVF (100 mg/kg, periton igi) + 2 saat sonra 100 mg/kg dozunda DM (periton
i¢i), 6.gruba LVF (100 mg/Kkg, periton i¢i) + 4 saat sonra 7,5 mg/kg dozunda DM (periton igi) ve 7.
gruba LVF (100 mg/kg, periton i¢i) + 100 mg/kg dozunda feksofenadin (oral) uygulandi. LVF
uygulamasindan sonraki 7. Saatte tiim gruplardaki hayvanlardan kan ornekleri, beyin ve testis
dokular1 alindi. Doku ve plazma orneklerinin LVF konsantrasyonlart HPLC ile belirlendi. Ikinci
asama 40 adet eriskin erkek Balb-c irki fare kullanildi. Fareler 4 esit gruba ayrildi ve her gruptaki
farelere ivermektin LDs, dozunda (80 mg/kg, oral) uygulandi. Ivermektin uygulamasindan 30 dk.
sonra 2.gruba DM (7,5 mg/kg, periton i¢i), 3. gruba LVF (100 mg/kg, periton igi) ve 4. gruba rifampin
(100 mg/kg, periton i¢i) uygulandi. Gruplar hayatta kalma yoniinden degerlendirildi. Diisiik doz ve
30.dk’da uygulanan DM’nun beyne LVF gegisini azalttig1, yiiksek doz ve 2.saatte uygulanan DM’nun
ise beyin ve testis dokusu ile plazmaya LVF ge¢isini artirdigi goriildii. Ayrica feksofenadinin beyne
LVF gecisini artirdig1 belirlendi. Ivermektinin LDg, doz (80 mg/kg) uygulamasi sonrasi hayatta kalma
orani iizerine DM, rifampin ve LVF uygulamalarinin istatistiksel anlamda 6nemli olmadig:i ancak
hayatta kalma orani {izerine rifampinin nispeten daha etkili oldugu (8/10) goriildii. Bu sonuglar
tedavisi zor hastaliklara ve zehirlenmelere yonelik yeni tedavi stratejileri gelistirilmesinde ve ilag-ilag
etkilesimlerinde P-gp modiilasyonunun 6nemli bir potansiyel olabilecegini gosterdi.

Anahtar Sozciikler: Doku konsantrasyonu; ivermektin; levofloksasin; P-gp modiilasyonu;

zehirlenme.
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7. SUMMARY

Determination of Effectiveness of P-glycoprotein’ s Inductor Administered at Different Doses

and Time and Substrate on Drug Penetration into Tissues

The aim of this study is to determine effect of P-glycoprotein (P-gp) modification with its
inductor and substrates on drug penetration into tissues. The study was carried out in two stages on
mice and rats. A total of 48 male adult Sprague-Dawley rats were used in the first stage. 6 rats were
used in the studies metod validation, then 42 rats were divided into 7 equal groups. Levofloxacine
(LVX) administered by intraperitoneal route at 100 mg/kg dose in all group animals. Dexamethasone
(DEX) at 7,5 mg/kg dose by intraperitoneal route administered at half an hour after LVX in 2. group
animals. DEX administered at doses of 7,5, 20 and 100 mg/kg by intraperitoneal route at 2 hour after
LVX administrations in 3., 4., and 5. group animals, respectively. DEX administered at single dose of
7,5 mg/kg by intraperitoneal route at 4 hour after LVX administration in 6. group animals. In 7. group
animal, fexofenadine administered at 100 mg/kg dose by gastric gavage at same time with LVX
administration (intraperitoneal). Blood samples were collected from heart animals in all groups at 7
hour after LV X administration. After plasma, brain and testes taken from each of animals, LVX
concentrations in all groups analyzed with HPLC. In the second stage a total of 40 male adult Balb-c
mice were used. Animals were divided into 4 groups including 10 animals in each group. Ivermectin
administered at LDs, dose by oral route with gastric gavage in all groups. DEX, LVX, rifampin
administered by intraperitoneal route 30 min. after ivermectin administered in 2., 3. and 4. groups,
respectively. Groups were evaluated in terms of survival. It was determined that DEX reduced
penetration at brain of LVX in the low dose and 30 min., but its increased penetration at brain of LVX
in the high dose and 2 hour. The data also demonstrate that fexofenadine increased LV X penetration
at brain. In addition to, Altough it was determined that DEX, rifampin and LV X administrations show
statistically the same effect on the survival rate following ivermectin administration at LDs dose, the
better efficacy was observed in rifampin administration (8/10). These results indicate that P-gp
modulation may be an important potential the development of new therapy strategys for difficult to
treat diseases and toxications and in drug-drug interaction.

Key Words: Tissue concentration; ivermectin; levofoxacin; P-gp modulation; toxication.
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Selguk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji ve Toksikoloji ABD Ogretim Uyesi Prof.
Dr. Biinyamin TRAS tarafindan sunulan “Farkh Doz ve Zamanda Uygulanan P-glikoprotein
induktér ve Substratlarmmin Dokulara ila¢ Gegisi Uzerine Etkinliginin Belirlenmesi”
isimli tez projesi degerlendirilmistir.

Projede, S.U. Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Unitesinden temin edilecek olan 42 rat ve 30 fare
kullanilacagi, hayvanlara oral ve parenteral yolla ila¢ uygulanarak dokulara gegisin incelenecegi,
hayvanlarm 2 giin siireyle kullanildiktan sonra Gtenazi uygulanacagi, projenin 12 ay siirdiiriilecegi

Basvuruda, Selguk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Etik Kurul Yénergesi ilkelerine uyulduguna,
projenin hayvan kullanim etigi agisindan “Uygun olduguna” oy birligi ile karar verilmistir.

Prof. Dr. Mehmet MA|
Bagkan

o/ .-

DEN

I:;f.DEnver YAiAR

Baskan Yardimcisi

Prof. Dr. Sadé

'

v

Giirkan HIZLI

Konya Dogayi ve Hayvanlari Koruma Dernegi Uyesi

Prof. D\r Fatma INAL
Raportér Uye

Uye

o)

e =
Dog. Dr. Ugur USLU

Hiseyin AYDIN
Sivil Uye

57



EK-B: Etik Kurul Raporu 2

&’“m% TC . .
é 770 SELGUK UNIVERSITESI
@-gj/w _ VETERINER FAKULTESI
o ETiK KURUL (SUVFEK) KARARLARI

7976
97

T
Toplanti Tarihi 11.04.2012 | Toplant: Sayisi 2012/07 Karar Sayisi 2012/036

Selcuk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji ve Toksikoloji ABD Ogretim Uyesi Prof,
Dr. Binyamin TRAS tarafindan sunulan 2010/067 sayili kararla onay almmis “Farkli Doz ve
Zamanda Uygulanan P-glikoprotein Induktor ve Substratlarimn Dokulara Ila¢ Gegisi
Uzerine Etkinliginin Belirlenmesi” isimli tez projesinde degisiklik istegi degerlendirilmistir.

Projenin materyal ve metodunda IM ve IV yolla uygulanan ilaglarin IP olarak uygulanacagt
ve metot validasyonunda kullanilmak tizere 6 adet ratin, calismamn ikinci asamasia 10
fareden olusan rifampin grubunun eklenecegi bildirilmektedir. Arastirmacilarn istekleri
uygun gorilmustiir.

Bagvuruda, Selguk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Etik Kurul Yonergesi ilkelerine
uyulduBuna, projenin hayvan kullanim etigi agisindan “Uygun olduguna” oy birligi ile
karar verilmistir. :
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10. OZGECMIS

1982 yilinda Erzincan’da dogdu. Ilk, orta ve lise egitimini Antalya’da
tamamladi. 2001 yilinda Selguk Universitesi Veteriner Fakiiltesini kazand1 ve 2006
yilinda birincilikle mezun oldu. 2008 yilinda Selguk Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dalinda doktoraya basladi. Merkezi sistem ile
Mehmet Akif Universitesi Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim
Dalina 29.12.2008 tarihinde arastirma gorevlisi olarak goreve basladi. 2009 yilinda
Selcuk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dalina
doktora egitimini tamamlamak tizere 35. Madde ile geldi. Halen ayni Anabilim

Dalinda gorev yapmaktadir.
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