elSSN: 2564-6524

ANKARA UNIVERSITESI

ECZACILIK FAKULTESI
DERGISI

JOURNAL OF FACULTY OF PHARMACY
OF
ANKARA UNIVERSITY

Cilt / Vol : 44
Sayi1 / No : 2
Yil / Year : 2020




elSSN: 2564-6524

ANKARA UNIVERSITESI

ECZACILIK FAKULTESI
DERGISI

JOURNAL OF FACULTY OF PHARMACY
OF
ANKARA UNIVERSITY

Cilt / Vol: 44
Say1 / No: 2
Yil / Year: 2020






ANKARA UNIVERSITESI ECZACILIK FAKULTESI DERGISI

(Ankara Ecz. Fak. Derg.) elSSN: 2564-6524

Sahibi:
Prof. Dr. Giilbin OZCELIKAY

Bas Editor:

Prof. Dr. ilkay YILDIZ
Ankara Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmasotik Kimya Anabilim Dali,
06560 Yenimahalle-ANKARA,
Tel: 0 312 203 30 69
Faks: 0312 213 10 81
e-posta: iyildiz@pharmacy.ankara.edu.tr

Editorler:

Prof. Dr. Canan HASCICEK
Ankara Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmasotik T eknoloji Anabilim Dali
e-posta: cogan@pharmacy.ankara.edu.tr
Doc. Dr. ilker ATES
Ankara Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmasotik T oksikoloji Anabilim Dali
e-posta: iates@pharmacy.ankara.edu.tr
Dog. Dr. Ozgiir USTUNDAG
Ankara Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Analitik Kimya Anabilim Dal
e-posta: ustundag@pharmacy.ankara.edu.tr
Dog¢. Dr. Banu KASKATEPE
Ankara Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmasotik Mikrobiyoloji Anabilim Dali
e-posta: bkaskatepe@ankara.edu.tr
Dr. Ogr. Uyesi Il 0OZAKCA GUNDUZ
Ankara Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmakoloji Anabilim Dali
e-posta: ozakca@ankara.edu.tr
Dr. Ogr. Uyesi Ash KOC
Ankara Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Biyokimya Anabilim Dali
e-posta: akoc@ankara.edu.tr
Dr. Serkan OZBILGIN
Ankara Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmakognozi Anabilim Dali
e-posta: ozbilgin@pharmacy.ankara.edu.tr
Dr. Kayhan BOLELLI
Ankara Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmasotik Kimya Anabilim Dal
e-posta: bolelli@ankara.edu.tr
Dr. M. Mesud HURKUL
Ankara Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmasétik Botanik Anabilim Dali
e-posta: mhurkul@ankara.edu.tr
Dr. Gizem GULPINAR
Ankara Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Eczacilik fsletmeciligi Anabilim Dali
e-posta: gaykac@ankara.edu.tr



mailto:iyildiz@pharmacy.ankara.edu.tr
mailto:cogan@pharmacy.ankara.edu.tr
mailto:iates@pharmacy.ankara.edu.tr
mailto:ustundag@pharmacy.ankara.edu.tr
mailto:bkaskatepe@ankara.edu.tr
mailto:ozakca@ankara.edu.tr
mailto:akoc@ankara.edu.tr
mailto:ozbilgin@pharmacy.ankara.edu.tr
mailto:bolelli@ankara.edu.tr
mailto:mhurkul@ankara.edu.tr
mailto:gaykac@ankara.edu.tr

Editoryal Damisma Kurulu:

Prof. Dr.
Prof. Dr.
Prof.
Prof.
Prof.
Prof.
Prof.
Prof.
Prof.
Prof. Dr.
Prof.
Prof. Dr.
Prof.
Prof.
Prof. Dr.
Prof.
Prof.
Prof. Dr.

Dr.
Dr.
Dr.
Dr.

Dr

Dr.

Dr.
Dr.

Dr.
Dr.

Fiisun ACARTURK
Fligen AKTAN
Nurten ALTANLAR
Nuray ARI

Rudolf BAUER
Benay CAN EKE

. Alfonso Miguel Neves CAVACO
Dr.
Dr.

Nina CHANISHVILI
Bezhan CHANKVETADZE
Ayse Mine GENCLER
Athina GERONIKAKI
Hakan GOKER

Vesna MATOVIC
Milan STEFEK

Zithre SENTURK
Istvan TOTH

Fikriye URAS

Selen YEGENOGLU

Gazi Universitesi, Ankara, TURKIYE

Ankara Universitesi, Ankara, TURKIYE

Ankara Universitesi, Ankara, TURKIYE

Ankara Universitesi, Ankara, TURKIYE

Graz Universitesi, Graz, AVUSTURYA

Ankara Universitesi, Ankara, TURKIYE

Lizbon Universitesi, Lizbon, PORTEKIZ

George Eliava Bak., Mik. ve Vir. Enstitiisii, Tiflis, GURCISTAN
Ivane Javakhishvili Tiflis Devlet Universitesi, Tiflis, GURCISTAN
Ankara Universitesi, Ankara, TURKIYE

Aristotelesci Selanik Universitesi, Selanik, YUNANISTAN
Ankara Universitesi, Ankara, TURKIYE

Belgrad Universitesi, Belgrad, SIRBISTAN

Slovak Bilim Akademisi, Bratislava, SLOVAK CUMHURIYETI
Yiiziincii Y11 Universitesi, Van, TURKIYE

Queensland Universitesi, AVUSTRALYA

Marmara Universitesi, Istanbul, TURKIYE

Hacettepe Universitesi, Ankara, TURKIYE

Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Dergisi (Ankara Ecz. Fak. Derg.) Ankara Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi’nin resmi bilimsel bir dergisidir. 1971 ve 2010 yillar1 arasinda basili olarak yayimlanmigtir.

Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Dergisi yilda 3 say1 olarak (Ocak-Mayis-Eyliil) yayimlanir. Bu
dergi acik erisim, hakemli bir dergi olup, Tiirkce veya Ingilizce olarak farmasotik bilimler alanindaki énemli
gelismeleri igeren orijinal aragtirmalar, derlemeler ve kisa bildiriler i¢in uluslararasi bir yaym ortamidir.
Yayimlanan yazilarin sorumlulugu yazar(lar)ina aittir. Dergiye gonderilen makalelerin daha 6nce tamamen
veya kismen bagka bir yerde yayimlanmamis veya yayimi igin baska bir yere basvuruda bulunulmamis olmasi
gereklidir. Makaleler derginin yazim kurallarina uymalidir.

Tarandig1 Indeksler

- Scopus
- Google Scholar (GS)

- Excerpta Medica Database (EMBASE)
- Scimago Journal & Country Rank (SJR)

- OpenAIRE

- UDLEdge (i-Focus, i-Future, i- Journals)

Web adresi: http://journal.pharmacy.ankara.edu.tr/



http://journal.pharmacy.ankara.edu.tr/

JOURNAL OF FACULTY OF PHARMACY OF ANKARA UNIVERSITY

(J. Fac. Pharm. Ankara) elSSN: 2564-6524

Owner:
Prof. Dr. Giilbin OZCELIKAY

Editor-in-Chief:

Prof. Dr. llkay YILDIZ
Ankara University Faculty of Pharmacy, Department of Pharmaceutical Chemistry
06560 Yenimahalle-Ankara/TURKEY
Tel: 0 312 203 30 69
Fax: 0312213 10 81
e-mail: efd.editor@ankara.edu.tr

Editors:

Prof. Dr. Canan HASCICEK
Ankara University, Faculty of Pharmacy, Department of Pharmaceutical Technology
e-mail: cogan@pharmacy.ankara.edu.tr
Assoc. Dr. Prof. ilker ATES
Ankara University, Faculty of Pharmacy, Department of Pharmaceutical Toxicology
e-mail: iates@pharmacy.ankara.edu.tr
Assoc. Dr. Prof. Ozgiir USTUNDAG
Ankara University, Faculty of Pharmacy, Department of Analytical Chemistry
e-mail: ustundag@pharmacy.ankara.edu.tr
Assoc. Dr. Prof. Banu KASKATEPE
Ankara University, Faculty of Pharmacy, Department of Pharmaceutical Microbiology
e-mail: bkaskatepe@ankara.edu.tr
Assis. Dr. Prof. Isl OZAKCA GUNDUZ
Ankara University, Faculty of Pharmacy, Department of Pharmacology
e-mail: ozakca@ankara.edu.tr
Assis. Dr. Prof. Ash KOC
Ankara University, Faculty of Pharmacy, Department of Biochemistry
e-mail: akoc@ankara.edu.tr
Dr. Serkan OZBIiLGIN
Ankara University, Faculty of Pharmacy, Department of Pharmacognosy
e-mail: ozbilgin@pharmacy.ankara.edu.tr
Dr. Kayhan BOLELLI
Ankara University, Faculty of Pharmacy, Department of Pharmaceutical Chemistry
e-mail: bolelli@ankara.edu.tr
Dr. M. Mesud HURKUL
Ankara University, Faculty of Pharmacy, Department of Pharmaceutical Botany
e-mail: mhurkul@ankara.edu.tr
Dr. Gizem GULPINAR
Ankara University, Faculty of Pharmacy, Department of Pharmacy Business Administration
e-posta: gaykac@ankara.edu.tr



mailto:efd.editor@ankara.edu.tr
mailto:cogan@pharmacy.ankara.edu.tr
mailto:iates@pharmacy.ankara.edu.tr
mailto:ustundag@pharmacy.ankara.edu.tr
mailto:bkaskatepe@ankara.edu.tr
mailto:ozakca@ankara.edu.tr
mailto:akoc@ankara.edu.tr
mailto:ozbilgin@pharmacy.ankara.edu.tr
mailto:bolelli@ankara.edu.tr
mailto:mhurkul@ankara.edu.tr
mailto:gaykac@ankara.edu.tr

Editorial Advisory Board:

Prof. Dr.
Prof. Dr.
Dr.
Dr.
Dr.
Dr.
Dr.
Dr.
Dr.
Prof. Dr.
Prof. Dr.
Prof. Dr.
Prof. Dr.
Prof. Dr.
Prof. Dr.
Prof. Dr.
Prof. Dr.
Prof. Dr.

Prof.
Prof.
Prof.
Prof.
Prof.
Prof.
Prof.

Fiisun ACARTURK

Fiigen AKTAN

Nurten ALTANLAR

Nuray ARI

Rudolf BAUER

Benay CAN EKE

Alfonso Miguel Neves CAVACO
Nina CHANISHVILI
Bezhan CHANKVETADZE
Ayse Mine GENCLER
Athina GERONIKAKI
Hakan GOKER

Vesna MATOVIC

Milan STEFEK

Ziihre SENTURK

Istvan TOTH

Fikriye URAS

Selen YEGENOGLU

Gazi University, Ankara, TURKEY

Ankara University, Ankara, TURKEY

Ankara University, Ankara, TURKEY

Ankara University, Ankara, TURKEY

University of Graz, Graz, AUSTRIA

Ankara University, Ankara, TURKEY

University of Lisbon, Lisbon, PORTUGAL

George Eliava Institute of Bac., Mic. and Vir., Thilisi, GEORGIA
Ivane Javakhishvili Thilisi State University, Thilisi, GEORGIA
Ankara University, Ankara, TURKEY

Aristotelian University of Thessaloniki, Thessaloniki, GREECE
Ankara University, Ankara, TURKEY

University of Belgrade, Belgrade, SERBIA

Slovak Academy of Sciences, Bratislava, SLOVAK REPUBLIC
Yuzuncu Yil University, Van, TURKEY

University of Queensland, AUSTRALIA

Marmara University, Istanbul, TURKEY

Hacettepe University, Ankara, TURKEY

Journal of Faculty of Pharmacy of Ankara University (J. Fac. Pharm. Ankara) is official scientific journal
of Ankara University Faculty of Pharmacy. It was published between 1971 and 2010 as a print.

Journal of Faculty of Pharmacy of Ankara University is published three times (January-May-September) a year.
It is an international medium, an open access, peer-reviewed journal for the publication of original research reports,
reviews and short communications in English or Turkish on relevant developments in pharmaceutical sciences. All
the articles appeared in this journal are published on the responsibility of the author(s). The manuscript submitted
to the journal should not be published previously as a whole or in part and not be submitted elsewhere. The
manuscripts should be prepared in accordance with the requirements specified.

Indexing and Abstracting

- Scopus

- Google Scholar (GS)

- Excerpta Medica Database (EMBASE)
- Scimago Journal & Country Rank (SJR)

- OpenAIRE

- UDLEdge (i-Focus, i-Future, i- Journals)

Web address: http://journal.pharmacy.ankara.edu.tr/



http://journal.pharmacy.ankara.edu.tr/

ICINDEKILER / CONTENTS 44(2), 2020

Ozgiin Makaleler / Original Articles

Tugba ERTAN-BOLELLI, Kayhan BOLELLI - PHARMACOPHORE MODELING STUDIES ON KNOWN MMP-9 ENZYME
INHIBITORS TO IDENTIFY THE IMPORTANT COMMON FEATURES - ONEMLI ORTAK OZELLIKLERI
TANIMLAMAK AMACIYLA, BILINEN MMP-9 ENZIM INHIBiTORLERI UZERINDE YAPILAN
FARMAKOFOR MODELLEME GALISMALARI

Andrey GOTSULYA - SYNTHESIS AND ANTIRADICAL ACTIVITY OF ALKYL DERIVATIVES OF 5-(5-METHYL-1H-
PYRAZOL-3-YL)-4-PHENYL-4H-1,2,4-TRIAZOLE-3-THIOL - 5-(5-METIL-1H-PIRAZOL-3-IL)-4-FENIL-4H-
1,2,4-TRIAZOL-3-TIYOL ALKIL TUREVLERININ SENTEZ VE ANTIRADIKAL AKTIVITELERI

Miray ARSLAN, Efsun Sima GOBAN, Sevgi SAR - KADIN ECZACILAR PERSPEKTIFINDEN ECZACILIK MESLEGI - PHARMACY
PROFESSION FROM THE PERSPECTIVE OF FEMALE PHARMACISTS

Roman SHCHERBYNA - AN INVESTIGATION OF THE PHARMACOKINETICS AND POTENTIAL METABOLITES OF
POTASSIUM 2-((4-AMINO-5-(MORFOLINOMETYL)-4H-1,2,4-TRIAZOL-3-YL)THIO) ACETATE ON RATS -
POTASYUM 2-((4-AMINO-5-(MORFOLINOMETIL)-4H-1,2,4-TRIAZOL-3-IL)TIYO) ~ ASETATIN
FARMAKOKINETIGI VE POTANSIYEL METABOLITLERININ SICANLARDA ARASTIRILMASI

Andrii A SAFONOV - METHOD OF SYNTHESIS NOVEL N'-SUBSTITUTED-
2-((5-(THIOPHEN-2-YLMETHYL)-4H-1,2 4-TRIAZOL-3-YL)THIO) ACETOHYDRAZIDES - YENi N-
SUBSTITUE-2-((5-(TIYOFEN-2-ILMETIL)-4H-1,2,4-TRIAZOL-3-IL)TiYO) ASETOHIDRAZITLERIN
SENTEZ YONTEMI

Miray ARSLAN - APPLICATION OF AHP METHOD FOR THE SELECTION OF PHARMACEUTICAL WAREHOUSE LOCATION -
ECZA DEPOSU YERI SEGCIMINDE AHS YONTEMININ UYGULANMASI

Omertil Faruk TAVLI, Omer HAZMAN, Ahmet BUYUKBEN, Fatima Nur YILMAZ, Berna OZBEK CELIK, Esra EROGLU OZKAN
- ISTANBUL AKTARLARINDA SATILAN HYPERICUM PERFORATUM ORNEKLERININ FARMAKOGNOZIK
ACIDAN INCELENMESiI - PHARMACOGNOSTIC RESEARCH ON HYPERICUM PERFORATUM
SAMPLES SOLD BY HERBALISTS IN ISTANBUL

ismail Sari, Gonca DONMEZ ARAT, Oktay OZKAN, Isil AYDEMIR, Caner OZBEY, M. ibrahim TUGLU - APOPTOTIC AND
CYTOTOXIC EFFECT OF ORIGANUM MINUTIFLORUM ON NB2A NEUROBLASTOMA CELLS -
ORIGANUM MINUTIFLORUM'UN NB2A NOROBLASTOMA HUCRELERINE APOPTOTIK VE
SITOTOKSIK ETKISI

Derlemeler / Reviews

Leyia PASAYEVA, Ayse Cemre KARARENK, Miberra KOSAR - COUSINIA CASS. CINSININ GELENEKSEL KULLANIMI,
FITOKIMYASAL IGERIGI VE BIYOLOJIK ETKILERI - TRADITIONAL USAGE, PHYTOCHEMICAL
COMPOSITIONS AND BIOLOGICAL ACTIVITIES OF COUSINIA CASS. GENUS

Nadir DERELI, Zerrin SEZGIN BAYINDIR - PROLIPOZOM TEKNOLOJISINDEKiI GUNCEL GELISMELER VE UYGULAMALAR -
RECENT DEVELOPMENTS ON PROLIPOSOME TECHNOLOGY AND APPLICATIONS

Dilara EREN, Ismail YALGIN - RASYONEL ILAG TASARIMINDA MOLEKULER MEKANIK VE MOLEKULER DINAMIK
YONTEMLERIN KULLANILMA AMACI - THE AIM OF IMPLEMENTATION OF THE MOLECULAR
MECHANIC AND THE MOLECULAR DYNAMIC METHODS IN RATIONAL DRUG DESIGN

Oguzhan FIRAT, llkay YILDIZ - TOPOIZOMERAZ Il ENZIM INHIBITORLERI - TOPOISOMERASE Il ENZYME INHIBITORS

Sayfa/ Page

204

211

220

233

242

253

265

281

293

308

334

356



J. Fac. Pharm. Ankara / Ankara Ecz. Fak. Derg., 44(2): 204-210, 2020 \&?
Doi: 10.33483/jfpau.690373

ORIGINAL ARTICLE / OZGUN MAKALE

PHARMACOPHORE MODELING STUDIES ON KNOWN MMP-9
ENZYME INHIBITORS TO IDENTIFY THE IMPORTANT COMMON
FEATURES

ONEMLI ORTAK OZELLIKLERI TANIMLAMAK AMACIYLA, BILINEN MMP-9 ENZIM
INHIBITORLERI UZERINDE YAPILAN FARMAKOFOR MODELLEME CALISMALARI

Tugba ERTAN-BOLELLIY, Kayhan BOLELLI*2*

!Ankara University, Faculty of Pharmacy, Department of Pharmaceutical Chemistry, 06560, Ankara,
Turkey
2l_umiLabs, 06610, Ulus-Ankara, Turkey

ABSTRACT

Obijective: In this study, pharmacophore models were generated to explain the structure—activity
relationships by using the known MMP-9 inhibitors.

Material and Method: Pharmacophore models were generated to explain the specification of the
structure—activity relationships of common pharmacophoric sites of the known MMP-9 inhibitors. For this study
Discovery Studio 3.5 software was used. A set of known MMP-9 inhibitors (NFH, Batimastat, Marimastat,
Prinomastat, CGS-27023A, and Ro32-3555) were used for common feature pharmacophore generation method.
Selected hypothesis included two hydrogen bond acceptor, one hydrogen bond donor, and one hydrophobic
feature.

Result and Discussion: All of the tested inhibitors except CGS-27023A and Ro32-3555 fitted the selected
pharmacophore model perfectly. These two inhibitors did not fit the A2 feature. It can be concluded that AL,
D1, and H1 features at the given positions could be necessary for the activity. Additionally, we compared the
pharmacophore model with NFH and MMP-9 enzyme complex to identify the important interactions. At the
given positions of all of the pharmacophoric features, there is an interaction with the protein. This is also
supported our pharmacophore hypothesis. As a result, this pharmacophore model could be useful to design new
small molecule inhibitors of MMP-9 enzyme.

Keywords: cancer, inflammatory diseases, MMP-9, pharmacophore modeling, structure—activity
relationships
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Amac: Bu ¢alismada, yapi-aktivite iligkilerini agiklamak amaciyla bilinen MMP-9 inhibitérleri iizerinden
farmakofor modeller olusturuldu.

Gere¢ ve Yontem: Bilinen MMP-9 inhibitorlerinin ortak farmakoforik ozellikleri belirlenerek, yapi-
aktivite iligkilerini agiklamak tizere farmakofor modeller olusturuldu. Bu ¢alisma igin Discovery Studio 3.5
programi kullanildi. Bilinen MMP-9 inhibitorieri (NFH, Batimastat, Marimastat, Prinomastat, CGS-27023A
ve R032-3555), ortak farmakofor ozelliklerin belirlenmesinde kullamildi. Iki hidrojen bagi alicisi, bir hidrojen
bagi dondrii ve bir hidrofobik ozellik i¢eren hipotez segildi.

Sonug ve Tartisma: CGS-27023A ve R032-3555 disindaki test edilen tiim inhibitorler, segilen farmakofor
modele miikemmel bir sekilde uydu. Bu iki inhibitér A2 ézelligine uymadi. Buna gore, etki icin verilen
konumlardaki Al, D1 ve HI ézelliklerinin gerekli olabilecegi sonucuna varildi. Ayrica, énemli etkilesimleri
tamimlamak igin farmakofor model, NFH ve MMP-9 enzim kompleksi ile karsilastirildi. Tiim farmakoforik
ozelliklerin verilen pozisyonlarda, protein ile bir etkilesim gozlendi. Bu durum farmakofor hipotezimizi de
desteklemektedir. Sonug olarak, bu farmakofor model, MMP-9 enziminin yeni kii¢iik molekiil inhibitorlerini
tasarlamak i¢in yararh olabilir.

Anahtar Kelimeler: enflamatuar hastaliklar, farmakofor modelleme, kanser, MMP-9, yapi-etki iliskileri

INTRODUCTION

The matrix metalloproteinases (MMPs) are a family of zinc-containing enzymes, which are
structurally related to endopeptidases that mediate the impairment of connective tissue macromolecules.
Because of their central role in re-modelling connective tissue, both as part of normal physiological
growth and repair, and as part of disease processes, there is quite a lot interest in these proteins as many
targets, in a wide range of inflammatory and degenerative diseases, such as atherosclerosis and arthritis,
and also in cancer [1-4]. Over many years in the pathogenesis of cancer and arthritis the importance of
the MMP family has been determined. But it is only relatively recently that MMPs and their expressed
by lipid-laden macrophages. The proofs from histological investigations and molecular genetic studies
implicates that over-expression of MMP9 in the vascular re-modelling events preceding plaque rupture,
acute myocardial infarction are the most common causes [5]. More recently, animal studies have shown
that a reduction of MMP9 activity, either by through pharmacological intervention or genetic
manipulation, has an impact on ventricular re-modelling following infarction. Thus, in the pathogenesis
of heart, MMP9 activity could be a key mechanism failure [6].

Many small molecule inhibitors of MMP-9 which effectively treat cancer and arthritis have been
studied in human. Figure 1 shows five MMP-9 inhibitors that have reached clinical trials (Batimastat,
Marimastat, Prinomastat, Ro32-3555 and CG-527023A) and another known inhibitor (NFH) which has
a crystal structure, complex with the MMP-9 enzyme [7-12].
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Figure 1. Structures of known MMP-9 inhibitors

In an earlier study, the crystal structure of the catalytic domain of human MMP-9 enzyme with
peptidic reverse hydroxamate inhibitor (NFH) complex was determined. In the centre of catalytic there
is an active-site zinc ion which co-ordinated by an essential glutamic acid residue (Glu402) and three

histidine residues (His401, His405 and His411) (Figure 2) [7].

Figure 2. Crystal structure of the catalytic domain of human MMP-9 enzyme with peptidic reverse
hydroxamate inhibitor (NFH) complex (PDB ID: 1GKC).

Herein, pharmacophore models were generated to explain the structure—activity relationships by

using the known MMP-9 inhibitors. Then we compared the pharmacophore model with NFH and MMP-

9 enzyme complex (Figure 2) to identify the important interactions.
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MATERIAL AND METHOD

In this study we used common feauture pharmacophore generation method to explain the
specification of the structure—activity relationships of pharmacophoric sites of the known MMP-9
inhibitors. We used Discovery Studio 3.5 software for built the compounds and generated the standard
3D structures. The geometry of the inhibitors was optimized by using ABNR Minimization Method
and for each inhibitor, conformational models were automatically generated. The “best conformer
generation” procedure was applied to provide the best conformational coverage for a maximum number
of conformers generated, defaulted to 255 in a 0-20 kcal/mol range from the global minimum. The
generated conformations were used to align common molecular features and generate the
pharmacophore hypotheses [13-15].

A set of known MMP-9 inhibitors (NFH, Batimastat, Marimastat, Prinomastat, CGS-27023A,
and Ro32-3555) shown in Figure 1 were selected as the training set for use common feature
pharmacophore generation method. Then 10 pharmacophoric hypotheses were generated from these
aligned inhibitors. We selected the hypotesis which have two hydrogen bond acceptor (Al and A2), one
hydrogen bond donor (D1), and one hydrophobic (H1) features (Figure 3a).

RESULT AND DISCUSSION

Selected pharmacophore hypotesis included two hydrogen bond acceptor (Al and A2), one
hydrogen bond donor (D1), and one hydrophobic (H1) features. The hypothesis and mapping of all of
the inhibitors are shown in Figure 3. All of the tested inhibitors except CGS-27023A and R032-3555
fitted the pharmacophore model perfectly (Figure 3 and Figure 4). According to the mapping of CGS-
27023A, and Ro32-3555, these compounds fitted the three features of the model (A1, D1, and H1) but
did not fit the A2 feature. Fit values of the tested inhibitors are shown in Table 3. It can be concluded
that Al, D1, and H1 features at the given positions could be necessary for the activity.

Table 1. Fit values of the tested inhibitors

Inhibitor Name Fit value
Batimastat 3,99931
NFH 3,78265
Marimastat 3,56112
Prinomastat 3,44325
CGS-27023A 2,98623
R032-3555 2,95924
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CGS-27023A Ro-32-3555

Figure 3. a) The selected pharmacophore model and distances between the features. b) Mapping of
Batimastat to pharmacophore model. ¢) Mapping of Marimastat to pharmacophore model. d) Mapping
of Prinomastat to pharmacophore model. ) Mapping of CGS-27023A to pharmacophore model. f)
Mapping of Ro32-3555 to pharmacophore model.

Additionaly we compared this pharmacophore model with the X-ray crystal structure of MMP-9
and NFH complex (PDB ID: 1GKC) (Figure 4). At the given positions of all of the pharmacophoric
features, there is an interaction with the protein. At the Al position there is metal interaction with Zn
ion, at the A2 position there is a metal interaction with Zn ion and H bond with Glu402, at the D1
position there is a H bond with Gly186 and at the H1 position there is hydrophobic interactions with
His401 and Tyr423. All of these are also supported our pharmacophore hypothesis. It is reported that

interaction with the Zn ion is necessary for the activity. And according to our hypothesis at the given
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positions of Al and A2 features, there can be seen interactions with Zn ion. So, it can be concluded that
for interaction with Zn ion, the Al and A2 features, especially Al could be very important for the
activity. As a result, this pharmacophore model could be useful to design new small molecule inhibitors
of MMP-9 enzyme.
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Figure 4. a) Pharmacophore mapping to the NFH b) Interactions between NFH and MMP-9 enzyme
from X-ray crystal complex (PDB ID 1GKC).
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SYNTHESIS AND ANTIRADICAL ACTIVITY OF ALKYL
DERIVATIVES OF 5-(5-METHYL-1H-PYRAZOL-3-YL)-4-PHENYL-4H-
1,2,4-TRIAZOLE-3-THIOL

5-(5-METIL-1H-PIRAZOL-3-IL)-4-FENIL-4H-1,2,4-TRIAZOL-3-T/YOL ALKIL
TUREVLERININ SENTEZ VE ANTIRADIKAL AKTIVITELERI
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Foreign Students and Toxicological Chemistry, Ukraine

ABSTRACT

Objective: The aim of the work was to develop effective methods for the synthesis of biologically active
heterocyclic systems containing 1,2,4-triazole and pyrazole.

Material and Method: Chemical structures of synthesized compounds were characterized with elemental
analysis, IR, *H-NMR, LC-MS techniques. The antiradical activity was evaluated using the 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging activity assay.

Result and Discussion: Developed optimal methods of obtaining of alkylderivatives of 5-(5-methyl-1H-
pyrazol-3-yl)-4-phenyl-4H-1,2,4-triazole-3-thiol. A number of synthesized compounds showed moderate
antiradical activity.

Keywords: antiradical activity, pyrazole, synthesis,1,2,4-triazoles

0z

Amag: Calismanin amact biyolojik olarak aktif 1,2,4-triazol ve pirazol iceren heterosiklik sistemlerin
sentezi igin etkili yontemler geligtirmektir.

Gerec ve Yontem: Sentezlenen bilesiklerin kimyasal yapilar: elemantal analiz, IR, 'H-NMR, LC-MS
teknikleri ile karakterize edildi. Antiradikal aktivite 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikal stipiiriicii
aktivite deneyi kullanilarak degerlendirildi.

Sonug¢ ve Tartisma: 5-(5-metil-1H-pirazol-3-il)-4-fenil-4H-1,2,4-triazol-3-tiyol alkil tirevierinin elde
edilmesi icin optimum yontemler gelistirildi. Bir dizi sentezlenmis bilesik, orta derecede antiradikal aktivite
gostermigtir.

Anahtar Kelimeler: antiradikal aktivite, pirazol, sentez, 1,2,4-triazol
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INTRODUCTION

Chemistry of pyrazole and 1,2,4-triazole derivatives is of considerable interest in scientific circles
[1, 2, 3]. The attractiveness of these heterocycles is associated with great opportunities in their structural
modification and their practical use as medicines [1, 3, 4]. Currently, there are known methods of
synthesis that allow you to combine these two synthons into one molecule. Despite this, some aspects
of the transformations of these molecules and the study of their properties are not fully exhausted. Thus,
the search for optimal ways of synthesis of substances that combine in their structure fragments of 1,2,4-
triazole and pyrazole, as well as the study of the properties of their derivatives is relevant and practically
significant.

The aim of the present work was to synthesize of alkylderivatives of 5-(5-methyl-1H-pyrazol-3-

yl)-4-phenyl-4H-1,2,4-triazole-3-thiol and to study the antioxidant activity of the obtained substances.

MATERIAL AND METHOD

Chemistry

During the study as synthones for the preparation of a new series of compounds, pyrazole was
selected. It is important to note that due to the variety and power of pharmacological effects that appear,
this structure is a worthy place among heterocyclic compounds [1, 3, 5 - 7, 14]. 5-(5-Methyl-1H-
pyrazole-3-yl)-4-phenyl-4H-1,2,4-triazole-3-thiol was obtained from diethyloxalate, acetone and
sodium methanoate through a series of successive stages [8].

The study of physico-chemical properties of the obtained compounds was carried out using
methods listed in the State Pharmacopoeia of Ukraine. Melting points were determined in open capillary
tubes in a “Stanford Research Systems Melting Point Apparatus 100” (SRS, USA). The elemental
analysis (C, H, N) were performed using the “Elementar vario EL cube” analyzer (Elementar
Analysensysteme, Germany). IR spectra (4000 — 400 cm™) were taken off the module ALPHA-T of
Bruker ALPHA FT-IR spectrometer (Bruker optics, Germany). 'H NMR spectra (400 MHz) were
recorded at “Varian-Mercury 400” spectrometer with SiMey as internal standard in DMSO-ds (dimethyl
sulfoxide-dg) solution. Chromatography-mass spectral studies were conducted on the instrument “Agilent
1260 Infinity HPLC” equipped with a mass spectrometer “Agilent 6120” (method of ionization —
electrospray (ESI)).

Methyl 5-methylpyrazole-3-carboxylate (4). Hydrazine hydrate (10 g, 0.2 mol) in ethanol (25 ml)
is gradually added with stirring and cooling to a solution of methyl 2,4-dioxopentanoate (3) (0.2 mol)
in alcohol. After 1 hour of heating, the alcohol was discarded. The resulting compound (99%) was
recrystallized from aqueous ethanol in the form of a needle crystal with a melting point of 82 °C (Fig.
1).
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5-Methylpyrazole-3-carbohydrazide (5). Methyl 5-methylpyrazole-3-carboxylate (58.4 g) and
hydrazine hydrate (25 g) were heated for 8 hours. The reaction product was obtained in the form of
prismatic crystals, which was recrystallized from water. The precipitate was dried at 100 °C (Fig. 1).
Yield: 90%; m. p.: 153 — 154 °C; IR (v, cm™): 3409-3235 (NH, NH,), 1627 (C=0); *H NMR (J, ppm):
2.23 (s, 3H, CHs), 4.34 (s, 2H, NHy), 6.38 (s, 1H, pyrazole, =CH-), 9.18 (s, 1H, CONH), 13.52 (s, 1H,
pyrazole, NH). Anal. calcd. (%) for CsHsN4O: C, 42.85; H, 5.75; N, 39.98. Found: C, 42.74; H, 4.82;
N, 40.08.

2-(5-Methyl-1H-pyrazole-3-carbonyl)-N-phenylhydrazine-1-carbothioamide (6). 0.05 mol of
5-methylpyrazole-3-carbohydrazide, 150 ml of dioxane and 60 ml of water are heated to dissolve the
starting material. To the solution obtained add an equivalent amount of phenyl isothiocyanate, boil for
1 hour, cool, add 100 ml of water, the precipitate is filtered off, washed with water, propan-2-ol and
crystallized from DMF (Fig. 1). Yield: 71%; m. p.: 263 - 265 °C; IR (v, cm™): 3231 (NH), 1649 (C=0);
'H NMR (6, ppm): 2.26 (s, 3H, CH3), 6.45 (s, 1H, pyrazole, =CH-), 7.37-7.41 (dd, J = 6.65, 2.86 Hz,
2H, C¢Hs), 7.53-7.60 (m, 3H, CgsHs), 8.54 (s, 1H, CONH), 9.63 (s, 1H, NHCS), 13.28 (s, pyrazole, NH).
Anal. calcd. (%) for C12H13NsOS: C, 52.35; H, 4.76; N, 25.44; S, 11.64. Found: C, 52.47; H, 4.75; N,
25.37; S, 11.67.

5-(5-Methyl-1H-pyrazole-3-yl)-4-phenyl-4H-1,2 4-triazole-3-thiol (7). A mixture of 0.01 mol of
2-(5-methyl-1H-pyrazole-3-carbonyl)-N-hydrazinocarbothioamide, 0.011 mol of sodium hydroxide and
50 ml of water is heated to reflux for 2 hours, cooled and add 2 ml of concentrated acetic acid. The
resulting precipitate is filtered off, washed with water. Recrystallized from DMF (Fig. 1). Yield: 84 %;
m. p.: 274 - 276 °C; IR (v, cm™):

Alkylation. 0.05 mol 5-(5-methyl-1H-pyrazole-3-yl)-4-phenyl-4H-1,2,4-triazole-3-thiol (7) is
added to a solution of 0.05 mol of sodium hydroxide in 30-40 ml of water, reaching complete dissolution.
Subsequently, a solution of 0.055 mol of the alkylating part in methanol or propan-2-ol is added (Fig.
1). The obtained precipitate was filtered, washed by water, dried and recrystallized with ethanol to give
white crystalline compounds (8.1-8.10).
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Figure 1. The synthetic route of title compounds

Antiradical activity

To assess the antiradical activity of the synthesized samples in the test with radical DPPH, a 0.1
mM DPPH solution in methanol was used [9, 12, 13]. To detect compounds with a marked antiradical
activity of up to 2 ml of 0.1 mM DPPH solution in methanol, 2 ml of 2 mM solution was added to the
DMSO of the test compound. Incubated for 30 minutes at 25 °C and optical density (Ap) was
determined. In parallel, the optical density of the solution was determined, which consisted of 2 ml of
0.2 mM solution of the test compound in DMSO and 2 ml of 0.1 mM DPPH solution. The optical density
of 2 ml of 0.1 mM methanol DPPH solution in DMSO was also determined. Ascorbic acid was used as

a comparison drug. Antiradical activity was calculated by the formula:

APA%ZM

AppPH

Weighing of the synthesized compounds and reagents was performed using electronic scales
"ANG200" (Axis, Gdansk, Poland). The optical density was measured using a spectrophotometer
"ULAB108UV" (Ulab, Shanghai, China).

RESULT AND DISCUSSION

The reaction route for the synthesis of the newly synthesized compounds has been described in

Figure 1.



J. Fac. Pharm. Ankara, 44(2): 211-219, 2020 Gotsulya 215

3-(5-Methyl-1H-pyrazol-3-yl)-5-(methylthio)-4-phenyl-4H-1,2 4-triazole (8.1). Yield: 69 %;
m. p.: 220 — 221 °C; IR (v, cm™): 3229 (NH), 1607 (C=N); *H NMR (6, ppm): 2.32 (s, 3H, CH3), 2.75
(s, 3H, CHa), 6.46 (s, 1H, pyrazole, =CH-), 7.33-7.36 (dd, J = 6.68, 2.89 Hz, 2H, C¢Hs), 7.48-7.54 (m,
3H, CeHs), 11.73 (s, 1H, pyrazole, NH). Anal. calcd. (%) for C1sH1sNsS: C, 57.54; H, 4.83; N, 25.81; S,
11.82. Found: C, 57.39; H, 4.82; N, 25.74; S, 11.85. ESI-MS: m/z= 272 [M+1], 274 [M+3].

3-(Ethylthio)-5-(5-methyl-1H-pyrazol-3-yl)-4-phenyl-4H-1,2, 4-triazole (8.2). Yield: 82 %; m.
p.: 212 - 214 °C; IR (v, cm™): 3233 (NH), 1597 (C=N); *H NMR (5, ppm): 1.40-1.42 (t, J = 5.1 Hz, 3H,
S-CH3-CHj3), 2.35 (s, 3H, CHs), 3.19-3.21 (m, J = 4.8 Hz, 2H, S-CH»-CH3), 6.45 (s, 1H, pyrazole, =CH-
), 7.33-7.37 (dd, J = 6.64, 2.86 Hz, 2H, C¢Hs), 7.48-7.54 (m, 3H, CeHs), 11.71 (s, 1H, pyrazole, NH).
Anal. calcd. (%) for C14Hi1sNsS: C, 58.93; H, 5.30; N, 24.54; S, 11.23. Found: C, 58.77; H, 5.29; N,
24.61; S, 11.20. ESI-MS: m/z= 286 [M+1], 288 [M+3].

3-(5-Methyl-1H-pyrazol-3-yl)-4-phenyl-5-(propylthio)-4H-1,2,4-triazole (8.3). Yield: 74 %;
m. p.: 257 — 259 °C; IR (v, em™?): 3219 (NH), 1615 (C=N); *H NMR (5, ppm): 1.07-1.09 (t, J = 5.3
Hz,3H, S-(CH3),-CHj3), 1.73-1.76 (m, J = 8.2, 5.4 Hz, 2H, S-CH»-CH,-CHj3), 2.32 (s, 3H, CHj3), 3.14-
3.17 (t, 2H, S-CH»-CH>-CHs), 6.45 (s, 1H, pyrazole, =CH-), 7.33-7.37 (dd, J = 6.45, 2.71 Hz, 2H, CgHs),
7.47-7.54 (m, 3H, Ce¢Hs), 11.74 (s, 1H, pyrazole, NH). Anal. calcd. (%) for CisH17NsS: C, 60.18; H,
5.72; N, 23.39; S, 10.71. Found: C, 60.03; H, 5.71; N, 23.45; S, 10.74. ESI- ESI-MS: m/z= 300 [M+1],
302 [M+3].

3-(Butylthio)-5-(5-methyl-1H-pyrazol-3-yl)-4-phenyl-4H-1,2, 4-triazole (8.4). Yield: 68 %; m.
p.: 197 - 199 °C; IR (v, cm™): 3225 (NH), 1592 (C=N); 'H NMR (6, ppm): 0.93-0.95 (t, 3H, S-(CH2)s-
CHa), 1.36-1.39 (m, 2H, S-(CH2),-CH,-CHs), 1.67-1.70 (m, J = 8.16, 7.27 Hz, 2H, S-CH>-CH>-CH>-
CHs), 2.32 (s, 3H, CH3), 3.16-3.19 (t, 2H, S-CH»-(CH>)2-CHs), 6.46 (s, 1H, pyrazole, =CH-), 7.33-7.37
(dd, J = 6.36, 2.83 Hz, 2H, C¢Hs), 7.46-7.53 (m, 3H, CsHs),11.75 (s, 1H, pyrazole, NH). Anal. calcd.
(%) for C16H19NsS: C, 61.32; H, 6.11; N, 22.35; S, 10.23. Found: C, 61.48; H, 6.12; N, 22.31; S, 10.21.
ESI-MS: m/z= 314 [M+1], 316 [M+3].

3-(5-Methyl-1H-pyrazol-3-yl)-5-(pentylthio)-4-phenyl-4H-1,2,4-triazole (8.5). Yield: 77 %;
m. p.: 168 — 169 °C; IR (v, cm™): 3220 (NH), 1611 (C=N); *H NMR (4, ppm): 0.88-0.92 (t, 3H, S-
(CH2)4-CHs), 1.36-1.41 (m, 4H, S-(CH2)2-(CHz).-CHa), 1.66-1.69 (m, J = 7.92, 7.25 Hz, 2H, S-CH>-
CH»-(CH>)2-CHs3), 2.33 (s, 3H, CHs), 3.14-3.16 (t, J = 5.1 Hz, 2H, S-CH-(CH,)s-CH3), 6.47 (s, 1H,
pyrazole, =CH-), 7.33-7.37 (dd, J = 6.36, 2.59 Hz, 2H, C¢Hs), 7.48-7.53 (m, 3H, CeHs), 11.74 (s, 1H,
pyrazole, NH). Anal. calcd. (%) for C17H21NsS: C, 62.36; H, 6.46; N, 21.39; S, 9.79 Found: C, 62.52;
H, 6.45; N, 21.35; S, 9.82. ESI-MS: m/z= 328 [M+1], 330 [M+3].

3-(Hexylthio)-5-(5-methyl-1H-pyrazol-3-yl)-4-phenyl-4H-1,2 4-triazole (8.6). Yield: 79 %;
m. p.: 162 — 164 °C; IR (v, cm™): 3237 (NH), 1618 (C=N); *H NMR (4, ppm): 0.87-0.90 (t, 3H, S-
(CH2)s-CHs), 1.37-1.42 (m, J = 4.8 Hz, 1.7, 1.3 Hz, 6H, S-(CH,)2-(CH2)3-CHs), 1.72-1.75 (m, J = 7.8
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Hz, 2H, S-CH>-CH»-(CH,)s-CHs), 2.33 (s, 3H, CHs), 3.15-3.17 (t, J = 7.9 Hz, 2H, S-CH»-(CH,)s-CHs3),
6.47 (s, 1H, pyrazole, =CH-), 7.33-7.37 (dd, J = 6.68, 2.89 Hz, 2H, Ce¢Hs), 7.48-7.54 (m, 3H, CeHs),
11.73 (s, 1H, pyrazole, NH). Anal. calcd. (%) for C1gH23NsS: C, 63.31; H, 6.79; N, 20.51; S, 9.39. Found:
C, 63.16; H, 6.78; N, 20.56; S, 9.41. ESI-MS: m/z= 342 [M+H"], 344 [M+3].
3-(Heptylthio)-5-(5-methyl-1H-pyrazol-3-yl)-4-phenyl-4H-1,2 4-triazole (8.7). Yield: 68 %;
m. p.: 161 — 163 °C; IR (v, em™): 3223 (NH), 1588 (C=N); *H NMR (J, ppm): 0.85-0.88 (t, 3H, S-
(CH2)6-CH3), 1.33-1.40 (m, 8H, S-(CH.).-(CH2)4-CH3), 1.70-1.73 (m, J = 8.2 Hz, 2H, S-CH2-(CH.)s-
CHj3), 2.31 (s, 3H, CH3), 3.13-3.15 (t, J = 7.9 Hz, 2H, S-CH,-(CH2)s-CHj3), 6.47 (s, 1H, pyrazole, =CH-
), 7.34-7.38 (dd, J = 6.78, 2.95 Hz, 2H, C¢Hs), 7.47-7.54 (m, 3H, CeHs), 11.73 (s, 1H, pyrazole, NH).
Anal. calcd. (%) for CigH2sNsS: C, 64.19; H, 7.09; N, 19.70; S, 9.02. Found: C, 64.33; H, 7.08; N, 19.65;
S, 9.05. ESI-MS: m/z= 356 [M+H"], 358 [M+3].
3-(5-Methyl-1H-pyrazol-3-yl)-5-(octylthio)-4-phenyl-4H-1,2,4-triazole (8.8). Yield: 76 %; m.
p.: 156 — 158 °C; IR (v, cm®): 3225 (NH), 1604 (C=N); *H NMR (J, ppm): 0.85-0.87 (t, 3H, S-(CH,)+-
CHa), 1.32-1.38 (m, 10H, S-(CH2)2-(CH)s-CH3), 1.68-1.71 (m, J = 8.0 Hz, 2H, S-CH>-CH>-(CH.)s-
CHj3), 2.31 (s, 3H, CH3), 3.13-3.15 (t, J = 7.8 Hz, 2H, S-CH,-(CH)7-CHj3), 6.46 (s, 1H, pyrazole, =CH-
), 7.34-7.38 (dd, J = 6.68, 2.89 Hz, 2H, C¢Hs), 7.47-7.53 (m, 3H, CeHs), 11.73 (s, 1H, pyrazole, NH).
Anal. calcd. (%) Cx0H27NsS: C, 65.01; H, 7.37; N, 18.95; S, 8.68. Found: C, 64.83; H, 7.36; N, 19.00;
S, 8.70. ESI-MS: m/z= 370 [M+H"], 372 [M+3].
3-(5-Methyl-1H-pyrazol-3-yl)-5-(nonylthio)-4-phenyl-4H-1,2,4-triazole (8.9). Yield: 71 %;
m. p.: 150 — 152 °C; IR (v, cm™): 3221 (NH), 1579 (C=N); *H NMR (J, ppm): 0.83-0.86 (t, 3H, S-
(CH2)s-CHs), 1.32-1.38 (m, 12H, S-(CH:).-(CH2)s-CHa), 1.68-1.71 (m, J = 8.2 Hz, 2H, S-CH2-CH>-
(CH3)6-CHs), 2.32 (s, 3H, CHs), 3.11-3.13 (t, J = 7.9 Hz, 2H, S-CH,-(CH>)7-CHs), 6.46 (s, 1H, pyrazole,
=CH-), 7.33-7.37 (dd, J = 6.62, 2.85 Hz, 2H, C¢Hs), 7.45-7.51 (m, 3H, CesHs), 11.72 (s, 1H, pyrazole,
NH). Anal. calcd. (%) for Cx1H29NsS: C, 65.76; H, 7.62; N, 18.26; S, 8.36. Found: C, 65.92; H, 7.63; N,
18.21; S, 8.33. ESI-MS: m/z= 384 [M+H*], 386 [M+3].
3-(Decylthio)-5-(5-methyl-1H-pyrazol-3-yl)-4-phenyl-4H-1,2,4-triazole (8.10). Yield: 73 %;
m. p.: 152 — 154 °C; IR (v, cm™): 3238 (NH), 1603 (C=N); *H NMR (J, ppm): 0.83-0.85 (t, 3H, S-
(CH2)9-CHs), 1.31-1.36 (m, 14H, S-(CH2)2-(CH2),-CHs), 1.67-1.71 (m, J = 8.1 Hz, 2H, S-CH,-CH>-
(CH)7-CHj3), 2.32 (s, 3H, CHs), 3.10-3.13 (t, J = 7.7 Hz, 2H, S-CH,-(CH>)s-CHs), 6.46 (s, 1H, pyrazole,
=CH-), 7.33-7.36 (dd, J = 6.68, 2.89 Hz, 2H, CsHs), 7.49-7.54 (m, 3H, CeHs), 11.75 (s, 1H, pyrazole,
NH). Anal. calcd. (%) for C2Hz1NsS: C, 66.46; H, 7.86; N, 17.62; S, 8.06. Found: C, 66.27; H, 7.87; N,
17.57; S, 8.08. ESI-MS: m/z= 398 [M+H*], 400 [M+3].
The sets of S-alkyl fragment proton signals are fixed in the expected magnetic field region, and
their parameters correspond to the literature data [10]. For example, the signals of protons methyl group

are shown at 2,75 ppm in the form of singlet (8.1). Increasing the length of the alkyl chain contributes
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to the shift of proton signals in the direction of a stronger field (+1 and +M-effects). Thus, the signals
of the protons of the methyl fragment is gradually changed to 0.83 ppm; the signals of protons of
methylene fragment are observed in the region of strong fields in the form of a triplet (3.10-3.19 ppm)
or multiplets (1.31-1.42 ppm, 1.66-1.75 ppm). Signals in the form of doublets (7.33-7.38 ppm) and
multiplets (7.45-7.54 ppm) are observed in the absorption region of aromatic protons. Hydrogen at C4
atom of the pyrazole fragment resonates at 6.45-6.47 ppm. in the form of a singlet.

In the IR-spectrum of synthesized alkyl derivatives observe deformation vibrations of alkyl
groups in ranges from 645 to 1300 cm™ and H-C-H fragment in a narrow area of frequency 1465 - 1370
cmt, For example, for CHs-group 3-vibrations occupied area at 1367 - 1374 cm™. Valence vibrations of
bonds of C-H alkyl groups form bands in area 3085 - 2830 cm™*[11] .

In the mass spectrum, there is a peak of the molecular ion and peaks of fragment ions, which

confirm this structure.
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Figure 2. Mass fragmentation pattern of compound 8.8 (CID*, 200 eV)

*CID — Collision-induced dissociation
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Figure 3. Molecular ion fragmentation scheme (CID, 200 eV)

A study of antiradical activity of synthesized substances was carried out to assess the prospects
of this research direction. The decision to study this type of activity was made in connection with the
detection of this type of activity in similar substances.

The synthesized compounds exhibit moderate antiradical activity, which in some of them

approaches the reference product "Ascorbic acid". Modification of the alkyl fragment does not lead to a
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significant change in antiradical activity. Importantly, reducing the concentration of the compounds also
does not lead to a significant loss of antiradical activity. The highest loss of activity was observed for
compound 8.10. It should also be noted that the appearance of the alkyl fragment in most cases leads to
a decrease in activity (5% - 42%). This is due to the more pronounced acidic properties of the free thiol
group compared to the alkylated one.

The data obtained confirmed the assumption of the presence of antiradical activity, but it was not
expressed (Table 1).

Table 1. Antiradical activity of synthesized compounds

Ne | Compound 2 ml 2 mM compound, investigated + 2 ml | 2 ml 2 mM compound, investigated + 2
0.1 mm DPPH solution, 1%; 1+10-° ml 0.1 mm DPPH solution, 1%; 110
1 |Ascorbic acid 92,42 79,85
2 7 76,15 65,13
3 8.1 72,31 55,04
4 8.2 60,68 51,54
5 8.3 59,15 52,31
6 8.4 43,93 42,31
7 8.5 78,12 72,82
8 8.6 63,16 55,64
9 8.7 84,10 74,27
10 8.8 63,42 63,93
11 8.9 78,80 69,06
12 8.10 50,09 10,43

A universal method for the preparation of 5-(5-methyl-1H-pyrazole-3-yl)-4-phenyl-4H-1,2,4-
triazole-3-thiol and its alkylderivatives was developed. The structure and individuality of the
synthesized compounds was confirmed by *H NMR, IR and LC-MS spectra, elemental analysis. The

biological potential of new compounds was ascertained.
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Amag: Bu c¢alismanin amaci, eczacilik sektoriiniin  farkly alanlarinda ¢alisan kadin eczacilar
perspektifinden eczacilik mesleginin degerlendirilmesi ve ayni zamanda kadin eczacilarin is doyumlarinin ele
alinmasidir.

Gere¢ ve Yontem: Calismanmin evrenini Ankara ilinde eczaciligin farkli alanlarinda ¢alisan kadin
eczacular olusturmaktadir. Calismada nitel goriigme yonteminden yararlanilmis olup, goriismede katilimcilara
yart yapilandirilmis sorvular yoneltilmistir. Goriigmeler tamamlandiktan sonra nitel goriisme esnasinda tutulan
kisa notlar ve ses kayitlart ile elde edilen veriler arastirmacilar tarafindan ¢oziimlenerek, tematik analiz
yapumistir.

Sonu¢ ve Tartisma: Calismada, Meslek Tercihi, Karsilasilan Zorluklar ile Is Doyumu ve Memnuniyet
olmak iizere ii¢ temel tema belirlenmistir. Belirlenen temalar ve alt temalar degerlendirildiginde, eczacilik
mesleginin icrasinda cinsiyet farkliliginin herhangi bir olumsuzluk olusturmadigi gorilmiistir. Kadin
eczacilarin genel olarak mesleki memnuniyetlerinin ¢alistiklar: alana bagh olarak degiskenlik gosterdigi,
ozellikle akademisyen kadin eczacilarinin mesleki memnuniyetlerinin ¢ok yiiksek oldugu gozlemlenmigtir.
Mesleki memnuniyet maddi olarak ele alindiginda ise memnuniyet diizeyi en yiiksek olan grubun serbest
eczaculik yapan kadmlar oldugu tespit edilmistir. Bu ¢alismada elde edilen sonuglarin gerek meslek tercihi
yapacak olan bireylere ve gerekse ¢alisma alani se¢iminde kararsizlik yasayan eczacilik meslegi mensuplarina
yol gosterecegi diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: eczacilik, kadin, mesleki memnuniyet

ABSTRACT

Obijective: The aim of this study is evaluating the pharmacy profession from the perspective of the female
pharmacists working in different areas of the pharmaceutical sector, also addressing the job satisfaction of the
female pharmacists.
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Material and Method: The population of the study consists of female pharmacists working in different
fields of the pharmacy profession in Ankara. The qualitative interview method was used in the study and semi-
structured questions were asked to the participants. After the interviews were completed, the data obtained from
the short notes and voice recordings held during the qualitative interview were analyzed by the researchers and
thematic analysis was conducted.

Result and Discussion: In the study, three main themes were determined: Vocational Preference,
Difficulties Encountered and Job Satisfaction. When the identified themes and sub-themes were evaluated, it
was seen that gender difference did not cause any negativity in the practice of the pharmacy profession. It has
been observed that the job satisfaction of female pharmacists depending on the field in which they work, and
the job satisfaction of the academic female pharmacists, in particular, is very high. When job satisfaction is
taken into consideration financially, it is determined that the group with the highest level of satisfaction is
women working as a community pharmacist. It is thought that the results obtained in this study will guide both
the individuals who will make a career choice and the members of the pharmacy professionals who are
indecisive in the selection of the working area.

Keywords: job satisfaction, pharmacy, women

GIRIS

Kadinlarin toplumdaki statiileri diinyadaki gelismeler ile birlikte ev odakli islerle ugrasan birey
olmaktan, gerek toplumsal ve gerekse ekonomik kalkinmada yer alan bireyler olmaya dogru degisiklik
gostermistir [1]. Ulkemizde meslek hayatiin gesitli alanlarinda 6zellikle Cumhuriyet’in ilanindan
itibaren yer alan kadinlar eczacilik alaninda varliklarint hissettirmislerdir. Tirkiye’de 1839 yilinda
Mekteb-i Tibbiye-i Adliye-i Sdhdne’de Eczacilik Stifi’nin agilmasi ile baslayan eczacilik egitimine
baslangicta sadece erkek 6grenciler alinirken, 1922 yilindan itibaren Kadirga’daki Eczacilik Mektebi
kayitlarinda kiz 6grencilerin de adina rastlanilmaktadir [2-7]. Eczacilik egitimine ilk baslayan kadin,
1924 yilinda 226 numarayla kayit yaptiran ve bir buguk ay sonra okuldan ayrilan Ayse Saadet Hanim
oldugu bilinmektedir. Eczacilik Mektebi’ne 1927 yilinda kayit olan Fatma Belkis (Derman) Hanim,
Fatma Bedriye (Siren) Hanim ve Ayse Semra (Er¢in) Hanim ise 1930 yilinda mezun olan ilk kadin
eczacilardir [8-10]. Ilerleyen yillarda ise eczacilik egitimi géren kadinlarin sayisi giderek artis
gostermigtir.

Tiirk Eczacilari Birligi tarafindan 2018 yilinda yayinlanan Saglik ilag ve Eczacilik Istatistiklerine
bakildiginda iilkemizde kayith 32894 eczacinin bulundugu ve bunlarm %56’smnin kadin oldugu
goriilmektedir. Tirkiye’deki kadin eczacilarin istihdam alanlari ele alindiginda biiyiik ¢ogunlugunun
eczane eczacilifl yapmay tercih ettigi goriilmektedir. Ulkemizde 2019 Haziran ayr Tiirk Eczacilarl
Birligi verilerine gore toplam 26210 serbest eczane bulunmakta olup bunlardan 13.846’smin sahibi
kadin eczacilardir. Bunun yani sira {iniversite, kamu ve 6zel sektdrde gorev yapmakta olan pek ¢ok
kadin eczaci1 bulunmaktadir.

Bu ¢alisma kapsaminda, eczacilik sektoriiniin farkli alanlarinda mesleklerini icra eden kadin
eczacilarin kendi ¢alisma alanlar1 6zelinde eczacilik meslegini degerlendirmeleri ve bu baglamda kadin

eczacilarin is doyumlarinin belirlenmesi amaglanmaktadir.
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GEREC VE YONTEM

Bu calismanin evrenini, Ankara ilinde eczacilik mesleginin farkli alanlarinda calisan kadin
eczacilar olusturmaktadir. Caligmada nitel goriisme yonteminden yararlanilmis olup, goriismede
kullanilacak olan yar1 yapilandirilmis sorulardan olusan goriisme protokolii Helsinki Deklerasyonu
Prensipleri’ne uygun bir sekilde Ankara Universitesi Etik Kurulunun 06 May1s 2019 tarihli toplantisinda
alman 175 sayili karar ile uygun bulunmustur. Goériismelere baglamadan ise katilimcilar bilgilendirilmis
olur formunu imzalamislardir.

Calismaya ilag endiistrisinde gorev yapan, kamuda galisan, akademisyen olarak gorev yapan ve
serbest eczaci olarak hizmet sunmakta olan kadin eczacilardan esit sayida olacak sekilde toplam 20
eczaci davet edilmistir. Verilerin tekrarlamaya baglamasi ile birlikte goriisme sayist yeterli goriilmiis
olup, uygulama sona erdirilmistir.

Nitel gorlismeler arastirmacilardan biri tarafindan goniilli mahremiyetinin korunacagi bir
mekanda yiiz yiize yapilmistir. Goriigmeler sirasinda goniilliiden onay alinarak ses kaydi
gerceklestirilmigtir. Her bir nitel goriismede goniillillere nitel goriigme arastirma protokoliinde
belirlenmis olan, yar1 yapilandirilmis sorular yoneltilmistir. Goriismeler yaklasik 45 dakika siirmiistiir.

Goriismeler tamamlandiktan sonra oncelikle nitel goriisme esnasinda tutulan kisa notlar ve ses
kayitlari ile elde edilen veriler arastirmacilar tarafindan ¢oziimlenerek kodlanmistir. Veriler arasinda

baglant1 kurabilmek amaciyla kategoriler belirlenip temalar olusturulmus ve igerik analizi yapilmigtir.

SONUC VE TARTISMA

Caligmaya 20 kadin eczaci katilmig olup, katilimcilara ait demografik bilgiler Tablo 1°de
verilmistir.

Nitel goriismelerin tamamlanmasi ile ses kayitlart ve goriisme sirasinda tutulmus olan kisa notlar
¢oziimlenerek temalar olusturulmustur. Calismada Meslek Tercihi, Karsilasilan ZorluKlar ile Is Doyumu
ve Memnuniyet olmak iizere ii¢ temel tema belirlenmistir. Calismaya ait tema ve alt temalar Tablo 2’de

verilmistir.

Tablo 1. Katilimcilara ait demografik bilgiler

Katihimci Cahsma alam Yas Medeni hal Eczaci olarak
numarasi calistigs siire (y1il)
El 30 Evli 6

E2 47 Bekar 25

E3 Serbest Eczane 47 Bekar 25

E4 37 Evli 14

E5 34 Evli 8

E6 46 Evli 25

E7 29 Bekar 7
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ES8 Kamu 27 Evli 4
E9 28 Bekar 4
E10 46 Evli 21
E11 41 Evli 19
E12 56 Evli 34
E13 Universite 39 Evli 7
El4 57 Bekar 34
E15 29 Bekar 5
E16 24 Bekar 2
E17 ) 37 Evli 15
E18 Ilag Sanayi 28 Evli 4
E19 27 Bekar 3
E20 35 Evli 12

*Katilimeilar E1:1. Eczaci-...-E20: 20. Eczaci olacak sekilde kodlanmustir.

Tablo 2. Ana ve Alt Temalar

Ana temalar Alt temalar

Meslek Tercihi Aile etkisi

Universiteye giris smavi sonucunun etkisi
Saygin ve sosyal bir meslek olusu

Karsilagilan Zorluklar Caligma saatleri

Nobetler

Cinsiyete bagli yaganan zorluklar
Is Doyumu ve Memnuniyet Maddi agidan

Manevi agidan

Eczacilarin Meslek Tercihlerini Etkileyen Faktorler

Calisma sonucunda katilimcilarin  goriigleri  degerlendirildiginde, katilimcilarin  meslek
tercihlerinde ailelerinin etkisi, tiniversiteye giris sinavinin sonucu ile eczaciligin sosyal ve saygin bir
meslek olusu algisi olmak iizere li¢ 6nemli faktor oldugu goriilmektedir. Katilimcilarin ¢ogunlugunun
meslegini bilingli olarak tercih ettigi ve tercihlerini en ¢ok etkileyen unsurlarin ise iiniversiteye giris
sinav1 sonugclari ve aile etkisi oldugu tespit edilmistir.

E2: “Annem cok istemisti. Meslek seciminde kararsizdim. Ben de annemi dinledim.”
ES8: “Saghk alamimin her zaman gelecegi oldugunu diisiindiigiim icin se¢tim. ... Bir de o
zamanlar ailem esnek c¢alisma saatleri var, ailenle ilgilenirsin gibi soylemlerle beni
yonlendirdi.”
E10: “Acgik¢ast meslek se¢cimim bilingli degildi. Sinava girerken ailemin eczacilik meslegine

’

yonlendirmesi sonucu tercih ettim...’
b

El11: “Babam ¢ok istemigti. Tip fakiiltesini kazanmayinca eczacilik meslegini tercih ettim.’

El7: “...Annem eczane agmami ¢ok istiyordu...”

Yukarida da belirtildigi gibi katilimcilar aile etkisi disindaki en 6nemli faktoriin iiniversite

sinavindan alan sonug oldugunu ifade etmislerdir.
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E3: “Bilingli olarak tercih etmedim. Sayisal alanda basarilyydim ve ilgim o yondeydi. Bizim
donemde genellikle saghk alaminda segcim yaparken ya tip ya dis hekimligi ya da eczacilik
tercih edilirdi. Ben eczaculik fakiiltesini kazandim...”

E5: “...puan aciklandiktan sonra da benim i¢in en mantikli tercih eczacilik oldu...”

E6: “llk tercihim tipti. Puanim yeterli gelmedi. Bizim zamammizda eczacilik prestijli ve
kadinlara yakistirtlan bir meslekti. Ben eczaciligi tercih ettim...”

E7: “Ben tip ya da eczaculik istiyordum. O yil tip fakiiltelerinde artis ¢ok fazla oldu o yiizden

>

ben de eczacilik boliimiinii kazanabildim.’

Literatiire bakildiginda bireylerin iiniversite veya meslek tercihlerini ele alan pek ¢ok calisma ile
karsilagilmaktadir [11-14]. Bu ¢alismalarda da benzer sekilde aile etkisinin ve iiniversite sinav
sonuclarinin bireylerin meslek seciminde etkili olan faktorler arasinda yer aldig1 goriilmektedir. Ayrica,
Kiran ve Tagkiran’in eczacilik fakiiltesi 6grencilerin meslek tercihine etki eden faktdrleri ele aldiklar
calismada meslege duyulan ilgi ve liniversite sinavinin aile etkisinden daha 6nemli oldugu belirlenmistir
[15]. Bu iki temel neden disinda katilimcilarin eczaciligin saygin bir meslek oldugunu diistindiiklerinden
ve insanlar ile iligkilerinin yogun oldugu bir meslek olmasindan dolay1 tercih ettikleri goriilmiistiir.

’

El: “...Ben eczaciligin saygin bir meslek oldugunu diigiinerek tercih ettim...’
ES8 : “... Sosyal yoniiniin hosuma gitmesi de tercihlerimde etkili oldu...”

E18: “Eczaciligi aslinda ¢ok da bilingli olarak segmedim ama tercih ederken diigiindiiklerim
ve hayal ettiklerim, saglik alaninda calismak, insanlarla iletisim kurmaktr...”

E19: “...saglk sektoriine olan ilgim ve insanlarla iletisim kurmay: sevdigimden dolay: tercih

’

ettim.’

Ek olarak, iilkemizde eczacilik mesleginin kadinlarla 6zdeslestirilmis olmasi ve kadinlarin ig
hayat1 ile birlikte ev isleri ve annelik gibi sorumluluklarini da rahatlikla halledebilecegine
inandiklarindan dolay1 bu meslegi sectikleri goriilmiistiir.

Katilimcilarin  mezuniyet sonrasi c¢alisma alanlarinin  belirlenmesine yonelik goriigleri
degerlendirildiginde ise, cogunlugunun fakiilte egitimine basladiklarinda serbest eczacilik yapma hayali
ve hedefi oldugu goriilmiistiir. Katilimeilar bu hayal ve hedeflerinin 6zellikle iiniversite egitimleri

stirecinde degisim gosterdigini ve bu degisim ile farkl alanlara yoneldiklerini ifade etmislerdir.

E6: “...Eczane acan arkadaglarim hic memnun degildi. Zaman ayiramamaktan, hafta sonlar
calismaktan yakiniyorlardr. Kamu eczaciligimin girig ¢ikis saatleri belli, hafta sonlar tatil. O

>

yiizden kamuya yoneldim.’
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E10: “...Okul doneminde stajumi eczanede yapmigtim. Oradaki deneyimlerime gore serbest
eczaciligin bana gore olmadigina karar verdim. Bizim donemimizde ilag¢ sanayisinde eczacilar
tercih edilmiyordu. 1 sene ¢alisip gidiyorlar diye diigiiniiyorlardi. Bizim yerimize daha diisiik
ticretle kimyagerler ve biyologlar calistirtyorlardr. Akademik anlamda da pek basarih
degildim. Bu yiizden ben de kamuya yoneldim.”

Ell: “Universiteye baslamadan once serbest eczacilik istiyordum. Eczane ortamin
seviyordum, hayalimdi... 2.simiftan sonra eczane eczaciligi fikrimden vazgegtim,
akademisyenligi hedef belirledim. Ciinkii okulumu ¢ok sevmistim. Arastirma yapmak,
laboratuvarlarda ¢alismak ilgilimi cekmigti...”

E12: “ ... eczacilik fakiiltesine geldigimde akademisyenligi diisiiniiyor muydum? Hayrr,

diistinmiiyordum. Mezun olduktan sonra kafamda yavas yavas sekillendi.”

Elde edilen bu bulgular mevcut literatiir ile de paralellik gostermektedir [11-14]. Yukarida da
belirtildigi gibi katilimcilarin ¢gogu eczacilik fakiiltesini, eczane agma diisiincesiyle sectigini ancak bu
kararlarinin {iniversite egitimi slirecinde degistigini belirtmiglerdir. Akademisyen kadin eczacilarin cogu
fakiiltedeki ortami sevmeleri ve bu ortamdan ayrilmak istememeleri, 6zel firmada g¢alisan kadin
eczacilar ise kendilerini siirekli gelistirmeyi ve aktif bir sekilde g¢aligmayi sevmelerinden dolay1 bu

alanlarda galigsmak istediklerini ifade ettikleri goriilmektedir.

Meslek Hayatinda Karsilasilan Zorluklar

Katilimcilarin meslek hayatlarinda yasadigi zorluklar ¢alisma alanlarina bagli olarak degisiklik
gostermekte olup, bu zorluklarin 6zellikle ¢aligma saatleri ile iliskili oldugu tespit edilmistir. Bu tema
altinda caligma saatleri, ndbetler ve cinsiyet etkisi olmak {izere li¢ alt tema ele alinmustir.

Caligma saatlerini farkli ¢alisma alanlarina gore ele alindiginda 6zellikle serbest eczaci olan
katilimeilarin  giinliik ¢aligma saatlerinden ve hafta sonu calisiyor olmaktan memnun olmadig

belirlenmistir.

El: “Cumartesi ¢alisiyor olmak gercekten aile ve sosyal yasantimi ¢ok etkiliyor. Bana sadece
pazar giinii kalyor... Calisma kogullarindan memnunum fakat saatlerimiz ¢ok uzun...”

E3: “Saatlerin uzun olmasi ve haftada 6 giin olmasi bana zorluk yasatiyor...Calisma
saatlerimiz ¢ok uzun...Giinde neredeyse 11 saat...”

E5: “Calisma saatlerinden memnun degilim. Ozellikle cumartesi ¢alisiyor olmak insam

yoruyor...”
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Serbest eczacilarin aksine kamu eczacilariin birgogu calisma saatlerinden ve kosullarindan
memnun oldugunu belirtmistir. Akademisyen eczacilar ve ilag¢ sanayiinde ¢alisan eczacilar agisindan da
caligma saatleri bir sorun teskil etmemektedir. Akademisyen eczacilar genel olarak memuriyette oldugu

gibi mesai saatleri olmadigini ama bu durumun onlar rahatsiz etmedigini ifade etmistir.

E15: “Universitede mesai kavrami olmuyor. Her an hocadan mail gelebiliyor, fakiiltede isimiz

’

¢tkabiliyor, ama bu durum bana uygun. 8.00-17.00 ¢calismaktansa bu durumu tercih ederim.’

Literatiirdeki ¢aligmalar incelendiginde Warr-Cook-Wall dlgegine gore Ingiltere’de eczacilarm
genellikle islerinden memnun olduklarini 6zellikle de kadin eczacilarin is memnuniyetinin daha yiiksek
oldugu kaydedilmistir [16-18]. Calgan ve ark. tarafindan Ankara il merkezinde yapilan ve katilimcilarin
cogunlugun kadin eczacilardan olustugu calismada elde edilen bulgularda ise eczacilarin tilkenmislik
acisindan risk altinda oldugu ortaya konulmustur. Calisma sonucuna gore en biiyiik tiilkenmislik
sendromu nedeni fiziksel kosullar ve ¢alisma saatlerinin uzunlugu olarak belirlenmistir [19]. Bu duruma
paralel olarak, bu calismada da kadin eczacilarin biiyiilk bir ¢ogunlugu calisma saatlerinin uzun
olmasindan dolay1 ¢alisma verimliliginin diistiigiinii, aile ve sosyal yasamina etki ettigini belirtmislerdir.
Akademisyen kadin eczacilar bu durumu hayatini ve gorevlerini programlayarak ¢dziime kavusturdugu
goriisiinde fikir birligi gostermisken, serbest eczacilik yapmakta olan kadin eczacilar 6zellikle Ankara
ilinde cumartesi giinlerinin de mesai saatleri iginde olmasi sebebiyle olumsuzluklar yasadiklarini ifade
etmislerdir. Liu ve ark.’nin Avustralya’da hastane eczanesi personelleri ile yaptiklari ¢alisma sonucunda
da benzer sekilde uzun galisma saatlerinin eczacilarin verimliligini diistirdiigii gézlemlenmistir [20].

Serbest eczacilar ve hastane eczacilar1 agisindan 6nem arz eden diger bir konu ise nobetlerdir.
Serbest eczacilar ndbet siirelerinin uzun olusundan ve bir kadin olarak ndbetlerde tek baslarina
zorlandiklarindan dolayi rahatsizliklarii dile getirmislerdir. Cinsiyet farkliliginin serbest eczacilar

agisindan en ¢ok fark olusturdugu noktanin nébetler oldugu tespit edilmistir.

El: “Nobette bir kadin eczaci olarak tek basina kalamiyorsun. Personelinizden ya da
ailenizden destek alyyorsunuz. Bazi ilaglart erkek hastalar kadin eczacilardan almak
istemiyor. Oyle zamanlarda erkek personellerim devreye giriyor. Erkek eczact olsam durum
boyle olmazdi.”

E4: “Bence ozellikle nébetlerde erkek olmam fark yaratirdi. Daha rahat olurdum. Cocuklar
babaya gore anneyi daha ¢ok ariyorlar. Geceleri yanlarinda olmak istiyorum...”

ES5: “...Ozellikle nébetler yiiziinden ¢ogu eczanede erkek personel sart oluyor...”
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Hastane eczacisi olan katilimeilar cinsiyetin degil hastanede hizmet veren eczaci sayisinin az

olmasi gibi durumlarda ndbet sayilarinin arttigim belirtmislerdir.

E10: “...ben ilk ¢alismaya basladigim yerde ¢ok az eczaciydik. Nobete kalryordum tiim gece
ertesi giin eve gidemiyordum. Idari personel sen kal elemana ihtiyacimiz var diyordu. Ben de

mecburen 24 saat boyunca ¢alismig oluyordum...bu zorluklar da cinsiyete bagh degil.”

Akademisyen eczacilar meslek hayatlarinda yasadiklar1 zorluklarin cinsiyete bagli olmadigini
ancak cinsiyetin zorluklar1 asmada fark olusturabilecegini belirtmislerdir. Ayrica, evli ve 6zellikle cocuk
sahibi olan kadinlarin is hayati disinda ev igleri ve anneligin getirdigi sorumluluklardan kaynakli olarak

erkeklere gore mesleklerini icra ederken zorlanabildiklerini ifade etmislerdir.

El1: “Yine aym zorluklarla karsilagsacagimi diistiniiyorum. Fakat erkek olsam bu zorluklarin
altindan daha rahat kalkardim. Ciinkii kadin olmak Tiirk toplumunda ev diizeninde ana
Sfaktordiir. Evdeki her tiirlii detayt kadimin diigiinmesi gerekir. Bu yiizden kadin akademisyen
eczact olmak daha zor diyebilirim...”

E13: “...Kadn olarak ¢calismanmin zor oldugu konusunda genel geger bir algi vardir fakat ben
boyle bir zorlukla heniiz karsilasmadim... (Erkek olsaydim da) Yine aym zorluklarla
karsilasirdim ... yine eczaciligi secerdim fakat tercihim akademisyenlik olmazdi.”

E15: “Yasadigim sikintilarin hi¢biri cinsiyetime bagl degildi. Erkek ya da kadin eczact olmam

’

karsilasacagim sikintilart degistirecegini sanmiyorum.’

Katilimcilar eczaciligin ¢ogu ¢alisma alaninda kadinlarinin sayisinin daha ¢ok oldugunu, bu
nedenle kadinlar ve erkekler arasinda bir farklilik ile genel olarak karsilasmadiklarini ifade etmislerdir.

flag sanayiinde ¢alisan eczacilar da bu konuya vurgu yapmustir.

E17: “Zaten eczacilik mesleginin ¢cogunu kadin eczacilar olusturuyor. O yiizden ¢alisma
ortamimda kadin olmama bagh bir zorlukla karsilagsmadim hi¢.”

E19: “...Sadece kadin oldugum icin karsilastigim zor bir durum olmadi, sadece anlayissiz
insanlarla karsilasmak beni bazen zorlad: diye diisiiniiyorum...Bence erkek ve ya kadin olmam

durumu degistirmezdi...”

Calismanin bulgular 15181nda, kadin eczacilarin mesleklerini yiiriitiirken erkeklere oranla daha
¢ok zorlandiklarini diisiinmelerinin nedeninin cinsiyet degil, medeni durum oldugu tespit edilmistir.

Odabas tarafindan yapilan ¢alismada da benzer sekilde eczacilarin eczacilik mesleginin cinsel kimligi
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olmadig1 vurgusu yaptigi goriilmektedir [21]. Caligma sonucuna gore bekar kadin eczacilarin, evli kadin
eczacilara gore is hayatinda daha az zorluklarla karsilagtig1 gozlenmistir. Evli kadin eczacilar hem ev
diizeni hem de isini ayni anda yiiriitmekte bazen zorluklar yasadiklarini ve ailesine yeterince vakit
ayiramadiklarimi belirtmislerdir. T.C. Saglik Bakanlig1 tarafindan 2017 yilinda yiiriitiilmiis olan Tiirkiye
Saglik Personeli Memnuniyet Arastirmasi’nin sonuglari incelendiginde, cinsiyet ve medeni durumun
saglik personellerinin mesleki memnuniyet diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli farkliliklar

gostermedigi tespit edilmistir [22].

s Doyumu ve Memnuniyet

Calisma kapsaminda, katilimcilarin is doyumu ve memnuniyetleri gerek maddi gerekse manevi
acidan ele alimmustir. Serbest eczacilik yapan katilimeilar, gegmiste eczacilarin daha ¢ok kazandiklarin
ve eczaciligin daha saygin bir meslek oldugunu vurgulamis ve bu gibi nedenlerden dolay1 is doyumu ve
memnuniyetlerinin glinlimiizde iyi diizeyde olmasina karsin gecmise gore daha diisiik oldugunu ifade
etmislerdir. Maddi acidan is doyumu ve memnuniyet dikkate alindiginda serbest eczaci katilimcilardan
4’linlin maddi olarak serbest eczaciligin kendilerini tatmin ettigini belirttikleri gériilmiistiir.

Manevi tatmin noktasinda aile hayatina saglayacagi kolayligin yani sira ise cesitli goriisler ile

kargilasilmigtir.

E3: “Akademik olarak yaklasik 5 yil asistanlik yaptim, Tiirk Eczacilart Birligi'nde de 5 yil
calistim. Ama beni en c¢ok tatmin eden serbest eczacilik oldu. Insanlarla birebir iletisimde
olmak, yaptigimiz isin, edindigimiz bilgilerin tamamen karsiligim gozlerinizle gériiyorsunuz.
Tabi biz ¢cok agir egitim aldik bitkilerin adlari, i¢indeki etken maddeler, kimyasal bilesenler
gibi konular da gérdiik. Bu aldigimiz egitimi uygulayabilecegimiz en yakin alan eczane
eczaciligi...”

E4: “Bir insana yardim edebilmek, minnetlerini almak ¢ok giizel bir sey.”

E5: “Ben meslegimi titizlikle yaptigimi ve layikiyla yerine getirdigimi diistintiyorum.

Hastalarima uzun uzun anlatirim, sorularina cevap veririm...”

Kamu eczacilar1 genel olarak maddi gelirlerinin verdikleri hizmetle orantili olmadiginin ve diisiik
oldugundan sikayet etmektedirler. Kamu eczacilarinin maddi ve manevi tatmin ile ilgili bilgiler su

sekildedir:

E6: “..Maddi olarak diger kamu kuruluslarindaki eczacilara gére kiyasladigimizda

neredeyse onlardan daha fazla ¢alisiyoruz ama aldigimiz ticret onlardan daha az. ... Kadinlar
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ileride aile kurmayr ve anne olmayt planladigi icin ya 6gretmen ya da eczacilik alaninda
tercihleri fazla oluyor ...”

E7: “Maddi ve manevi olarak memnun degilim. Ozellikle maddi olarak diizenlemeler
yvapilmaya ¢alisilyyor umarim sartlar degisir...”

ES8: “Maddi agidan memnunum. Her ay gelen para miktarim belli ve emekli olurken yiiksek
miktarda ikramiye alacagim. Manevi agidan da tatmin oluyorum.”

E9: “Hem maddi hem de manevi agidan tatmin oluyorum. Maddi olarak ¢evremdeki diger
Sfarkli mesleklerdeki arkadaslarimla kendimi kiyasladigimda ¢ok daha iyi fark var. Manevi
olarak ise yaptigim is hastalart ilgilendirdigi icin tatmin oluyorum. Zira SGK da yaptigim is
yurtdisindan gelen yani yetim ilaglarin hastalara verilip verilmemesi. Bunlar hayati onem
tasiyan ve ¢ok pahali ilaglardwr. O yiizden geg¢mis olsun dememin ardindan onlarin bana

tesekkiir ederim dedigini duymak, onlara hayatina dokunabildigimi bilmek beni ¢ok mutlu

ediyor.”

Bulgular dogrultusunda kamu eczacilarinin genel olarak elde ettikleri maddi gelirden memnun
olmadig1 goriilmektedir. Akademisyen eczacilar goziiyle konuya bakildiginda, katilimcilarin maddi
agidan tam olarak tatmin olamasalar da akademik derece arttik¢a maddi doyumun da artacagi goriisiine
sahip olduklar1 ve egitmen roliiniin manevi doyumu saglamada etkili oldugunu diislindiikleri tespit

edilmisgtir.

El1l: “...Yeni eczacilar yetistirmek giizel bir sey”

E13: “Manevi yonden tatmin oluyorum maddi olarak ise bu ¢alisma performanst igin yeterli
oldugunu diisiiniiyorum.”

El4: “Manevi yonden tatmin oluyorum fakat maddi olarak ozellikle asistan oldugumuz
zamanlarda hi¢ tatmin etmiyordu. Disarda ¢alisan herkes bizden daha iyi maaglara sahipti.

Suan biraz daha tatmin edici bir maas aliyorum...”

Son olarak ila¢ sanayiinden katilimcilarin goriisleri ele alinmistir. Tecriibe ve calisilan birime

bagli olarak katilimcilarin maddi ve manevi doyum diizeylerinde degisiklikler oldugu goriilmektedir.

E16: “Baslangi¢c olarak maddi agidan tatmin etmiyor. Kidem atlamam gerekiyor. Fakat
manevi yonden isi o6grendikce, bir seyleri yonettikce oldukc¢a tatmin edici oluyor. Ben
stmiflandirma béliimiinde calistyorum. Isimi seviyorum. Beni tatmin ediyor.”

E17: “Evet, hem maddi hem de manevi yonden beni tatmin ediyor. Zaten o yiizden 15 yildir

meslegimi severek devam ediyorum. Ama bu tatmin kiginin kendisine neler kattigiyla da ilgili.
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Ben ¢alisma hayatim, mastirim ve doktoram boyunca siirekli 6grenmeye agik olarak kendimi
gelistirmeye ¢cabaladim.”
E18: “Meslegim suan icin ortalamaya gére maddi olarak tatmin ediyor diyebilirim. Manevi

’

olarak kesinlikle tatmin ediyor...’

Calismada katilmcilarin is doyumu ve memnuniyetleri maddi agidan ele alindiginda, tatmin
diizeyi en yiiksek olan grubun eczane eczacilarindan, en diisiik olan grubun ise kamuda c¢alisan
eczacilardan olustugu gozlemlenmistir. Literatiire bakildiginda eczacilarin is doyumu ve memnuniyetini
ele alan pek ¢ok ¢alisma yer almaktadir [23-25]. Bu ¢aligmalarda iki cinsiyet grubu birlikte ele alinmig
olup, kadinlarin eczacilik meslegindeki is doyumu ve memnuniyet diizeylerinin genel olarak
erkeklerden yiiksek oldugu ortaya konulmustur. Bu c¢alismada da elde edilen sonuglara baktigimizda,
calisma alanlar1 arasinda farkliliklar gbzlense de kadin eczacilarin genel olarak yaptiklari isten memnun
oldugu tespit edilmistir.

Calisma bulgularinda dikkat ¢eken bir diger ayrint1 ise katilimcilarin eczacilik mesleginin
birbirinden ¢ok farkli ¢aligma alanina sahip oldugunu ve bu durumun onlart memnun ettigini
belirtmesidir. Literatiire bakildiginda ise, Aydemir’in meslek se¢eneklerindeki artisin meslek segiminde
kararsizliklara yol actigi goriilmektedir [26]. Buna karsin, Kiran ve Tagkiran tarafindan belirtildigi gibi
degisen eczacilik mevzuatiyla birlikte, eczaciligin farkli ¢alisma alanlarina yonelen eczaci sayilari
degismekte olup [15], bu ¢aligma ile benzer sekilde bu durumun eczacilarin mesleki memnuniyetine
katki saglayacag diigiiniilmektedir.

Bu ¢alisma sonucunda kadin eczacilarin, eczacilik meslegini genel olarak aile yonlendirmesi ve
saglik alaninda calismak istemesi nedeniyle tercih ettikleri ve egitime basglamadan Once cogu
katilimecinin eczane agmak disindaki diger ¢aligma alanlarindan haberdar olmadiklar1 belirlenmistir.
Ayrica, kadinlar tarafindan eczacilik mesleginin bu kadar ¢ok tercih edilmesinin sebepleri arasinda
eczanede kendi isinin patronu olma, ¢alisma sartlarii ve saatlerini kendisi belirleyebilme gibi
diisiincelerin oldugu goriilmiistiir. Ancak, katilimcilarin ¢ogu mezun olduktan sonra bu diisiincelerinde
yanildiklarimi ve eczacilik mesleginin ¢aligma sartlar1 ve saatlerinin diisiindiiklerinden yorucu oldugunu
ifade etmiglerdir.

Bu baglamda, bu ¢calismada elde edilen sonuglarin gerek meslek tercihi yapacak olan bireylere ve
gerekse calisma alani se¢iminde kararsizlik yasayan eczacilik meslegi mensuplarina yol gosterecegi

diistiniilmektedir.

TESEKKUR

Calismaya katilan tiim eczacilara sunduklar: katkilarindan dolayi tesekkiir ederiz.
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AN INVESTIGATION OF THE PHARMACOKINETICS AND
POTENTIAL METABOLITES OF POTASSIUM 2-((4-AMINO-5-
(MORFOLINOMETYL)-4H-1,2,4-TRIAZOL-3-YL)THIO) ACETATE ON
RATS

POTASYUM 2-((4-AMINO-5-(MORFOLINOMETIL)-4H-1,2,4-TRIAZOL-3-IL)TIYO)
ASETATIN FARMAKOKINETIGI VE POTANSIYEL METABOLITLERININ SICANLARDA
ARASTIRILMASI

Roman SHCHERBYNA*

Zaporizhzhya State Medical University, Faculty of Pharmacy, Department of Natural Sciences for

Foreign Students and Toxicological Chemistry, 69035, Zaporizhzhya, Ukraine

ABSTRACT

Obijective: The purpose of this work is to study the designated pharmacokinetic parameters and possible
metabolites of the substance potassium 2-((4-amino-5-(morfolinometyl)-4H-1,2,4-triazol-3-yl)thio)acetate by
intragastric introduction to rats.

Material and Method: The study was performed on Wistar rats. The following parameters were
calculated to evaluate the pharmacokinetic properties: area under the pharmacokinetic curve (AUC), apparent
clearance (CL), elimination rate constant (K), volume of distribution (VT), serum half-/ife (t1/2). Separation
was performed using Agilent 1260 Infinity HPLC system.

Result and Discussion: The determination of the concentration of potassium 2-((4-amino-5-
(morfolinometyl)-4H-1,2,4-triazol-3-yl)thio)acetate in serum was performed for 0.08 (5 min), 0.25 (15 min),
0.75 (45 min), 2.5, 7.5, 13.5 and 24 hours. It was found that in the serum of rats the maximum concentration of
the injected substance was reached almost immediately after administration, namely for 5 min with an average
value at the level of 279,67 ug/ml. Thereafter, the concentration decreases mono-exponential, which indicates
that the distribution and elimination occur at the same rate. The area under the pharmacokinetic curve is AUC
= 150,8998 ug*h/ml. The serum half-life of the specified substance is established (112 = 0.32 hours). Based on
the obtained chromatograms and mass spectra, 5 possible metabolites of potassium 2-((4-amino-5-
(morfolinometyl)-4H-1,2,4-triazol-3-yl)thio)acetate (PKR-173)were determined by intragastric introduction to
rats.
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Amag: Bu ¢alismamin amaci, siganlara intragastrik olarak uygulanan potasyum 2-((4-amino-5-
(morfolinometil)-4H-1,2,4-triazol-3-il)tiyo) asetat maddesinin, belirli farmakokinetik parametrelerini ve olast
metabolitlerini incelemektir.

Gereg ve Yontem: Calisma Wistar sicanlart tizerinde gergeklestirilmistir ve farmakokinetik ozellikleri
degerlendirmek i¢in asagidaki parametreler hesaplanmistir: Farmakokinetik egri altindaki alan (AUC), toplam
klerens (CL), eliminasyon sabiti (K), toplam dagilim hacmi (VT) ve serum yarilanma omrii (t1/2). Aywim,
Agilent 1260 Infinity HPLC sistemi kullanilarak gerceklestirilmistir.

Sonu¢ ve Tartisma: Kan serumundaki potasyum 2-((4-amino-5-(morfolinometil)-4H-1,2,4-triazol-3-
il)tiyo) asetat konsantrasyonunun belirlenmesi, 0.08 (5 dakika), 0.25 (15 dakika), 0.75 (45 dakika), 2.5, 7.5,
13.5 ve 24 saat boyunca gerceklestirilmistir. Siganlarin kan serumunda, enjekte edilen maddenin maksimum
konsantrasyonuna, uygulamadan hemen sonra, ortalama 279.67 ug/ml'lik bir degerle ve 5 dakika i¢inde
ulasildigi bulunmustur. Bu asamadan sonra, konsantrasyon mono-exponential olarak azalmigtir ve bu durum
dagilim ve eliminasyonun ayni oranda devam ettigini gostermistir. Farmakokinetik egri altindaki alan (AUC)
= 150.8998 pg*h/ml olup, belirtilen maddenin serum yarilanma émrii belirlenmistir (t1/2 = 0,32 saat). Elde
edilen kromatogramlara ve kiitle spektrumlarina dayanarak, siganlara intragastrik uygulama sonucunda, 5
adet olasi potasyum 2-((4-amino-5-(morfolinometil)-4H-1,2 4-triazol-3-il)tiyo) asetat metaboliti belirlenmigtir.

Anahtar Kelimeler: 1,2,4-triazol, farmakokinetik, metabolitler

INTRODUCTION

The process of creating new drugs is a rather complicated and time-consuming algorithm, as
pharmacological documentation should include a large body of research into the effects of a potential
drug on the human body [1, 2]. Along with studies of specific activity for a potential drug, it is necessary
to study acute and chronic toxicity without which it is not possible to objectively evaluate the safety of
the drug [3]. In this respect, the pharmacokinetics is closely interrelated with toxicity, which allows
scientists to fundamentally approach the development of dosage, route of administration, and emergency
assistance (in overdose) with new drugs. Also, the study and establishment of metabolites of drugs plays
an important role in establishing the mechanism of action of the drug and allows to predict the possible
side effects [1-3].

The pharmaceutical industry, along with synthetic chemists for over 150 years, has been involved
in the creation of diverse organic molecules with pronounced pharmacological properties [4-6]. 1,2,4-
Triazole derivatives are a prime example of this trend [7-11]. The range of use of molecules containing
this nucleus is very wide [12-14]. In our previous studies, the potential substances of potassium 2-((4-
amino-5-(morfolinometyl)-4H-1,2 4-triazol-3-yl)thio)acetate (PKR-173) as a hepatoprotector and
antioxidant was noted [15, 16]. Therefore, the purpose of this work is to study the pharmacokinetic

parameters and possible metabolites of this substance by intragastric introduction to rats.
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MATERIAL AND METHOD

The starting material of potassium 2-((4-amino-5-(morfolinometyl)-4H-1,2,4-triazol-3-yl)thio)
acetate (PKR-173) was synthesized and standardized by the methods described previously [17, 18]. All
studies were approved by the Bioethics Committee of Zaporizhzhya State Medical University (protocol

Ne 1 0f 10/01/2019).

Biological part

The studies were performed on pubescent white nonlinear rats (Wistar) of both sexes weighing
107-246 g. The rats were obtained from the nursery of the State Institution of Pharmacology and
Toxicology (Academy of Medical Sciences of Ukraine). During the experiment, the animals were
restricted from food access and water was not restricted. A substance of potassium 2-((4-amino-5-
(morfolinometyl)-4H-1,2,4-triazol-3-yl)thio)acetate (PKR-173) was orally administered in an isotonic
solution using a rigid probe. Rats were removed from the experiment by anesthesia with diethyl ester
and blood was collected from aortic bifurcation. The blood was centrifuged, serum was isolated. A
number of parameters have been calculated to evaluate the pharmacokinetic properties of PKR-173.

The area under the pharmacokinetic curve '"concentration-time" (AUC) is the main
pharmacokinetic parameter characterizing the bioavailability of a medicinal product and is calculated

by the formula:

C+ G, Cy + C3
— Aty + — Atz+...+AUCp e (mg * h/L)

where, AUCrem - is the ratio of the last determination of the compound concentration to the elimination

Cy
AUC = =+ Aty +

constant.
Apparent clearance (CL) reflects a volume of serum from which drug is completely removed

per unit of time, where (D) represents the Dose:
D
Elimination rate constant (K), characterizing the decrease in the concentration of the drug at

the end of the pharmacokinetic curve:

C
pimax

K = Crem (h—l)

Trem—Tmax

where, Cmax and Tmax - are the maximum concentration and time of this determination;
Crem and Trem - recent concentration and study time values.
Volume of distribution (VT), is the theoretical volume that would be necessary to contain the

total amount of an administered drug at the same concentration that it is observed in the blood plasma:

CL
Vp = K (ml)


https://en.wikipedia.org/wiki/Volume
https://en.wikipedia.org/wiki/Drug
https://en.wikipedia.org/wiki/Blood_plasma
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Biological half-life (t12), showing the time during which the concentration of the test substance
in the blood is halved:

In2
tyz =4 (h)

Chromatographic conditions

Separations were carried out using an Agilent 1260 Infinity HPLC System (Agilent
Technologies, Germany) system consisting of a degasser, binary pump, autosampler, thermostat column
compartment, and diode array detector. Data acquisition was performed using the Open LAB CDS
Software. The column was ZORBAX RX-SIL (50 x 4.6, 1.8 um). The column temperature was
maintained at 40 oC. The mobile phase consisted of 70% acetonitrile (0.1%HCOOQOH): 30% H20
(100mM HCOONH4). The flow rate of the mobile phase was 0.400 ml/min.

The injected volume was 20 ul for metabolite identification and 2 pl for pharmacokinetics study.

Mass spectrometry conditions
Agilent 6120 single quadrupole mass spectrometer with ionization in electrospray (ESI) was
utilized. Scanning was performed in the range of m/z 100-1000 for metabolite identification. SIM mode
for pharmacokinetics study was at m/z 274 and m/z 547. The MS "fragmentor" voltage was 10V with
positive polarity. Drying gas temperature was 300 oC. Nebulizer pressure was 40 psi. Drying gas flow

rate was 10l/min.

Sample preparation
For analyses, 100 pl of plasma sample was added to 2.0-mL Eppendorf polypropylene
centrifuge micro-tube. Then, 1 ml of methanol was added to the tube. Tube was mixed. After, 20 ul of
60% perchloric acid was added, it was shaken on a vortex mixer for 1 minute, and ultrasonicated for 3

minutes. The mixture was centrifuged for 10 minutes at 15000 g. Supernatant was injected to LC-MS.

RESULT AND DISCUSSION

The biological part

Determination of the concentration of PKR-173 was carried out for 24 hours, and the
preliminary determination time was calculated from the logarithm 24 on the basis of 10 at an interval of
0,5 (Table 1).
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Table 1. Calculation of the time of blood collection after administration of potassium 2-((4-amino-5-
(morfolinometyl)-4H-1,2,4-triazol-3-yl)thio)acetate

Time 24
Ig10 (hour) 1,38 0,88 0,38 -0,12 -0,62 -1,12
10%g10hour) hoyr 24 7,59 2,4 0,76 0,24 0,08

Since the time intervals are too small, a logarithmic scale was used. Thus, based on the data
obtained, the determination of the concentration of potassium 2-((4-amino-5-(morfolinometyl)-4H-1,2,4-
triazol-3-yl)thio)acetate in serum was performed for 0.08 (5 min), 0.25 (15 min), 0.75 (45 min), 2.5, 7.5,
13.5 and 24 hours.

In this way, as a result of the study, it was found that in the serum of rats the maximum
concentration of the administered substance was reached almost immediately after the introduction,

namely for 5 min with an average value at the level of 279,67 pg/ml (Table 2).

Table 2. Concentration of potassium 2-((4-amino-5-(morfolinometyl)-4H-1,2,4-triazol-3-yl)thio) acetate
in blood, pg/ml

C, ng/ml 2796703 |2752029 6804355 |0 |0 |o 0
Time, h 0,08 025 0,75 25 |75 |135 |24
350
€ 300
~
=Y)]
= 250 \

200 \
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k=) \
= 150 \
= N\
£ 100 \
§ 50
8 0 -\\
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
Time, h

Figure 1. The concentration of potassium 2-((4-amino-5-(morfolinometyl)-4H-1,2 4-triazol-3-

yl)thio)acetate in the blood depending on time

As a result of the experiment, the arithmetic mean values of the potassium concentration of 2-((4-
amino-5-(morfolinometyl)-4H-1,2,4-triazol-3-yl)thio)acetate in the blood of rats were determined. Thus,
from the data given in table 2 and figure 1, it was shown that the maximum concentration of the test
compound was observed as early as 5 minutes after its administration to animals. Thereafter, the

concentration decreases mono-exponentially, indicating that the distribution and elimination occur at the
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same rate. The main pharmacokinetic parameters calculated from the concentration of compound in
plasma of rats over time (Table 3) show a low serum half-life (t1/2 = 0.32 hours). The area under the
pharmacokinetic curve is AUC = 150.8998 pg*h/ml.

Table 3. Pharmacokinetic parameters of the substance potassium 2-((4-amino-5- (morfolinometyl)-4H-

1,2 4-triazol-3-yl)thio) acetate

Indicator Value
AUC, pg*h/ml. 150,8998
AUCrem 32,25353
In(Cmax/Crem) 1,413463
K, h-1 2,109647
t1/2, h 0,328561
CL, ml/h 1,086814
VT, likg 0,515164

Chromatographic studies

Subsequently, for the determination of possible metabolites of potassium 2-((4-amino-5-

(morfolinometyl)-4H-1,2,4-triazol-3-yl)thio)acetate, a chromatographic study was performed by liquid
plasma chromatography of rats. Thus, on the chromatogram obtained at the 5th minute of the introduction
of the compound there is a peak with a retention time of 2.008 min. In the mass spectrum of this peak

there is a pseudo-molecular ion with a mass of 288.2 m/z. (Figure 2).

MSD1 TIC, MS File (D\CHEM32_D\DATA2018_12_10\PLASPKR 173 5MIN 2018-12-10 12-39-08.0) ES-API, Pos, Scan, Frag: 10,
400000 i
]
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1000004 T/ A B e e e e B
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o Max: 17091 MSD1 274, EIC=273.7:274.7 (D:\CHEM32_D\DATA\2018_12_10\
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Figure 2. Chromatogram and mass spectrum of rat plasma

(morfolinometyl)-4H-1,2,4-triazol-3-yl)thio)acetate (5 min).

with potassium 2-((4-amino-5-
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Further exploring possible metabolites, it should be noted, that the chromatogram obtained after

15 min. introduction of the test substance there is contained an identical peak at 2.012 min. In the mass

spectrum, there is a molecular ion with a mass of 288.1 m/z. (Figure 3).
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Figure 3. Chromatogram and mass spectrum of rat plasma with potassium 2-((4-amino-5-

(morfolinometyl)-4H-1,2,4-triazol-3-yl)thio)acetate (15 min).
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Figure 4. Scheme of formation of possible metabolites of potassium 2-((4-amino-5-(morpholinomethyl)-

4H-1,2,4-triazol-3-yl)thio)acetate compound
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The data obtained from chromatographic studies allowed us to determine the probable structures
of metabolites based on obtaining the values of their molecular weights (m/z) (Figure 4) such as:
4-amino-5-((carboxymethyl)thio)-3-((3-oxomorpholino)methyl)-4H-1,2,4-triazol-1-ium(2),
4-amino-5 ((carboxymethyl)thio)-3-((2-oxomorpholino)methyl)-4H-1,2,4-triazol-1-ium(3),
4-amino-5-((carboxymethyl)thio)-3-((2-oxomorpholino)methyl)-4H-1,2,4-triazol-1-ium(4),
4-amino-5-((carboxymethyl)thio)-3-((3-oxomorpholino)methyl)-4H-1,2,4-triazol-1-ium(5),
5-((carboxymethyl)thio)-3-(morpholinomethyl)-4-nitroso-4H-1,2,4-triazol-1-ium (6).

In conclusion, the study of the pharmacokinetic parameters of potassium 2-((4-amino-5-
(morpholinomethyl)-4H-1,2,4-triazol-3-yl)thio)acetate (PKR-173) by intragastric introduction to rats was
held. The serum half-life of named substance is established (t12 = 0.32 hours). Based on the obtained
chromatograms and mass spectra, possible metabolites of potassium 2-((4-amino-5-(morfolinometyl)-4H-

1,2 4-triazol-3-yl) thio) acetate (PKR-173) during intragastric introduction to rats were determined.
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ORIGINAL ARTICLE / OZGUN MAKALE

METHOD OF SYNTHESIS NOVEL N'-SUBSTITUTED-
2-((5-(THIOPHEN-2-YLMETHYL)-4H-1,2,4-TRIAZOL-3-YL)THIO)
ACETOHYDRAZIDES

YENI N'-SUBSTITUE-2-((5-(TIYOFEN-2-ILMETIL)-4H-1,2,4-TRIAZOL-3-IL)TIYO)
ASETOHIDRAZITLERIN SENTEZ YONTEMI

Andrii A. SAFONOV*

Zaporizhzhia State Medical University, Faculty of Farmacy, Department of Natural Sciences for

Foreign Students and Toxicological Chemistry, Ukraine

ABSTRACT

Objective: The purpose of this work is to synthesize new series of N'-substituted-2-((5-(thiophen-2-
ylmethyl)-4H-1,2,4-triazol-3-yl)thio)acetohydrazides.

Material and Method: The compound (3) (2-((3-(thiophen-2-ylmethyl)-1H-1,2,4-triazol-5-
yl)thio)acetohydrazide) was synthesized by adding hydrazine hydrate to isopropyl 2-((3-(thiophen-2-ylmethyl)-
1H-1,2 4-triazol-5-yl)thio)acetate (1) and refluxed for 3-4 h in propan-2-ol. Synthesis of (5a-s) (N'-substituted-
2-((3-(thiophen-2-ylmethyl)-1H-1,2,4-triazol-5-yl)thio)acetohydrazide) was carried out by adding aromatic or
heterocyclic aldehyde to 2-((3-(thiophen-2-yImethyl)-1H-1,2,4-triazol-5-yl)thio)acetohydrazide (3) in acetic
acid. The structure of synthesized compounds is confirmed using Elemental analysis (CHNS), *H-NMR and
Chromatographic mass spectral analysis.

Result and Discussion: The compound (3) was synthesized by adding hydrazine hydrate to compound (1)
and compound (3) characterized by *H-NMR peak, as a singlet due to (NH2) at 6=2.01ppm. Synthesis of (5a-S)
was carried out by adding aromatic or heterocyclic aldehyde to compound (3) in acetic acid. The signals of 1H
NMR for (5a-s) are consented with the proposed structure. The elemental analysis (CHNS) was accomplished
for synthesized compounds to confirm their basic chemical structures and revealed acceptable agreement with
the calculated percentages.

Keywords: 'H-NMR, heterocyclic compounds, synthesis, 1,2,4-triazole

(0)/

Amag: Bu c¢alismamin amaci, bir seri yeni N'-siibstitiie-2-((5-(tiyofen-2-ilmetil)-4H-1,2 4-triazol-3-
il)tiyo)asetohidrazit sentezlemektir.

Gereg ve Yontem: Bilesik (3) (2-((3-(tiyofen-2-ilmetil)-1H-1,2,4-triazol-5-il)tiyo)asetohidrazit), izopropil
2-((3-(tiyofen-2-ilmetil)-1H-1,2,4-triazol-5-il)tiyo)asetat (1)'e hidrazin hidrat ilave edilerek sentezlenmis ve
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propan-2-ol igerisinde 3-4 saat geri ¢eviren sogutucuda bekletilmistir. Bilegikler (5a-s) (N'-sibstitiie-2-(((3-
(tiyofen-2-ilmetil)-1H-1,2,4-triazol-5-il)tiyo)asetohidrazit), 3-(tiyofen-2-ilmetil)-1H-1,2,4-triazol-5-
il)tiyo)asetohidrazit (3) aromatik veya heterosiklik aldehit ilave edilerek sentezlenmistir. Céziicii olarak asetik
asit kullanzimzstir. Sentezlenen bilesiklerin yap:s:;, Elementel analiz (CHNS), *H-NMR ve Kromatografik kiitle
spektral analizi kullan:larak dogrulanmustur.

Sonuc¢ ve Tartisma: Bilesik (3), Bilesik (1)'e hidrazin hidrat ilave edilerek sentezlenmis ve NH = 2,01
ppm de (NH,) nedeniyle bir singlet formunda *H-NMR pik ile karakterize edilmistir. Bilesikler (5a-s), Bilesik
(3) ’e aromatik veya heterosiklik aldehit ilave edilerek asetik asit ortamda sentezlenmistir. Bilesikler (5a-s) icin
onerilen yapi, *H-NMR sinyalleri ile dogrulanmistir. Temel kimyasal yapilarim dogrulamak icin sentezlenen
bilesikler iizerinde elementel analiz (CHNS) yapilmis ve hesaplanan yiizdelerle kabul edilebilir bir uyum
sagladigi gésterilmistir.

Anahtar Kelimeler: 'H-NMR, heterosiklik bilesikler, sentez, 1,2,4-triazol

INTRODUCTION

The search for means to combat diseases was conducted throughout the history of human
existence. However, if in the past medical preparations were made, as a rule, from substances of animal
and vegetable origin, today the achievements in the field of synthetic organic chemistry are used for the
production of medicines.

Modern science is linked to the creation of the necessary synthetic drugs [1, 2, 3]. As a result, it
is possible to treat many diseases that were previously considered incurable or fatal [4, 5].

Synthetic drugs in modern medicine are an important, dominant group. Substances that receive
synthetically contain less impurities than the extract from the plant material. Chemical preparations are
subject to higher requirements than herbal preparations. A more rigorous assessment shall be made of
their medicinal properties and the conditions of use.

Synthesis of 1,2,4-triazole derivatives is a promising direction for the creation of new substances
[6, 7, 8] with different types of biological activity [9, 10, 11].

The aim of the work was to synthesize and to confirm structure of N'-substituted -2-((5-(thiophen-
2-ylmethyl)-4H-1,2,4-triazol-3-yl)thio)acetohydrazides.

MATERIAL AND METHOD

Chemicals

The initial compounds isopropyl 2-((3-(thiophen-2-ylmethyl)-1H-1,2,4-triazol-5-yl)thio)acetate
and (1) were synthesized at the Department of Toxicological and Inorganic Chemistry of the
Zaporizhzhya State Medical University (Ukraine) and purified by recrystallization with content of the
main component > 98% [12]. The hydrazine hydrate (assay- 50-60%), acetic acid (99%), benzaldehyde
(99.5%), 2-bromobenzaldehyde (98%), 2-chlorobenzaldehyde (99%), 4-chlorobenzaldehyde (97%), 4-
fluorobenzaldehyde (98%), 2-hydroxybenzaldehyde (98%), 4-hydroxybenzaldehyde (98%), 3-
methoxybenzaldehyde (98%), 2-nitrobenzaldehyde (98%), 3-nitrobenzaldehyde (98%), 4-



244 Safonov J. Fac. Pharm. Ankara, 44(2): 242-252, 2020

(dimethylamino)benzaldehyde (99%), 2,4-dimethylbenzaldehyde (90%), 2,3-dimethoxybenzaldehyde
(98%), 3,4-dimethoxybenzaldehyde (99%), 3,5-dimethoxybenzaldehyde (98%), 3-bromo-4-
fluorobenzaldehyde (98%), nicotinaldehyde (98%), thiophene-2-carbaldehyde (95%), 5-nitrofuran-2-
carbaldehyde (90%) and 2-propanol (99,5%) were obtained from SIGMA-ALDRICH (Germany).

All chemicals and solvents used during synthesis were of analytical grade and used without
further purification.

Equipment

The melting temperature was determined on an automatic melting device OptiMelt Stanford
Research Systems MPA100 (US production). The elemental analysis of the compounds is installed on
the elemental analyzer Elementar Vario L cube (CHNS) (standard - sulfanilamide) (Analysensysteme
GmbH, Germany). Chromatographic mass spectral studies were performed on Agilent 1260 Infinity
HPLC liquid chromatograph equipped with an Agilent 6120 mass spectrometer (ionization in an electric
spray (ESI) (US production), *H-NMR spectra were recorded on a Mercury 400 spectrometer (Umatek
International Inc.), DMSO-ds solvent, internal standard - tetramethylsilane and deciphered using the
ADVASP 143 computer program. The synthetic method is outlined in scheme 1 [13, 14, 15].

Chemical Synthesis

General ~method for  synthesis of  2-((3-(thiophen-2-ylmethyl)-1H-1,2,4-triazol-5-
yl)thio)acetohydrazide (3)

A mixture of isopropyl 2-((3-(thiophen-2-ylmethyl)-1H-1,2,4-triazol-5-yl)thio)acetate (1) (0.1
mol) and hydrazine hydrate (0.15 mol) (2) were dissolved in 250 ml propan-2-ol in a round bottom flask
and refluxed for 3-4 h. After completion of the reaction, the mixture was evaporated. The residue
obtained was dried, recrystallized from propan-2-ol.

2-((3-(Thiophen-2-ylmethyl)-1H-1,2,4-triazol-5-yl)thio)acetohydrazide (3)

Bright yellow powder; yield 72%; m.p. 124-1260C ; IHNMR (400 MHz, DMSO-d6, 6=ppm):
13.51 (1H, s, NH); 8,02 (1H, s, NH); 7.31(1H, d, thiophen-H); 6.87 (1H, t, thiophen-H); 6.72 (1H, d,
thiophen-H); 3.69 (2H, s, CH2); 3.50 (2H, s, CH2); 2.01 (2H, s, NH2); CHNS elemental analysis Calcd.
for (CO9H11N50S2): found C% 40.10, H% 4.10, N% 26.05, S% 23.79; calculated C% 40.13, H% 4.12,
N% 26.00, S% 23.81. Peak of a pseudo-molecular ion [MH]+ 270.

Synthesis of titled compounds (5a-5s)

A mixture of 2-((3-(thiophen-2-ylmethyl)-1H-1,2 4-triazol-5-yl)thio)acetohydrazide (3) (0.01
mol, 2.69g) and aromatic or heterocyclic aldehyde (4) (0.01 mol): benzaldehyde (1.06g) or 2-
bromobenzaldehyde (1.85g) or 2-chlorobenzaldehyde (1.40g) or 4-chlorobenzaldehyde (1.40g) or 4-
fluorobenzaldehyde (1.24g) or 2-hydroxybenzaldehyde (1.22g) or 4-hydroxybenzaldehyde (1.22g) or 3-



J. Fac. Pharm. Ankara, 44(2): 242-252, 2020 Safonov 245

methoxybenzaldehyde (1.36g) or 2-nitrobenzaldehyde (1.51g) or 3-nitrobenzaldehyde (1.51g) or 4-
(dimethylamino)benzaldehyde  (1.499) or  2,4-dimethylbenzaldehyde  (1.34g) or 2,3-
dimethoxybenzaldehyde (1.669) or 3,4-dimethoxybenzaldehyde (1.669) or 3,5-dimethoxybenzaldehyde
(1.66g) or 3-bromo-4-fluorobenzaldehyde (2.01g) or nicotinaldehyde (1.07g) or thiophene-2-
carbaldehyde (1.12g) or 5-nitrofuran-2-carbaldehyde (1.41g) in concentrated acetic acid was heated
until the solid was dissolved. After cooling the residue was formed and washed by diethyl ether, filtered
and dried, then recrystallized from acetic acid.

N/NH o N//NH C|o

\ /L />\s—<'§2_|<|; HoN——NH, / \ / s—gz—c

| N + @ ¢ W I
g, é propan-2-ol s M 3 HN——NH,

s (€)) l refluxed for 3-4 h +
- o)
HyC——G——CH \\C_R
- W @ (5§); R=3-NO,-C¢H,
(5a); R=C¢Hs (5k); R=4-N(CH3),-C¢H,

(5b); R=2-Br-C4H,

(5¢); R=2-CI-C4H,

(5d); R=4-CI-C¢H,

(5¢); R=4-F-C4H,

(5f); R=2-OH-C¢H, n—NH

(51); R=2,4-(CH3),-C¢H,

(5m); R=2,3-(OCHj),-CHj,
(5n); R=3,4-(OCHj),-CHj,
(50); R=3,5-(0CHj),-CHj

(5p); R=3-Br-4-F-C¢H,
(5g); R=4-OH-C¢H, D\ ///\ />\ (59); R=3-NC4H,
(5h); R=3-OCH3-C¢Hy c N (5r); R=2-SC,H,4
(51); R=2-NO,-C¢H,4 s He ®) HN—N=—=C—R (58); R=5-NO,-2-OC,H;

Scheme 1: Synthesis of 1,2,4-triazole derivatives 3-5s

N'-Benzylidene-2-((3-(thiophen-2-ylmethyl)-1H-1,2,4-triazol-5-yl)thio)acetohydrazide (5a)

Yellow powder; yield 70%; m.p. 56-580C ; IHNMR (400 MHz, DMSO-d6, 6=ppm): 13.52 (1H,
s, NH); 8.81 (1H, s, CH), 8,04 (1H, s, NH); 7.81 (2H, d, Ar-H), 7,51 (3H, m, Ar-H), 7.30 (1H, d,
thiophen-H); 6.86 (1H, t, thiophen-H); 6.71 (1H, d, thiophen-H); 3.78 (2H, s, CH2); 3.59 (2H, s, CH2);
CHNS elemental analysis Calcd. for (CL6H15N50S2) : found C% 53.70, H% 4.21, N% 19.56, S%
17.96; calculated C% 53.76, H% 4.23, N% 19.59, S% 17.94. Peak of a pseudo-molecular ion [MH]+
358.

N'-(2-Bromobenzylidene)-2-((3-(thiophen-2-ylmethyl)-1H-1,2,4-triazol-5-yl)thio)acetohydrazide
(5b)

Orange powder; yield 79%; m.p. 114-1160C ; IHNMR (400 MHz, DMSO-d6, d=ppm): 13.50
(1H, s, NH); 8.75 (1H, s, CH), 8,06 (1H, s, NH); 7.81 (1H, d, Ar-H), 7,57 (1H, d, Ar-H), 7.34 (m, 1H,
thiophen-H, 2H, Ar-H); 6.85 (1H, t, thiophen-H); 6.71 (1H, d, thiophen-H); 3.79 (2H, s, CH2); 3.61
(2H, s, CH2); CHNS elemental analysis Calcd. for (C16H14BrN50S2) : found C% 44.12, H% 3.25,
N% 16.09, S% 14.72; calculated C% 44.04, H% 3.23, N% 16.05, S% 14.70. Peak of a pseudo-molecular
ion [MH]+ 437.
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N'-(2-Chlorobenzylidene)-2-((3-(thiophen-2-ylmethyl)-1H-1,2,4-triazol-5-
yl)thio)acetohydrazide (5c)

Yellow powder; yield 74%; m.p. 161-1630C ; IHNMR (400 MHz, DMSO-d6, é6=ppm): 13.51
(1H, s, NH); 8.72 (1H, s, CH), 8,02 (1H, s, NH); 7.80 (1H, d, Ar-H), 7,51 (1H, d, Ar-H), 7.30 (m, 1H,
thiophen-H, 2H, Ar-H); 6.89 (1H, t, thiophen-H); 6.71 (1H, d, thiophen-H); 3.85 (2H, s, CH2); 3.58
(2H, s, CH2); CHNS elemental analysis Calcd. for (C16H14CIN50S2) : found C% 49.12, H% 3.63,
N% 17.91, S% 16.39; calculated C% 49.04, H% 3.60, N% 17.87, S% 16.36. Peak of a pseudo-molecular
ion [MH]+ 393.

N'-(4-Chlorobenzylidene)-2-((3-(thiophen-2-ylmethyl)-1H-1,2,4-triazol-5-
yDthio)acetohydrazide (5d)

Bright yellow powder; yield 79%; m.p. 189-1910C ; 1IHNMR (400 MHz, DMSO-d6, 6=ppm):
13.56 (1H, s, NH); 8.81 (1H, s, CH), 7,99 (1H, s, NH); 7.80 (2H, d, Ar-H), 7,52 (2H, d, Ar-H), 7.38 (d,
1H, thiophen-H); 6.86 (1H, t, thiophen-H); 6.71 (1H, d, thiophen-H); 3.65 (2H, s, CH2); 3.52 (2H, s,
CH2); CHNS elemental analysis Calcd. for (C16H14CIN50S2) : found C% 49.12, H% 3.62, N% 17.89,
S% 16.38; calculated C% 49.04, H% 3.60, N% 17.87, S% 16.36. Peak of a pseudo-molecular ion [MH]+
393.

N'-(4-Fluorobenzylidene)-2-((3-(thiophen-2-yImethyl)-1H-1,2,4-triazol-5-yl)thio)acetohydrazide
(Se)

Yellow powder; yield 76%; m.p. 166-1680C ; IHNMR (400 MHz, DMSO-d6, 6=ppm): 13.48
(1H, s, NH); 8.88 (1H, s, CH), 8,00 (1H, s, NH); 7.76 (2H, d, Ar-H), 7,48 (2H, d, Ar-H), 7.32 (d, 1H,
thiophen-H); 6.80 (1H, t, thiophen-H); 6.62 (1H, d, thiophen-H); 3.71 (2H, s, CH2); 3.52 (2H, s, CH2);
CHNS elemental analysis Calcd. for (C16H14FN50S2): found C% 51.25, H% 3.78, N% 18.68, S%
17.12; calculated C% 51.19, H% 3.76, N% 18.65, S% 17.08. Peak of a pseudo-molecular ion [MH]+
376.

N'-(2-Hydroxobenzylidene)-2-((3-(thiophen-2-ylmethyl)-1H-1,2,4-triazol-5-
yDthio)acetohydrazide (5f)

Yellow powder; yield 69%; m.p. 188-1900C ; IHNMR (400 MHz, DMSO-d6, 6=ppm): 13.53
(1H, s, NH); 8.78 (1H, s, CH), 7,96 (1H, s, NH); 7.68 (1H, d, Ar-H), 7,51 (1H, t, Ar-H), 7.34 (d, 1H,
thiophen-H); 7,11 (2H, m, Ar-H), 6.89 (1H, t, thiophen-H); 6.71 (1H, d, thiophen-H); 5,41 (1H, s, OH);
3.95 (2H, s, CH2); 3.67 (2H, s, CH2); CHNS elemental analysis Calcd. for (C16H15N502S2) : found
C% 51.37, H% 4.03, N% 18.69, S% 17.13; calculated C% 51.46, H% 4.05, N% 18.75, S% 17.17. Peak
of a pseudo-molecular ion [MH]+ 374.

N'-(4-Hydroxobenzylidene)-2-((3-(thiophen-2-ylmethyl)-1H-1,2,4-triazol-5-
yhthio)acetohydrazide (5g)
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Orange powder; yield 73%; m.p. 180-1820C ; IHNMR (400 MHz, DMSO-d6, d=ppm): 13.54
(1H, s, NH); 8.38 (1H, s, CH); 8,03 (1H, s, NH); 7.74 (2H, d, Ar-H), 7.34 (d, 1H, thiophen-H); 6.89
(1H, t, thiophen-H); 6.71 (1H, d, thiophen-H); 6.59 (2H, m, Ar-H), 5,34 (1H, s, OH); 3.86 (2H, s, CH2);
3.59 (2H, s, CH2); CHNS elemental analysis Calcd. for (C16H15N502S2) : found C% 51.52, H% 4.08,
N% 18.81, S% 17.19; calculated C% 51.46, H% 4.05, N% 18.75, S% 17.17. Peak of a pseudo-molecular
ion [MH]+ 374.

N'-(3-Methoxybenzylidene)-2-((3-(thiophen-2-ylmethyl)-1H-1,2,4-triazol-5-
yDthio)acetohydrazide (5h)

Yellow powder; yield 76%; m.p. 85-870C ; IHNMR (400 MHz, DMSO-d6, d=ppm): 13.51 (1H,
s, NH); 8.54 (1H, s, CH); 8,05 (1H, s, NH); 7.57 (1H, s, Ar-H), 7.38 (m, 1H, thiophen-H, 2H, Ar-H);
7.06 (1H, d, Ar-H), 6.89 (1H, t, thiophen-H); 6.71 (1H, d, thiophen-H); 6.59 (2H, m, Ar-H), 5,34 (1H,
s, OH); 3.86 (2H, s, CH2); 3.64 (3H, s, CH3) 3.59 (2H, s, CH2); CHNS elemental analysis Calcd. for
(C17H17N502S2) : found C% 52.72, H% 4.45, N% 18.09, S% 16.57; calculated C% 52.69, H% 4.42,
N% 18.07, S% 16.55. Peak of a pseudo-molecular ion [MH]+ 388.

N'-(2-Nitrobenzylidene)-2-((3-(thiophen-2-ylmethyl)-1H-1,2,4-triazol-5-yl)thio)acetohydrazide
(5i)

Yellow powder; yield 72%; m.p. 124-1260C ; IHNMR (400 MHz, DMSO-d6, é=ppm): 13.50
(1H, s, NH); 8.57 (1H, s, CH), 8,09 (1H, s, NH); 7.94 (3H, m, Ar-H), 7,52 (1H, t, Ar-H), 7.35 (d, 1H,
thiophen-H); 6.87 (1H, t, thiophen-H); 6.75 (1H, d, thiophen-H); 3.84 (2H, s, CH2); 3.53 (2H, s, CH2);
CHNS elemental analysis Calcd. for (C16H14N603S2) : found C% 47.99, H% 3.52, N% 20.84, S%
15.98; calculated C% 47.79, H% 3.53, N% 20.90, S% 15.91. Peak of a pseudo-molecular ion [MH]+
403.

N'-(3-Nitrobenzylidene)-2-((3-(thiophen-2-ylmethyl)-1H-1,2,4-triazol-5-yl)thio)acetohydrazide
(i)

Orange powder; yield 70%; m.p. 98-1000C ; IHNMR (400 MHz, DMSO-d6, 6=ppm): 13.52 (1H,
s, NH); 8.61 (1H, d, Ar-H), 8.49 (1H, s, CH), 8.14 (2H, m, Ar-H), 8,00 (1H, s, NH); 7,74 (1H, t, Ar-H),
7.34 (d, 1H, thiophen-H); 6.87 (1H, t, thiophen-H); 6.72 (1H, d, thiophen-H); 3.88 (2H, s, CH2); 3.51
(2H, s, CH2); CHNS elemental analysis Calcd. for (CL6H14N603S2) : found C% 47.70, H% 3.53, N%
20.91, S% 15.96; calculated C% 47.75, H% 3.51, N% 20.88, S% 15.93. Peak of a pseudo-molecular ion
[MH]+ 403.

N'-(4-Dimethylaminobenzylidene)-2-((3-(thiophen-2-ylmethyl)-1H-1,2,4-triazol-5-
yDthio)acetohydrazide (5k)

Orange powder; yield 78%; m.p. 121-1230C ; IHNMR (400 MHz, DMSO-d6, d=ppm): 13.54
(1H, s, NH); 8.55 (1H, s, CH), 7,92 (1H, s, NH); 7.45 (2H, d, Ar-H), 7.38 (d, 1H, thiophen-H); 6.89
(1H, t, thiophen-H); 6,81 (2H, d, Ar-H), 6.72 (1H, d, thiophen-H); 3.65 (2H, s, CH2); 3.48 (2H, s, CH2);
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3.02 (6H, s, 2CH3); CHNS elemental analysis Calcd. for (C18H20N60S2) : found C% 53.91, H% 5.05,
N% 20.99, S% 16.03; calculated C% 53.98, H% 5.03, N% 20.98, S% 16.01. Peak of a pseudo-molecular
ion [MH]+ 401.

N'-(2,4-Dimethylbenzylidene)-2-((3-(thiophen-2-ylmethyl)-1H-1,2,4-triazol-5-
yhthio)acetohydrazide (51)

Yellow powder; yield 68%; m.p. 106-1080C ; IHNMR (400 MHz, DMSO-d6, 6=ppm): 13.45
(1H, s, NH); 8.88 (1H, s, CH), 8,00 (1H, s, NH); 7.78 (1H, d, Ar-H); 7.38 (d, 1H, thiophen-H); 7.05
(2H, s, Ar-H), 6.89 (1H, t, thiophen-H); 6.75 (1H, d, thiophen-H); 3.70 (2H, s, CH2); 3.50 (2H, s, CH2);
2.41 (3H, s, CH3); 2.24 (3H, s, CH3); CHNS elemental analysis Calcd. for (C18H19N50S2) : found
C% 56.12, H% 4.99, N% 18.20, S% 16.61; calculated C% 56.08, H% 4.97, N% 18.17, S% 16.64. Peak
of a pseudo-molecular ion [MH]+ 386.

N'-(2,3-Dimethoxybenzylidene)-2-((3-(thiophen-2-yImethyl)-1H-1,2,4-triazol-5-
yDthio)acetohydrazide (5m)

Yellow powder; yield 75%; m.p. 131-1320C ; IHNMR (400 MHz, DMSO-d6, 6=ppm): 13.51
(1H, s, NH); 8.80 (1H, s, CH), 8,10 (1H, s, NH); 7.40 (1H, d, thiophen-H); 7.26 (1H, d, Ar-H); 7.08
(1H, d, Ar-H); 6.87 (m, 1H, thiophen-H, 1H, Ar-H); 6.71 (1H, d, thiophen-H); 3.74 (2H, s, CH2); 3.52
(2H, s, CH2); 3.44 (6H, s, CH3); CHNS elemental analysis Calcd. for (C18H19N503S2) : found C%
51.84, H% 4.57, N% 16.79, S% 15.40; calculated C% 51.78, H% 4.59, N% 16.77, S% 15.36. Peak of a
pseudo-molecular ion [MH]+ 418.

N'-(3,4-Dimethoxybenzylidene)-2-((3-(thiophen-2-yImethyl)-1H-1,2,4-triazol-5-
yDthio)acetohydrazide (5n)

Yellow powder; yield 79%; m.p. 167-1690C ; IHNMR (400 MHz, DMSO-d6, 6=ppm): 13.56
(1H, s, NH); 8.72 (1H, s, CH); 8,02 (1H, s, NH); 7.59 (1H, s, Ar-H); 7.40 (1H, d, thiophen-H); 7.28 (1H,
d, Ar-H); 6.87 (m, 1H, thiophen-H, 1H, Ar-H); 6.72 (1H, d, thiophen-H); 3.79 (2H, s, CH2); 3.54 (2H,
s, CH2); 3.49 (6H, s, CH3); CHNS elemental analysis Calcd. for (C18H19N503S2) : found C% 51.87,
H% 4.62, N% 16.81, S% 15.38; calculated C% 51.78, H% 4.59, N% 16.77, S% 15.36. Peak of a pseudo-
molecular ion [MH]+ 418.

N'-(3,5-Dimethoxybenzylidene)-2-((3-(thiophen-2-yImethyl)-1H-1,2,4-triazol-5-
yhthio)acetohydrazide (50)

Yellow powder; yield 74%; m.p. 140-1420C ; 1HNMR (400 MHz, DMSO-d6, 6=ppm): 13.41
(1H, s, NH); 8.64 (1H, s, CH); 8,05 (1H, s, NH); 7.40 (1H, d, thiophen-H); 7.09 (2H, s, Ar-H); 6.87 (1H,
t, thiophen-H); 6.72 (1H, d, thiophen-H); 6,53(s, 1H, Ar-H); 3.78 (2H, s, CH2); 3.54 (2H, s, CH2); 3.41
(6H, s, CH3); CHNS elemental analysis Calcd. for (C18H19N503S2) : found C% 51.74, H% 4.56, N%
16.76, S% 15.40; calculated C% 51.78, H% 4.59, N% 16.77, S% 15.36. Peak of a pseudo-molecular ion
[MH]+ 418.
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N'-(3-Bromo-4-fluorobenzylidene)-2-((3-(thiophen-2-ylmethyl)-1H-1,2,4-triazol-5-
yhthio)acetohydrazide (5p)

Bright orange powder; yield 68%; m.p. 148-1500C; IHNMR (400 MHz, DMSO-d6, é=ppm):
13.48 (1H, s, NH); 8.39 (1H, s, CH); 8,12 (1H, s, NH); 7.94 (1H, d, Ar-H); 7.74 (1H, m, Ar-H); 7.40
(1H, d, thiophen-H); 7.21 (1H, t, Ar-H); 6.83 (1H, t, thiophen-H); 6.70 (1H, d, thiophen-H); 3.84 (2H,
s, CH2); 3.69 (2H, s, CH2); CHNS elemental analysis Calcd. for (C16H13BrFN50S2) : found C%
42.36, H% 2.86, N% 15.44, S% 14.09; calculated C% 42.30, H% 2.88, N% 15.41, S% 14.11. Peak of a
pseudo-molecular ion [MH]+ 455.

N'-(Pyridin-3-yImethylene)-2-((3-(thiophen-2-ylmethyl)-1H-1,2,4-triazol-5-
yDthio)acetohydrazide (5q)

Yellow powder; yield 71%; m.p. 101-1030C; 1IHNMR (400 MHz, DMSO-d6, d=ppm): 13.61
(1H, s, NH); 9.09 (1H, s, Pyr-H); 8.74 (1H, d, Pyr-H); 8.53 (1H, s, CH); 8.30 (1H, d, Pyr-H); 8,01 (1H,
s, NH); 7.54 (1H, t, Pyr-H); 7.32 (1H, d, thiophen-H); 6.87 (1H, t, thiophen-H); 6.72 (1H, d, thiophen-
H); 3.98 (2H, s, CH2); 3.69 (2H, s, CH2); CHNS elemental analysis Calcd. for (C15H14N60S2) : found
C% 50.29, H% 3.91, N% 23.48, S% 17.92; calculated C% 50.26, H% 3.94, N% 23.43, S% 17.89. Peak
of a pseudo-molecular ion [MH]+ 359.

2-((3-(Thiophen-2-ylmethyl)-1H-1,2,4-triazol-5-yl)thio)-N'-(thiophen-2-
ylmethylene)acetohydrazide (5r)

Bright brown powder; yield 67%; m.p. 111-1130C; 1HNMR (400 MHz, DMSO-d6, é=ppm):
13.50 (1H, s, NH); 8.24 (1H, s, CH); 8,09 (1H, s, NH); 7.84 (1H, d, thiophen-H); 7.59 (1H, d, thiophen-
H); 7.34 (1H, d, thiophen-H); 7.11 (1H, t, thiophen-H); 6.82 (1H, t, thiophen-H); 6.70 (1H, d, thiophen-
H); 3.71 (2H, s, CH2); 3.53 (2H, s, CH2); CHNS elemental analysis Calcd. for (C14H13N50S3) : found
C% 46.31, H% 3.61, N% 19.29, S% 26.49; calculated C% 46.26, H% 3.60, N% 19.27, S% 26.46. Peak
of a pseudo-molecular ion [MH]+ 364.

N'-((5-Nitrofuran-2-yl)methylene)-2-((3-(thiophen-2-ylmethyl)-1H-1,2,4-triazol-5-
yDthio)acetohydrazide (5s)

Brown powder; yield 74 %; m.p. 158-1600C; 1IHNMR (400 MHz, DMSO-d6, 6=ppm): 13.55
(1H, s, NH); 8.44 (1H, s, CH); 7,92 (1H, s, NH); 7.59 (1H, d, Fur-H); 7.30 (1H, d, thiophen-H); 7.08
(1H, d, Fur-H); 6.80 (1H, t, thiophen-H); 6.68 (1H, d, thiophen-H); 3.84 (2H, s, CH2); 3.62 (2H, s,
CH2); CHNS elemental analysis Calcd. for (C14H12N604S2): found C% 42.92, H% 3.07, N% 21.47,
S% 16.36; calculated C% 42.85, H% 3.08, N% 21.44, S% 16.39. Peak of a pseudo-molecular ion [MH]+
394.
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RESULT AND DISCUSSION

The compound (3) (2-((3-(thiophen-2-ylmethyl)-1H-1,2,4-triazol-5-yl)thio)acetohydrazide) was
synthesized by adding hydrazine hydrate to compound (1) and refluxed for 3-4 h in propan-2-ol.
Compound (3) characterized by *H-NMR peak, as a singlet due to (NHy) at 6=2.01ppm.

Synthesis of (5a-s) was carried out by adding aromatic or heterocyclic aldehyde to compound (3)
in acetic acid. It is known, that this reaction proceeds by the mechanism of nucleophilic attachment of
an amine to an aldehyde or ketone carbon. The attachment of the nucleophile to the carbonyl compound
proceeds through the bipolar ion, as a result unstable heme amino alcohol is synthesized, which
dehydrates to the final product. The signals of *H-NMR for (5a-s) are consented with the proposed
structure.

Analyzing the LS/MS chromatogram in the MS spectrum there are molecular peaks with a value
of 270 and 403 (m/z), which corresponds to the calculated theoretical value of 2-((3-(thiophen-2-
ylmethyl)-1H-1,2,4-triazol-5-yl)thio)acetohydrazide (3) (left) and 3-nitrobenzylidene-2-((5-(thiophen-
2-ylmethyl)-4H-1,2,4-triazol-3-yl)thio)acetohydrazide (5j) (right) (Fig. 1)

*MSD1 SPC, time=0.469:1.328 of D\CHEM32_D\DATA\Z016-05-2 *MSD1 SPC, time=7.574:8 265 of DACHEM32_D\DATAW2016-05-2
- : BETOS — Max: 5620¢
; Max: B - 3 ©
804 - 80 8
604 ¢ o 60
40 | 2 40 o )
20 T 20 2
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250 500 750 /3 280 500 750 m3

Fig. 1. Mass spectrum of 2-((3-(thiophen-2-ylmethyl)-1H-1,2,4-triazol-5-yl)thio)acetohydrazide (3)
(left) and 3-nitrobenzylidene-2-((5-(thiophen-2-ylmethyl)-4H-1,2,4-triazol-3-yl)thio)acetohydrazide
(5j) (right).

The elemental analysis (CHNS) was accomplished for synthesized compounds to confirm their
basic chemical structures and revealed acceptable agreement with the calculated percentages.
The novel N'-substituted-2-((5-(thiophen-2-ylmethyl)-4H-1,2,4-triazol-3-yl)thio)

acetohydrazides were synthesized and characterized.
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APPLICATION OF AHP METHOD FOR THE SELECTION OF
PHARMACEUTICAL WAREHOUSE LOCATION

ECZA DEPOSU YERI SECIMINDE AHS YONTEMININ UYGULANMASI
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ABSTRACT

Objective: The primary purpose of this study is to find a solution to the warehouse location selection
problem of a pharmaceutical warehouse serving in the pharmaceutical industry by using the Analytical
Hierarchy Process (AHP) method.

Material and Method: Within the scope of this study, a possible new warehouse location problem that
can be established in the Eastern and Southeastern Anatolia Region of Turkey for a pharmaceutical
warehouse, which has a significant market share among the drug distribution channels in Turkey, will be
solved with the AHP method. Firstly, the algorithm for the AHP is determined. Then, pair-wise comparison
matrices for determined criteria and alternatives were prepared by decision-makers, and matrices were
transferred to the Super Decision package program for the solution.

Result and Discussion: As a result, the most important criterion in the selection of the pharmaceutical
warehouse location was determined as the infrastructure and physical conditions (35%) and transportation
conditions (29%) followed by it. According to these criteria, the first alternative was found as the optimum.

Keywords: analytical hierarchy process, pharmaceutical warehouse, location selection

0z

Amag: Bu calismanin temel amaci, eczacuik sektoriinde hizmet sunmakta olan bir ecza deposunun ecza
deposu yeri secim problemine Analitik Hiyerarsi Siireci (AHS) yontemi ile ¢6ziim bulmaktir.

Gerec¢ ve Yontem: Bu ¢alisma kapsaminda, Tiirkiye de ila¢ dagitim kanallari arasinda nemli bir Pazar
payina sahip olan bir ecza deposunun Tiirkiye’de Dogu ve Giineydogu Anadolu Bélgesinde kurulabilecek
olast bir yeni deposu yer se¢imi problemi AHS yiontemi ile ¢éziilmiistiir. Ilk olarak, AHS algoritmas
belirlenmistir Ardindan belirlenen kriterler ve alternatifler icin karar vericiler tarafindan ikili karsilastirma
matrisleri olusturulmus ve ¢oziim i¢in matrisler Super Decision programina aktarilmustir.

Sonu¢ ve Tartisma: Sonu¢ olarak, ecza deposu yer seciminde en onemli kriter altyapi ve fiziksel
kosullar (%35) kriteri olmustur, bunu ulasim kosullari (%29) takip etmistir. Bu kriterler dogrultusunda en iyi
depo yeri birinci alternatif olarak bulunmugtur.

Anahtar Kelimeler: analitik hiyerarsi siireci, ecza deposu, yer secimi

* Corresponding Author / Sorumlu Yazar: Miray Arslan
e-mail / e-posta: eczmirayarslan@gmail.com, Phone / Tel.: +90 432 4445065 / 21148

Submitted / Gonderilme: 26.03.2020 Accepted / Kabul: 21.04.2020



254 Arslan J. Fac. Pharm. Ankara, 44(2): 253-264, 2020

INTRODUCTION

Today, according to the increase in the importance of globalization, supply chain management
must be done correctly in order to ensure the continuity of the businesses. Logistics processes play a
crucial role in continuing the supply chain without interruption, and warehouse management is among
the critical activities of logistics [1]. Warehouse location selection, as one of the main functions of
warehouse management, is a strategic decision-making process that has long term effects such as
improving service quality, making economic progress, preventing material losses and, environmental
problems. In this context, the choice of warehouse location, which is one of the critical decisions
affecting the speed, profitability, and efficiency of the enterprises, is significant in terms of both cost
and time [2,3].

In Turkey, pharmaceutical warehouses are one of the crucial members of the pharmaceutical
supply chain by providing purchasing, selling, and distribution of pharmaceutical products in frame of
current legal conditions [4]. Services offered by pharmaceutical warehouses directly affect the services
provided both in pharmaceutical companies as suppliers and in pharmacies where distribution is
provided to consumers. Warehouse activities should be carried out correctly in order to avoid
problems such as delays in the process of taking a drug from the pharmaceutical company and
delivering it to the patient through community pharmacies. The location of the warehouse is critical in
the distribution process, which is one of these activities. In this study, an application was made for the
selection of a pharmaceutical warehouse location at the pharmaceutical warehouse that has a
significant market share.

The choice of warehouse location should be made with an integrated approach that should be
handled together by many factors such as infrastructure, accessibility, legal status, market size, and
access to the human resources [2,5]. In other words, the selection of warehouse location is a
multivariate decision-making problem that deals with qualitative and quantitative criteria [6].
Multivariate decision-making techniques are frequently used in solving these types of selection
problems. The analytical hierarchy process (AHP) is one of these techniques which is commonly
preferred in the literature on warehouse location selection [3, 7-10]. Also, many studies apply AHP in
the different areas of the pharmaceutical industry [11-14]. For example, Oey and Nitihardjo
investigated the problem of location for a pharmaceutical company’s regional postponement center via
AHP [15]. Enyinda used the AHP model for the selection of suppliers in the pharmaceutical sector
[16].

The motivation of this study comes from the lack of studies done with the AHP method related
to pharmaceutical warehouses. To the best of author’s knowledge, this is the first study that used AHP

for solving the pharmaceutical warehouse location selection problem in Turkey. In this context, the
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primary purpose of this study is to find a solution to the warehouse location selection problem of a
pharmaceutical warehouse serving in the pharmaceutical industry by using the AHP method. The sub-
objectives of the study are (i) establishing a hierarchical structure regarding the warehouse location
selection problem, (ii) determining the importance (priority) values of the criteria in the hierarchical
structure established and, (iii) comparing the warehouse location alternatives in terms of the

determined criteria.

MATERIAL AND METHOD

Within the scope of this study, a possible new warehouse location problem that can be
established in the Eastern and Southeastern Anatolia Region of Turkey for a pharmaceutical
warehouse, which has a significant market share among the drug distribution channels in Turkey, will
be solved with the AHP method. In this section, firstly, general information about the AHP method

will be given, then the application process will be discussed in detail.

Analytical hierarchy process

The decision-making process has a complex structure that includes external factors such as
natural phenomena as well as measurable factors. The decision-making process, which involves
providing maximum benefits from the alternatives at minimum cost by considering all factors to reach
a specific goal, is of great importance for the health sector, as in many different sectors [17].

AHP is one of the multi-criteria decision-making (MCDP) techniques based on pair-wise
comparisons, developed by Thomas L. Saaty in the 1970s. This method has a more straightforward
structure compared to other MCDP techniques. A multi-dimensional problem is reduced to one
dimension by determining the importance (priority) levels of the criteria for the selection of the best
alternative in AHP [18].

In the literature, the implementation steps of AHP are summarized as follows [19-22]: The
first step of the AHP is to identify the problem. Following the determination of the problem, the
hierarchical structure known as modeling, which allows the problem to be divided into various levels,
is determined. There are criteria in the lower step of the hierarchy, where the ultimate goal of the
problem is at the top and alternatives in the last step. After that, the relative importance matrices of
each criterion are calculated. For this purpose, binary comparisons are made. In order to make binary
comparisons, the comparison scales accepted in the literature are used. The most preferred one is the

importance (priority) scale of Saaty, developed by Thomas Saaty (Table 1).
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Table 1. The importance scale of Saaty [19]

Importance level Definition

Equal importance

Moderately more important than one another

Strong importance

Very strong importance

Extreme importance

1
3
5
7
9
2

4,6,8

Intermediate / average values

After calculating the relative significance, the consistency (CR) of the comparison matrices is
calculated to determine whether decision-makers are consistent when making binary comparisons.
This value is expected to be below 0.1, and matrix consistency increases as it approaches zero. At the
last stage, the decision alternatives are listed by creating a composite relative importance matrix. (For
detailed information on the manual resolution of AHP, please see 19, 23). Modeling and solution of
AHP can be done either manually or with the help of MS Excel or package programs such as "Expert
Choice" and "Super Decision" [18].

Decision” package program.

Application

In this study, AHS was modeled and solved via the “Super

The flow diagram followed in the application phase of this study is presented in Figure 1.

Identification of Pharm aceutical Warehouse Location Selection Proklem

Al

Determination of Decision-Makers

W

Determining the Criteria to be used in Location

Selection and Establishing the Decision Hierarchy

Literature Search

G

Expert Opinions

Creating pair-wis &
comparison matrices of
criteria

Cetermination of Warehouse Location &lternatives

L

Creating pair-wis &
comparis on matrices of
alternatives

Transfer of matrices to Super Decision program

W

In line with the flow diagram presented in Figure 1, the decision problem of the study has been

defined as; selecting a possible new warehouse location to be established in the Eastern Anatolia

Determination of Priority Walues of Warehouse
Location Selection Criteria

A

Determination of Priority “alues of Warehouse
Location alternatives

A

Sorting YWarehouse Location Alternatives

Figure 1. The flow diagram of the application
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Region for the XYZ pharmaceutical warehouse (the business name was not given due to
confidentiality). Optimizing the level of service quality and minimizing costs are aimed at the solution
of the problem.

Three authorities from the firm, related to supply chain management, are selected as the
decision-makers of the problem. Following this, appropriate criteria and alternatives warehouse
locations are determined according to relevant literature and opinions of the decision-makers. The
criteria are determined as; (i) competitors, (ii) costs (rental, labor costs, etc.), (iii) the number of
pharmacies and hospitals in the region, (iv) transportation conditions and, (v) infrastructure and
physical conditions. Three provinces in the Eastern and Southeastern Anatolia Region of Turkey were
identified as alternative locations by the relevant warehouse authorities and coded as; (i) Warehousel,
(i) Warehouse2 and, (iii) Warehouse3. In this context, the hierarchical structure for the decision

problem is presented in Figure 2.

Pharmaceutical Warehouse
Location Selection

T || o

The number of pharmacies Transportation Infrastructure and
and hospitals in the region conditions physical conditions

Competitors Costs

Warehouse2 Warehouse3

Warehousel

Figure 2. The hierarchical structure of the decision problem

After the hierarchical structure was created, pair-wise comparison matrices for criteria and
alternatives were prepared by decision-makers, and matrices were transferred to the Super Decision

package program for the solution.

RESULT AND DISCUSSION

In this section, firstly, geometric averages of pair-wise comparison matrices created by
decision-makers are taken. Table 2 presents the findings obtained from the pair-wise comparison

matrices for the criteria.
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Table 2. Pair-wise comparison table for criteria

Criteria Decision- Decision- Decision- Geometric | Criteria
maker 1 maker 2 maker 3 averages

Competitors 5 3 3 3.557 Costs

Competitors 1/5 1/3 1/5 0.237 The number of
pharmacies and
hospitals

Competitors 1/7 1/5 1/3 0.212 Transportation
conditions

Competitors 1/5 1/5 1/7 0.179 Infrastructure and
physical conditions

Costs 1/5 1/3 1/3 0.281 The number of
pharmacies and
hospitals

Costs 1/3 1/3 1/3 0.281 Transportation
conditions

Costs 1/5 1/3 1/3 0.333 Infrastructure and
physical conditions

The number of 1/3 1 1/3 0.480 Transportation

pharmacies and conditions

hospitals

The number of 1 1/3 1/3 0.480 Infrastructure and

pharmacies and physical conditions

hospitals

Transportation 1 1/3 1 0.693 Infrastructure and

conditions physical conditions

After entering the data in Table 2 into the Super Decision program, the consistency rates were
evaluated. As stated in the pair-wise comparison of the criteria was calculated as 0.969, and the

consistency report obtained as a result of the pair-wise comparison of the criteria is given in Figure 3.

# Incansistency Report — O X

R Current % al Best W al 0ld Inconsist. Mew [ncongist. Z Improvernent
2_Costs 3.5E7000 1.462564 0.096935 0.020044 932 %

2 Costs 5 Infrastructure an 3568719 7419274 0.096935 0.074695 2294 %

1_Competitars 3 _The number of p 4.219409 1.533629 0.096935 0.076354 21.23%

2 Costs 4_Transportation © 3003003 5 916529 0.096935 0077311 1963 %

3 The number of pd_Tranzportation o 2083333 1111281 0.056525 0086235 11.04 %

1_Competitars 4_Transpaortation c 4. 716981 2612650 0.096935 0.090781 B35 %

1_Competitors B Infrastucture an R BBERS: 3255155 0.056525 0092577 400 %

3_The number of p/5_Infrastructure an 2083333 1.544379 0.096935 0.034E5E 23h%

4_Tranzportation o5 Infraztructure an 1.443001 1.108E13 0.056525 0085313 167 &

2_Costs 3 _The number of p 2.5R8715 3720641 0.096935 0.097436 0.58 %

Figure 3. Screenshot of the consistency report of the pair-wise comparison matrix of criteria

According to Figure 3, no inconsistency was observed in the pair-wise comparisons made by
the decision-makers, and priority values for each criterion were calculated. In Figure 4, the priority

rankings of the criteria are presented.
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Figure 4. Priority values of warehouse location selection criteria

By Figure 4, the most important criterion in the selection of the warehouse location was
determined as the infrastructure and physical conditions (35%) covering many subjects from the
availability of areas suitable for the acceptance and shipment of goods to the storage to the suitability
of cleaning, sewerage conditions and information technologies. These criteria are also highlighted in
the legislation for pharmaceutical warehouses in Turkey. According to the “Good Distribution and
Storage Practices Guideline for pharmaceuticals and products in warehouses,” published by Turkish
Medicines and Medical Devices Agency (TMMDA), pharmaceutical warehouses must have adequate
and appropriate buildings, areas, equipment and physical structuring. These requirements are
fundamental to ensure that products are stored and distributed under appropriate conditions [24].
Parallel to this, Kolinska and Fechner stated similar constraints and emphasized the importance of
infrastructure for selection of warehouse location [2,25]. In addition to the infrastructure, the
importance of transportation conditions was also demonstrated in these studies. If it is needed to
address the issue in pharmaceutical warehouses, the warehouse must be located in an easily accessible
location to both suppliers and pharmacies in order to ensure efficient product flow in pharmaceutical
warehouses. When the locations of drug distribution channels operating in Turkey are evaluated, it is
seen that both central warehouses and auxiliary warehouses are located in places where transportation
facilities are comfortable, and land conditions are convenient for transportation. Accordingly, it is not
surprising that transportation conditions (29%) were found to be one of the two most essential
warehouse location selection criteria in this study.

As mentioned by Fechner, economic and demographic criteria are both critical for determining

warehouse location [25]. Kua and Kao found competition factors, including competitor’s store
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numbers, store area, and competition, as the most critical factor for the selection of convenience stores
located in the retail sector. They also evaluated the distance for consumer and economic values for
competition [26]. Following, they put forth that all of these factors should take into consideration
together for the best selection. In the present study, contrary to this, competitors (9%) and costs (6%)
are found as the least influencing criteria. This situation is thought to arise from the sector difference
in which the studies are carried out. Besides, in this study, rental and labor costs are discussed under
the cost criterion. Decision-makers stated that the unemployment problem is similar for all three
alternatives, so labor costs will not make a difference. Similarly, the idea that the rental prices would
be similar caused the costs factor to be the least influential factor in the selection of the pharmaceutical
warehouse location.

Following the weighting of the criteria, the pair-wise comparison matrices for alternative
warehouse locations were created by the decision-makers for each criterion, and the geometric
averages of them were transferred to the Super Decision program. The program output regarding the
evaluation of alternative warehouse locations according to the "competitors™ criterion is presented in
Figure 5.
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Figure 5. Program output based on the “Competitors” criterion

According to Figure 1, considering the “competitors” criterion, the best alternative is the
Warehousel, with a weight of 0.648. The consistency rate for this assessment was calculated as
0.0035. The program output obtained as a result of the evaluation of alternative warehouse locations

according to the "Costs" criterion is given in Figure 6.



J. Fac. Pharm. Ankara, 44(2): 253-264, 2020 Arslan 261
@ Main Network: depoyeril.sdmod: ratings - X

File Design Computations Help

o e Main Network: depoverit.sdmod: ratings //

1. Choose 2. Node comparisons with respect to 2 Costs | 3. Results
Node Cluster Graphical Verbal Matrix Questionnaire Direct Normal —i Hybrid —1
Choose Node «|»||Comparisons wit "2_Costs" node in "3_Alternatives" cluster Inconsistency: 006238
2 Warehouse? s 3 times more important than 1_VWarehouse 1
2_Casts = 1 _VWarehou~| 0 08096
Cluster 2 Crif Inconsistency 2 Warehaus~ I Warehous~ 2_WWarehou-| 0.18839
ustar. 2_Ciiteria 3_Warehou-| 0. 73064
Choose Cluster «lp| 1 warehous~ IT ‘3 000002 t ‘7 000007
3 Alternatives —
2 Marehous~ t 5

Figure 6. Program output based on the “Costs” criterion

Results in Figure 6 shows that considering the costs, it is determined that the best alternative is
Warehouse3, with a weight of 0.730. The consistency rate for this assessment was calculated as
0.0623. In Figure 7, the program output obtained as a result of the evaluation of alternative warehouse
locations under the criterion of "the number of pharmacies and hospitals in the region™ is shown.

) Main Metwork: depoyeri1.sdmod: ratings - %
File Design Computations Help

° 0 Main Network: depoverit.sdmod: ratings //

Network dudgments I Ratings
1. Choose 2. Node comparisons with respect to 3_The number of phar~ |+ 3. Results
Mode Cluster Graphical Verbal Matrix Questionnaire Direct Mormal —t Hybrid —
Choose Node e[ |Comparisons vt "3_The number of pharmacies and hospitals in the region” node in "3_Altematives” Inconsistency: 0.00000
1_WWarehouse is 1 times mare impartant than 2_Warehouse2 —
3_The number o~ — 1_WWarehou~ 0.14286
Inconsistency 2 Warehous~ 3 Warehaus~ 2_\Warehou~| 014286
Clusier: 2_Crifetia 5 Warehou ] 571429
Choose Cluster 4[| 1 warehous- I‘_ ‘1 t ‘5
3 _Alternatives —
2 Warehous~ T 5

Figure 7. Program output based on the “The number of pharmacies and hospitals in the region”

criterion

According to Figure 7, it is seen that the best alternative in terms of the number of pharmacies
and hospitals in the region is Warehouse3, with a weight of 0.714. The consistency rate for this
assessment was calculated as 0.00. The program output obtained as a result of the evaluation of

alternative storage locations under the “Transportation conditions” criterion is given in Figure 8.
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Figure 8. Program output based on the “Transportation conditions” criterion
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When the transportation conditions are taken into consideration in light of the information
given in Figure 8, it is seen that the best alternative is Warehousel with a weight of 0.443. The
consistency rate for this assessment was calculated as 0.0175. The program output obtained as a result
of the evaluation of alternative storage locations according to the last criterion, "Infrastructure and
physical conditions," is presented in Figure 9.
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Figure 9. Program output obtained according to the "Infrastructure and physical conditions" criterion

Depending on the “Infrastructure and Physical Conditions” criterion, considering Figure 9, it
is seen that Warehousel and Warehouse2 have an equal weight of 0.429. The consistency rate for this
assessment was calculated as 0.00.

Finally, all the criteria are handled together, and the findings obtained are presented in Figure

10 by prioritizing the alternate warehouse locations through eigenvectors calculated through the

program.
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Figure 10. Priority values of alternative warehouse locations

Results presented in Figure 10 indicate that the most suitable place alternative for the
pharmaceutical warehouse is Warehousel alternative, with a 0.372 weight. Besides, it has been
demonstrated that the weight degrees of Warehouse2 and Warehouse3 are quite close to each other.
Considering the alternatives, especially by taking the infrastructure and transportation conditions and

the number of hospitals and pharmacies in the region into account, the result is not surprising.



J. Fac. Pharm. Ankara, 44(2): 253-264, 2020 Arslan 263

The results of this study can be a guideline for the managerial policy of pharmaceutical

distribution channels. To the best of author’s knowledge, this study is unique because it is the first of

its kind in Turkey. The study provides a different lens on how to select the optimal location for a

pharmaceutical warehouse. As future studies, it is planned to improve the hierarchical model for the

pharmaceutical warehouse location selection model by increasing the number of criteria or creating

sub-criteria and using more advanced multivariate decision-making techniques.
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Amag: Ulkemizde, halk arasinda tedavi amactyla kullanilan bitkisel droglar genellikle aktarlardan temin
edilmektedir. Aktarlarda satilan droglarin kalitesi ve giivenilirligi uzun yillardir tartisilmaktadir. Bu ¢alisma
ile onemli ubbi bitkilerimizden biri olan ve halk arasinda yaygin olarak kullanilan Hypericum perforatum
tiiriinin Istanbul aktarlarindan satin alinan érnekleri incelenmistir.

Gerec ve Yontem: Sart Kantaron adi ile satilan droglar, /stanbul ‘da faaliyet gosteren, rastgele secilmis
12 farklh aktardan temin edilmistir. Bitkinin toplanan kismunin (drog) ve toplanma zamanmmin kontrolii
makroskobik ve mikroskobik incelemelerle; saklama kosullarimin uygunlugu ise mikrobiyolojik test ile
arastirilmistir. Droglarin kiil ve nem miktari, total antioksidan statii (TAS) ve total oksidan statii (TOS)
degerleri, oksidatif stres indeksi (OSI), mineral ve agir metal madde diizeyleri tespit edilmistir. Droglardan
hazirlanan metanol ekstrelerinin hiperisin icerigi Yiiksek Performansii Stvi Kromatografisi (YPSK) ile analiz
edilmigtir.

Sonug ve Tartisma: Bu ¢alisma ile rneklerin cogunun gozle goriilebilen kirlilikler ile kontamine oldugu,
6 tanesinin hiperisin icermedigi, 2 tanesinin ¢ok yiiksek oranda aliiminyum (Al) icerdigi belirlenmistir. Sonug
olarak tbbi bitkilerin gerekli denetimlere tabi tutulmadan aktarlarda satilmasimin halk saglhgr a¢isindan uygun
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olmadigi bir kez daha anlasilmistir. Mevcut bu durumun oniine gegilmesi, halkin dogru ve standart kalitede
droglara ulasabilmesi saglanmalidir.
Anahtar Kelimeler: agir metal, aktarlar, halk sagligi, hiperisin, Hypericum perforatum

ABSTRACT

Obijective: In our country, herbal drugs used for medical purposes by the folk are generally purchased
from the herbal stores. The quality and reliability of the plants sold in the herbal stores have been discussed for
many years. The present study aims to investigate samples of Hypericum perforatum, which is one of the
important medicinal plants and widely used by the folk.

Material and Method: The drugs sold as “St John’s Wort” were purchased from 12 different herbal
stores which were randomly chosen in Istanbul. Quality control of the collected part and collection time of the
plant were examined by using macroscopic and microscopic methods. The suitability of the plant storage
conditions were investigated by microbiological test. The ash and moisture contents, total antioxidant status
(TAS), total oxidant status (TOS), oxidative stress index (OSI), mineral and heavy metal levels of the plant were
determined. Hypericin contents of the methanol extracts prepared from the plant samples were analyzed by
High Performance Liquid Chromatography (HPLC).

Result and Discussion: In this study, it was determined that most of the samples were contaminated by
impurities, 6 of them did not contain hypericin, and 2 of them contained high levels of aluminium (Al). As a
result, it was once again understood that it might be inconvenient to sell the medicinal plants in the herbal
stores unless inspected for public health. Sale of the medicinal plants in herbal stores should be prevented, and
it should be ensured that the public can reach the high quality medicinal plants.

Keywords: heavy metal, herbalists, hypericin, Hypericum perforatum, public health

GIRIS

Glinlimiiz modern tibbinda sentetik ilaclarin yaygin kullanimina karsin halk arasinda bitkisel
droglarm kullanimmin tercih edildigi bilinmektedir. Ozellikle endiistriyel olarak gelismekte olan
iilkelerde sentetik ilaclara gore bitkisel droglarin daha ucuz ve ulagilabilir olmalari, geleneksel tedavide
cok uzun yillardir biliniyor olmalari, yan etki ve ilag etkilesimlerinin sentetik ilaglara gére daha az bilinir
olmasi nedeniyle halk arasinda yaygin olarak kullanildiklar1 bir gergektir [1-4].

Anadolu halki, yasadigi cografi bolgenin florasinin zenginligi nedeniyle bitkiler ile yakindan ilgili
olmustur. Kirsaldaki insanlarin dogadan topladigi, kentlerdekilerin ise aktarlardan temin ettigi bitkileri
tibbi amagla kullandig1 goriilmektedir. Bitkilerin temin edildigi aktarlarin tarihi yiizyillar 6ncesine
dayanmaktadir. Osmanli Donemi’nde ilag yapiminda kullanilan bitkisel ve hayvansal kaynakli
hammaddeleri ve mineralleri (drog) satanlar i¢in; Arapga “akkar” kelimesinden tiireyen “aktar” kelimesi
kullanilmigtir. Giiniimiizde de benzer diikkkanlar i¢in bu kelime kullanilmaya devam etmektedir [1].

Hypericum perforatum L.; Hypericaceae familyasina ait, yaklasik olarak 30-100 cm boylarinda
¢ok yillik otsu bir bitkidir. Avrupa, Asya, Kuzey Afrika ve Kuzey Amerika’da genis yayilis gosteren H.
perforatum tirinin taze ve gigekli dallarindan elde edilen “Hyperici herba” drogu Avrupa
Farmakopesi’ne kayitlidir [5-7].

Anadolu’da; binbirdelik otu, kan otu, kili¢ otu, koyun kiran, kuzu kiran, mayasil otu, piiren, sar1
kantaron, yara otu, gibi isimlerle bilinen H. perforatum tiiriiniin; tarihgesi, etnobotanik kullanimu,

kimyasal bilesimi ve aktiviteleri ile ilgili birgok ¢alisma bulunmaktadir [8, 9].
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Diinyada St. John’s Wort olarak taninan H. perforatum tiiriiniin tibbi amagla 2000 yili agkin
stiredir kullanildig1 bilinmektedir. Antik caglarda dogaiistii 6zelliklere sahip olduguna inanilan H.
perforatum tiiriiniin cins ismi olan “hypericum ”; Latince “hyper” ve “ikon” anlamina gelen kelimelerin
birlesiminden olugsmustur. Epiteti olan “perforatum ” ise bitki 1g1ga tutuldugunda yaprak ve ¢iceklerinde
goriilen saydam salgi bezlerinin olusturdugu delikli gdriinimden dolay1 “delikli” anlamina gelen
“perforated” kelimesinden tliremistir [3, 5, 10, 11].

Uzun yillardir yapilan g¢alismalar sonucunda H. perforatum bitkisinin kimyasal bilesimi
aydinlatilmus; bitkinin, naftodiantron tiirevleri (hiperisin, psédohiperisin), flavonoitler (rutin, hiperozit,
izokersitrin, kersitrin, luteolin, kempferol, mirsetin, amentoflavon ve I3, 118 biapigenin), floroglusinoller
(hiperforin, adhiperforin), biflavonlar, prosiyanidinler, ksanton tiirevleri, tanenler, ugucu yag bilesikleri,
fenolik asit tiirevleri, amino asitler, ayrica; organik asitler, peptidler, polisakkaritler gibi hidrofilik
maddeler ile baz lipofilik maddeleri tasidig1 saptanmustir [6, 10, 12, 13].

Aktarlardan alinan bitkisel droglar, teshisi, standardizasyonu, toplama ve saklama kosullar1 gibi
parametrelerde yeterli denetime tabi tutulmadiklarindan halk sagligi acisindan tehdit olusturmaktadirlar.
Birbirlerine benzer anatomiye sahip tiirlerin birbirlerinden ayirt edilmesi ve teshisi olduk¢a 6nemli bir
konudur. Bitkilerin toplanan kismina, toplanma zamanina, kurutma ve saklama kosullarina gore
kimyasal icerigi degisebilmektedir. Ayrica, uygun olmayan saklama kosullarinda bitkide mikrobiyolojik
ireme de gorilebilir. Bu nedenlerle, dogru bitkinin toplanmasi, toplanan kismi, toplanma zamani,
teshisi, kurutma ve saklama kosullari, tim bunlarin denetlenmesi halk sagliginin korunmasi igin ¢ok
onemli parametrelerdir ve uzman Kisilerce yapilmalidir.

Bu calisma ile Istanbul’da faaliyet gosteren rastgele secilmis 12 aktardan, “Sar1 Kantaron” olarak
satilan ornekler temin edilmistir, 6rneklerin dogru bitkiye ait olup olmadigini, drog olarak toplanan
kisminin, toplama zamaninin, kurutma ve saklama kosullarinin uygunlugunu belirlemek amaglanmigtir.
Droglar iizerinde makroskobik ve mikroskobik incelemeler, mikrobiyolojik analiz, mineral ve agir metal
miktar tayini yapilmis, total antioksidan statii (TAS), total oksidan statii (TOS) ve oksidatif stres indeksi
(OSI) belirlenmistir, ayrica droglardan hazirlanan metanol ekstrelerinde YPSK ile kalitatif hiperisin

analizi yapilmistir.

GEREC VE YONTEM

Kullanilan Droglar

Bu ¢alismada kullanilan Hyperici herba drogu, Istanbul’da faaliyet gdsteren ve rastgele
secilmis 12 aktardan, 20.11.2018- 15.03.2019 tarihleri arasinda, “Sar1 Kantaron” adi ile
sorularak temin edildi. Droglar A, B, C, D, E, F, G, H, I, J, K, L olarak kodlandi.
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Genel Metotlar
Makroskobik ve Mikroskobik Inceleme

12 farkl aktardan temin edilen Hyperici herba drogu 6rneklerinin makroskobik incelemesi, temiz
bir siizge¢ kagid1 lizerine yayilarak g6z ile yapildi, igerigindeki yabanci maddeler tespit edildi, ayrildi
ve fotografi ¢ekildi [7].

Mikroskobik inceleme i¢in, drog 6rnekleri blender (Waring) yardimiyla toz edildi ve 40 no’lu
elekten gecirildi. Kloralhidrat ve sartur reaktifleri ile ayri ayr1 hazirlanan preperatlari mikroskop
(Olympus) araciligiyla, 10x ve 40x 6l¢ekli mercekler kullanilarak incelendi, polen ve hiperisin tasiyan

salg1 bezi arandi [7].

Mikrobiyal Ureme Testi

Mikrobiyal iireme testi i¢in, drog 6rnekleri blender (Waring) yardimryla toz edildi, 1 gram tartildi
ve 10 mL steril distile su ile karistirildi. Daha sonra steril tuzlu su kullanilarak on katl seri diliisyonlar1
yapilarak 10 ve 10®1ik drnekler elde edildi. Yapilan diliisyonlardan 10 ul almarak, bakteriler igin
Triptik Soy Agar (TSA) ve mantarlar i¢in Saboroud Dekstroz Agar (SDA) kat1 besiyeri yiizeyine yayildi
ve etiivde bakteriler i¢in 37 °C’de, mantarlar igin 25 °C’de bir gece inkiibasyona birakildi. Canli total
bakteri sayisini belirlemek igin ertesi giin olusan koloniler sayildi ve seyreltme faktorii dikkate alinarak
orneklerin bir graminda bulunan total aerob bakteri ve mantar sayilart koloni olusturan birim (KOB)

cinsinden hesaplandi [14].

Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (YPSK) ile Hiperisin Analizi

Orneklerden hazirlanan metanol ekstrelerindeki “hiperisin” varligi YBSK ile belirlendi. SCL —
10A SHIMADZU cihazi (Pompa: LC — 10 AD; Enjektor: SIL — 10 AD; Dedektor: SPD — M10A; Kolon
Firinti: CTO — 10AS) kullanildi. Avrupa Farmakopesi’ndeki Hyperici herba drogunda hiperisin analizi
i¢in verilen izokratik metot uygulandi. Phenomenex 5 pm C18 (250 x 4,6 mm) kolon kullanildi.
Ekstreler ve hiperisin metanolde ¢6ziildi, filtreden gecirilerek viallere alindi. Mobil faz (Etil asetat :
15,6 g/l sodyum dihidrojen fosfat ¢ozeltisi (Fosforik asit ile pH 2) : Metanol (39:41:160)) karisimi 1
mL/dak akis hiziyla gecirildi. Enjeksiyon hacmi 10 pl; kolon sicakligi 40 °C, hiperisin i¢in izlenen dalga
boyu 590 nm olarak ayarlandi [15].

Ekstrelerin ve Ornek Cozeltilerin Hazirlanmast
10 g drog 100 mL metanol (Merck 1.06007.2500) ile oda 1sisinda ve 1siktan korunarak 24 saat
shaker (N-BIOTEK) aletinde maserasyona birakildi. Bu islem ayn1 drog ile drog tamamen tiiketilinceye

kadar tekrar edildi. Maserat, rotary evaporator (Buchi) ile 45 °C’yi ge¢meyen 1sida al¢ak basing altinda
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kuruluga kadar yogunlastirildi. Droglardan bu sekilde hazirlanan ekstreler -20 °C’de muhafaza edildi
[16, 17].

Standart Cozeltilerin Hazirlanmast
Hiperisin (Fluka — 56690) metanol (Merck 1.06007.2500) ile ¢6ziildii, uygun konsantrasyona
seyreltildi ve 0,45 um’lik filtrelerden siiziilerek viallere alindi. Standart ¢ozelti enjeksiyon oncesi taze

olarak hazirlandi.

Nem ve Kiil Miktar Tayini

Nem miktar tayini i¢in; sabit vezne getirilmis ve darasi alinmig bir cam tart1 kabi igine 2 gram
kaba toz edilmis drog konulup tam olarak tartildi (P). Numune etiive yerlestirilip sicaklik ve zaman ayar1
yapilarak 105 °C sicaklikta sabit agirhiga ulasincaya kadar (2-3 saat) kurutuldu. Bu siirenin sonunda
kurutma kab1 masa ile tutularak desikatore alindi. Desikatorde oda sicakligina kadar sogutulduktan sonra
hassas terazide tartildi. Tartim degerlerinden kuru madde ve nem miktar1 hesaplandi. Kuru drogun
agirhigi (p) bulunduktan sonra asagidaki formiile gore drogdaki yiizde su miktar1 hesaplandi [7, 18, 19].

% su = (P-p)/P x 100

Kiil miktar tayini i¢in; 1 gram drog sabit agirliga getirilmis ve darasi alinmig bir porselen krozede
tam olarak tartild. Once diisiik 1s1da (300 °C) daha sonra 800 °C’yi gecmeyen bir 1s1da 45 dakika yakildi.

Elde edilen kiiliin numune miktarina oranlanmasi ile yiizde kiil miktar1 hesaplandi [7, 19, 20].

Total Antioksidan Statii (TAS), Total Oksidan Statii (TOS) ve Oksidatif stres indeksinin (OSI) ve
Mineral Madde Diizeylerinin Belirlenmesi
Drog orneklerinin TAS, TOS analizleri icin hazirlanmasi

Hyperici herba droglarinda TAS ve TOS degerlerini belirlerken ham 6rnekler kullanildi. Bu
amagla toz haline getirilmis bitkinin yaprak, dal ve cicek boliimleri iyice karistirildiktan sonra 1 g
tartilarak bir tiipe kondu. Uzerine 1:10 (w/v) oraninda buz soguklugunda PBS (pH:7,4) eklendi. Vorteks
ile karistirilarak buz icinde 10 kez sonikasyona tabi tutuldu. Her bir sonikasyon 20 saniye siireyle
uygulandiktan sonra 1 dakika sonikatdr (Bandelin, UW 2070) dinlendirildi. Boylelikle bitkinin hiicresel
boyutta da iyice pargalanarak 6rneklerin daha da homojen hale gelmesi hedeflendi. Sonikasyonla olusan
PBS-bitki siispansiyonu santrifiij edilerek 6rneklere ait siipernatantlar elde edildi. Bu sekilde her bir ham
ornekten 3 adet temsili 6rnek hazirlandi. TAS, TOS analizlerinde hazirlanan bu temsili 6rnekler

kullanildi [21].
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Total Antioksidan Statii (TAS) Diizeylerinin Belirlenmesi

Farkli aktarlardan alinan Hyperici herba droglarindan hazirlanan temsili 6rneklerde TAS
seviyeleri spektrofotometrik yontemle ¢alisan ticari kit (Rell Assay, Gaziantep, Tiirkiye) kullanilarak
olgiildii. Yapilan analizlerde kor olarak PBS kullanildi. Orneklerdeki TAS seviyeleri, vitamin E’nin suda
¢ozlinlir bir formu olarak kabul edilen troloks ile kiyaslama yapilarak tespit edildi. Boylelikle
numunelerdeki total antioksidan miktar1 troloks esdegeri (ekivalan) seklinde belirlendi. TAS seviyeleri
belirlenirken troloks antioksidani ile farkli konsantrasyonlarda (2, 1, 0.5 mmolTroloks/L) hazirlanan
standartlar kullanilarak bir kalibrasyon egrisi olusturuldu. Elde edilen kalibrasyon egrisi kullanilarak
bitki siipernatantlarinda TAS seviyeleri belirlendi. TAS diizeyleri mmolTroloks Ekivalan/L olarak ifade
edildi [21].

Total Oksidan Statii (TOS) Diizeylerinin Belirlenmesi

Bir bitkide olan oksidan molekiillerin seviyelerinin belirlenmesi, o tiiriin antioksidan olarak
etkinligini agiklamak adina yararli olabilmektedir. Ayrica fitoterapotik amagla kullanilacak olan
bitkilerin TOS diizeylerinin yiiksek olmasi, bitkiden saglanmasi diisiiniilen antioksidatif faydanin
azalacagl anlamina gelmektedir. Bu baglamda sunulan c¢alismada total antioksidan kapasite (TOS)
belirlenmistir. TOS seviyeleri belirlenirken standart olarak 20 pmol/L hidrojenperoksit (H2O)
kullanilmistir. Bitkideki total antioksidan miktar1 H2O- ile kiyaslama yapilarak bulundugu icin sonuglar
H,0; esdegeri (ekivalan) olarak belirlenmistir. Bulunan TOS sonuglari ise hidrojenperoksit ekivalan
litre (wmol H2O; ekivalan/L) olarak ifade edildi.

Bitki 6rneklerinin sonikasyonu sonrasinda elde edilen siipernatantlardan alinan uygun miktardaki
hacim {izerine kit protokoliine uygun reaktifler katildiktan sonra yapilan spektrofotometrik okuma (540
nm) sonucunda elde edilen optik dansitelerden hareketle numunelerdeki TOS seviyeleri belirlendi. TOS
seviyeleri analizinde kullanilan ticari kitte (Rell Assay, Gaziantep, Tiirkiye) belirtilen ve asagida
sunulan formiil aracilig ile hesaplandi [21].

TOS (umol H20; Ekivalan/L) = [ (AAbs Sample/AAbs standart) x 20 ]

Oksidatif Stres Indeksinin (OSI) Belirlenmesi

Analizlerden elde edilen TAS ve TOS verileri kullanilarak hesaplanan oksidatif stres indeksi
(OS]) kit protokollerinde (Rell Assay) ifade edildigi gibi, asagida verilen formiil yardimiyla hesaplandi.
Elde edilen OSI degerleri, OSI seviyeleri diisiik olan 6rnegin fitoterapdtik etkinliginin daha yiiksek
olabilecegi seklinde degerlendirildi [22].
OSI=[(TOC/TAC) x 100]
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Mineral Madde Diizeylerinin Belirlenmesi

Hyperici herba droglarindaki organik bilesenleri bozundurmak, inorganik bilesenleri ise ¢oziiniir
forma doniistiirmek amaciyla mikrodalga firinda yakma yontemi kullanildi. Bu amagla 0.5 g ham 6rnek
teflon godelere alindi. Numune iizerine 3 mL nitrik asit, 1 mL hidrojen peroksit ve 0.5 mL perklorik asit
eklendi. Teflon godelerin kapagi kapatildi. Mikrodalga firina (Berghof, Speedwave Two) yerlestirilerek
sitildi. Mikrodalga firm igcinde godeler 75 °C/5 dak, 160 °C/15 dak, 75°C/5 dak tutuldu. Firindan ¢ikan
godeler oda sicakligina geldikten sonra drnekler10 mL’lik balon jojelere aktarildi. 18.2 MQxcm ultra
saf su ile 10 mL’ye tamamlanarak balon jojelere alinan o6rneklerdeki mindr ve major element
konsantrasyonlari Endiiktif Eslesmis Plazma-Optik Emisyon Spektroskopisi (ICP-OES; Spectro
Genesis, Germany) cihazi kullanilarak olgtildii. Metot kalibrasyonu igin ¢oklu element standartlar
(Merck, ICP multi-element standart solution XVI; Merck, ICP multi-element standart solution 1V)
kullanildi. Standartlarda bulunan elementlere (Sb, As, Be, Cd, Ca, Cr, Co, Cu, Fe, Pb, Li, Mg, Mn, Mo,
Ni, Se, Sr, Tl, Ti, V, Zn, Ag, Al, B, Ba, Bi, Ga, In, K) ait kalibrasyon egrileri olusturuldu. Sonrasinda
mikrodalga firinda yas yakma metodu ile yakilan drneklerdeki element diizeyleri belirlendi. Orneklerde

varlig1 tespit edilebilen element diizeyleri mg/L (ppm) seklinde ifade edildi [23].

Istatistiki degerlendirme

Elde edilen veriler ortalama+standart sapma seklinde tanimlandi. Verilerin degerlendirilmesinde
SPSS 18 paket program kullanildi. Farkli aktarlardan tedarik edilen Hyperici herba droglarindaki TAS,
TOS, OSI ve element diizeyleri arasindaki istatistiki farkliliklar (p<0.05) tek yonlii varyans analizi
(ANOVA) kullamlarak belirlendi. Istatistiki farkliliklarin oldugu belirlenen parametrelerde hangi bitki
tiirleri arasinda istatistiki diizeyde anlaml fark oldugu ise Duncan post testi kullanilarak tespit edildi
(p<0.05). Analizi yapilan bir parametrede bitki numuneleri arasindaki kiyaslamalar sonucu olarak ortaya

¢ikan istatistiki farkliliklar iist simge (* ¢ ) halinde verilerin sag {ist kisminda gosterildi.

SONUC VE TARTISMA

Makroskobik ve Mikroskobik Inceleme Sonuclar

Yapilan makroskobik inceleme sonucunda; A, F ve G 6rneklerinin kiiflenmis; C ve H 6rneklerinin
boceklenmis oldugu; A, C, D, E, F, G, 1, J ve K 6rneklerinin bitkinin meyve durumlarimi igerdigi (6nceki
yildan kalma meyveli dallar); A, D, E, F, G, I, J ve K 6rneklerinin farkli bitkilere ait pargalar igerdigi;
A, B, C, G, J, K ve L o6rneklerinin tas parcalar1 icerdigi saptanmistir (Sekil 1).

Yapilan mikroskobik incelemede; kloralhidrat reaktifi ile incelenen A, B, C, E, F, G, [, J ve L
orneklerinde hiperisin tasiyan salgi bezi goriilirken, D, H ve K 6rneklerinde rastlanmamistir. Tiim
orneklerde polen goriilmiistiir. Buna ek olarak o6rneklerdeki odun borusu hem kloralhidrat reaktifi ile

hem de Sartur reaktifi ile incelenmistir (Sekil 1).
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Sekil 1. Orneklerin makroskobik ve mikroskobik goriintiisii. a: hiperisin tastyan salgi bezi; b: polen
hiicresi; ¢: odun borusu
Mikrobiyal Ureme Testi
Yapilan test sonuclarinda TSA ve Saboroud besiyerlerinde mikroorganizma iiremesine
rastlanmamistir. Bu durumun test edilen bitkisel droglarin antimikrobiyal etkisinden kaynaklanabilecegi
ya da olas1 bir koruyucu maddenin depolanma siiresini uzatmak amaciyla bitkisel droglara ilave edildigi

seklinde yorumlanmustir [14].

Yiiksek Basin¢h Sivi Kromotografisi ile Hiperisin Analizi Sonuclari
Hiperisin standardimin retansiyon zamani 9.3 dak olarak belirlenmistir (Sekil 2). Orneklere ait
ekstrelerin igeriginde hiperisin varligi bu retansiyon zamani ve hiperisinin (PDA) kromatogrami esas

alinarak kalitatif olarak degerlendirilmistir (Sekil 3).
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Sekil 2. Hiperisin standardina ait PDA kromatogrami (Hiperisin standardina ait retansiyon zaman:
9.308 dak)
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Sekil 3. Orneklere ait PDA kromatogrami (Orneklere ait retansiyon zamanlari; A icin 9,386 dk.; B igin
9,347 dk.; C igin tespit edilemedi; D i¢in tespit edilemedi; E i¢in tespit edilemedi; F i¢in 9,357 dk.; G
i¢in tespit edilemedi; H igin 9,256 dk.; I i¢in tespit edilemedi; J i¢in 9,383 dk.; K i¢in i¢in tespit
edilemedi; L i¢in 9,380 dk. olarak hesaplanmustir.)
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Kiil ve Nem Miktar Tayini Sonug¢lar

Yapilan analiz sonucunda elde edilen veriler Tablo 1°de verilmistir.

Tablo 1. Kiil ve nem miktar tayini sonuglari

NEM
- KUL MiKTAR MIiKTAR - KUL MIKTAR NEM MIKTAR
ORNEK TAYINi SONUCU TAYINI ORNEK | pAyiNi SONUCU | TAYIiNi SONUCU
SONUCU

A %3,66 %8,55 G %6,28 %7,87

B %7,48 %17,02 H %4,13 %7,74

C %6,81 %8,70 I %5,58 %7,58

D %7,12 %7,95 J %5,44 %7,61

E %5,87 %8,10 K %6,52 %7,97

F %4,95 %7,82 L %3,18 %7,49

Total Antioksidan Statii (TAS), Total Oksidan Statii (TOS) ve Oksidatif stres indeksinin (OSI) ve
Mineral Madde Diizeylerinin Belirlenmesi

Elde edilen bulgular farkli aktarlardan alinan 12 farkli Hyperici herba drogunun TAS diizeyleri
arasinda istatistiki farklilik olmadigin1 gostermektedir. Bununla birlikte bir bitkideki oksidan madde
miktarinin gostergesi olarak ifade edilebilecek TOS diizeylerinde ise istatistiki diizeyde farkliliklar
oldugu soylenebilir (Tablo 2). Fitoterapotik bitkilerde her ne kadar antioksidan etkili bilesikler bulunsa
da, stres olusturabilecek oksidanlar da belirli miktarda bulunmaktadir. Fitoterapotik amagla kullanilacak
olan bitkide oksidan madde seviyelerinin az olmasi, bitkinin fitoterapdtik amagla kullanan organizma
tarafindan kolayca tolere edilebilmesini saglar. Bu da bitki tiirlerinin antioksidan etkili bilesenlerinin

etkilerinin daha gii¢lii bir sekilde ortaya ¢ikmasi agisindan 6nemlidir.

Tablo 2. Omeklerin TAS, TOS, OSI seviyeleri

Ornek TAS TOS osl
(mmol Troloks Ekivalan/L) (umol H20; Ekivalan/L) (keyfi birim)

A 2,39 + 0,04 88,62+3,48° 3718,33+193,35¢
B 2,34 + 0,09 200,51+7,86 8562,47+43,209
C 2,37 +0,08 33,64+6,082 1418,474222,9524
D 2,20+0,15 76,10+3,924 3469,51+190,77¢
E 222+0,18 93,90+4,50° 4249,03+490,29f
F 2,30 £ 0,03 41,85+0,312 1824,46+35,432b
G 2,21 +0,05 71,28+5 42bcd 3229,04:+294,21¢4d
H 2,27 +0,05 33,7440,582 1486,58+28,202P
[ 2,29 + 0,04 74,00+10,27%4 3237,67+462,41¢°4
J 2,26 0,08 43 85+4,272 1940,49+196,92P
K 2,28 + 0,04 63,03+8,92° 2758,20+369,60¢
L 2,32+ 0,08 65,64+1,86°¢ 2839,32+115,65¢
p 0,23 0,000 0,000

Veriler ortalama + standart sapma seklinde sunulmustur (n=3).
abcdefo: Ayny siitunda farkl {islii ifadeleri tagtyan ortalamalar arasindaki fark istatiksel olarak énemlidir (p < 0,05).
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OSI degerleri de TOS diizeyleri yiiksek olan bitki orneklerinde istatistiki olarak farkli
bulunmustur. C, F, H ve J 6rneklerinin TOS ve OSI degerleri diger 6rneklere oranla diisiik bulunmustur.
Bu nedenle bu 6rneklerin fitoterapotik kullanimindan beklenen olasi fayda diizeyi daha yiiksek olacaktir.
Ozellikle A, B ve E érneklerinde ise TOS diizeylerinin dolayisi ile OSI diizeylerinin diger drneklere
gore istatistiki diizeyde yiiksek ¢iktigi ve bu nedenle bu 6rneklerin fitoterapdtik kullanimindan beklenen
olas1 fayda diizeyinin disiik olabilecegi diisiiniilebilir.

Gergeklestirilen element analizleri sonucunda deteksiyon limiti {izerinde tespit edilebilen
elementler Tablo 4 ve Tablo 5’te gosterilmistir. Tiim 6rneklerde 10 elementin (Ca, Cu, Li, Mg, Mn, Sr,
Ti, V, Zn, K) farkli konsantrasyonlarda bulundugu belirlenmistir (Tablo 4). 4 element (Cd, Cr, Ni, Al)
ise bazi 6rneklerde var oldugu tespit edilirken bazi numunelerde ise olmadig1 veya varsa bile dedeksiyon
limitinin altinda kaldig1 belirlenmistir (Tablo 5). Orneklerde analizi gergeklestirilen 15 elementin (Sb,
As, Be, Co, Fe, Pb, Mo, Se, Tl, Ag, B, Ba, Bi, Ga, In) ise 6rneklerde olmadig1 veya varsa bile dedeksiyon
limitinin altinda kaldig1 goriilmiistiir.

Cu, Mn ve Zn elementleri canli viicudunda pek ¢ok dnemli biyolojik islevleri yerine getiren eser
elementlerdendir. Cu ve Zn cogunlukla sitozolde bulunan siiperoksit dismutaz (SOD1) enziminin
bilesenleri iken, Mn ise mitokondriyal siiperoksit dismutazin (SOD2) bir bilesenidir. Her iki enzim de
oksidan/antioksidan dengenin korunmasinda goérev almaktadir. Cu ayrica kemik olusumunda Ca
elementine destek olurken, demir metabolizmasinda ve sentezinde rol oynamakta, sinir sisteminin
diizgiin olarak ¢aligmasinda da etkisi bulunmaktadir. Zn antioksidan fonksiyonuna ek olarak endokrin
sistemin diizgiin ¢alismasina pozitif olarak etki etmekte, 6zellikle tiroid ve pankreas hormonlarinin
metabolizmasinda ¢esitli gorevler almaktadir. J 6rneginin Mn diizeyinin diger tiim 6rneklerden, yine
ayni 0rnegin Zn seviyesinin (en yiiksek Zn derisimi) diger pek ¢ok o6rnekten anlamli sekilde yiiksek
oldugu belirlenmistir. H 6rneginin ise pek ¢ok diger bitki 6rnegi ile anlamli bir fark bulundurmamasina
ragmen en yiiksek Cu derisimine sahip oldugu gézlemlenmistir. Bu 6rnege ait Zn ve Mn diizeylerinin
diger pek ¢ok drnekten daha yiiksek oldugu belirlenmistir. TOS ve OSI degerlerine paralel olarak H ve
J Orneklerinin fitoterapideki etkilerinin eser element temelinde de gercgeklesebilecegini ortaya
koymaktadir. Ayrica ayn1 6rneklerin Al konsantrasyonlarinin diisiik olmasi, Cd seviyelerinin ve diger
agir metallere ait derisimlerin dedeksiyon limitinin altinda olmasi bu elementlerden kaynaklanabilecek
agir metal toksisite riskinin daha az olabilecegini de gostermektedir. B ve C orneklerine ait Al
seviyesinin diger drog 6rneklerinden ¢ok daha fazla oldugu belirlenmistir ve bu droglarin uzun siireli
kullaniminin agir metal toksikasyonuna neden olabilecegi disiinilmektedir [24-27].

Istanbul aktarlarindan alinan 12 farkli Hypericum perforatum &rnegi iizerinde yapilan
makroskobik inceleme ile neredeyse tamaminda gozle goriiliir kontaminasyona rastlandigi, bazilarinin
boceklenmis oldugu, dolayisiyla droglarin dogru sekilde toplanip saklanmadigi anlasilmustir.

Orneklerden 6 tanesinin meyveli bitkiden olusmasi nedeniyle drogun yanlis zamanda toplandigi
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saptanmigtir. Mikrobiyolojik analiz sonucunda besiyerinde iireme tespit edilememistir. Bu sonug
bitkisel droglarin antimikrobiyal etkisinden kaynaklanabilecegi gibi, depolanma siiresini uzatmak
amaciyla olasi bir koruyucu maddenin ilave edilme olasiligini da diisiindiirmektedir. Hiperisin tasiyan
salgi bezlerinin mikroskobik incelemeyle goriilmedigi Orneklerde, yiiksek performanslt sivi
kromatografisi (YPSK) ile hiperisin tespit edilememistir. Hiperisin, 12 &rnegin yalnizca 6’sinda
saptanabilmistir (Tablo 3). iki &rnegin Al seviyesinin ¢ok fazla olmasi bu droglarm uzun siireli
kullaniminin agir metal toksikasyonuyla sonuglanabilecegini diisiindiirmektedir. Bununla birlikte ayni
tiire ait 6rneklerde TAS, TOS diizeylerinin, agir metal ve mineral igeriginin farkliligi, bitki tiirlerinin
farkli bolgelerden toplanmis olmasi, toplanma dénemi, toplama sonrasi kurutulma siirecinde yapilan
muhtemel farkli uygulamalar, saklama kosullarinin farklilig1 gibi nedenlerle agiklanabilir.

Sonug olarak, yapilan bu calisma ile aktarlardan temin edilen ve analizleri yapilan drog
orneklerinin standart bir kalitede olmadig1 belirlenmistir. Insan saghg: acisindan tehdit olusturan bu
durumun 6niine gecilmesi i¢in gerekli denetimlerin yapilmasi ve halk sagliginin korunmasi adina uygun
olmayan droglarin satisina izin verilmemesi gerekmektedir. Halkin dogru ve kaliteli droglara

ulasabilmesi saglanmalidir.

Tablo 3. Makroskobik, mikroskobik inceleme ve YPSK ile hiperisin analizi sonuglart

Mikroskobik inceleme (Kloralhidrat ile)

Ornek YPSK ile Kalitatif Hiperisin Analizi
Hiperisin Tagiyan Salg1 Bezi Polen
A + + +
B + + +
C + +
D - +
E + +
F + + +
G + +
H - + +
I + +
J + + +
K - +
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Tablo 4. Orneklerin element seviyeleri-1

Ornek Ca Ccu K Li Mg Mn Sr Ti v Zn
(ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm)
A
119,13 15,352 9,41 + 0,952bed 93,74 + 5,022 1,85+ 0,952 78,16 £ 3,20° 70,24 + 2,60 22,97 +£2,282b 8,02+ 7,89% | 1,30+1,13% | 44,94+ 15,80%°
B
254,59 + 3,65¢ 8,08 + 0,372 152,18 £2,49%¢4 | 558+0,12° 49,84 +1,0° 24,16 + 0,06 132,54 £2,43¢ 20,64 +0,71° | 4,41+0,02¢ | 28,87 +8,532
C
208,95 + 11,80°%4¢ | 861 +0,41%P 121,16 £8,12%%¢ | 4,94+0,50° | 43,55+3,41% 39,13 £2,69° 36,23 £ 1,98°¢ 30,37 +2,019 | 2,82+0,12°¢ | 42,86 +1,38*"
D
243,53 + 0,44%¢ 8,14+ 0,272 158,83 + 3,23 2,52+0,25% | 38,97+2,74* 29,92 +2,25%P 46,20 + 1,38° 6,43+ 1,26 | 2,70+0,19°¢ | 33,07+ 15,922
E
235,07 £12,61%¢ | 9,55+0,66>c4 | 14528 +8,75°¢d 2,51+0,16% | 31,72+0,62%° 42,38 +£0,38° 25,45 +0,55%° 12,00 £2,56° | 2,88+0,01°¢ | 33,03+ 1,96
F a,b,c,d a,b,c,d a,b,c a a,b b,c a,b ab 274Zi a
179,89 +1,952b¢d | 10,00 + 0,5420¢4 | 122,46 + 2,902 2,42+0,24 38,09 + 3,80% 37,43 £2,16> 27,65 + 1,43% 9,35+ 1,29% 0.10%5 30,23 + 1,63
G
236,92 + 4,33%¢ 12,42 +0,37°¢ 161,62 + 4,349 2,33+0,12% | 31,58+0,59% 22,75 + 0,45 35,29 +0,720¢ 7,31+ 1,07*° | 321+0,05° | 42,37+0,76*°
H
137,03 + 8,94%0 12,54 + 0,08¢ 114,65 + 4,232 1,49+0,19% | 48,33 +7,43%° 43,60 + 3,87° 17,71 + 0,632 5,66 + 0,66*° gé);aﬁ 44,50 + 3,110
|
219,78 +13,64%%¢ | 11,21 +0,89%P¢4 | 140,99 + 8,534 1,99 +0,20? 26,87 + 2,882 37,75 +2,39°¢ 26,77 + 1,39%° 9,77+0,69%° | 2,75+0,18>¢ | 36,13 +8,75°
J
184,21 + 17,333bcde | 9 17+ 1,04%0¢ | 124,56+ 8,7220¢4 | 244+0,27° | 34,32+10,50*° | 114,91 + 12,64° 59,97 + 7,104 9,41 +0,88%° | 2,84+0,20°¢ | 53,98+7287°
K
193,14 +£90, 31bcde | 917 +3,542b¢ | 149,86 + 51,6200 | 248+129* | 38,79+30,67*° | 30,29+7,16* | 32,16+ 18,322b¢ | 9,05+ 6,42% | 2,77+ 1,62°¢ | 30,29 + 6,05
L
150,12 +£90,12%0¢ | 11,62 £4,31°¢9 | 119,74 + 39,330 1,65+ 1,24* | 49,34 +21,44%0 26,72 + 3,54 22,64 + 19,45%0 3,97+3,11% | 1,66+ 1,13 | 36,06+ 10,45

Veriler ortalama + standart sapma seklinde sunulmustur (n=3).
a,b,c,d,e :Ayni siitunda farkli iislii ifadeleri tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatiksel olarak 6nemlidir (p < 0,05). Numunelerde analizi gergeklestirilen 15 elementin (Sb, As, Be, Co,
Fe, Pb, Mo, Se, Tl, Ag, B, Ba, Bi, Ga, In) ise numunelerde olmadig1 veya varsa bile deteksiyon limitinin altinda kaldig1 belirlenmistir.
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Tablo 5. Orneklerin element seviyeleri-2

Ornek Al Cd Cr Ni
(ppm) (ppm) (ppm) (ppm)

A 327+4,77 - - 1,73+ 1,19
B 2497 +2,05 - 1,66 + 0,15 3,18+ 0,21
C 20,88 + 1,41 2,01 £0,13 1,51 = 0,08 1,43 +0,27
D 332+1.23 - - 2,60 = 0,35
E 6,97 +1,71 0,48 + 0,04 0,63 +0,13 225+2,11
F 6,74 = 1,81 - - -
G 2,84 +£0,41 0,75+ 0,09 1,54+ 0,20 3,34 +£ 0,46
H 1,83 0,61 - 0,52 0,04 1,I1+0,13
| 2,99 +0,30 - 0,58 +0,09 0,75+ 0,08
J 3,87 +0,88 - 0,48 £0,01 0,82 + 0,09
K 7,44 + 124 - 0,81 +£0,18 1,08 £ 0,04
L - - - 0,74 +£0,18

Veriler ortalama + standart sapma seklinde sunulmustur (n=3). Numunelerde analizi ger¢eklestirilen 15 elementin (Sb, As,
Be, Co, Fe, Pb, Mo, Se, Tl, Ag, B, Ba, Bi, Ga, In) ise numunelerde olmadig1 veya varsa bile deteksiyon limitinin altinda
kaldig1 belirlenmistir.
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ABSTRACT

Obijective: The aim of the present study is to investigate the cytotoxic and apoptotic effects of oregano oil
from Origanum minutiflorum, which is an endemic medicinal plant in Turkey, on NB2a neuroblastoma cells.

Material and Method: Cell proliferation, apoptosis, and expression of inducible and endothelial nitric
oxide synthase have been determined by MTT, TUNEL, and immunohistochemistry, respectively.

Result and Discussion: The cell viability was significantly decreased gradually in NB2a cells when the
concentrations of both oregano oil and doxorubicin were increased. 1Csy doses were found to bel0.75 ul/ml
for oregano oil and 5uM for doxorubicin. Furthermore, expression of inducible and endothelial nitric oxide
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synthase, also the number of apoptotic cells was significantly enhanced in NB2a cells after treatment with
oregano oil and doxorubicin. There was a remarkable increase in inducible and endothelial nitric oxide
synthase expression levels and in the number of apoptotic cells by the dual application of these agents. In
addition, oregano oil enhanced the apoptotic effect of doxorubicin. In conclusion, our results indicated that
oregano oil of O. minutiflorum has a cytotoxic and apoptotic effect on NB2a cells and these effects may be
related to its enhancing effects on inducible and endothelial nitric oxide synthase levels.

Keywords: apoptosis, cytotoxicity, neuroblastoma, nitric oxide synthase, Origanum minutiflorum

oz

Amag: Bu ¢alismanmin amaci, Tiirkiye'de endemik bir uibbi bitki olan Origanum minutiflorum'dan elde
edien Oregano yaginin NB2a noroblastoma hiicrelerine sitotoksik ve apoptotik etkilerini incelemektir.

Gerec ve Yontem: Hiicre proliferasyonu, apoptoz, Indiiklenebilir ve endotelyal nitrik oksit sentazin
ekspresyonu swrasiyla MTT, TUNEL ve immiinohistokimya ile belirlend.

Sonug ve Tartisma: Hem Oregano yag: hem de doksorubisin derisimleri artirildiginda NB2a hiicrelerinin
canliigi kademeli olarak azaldi. IC50 dozu Oregano yag icin 10.75 ul / ml doksorubisin i¢in 5uM olarak
belirlendi. Ayrica, Oregano yag: ve doksorubisin ile muamele edildikten sonra NB2a hiicrelerinde
indiiklenebilir ve endotelyal nitrik oksit sentazin ekspresyonu ve apoptotik hiicre sayist anlamli olarak yiikseld.
Bu ajanlarmn ikili uygulamasi ile indiiklenebilir ve endotelyal nitrik oksit sentaz ekspresyon seviyelerinde ve
apoptotik hiicre sayisinda dikkate deger bir artis olmugtur. EK olarak, Oregano yagi, doksorubisinin apoptotik
etkisini arttirnigtir. Sonug olarak, bulgularimiz O. minutiflorum’a ait Oregano yaginin NB2a hiicreleri tizerinde
sitotoksik ve apoptotik bir etkiye sahip olduguna ve bu etkilerin Oregano yagimin indiiklenebilir ve endotelyal
nitrik oksit sentaz diizeylerini arttirict etkileri ile iligkili olabilecegine isaret etmektedir.

Anahtar Kelimeler: apoptoz, sitotoksisite, néroblastom, nitrik oksit sentaz, Origanum minutiflorum.

INTRODUCTION

Origanum minutiflorum (O. Schwarz and P.H. Davis), is an endemic species growing in the
eastern Mediterranean and southwestern Anatolia region in Turkey, especially in Isparta [1,2]. This
species is mostly used as a spice, herbal tea, and also traditional medicinal herb for cold and stomach
aches [3]. The herbal parts of Origanum species are rich in essential oils that have antioxidant,
antibacterial, antiviral and antifungal activities. In this context, this genus has been gained a great deal
of interest in the pharmaceutical and medicinal areas [4] and these plants are largely exported to Europa
[5]. In recent years, a lot of studies have been done about the chemical composition and biological
activity of the O. minutiflorum [6-8]. Previous studies have revealed that extracts of O. minutiflorum
have many biological and pharmacological properties, such as analgesic [9], antifungal [10],
antimicrobial [8], antioxidant [11] anticancer [12] and antidiabetes [13] properties. However, few
studies have focused on the cytotoxic properties of Origanum species [14]. To our knowledge, there are
no studies that evaluate the cytotoxic effects of the extracts from O. minutiflorum on neuroblastoma
cells. Furthermore, there are no available reports on its effects on apoptosis, inducible nitric oxide
synthase (iNOS) and endothelial nitric oxide synthase (eNOS) levels.

Therefore, the main objectives of the present study are (i) to evaluate the cytotoxic activity of
the extracts from O. minutiflorumin in vitro conditions (ii) to investigate the effect of its extracts on

apoptosis, e-NOS and iNOS levels in neuroblastoma cells.
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MATERIAL AND METHOD

Plant materials

O. minutiflorum plants used in this study were obtained from the Agriculture Faculty, Siilleyman
Demirel University, Isparta, Turkey. Dried oregano leaves (50 g) and tap water (250 ml were placed in
the flask (500 ml) connected to the condenser of a Clevenger hydrodistillation apparatus according to
the standard procedure described in the European Pharmacopoeia [15]. The extracted oil was dried over
anhydrous sodium sulfate. The extraction yield was 2.50%z= 0.09%. All kinds of essential oil were kept
at refrigerator temperature (4°C) and stored in the dark when they were not in use. Before cell culture
experiments, the essential oil was dissolved in 0.5% (v/v) dimethylsulfoxide (DMSO) (Sigma,USA),
then filtered by sterile acrodisc filter (pore size: 0.2 um), and further dilutions were made in 0.5%
DMSO. The appropriate amount of DMSO (0.5 %) was added to DMEM in control and doxorubicin
flasks.

The NB2a neuroblastoma cell line was provided from the European Collection of Cell Cultures
(ECACC; cell line: 89121404). Cells were cultured in 5 % (v/v) horse serum, 5 % (v/v) fetal bovine
serum (FBS), 100 units/ml penicillin, 100 pg/ml streptomycin and 25 pg/ml gentamicin containing high
glucose Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM) at 37° and 5 % CO2 [16] . The culture media was

changed once every two days.

Determination of 1Cso dose

The IC50 doses of oregano oil and doxorubicin (KOCAK Farma) were defined by 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-y1)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT, M5655, Sigma, Steinheim, Germany)
assay. NB2a cells were seeded into 96-well (2.5x105 cells/well) plate for 24 h. Then, oregano oil (0,
0.1, 1, 10, 30, 100 pl/ml) and doxorubicin (0, 01, 1, 10, 30, 100 uM) were directly applied to the cells
for 24 h. The media was removed and 100 ul of fresh media and 10 ul MTT (5 mg/ml in distilled water)
was pipetted into all well and incubated for 4 h at 37°C. After incubation media with MTT was thrown
away and 100 pl dimethyl sulphoxide (DMSO, A3672, AppliChem, Darmstadt, Germany) was pipetted
into all well. The IC50 doses of agents were calculated by measuring the absorbance at 570 nm using a
UV/Vis spectrophotometer multi-plate reader (ELx800UV, BioTek) [17]. Each experiment was

performed at least three times.

Agents' treatments and immunocytochemistry

NB2a cells were passaged into 8-well plates at a density of 2.5x105 cells/per well and allowed
to seed for 24 h. Cells were randomly allocated to four groups to treat with the oregano oil (IC50 dose,
10,75 pl/ml), doxorubicin (IC50 dose, 5 uM), a dual combination of these agents, and 0.5% DMSO
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(Control). After 24 h of application with these agents, cells were fixed with 4 % paraformaldehyde in
PBS at +4°C for 30 min. Following washing in PBS three times for 5 min, the permeabilization of cells
was performed with 0.1 % Triton X-100 (A4975, AppliChem, Darmstadt, Germany) in PBS at +4° for
15 min. The 3 % hydrogen peroxide (1 08600, Merck, Darmstadt, Germany) was used to inhibit
endogenous peroxidase activity. After washing in PBS, cells were incubated with primary antibodies:
anti-endothelial nitric oxide synthase (eNOS, sc-654, Santa Cruz Biotechnology) and anti-inducible
nitric oxide synthase (iNOS, GTX15322, Gene Tex) at +4°C overnight. Then, primary antibodies were
then removed from the cells and washed with PBS.. The secondary antibodies, biotinylated secondary
antibodies and peroxidase conjugated with streptavidin (Histostain kit, , Zymed, Carlsbad, USA), were
applied to the cells. To make the immunoreactivities visible, the cells were incubated with
diaminobenzidine/hydrogen peroxide (DAB, 00-2014, fInvitrogen, CA, USA). Cells were stained with
Mayer’s hematoxylin (800-729-8350, ScyTek, UT, USA) for counterstaining and were covered by
mounting medium ( DBS, Pleasanton, USA). The images of dyed cells were taken using a camera
attached (SC50, Olympus, Germany) light microscope (IX71 inverted-florescence-phase microscope)
(Olympus, Japan). Antibodies were not applied to the cells for staining control. Each experiment was

performed at least three times [18].

Apoptosis assay

After the application of the agents, the terminal Transferase dUTP Nick End Labeling (Promega
G7130) kit was used to detect the apoptotic cells. The cells were fixed in 4 % paraformaldehyde for 30
min and washed in three times in PBS for 5 min. Then they were incubated with 0.1 % Triton X-100
(A4975, AppliChem, Darmstadt, Germany) for 15 min and washed three times in PBS. Cells were
treated with 3 % hydrogen peroxide to eradicate endogenous activity and rinsed in PBS. Following the
equilibration buffer for 5 min, cells were incubated with Tdt-enzyme for 1 hours at 37°C and treated
with 2xSCC solution for 15 min. Secondary antibodies were performed for 45 min. DAB and Mayer’s
hematoxylin stainings were done, and the cells were mounted using mounting medium. An experiment
was performed in triplicate and staining was examined independently by 2 histologists [19]. TUNEL
positive cells were counted under an Olympus BX40 light microscope with 100 cells from randomly
chosen fields. The percentage of apoptotic cells was calculated by a blinded observer as follows: 0: no
apoptosis; 1: 1%-10% apoptosis; 2: 11%-25% apoptosis; 3: 26%-50% apoptosis; 4: 51%—75%
apoptosis; and 5: more than 75% apoptosis [20].

Statistical analysis
The immunocytochemical staining of the cells was evaluated by two observers. In grading the

staining intensity, three categories were used: weak (+), moderate (++) and, strong (+++). For iNOS
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and eNOS expression, immunohistochemical reactions were assessed in three different microscopic
areas of the cells. To evaluation of the expression of iINOS, eNOS in the investigated cells, the H-Score
obtained by multiplying the staining intensity by the percentage of immunoreactive cells (0-100 %).
The data was statistically analyzed by repeated-measures ANOVA, the Tukey-Kramer multiple

comparisons test, and was given mean+=SD. Significance level was set at p < 0.05.

RESULT AND DISCUSSION

To detect the 1IC50 doses of oregano oil and doxorubicin MTT assay was performed with
oregano oil (0, 0.1, 1, 10, 30, 100 pl/ml) and doxorubicin (0, 01, 1, 10, 30, 100 uM) for 24 h. Cell
proliferation was decreased with increasing concentrations of agents when compared with control (non-
treated group; medium with 0 uL/mL oregano oil, 0 M doxorubicin and an appropriate amount of DMSO
which is used to dissolve the essential oil). IC50 doses of agents were calculated as 10.75 pl/ml, and 5
uMfor oregano oil and doxorubicin, respectively (fig. 1).
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Figure 1. The percentage of cell survival of NB2a neuroblastoma cells after the application of oregano

oil (A) and doxorubicin (B). Each point represents a mean + SD of three experiments.*p < 0.05;
**p < 0.01 compared to control.

Immunocytochemistry and apoptosis

The immunocytochemical stainings of eNOS and iNOS were evaluated by H-score (fig. 2). The
immunoreactivity of eNOS was increased in the presence of oregano oil and doxorubicin alone, a dual
combination of these agents enhanced the eNOS staining significantly (p<0.001) when compared with
the control group (non-treated group). iINOS was notably raised by the dual application of these agents.

The staining level of eNOS was lower than iNOS staining in the dual combination group (figs. 2 and 3).
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cells after the application of oregano oil, doxorubicin and dual combination of these agents. Arrows:
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After the TUNEL assay, the apoptotic index was calculated to determine the number of dead
cells. Both the oregano oil and doxorubicin caused cell death in NB2a neuroblastoma cells. The
numbers of apoptotic cells were increased significantly in the group of oregano oil and doxorubicin in
comparison with the control group (non-treated group) (p<0.05). In parallel with the findings of
immunocytochemistry, the numbers of the apoptotic cells were the highest in the group of dual
combinations of these agents (fig. 4 and Table 1).
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Figure 4. Apoptotic cells in different groups TUNEL staining image in the control (A), of oregano oil

(B), doxorubicin (C) and combination (D) groups. Arrows: apoptotic cells. Scale bars: 20um.

Table 1. Apoptotic Index After The Application Of Oregano Qil, Doxorubicin And Dual Combination
Of These Agent

Group Apoptotic index
Control 7.2+0.8
Oregano Oil 10.4+1.2%*
Doxorubicin 11.1£1.4*
Combination 14.6+1.5%

*p<0.05
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Cancer is a leading cause of mortality worldwide and its incidence is expected to increase
continuously due to the aging population [21]. Therefore, the number of studies related to the treatment,
diagnosis, and prevention of cancer is increasing. In this field, researches attempting to demonstrate the
anticancer, antiproliferative and apoptotic activities of different plant species’ extracts are also growing
progressively due to their potential applications in biological systems [22,23].

Origanum species used in folk medicine have also been widely investigated and it is found that
their extracts and/or their essential oils have an antioxidant [5], anticarcinogenic [24], antigenotoxic
[22], antibacterial [3] and antifungal [10] properties. Origanum minutiflorum is an endemic plant in
Turkey among these species. Although we have knowledge about antibacterial, antifungal, antioxidant
properties of O. minutiflorum from the data obtained from many different studies, cytotoxic effects of
the extracts from O. minutiflorum on neuroblastoma cells has not been investigated previously.
Therefore, this study was aimed to evaluate the cytotoxic effect of O.minutiflorum extracts on
neuroblastoma cells.

Our data from the MTT assay showed that proliferation of NB2a neuroblastoma cells decreased
gradually and significantly when the concentrations of both oregano oil and doxorubicin (a drug that is
used in cancer therapy since long) were increased and ICso doses were 10.75 and 5 pl/ml for oregano oil
and doxorubicin, respectively. These results suggested that Oregano oil of O. minutiflorum has a
cytotoxic effect on NB2a neuroblastoma cells.

Erenler et al. demonstrated that Origanum majorana, another species of Origanum genus, has
an anticancer activity on C6 and HeLa cell lines [25]. Furthermore, Demir et al reported that essential
oil from Origanum onites, Origanum minutiflorum has an antigenotoxic effect and this observed effect
was associated with antioxidant properties of the essential oils [22]. In addition, in many researches, it
was found that the major component of the essential oil from O. minutiflorum was carvacrol (68.23 -
92.3 %) and the ratio of carvacrol differs according to its habitat or the subspecies of O. minutiflorum
[6, 26]. It is suggested that the different biological effects of essential oils such as antioxidant and tumor-
suppressive activities may result from the main components of Origanum species, especially carvacrol,
thymol, p-cymene, and y-terpinene [27, 28].

In summary, our results are consistent with previous studies [22, 25] and the cytotoxic effect of
Oregano oil on NB2a neuroblastoma cells may be attributed to the primary compounds in the Oregano
oil, mainly carvacrol.

In addition, we have also investigated the effect of the Oregano oil on apoptosis, eNOS and
iNOS levels in NB2a neuroblastoma cells, because there is a lack of information about its effect on these
parameters in NB2a neuroblastoma cells. Our results have indicated that expression of iNOS and eNOS,
also the numbers of apoptotic cells have been significantly increased in NB2a neuroblastoma cells after

treatment with oregano oil and doxorubicin, which is an anticancer drug that induces apoptosis. iNOS,
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eNOS expression levels and the number of apoptotic cells have notably been increased by the dual
application of these agents, as well. Although there is no study about the apoptotic effect of oregano oil
obtained from Origanum minutiflorum on Nb2A cells, in some studies, it has been shown that oregano
oil from different plant species induces apoptosis in different cancer cell lines such as 5RP7 and MCF-
7 cells [29-31]. The results of these studies are consistent with our study results.

Nitric oxide synthases are a family of proteins catalyzing the generation of nitric oxide (NO)
from l-arginine, and especially iNOS and eNOS are known to play a central role in the production of
NO. NO is involved in several biological processes such as modulation of vascular tonus, regulation of
immune response and nervous systems [32,33]. On the other hand, NO is a gaseous free radical, and it
becomes hazardous if it is synthesized in excess. Thus, increased production of NO can cause oxidative
stress and finally cellular damage [34]. From this point of view, we consider that the Oregano oil induces
apoptosis via elevated levels of iINOS and eNOS, which may promote the production of NO, is a reactive
nitrogen species.

In several studies, it has been reported that increased NO levels cause the induction of apoptosis
and cytotoxicity. Furthermore, it has been shown that above physiological limits NO, give rise to loss
of mitochondrial membrane potential and for this reason induces cytochrome c release to the cytosol
[35-37]. These results support our hypothesis of a link between the cytotoxic, apoptotic effect of
Oregano oil on NB2a neuroblastoma cells and elevated levels of eNOS, iNOS.

In conclusion, the current study firstly has demonstrated that Oregano oil of O. minutiflorum
has a cytotoxic and apoptotic effect on NB2a neuroblastoma cells. Furthermore, oregano oil has
enhanced the apoptotic effect of doxorubicin. In addition, oregano oil-induced the expression of iNOS
and eNOS, which may produce more NO, and, finally may lead to increasing the level of reactive
nitrogen species in the neuroblastoma cells. Therefore, cytotoxic and apoptotic effects of oregano oil
may be attributed to its enhancing effects on iNOS and eNOS levels. Collectively, it is suggested that
Oregano oil of O. minutiflorum may be used with doxorubicin in the treatment of cancer in order to
enhance its apoptotic effect. However, further in vivo and in vitro studies are needed to evaluate the

effects and underlying molecular mechanisms of the Oregano oil.
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Amac: Cousinia tiirlerinin Tiirkiye 'de ¢ok sayida bulunmasi ve endemizm oranmimin yiiksek olmasi
nedeniyle, bu derlemede, cinse dahil olan tiirlerin hem biyolojik etkileri hem de biyoaktif bilesikleri agisindan
ele alinmasi1 amacglanmistir.

Gerec ve Yontem: Bu calismada literatiir verilerini daha kapsamli ve ayrintili sekilde derlemek
amaciyla saghk alamndaki bilimsel kaynaklar: iceren veri tabanlarinda tarama yapilmistir. Elektronik
aramalar PubMed, Web of Science, SciFinder, ScienceDirect, Google Akademik veri bankalarinda 1966-
2019 yul araligi secilerek yapilmistir.

Sonu¢ ve Tartisma: Giiniimiizde bircok sentetik ilacin yan etki ve etkilesimlerinden dolayt cesitli
hastaliklarin tedavisinde kullamiminda zorluklarin oldugu bilinmektedir. Ote yandan uygulama alaninin
genisligi, terapotik etkinligi ve diistik toksisitesi ile bitkisel ilaglar her zaman dikkat ¢ekmekte ve iizerinde
yapilan ¢calismalar giderek artmaktadir. Cousinia cinsine dahil olan tiirler eskiden beri halk arasinda iilser,
romatizma ve solunum yolu hastaliklarinda kullanilmaktadir. Yapilan biyolojik etki ¢calismalart ile tiirlerin
sitotoksik, antikanser, hipnotik, antibakteriyel etkileri kanitlanmistir. Bunun yaminda tiirler tizerinde yapilan
fitokimyasal arastirmalar incelendiginde flavonoit, seskiterpen lakton, triterpenik ve steroit yapida bilesikler
icerdigi goriilmiistiir. Bu ¢calisma ile cinsin sahip oldugu genis biyolojik etki kapasitesi ve zengin fitokimyasal
icerige sahip olmasina ragmen hala iilkemiz icin endemik tiirlerin detayli bir sekilde arastirilmadig
sonucuna vardmistir. Bu tiirlerin ayrintili sekilde incelenmesinin hem toplum saghgina hem de ulusal
ekonomiye katkida bulunulacag diigiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: biyolojik etki, Cousinia, geleneksel kullanim, kimyasal igerik.
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ABSTRACT

Objective: Cousinia is a large and widespired genus and shows remarkable rate of endemism in Turkey.
This study aims at reviewing a biological activities and bioactive compounds of species of this genus.

Material and Method: In order to compile the literature data more comprehensive and detailed, the
databases were searched in the field of health science. An electronic search was carried out in PubMed, Web
of Science, SciFinder, ScienceDirect, Google Scholar for articles, which published in 1966-2019 years.

Result and Discussion: It is known some difficulties of synthetic drugs use in cancer therapy because
of side effects and interactions nowadays. On the other hand, because of their wide application, therapeutic
efficacy and low toxicity of herbal drugs is more important on anticancer studies and they are on improving.
Some species of this genus were traditionally used for treatment of various disorders as respiratory problems,
ulcers, rheumatism and inflammation. Based on previous studies cytotoxic, antibacterial and hypnotic
activity of different Cousinia species were reported. To date, sesquiterpene lactones, triterpenes, steroids
and flavonoids have been isolated from Cousinia species. In the light of all these data, it was concluded that
the genus has a wide biological effect capacity and rich phytochemical content, but endemic species are not
investigated in detail, yet. It is thought that, the detailed investigation of these species will be contribute to
both public health and national economy.

Keywords: biological activity, Cousinia, phytochemical composition, traditional use

GIRIS

Bitkisel ilaglar, geleneksel olarak kabul edilebilirlikleri ve daha az yan etkileri nedeniyle
binlerce yildir ¢esitli hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Sentetik ilaglarin
istenmeyen etkilerinin siklikla goriilmesi de insanlar bitkisel tedaviye yonlendirmektedir. Bitkisel
tedavideki toplu farmakolojik etki yan etkileri diiglirdiigii i¢in hastalarin ilgisi bu alanda
yogunlasmakta ve bu da arastirmacilari bitkilerle ilgili daha detayli g¢alismalar yapmaya
yonlendirmektedir.

Asteraceae familyasi bitkiler aleminin antikanser, antibakteriyel, antienflamatuvar gibi
cesitli biyolojik aktivitelere sahip bilesiklerini iceren tiirlerine sahip familyasi olup bu tiirlerin
yaklasik 291 kadarinin halk arasinda gesitli hastaliklarin tedavisinde kullanildig1 bilinmektedir [1].
Bu familyaya dahil olan cinslerden biri Cousinia Cass. cinsidir. Bu cins Senecio L. ve Vernonia
Schreb. cinslerinden sonra Asteraceae familyasinin ii¢iincii biiylik, Cardueae tribusunun ise en biiyiik
cinsidir [2-4] ve ¢igekli bitkilerin en biiyiik ilk 50 cinsi arasinda yer almaktadir [5]. Bu cins Glineybati
Asya ve Orta Asya’da yayilis gdsteren 600’den fazla tiire sahiptir. istisnai olarak nispeten daha dar
bir alanda yayilig gosteren birgok tiirii ihtiva etmektedir. Rechinger (1986)’e gore Cousinia cinsi
essiz bir farklilasma derecesine sahiptir ve bu cins smirli bir yayilis alaninda yiiksek oranda tiir
sayisina sahip olmasi bakimindan tektir. Tiirkiye Florasi’nda Cousinia cinsini Huber-Morath
yazmustir. Tiirkiye’de bu cins 6 seksiyon igerisinde toplam 39 tiir ile temsil edilmekte ve bunlarin
26’s1 endemiktir [4, 6, 7].

Calismada Cousinia tiirlerinin segilme nedeni bu tiirler tizerinde simdiye kadar yapilan
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biyolojik aktivite ve fitokimyasal caligmalari ortaya c¢ikarmak ve Tirkiye’ye endemik tiirlerin

arastirilmasina yon vererek hem iilke ekonomisine hem de toplum sagligina katki saglamaktir.

GEREC VE YONTEM

Bu caligmada Cousinia cinsinin botanik 6zelliklerinin yani sira, cinse dahil olan tiirler
tizerinde 1966-2019 yillar1 arasinda yapilan biyolojik etki ve fitokimyasal caligmalar farkl
veritabanlarinda taranarak (PubMed, Web of Science, SciFinder, ScienceDirect, Google Akademik)

derlenmistir.

Cousinia Cinsinin Botanik Ozellikleri

Cinse dahil olan tiirler iki yillik veya ¢ok yillik dikenli otlar olup ¢ogu zaman taban kismi
odunsu, catalimsi dallanmus, iistte semsiyemsi salkim, & ¢ok basli, ¢cok kere driimcek agimsi-yiinlii
veya tomentoz ve ¢ogu zaman az ¢ok ciplaklasan, nadiren tiiysiizdiirler. Yapraklar ¢ogu derimsi,
batici veya dikenli, disli, loplu, pinnatifit veya pinnatipartit, cogu zaman kayici ve bu suretle gévde
kanathidir. Kapitulumdaki biitiin cicekler ayni1 eseyde, diskoittir. Involukrum silindirselden
kiiremsiye kadar; involukrum brakteleri ¢oklu, sert, kiremitsi, diken ya da dikensi dislidir.
Reseptakulum yogun kilg¢ikli-paleals, diiz ya da kisa sakalli killara sahip olup, ¢igekler hermofrodit,
sar1 veya morumsu kirmizi, nadiren beyazdir. Akenler ¢iplak, ters yumurtamsi, £+ yassi, tepesi
dairemsi veya kesik, cogu zaman + bariz olarak kii¢iik disli kenarlidir. Papus tiiyleri piiriizli, serbest
kolayca distictdiir [6].

Tirkiye’de Cousinia cinsi 6 seksiyon igerisinde toplam 39 tiir ile temsil edilmekte ve
bunlarin 26’s1 endemiktir (Tablo 1).

Tablo 1. Cousinia cinsine ait seksiyon ve tiirler.

Seksiyon adi Tiir ad1 Kaynak
Sphaerocephalae Bunge *C. satdagensis Hub.-Mor.

C. aleppica Boiss.
*C. aucheri DC.
*C. bicolor Freyn & Sint.
*C. birandiana Hub.-Mor.

C. brachyptera DC.
*C. caesarea Boiss. & Bal.
*C. cataonica Boiss. & Hausskn.
*C. cirsioides Boiss. & Bal.
*C. decolorans Freyn & Sint.
*C. eleonorae Hub.-Mor.
*C. ermenekensis Hub.-Mor.
*C. euphratica Hub.-Mor. [4,6,7]
*C. halysensis Hub.-Mor.
*C. humilis Boiss.
*C. iconica Hub.-Mor.
*C. intertexta Freyn & Sint.

Cousinia Cass.
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Tablo 1.’in devam.

Seksiyon adi

Tiir ada

Kaynak

Cousinia Cass.

*C. nabelekii Bornm.

*C. sintenisii Freyn.

*C. sivasica Hub.-Mor.

*C. stapfiana Freyn & Sint. C.urumiensis
Bornm.

*C. woronowii Bornm.

*C. araratica Azn.

*C. fedorovi Takht.

*C. orientalis (Adams) C. Koch

Stenocephalae Bunge.

*C. davisiana Hub.-Mor.
*C. foliosa Boiss. & Bal.
. ramosissima DC.

. stenocephala Boiss.

Leiocaules Bunge.

. boissieri Buhse

Cynaroidae Bunge.

. aintebensis Boiss. & Hausskn.
. arbelensis C.Winkler & Bornm.,
*C. birecikensis Hub.-Mor.,
C. canescens DC.,
*C. eriocephala Boiss. & Hausskn., C.
grandis C.A.Meyer,
*C. hakkarica Hub.-Mor.,
*C. vanensis Hub.-Mor.

[eXelielieXe)

[4,6,7]

Pugioniferae Bunge.

C. macroptera C.A.Meyer
C. wesheni Post

Tenella Bunge.

*C. tenella Fisch. & Mey.

*Tiirkiye’ye endemik, e siipheli kaydedilen tiirler

Cousinia tiirlerinin halk arasinda kullanim

C. thomsonii C. B. Clarke kokiinden elde edilen tozun halk arasinda sislik ve eklem

agrilarinin tedavisinde kullanildig: bildirilmektedir. Ayn tiiriin yapraklarindan elde edilen tozun ise

kagit arasina doldurularak sigara sekline getirildikten sonra yakilarak viicudun belli bolgelerine 2-3

kere 5-6 giin boyunca dokunduruldugunda viicut agrilarim giderdigi bildirilmektedir [8].

C. microcarpa Boiss. bitkisinin koklerinin Iran’da yerli halk tarafindan solunum problemleri,

pulmoner enfeksiyonlar, agiz iilseri, dis agrisi, romatizma gibi bir¢ok hastaligin tedavisinde, ayrica

agrikesici ve yaralarin iyilestirilmesinde kullanildig1 gosterilmistir [9].

Cousinia Cinsinin Fitokimyasal Ozellikleri

Yapilan literatiir arastirmasi sonucunda farkli Cousinia tiirlerinden elde edilmis bilesikler

Tablo 2’de kimyasal yapilar1 ise Sekil 1-5’de verilmistir.
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Tablo 2. Cousinia tiirlerinden izole edilen bilesikler.

Bitki tiirii Bilesik formiilii ve ad1 Kaynak
Fenolik bilesikler
C. aitchisonii Boiss. 1,2 [10]
C. picheriana Bornm. ex
Rech.f. ! (11]
C. eriocephala Boiss. &
Hausskn. ex Boiss. & 3-6 [12]
Hausskn.
C. stenocephala Boiss. 7,8 [13]
Terpenik bilesikler
C. adenostica Bornm. 9,13, 14, 18, 19, 34, 35 [14]
C. aitchisonii Boiss. 15-17 [10]
11,12, 14, 21, 22, 23, 24, 25 26, 27-

C. canescens DC. 30 33 37-41 [11, 15]
C. eriocephala Boiss. & [12]
Hausskn. ex Boiss. & 23,24
Hausskn.
C. onopordioides Ledeb. 30,33 [16]
C. picheriana Bornm. ex
Rech.f. 10, 30-32 [11]
C. piptocephala Bunge. 9, 13, 14, 33, 36, 37 [11]
C. stenocephala Boiss. 20 [13]
Steroit bilesikler
C. canescens DC. 42,44 [12, 15]
C. eriocephala Boiss. &
Hausskn. ex Boiss. & 42,43 [12]
Hausskn.
Yag asitleri
C. aurea C.Winkl. 45-56 [18]
C. seversovii Regel 45, 47-54, 56, 57 [17]
C. umbrosa Bunge 4556 [18]
Diger bilesikler
C. hystrix C.B.Clarke 58, 59

[19]
C. radicans Bunge 58
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OH

Arktigenin (1) Arktiin (2)

OH o

Akasetin (3)

oH
o o
g O
.
OH o
Sirsimaritin (5)
OH
(o]
OH OH
Rutin (7) Isoramnetin 3-O-rutinozit (8)

Sekil 1. Cousinia tiirlerinden izole edilen fenolik bilesikler.
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HO

HoC
2 H,C
HC.

OOCH3C wlllOH H wnlllOH
H,C SUICH, HC I GHS
o]
o
Sinaropikrin (9) 11,13-p dihidrodeasil sinaropikrin (10) Deasil sinaropikrin (11)

H,C

HO

HO

H,C

OOCH,C AniOH

I CH,

HyC CH,

Taraksasterol (19) w- Taraksasterol (20)

HaC CHy

Ursolik asit (21) Virgatik asit (22) a- amirin (23)
Sekil 2. Cousinia tiirlerinden izole edilen terpenik bilesikler



300 Pasayeva ve ark.

Ankara Ecz. Fak. Derg., 44(2): 293-307, 2020

Sekil 2. ’nin devami

L

HsC CHy

HsC CHs
a- amirin asetat (24) S- amirin (25)

CHa OH CHy

(12471;dr0k5|blsabola-z,10E-d|en-12-al Bisabola-2,10E-dien-1,12-diol (28)

o

Aguerin A (30)

H,C

CHy OH

Ho = Z Z

1ICH,

CHj

HO o CH,

CH,

Repdiolit (39)

Salonitenolit (40)

12-asetoksibisabola-1,10E-dien-3-ol (26)

CHy OH

HaC CH;0AC

12-asetoksibisabola-2,10E-dien-1-ol (29)

11 g, 13-dihidroaguerin A
3- isobutirat (32)

OH

A = =4 7

12 - asetoksi - 5,8 dihidroksifarnesil
asetat (35)

HO e

H,C

Subluteolit (41)
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OH
HO, Of

HO. -y,
o o

p-Sitosterol (42)

Sitosteril glukozit (43)

Daukosterol (44)

Sekil 3. Cousinia tiirlerinden izole edilen steroit bilesikler.

/\/\/\/\/\)J\OH

Laurik Asit(12:0) (45)

o

MOH

Miristik Asit (14:0) (47)

/\/\/\/\/\/\/\)J\OH

Palmitik Asit (16:0) (49)

WVV\MOH

Margarik Asit (17:0) (51)

NWVWMOH

Oleik Asit (18:1) (53)

7 IS 7 OH
a-Linolenik Asit (18:3) (55)

o

/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\)‘\OH

Behenik Asit (22:0) (57)

\/\/\/\/\/\)J\OH

Tridesilik Asit (13:0) (46)
(0]

\/\/\/\/\/\/\)J\OH

Pentadekanoik Asit (15:0) (48)

WOH

Palmitoleik Asit (16:1) (50)

/\/\/\/\/\/\/\/\)J\OH

Stearik Asit (18:0) (52)

WOH

Linoleik Asit (18:2) (54)
o]

/\/\/\/\/\/\/\/\/\)I\OH

Arasidik Asit (20:0) (56)

Sekil 4. Cousinia tiirlerinden izole edilen yag asitleri.
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z ra

=7 G
F
Z4 4
F

CH,

F
F
NG =z He AN

Tridek-1-ene-3-5-7-9-11-pentain (58)  Trideka-1-11-diene-3-5-7-9-tetrain (59)
Sekil 5. Cousinia tiirlerinden izole edilen diger bilesikler

Farkh Cousinia tiirlerinde GC-MS ve LC-MS/MS ile tespit edilen bilesikler

Yapilan bir ¢alismada Cousinia alata Schrenk bitkisinden Clevenger apareyi ile elde edilen
ucucu yagin icerigi GC-MS kullanilarak belirlenmistir. Inceleme sonucunda yagin a-pinen (%31,8),
limonen (%11,6), B-pinen (%4,8), bornil izovalerat (%4.1), germakran B (%4.1), bornil asetat (%3.3)
ve borneolca (% 2.5) zengin oldugu gorillmistiir [20].

C. stenocephala Boiss. bitkisinin toprak tistii kismi ile yapilan bir ¢alismada bitkinin
mirsetin, kafeik asit esteri, apigenin 7-apiyoilglikozit ve bir flavon glikoziti icerdigi LC-MS/MS ile
belirlenmistir [13].

Farkh Cousinia tiirlerinde izole edilen karbohidratlar

Yapilan bir ¢alismada C. eriocephala bitkisinden fruktoz, glukoz, sukroz izole edilmistir
[12]. Ayrica C. sporadocephala ve C. leiocephala bitkisinden glukofruktan [21], C. polycephala
bitkisinden glukofruktan AF-I11, glukofruktan AF-VII ve glukofruktan AF-VIII izole edilmistir [22].

Cousinia Tiirleri Uzerinde Yapilan Biyolojik Aktivite Calismalar
In vitro ¢calismalar
Antibakteriyel Etki

Cousinia microcarpa Boiss. koklerinden hazirlanan farkli ekstrelerin disk difiizyon metodu
ile Gram (-) ve Gram (+) suslarda antibakteriyel etkileri belirlenmistir. Metanol ekstresinin pozitif
kontrola kars1 dzellikle Gram (+) suslarda (Staphylococcus aureus) daha etkili oldugu bulunmustur
(inhibisyon zon ¢ap1 19 mm) [9].

Yedi farkli Cousinia tiiriiniin etanol ekstrelerinin antibakteriyel etkilerinin belirlenmesi
amach yapilan ¢alismada C. phyllocephala Bornm. & Gauba ekstresinin en yiiksek etkiyi disk
difiizyon metodu ile Stapylococcus aereus ve Bacillus subtilus bakterilerine karsi gosterdigi
bulunmustur (MIC=4 mg/disk) [23].

C. stocksii C. Winkl. bitkisi de dahil Gi¢ bitkinin antibakteriyel etkisi Escherichia coli,
Salmonella typhi, Klebsiella pneumoniae ve Staphylococcus aureus bakterilerine kars1 agar metodu

ile belirlenmistir. Pozitif kontrol olarak amoksisillin kullanilan ¢alisgma sonucunda C. stocksii
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bitkisinin &zellikle K. pneumoniae susuna kars1 daha etkili oldugu bulunmustur (inhibisyon zon ¢ap1
21 mm) [24].

Antikanser Etki
C. shulabadensis Attar & Ghahr. tiirii iizerinde yapilan ¢aligmada bitkinin MMP inhibitor
etkisi aragtirilmis olup doza bagl etki gosterdigi saptanmustir (ICso =49,2 £0,51 pg/ml) [23].

Antioksidan Etki

Cousinia cinsinin Stenocephalae Bunge. seksiyonuna dahil olan dort tiirii (C. davisiana
Hub.-Mor., C. foliosa Boiss. & Bal., C. ramosissima DC., C. stenocephala Boiss.) iizerinde
antioksidan etkiye yonelik biyoaktivite rehberli izolasyon calismas1 yapilmistir. Maserasyon yontemi
ile elde edilen metanol ekstrelerinden C. davisiana ekstresi ve bu ekstreden elde edilen n-butanol alt
ekstresi daha aktif bulunmustur (ICso =0,13+0,02 mg/mL (DPPH®), TEAC= 1.42 + 0,08 mmol/L
Trolox (ABTS™)). Elde edilen n-butanol alt ekstresinden ise etkiden sorumlu bilesikler olarak rutin
ve isoramnetin 3-O-rutinozit elde edilmistir [13].

Yapilan bir bagka ¢aligmada C. stocksii bitkisi antioksidan etki yoniinden aragtirilmustir.
Caligmada bitkiden elde edilen metanol ekstresinin total antioksidan aktivitesi 5,44 mg askorbik
asit/g ekstre, demir giiciinii indirgeme degeri (FRAP) 2,48 mg askorbik asit/g ekstre, DPPH*® radikal
stiptirticii etkisi 0,8 mg/ml konsantrasyonda %92,70 olarak bulunmustur [24].

Sitotoksik Etki

Farkli Cousinia tiirleri ile yapilan ¢aligmada ekstreler hazirlanarak fibrokarsinoma hiicre
hattinda sitotoksik taramaya tabi tutulmustur. Sonuglara gore en yiiksek aktivite C. verbascifolia
Bunge tiiriinde olmak iizere tiim ekstrelerde 6nemli sitotoksik etki goriilmiistiir. (ICs=18,4+0,59
ug/ml) [25]. C. verbascifolia tiirii ile yapilan baska bir ¢alismada ise bir 6nceki ¢aligmanin devami
olarak bitkiden perkolasyon yontemi ile hazirlanan metanol ekstresi ¢esitli kromatografik
yontemlerle fraksiyonlanmig ve Fr.b8 fraksiyonu sitotoksik bulunmustur. Elde edilen fraksiyondan
ise etkiden sorumlu bilesikler olarak apigenin ve kafeik asit elde edilmistir [26].

Iranshahy ve ark., (2016) tarafindan yapilan calismada C. aitchisonii Boiss. tiiriiniin
diklorometan ekstresinden elde edilen raserolit ve dezoksijanerin adli seskiterpen bilesikleri beg
farkl: hiicre hattinda sitotoksik taramaya tabi tutulmustur. Tarama sonuglarina gore her iki madde de
meme kanseri MCF-7 hiicre hattinda anlaml1 sitotoksik etki (sirasiyla ICso=4,5 pg/ml ve 4,6 pg/ml)
gostermistir [10].
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Bir bagka ¢alismada ise Cousinia cinsinin Stenocephalae Bunge. seksiyonuna dahil olan dort
tir (C. davisiana Hub.-Mor., C. foliosa Boiss. & Bal., C. ramosissima DC., C. stenocephala Boiss.)
tizerinde sitotoksik etkiye yonelik biyoaktivite rehberli izolasyon ¢aligsmasi yapilmistir. Bitkilerden
maserasyon yontemi ile elde edilen metanol ekstreleri A549 (akciger kanseri) ve Colo205 (kolon
kanseri) hiicre hatlarinda sitotoksik taramaya tabi tutulmus ve C. stenocephala diklorometan ekstresi
Col0205 hiicre hattinda daha etkili bulunmustur (ICso =115 pg/mL). Calismanin devaminda etkili
ekstre ¢esitli kromatografik yontemlerle fraksiyonlanmis ve bu fraksiyonlar arasinda Fr.3 fraksiyonu
sitotoksik bulunmustur (ICs0=109 pg/mL). Elde edilen fraksiyondan ise etkiden sorumlu bilesikler
LC-MS/MS metodu ile mirisetin, kafeik asit esteri, apigenin 7-apiyoilglukozit olarak tespit edilmistir
[13].

In vivo ¢alismalar
Hipnotik Etki

Yapilan bir ¢aligmada C. microcarpa Boiss. bitkisinden maserasyon yontemi ile elde edilen
%350’lik etanol ekstresinin hipnotik etkisi sicanlar {izerinde incelenmistir. Pentobarbitalle
indiiklenmis sicanlara 100 ve 200 mg/kg dozda uygulanan ekstrenin pozitif kontrol olarak kullanilan

diyazepamla kiyaslandiginda uyku siiresini 6nemli derecede uzattigi (P<0.001) tespit edilmistir [27].

SONUC VE TARTISMA

Gegmisten giliniimiize tibbi bitkiler bir¢ok hastaligin tedavisinde kullanilagelmistir. Bugiin
bilimin hiz kesmeyen gelisimiyle tibbi bitkiler lizerindeki arastirmalar diinya c¢apinda giincel
aragtirmalarin 6nemli bir konusu olmaya devam etmektedir.

Bu calismada Cousinia cinsinin hem geleneksel kullanimi hem de cinsin farkli tiirleri
izerinde yapilan giincel caligmalara deginilmistir. Cousinia cinsi genellikle taksonomik ve
sistematik olarak arastirilmis olup fitokimyasal calismalar yok denecek kadar azdir. Literatiirde
mevcut baz tiirler iizerinde yapilan kisith sayida ¢alismalarda bu bitkilerin triterpen, seskiterpen
(guayan ve bisobolen tip), flavonoit ve steroitlerce zengin oldugu gorilmiistiir [10, 11, 15-17, 28].
Ayrica bu tiirlerin sitotoksik, antikanser, antibakteriyel, antioksidan ve hipnotik etkiye sahip
olduklar ¢esitli ¢aligmalarla kanitlanmustir [10, 13, 23, 25, 27, 29].

Tiirkiye floras1 zengin tibb1 bitki ¢esitliligine sahip olup endemik potansiyeli yliksektir.
Ulkemizde yiiksek endemizm oranina sahip Cousinia cinsinin 6zellikle iilkemize endemik olan
tiirleri lizerindeki ¢aligmalarin yok denecek kadar az olmasi floramizda bu cinsin tibbi aragtirmalarda

yeterince degerlendirilmedigini gostermektedir. Sonug olarak bu derleme caligmasinin, Cousinia
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cinsi ile ilgili toplanan verilere dayali olarak arastirmacilarin yapacaklar1 ¢caligmalara yon verecegi

diistiniilmektedir.
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PROLIPOZOM TEKNOLOJISINDEKiI GUNCEL GELiSMELER VE
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RECENT DEVELOPMENTS ON PROLIPOSOME TECHNOLOGY AND APPLICATIONS
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Amag: Lipozomlar, ilag tasiyict sistemler arasinda en umut verici ve uygulanabilir olamidir. Ancak,
lipozomlarin fiziksel ve kimyasal stabilite problemleri kullanimlarint simirlamaktadir. Bu problemlerin
listesinden gelmek igin 1986 yilinda prolipozomal sistemler gelistirilmistir. Bu derleme kapsaminda
prolipozomal ilag tasiyict sistemler ve uygulamalari ile ilgili yapilmis olan bilimsel arastirmalar akademik
veri tabanlart taranarak sunulmustur.

Sonuc¢ ve Tartisma: Prolipozomlar etkin madde, suda ¢oziiniir tasiyict materyal ve fosfolipitlerden
olusan, su veya biyolojik sivilar ile temas ettiginde ¢ok katmanh lipozomal siispansiyon olusturan toz veya
swi lipit yapidaki iiriinlerdir. Bu derlemede, ilag tasiyict sistemler olarak kullanilan prolipozomlar hakkinda
genel bilgiler verilmistir. Prolipozomlarm hazirlanmasinda  kullanilan  bilesenler ve ozellikleri
tammlanmistir. Prolipozomlarin hazirlama teknolojileri, karakterizasyonu ve avantajlarina deginilmistir.
Derlemenin son béliimiinde prolipozomlarin oral, parenteral, pulmoner, transdermal ve mukozal yollardan
uygulanmalari ile ilgili calismalar ozetlenmigtir. Prolipozomlar iistiin in vivo etkinlikleri, yiiksek stabiliteleri
ve endiistriyel boyutta imal edilebilir olmalar: nedeniyle umut verici ilag tasiyict sistemlerdir.

Anahtar Kelimeler: ila¢ tasiyict sistemler, lipozom, prolipozomlar, stabilite.

ABSTRACT

Objective: Liposomes are the most promising and feasible carriers among other drug delivery systems.
However, physical and chemical stability problems of liposomes limit their use. In order to overcome these
problems, proliposomal systems were developed in 1986. Within the scope of this review, scientific
researches about proliposomal drug delivery systems and their applications were presented by searching
academic databases.
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Result and Discussion: Proliposomes are powder or liquid lipid formulations of active agent, water-
soluble carrier material and phospholipids, which form a multilamellar liposomal suspension upon contact
with water or biological fluids. In this review, general information about proliposomes as drug delivery
systems were given. The components used in the preparation of proliposomes and their properties were
described. The preparation technologies, characterization and advantages of proliposomes were discussed.
In the last part of the review, studies on the administration of proliposomes by oral, parenteral, pulmonary,
transdermal and mucosal routes were summarized. Proliposomes are promising drug delivery systems
because of their superior in vivo efficacy, high stability and industrial fabricability.

Keywords: drug delivery systems, liposome, proliposomes, stability.

GIRIS

Lipozomlar, 1965 yilinda Bangham ve arkadaglar1 tarafindan kesfedilmelerinden bu yana
etkin maddelerin terapétik etkilerini artirmak, yan etkilerini azaltmak ve kimyasal bozunmadan
koruyarak stabilitelerini artirmak amaciyla iizerinde ¢ok calisilmais, ilag tastyici sistemler arasinda en
umut verici ve genis uygulamaya sahip olanidir [1]. Lipozomlarin ila¢ pazarina girebilmesi i¢in, raf
omrii boyunca stabil olmalar1 ve istenen etkiyi olusturmak i¢in hedef bolgelere ulasincaya kadar
bozunmadan kalabilmeleri gerekmektedir. Ancak, lipozomlar ¢esitli kimyasal ve fiziksel stabilite
problemleri olan, diisiik stabiliteli kolloidal sistemlerdir. Fiziksel stabilite problemleri, vezikiil
agregasyonu ve fiizyonu sonucu meydana gelen vezikiil biiylikliigiindeki degisiklikler ve enkapsiile
maddenin vezikiil disina sizmasi ile ilgilidir. Kimyasal stabilite problemleri ise, fosfolipitlerde yag
asitlerini gliserol omurgaya baglayan ester baglarinin hidrolizi ve doymamis agil zincirlerinin
peroksidasyonu sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Bu problemler lipozomlarin pargalanmasini hizlandirir
ve ilag salim Ozelliklerini degistirirler. Ayrica, lipozomlarin in vivo performanslarini ve saklama
kosullarini etkiler [2]. Bu nedenle lipozomlar icin 6zel saklama kosullarina ihtiyag duyulmaktadir.
Stabilite problemlerine ek olarak lipozom formiilasyonlarinda kullanilan dogal fosfolipitlerin saflig
degiskenlik gosterebilmektedir. Lipozomlarin imalati sirasinda uygun olmayan ¢oziicii kullanimi ve

olusturulan lipit filmin yetersiz hidrasyonu gibi problemler gozlenebilmektedir [3].

Lipozomlarla ilgili stabilite problemlerinin iistesinden gelmek icin ¢esitli yaklagimlar
uygulanmustir. Partikiil biiyiikliigli ve tabakalanmanin kontrolii, lipozom bilesiminin degistirilmesi
elektrosterik stabilizasyon ve liyofilizasyon bu yaklagimlara 6rnek olarak verilebilir. Prolipozomlar,
lipozomlarla ilgili stabilite problemlerinin {istesinden gelmek igin gelistirilmis yeni ilag¢ tasiyici
sistemlerdir. 1986 yilinda Nicholas Payne ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilen prolipozomlar; etkin
madde, fosfolipitler ve suda ¢oziinen bir tagiyici materyalden olugan, su ile temas halinde ¢ok tabakali
lipozomal siispansiyona doniisen, kuru, iyi akis Ozelliklerine sahip graniiler iriinlerdir [2].

Prolipozom kavrami daha sonra 1991°de sulu fazin ilavesiyle lipozom olusturabilen siv1 fosfolipit
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formiilasyonlarin1 da kapsayacak sekilde genisletilmigtir. Bu sivi formiilasyonlar fosfolipitlerin
konsantre etanolik cozeltileridir. Bu nedenle, prolipozomlar sulu faz ilavesiyle lipozomlari

olusturabilen toz veya siv1 lipit formiilasyonlar olarak tanimlanabilir [4].

Prolipozom teknolojisi, ticari boyutta lipozomlarin iiretimi i¢in diisiik maliyetli ve biiyiik
Olcekte kullanilabilen bir yaklasimdir. Kuru toz formunda olmalari, dagitim, taginma ve ol¢timde
avantaj saglamaktadir. Lipozomlar, prolipozomlarin biyolojik sivilarla in vivo kosullarda temasi
sonucu olusturulabilir veya uygun bir hidratasyon sivisi kullanilarak uygulanmadan 6nce in vitro
olarak olusturulabilir [2]. Prolipozomlar, lipozomlara gore daha iyi stabilite gosterirler ve biiyiik
6lcekli iretimde sterilizasyonlari kolaydir. Prolipozom teknolojisi, lipozom dispersiyonlarinin biiyiik

Olcekli tiretimi i¢in basit, dogru, tekrarlanabilir ve giivenilir bir iiretim saglamaktadir [1].

Ilag tasiyici sistemler olarak prolipozomlar su avantajlar1 saglamaktadir [1, 4, 5, 6, 7]:

¢ Suda az ¢6ziinen maddelerin ¢oziiniirliiglinii ve biyoyararlanimlarini arttirirlar

¢ Hem hidrofilik hem de lipofilik maddeler enkapsiile edilebilir

¢ Prolipozomlar, maddeleri hedef dokulara tasimak ve kontrollii, uzun siireli etkin madde
salimi i¢in kullanilabilirler

¢ Kilasik lipozomlara gore daha stabildirler

¢ Etkin maddelerin permeabilitesini ve bagirsaktan emilimlerini arttirirlar

¢ FEtkin maddeleri gastrointestinal (GI) sistemde pargalanmaya kars1 korurlar, ilk gecis

metabolizmasini azaltarak etkin maddelerin farmakokinetik ve farmakodinamik 6zelliklerini

degistirebilirler

Toksisiteyi azaltirlar ve istenmeyen tadi maskelerler

Biyolojik olarak pargalanabilir ve biyouyumludurlar

Hazirlanmalar1 kolay ve ucuzdur

* & o o

Kapsiil, tablet gibi dozaj formlar1 seklinde hazirlanabilirler.

1. Prolipozomlarin Bilesimi

Klasik lipozomal formiilasyonlara alternatif formlar olan prolipozomlar tasiyici materyal

olarak suda ¢0ziiniir bir pordz toz, fosfolipitler, kolesterol ve etkin maddeden olusmaktadirlar.

Suda Coziiniir Tasiyict Materyal: Prolipozom hazirlanmasinda kullanilacak tasiyict
materyal suda iyi ¢oziiniirlige, kloroform, metanol gibi organik ¢oziiciilerde zayif ¢oziiniirliige sahip

olmalidir. Suda ¢6ziinebilir olmalar1 hidratasyon sonrast hizli lipozomal dispersiyon olusumunu
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saglamaktadir. Fosfolipitlerin adsorbe edilecegi gerekli tasiyict miktarinin kolayca ayarlanabilmesi
icin secilen tastyici materyalin yiiksek yiizey alanina ve poroziteye sahip olmasi gerekmektedir.
Tasiyicinin partikiiler 6zellikleri (partikiil biliyiikliigli, akis1 gibi) olusacak lipozomlarin partikiil
bliylikliiglini ve homojenligini etkilemektedir. Pordz tozun partikiil biiylkliiginin kontrol
edilmesiyle, nispeten partikiil biiyiikliik dagilimi dar olan rekonstitiie lipozomlar elde
edilebilmektedir [1,3]. Tablo 1’de prolipozom formiilasyonlarinda kullanilan tasiyict materyallerine

ornekler verilmistir [3, 5].

Tablol. Prolipozom formiilasyonlarinda kullanilan tasiyict materyaller

e Sorbitol
e Mannitol
o Piskiirterek kurutulmus mannitol (Pearlitol SD 200)
o Graniile edilmis mannitol (Pearlitol DC 300)
e  Mikrokristal Seliiloz
e Laktoz
o Inhalasyon i¢in laktoz (Respitose)
o Direkt basilabilir laktoz
e Eritritol
e Dekstroz
e Magnezyum Aliiminyum Silikatlar
e Maltodekstrin

Fosfolipitler:  Prolipozomlarin  hazirlanmasinda  kullanilan  fosfolipitler  biyolojik
membranlarin yapi taglaridir. En yaygin fosfatidilkolinler (yumurta saris1 ve soya fasulyesinden elde
edilir) ve lesitin (farklt doymamiglik derecesine ve zincir uzunluklarina sahip ¢esitli lipitlerden
olusan saflagtirllmamig fosfatidilkolin) kullanilir. Fosfatidilkolin molekiilleri suda ¢6ziinmez ancak,
sulu ortamda yag asitlerinin uzun hidrokarbon zincirleri ve sulu faz kiitlesi arasindaki etkilesimi en
aza indirmek i¢in birbirlerine yakin bir sekilde diizlemsel lipit ¢ift tabaka halinde dizilis gosterirler
[1]. Fosfolipitlerin stabilitesi yapilarindaki doymamis zincirlerin artmasiyla azalmaktadir, bu nedenle

doymus fosfolipitler doymamis olanlara gére daha ¢ok tercih edilmektedir [5].

Fosfolipitler faz gegis sicakligi (T¢) olarak adlandirilan bir sicaklik araliginda karakteristik
bir jel-siv1 kristal faz gegisine ugrar. Vezikiiller T¢ nin altinda kat1 (jel) olarak diistiniiliir, fakat bu
sicakligin iistiinde ise s1vi durumdadirlar. Diisiik T¢ degerlerine sahip ve yag asidi alkil zincirlerinde
doymamuslik igeren fosfolipitlerden olusan prolipozomlar genellikle kati halde degildirler. Bu gibi

fosfolipitler enkapsiile ettikleri etkin maddeyi sizdirma egilimindedir [5].
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Prolipozomlarin hazirlanmasinda kullamlan fosfolipitler toksikolojik giivenlik, saflik,
stabilite ve maliyet nedeniyle fosfatidilkolin ve fosfatidilgliserollerle sinirlidir [5]. Tablo 2’de

prolipozom formiilasyonlarinda kullanilan fosfolipitler verilmistir [3, 5].

Tablo 2. Prolipozom formiilasyonlarinda kullanilan fosfolipitler

Yumurta Lesitini

Soya Lesitin

Soya Fosfatidilkolin

Hidrojenlenmis Soya Fosfatidilkolin (HSPC)

Disteroil fosfatidilkolin (DSPC)

Dimiristoil fosfatidilkolin(DMPC)

o Dipalmitoil fosfatidilkolin (DPPC)

e Fosfolipon 90H (Yiiksek Saflikta Hidrojenlenmis Soya
Fosfatidilkolin)

e Lipoid E80 (%80-85 fosfatidilkolin i¢eren yumurta lesitini)

o Dimiristoil fosfatidilgliserol (DMPG)

Kolesterol: Kolesterol lipozomlarin gifte tabaka o6zelliklerinin korunmasi i¢in lipozom
formiilasyonlarinda kullanilan bir steroittir. Kolesterol, ¢ift tabakali membranin akiciligini diizeltir,
membran boyunca suda ¢dziiniir maddelerin permeabilitesini azaltir ve kan/plazma gibi biyolojik
stvilar varhiginda cift tabakali membranin stabilitesini arttirir. Kolesterol icermeyen lipozomlar
albiimin, m-transferrin ve makro-globulin gibi lipozom stabilitesini bozan kan proteinleri ile

reaksiyona girme egilimindedir. Kolesterol kan proteinleri ile etkilesimi azaltmaktadir [6].

Yiik verici ajanlar: Prolipozomlardan olusan lipozomlarin istenilen yiizey yiikiine sahip
olmasi igin stearilamin (SA), disetil fosfat (DCP) gibi yiik verici maddeler kullanilabilir [3]. Negatif
veya pozitif yiiklii lipitlerin varligi etkin maddenin yiiklenmesi i¢in daha fazla hacim saglar ve

agregasyon olasiligini azaltir. Dolayisiyla lipozom stabilitesinde bir artig saglanabilir [6].

Bahsedilen temel prolipozom bilesenleri disinda etkin madde ¢ikis hizi, stabilite, in vivo
etkinlik gibi ¢esitli parametreleri diizenlemek i¢in prolipozomlarin yapisina safra tuzlari, noniyonik
stirfaktanlar ve gesitli polimerler ilave edilmektedir. Prolipozomlardan tiiretilmis lipozomlardan
etkin madde salim hiz1 prolipozom sistemine polisorbat 80 gibi noniyonik siirfaktanlarin katilmasi
ile arttirilabilir. Bunun yani sira, polisorbat 80 lipozomlarin partikiil biiyiikliigiinii azaltarak fiziksel
stabilitesini arttirabilir. Safra tuzlari, biyolojik membranlardan lipozomlarin penetrasyonunu
artirarak prolipozomlarin biyolojik performansini artirmak i¢in kullanilmaktadir. Prolipozom

imalatinda, hedef dokulara spesifik ¢esitli yapilar prolipozom formiilasyonlarina eklenebilmektedir.
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Ornegin retikiiloendotelyal sistem agisindan zengin organlarin ters hedeflemesi prolipozomlara

poloksamer 407 eklenmesiyle saglanmigtir [3].

Prolipozom formiilasyonlarina oleik asidin sodyum tuzu ve gliserin gibi maddelerin
katilmasiyla lipozomlarin partikiil biiyiikliigii ve enkapsiilasyon etkinligi modifiye edilebilir. Selat
yapici ajanlarin eklenmesi (etilen diamin tetra asetik asit-EDTA) yiiklenmis etkin maddeyi in vitro
bozunmaya karst koruyabilir. Kriyoprotektanlar, dondurarak kurutma islemi sirasinda
prolipozomlar1 korumak i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Toz formundaki prolipozomlarin akis
ve aerodinamik &zellikleri antiadherent maddeler kullanilarak modifiye edilebilmektedir. Ornegin
16sin benzeri antiadherentlerin toz partikiillerin arasindaki baglanmay1 azalttigi ve agregasyonu

snledigi belirtilmistir [3].

2. Prolipozomlarin Simiflandirilmasi
Prolipozomal sistemler genellikle {i¢ fiziksel formda bulunmaktadir:

a. Kuru Graniiler Form
b. Karisik Miseller Form

c. Sivi Kristal Form

Kuru Graniiler Form: Kuru graniiler tipteki prolipozomlar, organik ¢oziicii icerisinde suda
¢Oziiniir tastyicit materyallerin (glukoz, fruktoz, laktoz, sorbitol veya maltodekstrin) fosfolipitler ile
film tabakas1 seklinde kaplanmasiyla olusturulmaktadir. Kaplama islemi sonundaki sonug iiriin kuru
bir formiilasyondur. Kuru graniiler tipteki prolipozomlar istendigi sekilde porsiyonlara boliiniir ve
doz ayarlamasi yapilabilir. Uygulamadan hemen 6nce birka¢ dakika su ile karigtirildiktan sonra
lipozom dispersiyonu kendiliginden olugmaktadir. Olugsmus vezikiiller homojen bir partikiil
blyiiklik dagilimi gosterir. Kuru vezikiiler sistemler toz formda saklanabilmekte ve sterilize

edilebilmektedir. Kuru tozlar, oral, IV veya diger yollarla uygulanabilmektedir [3, 7].

Karisik Miseller Form: Bu formlar, safra tuzlari, kolesterol ve fosfolipit igermektedir ve
karigik misel yapisinin suyla seyrelmesi neticesinde miseller yap1 lipozomal forma doniismektedir.
Safra tuzlar icermeleri nedeniyle amfifilik 6zelliktedirler. Suyla seyreltilmelerine karsin lipofilik
etkin maddelerin ¢okmemesi bu sistemin en 6nemli avantajidir. Sivi formda olmalarindan dolay1 IV

veya diger yollarla uygulanabilmektedirler [7].

Swi Kristal Form: Bu formda, cift tabakal siv1 kristaller, yiiksek sicaklik altinda lipit-alkol-

su varliginda olusturulmaktadir. Fosfolipit molekiilleri, su molekiilleri ile temas ettiginde lipofilik
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zincirleri iic muhtemel yolla “iyotropik sivi kristal durum (diizenli faz)” olarak bilinen siv1 faza
doniistiiriilebilir:

1- Sicakligin T¢’nin iistiine yiikseltilmesi

2- Lipit ¢ozen ¢oziicii ilavesi

3- Sicaklik ve ¢Oziiciiniin birlikte kullanimi

Diizenli faz sulu ortamda birbiri {izerine siralanmis ¢ifte tabakalardan olusmaktadir. Cifte

tabakali s1v1 kristaller yiiksek sicaklikta lipit-alkol-su varliginda olusur. Bu lameller siv1 kristal faz
su veya tampona maruz birakilarak oda sicakligina sogutuldugunda jel yapisi meydana gelir. Cifte
tabakali kristal faz su icerigi arttik¢a vezikiiler dispersiyona doniisiir. Siv1 kristal formlar genellikle
transdermal ila¢ uygulamalarinda kullanilmaktadir. Sivi kristal yapi hidrokortizon gibi etkin
maddelerin daha iyi difiize olmasin1 ve ¢oziiniirliiklerinin artmasini saglamaktadir. Bu sistem
termodinamik olarak stabildir. Siv1 kristal fazda etkin maddenin difiizyon katsayis1 derideki degerine

gore dort kat daha yiiksektir. Jel yapisi stabilizasyonu saglarken deride iritan etki olusturmaz [3, 7].

Kati graniiler form ile karsilastirildiginda, sivi kristal yapidaki prolipozomlarin
formiilasyonu daha basittir ve 6zel bir cihaz gerektirmez. Ek olarak, siv1 kristal yap1 sulu ortamla
temas ettiginde sonikasyon veya ekstriiderler gibi esktra bir gii¢ uygulamaksizin kisa siirede etkin
madde yiiklii lipozomlar1 kendiliginden olusturulabilir. Sivi prolipozomlardan hidrate edilmis
lipozomlarin ortalama partikiil biiylikliigii daha kii¢iik olup dar monodispers bir dagilim gosterme

egilimindedir [4, §].
3. Prolipozom Formiilasyonlarim Hazirlama Yo6ntemleri

Prolipozomlarin hazirlanmasinda farkli hazirlama yontemleri kullanilmaktadir. Bu

hazirlama yontemleri asagida yer almaktadir.
Film Depozisyon Yontemi (Bulamag Yontemi)

Prolipozomlarin hazirlanmasinda ¢ok yaygin olarak kullanilan bir yontemdir (Sekil 1). Bu
yontemde etkin madde, fosfolipitler ve kolesterol, suda ¢oziiniir pordz bir tastyiciya adsorbe edilir.
Etkin madde ve fosfolipitler ugucu bir organik ¢6ziicii (kloroform, metanol veya karigimlari) i¢inde
¢oziiliir ve bu ¢ozelti bir bulamag (slurry) elde etmek tlizere 60°C civarindaki sicakliklarda rotavapor
ile kurutulmus tastyic1 madde igeren yuvarlak tabanli balona yerlestirilir. Organik ¢oziicii 60°C
civarindaki sicakliklarda vakum altinda rotavaporda buharlastirilir. Organik ¢dziiciiniin tamanu
uzaklastirildiktan sonra iyi akis 6zelliklerine sahip prolipozomal toz formiilasyonu elde edilebilir.

(Coziiciiniin tamamen uzaklagtirilmasi saglamak i¢in ekstra vakum uygulamasi uygundur [3, 9, 10].
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Lipitlerin organik ¢oziicii i¢indeki ¢dzeltilerini kii¢iik porsiyonlar halinde balon i¢indeki
tastyict materyal ilizerine piiskiirterek veya enjekte ederek de prolipozomlarin hazirlanmasi
miimkiindiir. Her bir ilaveden sonra, organik ¢oziiciiniin buharlastirilmasi gerekmektedir. Bazi
arastirmacilar bulamag olustururken sonikasyon ve karistirma iglemleri uygulamaktadir. Kati1 etkin
madde miktarinin yeterince yiiksek oldugu durumlarda tastyict maddeler kullanmaksizin bu yontemi

kullanmak mumkiindiir.

Cesitli calismalarda bu ydntem tek basina veya diger tekniklerle kombine edilerek
kullanilmistir. Tastyict materyal olarak sitrik asit, hidratasyon cozeltisi olarak NaHCO3 ¢ozeltisi
kullanilarak bu yontem efervesan teknigi ile birlestirilmistir. Organik ¢oziicii buharlagtirma
asamasinda, rotavapor yerine magnetik karigtiriciya yerlestirilmis iic boyunlu balon kullanarak
yontem modifiye etmistir. Klasik ince film yontemi ile olusturulan lipozomlarin tasiyici iizerine
adsorpsiyonu saglandiktan sonra oda sicakliginda formiilasyonun kurutulmasiyla da serbest akan

prolipozom formiilasyonlar1 elde edilmistir [3].

Etkin madde, fosfolipit
ve kolesteroliin organik

¢oziiciideki ¢ozeltisi
Tagiyict
Materyal 9 . 1

Y o g
3 W ws o Al Proli
- ;‘ -~ - i‘ -- rolipozom

Tagtyic1 60°C civarindaki Organik ¢oziici 60°C civarmndaki
sicakliklarda rotavapor ile sicakliklarda  vakum  altinda
kurutulur. rotavaporda buharlastirilir.

Prolipozom Lipozom

Sekil 1. Film depozisyon yontemiyle prolipozom hazirlama yontemi

Piiskiirterek Kurutma Yontemi

Piiskiirterek kurutma homojen partikiil biiyiikliigii ve sekline sahip partikiillerin

hazirlanmasinda kullanilan, biiyiik 6lgekli {iretim i¢in elverigli ve uygun maliyetli bir yontemdir.
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Hem partikiil olusumu hem de kurutma isleminin tek bir adimda gergeklestirilebilmesi bu yontemin
benzersiz bir 6zelligi olup kontrollii partikiil olusumunu saglanmaktadir. Piiskiirterek kurutma
isleminin kullanimi sadece sulu ¢ozeltilerle sinirli olmayip su igermeyen sistemlerle de partikiiller

hazirlanabilmektedir [1, 11, 12].

Piiskiirterek kurutma yonteminin prolipozom imalatinda da yeri vardir. Bu amagla etanol
icindeki lipit ve kolesteroliin berrak ¢ozeltisi, kat1 tastyict materyal veya tastyici materyalin sulu
cozeltisi ile karistirilir. Karisim 60°C’ye kadar 1sitilir ve homojen ¢ozelti/dispersiyon elde etmek i¢in
karigtirilir. Etkin maddenin etanolik ¢ozeltisi de karisima eklenir. Homojen bir karisim elde

edildikten sonra bu karisim prolipozom elde etmek icin piiskiirtiilerek kurutulur [3].

Piiskiirterek kurutma ile ilgili baslica dezavantaj etkin maddenin termal ve mekanik
parcalanmasina neden olabilen yiiksek ¢alisma sicakligi, kayma stresi ve absorpsiyon durumudur.
Bu problemler, kurutucu hava sicakligl ve sivi piiskiirtme hizi gibi islem parametreleri optimize
edilerek ¢oziilebilmektedir. Disakkaritler, siklik oligosakkaritler ve polioller gibi stabilizatorler etkin
maddenin biitiinliigiinii korumak i¢in kullanilabilmekte ve lipitlerin ylizey alanlarimi arttirarak

hidrasyon etkinligini artirmaktadir [1].
Akiskan Yatak Yontemi

Bu yontem, prolipozomlarin bilyiik 6lgekli iiretimi i¢in uygulanabilir ve partikiil kaplama
teknolojisi prensibine gore caligir. Tasiyici materyal lizerine etkin madde ve lipit ¢dzeltisinin
puskiirtilmesiyle uygulanmaktadir. Burada kullanilan tasiyict materyal olarak kristal formdaki
tozlar, inert boncuklar kullanilabilmektedir. Akiskan yatak sisteminde organik ¢oziicii igindeki etkin
madde ve fosfolipit ¢ozeltisi tasiyict materyal iizerine piiskiirtiiliir ve vakum uygulanarak organik
¢Oziicli buharlagtirilir. Eser miktardaki ¢o6ziicii kalintisin1 buharlastirmak igin elde edilen lipit kaplt
toz/boncuklar gece boyunca vakum altinda kurutulabilir. Boylece, tastyict materyalin {izeri diizgiin
bir sekilde kaplanabilir. Tasiyict materyal olarak boncuklar kullanildiginda, fosfolipitlerin
kaplanmasi i¢in diizgiin piiriizsiiz bir ylizey saglamak amaciyla boncuklara 6n kaplama uygulanir.
Bdylece fosfolipitler ¢cekirdegin etrafini kaplar ve hidratasyonla kii¢iik boyutlu lipozomlarin olusumu

saglanir [1, 3, 13].
Stiperkritik Anti-Solvan Yontemi

Siiperkritik anti-solvan (SAS) yontemiyle prolipozom hazirlanmasinda siiperkritik karbon
dioksit (SCCO) kullanilir. SCCOg, kritik sicaklik ve basingta veya tizerinde tutulan karbondioksitin
stv1 halidir. Anti-solvan teknolojisi gida endiistrisinde genis bir sekilde kullanilmaktadir. Diger

yontemlere ait karmagik islem basamaklari, yiiksek seviyelerde sicaklik uygulama gerekliligi ve artik
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coziiclilerin varligi gibi dezavantajlar elimine edilerek prolipozomlarin imalati amaciyla

gelistirilmistir [1, 14].

SAS teknolojisi 6rnek tasima, ¢oktliirme ve ayirma tinitelerinden olusan 6zel bir ekipman ile

uygulanmaktadir (Sekil 2).

f
Valf A ﬁ Valf B Cozelti
._B ) ) co, co,
c ;L |
E |
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1 valf C

Havalandirma

Sekil 2. Stiperkritik Anti-solvan Yontemi [6]

Ornek tasima iinitesi iki pompadan olusmaktadir: Biri CO, digeri ise ¢ozelti icindir. CO2
tiiptinden (a) temin edilen CO, dondurucuda (b) sogutulur ve yiiksek basingli bir pompa (c) ile
tampon tankina (d) gonderilerek burada 6n 1sitmaya tabi tutulur. Etkin madde ¢ozeltisi pompa (j)
aracihigiyla ilave edilir. Etkin maddeyi ¢ozmek igin kullanilan ¢6ziicii CO ile her oranda tamamen
karigabilmelidir. A ve B vanalarinin agilmasiyla hazne i¢ine ¢ozelti ve CO> girisi saglanir. Sekil 2°de
goriildiigii gibi plskiirtiiciiniin i¢ kanalindan ¢ozelti piiskiirtiilirken disgindan CO: puskiirtiiliir [1].
Coktiirme {iinitesi hava banyosu ile 1sitilmig bir hazneden (1) olusmaktadir. Ayirma tinitesi ise bir
ayristirict (m) ve gaz sayacindan (n) olusmaktadir. CO2’in volumetrik akis hizi sayag ile dl¢iiliirken
diisiik basing nedeniyle organik ¢oziicii ayirma initesinde SCCO2’den ayrilir. Ayirma iinitesinin
sicaklik ve basinci Oonceden belirlenmis degerlere ulastiktan sonra, CO» girigini saglamak i¢in A
vanasi, ardindan da ¢6zelti girigini saglamak icin B vanasi acilir. SCCO» ve ¢ozelti pliskirtiildiigii
icin birbiri i¢inde hizlica difiize olur ve karisirlar. Organik ¢6ziicii igindeki maddenin
¢Oziiniirligiiniin biiyiik dlgiide azalmasi nedeniyle ¢ok kisa bir siirede madde organik ¢6ziicii iginde
asir1 doygunluga ulasir. Sonug olarak, prolipozomlar iinite igerisinde ¢okerler. Cozelti tamamen

bittikten sonra A ve B vanalar1 kapatilir ve iinitedeki basinci atmosfer basincina diisiirmek i¢in C
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vanasi agilir. Ornekler iinitenin tabanindaki filtre (h) iizerinde toplamir. Prolipozomlara yiiksek
miktarda etkin madde yiliklemek igin etkin madde ¢ozeltisinin basing, sicaklik ve akig hizinin

optimize edilmesi gerekmektedir [1].
Film Dispersiyon-Dondurarak Kurutma Yontemi

Prolipozom elde etmek icin ince film hidratasyon yontemi ile elde edilen lipozomlar
dondurularak kurutulabilir. Organik ¢6ziicii igindeki lipit ¢ozeltisi yuvarlak tabanli balon igerisine
konulur ve organik ¢oziicii ince lipit bir film elde etmek i¢in lipitlerin gecis sicakligl (T¢) tistiinde
buharlastirilir. Kriyoprotektan igeren etkin madde ¢ozeltisi balona konulur ve 60°C’de film hidrate
edilir. Tasiyiciya yiiklenmemis etkin maddeyi ayirmak igin yapilan ultrasantrifiij isleminden sonra
elde edilen ¢okelti distile su ile rekonstitiie edilir ve prolipozomal toz eldesi i¢in dondurularak

kurutulur [15].
Etanol Enjeksiyon-Homojenizasyon-Dondurarak Kurutma Yontemi

Etkin madde, fosfolipit ve kolesteroliin etanolik ¢ozeltisi yiiksek sicaklikta (37°C) tastyici
materyalin sulu dispersiyonuna enjekte edilir. Etanoliin buharlastirilmasindan sonra karisgim

homojenizatdrden gegirilir ve 6rnekler dondurularak kurutulur [16].

Etanol enjeksiyon yontemleri, fosfolipitlerin organik c¢oziiciideki c¢ozeltilerinin suya
ilavesiyle ¢oziniirliikklerinin azaltilmasina baglidir. Sonugta elde edilen yapr diisiik su miktari
nedeniyle konsantre prolipozomal jeldir. Bu jel fazla miktarda su ile seyreltildiginde lipozomal

dispersiyonu olusturur [3].
Modifiye Etanol Enjeksiyon Yontemi

Bu yontemin temelinde uzaktan (remote) yiikleme teknolojisi ve etanol enjeksiyon yontemi
kullanilmaktadir. Fosfolipit, kolesterol ve oleik asitin sodyum tuzu etanol:gliserin karigiminda
¢oziiliir ve etkin maddenin (doksorubisin) %0.9 NaCl icerisindeki sulu ¢ozeltisi igerisine enjekte

edilir. Olusan lipozomlara etkin madde otomatik olarak yiiklenmektedir [17].
Koaservasyon Yontemi

Tasiyict materyal kullanilmadan prolipozom hazirlamak i¢in kullanilan bir yontemdir. Lipit,
kolesterol ve etkin maddenin homojen, berrak etanolik ¢ozeltisi bidistile su ile karigtirildiktan sonra
berrak veya seffaf bir ¢ozelti elde edilinceye kadar su banyosunda isitilir. Cozeltinin sicakligi

diistirtilerek prolipozomal jel olusumu saglanir [18].
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4. Prolipozomlarin Karakterizasyonu

Uygulama agisindan prolipozomlarin ve prolipozomlardan elde edilen lipozomal sistemlerin
karakterize edilmesi ¢ok onemlidir. Cesitli fiziksel ve kimyasal parametrelerin kontrol ve takibi
saglanarak imalatin tekrarlanabilirligi ve prolipozomlarin istenen o6zelliklere sahip oldugu
gosterilebilir. Kuru graniiler formdaki prolipozomlarin karakterizasyonu i¢in asagida yer alan

parametreler kullanilmaktadir.
Morfolojik incelemeler

Taramal1 Elektron Mikroskopisi (SEM) ¢ogunlukla prolipozomal tozun yiizey morfolojisini
gorlintiilemek i¢in kullanilmaktadir. Bu teknik sayesinde, lipit ile kaplama isleminin Oncesi ve
sonrasinda tastyici materyalin pordz yiizey 6zellikleri incelenebilmekte ve prolipozomlarin olusumu
saptanabilmektedir [2, 5, 19]. Gegirimli Elektron Mikroskopisi (TEM) ¢ogunlukla prolipozomlarin
hidratasyonundan sonra olusan lipozomlarin morfolojisini incelemek i¢in kullanilmaktadir. Lipozom

vezikiillerinin tabakalanmasini ve seklini gézlemlemek miimkiin olmaktadir [2, 20].
Hidratasyon hizimin tayini

Hidratasyon galigsmasi, prolipozomlarin hidrate olarak lipozomlar1 olugturma 6zelliklerini
degerlendirmek i¢in yapilir. Burada, lama alinan bir miktar prolipozomal toz iizerine damlalar
halinde su eklenir ve vezikiillerin olusumu mikroskop altinda gézlemlenir. Hidratasyonla lipozomlar

30 saniyeden daha az bir siirede hizl1 bir sekilde olugmalidir [2].
Ak ozelliklerinin degerlendirilmesi

Bir toz formiilasyonunun akis 6zellikleri igerik tekdiizeligini etkileyen, tasinma ve isleme
sirasindaki en Onemli mikromeritik oOzelliklerdendir. Formiilasyonlarin doz ayarlamasindan
ambalajlanmasina kadar pek ¢ok asamada 6nemi vardir. Prolipozomlarin akis 6zelligi yigin agisi,

Carr indeksi, Hausner orani gibi parametreler dlciilerek degerlendirilmektedir [2, 21].
Birim Hacimdeki Vezikiil Sayis

Bu galigma, hemositometrik olarak optik mikroskop altinda hidratasyon sonrasi olugmus

lipozomlarin sayilmasiyla yapilmaktadir.
Partikiil Biiyiikliigii ve Zeta Potansiyel Ol¢iimii

Vezikiiler sistemler i¢in 6nemli parametrelerden biri de vezikiil biiyiikligii ve dagilimidir.

Bu islem, prolipozomal tozun hidratasyonunu takiben uygun bir partikiil biiyiikliigii 6l¢iim cihazi
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kullanilarak yapilmaktadir [22, 23]. Bu amagla en ¢ok dinamik 11k sagilimi (DLS) prensibi ile

calisan cihazlar kullanilmaktadir.

Zeta potansiyeli, ¢ozeltinin elektro-notral bolgesi ve siki bagh tabaka yiizeyi (kayma
diizlemi) arasindaki potansiyel fark olarak tanimlanmaktadir. Prolipozomal tozun hidratasyonunu
takiben uygun bir zeta potansiyel tayin cihazi kullanilarak zeta potansiyel degeri ol¢tilmektedir [1,
22, 23].

Partikiil biiyiikliigii ve zeta potansiyeli Ol¢timleri hidratasyonla lipozomlarin olusumu,
partikiil biytikligii tizerine lipit bilesiminin etkisi, lipozomlarin olasi in vivo davraniglarinin

anlagilmasi ve stabilite 6zelliklerinin degerlendirilmesini saglar [5].
Yiikleme Etkinligi Tayini

Yikleme etkinligi tayini icin prolipozomal toz hidrate edildikten sonra lipozomlara
yiliklenmeyen etkin madde ultrasantrifiij veya ultrafiltrasyon gibi yontemlerle uzaklastirilir. Uygun

bir analitik yontem kullanilarak yiikleme etkinligi tayin edilir [2, 19, 20].
Etkin Madde-Yardimc: Madde Etkilesimlerinin Incelenmesi

Saf etkin madde, tasiyici materyal, kolesterol ve lipitler arasindaki gegimlilik ¢aligmalari
Fourier Déniisiimlii Kiz1l Otesi Spektrometresi (FTIR), diferansiyel taramali kalorimetri (DSC) ve

X-1g1m1 toz kirinimi (XRPD) ile yapilabilmektedir [1, 24].
In Vitro Céziinme Hizi Tayini

In vitro ¢dziinme hiz1 galismalari, prolipozom formiilasyonlarinin karakterizasyonunda
onemli bir adimdir. Prolipozomlar, zayif ¢oziiniirliige sahip etkin maddelerin ¢oziiniirligiinii veya
¢ozlinme hizini artirmak i¢in kullanilabilecek ideal ilag tasiyici sistemlerdir. Dolayisiyla, hazirlanan
formiilasyonlarin ¢6ziinme hizi profili in vivo salim davranislarinin ve derecesinin anlasilmasina
yardim etmektedir. Ayrica, prolipozomal tozlar sonradan kapsiil veya tablet gibi farkli bir final dozaj
formuna yiiklenecek ise incelenmesi gereken 6nemli bir parametredir. Coziinme hizi verileri, secilen

etkin madde i¢in en iyi lipit ve lipit bilesiminin belirlenmesi i¢in gerekli bilgileri saglamaktadir [5].

Tablet formunda basildiktan veya kapsiil igine doldurulduktan sonra prolipozom
formiilasyonlarinda in vitro ¢oziinme hizi ¢alismalart USP Apparatus 1 veya USP Apparatus 2
kullanilarak yapilabilmektedir. Eger hidratasyon ile elde edilmis lipozomal dispersiyon {izerinde
caligma ytriitiilecek ise diyaliz yontemi tercih edilmektedir. Etkin maddenin diyaliz membrandan
salimmasi etkin maddenin molekiil agirligi, lipozom biiyiikliigi, karistirma hizi, ¢6ziinme ortami ve

diyaliz membranin gegirgenligine baglidir [5, 20].
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Permeabilite calismalar

Hiicre kiiltiiriinde olusturulan hiicre tek tabakalar1 (Caco-2 gibi), etkin maddenin pasif
difiizyonu, aktif taginmasi ve hiicreler arasi permeabilitenin belirlenmesi i¢in basarili bir sekilde
kullanilan in vitro permeabilite modelleridir. Prolipozomlara yiiklii etkin maddenin in vivo
absorbsiyon mekanizmalarinin anlagilmasini saglamaktadir. Bunun yanisira Paralel Yapay Membran
Gecirgenlik Deneyi (PAMPA) gibi pasif transseliiler etkin madde gecirgenligini tahmin etmek i¢in
kullanilan hiicre bazli olmayan yapay olarak simiile edilmis deneysel modeller de
kullanilabilmektedir. Ancak, bu yapay model tasiyici ve por aracili gecirgenlige sahip degildir. Hizl
(4-16 saat), ekonomik ve tekrar edilebilir sonuglar veren in vitro bir tekniktir. Kan beyin

bariyerinden, gastrointestinal membranlardan ve deriden gegisin ¢alisilabildigi modellerdir [5, 25].

5. ila¢ Tasiyic1 Sistemler Olarak Prolipozomlarin Uygulama Yollar

Prolipozomlar, etkin maddenin 6zelliklerine ve hastaligin kendisine bagh olarak cesitli
yollarla uygulanmak {izere formiile edilmistir. Baslica oral, IV, pulmoner, transdermal ve mukozal
uygulama yollar1 ile uygulanmiglardir. Prolipozomlar, uygulama sekline bagli olarak alimlaridan
sonra gastrik sivi, ter, vajinal sivi gibi viicudun farkli sivi ve salgilari ile hidrate olurlar. Hidrate olur
olmaz in situ bir sekilde lipozomlarin olusumu gercgeklesir ve uzun siireli etkin madde salim elde
edilir. Ayrica, prolipozomlar uygulanmadan hemen 6nce su veya tampon gibi hidratasyon sivilari ile
hidrate edilerek de kullanilmaktadir. Bu yol, genellikle parenteral prolipozom uygulamalari i¢in

tercih edilmektedir [3].
Oral Uygulama

llaglarin oral yolla verilisi en ¢ok tercih edilen uygulama seklidir. Lipozomlarin
gastrointestinal sistem kosullarindaki stabilitesinin az olmasi1 ve diizensiz, Ongdriilemeyen
absorpsiyon profilleri nedeniyle oral yolla uygulanmalar1 sinirlidir. Bunun en temel nedenlerinden
birisi lipozomlarin absorpsiyon bolgelerinde biitiinliiklerini koruyamamalaridir. Bu problemin
istesinden gelmek icin prolipozom formiilasyonlar1 hazirlanarak, ¢oziiniirliigii zayif olan etkin
maddelerin ¢oziniirliikklerinin ve oral biyoyararlanimlarinin arttirtlmast amaglanmistir [26].
Prolipozomlar, s1v1 ile temas ettiginde ¢ok tabakali lipozomlar1 olustururlar ve lipozomal tabakalar
icindeki hidrofobik alanlarm artis1 sayesinde suda ¢oziinmeyen etkin maddelerin lipozomlara daha
fazla miktarlarda ytliklenmesini saglarlar. Ayrica, biyoadhezif yapilar ve nispeten kiigiik partikiil
biiyiikliikleri sayesinde diigiik absorbsiyonu olan etkin maddelerin endositoz araciligiyla emilimini
artirabilmektedirler. Prolipozomlar lenfatik alima ve ilk gecis metabolizmasina ugrayan etkin

maddelerin biyoyararlanimini arttirir [2]. Yapilan c¢alismalarda vinposetin [27], zaleplon [28],
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lovastatin [29] gibi ¢esitli etkin maddelerin prolipozomal formiilasyonlar1 hazarlanarak oral
biyoyararlanimlarn artirilmistir. Konvansiyonel kaplama teknikleri ile hazirlanan PVP kapl talk ve
nisasta boncuklart tasiyict olarak kullanilarak kromolin yiiklii prolipozom formiilasyonlari
hazirlanmigtir. Kromolinin transepitelyal gecisinde prolipozomal formiil sayesinde 4-7 katlik bir artis
saglanmustir [30]. Salmon Kalsitonin (SCT) prolipozom formiilasyonlar1 etkin maddenin Caco-2
hiicrelerindeki permeabilitesini ve siganlardaki oral biyoyararlanimini 7.1 kat artirmustir [31, 32].
Tastyici olarak mikrokristal seliilozun kullanildig1 dimristoilfosfatidilkolin, Soya lesitin ve polisorbat
80 kullanirak hazirlanan Progesteron yiiklii prolipozomlarinin oral verilisteki etkinlikleri Caco-2
hiicreleri ve ters ¢evirilmis rat bagirsagt modelinde incelenmistir. Etkin maddenin gecisinde bu
modellerde sirasiyla 4 ila 6 katlik artiglar belirlenmistir [33]. Tastyic1 olarak mannitoliin kullanildig
silimarin yiiklii prolipozomlar etkin maddenin beagle cinsi kopeklerdeki oral biyoyararlanimini saf
etkin maddeye gore 3.7 kat artirmistir [34]. Prolipozom formiilasyonlarinin oral yolla uygulanmasina

yonelik yapilan diger ¢calismalar Tablo 3’de 6zetlenmistir.

Tablo 3. Prolipozom formiilasyonlarinin oral yolla uygulanmasina yonelik yapilan ¢aligmalar

Formiilasyon Etkin Madde Hazirlama | Sonuclar Ref.
Bilesimi Yontemi

Distearoil- fosfatidilkolin | Eksemestan* Film PAMPA, si¢an bagirsagi ve Caco-2 | [35]
Dimristoil- Depozisyon | hiicreleri tizerinde yapilan
fosfatidilgliserol Yontemi permabilite ¢alismalari, prolipozom
Kolesterol formiilasyonlarinin  ¢oziiniirlik ve

permeabiliteyi arttirarak oral
absorpsiyonunu, dolayisiyla da

biyoyararlanimi arttirdigi
gosterilmistir
Soya Fosfolipitleri Dehidrosilimarin Film Stispansiyon formiilasyonlar1 ile | [15]
Kolesterol Dispersiyon | karsilastirildiginda, tavsanlarda
Izoproil miristat Dondurarak | dehidrosilimarinin oral
Sodyum Kolat Kurutma biyoyararlanimi prolipozom
Mannitol* Yontemi formiilasyonlar1 ile artmistir ve bu

sonug, prolipozomlarin  kiigiik
partikiil boyutu, yapisindaki safra
tuzlari ve lipozomlarin biyolojik

membranlara benzemesine
dayandirilmgtir
Hidrojenlenmis soya Isradipin Film Wistar siganlar {izerinde yapilan in | [36]
fosfatidilkolini Depozisyon | vivo oral biyoyararlanim ¢aligmalart
Kolesterol Y 6ntemi sonucunda isradipinin oral
Pearlitol SD 200* slispansiyonuna gére prolipozom
formiilasyonlari isradipinin
biyoyararlanimini 2.4 kat artirmigtir
Fosfolipon 90H Raloksifen Film [lag tasinmasinda yiizey yiikiiniin GI | [37]
Disetil Fosfat Hidrokloriir Depozisyon | absorpsiyon iizerine etkisinin 6nemli
Stearilamin Y 6ntemi oldugu ve prolipozomlarin ilag
Mannitol* biyoyararlanimin1 2-3 kat arttif

gosterilmigtir
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Distearoil-fosfatidilkolin | Valsartan Film Prolipozom formiilasyonlar1 ile | [38]
Dimristoil- Depozisyon | PAMPA, Caco-2 ve tersine
fosfatidilgliserol Yontemi cevrilmis sican bagirsak kesesi
Kolesterol modellerinde permeabilitenin, in
Mikrokristal Seliiloz* vivo farmakokinetik ¢aligmalarda

ise oral biyoyararlanimin  saf
maddeye gore arttig1 gosterilmistir

Yumurta Lesitin Kuersetin Etanol bazli | Kuersetin slispansiyonu ile | [39]
Cremophor RH40 prolipozom | karsilagtirildiginda prolipozom
hazirlama formiilasyonlar1 kuersetinin
yontemi intestinal permeabilitesini ve oral
biyoyararlanimimi 6nemli derecede
artirmistir
Hidrojenlenmis Soya Lopinavir Film Wistar siganlar iizerinde yapilan in | [26]
Fosfatidilkolin Depozisyon | vivo galismalar sonucunda lopinavir
Kolesterol Yontemi iceren  prolipozomlarn  mevcut
Pearlitol® SD 200* lopinavir preparatindan ve saf etkin

maddeden sirasiyla 1.16 ve 2.24 kat
daha  yiksek  biyoyararlanim
gosterdigi bulunmustur

* Formiilasyonda tasiyict olarak kullanilmistir.

Parenteral Uygulama

Parenteral uygulama i¢in hazirlanmig olan lipozomlarin sterilizasyonu zorunludur. Buhar ile
sterilizasyon, radyasyonla sterilizasyon (y-radyasyon), aseptik iiretim ve filtrasyon farmasotik ilag
endiistrisinde kullanilan temel sterilizasyon teknikleridir. 121°C’deki buhar kullanilarak yapilan
otoklav sterilizasyonu lipozomal formiilasyonlar i¢in uygun olmayabilir. Ciinkii yiiksek sicaklik
lipitlerin hidrolizine neden olarak lipozomlarin yapisim1 bozabilir. y-radyasyon da doymamis
lipitlerin peroksidasyonunu hizlandirarak ve hidrolizine neden olmasindan dolay1 lipozomal
dispersiyonlar i¢in uygun degildir. Aseptik iiretim, validasyondaki zorluk ve maliyet nedeniyle
yaygin bir sekilde kullanilmamaktadir. Final iriinlerin filtrasyon ile sterilizasyonu vezikiillerin

yapisal kompleksligi ve filtrelere absorpsiyon sonucu lipit kayiplar: nedeniyle zor olabilir [2].

Prolipozomlar, lipozomlarin parenteral uygulanmasi i¢in uygundur. Intrinsik 6zellikleri
etkilenmeksizin sterilizasyona izin vermesi prolipozomlarin 6nemli bir avantajidir. Ayrica,
prolipozomlar kuru sterilize formda saklanabilirler ve uygulamadan 6nce ¢ok tabakali lipozomal
siispansiyonu olusturmak tizere hidrate edilebilirler. Ek olarak, dzellikle kuru halde y-radyasyon ile
sterilizasyona dayaniklidirlar. Sulu lipozomal formiilasyonlarda suyun radyasyona maruz
kalmasindan kaynaklanan hidroksil radikalleri hasara neden olan serbest radikallerin ana kaynagidir.
Dolayistyla, kuru formda suyun olmamasi nedeniyle prolipozomlar y-radyasyon ile sterilize
edilebilir [2].
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Wang ve arkadaslari, IV yolla uygulamak iizere 7-Etil-10-hidroksikamptotesin (SN-38)
iceren prolipozomlar hazirlamiglardir. Sicanlarda yapilan in vivo calismalar sonucunda, IV
uygulamadan sonra SN-38 ¢ozeltisi ile karsilastirildiginda SN-38 igeren prolipozomal
formiilasyonuyla SN-38’in dolasimda daha fazla kaldig1 ve etki siiresinin uzadigi gosterilmistir [40].
Parenteral yolla verilise uygun olarak farkli etkin madde ve imalat yontemleri kullanilarak

prolipozomal formiilasyonlar gelistirilmis in vivo etkinlikleri incelenmistir (Tablo 4).

Tablo 4. Prolipozom formiilasyonlarinin parenteral yolla uygulanmasina yonelik yapilan ¢alismalar

Formiilasyon Etkin Madde | Hazirlama Sonuglar Ref.
Yontemi

Soya Lesitin Indometazin Akigkan Yatak Siganlarda karragen ile indiiklenmis penge | [41]

Kolesterol Yontemi 6deminde prolipozomlardan elde edilen

Stearilamin lipozomlarmm saf etkin maddeye gore

Disetil fosfat antienflamatuvar etkiyi arttirdig

Efervesan Graniil * bulunmustur

(NaHCO3, monohidrat

sitrik asit ve Tartarik

asitten olugmaktadir.)

Yumurta Adriamisin Film Depozisyon Prolipozomlarin IV infiizyonu ile sicanlarda | [42,

Fosfatidilkolin Yontemi adriamisinin terminal yar1 6mri ile ortalama | 43]

Poloksamer 407 kanda kalis siiresi arttirilmig ve lenf noduna

hedefleme yapilmistir

Soya Fosfatidilkolin Doksorubisin | Modifiye Etanol Prolipozom verilen deneklerde saf etkin | [17]

Kolesterol Enjeksiyon madde ile karsilagtirildiginda egri altinda

Polietilenglikol- Yontemi kalan alan (AUC) 22 kat artarken, akut

distearoil-fosfatidil toksisitenin azaldig1 ve fareler tizerindeki

etanolamin antikanser etkinin artti1 bulunmustur

Oleik asit sodyum

tuzu*

Lipoid E80 Breviskapin Etanol Prolipozomlarin hidarate edilmesi ile elde | [16]

Kolesterol Enjeksiyon- edilen breviskapin lipozomlarinin farelere

Tween 80 Homojenizasyon- | bolus uygulamasi etkin madde eliminasyon

EDTA Liyofilizasyon fazin1 4 kat uzatmistir ve gelistirilen formiil

Mannitol* Y6ntemi kalp hedefli tedavi i¢in faydali bulunmustur

* Formiilasyonda tasiyict olarak kullaniimistir.

Pulmoner Uygulama

Akciger siirfaktanlaria benzer yapidaki fosfolipitlerden hazirlanmalari nedeniyle pulmoner
ilag tasiyict sistemler olarak lipozomlar onemli bir yere sahiptir. Lipozomlara etkin madde
enkapsiilasyonu ile solunum yolunda lokalize ilag taginmasi, ilag etkisinin artirilmasi ve sistemik yan
etkilerin azaltilmasi saglanir. Ancak lipozomlarin stabilite problemleri ve biiylik 6lgekli liretimindeki

zorluklar istesinden gelinmesi gereken problemlerdir [2, 44].



Ankara Ecz. Fak. Derg. 44(2): 308-333, 2020 Dereli ve Sezgin Baymdir 325

Prolipozomlar akciger dokusuna ilag tasinmasi ve solunum yolunda lokal etki saglamak igin
yiiksek afiniteye sahip fosfolipitlere sahip olmasi, stabilitelerinin yiiksek olmasi, kii¢iik partikiil

biiyiikliikleri nedeniyle pulmoner ilag tagimmasinda biiyiik bir 6neme sahiptir [7].
Pulmoner yolla ilag taginmasi 3 tip tibbi cihazla saglanir:

a. Basincli Olciilii Doz Inhalerler

Olgiilii doz inhalerler, sivilastirilmus itici gaz icinde etkin maddelerin ¢ozelti ve
siispansiyonundan olusur. Fosfolipitler i¢cin zayif ¢oziicii 6zelligine sahip olmasindan dolay1
hidrofloroalkanlarin lipozomal formiilasyonlarda itici gaz olarak kullanimi siirhidir. Ancak,
prolipozomlar bu itici gazlarda siispande edilebilir ve lipozomlarin basingli 6l¢iilii inhalerlerle

uygulanmasi i¢in tasiyict olarak kullanilabilir [2].

b. Kuru Toz Inhalerler

Kuru toz inhalerler, ilaci inhalasyon sirasinda ince bir toz halinde veren sistemledir. Kuru
toz inhalerler ile lipozomlarin kontrollii bir sekilde tasinmasi, potens artisi, toksisite azalmasi,
ilaglarin lokal olarak homojen verilisi, hasta uyuncu, stabilite ve yiiksek doz tasima kapasitesi
saglanir. Kuru toz formunda olmalar1 nedeniyle prolipozomlar kuru toz inhalerler araciligiyla

lipozomlarin tasinmasinda en iyi alternatiftir [2].

Rojanarat ve arkadaslari, levofloksasini (LEV) tiiberkiiloz tedavisi i¢in pulmoner yolla
uygulamak tizere piiskiirterek kurutma yontemiyle LEV igeren prolipozomlar hazirlamislardir. LEV
iceren prolipozomlarin saf LEV’e gore solunumla ilgili hiicrelerde daha az toksik oldugu ve ikinci
bir enfeksiyona yol agan enflamatuvar mediyatorlerin iiretimine yol agmadigi bulunmustur. LEV
iceren prolipozomlarin Mycobacterium bovis e karsi etkisi saf etkin maddeden 6nemli derecede fazla
bulunmus ve siganlarda yapilan in vivo tekrarlanan doz toksisitesi ¢aligmasinda herhangi bir toksisite

gbzlenmemistir [45].
C. Nebulizorler

Nebulizorler, pulmoner ila¢ taginmasi icin yaygin bir sekilde kullanilan inhalasyon
cihazlaridir. Bu cihazlarla, ¢ok fazla islem gerekmeksizin etkin madde tasiyan lipozomlar yiiksek
dozlarda uygulanabilir. Fakat etkin maddenin lipozomlardan sizmasi ve diisiik stabilite lipozomlarla
ilgili karsilagilan problemlerdir. Bu problemlerin iistesinden gelmek i¢in kuru toz formiilasyonlar
hazirlanmigtir. Liyofilizasyon ve 6gilitme kuru toz elde etmek amaciyla kullamlabilir, fakat bu
islemlerde uygulanan stres lipozomlar lizerinde zararh etki gosterebilir. Dolayisiyla, prolipozomlar

nebulizasyonla lipozomlarin taginmasi igin stabil bir alternatif olarak kullanilabilir [2].
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Prolipozomlar jet nebiilizator ve titresimli mesh nebiilizatorii kullanilarak kiigiik damlaciklar halinde
aerosol formuna getirilebilmektedir [3]. Piiskiirterek kurutma yontemi ile hazirlanan izoniazid yiiklii
fosfatidilkolin bazli prolipozom formiilasyonlarinin solunumla ilgili hiicrelere toksik olmadig1 ve
ikinci bir enfeksiyona yol agabilecek enflamatuvar mediyatdrlerin iiretimine neden olmadigi
bulunmustur. Prolipozomlarin Mycobacterium bovis’e kars1 etkilerinin saf etkin maddeden 6nemli
derecede fazla oldugu bulunmustur ve sicanlarda yapilan in vivo tekrarlanan doz toksisitesi
calismasinda herhangi bir toksisite gézlemlenmemistir [46, 47]. Bir diger ¢alismada ise rifapentin
yiiklii prolipozamlarin saf etkin maddenin akcigerlerdeki yarilanma Omriini (ti2 ) ve ortalama

alikonma stiresini (MRT) 7 kat uzattig1 gosterilmistir [48].
Transdermal Uygulama

Lipozomal sistemlerin ana bileseni olan fosfolipitler deri lipitleri ile Kkolayca
kaynasabilmektedir ve etkin madde permeasyonunu arttirmak i¢in kullanilmaktadir. Prolipozomlar
deri iizerinde mukozal membranlara uygulandiginda, mukozal sivilarla temas ederek lipozomlar1
olustururlar ve sonugta olusan lipozomlar uzun siireli salim yapan dozaj formlar olarak davranir.
Deri ylizeyi ile birleserek bir konsantrasyon gradyani olusturur ve difiizyonla gegisi saglayarak
permeasyonu artirirlar. Derinin hiicre igi lipit tabakalarina vezikiillerin girisi derinin diizenli
yapisinin akigkanlagmasina ve dagilmasina neden olur. Stratum korneumun bariyer fonksiyonu

ortadan kalkar [2].

Steroidal bir aromataz inaktivatorii olan eksemestan zayif ¢ozlinirligi ve ilk gecis
metabolizmasina ugramasi nedeniyle sinirl biyoyararlanima sahiptir (% 42). Jukanti ve arkadaglar
eksemestanin transdermal olarak verilisi i¢in koaservasyon yontemi ile prolipozomal sistemler
gelistirmiglerdir. Oral siispansiyon ile karsilastirildiginda prolipozomal jellerle biyoyararlanimda 2.4
kat artis saglanmistir [18]. Prolipozomlarin transdermal uygulamalarina yonelik ¢aligmalar Tablo

5’de verilmistir.

Ticari olarak “ProLipoTMNeo” isimli lesitin ve propandiol igeren prolipozom formiilasyonu
piyasada bulunmaktadir. Hidrofilik ve/veya lipofilik etkin maddeleri enkapsiile ederek

biyoyararlanim ve deri penetrasyonunu arttirmak i¢in tasarlanmstir [3].
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Tablo 5. Prolipozom formiilasyonlarinin transdermal yolla uygulanmasina yonelik yapilan

calismalar
Formiilasyon Etkin Madde H?mrlal.na Sonuclar Ref.
Yontemi
Yumurta .
R Levonorgestrelin  transdermal  yama
fosfatidilkolin .
formunda  hazirlanan  prolipozomal
Kolesterol Koaservasyon | formiilasyonlarinin tavsanlar {izerindeki
Stearik Asit Levonorgestrel - asy . Jasyoniarinin tavs . [49]
Yontemi in vivo etkinligi incelenmis krem
Etanol N N
N formuna gore daha yiiksek AUC
Biitanol degerleri elde edilmistir
izopropil Alkol & 3
Prolipozomal glipizid formiilasyonuyla
Soya Lesitin Film fl{yabetll sicanlarda herhangi bir deri
S - iritasyonu olugmadan 24 saate kadar
Kolesterol Glipizid Depozisyon W 9 [50]
e - : kontrollii etkin madde salimi saglanmig
Sorbitol Yontemi . )
ve yan etkiler Onlenerek glukoz
seviyesinde azalma gézlenmistir
In vitro ve ex vivo c¢alsmalar
prolipozomlarin etkin madde
Fosfatidilkolin Film molekuvllermm "den}_/e permeasyonunu
- arttirdigin1 ~ gosterirken, in Vivo
Kolesterol Naproksen Depozisyon N . o [51]
ik - : caligmalar pence Odemi gelistirilen
Mannitol Yontemi : o .
sicanlarda  prolipozomal jelin ticari
preparata gore daha iyi antienflamatuvar
aktivite sagladigini gdstermistir
Deride iritan etkileri olmadig1 gosterilen
Soya Fosfatidilkolin Lizinopril Koaservasyon | prolipozomal jel formiilasyonlari ex vivo [52]
Kolesterol Dihidrat Yontemi permeabilite ¢alismalarda siirekli ve
yiiksek oranda deriden gecis saglamistir

* Formiilasyonda tasiyict olarak kullaniimustir.

Mukozal Uygulama

Prolipozomlar mukozal sivilara temas ettiklerinde vezikiiler yapilar1 olustururlar.
Yapilarinda bulunan fosfolipitler biyolojik membranlar i¢in dogal afiniteye sahiptir ve lipozomlar
mukozada birikerek etkin maddenin kalis siiresini artirirlar. Mukozal retansiyondaki artig ile

biyoyararlanim da artar [2].

Vajinal tasiyici sistemler siklikla lokal mantar enfeksiyonlarinin tedavi edilmesi igin
kullanilmaktadir. Klasik formiilasyonlardaki antifungal ve steroid bilesenlerin zayif ¢oziintirliikleri
molekiiler olarak dagilimlarimi smirlar ve dolayisiyla etki bolgesinde yeterli konsantrasyon
saglanamaz [2]. Klotrimazol genis ve etkili bir sekilde vulgovajinal kandidiazis tedavisi igin
kullanilmaktadir, fakat suda diisiik ¢oziiniirliige sahiptir. Ticari olarak mevcut krem, merhem ve jel
gibi klasik klotrimazol vajinal formiilasyonlarla etkin maddelerin hedef bdlgede nispeten kisa bir
stire kaldig1 diisliniilmektedir. Ning ve arkadaslar1 klotrimazoliin prolipozom formiilasyonunu
gelistirerek sicanlarda standart merhem ile fungusidal etkisini karsilagtirmiglaridir. Klotrimazol

iceren vajinal prolipozomlar uzun siireli etkin madde salimi saglamis ve mukozada kalma siiresini
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artirmigtir. Standart merhem ile karsilagtirildiginda antifungal etki daha yiiksek bulunmustur.

Sistemin vajinal dokularin morfolojisini olumsuz bir sekilde etkilemedigi gozlemlenmistir [53].

Nazal yolla mukoadhezif formiilasyon uygulamasi, terapotik bilesiklerin lokal ve sistemik
olarak taginmasin arttirmaktadir. Nazal yol, oral absorpsiyonu diisiik olan etkin maddelerin sistemik
verilisi i¢in umut verici bir alternatiftir. Kisa yarilanma dmriine sahip etkin maddelerin uzun siireli
saliminin olmamasi ve nazal bosluktaki kalis siirelerini kisitlayan mukosiliyer klirensin varligi nazal
ilag wverilisi ilgili smirlamalardir. Prolipozomlarin hidratasyonuyla olusan lipozomlar yiizey
viskoziteleri nedeniyle mukosiliyer klirensi azaltir ve mukus membrani ile uzun siireli etkilesim
saglar. Hidratasyon islemi sistemik dolagimda kisa yarilanma omriine sahip maddelerin daha uzun

siire plazma konsantrasyonlarinin saglanmasinda 6nemli rol oynamaktadir [2, 54].

Propranolol sulu bir ¢dzelti olarak intranazal olarak uygulandiginda hizli absorbe olan bir
beta blokordiir. Sistemik dolagimdan hizli bir sekilde elimine edilir ve bu nedenle sik dozlama
gerekmektedir. Ahn ve arkadaglar1 propranololiin nazal uygulamast i¢in prolipozomlar: kullanmistir.
Prolipozomlarin nazal bosluktaki yavas hidratasyonu nedeniyle daha uzun siireli plazma
konsantrasyonu saglanmistir. Prolipozomlar ve lipozomlar arasindaki ortalama alikonma siiresi farki
olarak tanimlanan prolipozomlarin ortalama hidratasyon siiresi degerlendirilmistir. Bu deger 80.4
dakika bulunmustur ve prolipozomlarin nazal boslukta ¢ok yavas bir sekilde hidrate oldugu bdylece

nazal boslukta daha uzun siire kaldigin1 gosterilmistir [55].

SONUC VE TARTISMA

Prolipozomlar su veya biyolojik sivilarla temas ettiginde hidrate olarak lipozomlar1 olusturan
formiilasyonlardir. ~ Ozellikle —¢oziiniirliigii ~ diisiik  etkin  maddelerin  ¢dziiniirliik  ve
biyoyararlanimlarimin artirllmasinda ve lipozomlarla ilgili stabilite problemlerinin agilmasinda
onemli bir rol oynarlar. Farmasotik alanda genis bir kullanimi olan prolipozomlar baslica oral,
parenteral ve transdermal yollar ile uygulanmaktadir. Kontrollii etkin madde salimi saglamalarindan
dolay1 tan1 ve tedavi amaciyla yiksek kullanim potansiyeline sahiptirler. Piiskiirterek kurutma ve
aligkan yatak gibi yontemler kullanilarak biiyiik 6lgekte iretilebilmekte ve kuru toz formunda
olmalar1 nedeniyle tablet, kapsiil gibi dozaj formlar1 haline getirilebilmektedirler. Yiiksek fiziksel ve

kimyasal stabiliteleri nedeniyle umut verici ilag tastyici sistemlerdir.
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Amagc: Bu derlemenin amaci Rasyonel Ilag Tasariminda kullanilan Molekiiler Mekanik ve Molekiiler
Dinamik yontemlerinin incelenmesi, yontemlerin temelinin arastirilmasi, avantaj ve dezavantajlarinin ortaya
konmasini saglamaktir.

Sonug ve Tartisma: Yeni ila¢ etken maddesi kesfi Farmasotik Kimya 'nin temel ilgi alanidr. Yeni ilag
etken maddesi kesfinde kullanilan Bilgisayar Destekli Ila¢ Tasarimi Yéntemleri giiniimiizde dikkat ¢eken
yéntemlerdir. Buyontemler arasinda kullanilan Molekiiler Dinamik (MD) molekiiller ve atomlarin bir araya
gelerek etkilestikleri sitemin zaman icindeki geligimini tahmin etmekte kullanilan bir bilgisayar simiilasyon
(benzetim) metodudur ve MD 'nin dayandigi temel fikir molekiillerin zamana bagl veya zamandan bagimsiz
mikroskobik davraniglarini  simiilasyonlarla gézlemleyerek olusabilecek biyolojik aktiviteyi tahmin
edilebilmeyi miimkiin kilmaktir. 1970’lerden beri molekiiler dinamik proteinler ve niikleik asitler gibi
makromolekiillerin dinamik ve yapisal ézellikleriyle ilgili calismalarda yaygin olarak kullanilmaktadir.
Molekiiler Mekanik ise molekiiler sistemleri modellemek icin klasik mekanik metotlart kullanan, sistemin
molekiil i¢i ve molekiiller arast enerjilerini “kuvvet alanlart” olusturarak hesaplama yontemidir. Yeni ilag
etken maddesi kesfi zorlayici, zaman gerektiren ve pahali bir siirectir. Bu siirecin daha kolay hale gelmesi,
daha az zaman ve emek harcayarak ve daha ucuz bir sekilde yiiriitiilebilmesi i¢cin Molekiiler Dinamik ve
Molekiiler Mekanik Yontemler agwrlikly calismalar yapilmast yararl olacaktir.

Anahtar Kelimeler: molekiiler dinamik, molekiiler mekanik, molekiiler modelleme, rasyonel ilag
tasarimi, yeni ilag kegfi
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Obijective: In this rewiev, 1t’s aimed to view the Molcular Dynamics and Molecular Mechanics methods
to use in Rational Drug Design, research the basics, exhibit the advantages and disadvantages of these
methods.
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Result and Discussion: The discovery of drug active substance is the main research interest of the
Pharmaceuthical Chemistry. Computer Aided Drug Design Methods are used in the discovery of new drug
active substances are the methods attract attention. Molecular Dynamics is the computituonal simulation
method to predict the development of the system that molecules and atoms interact together over time. The
basic idea is to make it possible to predict the biological activity that may occur by observing the time
dependent or time independent microscopic behavior of molecules. Since 1970’s it’s been widely used in
studies of the dynamic and structural properties of macromolecules such as proteins & nucleic acids.
Molecular Mechanics is the method of calculating the intramolecular and intermolecular energies of the
system by creating force fields by using classical mechanical methods to model molecular systems. The
discovery of new drug is challenging, time consuming and expensive process. These studies should be
conducted in order to make this process easier, cheaper, to spend less time and effort.

Keywords: molecular dynamics, molecular mechanics, molecular modelling, new drug design, rational
drug design

GIRIS

Rasyonel ila¢ Tasarimi ve 3D yap1

Hastaliklarin tedavi edilmesi igin yeni terapétik ajanlarin rasyonel tasarimi medisinal
kimyacilarin en ¢ok ilgi gosterdigi alanlardandir. Yillarca yeni ilag kesfinde, dncii bir molekiilden yola
cikarak istenen biyolojik aktiviteye sahip analog bilesikler bulmak stratejisi uygulanmistir. Ancak bu
siireg, birgok deneme ve hata dongiisiinii de i¢ermektedir. Dolayisiyla yorucu ve pahali bir siirectir. Bu
kisitlamalari asarak ilag gelistirebilmek i¢in geleneksel yontemler artik hastaliklarin altinda yatan
molekiiler siireclerin arastirilmasini saglayan daha dolaysiz yaklasimlarla desteklenmektedir. Bu
yaklagimlar rasyonel ilag tasariminin temelini olusturur [1-3].

Molekiiler siireglere dayanarak yapilacak ilag tasarimu i¢in baglangi¢ noktasi; reseptor, enzim ya
da niikleik asitler gibi biyomolekiiler hedeflerdir. Biyomolekiiller, sinyal iletimine veya metabolik
stireclerin degistirilmesine yol agan protein-protein etkilesimleri veya protein-niikleik asit etkilesimleri
araciligryla hastaliklarin ilerlemesinde kritik bir role sahiptirler. Bu nedenle biyomolekiilleri goz 6niinde
bulunduran bir yontem olan rasyonel ilag tasarim ilaglarla iligkili problemlerin iistesinden gelmek i¢in
O6nemlidir [1-3].

Molekiiller 1970’lerin basina kadar 2 boyutlu olusumlar olarak degerlendirilmis ve 2 boyutlu
kimyasal ¢izimler seklinde tanimlanmistir [1]. Bu ¢izimler hangi atomun hangi atomla baglantili
oldugunu gosterirler. Fakat atomlarin uzayda diizenlenigini ele almazlar. Oysa molekiiller 3 boyutlu
olusumlardir ve stereokimyasal 6zellikleri vardir [4]. 3D (i¢ boyutlu) ifade kimyacilarin algisini
gelistirmistir ve mevcut kimyasal sezgilerini genisletmeye katkida bulunmustur. Boylece, ii¢ boyutlu
kantitatif yapi-aktivite iliskileri (3D-QSAR) kavramlar1 gdz oniine alinmaya baslanmustir. ilaglarin
biyolojik aktivitelerinin, 3D molekiiler 6zellikleriyle tanimlanabilecegi ortaya ¢ikmustir. Bu amagla

bilgisayarlarin grafiksel 6zellikleri yogun olarak kullanilmaya baglanmistir [1].
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1. Kompiitasyonel (Hesaplamah) Kimya, Bilgisayar Destekli ila¢ Tasarimi ve Molekiiler

Modelleme

Teorik Kimya, Kompiitasyonel Kimya ve Molekiiler Modelleme terimlerinin anlamlar1 arasinda
cok sayida karisiklik bulunmaktadir [5].

Teorik Kimya, kimyanin matematiksel ifadesi olarak tanimlanabilir [6]. Cogunlukla kuantum
mekanik terimiyle es anlamli kabul edilir [5].

Kompiitasyonel (hesaplamali) Kimya ise sadece kuantum mekanigini degil molekiiler mekanik,
minimizasyon, simiilasyon, konformasyonel analizler ve molekiiler sistemlerin davranislarinin
anlasilmasi icin kullanilan diger bilgisayara dayali yontemleri kapsar [5]. Yontem bilgisayar donanimi
ve yazilimlarindaki muazzam gelismelerden sonra son derece popiiler hale gelmistir [6].

Molekiiler Modelleme ise kompiitasyonel kimyadan yararlanarak molekiillerin in silico ortamda
tic boyutlu yapi-etki iligkilerini analizleyen simiilasyon tekniklerini igerir [6].

Bilgisayar destekli yontemler yillardir ilag kesfinde merkezi bir rol oynamaktadirlar [7] (Sekil 1).
Bu yontemler bilinen klasik yontemlerle kiyaslandiginda yeni ilag adaylar elde etmede daha hizli ve
daha diisiik maliyetlidir [8]. Onayli bircok ilacin gelistirilmesinde Bilgisayar Destekli Ila¢ Tasarin
(Computer Aided Drug Design - CADD) 6nemli 6lgiide fayda saglamistir [7,9].

CADD kompiitasyonel kimyay1 kullanan molekiiler modelleme tekniklerini i¢eren bir disiplindir.
Fizikten ve kompiitasyonel kimyadan farklidir ¢ilinkii fizik ve kompiitasyonel kimya atomik veya
molekiiler diizeydeki kimyasal fenomenlerin agiklanmasima odaklanirken CADD buna ek olarak
medisinal kimyanin temel sorusu olan su soruya da cevap arar “Molekiiler yapi ile biyolojik etki arasinda
hangi iliskiler yer almaktadir?”

CADD, 2 temel misyonla medisinal kimyanin optimizasyonuna katki saglar; kii¢iik molekiillerin
(ligand) proteine (reseptdr) nasil baglanacaginin tahmin edilmesi ve genellikle ve yaklagik baglanma
affinitesinin tahmin edilmesi [7,9].

Liganda dayal ilag tasarim: [lgilenilen biyolojik hedefe baglanacak olan molekiiliin biliniyor
olmasina dayanir. Biyolojik hedefin modeli ona baglanan molekiillerin yapisina dayanarak olusturulur
ve bu olusturulan hedefle etkilesebilecek yeni molekiiler olusumlar tasarlanir [10].

Yapiya dayali ilag tasarimi: Biyolojik hedefin 3D yapisinin bilinmesine dayanir. Biyolojik
hedefin 3D yapist NMR veya X-ray kristallografisi yontemiyle aydinlatilir. Yapiya dayali ilag tasarimi
yeni ligandlar tasarlamada temel olarak proteinin yapisini kullanir. Bu yontemin temeli; iyi bir ligand
molekiiliiniin hedefe siki bir sekilde baglanacagi varsayimidir. Bu nedenle potansiyel yeni ligand
tasarlamada veya elde etmede temel prensip bilinen bir ligandin hedefe baglanma affinitesinin tahmin

edilmesi ve se¢im igin bunun bir kriter olarak kullanilmasidir [11].
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Sekil 1. Bilgisayar destekli ilag tasarimi yontemleri

Yapiya dayali ila¢ tasariminda, CADD yoOnteminin temel hedefi molekiiliin hedefe baglanip
baglanmayacagi veya ne kadar gii¢lii baglanacagi ile ilgili tahminde bulunmaktadir [11]. Yani, CADD
istenilen biyolojik etkiyi elde etmek i¢in hangi molekiiliin sentezlenmesi gerektigi ile ilgili tahminler
yapmay1 hedefler [12].

Reseptor ve ligandin birbirine baglanabilmesi i¢in belirli konformasyonlarda olmalar1 gereklidir.
Konfrormasyon, molekiillerin baglarinda herhangi bir degisiklik olmadan tekli baglar1 etrafinda serbest
dondsii ile sahip olduklar1 3D uzaysal geometrileridir. Konformasyon degistik¢e molekiiliin enerjisi ve
dolayisyla kararlilign degisir. Konformasyon analizi yapilarak molekiillerin (reseptor-ligand, ilag-
protein vb.) baglanma yiizey enerjilerinin hesaplanmasi saglanir. Bu amagla Molekiiler Mekanik ve
Molekiiler Dinamik ligand konformasyonunun tahmin edilmesinde ve ligand biyolojik hedefe(protein)
baglandiginda proteinin konformasyonel degisimin modellenmesinde en sik kullanilan yontemlerdir.
Semi-ampirik, ab-initio, kuantum kimyasal yontemler ve yogun fonsiyonel teoriler molekiiler mekanik
hesaplamalar i¢in parametrelerin optimize edilmesinde siklikla kullamilir ve ayrica ilag adaymnin
baglanma affinitesini etkileyecek elektronik 6zelliklerinin tahmin edilmesini saglarlar [11].

1980’lerin basinda ilag sanayisinde CADD i¢in ¢ok biiyiik bir ilgi vardi. Ornegin; Fortune dergisi
5 Ekim 1981 baghik: Siradaki endiistriyel devrim, Merck’de ilaglar bilgisayaralarla tasarlaniyor.
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1980lerde ilag sanayinde yatirimcilar bu alana milyonlarca dolar yatirim yaptilar. 1989-1991 yillan
arasinda ilaglarin tek tek atom atom tasarlanabilecegi fikri popiiler hale geldi [12].

1990’1arin sonlarinda CADD yeniden-ivme kazandi. Hedefe dayali ilag¢ tasarimi HIV proteaz
inhibitorlerinin (ritonavir, indinavir) gelistirilmesinde Onemli rol oynamistir. Daha da fazlasi
farmakofora dayali ilag tasarimiyla yeni ila¢ adaylari gelistirilmistir, De novo tasarimla ilag
gelistirmeden kullanilmistir ve Lipinski ve arkadaslari molekiiliin ilag olabilmesi igin gerekli olan basit
kurallar1 gelistirmislerdir [12].

Gilinlimiizde artik taxol drneginde oldugu gibi dogal molekiillerin hi¢ modifiye edilmeden ilag
olarak kullanilmasi nadirdir. Cogu ilag, kesif programlari sayesinde biyomolekiiler hedefin
tanimlanmasiyla yani rasyonel ila¢ tasarim yontemleri ile elde edilmektedir. Cogunlukla ila¢ kesfinde
klinik oncesi galigmalar sonunda da bu yontemlerle bazi ufak tefek diizetmeler yapilmaktadir [8].

Modeller, hesaplamalari ve tahminleri kolaylastirmak igin bir sistem ya da siirecin tanimlanmasini
genellikle matematiksel terimlerle basitlestiren veya ideallestiren tasarimlardir [5]. Karmasik
matematiksel manipiilasyonlar1 gerceklestirmeden olaylar1 tahmin etmemizi ve anlamamizi saglarlar
[6]. Modelleme, yapisal / dinamik / termodinamik kaliplari sistematik bir sekilde arastirmak, hipotezleri
test etmek ve gelistirmek, deneysel verileri yorumlamak ve genisletmek ve molekiiler yapiy1, esnekligi
ve iglevleri yoneten temel yasalari daha iyi anlamak ve genisletmek ic¢in bir yol saglar. Molekiiler
modelleme yontemi bu nedenlerden dolayr model olusturarak ve hesaplama yoluyla molekiiler yap1 ve

islevleri incelemektedir [13].

1.1. Molekiiler Dinamik

Molekiiler Dinamik (MD) simiilasyonlar deneylerin esdegeri olarak analitik olarak
hesaplanamayan karmasik sistemlerin dinamik 6zelliklerini tahmin etmede kullanilarak deney ve teori
arasinda bir ara yiiz olustururlar [13]. MD simiilasyonlar molekiiler sistemlerin hareketlerini
modellemek i¢in kullanilabilirler. Bu molekiiler sistemler proteinler, hiicre membrani, DNA, yeterince
uzun ve isabetli MD simiilasyonlari ilag tasarlayan kisinin laboratuvar deneylerinde gozlenemeyen 3D
protein katlanmasi, protein fonksiyonundan sorumlusu yapisal degisiklikler ve protein-protein veya
protein- aday ilag molekiilii arasindaki etkilesimler gibi 6nemli biyokimyasal olaylarin gozlenebilmesini
saglar. Bunun gibi simiilasyonlar biyoloji ve kimya alanlarindaki cevaplanmamis 6nemli sorularin

yanitlanmasini saglar. Ayrica ilag gelistirme siirecine siirekli katki saglar [14,15].

1.1.1. Fikir ve Siire¢

Atom ve molekiil topluluklarimin zamana bagli gelisimini anlayabilmek i¢in MD yontemlerden
yararlanmak gerekir [4]. MD’ nin arkasindaki temel fikir mikroskobik sistemin zamana bagli davranigini
gozlemlemektir [16]. Molekiiler dinamik (MD) simiilasyonlari-protein yapisinda bulunan ya da herhangi

baska bir sistem i¢inde yer alan her bir atomun interatomik etkilesimlerini hesaplayarak atomun zaman
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icinde nasil hareket edecegini 6ngdriir. Bu simiilasyonlar, konformasyonel degisim, ligand baglanmasi
ve protein katlanmas1 da dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli 5nemli biyomolekiiler prosesleri yakalayabilir ve
tiim atomlarin femtosaniye i¢indeki gecici ¢dziiniirliikteki pozisyonlarini ortaya ¢ikarabilir. Onemli olan
bu tiir simiilasyonlarin biyomolekiiliin zaman i¢inde nasil tepki verecegini tahmin edebilmesidir [17].

Sistemin zamana bagli davranist Newton’un ikinci kanunun ikinci dereceden diferansiyel
esitliginin ¢oziilmesiyle elde edilir [16,18]. Newton’un hareket kanunu sunlari ifade eder;

1- Kiitle diiz bir ¢izgide sabit bir hizla {istiine etkiyen kuvvet yoksa hareketine devam eder

2- Kuvvet, momentumdaki degigim oranina esittir

3- Her harekete esit ve zit yonde bir kars1 kuvvet vardir

Newton’un hareket kanunlari uygulanarak ii¢ farkli tipte problem ¢dziilebilir. Kolay olan,
iizerlerine hicbir kuvvet etki etmeyen partikiillerin carpismasidir. Bir carpismadan bir sonraki
carpismaya partikiiliin pozisyonu degisir. Ikincisi ve daha karmasik olan durumda partikiile carpigmalar
arasinda sabit bir kuvvet etkir. Bu tip harekete 6rnek olarak yiiklii bir par¢cacigin degismeyen bir elektrik
alan icinde hareketi verilebilir. Uciincii durumda ise partikiil iizerindeki kuvvet diger partikiillerin
pozisyonuna bagli olarak degisir. Burada hareketi, parcaciklarin hareketinin eslesmis dogasi nedeniyle
analitik olarak tanimlamak imkansiz olmasa da, olduk¢a zordur [17].

MD i¢in 6nce molekiiler sistemin bilgisayarda bir modeli olusturulur. Daha sonra sistemdeki her
bir atom {izerine etkili kuvvetler tahmin edilir. Kuvvetler hesaplandiktan sonra atomlarin konumlari
Newton’un hareket kanununa gore degisir [19].

Izole sistemler igin, atomlara etki eden kuvvetler, sadece sistemi olusturan diger parcaciklarla
etkilesimlerinden kaynaklanmaktadir. Klasik MD simiilasyonunda, atomik etkilesimlerin altinda yatan
fiziksel etkiler, uygun sekilde parametrelestirilmis bir skaler potansiyel enerji fonksiyonu araciligiyla
tanimlanir ve boyle bir gosterimle ortaya ¢ikan model, kuvvet alani olarak adlandirilir. Kuvvetler, boyle
bir potansiyel enerji fonksiyonunun gradyani olarak hesaplanabildigi zaman, mekanik sistemin
“korunumludur korunumlu oldugu s6ylenir ve toplam enerji hareketin sabit bir degeridir [18].

MD simiilasyonlar bir¢ok acidan gergek deneylere benzerler. Gergek bir deney yaptigimizda
calismak istedigimiz materyalden 6rnek aliriz, bu 6rnegi 6l¢iim cihazina baglariz ve belirli bir zaman
araliginda 6rnegin ilgilendigimiz 6zelligini olceriz. MD simiilasyonlarda da kesinlikle benzer yol izlenir.
Once 6rnek hazirlanir. N partikiil iceren model sistem secilir ve Newton’un hareket esitlikleri bu sistem
icin, sistemin 6zellikleri zamanla artik degismeyene kadar ¢6ziiliir. Denge anindan sonra gercek 6lgiim
yapilir [20].

MD simiilasyonlara giris yaparken MD’yi basit bir program olarak kabul ederek baslangig
yapmak en kolay yoldur. Program su adimlarla ilerler:

* Calisma kosullarinin spesifik parametreleri okunur (baslangic sicaklig, partikiil sayisi, zaman

basamaklari)
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* Sistem baglatilir. Simiilasyonun baslangicinda sistemdeki tiim partikiillere bir baslangig
pozisyonu ve hiz atanir. Partikiil pozisyonu simiile etmeyi hedefledigimiz yapiyla uyumlu olarak
sec¢ilmelidir.

* Tiim partikiiller tizerindeki kuvvetler hesaplanir. MD nin en ¢ok zaman alan boliimiidiir.

* Newton’un hareket kanunlar1 entegre edilir

+ Olgiilen degerlerin ortalamasi alinir ve program durdurulur [20].

1.1.2.  Protein Esnekligi

Molekiiler hareket siiphesiz ki ila¢ kesfiyle iligkili bir konudur. Baslangicta anahtar-kilit
modelinde reseptor (protein) donmus, hareketsiz ve kiigiik molekiil konformasyon degistiremeyen
yapida olarak kabul edilmistir. Oysa molekiilde hem konformasyonel degisiklikler vardir hem de
reseptor ve ligandin titresim hareketleri vardir [19]. Dolayisiyla tarihi kilit-anahtar mekanizmasi protein
esnekligini, reseptdr ve ligandin karsilikli adaptasyonunu hesaba katabilmek i¢in el-eldiven kavramina

doniismiistiir [7] (Sekil 2).

1. Anahtar-
kilit e =
modeli ud

2. El-eldiven
modeli —

Sekil 2. Reseptor-ligand etkilesim modelleri

Kristallografik yontemler proteinlerin esnek olmalarinin ligand baglanmasi ig¢in 6nemli rol
oynadigini géstermektedirler [19,21].

Proteinin sadece tek bir konformasyonu bize protein dinamigiyle ilgili ¢ok az sey sdyleyebilir.
NMR, X-ray kristallagrofisi, homoloji modelleme gibi statik yontemler makromolekiiler yapiya dair cok
onemli bilgiler saglamaktadirlar. Ama molekiiliin tanimlanmasi ve ila¢ baglanmasi ¢ok dinamik
siireglerdir. Ilag gibi kiigiik molekiiller (ligand) bir ¢dzelti iginde hedefe yaklastiginda donmus ve tek bir
yapiya baglanmaz. Onun yerine sabit bir hareket igindeki makromolekiile baglanir. Baz1 nadir
durumlarda protein hareketi kisitlidir. Ligand anahtarin kilite yerlesmesi gibi statik bir baglanma cebine
yerlesir. Daha tipik olarak ligand dinamik reseptor tarafindan 6rneklenen bir¢ok konformasyonun
sadece bir alt kiimesine baglanip stabilize edebilir. Reseptdr hareketi ilacin baglanmasinda esansiyel bir
rol oynar [19]. Reseptdr ve ligand esnekligi; ilag baglanmasini, kinetik ve termodinamik 6zellikleri

dogru olarak tahmin edebilmek i¢in ¢ok 6nemlidir [16] (Sekil 3).
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1. Sabit
protein

2. Esnek
protein

Sekil 3. Esnek ve sabit proteinin baglanma sirasindaki farklar

llag kesfi i¢in iizerinde calisilan hedef reseptérler olan biyomolekiillerdeki atomlar da sabit bir
hareket igindedirler ve hem molekiiler fonksiyonlar hem de intermolekiiler etkilesimler molekiiliin
icerdigi dinamiklere baglidir. Arastirmaci sadece statik anlik bir goriintii degil (tek bir konformasyon
degil) bu biyomolekiilleri hareket halinde izleyebilme, onlar1 atom seviyesinde bozabilecek ve nasil
tepki verebileceklerini gorebilmeyi ister. Maalesef, tek tek atomlarin hareketlerini izlemek ve onlar
istenen sekilde bozmak zordur. Cazip bir alternatif olarak, ilgili biyomolekiillerin atom diizeyinde bir

bilgisayar simiilasyonu ile ¢alismaktir [17].

1.1.3. Tarihge

Bilgisayar metodlarimin ilag kesfine bu kadar entegre hale gelmesi son 25 yil icinde olmustur. iki
boyutlu QSAR c¢alismalariin Stesine gegip bilgisayarli kimyasal yap1 gosterimi ve bilgisayarl bilesik,
reaksiyon, 6zellik ve yapi-aktivite veri tabanlari ile genislemistir [22]. Artik kimyasal ¢izim igin, iki ve
iic boyutlu yapilarin aydinlatilmasi i¢in, molekiiler goriintiileme i¢in, konfromasyonel arastirma igin,
molekiiler dinamik ve biyomolekiiler yapinin gelistirilmesi i¢in yliksek ¢oziiniirliikk 6zelliklere sahip
yeni programlar gelistirilmektedir [8].

Molekiiler Dinamik simiilasyonlar yeni degildirler [8]. Method 1950’lerin sonlarinda teorik
fizigin biinyesinde tasarlanmistir. Ama su anda kimyasal fizikte, doga bilimlerinde, biyomolekiillerin
modellenmesinde ve son donemde de ilag kesfinde kullanilmaktadir [16]. Ilk MD simiilasyon basit
gazlarm simiilasyonu olarak 1917°de de Alder ve Wainrigt tarafindan yapilmistir [5,17,23].

Maddenin 3 fazindan modellenmesi en kolay olan gaz fazidir. Cilinkii atomlar birbirinden ¢ok
uzaktadirlar ve bu nedenle intermolekiiler etkilesimler goz ardi edilebilir. Kristalimsi bir kat1 igindeki
atomlar veya molekiiller ise diizenli bir halde bulunurlar. Bu tarz modeller yirminci yiizyilin baginda
gercekten anlasildiktan sonra, kati hal teorisi hizli bir ilerleme kaydetti. Diger taraftan, sivilarin

modellenmesi gazlardan ve katilardan daha zordur. Ciinkii sivilar ne diizenli ne de diizensizdirler [4].
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Proteinlerin ilk MD simiilasyonu ise 1970’lerin sonlarinda McCammon tarafindan yapilmistir.
Bu simiilasyonlarin temel ¢aligmalarindan biri, Lewitt, Lifson ve Warshel’e 2013'te Nobel Kimya

Odiilii'nii kazandird: [17].

1.14. Sert Kiireler Modeli

B.J. Alder ve T.E. Wainwright sert kiirelerin iki boyutlu esdegeri olarak sert diskler {izerinde bir
calismayla “Molekiiler Dinamik” olarak bilinen yontemi diinyaya 1957 yilinda tanittilar [4,23].

Bu modelde kiireler carpigmalar arasinda sabit bir hizla diiz ¢izgide hareket ederler. Tiim
carpismalar mitkemmel elastikliktedir ve ayrilma gerceklestiginde kiirelerin merkezleri aras1 mesafe
kiire ¢apina esittir.

Sert kiire hesaplamalarinda adimlar;

- Sirada carpisacak olan kiireler tanimlanir ve ¢arpismanin ne zaman olacagi hesaplanir

- Carpisma aninda kiirelerinin pozisyonlarinin hesaplanir

- Carpisma sonrasi ¢arpigan 2 kiirenin hizlarinin belirlenir

- Ik kiireden sonuncuya kadar islemin tekrarlanir

Sert Kiire Modeli gibi basit etkilesim modellerinin agik¢a goriilebilen bir¢ok eksikligi mevcuttur.
Ama buna ragmen akiskanlarin mikroskopik dogasina bakis i¢in kullanilighdir [5].

Sert Kiireler Modeli bilinen herhangi bir maddenin molekiiller aras1 potansiyelini temsil ettigi
icin degil, potansiyele dayanan hesaplarin basit olmasi nedeniyle teorik olarak biiyiik ilgi ¢ekmektedir.
Ideal bir gazda intermolekiiler etkilesimler olmadig icin potansiyel sifir kabul edilir. Ideallikten
sapmalar, parcaciklar arasi potansiyelden kaynaklanmaktadir. Sistem arasinda yaricap kadar mesafe
olan kiirelerinden olusur ve iki kiirenin temas ettigi zamanlar harig potansiyel sifirdir, dokunduklarinda
ise sonsuza esittir [4].

Daha gercekei intermolekiiler etkilesim modellerinde her partikiil iizerindeki kuvvet partikiiliin
konumu degistiginde degisecektir ya da partikiil etkilestigi baska herhangi bir partikiil konumu
degistirecektir. Devamli potansiyel kullanilan ilk simiilasyon Rahman’in argon ¢alismasidir. Bu ayrica

stvilarin ilk molekiiler simiilasyonudur [5,4].

1.1.5.  Yontemin Kisitlamalari

Biyolojik siireglerin cogu milisaniye zaman diizeyinde gerceklesir ve bu siireclerin simiilasyonlar
10 binlerce atom igerir. Bu da atomlarin hepsinin diger atomlara uyguladigi kuvvetin sadece birkag
mikrosaniye i¢inde hesaplanmasi gerektigi anlamina gelir. Bu gereklilik gliniimiizdeki genel amaclh

bilimsel siiper bilgisayarlarin bile kapasitesinin ¢ok iistiindedir [24,14].
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1.15.1. Kuantum Etkiler:

Sifir noktasi enerjisi:

Reaksiyona girenler, iirlinler ve reaksiyon sirasindaki cekirdeklerin titresimleriyle iligkili
enerjidir. Cekirdek hareketinin {izerindeki potansiyeli tanimlamak i¢in elektronik potansiyel yiizeye
dahil edilebilecek statik etkiyi temsil ettigi kabul edilir. Reaksiyona girenler ve iiriinler arasinda bir
enerji bariyeri vardir. Sifir noktasi enerjisi reaksiyonda klasik enerji bariyerinde farkli bir enerji esigine
sebep olur. Bu durum klasik ve kuantum sabitler arasindaki ana farkliligin basinda gelir [26].

Kuantum tiinelleme:

Tek bir tanim1 yoktur ama tiinelleme genellikle reaksiyon bariyer enerjisinden daha diisiik enerji
seviyesinde reaksiyonun yliriimesiyle iliskilidir [26].

Rezonans:

Kimyasal reaksiyonlar konusunda rezonansin anlami yari kararli bir fazin olusmasidir. Bu
durumda girenlerden {irlinlere gecilmesi daha uzun zaman alir. Rezonans kuantum mekanik

karakterdedir ¢iinkii kesikli/kuantli enerjilerde meydana gelir [26] (Sekil 4).

Potansiyel
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Sekil 4. Tekime potansiyel enerji-tepkime koordinati grafigi

Molekiiler dinamikte elektronik hareket dikkate alinmaz ve kuantum etkiler g6z ard edilir. Klasik
yaklasim, ¢ok ¢esitli sistemler ve malzemeler i¢in miitkemmeldir, ancak bag olusumu ve yarilma,
polarizasyon ve metal iyonlariin kimyasal baglanmasi gibi elektronik yeniden diizenlemeleri igeren
reaksiyonlar i¢in uygun degildir [13].

Simiilasyonlar birgok 6nemli molekiiler hareketi dogru bir sekilde tahmin edebilmekle birlikte,
Ornegin gecis metali atomlarinin baglanmaya dahil oldugu durumlarda, kuantum etkilerinin 6nemli
oldugu sistemler icin yetersizdir. Bu zorlugun {istesinden gelmek igin, bazi arastirmacilar klasik
molekiiler-dinamik kuvvet alanlarina kuantum mekanik hesaplamalar getirmislerdir; enzimatik aktif
alanlarin veya diger simirl ilgi alanlarinin hareketleri ve reaksiyonlari, kuantum mekaniginin yasalarina
gore simiile edilir ve daha biiyiik sistemin hareketleri molekiiler dinamik kullanilarak tahmin edilir. Tim

sistemi tanimlamak i¢in kuantum mekanigin kullanilmasinin “ideal” den uzak olmasina ragmen, bu
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hibrit teknik yine de bir dizi sistemi incelemek igin basariyla kullanilmigtir. Baglanma ve bag
olusumunun yam sira, elektronlarin bir atom ¢ekirdeginden digerine kimyasal olarak baglanmis atom
gruplart arasinda akigiin neden oldugu elektronik polarizasyon, birkag istisna disinda, genellikle g6z
ardi edilen bir baska kuantum-mekanik etkidir. Klasik molekiiler dinamik simiilasyonlarinda,
simiilasyona baglamadan 6nce her bir atomun sabit bir kismi ytiikii tahsis edilir. Ancak gercekte, atomlar

cevreleyen elektron bulutlar ortama gore siirekli degisir, atomlarin kismi yiikleri dinamiktir [19].

1.15.2. Hiz:
Kullanilan kuvvet alanlar1 ileri derecede ayrintilandirilmayr gerektirir ve yiiksek hesaplama
talepleri, uzunlugu mikro saniyeden daha fazla olan rutin simiilasyonlar1 engeller ve bir¢gok durumda

konformasyonel durumlarin yetersiz 6rneklenmesine yol agar [19].

1.15.3. Zaman:

Molekiiler Dinamik calismalar1 da tipik olarak simiile edilen kisa zaman 6lcekleriyle sinirlidir.
Termodinamik o6zellikleri yeniden iiretmek ve / veya ilag tasarimina iliskin tiim baglayict cep
konfigilirasyonlarin1 tam olarak aydinlatmak i¢in, proteinin olasi tiim konformasyonel durumlar
simiilasyon tarafindan arastirilmalidir. Ne yazik ki, ila¢ baglanmasina iliskin reseptér konformasyonel
kaymalar1 dahil olmak {izere bircok biyokimyasal islem, simiilasyon i¢in uygun olanlardan ¢ok daha
uzun olan zaman Ol¢eklerinde meydana gelir. Baz1 6nemli istisnalar disinda, simiilasyonlar su anda
saniyenin milyonda biri ile sinirlidir [19].

Elektrostatik etkilesimlerin iyilestirilmesi i¢in ¢oklu zaman asamali entegrasyon algoritmalari
veya dogrusal lgeklendirme yontemleri kullanilarak hizi artirilan hesaplamalarda bile, hesaplamalar
hala oldukg¢a pahalidir ve 1 ns ila 1 mikro saniye zaman 6l¢egiyle sinirlidir [26].

Molekiiler dinamik simiilasyonlari, biyolojik makromolekiillerin incelenmesi i¢in ¢ok yonlii ve
yaygin olarak kullanilan tekniklerinden biridir. Hizl1 titresimlerden yavas konformasyonel degisikliklere
ve protein katlanma siireclerine kadar farkli zaman araliklarindaki dinamik davraniglari anlamak igin
cok degerlidirler.

Olas1 aktif baglanma bolgeleri i¢in hedef yapilart analiz etmek, aday molekiiller olugturmak, ilag¢
benzerliklerini kontrol etmek, bu molekiilleri hedefe yerlestirmek, baglanma afinitelerine gore
siralamak, baglanma Ozelliklerini gelistirmek icin ve molekiilleri optimize etmek i¢in de
kullanilabilirler. Molekiillerin baglanma mekanizmalarim belirlemek i¢in kullanildiklarindan MD
simiilasyonlar1 ile ligandlarin proteinlere / baglanma mekanizmasi bilinmeyen ilaglarin ilag hedeflerine
baglanma mekanizmalarinin aydinlatilmasim saglamaktadir. MD ile protein baglanma bdlesinin
esnekligi tespit edilebilir. MD simiilasyon tabanli yontemler, bir ligandin bir proteine mutlak baglanma
serbest enerjisini belirleyebilir. Bunun yaninda X-1gm1 kristallografisi veya NMR yontemleri ile
belirlenen yapilarin ¢ogu (ilag hedefi proteinler de dahil) MD yontemleri kullanilarak rafine edilmistir.

Ayrica, yogunluk, iletkenlik ve dipolar moment gibi biyomolekiiler sistemin dzelliklerini ve etkilesim
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enerjileri, entropiler dahil farkli termodinamik parametreler elde etmede, ¢6ziicli molekiillerinin protein

yapist ve stabilitesi tizerindeki etkisini incelemede de kullanilir [27-31].

1.2. Molekiiler Mekanik

Molekiiler Mekanik (MM) terimi 1970lere ortaya ¢ikmistir. Klasik mekanigin molekiiler denge
yapilarii belirlemesinde kullanilmasidir. Yonteme daha 6nce kuvvet alani (force field) yontemi adi da
verilmistir [4].

1930’Iu yillarda Molekiiler Mekanigin ortaya ¢ikisini saglayan molekiilleri yaylara bagh toplar
olarak ele alma fikri ortaya ¢ikmustir [4]. Toplar ¢ekirdegi ve yaylar da baglari temsil eder [6]. Molekiiler
Mekanigi’ in gelismesini saglayan temel c¢alisma diyagonal olmayan birka¢ terimden alkanlar i¢in
transfer edilebilir kuvvet sabitleri elde edilmesidir. Komsu atomlar arasinda diyagonal olmayan terimler
genelde en biiyliktiir. Bu nedenle sadece en yakin komsu atomlar arasinda bag dis1 etkilesimler de
dikkate alinmalidir. Yani hesaplamada atomun kimyasal ¢evresi de dikkate alinmalidir. Bir sp karbon

atomu, bir sp2 karbon atomundan farklidir [4] (Sekil 5).

O
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Sekil 5. Karbon atomu hibritlesmeleri

Kuantum mekanik yontemler sistemdeki elektronlarla ilgilenir. Bu nedenle bazi elektronlar géz
ard1 edilse bile hala ¢ok fazla sayida hesaba alinmasi gereken pargacik vardir ve bu islem ¢ok fazla
zaman gerektirir. Molekiiler Mekanik ise Born-Oppenheimer yaklagimina (¢ekirdek elektronlara gore
cok daha agir oldugundan ¢ekirdek hareketi elektron hareketine gore ihmal edilebilir derecede kiiciiktiir)
dayanir ve elektronik hareketleri dikkate almadan sadece sistemin enerjisini hesaplar [5,32]. Bu sayede
cok fazla sayida elektron igeren biiyiik sistemlerin hesaplanmalarinin yapilmasini saglar [6,5].

Bu metod asagidaki temellere dayanir:

1- Elektronlar ve ¢ekirdek bir yumak halinde hareket eder ve birlesik halde atom benzeri

partikiiller olarak muamele edilir.

2- Atom benzeri pargaciklar kiiresel toplar olarak muamele edilir.

3- Partikiiller aras1 baglar yaylar olarak gosterilir.
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4- Partikiiller aras1 etkilesimler klasik mekanik yontemlerdeki potansiyel fonksiyonlar ile

tanimlanir

5- Farkli potansiyel etkilesimleri tanimlamak i¢in bireysel potansiyel fonksiyonlar1 kullanilir.
6- Potansiyel enerji fonksiyonlari, atom setleri arasindaki etkilesimleri tanimlayan ampirik olarak
tiiretilmis parametrelere dayanir.

7

Potansiyel fonksiyonlar ve etkilesimleri degerlendirmek igin kullanilan parametreler bir
kuvvet alani olarak adlandirilir.
8

Etkilesimlerin toplami, atom benzeri pargaciklarin konformasyonunu belirler [6].

121, Kuvvet Alam

Rasyonel ila¢ tasarimi i¢in Molekiiller Mekanik kuvvet alanlar1 protein-ligand yapisinin
arastirilmasinin altinda yatan temel 6gedir. Ilag tasariminda basarili bir kuvvet alan1 hem biyolojik
molekiiller hem de onlarla etkilesen organik molekiiller i¢in ise yaramalidir [3].

Bir kuvvet alani, molekiiliin potansiyel enerjisini bulmak i¢in kullanilan bir dizi fonksiyon ve
sabiti ifade eder [6]. Kuvvet alanlar1 potansiyel enerjiyi yalnizca niikleer koordinatlarin bir fonksiyonu
olarak ifade ederek Schrodinger denklemini ¢6zme sorununu ortadan kaldirir [33].

Kuvvet alani olusturulurken kullanilan parametreler asagidaki gibi siralanabilir;

1- Bag dis1 parametreler
2

Elektrostatik parametreler
3- Bag uzunlugu parametresi

4- Bag acis1 parametresi
5

Torsiyonel parametreler [34,35].

Bir kuvvet alanina katilan kuvvetleri bag kuvvetleri ve bag dis1 kuvvetler olarak gruplandirmak
uygun olur. Bu ayrim ancak reaktif olmayan bir kuvvet alan1 tanim1 dikkate alindig: siirece uygulanir
[33].

Kimyasal baglarin varlig1 sayesinde molekiillerin yapisi rasyonelize edilebilir ve tahmin edilebilir
[35]. Bag kuvvetleri gerilme ve egilme kuvvetleridir. Buna ek olarak atom baglarinin dihedralleri
iizerindeki torsiyon kuvvetleri de bulunmaktadir.

Bag dis1 kuvvetler ise elektrostatik kuvvetleri ve Van der Waals kuvvetlerini kapsar.

Bag dis1 kuvvetler bag kuvvetlerinden farkli olarak kuvvet alan1t modelinde sistemin atomlari

arasindaki toplam kuvvet olarak iglenir (Sekil 6).
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Sekil 6. Bag kuvvetleri ve bag dis1 kuvvetler

Genel olarak, kimya kovalent bag anlamina gelir. Molekiil, ¢ozelti veya kiitle gibi bagka
molekiiller ile ¢evrildikten sonra, bu c¢evre kovalent bagi etkiler ve molekiiliin elektronik sistemi
bozulur. Kovalent bag kavrami, modern bilimdeki en bagarili kavramlardandir. Bag dis1 etkilesimler
i¢in ise hala kesin bir isim bulunmamakla birlikte bu baglara kovalent olmayan baglar ad1 verilebilir.
Her ne kadar kovalent olmasa da, bu spesifik olmayan isim, ger¢ek yapinin yeterli bir tanimi degildir.
Bu etkilesimlere bazen zayif etkilesimler olduklarindan “zayif baglar” adi veya molekiilleri kat1 veya
stv1 ve hatta gaz fazda bir arada tutan tek etkilesimler olduklarindan “intermolekiiler (molekiiller aras1)

kuvvetler” ad1 verilmektedir [37,4].

1.2.1.1. Molekiiller Aras1 Etkilesimler

Bag terimleri iyi tanimlanmis olsa da bag disi terimleri tanimlamak problemlidir. Molekdiler
Mekanikte yiiriitiilen arastirmalarin ¢gogunlugu bag disi terimlerin temsil edilebilmesi i¢in kullanilan
modelleri gelistirmek i¢in harcanir [33].

Her ne kadar sorunlar olsa da molekiillerin van der Waals yap1 ve 6zelliklerinin anlagilmasinda
cok yol kaydedilmistir. Molekiiller aras1 kuvvetlerin temelinde yatan teori iyi bir sekilde gelistirilmigtir
[38].

Molekiiller birbirinden uzak oldugunda ve uzaklik, molekiillerin boyutlarina kiyasla biiyiik
oldugunda, etkilesim kuvveti elektrostatik enerjiye yol agan serbest molekiillerin kalici elektrik
momentleri ile belirlenir. Ayrica her bir molekiiliin elektrik momenti digerinin yapisini bozar ve
polarizasyona bagli olarak indiiksiyon enerjisine sebep olur. Molekiillerin uzun mesafedeki yiik
dagilimlarinin dalgalanmasindan kaynakli elektrik momentleri London Dispersiyon kuvvetlerine sebep
olur [39] (Sekil 7).
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Sekil 7. Intermolekiiler etkilesimler

Bag dis1 etkilesimlerin tanimlanmasindaki temel problem etkilesimlerin “cok kiitleli” dogasidir.
(many body problem) En basit kuvvet alan modelini benimseyen, bag disi etkilesimler, sistemin
elektrostatik (kismi yiikler) ve van der Waals parametrelerinin her bir pargasina atanarak islem goriir
[33].

Ikili katki ilavesi yaklasimi (pairwise additive approximation), polarizasyon ve pekistirmenin
(many body effect sonucu) biiyiik rol oynadigi etkilesimleri kantitatif olarak hesaba katmanin
imkansizlig ile sonuglanir. Bu nedenle, additif kuvvet alanlar1 ayn1 zamanda polarize olmayan kuvvet
alanlaridir. Bununla birlikte, ¢oklu kiitleleler etkisinin bir kismi, sézde etkili ¢ift potansiyellerine yol
acan bag dis1 etkilerin uygun bir sekilde parametrelendirilmesiyle kuvvet alanlarina ortalama bir sekilde
dahil edilebilir [33].

Molekiiller arasindaki (veya ayni molekiiliin farkli kisimlar1 arasindaki) elektrostatik etkilesimler,
¢ekirdeklerin etrafindaki esit olmayan elektronik dagilimin bir sonucu olarak ortaya ¢ikar ve kuvvet
alam1 modellerinin biyik c¢ogunlugunda, her bir etkilesim bdlgesine nokta yiikleri atayarak
hesaplanirlar. Elektrostatik etkilesim, Coulomb potansiyeli ile degerlendirilir [40,41].

Van der Waals terimi ise, sirasiyla dispersiyon ve degisim etkilesimlerini temsil eden g¢ekici ve
itici bir terimden olusur. Dagilma kuvvetleri (london kuvvetleri olarak da bilinir) elektronik bulut i¢inde
aralarinda bag olmayan yaklagsan atomlar arasindaki dalgalanmalardan kaynaklanan karsilikli olarak

indiiklenen multipollerin anlik kolerasyonlarindan kaynaklanmaktadir [33].
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Basit kuvvet alanlart bag dis1 terimleri ¢ogunlukla; elektrostatik kuvvetleri Coloumb

potansiyeliyle ve Van der Waals etkilesimlerini de Lennard-Jones potansiyeliyle modeller [5].

1.2.1.2. Kuvvet Alanlarinin Hesaplanmasi ve Ozellikleri

Kuvvet alan1 genelde su denklemle ifade edilir: Eoplam= Ebag geriimesi T EBagin acili egilmesi(biikiiime) T EBagin
torsiyonut EBag digt etkitesimler + Eidrojen bagi-- [6]

Iki atomlu potansiyel enerji hesaplanmasi gerilme, biikiilme, rotasyon, coloumb ve Lennard-jones
tipinde etkilesimleri kapsar. Bilgisayar kolaylig1 i¢in sadece atom ciftleri arasindaki etkilesimler alinir.
Polarizasyon gibi cok atomlu etkilesimler ihmal edilir. Ayrica sistemin yiik dagilimi da sabit kabul edilir
[40].

Kuvvet alani yalnizca enerjinin fonksiyonel formu ve parametrelerin se¢ilmesinden sonra tek bir
kez tanimlanir. Farkli kuvvet alanlar1 ayni fonksiyonel formu paylassa da kullanilan parametreler farkl
olabilir ve farkli sonugclar beklenir.

Kuvvet alanlar1 i¢in ortak olan 6zellik farkli molekiiler ¢evrelerde bulunan ayni kimyasal
gruplarin ayni parametrelerle islenmesi imkan1 saglayan “taginabilirlik” kavramidir [33].

Kuvvet alanlarinin parametre ve fonksiyonel formlarinin tagmabilir olmasi 6nemli
ozelliklerindendir. Tasinabilir olmasi demek ayni parametreler birbiriyle iliskili bagska molekiilleri
modellemede her molekiil igin yeni parametreler tanimlamak yerine kullanilabilir demektir [5].

Molekiiler mekanik kuvvet alanlarinda "benzer" kimyasal ortamlar atom tipleri olarak kodlanir
ve bu tanimlar basari ve taginabilirlik i¢in ¢ok 6nemlidir. Daha fazla atom tiirii kullanarak, ince kimyasal
ortamlar daha dogru bir sekilde tanimlanabilir, ancak bu ayni1 zamanda daha biiyiik bir parametre
belirleme yiikiine yol agar. Bu nedenle, atom tipleri miimkiin oldugu kadar ekonomik kullanilmali ve
sadece kuvvet alani performansini 6nemli dlgiide artirmak i¢in yeni atom tipleri kullanilmalidir [3].

Bir diger 6nemli 6zellik de kuvvet alanlarinin ampirik olmasidir. Kuvvet alanlar i¢in dogru bir
form yoktur. Eger bir fonksiyonel form digerlerinden daha iyi performans gosteriyorsa bu form tercih
edilir. Kuvvet alanlar ¢ogunlukla isabetli olmak ve kompiitiisyonal etkililik arasinda uzlagirlar. Yani en
isabetli fonsiyonel form kompiitiisyonel etkilik agisindan tatmin edici olmayabilir. Bilgisayarin
performans: arttikga daha karmasik modelleri olusturmak miimkiin olabilir [5].

Kuvvet alanlart molekiiler modellemede birincil olarak yapisal 6zellikleri yeniden iiretmek
amactyla kullanilirlar ama ayrica molekiiler spektra gibi diger ozelliklerin tahmin edilmesinde de
kullanilirlar. Ek olarak enerji minimizasyonu ve molekiiler dinamik gibi yontemler kullanmak igin
kullanilir [5].

Atom tip kuvvet alam1 konseptinde dnemlidir. Kuvvet alani i¢in tiim yiik ve spin ayrilmalari
gerekli degildir (kuantum mekanik hesaplamalarda gerekli). Ama her atom i¢in atom tipi gereklidir.
Atom tipi atomun sadece atom numarasindan daha fazlasidir. Genelde atomun hibridasyonu ve bdlgesel

cevresiyle ilgili bilgiler igerir [5].
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Kuvvet alanlar1 potansiyel enerjiyi yalnizca niikleer koordinatlarin bir fonksiyonu olarak ifade
ederek Schrodinger denklemini ¢ézme sorununu atlar. Bu tiir bir yaklasimin kovalent baglarin
olusumunu veya kopmasini ya da elektronik yap1 veya yeniden diizenlenmesi bilgisinin agik¢a gerekli
oldugu herhangi bir mekanizmay1 tanimlamasi zordur [33].

Bu tiir modellerin 'yeni' durumlara nasil aktarilabilecegi veya bu modellerin karmasik
biyomolekiiller i¢in 6nemli olan uzun vadeli etkilesimleri nasil hesaba katabildigi de dahil olmak tizere
bir¢ok agik soru vardir.

Glinlimiizde gii¢ alanlari, gérece basit sistemlerde baglanmanin serbest enerjisini ve entalpisini
yeterli dogrulukla hesaplayamamaktadir ve bu tiir hesaplamalarin daha zor oldugu biyomolekiiler
baglanma etkilesimleri i¢in de gegerlidir [42].

Kuvvet alan1 gelistirmek, zorlu, emek yogun bir ¢abadir; pratik sorunlarin ¢éziimiinde yararl bir
model iiretmek i¢in uzun bir siire boyunca birlikte ¢alisan biiylik gruplara ihtiyag vardir. Bu tiir kolektif
cabalarin bir sonucu olarak bir dizi gii¢ alani ortaya ¢ikmistir. Biyomolekiiler simiilasyon alaninda, bu
kuvvet alanlari OPLS, AMBER, CHARMM ve Gromos potansiyel enerji fonksiyonlarinin gesitli
varyasyonlarini igerir. Bu gii¢ alanlarimin tiimii belirli temel 6zellikleri paylasir: sabit bir yiike (agikca
polarize olanlarin aksine) elektrostatik modele dayanirlar, elektronik itis ve dagilmayan etkilesimleri
modellemek i¢in standart (Lennard-Jones 6— 12) van der Waals potansiyeli kullanirlar. ve enerjinin
degerlik bilesenini modellemek i¢in harmonik germe ve biikiilme terimlerini ve dihedral agiya dayanan

burulma potansiyellerini kullanirlar [9,43] (Sekil 8).

Eg(r)= Y k(r- rUb) +ZkUB(S S(,UB) + Yk (6- 903)

bonds angle
+ 2 kdn(1+cos(nx dn)) Z k(qf Wy, )
dihedrals impropers
12 6
+Z SU mm 7 _2 Rmin.r‘j + E ('Lq j
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Sekil 8. CHARMM kuvvet alan1 parametrizasyonu

Molekiiler mekanik liganda dayali bilgisayar destekli ilag¢ tasarim yontemleri arasinda en ¢ok
kullanilan metotlardan biridir. Atomlar arasindaki olasi tiim ikili etkilesimlerin enerjilerini hesaplar ve
molekiiler potansiyel enerji ylizeyini tamimlar. Molekiillerin baglanma enerjilerinin hesaplanmasinda ve
minimizasyon iglemlerinde kullanilir. MM, hesaplama agisindan, uygun kuvvet alan1 parametrelerinin
tiiretilmesinde yeterli 6zen gosterilmesi sartiyla, karmagik molekiillerin bile yapilarii kesfetmek icin

giivenilir bir yontemdir [44-46].
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SONUC VE TARTISMA

Deneyler; bilimde-6zellikle ilag kesfi alaninda- temel gérevi iistelenir. Zengin deneysel sonuglar
hayatin kimyasini anlamada temel olustururlar. Ama yine de deneyler sadece modeller ve teoriler ile
birlikte bir anlam ifade eder.

Kimyasal sistemlerin dinamik ve karmasik yapisina bagli olarak biyolojik sistemler de kompleks
yapilardir. Biyolojik sistemlerin bu karmasik yapilar1 nedeniyle bilgisayar metotlar1 saglik ve fen
bilimlerinde 6nemli hale gelmistir. Boyle karmasik yapilarin ¢éziimlenmesinde ancak bilgisayarlar gibi
hafiza ve grafiksel ozellikleri gelismis araglart kullanarak biraz da olsa anlamak miimkiin olmaktadir.
Bilgisayar simiilasyonlar siiregler(teori) teori ile laboratuvar diinyasi(deney) arasinda bir koprii gorevi
gorur.

Ustlendikleri bu goérev birtakim avantajlar olusturur. Simiilasyonlarin en biiyiik avantaji
“karmagiklik” ufkunu tanimlamada genislik saglamalaridir. Bunu sisteme girilen veriler ve sonug
verileri arasindaki sebep ve sonug iliskisini gézlemlenebilir ve karsilastirlabilir hale getirerek saglarlar.
Ayrica fiziksel dzelliklerin birgok cesidi dlciilebilir. Ornegin simiile edilen bir sistemdeki biitiin
pargaciklarin hizlar1 ve pozisyonlar1 hakkindaki biitiin bilgiyi elde edebiliriz. Baz1 6zel sartlar1 (¢cok
yiiksek ve cok diisiik sicaklik, cok yiiksek basing, ¢ok hizli soguma) laboratuvarda iiretmek pahali ve
zordur. Bu sartlar1 simiilasyon ile daha kolay gerceklestirebiliriz. Gergek sistemin bozulmadan,
tehlikeye atilmadan denenmesini saglar.

Bilgisayar teknikleri kullanilarak organizma i¢in en 6nemli makro molekiillerden olan proteinin
iic boyutlu yapist aydinlatilmistir. Onemli makro molekiilerin yapilariin aydinlatiimas: ilag hedefleri
hakkinda hayati bilgiler edinilmesine olanak saglamaktadir.

Farmasotik alanda yeni bir protein veya ilag gelistirmek i¢in bilgisayar tekniklerinin kullanildigi
in siliko ilag tasariminda ¢ok 6nemli bir rol oynayan ¢ok sayida yazilim vardir. Bilgisayarlarda
kullanilan in siliko ilag tasarim yazilimlar1 genlerin molekiiler modellemesini, protein dizisi analizini ve
proteinlerin 3D yapisini incelemek i¢in kullanilmakta olup hedef belirleme ve yeni ilaglarin tasariminda
biiylik 6nem tasimaktadirlar.

Bu derlemede bilgisayar destekli yontemlerden Molekiiler Dinamik ve Molekiiler Mekanik
yontemlerinin temelleri, ila¢ kesfinde kullanim1 ve kisitlamalar1 arastirtlmigtir

Molekiiler Dinamik (MD), belli bir zaman dilimi i¢inde molekiillerin hareketlerini simiile eder.
Tek bir molekiiliin veya bir sistemin zamana bagli davranislarini incelemeye olanak verir. Bu 6zelligi
sayesinde MD medisinal kimyada reseptér baglanma bdlgelerinin bulunmasini, ilag ve reseptor
baglanma mekanizmalarinin aydinlatilmasini, protein esnekligini géz o6niinde bulundurmasi sebebiyle

hedef yapiya uygun yeni molekiillerin daha isabetli sekilde tasarlanabilmesini saglar.
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Molekiiler Mekanik (MM) molekiil igindeki etkilesimleri ve molekiiller arasi etkilesimleri bazi
ampirik potansiyellerle simiile eden bir yaklagimdir. Molekiillerin konformasyonlarini, molekiiler
yapilarin1 basit bir matematiksel ifadeyle tanimlar. Tim sistemin potansiyel enerjisi ve lokal
minimumlar hesaplanabilir. Bu sayede enerji minimizasyonu iglemi i¢in kullanilir.

MM’ de, MD’ den farkli olarak sistem dinamikleri dikkate alinmaz. Y 6ntemler birbirinden farkl
olsa da birbirleriyle iliskilidirler ve birlikte kullanilabilirler. MM molekiiller aras1 atomik etkilesimlerin
yani sira eger reseptor-ligand gibi farkli molekiiller arasindaki etkilesimleri de incelemek istendiginde
MD alaninda uygulanabilir.

MD ve MM yontemler karmasik biyolojik yapilarin analizinde ve Ongoriilmesinde tim
dezavantajlarina ragmen giiclii birer arac¢ haline gelmistir. Ilac kesfi gittikce maliyetli hale geldikce ve
kesfedilebilen molekiil sayis1 azaldik¢a, bu yoOntemlerin siirece fayda saglayabilecegi ve benzer

sonuclar1 daha az ¢abayla elde etmek icin kullanilabilecegi agiktir.
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TOPOIZOMERAZ I1 ENZIM INHIiBITORLERI
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0z

Amag: Son yillarda 6nemi daha da artan topoizomeraz Il enzim inhibitérleri’nin Farmasotik Kimya
bilimi agisindan ve klinik kullanimlar: degerlendirilmistir. Bu baglamda, klinik kullanimlar: olan bilesiklerin
yanmnda gelistirilme asamasinda olan bazi bilesiklere de yer verilmistir.

Sonu¢ ve Tartisma: Topoizomeraz Il enzimi inhibisyonu hedefli kanser kemoterapisi ve bu
mekanizmaya uygun, aktivitesi yiiksek olup advers etkileri az olan ila¢ gelistirme ¢abalari uzun yillardir
devam eden bir siirectir. Sonu¢ olarak, bitkisel veya sentetik olarak elde edilen topoizomeraz Il
inhibitérlerinin kimyasal yapilart iizerinde uygun modifikasyonlarin yapilmasi, yiiksek aktivitede bir¢cok yeni
ajamin klinik kullanimint miimkiin kilmaktadir. Ayrica kanser hastalarinda siklikla goriilen ilag direncinin
ontine gecilmesi, hedefe yonelik tedavi ve toksisitelerin azaltilmasi yeni ajanlarin  kegfiyle
saglanabilecektir. Yeni ajanlarin kullaniminin bireysellestirilmis tedavi yontemleri arasinda bulunmasinin
saglanmasi ile hastalara en uygun tedavi sunulabilecektir.

Anahtar Kelimeler: antikanser, klinik eczacilik, topoizomeraz I1

ABSTRACT

Objective: The use of topoisomerase |1 enzyme inhibitors, which have increased in importance in recent
years, has been evaluated in terms of pharmaceutical chemistry and clinical use. In this context, compounds
with clinical uses as well as certain compounds which are in the developmental stage are included.

Result and Discussion: Topoisomerase 11 enzyme inhibition targeted cancer chemotherapy and drug
development efforts that are suitable for this mechanism, demonstrating high activity and less adverse effects
have been ongoing for many years. As a conclusion, it provides clinical use of many new agents in high
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activity by making appropriate modifications on the chemical structure of topoisomerase Il inhibitors
obtained herbally or synthetically. In addition, preventing drug resistance frequently seen in cancer patients,
targeted treatment and reduced toxicities can be provided with the discovery of new agents. By ensuring that
the use of new agents is among the individualized treatment methods, the most appropriate treatment will be
provided to the patients.

Keywords: anticancer, clinical pharmacy, topoisomerase 11

GIRIS

Kanser, DNA’daki genetik bilginin bozulmasi ile gelisen, genetik ve cevresel faktorlerin
etkilesimine bagl olarak meydana gelen bir hastaliktir [1, 2]. Kanser tedavisinde cerrahi yontemler
ve radyoterapi uygulamalarina ek bir tedavi yontemi olan kemoterapotik ilaglarin kullanilmasi bazi
tiimorler i¢in birincil tedavi olarak belirtilmektedir [3]. Kanser olgularinin 6nlenmesinde, hiicredeki
DNA onarim mekanizmalarinin ve bu mekanizmalarin islemesini saglayan DNA onarim genlerinin
Onemi biiyiiktiir. Sekil 1.’de gosterildigi gibi bu mekanizmalar; hiicre mutasyonunu, DNA hasarinin
devamliligini, hiicre 6liimlerini, replikasyon hatalarin1 ve genomik kararsizligi dnlemek amaciyla

kullanilmaktadir [4].

DNA hasar
Mutasyon Kanser
Replikasyon
hatalan
. replikasyon - | e DNA
ﬁ hasar
DNA Genomik
onarimi kararsizlik Yaslanma

Sekil 1. DNA onarim fonksiyonlari

DNA onarim mekanizmalari, DNA ¢ift zincir kirigi onarimi ve baz hasari onarim
mekanizmalar1 olmak {izere simiflandirilmaktadir. Bu onarim mekanizmalari, niikleik asit
metabolizmasinda rol oynayan enzimlerin aktivitesiyle gerceklesmektedir. Bu enzimler
polimerazlar, DNA ligaz, DNA topoizomerazlar (topoizomeraz | ve Il), niikkleazlar, modifiye edici
Ozel proteinler olarak belirtilmektedir [5]. DNA topoizomerazlari, DNA’da gegici kiriklar olusturan
ve hiicrelerin yagamsal dongiisiinii devam ettirmesi i¢in gerekli olan ve evrimsel agidan son derece
iyi korunmus ¢ekirdek enzimlerdir [6]. Topoizomeraz enzimleri, tarihsel numerolojilerine gére Topo
I, 1, I, IV, V, VI; mekanik farkliliklara gore Tipl, 11, IA, IB; evrimsel siniflandirmaya gére Topo
IA, IB, IC, IIA, 1IB olarak isimlendirilmiglerdir [7].
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Topoizomeraz 1 ve II enzimleri, enzim aktif bolgelerindeki tirozin kalintilar1 araciligi ile
DNA’ya gegici ve kolayca boliinebilir sekilde kovalent olarak baglanir. Baglanma sonrasinda DNA
iplik¢iklerinden biri DNA’daki gegici kirik i¢ine girer ve DNA’da meydana gelen bosluk kapatilmis
olur. Bu reaksiyon ile kimyasal olarak degistirilmemis ancak farkli topolojide kapanmis DNA olusur.
Her iki topoizomeraz enziminin normal katalitik siklusu iki transesterifikasyon basamag: igerir,
bunlardan ilki boliinme/yarilma ve digeri ise religasyon siirecidir. Topoizomeraz enzimleri
arasindaki fark, topoizomeraz I’in tek zinciri kirarken topoizomeraz II’nin ¢ift zinciri kirmasi ve bu
islem i¢in ATP gerektirmesidir [7]. Son on yil iginde, bu enzimlerin yapisal biyolojisi ve biyokimyasi
ile ilgili gelismeler, topoizomeraz enzimlerini hedef alan yeni ila¢ ajanlarin kesfedilmesine yol
acmaktadir [8, 9].

DNA Topoizomeraz II, genetik materyalin olusturdugu diigtimleri ve karisiklig1 gideren ve
DNA asiri-dip sarim seviyesini diizenleyen enzimlerdir. Bu enzimler hiicrenin hayatta kalmasi i¢in
onemli rol oynamakta ve DNA replikasyonu, transkripsiyonu ve rekombinasyonunu igeren
neredeyse her niikleik asit prosesinde gorev almaktadir [10].

Okaryotik hiicrelerde yer alan topoizomeraz Il enzimleri, hiicre dongiisiiniin evreleri arasinda
farklilik gostermekte ve boylece hiicresel ¢ogalmay1 diizenlemektedir. Bu nedenle, topoizomeraz
II'yi hedef alan bilesiklerin ¢ogu, hiicre biiyiimesinin ve ¢ogalmasinin durdurulmasinda gorev
almaktadir [11]. Topoizomeraz IT’yi hedefleyen ilaglar ‘Topoizomeraz zehirleri’ ve ‘Topoizomeraz
katalitik inhibitorleri’ olarak siiflandirilirlar. Topoizomeraz enzimini inhibe eden ajanlardan
bazilari, primer etki mekanizmasi1 olarak enzimatik aktivitenin inhibisyonuna yol agarak etki
etmektedir. Bu enzim inhibisyonu hiicre tarafindan onarilmadiginda geri doniisiimsiiz DNA
kiriklar1 meydana gelir. Yani bu ilaglar topoizomeraz enzimini, DNA’da hasara neden olan ajan
haline getirirler. Topoizomerazlar1 hedefleyen diger ilaglar ise enzimin, zincir kirilmasi ve enzimin
kirik zincirlerinin tekrar baglanma aktivitelerini etkileyerek, topoizomerazlarin katalizledigi gecici
DNA kiriginin yar1 dmriinii uzatirlar. Topoizomeraz zehiri olarak isimlendirilen ve klinik kullanim
acisindan onay almig ilaglarin biiyiik ¢ogunlugu bu mekanizma iizerinden etki etmektedir [12].

DNA topoizomerazlar, DNA ‘nin metabolik aktivitesindeki ¢ogu mekanizmada yer alan
enzimlerdir. Topoizomeraz II enzimleri replikasyon, transkripsiyon ve kromozom ayrilmasi
stireglerinde onemli bir role sahiptir [7]. FDA (Food and Drug Administration) tarafindan klinik
kullanimi onaylanmis topoizomeraz Il inhibitorleri etoposid, teniposid, doksorubisin, idarubisin,
epirubisin ve mitoksantrondur [13]. Topoizomeraz II enzim inhibitdrlerinin hedef timor tipi,

farmakokinetik 6zellikleri ve major toksisiteleri Tablo 1°de gosterilmektedir [14-25].
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Tablo 1. Topoizomeraz II inhibitorlerinin etkileri ve farmakolojik 6zellikleri

- Yarilanma 6mrii: 6-10 saat
- Safra ve idrar (%35) ile atilir.

flag | Timor Tipi | Farmakokinetik | Major Toksisite
Akridin Tiirevieri
Amsakrin - Akut 16semi - % 85- 95’1 plazma proteinlerine - Enfeksiyon
- Akut miyeloid 16semi baglanir. - Hemoraji
- Karacigerde metabolize olur. - Miyelosiipresyon

Antrasiklinler

Doksorubisin

- Meme kanseri

- Akut lenfositik Losemi
- Akut Miyeloid Losemi
- Wilms Timor

- Noroblastoma

- Sarkomlar

- Yumurtalik Kanseri

- Tiroid Kanseri

- %50-85’si plazma proteinlerine
baglanir.

-Karacigerde metabolize olur.

- Eliminasyonu ii¢ fazlidir.

-Idrar (%5-12) ve feges (%40-50) ile
atulir.

-Doza bagimli olarak
gelisen kardiyak
toksisite
-Miyelosiipresyon

Lenfoma

baglanir.
- Yarilanma omrii: 12 saat
- Feges ve idrarla atilir.

- Mide Kanseri
- Lenfoma
Daunorubisin | -Akut lenfositik Losemi | -%97’si plazma proteinlerine baglanmir. | -Doza bagimli olarak
-Akut Miyeloid Losemi - Karacigerde metabolize olur. geligen kardiyak
- Yarilanma 6mrii: 26,7 saat toksisite
-Safra ve idrar ile atilir. -Miyelosiipresyon
Epirubisin -Meme kanseri -%77’si plazma proteinlerine baglanir. | -Doza bagimli olarak
-Karacigerde metabolize olur. geligen kardiyak
-Yarilanma &mrii: 33 saat toksisite
- Safra ve idrar ile atilir. -Miyelosiipresyon
Idarubisin - Akut Miyeloid Losemi | -%97’si plazma proteinlerine baglanir. | -Doza bagimli olarak
-Ekstra hepatik metabolizasyona ugrar. | gelisen kardiyak
- Yartlanma 6mrii: 22 saat toksisite
- Safra ve idrar ile atilir. -Miyelosiipresyon
Antrasendionlar
Mitoksantron | -Prostat kanseri - %78’1 plazma proteinlerine baglanir. | -Miyelosiipresyon
-Akut Miyeloid Losemi - Karacigerde metabolize olur.
- Yaritlanma Omrii: 75 saat
- Fecges ve idrar ile atilir.
Piksantron -B-hiicreli non- Hodgkin | -Yaklasik %50’si plazma proteinlerine | -Doza bagl olarak

gelisen ndtropeni

Epipodofilotoksinler

16semi

- Karacigerde metabolize olur.
- Yarilanma omrii: 5 saat
- Feges ve idrarla atilir

Etoposid -Kiigiik hiicreli akciger - %94-98°1 plazma proteinlerine -Miyelosiipresyon
kanseri baglanir.
-Testis kanseri -Karacigerde metabolize olur.
-Yarilanma 6mrtii: % 6-8 saat
- Feges ve idrarla atilir.
Teniposid -Pediyatrik lenfoblastik -%99’u proteine baglanir. -Miyelosiipresyon
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1. Topoizomeraz Il Zehirleri

Topoizomeraz II zehirleri, topoizomeraz enzimin parcalanmig DNA molekiillerini baglama
yetenegini inhibe ederek veya enzim aracili DNA parcalanma oranim arttiran iki 6zel yolak
araciligiyla boliinme komplekslerinin konsantrasyonunu artirarak etki gosterirler. Topoizomeraz |1
zehirleri, DNA boliinme/baglanma (ligasyon) dengesini ii¢ farkli mekanizma ile etkiler. Arayiizey
ve redoks bagimli topoizomeraz II zehirleri 6ncelikli olarak baglanmay1 (ligasyon) inhibe ederken,
DNA lezyonlar1 oncelikli olarak DNA yarilmasinin oranini artirarak etki gosterirler. Araylizey
topoizomeraz II zehirlerine epipodofilotoksin sinifindan etoposid ve teniposid, redoks bagimli
topoizomeraz II zehirlerine ise epigallokatesin gallat (EGGC) gibi polifenollerin yan1 sira benzen
metaboliti 1,4-benzokinon, N-asetil p-benzokinon imin (NAPQI) ve poliklorlu bifeniller (PCB)

kinon metabolitleri de dahil olmak {izere kinon esasl toksinler 6rnek olarak gosterilmektedir [7].

1.1. Epipodofilotoksin Tiirevleri

Etoposid ve tenoposid gibi podofilotoksinlerin yar1 sentetik epimerleri olan Epipodofilotoksin
tiirevlerinin, DNA topoizomeraz II enzimi iizerinde kuvvetli inhibitor etkiye sahip oldugu
bilinmektedir. Etki mekanizmalar1 benzer olan etoposid ve teniposid, DNA’da ¢ift zincir
kirilmalarina neden olup DNA religasyonunu dnleyen béliinebilir kompleksler olusturmak igin
topoizomeraz Il ile etkilesime girerek DNA’ya hasar verir. Etoposid ve teniposid akciger kanseri,
germ hiicreli maligniteler, 16semiler, non-Hodgkin lenfoma, Kaposi sarkomu, yumusak doku
sarkomlar1 ve ndroblastom tedavilerinde endikedir. Ayrica, Teniposid, kotli prognoza sahip akut
lenfositik 16semili pediyatrik hastalarin tedavisinde de kullanilmaktadir [13].

Etoposid ve teniposid disinda NK611, GL331, TOP-53 ve Tafluposit, klinik arastirmalari
devam eden ajanlardandir. D-glikoz pargasinda bir dimetilamino grubu tagiyan yeni bir
podofillotoksin tiirevi olan NK 611’in hem etopositten hem de tenipositten daha iyi antitimor
aktivite gosterdigi belirtilmektedir. GL331, bir anilin grubu igin etoposidin glikozid
siibstitiisyonuyla gelistirilmis ve sitotoksisite calismalarinda etoposite kiyasla 40 kat daha etkili
bulunmustur. TOP-53 ve tafluposit, diger antikanser etkili etken maddelere kiyasla daha iyi
aktiviteye sahip bilesiklerdir [26]. Sekil 2’de epipodofilotoksin tiirevlerinin kimyasal yapilari

gosterilmisgtir.

1.2. Akridin Tiirevleri

Topoizomeraz I enzimini zehir etkisi olusturarak inhibe eden diger bir grup akridin tiirevi
bilesiklerdir. Klinik aragtirmalar1 tamamlanan tek akridin tiirevi ajan olan amsakrin (mAMSA) nin
temel etki mekanizmasi, DNA ve topoizomeraz II ile li¢lii bir kompleksin olusmasi, boliinebilir

kompleksin yakalanmasi ve religasyon adiminin engellenmesidir [7]. Amsakrin’in pediatrik ve
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eriskin akut losemilere neden olabilecek hematolojik malignitelerin tedavisinde ve bazi
lenfomalarda klinik kullanimi mevcuttur. Ayrica amsakrin, akut miyeloblastik losemi ve akut
lenfoblastik 16semide onemli derecede etkinlige sahiptir [27]. Amsakrinin yani sira asulakrin,
DACA (XR5000) ve KW-2170 gibi ajanlarin klinik arastirmalar1 devam etmektedir (Sekil 3).
Asulakrin, deneysel olarak kanserli dokular {izerinde genis bir aktiviteye sahipken klinik
antitimor aktivitesi kisitli olan bir ajandir [7]. DACA, hem topoizomeraz I hem de II’yi inhibe eden
bir akridin karboksamid tiirevi ajandir. P-glikoprotein veya ¢oklu ilaca direngli protein araciligiyla
ilag direnci gosteren ilaglar da dahil olmak {izere klinik kullanim 6ncesi modellerde bu gift
inhibisyonun etkinligi, DACA’y1 klinik gelisim agisindan ¢aligmalara yon verici bir bilesik haline
getirmistir [28]. Pirazoloakridon yapisindaki KW-2170’nin, preklinik ¢alismalarda interkalasyon ile
niikleik asitlere baglanarak DNA ve RNA’y1 inhibe eden in vitro antineoplastik aktiviteye sahip
oldugu belirtilmektedir [7, 29].
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Sekil 2. Epipodofilotoksin tiirevi bilesiklerin kimyasal yapilari
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Sekil 3. Akridin tiirevi bilesiklerin kimyasal yapilari
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Sekil 4. Antrasiklin tiirevi bilesiklerin kimyasal yapilari
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1.3. Antrasiklin Tiirevleri

Memeli hiicrelerinde topoizomeraz Ila ve IIf, sirasiyla kromozom 17 ve 3 iizerinde lokalize
olarak bulunur [30]. Insan topoizomeraz Ila ve topoizmeraz IIf, esas olarak N-terminal ve merkezi
katalitik alanlarda, amino asit sekanslarinda neredeyse % 70 homoloji gosterirken, ana sekans
sapmasi C-terminal alanini igerir [31, 32]. Topoizomeraz Ilo hizla gogalan hiicrelerde yiiksek oranda
eksprese edilir ve hiicre dongiisiiniin G2/M fazinda bir zirveye ulasir. Buna karsilik, topoizomeraz
I8, tiim dokulardaki pasif hiicrelerde eksprese edilir ve hiicre dongiisii sirasinda ekspresyon
diizeyinde anlamli bir degisiklik gostermez [33]. Antrasiklinler, her iki topoizomeraz Il izoformu ile
etkilesmektedir. Topoizomeraz Ila {iizerindeki etki, bu izoformun replikasyon ve hiicre
proliferasyonu sirasinda ana rolii oldugu icin antrasiklin tiirevi bilesiklerin aktivitesinin molekiiler
temeli olarak kabul edilmektedir [34, 35]. Topoizomeraz IIf ise hiicre 6liim siirecine katkida bulunsa
da, kardiyotoksisite ve sekonder maligniteler gibi antrasiklinlerin uzun siireli yan etkileri ile iligkili
oldugu belirtilmektedir [36, 37].

Antrasiklinler, kanser kemoterapisinde klinik kullanim1 olan ve bazi losemi, lenfoma ve
yumusak doku karsinomlarina, meme ve akciger kanserlerine karsi aktivite gosteren bilesiklerdir.
Bununla birlikte, doz-kisitlayici kardiyotoksik etkileri ve 6zellikle gastrointestinal kanalda meydana
gelen tlimorler gibi gesitli timorlere kars1 aktivite eksiklikleri, antrasiklin gruplarim etki ve yan etki
acisindan gelistirilmeye zorunlu kilmistir [38]. Amerika Birlesik Devletleri'nde kullanimi1 onaylanan
antrasiklinler doksorubisin, daunorubisin, epirubisin ve idarubisindir [39]. Antrasiklin tiirevi
bilesiklerin kimyasal yapilar1 Sekil 4’te gosterilmistir.

Antrasiklinler, DNA’nin tek ya da ¢ift zincirinde kopmalarina neden olarak niikleer
helikazlarin dubleks DNA'y1, tekli DNA zincirlerine ayirma iglevini degistirirler ve bu bilesiklerin
topoizomeraz II'de zehir etkisi olusturma Ozelli§i ajanin sitotoksik potansiyeli ile korelasyon
gostermektedir [39].

Antrasiklin grubu ajanlarda kardiyotoksisite ve ¢oklu ilag direngli gen ile iligkili ilag direnci
en onemli problemler arasindadir. Yan etkileri azaltmak, ¢oklu ila¢ direncini engellemek ve cesitli
analoglar tiretmek amaciyla antrasiklinlerin yapisinda degisiklikler yapilarak diger ajanlar
sentezlenmistir [40]. Doksorubisinin yar1 sentetik bir tiirevi olan ve ¢oklu ilag direnci gelisen kanser
hiicrelerinde, doksorubisine direngli lenfablastom hiicreleri de dahil olmak tizere bir¢cok kanser
hiicresi iizerinde olumlu aktivitesi olan pirarubisinin, doksorubisine gore tiimor hiicreleri tarafindan
absorbe edilme hiz1 yaklagik 170 kat fazladir [41].

1959’da Goodwin ve arkadagslari tarafindan yaprak dékmeyen tropik bir agactan (Ochrosia
elliptica) izole edilen elliptisinin (11-dimetil-6H-pirido [4,3-b] karbazol) diizlemsel tetrasiklik yapisi
birgok ¢alismanin konusu olmustur [42, 43]. Elliptisin yiiksek konsantrasyonlarda DNA
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interkalasyonu, iliskili topoizomeraz Il enzimini inhibe ederek sitotoksik etkisini gosterir [43, 44].
Elliptisinden hareketle bir¢ok bilesik sentezlenmis (1, 2, 6 ve 9. konum) ve bu bilesiklerin bazilar
topoizomeraz II enzimleri {izerinde gii¢lii zehir etkisi olugturmustur [43] .
Bakteriyel olmayan bir kinolon tiirevi olan vosaroksin, en yeni topoizomeraz Il enzimi {izerinde zehir
etkisi olusturarak enzim inhibisyonu ile aktivitesini gosteren ve tekrarlayicl/ refrakter akut miyeloid
16semi tedavisinde kullanimi arastirilan ajanlardan biridir [42, 45, 46]. Antrasiklinlere benzer sekilde,
vosaroksin topoizomeraz II'yi giiclii bir sekilde inhibe eder ve ¢ift zincirli DNA kopmalarini indiikler.
Yapilan bazi faz Il ¢aligmalari, vosaroksinin tek basina veya sitarabin ile kombinasyon halinde
etkinligini gostermistir [46]. Vosaroksin stabil bir kinolon ¢ekirdege sahip oldugundan diger
topoizomeraz inhibitorlerine gére daha az reaktif hale gelmektedir. Ayrica hedef dis1 organ hasari ve
kardiyotoksisiteye neden olabilen toksik metabolit ve reaktif oksijen tiirlerinin olusumu daha az
goriilmektedir [47].

1.4. Antrasendion Tiirevleri

Antrasendionlar, antrasiklinler {i¢ diizlemsel halka icermekte ve ayrica
antrasiklinlerin sahip oldugu daunosamin amino sekerinden yoksun bilesikler olarak
tanimlanmaktadir [48]. Murdock tarafindan 1979'da sentezlenen mitaksantron, bu grupta
klinik kullanim igin onay almistir [7, 40]. Mitoksantron, antrasiklinlerin neden oldugu
kardiyotoksik etkiye neden oldugu diisiiniilen kinon tipi serbest radikaller olusturmadigi i¢in
antineoplastik etkisiyle birlikte kardiyotoksik etkiyi azaltmak amaciyla antrasiklinlere
alternatif olarak gelistirilmistir [49]. Mitoksantron, baslica meme kanseri, 16semi, lenfoma
ve prostat kanserinin tedavisinde kullanilmaktadir [13]. Mitoksantron, refrakter akut
miyelojenik 16semili hastalarda da kullanilmakta ve tek basina etoposid ile veya kladribin,
sitaribin gibi ajanlarla kombine edilmektedir [50]. Mitoksantronun birincil doz simirlayici
toksik etkisinin miyelosupresyon oldugu ve antrasiklinlere gore daha az kardiyotoksisite
riskine sahip oldugu belirtilmektedir [13]. Piksantron ise tipik olarak antrasiklinlerin
kullanim ile sik goriilen kardiyotoksisite riskini azaltarak antineoplastik etki elde etmek
amaciyla gelistirilmis yeni bir aza-antrasendion tiirevi bilesiktir. Piksantron, mitoksantron
ile karsilagtirildiginda piksantronda bir hidrokinon halkasinin ¢ikarildigi, ayni1 halkaya bir
azot heteroatomu eklendigi ve etilamino yan zincirleri igin dietilamin yan zincirleri siibstitiie
edildigi gortilmektedir. Piksantronun molekiil yapisindaki bu farkliliklar mitoksantrona gore
daha az kardiyotoksik etkinin goriilmesini saglamaktadir [48]. Sekil 5’te antresendion tiirevi

bilesiklerin kimyasal yapilar1 gosterilmektedir.
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OH O HNV\\IH/\/OH OH O HN\/\NIL

Mitoksantron Piksantron

Sekil 5. Antrasiklin tiirevi bilesiklerin kimyasal yapilar

2. Topoizomeraz II Katalitik Inhibitérleri

Topoizomeraz II katalitik inhibitorleri, enzimin katalitik fonksiyonunu DNA hasar
olusturmadan inhibe ederek sitotoksik etki gosteren ajanlardir. DNA yarilmasini 6nlenmesi (6rn.
Merbaron), ATP hidrolizinin 6nlenmesi (6rn. Deksrazoksan) ve ATP ile baglanmak i¢in yarisma
(6rn. Novobiosin) gibi farkli mekanizmalar iizerinden aktive gosterirler [51]. Sekil 6’da
topoizomeraz II katalitik inhibitdrlerinin kimyasal yapilar1 gosterilmektedir.

Akut miyelositik 16semi tedavisinde kullanilan aklarubisin, topoizomeraz I ve IT enzimlerinin
her ikisini de inhibe eder [52]. Cogu antrasiklin tiirevi bilesigi topoizomeraz II izerinde zehir etkisi
gostermesine ragmen aklarubisin, topoizomeraz aracili boliinme diizeylerini arttirmak yerine hem
topoizomeraz II aracili boliinme hem de topoizomeraz II katalitik aktivitesinin gii¢lii bir inhibitorii
olarak etki gostermektedir [7]. Aklarubisin, diger antrasiklinler gibi DNA interkalatorii olarak kabul
edilmektedir. Aklarubisin, kimyasal yapisinda bulunan 3 seker grubu ile DNA’ya baglanmaktadir.
Monosakkarit birimlerinin kismi veya tam olarak boliinmesi aklarubisinin antiproliferatif
aktivitesini, glikozidin DNA'y1 baglama kapasitesi ile iliskili olarak degisken bir olgiide
azaltmaktadir [53]. Aklarubisin, giiniimiizde akut miyeloid 16semi tedavisinde sadece Cin ve
Japonya’da kullanilmakta ve gesitli sitotoksik ajanlarla (6rn. Sitarabin) kombine edilme galigmalari
devam etmektedir [46].

Bisdioksopiperazin tiirevleri (ICRF-154, ICRF-159, ICRF-186, ICRF-187 ve ICRF193)
interkale edici olmayan ve dogrudan topoizomeraz I enzimine baglanip DNA religasyonundan sonra
enzimi kilitleyerek etki gosteren ajanlardir. ICRF-154'e metabolize olan ve klinik olarak kullanilan
bir 6n ilag olan Sobuzoksan (MST-16), giiniimiizde lenfomalar ve yetiskin T-hiicresi 16semilerinin
tedavisinde Japonya'da bir klinik antikanser ajani olarak kullanilmaktadir. ICRF tiirevlerinin metal
katyonlari ile selat olusturdugu, antrasiklin toksisitesine ve kardiyomiyopatiye neden olan metal-

antrasiklin kompleksleri olusumu ile sonuglanan serbest radikal iiretimini tersine c¢evirdigi
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bilinmektedir. ICRF-187 (Deksrazoksan veya ADR-529), doksorubisin kaynakli kardiyotoksisitenin
azaltilmasi icin klinik olarak kullanilmaktadir. ICRF-193, ICRF-154"in bir dimetil tiirevi olup,
topoizomeraz II'ye kars1 en giiglii bisdioksopiperazin tiirevidir [52, 54].

Bisdioksopiperazin tiirevi bilesiklerin aksine bir aminokumarin antibiyotik olan novobiosin
topoizomeraz Il enzimlerinin ATPaz aktivitesini yarismali olarak inhibe eder. Novobiosinin yapisal
caligmalarinda kimyasal yapisindaki seker ve kumarin parcalarinin niikleozid baglanma bolgesi igin
ATP ile yaristig1 belirtilmektedir [49].

Barbitiirik asit analoglarinin incelenmesi sirasinda kesfedilen tiyobarbitiirik asit tiirevi bir
ajan olan Merbarone, topoizomeraz II enziminin DNA ile birlesmesini engellemeden DNA
boliinmesini inhibe eder. Bu bilesigin, DNA topoizomeraz II boliinebilir komplekslerinin
indiiksiyonunu inhibe ettigi gosterilmistir. Antikanser aktivitesinin diisiikliigii ve nefrotoksisite gibi

sorunlar nedeniyle ¢alismalar1 durdurulmustur [7, 55].

O\ Ry o
HN>_\N ~
e )_/ N NH

Ri R2
ICRF-154 -H -H
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ICRF-193 -CH3 -CHs (Mezo)
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Sekil 6. Topoizomeraz II katalitik inhibitorlerinin kimyasal yapilari
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SONUC VE TARTISMA

Topoizomeraz 1l enzimi inhibisyonu hedefli kanser kemoterapisi ve bu mekanizmaya uygun,
aktivitesi yliksek olup advers etkileri az olan ilag gelistirme ¢abalar1 uzun yillardir devam eden bir
stirectir. Tedavide kullanilan topoizomeraz Il enzim inhibitorlerinin yaninda klinik arastirmalari
devam etmekte olan bir¢ok yeni ajan bulunmaktadir. Bu derlemede hem kullanimi mevcut hem de
klinik ¢alismalar1 devam eden topoizomeraz Il enzim inhibitorleri yapisal, farmakolojik ve klinik
kullanim agisindan degerlendirilmektedir.

Giliniimiizde klinik kullanimi1 olan Epipodofiloksin ve antrasiklin tiirevlerinin kiimiilatif
kardiyotoksisite, tedaviye bagh ila¢ direnci gelisimi ve sekonder maligniteler gibi ilac iligkili
problemlere neden oldugu literatiirde siklikla vurgulanmaktadir. Klinik ¢aligmalar1 devam eden
ajanlarin bu problemlerin goriilme sikligini azaltabilecegi diistiniilmektedir.

Sonug olarak, bitkisel veya sentetik olarak elde edilen topoizomeraz II inhibitdrlerinin
kimyasal yapilari iizerinde uygun modifikasyonlarin yapilmasi yiiksek aktivitede bir¢ok yeni ajanin
klinik kullanimini saglamaktadir. Ayrica kanser hastalarinda siklikla goriilen ilag direncinin 6niine
gecilmesi, hedefe yonelik tedavi ve toksisitelerin azaltilmas1 yeni ajanlarin kesfiyle azaltilabilecektir.
Yeni ajanlarin kullaniminin bireysellestirilmis tedavi yontemleri arasina girmesiyle hastalara en

dogru tedavinin saglanmas1 miimkiin olacaktir.
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Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Dergisi (Ankara Ecz. Fak. Derg. - J. Fac. Pharm. Ankara)
yilda ii¢ kez (Ocak-Mayis-Eyliil) yayimlanir.

Dergiye Eczaciligin her alaninda daha &nce higbir yerde yaymnlanmanus, Tiirkce veya Ingilizce
olarak hazirlanmis makaleler kabul edilir. Deneylerde, insan igin “the Declaration of Helsinki” ve
hayvan icin “European Community Guidlines™’a bagli kalinmalidir.

Yayin Komisyonuna gelen makaleler en az 2 danismana gonderilir.

Makaleler yayina kabul edilis sirasina gore yaynlanir.

Danigmanlar tarafindan onerilen diizeltmelerin yapilmasi igin yazar/ yazarlara geri gonderilen
makaleler, diizeltilip yayinlanmak {izere 3 ay i¢inde tekrar yayin kuruluna gonderilmezse, yeni
basvuru olarak islem goriir. Makale yayimlanmadan Once yazarlarin yayimciya makalenin
“Copyright Transfer Form’unu doldurarak telif hakkini gondermesi gerekmektedir.

Yayimlarda intihal olup olmadigi kontrol edilmelidir.

Dergimize asagidaki makale tiirleri kabul edilir:

a) Arastirma makalesi: Tiirkce veya ingilizce hazirlanmis, sekiller ve tablolar dahil tamami en gok
20 A4 kagidi sayfasi olan, orjinal arastirmalarin bulgu ve sonuglarini agiklayan makalelerdir.

b) Derleme: Tiirkge veya ingilizce hazirlanmis, sekil ve tablolar dahil tamami en ¢ok 25 A4 kagidi
sayfasi olan, yeterli sayida bilimsel makale taranarak, o giine kadarki gelismeleri 6zetleyerek
ortaya koyan ve sonuglarini yorumlayarak degerlendiren makalelerdir.

¢) Onbilgiler: Devam etmekte olan bir ¢alismanin bulgularini zaman kaybetmeden duyurmak icin
Tiirk¢e veya ingilizce yazilan en ¢ok 5 A4 kagidi sayfasi olan makalelerdir.

Yayim Gonderme

Yazarlar makalelerini https:/dergipark.org.tr/tr/pub/jfpanu adresinden online olarak yiikleyeceklerdir.



https://dergipark.org.tr/tr/pub/jfpanu

Yazim Kurallar

Lo

E

11.

Metinler, A4 normunda (21 x 29,7 cm) yazilmis olmalidir.

Biitiin tablo ve sekiller metin i¢indeki yerlerine yazim alanindan tagsmadan yerlestirilmis
olmalidir.

Metinler A4 normundaki sayfanin sag ve sol tarafindan 2,5 cm., iist ve alt kenarlarindan 3 er cm
bosluk birakilarak (ilk sayfada yukaridan 5 satir araligl) 1,5 satir aralikla yazilmalidir. Yayim
kabul edilen makaleler dogrudan “Microsoft Word” dosyasi halinde online olarak sisteme
yiiklenecektir (online submission). Ana metin yazi karakteri “Times New Roman” ve 11 punto
olmalidur.

Sayfa numaralar1 makalede belirtilmemelidir.

Yazar adi (kiiciik harf) ve soyadi (biiyilk harf) koyu olarak bashigin altina {i¢ satir aralik
verildikten sonra altina unvan belirtmeden yazilmalidir. Birden ¢ok yazar varsa virgiille ayrilip
bir bosluk birakilarak yazilmalidir. Yazarlarin soyadlar {izerine konulacak rakamlarla hemen
isimlerin altindaki satira kurum adlar1 ve posta adresleri agik¢a yazilmalidir.

Baslik sayfasinda yayin adi, yazar/yazarlarin adlar1 ve yazigsma yapilacak yazarin acik adresi,
telefon ve faks numaralari, varsa e-mail adresi belirtilmelidir. Sorumlu yazarin soyadinin {istiine
(*) isareti konularak belirtilmelidir. Bu kiginin a¢ik adresi, faks numarasi, telefon numarasi ve
e-mail adresi baglik sayfasinin en altinda belirtilmelidir.

Tablolar {istlerine, sekiller (formiil, grafik, sema, spektrum, kromatogram, fotograf v.b.) de
altlarina arabik rakamlarla (Sekil 1., Tablo 2.,) numaralandirilmalidir. “Tablo”, “Sekil”
sozctikleri ile bunlara ait numaralar koyu yazilmali ve 11 punto olmalidir. Sekil/Resim (JPG
formatinda) makale i¢inde yerlesmis olmalidir.

Tablo adlar1 Tablolarin {istiine ve sekil adlart da Sekillerin altina birer satir aralikla ve bunlarin
genisligini agmayacak sekilde 11 punto yazilmalidir. Tabloya ait agiklama varsa tablonun altina
1 bosluk birakilarak 9 punto ile yazilmalidir. Tablo ve Sekiller metin icine yerlestirilirken metin
ile aralarinda net ayirimi saglayacak kadar bosluk birakilmalidir.

Paragraf baslar1 1 cm igeriden baslamalidir.

. Uluslararasi kisaltmalar kullanilabilir. Metin i¢inde mililitre i¢in ml; dakika i¢in dak. olarak

belirtilen sekliyle yazilmalidir.

Makalelerin boliimleri Baslik, Oz, Anahtar kelimeler, Giris, Gere¢ ve Yontem, Sonug ve
Tartisma, Tesekkiir ve Kaynaklar sirasina uygun olarak hazirlanmalidir. Derleme makalelerinde
Gere¢ ve YoOntem boliimii bulunmayabilir. Bu boliimler birbirlerinden 2 satir aralik ile
ayrilmahidir. Bu bdliimleri ifade eden basliklar 12 punto ile koyu olarak biiyiik harflerle ve
sayfanin solundan baslanarak yazilmalidir. Boliim basliklari ile metin arasinda ayrica aralik
birakilmamalidir.

Bashk: Tiirkce ve Ingilizce olarak biiyiik harf ve ilk baslik 14 punto, koyu ve ikinci baslik 12
punto, italik olarak yazilmalidir. Baslik metine uygun, kisa, caligmayi tanitici ve agik ifadeli
olmalidir.

Oz: Tiirkce ve Ingilizce (Abstract) olarak makalelerin basinda 200'er kelimeyi gegmeyecek
sekilde 10 punto ile, italik olarak ve gergeve iginde yazilmalidir. Yabanci dilde yazilmis
makalelerde mutlaka Tiirk¢e 6zet bulunmalidir. Ayrica 6z, kendi iginde amag, gereg ve
yontem, sonug ve tartisma olarak alt bagliklar halinde yazilmalidir.

Anahtar kelimeler: En fazla 5 s6zciikten olugsmali ve 6zetlerin hemen altina ilgili dilde
alfabetik ve italik olarak yazilmalidir.

Giris: Aragtirmanin amaci ve konuyla ilgili ¢aligmalarin yer aldigi boliim olmalidir.

Gerec ve Yontem: Kullanilan gereg belirtilerek, uygulanan yontem hakkinda gerekli bilgiler
acikca ifade edilmelidir. Deneylerde hayvan kullanilmas1 durumunda lokal etik komiteden
veya ilgili diizenleyici makamlardan onay alinmalidir ve bilgilendirilmis onam
belgelendirilmelidir.

Sonug ve Tartisma: Bulgularin verilerek degerlendirildigi bolimdir.
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Tesekkiir: Varsa arastirmay1 destekleyen kurulusa ve katkisi olan kisilere kaynaklardan dnce
yer alan bu boliimde kisaca tesekkiir edilebilir.

Kaynaklar: Kaynak yazim stili Amerikan Psikoloji Dernegi’ne (APA) goredir. Metinde,
gecis sirasina gore koseli parantez iginde, 6rnegin: [1,2,...] gibi numaralandirilmali ve metin
sonunda bu numaralara gore siralanmalidir. Kaynaklar asagidaki 6érneklere uygun olarak
yazilmalidir.

i. Makale i¢in: Yazarin soyadi, adinin bas harfleri, makalenin tam baglig1 derginin adi, cilt no,
varsa say1 no (parantez iginde), baslangic ve bitig sayfa no, yil yazar isimlerinden sonra
(parantez i¢inde) olarak yazilmalidir. Birden fazla yazar varsa hepsi yazilmalidir. Makalenin
ad1 yazilirken ilk kelimenin ilk harfi biiyiik diger kelimelerin ilk harfi kii¢iik yazilmalidir.
Kaynaklarda verilen dergi adlar kisaltma yapilmadan agik olarak yazilmalidir.

Moncada, S., Palmer, R.M.J., Higgs, E.A. (1989). Biosynthesis of nitric oxide from L-
arginine. A pathway for the regulation of cell function and communication. Biochemistry and
Pharmacology, 38, 1709 — 1715.

ii. Elektronik Makale icin:

Perneger, T. V. and Giner, F. (1998). Randomized trial of heroin maintenance programme for
adults who fail in convential drug treatments. British Medical Journal, 317. Retrieved August
12, 2005, from ttp://www.bmj.com/cgi/content/full/317/7150/

iii. Web sitesi icin:

Clinical Pharmacology Web site. (2001). Retrieved June 16, 2004, from http://cpip.gsm.com/

iv. Kitap i¢in: Yazarin soyadi, adinin bas harfleri, kitabin adu, cilt no (varsa), kitabevi,
yayinlandig1 sehir, sayfa no, basildig1 y1l (parantez iginde) yazilmalidir.

Franke, R. (1984). Theoretical Drug Design Methods, Elsevier, Amsterdam, p.130.

v. Kitap Béliimii icin: Yazarin soyadi, adinin bas harfleri, boliimiin bashigi, editor/editorlerin
soyadi, adinin bag harfleri, (Ed./Eds.) ibaresi, kitabin adi, varsa cilt no, kitabevi, yaymlandigi
sehir, sayfa no, basildig1 yil (parantez i¢inde) yazilmalidir.

Weinberg, E.D. (1979). Antifungal Agents. In: M.E. Wolff and S.E. Smith (Eds.), Burger’s
Medicinal Chemistry, (pp. 531-537). New York: John Wiley and Sons.

Bilesiklerin karakterizasyonu ayr bir paragraf ile gdsterilmeli ve yeni bilesiklerin safliklar1 ve
yap1 aydinlatilmalari saglanmalidir.
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The Journal of Faculty of Pharmacy of Ankara University (J. Fac. Pharm. Ankara) is published
three times (January-May-September) a year.

The Journal of Faculty of Pharmacy of Ankara University publishes articles in every field of
Pharmaceutical Sciences. The manuscript to the journal should not be published previously as a
whole or in part and not be submitted elsewhere. Manuscript should be written in Turkish or
English The experiments used have to be adhered to the Declaration of Helsinki for humans and
European Community Guidlines for animals.

. All manuscripts will be submitted to a review process by the editors and by qualified at least 2

outside reviewers.

Manuscripts are published in order of final acceptance after review and revision.

If a manuscript returned to the authors for revision is not received back to the editor within 3
months it will be treated as a new article. When the article is published, the by authors are
considered to transfer all rights of the manuscript to the Publisher.

Manuscript will be controlled using plagiarism checker.

Manuscripts with the following charactheristics are accepted:

a) Research article: Articles written in English or Turkish in scientific format presenting
original research. Articles should be printed on A4 size papers not exceeding 20 pages
(including tables and figures)

b) Review: An updated comprehensive review of scientific works on a particular subject.
Avrticles written in English or Turkish should be printed on A4 size papers not exceeding 25
pages (including tables and figures).

¢) Rapid communication: Rapid announcement of the results of a continuing research written
in English or Turkish, no longer than 5, A4 size pages.

Submission of Manuscripts

Online submission: https://dergipark.org.tr/en/pub/jfpanu
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Manuscripts should be typed on A4 size papers marked in 21 x 29,7 cm area.

All tables and figures should be inserted in the text, not exceeding text margins.
Manuscripts should be typed with 1.5 line spacing with a margin of 2,5 cm on left-hand and
right-hand sides, 3 cm on the top (5 line spacing on the first page) and bottom. Since articles
will be loading online, authors are requested to submit their manuscripts as “Microsoft
Word” file. The font of main text should be “Times New Roman” with 11 pt font size.
Page numbers shouldn’t be placed on the pages.

Author names (first name with small letters, surname with capital letters, no qualification)
should be written allowing 3 line space from the title of the article. Having more than one
author, the names should be separated with comma and 1 free space. By using number as
superscripts, the institution and mailing address of authors must be indicate on the next line.
Title page of the manuscript should include title, authors’ names and full mailing addresses.
Corresponding author should be indicated by an asteriks (*). His/Her marking address, a fax,
telephone numbers and e-mail address should indicate at the bottom of the title page.

All tables and figures/images must be cited in the text consecutively. Every table must have
a descriptive title at the top and should be numbered with Arabic numerals (Table 1., Table
2.) Please submit tables as editable text and not as images. Figures (chemical formulas,
graphics, photographs, chromatographs, spectra etc) should also be numbered with Arabic
numerals (Figure 1., Figure 2.,) Captions should be typed with 11 pt font size.
Figures/Images (JPG) should be embedded in the Manuscript file.

An appropriate heading of tables and figures should be used for each and typed with 11 pt
font size at the top of the table, at the bottom of the figure with one line space. If there is an
explanation about the table, it should be written with 1 line space below and should be typed
with 9 pt font size. Between text and figures/tables must be adequate space to distinquish
each of them.

In each paragraph, indentation must be done (1 cm space).

. International abbreviations should be used. In text ‘ml’ should be used for mililiter and ‘min’

should be used for minute to make harmonize for common abbreviation.

Manuscripts should be organise as follows: Title, Abstract, Keywords, Introduction, Material
and Method, Result and Discussion, Acknowledgement, References. Each section must be
separated with 2 line spaces. The section titles must be written with bold capital letters at 12
pt font size. No line  spaces between section headings and text.

Title: It should be written in Turkish and English. Font size must be 14 pt as a bold for first
title. In the second title, font size must be 12 pt as an italic. The title must be appropriate to
the text.

Abstract: It should be written in Turkish and English no longer than 200 words, 10 pt,
Italic. Abstract should be written in a border. If manuscript is written in a foreign language,
must include Turkish abstract. In addition, the abstract should be written in subheadings as
objective, material and method, result and discussion within itself.

Keywords: Up to 5 key words should be provided in alfabetic and italic at the end of the
abstract.

Introduction: It should contain a clear statement of the aim and novelty of the study.
Material and Method: It should be described in sufficient detail to allow other works to
dublicate the study. If animals are used, authors must indicate that approvals of the
relevant regulatory authorities or local ethical commitees were obtained and that
appropriate regulatory or local ethical commitee approvals were obtained and that
informed consent was documented.
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Result and Discussion: The results must be clearly and concisely described with the help
of appropriate illustrative material. The discussion should deal with the interpretation of
the results.

Acknowledgement: If necessary, this section should be given at the end of the text, before
references.

References: The style of references is that of the American Psychological Association
(APA). They should be numbered with Arabic numerals consecutevily in the order in
which they first appear in the paper, for example: [1, 2,...]. Cited publications should be
listed in numerical order at the end of the paper. If there is more than one author, all the
names of the authors should be written. Examples are given below;

i. Article: Reference to a journal publication (journal names in full, not abbreviated)
Moncada, S., Palmer, R.M.J., Higgs, E.A. (1989). Biosynthesis of nitric oxide from L-
arginine. A pathway for the regulation of cell function and communication, Biochemistry
and Pharmacology, 38, 1709 — 1715.

ii. Electronic Article:

Perneger, T. V. and Giner, F. (1998). Randomized trial of heroin maintenance programme
for adults who fail in convential drug treatments. British Medical Journal, 317. Retrieved
August 12, 2005, from ttp://www.bmj.com/cgi/content/full/317/7150/

iii. Web page:

Clinical Pharmacology Web site. (2001). Retrieved June 16, 2004, from
http://cpip.gsm.com/

iv. Book:
Franke, R. (1984). Theoretical Drug Design Methods, Elsevier, Amsterdam, p.130.
v. Chapter in a book:

Weinberg, E.D. (1979). Antifungal Agents. In: M.E. Wolff and S.E. Smith (Eds.), Burger’s
Medicinal Chemistry, (pp. 531-537). New York: John Wiley and Sons.

The characterization of compounds should be presented in a seperate paragraph and for all
new compounds, evidence to confirm both identity and purity have to be provided.
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